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บทคัดย่อ 

 

สารสกัดหยาบของแก่นครี Ê (Dalbergia parviflora) และสารฟลาโวนอยด์บริสทุธิÍทีÉสกัด

แยกได้จากแก่นครี Ê 27 ชนิด ได้ถูกนํามาตรวจคัดกรองฤทธิÍการยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสจากเห็ด 

(mushroom tyrosinase) พบว่าสารสกัดหยาบของแก่นครี Êมีค่า ICŝŘ ต่อการยับยั Êงเอนไซม์                 

ไทโรซิเนสเป็น Ś.Ş ± Ř.Ŝ μg/mL และสารฟลาโวนอยด์บริสทุธ์ทีÉนํามาทดสอบทั Êงหมดพบว่ามีเพียง 

4 ชนิดทีÉให้ผลการยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซเนสทีÉมีค่า IC50 ตํÉากว่า 100 μM ซึÉงได้แก่ Khrinone (5), 

Cajanin (9), (3RS)-3-hydroxy-8-methyoxy vestitol (21) และ (6aR,11aR)-3,8-dihydroxy-9-

methoxy pterocarpan (27) สารฟลาโวนอยด์ 4 ชนิดนี Êได้นําไปศกึษาจลศาสตร์การยบัยั Êงเอนไซม์

โดยสงัเกตผลด้วยปฏิกิริยาการยบัยั Êงกิจกรรมจําเพาะของ  o- diphenolase ผลการศกึษาเผยให้

เห็นว่ากลไลการยับยั Êง เอนไซม์ของสารประกอบ (5)  (9) (21) และ (27) เ ป็นแบบชนิด 

uncompetitive,  non-competitive, mixed และ competitive ตามลําดบั การค้นพบองค์ความรู้

พื Êนฐานนี Êทําให้สามารถสรุปได้ว่าสารสกัดจากแก่นครี ÊมีศกัยภาพทีÉจะเป็นแหล่งของผลิตภัณฑ์

ธรรมชาติสําหรับการประยุกต์ใช้เป็นสารต้านปฏิกิริยาการเกิดสีนํ Êาตาล (anti-browning) โดยผ่าน

กลไกการยบัยั Êงการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารประกอบฟีนอลโดยเอนไซมไ์ทโรซิเนส 

 

คําสําคัญ : ครีÊ  สักข ี ฟลาโวนอยด์  เอนไซม์ไทโรซิเนส  ตัวยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนส  
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ABSTRACT 
 
 

A crude extract of Dalbergia parviflora and its constituents of 27 flavonoids 

isolated as pure compounds were screened for their inhibitory activity against 

mushroom tyrosinase. The crude extract of D. parviflora exhibited tyrosinase inhibitory 

activity with an IC50 of 2.6 ± 0.4 μg/mL.  Among the flavonoids tested, only four, namely 

Khrinone (5), Cajanin (9), (3RS)-3-hydroxy-8-methyoxy vestitol (21) and (6aR,11aR)-3,8-

dihydroxy-9-methoxy pterocarpan (27) were shown to have IC50 values lower than 100 

μM. These flavonoids were further studied for their inhibition kinetics on the o- 

diphenolase activity of the mushroom tyrosinase. The results showed that the inhibition 

of (5),(9), (21) and (27) were uncompetitive, non-competitive, mixed and competitive 

inhibitors, respectively. Based on these findings, it was concluded that D. parviflora 

heartwood extract is a potential source of natural product which might be used as anti-

browning agents that can inhibit the enzymatic oxidation of phenols by tyrosinase. 

 
 

Keywords:  Dalbergia parviflora, flavonoid, tyrosinase, tyrosinase inhibitor,  
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บททีÉ 1 

บทนํา 

 

ความสาํคัญและทีÉมาของปัญหา 

 

เอนไซม์ไทโรซิเนสมีความสัมพันธ์กับการสังเคราะห์เมลานินซึÉงทําให้เกิดสีผิวและยัง

เกีÉยวข้องกบัการเกิดสีนํ Êาตาลในอาหารจําพวกผกัผลไม้และอาหารทะเล นอกจากนี Êยงัเป็นเอนไซม์ทีÉ

สําคญัสําหรับการเจิรญเติบโตของแมลง ดงันี Êการศกึษาตวัยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสจึงมีโอกาสพัฒนา

เป็นผลิตภัณฑ์ได้ 3 ประเภท คือ ผลิตภัณฑ์เครืÉองสําอางทีÉสามารถยับยั Êงการสงัเคราะห์เมลานิน

เพืÉอให้ผิวขาว ผลิตภัณฑ์สารเติมแต่งอาหารเพืÉอป้องกันการเกิดปฏิกิริยาสีนํ Êาตาล และผลิตภัณฑ์

กําจดัตวัออ่นแมลงโดยวิธีชีวภาพ ทั Êงนี Êมีรายงานว่าสารพฤกษเคมีกลุม่ฟลาโวนอยด์ทีÉสกดัได้จากพืช

มีคุณสมบัติในการยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนส และคณะผู้ วิจัยได้เคยรายงานการค้นพบสารฟลาโว

นอยด์ทีÉสกดัแยกได้จากแก่นครี ÊและฤทธิÍต้านอนุมูลอิสระของสารฟลาโวนอยด์ดงักลา่วมาแล้ว ดงันั Êน

หากทําการวิจัยศึกษาถึงคุณสมบัติการออกฤทธิÍทางชีวภาพอืÉนๆ จะเป็นการสร้างโอกาสในการ

พฒันาองค์ความรู้และพฒันานวตักรรมใหม่ 

ครี Êหรือสกัขี (Dalbergia parviflora) เป็นพืชยืนต้นทีÉมีแก่นไม้ซึÉงมีการใช้เป็นยาสมนุไพร

รักษาแผลเปืÉ อยพุพองตามหลักภูมิปัญญาท้องถิÉนแต่ยังมิได้มีการศึกษาในเชิงการทดลองทาง

วิทยาศาสตร์เพืÉอสนบัสนุนภูมิปัญญาการใช้สมนุไพร และเมืÉอไม่นานมานี Êได้มีการศึกษาสารพฤกษ-

เคมีทีÉเป็นองค์ประกอบในแก่นครี Êพบว่ามีสารประกอบฟลาโวนอยด์มากกว่า 60 ชนิด ในขณะทีÉมี

งานวิจยัอืÉนๆ ได้กลา่วถงึฤทธิÍทางชีวภาพของสารประกอบฟลาโวนอยด์ไว้อย่างหลากหลาย เช่น ฤทธิÍ

ต้านอนุมลูอิสระ (Fernandez-Panchon et al., 2008; Prochazkova et al., 2011) ฤทธิÍต้านมะเร็ง 

ฤทธิÍต้านการอกัเสบ (Kim et al., 2004) ฤทธิÍในการต้านจุลชีพประเภทแบคทีเรีย เชื Êอรา และไวรัส 

(Tereschuk et al., 1997; Tsao et al., 1982; Yao et al., 2004)  และรวมถึงฤทธิÍการยบัยั Êงเอนไซม์

ชนิดต่างๆ  ในระบบชีวภาพ  (Kongkamnerd et al., 2012; Kongkamnerd et al., 2011)  ทั Êงนี Êการ

ส่งเสริมการวิจยัด้านสมนุไพรและสารออกฤทธิÍทางชีวภาพจะเป็นการสร้างความพร้อมทางด้านการ
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ผลิตยารักษาโรค เครืÉองสําอาง อาหาร รวมถึงยากําจัดโรคพืช และเป็นแผนหนึÉงของการพัฒนา

นวัตกรรมด้านสมุนไพรไทยให้มีประสิทธิภาพและได้รับการยอมรับมากขึ Êน ในทางเศรษฐกิจจะ

นําไปสู่การลดการนําเข้าของสารเคมีหรือสารสงัเคราะห์ รวมถึงการส่งเสริมให้มีการอนุรักษ์พืชพันธุ์

สมนุไพร และประชาสมัพนัธ์ให้ทราบถึงคณุค่าของทรัพยากรธรรมชาตใินท้องถิÉน 

 

วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

ř. เพืÉอทดสอบฤทธิÍยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซเินสของสารสกดัหยาบจากแก่นครี Ê 

Ś. เพืÉอทดสอบฤทธิÍยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารฟลาโวนอยด์ทีÉสกดัแยกได้จากแก่นครี Ê 

ś. เพืÉอศกึษาจนศาสตร์ของการยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารฟลาโวนอยด์บางชนิด 

 

ขอบเขตของโครงการวิจัย 

งานวิจัยนี Êทําการศึกษาวิจัยภายในห้องปฏิบัติการเพืÉอศึกษาฤทธิÍและกลไกการยับยั Êง

เอนไซม์ไทโรซิเนสของเห็ดในหลอดทดลอง โดยการใช้เทคนิคการติดตามอตัราการเกิดปฏิกิริยาและ

อัตราการยับยั Êงปฏิกิริยาด้วยวิธีทางสเปกโตรโฟโตรเมตรี โดยยังไม่มีการพัฒนาสารสกัดให้เป็น

ผลิตภัณฑ์สําหรับการใช้เป็นยาหรืออาหาร และการวิจัยนี Êยังไม่มีการทดลองในมนุษย์หรือสัตว์  

ตวัอย่างสมุนไพรเป็นสมนุไพรแห้งจากร้านขายยาบริษัท เจ้ากรมเป๋อ จํากดั  เลขทีÉ 229-231 ถนน

จกัรวรรดิÍ แขวงจกัรวรรดิÍ เขตสมัพนัธวงศ์ กรุงเทพมหานคร 
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ภาพทีÉ 1.1 แผนผงัแสดงขอบเขตและขั Êนตอนของงานวิจยั 
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กรอบแนวความคิดของโครงการวจิัย  

        แก่นครี Êเป็นสมุนไพรทีÉมาจากภูมิปัญญาท้องถิÉนของไทย โดยพบว่ามีการใช้เป็นยา

บํารุงร่างกายและยาสําหรับสตรี และคณะผู้ วิจัยได้ศึกษาวิจัยทางวิทยาศาสตร์เกีÉยวกับฤทธิÍต้าน

อนุมูลอิสระและพบว่ามีฤทธิÍต้านอนุมูลอิสระสูง จึงเห็นสมควรศกึษาฤทธิÍทางชีวภาพอืÉนๆ ให้รอบ

ด้าน โครงการวิจัยนี Êจึงได้พัฒนางานวิจัยเดิมให้มีการแตกแขนงการวิจัยออกไปในเชิงลึก โดยมุ่ง

ประเดน็หลกัไปทีÉการศึกษาฤทธิÍการยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนส เพืÉอยืนยันผลการออกฤทธิÍทางชีวภาพ

ในระดบัหลอดทดลองก่อนการประเมินแนวทางพัฒนาไปสู่ผลิตภณัฑ์ ทั Êงนี Êการนําภูมิปัญญาท้องถิÉน

มาตรวจสอบในระดบัห้องปฏิบัติการเพืÉอเพิÉมข้อมลูทางวิทยาศาสตร์ จะทําให้สามารถพัฒนาขึ Êนเป็น

ผลิตภัณฑ์ท้องถิÉนทีÉซึÉงเป็นทีÉยอมรับได้ในอนาคต โดยเฉพาะอย่างยิÉงทีÉเกีÉยวข้องกบัอาหาร สุขภาพ

และความงาม และเป็นการสร้างโอกาสในการพัฒนาเทคโนโลยีและนวตักรรมทีÉมาจากภูมิปัญญา

ท้องถิÉนเพืÉอกลบัคืนสู่ท้องถิÉน อนัจะนํามาซึÉงโอกาสในการสร้างรายได้และความยัÉงยืน 
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บททีÉ 2 

ทฤษฎีและการทบทวนวรรณกรรมทีÉเกีÉยวข้อง 

 

เอนไซมไ์ทโรซิเนส (tyrosinase, EC 1.14.18.1) เป็นเอนไซม์ในทีÉจดัอยู่ในกลุ่มออกซิโดรีดกั-

เทส (oxidoreductase) มีชืÉออืÉนๆ เช่น monophenol monooxygenase, phenolase, phenol 

oxidase, tyrosine-dopa oxidase หรือ monophenol oxidase เป็นต้น เอนไซม์ไทโรซิเนสเป็น

