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บทคัดย่อ 

 ปัจจุบันทั่วโลกก าลังเผชิญกับภาวะโลกร้อน ความร้อนจากแสงแดดกระตุ้นให้ร่างกายผลิต เม็ดสีเม

ลานินมากข้ึน เป็นเหตุให้ผิวหมองคล ้า มีรอยเหี่ยวย่นบนผิวหนัง เกิดปัญหาฝ้าและกระ อีกทั้งอาจก่อให้เกิด

มะเร็งผิวหนังได้ งานวิจัยน้ีจึงได้น าผักแขยง (Limnophila aromatica (Lam.) Merr.) ซึ่งเป็นผักพื้นบ้านที่

สามารถพบได้ในทุกภาคของประเทศไทย และมีสารประกอบหลักเป็นสารกลุ ่มฟีนอลิก มาสกัดแยกเพื่อ

ทดสอบฤทธ์ิในการยับยั้งการสร้างเม็ดสีเมลานิน ท าให้ได้สารบริสุทธ์ิสองชนิดได้แก่ 5-demethyl tangeretin 

และ xanthomicrol พิสูจน์ทราบโครงสร้างจากวิธีทางสเปคโตสโคปี ได้แก่ เทคนิคนิวเคลียร์แมกเนติกเร

โซแนนซ์สเปกโทรสโกปี (NMR) และ เทคนิคอินฟราเรดสเปคโตรสโกปี (IR) และได้ส่วนสกัดหยาบย่อยจ านวน 

50 สว่น จากการน าสารที่สกัดได้ทั้งหมดไปทดสอบฤทธ์ิในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสบน TLC และบน 96-

well plates โดยใช้ L-tyrosine และ L-DOPA เป็นสับสเตรท และ Kojic acid เป็นสารควบคุมเพื่อหาค่า 

IC50  พบว่าส่วนสกัดหยาบย่อยที่ D4.5 ให้ผลการยับยั้งที่ดีที่สุด โดยมีค่า IC50 9.66 และ 11.25 µg/mL ที่ใช้ 

L-tyrosine และ L-DOPA เป็นสับสเตรทตามล าดับ และจากการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์โดยใช้ MTT 

assay พบว่าส่วนสกัดหยาบย่อยที่ D4.5 ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ที่ความเข้มข้น 50 และ 100 µg/mL จึงสามารถ

น าไปสกัดต่อเพื่อใช้เป็นยาหรือเครื่องส าอางที่ออกฤทธ์ิในการยับยั้งเม็ดสีเมลานินได้ 
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Abstract 

 Nowadays, the world is facing global warming. Sunlight can stimulate more melanin 

pigment that causes dull skin, wrinkles, freckles, melasma and skin cancer. This research 

focused on melanogenesis inhibitory activity of the extracts from Limnophila aromatica 

(Lam.) Merr., a local plant found in all regions of Thailand and the major constituents are 

phenolic. Two pure compounds, 5-demethyl tangeretin and xanthomicrol were purified from 

L. aromatica (Lam.) Merr. The structures of the isolated compounds were confirmed by 

spectroscopic methods, mainly NMR and IR spectroscopy. In addition, fifty subfractions were 

obtained and were tested for their anti-melanogenesis by Mushroom tyrosinase inhibition 

assay on TLC and 96-well plates, used L-tyrosine and L-DOPA as a substrate and Kojic acid 

as a positive control to obtain their IC50. The results showed subfraction D4.5 provided the 

most potent activity with IC50 values of 9.66 and 11.25 µg/mL for L-tyrosine and L-DOPA, 

respectively. Moreover, subfraction D4.5 did not show any significant cytotoxicity at 

concentrations of 50 and 100 µg/mL. Therefore, it can be further purified for use as a 

medicine or cosmetic that is effective in inhibiting melanin pigments. 
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บทท่ี 1 

บทน า 

 
1.1 ความเป็นมาและมูลเหตุจูงใจในการเสนอโครงการ 
     ปัจจุบันทั่วโลกก าลงัเผชิญกบัภาวะโลกร้อนอย่างรนุแรง ท าให้อุณหภูมิเฉลี่ยของโลกเพิ่มข้ึน โดยมี
สาเหตุหลักมาจากการเผาไหม้เช้ือเพลิงและการตัดไม้ท าลายป่า กิจกรรมเหล่าน้ีเพิ่มปริมาณสารเรือน
กระจกซึ่งท าลายช้ันโอโซนที่ช่วยป้องกันแสงอัลตราไวโอเลตที่ก่อความเสียหายต่อผิวหนังของมนุษย์
ไม่ให้ลงมาถึงพื้นโลก อีกทั้งประเทศไทยมีภูมิประเทศอยู่ในเขตร้อนชื้น บริเวณใกล้เส้นศูนย์สูตร มี
แสงแดดจัดตลอดปี ท าให้ประชากรจ านวนมากมักเกิดปัญหาด้านผิวพรรณ ความร้อนจากแสงแดด
กระตุ้นให้ร่างกายผลิต เม็ดสีเมลานินมากข้ึน เป็นเหตุให้ผิวหน้าหมองคล ้า มีรอยเหี่ยวย่นบนผิวหนัง 
เกิดปัญหาฝ้าและกระ อีกทั้งอาจก่อให้เกิดมะเร็งผิวหนังได้ [1]  
     จากบทความและงานวิจัยต่างๆ มีการรายงานผลว่าสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติกลุ่มฟีนอลิกจ านวน
มากสามารถยับยั ้งการสร้างเม็ดสีได้ [2-5]  โดยจากงานวิจัยการศึกษาสาร gingerol ซึ ่งเป็นสาร
ผลิตภัณฑ์ธรรมชาติกลุ่มฟีนอลิกที่พบได้ในพืชจ าพวกขิง (Zingiberaceae) และมีฤทธ์ิยับยั้งการสร้าง
เม็ดสีในเซลล์เมลาโนมา B16 (B16 melanoma cell)[5] พบว่าใช้ arbutin และ kojic acid เป็นสาร
มาตรฐานในการศึกษาการยับยั้งการสรา้งเม็ดสี เนื่องจากสารทั้งสองนั้นเป็นสารที่ยอมรับกันโดยทั่วไป
ว่าสามารถยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสที่ใช้ในการสร้างเม็ดสีได้ อีกทั้งยังสามารถน าไปพัฒนาเป็นสาร 
whitening agent ได้[6] โดยปัจจุบันนิยมใช้เป็นส่วนผสมในเครื่องส าอางที่ต้องการใหผ้ิวขาวใสและลด
ฝ้า กระ จุดด่างด า แต่สาร kojic acid มีรายงานว่าเป็นสารก่อมะเร็ง [7] เป็นเหตุให้มีการศึกษาและ
วิจัยสารอื่นๆเพื่อน ามาทดแทน โดยเฉพาะอย่างยิ่งสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติมีความปลอดภัยสูงกว่าสาร
สังเคราะห์ ท าให้ได้รับความนิยมอย่างแพร่หลายในการน ามาใช้เป็นส่วนประกอบในเครื่องส าอางหรือ
ในทางการแพทย์ และจากงานวิจัยการศึกษาฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสและปริมาณสารประกอบฟี
นอลิกทั้งหมดของสารสกัดจากมะมว่งหาวมะนาวโห่[8] พบว่าการสกัดโดยใช้เฮกเซนและเอทิลอะซิเทต
เป็นตัวท าละลาย จะให้ปริมาณสารสกัดน้อยกว่าการสกดัโดยใช้เมทานอล เนื่องจากเมทานอลสามารถ
สกัดสารประกอบฟีนอลิกในกลุ่มพอลิฟีนอลและฟลาโวนอยด์ได้ดี โดยชนิดของตัวท าละลายที่ใช้จะ
ส่งผลต่อประสิทธิภาพของการสกัด และฤทธิ์ทางชีวภาพ เช่น การต้านอนุมูลอิสระ และการยับยั้ง
เอนไซม์ไทโรสิเนส ดังนั้นการเลือกตัวท าละลายที่เหมาะสมกับสารที่ต้องการสกัดจึงมีความส าคัญมาก 
โดยสามารถใช้หลักการ like dissolves like มาหาตัวท าละลายที่เหมาะสม อีกทั้งยังต้องค านึงถึงการ
ละลายที่ไม่เข้ากันกับตัวท าละลายที่มีข้ัวหรือสารละลายอื่นๆที่ใช้ในการทดลอง 
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     จากการวิจัยทั้งหมดพบว่าการศึกษาสารกลุ่มฟีนอลิกที่มีฤทธ์ิยับยั้งการสร้างเม็ดสีที่มาจากพืชไทย

มีค่อนข้างน้อย ดังนั้นในการท าโครงการนี้จึงมุ่งเน้นสารสกัดธรรมชาติที่มาจากพืชไทย โดยได้คัดเลือก

ผักแขยง (Limnophila aromatica (Lam.) Merr.) มาใช้ในการทดลอง เนื่องจากเป็นผักพื้นบ้านที่

สามารถปลูกง่ายและหาซื้อได้ง่าย อีกทั้งยังมีรายงานว่ามีสารต้านอนุมูลอิสระสูง มีฤทธิ์ต้านมะเร็ง 

และยับยั้งการอักเสบ ผักแขยงเป็นพรรณไม้ล้มลุกเนื้ออ่อน เจริญเติบโตได้ดีในดินที่มีความชื้น มักพบ

