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I- GIRIS

Tiyamin ve riboflavin gibi B-kompleks vitaminlerin izole
edilmeleri ve sentezlerinin gergeklegtirilmesinden soara, Gydrgy,
1934 ve 19%5 senelerinde arka arkaya yaptigiy ¢aligmalarda, si-
ganlara gerekli vitamin By ve vitamin B, verdigi halde, hayvan~
larin buyimesinde azaima olduiunu ve dermatitis gérﬁldﬁgﬁﬁﬁ be-
1irtti. Bu arazlara sebep olan maddeye, aragtirici tarafindan
vitewnin B6 ad1l #erildi {derg*; 1934 ve 19%5; GYOrgy, Kuhn ve
Wagner-Jauregg, 1934).

Vitamin Bg ilk defa 1938 senesinde, piring kepefinden
hidroklorir tugzu halinde, izole edildi (Lepkovsky, 1938). Ayni
seneler iginde, gesitli gruplar tarafindan, maddenin sentezi
gerceklestirildi ve 3-hidroksi - 4,5- dihidroksimetil - 2- metil—
piridin yep:isinda oldufu gdsterildi (Harris ve Folkers, 1939 b;
Kuhn, Testphal, Wendt ve Westphal, 1939 b; Ichiba ve Michi,

1939 a). Maddeye piridin tiirevi olmasi nedeni ile, PIRIDOXZSIN
ad1l verildi,

Tabiatta vitamin By aktivitesi gdsteren tabil droglarda,
aktivitenin sadece piridoksinden ileri gelmedifinin gcérilmesi

iizerine, farelerde benzer farmakolojik aktiviteyl gosteren iki



maddenin sentezleri de gergeklestirilmigtir (Snell, 1944 a ve bj
Harris, Heyl ve Fblkers, 1944 a). Bu bilesiklerden biri, piri-
doksinin 4-- Fformil tlrevi FIRIDOYSAL ve differi de 4- aminometil
tiirevi, PIRIDOKSAMIN'dir.

A~ B, VITAMINININ KIMYASAL YAPISI :

6
Yukarida belirtildigi gibi piridoksin, 3- hidroksi -4,5-
dihidroksimetil - 2~ metilpiridin yapisindadir (Harris ve dig.,
193% b; Kuhn ve dig., 1939 b; Ichiba ve dig., 1939 a). Tabiatta
vitamin B, aktivitesi gdsteren tabil maddelerin, piridoksinden
farki, 4- pozisyonundaki substitisyondur. Piridoksinde hidrok-
simetil (~CH,O0H), piridoksalde formil (~CHO) ve piridoksaminde

ise aminometil (—GHENHE) substitiisyonlari bulunur.

R
2
HO ™" ~CH L0
3 I
CH, —x 0
2 N

Piridoksin (R = *CHQOH) : 3~ hidroksi-4,5- dihidroksimetil-2-
metilpiridin

Piridoksal (R = -~CHO) : 3_hidroksi-~ 4~ formil-5- hidroksime-
til-2~- metilpiridin

Piridoksamin (R = ~CH2NH2) : 3= hidroksil-4- aminometil~-5- hid-
roksimetil-2- metilpiridin

Bu li¢ maddenin izole ve sentez edilmesinden sonra, piri-
doksalin fosfatlanmig tirevi, PIRIDOKSAL ~5- #0SHAT (KODEKAREBOK-

S11A7) eentezi gergeklegtirildi (Gunsalus, Umbreit, Bellamy ve
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Faust, 1945), Daha sonralari da pirideoksin ve piridoksaminin
fosfatlanmig blirevierinin sentezleri yapilmistr . (Unmbreit,

0'Xane ve Gunsalus, 1946; Heyl, Iuz, Harris ve Folkers, 1951).

)
/"/ \«
HO - “yCH50.P,0(0H),
z §
i -:

CHx —ln.
5 T

Piridoksin-5-fosfat (R = -CH,OH) : 2~ metil-3- hidroksi-4- hid-
roksimetil-5- piridilmetilfosforik asid

Piridoksal-5~ fosfat (R = ~CHO) : 2- metil-3~ hidroksi-4~ formil-
5= piridilmetilfosforik asid

Piridoksamin-5- fosfat (R = ~CE MH,) : 2-metil-3- hidroksi~4-
aminometil-5- piridilmetilfosforik asid

Bu maddeler arasindaki fark, yukarida gorildiigi gibi, sea-
dece ~4- pozisyonundaki substitiisyon oldufu igin, maddelerin
isimiendirilmesinde gesitli gligliiklerle karsilagilmigtair. Nomen~

klatirdeki ilk kayat, 1960 senesinde yayinlanan IUPAC kaidele-
ridir: Piridoksin sozcugintn vitamin BG ile es anlamdé kulla~
nilmasina,alkol sekline piridoksol denilmesine karar verilmig-
tir (TUPAC- IUB Comm. on Biochem. Nomeneclature, 1960). Ancak
1966 senesinde yayinlanan ikinci bir nomenklatiir ¢aligmasinda,
oncekl aligkanliklarir piridoksin ve piridoksol sdzcitklerinin
karigmasina sebep olduifu, piridoksin ile piridoksol isimlerinin
eg anlarda kullanilmasl ve vitamin By tabirinin de piridoksin

ile ayni aktivitedcki Z2-metilpiridin tiirevlerini ifade etumesi,
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piridoksinin olksidasyonu soﬁucu meydana gelen 3- hidroksi-5-
hidrcksimetil ~2- mctilpiridin -%- karboksilik =sid ve laktonu
i¢in de 4~ piridoksik asid ve %4~ piridoksik asid lakbton isimle-
rinin verilmesi karariagtlrllmlstlf (IUPAC - IUB Comm. on Bioc-
hem. Nomenclature, 1966; Rennagel ve Korytnyh, 1968; LUPAC

IUB. Comm. on Biochemq Nomenclaturc, 1970; 1974 a ve ).

Bundan ba§ku vxﬁamln BG va, "fare antidermatitis faktori”
"antiakrodinia faktdr" "“vitamin H" ve “"adermin® gibi~i$imler de
verilir (Lepkovsky, Jukes, Krause, 1936).

B6:vitaminleri grubundan olan piridoksin hidroklorir
TP, 1974, B.P. 1968, D.A.B. V.TI, Pharm.iranc.IX,.Hung.P.1970;
Pharn.belv, 71y S.P.IK{Farm{IﬁaI.l965 ve UuS.P. XVIITI de kayatlidar.
Extra Pharmaccposia Martindsic (1973} maddonin Avusbturya, Bel-
¢ika, Brazilya, {skoslovakya, findistan, Ispsnyol, Japon, Por=

tekiz Zodekslozimis do hoyitly oldujunu bildirmektedir,

ury ) m ;, Rk s ; ™ T A Ty ey yTY Ty ot T
e j_',‘w6 Vrl TAMTTT Vi '”(L.'j\u‘l_.; oL LD D RN NEN

36 koupleks viteonlnier grubundan oilan piridoksin, hayvan

1,

c

ve bitki aleninde yaygin bir sekilde, biyﬁ; bir kismi nigasta

ve probteine baizli olarak, dislk wonsantrasyonlarda bulunur. Maya,
sut, yumurtaﬁarisls karaciger, sperma, yesil bitkiler zengin ola-~
rak bulundufu kaynaklardir.

Piridoksin le defa 1936 senesinde piring kbp@glﬂdbﬁ hld—
roklorir tuzu halinde izole edildi (Lepkovsky, 1938). Ayni se-~
nelerde deZisik gruplar terafindan maddenin sentezl gergekleg=
tirildi (Harris ve dig., 1939 b; Kuhn ve dig., 1939 b; ichiba
ve dig., 1939 a). Bu tarihten sonra, piridoksin ve hidroklorﬁr.

tuzu d¢ia, bir kisma patentli olmak dzere, ¢ok farkli sentez



nmetodliari geligtirildi ve bu metodlarin da gegitli tadilleri wve-
pildyr (Jones ve Koranfeld, 1951; Cohen, Haworth ve Hughes, 1952 a;
Stcvens, 1956, liowat ve wWebb, 1960; Harris, 1962; Lutz,1967;
Zhukova ve Zhdanovich, 1968; Kawazu, 1969). T.F. (1974) 105°C

de sabit afirlifa kadar kurutulous madde {izerinden hesaplamak
sortiyle, % 98.5'tan az CSHllNOB'HCI ihtiva etmemesini bildir-
mektedir,

Literatirde piridoksinden bagka g¢egitli tiirevlerinin sen-
tezleri igin gok sayida ¢aligma vardir. Bunlardan Snemlilerini
gu gsekilde siraliyabiliriz ;

4-PIRIDOKSIK ASID (CgHgNO,) : 3- hidroksi -5~ hidroksime-
til-2- metilpiridin —4- karboksilik asid yapisinda olan 4- piri-
doksik asid (4- FihA), insanlarda By vitamininin, ana liriner me-
tabolitidir. Ilk defa 1941 senesinde, idrardan izole edilmigtir
(Signal ve Sydentricker, 1941). Ilk sentezi de 1944 senesinde
gergeklestirnmistir (Luff ve Perlzweig, 1944). Bu tarihten sonra
da gegitli aragtiricilar terafindan farkli metodlar ile senteszi
yapilmigtir (Harris, Heyl ve Folkers, 1944 b; Sccpt, Norris,
lauser ve Bruce, 1945; Heyl, 1948). |

Kama geklinde, kristalize bir maddedir. 247-248°C'de par-
¢alznarak erimektedir. Su, alkol ve piridinde kismen ¢ozlniir,
Bter ve sulu asidik g¢bzeltilerde ¢dziinmez. Biri fenolik ve di-
geride karboksilik olmak iizere iki asidik grup ihtiva eder. Bun-
larin pK degerleri 9.75 ve 5.50' dir. Sulu ¢gozeltilerinde, pH 3
ile 4 arasinda maksimum olmak iizere, karekberistik mavi fluore~
sans gﬁsterir;?luoresané”hidrbsﬁlfit:iiéfredﬁkleﬂiﬁge_ka&Bolﬁr,
ancak hidrejen peroksid §le- ok8itlenince,kaybolan  fluoresans
eski giddetini kazahir, Sulu g8zeltilerinden zeolibe. adsorbe

ettirilip, buradan yiizde yirmibeglik potasyum klorir ¢ozeltiei



kullanmak sureti ile elile edilebilir. N3tral eluatlarin butaﬁol
ekstrelerinde, asetbik asid konsantrasyonu artisi ile orantili
olarak giddet artar, karakteristik mavi fluoresans gdriiliir. Al-
kalilerle isitmaya karga dajanlklldlr. Ancak 0.5 ¥ asidlérle 181-
tildigr zpamen, laktoouna ( @ - pirasin) ddnugir.

4-Piridoksilk asid lakton (08H7N05) 263-265°C"de rargala~
narak erir, Suda ¢ozuniirliifli ve fluoresans siddeti 4~ piridoksik
aside oranla daha fazladir. IThtiva ettigi asidik grubun pX deZe~

ri 7,05' dir.

5-PIBIDOKSIK ASID (08H9NO4) : Bazi mikroorganizmalarda,
vitamin BG metaboliti olan 5~ piridoksik asid. 3- hidroksi -4~
hidroksimetil ~2~ metilpiridin -5- karboksilik asid, kimyasal yé—
: pizindadir, Ilk defa 1939 senesinde sentez edilmistir (Harris ve
dig., 1939 a). Bu tarihten sonra da gesitli arastiricilar tara-
findan 5~ piridoksik asid, 5- piridoksik asidin dilie asetik
asid ile 1sitilansl sonucu meydana gelen, 5~ piridoksik asid iak~
ton (€ - pirasin) ve bircofu vitamin Bg antagonisti olan gegit~
11 tlrevleri haziriaanmigbir (Harris ve dif., 1944 b; Cohen ve
Hughes, 1952 b; Korybtnyk, kris ve singh, 1964; Korytnyk, 1965).
5- pirideoksik aszid laktonun erime derecesi 272—27606 {(pargala-

narak);dir.

4,5~ DIPIRIDOKSIK ASID (08H7N05) : Ichiba ve liichi (1938)
piridoksinin kimyasal yapisini aydinlatmak gayesi ile yaptig:
¢aligmada, piridoksinin metil tiurevinir potasyum heksasiyano-
ferrat (III) ile, alkeli ortamda, oksidasyonu sonucu iki oksi-
dasyon Urtnunin meydana geldigini bildirilmistir. Kloroform ile
ekstre ediicbilen maddenin erime dereccesi lOSulO?OC ve kloroform -

ekstruksiyon tokiyesinin ceter ckstresinden, elde edilen diger



naddenin de ervime derecesi 218-220°C olarak bulunmugtur. Daha sov
ra bu maddelorin 2-metil -3~ metoksipiridin -4,5- dipiridoksik
azid ve laktonu olaufu gosterilmigtir (ichiba ve Michi, 1939 b).
Bu toribbten sonra da, 4,5~ dikarboksilik asid (2- wetil -3%- hid-
roksipiridin -4,5~ dikarboksilik asid), lsktont ve metil tﬁrévi,
¢eglitli aragtairicilar bvarafindan sentez ediimistir (Stiller,
Keresztesy ve Stevens, 1939; Harris ve dig., 1939 a; ichiba ve
Emoto, 1941).

4,5- dipiridoksik asid 258-259°C' de parcalcnarak erir.
lonometil tirevi (GgllgNOg) ve laktonu da (Cgligh0z) 218-220°C ve

107-108°C" de parcalunarsk erimektedirler.

IS0PIRIDOKSAL (08H9N05) : Laktik asid bakberilerinin biiyli-
neginde inslktif bulunan izomerik aldehit, 2-metil -3~ hidroksi-
4~ hidroksinetil -5~ formilpiridin yspisinda olup, ilk defa 1944

senesinde ssatez edilmigtir (Harris ve dig., 1944 a). Bu tarihter

o]

sonra da ¢eglitli arsstiricilar farafindan, isopiridcksal ve hidrr
klorur tuzunun scutezlerl gergeklegtirilmigtir (Korytnyk ve Kris,
1964 Dorytnyk, Hris ve Singh, 1961),

VITALIN B DIMER (016H2005N2) : Merck firmssinda hazirla-

nan vivamin By aupullerds, suda ¢dzlinmeyen bazi bilegikler meyd-

o)

na geldigi gbrulmis ve yapilan inceleme sonucu, bu bilesifin pi-
ridoksinin bir wmolekil su kaybederek.polimerizasyonu sonucu mey-—
dana gelen piridoksin dimer oldugu gisterilmigtir. Piridoksinin
notral ¢ézeltilerinde bulunan totomeri "zwitterion" ile, aktif
4- hidrokeimetil grubu reaksiyona girerek, bir molekiil su agiZa
Gikar, piridoksin diwer meydana gelir (Harris, 1941).

Molekul agiriifi %20 olan piridoksin dimerin, erime dere-
cesi 205-209°Ct dir. Vitamin By aktivitesi, piridoksinden 40 defs

ardir,



4,5~ DIFORLIL —59 HIDROESE -2~ MATILPIRIDIN (08H9No4) :
Bagi nikrocrganizmalarin biylmesini arttirici Szellikte bulunan
4,5~ diformil -3- hidroksi -2~ metilpiridin (o-piridoksidial),
Sattesengi ve Argoudelis (1968) tarafindan sentez edilmigtix,

Madde 158-161°C' de erimeden par¢alanmaktadar,

C~ By VITAMINININ OZELIIKIERI:
a- Fiziksel ozellikleri

Daha Once de belirtildigi gibi vitamin B6 aktivitesi gds-
teren Ug defigik kimyasal yapada vitamer vardir. Bu bilesiklerin
bidroklorir tuzlarinin fiziksel Ozellikleri agagiys tablo halinde
gikarilmigtir,

T.F. (1974) kokusuz, tuzlu, tadla, renksiz veya beyaz bil-
lur veya billlri toz olsn piridoksin hidrckloriirin 205- 21100'de
kismen ayrigsrak eriyecegini; sudeki ylizde 10 a/h mahliliiniin pH'
51 takriben 3 oldupunu; 105°C' de ssbit affirliga kadar kurutul-
dugunda afirlifinin yiuzde 0.5 inden fazla kayba uirsnamasinig
kil mikterznin yUzde 0.1' den fazla olmamasini; nilyonda 30 ka-
simdzan fazla aflr metaller ihtiva etmemesini ve 5 kisim suda,

100 kisim etanoli(ylizde 95) R. de eriyecefini; kloroform R. ve
eter R. de pratik olarak erimeyecegini belirtmektedir. Ayrica
105°¢'de sabit agirliga kadar kurubtulmus madde tzerinden hesap~
lanmak sarti ile ylizde 98,5'dan az 08H11N03.H61 ihtiva etmemesi-
ni,sinonimlerinin Pyridoxinii Chloridum ve Vitamin By oldugunu

bildirmektedir,
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b~ Kimyasal Ozellikleri

Piridoksin 3~ hidroksi -4,5 bis (hidroksimetil) —-2- metil-
piridin yapisinda, zayif tersiyer bir amindir. Hidroklorir sul~
fat, fosfat gibi gesitli tuzlara hazirlanmgtir (Harris ve dig.,
1939 b; Kulin ve dig., 1939 by Lchiba ve dif., 1939 a; Umbreit ve
dig., 1946; Heyl ve dif., 1951; Jones ve dig.,, 1951; Cohen ve dig.,
1952 a; Stevens, 1956; Mowat ve d4if., 1960; Harris, 1962; Kurodsa,
1963; Lutz, 1967; ZhukOva ve dig., 1968; Kawazu, 1969),

Piridoksin, triasetat ve tribenzoat verir ki bu maddenin,
ug aktif hidroksil grubuna sahip olduifunu gdsterir (Harris, 1940).
Ancak diazometan ile monometil eter vermesi, bu hidroksil gruple-
rinden iki tanesinin allolik dzellikte oldufunun igaretidir. Bu
0zellifi, piridoksinin monometil eterin hidrobromik asid ile reak-
siyona girerek, hidrobrowmir vermesi, doprular (OBHIOO N.B%?, Reak-
siyonunda monomctil cter bosulur ve iki alkolik grupta metilbro-
mire 4domiglr. Du maddenin giimlis asetst ile muancleginde, tekrar
piridoksin meydsna gelir (Ichiba ve dig., 1938; Harris, ifebb ve
Folkers, 1940),

Piridoksinin diazolanmis stlfonilik asid ile birlegmesi,
maddenin enolik grup ihtiva ettigini, Folin - Denis reaktifi ile
renk veruwesi, 2- veya 4- hidroksipiridin yapisinda olduZunu ve
Gibbs reaktifi ile de renk tegekkiili, para pozisyonunda substitiis-
yon bulunmadigini gosterir,

Firidoksin baz halinde metil, bubil ve benzil alkollerde,
125°C' de gericeviren sogutucu aliinda, 4~ alkiloksimetil, buna
Zargilik asetlikanhidr ile triasetat verir ki bu da bilesigin,
6~ metil -5~ hidroksi -3,4- di(asetoksimetil) piridin hidroklo-

rirden, farkli oldugunun delilidir (Harris ve dig., 1939 b).



Piridéksinin Adsums katalizdéri ile hidrojenasyonu SOonucu,
4~ nidroksimetil grubu, metil grubuna reditklenir (Harris, 1940;
Cohen ve dig., 1952 b). Buna kasrsilak, oksidasyonunds 5- hidrok-
simetil crubu, karbonil grubuna ddnilisir (Harris ve dif., 1939 a).
Ancak piridoksinin dikkatli oksidasyonu neticesi, 4= aldehit yani
piridoksal hazirlenabilir (Harris ve diff., 1944 a ve b). Isomerik
5- aldehit (Harris ve dig., 1944 &; Korytnyk ve dig., 1961
Korytnyk ve dig., 1964 ) lak®tik asid bakterilerinin biiyiimesinde
inaktif olarak bulunmustur. Piridoksal amino asidler ve amino es-
terlerindc dahil oldugu cegsitli aminlerle reaksiyona girerek
"Schiff" bazi verir‘ve bu bazin metal kompleksleri, transaminas-
von resksiyonlarinda era kademe oldugu kabul edilir (Snell, 1944
a; Harris ve dig., 1944 a; Heyl ve dif., 1951; Hetzler ve Snell,
1952; Okumura, Kotera, Oine ve Oda, 1967; XKorytry, ve Ahrens. 1970;
Hi11,1972; Y=umada, Kuma ve Yamanouchi, 1974).

Piridoksalin, hidroksilamin ile reaksiyona sokuimasl sonu-
cu, piridoksal okeim ve bunun da oksidasyonu ile 4~ piridoksik
asid olugur (Eeyl, 1948).

Pipidoksinin glmig karbonat ve mebil iyodir ile K- metil
tiirevi vermesi, bilegiffin fenol betain veya "zwitterion" cldufunu
sdsterir (Harris, 1940). Notral ortamda "pwitterion" halinde bulu-
nan piridoksin, 120°¢! de, diger bir molekidl piridoksinin 4-hid-
roksimetil grubu ile reaksiyona girer ve bir mol su agiga Ggikaraslk
dimer, eger isitma 120°C¢" nin {izerinde veya c¢ok uzun siire yapi-
lirsa, polimer meydana gelir. Dezoksi piridoksin ise bu gekilde
polimerizasyon reaksiyonu vermes (Harris, 1941).

Piridoksin aseton ile, osid ortamda, isopropiliden tirevi
ve bunun potasyum heksasiyanoferrat (III) ile oksidasyonu sonucu

5~ piridoksik asid meydana gelir (Cohen ve dig., 1952 b,



Hata, Yamakawz, Anreku ve Sano (1966); Adams (1969) Piri-
doksal ve piridoksal fosfatin, bisiilfitler ile reaksiyona girerek
piridoksal (fosfat) in 4- hidroksi slilfanik asid tilirevlerfinin mey-
dana gelecefini belirbtmistir,

Ichiba (1948) B6 vitaminlerinin sentez ve kimyagini derle-

c- Farmakolojik Ozellikleri :

Vitamin Be diislik konsantrasyonlarda. hayvan ve bitki ale-
minde, genis bir gekilde, biyik bir kismi proteinler ve nigasta
ile bagliy halde bulunur, Serbest Vitauin By suda eridiginden ye-
meklerin hazirlanmas: esnasinda pisirme sularana geger ve hizla
barsaklardan absorbe olur. Ancak besin maddelerindes Bg vitamininin

4

blylik bir kismr proteinlere hagla bulundﬁgu ve bu durumda suda ¢o-
zinmedifinden barsaktan absorbe olmaz. Bagli halde bulunan B6
vitamininpin zbsorbe clobiluesi igin serbest hale gegmesi gerekli-
dir., Vitamin B6 doxularda onemli dlclide depo edilmez. Karaciger,
adale ve bobrekler en fazla yigalma gbsterdifii organlardir. Viie-
cuttan idrarla, 4- piridoksik asit halinde atilar.

liaya, piring ksbugu, bugday ve misir, vitamin 36 bakimin-
dan en zengln kaynaklardir, Balik, memell hayvanlar ve balik ka-
racigerinde de vitamin 36 bulunur. Sit, yumunba, yegil yaprekla
sebzelerde vitamin B6 miktari oldukga azdar.

BE vitaminl eksikli#i hayvanlarda dermatitis, anemi, kon-
viilsiyon nobetleri gibi tezahlrlere sebep olursada, insanlarda
bariz bir kiinik tablo meydana getirmez. Bu bakimdan Bé vitamini~
nin farmakologjisi lizerinde ¢ok sayida aragtirma (Gydrgy 1934, Ad-
ter ve Shwartzwan, 1950; Vannotti, 1950; Schwartz ve Kjeldgaard,

1951; Robinowitz ve Snell, 1953 a ve b; ' rakova, Hoch, Secks,
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1959 Hung, 1961; Stokstad, 1962; Rudchenko ve Yanovsky, 1962;
Rudowske, 1947, Kraut ve imhoff, 1968; Contractor ve Shane, 1968;
Rukui ve Ohishi, 1969; DLouis, 1969; Martin, 1970; Korytnyh ve Ah-
rens, 1970; .. . Hill, 1970 ;. - slanno, Hashiguchi, Nekoma ve
Masukawa, 1971; Hill, 1972) ve dérléme (Snell, 1950; Mahadevan,
1951; Bnell, 1953; Snell ve Metzler, 1956; Machowski, 1959; Leitch
ve Hepburn, 1961; Axelrod ve Martin, 1961; Pol, 1961; Holtz ve
Paolm, 1964; Nose ve Kawascski, 19¢6; Jitka, Jaraslava ve Jarmilo,
1972, Markis ve Gershoff, 1973; Zehaluk ve Walker, 1973; Johansson
ve Tiselius, 1973%; Driskell ve ¥oshee, 1974; Rasmussen, 1974). ya-
pilmigtaxr,

Vitamin B6'n1n aktif szekli piridoksal -5- fosfattir. Piri-
doksin, piridoksamin ve fosforlu turevleri, organizmada piridoksal

tesir gisterirler, Piridoksal -5~ fosfa,

r Lt}

-5~ fosfata donliserek
amino grubu transfer, dekarboksilagyon, rascmizasyon ve difer
transformasyon reaksiyonlarinl katalize eden Szel enzimlerin ko-
enzimi oldugu, kabul edilir. Ayrica doymanmig yaf asidlerinin ve
triptofandan nikotinamid, senvezinde rol oynar. Suslandirma teda-
vigl esnasinda unsydana gelen kuswnlara, gebelil kusmalarina ve
izoniazidin sebtep oldugu periferik nevrite karsai kullanilar,

BG vitanininin izonikotinik asid hidrazid bilesigi de ti-
berkilloza kargi kullanilmigtair,

4w dezoksipiridoksin, metopiridoksin, toksopirimidin, 4-me-
tokeipiridoksin gibi bilesiklerin vitamin B6 antagonisti tesiri
vardir.

farmakopelerde piridoksin hidroklorir icgin belirtilen mubtat
dozlar, peroz bir defada 0.02-0.05 gram ve glinde 0,05 gramdan 0,50
grama kadar; intravenoz veys intramuskuler kullanigta ise bir defa-

da 0,025 gram ila 0.050 gramdir,
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D- By VIPAMINININ TESHIS METOTLART :

a) Ince Tabeka Krovatografisi ile Teshis

By vitamerlerinin, ince tabaka kromatogrdfisi ile, ilk
teghisi 1960 sencsinde gergeklesmistir (Wirnberg, 1960), Sili-
kagel~G tabakalarinda, birinci ydnde aseton, ikinei ydnde de ase-
ton~diocksan~ % 25 amonyak (4.5 : 4.5 : 1) solvan sistemleri kulla-
nilarak, teghis, ¢ift ydnli ince tabzska kromatografisi ile yapal-
mrgtir. Ayirindan dnce, vasatta bulunan piridoksalin famamlnln
asetal gekline donmesini sa@lamak ig¢in, bir saat metanolde geri
geviren sofutucw altinda, kaynatilmigtir. Rf deferleri piridoksin
hidroklorir igin (Rflz 0,104 Rf2= 0.20), piridoksamin hidrokloriir
igin {Rflz c.1, ng = 0.55) ve piridoksal uwetilasetal igin de
(Rflz 0.3, Rf,= C.25) bulunuugtur. Lekelerin tespiti igin,% 0.4
lik, dibromckinon-klorimidin metanoldeki c¢idzeltisi kullanmilmigtair.

Bu tarihten sonra vitanin BG prubu maddelerin tesghisi igin,
Yamada ve Tanake (1965) dicksan - su (7 : 3); Gliven ve Glirkok
(1967) metznol; Nemet'eva, Drobinsksya, Ionova ve Florentev (1968)
etilasetat -~ asebton -~ % 25 amonyak (20 : 10 : 15) solvan sistem-
leri kullanmiglardar., Deuet'eva ve dif., (1968) fosforlu tiirevlie-
rinin teghisi ig¢in, butanol ~ etanol - % 5 amonyak - aseton (10
10 : 10 : 1) solvan sistenminin, Yullarilabilecegini belirtmisler-
dir. Adsordban olarak, silikagel-G ve lekelerinin tespiti igin de
Vo igifiandan faydalanilmigtir. Ahrens ve Korybnyh (1969) silika~
gel;HF254 ve selluloz-iil 300 G tabakalerinda galigwisg, % 0.2 anon-
yak ve klorcform - metanol (75-: 25) solvan sistemleri, kullana-
rak silikagel~ﬁ£254 tabakalarinda, bulduklari Rf deferleri, piri-
doksin (0.02 ve 0.47), piridoksal (0.68 ve 0.56) piridoksamin
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(0.12 ve 0.05), 4~piridoksik asid (0.91 ve 0.49) piridoksin fos-
fat (0.86 ve 0.00) ve n.butanol - asetik asid - su (15 : 10 : 10);
n.butandl - konsagtre hiéroklorik asid - su (25 : 5 : 10); n.bu=~
tanol - derisik hidroklorik asid (100 : doyurulmusg) solvan sis-
teuleri kullanarak, selliiloz MN 300 G tabakalarinda, Rf degerle~
ri, piridoksin fosfat (0.47, 0.68 ve 0.70), piridoksal fosfat
(0.64, 0.80 ve 0.78), piridoksamin fosfat (0.07, 0.36 ve 0.62)
olarak bulunmustur, Caliswada lekelerin tespiti igin Gibbs reak-
tifi, diazolanmig p-nitro anilin resktifi, ninhidrinin n,buta-
noldeki % 0.3 lilkk ¢dzeltisi ve % 5 1lik fenil hidrazin ¢dzeltisi
kullanilmigbir. Smith ve Dietrich (1971) beg saat 110°C' de ak-
tive edilmrig silikagel-~H tébakalarlnda, onbir solvan sistemi de-
neverek, en uygununun etilasetat - piridin - su (2: 1 : 2) oldu~
gunu belirtmistir. Rf deferleri piridoksin 0.49, piridcksal 0,51,
piridoksanin 0.12, 4-piridcksik asid 0.37, 4-piridcksik asid lak-
ton 0.97 ve piridoksal fosfat 0.07 olarak tespit etumiglerdir.

Piridoksinin silfir Hirevlerinin teghisini yapabilmek,
igin bu maddelorin azo tirevleri haziriznpip, etil alkol - amil -
amil alkol —~ su (1 : 1 : 1) solvan sistemi (Deyl ve Rosmus, 1962),
diger piridoksin tlrevlerinin teshisini yapabilmek igin de ase-
tik szsid ~ mebancl -~ benzen —~ aseton (5 : 20 : 20 : 5) solvan
sisteni (Ishikava ve Kabsul, 1964) kullanilmigtair. Her iki g¢alig-
mada da adsorban aluuinyunm oksiddir.

Gonnard, Camier ve Boigne (1964) piridoksal fosfat ve iso-
nikotinil hidrazon tilirevinin stabilitesini mukayese edebilmek
iéin silikagel-G tabakalsrinda lig solvan sistemi denemis, n.bu-
tanol -~ fesforik asid - su (3 ¢ 1 : 3) karigiminin en iyi neti-

ceyi verdiginil belirtmiglerdir. Caligsmada ayrica, farkli firma-



tardah tedarik vdilse de, piridoksal fosfatan birden fazla leke

verdifi gisterilmistir. RE degerleri piridoksal fosfat igin 0,61

a3

ve 0.6£7, piridokzal fosfat isonikotiniihidrazin igin de 0.10
bpulunmugtar.,

Piridoksinin notr vasatta polimerizasyonu sonucu begekkiil
eden Urinler, silikagel-G taboakalarinda, aseton — dioksan - % 25
amonyak (4.5 : 4.5 : 1) sclvan sistemi ils teghls edilmigtir. Rf
degerleri, pliridoksin O.72, piridoksin dimer 0.52 ve piridoksin
polimer ds 0.4% olarak bulunmustur (Hittenrauch, 1966).

Titaratirde vitawin karigimlarinin teghisi ﬁzérinde gok
sayida ¢alisma verdir. Bunlar:r zu gckilde Ozetliyebiliriz :
Ganshirt ve Malzacher (1960) silikagel-~G tabakalarinda asetik
asid~ aseton — mstanol ~ benzen (5 : 5 : 20 : P0) solvan siste-
minde, suda ¢Ozunen vitaminierin teghisini yaspmiglardir. Piridok-
sin hidroklorﬂr i¢in R dederi 0,15 hesaplanmig ve B6 vitaminin
tesplti ig¢in de Gibbs reakvifi kullanilmigtir. Ishikava ve Katsua
(1364} ayni solvan sistenini kullanarak suda ¢ozinen vitaminlerin
teghisini silikagel-G ve aluwinyunm oksid-G tabakalorinda gergek-
legtirmiglerdir, Piridoksin hidrokloriur ig¢in Rf deferi silikagel-
G tebakalaranda 0.12 ve aluminyum oksid-G tabokalarinda da 0.26
olarak bulunnustur. Trodyma ve Liev (1967); Akéenova, EKnizhnik,
Senov ve Churyukonova (1968); Sellés ve Camachoi (1970); Bidan~
‘Fidvter ve Drazin (1973) aynmi solvén aistenini kulianarak, suda
¢Ozinen vitominlerin teghisi iigerinde galismiglardar. Frodyma
ve dig. (1967) silikagel-G tabakalarainda vitaninlerin teghisine
ilaveten, spektrofotometrik tayinlerini de incelemigtir, Aksenova
ve dig. (1968) bu solvan sisteminden bagks n~butanol - asetik asid-

su (& : 1 : %) sclvan sisteminide dencmislerdir, Selles ve digf.
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(L970) adsoriban olarak silikagel-G ve aluminyum oksid-G kullans~
rak, piridoksin hidrokloriir igin Rf defferini 0.15 ve 0.26 olarak
bulmuglardir. Ayrica gallgmada piridoksin hidrokloriir ile piri-
doksal ~5- fosfatain tefrikleri ig¢in, n.butanol ~ n.asetik asid
(83 : 17) soivan sisteminde, aktif selliiloz tozu tabaskalarinda
da galigilmigtair. Rf defferleri piridoksin hidrokloriir igin 0.73
ve piridoksal -5~ fosfat ig¢in de 0.26 olarsk, gozlenmigtir.

Suda ¢ozillen vitaminlerin teshisini Jablonowski (1967)
silikegel tabakalarainda farkl: sekiz solvan sistemi ile, Magsa
(1969) metiliscbutilketon - metanol - asetik assid - kloroforn
(3 : 2 : 1 : 14) solvan sistemi ile gergeklestirmislerdir. Ad-
sorban olarak silicagel-HF254 kullanilmig, vitanmin B6 igin Rf de-
geri 0.50 bulunmustur. Hashmi, Chughtzi ve Chughtai (1969) su -
etonol (% 96) - 2 hidroklorik asid (45 : 48 : 0.2) solvan sis~
temi ile, silikagel-DO tabzkalarinda, suda ¢fztilen vitaminlerin
ayrriminl ve ayrilan lekelerin tvespiti igir, kullanilan reaktife
lerin hassasiyetini incelemigtir. Rf deferi 0.61 olan piridoksin,
% 10 1luk F0015 gozeltisine kargi 0.7 mikrograma lkadar hassés ola~
rak bulunmugtur. Cadorniga, Domingue-Gil ve Gonzalus (1972); Tat-
Jana ve Vijislava (1975) siiikagel tabokalarinda muhtelif solvan
sistenleri deneyerek teghisini, bu lekelerin dansitometik veya
spektrometik olarak nmilkttar tayinini yapmiglardir.

