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Summary
From the DCM (Dichloromethane) fractions of Lingzhi medicinal herb which were provided by Tay
Nguyen Pharmaceutical Development Joint Stock Company, three compounds (A, B, C) were
isolated by chromatography and identified as: Ganodermanontriol, acid lucidenic E2, acid lucidenic
N. Their structures were elucidated by IR, MS and NMR.
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Dit van dé

Linh chi d& (Ganoderma lucidum) la mét loai
dwoc liéu duwoc trong trot tlr 1au doi, khong chi
la ndm an, ma con 1a moét loai duoc liéu quy
hiém, dwoc ghi trong sach “Than Néng ban
thao” tir 2000 nam trwéc . Linh chi duoc coi la
mot s&n vat quy hiém cla dat rivng Dai Nam, néi
bat v&i cac tac dung nhu: Kién nao, bao can,
cwong tam, kién vi, cwdng phé, gidi doc, giai
cam va gilip con nguoi sdng lau, tang tudi tho .
Gia tri duoc ly cla linh chi d6 cang dwoc khdng
dinh khi Ho6i nghi Ndm hoc thé gi¢i thanh lap
Vién Nghién ctru linh chi Quéc té tai New York [,
Mot trong hai nhém hoat chét chinh dwoc
nghién ctu nhiéu nhéat trong linh chi dé la
triterpen — nhém chét cé tiém nang trong viéc
phong ngira va hd tro diéu tri nhiéu bénh khac
nhau, dic biét giup ngan chan cac gbc ty do,
chéng lai cac té bao khéi u va sw phat trién cla
cac té bao ung thw . Vi cong dung phong phu
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va da dang, cac ché phdm tlr nAm linh chi d4 ra
doi ngay cang nhiéu nhdm phuc vu chdm séc
strc khde clia ngudi dan. Tuy nhién, Duoc dién
Viét Nam xuét ban I1an thi ndm (DDVN V) chi
md&i kiém soat ham lwgng chét chiét dwoc trong
dwoc liéu, chwa kiém soat cac nhdm hoat chéat
nhw triterpenoid, Dwoc dién My cling da xay
dwng chuyén luan kiém soat chét lwong linh chi
dé dwa trén 10 triterpenoid, st dung chét chuan
chinh |a acid ganoderic A va cao chuan, nhung
cac hoat chat nay cé gia thanh kha cao va kho
khdn khi nhap khau. Vi vay, d& gép phan dé
xuat nang cap chuyén luan linh chi dd trong
DDVN V, chung t6i tién hanh nghién ciru nay dé
thiét 1ap chéat déi chiéu.

Nguyén liéu va
nghién clru

Nguyén liéu

NA&m linh chi d® (Ganoderma lucidum) dwoc
thu hai vao thang 2 — 3 nam 2019 tai Pak Lak
(Céng ty Co phan Phat trién Dwoc Tay Nguyén
cung cap). Nam linh chi dé dwoc lwu trir va bao
quan tai Khoa Nghién clru — Phat trién — Vién
Kiém nghiém Thudc Thanh phd Hd Chi Minh,
dat yéu cau kiém tra chat lwong theo DBVN V
va Duoc dién My (USP 41).

phwong phap
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Héa chat, thudc thir, thiét bi va dung cu

Ban moéng nhdém trang san silica gel 60 F 254
Merck, thudc thr phat hién acid H,SO4 10%/
ethanol; sac ky cot st dung silica gel c¢& hat 40
— 63 um; may sac ky Idng hiéu ndng cao
Shimadzu LC-2030C 3D, dau do PDA (Vién
Kiém nghiém Thudc TP. H6 Chi Minh); Thiét bi
quang phd héng ngoai Themo Scientific Mode
iS50FT-IR (Vién Kiém nghiém Thudc TP. Hé Chi
Minh); Thiét bi do phd cdng hwéng tir hat nhan
(NMR) Bruker Ascend TM 400 MHz (Vién Kiém
nghiém Thubéc TP. H& Chi Minh); May sac ky
ldng khéi phd Shimadzu LC-MS IT-TOF (Vién
Kiém nghiém Thudc TP. H6 Chi Minh).

