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บทคัดย่อ 

 

สารสกัดหยาบของแก่นครี Ê (Dalbergia parviflora) และสารฟลาโวนอยด์บริสทุธิÍทีÉสกัด

แยกได้จากแก่นครี Ê 27 ชนิด ได้ถูกนํามาตรวจคัดกรองฤทธิÍการยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสจากเห็ด 

(mushroom tyrosinase) ในจํานวนทีÉทดสอบทั Êงหมดพบว่ามีสารฟลาโวนอยด์ 4 ชนิดทีÉให้ผลการ

ยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซเนสทีÉมีค่า IC50 ตํÉากว่า 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 ŝŜ.Ř ± Ş.Ř µM, Şş.š ± Ş.Ś µM, Şş.Š ± ŝ.Š µM และ řŞ.ş ± ŝ.Ř µM 

ตามลําดบั ในขณะทีÉสารสกัดหยาบของแก่นครี Êมีค่า IC50 เป็น Ś.Ş ± Ř.Ŝ μg/mL การค้นพบองค์

ความรู้พื Êนฐานนี Êทําให้สามารถสรุปได้ว่าสารสกัดจากแก่นครี ÊมีศักยภาพทีÉจะเป็นแหล่งของ

ผลิตภัณฑ์ธรรมชาติสําหรับการประยุกต์ใช้เป็นสารต้านปฏิกิริยาการเกิดสีนํ Êาตาล (anti-

browning) โดยผ่านกลไกการยับยั Êงการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารประกอบฟีนอลโดย

เอนไซมไ์ทโรซิเนส 

 

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.  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. 
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บททีÉ 1 

บทนํา 

 

ความสาํคัญและทีÉมาของปัญหา 

ครี Êหรือสกัขี (Dalbergia parviflora) เป็นพืชยืนต้นทีÉมีแก่นไม้ซึÉงมีการใช้เป็นยาสมุนไพร

รักษาแผลเปืÉ อยพุพองตามหลักภูมิปัญญาท้องถิÉนแต่ยังมิได้มีการศึกษาในเชิงการทดลองทาง

วิทยาศาสตร์เพืÉอสนับสนุนภูมิปัญญาการใช้สมุนไพร และเมืÉอไม่นานมานี Êได้มีการศกึษาสารพฤกษ

เคมีทีÉเป็นองค์ประกอบในแก่นครี Êพบว่ามีสารประกอบฟลาโวนอยด์มากกว่า 60 ชนิด ทั Êงนี Êการ

ส่งเสริมการวิจยัด้านสมนุไพรและสารออกฤทธิÍทางชีวภาพจะเป็นการสร้างความพร้อมทางด้านการ

ผลิตยารักษาโรค เครืÉองสําอาง อาหาร รวมถึงยากําจัดโรคพืช และเป็นแผนหนึÉงของการพัฒนา

นวัตกรรมด้านสมุนไพรไทยให้มีประสิทธิภาพและได้รับการยอมรับมากขึ Êน ในทางเศรษฐกิจจะ

นําไปสู่การลดการนําเข้าของสารเคมีหรือสารสงัเคราะห์ รวมถึงการส่งเสริมให้มีการอนุรักษ์พืชพันธุ์

สมุนไพรและประชาสัมพันธ์ให้ทราบถึงคณุค่าของทรัพยากรธรรมชาติในท้องถิÉน งานวิจัยนี Êจะมุ่ง

ศึกษาฤททธิÍของสารฟลาโวนอยด์ทีÉสกัดแยกได้จากแก่นครี ÊทีÉมีผลต่อการยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนส 

ทั Êงนี Êเอนไซม์ไทโรซิเนสมีความสมัพันธ์กับการสงัเคราะห์เมลานินซึÉงทําให้เกิดสีผิว และยังเกีÉยวข้อง

กับการเกิดสีนํ Êาตาลในอาหารจําพวกผักผลไม้และอาหารทะเล นอกจากนี Êยังเป็นเอนไซม์ทีÉสําคัญ

