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Abstract

Hyoscyamus species known as “Banotu” carry tropane alkaloids. Tropane alkaloids, including atropine,
hyoscyamine and scopolamine, have medically important pharmacological activities. In the pharmaceutical industry,
medicinal plants can be used as a source of alkaloids. In order to obtain tropane alkaloids in the pharmaceutical
industry, the total amount of alkaloids contained in Hyoscyamus species must be known.

In this study, the total content of alkaloids in fruit, leaf, stem, and flower parts of Hyoscyamus niger L. and
Hyoscyamus reticulatus L., which grows in Sivas province of Turkey were investigated by spectrophotometric method.
In the spectrophotometric analysis, bromocresol green, which forms a complex with alkaloids, was used as a coloring
agent, and atropine was used as a standard. As a result of the study, it was determined that all parts of H. niger and H.
reticulatus species contained tropane alkaloids. Except for the flower part, all other parts of H. niger contain more
alkaloids than H. reticulatus. The highest alkaloid content was determined as 3.04 mg/g in H. niger leaf and 2.80 mg/g
in H. reticulatus flower and leaf.

Key words: Hyoscyamus niger, Hyoscyamus reticulatus, total alkaloids, bromcresol green, atropine

%

Alkaloit kaynag olarak iki banotu: Hyoscyamus niger L. & Hyoscyamus reticulatus L.

Ozet

“Banotu” olarak bilinen Hyoscyamus tiirleri tropan alkaloitleri tagimaktadir. Atropin, hiyosiyamin ve
skopolamin gibi tropan alkaloitleri tibbi agidan énemli farmakolojik aktivitelere sahiptir. Ilag endiistrisinde tibbi bitkiler
alkaloit kaynagi olarak kullanilabilmektedir. Hyoscyamus tiirlerinin ila¢ endiistrisinde tropan alkaloidi eldesinde
kullanilabilmesi amaciyla igerdigi total alkaloit miktarinin bilinmesi gerekmektedir. Bu ¢aliymada iilkemizde Sivas
ilinde yetisen banotu tiirlerinden Hyoscyamus niger L. ve Hyoscyamus reticulatus L. meyve, yaprak, gévde ve ¢igek
kisimlarmin tasidigi total alkaloit miktar1 spektrofotometrik yontemle arastirilmistir. Spektrofotometrik analizde
renklendirici ajan olarak alkaloitler ile kompleks olusturan bromkrezol yesili, standart olarak ise atropin kullanilmustir.
Calisma sonucunda H. niger ve H. reticulatus tiirlerinin arastirilan tiim kisimlarinin tropan alkaloitleri icerdigi
belirlenmistir. Cigek kismi1 disinda H. niger’in diger tiim kisimlar1 H. reticulatus’tan daha fazla alkaloit tagimaktadir. En
yiiksek alkaloit miktar1 H. niger yapraginda 3.04 mg/g ve H. reticulatus cicek ve yapraginda 2.80 mg/g olarak tespit
edilmistir.

Anahtar kelimeler: Hyoscyamus niger, Hyoscyamus reticulatus, total alkaloit, bromkrezol yesili, atropin
1. Giris

Tibbi bitkilerin hastaliklarin tedavisinde ve profilaksisinde kullanilmasi antik caglara kadar uzanmaktadir.
Tibbi bitkiler 18. yiizyila kadar infiizyon ve dekoksiyon gibi basit uygulama sekilleri ile hazirlanirken, etken maddelerin
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bitkilerden izole edilmesiyle birlikte aktif bilesikleri igeren ilaglar hazirlanmaya baglanmistir. 20. yiizyila gelindiginde
sentez kimyasindaki gelismelerle birlikte ilaglarda sentetik bilesikler de yer almaya baslamistir. Ancak bitkisel ilaglarla
tedavi giiniimiizde halen 6nemini korumaktadir. Baz1 tibbi bitkiler dogal florada genis yayilis gostermektedir ve bu
bitkiler ilagc hammaddesi icin ucuz kaynak saglamaktadir. ilag hammaddesi ihtiyacindaki artis ve bazi bilesiklerin
sentezinin izolasyona kiyasla daha zor olmasi nedeniyle kaynak saglayabilecek tibbi bitkilerin kiiltiire alinarak
yetistirilmesi 6nem arz etmektedir [1-3].

