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ABSTRACT 

 

  This research is aimed to develop, synthesize and identify the structure of potential 

anticancer drug . Computer-aided drug design and its parameters, which were  BE and IC50 , were 

used to select an appropriate compound for synthesize.  The structure of synthesized compound 

was identify by spectroscopic techniques.  The results from infrared, nuclear magnetic resonance 

and mass spectrometers indicated that the design compound was 5-chloro-2-hydroxy-N-

phenylbenzamide. 
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บทที่1 บทน า 

1. ที่มาและความส าคัญของปัญหา 
มะเร็งคือความผิดปกติของของเซลล์ในร่างกายเกิดจากการเปลีย่นแปลงทางพนัธุกรรม สง่ผล

ให้เซลล์เจริญเติบโตมากกวา่ผิดปกติและพฒันาจนเป็นก้อนเนือ้งอก (tumor) และสามารถ

แพร่กระจายรุกรานไปทัว่ร่างกายและอาจท าให้เสยีชีวิตได้ (1, 2) 

โรคมะเร็งเป็นสาเหตท่ีุท าให้ประชากรของทัว่โลกเสยีชีวิตเป็นอนัดบัต้นจากสถิติของ World 

Health Organization (WHO) ปี ค.ศ. 2000 พบวา่ผู้ เสยีชีวิตจากโรคมะเร็งอยูท่ี่จ านวน 13 ล้านคนคิด

เป็น 7.6% ของคนทัว่โลก ขณะเดียวกนัสถาบนัมะเร็งแหง่ชาติได้มีการเก็บสถิติในช่วง พ.ศ.2553-

2557 พบวา่โรคมะเร็งในประเทศไทยมีจ านวนผู้ ป่วยใหม่ 98,852 คน และเสยีชีวิตจากโรคมะเร็ง

ประมาณ 61,082 คน ซึง่อาจจะมีแนวโน้มท่ีจะสงูขึน้เร่ือยๆ (3, 4) 

 แนวทางการรักษาผู้ ป่วยมะเร็งในปัจจุบนัแบง่ออกเป็น 2 วิธี คือ 1. การรักษาแบบไม่ใช้ยา เช่น 

การผา่ตดั การใช้รังสรัีกษา และ 2. การรักษาแบบใช้ยา เช่น การใช้ยาเคมีบ าบดั (Chemotherapy) 

และ การรักษามะเร็งแบบมุ่งเปา้ (Target therapy) เป็นต้น ซึง่การรักษาโดยใช้ยาเคมีบ าบดั ตวัยาจะ

เข้าไปท าลายเซลล์ท่ีเติบโตเร็ว เช่น เซลล์มะเร็ง เซลล์เส้นผม เซลล์ไขกระดกู เน่ืองจากการใช้ยาเคมี

บ าบดัไปท าลายเซลล์ท่ีเติบโตเร็ว จึงสง่ผลเสยีท าให้มีอาการข้างเคียงจากการใช้ยา คือ กดไขกระดกู 

ผมร่วง อาเจียน ติดเชือ้ได้งา่ย เป็นต้น แตก่ารรักษามะเร็งแบบมุ่งเปา้ตวัยาจะออกฤทธ์ิในการยบัยัง้ท่ี

กลไกการเจริญเติบโตของเซลล์ สง่ผลท าให้เกิดผลข้างเคียงน้อยกวา่การใช้ยาเคมีบ าบดั และ ออกฤทธ์ิ

ได้จ าเพาะเจาะจงตอ่เซลล์มะเร็งมากกวา่ (5) 

 จากการท่ีโรคมะเร็งท่ีเป็นสาเหตกุารตายของประชากรในประเทศไทยเป็นอนัดบัต้นๆ และการ

รักษาเคมีบ าบดัท่ีมีผลข้างเคียง ท าให้ผู้วิจยัต้องการพฒันายาท่ีมีฤทธ์ิจ าเพาะเจาะจงกบัเซลล์มะเร็ง 

 โดยใช้ IMD 0354 เป็นสารต้นแบบ 
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2. วัตถุประสงค์ 
เพื่อพฒันาสารให้มีฤทธ์ิต้านการเติบโตของเซลล์มะเร็ง โดยใช้ IMD-0354 เป็นสารต้นแบบ 

3. สมมตฐิาน 
สารท่ีออกแบบและสงัเคราะห์ได้จะมีโครงสร้างตามท่ีออกแบบไว้ 

4. กรอบแนวความคิด 
 

 

 

 

 

 
โดยการใช้โครงสร้างของสาร IMD 0354 มาเป็นสารต้นแบบในการออกแบบ  

 

5. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
1. ได้รับความรู้เก่ียวกบักระบวนการท างานวจิยัทางเภสชัศาสตร์ 

 2. ได้รับความรู้เก่ียวกบัวิธีการออกแบบยาใหม่ 

 3. ได้รับความรู้เก่ียวกบัวิธีการใช้โปรแกรมทางคอมพิวเตอร์ส าหรับออกแบบโครงสร้างของยา 

 4. ได้รับความรู้เก่ียวกบักระบวนการสงัเคราะห์ยาใหม่ 

 5. ได้รับความรู้เก่ียวกบัการพิสจูน์โครงสร้างสาร 

  

 

Structure elucidation 

 

Synthesis 

Structure of IMD-0354 
Structure modification 
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บทที่ 2 ทบทวนวรรณกรรม 

1. มะเร็ง (Cancer) 

7.1 อุบติัการณ์ 

โรคมะเร็งเป็นสาเหตท่ีุท าให้ประชาชนทัว่โลกเสียชีวิตเป็นอนัดบัต้นๆ จากสถิติของ World 

Health Organization (WHO) พบวา่มีผู้ เป็นมะเร็งรายใหม่ 14 ล้านคน และ จะเพิ่มขึน้อีก 70 % ในอีก 

20 ปี ซึง่ตอ่มาในปี พ.ศ.2558 พบวา่มีผู้ ป่วยเสยีชีวิตจากโรคมะเร็งเป็นจ านวน 8.8 ล้านคน ( คิดเป็น 1 

ใน 6 ของจ านวนผู้ เสยีชีวิตทัว่โลก ) ในขณะเดียวกนัสถาบนัมะเร็งแหง่ชาติ ได้เก็บรวบรวมข้อมลู

ในช่วงปี พ.ศ.2553 - 2557 พบวา่โรคมะเร็งในไทยมีผู้ ป่วยโรคมะเร็งถึง 98,852 คน และเสยีชีวิตจาก

โรคมะเร็งถึง 61,082 คน ซึง่พบวา่ในอนาคตมีแนวโน้มท่ีอตัราการเสยีชีวิตจะสงูขึน้เร่ือยๆ (1, 2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1 จ านวนและอัตราการตายของประชากรชาวไทย 
ตัง้แต่ พ.ศ.2539-2554 จากสถาบันมะเร็ง 
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7.2 มะเร็ง 

