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Untersuchung iiber die Fettsiuren aus den Friichten und Samen. IL.V
Uber eine Neue Fettsiure (Goshuyusiure) aus den Friichten
von Evodia rutaecarpa Hook. fil. et THomsoN2

GoicHi Kurono, YosHiHIRO NISHIKAWA, SusumMu MivANo
und SETSUKO ABURANO

Fakultit der pharmazeutischen Naturwissenschaften, Kanazawa Universitit®)
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Aus den Fettsiure-fraktion, die nach der Verseifung des Atherextraktes von den
Friichten des Evodia rutaecarpa Hook. fil. et Tuomson (Rutaceae) erhalten wurde, wurde
Goshuyusdure isoliert. Diese Saure ist eine Tetradecadiensdure, die bis jetzt niemals in
der Natur gefunden worden ist. Der Gehalt dieser Sdure betrigt 259, der Gesammt-
fettsiure in dieser Frucht. Nach dieser Untersuchung wurde eine Struktur cis-5,8-Tetra-
decadiensaure (Ia) fiir Goshuyusdure ermittelt. Wie auf dem Tabelle I gezeigt, wurden
auch andere bekannten Fettsiure ermittelt.

Von alters her gilt die Friichte von Evodia rutaecarpa Hook. fil. et Tuomson (jap. Name
Goshuyu) in japanischen und chienesischen Vélkern als wirksames Heilmittel, wiahrend sich
die Alkaloide wie Evodiamin,® Rutaecarpin,¥ Hydroxyevodiamin® und Evocarpin A,B,C®
in der Literatur finden lassen. Auch kann man die Mitteilungen iiber die Bitterstoffe” und
die dtherische Ole! aus diesen Friichten finden. Aber bis jetzt gibt es keine Mitteilung iiber
die Fettsduren aus diesen Friichten.

Aus der Fettsdure-fraktion, die durch die Verseifung des Atherextraktes von Evodia-
friichten erhalten wurde, wurde eine neue Fettsdure isoliert, die bis dahin niemals in der Natur
gefunden worden ist, und sie Goshuyusédure genannt. Die Struktur dieser Sdure wurde erstmal
von uns als Ia aufgekldrt.

Pd-C/H, cis cis
CH,(CH,),,COOCH, «— CH,(CH,),CH=CH-CH,-CH=CH-(CH,),COOR ——
I Ta: R=H l .
. i: KMnO,
Ib: R=CH, l iis CH,N,
i: 0, |
ii: H,O, v
iii: CH,N, l
CH,(CH,),COOCH; + H;COOC(CH,);COOCH,
III v
Formelschema
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TareL I. Extraktion und Isolierung der Fettsiurefraktion aus den Friichten von E. rutaecarpa
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Abb. 1. GLC von Fettsiuremethylestern

Siehe iiber die Bedingungen Fussnot d) in
Tabelle I

unverseifbares Substanz

In dieser Mitteilung berichten wir iiber
die Isolierung und die Strukturaufklirung die-
ser Sdure. Nach dem Verfahren Tafel I wurde
die gesammtsdure aus 1.58 kg getrockneten
Evodia-friichten extrahiert. (Ausbeute 0.5%).
Nachdem sie mit Diazomethan methyliert
wurde, wurde ein Gemisch von Fettsiureme-
thylestern durch auf der Kieselgelsiule mit
Benzol chromatographiert. Dann wurde ein
oliges Gemisch von Methylestern erhalten und
durch die Gaschromatographie (GLC) (Abb. 1)
mit den authentischen Proben iiber die rela-
tiven Retentionszeiten verglichen. Und jeder
Peak wurde identifiziert wie in Tabelle I. Au-
ch in dieser Tabelle wurden die Gewichtsver-
hiltnisse jedes Peaks nach dem Peakfliche-
ninhalt (Peakbreite bei ihrer halben Hoche x
ihre Héche) und die Aquivalenz Ketten Linge

Werte (A.K.L.)® gezeigt. In Abb. 1 hat Goshuyusduremethylester (Ib) den Peak 2 gezeigt
und wurde nach der Vergleichung der A.K.L.-Werte als einer unbekannte Fettsiuremethylester

erwiesen.

