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บทคัดย่อ 

 

สารสกัดหยาบของแก่นครี (Dalbergia parviflora) และสารฟลาโวนอยด์บริสทุธิทีสกัด

แยกได้จากแก่นครี 27 ชนิด ได้ถูกนํามาตรวจคัดกรองฤทธิการยบัยังเอนไซม์ไทโรซิเนสจากเห็ด 

(mushroom tyrosinase) ในจํานวนทีทดสอบทงัหมดพบว่ามีสารฟลาโวนอยด์ 4 ชนิดทีให้ผลการ

ยบัยงัเอนไซม์ไทโรซเนสทีมีค่า IC50 ตํากว่า 100 μM ได้แก่ Khrinone (5), Cajanin (9), (3RS)-3-

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

(27) โดยมคี่าเป็น .  ± .  µM, .  ± .  µM, .  ± .  µM และ .  ± .  µM 

ตามลําดบั ในขณะทีสารสกัดหยาบของแก่นครีมีค่า IC50 เป็น .  ± .  μg/mL การค้นพบองค์

ความรู้พืนฐานนีทําให้สามารถสรุปได้ว่าสารสกัดจากแก่นครีมีศักยภาพทีจะเป็นแหล่งของ

ผลิตภัณฑ์ธรรมชาติสําหรับการประยุกต์ใช้เป็นสารต้านปฏิกิริยาการเกิดสีนําตาล (anti-

browning) โดยผ่านกลไกการยับยังการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารประกอบฟีนอลโดย

เอนไซมไ์ทโรซิเนส 

 

คําสําคัญ : ครี  สักข ี ฟลาโวนอยด์  เอนไซม์ไทโรซิเนส  ตัวยับยงัเอนไซม์ไทโรซิเนส  
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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.  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. The IC50 

values were 54.0 ± 6.0 µM, 67.9 ± 6.2 µM, 67.8 ± 5.8 µM and 16.7 ± 5.0 µM respectively. 

The crude extract of D. parviflora exhibited tyrosinase inhibitory activity with an IC50 of 

2.6 ± 0.4 μg/mL. 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 

ครีหรือสกัขี (Dalbergia parviflora) เป็นพืชยืนต้นทีมีแก่นไม้ซึงมีการใช้เป็นยาสมุนไพร

รักษาแผลเปือยพุพองตามหลักภูมิปัญญาท้องถินแต่ยังมิได้มีการศึกษาในเชิงการทดลองทาง

วิทยาศาสตร์เพือสนับสนุนภูมิปัญญาการใช้สมุนไพร และเมือไม่นานมานีได้มีการศกึษาสารพฤกษ

เคมีทีเป็นองค์ประกอบในแก่นครีพบว่ามีสารประกอบฟลาโวนอยด์มากกว่า 60 ชนิด ทังนีการ

ส่งเสริมการวิจยัด้านสมนุไพรและสารออกฤทธิทางชีวภาพจะเป็นการสร้างความพร้อมทางด้านการ

ผลิตยารักษาโรค เครืองสําอาง อาหาร รวมถึงยากําจัดโรคพืช และเป็นแผนหนึงของการพัฒนา

นวัตกรรมด้านสมุนไพรไทยให้มีประสิทธิภาพและได้รับการยอมรับมากขึน ในทางเศรษฐกิจจะ

นําไปสู่การลดการนําเข้าของสารเคมีหรือสารสงัเคราะห์ รวมถึงการส่งเสริมให้มีการอนุรักษ์พืชพันธุ์

สมุนไพรและประชาสัมพันธ์ให้ทราบถึงคณุค่าของทรัพยากรธรรมชาติในท้องถิน งานวิจัยนีจะมุ่ง

ศึกษาฤททธิของสารฟลาโวนอยด์ทีสกัดแยกได้จากแก่นครีทีมีผลต่อการยับยังเอนไซม์ไทโรซิเนส 

ทงันีเอนไซม์ไทโรซิเนสมีความสมัพันธ์กับการสงัเคราะห์เมลานินซึงทําให้เกิดสีผิว และยังเกียวข้อง

กับการเกิดสีนําตาลในอาหารจําพวกผักผลไม้และอาหารทะเล นอกจากนียังเป็นเอนไซม์ทีสําคัญ

