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Linh vire ki thuat dwoe dé cap

Giai phép hitu ich thudc linh vuc cong ngh€ hoa sinh va céc hop chét thién nhién,
cu thé 14 d& cdp dén quy trinh phén 1ap hop chét biscoumarin monoterpen glycosit
(paratrimerin A va paratrimerin B) tr cdy xao tam phan (Paramignya trimera,).

Tinh trang ky thuat cda gidi phap hiru ich

Trén thé gioi, chi Paramignya thudc ho Cam (Rutaceae) dugc nghién ctru tir nim
1990, tap trung chu yéu vao 2 loai P. monophylla va P. griffithii. O Viét Nam, 7 loai
thudc chi Paramignya da dugc phat hién, phan bd chu yéu & mién Nam Viét Nam (H9,
Cay co Viét Nam, quyén 2, Nxb Tré, 437-439). Tir nhitng nim cudi thé ky thir 20 tro
lai dady, cac nha khoa hoc da phéan lap dugc gén 20 hop chit tu nhién tir chi
Paramignya. Céc hop chit nay thudc cic dang nhu: coumarin (Kumar et al.,
Phytochemistry, 1995, 38, 805-806; Kumar et al., Phytochemistry, 1998, 49, 215-218;
Cuong va cong sy, Tap chi Hoéa hoc, 2013, 5, 292-296), flavonoid, triterpenoid,
chromene (Wattanapiromsakul et al., Phytochemistry, 2000, 55, 269-273; Sung va
cong su, Nxb. Khoa hoc tu nhién va Coéng nghé, 2011, 74-75) va cac din xuét
tirucallane (Kumar et al., Phytochemistry, 1991, 30, 1231-1233; Phan et al,
Phytochemistry letter, 2014, 9, 78-81).

Gén day, trén béo dién tir Khanh Hoa (11/4/2012) va mét sé bao dién tir va béo
in khéc c6 diang tin vé mot loai cdy “thdn dugc” & xi Ninh Van, tinh Khdnh Hoa c6
kha nang chita bénh xo gan cb chuéng. Theo bao chi, mot sé ngudi bi bénh xo gan
giai doan cudi di st dung nudc sic tir r& va than cay thudc trén va da khoi bénh. Theo
két qua giam dinh thuc vét, cay thudc trén co tén khoa hoc la Paramignya trimera
(Oliv.) Guillaum (X4o tam phan). Cay xdo tam phan (Paramignya trimera) thuc ho
Cam (Rutaceae) va thudc chi Paramignya moc chu yéu & vung nhi¢t doi va can nhiét
d6i. Than va ré ciy x4o tam phan duoc sir dung lam thube dan gian dé chita bénh gan,
déc biét 1a xo gan (Cuong va cong su, Tap chi Hoa hoc, 2013, 5, 292-296). Phan tich
bing HPLC chi ra ring cic hop chit flavonoit va phenol chiém ham lugng 16n trong

dich chiét metanol cla cdy xdo tam phan (Nguyen et al., Industrial Crops and
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Products, 2015, 67, 192-200). L6p chit coumarin, dich chiét than va ré cdy xdo tam
phan duoc phat hién cé tac dung chita bénh vé gan nhu xo gan, viém gan, va cd tac
dung hdi phuc gan bi gy tén thuong boi paracetamol va CCl, (Cudng va cong su, Tap
chi Khoa hoc va Cong nghé, 2014, 45, 1-5). Lp chit coumarin da duoc tim thiy trong
mdt s6 loai nhu Dipteryx odorata, Anthoxanthum odoratum, Galium odoratum,
Verbascum spp., Hierochloe odorata, Dichanthelium clandestinum, Justicia
pectoralis... Dac biét, 10p chét coumarin con duoc tim thdy & chi Paramignya nhu tir
loai P. monophylla (Kumar et al., Phytochemistry, 1991, 30, 1231-1233; Kumar et al.,
Phytochemistry, 1995, 38, 805-806), P. trimera (Cudng va cong sy, Tap chi Hoéa hoc,
2013, 5, 292-296). Hop chat biscoumarin monoterpen glycosit bao gdm paratrimerin A
va paratrimerin B 12 hai hop chit méi thuc khung coumarin, lan dau tién dugc cac tac
gia phén l4p tir than va r& ciy x4o tam phan va da xéac dinh cu triuc hoa hoc (Cuong et
al., Chemical Pharmaceutical and Bulletin, 2015, 63, 945-949). Trong phéan tr hai hgp
chét paratrimerin A va paratrimerin B c6 2 nguyén tir cacbon bét d6i, nén ching c6
nhiéu dang ddng phén l4p thé khac nhau, va do viy, c6 thé c6 cac hoat tinh sinh hoc
khac nhau.

Do d6, cin c¢6 quy trinh nhim thu dugc hop chat biscoumarin monoterpen
glycosit, cu thé 13 hop chét paratrimerin A va paratrimerin B tir cAy x4o tam phan

(Paramignya trimera) dé 1am nguyén liéu san xuat thudc diéu tri bénh gan.

Ban chit ky thuit cia giai phap hiru ich

Muc dich cta giai phdp hitu ich nhim d& xudt quy trinh phan lap hop chét
biscoumarin monoterpen glycosit tir cdy xdo tam phan (Paramignya trimera).

