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บทคัดย่อ 

 

สารสกัดหยาบของแก่นครี (Dalbergia parviflora) และสารฟลาโวนอยด์บริสทุธิทีสกัด

แยกได้จากแก่นครี 27 ชนิด ได้ถูกนํามาตรวจคัดกรองฤทธิการยบัยังเอนไซม์ไทโรซิเนสจากเห็ด 

(mushroom tyrosinase) พบว่าสารสกัดหยาบของแก่นครีมีค่า IC  ต่อการยับยังเอนไซม์                 

ไทโรซิเนสเป็น .  ± .  μg/mL และสารฟลาโวนอยด์บริสทุธ์ทีนํามาทดสอบทงัหมดพบว่ามีเพียง 

4 ชนิดทีให้ผลการยับยงัเอนไซม์ไทโรซเนสทีมีค่า IC50 ตาํกว่า 100 μM ซงึได้แก่ Khrinone (5), 

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

methoxy pterocarpan (27) สารฟลาโวนอยด์ 4 ชนิดนีได้นําไปศกึษาจลศาสตร์การยบัยงัเอนไซม์

โดยสงัเกตผลด้วยปฏิกิริยาการยบัยงักิจกรรมจําเพาะของ  o- diphenolase ผลการศกึษาเผยให้

เห็นว่ากลไลการยับยัง เอนไซม์ของสารประกอบ (5)  (9) (21) และ (27) เ ป็นแบบชนิด 

uncompetitive,  non-competitive, mixed และ competitive ตามลําดบั การค้นพบองค์ความรู้

พืนฐานนีทําให้สามารถสรุปได้ว่าสารสกัดจากแก่นครีมีศกัยภาพทีจะเป็นแหล่งของผลิตภัณฑ์

ธรรมชาติสําหรับการประยุกต์ใช้เป็นสารต้านปฏิกิริยาการเกิดสีนําตาล (anti-browning) โดยผ่าน

กลไกการยบัยงัการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารประกอบฟีนอลโดยเอนไซมไ์ทโรซิเนส 

 

คําสําคัญ : ครี  สักข ี ฟลาโวนอยด์  เอนไซม์ไทโรซิเนส  ตัวยับยงัเอนไซม์ไทโรซิเนส  

 

  



iii 

 

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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บทท ี1 

บทนํา 

 

ความสาํคัญและทมีาของปัญหา 

 

เอนไซม์ไทโรซิเนสมีความสัมพันธ์กับการสังเคราะห์เมลานินซึงทําให้เกิดสีผิวและยัง

เกียวข้องกบัการเกิดสีนําตาลในอาหารจําพวกผกัผลไม้และอาหารทะเล นอกจากนียงัเป็นเอนไซม์ที

สําคญัสําหรับการเจิรญเติบโตของแมลง ดงันีการศกึษาตวัยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสจึงมีโอกาสพัฒนา

เป็นผลิตภัณฑ์ได้ 3 ประเภท คือ ผลิตภัณฑ์เครืองสําอางทีสามารถยับยังการสงัเคราะห์เมลานิน

เพือให้ผิวขาว ผลิตภัณฑ์สารเติมแต่งอาหารเพือป้องกันการเกิดปฏิกิริยาสีนําตาล และผลิตภัณฑ์

กําจดัตวัออ่นแมลงโดยวิธีชีวภาพ ทงันีมีรายงานว่าสารพฤกษเคมีกลุม่ฟลาโวนอยด์ทีสกดัได้จากพืช

มีคุณสมบัติในการยับยังเอนไซม์ไทโรซิเนส และคณะผู้ วิจัยได้เคยรายงานการค้นพบสารฟลาโว

นอยด์ทีสกดัแยกได้จากแก่นครีและฤทธิต้านอนุมูลอิสระของสารฟลาโวนอยด์ดงักลา่วมาแล้ว ดงันัน

หากทําการวิจัยศึกษาถึงคุณสมบัติการออกฤทธิทางชีวภาพอืนๆ จะเป็นการสร้างโอกาสในการ

พฒันาองค์ความรู้และพฒันานวตักรรมใหม่ 

ครีหรือสกัขี (Dalbergia parviflora) เป็นพืชยืนต้นทีมีแก่นไม้ซึงมีการใช้เป็นยาสมนุไพร

รักษาแผลเปือยพุพองตามหลักภูมิปัญญาท้องถินแต่ยังมิได้มีการศึกษาในเชิงการทดลองทาง

วิทยาศาสตร์เพือสนบัสนุนภูมิปัญญาการใช้สมนุไพร และเมือไม่นานมานีได้มีการศึกษาสารพฤกษ-

เคมีทีเป็นองค์ประกอบในแก่นครีพบว่ามีสารประกอบฟลาโวนอยด์มากกว่า 60 ชนิด ในขณะทีมี

งานวิจยัอืนๆ ได้กลา่วถงึฤทธิทางชีวภาพของสารประกอบฟลาโวนอยด์ไว้อย่างหลากหลาย เช่น ฤทธิ

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

ฤทธิต้านการอกัเสบ (Kim et al., 2004) ฤทธิในการต้านจุลชีพประเภทแบคทีเรีย เชือรา และไวรัส 

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

ชนิดต่างๆ  ในระบบชีวภาพ  (Kongkamnerd et al., 2012; Kongkamnerd et al., 2011)  ทงันีการ

ส่งเสริมการวิจยัด้านสมนุไพรและสารออกฤทธิทางชีวภาพจะเป็นการสร้างความพร้อมทางด้านการ
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ผลิตยารักษาโรค เครืองสําอาง อาหาร รวมถึงยากําจัดโรคพืช และเป็นแผนหนึงของการพัฒนา

นวัตกรรมด้านสมุนไพรไทยให้มีประสิทธิภาพและได้รับการยอมรับมากขึน ในทางเศรษฐกิจจะ

นําไปสู่การลดการนําเข้าของสารเคมีหรือสารสงัเคราะห์ รวมถึงการส่งเสริมให้มีการอนุรักษ์พืชพันธุ์

สมนุไพร และประชาสมัพนัธ์ให้ทราบถึงคณุค่าของทรัพยากรธรรมชาตใินท้องถิน 

 

วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

. เพือทดสอบฤทธิยบัยงัเอนไซม์ไทโรซเินสของสารสกดัหยาบจากแก่นครี 

. เพือทดสอบฤทธิยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารฟลาโวนอยด์ทีสกดัแยกได้จากแก่นครี 

. เพือศกึษาจนศาสตร์ของการยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารฟลาโวนอยด์บางชนิด 

 

ขอบเขตของโครงการวิจัย 

งานวิจัยนีทําการศึกษาวิจัยภายในห้องปฏิบัติการเพือศึกษาฤทธิและกลไกการยับยัง

เอนไซม์ไทโรซิเนสของเห็ดในหลอดทดลอง โดยการใช้เทคนิคการติดตามอตัราการเกิดปฏิกิริยาและ

อัตราการยับยังปฏิกิริยาด้วยวิธีทางสเปกโตรโฟโตรเมตรี โดยยังไม่มีการพัฒนาสารสกัดให้เป็น

ผลิตภัณฑ์สําหรับการใช้เป็นยาหรืออาหาร และการวิจัยนียังไม่มีการทดลองในมนุษย์หรือสัตว์  

ตวัอย่างสมุนไพรเป็นสมนุไพรแห้งจากร้านขายยาบริษัท เจ้ากรมเป๋อ จํากดั  เลขที 229-231 ถนน

จกัรวรรดิ แขวงจกัรวรรด ิเขตสมัพนัธวงศ์ กรุงเทพมหานคร 
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ภาพท ี1.1 แผนผงัแสดงขอบเขตและขนัตอนของงานวิจยั 
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กรอบแนวความคิดของโครงการวจิัย  

        แก่นครีเป็นสมุนไพรทีมาจากภูมิปัญญาท้องถินของไทย โดยพบว่ามีการใช้เป็นยา

บํารุงร่างกายและยาสําหรับสตรี และคณะผู้ วิจัยได้ศึกษาวิจัยทางวิทยาศาสตร์เกียวกับฤทธิต้าน

อนุมูลอิสระและพบว่ามีฤทธิต้านอนุมูลอิสระสูง จึงเห็นสมควรศกึษาฤทธิทางชีวภาพอืนๆ ให้รอบ

ด้าน โครงการวิจัยนีจึงได้พัฒนางานวิจัยเดิมให้มีการแตกแขนงการวิจัยออกไปในเชิงลึก โดยมุ่ง

ประเดน็หลกัไปทีการศึกษาฤทธิการยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนส เพือยืนยันผลการออกฤทธิทางชีวภาพ

ในระดบัหลอดทดลองก่อนการประเมินแนวทางพัฒนาไปสู่ผลิตภณัฑ์ ทังนีการนําภูมิปัญญาท้องถิน

มาตรวจสอบในระดบัห้องปฏิบัติการเพือเพิมข้อมลูทางวิทยาศาสตร์ จะทําให้สามารถพัฒนาขึนเป็น

ผลิตภัณฑ์ท้องถินทีซึงเป็นทียอมรับได้ในอนาคต โดยเฉพาะอย่างยิงทีเกียวข้องกบัอาหาร สุขภาพ

และความงาม และเป็นการสร้างโอกาสในการพัฒนาเทคโนโลยีและนวตักรรมทีมาจากภูมิปัญญา

ท้องถินเพือกลบัคืนสู่ท้องถิน อนัจะนํามาซงึโอกาสในการสร้างรายได้และความยงัยืน 
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บทท ี2 