เอนไซม์ชนิด copper-containing enzyme พบอยู่ในสิÉงมีชีวิตทีÉหลากหลาย เช่น ในจุลินทรีย์ สตัว์

และพืช เอนไซม์ไทโรซิเนสพบว่ามหีน้าทีÉสําคญัใน 3 ประเดน็คือ 

1) ในสตัว์เลี Êยงลกูด้วยนมเอนไซม์ไทโรซิเนสจะมีหน้าทีÉเกีÉยวข้องกับกระบวนการสงัเคราะห์             

รงควตัถเุมลานิน (melanin) ทีÉอยู่ภายในเซลล์เมลาโนไซต์ (Melanocytes) โดยทําหน้าทีÉเร่งปฏิกิริยา

ออกซิเดชัÉนกับสารตั Êงต้นทั Êงแอล-ไทโรซีน (L-tyrosine) และแอล-โดปา (L-dopa) ร่วมกับออกซิเจน 

ได้เป็นสารประกอบโดปาโครม (dopachrome) หลงัจากนั Êนจะเกิดปฏิกิริยาโพลิเมอไรเซชนัโดยไม่

อาศยัเอนไซม์เป็นตวัเร่ง ได้ผลิตภัณฑ์เป็นเมลานินชนิดต่างๆ ซึÉงจะถูกส่งต่อเพืÉอสะสมยังเซลล์เครา 

ติโนไซต์ (keratinocyte) และทําให้เกิดลักษณะการแสดงออกของสีผิว สีผม สีขน และสีนัยน์ตา 

นยัน์ตา ความผิดปกติของการผลิตเอนไซม์นําไปสู่ภาวะการเกิดโรคทีÉเกีÉยวกับสีผิว ในทางด้านการ

ประยุกต์เป็นผลิตภัณฑ์เครืÉองสําอางการค้นหาสารยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนส (tyrosinase inhibitor) 

เป็นประเด็นยุทธศาสตร์สําคัญในการพัฒนาผลิตภัณฑ์เพืÉอผิวขาว (skin whitening agent) 

(Chang, ŚŘŘš) 

2) เอนไซม์กลุ่มนี Êยงัพบว่าเกีÉยวข้องกบัการเกิดสีนํ Êาตาล (enzymatic browning reaction) 

ของอาหารประเภทพืชผักผลไม้ โดยปฏิกิริยาการเกิดสีนํ ÊาตาลทีÉเกีÉยวกับเอนไซม์นี Êเป็นปฏิกิริยา

ออกซิเดชนั (oxidation) จะเกิดขึ ÊนเมืÉอเซลล์ของสิÉงมีชิวิตเกิดการชํ Êา ฉีก ขาด เมืÉอถูกกระแทก บด หัÉน 

หรือสับทําให้เอนไซม์ สารทีÉทําปฏิ กิริยา (substrate) และออกซิเจนเข้ามาสัมผัสกัน สาร 

monophenol (ไม่มีสี) จะถูกออกซิไดซ์เป็นไดฟีนอล (diphenol) ซึÉงไม่มีสี และถูกออกซิไดซ์ต่อเป็น 

o-quinone ซึÉงจะทําปฏิกิริยาตอ่กบักรดอะมโินหรือโปรตีนได้เป็นสารสีนํ Êาตาล และจะรวมตวักนัเป็น

พอลิเมอร์ทีÉมีโมเลกุลใหญ่และมีสีนํ Êาตาล การศึกษาตวัยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสจะสามารถนําไป
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พฒันาเป็นสารช่วยป้องกันการเกิดสีนํ Êาตาลในผลิตภัณฑ์อาหารต่างๆ เช่น นํ Êาผลไม้ ผักผลไม้สดทีÉ

ผ่านการตดัแตง่ และอาหารทะเล (Li et al., 2007; Nirmal and Benjakul, 2011) 

 3) ในสตัว์กลุ่มแมลงและครัสเตเซียนพบว่าเอนไซม์นี Êจะถูกเรียกว่า polyphenoloxidase 

(PPO) กลุ่มฟีนอลออกซิเดสมีบทบาทสําคัญต่อระบบภูมิคุ้ มกันของแมลงมีหน้าทีÉช่วยใน

กระบวนการป้องกันตวัและเจริญเติบโต ได้แก่ การสร้างเมลานินเพืÉอป้องกนัรังสีทีÉเป็นอนัตรายต่อ

เซลล์ การรักษาบาดแผล การสร้างเกราะหุ้มปรสิต (parasite encapsulation) และการทําให้เกิด

กระบวนการแข็งตวัของผนงัลําตวั (sclerotization) หลงัการลอกคราบ เป็นต้น จากความสําคญัของ

เอนไซมไ์ทโรซิเนสตอ่การพัฒนาการของตวัออ่นแมลง  การศกึษาตวัยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสสามารถ 

นําไปสูก่ารพฒันาสารกําจดัแมลงทีÉไมเ่ป็นพิษต่อสิÉงแวดล้อมได้ (Kubo et al., ŚŘŘś; Nguyen et al., 

ŚŘřŝ) 

 ครีÊ (Dalbergia parviflora Roxb.) มชืีÉอสามญัคือ Blackwood และชืÉอท้องถิÉนได้แก่ กระซิก 

ซิก  สรี Ê และ สกัขี เป็นต้น จดัอยู่วงศ์ (family) Fabaceae วงศ์ย่อย (subfamily) Faboideae  อาจมี

การสบัสนกับต้นสกัขี (Dalbergia candenatensis) ซึÉงเป็นพรรณไม้ในวงศ์เดียวกัน ครี Êเป็นต้นไม้

ประจําจงัหวดัสตลู พบทัÉวไปตามป่าโปร่งในทีÉลุ่มและตามชายห้วยทางภาคใต้ของไทย เป็นไม้ยืนต้น

มีลกัษณะเป็นไม้พุ่มรอเลี Êอย ลําต้นมกัมีหนาม ใบประกอบแบบขนนก ใบย่อยเรียงสลบั ŝ-š ใบ รูป

ขอบขนานแกมรูปไข่กลบั ปลายมน ช่อดอกแบบช่อแยกแขนงออกตามง่ามใบ ดอกรูปดอกถัÉวขนาด

เลก็มาก เรียงเป็นแถวทางด้านบนของแขนงช่อดอก กลีบเลี Êยง ŝ กลีบ ติดกนัเป็นรูปถ้วย กลีบดอก ŝ 

กลีบ สีขาว เกสรเพศผู้  řŘ อัน รังไข่เล็ก มีขนประปราย ฝักค่อนข้างหนา มี ř-Ŝ เมล็ด เมล็ดรูปไต

ประโยชน์ของแก่นครี Êคือใช้รักษาแผลเรื Êอรัง ใช้เป็นยาแก้ไข้ ใช้ทําธูปและเครืÉองเรือน 

งานวิจัยเกีÉยวกับสารพฤกษเคมี (phytochemical) จากแก่นครี Êพบว่ามีสารฟลาโวนอยด์ 

(flavonoid) มากกว่า 60 ชนิด และพบว่าหลายชนิดมีฤทธิÍคล้ายฮอร์โมนเอสโตรเอสโตรเจน 

(Promden et al., ŚŘřŜ; Songsiang et al., ŚŘŘš) นอกจากนี Êสารฟลาโวนอยด์ยงัมีรายงานว่าเป็น

สารพฤกษเคมีทีÉมีคณุสมบติัต้านอนมุลูอิสระ (antioxidant) (Chen et al., řššŞ; Croft, řššŠ; Rice-

Evans et al., řššŞ)  คณะผู้วิจยัได้ทําการศกึษาสารกลุ่มไอโซฟลาโวนอยด์ทีÉสกดัได้จากแก่นครี Êโดย

วิธี DPPH วิธี ORAC และวิธี xanthine/xanthine oxidase ซึÉงพบว่ามีสารหลายชนิดทีÉแสดงสมบัติ
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ต้านอนุมูลอิสระได้ อีกทั Êงยังได้รายงานถึงความสมัพันธ์ของโครงสร้างทางเคมีและฤทธิÍต้านอนุมูล

อิสระ (Promden et al., ŚŘřŜ) สารฟลาโวนอยด์จากแก่นครี Êจึงเป็นเป้าหมายทีÉจะนํามาศกึษาฤทธิÍ

ทางชีวภาพทีÉเกีÉยวข้องกบัการพฒันายา ผลิตภณัฑ์เสริมอาหาร และเครืÉองสาํอาง  

 

 
 

ภาพทีÉ 2.1 Dalbergia parviflora Roxb. แสดงลกัษณะของใบและผล  

ทีÉมาของภาพ : US National Herbarium. Barcode 01188456 (©Smithsonian Institution, National Museum of Natural 

History, Department of Botany) 

 

 
 

ภาพทีÉ 2.2 Dalbergia parviflora Roxb. แสดงลกัษณะของแกน่ครี Ê (วตัถุดิบแห้ง) และเมืÉอ

บดละเอยีดเป็นผง   ทีÉมาของภาพ : วรวฒัน์ พรหมเด่น (2557) 
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ฟลาโวนอยด์ (Flavonoids) และไอโซฟลาโวนอยด์ (Isoflavonoids) 

ฟลาโวนอยด์  (flavonoids) มาจากภาษาละตินคําว่า flavus หมายถึงสีเหลืองซึÉงเป็น          

สีทีÉพบในพืชตามธรรมชาติ ฟลาโวนอยด์เป็นสารทุติยภูมิของพืช (secondary metabolite) 

นอกจากนี Êในช่วงราวๆ ปี ค.ศ. 1930 – 1950 ได้มีการศกึษาวิจยัเกีÉยวกบัฟลาโวนอยด์มากขึ Êนและมี

การจัดให้ฟลาโวนอยด์เป็นวิตามิน P (Bentgsath et al., 1937) จนกระทัÉงในปัจจุบนัฟลาโวนอยด์

ยังคงมีความน่าสนใจและมีการศึกษาอย่างแพร่หลายในหลายๆ ด้านมากขึ Êน เช่นด้านโภชนาการ 

ด้านสุขภาพ และด้านความงาม พบว่าฟลาโวนอยด์ทีÉรับประทานจากอาหารมีความสัมพันธ์กับ

ระบบการต้านอนุมลูอิสระในมนษุย์ จึงเป็นทีÉมาของการศกึษาปริมาณและชนิดของฟลาโวนอยด์ใน

แหลง่อาหา ทั Êงนี Êพบวา่ในผกัและผลไม้เป็นแหลง่ของฟลาโวนอยด์ทีÉสําคญั นอกจากนี Êยงัพบว่ามีฟลา

โวนอยด์ใน ช้อกโกแลต ชา และไวน์อกีด้วย (Yao et al., 2004) 

ในเชิงโครงสร้างทางเคมีของฟลาโวนอยด์ซึÉงเป็นสารพฤกษเคมีในธรรมชาติพบว่ามี

โครงสร้างหลกัเป็น CŞ-Cś-CŞ ประกอบกบัการมีหมูแ่ทนทีÉ (substitution group) ในตําแหน่งต่างๆ   

ตามระบบการเรียกชืÉอ IUPAC สามารถจดัจําแนกฟลาโวนอยด์ได้ด้งนี Ê 

1) ฟลาโวนอยด์ (flavonoid) หรือ ไบโอฟลาโวนอยด์ (bioflavonoid) 

2) ไอโซฟลาโวนอยด์ (isoflavonoid) เกิดจากโครงสร้างของ 3-phenylchromen-4-one  

3) นีโอฟลาโวนอยด์ (neoflavonoid) เกิดจากโครงสร้างของ4-phenylcoumarine  

 ฟลาโวนอยด์ทั Êง 3 ชนิด เป็นสารประกอบทีÉมีหมู่คีโทนและมีโครงสร้างวงแหวน 3 วง เป็น

โครงหลกั (flavonoid backbone) โดยทัÉวไปวงแหวนแตล่ะวงจะมีชืÉอคอื A B และ C 

ไอโซฟลาโวนอยด์เป็นสารประกอบในกลุ่มฟลาโวนอยด์ มีโครงสร้างหลักมาจาก  3-  

phenylchroman เป็นสารประกอบทีÉพบอยู่ในสิÉงมชีีวิตอาณาจกัรพืช ความหลากของชนิดของไอโซฟ

