
2480 BROCKMANN und SANNE 90 

HANS BROCKMANN und WALTER SANNE 

ZUR KENNTNIS DES HYPERICINS UND PSEUDO-HYPERICINS 

Aus dem Organisch-Chemischen lnstitut der Universital Gattingen 
(Eingegangen am 29. Juli 1957) 

Bei einer Untersuchung iiber die Verbreitung von Hypericin bei Hypericum- 
Arten wurde ein neuer, dem Hypericin sehr Lhnlicher Farbstoff, das Pseudo-hype- 
riciri aufgefunden. Es kann im Ring-Papierchromatogramm von Hypericin ge- 
trennt werden. Einige der untersuchten Hypericum-Arten bilden Pseudo-hype- 
ricin neben Hypericin, andere nur Pseudo-hypericin und eine einzige - Hyperi- 
citm hirsutuni ~ allein Hypericin. - Aus Hypericum hirsurum wurde zum ersten 
Ma1 pseudo-hypericinfreies, kristallisiertes Hypericin gewonnen und durch ver- 

schiedene Derivate charakterisiert. 

Nach Untersuchungen unseres Arbeitskreises hat das zuerst aus Hypericum perfora- 
tutn isolierte, rote, photodynamisch wirksame Hypericin die Konstitution 11) und ent- 
steht in der Pflanze offenbar durch oxydative Verknupfung von 2 Moll. Emodin- 
anthranol bzw. Emodin-anthronz). Da die Muttersubstanz des Hypericins somit der 
Klasse der Hydroxy-anthrachinone nahesteht und Hydroxy-anthrachinone von 
Mikroorganismen und hoheren Pflanzen in mannigfacher Abwandlung aufgebaut 
werden konnen, lag die Frage nahe, ob ahnliche Variationen auch bei Farbstoffen 
vom Typ des Hypericins vorkommen konnen; oder anders ausgedriickt, ob sich bei 
den mehr als 200 Arten der Gattung Hypericaceae noch andere, dem Hyperkin Ihn- 
liche Naphthodianthron-Farbstoffe finden lassen. Um diese Frage zu beantworten, 
muR man moglichst viele Hypericum-Arten auf rote, rot fluoreszierende Farbstoffe 
hin untersuchen, bei positivem Befund die Farbstoffe isolieren und sie mit Hypericin aus 
Hypericum per-oratum vergleichen. 

Als wir niit Versuchen in dieser Richtung begannen, war iiber das Vorkommen von Hyperi- 
cin oder hypericin-lhnlichen Farbstoffen bei anderen Hypericum-Arten wenig bekannt. 

Chemisch war Hypericin au8er in Hypericum perjorntum nur in Hypericum hirsurum-') 
nachgewiesen, wlhrend als biologischer Nachweis fur Hypericin oder hypericin-ahnliche 
FarbstofTe in Hypericum crispum, Hypericum ethiopicum und Hypericum leucoprychodes die 
Beobachtung?) gelten konnte, daD nach Verfiitterung dieser Hypericum-Arten bei Schafen, 
Kiihen oder Pferden die als ,,Hypericismus" bezeichneten Lichtschlden auftreten. 

Fur unsere Untersuchungen standen uns a u k  H. perforarum zweiundzwanzig 
andere Hypericum-Arten zur Verfugung. In vierzehn von ihnen fanden wir roten, 
rot fluoreszierenden Farbstoff mit dem Absorptionsspektrum des Hypericins. Etwa 
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gleichzeitig und unabhangig von uns haben A. VAN DER KUY und R. HEGNAUER5) 
die Verbreitung von Hypericin bei Hypericum-Arten untersucht und in zwolf Arten 
.- sechs davon solche, die auch wir priiften - roten Farbstoff mit Hypericin-Spektrum 
festgestellt. 

Nachdeni sornit in insgesamt einundzwanzig Hypericum-Arten roter Farbstoff n i t  
Hypericin-Spektrum nachgewiesen war, haben wir uns der Frage zugewandt, ob der 
Farbstoff in allen Fallen Hypericin ist. Das Absorptionsspektrum allein gibt dariiber 
keine Auskunft. Denn auch 4.5.7.4‘.5‘.7‘-Hexahydroxy-meso-naphthodianthrone, die 
an C-2 und C-2’ andere Substituenten haben als 1, wiirden, sofern sich diese 
Substituenten spektroskopisch wie Methylgruppen verhalten, ein Hypericin-Spektrum 
zeigen. Und das gleiche diirfte fur das mit 1 isomere 2.4.5.4‘.5’.7’-Hexahydroxy-2’.7-di- 
methyl-meso-naphthodianthron gelten. 

HO CH3 AcO CH(OH)* R 
HO CH3 AcO 

O H 0  OH OAc OAc OH 0 OH 
1 11: AC = CH3.CO 111: R = CH3 

1IIa: R = H 

OAc OAc OH 0 OH 

AcO HO 
AcO HO 

OAc OAc OH 0 OH 
1v V: Ac = CH3.CO 

R = CH3 
VI: R = CH3 

Dagegen miiDten Konstitutionsunterschiede der eben genannten Art am Schmp. der 
benzoylierten Farbstoffe 6 )  erkennbar sein. Wir haben daher aus denjenigen Hyperi- 
cum-Arten, die uns in genugender Menge zur Verfugung standen, nach der friiher 
angewandten Methode,) Roh-Hypericin isoliert, es mit Benzoylchlorid-Pyridin um- 
gesetzt und den Schmp. der chromatographisch gereinigten, kristallisierten Benzoate 
auf dem KOFLER-Block bestimrnt. Die dabei gefundenen Unterschiede (Tab. 1 )  
haben gezeigt, daD offenbar keineswegs bei allen Arten der Rohfarbstoff nur Hypericin 

5) Pharrnac. Weekbl. 87, 179 [1952]. 
6) Hypericin schmilzt nicht. Von seinen bisher bekannten Derivaten hat nur das Benzoat 

einen definierten Schmp. 
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enthiilt. Bevor wir auf diesen Befund nlher eingehen, sol1 zuniichst ein zweites Kri- 
terium erortert werden, an Hand dessen wir unsere Farbstoffe auf ldentitat rnit 
Hypericin gepruft haben; es ist dies ihr Verhalten beim Belichten in konz. Schwefel- 
siiure. 

