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บทคัดย่อ 

 

 ได้สังเคราะห์อนุพันธ์กรดกาเฟอิกคือ ethyl caffeate (EAL), octyl caffeate (OAL), 

benzyl caffeate (BAL), phenethyl caffeate(PAL), caffeic acid ethylamide (EAM), caffeic 

acid octylamide (OAM), caffeic acid benzylamide (BAM)และ caffeic acid 

phenethylamide (PAM) เพื่อทดสอบฤทธิ์การป้องกันการเกิดมะเร็งตับโดยศึกษาฤทธิ์ก าจัดอนุมูล

อิสระได้แก่ DPPH,superoxide anion ฤทธิ์ยับยั้งการเกิดลิปิดออกซิเดชัน ฤทธิ์ยับยั้งการแตกตัว

ของเม็ดเลือดแดงเมื่อเหนี่ยวน าด้วย AAPH และฤทธิ์การเหนี่ยวน าเอนไซม์  UDP-

glucuronosyltransferase (UGT), N-acetyltransferase (NAT), quinine reductase 

(NQO1)และ glutathione-S- transferase (GST) ในเซลล์มะเร็งตับชนิด Hep G2 ผลการทดลอง

พบว่าอนุพันธ์ของการกาเฟอิกทั้งหมดมีฤทธิ์ก าจัดอนุมูลอิสระ และยับยั้งปฏิกิริยาออกซิเดชัน ได้

โดยเฉพาะอย่างยิ่งสารในกลุ่มเอไมด์มีฤทธิ์ดีกว่าสารกลุ่มเอสเทอร์  นอกจากนี้การศึกษาดังกล่าว

พบว่าอนุพันธ์กรดกาเฟอิกท่ีมีขนาดเล็กคือ EAMและEALสามารถก าจัดอนุมูลอิสระได้ดีกว่าสารที่

มีโมเลกุลขนาดใหญ่ ซึ่งตรงกันข้ามกับฤทธิ์การเหนี่ยวน าแอกติวิตีเอนไซม์ UGT, NAT, NQO1 

และ GST ในเซลล์ Hep G2 ที่พบว่าอนุพันธ์กรดกาเฟอิกที่มีโมเลกุลขนาดใหญ่และมีวงเบนซินใน

โมเลกุลเช่น BAL,PAL,OAL มีความสามารถเหนี่ยวน าแอกติวิตีเอนไซม์เฟส 2 ได้ดีกว่าอนุพันธ์ที่มี

โมเลกุลขนาดเล็ก และสารอนุพันธ์ในกลุ่มเอสเทอร์มีฤทธิ์ดีกว่าเอไมด์ ดังนั้นอนุพันธ์กรดกาเฟอิกมี

สมบัติ ก าจัดอนุมูลอิสระ ยับยั้งปฏิกิริยาออกซิเดชัน และเหนี่ยวน าเอนไซม์เฟส  2 สามารถน าไป

ประยุกต์ใช้ในการป้องกันการมะเร็งตับได ้

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Ethyl caffeate (EAL), octyl caffeate (OAL), benzyl caffeate (BAL), phenethyl 

caffeate(PAL), caffeic acid ethylamide (EAM), caffeic acid octylamide (OAM), caffeic 

acid benzylamide (BAM) and caffeic acid phenethylamide (PAM) were synthesized to 

study hepatocellular carcinoma chemoprevention properties.   DPPH radicals, 

superoxide anion scavenging, inhibition of AAPH induced red blood cell hemolysis and  

linoleic oxidation reaction and induction of phase 2 enzymes such as UDP-

glucuronosyltransferase (UGT), N-acetyltransferase (NAT), quinine reductase (NQO1)  

and glutathione-S- transferase (GST) activities in Hep G2 cell  were demonstrated in  

chemoprevention properties.  The results shown that all caffeic acid derivatives had 

ability to scavenge free radicals, inhibited oxidative reactions especially; amide 

derivatives were more potent than ester derivatives.  EAM and EAL were highly 

scavenging free radicals better than the large caffeic acid derivatives molecules. 

However, the large molecules that composed of benzene ring in molecules, BAL, PAL 

and OAL can easily penetrate in Hep G2 cells to induce UGT, NAT, NQO1 and GST 

enzymes activities.  The ester derivatives can induce phase 2 enzyme activities better 

than amide derivatives. This study show that caffeic acid derivatives can use for liver 

cancer chemoprevention via free radical scavenging, inhibited oxidation reaction and 

induced phase 2 enzymes activities pathways. 
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Executive Summary 

 

วัตถุประสงค์โครงการ 

1. เพื่อสังเคราะห์อนุพันธ์ของกรดกาเฟอิกในรูปอนุพันธ์เอสเทอร์ และเอไมด์ 

2. เพื่อศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างโครงสร้างและฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระในหลอด

ทดลองของกรดกาเฟอิกและอนุพันธ์ 

3. เพื่อศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างโครงสร้างต่อการเหนี่ยวน าเอนไซม์เฟส 2 โดยใช้

เนื้อเยื่อมะเร็งตับชนิด Hep G2 

 โครงการวิจัยนี้มีขอบเขตการศึกษาผลของกรดกาเฟอิกและอนุพันธ์ในรูปของเอสเทอร์และ

เอไมด์ในการป้องกันมะเร็งตับโดยศึกษาผลของสารสังเคราะห์ต่อการต้านการเกิดอนุมูลอิสระโดย

ใช้โมเดล การก าจัดอนุมูลอิสระDPPH ลดการเกิดการออกซิเดชันของไขมันโดยใช้กรดไลโนเลอิก  

และลดการแตกของเม็ดเลือดแดงที่ถูกเหนี่ยวน าด้วย AAPH และศึกษาการเหนี่ยวน าเอนไซม์เฟส 

2 ได้แก่ UDP glucuronosyltransferase,  glutathione quinone reductasec, quinine 

reductase  และ N-acetyltransferase ในเซลล์เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อของมะเร็งตับชนิด Hep G2 ท่ี

ถูกเหนี่ยวน าด้วยสารอนุพันธ์กรดกาเฟอิกที่สังเคราะห์ขึ้น จากการศึกษาพบว่าอนุพันธ์เอสเทอร์

และเอไมด์ของกรดกาเฟอิกนั้นมีความสามารถก าจัดอนุมูลอิสระ ลดอัตราการเกิดปฏิกิริยา

ออกซิเดชันได้เป็นอย่างดีเมื่อเทียบประสิทธิภาพพบว่าอนุพันธ์เอไมด์นั้นมีความสามารถดีกว่า

อนุพันธ์เอสเทอร์ ส่วนฤทธิ์การเหนี่ยวน าเอนไซม์เฟสที่ 2 นั้นพบว่าอนุพันธ์กรดกาเฟอิกนั้นมี

ความสามารถในการเหนี่ยวน าแอกติวิตีเอนไซม์เฟส 2 ได้โดยเฉพาะสารที่มีโมเลกุลขนาดใหญ่

มักจะเหนี่ยวน าแอกติวิตีได้ดีกว่าสารที่มีโมเลกุลเล็ก การวิจัยนี้ได้แสดงให้เห็นว่ากรดการเฟอิกและ

อนุพันธ์นั้นสามารถป้องกันการเกิดมะเร็งตับโดยผ่านกลไกการก าจัดอนุมูลอิสระ ลดการ

เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันและเหนี่ยวน าแอกติวิตีเอนไซม์เฟส 2  
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บทน า 

 

ในปัจจุบันนี้สถิติของอัตราการเกิดมะเร็งและการตายจากโรคมะเร็งของคนทั่วโลกมี

แนวโน้มสูงขึ้นเรื่อยๆ อัตราผู้ป่วยและการตายจากโรคมะเร็งเฉลี่ยทั่วประเทศไทยตามรายงาน

ประจ าปีจากกระทรวงสาธารณสุข สถาบันมะเร็งแห่งชาติ และจากโรงพยาบาลต่างๆ พบว่ามีเพิ่ม

มากขึ้น จนกลายเป็นภาระในการควบคุมป้องกันและการรักษาให้แก่แพทย์ พยาบาล และ

เจ้าหน้าที่ทางสาธารณสุข แม้ว่ากระทรวงสาธารณสุขเองจะได้มีการขยายงานการควบคุมป้องกัน

และรักษาโรคมะเร็ง โดยการเพิ่มสถาบันหรือโรงพยาบาลที่รองรับรักษาผู้ป่วยมะเร็งโดยเฉพาะก็

ตาม โรคมะเร็งนั้นก่อให้เกิดการสิ้นเปลืองทรัพยากรและการกระทบต่อเศรษฐกิจและสังคมของ

ประเทศปีละไม่ต่ ากว่าพันล้านบาท 

 มะเร็งตับเป็นโรคที่มีความส าคัญพบได้บ่อยในประชากรโลก จากข้อมูลของ

องค์การอนามัยโลก รายงานพบว่าพบมากเป็นอันดับ 5คิดเป็นร้อยละ 5.6 ของมะเร็งทั้งหมด โดย

พบในเพศชายมากกว่าหญิง2-4 เท่า ในปี พ.ศ.2543 พบอุบัติการณ์ของผู้ป่วยมะเร็งตับใหม่ทั่วโลก

ประมาณ 564,000 คนต่อปี ผู้ป่วยส่วนใหญ่ประมาณ 271,500 คนอยู่ในทวีปเอเชีย (จากประเทศ

จีน 221,000 คน และญี่ปุ่น 33,000 คน) ส าหรับในอเมริกาและประเทศในทวีปยุโรปพบประมาณ 

11,500 คนและ50,000 คนตามล าดับและมีผู้ป่วยเสียชีวิตจากมะเร็งตับทั่วโลกสูงถึง 549,000 คน 

จากการรายงานของกระทรวงสาธารณสุขของประเทศไทยปี พ.ศ. 2542 พบว่าโรคมะเร็งตับเป็น

สาเหตุของการเสียชีวิตและเจ็บป่วยเรื้อรังจากสาเหตุการตายก่อนวัยอันควรเป็นอันดับที่  4 และ

เป็นมะเร็งที่พบบ่อยอันดับ 1 ในเพศชายและอันดับ 3 ในเพศหญิงรองจากมะเร็งเต้านมและมะเร็ง

ปากมดลูกโรคมะเร็งเป็นโรคระบาดเรื้อรังที่ไม่มีการติดต่อระหว่างผู้ป่วยไปยังคนปกติ เป็นโรคที่

เกิดเฉพาะบุคคล เพราะว่าเกี่ยวข้องกับพฤติกรรมในการบริโภค นิสัยส่วนตัว กรรมพันธุ์ การมี

อาชีพ และการอยู่อาศัยในสิ่งแวดล้อมที่มีมลภาวะ การเกิดโรคมะเร็งส่วนใหญ่ยอมรับว่าเกิดจาก

สารเคมีในอาหารและสิ่งแวดล้อมมากกว่าอิทธิพลของพันธุกรรม 
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ปัจจัยเสี่ยงส าคัญต่อการเกิดโรคมะเร็งตับได้แก่โรคตับแข็งจากทุกๆสาเหตุจากการด่ืมสุรา

และที่เป็นปัญหาส าคัญทั่วโลกคือจากไวรัสตับอักเสบชนิดบีและซี จาการส ารวจพบว่าประเทศไทย

มีประชากรด่ืมสุราหรือเครื่องด่ืมแอลกอฮอล์มากเป็นอันดับ 5 ของโลก นอกจากนี้ปัญหาไวรัสตับ

อักเสบบีเป็นปัญหาส าคัญ พบว่ามีคนไทยเป็นพาหะน าโรคนี้กว่า 6 ล้านคนและมากกว่าครึ่งของ

เด็กแรกเกิดที่ติดเชื้อจากแม่กลายเป็นพาหะหรือติดเชื้อตับอักเสบเรื้อรัง ท าให้เสียชีวิตจากมะเร็ง

ตับก่อนอายุขัยและนับวันปัญหามะเร็งตับนั้นทวีความรุนแรงเพิ่มมากขึ้นปัจจัยการเกิดมะเร็งตับ

นั้นมีหลายปัจจัยต่างๆดังที่กล่าวข้างต้นเช่น การเกิดภาวะตับแข็งจากการด่ืมสุรา การติดเชื้อไวรัส

ตับอักเสบชนิดบี สารพิษอะฟลาทอกซิน สารเคมีต่างๆจากการท างานและสิ่งแวดล้อมที่ก่อให้เกิด

มะเร็ง เนื่องจากตับเป็นอวัยวะที่ท าหน้าที่ก าจัดสารพิษให้มีสมบัติในการละลายน้ าเพื่อง่ายต่อการ

ก าจัดดังนั้นจึงก่อให้เกิดผลข้างเคียงคือมีอนุมูลอิสระเกิดขึ้นซึ่งเหนี่ยวน าให้เกิดมะเร็งได้ 

โดยทั่วไปโรคมะเร็งไม่สามารถรักษาให้หายได้แต่สามารถป้องกันได้โดยหลีกเลี่ยงการ

ได้รับสัมผัสสารก่อมะเร็งซึ่งเป็นปัจจัยหลักของความเสี่ยงต่อการเกิดโรคแต่ในความเป็นจริง

มนุษย์ไม่สามารถหลีกเลี่ยงการสัมผัสสารก่อมะเร็งได้เนื่องจากสารเหล่านี้เจือปนอยู่กับปัจจัยสี่

และสิ่งแวดล้อมประกอบกับภาวะความเป็นพิษของสิ่งแวดล้อมเพิ่มมากขึ้นยิ่งท าให้ปัจจัยเสี่ยง

ของการเกิดโรคเพิ่มมากขึ้นเป็นทวีคูณดังนั้นการขับสารก่อมะเร็ง สารพิษต่างๆไม่ให้สะสมอยู่ใน

ร่างกายของมนุษย์จึงเป็นอีกหนทางหนึ่งในการป้องกันและลดความเสี่ยงไม่ให้เกิดโรคมะเร็งได้ 

สารส าคัญในพืช (phytochemistry) เช่น เคอร์คูมิน สารประกอบฟีนอลิก แทนนิน แอน

โทไซยานิน มีการรายงานว่าสามารถป้องกันมะเร็งชนิดต่างๆได้และนอกจากนี้พบว่าการ

ปรับเปลี่ยนโครงสร้างทางเคมีของสารออกฤทธิ์ที่มาจากธรรมชาตินั้นสามารถท าให้สมบัติ ความ

แรงในการการออกฤทธิ์ ของสารที่ถูกปรับเปลี่ยนมีสมบัติดีกว่าโครงสร้างเดิม 

 กรดกาเฟอิกเป็นสารส าคัญพวกฟีนอลลิกที่พบในพืชเกือบทุกชนิดมีคุณสมบัติในการ

ต้านปฏิกิริยาออกซิเดชัน นอกจากน้ีอนุพันธ์ของกรดกาเฟอิกเช่น กรดกาเฟอิกเฟนเอทิลเอสเทอร์ 

มีสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระ กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน ต้านเชื้อไวรัสและแบคทีเรีย อนุพันธ์กรด

กาเฟอิกในกลุ่มเอไมด์มีสมบัติต้านอนุมูลอิสระดีกว่าสารต้ังต้นและมีการน ามาใช้เป็น
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ส่วนประกอบของเครื่องส าอางจากคุณสมบัติของกรดกาเฟอิกดังกล่าวจึงน่าสนใจน ามาวิจัยต่อ

ยอดเพื่อน ามาใช้ประโยชน์ทางการวิจัย 

กรดกาเฟอิกและอนุพันธ์มีศักยภาพในการเป็นสารต้านปฏิกิริยาออกซิเดชัน(antioxidant) โดยผ่าน

หลายกลไกเช่นการขจัดอนุมูลอิสระ (free radical scavenging) ยับยั้งเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการ

เหนี่ยวให้เกิดอนุมูลอิสระ และการเกิดลิปิด เปอร์ออกซิเดชัน (lipid peroxidation) และการเกิดลิ

ปิด ไฮโดรเปอร์ออกไซด์ (lipid hydroperoxide formation) ดังนั้นจึงมีการน าคุณสมบัติต่างๆของ

กรดกาเฟอิกน าไปประยุกต์ใช้ในด้านอุตสาหกรรมอาหาร ต้านการท าลายเนื้อเยื่อในร่างกายจาก

ปฏิกิริยาออกซิเดชัน ซึ่งมีความสัมพันธ์กับกระบวนการเกิดโรคหลายๆโรคเช่นมะเร็ง เบาหวาน 

หัวใจ อัลไซเมอร์และพาร์คินสัน 

 Gulcin ( Gulcin; 2006) ได้ทดสอบสมบัติของกรดกาเฟอิกในการต้านอนุมูลอิสระใน

หลอดทดลองเช่น สมบัติการต้านอนุมูลอิระ ABTS, DPPH หา total antioxidant โดยวิธี ferric 

thiocyanate วัด total reductive capacity โดยใช้ potassium fericyanide reducing method 

