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Determination of total hypericins in selected
Hypericum L. species

Abstracrt— Hypericum L. (Hypericaceae), a large genus wide-

spread in the temperate regions of Earth, contains approximately 450 species
easily recognizable by their golden flowers. The naphtodianthrone pigment
hypericin, a photoactive polycyclic anthrone is one of the most important
bioactive compound present in the plants of this genus. In this work the
quantity of total hypericins, expressed as hypericin, was determined by the
spectrophotometric method in flowering upper parts of the six species from
the genus Hypericum: H. delphicum Boiss & Heldr, H. hircinum L., H.
kouytchense H. Lév., H. oblongifolium Choisy, H. perforatum L. and H.
richeri Vill. subsp. grisebachii (Bois.) Nyman. Extracts were obtained using
two extraction solvents: a mixture of tetrabydrofuran/water and methanol.
The highest content of total hypericins was determined in the samples of H.
richeri Vill. subsp. grisebachii, while the smallest in the samples of H. hir-
cinum, H. kouytchense and H. oblongifolium.
(! University of Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry, Department
of Pharmaceutical Botany, Schrottova 39, 10000 Zagreb, Croatia, and
2Pharmacy of Split-Dalmatia County, Laboratory for quality control of
galenic preparations and identification of medicinal substances, Mihanovi-
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Vrista Hypericum perforatum L. (Hypericaceae), gospina trava ili rupicasta plju-
skavica, jedna je od najstarijih ljekovitih biljaka. Poznavali su je stari lije¢nici Diosku-
rid, Plinije i Hipokrat te je primjenjivali za lije¢nje razlicitih bolesti (1). Takoder,
etnobotanicka istrazivanja svih europskih naroda biljeze upotrebu njezinih vrsnih
cvatucih dijelova, najcesée za zacijeljivanje opeklina i rana, dispepsije, upala mokra¢-
nog i disnog trakta (2, 3). Toj ljekovitoj biljnoj vrsti sluzbena medicina pridaje vaz-
nost tek nakon provedenih farmakoloskih istrazivanja i klini¢kih studija kojima je
potvrdena antidepresivna aktivnost te efikasnost u lije¢enju blagih i umjerenih depre-
sija, premda nije utvrden jedinstven mehanizam djelovanja. Takoder, pripravci gos-
pine trave mogu se koristiti i za lije¢enje odredenih oblika anksioznosti. No, pri pri-
mjeni ove ljekovite biljne vrste potreban je oprez zbog interakcija s mnogim lijekovima
(4). Novija znanstvena istrazivanja upu¢uju na njezin veliki potencijal u fotodinamic-
koj terapiji tumora (5-7). Rodu Hypericum pripada vise od 450 vrsta koje su sve,
poput ljekovite gospine trave, prepoznatljive po zlatno Zutim cvjetovima (tablica 1.).
Ovaj rod vrlo bogat vrstama podijeljen je u 30 sekcija i 6 podsekcija (8).

Hipericin (slika 1.) je crveni pigment, derivat naftodiantrona koji se prema
[UPAC-ovoj nomenklaturi naziva 1, 3, 4, 6, 8, 13-heksahidroksi-10, 11-dimetil fenan-
wro[1, 10, 9, 8- opkra] prilen-7, 14-dion. Hipericin i srodni antronski derivati poput
pseudohipericina (slika 1.) su metaboliti specificni samo za rod Hypericum i nisu zapa-
zeni drugdje u biljnom svijetu. Niz provedenih istrazivanja dokazuju raznolikost u
sadrzaju hipericina i srodnih derivata unutar roda (9, 10). Prisutnost hipericina je vazna
za kemotaksonomiju, jer su ti naftodiantroni specifi¢ni jedino za vrste koje pripadaju
filogenetski naprednijim sekcijama roda poput Hypericum, Drosocarpium, Thasia, Ade-
nosepalum, $to upucuje na razvoj ovog metabolic¢kog puta kao evolucijskog faktora pri-
lagodbe. Hipericinima bogate vrste poput H. boissieri, H. barbatum i H. rumeliacum
mogu sadrzavati dva do Cetiri puta vecu koli¢inu hipericina od viste H. perforatum.
Dosad je istrazena priblizno polovina vrsta roda Hypericum, a vrsta H. perforatum jos je
uvijek jedini izvor droge Hyperici herba jer hipericin i njegovi derivati nisu jedini
aktivni sastojci, ve¢ antidepresivna aktivnost ekstrakta ovisi i o prisutnosti hiperforina i
flavonskih spojeva (4, 11). Prednosti gospine trave su rasprostranjenost Sirom svijeta,
sposobnost prilagodbe na razli¢ite okoli$ne uvjete kao i ekonomi¢nost uzgoja (8).