Rohes und kristallisiertes Hypericin aus H. perforaturn zeigen in konz. Schwefel- 
saure, in der sie sich grun mit roter Fluoreszenz losen, zwei Absorptionsmaxirna, die 
beim Belichten der Losung schnell abgebaut werden, wahrend 15 bzw. 18 mp kurzer- 
wellig zwei neue Maxima entstehen'). Gleichzeitig verstarkt sich die rote Fluoreszenz. 
Dieser nach langerer Zeit auch irn Dunkeln auftretende Effekt blieb dagegen aus bei 
einem durch Hydrolyse von Fagopyring) entstehenden roten Farbstoff, der in seinen 
sonstigen Eigenschaften dem Hypericin gleicht; mit anderen Worten, durch ihr 
photochemisches Verhalten in konz. Schwefelsaure lassen sich zwei ,,Hypericine" 
voneinander unterscheiden, die in organischen Solvenzien spektroskopisch vollig 
ubereinstimmen. Auf den Rohfarbstoff unserer vierzehn Hypericurn-Arten angewandt, 
fiihrte das Verfahren zu einem uberraschenden Ergebnis : Dreizehn Praparate zeigten 
die gleiche Bandenverschiebung wie kristallisiertes Hypericin aus H. perforaturn, 
wahrend allein der Farbstoff aus H. hirsuturn im Spektrum unverandert blieb und sich 
demnach wie das aus Fagopyrin gewonnene Hypericin verhielt. 

Auch noch in anderer Hinsicht nahm der H. hirsutum-Farbstoff eine Sonderstellung 
ein. Er allein lieferte ein Benzoat vom Schmp. 303 -304", wahrend die Benzoate der 
ubrigen Farbstoff-Prlparate erheblich niedriger und z. T. recht unscharf schrnolzen 
(Tab. 1). Das alles schien zunachst dafiir zu sprechen, daR 1) in H. hirsutum ein neuer, 
dem Hypericin sehr ahnlicher Farbstoff vorkornmt und 2) diejenigen Farbstoff- 
Praparate, deren Benzoate hoher schmelzen als das Hexabenzoat des kristallisierten 
H. prrji7rutum-Hypericins Gemische aus Hypericin und dem neuen, hypericin-ahn- 
lichen Farbstoff sind. 

Die experimentelle Uberprufung dieser Annahme ist dadurch erleichtert worden, 
daO wahrend unserer Arbeit die Synthese9910) des Hypericins (I)  gelang. Wider Er- 
warten zeigte synthetisches Hypericin beim Belichten in konz. Schwefelsaure nicht 
die Bandenverschiebung des kristallisierten H. perforaturn-Hypericins, sondern die 
Lage der Absorptionsmaxima blieb unverandert wie beirn H. hirsururn-Farbstoff. 
Und ebenso wie dieser lieferte das synthetische Hypericin ein kristallisiertes, gelbes 
Benzoat voni Schrnp. 303 -304", das mit dem Benzoat des H. hirsutum-Farbstoffes 
keine Schrnp.-Erniedrigung gab. 

Um die ldentitat der beiden Farbstoffe noch weiter zu belegen, haben wir das 
H. hirsutum-Hypericin in kristallisierter Form dargestellt, wobei das friiher bei 
H. perforatrrm angewandte Verfahren-l) etwas modifiziert werden muRte. Denn der 
Rohfarbstoff den man mit Salzsaiure aus dern Methanolextrakt der H. hirsutum- 

7) Diese Bandenverschiebung wurde zuerst an rohem Hypericin aus H. perforarum von 

8 )  Fagopyrin ist der photodynamische Farbstoff des Buchweizens. H. BROCKMANN, E. 

9 )  H .  BROCKMANN und F. KLUGE, Naturwissenschaften 38, 141 [1952]; H. BROCKMANN und 

10) H .  BKOCKMANN, F. KLUGE und H. MUXFELUT, Chem. Ber. 90, 2302 (19571. 

N .  PACE und G. MACKINNEY beobachtet; J. Amer. chem. SOC. 63,2570 11941). 

WERER und G. PAMPLJS, Liebigs Ann. Chem. 575, 53 11952). 

H .  MUXFELDT, ebenda 40, 41 1 [1953]. 
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Bliiten gewann, enthielt etwa 60% Beimengungen, die seine Kristallisation aus 
Pyridin-methanol. Salzsaure verhinderten. Sie blieben zuriick, als man den Roh- 
farbstoff mit siedendem 80-proz. Aceton extrahierte. Aus dem Acetonauszug, der 
zunachst belichtet wurde, um etwa vorhandenes Proto-hypericin oder Hyperico- 
dehydro-dianthront) in Hypericin zu verwandeln. fie1 beim Einengen amorphes. 
90 -95-proz. Hypericin aus, das aus Pyridin-methanol. Salzsaure in diinnen, tief 
dunkelroten Nadeln (Zen. oberhalb 300") kristallisierte. Bei 120" getrocknete Prapa- 
rate enthielten 1 Mol. H20, das bei 160" verschwand. Auch aus m-Kresol sowie Form- 
amid wurden Kristallisate erhalten. Bruttoformel C3oH1608Und die in Pyridin, Morpho- 
lin sowie konz. Schwefelsaure gemessenen Absorptionskurven 10) waren die gleichen wie 
beim synthetischen Hypericin. Zinkstaubschmelzell) gab in geringer Ausbeute 
Anthrodianthren (IV) (identifiziert durch die Absorptionskurve), ein Zeichen, daD 
die beiden durch KuHN-RoTH-Oxydation nachgewiesenen C-Methylgruppen des 
Farbstoffes an C-2, C-2' stehen. 

Mit p-Brombenzoylchlorid-Pyridin lieferte das H. hirsutum-Hypericin ein gelbes, sich beim 
Erhitzen ohne Schmp. zersetzendes Hexa-p-brombenzoat. wtihrend das gelbe, kristallisierte 
Benzoat - der Analyse nach ebenfalls ein Hexabenzoat--, wie schon erwahnt, bei 303 -304" 
schmolz und den Schmp. des synthetischen Hypericin-hexabenzoateslo) nicht erniedrigte. 