สําหรับการเจิรญเติบโตของแมลง การศึกษาตัวยับยังเอนไซม์ไทโรซิเนสจึงมีโอกาสพัฒนาเป็น

ผลิตภัณฑ์ได้ 3 ประเภท คือ ผลิตภัณฑ์เครืองสําอางทีสามารถยบัยงัการสงัเคราะห์เมลานินเพือให้

ผิวขาว ผลิตภัณฑ์สารเติมแต่งอาหารเพือป้องกันการเกิดปฏิกิริยาสีนําตาล และผลิตภัณฑ์กําจดัตวั

อ่อนแมลงโดยวิธีชีวภาพ ทังนีมีรายงานว่าสารพฤกษเคมีกลุ่มฟลาโวนอยด์ทีสกัดได้จากพืชมี

คุณสมบัติในการยับยังเอนไซม์ไทโรซิเนส และคณะผู้วิจัยได้เคยรายงานการค้นพบสารฟลา                     

โวนอยด์ทีสกัดแยกได้จากแก่นครีและฤทธิต้านอนุมูลอิสระของสารฟลาโวนอยด์ดงักล่าวมาแล้ว 

ดงันนัหากทําการวิจยัศกึษาถงึคณุสมบติัการออกฤทธิทางชีวภาพอนืๆ จะเป็นการสร้างโอกาสในการ

พฒันาองค์ความรู้และพฒันานวตักรรมใหม่ 
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วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

1. เพือทดสอบฤทธิยบัยงัเอนไซม์ไทโรซเินสของสารฟลาโวนอยด์ทีสกดัแยกได้จากแก่นครี 

2. เพือวิเคราะห์หาคา่ IC50 ของสารฟลาโวนอยด์ทีสกดัแยกได้จากแก่นครีต่อการยบัยงั

เอนไซมไ์ทโรซเินส 

 

ขอบเขตของโครงการวิจัย 

งานวิจัยนีทําการศึกษาวิจัยภายในห้องปฏิบัติการเพือศึกษาฤทธิและกลไกการยับยัง

เอนไซม์ไทโรซิเนสของเห็ดในหลอดทดลอง โดยการใช้เทคนิคการติดตามอตัราการเกิดปฏิกิริยาและ

อัตราการยับยังปฏิกิริยาด้วยวิธีทางสเปกโตรโฟโตรเมตรี โดยยังไม่มีการพัฒนาสารสกัดให้เป็น

ผลิตภณัฑ์สําหรับการใช้เป็นยาหรืออาหาร และการวิจยันียงัไมมี่การทดลองในมนษุย์หรือสตัว์   
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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 

 

เอนไซม์ไทโรซิเนส (tyrosinase, EC 1.14.18.1) เป็นเอนไซม์ในทีจดัอยู่ในกลุ่มออกซิโด             

รีดกัเทส (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 ซึงจะถูกสง่ต่อเพือสะสมยงัเซลล์เคราติ

โนไซต์ (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

การสับสนกับต้นสักขี (Dalbergia candenatensis) ซึงเป็นพรรณไม้ในวงศ์เดียวกัน งานวิจัย

เกียวกบัสารพฤกษเคมี (phytochemical) จากแก่นครีพบวา่มสีารฟลาโวนอยด์ (flavonoid) มากกว่า 

60 ชนิด และพบว่าหลายชนิดมีฤทธิคล้ายฮอร์โมนเอสโตรเอสโตรเจน (Promden et al., ; 

Songsiang et al., ) นอกจากนีสารฟลาโวนอยด์ยังมีรายงานว่าเป็นสารพฤกษเคมีทีมี

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

)  คณะผู้ วิจยัได้ทําการศกึษาสารกลุ่มไอโซฟลาโวนอยด์ทีสกดัได้จากแก่นครีโดยวิธี DPPH วิธี 

ORAC และวิธี xanthine/xanthine oxidase ซงึพบว่ามสีารหลายชนิดทีแสดงสมบัติต้านอนุมลูอิสระ

ได้ อีกทงัยังได้รายงานถึงความสมัพันธ์ของโครงสร้างทางเคมีและฤทธิต้านอนุมูลอิสระ (Promden 

et al., ) สารฟลาโวนอยด์จากแก่นครีจึงเป็นเป้าหมายทีจะนํามาศึกษาฤทธิทางชีวภาพที

เกียวข้องกับการพฒันายา ผลิตภณัฑ์เสริมอาหาร และเครืองสาํอาง  
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ฟลาโวนอยด์ (Flavonoids) และไอโซฟลาโวนอยด์ (Isoflavonoids) 

