
องค์ประกอบทางเคมีและฤทธี่ทางชีวภาพของเปลือกต้นเปล้าใหญ่ 

(<Croton oblongifolius Roxb.) จาก อำเภอปราณบุรี จังหวัดประจวบคีรีขันธ์

นายสมิทธิชัย สียางนอก

วิทยานิพนธ์นีเปีนส่วนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต
สาขาวิชาเคมี ภาควิชาเคมี 

คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
ปีการศึกษา 2543 

ISBN 974-13-0978-3 
ลิขสิทธ์ของ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย

I ' 2009 ) A  6 £ 6



CHEMICAL CONSTITUENTS AND BIOLOGICAL ACTIVITY 
LROM THE STEM BARKS OF Croton oblongifolius Roxb. 

FROM AMPHOE PRANBURI, PRACHUABKHIRIKHAN PROVINCE

Mr. Smithtichai Sriyangnok

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 
for the Degree of Master of Science in Chemistry 

Department of Chemistry 
Faculty of Science 

Chulalongkorn University 
Academic Year 2000 
ISBN 974-13-0978-3



T hesis Title

By
Field o f  study 
T hesis A dvisor

C H EM IC A L C O N STITU EN TS A ND  B IO LO G IC A L 
A C TIV ITY  FRO M  THE STEM  BA R K S OF C ro to n  
o b lo n g ifo liu s  Roxb. FROM  A M PH O E PRA N B U R I, 
PR A C H U A B K H IR IK H A N  PRO V IN C E 
Mr. Sm ithtichai Sriyangnok 
O rganic chem istry
A ssociate Professor Dr. Sophon R oengsum ran

A ccepted  by the Faculty  o f  Science, C hulalongkorn U niversity  in Partial 
F ulfillm ent o f  the R equirem ents for the M aster’s degree.

P ^ T jL ................... D ean o f  Faculty  o f  Science
(A ssociate Professor W anchai Phothiphichitr, Ph.D .)

T hesis C om m ittee

(Professor U dom  K okpol, Ph.D.)
C hairm an

ไ ^ Vโ ? ^ * ‘ T hesis A dvisor 
(A ssociate Professor Sophon R oengsum ran, Ph.D .)

^ '...................................  M em ber
(A ssociate Professor A m orn Petsom , Ph.D .)

........... / h ' ^ . C r C ^ . .....................  M em ber
(A ssociate Professor P ipat K arntiang, Ph.D .)



สมิทธิชัย สียางนอก : องค์ประกอบทางเคมีและฤทธิทางชีวภาพของเปลือกต้นเปล้าใหญ่ 
0Croton Oblongifolius Roxb.) จาก อำเภอปราณบุรี จังหวัดประจวบคีรีขันธ์ (CHEMICAL 
CONSTITUENTS AND BIOLOGICAL ACTIVITY FROM THE STEM BARKS OF 
Croton oblongifolius Roxb. FROM AMPHOE PRANBURI, PRACHUABKHIRIKHAN 
PROVINCE) อาจารย์ท่ีปรึกษา : รศ.ดร.โสภณ เริงสำราญ; 73 หน้า. ISBN 974-13-0978-3

ได ้ส ก ัด แ ย ก ส ารป ระก อ บ เค ล อ โร เด น ได เท อ ร ็ป ีน อ ย ด ์ค ือ  h a r d w ic k i ic  a c id  (1 ), อ ะบ ีเท น ได  

เท อ ร ์ป ีน อ ย ด ์ค ือ  a b ie ta - 7 ,1 3 -d ie n -3 - o n e  (2 ) แล ะ  ส ารป ระก อ บ ไค ล แ ท น เท น ได เท อ ร ์ป ีน อ ย ด ์อ ีก  

ห น ึ่งช น ิด ค ือ  c le is ta n th a -4 ,  1 3 (1 7 ) , 1 5 - t r ie n e -3 -o ic  a c id  (3) จ าก เป ล ือ ก ต ้น เป ล ้า ให ญ ่ท ี่ได ้ท ำ  

ม า จ า ก อ ำ เภ อ  ป ร า ณ บ ุร ี จ ังห ว ัด ป ร ะ จ ว บ ค ีร ีข ัน ธ ์ ได ้ท ำ ก า ร พ ิส ูจ น ํโค ร งส ร ้า งข อ งส า ร เห ล ่า น ี้ โด ย  