Alkaloitler dogal kaynaklardan elde edilen, diisiik dozlarda bile giiclii fizyolojik ve farmakodinamik
aktiviteye sahip olan, bazik 6zellikteki bilesiklerdir. Alkaloitler botanik ve biyokimyasal kdkenleri, kimyasal yapilari ve
farmakolojik etkileri yoniinden oldukga fazla gesitlilik gostermektedir [4]. Tropan alkaloitleri azot ihtiva eden bisiklik
halka sistemine sahiptir ve 8-metil-8-azabisiklo [3.2.1] oktan yapisindadir. Atropin, hiyosiyamin ve skopolamin 6nemli
tropan alkaloitleridir. Farmakolojik agidan bu bilesikler parasempatolitik 6zelliktedir ve ozellikle antikolinerjik
bilesiklerin baslangic maddesidir [5,6]. Tropan alkaloitlerinin tibbi bitkilerden ekstraksiyon ile elde edilmeleri sentetik
olarak elde edilmelerine gore daha pratik ve ekonomiktir. Bu bilesikler cogunlukla Solanaceae familyasina ait bitkilerde
bulunmakla birlikte tibbi amagla kullanilan tiirlerin sayis1 smirlidir. Tropan alkaloiti elde etmek amaciyla Hyoscyamus,
Atropa ve Duboisia tiirleri kullanilmaktadir [4,7].

Hyoscyamus (Solanaceae) cinsi lilkemizde “banotu, bengildek, benk, ber¢, gavur hashasi” gibi isimlerle
bilinmektedir ve alt1 tiir ile temsil edilmektedir. Bu tiirler Hyoscyamus albus L., Hyoscyamus aureus L., Hyoscyamus
leptocalyx Stapf., Hyoscyamus niger L., Hyoscyamus pusillus L. ve Hyoscyamus reticulatus L.’dur. Hyoscyamus tiirleri
alkaloitler, flavonoitler, lignanlar, saponinler, fenolik bilesikler ve gliseridler ihtiva etmektedir. Hyoscyamus cinsi
tropan alkaloitleri i¢in 6nemli bir kaynaktir [8].

Alkaloit sentezi 151k, rakim, 1s1, topragin cinsi ve pH’s1 ve herbisit uygulamalar1 gibi ¢evresel etkenlere gore
degisebilmektedir. Alkaloit miktar1 ayn1 cinse ait bitkilerde tiire gore degiskenlik gostermektedir. Ayrica bir tiiriin kok,
govde, kabuk, yaprak, cicek, meyve ve tohumlarinda degisen miktarlarda alkaloit bulunabilmektedir. Alkaloit miktar
tayininde yliksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), florimetri, iyon kromatografisi, kulometri, gaz kromatografi
ve elektrokromatografi gibi yontemler kullanilabilmektedir [9-14]. Bu yontemlerden bagka spektrofotometrik yontem
de alkaloitlerin miktar tayininde siklikla tercih edilmektedir. Spektrofotometrik yontem basitligi, hassasiyeti ve hizl
analize imkan vermesi ile 6ne c¢ikmaktadir. Bu yoOntemin esasi alkaloitin bromkrezol yesili ile reaksiyonuna
dayanmaktadir ve reaksiyon sonucunda sar1 renkli katim bilesigi olugmaktadir [15].

Tropan alkaloitlerinin tibbi bitkilerden ekstraksiyon ile elde edilmeleri sentetik olarak elde edilmelerine gore
daha uygulanabilir bir yontemdir. Ancak tibbi bitkilerin ila¢ endiistrisinde kullanilabilmesi i¢in bitkinin icerdigi total
alkaloit miktarinin arastirilmas: gerekmektedir. Calismada Sivas ilinde yetisen banotu tiirlerinden Hyoscyamus niger L.
ve Hyoscyamus reticulatus L. bitkilerinin ¢igek, gévde, meyve ve yaprak kisimlarinin tasidigi total alkaloit miktari
spektrofotometrik yontemle arastiriimastir.

2. Materyal ve yontem
2.1. Bitki Materyali

H. reticulatus ve H. niger Temmuz aymnda Sivas ilinden toplanmistir. Bitkiler Do¢. Dr. Mehmet Tekin
tarafindan teshis edilerek Cumhuriyet Universitesi Eczacilik Fakiiltesi herbaryumunda muhafaza edilmistir. Orneklerin
cicek, govde, meyve ve yaprak kisimlari ayrilarak oda sicakliginda golgede kurutulmustur.