Theo khia canh tht nhét, giai phap hiru ich dé xut quy trinh phan lap hop chit
biscoumarin monoterpen glycosit tir cdy x4o tam phén (Paramignya trimera), trong do
quy trinh nay bao gém cac budc:

a) chuin bi nguyén liéu bang cach thu liy than va ré ciy cdy xdo tam phan
(Paramignya trimera), phoi trong béng ram va siy kho & nhiét do 40°C, nghién
nguyéh liéu thu dugc nguyén liéu dang bot;

b) chiét nguyén liéu dang bot bang nudc nong bang cach ngam bot than va ré véi
nude nong theo ty 18 1/2 (khdi lwong/thé tich) trong 4 gio, sau khi loai bo ba, phan

nudc dugce c6 dudi ap suat giam de loai bd nudce thu duge dang cao long;
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c) chiét phan doan bing etyl axetat bing cich dem dang cao long thu duoc &
budc b) chiét phan doan voi dung méi etyl axetat, sau khi cét loai bo dung méi dudi ap
suét giam dé thu dugc cao chiét phan doan etyl axetat trong tng va cao nudc;

d) tinh ché cao nudc bing cach dua cao nudc thu duoc tir bude ¢) 1én cot sic ky
v6i chit hap phu la Diaion HP-20 va hé dung méi rira giai 1a metanol-nudc theo ty 18
thé tich metanol tang dan 0, 20, 40, 60, 80 va 100%, thu duoc 6 phéan doan duogc ky
hiéu tir WF.1 dén WF.6;

e) phan 1ap hop chit biscoumarin monoterpen glycosit bang cach dua phan doan
WEF.5 thu dugce tir bude d) 1én cot sic ky v6i chat hap phu 1 silicagel va hé dung méi
rira giai la diclometan-metanol theo ty 1¢ thé tich metanol tang dan 0, 20, 40, 60, 80 va
100%, thu dugc 5 phan doan nho dugc ky hi¢u tr WF.5.1 dén WF.5.5;

g) phan 1ap hop chat biscoumarin monoterpen glycosit tir phan doan WF.5.4
bing cach dua phan doan WF.5.4 thu duoc tir budc e) 1én cot sic ky voi chat hip phu
1a silicagel va hé dung méi rira giai 1a clorofom-metanol-nuéc theo ty 1& thé tich
4:1:0,1 (thé tich/thé tich/thé tich) thu duoc 5 phan doan nho duge ky hiéu tir WF.5.4.1
dén WF.5.4.5;

h) tinh ché hop chat biscoumarin monoterpen glycosit bing cich dua phan doan
WF.5.4.4 thu duogc tir bude g) 1én cot sic ky voi chit hap phu la silicagel Sephadex-
LH 20 v6i hé dung méi rira giai 1a metanol-nudc theo ty 18 thé tich 1:1 (thé tich/thé
tich) va tiép d6 tuc tinh ché bing chat hap phu la silicagel YMC-RP véi hé dung moi
rira giai 1a axeton-nudc theo ty 18 thé tich 1:2 (thé tich/thé tich), sau khi loai bo dung
mdi thu dugc hop chét biscoumarin monoterpen glycosit dang bot vo dinh hinh mau
trang.

Theo mdt phuong an khac, quy trinh theo giai phap hiru ich con bao gdm cac
budec:

i) phan 14p hop chét biscoumarin monoterpen glycosit tir phan doan WF.5.2 bing
cach dua phan doan WF.5.2 thu dugc tr budce e) [én cot sdc ky voi chét hép phu la
silicagel va hé dung méi rira giai la clorofom-metanol-nudc theo ty 1¢ thé tich 4:1:0,1
(thé tich/thé tich/thé tich) thu dugc 3 phén doan nhd dwoc ky hiéu tir WF.5.2.1 dén
WF.5.2.3;

k) tinh ché so bd hop chét biscoumarin monoterpen glycosit bang cach dua phan

doan WF.5.2.1 thu dugc tir bude i) 1én cot sic ky véi chat hdp phu la silicagel YMC-
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RP va hé dung méi rira giai 1 axeton-nude theo tf 1¢ thé tich 2:3 (thé tich/thé tich) thu
dugc 2 phéan doan nho dugc ky hiéu la WF.5.2.1.1 va WF.5.2.1.2; va

1) tinh ché hop chét biscoumarin monoterpen glycosit bang cach dua phan doan
WF.5.2.1.1 thu duoc tir bude k) 1én cot sic ky v6i chit hip phu la silicagel Sephadex-
LH 20 véi hé dung méi rira giai 14 metanol-nude theo ty 18 thé tich 1:1 (thé tich/thé
tich), sau khi loai bd dung méi, thu dugc hop chit biscoumarin monoterpen glycosit
dang bt mau vang nhat.

Theo khia canh thir hai, giai phap hitu ich d& cap dén hop chét biscoumarin
monoterpen glycosit thu dugc bang quy trinh theb giai phap hiru ich c6 cong thuc (I):

R
0
H%&&O ¢ _0._0
\ OH s
0 ~o" N0 4y

R =0OH
R = O-B-D-apiofuranosyl

OHOH
Theo mdt phuong 4n wu tién, hop chét theo giai phép hitu ich ¢6 nhém R 1a -OH

(paratrimerin A) hodc —O-/-D-apiofuranosyl (paratrimerin B).
M5 ta chi tiét giai phap hiru ich

Sau day, giai phap hitu ich dugc md ta mdt cach chi tiét v6i cac phuong 4n thuc
hién quy trinh phan 14p hop chét biscoumarin monoterpen glycosit tir cdy xéo tam
phan (Paramignya trimera) va hop chat biscoumarin monoterpen glycosit thu duge tir
quy trinh nay cung v6i vi du minh hoa cu thé. Tuy nhién, vi du minh hoa nay chi nham
1am rd ban chit cta giai phap chir khéng nhim han ché pham vi yéu cau bao ho cta
giai phap.

