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Summary

From Houttuynia cordata Thunb. which were collected in Ha Noi City, three compounds were
isolated by chromatography and identified as: hyperosid (1), quercitrin (2) and afzelin (3) by UV, IR,

MS and NMR.
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Dit van dé

Diép ca (Herba Houttuyniae cordatae
Thunb.), bé phan trén méat dat con twoi hay da
sdy kho cua cay diép ca (Houttuynia cordata
Thunb.) ho La gidp (Saururaceae), la mot vi
thubc phd bién trong Y hoc cb truyén Viét Nam
va Trung Qubc, thworng dwoc st dung tuoi hay
dwéi dang bot dé tri ho, tri, viém nhiém duwdng
tiét niéu, nhiém trung, tdo bon [1... Bén canh do,
diép ca con dwoc st dung nhuw moét thuc phém
théng thwdng tai nhiéu viung mién. Diép ca la
déi twong nghién clu cla nhiéu tac gid khac
nhau va da dugc bao cao la co kha nang khang
khuan, khang viém, tang cwong dap rng mien
dich do chra nhiéu thanh phan cé hoat tinh sinh
hoc cao, dac biét 1a cac hop chat thudc nhom
flavonoid nhw rutin, quercetin ... Bai bao nay
thdng bao quy trmh phéan Iap va xac dinh 3 hop
chat flavonoid gém co hyperosid, querC|tr|n
afzelin tlr phan doan dich chiét ethylacetat cla
diép ca.

Nguyén vat liéu va phwong phap
nghién ctru
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Hoa chét, thudc thiy, thiét bi va dung cu

Ban moéng nhdm trang san silica gel 60 Fass
Merck, thuéc thlr hién mau AICl; 3% trong
ethanol va H2S04 10% trong ethanol; Sac ky cot
st dung silica gel c& hat 40 — 63 ym (Davisil);
May sac ky 16ng diéu ché Shimadzu LC20A va
may sac ky 16ng hiéu nang cao Shimadzu LC-
2030C 3D, dau do PDA (Vién Kiém nghiém
thudc Tp. HS Chi Minh); May quét nhiét vi sai TA
Instrument DSC Q20 (Vién Kiém nghiém thuéc
Tp. H6 Chi Minh); Thiét bi quang phd hdéng
ngoai Themo Scientific Mode iS50FT-IR (Vién
Kiém nghiém thuéc Tp. H6 Chi Minh); Thiét bi
do phd cong hwéng tir hat nhan (NMR) Bruker
Ascend TM 400 MHz (Vién Kiém nghiém thudc
Tp. H6 Chi Minh); May sé&c ky Iéng khdi phd
Shimadzu LC-MS IT-TOF (Vién Kiém nghiém
thudc Tp. HO Chi Minh).

Phwong phap nghién ciru

Chiét xuat, phan Iap va xac dinh cau tric

Duoc lieu dugc chiét bang phwong phap
ngam lanh v&i dung méi ethanol 80% & nhiét do
phong. T cao tdng chiét véi cac dung mdi co
dd phan cyc tang dan: n-hexan, cloroform, ethyl
acetat. Phan |ap cac hop chét bang sac ky cot
v&i chat hdp phu 14 silica gel pha thuwong, sac ky
Idng hiéu nang cao diéu ché. Theo d&i cac phan
doan bang sac ky 16p méng pha thuan, phat
hién chat bang deén t& ngoai hodc dung thubc
thtr, ho néng dé phat hién. Cau tric cac hop
chét phan lap dwoc xac dinh dwa trén két qua
phan tich phé IR, phd khéi, phd cong hwéng tir
hat nhan va so sanh cac di liéu thu duwoc tw
thwe nghiém véi cac tai liéu da cong bb.

Kiém tra dé tinh khiét

Séc ky I6p méng

St dung cac hé dung mdéi: A: Dung mbi
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khai trién EA - n-butanol - acid formic - nwéc
(24: 3,6:1,5:0,9); B: Dung mbi khai trién EA —
acid formic (9,5:0,5) va C: Dung mdi khai trién
EA — methanol — acid formic (30:10:1). Soi truwc
tiép dwdi déen UV 365 nm, va phun thuéc tha
hién mau H2S04 10% trong con.

