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บทคัดยอ โมโนเทอรพีนอยดเปนสารยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสที่มีประสิทธิภาพในการชวยลดการสรางเม็ดสีเมลานิน

โดยหนึ่งในแนวทางการพัฒนาสารยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสชนิดใหมที่มีประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์เพิ่มขึ้นจากสารกลุมนี้ 

คือการปรับเปลี่ยนโครงสรางทางเคมีของโมโนเทอรพีนอยดเปนโมโนเทอรพีนอยดเอสเทอร งานวิจัยน้ีจึงมุงเนนศึกษาฤทธิ์

การยบัยัง้เอนไซมไทโรซเินสของโมโนเทอรพนีอยดเอสเทอร โดยมกีรดโคจกิเปนกลุมควบคมุเชงิบวกดวยวธิโีดปาโครม เริม่จาก

ทําการสังเคราะหโมโนเทอรพีนอยดเอสเทอร ทั้งหมด 10 ชนิด จากปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันของกรดทรานส-ซินนามิกกับ

โมโนเทอรพีนอยดที่แตกตางกัน โดยใชไทรเฟนิลฟอสฟนและคารบอนเททระโบรไมดเปนรีเอเจนต พบวาไดผลผลิตของ

ผลิตภัณฑอยูในชวง 5−64% นําโมโนเทอรพีนอยดเอสเทอรที่สังเคราะหไดทั้งหมดศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนส 

พบวาฮิโนกิไทออลซินนาเมตเปนสารที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสดีที่สุด โดยมีคา IC50 เทากับ 1.58±0.09 

ไมโครโมลาร ซ่ึงผลการทดลองนี้ช้ีใหเห็นวาฮิโนกิไทออลซินนาเมตเปนสารยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสที่มีประสิทธิภาพมากกวา

กรดโคจิก 9 เทา สารนี้จึงมีศักยภาพตอการพัฒนาไปเปนสารทําใหผิวกระจางใสชนิดใหมสําหรับใชเปนสวนประกอบของ

เครื่องสําอางได

คําสําคัญ: ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนส, โมโนเทอรพีนอยดเอสเทอร, กรดทรานส-ซินนามิก, โมโนเทอรพีนอยด, ปฏิกิริยา

 เอสเทอริฟเคชัน 
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บทนํา

เมลานิน (melanin) หรือเม็ดสีผิวเปนรงควัตถุ

ทางธรรมชาติที่พบไดในสิ่งมีชีวิตทั้งสีดำ สีน้ำตาล และ

สีเหลือง ซึ่งมีหนาท่ีชวยปองกันรังสีจากแสงแดด โดย

เมลานินอยูในเมลาโนโซมขนาดใหญและสามารถดูดซับ

แสงแดดที่มีความเขมในระดับรังสี UV ได เมลานินมี

ชวีสงัเคราะหมาจากไทโรซีน (tyrosine) ซ่ึงเปนกรดอะมโิน

ทีจ่ำเปนในรางกาย โดยเอนไซมไทโรซิเนส (tyrosinase)

จะเรงปฏกิริยิาไฮดรอกซิเลชนั (hydroxylation) เปลีย่น 

ไทโรซีนเปนแอล-โดปา (L-Dopa) จากน้ันโดปา

จะถูกออกซิไดสเปนโดปาควิโนน (dopaquinone) ดวย

ปฏิกิริยาออกซิเดชัน (oxidation) เกิดการสังเคราะห

ตอกลายเปนเมลานนิและสงผานไปยงัเซลลเคราตโินไซต

(keratinocytes) กอนเคล่ือนสูผวิชัน้บนของหนังกำพรา

ทำใหผิวมีสีที่เขมข้ึน ดังน้ันหากเอนไซมไทโรซิเนส

ทำงานมากเกินไปจะสงผลใหเกิดการสรางเม็ดสีเมลานิน

มากขึ้น ทำใหสีผิวหมองคล้ำขึ้น หรือเกิดความผิดปกติ

ของสีผิวได(1) ดวยเหตุน้ีอุตสาหกรรมเครื่องสำอาง

ในปจจุบันจึงมีการนำสารท่ีมีคุณสมบัติในการยับยั้ง

การทำงานของเอนไซมไทโรซเินสมาใชเพือ่ชวยเพิม่ความ

กระจางใสใหแกผวิ เชน กรดโคจกิ (kojic acid) และอาร

บูติน (arbutin)(2)

ไทโรซิเนสเปนเอนไซมที่สำคัญในกระบวนการ

สังเคราะหเม็ดสีเมลานิน(1,3) ซึ่งเปนโปรตีนที่มีขนาด

ประมาณ 60−70 กิโลดาลตัน ภายในโครงสรางประกอบ

ดวยคอปเปอร (copper) ทำหนาที่เรงปฏิกิริยาการเติม

หมูไฮดรอกซิล (hydroxyl group) ใหแกไทโรซีน ซึ่ง

เปนกรดอะมิโนในรางกายเพื่อสังเคราะหเปนแอล-โดปา 

และเรงปฏกิริยิาออกซเิดชนัเปลีย่นไปเปนโดปาควิโนน(1) 

ปจจัยสำคัญเกี่ยวกับการสรางเม็ดสีเมลานิน คือเอนไซม

ไทโรซเินส โดยเอนไซมไทโรซเินสท่ีใชทดลองสกดัไดจาก

เหด็แชมปญอง (Agaricus bisporus)(4) ซึง่มคีณุสมบตัิ

ใกลเคียงกับเอนไซมในมนุษย ทำใหปจจุบันตลาดยา

อาหารเสริม และเครื่องสำอางใหความสำคัญกับสารที่

สามารถยบัยัง้การทำงานของเอนไซมชนดิน้ีเปนอยางมาก 

เนื่องจากสงผลตอการสรางเม็ดสีเมลานินท่ีลดลง ทั้งนี้ 

กลไกการควบคุมใหรางกายมีการสรางเม็ดสีเมลานินที่

ลดลง ไดแก 1) การยบัยัง้การสังเคราะหเอนไซมไทโรซเินส

ซึง่มผีลตอการถอดรหสั mRNA 2) การยบัยัง้การทำงาน

ของเอนไซมไทโรซิเนส TRP-1, TRP-2 และ/หรือ

เพอรอกซิเดส (peroxidase)  3) การเรงการผลัด

เซลลผิวหนัง 4) การยับยั้งการขนสงเมลาโนโซม 5) 

การยับยั้งกระบวนการอักเสบ และ 6) การดักจับอนุมูล

อิสระ(5) ทำใหตลาดเครื่องสำอางมุงเนนการนำสารที่มี

คุณสมบัติเหลานี้ไปใชกับผลิตภัณฑเพื่อผิวกระจางใส 

หรือผลิตภัณฑลดฝากระทำใหสีผิวสม่ำเสมอ เนื่องจาก

เห็นผลไดเร็วและมีประสิทธิภาพในลดการสรางเม็ดสีที่

ผิวหนัง

กระบวนการผลติเมด็สเีมลานนิในผวิหนงั เกดิจาก

เอนไซมไทโรซิเนสกระตุนใหไทโรซีนเปลี่ยนเปนโดปา

และโดปาควิโนน ตามลำดับ จากน้ันสารโดปาควิโนน

จะเปลี่ยนเปนโดปาโครม (dopachrome) โดย

กระบวนการออโตออกซิเดชัน (autoxidation)