ฟลาโวนอยด์  (flavonoids) มาจากภาษาละตินคําว่า flavus หมายถึงสีเหลืองซงึเป็น          

สีทีพบในพืชตามธรรมชาติ ฟลาโวนอยด์เป็นสารทุติยภูมิของพืช (secondary metabolite) 

นอกจากนีในช่วงราวๆ ปี ค.ศ. 1930 – 1950 ได้มีการศกึษาวิจยัเกียวกบัฟลาโวนอยด์มากขึนและมี

การจดัให้ฟลาโวนอยด์เป็นวิตามิน P (Bentgsath et al., 1937) จนกระทงัในปัจจุบนัฟลาโวนอยด์

ยังคงมีความน่าสนใจและมีการศึกษาอย่างแพร่หลายในหลายๆ ด้านมากขึน เช่นด้านโภชนาการ 

ด้านสุขภาพ และด้านความงาม พบว่าฟลาโวนอยด์ทีรับประทานจากอาหารมีความสมัพันธ์กับ

ระบบการต้านอนมุลูอิสระในมนุษย์ จึงเป็นทีมาของการศกึษาปริมาณและชนิดของฟลาโวนอยด์ใน

แหลง่อาหา ทงันีพบวา่ในผกัและผลไม้เป็นแหล่งของฟลาโวนอยด์ทีสําคญั นอกจากนียงัพบว่ามีฟลา

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

ไอโซฟลาโวนอยด์เป็นสารประกอบในกลุ่มฟลาโวนอยด์ มีโครงสร้างหลักมาจาก 3-  

phenylchroman เป็นสารประกอบทีพบอยู่ในสงิมีชีวิตอาณาจกัรพืช ความหลากของชนิดของไอโซฟ

ลาโวนอยด์ขึนอยู่กับจํานวนและตําแหน่งของหมู่แทนทีบนวงแหวน และยังมีความแตกต่าง

หลากหลายของระดบัออกซิเดชันบนวงแหวน (Grotewold, 2006) ไอโซฟลาโวนอยด์จึงสามารถ

แบ่งเป็นกลุม่ย่อยได้ดงัน ี

 

ภาพท ี2.1 โครงสร้างทางเคมขีองฟลาโวนอยด์ (2-phenylbenzopyran) ไอโซฟลาโวนอยด์ (3-

benzopyran) และ นีโอฟลาโวนอยด์ (4-benzopyran) แสดงการระบุหมายเลขตําแหนง่ของหมู่

แทนทีบนวงแหวน A B และ C 
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ภาพท ี2.2 โครงสร้างทางเคมขีองไอโซฟลาโวนอยด์ 3 ชนิด คือ ไอโซฟลาแวน  ไอโซฟลาโวน และไอ

โซฟลาวาโนน  แสดงการระบุหมายเลขตําแหน่งของหมูแ่ทนทีบนวงแหวน A B และ C 

 

ฤทธิทางชีวภาพของฟลาโวนอยด์ 

ในอดีตมีการใช้ยาสมุนไพรพืนบ้านเพือรักษาความเจ็บป่วยและโรคเสือม (degenerative 

disease) ซงึเกียวเนืองกบัความชราภาพรวมถึงโรคมะเร็ง เบาหวาน โรคหวัใจ ความดนั เป็นต้น ซึง

ในปัจจุบันพบว่ามีสารพฤกษเคมี (phytochemical) หลายชนิดเป็นองค์ประกอบในพืชสมุนไพร

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

(terpenoid) อลัคาลอยด์ (alkaloid) เป็นต้น จากการศกึษาวิจัยพบว่าสารพฤกษเคมีเหล่านีสามารถ

ออกฤทธิทางชีวภาพได้ เช่น อลัคาลอยด์มีผลต่อระบบสรีระวิทยาของมนษุย์และสตัว์ (Ferraz et al., 

1999) สารประกอบฟีนอลซงึรวมถึงฟลาโวนอยด์มีฤทธิต้านอนุมลูอิสระ (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
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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)  

