
บทท่ี 3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 

3.1  อุปกรณและเคร่ืองมือ 
1) โครมาโทกราฟแบบชั้นบาง (Thin-layer chromatography, TLC) 

2) โครมาโทกราฟแบบคอลัมน (Column chromatography, CC)  

3) เครื่องระเหยตัวทําละลายแบบสุญญากาศ (Rotary evaporator) ยี่หอ Buchi รุน R-124 

4) เครื่องหาจุดหลอมเหลว (Melting Point) ยี่หอ Buchi รุน B-565  

5) เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง ยี่หอ Sartorious รุน CP324S 

6) เครื่องทําสุญญากาศ (Vacuum pump) ยี่หอ PHYWE รุน DOA-V130-BN 

7) เครื่องกวนสารชนิดแมเหล็กพรอมใหความรอน (Hotplates Magnetic Stirrer) ยี่หอ IKA 

รุน C-MAG HS 7  

8) เครื่องนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโตรมิเตอร (Nuclear Magnetic Resonance 

Spectrometer; NMR) ยี่หอ BRUKER  รุน Avance 400 

9) เครื่องดูดกลืนรังสีอินฟาเรด (Infrared spectrometer; FTIR) ยี่หอ BRUKER รุน ALPHA 

10)  เครื่องสอง UV 

11)  ตูเพาะเลี้ยงเซลล 

12) ถาดหลุมเลี้ยงเซลลชนิด 96 หลุม 

13) เครื่องไมโครเพลท รีดเดอร 

 

3.2  สารเคม ี
1) กรด 3-คลอโรเปอร เบนโซอิก (3-Chloroperbenzoic acid, m-CPBA), Analytical 

grade, ALDRICH 
2) โพแทสเซียมคารบอเนต (Potassium carbonate, K2CO3), Reagent grade, MERCK 
3) เอ็น เอ็น-ไดเมทิลฟอรมาไมด (N’N-Dimethylformamide, C3H7NO) (Reagent grade, 

DAEJUNG) 
4) คอป เปอร  ( II)  ซั ล เ ฟต  เ พนตะ ไฮ เ ด รต  ( Copper ( II)  sulfate pentahydrate,               

(CuSO4⋅5H2O), Reagent grade, DAEJUNG 
5) ไดคลอโรมีเทน (Dichloromethane, CH2Cl2) (Analytical grade, RCI Labscan) 
6) โพรพารกิล โบรไมด (Propargyl bromide, C3H3Br), Reagent grade, TCI 
7) เอทิล อะซิเตต (Ethyl acetate, C4H8O2), Commercial grade, Zenpoint 
8) เฮกเซน (Hexane, C6H14), Commercial grade, Zenpoint 
9)  โซเดียมไฮดรอกไซด (Sodium hydroxide) Analytical grade, Ajax Finechem 
10)  โซเดียมเอไซด (Sodium azide, NaN3), Laboratory grade, LABCHEM 
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11)  โซเดียมคลอไรด (Sodium chloride, NaCl), Laboratory grade, UNILAB 
12)  โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต (Sodium hydrogen carbonate, NaHCO3), Laboratory 

grade, UNILAB 
13)  โซเดียม แอสคอรเบต (Sodium ascorbate, C6H7NaO6), Reagent grade, TCI 
14)  ซิลิกา เจล 60 (Siliga gel 60), MERCK 
15)  เบนซิล โบรไมด (Benzyl bromide, C6H5CH2Br), Reagent grade, Alfa Aesar 
16)  แอลฟา-โบรโม-พารา-ไซลีน (α-Bromo-p-xylene, C8H9Br), Reagent grade, TCI 
17)  1-โบรโมบิวเทน (1-Bromobutane, CH3(CH2)3Br), Reagent grade, FLUKA 
18)  1-โบรโมออกเทน (1-Bromooctane, CH3(CH2)7Br), Reagent grade, TCI 
19)  2-ฟลูออโรเบนซิล โบรไมด (2-Fluorobenzyl bromide, C7H6BrF), Reagent grade, 

TCI 
20)  3-ฟลูออโรเบนซิล โบรไมด (3-Fluorobenzyl bromide, C7H6BrF), Reagent grade, 

TCI 
21)  4-โบรโมเบนซิล โบรไมด (4-Bromobenzyl bromide, C7H6Br2), Reagent grade, TCI 
22)  4-ฟลูออโรเบนซิล โบรไมด (4-Fluorobenzyl bromide, C7H6BrF), Reagent grade, 

TCI 
23)  4-ไนโตรเบนซิล โบรไมด (4-Nitrobenzyl bromide, C7H6BrNO2), Reagent grade, 

TCI 
24)  4-คลอโรเบนซิล โบรไมด (4-Chlorobenzyl bromide, C7H6BrCl), Reagent grade, 

TCI 
25)  4- เ มทอก ซี เ บน ซิ ล  โ บ ร ไมด  ( 4-Methoxybenzyl bromide, CH2BrC6H4OCH3) , 

Reagent grade, TCI 
26) ไดเมทิลซัลฟอกไซด (Dimethyl sulfoxide), Reagent grade, DAEJUNG) 
27) เซลลมะเร็ง cholangiocarcinoma ชนิด KKU-213, KKU-055, KKU-214, KKU-100

เซลล MMNK-1 
28) MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 

 

3.3 แหลงที่มาของตัวอยางเปลาใหญ 
เก็บตัวอยางเปลือกตนเปลาใหญในเขตอําเภอสวนผึ้ง จังหวัดราชบุรี เม่ือวันอาทิตยท่ี            

12 กรกฎาคม 2558 เวลา 10.39 นาที โดยมีน้ําหนัก 896.88 กรัม อยูในพิกัดท่ี 194° ใต อําเภอสวนผึ้ง 
จังหวัดราชบุรี 13° เหนือ 31' 26'' 99° ตะวันออก 14' 33'' 