Reduzierende Acetylierung nach der friiher beschriebenen Methodel) lieferte das 
in dunkelblauen Nadeln kristallisierende 4.5.7.4'.5'.7'-Hexaacetoxy-2.2'-dimethyl- 
meso-naphthodianthren (II), das unter gleichen Bedingungen auch aus synthetischem 
Hypericin entstehtlo). Damit war die Identitiit des H. hirsurum-Hypericins mit synthe- 
tischem Hypericin in jeder Hinsicht gesichert, und zu beantworten blieb nur noch, 
warum kristallisiertes Hypericin aus H. perforatum, das in Absorptionsspektrum und 
Bruttoformel mit synthetischem Hypericin iibereinstimmt und nach friiheren Ver- 
suchen ebenfalls Formel 1 hat, beim Belichten in konz. Schwefelsaure seine Absorp- 
tionsbanden nach kleineren Wellenlangen verschiebt. Die einzig plausible Erklarung 
fur diese Diskrepanz war die, daR die aus H. perforatum isolierten Hypericin-Praparate 
einen zweiten, dem Hypericin sehr ahnlichen Farbstoff enthalten, der fur die Banden- 
verschiebung beim Belichten in konz. Schwefelsaure verantwortlich ist. 

DaD dies zutrifft, hat die Untersuchung des in konz. Schwefelsaure belichteten 
H. perforaturn-Hypericins gezeigt. Als wir namlich das Belichtungsprodukt redu- 
zierend acetylierten, anschlieknd mit Chloranil dehydrierten und dann chromato- 
graphisch an aktiviertem Gips adsorbierten, bildete sich neben anderen eine rote und 
darunter liegend eine blaue Zone aus. Der Inhaltsstoff der blauen Zone hatte in Benzol 
das gleiche Absorptionsspektrum wie das in gleicher Weise gewonnene, blaue 
Reduktionsprodukt (1 1) von synthetischem Hypericin. Der in Losung griin fluores- 
zierende Inhaltsstoff der roten Zone dagegen zeigte in Benzol ein Absorptionsspek- 
trum, das dem des Anthrodianthrens (IV) sehr ahnlich war. Die rote Zone enthielt dem- 
nach ein Anthrodianthren-Derivat, das bei der reduzierenden Acetylierung aus einem 
Anthrodianthron-Derivat entstanden sein muDte, und m a r  aus einem Anthrodian- 
thron-Derivat, das in kristallisiertem H. perforatum-Hypericin noch nicht vorhanden 
ist. Denn dieses liefert, reduzierend acetyliert, ein kristallisiertes, blaues Acetoxy-2.2'- 

11) E. CLAR. Ber. dtsch. chem. Ges. 72, 1645 [1939]. 

Chernische Berichte Jahrg. 90 161 



2484 BROCKMANN und SANNE 90 

dimethyl-meso-naphthodianthren mit dem gleichen Absorptionsspektrum wie 11, 
nicht aber rote Reduktionsprodukte mit Anthrodianthren-Spektrum. 

Damit war bewiesen, daB den kristallisierten, aus H. perforarum isolierten Hyperi- 
cin-Praparaten mindestens noch ein zweiter, von uns Pseudo-hyprricinl2) genannter 
Farbstoff beigemischt ist, der beim Belichten in konz. Schwefelsaure in ein Anthro- 
dianthron-Derivat ubergeht. 

Uber die Konstitution des Pseudo-hypericins IieRen sich auf Grund der eben an- 
gefuhrten Beobachtungen folgende Aussagen machen : I )  Pseudo-hypericin enthalt, 
da es bei reduzierender Acetylierung ein blaues Naphthodianthren-Derivat bildet, 
ebenso wie Hypericin das Ringsystem des meso-Naphthodianthrens. 2) Da das blaue 
Reduktionsprodukt des Pseudo-hypericins in der Lage seiner Absorptionsmaxima 
mit I I  ubereinstimmt, ist anzunehmen, daR es ebenso wie 11 an C-2, C-4, C-5, C-7, 
C-2’. C-4’,&,C-5’: C-7’ sechs Acetoxygruppen und zwei Substituenten tragt, die 
sich spektroskopisch wie Methylgruppen verhalten. Diese zwei Substituenten mussen 
an C-2, C-2’ (bzw. C-7, C-7’) stehen und so gebaut sein, daO sie beim Belichten 
des Pseudo-hypericins einen neuen, aromatischen Ring schlieBen, denn nur dann 
kann das Ringsystem des Naphthodianthrons in das des Anthrodianthrons ubergehen. 
Die Acetoxygruppen des blauen Reduktionsproduktes sitzen demnach an C-4, C-5, 
C-7, C-4’, C-5‘ und C-7‘, was bedeutet, daR diese C-Atome im Pseudo-hypericin 
Hydroxygruppen tragen. 3) Zum gleichen SchluR hinsichtlich der Stellung der Hydroxy- 
gruppen fuhrt die Tatsache, daB Pseudo-hypericin das gleiche Absorptionsspektrum 
hat wie Hypericin. 4) Bei der photochemischen Umwandlung von Pseudo-hypericin 
tindet a u k r  der Neubildung eines aromatischen Ringes keine weitere Reaktion a m  
Ringsystem statt, denn das Umwandlungsprodukt ist spektroskopisch und in  seinen 
Farbreaktionen dem Hypericin sehr ahnlich. 

Zu klaren blieb die Konstitution der Substituenten an C-2, C-T, die bei Belich- 
tung einen neuen Benzoring schliel3en. Naheliegend war, an CHzOH-Gruppen bzw. 
CHOHCH3-Gruppen zu denken. Dem Pseudo-hypericin kame dann die Konstitution I I1 
bzw. lIIa zu. Wie bereits kurz mitgeteiltl,), hat die Isolierung und Untersuchung von 
kristallisiertem Pseudo-hypericin gezeigt, daB ihm die Formel JII zuerteilt werden 
kann. Das Belichtungsprodukt ware dann nach V1 und sein acetyliertes Reduktions- 
produkt (analog 11) nach V zu formulieren. 