สําหรับการเจิรญเติบโตของแมลง การศึกษาตัวยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสจึงมีโอกาสพัฒนาเป็น

ผลิตภัณฑ์ได้ 3 ประเภท คือ ผลิตภัณฑ์เครืÉองสําอางทีÉสามารถยบัยั Êงการสงัเคราะห์เมลานินเพืÉอให้

ผิวขาว ผลิตภัณฑ์สารเติมแต่งอาหารเพืÉอป้องกันการเกิดปฏิกิริยาสีนํ Êาตาล และผลิตภัณฑ์กําจดัตวั

อ่อนแมลงโดยวิธีชีวภาพ ทั Êงนี Êมีรายงานว่าสารพฤกษเคมีกลุ่มฟลาโวนอยด์ทีÉสกัดได้จากพืชมี

คุณสมบัติในการยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนส และคณะผู้วิจัยได้เคยรายงานการค้นพบสารฟลา                     

โวนอยด์ทีÉสกัดแยกได้จากแก่นครี ÊและฤทธิÍต้านอนุมูลอิสระของสารฟลาโวนอยด์ดงักล่าวมาแล้ว 

ดงันั ÊนหากทําการวิจยัศกึษาถงึคณุสมบติัการออกฤทธิÍทางชีวภาพอืÉนๆ จะเป็นการสร้างโอกาสในการ

พฒันาองค์ความรู้และพฒันานวตักรรมใหม่ 
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วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

1. เพืÉอทดสอบฤทธิÍยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซเินสของสารฟลาโวนอยด์ทีÉสกดัแยกได้จากแก่นครี Ê 

2. เพืÉอวิเคราะห์หาคา่ IC50 ของสารฟลาโวนอยด์ทีÉสกดัแยกได้จากแก่นครี Êต่อการยบัยั Êง

เอนไซมไ์ทโรซเินส 

 

ขอบเขตของโครงการวิจัย 

งานวิจัยนี Êทําการศึกษาวิจัยภายในห้องปฏิบัติการเพืÉอศึกษาฤทธิÍและกลไกการยับยั Êง

เอนไซม์ไทโรซิเนสของเห็ดในหลอดทดลอง โดยการใช้เทคนิคการติดตามอตัราการเกิดปฏิกิริยาและ

อัตราการยับยั Êงปฏิกิริยาด้วยวิธีทางสเปกโตรโฟโตรเมตรี โดยยังไม่มีการพัฒนาสารสกัดให้เป็น

ผลิตภณัฑ์สําหรับการใช้เป็นยาหรืออาหาร และการวิจยันี Êยงัไมมี่การทดลองในมนษุย์หรือสตัว์   

 



3 

 

 
 

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 

 

เอนไซม์ไทโรซิเนส (tyrosinase, EC 1.14.18.1) เป็นเอนไซม์ในทีÉจดัอยู่ในกลุ่มออกซิโด             

รีดกัเทส (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 ซึÉงจะถูกสง่ต่อเพืÉอสะสมยงัเซลล์เคราติ

โนไซต์ (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

การสับสนกับต้นสักขี (Dalbergia candenatensis) ซึÉงเป็นพรรณไม้ในวงศ์เดียวกัน งานวิจัย

เกีÉยวกบัสารพฤกษเคมี (phytochemical) จากแก่นครี Êพบวา่มสีารฟลาโวนอยด์ (flavonoid) มากกว่า 

60 ชนิด และพบว่าหลายชนิดมีฤทธิÍคล้ายฮอร์โมนเอสโตรเอสโตรเจน (Promden et al., ŚŘřŜ; 

Songsiang et al., ŚŘŘš) นอกจากนี Êสารฟลาโวนอยด์ยังมีรายงานว่าเป็นสารพฤกษเคมีทีÉมี