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 
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หลงัจากนนัจะเข้าสู่ช่วงปฏิกิรยาทีไม่ใช้เอนไซม์ (Non-enzymatic reaction) ซึงสามารถ

เกิดปฏิกิริยาต่อเนืองด้วยตนเอง ในวิถีหนงึนนัโดปาควิโนนจะเกิดปฏิกิริยาออโต-ออกซิเดชนั (Auto-

oxidation) ได้เป็นสารประกอบโดปาโครม (Dopachrome) ซงึเป็นสารทีมีสีนําตาล-ดํา หลงัจากนนั     

โดปาโครมจะเข้าสู่กระบวนการเปลียนแปลงขันต่อไปจนกระทังได้สารเมลานินชนิดยูเมลานิน 

(Eumelanin) ทีมีสีนําตาล-ดํา นอกจากนีในอีกวิถีหนึง สารโดปาควิโนนยงัสามารถทําปฏิกิริยากับ

สาร กลูตาไธโอน (Glutathione) หรือซิสเตอีน (Cysteine) ได้ผลิตภณัฑ์ปลายทางคือสารประกอบ 

เมลานินชนิดฟีโอเมลานิน (Pheomelanin) ซึงมีสีชมพู-แดง  จากแผนผังชีวสงัเคราะห์ของเมลานิน 

จะพบวา่วิธีการหนงึทีจะลดการสร้างเมลานินได้นนั คือการยบัยงัการทํางานของเอนไซม์ไทโรสิเนสที

เป็นขนัตอนสําคญัของชีวสงัเคราะห์ของเมลานิน ดงันนัสารทีมีฤทธิยับยังเอนไซม์ไทโรสิเนสจึงเป็น

เป้าหมายในการศกึษาค้นคว้าและสามารถนํามาพฒันาเป็นผลิตภณัฑ์สูท้่องตลาดในปัจจบุนั 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที 2.5 แผนผงัชีวสงัเคราะห์ของเมลานิน (Raper, 1927) 
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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 

ออร์โท-ไดฟีนอล ดังนันเอนไซม์ในกลุ่มนีจึงรวมถึงเอนไซม์ต่างๆ เช่น ฟีนอลออกซิเดส (phenol 

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

เดส (dopaoxidase) และออกซิเดส (oxidase) เอนไซม์เหล่านีจะทํางานได้ดีทีค่า pH เหมาะสมซงึ

อยู่ระหว่าง 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 ซึงการการศึกษาตวัยับยงัป้องกันปฏิกิริยาการเกิดสีนําตาลทีเกียวข้องกับเอนไซม์ จะเป็น

ประโยชน์ต่อวงการอุตสาหกรรมอาหาร  อย่างไรก็ตามปฏิกิริยานีเป็นอาจปฏิกิริยาทีต้องการให้
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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) 

 

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
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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) 

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) 
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ตัวอย่างการคาํนวณร้อยละการยับยังเอนไซม์ไทโรซิเนส (% inhibition) 

ทําการเตรียมปฏิกิริยาตามวิธีการวิเคราะห์ฤทธิของสารสกดัตอ่การยบัยงัเอนไซมไ์ทโรซิเนส 

แล้วบนัทกึผลดงัตารางที 3.2 

 

ตารางท ี3.2 ตัวอย่างการบันทึกผลการสงัเกตค่าการดูดกลืนแสงของปฏกิริิยา 

ปฏกิิริยา 
ค่าการดูดกลืนแสงท ี475 nm 

เวลา 0 นาที เวลา 20 นาที ผลต่าง (∆, t20-t0) 

C (control) 0.019 0.458 0.439 

S (Sample) สารสกดั A 

ทีระดบัความเข้มข้น  100 µM 
0.022 0.103 0.081 

B (Blank) 0.015 0.015 0 

 

นําคา่ผลต่างของเวลาที T20 และ T0 ทีสงัเกตได้มาแทนค่าในสตูร 

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

                    =  {[(0.439-0 ) - (0.081- 0)] / 0.439-0)}× 100 

       =  81.55 % 

ดงันนัค่าร้อยละการยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกดั A ทีระดบัความเข้มข้น 100 µM  

มีคา่เป็น 81.55 % 

 

ตัวอย่างการคาํนวณค่า IC  (concentration providing 50% inhibition) 