Weil die Gewichtsverhiltnis dieser Fettsiuremethylester zu der Gesammtfettsidure-
methylester-fraktion 259, betrdgt, deshlab haben wir durch die préparative Gas Liquid
Chromatographie und die Kieselgelsdulenchromatographie reinen Goshuyusduremethylester
zu isolieren gestrebt. Durch die priparative GLC wurde der Gesammtfettsduremethylester
in ca. 70 Stunden lang, bei 200° chromatographiert. Dann wurde sehr weniger unzersetzener

8) T.K.Miwa, K. L. Mikolajczak, F. R. Earle und I. A. Wolff, Anal. Chem., 32, 1739 (1960).
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TaseLLe I.  Prozent der Bestandteile und A.K.L.-Wert des
Gemisches von Fettsiuremethylestern

A.K.L.—Werte®

Peak Nr. Kettea) Gh. 9%,® ——
1,4-BDS® PEG-6000®
1 14:0 2 14.0 14.0
2 14:2 25 14.6 14.6
3 unbekannt 8 15.3 15.2
4 16:0 26 16.0 16.0
5 unbekannt 1 17.0 17.0
6 18:0 3 18.0 18.0
7 18:1 7 18.4 18.1
8 18:2 18 18.9 18.6
9 18:3 9 19.6 19.2

a) C-Nr. und Doppelbindung Nr.

b) die Gewichtsverhiltnisse-prozent (Peakbreite bei ihrer halben Héche x ihre Hoche)
¢) die Aquivalenz Ketten Linge Werte®

d) 5% 1,4-BDS auf Shimalite W, Glasrohr (2m x 4 mm 1.D.) 190°, N,;(58 ml/min)

e) 5% PEG-6000 auf Shimalite W, Glasrohr (2m x 4 mm I.D.) 185°, N,(60 ml/min)

reiner Goshuyusduremethylester erhalten. Aber wegen kleines Gehaltes wurde eine andere
Isolierungsmethode untergesucht. Dann wurde der Gesammtsiduremethylester durch die
Kieselgelsdulenchromatographie mit Benzol als Elutionslosungsmittel fraktioniert und jede
Fraktion wurde durch GLC auf die Probe gestellt. So wurde eine den hochsten Gehalt von
Goshuyusduremethylester haltende Fraktion erhalten. Wie in Experimenteller Teil gezeigt,
nochmals wurde diese Fraktion durch die priparative Diinnschichtchromatographie gereinigt.
Zuletzt aus dieser Diinnschichtplatte wurde gereinigter Goshuyusduremethylester extrahiert.

2
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Abb. 3. NMR des Goshuyusduremethylesters
Abb. 2. GLC des Goshuyusiuremethyl- (CDCl,)

esters

5% 1,4-DBS auf Shimalite W, Glasrohr(2m X 4mm
1.D.) 190°, N,4(49 ml/min)

Auf dem hochauflésender Massenspektrum zeigte Goshuyusduremethylester ein Molekiil-
Ion am M+ 238.195. Nach diesem Resultat hat dieser Methylester Molekulalformel Cy;H,s0,.
Nach der Kontakthydrierung dieses Methylesters in Athanol mit Paradium-Kohle hat deiser
hydrierte Methylester auf dem Massenspektrum ein Molekiil-Ton am M+ 242 gezeigt. Auch
durch GLC war der Peak 2 verschwunden, wihrend der Peak 1 vergrossert war. Denn der
Peak 1 mit Myristinsduremethylester(II) identifiziert wurde, so war es klar geworden dass
der Peak 2 ein n-Tetradecadiensduremethylester sein soll.