การก าจัด superoxide anion และคุณสมบัติการเป็น metal chelating โดยใช้ α- tocopherol, 

trolox, BHA,BHT เป็นสารมาตรฐานในการเปรียบเทียบ จากการทดลองพบว่ากรดกาเฟอิกที่

ความเข้มข้น 10 และ 30 ไมโครกรัมต่อลูกบาศก์เซนติเมตรนั้นสามารถลกการเกิดลิปิด เปอร์

ออกซิเดชันได้ ร้อยละ68.2และร้อยละ75.8 ตามล าดับนอกจากนี้ยังมีความสามารถในการก าจัด

อนุมูลอิสระ ABTS+, DPPH. ก าจัด superoxide anion มี reducing power และมี metal 

chelating 

 Lafay และคณะ(Lafay et al; 2005) ได้ศึกษาผลของกรดกาเฟอิกต่อสภาวะเครียดและ

ระดับของคลเรสเตอรอล ในเลือดโดยมีการให้เหล็กเกินขนาดในหนูขาวเพศผู้พันธุ์ Wistar rat ใน

ขนาด 50 mg/kg หรือ 2g/kg แล้วให้กรดกาเฟอิกขนาด 6460 mg/kg เป็นเวลา 4 สัปดาห์จากการ

ทดลองพบว่าการให้เหล็กในปริมาณมากนั้นจะก่อให้เกิดภาวะลิปิดเปอร์ออกซิเดชันในตับหนูซึ่งวัด

จากค่า TBARS และมีการเพิ่มของคลเรสเตอรอลในเลือด เมื่อให้กรดกาเฟอิกแก่หนูพบว่าสามารถ

ป้องกันการเกิดภาวะออกซิเดชันจากการได้รับเหล็กเหินขนาดได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และยัง
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สามารถลดการเกิดลิปิดเปอร์ออกซิเดชันได้ในหนูขาวกลุ่มที่ได้รับเหล็กขนาดต่ าๆได้นอกจากนี้ยัง

พบว่าในกลุ่มหนูที่ได้รับกรดกาเฟอิกน้ันสามารถเพิ่มปริมาณของวิตามินอีในพลาสมาได้และยัง

ช่วยลดภาวการณ์มีคอเรสเตอรอลในเลือดได้อีกด้วย 

 Nardini (Nardini et al; 1998) ได้ศึกษาผลของกรดกาเฟอิกในการป้องกันภาวะเครียด

จากปฏิกิริยาออกซิเดชันในเซลล์ U937 ที่ถูกเหนี่ยวน าด้วย t-butylhydroperoxide จากการ

ทดลองพบว่ากรดกาเฟอิกไม่ได้มีความเป็นพิษต่อเซลล์และเมื่อน ามาลดการเกิดปฏิกิริยา

ออกซิเดชันพบว่าสามารถ ภาวะการเกิดลิปิดเปอร์ออกซิเดชันและลดภาวการณ์ขาดกลูทาไทโอน

ได้ส่วน Kang และคณะได้ทดลองใช้กรดกาเฟอิกป้องการท าลายของเซลล์ lung fibroblast ชนิด 

WI-38 ซึ่งถูกเหนี่ยวน าด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ จากการทดลองพบว่ากรดกาเฟอิกมีฤทธิ์ใน

การก าจัด reactive oxygen species ภายในเซลล์ก าจัด DPPH และป้องกันการเกิดลิปิด เปอร์

ออกซิเดชันได้ กรดกาเฟอิกนั้นช่วยป้องกันอันตรายแก่เซลล์โดยผ่านการกระตุ้น kinase protein 

นอกจากนี้ยังเพิ่มปริมาณกัมมันตภาพเอนไซม์ (activity) ของเอนไซม์คะตะเลสและเพิ่มการ

แสดงออกของโปรตีนที่ควบคุมการท างานของคะตะเลส 

 Fiuza และคณะ (Fiuza et al;2004) ได้สังเคราะห์อนุพันธ์ของ polyphenolic acid ได้แก่ 

methyl caffeate propyl caffeate octyl caffeate methyl gallate propyl gallate และ octyl 

gallate จากนั้นน ามาศึกษาการต้านการแบ่งตัวของเซลล์และความเป็นพิษต่อเซลล์ human 

cervix adenocarcinoma (HeLa) พบว่าสารสังเคราะห์ทั้งหมดนั้นสามารถต้านการแบ่งตัวของ

เซลล์ได้ส่วน Son และ lewis(Son et al; 2002) ได้สังเคราะห์อนุพันธ์ของกรดกาเฟอิกในรูปของ

เอสเทอร์ และ เอไมด์ แล้วดูความสัมพันธ์ระหว่างโครงสร้างและฤทธิ์ในการก าจัดอนุมูลอิสระและ

ความสามารถในการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชัน จากการทดลองพบว่าความสามารถในการต้าน

อนุมูลอิสระ DPPH ของ N-trans-caffeoyl-L-cysteine methyl ester> N-trans-

caffeoyldopamine> N-trans-cffeoyltyramine>N-trans-caffeoyl--phenethylamine> trolox 

c> caffeic acid phenethyl ester>caffeic acid> ferulic acid โดยความสามารถใสนการก าจัด

อนุมูลอิสระนั้นขึ้นอยู่กับจ านวนหมู่ ไฮดรอกซิลหรือสารที่ให้อิเล็กตรอน 
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 Lee และคณะ ( Lee et al; 2005) ได้ทดลองใช้ phenolic acid มาสังเคราะห์อนุพันธ์

จ านวน 14 ชนิดหลังจากนั้นน ามาทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ช่องปาก OEC-M1 โดยใช้ MTT 

และ trypan blue พบว่าสารสังเคราะห์ caffeic acid phenethyl ester  (CAPE) มีความเป็นพิษ

ต่อเซลล์มะเร็ง และไม่มีผลต่อเซลล์ปกติขอกจากนี้ยังพบว่าสารสังเคราะห์ Phenethyl(E)-3-[3-

hydroxy-4-methoxyphenyl]-2-propanoate ได้ยับยั้งระยะ G2/M ของเซลล์มะเร็งช่องปาก และ

คาดว่าสารดังกล่าวอาจสามารถมีประโยชน์ในการรักษามะเร็งทางช่องปากเนื่องจากไม่มีพิษต่อ

เซลล์ปกติ ส่วนChen และคณะ(Chen et al; 2001) ได้ทดลองใช้ CAPE ซึ่งเป็นสาระส าคัญที่พบ

มากในรังผึ้งมาเหนี่ยวน าการตายของเซลล์แบบ apotosis ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด HL 60 

พบว่า CAPE นั้นสามารถเข้าสู่เซลล์มะเร็งได้อย่างรวดเร็ว นอกจากน้ี CAPE ยังสามารถเหนี่ยวน า

ให้เกิดการแตกหักของดีเอ็นเอของเซลล์มะเร็งและมีการเปลี่ยนแปลงลักษณะของเซลล์ กระตุ้น 

cascade -3 หลังจากทดลองแล้ว 4ชั่วโมง 

Ujibe และคณะ ได้สังเคราะห์ octyl caffeate ซึ่งเป็นอนุพันธ์ตัวหนึ่งของกรดกาเฟอิก 

พบว่ามีความสามารถในการยัยยั้งการเติบโตของ humanhistiolytic lymphoma U937 ซึ่งการ

ตอบสนองนั้นขึ้นกับขนาดและเวลาที่ให้สารสังเคราะห์ สามารถเหนี่ยวน าให้เกิดการตายของเซลล์

แบบ apoptosis โดยก่อให้เกิดการแตกหักของดีเอ็นเอ และมีการหดตัวของโครมาทิน 

Rajan และคณะได้สังเคราะห์และศึกษาอนุพันธ์กลุ่มเอไมด์ของกรดกาเฟอิกในด้านการ

ต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันโดยสังเคราะห์กรดกาเฟอิกกับกลุ่มเอมีนพบว่ากลุ่มแอนนิไลด์ ของกรด

กาเฟอิกน้ันก่อให้เกิดประสิทธิภาพในการการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันและยังพบว่าถ้าใช้อะโร

มาติกเอมีนมาสังเคราะห์จะมีค่าความเข้มข้นในการยับการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันได้ดีกว่า 

quercetin  

ประเทศไทยนั้นมีความหลากหลายทางชีวภาพและได้เปรียบทางด้านทรัพยากรธรรมชาติ     

การปรับเปลี่ยนโครงสร้างผลิตภัณฑ์ธรรมชาตินั้นช่วยให้สมุนไพรและสาระส าคัญในพืชมี

มูลค่าเพิ่มมากขึ้น หากมีการศึกษาอย่างจริงจังและน ามาปรับเปลี่ยนโครงสร้างโดยเฉพาะเพื่อให้มี

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและ กระตุ้นเอนไซม์เฟส 2 ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการก าจัดอนุมูลอิสระ
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และสารพิษต่างๆอันก่อเป็นสาเหตุก่อโรคมะเร็งเพิ่มมากขึ้นอันจะเป็นประโยชน์ในการพัฒนาเป็น

ยารักษาโรค สารเสริมสุขภาพ และเป็นส่วนผสมในเครื่องส าอางซึ่งจะเป็นประโยชน์ในการพัฒนา

ประเทศต่อไป 

วัตถุประสงค์ของโครงการ 

 

1. เพื่อสังเคราะห์อนุพันธ์ของกรดกาเฟอิกในรูปอนุพันธ์เอสเทอร์ และเอไมด์ 

2. เพื่อศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างโครงสร้างและฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระในหลอดทดลองของ

กรดกาเฟอิกและอนุพันธ์ 

3. เพื่อศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างโครงสร้างต่อการเหนี่ยวน าเอนไซม์เฟส 2 โดยใช้เนื้อเยื่อมะเร็ง 

ตับชนิด Hep G2 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 1. ได้ความรู้เกี่ยวกับความสัมพันธ์ระหว่างโครงสร้างของกรดกาเฟอิกและอนุพันธ์เพื่อ

น ามาประยุกต์ใช้ในการรักษาโรคมะเร็ง การป้องกันโรคมะเร็ง ใช้ทางด้านอุตสาหกรรมยาเพื่อผลิต

สารที่มีฤทธิ์ในการป้องกันมะเร็ง เพื่อให้คนไทยมีสุขภาพที่แข็งแรงห่างไกลจากโรค เพื่อที่จะลด

ค่าใช้จ่ายในการรักษาพยาบาลผู้ป่วยโรคเรื้อรัง 

 2.น าสารสังเคราะห์ที่มีฤทธิ์ที่ดี และเหมาะสมไปศึกษาต่อยอดเพื่อน าไปใช้ในเชิงพานิช

ร่วมกับบริษัทเอกชนโดยผลิตเป็นสารเสริมสุขภาพ สารขับสารพิษที่มีฤทธิ์ ต้านอนุมูลอิสระ

เหนี่ยวน าเอนไซม์ที่ใช้ก าจัดสารพิษออกจากร่างกายเพื่อป้องกันมะเร็งอันจะน ารายได้เข้าสู่ประเทศ

และเพิ่มความมั่นคงทางเศรษฐกิจของประเทศต่อไป 

 3.ได้ความรู้ใหม่ๆเกี่ยวกับการน าสารสังเคราะห์มาพัฒนา น าความรู้มาบูรณาการสห

สาขาวิชาด้าน เคมี เภสัชวิทยา พิษวิทยา ชีวเคมี เพื่อแก้ไขปัญหาทางด้านสุขภาพของประชาชน

และสร้างเครือข่ายวิจัยของมหาวิทยาลัยให้เข้มแข็งเพื่อผลิตผลงานวิจัยที่มีคุณภาพ 
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วิธีวิจัย 

1. การสังเคราะห์อนุพันธ์เอสเทอร์ของกรดกาเฟอิก 

การสังเคราะห์อนุพันธ์ที่อยู่ในรูปเอสเทอร์ สังเคราะห์โดยเปลี่ยนให้อยู่ในรูปของเอซิดคลอ

ไรด์จากนั้นค่อยเปลี่ยนเป็นเอสเทอร์ และใช้ benzotriazol-1-yloxy-tris (dimethylamino) 

phosphonium hexafluorophosphate (BOP) เป็นสารเชื่อมระหว่างกรดกาเฟอิกและแอลกอฮอล์ 

จากนั้นท าให้บริสุทธิ์แล้วน ามาหาโครงสร้างของสารสังเคราะห์โดยใช้ IR NMR และ MS กลไกการ

สังเคราะห์แสดงดังรูปที่ 1 

 

รูปที่ 1 การสังเคราะห์อนุพันธ์เอสเทอร์กรดกาเฟอิก 

2. การสังเคราะห์อนุพันธ์เอไมด์ของกรดกาเฟอิก 

 การสังเคราะห์อนุพันธ์เอไมด์สังเคราะห์โดยใช้ DCC เป็น coupling reagent โดย

รีฟลักซ์ใน tetrahydrofuran 50°C 7 ชั่วโมง  หลังจากนั้นระเหยเอาตัวท าละลายออก จากนั้นท าให้

บริสุทธิ์แล้วน ามาหาโครงสร้างของสารสังเคราะห์โดยใช้ IR NMR และ MS กลไกการสังเคราะห์

แสดงดังรูปท่ี 2 

 

รูปที่ 2 การสังเคราะห์อนุพันธ์เอไมด์ของกรดกาเฟอิก 
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3. การศึกษาสมบัติของกรดกาเฟอิกและอนุพันธ์ต่อการก าจัดอนุมูลอิสระ 

 3.1 การศึกษาการก าจัดอนุมูลอิสระ 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazil (DPPH) 

  น ากรดกาเฟอิกและอนุพันธ์มาละลายในเมธานอลให้ได้ความเข้มข้นต่างๆ 

จากนั้นน ามา 0.2 มิลลิลิตรผสมกับ 0.1มิลลิลิตร 0.16 mM DPPH จากนั้นปรับปริมาตรให้เป็น 3 

มิลลิลิตรด้วยเมธานอลจากนั้นน าไปวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 515 นาโนเมตรโดยใช้ 

Trolox เป็นสารมาตรฐาน 

 3.2 การศึกษาการยับยั้งการแตกของเม็ดเลือดแดงเมื่อเหนี่ยวน าด้วย AAPH 

  เตรียมเม็ดเลือดแดงโดยเจาะเลือดจากอาสาสมัครไว้ในหลอดเลือดที่กันเลือด

แข็งตัวน ามาปั่นแยกเม็ดเลือดแดงที่ 2,500 รอบต่อวินาที เป็นเวลา 10 นาทีน าเม็ดเลือดแดงมา

ล้างอีก 3 ครั้งด้วย PBS บัพเฟอร์ pH 7.4 จากนั้นน ามาเตรียมสารละลายเม็ดเลือดแดงเข้มข้น 5% 

(v/v) แบ่งสารละลายเม็ดเลือดแดงมาเติมสารสังเคราะห์ที่ความเข้มข้นต่างๆโดยละลายใน

สารละลาย DMSO จากนั้นเติมสารละลาย AAPH บ่มที่ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที น ามา

วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร แล้วค านวณการยับยั้งร้อยละการแตกของเม็ดเลือดแดง 

 3.3 การศึกษาการยับยั้งการเกิดลิปิด เปอร์ออกซิเดชันโดยใช้กรดไลโนเลอิก 

 เตรียมสารละลายกรดไลโนเลอิก โดยละลายในบอเรตบัฟเฟอร์ แล้วน ามา 30 ไมโครลิตร 

เติม 2.81 มิลลิลิตร 0.05 phosphate buffer pH7.4 บ่มที่อุณหภูมิ40 องศาเซลเซียส จากน้ันเติม

สารละลาย AAPH 40 mM จ านวน 150 ไมโครลิตร จากนั้นเติมสารต้านสังเคราะห์โดยละลายใน

เมธานอลที่ความเข้มข้นต่างๆ บ่มต่อที่37 องศาเซลเซียส แล้วน ามาวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คลื่น 234 นาโนเมตร ค านวณร้อยละการยับยั้ง 

 3.4 การศึกษาการก าจัดอนุมูล superoxide anion 

 Superoxide radicals ถูกสร้างขึ้นในสารละลาย 3 มิลลิลิตร Tris-Hcl buffer 16 mM 

pH8 ประกอบด้วย 1 มิลิลิตร 50 µM NBT, 1 มิลลิลิตร 78 µM NADH และสารละลายที่สังเคราะห์

ข้ึนท่ีความเข้มข้นต่างๆจากน้ันเติม PMS เพื่อเริ่มปฏิกิริยา บ่มต่อที่ 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา5 
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นาที แล้วน ามาวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตรจากนั้นค านวณการยับยั้งการ