Theo khia canh thtr nhit, giai phap hitu ich dé& cap dén quy trinh phan 1ap hop
chét biscoumarin monoterpen glycosit tir than va ré cdy xdo tam phan (Paramignya
trimera), quy trinh nay bao gdm cac budc: a) chuin bi nguyén liéu; b) chiét nguyén

liéu dang bot béng nudc nong; c) chiét phéan doan béng etyl axetat; d) tinh ché cao
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nude; e) phan 1ap hop chét biscoumarin monoterpen glycosit; va g) tinh ché hop chét
biscoumarin monoterpen glycosit.

Cay xao tam phan (Paramignya trimera) 1a dang cay bui leo, dai 3-5 m, gbc to
10-15 cm. Than va canh c6 gai cing, nhon, dai 2-3 cm, hoi cong xubng. La tron dai
hep, rong 1-2 cm, dai 6-10 cm, khi kh6 c6 mau nau, gbc tron hay hinh ném, dau tron
hay hoi 16m, nguyén, day, dai, hai mat nhin, mép udn xudng, gan phu 8-10 cip, huéng
1én trén, rd & mat duoi; cuéng la ngén 3-4 mm. Cum hoa chum & nach gai; cuéng hoa
2 mm; dai 3, canh hoa 3, dai 4 mm; nhi 3, roi, bau 3 8. Qua tron, duong kinh 1,5-2 cm,
khi chin mau vang nhat. Toan cdy cé mui thom tinh dau. Cay thuong moc trén suon
nui d4 hodc nai dat 14n da noi kho cin (HO, Ciy ¢ Viét Nam, quyén 2, Nxb Tré, 437-
439).

Trong budc chuin bi nguyén liéu, than va ré ciy cdy xdo tam phan (Paramignya
trimera) dugc thu hai, loai bd tap chét, phoi trong béng ram va séy khdé & nhiét do
40°C, sau d6 than va r& duoc nghién thanh bot thu duge bot min. Bot than va ré nay
dugc st dung lam nguyén liéu cho quy trinh phan lap hop chat biscoumarin
monoterpen glycosit theo giai phap hitu ich.

Trong budc chiét nguyén lidu dang bot bing nudc néng, phan bot than va ré cay
dugc ngdm nudc néng theo ty 1€ 1/2 (khéi lugng/thé tich) trong 4 gio & nhiét do
phong. Sau khi chiét, loai bo phin b bang cach loc va ép kiét nudc. Theo mdt phuong
an uu tién, budc chiét nay dugc thuc hién ba 14n. Loai bo nudc tur phén nudc thu duoc
dudi ap suat giam dé thu duoc dang cao long.

Trong budc chiét phan doan bing etyl axetat, phin cao nudc téng duge dem chiét
phén doan vdi dung madi etyl axetat, sau do cht dé loai bo dung méi dudi ap suat giam
dé thu duogc cao chiét phan doan etyl axetat tuong tmg va cao nudc.

Trong budc tinh ché cao nuéc, phan cao nude con lai duoc dua 1én cot sic ky voi
chét hip phu 1a Diaion HP-20 va hé dung moi rira giai la metanol-nudc theo ty 18 thé
tich metanol ting dan 0, 20, 40, 60, 80 va 100%, loai bé dung mdi dudi 4p suat giam
thu dugc 6 phan doan dugc ky hi€u tuong tng tu WE.1 dén WF.6.

Trong budc phén lap hop chit biscoumarin monoterpen glycosit, phan doan
WF.5 duoc dua 1én cot séc ky voi chat hip phu 1 silicagel va hé dung méi rira giai la
diclometan-metanol theo ty 1& thé tich metanol tang dan 0, 20, 40, 60, 80 va 100%, thu
duoc 5 phan doan nhd duogce ky hidu tir WF.5.1 dén WF.5.5.
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Trong budc tinh ché phan doan WF.5.4, tiép tuc tinh ché phan doan WF.5.4 bang
céch dua lén cot sic ky voi chat hip phu la silicagel va h¢ dung moi rira giai la
clorofom-metanol-nuéc theo ty 1& thé tich 4:1:0,1 (thé tich/thé tich/thé tich) thu dugc 5
phén doan nhé dugc ky hiéu tir WF.5.4.1 dén WF.5.4.5.

Trong budc tinh ché hop chét biscoumarin monoterpen glycosit, phan doan
WF.5.4.4 dugc dua Ién cot sic ky voi chit hép phu 1a silicagel Sephadex-LH 20 véi hé
dung méi rira giai 1a metanol-nudc theo ty 18 thé tich 1:1 (thé tich/thé tich) va tiép tuc
tinh ché véi chit hap phu la silicagel YMC-RP va hé dung méi rira giai la axeton-nudce
theo ty 1& thé tich 1:2 (thé tich/thé tich), sau khi loai bo dung méi thu duoc hop chét
biscoumarin monoterpen glycosit dang bdt v6 dinh hinh mau trang.

Theo mdt phuong én khéc, quy trinh theo giai phép hiru ich con bao gém cac
budc: h) phan 1ap hop chat biscoumarin monoterpen glycosit tir phan doan WF.5.2; i)
tinh ché so bo hop chét biscoumarin monoterpen glycosit; va k) tinh ché hop chat
biscoumarin monoterpen glycosit.

Trong budc phan 1p hop chit biscoumarin monoterpen glycosit tir phan doan
WF.5.2, phan doan WF.5.2 thu duoc & trén duoc dua 1én cot sic ky voi chat hip phu la
silicagel va hé dung moi rira giai 1 clorofom-metanol-nudc theo ty 18 thé tich 4:1:0,1
(thé tich/thé tich/thé tich) thu dwoc 3 phan doan nhé duoc ky hiéu tr WF.5.2.1 dén
WF.5.2.3.

