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Abstract

From the methano) extract of Phocbe tovoyana, three compounds: (-)-catechin (1), (+)-cpicatechin (2), and
proanthocyandin A-2 (3) were isolated by various chromatography methods. Their chemical structures were cluctdated
by ESI-MS, 1D, 2D NMR expennients and in comparnison with previous reported data.

Keyword: Phoebe tovoyana.

1. MO PAU

Ciay Khao (Su la to, Bai boi com) co tén khoa
hoc la Phoebe tovoyana (Meissn.) Hook.f. thude ho
Long néo (Lauraceae). Chi Khio c6 khoang 23 loai,
phan bb & mién Nam Trung Quéc vi mién Bac Viét
Nam. Cay thudng phan bd & d6 cao 700-2500 m O
nudc ta, cdy khao phan bé nhéu & Tam Dao, Vinh
Phic va Nhu Xuén, Thanh Héa [1].

Trén thé gidi chua c6 cong bé nao vé thanh phin
hoa hoc cia lodr nay. O Viét Nam, ndm 2005 har tic
gia Nguycn Van Hung va Nguyén Vin Tuyén [2] di
cdng bd 7 hop chat ancaloit phan 1ap tir v thén cay
khao thu ha1 & Nhy Xuéan, Thanh Hoa la: corydin,
pronuciferin, anonain, norcorydin, stepharin, N-
metyllaurotetenin va N-metyllaurolitsin [2]

Bai bao nay thong bao viéc phan ldp va xac dinh
céu tric héa hoc cia 3 hop chat flavanol tir cay khdo
(P. tovoyana). Cau tric hoa hoc cta ching dugc xac
dinh bing cac phuong phép phd.

2. THUC NGHIEM VA PHUGNG PHAP NGHIEN
cuu

2.1. Miu thye vat

Miu 1a cay khio (Phoebe tovoyana) thu tai vuan
Qudc gia Tam Déo vao thang 8 nam 2011 va duge
PGS. TS. Ninh Khic Ban giam dinh. Mau tiéu ban
luu gii¥ tai Vién Hoa sinh bién, Vién Han 1am Khoa
hoc va Céng nghé Viét Nam.

2.2, Héa chit thiét bi

Sac ky {6p_mong (TLC): Thye hién trén ban
mdng trang sin DC-Alufolien 60 F254 (Merck
1,05715), RP18 F254s (Merck); phat hién chat bar‘
dén tr ngoai O hai budc séng 254 nm va 368 nm
hoac dang thudce thir 1a dung dich H,S0O, 10% duoc
phun d&u Ién ban mong, siy kho rdi ho néng tir tir
dén khi hién mau,

Sdc ky cot (CC): Puge tién hanh vdi chat hp
phu 1a Silica gel pha thuong va pha dao. Silica gel
pha thuomg c6 ¢ hat Ja 0,040-0,063 mm (240-430
mesh). Silica gel pha dao ODS hoic YMC (30-50
pum, Fulisihsa Chemical Ltd.).

Phé cgng heong tir hat nhan (NMR): Do trén
may Bruker AMS00 cua Vién Hoa hoc, Vién Han
1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam.

Phé khoi heomg (ESI-MS): Po trén may LC-
MSD Agilent 1200 Sertes (USA) caa Vién Héa hoc
cic hop chat thién nhién, Vién Han lim Khoa hoc va
Cong ngh¢ Viét Nam.

2.3. Phan 1ap cac chit

L4 cay khao dugc phai kho, nghlen thanh bét
(5,0 kg), ngam chiét vai metanol ba tan, sau do loai
dung mé1 thu duge 300 g can chlel metanol. Can nay
duge hoa tan vao 3 lit nudc cit va chiét lan lugt
bing hexan, clorofoc va ety! axeat. Sau khi loai dung
mdi dudi dp suat thap thu duge can hexan (50 g).
clorofoc (90 g), etyl axetat (75 g) va nude (85 g).
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Can etyl axetat duge tam vao 150 g Silica gel, c6
dudi dung méi cho dén khi thu dugc bot 101, kho sau
do (ién hanh phan lap bang s ky cot nhdi Silica gel
pha thudng c& hat 230-400 mesh (0,04-0,063 mm),
rira giai bang hé dung méi clorofoc/metanol véi dé
phan cyc tang dan (tir 20/1-2/1, v/v) thu duge 5 phan
doan chinh 1a F1 (20,0 g), F2 (12,5 g), F3 (8.5 g), F4
(12,0 g) va FS (18,0 g). Phéan doan F1 (20,0 g) dugc
tién hanh sic ky trén cdt nhoi Silica gel voi hé dung
moi rira giai la clorofoc/metanol (!0/1 v/v) thu duge
hop chit 1 (20 mg) va hvp chit 2 (30 mg). Phin
doan F2 (12,5 g) dugc tiép tyc phin lap bing sic ky
cot Silica gel voi hé dung moi rba giai la
clorofoc/metanol/axit formic (80/10/1, v/v/v) thu
duge 4 phan doan F2A (5,5 g), F2B (1,4 g), F2C
(3,7 g) va F2D (1,6 g). Phan doan F2A (1,5 g) dugc
phin lip bing cot Silica gel vdi hé dung méi
clorofoc/axeton/axit  formic (10/20/1, v/viv) thu
duge hop chét 3 (35 mg).