ลาโวนอยด์ขึ Êนอยู่กับจํานวนและตําแหน่งของหมู่แทนทีÉบนวงแหวน และยังมีความแตกต่าง

หลากหลายของระดบัออกซิเดชัÉนบนวงแหวน (Grotewold, 2006) ไอโซฟลาโวนอยด์จึงสามารถ

แบ่งเป็นกลุม่ยอ่ยได้ดงันี Ê 

1. ไอโซฟลาแวน (isoflavan)  

2. ไอโซฟลาโวน (isoflavone) 

3. ไอโซฟลาวาโนน (isoflavanone) 
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ภาพทีÉ 2.3 โครงสร้างทางเคมขีองฟลาโวนอยด์ (2-phenylbenzopyran) ไอโซฟลาโวนอยด์                       

(3-benzopyran) และ นีโอฟลาโวนอยด์ (4-benzopyran) แสดงการระบุหมายเลขตําแหน่งของหมู่

แทนทีÉบนวงแหวน A B และ C 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 2.4 โครงสร้างทางเคมีของไอโซฟลาโวนอยด์ 3 ชนิด คือ ไอโซฟลาแวน  ไอโซฟลาโวน และ 

ไอโซฟลาวาโนน  แสดงการระบุหมายเลขตําแหน่งของหมูแ่ทนทีÉบนวงแหวน A B และ C 
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ฤทธิÍทางชีวภาพของฟลาโวนอยด์ 

ในอดีตมีการใช้ยาสมุนไพรพื Êนบ้านเพืÉอรักษาความเจ็บป่วยและโรคเสืÉอม (degenerative 

disease) ซึÉงเกีÉยวเนืÉองกับความชราภาพรวมถึงโรคมะเร็ง เบาหวาน โรคหวัใจ ความดนั เป็นต้น ซึÉง

ในปัจจุบันพบว่ามีสารพฤกษเคมี (phytochemical) หลายชนิดเป็นองค์ประกอบในพืชสมุนไพร

เหลา่นั Êน ซึÉงได้แก่ สารประกอบฟีนอล (phenolic compound) ไกลโคไซด์ (glycoside) เทอร์ปีนอยด์ 

(terpenoid) อลัคาลอยด์ (alkaloid) เป็นต้น จากการศกึษาวิจยัพบว่าสารพฤกษเคมีเหล่านี Êสามารถ

ออกฤทธิÍทางชีวภาพได้ เช่น อลัคาลอยด์มีผลต่อระบบสรีระวิทยาของมนษุย์และสตัว์ (Ferraz et al., 

1999) สารประกอบฟีนอลซึÉงรวมถึงฟลาโวนอยด์มีฤทธิÍต้านอนุมูลอิสระ (Fernandez-Panchon et 

al., 2008; Prochazkova et al., 2011) ออกฤทธิÍคล้ายฮอร์โมนเพศหญิง (estrogen-like activity) 

(Promden et al., 2014; Wungsintaweekul et al., 2011) และยงัสามารถยบัยั Êงเอนไซม์นิวรามินิ

เดส(neuraminidase) ของ avian influenza virus ได้ (Kongkamnerd et al., 2012; 

Kongkamnerd et al., 2011)  

 

ในปัจจุบันนี Êฟลาโวนอยด์กําลังเป็นทีÉสนใจในวงการทีÉศกึษาเกีÉยวกับสารต้านอนุมูลอิสระ 

ซึÉงฟลาโวนอยด์เป็นสารทีÉมีศกัยภาพในการต้านอนุมลูอิสระทีÉสงูมาก (Devasagayam et al., 2004; 

Nijveldt et al., 2001) สมบัติในการต้านอนมุลูอิสระของสารฟลาโวนอยด์พบว่ามคีวามเกีÉยวข้องกบั

ฤทธิÍทางชีวภาพอืÉนๆ เช่น การต้านการอกัเสบ (anti-inflammatory) (Kim et al., 2004) ยับยั Êง

เอนไซม์บางกลุ่ม เช่น hydrolytic enzyme และ oxidative enzyme (Theos et al., 2005; Yang et 

al., 2012) นอกจากนี Êยังพบว่าฟลาโวนอยด์สามารถป้องกันโรคหัวใจและหลอดเลือด ยับยั Êง

เซลล์มะเร็ง และฟลาโวนอยด์บางชนิดอาจมีศกัยภาพทีÉสามารถยับยั Êงไวรัส HIV ได้ (Yao et al., 

2004) ฤทธิÍทางชีวภาพทีÉเกีÉยวกับฤทธิÍต้านจลุินทรีย์ในสารประกอบฟลาโวนอยด์ ได้แก่ สารสกัดจาก

ใบ Tagetes minuta ซึÉงการใช้เป็นยาพื Êนบ้านเพืÉอรักษาโรคติดเชื Êอในประเทศแถบอาร์เจนตินาซึÉง

พบว่ามีสารฟลาโวนอยด์คือ quercetagetin-ş-arabinosyl-galactoside (Tereschuk et al., 1997) 

สารสกดัจาก Scutellaria baicalensis ซึÉงเป็นพืชสมนุไพรจีนทีÉใช้รักษาโรคเยืÉอหุ้มฟันอกัเสบและ

แผลติดเชื Êอในช่องปากพบวา่มสีารฟลาโวน baicalein เป็นสารออกฤทธิÍหลกั (Tsao et al., 1982)  
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มีการศกึษาถึงฤทธิÍของสารพฤกษเคมีกลุ่มฟลาโวนอยด์ทีÉสามารถยบัยั Êงเอนไซมไ์ทโรซิเนส 

ได้แก ่Glabrene และ Isoliquiritigenin ในรากชะเอม (Glycyrrhiza glabra L.)(Nerya et al., 2003) 

Norartocarpetin จากเปลือกและรากของพืชตระกลูหม่อน (Morus ihou) (Jeong et al., 2009; Ryu 

et al., 2008) Taxifolin จากต้นอ่อนของพืชจําพวกผกัแพว (Polygonum hydropiper L.)(Miyazawa 

and Tamura, 2007) 

 

เอนไซม์ไทโรซิเนสกับสีผิว 

เอนไซม์ไทโรสิเนสเป็นเอนไซม์ทีÉพบในเซลล์เมลาโนไซต์ ซึÉงเป็นเซลล์ทีÉมีอยู่ประมาณ Ś-ŝ% 

ของปริมาณเซลล์ผิวทั Êงหมด โดยเซลล์ดงักล่าวมีความจําเป็นต่อการกระบวนการสร้างเมลานินเพืÉอ

ส่งให้แก่เซลล์ข้างเคียงเช่น เซลล์เคลาติโนไซต์ ปฏิกิริยาของเอนไซม์ไทโรสิเนสเป็นขั Êนกําหนดอตัรา 

(rate-determining step) ของกระบวนการสร้างเมลานิน  (Chang, 2009) จากแผนผัง                   

ชีวสังเคราะห์ของเมลานินของเรเปอร์-เมสนั (Raper-Mason) (Miranda et al., 1988; Raper, 

1927)(ภาพทีÉ  2.5) พบว่าขั Êนตอนการใช้เอนไซม์ไทโรสิเนสจะเป็นจุดเริÉมต้นของกระบวนการ

สงัเคราะห์เมลานิน โดยมีแอล-ไทโรซีน (L-tyrosine) หรือแอล-โดปา (L-Dopa) เป็นสารตั Êงต้น ซึÉงจะ

ถูกเปลีÉยนโดยปฏิกิริยาทีÉใช้เอนไซม์ (Enzymatic reaction) เป็นโดปาควิโนน (Dopaquinone)  

ปฏิกิริยาการเปลีÉยนแปลงด้วยเอนไซม์ของแอล-ไทโรซีน เป็น แอล-โดปา และ โดปาควิโนน เรียกว่า 

โมโนฟีนอลเลส (monophenolase) และออโธ-ไดฟีนอลเลส (o-diphenolase ) ตามลําดบั 

หลงัจากนั Êนจะเข้าสู่ช่วงปฏิกิรยาทีÉไม่ใช้เอนไซม์ (Non-enzymatic reaction) ซึÉงสามารถ

เกิดปฏิกิริยาต่อเนืÉองด้วยตนเอง ในวิถีหนึÉงนั Êนโดปาควิโนนจะเกิดปฏิกิริยาออโต-ออกซิเดชัÉน (Auto-

oxidation) ได้เป็นสารประกอบโดปาโครม (Dopachrome) ซึÉงเป็นสารทีÉมีสีนํ Êาตาล-ดํา หลงัจากนั Êน     

โดปาโครมจะเข้าสู่กระบวนการเปลีÉยนแปลงขั Êนต่อไปจนกระทัÉงได้สารเมลานินชนิดยูเมลานิน 

(Eumelanin) ทีÉมีสีนํ Êาตาล-ดํา นอกจากนี ÊในอีกวิถีหนึÉง สารโดปาควิโนนยังสามารถทําปฏิกิริยากับ

สาร  กลตูาไธโอน (Glutathione) หรือซิสเตอีน (Cysteine) ได้ผลิตภณัฑ์ปลายทางคือสารประกอบ

เมลานินชนิดฟีโอเมลานิน (Pheomelanin) ซึÉงมีสีชมพู-แดง  จากแผนผังชีวสงัเคราะห์ของเมลานิน 

จะพบวา่วิธีการหนึÉงทีÉจะลดการสร้างเมลานินได้นั Êน คือการยบัยั Êงการทํางานของเอนไซม์ไทโรสิเนสทีÉ
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เป็นขั Êนตอนสําคญัของชีวสงัเคราะห์ของเมลานิน ดงันั ÊนสารทีÉมีฤทธิÍยับยั Êงเอนไซม์ไทโรสิเนสจึงเป็น

เป้าหมายในการศกึษาค้นคว้าและสามารถนํามาพฒันาเป็นผลิตภณัฑ์สูท้่องตลาดในปัจจบุนั 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 2.5 แผนผงัชีวสงัเคราะห์ของเมลานิน (Raper, 1927) 

 

ปฏกิิริยาการเกิดสีนํ Êาตาลของผลไม้กับเอนไซม์กลุ่มพอลิฟีนอลออกซิเดส 

  ปฏิกิริยาการเกิดสีนํ ÊาตาลทีÉเกีÉยวข้องกบัเอนไซม์ (enzymatic browning reaction) มกัพบ

ในอาหารโดยเฉพาะ ผกั (vegetable) ผลไม้ (fruit) ชา กาแฟ โกโก้ และอาหารทะเล โดยเกิดขึ Êน

บริเวณผิวหน้าของอาหาร เมืÉอสมัผสักบัออกซิเจนในอากาศ ปฏิกิริยาการเกิดสีนํ ÊาตาลทีÉเกีÉยวข้องกบั

เอนไซม ์จะเกิดขึ Êนได้โดยมอีงค์ประกอบทีÉสําคญัคือ  

1. สารตั Êงต้น (substrate) ประเภทสารประกอบฟีนอล (phenolic compounds) เช่น                    

แคทีชิน (catechins) ซึÉงเป็นสารฟลาโวนอยด์ทีÉพบมากในใบชา ไทโรซีน (tyrosine) ซึÉงเป็นกรด               

อะมิโน (amino acid) อาหารทะเล และแทนนิน (tannin) ทีÉพบในผกั และผลไม้ เป็นต้น นอกจากนี Ê

เอนไซมย์งัต้องการออกซิเจนเป็นสารตั Êงต้นร่วม (co-substrate) ในการเกิดปฏิกิริยา 

2. เอนไซม์พอลิฟีนอลออกซิเดส (polyphenol oxidase, PPO) หรืออาจเรียกว่าเอนไซม์                 

ฟีนอเลส (phenolase) ซึÉงเป็นกลุม่ของเอนไซม์ทีÉเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารประกอบฟีนอลและ 
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ออร์โท-ไดฟีนอล ดังนั Êนเอนไซม์ในกลุ่มนี Êจึงรวมถึงเอนไซม์ต่างๆ เช่น ฟีนอลออกซิเดส (phenol 

oxidase) ไทโรซิเนส (tyrosinase) แคทีคอเลส (catecholase) ครีโซเลส (cresolase) โดปาออกซิ

