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LOI CAM DOAN

Toi xin cam doan dé tai nghién ciu trong ludn vin ndy la cong trinh nghién
ciu cua toi dwa trén nhing tai lidu, sé lieu do chinh tdi ti tim hiéu va nghién citu.
Chinh vi vdy, cac két qud nghién cizu dam bdo trung thuc va khach quan nhdr. Pong
thoi, két qud ndy chuwa tirng xuat hién trong bdt ciz mét nghién cizu nao. Cac sé liéu,
két qud néu trong ludn van la trung thuc néu sai toi hoan chiu trach nhiém truéc phét
lugt.
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LOI CAM ON

Ludn van nay dwoc hoan thanh tai Vién Hoéa hoc cac hop chat thién nhién -
Vién - Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam.

Toi xin bay té 161 cam on sdu sdc va kinh trong nhat téi TS. Vi Thi Thu Lé va
TS. P6 Tién Lam dd tdn tam hwréng ddan chi day cho t6i vé mdat chuyén mén, va tao
moi diéu kién thudn loi nhdt cho téi trong sust thoi gian theee hién ludn van .

Toi xin chan thanh cdm on Ban ldnh dao va cdc dong nghiép cdng tac tai Vién
Hoa hoc c&c hop chdt thién nhién vé su ung hg to 1én, nhitng loi khuyén bé ich va
nhatng gop y quy bau trong viéc thuc hién va hoan thién ludgn van.

TOi xin tran trong cam on Ban lanh dao Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé va
Vién Vién Hoa hoc cac hop chdt thién nhién da giip dova tao diéu kién thudn loi cho
t6i trong qua trinh hoc.

Toi xin bay té 10ng biét on chdn thanh va séu sac nhat téi toan thé gia dinh,
ban bé va nhitng nguoi thin da luén luén quan tam, khich 1¢, déng vién toi trong suot
qua trinh hoc tgp va nghién cuu.

Xin trén trong cam on!
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Ki hiéu Tiéng Anh Dién giai
cC Column Chromatography Sic ky cot
COSsYy Correlation Spectroscopy Phé COSY
3¢ Carbon-13 Nuclear Magnetic Phé cong huang tir hat nhan
NMR Resonance Spectroscopy carbon 13
ESI-MS  Electrospray lonization Mass Phuong phap khéi phd ion héa
Spectrometry phun dién ta
'HNMR  Proton Nuclear Magnetic Phé cong huang tir hat nhan
Resonance Spectroscopy proton
HSQC Heteronuclear Single-Quantum Quang phd tuong quan don
Correlation Spectroscopy luong tir hat nhén
HMBC Heteronuclear Mutiple Bond Quang pho tuong quan da lién
Connectivity Spectroscopy két hat nhan
HPLC High Performance Liquid Sic ky long hiéu ning cao
Chromatography
MS Mass Spectroscopic Quang pho khbi
HR-ESI-  High Resolution Electrospray Phé khéi lugng phan giai cao
MS lonization Mass Spectrometry phun mu di¢n
NMR Nuclear Magnetic Resonance Quang phd cong huong tir hat
Spectroscopy nhan
TLC Thin-layer Chromatography Séc ky 16p mong
DCM Dichloromethane Dichloromethane
EtOAC Ethyl acetate Ethyl acetate
G Garcinia Garcinia
MeOH Methanol Methanol
Mp Melting point Diém ndng chay
ICs0 Half maximal inhibitory Nong d6 tc ché 50% ddi tugng
thir nghiém
J (Hz) Coupling constant Hang s6 tuong tac



Ki hiéu Tiéng Anh Dién giai
o (ppm) Chemical shift (part per million) D6 dich chuyén héa hoc (phan
tri¢u)
Hela ~ Human cervical cancer cell line Dong té bao ung thu c6 tir cung
O nguoi
NCIH187 Human lung cancer Dong té bao ung thu phdi &
nguoi
MCF-7  Breast cancer Dong té bao ung thu va
Hep-G2 Hepatocellular carcinoma Dong té bao ung thu gan
A549  Human lung adenocarcinoma Dong té bao ung thu phoi
epithelial cells
HGC-27 Human Stomach carcinoma cell Dong té bao ung thu da day
Vero  kidney, African green monkey Dong té bao té bao thuong
A375  Human Skin Melanoma Dong té bao ung thu da
Human Brain Astrocytoma Dong té bao ung thu nio
CCF-
STTG1 ) o
PC-3 Human Prostate Adenocarnoma Dong té bao ung thu tuyén tién
ligt
Jukat T cell leukemia Dong té bao ung thu mau
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MO PAU

Cudc séng cang phat trién kéo theo sy gia ting ctia cac bénh nguy hiém, dién
hinh trong sé d6 1a ung thu. Hang nim c6 hang triéu ca tir vong do ung thu. Ung thu
khong chira bat ky ddi twong ndo, tir nguoi [6n dén tré nho, phu nit hay dan 6ng. Ung
thu c6 thé xuat hién ¢ tat ca cac co quan, bd phan caa co thé nhu ung thu v, ung thu
phdi, ung thu da day, ung thu da, ung thu ¢6 tir cung... Nguyén nhan gy ung thu 1a sy
bién d6i cua cac té bao binh thudng tré thanh cac té bao &c tinh [1]. Ngudn gdc cua sy
thay d6i nay la do su tac twong giira yéu té di truyén va cac yéu té bén ngoai nhu: chat
gy ung thu vat ly, chat gay ung thu hoa hoc, chit giy ung thu sinh hoc. Dé diéu trj
ung thu, mot trong nhitng phuong phap pho bién thuong duoc sir dung 1a hoa tri lidu.
Bac si chi dinh cho bénh nhan tri liéu bang cach nhiéu sir dung nhiéu loai thudc két
hop, hoic két hop str dung chung vai xa tri liéu, ciing c6 khi 1a két hop vai phau tri dé
lam giam té bao ung thu. Tuy nhién, mit trai ciia phuong phap nay 14 1am yéu di cac té
bao binh thudng, 1am giam bach cau, tiéu cu, 1am cho co thé bi suy yéu, giam strc dé
khang [2].

Chi Pouzolzia thuoc ho Gai (Urticaceae), ¢ 37 loai, thuong phan bd & ving
nhiét doi cac nuéec Nam A, Pong Nam chiau A va nhimg ving nudc am trén thé giéi.
O Viét Nam, theo théng ké & Viét Nam chi Pouzolzia c6 6 loai: Pouzolzia zeylanica
(Thudc voi), Pouzolzia auriculata (Thubc voi tai, Pouzolzia elegans (Thubc voi
thanh), Pouzolzia sanguinea (Thuéc voi rirng, Nhét nhéo), Pouzolzia hirta (Thudc voi
16ng) va z (Thudc voi ngii hung): Ciy c6 cao 60-80cm, than c¢6 5 canh, to 1- 5mm,
khéng I6ng; Cay moc tu nhién dua theo bo nuéc, noi am, & do cao 900-1200m, Phan
bd ¢ Ninh Binh, Thanh Héa [3,4,5]. Mit khac, thanh phan héa hoc chinh cua cac l0ai
thudc chi Pouzolzia l1a cac hop chat chu yéu thuoc nhom triterpenoid (khoang 15 hop
chat), flavonoid (10 hop chat), lignan (10 hop chat) ngoai ra con c6 cac thanh phan
khac nhu phenolic.... Nhém flavonoid, triterpenoid va lignan di duoc khang dinh c6
nhiéu tac dung sinh hoc quy nhu khang viém, 1am bén thanh mach, chéng doc, 1am
giam thuwong t6n gan, chong oxi hoa, virus va ung thu.... [6,7] Hién nay, & nudc ta
chua c6 cong trinh nghién ctu vé hda hoc va hoat tinh sinh hoc cdy Pouzolzia
pentandra, dé tai dugc theo dinh huéng: “Nghién ciru thanh phan héa hoc va hoat tinh

gay doc té bao ung thu ciia Pouzolzia pentandra (Roxb.) Benn” nham tim ra cac hoat
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chat cd hoat tinh gdy doc té bao ung thu t6t, gop phan nang cao gia tri cay thudc dia
phuong va phuc vy cong tac cham soc sirc khoé ciing nhu phat trién kinh té dat nuéc.
Muc dich nghién ciru
- Nghién cau phan lap va xac dinh cau trdc hda hoc cua 3-4 hop chit sach tir
cay thudc voi (Pouzolzia pentandra) ¢ Viét Nam.
- Danh gia hoat tinh gay doc té bao in vitro (cac dong A549, PC3 va HepG?2)
ctia cac can chiét va hop chat sach phan lap duoc.
Noi dung nghién ciru
- Thu thap mau cay, xac dinh tén khoa hoc.
- Nghién cau xtr Iy mau, chiét xuat tao cac cao chiét.
- Phan lap va xac dinh cau tric hoa hoc cua cac hop chat sach tir phan doan c6
hoat tinh.
- Thtr nghiém hoat tinh gy doc té bao in vitro cua cac cao chiét va hop chat
sach phan lap dugc.
Nhirng dong goép cia luan van
Qua qua trinh nghién cau hoéa thuc vat cua cay thudc voi (Pouzolzia pentandra) ¢
Nho Quan - Ninh Binh, chiing t6i rat ra dugc nhitng két luan chinh nhu sau:
1. Lan dau tién tir Cay thuéc voi (Pouzolzia pentandra) & Nho Quan - Ninh
Binh, dd phan 1ap va xac dinh cdu trdc héa hoc cia 6 hop chat: g-sitosterol (1),
dipterocarpol (5), daucosterol (6), 35-friedelanol (2), quercetin (3) va kaempferol (4).
2. B3 danh gia tac dung gay doc té bao ung thu gan HepG2, tuyén tién liét PC3
va phoi A549 cua cac can chiét va cac hop chét sach phan 1ap duge. Két qua cho biét:
v" Pbi voi can tong va cac cin chiét ciia cay thude voi (Pouzolzia pentandra)
thi dé tai thdy rang can chiét n-hexan (PPH) thé hién hoat tinh tt nhat trén
dong té bao ung thu phdi A549 véi gia tri 1Cso vao khoang 47,23 pg/ml hon
hén cin tong (PP) va cin nudc (PPW).
v" Dbi vé6i cac hop chét sach phan 1ap dugc thi qua qua trinh thir hoat tinh sinh
hoc ta thy ring hop chit kaempferol (4) thé hién hoat tinh tot nhat voi dong té
bao ung thu gan HepG2 vai gia tri ICso la 14,65 pg/ml.
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CHUONG 1. TONG QUAN NGHIEN CUU

1.1. Chi Thudc voi (Pouzolzia)
Chi Pouzolzia 12 mét chi trong ho Urticaceae, phan bd tap trung ¢ vung nhiét
d6i va can nhiét d6i [7,8]. Theo nhu sy tim hiéu cua dé tai thi duoc biét rang hién tai

Chi Pouzolzia khoang gan 60 loai nhung & Viét Nam chi khoang 7 loai [3,7].
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Theo hé théng phan loai cua tac gia TakhtaJan Armen [7], chi Pouzolzia dugc
phan loai nhu sau:
Gi6i: Thuce vat bac cao (Plantae)
Nganh: Ngoc lan (Maganoliophyta)
Lép: Ngoc lan (Magnoliopsida)
Phan 16p: Sb (Dilleniidae)
Lién bo: Bong (Malvanae)
Bo: Gai (Urticales)
Ho: Gai (Urticaceae)
Chi: Pouzolzia L.

1.1.1. Pic diém thwe vt [9]

Chi Pouzolzia 1a chi thuc vat thudc cdy than thao hoic cay bui clng gbc, hiém
khi cung goc. La mot loai thuc vat c6 hoa, 14 caa cay thi 1a loai 14 c6 3-4 canh, ching
dugc moc so le hoidc dbi xang nhau,

Céac nhanh hod cua céy la cac cum hoa xim dugc moc & nach 1a, chdng thuong
khdng c6 cudng. Cay thi ¢ 2 loai hoa 14 hoa duc va hoa cai. Bdi véi hoa duc thi ching
¢ cudng mat khéc thi hoa cai khong cudng dén cudng ngan. Phan dai hoa c6 5-6 thily
& hoa dyc; thily hoa c6 hinh dang 1a hinh van, c6 dang nhon, thuong 16m xuéng hoic
bi ubn cong dot ngot va chang dugc xép nép ngang bén ngoai; hoa hinh éng, c6 3-4
ring & Mo va hoa céi thi miéng hoa rat la hep. Nhi hoa cua cay tuong dbi nhiéu nhu
thly & dai hoa. Bau nhuy cua cay khong c6 dai hoa; kiéu dau cudi, dang soi, c6 nhung
mao bén va dau nhuy, rung 1a. Qua bé hinh trimg, duoc bao boc bai dai hoa hau nhu
khong thay ddi hoac hiém khi c6 canh hoic cé gan.