ในกระบวนการผลติยเูมลานนิ (eumelanin) โดปาโครม

จะเปลี่ยนเปน 5,6-ไดไฮดรอกซี อินโดล (5,6-

dihydroxyindole) หรือ 5,6-ไดไฮดรอกซีอินโดล-

2-คารบอกซิลิกเอซิด (5,6-dihydroxyindole-

2-carboxylic acid; DHICA) โดยเอนไซมโดปาโครม

เทาโทเมอเรส (dopachrome tautomerase) หรือ

TRP-2 จากนั้น DHICA ที่ไดจะทำปฏิกิริยากับเอนไซม

DHICA oxidase หรือ TRP-1 ไดอินโดล-5,

6-ควิโนนคารบอกซิลิกเอซิด (indole 5,6-quinone

carboxylic acid) ซึ่งทำปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชัน 

(polymerization) ไดเปนยูเมลานิน ซึ่งมีสีน้ำตาล-ดำ

สวนการผลติฟโอเมลานนิ (pheomelanin) กรดอะมโิน

(amino acid) กลูตาไธโอน (glutathione) หรือ

ซีสเตอีน (cysteine) จะทำปฏิกิริยากับโดปาควินินได

เปนกลูตาไธโอนโดปา (glutathione-dopa) หรือ

ซีสเตนิลโดปา (cysteinyldopa) ทำใหเกิดเม็ดสี

ฟโอเมลานิน ซึ่งมีสีแดง-เหลือง ดังนั้นการศึกษา

ประสิทธิภาพในการยับยั้งการทำงานของเอนไซม

ไทโรซิเนส เพื่อควบคุมการสรางเม็ดสีเมลานินนิยมใชวิธี

โดปาโครม เนื่องจากเปนวิธีการวิเคราะหโดยใชเทคนิค

สเปกโทรโฟโตเมทร ี(spectrophotometry)(6)   ทีม่คีวาม

สะดวกและรวดเร็ว วิธีการนี้ใชแอล-โดปาเปนสารตั้งตน

ทำปฏิกิริยากับเอนไซมไทโรซิเนสเปลี่ยนเปนโดปาโครม
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(ผานโดปาควโินน) ซึง่เปนสารทีม่สีแีละมคีาการดดูกลนืแสง

สูงที่สุด ที่ความยาวคลื่น 475 นาโนเมตร หากสาร

ที่ศึกษามีประสิทธิภาพในการยับยั้งการทำงานของ

เอนไซมไทโรซิเนสจะสงผลใหแอล-โดปาไมถูกเปลี่ยน

เปนโดปาโครม 

ปจจุบันมีการพบสารประกอบหลายชนิดจาก

แหลงธรรมชาติท่ีสามารถยับยั้งการทำงานของเอนไซม                     

ไทโรซเินส เชน กรดทรานส-ซินนามิก (trans-cinnamic

acid) เปนผลิตภัณฑจากธรรมชาติท่ีไดจากน้ำมันของ

อบเชย พบวามีความสามารถในการลดการสรางเม็ด

สีเมลานินและสงผลตอการแสดงออกของเอนไซมที่

เกีย่วของกบัการสังเคราะหเมลานิน(4,7) โมโนเทอรพนีอยด

(monoterpenoid) เชน ไทมอล (thymol) เปนสวน

ประกอบหลกัของตนไทม และคารวาครอล (carvacrol)

เปนสวนประกอบหลกัในนำ้มนัออรกิาโน พบการรายงาน

วาที่ความเขมขนสุดทายเทากับ 500 ไมโครโมลาร

ไทมอลและคารวาครอลสามารถยบัยัง้เอนไซมไทโรซเินส

ไดเทากบั 29.4% และ 35.7% ตามลำดบั(8) ในป ค.ศ. 2002

มีการนำสารฮิโนกิไทออลซินนาเมต (hinokitiol

cinnamate) ซึ่งเปนสารที่เกิดจากการรวมกันระหวาง

กรดทรานส-ซินนามิก และฮิโนกิไทออล (hinokitiol)

โดยใชปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชัน (esterification)

มาศึกษาฤทธิ์ ยับยั้ ง เอนไซม ไทโรซิ เนสเบื้ องตน

ที่ความเขมขนสุดทายเทากับ 100 ไมโครโมลาร

พบวาสารนีม้กีารยบัยัง้เอนไซมไทโรซเินสเทากบั  57.5%(9)

และในป ค.ศ. 2018 มีการศึกษาฤทธิ์การยับยั้ ง

เอนไซมไทโรซิเนสของไทมิลซินนาเมต (thymyl

cinnamate) ทีค่วามเขมขนสดุทายเทากบั 100 ไมโครโมลาร

พบวามีการยับยั้งไทโรซิเนส 40%(10) ซึ่งผลการศึกษานี้

ช้ีใหเห็นวาสารกลุมโมโนเทอรพีนอยดเอสเทอรที่มาจาก

การสงัเคราะหระหวางกรดทรานส-ซินนามิก และโมโนเทอร

พีนอยดมีความนาสนใจที่จะศึกษาและพัฒนาตอ เพื่อ

คนหาโครงสรางโมโนเทอรพีนอยดเอสเทอรอื่นๆ ที่มี

ประสิทธิภาพในการยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสเพิ่มมากขึ้น

สารกลุมโมโนเทอรพีนอยดเอสเทอรสามารถ

สังเคราะหไดจากปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันระหวางกรด

คารบอกซิลิกและโมโนเทอรพีนอยด โดยใชรีเอเจนต

( r e ag en t )  ผสมร ะหว า ง ไ ท ร เฟนิ ลฟอสฟ น

(triphenylphosphine; PPh3) และฮาโลจเินทงิเอเจนต

(halogenating agent) เชน ไทรคลอโรอะเซทามีด

(trichloroacetamide; Cl3CCONH2)(11) หรือ 

ไทรคลอโรอะซิโทไนไทรล (trichloroacetonitrile;

Cl3CCN)(12) ซึ่งผลิตภัณฑเอสเทอรที่ไดจะมีผลผลิต

ที่สูง และปฏิกิริยาเกิดไดภายใตภาวะที่ไมรุนแรงและ

เปนกลาง การเปลีย่นฮาโลจเินทงิเอเจนตทีม่อีงคประกอบ

ของคลอรีน (chlorine) เปนโบรมีน (bromine)

จะชวยทำใหรีเอเจนตมีประสิทธิภาพในการเกิดปฏิกิริยา

เพิ่มมากขึ้น(13) เนื่องจากโบรมีนเปนอะตอมที่มีความ

วองไวในการเกิดปฏิกิริยามากกวาคลอรีน

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาการสังเคราะห

โมโนเทอรพีนอยด เอสเทอรจากการทำปฏิกิริยา

เอสเทอริฟเคชันระหวางกรดทรานส-ซินนามิกและ

โมโนเทอรพีนอยดที่มีโครงสรางที่หลากหลาย โดยใช

รีเอเจนตผสมระหวางไทรเฟนิลฟอสฟนและฮาโลจิเนทิง

เอเจนตที่มีโบรมีนเปนองคประกอบ นำสารที่สังเคราะห

ได ไปศึกษาการออกฤทธิ์ ยับ ย้ังเอนไซม ไทโรซิ เนส

เพื่อเปนองคความรูใหม และเปนแนวทางการพัฒนา

สารออกฤทธิ์ชนิดใหมที่สามารถใชเปนสวนผสมใน

เครื่องสำอางไดตอไปในอนาคต

วัสดุและวิธีการ

เครื่องมือและอุปกรณ

สารกลุมโมโนเทอรพีนอยดเอสเทอรที่ไดจาก

การสังเคราะหทั้งหมด วิเคราะหและยืนยันโครงสราง

ทางเคมีดวยเทคนิค 1H และ 13C นิวเคลียรแมกเนติก

เรโซแนนซ (nuclear magnetic resonance; NMR)

ดวยเครื่อง Bruker 400 MHz AVANCE III HD

spectrometer (Bruker, สหพันธสาธารณรัฐเยอรมนี)