 
 
 
 
 



12 
 

3.4  วิธกีารทดลอง 

 3.4.1) การสกัดสาร acanthoic acid จากเปลือกตนเปลาใหญ  
นําเปลือกตนเปลาใหญปริมาณ 896.88 กรัม ในอําเภอสวนผึ้ง จังหวัดราชบุรี สกัดดวย     

ตัวทําละลายเฮกเซน ครั้งละ 3 ลิตร โดยสกัดซํ้าทั้งหมด 3 ครั้ง นําสารละลายที่ไดมากรอง และ
ระเหยตัวทําละลายออกดวยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุนจะไดสารสกัดหยาบเฮกเซนมีลักษณะ
เปนน้ํามันสีน้ําตาลเหลือง และนํามาแยกสารใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟแบบรวดเรว็ 
(quick column chromatography) บนซิลิกาเจล (silica gel) โดยใชระบบตัวทําละลายผสม เอทิลแอซิเตท : 
เฮกเซน ในอัตราสวน 100 : 0 ถึง 0 : 100 ทําการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสารดวย Thin-layer 
chromatography (TLC) นําสารสกัดท่ีไดระเหยตัวทําละลายออกดวยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบ
หมุน มาตกผลึก acanthoic acid ที่ยังไมบริสุทธิ ์ปริมาณ 3.8861 กรัม ดวยเอทิลแอซิเตท :     
เฮกเซน อัตราสวน 2 : 98 จะไดสาร acanthoic acid บริสุทธิ์ปริมาณ 0.1165 กรัม จากนั้นนําสาร 
acanthoic acid ท่ียังไมบริสุทธิ์จากการตกผลึกมาแยกสารใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ
โดยใชระบบตัวทําละลายผสม เอทิลแอซิเตท : เฮกเซน ในอัตราสวน 100 : 0 ถึง 0 : 100 ไดสาร 
acanthoic acid บริสุทธิ์ปริมาณ 1.4770 กรัม ดังภาพท่ี 3.1 คิดเปนรอยละผลิตภัณฑ 0.178 จากนั้น
ตรวจสอบโครงสรางดวยเทคนิคสเปกโทรสโกป และหาจุดหลอมเหลว 
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ภาพท่ี 3.1  การสกัดแยกสาร acanthoic acid จากเปลือกตนเปลาใหญ 
 
 
 

 

 

 

 

เปลือกตนเปลาใหญ (896.88 กรัม) 

สารสกัดหยาบเฮกเซน (12.6752 กรัม) 
 

 ผลึก acanthoic acid บริสุทธิ์ หนัก 
0.1165 กรัม 

- สกัดดวยเฮกเซน (3 ลิตร × 3 ครั้ง) 
- ระเหยตัวทําละลายออก 

 ผลึก acanthoic acid ท่ียังไมบริสุทธิ์ 3.8861 กรัม 

 ผลึก acanthoic acid ท่ียังไมบริสุทธิ์ 
  

- ตกผลึกดวยตัวทําละลายผสม   
    เอทิลแอซิเตท : เฮกเซน อัตราสวน 2 : 98  

ผลึก acanthoic acid บริสุทธิ์ หนัก 1.4770 กรัม 

- ลงคอลัมนโครมาโทกราฟ 
เอทิลแอซิเตท : เฮกเซน           
ในอัตราสวน 100 : 0 ถึง 0 : 100 

- ลงคอลัมนโครมาโทกราฟแบบรวดเร็ว 
เอทิลแอซิเตท : เฮกเซน ในอัตราสวน  
100 : 0 ถึง 0 : 100 



14 
 

O
OH

m-CPBA (1.5 eq.)

CH2Cl2

O
OH

+

O
OH

O O

O

1 47a 47b

3.4.2)  การสังเคราะหอนุพันธ epoxy acanthoic acid ดวยปฏิกิริยา epoxidation 
 

 

 

 

 

 

ชั่งสาร acanthoic acid หนัก 2004.50 มิลลิกรัม (6.62 มิลลิโมล) ใสขวดกนกลม จากนั้น

ละลาย ดวยตัวทําละลายไดคลอโรมีเทน (CH2Cl2) ปริมาตร 20.00 มิลลิลิตร กวนดวยเครื่องกวนสาร

ชนิดแมเหล็ก (magnetic stirrer) ท่ีอุณหภูมิหอง เติม 3-chloroperbenzoic acid (m-CPBA) หนัก 

1732.20 มิลลิกรัม (10.04 มิลลิโมล) ตรวจสอบการดําเนินไปของปฏิกิริยาดวยเทคนิค TLC ดวย

ระบบตัวทําละลายผสมรอยละ 30 เอทิลอะซิเตตตอเฮกเซน (30% EtOAc/hexane) จนเกิดปฏิกิริยา

สมบูรณ หยุดปฏิกิริยาดวยสารละลายโซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนตอ่ิมตัว (NaHCO3 sat.) ปริมาตร 

30 มิลลิลิตร สกัดดวยเอทิลอะซิเตต (EtOAc) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร จํานวน 3 ครั้ง ลางสารละลาย

ชั้นเอทิลอะซิเตต (EtOAc) ดวยน้ํากลั่น ปริมาตร 20 มิลลิลิตร จํานวน 1 ครั้ง และสารละลายอ่ิมตัว

โซเดียมคลอไรด (NaCl sat.) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนั้นนําสารละลายชั้นเอทิลอะซิเตต มาดูด

ความชื้นดวยโซเดียมซัลเฟตท่ีปราศจากน้ํา (Na2SO4 anh.) และกรองสารละลายท่ีไดใสขวดกนกลม 

นําไประเหยตัวทําละลายดวยเครื่องระเหยสุญญากาศ (rotary evaporator) นําผลิตภัณฑท่ีไดจาก