1.1.2. Cong dung [3]

Cac thuc vat chi Pouzolzia theo tim hiéu cua dé tai thi n6 1a mot nguon duoc
licu quy dwoc 6ng ba ta sir dung rong réi trong y hoc cd truyén nhu Pouzolzia
zeylanica tri cam, viém hong va rudt, nhiém trung dudng tiét niéu, dau rang, nam da
dau, tri dinh nhot, viém mu da; Pouzolzia sanguinea tri lung géi dau phong thip va

giy xuong, chira ho va séi, thiéu mau; Pouzolzia elegans tri don nga ton thuong.
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1.1.3. Mt 56 lodi thudc chi Pouzolzia 6 Viét Nam

Theo théng ké cua tac gia Pham Hoang Ho ¢ Viét Nam chi Pouzolzia ¢ toi 6
loai [4]:

* P, pentandra (Roxb.) Benn (Thudc voi ngii hung): Cay cé cao 60-
80cm, than c6 5 canh, to 1-5mm, khéng 16ng; cady moc & noi am, & do cao 900-
1200m.

* P, zeylanica (Roxb.) Benn (Thudc voi): Loai cdy c6 c6 canh mém, than
c6 16ng; phan bd & rudng, ven ring, noi am [4].

* P, auriculata Wight (Thudc voi tai): Cay co cao 30-50 cm, than c6 4
canh; phan bé & Mién Nam, Viét Nam.

* P, elegans (Thudc voi thanh): Cay bui nhd cao téi 1,5m phan canh
nhiéu, canh non cé 16ng min day; moc trong rirng am, ¢ do cao 1500m.

* P, sanguinea (Blume) Merr (Thudc voi rirng, Nhét nhéo): Cay nhd moc
cao 2-3m hay hon, than va canh manh; moc ven rirng, noi sang, ven cac sudi, &
d6 cao dén 1500m.

* P, hirta Hassk (Thudc voi 16ng): Cay co6 nham, than tron, gan nhu
khong 16ng; moc & noi 4m, gan ruong, rach.

1.2. Thanh phan héa hoc

Céc loai thudc chi Pouzolzia c6 thanh phan hoa hoc chinh 1a céc hop chét thudc
nhém flavonoid, triterpenoid, steroid, lignan, rotenoid... Trong dé, cac hop chat
flavonoid, lignan va triterpenoid dugc phan 1ap nhiéu nhat.

1.2.1. Cdc hop chiit flavonoid

Niam 2003, theo két qua nghién ctu cua cac nha khoa hoc Bangladesh thi trong
P. pentandra (Roxb.) Benn cé chaa isoflavon: 5-methoxy-4’-hydroxy-27,2"-
dimethoxypyrano (37, 4”,7,8) isoflavone (1) [6].

Nam 2012, nhém nghién cttu cta Fu d3 phan 1ap duoc 14 hop chit tir cay
Pouzolzia pentandra, trong d6 c¢6 5 hop chat flavonoid 1a quercetin (2), scutellarin-7-
O-a-L-rhamnoside (3), quercetin-3-O-4-D-glucopyranoside (4), apigenin (5) va
epicatechin (6) [10].

Niam 2013, nhom nghién cttu cia Chanyapat Sangsuwon d3 tim ra hop chat

lanceolone (7) tur loadi Pouzolzia indica [11].
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Niam 2015, nha khoa hoc LuJun Wang va dong nghiép ciing di phat hién ra mot
hop chat flavonoid khac 1a kaempferol tir P. pentandra (Roxb.) Benn (8) [12].

1.2.2. Cdc hgp chit triterpenoid

Tur dich chiét methanol cua P. pentandra (Roxb.) Benn, Brazendranath Sarkar
va cong su da phan lap duoc friedelin (9) [13].

Nhom nghién ctu ciia Fu da phéan 1ap duoc 4 hop chat friedelan triterpen ester
tir cdy P. Pentandra (Roxb.) Benn bao gom: acid oleanolic (10), a-amyrin (11),
20,,30,,19a-trihydroxyurs-12-en-28- oic (12), 2a-hydroxyursolic acid (13) [10].

Indradit Sil Sarma va cong sy di phan lap duoc hop chat friedelin (9), 28-
hydroxy-3-fridelanone (14), 7f-hydroxy-3-0x0-28-doecyl-friedelan-28-oate (15),
myricyl palmitate (16), myricylalcohol (17) dwoc phén lap tu loai tir Pouzolzia indica
[14].
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1.2.3. C4c hop chit lignan

Nhom nghién ciru cia Wang LuJun d3 phén 1ap dugc mot hop chét lignan trong
cay Thudc voi (Pouzolzia pentandra la syringaresinol (18) [12].

Tur dich chiét ethanol cuia cay P. pentandra (Roxb.) Benn, Zhuo Han Chen va
cong su da phan lap duoc 5 hop chat méi c6 khung norlignan 1a: pouzolignan F, G, H,
| va J (19- 24) [15]. Bén canh d6, pouzolignan L (25) va M (26) ciing tim thay tir dich
chiét nay. Nhdm nghién ciru ciing phat hién ra hai stibene méi pouzolignan D (27) va
K (28) [16]. Nhém nghién ctu phén lap dugc pouzolignan A (29) tu Pouzolzia
occidentalis va pouzolignan B (30) tir Pouzolzia indica [17].

Nam 2020, Le Thi Hong Nhung va cong su di phan lap dwoc 7 hop chit
norlignan, pouzolignan N (31), pouzolignan O (32), pouzolignan F (33), pouzolignan
G (34), pouzolignan H (35), pouzolignan L (36) va gnetifolin F (37) tir phan trén mat

dat loai Pouzolzia sanguinea [18].
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1.2.4. Cdc hop chit khdc
Ngoai thanh phan chinh 1a flavonoid, lignan va triterpenoid thi cac loai trong

chi Pouzolzia con chira cdc nhém chit khac nhu steroid, coumarin, lipid, cac hop chat
c6 nito hay cac dan xuat cua phenol.

Téac gia Wang LuJun va nhém nghién ctru da tim ra mot so hoat chat tir cay
Pouzolzia pentandra nhu: N-[2-(3-hydroxy-4- methoxyphenyl)-2 hydroxyethyl]-3-(4-
methoxyphenyl)prop-2-enamide (37), sinapaldehyde (38), 14,16-hentriacontanedione
(39), dipentylphthalate (40), undecyl ferulate (41), 3,4-dihydro-5,7-dihydroxy-4-(4-
hydroxyphenyl)coumarin (42), stigmast-4-en-3-on (43) [12].

Chanyapat Sangsuwon va cong su di phan 1ap duoc 3 hop chat courmarin: 7-
methoxy coumarin (44), scopoletin (45) va 6,7- dimethyl coumarin (46); 1 hop chat
phenolic: methyl caffeate (47); 1 hop chat glycolipid: glycosphingolipid (48) tur
Pouzolzia indica [11].

Tu Pouzolzia pentandra, Lé Thanh Thuay va cong su da xac dinh dugc su ¢
mat cua 7 hop chat sau: phyllanthin (49), metyl stearat (50), daucosterol (51), j-
sitosterol (52), scopolin (53), scopoletin (45), eugenyl-S-rutinoside (54), isovitexin
(55), vitexin (56) va quercetin (2)[19].
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1.3. Hoat tinh sinh hgc

1.3.1. Hoat tinh khdng khudn, khing nim

Dé danh gia tac dung khang khuan cua dich chiét con cua Pouzolzia pentandra,
nhoém nghién ctu di dugc st dung phuong phap duc 13 trén dia thach. Két qua dich
chiét con véi nong do 1000 mg/ml cho thay tac dung khang khuan trén ca vi khuan
Gram (+) va Gram (-) nhu Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Shigella dysentariae, Salmonella
typhi. Dich chiét con cho thiy tac dung khang khuan rat tét voi Staphylococcus aureus
va Escherichia coli [20].

Cac nghién citu mo rong vé hoat tinh khang khuan cua Pouzolzia pentandra van
dang duoc tiép tuc tién hanh. Nam 2012, Saha va cong su di nghién ciru dénh gia tac
dung khang ndm cua dich chiét con tir cdy Thudc voi. Pé danh gia tac dung khang
nam, phuong phap dia thach da duogc sir dung. Tac dung khang nam caa dich chiét con
dugc so sanh voi Griseofulvin (500 mcg/dia). Dich chiét con tir cdy Thudc gioi cho
thay tac dung khang khuan rat tt trong ving tc ché (7,0-26) mm va Aspergilus niger
1a loai ndm nhay cam nhét véi dich chiét con tir Thube voi [21].

1.3.2. Hoat tinh khang viém

Nhiéu nghién ctiu trén thé gigi chi ra rang loai Pouzolzia pentandra cé tac dung
khang viém tét. Hiéu qua diéu tri duoc danh gia thong qua cac thdng sé: duong kinh
vét loét, yéu té bénh hoc, chi sb tuyén tc va lach, TNF-a va Interleukin (IL-1) trong
huyét thanh. Két qua nghién ciu cho thay Pouzolzia pentandra lam giam thé tich vét
loét (P 0,05 hay P 0,01), cai thién bénh hoc, ting chi sé lach (P 0,05). Tir d6 dua dén
két luan dich chiét Pouzolzia pentandra c6 thé cai thién va Iam lanh vét thuong loét da
gay ra do thuong tich. Co ché c6 thé lién quan dén tc ché sy phong thich yéu té gay
viém va diéu hod chic niang mién dich. Cin chiét methanol cua loai Pouzolzia
pentandra con thé hién tac dung lam giam sung, lanh vét loét [22].

Nham nghién ciu hiéu qua khang viém va giam dau cua nhiing dich chiét khac
nhau tir Pouzolzia pentandra var. microphylla, 1 mé hinh chudt dugc gay ph tai bang
xylen, gay dau boi acid acetic va vat nong da dugc sir dung. Theo doéi hiéu qua khang
viém va giam dau thong qua viéc sir dung dudng udng va dung ngoai, kém theo 13 hiéu

qua caa cac dich chiét khac nhau. Két qua cho thay khong c6 sy khac biét rd vé hiéu
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qua khang viém va giam dau khi dung ngoai, trong khi dung dudng udng cho thiy hiéu
qua giam dau manh do l1am giam c6 y nghia s6 1an chudt vian minh va phi né tai do
xylen. Dich chiét nuéc cho hiéu qua tét hon dich chiét con. Ciing theo nghién ctru nay,
dich chiét choloroform va dich chiét nuéc cho hiéu qua khang viém tét hon, trong khi
ty 1¢ cua chloroform va n-butanol cho hiéu qua giam dau tét hon [23].

1.3.3. Hoat tinh ha dwong huyét

Nhom nghién ctu da thir nghiém tac dung ha duong huyét cua dich thube sic
loai Pouzolzia pentandra trén chuét thi nghiém. Két qua cho thiy, sau 2 tuan diéu tri
mtc dudng huyét caa chudt thi nghiém st dung liéu thap va trung binh ¢6 muc ha
duong huyét giam kha tét, duong huyét gan nhu tré lai nhu mtc duong huyét & chuot
binh thudng. Piéu nay cho thay, loai Pouzolzia pentandra cé kha nang (ng dung vao
diéu tri ha duong huyét, nén cé nhiéu nghién ciru sdu hon nita vé tac dung nay cua loai
Pouzolzia pentandra [24].

