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บทคัดย่อ 

งานวิจัยนี้ได้ท าการสังเคราะห์โครงสร้างสองมิติของโลหะทองเพื่อใช้เป็นจุดขยายสัญญาณรามานใน

เทคนิค Surface Enhanced Raman Scattering (SERS) ด้วยเทคนิค nanosphere lithography (NSL) โดย

ใช้อนุภาคพอลิสไตรีนท่ีมีการจัดเรียงตัวชั้นเดียวเป็นแม่แบบ โดยการทดลองปรับสภาวะดังนี้ 1. ความสูงระหว่าง

แผ่นปาดกับผิวแก้ว 2. ความเร็วในการปาดสารแขวนลอย 3. ปริมาตรของสารแขวนลอย โดยสภาวะที่เหมาะสม

ท่ีสุด สามารถเตรียมแม่แบบได้พื้นผิวเฉลี่ย 38,000 µm2 ซึ่งถือว่ามีปริมาณสูง และได้น าไปเคลือบโลหะทอง 

และศึกษาผลของระยะเวลาท่ีใช้เคลือบในช่วง 240-600  วินาที กับลักษณะของจุดขยายสัญญาณรามานท่ีได้ 

พบว่าโครงสร้างสองมิติของจุดขยายสัญญาณมีลักษณะเป็นวงแหวนท่ีมีความสูงมากข้ึน เมื่อใช้เวลาในการเคลือบ

มากข้ึนเมื่อตรวจสอบด้วยเทคนิค Atomic Force Microscopy (AFM) จากนั้นได้ท าการทดสอบประสิทธิภาพ

ในการขยายสัญญาณของ 4,4’-thiobisbenzenethiol (TBBT) เทียบกับพื้นผิวแบบฟิล์มบางปกติ พบว่าสามารถ

ขยายสัญญาณได้สูงข้ึนอย่างมีนัยส าคัญเมื่อใช้เวลาในการเคลือบโลหะทองมากข้ึน จากนั้นศึกษาประสิทธิภาพใน

ก ารต ร วจ วั ด สั ญ ญ า ณ รา ม า น ข อ ง  Quorum Sensing (QS) ช นิ ด  N-acyl L–homoserine lactone 

(สารประกอบ 2a-2c) และ N-(3-oxo-alkanoyl) L-homoserine lactone (สารประกอบ 4a-4c) ท่ีสังเคราะห์

ข้ึน พบว่า โครงสร้างสองมิติท่ีพัฒนาข้ึนสามารถใช้ขยายสัญญาณรามานของ QS และสามารถบอกความแตกต่าง

ของสัญญาณจาก QS แต่ละชนิดได้   
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Abstract 

This project focuses on fabrication 2D patterned gold structure as Surface Enhanced 

Raman Scattering (SERS) substrate via nanosphere lithography technique (NSL) using 

polystyrene monolayer as an NSL mask. In the experiment, three critical conditions were 

optimized to obtain the highest monolayer area; (1) distance between spreader and glass 

substrate (2) deposition rate and (3) volume of polystyrene nanoparticles. Based on the 

optimum conditions, monolayer area of 38,000 µm2 can be obtained. Following the NSL mask 

preparation, Au thin film was deposited using ion sputtering technique by varying deposition 

time in a range of 240-600 seconds. Atomic Force Microscopy (AFM) images showed that the 

ring shape structures were formed. The ring height increased when using longer coating time. 

The study of SERS efficiency with Raman probe; 4,4’-thiobisbenzenethiol (TBBT), showed that 

the 2D structure can enhance Raman intensity significantly compared with the smooth Au film. 

Higher SERS signal is obtained when using longer coating time. Furthermore, the 2D structure 

can enhance and identify the differences of Raman signals of Quorum Sensing (QS) molecules 

including N-acyl L–homoserine lactones (2a-2c) and N-(3-oxo-alkanoyl) L-homoserine lactones 

(4a-4c) that were also synthesized in this project.  
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บทท่ี 1 

บทน ำ 

1.1 ควำมเป็นมำและมูลเหตุจูงใจ 
  
การศึกษาลักษณะการปลดปล่อยหรือการกระจายตัวของสารเคมีต่างๆ ในสิ่งมีชีวิต จัดเป็นองค์ประกอบ

ส าคัญที่น าไปสู่ความเข้าใจในกระบวนการต่างๆ ของสิ่งมีชีวิตได้ดีข้ึน เช่น กระบวนการการส่งสารสื่อ

ประสาทท่ีเป็นพื้นฐานของระบบประสาท เป็นตัน โดยในปัจจุบันเทคนิคในการวิเคราะห์โดยส่วนใหญ่อาศัย

หลักการฟลูออเรสเซนซส์เปกโทรสโกป ี(fluorescence spectroscopy) ซึ่งสามารถให้ค่าความละเอียดใน

การตรวจวัดในระดับนาโนเมตร อย่างไรก็ตามการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคนี้จ าเป็นต้องใช้การติดฉลากของสาร

เรืองแสง ซึ่งในบางกรณีอาจส่งผลกระทบต่อตัวอย่างหรือกระบวนการท่ีต้องการวิเคราะห์ ดังนั้นการพัฒนา

วิธีการวิเคราะห์ท่ีไม่ต้องใช้การติดฉลาก รวมท้ังสามารถแยกแยะชนิดของโมเลกุลได้ในสภาวะเหมือนจริง

มากที่สุด ย่อมส่งผลให้เกิดการพัฒนาองค์ความรู้และความเข้าใจในกระบวนการต่างๆเพิ่มมากข้ึน 

 เทคนิครามานสเปกโทรสโกปี เป็นเทคนิคท่ีสามารถตรวจวัดได้สัญญาณท่ีมีลักษณะเฉพาะตัวข้ึนอยู่

กับชั้นพลังงานการสั่นของโมเลกุล ท าให้สามารถน าไปใช้ในการจ าแนกสารหรือโมเลกุลท่ีสนใจได้โดยไม่ต้อง

มีการติดฉลากโมเลกุล ดังนั้นการตรวจวัดด้วยเทคนิคนี้จึงเหมาะท่ีจะใช้ในการศึกษากระบวนการทางชีวะเคมี

ของสิ่งมีชีวิต แต่อย่างไรก็ตามสัญญาณรามานท่ีวัดได้โดยปกติมีค่าต่ ามาก ส่งผลให้การวัดสัญญาณรามาน

โดยตรงท าได้ยาก จึงมีการพัฒนาโครงสร้างโลหะซึ่งเป็นพื้นผิวท่ีสามารถขยายสัญญาณรามานของโมเลกุล

ใดๆ ท่ีอยู่ใกล้กับพื้นผิวดังกล่าว ในระบบการตรวจวัดการกระเจิงแสงตามหลักของรามาน (Surface 

Enhanced Raman Scattering, SERS) โดยสามารถขยายสัญญาณรามานได้ในช่วง 106-108 เท่า หรืออาจ

สูงได้ถึง 1014 เท่า1ซึ่งสามารถน าไปใช้ในการตรวจวัดสารปริมาณน้อยได้ โดยการพัฒนาวัสดุดังกล่าวแบ่ง

ออกเป็น 2 ประเภท คือ (1) การสังเคราะห์อนุภาคโลหะขนาดนาโน และควบคุมการรวมตัวกันของอนุภาค

ดังกล่าวเพื่อให้เกิดช่องว่างระหว่างอนุภาค ซึ่งเป็นจุดท่ีมีการขยายสัญญาณและ (2) การสร้างโครงสร้างสอง

มิติท่ีมีลักษณะเป็นฟิล์มบางที่มีพื้นผิวขรุขระหรือมีลักษณะเป็นอนุภาคโลหะกระจายตัวอยู่บนพื้นผิว  ซึ่งวัสดุ

ประเภทแรก อาศัยการท าปฏิกิริยาของสารชีวโมเลกุลกับพื้นผิวของอนุภาคแขวนลอย ส่งผลให้เกิดการ

รวมตัวของอนุภาค และเกิดจุดขยายสัญญาณ ท าให้การวิเคราะห์ส่วนใหญ่สามารถท าได้ในระบบสารละลาย

เท่านั้น  ส่วนประเภทท่ี 2 มักถูกน ามาใช้ในการวิเคราะห์สารท่ีท าปฏิกิริยากับพื้นผิว  
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 ปัจจุบันมีการพัฒนาและสังเคราะห์วัสดุท่ีใช้เป็นตัวขยายสัญญาณรามานอย่างต่อเนื่องแต่มักพบ

ปัญหาเร่ืองความไม่แน่นอนในการสังเคราะห์ ท าให้การขยายสัญญาณได้ค่าท่ีไม่แน่นอน ท้ังนี้การจัดเรียงตัว

ท่ีไม่แน่นอนของจุดขยายสัญญาณบนพื้นผิว ส่งผลให้โครงสร้างสองมิติท่ีพัฒนาข้ึนไม่สามารถน าไป

ประยุกต์ใช้ในการเปรียบเทียบสัญญาณเชิงปริมาณและการท าแผนภาพของสัญญาณรามาน  (SERS 

mapping) ของสารเคมีบนพื้นผิว ดังนั้นจึงมีการน าเทคนิค nanolithography มาใช้ในการพัฒนาและผลิต

โครงสร้างสองมิติท่ีมีการจัดเรียงตัวของจุดขยายสัญญาณอย่างมีระเบียบ โดยอาศัยการพิมพ์ลายโดยแม่แบบ 