เกิด superoxide radical 

4. การศึกษาผลของกรดกาเฟอิกและอนุพันธ์ในการเหนี่ยวน าเอนไซม์เฟส 2 ใน

เซลล์มะเร็งชนิด Hep G2 

4.1 การเลี้ยงเซลล์มะเร็งตับชนิด Hep G2 

เซลล์ Hep G2 เลี้ยงใน DMEM supplement มี 10% Serum Plus, a serum substitute, 

penicillin 50 IU/ml และ streptomycin 50µg/ml. น ามาบ่มในตู้บ่มที่มีความชื้นเท่าบรรยากาศ

และมี 5% CO2, 37 องศาเซลเซียส 

4.2 การวิเคราะห์กัมมันตภาพเอนไซม์ กลูทาไทโอน รีดักเทส 

น าเซลล์ Hep G2 จ านวน 2x 106 เซลล์ มาเติมสารสังเคราะห์ที่ความเข้มข้นต่างๆ จากนั้น

บ่มต่ออีก 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาล้างเซลล์ออกด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ PBS และท าให้เซลล์แตก

ด้วยสารละลายดิจิโทนิน เข้มข้น 0.8 %(w/v) จากนั้นน าส่วนบนไปหาปริมาณกัมมมันตภาพ

เอนไซม์กลูทาไทโอน รีดักเทส ด้วย 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) น าไปวัดการดูดกลืน

แสงที่ความยาวคลื่น 412 นาโนเมตรด้วยเครื่อง spectrophotometer 

4.3 การศึกษากัมมันตภาพเอนไซม์ UDP glucuronosyl transferase 

น าเซลล์ Hep G2 จ านวน 2x 106 เซลล์ มาเติมสารสังเคราะห์ที่ความเข้มข้นต่างๆ จากนั้น

บ่มต่ออีก 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาล้างเซลล์ออกด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ PBS และท าให้เซลล์แตก

ด้วยสารละลายดิจิโทนิน เข้มข้น 0.8 %(w/v) จากนั้นน าส่วนบนไปหาปริมาณกัมมมันตภาพ

เอนไซม์ UDP glucuronosyl transferase โดยใช้1- napthol เป็นสารต้ังต้นจากนั้นหาปริมาณ 1-

napthol --D-glucuronide น าไปวัดการดูดกลืนแสง excitation  293 นาโนเมตรและ emition 

335 นาโนเมตรด้วยเครื่อง spectrofluorometer 
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4.4 การศึกษากัมมันตภาพเอนไซม์ N-acetyltransferase 

น าเซลล์ Hep G2 จ านวน 5x 107 เซลล์ มาเติมสารสังเคราะห์ที่ความเข้มข้นต่างๆ จากนั้น

บ่มต่ออีก 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาล้างเซลล์ออกด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ PBS และท าให้เซลล์แตก

ด้วยสารละลายดิจิโทนิน เข้มข้น 0.8 %(w/v) จากนั้นน าส่วนบนไปหาปริมาณกัมมมันตภาพ

เอนไซม์ N-acetyltransferase โดยใช้ arylamine เป็นสารต้ังต้น  

 

4.5 การศึกษากัมมันตภาพเอนไซม์ quinine reductase 

น าเซลล์ Hep G2 จ านวน 5x 107 เซลล์ มาเติมสารสังเคราะห์ที่ความเข้มข้นต่างๆ จากนั้น

บ่มต่ออีก 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาล้างเซลล์ออกด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ PBS และท าให้เซลล์แตก

ด้วยสารละลายดิจิโทนิน เข้มข้น 0.8 %(w/v) จากนั้นน าส่วนบนไปหาปริมาณกัมมมันตภาพ

เอนไซม์ quinine reductase โดยวัดจากการเปลี่ยนแปลงของ menadiol เป็น menadiol 

5. การวิเคราะห์ข้อมูล 

 ข้อมูลที่ได้จากการศึกษาจะแสดงผลในรูปของค่าเฉลี่ยร่วมกับค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน

และน ามาวิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติโดยเทียบกับกลุ่มควบคุมโดยใช้ ONE WAY ANOVA 

ตามด้วย BONFERINI ที่ระดับความเชื่อมั่นทางสถิติน้อยกว่า 0.05 (P<0.05) 
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ผลการวิจัย 

วัตถุประสงค์ท่ี  1 เพื่อสังเคราะห์อนุพันธ์ของกรดกาเฟอิกในรูปอนุพันธ์เอสเทอร์ และเอไมด์ 

 จากการสังเคราะห์อนุพันธ์เอสเทอร์และเอไมด์ของกรดกาเฟอิกลักษณะผลิตภัณฑ์ ร้อยล

ของผลผลิตที่ได้แสดงดังตารางที่ 1 และสูตรโครงสร้างของผลิตภัณฑ์แสดงดังรูปที่ 3 

 

ตารางท่ี 1 ลักษณะและร้อยละผลผลิตที่ได้จากการสังเคราะห์อนุพันธ์กรดกาเฟอิก 

ชื่อสาร อักษรย่อ ลักษณะ ร้อยละผลิตภัณฑ์ที่

สังเคราะห์ได้ 

Ethyl caffeate EAL ผลึกสีขาว 30.40 

Octyl caffeate OAL ผลึกสีขาว 26.62 

Benzyl caffeate BAL ผลึกสีขาว 64.63 

Phenethyl caffeate PAL ผลึกสีขาว 32.46 

Caffeic acid ethylamide EAM ผลึกสีเหลือง 36.25 

Caffeic acid octylamide OAM ผลึกสีขาว 30.45 

Caffeic acid benzylamide BAM ผลึกสีขาว 45.80 

Caffeic acid phenethylamide PAM ผลึกสีขาวเหลือง 24.60 

Caffeic acid CAF ผงสีเหลือง - 
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Caffeic acid                                   Ethyl caffeate                       Benzyl caffeate 

 

Octyl caffeate                                                Phenethyl caffeate              

              

 

Caffeic acid ethylamide                                  Caffeic acid octylamide   

 

                

 

Caffeic acid benzylamide                                           Caffeic acid phenethylamide 

รูปที่  3 โครงสร้างอนุพันธ์กรดกาเฟอิก 
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จุดประสงค์ที่ 2. เพื่อศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างโครงสร้างและฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ

ในหลอดทดลองของกรดกาเฟอิกและอนุพันธ์ 

2.1 การศึกษาการก าจัดอนุมูลอิสระ 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazil (DPPH) 

 ในการทดลองครั้งนี้ได้ใช้ DPPH ซึ่งนิยมใช้ศึกษาฤทธิ์การก าจัดอนุมูลอิสระทั้งสารสกัด

จากพืชและสารต้านอนุมูลอิสระสังเคราะห์ต่างๆ โดยทั่วไปสารต้านแอนติออกซิแดนซ์สามารถลด

อนุมูล DPPH ที่มีความเสถียรให้เป็น diphenyl-picrylhydrazine ซึ่งมีสีเหลือง วิธีนี้สามารถวัดค่า 

antiradical power ของสารต้านอนุมูลอิสระได้ด้วย จากการทดลองค่าร้อยละการยับยั้งอนุมูล 

DPPH เป็นไปตามตารางที่ 2และรูปที่ 4และ 5 เมื่อเรียงความสามารถในการให้โปรตอนตามค่า 

ความเข้มข้นในการยับยั้งที่ร้อยละ 50 (IC50) ของ EAM> EAL> กรดกาเฟอิก 

>OAL>BAM>OAM> วิตามิน ซี>BAL> วิตามิน อี>PAL>PAM จากการทดลองจะเห็นได้ว่า

ความสามารถในการให้โปรตอนของสารอนุพันธ์ที่มีโมเลกุลเล็กจะมีประสิทธิภาพดีกว่าโมเลกุล

ใหญ่และสารในกลุ่มอนุพันธ์เอไมด์จะมีประสิทธิภาพดีกว่า 

ตารางท่ี 2 แสดงร้อยละการก าจัดอนุมูล DPPH 

ความเขม้ข้น 

µg/ml 

ร้อยละการยับยัง้ 

Caffeic acid 

 

Ethyl 

caffeate 

Octyl 

caffeate 

Benzyl caffeate Phenethyl 

caffeate 

1000 92.86±0.31 92.56±0.78 91.75±0.63 91.49±0.88 53.91±0.55 

500 92.76±0.62 92.43±0.64 90.49±0.63 83.09±0.42 34.69±0.59 

250 92.46±0.43 91.60±0.56 64.67±0.78 42.44±0.95 18.68±0.56 

125 76.46±0.90 77.53±0.70 36.86±0.59 30.25±0.45 10.49±0.64 

62.5 46.56±0.23 68.03±0.82 21.78±0.95 13.03±0.72 8.01±0.27 

31.25 27.46±0.83 37.36±0.52 12.27±0.55 11.66±0.64 4.09±0.46 

15.625 16.03±0.30 19.76±0.42 6.13±0.71 6.83±0.79 3.55±0.83 

7.8125 8.72±0.30 6.78±0.44 3.70±0.86 3.41±0.21 2.80±0.64 
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ความเขม้ข้น 

µg/ml 

ร้อยละการยับยัง้ 

Caffeic 

acid 

ethylamide 

 

Caffeic 

acid 

octylamide 

Caffeic acid 

benzylamide 

Caffeic acid 

phenethylmide 

Vitamin C Vitamin e 

1000 91.54±0.31 91.49±0.86 90.22±0.26 56.22±1.04 93.83±0.63 91.23±0.92 

500 91.83±0.96 88.18±0.82 70.13±0.93 30.07±0.78 91.50±0.69 65.92±0.27 

250 91.54±0.52 63.39±0.53 55.07±0.70 16.90±0.90 49.46±0.56 30.14±0.46 

125 90.42±0.47 30.74±0.91 41.15±0.60 10.14±0.13 26.21±0.48 17.89±0.57 

62.5 57.46±0.44 14.38±0.52 32.95±0.85 5.87±0.91 13.95±0.86 9.39±0.99 

31.25 28.63±0.49 8.43±0.43 29.51±0.92 5.16±0.27 7.33±0.98 5.0110.96 

15.625 15.96±0.86 6.53±0.48 29.42±0.51 3.55±0.22 4.03±0.91 2.95±0.56 

7.8125 9.48±0.34 2.64±0.85 28.90±0.59 3.20±0.52 2.42±0.37 1.70±0.85 

 

 

รูปที่ 4 ร้อยละการยับย้ังอนุมูล DPPH ของอนุพันธ์เอสเทอร์ของกรดกาเฟอิก 
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รูปที่ 5 แสดงร้อยละการยับยั้งอนุมูล DPPH ของอนุพันธ์เอไมด์กรดกาเฟอิก 

 

2.2 การศึกษาการยับยั้งการแตกของเม็ดเลือดแดงเมื่อเหนี่ยวน าด้วย AAPH 

 เยื่อหุ้มเซลล์ของเม็ดเลือดแดงมีกรดไขมันไม่อิ่มตัวเป็นองค์ประกอบ ดังนั้นเม็ด

เลือดแดงจึงน ามาใช้ศึกษาปฏิกิริยาออกซิเดชันโดยศึกษาฤทธิ์การป้องกันความเสียหายจาก

ปฏิกิริยาออกซิเดชันจากการเหนี่ยวน าด้วยสารต่างๆเช่นอนุมูล peroxyl จาก AAPH สามารถท า

ปฏิกิริยากับสารพวกกรดไขมันไม่อิ่มตัวในเยื่อหุ้มเซลล์ของเม็ดเลือดแดงโดยการเหนี่ยวน าให้

เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารพวกลิปิดหรือโปรตีน รบกวนสมดุลเยื่อหุ้มเซลล์จนท าให้เม็ดเลือด

แดงแตก  จากการทดลองพบว่าความสามารถในการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารสังเคราะห์

ต้ังแต่ 15.625-3000 µg/ml และมีความสัมพันธ์กันแบบ dose response relationship เมื่อเรียง

ตามค่าการยับยั้งการเกิดที่ร้อยละ 50 (IC50) พบว่า EAM>OAL> วิตามิน อี> กรดกาเฟอิก> 

PAL>OAM>BAL>EAL> วิตามิน ซี ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 3 และรูปที่ 6,7 
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ตารางท่ี 3 แสดงร้อยละการยับยั้งการแตกของเม็ดเลือดแดง 

 

ความ

เข้มข้น 

µg/ml 

ร้อยละการยับยัง้ 

Caffeic acid 

 

Ethyl 

caffeate 

Octyl 

caffeate 

Benzyl caffeate Phenethyl 

caffeate 

3000 63.69±0.56 59.70±0.24 79.69±0.40 70.92±0.40 69.48±0.24 

2000 54.07±0.73 38.92±0.16 53.16±0.56 37.21±0.40 52.90±0.18 

1000 39.45±0.51 29.29±0.09 29.03±0.88 28.87±0.42 30.57±0.56 

500 29.72±0.37 29.08±0.18 28.18±0.24 22.54±0.33 19.51±0.46 

250 26.42±0.33 22.70±0.40 26.10±1.39 19.09±0.80 17.49±0.33 

125 22.54±0.92 19.94±0.16 19.88±1.06 18.87±0.40 16.37±0.18 

62.5 22.97±0.42 20.68±3.01 18.29±0.58 18.64±0.62 15.10±1.55 

31.25 12.92±0.16 15.95±0.58 16.11±1.05 18.29±1.72 13.72±0.89 

15.625 0.31±0.07 12.39±2.79 15.31±0.58 15.42±0.24 9.20±0.33 
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ตารางที่ 3 (ต่อ)  

ความ

เข้มข้น 

µg/ml 

ร้อยละการยับยัง้ 

Caffeic 

acid 

ethylamide 

 

Caffeic 

acid 

octylamide 

Caffeic acid 

benzylamide 

Caffeic acid 

phenethylmide 

Vitamin C Vitamin e 

3000 81.87±0.18 70.07±0.40 62.25±0.24 55.84±0.89 61.40±0.42 68.53±0.40 

2000 55.02±0.32 43.59±0.66 32.22±0.48 30.57±0.33 32.54±0.48 60.87±0.37 

1000 47.53±0.97 23.29±0.58 21.05±0.42 22.22±0.93 27.86±0.79 21.16±0.64 

500 40.62±0.79 23.02±0.88 17.06±0.49 21.32±0.24 23.18±0.60 20.49±0.70 

250 34.18±0.88 21.74±0.49 16.64±0.88 21.05±0.64 19.94±0.58 18.55±0.97 

125 24.24±0.64 21.21±1.69 14.57±0.33 20.20±0.56 19.78±0.58 18.82±0.58 

62.5 22.54±0.96 18.77±0.49 13.88±0.80 19.88±0.33 18.98±0.70 16.32±0.33 

31.25 18.13±1.06 16.53±0.24 12.49±0.66 19.62±0.32 17.97±0.40 15.90±0.46 

15.625 16.64±1.03 14.57±1.06 10.21±0.42 18.87±0.51 14.62±1.61 14.51±0.28 

 

 

รูปที่ 6 ร้อยละการยับย้ังการแตกตัวของเม็ดเลือดแดงของอนุพันธ์เอสเทอร์ของกรดกาเฟอิก 



21 
 

 

รูปที่ 7 ร้อยละการยับย้ังการแตกตัวของเม็ดเลือดแดงของอนุพันธ์เอไมด์ของกรดกาเฟอิก 

 

2.3 การศึกษาการยับยั้งการเกิดลิปิด เปอร์ออกซิเดชันโดยใช้กรดไลโนเลอิก 

 กรดไลโนเลอิกนั้นเป็นกรดไขมันที่พบได้ท่ัวไปบริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ ส่วนมากมักนิยมใช้

ศึกษาปฎิกิริยาออกซิเดชันของกรดไขมัน โดยใช้สารเคมีเหนี่ยวน าเช่น AAPH ไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์จากการทดลองพบว่า EAL>OAL> วิตามิน อี >BAM> EAM>BAL>OAM>วิตามิน ซี>

กรดกาเฟอิก > PAM>PAL 

ผลแสดงดังตารางที่ 4 และรูปที่ 8,9 
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ตารางท่ี 4 ร้อยละการยับย้ังการเกิดลิปิด เปอร์ออกซิเดชัน 

ความ

เข้มข้น 

µg/ml 

ร้อยละการยับยัง้ 

Caffeic acid 

 

Ethyl 

caffeate 

Octyl 

caffeate 

Benzyl caffeate Phenethyl 

caffeate 

1000 81.06±1.55 92.29±1.68 94.34±0.98 94.52±0.70 57.38±1.55 

500 66.30±0.74 87.65±0.58 87.37±0.98 90.71±0.85 43.55±1.05 

250 42.06±1.55 85.14±0.85 73.91±2.13 67.69±0.56 30.27±0.43 

125 28.41±2.18 74.93±0.28 65.27±1.32 56.73±15.61 17.92±1.13 

62.5 18.48±1.70 67.78±0.58 51.35±0.85 25.35±4.42 14.48±0.84 

31.25 14.21±2.93 60.63±1.16 23.86±0.70 14.76±6.42 11.70±0.84 

15.625 2.79±0.28 16.43±4.69 4.92±1.81 1.95±1.74 4.46±1.00 

 