Trong bude tinh ché so by hop chit biscoumarin monoterpen glycosit, phan doan
WF.5.2.1 dugc dua 1én cot sic ky véi chat hap phu 14 silicagel YMC-RP va hé dung
mdi rira giai 1a axeton-nude theo ty 1é thé tich 2:3 (thé tich/thé tich) thu duoc 2 phan
doan nho dugc ky higu la WF.5.2.1.1 va WF.5.2.1.2.

Trong budc tinh ché hop chat biscoumarin monoterpen glycosit, phan doan
WEF.5.2.1.1 thu duge tir budc tinh ché so by duge dua 1én cot séc ky v6i chat hip phu
1a silicagel Sephadex-LH 20 v6i hé dung mdi rira giai 1a metanol-nudc theo ty 18 thé
tich 1:1 (thé tich/thé tich), sau khi loai bd dung méi thu dugc hop chét biscoumarin
monoterpen glycosit dang bot mau vang nhat.

Theo khia canh tht hai, gidi phap hitu ich dé cap dén hop chét biscoumarin
monoterpen glycosit thu dugc biang quy trinh theo giai phap hiru ich, trong d6 hop chat

nay cé cong thuce (I).



No (D)

R=0H OHX
R = O-f-D-apiofuranosyl menly
OHOH

Hop chét biscoumarin monoterpen glycosit theo giai phéap hitu ich ¢6 nhém R 1a
—OH (paratrimerin A) cé cong thurc cdu tao CyoHuOy hodc —O-4D-apiofuranosyl
(paratrimerin B) c¢6 cong thirc ciu tao C45Hs, 0.

Trong trudong hop hop chét co cong thire (I) c6 R 1a —~OH (paratrimerin A) ¢
cong thuc céu tao C4oHys0,6 & dang bot vo dinh hinh mau tréng, tan tdt trong cac dung
mbi hitu co nhu axeton, metanol. Dinh tinh bang sic ky 1ép ban méng silicagel trang
san 60 Fpss (Merck), R;= 0,5 v6i dung moi trién khai 1 diclometan/metanol 6:1 (thé
tich/thé tich).

+ Do quay cuc: [o] — 25,0° (¢ 0,02, MeOH)

+1IR (KBr) cm™: 3379, 2935, 1722, 1646, 1088, 990, 746, 660, 514

+ UV Amax (MeOH): 204, 256, 292, 330 nm

+ Phd khéi luong phéan gidi cao HR-ESI-MS m/z: 781,2691 [M+H]+, 803,2548
[M+Na]".

+ Phd cong huéng tir hat nhan: 'H-NMR (500 MHz, Metanol-d,, J ppm): 7,95
(1H, d, 9,5 Hz, H-4), 7,88 (1H, d, 9,5 Hz, H-4"), 7,47 (1H, s, H-5), 7,39 (1H, s, H-5"),
7,09 (1H, s, H-8"), 7,03 (1H, s, H-8), 6,41 (1H, d, 16,5 Hz, H-9), 6,37 (1H, d, 16,5 Hz,
H-10), 6,28 (1H, d, 9,5 Hz, H-3), 6,22 (1H, d, 9,5 Hz, H-3"), 5,35 (1H, s, H-10"), 4,99
(1H, d, 8,0 Hz, H-1"), 4,93 (1H, d, 8,0 Hz, H-1"), 4,13 (1H, s, H-9"), 3,99 (1H, m, H-
2"), 3,89 (1H, dd, 12,0, 2,0 Hz, H,-6"), 3,85 (1H, dd, 12,0, 2,0 Hz, H,-6"), 3,70 (1H,
dd, 12,0, 6,0 Hz, Hy-6"), 3,58 (1H, dd, 9,0, 8,0 Hz, H-2"), 3,50 (4H, m, H-3", H-5", H-
3™, H-5"), 3,37 (1H, m, Hy-6"), 3,36 (1H, m, H-4"), 3,23 (1H, t, 9,0 Hz, H-4"), 2,29
(1H, dt-like, 18,4, 5,7 Hz, H,-12"), 2,16 (1H, dt-like, 18,4, 7,0 Hz, Hy-12"), 1,87 (1H,
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m, H,-12), 1,85 (3H, brs, 11'-CHj3), 1,65 (1H, dt-like, 13,3, 5,9 Hz, Hy-12), 1,31 (3H,
brs, 11-CHj3).

+ Phé cong hudng tir hat nhan “C-NMR (125MHz, Metanol-d,, 0 ppm): 163,3 (s,
C-1), 114,3 (d, C-3), 146,0 (d, C-4), 115,2 (s, C-4a), 126,6 (d, C-5), 127,7 (s, C-6),
158,3 (s, C-7), 104,0 (d, C-8), 155,2 (s, C-8a), 163,5 (s, C-2"), 114,1 (d, C-3"), 145,9 (d,
C-4"), 114,4 (s, C-4'a), 131,0 (d, C-5"), 131,6 (s, C-6"), 160,0 (s, C-7"), 103,6 (d, C-8"),
155,0 (s, C-8'a), 121,2 (d, C-9), 140,9 (d, C-10), 40,2 (s, C-11), 31,9 (t, C-12), 25,8 (q,
11-CHjy), 44,3 (d, C-9"), 124,6 (d, C-10"), 135,6 (s, C-11"), 28,6 (t, C-12"), 23,7 (q, 11'-
CHay), 101,6 (d, C-1"), 74,8 (d, C-2"), 78,2 (d, C-3"), 71,7 (d, C-4"), 78,4 (d, C-5"),
62,7 (t, C-6"), 102,5 (d, C-1"), 75,0 (d, C-2™), 78,3 (d, C-3™), 71,2 (d, C-4™), 78,4 (d,
C-5"), 62,5 (t, C-6").