(template/mask) โดยเทคนิค nanosphere lithography (NSL) สามารถสร้างพื้นผิวขนาดใหญ่ได้และมี

ข้ันตอนการจัดเตรียมท่ีง่าย 

 คณะผู้วิจัยเล็งเห็นว่า กระบวนการของสิ่งมีชีวิตท่ีน่าสนใจในการน ามาทดสอบโดยวัสดุนี้ ได้แก่ 

quorum sensing (QS) ท่ีเกิดข้ึนในแบคทีเรีย โดยกระบวนการ QS นั้นเป็นการส่งสัญญาณท่ีเป็น

สารประกอบอินทรีย์ขนาดเล็กออกจากเซลล์แบคทีเรีย โดยท่ีปริมาณสัญญาณแปรผันตรงกับจ านวนของ

แบคทีเรีย โดยเมื่อสัญญาณมีความเข้มข้นสูงพอ สารดังกล่าวจะเกิดอันตรกิริยากับโปรตีนตัวรับ (receptor 

protein) ท่ีอยู่ภายในเซลล์ของแบคทีเรียข้างเคียงได้ ซึ่งจะน าไปสู่การแสดงออกของยีนจ านวนหนึ่งได้ใน

ท่ีสุด2-4 ซึ่งนักวิทยาศาสตร์ได้ค้นพบว่ามีการแสดงออกของยีนเหล่านี้ มีความเชื่อมโยงกับปรากฏการณ์หรือ

กระบวนการท่ีส าคัญในธรรมชาติหลายประการ เช่น การเกิดฟิล์มชีวภาพ (biofilm) ในแบคทีเรียก่อโรค 

เป็นต้น 

N-acyl L-homoserine lactone (AHL) เป็นสัญญาณ Quorum sensing ท่ีพบได้ในแบคทีเรีย

ชนิดกรัมลบ (Gram-negative Bacteria) หลายชนิด เช่น แบคทีเรีย Pseudomonas aeruginosa ซึ่ง

สามารถปลดปล่อยสารท่ีเป็นอันตรายต่อมนุษย์ และเป็นเหตุให้เกิดการติดเชื้อในโรงพยาบาล5 ผู้วิจัยจึงสนใจ

การศึกษารูปแบบการปลดปล่อยสัญญาณดังกล่าวออกจากเซลล์แบคทีเรีย ซึ่งถือเป็นข้อมูลส าคัญที่จะน าไปสู่

ความเข้าใจในกระบวนการนี้ได้อย่างดียิ่งข้ึน โดยอาศัยเทคนิค SERS ท่ีอาศัยวัสดุหรือซับสเตรตท่ีเตรียม

ข้ึนมาได้ในโครงการนี้ 
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1.2 งำนวิจัยที่เก่ียวข้อง 

ในปี ค.ศ. 2000 Jensen T.R. และคณะ6 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงค่าความยาวคลื่นท่ีค่าการดูดกลืน

แสงสูงสุดของ localized surface plasmon resonance spectra (LSPRs) ท่ีตรวจวัดได้จากโครงสร้าง

สองมิติของอนุภาคเงินขนาดนาโนแบบต่างๆ ซึ่งโครงสร้างดังกล่าวมีการจัดเรียงตัวอย่างเป็นระเบียบ โดยใช้

เทคนิค nanosphere lithography ในการทดลองมีการใช้อนุภาคพอลิสไตรีนท่ีมีขนาดต่างกันเป็นแม่แบบ

ในการพิมพ์ลายสองมิติลงบนแผ่นไมกา (mica) จากนั้นท าการเคลือบโลหะเงินท่ีความหนาต่างๆ และท าการ

ก าจัดอนุภาคพอลิสไตรีนแม่แบบออก ท าให้ได้โครงสร้างสองมิติท่ีมีขนาดและรูปร่างต่างกันไป  พบว่าเมื่อ

ความสูงและความกว้าง เปลี่ยนไป 1 นาโนเมตร จะท าให้ค่าความยาวคลื่นท่ีค่าการดูดกลืนสูงสุด λmax ของ 

LSPRs เปลี่ยนแปลงไป 2-5 นาโนเมตร ถ้าเปลี่ยนจุดขยายสัญญาณจากรูปสามเหลี่ยม (triangular) ไปเป็น

รูปทรงรี (ellipsoidal) ท าให้ λmax ของ LSPRs เปลี่ยนแปลงไป 200 นาโนเมตร 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1.1 แสดงเทคนิค nanosphere lithography7 

 

ในปี ค.ศ. 2012 Correia-Ledo D. และคณ8 ได้ท าการศึกษาลักษณะการให้สัญญาณรามานของ 

nanotriangle และ nanohole arrays ท่ีมีขนาดperiodicity ท่ีต่างกัน โดยท าการสังเคราะห์โครงสร้างสอง

มิติของจุดขยายสัญญาณรามาน โดยใช้เทคนิค nanosphere lithography ใช้พอลิสไตรีนแม่แบบท่ีมีขนาด

ต่างกัน โดยขนาดของอนุภาคพอลิสไตรีน ผู้วิจัยก าหนดให้เป็น ค่า periodicity หรือ P และท าการลดขนาด

ของแม่แบบ (etching) ก่อนข้ันตอนการเคลือบโลหะทอง โดยเส้นผ่านศูนย์กลางของโครงสร้าง (D) เปลี่ยน

ตามเวลาท่ีใช้ในการลดขนาดของอนุภาคพอลิสไตรีน พบว่าเมื่อค่า D/P เปลี่ยนไปจะท าให้โครงสร้างมีค่าการ

 

a) 
 
 
b) 
 
 
c) 

Ag 
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เพิ่มของสัญญาณท่ีต่างกันและมีบริเวณท่ีเกิดการขยายสัญญาณต่างกัน โดยสามารถจ าแนก ลักษณะการให้

สัญญาณรามานออกเป็น 4 แบบ คือ ให้สัญญาณท่ี triangle มีค่า D/P = 1, ให้สัญญาณต่อเนื่องเป็นตาข่าย

ของจุดขยายสัญญาณ D/P = 0.74-0.63, ให้สัญญาณเป็นลักษณะวงแหวน มีค่า D/P = 0.63-0.54 และเมื่อ

โครงสร้างมีค่า D/P < 0.5 มีลักษณะการให้สัญญาณเป็นจุด ดังแสดงในรูป 1.2 

 

รูปที่ 1.2 แสดงลักษณะของสัญญาณรามานเมื่อค่า D/P ต่างกัน 

 

ในปี 2012 Morkunas B. และคณะ5 ได้ท าการสังเคราะห์สารเลียนแบบอนุพันธ์ของสารกลุ่ม N-

acyl L-homoserine lactone (AHL) (รูปท่ี 1.3) ชนิด N-(3-oxo-dodecanoyl) L-homoserine lactone 

(OdDHL) ซึ่งเป็น autoinducer ในการท าให้แบคทีเรียผลิต pyocyanin ในแบคทีเรีย Pseudomonas 

aeruginosa ซึ่งเป็นสารพิษที่เป็นอันตรายต่อมนุษย์ โดยการวิจัยนี้ได้ท าการเลียนแบบอนุพันธ์ของ AHL โดย

การเปลี่ยนหมู่โซ่ข้างท่ีไม่พบในแบคทีเรีย (non-native side chain) (แผนภาพท่ี 1.1) และท าการวัด

ประสิทธิภาพการยับยั้งการผลิต pyocyanin และเสนอกระบวนการยับยั้งโดยท่ี อนุพันธ์ท่ีสังเคราะห์ข้ึนจะ

ไปท าการแย่งจับ protein receptor จึงไม่ท าให้เกิดการ สร้าง pyocyanin ในท่ีสุด 

 

รูปที่ 1.3 โครงสร้างทั่วไปของ N-acyl L-homoserine lactone (AHL) 

     D/P = 1.00              D/P = 0.74-0.63       D/P = 0.63-0.54             D/P < 0.5 
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แผนภำพที่ 1.1 แสดงตัวอย่างการสังเคราะห์อนุพันธข์อง AHL ท่ีเป็น non-native side chain 

 

ในปี 2003 Chhabra S.R. และคณะ9 ได้ท าการสังเคราะห์อนุพันธ์ของ N-(3-oxo-dodecanoyl) 

L-homoserine lactone เพื่อศึกษาความสามารถในการกดภูมิคุ้มกันในกระบวนการปลดปล่อย TNF-α 

และ IL-2 ของ lipopolysaccharide (LPS) ภายในเม็ดเลือดขาว ในงานวิจัยนี้ได้ศึกษาความสามารถในการ

ยับย้ังการปลดปล่อย TNF-α ในเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด leucocytes จากคนและหนู โดยสังเคราะห์อนุพันธ์

ของ AHL ท่ีมีความยาวของหมู่ R ท่ี 8-14 คาร์บอน และมีการเปลี่ยนปลายหมู่ R เป็น โบรไมด์, ไฮดรอกซิล, 

คาร์บอกซิลิก, เอสเทอร์ (แผนภาพ 1.2) พบว่า เมื่อปลายของหมู่ R เป็น คาร์บอกซิลิกหรือเอสเทอร์ จะมีผล

ท าให้อนุพันธ์นั้นลดความสามารถในการกดภูมิคุ้มกันลง แต่การเปลี่ยนปลายสายเป็นโบรไมด์หรือไฮดรอกซิล 