เดส (dopaoxidase) และออกซิเดส (oxidase) เอนไซม์เหล่านี Êจะทํางานได้ดีทีÉค่า pH เหมาะสมซึÉง

อยู่ระหวา่ง 5-7 

ปฏิ กิ ริยาการเกิดสีนํ ÊาตาลทีÉ เ กีÉยวกับเอนไซม์นี Êเ ป็นปฏิกริยาออกซิเดชัน (oxidation)                       

จะเกิดขึ ÊนเมืÉอเซลล์ของสิÉงมีชิวิตเกิดการชํ Êา ฉีก ขาด เมืÉอถูกกระแทก บด หัÉน หรือสับทําให้เอนไซม์ 

สารทีÉทําปฏิกิริยา (substrate) และออกซิเจนเข้ามาสมัผัสกัน สาร monophenol (ไมม่ีสี) จะถูก

ออกซิไดซ์ เป็นไดฟีนอล (diphenol) ซึÉงไมมี่ส ีและถูกออกซิไดซ์ต่อเป็น o-quinone ซึÉงจะทําปฏิกิริยา

ต่อกบักรดแอมิโนหรือโปรตีนได้เป็นสารสีนํ Êาตาล และจะรวมตัวกันเป็นพอลิเมอร์ทีÉมีโมเลกุลใหญ่

และมีสีนํ Êาตาล เช่น เมลานิน (melanin) ปฏิกิริยาการเกิดสีนํ ÊาตาลทีÉเกีÉยวกับเอนไซม์ มกัพบเป็น

ปัญหาการเกิดสีนํ Êาตาล ซึÉงไม่เป็นทีÉต้องการ ใน ผัก ผลไม้ เช่น มันฝรัÉง กะท้อน กล้วย ฝรัÉง ซึÉงจะ

เกิดขึ Êนหลงัการปอกเปลือก (peeling) การลดขนาด (size reduction) และยงัพบในอาหารทะเลสด 

เช่น กุ้ ง ซึÉงการศึกษาตัวยับยั Êงป้องกันปฏิกิริยาการเกิดสีนํ ÊาตาลทีÉเกีÉยวข้องกับเอนไซม์ จะเป็น

ประโยชน์ต่อวงการอุตสาหกรรมอาหาร  อย่างไรก็ตามปฏิกิริยานี Êเป็นอาจปฏิกิริยาทีÉต้องการให้

เกิดขึ ÊนในการแปรรูปอาหารบางชนิดทีÉต้องการให้เกิดสีนํ Êาตาลเข้ม และเกิดกลิÉนรสระหว่างการหมกั 

เชน่ โกโก้ ชา กาแฟ ไซเดอร์ ลกูเกด ลกูพรุน อิทผลมัน เป็นต้น 

คณะผู้ วิจยัได้ทําการศึกษาสารกลุ่มไอโซฟลาโวนอยด์ทีÉสกดัได้จากแก่นครี Êโดยวิธี DPPH วิธี 

ORAC และวิธี xanthine/xanthine oxidase ซึÉงพบว่ามสีารหลายชนิดทีÉแสดงสมบัติต้านอนุมลูอิสระ

ได้ อีกทั Êงยังได้รายงานถึงความสมัพันธ์ของโครงสร้างทางเคมีและฤทธิÍต้านอนุมูลอิสระ (Promden 

et al., 2014) ดงันั Êนสารสกัดจากแก่นครี ÊทีÉมีฟลาโวนอยด์หลายชนิดจึงสมควรนํามาศกึษาฤทธิÍทาง

ชีวภาพด้านตา่งๆ รวมทั ÊงฤทธิÍต้านเอนไซม์ไทโรซิเนส อนัจะนํามาซึÉงองค์ความรู้ใหม่และแนวทางใน

การพัฒนาผลิตภัณฑ์ด้านต่างๆ ทีÉเกีÉยวข้องกับฤทธิÍยับยั Êงเอนไซม์ในกลุ่มของเอนไซม์ไทโรซิเนสใน

ด้านเครืÉองสําอาง ผลิตภณัฑ์อาหาร และสารกําจดัแมลง 
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บททีÉ 3 

วิธีการดาํเนินการวิจยั 

เครืÉ องมือวิทยาศาสตร์  

1. เครืÉองชัÉงทศนิยม 4 ตําแหน่ง 

2. สเปกโตรโฟโตมเิตอร์แบบ microplate reader (Visible) 

3. ปิเปต และ มลัติชลัเนลปิเปตขนาดตา่งๆ 

4. จานหลมุขนาด 96 ช่อง (96 well plate) 

 

สารเคมี / สารสกัด / เอนไซม์  

1. DMSO 

2. Methanol 

3. Sodium dihydrogen phosphate / Sodium hydrogen phosphate 

4. Mushroom tyrosinase lyophilized powder (CAS Number 9002-10-2)  

    (T3824, Sigma-Aldrich) 

5. Dalbergia parviflora extract 

6. Flavonoids (isolated from Dalbergia parviflora) 

 

การเตรียมสารสกัดหยาบจากแก่นครี Ê 

 ตวัอย่างแก่นครี Êในการวิจยัครั Êงนี Êได้จากร้านขายยาบริษัท เจ้ากรมเป๋อ จํากดั  เลขทีÉ ŚŚš-

Śśř ถนนจกัรวรรดิÍ แขวงจกัรวรรดิÍ เขตสมัพนัธวงศ์ กรุงเทพมหานคร  สารสกัดหยาบจากแก่นครี Ê

เตรียมโดยวิธีสกดัด้วยตวัทําละลายเมทานอลแบบไหลย้อนกลบั (reflux extraction) ดงันี Ê 

1. บดแก่นครี Êด้วยเครืÉองบดสมนุไพรให้เป็นผงละเอียดและชัÉงมาจํานวน 30 กรัม ใสล่งใน

ขวดก้นกลม 

2. เติมสารละลาย 90% methanol ลงไปจํานวน 250 mL 

3. ประกอบขวดก้นกลมกบัชดุ condenser และเตาหลมุ พร้อมกบัให้ความร้อนทีÉอณุหภมู ิ

65 ºC เป็นเวลา 2 ชัÉวโมง  
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4. ทําการกรองสารสกดัเมทานอลด้วยกระดาษกรองหยาบ Whatman เบอร์ ř จํานวน Ś 

รอบ และกรองตอ่ด้วยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ ś จํานวน ř รอบ (ใช้กบักรวยบุชเนอร์) และพัก

ไว้ 

5. เติมสารละลาย 90% methanol ลงไปจํานวน 250 mL ลงไปในขวดก้นกลมเดิมทีÉมีกาก

สมนุไพรเหลอือยู่เพืÉอสกดัซํ Êาครั ÊงทีÉ 2 โดยดาํเนินตามขั Êนตอนข้อทีÉ 3 และ 4  

6. รวมสารสกดัทีÉได้ทั Êง 2 รอบเข้าด้วยกนัและนําไปทําการระเหยเมทานาอลและนํ Êาออก 

ด้วยเครืÉอง Rotary Evaporator ทีÉอณุหภูม ิ45 ºC และปัËมสญูญากาศปรับความดนัเป็น 26 mm Hg 

7. ภายหลงัเมืÉอทําการระเหยเมทานอลและนํ Êาออกแล้ว ให้ทําละลายกลบัคืนในขวดก้น 

กลมเดมิ ด้วย 100% เมทานอลปริมาตรทีÉน้อยทีÉสดุ (10-30 mL) และถ่ายสารละลายสารสกดัหยาบ

ลงในภาชนะแก้วอบแห้งทีÉชัÉงนํ Êาหนังภาชนะเปล่า นําไประเหยแห้งอีกครั Êงในตู้ดดูควันเป็นเวลา 3-5 

วัน จนกระทัÉงมัÉนใจว่าเมทานอลระเหยไปหมด จากนั Êนเก็บสารสกัดไว้ในภาชนะปิดดูดความชื Êน 

(desiccator) เป็นเวลา  2 วนั   

8. ชัÉงนํ ÊาหนกัภาชนะทีÉบรรจสุารสกดัหยาบทีÉระเหยเอาเมทานอลแล้ว และนํานํ Êาหนกัรวมมา

หกัออกจากนํ Êาหนกัภาชนะเปลา่ จะได้นํ ÊาหนกัสทุธิของสารสกดัทีÉสกดัได้ เพืÉอคํานวณร้อยละของสาร

สกดัทีÉได้ (% yield) จากสตูรต่อไปนี Ê 

 

% yield  =     100 x นํ Êาหนกัสทุธิของสารสกดั 

          นํ Êาหนกัของผงสมนุไพรแห้ง 

 

9. ชัÉงนํ Êาหนกัของสารสกดัหยาบของสมนุไพรแตล่ะชนิดจํานวน 1.0 -2.0 mg (บันทึกตวัเลข

ทศนิยมทีÉชัÉงได้จริง) และทําละลายด้วย DMSO ให้มีความเข้มข้นเป็น 5 mg/mL (5000 µg/mL) เก็บ

ไว้ทีÉอณุหภูม ิ-20 ºC เพืÉอใช้เป็น Stock solution ในการทดลองวิเคราะห์ตอ่ไป 
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การศึกษาสภาวะทีÉเหมาะสมสําหรับปฏิกิริยาของเอนไซม์ไทโรซิเนสของเหด็ 

  

    การเลือกความยาวคลืÉนสูงสุดสาํหรับการศึกษาอัตราการเกิดปฏกิิริยา 

     เตรียมปฏิกิริยาในจานหลุมขนาด 96 หลุม ซึÉงประกอบไปด้วยสารละลาย 20 mM 

phosphate buffer (PB) pH 6.8 จํานวน 160 µL สารละลายเอนไซม์ไทโรซิเนส 100 Unit/mLจํานวน 

20 µL เติม Ś.ŝ mM  L-DOPA จํานวน 20 µL เพืÉอเริÉมต้นปฏิกิริยา และนําไปบ่มทีÉอณุหภูมิ Śŝ°C 

เป็นเวลา 30 นาที นําสารละลายผสมปฏิกิริยาไปวดัคา่การดดูกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉนตั Êงแต่ 400-

600 nm  บันทึกผลและวาดกราฟความสมัพันธ์ระหว่างค่าการดดูกลืนแสงและคา่ความยาวคลืÉน 

เลือกค่าความยาวคลืÉนทีÉมีการดดูกลืนแสงมากทีÉสดุไปใช้ในการทดลองตลอดการวิจยัครั Êงนี Ê 

 

 การเลือกความเข้มข้นของเอนไซม์และซับสเตรตสําหรับการศึกษาอัตราการ

เกดิปฏกิริิยา 

เตรียมปฏิกิริยาในจานหลุมขนาด 96 หลุม ซึÉงประกอบไปด้วยสารละลาย 20 mM  

phosphate buffer (PB) pH 6.8 จํานวน 160 µL สารละลายเอนไซม์ไทโรซิเนส 20 Unit/mL หรือ 

100 Unit/mLจํานวน 20 µL เติม สารละลาย L-DOPA ความเข้มข้น 1mM หรือ Ś.ŝ mM จํานวน 20 

µL เพืÉอเริÉมต้นปฏิกิริยา และนําสารละลายผสมปฏิกิริยาไปวดัค่าการดดูกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 

475 nm ในทนัที พร้อมกบัอ่านค่าการดดูกลืนแสงทีÉเปลีÉยนแปลงไปทีÉเวลาต่างๆ ตั Êงแต่ 0-60 นาที 

บันทกึผลและวาดกราฟความสมัพนัธ์ระหว่างค่าการดดูกลืนแสงและเวลาการดําเนินไปของปฏิกิริยา 

 

การเลือกชนิดและความเข้มข้นของตัวทาํละลายสารสกัดทีÉเหมาะสมสําหรับใช้ใน

การศึกษาอัตราการเกดิปฏกิริิยา 

เตรียมปฏิกิริยาในจานหลุมขนาด 96 หลุม ซึÉงประกอบไปด้วยสารละลาย 20 mM  

phosphate buffer (PB) pH 6.8 จํานวน 140 µL เติม DMSO หรือ Methanol  ให้มีความเข้มข้น

สุดท้ายเป็น 0, 1.25, 2.5, 5 และ 10 % เติมสารละลายเอนไซม์ไทโรซิเนส 100 Unit/mLจํานวน 20 