Suda gozilen vitaminlerin teghisleri, % 5 luminophere
N83 @ ihtiva eden Supergel-Gips tabakalarinda (Iudwig ve Frei-
muth, 19€5), selliiloz tabakalarinda (Amormino ve Cingolini, 196€6;
Dittmann, 1967; Gill, 1967),nisasta tabakalarinda (Petrovic, |
Belia ve VukaZlovic, 1968) ve poliamid-silikagel karigiminda

(Chiang ve +u, 1970  yapilmistair.
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Ganshirt (1960), lakanson (1964), Ishikawa ve dig. (1964);
Hashmi, Chughtai, 4211 ve Qureshi (1967), Aksenova (1968) ve
Kusuo (1969) multivitamin karisimlsarinda vitarpinlerin teghisi
lUzerindc galigmigtar.

Vitaminlerin teghisi ve lekelerin tespiti icin kullanilae-~
cak reaktifleri ihtiva eden gegitli derlemelerde yapilmigtir
(Gaichira, 1964; Gaichira 1965; Mathis ve Gorel 1965).

Chskrabarty ve Dutta (1965) vitaumin preparstlaran ince ta-
baka elektroforezi ile teshis edilebilecefini ve bu tegshisin
Sephedex G 50 ile yapilan teshisden daha iyi netice verdifini
belirtuistir.

Akscnova (1968) silikazel-KSK ve kolsium siilfat tabakala~
rinda vitaminlerin beghisini, ince tabaka elektroforezi ile, 0.02
M oksalik asid, 0.02 M sitrik asid, 0.02 N tartarik asid veya
% 5 assetik asid ¢ozeltisi solvan sistemlerinde, 980-1000 volt ve
900-1000 miliamperde, yapmigtir. Aksenova, Knizhnik, Pechennikov
ve Senov (1969) ayn: tabaka ve sartlarda vitaminler, aromatik
arinler, plrin ve pirazolon tirevlerinin teghisi dzerinde ¢alig-
miglardir. ‘ .l

Ahrens ve dif. (1969) piridoksin ve pargalanma mahsulle-
rini ince tabska elektroforezi ile teghisini denemis, ancak ince
tabaka kromatografisi ile yapalan teghisin, iyon defisim kroma=
tografisi ve ince btabaka elektroforezinden, daha iyi netice ver-
digini belirtmislerdir.

Contractor ve Shane (1969) whatmann CC 41 selliiloz taba-
kalarinda, piridoksalg%#@éveiéH metabolitlerinin dicksan - su
(6 : 1) solvan sistemi ifé teghisi ve eboprafik olarak tayini

uzerinde ¢aligmiglardir,
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Colombini wve McCoy (1970) dokularda 140 ile igaretlenmig
By vitamerlerinin ince tabaka elektroforszi ile teghis edilebile-
cefine, metodun igaretsisz By vitamwinleri igin de kullanilabile-

cegine, igaret etmigtir.

b) Kagit Kromatografisi ile Teghis

Hanes ve Isherwood (1949), Block (1950) ve Bandurski ve
Axelrod (1951) B6 Vitaminleri grubu maddelerin, tesghisi tizerinde
Galigmiglardir. Peterson ve Sober (1953) bu aragtirmalari gbzden
gegirmis, Waatman No: 1 ve Schleicher and Schull 598 kagitta,
t.butil alkel - su - % 89 formik asid — % 77 etanol (70 : 15 :

15 : 15) solvan sistemi ile, en iyi neticenin alinabilecegini
belirtnigtir. Piridoksanin fonfat, piridokssl fosfat, piridoksin
fosfat, piridokssmin, piridoksal ve piridoksin iqinfgéilénen RE
deferleori Jhatman Ko: 1 kagitta (0.20, 0.33%, .47, .58, 0,70,
O0.74) Echleicher and Schull 598 kagittada (0.24, 0.42, 0.56,
0.40, 0.78, 0.80) oliorak bulunmugbur. U V altinda piridcksal,
piridoksanin, piridoksin ve fosfat esterlerinin mavi flucresans
gosterdigini ve florcasans giddetinin amonyak buhorina tutuldugu
Zaman arttifgainl belirtmiglerdir,

B6 grubu vitaminler wve tlrevlerinin, kag1t kromatografisi
ile tesghisi igin, etil asetat - su - piridin (2 : 1 : 1), n.propa-
nol - % 10 formik asid (20 : 20) solvan sistemleri kullanilmig-
tl:,(Puzztaié 1954, Fasclla ve Baglioni.l956)., 1961 senesinde de,
B6 kompleks vitaminlerin stabilitelerini mikayese ebmek igin, bu
naddeler kagit kromatografisi ve iyon defighirme krbmatografisi

ile ayrilms ve mikbar tayini yapalmigtir., Ayrica galismada kul-
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lanilan reaktiflerin, hassasiyetlérinin mukayesesi de belirtil-
migtir (Sharoshi ve Hayskawa, 196l1). Onada (1964) n.butanol -
asetik asid - su (12 : 1l 7)) solvaﬁ sisteml kullanilarak, Bg - -
koupleks vitaminlerin teshisinin yapilaebilecegini bildirmigtir.
Guvstanson, Ledin ve Furst (1966) piridoksin, piridoksal, piri-
doksamin ve fosforlu tirevierinin piridin -~ butanol - .su (1 : 2 :
doymug) solvan sistemi ile sade pH 9' dé ayrilabilecegine ve pH
biylimesi ile orantili olarak da lekelerin kiigiildiiine, igaret et-
wiglerdir. Kraut ve Jmhoff (1968) literatiirde kayitli soclvan sis-
temlerini gozden gecirmig ve amil alkol - aseton - su (2 : 1 : 2)
solvan sistemi ile hepsinden daha iyi netice alinacagani belirt~
nislerdir. Galismada Fa.Macharey Nr. 2214 kagit kullanilarak elde
edilen Rf deferleri piridoksal 0.18, pirideksamin fosfat 0.20,
piridoksanin 0.35, piridcksin 0.6, 4-piridoksik asid 0.75'dir.
fkeda, Oka, Ohishi ve Fukui (1968) " iwradiye edilmig, piri-~
doksin ¢ozeltilerinin fotolizini incelemig ve parc¢alanma mahéﬁl-
lerini, Toyo-Filter paper No: 35 kagat lizerinde, t.butanol -~ ase-
ton ~ su - dimetilamin (40 : 35 : 20 : 5) solvan sistemi ile ayir-
miglardir. Bf degerleri piridoksin 0.56; piridoksal 0.80; 4-piri-
doksik asid 0.90; 4~piridoksik asid lakton 0.76; isopiridcoksal
0.60; S-piridoksik asid 0.30; 5-piridoksik asid lzokton 0.76;
4,5.dipiridoksik asid 0.45 ve piridoksin dimer 0.46, olarak bu-
lunmustur. Galigmada ayrica bu maddelerin U.V igigr altinda ver-.
digi renkler ve hassasiyetleri de godzden gegirilmigtir. Oike,
Yokoi ve Hiruta (1960) piridcksal fosfat sentezinde, piridcksal
fosfatan teghisi ve saflipginin kontroliu igin, etil asetat ~ 2,4
lutidin - etanol - su (4 : 2 : 1 ¢ 2) solvan sisteminin kullanil-

masinl tavsiye etmisierdir,.
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Rodwell, Volcani, Ikawa ve Snell (1958) piridoksin, pi=-
ridoksal, piridoksamin, 4-piridoksik asid, isopiridoksal, 5-

piridoksik asid ve piridoksin polimerlerin Whatman No. 1 kagit~

ta teshisini; Turano, Fasella, Vecchini ve Giartosio (1964) awmi-

no asidlerin piridoksal tirevlerinin hazirlanigina ve bunlarin
Whatman 3MM kafitla, n.butanol ~ asetik asid -~ su (40:10:50)
sol?an sistemi kullanilarak ayrilabilecegini, belirtmiglerdil.

B konpleks vitaminlerin (Rarnsy, 1952; Radhokrishnamuty
ve Sarma, 1953; Bergamini, 1953%; Rodrigues ve Salvia, 1955;
Simatoepang, 1959; Gough ve Silberman, 1963, Amermino ve Cavina,
1965, Bayer, 1964) ve multi vitamin karisimlarinin kagit kro-
motogfafisi ile teghisi (Brown ve Marsh, 1952; Schoen, 1953;
Lacourt, Delande ve Gupaduwa, 1956; Hernanen, Nytty, Paavola
ve Vertiornen, 1958; Santos, 1958; Godsheu, Edwards ve Edwards,
1960; Murai, 1961 a; Murai 1961 b; Aksenova, 1964; Gonnard ve
dig., 1964; Danilovig, Lavica ve Savic, 1966; Barbiroli, 1967;

Kohen ve Russeva,l1968; Herbert, Lau ve Gottlieb, 1968; Hashnmi,
Chugtai vé Shablid, 1969§ -Scapl,v€indorelli, Innocenyi, 1966)
yapilmisgstir. 7 1. ,.:1?;at @.

Ayrica litaratiirde 36 vitaminler ve turéevlerinin (Enri-
guez ve Kubac, 1962; Aksenova, 1964; Nakken, 1966; Aliev ve
Onov, 1972),vitamin kombinasyonlarainin (Benhamou ve Améuch,l959;
Cunha, 1965; Charkrabarty ve dig., 1965; Ikeda ve dig., 1968;
Teruv ve Kazuko, 1970) kagit kromotografisi ile teghisi i¢in,

gegitli galaisgmalar kayitladar.
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¢) Iyon Degisim Kromatografisi ve Kolon Kromabografisi

ile Teghis

Scudi, Koones ve Keresztesy (1940 a) ve Scudi (1941) B
vitamininin kKolorimetrik tayininde, dencye etki eden maddeleri-
etkisini yok etuek ig¢in, sudaki g¢dzeltilerini Decalso iyon defig-
tirici doldurulmus kolondan gegirip, sicak % 10' luk potasyum
klorur g¢ézeltisi ile,peridoksini elue etmislerdir. Brown, Bina
ve Thomas (1945) B6 vitémininin,p—aminoasetofenonun diazonyun bi-
legiffi ile miktar tayininde, maddenin pH 4,5 asetat tamponu ile
tamponlenmis sudaki ¢ozeltisini, Amberlite IR-4 iyon degistiri~
cisi ile karigtairarak, deneye ebki eden maddeler ortamian uzak-
lagtiralmigtair. Piridoksin diazo resksiyonu ile tayininde, deneye
etki esden maddeleri ortamdan uzaklagtirmak ig¢ir de,sulu ¢bzelti-
ler permutit Xclondan gegirilip, pirideksin sicalk potasyum klo-
riir~hidrokliorik asid ¢ozeitisi ile, elue edilwmigbir (Kuri, 1951).
| Shimizu ve Shiba (1951) karboksilik asid tip katyon dogig-
tiriel recine ile 36 vitamininin feghisinin mimkiin oldugunu be-
lirtmigtir,.

Peterson ve dig.,, (3194 ) piridoksin, piridoksal, piridok~
samin ve fosfat tlurevlierinin sentezlierini gergeklestirdikten son-
ra, saflandirmak i¢in, iyon degistirme kromatografisinden fayda—-
lanmiglardir. Amberlite XE-64 kolondan piridoksin fosfat, piri-
doksal fosfat, piridoksamin fosfat ve 4-piridoksik asid su ile;
piridoksin, piridoksal ve piridoksamin de % 5 asetik asid Q§zel~‘
tisl ile elue edilmigtir. Metod bu tarihten scnra da gegitli arag-
tiriciiar tarafindan kullanilmigtir (Loo ve Bodger, 1969; Ahrens

ve Korytnyk, 1949).



Pujita #ujita ve Fujino (1955) B6 vitamininih florometrik
tayininde, hassasiyeti arttirabllmek igin; gudakl éézeltilerini
Amberlite IR-112 iyon degigtirici kolondan geqirerek,,ﬁiridoku
sal 1N sodyum hidroksid ¢zeltisi ile; 4-piridoksik asid ise
Amberlite TRA-410 iyon defistirici kolondan, asetik asid ile
elue edilmigtir. letod, daha sonra,g¢esitli aragtaricilar tara-
findan kxullanilmigstir (Mac Arthur ve Lehman, 1959; Shiroishi ve
Hayakawd, 1961; Hennessy ve dig., 1960).

Eedin (1963) Amberlite IR~120 kolondan, piridoksin, piri-
doksal ve piridoksaminin fosfat tamponu ile, teghis edilebilece-
gini belirtmigtir. Loo ve dig., (1969) beyin dokularinda dbulu-
nan vitamin B6 ve tlirevlerini Amberlite CG-120 kolondan ayirmayl
gergoklestirmigtir., Kolondan piridoksal fosfat, sicak su ile;
piridoksamin fosfat pH 4 asetat tamponu ilej; piridoksal pH 5
agsetat tamponu ile; piridoksin pH 6.5 fosfat tamponu ile; ve pi-
ridoksamin@ﬁio.l ¥ sodyum dihidrojen fosfat ¢bzeltisi ile, elue
ediinistir,

B6 vitawinlerinin, iyon degigtirme kromatografisi ile,
teghisinde en ilging galigma, Mac.Arthur ve dig.,1959) tarafin-
dan, beyin vkstrelerindeki B, vitaminleri ve tirevlerinin teghi~
si ig¢in yapilmistar, letod sulu ekstrenin Dowex 50 kolona tatbik
edilip, maddelerin bir seri sicak pobasyunm asetal tamponu ile
elue edilmesine dayanmaktadar. Bu tarihten sonra kendisi ve bir-
gok aragtirici, metodu gesitli gsekillerde tadil ederek kullan-
mislardir (Toepfer ve Lahwan, 1960 ; Teopfer ve Lehman,

1961, Okumﬁra, 1961; S¥orvick, Benson, Edwards ve Woodring, 1964:

Thiele ve Brin, 1966).



Lyon, Bain ve William (1962) vitanin B6 ve fosforiu tirev-
lerini Dowex 50-K (X-8) ve Dowex I format (X-8) iyon degigtirici
recine karisiminda teghis etmistir. Kolondan fosforlu tirevler
pH 4,25 (0.05 M potasyum sitrst*+ 0.15 I potasyum klorir) tamponu
kullanilarak fraksiyonel elusyon metodu ile; fosforsuz bllegikler
de pH 4,35 ila 6.8 arasainda bulunan (0.05 M potasyum sitrat + 0.5
M potasyum klorir) temponu ile, elue ediluistir. Fukui ve Oishi
(1966)736 vitamerlerin ve fosforlu tiirevlerinin teshisi igin Do~
wex I-XG (ACO') ve Amberlite G-50 iyon degistirici re¢inelerden
igstifade etmisglerdir,

Myron (1970) Dowex AG-~ 5CW (X~-B) iyon degistirici kolon-
dan, piridoksali kaynar 0.04 M potasyum asebtat tamponu (pH 6.0)
ile; piridoksini kaynar 0.1 M potasyum asetat tamponu (pH 7.0) ile;
piridokssmini de kaynar potasjum kloriir ~ dipotasyum hidrojenfos-—
fat tamponu (pH 7.0) ile, elue etmigtir. Toepfer ve Polansky
(1970), ayni wetodu kullazunarak, By vitamini ve bazi tirevlerinin
teghisini gergeklestiruigtir,

Literatirde B6 vitaminleri ve turevlerinin, selliiloz ve
stulfanilik asid iyon degigtiricl regineler kullanaorak, teghisi
i¢in, ¢aligmalar kayitladir (Hedin, 1963; Contractor ve Shane
1968; Ahrens ve Korytnyk, 1969).

Ayrica 56 vitamininin, Sephadex kolonlarda, teghisi igin
gesitli galagumalarda yupilmigtir (Chekrabirtyve dig., 1965; Ler-
ner ve Schepartz 1969).

Multivitemin preparatlurindan B, vitaminini, Jindra {1959)
Amberlite IR A- 401 ile; Bardhaml(1960) Decolorit iyon deZigti-
rici ile; Fosbter ve Mufin (1961) alginik asid iyon degistiriei

ile; Kiotz ve Poethke (1964 a ve b) Wofatit CP-300 ile; ayni:



aragtiricl Amberlite XE~-100 ile (Klotz ve Poethke, 1964 ¢); Gera-
simov ve Kuleshova (1965) Aligote - A ve Rissling - R ile; Nerlo,
Pawlak ve Gzarﬂeéki {1969) Amberli%e IR-400 ile; Saccani ve Neri
{1970 a ve bh) Amberiite G=50 kullamaruk, teshis etmigtir. Ayrlca
multivitanmin karisimindan B vitemininin teghisi igin, Hiittenrauch
ve Xlotz (1963) ve Watanabe (1970) Awberlite WA-2 iyon degigtirici
kag1t; Klotz ve Hittenrauch (1963) Amberlite SB-2 ve Amverlite
¥B-2 iyon defigtirici kagit kullanmislardir.

Roushdi ve Hussein (1967) vitamin karigimlarini ilk bagta .
“talk, bundan sonra aluminyum oksid kolonlardan gegirerek analiz

edilebilecegini belirtmistir.

d) Gaz Kromatografisi ile Teghis

Vitamin B6 gaz kromatografisi igin gerekli 1saiya dayanaikla
olmadifiandan turevleri hazirliyzrak galigzlar.

Korytnyk {1966) B, vitanini ve diger bazi vitaminlerin iso-

6
propilinden, asetil, trimetasil ve 3-0-bonzil tlrevlerinin hazir-
lanmasini, % l.2 siliconec Gam Rubber SE~-20 / chromosorb G kolonda,
teshisi lzerinde ¢aligmig ve bu tarihe kuder yapilan galigmalara
derlemighir,

Teenans ve Mchoskey (1967) 36 vitaminlerinin o~trimetil-
silil turevierini % 1 Gum Rubber SE-30 kolonda ayirip, kiitle spek-
troskopisi ile teshisine galigmislardir. |

Ohnishi, Horri ve Makita (19€7) pirideksin, piridoksal ve
piridoksamin trimetasitasstamid tlrevlerini hazirismis ve bu mad-
deleri, % 3,5 E-52 Gas Chrom, P. (60-80 mesh)kolondan, 165°C' de,

dakikada 50 nl akis hizinda gaz gegirerelk, teshis edilebilecefini
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belirtmiglerdir. Inanari ve Tamura (1967) vitarin Be vitamarler
ve 4-piridoksik asid laktonunun, triflorocasetil tiirevierini ha-
zirlayjarak, gaz kromatografisl ile teshis etmiglerdir,

Kuniko ve Tanimura (1968); Kawahara ve Tanimura (1968),
% 5 SE-30 kolonda sultivitamin karagimliariniy Prosser, Sheppard
ve Libby (1927} SE,30 kolonda B, vitamerleri; Sennello ve Argou-
delis (1969) piridoksin, askorbik asid ve nikotinamidin, % 15
Silicone grease / Gas Chrom.Q kolonda; Janecke ve Voege (1968)
multivitamin karl@l@larlnln, gaz kromatografisi ile, teghisi iize-

rinde galigmislardair.

e~ Kimyevi Reaksiyenlar ile Teghis

BG vitamininin tesghisi igin yapilan galigmelari, su ge-
kilde Ozetliyebiliriz : ‘

Laubic (1949) 36 vitamininin teshisi i¢in ¢esitli metod-
lar geliatirmi@fir.

a) 1 5l vitamin By gGzeltisi, % 3' liik bakar siilfat
¢ozeltisgl ve 1 damla doymué anonyuntiyosiyanir ¢érzeltisi ile ka-
rigitirilinca, kloroformda §6zﬁnmeyen, yesil renkte éﬁkelti mey-
dana gelir,

b) 1 ml vitamin Bg ¢ozeltisi, bir damla % 5 uranil ase-
tat ¢Czeltisi ile karaigtirilip, amonyak buharina tutulunca, vi-
fawin B6 konsantrasyonuna bafli colarak, sar: veya turuncu renk
meydana gelir.

- ¢) 1 ml vitamin By ¢Ozeltisi, 1 damla sodyum hidroksid
gCzeltisi ve birkaé danla doymug bakir siulfat ¢dzeltisi ile ka-

rigtrrilinea, yesil renk meydana gelir,



1l ng vitamin B ¢ézeltisine, % 3,7 hidrokloriik asid ve
% 10 potasyum bromir karasimindaki (1 : 2) % 1' lik brom ¢dzel-
tisinden, 2 damla ilave edilip keynar suda 5 dakika isitilair,
Reaksiyona girmemis brom ortamdan i1sitilarak uzaklagtirilir, 5 ml
distile su ilave edilir, alkol ile, (1 : 1) oraninda dillie edi-
lir, kirmizi renk meydana gelir. Deneye difer vitaminlerin etki-
si, alkol seyreltmesinden sonra eter ekstraksiyonu ile o6nlenir
(Baltaz:iv  ve Margaride, 1953).. . . .

Feigl ve Jungreis (1958) vitamin By teghisi igin Glbbs
reaksiyonunun (Gibbs, 1927), Hochberg, Melnick ve Oser (1944a)
tadilini, filfre kafidina uygulamigtir. Filtre kagitlari 2,6~
diklorokinon ~ klorimidin etonoldeki % 1' 1ik ¢oz¢ltisine bata-
rp kurutulur. Tiyamin, Riboflavin ve askorbik asidin deney ilize-
rinde etkisine mani olabdilmek i¢in fosfomolibdik asid ile ¢Okbii-~
riilir, Amonyak buharina tubulan filtre kafidindaki mavi renk, vi-
tamin B6 meveudiyetini gosterir.

Vaisman, Bushkova ve Repeport (1963) tiyamin, riboflavin,
piridoksin ve askorbik asid ig¢in geligtirilen renk reaksiyonlarani
inceliyerek, hassasiyetlerinin muks; :sesini yepmiglardar.

Rendor (1964) piridin - aldshid ve o-hidroksilaldehid grup-
lari bulunan bilesikler ig¢in dzel renk regksiyonlara geligtirmi$~
tir

a) 1 damla numune gézeitisi ve 1 damla % 1 fonilhid~
razin asetat ¢oOzeltisi karigtarilinca, sari renk piridin-aldehid
mevcudiyetini gosterir. Hassasiyet C.5 meg dir.

b) Piltre kagadi % 5'lik hidrazin asetat ¢Bzeltisine
batiriliyr, kurutulur, ilizerine bir damla numune dékiliir, " ¥V a1giga
altinda sari fluoresans goriilmesi, maddenin o-hidroksilaldehid ol-

dufunu gosterir,
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Piridoksamin yvapisinda bulunan amin grubundan yararlanila-
rak, diger~B6 vituminlerinden, ayirami yapiluigtir (Ahrens, 1969).

Piridokein hidrokioriir teghisi ig¢in kodekslerde metodlar
kayitlidar : D.8. (1974) tanima i¢in verdigi metodlar gu gekilde-
dir; (A) Sudski % 0.001 a/h mehliilinden iki %ibe 1 er ml kKoyun.
Her iki tiibe sodyum asetat R nin sudaki % 20 a/h nehliilinden 2
ger ml ilave edin. Birinci tibe 1 ml su ve ikinciye borik asid
R nin sudaki % 4 a/h mshliilinden 1 ml koyun ve karigtarain. Her
iki tibi takriben EOOC'ye sogutun ve her ikisine de sliratle 2,6~
"diklorokinon - klorimid R nin etanol (% 95) R' deki ylizde 0.5 a/h h
mahliiliinden 1 er ml ilave edinj birinci tilbve mavi renk has1l o-
lur, bu venk surable kaybolur ve birkag dakika iginde klrﬁmzl olur;
fakat ikinei tiipte wavi renk hasil olmaz. (B) Sudaki % 0.5 a/h
pahliiliinin 2 ml'sine 0.5 ml fosfotungustik asid TS ilave eding
beyaz bir riisup hasil olur. (C) Kloritirlerin karakteristik reaksi-
yonlarini verir., British Pharmacopeia (1968) teghis igin Gibbs
reaksiyonu, kloriirlerin karakteristik reaksiyonlara, maddenin U. V.
spektrunu ve erime derecesinden; British Pharmaceutical Codex(1968)
Gibbs reazksiyonundan; State Pharmaccpaeia of Soviet Soéialist Re-
public IX ve Deutsches Kommenter {1970) de Gibbs reaksiyonu ve de-
mir IIT klorir ile meydana gelen kirmizi ~ kahverengi renkten;
Farmacopea Ufficiale Della Repubblica Italiana (1965) da Gibbs
reaksiyonu, klorir iyonu reaksiyonlara ve fosfotungustik asid ile
¢ékmesinden, istifade edilebilecefi, kayitlidar,

Vitanin B6 teghisi igin kromatografik ¢alismalarda, Gibbs
- reaksiyonuna bagli olarak meydana gelen mavi renkten (Harris, 1941;
Rodhokrishnamurty ve dig., 1953%; Santos, 1958{ Serpa, 1958; Rod-
well ve dif., 1958; Simatcepango, 1959; Nuraherg, 1961; Klotz ve
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dig., 1963; Ishikava ve dif., 1964; Gonnard ve d4iZ., 1964; Kutsui,
1964; Yamada ve dig., 1965; Buttenrauch, 1966; Danilovic ve diZ.,
1966; Huttenrauch ve dig., 1967; Koen ve dig., 1968; Ahrens ve
dig., 1968; Selles ve diff., 1970);%10 demirTTIklowtir ¢dzeltisi
ile verdigl kirmizi - kahverengi renkten (Hashmi ve dig., 1967
ve 1969); diazolanmig nitro anilin ve diazolanmis p-aminoaseto-
fenon reaktifi ile reaksiyonundan (Fasella ve dif., 1956; Rod-
well ve dig., 1958; Danilowie, 1966; Ahrens ve Karytnyk, 1969;
Colombini ve dig., 1970) O-toluidin ¢dzeltisinden (Hashmi, 1967);
rodamin B ¢dzeltisinden (Chiang ve dig., 1970); U.V. 1sigi altin-
da gosterdififluoresanstan (Puzztal, 1954; Fusella ve dif., 1956;
Simatoepang, 1959; Gough ve dig., 1963%; Gonnard ve dig., 1964;
Turano ve 4if, 1964; Kutsui, 1964; Iudwig ve dig., 1965; Aksenova,
1968; Ikeda ve dig., 1968; Dement'eva ve digt., 1968; Ahrens ve
dig., 1969; Massa, 1969; Colowmbini ve dig.1970; Swmith ve dig.,
1970; Cadorniga ve dig., 1972), istifade etmiglerdir.

Bu teshis reaksiyonlurindan, Gibbs reaksiyonunun hassasi-
yeti 0.1 mecg, diazolanmig nitroasnilin reaktifinin hassasiyeti
0.1 meg, diagzolanmig p~aulno asetofenon resktifinin hassasiyeti
1 mecg, ferri klorur reaktifinin hassasiyeti 0.7 weg, o-toluidin

reaktifinin hassasiyeti 0.2 meg olarak belirtilmigtir,

f) iR, FMR ve Kiitle Spektroskopisi ile Teghis

Piridoksin hidrokloriiriin potasyun bromiir tabletlerinde,

karakteristik bantlari 1536, 1273 ve 1207 om™t

de; piridoksal
igin ise, karbonil grubuna ait karakteristik bant, ddtronlanmis

su, potasyum bromir tabletleri ve nujolde 1650 . 1660 cm"l de,
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gorilecegi belirtilmigtir (Anderson ve Martell, 1964). Ayrica
piridoksal ve fosfab tﬁrevinin; amino asidler ile verdigi bile-
-gikler (Parker, 1961); piridoksal ~5- sulfat, piridoksamin -5-
sulfat, piridoksin -5- sulfat, dezoksipiridoksin -5- sulfaﬁ, pi-
ridoksal monoetilasetal -3~ gulfat (Kuroda, 1963); 5- piridok-
sik asid ve tiirevlieri (Kofytnyk, 1965); piridoksal homosistein
(Okunura, Koteré, Oine ve Oda, 1967) teshisi i¢in, IR spektros~
kopisi ile, g¢aligmalar yapilmistar.

Korytnyk ve Bingh (1967) piridcksin ve benzer yapida olan
vitamin B6 aktivitesi gOsteren vitamerleri, WMR spekbroskopisi |
yardimi ile, karakterize etmigtir. Gansow ve Holm (1968) da ayna
konu lzerinde galismigbtir. 5~ piridoksik asid ve tiirevlerinin
Gesitli solvaniarda (Korytnyk, 1965); n-nikotinoil - piridoksa-~
min trinikotinat ve piridoksal dinikotinaetin nujol i¢inde {(Oku~-
mura, Iwado ve Oda, 1967); polifonsiyonel amino asidlerin piri-
doksal ile meydana getirdigi bilesiklerin D20 gOzeltisi ig¢inde
HMR spektroskopisi ile karakterizasyonuna ait ¢aligmalar yapal-
migtir. (Abbott ve Martell, 1970).

Reiber (1972) piridoksal ~5- fosfatin stabilitesine etki
eden nedenleri gdstermek ig¢in, irradiye ettikleri ¢dzeltilerin,
nuayyen aralarlé NMR spektrumlarani almig ve formil proton sin-
yall vermeyen, en az iki bilesifin mevecudiyetinden bahsetmig ve
bu bilegiklerden birinin 4~ piridoksik asid oldupunu, ileri siir-
miglerdir,

Kutle spektroskopisi vitamin B6 ve tlirevlerinin yapi ana-
1izi ve teghisinde genig sekilde kullamilmigtar (DeJdongh, Perri-
cone ve Korytnyk, 1966; De Jongh, Perricone ve Gay, 1968; DeJongh

ve Korytnyk, 1970). Dedoungh ve dig., (1968) B, vitamininin ana
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metaboliti olan 4-pirideoksik asid ve laktonunun teghisini, bu
-bilegiklerin 5- piridoksik asid ve laktosundan tefrikini ve bir-
gok vibamin By tirevinin yapr analizini, kiitle spektroskopisi
Cile gercgeklestirmislerdir,

Korytnyk, Fricke ve Faul (1966); Ricter, Vecchi, Vetter
ve Walter (1967); Leemans ve lMcClosky (1967) Bg Vitaminlé:inin
o-trimetilsilil turevlerini hazarlayip, gaz kromatografisi.ile
ayirdiktan sonra, kiitle spektroskopisi ile teghisi ﬁzeriﬁde ca-
ligmiglardir.

Hiittenrauch ve Tummler (1967) piridoksinin ndtral g¢bzel-
tilerinin isitailmasi sonucu meydana gelen, piridoksin dimer ve
piridoksin trimerin yapi analizini kiitle spektroskopisi ile ka-
rakterize etmeye g¢aligmiglar, piridoksin dimerin bia-(-2-metil
-%~ hidroksi =5- metilopiridin (4,4') ) glikol yapisinda oldugu~-
nu, ileri sirmiglerdir,

Elliott ve Walter (1972); Tsukida (1973) vitaminlerin
Iditle spektroskopisi ile, yapir analizi ve teghisini konu alan
derlemeler yapmiglardir.

Ayrica literatirde, BG vitarninlerinin X-1gini spekiros-
kopisi (Planta, 1961; Nakken, 1966) ve ESR spektroskopisi (Asabha,
Terao, Fujita ve Muranmatsu, 1969) ile karakterizasyonuna ait

galigmalar kayitladar.
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E- MIKTAR TAYINI METODLARININ GOZDEN GEQIRIIMESI :

VitaminlBe ve tlrevlierinin, miktar fayininde kullanilan
metodlari, % baglik altanda inceliyebilirigz : |

a- Kimyasal ve fizikokimyasal metodlar

b~ Mikrobiyolojik ve enzimatik metodlar

¢~ Biyolojik metodlar

B6 vitaminiﬁin miktar tayini metodlarini konu alan ¢ok
sayida derleme ya&lnlanmlgtlr (Watanabe, 1958; Kakac ve Vejdé~
lek, 1961; Peneva, 1963; Cerna, 19¢3; Aliev, 1967; Sellés ve
Camachoi, 1970; Takanashi, 1971; Cerna, Pickeva ve Blottna,
1972). |

a~ Kimyasal ve Fizikokimyasal metodlar :

Miktar tsyini tablet, draje, kapsil gibi kati preparat-
larda yapilacaksa, vitamin B6 genéllikle su ile ekstre edilir.
Zira preparat imalinde stabilite we ¢oziinlirlitk bakimindan, piri-
doksin hidrokloriir kullanilir. Lu madde de en ¢ok suda qﬁzﬁnﬁr.
Ancak vitamin B6 vaninda, diger vitaminler de bulunuyorsa, ckst-
rasyonun 0Q,1N hidroklorik asid ile yapilmasi taveiye edilir. Vi-
tamin B6 fenolik yapida oldufu ig¢in ekstreksiyonda seyreltik
sodyun hidroksid ¢ozeltileri kullanllabiiirse de, bu gsartlarda
E6 vitamininin dayanikli olmadagil gbz oOnilinde tutularak, gerekli

tedbirler alinmalidar.

1- Kolorimetrik Metodlar :
2,6 Diklorokinon~klorimid (GiBBS) Metodu

Kolorimetrik miktar tayini metodlari iginde, en hassasi

Gibbs (1927) tarafindan, para pezisyonunda substitiient ihtiva
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etmiyen fenoller ig¢in geligtirilen; alkali ortamda fenollerin
2,6~ diklorokinon-klorimid ile, indofenol tesgekkiiliine daysnan
metoddur. Gibbs metodu Bcudi, Koones ve Keresztesy (1940 a ve b)
tarafindan tadil edilerek, Bg vitaminine uygulanmigtir. Metod
B6 vitamnininin 2,6~ diklorokinon-klorimid reaktifi ile, alkali
ortamda mavi indofenol boy531 vermesine ve bu renk giddetinin
olgulmasine dayanmaktadir. Ancak Scudi metodu hassas bulunmadi-
g1 ve reaksiyon sliresi 40 dekika oldufu igin tadil edilmisgtir
(Hochberg, Melnick ve Oser, 1944 a ve b; Melnick, Hochberg, Hi-
mes ve Oser, 1945), Iki fazli butanol - su solvan sistemi yerine,
 isopropanol - su solvan sistenmi ve veronal tamponu yerine de,
alkaliligi daha fazla olaﬁ gmonyun klorir - amonyum hidroksid
tampbnu ¥ullanilmigtir. BOylelikle reaksiyon hassasiyeti yakla-

1% clarak 3 misli gofaltilmis, reaksiyon siireside 40 Bakikadan
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60 saniyeye indirilmigs ve miktar tayini metodu da kolaylagstiril-
migtir.Metodun tenkit edilen yOnii,diger fenollerin,aminlerin ve
bazi bilegiklerin de reaktif ile renk vermesidir.Ancak bu potan-
siyel hata,reaksiyonun fazla miktarda bofik asid bulunan ortamda
yapilmasi ile hertaraf edilmigtir(Scudi,Bastedo ve Webb,1940).
Borik asid uygun gartlarda piridoksin ile reaksiyona girerek,piri-
doksin-borik asid kompleksi meydana gelir{Scudi ve dig.,1940 a
ve b ;Hochberg ve dif.,1944 a; Roth ve Surborg,l1968; Huttenrauch,
1970).Piridoksinin reaktif ile reaksiyona girmesine mani olur.
Boylelikle borik asid bulunan ve bulunmaysn ortamlarda elde edi-
len neticelerin farkindan piridoksin veya deney lizerinde etkisi

olan maddelerin miktarlari kolaeca hesaplanabilir.