1.3.4. Hoat tinh chong oxi héa

Pé danh gia tac dung chong tia phong xa va tac dung chong oxy hod, 4 thir
nghiém in vitro da dwogc tién hanh, d6 1a DPPH, ABTS va thir nghiém gbc tu do
hydroxyl va thir nghiém kha nang khtr véi dich chiét cac dung moi khéac nhau tir cay
Thudc voi (aceton, ethyl acetat va ether dau hoa). Tat ca dich chiét déu cho tac dung
chéng oxy hoa trong d6 dich chiét ethyl acetat cho tac dung chong oxy hoa tét nhét.
Dich chiét ethyl acetat cua Pouzolzia pentandra c6 kha ning bat giit goc ty do DPPH
khé cao, 1én dén 64,9%. Dich chiét ethyl acetat ciia Pouzolzia pentandra cé kha ning
bat giit géc tw do ABTS trén 50%. Dich chiét ethyl acetat c6 kha nang bat gitr cac goc
hydroxyl rat cao, hiéu qua wc ché 12 10,9% & ndng do thip hon 0,2 mg/ml, nhung tac
dung da tang 1én dén 90,5% khi nong do thir 1a 1,2 mg/ml. Két qua nay ciing cho thay,
dich chiét ethyl acetat cua cay Thudc gidi c6 thé md ra hudng nghién ciru mai vé hop
chat chdng oxy hoda tu nhién, c6 thé ung dung trong diéu tri nhitng bénh gay ra boi
nhirng tac nhan oxy hoa [25].

1.3.5. Hoat tinh gdy déc té bao

Nghién ctu hoat tinh gay doc té bao cua dich chiét toan phan tir cay thubc voi
trén tom nudc min cho thay két qua tét véi gia tri LCso 1a 6,1 pg/ml va LCoo 12 12,2
pug/ml [26].
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Kha ning chdng lai té bao ung thu ciing dugc quan tam khi phdi hop thube voi
v6i Cananga latifolia. Mot nghién ctu khac vé tac dung gay doc té bao cua cac can
chiét va hop chét tinh khiét ciing duoc Brazendranath Sarkar va cac cong su thuc hién
nim 2014 trén tdm nuéc man. Nghién ciu di thu duoc két qua 1a dich chiét ethyl
acetat, n-butanol va hop chat friedelin cho hoat tinh tt véi gia tri LCso lan luot Ia
3,32; 3,44 va 2,80 pg/ml [26].

Két qua bude dau goi ¥ dén tiém nang phat trién ngudn nguyén liéu ciing nhu
hoat chit cé tac dung khang ung thu méi st dung trong céng nghé dugc pham.

O ndng do 30 mM, cac hop chat 1-7 biéu hién hoat tinh gay doc té bao yéu dbi
VGi cac dong té bao ung thu miéng (CAL27) va ung thu vi (MDA-MB-231) véi kha
ning séng cua té bao tir 65,3 + 0,86 dén 98,8 + 1,23%) va wc ché hoat dong cua
anoctamin-1 véi ty & tc ché tir 8,1 + 0,87 dén 24,3 + 1,41% [18].

1.4. Cay Thubc voi (Pouzolzia pentandra) [9]

Pouzolzia pentandra nhu ching ta biét thi n6 13 mot loai cdy ldu nam, c6 rat
nhiéu su thé hién sy doc ddo va hép dan trong thuc vat. Cay c6 mot kha ning rat hay la
n6 c6 thé moc thang dén khi nd gia va chét, tuy 13 than cdy mém nhung né c6 thé cao
tr 80cm- 1,2 m. Piéu dic biét 12 véi hinh dang 1a mot cay than thao moc thua thét véi
than cay hinh try. L4 ctia cAy dugc moc so le xen ké& bén dudi va di dan déu Ién phia
trén. Piéu nay tao ra modt sy sip xép thi vi cho cdy, khién cho cdy Pouzolzia
pentandra tré nén doc dio trong ca hinh ddng va ciu trac 1am cho ngudi nhin rat thich
mat véi su sap xép nay

Phién 14 ctia cAy c6 hinh dang tir miii mac hodc thang dén hinh thuén dai, véi
chiéu dai dao dong tir 3 dén 9cm va chiéu rong tir 0.6 dén 1,9 cm. Cac bdng hoa c6
hinh dang xim thua dugc moc d6i xtng nhau & nach 14 phia trén, voi mau trang nga
hodc xanh phét hong. Cay hoa ci thi thuong khong cé cudng, con ddi véi hoa duc c6
cubng dai 2.6-3.6mm. Dai hoa duc bao gém 4-5 thlly, thily ctia hoa thi c6 hinh dang

ngan va nhon.
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Hinh 1.4.1: Hinh dnh cay Thuéc voi

Tinh dén hién tai, nghién ciru vé loai Pouzolzia pentandra van chwa dé cap dén

thanh phan hoa hoc va hoat tinh sinh hoc cua cdy. Pi€éu nay mé ra mot mién tro1 ky vi

dé kham pha tiém nang duogc 1y ma loai cay nay co6 thé dem lai trong y hoc ¢d truyén.

Nghién ctru nay c6 thé mang dén thong tin quy bau vé nhitng hop chat ¢ kha ning

ung dung trong linh vuc y hoc hién dai, déng thoi1 kham pha nhiing bi mat cia loai cay

nay va tang cuong suc khoe con nguoi.

Pé chira ho, ho lau ngay: dung 8-16g Pouzolzia pentandra sic nuéc uéng hoic
dung dé nau cao.

Dinh nhot va viém mu da: gia twoi Pouzolzia pentandra, rau ma, 14 rau muéng
dap 18n vét thuong.

Viém tuyén va: két hop cac loai thao duoc gom Pouzolzia pentandra, Tir hoa
dia dinh, Phu dung, Bo cong anh gid twoi dap.

Chéng lai bénh lao khi sic Pouzolzia pentandra vai cay long thao doi Christia
vespertillionis.

Str dung trong my pham: tir dich chiét nuéc hay acit cua cdy Pouzolzia
pentandra cd tac dung chdng lai tic nhan gay hai xau cho da phy ni.

Vét thuong dung giap: Sau khi cé dinh céc bo phan bi thuong, dung cay tuoi
gid dap hoic bot cay kho thém ruou ma dip, bé.

Chira tac tia sita, dai budt: Dung 30- 40g cdy Pouzolzia pentandra sic uéng mdi
ngay.

Chtra viém miii sung dau: Dung 15-20g la hoac hoa Pouzolzia pentandra mang di
gia nat thém it hat mudi, gan lay nuéc, sau d6 dung boéng y té tham bdi vao

mili noi bi viém, ding 3-4 lan/ngay.
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- Sau rang: Dung loai Pouzolzia pentandra ndu nuéc sic miéng hodc gid nat dap

vao chd rang dau [1].
* Mgt so ché pham tir lodi Pouzolzia pentandra:

- Cao bo phdi la san pham dugc diéu ché gom Pouzolzia pentandra, bach bo,
thach xuong bd, tinh dau bac ha, cam thao, vo quyt, cat canh.

- Siro Eugica: Thudc gidi, ndc néc, vién chi, vo quyt, an tac huong, hing chanh. ..
diéu tri cac truong hop ho c6 dom, ho mat tiéng, ho kinh nién; viém dau hong,
viém khi quan, viem phé quan, so6 mii; Iam lodng dich nhdy duong hé hap,

long dom.

Hinh 1.4.3: Bofomax- ché pham chiza thanh phan Thuéc voi
1.5. Cac phuwong phap tach chiét cac hop chit phan tir nhé trong thuc vat
Mau thuc vat duoc thu hai, xtr Iy va chiét véi cac dung moi co do phan cuc
khac nhau. Sau d6 hoat tinh sinh hoc cua cac can chiét dugc danh gid so bo va cin
chiét nao thé hién hoat tinh tét s& dugc tién hanh nghién ctu thanh phan héa hoc dé
phan lap c4c chat sach. Kiém tra lai hoat tinh sinh hoc cua cac chat phan lap duoc.

. Mdu thec vit:
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Mau thuc vat c6 thé duoc sir dung dé chiét xuit ¢ dang tuoi, kho va dong lanh
(ly tuong nhat 12 & dang twoi). Tuy nhién do diéu kién thu hai mau thuong ¢ xa phong
thi nghiém, do vay mau thuong duoc siy khé & nhiét d6 khoang

40 °C. Tén khoa hoc cua mau thuc vat phai duoc xac dinh chinh xac bai cac nha
thuc vat ¢d kinh nghiém va tiéu ban mau thyc vat phai duoc luu giir.

. Cic phwong phdp chiét xuat

Viéc lya chon phuong phap chiét phii hop véi cac dung mdi hitu co Tuy thudc
vao tinh chat mau nghién ctu, muc dich nghién ctru ma sir dung cac phuong phap
chiét sau véi cac dung méi hitu co thich hop.

- Chiét néng: dun néng mau thyc vat véi dung méi va mac nhiét ¢ phi hop

- Chiét Soxhlet: hoi ciia dung méi dung dé chiét dugc ngung vao mot bo phan
chira mau dén khi day lai duoc quay trg lai binh dun. Quy trinh nay duoc 13p lai lién
tuc cho dén khi mau dugc chiét kiét.

- Chiét lanh: ngdm mau thyc vat véi dung mdi phi hop & mic nhiét d6 phong
trong khoang thoi gian tir 10h - 20h, sau d6 chiing ta loc lay phan dich chiét, ba thyc
vat nay lai tiép tuc dugc ngam trong dung méi. Qua trinh nay duoc chiét tir 3 - 5 lan.
Gop dich chiét, cat loai dung méi dudi &p suat giam dé thu cian chiét.

- Chiét siéu am: cho dung mdi vao mau rdi sau d6 cho vao may siéu 4m vao cd
tac dung nang cao tac dung hoa tan chét va ha thoi gian chiét.

Mau thuc vat dugc chiét bang nhiéu phuong phap khac nhau nhu di néu trén,
cac dich chiét s& dugc cét loai dung méi dudi &p suat giam dé thu duoc cac can chiét.

. Cic phwong phdp tich, tinh ché

Két tinh: 1a mot quéa trinh chat ran duoc tao ra va taa xudng tir dung dich, dang
nong chay hay d6i khi tir dang khi. Két tinh 1a ky thuat tach rin-long, ma chét chuyén
tir dang chat tan trong dung dich thanh dang tinh thé ran tinh khiét. Trong cong nghiép
hoa chat, viéc két tinh duoc thuc hién trong thiét bi két tinh. Qua trinh két tinh 1a mot
hinh thic cua su két taa, xay ra nho hang loat cac diéu kién vé tinh tan cua chat trong
dung moi phu hop.

Sic ky: Bé tach va tinh ché cac hop chat & trong cay cac phuong phap sic ky

sau thuong duogc si dung: sac ky gidy (PC), sac ky 16p méng (TLC), sic ky khi long



25

(GLC), sic ky cot (CC) va sic ky long hiéu niang cao (HPLC). Tinh tan va d6 bay hoi
ctia cac cau tir 1a yéu té chu yéu dé quyét dinh viéc lya chon phuwong phap thich hop.

Ngoai cac phuong phap nhu da trinh bay trén, cac phuong phap khac cling duoc
sir dung trong viéc nghién ciru héa thue vat. Mot sé vi du nhu, chat carotenoid sir dung
phuong phéap chiét long-long hay ki thuat loc gel dé tach cac hop chat protein va
nucleic acid.

. Phwong phdp phan lap mét sé |6p chat:

. Triterpenoid va steroid

- Triterpen la cac hop chat c6 khung carbon tir 6 don vi isopren. Chlng c6 cau
trdc vong phtrc tap, thuong ¢ nhdém ancol, aldehyd hoac cacboxylic acid. Triterpenoid
duogc chia it nhat 1am 4 nhém chinh: triterpen, steroid, saponin va glycosid tim. Trong
d6 2 nhoém sau thuong 1a cac hop chat triterpen va steroid glycosid

Gi6i thiéu mot sé Ky thuat tach

- Thudc ther Liebermann-Burchard (hdn hop cua 1ml H.SO4 dic, 20ml acetic
anhydrid va 50ml CHClIs, sau khi phun ho néng 15 phat & 85 — 90°C) thudng dugc
dung dé nhan biét cac hop chat triterpen va sterol, cho cac vét mau xanh da troi.