Sé&c ky Iéng hiéu ndng cao

Diéu kién séc ky: Cot s&c ky: Gemini NX-C18
(250 mm x 4,6 mm); Nhiét do coét: nhiét do
phong; Thé tich tiém: 20 pL; Téc d6 dong:
1 mL/phat; Bwéc séng phat hién: 210 nm; Pha
dong: acetonitril — acid acetic ti 16 dung moi
tham khdo HKCMS Bl dwogc trinh bay trong
bang 1.

Bang 1. Chuwong trinh gradien dung méi
kiém tra do tinh khiét hop chét

Két qua va ban luan

Két qua chiét xuat phan lap

Diép céa twoi dwoc phoi khod, nghién thanh
bot (4,8 kg), sau d6 chiét trong ethanol 70 %
(3 x 20 lit). Gop dich chiét thu dwoc va cét loai
dung méi & ap suét gidm thu dwoc 168,7 g can
chiét ethanol. L4y 75 g can chiét phan tan vao
300 ml nwéc cét va tién hanh chiét phan bé lan
lwot v&i n-hexan, cloroform va ethylacetat (méi
loai 3 1an x 300 ml). C4c dich chiét n-hexan,
cloroform va ethylacetat dwoc cét thu hdi thu
dwoc cac can twong *’ng n-hexan (H: 28,8 g),
chloroform (C: 0,6 g), ethylacetat (E:15,1 g) va
can cta lép nwéc (N: 15,5 g).

Can ethyl acetat dwoc séc ky cot voi silica
gel (ti 1& 1:20) cot s&c ky cé dwong kinh 60 mm,

Thoi gian Ag";{,/""c;ﬁc Acetonitril (%)  r(ra giai v&i hé dung moi hexan- EA (9:1 — 3:7)
; 1% (%) - thu dugc 8 phan doan nhd (V).
20 80 20 Phan doan VIl duo’q xq’ ly b,éng than hoat
40 80 20 con lai 1050 mg, tinh ché bang sac ky 16ng hiéu
60 65 35 nang cao dieu ché v&i hé dung moéi methanol —
65 95 5 nwdc, chwong trinh ghi trong bang 2.
Bang 2. Chuong trinh s&c ky tinh ché
Bwéc séng Thoi gian (phat) Methanol (%) Nwérc (%) Thé tich tiém Téc d6 déong
0-40 40 -70 60 -30
210 nm ‘5‘8:22 7%‘§° 3%'020 900 pL 5 mi/phut
65-75 80-40 20-60

Thu dich riva giai theo sac ky do hinh 1 thu
dwoc cac hgp chat twong (rng v&i pic & thdi gian
27,3 phat; 31,5 phat; 37,7 phat va 41,4 phut;

mV

co quay dén can thu duoc lan luot 55,3 mg Q1;
171 mg chat Q2; 30 mg hop chat Q3 va 22,5 mg
hop chat Q4.
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Hinh 1. S&c ky dé tinh ché phan doan VIl

Nhén xét: Q1, Q2, Q3 tinh khiét trén sac ky
I&p mdng va sac ky Iéng, tién hanh phan tich

cac phé tiép theo. Q4 khong di tinh khiét dé
phan tich cac buéc tiep theo.
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Phan tich phd, xac dinh cau tric

Hop chat Q1: Phd IR vmax (cm™): 3269,39
cm™' (OH), 1651,90 cm-' (C=0), 1203,01 cm™’
(C-O-C). Phé khéi ESI — MS: m/z = 463,0817
[M-H] (M = 464 (rng vo&i cong thirc phan tor
C21H20012). Phd "H-NMR (DMSO, 400 MHz) va
13C-NMR (DMSO, 100 MHz) cta ch4t Q1 duoc
trinh bay & bang 3.

Hop chat Q2: Phd IR (KBr) vmax (cm™):
3419,79 cm” (OH), 1656,85 cm™ (C=0),

1201,65 cm™ (C-O-C). Phd khéi ESI - MS: m/z =
447,0910 [M-H] (M = 448 (ng véi cong thirc
phan t& Ca1HzO11. Phd TH-NMR (CD3OD, 400
MHz) va C-NMR (CDsOD, 100 MHz) clia hop
chat Q2 dworc trinh bay & bang 4.

