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บทคัดย่อ 
 

 งานวิจัยนี ส้นใจศึกษาการสัง เคราะห์หน่วยมอนอเมอร์ของพี เอ็นเอระบบพิโรลิดินิล คือ N-tert-
Butoxycarbonyl-cis-4-hydroxy-L-proline diphenylmethyl ester ซึ่งปฏิกิริยาที่ส าคญัคือการปกป้องหมู่คาร์บอกซิล    
ให้เป็นหมูไ่ดฟีนิลเมทิลเอสเทอร์ โดยได้พฒันาวิธีการสงัเคราะห์ไดฟีนิลไดเอโซมีเทนซึ่งเป็นรีเอเจนต์ในปฏิกิริยาดงักลา่ว 
จากเดิมที่ใช้เมอร์คิวริคออกไซด์เปลีย่นเป็นโพแทสเซียมเปอร์แมงกาเนต พบวา่สามารถสงัเคราะห์สารเป้าหมายได้ผลผลิต
ที่สงู โดยเป็นวิธีที่ง่ายและสามารถหลกีเลีย่งความเป็นพิษของการใช้ปรอทลงได้ 
ค าส าคัญ :  ไดฟีนิลไดเอโซมีเทน ออกซิเดชนั 
 

Abstract 
 

In this study, N-tert-butoxy carbonyl-cis-4-hydroxy-L-proline diphenylmethyl ester which is pyrrolidinyl 
monomer was synthesized by converting carboxylic acid to diphenylmethyl ester. Synthesis of Diphenyl 
diazomethane reagent was developed by using potassium permanganate instead of mercuric oxide. It was 
found that, the target molecule could be synthesized by this developed method with high yield, decrease 
toxicity and environment friendly 
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1. บทน า 
   พีเอ็นเอ คือ โมเลกุลที่สงัเคราะห์ขึน้มาเลียนแบบดีเอ็นเอในธรรมชาติโดยในปี ค.ศ. 1991 Nielsen และคณะ [Nielsen et al., 
1991] ได้สงัเคราะห์พีเอ็นเอระบบแรกคือ aminoethylglycyl PNA (aegPNA) ซึ่งพีเอ็นเอระบบนีโ้ครงสร้างหลักเป็น 2-aminoethylglycine 
และนิวคลีโอเบสอยู่บนโครงสร้างหลกัที่เป็นโอลิโกเพปไทด์ และพบว่าสามารถเกิดสารเชิงซ้อนกับดีเอ็นเอคู่สมได้อย่างจ าเพาะเจาะจงและมี
เสถียรภาพสงูเน่ืองจากในโครงสร้างหลกัของพีเอ็นเอนัน้มีความเป็นกลางและไมมี่ประจลุบของหมูฟ่อสเฟตเหมือนที่พบในดีเอ็นเอจงึไม่เกิดแรง
ผลักระหว่างประจุไฟฟ้าอีกทัง้ยังมีความทนทานต่อเอนไซม์ในร่างกาย นอกจากจะมีคุณสมบัติที่น่าสนใจแล้วพีเอ็นเอยังสามารถน าไป
ประยกุต์ใช้ได้อยา่งหลากหลายเชน่ ในด้านการการตรวจวดัดีเอ็นเอ เคร่ืองมือวินิจฉัยโรค และเซนเซอร์ทางชีวเคมี เป็นต้น  ในงานวิจยันีส้นใจ
ศึกษาการสงัเคราะห์พิโรลิดีนมอนอเมอร์ โดยการสงัเคราะห์พิโรลิดีนมอนอเมอร์ตามวิธีของ Vilaivan และคณะ [Lowe et al., 1997] พบว่า  
ในการเตรียม diphenyldiazomethane นัน้ท าโดยปฏิกิริยาออกซิเดชนัของ benzophenone hydrazone ด้วย mercuric oxide (HgO) ซึ่งเป็น
สารที่มีความเป็นพิษสงู ผู้วิจยัจงึได้สนใจพฒันาวิธีในการเตรียม diphenyl diazomethane ซึง่สามารถเตรียมได้หลายวิธี เช่น ParedesR. และ
คณะ [Paredes et al., 1965] ได้ใช้ benzhydrol เป็นตวัออกซิไดซ์และใช้ p-toluenesulfonic acid เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาพบว่าสามารถ