ทฤษฎีและการทบทวนวรรณกรรมทีเกยีวข้อง 

 

เอนไซมไ์ทโรซิเนส (tyrosinase, EC 1.14.18.1) เป็นเอนไซม์ในทีจดัอยู่ในกลุ่มออกซิโดรีดกั-

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

oxidase, tyrosine-dopa oxidase หรือ monophenol oxidase เป็นต้น เอนไซม์ไทโรซิเนสเป็น

เอนไซม์ชนิด copper-containing enzyme พบอยู่ในสิงมีชีวิตทีหลากหลาย เช่น ในจุลินทรีย์ สตัว์

และพืช เอนไซม์ไทโรซิเนสพบว่ามหีน้าทีสําคญัใน 3 ประเดน็คือ 

1) ในสตัว์เลียงลกูด้วยนมเอนไซม์ไทโรซิเนสจะมีหน้าทีเกียวข้องกับกระบวนการสงัเคราะห์             

รงควตัถเุมลานิน (melanin) ทีอยู่ภายในเซลล์เมลาโนไซต์ (Melanocytes) โดยทําหน้าทีเร่งปฏิกิริยา

ออกซิเดชนักับสารตงัต้นทงัแอล-ไทโรซีน (L-tyrosine) และแอล-โดปา (L-dopa) ร่วมกับออกซิเจน 

ได้เป็นสารประกอบโดปาโครม (dopachrome) หลงัจากนนัจะเกิดปฏิกิริยาโพลิเมอไรเซชนัโดยไม่

อาศยัเอนไซม์เป็นตวัเร่ง ได้ผลิตภัณฑ์เป็นเมลานินชนิดต่างๆ ซงึจะถูกส่งต่อเพือสะสมยังเซลล์เครา 

ติโนไซต์ (keratinocyte) และทําให้เกิดลักษณะการแสดงออกของสีผิว สีผม สีขน และสีนัยน์ตา 

นยัน์ตา ความผิดปกติของการผลิตเอนไซม์นําไปสู่ภาวะการเกิดโรคทีเกียวกับสีผิว ในทางด้านการ

ประยุกต์เป็นผลิตภัณฑ์เครืองสําอางการค้นหาสารยับยงัเอนไซม์ไทโรซิเนส (tyrosinase inhibitor) 

เป็นประเด็นยุทธศาสตร์สําคัญในการพัฒนาผลิตภัณฑ์เพือผิวขาว (skin whitening agent) 

(Chang, ) 

2) เอนไซม์กลุ่มนียงัพบว่าเกียวข้องกบัการเกิดสีนําตาล (enzymatic browning reaction) 

ของอาหารประเภทพืชผักผลไม้ โดยปฏิกิริยาการเกิดสีนําตาลทีเกียวกับเอนไซม์นีเป็นปฏิกิริยา

ออกซิเดชนั (oxidation) จะเกิดขนึเมือเซลล์ของสิงมีชิวิตเกิดการชํา ฉีก ขาด เมอืถูกกระแทก บด หนั 

หรือสับทําให้เอนไซม์ สารทีทําปฏิ กิริยา (substrate) และออกซิเจนเข้ามาสัมผัสกัน สาร 

monophenol (ไม่มีสี) จะถูกออกซิไดซ์เป็นไดฟีนอล (diphenol) ซงึไม่มีสี และถูกออกซิไดซ์ต่อเป็น 

o-quinone ซงึจะทําปฏิกิริยาตอ่กบักรดอะมโินหรือโปรตีนได้เป็นสารสีนําตาล และจะรวมตวักนัเป็น

พอลิเมอร์ทีมีโมเลกุลใหญ่และมีสีนําตาล การศึกษาตวัยับยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสจะสามารถนําไป
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พฒันาเป็นสารช่วยป้องกันการเกิดสีนําตาลในผลิตภัณฑ์อาหารต่างๆ เช่น นําผลไม้ ผักผลไม้สดที

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

 3) ในสตัว์กลุ่มแมลงและครัสเตเซียนพบว่าเอนไซม์นีจะถูกเรียกว่า polyphenoloxidase 

(PPO) กลุ่มฟีนอลออกซิเดสมีบทบาทสําคัญต่อระบบภูมิคุ้ มกันของแมลงมีหน้าทีช่วยใน

กระบวนการป้องกันตวัและเจริญเติบโต ได้แก่ การสร้างเมลานินเพือป้องกนัรังสีทีเป็นอนัตรายต่อ

เซลล์ การรักษาบาดแผล การสร้างเกราะหุ้มปรสิต (parasite encapsulation) และการทําให้เกิด

กระบวนการแข็งตวัของผนงัลําตวั (sclerotization) หลงัการลอกคราบ เป็นต้น จากความสําคญัของ

เอนไซมไ์ทโรซิเนสตอ่การพัฒนาการของตวัออ่นแมลง  การศกึษาตวัยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสสามารถ 

นําไปสูก่ารพฒันาสารกําจดัแมลงทีไมเ่ป็นพิษต่อสิงแวดล้อมได้ (Kubo et al., ; Nguyen et al., 

) 

 ครี (Dalbergia parviflora Roxb.) มชืีอสามญัคือ Blackwood และชือท้องถินได้แก่ กระซิก 

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

การสบัสนกับต้นสกัขี (Dalbergia candenatensis) ซงึเป็นพรรณไม้ในวงศ์เดียวกัน ครีเป็นต้นไม้

ประจําจงัหวดัสตลู พบทวัไปตามป่าโปร่งในทีลุ่มและตามชายห้วยทางภาคใต้ของไทย เป็นไม้ยืนต้น

มีลกัษณะเป็นไม้พุ่มรอเลีอย ลําต้นมกัมีหนาม ใบประกอบแบบขนนก ใบย่อยเรียงสลบั -  ใบ รูป

ขอบขนานแกมรูปไข่กลบั ปลายมน ช่อดอกแบบช่อแยกแขนงออกตามง่ามใบ ดอกรูปดอกถวัขนาด

เลก็มาก เรียงเป็นแถวทางด้านบนของแขนงช่อดอก กลีบเลียง  กลีบ ติดกนัเป็นรูปถ้วย กลีบดอก  

กลีบ สีขาว เกสรเพศผู้   อัน รังไข่เล็ก มีขนประปราย ฝักค่อนข้างหนา มี -  เมล็ด เมล็ดรูปไต

ประโยชน์ของแก่นครีคือใช้รักษาแผลเรือรัง ใช้เป็นยาแก้ไข้ ใช้ทําธูปและเครืองเรือน 

งานวิจัยเกียวกับสารพฤกษเคมี (phytochemical) จากแก่นครีพบว่ามีสารฟลาโวนอยด์ 

(flavonoid) มากกว่า 60 ชนิด และพบว่าหลายชนิดมีฤทธิคล้ายฮอร์โมนเอสโตรเอสโตรเจน 

(Promden et al., ; Songsiang et al., ) นอกจากนีสารฟลาโวนอยด์ยงัมีรายงานว่าเป็น

สารพฤกษเคมีทีมีคณุสมบติัต้านอนมุลูอิสระ (antioxidant) (Chen et al., ; Croft, ; Rice-

Evans et al., )  คณะผู้วิจยัได้ทําการศกึษาสารกลุ่มไอโซฟลาโวนอยด์ทีสกดัได้จากแก่นครีโดย

วิธี DPPH วิธี ORAC และวิธี xanthine/xanthine oxidase ซงึพบว่ามีสารหลายชนิดทีแสดงสมบัติ
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ต้านอนุมูลอิสระได้ อีกทงัยังได้รายงานถึงความสมัพันธ์ของโครงสร้างทางเคมีและฤทธิต้านอนุมูล

อิสระ (Promden et al., ) สารฟลาโวนอยด์จากแก่นครีจึงเป็นเป้าหมายทีจะนํามาศกึษาฤทธิ

ทางชีวภาพทีเกียวข้องกบัการพฒันายา ผลิตภณัฑ์เสริมอาหาร และเครืองสาํอาง  

 

 
 

ภาพท ี2.1 Dalbergia parviflora Roxb. แสดงลกัษณะของใบและผล  

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

History, Department of Botany) 

 

 
 

ภาพท ี2.2 Dalbergia parviflora Roxb. แสดงลกัษณะของแกน่ครี (วตัถุดิบแห้ง) และเมือ

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

ฟลาโวนอยด์  (flavonoids) มาจากภาษาละตินคําว่า flavus หมายถึงสีเหลืองซึงเป็น          

สีทีพบในพืชตามธรรมชาติ ฟลาโวนอยด์เป็นสารทุติยภูมิของพืช (secondary metabolite) 

นอกจากนีในช่วงราวๆ ปี ค.ศ. 1930 – 1950 ได้มีการศกึษาวิจยัเกียวกบัฟลาโวนอยด์มากขึนและมี

การจัดให้ฟลาโวนอยด์เป็นวิตามิน P (Bentgsath et al., 1937) จนกระทงัในปัจจุบนัฟลาโวนอยด์

ยังคงมีความน่าสนใจและมีการศึกษาอย่างแพร่หลายในหลายๆ ด้านมากขึน เช่นด้านโภชนาการ 

ด้านสุขภาพ และด้านความงาม พบว่าฟลาโวนอยด์ทีรับประทานจากอาหารมีความสัมพันธ์กับ

ระบบการต้านอนุมลูอิสระในมนษุย์ จึงเป็นทีมาของการศกึษาปริมาณและชนิดของฟลาโวนอยด์ใน