Nach dem Grund, dass bei infrarotspektrum (IR) Goshuyusiduremethylester eine Absorp-
tion am 1660 cm~!(CH=CH) und keine Absorption am 980—960 cm~! gezeigt hat, soll diese
Doppelbindung cis Lage sein. Auf nuklear magnetische resonanz (NMR) Spektrum hat dieser
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Methylester die Signalen von 4H fiir die olefinischen Protonen am 7 4.65 und die von 2H fiir die
methylenischen Protonen zuwischen zwei Doppelbindungen am z 7.26 gezeight.

Auf der anderen Seite wurde Goshuyusduremethylester in Chloroform ozoniziert und
nach der Zersetzung dieses Ozonides mit Hydrogenperoxyd wurden die resultierte Carbon-
sduren wieder mit Diazomethan methyliert. Durch GLC-bestimmung dieser Methylestern
wurden Capronsduremethylester(III) und Glutarsduredimethylester(IV) ermittelt. Weiter
wurde Goshuyusduremethylester in Aceton mit Kaliumpermanganat oxydiert und die resul-
tierte Carbonsduren wieder wie oben methyliert. Durch GLC-bestimmung wurde ein erhal-
tener Methylester als Glutarsduredimethylester(IV) identifiziert. Durch die Oxydation mit
Kaliumpermanganat in Aceton wurde auch Glutarsduredimethylester(IV) aus dem erhaltenen
Methylester erwiesen. Bei beiden oben Oxydationen wurde kein erwarteter Malonsiduredime-
thylester erwiesen. Uber dieses Resultat vermuten wir, dass Malonsiure bei der hochen
Temperatur sehr leicht zersetzt wiirde. Nach den oberen Resultaten der Untersuchung
wurde die Struktur von Goshuyusdure als cis-5,8-Tetradecadiensdure (Ia) sich erwiesen.

Noch bis jetzt wurde eine Tetradecadiensdure in Hypnum cupressiforme (ein Moss) und in
den Blittern von Ilex aquifolium mit B.W. Nichols® mitgeteilt, aber gab es keine Untersuchung
iiber die Stelle der Doppelbindungen in dieser Literatur.

In Goshuyusdure sind 4 Methylenreste weniger als in Linolsdure. W. Stoffel und A.
Scheid!® hatten mitgeteilt, dass die synthetische cis-5,8-Tetradecadiensidure zur Linolsdure
in der Gewebekultur von HeLa-Zellen verlingert wurde. So haben wir iiber diese Sadure ein
Interesse, dass diese Sdure eine Vorstufe der Linolsdure bei Biosynthese in H&cherpflanzen
sein konne.

Experimenteller Teil

In dieses Experiment wurden fiir GLC Perkin-Elmer F 21, praparative Gas Chromatograph (FID) und
Shimadzu GC-4 BPF (FID), fiir IR-Spektren Jasco-Model DS-402G Spektrophotometer, fiir NMR-Spektren
JEOL JNM C60H Spektrometer und fiir Massenspektren JMS-O1SG Spektrometer gebraucht.