สงัเคราะห์โมเลกุลเป้าหมายได้ผลผลิตร้อยละที่สงูอยู่ในช่วงร้อยละ 78-83 ต่อมา Lapatsanis L. และคณะ [Lapatsanis et al., 1985]         
ได้เสนอวิธีการเตรียม  diphenylmethyl ester ของอนพุนัธ์ของกรดคาร์บอกซิลิกชนิดต่างอย่างง่าย โดยการใช้ phenyliodine (III) diacetate 
เป็นตวัออกซิไดซ์ ผลการทดลองพบว่าได้ผลผลิตร้อยละอยู่ในช่วง 73-93 ต่อมา Curini M. และคณะ [Curini et al, 1997] ได้ค้นพบวิธีในการ
เตรียม diphenylmethyl ester โดยการใช้ Oxone ที่ตรึงลงบนอะลูมินา (wet Alumina) เป็นตัวออกซิไดซ์ benzophenone hydrazine        
และมี Iodine เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาพบว่าได้ร้อยละของผลิตภณัฑ์อยู่ในช่วง 70-95 และวิธีนีย้งัง่ายต่อการท าสเกลใหญ่เน่ืองจากระบบของตวั
ออกซิไดซ์สามารถกรองออกได้ด้วยการกรองธรรมดาจึงง่ายต่อการท าปฏิกิริยาและ Oxone/Al2O3 นัน้มีราคาถกู และ Kang-Hyeok Lee     
และคณะ [Kang-Hyeok Lee et al., 2006] ได้เตรียม diphenylmethyl ester จาก benzophenone hydrazone โดยได้ท าการเปลี่ยนสภาวะ
ต่างๆเช่น วสัดรุองรับ (support) เช่น alumina และ silica gel ตวัออกซิไดซ์ เช่น KMnO4 และ MnO2 ผลการทดลองพบว่า การใช้อะลมิูนา   
เป็นวสัดรุองรับให้ผลการทดลองที่ดีกวา่ซิลิกาที่สภาวะเดียวกันและจากรายงานวิจยัการเตรียมพิโรลิดีนมอนอเมอร์ที่ใช้ตวัออกซิไดซ์ที่มีความ
เป็นพิษสูงและมีราคาแพง ในงานวิจยันีจ้ึงศึกษาวิธีการเตรียม diphenylmethyl ester ของพิโรลิดีนมอนอเมอร์ให้เป็นวิธีที่หลีกเลี่ยงความ    
เป็นพิษของปรอทโดยการใช้รีเอเจนต์ชนิดอื่น ที่หาได้งา่ย ราคาถกู มีความเป็นพิษน้อยและยงัคงให้ผลิตภณัฑ์ที่มีปริมาณและความบริสทุธ์ิสงู 

2. วิธีการ 
2.1 การสังเคราะห์พิโรลิดีนมอนอเมอร์ 

 

Reagents and conditions : i = 1) PrOCO2COPr 150C , 1 h 2) 2N HCl, reflux, ii = Boc2O/ tBuOH, NaOH/H2O, iii = Ph2CN2, EtOAc 

2.1.1 การสังเคราะห์ cis-4-Hydroxy-D-proline 
น า trans-4-Hydroxy-L-proline (10.492 g, 80 mmol) ละลายใน propionic anhydride (50 mL) รีฟลกัซ์ที่อณุหภมิู 150C     

เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้น ามาระเหย propionic anhydride ออก จากนัน้น าไปรีฟลกัซ์กับ 2N HCl (50 mL) ที่อณุหภมิู 100C เป็นเวลา      
3 ชัว่โมง น าสารละลายที่ได้ไปต้มกับผงถ่านเพื่อก าจัดสี กรอง และล้างด้วยน า้ร้อน น าไประเหยน า้ออกจะได้ของแข็งสีขาว (hydrochloride 
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salt) หนัก 15.105 g  น าไปตกผลึกโดยน าไปละลายในน า้ 45.3 mL คนจนสารละลายใส จากนัน้เติม Et3N 15.1 mL ค่อยๆ เติม EtOH    
407.8 mL ทิง้ไว้ 15 นาทีให้ตกผลกึ กรองแล้วล้างของแข็งด้วย EtOH 40 mL จะได้ของแข็งสีขาวหนกั 5.153 g (51.7% yield) 