อ า ต ัย ข ้อ ม ูล ท า งส เป ก โต ร ส โก ป ี ซ ึ่ง ไ ด ้เท ่ IR , M S , 1 D  แล ะ  2 D  N M R  เท ค น ิค ค ือ  D E P T , C O S Y ,  

N O E S Y , H M B C , H M Q C  แ ล ะ โด ย ก า ร ส ัง เค ร าะ ห ์อ น ุพ ัน ธ ์ท า ง เค ม ีข อ งส าร ป ร ะ ก อ บ เห ล ่าน ี้ พ ร ้อม  

ก ัน น ั้น ได ้ท ำ ก า ร ท ด ส อ บ ฤ ท ธ ี้ท า ง ช ีว ภ า พ ข อ ง ส า ร ป ร ะ ก อ บ ท ั้ง ห ม ด ท ั้ง จ า ก ธ ร ร ม ช า ต ิแ ล ะ จ า ก ก า ร  

ส ัง เค ร า ะ ห ์ โด ย ท ด ส อ บ ก ับ เซ ล ล ์ม ะ เร ็ง  6  ช น ิด ได ้แ ก ่ H S  2 7  (ไฟ โบ ร บ ล าส ต ์) , K A T O  (ม ะ เร ็ง  

ก ร ะ เพ า ะ อ า ห า ร ) , B T  4 7 4  (ม ะ เร ็ง เต ้า น ม ), C H A G O  (ม ะ เร ็งป อ ด ), ร พ  6 2 0  (ม ะ เร ็ง ล ำ ไต ้ให ญ ่)

แล ะ  H E P -G 2  (ม ะ เร ็งต ับ ) ซ ึ่ง พ บ ว ่า ส า ร  3 ม ีฤ ท ธ ี้ใน ก ารย ับ ย ั้ง เซ ล ล ์ม ะ เร ็งท ั้งห ก ช น ิด ซ ึ่ง  ม ีค ่า  

% s u rv iv a l น ้อ ย ก ว ่า ผ ล ก าร ท ด ส อ บ ก ับ  d o x o r u b ic in .

ภาควิชา........ ..... เคมี....
สาขาวิชา ..... ..... เคมี...
ปีการศึกษา.... ....2543...

ลายมือชื่อนิสิต...... โ&.( น ั ้ * ...*
ลายมือชื่ออาจารย์ที่ปรึกษา.^
ลายมือช่ืออาจารย์ที่ปรึกษาร่วม.



##4172474923 MAJOR: ORGANIC CHEMISTRY 
Keyword Abieta-7, 13-diene-3-one/Cleistantha-4, 13(17), 15-triene-3-oic acid/ 

Hardwikiic acid/Croton oblongifolius
SMITHTICHAI SRIYANGNOK : CHEMICAL CONSTITUENTS AND 
BIOLOGICAL ACTIVITY FROM THE STEM BARKS OF Croton 
oblongifolius Roxb. FROM AMPHOE PRANBURI, PRACHUABKHIRIKHAN 
PROVINCE THESIS ADVISOR : ASSO.PROF. SOPHON ROENGSUMRAN, 
Ph.D. 73 pp. ISBN 974-13-0978-3

One clerodane, hardwickiic acid (1), abietane diterpenoid compound, abieta- 
7,13-dien-3-one (2), and one cleistanthane diterpenoid compound, cleistantha-4, 13 
(17), 15-triene-3-oic acid (3), were isolated from the stem barks of Croton 
oblongifolius Roxb., which was collected from Amphoe Pranburi, Prachuabkhirikhan 
Province. The structure of these compounds were established by spectroscopic data 
including IR, MS, ID and 2D NMR techniques (DEPT, COSY, NOESY, HMBC and 
HMQC) and chemical transformation. All of the isolated compounds and their 
dirivative, were subjected to biological activity test against a panel of six cell lines 
including HS 27 (fibroblast), KATO (gastric), BT 474 (breast), CHAGO (lung), รพ  
620 (colon) and HEP-G2 (hepatoma). It was showed that compound 2 exhibited 
cytotoxic activity against all cancer cell with %survival values less than doxorubicin test.

Department...........Chemistry.
Field of study........ Chemistry
Academic year........ 2543......