ทําการเตรียมปฏิกิริยาตามวิธีการวิเคราะห์ฤทธิของสารสกดัตอ่การยบัยงัเอนไซมไ์ทโรซิเนส 

โดยแปรผนัความเข้มข้นของสารสกดัแตล่ะชนิด และคาํนวณคา่ร้อยละการยบัยงัเอนไซมไ์ทโรซิเนส 

ของสารสกดับันทกึผลดงัตารางที 3.3 และ ให้นําคา่จากตาราง มาวาดเป็นกราฟของความสมัพนัธ์

ระหว่างค่าความเข้มข้นของสารสกดัและร้อยละของการยบัยัง เพือสร้างสมการความสมัพนัธ์เชิงเส้น

หรือลอกาลิทมึเพือเทียบกลบัเป็นคา่ความเข้มข้นของสารสกดัทีทําให้มกีารยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนส

ได้ทร้ีอยละ  ดงัภาพที .  
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ตารางท ี3.3 ตวัอย่างการบนัทกึผลการสงัเกตค่าร้อยละการยบัยงัเอนไซมไ์ทโรซิเนสของสารสกัดที

ระดบัความเข้มข้นต่างๆ 

ความเข้มข้นสารสกัด A 

(µM) 

ค่าร้อยละการยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัด A (%) 

ครังท ี1 ครังท ี2 ครังท ี3 

3.19 5.12 8.63 7.15 

6.39 21.46 20.54 19.17 

12.78 25.27 24.97 23.59 

25.55 46.75 47.42 41.66 

51.10 49.66 47.82 48.64 

102.20 58.62 58.26 58.36 

204.40 65.79 64.21 62.43 

408.80 68.90 68.13 66.25 

 

 

ภาพท ี .  กราฟความสมัพันธ์ระหว่างคา่ความเข้มข้นของสารสกดัและร้อยละของการยบัยัง และ

สมการความสมัพนัธ์เชิงลอกาลทิมึของกราฟแต่ละเส้น 

 

 

ครังท ี1 

ครังท ี2 

ครังท ี3 

ร้อ
ยล

ะข
อง

กา
รย

ับ
ยัง

เอ
น

ไซ
ม์

ไท
โร

ซิเ
น

ส 

ความเข้มข้นของสารสกัด (µg/mL) 
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 จากสมการความสมัพนัธ์เชิงลอกาลทิึมในภาพที 3.1 สามารถคํานวณหาค่าความเข้มข้น

ของสารสกดั A ทีทําให้เกิดการยบัยงัเอนไซม์ทีระดบั 50% โดยแทนค่า X = 50 µM ในแตล่ะสมการ 

ดงันี 

การทดลองครังที 1 ได้สมการ  y = . ln(x) - .  

การทดลองครังที 2 ได้สมการ  y = . ln(x) - .  

การทดลองครังที 3 ได้สมการ  y = . ln(x) - .  

เมือแทนค่า X = 50 µM ในแตล่ะสมการ จะได้คา่เป็น ดงันี  

การทดลองครังที 1 ได้คา่  y =  .  µM 

การทดลองครังที 2 ได้คา่  y =  .  µM 

การทดลองครังที 3 ได้คา่  y =  .  µM 

ทําการหาค่าเฉลียและสว่นเบียงเบนมาตรฐานจะได้  เป็น  .  ± .  µM 

ดงันนัจงึสรุปได้ว่าสารสกดั A มคีา่ IC  ต่อการยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสเป็น .  ± .  µM 
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บทท ี4 

ผลการวิจัย  

 

การวิเคราะห์ฤทธิของสารสกัดต่อการยับยังเอนไซม์ไทโรซิเนส 

การวิเคราะห์ฤทธิของสารสกัดต่อการยับยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารฟลาโวนอยด์ทีสกัด

แยกได้จากแก่นครี (D. parviflora) จํานวน 27 ชนิด ซึงประกอบไปด้วยสารกลุ่มไอโซฟลาโวน 

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

และ เพเทอโรคาร์พาน (pterocarpan) (ตารางที 4.1) โดยสารประกอบแต่ละชนิดถูกนํามาทดสอบ

คดักรองฤทธิการยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสทีระดบัความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 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 4.2)   

 