U ovom istrazivanju odreden je sadrzaj ukupnih hipericina izrazenih kao hiperi-
cin u osusenim nadzemnim cvatu¢im ograncima pet vrsta roda Hypericum: H. delphi-
cum Boiss & Heldr, H. hircinum L., H. kouytchense H. Lév, H. oblongifolium Choisy i
H. richeri Vill. subsp. grisebachii (Bois.) Nyman., te su dobivene vrijednosti uspore-
dene s vrijednostima koli¢ine ukupnih hipericina u uzorku ljekovite vrste H. perfora-
tum L. Istrazivanje je provedeno koristeci spektrofotometrijsko odredivanje sadrzaja
ukupnih hipericina prema farmakopejskom propisu (12) ¢ime je obuhvaéen sadrzaj
hipericina i pseudohipericina, zatim njihovih prekursora protohipericina i protopseu-
dohipericina, te derivata ciklopseudohipericina. Ekstrakcija djelatnih komponenata
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droga je provedena na dva nacina: sa smjesom vode i tetrahidrofurana te s metanolom.
S obzirom na topljivost hipericina i ostalih naftodiantrona u polarnim organskim ota-
palima kao $to je metanol, cilj je bio utvrditi koli¢inu djelatnih komponenti dobivenu
tim otapalom te usporediti s koli¢inom dobivenom prema farmakopejskom propisu.

OH (e} OH
Slika 1. Hipericin, R = H pseudohipericin, R = OH

EKSPERIMENTALNI DIO

Biljni materijal

Cvatu¢i nadzemni dijelovi $est vrsta roda Hypericum (tablica 1.) sabrani su u
kasno proljece/ljeto 2009. godine. S prirodnih stanista sabrane su nase autohtone
viste: H. perforatum (Risnjak) i H. richeri. subsp. grisebachii (Velebit), dok su uzorci
vrsta koje ne rastu na podru¢ju Hrvatske skupljeni s uzgojenih jedinki u Farmaceut-
skom botanickom vrtu »E Kusan«. Identifikacija biljnog materijala provedena je
temeljem morfoloske analize (13-15).

Priprema biljnih ekstrakata

Na jedanak su na¢in pripremljeni ekstrakti koriste¢i dva razlicita otapala: smjesu
vode i tetrahidrofurana (20:80, V/V) (12) i metanol. Biljni materijal ekstrahiran je
prema farmakopejskom postupku (12) uz izvjesne modifikacije:

0,8 g praskasto usitnjenog biljnog materijala ekstrahirano je sa 60 mL otapala 30
minuta na vodenoj kupelji uz povratno hladilo pri temperaturi od 70 °C. Dobiveni
ekstrake filtriran je kroz sloj vate, a postupak ekstrakcije ponovljen je s ostacima bilj-
nog materijala i vatom koriste¢i novih 60 mL otapala. Dobiveni filtrati su sjedinjeni
i upareni do suha.

Odredivanje sadrzaja ukupnih hipericina

Suhi ostatak je rastopljen u 15 mL metanola i kvantitativno prebacen u odmjernu
tikvicu od 25,0 mL koje je dopunjena metanolom do oznake. Otopina je profiltri-
rana, a 5,0 mL filtrata je razrijedeno do 25,0 mL metanolom. Apsorbancija je izmje-

rena na 590 nm uz metanol kao poredbenu otopinu (6) koriste¢i UV-VIS spektrofo-
tometar Lambda 25 (Perkin Elmer, SAD).
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Tablica 1. IstraZivane vrste roda Hypericum (naziv hiljne vrste, geografska rasprostranjenost
te naziv i broj sekcije)