Es mag zunachst verwunderlich erscheinen, daB der Pseudo-hypericin-Gehalt des 
kristallisierten H. perforalum-Hypericins solange verborgen geblieben ist. Der Grund 
liegt in folgendem : Pseudo-hypericin ist vie1 empfindlicher als Hypericin und wird 
schon beim Erwarmen in Pyridin sowie beim Aufbewahren in Pyridin-methanol. 
Salzsaure verandert. lnfolgedessen ist der Pseudo-hypericin-Gehalt der zur Analyse 
niehrfach aus Pyridin-methanol. Salzsaure umkristallisierten Praparate sicher nied- 
riger gewesen als im Rohfarbstoff und durfte 10% kaum uberschritten haben. 
Ein Pseudo-hypericin-Gehalt dieser G r o k  kommt aber in den C,H-Werten der 
Elementaranalyse nicht mehr deutlich zum Ausdruck. 

12) H. BROCKMANN und W. SANNE, Naturwissenschaften 40, 461 [1953]. 
13) H. BROCKMANN und G. PAMPUS, Naturwissenschaften 41, 86 [1954]. 
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AuRerdem ist bei der Bewertung der Analysenzahlen noch folgendes zu beriicksichti- 
gen: Kristallisiertes Hypericin halt hartnackig Pyridin, Methanol und Wasser fest und 
wurde daher vor der Analyse langere Zeit i. Hochvak. auf 180" erhitzt. Unter diesen 
Bedingungen bildet Pseudo-hypericin Produkte, deren Analysenzahlen denen des Hy- 
pericins ahnlich sind. Selbst eine Beimengung von mehr als 10 % Pseudo-hypericinware 
daher im C-Wert der scharf getrockneten Praparate nicht in Erscheinung getreten. 

Auch das fruher beschriebene. chromatographisch gereinigte, kristallisierte gelbe Hexa- 
benzoat3) des H.per~~ra/um-Hypericins hat, wie jetzt klar wird, Pseudo-hypericin enthalten, 
denn sein Schmp. (228" unscharf) lag erheblich niedriger als der von reinem Hypericin- 
hexabenzoat (Schmp. 303 - 3049. Damit wird auch verstandlich, daD die damals gefundenen 
Benzoylwerte etwa 0.7 % iiber den berechneten lagen. 

Ob dem aus H.perfora/um-Hypericin gewonnenen blauen Reduktionsproduktl) ein ent- 
sprechendes Derivat des Pseudo-hypericins beigemengt gewesen ist, bleibt unentschieden. 
DaB es eine Acetoxygruppe mehr enthielt als 11, ist jedenfalls kein Beweis fur die Anwesenheit 
cines Pseudo-hypericin-Dcrivates, sondern zweifellos milderen Reaktionsbedingungen zuzu- 
schrpiben, unter denen nur ein Chinon-Sauerstoffatom entfernt wird. Dementsprechend liegen 
die Maxima der Heptaacetoxy-Verbindung (624, 578 mp in Benzol) etwas langerwellig als 
die von 11 (621, 575mp in Benzol). 

Zu erwahnen ist schliel3lich noch, daR die leuchtend grune Farbe wal3r. alkalischer 
Losungen von reinem Hypericin bestandig ist. Die fruher beobachtete BraunfarbungJ) 
erklart sich durch den Pseudo-hypericin-Gehalt der damaligen Praparate; Pseudo- 
hypericin farbt sich in alkalischer Losung schnell braun. 

Dank der Bestandigkeit des Hypericins gegen Alkali kann Hypericin-hexabenzoat 
ohne Bedenken alkalisch verseift werden. Infolgedessen ist der Rohfarbstoff von 
H. hirsutum bequem iiber das Benzoat zu reinigen. 

Tab. I .  Roh-Hypericin aus verschiedenen Hypericum-Arten 

Hypcricin + Vcrschiebung 

gctrockncter Belichtcn in Benzoylderivates hPld;; 

Pseudo-hypcricin der Absorptions- Schmebternp.*) Irn Rohfarbstoff anwesend. *) : Species in g/k3 maxima beim dss krist. 

Bliitm konz. HzSOa 
~~ 

I H. perforarum 1.38 + 234 -235" + + + 2 H. hirsutum 0.9 I - 303 -304" 
3 H. elegans Stephan 1.79 + 233 -234" + + 
4 H. maculatum Cranz 2.10 + 235 -251" + + 
5 H. acutum Moench 1.67 + 234 - 242" + + 
6 H. pulchrum L. 0.91 + 262-264" + + 
7 H. monlanum L.***) 0.78 + + 
8 H. humifusum L. 0.83 + + ? 
9 H. coris L. 1.95 + + + 

10 H. olympicum L. 0.26 + + ? 
11 H. inodorum 1.30 + + 
12 H. Ivbocarpum 0.52 + + 
13 H. barbatum Jacq. 1.42 + + 
14 H. densaporurn 0.63 + + ? 
15 H. gentianoides Britton 0.64 t + ? 
16 Synthetisches Hypericin - - 303 -304" 

H. parulum Thunb; H.  patuluni Henryi; H .  Przewalskyanwn; H. polyphyllum. 

A 

- 

- 

- 

Hypericum-Arten ohne rote Farbstoffe: H. androsaemum L.; H.  aureum; H. ealyelnwn; H. M o S d M U m  And&; 

*) Komm-Block, PrHparat 50" unterhalb der Schmelz-Temp. aufgelegt. Tempcratursteigerung Ze/Min. 
1.1 + anwcsend; - abwmend; ? Vorhmdensein fraglich. hachstens in Spuren anwesend. 
***) Die frrihere Angabe (Zitat 2). daO der H. monranum-Farbstoff keine Bandenverschiebung gibt. beruht auf 

eineni Irrturn bei der Bestimmung der species. 
161' 
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Tab. 2. Farbstoffgehalt von Hypericum perforatum verschiedener Standorte 

Hypericin in mg/g Pseudo-hypericin in mg/g 
Standort trockener Bliiten trockener Bliiten 