µL เติม สารละลาย L-DOPA ความเข้มข้น Ś.ŝ mM จํานวน 20 µL เพืÉอเริÉมต้นปฏิกิริยา และนําไป

บ่มทีÉอณุหภูมิ Śŝ°C เป็นเวลา 30 นาที นําสารละลายผสมปฏิกิริยาไปวดัค่าการดดูกลืนแสงทีÉความ

ยาวคลืÉน Ŝşŝ nm  และคํานวณร้อยละการยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนส (% inhibition) จากสตูรต่อไปนี Ê 
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% inhibition  =  [(∆A0-∆As) / ∆A0] × 100 

เมืÉอ ∆A0  = ผลตา่งของคา่การดดูกลืนแสงทีÉ 475 นาโนเมตร ทีÉเวลา 10 นาที และ 0 นาที 

ของการทดลองกลุม่ทีÉไม่เติมตวัทําละลายใดๆ 

เมืÉอ ∆As  = ผลตา่งของค่าการดดูกลืนแสงทีÉ 475 นาโนเมตร ทีÉเวลา 10 นาที และ 0 นาที 

ของการทดลองกลุม่ทีÉมีการเติม DMSO หรือ Metanol ทีÉความเข้มข้นตา่งๆ 

 

วาดกราฟความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละการยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนส (% inhibition) และ

ความเข้มข้นของตวัทําละลายแตล่ะชนิด  เลือกชนิดของตวัทําละลายและความเข้มข้นทีÉเหมาะสมใน

การใช้สําหรับการทดลองตลอดงานวิจยัครั Êงนี Ê 

 

การวิเคราะห์ฤทธิÍของสารสกัดต่อการยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนส 

1. เตรียมสารละลายสารสกดัหยาบ หรือ สารละลายสารฟลาโวนอยด์บริสทุธิÍทีÉความเข้มข้น 

5 mg/mL โดยใช้ตวัทําละลายคือ 50% (v/v) DMSO  

2. เตรียมสารละลาย 2.5 mM L-DOPA ใน 20 mM phosphate buffer (PB) pH 6.8 

3. เตรียมสารละลายเอนไซม์ไทโรซิเนส (Mushroom tyrosinase, E.C. ř.řŜ.řŠ.ř, Sigma) 

ความเข้มข้น 100 Unit/mL ใน 20 mM phosphate buffer (PB) pH 6.8 

4. เตรียมปฏิกิริยาในจานหลมุขนาด 96 หลุม (ตารางทีÉ 3.1) ซึÉงประกอบไปด้วย 20 mM  

phosphate buffer (PB) pH 6.8 จํานวน 140 µL สารสกัดตวัอย่างทีÉต้องการทดสอบทีÉความเข้มข้น

ต่างๆ จํานวน 20 µL สารละลายเอนไซม์ไทโรซิเนส 100 Unit/mLจํานวน 20 µL จากนั Êนนําไปบ่มทีÉ

อณุหภูม ิŚŝ°C เป็นเวลา 10 นาที แล้วจึงเติม Ś.ŝ mM  L-DOPA จํานวน 20 µL เพืÉอเริÉมต้นปฏิกิริยา 

และนําไปบ่มทีÉอณุหภูมิ Śŝ°C เป็นเวลา 20 นาที นําสารละลายผสมปฏิกิริยาไปวดัค่าการดดูกลืน

แสงทีÉความยาวคลืÉน Ŝşŝ nm  พร้อมกับทําการทดลองชดุควบคมุโดยใช้สารละลาย 50% DMSO 

จํานวน 20 µL แทนการใช้สารละลายสารสกดั 

5. คํานวณร้อยละการยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนส (% inhibition) จากสตูรต่อไปนี Ê 

% inhibition  = {[(∆Ac - ∆AB) - (∆AS - ∆AB)] / (∆Ac - ∆AB)}× 100 

เมืÉอ ∆AC = ผลตา่งของคา่การดดูกลืนแสงทีÉ 475 นาโนเมตร ทีÉเวลา 10 นาที และ 0 นาที 

ของการทดลองกลุม่ควบคุม (control) 
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เมืÉอ ∆AB  = ผลตา่งของค่าการดูดกลืนแสงทีÉ 475 นาโนเมตร ทีÉเวลา 10 นาที และ 0 นาที 

ของการทดลองกลุม่ Blank 

      ∆AS  = ผลตา่งของค่าการดดูกลืนแสงทีÉ 475นาโนเมตร ทีÉเวลา 10 นาที และ 0 ของการ

ทดลองกลุม่ทีÉใช้สารสกดั (Blank) 

ค่า IC50 (concentration providing 50% inhibition) สามารถคํานวณได้จากการวาดกราฟ

ของร้อยละการยับยั Êง (%inhibition) กับค่าความเข้มข้นของสารสกัดแล้วสร้างสมการความสมัพันธ์

เชิงเส้นเพืÉอเทียบกลับเป็นค่าความเข้มข้นของสารสกัดทีÉทําให้มีการยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ทีÉ         

ร้อยละ 50 

 

ตารางทีÉ 3.1  แสดงรายการและปริมาตรของส่วนผสมในปฏิกิริยาการวัดค่าการยับยั Êง

เอนไซมไ์ทโรซิเนส 

 

ปฏิกริิยา 

Phosphate 

Buffer 

pH 6.8 

สาร

สกัด 

50% 

DMSO 

100 Unit/mL 

Mushroom 

tyrosinase 

2.5 mM 

L-DOPA 

Total 

volume 

(µL) (µL) (µL) (µL) (µL) (µL) 

C (control) 140 - 20 20 20 200 

S (Sample) 140 20 - 20 20 200 

B (Blank) 160 20 - 20 - 200 

Final conc. - Various* 5% 10 U/Rx 0.25 mM  

*สารสกดัทําการแปรผนัความเข้มข้นระดบัต่างๆ (0-1000 µM หรือ 0-1000 µg/mL) 

 

การศึกษาจลนศาสตร์การยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสโดยสารฟลาโวนอยด์จากแก่นครีÊ 

 สารฟลาโวนอยด์บริสุทธิÍทีÉแสดงฤทธิÍยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสได้สูงจะถูกคดัเลือกมาศึกษา

จลนศาสตร์การยบัยั Êงเอนไซม์โดยใช้หลกัของไลน์วิเวอร์ และเบริก (Lineweaver and Burk double-

reciprocal  plot)(Lineweaver and Burk, 1934) ซึÉงจะทําการวดัอตัราเร็วเริÉมต้นของปฏิกิริยาทีÉมี

และไมมี่ตวัยบัยั Êง โดยแปรผนัความเข้นข้นซบัสเตรต L-DOPA ทีÉความเข้มข้น ř, Ř.ŝ, Ř.Śŝ, Ř.řŚŝ 

และ Ř.ŘŞŚŝ mM โดยทําการทดลองในลกัษณะเดียวกบัการวิเคราะห์ฤทธิÍของสารสกัดตอ่การยับยั Êง
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เอนไซม์ไทโรซิเนสทีÉในจานหลุมไมโคเพลทแต่จะวดัอตัราเร็วเริÉมต้นของปฏิกิริยาซึÉงจะต้องอ่านค่า

การดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 475 นาโนเมตรทีÉทุกๆ 30 วินาที เป็นเวลา 10 นาที และทําการ

วิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม GraphPad Prism software (version Ŝ.ŘŘ) เพืÉอรายงานค่าทาง

จลนศาสตร์ของเอนไซม์และวิเคราะห์ชนิดของกลไกการยบัยั Êง 
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บททีÉ 4 

ผลการวิจัย  

 

การศึกษาสภาวะทีÉเหมาะสมสําหรับปฏิกิริยาของเอนไซม์ไทโรซิเนสของเหด็ 

 

การเลือกความยาวคลืÉนสงูสุดสําหรับการศึกษาอัตราการเกิดปฏกิริิยา 

 การศกึษาอตัราการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม์ไทโรซิเนส ในงานวิจยันี Ê ใช้เอนไซม์ไทโรซิเนส 

จากเห็ด (mushroom tyrosinase) และใช้ซบัสเตรตเป็น L-Dopa ซึÉงมีการเร่งปฏิกิริยาดงันี Ê 

                                            

L-Dopa (ไม่มีสี)       Dopachrome (สีส้ม)   

 การติดตามการเกิดปฏิกิริยาเปลีÉยนแปลง L-Dopa ไปเป็น Dopachrome ซึÉงมีสีส้ม จะใช้

เทคนิคสเปกโทรโฟโตเมตรี (spectrophotometry) โดยเตรียมปฏิกิริยาในจานหลมุขนาด šŞ หลมุ ซึÉง

ประกอบไปด้วย  phosphate buffer (PB) pH Ş.Š จํานวน řŞŘ µL สารละลายเอนไซม์ไทโรซิเนส 

řŘŘ Unit/mLจํานวน ŚŘ µL เติม Ś.ŝ mM  L-DOPA จํานวน ŚŘ µL เพืÉอเริÉมต้นปฏิกิริยา และนําไป

บ่มทีÉอณุหภูมิ Śŝ°C เป็นเวลา śŘ นาที ซึÉงการทดลองนี Êได้ทําการวัดค่าการดูดกลืนแสงทีÉความยาว

คลืÉนระหว่าง 400-600 นาโนโมตร (ตารางทีÉ Ŝ.ř) ซึÉงได้ค่าการดดูกลืนแสงสูงสดุทีÉความยาวคลืÉน  

475 nm (ภาพทีÉ Ŝ.ř) และเลือกเป็นความยาวคลืÉนทีÉใช้ตลอดการทดลองนี Ê 

 

ภาพทีÉ 4.1 แสดงคา่การดดูกลืนแสงของผลติภณัฑ์จากปฏิกิริยาทีÉเร่งด้วยเอนไซมไ์ทโรซิเนส ซึÉง L-

Dopa ถกูเปลีÉยนไปเป็น Dopachrome และพบคา่การดดูกลืนแสงสงูสุดทีÉ 475 nm 

ไทโรซิเนส 

O2 
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ตารางทีÉ 4.1 คา่การดดูกลืนแสง (A) ทีÉความยาวคลืÉน (λ) ระหว่าง 400-600 นาโนโมตร ของ

ผลิตภณัฑ์ (Dopachrome) ทีÉเกิดจากการเร่งปฏิกิริยาโดยเอนไซม์ไทโรซิเนส 

 
λ A  λ A  λ A  λ A  λ A  λ A 

400 0.132  435 0.168  470 0.189  505 0.179  540 0.138 575 0.101 

401 0.133  436 0.168  471 0.188  506 0.178  541 0.137 576 0.100 

402 0.133  437 0.169  472 0.188  507 0.177  542 0.136 577 0.099 

403 0.134  438 0.170  473 0.189  508 0.176  543 0.134 578 0.099 

404 0.135  439 0.171  474 0.190  509 0.175  544 0.133 579 0.098 

405 0.136  440 0.172  475 0.190  510 0.175  545 0.132 580 0.097 

406 0.137  441 0.173  476 0.190  511 0.174  546 0.131 581 0.097 

407 0.138  442 0.174  477 0.189  512 0.173  547 0.130 582 0.096 

408 0.139  443 0.175  478 0.189  513 0.171  548 0.129 583 0.095 

409 0.140  444 0.175  479 0.189  514 0.170  549 0.127 584 0.095 

410 0.142  445 0.176  480 0.189  515 0.169  550 0.126 585 0.094 

411 0.143  446. 0.177  481 0.189  516 0.168  551 0.125 586 0.093 

412 0.143  447. 0.177  482 0.189  517 0.167  552 0.124 587 0.093 

413 0.144  448. 0.178  483 0.189  518 0.166  553 0.123 588 0.092 

414 0.145  449 0.179  484 0.189  519 0.165  554 0.122 589 0.092 

415 0.147  450 0.180  485 0.189  520 0.163  555 0.120 590 0.091 

416 0.148  451 0.180  486 0.189  521 0.162  556 0.119 591 0.090 

417 0.149  452 0.181  487 0.189  522 0.161  557 0.118 592 0.090 

418 0.150  453 0.181  488 0.189  523 0.160  558 0.117 593 0.089 

419 0.151  454 0.182  489 0.188  524 0.159  559 0.116 594 0.089 

420 0.152  455 0.183  490 0.188  525 0.157  560 0.115 595 0.088 

421 0.153  456 0.183  491 0.187  526 0.156  561 0.114 596 0.088 

422 0.154  457 0.184  492 0.187  527 0.155  562 0.113 597 0.087 

423 0.155  458 0.184  493 0.187  528 0.154  563 0.112 598 0.087 

424 0.156  459 0.185  494 0.186  529 0.152  564 0.111 599 0.087 

425 0.157  460 0.185  495 0.186  530 0.151  565 0.110 600 0.086 

426 0.158  461 0.186  496 0.185  531 0.150  566 0.109  

427 0.159  462 0.186  497 0.185  532 0.149  567 0.108  

428 0.161  463 0.186  498 0.184  533 0.148  568 0.107  

429 0.161  464 0.187  499 0.183  534 0.146  569 0.106  

430 0.162  465 0.187  500 0.183  535 0.145  570 0.105  

431 0.163  466 0.188  501 0.182  536 0.144  571 0.104  

432 0.165  467 0.187  502 0.182  537 0.143  572 0.104  

433 0.166  468 0.188  503 0.181  538 0.141  573 0.103  

434 0.167  469 0.188  504 0.180  539 0.140  574 0.102  
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การเลือกความเข้มข้นของเอนไซม์และซับสเตรตสําหรับการศึกษาอัตราการ