CH ,0H
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Metodun dezavantaji: renk giddetinin devamlilifinin gok
kaga olumasadir. Qlglim reaktif illavesinden 60-80 saniye, terci-
hen 60 saniye sonra yapilir. Renk siddetinin devamlilagini art-
tirmak icgin Sweeney ve Hall (1952 ve 1955)amonyum kloriir - amon-
yum hidroksid tamponu yerine, ayni pE’da bulunan sodyum asetat
ihtiva eden tamponlarin; Josumi, Tanska, Harada ve Usuki (1937)
ve Richter (1962) isopropanol yerine metanol; Iwasa, Takeuchi -
ve Kawabata (1959) pH 7.8 veronal btamponunu; Denyatnin ve Fedew
rova (1961) pH 7.8 tamponlari; Leurquin ve Herwvan (1962) isopro-
panol yverine dioksan kullamllma51n} taveiye etmiglerdir.

Metodun tadil edilmis sekli ULS.P. XVIIT' de kayitladir.
Ancak metoda tiﬁamin, riboflavin ve askorbik asid (Aihara ve
Satoh, 1954 ve 1955; Haertelt.l1964); demir kclin sitrat (Raut,
Gagrat ve Banerjee,l1966; Baczyk ve Kochetska, 1966) ve izoniko-
tinik asid kidrazit (Canuti ve Frittoli, 1969) etki ettigi icin,
gegitli gekillerde tadll edilmigtir,

Bu yukarada bahsedilen metodlarin literatirde kullanigla-
r1 ¢ok fazladir (Canbdek ve Lindholwm, 1945; Wavanabe ve Harikawa,
1949; Compoiolivia ve Giannini, 195&; Hall, Bruening ve Parrish,
1956; Benhamou ve Lacroix, 1958: Coursin ve Srown, 1958 jLevrguin
;};wﬁer?x :'19§2§*Berndorfef_ve I'raszner,1970; Cascioli, Celleti,

Petrangeli ve Fullo, 1971; Cavalli ve Rurali, 1971).

Dietil~p~fenilendianin Metodu :

Vitamin BG tayininde yararlanilan difer bir kolorimetik
metod, vibtaunin BG ve dietil -p- fenilendiamin ihtiva eden ¢dzel-
tilere, potasyum heksasiyanoferrat (III) veya diger bir oksidan

ajan ilavesi sonucu, mavi indofenol boyas: tegekkiliine dayan-
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maktadar (Hrdy ve Urbanova, 1957). Meydana gelen indofenocl, bo-~

yasi, sulu ortamda dayanikli olmadigindan, benzen ile ekstre

CH ,OH |
" | ' H ~PH
HO B0 REN"</. \ N(OE s =
CH5 \N N C ol 5
CH_,OH

—" N—CHE..O4

HO 2 C.H
| </ N\ /2>
CH3 Shﬁ. N ._""// \Cgﬂs

edilip renk giddetl Tayin edilir., Renk bir kag dakika sabit ka-
lir. Gibbs reéksiyonunda oldufu gibi €0 saniye sonunda dl¢iim
vapmaya liizum yoktur. Okuma birkac dakika i¢inde yapllabilir.
Metod ig¢in en uygun konsantrasyon, 5-50 meg / 10 wl' dir, Hag-
sasiyetide Gibbs metodunun (Gibbs., 1927), Scudi tadili (Scudi
ve dig., 1940 a ve b) kadardar.

Dietil -p~ fenilendiamin diger fenollerle, ayni renk re-
aksiyonu verir. Ancak pirideksin fazla miktarda borik asid bulu~
nan ortamda, bu madde 'ile kompleks verecefi icin (Scudi ve dig.,
1940 2 ve b; Hochberg ve dip., 1944 a; Roth ve dif., 1968; Hut-

tenrauch, 1970), dietil -p~ fenilendiamin ile resksiyona giremez,
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Borik asid bulunan ve bulunmayan ortamlarda, elde =dilen sonug-
larin farkander  piricdoksin miktsra hesaplanabilir.

Metoda askorbik asid ve sslisilik asid de etki eder. Di-
ger vitawinlerin mebod izerinde etkisi yoktur. Deneye etki edén
éskorbik asidin, tesirini bertaraf edebilmek igin (Hrdy ve dif.,
19575 Tsuji, 1968) ortanda bulunan askorbik asid konsantrasyonu
ile orantila eolarak potasyum heksasiyanoferrat (iII) konsantras-
yonunun gogaltilmasini, Sato, 1959), TsuﬁégMizukami ve Yarimizu
(1964) askorbik asidin iyot gbzeltisi ile oksitlenmesini ve bern-—
zen yerine de kleroform kullanilmesini, MHurai (1961 b) maddele-~

rin kaf1t kroumatografisi ile ayrilmasini Ve benzen yerinede iso-

()

propenol kullarnilsasini, Moszczynski ve Kubicke (1972) karisi-
mindan piridoksinin, kaynar etanol ile ckshre 2dilmesini, tave
siye etmislordir, Salisilik aeidin de deney Grerindeki chkisini
yok edaebilmek igin, asiblendiriluis gizelvilerden, maddenin oter

ile ekstre edilmesi Unerileigtir (Hrdy ve dig., 1957).

Diazo Resksiyonuna Dayanan Metodlar

Swaminathan (1940) piridoksinin, diazolanmis sulfanilik
asid ile reaksiyonu sonucu meydana gelen azo boyssinin, kolori-
metrik tayinde kullanilabilecegini belirtuigtir. Ancak metod,
piridoksin i¢in &zel olmamasi nedeni ile, Bina, Thomss ve Brown
(1943) deneye etki eden maddelerin sodyum tungustat ile ¢dktiiril-
mesini, Superfiltrol kolondan piridoksinin, alkali alkol ils
seciull elue edilmesini, tavsiye etmiglerdir. Alkali alkolin ay-
rica renk reaksiyonunu stabilize ettigi ve meydana zelen rengin
daha dayanikli oldufunu belirtmiglerdir. Ryu (1950) kan numune-

lerindeki dJdendye etki eden maddeleriy,  ekstrasyonunu, Kuri (1951)
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histiden ve histaminin eciva tuzlar: halinde uzaklastlrllmaSInl
nernigler, Kishibe ve Fukui (1951); Laszlovszky ve André -
Stiglamayer (1967)' de motodu galenik preparatlars uygulanacak
gekilde tadil etmiglerdir,

Brown ve dig.. (1945) piridoksinin kolorimetrik tayini
i¢in, diazolanmis p~aminoasetofenoﬁ kullanuwiglardir. Deneye et-
ki eden meddeleri ortamdan uzaklagtirmak igin de Amberlite IR-4
recine uygun bulunmustur. Alkali alkcliin bu reaksiyon lzerine
stabilizan etkisi gOrtilmemigtir, Alkali pH yerine, neutr vasat~
ta ¢aligildigandan, diazolagsmis sulfanilik asidle Yyapilan reak-—
siyondan daha hassastir (0.5 - 2.0 ucg/ml). Renk, 2-5 dakika da-
yanikli kalmaktadir. Micki ve ve Noneka (1951) wuetodu tadil‘edip,
farmasdtik preparatlsra uygtlamisliardair,

Aliev (1964 wve 1968); Aliev ve Onov (1968) Onov (1969);
Cnov (1970) piridoksin tayini igin norsulfuzol diszo tuzu kule
lanmiglar ve meydana gelen kirmizi-viole rengi ¢ginko veya civa
tuzlari ile stabilize etuigslerdir,

Urbanyl ve Budaveri (1968) o giine kedar geligtirilen di~
2z0 reaksiyonlarainir, hassas brlunnadigy ve uzun iglenler yapil-
d1g1 gerekgesi ile, piridoksin hidroXlorip tayini i¢in 4~ amino-
6~ kloro-m- benzidinsulfonanit kullanmisiardir, Metodunun hassas
oldugunu; vitaminlerin, alkaloitlerin ve birgok dolgu maddesinin,
deney lUzsrinde etkisi clmadigina belirtmiglerdir. Tadera, Yasu-
noto, Tsu;i ve Mitsuda (1974) 5- kloroanilin =2,4~ disulfanil
klorir kullanarak, By vitaminlerinin segimli clarak, 0.0 ~ 12.5
meg/ml konsantrasyoniarda, tayin edilebilecepini bildireigler-

dir,
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Diger Kolorimetrik Metodlar

Bg vitamininin kolorimetrik gayini icin, Polin-Denis re-
aktifinin (Kubn ve Low, 1953§L‘uayanogeﬂ bronlir ve sulfanilik
8id ile piridin halkasanin ézel renk reaksivonlesrainin (Sween-
iey, ve Hall, 1952), tiyofen ile neydsna gelsn jyegll rengin
(Levine ve Hangen, 1958), amconyum rayrekat ile renk reaksiyonun
(Base ve Dutta, 1962), piridin hslkasinin kloroform ile alkali
ortamda isitilarak agrlip, ¢esitli aminlerin % 1 1ik gozeltisi-
nin ilavesi ile weydana gelen boyanin (Luk'yangpikova, Bernsh-
tein, ve Stepanyuk.1969); uranil asetst ile ¢egitli piridoksin
tuzlarinin verdigi sari rengin (Crockett, Hesnard, Grenie-ve
Dang.1969) kullamilshileceffi de belirtilmistir,

Literatirde domir ITI kloridr kullenilarak B6 vitamininin
teghisi wve tayini yapilabilecefi kayitli ise de (Sutton ve Beer-
sfecher, 1951; Hingh ve Kunnan, 1959) metcdun hassasiyeti, kul-
laniinasaini ¢ok kisatlamistair,

Wadz ve oSnell (1961) piridoksal ve pirideksal -5- fosfa~
tin, fenilhidrazin ile sur: renk vermesine dayanan (Tmax = 410 nm, )
bir meted geligbiruistir, Piridoksal resktifle gok daha yavag
reaksiyona girdiZinden, sifir derecede ve asidik ortamda deney
yarutilerek, piridoksalin reaksivyona girmesi Onlenebilir. Bdy-
lelikle piridoksal bulunan ortamda dahi, pirideksal ~5~ fosfa~-

tin  bu metodlas kolorimetrik tayini mimkiin olur.
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2~ Spektrofotonetrik Metodlar :

Piridcksinin absorbsiyon spektrumu pE ile ilgilidir. Asid
ortanda (pE 2~7) biri 267 nn ve difgeri de 3%03,7 nm' de iki; ka-
levi ortamda da 231.5 nu, 254.7 nu ve 315 nm' de ig, izobestik
nokta verir. Kantitatif tayinde pH ikide 290.5 nm' de umeydana
gelen, absorbsiyon maksimasi kullesnilir, Zira bu bdlgede eks-
tinksiyon maksimumdur (Ei%cm = 430) Saf piridoksin tayini igin,
normal hidroklorik asidiginde % 1-2 mg konsantrasyonda ve pH
i%i civarinda g¢bzeltisi hazirianir. Olg¢iim 290.5 nm' de, ayni kon~
santrasyonds hidroklorik asid ¢ézeltisi, gahit olarak kullanil-
mek sureti ile yapilir. Krisciuniena ve Jonaitis (1969), Jonai-
tis ve riscuniena (1969) ve Bazhulina, Lomakin, Mcrozov ve Sa-
vin (1570) By vitzminlerinin spektral Szellikleri ve bu Szellik-
ler {izerine pH, teuwpiratur ve konsantrasyonun etkilerini ince-
lemiglerdir,

Piridoksal hidrokleriir, pH ikide, 286.5 nm'de, maksimum
absorbsiyon gdsterir ve spesifili ekstinksiyonu E%%m = 440 dar,
Tayin aynen piridoksin gibi yapalair. Kantitatif Tayinde 2409,
299.4 ve "388.5 nm deki absorbsiyon maksimalarin kullanilmasi,
madde kalevi ortamda 1giffe karsi hassas cldugundan tercih edil-
Mez.

Piridoksal ~5- fosfatin spektrofotometrik tayini ig¢in,
Bonavita ve d4ig. (1959 nmaddenin potasyum siyaniir ile reaksi-
yonu sonucu 385 nm' deki absorbsiyon maksimesinin kaybolmasina
dayanan bir metod gelistirwiglerdir. ¥azla miktarda potasyum
siyantir bulunan crtamda, 385 nm' deki optik yoFunlufun azalma-

sinan 0-25 mecg araliginde piridoksal -5- fosfat konsantrasyonu
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ile orantili oldugunu belirtmiglerdir. Deneye piridoksin hidro-
klorir, piridoksamin hidroklorir ve fosfabtlari etki ctmez. Oike
ve dif., (1960) piridoksal ~5- fosfat tayini ig¢in diger maddele-
rin ¥kromatografik olarak ayrilmasini ve dl¢limiin pH yedide, 388

" nm' de, yapilmasinl tavsiye ebtmislerdir. Morozov (1967) ve Evan-
gelopoulos (1967) piridoksal -5~ fosfatin spektral Szelliklerini
ve bunun ﬁzeriﬁé temparatir etkisini incelemigstir, Soda, Yorufuji,
Misano ve Moriguchi (1969) piridoksal ve piridoksal ~-5- fosfatan
5~ metil ~2- benzotiazolon hidrazon hidrokloriir ile reaksiyona
sokularak, spektrofotometrik clarak tayin edilebilecegini belirt-—
miglerdir,

Siegel ve Elake (1962) piridoksamin ve piridoksin bulunan
ortanda piridoksalin spektrofotometrik bvayinini, maddeyi aseton
ile reaksiyona sokarak gergeklegtirmigtir. Metod 10 ile 100 meg
aréllglnda hassastir.

Piridoksin, piridcksal ve piridoksamin ksrisiminin tayini
1%

pH 6,75 de 325 nn' de (Elcm

) yapilmigtir (Melnick, Hochberg ve
Oser, 1945), Du uetod ile vitawrin Bg tayini, birgok aragtirica
tarafindan da kullanilmigstair (Fasella ve dig., 1956; Gaudiano,
Polizzi~Sciaironc, 1965; Bandi, 1966; Leoo ve dig., 1969),

| Brown ve dig., (1952); Burger (1962), kachek ve Lorenz
(1964); Haertelt (1964); Shah, Raman ve liehta (1965); Xoziol
(1965),; Vclta (1968); Kohen ve dif. (1968):weber, Urbigkit ve
Senkowski (1968); Serrat (1970} multivitamin kombinasyonlarin-
da; Sumenovic ve Stankovid (1966) meklizin bilegimlerinde wvita~-
fain Be'nln tayini dzerinde galigmislardar.

Bican-Fister ve dig. (1973) B komples vitaminleri sili-

kagel~~HF254 tabakalarinda ayirdiktan sonra, bu vitaminlerin



spektrofotometrik tayinini gergeklegtirmigtir. Bunun igin piri-
doksin hidroklorir adsorbandan, pH 2.0 sitrat tamponu ile elue
edilmis ve 291 nm' de, gahide kargi Slgiilmiigtir.

Petrangeli, Moretti, Celletti, ve Favilli (1974) B6 vita~
inlerinin spektrofotometrik tayini igin literatiirde kayitl:i ge-
5itli metodlari mukayecse etmislerdir,

Castillo, Lopez, Valls ve Vilas (19§33 piridoksal ve fos-
fat ¥ -revinin glisin ile verdifi bilegiklerin spektrofctomet-

rik tayini lzerinde g¢aligmigtar.

3—~ IFluorometrik Metodlar :

Vitamin B6 tayininde istifade edilen flucrometrik metod-
lari, iki grup altinda topliyabiliris,

bunlardan birincisi, piridoksin ve piridoksalin potasyum
permanganat ile 4-piridoksik aside oksitlenmesi, bu maddenin
asid ortamda isaitilmasi sonucu meydana gelen lakbtonun, géster—
digi fluoresansin Slgllmesine dayasnir (Fujita, Matsuura ve Fu~
Jino, 1955; Pujita, Fujita ve Fujino, 1955; Fujita, Matsuura ve
Fujino, 19556}, Piridoksenminin direkt olurak 4-piridoksik aside
oksitlenmesi miipkiin defildir, Bunun ig¢in piridoksawmin ilk basta
piridoksine ¢evrilir. Deneye gesitli maddeler etki ettigi igin
kromatografik metodlaria bu maddelerin ayirimi yapilmig ve me-~
tod gegitli gartlara gore tadil ediluistir (Sterscu ve dig.,
19573 MacArthur ve dig., 1939; Wallace, 1959; Bogdauova, 1959;
Kaziol, 1961 a ve b; Starshou, 1962; Kazicl ve Zokresu, 1964
Polansky, Cammaro ve Toepfer, 1964; Bonasera, CGuarneri ve Bona-
vita,1964; Yanuda,Saito ve Tamura, 1966; Schulz ve Sanchez, 1967
Coﬁtractor ve dif., 1968; EKraut ve dig., 1968; Loo ve dig., 1G6@;

Fiedlerova ve Davidek, 1974),
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Piridoksal, piridoksal hidroklorir ve piridokssl fosfa-
tin 4-formil grubunun siyanchidrin reaksiyonu,‘ilk olarak, Bo~
navita ve Scardi (1958 ve 1959) tarafindan gdsberilmistir. 1960
senesinde de bu reaksiyondan istifade ederek fluoroumetrik metod.
geligtirmigtir (Bonavita, 1960). Piridoksal potasyum siyantr ile
piridoksal siyanhidrit verir ki.bu bilegifin 0.01-0.50 meg / nl
konsantrasyon araliffanda gosterdifi fluoresscns lineerdir, Neto-
dun avantajr piridoksal ve tiirevleri ig¢in spesifik olumasidair,
Ancak piridoksin mangan diocksid ile piridoksale oksid..enip; pi-
ridoksaminde pH 7,4 de aliminyuwm tuzlari bulunan ortamda gliok-
silik asidle piridoksale ¢evrilip, bu metod ile tayin edilebili: .
(Teopfer, Polansky ve Hewston, 1961) ., Bu tarihten sonra metod
Uzerinde, cesitli aragtirmalar ve tadiller Yapirlmigtar (Kurioké
ve Makira, 1969 Adams, 1969; Takanashi ve Tamura, 1970; Snith

ve diz., 1971),

4- Polarografik Metodlar :

B6 vitamininin polarografik tayini ﬁzeriﬁe ¢esitli arag-
tirmalzr yapilmistir (Lingane ve Davis, 1941; Knobloch, 1947;
Nakay, 1960). Ancak piridoksinin farmssdtik prenaratlarda pola~
rografik tayini 1961 senesinde gergeklestirilumistir (Manousek
ve Kocova, 1961). Tayin piridoksinin amonyak - amonyum klorir
Garwponu iginde redilksiyonuna ve veronal tamponunda (pH = §,3)
katalitik fazinin olusumuna dayarir, Enjeksiyon ¢bzeltilerinde
1.1077%M ve tabletlerde 8.10™%u konsentrasyonlar da galigilabi-,
lir. Kapilerin damlama zamani 3-4 saniye ve akig hizi da’2—6 ng/

saniye olarak verilmigtir, Polarografi hiicresine S‘ml cozeltl



ve 5 ml 0,2 M awonyak - amonyum klorlr tauponu (pH = 8.7) konu-
lur, Téyinler azot gazi altinda yapilmigtir,

Diger bir ¢aligmada piridoksin, piridoksal, piridoksamin‘
ve fosfat eksﬁrelerinin polarcografisi incelenmigtir (ManuSek wve
Zumen, 1974, Piridoksinin, tetrametilamonyum bromiirdeki % 1 1lik
¢ozeltisi, -2.0 voltluk ysriu dalga potansiyeli gésterir. Piri-
doksal ~5- fosfat ise hem asidik hemnde bazik ¢Ozeltilerde, po~
larografik dalge verir. Ancak yaraim dalga potansiveli pH ile
orantilidir., pH arttikeca yarim dalga potansiy=li de negatif ta-
rafa kavar.

Piridoksin hidrokloriir i¢in en uygun elektrolit olarak
jelatin intiva eden % 1‘lityum klorir ¢dzeltisi bulunmustur, Bu
¢Ozeltide piridoksin hidrokloriiriin yarim dalga potansiyeli -1.47
volttur,

dnriquez ve Kubac (1962) B- kompleks vitauinlerin, Mano-
uSek ve Puman (1964) piridoksin ve tlrevlerinin, Masukawa, Furu-
gakl, lonaksz, Tedashi ve Okuuurc (1968) piridoksal ‘homoéisteinin,
Parrak ve Oravecova (1969) B6 vitarinlerinin, polarografisi ilize-
rinde galigmiglardair.

Kravchenyuk ve Miskidzhyan (1967): Zuwan (1973) vitamin-
ler, alkoloitler, hormonlar, glikozitler, sulfamitler ve antibi~

otiklerin polorografik tayinlerini derlemiglerdir.

-5~ Titrimetrik Metodlar :

Pharm.T. 1974,U0.8.P, XVIII'e gdre, susuz ortamda O,1N
perklorik asid ile titrasyonda, piridoksin hidroklorir glasiel
asetik asid ve asetik asidli civa agetat karigiwinda hafif isi~

tilarak g¢bziilir. 15°C ye soputulduktan sonra kristal viyole



indikatorine kars:r 0.1W perklorik asid ile titre edilir. 1 ml
0.1N perklorik asid 20.56 ng piridoksin nidroklorire ekuvalan-
dair. Ayni metod ile piridcksal hidrokloriir de titre edilebilir.
1 ml 0.1N perklorik asid 20.363 ng piridcksal hidroklorire esku-~
valandar, Llopis (1955); Ikram, Miana ve Islam (1963) uetodu
tadil edip kullanmiglardar.

By vitamini fenolik grup ihtiva ettifinden, bromir ¢tzel-
tisi ile tifre edilmesi nimkin olur. Bunun ig¢in madde veya pre-
parat suda ¢Ozllur, tzerine fazla miktarda standard bromat ve
bromur ¢ézeltileri ilave edilir, asidlendirilip, 45 dakika bek-
lenir, bellil uiktar standard potasyum iyodiir ¢bzeltisi ilave
edilir ve 5 dakika sonra 0.1N tiyosiilfat ¢Ozeltisi ile geri tit-
re edilir (Szabc’e, 1953; Takeuchi, XKawabata ve Iwesa 1968).

Saxuia (1970) B vitamini altin klorir ile, alkali ortam-
da, titre ederck tayin etmigtir., Vitamin By ¢Ozeltisi lizerine
fuzla niktarda standard altin klcrir ¢dzeltisi ilave edilip 1si-
tilir, ¢oken altin klorir ortam asidiendirilip n-fenilantranilik
asid indikatoriune kargi standard seriksulfat ¢dzeltisi ile geri
titre edilir. Qoken altin kloriir okside olan B6 vitaminine eku-
valandir.

Ayrica literatiirde By vitaminlerin hidroklorir tuzlari-
nin, ihtiva ettigi kloririn titrasyonuﬁgpgeti ile miktar tayi-
ni de kuyrtlidar (Anastesi, lMecarelli vejNeEbue, 1952; Kieflin
ve Sunanoviée, 1958).

Abramove (1969) tiyamin hidrobromiir ve piridoksin hidro-
klorir igin, sodyum nitrat kullanarsk, ewperometrik titrasyon

metodu geligtimuistir,
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b~ MikrobiyoloJik ve Enzimatik Metodlar

Vitanin B6 grubunun mikrobiyolojik tayini, ilk defa At-
kin, Schulz, #illiams ve Frey (19%3) tarafindan gergeklegtiril-
migtir. Bugin Bg vitaminiuin‘mikrobiyolojik tayini igin ¢ok sa-
vida mikroorganizmadan istifade edilmektedir. Bumlar Saccharo-
myces carlsbergensis (Atkin ve dig., 1943}, Neurospora sitop-
hila (Steokes, Larsen, Woodward ve Foster, 1943), Streptoccoccus
faecalis R, (Rabinowitz ve Snell, 1947), Lactobacillus casel
(Rabinowitz, Mondy ve Snell, 1948), Esherichia cali (Diding,
1955) ve Tetrahymena pyriformis (Baker ve Scbotka, 1962) dir.

Saccharomyces carlsbergensis piridoksin, piridoksal ve
piridoksanin ve fosforlu tlirevierine kargi hemen hemen ayni ak~
tiviteyi gdsterir; bu nedsnle total vitamin B6 tayininde kulla-
nilir, Streptococcuc faecalis ile piridoksal ve piridoksamin
tayin sdilebilir. Lactobacillus casei ise piridoksal igin gzel-
dir. Beurcspore sitophila ile tayinde piridoksin, piridoksal,
piridoksamin, piridoksal fosfat, piridoksamin fosfat ayni akti-
viteyi gosterir. Ancak 5 gin inkiibasyon siiresine ihtiyag¢ olmasi
ve metodun zorlufu, kullaniluasini kisitlsuwistir. Tetrabymena
pyriformis bhiycolojik materyallerde Total vitauin B6 tayini igin
kullsnailmigbar., Uzun zaman almss: ve piridoksinin, piridoksamin
ve piridoksale nazaran daha az aktif bulunmasi, bu metodun da
xullanilmasini kisitlamigtir. Piridoksin bulunmayan bitkisel
materyallerin tayininde kullanilabilir.

Litarétﬁrde Saccharonyces carlsbergensis kullanilarak
vapilan mikroblyolojik tayinlerin gesitli tadilleri vardar
(Clegg ve Hinton, 1958; Toepfer ve dié., 1861; Osaka, 19663

Thiele ve Brin, 1966; Wyszkowska, Tautt ve Tuszynske, 1967;



et

Oshiba ve Kawalita, 1967; Toda ve iatsuda, 1967; Kawassaki, Kishi
ve Nishihara, 1968; Fawasaki, Nishihasra, Nagemo ve Kordo, 1968;
Pantorin ve Secomska, 1969; Brin, 1970; Teopfer ve dig., 1970;
Takako, Tahru, 1972 a ve b),

Krueger ve Peterson (1945), Haskell ve iallnoefer {(1967);
Anderson ve Cowan (1968}, Lactobacillus casei metodun:, McCoy ve
Snyder (1952), Krueger ve dig., (1945); ﬁaskell ve dig., {(1967)
Btreptoceoccuc fagcalis metedunu gegitli gekillerde tadil edip
kulilsnmglardar.

Ayrica literatirde vitamin B6 fayini igin bu wmetodlarin
kullanlldmgl cok sayida ¢alisme kayatladir (Knorr, 1949: Jones
ve Norris, 1950; me;sel ve Fomoshchnikova, 1952; Fukui, 1953;
Jones, 1954; kayer, Burlet ve Faudl, 1955; Parrish ve Loy, 1955;
Powoshehnikova,1956; Psrrish ve Doy, 1956; Clegg ve Hinton,l1958;
Princivalle, 1958; Loy, 1958 ve 1959; Adrian, 1959; Buse, Mukher-
Jjeé, Des ve Dutta, 1961; Jright, 1961; Jright, 1962; Kniewald ve
Mildner, 1962; Wulkberjse ve Dubtta, 1962; pdase, Lukherjeé ve Dutsa,
1963; Eruchakova imudchenko, 1964; Sato, Itagaki, 1966; Iwai, Oki~-
naku, Yokomizo, 1967; Yamada, Inakeshi ve Tesukahara, 1967; Ita-
gaki ve Tsukara, 1967; Adrian, 1967; Camagnil, 1968; Isaac, 1968;
Yamada, 196%9; Rappe, 1969; Berg ve FPehagel, 1972; Swith, 1973;
Appleyard ve Stanley, 1973). Bu konuda gesitli derlemeler de ya-
pilmigtar (Novak, Gama, Liuzzo ve Rubloff, 1953; Ostrowski, 1954;
Kjellwan, 1960; Filojdic, CGruner ve Urancic, 1961; Thoss, 1964;
dright, 1967; Oberzill, 1968 a ve b; Kiyazawa,1971).

Piridoksal fosfat bir gok enzin kompleslerinin koenzimi
oldugu igiﬁ, gesitli enzimutik metodlar ile, masddenin tayin edi~

lebilecegl duguntlebilir, Bugine kadar iki enziwstik metod ge-
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ligtirilmigtir., Bunlardan biri tirosin, dekarboksilaz tesiri ile
karbon dioksid tegekkiiline (Umbreis, Bellamy ve Gunsalus, 1945),
difileri de tiriptofanin tiriptcfanes kabalizi ile indol, purivik
asid, ve awmonyak tegekilline (Wada, Morisue, Sakamoto ve Ichihaw~
va, 1957) dayanir. Bu konuda diger arastirmalar varsa da, bu iki
wetod kadar hassas netice vermemcktedir (La Due, wWrdblewski ve

Karmen, 1954; Holzer, Gerlach, Jacobi ve Gnoﬁh, 1958; Maruyams

ve Coursin, 1968),

c- Biyolojik Hetodlar :

Vitamin B, etkisi gbsteren bilegiklerin, biyolojik aktivi-
telerl sigan akrodinia deneyi (Helliday ve Zvans, 1937); civciv
ve sigan blylime deneyl (Sarma, Snell ve Elvehjem, 1946); kan hiic~
re transaminaz Jeneyi (Cabaud, Leeper ve wroblewski, 1956) ve
triptofan yikleme deneyi (Kdrner ve Novak, 1966) ile tayin edilir.

Sicanlar E6 vitaninsgiz diyet ile beslenince, karakterise
tik recksiyon (cilt lezyonu) weydsna gelir, akrodinia adi veri-
lir, Bu semptomlari yok etmek igin verilmesi lazim gelen vitawin
Be wiktarinin oulunmasi, si¢an skrodinia deneyinin esasidar. An-
cak metodun birgok bakimdan tenkit edilmesi (Szrna ve digg., 1946),
sigan ve civeiv biylime tayininin geligmesine sebep olmustur. Bu
tayin, ¢Uzsliti veya enjeksiyon yoluyla, sigan veya civeivlere
verilen vitamin B6 aktivitesi pgosteren bilesiklerin, bilyime ilize-
rinde mol/mol olsrak, biyolojik aktivitesinin &lgiilmesine; trip-
tofan yikleme deneyil ise, triptofan yiiklenmeden ve yiklendikten
sonra, ksanturenik asid Sﬁlnglnlnloranlﬁln, vitamin BG yetnez-

liginin kriteri clmasina dayanir.



Titeratiirde tayin ig¢in kullanilan hayvanlarin diyétini,
wetodun gegitli durumiara gdre tadilini ve bu metodlara mukaye-
sesini konu alan 5irqok calisma vardir (Arima, 1950; Coates,
Tord ve Harrison,1952; Tamura, Tsunada, Miyazawa ve Kirimura,
1952; Furtaev, 1953).

B, aktivitesl glsteren tabil droglarda,bafly veya serbest
vitanin E6 tirevlerinin biyolojik metodlar ile yapilabilirse de,
deneylerin oldukga uzun zaman alwasi, pahall olmasi kullanilig-
larini kaisitlamisbar. |

Pe B, VITAMINIVIN smABILITEST

3
Konu ¢egitli bagliklar altanda incelenecektir Bunlar

B~ B6 vitamerlerin stabilitesi
b~ I~ kowmples preparatlarinda B6 vitamininin stabilitesi

¢~ Multivitamin preparatlarinda B6 vitamininin stabilitesi

3~ 86 Vitamerlerin Stabilitesi

Piridoksal ve piridoksamin birg¢ok mikroorganizma {lizerinde,
piridoksine nazeran daha sktiftir. Ancak. 1leride lzerinde duru-
lacaZl gibi, bu iki maddenin de piridoksine nazaran ok dayanik-
s1z bulundufu ve insanlar iizerindeki aktiviteleri arasinda, ba-
riz fark gérilmedifi i¢in, galenik preparat hazirlanmasinda piri-
doksin ve ¢dzintirlik bakimindan de. bercihan hidroklorir tuzu kul-
lanilair. |

By vitamerlerin stabilitesi Uzerinde igigin dnemli etkisi
oldugu ve pargalanma somucu ¢Ozeltilerinin sari renk aldifa, da-

ha bu maddelerin sentezi gerceklegtirilip, yapileri aydinlabal-
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madan belirtilmigtir (Gybrgy, 198%). Tiridoksinin 1gipa karsa
hassas bulundufu, bilhassa ndtral ve alkali pH'lards. 181k ﬁeu
sirinin ¢oi daha belirgin oldugu, Lochberg ve aig. (1944 ¢) ta~
rafindan, ifade edilumistir. Buna karsilik O.1N hidroklorik asid
ile hagirlanan preparatliarda, isik tesiri ile par¢alanmanin,

gok zaz oldugu gbrilmigtir. Bu bulgular Carpenter ve Strong (1944)
tarafindan da dogrulanmigtir. Cunninghom ve Snell (1945) piri~
doksin, piridoksal ve piridoksgmin lzerinde, 1sik etkisini in~
celermigtir., pH 9 ila 13 arasanda ki gozeltilerinin,bir saat di-
rekt gines 15141 altinda tutulmas: sonucw, her 3 maddenin de

/% 99' dan dsha fazla oranda inaktive cldugunu; pll 3 ve 1°'de ise
inaktivesyonun piridoksin ig¢in % 39 ve % 30, piridoksamin igin
% 95 ve % 84, piridoksal igin de % 93 ve % 27 oraninda bulundu~
gunu belirtmiglerdir. Netice olarsk da, bu % maddenin ndtral ve
kalevi ¢ozeltilerde ok kisa strede inaktive oldufu, buna kar-
$1lik piridoksin ve piridoksalin 0.1F asidlerde oldukg¢a dayanik-
11 kaidigi, bu pargélsnmalarda oksijenin etkisi gormilmedigi,
agiklanmigtar,

Adler ve dig., (1950) piridoksamin ¢ézelbileri irradiye
edildigi zaﬁan, antibakteriyel aktivitenin dnemli 8lglide artti~
Zini, 293 nm' deki karakteristik absorbsiyon maksimesinin kay—-
boldufunu, 220 nm' de yeni absorbsiyon maksimasinin meydana gel-
digini, aseton ile ¢Sktiiriilebilen bu maddenin isivya karsi daha
dayanikliy pulundugunu, kuvvetli kalevilerle muamele edilince
aconyak agifa giktifinl gdstermiglerdir, Piridoksinin absorbsi-
yon spektrurunda ise bu gekilde bir degigmeye raslanmamlg, ancak
antibakteriyel aktivitedeki artmanin, ayni resksiyonun bu maddede

de meydana geldigi intibagini uyandirdigi belirtilmigtir.
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Morrison ve Long (1958) piridoksai ~5- fosfat monohidra~l
tin 100 ml distile sudaki ¢dzeltisinin, »ir saat parlak yaz gii-
negi altvinda tutuldu’u zaman, maddenin hemen heuen tamamen par-
galandigini, 337 nm' deki karakteristik absorbsiyon maksimasinin
kayboldufunu ve 288 nm' de yeni bir absorbsiyon maksimasi meyda-
na geldigini belirttiler. Bu ¢dzeltiyi Amberlete XE-97 iyon de-
gigtirici reg¢ineden gegirerek, piridil (5,5'-bis (dihidroksifos-
foniloksimetil)~5,3'—dihidroksi-2,2'«dimetiln434'~piridil) ve az
miktarda da 4-piridoksik asid -5- hidrojen fosfat tegekkil etti-
gini, foto par¢alanma esnasinda vasattan devamla oksijen gegi-
rilince, karboksilik asidin tek mahsul olduffunu, gosterdiler.
Daha sonra da, ayni degigime Yenmada ve Tanaka (1965) isaret et-
tiler,

Shircishi ve Hayakawa (1961) Bg vitaminleri ve 4-piridok-
sik agldin pE 3.0, 7.0, ve 9.0' da.sudaki ¢ézeltisini gunes 1gi~
g1 altinda tubarak, stabilitelerini inceledi. Piridoksin ve piri-
dokseminin asid vasabta oldukca dayanikla oldugunu, buna kargi-
11k piridoksalin pl’ ya bafli olmadan parcalandigina, bu rarga-
lanmada oksijenin etken oldufunu ve bakar iyonlarinin pargalan—
zayyr katalize etmedijfini belirttiler. (dzeltidsn asetik asid ve
azot ihtiva etmiyen, Fehling ¢dzeltisini indirgeyen aseton ve
fosfotungustik asid ilavesi ile ¢oken, kirmizi kahverengi bir
madde tecrit ettiler.