แหลง่อาหา ทงันีพบวา่ในผกัและผลไม้เป็นแหลง่ของฟลาโวนอยด์ทีสําคญั นอกจากนียงัพบว่ามีฟลา

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

ในเชิงโครงสร้างทางเคมีของฟลาโวนอยด์ซึงเป็นสารพฤกษเคมีในธรรมชาติพบว่ามี

โครงสร้างหลกัเป็น C -C -C  ประกอบกบัการมีหมูแ่ทนที (substitution group) ในตําแหน่งต่างๆ   

ตามระบบการเรียกชือ IUPAC สามารถจดัจําแนกฟลาโวนอยด์ได้ด้งนี 

1) ฟลาโวนอยด์ (flavonoid) หรือ ไบโอฟลาโวนอยด์ (bioflavonoid) 

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

3) นีโอฟลาโวนอยด์ (neoflavonoid) เกิดจากโครงสร้างของ4-phenylcoumarine  

 ฟลาโวนอยด์ทงั 3 ชนิด เป็นสารประกอบทีมีหมู่คีโทนและมีโครงสร้างวงแหวน 3 วง เป็น

โครงหลกั (flavonoid backbone) โดยทวัไปวงแหวนแตล่ะวงจะมีชือคอื A B และ C 

ไอโซฟลาโวนอยด์เป็นสารประกอบในกลุ่มฟลาโวนอยด์ มีโครงสร้างหลักมาจาก  3-  

phenylchroman เป็นสารประกอบทีพบอยู่ในสงิมชีีวิตอาณาจกัรพืช ความหลากของชนิดของไอโซฟ

ลาโวนอยด์ขึนอยู่กับจํานวนและตําแหน่งของหมู่แทนทีบนวงแหวน และยังมีความแตกต่าง

หลากหลายของระดบัออกซิเดชันบนวงแหวน (Grotewold, 2006) ไอโซฟลาโวนอยด์จึงสามารถ

แบ่งเป็นกลุม่ยอ่ยได้ดงันี 

1. ไอโซฟลาแวน (isoflavan)  

2. ไอโซฟลาโวน (isoflavone) 

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

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

แทนทีบนวงแหวน A B และ C 

 

 

 

 

ภาพท ี2.4 โครงสร้างทางเคมีของไอโซฟลาโวนอยด์ 3 ชนิด คือ ไอโซฟลาแวน  ไอโซฟลาโวน และ 

ไอโซฟลาวาโนน  แสดงการระบุหมายเลขตําแหน่งของหมูแ่ทนทีบนวงแหวน A B และ C 
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ฤทธิทางชีวภาพของฟลาโวนอยด์ 

ในอดีตมีการใช้ยาสมุนไพรพืนบ้านเพือรักษาความเจ็บป่วยและโรคเสือม (degenerative 

disease) ซงึเกียวเนืองกับความชราภาพรวมถึงโรคมะเร็ง เบาหวาน โรคหวัใจ ความดนั เป็นต้น ซึง

ในปัจจุบันพบว่ามีสารพฤกษเคมี (phytochemical) หลายชนิดเป็นองค์ประกอบในพืชสมุนไพร

เหลา่นนั ซงึได้แก่ สารประกอบฟีนอล (phenolic compound) ไกลโคไซด์ (glycoside) เทอร์ปีนอยด์ 

(terpenoid) อลัคาลอยด์ (alkaloid) เป็นต้น จากการศกึษาวิจยัพบว่าสารพฤกษเคมีเหล่านีสามารถ

ออกฤทธิทางชีวภาพได้ เช่น อลัคาลอยด์มีผลต่อระบบสรีระวิทยาของมนษุย์และสตัว์ (Ferraz et al., 

1999) สารประกอบฟีนอลซงึรวมถึงฟลาโวนอยด์มีฤทธิต้านอนุมูลอิสระ (Fernandez-Panchon et 

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

(Promden et al., 2014; Wungsintaweekul et al., 2011) และยงัสามารถยบัยงัเอนไซม์นิวรามินิ

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

Kongkamnerd et al., 2011)  

 

ในปัจจุบันนีฟลาโวนอยด์กําลังเป็นทีสนใจในวงการทีศกึษาเกียวกับสารต้านอนุมูลอิสระ 

ซงึฟลาโวนอยด์เป็นสารทีมีศกัยภาพในการต้านอนุมลูอิสระทีสงูมาก (Devasagayam et al., 2004; 

Nijveldt et al., 2001) สมบัติในการต้านอนมุลูอิสระของสารฟลาโวนอยด์พบว่ามคีวามเกียวข้องกบั

ฤทธิทางชีวภาพอืนๆ เช่น การต้านการอกัเสบ (anti-inflammatory) (Kim et al., 2004) ยับยงั

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

al., 2012) นอกจากนียังพบว่าฟลาโวนอยด์สามารถป้องกันโรคหัวใจและหลอดเลือด ยับยัง

เซลล์มะเร็ง และฟลาโวนอยด์บางชนิดอาจมีศกัยภาพทีสามารถยับยังไวรัส HIV ได้ (Yao et al., 

2004) ฤทธิทางชีวภาพทีเกียวกับฤทธิต้านจลุินทรีย์ในสารประกอบฟลาโวนอยด์ ได้แก่ สารสกัดจาก

ใบ Tagetes minuta ซงึการใช้เป็นยาพืนบ้านเพือรักษาโรคติดเชือในประเทศแถบอาร์เจนตินาซงึ

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

สารสกดัจาก Scutellaria baicalensis ซงึเป็นพืชสมนุไพรจีนทีใช้รักษาโรคเยือหุ้มฟันอกัเสบและ

แผลติดเชือในช่องปากพบวา่มสีารฟลาโวน baicalein เป็นสารออกฤทธิหลกั (Tsao et al., 1982)  
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มีการศกึษาถึงฤทธิของสารพฤกษเคมีกลุ่มฟลาโวนอยด์ทีสามารถยบัยงัเอนไซมไ์ทโรซิเนส 

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 

เอนไซม์ไทโรสิเนสเป็นเอนไซม์ทีพบในเซลล์เมลาโนไซต์ ซงึเป็นเซลล์ทีมีอยู่ประมาณ - % 

ของปริมาณเซลล์ผิวทงัหมด โดยเซลล์ดงักล่าวมีความจําเป็นต่อการกระบวนการสร้างเมลานินเพือ

ส่งให้แก่เซลล์ข้างเคียงเช่น เซลล์เคลาติโนไซต์ ปฏิกิริยาของเอนไซม์ไทโรสิเนสเป็นขนักําหนดอตัรา 

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

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

1927)(ภาพที 2.5) พบว่าขันตอนการใช้เอนไซม์ไทโรสิเนสจะเป็นจุดเริมต้นของกระบวนการ

สงัเคราะห์เมลานิน โดยมีแอล-ไทโรซีน (L-tyrosine) หรือแอล-โดปา (L-Dopa) เป็นสารตงัต้น ซงึจะ

ถูกเปลียนโดยปฏิกิริยาทีใช้เอนไซม์ (Enzymatic reaction) เป็นโดปาควิโนน (Dopaquinone)  

ปฏิกิริยาการเปลียนแปลงด้วยเอนไซม์ของแอล-ไทโรซีน เป็น แอล-โดปา และ โดปาควิโนน เรียกว่า 

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

หลงัจากนนัจะเข้าสู่ช่วงปฏิกิรยาทีไม่ใช้เอนไซม์ (Non-enzymatic reaction) ซึงสามารถ

เกิดปฏิกิริยาต่อเนืองด้วยตนเอง ในวิถีหนงึนนัโดปาควิโนนจะเกิดปฏิกิริยาออโต-ออกซิเดชนั (Auto-

oxidation) ได้เป็นสารประกอบโดปาโครม (Dopachrome) ซงึเป็นสารทีมีสีนําตาล-ดํา หลงัจากนนั     

โดปาโครมจะเข้าสู่กระบวนการเปลียนแปลงขันต่อไปจนกระทังได้สารเมลานินชนิดยูเมลานิน 

(Eumelanin) ทีมีสีนําตาล-ดํา นอกจากนีในอีกวิถีหนึง สารโดปาควิโนนยังสามารถทําปฏิกิริยากับ

สาร  กลตูาไธโอน (Glutathione) หรือซิสเตอีน (Cysteine) ได้ผลิตภณัฑ์ปลายทางคือสารประกอบ

เมลานินชนิดฟีโอเมลานิน (Pheomelanin) ซึงมีสีชมพู-แดง  จากแผนผังชีวสงัเคราะห์ของเมลานิน 

จะพบวา่วิธีการหนงึทีจะลดการสร้างเมลานินได้นนั คือการยบัยงัการทํางานของเอนไซม์ไทโรสิเนสที
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เป็นขนัตอนสําคญัของชีวสงัเคราะห์ของเมลานิน ดงันนัสารทีมีฤทธิยับยังเอนไซม์ไทโรสิเนสจึงเป็น

เป้าหมายในการศกึษาค้นคว้าและสามารถนํามาพฒันาเป็นผลิตภณัฑ์สูท้่องตลาดในปัจจบุนั 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที 2.5 แผนผงัชีวสงัเคราะห์ของเมลานิน (Raper, 1927) 

 

ปฏกิิริยาการเกิดสีนําตาลของผลไม้กับเอนไซม์กลุ่มพอลิฟีนอลออกซิเดส 

  ปฏิกิริยาการเกิดสีนําตาลทีเกียวข้องกบัเอนไซม์ (enzymatic browning reaction) มกัพบ