I. เซลล์มะเร็ง 

มะเร็งคือความผิดปกติของเซลล์ท่ีเกิดจากการแบง่เซลล์จนไม่สามารถควบคมุตวัเองได้ โดยปกติแล้ว
เซลล์ในร่างกายจะแบง่ตวัขึน้มาใหม่ เพื่อทดแทนเซลล์ตวัเก่าท่ีตาย ซึง่ในการแบง่เซลล์ตามปกติจะมี
กลไกควบคมุ แตเ่ซลล์มะเร็งนัน้จะไม่สามารถควบคมุได้ ท าให้เกิดการแบง่ตวัไปเร่ือยๆ จนได้เป็นก้อน
เนือ้งอก (tumor) ซึง่เนือ้งอกนีส้ามารถพฒันาไปเป็นเซลล์มะเร็ง (cancerous) โดยเซลล์มะเร็งจะแบง่
ออกเป็น 2 ประเภทคือ เนือ้งอกท่ีไม่เป็นอนัตราย (benign) โดยเนือ้งอกชนิดนีจ้ะมีการเติบโต แต่ไม่
แพร่กระจายไปยงับริเวณอ่ืน สว่นเนือ้งอกชนิดร้าย (malignant tumor) ซึง่เซลล์มะเร็งจะแพร่กระจาย
ไปยงับริเวณอ่ืนสง่ผลท าให้เกิดอนัตายตอ่ร่างกาย และ เสยีชีวิตได้ 

รูปที่ 2 ลักษณะของเซลล์เนือ้ (tumor) 
 

II. สาเหตขุองโรคมะเร็ง 

 สาเหตขุองโรคมะเร็งแบง่เป็น 2 ประเภทคือ 1. สาเหตจุากสิง่แวดล้อม เช่น สารเคมี, รังส ีUV, 

การติดเชือ้เรือ้รัง (ติดเชือ้ไวรัสตบัอกัเสบ, ติดเชือ้มะเร็งปากมดลกู) เป็นต้น 2. สาเหตภุายในร่างกาย 

เช่น กรรมพนัธ์ท่ีผิดปกติ, ภมิูคุ้มกนัท่ีบกพร่อง, ความไม่สมดลุทางฮอร์โมน 

 

 



5 
 

III. ระยะของมะเร็ง 

 เป็นตวับง่บอกความรุนแรงของโรคโดยทัว่ไปโรคมะเร็งมี 4 ระยะดงันีคื้อ ระยะท่ี 1: ก้อนเนือ้มี

ขนาดเลก็ และ ไม่ลกุลาม ระยะท่ี 2: ก้อนเนือ้มีขนาดใหญ่ขึน้ และเร่ิมลกุลามอวยัวะอ่ืน ระยะท่ี 3: 

ก้อนเนือ้มีขนาดใหญ่ขึน้ และเร่ิมลกุลามเข้าสูต่อ่มน า้เหลอืง ระยะท่ี 4: ก้อนเนือ้มีขนาดโตมากและเร่ิม

ลกุลามไปยงัน า้เหลอืงและเซลล์อ่ืน เป็นต้น 

รูปที่ 3 ระยะของเซลล์มะเร็ง 

2. การรักษาโรคมะเร็ง 

ในปัจจุบนัแนวทางการรักษาโรคมะเร็งแบง่ออกดงันี ้

7.1 การผา่ตดั (Surgery) 

เป็นวิธีท่ีเหมาะกบัการรักษามะเร็งเฉพาะท่ี (tumor) เป็นการตดัก้อนเนือ้ท่ีมีความผิดปกติออก

จากร่างกาย ในอดีตการผา่ตดัจะสง่ผลให้อวยัวะท่ีผา่ไม่สามารถท างานได้ และ เสยีรูปทรง แตใ่น

ปัจจุบนัการแพทย์มีความพฒันามากขึน้ ท าให้การผา่ตดันัน้อวยัวะนัน้สามารถกลบัมาท างาน และ ไม่

เสยีรูปทรง เช่น การผา่ตดัผา่นกล้อง (laparoscopic surgery), การผา่ตดัผา่นกล้องโดยใช้หุน่ยนตร์

ช่วย (robotic assisted laparoscopic surgery) เป็นต้น 
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รูปที่ 4 การผ่าตัดผ่านกล้องโดยใช้หุ่นยนต์ช่วย 

 

7.2 การฉายรังส ี(Radiotherapy) 

เป็นวิธีท่ีเหมาะกบัการรักษามะเร็งเฉพาะท่ี (tumor) โดยอาศยัรังสสีอ่งลงไปยงัต าแหนง่ใกล้

กบัเซลล์มะเร็งโดยตรง (brachytherapy) เช่น มะเร็งปากมดลกู 

รูปที่ 5 การฉายรังสี (radiotherapy) 
 

7.3 เคมีบ าบดั (Chemotherapy) 

เป็นวิธีท่ีใช้ยาเคมีบ าบดั (chemotherapy) ซึง่ในการใช้ยาเคมีบ าบดั เป็นการใช้ยาเข้าไป

ท าลายหรือหยดุยัง้เซลล์มะเร็ง แตเ่น่ืองจากการรักษาด้วยเคมีบ าบดันีเ้ป็นการใช้ยารักษาร่วมกนัหลาย

ตวั สง่ผลให้เกิดอาการข้างเคียง เช่น กดไขกระดกู ผมร่วง ออ่นเพลยีได้งา่ย อาเจียน ทานอาหารไม่ได้ 

ติดเชือ้ได้งา่ย เป็นต้น (3, 4) 
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ตารางที่ 1 ตัวอย่างยาเคมีบ าบัด 

Alkylating 
Agents 

Plant Alkaloids Antitumor 
Antibiotics 

Antimetabolites 

Mustard gas Vinca alkaloids Anthracyclines Folic acid antagonist 

Ethenamine Taxanes Chromomycin Pyrimidine antagonist 

Alkyl Sulfonate Podophyllotoxin Miscellaneous Purine antagonist 

Hydrazine Camptothecin 

analog 

 Adenosine deaminase inhibitor 

Nitrosoureas    

Meta salt    

 

7.4 การรักษาแบบมุ่งเปา้ (Targeted Therapy) 

เป็นวิธีท่ีพฒันาจากยาเคมีบ าบดั โดยเป็นการรักษาท่ีมีความจ าเพาะตอ่เซลล์มะเร็งมากขึน้ 

ท าให้ผลข้างเคียงท่ีเกิดขึน้ลดลง ซึง่แนวทางการรักษาแบบ targeted Therapy แบง่ออกเป็น 2 กลุม่

ใหญ่ๆ คือ แบบ monoclonal antibodies และ small molecules โดยการพฒันายาแบบ monoclonal 

antibodies จะเป็นการพฒันายาทางด้าน biotechnology สว่น small Molecules จะเน้นพฒันายาไป

