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Abstract  

Isolation from methanolic extract of stems of Dalbergia parviflora Roxb by 
chromatographic techniques gave four known flavonoids: pinocembrin (I), naringenin (II), 
biochanin A ( III) , and sativanone ( IV) .  All isolates were characterized by spectroscopic 
techniques including IR and 1H and 13C NMR. The antibacterial activity against Escherichia 
coli TISTR 527 was carried out by broth dilution assay and determined both minimal 
inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) of all 
isolated substances. The results showed that the MIC and MBC of pinocembrin ( I) were 
found to be highly sensitive 17.19 and 137.5 µg/mL, respectively. 
 
Keywords:  Dalbergia parviflora Roxb: Antibacterial activity: Flavonoid; Escherichia coli 
 
บทคัดย่อ 

การแยกสารสำคัญจากส่วนสกัดหยาบเมทานอลของลำต้นสักขี ด้วยเทคนิคทางโครมาโทกราฟี 
ได้สารกลุ ่มฟลาโวนอยด์ที ่มีการรายงานโครงสร้างแล้ว จำนวน 4 สาร ได้แก่ pinocembrin (I), 
naringenin (II), biochanin A (III), และ sativanone (IV) และวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสาร
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ทั้งหมดด้วยเทคนิคทางสเปกโทรสโกปี IR, 1H และ 13C NMR นำสารบริสุทธิ์ทั้งหมดที่แยกได้มาศึกษา
ฤทธิ์การต้านเชื้อแบคทีเรียต่อเชื้อ Escherichia coli TISTR 527 ด้วย broth dilution assay และหา
ค่าความเข้มข้นต่ำสุดที่มีฤทธ์ิยับยั้งเชื้อ (MIC) และฆ่าเช้ือ (MBC) ผลการศึกษาพบว่า pinocembrin (I) 
สามารถต้านเช้ือได้ดีที่สุด มีค่า MIC และ MBC เท่ากับ 17.19 และ 137.5 µg/mL ตามลำดับ 
 
คำสำคัญ: สักขี ; กิจกรรมต้านแบคทีเรีย; ฟลาโวนอยด์; Escherichia coli 
 
บทนำ  

Escherichia coli เป็นแบคที่เรียอยู่ในวงศ์ Enterobacteriaceae สกุล Escherichia มีรูปร่าง
เป็นแท่ง ติดสีแกรมลบ เจริญได้ในช่วงอุณหภูมิ 10-40 oC อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญ 35-37 oC   
E. coli เป็นกลุ่มเชื้อก่อโรคในระบบทางเดินอาหารในมนุษย์ ก่อให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ เมื่อได้รบัเชื้อ 
18-24 ชั่วโมง ผู้ติดเชื้อจะมีอาการอุจจาระร่วง อุจจาระเป็นมูกเลือด อาเจียน ปวดท้อง และมีอาการไข้ 
สาเหตุอาจมาจากการบริโภคอาหารที่ไม่ผ่านความร้อน อาหารทะเลหรืออาหารค้างคืน การรักษาอาการ
จะใช้ยาปฏิชีวนะ ส่วนใหญ่เป็นสารเคมีสังเคราะห์ มีราคาแพง เมื่อใช้ยาเป็นเวลานานจะเกิดผลข้างเคียง
บางครั้งเชื้อแบคทีเรียจะดื้อต่อยา ส่งผลให้ประสิทธิภาพการต้านเชื้อลดลง ดังนั้นจึงมีการรายงาน
การศึกษาประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียจากสารสกัดพืชสมุนไพร เช่น กล้วยน้ำว้า กรุงเขมา 
หอมหัวใหญ่ กระเทียม เปลือกทับทิม เป็นต้น (Meesup et al., 2018; Wongjiratthiti et al., 2019) 
อย่างไรก็ตามการทดสอบการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย E. coli ของสารบริสุทธ์ิที่แยกได้จากสมุนไพรก็มีความ
น่าสนใจเช่นเดียวกัน 