การวิเคราะห์ค่า IC  ของสารสกัดต่อการยบัยังเอนไซม์ไทโรซิเนส 

สารประกอบจํานวน 11 ชนิด ทีแสดงฤทธิยับยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสทีความเข้มข้น 200 µM 

ได้สูงกว่า 30%  ได้นํามาศึกษาเพือวิเคราะห์หาค่าความเข้มข้นทีสามารถยับยังเอนไซม์ได้ 50% 

(IC  , concentration providing % inhibition) โดยวาดกราฟความสมัพันธ์ระหว่างร้อยละการ

ยบัยงัเอนไซม์ไทโรซเินส (% inhibition) ทีความเข้มข้นของสารทดสอบระดบัต่างๆ   ผลคา่ IC  แสดง

ดงัตารางที 4.2  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 
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pterocarpan ( ) พบว่ามฤีทธิยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสสงูทีสดุจากสารทดสอบทงั 27 ชนิด โดยมีค่า 

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

อย่างไรก็ตามในการทดลองครังนีพบว่าสารมาตรฐานออกซีเรสเวอราทรอล ยังคงเป็นสารทีมีฤทธิ

ยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสสงูทีสดุคือมีค่า IC  เป็น .  ± .  µM  
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ตารางท ี4.1 โครงสร้างทางเคมีของสารสกดับริสทุธิทีใช้ทดลสอบในการวิจยัครังนี ซงึสกดัแยกได้

จาก Dalbergia parviflora 
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ตารางท ี4.2 การยบัยงัการทํางานของเอนไซม์ไทโรซิเนสจากเห็ด (Mushroom tyrosinase) 

โดยสารฟลาโวนอยด์ทีสกดัแยกได้จาก Dalbergia parviflora 

 

                N.D.  = Not Determined 

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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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) เป็นการทดลองชดุควบคมุผลบวก (positive control)  ในการศึกษาฤทธิการ

ยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสแบบคดักรองโดยใช้สารบริสุทธิชนิดต่างๆ ทีสกัดแยกได้จากแก่นครีทีความ

เข้มข้นสดุท้าย 200 µM พบว่ามีสารบริสทุธิเพียง 11 ชนิด จากทงัหมด 27 ชนิด ทีมีความสามารถใน

การยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ ซึงทงั 11 ชนิดนีถกูนําไปศกึษาเพือหาค่า IC50  การทดลองชุดควบคุม

ผลบวกพบว่ากรดโคจิกและออกซีเรสเวอราทรอลเป็นสารทีมีฤทธิยับยังเอนไซม์ไทโรซิเนสทีมีประ

สิทธิภาพสงู โดยมคีา่ IC50 เป็น .  ± .  µM และ .  ± .  µM ตามลําดบั นอกจากนียงัพบว่า

สารสกดัหยาบของแก่นครีมีคา่ IC50 ตอ่การยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสเป็น .  ± .  μg/mL แม้ว่าสาร

สกัดจากแก่นครีส่วนใหญ่ยงัไม่พบว่ามีฤทธิดีเทียบเท่ากบักรดโคจิกและออกซีเรสเวอราทรอล  การ

ยับยังเอนไซม์ไทโรซิเนสโดยสารกลุ่มฟลาโวนอยด์อาจเกิดขึนโดยการเกิดอันตรกิริยาระหว่าง

โมเลกุลฟลาโวนอยด์และสารอนุมลูอิสระทีถูกผลิตขึนบริเวณเร่ง (active site) ของเอนไซม์ (Xie et 

al., 2003) หรืออาจเกิดอนัตรกิริยาระหว่างโมเลกุลฟลาโวนอยด์กบัไอออนทองแดง (copper ion) ที

อยู่บน catalytic domain ของเอนไซม์ (Kubo and Kinst-Hori, 1999) ทงันีจํานวนและตําแหน่งของ

หมูไ่ฮดรอกซิลทีอยู่บนโมเลกุลฟลาโวนอยด์จะเป็นจุดสําคญัในการแสดงความสามารถในการยับยัง

การทํางานของเอนไซม์ไทโรซิเนสนี 

 งานวิจัยก่อนหน้านีได้มีการดลองศึกษาสารสกัดยับยงัเอนไซม์กลุ่มโพลีฟีนอลออกซิเดสที

เป็นสาเหตทํุาให้เกิดสีคลําในอาหารต่างๆ เพือทดแทนการใช้สารเคมี เช่น การศกึษาการใช้นําผึงเพือ