Gottingen 0.7 
Sooden- Allendorf 0.8 
Liibeck 0.8 
Hameln I .4 
Bevensen 1.1 

0.7 
0.9 
1 .O 
0.5 
0.9 

Nachdem sich herausgestellt hatte, daB die Bandenverschiebung beim Belichten in 
konz. Schwefelsiure ein Nachweis fur Pseudo-hypericin ist und dieses demnach in 
dreizehn der von uns untersuchten Arten vorkommt (Tab. l), erhob sich die Frage, 
ob alle dreizehn, so wie H. perforatum neben Pseudo-hypericin auch Hypericin bilden, 
oder ob es auch Arten gibt, die nur Pseudo-hypericin produzieren. Diese Frage hatte 
sich mit dern beim H.perforatum angewandten Verfahren - Belichtung des Roh- 
farbstoffes in konz. Schwefelsaure und chromatographische Trennung des reduzierend 
acetylierten Belichtungsproduktes - beantworten lassen. Auf die Anwendung dieser 
etwas urnstandlichen Methode konnten wir jedoch verzichten, weil sich inzwischen 
herausgestellt hatte, daB man Pseudo-hypericin und Hypericin im Ring-Papierchroma- 
togramrn trennen kann, wenn als stationare Phase ein 25 % Formamid enthaltender 
Phosphatpuffer vom p~ 8.2 und als mobile Phase Butylacetat verwendet wirdl3.14). 
Pseudo-hypericin hat in diesem System einen kleineren Rp-Wert als Hypericin. Bei 
solchen Arten, von denen uns nur wenig Material zur Verfiigung stand, haben wir den 
roten Methanolauszug frischer Bliiten verwendet, der Hypericin und Pseudo-hypericin 
in nativer Form, d. h. gebunden an farblose Reste unbekannter Konstitution enthalt. 
Denn auch die nativen Farbstoffe lassen sich ring-papierchromatographisch trennen, 
und zwar bewahrte sich hier ein System aus 3 Vo1.-Tln. Formamid/7 Vol.-Tin. Wasserl 
7 VoL-Tln. Essigester. Das Verfahren ist so empfindlich, daI3 der Extrakt von 1 -2 
Bliiten zur Analyse ausreicht. 

Die Ergebnisse der qualitativen Analyse verschiedener Hypericuni-Arten sind in 
Tab. 1 zusammengestellt. In fiinf Arten wurde Pseudo-hypericin neben Hypericin, in 
vier Arten Pseudo-hypericin allein gefunden. Vier weitere enthielten neben Pseudo- 
hypericin nur sehr wenig Hypericin. Pseudo-hypericin ist dernnach weiter verbreitet 
als Hypericin. 

Bei H. hirsuriim findet sich der Farbstoff nur in kleinen, gestielten, an den Kelchblatt- 
rindern sitmnden Driisen. Bei den anderen Arten ist er in Bliiten, Blattern und Stengeln 
in eng umgrenzten, dem bloDen Auge als schwarze Punktchen oder Striche erkennbaren 
Bereichen abgelagert. 

Zur quantitativen Bestimrnung der Farbstoffe wurden die Zonen des Ringchromato- 
gramrnes ausgeschnitten, rnit Pyridin/n-Butanol (5  + 95) eluiert und die Eluate kolori- 
metrisch (am besten mit Spektralaufsatz) mit einer Standardlosung von kristalli- 
siertem Hypericin verglichen. Dieser Vergleich ist moglich, weil Pseudo-hypericin 
sowie die nativen Farbstoffe in den genannten Losungsmitteln praktisch das gleiche 

14) G. PAMPUS, Dissertat. Univ. Gattingen 1954. 
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Absorptionsspektrum haben. Bei Venvendung eines Spektralphotometers miRt man 
zweckmaSig die Extinktion des Iangstwelligen Maximums. Mit reinstem, kristalli- 
siertem, bei I 80" getrocknetem Hypericin aufgenommene Eichkurven fur BECKMAN- 
Spektralphotometer, LANCE-Kolorimeter und Stufenphotometer sind i n  Abbild. 1 -3 
angegeben . 

Abbild. 1 
Hypericin-Eichkurve fur 

B€CKhfAN-Spektralphotometer. 
Losungsmittel 

Pyridin/n-Butanol (5  +95); 
Amax: 594 mp; 1-cm-Kuvette 

Abbild. 2 
Hypericin-Eichkurve fur 

LANGE-Kolorimeter. 
Losungsmittel 

Pyridin/n-Butanol (5 +95); 
,,WBrmefilter"; I-cm-KUvette 

Abbild. 3 

Hypericin-Eichkurve fUr 
Zms-PuLFRIcH-Stufenphotometer. 

Losungsmittel 
Pyridinjn-Butanol (5 +95); 

Filter: S 53 und S 57; I-cm-Kuvette 

Auf den Farbstoff von H. perforatum verschiedener Standorte angewandt, 
lieferte die Methode Werte, die in Tab. 2 zusammengestellt sind. In vier Fallen war der 
Gehalt a n  Pseudo-hypericin und Hypericin annahernd gleich, und nur in einem wurde 
fast dreirnal soviel Hypericin gefunden als Pseudo-hypericin. 

Dem FONDS DER CHEMIE sowie der AKADEMIE DER WISSENSCHAFTEN in Gottingen danken 
wir fu r  die groflzugige Unterstutzung unserer Arbeiten, den BOTANISCHEN GARTEN DORT- 
MUND, KREFELD und GOTTINGEN sowie Herrn Apotheker Dr. HAGENSTROM sind wir fur die 
Bereitstellung von Pflanzenmaterial zu Dank verpflichtet. 



2488 BROCKMANN und SANNE YO 

B E S C H R E I B U N G  D E R  V E R S U C H E  

Roll-Hypericin aus verscliiedenen H,vpericum-Arten: Die an der Luft getrockneten Bliiten 
wurden fein vermahlen und in Mengen, die je nach Zuganglichkeit der einzelnen Hypericitm- 
Arten zwischen 0.3 und 1.8 kg lagen, zunachst im KreisprozeB enchopfend mit Ather ex- 
trahiert. Durch AufgieBen von Methanol auf das Extraktionsgut verdrangte man den Ather 
und zog nun im KreisprozeB mit Methanol aus, wobei die ersten 1.5 1 des roten Extraktes 
gesondert aufgefangen wurden. Um Veranderungen durch langes Erhitzen zu vermeiden. 
wurde der Methanolextrakt im Destillationskolben des Extrdktionsapparates wiederholt 
durch frisches Methanol ersetzt. Zur Entfernung des Athers engte man den Methanolvorlauf 
ein, vereinigte ihn mit der Hauptmenge des Methanolextraktes und dampfte diesen soweit 
ein, bis, bezogen auf I kg extrahierter Bliiten, noch I I Methanol vorhanden war. 

