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บทคัดย่อ 

 

สารฟลาโวนอยด์ 4 ชนิดทีสกดัแยกได้จากแก่นครี ได้แก่ Khrinone (5), Cajanin (9), 

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

pterocarpan (27) ได้นําไปศึกษาจลศาสตร์การยับยังเอนไซม์โดยสงัเกตผลด้วยปฏิกิริยาการ

ยับยังกิจกรรมจําเพาะของ o- diphenolase ผลการศึกษาเผยให้เห็นว่ากลไลการยับยังของ

สารประกอบ (5) (9) (21) และ (27) เป็นแบบชนิด uncompetitive  non-competitive mixed และ 

competitive ตามลําดบั การค้นพบองค์ความรู้พืนฐานนีทําให้สามารถสรุปได้ว่าสารสกัดจากแก่น

ครีมีศกัยภาพทีจะเป็นแหล่งของผลิตภัณฑ์ธรรมชาติสําหรับการประยุกต์ใช้เป็นสารต้านปฏิกิริยา

การเกิดสีนําตาล (anti-browning) โดยผ่านกลไกการยับยังการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของ

สารประกอบฟีนอลโดยเอนไซม์ไทโรซิเนส 

 

คําสําคัญ : ครี  สักข ี ฟลาโวนอยด์  ตัวยับยังเอนไซม์ไทโรซิเนส  จลนศาสตร์ของเอนไซม์ 
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ABSTRACT 
 
 

Four flavonoids isolated from Dalbergia parviflora, namely Khrinone (5), Cajanin 

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

pterocarpan (27)  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 inhibitor, Enzyme kinetics 
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บทท ี1 

บทนํา 

 

ความสาํคัญและทมีาของปัญหา 

 

  จลศาสตร์ของเอนไซม์ (enzyme kinetics) คือ การศกึษาอตัราเร็วของปฏิกิริยา (reaction 

rate) และการเปลียนแปลงอัตราเร็วของปฏิกิริยาเมือมีการเปลียนแปลงปัจจัยบางอย่าง เพือทํา

ความเข้าใจกลไกการทํางานของเอนไซม์นันๆ ได้ การศกึษาจลนศาสตร์การยบัยงัเอนไซม์จึงเป็นแนว

ปฏิบัติสําหรับการศึกษาเชิงลึงภายหลงัจากการศึกษาเบืองต้พนแล้วพบว่ามีสารใดออกฤทธิยับยงั

เอนไซมท์ีกําลงัศกึษาอยู่ ซงึโครงการวิจยันีได้มุง่เน้นศกึษาสารฟลาโวนอยด์ทีสกดัแยกได้จากแก่นครี

(Dalbergia parviflora) ทีมีผลต่อการยับยังเอนไซม์ไทโรซิเนส ซึงใช้เอนไซม์ไทโรซิเนสจากเห็ด 

(mushroom tyrosinase) เป็นตวัแทนในการศึกษา จากการศกึษาเบืองต้นพบสารสกัดฟลาโวนอยด์

บริสุทธิจากแก่นครีจํานวน 4 ชนิด มีฤทธิยบัยงัเอนไซม์ได้ดีมาก จึงควรนํามาศึกษาจนลศาสตร์การ

ยับยัง เพือให้เกิดองค์ความรู้ทางวิทยาศาสตร์ทีสามารถอธิบายกลไกการยับยังและข้อมูลทาง

จลนศาสตร์ทีได้จะเป็นประโยชน์ในการใช้เปรียบเทียบความแตกต่างของตวัยับยังทีศึกษาและตัว

ยบัยงัอนืๆ ทีมีรายงานมากอ่น  

เอนไซม์ไทโรซิเนสมีความสัมพันธ์กับการสังเคราะห์เมลานินซึงทําให้เกิดสีผิวและยัง

เกียวข้องกับการเกิดสีนําตาลในอาหารจําพวกผักผลไม้และอาหารทะเล ดงันีการศึกษาตัวยับยัง

เอนไซม์ไทโรซิเนสจึงมีโอกาสพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ด้านอาหารและเครืองสําอาง ทงันีมีรายงานว่า

สารพฤกษเคมีกลุ่มฟลาโวนอยด์ทีสกัดได้จากพืชมีคุณสมบัติในการยับยังเอนไซม์ไทโรซิเนส และ

คณะผู้ วิจัยได้เคยรายงานการค้นพบสารฟลาโวนอยด์ทีสกัดแยกได้จากแก่นครีและฤทธิต้านอนุมูล

อิสระของสารฟลาโวนอยด์ดงักล่าวมาแล้ว ดงันนัหากทําการวิจัยศึกษาถึงคณุสมบัติการออกฤทธิ

ทางชวีภาพอนืๆ จะเป็นการสร้างโอกาสในการพฒันาองค์ความรู้และพฒันานวตักรรมใหม ่ 
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สารพฤกษเคมีทีเป็นองค์ประกอบในแก่นครี (Dalbergia parviflora) พบว่ามีสารประกอบ 

ฟลาโวนอยด์มากกว่า 60 ชนิด ซึงงานวิจัยต่างๆ ได้กล่าวถึงฤทธิทางชีวภาพของฟลาโวนอยด์ไว้

อย่างหลากหลาย เช่น ฤทธิต้านอนุมลูอิสระ (Fernandez-Panchon et al., 2008; Prochazkova et 

al., 2011) ฤทธิต้านมะเร็ง ฤทธิต้านการอกัเสบ (Kim et al., 2004) ฤทธิในการต้านจุลชีพประเภท

แบคทีเรีย เชือรา และไวรัส (Tereschuk et al., 1997; Tsao et al., 1982; Yao et al., 2004)  และ

รวมถึงฤทธิการยับยังเอนไซม์ชนิดต่างๆ  ในระบบชีวภาพ (Kongkamnerd et al., 2012; 

Kongkamnerd et al., 2011) การสง่เสริมการวิจยัด้านสมนุไพรและสารออกฤทธิทางชีวภาพจะเป็น

การสร้างความพร้อมทางด้านการผลิตยารักษาโรค เครืองสําอาง อาหาร รวมถึงยากําจดัโรคพืชและ

เป็นแผนหนงึของการพัฒนานวตักรรมด้านสมนุไพรไทยให้มีประสิทธิภาพและได้รับการยอมรับมาก

ขึน  ในทางเศรษฐกิจจะนําไปสูก่ารลดการนําเข้าของสารเคมีหรือสารสงัเคราะห์ รวมถึงการส่งเสริม

ให้มีการอนุรักษ์พืชพันธุ์สมนุไพร และประชาสัมพันธ์ให้ทราบถึงคุณค่าของทรัพยากรธรรมชาติใน

ท้องถิน 

 

วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

เพือศกึษาจนศาสตร์ของการยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารฟลาโวนอยด์บางชนิดทีพบ

แนวโน้มการยังยงัเอนไซม์ไทโรซิเนส และรายงานค่าทางจลนศาสตร์ของเอนไซม์ 

 

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) เป็นเอนไซม์ในทีจดัอยู่ในกลุ่มออกซิโดรี

ดกัเทส (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  

2) เอนไซม์กลุ่มนียงัพบว่าเกียวข้องกบัการเกิดสีนําตาล (enzymatic browning reaction) 