ยังคงความสามารถในการกดภูมิคุ้มกันไว้ได้ 

 

แผนภำพที่ 1.2 แสดงการสังเคราะห์ อนุพันธ์ ของ N-(3-oxo-dodecanoyl) L-homoserine lactone 
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ในปี ค.ศ. 2007 Pearman W.F. และคณะ3 ได้วัดสัญญาณรามานของ quorum sensing แบบ in-

situ โดยท าการสังเคราะห์ silver nanoparticles เพื่อใช้เพิ่มสัญญาณรามานของ AHL และศึกษาลักษณะ

finger printของAHL ในช่วงความถี่ 500 - 1800 cm-1  โดยท าการศึกษา N-acyl L-homoserine lactone 

(AHL) ท่ีมีความยาวของคาร์บอนของ acyl chain ต้ังแต่ 4-12 อะตอม และ 3-oxo-hexanoyl-DL-

homoserine lactone (3-oxo-C6-HSL) (รูปท่ี 1.4) และระบุลักษณะเด่นของสัญญาณจากโครงสร้าง AHL 

3 ชนิด คือ 3-oxo-C6-HSL ไม่มีพีคท่ี 1005 cm-1, C8-HSL จะมีสัญญาณท่ีเป็นลักษณะท่ัวไปของสารใน

กลุ่ม AHL และ C4-HSL จะปรากฏพีคย่อยๆข้ึน และพีคท่ีเพิ่มข้ึนอย่างชัดเจนคือพีคท่ี ประมาณ 1200 cm-1 

ดังแสดงในรูปท่ี 1.5 

  

รูปที่ 1.4 แสดงโครงสร้างโมเลกุล a) 3-oxo-C6-HSL b) C8-HSL c) C4-HSL ท่ีใช้ในการศึกษาสัญญาณ  

รามาน 

 

 

 

 

 

 

 รูปที่ 1.5 แสดงสัญญาณรามานของโมเลกลุ AHL ชนดิต่างๆ  
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1.3 วัตถุประสงค์ของโครงกำร 

1. พัฒนาโครงสร้างสองมิติท่ีมีการจัดเรียงตัวของจุดขยายสัญญาณรามานโดยใช้เทคนิค Nanosphere 
Lithography (NSL) โดยให้มีขนาดการจัดเรียงตัวแบบ hexagonal closed pack มากกว่า 20 x 
20 μm2 

2. ทดสอบประสิทธิภาพในการขยายสัญญาณรามานของโครงสร้างสองมิติท่ีพัฒนาข้ึนโดยเปรียบเทียบ
กับพื้นผิวโลหะชนิดฟิล์มบางแบบปกติ 

3. ทดสอบพื้นผิวท่ีผลิตข้ึนกับสารประกอบท่ีเป็นสัญญาณในกระบวนการ QS ในแบคทีเรียกรัมลบ
ได้แก่ N-acyl L-homoserine lactones (AHL) 
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บทท่ี 2                                                                                          

การทดลอง 

2.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 

1. เครื่อง syringe pump  
2. เครื่อง Nuclear Magnetic Resonance Spectrophotometer 400 MHz (varian model 

Mercury +400)  
3. เครื่อง Confocal-Raman Spectrometer (NT-MDT integra spectra) 
4. เครื่อง Rotary vacuum evaporator                      
5. เครื่อง ion sputtering (HITACHI)  
6. เครื่อง Atomic Force Microscopy (AFM)                  

 

2.2 สารเคมี    

1. butanoic acid    
2. hexanoic acid    
3. decanoic acid     
4. (S)-(-)-(α)-amino-γ-butyrolactone hydrobromide    
5. 2,2-dimethyl-1,3-dioxane-4,6-dione (Meldrum’s acid)   
6. N-(3-Dimethylaminopropyl)-N′-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC.HCl)   
7. 4-(dimethylamino)pyridine (DMAP)      
8. N,N’-dicyclohexylcarbodiimide (DCC)  
9. สารแขวนลอยของอนุภาคพอลสิไตรีน ขนาด  5 µm  
10. dichloromethane (CH2Cl2)   
11. acetonitrile (ACN)     
12. hydrochloric acid (HCl)  
13. hexanes   
14. ethyl acetate (EtOAc)         
15. sodium hydrogen carbonate (NaHCO3)   
16. sodium sulfate (Na2SO4)   
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17. triethylamine (Et3N)  
18. hydrochloric acid (HCl) 
19. acetone 
20. methanol 
21. isopropyl alcohol (IPA) 

 

2.3 วิธีทั่วไปในการสังเคราะห์ N-acyl L-homoserine lactone (AHL) 

 

 แผนภาพที่ 2.1 แสดงการสังเคราะห์สารประกอบ N-acyl L-homoserine lactone 

 ชั่ง EDC.HCl 282 mg (1.5 mmol) ชั่ง DMAP 180 mg (1.5 mmol) และ(S)-(-)-(α)-amino-γ-

butyrolactone hydrobromide 200 mg (1.1 mmol)   ละลายใน CH2Cl2 10 mL เติมคาร์บอกซิลิกท่ี

สนใจ 1 mmol กวนสารผสมด้วยเครื่อง magnetic stirrer ภายใต้บรรยากาศไนโตรเจนท่ีอุณหภูมิห้อง

ต่อไปอีก 18 ชั่วโมง จากนั้นสกัดด้วย 10% HCl เก็บชั้น CH2Cl2 แล้วท าให้แห้งด้วย Na2SO4 แล้วน าไป

ระเหยตัวท าละลาย น าผลิตภัณฑ์ไปท าให้บริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟี  โดยใช้ซิลิกาเจลเป็นเฟสคงท่ี 

และใช้สารละลายผสมระหว่าง EtOAc และ Hexanes เป็นเฟสเคลื่อนท่ี และตรวจสอบเอกลักษณ์เฉพาะ

ของสารท่ีสังเคราะห์ได้โดยใช้เทคนิค 1H-NMR 

 

ข้อมูล 1H NMR สเปกตรัม และ %yield ของสาร 2a                                                  

        1H NMR (CDCl3)  δ ppm 6.24 (1H, s) 4.62-4.56 (1H, ddd, J = 4 Hz) 

4.49-4.45 (1H, t, J = 8 Hz) 4.32-4.26 (1H, ddd, J = 4 Hz) 2.87-2.80 (1H, ddd, J = 4 Hz) 2.26-

2.22 (2H, t, J = 8 Hz ) 2.18-2.13 (1H, ddd, J = 4 Hz) 1.76-1.64 (2H, m) 0.98-0.94 (3H, t, J = 8 

Hz) %yield = 90%   
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ข้อมูล 1H NMR สเปกตรัม %yield ของสาร 2b   

        1H NMR (CDCl3) δ ppm 6.73 (1H, s) 4.67-4.60 (1H, m) 

4.48-4.44 (1H, t, J = 8.8 Hz) 4.33-4.26 (1H, m) 2.78-2.71 (1H, m) 2.27-2.23 (2H, t, J = 8 Hz ) 

2.20-2.15 (1H, m) 1.66-1.63 (2H, m) 1.32-1.24 (4H, m) 0.90-0.88 (3H, t, J = 4.8Hz) %yield = 

27% 

ข้อมูล 1H NMR สเปกตรัม และ %yield ของสาร 2c                                                   

 1H NMR (CDCl3)  δ ppm 6.49 (1H, s) 4.64-4.56 (1H, m) 

4.48-4.44 (1H, m) 4.32-4.26 (1H, m) 2.82-2.75 (1H, m) 2.27-2.23 (2H, t, J = 8 Hz ) 2.20-2.15 

(1H, m) 1.63-1.62 (2H, m) 1.26 (12H, m) 0.89-0.86 (3H, t, J = 6 Hz) %yield = 89%    

2.4 วิธีทั่วไปในการสังเคราะห์ N-(3-oxo-alkanoyl) L-homoserine lactone 

 

แผนภาพที่ 2.2 แสดงการสังเคราะห์สารประกอบ N-(3-oxo-alkanoyl) L-homoserine lactone  ใน

ข้ันตอนท่ี 1 

 ข้ันตอนท่ี 1 เตรียมคาร์บอกซิลิกท่ีต้องการจ านวน 2 mmol ชั่ง DMAP 256 mg (2.1 mmol) 

DCC 454 mg (2.2 mmol) และ Meldrum’s acid 288 mg (2.0 mmol) ลงใน CH2Cl2 20 mL กวนสาร

ผสมด้วยเครื่องmagnetic stirrer ท่ีอุณหภูมิห้อง 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นกรองตะกอนออก แล้วน า

สารละลายไประเหยตัวท าละลายเพื่อน ามาละลายใหม่ใน EtOAc แล้วสกัดด้วย 10% HCl เก็บชั้น EtOAc 

แล้วท าให้แห้งด้วย Na2SO4 แล้วไปท าปฏิกิริยาต่อในข้ันตอนท่ี 2  
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แผนภาพที่ 2.3 แสดงการสังเคราะห์สารประกอบ N-(3-oxo-alkanoyl) L-homoserine lactone ใน

ข้ันตอนท่ี 2 

 ข้ันตอนท่ี 2 น าสารท่ีสกัดได้ไประเหยตัวท าละลาย แล้วน ามาละลายใหม่ใน ACN ชั่ง(S)-(-)-(α)-

amino-γ-butyrolactone hydrobromide 364 mg (2.0 mmol) และ Et3N 334 μL (2.4 mmol) ใส่ลง