ทางด้านการรบกวนการสง่สญัญาณระดบัเซลล์ ซึง่สารท่ีไปยบัยัง้การเจริญเติบโต ของเซลล์มะเร็งแบบ

มุ่งเปา้ เช่น PARP inhibitors , CDK inhibitors , PI3K inhibitors , MEK inhibitors , ALK inhibitors , 

Braf inhibitors และ IKK inhibitors เป็นต้น (5) 

 

 

 

รูปที่ 6 Targeted therapy ต่างๆ 
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3. NF-KB Pathway (IKK pathway) 

จากการศกึษาค้นคว้า IKK pathway (NF-KB Pathway) พบวา่ NF-KB จะเป็นตวักระตุ้นให้

เซลล์อยูร่อด และยบัยัง้การเกิด apoptosis ซึง่กลไกแบง่ออกเป็น 2 ประเภท 

 1. Classical pathway เป็นกลไกที่เกิดจากการกระตุ้นเม่ือเซลล์ในร่างกายเกิดการติด

เชือ้แบคทีเรีย และ ไวรัส โดยจะจบักบั p50 และ RelA ซึง่กลไกนีมี้ความส าคญัในการเติบโตของเซลล์ 

และยบัยัง้การเกิด programmed cell death 

  2. Alternative pathway เป็นกลไกที่เกิดจากการจบักบั p52 และ RelB โดยจะสง่ผล

ให้เกิดการกระตุ้นการหลัง่ TNF-cytokine และกระตุ้นการท างานของ IKKα ซึง่กลไกนีมี้ความส าคญั

ตอ่การอยูร่อดของ B-cell และ การพฒันา B-cell (6) ดงันัน้ทัง้ 2 กลไกจะมีสว่นในการควบคมุการอยู่

รอดของเซลล์ และ การตายของเซลล์แต ่classical pathway จะมีบทบาทมากกวา่ในการพฒันายา 

รูปที่ 7 Classical Pathway และ Alternative Pathway 

 

4. IKK complex 

IKK complex ประกอบไปด้วย IKKα, IKKβ, IKKγ เป็นต้น โดย IKKβ จะมีบทบาทเก่ียวกบั 

apoptosis ของเซลล์โดยจะไปจบักบั p50 และ RelA เพื่อกระตุ้นให้เซลล์เติบโต หากยบัยัง้ IKK 

complex จะสง่ผลให้เซลล์เกิดการตายแบบ apoptosis สว่น IKKα จะควบคมุกระบวนการ 

transcription ของ NF-KB (6, 7) 
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5. สารที่มีฤทธิ์ยับยัง้ IKK complex 

 จากการศกึษาค้นคว้า พบรายงานของสารท่ีมีฤทธ์ิในการยบัยัง้ IKK ได้แก่ Bayer 

compound A , BMS - 345541 , GSK-benzamide-8, GSK-azaindole-7, ML120B , PS-1145 , 

SC-514 , TPCA1 , Wedelolactone และ IMD 0354  เป็นต้น (รูปท่ี 8) ซึง่ IMD 0354 มีความจ าเพาะ

เจาะจงตอ่ IKKβ และโครงสร้างไม่ซบัซ้อนตอ่การสงัเคราะห์ ท าให้ผู้วิจยัสนใจที่จะพฒันาอนพุนัธ์ของ 

IMD 0354 ให้มีฤทธ์ิในการยบัยัง้การเติบโตของเซลล์มะเร็ง (8) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 8 สารต่างๆ ที่มีฤทธ์ิยับยัง้ IKK complex 
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6. การพัฒนา IMD 0354 ในรักษามะเร็ง 

 จากการทบทวนวรรณกรรมท าให้ ผู้วิจยัพบงานวจิยัท่ีศกึษาเก่ียวกบัฤทธ์ิของ IMD 0354    

(N-(3, 5-bis-trifluoromethyl-phenyl)-5-chloro-2-hydroxy-benzamide) ในการยบัยัง้เซลล์มะเร็ง

เม็ดเลอืดขาวซึง่ IMD 0354 ออกฤทธ์ิในการยบัยัง้กระบวนการ phosphorylation ของ IKBα สง่ผลให้

ยบัยัง้ NF-kB pathway โดยในการศกึษานีไ้ด้พบวา่ IMD 0354 สามารถยบัยัง้การกระตุ้น NF-kB 

pathway และท าให้เกิด apoptosis ในเซลล์เม็ดเลอืดขาวโดยความเป็นพิษกบัเซลล์ขึน้อยูก่บัขนาด

ของยา  

จากการท่ี IMD 0354 มีกลไกการยบัยัง้ nuclear factor kappa B ( NF-kB ) ซึง่กลไกนีส้ง่ผล

ตอ่การแบง่ตวัของเซลล์มะเร็ง ดงันัน้ การพฒันาโครงสร้างของ IMD 0354 ให้มีความจ าเพาะตอ่

เซลล์มะเร็งแบบมุ่งเปา้ เป็นอีกกระบวนการหนึง่ในการพฒันายารักษามะเร็ง 

 

รูปที่ 9 กลไกการยับยัง้โดย IMD 0354 
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7. เคร่ืองมือที่ใช้ในงานวิจัย IMD 0354 

7.1 เคร่ือง Fourier Transform Infrared Spectrometer 

เป็นเคร่ืองมือท่ีใช้ส าหรับวิเคราะห์หาหมู่ฟังก์ชั่นของสารประกอบอินทรีย์ โดยอาศยัหลกัการ

ของการดูดกลืนคลื่นรังสีอินฟราเรด เม่ือโมเลกลุได้รับพลงังานจากคลื่นรังสีอินฟราเรด จะเกิดการสัน่ 

(stretching) หรือ การงอ (bending) ของพนัธะโควาเลนซ์ในโมเลกุล และท าให้โมเลกุลดงักลา่วเกิด

การดดูกลนืแสง infrared (IR) ผลท่ีได้เรียกวา่ infrared spectrum (11) 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 10 เคร่ือง Fourier Transform Infrared Spectroscopy 

 

9.1 เคร่ือง Nuclear Magnetic Resonance Spectrometer (NMR Spectrometer) 

หลกัการท างานคือ เคร่ืองจะสง่คลื่นวิทยุเข้าไปยงัตวัอย่างท่ีเราต้องการวิเคราะห์ ซึง่จะท าให้

นิวเคลยีสของอะตอมมีการจัดเรียงตวัใหม่ในสนามแม่เหล็ก ได้เป็นสเปคตรัมของอะตอมท่ีเราต้องการ

วดันัน้ๆ 

รูปที่ 11 เคร่ือง Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy 
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9.2 เคร่ือง Mass Spectrometer 