Extraktion und Isolierung der Fettsiure-fraktion aus Evodia-fruchten (Tafel I) Als Rohstoffe wurden
die auf dem Markt gekaufte Friichten gebraucht. 1.58 kg Pulver von trocknen Evodia-friichten wurden
in Soxlet mit Ather extrahiert. Dann wurde der entstandene Kristall (19.1 g) abgesaugt und vom Filtrat
wurde Ather abdestilliert. Der Riickstand (62.6 g) wurde in 630 ml #-Hexan aufgenommen. Hexan wurde
aus dieser Losung abdestilliert. Nach der Wasserdampfdestillation des Riickstandes (25.2 g) wurde der nicht
abdestillierte Riickstand mit Ather geschiittelt. Von der Atherlésung Ather abdestilliert und der Riickstand
(19.2 g) wurde mit 58 ml 109, dthanolischen KOH-l6sung zugefiigt. Dann dieser alkalische Gemisch wurde
auf dem Wasserbade 2 Stunden lang gekocht. Nach der Verseifung wurde AtOH abdestilliert und Wasser
wurde bis zur Lésung zugefiigt. Zur Entfernung der unverseifenden Substanzen (9.2 g) wurde diese Was-
serlésung mit Ather geschiittelt. Die Wasserschicht wurde mit 10%, HCI sauer gemacht und die befreitigen
Fettsiure-fraktion wurde ins Ather aufgenommen. Nach dem Trocknen iiber wasserfreiem Natriumsulfat
wurde Fettsiaure-fraktion (7.5 g) gewonnen. Diese Fraktion wurde mit CH,N, zu einen Gemisch von Fett-
" sauremethylestern verdndert. Dieser Gemisch war tief gefirbt, so wurde er durch die Kieselgelsiulen-
chromatographie mit Benzol als Elutionmittel gereinigt. Nach der Chromatographie war dieser Gemisch
diinn gelb geworden. In Abb. 1 und Tabelle I wurde die Resultat der Analyse von den extrahierten Fett-
sauremethylestern durch GLC gezeigt. (Sieh iiber die Bedingungen der GLC Tabelle I.) Auch wurden die
Fettsduren aus Ewvodia-friichten vom Medizinischengarten unser Fakultit untergesucht. Die gefundene
Fettsaure-arten der beiden Friichten waren ganz identisch. Aber war das Gehaltsprozent jeder Fettsdure
von zwei Friichten vershieden.

Isolielung und Reinigung von Goshuyusiure aus dem Gemisch von Fettsiuremethylestern (i) Methode
von den priparativen GLC: Durch die priparative GLC der AtOAc-Lésung des Gemisches von den Fett-
sauremethylestern wurde ein Peak-teil 70 Stunden lang gesammelt, der 0.546 als die relative Retentions-
zeiten gegen die des Palmitinsiuremethylesters gezeigt hatte. Siule; 1.5% SE-30 auf Chromosorb W,
(unrosstigem Eisenrohr, 2 mx 8 mm I.D.). Tréigergas; N,. Temperatur der Saule; 200°.

Weil dieser Fettsiuremethylester wenig gefirbt war, wurde er durch Vakuumdestillation nochmals
verreinigt. Nach dieser Weise wurde sehr weniger reine Ib erhalten.

9) B. W. Nichols, Phytochemistry, 4, 769 (1965).
10) W. Stoffel und A. Scheid, Z. Physiol. Chem., 348, 205 (1967).
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(ii) Methode von den Siulenchromatographie und Diinnschichtchromatographie: Durch die einmalige
Keiselgelsdulenchromatographie (Siule, 19.5 cmx 4 cm I.D.) der Benzollésung von 5.93g Fettsduremethyl-
estergemisch wurde jede Fraktion von 16 g geteilt. Jede Fraktion wurde durch GLC identifiziert. Wieder
durch die Kieselgelsdulenchromatographie (Siule, 19.0 cm X 4 cm I.D.) der Benzollésung von der Ib reichen
Fraktion (Frak. Nr. 14) wurde jede Fraktion von 5 g geteilt. Zuletzt wurde 0.146 g von der rohen Ib aus
der Ib am reichsten Fraktion (Frak. Nr. 38, 39) erhalten. Diese obene Verfahlen wurden wiederholt und
0.236 g von der rohen Ib wurde gesammelt. Dann wurde diese rohen Ib auf dem Kieselgeldiinnschicht-
platte (Merck Kieselgel G; Dichte 0.5 mm) punktiert, der mit dem 12.5% AgNO, impregnierten Kieselgel
dargestellt wurde. Dann wurde dieser Platte mit der Losung (Petrolither: Ather=8: 2) entwickelt und
mit 0.2% AtOH-l6sung von 2,7-Dichlorofluoreszein gespriiht. Mit ultraviolettem Strahl (UV) wurde die Zone
von Ib geschichert. Nach diesem Verfahren wurde die Zone der Diinnschichtplatte am Rf 0.27—0.52 ver-
sammelt und mit Ather extrahiert. Dann der reine olige Fettsiuremethylester (Ib) wurde extrahiert.
Die Ausbeute betrigt 0.111 g. Die Reinheit dieses Methylesters wurde GLC erwiesen. (Abb. 2).