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

řššŞ)  คณะผู้ วิจยัได้ทําการศกึษาสารกลุ่มไอโซฟลาโวนอยด์ทีÉสกดัได้จากแก่นครี Êโดยวิธี DPPH วิธี 

ORAC และวิธี xanthine/xanthine oxidase ซึÉงพบว่ามสีารหลายชนิดทีÉแสดงสมบัติต้านอนุมลูอิสระ

ได้ อีกทั Êงยังได้รายงานถึงความสมัพันธ์ของโครงสร้างทางเคมีและฤทธิÍต้านอนุมูลอิสระ (Promden 

et al., ŚŘřŜ) สารฟลาโวนอยด์จากแก่นครี Êจึงเป็นเป้าหมายทีÉจะนํามาศึกษาฤทธิÍทางชีวภาพทีÉ

เกีÉยวข้องกับการพฒันายา ผลิตภณัฑ์เสริมอาหาร และเครืÉองสาํอาง  
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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

การจดัให้ฟลาโวนอยด์เป็นวิตามิน P (Bentgsath et al., 1937) จนกระทัÉงในปัจจุบนัฟลาโวนอยด์

ยังคงมีความน่าสนใจและมีการศึกษาอย่างแพร่หลายในหลายๆ ด้านมากขึ Êน เช่นด้านโภชนาการ 

ด้านสุขภาพ และด้านความงาม พบว่าฟลาโวนอยด์ทีÉรับประทานจากอาหารมีความสมัพันธ์กับ

ระบบการต้านอนมุลูอิสระในมนุษย์ จึงเป็นทีÉมาของการศกึษาปริมาณและชนิดของฟลาโวนอยด์ใน

แหลง่อาหา ทั Êงนี Êพบวา่ในผกัและผลไม้เป็นแหล่งของฟลาโวนอยด์ทีÉสําคญั นอกจากนี Êยงัพบว่ามีฟลา

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

ไอโซฟลาโวนอยด์เป็นสารประกอบในกลุ่มฟลาโวนอยด์ มีโครงสร้างหลักมาจาก 3-  

phenylchroman เป็นสารประกอบทีÉพบอยู่ในสิÉงมีชีวิตอาณาจกัรพืช ความหลากของชนิดของไอโซฟ

ลาโวนอยด์ขึ Êนอยู่กับจํานวนและตําแหน่งของหมู่แทนทีÉบนวงแหวน และยังมีความแตกต่าง

หลากหลายของระดบัออกซิเดชัÉนบนวงแหวน (Grotewold, 2006) ไอโซฟลาโวนอยด์จึงสามารถ

แบ่งเป็นกลุม่ย่อยได้ดงันี Ê 

 

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

benzopyran) และ นีโอฟลาโวนอยด์ (4-benzopyran) แสดงการระบุหมายเลขตําแหนง่ของหมู่

แทนทีÉบนวงแหวน A B และ C 
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ภาพทีÉ 2.2 โครงสร้างทางเคมขีองไอโซฟลาโวนอยด์ 3 ชนิด คือ ไอโซฟลาแวน  ไอโซฟลาโวน และไอ

โซฟลาวาโนน  แสดงการระบุหมายเลขตําแหน่งของหมูแ่ทนทีÉบนวงแหวน A B และ C 

 

ฤทธิÍทางชีวภาพของฟลาโวนอยด์ 

ในอดีตมีการใช้ยาสมุนไพรพื Êนบ้านเพืÉอรักษาความเจ็บป่วยและโรคเสืÉอม (degenerative 

disease) ซึÉงเกีÉยวเนืÉองกบัความชราภาพรวมถึงโรคมะเร็ง เบาหวาน โรคหวัใจ ความดนั เป็นต้น ซึÉง

ในปัจจุบันพบว่ามีสารพฤกษเคมี (phytochemical) หลายชนิดเป็นองค์ประกอบในพืชสมุนไพร

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

(terpenoid) อลัคาลอยด์ (alkaloid) เป็นต้น จากการศกึษาวิจัยพบว่าสารพฤกษเคมีเหล่านี Êสามารถ

