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VIBURNUM OPULUS L. VE VIBURNUM LANTANA L.’DA

AMENTOFLAVON HPLC ANALIZi

HPLC ANALYSIS OF AMENTOFLAVONE IN VIBURNUM OPULUS L. AND
VIBURNUM LANTANA L.

M. Levent ALTUN, Betiil SEVER YILMAZ, Giilcin SALTAN CiTOGLU

Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali, 06100, Tandogan-
ANKARA

OZET

Bu ¢alismada  Viburnum opulus ve V. lantana yaprak, dal ve meyvalarimda amentoflavon 'un
kantitatif analizi i¢cin basit ve duyarlt bir yontem kullanilmistir. Amentoflavon 'un miktar tayini Supelcosil LC
18 (250x4.6 mm, 5 um) kolonunda asetonitril: su : fosforik asit (52: 47: 1) (h/h/h) solvan sistemi kullanilarak
yapumistir. Amentoflavon miktary; V. lantana yapraklarinda % 0.1104, V. lantana dallarinda % 0.0061
olarak bulunmustur. V. opulus yapraklari igin bu deger % 0.0066 olarak belirlenmistir. V. opulus 'un dal ve

meyvalarinda, V. lantana 'nin ise meyvalarinda amentoflavona rastlanmamistir.
Anahtar Kelimeler : Amentoflavon, V. opulus,V. lantana, HPLC, yapraklar, dallar, meyvalar
ABSTRACT

In this study a simple and sensitive HPLC method for separation and quantitative determination of
amentoflavone in the leaves, the branches and the fruits of Viburnum opulus L. and Viburnum lantana L. has
been used. Amentoflavone was determined Supelcosil LC 18 (250x4.6 mm, 5 um) column , by using
acetonitrile: water : phosphoric acid (52: 47: 1) (v/v/v) as a mobile phase. The amentoflavone content of V.
lantana was found to be 0.1104 % for leaves, 0.0061 % for branches. For V. opulus leaves, this value was
determined as 0.0066 %. Neither branches and fruits of Viburnum opulus nor fruits Viburnum lantana

posses amentoflavon.
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GIRIS
Caprifoliaceae familyasina ait Viburnum cinsi Giiney Amerika’dan Giiney Dogu Asya’ya

kadar genis bir dagilim gdsteren ve cogu endemik olan 230°dan fazla tiir igermektedir (1).

Bitki Tiirkiye Florasinda dort tiirle temsil edilmektedir; Viburnum opulus L., V. orientale

Pallas, V. lantana L. ve V. tinus L. (2,3).

V. opulus idrar arttirici, miishil ve yatistirict etkilere sahiptir. Safra ve karaciger
hastaliklarina karsi Orta Anadolu bolgesinde kirmizi renkli meyvalarin (gilaburu meyvasi) usaresi
kullanilmaktadir. Meyvalar yemis olarak da yenilmektedir. V. lantana’nin taze dal kabuklari ise
haricen kizartict ve agri kesici olarak kullanilmaktadir (4). V. dilatatum bitkisinin oksidatif
hasarlara karsi koruyucu etkisi strese maruz kalmis siganlar ve streptozotosin ile uyarilmis
diyabetik sicanlarda gosterilmistir (5,6). Ayrica V. dilatatum bitkisinin plazma, karaciger ve
midedeki antioksidan enzimler {izerine etkisi incelendiginde bu bitkinin kullanilmas1 siiperoksit
dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin tiiketiminin azalmasina
katkida bulunabilmektedir (7). V. erubescens Wall. bitkisinin alkollii ekstresinin diisiik antiviral
etkiye sahip oldugu gosterilmistir (8). V. luzonicum'dan izole edilen bazi iridoit aldehitlerin He La
S3 kanser hiicrelerine karsi orta derecede inhibitdr etki gosterdigi bulunmustur (9). Viburnum
cinsine ait tiirlerin triterpen (10-11), diterpen (12,13), seskiterpen (14) ve iridoit (15-19) yapisinda
bilesikler tasidigi bilinmektedir. Ayrica Viburnum grandifolium’dan luteolin 3'-O-B-ksilozil
glukozit ve apigenin 7- ksilozil glukozit izole edilmistir (20). Farkli Viburnum tiirlerinde Yapilan
kemotaksonomik c¢aligmalar sonucunda biflavonoit yapisinda olan amentoflavon tesbit edilmistir
(1,21).

Bir apigenol dimeri olan amentoflavonun antifungal, antienflamatuvar ve antioksidan

etkilerinin oldugu bilinmektedir (22).

Bu calismada Viburnum opulus ve V. lantana yaprak, dal ve meyvalarinin metanollii
ekstrelerinde biflavonoit yapisinda olan amentoflavonun ayirimi ve miktar tayini igin basit ve

duyarl bir yontem kullanilmistir (23).
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MATERYAL VE METOD
Bitki Materyali

Viburnum opulus Kayseri’den (AEF 23696), Viburnum lantana ise Ankara’dan (AEF
23543) toplanmustir.