H. hircinum L.

H. delphicum Boiss & Heldr Sredi$nja/Isto¢na Europa, H. kouytchense H.Lév.
Greka Levant Kina
Adenosepalum (27) Androsaemum (5) Ascyreia (3)

H.richeri Vill subsp.
H. oblongifolium Choisy Hypericum perforatum L. grisebachii (Boiss.) Nyman
Indija Svi kontinenti Sredisnja/Isto¢na Europa
Ascyreia (3) Hypericum (9) Drosocarpium (13)

Postotni sadrzaj ukupnih hipericina, izrazenih kao hipericin, izra¢unat je prema

izrazu:
% = A x 125/ m x 870
A = apsorbancija na 590 nm
m = odvaga biljnog materijala (g)

870 = specifi¢na apsorbancija hipericina

Odredivanja sadrzaja ukupnih hipericina radena su u triplikatu, a dobiveni
rezultati prikazani su kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD). Za provjeru
signifikantnosti razlika izmedu koli¢ina ukupnih hipericina dobivenih ekstrakcijom
razli¢itim otapalima koristen je t test za nezavisne uzorke, uz vrijednost p<0,05 kao
statisticki znacajnu razliku.
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REZULTATI | RASPRAVA

Hipericin i pseudohipericin su prvi put izolirani iz vrste H. perforatum (16, 17).
U toj je vrsti sadrzaj naftodiantrona u rasponu od 0,05 do 0,3 % (18) i varira ovisno
o geografskom podrijetlu, nadmorskoj visini, uvjetima osvjetljenja, dobu godine
(19). Sadrzaj pseudohipericina (0,03-0,34 %) je dva do Cetiri puta vedi od sadrzaja
hipericina (0,03-0,09 %) (20), a biljni materijal takoder sadrzi protohipericin, pro-
topseudohipericin i ciklopseudohipericin. Protohipericin i protopseudohipericin su
biosintetski prekursori hipericina i pseudohipericina koji u njih prelaze u prisutnosti
suncevog svjetla (21). Pseudohipericin se najvjerojatnije transformira u ciklopseudo-
hipericin (22).

Hipericin je netopljiv u vodi, ulju, metilen kloridu i drugim nepolarnim otapa-
lima. Topljiv je u alkalnim vodenim otopinama, organskim bazama kao $to je piridin
i polarnim organskim otopinama kao $to su aceton, etanol, metanol, etil acetat, etil
metil keton i druge (23). U biljnom materijalu hipericin se nalazi kao kalijeva ili
natrijeva sol (24), $to i obja$njava njegovu topljivost u organskim otapalima. Unutar
stanice inkorporiran je u fosfolipidni dvosloj i prema tome lociran u endoplazmat-
skom retikulumu i Golgijevom aparatu zbog svog lipofilnog karaktera (25, 26).

Gubitak susenjem biljnog materijala koriStenog u istrazivanju je u rasponu od
6,18 do 8,66 % $to odgovara farmakopejskim zahtjevima (maksimalno 10 %). U
uzorku vrste H. perforatum koji je analiziran u ovom istrazivanju sadrzaj ukupnih
hipericina iznosi 0,21 + 0,0004 % i 0,22 + 0,0048 %, ovisno o otapalu pri ekstrakciji
(tablica 2.), a dobivena vrijednost u skladu je s dostupnim podacima provedenih
istrazivanja razli¢itih populacija ove vrste na podrucju Europe (27, 28). Podjednak
sadrzaj ukupnih hipericina poput onog odredenog u uzorku oficinalne vrste odreden
je u uzorku vrste H. delphicum (0,22 + 0,0098 % i 0,24 + 0,0035 %) $to je u skladu
s dostupnim podacima (10). Najvedi sadrzaj ukupnih hipericina odreden je u uzorku
viste H. richeri subsp. grisebachii i iznosi 4-5 puta vise od sadrzaja ukupnih hipericina
u uzorku oficinalne droge Hyperici herba (0,79 + 0,0070 % i 1,07 + 0,0052 %). Kao
Sto je i oekivano, jedva mjerljive koli¢ine ukupnih hipericina sadrze uzorci vrsta koje
prema intragenerickoj klasifikaciji pripadaju primitivnijim sekcijama (9, 10), a to su
H. kouytchense i H. oblongifolium iz sekcije 3. Ascyreia, te vrsta H. hircinum koja pri-
pada sekciji 5. Androsaemum. Vrste koje pripadaju naprednijim sekcijama kao $to su
H. richeri subsp. grisebachii, koja pripada sekciji 13. Drosocarpium i H. delphicum,
koja pripada sekciji 27. Adenosepalum, sadrze veliki postotak ukupnih hipericina. S
obzirom na usporedbu tetrahidrofurana i metanola kao ekstrakcijskih sredstava, u
uzorcima s visokim sadrzajem ukupnih hipericina ekstrakcija metanolom pokazala se
uspje$nijom te je utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu koristenih otapala
(p<0,05).