ทีค่วามถี ่400 MHz สำหรบั 1H และ 100 MHz สำหรับ 13C

คาการเลื่อนทางเคมี (chemical shifts; δ) ที่ได

จะถกูแสดงในหนวย ppm คาคงตวัการคูควบ (coupling

constants; ) ที่ไดจะถูกแสดงในหนวย Hz และใช

CDCl3 เปนตัวทำละลายสารที่สังเคราะหไดทั้งหมด

การตรวจวัดมวลสารชนิดความละเอียดสูง (high-

resolution mass spectrometry; HRMS) มาจาก

การวิเคราะหดวยเครื่อง Bruker microtof-Q III
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(Karlsruhe, สหพันธสาธารณรัฐเยอรมนี) โดยใช 

ESI positive mode คาที่ไดแสดงในรูปมวลตอประจุ

(mass/charge: m/z) คาจุดหลอมเหลวถูกวิเคราะห

ดวยเครื่องวัดจุดหลอมเหลว (melting point

apparatus SMP10, Stuart Scientific, สหราช

อาณาจักร) คาออปติคอลโรเทชัน (optical rotation)

ถูกวิเคราะหดวยเครื่องโพลาริมิเตอร (polarimeter)

(ATGO™ POLAX-2L, ATAGO, ญ่ีปุน) โดยใช

เมทานอลเปนตั วทำละลายและขอมูลการ วัดค า

การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 475 นาโนเมตร

ไดจากการวิ เคราะหดวยเครื่องอ านไมโครเพลท

(microplate reader, Spark™ 10M, Tecan,

สวิตเซอรแลนด)

สารเคมี

ตัวทำละลายอินทรียที่เปนเกรดทางการคา ไดแก 

เฮกเซน (hexane) และเอทลิอะซเิตท (ethyl acetate)

(Zenith science CO., LTD., ประเทศไทย) ถูกทำให

บริสุทธิ์ดวยวิธีการกลั่นกอนนำมาใชงาน ตัวทำละลาย

อินทรียที่เปนเกรดวิเคราะห ไดแก ไดคลอโรมีเทน 

(dichloromethane) (Merck, สหพันธสาธารณรัฐ

เยอรมนี) และไดเมทิลซัลฟอกไซด (dimethyl

sulfoxide)(Merck, สหพันธสาธารณรัฐเยอรมนี)

สารเคมีที่ใชในการสังเคราะหและทดสอบฤทธิ์ ไดแก

กรดทรานส-ซินนามิก (trans-cinnamic acid)

(Fluka, สหพนัธสาธารณรฐัเยอรมนี), ไทรเฟนิลฟอสฟน

(triphenylphosphine) (Merck, สหพันธสาธารณรัฐ

เยอรมนี), คารบอนเททระโบรไมด (carbontetra-

bromide) (Acros, เบลเยียม), ไทรเอทิลามีน

(triethylamine) (Acros, เบลเยียม), ไทมอล

(thymol) (TCI, ญี่ปุน), คารวาครอล (carvacrol)

(TCI, ญี่ปุน), ยูกีนอล (eugenol) (TCI, ญี่ปุน),

ฮโินกไิทออล (hinokitiol) (TCI, ญ่ีปุน), (-)-เมนทอล

((-)-menthol) (Fluka, สหพันธสาธารณรฐัเยอรมน)ี,

(-)-คารวิออล ((-)-carveol) (Aldrich, สหรัฐ

อ เมริกา) ,  (S)-(-)-เพอริลลิ ล  แอลกอฮอล

((S)-(-)-perillyl alcohol) (Sigma-Aldrich,

สหรัฐอเมริกา), (±)-เมอทินอล (myrtenol)

(Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา), (-)-บอรนิออล

((-)-borneol) (TCI, ญี่ ปุน), เจอรานิออล

(geraneol) (Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา), 

ก รด โคจิ ก  ( k o j i c  a c i d )  (TC I ,  ญี่ ปุ น ) ,

แอนไฮดรัสโซเดียมซัลเฟต (sodium sulfate 

anhydrous; anhydrous Na2SO4) (Merck,

สหพันธสาธารณรัฐเยอรมนี), ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจน

ฟอสเฟตไตรไฮเดรต (di-potassium hydrogen

phosphate tr ihydrate,  K2HPO4•3H2O)

(Sigma-Aldrich,  แคนาดา),  โพแทสเซียม

ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (potassium dihydrogen 

phosphate; KH2PO4) (Merck, สหพันธสาธารณรัฐ

เยอรมนี), แอล-โดปา (L-Dopa) (Sigma-Aldrich, 

สหรัฐอเมริกา) และเอนไซมไทโรซิเนส (tyrosinase, 

EC 1.14.18.1 from mushroom) (TCI, ญี่ปุน) 

โครมาโทกราฟ

การวิเคราะหดวยเทคนิคโครมาโทกราฟ ไดแก

thin layer chromatography (TLC) ใช silica gel

F254 บนแผนอะลูมิเนียม (Merck, สหพันธสาธารณรัฐ

เยอรมนี) และ preparative thin layer chromato-

graphy (PTLC) ใช silica gel 60 PF254  บนแผนแกว

ขนาด 20 ซม. × 20 ซม. (Merck, สหพันธสาธารณรัฐ

เยอรมนี)

การสังเคราะหสารกลุมโมโนเทอรพีนอยดเอสเทอร

นำกรดทรานส-ซินนามิก 0.5 มิลลิโมล และ

ไทรเฟนิลฟอสฟน (PPh3) 1.0 มิลลิโมล เทใสลง

ในขวดกนกลม ขนาด 5 มิลลิลิตร เติมตัวทำละลาย

ไดคลอโรมีเทนแบบปราศจากน้ำ (dry dichloro-

methane; CH2Cl2) ลงไป 0.5 มิลลิลิตร จากนั้น

เติมคารบอนเททระโบรไมด (CBr4) 1.0 มิลลิโมล

ลงไปในของผสม ทำการกวนปฏิกิริยาภายใตบรรยากาศ

เฉื่อยของอารกอน (argon; Ar) ที่อุณหภูมิ 30 องศา-

เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เติมโมโนเทอรพีนอยด 

0.5 มิลลิโมล และไทรเอทิลามีน (Et3N) 1.0 มิลลิโมล 

ลงในของผสม กวนปฏิกิริยาตอที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา

5 ชั่วโมง เมื่อเสร็จสิ้นการทำปฏิกิริยา นำของผสมที่ไดมา
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สกัดดวยไดคลอโรมีเทนตอน้ำ ในอัตราสวน 1:1 จากนั้น

นำชัน้ไดคลอโรมเีทนมาสกดัดวยนำ้เกลอือิม่ตวั (brine) 