Hop chat Q3: Phd IR vmax (cm™): 3275,13
cm (OH), 1652,13 cm-' (C=0), 1172,93 cm"!
(C-O-C). Phd "H-NMR (CDsOD, 400 MHz) va
13C-NMR (CD30D, 100 MHz) cla ch4t Q3 dwoc
trinh bay & bang 4.

Bang 3. S6 liéu phé "H-NMR va 3C-NMR cua hop chat Q1 va chat tham khdo 4

c Chét hyperosid Q1

C(ppm) H(ppm) C(ppm) H(ppm)
2 156,32 - 157,31 -
3 133,75 - 134,42 -
4 177,56 - 178,11 -
5 161,23 12,60 (1H, s, OH) 161,62 12,64 (1H, s, OH)
6 98,65 6,15 (1H, d, 1,9 Hz) 98,49 6,19 (1 H, d, 2,0 Hz)
7 164,11 - 164,76 -
8 93,53 6,36 (1H, d, 1,9 Hz) 93,29 6,39 (1H, d, 1,6 Hz)
9 156,32 - 157,04 -
10 103,92 - 104,18 -
1’ 121,28 - 121,48 -
2’ 115,30 7,48 (1H, d, 8,5 Hz) 114,66 7,52 (1H, d, 2,4 Hz)
3’ 144,73 - 144,41 -
4 148,35 - 148,56 -
5 116,20 6,77 (1H, d, 8,5 Hz) 116,34 6,80 (1H, d, 8,4 Hz)
6’ 121,76 7,63 (1H, dd, 2; 8,5 Hz) 121,42 7,66 (1H, dd, 2,4; 8,8 Hz)
17 98,65 53 (1H, d, 7,7 Hz) 103,92 5,16 (1H, d, 8 Hz)
27 71,28 3,61 —3,22 (6H, m) 71,76 3,85 - 3,45 (6H, m)
3” 73,42 73,66
4” 68,07 68,61
5”7 75,74 75,77
6” 60,56 60,50

Bang 4. Sé liéu ph6 TH-NMR va "3C-NMR cta hop chét Q2, Q3 va cac chét tham khao > 9

c Q2 Querecitrin B! Afzelin € Q3
Cppm H(ppm) C(ppm) H(ppm) C(ppm) H(ppm) C(ppm) H(ppm)

2 157,9 - 158,1 - 159,20 - 157,8 -

3 1348 - 136,0 - 136,19 - 134,8 -

4 1782 - 179,3 - 179,54 - 178,2 -

5 161,8 - 163,0 - 163,11 - 160,2 -
6,20 6,10 6,20 6,20

6 984 (1H, d, 2 Hz) 99,5 (1H, d, 1,8 Hz) 99,81 (1H, d, 2,1 Hz) 98,6 (1H, d, 2 Hz)

7 1646 - 165,8 - 165,74 - 165,1 -
6,37 6,29 6,37 6,37

8 933 (1H, d, 1,6 Hz) 94,3 (1H, d, 1,8 Hz) 94,75 (1H, d, 2,1 Hz) 93,5 (1H, d, 2 Hz)

9 1571 - 158,1 - 158,46 - 157,2 -

10 104,3 - 105,5 - 105,92 - 104,4 -

177 1215 - 122,5 - 122,61 - 121,2 -
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7,33 7,57 7,76 7,75
21185 n T 1182 gy ooy 13186 (22,’5%21),9, 1305 (2H, d|_(|12,)2, 9,2
3 1450 - 146,2 - 116,47 61'?5 §32,8H’H1(;' 1151 6'929(,22'*'_"2")"'2'
7 1484 - 149,5 - 161,46 - 161,1 .
90 o e STAET e ORI e SEELE
e BID i THNE e OB 0s T
" 1021 5,34(LHZ,)d,1,2 1034 501 (F1IZ|-)|,d,2 103,44 5,3%?6(L|-Z|,)d, 1021 5,36(1|_|HZ,)d,1,6
> 708 4,22(‘|I_|HZ,)q,‘I,6 8 4,22-3r,n1)4(1|-|, 198 4%%32(;;',4(;()1, 708 4,213(’12H|_,|zd)d,2,
37 70,7 31”765,(91’2""'_?2‘;’ 72,0 4’22_3&11)4(1'_" 72,10 Sé,714,g,Z|’Hdz(;' 70,7 3,69 (1H, m)
47 718 333(1H,m) 731 4’22_3&11)4(1'-" 73,19 332%:;;“" 71,8 3,35 (1H, m)
57 705 340 (1H,m) 717 4’22_3&11)4 (H, 2188 3’(13’35%""_;;;“ 705 3,33 (1H, m)
6 165 o,gsﬁzk)i,d,e 75 1,02|_|(3),6,o 1765 0,95?7(?_'I-Z|,)d, 163 0,92ﬁzl-)|,d,6