2.2. Ekstraksiyon

Kurutulan 6rnekler laboratuvar tipi degirmen ile toz edilmistir. Bitki 6rnekleri (10 g) kloroform: etilasetat
(18:3) icinde siispande edilmis ve 30 dakika siiresince maserasyona birakilarak ekstreler hazirlanmigtir. Elde edilen
ekstreler algak basing altinda 40°C’de rotavaporda yogunlastirilip kurutulmustur.

2.3. Numune Cozeltisinin Hazirlanmast

Kurutulan ekstre 2 N HCl ile ¢oziilmiis ve ¢ozeltinin 1 mL'si ayirma hunisine aktarimistir. 10 mL kloroform
ile 3 kez yikanarak ¢6zeltinin pH'st 0.1 N NaOH ile nétr olacak sekilde ayarlanmistir. Ardindan ¢ozeltiye 5 mL
bromkrezol yesili soliisyonu ve 5 mL fosfat tamponu ilave edilerek karigtirilmistir. Olusan alkaloit-bromkrezol yesili
kompleksi 1, 2, 3 ve 4 mL kloroform ile kuvvetlice ¢alkalanarak ekstre edilmis ve kompleksin kloroformlu fazda
¢oziinmesi saglanmistir. Kloroformlu faz 10 mL'lik bir balon joje i¢inde toplanmigtir. Gerekli seyreltme islemlerinden
sonra kloroform i¢inde ¢6ziinmiis halde bulunan kompleksin absorbans1 470 nm'de 6lgiilmiistiir [16].

2.4. Reaktiflerin Hazirlanmast

-Bromkrezol yesili ¢ozeltisi
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Bromkrezol yesili Shamsa vd. tarafindan rapor edilen protokole gore hazirlanmustir [15]. 69,8 mg bromkrezol
yesili 3 mL 2 N NaOH ve 5 mL distile suda tamamen ¢6ziilmiis ve distile su ile 1000 mL’ye tamamlanmustur.

-Fosfat tamponu (pH =4.7)

71.6 g Na2HPO4 1 L distile suda c¢oziilerek 2 M Na2HPO4 ¢ozeltisi hazirlanmistir. Ardindan 0.2 M sitrik
asit ile pH 4.7'ye ayarlanmustir.

2.5. Atropin standart ¢ézeltisinin hazirlanmasi

Atropin standart ¢dzeltisi i¢in 10 mg saf atropinin (Sigma, ABD) 10 mL distile suda ¢6ziilmiis ve ¢ozeltiden
1 mL almarak hacmi 10 mL’ye tamamlanmistir.

2.6. Kalibrasyon grafiginin hazirlanmasi

Atropin standart ¢ozeltisinden 0.4, 0.6, 0.8, 1 ve 1.2 mL alinarak farkli ayirma hunilerine aktarimistir. 5 mL
fosfat tampon (Ph=4.7) ve 5 mL bromkrezol yesili ¢ozelitisi eklenerek 1, 2, 3 ve 4 mL kloroform ile ekstraksiyona tabi
tutulmustur. Kloroformlu fazlar 10 mL’lik balon jojede toplanmistir. Ardindan koroformda ¢oziinmiis halde bulunan
atropin-bromkrezol kompleksinin absorbansi kore karst 470 nm'de UV spektrofotometresinde (Shimadzu UV-1700)
Olciilmiistiir.

3. Bulgular

Deneyde kullanilan ekstraksiyon yontemi ile diger organik bilesiklerin nihai ¢ozeltide bulunmadig yalnizca
alkaloitleri ihtiva eden bir ekstre elde edilmistir. Bu sayede bromkrezol yesili ile alkaloitler bire bir reaksiyona girmekte
ve sar1 renkli katim bilesigi olugsmaktadir.

Tablo 1°de H. reticulatus ve H. niger ¢igek, govde, meyve ve yaprak kisimlarinda bulunan total alkaloit
miktar1 mg/g cinsinden ifade edilmistir. Total alkaloit miktar1 en fazla H. niger yapraginda 3.04 mg/g ve H. reticulatus
cicek ve yapraginda 2.80 mg/g olarak kaydedilmistir.