การสังเคราะห (crude product) ไปทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบคอลัมน (column 

chromatography) ดวยระบบตัวทําละลายผสมรอยละ 30 เอทิลอะซิเตตตอเฮกเซน และนํา

ผลิตภัณฑบริสุทธิ์ท่ีแยกไดระเหยตัวทําละลายออกดวยเครื่องระเหยตัวทําละลายแบบสุญญากาศ และ

ทําใหแหงดวยเครื่องปมสุญญากาศ (vacuum pump) ไดผลิตภัณฑ 27a หนัก 17.00 มิลลกิรัม  รอย

ละผลผลิตเทากับ 11 และ 27b หนัก 651.40 มิลลิกรัม รอยละผลผลิตเทากับ 29 ลักษณะของแข็ง   

สีขาว มีคา Rf 0.49 และ 0.33 ตามลําดับ (ในระบบตัวทําละลายผสมรอยละ 30 เอทิลอะซิเตตตอ     

เฮกเซน) และมีจุดหลอมเหลว 94-95 และ 131-133 องศา-เซลเซียส ตามลําดับ ผลิตภัณฑท่ี

สังเคราะหไดถูกนําไปพิสูจนเอกลักษณดวยเทคนิค NMR-spectroscopy และ IR-spectroscopy 
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3. 4. 3)   ก า ร สั ง เ คร าะห อนุ พั นธ ของ  alkyl acanthoate 48a- k ด วยปฏิ กิ ริ ยา 
Esterification 

O
OH

R X (2.2 eq)

K2CO3 (5 eq), DMF

O
OR

 
  วิธีการเตรียมท่ัวไป A 

ชั่ งสาร acanthoic acid 0.33 มิลลิ โมล ใสขวดกนกลม จากนั้นละลายสาร 

acanthoic acid ดวยตัวทําละลาย N’N-dimethylformamide (DMF) ปริมาตร 1.00 มิลลิลิตร กวน

ดวยเครื่องกวนสารชนิดแมเหล็ก ท่ีอุณหภูมิหอง เติม potassium carbonate (K2CO3) 0.5159-

1.6555 มิลลิโมล เติม alkyl halide 0.7278-4.6253 มิลลิโมล ตรวจสอบการดําเนินไปของปฏิกิริยา

ดวยเทคนิค TLC ดวยระบบตัวทําละลายผสมรอยละ 10 เอทิลอะซิเตตตอเฮกเซน จนเกิดปฏิกิริยา

สมบูรณ หยุดปฏิกิริยาดวยสารละลายแอมโมเนียมคลอไรดอ่ิมตัว (NH4Cl sat.) ปริมาตร 30 มิลลิลิตร 

สกัดดวยเอทิลอะซิเตต ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จํานวน 3 ครั้ง ลางสารละลายชั้นเอทิลอะซิเตต ดวยน้ํา

กลั่น ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จํานวน 1 ครั้ง และสารละลายอ่ิมตัวโซเดียมคลอไรด ปริมาตร 10 

มิลลิลิตร จากนั้นนําสารละลายชั้นเอทิลอะซิเตต มาดูดความชื้นดวยโซเดียมซัลเฟตท่ีปราศจากน้ํา 

และกรองสารละลายท่ีไดใสขวดกนกลมจากนั้นนําไประเหยตัวทําละลายดวยเครื่องระเหยสุญญากาศ 

นําผลิตภัณฑท่ีไดจากการสังเคราะห (crude product) ทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบ

คอลัมน ดวยระบบตัวทําละลายผสมรอยละ 10 เอทิลอะซิเตตตอเฮกเซน และนําผลิตภัณฑบริสุทธิ์ท่ี

แยกไดระเหยตัวทําละลายออกดวยเครื่องระเหยแบบสุญญากาศ และทําใหแหงดวยเครื่องปม

สญุญากาศ ไดผลิตภัณฑ 29a-c ผลิตภัณฑท่ีสังเคราะหไดถูกนําไปพิสูจนเอกลักษณดวยเทคนิค NMR-

spectroscopy และ IR-spectroscopy 

  1)  2-Propynyl acanthoate 48a 

  เตรียมตามวิธี ท่ัวไป  A โดยชั่ ง  acanthoic acid 100.30 กรัม (0.33        

มิลลิโมล) potassium carbonate (K2CO3) 228.50 กรัม (1.65 มิลลิโมล) และ propargyl Bromide 

0.05 มิลลิลิตร (0.73 มิลลิโมล) ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอง 1.30 ชั่วโมง สารท่ีสังเคราะหไดถูกนําไป

ทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบคอลัมน โดยใชระบบตัวทําละลายผสมรอยละ 10 

เอทิลอะซิเตตตอเฮกเซน ไดผลิตภัณฑ 48a ของแข็งสีขาว 89.10 มิลลิกรัม รอยละผลิตภัณฑเทากับ 

79 จุดหลอมเหลว 43-44 องศาเซลเซียส และ Rf 0.62 (ระบบตัวทําละลายผสมรอยละ 10 เอทิล-  

อะซิเตตตอเฮกเซน) 

  2)  Butyl acanthoate 48b 

  เ ตรี ยมตามวิ ธี ท่ั ว ไป  A โดยชั่ ง  acanthoic acid 101. 00 มิ ลลิ กรั ม         

(0.33 มิลลิโมล) potassium carbonate (K2CO3) 228.70 (1.65 มิลลิโมล) และ 1-bromobutane 

0.50 มิลลิลิตร (4.63 มิลลิโมล) ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอง 2.00 ชั่วโมง สารท่ีสังเคราะหไดถูกนําไป
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ทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบคอลัมน โดยใชระบบตัวทําละลายผสมรอยละ 10 