ของอาหารประเภทพืชผักผลไม้ โดยปฏิกิริยาการเกิดสีนําตาลทีเกียวกับเอนไซม์นีเป็นปฏิกิริยา

ออกซิเดชนั (oxidation) จะเกิดขนึเมือเซลล์ของสิงมีชิวิตเกิดการชํา ฉีก ขาด เมอืถูกกระแทก บด หนั 

หรือสบัทําให้เอนไซม์  

 3) ในสตัว์กลุ่มแมลงและครัสเตเซียนพบว่าเอนไซม์นีจะถูกเรียกว่า polyphenoloxidase 

(PPO) กลุ่มฟีนอลออกซิเดสมีบทบาทสําคัญต่อระบบภูมิคุ้ มกันของแมลงมีหน้าทีช่วยใน

กระบวนการป้องกนัตวัและเจริญเติบโต  
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 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  

 

ฟลาโวนอยด์ (Flavonoids) และไอโซฟลาโวนอยด์ (Isoflavonoids) 

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  

 ไอโซฟลาโวนอยด์เป็นสารประกอบในกลุ่มฟลาโวนอยด์ มีโครงสร้างหลักมาจาก  3-  

phenylchroman เป็นสารประกอบทีพบอยู่ในสิงมีชีวิตอาณาจักรพืช ความหลากของชนิดของ                                  

ไอโซฟลาโวนอยด์ขึนอยู่กับจํานวนและตําแหน่งของหมู่แทนทีบนวงแหวน และยังมีความแตกต่าง

หลากหลายของระดบัออกซิเดชันบนวงแหวน (Grotewold, 2006) ไอโซฟลาโวนอยด์จึงสามารถ

แบ่งเป็นกลุม่ยอ่ยได้ดงันี 
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1. ไอโซฟลาแวน (isoflavan)  

2. ไอโซฟลาโวน (isoflavone) 

3. ไอโซฟลาวาโนน (isoflavanone) 

 

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

benzopyran) และ นีโอฟลาโวนอยด์ (4-benzopyran) แสดงการระบุหมายเลขตําแหนง่ของหมู่

แทนทีบนวงแหวน  A B และ C 

 

 

 

ภาพท ี2.2 โครงสร้างทางเคมขีองไอโซฟลาโวนอยด์ 3 ชนิด คือ ไอโซฟลาแวน  ไอโซฟลาโวน และไอ

โซฟลาวาโนน  แสดงการระบุหมายเลขตําแหน่งของหมูแ่ทนทีบนวงแหวน A B และ C 
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ฤทธิทางชีวภาพของฟลาโวนอยด์ 

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)  

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) 

 

จลนศาสตร์ของของเอนไซม์ 

ในปี ค.ศ.  วิคเตอร์ เฮนรี (Victor Henri,  – ) ลีโอนอร์ มิเคลิส (Leonor  

Michaelis) และ มดั เมนเทน (Maud Menten) ได้เสนอทฤษฎีเอนไซม์จลนศาสตร์ ซงึยงัคงใช้กนัอยู่

อย่างแพร่หลายในทกุวนันี ซงึรู้จกักันในชอืทเีรียกว่าจลนศาสตร์ของมิเคลิส-เมนเทน (Michaelis-

Menten kinetics) ซงึหมายถึงการศกึษาปฏิกิริยาเคมีทีมีเอนไซมเ์ป็นตวัเร่ง ซงึมีการวดัความเร็ว 

การศกึษาปัจจยับางอย่างทีมีผลกระทบตอ่ความเร็วการอธิบายกลไกการเร่งปฏิกิริยาและกลไกยบัยงั

เอนไซม ์ 
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ความเร็วของปฏกิริิยา (velocity) 

เมือพิจารณาสมการปฏิกิริยาทีมีตวัเร่งโดยทีมีซบัสเตรตเพียงตวัเดียวดงันี 

 
ปฏิกิริยาขันแรกเป็นปฏิกิริยาทีสามารถผนักลบัได้โดยทีโมเลกลุเชิงซ้อนของเอนไซม์และซบัสเตรต 

(ES) จบักนัด้วยพนัธะทีไม่ใช่พันธะโคเวเลนซ์ จากนันจึงผนักลบัเป็นเอนไซม์ (E) และซบัสเตรต (S) 

ได้อย่างรวดเร็ว สําหรับปฏิกิริยาในขันทีสองมีการเปลียนแปลงรูปร่างของโมเลกลุเกิดขนึในโมเลกลุ

เชิงซ้อน ES ทําให้ได้ผลิตภณัฑ์ (P) ซงึจะแยกตวัออกมาจากเอนไซม์ในทีสดุ และเอนไซมย์งัคง

สามารถกลบัมาจบักบัซบัสเตรตตวัใหมไ่ด้ พร้อมจะเร่งปฏิกิริยาได้อีก คา่ k+1  k-1 และ k2 คือ คา่คงที

ของความเร็ว (rate constants) ของปฏิกิริยา ในการวดัความเร็วของปฏิกิริยาทีเร่งด้วยเอนไซม์จะ

พบวา่ในชว่งแรกของปฏิกิริยาความเข้มข้นของผลิตภณัฑ์ทีเกิดขึนจะแปรผนัตรงกับเวลา แตห่ลงัจาก

นนัอตัราการเพิมของผลิตภัณฑ์จะลดลงและอาจหยุดลง (ภาพที 2.3) ด้วยเหตนีุในการศกึษา

จลนศาสตร์ของเอนไซม์จึงต้องวดัความเร็วของปฏิกิริยาในระหว่างทีกราฟของผลติภัณฑ์และเวลายงั

เป็นเส้นตรงอยู่ ซงึความชันของกราฟในระยะนีหมายถึงความเร็วเริมต้น (initial velocity, Vo)                    

(สกุญัญา สนุทรส และวิเชียร ริมพณิชยกิจ. 2553 : 286) 

 

 
 

ภาพท ี2.3 กราฟแสดงจลนศาตร์ของปฏิกิริยาทีเร่งด้วยเอนไซม์  (progress curve) แสดงการ

เพิมขึนของผลิตภณัฑ์ [Product] กบั เวลา จะพบวา่ในระยะต้นกราฟยงัคงเป็นเส้นตรงและความชนั

ของกราฟจะหมายถงึคา่ความเร็วเริมต้น (Vo)    
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สมการของไมเคลิส-เมนเทน (Michaelis-Menten equation) 

เมือวาดกราฟระหว่างความเร็วเริมต้นกบัความเข้มข้นของซบัสเตรตจะได้กราฟลกัษณะเป็น 

ไฮเพอร์โบลา (ภาพที 2.4)  เป็นทีสังเกตว่าเมือเพิมความเข้มข้นของซับสเตรตในระยะเริมต้น

ความเร็วของปฏิกิริยาจะเพิมขึน แต่เมือเพิมความเข้มข้นของซับสเตรตระดับหนึงจะได้ความเร็ว

สงูสดุ (Vmax) และหากเพิมความเข้มข้นซบัสเตรตตอ่ไปอีกความเร็วของปฏิกิริยาจะคงทีจะไม่เพิมขนึ  

ทงันีเนืองมาจาก 

           1. ทีความเข้มข้นของซบัสเตรตมคี่าตํา โมเลกลุเอนไซม์ยงัคงมีบริเวณเร่งทีว่างอยู่เป็นจํานวน