ไปในสารละลาย กวนท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นน าไป reflux 3 ชั่วโมง เมื่อครบก าหนดเวลา 

น าสารละลายไประเหยตัวท าละลาย แล้วละลายใหม่ด้วย EtOAc แล้วสกัดด้วยสารละลายอิ่มตัว NaHCO3  

เก็บชั้น EtOAc แล้วท าให้แห้งด้วย MgSO4 น าไปท าให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีโดยใช้ซิลิกาเจล

เป็นเฟสคงท่ี และใช้สารละลายผสมระหว่าง EtOAc และ Hexanes เป็นเฟสเคลื่อนท่ี และตรวจสอบ

เอกลักษณ์เฉพาะของสารท่ีสังเคราะห์ได้โดยใช้เทคนิค 1H-NMR 

       

ข้อมูล 1H NMR สเปกตรัม และ %yield ของสาร 4a                               

 1H NMR (CDCl3) δ ppm 7.69 (1H, s) 4.64-4.56 (1H, m) 4.50-

4.46 (1H, t, J = 8.8 Hz) 4.32-4.25 (1H, m) 3.47 (2H, s) 2.80-2.73 (1H, m) 2.54-2.50 (2H, t, J = 

7.2 Hz ) 2.29-2.18 (1H, m) 1.66-1.60 (2H, m) 0.95-0.92 (3H, t, J = 6.8 Hz) %yield = 24%  

  

ข้อมูล 1H NMR สเปกตรัม และ %yield ของสาร 4b     

        
1H NMR (CDCl3)  δ ppm 7.72 (1H, s) 4.65-4.57 (1H, m) 

4.50-4.46 (1H, t,  J =9 Hz) 4.32-4.24 (1H, m) 3.48 (2H, s) 2.78-2.72 (1H, m) 2.55-2.52 (2H, t, J = 
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5.4 Hz ) 2.30-2.20 (1H, m) 1.61-1.55 (2H, m) 1.32-1.25 (4H, m) 0.90-0.87 (3H, t, J = 6.8 Hz) 

%yield = 59% 

ข้อมูล 1H NMR สเปกตรัม และ %yield ของสาร 4c     

 1H NMR (CDCl3)  δ ppm 7.76 (1H, s) 4.58-4.51 

(1H, m) 4.40-4.36 (1H, t, J = 8Hz) 4.23-4.17 (1H, m) 3.41 (2H, s) 2.62-2.56 (1H, m) 2.48-2.45 

(2H, t, J = 4 Hz ) 2.28-2.17 (1H, m) 1.56-1.48 (2H, m) 1.17 (12H, m) 0.84-0.78 (3H, t, J = 6 Hz) 

%yield = 50% 

 

2.5 การสังเคราะห์โครงสร้างสองมิติเพื่อขยายสญัญาณรามาน 

 การเตรียมพื้นผิวส าหรับสังเคราะห์       

 เตรียมแผ่นแก้วโดยการตัดจากแผ่น cover slip ตามขนาดท่ีต้องการ (11x11mm) จากนั้น ท า

ความสะอาดพื้นผิวโดยการ น าไป sonication ใน acetone, methanol และ IPA ตามล าดับ โดยใช้เวลา 

10 นาที ในการสั่นแต่ละข้ันตอน โดยหลังจากท าความสะอาดแล้วสามารถเก็บแผ่นแก้วใน IPA ก่อนน าไปใช้  

 การสังเคราะห์โครงสร้างสองมิติ โดยใช้เทคนิค nanosphere lithography (NSL)   

 น าสารแขวนลอยของอนุภาคพอลิสไตรีน ท่ีความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร มาใช้

ในการเตรียมและจัดเรียงอนุภาคบนพื้นผิวของกระจกที่ผ่านการท าความสะอาดแล้วตามข้ันตอนข้างต้น โดย

ใช้การปาดสารแขวนลอยเพื่อให้อนุภาคจัดเรียงตัวแบบ hexagonal close pack10 โดยมีการดัดแปลง

เครื่อง syringe pump เป็นอุปกรณ์ในการปาด ดังรูป 2.1 โดยมีการปรับสภาวะท่ีเหมาะสมเพื่อให้มีการ

จัดเรียงตัวของพอลิสไตรีนอย่างต่อเนื่องได้มากท่ีสุด ดังนี้ 1. ระยะห่างระหว่างแผ่นปาดกับแผ่นแก้ว( 

height, H) 2. ความเร็วของการปาด (rate, R)  3. ปริมาตรของสารแขวนลอยของอนุภาคพอลิสไตรีน 

(volume, V) ดังตาราง 2.1 จากนั้นน าไปตรวจสอบการจัดเรียงตัวของอนุภาคพอลิสไตรีนและวัดขนาดของ

พื้นท่ี ท่ีมีการจัดเรียงตัวอย่างต่อเนื่อง โดยการส่องผ่านกล้องจุลทรรศน์ โดยตัวอย่างการวัดพื้นท่ีโดยใช้

โปรแกรม KLONK Image Measurement ดังแสดงในรูป 2.2 
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รูปที่ 2.1 แสดงแบบจ าลองการจัดอุปกรณ์ในการเตรียม polystyrene monolayer 

 

 

รูปที่ 2.2 แสดงตัวอย่างการวัดพื้นท่ี โดยใช้โปรแกรม KLONK Image Measurement  

น าแม่แบบท่ีเตรียมได้ไปเคลือบพื้นผิวโลหะทองด้วยเทคนิค sputtering โดยใช้เวลาในการเคลือบ 

240 360 480 และ 600 วินาที จากนั้น น าไป sonicate ในไดคลอโรมีเทน เพื่อก าจัดอนุภาคพอลิสไตรีนท่ี

ท าหน้าท่ีเป็นแม่แบบออกไป และตรวจสอบการพิมพ์ลายโดยใช้ Atomic Force Microscope (AFM) 
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ตารางที่ 2.1 แสดงข้อมูลสภาวะในการเตรียม monolayer ของพอลิสไตรีน และ พื้นท่ีเฉลี่ยท่ีของพื้นผิวท่ี

สังเคราะห์ได้ 

โครงสร้าง 

conditions 

Hight (mm) 
Angle 

(degree) 
Volume (µL) Rate (mm/s) 

1 0.08 53 4 0.038 

2 0.13 53 4 0.038 
3 0.18 53 4 0.038 
4 0.23 53 4 0.038 

5 0.28 53 4 0.038 
6 0.23 53 4 0.019 
7 0.23 53 4 0.023 

8 0.23 53 4 0.026 
9 0.23 53 4 0.030 
10 0.23 53 4 0.034 

11 0.23 53 5 0.023 
12 0.23 53 6 0.023 
13 0.23 53 7 0.023 

14 0.23 53 8 0.023 
 

การทดสอบประสิทธิภาพในการขยายสัญญาณของโครงสร้างสองมิติท่ีพัฒนาข้ึน    

 ทดสอบประสิทธิภาพการขยายสัญญาณ โดยท าการวัดสัญญาณรามานของโครงสร้างท่ีพัฒนาข้ึน 

กับ ผิวโลหะชนิดฟิล์มบาง โดยทดสอบกับ สาร 4,4’-thiobisbenzenethiol (TBBT)    

การทดสอบประสิทธิภาพการตรวจวัดสัญญาณรามานของพื้นผิวท่ีพัฒนาข้ึน   
 ทดสอบประสิทธิภาพการตรวจวัดสัญญาณรามานของพื้นผิวท่ีพฒันาข้ึน โมเลกุล AHL ท่ีสังเคราะห์
ได้ โดยใช้เครื่องรามานสเปกโตรมีเตอร์ ท่ีมีค่า excitation ของเลเซอร์เท่ากับ 632.8 นาโนเมตร และอ่านค่า
ความเข้มของสัญญาณรามานในช่วง  200-1900 cm-1  
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บทท่ี 3 

ผลการทดลองและวิเคราะห์ผลการทดลอง 

 

3.1 การสังเคราะห์ N-acyl L-homoserine lactones (AHL) 

ในข้ันตอนนี้จะท ำกำรสังเครำะห์สำรประกอบ N-acyl L-homoserine lactones (2a-2c) โดยเร่ิมต้น

กำรสังเครำะห์  โดยใช้สำรประกอบคำร์บอกซิลิกท ำปฏิกิริยำกับ  (S)-(-)-(α)-amino-γ-butyrolactone 

hydrobromide, EDC.HCl และ DMAP ดังแสดงในแผนภำพท่ี 3.1 โดยใช้สำรประกอบคำร์บอกซิลิกต่ำงกัน 3 

ชนิดน ำมำท ำปฏิกิริยำกำรสังเครำะห์ ได้ผลิตภัณฑ์เป็น N-acyl L-homoserine lactones 2a-2c มี %yield

ของผลิตภัณฑ์ ดังแสดงในตำรำงที่ 3.1 

 

 

แผนภาพที่ 3.1 แสดงกำรสังเครำะห์สำรประกอบ N-acyl L-homoserine lactone 
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ตารางที่ 3.1 แสดงชนิดและ %yield ของสำรประกอบ N-acyl L-homoserine lactone  

สาร R %yield 

2a CH2CH2CH3 90 

2b CH2CH2CH2CH2CH3 27 
2c CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH3 89 