หลกัการท างานคือ สารจะถูกเปลี่ยนให้อยู่ในรูปประจุ แล้ววดัมวลของประจุ ท่ีเกิดขึน้นัน้ๆได้

เป็น mass spectrum (13) 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 12 เคร่ือง Mass Spectroscopy 
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บทที่ 3 วิธีการด าเนินงานวิจัย 

1. เคร่ืองมือและอุปกรณ์ในการท างานวจัิย 

1.1 คอมพิวเตอร์ 

1.1.1 Notebook PC, Processor Core (™) I7-7700  HQ CPU@ 2.8GHz with 8 GB 
of RAM, Microsoft Windows 10 Pro 

1.1.2 Notebook PC, Processor Core (™) I7-4510  HQ CPU@ 2.GHz with 8 GB 
of RAM, Microsoft Windows 10 Pro 

1.2 โปรแกรม 

1.2.1 AutoDock 4.2.6 
1.2.2 ChemDraw 12.0 
1.2.3 Chem 3D Ultra 12.0 
1.2.4 Discover Studio 

1.3 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 

1.3.1 Glass chromatography column 
1.3.2 Magnetic bar 
1.3.3 Heating Magnetic stirrer 
1.3.4 TLC tank 
1.3.5 TLC plates 
1.3.6 Infrared spectroscopy (Thermo spectra-Tech, P/N 700-0085, Ver3.910/01, 

Shelton, USA and APW1200202, Becthai Thailand) 
1.3.7 Fourier Transform Nuclear Magnetic Resonance Spectrometer (Bruker 

Avance III HD 400 nanobay) 
1.3.8 UV lamp (254/365nm 6-Watt 230v 50Hz 0.12Amps, Cambridege, UK) 
1.3.9 Rotary evaporator (254/365nm, Buchi Thailand Ltd.) 
1.3.10 Mass spectrometer (GC-MS/MS TQ-Gas Chromatograph-Mass 

Spectrometer/Mass Spectrometer (7890GC/ 7000C GC/ MS Triple Quad)) 
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1.4 สารเคมี 

1.4.1 Aniline (SIGMA-ALDRICH, USA) 
1.4.2 5-Chlorosalicylic acid (SIGMA-ALDRICH, USA) 
1.4.3 Sodium sulphate anhydrous crystal (QReC, New Zealand) 
1.4.4 Sodium chloride (UNIVAR, Ajax Finechem Pty Ltd, Australia) 
1.4.5 Sodium hydroxide (LOBA CHEMIE, India) 
1.4.6 Methanol (RCI Labscan, Australia) 
1.4.7 Ethyl acetate (RCI Labscan, Australia) 
1.4.8 Hexane (RCI Labscan, Australia) 
1.4.9 Silica gel (MERCK, Germany) 
1.4.10 Oxalyl chloride (SIGMA-ALDRICH, USA) 
1.4.11 Dimethylformamide (RCI Labscan, Australia) 
1.4.12 Dichloromethane (RCI Labscan, Australia) 
1.4.13 Triethylamine (CARLO ERBA, Italy) 
1.4.14 Toluene (RCI Labscan, Australia) 

 

2. วิธีการด าเนินงานวิจัย 

2.1 ออกแบบโครงสร้างยาโดยใช้คอมพิวเตอร์ 

การเตรียมและคดัเลอืกโครงสร้างชีวโมเลกลุเปา้หมาย คือ enzyme nuclear factor kappa-B 

kinase subunit beta (IKKβ) (http://www.rcsb.org/structure/4KIK) 
I. คดัเลอืกและน าโครงสร้างสามมิติของชีวโมเลกลุเปา้หมาย จากข้อมลูผลกึ 3 มิติของ

เอนไซม์ IKKβ (4KIK, http://www.rscb.org/pdb/) ท่ีจบัเป็นสารประกอบ กบัไล
แกนด์ท่ีอยูใ่นฐานข้อมลูในรูป .pdb file มาเตรียมเป็น .pdbqt file เพือ่ใช้ในการ 
docking 

II. ใช้โปรแกรม Biovia เพื่อตดัโมเลกลุท่ีไม่ต้องการในโปรตีนออกเพื่อให้มีความจ าเพาะ
ตอ่สารมากยิ่งขึน้ 

http://www.rcsb.org/structure/4KIK
http://www.rscb.org/pdb/
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III. เตรียมชีวโมเลกลุเปา้หมายให้อยูใ่นรูป .pdbqt file โดยเปิดโครงสร้างชีวโมเลกลุ
เปา้หมายท่ีได้ดาวน์โหลดมาโดยใช้โปรแกรม Autodock 4.2.6 ดงันี ้

a. ก าจดัโมเลกลุไลแกนด์ และน า้ จากนัน้เติมอะตอมของไฮโดรเจน จากนัน้
ค านวนประจุแบบ Gasteiger 

b. บนัทกึเป็นไฟล์ในนามสกลุ .pdbqt 
IV. เตรียมไลแกนด์ให้อยูใ่นรูปไฟล์ .pdbqt โดยเปิดโครงสร้างของชีวโมเลกลุเปา้หมายท่ี

ได้ดาวน์โหลดมาโดยใช้โปรแกรม Autodock 4.2.6 ลบโมเลกลุอ่ืนๆ ให้เหลอืไว้เพียง
เฉพาะไลแกนด์  

V. Validate เอนไซม์ IKKβ เพือ่ตรวจสอบความถกูต้องของชีวโมเลกลุเปา้หมายในการ
ท า docking โดยใช้โปรแกรม Autodock 4.2.6 ดงันี ้

a. เตรียม Grid parameter (การท า Autogrid) ในรูป .gpf โดยเลอืกชีวโมกลุ
เปา้หมาย ซึง่เป็นไฟล์ .pdb ท่ีเตรียมไว้ จากเมน ูgrid จากนัน้จึงเลอืกชนิด
ของ Grid map ท่ีต้องการสร้าง และก าหนดคา่พารามิเตอร์ตา่งๆ ตามตาราง
ท่ี 2 บนัทกึเป็นไฟล์ .gpf 

 
ตารางที่ 2 พารามเิตอร์ที่ใช้ในการท า Grid 
 
 

 Parameters 

Number of points in x,y,z 100,100,100 

Spacing (angstrom) 0.375 

Center grid box x,y,z -15.418,-32.994,-71.224 

<offset>x,y,z 2.250,9.361,-20.444 
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b. เตรียม docking parameters (การท า autodock) ในรูป .dpf โดยเปิดไฟล์

ชีวโมเลกลุเปา้หมาย (IKKβ) และไลแกนด์ ซึง่เป็นไฟล์ .pdbqt file ท่ีเตรียม
ไว้จากเมน ูdocking จากนัน้ก าหนดคา่พารามิเตอร์ตา่งๆ ตามตารางที่ 3 
และบนัทกึไฟล์เป็น Lamarckian GA 