มาก ดงันนัการเพิมความเข้มข้นของซบัสเตรตจะมผีลทําให้ความเร็วเพิมขึนได้ 

2. ทีความเข้มข้นของซบัสเตรตมคีา่สงูมาก ความเร็วของปฏิกิริยาจะไมข่ึนกบัความเข้มข้น 

ของซับสเตรต เนืองจากเอนไซม์ไม่มีบริเวณเร่งทีเหลือว่าง และมีซับสเตรตอิสระเหลืออยู่อีกมาก 

แม้วา่จะเพิมซบัสเตรตเข้าไปอีกก็ไม่มทีีให้เข้าจบับนเอนไซม ์อตัราเร็วก็จงึเกือบไมเ่พิมขนึให้สงัเกตได้ 

 

 
ภาพท ี2.4 กราฟแสดงจลนศาตร์ของปฏิกิริยาทีเร่งด้วยเอนไซม์  (Michaelis-Menten saturation 

curve) แสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความเร็วเริมต้น (vo) กบัความเข้มข้นของซบัสเตรต [S]  

 

สามารถพิจารณาความสมัพนัธ์ของพารามเิตอร์ทีเกียวข้องกบัจลนศาสตร์ของเอนไซม์ได้ดงันี                               

จากสมการ  
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จะได้วา่ ความเร็วเริมต้น vo มีคา่ดงันี 

 
           อย่างไรก็ตาม ไม่สามารถวัดการเกิดขึนของ [ES] ได้โดยตรง แต่ทราบว่าความเร็วสูงสุด 

(maximum velocity, Vmax) จะเกิดขึนเมือเอนไซม์ทงัหมดอยู่ในรูป enzyme-substrate complex, 

[ES]  ดงันนัความเข้มข้นรวมของเอนไซม์ [Etotal] จึงเท่ากบั  [E] + [ES] และสามารถเขียนสมการได้

เป็น 

                                         Vmax =  k2[Etotal]  

                                                =  k2 ([E]+[ES]) …………………….. (2) 
 

นําสมการ (1) ตงัแล้วหารด้วยสมการ (2) จะได้ 

 
เมือ ค่าคงทีการแตกตวั (dissociation constant, Ks) มีคา่ 

 
หรือ  

 
แทนค่า [ES] ลงใน สมการ (2) จะได้ 

 
ซงึสมการ (3) คือ สมการของมิเคลิส-เมนเทน 
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             ในปี ค.ศ.  จอร์จ เอด็เวิร์ดบริกส์ (George Edward Briggs) และ จอห์น เบอร์ดอน 

แซนเดอร์สนั ฮอลเดน  (John Burdon Sanderson Haldane) ได้เสนอแนวคิดสภาวะคงที (steady 

state concept) ของการเกิด enzyme-substrate complex [ES] โดยกล่าวว่าขณะทีมีการเร่ง

ปฏิกิริยาด้วยเอนไซม์ ความเข้มข้นของ [ES] จะคงทีเสมอ เนืองจากการจบักนัของเอนไซม์และซบัส

เตรตเกิดขึนอย่างรวดเร็วและผนักลบัได้ จากนนั ES จะสลายตวัได้เป็นผลิตภณัฑ์ (P) และเอนไซม์

อิสระ (E) ซงึปฏิกิรยาขนัตอนทีสองนีจะช้ากว่ามาก จึงเป็นขนักําหนดความเร็วของปฏิกิริยา (rate-

limiting step)  

 
           จากสมการข้างต้นจะเห็นว่าปริมาณของ ES จะขึนกับปริมาณของเอนไซม์และซบัสเตรต 

ดงันนัหากมีปริมาณซบัสเตรตมากเกินพอ ภายหลงัจากที ES กลายเป็นผลิตภณัฑ์แล้ว เอนไซม์อิสระ

จะจบักบัซบัสเตรตตวัใหม ่ได้เป็น ES  จึงทําให้ ES มีคา่คงที สภาวะนีเรียกว่าสภาวะคงที (steady 

state) 

ดงันนั ความเร็วของการสร้าง ES = k1 [E][S]                           

ความเร็วของการสลาย        ES = k-1[ES] + k2[ES]                 

ณ ทีสภาวะคงที ความเร็วของการสร้าง ES = ความเร็วของการสลาย ES 

ดงันนั                         k1 [E][S]    =    (k-1 + k2) [ES]  

หรือ     

 
Km ในสมการ (4) เรียกว่าคา่คงทีของมเิคลิส เมนเทน (Michaelis-Menten constant) เป็นตวัแปร

สําคญัในการศกึษาจลนศาสตร์ของเอนไซม์ มหีนว่ยเป็นโมลาร์ (Molar) 

จากสมการ (4) จะได้ว่า 

 
แทนค่า [ES] ลงใน สมการ (2) จะได้ 
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เรียกสมการ (5) ว่า Briggs-Haldane equation ซงึคล้ายกบัสมการ (3) แต่ปัจจบุนัสมการ 

ทงัสอง มกัถกูเรียกรวมไปวา่เป็น สมการมเิคลิส-เมนเทน (Michaelis-Menten equation) 

             เมอืเขียนกราฟระหว่าง ความเร็ว vo กบั [S] จะได้กราฟดงัรูปที 2.4 

 เพือให้การหาค่าพารามิเตอร์ตา่ง ๆ สะดวกยิงขึน ฮานส์ ไลน์วีเวอร์ (Hans Lineweaver)  

และดีน เบริก (Dean Burk) ได้แปลงสมการมเิคลิส-เมนเทน (สมการ ) ให้เป็นส่วนกลบั ได้ดงันี 

 
สมการ ( ) เรียกว่า สมการไลน์วีเวอร์เบริก (Lineweaver-Burk equation) และเมือเขียน

กราฟระหว่าง /vo เป็นแกน Y และ  / [S] เป็นแกน X จะได้กราฟเส้นตรงดงัภาพที 2.5 

เรียกว่า กราฟไลน์วีเวอร์เบริก (Lineweaver-Burk plot)  ซงึจะทําให้สามารถหาค่า Km และ 

Vmax เป็นไปได้อย่างถกูต้องแมน่ยํากวา่การใช้กราฟตามภาพที 2.4 
 

 
    

ภาพท ี2.5 Double reciprocal plot ระหว่าง 1/vo (แกน Y) และ 1 / [S] (แกน X) ตามสมการไลน์วี

เวอร์เบริก (Lineweaver-Burk equation) จะได้จดุตดัแกน Y เป็น 1/ Vmax, จดุตดัแกน Xเป็น -1/Km 

และความชนัคือ  Km/ Vmax 
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ตัวยับยงัเอนไซม์ (enzyme inhibitor) 

 ตวัยบัยงัเอนไซม์คอืโมเลกลุทีสามารถจบักับเอนไซม์และทําให้เอนไซม์เร่งปฏิกิริยาได้ลดลง ซงึ

หลกัการนีนํามาประยุกต์ใช้เป็นยาปฏิชีวนะและยารักษาโรคทีเกยีวข้องกบัเอนไซม์ ในระบบเมแทบอ

ลิซมึ การทํางานของตวัยบัยงัเอนไซม์สามารถจําแนกเป็น  ประเภทคอื ยบัยงัแบบถาวรหรือผนักลบั