Tkeda ve dig., (1968) nStral piridolsin ¢dzeltilerini,
2537 A° dalga boyunda igik veren ultra viyole lambasi altinda,
irradiye ederek, pargalanmay:r kagrt kromatografisi ve iyon de-
gigtirme krouatografisi ile incelediler. Aerobik sartlards, pi-

ridoksin - piridoksal — 4~ piridoksik asid {(4- piridok-~



sik asid lakton) —— 4,5 ~dipiridoksik asid fe piridoksin ——
isopiridoksal - 5- piridoksik asid (5~ piridoksik asid lakton)
— 4.5 dipiridoksik asid séklinde; anaerobik sartlarda ise pi-
rideksin dimsre, parcalandigini; 4,5~-dipiridoksik asidin de daha
ileri kademelerde amonysk, asetik asid ve karbon diokside parga-
landagini bildirdiler.

Ahrena ve Korytnyk (19693); Asshi, Terao, Fujita ve Mura-
natesw (1969); Reiber (1972) piridoksazl ve fosfat tiirevlerinin
fotoparalanuasinda piridil ve 4-piridoksik asidin ana pargalan-
ma Urinleri bulundugunu, pargalanmada ara mahsiillerin kirmiza
renkte bir radikal oldufunu, ince tabuka kromatografisi, iyon
degisim kromatografisi ve maddelerin UV, ESR ve NMR spektrumla-~
rindan faydalasnarak gosterdiler.

Magukawa, Furusaki, Ueda ve Okunmura (1968) piridoksal ve
homosistelin tirevinin stabilitesini mukayese ederek, niridoksal
homosisteinin metanclds dayanikli cldugunu, piridoksalin ise 1gaik
tesiri i1le warcolandifainy gbsterdiler. Ancak sulu ortamda ise,
piridoksin homosisteinin hidroliz olarak, kisa sUrede par¢alane .-
digina iszret cttiler.

Galatzeanu ve Ferenc (1966) B6 vitaminleri iizerinde gana
1ginlarinin, Nakken {(1966) ve Ladner (1966) ¥-iginlerinin etki-
‘sini incclemislerdir.

Keresztesy ve Stevens (1938); Hoclhberyg ve dig. (1944 c¢);
Carpenter ve dig. (1944) B, vitamininin, nétral ve alkali cbzel~
tilerde kisa sirede pargalandifina, buna kargilik O.1N hidroklo-
rik asid iginde pargalanmanin ¢ok az olduguna, deney azot atmos-
feri altindz tekrarlandiffs zaman Qenzer neticelerin elde edildi~

gine, bu neden 1lle par¢alanmanin fotolitik oksidasycn neticesinde



olmadigana igaret ettiler, Cunningham ve dig. (1945) By vita-
minlerinin parc¢alanmasiy Urzerine pH' nain etkisini gostermek gaye-~
si ile piridoksin, piridoksal ve piridoksamln ¢oOzeltilerini

(pE 1.0, 3.0, 6.8, 9.0, ve 13.0) {li¢ saat labaratuvar 1gifi ve

2 saatte direkt glines 1sigi altinda tuttular, Piridoksamin bi-
tin pE'larda % 855 den fazla oranda parcalandifini, piridoxsi~
nin pH 1.0 ve 3.0' de, piridoksalin ise pE 3.0' de dayanikla
bulundufunu belirttiler, Shiroishi ve dig., (1961) ise piridoksin
ve piridoksaninin asid vasatta oldukqga dayanikli oldufunu, piri-
doksalin pargalanmasinda pE' nin etkisi bulunmadiffini, oksijenin
etkisi ile parcalandiffini gotsterdiler. Reiber (1972) piridoksa-
1in 1g1fa bagll pargalanmasinin azot altinda g¢aligarak onlenebi-
lecegini, oksijen mevcudiyetinde. foto pargalanma sonucu, 4-pi-
ridoksik asid tegekkil ettifini belirtti,

Negore, iki, Ueda, Okada {1959) By vitemininin asid pH'
larda dahi inanildaig: kadar dayanikli olmadifina, oksijen bulu-
nan orbtaunda zamanla sacvardigina, sararmanin en fazla pH 5.5' da,
maddenin yapisinin defismesinden lleri geldifine. igaret etti;
ler, Bu bulgular Ahrens, Maass, Schuster ve Jinkler (1969) tara~
findan da dogrulanda.

Nikolov ve Nedelewa (1966) BG vitamini igin, optimum pH'
mn 2,8-%.0 cldugunu ve bu pH'da stabilizan olarak sodyum bisiil-
fit ihtiva eden ampullerin, aseptik gartlarda doldurulmasini sag-
1xk verdiler.

Isinan piridcksinin stabilitesi lizerindeki etkisi, ilk
olarsk 1941 senesinde gdsterilmighbir (Harris, 1941). Piridoksi-
nin ndtral ¢dzeltilerinde bulunan totomeri (Harris, 1940) ile,

diger bir molekiiliin aktif 4- hidroksimetil grubu, otoklav steri-



lizasyon §artlar1nda reaksiyona girerek, bir mol su agifa ¢ikar
ve piridoksin dimer, isinan daha fazla yikseltilmesl sonucu iée,
yiksek polimerler meydana gelir. Bu maddelerin yapisi aydinla-
tilmas: igin, aragtirwslar yapileig (Hittenrauch ve Zahn, 1966;
Hattenrauch ve Timmler, 1967) piridoksin dimerin, bis- { 2-ma-
til -3~ hidroksi -5~ metilolpiridin~ (4.4') 1 glikol oldugu gos-
terilmistir. Ancak asid pH' larda bu maddenin tegekkiline dair
kayit yok&ur. Harris (1941) maddenin aktivitesinin, piridoksine
nazaran 40 defa daha az oldugunu belirtmigtir. Carvpenter ve dig.,
(1944) piridoksinin 1 N sodyum hidroksiddeki ¢dzeltisinin, 15
dakika 15 pound basing altinda otoklavda sterilizasyonu sonucu,
piridoksine nagaran Lactobacillus casel suglarinin buylumesini,
2.5 misli artiran bir maddenin nmeydana geldigini belirtmiglerdir.
Ancak Hochberg, Melnich ve Oser (1944 ¢) piridoksinin 15 dekika
15 peundrﬁaSlBQ altinda 1 N hidroklcrik asid veya 1 N sodyum hid~
roksid igindeki gozeltilerinin otoklav ile sterilize edilmesinin,
piridoksinin aktivitesi uzerinde etkisi olmadifgini belirtwmigtir.
Tkreda ve diZ. (1968) piridoksin dimerin anaerobik sartlarda sak-
lanan preparatlarda meydana geldigini bildirmislerdir,

Isiktan korunan piridoksin ¢dzeltileri lzerinde, normal
depolama hararetinin etkisi olmadify Dbir ¢ok aragtlrlc; tara-
findan belirtiludstir (Wokes ve Norris, 1956; Hording, Plough
ve Friedemenn.1959; Tsmada ve dif., 1965). Nikolow ve 4ig.(1966)
Piridoksin ¢lzeltilerinin pE 2.8-3.0' de tamponlanmasinpi, stabi-~
lizan olarak scdyum bisiilfid kullanilmasaini ve doldurulmanin
aseptik sartlarda yapllmasinl saglik vermigtir. Gorner ve Orav-
cova (1970) 20, 30 wve 50?0' de suttozu hazirlanmasinda vitawin

B6 kXaybinin yitizde 3.9-19.,7 arusinda degligtifini ve kaybin piri-
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doksinin, piridoksal sisteumine ddnilismesi suretiyle oldugunu ile-
ri slrmigbiir. Feldheim (1971) B vitémininin stabilitesi ﬁzerine
isinan etkisinil inceliyerek,preparatlsrin 100°G* de sterilize
edilmesini, ancak bu gsartlarda dehi bir miktar aktivite kayba
olacagini belirtmigtir. Franjo ve Qlivera (1971) B6 vitaminini
50~90°C arasinda ki akbivite kaybini inceliyerek,;bulgulariny ki-
netik clarsk deferlendirmiglerdir.

Be vitanini nitrik asid bulunan ortamda ¢ok kisa siirede
- inaktive olur, Bu nitrik asidin oksidatif etkisindedir (Hochberg
ve dig., 1944 ¢; Cunningham ve dig., 1945). Nitrik asidin oksi-
datlf etkisine en hassas olarak piridoksamin ve en dayanikli ola-
rak da piridoksal bulunmugtur,. Bu pargalanma sonucu meydana ge—
len wmaddeler, Gibbs reaktifi ille recksiyona girmedifi belirtil-
migtir (Hochberg ve dif., 1944 b).

Piridoksin kalevi ortamda, mangan dioksid etkisi ile par-
galanmaz (Eochberg ve dif.,, 1944 a; Cunningham ve dig., 1945),.
Ancek asidik g¢ozeltilerde oda tbenparatiirinde dahl, kisa siirede
pargailsnir (Snell, 1944; Hochberg ve dig., 1944 a; Cunningham ve
dig., 1945), Hidrojen peroksid ise B6 vitamérleri dsha ytksek
1s1larda pargalar, Mesela 2500 de potasyum permanganat etkisi
ile bir saatte % 99 oranminda pargalanma gdrilir. Ayni sartlarda
ve d6rt saatte hidrojen peroksit tesiri ile, ancak % 56 oraninda
kayip oldufuv belirtilmistir.

Oksijenin etkisl incelcndigi zaman, bu maddenin piridok-~
sin ve piridoksaminin pargalanmulari lizerinde etkisi olmadigx,
ancak piridoksalin pargalanmesini hizland:rdif: belirtilmigtir
(Cunningham ve dig., 1945), Oksijen bulunan ortamda igik tesiri

ile piridoksin hidroklorir % 49, piridoksauwin % 91, ve piridoksal
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% 76 oranminda, oksijen Dulunmayan ortamda ise piridoksin hidto-
kloriir % 56, piridoxsamin % 89, piridoksal % 55 oraninda inalk—
tive oldufu belirtilmigtir,

B6 vitamininin fosfat tirevlerinin asid ve alkali hidro-
1lzi gegitli gartlarda incelenmigtir (Peterson ve dig,, 1954),
Bu li¢ vitamerden piridoksal fosfat hidrolize en hassas olarak
bulunmasina ragumen, buzdolabinda saklanan sudaksd gozeltilerinde,
o4 sin sonunda , 2 oraninda inorganik fosfor tespit edilmigtir,
K hidroklorik asid iginde bulunan ¢dzeltilerde ise bu degerin,
pirideoksal fosfat igin % 9 ve difer vitamerler igin de % 1 ol-
duffu gorilmigtiir. Ancak N sodyum hidroksid iginde ise, hidroli-
ze cn mukavin madde olarak piridoksal fosfat bulunmustur,

Funs, Sunduram, Zoch ve Sneil (1963) Be vitamininin mike
robiyclojik pargalasnmssinl incelewislerdir.

Heta ve dif., (1966) ve Adams (1969) piridoksal ve fosfat
tﬁrevinin sodyum bisiulfit ile reocksiyona girorek 4~hidroksi sule-
fonik asid tlrevinin meydana gelecefini ve bu maddenin piridok-
sal ve piridoksal fosfate nazoran daha dayanikla oldufunu belirt-
miglerdir.,

Nikolov ve dig. (1966) vitamin B6 ampullerin stabilitesi
lUzerine pH, temparatiir ve stabilizanlarin etkisini inceliyerek,
% 2.5 ~ 5.0 visanin By ihtiva eden ampullere.% 0.1 oraninda sod-
yum bisilfitin stabilizan olarsk ilavesini, pH' nin da 2.8 -3.0
arasindza tutulmasini ve aseptik sartlarda galigzlmasini, saflik
verdiler. Stabilizan olarak incelenen rongalitin vitamin B6 ile
sterilizasyon gsartlerina gire ¢dkme veya bulaniklik verdigini

belirttiler,
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Fumito, Matsuura, iLiyao ve Naito (1l964) piridoksal fos-
fatin pE 7.0. 0.1 ¥ Sirensen tamponunda, 1-4 mol sodyum mefabi-
sulfit ihtiva eden ¢dzeltilerin, 40°¢' de 30 glin dayanikli oldu-~
gunu; Mesami, Toshimitsu ve Isao (1968) 10 ng piridoksal ~5-
fosfatin 2 wl pE 7.0 0.1 U SoOrense¢n tamponunda, 3.6 - 7.2 mg
sodyum metabistilfit ihtiva eden ¢dzeltisine 6.8 - 13.6 mg glu-
koz ilave edip, slizialdlikten sonra renkli zmpullere doldurulunca
5000' de 10 gun scklama gsonucy,piridoksal fosfatin % 25 oranin-
da kayba ugradifini, sodyum mebtabislilfit bulunmeyan ampullerde
ise bu kaybin % 65 oraninda oldugunu belirtmislerdir, Aynmi sart-
larda hazirlianip azob gazl geg¢irilen ampullerde ise kayip % 5
oraninds bulunmugtur., Tashiaku (1S71) % 5 piridoksal fosfat ve
% 0.25 valin ihtiva eden liyofilize ampullerin 50°C' de 7 giin
tutulduffu zaman kaybin, % 3.8 oldufunu ifade etmigtir. Masukawa
ve dig. (1968) piridoksalin homosistein tiirevinin susuz ortamda
dayanikli cldugunu; XKamatsu, Abe ve Vavanabe (lQ?Oj l g piri-
doksal fosfat, 0.7 g sodyuwm silfit ve 0.25 g borik asidin 80 ml
suda ¢Ozulip,% 5 lik sodyun hidroksid gozeltisi ile pH 6.5' a
ayarlanip, 100 ml ye tamawlanan ¢dzeltileri, renkli ampullere
azot gazi altinda doldurulmasi sonucu, 20%¢' de 6 ay scnunda
kayip tespit edilmedigini belirtmigtir., Asabi ve dig. (1969)
piridoksal fosfatin Uorik asid bulunan ortamda i1gik ve 1siya
¥argi dayanikli oldufunu gostermigtir. Sadakichi(1971 piridok-
sal fosfatin sodyum silfit, sodyunm bisilfit veya diger siilfit
veren maddcler bulunan ortanda hezirlanip, odun komiirinden siizii-
len ¢ézeltilerinin renksiz oldupunu belirtmistir. Shiroishi ve
dig. (1961) piridoksin ampullerinin borik asid ile; Masukawa,

Furuseki, Shigenska ve Okumura (1963) homosistein veya homosis-—
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tein tiyol lakton ile; Toyao, Haoki ve Akira (1971) wetiyonin
ile stebilize edilebilinecegini belirtmiglerdir,

Bald, Amer ve Girgis (1969) gesitli antibiyotikler ihbti-
va eden, piridoksin hidroklorir kspsiillerin stabilitesini ince-

leuiglerdir,

b- DB-Koupléks Frepuratlarinda B6 Vitauininin Stabilitesi:

B6 vitsumerlerin B—komples vitaninieri ile birlikte bulun-
dugu prep.rstlarin stabilitesi, genis bir sekilde incelenmigtir.

Terp ve Trolle-lassen (1952) tiyamin hidrokloriir, ribof-
lavin, piridoksin hidrokloriir, niasinamid ve kalsiyum pentotonat
intive eden ampul ve suruplarin stabilitesini rH 4.8' de incele-~
mlg, piridoksin hidroklorliriin zmpullerde 1 sastte 100°C' e
% 0.0 ve 120°C' de Ge % 5.0, sikloserin ve scdyun stlfat ihbiva
eden suruplards ise 22°¢C' de 90 glinde % 1, 147 giinde % 4 kaybs
ugradigl Tespit ebmiglerdir.

liacek ve Feller (1955) 15 meg vitanmin Byss 10 mg vitamin
By, 0.5 ug vitawin by ve 5 mg vitamin By 1bhtive eden ¢izeltile~
rin stabilitesini, oda temparatiiriinde incelenis, en dayaniksiz
olarak vibawmin Bl ve vitamin B12 bulunmustur. 36 vitamininin ise
oldukga dayﬁnlkll oldufu belirtilmigtir.

Prista, lorgadc ve Guerra (1956) B komples prepafatlar1~
nin hazirlanmasi ig¢in en uygun pH'nin 5.5 olduwjunu ve preparat
laran 100°C' de 30 dakika sterilize edilimelerir’ tavsiye etmig~
lerdir,

Sibi, Batcu ve Trandofer (1958) 1sik bulunan ortamda vie
tamin B, ve vitamin BG' nin ilk bagta okside olarak formazona.

bilahare hidrojenasyon sureti ile tetrazolyuma degigbigini,



ancak vitauwin By bulunan ortamda, bu wadde tiyokrowa déniigece—
gindef. reaksiyonun yirtmsyecefini, belirtmistir,

Agrawal ve Rao (1961) viboumin Bl, vibalin BE’ vitamin B6
ve niasin awid ihtiva eden guruplards, vitamin Bl'in pargalanma-~
sinin,vitamin By bulunan ortanlarda en az oldugunu ileri siirmiig-
tlr. Zoni ve Lazzeretti (1967) suspansiyon tipi B- koﬁples pre-
paratlarlna:suspénsiyon ajani olarak polivinilprolidon ilavesi-
nin stabiliteyi artaracafaini belirtmigtir,

Bojarski, Blitek ve Borkowski (1967); Beral, Murea, Russu
ve Tacob (1961) 3~ kompléks vitaminlserin renkli aupullsre konul-~
masin: ve fazla isidan kaginilmasini belirtmistir. Kassem, Rafa-
el, El-Soud ve sontasser (1970) livofilize halde hazirlanan B-
kouwpleks preparatlarinin, ¢dzeltilerinden on defa daha dayaniklay
oldufunu gosternigtir.

» Ghonelm ve Gobba (1971) parentral B- kompleks ¢8-

(]
[
-

Gal.
zeltileri lzerinde, 3 1 benzil alkol,?% 0.5 klorobutanol veya
klorckrezolun koruyucu etkisi olmadagina gostermigtir.

Fujita, Ackl, Asshi ve Fawajiri (1972) piridoksal fosfa-
tin, 1sifa rarsgy deysnikli olan hidroksikobalamin ¢ozeltilerinde,
paddenin fotoparalanuwasina sebep oldufuna isaret etuistir. Verna
ve Chsunan (1973) vitaumin By, vitauwin Bg ve hidroksikobalamin
ihtiva eden dayeanikl:r bir preparat hazirlamistir. Bunun ig¢in gem
getli stabilizanler aatioksidanlar, kelat tegkil ediei ajanlar
ilave edilmig ve preparatin pH' s1 4.3 - &4.4'¢ ayarlanmstir.

Stoyle, Ouells > ve Harus (1962), Hussein, Kassem ve Dar—
wish (1969), Kassex ve Durwish (1972) B- kompleks tabletlerinin,
Barasanove, Azhgikhin, Uwmanskii (1973) B- kompleks supozituvar~

lerinin staobilitesini incelemistir,
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c- Hultivitauwin Preparatlarinda Bg Vitamininin

Stabilitesi

© #mltivitanin preparatlarinda bulunan diger vitaminler ile,
B6 vitamininin direkt gegimsizligine dair literétﬁrde kayit yok-
tur.

Ito, Inawi ve Ohara (1954); Campbell ve licLeon (1955);
Utsumi, Tanska, Harada, Usuki ve Kuzu (1958); Iosikova ve Krauc-
hina (1959); Finzi ve Mattenzzi (1963); Uprety, Basu ve Rao (1963);
liartinez, Marzal (1967); Maeckawa ve Egawa (1972) multivitamin
¢Ozelti ve ampullerinin stabilitesini inceliyerek, kullanilan
vitaninler i¢inde vitanmin Bl; vitamin A ve vitamin 312 en daya~
niksiz olarak bulunmugtur. Vitamin B, ve vitapin BG igse olduk¢a
dayanikli garﬁlmﬁstﬁr; Finzi ve dig. (1963)' de bu preparatla-
rin liyofiiize halde hazirlanmasi suretiyle, en fazla aktivite-
nin elde edilecegini belirtmigtir.

.Parikh ve Frederick (1953%) yaptigy ¢aligmada, % 1 konsant-~
rasyonda nordihidroguaretik asid veya % 0.05 oraninda butilhid-
roksianisclur anticksidan olarak ve metil veya propil parabenln
de prezervatif olarak kullenilmasinin en iyl neticeyl verecefini
belirtmiglerdir. Ayraca g¢aliswada, guruptaki su wiktarinin, ve-
hikiil $ipi ve konsantrasyonuaun, pH'nin stebilite iizerindeki et-
kisi de incelenmigtir. Prista, Morgado ve Guerra (1956) multivi-
tanin preparatlarinin stabilitesini kinetik olarak inceliyerek,
“dayanikli cldugunu ileri siirdigid iki forumiil geligtirmigtir. Ka-
terbungskii, Konstantinousksya ve Zamlyanoi (1965) agzi siki bir
sekilde kapatilmig, renkli gigelerde saklanan, multivitamin pre-
paratlarinda fazla bir par¢alasnma olmayacaginiy belirtmigtir. Esh,

Som, Bhattacharya ve Bhattacharya (1963) pH'nin multivitamin



preparatlarinin stebilitesinde ki etkisini incelenisler, propil
gallat ve sistein hidrokloriir kullanilumasini tavsiye etmigler-
dir. Gupte ve Laloren (1964)'de multivitamin guruplariny stabi-
lize edebiluek ig¢in, propil glikol-polietilen glikol karisim:
(1 : 3), antioksidan ve kelat yapabilen ajznlarin kullanilmasi-
n1 saglik vermigtir. Sabri ve Rao (1965) multivitamin gurupla-
rinda, vehikiil olarak % 75'lik gliserin gurubu, stabilizan ola-
rak da propil gallat, metiyonin veya butilhidroksisnisol ve ke~
lat tegkil edici ajan olarak da etilendiamintetraasetik asid
kullanilmasinin,stabilite bakimindan en uygun olacagini belirt-
miglerdir. Lin (1972) multivitemin preparatlarindaki degisnele-
ri incellijerek, stabilizasyonuns galismigtir.

Hideyiekl, Kingaburo ve Teruo (19¢6); Cascioli ve dig,
(1971) U.S.P. IVIII' 4da kayitliy dekavitauin preparatinin ve mul-
tivitanin graniilelerinin hazirisnigi ve Stabilitelerini incele-
niglerdir,

Multivitamin preparatlarinin stabilizasyonu igin ¢ok sa-
yida patentli galigms da vardar (Takahashi ve dig., 1953; Wojens-
ki, Jaskulski, Baryla, Florezuk ve Krowcezyuski, 1962; Igoda,
1966; Hackbart ve Welss, 1967; Cavill ve Magid, 1969; Reiser,
Fook ve Eidebenz, 1970; Magid, 1972).

 Hiittenrauch (1968); Iutousky (1969); Ben, Rub-Saidac ve
Ciocanelea (1972); Saxena (1972) vitauin preparatlarinda stabi-
liteye etki eden faktdrleri ve bunlara bagli olarak meydsna ge-
len kimyasal degismeleri kapsayan derleweler Yapmiglardar,

Olszewski, Krutel ve Tarantowicz (1973) vitamin preparat-
larinin nikrobiyolojik kontaminasyonunu ve stabilite iizerindeki

etkisini incelemiglerdir,
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Sina, Kassem, [brahim ve Attilla (1973) polietilen kaplar
i¢ire konap vitawin preporatlarinin stabilitesine, polietilenin
etkisini incelemiglerdir. Qallsméda ayrica polietilenin antimik-

robial ajanlar lizerindeki tesiri de iglenmigtir.

G- SODYUK NOVAMIWSULFONATIN GENZL OZELLIKLERI VE STABILITESI:

a- Gunel Ozellikleri :

Sodyum novaminsiilfonatin kimyasal yaplsl,(a,ﬁ-dimetil~5~
okso-~l~fenil-3~pirazolin-4-il } netilawinosulfonik asid sodyum
tuzu (015H16N5048Na) olup, molekiil agarligi 351.4 diir. Qegitli
kKaynaklara gdre farkli gekilde isimlendirilmekte ve defigik pa~
tent isimleri ile anilmektadar : Novalgin, Metawizol, Sulpyrin,
Analgin, Dipyron, Methanpyrone, netil melubrin, so>dyum norami-
dopirin metansulfonat gibi. |

-
C-LB

CHz N
| \CE.,.80.Fa
: 27773
i t
CEs-N 0

Sodyum novaminsulfonat 20 kadar degisik ofisinal isim al-
tinda Avusturya, Bati Alman, Dogu Alman, isvigre, Japon, Macaris-
tan, Norveg, Folanya, Rouwanya, Rus farmskopelerinde (Extra Pharm.

Yartindale, 1273) ve Tilirk Farmakopesi (1974)' de kayitladar.
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Beyaz veya sari-beyaz, kokusuz kristal veyé toz halinde
bir waddedir. 1 k mzdde 1 k suda ve 30 k % 96 lik etil alkolde
gGzunir, Pratik olarak aseton, benzen, eter ve kloroformda ¢oé-

ziinmez. Bulu ¢ozeltileri turnusol kafidina kargi ndtral reaksi-

'~.yondad1r. Sudaki % 4.6511ik ¢bzeltileri izotoniktir.

Sodyunr novaminsiulfonat analjezik tesirdedir wve ayrica
antienflamatuvar ve antipiretik etkileri de vardir., Per os bir
defada 600 mg alinir. Glinde 5 g'a kadar alinabilir. % 50 lik
enjektabl qﬁzeltileri l, 2 ve 5 ml'lik ampuller halinde bulunur.
0.5 - 2.5 gran dozunda intramiskiiler zerk edilir.l ml' lik en-
jektabl ¢dzeltileri yavas olarak intravendz de verilebilir
(Rayaalp, 1973). | .

Takahashi, Okada ve Hori (1956); Wagner (1956) e gdre
sddyum novauwinsiilfonat (I) dilue asid ve alkeslilerde.4-nmetilami-
nofenazon (II) ve 4.4'-(metilenbismetilamnine’) fenazona (IV) ddnii-

glir. Derisik asidlerde ise 4-metilaminofenazon (IT), 4-dimetil-

.\ |
= R} ?

B : T T 7 -
a) 2R~ ? - GH2~SOBNa dil, hClF 2k- ?- CHgOh B 5

s,

Cﬁ5 EHE
- N~ H« H T -~ N- H -
2R- N~ H. HC1 OH . 2R }_ H +Cl +H20
+

2HCHO | (D)



b) R~ §~ E + HO- CH2~ T— R ~—~b> R~ H~ CH

|
OH3 ‘ CH3 CH5 CH

(11)

2"' l'v" R + Heo

3
(ZV)

aminofenazon (III) ve 4.,4'- (metilenbismetilamino) fenazon (IV)
meydana gelir,

2R~ ?w CHE— SO5Na der. HClt 2R~ ?— CH20H ——
CH

' CH
3 i3
2NaHSO5
B~ I B + Fe= N~ CH
| L2
CB; CH5
(11) (1T1)

4 4" ~(netilenbismetilaning) fenazon asidler, sodyunm bisiil-

fit, formik asid ile reaksiyonu agafide formule edildigi sekil-

de ceryan ecder.

H+

4) R- N-= CH.= Ne R o~——t> DR N~ H + HCHO
1H2| ~— |
CHy CHy CH5
(I1)

b) E- ?- CH - T— g Nais0y ; FB- li= CHy- SOgNa + R~ N~ H

| |

(D) I
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- N- - N - N- - N-
¢) R 1 CH, ¥ R HCOOH . R ? CHiy + R~ N~ CHO
CH CE5 CH 5 - CHy
(IT)

Morila (1966) sodyum novaminsiilfonatain asidlerle muame-
lesi sonucu meydans gelen 4-metilsuinofenazon ve 4.4'-(metilen~
biémetilamino) difenazon, ayrica sodyum novaminsilfonatin N sod-
- yum hidroksid ile sicakta muamele edilmesi neticesinde de hazar-

lanabilecegini gostermigtir,

2) - Ji- Ciiy- 505l —%- >R i CHp0R e - H
t -
T
cE Ciy - oH
+
NaHS0,

3

B- H~- E + KO- Cﬁew fm R CH c R~ ?— CH2~ ¥_ R + H20?

|
CH CH CE 033

3 5 3

Pechtold (1964a);0no, Onishi ve Kawamura (1966);ffm_
sodyum novaminsilfonatin sulu ¢dzeltilerinde hidroliz sénuéu,
4-metilaminofenazon ve sodyum hidroksimetansulfonat meydana gel-
digini, ancak normal gartlarda 4-aminofenazon, 4~formilamino-
fenazon, iminobisfenazon, 4.4'~(metilenbismetilanino) difenazon
tegekkiline rastlanmadifini belirtmigtir. |
| Reisch (1967) sodyum novaninsiilfonat lizerine, igigain et~
kisinl gostermek ig¢in, civa immersiyon ark lambasi ile, 100 saat
irradiasyona tabil tutmugtur., Reaksiyon mekanizmasi sematik ola-

rak gu sckilde ag¢iklanmigtar,



e

i
o, Nt CH, CO~ NH~ CHy
h - N - O- OF
| BV H~ §- H + HyC- ¢- OF
CH = 0
3 S CO~ NH~ C.H
\\\N : 6°5

¥
06H5 B o
l :
+ HﬁC- ?* - §; cooH
li~N-CH 3 C6H 5

b) Stabilitesi :

Sodyum novaminsiilfonat ¢dzeltilerinin stabilitesine et~
kiyen faktdrler pH, oksijen, asi, 1sik, v.s. dir. Bu faktdrler
tdzerinde, bugline kadar yspilan dnemli galigmslar agapiya gikar-—
tilmrgtar,

Sodyum novaminsiilfonatin parc¢alanmasi ssas olarak hid-
rolize dayanmaktadir. Végh, Szasz ve Kertesz (1961) sodyum nova- .
ninsilfonat g¢ozeltilerinin hidrolizini ultra viyole abscrbsiyon
tayin metodu ile incelemig, ancak netice alamamistir. Galigsmada
hidroliz derecesi, hidrolize uframis bilesik miktarlnln,baslan-‘
gigta meveut madde miktarina orany olerak verilmigtirz, Isaktan
korunan ¢dzeltiler 18 saat siire ile incelenmis ve optimum pH
7.3~ 9 olarak saptanmigtir. Pechtold (19642) hidrolizi muhtelif
ph ve defigik konsentrasyonlarda incelemistir. pH 5.3' de brom-
krezol purpur ile hidroliz mahsullerinin kantitatif ekstrsksi-

yonu mimkiin olmamagtir.
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Sawejima ve Sugimoto (1966 a) g¢dzeltilerdeki bu pargalan-
mayr gu gekilde formiile etuiglerdir. Stabilite {izerinde PH' nin
etkisini, sabit tewparstiirde (BOOC), pH 3-10.5 arasinda incele-

mlg, sodyun novaminsilfonatin birkag saat dayanikli kaldiginy ve

R- N- CH,- SOBNa, HEO ——t= R N- CH20H —*——fih

° |
der.HC1,0H™ GH5
R- Ne CIi, : *
{ 2 NaES0,
CH
3

4emetilamincfenazon

k- $% B + HCHO

035 G-metilaminofennzon

H,40 . (metilenbisnetilanino) fenazon

bu nedenle pargalanma reaksiyonunun ¢ift yonli oldugunu - ileri
sUrmiglerdir. Caligmada denge haline gelen gbzeltilerde, maksi-
min sodyum novaminsulfonat bakiyesi pH 6-9' da elde edilmig ve
stabilitenin ilk madde konsantrésyonuna bagly oldufu da belirtil-
migtir. NOtral pH' larda ana parcalanma iirintinin 4-metilsmino-
fenazen oldufu ince tabaka kromatografisi ile gosterilmigtir, _

| Erbe (19¢5® enjektabl ¢CGzelti, supozituvar, tablet gibi

preparatlarda sodyum novaminsulfonatin stabilitesi tizerinde gsite



rik asid - etilendianintetraasetik asid, butilhidroksianisol,
butilhidroksitoluen v.b, antioksidonleran etkilerini incelemig-
tir. Antiokeiden bulunm.yan g¢dzeltilerde isik altanda 1 gecede,
sitrik asid - etilendiazwintetraasctik asid ihbiva eden preparat-
larda ise 6 hafta sonunda sararma oldugu pelirtilmigtir. Ayrica
galigmada 1s1fin stabilite iizorindeki etkisi de incelenmigtir.

Dubash ve Moore (1972) sodyum novaminstilfonatin oksida~
tif pargalanmesini incelemiglerdir, Otcoksidasyonun sulfit gru-
bu tagiyan difer maddclere benzer gekilde yiiriidiigi, sudaki veya
atmosfer oksijeninin oksidasjon igin yeterli oldugu ileri siiriil-
miigtlr, Otooksidasyon bazik ortamda, asid ortama nazaran daha
kolay olmakta ve bisiilfit dissosissyonuna bagli olarak artmakta-
dir. Galigmade iki %ip % 3.5' luk ¢izelti hazairlanmigtir. l. tip-
te, madde. kaynatilarak guzlarindan kurtarilmis su, 2. Gipte ise
azot gazi ile deyurulmug su kullonilerak preparatlar hazirlanmig
ve her 1kl tipte ayni gartlarda sterilize edilmistir. 7 saat so-
munda 1, tipte % 22.38, 2. tipte de % 5.36 kayip tespit edilmig,
preparatlarin inert gaz ile doldurulmasi Onerilmigtir.