Phwong phap nghién ctru

Chiét xuat va phan lap

Duwoc liéu dwoc chiét bang phwong phap
ngdm kiét v&i dung modi ethanol 70% (EtOH
70%) & nhiét dd phong. Hoa tan cao toan phan
trong nwéc va chiét 1an lwot véi cac dung méi cd
dd phan cuc tdng dan: Dicloromethan (DCM),
ethylacetat (EtOAc). Phan lap cac hop chét
bang sac ky cot véi chat hap phu la silica gel
pha thwong, sic ky 16ng hiéu nang cao diéu
ché. Theo dbi cac phan doan bang séc ky 16p
méng pha thuan, phat hién chat bang déen t&
ngoai hodc dung thuéc thkr, ho néng dé phat
hién. C4u tric cac hop chéat phan lap dwoc xac
dinh dwa trén két qua phan tich phé IR, phb
khéi, phd cong hudng tir hat nhan va so sanh
cac dir liéu thu dwoc tr thwe nghiém voéi cac
tai liéu da cong bd.

Kiém tra d6 tinh khiét

Kiém tra bang SKLM: Kiém tra d6 tinh khiét
hop chét phan 1ap dwoc bdng SKLM véi 3 hé
dung méi: Cf — NH;3 (95 : 5); Cf — MeOH (95 : 5,
2 giot NH3; dam dac); EtAc — MeOH (90 : 10, 2
giot NHz; dam dac). Phan tich séc ky do dudi UV
254 nm, 365 nm, TT H,SO,4 10% trong ethanol.

Kiém tra bang HPLC: Kiém tra do tinh khiét
v6i hé théng HPLC v&i dau do PAD, cot C18
(150 x 4,6 mm; 3,5 ym), tbc do dong: 1,0 ml/
phut, thé tich tiém 50 pl, buwéc séng phat hién:
254 nm/ 210 nm; Pha déng: Acetonitril - nwéc
theo ti I1é gradient trong bang 1. Dwa vao ty 1é
dién tich céac pic trén séc ky d6, c6 thé danh gia
dé tinh khiét ctia chéat phan 1ap.

Bang 1. Chuwong trinh gradien dung moéi
kiém tra dé tinh khiét

Thoi gian Dung méi Dung méi
(phuat) acetonitril (%) nwoc (%)
0-30 40 - 100 60-0
30-40 100 0
40- 45 100 - 40 0-60
45 - 50 40 60

Két qua va ban luan

Két qua chiét xuat va phan lap

Tién hanh chiét v&i 20 kg dwoc liéu linh chi
dd thu dwoc 1,04 kg cao toan phan. Phan tan
cao toan phan vao 2 lit nwéc va chiét 1dng - 1dng
lan lwot véi cac dung méi cd d6 phan cuc tang
dan: Dicloromethan (DCM) va ethyl acetat
(EtOACc), thu dwgc 380,64 g cao DCM va 156 g
cao EtOAc. T 380,6 g cao phan doan DCM tién
hanh nap cét véi silica gel (c& hat 63- 200 pym)
voi ti 18 1 : 5. Tién hanh sdc ky cot nhanh véi
hén hop dung méi DCM — MeOH véi i 1& dung
moi thay d6i (100:1 — 1:1), mdi 1an tién hanh voi
500 ml hén hop dung méi, cd thu hdi dung moéi
va tién hanh kiém tra bdng sic ky 16p méng.
Thu dwoc 188 phan doan nhd, tién hanh gop
cac phan doan giéng nhau thu dwoc 8 phan
doan Ién ky hiéu: D1 - D8.

Phan doan D6 (92,4 g) tiép tuc dwgc phan
lap bang sac ky cot silica gel pha thwéng, rira
giai bang hé dung méi gradient dichlomethan —
methanol (30 : 1 — 5 : 1) thu dwgc 188 phan
doan nhd, tién hanh gdp cac phan doan gibng
nhau thu dwoc 4 phan doan I&én ky hiéu D6.1,
D6.2, D6.3 va D6.4.

Phan doan D6.3 (6,8 g) dwoc tinh ché trén
cot sac ky pha dao bang hé dung méi methanol
— nwdc (2/1) thu dwoce 2 phan doan nhd ky hiéu
D6.3.1 va D6.3.2:

- Tinh ché phan doan D6.3.1 (3,9 g) nhiéu
lan bang séc ky cot silica gel pha thuan voi hé
dung méi DCM-MeOH (20:1) thu dwoc 2 hop
chéat A (176,6 mg) va B (126,2 mg).