- Tir mau thuc vat, dé tach triterpen, thuong loai chat béo trude bing ete, sau do
chiét véi methanol néng. Dich chiét methanol cé thé dugc khao sat truc tiép hoac thay
phan bing acid dé tao ra aglycon tir cac hop chat glycosid c6 trong can chiét. Ban
mong TLC thudng duoc st dung cic hé dung mdi dién hinh nhu dung méi n-
hexane/EtOAc (1/1) hay CHCIlz/MeOH (10/1). M6t s6 hop chat betulinic, oleanolic va
ursolic acid doi hoi cac dung moi dac biét nhu etepetrol/dichloroethylen/acetic acid
(50/50/0.7) hay etepetrol/ethyl formate/acid formic (93/7/0.7).

- Déi véi cac hop chat saponin va sapogenin: Su xuat hién bot bén virng trong
qua trinh chiét hay quay cat dich chiét thé hién sy c6 mat caa saponin. Mot phép thir
don gian c6 thé thuc hién nhu sau: 1ic mot dng nghiém chira dich chiét ethanol mau
cdy va bot bén viing s& xuit hién trén bé mat. Bé kiém tra sy c6 mat cua Ccéc
sapogenin, can phai thiy phan dich chiét véi HCI 1M trong khoang 2 — 6h, sau d6
trung hoa va chiét véi etepetrol. Thir ban mong voi cac hé dung méi nhu aceton/n-
hexane (4:1), CHCIs/CCls/aceton (2:2:1). Cac sapogenin khac nhau khéng dé phan

tach trén ban mong.
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- B4i véi cac hop chat glycoside tim: cac phuwong phap tach rét tiy thudc vao do
phirc tap vé ciu tric cua cac hop chat nay. C6 thé sir dung cac hé dung mdi sau:
EtOAc/pyridin/H20O (5:1:4, pha trén); EtOAc/MeOH/HO (16:1:1); CHCIls/Pyridin
(6:1).

. Flavonoid

Flavonoid dugc chia thanh cac nhém dua vao ciu trdc khung cua chung,
khoang 10 nhom thudc 16p chat nay da dwoc biét dén. Nhiéu flavonoid 1a cac chat tan
trong nudc. Ching c6 thé duoc chiét vai dung dich 70% ethanol.

Flavonoid 1a cac hop chat phenolic, n6 s& bi chuyén mau khi xt Iy véi kiém
hosc ammoniac, vi vay ching dé dang bi phat hién trén ban mong hoic trong dung
dich. Flavonoid c6 chtra hé néi déi lién hop, Vi vay ciing d& dang duoc phat hién trong
dén UV. Noi chung, cac hop chat flavonoid thudng ton tai trong cay o dang glycosid,
tac 1a ndi voi mot hodc vai don vi duong. Flavonoid ¢ mit trong tat ca cac cay
vascular, nhung mot vai 16p chat flavonoid ton tai pho bién hon cac 16p chat khéc.

Pbi voi ting 16p chat nhu anthocyanin, flavon, flavonol,... s& ¢6 cac quy trinh
tach dac hiéu.

o Alkaloid

Khéng c6 mot dinh nghia nio hoan toan théa dang cho cac hop chat
alkaloid, nhung cac hop chat alkaloid néi chung la cac hop chat co tinh bazo, chta 1
hodc nhiéu hon nguyén t4 nito, thudng két hop nhu 1a mot phan cua hé vong.

Alkaloid thuong c6 tinh doc véi con nguoi, nhung nhiéu hop chat c6 hoat tinh
cao nén dugc str dung rong réai trong y hoc.

Céc hop chat alkaloid c6 mat nhiéu trong thuc vat hat kin, nhung khéng c6 hoic
rat it trong thuc vat hat tran, réu, duong xi va thuc vat bac thap.

Chuc ning cua alkaloid trong cdy van chwa duoc biét rd rang. Tuy nhién mot sé
chat duoc céng bd 1a ¢6 vai tro 12 chat diéu hoa sinh trudng, xua dudi con tring, ...

Gi6i thiéu mot sé ky thuat tach

Do tinh kiém cua alkaloid ma né dugc chiét véi dung dich HCI 1M hay acid

acetic 10% trong dung moi alcol, sau do két taa béng ammoniac dic. Dé xac dinh sy
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cd mat caa cac hop chét alkaloid trong can chiét, mot sé thudce thir diac hiéu cho 16p
chat nay duoc sir dung, thong thuong nhat 1 thudc thir Dragendorff.

Diéu ché thubc thir Dragendorff: gdm 2 phan (a): 0,6g bismuth nitrate trong 2ml
HCI dic va 10ml H,0; (b): 6g Kl trong 10ml H20. Hai phan trén dugc tron véi nhau
cling vai 7ml HC1 dic va 15ml H20, va toan b hon hop lai hoa tan trong 400ml H2O.

C6 nhiéu quy trinh tach va phat hién sy c6 mit cua cac hop chat alkaloid. Quy
trinh sau 1a QT thudng duoc sir dung nhat:

Mau cay dugc chiét véi dung dich acid yéu trong dung méi metanol hoic
etanol, sau d6 pha nudc duoc trung hoa voi NH4OH dic roi chiét voi CHCls va
CHCIs-EtOH. Cét loai dung mdi, st dung thudc thir Dragendofft dé phat hién chat
alkaloid.

HPLC la cic phuong phép thuong dung dé tach cac hop chat alkaloid. Ngoai ra
con nhiéu phuong phap khac ciing duoc dung nhu sac ky cot silicagel, sic ky cot
nguoc pha. Mot s6 hé dung méi dung dé tach cac hop chat alkaloid c¢6 khung khac
nhau: 15% MeOH in Et0:2-5% NH4OH (50:1); hexan/CHCI:/EtOH/Et.NH
(60:6:8:0.1); CHCI3/MeOH (17:3);...
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CHUONG 2. POI TUQNG, PHUONG PHAP NGHIEN CUU VA THUC NGHIEM

2.1. P6i twong nghién ciru

Dbi tuong ma dé tai sir dung dé nghién ctu la cay bo mam bo phan cua ciy dé
st dung nghién ctu 1a cac bo phan ¢ phia trén mat dat caa cay thudc voi dugce nha
nghién cau TS. Nguyén Quéc Binh cong tac tai Bao tang Thién nhién Viét Nam - Vién
Han lam Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam da thu hai tai Nho Quan, Ninh Binh vao
hoi thang 08 nim 2022 va di dugc Ong giam dinh tén khoa hoc la Pouzolzia

pentandra, ho Urticaceae. Mau tiéu ban cua cdy hién dang dugc luu trir tai Vien Hoa

hoc cac Hop chét Thién nhién, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam.
Mau tiéu ban duoc ky hiéu : PP08102022.NB

Hinh 2.1.1: Hinh anh cay thudc voi bén ngoai tw nhién va & phong thi nghiém
2.2. Phuong phap nghién ctru

2.2.1. Phwong phdp chiét xuit

Mau thudc voi Pouzolzia pentandra sau khi thu héai vé duoc nhém nghién cuu
mang di rira sach, sau d6 dugc phoi kho & trong bong ram véi nhiét d6 thuong sau do
duoc xay nho thanh bot min. Mau khd xay nho dé dugc nhdm nghién ctu mang di
ngam trong methanol vai thiét bi siéu 4m, qua trinh nay dwgc thuc hién 3 1an ¢ nhiét
d6 phong. Dich téng sau qua trinh chiét dugc cat dé loai bo dung moi dudi &p suat
giam va nhiét d6 dudi 50°C, tao ra can cd6 methanol. Can c¢6 methanol nay sau d6 dugc

st dung 1am nguyén liéu dé tién hanh qua trinh phan Iap va tinh ché cac hoat chat.
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2.2.2. Phwong phdp phan lip hop chiit

Pé phan lap dugc hop chat thi dé tai da st dung cac phuong phép sic ky khéac
nhau dé phan 1ap cac cao chiét tir cay thuéc voi nhu phuong phap sic ky 16p mong
(TLC), sic ky cot thudng (CC) véi sir dung pha tinh 1a silica gel (Merck), sac ky cot
pha dao véi pha tinh 13 YMC RP 18 (Merck), va sic ky ray phan tir voi pha tinh 1a
sephadex LH-20 (Merck).

Déi voi phuong phap sic ky 16p mong, dé tai sé& st dung ban mong trang sin
bao gom DC-Alufolien 60 F254 (0,26 mm; Merck) va RP-18 F254S (0,26 mm;
Merck).

Con ddi vai phuong phap sac ky cot thuong thi dé tai thuong sir dung pha tinh
la silica gel 60 co6 kich thudc hat tir 0,036 - 0,062 mm (232 - 410 mesh) cta Merck.
Mt khac , phuong phap sac ky cot ray phan tir sir dung pha tinh 1a sephadex LH-20.

Khi dé tai s dung phuong phép sac ky cot pha dao,thi loai YMC RP-18 duoc
str dung Véi kich thuée hat 1a 25-52 pum (FuJisilica Chemical Ltd.). Dé tai sir dung céc
phuong phap nay dé phan lap va tinh ché céc cao chiét ciia cay, muc dich chinh 14 gilp
xéac dinh va nam bt chinh xé&c céc thanh phan héa hoc cé trong cay.

2.2.3. Phwong phdp xdc dinh cdu triic hop chit

Pé xac dinh duogc ciu tric héa hoc cua cac hop chat thi dé tai s dung cac
phuong phéap hién dai dua trén co s d6 thi su sir dung cua céc thiét bj tién tién nhu:

Phé céng huong tir nhan (NMR): Cac phan tich NMR dugc thuc hién trén may
Bruckker avance 500 MHz tai Vién Hoa hoc - VAST. Chat chuan noi duoc sir dung la
TMS. Céc ki thuat phd cong huang tir hat nhan dwgc ap dung bao gom:

Phé céng huéng tir hat nhan mét chiéu: *H-NMR, 13C-NMR va DEPT.

Pho cong hueng tir hgt nhan hai chiéu: HSQC, HMBC va cac phuong phap
tuong tu.

Dung mdi duoc st dung trong qué trinh nay bao gom DMSO-ds, CDsOD va
CDCls, nhim tao diéu kién tbi wu dé thuc hién cac phan tich NMR mat cach chinh xéc

va hiéu qua.
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Céc phuong phap nay va thiét b nay dong vai tro chi chét trong viéc phan tich
va xé4c dinh cau tric hoa hoc caa cac hop chat, dong thoi mang lai thong tin cu thé vé
thanh phan va tao hinh cua ching.

2.2.4. Phuwrong phdp thir nghi¢m hoat tinh gdy déc té bao ung thu

Pé thir nghiém duoc hoat tinh gdy doc té bao duoc tién hanh tai Phong Sinh hoc
thuc nghiém - Vién Hoa hoc cac hop chat thién nhién, VAST.

Trong thir nghiém nay, cac dong té bao duoc cung cip bdi ATCC (American

Type Culture Collection, USA; https://www.atcc.org) va CLS (Cell Lines Service

GmbH, CHLB buc - https://clsgmbh.de) dugc Iuu gitr tai Phong Sinh hoc thuc nghiém

cua Vién Hoa hoc cac hop chat thién nhién - VAST. Cac dong té bao dugc sir dung
trong thir nghiém bao gom:

Hep-G2 (Hepatocellular carcinoma - ung thu gan)

A549 (Human lung adenocarcinoma epithelial cells - ung thu phoi)

PC-3 (Human Prostate Adenocarnoma — ung thu tuyén tién liét)

Cac té bao dugc nudi cdy trong diéu kién 38°C, CO, 6% trong moi truong thich
hop st dung cac dung méi nhu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), EMEM
(Eagle’s Minimum Essential Medium, Sigma-Aldrich, USA) hoic RPMI 1640
(ThermoFisher, Waltham, CHLB buc).

Tat ca cac moi truong nay dé tai déu duoc bd sung L-glutamine 2 mM, khang
sinh (Penicillin + Streptomycin sulfate) va huyét thanh bé 9-11%. Té bao sau d6 duoc
chuyén 1én phién vi luong 96 giéng vai mat ¢ 1.5 x 10° té bao/giéng. Qua trinh u té
bao véi mau thir duoc thuc hién voi dai ndng do tir 100 dén 6.25 pg/ml, va mdi nong
d6 duoc thir nghiém 3 lan. Chat chuan duong tinh (+) bao gom Ellipticine hoic
Paclitaxel (Taxol) trong DMSO. San pham chuyén hda dang tinh thé formazan sau d6
dugc hoa tan trong dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich), va mat d6 quang
duge do tai A = 540/720nm bang thiét bi Infinite F50 (Tecan, Mannedorf, Thuy S¥).