Tablo 1. H. reticulatus ve H. niger ¢igek, gdvde, meyve ve yaprak kisimlarinda tespit edilen total alkaloit miktar1

Bitki ad1 Bitki kisimlari Total alkaloit (mg/g)

H. reticulatus Cigek 2.80
Govde 2.34
Meyve 2.40
Yaprak 2.80

H.niger Cicek 2.70
Govde 2.94
Meyve 2.74
Yaprak 3.04

4. Sonuglar ve tartisma

Bitki materyallerinde alkaloitlerin belirlenmesi i¢in farkli hassasiyetlere sahip gravimetrik ve ya titrimetrik
yontemler kullanilabilmektedir. Ancak bu yontemlerin bazi eksiklikleri bulunmaktadir. Gravimetrik yontemde elde
edilen kalintinin safsizliklar igerdigi gozlenmistir. Titrimetrik ydntemlerde ise son noktanin ekstrenin rengiyle
maskelenmesi gibi dezavantajlar bulunmaktadir. Ote yandan tiim alkaloitler i¢in gegerli sabit bir yontem yoktur. HPLC
gibi yiiksek duyarliliga sahip yontemler total alkaloitlerin belirlenmesi i¢in rutin yontemler degildir ve bu yontemler
olduk¢a maliyetlidir ve 6zel ekipman gerektirmektedir.

Tropan alkaloitlerinin bromokrezol yesili ile spektrofotometrik tayini basit ve hassas bir yontemdir ve ¢ok
fazla 6zel ekipman gerektirmez. Ayrica kullanilan ydontemin analiz siiresi kisadir, hizli analize imkan vermektedir.

Tropan alkaloitleri (atropin, hiyosiyamin ve skopolamin) tibbi agidan 6nemli farmakolojik aktivitelere
sahiptir. Bu bilesiklerin Hyoscyamus tiirlerinden ekstraksiyon ile elde edilmeleri ve ilag endiistrisinde kullanilmalari
tirlerin icerdigi total alkaloit miktarmm belirlenmesi ile mimkiindiir. Ayni il igerisindeki farkli yorelerde gevresel
etkenlerin farklilasmasi nedeniyle bitkinin sentezledigi alkaloit miktar1 degisebilmektedir. Ulkemizde yetisen H. niger
ornekleri ortalama % 0.107 alkaloit igermektedir [17]. Bitkinin igerdigi total alkaloit miktar1 % 0.05 ile 0.10 arasinda
degisebilmekte ve total alkaloit miktarmnin %50’sini skopolamin olusturmaktadir [18]. Literatiirde Giimiighane’den
toplanan H. niger 6rneklerinde %0.068, Erzurum’dan toplananlarda %0.084, Eskisehir’den toplanan 6rneklerde %0.071
ve Aydmn-Osmanbiikii Yoresi’'nden toplanan orneklerde ise % 0.214 oraninda alkaloit tespit edildigi bildirilmistir
[19,20]. Bursa Yoresi’'nden toplanan H. niger yaprak orneklerinde ise total alkaloit oran1 % 0.251 ve % 0.195 olarak
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hesaplanmigtir [21]. Baytop ve Tanker tarafindan yapilan calismada H. reticulatus yapraklarmm % 0.011 ile 0.027
oraninda alkaloit i¢erdigi belirtilmektedir [22]. Van yoresinde 3 farkli alandan toplanan orneklerde ise % 0.058, %
0.116 ve %0.231 oraninda alkaloit saptanmistir [8].

Calismamiz ile Sivas bolgesinde dogal olarak yetisen H. niger ve H. reticulatus’un gicek, gévde, meyve ve

yaprak kisimlarmin tiimiiniin tropan alkaloitlerini igerdigi gosterilmistir. Cicek kismu diginda H. niger’in diger tiim
kisimlar1 H. reticulatus’tan daha fazla alkaloit tasimaktadr. ki tiirde de total alkaloit miktar1 yaprak kisimlarinda daha
fazladir. Elde edilen bulgular is1¢inda Sivas yoresinde yetisen H. niger ve H. reticulatus ila¢ endiistrisinde tropan
alkaloitlerinin elde edilmesi amaciyla kullanilabilir. Bu sayede iilkemiz zengin florasi degerlendirilerek tropan
alkaloitleri i¢in hammadde kaynag1 saglanabilir..
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