 

เมื่อพิสูจน์เอกลักษณ์ของสำรท่ีสังเครำะห์ได้ด้วยเทคนิค 1H NMR สเปกโทรสโกปีพบว่ำ 1H NMR 

สเปกตรัมของสำรท่ีสังเครำะห์ได้ตรงกับสเปกตรัมของสำรกลุ่ม N-acyl L-homoserine lactone ท่ีเคยมี

รำยงำนไว้ โดยจะขอน ำเสนอสเปกตรัมของสำร 2a โดยท่ีสเปกตรัมของสำร 2b และ 2c จะมีควำมแตกต่ำง

เฉพำะบริเวณ ค่ำ chemical shift 0.88-1.63 ppm ซึ่งเกิดจำกสัญญำณของโปรตอนของหมู่โซ่ข้ำงท่ีมีควำมยำว

ต่ำงกัน 

สเปกตรัมของสำร N-butanoyl L-homoserine lactone (2a) แสดงดังรูป 3.1 แสดงให้เห็นว่ำพีคบริ

เวณค่ำ chemical shift 0.98-0.94 ppm (t) เป็นพีคของเมทิลท่ีต ำแหน่ง (a) พีคบริเวณค่ำ chemical shift 

1.76-1.64 ppm (m) เป็นพีคของเมทิลีนท่ีต ำแหน่ง (b) พีคบริเวณค่ำ chemical shift 2.18-2.13 ppm (ddd) 

เป็นพีคของโปรตอน (Hg) พีคบริเวณค่ำ chemical shift 2.26-2.22 ppm (t) เป็นพีคของเมทิลีนท่ีต ำแหน่ง (c) 

ท่ีติดอยู่กับหมู่คีโตน ซึ่งเป็นหมู่ดึงอิเล็คตรอน จึงท ำให้ เมทิลีนกลุ่มนี ้มีค่ำ chemical shift สูง พีคบริเวณค่ำ 

chemical shift 2.87-2.80 ppm (ddd) เป็นพีคของโปรตอน (Hf) พีคบริเวณค่ำ chemical shift 4.32-4.26 

ppm (ddd) และ 4.62-4.56 ppm (ddd) เป็นพีคของโปรตอน (Hi) และ (Hh) ตำมล ำดับ เห็นได้ว่ำ โปรตอนท่ี

ต ำแหน่ง Hf – Hg และ Hi - Hh เป็นโปรตอนท่ีอยู่บนคำร์บอนเดียวกัน แต่เนื่องจำกกำรปิดวงท ำให้โปรตอน มีกำร

วำงตัวในระนำบสำมมิติต่ำงกัน ท ำให้ได้รับสนำมแม่เหล็กต่ำงกัน จึงสำมำรถเกิดกำร coupling กันได้ เห็นได้จำก 

ค่ำ chemical shift ต่ำงกันไปด้วย พีคบริเวณค่ำ 4.49-4.45 ppm (t) เป็นพีคของโปรตอนท่ีต ำแหน่ง (e) พีคบริ

เวณค่ำ chemical shift 6.24 ppm (s) เป็นพีคของโปรตอน (d) ซึ่งติดอยู่กับไนโตรเจน และหมู่คีโตนซึ่งเป็นหมู่

ดึงอิเลคตรอน จึงท ำให้โปรตอนนี้ มีค่ำ chemical shift สูง 
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รูปที่ 3.1 แสดงสเปกตรัม 1H NMR ของสำร N-butanoyl L-homoserine lactone (2a) 

 

3.2 การสังเคราะห์ N-(3-oxo-alkanoyl) L-homoserine lactones 

ในข้ันตอนนีจ้ะท ำกำรสังเครำะห์สำรประกอบ N-(3-oxo-alkanoyl) L-homoserine lactones (4a-

4c) โดยเริ่มต้นกำรสังเครำะห์ โดยใช้สำรประกอบคำร์บอกซิลิกท ำปฏิกิริยำกับ Meldrum’s acid, (S)-(-)-(α)-

amino-γ-butyrolactone hydrobromide, DCC และ DMAP ดังแสดงในแผนภำพท่ี 3.2 โดยใช้สำรประกอบ

คำร์บอกซิลิกต่ำงกัน 3 ชนิดน ำมำท ำปฏิกิริยำกำรสังเครำะห์ ได้ผลิตภัณฑ์เป็น N-(3-oxo-alkanoyl) L-

homoserine lactones 4a-4c มี %yieldของผลิตภัณฑ์ ดังแสดงในตำรำงที่ 3.2  

d 
e, H

h
 

H
g
 

H
f
 Hi 

c b a 



18 

 

 

 

แผนภาพที่ 3.2 แสดงกำรสังเครำะห์สำรประกอบ N-(3-oxo-alkanoyl) L-homoserine lactone 

 

ตารางที่ 3.2 แสดงชนิดและ %yield ของสำรประกอบ N-(3-oxo-alkanoyl) L-homoserine lactone 

สาร R %yield 

4a CH2CH2CH3 24 
4b CH2CH2CH2CH2CH3 59 
4c CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH3 50 

 

เมื่อพิสูจน์เอกลักษณ์ของสำรท่ีสังเครำะห์ได้ด้วยเทคนิค 1H NMR สเปกโทรสโกปีพบว่ำ 1H NMR 

สเปกตรัมของสำรท่ีสังเครำะห์ได้ตรงกับสเปกตรัมของสำรกลุ่ม N-(3-oxo-alkanoyl) L-homoserine lactone 

ท่ีเคยมีรำยงำนไว้ โดยจะขอน ำเสนอสเปกตรัมของสำร 4a โดยท่ีสเปกตรัมของสำร 4b และ 4c จะมีควำม

แตกต่ำงเฉพำะบริเวณค่ำ chemical shift 0.80-1.64 ppm ซึ่งเกิดจำกสัญญำณของโปรตอนของหมู่โซ่ข้ำงท่ีมี

ควำมยำวต่ำงกัน 

สเปกตรัมของสำร N-(3-oxo-hexanoyl) L-homoserine lactone (4a) แสดงดังรูป 3.2 แสดงให้เห็น

ว่ำพีคบริเวณค่ำ chemical shift 0.95-0.92 ppm (t) เป็นพีคของเมทิลท่ีต ำแหน่ง (a) พีคบริเวณค่ำ chemical 
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shift 1.66-1.60 ppm (m) เป็นพีคของเมทิลีนท่ีต ำแหน่ง (b) พีคบริเวณค่ำ chemical shift 2.29-2.18 ppm 

(m) เป็นพีคของโปรตอน (Hh) พีคบริเวณค่ำ chemical shift 2.54-2.50 ppm (t) เป็นพีคของเมทิลีนท่ีต ำแหน่ง 

(c)  พีคบริเวณค่ำ chemical shift 2.80-2.73 ppm (m) เป็นพีคของโปรตอน (Hg) พีคบริเวณค่ำ chemical 

shift 3.47 ppm (s) เป็นพีคของเมทิลีนท่ีต ำแหน่ง (d) โปรตอนกลุ่มนี้ chemical shift สูงเนื่องจำก อยู่ติดกับ

หมู่ carbonyl ท่ีเป็นหมู่ดึงอิเลคตรอน ถึงสองหมู่  พีคบริเวณค่ำ chemical shift 4.32-4.25 ppm (m) และ  

4.64-4.56 ppm (m) เป็นพีคของโปรตอน (Hj) และ (Hi) ตำมล ำดับ เห็นได้ว่ำ โปรตอนท่ีต ำแหน่ง Hf – Hg และ 

Hi - Hh เป็นโปรตอนท่ีอยู่บนคำร์บอนเดียวกัน แต่เนื่องจำกกำรปิดวงท ำให้โปรตอนมีกำรวำงตัวในระนำบสำมมิติ

ต่ำงกัน ท ำให้ได้รับสนำมแม่เหล็กต่ำงกัน จึงเห็นได้จำกค่ำ chemical shift ต่ำงกันไปด้วย พีคบริเวณค่ำ 4.50-

4.46 ppm (t) เป็นพีคของโปรตอนท่ีต ำแหน่ง (f) พีคบริเวณค่ำ 7.69 ppm (s) เป็นพีคของโปรตอน (e) ซึ่งติดอยู่

กับไนโตรเจน และหมู่คีโตนซึ่งเป็นหมู่ดึงอิเลคตรอน จึงท ำให้โปรตอนนี้ มีค่ำ chemical shift สูง 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.2 แสดงสเปกตรัม1H NMR ของสำร N-(3-oxo-hexanoyl) L-homoserine lactone (4a) 

 

 

 

 

d 

f,  H
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 e 
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Hj 
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ตารางที่ 3.3 แสดงปริมำณสำรท่ีใช้ในแต่ละปฏิกิริยำ ปริมำณผลิตภัณฑ์ และ %yield 

                        

หมายเหตุ   ไม่ใช้สำรนัน้ในกำรสังเครำะห์ ให้สัญลักษณ์  -

สา
รท

ี่ต้อ
งก

าร
สัง

เค
รา

ะห
 ์

ปริมาณสารตั้งต้น 

ผลิตภัณฑ์ 

%yield 
กรดคาร์บอกซิลิก 

(S)-(-)-(α)-

amino-γ-

butyrolactone 

hydrobromide 

Meldrum's 

acid EDC.HCl DCC DMAP Et3N 

ชน
ิด 

น้ ำ
หน

ัก/

ปริ
มำ

ตร
 

โม
ล 

(m
m

ol
) 