Zur Ausfallung des Hypericins brachte man den konzentrierten Methanolextrakt durch 
Zugabe von 25-proz. methanol. Salzsaure auf einen HCI-Gehalt von 2.5 %, teilte ihn in drei 
gleiche Portionen und bewahrte diese, um die optimalen Abscheidungsbedingungen zu er- 
mitteln, bei 0". 20' bzw. 28" auf. Nach zwei Tagen zentrifugierte man das Ausgefallene ab, 
hielt jede Losung noch einen weiteren Tag bei der gleichen Temperatur und zentrifugierte 
einen etwa ausgefallenen Niederschlag ab. Nach Trocknen (i. Vak. uber konz. HzS04 und 
Kaliumhydroxyd) wurde der Hypericingehalt der Fiillungen durch kolorimetrischen Ver- 
gleich mit einer Hypericin-Standardlosung ermittelt. Optimal sind die FdlIungsbedingungen, 
wenn der gesamte Fdrbstoff mit einem Minimum von Begleitfarbstoffen abgeschieden wird. 

Zur Reinigung wurden die Fallungen mit Petrolather (Sdp. 70-80") und qnschliebend 
mit Methanol ausgekocht. Der dabei erhaltene Ruckstand ist im folgenden als Roh-Hxpericitr 
bezeichnet. 

Kolorimetrische Hyperiritr-Besrimmring. a) fnr Rolf-Hypericin: Eine (auf 0.002 mg genau 
abgewogene) Menge zwischen 0.6 und 0.8 mg Roh-Hypericin kochte man mit 6--8 ccm 
Pyridin aus, filtrierte, wusch das Filter mit wenig heiBem Pyridin nach und fullte das Filtrat 
nach Abkiihlen auf 10 ccm auf. Diese Losung wurde in einem mit Spektralaufsatz versehenen 
Kolorirneter mit einer Standardlosung verglichen. die in 1 ccm Pyridin 0.05 mg reines Hyperi- 
cin (dus H. lrirsulirm) enthielt. 

b) In der Bliire: Den Methanolextrakt einer (auf 0.002 mg abgewogenen) kleinen Bliiten- 
menge versetzte man mit einigen Tropfen 25-proz. methanol. Salzsaure, kochte 2 Min., lieR 
das Losungsmittel im Exsikkator iiber konz. Schwefelsaure und festem Kaliumhydroxyd 
verdunsten und nahm den Riickstand in Pyridin auf. Nach Filtrieren wurde auf ein be- 
stinimtes Volumen aufgefiillt und ein afiquoter Teil, wie oben beschrieben, kolorimetriert. 

Kristullisnrion y o n  Hypericiii: 500 mg Roh-Hypericin IOste man unter Schutteln in 800 ccrn 
XO-proz. waRrigem Aceton, filtrierte die Losung durch ein Filter aus gepulvertem Kieselgel. 
wusch mit 80-proz. Aceton nach und engte das Filtrat auf dem Wasserbdd ein, bis das Aceton 
entfernt war. Das ausgefallene Hypericin wurde abzentrifugiert und i. Vak. getrocknet. 
400 mg dieses Produktes loste man in 8 ccm siedendem Pyridin und versetzte unter Eis- 
kuhlung im Laufe I Stde. tropfenweise, anfangs langsamer, spater schneller, mit insgesamt 
10 ccm einer 30-proz. methanol. Salzsiiure. Das auskristallisierte Hypericin (70 85 x, des 
Ausgangsmaterials) wurde rnit Wasser und Methanol gewaschen. 

Bcirzoylirrrrrig der H~pcricin-Prapcirtiic: Eine Losung von 100 mg Roh-Hypericin in 5 ccin 
Pyridin wurde tropfenweise mit I .2 ccm frisch dest. Benzoylchlorid versetzt und nach 15 Stdn. 
in 80 ccm Methanol gegossen. Das abzentrifugierte, zweimal mit Methanol gewaschene und 
getrocknete Benzoat loste man in 150ccm Benzol. vermischte mit l5Occm Benzin und gab 
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die Losung durch eine S i d e  von aktiviertemls) Gips. Das beim Nachwaschen mit Benzol- 
Benzin ( I  : 1) erhaltene gelbe Filtrat verdampfte man, nahrn den Ruckstand in 4 ccm Benzol 
auf und stellte diese Lasung in einen mit Benzin beschickten Exsikkator. Nach drei Tagen 
wurden die ausgefallenen Kristalle des Benzoates abgesaugt und nochmals in gleicher Weise 
umkristallisiert. Etwaige Verunreinigung des Benzoates durch Benzoesaure-anhydrid lieB 
sich unter dem Mikroskop leicht erkennen und durch weiteres Umkristallisieren entfernen. 

Hypericin nus Hypericum hirsutum: 7 kg trockenes Bliitenmehl aus 103 kg Bliitenknospen 
von Hypericum hirsutunr wurde in Portionen von 900 bis 1200 g, wie oben beschrieben, mit 
Ather und dann mit Methanol im KreisprozeO extrahiert. Die gesammelten Methanol- 
auszuge engte man auf insgesamt 11.5 I ein und leitete in die zentrifugierte, auf 8" abgektihlte 
Lasung in raschem Strom 280 g Chlorwasserstoff. wobei die Temperatur auf 30" stieg. Der 
nach dreitagigem Aufbewahren bei 28" ausgefallene Rohfarbstoff (getrocknet 21.5 g) wurde 
mit Petrolather (Sdp. 60-70"), Methanol und Dioxan (bei 200-300 Torr) heiD extrahiert. 
Die Dioxanextraktion brach man ab, als der Extrakt nicht mehr violett, sondern rot ablief. 