ดังนั้นงานวิจัยนีม้ีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของสารบริสุทธ์ิกลุ่มฟลาโวนอยด์จากส่วน
สกัดหยาบเมทานอลของลำต้นสักขีที่มีประสิทธิภาพต่อการต้านเชื้อแบคทีเรีย E. coli TISTR 527 พืช
สมุนไพรที่นำมาศึกษาคือ ต้นสักขีหรือครี้ มีชื่อวิทยาศาสตร์ Dalbergia parviflora Roxb เป็นพืชอยู่ใน
วงศ์ Leguminosae เป็นยาแผนไทย ขับเสมหะ ขับโลหิต ขาดเลือด บวม พังผืด และโรคหัวใจและ
หลอดเลือด (Liu et al., 2005; Smitinand, 1983) ส่วนเนื้อไม้ใช้เป็นเครื่องหอม น้ำมันจากพืชชนิดนี้
ใช้ร ักษาแผลเรื ้อรังและเป็นยาลดไข้ (Pichiansunthorn et al., 1999) มีการรายงานการแยกสาร
บริสุทธิ์กลุ ่มฟลาโวนอยด์จากต้นสักขีเพื ่อทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ เช่น ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ 
(Promden et al., 2014) ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง (Songsiang et al., 2011; Umehara et al., 
2009) เป็นต้น  
 