ตามบริเวณที่มีน ้าขังเล็กน้อย มีเขตการกระจายพันธุ์ในประเทศจีน เกาหลีญี ่ปุ ่น ลาว เวียดนาม 

อินโดนีเซีย ฟิลิปปินส์ อินเดีย ภูฏาน และออสเตรเลีย รวมทั้งทั่วทุกภาคของประเทศไทย อีกทั้งใบ

และล าต้นของผักแขยงสามารถรับประทานได้ทั้งแบบสดและปรุงสุก[9] การสกัดสารจากผักแขยงท าได้

โดยการสกัดด้วยตัวท าละลายและคอลัมน์โครมาโตกราฟี จากนั้นน ามาทดสอบและคัดกรองสารที่มี

ฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส เพื่อค านวณหาค่า Inhibitory concentration (IC50) 

ของสารตัวอย่างต่อเอนไซม์ไทโรซิเนส [10] และทดสอบความเป็นพิษของสารตัวอย่างต่อเซลล์ B16 

melanoma cell ด้วย MTT assay[11] หากสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติกลุ่มฟีนอลิกที่ศึกษาสามารถ

ยับยั้งการสร้างเม็ดสีได้และไม่เป็นอันตรายต่อมนุษย์จะสามารถน าไปต่อยอดในการผลิตเครื่องส าอาง

และผลิตภัณฑ์ทางการแพทย์เพื่อลดปัญหาผวิหน้าหมองคล า้ จุดด่างด า และรอยเหี่ยวย่นบนผวิหนังได ้

 

1.2 วัตถุประสงค์และขอบเขตของงานวิจัย 

     เพื่อศึกษาฤทธ์ิยับยั้งการสร้างเม็ดสีของสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติกลุม่ฟีนอลิกที่ได้จากพืชไทย 

 

1.3 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

     1.3.1 กระบวนการสร้างเม็ดสีเมลานิน (melanogenesis) 

     กระบวนการสร้างเม็ดสีเกิดขึ้นที่ผิวหนังชั้นล่างสุดของเอพิเดอร์มิสหรือชั้นหนังก าพร้าซึ่งเป็น

บริเวณที่มีเคราติโนไซต์ (keratinocyte) โดยเซลล์เมลาโนไซต์ (melanocyte) จะท าหน้าที่ผลิตเม็ดสี

เมลานินแล้วเก็บไว้ในเมลาโนโซม (melanosome) จากนั้นจึงส่งต่อไปยังเคราติโนไซต์ 
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รูปท่ี 1.1 บริเวณผิวหนังช้ันก าพร้าที่มเีซลลเ์มลาโนไซต์[12] 

     กระบวนการสร้างเม็ดส ีเมลานินสามารถถูกกระตุ ้นได้จากรังส ีอ ัลตร ้าไวโอเลต โดยผ่าน

กระบวนการดังรูปที่ 1.2 และ 1.3 

 

 

รูปท่ี 1.2 กระบวนการสร้างเม็ดสีเมลานินภายในผิวหนงั[13] 
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รูปท่ี 1.3 กระบวนการชีวสังเคราะห์เม็ดสีเมลานิน[13] 

(DHI= 5,6-dihydroxyindole; DHICA= 5,6-dihydroxyindole-2-carboxylic acid ; TRP-

1=tyrosinase related protein-1; TRP-2 = tyrosinase related protein-2)  

     รังสีอัลตราไวโอเลตสามารถกระตุ้นใหเ้กิดการสร้างเม็ดสีเมลานินได้ 2 วิธีได้แก่กระตุ้นผ่านเซลล์

เมลาโนไซต์โดยตรง ท าใหเ้อนไซม์ไทโรซเินสผลิตมากข้ึน สง่ผลให้เม็ดสีเมลานินมีจ านวนมากข้ึน ผิวจึง

มีสีเข้มขึ้น อีกวิธีคือการกระตุ้นผ่านเซลล์เคราติโนไซต์ ท าให้หลัง่สารต่างๆออกมาได้แก่ โพรสตา

แกลนดิน อี2 (Prostaglandin E2, PGE2) และฮอร์โมนเมลาโนไซต์สตมิูเลติง (α-melanocyte 

stimulating hormone, α-MSH) ซึ่งเป็นฮอรโ์มนทีส่ร้างมาจากเซลลเ์มลาโนไซต์ทีห่ลัง่มาจากต่อม

ใต้สมองส่วนกลาง ฮอร์โมน α-MSH จะเร่งปฏิกิริยาฟอสโฟรีเลชัน โดยการกระตุ้นโปรตีนไคเนส เอ 

(prote i nk i nase  A ) ผ่าน cyc l i c  AMP ( cAMP)  ซึ่งท าให้ยีนที่ควบคุมเซลลเ์มลาโนไซต ์

microphthalmiaassociated transcription factor (mitf gene) เกิดการแบ่งตัวเพิม่จ านวนเซลล์

เพื่อผลิตเมลานินและเอนไซมห์รอืโปรตีนที่เกี่ยวข้องได้แก่เอนไซม์ไทโรซิเนส TRP-1 และ TRP-2[13]  

โดยการส ั งเคราะห ์ เมลาน ินท ี ่ผ ่านการกระต ุ ้นท ั ้ งสองแบบม ีข ั ้นตอนท ี ่ เหม ือนก ันด ั งน ี้    

     ข้ันตอนที่ 1 กรดอะมิโนไทโรซีน (tyrosine) ซึ่งเป็นกรดอะมิโนที่จ าเป็นในร่างกาย ถูกกระตุ้นด้วย

เอนไซม์ไทโรซิเนสซึ่งเป็นเอนไซม์กลุ่มออกซิเดส  (oxidase) ที่มีคอปเปอร์เป็นองค์ประกอบ โดย
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เอนไซม์ไทโรซิเนสท าหน้าที่เร่งปฏิกริยาไฮดรอกซิเลชั่น (hydroxylation) ท าให้ไทโรซีนเปลี่ยนเป็น 

แอลโดปา (L-DOPA, 3,4-dihydroxypheny-lalanine)  

     ข้ันตอนที่ 2 แอลโดปาจะถูกออกซิไดสเ์ป็นโดปาควิโนน (DOPAquinine) ผ่านกระบวนการ

ออกซเิดชัน (Oxidation) และกระบวนการโพลีเมอร์ไรซ์เซช่ัน (Polymerization) ก่อนที่จะกลายเป็น

เมลานินทั้งสองชนิดได้แก่ ยูเมลานิน (eumelanin) ซึ่งเป็นเม็ดสเีมลานินสีน ้าตาลทีจ่ะถูกกระตุ้นด้วย

โปรตีน tyrosinase-related protein 1 (TRP-1) และเอนไซม์ DOPAchrome tautomerase (DCT 

หรือ TRP-2) และฟีโอเมลานิน (pheomelanin) ซึ่งเป็นเม็ดสีเมลานินสีแดงหรือสีเหลอืงทีจ่ะถูก

กระตุ้นด้วยการคอนจูเกตกันระหว่างโดปาควิโนนกับซสีเตอนี (c y s t e i n e )  หรอืกลูตาไธโอน 

(glutathione) 

     ข้ันตอนที่ 3 เมลานินที่ผลิตได้ถูกส่งไปเก็บที่เมลาโนโซม จากนั้นจะถูกส่งต่อไปยังเคราติโนไซต์ที่

อยู่ใต้ผิวหนังเพื่อแทนที่เซลล์ผิวหนังเก่าที่จะถูกผลัดทุก 28-39 วัน[14] 

      

     1.3.2 ผักแขยง (Limnophila aromatica (Lam.) Merr.) 

     ผักแขยง มีชื ่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Limnophila aromatica (Lam.) Merr. จัดอยู่ในวงศ์ 

SCROPHLARIACEAE ผักแขยงจัดเป็นพรรณไม้ล้มลุกเนื้ออ่อน เจริญเติบโตได้ดีในพื้นที่มีความชื้นสูง 

มีเขตการกระจายพันธุ์มีในประเทศจีน เกาหลีญี่ปุ่น ลาว เวียดนาม อินโดนีเซีย ฟิลิปปินส์ อินเดีย 

ภูฏาน และออสเตรเลีย รวมทั้งทั่วทุกภาคของประเทศไทย ล าต้นมีลักษณะกลม กลวง เป็นข้อปล้อง 

ความสูงประมาณ 30-50 เซนติเมตร ใบมีลักษณะเป็นใบเดี่ยว เรียงตรงข้ามกันเป็นคู่ๆ ใบมีลักษณะ

เรียวปลายแหลม โคนใบห่อติดกับล าต้น ขอบใบมีลักษณะเป็นฟันเลื่อย แผ่นใบสีเขียว กว้างประมาณ 

3-15 มิลลิเมตร ยาวประมาณ 1-5 เซนติเมตร ออกดอกเป็นช่อ ดอกย่อยประมาณ 2-10 ดอก กลีบ

ดอกเป็นสีม่วง ผิวด้านนอกเรียบด้านในมีขน ผลมีลักษณะเป็นรูปกระสวย เมล็ดกลมรีขนาดเล็กสี

น ้าตาลด า ล  าต้นและใบ มีรสเผ็ด สามารถน ามาร ับประทานได้ [9] ผ ักแขยงประกอบไปด้วย