Ekstrenin Hazirlanisi

V. opulus ve V. lantana bitkilerinin yaprak, dal ve meyvalart kurutulup toz edildikten sonra
5’er gram tartilmistir. Oda sicakliginda 1’er saat siire ile 100 ml metanolle ultrasonik banyoda
ekstre edilmistir. Siiziildiikten sonra tiim ekstrelerin hacmi balon jojede 100 ml'ye tamamlanmig ve
iyice calkalanmustir. Bu ekstreler 0.45 pm'lik filtreden gegirilip 20 ul miktarda, cihaza entegre

edilmis otomatik siringa ile hassas olarak HPLC kolonuna enjekte edilmistir.
Cihaz

Yiiksek Basingli Sivi Kromatograf olan HP-1100 (Agilent Technologies, Inc., California,
USA) cihazi kullanilmistir. Pik alanlari Agilent software bilgisayar programi tarafindan otomatik

olarak hesaplanmistir.
Kromatografik Sartlar
Mobil Faz: Asetonitril: Su : Fosforik asit (52: 47: 1) (h/h/h) (23).

HPLC safliginda Asetonitril (Merck-100030), Formik asit (Merck-100264) ve kromatografik
saflikta bidistile su kullanilmistir. Solvanlar 0.45 um filtreden (Milipore, Milfod, USA) gegirilip

ultrasonik su banyosunda degaze edilmistir.
Akis Hizi: 1ml/dak.
Dedektor: 330 nm (Diod-Array Dedektor)
Kolon: Supelcosil LC 18 (250x4.6 mm, 5 pm)
Standart Cozeltinin Hazirlanmasi
Amentoflavon (40584) standardi Fluka firmasindan temin edilmistir.

Amentoflavon (5 mg) standardi metanolle ¢6ziiliip balon jojede 10 ml'ye tamamlanmustir.
Boylece 500 pg/ ml’lik standart calisma ¢ozeltisi hazirlanmigtir.  Analizler eksternal standart
yontemi kullanilarak yapilmigtir. Bunun i¢in de; standart ¢alisma ¢ozeltisinden 1 ml alinip 10
ml’ye (50 pg/ ml) , 2 ml almip 10 ml’ye (100 pg/ ml), 3 ml almip 10 ml’ye (150 pg/ ml), 4 ml
alimip 10 mlI’ye (200 pg/ ml) tamamlanmistir. Daha sonra 50 pg/ ml konsantrasyondaki ¢dzelti yar
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yartya (25 pg/ ml ) ve 150 pg/ ml konsantrasyondaki ¢ozelti de 1/100 oraninda (1.5 pg/ ml)
seyreltilerek farkli toplam 6 dilusyon hazirlanmistir (1.5- 200 pg/ ml).

Kalibrasyon Egrisi

Metanol i¢inde hazirlanan amentoflavon (1.5- 200 pg/ ml) standardina ait kalibrasyon

grafigi elde edilmistir (Grafik 1).

Amentoflavon’un farkli 6 konsantrasyonundan 3'er kez 20’ser pl enjekte edilmesi ile pik

alanlar1 saptanmis ve buradan y= mx + n dogru denklemi bulunmustur.
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Grafik 1: Amentoflavon’un Kalibrasyon Egrisi

Amentoflavon

BULGULAR

Krauze-Baranowska ve arkadagslar1 (23) tarafindan gelistirilen yonteme gore;  Asetonitril:
Su: Fosforik asit (52: 47: 1) (h/h/h) solvan sistemi kullanilarak 1 ml/dak. akis hizinda ters faz
kolonunda, UV 330 nm’de amentoflavon standardi maksimum bir absorbans gdstermis olup

retansiyon zamani 4.8 dakika olarak tesbit edilmistir (Kromatogram 1).
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Kromatogram 1: Standart Amentoflavon’un HPLC Kromatogrami
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Kromatogram 2: Viburnum lantana yaprak ekstresinin HPLC Kromatogrami

(Amentoflavon Rt=4.758)

Dogrusallik

Tablo 1'de amentoflavon standardina ait korelasyon degeri (12), egim ve kesisimin bagil
standart sapmalar1 verilmistir. Amentoflavonun 1.5-200 pg/ ml (r2 = 0.9998) konsantrasyonlarda

elde edilen pik alanlari ile miitkemmel bir dogrusallik saglanmaistir.
Teshis Limiti ve Miktar Tayini Limitlerinin Saptanmasi