ไมไ่ด้ (irreversible inhibition) และยบัยงัแบบผนักลบัได้ (reversible inhibition)  (สกุญัญา สนุทรส 

และวิเชียร ริมพณิชยกิจ. 2553 : 296) 

          การยบัยังแบบถาวรหรือผันกลับไม่ได้ (irreversible inhibition) 

           การยบัยงัแบบผันกลบัไม่ได้หรือการยับยงัอย่างถาวรเกิดจากการเติมสารทีเมือจบักบัเอนไซม์

แล้วเกิดพนัธะโคเวเลนซ์ ซงึมีความคงตวัมากและเป็นการทําลายหมู่ฟังก์ชันทีจําเป็นสําหรับการเร่ง

ปฏิกิริยาของเอนไซม์ไปอย่างถาวรโดยไม่สามารถเกิดปฏิกิริยาผนักลบัได้  

 

 
ภาพท ี2.6 สมการรูปแบบของการยบัยังเอนไซม์แบบผนักลบัไมไ่ด้ 

 

 

          การยบัยังแบบผันกลับได้ (reversible inhibition) 

        การยบัยงัแบบผนักลบัได้นนัสามารถแยกเอาตวัยบัยงัออกจากเอนไซม์หรือทําให้ตัวยับยงัเจือ

จางลงเพือทําให้เอนไซม์กลบัมีประสิทธิภาพเหมือนเดิมได้ลกัษณะการยับยังแบบผนักลบัได้แบ่งเป็น 

3 แบบคือ 

         1. การยับยงัแบบแข่งขนั (competitive inhibition)  

            การยบัยงัชนิดนีจะมีตวัยบัยงั (I) ทีมีลกัษณะโครงสร้างคล้ายกบัซบัสเตรตมาก จึงสามารถ

เข้าจบักบับริเวณเร่ง (active site) บนเอนไซม์อิสระ (E)  โดยทีตวัยบัยงัจะไม่สามารถจบักบั ES ได้ 

การยบัยงัแบบแข่งขนันีสามารถผันกลบัได้ (reversible) เนืองจากตวัยบัยงัและซบัสเตรต พยายาม

แข่งขันเพือแย่งเข้าจบักับบริเวณเร่งของเอนไซม์ หากตวัใดมีความเข้มข้นมากกว่าก็จะมีโอกาสเข้า

จบัได้ดีกว่า  การยบัยงัชนิดนีสามารถแก้ไขได้โดยการเพิมความเข้มข้นซบัสเตรต  
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ภาพท ี2.7 (ก) สมการรูปแบบของการยบัยงัแบบแข่งขนั  (ข) ภาพจําลองการการยบัยงัแบบแข่งขนั  

(ค) ผลของตวัยบัยงัแบบแข่งขนัแสดงด้วยกราฟของ Lineweaver-Burk เมือแปรค่าความเข้มข้นของ

ตวัยงัยงัจากทีไม่มีตวัยบัยงั (α = ) และเมือเพิมความเข้มข้นเพิมขนึเป็น α = , …ผลลพัธ์ทาง

จลนศาสตร์ของเอนไซม์ทีมีตวัยบัยงัแบบแข่งขนัคือ คา่ Km เพิมขนึ  ในขณะที Vmax คงที 

ทมีาของภาพ : (Cox  และ  Nelson.  2008 : 201-202) 

  

(ก)                                                                         (ข) 

(ค)                                                     
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          2. การยับยังแบบไม่แข่งขันแบบ Uncompetitive ตัวยับยังชนิดนีจะจับเฉพาะ

สารประกอบเชิงซ้อนของเอนไซม์ซบัสเตรต (ES) อย่างแบบผนักลบัได้เกิดเป็น ESI ซงึไมส่ามารถเกิด

เป็นผลิตภัณฑ์ได้  ตวัยับยังจะไม่สามารถจับกบัเอนไซม์อิสระได้  การจับของซบัสเตรตกับเอนไซม์

อาจทําให้เอนไซม์เกิดการเปลียนโครงรูปไปจนทําให้ตวัยบัยงัจับด้วยได้ ตวัยบัยงัชนิดนีจะไม่แข่งขนั

กบัซบัสเตรตในการเข้าจบักบับริเวณเร่ง ดงันันจึงไมส่ามารถแก้ไขผลการยบัยังทีเกิดขนึโดยการเพิม

ความเข้มข้นของซบัสเตรต รูปแบบของการยบัยงัเขียนได้ดงันี 
 

             
 
 

 

 
 

 

ภาพท ี2.8 (ก) สมการรูปแบบของการยบัยงัแบบ Uncompetitive (ข) ภาพจําลองการยับยงัแบบ 

Uncompetitive  ( ค )  ผ ล ข อง ตัว ยับ ยั ง แ บ บ  Uncompetitive แ ส ด ง ด้ ว ยก รา ฟ ข อ ง             

Lineweaver-Burk เมือแปรค่าความเข้มข้นของตวัยบัยงัจากทีไมมี่ตวัยบัยงั (α’ = ) และเมือเพิม

ความเข้มข้นเพิมขึนเป็น α’ =1.5, 2…   ผลลัพธ์ทางจลนศาสตร์ของเอนไซม์ทีมีตัวยับยงัแบบ 

Uncompetitive คอื ทงัคา่ Km และ Vmax ลดลง  ทมีาของภาพ : (Cox  และ  Nelson.  2008 : 201-202) 

(ก)                                                                   (ข) 

(ค)                                                     
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        3. การยับยังแบบไม่แข่งขันแบบ Noncompetitive เป็นการยับยังโดยตัว ยับยงัเข้าจับ

บริเวณทีไม่ใช่บริเวณเร่ง ซึงสามารถเข้าจับได้ทงักับ E หรือ ES ตวัยับยังจะทําให้โครงสร้างของ

เอนไซม์เปลียนไป ทําให้หมู่เร่ง (catalytic group) ไม่สามารถทํางานได้ตามปกติหรือไม่อยู่ใน

ตําแหนง่ทีเหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยา  จงึเปลียนซบัสเตรตให้เป็นผลิตภณัฑ์ได้น้อยลงหรือไม่ได้เลย 

ถ้าการจับกนัของซบัสเตรตหรือตวัยบัยังเป็นอิสระตอ่กนั (KI = K´I) จะเรียกว่าการยบัยงัแบบ pure 

noncompetitive inhibition แต่ถ้าการเข้าจับของซบัสเตรตมีผลต่อการเข้าจบัของตวัยบัยงั หรือ การ

เข้าจับของตวัยับยงัมีผลต่อการเข้าจับของซบัสเตรต  (KI  ‡ K´ I)  จะทําให้มีลกัษณะคล้ายการ

แข่งขนั จึงเรียกการยบัยงัแบบนีว่า การยบัยงัแบบผสม (mixed inhibition) 

                            
 

                          
 

ภาพท ี2.9 (ก) สมการรูปแบบของการยบัยงัแบบ Noncompetitive (ข) ภาพจําลองการยับยงัแบบ 

Noncompetitive (ค) ผลของตัวยับยังแบบ pure noncompetitive แสดงด้วยกราฟของ 

Lineweaver-Burk เมือแปรค่าความเข้มข้นของตวัยังยงั ผลลพัธ์ทางจลนศาสตร์ของเอนไซม์ทีมีตัว