Goshuyusiuremethylester: Hochauflssender Massenspektrum (Photoplatte Methode) mfe: C,sH,0,

Ber. 238.193 (M+), Gef. 238.195 (M+). IR »fi® cm-1: 1742 (C=0), 1660 (C=C), 723 (CH,~Ketten). NMR
(CDCl,) z: 9.10 (3H, C-CH,), 8.50—8.90 (8H, -CH,-), 7.50—8.50 (6H, )C-CH-C=, -CH,-C=0), 7.26 (2H,
=C-CH,-C=), 6.34 (3H, -OCH,), 4.65 (4H, -CH=CH-) (Abb. 3).

Kontakthydrierung des Gemisches von Fettsiuremethylestern 0.105 g von dem Gemisch der Fett-
siuremethylestern wurde in 10 ml AtOH mit 50 mg von 109 Paladiumkohle 80 Minuten lang hydriert.
Nach der Filtration wurde AtOH abdestilliert und der Riickstand wurde in Benzol gelést. Diese Benzol-
lésung wurde mit dem ersten Gemisch von den Fettsiuremethylestern durch GLC verglichen. Der Peak
2 (Goshuyusduremethylester) war verschwinden, wahrend der Peak 1 (Myristinsduremethylester (II)) ver-
grossert wurde. Auch im Massenspektrum m/e 238 (M+) geschwunden und m/e 242 (M*) vergrossert.

Ozonizierung von Goshuyusauremethylester 24.3 mg von Ib wurde in CHCl; gelost und in dieser
Losung unter Kithlung wurde O; eine Stunde lang durchgefithrt. Dann in diese Loésung wurde 5 ml H,0O
zugefiigt und dem unter dem N,-Strom wurde CHCI; abdestilliert. Dieses Ozonid wurde mit 1 ml von
Hydrogenperoxyd (30%,) 1 Stunden lang auf dem Wasserbade gekocht. Dieser Reaktionsgemisch wurde
mit CHCl, extrahiert und CHCl, abdestilliert. Der Riickstand wurde mit CH,N, methyliert. Dieser Methyl-
ester wurde durch GLC mit den authentischen Proben verglichen und III (Capronsiuremethylester) und
IV (Glutarsiuredimethylester) wurden erwiesen.

GLC-Bedingungen: (i) 5% PEG-6000 auf Shimalite W, Glasrohr (2 m x4 mm I.D.) 125°, N,, 40 ml/min,
Caprosiuremethylester, Retentionszeiten 1.24 min, Glutarsiuredimethylester, Retentionszeiten 7.18 min.
(ii) 5% 1,4-BDS auf Shimalite W, Glasrohr (2 m x 4 mm I.D.) 125°, N,, 40 ml/min, Capronsduremethylester,
Retentionszeiten 1.59 min, Glutarsiuremethylester, Retentionszeiten 12.85 min.

Oxydation von Goshuyusiduremethylester mit KMnO, 100 mg Pulver von KMnO, wurde in 2 ml
Acetonlésung von Ib (9 mg) portionsweise zugefiigt und diese Losung wurde 2 Stunden lang unter Riick-
flusskithler auf dem Wasserbade umgeriihlt. Dann wurde das bleibende KMnO, mit wenigem AtOH zersetzt
und das bestehende MnO, wurde abfiltriert. Aus diesem Filtrate wurde Aceton abdestilliert. Nachdem
der Riickstand mit CH,N, methyliert wurde, wurde dieser Methylester durch GLC wie oben mit den authen-
tischen Proben verglichen und er wurde mit IV identifiziert.
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