Cac mau c6 hoat tinh gy doc té bao véi tc ché > 50% su sdng sot duoc Xac
dinh gia tri 1Cso (ug/ml hoac uM), tic la nong do ctia mau thir ma tai do té bao con
séng s6t 50%. Gia tri nay duoc tinh toan bang phan mém TableCurve AISN Sofware

(Jandel Scientific, San Rafiel, CA).


https://www.atcc.org/
https://clsgmbh.de/
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2.3. Thuc nghiém

2.3.1. Thu nhén cdc dich chiét tiv ciy Pouzolzia pentandra

Mau cay Pouzolzia pentandra sau khi thu hai vé duoc rira sach, phoi khé, sau
d6 duoc xay nhé thanh bt min. Mau dugc ngam chiét siéu am trong methanol 3 lan,
qua trinh nay duoc thyc hién ¢ nhiét do phong. Dich chiét tong dugc cat loai dung mai
duéi ap suat giam va nhiét d6 dudi 50°C, tao ra can ¢d methanol (90g). Cin MeOH
thém nudc va chiét lan luot véi cac dung méi co do phan cuc ting dan n-hexan,
EtOAc, sau d6 cat kiét dung moi dudi ap suat giam thu duwoc cac can twong tng. Viéc

thu nhan céc dich chiét tir cay Pouzolzia pentandra duoc tom tat trong so d6 sau:

Mau cay kho nghién
min (30009)

1. MeOH

2. Cat loai dung moi

Cin téng metanol

PPM 110 (g)
Chiét phan doan
1 I 1
Can n-hexan Can etyl axetat Can nuéc
PPH 29 ¢ PPE 20 g PPW 60 g

Hinh 2.3.1: So' d6 thu nhdn cac dich chiét tir cay Pouzolzia pentandra
2.3.2. Phan lap va tinh ché cac chit tir cAy Pouzolzia pentandra
Tir sy khao sat trén ban mong, Dé tai thay rang nhém hop chat chinh cua hai
can chiét n-hexane va etyl acetate c6 su phan chia khéng rd rang nén don ching lai voi

nhau. Ky hiéu chung la n-hexane PPH (49 g).



32

Chng ta st dung tiép can chiét n-hexane PPH vai khdi lugng 12 25g duoc tién
hanh tach thd trén sic ky cot silica gel pha thuong véi hé dung méi rira giai HE
0—100% (ty 1& Etyl axetat ting tir 0—100%) thu dwoc 6 phan doan lan lugt 14 tir
(PPH1—PPH6). BE tai tiép tuc kiém tra cac phan doan thu duoc bing sic ky 16p
mong (SKLM) va hién mau bang thudc thir vanilin - H2SO4 5%, sau d6 cac phan doan
giéng nhau duoc gop lai rdi dudi kiét dung moi

O Phan doan PPH cd khéi lugng 1a1,0 g tiép tuc duoc phan tach lai trén cot silica
gel pha thuong véi hé dung mdi rira giai n-hexane: ethylacetate (100:0 dén 99:1) thu
dugc 3 phan doan nho tir (PPH1.1 ¢én PPH1.3). tiép tuc & phan doan PPH1.1 duoc két
tinh lai trong aceton thu duoc hop chat 1 ¢6 khéi luong la 30,0 mg.

Pbi voi phan doan PPH2 (0,5 g) thi tiép tuc duoc két tinh lai trong dung moi

aceton thu dugc hop chat 2 ¢6 khéi luong11,2 mg.
O Phan doan PPH3 (0,6 g) dé tai tiép tuc duoc phan tach trén sic ky cot silica gel pha
thuong vai hé dung mdi n-hexane-EtOAc (50:1—20:1). Tao thanh phan doan PPH3.2
& phan doan nay duoc két tinh lai trong acetone thu duoc hop chat 3 c6 khéi lugng la
10,5 mg.

Tiép tuc ddi v4i Phan doan PPH4 (1,1 g) thi van duoc phan tach trén sac ky cot

silica gel pha thuong véi hé dung méi n-hexane-EtOAc (30:1—5:1), phan doan nay
thu duogc tiép tuc tach lai trén sic ky cot silica gel pha thuong véi hé dung méi n-
hexane-EtOAc (20:1—10:1), sau d6 dugc két tinh lai trong dung méi aceton thu dugc
hop chit 4 c6 khéi luong 12 9,5 mg.
Mt khac khi & Phan doan PPH5 (0,8g) thi van dugc phén tach trén sic ky cot silica
gel pha thuong vai hé dung moi CH2Cl2/MeOH (99:1—20:1). Tao thanh phan doan
PPH5.1, phan doan nay lai tiép tuc duoc két tinh lai trong metanol thu duoc hop chat 5
c6 khéi lugng 12 8,8 mg.

Cubi cung khi & Phan doan PPH6 (0,9 g) duoc két tinh lai trong dung moi

metanol thu dugc hop chat 6 c6 khdi luong 12 13,0 mg.
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HE 0—100%

PPH1
1,09

H/E
100:0—99

Két tinh
acetone

Két tinh
acetone

L

PPH4 PPH5 PPH6
o 1,19 0,89 0,99

H/E H/E D/M Két tinh
50:1—20:1 30:1-5:1 99:1—30:1 acetone
\ 4
‘ PPH3.2 \ PPH41 ‘ PPH5.1 \ ‘ 6 \
Két tinh H/E Két tinh
acetone 20:1—-10:1 acetone
A 4
A 4

Hop chdt p-sitosterol (1)

Két tinh
acetone

PPH.4.1C

A 4

]

Hinh 2.3.2: So @6 phan Idp cac hep chat tir cy Pouzolzia pentandra

Hop chat 1 thu dugc co dang hinh tinh thé hinh kim va khong c6 mau (10,6
mg), diém nong chay 139-141 °C, R¢= 0,42 (hé dung moi HE 4:1).

'H-NMR (500 MHz, CDCls, TMS, 8ppm): 0,68 (3H, s, Me-18); 1,01 (3H, s, 19-
Me); 0,81-0,88 (2x3H, d, J = 7,7 Hz, 26-CHs va 27-CHjs); 0,83 (3H, t, J = 7,32 Hz,
29-CHa); 0,92 (3H, d, J = 10,0 Hz, 21-CH3); 3,52 (1H, m, H-3a); 5,35 (1H, d, J =5,0

Hz, H-6).

13C-NMR (125 MHz, CDCls, TMS, & (ppm)): 37,4 (C-1); 31,8 (C-2); 71,9 (C-
3): 42,4 (C-4); 140,9 (C-5); 121,8 (C-6): 31,8 (C-7); 33,8 (C-8): 50,3 (C-9); 36,6 (C-
10); 21,2 (C-11); 39,9 (C-12); 42,4 (C-13): 56,9 (C-14): 24,4 (C-15); 28,4 (C-16); 56,2
(C-17); 11,8 (C-18); 19,5 (C-19); 36,3 (C-20); 18,9 (C-21); 33,8 (C-22): 26,3 (C-23);
45,8 (C-24); 29,3 (C-25); 19,9 (C-26); 19,2 (C-27): 23,2 (C-28): 11,8 (C-29).

Hop chdt 3p-friedelanol (2)

Hop chit 2 thu dugc tinh thé vo dinh hinh, mau trang (10,1 mg), R¢= 0,40 (HE
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4:1), diém nong chay 290-292 °C.

IH-NMR (500 MHz, CDCls, TMS, & ppm): 0,86 (3H, s, H-25); 0,93 (3H, d, J
= 7,5 Hz, H-23); 1,00 (3H, s, H-26): 0,92 (3H, s, H-29): 0,96 (3H, s, H-24): 0,994
(3H, s, H-27): 0,996 (3H, s, H-30): 1,17 (3H, s, H-28); 3,72 (1H, d, J = 2,5 Hz, H-3).

13C-NMR (125 MHz, CDCls, TMS, & ppm): 17,6 (C-1); 35,1 (C-2): 72,8 (C-3);
49,3(C-4): 37,8 (C-5); 41,9 (C-6); 15,8 (C-7): 53,3 (C-8): 37,3 (C-9); 61,5 (C-10);
36,3 (C-11): 30,8 (C-12); 39,9 (C-13); 38,6 (C-14): 32,8 (C-15); 35,5 (C-16); 30,2 (C-
17); 42,8 (C-18); 35,7 (C-19); 28,3 (C-20); 32,5 (C-21): 39,5 (C-22); 11,7(C-23): 16,5
(C-24): 18,4 (C-25): 18,8 (C-26): 20,3 (C-27); 32,2 (C-28); 35,2 (C-29); 31,9 (C-30).

. Hop chdt quercetin (3)

Hop chit 3 thu duoc dudi dang chat bot mau vang (11,2 mg), Rs = 0,40 (hé
dung moi HE 2:1).

IH-NMR (500 MHz, DMSO-ds), & (ppm): *H-NMR (500 MHz, DMSO), &
(ppm): 12,58 (1H, s, 5-OH), 10,89 (1H, s, 7-OH), 7,77 (1H, d, J =2,5 Hz, H-2"), 7,64
(1H, dd, J= 2,0 va 8,5 Hz, H-6), 6,97 (1H, d, J=8,5 Hz, H-5"), 6,50 (1H, d, J=1,5 Hz,
H-8), 6,28 (1H, d, J=2,0 Hz, H-6).

13C-NMR (125 MHz, DMSO), § (ppm): 175,9 (C-4); 163,8 (C-7): 160,8 (C-5);
156,2 (C-9); 147,8 (C-47"); 146,9(C-2); 1450 (C-3’); 1358 (C-3); 1218 (C-1°):
119,8(C-6"); 115,7(C-5"); 115,1 (C-2’); 103,1 (C-10); 98,3 (C-6); 93,4 (C-8).

. Hop chdt kaempferol (4)

Hop chit 4 thu dugc dang bot mau vang, nhiét 6 nong chay 277-278°C.

IH-NMR (500 MHz, DMSO, TMS, pom): 12,47 (1H, s, 5-OH); 10,76 (s, OH):
10,01 (s, OH); 9,35 (s, OH); 8,05 (2H, d, J=7,0Hz, H-2’/H-6"); 6,93 (2H, d, J=7,5Hz,
H-3'/H-5"); 6,44 (1H, d, J= 1,5 Hz, H-8); 6,19 (1H, d, J= 1,5Hz, H-6).

13CNMR (125 MHz, DMSO, TMS, Sppm): 175,9 (C-4); 163,9 (C-7); 160,7 (C-
5); 159,2 (C-4°); 156,2 (C-9); 146,9 (C-2); 135,7 (C-3); 129,5 (C-2°/C-6"); 121,7 (C-
1°); 115,5 (C-3°/C-5"); 103,1 (C-10); 98,2 (C-6); 93,5 (C-8).

. Hop chdt dipterocarpol (5)

Hop chit 5 thu dugc dang bot mau trang, nhiét d6 nong chay 187-188°C.
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!H-NMR (500 MHz, CDCls, TMS, 8ppm): 0,89 (3H, s, H-30); 0,95 (3H, s, H-19)
1,00 (3H, s, H-18); 1,04 (3H, s, H-28); 1,08 (3H, s, H-29); 1,10 (1H, m, H-15a); 1,15
(3H, s, H-21); 1,28 (1H, m, H-12); 1,31 (1H, m, H-11); 1,32 (1H, m, H-6); 1,38 (1H,
m, H-10); 1,43 (1H, m, H-8); 1,46 (1H, m, H-1a); 1,46 (1H, m, H-15b); 1,47 (1H, m,
H-7); 1,47 (1H, m, H-22); 1,48 (1H, m, H-16); 1,49 (1H, m, H-22); 1,51 (1H, m, H-
11); 1,56 (1H, m, H-5); 1,57 (1H, m, H-6); 1,63 (3H, s, H-26); 1,66 (1H, m, H-13);
1,69 (3H, s, H-27); 1,57 (1H, m, H-16); 1,76 (1H, m, H-17); 1,84 (1H, m, H-12); 1,92
(1H, m, H-1b); 2,05 (2H, m, H-23); 2,43 (1H, m, H-2a); 2,52 (1H, m, H-2b); 5,12 (1H,
ddd, J=10,5, 5,5, 1,0 Hz, H-24).