1H NMR (400 MHz, D2O) : H 2.071 [d, J = 14.05 Hz, 1H, CH2(3’)] 2.320 [t, J = 10.46 Hz, 1H, CH2(3)] 3.224 [dd, J = 12.26, 39.71 
Hz, 2H, CH2(5’)] 4.029 [d, J = 7.76 Hz, 1H, CH(2’)] 4.397 [br, 1H, CH(4’)] 

2.1.2 การสังเคราะห์ cis-N-(tert-butyoxycarbonyl)-4-hydroxy-D-proline 
ละลาย cis-4-hydroxy-D-proline (4.780 g, 36 mmol) ใน สารละลาย NaOH 25 mL (2.162 g) และละลาย Boc2O (9.603 g) 

ใน tBuOH 25 mL แล้วค่อยๆ หยดลงในสารละลายข้างต้น คนสารละลายประมาณ 12 ชัว่โมง แล้วระเหยตวัท าละลายออก จากนัน้เติมน า้
เล็กน้อยแล้วปรับ pH 2-3 ด้วย NaHSO4 สกดัด้วย EtOAc 3 ครัง้ จากนัน้ระเหยตวัท าละลายออก แล้วตกผลึกด้วย EtOAc 40 mL น าไปแช่ใน
ตู้ เย็นประมาณ 12 ชัว่โมง แล้วน าไปกรองและล้างตะกอนด้วย EtOAc ที่เย็นจะได้ของแข็งสีขาว 7.160 g (86.05% yield) 

1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): H 1.37 [s, 9H, CH3 Boc rotamer] 1.81 [m, 1H, CH2(3’)]  2.33 [m, 1H,CH2(3’)] 3.10 [m, 1H, CH2(5’)] 
3.48 [m, 1H, CH2(5’)] 4.09 [m, 1H, CH(2’)] 4.19 [m, 1H, CH(4’)]  

2.1.3 การเตรียม Diphenyl diazomethane ด้วยโพแทสเซียมเปอร์แมงกาเนต 
น า Benzophenonehydrazone 5 g (25 mmol) ละลายใน CH2Cl2 125 mL ในภาชนะที่มีฟอยล์หุ้มอยู่จากนัน้เตรียม KMnO4 

7.902 g (2 eq) ผสมลงใน Al2O3 25 g แล้วค่อยๆ เทลงในสารละลายข้างต้น ปฏิกิริยาจะเกิดสมบูรณ์ใน 2 ชัว่โมง เม่ือปฏิกิริยาเกิดสมบูรณ์   
เทสารละลายสีม่วงออก (ภาชนะที่รองรับต้องหุ้มด้วยฟอยล์) แล้วเติม Hexane เล็กน้อยเพื่อกลัว้สาร แล้วน าสารละลายที่ได้ไประเหย          
เอาตวัท าละลายออกจะได้สารละลายสีมว่ง น าไปแชเ่ย็น -20 C ประมาณ 12 ชัว่โมง จะได้ของแข็งสีมว่งแล้วน าไปใช้ในการท าปฏิกิริยาต่อไป
โดยไมผ่่านการท าให้บริสทุธ์ิและการพิสจูน์เอกลกัษณ์ของสาร 

2.2.4 การสังเคราะห์ N-tert-Butoxycarbonyl-cis-4-hydroxy-L-proline diphenylmethyl ester 
ละลาย cis-N-(tert-butyoxycarbonyl)-4-hydroxy-D-proline (7.1597 g, 30 mmol)  ใน EtOAc 50 ml แช่ในอ่างน า้แข็ง         