Trong trudng hop hop chét c6 cong thic (I) c6 R 1a —O-pD-apiofuranosyl
(paratrimerin B) cé cong thirc ciu tao CysH5,050 0 dang bdt mau vang nhat, tan tdt
trong dung méi hitu co nhu metanol. Pinh tinh bing sic ky 16p mong trén sdc ki ban
mong silicagel trang sin 60 F,5, (Merck), R, = 0,6 voi dung mdi trién khai la
diclometan/metanol 3:1 (thé tich/thé tich).

+ Do quay cyc: [a]p — 67,5° (¢ 0,04, MeOH).

+ UV Amax MeOH): 207, 255, 294, 330 nm.

+ Phé khéi lwong phan giai cao HR-ESI-MS m/z: 913,3101 [M+H]", 935,2965
[M+Na]".

+ Phé cong huong tir hat nhan 'H-NMR (500 MHz, Metanol-ds, ¢ ppm): 7,91
(2H, d, 9,5 Hz, H-4, H-3"), 7,42 (1H, s, H-5), 7,07 (1H, s, H-8), 6,49 (1H, d, 16,5 Hz,
H-9), 6,32 (1H, d, 9,5 Hz, H-3), 6,23 (1H, d, 16,5 Hz, H-10), 6,25 (1H, d, 9,5 Hz, H-
3", 5,35 (1H, s, H-10", 5,03 (1H, d, 7,5 Hz, H-1"), 4,90 (1H, d, 7,5 Hz, H-1"), 4,84
(1H, d, 2,5 Hz, H-1"), 4,12 (1H, d, 10,0 Hz, H-4"™), 4,11 (1H, s, H-9"), 4,03 (1H, d,
2,5 Hz, H-2""), 3,96 (1H, dd, 11,0, 2,0 Hz, H,-6"), 3,89 (1H, dd, 12,5, 2,0 Hz, H,-6"),
3,80 (1H, d, 9,5 Hz, H,-4""), 3,71 (1H, dd, 12,0, 2,0 Hz, Hy,-6"), 3,68 (1H, d, 3,5 Hz,
H-5""), 3,66 (1H, m, Hy-5"), 3,61 (1H, m, H-2"), 3,46 (4H, m, H-2", H-3", H-5", H-
3™M), 3,41 (1H, m, H-4"), 3,22 (1H, dd, 11,0, 2,0 Hz, Hy,-6"), 3,15 (1H, t, 9,5 Hz, H-3"),
2,27 (1H, dt-like, 18,2, 5,9 Hz, H,-12"), 2,18 (1H, dt-like, 18,2, 7,0 Hz, Hy-12"), 1,85
(3H, brs, 11'-CH3), 1,83 (1H, m, H,-12), 1,61 (1H, dt-like, 13,3, 5,9 Hz, Hy-12), 1,33
(3H, brs, 11-CHa).
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+ Phd cong hudng tir hat nhan “C-NMR (125MHz, Metanol-d,, J ppm): 163,9 (s,
C-2"), 163,3 (s, C-1), 160,0 (s, C-7"), 158,5 (s, C-7), 155,2 (s, C-8'a), 155,1 (s, C-8a),
146,1 (d, C-4), 146,0 (d, C-4"), 140,9 (d, C-10), 136,0 (s, C-11"), 131,5 (s, C-6"), 131,0
d, C-5Y, 1277 (s, C-6), 126,4 (d, C-5), 124,4 (d, C-10"), 121,0 (d, C-9), 115,3 (s, C-
4a), 114,5 (d, C-3), 114,4 (s, C-4'a), 114,0 (d, C-3"), 111,2 (d, C-1""), 104,2 (d, C-8),
103,8 (d, C-8'), 102,4 (d, C-1"), 102,0 (d, C-1"), 80,5 (s, C-3""), 78,6 (d, C-3"), 78,3
(d, C-2"), 78,4 (d, C-3", C-5"), 77,2 (t, C-5"), 75,01 (t, C-4"), 75,0 (d, C-2"), 74,9 (d,
C-2"), 72,1 (d, C-4™), 71,2 (d, C-4"), 69,4 (t, C-6"), 65,7 (t, C-5"), 62,4 (t, C-6"), 44,3
(d, C-9Y, 40,0 (s, C-11), 31,7 (t, C-12), 28,5 (t, C-12"), 25,3 (q, 11-CHz), 23,7 (g, 11'-
CH;).

Vi du thwe hién gidi phap hiru ich
Vi du 1. Phan lap hop chét biscoumarin monoterpen glycosit (paratrimerin A va
paratrimerin B) tlr than va ré cdy xdo tam phan (Paramignya trimera)

Thén va ré ciy cy xdo tam phan (Paramignya trimera) duoc thu hai, loai bo tap
chét, phoi trong béng rAm va sy kho & nhiét d6 40°C, sau d6 than va r& dugc nghién
thanh bot thu dugc bot min.

Lay 5 kg bot than va ré ciy dem chiét véi 10 lit nudc nong (80°C) trong 4 gidy &
nhié¢t do phong (budc chiét nay dugc thuc hién ba lén). Sau khi chiét, loai bo phﬁn ba
bang cach loc va ép kiét nudc. Loai bd nude tir phan nude thu duge dudi dp sudt giam
dé thu dugc dang cao 1ong.

Phén cao l6ng nay dugce dem chiét phan doan véi dung méi etyl axetat (2 lit), sau
do6 cat dé loai bo dung moéi dudi ap sudt giam dé thu dugc cao chiét phin doan etyl
axetat tuong ung va cao nudc.

Phén cao nude duge dua 1én cot séc ky v6i chat hép phu 1a Diaion HP-20 (500 g)
va hé dung mdi rira giai 1a metanol-nude theo ty 1¢ thé tich metanol tang dan 0, 20, 40,
60, 80 va 100%, loai bé dung mdi dudi ap suat giam thu duoc 6 phan doan ky hidu lan
luot [a WF.1, WFE.2, WF.3, WF.4, WF.5 va WE.6.