เอทิลอะซิเตตตอเฮกเซน ไดผลิตภัณฑ 48b ของเหลวหนืดใส 47.10 มิลลิกรัม รอยละผลิตภัณฑ

เทากับ 40 และ Rf 0.69 (ระบบตัวทําละลายผสมรอยละ 10 เอทิลอะซิเตตตอเฮกเซน) 

  3)  Octyl acanthoate 48c 

  เ ตรี ยมตามวิ ธี ท่ั ว ไป  A โดยชั่ ง  acanthoic acid 100. 80 มิ ลลิ กรั ม         

(0.33 มิลลิ โมล )  potassium carbonate (K2CO3)  228.80 มิลลิ กรั ม  (1.65 มิลลิ โมล )  และ               

1-bromooctane 0.13 มิลลิลิตร (4.63 มิลลิโมล) ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอง 1.00 ชั่วโมง สารท่ี

สังเคราะหไดถูกนําไปทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบคอลัมน โดยใชระบบตัวทําละลาย

ผสมรอยละ 10 เอทิลอะซิเตตตอเฮกเซน ไดผลิตภัณฑ 48c ของเหลวหนืดใส 106.40 มิลลิกรัม      

รอยละผลผลิตเทากับ 77 และ Rf 0.68 (ระบบตัวทําละลายผสมรอยละ 10 เอทิลอะซิเตตตอเฮกเซน) 

4)  Benzyl acanthoate 48d 

  เ ตรี ยมตามวิ ธี ท่ั ว ไป  A โดยชั่ ง  acanthoic acid 100. 80 มิ ลลิ กรั ม         

( 0. 33 มิ ล ลิ โ ม ล )  potassium carbonate ( K2CO3)  228. 70 มิ ล ลิ ก รั ม  ( 1. 65 มิ ล ลิ โ ม ล )                        

และ benzyl bromide 0.087 มิลลิลิตร (0.73 มิลลิโมล) ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอง 1.00 ชั่วโมง 

สารท่ีสังเคราะหไดถูกนําไปทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบคอลัมน โดยใชระบบ         

ตัวทําละลายผสมรอยละ 10 เอทิลอะซิเตตตอเฮกเซน ไดผลิตภัณฑ 48d ของเหลวหนืดใส 92.20 

มิลลิกรัม รอยละผลผลิตเทากับ 70 และ Rf 0.58 (ระบบตัวทําละลายผสมรอยละ 10 เอทิลอะซิเตต

ตอเฮกเซน) 

5)  4-Nitrobenzyl acanthoate 48e 

  เ ตรี ยมตามวิ ธี ท่ั ว ไป  A โดยชั่ ง  acanthoic acid 100. 90 มิ ลลิ กรั ม         

( 0. 33 มิ ล ลิ โ ม ล )  potassium carbonate ( K2CO3)  229. 00 มิ ล ลิ ก รั ม  ( 1. 65 มิ ล ลิ โ ม ล )                        

และ 4-nitrobenzyl bromide 157.80 มิลลิกรัม (0.73 มิลลิโมล) ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอง 1.00 

ชั่วโมง สารท่ีสังเคราะหไดถูกนําไปทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบคอลัมน โดยใชระบบ

ตัวทําละลายผสมรอยละ 10 เอทิลอะซิเตตตอเฮกเซน ไดผลิตภัณฑ 48e ของเหลวหนืดใส 34.50 

มิลลิกรัม รอยละผลผลิตเทากับ 24 และ Rf 0.39 (ระบบตัวทําละลายผสมรอยละ 10 เอทิลอะซิเตต

ตอเฮกเซน) 

6)  4-Methylbenzyl acanthoate 48f 

  เ ตรี ยมตามวิ ธี ท่ั ว ไป  A โดยชั่ ง  acanthoic acid 100. 30 มิ ลลิ กรั ม         

( 0. 33 มิ ล ลิ โ ม ล )  potassium carbonate ( K2CO3)  229. 60 มิ ล ลิ ก รั ม  ( 1. 65 มิ ล ลิ โ ม ล )                        

และ α-bromo-p-xylene 137.80 มิลลิกรัม (0.74 มิลลิโมล) ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอง 0.50 

ชั่วโมง สารท่ีสังเคราะหไดถูกนําไปทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบคอลัมน โดยใชระบบ

ตัวทําละลายผสมรอยละ 10 เอทิลอะซิเตตตอเฮกเซน ไดผลิตภัณฑ 48f ของเหลวหนืดใส 132.40 
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มิลลิกรัม รอยละผลผลิตเทากับ 98 และ Rf 0.63 (ระบบตัวทําละลายผสมรอยละ 10 เอทิลอะซิเตต

ตอเฮกเซน) 

7)  4-Methoxybenzyl acanthoate 48g 

  เ ตรี ยมตามวิ ธี ท่ั ว ไป  A โดยชั่ ง  acanthoic acid 102. 20 มิ ลลิ กรั ม         

( 0. 34 มิ ล ลิ โ ม ล )  potassium carbonate ( K2CO3)  228. 50 มิ ล ลิ ก รั ม  ( 1. 65 มิ ล ลิ โ ม ล )                        

และ 4-methoxybenzyl chloride 0.10 มิลลลิิตร (0.73 มิลลิโมล) ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอง 1.50 

ชั่วโมง สารท่ีสังเคราะหไดถูกนําไปทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบคอลัมน โดยใชระบบ

ตัวทําละลายผสมรอยละ 10 เอทิลอะซิเตตตอเฮกเซน ไดผลิตภัณฑ 48g ของเหลวหนืดใส 108.20 

มิลลิกรัม รอยละผลผลิตเทากับ 76 และ Rf 0.53 (ระบบตัวทําละลายผสมรอยละ 10 เอทิลอะซิเตต

ตอเฮกเซน) 