(-)-Epicatechin (1). tinh thé mau vang, nhiét d¢

néng chay 242°C. D9 quay cve [a]”p: -68 (E1OH, ¢:
1,0). ESI-MS »v/z 313 [M+Na]', 289 [M-HJ’, céng
thire phén ur CsH 404, M = 290.
"H-NMR (500 MHz, CDCly) & (ppm): 4,83 (IH, s,
H-2), 4,19 (JH, m, H-3), 2,77 (1H, dd, J = 16,5, 2,5
Hz, H,-4), 2,89 (1H, dd, J = 16,5, 4,5 Hz, Hy-4),
594 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-6), 5,97 (1H, d, J = 2,0
Hz, H-8), 7,00 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-2"), 6,77 (1H, d,
J= 8,0 Hz, H-5") va 6,83 (1H, dd, J = 8,0, 2,0 Hz, H-
6). "C-NMR (125 MHz, CDCl;) & (ppm): 79,8 (C-
2), 67,4 (C-3), 29,2 (C-4), 157,6 (C-5), 95,9 (C-6),
157,3 (C-7), 96,4 (C-8), 157,9 (C-9), 100,1 (C-10),
132,2 (C-1%), 115,9 (C-2"), 145,9 (C-3"), 145,7 (C-
4", 115,3 (C-5") va 119, (C-6").

(+)-Catechin (2): Tinh thé mau vang, nhiét d¢
néng chay 93-96°C. B¢ quay cuc: [a]p: +17
(EtOH, c: 1,0). ESI-MS m/z: 313 [M+Na]’, 289 [M-
HJ', cong thie phan tr CsH,,04, M = 290,

'"H-NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 4,57 (IH,
d,J=17,5 Hz, H-2), 3,99 (JH, m, H-3), 2,53 (1H, dd,
J =160, 8,5 Hz, H,-4), 2,88 (IH, dd, J = 16,0, 5,5
Hz, Hy-4), 5,87 (1H, d, J = 2,5 Hz, H-6), 5,94 (1H,
d,J =25 Hz, H-8), 6,86 (1H, d, J = 1,5 Hz, H-2"),
6,77 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-5") va 6,74 (IH, dd, J =
8.0, 1.5 Hz, H-6").

"C-NMR (125 MHz, CDCl,) & (ppm): 82,9 (C-
2), 68,8 (C-3), 28,5 (C-4), 157,6 (C-5), 96,3 (C-6),
157,8 (C-7), 95,6 (C-8), 156,9 (C-9), 100,9 (C-10),
132,3 (C-1"), 115,3 (C-2), 146,3 (C-3'), 146,3 (C-
4’), 116,1 (C-5") va 120,0 (C-6").

Proanthocyanidin A-2 (3): Tinh thé hinh kim
khdng mau, nhiét d6 néng chay 273°C. B quay cuc
[alp: +55,63° (¢ 1,0, axeton). ESI-MS m/z 577
[M+H]', céng thirc phan tir CyoH0y,, M = 576.

Phan Van Kiém va cong su

'H-NMR (500 MHz, CDCl;) va “C-NMR (125
MHz, CDCl;), xem bang I.

3. KET QUA VA THAO LUAN

Hop chal 1 thu duorc du6i dang tinh thé mau
vang, phé Khéi qumg xuat hign pic ion gia phan tir tai
m/z 313 [M+Na]’ va 289 [M-H] két hop véi pho
NMR dy doan céng thirc phan tir fa Cy5HyiOe. Phé
'"H-NMR cua chat 1 xuat hién tin hi¢u cia hai proton
& vj tri meta vGi nhau tai §5.94 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-
6) va 5,97 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-8), dong thoi cing
xac dinh sy xuat hi¢gn cua mt vong thom thé kiéu
1,3,4 xdc dinh bai cac tin hi¢u tai § 7,00 (1H, d, J =
2,0 He, H-2"), 6,77 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-5% va 6,83
(1H, dd, J = 8.0, 2,0 Hz, H-6). Ngoéi ra con xuat hi¢n
lin hi¢u cua hai nhom metin c6 noi véi nguyén tir oxi
tai & 4,83 (1H. s, H-2) va 64,19 (1H, m, H-3) va hai
proton cua nhom metylen tai §2,77 (1H, dd, J = 16,5,
2,5 Hz, H,-4), 2,89 (1H, dd, J = 16,5, 4,5 Hz, H,-4).
Pho ""C-NMR ciia chat 1 xuat hi¢n tin hiéu cia 15
nguyén tir cacbon djc trumg ciia mét hgp chét flavon,
trong dé tin hi¢u cua hai nhom metin tai § 79,8 va
67,4 twong (mg phi hop voi vj tri C-2 vé C-3 cua
khung 3a-hydroxyflavan. Tin hi¢u H-2 xudt hién &
dang singlet khing djnh proton H-2 va H-3 cung
chiém vij tri B {3). So sanh cic dir kién phé cua hop
chdt 1 vé&i céc dir kién phd coa (- )-epxcalechm cho
lhay sy phi hop hoan toan. Nhu vay chit 1 duge
khang dinh ta (- -)-epicatechin, mét hop chét da dugc
phin lap tir nhya loai Croton lechleri (3).