ในอาหารโดยเฉพาะ ผกั (vegetable) ผลไม้ (fruit) ชา กาแฟ โกโก้ และอาหารทะเล โดยเกิดขึน

บริเวณผิวหน้าของอาหาร เมือสมัผสักบัออกซิเจนในอากาศ ปฏิกิริยาการเกิดสีนําตาลทีเกียวข้องกบั

เอนไซม ์จะเกิดขนึได้โดยมอีงค์ประกอบทีสําคญัคือ  

1. สารตงัต้น (substrate) ประเภทสารประกอบฟีนอล (phenolic compounds) เช่น                    

แคทีชิน (catechins) ซึงเป็นสารฟลาโวนอยด์ทีพบมากในใบชา ไทโรซีน (tyrosine) ซึงเป็นกรด               

อะมิโน (amino acid) อาหารทะเล และแทนนิน (tannin) ทีพบในผกั และผลไม้ เป็นต้น นอกจากนี

เอนไซมย์งัต้องการออกซิเจนเป็นสารตงัต้นร่วม (co-substrate) ในการเกิดปฏิกิริยา 

2. เอนไซม์พอลิฟีนอลออกซิเดส (polyphenol oxidase, PPO) หรืออาจเรียกว่าเอนไซม์                 

ฟีนอเลส (phenolase) ซงึเป็นกลุม่ของเอนไซม์ทีเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารประกอบฟีนอลและ 
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ออร์โท-ไดฟีนอล ดังนันเอนไซม์ในกลุ่มนีจึงรวมถึงเอนไซม์ต่างๆ เช่น ฟีนอลออกซิเดส (phenol 

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

เดส (dopaoxidase) และออกซิเดส (oxidase) เอนไซม์เหล่านีจะทํางานได้ดีทีค่า pH เหมาะสมซงึ

อยู่ระหวา่ง 5-7 

ปฏิ กิ ริยาการเกิดสีนําตาลทีเกียวกับเอนไซม์นีเป็นปฏิกริยาออกซิเดชัน (oxidation)                       

จะเกิดขึนเมือเซลล์ของสิงมีชิวิตเกิดการชํา ฉีก ขาด เมือถูกกระแทก บด หนั หรือสับทําให้เอนไซม์ 

สารทีทําปฏิกิริยา (substrate) และออกซิเจนเข้ามาสมัผัสกัน สาร monophenol (ไมม่ีสี) จะถูก

ออกซิไดซ์ เป็นไดฟีนอล (diphenol) ซงึไมมี่ส ีและถูกออกซิไดซ์ต่อเป็น o-quinone ซงึจะทําปฏิกิริยา

ต่อกบักรดแอมิโนหรือโปรตีนได้เป็นสารสีนําตาล และจะรวมตัวกันเป็นพอลิเมอร์ทีมีโมเลกุลใหญ่

และมีสีนําตาล เช่น เมลานิน (melanin) ปฏิกิริยาการเกิดสีนําตาลทีเกียวกับเอนไซม์ มกัพบเป็น

ปัญหาการเกิดสีนําตาล ซึงไม่เป็นทีต้องการ ใน ผัก ผลไม้ เช่น มันฝรัง กะท้อน กล้วย ฝรัง ซึงจะ

เกิดขนึหลงัการปอกเปลือก (peeling) การลดขนาด (size reduction) และยงัพบในอาหารทะเลสด 

เช่น กุ้ ง ซึงการศึกษาตัวยับยังป้องกันปฏิกิริยาการเกิดสีนําตาลทีเกียวข้องกับเอนไซม์ จะเป็น

ประโยชน์ต่อวงการอุตสาหกรรมอาหาร  อย่างไรก็ตามปฏิกิริยานีเป็นอาจปฏิกิริยาทีต้องการให้

เกิดขนึในการแปรรูปอาหารบางชนิดทีต้องการให้เกิดสีนําตาลเข้ม และเกิดกลินรสระหว่างการหมกั 

เชน่ โกโก้ ชา กาแฟ ไซเดอร์ ลกูเกด ลกูพรุน อิทผลมัน เป็นต้น 

คณะผู้ วิจยัได้ทําการศึกษาสารกลุ่มไอโซฟลาโวนอยด์ทีสกดัได้จากแก่นครีโดยวิธี DPPH วิธี 

ORAC และวิธี xanthine/xanthine oxidase ซงึพบว่ามสีารหลายชนิดทีแสดงสมบัติต้านอนุมลูอิสระ

ได้ อีกทงัยังได้รายงานถึงความสมัพันธ์ของโครงสร้างทางเคมีและฤทธิต้านอนุมูลอิสระ (Promden 

et al., 2014) ดงันนัสารสกัดจากแก่นครีทีมีฟลาโวนอยด์หลายชนิดจึงสมควรนํามาศกึษาฤทธิทาง

ชีวภาพด้านตา่งๆ รวมทงัฤทธิต้านเอนไซม์ไทโรซิเนส อนัจะนํามาซึงองค์ความรู้ใหม่และแนวทางใน

การพัฒนาผลิตภัณฑ์ด้านต่างๆ ทีเกียวข้องกับฤทธิยับยงัเอนไซม์ในกลุ่มของเอนไซม์ไทโรซิเนสใน

ด้านเครืองสําอาง ผลิตภณัฑ์อาหาร และสารกําจดัแมลง 
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บทท ี3 

วิธีการดาํเนินการวิจยั 

เครืองมือวิทยาศาสตร์  

1. เครืองชงัทศนิยม 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 

 ตวัอย่างแก่นครีในการวิจยัครังนีได้จากร้านขายยาบริษัท เจ้ากรมเป๋อ จํากดั  เลขที -

 ถนนจกัรวรรดิ แขวงจกัรวรรดิ เขตสมัพนัธวงศ์ กรุงเทพมหานคร  สารสกัดหยาบจากแก่นครี

เตรียมโดยวิธีสกดัด้วยตวัทําละลายเมทานอลแบบไหลย้อนกลบั (reflux extraction) ดงันี 

1. บดแก่นครีด้วยเครืองบดสมนุไพรให้เป็นผงละเอียดและชงัมาจํานวน 30 กรัม ใสล่งใน

ขวดก้นกลม 

2. เติมสารละลาย 90% methanol ลงไปจํานวน 250 mL 

3. ประกอบขวดก้นกลมกบัชดุ condenser และเตาหลมุ พร้อมกบัให้ความร้อนทีอณุหภมู ิ

65 ºC เป็นเวลา 2 ชวัโมง  
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4. ทําการกรองสารสกดัเมทานอลด้วยกระดาษกรองหยาบ Whatman เบอร์  จํานวน  

รอบ และกรองตอ่ด้วยกระดาษกรอง Whatman เบอร์  จํานวน  รอบ (ใช้กบักรวยบุชเนอร์) และพัก

ไว้ 

5. เติมสารละลาย 90% methanol ลงไปจํานวน 250 mL ลงไปในขวดก้นกลมเดิมทีมีกาก

สมนุไพรเหลอือยู่เพือสกดัซําครังท ี2 โดยดาํเนินตามขนัตอนข้อที 3 และ 4  

6. รวมสารสกดัทีได้ทงั 2 รอบเข้าด้วยกนัและนําไปทําการระเหยเมทานาอลและนําออก 

ด้วยเครือง Rotary Evaporator ทีอณุหภูม ิ45 ºC และปัมสญูญากาศปรับความดนัเป็น 26 mm Hg 

7. ภายหลงัเมอืทําการระเหยเมทานอลและนําออกแล้ว ให้ทําละลายกลบัคืนในขวดก้น 

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

ลงในภาชนะแก้วอบแห้งทีชังนําหนังภาชนะเปล่า นําไประเหยแห้งอีกครังในตู้ดดูควันเป็นเวลา 3-5 

วัน จนกระทังมันใจว่าเมทานอลระเหยไปหมด จากนันเก็บสารสกัดไว้ในภาชนะปิดดูดความชืน 

(desiccator) เป็นเวลา  2 วนั   

8. ชงันําหนกัภาชนะทีบรรจสุารสกดัหยาบทีระเหยเอาเมทานอลแล้ว และนํานําหนกัรวมมา

หกัออกจากนําหนกัภาชนะเปลา่ จะได้นําหนกัสทุธิของสารสกดัทสีกดัได้ เพือคํานวณร้อยละของสาร

สกดัทีได้ (% yield) จากสตูรต่อไปนี 

 

% yield  =     100 x นําหนกัสทุธิของสารสกดั 

          นําหนกัของผงสมนุไพรแห้ง 

 

9. ชงันําหนกัของสารสกดัหยาบของสมนุไพรแตล่ะชนิดจํานวน 1.0 -2.0 mg (บันทึกตวัเลข

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

ไว้ทีอณุหภูม ิ-20 ºC เพือใช้เป็น Stock solution ในการทดลองวิเคราะห์ตอ่ไป 
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การศึกษาสภาวะทเีหมาะสมสําหรับปฏิกิริยาของเอนไซม์ไทโรซิเนสของเหด็ 

  

    การเลือกความยาวคลืนสูงสุดสาํหรับการศึกษาอัตราการเกิดปฏกิิริยา 

     เตรียมปฏิกิริยาในจานหลุมขนาด 96 หลุม ซงึประกอบไปด้วยสารละลาย 20 mM 

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

20 µL เติม .  mM  L-DOPA จํานวน 20 µL เพือเริมต้นปฏิกิริยา และนําไปบ่มทีอณุหภูมิ °C 