ความเขม้ข้น 

µg/ml 

ร้อยละการยับยัง้ 

Caffeic acid 

ethylamide 

 

Caffeic  

acid 

octylamide 

Caffeic  

acid 

benzylamide 

Caffeic acid 

phenethylmide 

Vitamin C Vitamin e 

1000 83.94±1.43 91.36±2.61 83.19±0.43 67.78±0.58 82.36±0.58 85.42±0.70 

500 76.51±1.05 79.20±0.98 77.72±0.56 50.97±0.84 75.49±0.74 64.44±0.78 

250 67.22±2.16 53.76±4.88 68.71±0.85 39.74±1.13 58.63±0.58 62.21±1.68 

125 57.85±1.8 33.80±1.85 53.39±0.70 25.72±0.85 40.39±0.84 55.52±4.91 

62.5 22.01±1.47 24.42±1.77 34.35±1.26 17.64±1.26 23.68±0.84 28.32±1.98 

31.25 7.71±1.96 10.77±0.16 11.51±0.70 11.88±0.98 13.46±0.85 17.46±0.98 

15.625 2.79±0.28 4.83±0.43 3.99±0.70 3.62±1.06 3.99±0.90 3.16±0.70 
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รูปที่ 8 ร้อยละการยับยั้งการเกิดลิปิดออกซิเดชันกรดไลโนเลอิกด้วยอนุพันธ์เอสเทอร์ของกรดกาเฟ

อิก 

 

รูปที่ 9 ร้อยละการยับย้ังการเกิดลิปิดออกซิเดชันกรดไลโนเลอิกด้วยอนุพันธ์เอไมด์ของกรดกาเฟ

อิก 
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2.4 การศึกษาการก าจัดอนุมูล superoxide anion 

การทดลองนี้ได้ศึกษาการยับยั้งอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์โดยใช้กระบวนการ nonenzymatic จาก

ปฏิกิริยา phenazine methosulfate/NADH/O2 เป็นตัวสร้างอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์และใช้ 

nitroblue tetrazolium (NBT) เป็นตัววัดปริมาณซุปเปอร์ออกไซด์ จากการทดลองพบว่าร้อยละ

การยับย้ังอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์โดยใช้กรดกาเฟอิก วิตามินซีและวิตามิน อีเป็นสารมาตรฐาน

เปรียบเทียบที่ความเข้มข้นในการยับย้ังที่ร้อยละ 50 พบว่า วิตามิน ซี> กรดกาเฟอิก>EAM> 

วิตามินอี>OAL>PAL>BAL>PAM>EAL>BAM>OAM แต่เมื่อเปรียบเทียบค่าการยับย้ังที่ความ

เข้มข้นของสาร 125 µg/ml พบว่า EAM>กรดกาเฟอิก> วิตามิน อี>วิตามิน

ซ>ีOAL>BAL,PAL>PAM>EAL>BAM>OAM 

 ผลการทดลองแสดงดังตารางที่  5 และรูปที่  10,11 

 

ตารางท่ี   5   ร้อยละการยับยั้งอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ 

ความ

เข้มข้น 

µg/ml 

ร้อยละการยับยัง้ 

Caffeic acid 

 

Ethyl 

caffeate 

Octyl 

caffeate 

Benzyl caffeate Phenethyl 

caffeate 

1000 75.32±0.37 72.22±0.44 61.31±0.21 56.99±0.44 56.99±0.44 

500 78.24±0.23 73.34±.040 69.31±0.37 59.36±0.29 59.35±0.29 

250 78.41±0.23 73.07±0.33 68.57±0.21 57.02±0.33 57.02±0.33 

125 75.90±0.15 71.86±0.22 63.13±0.23 52.34±0.41 52.34±0.51 

62.5 70.66±0.21 66.84±0.26 42.84±0.41 30.99±0.51 30.87±0.55 

31.25 49.63±0.55 45.91±0.57 22.61±0.26 17.30±0.47 15.41±0.86 

15.625 7.46±0.44  5.39±0.45 4.43±0.74 2.96±0.32 1.37±0.47 
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ความ

เข้มข้น 

µg/ml 

ร้อยละการยับยัง้ 

Caffeic 

acid 

ethylamid

e 

 

Caffeic 

acid 

octylamid

e 

Caffeic acid 

benzylamid

e 

Caffeic acid 

phenethylmid

e 

Vitamin C Vitamin e 

1000 59.92±0.5

1 

47.61±0.6

4 

55.36±0.44 67.82±1.43 64.47±0.2

6 

16.19±0.4

6 

500 57.94±0.2

3 

45.91±0.7

0 

49.10±0.44 47.76±1.56 91.37±0.4

6 

21.77±0.2

8 

250 53.95±0.2

5 

43.35±0.4

8 

40.45±0.22 25.66±0.71 66.44±0.1

9 

65.18±0.3

2 

125 49.24±0.1

1 

33.84±0.4

4 

28.17±0.18 19.45±0.54 68.42±0.6

2 

70.59±0.1

4 

62.5 43.13±0.2

6 

17.32±0.7

4 

11.72±0.48 14.05±0.36 73.61±0.2

2 

67.74±0.1

4 

31.25 25.58±0.5

8 

8.08±0.77 5.62±0.63 8.86±0.67 52.34±0.2

2 

38.08±0.6

4 

15.62

5 

2.97±0.13 4.95±0.28 3.75±0.26 3.3610.85 3.85±0.13 15.03±2.6

9 
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รูปที่ 10 ร้อยละการยับย้ังอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ของอนุพันธ์เอสเทอร์ของกรดกาเฟอิก 

 

 

รูปที่ 11 ร้อยละการยับย้ังอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ของอนุพันธ์เอไมด์ของกรดกาเฟอิก 
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วัตถุประสงค์ท่ี 3  เพื่อศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างโครงสร้างต่อการเหนี่ยวน าเอนไซม์เฟส 2 โดย

ใช้เนื้อเยื่อมะเร็งตับชนิด Hep G2 

3.1 การวิเคราะห์กัมมันตภาพเอนไซม์ กลูทาไทโอนรีดักเทส 

 การศึกษาผลของสารสังเคราะห์ต่อการเหนี่ยวน าแอกติวิตีเอนไซม์กลูทาไทโอนรี

ดักเทสในเซลล์ Hep G2 ผลแสดงดังรูปที่ 12 จากรูปเป็นกราฟที่แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง

อัตราส่วนแอกติวิตีของเอนไซม์กลูทาไทโอนรีดักเทสในกลุ่มที่ได้รับสารสังเคราะห์เทียบกับกลุ่ม

ควบคุม จากการทดลองพบว่า OAM และ BAM ซึ่งเป็นสารกลุ่มอนุพันธ์เอไมด์มีฤทธิ์ในการ

เหนี่ยวน าแอกติวิตีเอนไซม์มากท่ีสุดเมื่อเทียบกับกลุ่มอื่นๆ จากการวิเคราะห์ลักษณะโครงสร้าง

สารพบว่าอนุพันธ์เอไมด์มีฤทธิ์เหนี่ยวน าแอกติวิตีเอนไซม์มากกว่าอนุพันธ์ในกลุ่มเอสเทอร์และ

อนุพันธ์ที่มีหมู่ประกอบ (side chain) ยาวจะมีฤทธิ์ในการเหนี่ยวน าแอกติวิตีมากกว่าหมู่ประกอบ

สายสั้นๆ 

 

 

 

รูปที ่12  อัตราส่วนแอกติวิตีของเอนไซม์ glutathione-s- transferase ของกลุ่มทดสอบต่อกลุ่ม

ควบคุมที่เวลา 24 ชั่วโมงหลังจากให้สารสังเคราะห์ 
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3.2 การศึกษากัมมันตภาพเอนไซม์ UDP glucuronosyl transferase 

 

UDP-glucuronosyltransferase (UGT) เป็นเอนไซม์ที่มีบทบาทส าคัญยิ่งในเฟส 2 

เนื่องจากมีหน้าที่หลักในการก าจัดสิ่งแปลกปลอมออกภายนอกร่างกาย ในการเหนี่ยวน าแอกติวิตี

UGT ในเซลล์ Hep G2 ท่ี 24 ชั่วโมงผลแสดงดังรูปที่ 14  

จากผลการทดลองพบว่าสารสังเคราะห์ BAL และ OAM นั้นสารสามารถเหนี่ยวน าแอกติวิ

ตีเอนไซม์ UGT ได้ดีที่สุดเมื่อเทียบกับสารอ่ืนๆ และเมื่อเทียบประสิทธิภาพของสารกลุ่มเอไมด์และ

เอสเทอร์ต่อการเหนี่ยวน าแอกติวิตีเอนไซม์ UGT พบว่ากลุ่มเอสเทอร์นั้นจะมีฤทธิ์ในการเหนี่ยวน า

เอนไซม์ได้ดีกว่าเอไมด์และสารที่มี side chain ยาวในโมเลกุลจะมีความสามารถในการเหนี่ยวน า

แอกติวิตีเอนไซม์ได้ดีกว่าสารที่มี side chain สั้น 

 

รูปที่ 13  อัตราส่วนแอกติวิตีของเอนไซม์ UDP- glucuronosyltransferase ของกลุ่มทดสอบต่อ

กลุ่มควบคุมที่เวลา 24 ชั่วโมงหลังจากให้สารสังเคราะห์ 
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3.3 การศึกษากัมมันตภาพเอนไซม์ N-acetyltransferase 

 N-acetylation เป็นกลไกที่ส าคัญอันหนึ่งในเฟสที่ 2 กระบวนการนี้อาศัยเอนไซม์ 

N-acetyltransferase (NAT) ในการท าปฏิกิริยา จากการทดสอบสารสังเคราะห์อนุพันธ์กรดกาเฟ

อิกโดยใช้เซลล์ Hep G2 ผลแสดงดังรูปที่ 14 จากผลการทดลองพบว่า BAL นั้นมีฤทธิ์ในการ

กระตุ้นแอกติวิตีเอนไซม์ NAT มากที่สุด รองลงมาคือ PAL และ BAM  เมื่อพิจารณาโครงสร้าง

พบว่าสารที่มี side chain ที่มีวงเบนซินเป็นองค์ประกอบในโมเลกุลมากจะมีฤทธิ์ในการเหนี่ยวน า

แอกติวิตีเอนไซม์ NAT ได้ดีกว่าสารท่ีมีวงเบนซินเพียงวงเดียว และเมื่อเปรียบเทียบผลการกระตุ้น

ระหว่างกลุ่มเอสเทอร์และเอไมด์นั้นพบว่า สารกลุ่มเอสเทอร์นั้นมีความสามารถที่จะเพิ่มแอกติวิตี

ได้ดีกว่าสารกลุ่ม เอไมด์ 

 

 

รูปที่ 14 อัตราส่วนแอกติวิตีของเอนไซม์ N-acetyltransferase กลุ่มทดสอบต่อกลุ่มควบคุมที่เวลา 

24 ชั่วโมงหลังจากให้สารสังเคราะห์ 

 

 

 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

1.8

2

R
at

io
 t

re
at

m
en

t 
ac

ti
vi

ty
/ 

co
n

tr
o

l a
ct

iv
it

y a

b b
b

b



30 
 

3.4 การศึกษากัมมันตภาพเอนไซม์ quinine reductase 

เอนไซม์ quinine reductase หรือ DT-diaphorase เป็นเอนไซม์ที่มีบทบาทหน้าที่ในการ

ป้องกันการเกิดมะเร็งจากการทดลองเมื่อเติมสารสังเคราะห์ที่เป็นอนุพันธ์กรดกาเฟอิกใน

เซลล์มะเร็งตับชนิด Hep G2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมงผลดังแสดงในรูปที่ 15 จากผลการวิจัยพบว่าสาร 

BAL นั้นมีความสามารถมากที่สุดในการเหนี่ยวน าแอกติวิตีเอนไซม์ quinine reductase รองลงมา

คือ PAL, BAM, CUR และ BNF เมื่อพิจารณาถึงความสัมพันธ์ของโครงสร้างและฤทธิ์ในการ

เหนี่ยวน าแอกติวิตีเอนไซม์พบว่าสารที่มีวงเบนซินเป็นองค์ประกอบในโมเลกุลมากจะมีฤทธิ์

เหนี่ยวน าแอกติวิตีเอนไซม์ได้ดีกว่าสารที่มีวงเบนซินเป็นองค์ประกอบน้อย และอนุพันธ์พวกเอส

เทอร์น้ันจะมีฤทธิ์เหนี่ยวน าแอกติวิตีมากกว่ากลุ่มเอไมด์ 

 

 

 

 

รูปที่ 15  อัตราส่วนแอกติวิตีเอนไซม์ quinine reductase ของกลุ่มทดสอบต่อกลุ่มควบคุมที่เวลา 

24 ชั่วโมงหลังจากให้สารสังเคราะห์ 
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สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

  

ในเซลล์ของสิ่งมีชีวิตนั้นมีกลไกการป้องกันการเกิดอันตรายจากสภาวะเครียด โดยใช้กระบวนการ

ต่างๆภายในเซลล์โดยเอนไซม์ในเฟส 2 นั้นมีบทบาทที่ส าคัญในการต่อต้านความเป็นพิษจาก

สารพิษโดยท าหน้าที่ขับออกนอกร่างกายเพื่อไม่ให้สะสมแล้วก่อโทษได้ เอนไซม์เฟส 2 ที่ส าคัญ

ได้แก่ UDP- glucuronosyltransferase, glutathione-s-transferase, N-acetyltransferase และ 

Quinone reductase นอกจกนี้การเร่งก าจัดอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นในร่างกายนั้นจะเป็นหนทางหนึ่ง

ในการป้องกันโรคอันมีสาเหตุมาจากอนุมูลอิสระเช่น มะเร็ง เบาหวาน โรคหัวใจเป็นต้น จากการ

วิจัยพบว่าเมื่อรับประทานผัก และผลไม้นั้นสามารถช่วยก าจัดสารอนุมูลอิสระที่มากได้และยังช่วย

ป้องกันโรคได้อีกทางหนึ่ง เมื่อน าผักผลไม้ต่างๆมาวิเคราะห์หาสารออกฤทธิ์ที่ส าคัญนั้นพบว่าสาร

กลุ่มโพลีฟีนอลนั้นเป็นสารที่มีบทบาทส าคัญในการช่วยป้องกันโรคได้ โดยเฉพาะกรดกาเฟอิกน้ันมี

บทบาทหน้าที่ส าคัญในการป้องกันมะเร็ง ก าจัดอนุมูลอิสระได้ การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างสารที่

ออกฤทธิ์ให้มีฤทธิ์เพิ่มมากขึ้นโดยการวิจัยครั้งนี้ได้สังเคราะห์อนุพันธ์กรดกาเฟอิกในรูปของเอส

เทอร์และเอไมด์จากน้ันท าการศึกษาสมบัติของสารสังเคราะห์ได้แก่การก าจัดอนุมูลอิสระในหลอด

ทดลองคือ DPPH และ superoxide anion ศึกษาการยับยั้งการเกิดลิปิดออกซิเดชันของเม็ดเลือด

แดง ยับย้ังการเกิดออกซิเดชันของกรดไลโนเลอิกและศึกษาการเหนี่ยวน าเอนไซม์เฟส 2 ได้แก่

glutathione-s- transferase, UDP- glucuronosyltransferase, , N-acetyltransferase และ 

quinine reductase ในเซลล์มะเร็งตับชนิด Hep G2  

การทดสอบฤทธิ์การก าจัดอนุมูลอิสระ DPPH และ superoxide anion น้ันพบว่าอนุพันธ์

เอไมด์นั้นมีฤทธิ์ก าจัดมากกว่าเอสเทอร์เนื่องจากว่าเอไมด์นั้นภายในโมเลกุลประกอบด้วย

ไฮโดรเจนอะตอมที่สามารถให้กับอนุมูลอิสระได้ถึง 3 อะตอมเมื่อเทียบกับเอสเทอร์ที่ให้ไฮโดรเจน

ได้เพียง 2 อะตอมเท่านั้น จากสมบัตินี้เองท าให้ฤทธิ์การป้องกันการแตกตัวของเม็ดเลือดแดงเมื่อ

เหนี่ยวน าด้วย AAPH ที่เป็นอนุมูลอิสระสารหนึ่งกลไกการป้องกันการแตกตัวของเม็ดเลือดแดงนั้น

น่าจะมาจากการให้ไฮโดรเจนอะตอมแก่อนุมูลอิสระ AAPH ท าให้ลดความรุนแรงของการแตกตัว

ของเม็ดเลือดแดงได้ กรดไลโนเลอิกน้ันเป็นกรดไขมันไม่อิ่มตัวที่มีความส าคัญในร่างกายและมัก
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ถูกออกซิเดชันได้ง่ายจากอนุมูลอิสระภายในเซลล์หรือร่างกาย ซึ่งในการทดลองนี้ได้ศึกษาฤทธิ์