วิธดีำเนินการวิจัย   
 การสกัดและการแยกสารบริสุทธิ์ 
 นำส่วนลำต้นสักขีแห้งแล้วมาบดละเอียด (3.7 กิโลกรัม) และสกัดด้วยตัวทำละลายอินทรีย์เฮ
กเซน เอทิลอะซิเตตและเมทานอล ตามลำดับ จำนวน 2 ครั ้ง ครั ้งละ 6 ลิตร ระยะเวลา 3 วัน              
ที่อุณหภูมิห้อง นำมากรองและระเหยตัวทำละลายออกภายใต้การลดความดัน ได้ส่วนสกัดหยาบเฮกเซน 
(20 กรัม) ส่วนสกัดหยาบเอทิลอะซิเตต (800 กรัม) และส่วนสกัดหยาบเมทานอล (114 กรัม) นำส่วน
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สกัดหยาบเมทานอลทั้งหมด มาแยกให้บริสุทธ์ิด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทรกราฟีบน silica gel โดยใช้
ตัวพาด้วยตัวทำละลายอินทรีย์ ethyl acetate-hexane (10:90) จนถึง methanol-ethyl acetate 
(10:90) จากนั้นรวมแฟคชันที่มีความใกล้เคียงกันเปรียบเทียบจากลักษณะของ TLC ได้สารทั้งหมด 24 
ส่วนย่อย (F1-F24) นำส่วนย่อย F1 (212.3 มิลลิกรัม) มาแยกด้วยคอลัมโครมาโทกราฟี ระบบตัวทำ
ละลาย ethyl acetate-hexane (10:90) และแยกให้บร ิส ุทธ ิ ์ด ้วย PLC (Preparative thin layer 
chromatography) โดยใช้ระบบตัวทำละลาย ethyl acetate-hexane (15:85) ได ้สารบริส ุทธ ิ ์  I 
(119.6 มิลลิกรัม) นำ F3 (354.6 มิลลิกรัม) มาแยกด้วย Sephadex LH-20 โดยใช้ตัวพา methanol ได้
สารทั้งหมด 4 ส่วนย่อย (F3.1 -F3.4) นำส่วนย่อย F3.1 (73.7 มิลลิกรัม) มาแยกให้บริสุทธ์ิด้วย PLC โดยใช้
ระบบตัวทำละลาย methanol-dichloromethane (2:98) ได้สารประกอบ II (39.1 มิลลิกรัม) นำ
ส่วนย่อย F3.2 (413.2 มิลลิกรัม) มาแยกต่อด้วย Sephadex LH-20 โดยใช้ตัวพา methanol ได้สาร
ทั้งหมด 6 ส่วนย่อย (F3.2.1-F3.2.6) นำส่วนย่อย F3.2.2 (87.2 มิลลิกรัม) มาแยกต่อด้วยคอลัมน์โครมาโคร
มาโทกราฟี โดยใช้ต ัวพา ethyl acetate-dichloromethane (10:90) ได ้สารประกอบ IV (19.1 
มิลลิกรัม) นำส่วนย่อย F3.3 (304.2 มิลลิกรัม) มาแยกต่อด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟีโดยใช้ตัวพา 
methanol-dichloromethane (3:97) ได้สารประกอบ III (115.8 มิลลิกรัม) 
 สารประกอบ I: ของแข็งสีขาว (mp. 192-194 ºC), IR max 3092, 2891, 1584, 1487, 1302, 
1168, 1089, 825, 715 cm¯1,1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.31-7.41 (5H, m, H-2', H-3', H-4', 
H-5', และ H-6'), 7.31-7.41, 2H, m, H-6 และ H-8), 5.35 (1H, dd, J=17.1, 3.0 Hz, H-2), 3.01 (1H, 
dd, J=17.1, 3.0 Hz, Ha -3), 2.74 (1H, dd, J=17.1, 3.0 Hz, Hb-3). 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 
195.6 (C-4), 166.2 (C-5 และ C-7), 163.1 (C-8a), 138.4 (C-1'), 128.8 (C-3', C-4' และ C-5'), 126.1 
(C-2' และ C-6'), 102.6 (C-4a), 96.6 (C-6), 95.6 (C-8), 79.1 (C-2), 43.2 (C-3) 
 สารประกอบ II: ของแข ็งส ีขาว (mp. 246-247 ºC), IR max 3111, 2917, 1598, 1462, 
1349, 1252, 1170, 833, 724 cm¯1, 1H NMR (400 MHz, CDCl3 + CD3OD) δ 7.20 (2H, d, J = 
8.0 Hz, H-2' และ 6'), 6.80 (2H, d, J = 8.0 Hz, H-3' และ H-5'), 5.90 (2H, s, H-6 และ H-8), 5.25 
(1H, dd, J = 13.0, 3 Hz, H-2), 3.00 (1H, dd, J = 17, 13 Hz, Ha-3), 2.65 (1H, dd, J = 17, 3 Hz, 
Hb -3), 13C NMR (100 MHz, CDCl3 + CD3OD) δ 196.0 (C-4), 166.7 (C-7), 163.7 (C-4'), 163.2 
(C-5), 157.3 (C-8a), 129.3 (C-1'), 127.7 (C-2' และ 6'), 115.4 (C-3' และ 5'), 102.3 (C-4a), 96.3 
(C-6), 95.5 (C-8), 78.9 (C-2), 42.9 (C-3) 
 สารประกอบ III: ของแข็งสีขาว (mp. 212-212.5 ºC), IR max 3309, 2983, 1515, 1439, 
1248, 1183, 1144, 1023, 829, 773 cm¯1, 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.79 (1H, s, H-2), 7.39 
(2H, d, J = 8.8 Hz, H-2' และ 6'), 6.93 (2H, d, J = 8.8 Hz, H-3' และ 5'), 6.31 (1H, d, J = 2.1 Hz, 
H-8), 6.24 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-6), 3.80 (OCH3-4'), 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 180.7 (C-4), 
163.9 (C-7), 162.3 (C-5), 159.7 (C-8a), 152.6 (C-2 และ 4'), 130.1 (C-2' และ 6'), 123.4 (C-3), 
123.1 (C-1'), 114.1 (C-4a), 114.0 (C-3' และ 5'), 99.3 (C-6), 94.1 (C-8), 55.3 (OCH3-4').  
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 สารประกอบ IV: ของแข็งสีขาว (mp. 174-176 ºC), IR max 3311, 2935, 1592, 1455, 
1248, 11156, 1026, 828, 690 cm¯1, 1H NMR (CDCl3) δ 7.85 (1H, d, J = 8.7 Hz, H-6) , 7.05 
(1H, s, OH), 6.99 (1H, d, J = 8.1 Hz, H-6'), 6.48 (1H, dd, J = 8.1, 2.2 Hz, H-5'), 6.45 (1H, dd, 
J = 8.7, 2.2 Hz, H-5), 6.44 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-3'), 6.35 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-8), 4.58 (1H, t, 
J = 11.4 Hz, H-2), 4.46 (1H, dd, J = 11.4, 5.4 Hz, H-2), 4.25 (1H, dd, J = 11.4, 5.4 Hz, H-3), 
3.78 (OCH3-2'), 3.75 (OCH3-4'), 13C NMR (CDCl3) δ 192.6 (C-4), 163.9 (C-8a), 163.1 (C-7), 
160.5 (C-4'), 158.4 (C-2'), 130.7 (C-6'), 129.8 (C-6), 115.8 (C-1'), 115.3 (C-4a), 110.6 (C-5), 
104.7 (C-5'), 103.1 (C-8), 99.1 (C-3'), 71.0 (C-2), 55.5 (OCH3-2'), 55.4 (OCH3-4'), 47.4 (C-3) 
 