ยบัยงัแบบ  pure noncompetitive คอื ทงัคา่ Km คงที และ Vmax ลดลง และ (ง) ผลของตวัยับยงัแบบ

ผสม (mixed) คือ ค่า Km เพิมขนึ ในขณะที Vmax ลดลง  ทมีาของภาพ : (Cox  และ  Nelson.  2008 : 201-202) 

 

 

(ก)                                                                         (ข) 

(ค)                                                                 (ง)                                                 
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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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การศึกษาจลนศาสตร์การยับยังเอนไซม์ไทโรซิเนสโดยสารฟลาโวนอยด์จากแก่นครี 

 สารฟลาโวนอยด์บริสุทธิทีแสดงฤทธิยับยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสได้สูงจะถูกคดัเลือกมาศึกษา

จลนศาสตร์การยบัยงัเอนไซม์โดยใช้หลกัของไลน์วิเวอร์ และเบริก (Lineweaver and Burk double-

reciprocal  plot)(Lineweaver and Burk, 1934) ซงึจะทําการวดัอตัราเร็วเริมต้นของปฏิกิริยา (V0) 

ทีมีและไม่มีตวัยับยัง โดยแปรผันความเข้นข้นซบัสเตรต L-DOPA ทีความเข้มข้น , . , . , 

.  และ .  mM โดยทําการทดลองในลกัษณะเดียวกบัการวิเคราะห์ฤทธิของสารสกัดตอ่การ

ยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสทีในจานหลมุไมโคเพลทแตจ่ะวดัอตัราเร็วเริมต้นของปฏิกิริยาซงึจะต้องอ่าน

ค่าการดดูกลืนแสงทีความยาวคลืน 475 นาโนเมตรทีทุกๆ 30 วินาที เป็นเวลา 10 นาที และทําการ

วิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม GraphPad Prism software (version . ) เพือรายงานค่าทาง

จลนศาสตร์ของเอนไซม์และวิเคราะห์ชนิดของกลไกการยบัยงั 

 

  



21 

 

บทท ี4 

ผลการวิจัย  

 

การศึกษาจลนศาสตร์การยับยังเอนไซม์ไทโรซิเนสโดยสารฟลาโวนอยด์จากแก่นครี 

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

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

. ) ทีพบว่ามีฤทธิยับยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสสงู โดยมีค่า IC  ตาํกว่า 100 µM  ได้ถูกนํามาศึกษา

จลนศาสตร์การยับยังเอนไซม์ไทโรซิเนสโดยใช้ความสมัพันธ์จากสมการของ Michaelis-Menten 

และการวาดกราฟแบบ Lineweaver-Burk ซงึแสดงถึงชนิดของการยบัยงั (type of inhibition) ของ

สารประกอบ , ,  และ   ทงันีในสภาวะทีไม่มีตวัยับยงัเอนไซม์ค่าอตัราเร็วสงูสดุ (Vmax) ของ

การเกิด dopachrome โดยเอนไซม์นีคือ . 5 ΔA /min โดยคํานวนหาจากกราฟของ 

Lineweaver-Burk ทีพิจารณาจุดตดัแกน Y และค่า  Km  ต่อ L-DOPA คือ .  ± .  µM โดย

คํานวนหาจากกราฟของ Lineweaver-Burk ทีพิจารณาจดุตดัแกน X  แสดงดงัตารางที 4.1 และภาพ

ที 4.2   

พฤติกรรมทางจลนศาสตร์การยับยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสของ Khrinone B ( ) ระบุว่าเป็นการ

ยบัยงัชนิด uncompetitive inhibitor ต่อเอนไซม์ไทโรซิเนส ต่างๆ (ตารางที 4.2 และภาพที 4.3) โดย

มีคา่คงทีการยบัยงั (Ki) เป็น . ± .  µM ซงึลกัษณะของการยบัยงัชนิด uncompetitive inhibitor 

ตวัยับยงัจะเข้าจบักบั enzyme-substrate complex และลดอตัรการเกิดผลิตภัณฑ์ ทังนี enzyme-

inhibitor-substrate complex (EIS) ยงัคงเกิดปฏิกิริยาผนักลบัได้และยงัสามารถเกิดผลิตภณัฑ์ได้ 

จงึเป็นเหตุให้คา่ Km และ Vmax ลดลง  

พฤติกรรมทางจลนศาสตร์การยับยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสของ Cajanin ( ) เผยว่าเป็นการ

ยับยงัชนิด non-competitive inhibitor ต่อเอนไซม์ไทโรซิเนส (ตารางที 4.3 และภาพที 4.4) ซึง

ลกัษณะของการยบัยงัชนิด non-competitive inhibitor ตวัยบัยงัและซบัสเตรตจะสามารถเข้าจบักบั

เอนไซม์ได้ตลอดเวลาโดยมีตําแหน่งจับคนละตําแหน่งกนั เมือทงัตวัยับยงัและซบัสเตรต เข้าจับกับ

เอนไซม์แล้วจะเกิดเป็น enzyme-substrate-inhibitor complex (ESI) ทีซงึไม่สามารถเกิดเป็น

ผลิตภัณฑ์ต่อไปได้ แต่สามารถผันกลบัไปเป็น enzyme-substrate complex (ES) หรือ enzyme-

inhibitor complex (EI) ดงันนัจึงพบว่าค่า Vmax ลดลง โดยไม่มีผลต่อค่า Km ค่าคงทีการยับยงั (Ki) 

ของการเข้าจบัระหว่างตวัยบัยงักบัเอนไซม์ และระหว่างซบัสเตรตกบัเอนไซม์จึงเท่ากนั และจากการ

ทดลองนีมีคา่เป็น .  ± .  µM 
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พฤติกรรมทางจลนศาสตร์การยบัยังเอนไซม์ไทโรซิเนสของ (3RS)-3'-hydroxy-8-methyoxy 

vestitol (21)  แสดงให้เห็นว่าเป็นการยบัยงัชนิด mixed inhibition (ตารางที 4.4 และภาพที 4.5) มี

ค่าคงทีการยบัยงั (Ki) เป็น .  ± .  µM  การยบัยงัแบบผสมนีตวัยบัยงัจะสามารถจบักบัเอนไซม์

ทีตําแหน่งเดียวกบัซบัสเตรต ค่า Km อาจคงทีหรือมีการเปลียนแปลงก็ได้แตค่่า Vmax ทีสงัเกตได้จะ

ลดลง  

พฤติกรรมทางจลนศาสตร์การยบัยงัเอนไซม์ไทโรซิเนสของ ( aR, aR)- , -dihydroxy- -

methoxy pterocarpan ( ) พบว่าเป็นการยบัยงัชนิด competitive inhibition (ตารางที 4.5 และ

ภาพที 4.6) มีคา่คงทกีารยบัยงั (Ki) เป็น .  ± .  µM กลไกการยบับังชนิด competitive inhibition 

ตวัยบัยงัจะรบกวนการเข้าจบัของซบัสเตรตบนตําแหน่งจบัของเอนไซม์ เป็นเหตใุห้คา่ Km เพิมสงูขึน

โดยไมผ่ลกระทบต่อคา่ Vmax 

 

 