สารประกอบอะโรมาติกหลากหลายชนิดและมีน ้ามันหอมระเหยเป็นจ านวนมาก ดังตารางที่ 1.2 

มีการศึกษาและวิจัยฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาของผักแขยงในด้านต่างๆดังนี้ 

     ในปี 2007 Kukongviriyapan U. และคณะ ได้ศึกษาสารสกัด aqueous ของใบผักแขยง เมื่อให้

สารสกัดจ านวน 1 กรัมต่อน ้าหนักตัวหนู 1 kg ต่อ 1 วัน และกระตุ้นด้วย phenylhydrazine (PHZ) 
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ให้เกิดการไหลเวียนโลหิตที ่มากขึ้น พบว่าสารสกัดสามารถป้องกันความผิดปกติของหลอดเลือด  

(Vascular protective acitivity) ได้[15]  

     ในปี 2009 Nanasombat S. และ Teckchuen N. ได้ศึกษาสารสกัดเมทานอลของใบผักแขยง 

พบว่ามีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ (Antimicrobial activity) ได้แก่ Bacillus Cereus และ 

Staphylococcus Aureus ซึ่งเป็นเช้ือจุลินทรีย์ที่ก่อให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ โดยความเข้มข้นของ

สารในระดับต ่าสุดที่สามารถยับยั้งเช้ือจุลินทรีย์ได้ (MIC value) ของแบคทีเรียทั้งสองชนิดมีค่าเท่ากัน

คือ 2.6 mg/mL[16] 

     ในปี 2012 Rattanasena P. ได้ศึกษาสารสกัดเอทานอลของใบผักแขยง พบว่ามีฤทธิ์ในการ

ต่อต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant activity) โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 4.92±0.01mg/mL จากวิธี DPPH 

radical scavenging[17]  

 

ตารางที ่ 1.1 การจ าแนกทางอนุกรมวิธานของผักแขยง (Limnophila aromatica (Lamk.) 

Merr.)[9] 

Kingdom Plantae 
Sub-kingdom Tracheobionta 

Division Magnoliophyta 
Class Magnoliopsida 

Sub-class Asteridae 
Order Scrophulariales 
Family Scrophulariaceae 
Genus Limnophila 
Species L. aromatica 

Binomial name Limnophila aromatica (Lamk.) Merr. 

 

ตารางท่ี 1.2 สารประกอบเคมีที่แยกได้จากผักแขยง (Limnophila aromatica (Lamk.) Merr.)[9] 

สารประกอบที่แยกได้ ส่วนของพืช 
5,7-Dihydroxy-3,6,3',4'-tetramethoxyflavone (7-desmethyl 
artemetin) (1) 

ทั้งต้น 
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5,7-Dihydroxy-6,8,4'-trimethoxyflavone (Nevadensin) (2) ทั้งต้น 
5-Hydroxy-6,7,8,4'-tetramethoxyflavone (Gardenin B, 5-
demethyltangeretin) (3) 

ส่วนเหนือดิน 

Nevadensin-7-O-β-D-glucopyranoside (4) ส่วนเหนือดิน 

Isothymusin (5) ส่วนเหนือดิน 
Pilosin (6) ส่วนเหนือดิน 
8-Hydroxysalvigenin (7) ส่วนเหนือดิน 
Salvigenin (8) - 
Pectolinaringenin (9) ส่วนเหนือดิน 

 

 

รูปท่ี 1.4 โครงสร้างของสารประกอบเคมีที่แยกไดจ้าก ผักแขยง (Limnophila aromatica (Lamk.) 

Merr.)[9] 
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บทท่ี 2 

การทดลอง 

 

2.1 รายการเครื่องมือ อุปกรณ ์

     2.1.1 วัสดุอุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง 

    - บีกเกอร ์     - หลอดทดลอง 

    - กรวยแก้ว     - กระบอกตวง 

    - ขวดก้นกลม     - ขวดรูปกรวย 

    - แท่งแก้วคนสาร    - ช้อนตักสาร 

    - กระจกนาฬิกา    - กรวยบุชเนอร ์

    - หลอดแคปลิลาร ี    - คอนเดนเซอร ์

    - กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 42  - ปั๊มน ้า/สายยาง 

    - กระดาษเช็ดท าความสะอาด Kimtech  - จานเพาะเช้ือ 

    - ไมโครเพลต 96 หลุม (96 well plates) - ไมโครปเิปต 

    - คอลัมน์แยกสาร    - จุกยาง 

    - แผ่น Thin-layer chromatography (TLC) 

 

     2.1.2 เครื่องมอืที่ใช้ในการทดลอง 

    - เครื่องช่ังน ้าหนักรุ่น Sartorrius Basic บริษัท Scientific promotion 

    - ตู้อบ (Memert UM 500, BEC, Thailand) 

    - Safety Laboratory Hood (Asia chemical and engineering Co.,Ltd,Thailand) 

    - Sonicator (Branson, USA) 

    - เครื่องให้ความร้อน (Hot plate) บริษัท IKA Labortechnik 

    - Microplate reader (Biotek, POWERWAVE XS2) 

    - Rotary evaporator (BÜCHI Rotavapor R-114) 

    - flash chromatography  

    - โปรแกรม GraphPad Prism version 8.4.0 
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    - Nuclear Magnetic Resonance Spectrophotometor (JEOL 500 MHz) 

    - Fourier-transform Infrared Spectroscopy (NICOLET 6700) 

 

2.2 รายการสารเคม ี

     2.2.1 สารเคมทีี่ใช้ในการสกัดแยก 

    - ไดคลอโรมเีทน (dichloromethane) 

    - เอทลิอะซเิตท (ethyl acetate) 

    - เมทานอล (methanol) 

    - อะซิโตน (acetone) 

    - เฮกเซน (hexane) 

    - น ้ากลั่น (DI water) 

 

     2.2.2 ตัวท าละลายที่ใช้ในการพิสจูน์ทราบโครงสร้าง 

    - - CDCl3 (chloroform-d) ส าหรับการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค NMR 

 

     2.2.3 สารเคมสี าหรับการทดสอบฤทธ์ิการยบัยั้งกระบวนการสงัเคราะหเ์ม็ดสีเมลานิน 

    - Sodium phosphate dibasic anhydrous (Na2HPO4) 

    - Hydrochloric acid (HCl) 

    - Mushroom tyrosinase 

    - 4-hydroxyphenylalanine (tyrosine) 

    - L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) 

    - Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, yellow color) 

    - Dimethyl sulfoxide (DMSO, cell culture grade) 

    - Dimethyl sulfoxide (DMSO, AR grade) 

    - Kojic acid 

    - Milli Q water 
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2.3 เซลลไ์ลน์ส าหรับการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ 

    - เซลลผ์ิวหนัง B16F10 melanoma  

 

2.4 ขั้นตอนการทดลอง 

     2.4.1 การสกัดหยาบด้วยตัวท าละลาย (Solvent extraction) 

     ล าต้นและใบของผักแขยงปริมาณ 3.8 กิโลกรัมถูกท าใหแ้ห้งและบดละเอียด ได้ออกมาเปน็ผงแห้ง

ปริมาณ 250 กรัม น ามาแช่ในสารละลายไดคลอโรมเีทน เอทิลอะซิเตท และเมทานอลตามล าดับ 

(ท าซ ้า 3 ครั้ง) ระเหยตัวท าละลายออกด้วย rotary evaporator  

 

     2.4.2 การแยกสารสกัดจากผักแขยง 

     น าสารสกัดหยาบของไดคลอโรมีเทนปริมาณ 11.2044 กรัมมาแยกต่อด้วยคอลัมน์โครมาโตกราฟี 

โดยใช้วัฏภาคอยู่กับที่ (Stationary phase)คือซิลิกาเจล และวัฏภาคเคลื่อนที่ (Mobile phase)คือ 

อะซิโตน : เฮกเซน 10%, 20%, 40%, 50% และ 100% ตามล าดับ จากนั้นแยกเก็บแต่ละส่วนสกัด

หยาบย่อยผ่านการท า Thin-layer chromatography (TLC) โดยใช้วัฏภาคเคลื่อนที่คือ อะซิโตน :  

เฮกเซน 30% (2ครั้ง) ได้ผลลัพธ์เป็นส่วนสกัดหยาบย่อย D1-D10 

     ส่วนสกัดหยาบย่อย D4 ปริมาณ 2.4968 กรัมน ามาแยกต่อด้วยคอลัมน์โครมาโตกราฟี โดยใช้วัฏ

ภาคอยู่กับที่คือซิลิกาเจล และวัฏภาคเคลื่อนที่คือ อะซิโตน : เฮกเซน 20%, 40%, 50% และ 100% 

ตามล าดับ แยกเก็บแต่ละส่วนสกัดหยาบย่อยผ่านการท า TLC โดยใช้วัฏภาคเคลื่อนที่คือ อะซิโตน : 

เฮกเซน 30% ได้ผลลัพธ์เป็นส่วนสกัดหยาบย่อย D4.1-D4.9 

     ส่วนสกัดหยาบย่อย D4.3 ปริมาณ 0.6468 กรัมน ามาแยกต่อด้วยคอลัมน์โครมาโตกราฟี โดย

ใช้วัฏภาคอยู่กับที่คือซิลิกาเจล และวัฏภาคเคลื่อนที่คือ อะซิโตน : เฮกเซน 20%, 40%, 50% และ 