ต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันของกรดไลโนเลอิกจากการทดลองพบว่าสารสังเคราะห์อนุพันธ์กลุ่มเอ

ไมด์นั้นสามารถลดปฏิกิริยาออกซิเดชันของกรดไลโนเลอิกได้ด้วยกลไกเดยวกัน นอกจากเมื่อ

เปรียบเทียบลักษณะโครงสร้างพบว่าอนุพันธ์ที่มีโมเลกุลเล็กๆสามารถก าจัดอนุมูลอิสระ ต้าน

ปฏิกิริยา ออกซิเดชันได้ดีกว่าสารที่มีโมเลกุลใหญ่และมี side chain ที่ใหญ่ทั้งนี้อาจเนื่องมาจาก

ความแรงของการให้อิเล็กตรอนของสารที่มี side chain สั้นนั้นมีความสามารถในการให้ ไฮโดรเจน

อะตอมได้ง่ายกว่า 

การศึกษาการเหนี่ยวน าเอนไซม์เฟส 2 พบว่าสารที่มี side chain ยาวหรือมีวงเบนซิน

หลายวงภายในโมเลกุลสารมีความสามารถในการเหนี่ยวน าให้เอนไซม์เฟส 2 นั้นมีแอกติวิตีเพิ่มสูง

มากกว่าสารที่มีโมเลกุลขนาดเล็กทั้งนี้เนื่องจากโมเลกุลขนาดใหญ่นั้นมีความสามารถซึมผ่านเยื่อ

หุ้มเซลล์ได้ดีกว่าสารโมเลกุลเล็กจากสมบัติความไม่มีขั้วของสารสังเคราะห์โมเลกุลขนาดใหญ่

มากกว่าโมเลกุลขนาดเล็ก (Ardhaouia et al, 2004) 

 Nrf-2  เป็นทรานสคิปชันแฟกเตอร์ (transcription factor) ที่ควบคุมการแสดงออกของ

เอนไซม์เฟสที่ 2 โดยผ่านกลไกที่ซับซ้อนภายในเซลล์ในภาวะปกติของร่างกาย Nrf-2  จะจับกับ 

Keap-1 ในไซโทพลาสซึมท าให้ไม่มีฤทธิ์ในการกระตุ้นการผลิตเอนไซม์เฟส2 แต่เมื่อมีภาวะเครียด

หรือได้รับสารท่ีมีคุณสมบัติต้านออกซิเดชัน สารเหล่านั้นจะท าลายพันธะซัลไฮดดริลที่ยึด Nrf-2 

และ Keap-1 ไว้ด้วยกันท าให้ Nrf-2 หลุดออกเป็นอิสระจากน้ันโมเลกุลของ Nrf2 ก็จะแพร่เข้าสู่นิว

เครียสเพื่อไปกระตุ้นการสร้างเอนไซม์เฟส 2 (Surh, 2003)จากการศึกษาของ Wang และคณะ 

(2010) โดยใช้สาร caffeic acid phenethyl ester (CAPE) ในการศึกษาครั้งนี้คือสาร PAL กลไก

ของ PAL นั้นน่าจะไปรบกวนสารประกอบ Nrf-2- Keap 1 ท าให้เพิ่มปริมาณของ Nrf-2 ซึ่งจะเข้า

ไปจับกับดีเอ็นเอในส่วนที่เรียกว่า ARE ส่งผลให้เกิดการกระตุ้นการสร้าง mRNA ของเอนไซม์ใน

เฟสที่ 2  อนุพันธ์ของกรดคาเฟอิกตัวอ่ืนๆอาจมีกลไกการกระตุ้นการสร้างเอนไซม์เฟส 2 ในกลไก

เดียวกันเพราะเนื่องจากว่าสารเหล่านี้มีโครงสร้างโมเลกุลที่ใกล้เคียงกัน และกลไกเหล่านี้ก็ต้อง

ศึกษาต่อไป(Jaikang and Chaiyasut; 2010) 
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การศึกษาเรื่องความสัมพันธ์ระหว่างโครงสร้างและฤทธิ์นั้น การวิจัยนี้สรุปได้ว่าอนุพันธ์

เอสเทอร์และเอไมด์ที่สังเคราะห์ขึ้นนั้นมีความสามารถก าจัดอนุมูลอิสระ ยับย้ังปฏิกิริยา

ออกซิเดชัน กระตุ้นเอนไซม์เฟส 2 ในเซลล์มะเร็งตับชนิด Hep G2 ได้ ซึ่งกลไกเหล่านี้จัดเป็นกลไก

พื้นฐานในการป้องกันการเกิดมะเร็งตับได้ ซึ่งจะต้องท าการศึกษาถึงความปลอดภัยของสารแต่ละ

ชนิดว่ามีความปลอดภัยมากน้อยเพียงใดในสัตว์ทดลองต่อไป 
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Abstract 

 The aim of this study to investigate free radical and antioxidant properties of synthetic 

Ethyl 1-(3’,4’-dihydroxyphenyl)propen amide (EAM) using in vitro assay system .EAM was 

synthesized using PyBOP as a coupling agent. EAM was investigated for the free radical 

scavenging on 1,1- diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical, superoxide anion (O2
-), nitric 

oxide radical (NO)  as well as the anti-lipoperoxidative capacity on human erythrocytes 

haemolysis and ferric reducing ability of plasma (FRAP). - tocopherol, ascorbic acid and 

caffeic acid were used as the reference antioxidant compound. The inhibition concentration 

value (IC 50) of EAM on DPPH, O2
-, and NO were 61.32, 44.56,  and 45.77 g/ml 

respectively. EAM  could inhibit human erythrocytes heamolysis  47.53 % at concentration 1 

mg/ml. The reducing  power increased in a dose response relationship.There results 

suggested that synthetic EAM might be beneficial as a potent antiradical and antioxidant . 
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Introduction 

 Caffeic acid is widely distributed in the plant kingdom and found in coffee beans, 

olives, properlis, fruits and vegetables. They have attracted much attention and have been 

studied by many research groups for several properties such as antiviral, anti-inflammatory, 

antioxidantive, immunostimulatory and neuroprotective properties. 

The aim of this study to investigate free radical and antioxidant properties of synthetic 

EAM using in vitro assay system. 

Material and Methods 

EAM was synthesized by using PyBOP as a coupling agent. The residue was purified 

using column chromatography and the structure confirmed by FT-IR, H1-NMR, C13-NMR, GC-

MS and spectrophotometer.  

 1,1- Diphenyl 2- picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activity was measured 

according to the method of Blois (1958). Superoxide anion scavenging activity wasmeasured 

based on the described method by Robak and Gryglewski (1988). Superoxide radicals were 

generated in nicotinamide adenine dinucleotide, phenazine methosulphate (PMS-NADH) 

system by oxidation of NADH and assayed by reduction of nitroblue trtrazolium (NBT). Nitric 

oxide scavenging was measured by generating nitric oxide from sodium nitroprusside and 

measured by Griess reation. Assess for normal human erythrocyte heamolysis induced by 

peroxyl radicals was according to the procedures described by Yuan et al (2005) The FRAP 

assay was measured by the change in absorbance at 593 nm.  IC 50 were calculated among 

percent of inhibition with concentration. α- tocopherol, ascorbic acid and caffeic acid were as 

the reference standard. 
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Statistical analysis 

 All data are arranged of triplicate analysis. The data were recorded as mean± SD. 

Results and discussions. 

 The structure of EAMshown in fig.1. 

 

Fig.1. EAM structure 

  The inhibition concentration values (IC50) of EAM for free radical scavenging are 

summarized in table 1. The reducing power and free radicals scavenging were increased in a 

dose response relationship  shown in figure 2 and 3. The result clearly indicate EAM exhibits 

strong antioxidant activity both in scavenging free radicals and antioxidation, as compared to 

that of the structure-related compound caffeic acid. These in virto results also suggest the 

possible that EAM could be effectively employed as an ingredient in health or functional food, 

to alleviate oxidative stress. 

Substance/ radicals         DPPH  O2
●          NO  (μg/ml)   red blood cell heamolysis 

___________________________________________________________________________ 

EAM       61.32  44.56  45.77       1468.77 

Caffeic acid  44.49  36.47  19.15   1879.30 

α- tocopherol  267.70  26.06  14.16   1861.48 

 ascorbic acid  382.98  45.17  66.66   2472.8 

HO

OH

O

N
H
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 Fig 2. Free radicals scavenging of EAM 

 

 

 

Fig 3.  FRAP of EAM and standard references. 
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Abstract 

 The aim of this study to investigate free radical and antioxidant properties of synthetic 

ethyl caffeate using in vitro assay system.Ethylcaffeate was synthesized by esterification 

among ethanol and caffeic acid. Ethyl caffeate was investigated for the free radical 

scavenging on 1,1- diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical, superoxide anion (O2
-), 

hydroxyl radical (OH), nitric oxide radical (NO) as well as ferric reducing ability of plasma 

(FRAP). - tocopherol, ascorbic acid and caffeic acid were used as the reference antioxidant 

compound.The inhibition concentration value (IC 50) of ethyl caffeate on DPPH, O2
-, OH, 

and NO were 44.88, 144.45, 1.42 and 27.59 g/ml respectively. The reducing  power 

increased in a dose response relationship. There results suggested that synthetic ethyl 

caffeate might be beneficial as a potent antiradical and antioxidant and can be applied to use 

in cosmetic and food industry. 
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Introduction 

 Caffeic acid and its derivatives such as ethyl caffeate are widely distributed in the plant 

kingdom and found in coffee beans, olives, properlis, fruits and vegetables. They have 

attracted much attention and have been studied by many research groups for several 

properties such as antiviral, anti-inflammatory, antioxidative, immunostimulatory and 

neuroprotective properties. The aim of this study to investigate free radical and antioxidant 

properties of synthetic ethyl caffeate by using in vitro assay systems. 

Material and Methods 

Ethyl caffeate was synthesized by esterification among ethanol and caffeic acid. The 

residue was purified using column chromatography and the structure confirmed by FT-IR, H1-

NMR, C13-NMR, GC-MS and spectrophotometer.  

 1,1- Diphenyl 2- picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activity was measured 

according to the method of Blois (1958). Superoxide anion scavenging activity wasmeasured 

based on the described method by Robak and Gryglewski (1988). Superoxide radicals were 

generated in nicotinamide adenine dinucleotide, phenazine methosulphate (PMS-NADH) 

system by oxidation of NADH and assayed by reduction of nitroblue trtrazolium (NBT). 

Hydroxyl radical scavenging activity was measured by the compertition between deoxyribose 

and ethyl caffeate for the hydroxyl radicals generated from the Fe3+/ascorbate/EDTA/ H2O2 

system. Nitric oxide scavenging was measured by generating nitric oxide from sodium 

nitroprusside and measured by Griess reation. The reducing power was measured by the 

method of Oyaizu (1986). IC 50 were calculated among percent of inhibition with 

concentration. α- tocopherol, ascorbic acid and caffeic acid were as the reference standard 
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Statistical analysis 

 All data are arranged of triplicate analysis. The data were recorded as mean± SD. 

Results and discussions. 

 The structure of ethyl caffeate shown in fig.1. 

 

Fig.1. Ethyl caffeate structure 

  The inhibition concentration values (IC50) of ethyl caffeate for free radical scavenging 

are summarized in table 1. The reducing power and free radicals scavenging were increased 

in a dose response relationship  shown in figure 2 and 3. The result clearly indicate ethy 

caffeate exhibits strong antioxidant activity both in scavenging free radicals and antioxidation, 

as compared to that of the structure-related compound caffeic acid. These in virto results also 

suggest the possible that ethyl caffeate could be effectively employed as an ingredient in 

health or functional food, to alleviate oxidative stress. 
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Substance/ radicals         DPPH  O2
●             OH●  .NO  (μg/ml) 

_____________________________________________________________________ 

Ethyl caffeate  44.88  144.45  1.42  27.59 

Caffeic acid  44.49  36.47  59.36  19.15 

α- tocopherol  267.70  26.06  65.87  14.16 

 ascorbic acid  382.98  45.17  51.83  66.66 
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 Fig 2. Free radicals scavenging of ethyl caffeate 

 

 

 

Fig 3.  Reducing power of ethyl caffeate and standard references. 
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ABSTRACT 

Ethyl caffeate (EC), octyl caffeate(OC), benzyl caffeate(BC) and phenethyl caffeate(PC) 

were synthesized and evaluated for scavenging of superoxide anion, nitric oxide radical and 

1,1-diphenyl-1- picrylhydrazyl radical(DPPH).  Antioxidant activity was investigated with 

reducing power method.  Pooled human liver microsome was used for investigating of 

effects on cytochrome P450 1A2 (CYP1A2) catalytic activities by using phenacetin as a 

substrate.  Dixon and Cornish-Bowden plots were used for enzyme kinetic analysis.  The 

EC, OC, BC and PC potentially inhibited superoxide anion, nitric oxide and DPPH radicals.  

IC 50 values of superoxide anion scavenging of EC, OC, BC and PC were 16.42, 79.83, 

123.69, and 123.69 µg/ ml respectively.  EC was more potent than OC and BC in term of 

nitric oxide radical scavenger: IC 50 values of EC, OC and BC were 24.16, 37.34 and 52.64 

µg/ml, respectively.  In addition, the IC 50 values of EC, OC, BC and PC on DPPH radical 

scavenging were 70.00, 184.56, 285.34 and 866.54 µg/ ml, respectively.  The IC 50 values 

of EC, OC, BC and PC on phenacetin O-deethylation were 124.98, 111.86, 156.68 and 

31.05 µg/ ml, respectively.  Enzyme kinetic showed that type of inhibition mechanism was 

mixed-type.  The result of this study shows that caffeic acid ester analogues potentially 

scavenge free radicals and inhibit catalytic activity of CYP1A2.  This may lead to important 

implication in prevention of CYP1A2-mediated chemical carcinogenesis. 

Keywords: caffeic acid ester analogues, cancer chemoprevention, cytochrome P4501A2, 

enzyme inhibition, ethyl caffeate, free radical scavenging 
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INTRODUCTION 

 Cancer is one of the most frequently found illness and that leading to death.  

Successful intervention strategies await experimentation.  The majority of cancers result 

from exposure to carcinogenic agents from the environment such as chemicals, radiations 

and viruses.  The elimination or avoiding exposure of environmental carcinogens is a basis 

of primary cancer prevention [1].  Most of the chemicals are not reactive substances, 

therefore  activation by drug-metabolizing  enzymes is required[2].  Cytochrome P450 

(CYP) is the major enzymes that can activate procarcinogenic chemicals [3,4].  CYP1A2 is 

a drug-metabolizing enzyme found in human liver that can activate procarcinogen to 

carcinogen such as benzo[a]pyrine, heterocyclic amines and  aflatoxin B1[5].  Activation of 

CYPA1A2 activity may increase the carcinogenicity from procarcinogenic compound [6].  

In various type of cancer chemopreventive agents including natural, synthetic or biological 

chemical agents, suppression of the expression of procarcinogen activating enzyme leading 

to inhibition of the initiation stage of chemically- induced carcinogenesis.  Many naturally 

agents have shown chemopreventive and chemotherapeutic properties in variety of bioassay 

and animal models systems [7,8].  

 Reactive oxygen species (ROS) and free radicals are important factors in cellular 

injury and aging process.  Under pathological conditions, ROS is over produced and results 

in oxidative stress.  Imbalance between ROS and antioxidant defense mechanisms lead to 

oxidative modification in cellular membrane or intracellular molecule[9,10].  There are 

many reports regarding inhibitory effects of phenolic compounds on chemical mutagenesis 

and carcinogenesis processes [11-13].  

 Caffeic acid (3, 4-dihydroxycinnamic acid) and its analogues are a naturally 

phenolic compound, which found in many fruits, vegetables, honeybee and herbs.  It has 
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been reported that caffeic acid and its ester analogues such as caffeic acid phenethyl ester, 

ethyl cafeate are antimitogenic, anticarcinogenic, anti imflammatory ,  tumor- suppressive 

properties and chemoprotection [14-17].  However, information about the effects of caffeic 

acid esters on chemoprevention is limited.
   The aim of this work was to characterize the 

effect of caffeic acid ester analogues
 
on free radical scavenging and catalytic activity of 

cytochrome P4501A2 which are the mechanisms for preventing cancer initiation. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Materials 

Caffeic acid, nitroblue tetrazolium salt(NBT), sulphanilamide and phosphoric acid 

were purchased from MERCK.  Ethanol, n-octanol, benzyl alcohol, phenethyl alcohol, 

DCC, boron trichloride, phenazine methosulphate (PMS), sodium nitroprusside, naphthyl 

ethyldiamine dihydrochloride, potassium ferriccyanide, trichloro acetic acid, ferric chloride, 

DPPH, NADPH, NADP, NADH, glucose-6-phosphate and glucose-6-phosphate 

dehydrogenase were purchased from Sigma Chemical Company (St. Louis, MO,USA).  