อีกหนึ่งครั้ง แลวกำจัดน้ำท่ีปนเปอนในไดคลอโรมีเทน

ออกโดยการเติมแอนไฮดรัสโซเดียมซัลเฟต ทำการกรอง

เพื่อเอาโซเดียมซัลเฟตออก นำสารละลายที่เหลือไป

ระเหยไดคลอโรมีเทนออกดวยวิธีลดความดันแบบระบบ

สุญญากาศจนของผสมที่ไดปราศจากไดคลอโรมีเทน นำ

ของผสมนี้วิเคราะหสารที่มีอยู โดยใชเทคนิค TLC และ

แยกสารผลิตภณัฑใหบรสิทุธิ ์โดยใชเทคนิค PTLC จะได

สารโมโนเทอรพีนอยดเอสเทอรที่ตองการ 

การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนส   

นำสารโมโนเทอรพีนอยดเอสเทอรท่ีสังเคราะห

ไดมาทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสเบื้องตนที่

ความเขมขนสุดทายเทากับ 100 ไมโครโมลาร (เนื่องจาก

มีขอจำกัดของปริมาณสารที่มีอยู) โดยใชวิธีโดปาโครม

(dopachrome method) เปรียบเทียบกับกรดโคจิก

ซึง่เปนกลุมควบคมุเชงิบวก (positive control) โดยผสม

สารตัวอยางโมโนเทอรพีนอยดเอสเทอร (ละลายใน 5%

ไดเมทิลซัลฟอกไซด (DMSO) ในสารละลายฟอสเฟต

บฟัเฟอร 0.02 โมลาร ท่ี pH 6.8) ปรมิาตร 40 ไมโครลติร 

กับสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.02 โมลาร ที่ pH 6.8 

ปริมาตร 80 ไมโครลิตร ลงในไมโครเวลเพลท 96 หลุม

(96-well plate) จากน้ันเติมเอนไซมไทโรซิเนส 

(100 units/มิลลิลิตร) ปริมาตร 40 ไมโครลิตร บมที่

อุณหภูมิ 23 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากนั้น

เติมสารละลาย 0.3 มิลลิโมลาร แอล-โดปา ปริมาตร 

40 ไมโครลิตร ซึง่เปนสารต้ังตน นำไปวดัคาการดดูกลนืแสง

ที่ความยาวคลื่น 475 นาโนเมตร ดวยเครื่องอาน

ไมโครเพลทและทำการทดสอบซ้ำทั้งหมด 5 ครั้ง/สาร

ตัวอยาง คำนวณหาคาการยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนส

ของโมโนเทอรพีนอยดเอสเทอรดวยสูตร 

I (%) = [((Blank − Blank control) − (Test −

Test control)) / (Blank − Blank control)] × 100% 

I คือ การยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนส

Blank คือ การทดสอบท่ีใช 5% DMSO ใน

สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรแทนสารตัวอยาง 

Blank control คือ การทดสอบที่ใชสารละลาย

ฟอสเฟตบัฟเฟอรแทนเอนไซมไทโรซิเนส และใช 5% 

DMSO ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอรแทนสารตัวอยาง 

Test คือ การทดสอบตามปกติ 

Test control คือ การทดสอบที่ใชสารละลาย

ฟอสเฟตบัฟเฟอรแทนเอนไซมไทโรซิเนส

นำโมโนเทอรพีนอยดเอสเทอรที่มีคาการยับยั้ง

เอนไซมไทโรซิเนสมากกวา 70% (ที่ความเขมขนสุดทาย

เทากับ 100 ไมโครโมลาร) ทดสอบหาคาการยับยั้ง

เอนไซมไทโรซิเนส (IC50) โดยทำการศึกษาที่ 9 ความ

เขมขน/สาร และใชโปรแกรม GraphPad Prism 6 ใน

การคำนวณ(14) หากโมโนเทอรพีนอยดเอสเทอรชนิดใด

มีคาการยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสนอยกวา 50% (ที่ความ

เขมขนสุดทายเทากับ 100 ไมโครโมลาร) จะระบุวามีคา 

IC50 มากกวา 100 ไมโครโมลาร 

ผล

การสังเคราะหโมโนเทอรพีนอยดเอสเทอร

จากการสังเคราะหโมโนเทอรพีนอยดเอสเทอร

โดยเอสเทอริฟเคชันระหวางโมโนเทอรพีนอยดและ                  

กรดทรานส-ซนินามกิ โดยใชไทรเฟนลิฟอสฟน (PPh3) 

และคารบอนเททระโบรไมด (CBr4) เปนรีเอเจนต

ดงัแสดงในภาพที ่1 พบวาผลผลติของผลติภณัฑอยูในชวง 

5−64% ซึ่ง (-)-คารวิลซินนาเมต (6) มีผลผลิตต่ำสุด

และคารวาครลิซนินาเมต (2) มผีลผลติสงูสดุ ดงัแสดงใน

ตารางที ่1 โดยกลุมโมโนเทอรพนีอยดเอสเทอรทีม่ผีลผลติ

ในชวงสูง ไดแก คารวาคิลซินนาเมต (2), ฮิโนกิไท-

ออลซนินาเมต (4), ไทมลิซนินาเมต (1), (-)-เมนทิลซนิ-

นาเมต (5), ยูจีนิลซินนาเมต (3) และ (-)-บอรนิล

ซินนาเมต (9) โดยมีคาผลผลิตเทากับ 64%, 61%,

57%, 54%, 51% และ 50% ตามลำดับ กลุมอนุพันธ

โมโนเทอรพีนอยดที่มีผลผลิตในชวงปานกลาง ไดแก 

(±)-เมอทนิลิซนินาเมต (8) และเจอรานลิซนินาเมต (10)

โดยมีคาผลผลิตเทากับ 26% และ 25% ตามลำดับ

สวนกลุมอนุพันธโมโนเทอรพีนอยดที่มีผลผลิตในชวงต่ำ 

ไดแก (S)-(-)-เพอรลิลลิซนินาเมต (7) และ (-)-คาร-

วิลซินนาเมต (6) โดยมีคาผลผลิต เทากับ 15% และ 5% 

ตามลำดับ
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ตารางที่ 1  ผลการสังเคราะหโมโนเทอรพีนอยดเอสเทอร

โมโนเทอรพีนอยด โมโนเทอรพีนอยดเอสเทอร ผลผลิต
(%)ชื่อสาร โครงสรางทางเคมี ชื่อสาร โครงสรางทางเคมี

ไทมอล ไทมิลซินนาเมต (1) 57

คารวาครอล คารวาคริลซินนาเมต (2) 64

ยูจีนอล ยูจีนิลซินนาเมต (3) 51

ฮิโนกิไทออล ฮิโนกิไทออลซินนาเมต (4) 61

(-)-เมนทอล (-)-เมนทิลซินนาเมต (5) 54

(-)-คารวิออล (-)-คารวิลซินนาเมต (6) 5

(S)-(-)-เพอริลลิล
แอลกอฮอล

(S)-(-)-เพอริลลิลซินนาเมต (7)
15

(±)-เมอทินอล (±)-เมอทินิลซินนาเมต (8) 26

(-)-บอรนิออล (-)-บอรนิลซินนาเมต (9) 50

เจอรานิออล เจอรานิลซินนาเมต (10) 25

ภาพที่ 1 การสังเคราะหโมโนเทอรพีนอยดเอสเทอร โดยใชกรดทรานส-ซินนามิกและโมโนเทอรพีนอยดเปนสาร

 ตั้งตน  

PPh3 (2.0 equiv)
CBr4 (2.0 equiv)

Monoterpenoid (1.0 equiv)
Et3N (2.0 equiv) 

CH2CI2 (I M), 30 min, rt 5 h, rt

trans-Cinnamic acid
(1.0 equiv)

Monoterpenoid ester
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ผลการวิเคราะหโครงสรางสารกลุมโมโนเทอรพี-

นอยดเอสเทอรที่ไดจากการสังเคราะหทั้งหมด วิเคราะห

และยืนยันโครงสรางทางเคมีดวยเทคนิค 1H และ 13C 

นิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซ คาจุดหลอมเหลว คา

ออปติคอลโรเทชัน และคาการตรวจวัดมวลสารชนิด

ความละเอียดสูงไดผลการวิเคราะหดังตอไปนี้

ไทมลิซนินาเมต (thymyl cinnamate) (1): ผลกึ

สีขาว; mp 71-72 °C; 1H  NMR (400 MHz, CDCl3)