Hop chit 2 thu duqc dudi dang tinh thé mau
vang, phé khéi Iuong xuit hi¢n pic ion gia phan tir
tai n/z 313 [M+Na]' va "89 [M-H] goi y cong lhuc
phan tir 12 CysH,,04. Phd 'H-NMR ciia 2 kha glong
vai 1, trong d6 c6 hai proton & vi tri meta véi nhau
12i & 5,87 (IH, d, J = 2,5 Hz, H-6) va 5,94 (1H, d, J
= 2,5 Hz, H-8); mft vong thom bj thé 1,34 dugc
khéng dinh bai céc tin hi¢u i 5 6,86 (1H, d,J= 1,5
Hz, H-2'), 6,77 (IH, d, J = 8,0 Hz, H-5') va 6,74
(1H, dd, J = 8,0, 1,5 Hz, H-6"); hai nhém metin ¢6
noi voi nguyén tir oxi tai 84,57 (1H, d, J= 17,5 Hz,
H-2) va 3,99 (1H, m, H-3); hai proton cia nhém
metilen tai 2,53 (1H, dd, J = 16,0, 8,5 Hz, H,-4) va
288(1H dd, J=16,0, 55Hz, Hy-4).

Ph6 C-NMR cua chét 2 cing xuat hién tin hiéu
cua 15 nguyén tr cacbon cia mt hgp chit flavon,
trong dé tin hi¢u cla hai nhém metin tai 8 82,9 va
68,8 twong img phu hop vdi C-2 va C-3 ctia khung
3p- hydroxyﬂavan So sanh céc dir klen phd cua hop
chat 2 véi cic dir kign phd cda chit (+)-catechin [3]
lhay c6 sy phu hqp hodn toan. Tir nhimg phén tich
néu trén, hop chit 2 duqc khing djnh i (+)-
catechin, mot thanh phin quan trong cta tannin
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trong 14 che xanh di dugc chimg minh ¢6 tc dung

Cic hop chat flavanol phdn Iép ni...
chong oxi héa higu qua [S].

Bang 1: S6 liéu phd NMR cua 3 va cia proanthocyanidin A-2

C *5 & &7 HMBC (H—C)
2 100,21 100,2 -
3 68,12 68,1 4,08 d (3,5 Hz) 4a
4 29,31 29,3 4,43 d (3.5 Hz) 2,3,4a,8 8%
4a 104,29 104,3
5 157,05 157,0 -
6 98,34 98.4 6,03 d (2.0 Hz) 4a, 5,8
7 158,16 158.2
[ 96,67 96,7 6,09 d (2,0 Hz) 4a,6,7, 8a
8a 154,31 154,3 -
9 132,50 132,5 -
10 115,66 115,7 7,16 d (2,0) 2.9,11,14
1 146,34 146,3
12 145.69 145.7 -
13 116.08 116.1 6,84 d (8,0)
14 120,41 119,8 7,04 dd (8,0, 2,0) 2
2 81,81 81,8 4,955 9’
3 67,02 67,0 4,26 m
2,78dd (17,0, 3,2 R
4 29,93 299 298 dd:”,o‘ 4‘5; 24" 4'a, 8'a
4'a 102,46 102,5 -
s’ 156,65 156,6 -
6 96,53 96,6 6,11s 4,5, 8,8
7' 152,34 152,3 -
8 107,25 107,3 -
8'a 152,18 152,2 -
9 131,24 131,2 -
10’ 115,70 115,7 7,18d (2,0) 2.9 14
IE 146,80 146,8
12 146,03 146,1
13 115,97 115,9 6,82 d (8,0)
14" 119,81 120,4 7,01 dd (8.0, 2,0) 2'

* & cua proanthocyanidin A-2 do trong CDyOD, 67,5 MHz [4], *do trong CD,0D, 125 MHz, €500 MHz.