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

การใช้สารสกัดนํามนัหอมระเหย (Phytoncide essential oil) จากใบสนเพือลดการเกิดภาวะสี
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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)                        

การศึกษาวิจัยทีมุ่งเน้นค้นหาสารสกัดทีมีฤทธิยับยังเอนไซม์ไทโรซิเนสเพือการประยุกต์ใช้ใน

เครืองสําอางบํารุงผิวขาว (whitening) มรีายงานในสารสกดัสาหร่ายทะเล Salicornia herbacea ซงึ

มีฤทธิยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสและลดการสงัเคราะห์เมลานินใน B  melanoma cell (Sung et al., 

2009) สารสกัดจากพืชกลุ่มมลัเบอรี (Mulberry) ทีมีรายงานฤทธิยับยังเอนไซม์ไทโรซิเนส เช่น 

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) และในพืชสมุนไพรไทยทีมีรายงานฤทธิยับยังเอนไซม์ไทโรซิเนสคือสารสกัดจากมะหาด 

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

ฟลาโวนอยด์ทีมีรายงานเกียวกบัฤทธิฤทธิยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสได้แก่ kaempferol ทีสกัดจากดอก

ของหญ้าฝรัน (Crocus sativus) (Kubo and Kinst-Hori, 1999) morachalcone A ทีสกัดจากแก่น

ขนุน (Artocarpus heterophyllus) (Nguyen et al., 2012)  ในส่วนการใช้สารฟลาโวนอยด์เพือ

กําจัดแมลงได้มีการศึกษาพบว่าสาร quercetin สามรถยับยงัเอนไซม์พอลีฟีนอลออกซิเดลทีแยกได้

จากตวัอ่อนของแมลงวนัหัวเขียว blowfly (Sarcophaga bullata) ได้ (Wang et al., 2004) แม้ว่า 

ฟลาโวนอยด์และสารกลุ่มโพลีฟีนอลในพืชตามธรรมชาติจะมีไว้เพือเป็นกลไกการต้านแมลงศตัรูพืช 

แต่การประยุกต์ใช้สารกลุ่มนีเพือกําจัดแมลงยังไม่มีการวิจัยอย่างแพร่หลายจึงเป็นเรืองทีน่าสนใจ

ศกึษาตอ่ในอนาคต 

การศึกษาวิจัยในแก่นครียังไม่เคยมีรายงานเกียวกับฤทธิยับยังเอนไซม์ไทโรซิเนสมาก่อน 

อย่างไรก็ตามมีการรายงานเกียวกับพืชในวงศ์เดียวกับครี (วงศ์ Fabaceae) ซึงพบว่าสารสกัดจาก           

ลําต้นของ Maackia fauriei  มีสารฟลาโวนอยด์คือ mirkoin ทีมีฤทธิยับยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสแบบ

competitive inhibitor (Kim et al., 2010)  การศกึษาวิจัยครังนีถือได้ว่าเป็นการค้นพบฤทธิทาง

ชีวภาพใหม่ของสารสกัดแก่นครี ซึงเป็นฤทธิการยับยังการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ในกลุ่มโพลีฟี             

นอลออกซิเดสโดยใช้เอนไซม์ไทโรซิเนสจากเห็ดเป็นตัวแทนในการศึกษา นอกจากนีผู้ วิจัยได้เคย
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รายงานฤทธิต้านอนุมลูอิสระจากสารฟลาโวนอยด์ทีสกัดแยกได้แก่นครีมาแล้ว ซงึสามารถนําองค์

ความรู้นีไปศึกษาต่อเพือพัฒนาให้เกิดผลิตภณัฑ์สําหรับการใช้ยงัยังปฏิกิริยาอนุมลูอิสระและยบัยงั

ปฏิกิริยาการเกิดสีนําตาลในอตุสาหกรรมอาหาร อตุสาหกรรมเครืองสําอางประเภทบํารุงผิวขาว และ

ต้องการการวิจยัเพิมเติมสําหรับการศกึษาแนวโน้มในการเป็นใช้สารกําจดัแมลงศตัรูพืช  
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Using Learning Units Incorporated with Information Processing Theory 

. A Development of High School Chemical Bonding Learning Units Incorporated with 

Information Processing Theory 
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