δ 7.93 (d,  = 16.0 Hz, 1H, Ar-CH=CH), 7.69–7.60

(m, 2H, Ar-H), 7.51–7.43 (m, 2H, Ar-H), 7.29 

(d,  = 6.6 Hz, 1H, Ar-H), 7.09 (dd,  = 7.9, 1.8 Hz, 

1H, Ar-H), 6.96–6.91 (m, 1H, Ar-H), 6.71 (d, 

= 16.0 Hz, 1H, Ar-CH=CH), 3.08 (q,  = 6.9 Hz,

1H, CH), 2.38 (s, 3H, CH3), 1.26 (d, = 6.9 Hz,

6H, CH3 ×2). 13C NMR (100 MHz, CDCl3)

δ 165.7 (C=O), 148.0 (C=C), 146.5 (Ar-C), 137.2 

(Ar-C), 136.6 (Ar-C), 134.2 (Ar-C), 130.7 (Ar-C),

129.0 (Ar-C ×2), 128.3 (Ar-C ×2), 127.2 (Ar-C),

126.5 (Ar-C), 122.8 (Ar-C), 117.3 (C=C), 27.2 

(CH), 23.1 (CH3 ×2), 20.9 (CH3). HRMS (ESI) 

calcd for C19H24NaO2 303.1361 ([M+Na]+), found 

303.1356.(13)

คารวาคริลซินนาเมต (carvacryl cinnamate) 

(2): ผลกึสีขาว; mp 60-62 °C; 1H NMR (400 MHz,

CDCl3) δ 7.92 (d,  = 16.0 Hz, 1H, Ar-CH=CH),

7.69–7.58 (m, 2H, Ar-H), 7.50–7.39 (m, 2H, 

Ar-H), 7.20 (dd,  =  7.8, 0.8 Hz, 1H, Ar-H), 7.07 

(dd,  = 7.8, 1.8 Hz, 1H, Ar-H), 6.98 (d,  = 1.8 Hz, 

1H,  Ar-H), 6.70 (d,   = 16.0 Hz, 1H, Ar-CH=CH),

2.92 (sept,  = 6.9 Hz, 1H, CH),  2.21 (s, 3H, CH3), 

1.28  (d,  = 6.9 Hz,  6H, CH3 ×2). 13C NMR 

(100 MHz, CDCl3) δ 165.3 (C=O), 149.4 (Ar-C),

148.1 (C=C), 146.5 (Ar-C), 134.3 (Ar-C), 131.0

(Ar-C), 130.7 (Ar-C), 129.1 (Ar-C ×2),

128.4 (Ar-C ×2), 127.4 (Ar-C), 124.2 

(Ar-C),  119.9 (Ar-C),  117.3 (C=C),

33.7 (CH), 24.0 (CH3 ×2), 15.9 (CH3). HRMS 

(ESI) calcd for C19H20NaO2 303.1361 ([M+Na]+), 

found 303.1359.

ยูจีนิลซินนาเมต (eugenyl cinnamate) (3):

ผลึกสี เหลืองออน; mp 86-87 °C; 1H NMR 

(400 MHz, CDCl3) δ 7.89 (d,  = 16.0 Hz, 1H,

Ar-CH=CH), 7.66–7.55 (m, 2H, Ar-H), 7.48−7.38

(m, 3H, Ar-H), 7.05 (d,  = 7.9 Hz, 1H, Ar-H),

6.87–6.78 (m, 2H, Ar-H), 6.69 (d,  = 16.0 Hz,

1H, Ar-CH=CH), 6.00 (ddt,  = 16.8, 10.0, 6.7 Hz,

1H, CH=CH2), 5.19–5.06 (m, 2H, CH=CH2),

3.84 (s, 3H, OCH3), 3.41 (d, = 6.7 Hz, 2H, CH2).
13C NMR (100 MHz,  CDCl3)  δ 165.2 

(C=O), 151.1 (Ar-C), 146.5 (C=C), 139.0

(Ar-C), 138.1 (C=C), 137.1 (Ar-C), 134.3

(Ar-C), 130.6 (Ar-C), 129.0 (Ar-C ×2), 128.3

(Ar-C ×2), 122.7 (Ar-C), 120.8 (Ar-C), 117.1

(C=C), 116.2 (C=C), 112.8 (Ar-C), 55.9 (OCH3), 

40.2 (CH2). HRMS (ESI) calcd for C19H18NaO3

317.1154 ([M+Na]+), found 317.1142.(15)

ฮโินกไิทออลซนินาเมต (hinokitiol cinnamate)

(4): ผลึกสีน้ำตาล; mp 70-72 °C; 1H NMR

(400 MHz, CDCl3) δ 7.87 (d, = 16.0 Hz,

1H, Ar-CH=CH), 7.56 (dd, = 6.7, 2.9 Hz,

2H, Ar-H), 7.40 (p, = 3.7 Hz, 3H, Ar-H),

7.21 (s, 1H, Ar-H), 7.17 (d, = 10.6 Hz,

1H, Ar-H), 7.07 (t,  = 10.4 Hz, 1H, 

Ar-H), 6.96 (d, = 9.9 Hz, 1H, Ar-H),

6.66 (d, = 16.0 Hz, 1H, Ar-CH=CH), 2.80

(sept, = 6.9 Hz, 1H, CH), 1.24 (d, = 6.8 Hz,

6H, CH3 ×2). 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 

164.1 (C=O), 160.2 (C=O), 147.3 (C=C), 145.9

(Ar-C), 137.4 (Ar-C), 134.4 (Ar-C), 134.2 

(Ar-C), 130.8 (Ar-C), 130.8 (Ar-C), 129.0

(Ar-C ×2), 128.9 (Ar-C), 128.4 (Ar-C ×2), 128.2 

(Ar-C), 116.6 (C=C), 38.4 (CH), 22.9 (CH3 ×2).

HRMS (ESI) calcd for C19H18NaO3 317.1154 

([M+Na]+), found 317.1167.(9)

(-)-เมนทลิซนินาเมต ((-)-menthyl cinnamate)

(5): ของเหลวหนืดใสไมมีสี; [α]32.0
D  = -124.91°

(c = 0.0002, MeOH) ([α]200
D Lit

 = -59.29°; (c = 1.06,
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CHCl3))(16), 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.67 

(d, = 16.0 Hz, 1H, Ar-CH=CH), 7.58–7.48 (m, 

2H, Ar-H), 7.43–7.32 (m, 3H, Ar-H), 6.44 (d,  

= 16.0 Hz, 1H, Ar-CH=CH), 4.83 (m, 1H, OCH), 

2.12–2.02 (m, 1H, CH), 2.01–1.85 (m, 1H, CH), 

1.77–1.66 (m, 2H, CH2), 1.61–1.40 (m, 2H, CH2), 

1.08 (m, 2H, CH2), 0.98–0.83 (m, 6H, CH3 ×2),

0.80 (d, = 6.9 Hz, 3H, CH3). 13C NMR (100 

MHz, CDCl3) δ 166.6 (C=O), 144.4 (C=C),

134.6 (Ar-C), 130.2 (Ar-C), 128.9 (Ar-C ×2),

128.0 (Ar-C ×2), 118.8 (C=C), 74.3 (CH),

47.2 (CH), 41.1 (CH2), 34.3 (CH2), 31.4 (CH),

26.4 (CH), 23.6 (CH2), 22.1 (CH3), 20.8 (CH3),

16.5 (CH3). HRMS (ESI) calcd for C19H26NaO2

309.1830 ([M+Na]+), found 309.1860.(17)

(-)-คารวลิซนินาเมต ((-)-carvyl cinnamate)

(6): ของเหลวหนืดใสไมมีสี; [α]26.7
D = -159.89°                                 

(c = 0.0002, MeOH), 1H NMR (400 MHz, CDCl3)