100% ตามล าดับ แยกเก็บแต่ละส่วนสกัดหยาบย่อยผ่านการท า TLC โดยใช้วัฏภาคเคลื่อนที่คือ  

เมทานอล : เฮกเซน 2% ได้ผลลัพธ์เป็นส่วนสกัดหยาบย่อย D4.3A-D4.3E 

     ส่วนสกัดหยาบย่อย D4.4 ปริมาณ 0.1989 กรัมน ามาแยกต่อด้วยคอลัมน์โครมาโตกราฟี โดย

ใช้วัฏภาคอยู่กับที่คือเซฟาเดกซ์ (sephadex) และวัฏภาคเคลื่อนที่คือเมทานอล 100% แยกเก็บแต่

ละส่วนสกัดหยาบย่อยผา่นการท า TLC โดยใช้วัฏภาคเคลื่อนที่คือ อะซิโตน : เฮกเซน 30% ได้ผลลัพธ์



11 

 

เป็น ส่วนสกัดหยาบย่อย D4.4A-D4.4G และได้สารบริสุทธ์ิจากส่วนสกัดหยาบย่อย D4.4F คือสาร 5-

Hydroxy-6,7,8,4'-tetramethoxyflavone หรือ 5-demethyltangeretin  

     ส่วนสกัดหยาบย่อย D4.6 ปริมาณ 0.1975 กรัมน ามาแยกต่อด้วยคอลัมน์โครมาโตกราฟี โดย

ใช้วัฏภาคอยู่กับที่คือซิลิกาเจล และวัฏภาคเคลื่อนที่คือ อะซิโตน : เฮกเซน 20%, 40%, 50% และ 

100% ตามล าดับ แยกเก็บแต่ละส่วนสกัดหยาบย่อยผ่านการท า TLC โดยใช้วัฏภาคเคลื่อนที่คือ  

อะซิโตน : ไดคลอโรมีเทน 5% ได้ผลลัพธ์เป็นส่วนสกัดหยาบย่อย D4.6A-D4.6E 

     ส่วนสกัดหยาบย่อย D8 ปริมาณ 0.3306 กรัมน ามาแยกต่อด้วยแฟลชโครมาโตกราฟี (flash 

chromatography) โดยวัฏภาคเคลื่อนที่คือ อะซิโตน : เฮกเซน 20%, 40%, 50% และ 100% 

ตามล าดับ แยกเก็บแต่ละส่วนสกัดหยาบย่อยผ่านการท า TLC โดยใช้วัฏภาคเคลื่อนที่คือ อะซิโตน : 

เฮกเซน 30% ได้ผลลัพธ์เป็นส่วนสกัดหยาบย่อย D8.1-D8.5 

     ส่วนสกัดหยาบย่อย D9 ปริมาณ 0.1658 กรัมน ามาแยกต่อด้วยคอลัมน์โครมาโตกราฟี โดยใช้วัฏ

ภาคอยู่กับที่คือเซฟาเดกซ์ (sephadex) และวัฏภาคเคลื่อนที่คือเมทานอล 100% แยกเก็บแต่ละ 

ส่วนสกัดหยาบย่อยผ่านการท า TLC โดยใช้วัฏภาคเคลื่อนที่คือ อะซิโตน : เฮกเซน 30% (2ครั้ง) ได้

ผลลัพธ์เป็นส่วนสกัดหยาบย่อย D9.1-D9.4 และได้สารบริสุทธ์ิจากการตกตะกอนของสารที่ไม่ละลาย

ในเมทานอลคือสาร 5-hydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6,7,8-trimethoxychromen-4-one หรือ 

xanthomicrol 

     ส่วนสกัดหยาบย่อย D9.1 ปริมาณ 0.3220 กรัมน ามาแยกต่อด้วยแฟลชโครมาโตกราฟี โดยวัฏ

ภาคเคลื่อนที่คือ อะซิโตน : เฮกเซน 20%, 40%, 50% และ 100% ตามล าดับ แยกเก็บแต่ละส่วน

สกัดหยาบย่อยผ่านการท า TLC โดยใช้วัฏภาคเคลื่อนที่คือ เอทิลอะซิเตท : เฮกเซน 40% ได้ผลลัพธ์

เป็นส่วนสกัดหยาบย่อย D9.1A-D9.1D 

     ส่วนสกัดหยาบย่อย D9.2 ปริมาณ 0.1096 กรัมน ามาแยกต่อด้วยแฟลชโครมาโตกราฟี โดยวัฏ

ภาคเคลื่อนที่คือ อะซิโตน : เฮกเซน 20%, 40%, 50% และ 100% ตามล าดับ แยกเก็บแต่ละส่วน

สกัดหยาบย่อยผ่านการท า TLC โดยใช้วัฏภาคเคลื่อนที่คือ อะซิโตน : เฮกเซน 40% ได้ผลลัพธ์เป็น 

ส่วนสกัดหยาบย่อย D9.2A-D9.2C 

     ส่วนสกัดหยาบย่อย D9.3 ปริมาณ 0.3251 กรัมน ามาแยกต่อด้วยแฟลชโครมาโตกราฟี โดยวัฏ

ภาคเคลื่อนที่คือ อะซิโตน : เฮกเซน 20%, 40%, 50% และ 100% ตามล าดับ แยกเก็บแต่ละ ส่วน

สกัดหยาบย่อยผ่านการท า TLC โดยใช้วัฏภาคเคลื่อนที่คือ เอทิลอะซิเตท : เฮกเซน 50% ได้ผลลัพธ์
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เป็น ผลึก1 (crystal1) และ ผลึก2 (crystal2) โดยผลึก1 น ามาตกผลึกอีกครั้งด้วย อะซิโตน : เฮกเซน 

40% จากนั้นล้างด้วยเมทานอลได้ผลลัพธ์ออกมาเป็นสาร xanthomicrol ที่พบใน ส่วนสกัดหยาบ

ย่อย D9 

 

     2.4.3 การทดสอบและคัดกรองสารที่มีฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสบน TLC 

     เตรียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (phosphate buffer) pH 6.8 ความเข้มข้น 5000 mM โดยการละลาย 

Sodium phosphate dibasic anhydrous (Na2HPO4) ปริมาณ 1.42 กรัมในน ้า milli Q 150 

มิลลิลิตร จากนั้นปรับค่าความเป็นกรดเบส (pH value) ให้มีค่าประมาณ 6.5 ด้วย 1N กรดไฮโดร

คลอลิก เติมน ้า milli Q โดยให้มีปริมาตรสุดท้ายเป็น 200 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ -5oC 

     เตรียม L-tyrosine ความเข้มข้น 2 mM โดยละลาย L-tyrosine 18.1 มิลลิกรัมในฟอสเฟต

บัฟเฟอร์ 50 มิลลิลิตร 

     เตรียม L-DOPA ความเข้มข้น 2 mM โดยละลาย L-DOPA 19.7 มิลลิกรัมในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 

50 มิลลิลิตร 

     เตรียม mushroom tyrosinase ความเข้มข้น 168 units/mL โดยละลาย mushroom 

tyrosinase 1 มิลลิกรัม ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 16 มิลลิลิตร 

     Spot สารที่ต้องการทดสอบลงบนแผ่น TLC โดยใช้วัฏภาคเคลื่อนที่ที่เหมาะสม ท าให้แห้ง แล้ว

น ามาสเปรย์ด้วย mushroom tyrosinase ให้ทั ่วทั้งแผ่น บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที 

จากนั้นสเปรย์ด้วยซับสเตรท (substate) ซึ่งได้แก่ L-tyrosine และ L-DOPA ให้ทั่วทั้งแผ่น บ่มที่

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที (ใช้ kojic acid เป็นสารควบคุมเชิงบวก (positive control)) 

 

     2.4.4 การทดสอบและคัดกรองสารที ่มีฤทธิ ์ยับยั ้งเอนไซม์ไทโรซิเนสบน 96-well plates 

(Mushroom tyrosinase inhibition assay) 

     การทดสอบและคัดกรองสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสบน 96-well plates เป็นการวัด

ความเข้มข้นของสารที ่มีฤทธิ ์ในการยับยั ้งเอนไซม์ไทโรซิเนส โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสง 

(absorbance) ของสารเมื่อให้เอนไซม์และซับสเตรทในเวลาที่ต่างกันเทยีบกับสารละลาย blank และ

สามารถค านวณค่า Inhibitory concentration (IC50) จากการน าข้อมูลมาพล็อตกราฟได้ โดยมี

ข้ันตอนดังนี้[10] 
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1) เติมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 6.8 ความเข้มข้น 20 mM ปริมาตร 140 µL และสารที่ต้องการทดสอบ 

ความเข้มข้น 50 µg/mL หรือ 50 mM ปริมาตร 20 µL ลงใน 96-well plates (ใช้ kojic acid 

ความเข้นข้น 100 mM เป็น positive control และใช้ฟอสเฟตบัฟเฟอร์เป็น negative control) 

2) เติม mushroom tyrosinase ความเข้มข้น 60 units/mL ปริมาตร 20 µL จากนั้นบ่มที่

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที 

3) เติมซับสเตรทได้แก่ L-tyrosine และ L-DOPA ความเข้มข้น 0.85 mM ปริมาตร 20 µL จากนั้น

บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที 

4) วัดค่าการดูดกลืนแสงของสารที่ 475 นาโนเมตร โดยใช้ Microplate reader โดยวัดทุกๆ 10 นาที 

เป็นเวลา 40 นาที และท าการทดลองข้ันตอนที่ 1-4 ซ ้าอีกหนึ่งครั้ง 

5) น าข้อมูลที่ได้มาค านวณเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส  

 %inhibition = [ (B - S)/B ] x 100 

 S = ค่าการดูดกลืนแสงของสารที่ใช้ทดสอบ 

 B = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย blank 

6) พล็อตกราฟระหว่าง %inhibition กับlog ของความเข้มข้น เพื่อหาสมการเส้นตรง แล้วน ามา

ค านวณค่า IC50 

 

     2.4.5 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ (cytotoxicity assay) ด้วยวิธี MTT assay 

     การทดสอบความเป็นพ ิษต่อเซลล ์เป ็นการว ัดการเก ิดร ีด ักช ันของ MTT (3-(4, 5-

dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide) ด้วยเอนไซม์ Mitochondrial 

reductase ท าให้เกิดโครงสร้าง Formazan ที่มีสีม่วงเข้มขึ้น โดยปฏิกิริยาจะเกิดขึ้นในเซลล์ที่มีชีวิต

เท่านั้นท าให้สามารถวัดปริมาณความอยู่รอดของเซลล์ได้[18] 
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รูปท่ี 2.1 ปฏิกิริยาทีเ่กิดจาก MTT assay[18] 

 

การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลม์ีขั้นตอนดังนี้[11]      

1) เตรียมเซลล์ B16F10 melanoma cell ใน 96-well plates โดยใน 1 หลมุมี 5000 เซลล์ 

จากนั้นบม่ในสภาวะบรรยากาศทีม่ี 5% CO2 ที่อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 

2) ใช้ suction ดูดอาหารเก่าออก สารที่ต้องการทดสอบความเข้มข้น 100 และ 50 µg/mL ปรมิาตร 

0.1 µL ที่ละลายใน DMEM 100 µL เติมลงไปในแตล่ะหลุม จากนั้นบ่มในสภาวะบรรยากาศที่มี 5% 

CO2 ที่อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง (ใช้ DMSO ปริมาตร 0.1 µL ที่ละลายใน DMEM 100 µL 

เป็นชุดควบคุม) 

3) เติม MTT solution หลุมละ 10 µL บ่มในสภาวะบรรยากาศที่มี 5% CO2 ที่อุณหภูมิ 37oC เป็น

เวลา 3 ช่ัวโมง 

4) ใช้ suction ดูดอาหารเก่าออก แล้วเตมิ DMSO AR grade หลุมละ 100 µL 

5) วัดค่าการดูดกลืนแสงของสารที่ 540 นาโนเมตร โดยใช้ Microplate reader 

6) ค านวณค่าเปอร์เซ็นต์การอยูร่อดของเซลล์ 

 %cell survival = (ODtest / ODcontrol) x 100 

 ODtest = ค่าการดูดกลืนแสงของสารที่ใช้ทดสอบ  

ODcontrol = ค่าการดูดกลืนแสงของชุดควบคุม 
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บทท่ี 3 

ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 

 

3.1 การแยกสารสกัดจากผักแขยง 

     จากการน าล าต้นและใบของผักแขยงมาสกัดด้วยตัวท าละลายได้แก่ ไดคลอโรมีเทน เอทลิอะซเิตท 

และเมทานอล ได้สารสกัดหยาบปริมาณ 11.20, 19.09 และ 16.08 กรัม ตามล าดับ จากนั้นน าสาร

สกัดหยาบจากไดคลอโรมีเทนมาสกัดแยกต่อ ดังแผนภาพที่ 3.1 

  

แผนภาพท่ี 3.1 แสดงการสกัดแยกสารจากผักแขยง 

 
 

ได้ผลิตภัณฑ์เป็นส่วนสกัดหยาบย่อยที่ D1-D10 แสดงดังตารางที่ 3.1  

 

ตารางท่ี 3.1 แสดงปรมิาณของส่วนสกัดหยาบย่อยที่ D1-D10 

ส่วนสกัดหยาบย่อยที ่ ปริมาณ (g) 
D1 1.83 
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D2 0.74 
D3 1.37 
D4 2.50 
D5 1.39 
D6 2.18 
D7 0.95 
D8 0.33 
D9 0.17 
D10 0.88 

 

     น าส่วนสกัดหยาบย่อยที่น่าสนใจจากการทดสอบฤทธ์ิในการยับยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสโดยใช้เทคนิค 

Thin-layer chromatography (TLC) ซึ่งได้แก่ส่วนสกัดหยาบย่อยที่ D4 D8 และ D9 มาท าการสกัด

แยกสารต่อโดยใช้เทคนิค column chromatography ที่แตกต่างกัน ส่วนสกัดหยาบยอ่ยที่ D4 ได้

ผลิตภัณฑ์เป็นส่วนสกัดหยาบย่อยที่ D4.1-D4.9 แสดงดังตารางที่ 3.2 

 

ตารางท่ี 3.2 แสดงปรมิาณของส่วนสกัดหยาบย่อยที่ D4.1-D4.9 

ส่วนสกัดหยาบย่อยที ่ ปริมาณ (mg) 
D4.1 379.9 
D4.2 312.3 
D4.3 646.8 
D4.4 194.9 
D4.5 155.8 
D4.6 197.5 
D4.7 100.7 
D4.8 58.7 
D4.9 185.6 

 

     น าส่วนสกัดหยาบย่อยที่น่าสนใจจากการทดสอบฤทธ์ิในการยับยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสบน TLC ซึ่ง

ได้แก่ส่วนสกัดหยาบย่อยที ่D4.3 D4.4 และ D4.6 มาท าการสกัดแยกสารต่อ ได้ผลิตภัณฑ์เป็นสาร
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สกัดหยาบย่อยที่ D4.3A-D4.3E สารสกัดหยาบยอ่ยที่ D4.4A-D4.4G และ สารสกัดหยาบย่อยที่ 

D4.6A-D4.6E ตามล าดับ แสดงดงัตารางที่ 3.3 

 

ตารางท่ี 3.3 แสดงปรมิาณของส่วนสกัดหยาบย่อยที่ D4.3A-D4.3E, D4.4A-D4.4G และ D4.6A-

D4.6E   

ส่วนสกัดหยาบย่อยที ่ ปริมาณ (mg) 
D4.3A 199.4 
D4.3B 238.3 
D4.3C 46.0 
D4.3D 133.8 
D4.3E 51.2 
D4.4A 21.5 
D4.4B 33.5 
D4.4C 118.5 
D4.4D 40.5 
D4.4E 31.5 
D4.4F 0.9 
D4.4G 31.3 
D4.6A 3.5 
D4.6B 57.5 
D4.6C 61.0 
D4.6D 27.8 
D4.6E 59.6 

 

     ส่วนสกัดหยาบย่อยที่ D8 ได้ผลิตภัณฑ์เป็นส่วนสกัดหยาบย่อยที่ D8.1-D8.5 แสดงดังตารางที่ 

3.4  

 

ตารางท่ี 3.4 แสดงปริมาณของส่วนสกัดหยาบย่อยที่ D8.1-D8.5 

ส่วนสกัดหยาบที ่ ปริมาณ (mg) 
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D8.1 52.1 
D8.2 116.9 
D8.3 219.4 
D8.4 302.8 
D8.5 184.4 

 

     ส่วนสกัดหยาบย่อยที่ D9 ได้ผลิตภัณฑ์เป็น crystal1 ซึ่งไม่ละลายในเมทานอลปริมาณ 0.1933 

กรัม และส่วนสกัดหยาบย่อยที่ D9.1-D9.4 แสดงดังตารางที่ 3.5  

 

ตารางท่ี 3.5 แสดงปริมาณส่วนสกัดหยาบย่อยที่ D9.1-D9.4 

ส่วนสกัดหยาบย่อยที ่ ปริมาณ (mg) 
D9.1 322.0 
D9.2 109.6 
D9.3 325.1 
D9.4 86.0 

 

     จากนั้นน าส่วนสกัดหยาบย่อยที่น่าสนใจจากการใช้เทคนิค TLC มาสกัดแยกต่อ โดยส่วนสกัด

หยาบย่อยที่ D9.1 ได้ผลิตภัณฑ์เป็นส่วนสกัดหยาบย่อยที่ D9.1A-D9.1D ส่วนสกัดหยาบย่อยที่ D9.2 

ได้ผลิตภัณฑ์เป็นส่วนสกัดหยาบย่อยที ่ D9.2A และ D9.2B และส่วนสกัดหยาบย่อยที่ D9.3 ได้

ผลิตภัณฑ์เป็น crystal1 และ crystal2 แสดงดังตารางที่ 3.6 

 

ตารางท่ี 3.6 แสดงปริมาณของส่วนสกัดหยาบย่อยที่ D9.1A-D9.1D, D9.2A, D9.2B, crystal1 และ 

crystal2 

ส่วนสกัดหยาบย่อยที ่ ปริมาณ (mg) 
D9.1A 80.5 
D9.1B 140.7 
D9.1C 64.3 
D9.1D 20.9 
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D9.2A 25.4 
D9.2B 11.1 

crystal1 53.8 
crystal2 31.3 

 