ภาพท ี4.1 โครงสร้างของสารฟลาโวนอยด์ 4 ชนิดทีนํามาศกึษาจลนศาสตร์การยบัยงัเอนไซม ์                       

ไทโรซิเนสจากเห็ด 
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ตารางท ี4.1  แสดงอตัราเร็วเริมต้นของปฏิกิริยาเอนไซม์ไทโรซิเนสทีมกีารแปรผนัความเข้มข้นของ

สารตงัต้น (L-Dopa) โดยไมมี่ตวัยบัยงั 
 

Subsrate (L-Dopa) 

(mM) 
ความเร็วเริมต้น (Vo)  (∆A475 / min) 

0.0625 0.00429 

0.125 0.00771 

0.25 0.01203 

0.5 0.01564 

1 0.01903 

 

 

 
 

ภาพท ี4.2 (ก) กราฟแสดงจลนศาตร์ของปฏิกิริยา (Michaelis-Menten saturation curve) ทีเร่ง

ด้วยเอนไซม์ไทโรซิเนส แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเร็วเริมต้น (Vo) กับความเข้มข้นของ                  

ซบัสเตรต  [L-Dopa] โดยไมมี่การเติมตวัยบัยงั (ข) Double reciprocal plot ตามสมการไลน์วีเวอร์

เบริก (Lineweaver-Burk equation) จุดตดัแกน Y คือ 1/ Vmax จุดตดัแกน X คือ -1/Km และความชัน

คือ  Km/ Vmax 

ก 

ข 



24 

 

ตารางท ี4.2  แสดงอตัราเร็วเริมต้นของปฏิกิริยาเอนไซม์ไทโรซิเนสทีมกีารแปรผนัความเข้มข้นของ

สารตงัต้น (L-Dopa) และตวัยบัยงั Khrinone B ( ) 

Subsrate (L-Dopa) 

(mM) 

ความเร็วเริมต้น (Vo)  (∆A475 / min) 

ความเข้มข้นของตัวยับยงั  Khrinone B ( ) 

0 µM 18.196 µM 27.21 µM 54.62 µM 109.24µM 

0.0625 0.004440 0.004340001 0.004079999 0.003670 0.003400 

0.1250 0.007400 0.007390 0.006610001 0.005760 0.005170 

0.2500 0.012130 0.010490 0.010210 0.008339998 0.007220 

0.5000 0.01648536 0.013890 0.013300 0.010990 0.009150 

1.0000 0.02051593 0.017420 0.016490 0.012980 0.010470 

 

 

 

 ภาพที 4.3 (ก) กราฟแสดงจลนศาตร์ของปฏิกิริยา (Michaelis-Menten saturation curve) ทีเร่ง

ด้วยเอนไซม์ไทโรซิเนส แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเร็วเริมต้น (Vo) กับความเข้มข้นของ                     

ซบัสเตรต [L-Dopa] ทีมีการแปรผันความเข้มข้นของตัวยับยงั Khrinone B ( )  (ข) Double 

reciprocal plot ตามสมการไลน์วีเวอร์เบริก (Lineweaver-Burk equation) จุดตดัแกน Y คือ 1/ Vmax 

จดุตดัแกน  X คือ -1/Km และความชนัคือ  Km/ Vmax 

ก 

ข 
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ตารางท4ี.3  แสดงอตัราเร็วเริมต้นของปฏิกิริยาเอนไซม์ไทโรซิเนสทีมีการแปรผันความเข้มข้นของ

สารตงัต้น (L-Dopa) และตวัยบัยงั Cajanin (9) 

Subsrate (L-Dopa) 

(mM) 

ความเร็วเริมต้น (Vo)  (∆A475 / min) 

ความเข้มข้นของตัวยับยงั  Cajanin (9) 

0 µM 24.97 µM 37.44 µM 74.88 µM 149.77 µM 

0.0625 0.00429 0.00306 0.00259 0.00201 0.0016 

0.1250 0.00771 0.00430 0.00423 0.00333 0.0028 

0.2500 0.01203 0.00820 0.00772 0.00640 0.00417 

0.5000 0.01564 0.01085 0.00932 0.00719 0.00583 

1.0000 0.01903 0.01441 0.01223 0.00930 0.00748 

 

 

 

ภาพท ี4.4 (ก) กราฟแสดงจลนศาตร์ของปฏิกิริยา (Michaelis-Menten saturation curve) ทีเร่ง

ด้วยเอนไซม์ไทโรซิเนส แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเร็วเริมต้น (Vo) กับความเข้มข้นของ                  

ซบัสเตรต [L-Dopa] ทีมกีารแปรผนัความเข้มข้นของตวัยบัยัง Cajanin (9) (ข) Double reciprocal 

plot ตามสมการไลน์วีเวอร์เบริก (Lineweaver-Burk equation) จุดตดัแกน Y คือ 1/ Vmax จุดตดัแกน  

X คือ -1/Km และความชนัคือ  Km/ Vmax 

ก 

ข 
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ตารางท ี4.4 แสดงอตัราเร็วเริมต้นของปฏิกิริยาเอนไซม์ไทโรซิเนสทีมีการแปรผันความเข้มข้นของ

สารตงัต้น (L-Dopa) และตวัยบัยงั (3RS)-3'-hydroxy-8-methyoxy vestitol (21) 

Subsrate (L-Dopa) 

(mM) 

ความเร็วเริมต้น (Vo)  (∆A475 / min) 

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

0 µM 25.26 µM 51.11 µM 102.20 µM 204.40 µM 

0.0625 0.00429 0.002860 0.002460 0.002060 0.0017 

0.1250 0.00771 0.004800 0.003910 0.003489 0.00312 

0.2500 0.01203 0.008240 0.007570 0.006260 0.00521 

0.5000 0.01564 0.012130 0.009160 0.008970 0.00741 

1.0000 0.01903 0.014641 0.012690 0.011690 0.0099 
 

 

 

ภาพท ี4.5 (ก) กราฟแสดงจลนศาตร์ของปฏิกิริยา (Michaelis-Menten saturation curve) ทีเร่ง

ด้วยเอนไซม์ไทโรซิเนส แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเร็วเริมต้น (Vo) กับความเข้มข้นของ                 

ซับสเตรต [L-Dopa] ทีมีการแปรผันความเข้มข้นของตัวยับยัง (3RS)-3'-hydroxy-8-methyoxy 

vestitol (21) (ข) Double reciprocal plot ตามสมการไลน์วีเวอร์เบริก (Lineweaver-Burk 

equation) จุดตดัแกน Y คือ 1/ Vmax จดุตดัแกน  X คือ -1/Km และความชนัคือ  Km/ Vmax 

ก 

ข 
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ตารางท ี4.5 แสดงอตัราเร็วเริมต้นของปฏิกิริยาเอนไซม์ไทโรซิเนสทีมีการแปรผันความเข้มข้นของ

สารตงัต้น (L-Dopa) และตวัยบัยงั (6aR,11aR)-3,8-dihydroxy-9-methoxy pterocarpan (27) 

Subsrate (L-Dopa) 

(mM) 

ความเร็วเริมต้น (Vo)  (∆A475 / min) 

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

(27) 

0 µM 1.64 µM 3.28 µM 6.55 µM 

0.0625 0.00521823 0.004218 0.003412 0.002774 

0.1250 0.00844834 0.007110 0.005890 0.004934 

0.2500 0.01124181 0.009700 0.008860 0.007430 

0.5000 0.01622181 0.014300 0.012510 0.011170 

1.0000 0.02068944 0.019100 0.019035 0.017230 
 

 