Phenacetin and acetaminophen were obtained from Toxicology Section, Chiang Mai 

Medical Science Center, Chiang Mai, Thailand.  All chemicals were analytical grade. 

Synthesis of caffeic acid analogues 

Synthesis of caffeic acid ester was modified using method of Lee et al [18].  Briefly, 

caffeic acid was protected selectively at the hydroxyl groups of the aromatic ring by 

methylation to give the methyloxyphenyl compound.  The methyl-protected caffeic acid was 

transformed to the methyl caffeic acid ester by reaction with ethanol; n-octanol, benzyl 

alcohol and phenethyl alcohol followed by esterification with DCC/, method. Methyl- 
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caffeic acid esters were demethylated by BCl3 cleanly to give caffeic acid ester compounds.  

Structures of compounds were confirmed using MS, IR, H-NMR and C13-NMR.  The 

structure of caffeic acid ester analogues are shown in Fig.1.  Details of the structure of each 

caffeic acid ester analogues are shown below.  

1. Ethyl 1-(3’,4’-dihydroxyphenyl) propenate, ethyl  caffeate, EC 

Yield: 60%. Mp: 149-151 °C (colourless powder) 

FT-IR νmax (KBr): 3468.75, 3375.05, 2953.12, 2890.62, 1679.69, 1640.62, 1589.06; 

H
1
-NMR( 400 MHz, acetone –d6); δ: 8.21 (2H, br s), 7.46 (1H,d, J=16.1 Hz), 7.11 

(1H,d, J=2.0 Hz) 7.03 (1H,dd, J=2.0, 8.3 Hz), 6.87 (1H, d, J=7.8 Hz), 6.27 (1H,d, 

J=16.1 Hz), 4.17 (2H,q, J=7.3 Hz), 1.25 (3H,t, J=7.3 Hz); C13-NMR; 126.2, 114.6, 

144.1 146.6, 114.3, 121.1, 144.25, 114.4, 166.4, 59.3, 13.5 MS m/z: 208 (M
+
), 

180(100%), 163, 134, 89, 77 

2. Octyl 1-(3’,4’-dihydroxyphenyl)propenate, n-octyl caffeate, OC  

Yield: 45%, mp: 110-111°C (colourless powder) 

FT-IR νmax (KBr): 3487.62, 3328.14, 2917.95, 2832.52, 1682.66, 1599.07, 1523.22 

H
1
-NMR( 400 MHz, acetone –d6); 8.41 (1H,s), 8.13 (1H,s), 7.54 (1H,d, J=16.1 Hz), 

7.15 (1H,d, J=2.0 Hz), 7.03 (1H, dd, J=2.0, 8.1 Hz), 6.86 (1H,d, J=8.1 Hz , 6.28 

(1H,d, J=16.0 Hz), 4.13(2H,t, J=6.7 Hz), 1.66 (2H,quint, J=6.7 Hz), 1.45-1.14 

(10H,m), 0.86 (3H,t, J=6.9 Hz) 

C13- NMR; 167.3, 146.7, 145, 144.24, 126.4, 121.2, 114.7, 114.6, 113.4, 63.8, 32, 

31.3, 25.6, 24.7, 24, 22.2, 13.5 MS m/z: 292 (M
+
), 193, 180 (100%), 163, 117 
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3. Phenylmethyl 1-(3’,4’-dihydroxyphenyl) propenate , benzyl caffeate, BC 

Yield: 40% mp 153-155°C colourless powder) 

FT-IR νmax (KBr): 3406.25, 3335.92, 1687.50, 1640.62, 1593.75, 1515.63 

H
1
-NMR( 400 MHz, acetone –d6); d: 8.31 (2H, br s), 7.58 (1H, d, J = 15.8 Hz), 

7.45–7.28 (5H, m), 7.17 (1H, d, J = 2.1 Hz), 7.07, 7.06(1H, dd, J = 2.1, 8.1 Hz), 6.86 

(1H, d, J = 8.1 Hz), 6.34 (1H, d,J = 16.0 Hz), 5.21 (2H, s). 

 C13-NMR; 167.2, 166.1, 146.8, 146.7, 144.2, 135.8, 128, 126.11, 125.99, 114.6 MS 

m/z: 270 (M+, 100%), 179,163, 136, 117. 

4. Phenylethyl 1-(3’,4’-dihydroxyphenyl)propenate ,phenethyl caffeate,PC  

Yield: 47% mp 153-155°C colourless powder 

FT-IR νmax (KBr):  3439.0, 3317.19, 2909.37, 2851.56, 1632.81, 1601.56, 1531.25, 

1054.68 H
1
-NMR( 400 MHz, acetone –d6); 7.58 (1H,d, J = 15.8 Hz), 7.26-7.40 (5H, 

m), 7.06 (1H,d, J = 2.1 Hz), 6.93 (1H,dd, J = 2.1, 8.1 Hz), 6.79 (1H,d, J = 8.1 Hz), 

6.30 (1H,d, J = 15.8 Hz) ,5.19 (2H,s), 5.04 (2H,broad) 

 

 

Superoxide radicals scavenging 

Measurment of superoxide anion scavenging activity of CA and its analogues was 

measured following the method of GÜlcin [19].  Superoxide radicals were generated in 

PMS-NADH system by oxidation of NADH and assayed by reduction of NBT.  The 

superoxide radicals were generated in 3 ml of Tris-HCl buffer (16mM, pH 8.0) containing 1 

ml of NBT (50µM) solution, 1 ml NADH (78 µM) solution and various concentration of 

CA and its derivatives 100 µl.  The reaction was started by adding 1 ml of PMS solution 
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(10µ M) to the mixture.  The reaction mixture was incubated at 25 °C for 15 min and 

absorbance was measured at 560 nm.  The percentage of inhibition of superoxide anion 

generation was calculated. 

Nitric oxide radicals scavenging 

Nitric oxide scavenging activity was measured following the method of 

Govindarajan et al [20].  Briefly, the assay mixture contained 10 mM sodium nitroprusside 

in phosphate buffer and CA and its analogues in different concentrations were incubated at 

25 °C for 150 min.  Then 1.5 ml of the incubation solution was removed and diluted with 

1.5 ml of Griess reagent (1% sulphanilamide, 2% phosphoric acid and 0.1% naphthyl 

ethylene diamine dihydrochloride).  The absorbance of the chromophore formed during 

diazotization of the nitrite with sulphanilamide and subsequence coupling with 

napthylethylene diamine was measured at 546 nm. 

 

 

Reducing power 

The reducing power of extracts was determined by the method of Shon et al [21].  

Different concentrations of extracts were mixed with 2.5 ml of phosphate buffer (200 mM, 

pH 6.6) and 2.5 ml of 1% potassium ferricyanide.  The mixtures were incubated for 20 min 

at 50 C.  After incubation, 2.5 ml of 10% trichloroacetic acid was added to the mixtures, 

followed by centrifugation at 650 × g for 10 min.  The upper layer was mixed with distilled 

water and 0.1% ferric chloride, and then the absorbance of the resultant solution was 
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measured at 700 nm.  Increasing of absorbance of the reaction mixture indicates increasing 

of reducing capacity. 

 

 

DPPH radicals scavenging 

 The stable 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) was used for determination of free 

radical scavenging activity of caffeic acid ester analogues following the method of Banerjee 

et al [22].  Aqueous dilutions of caffeic acid ester analogues were added to 3 ml of 0.004% 

methanol solution of DPPH.  Absorbance at 517 nm was determined after 30 min, and the 

percentage of inhibition was calculated. 

Preparation of Human liver microsome 

 Human liver samples (n=9) were obtained from donors who died from traffic 

accident within 4 hours.  In accordance with Thai law, the research protocol was approved 

by Ethical Committee for Human Research, Faculty of Medicine, Chiang Mai University.  

Liver microsomes were prepared by different centrifugation using a previously described 

method of Kusirisin et al.[23].  The microsome pellets were kept in Tris buffer pH 7.4 and 

stored at -80 °C until use. Protein contents were determined by bicinchonic acid (BCA) 

protein assay kit. 

Determination of cytochrome P450 1A2 activity  

 Phenacetin O-deethylation to acetaminophen was used to assess CYP1A2 activity.  

Incubation mixture of 1 ml contained 0.1 mg microsomal protein, 100 mM potassium 

phosphate pH7.4, 0.1mM EDTA, 0.4 mM MgCl2, NADPH generating system (0.5 mM 
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NADP
+
, 20 mM NADPH, 2 mM glucose-6-phosphate, 1 IU/ml glucose -6-phosphate 

dehydrogenase), phenacetin (28-1,400µM) and caffeic acid amide analogues (0.025-0.25 

µg/ml).  Reaction was stopped after 60 min by the addition of 200µl cooled methanol and 

50 µl of caffeine100µg/ml was added as an internal standard.  The mixtures were then 

centrifuged at 13,000 RPM for 5 min and the supernatant was injected into the analytical 

high performance liquid chromatography (HPLC).  HPLC system consisted of an Agilent 

1100 Series high- performance liquid chromatography, Agilent 1100 series diode- array 

detector.  The HPLC pumps, autosampler, column oven, and diode- array system were 

monitored and controlled using the HP chemstation computer program (Agilent).  A 

wavelength used for the identification of the diode array detector was at 253 nm.  

Acetaminophen was separated by water C18 column (250 4 mm, 5 µm), column oven was 

set up at 25°C.  Isocratic elution was employed with mobile phase consisting of water: 

methanol: acetronitrile: tetrahydrofuran (55:20:20:5), with flow rate 0.7 ml/ min and the 

injection volume was 5 µl. 

Study of pharmacokinetic 

  Different concentrations of phenacetin, ranging from 0.28 to 2.80 mM, were used in 

kinetic experiments for phenacetin O-deethylation by using human liver microsome as 

source of CYP1A2 enzyme. The type of the enzyme inhibition was analyzed by Dixon and 

Cornish-Bowden plots. 

Statistic analysis 

 Data was expressed as mean ± S.D. of three values and analysed by one way 

ANOVA followed by Duncan.  P values of less than 0.05 were considered statistically 

significant. 
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RESULTS AND DISCUSSION 

Superoxide anion radical scavenging 

 Superoxide is the one electron reduced from the oxygen molecule which produced 

by activated phagocytes.  It is a precursor of hydrogen peroxide, hydroxyl radical and 

singlet oxygen that have the potential to react with macromolecules and induce tissue 

damages[24].  In the PMS-NADPH- NBT system, superoxide anion produced from 

dissolved oxygen from the coupling reaction of PMS-NADPH that reduced NBT.  The 

decrease in absorbance at 560 nm with antioxidants indicates the consumption of superoxide 

anion in the reaction mixture[25].  Figure 2 shows the ability of caffeic acid ester analogues 

to inhibit superoxide radical generation when using caffeic acid, ascorbic acid and α-

tocopherol as standards.  The EC, OC, BC and PC demonstrated a concentration- dependent 

scavenging ability by neutralizing superoxide radicals with IC50 values of 16.42, 79.83, 

123.69 and 123.69 µg/ ml, respectively.  These results clearly indicate that caffeic acid ester 

analogues are potent scavenger of superoxide radicals in a dose-dependent manner.  

Nitric oxide scavenging  

Recent studies have shown that reactive nitrogen intermediates, nitric oxide (NO), 

play an important role in inflammatory process and carcinogenic process [26].  Figure 3 

presents the NO-scavenging effects on tested ester analogues of caffeic acid.  All of the 

derivatives had NO-scavenging activity with dose- response curve in range 15.625 to 125 

µg/ml.  The IC50 values for NO- scavenging ability were calculated from the linear range to 

compare the potency of NO-scavenging. The order of potency considering from the IC50 

values was CAF>EC>OC>BC>PC by which the IC 50 value of EC, OC and BC were 
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24.16, 37.34 and 52.64 µg/ml respectively.  IC 50 value of PC was more than 1,000 µg/ ml 

because caffeic acid esters were not stable molecules [14, 17].  The results show that the 

small molecules of ester analogues of caffeic acid have high potential NO-scavenging due to 

its hydrophobicity properties. 

Reducing Power 

The Fe
2+

/Fe
3+

 transformation was investigated for measurement of the reducing 

ability.  The reducing capacity of compound is significant indicator of its potential 

antioxidant activity[27].  Figure 4 shows the reductive capability of ester analogues of 

caffeic acid compared with ascorbic acid and α-tocopherol.  Increasing of absorbance 

indicates the reducing power of the compounds.  As shown in Fig4.  The reducing potential 

of CAF ester analogues increased in a dose-response relationship and exhibited in the 

following order: ascorbic acid> EC> BC> CAF> OC> tocopherol> PC.  It is reported that 

the antioxidant action is based on the breaking of the free radical chain by donating 

hydrogen atom or reacting with certain precursors of peroxide to prevent peroxide 

formation.  The data presented here indicate that the marked reducing power of compounds 

seem to be the result of their antioxidant activity.  It is presumed that ester analogues of 

CAF may act by donating hydrogen atom [14]and reacting with free radicals to convert 

them to more stable products and terminating the free radical chain reaction. 

Scavenging of DPPH radical 

Determination of stable nitrogen radical, DPPH, is a simple method for evaluating 

free radical scavenging activity.  DPPH radical can donate an electron or hydrogen radical 

and then transform to stable molecule.  The maximum absorbance of stable DPPH in 
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ethanol was at 517 nm.  Decreasing of the absorbance of DPPH radical causes from 

antioxidant activity, which results in the radical scavenging by hydrogen donation [28].  

Figure 5 shows ability of Caffeic acid ester analogues to scavenge DPPH radical when 

compared with caffeic acid, ascorbic acid and α-tocopherol as standards.   The potency of 

the scavenging activity of caffeic acid ester analogues on the DPPH radical are as followed: 

EC> OC >BC> PC with IC 50 values 70.00, 184.56, 285.34 and 866.54 µg/ml respectively.  

The mechanism of DPPH radical scavenging may occur from 2, 3 double bond of caffeic 

acid which is the radical-targeting site [29].  This study found that the longer side chain or 

aromatic ring in side chain are less potent scavenger for DPPH radical than short side chain. 

Effects of caffeic acid ester derivatives on CYP1A2 activity 

 The inhibition of CYP1A2 activity by ester analogues of caffeic acid was 

determined using phenacetin as a substrate.  The amount of acetaminophen, the reaction 

product, was measured as the area under the curve by using HPLC.  Caffeic acid ester 

analogues significantly inhibited the phenacetin O deethylation reaction.  The IC50 values 

of EC, OC, BC and PC were 124.98, 111.86, 156.68 and 31.05 µg/ml and the maximal 

percent of inhibition of phenacetin O-deethylation were 77.97%, 43.31%, 55.48% and 

78.77% respectively.  The PC was the most potent inhibitor of CYP1A2 activity.  Normally, 

CYP1A2 substrates contain planar ring that can fit the narrow and planar active site of the 

enzyme[5].  The PC structure consists of two benzene rings which can disturb active site of 

CYP1A2 enzyme.  Beltrán-RamÍrez and colleagues also reported that PC could decrease the 

enzyme activity of CYP1A1 and CYP1A2 and reduced carcinogen bioactivation.[30] 

Dixon and Cornish-Bowden plots were chosen to study type of kinetic inhibition of each 

compound.  Dixon and Cornish-Bowden plots were obtained by using different phenacetin 
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concentrations.  According to Dixon plot (Fig.6) and Cornish-Bowden plot (Fig. 7), EC, 

OC, BC and PC showed mixed-inhibition on CYP1A2-mediated phenacetin O-deethylation 

activity. 

 Cytochrome P450s are the most important enzyme in the metabolism process of 

xenobiotics substances.  The CYPs are significant source of reactive oxygen species such as 

superoxide anion and hydrogen peroxide.  Inhibition of CYP1A2 activity may reduce 

carcinogens and free radical generation.  Caffeic acid ester analogues possess free radical 

scavenging property and additionally inhibited procarcinogen activating enzyme that could 

be successful strategy for cancer chemoprevention. Further study in vivo and animal toxicity 

test need to be explored. 

CONCLUSION 

EC, OC, BC and PC, caffeic acid esters analogues, were synthesized and evaluated in 

different free radical scavenging testing system for antioxidant power and inhibition of 

human liver CYP1A2 catalytic activity.  The results show that caffeic acid esters analogues 

have potential to scavenge superoxide anion, nitric oxide, DPPH radical.  Caffeic acid ester 

analogues possess potential antioxidant property and are potent inhibitors of CYP1A2 

activity with mixed-inhibition type.  These compounds may play an important role as free 

radical scavenger and inhibitor of procarcinogen activating enzyme for cancer 

chemoprevention. 
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            A B         

                     D  

                  C          

                          E      

                                                                                                                                                                                                                                                                                             

Fig. (1). The structure of caffeic acid ester analogues.  A= Caffeic acid                            , 

B= Ethyl 1-(3’,4’-dihydroxyphenyl)propenate (EC), C= Octyl 1-(3’,4’-

dihydroxyphenyl)propenate (OC), D=Phenylmethyl 1-(3’,4’- dihydroxyphenyl) propenate 

(BC), E= Phenylethyl 1-(3’,4’-dihydroxyphenyl)propenate (PC) 
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Fig. (2). Percent inhibition of caffeic acid esters on scavenging superoxide anion.  The data 

shows the average values. Values are means of triplicate determination.  