 
ตารางที่ 3 พารามเิตอร์ที่ใช้ในการท า Docking 
 

Docking Parameters 

Number of GA run 100 

Population size 150 

Maximum number of energy evaluations 2,500,000 

Maximum number of generation 27,000 

Maximum number of top individuals that automatically survive 1 

Rate of gene mutation 0.02 

Rate of crossover 0.8 

Mean of Cauchy distribution for gene mutation 0.0 

Variance of Cauchy distribution for gene mutation 1.0 

Number of generation for picking worst individual 10 

 
c. ท าการ docking parameters เพื่อให้ได้ไฟล์ .dlg และ  analysis ใน

โปรแกรม เพื่อหาคา่ binding energy 
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2.2 เตรียมไลแกนด์ท่ีจะใช้ในการ docking 

I. โครงสร้างท่ีออกแบบเป็นสารกลุม่เอไมด์ เร่ิมด้วยการวาดโครงสร้างของสารท่ีออกแบบโดยใช้ 
โปรแกรม ChemDraw 12.0 วาดโครงสร้างเป็น 2 มิติ หลงัจากนัน้ใช้โปรแกรม Chem3D  
Ultra 12.0 เพื่อแปลงโครงสร้างจาก 2 มิติ เป็น 3 มิติ และจดัโครงสร้างให้มี conformation ท่ี
มีพลงังานต ่าสดุ โดยการ minimize energy ด้วยหลกัการ MM2 ท่ีอยูใ่นโปรแกรม Chem3D 
Ultra 12.0 และบนัทกึเป็นไฟล์ protein data bank (.pdb) 

II. เปิดโครงสร้างไลแกนด์ท่ีเตรียมไว้ โดยใช้โปรแกรม Autodock 4.2.6 เพื่อท าการ docking ซึง่
การ docking จะเป็นการหาแรงในการจบักบัเอนไซม์ IKK โดยท าเหมือนขัน้ตอนการ validate 
และรายงานผลของการศกึษาเป็นคา่ binding energy (ประกอบด้วย intermolecular 
energy และ torsional energy) โดยรายงาน conformation ท่ีมี binding energy และ 
docking energy เป็นลบมากท่ีสดุ 

 

2.3 สงัเคราะห์อนพุนัธ์ของยาที่ได้รับการคดัเลอืก 

การสงัเคราะห์สารอนพุนัธ์ด้วยปฏิกิริยา amidation มีหลากหลายวิธีดงันี ้
 

 
รูปที่ 13 การสังเคราะห์สารด้วยปฏิกิริยา amidation 
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ได้เลอืกใช้ปฏิกิริยา amidation ระหวา่ง carboxylic acid และ amine 

 
รูปที่ 14 ปฏิกิริยา amidation ระหว่าง carboxylic acid และ amine ได้เป็น amide 
 

A. กระบวนการสงัเคราะห์สารเคมี 
การเปลีย่น carboxylic acid เป็น acyl chloride 

I. ชัง่สาร B (5-chlorosalicylic acid) ใสข่วดก้นกลม (round bottom flask) จ านวน 1.77

กรัม (5.14 mmol) 

II. ใช้ dry toluene เป็น solvent โดยเติมลงไปในขวดก้นกลมท่ีมีสาร B ประมาณ 10
มิลลลิติร 

III. ตัง้ condenser โดยตัง้ขวดก้นกลมท่ีเตรียมสารไว้ให้อยูใ่นอ่างน า้แข็ง จากนัน้เติม oxalyl 
chloride ลงไป 1.48 มิลลลิติร (17.23 mmol) 

IV. เติม dimethylformamide ลงไป 3 หยด โดยใช้ dropper ใช้เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา  
V. รอให้ฟองท่ีเกิดขึน้หมดก่อนแล้วเปลีย่นจากอ่างน า้แข็งมาเป็นอ่างน า้มนัท่ีอุณหภมิู 130 

องศาเซลเซียส โดยตัง้ condenser และ ปลอ่ยให้เกิดปฏิกิริยาจนสาร B ละลายหมด 
VI. น าสารละลาย B ท่ีได้ไประเหยโดยใช้เคร่ือง rotary evaporator รอจนแห้ง 
VII. น า B ท่ีได้จากการระเหยด้วยเคร่ือง rotary evaporator มาตัง้ภายใต้บรรยากาศ 

nitrogen 
การเตรียมสารละลาย Amine 

I. ตวงสาร A (aniline) ใสข่วดก้นกลม (round bottom flask) ปริมาณ 1.40 มิลลลิติร (7.72 
mmol) แล้วเติม dry dichloromethane ลงไปเลก็น้อยเป็น solvent 

II. เติม triethylamine ลงไป 1.44 มิลลลิติร 
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การท าปฏิกิริยา 
I. เติมสารละลายผสมของ A ลงในสารละลายผสมของ B ภายใต้ nitrogen จากนัน้ตัง้ทิง้ไว้ให้

ท าปฏิกิริยา 24 ชัว่โมงภายใต้บรรยากาศ nitrogen 

B. การแยกสกดัด้วยตวัท าละลาย (solvent extraction) 

I. เติมสารละลายอ่ิมตวั sodium chloride 20 มิลลลิติร ลงในสารละลายท่ีท าปฏิกิริยา 

II. แยกสกดัสารด้วย separatory funnel จากนัน้เติม dichloromethane 150 มิลลลิติร แล้ว

ท าการแยกด้วย separatory funnel อีก 2 รอบ 

III. สกดัซ า้ชัน้ dichloromethaneด้วยน า้จ านวน 2 ครัง้ 

IV. เติม anhydrous magnesium sulfate ลงไปโดยเติมจนกวา่ anhydrous magnesium  

sulfate ไมจ่บักนัเป็นก้อน 

V. กรองผา่นส าลแีล้วน าไประเหยด้วยเคร่ือง rotary evaporator 

VI. ชัง่น า้หนกัสารท่ีได้และคิด % yield 
C. การแยกสารให้บริสทุธ์ิโดยคอลมัน์โครมาโทกราฟฟี 

I. บรรจุซิลกิาเจลลงในคอลมัน์ โดยมีวฎัภาคเคลือ่นท่ีคือ hexane : dichrolomethane = 1 : 1 
II. จากนัน้ใสส่ารตวัอยา่งเข้มข้นชัน้ dichrolomethane ลงคอลมัน์ แล้วเปิด stopper ให้ได้อตัรา

การไหลเหมาะสมและแยกสารได้ดี 
III. เก็บสารตวัอยา่งจากคอลมัน์ โดยใช้การสงัเกตสขีองสารละลายแตล่ะสว่นท่ีออกมา และเก็บ

สารแยกออกมาเป็น fraction 
IV. พิสจูน์เอกลกัษณ์สารท่ีก าลงัแยกด้วย TLC 
V. น า fraction ของสารท่ีมีคา่ Rf value เทา่กนัมารวมกนั แล้วน าไประเหยตวัท าละลายออกโดย