Pellerin ve Letavernier (1973%) sodyum novaminsilfonatin
stabilitesini defisik gartlarda hazarladigy preparatlarda, gaz
kropategrafisi ile incelemigtir. Caligmada sodyum novaminsulfo-
nat kaybi, szminofenazon ve metileminofenazon idzerinden belirtil-
migtir. Oksijensiz su kullanilarak, optimum pH ve sterilizasyon
sartlaranin syarlanmasi ile metilaminofenazon miktarinin minimu-
ma indirilebilecefl ileri stirilmistiir, |

¥Madde konsantrasyonunun stabilite lizerindeki etkisi, ilk
olarak Pechtold (1964b)turafaindan inceleﬁmigtir. pH 7.3' e ayar-

lanmig ¢dzeltilerde ki hidroliz derccesi.l8 saat sonunda aragti-



rilarak, hidroliz igin optimum konsantrasyonunun % 50 oldugu
belirtilmistir., Petrova ve Yankova (1969) % 2C konsantrasyonda
sodyum novaminsulfonat ¢ézeltilerini inceleyerek,Pechtold (1964b)"
un bulgularini desteklemiglerdir. ¢aligwmada ampuller kloroforu -
ile ekstre edilmig ve kloroform fazinda, ince Sabaka kromatog-
rafisi ile 3 leke tespit'edilmi$tir. Iekelerden sara olani, ruba-
zon asidinde ki renk tegekkiilliine benzetilaig ve rubazon asidi
tegeklkiilli ig¢in muhtemel reaksiyon mekanizmas: izah edilmisgtir.
Ayrica rengin degismesine sebep oldufu sanilan, kuvvetli polar
bazr bilegiklerin mevcudiyeti lizerinde de durulmusg, ancak bun-
lazran ekstre edilmesi gergeklegtirilememigtir,

Coste ve Chanzl (1969) sodyum novaminsiilfonatin sulu ¢o-
zeltilérinde neydane gelen pargalanma lizerine temparatiir ve pH’
rin etkxisini incelewis, defisix isi ve pH' da denge sabiteleri-

4 ile igaret-

ni saptamnistir. Denge sabitelerinin tayini i¢in C
lennig, sodyum novawinsulfonatin % 1 lik ¢ozeltileri muhtelif

pH!' lara ayorlonmig, ampullere doldurulup afzi kapatildiktan son-
ra, 25— 7500 ler arzninda, farkliy isilarda tutulmugtur. Elektro;
forez ile yapalan teyinlerden elde cdilen sonug¢lara gore Cl4
ile isaretli sodyum novanminsilfonatin asid pH' larda dayaniksiz,
pH 7-8 arasinda ise dayanikli clduffu belirtilmigtir.,

Sodyum novaminsulfonat ve tiyamin kombinasyonlarinin
stabilitesli Inazu ve Yamamoto (1966a)tarafindan incelenmi5tir.
Tiyaminin stabilizasyonu i¢in urotropin gibl formaldehid veren
maddeler veya formaldehid kullagnilmasini tavsiye etmislerdir.
Aragtiricilar 1966 senesinde yaptillari ikinci bir galigmada da

sodyum novaminsiilfonatin parg¢galoenma lrtnlerinin, siyzmin stabi- \

litesinde ki etkisini incelimislerdir (Inazu ve Yamamoto, 19668),



- 70 -

Pargalanmig maddelerin bazik kismi ile tiyaminin yer deZistir-
digini, reaksiyon hizanin bisulfit konsantrasyonuna bagli oldu~-
gunu ve reaksiyon hizinin pH 3-7 arasinda maksimum oldugunu be-
lertmislerdir, Ayni sene diger bir grup arastirici da, ortama
tiyaminin psr¢alanma liriinlerini ilave ederek, tiyaminin stabili-
tesini incelemigtir, Sodyum novaminsiilfonatin pargalanmasi so-
nucu meydana gelen bisulfitin, tiyaminin pargalanmasini katalize
ettifgi bildirilmigtir (Samejima, Sugimoto ve Utsumi, 1966 b).
Izgii (1967) sodyum novamin sulfonatin, siyanokobalaminin
stablilitesi lzerindeki etkisi incelenmig ve sodyum novaminsiil—
fonat-konsantrasyonunun artmasinin siyanokobalamin stabilitesi

lizerinde etkisi olmadi#l neticesine varilmigtir.

H - GALICMANIN AMACT

Piyasada bulunan ve tibbi kullanimi olan piridoksin hid~
roklorir enjektabl ¢dzeltilerinin stabilitelerinin incelenmesi
amaci ile bugline kadar yapilmig gok az sayida aragtirma, konu-
yu butuni ile agiklayamamasi ve bulpular arasinda biylk farklar
olmas: nedeni ile piridoksin hidrokloriirin tek bagina ampuller-
de stabllitesinin arastirilmasi g¢alismanin ana amacidir. Ayrica
sodyum novaminsilfonat ve piridoksin hidrokloriir arasinda etki-
legie olup olmadiginin incelenmesi, ¢alismanin difer bir gaye-

sidir.
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II-MATERYELLER ve METODLAR

A~ MATERYELLER

~ a= Solvanlar ,
Amonyek (E.Merck,%25,d=0,91)
Asetik anhidrid (E.Merck)
Asetik asid (E.Merck)
Aseton (E.Merck)

- Benéen (E.Merck)

Dietilamin (Carlo Erba)
Dimetilformamid (Riedel)
Dioksan (Riedel)
Distile su
Etanol absolu (Tekel)
Eter (E.Merck)
Etil asetat fE;Merck)
Hidroklorik asid (E.Merck)
Isopropancl (E.Merck)
Kloroform (ﬁoechst)
Metanol (E.Merck)
Metanol -.{Pur Xiiys)
Metiletilketon (Riedel)
Petrol eter 40-50° (E;Msrck)
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Petrol eter 50-70° (E,Merck)
Stlfirik asid (E.Merck)
Toluen (E.Merck)

'b-Kimyasal Maddeler

Aluminyum oksid H(E.Merck)

Aluminyum oksid GF 254 (E.Merck)

Bismut IIT nitrat (E.Merck)

Borik asid (E.Merck)

Bromkrezol yegili (E.Merck)

Demir TIT kloriir (Riedel)
Desoksipiridoksin hidrokloriir (Sandoz)
2y6-Diklorokinon-klorimid,pro analiz (E.Merck)
Dimetilamino antipirin (Hoechst)
4-Dimetilaminobenzaldehid (Riedel)
Disodyum edetat (E.Merck)

Glimis nitrat (Taraé)

Hidroksilamin hidrokloriir (E.Merck)
Isopiridoksal dimetilasetal (Sattsangi,P,D, 'den alindi)
ITyon degigtiriei regine No:I (E,Merck)
Iyon degigtirici regine No:TXI (E.Merck)
Iyot (E.Merck)

Kongo kirmizisi (Riedel)

Krom III oksid (E,Merck)

Mangan dioksid (Riedel)

p-Ritroanilin (E.Merck)

Piridoksal hidrokloriir (Fluka) .



Piridoksin hidrekloriir (E,ﬁerck)

Potasyum asetat (Riedel)

Potasyum bromir (Riedel)

Potasyum dikromat (E.Merck)

Potasyun heksasiyanoferrat III (E.Merck)

Potasyum iyodiir (Etablissements Rogues)

‘Potasyum kloriir (E.Merck)

Potasyum permanganat (E,Merck)

Seliloz mikrokristalin (Camag)

Silikagel GF254 (E.Mexck)

Silikagel HF954 (E.Merck)

Sodrum
Sodwvum
Sodyum
Sodium
Sodyum
Sodyum
Sodyum
Sodyunm
Sodyum

asatat (BuMerck)

barbital (Aarhus)

bikrormat (Riedel)
fcrmaldehidsﬁlfoksilat (E.Merck)
hidroksid (E.Merck)

klorir (Panreac)

metabisilfit (E.Merck)

nitrit (Riedel)

novaminsiilfonat (Hoechst)

Tiyolire (E.Merck)

o-Toluidin (E.Merck)

- Aletler

ve malzemeler

Devélopman tank: - (Camag 25250)
Enjekttr (Hamiltom 7005)

Etlv sirkilasyonlu (Elektromat) =



Pl

Erime derecesi tayin cihazi (ErnéSt Leitz Platin.)
Gaz dagitim aygata (Schott D 1)

IR spektrofotometre (Unicam ST 1110)
Mekanik kaflgtlricl'(Yerli)

NMR (Varian S-60)

Ctoklav (Yerli)

pﬂ metre (Beckmanw?a) |

Polarograf §{Heath Build,Mod.:EUA~19-6)
Rotavapor (Buchi-R)

Sentrfiij (Hettich Eba TII)

Spektrefotometre (Bausch-Lomb,Spectronic 88)
gpektrofotometre (Beckman DB-GT)

Terazi (Mettler H20)

Ultra-Viole lambasi (Camag 29200)

Yayici kromatografi ig¢in (Shandon-Unoplan)

Yazica kromatografi ic¢in (Shandon)
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B~ METCDLAR

a~ PIRIDOKSIN HIDROXLORUR VE PIRIDOKSIN HIDROKLORUR~
SODYUM NOVAMINSULFONAT GOZZLPILERININ HAZIRLANMAST

Gaye piridoksin hidrokloriir ve piridoksin hidroklorir—
sodyun novaminsiilfonat kombine ampullerde piridoksin hidroklori-
riin stabilitesi ve piridoksin hidrokloriir ile sodyum novamin-
stilfonatin etkilegmesinin incelenmesi oldugundan, aym sartlar-
da bir seri piridoksin hidrokloriir ampul, bir seri de piridok-
sin hidrokloriir~sodyum novaminsiilfonat kombine ampul haziriandi.
Bu ampuller karsilagstirilarak, piridoksin hidroklortrin stabi-
litesi ve etkilesme incelendi,

Piyasada bulunan ampulier de godz Ontinde tutularak 25
mg/ml, 50 mgz/ml ve 100 mg/ml konsantrasyonlarda piridoksin hid-
rokloriur igeren smpuller haziriandir. Kombine ampullerde ise,
sodyur novaminsiilfonat konsantrasyonu sabit tutuldu (500 mg/ml).
AncaX bu konsantrasyonda sodyum novaminsiilfonat varliginda,

100 mg/ml konsantrasyonda piridoksin hidrokloriirin ¢ozllmesi
mimkiin olmada, Bu nedenle kombine ampullerde, piridoksin hidro-
klorir 25 mg/ml ve 50 mg/ml konsantrasjonlarda alinarak, prepa-
ratlap hazirlandi. Koruyucu ihtiva eden ampullerde ise, degigne-
leri daha kolaylikla izleyebilmek igin, piridoksin hidroklorur
50 mg/ml konsantrasyonda kullanilmigtair. Koruyucu olarak tiyo-
iire, disodyum edetat, sodyum formaldehidsiilfoksilat denenmigsiir.
Literatirde vitamin B6'n1n parqalanmaglna mani olabilmek igin
godyum bisulfit (Mesami ve dig., 1968; Nikolov ve dig., 1960;
Komatsu ve diZ., 1970; Sadakichi, 1971) ve diger siilfit veren

maddeler (Sadakichi, 1971), homosistein ve homosistein tiyolakton



(Sshiroishi ve dig., 1961), valin (Tashiaku,}l??l), borik asid
(4sahi ve dif., 1969; Komabtsu ve dig., 1970) ve metiyonin (Toyao
ve dig., l@?i) gibi koruyucular denendigi igin, quigmada bu
maddeler tizerinde daha fazla durulmada. 7
Ampullerin hazirlanmasinda, mukayese yapabilmek ig¢in,

stabilite uzerinde etkin faktdrlerden bir kismi her preparat

i¢in sabit tutuldu (atmosferik oksijen, isik, sterilizasyon isi-

s1 Vvb.), digefleri degiatirilerekg;seriler hazairlianda.

Serilerin hazirlsnmasinda, ¢ozicli olarak (4)- 30 dakika
' kaynatilip sogutulduktan sonra, azot gazi ile doyurulasrak mole-—
kiiller oksijeni minimuma irdirilmig damitik su, ve (B)- 30 dakika
kaynatilip soffutulmug damitik sug;kullanlldl.

Suyun molelkiiler oksijeninin minimuma indigi polarografik
yontemle szptendi. Dunun igin. dnce taze distillenmig su ilé 0.1M
potasyum klorir ¢ozeltisl hazirlandi ve polarogrami alinda (Po-
larogran I), 25°C'de su,lO""5 mol,/ml ¢oziinmis oksijen igerdigine
gere,polarogram I'in, bu konsantrasyonda oksijen varliffini gis-
terdifli kabul edildi ve difer polarogramisrin deéerlen&irilme-
sinde esee olarak alindi. Taze damitilmis su, ndtral camdan ya=
prlmig balon iginde, wimkiin oldufu kadar hava ile temasa gelme-
sine mani olunarslk, 30 dakika ksynatilip sofutuldu. Bu suyun da
aynl gekilde polarogrami alindi (Polarogram II). Bu sudaki oksi-
Jjen miktari, birinci polarogram yardim:x ilelsxb$mg/Q$ olarsk
hesaplandi, Daha sonra bu kaynatilip sofutulmug su ile 1 1%

0.1 M potasyum klorir ¢ozeltisi hazirlandi. Gazdafitaim aygity

kullanarak egdefer basing altinda azot gazi geg¢irildi. 15'er
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Polarogram I -~ Taze damitilmis su ile hazirlanan,0.1l M

potasyum kloridr giézelbisinin ihtivae ettigi oksijenin polarograms

dakika ara ile polarogramlari alindi. Bu polarogramlsrda suyun
igerdigi oksijenin, 2 saat sﬁre ile azot gegirmede minimuma in-
digi (Polarogram III) ve bundan sonra defigmedifi goriildii.
Molekiiler okesijeni miniruma indirilmig su hazirlamak
igin, 1 1t taze damitilmig distile su, yukarda belirtildigi gi-
bi - 50 dakiks kaynatilap sofutuldu. Gazdafaitaim aygati ile icin
den egdeger basing altinda, iki saat slireyle azot gazi ge-

Girildi. AgZzi sikica kapatilda ve vakit gecgirilmeden kullﬁﬂlldle
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Polarogram 1T~ Taze distillendikben sonra 20 dakika kay-

natilip scofutulmug suyun pélarodgrami.
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Polarogram ITI- Taze distillenmig, 30 dakika kaynatilip

sogutuidukfan sonra 2 saab azot gecirilmig suyun polarogrami.



Daha dnce de agiklandigi gibi, ampullierin hazirlanmasind:
stabilise iizerinde etkin faktdrlerden bir kismi sabit olarak
degigtirildi, bir kismi de degilzken tutuldu. Bu faktorleri gu

sekilde siniflandirsbiliriz :

DEGICAEN FAETORLER

A~ Kaynebtilip sofutulduktan sonra, azot gZazi ile doyurula- -
rak,molekiiler oksijeni minimuma indirilmig distile su kullani--

larak hszirlsnsnlar.

1~ Piridoksin hidroklorir 2.5 g
Dist. su  k.m. 100,00 ml
2. Piridoksin hidroklorir 5.0 g
Dist, su K., 100.0 ml
3- Piridoksin hidroklerir 10.C g
Dist, su = KkK.n. 100.0 ml
4~ Piridoksin hidroklorur 25 &
Sodyun novaminsulfonat 50.0 g
Dist. su k.m. , 100,00 mi
- Piridoksin hidroklorur 5.0 g
Sodyum novaningiilfonat 50.0 g
Dist., su koms 100.0 ml
6- Piridoksin hidroklorur 5.0 g
Tiyolire : 0.005 g

Dist, su k,m, 100.0 nl
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7 - Piridoksin hidroklorir 5.0 g
Sodyum novaminstlfonat 50.0 g
Tiyoiure 0.005 g
Dist. su k.. 100.0 ml

8 - Piridoksin hidroklorir 5.0 g
Disodyun edetat 0.075 g
Dist. su kK., 100.0 ml

9 - Piridoksin hidroklorir 5.0 g
Sodyum novaminsulfonat 50.0 g

:Disodyun edetatb 0.075 g
Pist. su  k.m, 100.0 ml
10~ Piridoksin hidroklorur 5.0 g

Sodyum formaldenidsiilfoksilat  0.15 g

Dist. Su kol [ lOO'O ml
11~ Piridoksin hidrokloriir 5.0 g
Sodyum novaminsilfonat 50.0 g

Sodyun formaldehidslilfoksilat Q.15 g

bist. su K.m. 160,00 ml

B~ Kaynatilip sogutulmug su kullanilarak hazirlananlar :

1- Piridoksin hidrokloriir 5.0 g
Dist., su  K.m. 100.0 ml
2~ Piridoksin hidroklorur 5.0 2
Sodyum novaminsiilfonat 5C.0 g

Dist. su  K.m. 100.0 ml
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SABIT FAXKTORKLER

GOzeltilerin hazirlanmasi igin gerekli madde, jukarda
anlatildify gekilde, kaynatilip sofutulmug distile su %gya kay~-
natilip sogutulduktan sonra, azot gazi ile doyurularak molelkii-
ler oksijeni minimuma indirilmis distile suda ¢oziildli ve aym
su ile 100 ml'‘ye tamamlandi, Bu qﬁzeltiler distile su ile yi~
kanip 170°C'de 1 saat sterilize edilmis, renkli ve renksiz am~
pullere, enjektdr ile 1.1 nl dolduruldu, Renkli ve renksiz am-
pullerin yarisindan azot gazi geqirildi, difer yarisi ise ol-
duffu gidbi tutuldu ve bitiin ampullerin agzi kapatildi. Bu gekil-
de hazirlanan her Tip ampulun yarisa 100°¢ "de 30 dakika su'ﬁan~
yosunda ve difer yarisi da 120°C'de 20 dakiks otoklavda sterili-
ze edildi., Ampullerin hazirianmasinda sabit dejpisken faktdrler:

tablo 2'de gematize edilmigtir, A

Tablo 2 - Ampullerin hazarlanmasinda sabit degiskenler, -

Ampul Cinsi RENETLI “' RENKSTZ |

¥ i

Doldurma AZOTLU | AZOTSUZ b OAROTLU i AZOTSUZ |

sarty 4 | : :

’ | 5‘ ‘ j j !

Stegilizasyon ! 120 100 1 120 {100 : 120 {100 {120 | 100 ]
)] poa - d i e ‘ f tg Ih

Hazirlanan ampuller ayn:i miktar i1sik alacak sekilde labo-
ratuvar gartlarinda tutuldu. Her tip ampuliin hazirlandiktan sonra
ve belli zaman araliklaranda fiziksel Szellikleri kontrol edildi.

Bu konmvrollerden bulgular kisminda bahsedilscektir.
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b~ PIRIDOKSIN EIDROXLORUR VE SODYUM NOVANINSUL®ONATIN

TESHIS METODLARININ SEQIMT
1- Krometografi Sisteminirn Secimi

Piridoksin hidrokloriir, sodyum novasinsiilfonat ve bunla-
rin pargalanma lrinlerinin teghisini yapabilmek amacai ile, ince
tabaka kromatografisi, kagit kromatografisi ve iyon degigim kro-
matografisi denendi. Kafit kromatografisi ile teghis, uzun =zamzan
aldiZi ve bu sﬁré iginde stabilite iizerinde etkin faktdrlerin
kontrolu zorluk gikardig: igin,; iyon degisim kromatografisi ile
de;piridoksin hidrokloririn bazi pargalanma tirinlerinin teghigi
yapilabilmesine rafmen,piridoksin hidrokloriir ve sodjum novamin-
sulfonatin syrilmasi denenen iyon defistirici reginelerde éagla—
namadafil l¢in  ¢aligmada iizerinde durulmadmi Butin teghis ve ta-~
yinlerde ince tabaka kromatografisinden istifade edildi.

Ince tabaka kromatografisinde kullanilacak, uygun adsor-
bani saptayabilmek icin silikagel GFpgy, silikagel HF,g,, tam-
ponlanmig silikagel GF254,mikrokristalin seliiloz ve ¢egitli
aliminyum oksid adsorbanlar denendi. Bu adsorbanlarin bir kis-
minda piridoksin hidroklorir, sodyum novsminsilfonat ve bunla-
rin pargalanma urinlerinin ayirim:i arzu edildifi sekilde ger-
geklegbirilemedi, Bazilarinda bu maddelerin ayirimi saglandi
ice de, aiktar tayini igin perekli numune tatbikihde, sodyunm
novaminsulfonat gok ylksek konsantrasyonda bulundufundan, neti-
ce alinamadi. Denenen adsorbanlarin bir kismi i¢in, birer drnek
agagida vérilmigtir (Kromatogram 1, 2, 3). Blitin kromatogramlar-

da numune tatbikinde plridoksin hidroklorir,sodyuwn noveminslidfon-
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at ve kombine ampul sirasy takip edildi. Bu maddelerden sod-
yur novaminsilfonat mebanolde, diferleri suda g¢dziilerek, ¢ozel-
tiler hazirlandi. Teghis ilizerinde konsantrasyonun etkisini orta-
dan kaldirmak igin, piridoksin hidrokloriirin miktar tayininde
kullanilan konsantrasyon (12.5 mcg), referans olarak segildi

ve C,5 mel tatbikte, 12.5 necg madde olacak, gekilde g¢dzeltiler

hazarlandi,.

Adsorban : AlUminyum oksid H bazik

o 0 Solvan sistemi : Metanol
Sitre : 20 dakika
Reaktif : U.V. ve 2,6_diklorokinon-

klorimid
O
“! Gl {3}

Kromatogram 1 : Tukarda belirtilen gartlarda g¢aligarsk
piridoksin hidroklorir, sodyum novamine

siilfonat vekombinasyonunun ince ftabaka

kromatografisinde incelenmesi.



~8l

Adsorban : 0,1 N sodyum hidroékeid
ile tamponlanmys sili~-
kagel GF254

Solvanp sistemi : Etil asetat-~aseton

amonyak~dimetilfor~
mamid (80:40:6:7)

Slire : 30 dakika

Reaktif : U.V. ve 2,6 -diklorokinon-

klorimid

Kromatogram 2 : TYukarda belirtilen gartlarda galigarak
piridoksin hidroklorir, socdyum novamin-
sulfonat ve kémbinasydbnununince tabaka

kromatografisinde incelenmesi.
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o O Adsorban : Seliiloz (mikrokristalin)
Solvan : Kloroform-eter (8:2)

Sire : 10 dakika

Reaktif : U.V. ve 2,6- diklorokinon-

klorimid

Kromatogram 3 : Yukerda beliirtilen gartlarda galigarak
piridoksin hidroklorir, sodyum novamin-
giilfonat veXombinasyoninin ince tabaka

kromatografisinde incelenmesi.

Piridoksin hidrokloriiriin miktar tayininde lullanilan kon-~
ssntrasyonda (12.5 mecg), numune tatbikinde en iyi sonug, silikaw
gel HF254 ve silikagel GF254 adsorbanlarlndé sagflandi.

Fazairlanan bilegik ampullerde sodyum novaminsilfonat
0.5 g/ml konsantrasyonda bulundufu ig¢in, tabaka kalinlig: da

ayirimda etkin bir faktdr olerak gérildil. Bu nedenle 0.20,
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0,25 ve 0,30 mun kalinliginda tabakalar denendi, En iyi netice
0.30 mm kalinlifinds tabalkzalarda alinda.

Silikagel HF254 ve gsilikagel GFZE# tabakalarinda en uy-
gun solvan sistenini tespit edebilmek amaci ile literatiurde pi~
ridoksin hidrokleriir ve sodyum novaminsﬁlfonat teghisleri igin
kayitly sistemler denendi. Bunlarln buylik bir kisminda piri-
doksin hidrokloriy ve sodyum novaminsiilfonatin ayirim ve teghisi

~

mimkiin olmadi, Jrnelr kromatagram 4 (Dementeva ve dig., 1968).

O

Adserban : Bilikagel HF254
Solvan sistemi : Etil asetat -~

) aseton - amonyak
() O | - {40:20:45)
Sure : 60 dakiks

Reaktif : U.V. ve 2,6-diklorokinon-

klorimid

Kromatogran 4 : Yukarda belirtilen saftlarda galigarak
plridoksin hidroklorir, sodyum novamin-
siilfonat vekombinasyonuniin ince tabaka
kromatografisinde inceleumesi (Dement'eva

ve dif., 1968),
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mahslillerinin birbirinden veys bu iki maddeden ayirimy gergek-
legtirilemedi. Urnek kromatogram 6 (Wurnberg, 1960; Huttenrauch,

1966).

 Adsorban : Silikagel HF25&
Solvan : aseton - dioksan - amon-
yak (45:45:10)
; i Siire : 105 dakika
' Reaktif : U.V. ve 2,6-diklorokinon-

klorimid

Kromatogran 6 : Yukarda‘belirtilen sartlarda g¢galisarak
piridoksin hidrokloriir sodyum novamin-
stilfonat veKombinasyonumin ince tabaka
kroﬁatografisinde incelenmesi (Nurnberg,

1960; Hiittearauch, 1965),
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Literatirde kayitli solvan sistemleri ile uygun netice
alinamadifs igin, solvan sistemi aragtirmasi yapalda. Silikae-
gel HEpp, s silikagel GFpey s aluminyum oksid , aluminyum oksid
GEooy s mikrokristalin selluloz, 0.1 N sodyum hidroksid ile tam-
ponlaomig silikagel GF254 vb. adsorban tabakalarinda ikiyiz elli
‘kadar solvan sistemi denendi. Bunlardan diferlerine oranla da-
ha iyi netice alinan bir kag Srnek asaffiys ¢rkartilmistir., Kul-

lanilsn adsorban silikagel HF254' dir.

1- Tloroform - etanol (6:4)

2~ Klorofori etanol - benzen {(6:4:1)

Z~ Rloroforw - metanocl (5:2)

4~ EKloroform - metanol - etanol - dimstilformamid
(80:10:1C:7)

5~ Klorcform - etanol - benzen ~ isopropanol
(6:6:2:1)

&- Xloroform - etanol - bénzen - dimetilformamid - eter
(50:50:30:1:10)

7= Kloroform -~ etanol - isopropanol - benzen - dietil-

Camin (60:30:40:30:1)

8~ Xloroform ~ etanocl -~ isopropanol = amonyak
(60:10:30:1)

9~ Toluen - metilstilketon ~ aseton (30:50:50)

10- Toluen - metiletilketon - aseton - dimetilformamid
(30:30:30:10)

1l- Benzen -~ etanocl ~ metanol -~ dietilamin (95:10:5:5)

12— Btil asetat - aseton - amonyak (40:20:3)
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Ltil asetat -~ aseton ~ amonyak - dimetilformamid

(80:40:6:
Agseton -
(50:50:1:
Aseton -
Aseton -
(80:40:5:

Aseton -~

7)

kKloroform ~ dietilamin - isopropanol
2C)

benzen ~ kloroform (80:50:10)

benzen - kloroform -~ dietilamin

1) |

benzen -~ kloroform - dimetilformamid -~

dietilamin (?0:50:10:10:0.1)

mm kalinli¥inda silikapel HF254 tabakelarinda en wy-

gistemi olarak, etil asetavr - aseton - dimetilforma-—

mid -~ amonyak - dietilamin (80:40:14:6:0,2) bulundu. (Galigmada

biitlin teghis ve tayinierde bu solvan sistemi kullanildi. Ancak

solvan sistemi ucucu maddeler ihtiva ebtifi icin, sadece hazair-

landi@y gin faydalanilida.

Fulianilan bu adscrban ve solvan sisteminin piridoksin

hidrokloriirin pargalanmasina etki edebilecegi diligliniildi ve in-

celendi. Bu gaye ile piridoksin hidrokloririn sudaki % 1 lik

¢6zeltisinden, silikagel HF254 tabakalarina 1.5 mel tatbik edil-

di, Siirtiklenme sonunda herkhangl bir parcalanma gdrilmedi (Kro-

matogran 7). Kromatogramda sodyum novaminsiilfonat 12.5 mcg/mecl

ve kombine ampullerde piridoksin hidroxloriir konsantrasyonu

12.5 meg/mel olacak gekilde tatbikler yapilumistir..



92~

klsimlarl yukari gelecek gekilde rafla tagiyiciya yerlegtirildi
ve 110°C'de aspirasyonlu etilvde 45 dakika aktive edildi, Hazir-
lanan plaklar etiv iginde saklandil ve akbtive edildikleri gﬁn
kullanilda, Artanlar kullanilscaklapy gun ayny gekilde tekrar
aktive edildi. |

Plaklarain alt ucundan 2 em kadarp yukarsina, yaziel yar-
dimi ile, ¢Ozeltiler Hamilton enjektdr kullanasrak vatbik edildi.
Tatbik lekeleri kuruyuncaya kadar oda temparatiirinde tutuldu.
Bu arade solvan sistemi hazirlanip developman tankina konuldu
ve doyﬁa51 igin 1 saat bekletildi. Solvan plaklarin tepesine
1 cm kalincaya kadar (17 cm) develope edildi. Gikartilap oda

temperatirinde kurutulup gerekli teghls ve tayinler yapildi.

3~ heaktif Sec¢imi ve Gegitli Reakbiflerin

Hassasiyetlerinin Toyind

Caligsmada kulianilacak renk reaktifini tayin edebilmek
i¢in, vitamin B6 ve sodyum novamihsﬁlfonat teghisinde kullanil-
E1g ve kullanilmada@: halde, bu maddclerle reaksiyon vermesi
mubtemel olan renk reaktifleri ve sartlarimizda ki hassasiyet-
leri incelendi. Elde edilen neticeler tablo 3 de gdsterilmigtir,

Renk reaktiflerinin haésasiyetlerini incelemek igin uy-
gun konsantrasyonlarda piridoksin hidrokloriir ve sodyum novemin-
silfonat ¢dzeltileri, 0.3 mm kaliniiginda silikagel HF 254 ta-
bakalarina tatbik edildi, etil asetat . aseton ~ dimetil forma-
mid — amonyak ~ dietil amin (80:40:14:6:0.2) solvan sistemi ile
develope edildi., Havada kurutulduktan sohra reaktifler piiskiir-
tildd ve hassasiyetleri gdzlendi.

Denenen reaktifler agagada agiklandifi gidi hazirlanmistir.
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Table 3 - 0.3 mm kalinliginda silikagel HF?54 tabakalarinda gegit~

1i renk reaktiflerinin hassasiyeti. Tabloda reaktifler gu sira 1le

kaydedilmigtir :

(1) 2,6-diklorockinon-kloririd,

(2) diazolanmig

nitroanilin, {(3) o-toluldin, (4) ultraviole l@igl, (5) demir(III)

kloriir-potasyum heksasiyanoferrat(III), (6)demir(III)klorir, (7)

pobasyun permenganat,

(8) Dragendroff

P UH

(Munier ve Maehebpeuf),

(9) Glimlis ritrat, (10) iyot-potasyum iyodir, (11) dimetil amino-

benzaldehid,
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2,6-DIKLOROKINON-KLORILID REAKTIFI (Gibbs, 1927): Reak~
tif hazirlamadan, 1 g 2,6~diklorokinon~klorimid 50 ml asetonda
¢62ziildli. Devamli karagtirirken, madde ¢okiinceye kadar damla
damla su ilave edildi, kristaller siiziilip ayrzldi, birkag¢ defa
sopuk su ile yikandi.havada kurutuldu ve buzdelabinda, renkli
gise ig¢inde saklandi.,

Rekristalize edilerek saflandirilan bu maddenin, etanol~
deki % 1'1ik ¢Ozeltisi renk reakbifi olarak kullanilda. Cam ka-
pakliy renkli sigeler iginde buzdolabinda saklandi., Pembelegmeye
bagliyan ¢ozeltiler kullanilmada,

Rromabtograma reaktif pislkiirtiildikten sonra, amonyak buha-~
rina tutuldu veya seyreltik awmonyum hidroksid ¢ozeltisil plskiir-

tildi, B, vitamerler reaktifle mavi-viyole renk verdiler., Dilue

6
borik asid pliskurtiildikiten sonra, piridoksin hidrokloriir reaktif-

yle renk vermedi.

DIAZOLANKIS NITROANMILIN REAZTIFL (Ahrens ve dig., 1969):
0.7 g p-nitroanilin 9 ml derisik hidroklorik asidde ¢&ziildil, dis-
tile su ile 100 ml’ ye tamamlandi (stok ¢ozelbti). Bu qbzeltiden
4 ml alaindi, 5 ml % 1 sodyum nitrit ¢bzeltisi ile buz ig¢inde ka-
rigtirildi, distile su ile 100 ml ye tamamlandi.

Kromatograma reaktif pliskiirtildiikten sonra amonyak buba-
rinda tutuldu veya seyreltik amonyum hidroksid ¢dzeltisi piliskiir-
tiildii, Piridoksin hidrekloriir reaktifle oranj-kirmizil renk ver-

dil.

DEIR (II1I) KLORUR-POTASYUMHEKSASIYANOFERERAT (ITII) REAK-
'VTIFI : 0.1 M demir (TII) klorir ve 0.1 M potasyumheksasiyanofer-
rat (III)'iin (1l:1) oranindaki karisimi kullanildi. Karigim
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kullanilacagl giin hazirladdi. Bu renk reaktifi ile vitamin 86
ve sodyum novaminsiilfonat mavi leke verdi. Ancdk kisa siire so-

nunda pilagin tamami mavi renk aldir (Eble ve Brocker, 1962).

GUMUS NITRA® REAKTIFI (Burke, Potter ve Parkhurst, 1960):
1 ml doymusg glimiis nitrat ¢dzeltisi 20 ml aseton ile %arlstlrll—
di, Qoken glnmlly nitratin tamami ¢dzlininceye kadar damla damla
su ilave edildi ve dbu arada devamli karigtirildi. Fenollerin
teghisi igin geligtirilen bu renk reaktifi, sodyum novaminstilfo--
natin teghisi i¢in denendi ve tablo 2 de goriuldiigid gibi bu mad-
de igin ¢n hassas rezktiflerden biri olarak bulundu. Sodyum no-
vamingiilfonat ile beyaz zemin iizerinde siyah leke verdi., Bu re-
aktifin sodyum novaminsiilfonat teghisinde kullanilisina dair

literatiirde kayit yoktur.

4-DINETITAN NOBENZALDAEID (EHRLICH) REAKTI»I (Heacock ve
 Mahon, 1965) : 1 g 4-dimetilaminobenzaldehid 25 ml derigik hid-
roklorik asidde ¢oziuldll, lzerine 75 nl metanol ilave edildi.
FNovaljin ile beyaz zemin {izerinde sari renk verdi.

Denenen diger reaktiflerden o-toluidin ve demir (ITI)
klorir reaktiflerl Hashmi ve dig., (1967 ve 1969) gidre; potas~—
yum permanganat, Dragendorff (Lunier ve Macheboeuf), iyot-po-
tasyun iyodﬁr reaktifleri Dyeing Reagents for Thin Layer and
Paper Chromatography (1971)'e gbre h331rlénm1$t1r. Ultra~viole
15182 Camag (29 200) merka ultra-viole lambasindan saflanmig-
tir,

Denenen reaktifler iqinde piridoksin hidroklorir ig¢in en
hassas olarek 2,6-~diklorokinon~klorimid ve diazolanmig p-nitro-

anilin reaktifleri; sodyum novaminsiilfonat ig¢gin ise, glmlis nitraet



ve 4-dimetilaminobenzeldehid reaktifleri bulundu. Hef iki madde
ile de oldukg¢a hassas reaksiyon vermesi nedeni ile, iki maddenin
birarada tespitinde, demir (ITI) kloriir-potasyum heksasiyano-
ferrat (IIi) reaktifi, potasyum permanganat reaktifi ve ultra-
viole 1gifaindan faydalanlldl..