- Tinh ché phan doan D6.3.2 (1,2 g) nhiéu
lan bang sac ky cot pha ddo (YMC, s-75 um,
Nhat Ban) c6 dwong kinh 3 cm, dai 80 cm,
lwong silica gel pha dao la 500 g) véi hé dung
méi MeOH-H,O (5:1) thu dwoc hop chat C
(604,4 mg).
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Kiém tra do tinh khiét
Hop chéat A cé thai gian lwu 1a 49 phut va dat
do tinh khiét 95,5% tinh theo dién tich pic. Hop
chéat B cé thdi gian lwu 1a 8 phat va dat do tinh
khiét 98,3% tinh theo dién tich pic. Hop chat C

c6 thoi gian lwu la 27,5 phat va dat d6 tinh khiét
95,1% tinh theo dién tich pic. Nhw vay, 3 hop
chdt A, B va C phan lap tr phan doan
dicloromethan déu dat do tinh khiét trén 95% va
du diéu kién lam chét déi chiéu.
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Hinh 1. Sé&c ky db tinh khiét cua A, B va C

Phan tich phé va xac dinh cau trac

Hop chéat A: Phd IR vmayx (cm™): 3,300 cm™
(nhom —OH); 1,178 cm™ (lien két C-O); 1,688
cm” (cGa nhém C=0), 1,726 cm™ (nhém
COOH). Phd khéi ESI— MS: m/z = 459,27 [M-H]
(M =460 tng v&i cong thirc phan tlir Co7H400s).
Phdé 'H-NMR (CD;OD, 400 MHz) va "C-NMR
(CDs0D, 100 MHz) cla chét A dugec trinh bay &
bang 2.

Hop chét B: Phd IR vmax (cm™): 3,300 cm™
(OH), 1,693 cm™ (C=0), 1,113 cm™ (C-O-C),

1,738 cm™ (nhém COOH). Phd khdi ESI — MS:
m/z = 517,27 [M+H]" (M = 516 (*ng v&i cdng
thire phén tor C29H4008)_ Phé 1H-NMR (CD3OD,
400 MHz) va "C-NMR (CD50OD, 100 MHz) cla
hop chéat B dwoc trinh bay & bang 2.

Hop chét C: Phd IR via, (cm™): 3,300 cm™
(OH), 1,698 cm™ (C=0), 1,113 cm™ (C-O-C).
Phd khéi ESI— MS: m/z = 507,32 [M+CI] (M = 486
&ng v&i cong thirc phan tir CsgHueOs). Phd
"H-NMR (CDCl;, 400 MHz) va ™*C-NMR (CDCls,
100 MHz) cla chat C dwoc trinh bay & bang 2.

(A) Acid lucidenic N

(B) Acid lucidenic E2
Hinh 2. C4u tric cac hop chéat A, B, C

(C) Ganodermanontriol
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Bang 2. Sé liéu phd "H-NMR va *C-NMR ciia hop chét A, B, C va chét tham khéo