Student’s signature....
Advisor’s signature 
Co-advisor’s signature



A C K N O W L E D G M E N T

The author wishes to express his deepest appreciation to his advisor, Associate 
Professor Sophon Roengsumran, Ph.D., for his encouraging guidance, supervising and 
beneficial suggestions throughout the course of this research. The author would like 
to thank Associate Professor Amorn Petsom, Ph.D. for the suggestions and guidance, 
Dr. Tirayut Vilaivan during the research work and Songchan Puthong (Institute of 
Biotechnology and Genetic Engineering) for cytotoxic activity test. He would also 
like to thank Professor Udom Kokpol, Ph.D. for serving as chairman of his thesis 
committee and Associate Professor Pipat Karntiang, Ph.D. for the valuable comments. 
Gratitude thank is also extended to the Department of Chemistry, Faculty of Science 
and the Graduate School, Chulalongkorn University for the financial support.



C O N T E N T S

ABSTRACT IN THAI.......................................................................................... iv
ABSTRACT IN ENGLISH.................................................................................. V
ACKNOWLEDGEMENT..................................................................................  vi
CONTENTS..........................................................................................................  vii
LIST OF TABLES..........................................................................................  ix
LIST OF FIGURES........................................................................................... X
LIST OF ABBREVIATIONS........................................................................  xii
CHAPTER I INTRODUCTION..........................................................................  1

1.1 General characteristics of the plants in the Genus Croton...............  2
1.2 Botanical characteristics of Croton oblongifolius Roxb.................  2
1.3 Previous studies in diterpenoid compounds of Croton

oblongifolius Roxb..........................................................................  4
CHAPTER II EXPERIMENTS.......................................................................... 10

2.1 General experimental procedures.........................................................  10
2.2 Chemical Reagents................................................................................  10

2.2.1 Solvents..............................................................................  10
2.2.2 Other chemicals.................................................................  11

2.3 Extraction and Isolation........................................................................  11
2.4 Separation of hexane crude extraction.................................................. 13
2.5 Purification and properties of the compounds eluted from

column chromatography of hexane crude extract............................. 14
2.5.1 Purification and properties of Compound i ..........................  14
2.5.2 Purification and properties of Compound 2.....................  14
2.5.3 Purification and properties of Compound 3.....................  14

2.6 Derivative of Compound 2................................................................... 14
2.6.1 Coupling of Compound 2 with 2,4-DNP....................... 14

Page



vin

CHAPTER III RESULTS AND DISCUSSION...........................................  15
3.1 Isolation of crude extract of Croton oblongifolius Roxb................  15

3.1.1 Separation of hexane crude extract......................................  15
3.1.2 Separation of ethylacetate crude extract.............................  15
3.1.3 Separation of methanol crude extract................................. 15

3.2 Characterization of isolated compounds............................................ 16
3.2.1 Properties of compound 1 .....................................................  16
3.2.2 Properties of compound 2.....................................................  16
3.2.3 Properties of compound 3.....................................................  17
3.2.4 Properties of compound 2a..................................................  17

3.3 Structure elucidation of the isolated compounds from the
stem barks of Croton oblongifolius Roxb.........................................  18

3.3.1 Structure elucidation of Compound 1 ................................ 18
3.3.2 Structure elucidation of Compound 2...............................  21
3.3.3 Structure elucidation of Compound 3...............................  32

3.4 Derivative of compounds from
Croton oblongifolius Roxb................................................................  35

3.4.1 Coupling of Compound 2 with 2,4-DNP.........................  35
CHAPTER IV BIOLOGICAL ACTIVITY................................................. 38

4.1 Results of biological activity test....................................................  38
CHAPTER V CONCLUSION......................................................................  40
REFERENCES...................................................................................................  41
APPENDIX........................................................................................................  47
VITA...................................................................................................................  72

Page



LIST OF TABLES

Page

Table 1 The result from separation of hexane crude extract........................... 13
Table 2 The result of separation of hexane crude extract by column

Chromatography.................................................................................. 15
Table 3 The IR absorption bands assignment of Compound 1 .......................  18
Table 4 13C-NMR chemical shifts of Compound I  and Hardwickiic acid.....  20
Table 5 The IR absorption bands assignment of Compound 2....................... 21
Table 6 13C-NMR chemical shifts of Compound 2 and

Abietadien-3-one, 7, 13-.....................................................................  27
Table 7 The HMQC spectral data of Compound 2......................................... 30
Table 8 The HMQC, HMBC and COSY spectral data of Compound 2 ....... 31
Table 9 The IR absorption bands assignment of Compound 3......................  32
Table 10 13C-NMR chemical shifts of Compound 3 and cleistantha-4,