 

ภาพท ี4.6 (ก) กราฟแสดงจลนศาตร์ของปฏิกิริยา (Michaelis-Menten saturation curve) ทีเร่ง

ด้วยเอนไซม์ไทโรซิเนส แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเร็วเริมต้น (Vo) กับความเข้มข้นของ                   

ซับสเตรต [L-Dopa] ทีมีการแปรผันความเข้มข้นของตัวยับยัง (6aR,11aR)-3,8-dihydroxy-9-

methoxy pterocarpan (27) (ข) Double reciprocal plot ตามสมการไลน์วีเวอร์เบริก 

(Lineweaver-Burk equation) จุดตดัแกน Y คือ 1/ Vmax จุดตดัแกน  X คือ -1/Km และความชันคือ  

Km/ Vmax 

ก 

ข 
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บทที 5 

สรุปและอภปิรายผลการวิจัย 

 

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

การวิเคราะห์ทางจลนศาสตร์การยับยังเป็นการยับยงัแบบผสม (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) 

  การศึกษาตวัยบัยังของเอนไซม์ ทําให้ทราบกลไกการออกฤทธิของสารเคมีต่าง ๆ ต่อระบบ

ชีวภาพและยังเป็นเครืองมือทีดีในการศกึษากลไกการทํางานของเอนไซม์ในรายละเอียด การยับยัง

ของสารฟลาโวนอยด์แต่ละชนิดทีสกัดแยกได้จากแก่นครีพบว่า มีการยับยังแบบแข่งขัน 

(competitive) และ การยับยงัแบบไม่แข่งขนั (non-competitive และ uncompetitive) การยบัยัง

แบบแข่งขนัตวัยบัยงัจะเข้าจับบนโมเลกุลของเอนไซม์บริเวณเดียวกบัสารตงัต้น ในขณะทีการยับยงั

แบบไมแ่ข่งขนัตวัยบัยงัจะเข้าจบักนัคนละบริเวณกบัสารตงัต้น ซงึการยบัยงัแบบไมแ่ข่งขนัมกัจะเป็น

ความสามารถในการเปลียนโครงรูปของเอนไซมห์รือกระทบต่อจลนศาสตร์ของเอนไซม์  
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การยับยังแบบแข่งขัน (competitive inhibition) ทีพบในกรณีของ ( aR, aR)- , -

dihydroxy- -methoxy pterocarpan ( ) อาจสนันิษฐานได้ว่าการยับยงัลกัษณะนีตวัยับยงัมีหมู่

ฟังก์ชันบางตําแหน่งคล้ายกบัซบัสเตรต (S) จึงสามารถแย่งเข้าจับกบับริเวณเร่ง (active site) บน

เอนไซมไ์ด้ การยบัยงัแบบแข่งขนันีสามารถผนักลบัได้ (reversible) เพราะว่าตวัยับยงัและสารตงัต้น 

พยายามแข่งขนัแย่งกันเข้าจบักบับริเวณเร่งของเอนไซม์  หากตวัใดมีความเข้มข้นมากกว่า ก็จะเข้า

จบัได้ดีกว่า และการยับยงัแบบนีเป็นการยบัยังแบบย้อนกลบัได้ โดยการกําจดัตวัยบัยังออกไปจาก

สารละลาย หรือโดยการเพิมความเข้มข้นของสารตงัต้น สารตงัต้นทีมีจํานวนความเข้มข้นสงูกว่าจะ

เข้าแยง่จบัทีบริเวณเร่ง ทําให้ตวัยบัยงัหลดุออกไปจากบริเวณเร่ง 

การยบัยงัแบบไม่แข่งขนัแบบ pure noncompetitive inhibition ทีพบในกรณีของ Cajanin 

( ) เป็นการยับยังโดยตวัยับยงัเข้าจับทีทีไม่ใช่บริเวณเร่ง โดยเข้าจับได้ทงักับสารเชิงซ้อนเอนไซม์-

สารตงัต้น (ES complex) และเอนไซม์อิสระ (E) หรือกล่าวอีกอย่างหนึงว่าตวัยับยงัชนิดนี สามารถ

เข้าจับกับเอนไซม์ได้ โดยไม่สนใจว่ามีสารตงัต้นจบัอยู่กบัเอนไซม์หรือไม ่นอกจากนีตวัยับยงัแบบนี

ไม่รบกวนการจับของสารตังต้นทีบริเวณเร่ง แต่จะทําให้โครงสร้างของเอนไซม์เปลียนไป ทําให้ 

catalytic group ของเอนไซม์ไมส่ามารถทํางานได้ตามปกติ จึงเปลียนสารตงัต้นให้เป็นผลิตภณัฑ์ได้

น้อยลงหรือเปลียนไม่ได้เลย  ในขณะที ( RS)- '-hydroxy- -methyoxy vestitol ( ) สามารถเข้า

จบัได้กับทงัเอนไซม์อิสระ (E) หรือ ES complex ได้เช่นเดียวกนั แต่เมือภายหลงัจากทีตวัยบัยงัเข้า

จีบแล้ว มีผลทําให้เกิดการเปลียนแปลงของเอนไซม์ทําให้ affinity ของเอนไซม์ต่อซับสเตรต

เปลียนแปลงไป ซงึอาจจะทําให้สารเชิงซ้อนเอนไซม์-ตวัยับยงั (EI complex) จับกบัซบัสเตรตได้มาก

ขึนหรือลดลงจากเดิม ดงันนัจงึได้เรียกตวัยบัยงันีใหม่เป็น mixed type inhibitor  

การยบัยงัแบบไม่แข่งขนัแบบที uncompetitive inhibition ทีพบในกรณีของ Khrinone B 

( )  เป็นการยับยังโดยตัวยับยังเข้าจับเฉพาะกับสารประกอบเชิงซ้อนเอนไซม์-สารตงัต้น (ES 

complex) แต่ไมจ่บักบัเอนไซม์อิสระ (E) ผลของการจบัของตวัยบัยงัทําให้เอนไซม์เสียโครงรูปไป ทํา

ให้ความสามารถในการเปลียนสารตงัต้นให้เป็นผลิตภณัฑ์ลดลงหรือหมดไป อย่างไรก็ตาม เมือนําไป

วิเคราะห์ตามสมการของไมเคลิส-เมนเทน และเขียนกราฟตามสมการลายวีฟเวอร์เบอร์ก พบว่าทงั

ค่าคงทีของไมเคลิส (Km) และคา่ความเร็วสงูสดุ (Vmax) กลบัลดลง 
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ประวัติการศึกษา 

ปีทจีบการศึกษา       ชอืสถานศึกษา             ได้รับปริญญา/สาขา 

   พ.ศ. 2547       จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั   วิทยาศาสตรบณัฑิต (วท.บ) สาขาชีวเคมี 

   พ.ศ. 2550       มหาวิทยาลยัรามคําแหง    ศิลปศาสตรบณัฑิต (ศศ.บ) สาขาปรัชญา    

   พ.ศ. 2551       จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั   วิทยาศาสตรดษุฎีบัณฑิต (วท.ด) สาขาชีวเคมี  

 

สาขาวิชาการทมีีความชาํนาญพเิศษ  

อณูชีววิทยาและพนัธุวิศกรรมในแบคทีเรีย  ผลิตภณัฑ์ธรรมชาติและสารต้านอนมุลูอิสระ  

 

ประสบการณ์ทเีกียวข้องกับการบริหารงานวิจัย 

พ.ศ. 2553-2555 ผู้ประสานงานหลกั หน่วยปฏิบตัิงานวิจยัผลิตภณัฑ์ธรรมชาติและ

เทคโนโลยีชีวภาพ คณะเภสชัศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

การเผยแพร่ผลงานวิจยั Publications (5 ปีย้อนหลัง) 

งานวิจยัตีพมิพ์ในวารสารวิชาการ  

1. Worrawat Promden, Alisa S. Vangnai, Piamsook Pongsawasdi, Osao Adachi, Kazunobu 

Matsushita & Hirohide Toyama.  Disruption of quinoprotein ethanol dehydrogenase gene 
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and adjacent genes in Pseudomonas putida HK5. FEMS Microbiology Letters, 280 (2), 

203-209, March 2008. 