เกดิปฏกิริิยา 

ทําการวดัอตัรการเกิดปฏิกิริยาโดยการแปรผนัความเข้มข้นเอนไซม์ไทโรซิเนสและซบัสเตรต 

(L-Dopa)  โดยเตรียมปฏิกิริยาในจานหลุมขนาด šŞ หลุม ซึÉงประกอบไปด้วย  phosphate buffer 

(PB) pH Ş.Š จํานวน řŞŘ µL สารละลายเอนไซม์ไทโรซิเนส ŚŘ Unit/mL หรือ řŘŘ Unit/mLจํานวน 

ŚŘ µL เติม สารละลาย L-DOPA ความเข้มข้น řmM หรือ Ś.ŝ mM จํานวน ŚŘ µL เพืÉอเริÉมต้น

ปฏิกิริยา และนําสารละลายผสมปฏิกิริยาไปวดัคา่การดดูกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน Ŝşŝ nm ในทนัที 

พร้อมกับอ่านค่าการดูดกลืนแสงทีÉเปลีÉยนแปลงไปทีÉเวลาต่างๆ ตั Êงแต่ Ř -ŞŘ นาที ผลการทดลอง

พบวา่การใช้เอนไซม์ไทโรซิเนสทีÉความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 2 Unit และ L-Dopa เป็น 0.25 mM จะทํา

ให้อัตราการเกิดปฏิกิริยาทีÉดําเนินไปในช่วงระยะเวลา 15-20 นาที ยังคงเกิดขึ Êนเป็นแบบ

ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง แสดงว่าปฏิกิริยายังไม่อิÉมตวั ซึÉงเหมาะสมทีÉจะศึกษาผลการยบัยั Êงของตวั

ยบัยั Êง (ภาพทีÉ Ŝ.2) 

 

 

ภาพทีÉ 4.2 กราฟแสดงอตัรการเกิดปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์ไทโรซิเนสและ L-dopa ทีÉแปรผนัความ

เข้มข้นของเอนไซม์และซบัสเตรต วดัคา่การดดูกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 475 nm 
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การเลือกชนิดและความเข้มข้นของตัวทาํละลายสารสกัดทีÉเหมาะสมสําหรับใช้ใน

การศึกษาอัตราการเกดิปฏกิริิยา 

ทําการวดัอตัรการเกิดปฏิกิริยาโดยการแปรผันชนิดและความเข้มข้นของตวัทําละลาย เพืÉอ

ศกึษาผลกระทบตอ่ตวัทําละลายสารสกดัทีÉมีผลตอ่การยบัยั Êงการเกิดปฏิกิริยา โดยเตรียมปฏิกิริยาใน

จานหลุมขนาด 96 หลมุ ซึÉงประกอบไปด้วย  phosphate buffer (PB) pH 6.8 จํานวน 140 µL เติม 

DMSO หรือ Methanol  ให้มีความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 0, 1.25, 2.5, 5 และ 10 % เติมสารละลาย

เอนไซม์ไทโรซิเนส 100 Unit/mLจํานวน 20 µL เติม สารละลาย L-DOPA ความเข้มข้น 2.5 mM 

จํานวน 20 µL เพืÉอเริÉมต้นปฏิกิริยา และนําไปบ่มทีÉอณุหภูมิ 25°C เป็นเวลา 30 นาที นําสารละลาย

ผสมปฏิกิริยาไปวดัค่าการดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 475 nm  และคํานวณร้อยละการยบัยั Êง

เอนไซม์ไทโรซิเนส (% inhibition) ผลการทดลองแสดงดงัภาพทีÉ Ŝ.3 ซึÉงจะพบว่าตัวทําละลาย 

Methanol ทีÉความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 5% และ 10% สามารถยงัยั Êงการเกิดปฏิกิริยาได้ร้อยละ 20 

และ ร้อยละ 35 ตามลําดบั ในขณะทีÉตวัทําละลาย DMSO ทีÉความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 5% และ 10% 

สามารถยังยั Êงการเกิดปฏิกิริยาได้ร้อยละ 5 และ ร้อยละ 10 ตามลําดบั ดงันั Êนชนิดของตวัทําละลาย

และความเข้มข้นทีÉเหมาะสมในการใช้ทําละลายสารสกดัเพืÉอเติมลงไปในปฏิกิริยาของเอนไซม์ไทโร

ซิเนสจึงเลือก DMSO ทีÉความเข้มข้นสุดท้ายไมเ่กิน 5% และใช้ปฏิกิริยาทีÉเติม DMSO ความเข้มข้น

สดุท้ายเป็น  5% เป็นการทดลองชดุควบคมุ  

 

ภาพทีÉ 4.3 กราฟแสดงร้อยละของการยบัยั Êงการทํางานของเอนไซมไ์ทโรซิเนสภายใต้สภาวะทีÉมกีาร

เติมตวัทําละลาย DMSO หรือ Methanol  ให้มีความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 0, 1.25, 2.5, 5 และ 10 % 
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การวิเคราะห์ฤทธิÍของสารสกัดต่อการยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนส 

การวิเคราะห์ฤทธิÍของสารสกัดต่อการยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารฟลาโวนอยด์ทีÉสกัด

แยกได้จากแก่นครี Ê (D. parviflora) จํานวน 27 ชนิด ซึÉงประกอบไปด้วยสารกลุ่มไอโซฟลาโวน 

(isoflavone)  ฟลาวาโนน (flavanone) ไอโซฟลาวาโนน (isoflavanone) ไอโซฟลาวาน (isoflavan) 

และ เพเทอโรคาร์พาน (pterocarpan) (ตารางทีÉ 4.2) โดยสารประกอบแต่ละชนิดถูกนํามาทดสอบ

คดักรองฤทธิÍการยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสทีÉระดบัความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 200 µM โดยใช้ L-DOPA 
เป็นซบัสเตรต พบว่ามีสารประกอบจํานวน 11 ชนิด ทีÉแสดงฤทธิÍยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสทีÉความ

เข้มข้น 200 µM ได้สูงกว่า 30% เมืÉอเทียบกับการทดลองชุดควบคุม  ทั Êงนี Êได้ทําการทดลอง

เปรียบเทียบกับสารยับยั Êงมาตรฐานได้แก่ออกซีเรสเวอราทรอล (oxyresveratrol) และกรดโคจิก 

(kojic acid) ซึÉงมีความสามารถยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ถึง 98.4% และ 93.4% ตามลําดับ 

(ตารางทีÉ 4.3)   

สารประกอบจํานวน 11 ชนิด ทีÉแสดงฤทธิÍยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสทีÉความเข้มข้น 200 µM 

ได้สูงกว่า 30%  ได้นํามาศึกษาเพืÉอวิเคราะห์หาค่าความเข้มข้นทีÉสามารถยับยั Êงเอนไซม์ได้ 50% 

(ICŝŘ , concentration providing ŝŘ% inhibition) โดยวาดกราฟความสมัพันธ์ระหว่างร้อยละการ

ยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนส (% inhibition) ทีÉความเข้มข้นของสารทดสอบระดบัต่างๆ   ผลคา่ ICŝŘ แสดง

ดงัตารางทีÉ 4.3  ซึÉงพบว่าสารสกดัหยาบของแก่นครี Êมีค่า ICŝŘ เป็น Ś.Ş ± Ř.Ŝ µg/mL สารกลุ่มไอโซ 

ฟลาโวน 9 ชนิด (1-9) มีเพียง 2 ชนิดคือ Khrinone B (ŝ) และ Cajanin (š) ทีÉแสดงฤทธิÍการยบัยั Êง

เอนไซมไ์ทโรซิเนส โดยมคีา่ ICŝŘ เป็น ŝŜ.Ř ± Ş.Ř µM และ Şş.š ± Ş.Ś µM ตามลําดบั  ในขณะทีÉสาร

กลุ่มไอโซฟลาโวนอีก 7 ชนิดทีÉเหลือนั Êนไม่แสดงฤทธิÍยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนส  สารกลุ่มไอโซฟลาวา

โนน (10-18) และฟลาวาโนน (24-26) พบว่ามีฤทธิÍยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสในระดับปานกลางถึง

ค่อนข้างตํÉาโดยมีค่า ICŝŘ  สงูกว่า 100 µM  และสารกลุ่มไอโซฟลาวาน (19-23) พบว่ามีเพียงสาร 

(śRS)-ś'-hydroxy-Š-methyoxy vestitol (Śř) ทีÉแสดงฤทธิÍยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสและหาค่า ICŝŘ 

ได้เป็น Şş.Š ± ŝ.Š µM   สารกลุ่มเพเทอโรคาร์พานคือ (ŞaR,řřaR)-ś,Š-dihydroxy-š-methoxy 

pterocarpan (Śş) พบว่ามฤีทธิÍยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสสงูทีÉสดุจากสารทดสอบทั Êง 27 ชนิด โดยมีค่า 

ICŝŘ เป็น řŞ.ş ± ŝ.Ř µM ซึÉงเทียบเท่ากบักรดโคจิกทีÉการทดลองนี Êได้ค่า ICŝŘ เป็น řŞ.Š ± Ŝ.Š µM 

อย่างไรก็ตามในการทดลองครั Êงนี Êพบว่าสารมาตรฐานออกซีเรสเวอราทรอล ยังคงเป็นสารทีÉมีฤทธิÍ

ยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสสงูทีÉสดุคือมีค่า ICŝŘ เป็น Ř.řš ± Ř.ŘŞ µM  
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การศึกษาจลนศาสตร์การยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสโดยสารฟลาโวนอยด์จากแก่นครี Ê 

สารสกัดบริสทุธิÍจํานวน 4 ชนิดได้แก่ Khrinone B (ŝ) Cajanin (š) (śRS)-ś'-hydroxy-Š-

methyoxy vestitol (Śř) และ (ŞaR,řřaR)-ś,Š-dihydroxy-š-methoxy pterocarpan (Śş) ทีÉพบวา่มี

ฤทธิÍยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสสงู โดยมีค่า ICŝŘ ตํÉากว่า 100 µM  ได้ถูกนํามาศกึษาจลนศาสตร์การ

ยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสโดยใช้ความสมัพันธ์จากสมการของ Michaelis-Menten และการวาดกราฟ

แบบ  Lineweaver-Burk ดงัภาพทีÉ 4.4 ซึÉงแสดงถึงชนิดของการยบัยั Êง (type of inhibition) ของ

สารประกอบ ŝ, š, Śř และ Śş  ทั Êงนี ÊในสภาวะทีÉไม่มีตวัยับยั Êงเอนไซม์ค่าอตัราเร็วสงูสดุ (Vmax) ของ

การเกิด dopachrome โดยเอนไซม์นี Êคือ Ř.ŘŚŞ ΔAŜşŝ/min และค่า  Km  ต่อ L-DOPA คือ Ř.ŚŞ ± 