on on
ol on
‘__,N\ o, @ o __“\\w
“on \,ij\o» "

on

Hinh 1: Chu tric héa hoc ctia che hop chat 1va2

Chét 3 phan 1ap duge dudi dang tinh thé hinh
kim khong mau. B¢ quay cye [a]’p = +55,63°
(axeton, c: 1,08). Cong thire phan tr duge xéc dinh
la C3H2:0yy béng pho khéi lugng vai su xudt hién
pic ion tai n/z 557 [M+H|', Phd NMR cua chét 3
xudt hign cac tin ddc trung cho ciu (roc
proanlhocyamdm mot cau tric dang biflavanol.
Trén phd 'H-NMR cua chdt 3 xudt hién hai tin hiéu
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Hinh

2; Cau triie va tuong tac HMBC cita 3

dic trng cho vi tri ndi vong AB tai 54,08 (111, d,
H-3) va 4.43 (1H, d, H-4) vdi hing sd wong téc J =
3.5 Hz; hai proton thown & vj (ri meta cia vong A 1ai
§6.03 (1, d. J = 2.0 Hz, H-6) va 6,09 (IH, d, J =
2,0 Hz, H-8); m¢t proton thom duy nhét cia vong D
xuat hi¢n dudi dang tin hi¢u singlet tai 56,11 (1H, s,
H-6'); con lai la cac tin hiéu cia 6 proton thom cia
vong B va [ nim trong khoang & 6,82-7,18 ppm.
Trén phé "C-NMR va DEPT cia chat 3 xuét hién
tin hiéu coa 30 nguyén tir cacbon. Gia tri do dich
chuyén héa hoc cla cic nguyén tir cacbon cia 3 kha
tuong dong voi 1 va 2, Trong dé c6 13 nhém metin
tai 6 68,1 (C-3), 29,3 (C4), 98,4 (C-6), 96,7 (C-8),
1157 (C-10). 116,1 (C-13), 119,8 (C-14), 81,8 (C-
2'), 67,0 (C-3"). 96,6 (C-6), 115,7(C-10"), 115,9 (C-
13') va 120.4 (C-14'); mot nhom metilen tai 6 29,9
(C-4") va 16 cacbon khdng ndi vi nguyén tir hidrd
nao xuat hién tai & 100,2 (C-2), 104,3 (C-4a), 157,0
(C-5). 158,2 (C-7), 154,3 (C-8a), 132,5 (C-9), 146,3
(C-11), 145,7 (C-12), 102,5 (C-4'a), 156,6 (C-5"),
152,3 (C-7'). 107.3 (C-8"), 152,2 (C-8a). 131,2 (C-
9°), 146,8 (C-11") va 146,1 (C-12°). Pang chi y la do
chuyén dich héa hoc cia cacbon tai vitri C-2 (8
100,2) cao hon binh thuong (khoing 81-83 ppm) va
vi tri C-4 1a cacbon bac 3 cho phép ta dy doan vj tri
ndi gitra 2 don vj flavanol la C-2>0—C-7' va C-
4—C-8'. Bén canh do, mdi hop phan flavanol cia 3
duge xac dinh i (-)-epicatechin va (+)-catechin
bdng viéc so sanh dir ki¢n phé BC-NMR cia chal 3
voi hop chal proanthocyanidin A-2 [4]. Dé xéic dinh
chinh xac cau tric cua khung va vi tri cic lién két
ching 16i tién hanh do pho 2 chiéu HSQC va

Lién h¢:Phan Vin Kiém

Phan Van Kiém va cong su

HMBC. Cic tuong tic trén phd HMBC giira H-4 (8
4,43) v6i C-2/C-3/C-42/C-8'/C-8'a khang dinh vj tri
ndi yua C-4 (vong C) véi C-8' (vong D). Phén tich
chi tiét cac tuong téc trén phd HSQC va HMBC
(hinh 2) mét lan nira khang dinh hop chét 3 ¢6 chu
truc gdbm phan tir epicatechin lién két véi catechin,
T nhimg phan tich néu trén cing v&i viée so sinh
cac dir kign ho ciia 3 voi cac dy liéu phd tuong tmg
d3 cong bo [4], hop chat 3 duqc xac dijnh la
proanthocyanidin A-2, mdt hop chat da duge phan
14p tir vo lodr Arachis hypogaea [4).

4. KET LUAN

Biing c4c phuong phap sic ky két hop, ba hgp
chét (-)-epicatechin (1), (+)-catechin (2) wva
proanthocyanidin A-2 (3) da dugc phan lap tir Ja cay
khao (Phoebe tovoyanay. Ciu trac héa hgc cua
chung duge xic dinh bing cic phuong phap pho
khéi luong, pho cong huong tir hat nhian mét chiéu
va hai chieu.
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