8)  2-Fluorobenzyl acanthoate 48h 

  เ ตรี ยมตามวิ ธี ท่ั ว ไป  A โดยชั่ ง  acanthoic acid 101. 00 มิ ลลิ กรั ม         

( 0. 33 มิ ล ลิ โ ม ล )  potassium carbonate ( K2CO3)  228. 90 มิ ล ลิ ก รั ม  ( 1. 65 มิ ล ลิ โ ม ล )                        

และ 2-fluorobenzyl bromide 0.087 มิลลิลิตร (0.73 มิลลิโมล) ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอง 0.50 

ชั่วโมง สารท่ีสังเคราะหไดถูกนําไปทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบคอลัมน โดยใชระบบ

ตัวทําละลายผสมรอยละ 10 เอทิลอะซิเตตตอเฮกเซน ไดผลิตภัณฑ 48h ของเหลวหนืดใส 103.00 

มิลลิกรัม รอยละผลผลิตเทากับ 75 และ Rf 0.61 (ระบบตัวทําละลายผสมรอยละ 10 เอทิลอะซิเตต

ตอเฮกเซน) 

     9)  3-Fluorobenzyl acanthoate 48i 

  เ ตรี ยมตามวิ ธี ท่ั ว ไป  A โดยชั่ ง  acanthoic acid 100. 50 มิ ลลิ กรั ม         

( 0. 33 มิ ล ลิ โ ม ล )  potassium carbonate ( K2CO3)  228. 80 มิ ล ลิ ก รั ม  ( 1. 65 มิ ล ลิ โ ม ล )                        

และ 3-fluorobenzyl bromide 0.09 มิลลิลิตร (0.73 มิลลิโมล) ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอง 15.00 

นาที สารท่ีสังเคราะหไดถูกนําไปทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบคอลัมน โดยใชระบบตัว

ทําละลายผสมรอยละ 10 เอทิลอะซิเตตตอเฮกเซน ไดผลิตภัณฑ 48i ของเหลวหนืดใส 106.40 

มิลลิกรัม รอยละผลผลิตเทากับ 78 และ Rf 0.62 (ระบบตัวทําละลายผสมรอยละ 10 เอทิลอะซิเตต

ตอเฮกเซน) 

10)  4-Fluorobenzyl acanthoate 48j 

  เ ตรี ยมตามวิ ธี ท่ั ว ไป  A โดยชั่ ง  acanthoic acid 101. 00 มิ ลลิ กรั ม         

( 0. 33 มิ ล ลิ โ ม ล )  potassium carbonate ( K2CO3)  228. 80 มิ ล ลิ ก รั ม  ( 1. 65 มิ ล ลิ โ ม ล )                        

และ 4-fluorobenzyl bromide 0.09 มิลลิลิตร (0.73 มิลลิโมล) ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอง 15.00 

นาที สารท่ีสังเคราะหไดถูกนําไปทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบคอลัมน โดยใชระบบ  

ตัวทําละลายผสมรอยละ 10 เอทิลอะซิเตตตอเฮกเซน ไดผลิตภัณฑ 48j ของเหลวหนืดใส 98.70 
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มิลลิกรัม รอยละผลผลิตเทากับ 72 และ Rf 0.60 (ระบบตัวทําละลายผสมรอยละ 10 เอทิลอะซิเตต

ตอเฮกเซน) 

11)  4-Chlorobenzyl acanthoate 48k 

  เ ตรี ยมตามวิ ธี ท่ั ว ไป  A โดยชั่ ง  acanthoic acid 100. 90 มิ ลลิ กรั ม         

( 0. 33 มิ ล ลิ โ ม ล )  potassium carbonate ( K2CO3)  228. 90 มิ ล ลิ ก รั ม  ( 1. 65 มิ ล ลิ โ ม ล )                        

และ 4-chlorobenzyl bromide 149.6 มิลลิกรัม (0.73 มิลลิโมล) ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอง 1.00 

ชั่วโมง สารท่ีสังเคราะหไดถูกนําไปทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบคอลัมน โดยใชระบบ

ตัวทําละลายผสมรอยละ 10 เอทิลอะซิเตตตอเฮกเซน ไดผลิตภัณฑ 48k ของเหลวหนืดใส 116.20 

มิลลิกรัม รอยละผลผลิตเทากับ 82 และ Rf 0.66 (ระบบตัวทําละลายผสมรอยละ 10 เอทิลอะซิเตต

ตอเฮกเซน) 

12)  4-Bromobenzyl acanthoate 48l 

  เ ตรี ยมตามวิ ธี ท่ั ว ไป  A โดยชั่ ง  acanthoic acid 100. 00 มิ ลลิ กรั ม         

( 0. 33 มิ ล ลิ โ ม ล )  potassium carbonate ( K2CO3)  228. 60 มิ ล ลิ ก รั ม  ( 1. 65 มิ ล ลิ โ ม ล )                       

และ 4-bromobenzyl bromide 149.6 มิลลิกรัม (0.73 มิลลิโมล) ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอง 0.50 

ชั่วโมง สารท่ีสังเคราะหไดถูกนําไปทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบคอลัมน โดยใชระบบ

ตัวทําละลายผสมรอยละ 10 เอทิลอะซิเตตตอเฮกเซน ไดผลิตภัณฑ 48l ของเหลวหนืดใส 153.10 

มิลลิกรัม รอยละผลผลิตเทากับ 98 และ Rf 0.61 (ระบบตัวทําละลายผสมรอยละ 10 เอทิลอะซิเตต

ตอเฮกเซน) 

13) 2-Allyl acanthoate 48m 

  เ ตรี ยมตามวิ ธี ท่ั ว ไป  A โดยชั่ ง  acanthoic acid 100. 00 มิ ลลิ กรั ม         

( 0. 33 มิ ล ลิ โ ม ล )  potassium carbonate ( K2CO3)  231. 60 มิ ล ลิ ก รั ม  ( 1. 65 มิ ล ลิ โ ม ล )                       