ออกฤทธิÍทางชีวภาพได้ เช่น อลัคาลอยด์มีผลต่อระบบสรีระวิทยาของมนษุย์และสตัว์ (Ferraz et al., 

1999) สารประกอบฟีนอลซึÉงรวมถึงฟลาโวนอยด์มีฤทธิÍต้านอนุมลูอิสระ (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
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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)  

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 
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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 สารโดปาควิโนนยงัสามารถทําปฏิกิริยากับ

สาร กลูตาไธโอน (Glutathione) หรือซิสเตอีน (Cysteine) ได้ผลิตภณัฑ์ปลายทางคือสารประกอบ 

เมลานินชนิดฟีโอเมลานิน (Pheomelanin) ซึÉงมีสีชมพู-แดง  จากแผนผังชีวสงัเคราะห์ของเมลานิน 

จะพบวา่วิธีการหนึÉงทีÉจะลดการสร้างเมลานินได้นั Êน คือการยบัยั Êงการทํางานของเอนไซม์ไทโรสิเนสทีÉ

เป็นขั Êนตอนสําคญัของชีวสงัเคราะห์ของเมลานิน ดงันั ÊนสารทีÉมีฤทธิÍยับยั Êงเอนไซม์ไทโรสิเนสจึงเป็น

เป้าหมายในการศกึษาค้นคว้าและสามารถนํามาพฒันาเป็นผลิตภณัฑ์สูท้่องตลาดในปัจจบุนั 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 2.5 แผนผงัชีวสงัเคราะห์ของเมลานิน (Raper, 1927) 
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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 

ออร์โท-ไดฟีนอล ดังนั Êนเอนไซม์ในกลุ่มนี Êจึงรวมถึงเอนไซม์ต่างๆ เช่น ฟีนอลออกซิเดส (phenol 

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

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

อยู่ระหว่าง 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 ซึÉงการการศึกษาตวัยับยั Êงป้องกันปฏิกิริยาการเกิดสีนํ ÊาตาลทีÉเกีÉยวข้องกับเอนไซม์ จะเป็น

ประโยชน์ต่อวงการอุตสาหกรรมอาหาร  อย่างไรก็ตามปฏิกิริยานี Êเป็นอาจปฏิกิริยาทีÉต้องการให้



12 

 

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) 

 

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
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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) 

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) 
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ตัวอย่างการคาํนวณร้อยละการยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนส (% inhibition) 

ทําการเตรียมปฏิกิริยาตามวิธีการวิเคราะห์ฤทธิÍของสารสกดัตอ่การยบัยั Êงเอนไซมไ์ทโรซิเนส 

แล้วบนัทกึผลดงัตารางทีÉ 3.2 

 

ตารางทีÉ 3.2 ตัวอย่างการบันทึกผลการสงัเกตค่าการดูดกลืนแสงของปฏกิริิยา 

ปฏกิิริยา 
ค่าการดูดกลืนแสงทีÉ 475 nm 

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

C (control) 0.019 0.458 0.439 

S (Sample) สารสกดั A 

ทีÉระดบัความเข้มข้น  100 µM 
0.022 0.103 0.081 

B (Blank) 0.015 0.015 0 

 

นําคา่ผลต่างของเวลาทีÉ T20 และ T0 ทีÉสงัเกตได้มาแทนค่าในสตูร 

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

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

       =  81.55 % 

ดงันั Êนค่าร้อยละการยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกดั A ทีÉระดบัความเข้มข้น 100 µM  

มีคา่เป็น 81.55 % 

 

ตัวอย่างการคาํนวณค่า ICŝŘ (concentration providing 50% inhibition) 

ทําการเตรียมปฏิกิริยาตามวิธีการวิเคราะห์ฤทธิÍของสารสกดัตอ่การยบัยั Êงเอนไซมไ์ทโรซิเนส 