Piridoksal ve piridoksal hidroklorir tespiti ig¢im 2,4~
dinitrofenilhidrazinin 2 N hidroklorik asiddeki % 0.4 liik go-
zeltisi, piridoksik asid igin de bromokrezol yesilinin etanol-
deki % 0,05'lik ¢Gzeltileri kullanilumistir. Her iki reaktif de
"Dyeing reagents for Thin Layer énd Paper Chromatography", 1971

e gore hazirlanmigtir,

¢~ PIKIDOKSIN EIDROKLORUR I¢IN PAYIN METODUNUN SEQIMI

i~ Tayin Metodu

Kullanilan miktar fayini metodu, péra durumunda substi~
tilent ihtiva etmeyen fenoller ig¢in geligtirilen kolorimetrik
metodun (Gibbs, 1927), garviarimrza gore tadil ettifimiz gek-
lidir,.

Bu metodu segmenizin nedeni, hassas oldugu konsantras-—
yon araliginin gayemize uygun olmasi (0-20 mcg), diger kolo-
rimetrik ve spektrofotometrik metodlardan daha hassas netice
vermesi (Hochberg ve dig., 1944 a ve b) ve deney iizerinde 4i™
ger maddelerin etkisinin az olmasidir (Scudi ve dig., 1940;
Roth ve 4ig., 1968; Hiittenrauch, 1970).

Metod prensip olarak para durumunda substitiient ihtiva

etmeyen fenollerin, 2,6-diklorokinon-klorimid reaktifi ile re-



57~

aksiyonu sonucu meydana gelen indofenclin {(mavi pigment), renk
giddetinin Sl¢lilmesine dayanar. Reaksiyon mekanizmas:i Scudi ve
dig. (1940 a.ve b; 1941) tarafindan agiklanarak B6 vitaminine
uygulanmigtair, Piridoksin ile 2,6~diklorokinon-~klorimid aninda
reaksiyona girerek, renksiz bir kompleks olugur. Bu kompleksin
molekiiler diizenlenmesi sonucu piridoksin indofenol meydana ge~
lir., Piridoksin indofenol de parc¢alanarak pilridoksin, parcalan-
mlg piridoksin ve oksim tegekkiil eder. Renk Tegekkiilii ve parca-
lanma reaksiyonlarini, hidroksil iyonlari katalize eder.

Gibbs metodunun Scudi ve dif. (1940 2 ve b) tarafindan
B6 vitaminine vygulamasinda, piridoksin ve imigd reaksiybnu S0~
nucu meydana gelen piridoksin indofenol, iki fazlil butil alkol-
su solvan sisteml ile muamele edilip, boyauan butil alkol taba-
kasi sanbrfiij edilerek su fazindan agriliakta ve etil alkol igi-
ne dSkiilerek, renk siddeti speitrofobomebrik olarak glgiilmektey-
di. Metodun bu yapilis zorlukiar: vaninda maksimum renk tegek-
klilu igin 40 dakika beklenilmesi ve her Clglm 1¢in reaksiyonun
temparatiir katsayisinin bayininin gerekliligi, metodun Hochberg
ve dif, (1944 a ve b; 1945) tarafindsn tadil edilmesinin nedeni
olmugtur, Bu metodda renk giddeti su-isopropil alkel fazinda,
amonyak-amonyum klorir tamponu kullsnilarak Slelulmiigtiir. Bu ge~
kilde Becudi metodunun yapilig zorluklari Snenli Slglide kolay-
lagtiraldi, Ancak piridoksin indofenoliin renk stabilitesi, 1si-
ya bagli olarak, ¢ok azalmssi ve renk giddetinin dlglilmesi re-
aktif ilavesinden 60 Saniye sonra yapilmasi, qallsmamlédallwasa
ve diZ. (1959) metodunu tadil ederek kullanmamizin nedeni olmug-
tur. Bu metodun hassasiyeti, Scudi metodundan 5 defa daha fazla

oldufu belirtilmigtir,
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Iwasa ve diZ. (195%) pH'nin, renk tesekkiilii ve renk sid-
detinin stabilitesi izerindeki; etkisini de incelediler. Eﬁ Za-
ye ile pH 3.3%6, 4.0, 4.8, 6.0, 6.5, 7.0 Macllvain tamponlari;
pH 7.0, 7.3, 7.5, 7.8 ve 8.3 véronalltamponlarig pH 9.12 sod-
yum karbonat tamponu ve pH 9,28 amonyak - amonyum hidroksid tam—
ponu (Hochberg metodunda kullanilan) denediler. pH 3,36 = 6.0
MacIlvain tamponlarinda renk tesekkiili gdriilmedigi, pH 6.5 - 7.0
Macllvain tamponlarinda renk tegekkiiliiniin ve renk stabilitesinin
de zayrf oldufu, pH 9.12 sodyum karbonat vamponunda mavi rengin
tonunun degigtigi, pH 9.28 amonyak-amonyum hidroksid taﬁponunda
da meydana gelen rengin ¢ok kisa siirede bozuldufu belirtilerek
veronal tampbnlarlnln kullanilmasini Snerdiler. pH 7.0 veronél
tamponunda 27 dakika, pH 7.8 veronal tamponunda 10 dakika ve
pH 8.3 veronal tamponunda da 8 dakika sonunda maksimum Tenk gid-
detinin elde edildipini belirttiler. Siire ve renk stabilitesi
- bakimndan da, pil 7.3 veronal btamponunun kullan:lmasi tavsiye
ettller. Caligmada ayrica isopropil alkel ve pH 7.8 veronal .
tamponunun renk tegekkill ve stabilitesi lizerindeki etikisi de
incelenmisg, isopropil alkol konsantrasyonunﬁn yizde 70 den,
tampon konsantrasyonunun da yizde 20'den az olmamasgi belirtil-
mistir.

Diger femoller, aminler ve bazi bilegiklerin reaktif ile
renk vermesi sonucu meydana gelen potansiyel hata, reaksiyonun
fazla miktarda borik asid bulunan ortamda yepilmasiy ile berta-
raf edilir (Scudi ve dig., 1940; Hochberg ve dig., 1944 a{ Roth
ve d&if., 1968; Huttenrauch, 1970). Galismada piridoksin hidro-

klorlir diger maddelerden ince tabaka kromatografisi ile ayril-
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digr halde, herhangi bir potansiyel hataya meydan vermemek icin,
reaksiyon borik asit bulunan ortamda tekrarlanarak deneye baska

maddelerin etki edip etmedigi de incelendi.

REAKTIFLER VE QUZELTILER

a) 2,6-Diklorokinon-klorimid reaktifi : Saf, kristalin
2,6~diklorokinon~klorimid hazirlamak ig¢in, 1 g madde 50 ml ase-
tonda ¢ozildil, Devamliy karigtirarken, ¢okiinceye kadar damla dam—
la su ilave edildi, kristaller siiziiliip ayrildi, birkac defa buz-
lu su ile yikandi, havada kurutuldu ve buzdolabinda, renkli sige
i¢inde saklanda.

100 ng bu kristalize madde 250 nl isoPropil alkol iginde
gozlilerelr renk reaktifi hazlrlandl.‘Cam kapakli renkli giseler
i¢inde buzdolabinda saklandl. XKullanilmadan 650 nm'de 85lg¢iim gap- °

tarinda absorbsiyonu kontrol edildi,

b) Piridckein hidrokloriir ¢ézeltileri : 0.1 N hidroklorik
asid ile yuzde 0.5, 1.0, 1.5 ve 2.0 (a/h) konsantrasyonda ¢dzel—
tiler hazirlandi. Renkli gige iginde buzdolsbinda saklandi. Va-

kit gegirilmeden kullanildi.

¢) pH 7.8 Michaelis veronal tamponu : 165.5 ml 0.1 M
barbital sodyum 250 ml'lik balon Jjojeye kondu, 0.1 ¥ hidroklorik
asid ile 250 ml'ye tamamlandi, iyici karigtirildi, pH metrede

pH 7.8 kontrol edildi.

—

d) Borik asid ¢8zeltilsi : 5 gram borik asid 100 ml dami-

tik suda ¢oziildi,
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METOD

110°C' de 45 dskika aktive edilmig 0.% mm kalinliginda
silikegel EF254 tabakalarlﬁa, Bamilton enjektor kullanl;arak
25 mg/mi konsantrasyonda piridoksin hidroklorﬁrl iceren ampul-
lerden C.5 mcl, 0.50 mg/ml konsantrasyonda clanlardan da 0.3 mcl
tatbik ediidi. Leke sag¢ kurutucusu ile soffuk hava plisklirtilerek
kurutuldu, Etil asetat - aseton - dimetilformaﬁid -~ amonyak -
dietil amin (80:40:14:6:0.2) solvan sisteminde karanlikta 17 cm
surdklendi. Pilak kilvetten ¢akarildiktan sonrs, g¢aligma gartla-
rinda, Karanlikta kuruvyuncaya kadar tutuldu. Piridoksin hidro-
klorire tekabiil eden saha ulbtra-vicle lambasinin kisa dalga bo-
yunda, munkin oldufu kadar kisa silrede igaretlendi. Bu saha tam
ortada olacak gekilds 1.5 x 1.5 cm ebatlarinde adsorban tabakasa,
iyice kazinesral, selofan kagid: iginde toplanda, 20 ml'lik agzz
kapakly ve uzeri sayzh karton ile keplunmig test tipline aktaril-
di. Uzerine 1 wl su, 5 ml iscpropil alkel ve 5 ml pH 7.8 Micha-
elis veronal temponu ilave edildi, afzi kapatalda, 5 dekika ka-
dar calkalandar ve 5 dekika kendi haline birskilda. Bu silire sonun~
da 2 ml 2,6~-diklorokinon-kloriuid reaktifi ilave edildi, 1 dakika
giddetle calkalandi. Karigim santrfiij tipline aktarilip, 5000 RPM
de 5 dakika sentrfiij edildi., Pipet ile tip oynatilmadan 3 ml GG~ |
zelti alinip, reoktif ilavesinden 10 dakika sonra, 650 nm' de
renk giddetl piridoksin hidroklbrﬁr ihtive etmeyen karigima kar-
$1 tayin edildi. | |

Olciimde her hangi bir bilegifin etkisi olup olmadagina
gbzlewek igin de, su yerine borik asid ¢dzeltisi kullanilarak
deney tekrarlandi. Renk giddebinin sifir olup olmadii:r kontrol

gdildi. Her tayin igin 3 8l¢lim ve bir de kontrol yapildi.
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STANDART EGRI
Gerekli konsantrasyonds piridoksin hidroklorir, 0.1 XN
nidro¥lorik asid icginde ¢Oziildl. Bu ¢ozeltiden0,5 mel alimip,
110°G'de 45 dakika aktive edilmis 0,3 mm kalinliganda silikagel
H3254 tabakolarina, Hamilbon enjektdr ile tatbik edildi. Yukarda
enlatildifr yontem ile ¢alisarsk elde edilen standart efri gra-
fik 1' de gosterilmigtir. Grafikte kayitli her deger, 10 &lgu-

min ortalamasi alinasrak elde edilmigtir.

1 i pra—
i
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Grafik 1 : Piridoksin hidrokloririn standart egrisi

{Daliga boyv 650 nm)
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2~ Rengin Dayaniklilik Derecesi

Galigma gartlarinda en uygun Olgme zamanini ve meydana
gelen rengin daysniklilifini tayin edebilmek igin 12.5 meg/ml
konsantrasyonds piridoksin hidrokloriir ¢zeltisinin renk sidde-
ti, yukafda agrklandigi iizere, belirli araliaklarla 6lc¢iildii, Her
zaman aralifl igin 10 dlgimin ortalamasi alinarak bulunan deger-

ler grafik 2' de gdsterilmigtir.
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Grafik 2 : Piridoksin~indofenoliin tegekkill ve parcgalanma

hazi (piridoksin hidrokloriir konsantrasyonu
12.5 meg/mel)
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Grafik 2'de goriildigi gibi,reaktif ilavesinden sonra 9

ile 1l.dakikalar arasinda renk giddeti maksimumdur,Galigmada du

iki degerin ortalamasi 10. dakika kuvllanalda.

3~ Metodun kesinlik derecesi

Vetodun kesinlik derecesini standart sapma cinsinden ifa~

de etmek mutattir.Tablo 4'de metod igin standart sapma ve stan-

dart hava gisterilmisgtir.

- Deney Liadde | Aritmetik Standart Standart
Saylsl (mcg) ortaluma hate -+ sapua +
10 5 4,3575 G, 0455 0.1376
10 75 74725 0.0382 0,.,1210
10 10 - 10.0100 0,067k 0.2132
10 12.5 12,5800 0.0554 0.1751
10 15 C 1405125 0.0747 0.23%361
1G 20 - 19.93%25 0.0534 0.1688
Peblo 4 : Piridoksin hidrokloririn 2,6-diklorokinon~klor-

jmid ilé tayininde metodun kesinlik derecesi

a-PTRIDOKSIN EIDROKLORURUN TUREVLERININ SENTEZL

piridoksin hidrokloriir ve sodyum novaminsilfonatin par-

calanma mahsiillerini ince tabaka kromatografisinde teghis edebil~

mek ve buradan elile edildikten sonra mukayese edebilmek igin,
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bazi turevieri sentez edildi. Sfentezlerde litaratiirde kayitla

[

'Q

metodiar, tadil edilumeden, kullanildi. Sentez edilen maddeler

ve gentez metodlary su sokildedir

PIRIDOKSIN DIMER : Harris, (1941) metoduna gore sentez
edildi - 8.6 g piridoksin hidroklorir az bir suda suspande edil~
di, 2.5 E sodyum hidroksid ¢ozeltisi ile pH &' ya ayarlandi. Go-—-
zeltl damatzik su ile 69 ml'ye tawsmiandi ve ctoklavda 1219 de
30 dakiks 1sit1ldi. Bu silire sonunds otoklavdan ¢ikartilip, buz
dolabinda scfutuldu. Goken kristalin madde siiziilersk ortamdan
ayrildi. Distile su ile 5 defa yikandi, metanolde ¢ozlildl, dam-
la damla damitaik su ilavesi ile biliurlandairilidi (0.4 g piridok-
sin diner), Slzunti 60%C'de - algak basing altinda yogunlastiri~
linca, bir wikbtar dahes piridoisia dimer elde etmsk wmimkin oidu,
Ayni gekilde crtamda susulcrok ayrildi ve saflondirildi. Bakiye .
slzintl yine otoklavda 1sitrlip lslemier tekrsrlaninca tekrar
yakin verim ile piridolcin diwer elds etmel mimkin oldu. Madde-
nin erime dsrecesi 205-207°C olarak tespit edildi,

Otoklavda isituwa deba usun gure yapilineca, ancak birkag
glin sonra ¢oken, Jjelatin goérdoiminde, bir nadde elde edildi.
Harris (1941) bu maddenin piridoksin polimer cldugunu ileri siip-
pigtur.

4-PIRIDOKSIE ASID : Heyl {1948) metoduns gdre sentez edil~
di ¢ 24.% g. piridcksin hidrokloriir, mekanik karigtairici monte
edilmig, 1 1% 1lik balon iginde 0.5 1t digtile suda ¢oziildil. Bu
gGzeltide 17.1 g, % 85 lik mangan dioksid suspande edildi ve
ayirma hunrisi kullanarak, 16.4 g konsantre silfirik asid damla

damla ilave edildi. Kaorisiwdaki bltin menzgan dioksid kaybolup,
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¢ozeltinin pH'sy 6,0 oluncayas kadar, su banyosunda 60-70°¢" de
as1talda ve devamli karagbtaralda  (Yaklasik olarak iki buguk

saat). Uzerine 41 g sodyum asetat ve 17.3 g hidroksilamin hidro-

[63]

klorir ilave edince piridcksal oksim ¢dktl. Karisam on dakika
kaynar su banyosunda 1sitildi ve buzda sofuiulup siziildi., Piri-
doksal oksim 5 defa distile su ile yikandi, kaynar ctanclde ¢i~-
zildil, ¢&zeltinin rengi aktif karbon ile lkayaar su banyosunda
1satilarak giderildl ve soffutuldugu zaman piridcksal oksim kris-
tallendi (16.9 g; E.D. 225°¢, pargalanarak).

16.6 g piridoksal oksim 166 ml asetik snhidrit ile geri
geviren sofutucu altainds iki buguk saat 1s1t1ld1. Defigmenis

. e o} . . '
asetik anhidrit, 507°C wve algak basing altinda ortamdan uzaklag-

tirildikban sonra, balkiys obil alkol ile kaynotildi, ucucu mod-
deler oyni solilde uzaklagvirilda. Sakiye eber — alkol (1:1)

karigiminds ¢oeslildi, 5 defe doymus sodyun bikarbonat ¢lzeltisi

ve 5 defa da distile su ile 7ok aktif karbon ile su banyo-

sunda rgitilarak renksizglendirildi ve silzildu. Suzunti 5000 ve
algak basing altinda uwguruldu, bakirye cber - petrol eteri (K.D.
30 - GOOC) karagaiminda (1l:1). kristallendirildi. 16.5 g 2-metil -
cksl - 4 ~ siyano - 5 ~ azseboksipiridin elde edildi (E.D.

-~ agetoksi - 4=~ siyano -~ 5~ asetoksime-

AN

8 gram 2- mebtil -
tilpiridin 166 ml 3 ¥ potasyum hidroksid ¢énelbisi ile geri ¢e-
viren sogutucu altinda 7 saat 1saitilda. Bu slire sonunda sigziildl,
konsantre hidroklorik asid ile kongo karmizisina kargi asid ya-
pildi. Karaigam buzda sofubtuldu ve ¢okelbi sﬁzﬁlerek ayrilda,

5' er defa distile su, etanol, eter ve dille hidroklorik asid



~106~

ile yikandi, Goktiirme ve vikama islemi 2 defa daha tekrarlanda
4,7 g 4-piridoksik asid elde edildi (&.D. 254°¢).

5,7 gran 4-piridoksik asid 20 nl doymus alkolik hidrojen
klorlir ¢dzeltisi ihtiva éden 100 ml abseolu egtanol ile geri cevi-
ren scogubucu altinda 2.5 saat isitailda. Meydana gelen karaisim
buzda sofutuldu ve ¢dkelti silizlilerek ayrildi, etil alkol ve e-
ter ile yikandi, suda ¢ozlildi, sodyum bikarbonat ilavesi ile
kristallendirildi, Kristalin 4~piridoksik asid lakton siiziilerek
ayrildiktan sonra buzlu su, etanol ve eter ile 5 defa vikandi

(2.9 g; B.D. 273%, par¢alanarak)

4,5 DIPIRIDOKSIDIAL HIDROKIORUE ; Sabtsangl ve dil. (1968}
metoduna goére sentez edildi : 2 g isopiridoksal dimetilasetal
ve 8 g % 85'1ik nangen dioksid 1.5 1% kloroferum ig¢inde mekanik
karigztirica ile 5 saat karlgtlrlldl. Bu slre sonunda suspansi-
yon siuzuildi ve 30 - 5500' de algak basing altinda kuruyuncayé
kadar uguruldu. Bakiye petrol eterinde (X.N. 40 ~ 5000) ¢ozll-
al, aktif karbon ilave edip, 1satilarak ¢Szeltinin rengl gide-
rildi, 10 ml'ye yogunlagtirildi ve buz dolabina konuldu. Goken
kisam stzllerek ayrildir ve petrol eterinde kristallendirildi
(E.D. 58 - 5900; 1.25 g 5'- (dimetilasetal)- 4 - formil - 3 -
hidroksi - 2 ~ metilpiridin),.

1 g 5'- (dimetilasetal)= 4 -~ formil = 3 - hidroksi = 2 - .
metilpiridin 50 ml N hidroklorik asid ile 60°C'1ik su banyosunda
30 dakika 1sitilda. Bu slire sonunda bisp miktarraktif Xarbon ila-
ve edildi ve 10 dakika daha 1satilda, siiziildii. Siiziintii yeklagik
olarak 1 ml'ye algak basing altinda yoFunlastirildi. Buz dola-
binda 1 gece btutulunca 0.9 g'piridoksidial hidroklorir elde edil~

di (E.D. 158 ~ 161°C parcslancrak).
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PIRIDOKSAL HiDROKLOﬁUR ~ 4 ~ HIDROKSI SULFONIK ASID :

Hata ve dif. (1966) wmetoduna gore sentez edildi : 609 mg piri-
doksal hidrokloriir ve 582 mg sodyum metabisulfit 45 ml damitik
suda, bir balon ig¢inde, ¢dziildii, Balonun agzi kapatilip 24 saat
kendi halinde birakildi. Bu siire sonunda, ¢Ozelti algak basing
altlnda,ESOC'de 5 nl'ye kondense edildi, lzerine bulaniklik olun-~
caya Xadar mutlask alkol ilave edildi. Buz dolabinda 1 gece sak-
lananca soluk sari renkte piridoksal hidroklortirin 4~hidfoksi—
sulfonik asid ¢Okti. Kristallendirme iglemi 2 defa daha tekrar-

landx (E.D. 129.506 parcalanerak; 480 ug).
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ITI~ BULGULAR
A~ MIKTAR TAYINT NﬁfiCﬁLERI VE AMPULLERIN INCE TABAKA
| KROMATOGRAFISI ILE GozrEmMEsI
Bitiun tip ampuller 10 ve 180 gin bekletme sbnunda, kolori-
metrik yontem ile tayvin edildi. Her Yayin ig¢in metodlar kismin—
da belirvildigi lzere, U¢ tayin ve bir de kontrol yapildi. Bu~-
lunan neticelerin ortalamasy alinap yizde kayip olarak ifade
edildi (Tablo 5 - 17),
PiZer tarafitan bu seril »rdekl pargalanma,180.glin sonunda
ince tabaka kromatograiisi ile de gozleandi. Her seri igin mikbar

tayini tablosu ve seriy

O

> alt kromatogram verildi (Kromatogram 9~

‘

2l). Ancak biivtin parjalanma lirtnleri igin, kromatogranlarda ga-~

ge
o

hit meddeler verilencdizi igin, Ornek bir kromatogram konulmasa
uygun goruldd (Kromevopram 8). Kromosogramisz maddelerin tatbikin-
de su sire tukip edilmistir : 1) Sodyum novaminsulfonatin metanol-
deki %1'1ik ¢ozeltisl; 2) Dimetilaminc antipirinin kloroformdaki -
%1l'lik ¢bzeltisi; 3) Piridoksin hidrokloriiriin %1'lik ¢Ozeltisi;

4) Piridoksin dimerin metanoldeki %1'lik ¢bzeltisi; 5) 4-Piridok-
sik asidin Q.1N sodyum hidroksidteki %1'1lik ¢ozeltisiy 6) Piridok-
sal hidrokloririn %1'lik ¢8zeltisi; 7) 4,5 Dipiridoksidial hidro-
kloriiriin %1'lik ¢odzeltisi; 8) Piridoksal hidrokloriir-4-hidroksi-
sulfonlk asidin %1'lik ¢8zeltisi; 9)Dezoksipiridoksinin %1'1lik
¢bzeltisi; 10) %5 (a/h) konsantrasyonda piridoksirn hidroklorir ve
%50 (a/h) komsantrasyonda sodyum novaminsulfonat igeren ampulun

180 . gﬁﬁki dl}\.l"@.arﬂl »
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Kromatogram 8 : $ahit maddeler ve sodyum novaminsulfonat-
piridoksin hidrokloriir kombine zmpuliin, yukarda belirtilen sara
takip edilerek, silikagel HFES& tabekalarinda, etil asetat - ase~-
ton ~ dimetilformanid - amonyak - dietilamin (80:40:14:6:0.2) sol-

van sistemi ile gizlenmesi.
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RENKLI RENKS1IZ
Stre Azotlu Azot;;z Azotlu Azotsuz
100°% |120% | 100% | 120% 100°¢ {120% | 100% |120°C
10.Glin | 6.4 3.8 9.6 11.6 ‘11.2 12,6 {13.6 14.4
180.Gid 14,4 [17.2 , {18.4 | 20.0,| 22.8 | 2h.8 | eé.ag 27.2
Tablo 5 Kaynatllmls, sogutulmug, 2 szat azot gazr gegi-

rilerek molekhlef oksijeni mirnimuma indirilmig distile su ile,
% 2.5 (a/h) konsantrasyonda piridoksin hidroklorir lgeren ve ge-~
nel semaya gbre dallandirilarak hazirlaamis (A-1 serisi) enjek~
tabl ¢Ozeltilerin, 10 ve 180,‘gﬁn sonundaki miktar tayini éonugw
lary’ yuzde keyip olaraki,. . |

Ayny seri (A-1) ewn <ktabl ¢bzellerdeki durum 180. gin so-
nunda, kromatografil ydotem ile de gizlendi. Kromatografide, mik-
tar tayininde kullanilan kromatografi sistemi ve 50 meg piridok-
asin hidroklorire egdefer ampul ¢Ozeltisi kullanilimigtir,

Uyeulamada sahit maddeler ve ampullerin tatbikinde aga-
gida belirtilen sira takip edilwdgtir : 1) Piridoksin hidroklo-
riirlin % 1'1lik ¢dzeltisi; 2) Piridoksin dimerin metanoldeki % 1!
1ik ¢bzelbisi; 3) 4-Piridoksik asidin 0.1V sodyum hidroksidd -
ki % 1'1ik g¢dzeltisi; 4) Piridoksal hidrokloriliriin % 17'1ik ¢o-

geltisi; 5) A~1 serisi "a" ¢bzeltisi; 6) A~1 serisi "b" ¢dzel-

tisi; 7) A-1 serisi "c" ¢dzeltisi ; 8) A-1 serisi "d" ¢ozel-
10) A-) serisi "f" gozel-

tigi: 9) A-1 serisi "e" g¢bzeltisi ;
¥ C’ 3

tisi; 11) A-1 serisi "g" g¢ozeliisi; 12) A-1 serisi "h" ¢bzel-

tisi.
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Kromatogram 9 : §$ahit maddeler ve ampulierin, yukarda be-
lirtilen sira takip edilerek, silikagel HF254 tabakalarinds .etil
asetatvaseton—dimeti1formamid—amonyak~dietilamin (80:40:14:6:0.2)

solvan sistemi ile gdzlenmesi,



w1l2m

RENKTIL I RENKSIZ

Siire Azotlu Azotsug Azotlu Azotsuz

100°%¢ |120°%  |100% 120°¢] 100°% | 120%° | 100°%C {120°C

10.Glin | 6.67 9.33 9.33 | 10.87 10'67. 12.67 § 13,33 1 14,67

5

- sl 16. i 19.%3| 22.00 | 24.00 | 25. 27,
180, Gin}-4# 67@ 16 67b 13 00c 9 53 Oqf 5 55g 7 55h

Tablo 6 : Kaynatilmis, sofutulmug, 2 saat azot gazli gegi-
rilersk molekiiler oksijeni minimuma indirilwis disvile su ile,

% 5 (a/h) konsantrasyonda piridoksin hidroklerir iceren ve genel
semaya gbre dallandirilarak hazairlenmis (A-2 serisi) enjektabl
gzeltilerin, 10. ve 180. gln sonundskl aikbtar tayini sonuglara
(ylizde kayip olaraki.

Ayna seri (A-2) cvnjekbtabl g¢ozeltilerdeki durum 180. giin
sonunda, kromatograflk yomtem ile de gdzlendi., Rrematograwlarda,
miktar tayininde kulianilan krowmstografi sistemi ve 50 meg piri-
doksin hidroklorure egdsiger ampul ¢Ozeltisi kullaniimigtir.

Uygulamada gahit waddeler ve ampullerin tatbikinde asafi-
da belirtilen sara takip edilmigtir : 1) Piridoksin hidroklorir-
Un % 1'1lik ¢dzeltisi; 2) Piridoksin dimerin metanoldeki % 1'lik
gozeltisi; 3) 4-Firidoksik asidin Q.1N sodyum hidroksiddeki % 1'
lik ¢Bzeltisl; 4) Piridoksal hidrokloriirin % 1'lik gozeltisl;
5)‘A?2 serisi "a" ¢Ozeltisi; ‘6) A-2 serisi "bY gézelbisiy 7)
A-2 seriei "c" ¢bzeltisi; 8) A-2 serisi "d" ¢dzeltisi; 9) A-2

serisi "e" ¢Ozeltisi; 10) A-2 serisi "f" ¢ozeltisi; 11) A-2

serisi "g" g¢dzeltisi; 12) A-2 serisi "h" ¢dzmeltisi.
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Kromatogram 10 : Gahit maddeler ve ampullerin yukarda be-
lirtilen sira takip edilerek, silikagel HF254 tabakalarinda, etil
asetat-aseton~-dimetilformamid~amonyak-dietilamin (80:40:14:6:0.2)

solvan sistemi ile gdzlenumesi.



w114~

RCNEKLTI - EENKSIZ

Bure Azotlu Azotsuz Azotlu _ Azotsuz

100% {120% | 100% |120°%} 100°% |120% | 100°C | 120°C

10.,Glin } 7.0 3.0 9.5 11.5 11.5 13.5 14,0 15.0

180.Gin[ 15:0, | 17.0, | 18.0, |20.0g] 23.0, |25.04 |26.5, | 27.5 4

Tablo 7 : Kaynatilmig, sogutulmusg, 2 saat azot gazi gegl-
rilerek molekiler cksijeni ninimuna indirilmig distile su ile,

% 10 (a/h) konsantrasyonda piridoksin hidrokloriir igeren ve ge-
nel genaya gore dallandirilarak hazirlanwmis (A-3 serisi) enjek-
tabl g¢dzeltilerin, 1C. ve 130, pgln sonundski wiktar tayini sonug-—
lar: {ylizde kayip olarak),

Ayni seri (A-3) enjektobl ¢dzeltideki durum 180. gin so-
nundsz, kromatografil yontemle de gémlendi, XKromatogramda, miktar
teyininde kullanilan kromatografi sistenl ve 100 meg piridoksin
hidrokloriire esdefer ampul ¢dzeltisi kullanilmigtar,

Uygulamada gohit maddeler ve ampullerin tatbikinde asafi-
da belirtilen sira takip edilmigtir : 1) Piridoksin hidroklo-
ririn % 1'31ik ¢8zeltisi; 2) Piridoksin dimerin mebtanoldeki % 1°
1ik g¢ozeltisi; 3) 4~Piridoksik ssidin 0.1 N sodyum hidroksidde-
ki % 1'1ik ¢Ozeltisi; 4) Piridoksal hidrokloriic % 1'lik ¢dzelti-~.
si; 5) A-3 serisi "a" ¢dzeltisi; 6) 4-3 serisi "b" ¢dzeltisiy
7?) A-3 serisi "e" ¢fzeltisi; 8) A-3 serisi Yd" ¢ozeltisij; Q) A-3
serisi "e" ¢dmeltisi ; 10) A~-3 serisi "£" ¢dzeltisi; 11) A-3

gerisi "g" ¢ozelitisi; 12) A-3 serisi "h" c¢ozelbisi,
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Kronatograrm 11 : $ahit maddeler ve ampullerin yukarda be-

lirtilen sira takip edilerek, silikagel HF2;4 tabakalarinda, etil
-~

asetat-~aseton~dimetilformamid~amonyak-dietilanin (80:40:14:6:0.2)

solvan sistemi ile gdzlenmesi.
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RENKTLI RENKSBSIZ

Sire Agotlu Azotsuz : Azotlu Azotsuz

100°% | 120% | 100°% | 120°]| 100°c | 120°C 100% | 120%¢

10.Ginl 8.8 | 10.4 | 12,0 | 13.6{ 144 16.0 | 16.8 | 18.4

180. Giin 19.6a 19.6b 21.6C 22.8(1 26.4e 28.8f 50.4g 52.8h

Tablo 8 : Kaynatilmig, sogutulmug, 2 saat azot gazl gegi-
rilerek molekiiler oksijeni minumuma indirilmig distile su ile,

% 2,5 (a/h) konsantrasyonda piridoksin hidroklorir ve % 50 (a/h)
konsantrasyonda sodyum novaminsulfonat igeren ve genel gemaya go-
re dallandirilarak hezirlanmig (A-4 serisi) koubinc enjektabl
¢dzeltilerin 10, ve 180, gln sonundaki miktar tayini sonug¢lari
Jizde kayip alarak), |

Ayny seri (A-4) kombine enjektabl gozeltilerde, 180. giin
sonundaki durum kromatografik yoéntemle de goézlennigiir. Kromatog-
rafide, miktar tayininde kullanilan kromatografi sistemi ve 50
meg piridoksin hidroklorlre egdeger ampul ¢dzeltisl kullanilmig-
tir,

Uygulanada gahit maddeler ve awpullerin tatbikinde agsafi-
da belirtilen sira bakip edilmistir : 1) Sodyum novaminsilfonatin
metanoldeki %l'lik ¢Ozeltisi; 2) Piridoksin hidrokloririn %L'1ik
¢Bzeltisi; 3) Piridoksin dimerin metanoldeki %1'lik gOzeltisi;
4)4Piridoksik asidin 0.1N sodyun hidroksiddeki %l1'lik ¢dzeltisi;
5) Piridoksal hidrokloriirin %1'lik ¢dzelbisi; 6) A-4 serisi "a"
czeltisi; 7) A-4 serisi "d" ¢dzeltisi; 8) A-4 serisi "¢ gozel-
tisi; 9) A~-4 serisi "d" ¢dzeltisi; 10) A~4 serisi "e" ¢ézeltisi;
11) A-4 serisi "f" ¢bzeltisi; 12) A~4 serisi "g" ¢dzeltisij

13) A-4 serisi "h" ¢ozeltisi,
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Fromatogran 12 r Jahit maddeler ve ampullerin, yukarda be-
lirtilen sira takip cdilerek, silikagel HF254 tabakalarinda, etil
asebat-aseton~dimetilformanid-amonyak-dietilamin (80:40:14:6:0.,2)

solvan sistemi ile gizlenmesi,
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- RENKL T . RENEKSTIZ
Siire Azotlu Azotsuz - Azotlu Azotlu
100%¢ | 120°¢ | 100°¢ { 120%] 100% | 120°c | 100%| 120°c
10.Gud  8.67 | 10,67 | 12.00 | 13.33{ 14.00 | 16.00 | 16.67 | 18.67
180.Giy 18.00, 1 19.33, 21.33, 22.63 26.6'7e 28.67f 50.00@\ 52.67h

g

Tablo 9 : Kaynatilmig, sofutulmwug, 2 szat azob gazi geci-
rilerek uolekiler oksijeni minumuma indirilmis distile su ile, %5
(é/h) konsantrasyonda piridoksin hidroklorir ve. % 50 {(a/h) konf
santrasyonda sodyum novanminstlfonat igeren ve genel gemaya gore
déllandlrllarak haziplanulg (ﬂfE'serisi) kombine enjektabl ¢dzmel-
tilerin, 10. ve 180. gun sonundaki mikbtar tayini sonuglara (yuzde
keyip olarek. .