และ allyl bromide 61.6 ไมโครลิตร (0.73 มิลลิโมล) ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอง 1.00 ชั่วโมง สารท่ี

สังเคราะหไดถูกนําไปทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบคอลัมน โดยใชระบบตัวทําละลาย

ผสมรอยละ 10 เอทิลอะซิเตตตอเฮกเซน ไดผลิตภัณฑ 48m ของเหลวหนืดใส 68.50 มิลลิกรัม    

รอยละผลผลิตเทากับ 61 และ Rf 0.60 (ระบบตัวทําละลายผสมรอยละ 10 เอทิลอะซิเตตตอเฮกเซน) 
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3.4.4)  การสังเคราะหอนุพันธของ triazolyl acanthoic esters 51a-j 

 

 

 

 

 
วิธีเตรียมท่ัวไป C 

ชั่ ง ส า ร  copper ( II)  sulfate pentahydrate ( CuSO4 ⋅ 5H2O)  0. 15- 0. 15 มิ ล ลิ โ มล             

ใสขวดกนกลมขวดท่ีหนึ่ง ละลายดวยน้ํากลั่น 1.00 มิลลิลิตร กวนดวยเครื่องกวนสารชนิดแมเหล็ก   

ท่ีอุณหภูมิหอง เติม sodium ascorbate (C6H7NaO6) จากนั้นนําอนุพันธ 48a ใสขวดกนกลมขวดท่ี

สอง ละลายดวยตัวทําละลายไดคลอโรมีเทน (CH2Cl2) 1.00 มิลลิลิตร และกวนดวยเครื่องกวนสาร

ชนิดแมเหล็ก (Magnetic Stirrer) ท่ีอุณหภูมิหอง เติมแอลคิลเอไซด (alkyl azide, 49) 2.98-5.79     

มิลลิโมล จากนั้นนําสารละลายในขวดกนกลมท้ังสองขวดผสมกัน ตรวจสอบการดําเนินไปของ

ปฏิกิริยาดวยเทคนิค TLC ดวยระบบตัวทําละลายผสมเอทิลอะซิเตตตอเฮกเซน จนเกิดปฏิกิริยา

สมบูรณ หยุดปฏิกิริยาดวยน้ํากลั่น ปริมาตร 30 มิลลิลิตร สกัดดวยเอทิลอะซิเตต ปริมาตร 10 

มิลลิลิตร จํานวน 3 ครั้ง ลางสารละลายชั้นเอทิลอะซิเตต ดวยน้ํากลั่น ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จํานวน 

1 ครั้ง และลางดวยสารละลายอ่ิมตัวโซเดียมคลอไรด ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนั้นนําสารละลายชั้น

เอทิลอะซิเตต มาดูดความชื้นดวยโซเดียมซัลเฟตท่ีปราศจากน้ํา และกรองสารละลายท่ีไดใสขวดกน

กลมจากนั้นนําไประเหยตัวทําละลายดวยเครื่องระเหยสุญญากาศ นําผลิตภัณฑท่ีไดจากการ

สังเคราะห (crude product) ไปทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบคอลัมน ดวยระบบ    

ตัวทําละลายผสมเอทิลอะซิเตตตอเฮกเซน และนําผลิตภัณฑบริสุทธิ์ท่ีแยกไดระเหยตัวทําละลายออก

ดวยเครื่องระเหยแบบสุญญากาศ และทําใหแหงดวยเครื่องปมสุญญากาศ ผลิตภัณฑท่ีสังเคราะหได

ถูกนําไปพิสูจนเอกลักษณดวยเทคนิค NMR-spectroscopy และ IR-spectroscopy 

 

1)  Octal triazolyl acanthoic ester 50a 

เ ต รี ย ม ต า ม วิ ธี ท่ั ว ไ ป  C โ ด ย ชั่ ง  copper ( II)  sulfate pentahydrate                  

(CuSO4⋅5H2O) 146.70 มิลลิกรัม (0.59 มิลลิ โมล) sodium ascorbate (C6H7NaO6) 175.40 

มิลลิกรัม (0.89 มิลลิโมล) 2-propynyl acanthoate 48a 100.70 กรัม (0.89 มิลลิโมล) และ octal 

azide 0.09 มิลลลิิตร (0.58 มิลลิโมล) ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอง 0.30 ชั่วโมง สารท่ีสังเคราะหไดถูก

นําไปทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบคอลัมน โดยใชระบบตัวทําละลายผสมรอยละ 20 

เอทิลอะซิเตตตอเฮกเซน ไดผลิตภัณฑ 50a ของเหลวหนืดใส 100.00 มิลลิกรัม รอยละผลิตภัณฑ

เทากับ 80 และ Rf 0.22 (ระบบตัวทําละลายผสมรอยละ 20 เอทิลอะซิเตตตอเฮกเซน) 
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2)  Benzyl triazolyl acanthoic ester 50b 

เ ต รี ย ม ต า ม วิ ธี ท่ั ว ไ ป  C โ ด ย ชั่ ง  copper ( II)  sulfate pentahydrate                  

(CuSO4⋅5H2O) 147.20 มิลลิกรัม (0.59 มิลลิ โมล )  sodium ascorbate (C6H7NaO6) 175.10 

มิลลิกรัม (0.88 มิลลิโมล ) 2-propynyl acanthoate 48a 97.80 มิลลิกรัม (0.29 มิลลิโมล )           

และ benzyl azide 0.08 มิลลิลิตร (0.59 มิลลิโมล) ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอง 1.00 ชั่วโมง                 

สารท่ีสังเคราะหไดถูกนําไปทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบคอลัมน โดยใชระบบ         