แล้วค่อยๆ หยด Diphenylmethyl ester ที่เตรียมขึน้ได้ จนสีม่วงไม่จางหายไป คนสารละลายประมาณ 12 ชั่วโมง ระเหยตัวท าละลาย        
ออกแล้วตกตะกอนด้วย hexane 50 mL คนจนเกิดของแข็งสีขาว ใช้แท่งแก้วคนสารกระจายผลึกของแข็งที่ได้ให้ไม่จบัเป็นก้อน น าไปแช่        
ในตู้ เย็นประมาณ 12 ชัว่โมง กรองแล้วล้างด้วย hexane จะได้ของแข็งสีขาวหนกั 11.8775 g (99.68%)  

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): H 1.24, 1.46 [2×s, 9H, CH3 Boc rotamers] 2.02-2.10 [m, 2H, CH2(3’)] 2.26-2.40 [m, 2H, CH2(5’)] 
3.51-3.68 [m, 1H,CH(2’)] 4.41,4.44 [dd, J = 9.82, 46.63 Hz, 1H, CH(4’)] 6.88, 6.96 [2×s, 1H, CH Ph2 rotamers] 7.33-7.26 [m, 
10H, phenyl CH] 

3. ผลและอภิปราย 
งานวิจยันีไ้ด้สังเคราะห์พิโรลิดีนมอนอเมอร์โดยเร่ิมจากการท าให้เกิดปฎิกิริยาอิพิเมอร์ไรซ์เซชันของ trans-4-hydroxy-L-proline    

ให้ได้เป็น cis-4-hydroxy-D-proline โดยใช้ propionic anhydride แทนการใช้ acetic anhydride ตามวิธีของ Vilaivan [Lowe et al., 1997] 
พบว่าได้ผลผลิตร้อยละอยู่ในช่วง 42-51 ซึ่งให้ผลที่ไม่แตกต่าง จากนัน้ท าการปกป้องหมู่เอมีนด้วย di-tert-butyl bicarbonate ได้ผลผลิต   
ร้อยละอยูใ่นชว่ง 74-86 จากนัน้ท าการเปลี่ยนหมูก่รดคาร์บอกซิลิกของอนพุนัธ์ของโพรลีนให้เป็นหมูไ่ดฟีนิลเมทิลเอสเทอร์ โดยได้ท าการเตรียม 
diphenyl diazomethane ขึน้มาก่อนโดย ในงานวิจยันีไ้ด้พฒันาวิธีในการเตรียม diphenyl diazomethane ซึ่งจากการส ารวจวิธีที่ได้มีการ
รายงานมาก่อนหน้านีพ้บวา่มี 2 วิธีที่สามารถท าได้งา่ย ใช้สารที่มีราคาถกูและไม่มีความเป็นพิษ โดยวิธีแรกนัน้เป็นวิธีแบบ one-pot reaction 
ของ Curini M. และคณะ [Curini et al, 1997] ใช้ oxone ที่ตรึงลงบนอะลมิูนาเป็นตวัออกซิไดซ์ benzophenone hydrazone และมี iodine 
เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาผลการทดลองพบว่าสารตัง้ต้นที่ใช้ในการท าปฏิกิริยาไม่สามารถท าปฏิกิริยาได้ทัง้หมดและสารผลิตภณัฑ์ที่เกิดขึน้ไม่มี
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ความบริสุทธ์ิและได้ร้อยละของผลิตภัณฑ์ที่ต ่า จึงได้ท าการทดลองวิธีที่สอง คือ การเตรียม diphenyl diazomethane ขึน้มาก่อนตามวิธี     
ของ Kang-Hyeok Lee และคณะ [Kang-Hyeok Lee et al., 2006] โดยใช้ KMnO4 ตรึงลงบนอะลมิูนาเป็นตวัออกซิไดซ์ benzophenone 
hydrazone ผลการทดลองพบวา่สามารถเตรียม diphenyl diazomethane ขึน้ได้และเม่ือน าไปใช้เป็นรีเอเจนต์ในปฏิกิริยาการเปลี่ยนหมู่กรด
คาร์บอกซิลิกให้ได้เป็นหมูไ่ดฟีนิลเมทิลเอสเทอร์แล้วพบว่าได้ผลผลิตร้อยละที่สงูคืออยู่ในช่วง 79-98 ดงันัน้จึงสรุปผลการทดลองได้ว่าวิธีการ
เตรียม diphenyl diazomethane จาก KMnO4 ให้ผลการทดลองที่ดีที่สุด อีกทัง้เป็นวิธีที่ท าได้ง่าย ใช้สารราคาถูกและใช้สารที่ไม่เป็นพิษ 
(green chemistry) 