เป็นเวลา 30 นาที นําสารละลายผสมปฏิกิริยาไปวดัคา่การดดูกลืนแสงทีความยาวคลืนตงัแต่ 400-

600 nm  บันทึกผลและวาดกราฟความสมัพันธ์ระหว่างค่าการดดูกลืนแสงและคา่ความยาวคลืน 

เลือกค่าความยาวคลืนทีมีการดดูกลืนแสงมากทีสดุไปใช้ในการทดลองตลอดการวิจยัครังนี 

 

 การเลือกความเข้มข้นของเอนไซม์และซับสเตรตสําหรับการศึกษาอัตราการ

เกดิปฏกิริิยา 

เตรียมปฏิกิริยาในจานหลุมขนาด 96 หลุม ซึงประกอบไปด้วยสารละลาย 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 .  mM จํานวน 20 

µL เพือเริมต้นปฏิกิริยา และนําสารละลายผสมปฏิกิริยาไปวดัค่าการดดูกลืนแสงทีความยาวคลืน 

475 nm ในทนัที พร้อมกบัอ่านค่าการดดูกลืนแสงทีเปลียนแปลงไปทีเวลาต่างๆ ตงัแต่ 0-60 นาที 

บันทกึผลและวาดกราฟความสมัพนัธ์ระหว่างค่าการดดูกลืนแสงและเวลาการดําเนินไปของปฏิกิริยา 

 

การเลือกชนิดและความเข้มข้นของตัวทาํละลายสารสกัดทีเหมาะสมสําหรับใช้ใน

การศึกษาอัตราการเกดิปฏกิริิยา 

เตรียมปฏิกิริยาในจานหลุมขนาด 96 หลุม ซึงประกอบไปด้วยสารละลาย 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 .  mM จํานวน 20 µL เพือเริมต้นปฏิกิริยา และนําไป

บ่มทีอณุหภูมิ °C เป็นเวลา 30 นาที นําสารละลายผสมปฏิกิริยาไปวดัค่าการดดูกลืนแสงทีความ

ยาวคลืน  nm  และคํานวณร้อยละการยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนส (% inhibition) จากสตูรต่อไปนี 
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% inhibition  =  [(∆A0-∆As) / ∆A0] × 100 

เมือ ∆A0  = ผลตา่งของคา่การดดูกลืนแสงที 475 นาโนเมตร ทีเวลา 10 นาที และ 0 นาที 

ของการทดลองกลุม่ทีไม่เติมตวัทําละลายใดๆ 

เมือ ∆As  = ผลตา่งของค่าการดดูกลืนแสงที 475 นาโนเมตร ทีเวลา 10 นาที และ 0 นาที 

ของการทดลองกลุม่ทีมีการเติม DMSO หรือ Metanol ทีความเข้มข้นตา่งๆ 

 

วาดกราฟความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละการยับยังเอนไซม์ไทโรซิเนส (% inhibition) และ

ความเข้มข้นของตวัทําละลายแตล่ะชนิด  เลือกชนิดของตวัทําละลายและความเข้มข้นทีเหมาะสมใน

การใช้สําหรับการทดลองตลอดงานวิจยัครังนี 

 

การวิเคราะห์ฤทธิของสารสกัดต่อการยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนส 

1. เตรียมสารละลายสารสกดัหยาบ หรือ สารละลายสารฟลาโวนอยด์บริสทุธิทีความเข้มข้น 

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. . . . , Sigma) 

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

4. เตรียมปฏิกิริยาในจานหลมุขนาด 96 หลุม (ตารางที 3.1) ซงึประกอบไปด้วย 20 mM  

phosphate buffer (PB) pH 6.8 จํานวน 140 µL สารสกัดตวัอย่างทีต้องการทดสอบทีความเข้มข้น

ต่างๆ จํานวน 20 µL สารละลายเอนไซม์ไทโรซิเนส 100 Unit/mLจํานวน 20 µL จากนนันําไปบ่มที

อณุหภูม ิ °C เป็นเวลา 10 นาที แล้วจึงเติม .  mM  L-DOPA จํานวน 20 µL เพือเริมต้นปฏิกิริยา 

และนําไปบ่มทีอณุหภูมิ °C เป็นเวลา 20 นาที นําสารละลายผสมปฏิกิริยาไปวดัค่าการดดูกลืน

แสงทีความยาวคลืน  nm  พร้อมกับทําการทดลองชดุควบคมุโดยใช้สารละลาย 50% DMSO 

จํานวน 20 µL แทนการใช้สารละลายสารสกดั 

5. คํานวณร้อยละการยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนส (% inhibition) จากสตูรต่อไปนี 

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

เมือ ∆AC = ผลตา่งของคา่การดดูกลืนแสงที 475 นาโนเมตร ทีเวลา 10 นาที และ 0 นาที 

ของการทดลองกลุม่ควบคุม (control) 



18 

 

เมือ ∆AB  = ผลตา่งของค่าการดูดกลืนแสงที 475 นาโนเมตร ทีเวลา 10 นาที และ 0 นาที 

ของการทดลองกลุม่ Blank 

      ∆AS  = ผลตา่งของค่าการดดูกลืนแสงที 475นาโนเมตร ทีเวลา 10 นาที และ 0 ของการ

ทดลองกลุม่ทใีช้สารสกดั (Blank) 

ค่า IC50 (concentration providing 50% inhibition) สามารถคํานวณได้จากการวาดกราฟ

ของร้อยละการยับยงั (%inhibition) กับค่าความเข้มข้นของสารสกัดแล้วสร้างสมการความสมัพันธ์

เชิงเส้นเพือเทียบกลับเป็นค่าความเข้มข้นของสารสกัดทีทําให้มีการยับยังเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ที         

ร้อยละ 50 

 

ตารางที 3.1  แสดงรายการและปริมาตรของส่วนผสมในปฏิกิริยาการวัดค่าการยับยัง

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) 

 

การศึกษาจลนศาสตร์การยับยังเอนไซม์ไทโรซิเนสโดยสารฟลาโวนอยด์จากแก่นครี 

 สารฟลาโวนอยด์บริสุทธิทีแสดงฤทธิยับยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสได้สูงจะถูกคดัเลือกมาศึกษา

จลนศาสตร์การยบัยงัเอนไซม์โดยใช้หลกัของไลน์วิเวอร์ และเบริก (Lineweaver and Burk double-

reciprocal  plot)(Lineweaver and Burk, 1934) ซงึจะทําการวดัอตัราเร็วเริมต้นของปฏิกิริยาทีมี

และไมมี่ตวัยบัยงั โดยแปรผนัความเข้นข้นซบัสเตรต L-DOPA ทีความเข้มข้น , . , . , .  

และ .  mM โดยทําการทดลองในลกัษณะเดียวกบัการวิเคราะห์ฤทธิของสารสกัดตอ่การยับยัง
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เอนไซม์ไทโรซิเนสทีในจานหลุมไมโคเพลทแต่จะวดัอตัราเร็วเริมต้นของปฏิกิริยาซงึจะต้องอ่านค่า

การดูดกลืนแสงทีความยาวคลืน 475 นาโนเมตรทีทุกๆ 30 วินาที เป็นเวลา 10 นาที และทําการ

วิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม GraphPad Prism software (version . ) เพือรายงานค่าทาง

จลนศาสตร์ของเอนไซม์และวิเคราะห์ชนิดของกลไกการยบัยงั 
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บทท ี4 

ผลการวิจัย  

 

การศึกษาสภาวะทเีหมาะสมสําหรับปฏิกิริยาของเอนไซม์ไทโรซิเนสของเหด็ 

 

การเลือกความยาวคลืนสงูสุดสําหรับการศึกษาอัตราการเกิดปฏกิริิยา 

 การศกึษาอตัราการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม์ไทโรซิเนส ในงานวิจยันี ใช้เอนไซม์ไทโรซิเนส 

จากเห็ด (mushroom tyrosinase) และใช้ซบัสเตรตเป็น L-Dopa ซงึมีการเร่งปฏิกิริยาดงันี 

                                            

L-Dopa (ไม่มีสี)       Dopachrome (สีส้ม)   

 การติดตามการเกิดปฏิกิริยาเปลียนแปลง L-Dopa ไปเป็น Dopachrome ซงึมีสีส้ม จะใช้

เทคนิคสเปกโทรโฟโตเมตรี (spectrophotometry) โดยเตรียมปฏิกิริยาในจานหลมุขนาด  หลมุ ซงึ

ประกอบไปด้วย  phosphate buffer (PB) pH .  จํานวน  µL สารละลายเอนไซม์ไทโรซิเนส 

 Unit/mLจํานวน  µL เติม .  mM  L-DOPA จํานวน  µL เพือเริมต้นปฏิกิริยา และนําไป

บ่มทีอณุหภูมิ °C เป็นเวลา  นาที ซึงการทดลองนีได้ทําการวัดค่าการดูดกลืนแสงทีความยาว

คลนืระหว่าง 400-600 นาโนโมตร (ตารางที . ) ซงึได้ค่าการดดูกลืนแสงสูงสดุทีความยาวคลืน  

475 nm (ภาพที . ) และเลือกเป็นความยาวคลืนทีใช้ตลอดการทดลองนี 

 

ภาพท ี4.1 แสดงคา่การดดูกลืนแสงของผลติภณัฑ์จากปฏิกิริยาทีเร่งด้วยเอนไซมไ์ทโรซิเนส ซงึ L-