Teshis edilebilecek en diisiik miktar (TL) giriiltii sinyalinin 3 kati, miktar tayini
yapilabilecek en diisiik miktar (MTL) giiriiltii sinyalinin 9 kat1 olarak bulunmustur. Buna goére de
amentoflavon i¢in 6 enjeksiyon yapilmis olup teshis edilebilecek en diisiik miktar 0.5 pg/ ml ;

miktar tayini yapilacak en diisiik miktar da 1.5 pg/ml olarak hesaplanmistir (Tablo 1).
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Tablo 1: Sonuglarin Dogrusalligi, Teshis Limiti ve Miktar Tayin Limiti

Egim Kesigim MTL TL
Bilesik A | Dogru Denklemi r? (%BSS) (%BSS) (ng/ml) | (ug/ml)
Amentoflavon | 330 | Y=78.665 X +58.214 | 0.9998 0.071 2.545 1.5 0.5

X= Konsantrasyon (ug/ml); Y= Alan; A= Dalga Boyu;

r >= Korelasyon degeri; %BSS= % Bagil Standart Sapma;
MTL= Miktar Tayin Limiti

TL= Teshis Limiti

%BSS = (Standart Sapma/ Ortalama) x 100

Dogruluk

Metodun dogrulugu amentoflavon standardinin miktar tayini yapilabilecek en diisiik
konsantrasyonundan 9 kez enjekte edilerek kanitlanmigtir. Ayrica amentoflavonun miktar tayini
yapilabilecek en diisilk miktardaki bagil standart sapmasi da % 0.931 olarak hesaplanarak

kullanilan bu metodun dogrulugu kesinlestirilmistir (Tablo 2).

Tablo 2: Metodun Miktar Tayin Limitindeki Dogruluk Degeri ( n=9)

Bilesik A Pik Alani %BSS
(n=9, ortalama)
Amentoflavon 330 107.43 0.931

V. opulus ve V. lantana Ekstrelerinde Amentoflavon Bilesiginin Analizi

Kayseri ve Ankara’dan toplanan V. opulus ve V. lantana bitkilerinin yaprak, dal ve
meyvalarindan hazirlanan ekstrelerde ters faz HPLC ile amentoflavon bilesiginin teshisi
yapilmistir. Ekstrelere amentoflavon standardi tek bir konsantrasyonda (50 pg/ ml) ayr1 ayr ilave
edilip ayr1 ayr1 3’er defa enjeksiyon yapilarak adi gegen bilesige ait retansiyon zamanlarinda
piklerde biiyiime oldugu tespit edilmistir. Boylece ekstrelerde amentoflavon bilesiginin varligi
kesinlestirilmistir. Sonuglar istatistiksel olarakda degerlendirilerek bu standarda ait dogru

denkleminden hareketle ekstrelerdeki % miktar1 hesaplanmistir (Tablo 3).
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Tablo 3: Viburnum Tirlerinde Bulunan % Amentoflavon Miktarlari

Tiirler Alan % Amentoflavon

(n= 3, ortalama) Ortalama + SS

V. opulus 199.96 0.0066 £ 0.0002
yaprak (3.777) (3.517)

V. lantana 4283.94 0.1104 + 0.0006
yaprak (0.529) (0.543)

V. lantana dal 183.56 0.0061 = 0.0005
(2.049) (0.941)

*%BSS = Parentez icinde % Bagil Standart Sapma degerleri verilmistir.

SS= Standart Sapma

TARTISMA

Yapilan analizler sonucunda V. opulus yapraklarinda % 0.0066, V. lantana yapraklarinda
% 0.1104 (Kromatogram 2) ve V. lantana dallarinda % 0.0061 oraninda amentoflavon
bulunmasma ragmen V. opulus dal , meyva ve V. lantana meyvalarinda amentoflavona
rastlanmamistir. Lobstein ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismaya gore amentoflavon
miktarlari; V. lantana yapraklarinda % 0.578, dallarinda 0.026, V. opulus yapraklarinda % 0.042,
dallarinda % 0.010 olarak bulunmustur (1).

Bizim c¢alismamizda elde ettigimiz sonuglarin Lobstein ve arkadaglarinin elde ettigi
sonuglara gore daha az olmasinin nedeni iklim kosullari, cografik farkliliklar gibi bir ¢ok faktore

baglanabilir.

Woo ve arkadaslarinin (22) yaptiklar1 ¢alismaya gore biflavonoit yapisinda olan
amentoflavonun antifungal, antienflamatuvar ve antioksidan etkilerinin oldugu tesbit edilmistir.
Ancak calistigimiz Viburnum tiirlerinde amentoflavon miktarinin daha 6nce galisilan tiirlere (1)
gore diisiik ¢ikmasi ya da bazi kisimlarinda hi¢ bulunmamasi amentoflavona bagli olarak goriilen
etkiler bakimindan bu tiirlerin degerlendirilmesinin dogru olamayacagi kanisina varmamiza neden

olmustur.

Yine bu verilere gore ¢alistigimiz V. opulus ve V. lantana yaprak, dal ve meyvalarinin

amentoflavon kaynagi olarak degerlendirilmesinin ekonomik olamayacagi sonucuna varilmstir.
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