Phan doan WF.5 (32 g) tiép tuc duoc dua lén cot sic ky véi chit hip phu la
silicagel va hé dung moi rira giai 1a diclometan-metanol theo ty 1 thé tich metanol
tang dan 0, 20, 40, 60, 80 va 100%, thu dugc 5 phan doan nho dugc ky hiéu 1an luot 1a
WEF.5.1, WF.5.2, WF.5.3, WF.5.4 va WF.5.5.
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Tiép tuc tinh ché phan doan WF.5.4 (10 g) bing cach dua 1én cot sic ky voi chat
hép phu 1a silicagel va hé dung moéi rira giai la clorofom-metanol-nuéc theo ty 18 thé
tich 4:1:0,1 (thé tich/thé tich/thé tich) thu dugc S phan doan nhé dugc ky hiéu la
WF.5.4.1, WF.5.4.2, WF.5.3.1, WF.5.4.4 va WF.5.4.5.

Tinh ché hop chit biscoumarin monoterpen glycosit bing cach dwa phan doan
WE.5.4.4 (772 mg) 1én cot sic ky véi chat hdp phu la silicagel Sephadex-LH 20 véi hé
dung mdi rira giai 12 metanol-nudc theo ty 18 thé tich 1:1 (thé tich/thé tich) va tiép tuc
tinh ché véi chat hap phu la silicagel YMC-RP va hé dung moi rura giai 1a axeton-nude
theo ty 16 thé tich 1:2 (thé tich/thé tich), sau khi loai bd dung méi thu dugc hop chét
biscoumarin monoterpen glycosit dang bot v6 dinh hinh mau tring.

Hop chét biscoumarin monoterpen glycosit thu dugc & dang bdt mau tring, tan
t6t trong cac dung maéi hitu co nhu axeton, metanol. Pinh tinh bang sic ky 16p ban
méng silicagel trdng sin 60 Fysy (Merck), Ry = 0,5 v6i dung moi trién khai la
diclometan/metanol (6:1 thé tich/thé tich). Dit liéu cho thdy hop chét biscoumarin
monoterpen glycosit thu dugc 1a hop chét paratrimerin A c¢6 do tinh khiét trén 95%.

+ D0 quay cuc: [oc]zg - 25,0° (¢ 0,02, MeOH)

+1IR (KBr) cm™: 3379, 2935, 1722, 1646, 1088, 990, 746, 660, 514

+ UV Apax (MeOH): 204, 256, 292, 330 nm

+ Phd khdi luong phan giai cao HR-ESI-MS m/z: 781,2691 [M+H]", 803,2548
[M+Na]".

+ Phd cong huéng tir hat nhan: 'H-NMR (500 MHz, Metanol-ds, 6 ppm): 7,95
(1H, d, 9,5 Hz, H-4), 7,88 (1H, d, 9,5 Hz, H-4"), 7,47 (1H, s, H-5), 7,39 (1H, s, H-5"),
7,09 (1H, s, H-8"), 7,03 (1H, s, H-8), 6,41 (1H, d, 16,5 Hz, H-9), 6,37 (1H, d, 16,5 Hz,
H-10), 6,28 (1H, d, 9,5 Hz, H-3), 6,22 (1H, d, 9,5 Hz, H-3"), 5,35 (1H, s, H-10"), 4,99
(1H, d, 8,0 Hz, H-1"), 4,93 (1H, d, 8,0 Hz, H-1™), 4,13 (1H, s, H-9"), 3,99 (1H, m, H-
2", 3,89 (1H, dd, 12,0, 2,0 Hz, H,-6™), 3,85 (1H, dd, 12,0, 2,0 Hz, H,-6"), 3,70 (1H,
dd, 12,0, 6,0 Hz, Hy-6"), 3,58 (1H, dd, 9,0, 8,0 Hz, H-2"), 3,50 (4H, m, H-3", H-5", H-
3" H-5"), 3,37 (1H, m, Hy-6"), 3,36 (1H, m, H-4™), 3,23 (1H, t, 9,0 Hz, H-4"), 2,29
(1H, dt-like, 18,4, 5,7 Hz, H,-12"), 2,16 (1H, dt-like, 18,4, 7,0 Hz, H,-12"), 1,87 (1H,
m, H,-12), 1,85 (3H, brs, 11'-CH3), 1,65 (1H, dt-like, 13,3, 5,9 Hz, Hy-12), 1,31 (3H,
brs, 11-CH3).
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+ Phé cong hudng tir hat nhan *C-NMR (125MHz, Metanol-dy, d ppm): 163,3 (s,
C-1), 114,3 (d, C-3), 146,0 (d, C-4), 115,2 (s, C-4a), 126,6 (d, C-5), 127,7 (s, C-6),
158.,3 (s, C-7), 104,0 (d, C-8), 155,2 (s, C-8a), 163,5 (s, C-2"), 114,1 (d, C-3"), 145,9 (d,
C-4"), 114,4 (s, C-4'a), 131,0 (d, C-5"), 131,6 (s, C-6"), 160,0 (s, C-7"), 103,6 (d, C-8"),
155,0 (s, C-8'a), 121,2 (d, C-9), 140,9 (d, C-10), 40,2 (s, C-11), 31,9 (t, C-12), 25,8 (q,
11-CHs), 44,3 (d, C-9"), 124,6 (d, C-10"), 135,6 (s, C-11"), 28,6 (t, C-12"), 23,7 (q, 11'-
CHj), 101,6 (d, C-1"), 74,8 (d, C-2"), 78,2 (d, C-3"), 71,7 (d, C-4"), 78,4 (d, C-5"),
62,7 (t, C-6"), 102,5 (d, C-1"), 75,0 (d, C-2"), 78,3 (d, C-3"), 71,2 (d, C-4™), 78,4 (d,
C-5"), 62,5 (t, C-6").