Prema zahtjevima Europske farmakopeje u drogi zelen gospine trave (Hyperici
herba) sadrzaj ukupnih hipericina je minimalno 0,08 % izrazen kao hipericin i izracunat
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u odnosu na suhu drogu (12). Taj zahtjev, osim uzorka oficinalne vrste, zadovoljavaju
i uzorci vista H. delphicum i H. richeri subsp. grisebachii. Ipak, da bi se potvrdila sli¢-
nost s oficinalnom drogom u sastavu ostalih aktivnih komponenti, potrebno je pro-
vesti kvalitativnu i kvantitativnu analizu ekstrakata ovih dviju vrsta, osobito sto se tice
sastava i sadrzaja flavonoida i hiperforina. Dosad provedenim istrazivanjem ovih dviju
vrsta, utvrdena je dvostruko manja koli¢ina ukupnih flavonoida i tri do cetiri puta
manja koli¢ina ukupnih fenolskih kiselina u poredbi s uzorkom oficinalne vrste H.

perforatum (29).

Tablica 2. Sadrzaj ukupnih hipericina u ekstraktima Sest vrsta roda Hypericum.

EKSTRAKT 1Y EKSTRAKT 22
UZORAK
sadrzaj ukupnih hipericina/suha droga, %°
Hypericum delphicum 0,22 + 0,0098* 0,24 + 0,0035*
H. hircinum 0,01 + 0,0001 0,01 £ 0,0011
H. kouytchense 0,01 + 0,0002 0,01 + 0,0003
H. oblongifolium 0,01 + 0,0006 0,01 + 0,0002
H. perforatum 0,21 + 0,0004 0,22 + 0,0048
H. richeri subsp. grisebachii 0,79 + 0,0070* 1,07 + 0,0052*

U: tetrahidrofuran:voda (20:80, V:V); ?: metanol; ¥: % + SD (n = 3); *p<0,05

ZAKLJUCAK

U ovom je istrazivanju odreden sadrzaj ukupnih hipericina u $est vrsta roda
Hypericum razli¢ite geografske rasprostranjenosti i unutargenericke pripadnosti.
Uzorci vrsta H. perforatum i H. delphicum sadrze podjednaku koli¢inu ukupnih hipe-
ricina, dok sadrzaj ukupnih hipericina u uzorku vrste H. richeri subsp. grisebachii 4-5
puta premasuje sadrzaj ukupnih hipericina u uzorku oficinalne droge Hyperici herba.
Jedva mjerljive koli¢ine ukupnih hipericina sadrze uzorci vrsta H. hircinum, H. kouyt-
chense i H. oblongifolium. lako uzorci vista H. delphicum i H. richeri subsp. grisebachii
zadovoljavaju zahtjevu Europske farmakopeje prema kojem minimalni sadrzaj uku-
pnih hipericina u drogi Hyperici herba izrazenih kao hipericin mora biti 0,08 %,
potrebno je provesti kvalitativiu i kvantitativnu analizu ekstrakata ovih dviju vrsta,
osobito $to se tice sastava i sadrzaja flavonoida i hiperforina bududi su ti bioaktivni
spojevi suodgovorni za antidepresivni u¢inak oficinalne droge.

Zahvale. — »Dio fotografija biljnih vrsta preuzete su iz diplomskih radova Dali-
borke Drobnjak, mag. pharm. i Marine GadZa, mag. pharm., na ¢emu im se najto-
plije zahvaljujemo.«
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