Dopa ถกูเปลียนไปเป็น Dopachrome และพบคา่การดดูกลืนแสงสงูสุดที 475 nm 

ไทโรซิเนส 

O2 
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ตารางท ี4.1 คา่การดดูกลืนแสง (A) ทีความยาวคลืน (λ) ระหว่าง 400-600 นาโนโมตร ของ

ผลิตภณัฑ์ (Dopachrome) ทีเกิดจากการเร่งปฏิกิริยาโดยเอนไซม์ไทโรซิเนส 

 
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  หลุม ซงึประกอบไปด้วย  phosphate buffer 

(PB) pH .  จํานวน  µL สารละลายเอนไซม์ไทโรซิเนส  Unit/mL หรือ  Unit/mLจํานวน 

 µL เติม สารละลาย L-DOPA ความเข้มข้น mM หรือ .  mM จํานวน  µL เพือเริมต้น

ปฏิกิริยา และนําสารละลายผสมปฏิกิริยาไปวดัคา่การดดูกลืนแสงทีความยาวคลืน  nm ในทนัที 

พร้อมกับอ่านค่าการดูดกลืนแสงทีเปลียนแปลงไปทีเวลาต่างๆ ตงัแต่  -  นาที ผลการทดลอง

พบวา่การใช้เอนไซม์ไทโรซิเนสทีความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 2 Unit และ L-Dopa เป็น 0.25 mM จะทํา

ให้อัตราการเกิดปฏิกิริยาทีดําเนินไปในช่วงระยะเวลา 15-20 นาที ยังคงเกิดขึนเป็นแบบ

ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง แสดงว่าปฏิกิริยายังไม่อิมตวั ซึงเหมาะสมทีจะศึกษาผลการยบัยังของตวั

ยบัยงั (ภาพที .2) 

 

 

ภาพท ี4.2 กราฟแสดงอตัรการเกิดปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์ไทโรซิเนสและ L-dopa ทีแปรผนัความ

เข้มข้นของเอนไซม์และซบัสเตรต วดัคา่การดดูกลืนแสงทีความยาวคลืน 475 nm 
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การเลือกชนิดและความเข้มข้นของตัวทาํละลายสารสกัดทีเหมาะสมสําหรับใช้ใน

การศึกษาอัตราการเกดิปฏกิริิยา 

ทําการวดัอตัรการเกิดปฏิกิริยาโดยการแปรผันชนิดและความเข้มข้นของตวัทําละลาย เพือ

ศกึษาผลกระทบตอ่ตวัทําละลายสารสกดัทีมีผลตอ่การยบัยงัการเกิดปฏิกิริยา โดยเตรียมปฏิกิริยาใน

จานหลุมขนาด 96 หลมุ ซงึประกอบไปด้วย  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 เพือเริมต้นปฏิกิริยา และนําไปบ่มทีอณุหภูมิ 25°C เป็นเวลา 30 นาที นําสารละลาย

ผสมปฏิกิริยาไปวดัค่าการดูดกลืนแสงทีความยาวคลืน 475 nm  และคํานวณร้อยละการยบัยัง

เอนไซม์ไทโรซิเนส (% inhibition) ผลการทดลองแสดงดงัภาพที .3 ซึงจะพบว่าตัวทําละลาย 

Methanol ทีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 5% และ 10% สามารถยงัยงัการเกิดปฏิกิริยาได้ร้อยละ 20 

และ ร้อยละ 35 ตามลําดบั ในขณะทีตวัทําละลาย DMSO ทีความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 5% และ 10% 

สามารถยังยงัการเกิดปฏิกิริยาได้ร้อยละ 5 และ ร้อยละ 10 ตามลําดบั ดงันนัชนิดของตวัทําละลาย

และความเข้มข้นทีเหมาะสมในการใช้ทําละลายสารสกดัเพือเติมลงไปในปฏิกิริยาของเอนไซม์ไทโร

ซิเนสจึงเลือก DMSO ทีความเข้มข้นสุดท้ายไมเ่กิน 5% และใช้ปฏิกิริยาทีเติม DMSO ความเข้มข้น

สดุท้ายเป็น  5% เป็นการทดลองชดุควบคมุ  

 

ภาพที 4.3 กราฟแสดงร้อยละของการยบัยังการทํางานของเอนไซมไ์ทโรซิเนสภายใต้สภาวะทีมกีาร

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

การวิเคราะห์ฤทธิของสารสกัดต่อการยับยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารฟลาโวนอยด์ทีสกัด

แยกได้จากแก่นครี (D. parviflora) จํานวน 27 ชนิด ซึงประกอบไปด้วยสารกลุ่มไอโซฟลาโวน 

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

และ เพเทอโรคาร์พาน (pterocarpan) (ตารางที 4.2) โดยสารประกอบแต่ละชนิดถูกนํามาทดสอบ

คดักรองฤทธิการยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสทีระดบัความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 200 µM โดยใช้ L-DOPA 
เป็นซบัสเตรต พบว่ามีสารประกอบจํานวน 11 ชนิด ทีแสดงฤทธิยับยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสทีความ

เข้มข้น 200 µM ได้สูงกว่า 30% เมือเทียบกับการทดลองชุดควบคุม  ทังนีได้ทําการทดลอง

เปรียบเทียบกับสารยับยังมาตรฐานได้แก่ออกซีเรสเวอราทรอล (oxyresveratrol) และกรดโคจิก 

(kojic acid) ซึงมีความสามารถยับยังเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ถึง 98.4% และ 93.4% ตามลําดับ 

(ตารางที 4.3)   

สารประกอบจํานวน 11 ชนิด ทีแสดงฤทธิยับยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสทีความเข้มข้น 200 µM 

ได้สูงกว่า 30%  ได้นํามาศึกษาเพือวิเคราะห์หาค่าความเข้มข้นทีสามารถยับยังเอนไซม์ได้ 50% 

(IC  , concentration providing % inhibition) โดยวาดกราฟความสมัพันธ์ระหว่างร้อยละการ

ยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนส (% inhibition) ทีความเข้มข้นของสารทดสอบระดบัต่างๆ   ผลคา่ IC  แสดง

ดงัตารางที 4.3  ซงึพบว่าสารสกดัหยาบของแก่นครีมีค่า IC  เป็น .  ± .  µg/mL สารกลุ่มไอโซ 

ฟลาโวน 9 ชนิด (1-9) มีเพียง 2 ชนิดคือ Khrinone B ( ) และ Cajanin ( ) ทีแสดงฤทธิการยบัยงั

เอนไซมไ์ทโรซิเนส โดยมคีา่ IC  เป็น .  ± .  µM และ .  ± .  µM ตามลําดบั  ในขณะทีสาร

กลุ่มไอโซฟลาโวนอีก 7 ชนิดทีเหลือนนัไม่แสดงฤทธิยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนส  สารกลุ่มไอโซฟลาวา

โนน (10-18) และฟลาวาโนน (24-26) พบว่ามีฤทธิยับยังเอนไซม์ไทโรซิเนสในระดับปานกลางถึง

ค่อนข้างตําโดยมีค่า IC   สงูกว่า 100 µM  และสารกลุ่มไอโซฟลาวาน (19-23) พบว่ามีเพียงสาร 

( RS)- '-hydroxy- -methyoxy vestitol ( ) ทีแสดงฤทธิยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสและหาค่า IC  

ได้เป็น .  ± .  µM   สารกลุ่มเพเทอโรคาร์พานคือ ( aR, aR)- , -dihydroxy- -methoxy 

pterocarpan ( ) พบว่ามฤีทธิยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสสงูทีสดุจากสารทดสอบทงั 27 ชนิด โดยมีค่า 

IC  เป็น .  ± .  µM ซงึเทียบเท่ากบักรดโคจิกทีการทดลองนีได้ค่า IC  เป็น .  ± .  µM 

อย่างไรก็ตามในการทดลองครังนีพบว่าสารมาตรฐานออกซีเรสเวอราทรอล ยังคงเป็นสารทีมีฤทธิ

ยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสสงูทีสดุคือมีค่า IC  เป็น .  ± .  µM  
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การศึกษาจลนศาสตร์การยับยังเอนไซม์ไทโรซิเนสโดยสารฟลาโวนอยด์จากแก่นครี 

สารสกัดบริสทุธิจํานวน 4 ชนิดได้แก่ Khrinone B ( ) Cajanin ( ) ( RS)- '-hydroxy- -

methyoxy vestitol ( ) และ ( aR, aR)- , -dihydroxy- -methoxy pterocarpan ( ) ทีพบวา่มี

ฤทธิยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสสงู โดยมีค่า IC  ตาํกว่า 100 µM  ได้ถูกนํามาศกึษาจลนศาสตร์การ

ยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสโดยใช้ความสมัพันธ์จากสมการของ Michaelis-Menten และการวาดกราฟ

แบบ  Lineweaver-Burk ดงัภาพที 4.4 ซงึแสดงถึงชนิดของการยบัยัง (type of inhibition) ของ

สารประกอบ , ,  และ   ทงันีในสภาวะทีไม่มีตวัยับยงัเอนไซม์ค่าอตัราเร็วสงูสดุ (Vmax) ของ