BCNMR (125 MHz, CDCls, TMS, 8ppm): 15,2 (C-18); 16,0 (C-19); 16,3 (C-30);
17,7 (C-26); 19,7 (C-10); 21,0 (C-28); 22,1 (C-11); 22,6 (C-23); 24,8 (C-16); 25,5 (C-
21); 25,7 (C-27); 26,7 (C-29); 27,5 (C-12); 31,2 (C-15); 34,1 (C-2); 34,6 (C-6); 36,7
(C-9); 39,9 (C-1); 40,3 (C-7); 40,5 (C-22); 42,4 (C-13); 47,4 (C-4); 49,9 (C-17); 50,0
(C-8); 50,3 (C-14); 55,4 (C-5); 75,4 (C-20); 124,7 (C-24); 131,7 (C-25); 218,1 (C-3).

. Hop chdt daucosterol (6)

Hop chét 6 thu dugc dudi dang vo dinh hinh, khdng mau (9,0 mg), néng chay ¢ nhiét
do 270-271°C, R¢= 0,43 (DM 9:1).

IH-NMR (500 MHz, DMSO-ds, TMS, & ppm): 3,67 (1H, m, H-3); 5,44 (1H, dd, J =
2,0/5,0 Hz, H-6); 0,66 (3H, s, H-18); 0,94 (3H, s, H-19); 0,95 (3H, d, J = 6,6 Hz, H-21); 0,84
(3H,d,J=7,1 Hz, H-26); 0,86 (3H, d, J = 6,6Hz, H-29); 0,81 (3H, d, J = 6,6Hz, H-28).

BC-NMR (125MHz, DMSO-ds, TMS, & ppm): 37,7 (C-1); 29,8 (C-2); 76,9 (C-3);
39,2 (C-4); 140,7 (C-5); 121,4 (C-6); 32,3 (C-7); 32,4 (C-8); 50,8 (C-9); 37,2 (C-10); 21,5 (C-
11); 40,2 (C-12); 42,7 (C-13); 57,2 (C-14); 23,9 (C-15); 28,5 (C-16); 56,5 (C-17); 12,0 (C-
18); 19,3 (C-19); 35,7(C-20); 19,1 (C-21); 34,5 (C-22); 26,8 (C-23); 46,5 (C-24); 29,8 (C-25);
19,8 (C-26); 19,6 (C-27); 23,6 (C-28); 12,2 (C-29); 100,8 (C-17); 74,1 (C-2"); 76,3 (C-3"); 70,9
(C-4"); 76,8 (C-5"); 61,2 (C-6").
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CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Céc hop chit steroid

3.1.1. Hop chit p-sitosterol (1)

Hop chét 1 thu duoc ¢6 hinh dang tinh thé hinh kim c6 mau tring tir dich chiét
ethyl acetate, nong chay & 135-136 °C, diém nong chay khong thay doi gi so véi chat
mau.

Trén pho 1H-NMR cuaa hop chat 1 cho thay tin hiéu caa sau nhém methyl tai
d6 chuyén dich hoa hoc lan luot 14 & 0,68; 1,01; 0,81; 0,83; 0,88; 0,92 ppm.

Dua vao céc thdng tin cua phd H- va 13C-NMR di cho thay su xuat hién cua
mdot nhém hydroxyl tai do chuyén dich hda hoc 8w tai 3,53 ppm (proton cua CH lién
két voi OH), 8¢ tai 71,7ppm. Tin hiéu proton olefin dic trung cho sterol tai Su 5,35
(1H, d, J= 5,0 Hz) goi y su hién dién mot lién két doi. N6i doi C5/C6 duoc thé hién
qua tin hiéu tai dc-s tai 140,7 ppm, sva dce tai 121,7 ppm.

Phan tich pho 3C-NMR cho thay hop chét 1 c6 29 nguyén ti carbon.

So sanh véi tai liéu phé, ta cd thé khang dinh chat 1 1a S-sitosterol hay stigmast-
5-en-24R-3p-ol [33].

HO

Hinh 3.1.1: Cdu tric héa hoc cua 1

Bang 3.1.1: Diz liéu phé NMR cua hop chat 1 va hep chat tham khao

Vi 'H-NMR 13C-NMR BC-NMR IH-NMR TLTK
tri (500 MHz, CDCls, (125 MHz, (600 MHz, (150 MHz,
ppm) CDCls, ppm) CDCls, ppm) CDCl3s, ppm)
[33] [33]
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Vi IH-NMR BC-NMR BC-NMR IH-NMR TLTK

tri (500 MHz, CDCls, (125 MHz, (600 MHz, (150 MHz,
ppm) CDCl3, ppm) CDClz, ppm) CDCl3s, ppm)

[33] [33]

1 37,3 37,5

2 - 31,7 40,0 -

3 3,52 (1H, m) 71,8 72,1 3,50 (1H, m)

4 - 42,3 42,6 -

5 - 140,8 141,0 -

6 | 535(LH,d,J=5Hz) 1217 1219 5,33 (t, 1H)

7 - 31,9 32,2 -

8 - 33,9 31,9 -

9 - 50,2 50,4 -

10 - 36,5 36,8 -

11 - 21,1 21,3 -

12 - 39,8 40,0 -

13 - 42,33 42,6 -

14 - 56,8 57,0 -

15 - 24,3 26,4 -

16 - 28,3 28,5 -

17 - 56,1 56,3 -

18 0,68 (3H, 9) 11,9 364 -

19 1,01 (3H, s) 19,4 19,3 0,91 (d, 3A,

J=6,6)

20 36,2 34,2 -

21 0,92 (3H,d, J=10,0 Hz) 18,8 24,5 -

22 - 33,97 46,1 -

23 - 26,2 23,3 -

24 ) 45,9 12,2 0.82 (1. 311,

J=7.2Hz)
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Vi 'H-NMR 13C-NMR BC-NMR 'H-NMR TLTK
tri (500 MHz, CDCls, (125 MHz, (600 MHz, (150 MHz,
ppm) CDCls3, ppm) CDCls, ppm) CDCl3s, ppm)
[33] [33]
25 - 29,2 29,4 -
0,81-0,88 (2x3H, d, J = 0,81 (d, 3H,
26 19,8 20,0
7,7 Hz) J=6.411Z
0,81-0,88 (2x3H, d, J = 0,79 (d, 3H,
27 19,1 19,6
7,7 Hz) J=6.4)
28 23,1 19,0 0,66 (s, 3H)
29 | 0,83(3H,t,J=7,32Hz) 11,9 12,1 0,99 (s, 3H)

3.1.2. Hop chit daucosterol (6)

Dua vao phd *H-NMR cua hop chat 6 dé tai nhan thay mot s6 thong tin nhu: ¢o
su xuat hién cua cac tin hiéu cua cac proton tai cac do chuyén dich nhu &4 3,58 (H-3):
5,35 (H-6); 0,66 (H-18); 0,94 (H-19); 0,81 (H-28). Ngoai ra con c0 cac tin hiéu proton
dic trung cua mot phan tir glucose véi H anomer tai &4 4,42 ppm va bén nhém CH-O
va mot nhém CH-0 trong vung 3,24-3,91 ppm.

Dua vao phd *C-NMR cua hop chét 6 ciing cho chiing ta biét cong thirc ciu
tao ctia hop chét 6 cd tong sé 35 nguyén tir carbon, trong d6 ¢6 5 nhéom CH-O, 1 nhém
CH.0 trong vung &c 61,2-78,8 ppm, 2 carbon olefin tai 6¢ 140,7 ppm (C-5) va 121,4
(C-6); 1 carbon anomer oc 100,8 ppm (C-1").

Trén co s phan tich cac dir lieu phd NMR, két hop so sanh dit liéu pho da duoc
cdng b va diém nong chay cua S-sitosterol 3-O-4-D-glucopyranoside cho phép khiang

dinh hop chat 6 1 -sitosterol 3-O-4-D-glucopyranoside hay daucosterol [34].
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OH

Hinh 3.1.2: C4u trac héa hoc cua 6
Bang 3.1.2: Dir liéu phé NMR cuia hop chat 6 va hep chdt tham khao

Vi 'H-NMR BC-NMR BC-NMR 'H-NMR TLTK
tri (500MHz, DMSO-ds, (125MHz, (500MHgz, (500MHz, DMSO-ds,
ppm) DMSO-ds, | DMSO-ds, ppm) ppm) [34]
ppm) [34]
1 - 37,6 37,02 1,0
2 - 29,9 29,6 1,24
3 3,57 (1H, m) 76,8 76,7 2,88
4 - 39,1 40,3 2,33
5 - 140,6 139,5 -
5,34 (1H, dd, J=2,0/5,0
; ) 121,3 1214 5,30
7 ; 32,2 31,8 1,77
8 - 32,3 29,6 -
9 - 50,7 51,1 -
10 - 371 34,6 -
11 - 214 21,44 -
12 - 40,2 40,3 -
13 - 427 40,5 _
14 - 57,2 55,7 0,91
15 - 239 21,5 1,05
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Vi IH-NMR 3C-NMR 3C-NMR IH-NMR TLTK
tri | (500MHz, DMSO-ds, | (125MHz, (500MHz, (500MHz, DMSO-d,
ppm) DMSO-ds, | DMSO-ds, ppm) ppm) [34]
ppm) [34]

16 - 28,5 28,6 1,24
17 - 56,5 55,7 -

18 0,65 (3H, s) 12,0 12,6 0,75
19 0,93 (3H, 9) 19,2 19,3 -

20 - 35,6 37,0 -

21 | 0,94 (3H,d,J=6,6Hz) 19,0 21,4 -

22 - 34,4 34,5 -

23 - 26,7 25,4 -

24 - 46,4 45,6 -

25 - 29,7 28,6 -

26 | 0,83(3H,d,J=7,1Hz) 19,9 19,3 -

27 19,5 13,4 _

28 | 0,80 (3H,d,J=6,6Hz) 23,5 21,5 -

29 | 0,85(3H,d,J=6,6Hz) 12,1 11,6 -

1’ - 100,9 101,3 4,32

2’ - 74,0 73,5 2,89

3’ - 76,2 76,7 3,28

4 ] 70,8 70,6 3,05

5’ - 76,9 76,8 3,28

6’ - 61,1 61,6 4,54

3.1.3. Hop chit dipterocarpol (5)

Hop chit 5 thu dugc dang bt mau tring, nhiét dd néng chay 187-188°C. Dya

vao thong tin trén pho *H-NMR cho dé tai biét tin hiéu cua 8 nhom methyl tai 510,88
(3H, s, H-30), 0,96 (3H, s, H-19); 1,01 (3H, s, H-18); 1,05 (3H, s, H-28); 1,09 (3H, s,

H-29): 1,16 (3H, s, H-21); 1,64 (3H, s, H-26); 1,68 (3H, s, H-27).
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Duya vao thong tin trén phd H-NMR ciing cho dé tai thiy cd su xuat hién tin hiéu
ddc trung cua lién két déi tai 1 5,13 (1H, ddd, J= 10,6; 5,6; 1,1 Hz, H-24) twong ting
Vi cac nguyén tur carbon tai 6¢c 124,8 (C-24).

Tur nhitng dit liéu nay cho thady hop chat 5 thudc khung sterol c6 mot lién két doi &
mach nhanh trong cau truc.

Tir nhitng thdng tin trén phd 3C-NMR va DEPT cua hop chat 5 mét 1an nira
khang dinh hop chat 5 c6 30tin hiéu carbon, bao gom 8 nhom methyl, 10
nhoém methylene, 5 nhém methine, 7 carbon bac 4. Trong dé, xuit hién tin hiéu cua
carbon carbonyl dic trung tai 6c 218,2 (C-3) va tin hiéu carbon cua hai lién két
d6i trong ving trudng thap tai 5c 124,8 (C-24) va 131,8 (C-25).