 การทดสอบหาค่า Minimum inhibitory concentration (MIC) และ Minimum 
Bactericidal Concentration (MBC) ของสารบริสุทธิ์ด้วย broth dilution assay 
 ใส่อาหาร NB ปริมาณ 100 ไมโครลิตร ลงในเพลทเพาะเช้ือแบบ 96 หลุม (96 well plate) โดย
เติมตั้งแต่แถวที่ 1 ถึง แถวที่ 11 นำสารสกัดบริสุทธิ์เติมลงในแถวที่ 1 ปริมาณ 100 ไมโครลิตร และทำ
การเจือจางแบบสองเท่า (two-fold dilution) ไปจนถึงหลุมที่ 10 เติมเชื้อแบคทีเรียก่อโรคในทุกหลุม
ตั้งแต่แถวที่ 1 ถึงแถวที่ 11 ใช้ยาปฏิชีวนะกานามัยซิน (50mg/ml, kanamycin) เป็นชุดควบคุม นำ
เพลทไปบ่มที ่ 37 oC เป็นเวลา 24 ชั ่วโมง เมื ่อครบเวลาเติมสารละลาย iodonitrotetrazolium 
chloride (INT) ความเข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร หลุมละ 50 ไมโครลิตร บ่มนาน 30 นาที ที่
อุณหภูมิห้อง ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลาย เมื่อมีการเจริญของเชื้อแบคทีเรียในหลุม
สารละลายจะเปลี่ยนเป็นสีม่วงแดง แต่ถ้าไม่มีการเจริญของแบคทีเรียหรือแบคทีเรียถูกทำลายจากฤทธ์ิ
ของสารบริสุทธิ์ สารละลายจะยังคงเป็นสีเหลืองเหมือนเดิม (Rattanasuk and Phiwthong, 2021, 
Boogapim et al., 2021) 
 
ผลการวิจัยและอภิปรายผล  
 การแยกสารบริสุทธ์ิด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทรกราฟีบน silica gel, Sephadex LH-20 และ 
PLC จากส่วนสกัดหยาบเมทานอลของลำต้นสักขี ได้สารบริสุทธิ ์ทั้งหมด จำนวน 4 สาร (Figure 1) 
วิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสารทั้งหมดด้วยเทคนิค 1H NMR, 13C NMR และ IR และเปรียบเทียบ
กับข้อมูลที่มีการรายงานมาแล้ว 
 สารประกอบ I แสดงแถบการสั่นหมู่ฟังก์ชัน –OH ที่ 3092 cm¯1 ในขณะที่สัญญาณ 13C NMR 
ที่ C 195.6 และสัญญาณ IR แสดงแถบการสั่น 1602 cm¯1 ของหมู่คาร์บอนิล สัญญาณ 1H NMR 
แสดงลักษณะเฉพาะสารกลุ่มฟลาวาโนนที่ 5.35 (dd, J=17.1, 3.0 Hz, H-2), 3.01 (dd, J=17.1, 3.0 
Hz, Ha -3), 2.74 (dd, J=17.1, 3.0 Hz, Hb-3) นอกจากนี้สัญญาณ 1H NMR ของ H-6 และ H-8 ที่ H 
7.31-7.41 (2H, m) แสดงลักษณะ low field ของวงแหวน A เป็นลักษณะโครงสร้างการแทนที่แบบ 
5,7-disubstituted flavanone รูปแบบสัญญาณ 1H NMR ที่ 7.31-7.41 (5H, m) ของวงแหวน B เป็น
ล ักษณะโครงสร ้างการแทนที ่แบบ monosubstituted flavanone เม ื ่อเปร ียบเทียบข้อม ูลกับ
สารประกอบท่ีมีการรายงานมาแล้ว สารประกอบ I คือ pinocembrin (Gao et al., 2008)  
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 สารประกอบ II ปรากฏสัญญาณ IR, 1H และ 13C NMR คล้ายคลึงกับสารประกอบ I ยกเว้น
ลักษณะสัญญาณ 1H NMR ของวงแหวน B ปรากฏสัญญาณเป็นแบบ AB ที่ H 7.20 (2H, d, J = 8.0 
Hz, H-2' และ 6') และ 6.80 (2H, d, J = 8.0 Hz, H-3' และ H-5') เม ื ่อเปร ียบเท ียบข ้อม ูลกับ
สารประกอบที่มีการรายงานมาแล้ว สารประกอบ II คือ naringenin (Hirai, et al., 2007, El-Mahdy, 
et al., 2008)  
 สารประกอบ III เป็นสารกลุ่มไอโซฟลาโวนอยด์ จากข้อมูล 1H NMR (Figure 2) แสดงสัญญาณ 
1H NMR ของวงแหวนแอโรมาติก A ของ H-8 และ H-6 (J = 2.1 Hz) ที่ H 6.31 และ 6.24 สัญญาณ
ของวงแหวนแอโรมาติก B ปรากฏสัญญาณเป็นแบบ AB ที่ H 7.39 (2H, d, J = 8.8 Hz, H-2' และ 6') 
และ 6.93 (2H, d, J = 8.8 Hz, H-3' และ 5') และลักษณะสัญญาณ H-2 ที่ H 7.79 (s) สัญญาณหมู่ 
methoxy ที ่ H 3.80 (OCH3-4') เมื ่อเปรียบเทียบข้อมูลกับสารประกอบที ่มีการรายงานมาแล้ว 
สารประกอบ III คือ biochanin A (Choi et al., 2008; Wang et al., 2008)  
 สารประกอบ IV ปรากฏสัญญาณ IR ของหมู่ฟังก์ชัน –OH ที่ 3311 cm¯1 และ 1H NMR ที่ H 
7.05 (1H, s, OH) สัญญาณ 1H NMR ปรากฏสัญญาณเป็นแบบ ABX ที่ H 6.45 (dd, J = 8.7, 2.2 
Hz, H-5), 7.85 (d, J = 8.7 Hz, H-6), 6.35 (d, J = 2.2 Hz, H- 8) และ H 6.99 (d, J = 8.1 Hz, H-
6'), 6.48 (dd, J = 8.1, 2.2 Hz, H-5'), 6.44 (d, J = 2.2 Hz, H-3') ของวงแหวน A และ B ตามลำดับ 
นอกจากนี้แสดงสัญญาณหมู่ methoxy จาก 1H NMR ที่ H 3.78 (s, –OCH3-2') และ 3.75 (–OCH3-
4') สัญญาณ 1H NMR แสดงลักษณะเฉพาะสารกลุ่มไอโซฟลาโวนอยด์ที่ H 4.58 (t, J = 11.4 Hz, H-
2), 4.46 (dd, J = 11.4, 5.4 Hz, H-2), 4.25 (dd, J = 11.4, 5.4 Hz, H-3) เมื่อเปรียบเทียบข้อมูลกับ
สารประกอบท่ีมีการรายงานมาแล้ว สารประกอบ IV คือ sativanone (Chan et al., 1998)  
 นำสารบริสุทธ์ิทั้งหมด (I-IV) มาศึกษาฤทธิ์การต้านเช้ือแบคทีเรีย Escherichia coli TISTR 527 
ด้วย broth dilution assay และหาค่าความเข้มข้นต่ำสุดที ่มีฤทธิ ์ยับยั ้งเชื ้อ (minimal inhibitory 
concentration, MIC) และฆ ่ า เช ื ้ อ  (minimum bactericidal concentration, MBC) พบว ่ าสาร
ทั้งหมด มีค่า MIC อยู่ในช่วง 17.19 ถึง 88.75 µg/mL และมีค่า MBC อยู่ในช่วง 137.5 ถึง 177.5 
µg/mL (Table 1)  
 