โดยแปรผนัความเข้มข้นของสารสกดัแตล่ะชนิด และคาํนวณคา่ร้อยละการยบัยั Êงเอนไซมไ์ทโรซิเนส 

ของสารสกดับันทกึผลดงัตารางทีÉ 3.3 และ ให้นําคา่จากตาราง มาวาดเป็นกราฟของความสมัพนัธ์

ระหว่างค่าความเข้มข้นของสารสกดัและร้อยละของการยบัยั Êง เพืÉอสร้างสมการความสมัพนัธ์เชิงเส้น

หรือลอกาลิทมึเพืÉอเทียบกลบัเป็นคา่ความเข้มข้นของสารสกดัทีÉทําให้มกีารยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนส

ได้ทีÉร้อยละ ŝŘ ดงัภาพทีÉ ś.ř 
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ตารางทีÉ 3.3 ตวัอย่างการบนัทกึผลการสงัเกตค่าร้อยละการยบัยั Êงเอนไซมไ์ทโรซิเนสของสารสกัดทีÉ

ระดบัความเข้มข้นต่างๆ 

ความเข้มข้นสารสกัด A 

(µM) 

ค่าร้อยละการยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัด A (%) 

ครัÊงทีÉ 1 ครัÊงทีÉ 2 ครัÊงทีÉ 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 

 

 

ภาพทีÉ ś.ř กราฟความสมัพันธ์ระหว่างคา่ความเข้มข้นของสารสกดัและร้อยละของการยบัยั Êง และ

สมการความสมัพนัธ์เชิงลอกาลทิมึของกราฟแต่ละเส้น 

 

 

ครัÊงทีÉ 1 

ครั ÊงทีÉ 2 

ครั ÊงทีÉ 3 

ร้อ
ยล

ะข
อง

กา
รย

ับ
ยั

Êงเ
อน

ไซ
ม์

ไท
โร

ซิเ
น

ส 

ความเข้มข้นของสารสกัด (µg/mL) 
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 จากสมการความสมัพนัธ์เชิงลอกาลทิึมในภาพทีÉ 3.1 สามารถคํานวณหาค่าความเข้มข้น

ของสารสกดั A ทีÉทําให้เกิดการยบัยั Êงเอนไซม์ทีÉระดบั 50% โดยแทนค่า X = 50 µM ในแตล่ะสมการ 

ดงันี Ê 

การทดลองครั ÊงทีÉ 1 ได้สมการ  y = řŚ.şśŚln(x) - Ŝ.şŞŜş 

การทดลองครั ÊงทีÉ 2 ได้สมการ  y = řś.ŚŜśln(x) - Ŝ.ŠřřŜ 

การทดลองครั ÊงทีÉ 3 ได้สมการ  y = řŚ.ŞŚşln(x) - Ś.şšşş 

เมืÉอแทนค่า X = 50 µM ในแตล่ะสมการ จะได้คา่เป็น ดงันี Ê  

การทดลองครั ÊงทีÉ 1 ได้คา่  y =  ŞŚ.Şš µM 

การทดลองครั ÊงทีÉ 2 ได้คา่  y =  Şŝ.śŝ µM 

การทดลองครั ÊงทีÉ 3 ได้คา่  y =  ŞŜ.řŘ µM 

ทําการหาค่าเฉลีÉยและสว่นเบีÉยงเบนมาตรฐานจะได้  เป็น  ŞŜ.Řŝ ± ř.śś µM 

ดงันั Êนจงึสรุปได้ว่าสารสกดั A มคีา่ ICŝŘ ต่อการยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสเป็น ŞŜ.Řŝ ± ř.śś µM 
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บททีÉ 4 

ผลการวิจัย  

 

การวิเคราะห์ฤทธิÍของสารสกัดต่อการยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนส 

การวิเคราะห์ฤทธิÍของสารสกัดต่อการยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารฟลาโวนอยด์ทีÉสกัด