น้ ำ
หน

ัก 
(m

g) 

โม
ล 

(m
m

ol
) 

น้ ำ
หน

ัก 
(m

g) 

โม
ล 

(m
m

ol
) 

น้ ำ
หน

ัก 
(m

g) 

โม
ล 

(m
m

ol
) 

น้ ำ
หน

ัก 
(m

g) 

โม
ล 

(m
m

ol
) 

น้ ำ
หน

ัก 
(m

g) 

โม
ล 

(m
m

ol
) 

ปริ
มำ

ตร
 ( 

µL
) 

โม
ล 

(m
m

ol
) 

น้ ำ
หน

ัก 
(m

g) 

โม
ล 

(m
m

ol
) 

2a 1a 100 µL 1.09 199 1.09 - - 295 1.54 - - 180 1.47 - - 170 0.99 90 

2b 1b 125 µL 1.00 199 1.09 - - 290 1.51 - - 188 1.54 - - 55 0.27 27 

2c 1c 184 mg 1.07 197 1.08 - - 290 1.51 - - 183 1.50 - - 243 0.95 89 

4a 1a 182 µL 2.0 361 1.98 299 2.07 - - 459 2.22 259 2.12 334 2.40 103 0.48 24 

4b 2b 250 µL 2.0 363 2.0 300 2.08 - - 469 2.27 264 2.16 334 2.40 285 1.18 59 

4c 1c 349 mg 2.03 363 2.0 290 2.01 - - 458 2.22 259 2.12 334 2.40 299 1.00 50 
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 จำก %yield ของผลิตภัณฑ์ท่ีสังเครำะห์ได้นั้นมีค่ำท่ีไม่แน่นอน ซึ่งผลิตภัณฑ์ 2a -2c ได้ %yield ท่ีสูง

มำก ซึ่งอำจเป็นผลมำจำกปฏิกิริยำดังกล่ำวเป็นกำรท ำกำรสังเครำะห์เพียงข้ันตอนเดียว จึงไม่มีกำรสูญเสียสำร

ระหว่ำงท ำปฏิกิริยำเหมือนปฏิกิริยำในกำรสังเครำะห์ สำร 4b-4c ซึ่งเป็นกำรสังเครำะห์ 2 ข้ันตอนอีกท้ังยังมีกำร

สกัดสำรหลำยครั้ง จึงอำจท ำให้มีกำรสูญเสียสำรไป ส่วน สำร 2b และ 4a ม ี%yield ท่ีต่ ำผิดปกตินั้น อำจเกิด

จำกกำรไม่ได้ควบคุมควำมชื้นระหว่ำงกำรท ำปฏิกิริยำ จึงท ำให้ปฏิกิริยำเกิดได้ไม่สมบูรณ์ 

 

3.3 การสังเคราะห์โครงสร้างสองมิติ โดยใช้เทคนิค nanosphere lithography  

ข้ันตอนกำรเตรียมพอลิสไตรีนเพื่อใช้เป็นแม่แบบในกำรเคลือบทองเพื่อให้เกิดเป็นโครงสร้ำงสองมิติของ

จุดขยำยสัญญำณรำมำนได้มีกำรทดลองเพื่อให้ได้สภำวะที่เหมำะสมเพื่อให้ได้พื้นท่ีท่ีมำกที่สุด โดยมีกำรปรับ

สภำวะต่อไปนี ้

3.3.1 การปรับระยะระหว่างแผ่นปาด (h) กับแผ่นแก้ว  

กำรหำระยะควำมสูงจำกแผ่นปำดกับแผน่แก้วท่ีเหมำะสมเพื่อให้ได้พื้นท่ีกำรจัดเรียงตัวเป็นชั้นเดียวของ

อนุภำคพอลสิไตรีนมำกที่สุดโดยกำรท่ีมีสภำวะคงท่ีคือ ควำมเรว็ของกำรปำด ปริมำตรของสำรแขวนลอยโพลิสไต

รีน และมุมระหว่ำงแผ่นปำดคงท่ี ดังแสดงในตำรำงท่ี 3.4 จำกนั้นท ำกำรวัดพื้นท่ีกำรจัดเรียงตัวและเปรียบเทียบ

พื้นท่ีกำรจัดเรียงตัว ดังรูปท่ี 3.4 

ตารางที่ 3.4 แสดงข้อมูลสภำวะในกำรเตรียม monolayer ของพอลิสไตรีน และ พื้นท่ีเฉลี่ยท่ีของพื้นผิวท่ี

สังเครำะห์ได้ 

โครงสร้าง 

conditions 
พื้นที่เฉลี่ย 

(µm2) 
Height 
(mm) 

Angle 
(degree) 

Volume 
(µL) 

Rate 
(mm/s) 

1 0.08 53 4 0.038 13081.79 
 

2 0.13 53 4 0.038 12311.64 
3 0.18 53 4 0.038 19948.06 
4 0.23 53 4 0.038 18547.70 

5 0.28 53 4 0.038 21573.53 
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รูปที่ 3.3 แสดงรูปพื้นผิวแม่แบบท่ีเตรียมได้โครงสร้ำงที่ 1-5 จำกกำรปรับสภำวะในตำรำงที่ 3.4 

 

 

 

รูปที่ 3.4 กรำฟแสดงควำมสัมพันธ์ระหว่ำงพื้นท่ีเฉลี่ยของ polystyrene monolayer กับควำมสูงระหว่ำงแผ่น

ปำดกับแผ่นแก้ว 

1 2 3 

4 5 

200 µm 200 µm 

200 µm 200 µm 200 µm 
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จำกกำรทดลองพบว่ำ เมื่อท ำกำรทดลองใช้สภำวะของโครงสร้ำงท่ี 1 นั้นมีสำรแขวนลอยจัดเรียงตัวกัน

บนแผ่นแก้วปริมำณน้อยมำก ผู้วิจัยจึงปรับควำมสูงโดยเพิ่มควำมสูงครั้งละ 0.05 mm พบว่ำ ควำมสูงท่ีท ำให้

อนุภำคของพอลิสไตรีนจัดเรียงตัวเป็นmonolayerมำกท่ีสุดส ำหรับกำรปรับสภำวะนี้ คือ ท่ีควำมสูง 0.18 0.23 

และ0.28 mm แต่เมื่อพิจำรณำลักษณะของพื้นผิวท่ีได้ พบว่ำโครงสร้ำงท่ี 4 ซึ่งใช้ควำมสูง  0.23 mm มีกำร

จัดเรียงตัวกันอย่ำงต่อเนื่องไม่มีช่องว่ำงเหมือนกับโครงสร้ำงท่ี 3 และโครงสร้ำงท่ี 5 ซึ่งจะเป็นประโยชน์ในกำร

ตรวจวัดอื่นๆต่อไป  ดังนั้นผู้วิจัยจึงใช้ควำมสูงนี้และปรับเปลี่ยนสภำวะอื่นเพื่อให้ได้พื้นท่ีกำรจัดเรียงตัวของพอ

ลิสไตรีนมำกที่สุดต่อไป  

 

3.3.2 การปรับความเร็วในการปาดสารแขวนลอย 

 กำรปรับควำมเร็วในกำรปำดสำรแขนลอยของอนุภำคพอลิสไตรีนเพื่อให้ได้พื้นท่ีกำรจัดเรียงตัวเป็นชั้น

เดียวของอนุภำคพอลิสไตรีนมำกท่ีสุดโดยกำรท่ีมีสภำวะคงท่ีคือ ควำมสูงระหว่ำงแผ่นปำด ปริมำตรของสำร

แขวนลอย และ มุมท่ีใช้ ดังแสดงในตำรำง 3.5 จำกนั้นท ำกำรวัดพื้นท่ีกำรจัดเรียงตัวและเปรียบเทียบพื้นท่ีกำร

จัดเรียงตัว ดังรูปท่ี 3.6 

ตาราง 3.5 แสดงข้อมูลสภำวะในกำรเตรียม monolayer ของพอลิสไตรีน และ พืน้ท่ีเฉลี่ยท่ีของพื้นผิวท่ี

สังเครำะห์ได้ 

โครงสร้าง 

conditions 
พื้นที่เฉลี่ย 

(µm2) 
Height 
(mm) 

Angle 
(degree) 

Volume (µL) Rate (mm/s) 

6 0.23 53 4 0.019 33795.12 
 

7 0.23 53 4 0.023 38131.51 
8 0.23 53 4 0.026 27003.54 

9 0.23 53 4 0.030 29438.24 
10 0.23 53 4 0.034 30708.21 
4 0.23 53 4 0.038 18547.70 
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รูปที่ 3.5 แสดงรูปพื้นผิวแม่แบบท่ีเตรียมได้โครงสร้ำงที่ 6-10 และโครงสร้ำงที่ 4  จำกกำรปรับสภำวะ

ในตำรำงที่ 3.5 

 

 

รูปที่ 3.6 กรำฟแสดงควำมสัมพันธ์ระหว่ำงพื้นท่ีเฉลี่ยของ polystyrene monolayer กับควำมเร็วในกำรปำด