2. Worrawat Promden, Alisa S. Vangnai, Hirohide Toyama, Kazunobu Matsushita, and 

Piamsook Pongsawasdi. Analysis of promoter activities of the genes encoding three 

quinoprotein alcohol dehydrogenases of Pseudomonas putida HK5. Microbiology, 155, 

594-603, February 2009. 

3. Fuminori Fukaya, Worrawat Promden, Takashi Hibino, Yoshito Tanaka, Tatsunosuke 

Nakamura, and Teruhiro Takabe. An Mrp-like cluster in the halotolerant cyanobacterium 

Aphanothece halophytica functions as a Na+/H+ antiporter. Applied and Environmental 

Microbiology, 75, 6626-6629, October 2009. 

4. Nana Yamada, Worrawat Promden, Koji Yamane, Hideto Tamagake, Takashi Hibino, 

Yoshito Tanaka, and Teruhiro Takabe. Preferential accumulation of betaine uncoupled to 

choline monooxygenase in young leaves of Sugar beet -Importance of  long distance 

translocation of betaine under normal and salt-stressed conditions. Journal of Plant 

Physiology, 116(18), 2058-2070, December 2009. 

5. Alisa S. Vangnai, Worawat Promden, Wanchai De-Eknamkul, Kazunobu Matsushita, 

and Hirohide Toyama. Molecular characterization and heterologous expression of quinate 

dehydrogenase gene from Gluconobacter oxydans IFO3244. Biochemistry (Moscow), 

75(4), 452-459, May 2010. 

6. Kanteera Soontharapirakkul, Worrawat Promden, Nana Yamada, Hakuto Kageyama, 

Aran Incharoensakdi, Atsuko Iwamoto-Kihara, and Teruhiro Takabe. Halotolerant 

cyanobacterium Aphanothece halophytica contains a Na+-dependent F1F0-ATP synthase 

with potential role in salt tolerance. Journal of Biological Chemistry, 286(12), 10169–

10176, March, 2011. 
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 7. Nana Yamada, Suriyan Cha-Um, Hakuto Kageyama, Worrawat Promden, Yoshito 

Tanaka, Chalermpol Kirdmanee and Teruhiro Takabe. Isolation and characterization of 

proline/betaine transporter gene from oil palm. Tree Physiology 31, 462–468, April, 2011. 

8. Pithi Chanvorachote, Sudjit Luanpitpong, Preedakorn Chunhacha, Worrawat Promden, 

Virote Sriuranpong, Expression of CA125 and cisplatin susceptibility of pleural effusion-

derived human lung cancer cells from a Thai patient. Oncology Letters, 252-256, May, 

2012. 

9. Worrawat Promden, Orawan Monthakantirat, Kaoru Umehara, Hiroshi Noguchi and 

Wanchai De-Eknamkul. Structure and Antioxidant Activity Relationships of Isoflavonoids 

from Dalbergia parviflora. Molecules, 19, pp. 2226-2237. February, 2014. 

10. Siriluk Sintupachee, Worrawat Promden, Nattaya Ngamrojanavanich, Worapan 

Sitthithaworn,Wanchai De-Eknamkul. Functional expression of a putative geraniol 8-

hydroxylase by reconstitution of bacterially expressed plant CYP76F45 and 

NADPHcytochrome P450 reductase CPR I from Croton stellatopilosus Ohba. 

Phytochemistry, 118, pp. 204–215. October,2015. 

 

บทความวิชาการ 

วรวัฒน์ พรหมเด่น. (2556). ชีวเคมีของเอนไซม์แอลกอฮอล์ดีไฮโดรจีเนสในแบคทีเรีย. วารสาร

วิจยั มข., 18(6), หน้า 1003-1020. 

 

ประวัติการได้รับทุน   

1. พ.ศ. 2548-2550 : ทนุ โครงการปริญญาเอกกาญจนาภิเษก รุ่นที 8 สํานกังานกองทนุสนับสนนุ

การวิจยั (สกว.)   

2. พ.ศ. 2551-2552 : ทนุนกัวิจยั  สถาบนัวิจยัมหาวิทยาลยัเมโจ  (Meijo University) เมืองนาโกยา 

ประเทศญีปุ่ น 
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3. พ.ศ. 2553-2554 : ทนุนกัวิจยัหลงัปริญญากองทุนเอกรัชดาภิเษกสมโภช บณัฑิตวิทยาลยั 

จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

4. พ.ศ. 2557: ทนุสนบัสนุนโครงการวิจยั ประจําปีงบประมาณ 2557 โดยสํานกับริหารโครงการ

สง่เสริมการวิจยัในอดุมศกึษาและพฒันามหาวิทยาลยัวิจยัแหง่ชาติ  

5. พ.ศ. 2558: ทนุสนบัสนุนโครงการวิจยั ประจําปีงบประมาณ 2558 โดยสํานกับริหารโครงการ

สง่เสริมการวิจยัในอดุมศกึษาและพฒันามหาวิทยาลยัวิจยัแหง่ชาติ  

6. พ.ศ. 2559: ทนุสนบัสนุนโครงการวิจยั ประจําปีงบประมาณ 2559 โดยสํานกับริหารโครงการ

สง่เสริมการวิจยัในอดุมศกึษาและพฒันามหาวิทยาลยัวิจัยแหง่ชาติ  
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ประวัติการศึกษา 

การศึกษา        ระดับการศึกษา    สถานศึกษา 

  การศกึษาดษุฎีบณัฑิต (วิทยาศาสตรศึกษา)  มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ 

  ประกาศนียบตัรบณัฑิต สาขาวิชาชีพครู     มหาวิทยาลยัขอนแก่น 

  วิทยาศาสตรบณัฑิต  สาขาเคมี     มหาวิทยาลยัอบุลราชธานี 

 

สาขาวิชาการทมีีความชาํนาญพเิศษ (แตกต่างจากวุฒิการศึกษา) : การวิจยัทางด้านการสอน

วิทยาศาสตร์การใช้สือออนไลน์สําหรับการสอนวิทยาศาสตร์ และการนิเทศนกัศกึษาฝึกประสบกาณ์

วิชาชีพครู 

 

ผลงานวิจัย:  

. Enhancing High School Students' Conceptual Understanding of Chemical Bonding by 

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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