 

Fig. (3). Percent inhibition of caffeic acid esters on nitric oxide scavenging. The data shows 

the average values. Values are means of triplicate determination.  
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Fig.  (4). Reducing power of caffeic acid ester.   The data shows the average values. Values 

are means of triplicate determination 

 

Fig. (5). DPPH radical scavenging of caffeic acid esters.  The data shows the average 

values. Values are means of triplicate determination.  
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Fig. (6). Dixon plot between 1/v and caffeic acid ester analogues concentrations (mM). 

Values are average of triplicate determinations. = 1.4 mM, = 0.84 mM, =0.70 mM 

and = 0.50 mM of phenacetin concentrations.  
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Fig. (7). Cornish-Bowden plot between s/v and caffeic acid ester analogues concentrations 

(mM). Values are average of triplicate determinations. = 1.4 mM, = 0.84 mM, =0.70 

mM and = 0.50 mM of phenacetin concentrations.  
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Abstract 

Caffeic acid (CAF) and its amide analogues, ethyl 1-(3’,4’-dihydroxyphenyl)propen amide  

(EDPA), octyl 1-(3’,4’-dihydroxyphenyl) propen amide (ODPA) , phenmethyl1-(3’,4’-

dihydroxyphenyl) propen amide (PMDPA) and  phenethyl 1-(3’,4’-dihydroxyphenyl) 

propen amide (PEDPA) were investigated for the inhibition of procarcinogen activating 

enzyme (CYP1A2), nitric oxide, superoxide anion, DPPH radical and hydroxyl radical 

scavenging activities.   It was found that they inhibited CYP1A2 enzyme by uncompetitive 

inhibition.  Apparent Ki values of CAF, EDPA, ODPA, PMDPA, PEDPA were 1.34, 0.68, 

0.55, 1.77 and 0.53 nM, respectively. Moreover, they potentially scavenged nitric oxide 

radical with IC 50 values of 19.15, 45.77, 148.97, 59.12 and 79.11 µg/ ml, respectively. The 

IC50 values of superoxide anion scavenging were 36.47, 44.56, 728.27, 586.14, and 124.34 

µg/ ml, respectively. Ability of them to DPPH radical scavenging shown IC50 values were 

74.49, 61.32, 245.11, 241.62 and 878.12 µg/ml and hydroxyl radical scavenging in vitro 

model shown IC 50 values were 4.18, 4.36, 4.60, 4.63 and 4.84 ng/ml, respectively.    

Overall, caffeic acid and its amide analogues are an in vitro inhibitor of human CYP1A2 

catalytic activity and free radical generation.  They may useful to develop to potential 

cancer chemopreventive agent that block CYP1A2-mediated chemical carcinogenesis. 
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1. Introduction 

Cytochrome P450 (CYP) is important phase I enzymes in the biotransformation of 

xenobiotics and their subsequent clearance from the body.  Among of the different CYP 

isoform, cytochrome P450 1A2 (CYP1A2) is constitutively expressed in human liver where 

it is capable of metabolizing and activating numerous promutagens. Many carcinogens and 

mutagens are activated by CYPs (Eaton et al., 1995; Guengerich and Shimada, 1991).    

CYP1A2 is an important enzyme in metabolism of xenobiotics   and procarcinogens such as 

polycyclic aromatic hydrocarbon, nitrosamine, and aromatic and heterocyclic amines 

(Konstandi et al., 2006; Pavanello et al., 2007; Skupinska et al., 2009).  Increasing of 

CYP1A2 activity can activate procarcinogen  metabolism to reactive metabolite and  

therefore, elevate the risk of carcinogens development (Skupinska et al., 2009). High 

CYP1A2 activity has been suggested to be a susceptibility factor for lung, bladder and colon 

cancer  where exposure to such compounds has been implicated in the a etiology of the 

disease (Pavanello et al., 2007).  Moreover, The CYPs are also potentially a significant 

source of reactive oxygen species. Both superoxide anions and hydrogen peroxide can be 

formed during the metabolism of compounds by CYPs (Karuzina and Archakov, 1994; 

Puntarulo and Cederbaum, 1998; Stupans et al., 2002).  Various natural and synthetic 

compounds are capable of reducing CYP1-mediated bioactivation of PAHs and thus may 

protect against carcinogenic potential of these chemicals (Sparfel et al., 2004).  CYP1A2  

was proposed as a target for cancer chemoprevention (Piton et al., 2005).   Therefore, it is 

important to identify inhibitors of CYP1A2 that could be used to block the initiation stage 

of chemical carcinogenesis(Androutsopoulos et al., 2010). 
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 Caffeic acid (3, 4-dihydroxycinnamic acid, CAF) and its analogues are found in 

many agricultural products such as fruits, vegetables, wine, olive oil and coffee. They are 

usually found as various simple derivatives including amides, esters, sugar esters, and 

glycosides, and flavonoid- linked derivatives. The CAF and its analogues have been 

reported to possess wide spectrum biological effects such as antibacterial, antiviral, anti-

inflammatory, antiatherosclerotic, antioxidative, antiproliferative, immunostimulatory, 

neuroprotective properties(Son and Lewis, 2002) and induce phase 2 enzyme such as heme 

oxygenase-1 activity(Jaikang and Chaiyasut, 2010).  There is widespread agreement that 

compounds especially from natural sources capable of protecting against ROS mediated 

damage may have potential applications as antioxidants in prevention and/or curing of 

diseases. However, synthetic antioxidants are widely used because they are effective and 

cheaper than natural types (Pinho et al., 2000).  There are many researches to study of 

synthesized of CAF derivatives about antioxidant properties.  However, the information of 

CAF on CYP1A2 catalytic activity is less to observe.   Then, we evaluated the effects of 

caffeic acid and its analogues on CYP1A2 activity in vitro using phenacetin as a substrate 

and pooled human liver microsome as a source of CYP1A2 and studied free radical 

scavenging property for preventing cancer. 

 

2. Materials and methods 

2.1 .Chemicals and apparatus 

Caffeic acid amide analogues were obtained from Health product research Unit 

Faculty of Pharmacy  Chiang Mai University, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl,(DPPH), 

nicotinamide adenine dinucleotide (NADH), Nitroblue tetrazolium(NBT), phenazine 
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methosulfate (PMS) ,dicyclohexyl carbodiimide (DCC) tetrahydrofuran, DMAP, caffeic 

acid, thiobarbutric acid (TBA), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), ferrozine, nitro blue 

tetrazolium (NBT) and phenazonium methosulphate (PMS) were purchased from Sigma and 

Aldrich (St. Louis, MO). Other chemicals and solvents were purchased from Merck 

chemicals. Potassium ferricyanide, ferrous chloride, ferric chlorid, methanol and 

trichloroacetic acid (TCA) were obtained from E. Merck (Darmstadt. Germany).  butylated 

hydroxytoluene (BHT), and butylated hydroxyanisol (BHA) were obtained from Sigma 

Chemical Co. (Sigma–Aldrich GmbH. Sternheim. Germany). All other chemicals and 

solvents are of analytical grade. 

 

2.2. Preparation of Human microsome 

 Human liver samples (n=9) were obtained from subjects who died after traffic 

accident. In accordance with Thai law, Ethical Committee for Human Research was 

approved from Faculty of Medicine, Chiang Mai University through the Department of 

Forensic Medicine (protocol No. 06OCT131501).  Liver microsomes were prepared by 

different centrifugation using    a previously described method (Kusirisin et al., 2009). The 

microsome pellets were kept in Tris buffer pH 7.4 and stored at -70 °C until use. Protein 

contents were determined by bicinchonic acid (BCA) protein assay kit using bovine serum 

albumin as a substrate. 

 

2.3. Determination of Human CYP1A2 activity 

Phenacetin O-deethylation was used to assess CYP1A2 activity.  Incubation mixture 

of 1 ml contained 0.1 mg microsomal protein, 100 mM potassium phosphate pH 7.4, 0.1mM 

EDTA, 0.4 mM MgCl2, NADPH generating system (0.5 mM NADP
+
, 20 mM NADPH, 2 
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mM glucose-6-phosphate, 1 IU/ml glucose -6-phosphate dehydrogenase), phenacetin (0.2-

2.8 mM) and caffeic acid amide analogues (0.025-0.25 µg/ml). Reaction was stopped after 

60 mins by the addition of 200 µl cooled methanol and 50 µl of caffeine 100 µg/ ml was 

added as an internal standard. The mixtures were centrifuged at 13,000 RPM for 5 mins and 

the supernatant was filtrated and injected into the analytical high performance liquid 

chromatography (HPLC). HPLC systems consisted of an Agilent 1100 Series high- 

performance liquid chromatography, Agilent 1100 series diode- array detector, HPLC 

pumps, autosampler, column oven, and diode- array which the system were monitored and 

controlled by the HP chem. station computer program (Agilent). Wavelengths used for the 

identification of with the diode array detector at 253 nm. Acetaminophen was separated by 

water C18 column (250 4 mm, 5 µm), column oven was set up at 25°C.  Mobile phase 

consisting of water: methanol: acetronitrile: tetrahydrofuran ( 55:20:20:5), with  flow rate  

0.7 ml/ min  and the injection volume was 5 µl. 

2.4. Kinetic analysis of phenacetin O-deethylation in human liver microsome 

Six different concentrations of phenacetin, ranging from 0.28 to 2.80 mM, were used 

in kinetic experiments for phenacetin O-deethylation by Human liver microsome.  

Michaelis-Menten parameters for phenacetin O-deethylation were estimated by two enzyme 

kinetic approach.  The results of the inhibition study were analyzed by Cornish-Bowden and 

Dixon plots to determine type of inhibition and value of the inhibitory constant (Ki). 

2.5. Nitric oxide radical scavenging activity 

Nitric oxide scavenging activity was measured following the method described by 

(Govindarajan et al., 2004).  Briefly, the mixture contained 10 mM sodium nitroprusside in 

phosphate buffer and CAF and its analogues of different concentration were incubated at 25 
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°C for 150 min.  Then 1.5 ml of the incubation solution were removed and diluted with 1.5 

ml of Griess reagent (1% sulphanilamide, 2% phosphoric acid and 0.1% naphthyl ethylene 

diamine dihydrochloride).  The absorbance of the chromophore formed during diazotization 

of the nitrite with sulphanilamide and subsequence coupling with napthylethylene diamine 

was measured at 546 nm. 

2.6. Superoxide radical scavenging activity 

Measurment of superoxide anion scavenging activity of CA and its analogues was 

measured following (Gulcin, 2006).  Superoxide radicals are generated in PMS-NADH 

system by oxidation of NADH and assayed by reduction of NBT.  The superoxide radicals 

were generated in 3 ml of Tris-HCl buffer (16mM, pH 8.0) containing 1 ml of NBT (50µM) 

solution, 1 ml NADH (78 µM) solution and various concentration of CAF and its 

derivatives 100 µl. The reaction was started by adding 1 ml of PMS solution (10µ M) to the 

mixture.  The reaction mixture was incubated at 25 °C for 15 min and absorbance was 

measured at 560 nm.  The inhibition percentage of superoxide anion generation was 

calculated. 

2.7. Scavenging of DPPH radical 

  The stable DPPH was used for determination of free radical scavenging activity of 

CAF and its derivatives following the method of (Banerjee et al., 2005).  Aqueous dilution 

of CA and its analogues was added to 3 ml of 0.004% methanol solution of DPPH.  

Absorbance at 517 nm was determined after 30 mins, and the percent of inhibition was 

calculated. 
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2.8. Hydroxyl radical scavenging activity 

The assay was based on the competition between deoxyribose and test compounds 

for hydroxyl radical generated by Fe
3+

-ascorbate-EDTA-H2O2 system (Fenton reaction) 

according to the method of (Halliwell et al., 1987). One millilitre of the final reaction 

solution consisted of aliquots of various concentrations of CAF and its analogues, 1 mM 

FeCl3, 1mM EDTA, 20mM H2O2, 1mM L-ascorbic acid, and 30 mM deoxyribose in 

potassium phosphate buffer pH 7.4.  The reaction mixture was incubated for 1 h at 37°C, 

and future heated in a boiling water bath for 15 mins after addition of 1 ml of 2.8% (w/v) 

trichloroacetic acid and 1 ml of 1% (w/v) 2-thiobarbituric acid. The color development was 

measured at 532 nm. 

2.9. Statistical analysis 

Data was expressed as mean ± S.D. of five values and analysed by one way ANOVA 

followed by Duncan. P values of less than 0.05 were considered statically significant. 

3. Results  

 

Caffeic acid amide analogues in this study were ethyl 1-(3’, 4’-dihydroxyphenyl) 

propenamide (EDPA), octyl 1-(3’, 4’-dihydroxyphenyl) propenamide (ODPA), phenmethyl 

1-(3’, 4’-dihydroxyphenyl) propenamide (PMDPA) and phenethly 1-(3’, 4’-

dihydroxyphenyl) propenamide (PEDPA) and all structures shown in Fig. 1. 

3.1. The effects of caffeic acid and it amide derivatives on phenacetin O-deethylation in 

human liver microsome 

 The mean values of percent inhibition of 150 µg/ ml of CAF, EDPA, ODPA, 

PMDPA and PEDPA when using 1.4 µM of phenacetin were 45.38, 96.65, 81.92, 93.74 and 

90.60 respectively.  Among the CAF and its derivatives studied, EDPA and PMDPA were 
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more strongly inhibited phenacetin O-deethylation in a concentration-dependent manner.  

Mean IC50 values of caffeic acid and its amide analogues were shown in Table 1.   

 According to characterization of the inhibition kinetic of CYP1A2, which was 

obtained from Cornish-Bowden (Fig.2) and Dixon plots (Fig.3), all plots indicated that CAF 

and its amide analogues inhibited phenacetin O-deethylation by uncompetitive inhibition. 

The Ki values of caffeic acid and its analogues were obtained from liner regression.  EDPA 

had the lowest Ki value (0.124 µM), whereas Ki value of PEDPA, CAF, ODPA, and 

PMDPA were 0.143, 1.148, 0.25 and 0.439 µM respectively.  

3.2. Nitric oxide scavenging activity 

 Nitric oxide (NO) is an important chemical generated by maccropharge, endothelial 

cells, and neurons and is involved in the regulation of various physiological processes.  

Excess concentration of NO is associated with several diseases.  Moreover, NO can react 

with superoxide to from the peroxynitrite anion, which is a potential strong oxidant that can 

decompose to hydroxyl radical and nitrus oxide (Awah et al., 2010).   Effect of caffeic acid 

and its amide derivatives were used to inhibit NO released from sodium nitroprusside as 

shown in Fig. 4.  IC50 scavenging of nitric oxide of CAF, EDPA, ODPA, PMDPA, PEDPA 

were 19.15, 45.77, 148.97, 59.12 and 79.11 µg/ml, respectively.   

 

3.3. Superoxide radical scavenging activity 

 The superoxide radical is a highly toxic radical which generated by biological and 

photochemical reactions.  In the PMS-NADH-NBT system, superoxide anions were derived 

from dissolved oxygen by the PMS-NADH coupling reaction and could reduce to NBT 

(Hseu et al., 2008).  The percentage inhibition of superoxide radical generation by caffeic 
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acid and its amide derivatives compared with ascorbic acid and α-tocopherol was shown in 

Fig. 5.  Our results indicated that caffeic acid and its amide derivatives scavenge superoxide 

radical, which was decreased in the order, CAF>EDPA>PEDPA>PMDPA>ODPA with IC 

50 value 36.47, 44.56, 124.34, 586.14 and 728.27µg/ml respectively. 

3.4. Scavenging of DPPH radical 

 DPPH is a stable nitrogen free radical compound that has been used to determine the 

free radical-scavenging ability of samples (Su et al., 2008).  DPPH colour decreased 

significantly when exposing hydrogen atom or electron.  The DPPH free radical-scavenging 

activities of caffeic acid, amide derivatives and standards were presented in Fig. 6.   The 

CAF and its amide derivatives showed a variation of IC50 ranging from 61.32 to 878.12 µg/ 

ml.  The EDPA was found the most powerful DPPH radical scavenging as evidenced by low 

IC50 values.    Their scavenging activity of DPPH radicals decreased in the following order:  

EDPA> CAF > PMDPA> ODPA > PEDPA with IC 50 value of 61.32, 74.49, 241.62, 

245.11, and 878.12 µg/ml, respectively. 