 
 

Figure 1 Structures of all isolated compounds I–IV 
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Figure 2 1H NMR spectra (400 MHz) of all isolated compounds I–IV 
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Table 1 Antibacterial activity of isolated compounds I¬IV 
 

Compound E. coli TISTR 527 (MIC µg/mL) E. coli TISTR 527 (MBC µg/mL) 
I 17.19 137.5 
II 43.75 175 
III 88.75 177.5 
IV 39.37 157.5 

 
สรุปผลการวิจัย  
 การศึกษาองค์ประกอบทางเคมีจากส่วนสกัดหยาบเมทานอลของลำต้นสักขีด้วยเทคนิคทางโคร
มาโทรกราฟีและวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสารทั้งหมดด้วยเทคนิคทางสเปกโทรสโกปี เช่น IR, 1H 
NMR และ 13C NMR และเปรียบเทียบกับข้อมูลที่มกีารรายงานมาแลว้ พบว่าสารทั้งหมดเป็นสารที่มกีาร
รายงานโครงสร้างแล้ว คือ pinocembrin (I), naringenin (II), biochanin A (III), และ sativanone 
(IV) เมื ่อนำสารทั ้งหมดมาศึกษาการยับยั ้งการเจริญเติบโตของเชื ้อ E. coli TISTR 527 พบว่า 
pinocembrin (I) มีค่า MIC และ MBC ที่ดีท่ีสุด ด้วยค่า 17.19 µg/mL และ 137.5 µg/mL ตามลำดับ 
 
กิตติกรรมประกาศ   
 คณะผู้วิจัยขอขอบคุณ คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่นที่เอื้อเฟื้อการใช้เครื่องมือ IR 
และ NMR และขอขอบคุณ ภาควิชาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี คณะศิลปศาสตร์และวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยราชภัฏร้อยเอ็ดที่สนับสนุนสถานท่ีและอุปกรณ์ในการวิจัย 
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