     เมื่อน า crystal1 ทั้งจากส่วนสกัดหยาบย่อยที่ D9 และ D9.3 มาตกผลึกในสารละลายอะซิโตน

และเฮกเซน ท าให้ได้สารบริสุทธ์ิคือ xanthomicrol ปริมาณ 0.0248 กรัม 

     จากการสกัดแยกสารทั ้งหมดได้ผลลัพธ์เป็นสารบริสุทธิ ์จ านวนสองชนิดได้แก่ 5 -demethyl 

tangeretin มีลักษณะเป็นผลึกของแข็งสีเหลืองอ่อน ปริมาณ 0.9 มิลลิกรัม ซึ่งได้มาจากส่วนสกัด

หยาบย่อยที่ D4.4F มีสูตรโมเลกุลเป็น C19H15O7 น ้าหนักโมเลกุลเท่ากับ 358.1053 กรัมต่อโมล และ

สาร xanthomicrol ซึ่งมีลักษณะเป็นผงของแข็งสีเหลืองเข้ม ปริมาณ 24.8 มิลลิกรัม ซึ่งได้มาจาก

ส่วนของแข็ง crystal1 มีสูตรโมเลกุลเป็น C18H16O7 น ้าหนักโมเลกุลเท่ากับ 344.0896 กรัมต่อโมล 

  

3.2 วิเคราะห์สูตรโครงสรา้งของสารบริสุทธิ์ 

     จากการน าสารบริสุทธิ์ทั้งสองชนิดพิสูจน์ทราบโครงสร้างโดยใช้เทคนิคนิวเคลียร์แมกเนติกเร

โซแนนซ์สเปกโทรสโกปี (NMR Spectroscopy) ซึ่งได้แก่ โปรตอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ 

(1H-NMR) และคาร์บอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ (14C-NMR) และเทคนิคอินฟราเรดสเปคโตรส

โกปี (IR Spectroscopy) ได้ผลดังนี้ 

1) สาร 5-demethyl tangeretin 

     จากข้อมูล 1H NMR spectrum (ตารางที่ 3.7) พบสัญญาณแบบ singlet ของโปรตอนต าแหน่งที่

3 ที่ δH 6.59 ppm สัญญาณแบบ doublet ของโปรตอนที่ต าแหน่ง 2’, 3’, 5’ และ 6’ ที่ δH 7.90 

(J=7.89 Hz), 7.04 (J=7.03 Hz), 7.04 (J=7.03 Hz) และ 7.90 (J=7.89 Hz) ppm สัญญาณแบบ 

singlet ของหมู่ methoxy ต าแหน่ง 6, 7, 8, 4’ ที่ δH 3.89, 3.94, 4.10 และ 3.96 ppm สัญญาณ 

แบบ singlet ของหมู่ hydroxyl ต าแหน่ง 5 ที่ δH 12.57 ppm 

     จากข้อมูล -13C NMR spectrum (ตารางที่ 3.8) พบสัญญาณคาร์บอนต าแหนง่ที่ 2, 3, 5, 6, 7, 

8, 9, 10, 1’, 2’, 3’, 4’, 5’ และ 6’ ที่ δC 162.8, 103.8, 149.7, 136.5, 153.1, 131.5, 146.4, 
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107.2, 123.6, 128.1, 114.6, 164.1, 114.6 และ 128.1 ppm สัญญาณของหมู่ methoxy ต าแหน่ง 

6, 7, 8 และ 4’ ที่ δC 55.5, 62.1, 61.1 และ 63.6 ppm 

     จากข้อมูล NMR spectrum ทั้งโปรตอนและคาร์บอน ท าให้ทราบโครงสร้างของสาร 5-

demethyl tangeretin ซึ่งแสดงดังรูปที่ 3.1 

2) สาร xanthomicrol 

     จากข้อมูล 1H NMR spectrum (ตารางที่ 3.9) พบสัญญาณแบบ singlet ของโปรตอนต าแหน่งที่ 

3 ที่ δH 7.260 ppm สัญญาณแบบ doublet ของโปรตอนต าแหน่งที่ 2’, 3’, 5’ และ 6’ ที่ δH 

7.90 (J=7.89 Hz), 7.05 (J=7.04 Hz), 7.05 (J=7.04 Hz) และ 7.90 (J=7.89 Hz) ppm สัญญาณ

แบบ singlet ของหมู่ methoxy ต าแหน่ง 6, 7 และ 8 ที่ δH 3.90, 4.02 และ 4.04 ppm สัญญาณ 

แบบ singlet ของหมู่ hydroxyl ต าแหน่ง 5 ที่ 12.780 ppm 

     จากข้อมูล 13C NMR spectrum (ตารางที่ 3.10) พบสัญญาณคาร์บอนที่ 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 

1’, 2’, 3’, 4’, 5’ และ 6’ ที่ δC 163.9, 103.8, 183.1 148.4, 136.2, 152.4, 130.7, 145.8, 

106.2, 123.6, 128.1, 114.7, 162.8, 114.7 และ 128.1 ppm สัญญาณของหมู่ methoxy  

ต าแหน่งที่ 60.0, 61.9, 61.1 ppm 

     จากข้อมลู IR spectrum (ตารางที่ 3.11) พบสัญญาณของหมู่ hydroxyl ที่ λmax 3396 cm-1 

สัญญาณของ γ-pyrone C=O ที่ λmax 1776 cm-1 และสัญญาณของวงอะโรมาติกที่ λmax 1502, 

1578 และ 1666 cm-1 

 

รูปท่ี 3.1 โครงสร้างทางเคมีของสาร 5-demethyltangeretin 
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รูปท่ี 3.2 โครงสร้างของสาร xanthomicrol 

 

ตารางท่ี 3.7  ข้อมูล 1H NMR spectrum ของสาร 5-demethyl tangeretin ที่ได้จากการทดลอง

เทียบกับงานวิจัยอ้างองิ 

1H 
δH  ppm, J (Hz) 

ผลจากงานวิจัยอ้างองิ [19] ผลจากการทดลอง 

3 6.61 (s) 6.60 (s) 

2’ 7.91 (d, J=8.8 Hz) 7.90 (d, J=7.89 Hz) 

3’ 7.05 (d, J=8.8 Hz) 7.04 (d, J=7.03 Hz) 

5’ 7.05 (d, J=8.8 Hz) 7.04 (d, J=7.03 Hz) 

6’ 7.91 (d, J=8.8 Hz) 7.90 (d, J=7.89 Hz) 

6-OCH3 3.91 (s) 3.89 (s) 

7-OCH3 3.97 (s) 3.94 (s) 

8-OCH3 3.99 (s) 4.10 (s) 

4’-OCH3 3.98 (s) 3.96 (s) 

5-OH 12.35 (s) 12.57 (s) 

 

ตารางท่ี 3.8  ข้อมูล 13C NMR spectrum ของสาร 5-demethyl tangeretin ที่ได้จากการทดลอง

เทียบกับงานวิจัยอ้างองิ 

13C δc  ppm 
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ผลจากงานวิจัยอ้างองิ [19] ผลจากการทดลอง 

2 163.0 162.8 

3 104.0 103.8 

4 183.3 - 

5 149.8 149.7 

6 136.8 136.5 

7 153.2 153.1 

8 133.2 131.5 

9 146.0 146.4 

10 107.2 107.2 

1’ 123.7 123.6 

2’ 128.6 128.1 

3’ 114.9 114.6 

4’ 164.3 164.1 

5’ 114.9 114.6 

6’ 128.6 128.1 

6-OCH3 55.8 55.5 

7-OCH3 62.0 62.2 

8-OCH3 61.4 61.1 

4’-OCH3 62.4 63.6 

 

ตารางท่ี 3.9  ข้อมูล 1H NMR spectrum ของสาร xanthomicrol ที่ได้จากการทดลองเทียบกับ

งานวิจัยอ้างองิ 

1H 
δH  ppm, J (Hz) 

ผลจากงานวิจัยอ้างองิ [20] ผลจากการทดลอง 
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3 6.89 (s) 7.26 (s) 

2’ 7.95 (d, J=8.8 Hz) 7.90 (d, J=7.89 Hz) 

3’ 6.96 (d, J=8.8 Hz) 7.05 (d, J=7.04 Hz) 

5’ 6.96 (d, J=8.8 Hz) 7.05 (d, J=7.04 Hz) 

6’ 7.95 (d, J=8.8 Hz) 7.90 (d, J=7.89 Hz) 

6-OCH3 3.82 (s) 3.90 (s) 

7-OCH3 3.92 (s) 4.02 (s) 

8-OCH3 4.02 (s) 4.04 (s) 

5-OH 12.79 (s) 12.78 (s) 

 

ตารางท่ี 3.10  ข้อมูล 13C NMR spectrum ของสาร xanthomicrol ที่ได้จากการทดลองเทียบกับ

งานวิจัยอ้างองิ 

13C 
δc  ppm 

ผลจากงานวิจัยอ้างองิ [20] ผลจากการทดลอง 

2 164.2 163.9 

3 102.6 103.8 

4 182.6 183.05 

5 148.6 148.4 

6 135.8 136.2 

7 152.5 152.4 

8 132.7 130.7 

9 145.2 145.8 

10 106.2 106.2 

1’ 121.0 123.6 

2’ 128.6 128.1 
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3’ 116.2 114.7 