ตัวทําละลายผสมรอยละ 20 เอทิลอะซิเตตตอเฮกเซน ไดผลิตภัณฑ 50b ของเหลวหนืดใส 121.40 

มิลลกิรัม รอยละผลิตภัณฑเทากับ 88 และ Rf 0.22 (ระบบตัวทําละลายผสมรอยละ 20 เอทิลอะซิเตต

ตอเฮกเซน) 

3)  4-Methylbenzyl triazolyl acanthoic ester 50c 

เ ต รี ย ม ต า ม วิ ธี ท่ั ว ไ ป  C โ ด ย ชั่ ง  copper ( II)  sulfate pentahydrate                  

(CuSO4⋅5H2O) 147.90 มิลลิกรัม (0.58 มิลลิ โมล) sodium ascorbate (C6H7NaO6) 175.80 

มิลลิกรัม (0.89 มิลลิโมล) 2-propynyl acanthoate 48a 101.00 มิลลิกรัม (0.30 มิลลิโมล)            

4-methylbenzyl azide 0.09 มิลลิลิตร (0.59 มิลลิโมล) ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอง 0.40 ชั่วโมง 

สารท่ีสังเคราะหไดถูกนําไปทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบคอลัมน โดยใชระบบ         

ตัวทําละลายผสมรอยละ 20 เอทิลอะซิเตตตอเฮกเซน ไดผลิตภัณฑ 50c ของเหลวหนืดใส 100.40 

มิลลิกรัม  รอยละผลิตภัณฑ เทา กับ 62 และ Rf 0.27 (ระบบตัวทําละลายผสมรอยละ 20               

เอทิลอะซิเตตตอเฮกเซน) 

4)  4-Methoxybenzyl triazolyl acanthoic ester 50d 

เ ต รี ย ม ต า ม วิ ธี ท่ั ว ไ ป  C โ ด ย ชั่ ง  copper ( II)  sulfate pentahydrate                   

(CuSO4⋅5H2O) 147.50 มิลลิกรัม (0.59 มิลลิ โมล) sodium ascorbate (C6H7NaO6) 174.80 

มิลลิกรัม (0.88 มิลลิโมล) 2-propynyl acanthoate 48a 101.00 มิลลิกรัม (0.29 มิลลิโมล) และ    

4-methoxybenzyl azide 0.10 มิลลิลิตร (0.59 มิลลิโมล) ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอง 0.30 ชั่วโมง 

สารท่ีสังเคราะหไดถูกนําไปทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบคอลัมน โดยใชระบบ         

ตัวทําละลายผสมรอยละ 30 เอทิลอะซิเตตตอเฮกเซน ไดผลิตภัณฑ 50d ของเหลวหนืดใส 122.40 

มิลลกิรัม รอยละผลิตภัณฑเทากับ 83 และ Rf 0.49 (ระบบตัวทําละลายผสมรอยละ 30 เอทิลอะซิเตต

ตอเฮกเซน) 

5)  2-Fluorobenzyl triazolyl acanthoic ester 50e 

เ ต รี ย ม ต า ม วิ ธี ท่ั ว ไ ป  C โ ด ย ชั่ ง  copper ( II)  sulfate pentahydrate                   

(CuSO4⋅5H2O) 147.60 มิลลิกรัม (0.59 มิลลิ โมล) sodium ascorbate (C6H7NaO6) 175.50 

มิลลิกรัม (0.89 มิลลิโมล) 2-propynyl acanthoate 48a 92.70 มิลลิกรัม (0.27 มิลลิโมล) และ      

2-fluorobenzyl azide 0.09 มิลลิลิตร (0.59 มิลลิโมล) ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอง 0.30 ชั่วโมง    

สารท่ีสังเคราะหไดถูกนําไปทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบคอลัมน โดยใชระบบ         
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ตัวทําละลายผสมรอยละ 30 เอทิลอะซิเตตตอเฮกเซน ไดผลิตภัณฑ 50d ของเหลวหนืดใส 122.40 

กรัม รอยละผลิตภัณฑเทากับ 89 และ Rf 0.27 ระบบตัวทําละลายผสมรอยละ 30 เอทิลอะซิเตตตอ      

เฮกเซน 

6)  3-Fluorobenzyl triazolyl acanthoic ester 50f 

เ ต รี ย ม ต า ม วิ ธี ท่ั ว ไ ป  C โ ด ย ชั่ ง  copper ( II)  sulfate pentahydrate                  

(CuSO4⋅5H2O) 146.60 มิลลิกรัม (0.59 มิลลิ โมล) sodium ascorbate (C6H7NaO6) 178.70 

มิลลิกรัม (0.90 มิลลิโมล) 2-propynyl acanthoate 48a 97.80 มิลลิกรัม (0.2874 มิลลิโมล) และ 

3-fluorobenzyl azide 0.09 มิลลิลิตร (0.59 มิลลิโมล) ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอง 15.00 ชั่วโมง 

สารท่ีสังเคราะหไดถูกนําไปทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบคอลัมน โดยใชระบบ         

ตัวทําละลายผสมรอยละ 20 เอทิลอะซิเตตตอเฮกเซน ไดผลิตภัณฑ 50f ของเหลวหนืดใส 117.80 

กรัม รอยละผลิตภัณฑเทากับ 83 และ Rf 0.27 (ระบบตัวทําละลายผสมรอยละ 20 เอทิลอะซิเตตตอ

เฮกเซนเอทิลอะซิเตตตอเฮกเซน) 

7)  4-Fluorobenzyl triazolyl acanthoic ester 50g 

เ ต รี ย ม ต า ม วิ ธี ท่ั ว ไ ป  C โ ด ย ชั่ ง  copper ( II)  sulfate pentahydrate                   

(CuSO4⋅5H2O) 146.70 มิลลิกรัม (0.5876 มิลลิโมล) sodium ascorbate (C6H7NaO6) 175.1000 

มิลลกิรัม (0.8839 มิลลิโมล) 2-propynyl acanthoate 48a 101.20 มิลลกิรัม (0.30 มิลลิโมล) และ 