Der Ruckstand (11.6 g mit 37.4% Hypericin) wurde in Anteilen von 1 g zweimal mit 
800 ccm Aceton (20 "/, Wasser enthaltend) 1 Stde. unter RiickfluB ausgekocht, wobei alles 
Hypericin in Lasung ging. Je 800 ccm des Auszuges filtrierte man durch eine Saule von Kiesel- 
gel (20 x 5 cm), belichtete (urn Proto-hypericin in Hypericin umzuwandeln) das Filtrat unter 
Durchleiten eines langsamen Luftstromes 2 Stdn. lang in 10 cm Abstand mit einer 1000-Watt- 
Lampe und verdampfte das Aceton bei 300-400Torr auf dem Wasserbad. Der aus der 
waBrigen Suspension abzentrifugierte Farbstoff (Gesamtmenge 2.6 g aus 7 kg getrockneter 
Bliiten) enthielt 90-95 % Hypericin. Er wurde, wie oben beschrieben. aus Pyridin-methanol. 
Salzsaure umkristallisiert, wobei man auf 150 mg Farbstoff 6 ccm Pyridin verwendete. Das 
Hypericin schied sich in feinen, schwarzen Nadelchen ab. 

4.1 14 mg Subst. : 10.72 mg C02, 1.1 I mg H20. 

C&1608 (504.4) Ber. C 71.42 H 3.19 2C-CH3 6.0 Gef. * )  C 71.1 1 H 3.02 C-CH34.5 
*) Getrocknet i. Hochvak. bei 180'. 

Hypericin-hexubenront: Benzoylierung des Hyper i ch  und Reinigung des Rohbenzoates 
ertolgte wie oben beschrieben. Das Benzoat kristallisierte aus Benzol-Petrolather in hell: 
gelben Nadeln und TIfelchen vom Schmp. 303 -304" (KOFLER-Block, korr.). 

5.374mg Subst.: 15.07mg CO2, 1.73mgHzO. - 15.15 mgSubst.: 5.56ccm0.01433nNaOH. 

C72H40014 (1129.1) Ber. C 76.59 H 3.57 6CbHcCO 55.8 
CsHsCO 55.3 Gef. * )  C 76.52 H 3.60 

*) 4 Stdn. i. Hochvak. bei 120" getrocknet. 

Hypericin nus H~~ericin-hexuhenzoat:  In eine Lasung von I5 g Kaliumhydroxyd in I50 ccm 
Methanol, die im Stickstoffstrom 5 Min. unter RUckfluB gekocht hatte, trug man 570mg 
Hypericin-hexabenzoat ein, kochte 1 Stde. im Stickstoffstrom unter RuckfluB und filtrierte 
durch eine Glasfritte in 200 ccm 4n HCI. Das abzentrifugierte, mit Wasser und Methanol 
gewaschene Hypericin wurde, wie oben beschrieben, umkristallisiert. 

Hypericin-hexa-p-brombenzoat: 200 mg Roh-Hypericin aus Hypericitni hiruutum schuttelte 
man 2 Stdn. mit 10 ccm Pyridin und 2 g p-Brom-benzoylchforirl, goB in 200 ccm Methanol, 
zentrifugierte die hellgelbe Fallung ab  und wusch mit wenig Methanol nach. Zur Reinigung 
wurde aus Petrolather-Benzol ( I  : 3) an aktiviertemls) Gips adsorbiert und der Ruckstand 

15) Anhydrit der Harzer Gipswerke ROBERT SCHIMPF, fein gemahlen, durch Aufschlammen 
in Methanol von feinsten Teilchen befreit, 4 Stdn. auf 120" und 1/2 Stde. auf 160" erhitzt. 
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Trockne verdampft und der meist rasch kristallisierende Ruckstand aus 50ccm heiDem 
99-proz. Alkohol umkristallisiert. Ausb. an seidig glanzenden Nadelchen 9.1 g (73 "/o d.Th.). 
Die Substanz schmilzt bei 137.5-139". [a]h8: -0.71" x 5/0.1020 x 1 = -34.8'. 

Cyclohexvl-P-D-glucuronsaure-methylester ( V l l l )  : Eine Suspension von 8.32g (0.02 Mol)  
des Triacetylesters MI, in IOOccm absol. Methanol, wird nach Zusatz von O.5ccm 1.16n Na- 
triummethylat geriihrt, bis eine klare (gelbliche) Losung entstanden ist. Nach etwa 15 stdg. 
Aufbewahren im Kuhlschrank und nach Klaren mit Kohle wird das glasklare Filtrat i.Vak. 
zur Trockne verdampft. Der sirupose Ruckstand wird mit 25 ccm heil3em Essigslure-butyl- 
ester aufgenommen und nach Zusatz von etwa der gleichen Menge Petrolather abgekuhlt. Die 
Substanz VIII  kristallisiert in feinen Nadelchen aus. Aus der Mutterlauge la& sich durch Pe- 
troliither noch eine weitere Portion gewinnen. Durch Losen in etwa IOccm heil3em Butyl- 
acetat, Zusatz von Petrollther bis zur eben beginnenden Trubung und Abkuhlen wird die 
Substanz rein erhalten. Aus der Mutterlauge wird ein weiterer Anteil gewonnen. Urn das sehr 
hdrtnackig anhaftende Losungsmittel vollstandig zu entfernen, mu0 bei 80' i. Vak. ilber 
Kieselgel getrocknet werden. Ausb. 4.9g (84% d.Th.). Schmp. 134- 135". Es wurde auch eine 
bei 116-1 18" schmelzende (vielleicht nicht ganz reine) Modifikation erhalten, die sich beim 
langsamen Erhitzen in die hoher schmelzende umwandelt. - 1.19" Y 2/0.0398 x 1 = 

~ 59.7" (in CH30H). 
C13H2207 (290.3) Ber. C 53.79 H 7.64 Gef. C 53.89 H 7.54 

Der Ester ist leicht loslich in Wasser, Methanol, Athanol und Aceton, schwerer in Essig- 
ester und Butylacetat, so gut wie unloslich in Ather, Petrolather, CHC13 und Benzol. 