13(17), 15-triene-3-oic acid................................................................  34
Table 11 The IR absorption bands assignment of Compound 2a....................  35
Table 12 13C-NMR spectral data of Compounds 2 and derivatives 2a...........  37
Table 13 Cytotoxic activity against 6 cell lines of some compounds

from c. oblongifolius.........................................................................  39



LIST OF FIGURES

1. Croton oblongifolius Roxb..............................................................................  3
2. The structures of diterpenoid compounds from Croton oblongifolius

Roxb.................................................................................................................  5-8
3. The structure of Compound 1 .....................................................................  19
4. The structure of Compound 2.....................................................................  26
5. The HMBC correlations of Compound 2 ....................................................  28
6. The COSY correlations of Compound 2.....................................................  28
7. The NOESY correlations of Compound 2..................................................  29
8. The structure of Compound 3.....................................................................  33
9. The structure of Compound 2a....................................................................  36
10. The IR spectrum of Compound 1 ................................................................  48
11. The 1 H-NMR spectrum of Compound i .....................................................  49
12. The 13C-NMR spectrum of Compound i ....................................................  50
13. DEPT-135, 90 13C-NMR spectrum of Compound 1 .................................. 51
14. The El MS spectrum of Compound 1 .........................................................  52
15. The IR spectrum of Compound 2 ................................................................  53
16. The 'H-NMR spectrum of Compound 2.....................................................  54
17. The 13C-NMR spectrum of Compound 2 .................................................... 55
18. DEPT-135, 90 13C-NMR spectrum of Compound 2 .................................. 56
19. The El MS spectrum of Compound 2.........................................................  57
20. The HMQC-NMR spectrum of Compound 2.................................................  58
21. The COS Y-NMR spectrum of Compound 2..............................................  59
22. The HMBC-NMR spectrum of Compound 2.............................................  60
23. The NOESY-NMR spectrum of Compound 2 ............................................ 61
24. The IR spectrum of Compound 3................................................................  62
25. The 'H-NMR spectrum of Compound 3.................................................... 63
26. The 13C-NMR spectrum of Compound 3........................................................  64

Figure Page



xi

Figure Page

27. DEPT-135, 90 13C-NMR spectrum of Compound 3.................................. 65
28. The El MS spectrum of Compound 3.........................................................  66
29. The IR spectrum of Compound 2a.............................................................  67
30. The 'H-NMR spectrum of Compound 2a...................................................  68
31. The 13C-NMR spectrum of Compound 2a..................................................  69
32. DEPT-135, 90 13C-NMR spectrum of Compound 2a................................. 70
33. The El MS spectrum of Compound 2a........................................................  71



A B B R E V I A T I O N S

b.p.
br ร =

ะc  :
CDCI3
CHCI3
CH2C12
cm =
13C-NMR 
COSY 
d
dd
ddd
DEPT
DMSO
ร
El MS
EtOAc =
g
'h -n m r
Hz
HMBC
HMQC
IR
J
kg
L
M+
mg

Boiling point
Broad singlet ( for NMR spectra )
Concentration 
Degree Celcius 
Deuterated chloroform 
Chloroform 
Dichloromethane 
Centimeter
Carbon-13 nuclear magnetic resonance 
Correlated Spectroscopy 
Doublet ( for NMR spectra )
Doublet of doublet ( for NMR spectra )
Doublet of doublet of doublet ( for NMR spectra ) 
Distortionless Enhancement by Polarization Transfer 
Dimethyl sulfoxide 
Chemical Shift
Electron Impact Mass Spectrum
Ethyl acetate
Gram
Proton nuclear magnetic resonance 
Hertz
Heteronuclear Multiple Bond Correlation
Heteronuclear Multiple Quantum Correlation
Infrared spectrum
Coupling constant
Kilogram
Litre
Molecular ion 
Milligram



Xlll

MHz = Megahertz
ml = Millilitre
mm = Millimetre
m.p. = Melting point
MeOH = Methanol
M = Molar
m/z = Mass to charge ratio
M.w. = Molecular weight
MS = Mass spectrometry
No. = Number
NMR = Nuclear Magnetic Resonance
NOESY = Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy
ppm = Part per million
q = Quartet ( for NMR spectra )
ร = Singlet ( for NMR spectra )
t = Triplet ( for NMR spectra )
TLC = Thin layer Chromatography
wt = Weight
Rf = Retention factor in chromatography
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