Bién giai cau trac

Hop chat Q1

Trén phd 'H-NMR cia hop chat Q1 xuét
hién: Tin hiéu proton anome tai 64 5,36 (1H,d,
J = 8 Hz) goi y trong Q1 c6 mat mot phan
dwong; cap tin hiéu doublet tai 6,19 (d, J = 2,0
Hz) va 6,39 (d, J = 1,6 Hz) dién hinh cho hai
proton & vij tri C-6 va C-8 clia vong A cla hop
chét flavonol; cdp hai tin hiéu doublet khac tai &
6,80 (d, J = 8,4 Hz) va 7,66 (dd, J = 2,4; 8,8 Hz)
dac trwng cho vong thom B thé para.

Phd 3C-NMR cla hop chat Q1 xuét hién tin
hiéu cta 21 nguyén t&r carbon, trong dé cé 15
tin hiéu ctia khung flavon va 6 tin hiéu ciia mot
phan t&r dwdng galactose. Cac tin hiéu cta vong
B lan lwot tai 121,4 (C-1'); 114,6 (C-2'), 144,4
(C-3", 148,5 (C-4"), 116,3 (C-5), 121,4 (C-6").
Nhém carbonyl xuét hién tai 178,1 (C-4), hai tin
hiéu CH dién hinh twong (ng v&i cac vi tri C-6
va C-8 cua vong A tai 98,4 (C-6) va 93,2 (C-8);
tin hiéu cda carbon anome tai 103,9 (C-1") va
nam tin hiéu CH ndi v&i oxi ctia phan tir dwong
galactose tai 71,6 (C-2"); 73,6 (C-3"); 68,6 (C-
4"); 75,7 (C5"); 60,5 (C6”). T cac két qua néu
trén c6 thé dé xudt Q1 1a quercetin-3-O-
galactopyranosid. Déi chiéu véi dir liéu da cong
bb ¥ hop chat Q1 dwoc xac dinh 14 hyperosid.

Hop chat Q2

Phd 'H-NMR ctia hop chat Q2 xuat hién
hai ving phé dic trwng, mét ving & trudng

kha th&p vé&i hai tin hiéu cta hai proton ndm & vi
tri meta v&i nhau thudéc vong A tai 6,2 va 6,37
(d, J = 2,0 Hz) va ba tin hiéu cdng hwéng voi
twong tac spin coupling dang ABX cla vong B
thé & céac vi tri 1,3,4 tai 7,33 (1H, d, J = 2 Hz,
H2"), 6,90 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-5"); 7,29 (1H, dd,
J =2,0; 9,2; H-6"); Vung trwdng cao hon la cac
tin hiéu cla mét phan t& dwdng. Tin hiéu cla
proton anome tai 5,34 (1H, d, J = 1,2 Hz; H-1"),
tin hiéu dién hinh cda nhém methyl bac mét
dwdi dang doublet tai 0,93 (3H, d, J = 6,5 Hz,
H-6") va bdn proton ctia cac nhém oxymethin tai
3,75 (1H, dd, J = 1,6; 9,2; H-3"); 4,22 (1H, q,
J = 1,6 Hz; H-2"); 3,33 (1H, m, H4"); 3,40 (1H,
m, H-5") cho thay c4u tric clia Q2 c6 mot phan
tr dwdng rhamnose.