Cyclohexyl-p-D-glururonid (IX) : Eine Losung von 4.35 g (0.015 Mol) des Methylesters V l l l  
in 38ccm 0.43 n Ba(OH)2 wird nach etwa Istdg. Aufbewahren bei Raumtemperatur mit der 
ber. Menge Oxalsaure (8.42ccm einer 2 n Losung) langsam unter RUhren versetzt. Nach etwa 
Istdg. Aufbewahren im Kuhlschrank wird vom Bariumoxalat abgesaugt und i. Vak. (Bad- 
temp. 40") zur Trockne verdampft. Der Ruckstand wird in absol. Alkohol aufgenommen, 
nach etwa 15stdg. Aufbewahren im KUhlschrank weiteres Bariumoxalat abgesaugt, das Fil- 
trat uber Kohle und Kieselgur filtriert und i. Vak. bis zur reichlichen Kristallisation eingeengt. 
Durch Erwarmen bis zur Autlosung und Abkuhlen, zuletzt mehrere Stdn. im Kuhlschrank, 
erhllt man das freie Glucuronid. Durch ein- bis zweimaliges Umkristallisieren aus 99-proz. 
Alkohol und Trocknen bei 80" i.Vak. uber P205 gewinnt man 3.7g (88% d.Th.) an reiner 
Substanz vom Schmp. 169-I7lD (unter Gasentwicklung und, falls die Substanz nicht ganz 
trocken war, geringem Sintern bei etwa 130"). [u]g: - 1 . 9 3 " ~ 2 / 0 . 0 6 2 6 ~  I = - 61.6" (in 
Wasser). 

C12H2007 (276.2) Ber. C 52.17 H 7.30 Gef. C 52.33 H 7.57 

Die getrocknete Substanz ist hygroskopisch. Auch Alkohol wird (beim Umkristdilisieren) 
hartnackig festgehalten. In Wasser und Methanol ist die Substanz leicht Ioslich, schwerer in 
Alkohol und Aceton, so gut wie unloslich in den sonstigen gebrauchlichen organischen 
Losungsmitteln. 

Nach der gleichen Methode wie die Cyclohexylderivate (VII, Vlll und IX) wurden auch 

Triucetyl-benzyl-~-D-glucuronsaure-melylester ( X I  : Ausb. an zweimal BUS Methanol um- 

die Benzylderivate hergestellt : 

kristallisierter Substanz 46.5 % d.Th., Schmp. 135 - 136". [a]? : -66.2" (in CHCI3). 

C~oH24010 (424.3) Ber. C 56.60 H 5.70 Gef. C 56.47 H 5.78 

Benzyl-~-D-glucuronsaure-met/i.~lester (XI): Ausb. an zweimal aus Butylacetat kristalli- 
sierter Substanz 68% d.Th., Schmp. 131 - 132". Das hartnackig haftende Losungsmittel wird 
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weiterer Belichtung nicht mehr. Die Schwefelsaurelosung golj man auf Eis, wusch den Nieder- 
schlag rnit Wasser und Methanol, Ioste ihn nach Trocknen in 10ccm Acetanhydrid, ver- 
setzte mit wenig wasserfreiem Natriumacetat sowie Zinkstaub und kochte, bis die Losung 
gelb geworden. Nach Zersetzung des iiberschiissigen Acetanhydrides rnit heiljeni Wasser 
nahm man das ausgefallene Reduktionsprodukt in 5 ccm Benzol auf, schiittelte rnit Wasser 
durch und kochte die mit Natriumsulfat getrocknete Benzollosung 3 Min. mit 20 mg Chlor- 
anil. Nach eintagigem Aufbewahren unter LuftabschluO wurde die Benzollosung an aktivier- 
tern Gips chromatographiert. Beim Nachwaschen mit Benzol bildeten sich (von oben ndch 
unten beziffert) folgende Zonen Bus: I )  rot, 2) schmal, rot, 3) gelb-griin, 4) blau, 5 )  griin, 
6) gelb. 

Zone 6 enthielt uberschussiges Chloranil und konnte mit Benzol leicht eluiert werden. 
Zone 5 lieO sich mit Benzol-Methanol 100: I ,  Zone 4 mit Benzol-Methanol 10: 1 eluieren. 
Der Inhaltsstoff der roten Zone 1 wurde rnit Pyridin eluiert. Nach Verdampfen der Eluate 
von Zone 1 und Zone 4 malj man die Absorptionsmaxima des Riickstandes in Benzol. Rote 
Zone 1 : (Benzollosung fluoresziert griingelb) 532, 496mp; blaue Zone 4: 621, 575 (532)mp. 

Kolorimetrische Bestimmung von Hypericin und Pseudo-hypericin in Hypericum-Bliiten: 
I oder 2 frische Bliiten wurden gewogen und mit 3 - 5  ccm Methanol 4-6 Stdn. bei Zimmer- 
temperatur digeriert. Getrocknete Bliiten, deren Farbstoff sich, auch wenn sie fein gepulvert 
sind, schwerer extrahieren liiljt, wurden mit Methanol erwarmt. Den roten Methanolauszug 
belichtete man im Abstand von 20cm I Stde. mit einer 100-Watt-Lampe, engte dann auf 
0.5 ccm ein und brachte die rotbraune Lasung auf den Startkreis des Filtrierpapiers (SCHLEI- 
cHER & SCHULL 2043b). Das Papier legte man nach G .  ZIMMERMANN und K. NEHRtNG17) 
zwischen Deckel und Unterteil eines Exsikkators, der mit der unteren Phase eines Gemisches 
aus 3 Vol.-Tln. Formamid, 7 VoLTln. Wasser und 7 Vol.-Tln. Essigester beschickt war. 
Die obere Phase des Gemisches brachte man in einen Tropftrichter mit ausgezogenem Rohr, 
dermiteinem Stopfen in den Deckeltubus des Exsikkatorseingesetzt war. Nachdem sich im Ver- 
lauf von 30 Min. Atmosphare und Papier im Exsikkator mit Losunpsmitteldampfen ge- 
sattigt hatten, begann man rnit der Entwicklung des Ringchromatogramms, indem man die 
obere Phase des Gemisches aus dem Tropftrichter auf eine Filtertablette (ScHLeIcHER & SCHULL 
292) tropfen lielj, die in der Mitte des Startkreises auf dem Filtrierpapier-Bogen lag. 

Nach Trennung der Zonen lieO man den Bogen an der Luft trocknen, schnitt die Zonen 
sofort heraus und eluierte sie unverziiglich in einem MeOkolben mit Pyridin/n-Butanol 
(5 i- 95). Nachdem bis zur Marke aufgefullt war, wurde die Losung kolorimetrisch rnit 
einer Standardlosung von reinstem Hypericin verglichen. 

17) Angew. Chem. 63,556 [1951). 