ใช้เคร่ือง rotary evaporator 
VI. เก็บสารตวัอยา่งเพื่อน าไปวิเคราะห์ 
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D. การตกผลกึ 

 การตกผลกึจะท าหลงัจากท่ีน าสารผลติภณัฑ์ท่ีได้ผา่นคอลมัน์แล้วน าไประเหยด้วยเคร่ือง 
rotary evaporator เรียบร้อยแล้ว เพื่อให้ได้สารท่ีเราสงัเคราะห์ได้มีความบริสทุธ์ิมากขึน้ โดยการน า
สารละลาย methanol ในปริมาณท่ีน้อยท่ีสดุ จากนัน้เติม hexane เพื่อท าการตกผลกึและกรองเก็บ
สารท่ีได้แล้วน าไปหาโครงสร้างตอ่ไป 
 

2.4 พิสจูน์เอกลกัษณ์ ของสารท่ีสงัเคราะห์ 

โดยใช้เคร่ืองมือทาง spectroscopy ดงันี ้

I. Infrared Spectrometer (IR spectrometer)  
II. Nuclear Magnetic Resonance Spectrometer (NMR spectrometer)  

III. Mass Spectrometer (MS spectrometer)  
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บทที่ 4 ผลการวิจัย 
 
1. การออกแบบโครงสร้างจากสารต้นแบบ (Lead compound) 

จากการออกแบบโครงสร้างโดยใช้ IMD 0354 (N-(3, 5-bis-trifluoromethyl-phenyl)-5-

chloro-2-hydroxyl-benzamide ) เป็นสารต้นแบบ ซึง่ IMD 0354 นี ้มีโครงสร้างเป็น amide จึงท าการ

ออกแบบสารให้มีอนพุนัธ์คล้ายกบัสารต้นแบบโดยแบง่โครงสร้างออกเป็นสว่นของ amine และ 

carboxylic acid 

ท าการเปลีย่นสว่นของ amine โดยตดั trifluoromethyl ทัง้ 2 ตวัออก ในขณะท่ีสว่นของ

carboxylic acid ยงัคงไว้อยา่งเดิม 

NH

C

O

HO

F3C

F3C

Cl

NH

F3C

F3C

C

O

HO

Cl

NH

C

O

HO

Cl

 

 

Carboxylic Acid Amine 

5-Chloro-2-hydroxy-N-phenylbenzamide 
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2. ผลการท า Computer-Aided Drug Design 
ตารางที่ 4 ผลของ conformation ของ IMD 0354 บริเวณ active site 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Compound Order 

conformation 

Docked pose BE Bonding IC50 

IMD 0354 100 

 

-5.9 1 H-bond 

(CYS99) 

40.88 
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ตารางที่ 5 ผลของ conformation ของ A12B3 บริเวณ active site 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Compound Order 

conformation 

Docked pose BE Bonding IC50 

A12B3 100 

 

-6.64 1 H-bond 

(CYS99) 

13.64 
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3. การสังเคราะห์สาร 5-chloro-2-hydroxy-N-phenylbenzamide 

 
ตารางที่ 6 ผลการสังเคราะห์สาร 5-chloro-2-hydroxy-N-phenylbenzamide 

List A12B3 
(toluene) 

 

%Yield (Pure) 

 

16.73 % 

 

Product appearance 

 

มีลกัษณะเป็นของแข็งสขีาว 
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4. การตรวจสอบโครงสร้างทางเคมีด้วยเคร่ืองมือทาง Spectroscopy 

4.1 การพิสูจน์โครงสร้างด้วยเทคนิค Infrared (IR) Spectroscopy 

 

รูปที่ 15 ต าแหน่งที่ส าคัญบน FT-IR ของสาร 5-chloro-2-hydroxy-N-phenylbenzamide 

 IR spectrum ของ สาร 5-chloro-2-hydroxy-N-phenylbenzamide จะพบ หมู ่N-H ของ 

amide ท่ี wavenumber 3,322.14 cm-1 หมู่ C-H ของ aromatic ring อยูใ่นต าแหนง่ท่ี 3,022.10 cm-1 

หมู่ C=O ของ amide อยูใ่นต าแหนง่ท่ี 1,622.74 cm-1 และ หมู ่C=C ของ aromatic ring อยูใ่น

ต าแหนง่ท่ี 1450.58, 1553.88, 1598.14 cm-1ดงัในตารางที่ 7 และยงัแสดง peaks เดน่ๆ ดงัรูปท่ี 15 

ตารางที่ 7 ความสัมพนัธ์ระหว่าง wavenumber (cm-1) กับหมู่ฟังก์ช่ันทางเคมขีอง               
5-chloro-2-hydroxy-N-phenylbenzamide 

Wavenumber (cm-1) Attributed to 

3,322.14 หมู่ N-H ของ amide 

3,022.10 C-H ของ aromatic ring 

1,622.74 หมู่ C=O ของ amide 

1450.58, 1553.88, 1598.14 C=Cของ aromatic ring 
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4.2 การพิสูจน์โครงสร้างด้วยเทคนิค Nuclear Magnetic Resonance (1H-NMR) 
Spectroscopy 

รูปท่ี 16 แสดงต ำแหน่ง peaks จ ำนวนและชนิดของ protons ซึ่งสรุปในตำรำงท่ี 9 และ รูปท่ี 17 

เป็นกำรขยำย 1H-NMR spectrum ของสำรคือ 5-chloro-2-hydroxy-N-phenylbenzamide (A12B3) 

ในช่วง aromatic protons ท่ีสนใจ คือ 6.9 - 8.1 ppm ซึ่งจะสอดคล้องกับต ำแหน่งของ protons ใน

โครงสร้ำง ดังรูปท่ี 18 

 

 
 

รูปที่ 16 1H spectrum (ppm) ของสาร 5-chloro-2-hydroxy-N-phenylbenzamide (A12B3) 
ช่วง 0-12 ppm ในสารละลาย dmso-d6 

 
 
 
 
 
 
 

H2O DMSO-

d6 
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ตารางที่ 8 แสดงค่า chemical shifts และ coupling pattern ของ protons ในโครงสร้าง 
     5-chloro-2-hydroxy-N-phenylbenzamide (A12B3) 

Assigned Protons Chemical shifts (ppm) Characteristic 

CONH 11.889 Singlet 

OH 10.419 Singlet 

H1 8.089 

8.084 

Doublet 

H4, H5 7.716 

7.696 

 

Doublet 

H2 7.604 

7.598 

7.582 

7.576 

Mutiplet 

H6, H7 7.405 

7.386 

7.367 

Mutiplet 

H8 7.175 

7.157 

7.140 

7.138 

Mutiplet 

 

 