Phé HMBC cua cua hop chat 5 cho thay ring gitra proton H-24 ( 815,12) mdi
tuong quan V&i cic nguyén tir C-22, C-23, C-26 va C-27; gitra cac proton H-17
(84 1,76) mdi trong quan véi carbon C-20, C-13, C-15 va C-16. Tuong tac giita proton
H-18 (84 1,01) mdi twong quan vai carbon C-8 (8¢ 50,1); H-19 (81 0,96) vai carbon C-
10 (6c19,8); H-21 (dn1,16) voi carbon C-20 (8¢ 75,6); H-26 (6n1,64) va H-27
(84 1.69) méi twong quan vai carbon C-25 (8¢ 13,7); H-28 (81 1,04) va H-29 (81 1,08)
mbi twong quan voi carbon C-4 (8c47.5), C-3 (8c218.2) va C-5 (8¢55.5); H-30
(8140.88) véi carbon C-14 (8c50.4) va C-8 (5¢50.1) khang dinh cac nhém methyl &
cac vi tri lan luot nhu sau 18-CHs, 19-CHs, 21-CHs, 26-CHs, 27-CHs, 28-CHs, 29-
CHs, 30-CHs dinh vao cac vi tri C-8, C-10, C-20, C-25, C-25, C-4, C-4 va C-14 tuong
ung.

Dua trén nhiing thong tin da phan tich dix liéu phd 1H-NMR, 13C-NMR,
DEPT, HSQC, HMBC va so sanh véi céc dir liéu dugc cong bd [35], hop chat 5 dugc

dugc xac dinh 1a (20S)-20-hydroxydammar-24-en-3-one hay con goi la dipterocarpol.

OH
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Hinh 3.1.3:Cdu tric héa hoc va twong tic chinh HMBC (H—C) ciia 5
Bang 3.1.3: Dir liéu phé NMR cua hop chat 5 va hep chdt tham khao

Vi tri IH-NMR BC-NMR | BC-NMR IH-NMR TLTK
(500 MHz, CDCls, &pm) | (125 MHz, | (CDCls) (CDCls) [35]
CDCls, &pm) [35]
1,46 (1H, m) 1,46 (1H, d.d.d)
1 39,9 39,88
1,92 (1H, m) 1,92 (1H, d.d.d)
2,43 (1H, m) 2,43 (1H, d.d.d)
2 34,1 34,10
2,52 (1H, m) 2,51 (1H, d.d.d)
3 - 218,1 218,11 -
4 - 47,4 47,42 -
1,47 (1H, m)
5 1,56 (1H, m) 55,4 55,33
1,56 (1H, m)
1,57 (1H, m) 1,57 (1H, m)
6 34,6 34,53
1,32 (1H, m) 1,32 (1H, m)
7 1,47 (1H, m) 40,3 40,26 -
8 1,43 (1H, m) 50,0 49,99 1,43 (1H, d.d)
9 - 36,7 36,81 -
10 1,38 (1H, m) 19,7 19,64 1,38 (1H, d.d)
1,51 (1H, m) 1,51 (1H, m)
11 22,1 22,02
1,31 (1H, m) 1,31 (1H, d.d.d.d)
1,84 (1H, m) 1,85 (1H, m)
12 27,5 27,52
1,28 (1H, m) 1,28 (1H, m)
13 1,66 (1H, m) 42,4 42,36 1,66 (1H, d.d.d)
14 - 50,3 50,25 -
1,46 (1H, m) 1,46 (1H, m)
15 31,2 31,15
1,10 (1H, m) 1,10 (1H, d.d.d)
1,48 (1H, m) 1,48 (1H, m)
16 24,8 24,79
1,57 (1H, m) 1,57 (1H, m)
17 1,76 (1H, m) 49,9 49,79 1,76 (1H, d.t)
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Vi tri 'H-NMR 13C-NMR 13C-NMR IH-NMR TLTK
(500 MHz, CDCl3, dppm) (125 MHz, (CDCls) (CDCls) [35]
CDC|3, 5ppm) [35]

18 1,00 (3H, s) 15,2 15,20 1,0 (3H, s)
19 0,95 (3H, s) 16,0 16,03 0,94 (3H, s)
20 - 75,4 75,34 -
21 1,15 (3H, s) 25,5 25,47 1,15 (3H, s)

1,47 (1H, m) 1,47 (1H, m)
22 40,5 40,45

1,49 (1H, m) 1,49 (1H, m)

2,02 (1H, m)
23 2,05 (2H, m) 22,6 22,55
2,08 (1H, m)
5,12 (1H, ddd, J= 10,5, 5,5,
24 1247 124,68 5,12 (1H, d.d.d)
1,0 Hz)

25 - 131,7 131,63 -
26 1,63 (3H, s) 17,7 17,72 1,63 (3H, d)
27 1,69 (3H, s) 25,7 25,75 1,69 (3H, d)
28 1,04 (3H, s) 21,0 21,01 1,04 (3H, s)
29 1,08 (3H, s) 26,7 26,69 1,08 (3H, s)
30 0,89 (3H, s) 16,3 16,34 0,89 (3H, s)

3.2. Cac hop chit triterpen
3.2.1. Hop chit 3p-friedelanol (2)
Chat két tinh hinh kim (11,6 mg), Rf = 0,48 (hé dung moi n-hexan-etyl axetat
8:1), diém ndng chay 290-292 °C.

Trén phd *H-NMR cua 2 quan sat dugc tin hiéu cia 8 nhom methyl, trong dé co

7 nhom methyl bac 3 dang singlet tai on 0,86 (3H, s, H-25); 0,92 (3H, s, H-29); 0,96
(3H, s, H-24); 0,996 (3H, s, H-30); 0,994 (3H, s, H-27); 1,00 (3H, s, H-26); 1,17 (3H,
s, H-28) va mot nhdm methyl dang double tai 64 0,93 (3H, d, J = 7,5 Hz, H-23).

Nhiing tin hiéu nay ciing dic trung cho hop chat triterpenoid ¢ dang khung friedelan.

Trén pho H-NMR con xuat hién tin hiéu cia 01 proton dic trung cho nhoém metin ¢6

lien két véi nhom hydoxyl & d6 chuyén dich 8n 3,71 (1H, brs, H-3) véi carbon tuong
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ung tai oc 72,70 ppm.

Trén phd 3C-NMR két hop véi phé DEPT ciing cho biét trong phan tir ¢6 30
nguyén tir carbon, bao géom 8 nhom methyl (CHs), 5 nhém metin (CH); 11 nhém
methylen (CH.) va 6 nguyén tir carbon bac 4. Trén phd 3C-NMR quan sat thay tin
hi¢u dac trung cua carbon thugc nhom CH-OH ¢ ¢ 72,78 ppm (C-3), ngoai ra la tin
hiéu cia nhom methyl tai 6c-23 11,61/ Sn-23 0,93 (d, J= 7,5 Hz) déc trung cho nhom
methyl lién két véi C-4 cia khung friedelan.Va nhu vay trong phan tir 2 ¢c6 1 nhém
hydroxyl.

Két qua phan tich cac dit kién phé *H-NMR, *C-NMR va DEPT da x4c dinh duoc
nhom OH lién két véi carbon tai vi tri C-3. So sanh céc di kién pho cua 2 véi 34-
friedelanol thay hoan toan phu hop [36]. Nhu vay hop chat 2 duoc khang dinh 1a 3p-

friedelanol dugc phan lap tir loai Pouzolzia pentandra.

HO 4\ 3 )
Hinh 3.2.1: Cdu tric héa hoc va tuwong tac chinh HUBC (H—C) cia 2

Bdng 3.2.1: Diz liéu phé NMR cua hop chat 2 va hep chdt tham khao

Vi tri IH-NMR BC-NMR BBC-NMR
(500 MHz, CDCl3, & ppm) (125 MHz, | (500 MHz, CDCl3)
CDCls, § ppm) [36]
1 15,9 15,81
2 35,1 35,23
3 3,72 (1H, d, J = 2,5 Hz) 72,7 72,77
4 49,2 49,21
5 37,9 37,13
6 418 41,76
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Vi tri 'H-NMR BBC-NMR BC-NMR
(500 MHz, CDCls, 8 ppm) (125 MHz, | (500 MHz, CDCls)
CDCls, & ppm) [36]

7 17,6 17,57
8 53,2 53,22
9 37,2 38,40
10 61,4 61,39
11 36,2 35,36
12 30,7 30,66
13 38,5 37,86
14 39,8 39,70
15 32,9 32,36
16 35,4 36,11
17 30,1 30,04
18 42,9 42,86
19 35,6 35,58
20 28,2 28,19
21 32,4 32,85
22 39,4 39,30
23 0,93 (3H, d, J= 7,5 H) 116 11,62
24 0,96 (3H, s) 16,4 16,41
25 0,86 (3H, 5) 183 18,26
26 1,00 (3H, s) 18,7 18,65
27 0,094 (3H, 5) 20,2 20,13
28 1,17 (3H, s) 32,1 31,81
29 0,92 (3H, 5) 35,1 35,03
30 0,996 (3H, s) 31,8 32,10

3.3. Céc hop chit flavonoid
3.3.1. Hop chit quercetin (3)
Hop chat 3 thu dugc dudi dang bot mau vang, nhiét d6 nong chay 314-316°C.
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Ph6 'H —~NMR cho thay sy xuét hién cua cac tin hiéu dic trung cho proton thom
& @6 dich chuyén nam trong ving 7,68 (1H, d, J =2,5 Hz, H-2), 7,55 (1H, dd, J= 2,0
Va 8,5 Hz, H-6"), 6,88 (LH, d, J=8,5Hz, H-5"), 6,41 (1H, d, J=1,5Hz, H-8), 6,19 (1H,
d, J=2,0 Hz, H-6). Bén canh d¢, cac tin hiéu dic trung cho nhém hydroxyl xuat hién &
trong vung 12,49 (1H, s, 5-OH), 10,78 (1H, s, 7-OH), 9,58 (1H, s), 9,37 va 9,31.

Dua vao thong tin caa Phd 3C-NMR cho thdy hop chit 3 ¢ chta 15 carbon,
trong d6 tin hiéu dic trung cho nhém C=0 nam trong d6 dich chuyén 175,9 ppm, 7
carbon bac 4 cta vong thom mang oxygen tai cac éc 146,8 (C-2); 135,7 (C-3); 160,7
(C-5); 163,9 (C-7); 156,1 (C-9); 145,0 (C-3’) va 147,7 (C-4’); 2 carbon bac 4 vong
thom khong mang oxygen tai dc 103,0 (C-10); 121,9 (C-1’); 5 carbon methine vong
thom tai 8¢ 93,3 (C-8); 98,2 (C-6); 115,0 (C-27); 119,9 (C-5") va 115,6 (C-6").

Dua vao dir liéu pho trén c6 thé thay hop chat 3 1a mot flavonoid. So sénh cac

di kién pho vai céc tai lisu tham khao cho phép két luan hop chat 3 1a quercetin [37].

O OH
Hinh 3.3.1: C4u tric héa hoc cua 3

Bang 3.3.1: Dir liéu phé NMR cuia hop chat 3 va hep chdt tham khao

Vi IH-NMR 3C-NMR [ BC-NMR IH-NMR
tri | (500 MHz, DMSO-ds) | (125 MHz, |(500 MHz,| (125 MHz, DMSO) [37]
DMSO) | DMSO-

ds), [37]
2 - 146,8 156,9 -
3 - 135,7 134,6 -
4 - 175,8 178,2 -
5 12,48 (1H, s, 5-OH) 160,7 | 1618 i
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Vi 'H-NMR BC-NMR | B¥C-NMR 'H-NMR
tri (500 MHz, DMSO-ds) | (125 MHz, [(500 MHz,| (125 MHz, DMSO) [37]
DMSO) | DMSO-
ds), [37]
6 6,18 (1H, d, J=2,0Hz) 98,2 99,2 6,15(1H; d; J = 2,2 Hz)
7 10,79 (1H, s, 7-OH) 163,9 164,7 -
8 6,40 (1H, d, J=1,5Hz) 93,3 94,1 6,36 (1H; d; J = 2,2 Hz)
9 - 156,1 157,8 -
10 - 103,0 104,6 -
I - 121,9 121,2 -
2’ 7,67 (1H, d, J =2,5Hz) 115,0 1159 7,35 (1H; d; J = 2,2 Hz)
3 - 145,0 145,7 -
4’ - 147,7 1489 -
5 6,87 (1H, d, J=8,5Hz) 119,9 116,2 6,95 (1H; d; J = 8,2 Hz)
o 7,54 (1H, dd, J=2,0 va 115.6 1916 7,25 (1H; dd; J =8,2;

8,5Hz)

2,2 Hz)

3.3.2. Hop chit kaempferol (4)
Hop chat 4 d¢ tai thu duoc dang bot mau vang, nhiét dé néng chay 277-278°C.

Duya vao thong tin trén pho *H-NMR cua hop chat 4 cho dé tai biét cac tin hiéu

cua proton vong thom, bao gom c¢é tin hiéu cia 2 proton dudi dang doublet & ving
truong thap thé & vi tri meta tai on 6,45 (1H, d, J= 1,6 Hz, H-8) va 6,18 (1H, d, J=

1,5Hz, H-6); 2 tin hiéu proton cudng d6 cao hon dudi dang doublet co twong tac thé
ortho tai o1 8,06 (2H, d, J=7,0Hz, H-2/H-6") va 6,94 (2H, d, J=7,5Hz, H-3°/H-5").