Ajni_seri,(A%5);k§mbiné\enjektablfgbzeltilerde 180. giin
sonundaki durur kromatografik yontenle . godzlenmigsbir. Kromatog-
rafide, miktar‘tayininde kullanilan kromatografi sistemi ve SOmeg
pirideksin hidrokloriire egdeger ampul ¢dzeltisi kullanilmistar.

Uygulamada gahit maddeler ve ampullerin tatbikinde agafa-

" da belirtilen sira takip edilmigtir : 1) Sodyum novaminsulfonat-~
in metancoldeki %1'1ik ¢Ozeltisi; 2) Piridoksin hidrokloriiriin %1
lik ¢dzeltisi; 3) Piridoksin diuerin ﬁetanoldeki %1'lik ¢ozelti-
sij 4) 4~Firidoksik asidin 0,1N sodyum hidroksiddeki % 1'lik ¢é-
zeltisi; 5) Piridoksal hidrokloriiriin %1'lik ¢8zeltisi; 6) A~5 se-
risi "a" gézeltisi; 7) A-5 serisi "b" ¢Bzeltisi; 8) 45 serisic”
gOzeltisi; 9) A-5 serisi "a" §6zéltisi; 10) A-5 seriéi "e" ¢ozel-
tisi; 11) A-5 serisi "f" ¢dzeltisi; 12) A-5 serisi "g" ¢ézeltisi;

13) A~5 serisi "h" c8zeltisi.
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Kromatogranm 13 :

vahit maddeler ve awmpullerin, yukarda be-

lirtilen sira tekip edilerek, silikagel HFEB4 tabakalarinda, etil

asectat

solvan siste

~aseton~dimetilformanid-anonyak~dietilamnin (80:40:14:6:0.2)

mi ile gozlenmesi.
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REZITEKLI RENESILZ

Siire Azotlu Azotsuz Azotliu Azotsuz

100°%¢ | 120°c | 100° | 120°¢| 100°¢ | 120% | 100%ct 120%c

10.Giin] 9.33 | 10.00 | 12.00 | 12.67f 13.33 | 14,67 { 16.00 | 18,00

180, Giinl 18.00 18.67 21.33 21,33 24.67 26.00 | 28.67 30.67
' a b c a e f] g h

Tablo 10 : Kaynatilmig, sogubtulmug, 2 sact azob gazi ge-
¢irilerek molekiler okeijeni minumuma irdirilmisg distile su ile

%5 (a/h) konsantrasyonda piridoksin hidrokloriir ve koruyucu ola-

A

rak % 0.005 (a/h) konsantrasyonda tiyolre igeren ve genel gemaya
gore dallandiralarak hazirlenmig (A-G serisi) enjektabl ¢ozelti~
terin, 13, ve 180. glun sonundakil miktar tayini‘sonuglarl{ﬁﬁzde
Ckayap olaraﬁL

Ayra seri (4~6) enjektsbl gozeltilerde 180. giin sonundaki
durun kromatografik vontoemle de gisleunigtir. Kromatografide, mik-
tar tayininde kullanilan kromatografi sistemi ve 50 meg piridok-
sin hidroklorire cgdefer ampul ¢bzeltisi kullanilmagbtir.

Uygulamada @ahit‘maddeler ve ampullerin tatbikinde asagida
belirtilen sira takip ediludgbir : 1) Piridoksin hidioklorﬂrﬁn
%Ll'1lik ¢ozeltisi; 2) Piridoksin dimerin metanoldeki %1'lik ¢ozel-
tisi; 3) 4-Piridoksik asidin 0,1N sodyum hidroksiddeki % 1'1lik
¢Ozeltisi; 4) Piridoksal hidrokloriiriin 9%1'1ik g¢bzeltisi; 5) A-6
serisi "a" gbzeltisi; 6) A~6 serisi 'b" ¢bzeltisi; 7) A-6 serisi
"c" gOzeltisi; 8) A-6 serisi "d" ¢Ozeltisi; 9) A-6 serisi "e" ¢i-
zeltisi; 10) A-6 serisi "f" g¢dzeltisi; 1l) A-6 serisi "g" ¢dzel-

tisi; 12) A-6 serisi "h" cdseltisi.
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Kromatogram 14 : Sahit maddeler ve ampullerin, yukarda be-
lirtilen saira takip edilerek, silikagel HFgéq tabakalarainda, etil
asetat-aseton-dimetilformamid-amonyak-dietilamin (80:40:14:6:0.2)

solvan sistemi ile gozlenmesi,
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"RENKLI RENKS LZ

mSﬁﬁé f;¥~"Azotluﬁ Azotsuz Azotlu Azoteuz

: O0x | 0 Oc i '
1007G 1 1207C | 1007C 15504 |i00% {120% | 100% | 120°C

"10;gﬁnh9{35 1.10.67 | 12,00 | 13%.33] 13.3% | 16,00 }16.00 18,00

180, Ginfl8.67. | 19.33 | 21.33 | 22.67] 26.00 | 28.67 [29.33 52.00‘1
AR bl c il e 3 N | b

> W

Tablo ll: Kaynatllmls, sofutuluug, 2 saat azot gazi gegi-
'rllerek molekiler oksijeni minumuma indirilmig distile su ile,
%5 (a/h) konsantrasyonda piridoksin hidrokloriir, % 50 (a/h) kon~
santrasyonda sodvum novaminsulfonat ve koruyucu olarak %0.005
(a/h) konsamtra yonda tiyolre igeren ve gencl gemaya gore dallan-
2 1d1r11araﬂ hd21rlanm1$ (A-7 serisi) kombine enjektadbl cizeltilerin
10. wve 180, gin sonundaki mlktir tayini oonuglar1=yuzde kayip
Olaraﬁh ‘ .

"Aynl seri (A-7) kombine enjekvabl gdzeltilerde 180.giin so-
nunaAkl duvum hromaxograflk yontenle de gtzlenmigtir., Kromatog-
raflde, mlktar taylllhde kullenilan kromatografi sistemi ve SQuecg
p1r160£uln hldfOklOfure egdeffer ampul ¢ozeltisi kullanilmigtir.

% Uygulamuda gahlt waddeler ve ampullerin tatbikinde agagi~
da belirtilen sira takip ediloigtir: 1) Sodyum novaminsulfonatin
metanoldeki %1'1ik gééel%isi; 2) Piridoksin hidrokloririn %1'lik
3 96ze1tisi;‘3) Piridoksin dimerin-metanoldeki %1'1ik qézeltisi}
114)'4~Piridoksik asidin 0, 1N sodyum hidroksiddeki %1’ 1ik ¢Ozeltiai;
5) Piridoksal hldroklorurun %L'1liX ¢ozeltisi; €) A=~7 serisi "a®
C"Qozeltlsl 7) A-? serigl "b" ¢Ozeltisi; 8) A~? seridi "c" ¢8zelti-
si; 9) A-7 serisi "a" QSZeltisi; 10) A-7 serisi "e" c¢ozeltisij
11) A-7 serisi "f" ¢Bzeltisi; 12) A-7 serisi "g" gdzeltisiy 13)

A-7 serisi "h" ¢bzeltisi.
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rRewr Ll RENESIZ

Sire | Avotlu Azobsuz Azotlu ‘Azotsuz

100% | 120°¢ | 100% | 120°| 100° | 120% | 100°¢ | 120°C

10.Gin 0.67 1.3%3% 1.33 2.00 | &4.67 5.53 6,00 | 7.353

180.GUn  7.32 8.67 9.23% 9.33 114,67 16.00 17.33 18,67
- a b G dy - e T g h

Tablo 12: Kaynatilmig, sofubtulmug, 2 saat azot gazli gegi-~
rilerek molekiiler cksijeni minumuma indirilmig distile su ile,

%5 (a/h) konsantragsyonda piridoksin hidrcklorir ve koruyucu ola-
rak % 0.075 (a/h) konsantrasyonda disodyun edetat iqeren ve genel
semaya gore dallandirilarak hazirlanmis (A~8 scrisi) enjekbabl
¢ozeltilerin, 10. ve 180. gln sonundaki mikfar tayiri sonuglara
yizde kayip olarak),

Ayni seri (A-8) enjektabl g¢dzeltilerde 180. glin sonundaki
durun kronatografik yéntemle de gdzlenmigtir. Kromatografide,‘mik—
tar toyininde xullarnilian kromatografi sigteml ve 50 meg piridok-
sin hidrokloriire egdeger ampul ¢ozeltisi kullonalmigtar,

Uygulamada gahit maddeler ve ampullerin tabtbikinde agagida
belirtilen sira takip edilumistir: 1) Piridoksin hidrokloriirin %1
1ik ozeltisi; 2) Piridoksin dimerin metanoldeki %1'lik ¢bzeltisi;
3) 4-Tiridoksik asidin 0.1F sodyum hidroksiddeki %1'lik ¢8zeltisiy
4) Piridokzal bidrokloririin %1'1lik ¢dzeltisi; 5)A-8 serisi *a"
goreltisi; 6) A-8 serisi "b" gbzeltisi; 7) A-8 serisi "¢ ¢Ozel-

tisi; 8) A~8 serisi "d" ¢dzeltisi; 9) A-8 serisi "

e" ¢Ozeltisi;
10) A-8 serisi "f" c¢ozeltisi; 11) A-8 serisi "g" ¢dzeltisiy

12) A-8 serisi "h" cdzeltisi.
5
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Kromatogran

lirtilen sira takip edilereck, gsilikagel HF

15 : gahit wmaddeler ve ampullerin; yukarde be~

254 tabakalarinda, etil

asetat—aseton-dimeti1formamid—amonyak—dietilamin (80:40:14:6:0,2)

solvan sistemi ils

gozlennesi,
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Kromatogram 16 : Zahit maddeler ve ampullerin, yukarda
belirtilen sira takip edilerek, silikagel HF254 tabakalarainda,
etil asetat—asetonmdimetilformamid~amonyakndietilamin (80:40:

14:6:0.2) solvan sistemi ile gdzlenmesi.
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L,

Siire

RENKLI RENKSIZ

Azotlu Azotsuz Azotlu Azotsuz

100% 1 120% | 100% 1209 | 100° |120% | 100°c| 120°C

10.Gin] 6.00 8.00 8.67 10,00 10.67 12,00 {12.67 14,00

180.Giin l#.67a‘ 16,67, | 17.53, 19.52 22.67, 2/4-.00f 25.55g 26'67hn

Tablo 15l: RKaynabtalmig, sofutulmug, 2 saalt azot gazi gegi-
rilerek molekiiler oksijeni minumuma indirilmig distile su ile, %5
(a/h) konsantrasyonda pirideoksin hidroklorir, %50 (a/h) konsant-
rasyonda sodyum novaminslfcnat ve koruyucu olarak #0.075 (a/h)
konsantrasyonda disodywn edetat igeren ve genel gemaya gore dal-
landiralarek hazarlonmis (A-9 serisi) kombine enjektabl ¢ozelti-
lerin 10. ve 180. gin sonundzki piktar tayini sonuqlarlfjﬁzde
kayip olaraki‘

Ayni seri (A-9) kombine enjektabl gdzeltilerde, 180.gin
sonundaki durum kromatografik ybntemle de gdzlenmiglir. Kromabog-
rafide, miktar tayininde kullanilan kromebtografi sistemi ve 50meg
pirideksin hidrokloriire esdeger ampul ¢ozeltisi kullanilmigtir.

Uygulemada sahit maddeler ve ampulierin tatbikinde asagi-
da belirtilen sira takip edilmigtir : 1) Sodyum novaminsulfonatin
metanoldeki %l'lik ¢bdzeltisi; 2) Piridoksin hidrokloriiriin %1'lik
¢Bzeltisi; 3) Piridoksin dimerin metanoldeki %1'lik ¢Ozeltisi;

4) 4-Piridoksik asidin 0.1N sodyum hidroksiddeki %1'lik ¢Ozeltisi;
5) Piridoksal hidrokloririn %1'lik ¢dzeltisi; 6) A~-9 serisi "a"
gbzeltisi; 7) A~Q serisi "b" ¢ozeltisi; 8) A-9 serisi "¢ ¢izel-
tisi; 9) A~9 serisi "d" ¢dzeltisi; 10) A-9 serisi "t ebzeltisiy
11) A-9 scrisi "f" ¢Szelbisi; 12) A-9 serisi "g" ¢Ozeltisi;

13) 4~9 serisi "h" ¢ozeltisi.
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Kromatogram 17 : Sahit maddeler ve ampullerin, yukarda
belirtilen sira takip edilerek, silikagel HF254 tabakalarinda,

etil asgetat ~ asebon - dimetilformanid ~ smonyak - dietilamin

(80:40:12:6:0.2) solvan sisteul ile gozlenmesi.
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REFKLL RENES L2
| siire Azotlu Azotsuz Azotlu Azotsuz
100°¢ | 120% | 100% | 120°C| 100° | 120° | 100°¢| 120%
10.Giin|  9.33 | 10.67 | 12,00 | 12.67} 13.33 | 15.33 | 16.00 | 18.00
o] 17.33 | 18.67 | 20.67 | 20.67] 24.67 | 26.67 | 28.00 | 30.67
180. Gin) a b ¢ d €] 1 g h

Tablo 14: Kaynatilmg, sogutulmug, 2 saat azot gazi gegi-
rilerek molekiiler oksijeni minumuma indirilmis distile su ile, %5
(a/h) konsantrasyonda piridoksin hidrokloriir ve koruyucu olarak
%0.15 (a/h) konsantrasyonda sodyum formaldehidsulfoksilat igeren
ve genel gelaya gore dallandaralarak hazirlanmig (4-10 serisi)
enjektabl ¢dmeltilerin 10. ve 180, glin sonundaki miktar tayint
sonuglary (yizde kayip olarak:

Ayni seri (4-~10) enjektadl cdzelstilerde 180, giin sonundaki
durum kromatografik yéntemle de gbzlenmigtir. Eromatografide, wmik-
tar tayininde kullaonilan kromatografi sistemi ve 50 reg piridok-
sin aidrokloriire egdeger ampul gdzeivisi kullaniluigtir.

Uygulemada gahit maddeler ve ampullerin tatbikinde agagida

belirtilen sira takip ediluigtir : 1) Piridoksin hidrokloriipiin

%L'lik ¢dzeltisi; 2) Piridoksin diwerin metaﬁoldeki %1'1ik ¢ozel-
ﬁisi; 3) 4-Firidoksik asidin 0O.1N sodyun hidroksiddeki %1'lik ¢&-
zelvisiy 4) Piridokscl hidrokloriirin %1'lik ¢bzeltisi; 5) A-10
serisi "a" ¢Gzeltisi; €) A~10 serisi "b" gézeltisi; 7) A-10 se-
risi "¢ ¢Ozeltisi; 8) A-10 serisi "d" gézeltisi; 9) A-10 serisi
g 1t

¢Ozeltisi; 10) A-10 serisi "f" gBzeltisi; 11) A-10 serisi -

gozeltisi; 12) A-10 serisi "h" ¢ozeltisti.
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Kromatogram 18 : Jahit maddeler ve ampullerin, yukarda
belirtilen sara takip edilersk, silikagel HF254 tabakalarinda,
e¢til asetat ~ aseton - dimetilformamid - amonyak - dietilamin

(80:40:14:6:0.2) solvan sisbtemi ile gozlenmesgi.



I

REFELL | RENKS T2

. i .
Sire Azotlu i Azobsuz Azotiu Azobsuz

100% | 120% | 100° | 120% | 100% | 120°% :100% | 120°

10.Gin 10.67 | 12,67 14.oo£ 16,00] 17.33 | 18.67

=t
+

[REER W

180. Giin 2o.ooa§ 22.00y] 24.0Q, 26.00] 29.33.| 31.334 52.67,| 34.67y

Tablo 15 : Kayﬁatllmlg, sofutulmug, 2 saat azot gazi gegi--
rilerek molekiiler oksijeni minuuwuma indirilmis distile‘su ile, %5
(a/h) konsantrasyonda pirideksin hidrokloriir, %50 (a/h) konsant-
rasyonda sodyum noveaminsulfenat ve koruyucu olarak %0.15 (a/h)
konsantrasyonda sodyum formaldehidsulfoksilat igeren ve genel ge-
maya gores dallandirilurak hazairlonmis {A-11 serisi) kombine enjek-
tabl ¢dzeltilerin 10. ve 180. glin sonundaki wmiktar tayini scnug-
lari:yizde keyip colirak. B

Ayni seri (4-11) kowbine enjektabl ¢dzeltilerde, 180. giin
sonundaki durun kroustografik yodntemle de gdzlenmistir. Kromatog-
refide wmikfor toyininde kullanilan kromabtografi sistemi ve 50meg
piridoksin hidroklorirc egdefer ampul ¢dzeltisi kullanilmagtair,.

Uygulamads gahit maddeler ve ampullerin tatbikinde agaZida -
belirtilen sira takip edilmigtir : 1) Sodyum novaminsulfonatan
metanoldeki %1'lik ¢Ozelvisi; 2) Piridoksin hidrokloriiriin %1'lik
¢ozelbisi; 3) Pirideoksin dimerin metanoldeki %1'lik ¢dzeltisi;

4) 4-Piridoksik asidin 0.1N sodyum hidroksiddeki %1'lik ¢ézeltisiy
5) Piridoksal hidrokloririn %1'lik ¢ozeltisi; 6) A~11 serisi "a"
¢bzeltisiy 7) A-11 serisi "bY c¢ézeltisi; 8) A-ll;sérici Be" ¢b-
zeltisi; 9) A-1l serisi "4" ¢dzeltisi; 10) A~11 serisi "e" gbzel-
tisi; 11) A~1l scrisi "f" ¢ozelbtisi; 12) A~11 serisi "g" ¢dzel-

tisi; 13) A-11 serisi "h" c8zeltisi.
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Kromatogram 19 :

belirtilen sara takip edilerck

wahlt maddeler ve ampullerin, yukarda

s, silikagel .L..2,—4_ tab“lkulax’lnda,

etll asetat - aseton - dimetilformamid ~ amonyak - dietilamin -

(80:40::14:5

:0.2) solvan sistemi ile gozlenmesi.
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RENEKLT RENEKSIZ
Stre Azotlu Azotsuz Azotlu Azotsuz
100°¢ | 120% | 100%¢ {120% | 100% | 1209C {100% | 120%
10,GUn 8.67 10.67 11.%% | 12.67 12.67 14.67 | 15.35% 17455
180.Giinl 173351 19433, 20.00.§22.004 24.67,| 26.67¢ 28.@0g 30,00,
Tablo 16 : Kaynatilip sofutulmus su ile, % 5 (a/h) kon-

ve

santrasyonda piridoksin hidroklorur igeren genel gemaya gore
dallandirilarsk hazirlanmis (B-1 serisi) enjektabl ¢dzeltilerin,
10. ve 180. glin sonundski mikbar tayini sonuglarliyﬁzde kayip ola~
rakﬁ_

Ayna seri (B-1l) enjektabl g¢dzeltilerdelki durum 180. gln
sonunda, kromatografik yonbeule de gézlehdi. Kromatogramlarda,
wiktar tayininde kullanilsn kromatoprafi sisteml ve 50 mcg piri-
doksin hidrokloriire esdeijer ampul ¢fzeltisi kullanilmigtar.

Uygulamada sahit maddeler ve ampullerin tatbikinde agagi-
da belirtilen sira takip edilmigtir : 1) Piridoksin hidroklorur-
in % 1'1ik gdzeltisi; 2) Piridoksin dimerin metanoldeki % 1'lik
¢dzeltisi; 3) 4-Piridoksik asidin 0.1 N sodyum hidroksiddeki % L'
1ik ¢ozeltisi; 4) Piridoksal hidrokloriiriin % 1'1lik ¢Ozeltisi;
5) B-1 serisi "a" g¢dzeltisi; 6) B~1 serisi "b" ¢Ozeltisiy
7) B-1 serisi "e" ¢dzeltisi; 8) B-1 serisi "d" ¢ozeltilsij;
9) B-l serisi "e" ¢dzeltisi; 10) B-1 serisi "f" ¢ozeltisi

11) B~1 serisi "g" gdzeltisi; 12) B-1 serisi "h" ¢dzeltisi,
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Kromatogram 20 : Zanit maddeler ve ampullerin, yukarda
belirtilen sira takip edilerek, silikagel HEEB# tabazkalarinda,
etil asetat ~ aseton - dimetilformamid -~ amonyak - dietilamin

(80:40:14:6:0,2) solvan sistenl ile gbzlenmesi.
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REHXILI RENEKS i.g_ N
Siire Azotlu ; Azobsuz Azotliu Azotsuz
S, ; i 2001 R
100°0 | 120°C | 100°¢ ! 120% | 100°¢ 120% | 100%C 120 ¢
R § ._‘-...-giv . .g...‘ N v v 0 e e o o b LB RS £ St ke ot B 4 8 ..Jr.....-__.... . e S
10.6id 1. 5§ L 12.67 | 14.09@ 16.00 | 17.53 | 18.67 |18.67 eougg_
180. G 20,67, : 22.oob§ 24.0q4 26.ood' 29.33,1 31,33, 52.6?g 54.67h.

Tablo 17 : Kaynatilap, sofutulwmus su ile % 5 (a/h) piri-
doksin hidrokloriir ve % 50 (a/h) konsantrasyonda sodyum novamin-
sulfonat igeren ve genel gemaya gdre dallandirilarak hazirlanmig

(B-2 serisi) bilesik enjektabl ¢dzeltilerin, 10. ve 180. gin so~

mundaki mniktar Gayini sonuglariy ydzae kayip OLurak

Ayni seri (B-1) bilesik enjektabl gizeltilerde, 180. gin

sonundaki durum, kromatograflk yontemle de gfzlenmigtir., Kromatog-

rafide, mikvar tayininde kullzoilan kromatogrsil sistemi ve S0mes
9 o F

iridoksin hidroklorire egdefer ampul ¢dzeltisi kullamirlmigtir,.
b

Uygulamada gahit meddeler ve ampullerla tatbikinde agaglm

da belirtilen sara takip ed_lmlgtlr 1) uodyum novaninsulfonatin

metanoldeki % 1'1ik ¢Ozeltisi; 2) Piridoksin hidrokloriiriin % 1'lik

¢Ozeltisi; 3) Piridoksin dimerin metanoldeki % 1'1ik ¢dzelbisi;

43 4~Piridoksik asidin 0,1 ¥ sodyum hidroksiddeki % 1'lik ¢dzel-
tisi; 5) Piridoksal hidrokloririn % 1'lik ¢dzeltisi ; 6) B~2 se-
risi "a" ¢Ozeltisi; 7) B~2 sgerisi "b" g¢dzeltisi; 8) B-2 serisi

"e" ¢Ozeltisi; 9) B-2 serisi "d" ¢Ozeltisi; 10) B-2 serisi Me"

gozeltisi; 11} B-2 gerisi "f" ¢ozeltisi; 12) 5-~2 serisi "g" ¢o-

zeltisily 1%) B-2 serisi "h" ¢ézeltisi.
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Kromatogram 21 : Sahit maddeler ve ampullerin, yukarda
belirtilen sira takip edilerek, silikagel HF954 tabakalarinda,
etil asetat -~ asecton =~ dimetilformamid - amcnya& ~ dietilamin

(80:40:14:6:0,2) solvan sistemi ile vozlenm 251,



~1%

B~ MADDELERIN INCE TABAKA XROMATOGRAMINDAN ELUSYON
ITE KAZANTILMAST

Bu gaye ile %5 (a/h) konsantrasyonda piridoksin hidroklor-
iir ve %50 (a/h) konsantrasyonda sodyum novaminsUlfonat igeren
ampullerden bir seri hazirlandi.Uq ay laboratuvar gartlarinda
bekletildi,Silikagel HF254 tabakalarina,kantivatif tatbik aletil
ile,preparatif olarak tatbik edildi.Deha dnce belirtildigi izere
17 em slrikklendi.Kromatogramlar karanlikta,oda hararetinde kuru-
fuldu.lekeler UV isik altinda,mlimkiin oldugu kadar kisa slirede iga-
retlendi.@allgmada madde 4 ve madde 5 ig¢in bu sekilde 150 kroma-
togram,diferleri i¢in de 90 kromatogram siriklendi.Oda hararetin-
de kurutulan kromatogramda,maddelere ait adsorban tabakasi kazi-
narak selofan kafrdi iginde toplandi ve vakumiu desikatﬁrde karan-
likda saklandzi.kaddelerin en kisa siirede adsorbandan eliisyon ile
kazanilmasina g¢aligiida.

Kromatogram 8'de ince tabaka kromatografisinde ayrilan
mzddeler 1 ila 9 arasinda numaralandiriimasbir.Her maddenin adsor-
bandan eliisyonu igin kullanilan ydntem sgafida agiklanmigtar:

MADDE 2: Kazainan adsorban taebakalari hacmirin iki misli
metanol ile muamele ediidi,iyice karistirildi, 40 ¢°t'de su banyo~
sunda 20 dakika 1sitilda,slizildli.Berrak kisim {lizerine damla dafi-
la sofuk su ilave ederek madde kristallendirildi,.E.D.:206-210°C

MADDE 4: Kazinan adsorbanlar miimkin oldufu kadar az,0.1 N
sodyun hidroksid ¢ézeltisi ile karigtirildi,siddet ile galkalanda,
siiziildii,Uzerine damla damla derigik hidroklowik asid ilave ederek,

madde kristallendirildi.E.D.:288-249°0



MADDE 5: Kazinan adsorbanlar hescminin iki misli etil alkol
ile karigtirildi,iyice galkalandi,siiziildi.Bu iglem,adsorban 2,6~
diklorokinon-klorimid resktifi ile renk verneyinceye kadar tek-
rarlandi.Stizintiler birlegsirildi,40%C de algak basinc altinds
2=5 ml'ye yoBunlagbirildi,EBtanol-eter karisiminda (L1:1),billur-
landirilda,E.D.: 165°C

MADDE 6: Madde adsorbandan 2,6 diklorokinon-klorimid ile
renk vermeyinceye kadar,aseton ile elue edildi.Siiziintiiler birleg-
tirilip,#OOC‘de algek basaing altinda, 2-3 ml'ye yogunlagtirilda.
Madde aseton-karbontetrakloriir korigiminda (1:1),buz dolabinda
kristaliendirildi.E.D.:

MADDE Y: Hazinan adsorban diliie hidroklorik asid ve suyun
€81t hacimdakl karigimi ile muamnele edildi,iyice ¢alkalandi.Sey-
reltik amonyak ile hafif alkalen yapildi.Bes defa 20 ml kloroform
ile,ayirma hunisinde ckatre ecildi.Ayrilan klorofor tabakalara,
kloroform ile 1slatilmig,slizgec kafidindan siiziildii.Stiziintid 240°0"
deyalgak basing altinda kuruyuncaya kadar uguruldu.£.D. : 107-109°C

Yukarda agiklandifi lzere ellic edilip kristallendirilen
maddeler,vakumlu desikatdrde kalsyum oksid ile kurutuldu,eriﬁe

dereceleri ve ilerde ilizerinde durulan dijffer teghisler yapilda.
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C— TESEEKUL EDEN MADDELSRIN SPEKTRAL ANALIZIERI

Piridoksin hidrokloriir ve piridoksin hidroklorir-sodyum
novaminsiilfonat kombine enjektabl ¢8zeltilerinde pargalsanma so-
nmucu olugan maddelerin yapilarini aydinlatmak amaci ile, bekle-~
tilmig piridoksin hidrokloriir ve piridoksin hidroklorir-sodyun
novamninsiilfonat kombine ampul g¢Ozeltilerinden, preparatif ince
tabaka kromatografisi ile kazanilan maddelerin spektral analiz-
leri de gercgeklestirilmigtir, Mimkiin olan durumlarda sahit mad-
deler ile, ince tabska kromategramlarindan elusyon yolu ile ka-
zanilan maddelerin spektrumlari mukayese imkani saélanabilmési
igin birlikte verilmigtir, Pargalanma Urtinleri kromatogram 8'de

belirtilen numaralar ile ifade edilmistir.

a~ PIRIDORGAT HIDROILORUR VE 5 NOLU SUPHeLI MADDENIN

STERKTEAT, ANALTOLIERT

1~ UV gSPRETRAL ANALTZLERI

2 mg piridoksal hidroklorir ve ince tabaka kromatégram—
larindan elusyon yolu ile kazanilan 5 nolu gliphell madde (kro-
natogran 8) 100'er ml susuz metanolde ¢dziildli, dakikada 50 nm
tarama hizi ile, gahit olarak metanol kullanilarak UV spektrumw‘
lari alindi (Spektrum 1 ve 2). Spektrumlarda gorildigi gibi
plridoksal hidroklorir ve glpheli madde ic¢in maksimum absorbsi-

yonlar 207 nm ve 285 nm'de tespit edilmigtir.
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0,50 —

CHO

040 |- Ko CiH,0H
H,C ‘\N , HCL

93¢0

028

000

Spektrum 1 : % 2 (a/h) konsantrasyonda piridolcsal hidro~-
Kloriirlin susuz metanoldeki UV spektfumu
Tarama hizi S50 nm/dak., kaydetme higza

1 ine/dak. ve tabaka kalinligr 1.0 cm)
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040

0.10[

250 300 50 nm

Spektrum 2 : Bekletilmis piridoksin hidroklorir ve piri~
doksin hidroklorir-sodyum novaminsilfonat
ampul ¢Ozeltilerinden preparatif ince tabaka
kromatografisi ile ayrilan 5 nolu glipheli
maddenin susuz metanoldeki, % 2 (a/h) kon-
santrasyondaki ¢Gzeltisinin UV spektrumu
(Tarama higi 50 nm/dsk., kaydetme hiza

1 inc/dak. ve tabaka kalinlaZi 1.0 cm).
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HDO

THS

(PPM)}

Spekxtrun 6 ; Zekletiluis piridoksin hidrokleoriir ve piri~
doksin nidroklorir-sodyum novsminsilfonab

ampul ¢ézeltilerinden preparatif ince taba-
ka krowatografisi lle ayrilan 5 nolu madde-

nin dotronianmig sudaki NER spekbrumu, .

Gdzlenen sinyaller ve deferlendirilmeleri gu gekildedir:
Piridoksal ve tirevlierinde aldehid grubu ile 5-hidroksimetil
grubu arasinda interaksiyon sonucu, hemiasetal tegekkilu ihti-
maline bagly olarak, durum karisiktair. Piridin aldehidlerin
RCH(OH)2 genel fornmulil ile gosterilen hidrate gekile gegme eyi-
limlerinin olduZu gdsterilmistir (Korytnyk, W. ve R.P. Singh;
J.Am.Chem.Soc.: 85, 2813, 1963). Aldehit protonu gok digiik bS1-
gede, 9.70 ppm civarinda gdriunir. Asidik ve notral piridoksal

gdzelbilerinde bu szhada sinyal glrinmemesi, maddenin modifiye
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oldupunu, muhtemelen hidrate gekle doniistiigiini gbsterir. Ayrica
piridoksal ile piridoksal hemiasetalin NMR spektrumlarinin ayni
olmagy, bu pD araliginds piridoksalin hemiasetal geklinde bulun-
dugunu géstexir, Spektrumda aldehid sinyali gorilmemesi, hidrate
geklin protonunun dstoryum ile degigtigi veya HDO sinyali tara-
findan maskelendigi geklinde izah edilmektedir (Korytnyk,w. ve
dige, 1964; Korytnyk, W., 1965). 6,92 ile 6.97 ppm arasinda
goriilen bir proton sinyali hemiasetal grubu protonuna aittir,
2.80 ppm’deki {i¢ proton sinyalinin ve 8.40 ppm'deki bir proton
sinyalinin metil wve 66 protonlarineg ait éldugu belirgindir,

5.40 ilé 5.52 ppm araligindaki iki proton igin genis sinyal
hidroksimetil grubunu belirtmektedir. Yapida bulunan bir feno-

1ik ve iki alkolik probvonlar ddtoryum ile defignigtir.

b~ 4~PIRIDOESIK ASID VZ 4 NOTU SUPHLL! MADDENRIK SPEKTRAL
ANALT TR '
1- OV SPEETRAL AWALIZLERT

1 wg 4-piridoksik asid ve ince tabaska kroustogramlarin-
dan elusyon yolu ile kazaailan 4 nolu gipheli madde (kromatog~
ram 8) susuz metanolde, gerekli konsantrasyonda ¢dzillemedipi
igin, 100‘'er ml % 10 (a/h) sodyum hidroksid ¢Szeltisinde ¢8ziil-
dli. Dakikada 50 nm tarama hirzi ile, gahit olarak % 10 (a/h) sod-
yum hidroksid ¢Szeltisi kullanarak UV spektrumlara alindy (Spek-
trum 7 ve 8). Spektrumlarda gSrildifi gibi 4-piridoksik asid ve
4 nolu siipheli madde igin maksimum absorbsiyon 215 nm, 247 anm

ve 307 nuw dalga boylarinda tespit edilmigtir.
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Spektrun 7 : 4-Piridoksik asidin % 10 (a/h) konsantrasyon-
dn sbdyum hidroksid ¢ozelbisinde, % 1 {(a/h)
konsantrasyondaki ¢dzeltisinin UV spektrumu
(Tarama hizi 50 nm/dak., ve kaydetme hizi

1 ine/dak, tabaka kslinlagr 1.0 cm).



Spektrum 8 :
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Bekietilmis piridokain hidrokloriir ve piri-
doksin hidroklorir-sodyumn novaminsiilfonat
ampul ¢dzeltilerinden preperatif ince taba-
ka krowmabtografisi ile kazanilan 4 nolu sﬁpm.
hell wmaddenin % 10 (a/h) konsantrasyonda sod-
yur hidroksid ¢odzeltisinde, % 1 (a/h) kon-
santrasyondaki ¢Ozeltisinin UV spektrumu
(Tarama hizi 50 nm/dak., kaydetme hiza

1 inc/dak. ve tabaka kalanligr 1.0 cm),
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2- IR SPERTRAL ANATIZILERT

4-~Piridoksik asid ve # nolu slipheli maddenin potasyun

bromiir pelletlerde alinan IR spektrumlari asafida verilmistir

(Spektruz 9 ve 10).

opektrun 10 @

Bekletiluwig piridoksin hidrokloriir ve piri-
doksin hidroklorir-sodyum novaminsiilfonat
kombine ampul gozeltilerinden preparatif
ince tabake kromatografisi ile syralan &

nolu giupheli maddenin IR spektrumu.
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Spelktrun 9 ve 10'da karakberistik pikler : 1040 em e

pirimer alkol (C~0 gerilme); 1290 cm-l'de fenol (C+0 gerilme ve
i, ‘

0-H deformssyon); 900 cm ~'de asid (O-H deformasyon); 1360 ve

1385 en*1de simetrik COO” gerilme Handi; 1490 cm"l'de asimet—

1

rik €00~ gerilme bandi; 1690 cm aril asid (C=0 gerilme titre~

simi); 3550 cu ''de O-H gerilme titresimi (-COOH hidroksili);
24002700 cmfl aras1l 0-H gerilme titregim banda; 790, 1545 cm‘l

piridin halkasa (C=N ve C=C gerilme)

3— YNR SPIKTRAL ANALIZIERL

4-Tiridcksik asid ve 4 nolu glipheli maddeye ait NMR
spektrumizry % 10 (a/h) konsantrasyonda piridin igeren d6tron~
lanmig suda, internal referans olarak TMSO kullanilarak alinmig—
tlf. lisdde dotronlanrig suda ¢dziinmedipil ve dotronlanmig piridin

bulunamadifr icin bu ¢dzlcll sistenl kullanilmigtir.