H3 6.984 

6.962 

Doublet 
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รูปที่ 17 ต าแหน่งของ aromatic protons ใน 1H spectrum (ppm) ของสาร 
5-chloro-2-hydroxy-N-phenylbenzamide (A12B3) ใน dmso-d6 ช่วง 6.9-8.1 ppm 

 
 
 
 

H1 
H4/H5 

H2 

H6/H7 

H8 
H3 
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NH C

O

HO

Cl

 
 
 

รูปที่ 18 ความสัมพันธ์ของ protons และค่า chemical shifts ที่ปรากฏใน 
1H spectrum (ppm) ของสาร 5-chloro-2-hydroxy-N-phenylbenzamide (A12B3) 

 

4.3 การพิสูจน์โครงสร้างด้วยเทคนิค13C-Nuclear Magnetic Resonance (13C-NMR) 
Spectroscopy 

เม่ือน าสารท่ีสงัเคราะห์ ไปตรวจสอบจ านวน carbons ในโครงสร้าง จะได้ 13C-NMR 

spectrum ดงัรูปท่ี 19 โดย peak ของ carbonyl carbon จะปรากฏท่ี chemical shift เทา่กบั 165.41 

ppm สว่น peak ท่ี chemical shift ในช่วง 40 ppm จะเป็นของ dmso-d6 

 เม่ือท าการขยาย peaks ในช่วง 110-165 ppm ซึง่เป็นช่วง peaks ของ aromatic carbons 

จะพบ peaks จ านวน 10 peaks ท่ีสอดคล้องกบัต าแหนง่ carbons ท่ีมีในโครงสร้าง 

 

 

 

รูปที่ 19 จ านวน carbons ในโครงสร้างของสาร 5-chloro-2-hydroxy-N-phenylbenzamide 
(A12B3) 

 

 

12 

1 
2 

3 4 

5 

6 7 

8 

9 10 

11 

13 
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รูปที่ 20 ต าแหน่งของ carbons ใน 13C-NMR spectrum (ppm) ของ 
5-chloro-2-hydroxy-N-phenylbenzamide (A12B3) ใน dmso-d6 ช่วง 0-210 (ppm) 

 

 

 

 

 

C=O 

DMSO-d6 
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รูปที่ 21 ต าแหน่งของ carbons ใน 13C-NMR spectrum (ppm) ของ 

5-chloro-2-hydroxy-N-phenylbenzamide (A12B3) ใน dmso-d6 ช่วง 100-165 (ppm) 
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4.4 การพิสูจน์โครงสร้างด้วยเทคนิค Mass spectroscopy 

Mass spectrum ของสารท่ีสงัเคราะห์ได้ แสดงดงัรูปท่ี 25 

 

รูปที่ 22 ค่า m/z ของสาร 5-chloro-2-hydroxy-N-phenylbenzamide 
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บทที่ 5 อภิปรายผลการวิจัย 

1. ออกแบบโครงสร้าง 
การออกแบบโครงสร้างจากสารตัง้ต้น (lead compound) คือ IMD 0354 ได้ออกมาเป็น 

A12B3 จากนัน้น ามาท าการ docking แล้วดคูา่ binding energy ของสารท่ีจบักบั receptor ด้วย

โปรแกรมคอมพิวเตอร์ 

จากโครงสร้าง IMD 0354 ท่ีใช้เป็น lead และมีฤทธ์ิ พบวา่ A12B3 ในสว่นของ ring A 

(amine) มีความคล้ายคลงึกบัโครงสร้างท่ีได้ท าการศกึษาก่อนหน้านี ้คือ IMD 0354 แตแ่ตกตา่งกนั

ตรง ring A ของ IMD 0354 จะมีหมู่แทนท่ี di-trifluoromethyl ซึง่ A12B3 ไม่มีหมู่แทนท่ีนี ้

 

 

 

 

 

 

โดยผู้วิจยัสนใจศกึษาวา่หมู่แทนท่ี di-trifluoromethyl จะมีผลตอ่การออกฤทธ์ิยบัยัง้

เซลล์มะเร็งหรือไม่ 

 

 

 

 

IMD 0354 A12B3 
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2. Computer – Aided Drug Design 

จากผลการ docking สาร A12B3 เม่ือเทียบกบั IMD 0354 พบวา่ การตดั di-trifluoromethyl 

มีผลตอ่คา่ binding energy และ IC50ซึง่แสดงผลในตาราง 9 เม่ือเปรียบเทียบคา่ binding energy 

จะพบวา่ A12B3 มีคา่ binding energy ท่ีเป็นลบมากกวา่ IMD 0354 ดงันัน้ A12B3 จึงนา่จะจบักบั

เอนไซม์ได้ดีกวา่ ซึง่คา่ IC50 ท่ีได้จากโปรแกรม แสดงคา่ท่ีน้อยกวา่ IMD 0354 ซึง่สอดคล้องกนั 

ตารางที่ 9 ผลของ conformation ที่เกิด interaction บริเวณ active site 

 

Compounds Order 

conformation 

Docking Post BE Bonding IC50 

IMD-0354 100 

 

-5.9 1 H-bond 

(CYS99) 

40.88 

A12B3 100 

 

-6.64 1 H-bond 

(CYS99) 

13.64 
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3. สังเคราะห์สารด้วยปฏกิิริยา Amidation 

เน่ืองจาก % yield ท่ีได้จากผลการทดลอง โดยการค านวณจาก
𝑚𝑜𝑙 ของผลติภณัฑ์ที่ได้จริง

𝑚𝑜𝑙ของสารตัง้ต้นที่ใช้หมด (𝑎𝑐𝑖𝑑)
 

ได้คา่เทา่กบั 16.73% ซึง่ถือวา่สงัเคราะห์สารออกมาได้น้อย อาจเน่ืองมาจากในขัน้ตอนการเปลีย่น

สารจาก carboxylic acid เป็น acyl chloride ท่ีท าภายใต้บรรยากาศ nitrogen อาจมีความชืน้ท าให้ 

acyl chloride เปลีย่นกลบัไปเป็น carboxylic acid ดงัเดิม ท าให้เกิดปฏิกิริยา amidation ได้น้อยลง 

การเปลีย่น carboxylic acid เป็น acyl chloride เป็นดงัรูปข้างลา่งนี ้โดยมี dimethylformamide เป็น

ตวัเร่งปฏิกิริยาโดยมีกลไกการเกิดปฏิกิริยาดงันี ้

 

 

รูปที่ 23 ปฏิกิริยา เปล่ียนหมู่ carboxylic acid เป็น acyl chloride 

 
รูปที่ 24 กลไก การเปล่ียนหมู่ carboxylic acid เป็น acyl chloride 
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และการเกิดปฏิกิริยา amidation เป็นดงันี ้

 