4-fluorobenzyl azide 0.09 มิลลิลิตร (0.59 มิลลิโมล) ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอง 1.00 ชั่วโมง    

สารท่ีสังเคราะหไดถูกนําไปทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบคอลัมน โดยใชระบบ         

ตัวทําละลายผสมรอยะล 30 เอทิลอะซิเตตตอเฮกเซน ไดผลิตภัณฑ 50g ของเหลวหนืดใส 111.80 

มิลลกิรัม รอยละผลิตภัณฑเทากับ 77 และ Rf 0.33 (ระบบตัวทําละลายผสมรอยละ 30 เอทิลอะซิเตต

ตอเฮกเซน) 

8)  4-Chlorobenzyl triazolyl acanthoic ester 50h 

เ ต รี ย ม ต า ม วิ ธี ท่ั ว ไ ป  C โ ด ย ชั่ ง  copper ( II)  sulfate pentahydrate                  

(CuSO4⋅5H2O) 147.60 มิลลิกรัม (0.59 มิลลิ โมล) sodium ascorbate (C6H7NaO6) 174.70 

มิลลิกรัม (0.88 มิลลิโมล) 2-propynyl acanthoate 48a 999.70 มิลลิกรัม (0.29 มิลลิโมล) และ    

4-chlorobenzyl azide 0.10 มิลลิลิตร (0.59 มิลลิโมล) ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอง 18.00 ชั่วโมง 

สารท่ีสังเคราะหไดถูกนําไปทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบคอลัมน โดยใชระบบ         

ตัวทําละลายผสมรอยละ 30 เอทิลอะซิเตตตอเฮกเซน ไดผลิตภัณฑ 50g ของเหลวหนืดใส 122.40 

มิลลกิรัม รอยละผลิตภัณฑเทากับ 82 และ Rf 0.44 (ระบบตัวทําละลายผสมรอยละ 30 เอทิลอะซิเตต

ตอเฮกเซน) 

9)  4-Bromobenzyl triazolyl acanthoic ester 50i 

เ ต รี ย ม ต า ม วิ ธี ท่ั ว ไ ป  C โ ด ย ชั่ ง  copper ( II)  sulfate pentahydrate                  

(CuSO4⋅5H2O) 147.50 มิลลิกรัม (0.5908 มิลลิโมล) sodium ascorbate (C6H7NaO6) 175.7000 
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มิลลิกรัม (0.89 มิลลิโมล) 2-propynyl acanthoate 48a 100.90 มิลลิกรัม (0.30 มิลลิโมล) และ  

4-bromobenzyl azide 0.12 มิลลิลิตร (0.59 มิลลิโมล) ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอง 0.30 ชั่วโมง 

สารท่ีสังเคราะหไดถูกนําไปทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบคอลัมน โดยใชระบบ          

ตัวทําละลายผสมรอยละ 30 เอทิลอะซิเตตตอเฮกเซน ไดผลิตภัณฑ 50i ของเหลวหนืดใส 111.00 

มิลลกิรัม รอยละผลิตภัณฑเทากับ 68 และ Rf 0.40 (ระบบตัวทําละลายผสมรอยละ 30 เอทิลอะซิเตต

ตอเฮกเซน) 

10)  4-Nitrobenzyl triazolyl acanthoic ester 50j 

เ ต รี ย ม ต า ม วิ ธี ท่ั ว ไ ป  C โ ด ย ชั่ ง  copper ( II)  sulfate pentahydrate                  

(CuSO4⋅5H2O) 149.50 มิลลิกรัม (0.60 มิลลิ โมล) sodium ascorbate (C6H7NaO6) 177.40 

มิลลิกรัม (0.90 มิลลิโมล) 2-propynyl acanthoate 48a 97.00 มิลลิกรัม (0.29 มิลลิโมล) และ      

4-nitrobenzyl azide 0.10 มิลลิลิตร (0.59 มิลลิโมล) ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอง 0.30 ชั่วโมง      

สารท่ีสังเคราะหไดถูกนําไปทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบคอลัมน โดยใชระบบ         

ตัวทําละลายผสมรอยละ 30 เอทิลอะซิเตตตอเฮกเซน ไดผลิตภัณฑ 50j ของเหลวหนืดใส 124.30 

มิลลกิรัม รอยละผลิตภัณฑเทากับ 84 และ Rf 0.22 (ระบบตัวทําละลายผสมรอยละ 30 เอทิลอะซิเตต

ตอเฮกเซน) 

3.4.5)  การทดสอบความเปนพิษตอเซลลมะเร็งดวยวิธี MTT assay 

การทดสอบความเปนพิษตอเซลลมะเร็ง ไดรับความอนุเคราะหในการทดสอบจาก         

Prof. Dr. Seiji Okada มหาวิทยาลัย Kumamoto ประเทศญี่ปุน โดยมะเร็งท่ีใชทดสอบคือ มะเร็งทอ

น้ําดี ชนิด KKU-213 KKU-055 KKU-214 และ KKU-100 และใชเซลลปกติ เปนเซลลตับ ชนิด 

MMNK-1 โดยใชวิธี MTT assay โดยทําการเลี้ยงเซลลมะเร็งและเซลลปกติดังกลาวจากนั้นนํามา

เพาะเลี้ยงตอในถาดหลุมเลี้ยงเซลลชนิด 96 หลุมใหไดความหนาแนน 2500 เซลล/หลุม และบมในตู

เพาะเลี้ยงเซลล 24 ชั่วโมง เติมสารสังเคราะหท่ีตองการทดสอบท่ีความเขมขนตาง ๆ ถูกเติมลงไปใน

เซลลและบมในตูเพาะเลี้ยงเซลล 48 ชั่วโมง และนําไปทดสอบดวยวิธี MTT assay 
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