Tiép tuc tinh ché phan doan WF.5.2 (3,8 g) bang cach dua lén cot sic ky véi chét
héap phu 1a silicagel va hé dung mbi rira giai 1a clorofom-metanol-nuéce theo ty 1& thé
tich (4:1:0,1 thé tich/thé tich/thé tich) thu dugc 3 phin doan nhé dugc ky hiéu la
WF.5.2.1 WF.5.2.2 va WF.5.2.3.

Phén doan WF.5.2.1 (345 mg) tiép tuc dugc dua 1én cot sic ky voi chit hap phu
la silicagel YMC-RP va hé¢ dung moi rura giai la axeton-nudc theo ty 1€ thé tich 2:3
(thé tich/thé tich) thu duoc 2 phan doan nhd dwoc ky hiéu la WF.52.1.1 va
WF.5.2.1.2.

Dua phan doan WF.5.2.1.1 (98 mg) 1én ¢t sdc ky v6i chéat hip phu 1a silicagel
Sephadex-LH 20 véi hé dung mai rira giai 1a metanol-nude theo ty 18 thé tich 1:1 (thé
tich/thé tich), sau khi loai bo dung méi thu dugc hop chit biscoumarin monoterpen
glycosit dang bt mau vang nhat.

Hop chét biscoumarin monoterpen glycosit thu dugc ¢ dang bdt mau vang nhat,
tan t6t trong dung méi hiru co nhu metanol. Pinh tinh bing sic ky 16p mong trén sic
ki ban méng silicagel trang sin 60 F,s4 (Merck), R;= 0,6 v&1 dung moi trién khai 1a
diclometan/metanol (3:1 thé tich/thé tich). Dit liéu cho thay hop chat biscoumarin

monoterpen glycosit thu duoc 14 hop chit paratrimerin B ¢6 do tinh khiét trén 95%.

+ Do quay cuc: [a]p — 67,5° (¢ 0,04, MeOH).

+ UV Anax (MeOH): 207, 255, 294, 330 nm.

+ Phd khéi lugng phan giai cao HR-ESI-MS m/z: 913,3101 [M+H]", 935,2965
[M+Na]".

+ Phd cdng hudng tur hat nhan "H-NMR (500 MHz, Metanol-dy, 0 ppm): 7,91
(2H, d, 9,5 Hz, H-4, H-3"), 7,42 (1H, s, H-5), 7,07 (1H, s, H-8), 6,49 (1H, d, 16,5 Hz,
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H-9), 6,32 (1H, d, 9,5 Hz, H-3), 6,23 (1H, d, 16,5 Hz, H-10), 6,25 (1H, d, 9,5 Hz, H-
3", 5,35 (1H, s, H-10", 5,03 (1H, d, 7,5 Hz, H-1"), 4,90 (1H, d, 7,5 Hz, H-1"), 4,84
(1H, d, 2,5 Hz, H-1""), 4,12 (1H, d, 10,0 Hz, H,-4™), 4,11 (1H, s, H-9"), 4,03 (1H, d,
2,5 Hz, H-2""), 3,96 (1H, dd, 11,0, 2,0 Hz, H,-6"), 3,89 (1H, dd, 12,5, 2,0 Hz, H,-6"),
3,80 (1H, d, 9,5 Hz, H,-4"), 3,71 (1H, dd, 12,0, 2,0 Hz, H,-6"), 3,68 (1H, d, 3,5 Hz,
H-5"), 3,66 (1H, m, Hy-5"), 3,61 (1H, m, H-2"), 3,46 (4H, m, H-2", H-3", H-5", H-
3™, 3,41 (1H, m, H-4"), 3,22 (1H, dd, 11,0, 2,0 Hz, H,-6"), 3,15 (1H, t, 9,5 Hz, H-3"),
2,27 (1H, dt-like, 18,2, 5,9 Hz, H,-12"), 2,18 (1H, dt-like, 18,2, 7,0 Hz, Hy-12'), 1,85
(3H, brs, 11'-CH;), 1,83 (1H, m, H,-12), 1,61 (1H, dt-like, 13,3, 5,9 Hz, Hy-12), 1,33
(3H, brs, 11-CHj3).

+ Phd cong huong tir hat nhan “C-NMR (125MHz, Metanol-d,, § ppm): 163,9 (s,
C-2"), 163,3 (s, C-1), 160,0 (s, C-7"), 158,5 (s, C-7), 155,2 (s, C-8'a), 155,1 (s, C-8a),
146,1 (d, C-4), 146,0 (d, C-4"), 140,9 (d, C-10), 136,0 (s, C-11"), 131,5 (s, C-6"), 131,0
(d, C-5"), 127,7 (s, C-6), 126,4 (d, C-5), 124,4 (d, C-10", 121,0 (d, C-9), 115,3 (s, C-
4a), 114,5 (d, C-3), 114,4 (s, C-4'a), 114,0 (d, C-3"), 111,2 (d, C-1"), 104,2 (d, C-8),
103,8 (d, C-8"), 102,4 (d, C-1"), 102,0 (d, C-1"), 80,5 (s, C-3""), 78,6 (d, C-3"), 78.3
(d, C-2"), 78,4 (d, C-3", C-5"), 77,2 (t, C-5"), 75,01 (t, C-4""), 75,0 (d, C-2"), 74,9 (d,
C-2"), 72,1 (d, C-4™), 71,2 (d, C-4"), 69,4 (t, C-6™), 65,7 (t, C-5"), 62,4 (t, C-6"), 44,3
(d, C-9"), 40,0 (s, C-11), 31,7 (t, C-12), 28,5 (t, C-12", 25,3 (q, 11-CH3), 23,7 (q, 11'-
CH).