สำรแขนลอย 

6 7 8 

9 10 4 

100 µm 100 µm 100 µm 

100 µm 100 µm 100 µm 
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 จำกกำรปรับควำมสูงระหว่ำงแผ่นปำดกับแผ่นแก้วข้ำงต้นได้ใช้ ควำมเร็วในกำรปำดอนุภำคของสำร

แขวนลอยพอลิสไตรีนท่ี  0.038 mm/s ดังนั้นในกำรปรับสภำวะของควำมเร็ว ผู้ทดลองจึงท ำกำรลดควำมเร็วลง 

พบว่ำ เมื่อลดควำมเร็วของกำรปำดท ำให้อนุภำคมีกำรเวลำในกำรจัดเรียงตัวมำกข้ึน ส่งผลให้พื้นท่ีท่ีมีกำรจัดเรียง

ตัวมำกข้ึนตำมไปด้วย และเมื่อลดควำมเร็วไปถึง 0.019 mm/s พบสภำวะท่ีท ำให้ได้พื้นท่ีเฉลี่ยมำกท่ีสุด ท่ี

ควำมเร็ว 0.023 mm/s ผู้วิจัยจึงเลือก ควำมเร็วท่ี 0.023 mm/s และควำมสูง (h) ท่ี 0.23 mm น ำไปปรับ

ปริมำตรของอนุภำคพอลิสไตรีนต่อไป 

 

3.3.3 การปรับปริมาตรของสารแขวนลอยพอลิสไตรีน 

 กำรปรับปริมำตรของสำรแขวนลอยพอลิสไตรีนเป็นกำรปรับเพื่อให้ได้ปริมำตรท่ีเหมำะสมท่ีสำมำรถท ำ

ให้เกิดกำรจัดเรียงตัวเป็นชั้นเดียว ของ อนุภำคพอลิสไตรีน โดยกำรท่ีมีสภำวะคงท่ีคือ ควำมเร็วของกำรปำด 

ควำมสูงระหว่ำงแผ่นปำด และ มุมท่ีใช้คงท่ี ดังแสดงในตำรำง 3.6 จำกนั้นท ำกำรวัดพื้นท่ีกำรจัดเรียงตัวและ

เปรียบเทียบพื้นท่ีกำรจัดเรียงตัว ดังรูปท่ี 3.8 

ตาราง 3.6 แสดงข้อมูลสภำวะในกำรเตรียม monolayer ของพอลิสไตรีน และ พืน้ท่ีเฉลี่ยท่ีของพื้นผิวท่ี

สังเครำะห์ได้ 

โครงสร้าง 
condition 

พื้นที่เฉลี่ย 
(µm2) 

Height 
(mm) 

Angle 
(degree) 

Volume (µL) Rate (mm/s) 

7 0.23 53 4 0.023 38131.51 
 

11 0.23 53 5 0.023 32869.93 

12 0.23 53 6 0.023 33141.57 
13 0.23 53 7 0.023 34000.95 
14 0.23 53 8 0.023 35190.22 
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รูปที่ 3.7 แสดงรูปพื้นผิวแม่แบบท่ีเตรียมได้โครงสร้ำงที่ 7 และโครงสร้ำงที่ 11-14  จำกกำรปรับ

สภำวะในตำรำงที่ 3.6 

 

รูปที่ 3.8 กรำฟแสดงควำมสัมพันธ์ระหว่ำงพื้นท่ีเฉลี่ยของ polystyrene monolayer กับปริมำตรของสำร

แขวนลอยพอลิสไตรีน 

11 7 12 

13 14 

100 µm 
100 µm 100 µm 

100 µm 100 µm 



27 

 

 

 จำกกำรทดลองปรับปริมำตรของสำรแขวนลอยพอลสิไตรรีน ในช่วง 4 - 8 µL พบว่ำ พื้นท่ีเฉลี่ย ของ

โครงสร้ำงที่สังเครำะห์ข้ึน มีพื้นท่ีเฉลี่ยต่ำงกันเพียงเลก็น้อย ดังนั้น ผู้วิจัยจึงใช้โครงสร้ำงที่ 7 ซึ่งมีสภำวะดังนี้ คือ 

ควำมสูงระหว่ำงแผ่นปำดกับผิวแก้ว เท่ำกับ 0.23 mm ควำมเรว็ของกำรปำดท่ี 0.023 mm/s และใช้ปริมำตร 4 

µL ซึ่งเป็นสภำวะที่ท ำให้ได้พื้นผิวเฉลี่ยท่ีดีท่ีสุด น ำไปท ำกำรเคลือบพื้นผิวทองต่อไป 

 

3.4 การตรวจสอบการพิมพ์ลายโดยใช้ Atomic Force Microscope (AFM) 

 เมื่อน ำpolystyrene monolayer แม่แบบ น ำไปเคลือบโลหะทองโดยเทคนิค sputtering ท่ี

ควำมหนำต่ำงกัน โดยกำรเปล่ียนเวลำท่ีใช้ในกำรเคลือบ ดังนี้ 240 360 480 และ 600 วินำที หลังจำกน ำ

แม่แบบออกไปแล้วท ำกำรตรวจสอบกำรพิมพ์ลำยด้วย AFM ได้ผลกำรพิมลำยท่ีมีลักษณะต่ำงกันดังรูป 

3.9  
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รูปที่ 3.9 แสดงรูป AFM (ซ้ำย) และcross-section profile (ขวำ) ของโครงสร้ำงสองมิติท่ีพัฒนำข้ีน 

 เมื่อวัดค่ำ diameter (D) width (W) ควำมสูง Ha และ Hb ท ำให้เห็นควำมแตกต่ำงของพื้นผิว เมื่อใช้

เวลำในกำรเคลือบโลหะทองต่ำงกนัดังแสดงในรูป 
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รูปที่ 3.10 แสดงแบบจ ำลองกำรวัดค่ำ W, D, Ha และ Hb 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.11 กรำฟแสดงผลกำรเปรียบเทียบค่ำ W, D, Ha และ Hb 

 จำกกำรทดลองใช้เวลำในกำรเคลือบโลหะทองต่ำงๆ กันพบว่ำ เมื่อใช้เวลำเพิ่มข้ึน ท ำให้ค่ำ D ลดลง 

เกิดจำกกำรท่ีโลหะทองสำมำรถ เคลือบลงบนแผ่นแกว้ท่ีอยู่ใต้อนุภำคพอลิสไตรีนซึ่งเป็นทรงกลมได้มำกข้ึน (รูปท่ี 

3.9, 3.11) โดยค่ำ D มีควำมสัมพันธ์กับค่ำ W โดยท่ีเมื่อใช้เวลำในกำรเคลือบโลหะทองนำนข้ึน ท ำให้โลหะทอง

สำมำรถเคลือบลงไปใต้อนุภำคพอลิสไตรีนได้มำกข้ัน ค่ำ W ซึ่งเป็นค่ำระยะห่ำงระหว่ำงพื้นผิวท่ีถูกเคลือบก็จะ

มำกข้ึนเช่นกนั ควำมหนำ Ha ซึ่งเป็นควำมหนำของโลหะทองท่ีอยู่ติดกับช่องว่ำงซึ่งเดิมเป็นพอลิสไตรีน และ 
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ควำมหนำ Hb ท่ีเป็นควำมหนำบริเวณช่องว่ำงของ hexagonal closed pack มีค่ำเพิ่มข้ึน เมื่อใช้เวลำในกำร

เคลือบมำกข้ึนเช่นกัน 

3.5 การทดสอบประสิทธิภาพในการขยายสัญญาณรามาน ของโครงสร้างสองมิติที่พัฒนาขึ้น 

 จำกผลกำรทดลองกำรทดสอบ ประสิทธิภำพกำรขยำยสัญญำณของโครงสร้ำงสองมิติท่ีพัฒนำข้ึน จำก

กำรใช้เวลำในกำรเคลือบโลหะทองในเวลำท่ีต่ำงกนั โดยเปรียบเทียบกับผิวโลหะชนิดฟลิ์มบำง กับ สำร 4,4’-

thiobisbenzenethiol (TBBT) ดังแสดงในรูป  3.12 

 

 

รูปที่ 3.12 แสดง Raman shift โครงสร้ำงที่พัฒนำได้ กับ TBBT 

 ผลกำรทดลองจำกรูปท่ี 3.12 แสดงให้เห็นว่ำโครงสร้ำงที่พัฒนำข้ึนสำมำรถขยำยสัญญำณรำมำนได้

ดีกว่ำ โครงสร้ำงที่เป็นโลหะทองชนิดฟลิ์มบำงจริง และ มีควำมแตกต่ำงของโครงสร้ำงที่มีเวลำของกำรเคลือบ

โลหะทองต่ำงกัน โดยท่ีโครงสร้ำงที่ใช้เวลำในกำรเคลือบ 600 วินำทีให้ประสิทธิภำพสูงสุดในกำรขยำยสัญญำณ

รำมำนของสำร TBBT  
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3.6 การทดสอบประสิทธิภาพการตรวจวัดสัญญาณรามานของพื้นผิวที่พัฒนาขึ้น   

 ทดสอบประสิทธิภำพกำรตรวจวัดสัญญำณรำมำนของพื้นผิวท่ีพัฒนำข้ึน โมเลกุล AHL ท่ีสังเครำะห์ได้ 

 

 

รูปที่ 3.13 แสดงสัญญำณรำมำนของโมเลกุล AHL 2a-2c ท่ีสังเครำะห์ได้ 

 จำกสัญญำณรำมำนของสำร 2a-2c ซึ่งอยู่ในกลุ่ม N-acyl L-homoserine lactone ในรูปท่ี 3.13 