การเกิด dopachrome โดยเอนไซม์นีคือ .  ΔA /min และค่า  Km  ต่อ L-DOPA คือ .  ± 

.  µM คา่คงทีทางจลศาสตร์ต่างๆ เมอืมกีารเติมตวัยงัยงัแสดงดงัตารางที 4.4 

พฤติกรรมทางจลนศาสตร์การยับยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสของ Khrinone B ( ) ระบุว่าเป็นการ

ยับยงัชนิด uncompetitive inhibitor ต่อเอนไซม์ไทโรซิเนส ต่างๆ (ภาพที 4.4) โดยมีค่าคงทีการ

ยบัยงั (Ki) เป็น . ± .  µM ซงึลกัษณะของการยบัยงัชนิด uncompetitive inhibitor ตวัยบัยงัจะ

เข้าจับกับ enzyme-substrate complex และลดอัตรการเกิดผลิตภัณฑ์ ทังนี enzyme-inhibitor-

substrate complex (EIS) ยงัคงเกิดปฏิกิริยาผนักลบัได้และยงัสามารถเกิดผลิตภณัฑ์ได้ จึงเป็นเหตุ

ให้คา่ Km และ Vmax ลดลง  

พฤติกรรมทางจลนศาสตร์การยับยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสของ Cajanin ( ) เผยว่าเป็นการ

ยบัยงัชนิด non-competitive inhibitor ต่อเอนไซม์ไทโรซิเนส (ภาพที 4.4) ซงึลกัษณะของการยบัยงั

ชนิด non-competitive inhibitor ตวัยับยงัและซบัสเตรตจะสามารถเข้าจบักบัเอนไซม์ได้ตลอดเวลา

โดยมีตําแหน่งจับคนละตําแหน่งกนั เมือทงัตวัยบัยงัและซบัซบัสเตรต เข้าจบักบัเอนไซม์แล้วจะเกิด

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

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

ดงันนัจึงพบว่าค่า Vmax ลดลง โดยไม่มีผลต่อคา่ Km ค่าคงทีการยับยงั (Ki) ของการเข้าจบัระหว่างตวั

ยบัยงักบัเอนไซม์ และระหวา่งซบัซบัสเตรตกบัเอนไซม์จงึเท่ากนั และจากการทดลองนีมีค่าเป็น .  

± .  µM 

พฤติกรรมทางจลนศาสตร์การยับยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสของ (3RS)-3'-hydroxy-8-methyoxy 

vestitol (21)  แสดงให้เห็นว่าเป็นการยบัยงัชนิด mixed inhibition (ภาพที 4.4) มีค่าคงทีการยบัยงั 

(Ki) เป็น .  ± .  µM  การยบัยังแบบผสมนีตวัยับยงัจะสามารถจบักับเอนไซม์ทีตําแหน่ง

เดียวกบัซบัสเตรต ค่า Km อาจคงทีหรือมกีารเปลยีนแปลงก็ได้แต่ค่า Vmax ทีสงัเกตได้จะลดลง  
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พฤติกรรมทางจลนศาสตร์การยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสของ ( aR, aR)- , -dihydroxy- -

methoxy pterocarpan ( ) พบวา่เป็นการยบัยังชนิด competitive inhibition (ภาพที 4.4)           

มีคา่คงทีการยบัยงั (Ki) เป็น .  ± .  µM กลไกการยบับงัชนิด competitive inhibition ตวัยบัยงัจะ

รบกวนการเข้าจบัของซบัสเตรตบนตําแหน่งจบัของเอนไซม์ เป็นเหตใุห้คา่ Km เพิมสงูขนึโดยไม่

ผลกระทบตอ่คา่ Vmax 
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ตารางท ี4.2 โครงสร้างทางเคมีของสารสกดับริสทุธิทีใช้ทดลสอบในการวิจยัครังนี ซงึสกดัแยกได้

จาก Dalbergia parviflora 

 

 

 



28 

 

ตารางท ี4.3 การยบัยงัการทํางานของเอนไซม์ไทโรซิเนสจากเห็ด (Mushroom tyrosinase) 

โดยสารฟลาโวนอยด์ทีสกดัแยกได้จาก 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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ตารางท ี4.4 ผลการวิเคราะห์ทางจลนศาสตร์การยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสของเห็ด (Mushroom 

tyrosinase) โดยสารฟลาโวนอยด์ทีสกดัแยกได้จาก 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.
 
 ††
 



30 

 

0

100

200

300

400

500

600

700

-10 -5 0 5 10 15 20

    149.77 µM

    74.88 µM

    37.44 µM

    24.97 µM

    0 µM

1/
V 

, (
A

47
5/

m
in

)-1

b)

0

100

200

300

400

500

600

700

-10 -5 0 5 10 15 20

   204.40 µM

   102.20 µM

   25.60 µM

   0 µM

b)

d)

1/
V 

, (
A

47
5/

m
in

)-1

1/[L-DOPA], mM-1

0

100

200

300

400

-10 -5 0 5 10 15 20

   109.24 µM

   54.62 µM

   27.21 µM

   0 µM
1/

V 
, (

A4
75

/m
in

)-1

a)

0

100

200

300

400

-10 -5 0 5 10 15 20

  6.55 µM

  3.28 µM

  1.64 µM

  0 µM 

Linear (  6.55
 

1/[L-DOPA], mM-1

d)

1/
V 

, (
A4

75
/m

in
)-1

1/
V 

, (
A4

75
/m

in
)-1

1/
V 

, (
A4

75
/m

in
)-1

1/[L-DOPA], mM-1 1/[L-DOPA], mM-1

1/[L-DOPA], mM-1

c)

 

ภาพที 4.4 แสดงกราฟ Lineweaver-Burk ของการยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสจากเห็ด (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 เป็นซบัสเตรตทีอณุหภมูิ 25°C  pH 6.8  ในปฏิกิริยามกีารเติมสาร       

ฟลาโวนอยด์ทีความเข้มข้นต่างๆ ตามทีระบุโดยใช้สญัลกัษณ์ดงัต่อไปนี ●, ▲, ■,* และ ♦ 
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บทที 5 

สรุปและอภปิรายผลการวิจัย 

 

การศกึษาฤทธิยับยงัของสารสกดัจากแก่นครี (Dalbergia parviflora) ต่อการทํางานของ

เอนไซม์ไทโรซิเนสในเห็ด (mushroom tyrosinase, Sigma-Aldrich) ได้ทําการศกึษาทงัในส่วนของ

สารสกัดหยาบ (crude extract) ทีสกดัด้วยเมทานอลและศึกษาในสารสกัดบริสทุธิทีสกดัแยกได้ซึง

เป็นสารกลุ่มฟลาโวนอยด์จํานวน 27 ชนิด โดยมีการใช้กรดโคจิก (kokic acid) และออกซีเรสเวอรา

ทรอล (oxyresveratrol) เป็นการทดลองชุดควบคมุผลบวก (positive control) ได้มีการศกึษาเพือหา

สภาวะทีเหมาะสมในทําปฏิกิริยาโดยการแปรผันตวัทําละลาย ความเข้มข้นเอนไซม์ ความเข้มข้น

ซับสเตรต ระยะเวลาในการบ่มปฏิกริยา และค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดทีเหมาะสมสําหรับการ

วิเคราะห์ผลิตภณัฑ์ทีเกิดขนึ จากผลการศกึษาขนัต้นพบว่าสภาวะทีเหมาะสมในการสงัเกตปฏิกิริยา

คือ สภาวะสารลายลายฟอสเฟตบัพเฟอร์เข้มข้น 20 mM pH 6.8 อณุหภูมิ °C  ซงึเป็นสภาวะที

เหมาะสมตามคาํแนะนําจากคูม่ือการใช้เอนไซม์ของผู้ผลิต ความเข้มข้นสดุท้ายเอนไซม์ไทโรซิเนสใน

ปฏิกิริยาคือ  Unit ความเข้มข้นสดุท้ายของซบัสเตรต L-Dopa คือ .  mM ซงึพบว่าทําให้อตัรา

การเกิดปฏิกิริยาเป็นไปในอตัราทีไม่รวดเร็วเกินไปและสามารถสงัเกตการดําเนินไปของปฏิกิริยาได้

ในลกัษณะความสมัพันธ์เชิงเส้นตรงระหว่างปริมาณผลิตภัณฑ์ (ค่าการดดูกลืนแสง) ต่อหน่วยเวลา

ในช่วงระยะเวลา 0-20 นาที ในกรณีทีมีการเติมสารสกดัทดสอบจะต้องทําละลายด้วย DMSO และ

ใช้ในปริมาณทีทําให้ความเข้มข้นสุดท้ายต้องไม่เกิน 5%  ซงึพบว่าความเข้มข้นสดุท้ายของ DMSO 

ที 5% นันไม่มีผลยังยังประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม์ ในขณะทีเมทานอลทีความเข้มข้น

สดุท้ายเป็น 5% พบวา่มีผลยงัยงัประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม์ให้เหลือเพียงร้อยละ 80-85 ซงึ

ไม่เหมาะสมในการใช้ศึกษาผลการยับยังของสารสกัด เนืองจากจะทําให้การแปลผลการยับยัง

ผิดพลาดมากยิงขึน การเลือกค่าการดดูกลืนแสงทีเหมาะสมในการวดัอตัราการเกิดปฏิกิริยาได้ใช้วิธี 

Wavelength Scanning โดยนําผลิตภณัฑ์จากปฏิกิริยาทีเร่งด้วยเอนไซม์ไทโรซิเนสทีมี L-dopa เป็น