4’ 161.6 162.8 

5’ 116.2 114.7 

6’ 128.6 128.1 

6-OCH3 60.6 60.0 

7-OCH3 61.9 61.9 

8-OCH3 61.5 61.1 

 

ตารางท่ี 3.11  ข้อมูล IR spectrum ของสาร xanthomicrol ที่ได้จากการทดลองเทียบกบังานวิจัย

อ้างอิง 

fn group 
νmax (cm−1 ) 

ผลจากงานวิจัยอ้างองิ[20] ผลจากการทดลอง 

OH 3278 3396 

γ-pyrone C=O 1655 1776 

aromatic ring 

1506, 

1562, 

1605 

1502, 

1578, 

1666 

 

3.3 การทดสอบและคัดกรองสารท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสบน TLC 

     จากการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั ้งเอนไซม์ไทโรซิเนสบน TLC ของสารที ่สกัดได้จากผักแขยง 

โดยสารที ่มีฤทธิ์ในการยับยั้งจะปรากฏจุดสีขาวขึ ้นบนแผ่น TLC ที่มีพื้นหลังเป็นสีน ้าตาลม่วง 

เนื่องจากเอนไซม์ไทโรซิเนสท าปฏิกิริยากับซับสเตรทซึ่งได้แก่สาร L-tyrosine และ L-DOPA ท าให้

เกิดกลไกดังรูปที่ 1.3 พบว่าสารที่มีฤทธ์ิในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสบน TLC ได้แก่สารสกัดหยาบ

ย่อยที่ D3-D8, D4.3-D4.9, D4.3A-D4.3E, D4.4B-D4.4D และ D4.6A-A4.6E ดังแสดงในตารางที่ 

3.12 และจากการทดลองพบว่าการใช้ L-DOPA เป็นซับสเตรทให้ผลการทดลองที่เร็วกว่าการใช้ L-
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tyrosine เนื่องจาก L-DOPA เกิดปฏิกิริยากับเอนไซม์ไทโรซิเนสเพื่อเปลี่ยนเป็น DOPAquinone 

ก่อนจะเปลี่ยนเป็นเมลานินเพียงข้ันตอนเดียวเท่านั้น ต่างกับ L-tyrosine ที่เกิดปฏิกิริยา 2 ขั้นตอน 

ท าให้การใช้ L-DOPA เป็นซับสเตรทให้ผลที่เร็วกว่าและชัดเจนมากกว่า 

 

ตารางท่ี 3.12 ผลการทดสอบสารทีม่ีฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสบน TLC ของสารที่สกัดได้จากผัก

แขยง (Limnophila aromatica (Lamk.) Merr.)* 

สารบรสิุทธ์ิ/ส่วนสกัดหยาบย่อย L-tyrosine L-Dopa 

5-Demethyltangeretin - - 

Xanthomicrol - - 

D1 - - 

D2 - - 

D3 + + 

D4 +++ +++ 

D5 ++ ++ 

D6 +++ +++ 

D7 + + 

D8 + + 

D9 - - 

D10 - - 

D4.1 - - 

D4.2 - - 

D4.3 +++ +++ 

D4.5 +++ +++ 

D4.6 ++ ++ 

D4.7 + + 
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D4.8 + + 

D4.9 + + 

D4.3A +++ +++ 

D4.3B ++ ++ 

D4.3C ++ ++ 

D4.3D ++ ++ 

D4.3E ++ ++ 

D4.4A - - 

D4.4B + + 

D4.4C ++ ++ 

D4.4D + + 

D4.4E - - 

D4.6A ++ ++ 

D4.3B +++ +++ 

D4.6C +++ +++ 

D4.6D ++ ++ 

D4.6E ++ ++ 

*ผลการทดลองแสดงเป็น – หมายถึงไม่ปรากฏจุดสีขาวบนแผ่นTLC, + หมายถึงปรากฏจุดสีขาวบน

แผ่นTLCเล็กน้อย, ++ หมายถึงปรากฏจุดสีขาวบนแผ่นTLCปานกลาง และ +++ปรากฏจุดสีขาวบน

แผ่นTLCเป็นจ านวนมาก 

 

3.4 การทดสอบและคัดกรองสารท่ีมีฤทธิ์ยบัยั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนสบน 96-well plates 

(Mushroom tyrosinase inhibition assay) 

      จากการทดสอบฤทธ์ิในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสบน 96-well plates ของสารที่สกัดได้จาก

ผักแขยงที่มีฤทธ์ิในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสบน TLC โดยท าการทดลองซ ้า 2 ครั้ง สามารถค านวณ

ค่า IC50 เฉลี่ยจากโปรแกรม GraphPad Prism ได้ดังแสดงในตารางที่ 3.13 พบว่า Kojic acid ที่ใช้
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เป็นตัวควบคุมเชิงบวกมีค่า IC50 ใกล้เคียงกับงานวิจัยอ้างอิง [21] แสดงว่าการทดลองที่ท าค่อนข้างมี

ประสิทธิภาพในการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสบน 96-well plates พบว่าสารสกัด

หยาบย่อยที่ D4.5, D4.8, D4.3B และ D4.4C มีค่า IC50 ที่น้อยกว่าหรือใกล้เคียงกับ Kojic acid ทั้ง

การใช้ L-tyrosine และ L-DOPA เป็นสับสเตรท แสดงว่าสารสกัดหยาบย่อยเหล่านี้มีฤทธิ์ในการ

ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสบน 96-well plates ดีกว่าหรือใกล้เคียง Kojic acid และยังพบว่ามีสารสกัด

หยาบย่อยจ านวนหนึ่งรวมถึงสารบริสุทธ์ิที่ไม่สามารถหาค่า IC50 จากโปรแกรมได้ เนื่องจากกราฟมี

ช่วงค่าการดูดกลืนแสง (Absorbance) ที่กว้างมากเกินไป กราฟที่ได้ออกมาจึงมีความแปรปรวนสูง

มาก หากน าไปค านวณ ค่า IC50 ที่ได้ออกมาจะไม่สามารถเช่ือถือได้ ซึ่งอาจมีสาเหตุมาจากการที่สาร

อาจไม่มีฤทธ์ิในการยับยั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนสจึงท าให้ค่าการดูดกลืนแสงสูงกว่าสารที่มีฤทธ์ิในการยับยั้ง

เอนไซม์ไทโรซิเนส โดยสังเกตได้จากสารบริสุทธ์ิทั้งสองชนิดที่ไม่พบฤทธ์ิในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเน

สบน TLC เมื่อน ามาทดสอบบน 96-well plates ค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มีค่าสูงมากจนไม่สามารถ

น ามาพล็อตกราฟได้ อีกทั้งยังพบว่าในสารสกัดหยาบย่อยที่ D4.7 และ D4.9 สามารถหาค่า IC50 ที่ใช้ 

L-tyrosine เป็นสับสเตรทได้แต่ไม่สามารถหาค่า IC50 ที่ใช้ L-DOPA เป็นสับสเตรทได้อาจเกดิจากการ

เลือกช่วงเวลาที่ไม่เหมาะสมในการทดสอบฤทธิ์ โดยสารทั้งสองอาจจะออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโร

ซิเนสที่ใช้ L-DOPA เป็นสับสเตรทเร็วกว่าช่วงเวลาที่ท าการทดลอง จึงไม่สามารถค านวณค่า IC50 

ออกมาได้ 

 

ตารางท่ี 3.13 แสดงการค านวณค่า Inhibitory concentration (IC50) เฉลี่ยจากการทดสอบฤทธ์ิใน

การยับยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสบน 96-well plates ของสารทีส่กัดได้จากผักแขยง 

สาร/ส่วนสกัดหยาบย่อย 
IC50 เฉลี่ย (µg/mL) 

L-tyrosine L-DOPA 

Kojic acid* 12.63 14.23 

D4.5 9.66 11.25 

D4.7 10.68 ไม่สามารถระบุได ้

D4.8 6.20 15.07 

D4.9 15.69 ไม่สามารถระบุได ้
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D4.3A 67.32 13.24 

D4.3B 16.32 13.59 

D4.3C ไม่สามารถระบุได ้ ไม่สามารถระบุได ้

D4.3D 21.72 30.90 

D4.3E 22.22 19.66 

D4.4B 25.04 241.02 

D4.4C 6.20 9.70 

D4.4D 34.38 53.27 

D4.6B 17.59 29.08 

D4.6C 25.50 28.42 

D4.6D ไม่สามารถระบุได ้ ไม่สามารถระบุได ้

D4.6E ไม่สามารถระบุได ้ ไม่สามารถระบุได ้

5-Demethyltangeretin ไม่สามารถระบุได ้ ไม่สามารถระบุได ้

Xanthomicrol ไม่สามารถระบุได ้ ไม่สามารถระบุได ้

* Kojic acid ใช้เป็นสารควบคุมเชิงบวก(Positive control) ความเข้มข้นของ หน่วย µM  

 

3.5 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ (cytotoxicity assay) ด้วยวิธี MTT assay 

      จากการทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล์ B16F10 melanoma cell ของสารที่สกัดได้จากผักแขยง 

สามารถค านวณ %cell survival ดังแสดงในตารางที่ 3.14 พบว่าส่วนสกัดหยาบย่อยที่ D4.5, D4.7, 

D4.8, D4.9, D4.3A, D4.3B, D4.3D, D4.3E, D4.6B และ D4.6C ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ที่ทุกๆความ