Spektrum 11: 4-Piridoksik asidin % 10 (a/h) konsantrasyon-
| da piridin igeren dbtronlanmig sudaki NMR

spektrumu.
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Spektrum 12: Bekletilmig piridoksin hidroklorir ve pi-
ridoksin hidroklerir-sodyun novaminsilfo-
nat ampul ¢dzeltilerinden preparatif ince
tabaks krouatografisi ile ayriian madde-

nin NER spektrumu.

Gorinen sinyaller v2 degerlendirilmeleri gu gekilde-
dir,
2,64 ppm'de piridir halkasaindaki 2 nolu karbona bag-

11 ~CH, protonlarina ait singlet

3
(integral degeri : 3 H)

5.40 ppa'de piridin halkasindaki 5 nolu karbona bag-
1y =Cii, protonlarina ait singlet

(integral degeri : 2 H)
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c— PIRIDUKSIN DINER Vi 2 NOLU SUPHELL MADDERIN SPEKTRAL

AWATTZLERT

1- UV SPEKTRAL ANALIZLERT

2 mg piridoksin hidrokleriir ve ince tabaka kromatogram-

larindan elusyon yolu ile kazanilan 2 nolu glipheli madde (kro—~

metogran 8), suguz metanolde ¢Hzinmedigi igin, 100'er ml % 1

(a/h) konsantrasyonda sodyum hidroksid ¢dzeltisinde ¢oziildi.

Dakikada 50 nm tarama hizi ile, sahit olarskx % 0.1 (a/h) sod-

yum hidroksid ¢bzeltisi kullanmilarak, UV spektrumlari alinda

0,60

0,50

0,40

0,30

0,20

1 |
250 300 350 om

Spektrum 13: Piridoksin dimerin % 1 konsantrasyonda sod-

vum hidroksid ¢bzeltisinde % 2 (a/h) kon-
santrasyondaki ¢Czeltisinin UV spektrumu
(Tarama hizi 50 nm/dak. ve kaydetme hizi

1 ine/dak., tabska kalinliga 1.0 em).
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(Spektrun 13 ve 14). Spektrumlarda goriildiigii gibi piridoksin
dimer ve 2 nolu siipheli medde igin uwaksinum absorbsiyon 227

nm, 253 nm ve 315 nm dalge boylarinda tespit edllmigtiri

0,30

0,20

0,10

250 300 380 NmM

Spektrum 14: Bekletilmis piridoksin hidroklorir ve piri-
doksin hidrcklorir-sodyum novaminsiilfonat
ampul ¢ozeltilerinden preparatif ince taba-
ka kromatografisi ile ayrilan 2 nolu giphelil
naddenin, % 10(a/h) sodyum hidroksid ¢dzel-
tisinde % 0.1(a/h) cdzeltisinin UV spektrumu
(Tarama hizi 50 nm/dak.,kaydetmne hiza

1 inc/dak. ve tabaka kalanligi 1.0 cm).



2~ IE SPLKTRAL AUALIZLARL

Piridoksin dimer ve 2 nolu slpheli maddenin, poftasyun

bromir pelletlerde alinan, IR spektruwlari asagada verilmig-—

tir (spektrun 15 ve 16).
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Spektrum 9 ve 10'da maddeyi kobakterize eden pikler gun-
lardir : 1010 cm*l'de primer alkol (C-0 gerilme); 1265 cmﬁl'de
ferol (C-0 gerilme ve O-H deformasyon); 3350 cmfl deki genig
bend O-H gerilme titresimi; 1435, 1610 e trae piridin halkasz
(C=N ve C=C gerilme); 1085 ve 1535 cu~+ C=N gerilme bandlar:i;
2700 cu™l'deki genig band amin tuzu (N'H).

5~ NMR SPEKTRAL ANATIZIGRT

Piridokein dimer ve 2 nolu sglipheli maddeye ait NMR spekt-
runlari spektroskopik kalitede piridinde, internal referans
olarak TMSO kullunilarak zlinmigtir (Spektrum 17 ve 18). Madde
ddétronlanmis suda ¢dzinmediri igin, coBziicii olarak riridin kul-

lanilmagtir.

Spektrun 17 : Piridoksin dimerin piridindeki NMR spek-

trunmu.
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Spektrum 13 : Bekletiluig piridoksin hidrokloriir ve pi-~
ridoksin hidrckloriir-sodyur novaminsilfonatb
avpul ¢ozeltilerinden preperatif ince ta-
baka kromatografisi ile kazanilan 2 nolu

gupheli maddenin piridindeki NMR spektrumu.

Gozlenen sinyallier ve degerlendirilucleri su gekildedir:

2.50 ppn'de piridin halkasina bag11~CH5(a) protonlarina
ait singlet (integral deferi : 3 H)

2.76 ppn'de piridin halkasina bagla —CH5(@) protonlarina
alt singlet (integral defferi : 3 H)

4.58 ppn'de azota bagliy ( N~-CE,, )—Cﬁg(f) protonlarina
ait singlet (integral degeri : 2 H)

5.14 ppu'de piridin halkasina bagli -CHE(b ve ¢) proton-
larina ait dublet (integral deferi: 4 H)

5.52 ppu'de piridin halkasina bagly ~GH2(d) protonlarina

ait singlet (dinteeral degeri : 2 H
£ &
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d= 4=-DieTILAMINO ANCIFIRIN VE 9 NOLU SUFHELI HADDENIN
SPEETRAL ANALIZIERT
1= UV SPEKTRAL AWALISLERT
2 ng #4-dimetilanino antipirin ve ince tabaka kromatog-
ranlarinden elusyon yolu ile kazanilan 9 nolu siipheli madde
(Eromatogram 8) 100'er ml susuz metanolde ¢oziildii, dakikads
5C nu tarams hizi ile gahit olarak metanol kullanilarak UV

spektrunlara alindi (Spektrum 19 ve 20). Spektrumlarda goril-

dUEU gibl 4-dimebtilanince antioirin ve 9 nolu supheli nadde

060
050

8,40

0,20

0,20

atef—

Spektrum 19: % 2 (a/h) 4-dinetilanino antipirin ¢Szelbi-
sinin susuz netancldeki UV spektrumu.
(Torama hizi 50 nn/dak, kaydetme hizi

1 ine/dak. ve tavoks kalanlapgi 1.0 em),



- 157 -

maksioum absorbsiyon 205 nim, 237 ni ve 261 nm dalgsa

tesplit edilmigtir.

450 f—|

0,30 |—

o

250 300 350 hm

Spektrun 20 : pekletiluig piridoksin hidrokloriir-sod=-

yurt novaninsulfonat anpul ¢dzeltilerinden
preparatif ince tabaka krountografisi ile
kazanilan 2 nolu maddenin susuz metanol-—
deki % 2 (a/h) ¢dzeltisinin UV spektruau
(Taruma hizi 50 nu/dak, kaydebne hizi

1 inc/dak ve tabaka kaliniiga 1,000 cn).



_}_59_

Spektrun 21 ve 22'de maddeyi Zarekterize c¢den pikler

-

sunlardir: 7320 et ool gerilme bandi; 1670 cm © laktam karbo
nili (C=0 gerilme); 2800, 2890 ve 2950 cr * metil (C-H geril-
ne); 2995 ve 3050 et aronatik vapr (C-H gerilue); 1455,

1510 ve 1805 cm"l aronatik halka {C=C gerilue)}; 705 ve 760

con nono substitile benzen.

B NMR SPEKTRAT ANATIZIFERT

f-Dimetilinine antipirin ve 9 nolu gliphell wmaddeye ailt
NiiR spolfrusiari dobronisnmig klorofornda, internal referans

olaraiz UE0 kullimaleralk alinuigtir (Spoktrun 23 ve 24),

4

*

Spektrun 23 ¢ 4-Dinetilauine cotipirinin dotronlan-

wlg kloroformda Nki: spekbrwiai,
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Spokbrum 24: bBekletilimis piridoksin hidrckloriir-scdyun
novauingilfonat ampul ¢dzeltilerinden pre-
paratif ince tzbaka krouatografisi ile ka-
zanilen 9 nolu glpaheli maddenin doétronlan—~

w1g kloroforudaki NER spektrumu

Gozlencn sinyaller ve deferlendirilmeleri gu sckilde-

2.15 ppn'de pirazolon halkasindaki % nolu karbona bagli
—GH5 protonlarina ait singlet (integral dege-
ri : % H)

2.82 pra'ds pirazolon halkasindaki 4 nolu karbona bagla
—N(CH5)2 protonlarina ait singlet (integrel de
feri @ 6 H)

2.98 puvia'de pirazolon halkasindaki 2 nolu azota bagla

—CH5 protonlarina ait singlet (integral degeri: 2H®
a.,.4%7 ppm'de pirazolonun.i@erdigi fenil halkosina ait

singlet (integral defferi : 5 H).
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e~ & NOLU SUPHELI MADDEWIN SPEKTRAL ANALIZIERT

6 Nolu glipheli madde igin, diger siipheli maddelerde

oldufu gibi, sahit olarak kullanilacak madde Bulunamadigin-

dan, bu maddenin tesghisine tek bagsina c¢aligilda.

1~ U.V. SPEKTRAL AKATIZI

Ince tabaka kromatogramlarindan eliisyon yolu ile kaza-

nilan 2 mg 6 nolu mechul madde 100 ml susuz wetanolde ¢ozuldi,

Spektrun 25:

0,60 —
050 H
0,40 H

0,30 7

020

040}

| 1
250 oo 350 nm

Bekletilmig piridoksin hidrokloriir-sodyum
novamninstilfonat ampul ¢dzeltilerdin prepa-—
ratif ince tabaka kromatografisi ile kazani-
lan 6 nolu siipheli maddenin susuz metanclde-~
ki %2(a/h) ¢ozeltisinin UV spektrumz. (Tarama
hizi 50 nn/dsk., kaydetme hizi linc/dak ve

tabaka kalinligy 1.0 cm).



- 162 -~

dakikeda 50 nm tarama hizi ile gahit olarak sususz metanol
xulianilarak UV spektrumu aiinda (Spektrum 25).

Spektrumda gdrildiizi gibi 6 nolu gipheli madde (kro-
matogran 8) igin maksinum absorbsiyon 208 nm ve 277 nmm dalga

boylarindan tespit edilmigtir.

2~ TR SPEKTRAL ANALIZI
Potasyum bromir pelletlerde alinan IR spektrumu aga~

gida verilmigtir.

Spektrum 26: Bekletilmisg piridoksin hidrokloriir-sodyum
novaminsiilfonat kombine ampul ¢dzeltilerin-
den preparatif ince tabaka krometografisi

6 nolu gliphell maddenin IR
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0.93 ppn'de pirazolon halkalarindaki 4 nolu karbona
bagla HN(CHB)n protonlarina ait singlet

1,50 ppn'de pirazolon halkalari arasindaki (CH2~O~GH2)n
protonlarina ait singlet
(integral degeri : 24 H)

2.20 ppm'de pirazolon halkasindaki 3 nolu karbona bag-
11 ~CH3 protonlarina alt singlet
(integral degeri 3 H)

2,57 ppm'de pirazolon halkasindaki 3'nolu karbona bag-
11 -GHB protonlarzna ait singlet
(integral deferi : 3 H)

3.00 pprm'de pirazolon halkasindaki 2 nolu azota bagly
- LB protonliarina ait singlet
(iutegral degeri : 3 H)

ppu'de pirazolon halkasindaki 2'nolu azota bagly

N
*
[._!

\J1

«-CH5 protonlerina ait singlet
(integral degeri : 3 H)

4.77 ppr'de pirazolon halkasindaki 4 ve 4' nolu karp—
benlara bagla -N(CH2~)— protonlarina ait dub-
let |
(integral degeri : 4 H)

7«43 ppr'de pirazolonun igerdifi fenil halkasina ait
singlet

{(integral deferi : 10 H)
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6 nolu mechul maddeye ait gahit bulunamadigindan, spek-
tral analiz bulgularin: kuvvetlendirmek amac: ile maddenin
igerdigi (-éOHZ-O--CHg--)n grubuna ait.kimyasal reaksiyonlar ya-
pilmigtir. Bu grubun karckteristik reaksiyon verdigi kromatro-
pik asid ayrieca dibetrazolyuw kloriir reaktifleri (Dyeing
Reagents for Thin Layer and Paper Chromatography. 1971) uy-
gulanarak sonucun mispet olduffu gozlenmigtir.

Sentez gartlarinda da ayni maddenin olugtufunun gds—
terilmesine ¢asligilmigtir, Bu amag¢ ile ii¢ seri ampul hazir-
lanmistir, Birinci seri 0.1 mol piridoksin hidrokloriir, 0.1
nol 4-metilaminofenazon ve C.1 mol formaldehidin 4 ml distile
sudaki ¢fzeltisi, ikinci seri 0.1 mol piridoksin hidroklorir,
0.1 mol scdyun novaminstlfonat, 0.1 mol formaldehid’'in 4 ml
distile sudzli ¢ozeltisi, lguncu seri 0.1 mol sodyum novanin-
silfonat ve 0.1 mol forualdehid'in 4 ml distile sudaki ¢bzel-
tisi olerak haziriandi. Seriler 120°C'de 20 dakika 1sitildy
ve ince- tabaka kromatografisinde teghis edildi (Xromatogran
22). Bu teghiste yubarda belirtilen reaktiflerden de istifa-—
de edildi. Piridoksin hidrokioriir bulunan her iki ampulde de
bu maddenin olugtugu, bulunmayan ampulde ise olugmadigar gls—~
terildi.

Buna gzdre maddenin nuhtemel yapisi asagida gosterile

migbir. Foruwiil'de (n) MR bulgularinas dayanarak 13 olduguna

karar verilmistir, CH3 CH
I‘lﬁc ‘“‘r —"WT N~ (0}12_0)13 - CH2 - N --T"—"""""'_ CH5
i %
: z : ,
F30— A o N s
N7 - I‘\T :
t
C-IZ C.H
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Kromaetogran 22: Piridoksin hidrokloriiyr, sodyum novamin-

silfonat, 4-metilaminofenazon ¢dzeltile-
ri ve piridoksin hidroklorir-sodyum no-
vaminsiilfonat, l.sefi, 2.8eri, 3.seri
ampullerin silikagel HF254 tabakalarin-
da, etil asetat-aseton-dimetilformamid-~
anonyak-dietilawin (80:40:14:6:0,2) sol-

voan slstenl ile gdzienmesi,
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IV ~ TARPISMA VE HUKDM

Mﬁkayese imkani saglayabilmek igin piridoksin hidro-
Xloxrir ampuiler ve piridoksin hidroklorir-sodyum novaminsiil—
fonat kombine ampuller ayni sartlarda hazirlasrnmistir. Sonug—
larain xesinlik ile gOzlenebilmesi icin, stabilite {izerinde
etkin as1, 1sik, oksijen, konsantrasyon gibi faktdrler géz
dniinde tutularak, gruplandirmada agaffidaki hususlara dikkab
edilnigbir:

1~ Piyaosada sabilmakta olan ampul tipi piridoksin hid~
roklorir preparatleri da gz dnlinde bulundurularak ve piri-
doksin hidrokloriz konéaatrasyoaunun pargalannma lizerinde et-
kisinin olabilecefi dilglniilerek scrilerin hazirlanmasinda ug
konsantrasyon (25 ng/nl, 50 mng/ul ve 100 mg/ml) tercih edil~
Ligtir. Kouwbine ampullerde ise sodyun novanminsiilfonat konsane—
trasyonu sabit tutuluustur (500 wmp/ul). Ancak bu konsantras-—
yonda sodyum novawinsilfonat yaninda 100 ng/ml konsantrasyon~-
da piridoksin hidrokloriir ¢Bzmek mimkin olmadigindan kombine
ampullerde piridoksin hidroklorir 25 ng/nl ve 50 mg/ml kon-
santrasyonlarda kullaniluigtir.

2- Oksijenin etkisini arszstirnak amaci ile kaynatil—

nig, sofutuluug, azot gazi gegirilerek molekiiler oksijeni mi-

tile gu ve normal distile su kullanilarak seriler hazirlanmig

ve serilerden bir grup azot atmosferinde bekletilmigtir.
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35— Isifin etkisini gdzlenek amaci ile ¢ézeltiler renk-
11 ve renksiz ampullerde bekletilmistir.

4- Isinin etkisini aragtirnak amaci ile enjektabl pre~
paratlar 100°C ve 120°G'de sterilisze edilmigtir.

5- Par¢alanmomin winimuma indirilebilmesi amaci ile

gesitli koruyucular da denenmigtir,

Galiguada piridoksin hidroklorir ve piridoksin hidro-
klorir-sodyun novaminsiilfonat kombine ampullerde olugan mad—
delerin ayrilarak teghiste ve buradan niktar tayinine gegigte
ince tabeka kronotografisi, kagit kromatografisi ve iyon de-
glginm krouatogralfisi yontemleri denenuig en uygun sonug ince
tabaka Lromatografisi ile alanmigtar. Bu gaye ile her iki
macddenin ince tabaka kromatograrfisi ile teghisine ait lite~
raturde kayitli gegitli adsorbunlar, solvan sistenleri ve re-
aktifler incelenmigtir. Ancak, bilhassa kombine ¢ozeltilerde
sodyun novominsilfonatin yiksek konsantrasyonda bulunmasi
nedeni ile, beklenen sonug clde edilemenigtir, Amaca uygun
sonu¢ silikagel HF254 tabakalarinda, etil asatat—asetomndim
netilforvanid-amonyak—-dietilasin (80:40:14:6:0.2) solvan sis-
teninde alinmigbir. Denenen reektifler icinde piridoksin hid-
roklorir ilg¢in en hassas olarak 2,6-diklorokinon-klorimid ve
diazolanmig p~nitrcanilin reaktifleri, sodyum novaminsiilfo-
nat igin ise 4~dinevilamincbenzaldshid reaktifi buluanmustur.
Ayrica literaturde kayitli olmayan glimlig nitrat reaktifinin
godyuwm novaninslilfonat teshisi icin en az 4-dimetilaminoben—
zaldehid reaktifi kadar hassas oldupu goésterilnigtir. Her iki

medienin bir arada tespitinde dewir (III) kloriir-potasyum



- 169 -

heksasiyanoferrat (III) reaktifi, potasyur permanganat reak-—
Tifl ve UV 1gigaindan faydalanilmigtbir. /

Miktar fayini ametodunun segiwminde literatiirde kayitla
spektrofotonmetrik ve koloriuetrik metodlar tadil edilerek
silikagel HF254 tabakalarina uygulanmays ¢alisilmistir. Bas-
sasiyet hududunun hazirladigimiz ¢Szeltilere uygun olmasi,
diger koloriunetrik ve spektrofotometrik metodlara nazaran
daha hassas netice vermesi ve adsorbanin beoyayl adsorblama-—
mas1 nedenieri ile, parsa dukusunda substitiient bulunmayan
fenoller igin geligtirilen kolorimetrik metod (Gibbs, 1927;
scudl ve dif., 1940 a ve b), sartlaramiza gdre degigstirilerek
uygulannigtir. Tayin sonuglari, rengin dayaniklilik derecesi
ve nesbodun kesinlik derecesi tatminkar bulunmus ve mikbtar ba-
yinin de kullanilmistir.

¢aligmada piridoksin hidroklorir ve piridoksin hidro-
klorur-sodyun novaminsilfonat kowbine ampullerde piridoksin
hidrokloririn stabilitesi ve bu iki madde arasinda etkilegme
olup olmadify incelendifgi igin, kromatografik, mikbar tayini
ve spektral enaliz bulgulari iki ayri grup altinda verilecek-
tir:

A~ Piridoksin hidroklorir ampullerin stabilitesi

B~ Piridoksin hidroklorir-sodyum novaminsiilfonat kom—
bine ampullerde piridoksin hidrokloriirin stabilitesi ve bu

iki maddenin etkilegmesi
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A= PIRIDOKSIN EIDROXLORUR AMPULLLRIN starfriTest

Piridoksin hidrokloriir ampul gﬁzeltilefinin stabili-
tesinin incelenmesi amaci ile hazirlanan 56 seri piridoksin
hidrokicriir ampul 5 ay laboratuvar gartlarinde bekletllﬂl§,
ince tabaka kromatografisi ile kontrol edilmigtir (Kromatog-
ran 9-21). Rf degerleri schit maddelerinki ile nukayese edi-
lersk on teghislieri yupilmigtir (Krometogram 8), Tespit edi-
len pargolionma dUrinleri ampul ¢Ozeltilerinden preparatif ince
tobaka kromatografisi ile ayrilvlg, elue edilmis ve kristal-
lendiriimigbir. Bu naddelerin erime dereceleri ve spektral
analizleri (spektrun 1-18) gergeklesgtirilip, ayni madde ol-
dufundan giphe edilen gahit naddelerin cerime derccelsri ve
spektral aunalizlori (spektrunm 1-18) ile mukeyese edilmistir.
Sonug da piridoksin hidroklorliir ampullerde parcalanma lirini
olarak piridoxsal, 4-piridozsik asid ve piridoksin diwer teg-
his ediludigtir.

Buglne kadar piridoksin hidroklorir ¢ozeltilerinde
parcalanna Uridnlerinin teshisi ig¢in, literatiirde kayitli tek
galigma Ikeda ve dif. (1968) tarafindan gerceklegtirilmigtir.
Aragtiriliar kafit kromatografisinde maddelerin Rf degerlerini
mukayese ederck piridoksin hidrokloririn parcalanma Urtinleri-
nin, aerobik gartlarda piridoksal, 4-piridoksik asid, iso-
piridoksal, S5-piridoksik asid ve #4,5-dipiridoksik asid, an-
aerobik gartlarda ise piridoksin dimer oldufunu ileri strnig—
lerdir. Yoptaigimiz aragtirnmalar maddenin laboratuvar gartla-

rinda piridoksal hidroklorir, 4-piridoksik asid, piridoksin
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diiere pargalandigaini ve piridoksin dimerin hem aerobik ve
hende anzerobik gartlarda saklanan ampullerde olugstugunu
(kronatogran 9~21) gdistermigtir. Tkeda ve dig. (1968) galig~
malarinda ¢ozeltilerini 2537 A° dalga boyunda irradiye ettik-—
lerinden ¢ok hizli par¢alannaya neden olmuglardir. Morrison
ve dig. (1958), Ahrens ve dig. (1969), Asahi ve dig. (1969)
ve Reiber (1972) piridoksin hidrokloririin parcalanua iiriini
olarak gtsterdifiniz piridoksal hidrokloriirin ¢dzeltilerinde,
pargalenma irinlerinin teghisi igin galigmislar ve parcalanma
sonucu 4-piridoksik asid ve piridoksin dimer olustupunu gis-
tererck bulgularimizan degrulugunu destekleniglerdir,

Elde edilen wiktar toyini neticéleri, piridoksin hid-
rokiorlrin inanildiy kadar daysnikli olmadifani gdstermig-
tir, Ayni bulgular Negoro ve dig. (1959) de ileri siirilmiig-
ler, piridoksin hidrokloririn asid wvasatta ve bilhassa PE
2«5 da bekleie sonucu sarardiginl gistermislordir. Anecak ga-
liguada pargalonna kantitotif olaral gds eriluenigtir. 3 ey
bexleme sonucu % 0.075 (a/h) konsantrasyonda sodyum edetat
igercn renlkli supullicr haricinde, blitin serilerde Schou (1959)
un kabul ettigi pargclanwa nispetbinin (910) lzerinde bir
par¢alanna bulunmustur.

Piridoksin hidrokioriir ampullerin stabilitesi lizerin-
de etkin bulunan faktodrler igik, cksijen (su ve havada bulu-
nan) ve sterilizasyon isisidir.

Piridoksin hidrokloriiriin parg¢slanmasinda oksijenin et
kin bir faktor oldufu bulunmugtur. Halbuki Cunningham ve dif.

(1945) nsddenin pargalanmaesi {izerinde oksijenin etkisi olma-
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digini, piridoksal hidrokloriirun parg¢alanmasini arttirdigini
belirtrmigtir. Normal gartlarda ve azot gazi altinda saklanan
ampullerin mikftar teyini neticeleri arasinda fark bulunmasi,
piridoksin hidroklorirun pargelanmasinda oksijenin etkin bir
faktor oldugunu gistermistir.

Renkli ve renksiz ampullerden elde cdilen wmiktar btayi-~
ni nebticeleri ara51ndiki belirgin fark, piridoksin hidroklo-
rur ¢Ozeltilerinin pargalanumssinda igiffan en onemli faktor-
lerden biri cldugunu géstermektedir. Gydrgy (1935), Hochberg
ve dig. (1944 ¢}, Carpenter ve dig. (1944), Cuzmningham ve dig.
(1945), Sharocishi ve di¥. (1961) 56 vitaminlerinin bilhassa
kalevi ve ndtr vasatta 1sifi: kergil hassas oldugunu; Negoro ve

dig. (1959)'de piridoksin hidrokloririn asid vasatta dchi
1g1k cethkisi ile narcalenscafini belirterck bu bulgumuzu des-—
teklernektedirler.

Galiguada 100°C ve 120°C'de sterilize edilen ampul-
lerin par¢alanma yuzdelerl arasinda fark olmasi ve 10. gunde
yapiian c¢lglnlerde ylizde koyip miktarinin yiksek bulunnasi,
naddenin 1s1 ile sterilizasvyven sartlarina dayanikla olmadifi-
n1 géstermektedir, Hochberg ve dig. (1944 c¢) piridoksin ¢dzel-
tilerinin azsid hatta kalevi ortamda dahi otcklav ile steri-
lize edilnesinin aktivite kaybi uUzerinde etkisi olnayacafini
belirtunistir. Buna karsilik Feldhneinm {1971) piridoksin hid-
roklorir ¢ozeltilerinin parcalanmasini onlemek ig¢in sterili-
zZasyonun 100°%¢ de vapilmasinil ancak bu sartlarda dzhi bir
niktar aktivite kayba olacagini; Nikolov ve dig. (1966) ise

sterilizasyon asisinin pargalianna Uzerindeki etkiszini ortadan
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keldirmak icin aseptik gartlardsz ¢aligiluasinl saglak vernigm
lerdir. Diger taraftan nor:ial depolama 15181011 1gikban ko~
runan piridoksin hidroklordr ¢dzeltileri Uzerinde etkisi ol-
madifr birgok aragtiricy tarafindan belirtilnigtir (Wokes ve
dig., 1956, Harding ve dif., 1959, Yanada ve dig., 1965). Buda
sterilizasyon 1si1si etkisi ile pargalanma sonucu, Harris (1941)
in piridoksin hidrokloririn notr ortanda 120°G'de 1sitilmasz
ile sentezini gergeklestirdigi gibi, piridoksin diner olugtu—~
gu fikrini uyandirir.

Serilerde her ¢ konsantrasyonda (25 ng/al, 50 mg/nl,
100 ng/ml) miktar tayini neticelerinin paralel bulunmasi,
parcolanna lizerinde konsantrasyonun etkisi olmadiglnl goster-
mektedir. ¢ozeltilerin pi'si, bu konsantrasyonlara bagly ola-
rak 1.9 ila 3 arasinda defisgnektedir. Bu pH aralifinda, pH
jle parcalanna hizil arasinda belirgin bir baginta kurulana-
m1gtir.

Gzlisnade pargalanaa nispetini minituma indirepiluek
gayesi ile koruyucu olarak tiyoiire, digodyum edetat .ve sodyum
fornaldehidsiilfoksilat denennigtir. Sodyun formaldehidsilfok-
silat igeren anpullerde sterilizasyon sartlsrina bagli olarak
bulaniklik veva ¢dkme goriluiigtiir. Diger taraftan tiyolire ige-
ren arpullerin miktar tayini sonuglari bu bilegifin uygun
bir stabilizan olmadigini gdsternigtir. Disodyunm edetat igeren
ampullerde ise piridoksin hidroklorur oldukga dayanikli bu-
lunrg ve 3. ay bekleme sonucu bltln renkli ampullerde ylzde
kayip nispetinin Schou (1959) ‘nun kabul ettigi parcalanma nis-—

petinin (% 10) altinda olduZu tespit ediluistir.
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Somig olarak piridoXksin hidrokloririn inanildig: kadar
dayanikly olmadaffa, sterilizasyon isisi, hava oksijeni ve
151k gibl faktorlerin pargal.nniayl orenll derecede etkiledi-~
gl ¢ 0;075 (a/h) konsantrasyonda disodyum ecdetat igeren renkli
arpullerin 3. 2y bekletne sonunda Schou (1959) nun kabul et—
tigi pargalonua nispetinin altinda pargalanna géstereceginig
en ideal gartin renkli, azotlu, 100°C'de sterilize edilerek
hazirlanmig, % 0.075 (a/h) konsantrasyondz disodyum edetat ige-

ren wipul ¢dzeltileri cldugunu sdyleyebiliriz.

B~ PIETDOKSIN HIDROKLORUZ~-SODYUE NOVAKINSULFONAT

KOMDINED AMPULLIRIY STABITITESI

Mukayese iukanl sagflcyobilimek igin piridcksin hidro-
klorur-sodyun novasinsiilfonat kombine seriler, piridoksin
hidroklorlr igeren scriler ile ayni gartlarda hagairlanms ve
deney sartlari da sebit tutulmugstur. Ancak 500 ng/ml konsant-
rasyonda sodyui novadinsilfonat yaninda 100 ng/ml konsantras—
vonda pilrideksin hidrcklerir g¢ozmek uilnkiin olmadagindan kom—
bine anpullerde piridoksin hidrokloriir 25 ag/ml ve 50 nmg/nl
kongantrasyonlards kullanilnigtair.

Sonug olarak sodyun novaminsiilfonat varliginda piri-
doksin hidrokloririn stabilitesinin belirgin sckilde etkilen-—
digi pbulunmustur. Bu otki farkli serilerdeki sartlara bagla
olarak, defisik oronlarda bulunvasina raguen, en ideal gart-
larda dohi Schou (1959)'un kabul ettigi parcalanuna nispetinin

(% 10) ligerinde olduffn tespit ediluistir. Hatta bu nispet en



ideal olarak tespit edilen % 0.075 (a/h) konsantrasyonda di-
sodyun edetat igeren, renkli ampuller icine konulmug seriler
haricinde 10. gin dahi ylzde onun {zerinde oldufu gorilmlig-
tir. Denenen koruyuculardan scdyum forumaldehidsulfoksilab
igeren serilerde piridoksir hidrokloriir ampullerde oldugu
gibl, sterilizasyon gartlarina bagli olarsk bulaniklik veya
¢Okue oldufu ve beklenen koruyucu etkiyi yapnadigti; tiyoire
igeren ¢dzelvilerde (% 0.005 a/h) stabilitenin ters ydnde ot
kilendiZi bulunmugtur. Bn iyi sonug disodyuﬁ edetat igeren
serilerde alinmig, ancak piridoksin hidrckloriir agisindan
1lag olarak kullanilia hududu diginda oldugu gSrilmigtiir.

Koumbine g¢gozeltilerde sodyum novaminsiilfonatin normal
pargalanng trunleri yaninda iki madde daha izole ediledistir,
Bunlarden biri maddenin erime derecesi, UV, IR ve NMR spek-
trunlari, gehit medde ile mukeyese edilerek 4-~dimetilamino-
antipirin olduffu glsteriinmistir (Spektruam 19-24)., Ancak di-
ger nadde i¢in gahit madde kullanmak milnkiin olmadigindan,
erime derecesi, UV, IR ve NMR spektral analizleri (Spektrun
25-27) yaninda, kiuyasal yol ile de teshisine galigilmig ve
piridoksin hidrokloriir bulunan ortamda formaldehidin sodyum
novaininsilfonat veya 4-netilaminofenazon lizerine etkitilmesi
ile sentez edilebilecegi gdsterilmistir. Maddenin muhtemel
kimyasal yapisi tridekametilenoksibis N,N'-~uetilen-N,N-mebtil
aninofenazon olarak saptanmistir.

Sodyun novaninsiilfonat ampullerde normal sartlarda

gorilmeyen bu iki uaddenin meveudiyeti piridoksin hidrokloriir
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ile sodyun novaminsiilfonat arasinda etkilesme oldugunu gds-
termektedir,

Sonug olarsk bu iki maddenin koubine ¢dzelti halinde,
denenen garbtlarin en idealinde dahi piridoksin hidrokloriir
yonlinder ilag olarak kullanilma hududu diganda olduZu ve du
iki madde arasinda ctkilegme gdrildiigi igin iki ayri ampulde
verilmesinin daha dofru olacaga gSrﬁgﬁnﬁn beninsendigi sty-

lenebilir.
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Piridcoksin hidroklorir ve piridoksin hidroklorir-sod-
yum novaninsilfonat kombine enjektabl ¢ozeltilerde piridoksin
hidroklorirun stobilitesi ve sodyum novaminsiilfonat ile et~
kilegunesi aragstiraloigtir,

Isak, oksijen, 1si ve konsantrasyon gibi faktdrler
g0z onunde tutularak hazirlanan enjektabl preparatlarda pi-
ridoksin hidroklorir miktari ince tabaka kromatografisinde
aylrmayl tekiben kolorimetrik metod 1le yapailmistir.

Piridoksin hidrokloriir ampullerde pargalsnma riind
olarzk piridcksin dimer, piridoksal hidroklorir ve 4-piridok-
sik asid izcle ve teghis edilmistir. Aﬁpullerin inanildigi
kader doyanikli olmadagr, azob gazli gegirilerek molekiiler ok-
sijeni ninimung indirilulg distile su ile hazirlsnan, koruyu-
cu olaral disodyun odebat igeren, azob gazi gegirilmis renkli
aupuller haricinde, bilitiin serilerde {i¢ ayda ylizde ondan faz-—
la kayip bulunmugtur. |

Piridoksin hidroklorir-sodyum novamingiilfonat kombine
enjektabl gozeltilerinde e¢lde edilen kolorimetrik wve krouatog-
rafik bulgular, ayni sartlarda hazirlsnan ve bekletilen piri~
doksin hidroklorir enjcktabl ¢bzeltileri bulgulara ile kargi-
lagtirailmagtir. Sonug olarak sodyur novaminsulfonatin piri-
doksin hidrokloriirin stablilitesi lizerinde &nemli etkisi oldu-
gu saptanmigtir. Ayrica bu ikl meddenin etkilegmesi neticesi
olugen madieler teerld edilerek spektral aunalizleri yapilmisg,
fiziksel ve kinyasal Szelliklerinden yararlanilarak yapllari

aydinlatzlaigtir.
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