Théng tin trén phd 3C-NMR cua cua hop chat 4 ciing cho dé tai thiy duoc 13
tin hiéu cuaa 15 carbon, trong d6 2 tin hiéu tai éc 129,6 (C-2°/C-6’) va 115,6 (C-3’/C-
5%) ¢6 cuong d6 carbon gap d6i, 1 nhom carbonyl (C=0) tai 175,8 (C-4), cac tin hiéu
carbon vong thom tai Jc 163,8 (C-7); 160,8 (C-5); 156,3 (C-9); 129,6 (C-2’/C-6’);
121,8 (C-17); 115,6 (C-3°/C-5"); 103,2 (C-10); 98,3 (C-6); 93,6 (C-8) va 2 carbon
olefin gan véi oxy tai dc 146,8(C-2); 135,8 (C-3). Tir nhitng thdng tin trén di liéu
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phé 'H NMR, 3C-NMR va DEPT cua hop chat mét 1an nita ching té day 1a mot hop
chat flavonoid khung flavone.

Cac thong tin trén phd DEPT két hop 13C-NMR cho thay hop chét 4 c6 6 nhém
—CH= va 9 nhém C tt cdp. Mat khac thi phé HMBC cua hop chit 4 ciing cho biét
tuong tac chinh gitra H-2',6' (on 8,06) véi C-1' (oc 121,8), C-3',6' (dc 115,6); twong tac
gitta H-3',5' (Jn 6,93) véi C-2',6' (5c 129,5) va C-4' (5¢c 177,3 ppm), H-5' twong tac xa
Véi C-4' (dc 159,3) va C-2',6' (5c 129,3):; H-6 véi C-5 (5c 160,8) va C-7 (dc 163,8) va
H-8 (n 6,45) Vi C-7 (dc 163,8) va C-9 (dc 156,3).

Tin hiéu dudi dang singlet tai on 12,48 (1H, s, 5-OH) dac trung cho nhém—-OH
phai gan vao vi tri C-5 trén khung flavone. Dua vao thdng tin trén phé HMBC con
quan sat dugc tin hi¢u proton cia nhém hydoxyl twong quan vai carbon tai oc 162,4;
oc 104,2; oc 99,3 va dc 159,3 tuwong tng vi tri C-5, C-7 va C-3 va C-4'. Proton H-6
(on 6,18) ghép meta véi proton Jn 6,45, nén proton nay chi ¢ thé la H-8. Trén pho
HMBC c6 sy tuong quan giita hai proton H-6 va H-8 véi carbon dc 163,8 (C-7), diéu
nay khang dinh carbon nay phai la C-7. Carbon dc 156,3 ciing cho twong quan véi V6i
proton H-8 nén carbon nay la C-9.

Ttr cac bién luan trén, két hop vai tai liéu tham khao, hop chat 4 duoc xac dinh

véi tén goi la kaempferol [38].

Hinh 3.2.2: C4u tric héa hoc cua 4

Bang 3.3.2: Dir liéu phé NMR cua hop chdt 4 va hop chat tham khao

3C-NMR BBC-NMR
(125 MHz, (500 MHz, CDs0D,
DMSO, ppm) ppm) [38]

IH-NMR

VIt 500 MHz, DMSO, ppm)
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o IH-NMR BC-NMR BC-NMR
Vi tri (500 MHz, DMSO, ppm) D(|\1/|2850|\,/|pHer’n) (500 FI:/IpIr_':]Z) [gggoD,

1

2 146,9 148, 5
3 135,7 135,4
4 175,9 177,4
5 12,47 (1H, s, 5-OH) 160,7 161,5
6 6,19 (1H, d, J= 1,5Hz) 98,2 99,25
7 163,9 166,1
8 6,44 (1H, d, J= 1,5 Hz) 93,5 94, 8
9 156,2 159,0
10 103,1 104,3
I’ 121,7 122,7
2’ 8,05 (2H, d, J=7,0Hz); 129,5 132,3
3’ 6,93 (2H, d, J=7,5Hz) 115,5 117,2
4 159,2 158,4
5 6,93 (2H, d, J=7,5Hz) 115,5 117,2
6’ 8,05 (2H, d, J=7,0Hz); 129,5 132,2

3.4. Panh gia hoat tinh sinh hoc ciia cic hop chit phan lap dwoc
Dé tai da phan 1ap ra dugc 6 hop chat, tuy nhién 2 hop chat 3p-friedelanol (2),

daucosterol (6) da dugc phan lap rat nhiéu tir cac cdy khéac rat pho bién roi nén
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khong can phai thir hoat tinh thém trong gigi han cho phép cua dé tai thuc hién thu

hoat tinh tAc dung gay doc té bao ung thu gan HepG2, ung thu tuyén tién liét

PC3, ung thu phdi A549 cua cac cin tong (PP), n-hexan (PPH), etyl axetat

(PPE) va cin nuéc (PPW); va cac hop chat sach phan lap duoc g-sitosterol (1),

quercetin (3), kaempferol (4), dipterocarpol (5) thu dugc két qua nhu bang 3.4.1:

T¢ bao HepG2 T& bao PC3 Té bao A549

TT| Ky hidu F9ege IC  [IylEwcchetd  ICs Ty e ic ICs0

mau ché té bao (%) ché té bao

bio (%)
[ | PP [86.81205|56,13 ugmL | 76,9525 | 44.91 pgmL | 78.01 20,4 | 48,79 pgmL
2| PPH [51.32£24]5252ugmL | 8133 1§ | 6446 pgmL | 9222221 |47.23 pgmL
3| PPW [65,0220| 66.7 pgmL | 7748206 | 61.18 pgmL | 55.63 £2.7 | 80,88 pgmL
[ 1 |5449212|9453 pgmL | 46,6421 | =100 pgmL | 22.15 22,4 | =100 pgmL
5| 4 |[42.2522.4] =100 ugmL | 43.2922.6 | =100 pgmL | 30.11£3.5 | =100 pgmL
§| 5 |[99.16%0,1|14.65 pgmL | 9634204 | 2387 pgmL | 92.45£4.4 | 56,21 pgmL
7] 6 |[97.1620,5| 1554 pgmL | 9034208 | 2543 pgmL | 9134 £1.4 | 40,32 pgmL
Paclitaxcl| 542=18| 47.2nM | 6409224 | 20.74nM |359.54£3.6| 43.230M
50nM

Bang 3.4.1: Tac dung gdy ddc ché té bao cua dich chiét va chat phan ldp duroc

* néng dé thir cao nhit: 100 ug/ml véi mau thé 50 pg/ml véi mdu tinh.

Déi véi cin chiét tong va cac phan doan: Céc can chiét déu thé hién hoat tinh gay

doc trén 3 dong té bao ung thu ung thu gan HepG2, ung thu tuyén tién liét PC3, ung

thu phdi A549 véi gia tri 1Cso vao khoang 47,23 -80,88 pg/ml. Trong do, cin chiét
n-hexan (PPH) thé hién hoat tinh tot nhat trén dong té bao ung thu phoi A549 voi

gia tri 1Cso vao khoang 47,23 pg/ml. Can chiét tong (PP) thé hién hoat tinh gay doc

trén ca 3 dong té bao ung thu (v6i gia tri 1Cso tir 44,91 -56,13 pg/ml) tét hon cin nudc
(PPW) (véi gia tri 1Cso tir 61,18 - 80,88 pg/ml). Do vay, cac hoat chat thé hién hoat

tinh gay doc té bao ung thu gan HepG2, tuyén tién liét PC3 va phdi A549 chu yéu &

phan doan phan cyc trung binh va yéu.

Déi véi cac hop chit sach phan lap duoc, cac hop chét dugc thir nghiém déu thé

hién hoat tinh ¢ ché vai ba dong té bao ung thu gan HepG2, tuyén tién liét PC3 va




o1

phdi A549 & cac muc do khac nhau. Trong d6, hop chat kaempferol (4) thé hién hoat
tinh tét nhat véi ca ba dong té bao véi ty Ié e ché té bao HepG2 1a 99,16 + 0,1% va
gi tri 1Cso 12 14,65 pg/ml; véi dong PC3 thi ty Ié e ché té bao 12 96,34 + 0,4% va gia
trj ICso 12 23,87 pg/ml: vai dong A549 thi ty 16 ac ché 1a 92,45 + 4,4% va gia tri 1Cso
12 56,21 pg/ml.
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KET LUAN

Qua qua trinh nghién ctu hda thuc vat cua cay thudc voi (Pouzolzia pentandra) &
Nho Quan - Ninh Binh, chiing t6i rat ra dugc nhitng két luan chinh nhu sau:

1. Ttr dich chiét cin chiét n-hexan cua cdy thudc voi (Pouzolzia pentandra) bang
cac phuong phap sic ky, két hop véi phuong phap tinh ché két tinh lai trong dung mai
thich hop, 6 hop chét: g-sitosterol (1), dipterocarpol (5), daucosterol (6), 38-friedelanol
(2), quercetin (3) va kaempferol (4). C4u trdc hoa hoc cua chung duoc xac dinh bang
phd cong hudng tir hat nhan mot chiéu va hai chiéu. Cac phan doan con lai dugc tiép
tuc phan lap va xac dinh cau tric héa hoc.

2. Két qua danh gia tac dung gy doc té bao ung thu gan HepG2, tuyén tién
liét PC3 va phdi A549

v Pbi v6i can téng va cac cin chiét cua ciy thubc voi (Pouzolzia
pentandra) thi d@é tai thdy rang can chiét n-hexan (PPH) thé hién hoat tinh
t6t nhat trén dong té bao ung thu phdi A549 véi gia tri 1Cso vao khoang
47,23 pug/ml hon hin cin tong (PP) va cin nudc (PPW).

v" Pbi voi cac hop chat sach phan 1ap duogc thi qua qua trinh thir hoat
tinh sinh hoc ta thiy rang hop chat kaempferol (4) thé hién hoat tinh t6t nhét
v6i dong té bao ung thu gan HepG2 véi gid tri ICso 1a 14,65 pg/ml.
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KIEN NGHI
Sau qué trinh nghién ctru dé tai : “Nghién ctru thanh phan hoa hoc va hoat tinh gay
doc té bao ung thu ciia Pouzolzia pentandra (Roxb.) Benn” thi dé tai xin c6 mot s6
kién nghi nhu sau:
Néu duoc phép trong khudn kho va cé diéu kién dé tai sé tiép tuc nghién ctu siu
hon vé thanh phan héa hoc ciing nhu céc hoat tinh sinh hoc cua ciy thudc voi dé giai

thich cong dung, ¥ nghia dung trong Y hoc ¢6 truyén dén toc.
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PHU LUC 1. Hop chit f-sitosterol hay stigmast-5-en-24R-34-0l (1)
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PHU LUC 2. Hop chit p-sitoterol-3-O-g-D-glucopyranoside (6)
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Hinh 2.2: Phé 3C-NMR cia 6
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PHU LUC 3. Hop chit (20S)-20-hydroxydammar-24-en-3-one (5)
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Hinh 3.2: Phé 3C-NMR cia 5
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PHU LUC 4. Hop chit 3p-friedelanol (2)

Hinh 4.1: Phé 'H - NMR cua 2
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PHU LUC 5. Hop chit quercetin (3)
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PHU LUC 6. Hop chit kaempferol (4)
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Hinh 6.2: Phé 3C-NMR cua 4
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