พบว่ำสัญญำณท่ีได้ไม่มีควำมต่ำงกันมำกนัก โดยสัญญำณรำมำนของสำรกลุ่มนี้  มีพีคลักษณะเด่นท่ี 1006 cm-1 

ซึ่งเป็นพีคของ C-C symmetric stretching และพีคท่ี 1571 cm-1 ซึ่งเป็นพีค C-N stretching แต่อย่ำงไรก็ตำม

จะกำรเปลี่ยนแปลงของอัตรำส่วนพีค ช่วง 1500-1600 cm-1
  โดยท่ีจะมีควำมเข้มของสัญญำณรำมำนมำกข้ึน

เมือ่สำยโซ่คำร์บอนยำวข้ึน นอกจำกนี้ สัญญำณรำมำนของ 2a ซึ่งมีสำยโซ่ข้ำงสั้นท่ีสุดคือ 4 คำร์บอน สัญญำณท่ี

ได้จะเห็นพีคย่อยๆเพิ่มข้ึนมำอย่ำงชัดเจนคือพีค 771 cm-1 ซึ่งเป็นพีคท่ีเกิดจำก C-O deformation, พีค 1200 

cm-1 เป็ นพี ค ท่ี เกิ ดจ ำก  C-N-C blending, พี ค  C-O stretching ท่ี  1360 cm-1 และพี ค ท่ี เกิดจำก  CH2 

deformationท่ี 1470 cm-1 
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รูปที่ 3.14 แสดงสัญญำณรำมำนของโมเลกุล AHL 4a-4c ท่ีสังเครำะห์ได้ 

จำกสัญญำณรำมำนของสำร 4a-4c ซึ่งเป็นสำรกลุ่ม N-(3-oxo-alkanoyl) L-homoserine lactone 

ในรูปท่ี 3.14 พบว่ำ สัญญำณท่ีได้ ไม่มีควำมแตกต่ำงกันมำกนักในสำร 4b และ 4c อำจจะมีควำมแตกต่ำงอย่ำง

เห็นได้ชัดคืออัตรำส่วนควำมเข้มของสัญญำณรำมำน ท่ีมีควำมเข้มสูงข้ึนมำกเมื่อจ ำนวนคำร์บอนมำกข้ึน 

โดยเฉพำะช่วงสัญญำณ 1500-1600 cm-1 ซึ่งเกิดจำก NH blending และ C-H stretching นอกจำกนี้ ลกัษณะ

ท่ีเกิดข้ึนเมื่อสำยโซ่คำร์บอนสั้นลง จะเกิดพีคย่อยๆเพิม่ข้ึนเช่นเดียวกับสำรกลุ่ม N-acyl L-homoserine 

lactone โดยพีคท่ีเพิ่มข้ึนอย่ำงเห็นได้ชัดคือพีค ช่วง 700-800 cm-1 เกิดจำก NH และ C=O deformation พีค

ท่ี 1006 cm-1 ซึ่งเกิดจำก C-C symmetric stretching, พีคท่ี 1086 cm-1 ท่ีเกิดจำกCH2 blending และพีคท่ี

เกิดจำก C-N-C stretching ในช่วง 1200 cm-1  นอกจำกนัน้ยังสังเกตได้อีกว่ำ ในสำร 4b และ 4c ไม่ปรำกฏพคี

ท่ี 1006 cm-1 ซึ่งเป็นพีคของ C-C symmetric stretching อำจเกิดจำกกำรสัน่ของพันธะในช่วง 1500-1600 ท่ี

มีควำมเข้มสูงมำกจึงท ำให้ไม่สำมำรถสังเกตเห็นพีคนี้ได้ 

จำกลักษณะสัญญำณรำมำนของสำร 2a-2c และ 4a-4c ท่ีสังเกตได้ข้ำงต้นนั้น พบว่ำ ลักษณะสัญญำณ

มีควำมคล้ำยกับ สัญญำณท่ี Pearman W.F. และคณะ3 ได้ท ำกำรศึกษำกำรลักษณะสัญญำณของอนพุันธ์ของ

สำรกลุ่มนี้ คือ สัญญำณของพีค ในสำรท่ีมีสำยโซ่คำรบ์อนสั้นเช่น สำร 2a และ4a จะปรำกฏพีคย่อยๆข้ึน และ  
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มีกำรหำยไปของบำงพีค เมื่อในสำรท่ีมีสำยโซ่คำร์บอนสั้นยำวข้ึน เช่นสำร 2b, 2c, 4c และ 4b แต่อย่ำงไรก็ตำม 

สัญญำณท่ีได้มีควำมแตกต่ำงกันของพีคซึ่งมีควำมชัดเจนกว่ำเนื่องจำก กำรใช้คอลลอยด์ของโลหะเงินขนำดนำโน

เป็นตัวขยำยสัญญำณซึ่งมีควำมสำมำรถในกำรขยำยสญัญำณได้ดีกว่ำ ท้ังนี้กำรเห็นพีคช่วง1300-1600 มีควำม

เข้มสูงมำกซึ่งคล้ำยกับพีค 1530 และ 1580 cm-1 ท่ีเป็นพีค D และ G band ของคำร์บอน11 ซึ่งอำจเกิดจำกกำร

ท ำลำยพนัธะของสำรตัวอย่ำงจนเป็นอนุภำคคำร์บอน โดยอำจเกิดจำกกำรใช้เลเซอร์ท่ีมีก ำลังสูงเกินไป 
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บทท่ี 4 

สรุปผลการทดลอง 

4.1 สรุปผลการทดลอง  

 ในโครงการวิจัยนี้ได้สังเคราะห์โครงสร้างสองมิติของโลหะทองเพื่อใช้เป็นจุดขยายสัญญาณรามาน โดย

ใช้เทคนิค nanosphere lithography (NSL) โดยใช้อนุภาคพอลิสไตรีนท่ีมีการจัดเรียงตัวชั้นเดียวเป็นแม่แบบ 

โดยการปรับสภาวะท่ีเหมาะสมเพื่อให้ได้พื้นท่ีของการจัดเรียงตัวชั้นเดียวของอนุภาคพอลิสไตรีนมากท่ีสุด โดยท่ี

สภาวะท่ีเหมาะสม คือ 1. การใช้ความสูงระหว่างแผ่นปาดกับแผ่นแก้ว เท่ากับ 0.23 mm 2. ความเร็วในการ

ปาดสารแขวนลอยของอนุภาคพอลิสไตรีนท่ี 0.023 mm/s และ 3. ปริมาตรสารแขวนลอยพอลิสไตรีน 4 µL ซึ่ง

จากสภาวะดังกล่าวสามารถให้พื้นท่ีการจัดเรียงตัวเฉลี่ย 38,000 µm2 จากนั้นน าไปท าการเคลือบโลหะทอง ท่ี

เวลา 240-600 วินาที แล้วท าการก าจัดแม่แบบออก พบว่าพื้นผิวของโลหะทองท่ีใช้เป็นจุดขยายสัญญาณรามาน

ท่ีสังเคราะห์ได้ มีลักษณะเป็นวงแหวนท่ีมีความหนาของโลหะทองมากข้ึนและมีเส้นผ่านศูนย์กลางของวงแหวน 

(D) ลดลงเมื่อใช้เวลาในการเคลือบโลหะทองมากข้ึน จากนั้นได้ท าการศึกษาประสิทธิภาพในการขยายสัญญาณรา

มานเทียบกับพื้นผิวแบบโลหะทองแบบฟิล์มบางปกติ โดยศึกษาสัญญาณของ TBBT พบว่า พื้นผิวท่ีสังเคราะห์ได้

สามารถขยายสัญญาณรามานได้สูงข้ึนมาก โดยท่ีเมื่อใช้เวลาในการเคลือบโลหะทองนานข้ึนสัญญาณรามานท่ีได้

จะมีความเข้มสูงข้ึนด้วย จากนั้นน าไปทดสอบการขยายสัญญาณของสารประกอบ 2a-2c และ 4a-4c ซึ่งเป็น

สัญญาณ  QS ในกลุ่ม N-acyl L-homoserine lactones และ กลุ่ม  N-(3-oxo-alkanoyl) L-homoserine 

lactones ตามล าดับ ซึ่งท าการสังเคราะห์โดยใช้กรดคาร์บอกซิลิก และ (S)-(-)-(α)-amino-γ-butyrolactone 

hydrobromide เป็นสารต้ังต้น โดยโครงสร้างสองมิติของจุดขยายสัญญาณรามานท่ีพัฒนาข้ึน สามารถขยาย

สัญญาณรามานของสารท้ังสองกลุ่ม และสามารถบอกความแตกต่างของสัญญาณรามานท่ีของสารแต่ละกลุ่มได้ 

 

 4.2 งานวิจัยในอนาคต  

 ส าหรับการพัฒนาโครงสร้างสองมิติเพื่อขยายสัญญาณรามานควรมีการทดลองลดขนาดของอนุภาคพอ

ลิสไตรีนลงเพื่อให้มีความสามารถในการขยายสัญญาณรามานได้สูงข้ึนและเหมาะสมกับการศึกษาลักษณะการ

ปลดปล่อยสัญญาณ quorum sensing ชนิด AHL และชนิดอื่นๆในแบคทีเรียได้  
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