แยกได้จากแก่นครี Ê (D. parviflora) จํานวน 27 ชนิด ซึÉงประกอบไปด้วยสารกลุ่มไอโซฟลาโวน 

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

และ เพเทอโรคาร์พาน (pterocarpan) (ตารางทีÉ 4.1) โดยสารประกอบแต่ละชนิดถูกนํามาทดสอบ

คดักรองฤทธิÍการยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสทีÉระดบัความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 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 4.2)   

 

การวิเคราะห์ค่า ICŝŘ ของสารสกัดต่อการยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนส 

สารประกอบจํานวน 11 ชนิด ทีÉแสดงฤทธิÍยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสทีÉความเข้มข้น 200 µM 

ได้สูงกว่า 30%  ได้นํามาศึกษาเพืÉอวิเคราะห์หาค่าความเข้มข้นทีÉสามารถยับยั Êงเอนไซม์ได้ 50% 

(ICŝŘ , concentration providing ŝŘ% inhibition) โดยวาดกราฟความสมัพันธ์ระหว่างร้อยละการ

ยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซเินส (% inhibition) ทีÉความเข้มข้นของสารทดสอบระดบัต่างๆ   ผลคา่ ICŝŘ แสดง

ดงัตารางทีÉ 4.2  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 
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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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ตารางทีÉ 4.1 โครงสร้างทางเคมีของสารสกดับริสทุธิÍทีÉใช้ทดลสอบในการวิจยัครั Êงนี Ê ซึÉงสกดัแยกได้

จาก Dalbergia parviflora 
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ตารางทีÉ 4.2 การยบัยั Êงการทํางานของเอนไซม์ไทโรซิเนสจากเห็ด (Mushroom tyrosinase) 

โดยสารฟลาโวนอยด์ทีÉสกดัแยกได้จาก 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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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) เป็นการทดลองชดุควบคมุผลบวก (positive control)  ในการศึกษาฤทธิÍการ

ยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสแบบคดักรองโดยใช้สารบริสุทธิÍชนิดต่างๆ ทีÉสกัดแยกได้จากแก่นครี ÊทีÉความ

เข้มข้นสดุท้าย 200 µM พบว่ามีสารบริสทุธิÍเพียง 11 ชนิด จากทั Êงหมด 27 ชนิด ทีÉมีความสามารถใน

การยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ ซึÉงทั Êง 11 ชนิดนี ÊถกูนําไปศกึษาเพืÉอหาค่า IC50  การทดลองชุดควบคุม

ผลบวกพบว่ากรดโคจิกและออกซีเรสเวอราทรอลเป็นสารทีÉมีฤทธิÍยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสทีÉมีประ

สิทธิภาพสงู โดยมคีา่ IC50 เป็นřŞ.Š ± Ŝ.Š µM และ Ř.řš ± Ř.ŘŞ µM ตามลําดบั นอกจากนี Êยงัพบว่า

สารสกดัหยาบของแก่นครี Êมีคา่ IC50 ตอ่การยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสเป็น Ś.Ş ± Ř.Ŝ μg/mL แม้ว่าสาร

สกัดจากแก่นครี Êส่วนใหญ่ยงัไม่พบว่ามีฤทธิÍดีเทียบเท่ากบักรดโคจิกและออกซีเรสเวอราทรอล  การ

ยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสโดยสารกลุ่มฟลาโวนอยด์อาจเกิดขึ Êนโดยการเกิดอันตรกิริยาระหว่าง

โมเลกุลฟลาโวนอยด์และสารอนุมลูอิสระทีÉถูกผลิตขึ Êนบริเวณเร่ง (active site) ของเอนไซม์ (Xie et 

al., 2003) หรืออาจเกิดอนัตรกิริยาระหว่างโมเลกุลฟลาโวนอยด์กบัไอออนทองแดง (copper ion) ทีÉ