Ř.ŘŞ µM คา่คงทีÉทางจลศาสตร์ต่างๆ เมืÉอมกีารเติมตวัยงัยั ÊงแสดงดงัตารางทีÉ 4.4 

พฤติกรรมทางจลนศาสตร์การยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสของ Khrinone B (ŝ) ระบุว่าเป็นการ

ยับยั Êงชนิด uncompetitive inhibitor ต่อเอนไซม์ไทโรซิเนส ต่างๆ (ภาพทีÉ 4.4) โดยมีค่าคงทีÉการ

ยบัยั Êง (Ki) เป็น şŝ.ř± ś.Ś µM ซึÉงลกัษณะของการยบัยั Êงชนิด uncompetitive inhibitor ตวัยบัยั Êงจะ

เข้าจับกับ enzyme-substrate complex และลดอัตรการเกิดผลิตภัณฑ์ ทั Êงนี Ê enzyme-inhibitor-

substrate complex (EIS) ยงัคงเกิดปฏิกิริยาผนักลบัได้และยงัสามารถเกิดผลิตภณัฑ์ได้ จึงเป็นเหตุ

ให้คา่ Km และ Vmax ลดลง  

พฤติกรรมทางจลนศาสตร์การยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสของ Cajanin (š) เผยว่าเป็นการ

ยบัยั Êงชนิด non-competitive inhibitor ต่อเอนไซม์ไทโรซิเนส (ภาพทีÉ 4.4) ซึÉงลกัษณะของการยบัยั Êง

ชนิด non-competitive inhibitor ตวัยับยั Êงและซบัสเตรตจะสามารถเข้าจบักบัเอนไซม์ได้ตลอดเวลา

โดยมีตําแหน่งจับคนละตําแหน่งกนั เมืÉอทั Êงตวัยบัยั Êงและซบัซบัสเตรต เข้าจบักบัเอนไซม์แล้วจะเกิด

เป็น enzyme-substrate-inhibitor complex (ESI) ทีÉซึÉงไม่สามารถเกิดเป็นผลิตภัณฑ์ต่อไปได้ แต่

สามารถผนักลบัไปเป็น enzyme-substrate complex (ES) หรือ enzyme-inhibitor complex (EI) 

ดงันั Êนจึงพบว่าค่า Vmax ลดลง โดยไม่มีผลต่อคา่ Km ค่าคงทีÉการยับยั Êง (Ki) ของการเข้าจบัระหว่างตวั

ยบัยั Êงกบัเอนไซม์ และระหวา่งซบัซบัสเตรตกบัเอนไซม์จงึเท่ากนั และจากการทดลองนี Êมีค่าเป็น Şŝ.Ş 

± Ŝ.ř µM 

พฤติกรรมทางจลนศาสตร์การยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสของ (3RS)-3'-hydroxy-8-methyoxy 

vestitol (21)  แสดงให้เห็นว่าเป็นการยบัยั Êงชนิด mixed inhibition (ภาพทีÉ 4.4) มีค่าคงทีÉการยบัยั Êง 

(Ki) เป็น ŝŞ.š ± řŞ.Š µM  การยบัยั Êงแบบผสมนี Êตวัยับยั Êงจะสามารถจบักับเอนไซม์ทีÉตําแหน่ง

เดียวกบัซบัสเตรต ค่า Km อาจคงทีÉหรือมกีารเปลีÉยนแปลงก็ได้แต่ค่า Vmax ทีÉสงัเกตได้จะลดลง  
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พฤติกรรมทางจลนศาสตร์การยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสของ (ŞaR,řřaR)-Řś,Š-dihydroxy-š-

methoxy pterocarpan (Śş) พบวา่เป็นการยบัยั Êงชนิด competitive inhibition (ภาพทีÉ 4.4)           

มีคา่คงทีÉการยบัยั Êง (Ki) เป็น Ş.Ŝ ± Ř.š µM กลไกการยบับั Êงชนิด competitive inhibition ตวัยบัยั Êงจะ

รบกวนการเข้าจบัของซบัสเตรตบนตําแหน่งจบัของเอนไซม์ เป็นเหตใุห้คา่ Km เพิÉมสงูขึ Êนโดยไม่

ผลกระทบตอ่คา่ Vmax 
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ตารางทีÉ 4.2 โครงสร้างทางเคมีของสารสกดับริสทุธิÍทีÉใช้ทดลสอบในการวิจยัครั Êงนี Ê ซึÉงสกดัแยกได้

จาก Dalbergia parviflora 
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ตารางทีÉ 4.3 การยบัยั Êงการทํางานของเอนไซม์ไทโรซิเนสจากเห็ด (Mushroom tyrosinase) 

โดยสารฟลาโวนอยด์ทีÉสกดัแยกได้จาก Dalbergia parviflora 

 

                N.D.  = Not Detemined 

No. Compounds 
Mushroom tyrosinase inhibition 

% inhibit 
  (at 200 µM) 

IC50 (µM) 

29 Oxyresveratrol 98.4 ± 1.1   0.19 ± 0.1 

28 Kojic acid 93.4 ± 1.7 16.8 ± 4.6 

27 
(6aR,11aR)-3,8-
dihydroxy-9-methoxy 
pterocarpan 

84.6 ± 0.6 16.7 ± 5.0 

5 Khrinone B 72.7 ± 2.2 54.0 ± 6.0 

21 
(3RS)-3'-hydroxy-8-
methyoxy vestitol 

64.1 ± 1.3 67.8 ± 5.8 

9 Cajanin 65.0 ± 1.6 67.9 ± 6.2 

10 
(3R)-7,3'-dihydroxy-4'-
methoxy-isoflavanone 

52.1 ± 0.4 176.7 ± 16.3 

24 (2S)-liquiritigenin 52.1 ± 1.4 178.1 ± 14.0 

20 (3R)(+)-mucronulatol 48.3 ± 1.6 228.9 ± 22.2 

17 (3S)-secundiflorol H 44.0 ± 3.7 278.1 ± 54.5 

26 Alpinetin 36.9 ± 0.5 450.0 ± 48.5 

19 (3R)-vestitol 35.6 ± 2.2 473.0 ± 60.9 

12 Dalparvin 31.6 ± 0.5 906.1 ± 43.6 

6 3'-O-methylorobol 14.3 ± 1.1 >1000 

3 Biochanin A 9.2 ± 0.4 >1000 

1 Formononetin 10%  (at 300 µM) >1000 

7 Khrinone C   2%  (at 300 µM) >1000 

2 Calycosin   0%  (at 300 µM) >1000 

11 Onogenin   0%  (at 300 µM) >1000 

15 
(3RS)-3'-O-
methylviolanone 

  0%  (at 300 µM) >1000 

13 Dalparvin B  4%  (at 500 µM) >1000 

14 (3S)-sativanone   13%  (at 500 µM) >1000 

16 (3RS)-kenusanone G   0%  (at 500 µM) >1000 

18 Dalparvin A   0%  (at 500 µM) >1000 

22 Duartin   0%  (at 500 µM) >1000 

4 Genistein S* N.D. 

8 Tectorigenin S* N.D. 

23 (3S)-8-demethylduartin S* N.D. 

25 (2S)-naringenin S* N.D. 

† 

†† 
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ตารางทีÉ 4.4 ผลการวิเคราะห์ทางจลนศาสตร์การยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสของเห็ด (Mushroom 

tyrosinase) โดยสารฟลาโวนอยด์ทีÉสกดัแยกได้จาก Dalbergia parviflora 

 
† อ้างอิงจาก (Alam et al., 2009) 

†† N.D.  = Not Detemined 

 
 
  

No. Compounds 
Mushroom tyrosinase inhibition Ki for 

 o-diphenolase 
activity 

(µM) 

Type of 
inhibition for 
o-diphenolase 

activity 
% inhibit 

  (at 200 µM) 
IC50 (µM) 

29 Oxyresveratrol 98.4 ± 1.1   0.19 ± 0.1 0.9† Non-competitive† 

28 Kojic acid 93.4 ± 1.7 16.8 ± 4.6  Mixed 

27 
(6aR,11aR)-3,8-
dihydroxy-9-methoxy 
pterocarpan 

84.6 ± 0.6 16.7 ± 5.0 6.4 ± 0.9 Competitive 

5 Khrinone B 72.7 ± 2.2 54.0 ± 6.0 75.1± 3.2 Uncompetitive 

21 
(3RS)-3'-hydroxy-8-
methyoxy vestitol 

64.1 ± 1.3 67.8 ± 5.8 56.9 ± 16.8 Mixed 

9 Cajanin 65.0 ± 1.6 67.9 ± 6.2 65.6 ± 4.1 Non-competitive 

N.D.
 
 ††
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ภาพทีÉ 4.4 แสดงกราฟ Lineweaver-Burk ของการยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสจากเห็ด (mushroom 

tyrosinase) โดยสารฟลาโวนอยด์  Khrinone B (5) (a), Cajanin (9)  (b), (3RS)-3'-hydroxy-8-

methyoxy vestitol (21) (c) และ(6aR,11aR)-3,8-dihydroxy-9-methoxy pterocarpan (27)  (d) 

การเร่งปฏิกิริยาใช้ L-DOPA เป็นซบัสเตรตทีÉอณุหภมูิ 25°C  pH 6.8  ในปฏิกิริยามกีารเติมสาร       

ฟลาโวนอยด์ทีÉความเข้มข้นต่างๆ ตามทีÉระบุโดยใช้สญัลกัษณ์ดงัต่อไปนี Ê ●, ▲, ■,* และ ♦ 

 

 

 

 

 



31 

 

บททีÉ 5 

สรุปและอภปิรายผลการวิจัย 

 

การศกึษาฤทธิÍยับยั Êงของสารสกดัจากแก่นครี Ê (Dalbergia parviflora) ต่อการทํางานของ

เอนไซม์ไทโรซิเนสในเห็ด (mushroom tyrosinase, Sigma-Aldrich) ได้ทําการศกึษาทั Êงในส่วนของ

สารสกัดหยาบ (crude extract) ทีÉสกดัด้วยเมทานอลและศึกษาในสารสกัดบริสทุธิÍทีÉสกดัแยกได้ซึÉง

เป็นสารกลุ่มฟลาโวนอยด์จํานวน 27 ชนิด โดยมีการใช้กรดโคจิก (kokic acid) และออกซีเรสเวอรา

ทรอล (oxyresveratrol) เป็นการทดลองชุดควบคมุผลบวก (positive control) ได้มีการศกึษาเพืÉอหา

สภาวะทีÉเหมาะสมในทําปฏิกิริยาโดยการแปรผันตวัทําละลาย ความเข้มข้นเอนไซม์ ความเข้มข้น

ซับสเตรต ระยะเวลาในการบ่มปฏิกริยา และค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดทีÉเหมาะสมสําหรับการ

วิเคราะห์ผลิตภณัฑ์ทีÉเกิดขึ Êน จากผลการศกึษาขั Êนต้นพบว่าสภาวะทีÉเหมาะสมในการสงัเกตปฏิกิริยา

คือ สภาวะสารลายลายฟอสเฟตบัพเฟอร์เข้มข้น 20 mM pH 6.8 อณุหภูมิ Śŝ°C  ซึÉงเป็นสภาวะทีÉ

เหมาะสมตามคาํแนะนําจากคูม่ือการใช้เอนไซม์ของผู้ผลิต ความเข้มข้นสดุท้ายเอนไซม์ไทโรซิเนสใน

ปฏิกิริยาคือ Ś Unit ความเข้มข้นสดุท้ายของซบัสเตรต L-Dopa คือ Ř.Śŝ mM ซึÉงพบว่าทําให้อตัรา

การเกิดปฏิกิริยาเป็นไปในอตัราทีÉไม่รวดเร็วเกินไปและสามารถสงัเกตการดําเนินไปของปฏิกิริยาได้

ในลกัษณะความสมัพันธ์เชิงเส้นตรงระหว่างปริมาณผลิตภัณฑ์ (ค่าการดดูกลืนแสง) ต่อหน่วยเวลา

ในช่วงระยะเวลา 0-20 นาที ในกรณีทีÉมีการเติมสารสกดัทดสอบจะต้องทําละลายด้วย DMSO และ

ใช้ในปริมาณทีÉทําให้ความเข้มข้นสุดท้ายต้องไม่เกิน 5%  ซึÉงพบว่าความเข้มข้นสดุท้ายของ DMSO 