ซบัสเตรต อ่านค่าการดูดกลืนแสงทีละ 1 นาโนเมตร ตงัแต่ความยาวคลืน 400-600 นาโนเมตร 

พบวา่ค่าการดดูกลืนแสงสงูสดุอยู่ในช่วงความยาวคลืน 474-476 นาโนเมตร และได้เลือกความยาว
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คลนืที 475 นาโนเมตรมาใช้ในการวิจยัตลอดการทกุการทดลอง เนืองจากทีคา่การดดูกลืนแสงสงูสดุ 

(maximum wavelength,  λ max) จะทําให้การวดัคา่ตวัอย่างมคีวามคลาดเคลือนน้อยทีสดุ 

การศกึษาฤทธิการยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสแบบคดักรองโดยใช้สารบริสทุธิชนิดต่างๆ ทีสกัด

แยกได้จากแก่นครีทีความเข้มข้นสุดท้าย 200 µM พบว่ามีสารบริสุทธิเพียง 11 ชนิด จากทงัหมด 27 

ชนิด ทีมีความสามารถในการยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ ซึงทงั 11 ชนิดนีถูกนําไปศกึษาเพือหาค่า 

IC50  การทดลองชุดควบคมุผลบวกพบว่ากรดโคจิกและออกซีเรสเวอราทรอลเป็นสารทีมีฤทธิยบัยงั

เอนไซม์ไทโรซิเนสทีมีประสิทธิภาพสงู โดยมีค่า IC50 เป็น .  ± .  µM และ .  ± .  µM 

ตามลําดบั แม้ว่าสารสกดัจากแก่นครีส่วนใหญ่ยงัไม่พบว่ามฤีทธิดีเทียบเท่ากับกรดโคจิกและออกซี

เรสเวอราทรอล  การยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสโดยสารกลุ่มฟลาโวนอยด์อาจเกิดขึนโดยการเกิดอนัตร

กิริยาระหว่างโมเลกุลฟลาโวนอยด์และสารอนุมูลอิสระทีถูกผลิตขึนบริเวณเร่ง (active site) ของ

เอนไซม์ (Xie et al., 2003) หรืออาจเกิดอนัตรกิริยาระหว่างโมเลกุลฟลาโวนอยด์กบัไอออนทองแดง 

(copper ion) ทีอยู่บน catalytic domain ของเอนไซม์ (Kubo and Kinst-Hori, 1999) ทงันีจํานวน

และตําแหน่งของหมู่ไฮดรอกซิลทีอยู่บนโมเลกุลฟลาโวนอยด์จะเป็นจุดสําคัญในการแสดง

ความสามารถในการยบัยังการทํางานของเอนไซมไ์ทโรซิเนสนี 

จากตัวอย่างสารสกัดฟลาโวนอยด์บริสุทธิจํานวน 11 ชนิดทีสกจัากแก่นครี พบว่ามีสาร 4 

ชนิดทีให้ค่า IC50 ตํากว่า 100 µM ซึงได้แก่ Khrinone B ( ) Cajanin ( ) ( RS)- '-hydroxy- -

methyoxy vestitol ( ) และ ( aR, aR)- , -dihydroxy- -methoxy pterocarpan ( ) ซงึได้

นํามาศกึษาจลนศาสตร์การยบัยังเอนไซม์ไทโรซิเนส เพือรายงานผลการวิเคราะห์ชนิดของการยับยงั

และคา่คงทีการยบัยงั (Ki) ซงึค่า Ki จะแตกตา่งจากคา่ IC50 โดยทีค่า Ki จะมีประโยชน์ในการบ่งบอก

ถึงศกัยภาพของความเป็นตวัยับยังของสารแต่ละชนิด ในขณะทีค่า IC50 จะใช้ปรียบเทียบผลการ

ทดลองทีกระทําในสภาวะเดียวกัน เนืองจากค่า IC50 อาจแปรผันไปเมือเปลียนแปลงสภาวะการ

ทดลองบางอย่างเช่น ความเข้มข้นซบัสเตรต ความเข้มข้นเอนไซม์ อุณหภูมิและระยะเวลาการบ่ม

ปฏิกิริยา นอกจากนีงานวิจัยนียังได้ทดลองใช้กรดโคจิกเป็นชุดการทดลองควบคุมผลบวกซึงได้ผล

การวิเคราะห์ทางจลนศาสตร์การยบัยงัเป็นการยบัยงัแบบผสม (mixed inhibition) มีค่า Ki เป็น 7.5 

± 1.0 µM เมือเปรียบเทียบกับสารประกอบ ( aR, aR)- , -dxiihydroxy- -methoxy 

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

ยับยงัเทียบเท่ากับกรดโคจิก ในขณะทีสารประกอบออกซีเรสเวอราทรอลได้เคยมีรานงานการวิจัย

ก่อนหน้านีว่าให้ผลการยบัยงัเป็นชนิด non-competitive ตอ่เอนไซม์ไทโรซิเนส และมคี่า Ki เป็น .  

µM  (Alam et al., 2009) 
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  งานวิจัยก่อนหน้านีได้มีการดลองศึกษาสารสกัดยับยงัเอนไซม์กลุ่มโพลีฟีนอลออกซิเดสที

เป็นสาเหตทํุาให้เกิดสีคลําในอาหารตา่งๆ เพือทดแทนการใช้สารเคมี เช่น การศกึษาการใช้นําผึงเพือ

ลดการเกิดภาวะสีนําตาลในผลไม้ตดัแต่ง(Jeon and Zhao, 2005; Oszmianski and Lee, 1990)  

การใช้สารสกัดนํามนัหอมระเหย (Phytoncide essential oil) จากใบสนเพือลดการเกิดภาวะสี

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

acid เพือป้องกนัการเกิดสีนําตาลจากเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสในนําแอปเปิล (Gacche et al., 

2004) การใช้สาร catechin ทีสกัดแยกได้จากชาเขียนเพือป้องกันการเกิดสีดําคลําจากภาวะ 

melanosis โดยเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสในกุ้ งแช่แข็ง (Nirmal and Benjakul, 2009) การ

ศึกษาวิจัยทีมุ่งเน้นค้นหาสารสกัดทีมีฤทธิยับยังเอนไซม์ไทโรซิเนสเพือการประยุกต์ใช้ใน

เครืองสําอางบํารุงผิวขาว (whitening) มีรายงานในสารสกดัสาหร่ายทะเลย Salicornia herbacea 

ซงึมีฤทธิยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสและลดการสงัเคราะห์เมลานินใน B  melanoma cell (Sung et 

al., 2009) สารสกดัจากพืชกลุ่มมลัเบอรี (Mulberry) ทีมีรายงานฤทธิยับยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสเช่น 

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) และในพืชสมนุไพรไทยทีมีรายงานฤทธิยับยังเอนไซม์ไทโรซิเนสคือสารสกัดจากมะหาด 

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

ฟลาโวนอยด์ทีมีรายงานเกียวกบัฤทธิฤทธิยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสได้แก่ kaempferol ทีสกัดจากดอก

ของหญ้าฝรัน (Crocus sativus) ซงึกลไกยบัยงัแบบcompetitive inhibitor (Kubo and Kinst-Hori, 

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

ในส่วนการใช้สารฟลาโวนอยด์เพือกําจัดแมลงได้มีการศึกษาพบว่าสาร quercetin สามรถยับยัง

เอนไซม์พอลีฟีนอลออกซิเดลทีแยกได้จากตัวอ่อนของแมลงวันหัวเขียว blowfly (Sarcophaga 

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

มีไว้เพือเป็นกลไกการต้านแมลงศตัรูพืช แตก่ารประยุกต์ใช้สารกลุม่นีเพือกําจัดแมลงยงัไมม่ีการวิจัย

อย่างแพร่หลายจึงเป็นเรืองทีนา่สนใจศกึษาต่อในอนาคต  
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การศึกษาวิจัยในแก่นครียังไม่เคยมีรายงานเกียวกับฤทธิยับยังเอนไซม์ไทโรซิเนสมาก่อน 

อย่างไรก็ตามมีการรายงานเกียวกับพืชในวงศ์เดียวกับครี (วงศ์ Fabaceae) ซึงพบว่าสารสกัดจาก           

ลําต้นของ Maackia fauriei  มีสารฟลาโวนอยด์คือ mirkoin ทีมีฤทธิยับยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสแบบ

competitive inhibitor (Kim et al., 2010)  การศกึษาวิจัยครังนีถือได้ว่าเป็นการค้นพบฤทธิทาง

ชีวภาพใหม่ของสารสกัดแก่นครี ซึงเป็นฤทธิการยับยังการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ในกลุ่มโพลี                     

ฟีนอลออกซิเดสโดยใช้เอนไซม์ไทโรซิเนสจากเห็ดเป็นตัวแทนในการศึกษา นอกจากนีผู้ วิจัยได้เคย

รายงานฤทธิต้านอนุมลูอิสระจากสารฟลาโวนอยด์ทีสกัดแยกได้แก่นครีมาแล้ว ซงึสามารถนําองค์

ความรู้นีไปศึกษาต่อเพือพัฒนาให้เกิดผลิตภณัฑ์สําหรับการใช้ยงัยังปฏิกิริยาอนุมลูอิสระและยบัยงั

ปฏิกิริยาการเกิดสีนําตาลในอตุสาหกรรมอาหาร อตุสาหกรรมเครืองสําอางประเภทบํารุงผิวขาว และ

ต้องการการวิจยัเพิมเติมสําหรับการศกึษาแนวโน้มในการเป็นใช้สารกําจดัแมลงศตัรูพืช  
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