Phd 3C-NMR cua hop chét Q2 xuét hién tin
hiéu clia 21 nguyén t&r carbon, trong dé cé 15
tin hiéu cla khung flavon va 6 tin hiéu ctia mot
phan t&r dwdng rhamnose. Cac tin hiéu cla
vong B lan luwot tai 121,5 (C-1'); 115,5 (C-2');
145,0 (C-3"); 148,4 (C-4); 115,0 (C-5Y; 1214
(C-6'). Nhém carbonyl xuét hién tai 178,2 (C-4),
hai tin hiéu CH dién hinh twong (ng véi cac vi
tri C-6 va C-8 clia vong A tai 98,4 (C-6) va 93,3
(C-8); tin hiéu clha carbon anome tai 102,1
(C-1"), nhém methyl tai 16,3 (C-6") va bén tin
hieu CH ndi v&i oxi cGa phan t& duong
rhamnose tai 70,6 (C-2"); 70,7 (C-3"); 71,8 (C-4");
70,5 (C5"). Tw cac két qua néu trén co thé
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dé xuat Q2 la quercetin-3-O-rhamnopyranosid.
Déi chiéu v&i div liéu da cong bd ¥ hop chat Q2
dwoc xac dinh la quercitrin.

Hop chat Q3

Trén phd 'H-NMR cia hop chat Q3 xuét
hién: Tin hiéu proton anome tai 61 5,36 (1H,d,
J = 1,6 Hz) goi y trong Q3 c6 mat 1 phan dwéng;
cap tin hiéu doublet tai 6,20 (d, J = 2,0 Hz)
va 6,37 (d, J = 2,0 Hz) dién hinh cho hai proton
& vi tri C-6 va C-8 cua vong A cua hop chét
flavonol; cap hai tin hiéu doublet khac tai 64 6,92
(dd, J = 2; 9,2 Hz) va 7,75 (dd, J = 2; 9,2 Hz)
d&c trwng cho vong thom B thé para.

Phd 3C-NMR cla hop chat Q3 xuét hién tin
hiéu clia 21 nguyén tl carbon, trong d6 co

A

Q1: Hyperosid

Q2: Quercitrin

15 tin hiéu cta khung flavon va 6 tin hiéu cla
mot phan t&r dwong rhamnose. Cac tin hiéu cla
vong B lan lwot tai 121,2 (C-1'); 130,5 (C-2',
c-6’); 1151 (C-3, C-5); 161,1 (C-4").
Nhém carbonyl xuét hién tai 178,2 (C-4), hai tin
hiéu CH dién hinh twong (rng vé&i cac vi tri C-6
va C-8 cua vong A tai 98,6 (C-6) va 93,5 (C-8);
tin hiéu cta carbon anome tai 102,1 (C-1"),
nhém methyl tai 16,3 (C-6") va bédn tin hiéu CH
ndi v&i oxi cla phan t&r dwong rhamnose tai
70,6 (C-2"); 70,7 (C-3"); 71,8 (C-4"); 70,5 (C5").
T cac két qua néu trén co thé dé xuat Q3 la
kaempferol-3-O-rhamnopyranosid. Déi chiéu v&i
dir liéu da cong bd [© hop chat Q3 duwoc xac
dinh Ia afzelin.

Q3: Afzelin

Hinh 2. C4u tric hop chat Q1, Q2, Q3

Két luan

Tw diép ca da duwoc danh gia chat lwong dau
vao, bang phuong phdp ngam lanh, phwong
phap sac ky cot va séc ky 16ng diéu ché da phan
lap dwoc 3 hop chat. Xac dinh cAu tric cac hop
chat phan lap duwoc thong qua két qua do phd tir
ngoai, phd hdng ngoai, phd khdi, phd cong
hwéng tir hat nhan va so sanh v&i cac div liéu
céng bd clia cac hop chét lién quan. Ba hop
chéat dwoc phan 1ap dwoc xac dinh cAu trac la:
hyperosid (Q1), quercitrin (Q2) va afzelin (Q3),
la nhitng chét d&c trung cla cay diép ca. Day la
nghién cru cong bd 1an dAu tién & Viét Nam sé
gitip cho viéc tiéu chuan héa dwoc liéu nay cling
nhw cac thanh phdm cla chang, thiét |ap chét
chuan, chat déi chiéu, cao dinh chuin va dé
xuét nang cép chuyén luan diép céa trong Duoc
dién Viét Nam.
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