รูปที่ 25 ปฏิกิริยา Amidation 

โดยมีกลไกการเกิดปฏิกิริยาดงันี ้

 
รูปที่ 26 กลไกของ Amidation 

วิธีการค านวณหา % yield 

Acid = 5.14 x 10-3 mol , Amine=7.72 x 10-3 mol , มวลโมเลกลุของ 5-chloro-2-hydroxy-N-

phenylbenzamide = 247.68 , ผลผลติท่ีได้ = 0.213 g 

mol ผลผลติ = 
0.213

247.68
 = 8.60 x 10-4 mol 

% yield = 
ผลผลติที่ได้จรัง

ผลผลติตามทฤษฎี
 x 100% 

             = 
8.60 × 10−4

5.14 × 10−3 x 100% 

         

             = 16.73% 
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4. การท าสารให้บริสุทธิ์ 
หลงัจากสงัเคราะห์แล้วได้ท าให้สารบริสทุธ์ิ โดยใช้ column chromatography โดยใช้ 

mobile phase เป็น hexane : dichloromethane เทา่กบั 1 : 1 จะได้สารท่ีบริสทุธ์ิออกมา 

และน าไปตรวจสอบโครงสร้างตอ่ด้วยวิธีทาง spectroscopy ตอ่ไป 

 

5. พสูิจน์โครงสร้างด้วย Spectroscopy 

5.1 Infrared Spectrometer (IR spectrometer) 

Aniline ซึง่เป็นสารตัง้ต้นจะพบ N-H peak เป็น doublet ท่ี wavenumber 3422.77 

cm-1 และ 3350.17 cm-1 ซึง่เป็นเอกลกัษณ์ของ primary amine ในขณะท่ี IR spectrum ของ 

A12B3 จะไม่พบ doublet peaks ของหมู่นี ้แตจ่ะพบ singlet peak ของหมู ่amide ท่ีเป็น 

secondary amine ท่ี wavenumber 3322.14 cm-1 และพบ peak ของหมู่ carbonyl ของ 

amide ท่ี wavenumber 1622.74 cm-1 และพบ peak ของ C-H และ C=C ของ aromatic 

ring ท่ี wavenumber 3022.10 cm-1 และ 1450.58, 1553.88, 1598.14 cm-1 แสดงวา่สารท่ี

ได้เป็น amide compound 

5.2 Proton Nuclear Magnetic Resonance Spectrometer (1H-NMR spectrometer) 
1H-NMR spectrum ให ้peakห ท้ังหมด 10 peaks โดยมี 2 peaks เป็นของ    

dmso-d6 และ H2O จะเหลือ 8 peaks เป็นของสำร โดย 6 peaks ท่ีอยู่ในช่วงประมำณ     

6.9-8.1 ppm เป็น peak ของ H ท่ีต่อกับ aromatic ring  

เมื่อพิจำรณำจำก H ของ ring B (carboxylic acid) นี้จะเกิด 3 ต ำแหน่ง โดยต ำแหน่งท่ี 

H1 เกิดท่ี 8.089 ppm ซึ่ง integrated ได้เท่ำกับ 1 proton เหตุผลท่ี downfield เนื่องจำกอยู่

ใกล้หมู่ดึง electron ส่วนอีก 2 ต ำแหน่งคือท่ี 7.604 ppm และ 6.984 ppm ซึ่ง integratedได้ 

peak ละ 1 proton และท้ัง 2 peaks มี splitting แตกเป็น doublet 

เมื่อพิจำรณำ peak ของ ring A จะพบ 3 ต ำแหน่งโดยต ำแหน่งของ H4, H5 พบท่ี 

7.716 และ 7.696 ppm ซึ่ง integrated ได้ 2 proton เหตุผลท่ี downfield เนื่องจำกอยู่ใกล้

หมู่ CONH และ peak ท่ีได้จะแตกสัญญำณเป็น doublet ส ำหรับ H6, H7 พบท่ี 7.138-7.175 
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ppm integrated ได้ 2 protons แตกสัญญำณเป็น mutiplet ส่วนต ำแหน่ง H8 เกิดท่ีต ำแหน่ง 

7.175- 7.138 ppm integrated ได้ 1 proton แตกสัญญำณออกมำเป็น multiplet และ

เนื่องจำกอยู่ไกลจำกหมู่ดึง electron ท ำให้พบท่ี upfield มำกกว่ำ 

เมื่อพิจำรณำจำกต ำแหน่งสัญญำณท่ี 11.89 ppm ซึ่งเป็น singlet และ integrated ได้ 

1 proton ซึ่งเป็นของ amide proton เนื่องจำกอยู่ใกล้กับหมู่ดึง electron คือ carbonyl 

group ท ำให้เกิด downfield ส่วนต ำแหน่งท่ีสัญญำณท่ี 10.419 ppm เป็น singlet เนื่องจำก

เป็น H ท่ีอยู่ติดกับหมูดึ่ง e- ท ำให้เกิด downfield เช่นกัน 

ดังนั้นจำกผล 1H-NMR spectrum ได้ของสำรสังเครำะห์ A12B3 ท่ีสังเครำะห์มี

ต ำแหน่ง proton สอดคล้องกับโครงสร้ำง ดงัรูปท่ี 30 

 
 

รูปที่ 27 ความสัมพันธ์ของ protons และค่า chemical shifts ที่ปรากฏใน 
1H spectrum (ppm) ของสาร 5-chloro-2-hydroxy-N-phenylbenzamide (A12B3) 
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5.3 Carbon-13 Nuclear Magnetic Resonance Spectrometer (13C-NMR spectrometer) 

ได้ผลคือ มี peaks ทัง้หมด 11 peaks โดย peak ของ carbonyl จะพบท่ี 165.14 

ppm และพบ peaks ของ aromatic ring ในช่วงของ 100-160 ppm 

 

5.4 Mass Spectrometer (MS) 

พบ M+ peak ท่ี m/z เทา่กบั 247.1 ซึง่สอดคล้องกบัมวลโมเลกลุของสาร A12B3 

สว่นของ ring A พบสญัญาณท่ี m/z เทา่กบั 93.2 ซึง่เป็นสว่นของ amine และเป็น bese 

peak สว่น B พบสญัญาณท่ี 155.1 ซึง่เป็นสว่นของ carboxylic acid 

ดงันัน้จากผล mass spectrum ตรงกบัโครงสร้างของสารสงัเคราะห์ A12B3 

 

รูปที่ 28 ค่า m/z ของสาร 5-chloro-2-hydroxy-N-phenylbenzamide 

 

ข้อเสนอแนะ 

ควรจะมีการทดสอบฤทธ์ิการต้านการเติบโตของเซลล์มะเร็ง ของสารท่ีสงัเคราะห์ได้ ซึง่ในการ

ท าวิจยัครัง้นีมี้เวลาน้อย ไมอ่าจน าสารไปทดสอบฤทธ์ิได้ทนั 
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