เข้มข้น แต่ส่วนสกัดหยาบย่อยที่ D4.4C และ D4.4D เป็นพิษต่อเซลล์ที่ความเข้มข้น  100 µg/ml 

 

ตารางท่ี 3.14 แสดง%cell survival ของสารสกัดหยาบย่อยและ Kojic acid ที่ความเข้มข้น 25, 50 

และ 100 µg/ml 

ส่วนสกัดหยาบย่อย 
%cell survival ท่ีความเข้มข้น 

25 µg/ml 50 µg/ml 100 µg/ml 
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DMSO (blank) 100 
Kojic acid* 96.31 92.41 66.56 

D4.5 - 77.15 76.43 
D4.7 - 108.82 101.41 
D4.8 - 109.00 104.98 
D4.9 - 100.11 90.46 
D4.3A - 94.94 87.96 
D4.3B - 88.13 90.11 
D4.3C - 90.48 92.06 
D4.3E - 78.01 72.38 
D4.4C - 84.84 44.12 
D4.4D - 86.55 43.24 
D4.6B - 99.59 87.71 
D4.6C - 84.46 89.88 

* Kojic acid ใช้เป็นสารควบคุมเชิงบวก(Positive control) ความเข้มข้นของ หน่วย µM, - แสดงถึง

การไม่ได้ท าการทดลองในช่วงความเข้มข้นนั้น  
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บทท่ี 4  

สรุปผลการทดลอง 

 

 จากการน าผักแขยง (Limnophila aromatica (Lam.) Merr.) ที่มีสารประกอบหลักเป็น

สารกลุ่มฟีนอลิกมาสกัดแยกพบว่าได้สารบริสุทธิ์สองชนิดคือ 5-demethyl tangeretin (C19H15O7,  

358.1053 กรัมต่อโมล) ลักษณะเป็นผลึกของแข็งสีเหลืองอ่อน ปริมาณ 0.9 มิลลิกรัม และ 

xanthomicrol (C18H16O7, 344.0896 กรัมต่อโมล) ลักษณะเป็นผงของแข็งสีเหลืองเข้ม ปริมาณ 

24.8 มิลลิกรัม โดยสารทั้งสองชนิดได้พิสูจน์ทราบโครงสร้างจากวิธีทางสเปคโตสโคปี อีกทั้งได้สาร

สกัดหยาบย่อยจ านวน 50 สาร สารที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสบน TLC ได้แก่สารสกัด

หยาบย่อยที่ D3-D8, D4.3-D4.9, D4.3A-D4.3E, D4.4B-D4.4D และ D4.6A-A4.6E และได้น าสาร

เหล่าน้ีมาทดสอบฤทธ์ิในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสบน 96-well plates พบว่าสารสกัดหยาบย่อยที่ 

D4.5, D4.8, D4.3B และ D4.4C มีค่า IC50 ที่น้อยกว่าหรือใกล้เคียงกับ Kojic acid ที่ใช้เป็นตัว

ควบคุมเชิงบวกทั้งการใช้ L-tyrosine และ L-DOPA เป็นสับสเตรท แสดงว่าสารเหล่านี้มีฤทธิ์ในการ

ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสที่ดีกว่าหรือใกล้เคียง Kojic acid  และเป็นไปได้ว่าสารเหล่านี้มีฤทธิ์ในการ

ยับยั้งกระบวนการสร้างเม็ดสีเมลานิน เนื ่องจากเอนไซม์ไทโรซิเนสมีส่วนส าคัญในการกระตุ้นให้

ร่างกายผลิตเม็ดสีเมลานิน หากมีฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสให้ลดลงได้ เม็ดสีเมลานินก็จะสร้างได้

ลดลงเช่นกัน โดยสารสกัดหยาบย่อยที่ D4.4C มีค่า IC50 ที่ต ่าที่สุดคือ 6.20 และ 9.70 µg/mL ที่ใช้ 

L-tyrosine และ L-DOPA เป็นสับสเตรทตามล าดับ แต่สารสกัดหยาบย่อยที่ D4.4C มีความเป็นพิษ

ต่อเซลล์ที ่ความเข้นข้น 100  µg/mL จึงไม่เหมาะต่อการน าไปใช้เป็นส่วนผสมของยาหรือ

เครื่องส าอาง ดังนั้นตัวยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสที่ดีที่สุดในการทดลองนี้คือสารสกัดหยาบย่อยที่ D4.5 

โดยมีค่า IC50 9.66 และ 11.25 µg/mL ที่ใช้ L-tyrosine และ L-DOPA เป็นสับสเตรทตามล าดับ อีก

ทั้งไม่เป็นพิษต่อเซลล์ที่ 50 และ 100 µg/mL จึงสามารถน าไปสกัดต่อเพื่อใช้เป็นยาหรือเครื่องส าอาง

ที่ออกฤทธ์ิในการยับยั้งเม็ดสีเมลานินได้ 
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รูปท่ี A.1 1H-NMR สเปกตรัมของสาร 5-demethyl tangeretin 

 

 

รูปท่ี A.2 13C-NMR สเปกตรัมของสาร 5-demethyl tangeretin 
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รูปท่ี A.3 1H-NMR สเปกตรัมของสาร xanthomicrol 

 

 

รูปท่ี A.4 13C-NMR สเปกตรัมของสาร xanthomicrol 
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รูปท่ี A.5 IR สเปกตรัมของสาร xanthomicrol 

 

 

รูปท่ี A.6 กราฟหาค่า IC50 ที่ใช้ L-tyrosine (ซ้าย) และ L-DOPA (ขวา) ของ kojic acid 

 

  

รูปท่ี A.7 กราฟหาค่า IC50 ที่ใช้ L-tyrosine (ซ้าย) และ L-DOPA (ขวา) ของสารสกัดหยาบย่อย 
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รูปท่ี A.8 กราฟหาค่า IC50 ที่ใช้ L-tyrosine (ซ้าย) และ L-DOPA (ขวา) สารสกัดหยาบย่อย D4.7 

 

  

รูปท่ี A.9 กราฟหาค่า IC50 ที่ใช้ L-tyrosine (ซ้าย) และ L-DOPA (ขวา) ของสารสกัดหยาบย่อย 

D4.8 

 

  

รูปท่ี A.10 กราฟหาค่า IC50 ที่ใช้ L-tyrosine (ซ้าย) และ L-DOPA (ขวา) ของสารสกัดหยาบย่อย 
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รูปท่ี A.11 กราฟหาค่า IC50 ที่ใช้ L-tyrosine (ซ้าย) และ L-DOPA (ขวา) ของสารสกัดหยาบย่อย 

D4.3A 

 

  

รูปท่ี A.12 กราฟหาค่า IC50 ที่ใช้ L-tyrosine (ซ้าย) และ L-DOPA (ขวา) ของสารสกัดหยาบย่อย 

D4.3B 

 

  

รูปท่ี A.13 กราฟหาค่า IC50 ที่ใช้ L-tyrosine (ซ้าย) และ L-DOPA (ขวา) ของสารสกัดหยาบย่อย 
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รูปท่ี A.14 กราฟหาค่า IC50 ที่ใช้ L-tyrosine (ซ้าย) และ L-DOPA (ขวา) ของสารสกัดหยาบย่อย 

D4.3D 

 

  

รูปท่ี A.15 กราฟหาค่า IC50 ที่ใช้ L-tyrosine (ซ้าย) และ L-DOPA (ขวา) ของสารสกัดหยาบย่อย 

D4.3E 

 

  

รูปท่ี A.16 กราฟหาค่า IC50 ที่ใช้ L-tyrosine (ซ้าย) และ L-DOPA (ขวา) ของสารสกัดหยาบย่อย 
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รูปท่ี A.17 กราฟหาค่า IC50 ที่ใช้ L-tyrosine (ซ้าย) และ L-DOPA (ขวา) ของสารสกัดหยาบย่อย 

D4.4C 

 

  

รูปท่ี A.18 กราฟหาค่า IC50 ที่ใช้ L-tyrosine (ซ้าย) และ L-DOPA (ขวา) ของสารสกัดหยาบย่อย 

D4.4D 

 

  

รูปท่ี A.19 กราฟหาค่า IC50 ที่ใช้ L-tyrosine (ซ้าย) และ L-DOPA (ขวา) ของสารสกัดหยาบย่อย 
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รูปท่ี A.20 กราฟหาค่า IC50 ที่ใช้ L-tyrosine (ซ้าย) และ L-DOPA (ขวา) ของสารสกัดหยาบย่อย 

D4.6C 

 

  

รูปท่ี A.21 กราฟหาค่า IC50 ที่ใช้ L-tyrosine (ซ้าย) และ L-DOPA (ขวา) ของสารสกัดหยาบย่อย 

D4.6D 

 

  

รูปท่ี A.22 กราฟหาค่า IC50 ที่ใช้ L-tyrosine (ซ้าย) และ L-DOPA (ขวา) ของสารสกัดหยาบย่อย 

D4.6E 
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รูปท่ี A.23 กราฟหาค่า IC50 ที่ใช้ L-tyrosine (ซ้าย) และ L-DOPA (ขวา) ของสาร 5-demethyl 

tangeretin 

 

 

รูปท่ี A.23 กราฟหาค่า IC50 ที่ใช้ L-tyrosine (ซ้าย) และ L-DOPA (ขวา) ของสาร xanthomicrol 
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