ทีÉ 5% นั Êนไม่มีผลยังยั Êงประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม์ ในขณะทีÉเมทานอลทีÉความเข้มข้น

สดุท้ายเป็น 5% พบวา่มีผลยงัยั Êงประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม์ให้เหลือเพียงร้อยละ 80-85 ซึÉง

ไม่เหมาะสมในการใช้ศึกษาผลการยับยั Êงของสารสกัด เนืÉองจากจะทําให้การแปลผลการยับยั Êง

ผิดพลาดมากยิÉงขึ Êน การเลือกค่าการดดูกลืนแสงทีÉเหมาะสมในการวดัอตัราการเกิดปฏิกิริยาได้ใช้วิธี 

Wavelength Scanning โดยนําผลิตภณัฑ์จากปฏิกิริยาทีÉเร่งด้วยเอนไซม์ไทโรซิเนสทีÉมี L-dopa เป็น

ซบัสเตรต อ่านค่าการดูดกลืนแสงทีละ 1 นาโนเมตร ตั Êงแต่ความยาวคลืÉน 400-600 นาโนเมตร 

พบวา่ค่าการดดูกลืนแสงสงูสดุอยู่ในช่วงความยาวคลืÉน 474-476 นาโนเมตร และได้เลือกความยาว
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คลืÉนทีÉ 475 นาโนเมตรมาใช้ในการวิจยัตลอดการทกุการทดลอง เนืÉองจากทีÉคา่การดดูกลืนแสงสงูสดุ 

(maximum wavelength,  λ max) จะทําให้การวดัคา่ตวัอย่างมคีวามคลาดเคลืÉอนน้อยทีÉสดุ 

การศกึษาฤทธิÍการยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสแบบคดักรองโดยใช้สารบริสทุธิÍชนิดต่างๆ ทีÉสกัด

แยกได้จากแก่นครี ÊทีÉความเข้มข้นสุดท้าย 200 µM พบว่ามีสารบริสุทธิÍเพียง 11 ชนิด จากทั Êงหมด 27 

ชนิด ทีÉมีความสามารถในการยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ ซึÉงทั Êง 11 ชนิดนี ÊถูกนําไปศกึษาเพืÉอหาค่า 

IC50  การทดลองชุดควบคมุผลบวกพบว่ากรดโคจิกและออกซีเรสเวอราทรอลเป็นสารทีÉมีฤทธิÍยบัยั Êง

เอนไซม์ไทโรซิเนสทีÉมีประสิทธิภาพสงู โดยมีค่า IC50 เป็นřŞ.Š ± Ŝ.Š µM และ Ř.řš ± Ř.ŘŞ µM 

ตามลําดบั แม้ว่าสารสกดัจากแก่นครี Êส่วนใหญ่ยงัไม่พบว่ามฤีทธิÍดีเทียบเท่ากับกรดโคจิกและออกซี

เรสเวอราทรอล  การยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสโดยสารกลุ่มฟลาโวนอยด์อาจเกิดขึ Êนโดยการเกิดอนัตร

กิริยาระหว่างโมเลกุลฟลาโวนอยด์และสารอนุมูลอิสระทีÉถูกผลิตขึ Êนบริเวณเร่ง (active site) ของ

เอนไซม์ (Xie et al., 2003) หรืออาจเกิดอนัตรกิริยาระหว่างโมเลกุลฟลาโวนอยด์กบัไอออนทองแดง 

(copper ion) ทีÉอยู่บน catalytic domain ของเอนไซม์ (Kubo and Kinst-Hori, 1999) ทั Êงนี Êจํานวน

และตําแหน่งของหมู่ไฮดรอกซิลทีÉอยู่บนโมเลกุลฟลาโวนอยด์จะเป็นจุดสําคัญในการแสดง

ความสามารถในการยบัยั Êงการทํางานของเอนไซมไ์ทโรซิเนสนี Ê 

จากตัวอย่างสารสกัดฟลาโวนอยด์บริสุทธิÍจํานวน 11 ชนิดทีÉสกจัากแก่นครี Ê พบว่ามีสาร 4 

ชนิดทีÉให้ค่า IC50 ตํÉากว่า 100 µM ซึÉงได้แก่ Khrinone B (ŝ) Cajanin (š) (śRS)-ś'-hydroxy-Š-

methyoxy vestitol (Śř) และ (ŞaR,řřaR)-ś,Š-dihydroxy-š-methoxy pterocarpan (Śş) ซึÉงได้

นํามาศกึษาจลนศาสตร์การยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนส เพืÉอรายงานผลการวิเคราะห์ชนิดของการยับยั Êง

และคา่คงทีÉการยบัยั Êง (Ki) ซึÉงค่า Ki จะแตกตา่งจากคา่ IC50 โดยทีÉค่า Ki จะมีประโยชน์ในการบ่งบอก

ถึงศกัยภาพของความเป็นตวัยับยั Êงของสารแต่ละชนิด ในขณะทีÉค่า IC50 จะใช้ปรียบเทียบผลการ

ทดลองทีÉกระทําในสภาวะเดียวกัน เนืÉองจากค่า IC50 อาจแปรผันไปเมืÉอเปลีÉยนแปลงสภาวะการ

ทดลองบางอย่างเช่น ความเข้มข้นซบัสเตรต ความเข้มข้นเอนไซม์ อุณหภูมิและระยะเวลาการบ่ม

ปฏิกิริยา นอกจากนี Êงานวิจัยนี Êยังได้ทดลองใช้กรดโคจิกเป็นชุดการทดลองควบคุมผลบวกซึÉงได้ผล

การวิเคราะห์ทางจลนศาสตร์การยบัยั Êงเป็นการยบัยั Êงแบบผสม (mixed inhibition) มีค่า Ki เป็น 7.5 

± 1.0 µM เมืÉอเปรียบเทียบกับสารประกอบ (ŞaR,řřaR)-ś,Š-dxiihydroxy-š-methoxy 

pterocarpan (Śş) ทีÉมคี่า Ki เป็น 6.4 ± 0.9 µM แสดงให้เห็นว่าสารประกอบ 27 มีประสิทธิภาพการ

ยับยั Êงเทียบเท่ากับกรดโคจิก ในขณะทีÉสารประกอบออกซีเรสเวอราทรอลได้เคยมีรานงานการวิจัย

ก่อนหน้านี Êว่าให้ผลการยบัยั Êงเป็นชนิด non-competitive ตอ่เอนไซม์ไทโรซิเนส และมคี่า Ki เป็น Ř.š 

µM  (Alam et al., 2009) 
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  งานวิจัยก่อนหน้านี Êได้มีการดลองศึกษาสารสกัดยับยั Êงเอนไซม์กลุ่มโพลีฟีนอลออกซิเดสทีÉ

เป็นสาเหตทํุาให้เกิดสีคลํ Êาในอาหารตา่งๆ เพืÉอทดแทนการใช้สารเคมี เช่น การศกึษาการใช้นํ Êาผึ ÊงเพืÉอ

ลดการเกิดภาวะสีนํ Êาตาลในผลไม้ตดัแต่ง(Jeon and Zhao, 2005; Oszmianski and Lee, 1990)  

การใช้สารสกัดนํ Êามนัหอมระเหย (Phytoncide essential oil) จากใบสนเพืÉอลดการเกิดภาวะสี

นํ Êาตาลในผลไม้ตดัแต่ง (Kim et al., 2014) การใช้สารธรรมชาติ เช่น Glutathione และ cinnamic 

acid เพืÉอป้องกนัการเกิดสีนํ Êาตาลจากเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสในนํ Êาแอปเปิ Êล (Gacche et al., 

2004) การใช้สาร catechin ทีÉสกัดแยกได้จากชาเขียนเพืÉอป้องกันการเกิดสีดําคลํ Êาจากภาวะ 

melanosis โดยเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสในกุ้ งแช่แข็ง (Nirmal and Benjakul, 2009) การ

ศึกษาวิจัยทีÉมุ่งเน้นค้นหาสารสกัดทีÉมีฤทธิÍยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสเพืÉอการประยุกต์ใช้ใน

เครืÉองสําอางบํารุงผิวขาว (whitening) มีรายงานในสารสกดัสาหร่ายทะเลย Salicornia herbacea 

ซึÉงมีฤทธิÍยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสและลดการสงัเคราะห์เมลานินใน BřŞ melanoma cell (Sung et 

al., 2009) สารสกดัจากพืชกลุ่มมลัเบอรีÉ  (Mulberry) ทีÉมีรายงานฤทธิÍยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสเช่น 

Ramulus Mori (Lee et al., 2003) Broussonetia papyrifera (Hwang and Lee, 2007) Morus 

alba (Lee et al., 1997) Morus nigra (Zhang et al., 2009) Morus bombycis (Hwang and Lee, 

2007) และในพืชสมนุไพรไทยทีÉมีรายงานฤทธิÍยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสคือสารสกัดจากมะหาด 

(Artocarpus lakoocha) ทีÉมีสารออกซีเรสเวอราทรอล (Tengamnuay et al., 2006)  สารประกอบ 

ฟลาโวนอยด์ทีÉมีรายงานเกีÉยวกบัฤทธิÍฤทธิÍยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสได้แก่ kaempferol ทีÉสกัดจากดอก

ของหญ้าฝรัÉน (Crocus sativus) ซึÉงกลไกยบัยั Êงแบบcompetitive inhibitor (Kubo and Kinst-Hori, 

1999) morachalcone A ทีÉสกดัจากแก่นขนนุ (Artocarpus heterophyllus) (Nguyen et al., 2012)  

ในส่วนการใช้สารฟลาโวนอยด์เพืÉอกําจัดแมลงได้มีการศึกษาพบว่าสาร quercetin สามรถยับยั Êง

เอนไซม์พอลีฟีนอลออกซิเดลทีÉแยกได้จากตัวอ่อนของแมลงวันหัวเขียว blowfly (Sarcophaga 

bullata) ได้ (Wang et al., 2004) แม้ว่าฟลาโวนอยด์และสารกลุ่มโพลีฟีนอลในพืชตามธรรมชาติจะ

มีไว้เพืÉอเป็นกลไกการต้านแมลงศตัรูพืช แตก่ารประยุกต์ใช้สารกลุม่นี ÊเพืÉอกําจัดแมลงยงัไมม่ีการวิจัย

อย่างแพร่หลายจึงเป็นเรืÉองทีÉนา่สนใจศกึษาต่อในอนาคต  
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การศึกษาวิจัยในแก่นครี Êยังไม่เคยมีรายงานเกีÉยวกับฤทธิÍยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสมาก่อน 

อย่างไรก็ตามมีการรายงานเกีÉยวกับพืชในวงศ์เดียวกับครี Ê (วงศ์ Fabaceae) ซึÉงพบว่าสารสกัดจาก           

ลําต้นของ Maackia fauriei  มีสารฟลาโวนอยด์คือ mirkoin ทีÉมีฤทธิÍยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสแบบ

competitive inhibitor (Kim et al., 2010)  การศกึษาวิจัยครั Êงนี Êถือได้ว่าเป็นการค้นพบฤทธิÍทาง

ชีวภาพใหม่ของสารสกัดแก่นครี Ê ซึÉงเป็นฤทธิÍการยับยั Êงการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ในกลุ่มโพลี                     

ฟีนอลออกซิเดสโดยใช้เอนไซม์ไทโรซิเนสจากเห็ดเป็นตัวแทนในการศึกษา นอกจากนี Êผู้ วิจัยได้เคย

รายงานฤทธิÍต้านอนุมลูอิสระจากสารฟลาโวนอยด์ทีÉสกัดแยกได้แก่นครี Êมาแล้ว ซึÉงสามารถนําองค์

ความรู้นี Êไปศึกษาต่อเพืÉอพัฒนาให้เกิดผลิตภณัฑ์สําหรับการใช้ยงัยั Êงปฏิกิริยาอนุมลูอิสระและยบัยั Êง

ปฏิกิริยาการเกิดสีนํ Êาตาลในอตุสาหกรรมอาหาร อตุสาหกรรมเครืÉองสําอางประเภทบํารุงผิวขาว และ

ต้องการการวิจยัเพิÉมเติมสําหรับการศกึษาแนวโน้มในการเป็นใช้สารกําจดัแมลงศตัรูพืช  
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