δ 7.71 (d,  = 16.0 Hz, 1H, Ar-CH=CH), 7.57–7.50

(m, 2H, Ar-H), 7.38 (m, 3H, Ar-H), 6.47 (dd,  =

16.0, 4.5 Hz, 1H, Ar-CH=CH), 5.68–5.55 (m, 

2H, C=CH, OCH), 4.74 (d,  = 1.8 Hz, 2H,

C=CH2), 2.38–2.22 (m, 1H, CH), 2.19–2.08 (m, 1H, 

CH), 2.08–1.94 (m, 1H, CH), 1.77–1.58 (m, 6H,

CH3 ×2), 1.62–1.50 (m, 1H, CH). 13C NMR 

(100 MHz, CDCl3) δ 166.9 (C=O), 148.3 (C=C), 

144.8 (C=C), 134.0 (Ar-C), 133.1 (C=C), 130.3 

(Ar-C), 128.9 (Ar-C ×2), 128.1 (Ar-C ×2), 

126.0 (C=C), 118.4 (C=C), 109.4 (C=C), 73.3 

(OCH), 40.3 (CH), 34.1 (CH2), 30.8 (CH2), 

20.5 (CH3), 18.9 (CH3). HRMS (ESI) calcd for 

C19H22NaO2 305.1517 ([M+Na]+), found 305.1509.

(S)-(-)- เพอริ ลลิ ลซิ นนา เมต  ((S)-

(-)-perillylcinnamate)(7): ของเหลวหนดืใสไมมสี;ี

[α]25.4
D = -89.94°(c = 0.0002, MeOH), 1H NMR

(400 MHz, CDCl3) δ 7.70 (d,  = 16.0 Hz, 1H,

Ar-CH=CH), 7.59–7.48 (m, 2H, Ar-H), 7.48–7.29

(m, 3H, Ar-H), 6.47 (d,  = 16.0 Hz, 1H,

Ar-CH=CH), 5.82 (dp,  = 4.4, 1.6 Hz, 1H, C=CH),

4.73 (dt,  = 4.1, 1.3 Hz, 2H, C=CH2), 2.24–
2.16 (m, 4H, CH2 ×2), 2.00 (m, 1H, CH), 1.87
(m, 1H, CH), 1.75 (s, 3H, CH3), 1.60–1.45 
(m, 1H, CH). 13C NMR (100 MHz, CDCl3) 
δ 166.9 (C=O), 149.6 (C=C), 144.8 (C=C), 
134.5 (Ar-C), 132.7 (C=C), 130.3 (Ar-C), 128.9 
(Ar-C ×2), 128.1 (Ar-C ×2), 125.9 (C=C), 118.1
(C=C), 108.8 (C=C), 68.5 (OCH2), 40.9 (CH),
30.5 (CH2), 27.4 (CH2), 26.5 (CH2), 20.8 (CH3). 
HRMS (ESI) calcd for C19H22NaO2 305.1517 
([M+Na]+), found 305.1513.(18)

(±)-เมอทินิลซินนาเมต ((±)-myrtenyl 
cinnamate)(8): ของเหลวหนืดใสไมมีสี; 1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) δ 7.69 (d,  = 16.0 Hz, 1H,
Ar-CH=CH), 7.57–7.48 (m, 2H, Ar-H),
7.44–7.34 (m, 3H, Ar-H), 6.45 (d,  = 16.0 Hz,
1H, Ar-C=CH), 5.62 (m, 1H, C=CH), 4.66–4.51
(m, 2H, OCH2), 2.47–2.21 (m, 3H, CH, CH2),
2.26–2.07 (m, 2H, CH2), 1.30 (s, 3H, CH3), 1.22 
(d,  = 8.7 Hz, 1H, CH), 0.86 (s, 3H, CH3).
13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 166.9 (C=O), 
144.7 (C=C), 143.1 (C=C), 134.5 (Ar-C), 130.3 
(Ar-C), 128.9 (Ar-C ×2), 128.1 (Ar-C ×2), 
121.5 (C=C), 118.2 (C=C), 67.1 (OCH2), 43.6 
(CH), 40.8 (CH), 38.1 (C), 31.5 (CH2), 31.3 
(CH2), 26.2 (CH3), 21.1 (CH3). HRMS (ESI) 
calcd for C19H22NaO2 305.1517 ([M+Na]+), found 
305.1504.(19)

(- )-บอร นิ ลซิ นนา เมต  ( (-)-borny l
cinnamate)(9): ของเหลวหนืดใสไมมีสี; [α]

24.3
D

= -154.89° (c = 0.0002, MeOH), 1H NMR
(400 MHz, CDCl3) δ 7.67 (d,  = 16.0 Hz, 1H,
Ar-CH=CH), 7.59–7.50 (m, 2H, Ar-H), 7.38
(m, 3H, Ar-H), 6.48 (d,  = 16.0 Hz, 1H,
Ar-CH=CH), 5.02 (ddd,  = 10.0, 3.5, 2.1 Hz, 
1H, OCH), 2.42 (dddd,  = 13.6, 9.9, 4.7, 3.3 Hz, 
1H, CH), 2.05 (ddd,  = 12.1, 9.1, 4.4 Hz, 1H, CH), 
1.78 (tt,  = 12.1, 4.3 Hz, 1H, CH), 1.71 (t,  = 4.5 Hz,
1H, CH), 1.42–1.23 (m, 2H, CH2), 1.07 (dd,
 = 13.8,3.5 Hz, 1H, CH), 0.95 (s, 3H, CH3),
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0.89 (d,  = 6.5 Hz, 6H, CH3 ×22). 13C NMR
(100 MHz, CDCl3) δ 167.4 (C=O), 144.2 (C=C),
134.6 (Ar-C), 130.2 (Ar-C), 128.9 (Ar-C ×2),
128.1 (Ar-C ×2), 118.8 (C=C), 80.0 (OCH), 49.0 (C),
47.9 (C), 45.0 (CH), 36.9 (CH2), 28.1 (CH2),
27.3 (CH2), 19.8 (CH3), 18.9 (CH3), 13.6 (CH3). 
HRMS (ESI) calcd for C19H24NaO2 307.1674 
([M+Na]+), found 307.1661.(20)

เจอรานิลซินนาเมต (geranyl cinnamate) 
(10): ของเหลวหนืดสีเหลืองออน; 1H NMR (400
MHz, CDCl3) δ 7.70 (d,  = 16.0 Hz, 1H, 
Ar-CH=CH),7.57–7.47 (m, 2H, Ar-H),
7.38 (m, 3H, Ar-H), 6.46 (d,  = 16.0 Hz,
1H, Ar-CH=CH), 5.43 (td,  = 7.1, 1.3 Hz,
1H, C=CH), 5.10 (tt,  = 6.8, 1.4 Hz, 1H,
C=CH), 4.74 (d,  = 7.1 Hz, 2H, OCH2),
2.19–2.01 (m, 4H, CH2  ×2), 1.75 (d,  = 1.4 Hz, 
3H, CH3), 1.69 (d,  = 1.4 Hz, 3H, CH3), 1.61 
(d,  = 1.3 Hz, 3H, CH3). 13C NMR (100 MHz, 
CDCl3) δ 167.0 (C=O), 144.7 (C=C), 142.4 (C=C), 
134.5 (Ar-C), 131.9 (C=C), 130.2 (Ar-C),
128.9 (Ar-C ×2), 128.1 (Ar-C ×2), 123.8 (C=C),
118.4 (C=C), 118.3 (C=C), 61.5 (OCH2), 39.6
(CH2), 26.3 (CH2), 25.7 (CH3), 17.7 (CH3),
16.5 (CH3). HRMS (ESI) calcd for C19H24NaO2 