i Acid i Acid . Ganoderm
- Hop chat A Lucidenic Hop chat B lucidenic Hop chat C anontriol
Vi tri N B E2 B 3
C 13 13 13
'H-NMR C'[Q,’MR BC-NMR " "H-NMR C'[Q,’MR BC-NMR"™ 'H-NMR C'[’c‘,’MR BC-NMR
1 34,5 34,8 33 33,3 36,6 36,7
2 26,9 27,6 26,6 274 34,8 34,9
3,13 3,24
(1H, dd, (1H, dd, )
3 49120 775 78,3 51.51 87 77,5 216,9 216,9
Hz)) Hz)
4 38,3 38,6 40,4 40,5 475 475
5 48,9 49,1 51,3 51,4 50,7 50,7
6 26,6 26,6 36,2 36,7 23,7 23,7
s
7 To 66,6 66,9 199,8 198,8 (1H, d, 119,9 119,4
9.5,8,0 6,6 Hz)
Hz)) ’
8 157 4 156,8 151,8 151,6 1428 142,7
9 142,7 142,7 145,8 146 1445 1443
10 38,5 38,8 38,8 39,2 37,2 37,2
5,41
11 199,1 198 194,2 194,1 (1H, d, 117,2 117,2
6,2 Hz)
12 50,1 50,3 5’695)(“"' 79,4 79,4 37,8 37,7
13 453 45,3 50,7 48 43,7 43,8
14 59,1 59,4 58,4 58,5 50,3 50,3
15 218,8 217,5 207,4 206 27,9 27,8
16 40,4 41 37 37,6 31,4 31,5
17 457 46,1 451 455 51 50,9
0,99 0,85 0,61
18 (3. ) 16,4 17,4 (3. ) 11,2 12,1 (3. ) 15,7 15,8
1,05 1,76 1,21
19 (31 ) 17,5 18,4 (3, 5) 16,9 18 (3. s) 22 22,1
20 35 35,1 32,6 33 36,5 36,5
1,02 1,05 0,94
21 (3H,d, 17,07 18 (d, 6,6 19,2 20,2 (3H, d, 18,6 18,7
6,6 Hz) Hz) 6,4 Hz)
22 30,5 30,4 29,7 30,2 33,5 33,5
23 30,3 30,7 31 31,8 28,9 29,8
3,47
24 1762 1782 175,2 176,9 (11H;1 id’ 79,3 77,2
10,5 Hz)
25 - - - - - - 73,9 73,9
3,84 &
3,48
26 - - - - - - 2h, d. 67,7 69,6
11,2 Hz)
1,14
27 - - - - - (3. 5) 22,5 20,3
1,23 1,03 1,12
28 (3. ) 27,3 24.4 (3H. ) 26,9 27,9 (3. ) 25,4 254
0,86 0,91 1,10
29 (3. ) 14,8 28,1 (3H. ) 14,8 15,6 (3. ) 20,9 22,5
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i Acid i Acid i Ganoderm
- Hop chat A Lucidenic Hop chat B lucidenic Hop chat C anontriol
Vi Ctrl N & E2 5 B3]
13 13 13
'H-NMR C'[Q,’MR BC-NMR " "H-NMR C'[Q,’MR BC-NMR " 'H-NMR C'/C‘,’MR C-NMR
1,40 1,37 0,90
30 (3H, s) 23,5 15,4 (3H, s) 20,2 21,4 (3H, s) 25,3 25,5
COO 2,22
CH, (3H, s) 19,5 20,9
COO
CH, - 170,2 170,1

[c] = [CDCl5, 100 MHz]: [a] = [CD3;0D, 100 MHz], [b] = [CDCls, 75 MHz]

Bién giai cau tric

Hop chat A

Phdé 'D-NMR cia A ("H-NMR, *C-NMR va
DEPT) cho tin hiéu dac trwng ctia mét lanostan-
triterpen twong tw nhw clu tric cta hop chat A.
Trén phd "H-NMR cho tin hiéu cla 6 nhom
methyl bao gdm 5 tin hiéu singlet ctia nhém
methyl lién két v&i carbon bac 4 ndi vong
lanostan tai 6y 0,99 (3H, s, H-18), 1,05 (3H, s,
H-19), 1,23 (3H, s, H-28), 0,86 (3H, s, H-29) va
1,40 (3H, s, H-30), 01 tin hiéu douplet cia nhém
methyl ndi v&i carbon bac 3 tai 6y 1,02 (3H, d,
J = 6,6 Hz, H-21). Ngoai ra, hai tin hiéu proton
dich chuyén vé trwong thap tai oy 4,85 (1H, dd,
J=9,5&8,0Hz, H-7)va 3,13 (1H, dd, J =4,9 &
12,0 Hz, H-3) dac trung cho nhoém
hydroxymethin. Hang sé twong tac cla proton 3
va 7 c6 tin hiéu douplet douplet v&i hang sbé
twong tac J twong iing 14 4,9 & 12,0 Hzva 9,5
va 8,0 Hz goi y vé cAu trinh beta cla nhém
hydroxy. Phd "C-NMR ctia hgp chét A cho tin
hiéu twong (rng v&i tin hiéu proton trén phd
"H-NMR bao gdbm 6 tin hiéu methyl tai Jc 16,4
(C-18), 17,5 (C-19), 23,5 (C-28), 27,3 (C-29),
14,8 (C-30) va 17,7 (C-21); 2 tin hiéu nhém
hydroxymethin tai J6c 77,5 (C-3) va 66,6 (C-7).
Ngoai ra, trén phd "*C-NMR cho tin hiéu 2 nhém
keton (C=0) tai 6c 218,8 (C-15) va 199,1 (C-11);
tin hiéu 01 nhém carbonyl tai Jc 176,2; va tin
hiéu mét cap olefin ndi vong tai Jc 157,4 (C-8),
142,7 (C-9). Phd DEPT cho tin hiéu 27 carbon
v&i 6 nhom methyl, 7 nhdm methylen, 5 nhém
metin va 9 carbon khac. T& cac phan tich phé
'D-NMR va phd khéi cho thdy hop chét A cé ciu
trdc la nor-25,26,27-lanostan-triterpen va hop
chat nay c6 mot sé diém la:

+ Hop chét A chi c6 2 nhém keton.

+ Hop chét A khong bi acetyl héa tai vj tri
C-12 ma bj hydroxy héa tai C-7.

Vi tri carbon khac dwoc xac dinh dwa vao
twong tac truc tiép H—-C trén phd HSQC thuc
nghiém va gan cac vij tri twong tng trong di liéu
phd trong tai liéu tham khao P,

Nhw vay, tor két qua phan tich phd 'D-NMR,
’D-NMR va phd khéi ESI-MS két hop véi so
sanh di liéu phd tai liéu tham khao co thé két
luan hop chét A 13 acid lucidenic N.

Hop chat B

Phd "D-NMR cta B cho tin hiéu dac trwng
clla mot lanostan-triterpen: Trén phd "H-NMR
cia B xuéat hién tin hiéu proton ctia 7 nhém
methyl gébm: 5 tin hiéu singlet cta 5 methyl ndi
v&i carbon bac 4 ndi vong tai Jy 0,85 (3H, s,
H-18); 1,76 (3H, s, H-19); 1,03 (3H, s, H-28);
0,91 (3H, s, H-29) va 1,37 (3H, s, H-30)], 1 tin
hiéu douplet cia nhém methyl lién két voi
carbon bac 3 tai éy 1,05 (3H, d, J = 6,6 Hz,
H-21) va nhém acetoxyl methyl ester tai oy 2,22.
Tin hiéu proton dich chuyén vé trwéng thap tai
on 3,24 (1H, dd, J = 11,5 ; 5,1 Hz, H-3) va dy
5,69 (1H, s, H-12) goi y sw xuat hién ctia nhém
hydroxymethin. Hang sb twong tac clGa proton
H-3 va H-12 Ian lwot la: 11,5; 5,1 Hz va singlet
goi ¥ vé cau hinh g-OH. Trén phd "*C-NMR cua
B cho tin hiéu clda 29 carbon va hoan toan
twong ng véi cac tin hiéu trén phd "H-NMR
gdm: 6 nhém methyl tai dc 11,2 (C-18); 16,9
(C-19); 19,2 (C-21); 26,9 (C-28); 14,8 (C-29),
20,2 (C-30); hai tin hiéu nhém hydroxymethin tai
dc 76,7 (C-3) va 79,4 (C12). Ngoai ra trén phd
BC-NMR cho tin hiéu ctia 2 nhém carbonyl tai
oc 175,2 (C24), 170,2 (COOCHj3); 3 tin hiéu
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keton tai Jc 207,4 (C-15), 199,8 (C-7), 194,2
(C-11); va tin hiéu cap olefin ndi vong tai dJc
151,8 (C-8), 145,8 (C-9). Trén phd DEPT ciia B
cho tin hiéu cta 6 nhém methyl, 6 nhoém
methylen, 5 nhom methin va 11 tin hiéu carbon
khac. Vi tri carbon dwoc xac dinh nho twong tac
trwc tiép H—C trén phd HSQC. Trén phé HMBC
thire nghiém cho twong tac dac trwng clia khung
lanostan-triterpen (xem bang) gém:

H18 (6 0,85) — C12 (6c 79,4), C13 (6c 50,7),
C14 (6c 58,4) va C17 (5c45,1);

H19 (64 1,76) — C9 (J¢c 145,8); C10 (6c 38,8)
va C5 (dc 51,3);

H28 (64 1,03) va H29 (64 0,91) — C3 (d¢c
76,7), C4 (6c 40,4) va C5 (dc 51,3);

H30 (oy 1,37) — C8 (6c 151,8), C13 (d¢c
50,7), C14 (Jc 58,4) va C15 (5¢c 207 ,4);

H21 (64 1,05) — C20 (dc 32,6), C17 (oc 45,1)
va C22 (dc 29,7).