 

3.5. Hydroxyl radical scavenging activity 

 Hydroxyl radicals are the most reactive and can induce severe damage to the 

biomolecules.  Competition between deoxyribose and the sample against hydroxyl radical 

generated from the Fe
3+

/ ascorbate/ EDTA/ H2O2 system was measured for determination of 

hydroxyl radical scavenging activity.  Fig.7. shown the ability of caffeic acid and its amide 

derivatives at different concentrations to scavenge hydroxyl radical compared with ascorbic 

acid and α-tocopherol as standards.    The IC 50 shown that CAF was the highest hydroxyl 
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radical inhibition ( 4.18 ng/ ml).  Whereas, IC50 of EDPA, ODPA, PMDPA and PEDPA 

were  4.36, 4.60, 4.63 and 4.84 ng/ ml, respectively. 

4. Discussion 

Caffeic acid and its analogues are widely used as antioxidants.  They have been 

reported to exert a variety of beneficial and harmful effects.  This study, we added to the 

beneficial data by evaluating CAF and its amide analogues for their ability to inhibit activity 

of procarcinogen activating enzyme (CYP1A2) activity in pooled human liver microsome 

and free radical scavenging properties.  The modulation of CYPs would be important from a 

clinical point of view, as these enzymes can activate or inactivate xenobiotics, including 

therapeutic agents (Yoo et al., 2007).   Many carcinogens and mutagens are activated by 

CYPs (Eaton et al., 1995; Guengerich and Shimada, 1991).  The CYP1A2 is a primary 

metabolism of various foods, drugs such as acetaminophen, theophylline, quinolone, 

mexiletine (Abd El-Aty et al., 2008).  CYP1A2 is carcinogen activating enzymes and also 

can produce free radicals(Kim et al., 2008).  Ryu and Chung, (2003) showed that the long 

term consume of dietary supplement, gingo biloba can induce CYP1A2 activity levels 

which may increase the incidence of colorectal cancers caused by procarcinogens activated 

by CYP1A2.    Previous studied have shown that hydrocinnamic acid such as chlorogenic 

acid, caffeic acid and ferrulic acid inhibited CYP1A2 when using methoxyresorufin O-

demethylation and hamsters liver microsome (Teel and Huynh, 1998).  In this study, we 

demonstrated that CAF and its amide analogues significantly inhibited CYP1A2 enzyme in 

human liver microsome with low micromolar Ki values.   The type of mechanism inhibition 

of CYP1A2 was incompetitive inhibition.  The results suggested that CAF and its analogues 

are bind with enzyme substrate complexes which do not change to products.  Moreover, 

CAF and its amide analogues inactivation of CYP1A2 was time- and concentration-
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dependent and required NADPH.  CYP1A2 enzyme is composed of hydrophobic and 

aromatic amino acids with polar amino acids for hydrogen bonding being present near the 

heme centre (Korhonen et al., 2005) and CYP activities are related to substance lipophilicity 

(Lewis, 2004).  It is possible that hydrogen bonding and hydrophobic interaction contribute 

to the inhibitory activities.   The substances which have an ortho-or para- hydroxyl group 

can potent inhibit CYP1A2 (Appiah-Opong et al., 2008).   The CAF and its amide 

analogues consisted two hydroxyl groups in meta and para position and benzene ring 

especially PMDPA and PEDPA which have two benzene rings.  Then, they have high 

power to inhibit the CYP1A2 activities than CAF that is parent compound.  The ODPA has 

long carbon side chain which cause more lipophilicity than CAF and EDPA.  Therefore, the 

ODPA is more potent CYP 1A2 inhibitor than CAF and EDPA.   

 Several chemopreventive agents are known as mechanism-based inactivators of 

CYPs (Chun et al., 2001).  CAF and its analogues inhibited CYP1A2 activity which may 

reduce of procarcinogenic substrate metabolism.  Therefore, its modulation can dramatically 

decrease the compound’s toxicity and carcinogenesis.  Kuenzig et al., (1984) showed CAF 

and ferrulic acid could react with nitrite in vitro and blocked the elevation of serum N- 

nitrosodiumthymine levels in rats which play a role in the body’s defence against 

carcinogenesis. 

Oxygen activation by CYP can also result in the production of reactive oxygen 

species (ROS).  Superoxide anion radical can be produced from decomposition of the 

oxygenated CYP complex, while hydrogen peroxide can be fromed either from the 

dismutation of superoxide anion or the decomposition of the peroxy CYP complex. Free 

radicals are produced by endogenous and exogenous chemicals metabolic processes in 
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human cells.  Oxidative stress, the result of increasing oxidative metabolism, produces ROS 

such as hydroxyl radical (OH•), superoxide anion radical (O2•) and hydrogen peroxide 

(H2O2), which can damage various substrates including lipid, proteins and nucleic acid and 

lead to cancer, cardiovascular disease, and related macular degeneration and to aging.  

Human body has multiple mechanisms especially enzymatic and non-enzymatic antioxidant 

systems to protect the cellular molecules against ROS induced damage (Bebianno et al., 

2005; Ognjanovic et al., 2010; Sun, 1990).  However the innate defense may not be enough 

for severe or continued oxidative stress. Hence, certain amounts of exogenous antioxidants 

are constantly required to maintain an adequate level of antioxidants in order to balance the 

ROS in human body.  Antioxidants are vital substances which possess the ability to protect 

the body from damage caused by free radical induced oxidative stress (Ozsoy et al., 2008).  

There is an increasing interest in natural antioxidants, e.g. polyphenols, present in medicinal 

and dietary plants, which might help prevent oxidative damage (Lee et al., 2003; Pacifico et 

al., 2009; Shaker et al., 2010). 

There is widespread agreement that compounds, especially from natural sources 

capable of protecting against ROS mediated damage,  may have potential applications as 

antioxidants in prevention and/or curing of diseases.   However, synthetic antioxidants are 

widely used because they are effective and cheaper than natural types.  This experiment 

shows that amide analogues of CAF have more potential to scavenge free radicals than CAF 

due to amide analogues contain three hydrogens that can donate hydrogen to reactive 

oxygen species but caffeic acid are two hydrogens donating (Son and Lewis, 2002).  Then, 

CAF and amide analogues potentially inhibited procarcinogen activating enzyme and free 

radical scavenging that could be apply for primary cancer chemoprevention.  In the future, 

toxicity test and side effects should be evaluated. 
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5. Conclusion 

 Our results clearly show that the caffeic acid and its amide analogues have high 

potential to inhibit CYP1A2 using phenacetin as a substrate and human liver microsome as 

a source of CYP1A2 enzyme.  The type of inhibition of CAF and its amide analogues are 

uncompetitive inhibition.   Free radical such as nitric oxide, super oxide radical, hydroxyl 

radical and DPPH radical were evaluated for the scavenging properties.  The CAF and its 

amide analogues exhibit strong scavenging free radicals properties.  From these evidents, 

the CAF and its amides analogues may use as chemopreventing agents. 
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Table. 1  Kinetic parameters of phenacetin O-deethylation. 

Substances *Kmax
app

 *Vmax
app 

(µg/ml/mg 

protein/h)
-1 

Ki  

(nM) 

IC50 

(µg/ml) 

Type of inhibition 

CAF 

EDPA 

ODPA 

PMDPA 

PEDPA 

2.37 

1.59 

1.29 

3.09 

0.41 

2.37 

20.57 

31.15 

19.57 

19.23 

1.34 

0.68 

0.55 

1.77 

0.53 

0.282 

0.318 

0.297 

0.394 

0.253 

Noncompetitive inhibition 

Noncompetitive inhibition  

Noncompetitive inhibition 

Noncompetitive inhibition 

Noncompetitive inhibition 

 

*Calculation of  Kmax
app  and Vmax

app
 used 1.4 µM phenacetin 
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Figure 1. The structure of caffeic acid and its amide analogues.  
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Figure 2  Cornish- Bowden plot of CAF and its derivatives on phenacetin O-deethylation 

when phenacetin concentration were 2.8 mM,  1.4 mM, 0.72 mM, 0.56 

mM. 
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Figure. 3 Dixon plot of caffeic acid and its derivatives on phenacetin O-deethylation when 

phenacetin concentration were 2.8 mM,  1.4 mM, 0.72 mM, 0.56 mM. 
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Figure. 4  Percent inhibition of nitric oxide of CAF and its amide analogues. 

 

Figure.5 Superoxide radical scavenging activities of CAF and its amide analogues. 
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Figure. 6  Percent inhibition of DPPH radical by CAF and its amide analogues. 

 

Figure.7 Hydroxyl radical scavenging activities of CAF and its amide analogues. 
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Abstract 

 Caffeic acid (CAF) and its analogues are found in fruits, vegetables and 

coffee bean. Caffeic amide analogues possess antioxidant activity and free 

radical scavenging potential. The effects of caffeic acid and its amide 

derivatives on CYP1A2 activity in human liver microsomes using phenacetin 

as a probe substrate were examined. Ethyl 1-(3’,4’-dihydroxyphenyl)propen 

amide  (EDPA), octyl 1-(3’,4’-dihydroxyphenyl) propen amide (ODPA) , 

phenmethyl1-(3’,4’-dihydroxyphenyl) propen amide (PMDPA)and  phenethyl 

1-(3’,4’-dihydroxyphenyl) propen amide (PEDPA) were synthesized by using 

PyBOP as a coupling agent. The formation of the CYP-specific metabolite 

following co-incubation with CAF or its amide derivatives were determined to 

establish Ki values for this enzyme. The inhibition of CAF and its amide 

derivatives (EDPA, ODPA, PMDPA, PEDPA) on CYP1A2 according to 

Dixon and Cornish-Bowden plots were uncompetitive. The inhibitory potency 

CAF and its amide derivatives on phenacetin O-deethylation was comparable 

with Ki values of 1.34, 0.68, 0.55, 1.77 and 0.53 nM, respectively. The results 

indicate that CAF and its amide derivatives exhibit uncompetitive mode of 
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inhibition on CYP1A2 activity in human liver microsome. This may lead to 

important implication in prevention of CYP1A2-mediated chemical 

carcinogenesis. 

 

Key words: CYP1A2, Caffeic acid, Caffeic acid amide derivatives, human 

liver microsome 

Introduction 

More than 90% of all cancers are related to environmental factor. 

The majority of carcinogenic chemicals do not produce their biological 

effects but require metabolic activation before interact with cellular 

macromolecule. Cytochrome P450 (CYP) is a superfamily of haemoprotein 

enzymes are carcinogen activating enzymes and produce free radicals. 

CYP 1A2 is constitutively expressed in human liver where it is capable of 

metabolizing and activating numerous promutagens and procarcinogens such 

as 2- acetylaminofluorine, acetanilide, aflatoxin B1,        4-aminobiphenyl and 

other arylamines.  Epidermiolocal studies suggest that consumption of fruits 

and vegetable can prevent cancer because many phytochemicals present in 

diets may interfere in several of the steps that lead to the development of 

malignant tumors, including protecting DNA from oxidative damage, 

inhibiting carcinogen activation and scavenge free radicals. 

Caffeic acid (3, 4-dihydroxycinnamic acid, CAF) and its analogues are 

found in many agricultural products such as fruits, vegetables, wine, olive oil 

and coffee. They are usually found as various simple derivatives including 

amides, esters, sugar esters, and glycosides, and flavonoid- linked derivatives. 

The CAF and its analogues have been reported to possess wide spectrum 

biological effects such as antibacterial, antiviral, anti-inflammatory, 

antiatherosclerotic, antioxidative, antiproliferative, immunostimulatory and 

neuroprotective properties.  In this study, we evaluated the effects of caffeic 

acid and its analogues on CYP1A2 activity in vitro using phenacetin as a 

substrate and pooled human liver microsome as a source of CYP1A2. 
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 Methods 

Synthesis of caffeic acid analogues 

Ethyl 1-(3’,4’-dihydroxyphenyl)propenamide  (EDPA), octyl 1-(3’,4’-

dihydroxyphenyl) propenamide (ODPA) , phenmethyl1-(3’,4’-

dihydroxyphenyl) propenamide (PMDPA)and  phenethyl 1-(3’,4’-

dihydroxyphenyl) propenamide (PEDPA) were synthesized by using PyBOP 

as a coupling agent. The residue was purified using column chromatography 

and the structure was confirmed by FT-IR, H
1
-NMR, C

13
-NMR, GC-MS and 

spectrophotometer.  

Preparation of human liver microsome 

 Human liver samples were obtained from Department of Forensic 

Medicine, Faculty of Medicine Chiang Mai University. Liver microsomes were 

prepared by differential centrifugation using previously described method 

(Potter et.al, 1973). The microsomal pellets were kept in Tris buffer pH 7.4 

and stored at -70°C until use. Protein contents were determined by bicinchonic 

acid (BCA) protein assay kit using bovine serum albumin as a standard. 

Determination of Human CYP1A2 activity 

Phenacetin O-deethylation to acetaminophen was used to assess 

CYP1A2 activity. Incubation mixture of 1 ml contained 0.1 mg microsomal 

protein, 100 mM potassium phosphate pH7.4, 0.1mM EDTA, 0.4 mM MgCl2, 

NADPH generating system (0.5 mM NADP
+
, 20 mM NADPH, 2 mM glucose-

6-phosphate, 1 IU/ml glucose -6-phosphate dehydrogenase), phenacetin (28-

1,400µM) and caffeic acid amide analogues (0.025-0.25 µg/ml). Reaction was 

stopped after 60 min by the addition of 200µl cooled methanol and 50 µl of 

caffeine100µg/ml was added as an internal standard. The mixtures were 

centrifuged at 13,000 RPM for 5 min and the supernatant was injected into the 

analytical high performance liquid chromatography (HPLC). HPLC system 

consisted of an Agilent 1100 Series high- performance liquid chromatography, 

Agilent 1100 series diode- array detector. The HPLC pumps, autosampler, 

column oven, and diode- array system were monitored and controlled using the 

HP chem. station computer program (Agilent). Wavelengths used for the 

identification of with the diode array detector at 253 nm. Acetaminophen was 
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separated by water C18 column (250 4 mm, 5 µm), column oven was set up 

at 25°C.Isocratic elution was employed with mobile phase consisting of water: 

methanol: acetronitrile:tetrahydrofuran( 55:20:20:5), with  flow rate  0.7 ml/ 

min  and the injection volume was 5 µl. 

Data analysis 

  All incubation for enzyme activity assays were in triplicate. The 

results of the inhibition study were analyzed by Dixon and Cornish- Bowden 

plots to determine the type of inhibition and the value of the inhibitory 

constant (Ki) 

 

Results  

  This study was designed to evaluate selected synthesized caffeic acid 

analogues for their ability to modulate cytochrome P450 1A2 which their 

structures are shown in figure 1. Characterize of inhibition kinetic patterns of 

CYP1A2, Cornish-Bowden and Dixon plots were obtained by using different 

concentrations of substrate. All plots indicated that caffeic acid and its 

derivatives inhibited phenacetin O- deethylation by uncompetitive inhibition. 

The Ki values of caffeic acid and its analogues were shown in table 1. 

Discussion 

This study was designed to evaluated caffeic acid and its analogues for 

their ability to modulate CYP1A2 activity. In the present study, we 

demonstrated that caffeic acid and analogues inhibited phenacetin O-

deethylation, probed CYP1A2 activity. All of the kinetic inhibition of 

CYP1A2 was uncompetitive.  The majority of carcinogenic chemicals do not 

produce their biological effects but require metabolic activation before interact 

with cellular macromolecule. Cytochrome P450s (CYP) is carcinogen 

activating enzymes and produce free radicals. Caffeic acid and its derivatives 

inhibited CYP1A2 activity which may reduce of procarcinogenic substrate 

metabolism including aromatic amines, nitrosamines, planar polyaromatic 

amine and amides. This CYP1A2 isoform is involved in the metabolism of 
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several xenobiotics, including chemical carcinogen. Therefore, its modulation 

can dramatically decrease the compound’s toxicity and carcinogenesis.  

In conclusion, caffeic acid and its amide derivatives are uncompetitive 

inhibitor of CYP1A2 activity in pooled human microsome. These findings 

suggest that caffeic acid and its amide analogues have potential to prevent 

chemical carcinogenesis. 
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Table 1  

Type of inhibition and Ki value of CAF and its derivatives 

Substances            type of inhibition          Ki (nM)   

_________________________________________________________________________________

______ 

CAF            uncompetitive       1.34 

EDPA   uncompetitive       0.68 

ODPA   uncompetitive       0.55 

PMDPA   uncompetitive       1.77  

PEDPA   uncompetitive       0.53 
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Figure 1. Chemical structures of caffeic and its amide derivatives. 
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A   

 

B   

Fig 2. The effect of caffeic acid  on phenacetin O-deethylation in human liver 

microsome (A) Cornish-Bowden plot and (B) Dixon  plot 
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