307.1674 ([M+Na]+), found 307.1661.(21)

การทดสอบฤทธิ์ยับย้ังเอนไซมไทโรซิเนสของโมโน
เทอรพีนอยดเอสเทอร

จากการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนส
เบื้องตนที่ความเขมขนสุดทายเทากับ 100 ไมโครโมลาร
ของสารโมโนเทอรพีนอยดเอสเทอร จำนวน 10 สาร
พบวาคาการยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสอยูในชวง 29.60-
97.34% โดยสารโมโนเทอรพีนอยดเอสเทอรที่ มี
ประสทิธภิาพในการยบัยัง้เอนไซมไทโรซเินสสงูกวา 70%
มีดังนี้ (-)-คารวิลซินนาเมต (6), ไทมิลซินนาเมต (1),
(S)-(-)-เพอริลลิลซินนาเมต (7), คารวาคริลซิน-
นาเมต (2), (-)-บอรนิลซินนาเมต (9), (±)-
เมอทินิลซินนาเมต (8), ยูจีนิลซินนาเมต (3) และ
ฮิโนกิไทออลซินนาเมต (4) โดยมีคาการยับยั้งเอนไซม
ไทโรซเินส เทากบั 70.51%, 74.50%, 75.93%, 81.92%, 
85.42%, 88.16%, 90.05% และ 97.34% ตามลำดับ
ดังแสดงในตารางที่ 2

เมื่อนำสารกลุมโมโนเทอรพีนอยดเอสเทอรที่มี
ฤทธิก์ารยบัยัง้เอนไซมไทโรซเินสสงูมากกวา 70% ทีค่วาม
เขมขนสุดทายเทากับ 100 ไมโครโมลาร จำนวน 8 สาร
หาคา IC50 ดังแสดงในตารางที่ 2 ผลการทดสอบพบวา
ฮิโนกิไทออลซินนาเมต (4) เปนสารที่มีคา IC50

ต่ำที่สุด (1.58±0.09 ไมโครโมลาร) และมีประสิทธิภาพ
ในการยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสที่ดีกวากลุมควบคุมเชิง
บวกกรดโคจิก (14.06±0.91 ไมโครโมลาร) ในขณะที่
สารกลุมโมโนเทอรพีนอยดเอสเทอรอีก จำนวน 7 สาร

มีคา IC50 สูงกวากรดโคจิก

ตารางที่ 2 ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสของโมโนเทอรพีนอยดเอสเทอร

โมโนเทอรพีนอยดเอสเทอร การยับยั้ง ± SD (%)1 IC50 ± SD (µM)

ไทมิลซินนาเมต (1)
คารวาคริลซินนาเมต (2)
ยูจีนิลซินนาเมต (3)
ฮิโนกิไทออลซินนาเมต (4)
(-)-เมนทิลซินนาเมต (5)
(-)-คารวิลซินนาเมต (6)
(S)-(-)-เพอริลลิลซินนาเมต (7)
(±)-เมอทินิลซินนาเมต (8)
(-)-บอรนิลซินนาเมต (9)
เจอรานิลซินนาเมต (10)
กรดโคจิก 

74.50±5.68
81.92±8.52
90.05±4.51
97.34±0.14
45.15±2.44
70.51±0.33
75.93±1.99
88.16±5.66
85.42±5.45
29.60±1.20
85.74±0.40

56.50±8.95
44.88±6.05
28.02±9.53
1.58±0.09

> 100
40.76±4.12
44.82±18.3
37.15±7.37
25.22±5.68

> 100
14.06±0.91

หมายเหตุ:  1ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสของโมโนเทอรพีนอยดเอสเทอรที่ความเขนขน 100 ไมโครโมลาร
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วิจารณ

จากผลการสังเคราะหสารกลุมโมโนเทอรพีนอยด

เอสเทอรผานปฏิกริยิาเอสเทอรฟิเคชนัระหวางโมโนเทอร

พีนอยดและกรดทรานส-ซินนามิก พบวาเม่ือชนิด

ของโมโนเทอรพีนอยดเปนสารประกอบอะโรมาติก 

(aromatic compounds) ผลิตภัณฑที่ตองการ

จะมีคาผลผลิตสูงไปจนถึงปานกลาง เชน ยูจีนิลซิน

นาเมต (3), ไทมิลซินนาเมต (1), ฮิโนกิไทออล

ซินนาเมต (4) และ คารวาคริลซินนาเมต (2) โดยมีคา

ผลผลิต เทากับ 51%, 57%, 61% และ 64% ตามลำดับ 

ซึ่งโมโนเทอรพีนอยดเปนสารประกอบอะโรมาติก

จะเปนกลุมสารประกอบฟนอล (phenolic compounds)

จึงมีความเปนนิวคลีโอไฟล (nucleophile) ที่ไมดี

มีผลมาจากความสามารถในการเ กิดเรโซแนนซ 

(resonance) ระหวางหมูไฮดรอกซิลและวงอะโรมาติก

ได (13) ในขณะที่ ชนิดของโมโนเทอรพีนอยด เปน

สารประกอบอะลิฟาติก (aliphatic compounds)

มีค าผลผลิตปานกลางถึ งคอนข างต่ ำ  เชน  (±)

-เมอทินิลซินนาเมต (8), เจอรานิลซินนาเมต (10), 

(S)-(-)-เพอริลลิลซินนาเมต (7) และ (-)-คารวิล

ซินนาเมต (6) โดยมีคาผลผลิต เทากับ 26%, 25%, 

15% และ 5% ตามลำดับ อาจเปนไปไดวาโมโนเทอร

พีนอยดเหลานีม้คีวามเสถยีรตำ่ เม่ือเปรยีบเทียบกบักรณี

ทีเ่ปนอะโรมาตกิจงึสามารถสลายตวัไดงาย รวมถงึมคีวาม

วองไวตอรเีอเจนตทีใ่ชในการทำปฏกิริยิาจนเกดิปฏกิริยิา

ขางเคียง (side reactions) และเกิดสารชนิดอื่นๆ

ทีไ่มตองการ เชน เกดิปฏกิริยิาโบรมเินชนั (bromination)

หรือปฏิกิริยาการขจัด (elimination) โดยเปลี่ยน

โมโนเทอรพีนอยดเปนแอลคิล โบรไมด (alkyl 

bromides) หรือแอลคีน (alkenes) ตามลำดับ(11) 

สงผลใหผลผลิตมีคาต่ำ อยางไรก็ตามมีความจำเปน

ทีจ่ะตองศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมสำหรบัการสงัเคราะหสาร

กลุมโมโนเทอรพนีอยดเอสเทอรเพือ่ใหไดผลผลิตทีส่งูขึน้ 

ตอไปในอนาคต

ในการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสของ

โมโนเทอรพีนอยด เอสเทอร  ดวย วิธี โดปาโครม

เปรียบเทียบกับกรดโคจิกซึ่งเปนกลุมควบคุมเชิงบวก

พบวาฮิโนกิไทออลซินนาเมต (4) มีประสิทธิภาพ

ในการยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสสูงที่สุด เมื่อเปรียบเทียบ

กับโมโนเทอรพีนอยด เอส เทอร ช นิด อ่ืนๆ เมื่ อ

พิจารณาโครงสรางของฮิโนกิไทออลซินนาเมต (4)