T phan tich phd 'D, 2D-NMR va phd khéi
MS két hop véi so sanh di liéu phd trong tai
ligu tham khdo P! c6 thé xac dinh B la acid
lucidenic E,.

Hop chat C

Phé 'D-NMR ("H-NMR, "C-NMR va DEPT)
clia hop chat C dac trwng cho cAu truc lanostan-
triterpen réat phé bién trong chi Ganoderma. Trén
phd "H-NMR cta C cho tin hiéu cta 7 nhém
methyl tai oy 0,61 (s, H-18), 1,21 (s, H-19), 0,94
(d, J = 6,4 Hz, H-21), 1,14 (s, H-27), 1,12 (s,
H-28), 1,10 (s, H-29) va 0,90 (s, H-30); ba tin
hiéu proton dich chuyén vé trwdng thap déc
treng cho céac vi tri bj hydroxy héa tai oy 3,47
(1H, dd, J=1,4 & 10,5 Hz, H-24) va 3,84 & 3,48
(2H, d, J = 11,2 Hz, H-26); 2 tin hiéu nbi d6i cla
hai cap olefin tai 645,51 (1H, d, J = 6,6 Hz, H-7),
541 (1H, d, J = 6,2 Hz, H-11). Cac tin hiéu
carbon trén phd ™C-NMR clia hop chét C hoan
toan twong (ng v&i tin hiéu proton trén phd
'H-NMR bao gébm: 7 nhém methyl tai dc 15,7
(C-18), 22,0 (C-19), 18,6 (C-21), 20,9 (C-27),
25,3 (C-28), 22,5 (C-29), 25,4 (C-30); 03 tin hiéu
carbon bi hydroxy héa tai Jc 79,3 (C-24), 73,9
(C-25) va 67,7 (C-26); 2 cap olefin tai ic (119,9;
142,8) va (144,5, 117,2). Ngoai ra, trén phd
3C-NMR cho tin hiéu 1 nhém keton tai dc 216,9.
Phd DEPT cho tin hiéu 30 carbon v&i 7 nhém
methyl, 8 nhém methylen, 6 nhém methin va 9
carbon khac. Vi tri cia carbon khac duoc

xac dinh dwa trén div lieu phd C-NMR, phd
HMBC, HSQC va DEPT, két hop véi so sanh
di lieu phd tai lieu B v& hop chét
ganodermanontriol.

Nhw vay, tlr két qua phan tich di liéu phd
'D-NMR, MS két hop véi so sanh div liéu phd tai
ligu tham khao ! c6 thé két luan hop chét C la
24,25,26 - trihydroxy - 5 - lanosta - 7,9(11) - dien
- 3 - one hay con goi la ganodermanontriol.

Két luan

Tl dwoc liéu ndm linh chi dé da dwoc danh
gia chét lwgng dau vao, bang phuong phap
ngdm kiét, phwong phap sic ky cot va sac ky
l6ng diéu ché da phan lap dwoc 3 hop chéat. Xac
dinh cu tric cac hop chét phan lap dwoc thong
qua két qua do phd hdng ngoai, phd khdi, phd
cOng hwdng tlr hat nhan va so sanh voi cac div
liéu céng bd clia cac hop chéat lién quan. Ba hop
chat phan lap dwoc xac dinh cu trac 1a: Acid
lucidenic N (A), acid lucidenic E2 (B) va
ganodermanontriol (C), 1a nhitng chat thudc
nhém triterpenoid, cling 1a nhém thanh phan hoéa
hoc dac trwng cGa nadm linh chi d6. Pay la
nghién ctru gitp cho viéc tiéu chudn hoéa dwoc
liéu nay ciing nhw cac thanh phdm cua chung,
thiét 1ap chat chuan chéat déi chiéu va dé xuét
nang cap chuyén luan linh chi trong Duwoc dién
Viét Nam.
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