Lgi ich ciaa gidi phap hitu ich

Quy trinh giai phap hitu ich cho phép phan lap hop chét biscoumarin monoterpen
glycosit, cu thé 12 hop chit paratrimerin A va hop chét paratrimerin B tlr ciy x4o tam
phan (Paramignya trimera). Hop chét biscoumarin monoterpen glycosit thu dugc tir

quy trinh theo giai phap hitu ich c6 do tinh khiét trén 95%.
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YEU CAU BAO HQ

1. Quy trinh phéan 1ap hop chit biscoumarin monoterpen glycosit tir cdy x40 tam phén
(Paramignya trimera), quy trinh nay bao gém cac budc:

a) chuan bi nguyén lidu bing cach thu liy than va r& cdy ciy x4o tam phén
(Paramignya trimera), phoi trong bong rdim va siy kho & nhiét do 40°C, nghién
nguyén liéu thu dugc nguyén liéu dang bdt;

b) chiét nguyén liéu dang bdt bing nude néng bang cach ngdm bot than va ré véi nudc
néng theo ty 1& 1/2 (khdi luong/thé tich) trong 4 gid, sau khi loai bo ba, phan nudc
duoc ¢d dudi ap sudt giam dé loai bo nudce thu duoce dang cao 16ng;

¢) chiét phan doan bang etyl axetat bang cach dem dang cao léng thu dugc & budc b)
chiét phan doan voi dung méi etyl axetat, sau khi cat loai bé dung méi dudi ap suét
giam dé thu dugc cao chiét phan doan etyl axetat twong ting va cao nudc;

d) tinh ché cao nudc bing cach dua cao nude thu duoc tir budce ¢) 1én cot sic ky véi
chat hip phu la Diaion HP-20 va hé dung mdi rira giai 1 metanol-nudc theo ty 18
thé tich metanol ting dan 0, 20, 40, 60, 80 va 100%, thu duoc 6 phan doan duoc ky
hiéu tir WF.1 dén WF.6;

e) phan 1ap hop chit biscoumarin monoterpen glycosit bang cach dua phan doan WF.5
thu dugc tir bude d) 1én cot sic ky voi chat hip phu 1 silicagel va hé dung méi rira
giai la diclometan-metanol theo ty 1& thé tich metanol tdng dan 0, 20, 40, 60, 80 va
100%, thu dugc 5 phan doan nho duoc ky hiéu tr WF.5.1 dén WF.5.5;

g) phan 1ap hop chét biscoumarin monoterpen glycosit tir phan doan WF.5.4 biang cach
dua phan doan WF.5.4 thu dugc tu budc e) lén cot sdc ky voi chét hép phu la
silicagel va hé dung méi rira giai 1a clorofom-metanol-nuéc theo ty 1& thé tich
4:1:0,1 (thé tich/thé tich/thé tich) thu duoc 5 phan doan nhd duogc ky hiéu tir
WF.5.4.1 &én WF.5.4.5; va

h) tinh ché hop chit biscoumarin monoterpen glycosit bing cach dua phan doan
WF.5.4.4 thu duoc tir budc g) 1én cot sic ky véi chat hap phu la silicagel Sephadex-
LH 20 voi hé dung méi rira giai 1a metanol-nudce theo ty 18 thé tich 1:1 (thé tich/thé
tich) va tiép tuc tinh ché bang chét hap phu la silicagel YMC-RP v6i hé dung moi

rira giai 1a axeton-nudc theo ty 18 thé tich 1:2 (thé tich/thé tich), sau khi loai bd
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dung mdi thu dugc hop chit biscoumarin monoterpen glycosit dang bot v dinh
hinh mau tring.

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 quy trinh con bao gém céc budc:

i) phan 1ap hop chét biscoumarin monoterpen glycosit tir phan doan WF.5.2 bang cach
dua phin doan WF.5.2 thu duoc tir budc e) 1én cot sic ky véi chat hap phu 1a
silicagel va hé¢ dung mdi rira giai la clorofom-metanol-nude theo ty 1€ thé tich
4:1:0,1 (thé tich/thé tich/thé tich) thu dugc 3 phan doan nhé dugc ky hidu tu
WF.5.2.1 dén WF.5.2.3;

k) tinh ché so bd hop chit biscoumarin monoterpen glycosit bang cach dua phan doan
WF.5.2.1 thu dugc tir bude i) 1én cot sic ky véi chat hip phu la silicagel YMC-RP
va hé dung mdi rira giai la axeton-nudc theo ty 1€ thé tich 2:3 (thé tich/thé tich) thu
dugc 2 phan doan nhé duoce ky hiéu 1a WF.5.2.1.1 va WF.5.2.1.2; va

1) tinh ché hop chit biscoumarin monoterpen glycosit bing cach dua phan doan
WF.5.2.1.1 thu dugc tir bude k) 1én cot sic ky voi chit hip phu 14 silicagel
Sephadex-LH 20 v&i hé dung moi rira giai 1a metanol-nudce theo ty 1€ thé tich 1:1
(thé tich/thé tich), sau khi loai bé dung moi, thu dugc hop chét biscoumarin
monoterpen glycosit dang bt mau vang nhat.

3. Hop chét biscoumarin monoterpen glycosit thu dugc bing quy trinh theo diém 1
hodc 2 ¢é cong thue (I):

0 @.

R=0H OHX
R = O-3-D-apiofuranosyl C
OHO

4. Hop chit biscoumarin monoterpen glycosit theo diém 3, trong d6 nhém R 1a ~OH

hodc —O-f-D-apiofuranosyl.
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