พบว ามี ส วนที่ คล ายกับส วนแอลฟา-ไฮดรอกซี

ค าร บอนิ ล  (α-hydroxy  carbony l )  ของ

กรดโคจิก ในขณะที่โมโนเทอรพีนอยดเอสเทอรอื่นๆ

ไมมีสวนน้ี อาจเปนสวนสำคัญในการชวยออกฤทธิ์

ยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนส ถึงแมวาจะมีผลงานวิจัย

ก อ น ห น า นี้ ก ล า ว ถึ ง ส า ร ช นิ ด นี้ ( 9 )  แ ต ง า น วิ จั ย

ดังกลาวเปนการศึกษาการยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนส

เบื้องตนที่ความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครโมลาร

เทานั้น ซึ่งแตกตางจากงานวิจัยครั้งนี้ที่มีการศึกษา

เปรียบเทียบกับโมโนเทอรพีนอยด เอสเทอรที่ มี

ความหลากหลาย รวมถึงการรายงานคา IC50 ของ

ฮิโนกิไทออลซินนาเมต (4) ที่ชี้ใหเห็นถึงประสิทธิภาพ

ในการยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสของสารชนิดนี้ดีกวากรด

โคจิกประมาณ 9 เทา 

จากผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนส

ของโมโนเทอรพีนอยดเอสเทอร พบวาการปรับเปลี่ยน

โครงสรางทางเคมีจากกรดทรานส-ซินนามิกเปน

เอสเทอร จะชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการยับยั้งเอนไซม                  

ไทโรซิเนส ซึ่งสอดคลองกับการรายงานของ Sheng Z.

และคณะ(10) ทีไ่ดรายงานการสงัเคราะหอนพุนัธเอสเทอร

ของกรดทรานส-ซินนามิก เพื่อทำการศึกษาฤทธิ์ยับยั้ง

เอนไซมไทโรซิเนส พบวาผลิตภัณฑเอสเทอรเปนสาร

ออกฤทธิ์ยับยั้งดีกวากรดทรานส-ซินนามิก เชน กรด

ทรานส-ซินนามิก มีคา IC50 เทากับ 209.5 ไมโครโมลาร 

ในขณะทีไ่ทมอล มคีา IC50 เทากบั 5,925.0 ไมโครโมลาร

แตเมื่อทำการสังเคราะหเปนไทมิลซินนาเมต พบวามีคา 

IC50 ทีต่ำ่ลง ซึง่แสดงใหเหน็วาการปรบัเปลีย่นโครงสราง

ในงานวิจัยนี้มีแนวโนมชวยใหการออกฤทธิ์ยับยั้ ง

การทำงานเอนไซมไทโรซิเนสดีขึ้น ซึ่งอาจมีเหตุผล

จากการที่อะตอมออกซิเจน จากสวนของโมโนเทอร-

พนีอยดสามารถสรางพนัธะไฮโดรเจน (hydrogen  bond)

กับบริเวณเรงของเอนไซม สงผลทำใหการทำงานของ

เอนไซมไทโรซิเนสลดลง หรือสามารถจับกับบริเวณเรง

ของเอนไซมไทโรซิเนส สงผลใหโครงสรางเกิดความ

ไม เป นระ เบี ยบ  จึ งทำ ให เ อนไซม ไท โรซิ เนสมี
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ความสามารถในการทำงานลดลง(22) นอกจากนี้

ผลการศึกษาของ Takahashi T. และคณะ(23)

ชวยสนับสนุนผลการยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสที่เพิ่มขึ้น

ของสารกลุมโมโนเทอรพีนอยด เอสเทอรที่มาจาก

กรดทรานส-ซินนามิก เนื่ องจากผลการทดลอง

ชี้ใหเห็นถึงความสำคัญของตำแหนงพันธะคู C=C ที่

ตอกับหมูคารบอนิลของสารอนุพันธของกรดทรานส-

ซินนามิก โดยสารที่มีพันธะคูที่ตำแหนงนี้จะออกฤทธิ์

ยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสที่ดีกวาสารที่ไมมีพันธะคู

เมือ่เปรยีบเทียบประสิทธภิาพในการยบัยัง้เอนไซม

ไทโรซิเนสของโมโนเทอรพีนอยดเอสเทอรกับสารกลุม

อื่นๆ ที่มีการรายงานมากอนหนานี้ เชน ผลการวิจัยของ 

Uchida R. และคณะ(24) พบวา 2-ไฮดรอกซีไทโรซอล

(2-hydroxytyrosol; 2-HT) ที่แยกไดจากเชื้อรา

สามารถยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสได โดยมีคา IC50

เทากับ 13.0 ไมโครโมลาร และผลการวิจัยของ Song S.

และคณะ(25) รายงานวาสารประกอบที่มีโครงสราง

เปนไอโซสเตอร (isostere) ในสารเรสเวอราทรอล

(resveratrol) มีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนส

โดยมีคา IC50 เทากับ 16.52 ไมโครโมลาร ชี้ใหเห็นวา

สารกลุมโมโนเทอรพนีอยดเอสเทอรทีศ่กึษาในงานวจิยันี้ 

โดยเฉพาะฮโินกไิทออลซนินาเมต (4) มปีระสิทธภิาพใน

การยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสที่ดีกวา

สรุป

จากการศึกษาประสิทธิภาพการยับยั้งการทำงาน

ของเอนไซมไทโรซิเนสของโมโนเทอรพีนอยดเอสเทอร

จำนวน 10 สาร โดยมีกรดโคจิกเปนกลุมควบคุมเชิงบวก 

พบวาฮิโนกิไทออลซินนาเมต (4) มีคาการยับยั้งเอนไซม

ไทโรซเินสสูงทีส่ดุ โดยมคีา IC50 เทากบั 1.58±0.09 ไมโคร

โมลาร ทั้งนี้ความคงตัวของสารนี้ตอการนำไปใชงานเปน

ปจจัยสำคัญที่ตองทำการศึกษาตอไป เพื่อสนับสนุน

ใหเห็นวาสารน้ีเปนสารทางเลือกใหมท่ีนาสนใจในการ

พัฒนาตอยอด สำหรับใชเปนสวนผสมในเครื่องสำอาง 

หรือผลิตภัณฑบำรุงผิวเพื่อชวยเพิ่มความกระจางใส

ใหแกผิวไดอยางมีประสิทธิภาพ 

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณ ศูนยความเปนเลิศดานนวัตกรรม

ทางเคมี (PERCH-CIC) กระทรวงการอุดมศึกษา 

วิทยาศาสตร วิจัยและนวัตกรรม; ภาควิชาเคมี คณะ

วทิยาศาสตร มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร และสถาบนัวจิยั

และพัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ที่ใหการ

สนับสนุนเงินทุนสำหรับการวิจัยนี้ 
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Synthesis and Tyrosinase Inhibitory 
Activity of Monoterpenoid Esters

ABSTRACT  Monoterpenoids are recognized as potent tyrosinase inhibitors to reduce the production of 

melanin. The structural modifi cation of monoterpenoids into monoterpenoid esters is a potential approach 

for developing novel tyrosinase inhibitors that enhance the activity more eff ectively. This study aimed 

at assessing the potential tyrosinase inhibitory activity of monoterpenoid esters compared to kojic acid 

as a positive control using the dopachrome method. Ten monoterpenoid esters were synthesized by 

esterifi cation of trans-cinnamic acid with monoterpenoids using triphenylphosphine and carbontetra-

bromide as reagents. The desired products were obtained in 5−64% yields. All synthesized monoterpenoid 

esters were further examined for their tyrosinase inhibitory activity. The results found that hinokitiol 

cinnamate was the most potent inhibitor of tyrosinase, with an IC50 value of 1.58±0.09 µM. These results 

indicated that hinokitiol cinnamate could represent tyrosinase inhibitor 9-fold more effi  ciently than kojic 

acid. Notably, this compound has the potential for the development of a new skin whitening agent for use 

in cosmetic ingredients.

Keywords: Tyrosinase inhibitory activity, Monoterpenoid esters, trans-Cinnamic acid, Monoterpenoids, 

 Esterifi cation  