อยู่บน catalytic domain ของเอนไซม์ (Kubo and Kinst-Hori, 1999) ทั Êงนี Êจํานวนและตําแหน่งของ

หมูไ่ฮดรอกซิลทีÉอยู่บนโมเลกุลฟลาโวนอยด์จะเป็นจุดสําคญัในการแสดงความสามารถในการยับยั Êง

การทํางานของเอนไซม์ไทโรซิเนสนี Ê 

 งานวิจัยก่อนหน้านี Êได้มีการดลองศึกษาสารสกัดยับยั Êงเอนไซม์กลุ่มโพลีฟีนอลออกซิเดสทีÉ

เป็นสาเหตทํุาให้เกิดสีคลํ Êาในอาหารต่างๆ เพืÉอทดแทนการใช้สารเคมี เช่น การศกึษาการใช้นํ Êาผึ ÊงเพืÉอ

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

การใช้สารสกัดนํ Êามนัหอมระเหย (Phytoncide essential oil) จากใบสนเพืÉอลดการเกิดภาวะสี
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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)                        

การศึกษาวิจัยทีÉมุ่งเน้นค้นหาสารสกัดทีÉมีฤทธิÍยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสเพืÉอการประยุกต์ใช้ใน

เครืÉองสําอางบํารุงผิวขาว (whitening) มรีายงานในสารสกดัสาหร่ายทะเล Salicornia herbacea ซึÉง

มีฤทธิÍยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสและลดการสงัเคราะห์เมลานินใน BřŞ melanoma cell (Sung et al., 

2009) สารสกัดจากพืชกลุ่มมลัเบอรีÉ  (Mulberry) ทีÉมีรายงานฤทธิÍยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนส 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) และในพืชสมุนไพรไทยทีÉมีรายงานฤทธิÍยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสคือสารสกัดจากมะหาด 

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

ฟลาโวนอยด์ทีÉมีรายงานเกีÉยวกบัฤทธิÍฤทธิÍยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสได้แก่ kaempferol ทีÉสกัดจากดอก

ของหญ้าฝรัÉน (Crocus sativus) (Kubo and Kinst-Hori, 1999) morachalcone A ทีÉสกัดจากแก่น

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

กําจัดแมลงได้มีการศึกษาพบว่าสาร quercetin สามรถยับยั Êงเอนไซม์พอลีฟีนอลออกซิเดลทีÉแยกได้

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

ฟลาโวนอยด์และสารกลุ่มโพลีฟีนอลในพืชตามธรรมชาติจะมีไว้เพืÉอเป็นกลไกการต้านแมลงศตัรูพืช 

แต่การประยุกต์ใช้สารกลุ่มนี ÊเพืÉอกําจัดแมลงยังไม่มีการวิจัยอย่างแพร่หลายจึงเป็นเรืÉองทีÉน่าสนใจ

ศกึษาตอ่ในอนาคต 

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 Êงการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ในกลุ่มโพลีฟี             

นอลออกซิเดสโดยใช้เอนไซม์ไทโรซิเนสจากเห็ดเป็นตัวแทนในการศึกษา นอกจากนี Êผู้ วิจัยได้เคย
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รายงานฤทธิÍต้านอนุมลูอิสระจากสารฟลาโวนอยด์ทีÉสกัดแยกได้แก่นครี Êมาแล้ว ซึÉงสามารถนําองค์

ความรู้นี Êไปศึกษาต่อเพืÉอพัฒนาให้เกิดผลิตภณัฑ์สําหรับการใช้ยงัยั Êงปฏิกิริยาอนุมลูอิสระและยบัยั Êง

ปฏิกิริยาการเกิดสีนํ Êาตาลในอตุสาหกรรมอาหาร อตุสาหกรรมเครืÉองสําอางประเภทบํารุงผิวขาว และ

ต้องการการวิจยัเพิÉมเติมสําหรับการศกึษาแนวโน้มในการเป็นใช้สารกําจดัแมลงศตัรูพืช  
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