จากผลการทดลองพบว่าการสงัเคราะห์ N-tert-Butoxycarbonyl-cis-4-hydroxy-L-prolinediphenylmethyl ester โดยการใช้

โพแทสเซียมเปอร์แมงกาเนตนัน้ ได้ผลการทดลองที่ไมแ่ตกตา่งกบัการสังเคราะห์โดยวิธีต่างๆ ที่ได้มีการรายงานมาก่อนหน้านี ้ตามตารางการ

เปรียบเทียบผลผลิตร้อยละของการสงัเคราะห์ N-tert-Butoxycarbonyl-cis-4-hydroxy-L-prolinediphenyl methyl ester ด้วยวิธีที่ได้รายงาน

มาก่อนหน้านีด้งัตาราง 1 

ตาราง 1 เปรียบเทียบผลผลิตร้อยละของ N-tert-Butoxycarbonyl-cis-4-hydroxy-L-proline diphenyl methyl ester ด้วยสภาวะตา่งๆ 

ล าดับ เอกสารอ้างอิง สภาวะ % Yield 

1 ParedesR. และคณะ [3] Benzene, benzhydrol reflux, p-toluenesulfonic acid 78-83 

2 Lapatsanis L. และคณะ [4] Tri-diphenylmethyl phosphate, CH2Cl2, trifluoroacetic acid cat. 71-87 

3 Lapatsanis L. และคณะ [7] Benzophenonehydrazone, Al2O3, Phenyliodine (III) diacetate cat.     73-93 

4 Curini M. และคณะ [5] Benzophenonehydrazone, Oxone, I2/ CH2Cl2, wet alumina 70-95 

5 Kang-Hyeok Lee และคณะ [6] Benzophenonehydrazone,CH2Cl2, 0.1 mmol KMnO4/Al2O3, O2, rt 77-94 

6 Vilaivan และคณะ [8] Benzophenonehydrazone, Na2SO4, Et2O, 10%KOH/EtOH 78-86 

7 งานวิจยันี ้ Benzophenonehydrazone, CH2Cl2,  2 mmol KMnO4/Al2O3, rt 79-98 

 
4. บทสรุป 

งานวิจยันีไ้ด้ศกึษาการเตรียม diphenyl diazomethane โดยใช้ KMnO4 เป็นตวัออกซิไดซ์ เพื่อน าไปใช้ในการสงัเคราะห์ N-tert-
Butoxycarbonyl-cis-4-hydroxy-L-proline diphenylmethyl ester จากผลการทดลองพบว่าการสงัเคราะห์ N-tert-Butoxycarbonyl-cis-4-
hydroxy-L-proline diphenylmethyl ester โดยวิธีที่เตรียมขึน้ใหม่นีใ้ห้ผลการทดลองที่ไม่แตกต่างจากวิธีที่เคยรายงานมาก่อนหน้านี  ้          
คือได้ ผลผลิตร้อยละอยูใ่นชว่ง 79-98 อีกทัง้วิธีนีย้งัชว่ยลดความเป็นพิษของปฏิกิริยาลงได้เม่ือเปรียบเทียบกบัวิธีที่ใช้ mercuric oxide (HgO)  

5. กิตติกรรมประกาศ 
ขอขอบพระคุณ ศาสตราจารย์ ดร.ธีรยุทธ วิไลวัลย์ ที่ได้ให้ค าปรึกษาและเอือ้เฟื้อสถานที่และสารเคมีในการท าวิจัยในครัง้นี ้      

ด้วยความเอาใจใส ่ตลอดระยะเวลาที่ท าวิจยัที่จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั จนงานวิจยันีส้ าเร็จได้ด้วยดี 
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