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Efervesan Graniilelerde Pepsin Akﬁviie_éi

Pepsin Acfivity in Effervescent Granules

Kasim €. GUVEN., Sikran GECGIL*
GIRLS

Pepsin 1836 senesinde Baumant ve Schwann tarafindan kegfe- .
dilmis ve 1930 yilinda da Northrop tarafindan kristalize halde elde
edilmigtir. Domuz, dana, koyun ve ke¢i mukozasindan otodijegtion
(asit vasatta) veya maserasyon (% 5 alkollit vasatta) yollari ile ha-
zirlanan, proteolitik bir fermenttir. Insanda midenin pepsin bezleri
tarafindan propepsin veya pepsinojen seklinde ifraz edilir, Hid-
roklorik asitli vasatta bu, pepsine ddniigiir. Yeni olarak mideden zi-
mojen adli bir ferment tecrit edilmigtir. Bu fermentin pargalanmasi
ile iki ferment dogdugu, bunlardan birinin pepsin, digerinin gene
proteolitik bir enzim olan gastrisin oldugu bildirilmistir(*). Pepsin
beyaz - krem renkli 6zel kokuda bir tozdur. Suda ve gliserinde ¢ozii-
niir. Alkol, kloroform, eter ve asetonda coziinmez. Molekill tartisi
36000 dir. Asit vasatta tesirli ve dayamklidir, Optimum tesir pH st
1.8, stabl oldugu pH ise 3.6 - 4.6 arasindadir. Tuzlar yitksek dozlar-
da aktivitesi fizerine menfi tesir yapar. Cozeltilerde otolizle parca-
lapir, Preparatlarn alkali reaksiyonlu cam kaplarda muhafaza edil-
digi zaman aktivite kayb1 fazladir(?).

. pH 5.5 daki cozeltilerine timol ildve edilmezse mantar iirer ve
oda 1sisinda, 3 haftada ve buz dolabinda, 6 haftada parcalanir. Dii-
siik pH da ferment uzun stire stabldir. Stabilizasyon igin g'ﬁzéltile-
rine seyreltik hidroklorik asit ilavesi ile 8 - 15 giin arasindaki kaymp
% 15.8 - 9% 22.5 arasinda degigir. Cozeltilerine % 10 alkol ildvesi uy-
gundur. Mide vasatinda 1 giinde 4°C de 9% 99.8; 22°C de % 54; 14
giinde 4°C de '% 98 ve 22°C ¥ 80; 37°C de 4 saatte % 94, 48 saatte
%, 69. oraninda aktivitesini muhafaza eder(®). Klinik neticeler elde
edebilmek icin hafif doziu preparatlarinin kullanilmamasi tavsiye
edilmektedir{?).

* Galenlk Farmasi Kirsiisit, Eczacilik Fakilltesi, Universite, istanbul.
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Pepsinin teghis ve aktivite tAyinine gelince: Peysinin ince tabaka
kromatografisi ile teghisi icin Kieselgel G adsorbam ve etil alkol-
N hidroklorik asit céiziiciisii ile ninhidrin reaktifi kullanilmigtir(-}.

Pepsmln akt1v1tes1n1 thyin metodlar agafidaki- gibi zetlene-
bilir :

1 — Yumurta aki ile gahgma T.K. 1948, D.AB. 7, B.P. 1963,
NF XI.

2 — Fibrin ile ¢ahgma; Pharm, GaH. VIL ‘
3 — Kagzein ile galigma; 0.A.B. IX., Pharm. Helv. V.
4 — Hemoglobin ile calisma; Anson metodu (¢47%)

Proteolitik fermentlerin aktivitesi yukarda ozetlendigi gibi de-
gigik yolla yapilir. Bu metotlar her zaman memnun edici sonug ver-
mez. Bu tayinde kontrol icin standart madde bulma giicliigii yanin-
da, protein yapisindaki enzimi saf halde elde etmek gok giictiir. Tib-
bi pepsin, kollagenaz ve katepsin ihtiva eder; bunlar aktivite iize-
rine tesir ederler. Substrat olarak en fazla fibrin veya yumurta ak:
kullanilir. Bu tAyinler siispansiyon halinde sistemin berraklas-
masl esasina dayamr. Kazein kullamlidigi hallerde, meydana gelen
serbest amino asit titre edilir veya tiirbidite tAyini yapilir. Kazein
ile elde edilen neticeler daima miinakagalidir(®). Tayin metodlar
arasinda yumurta akinin da mahzuru vardir. Bu, yumurtanmn taze
veya bayat olmasina, 1sitma siiresine, elekfen gegirme sonucu parca
biiyiikliigiine, temperatiire, calkalamaya tabidir(®). Bu metodlar ara-
sinda. Anson metodu, F.I.P.in enzimleri standardize etmek icin kur-
dugu komisyon tarafindan kabul edilen bir metodtur(?).

Anson metoduna gére Pepsinin miktar tAyini icin dozajda,
serbest hale gegen bir amino asit olan tirozinin fenol grubun-
dan istifade edilir. Bunun igin fenol reaktifi olan Folin - Cio-
calteu reaktifi kullamilir ve meydana gelen mavi renk, spektrofoto-
metrede okunur. Mukayese standart tirozinle yapﬂlr Hata ¢ 4-5
arasmdadir. Yalniz (OH) grublu madde ihtiva eden preparatlarda
hata artar. Zira ckseriya preparatlara ildve edilen oksiasitler fenol
regktifi ile tirozine benzer cevap verirler(72), '




Efervesan Graniilelerde Pepsin Alktivitesi g

Yumurta aki ile ¢aligma, D.AB. 7 ye gire :

Yumurta, 10 dakika kaynar suda ‘tutulur ve miiteakiben 3 da-
kika 20°C suda hekletilir; yumurta aki ayrilir ve 6 no.lu elekten
elenir, 10 g1 tizerine 50°C deki 100 ml su ve 1.5ml 3N HC], 0.10g
pepsin ilave edilir. 3 saat 45°C de, her 15 dakikada bir sallayarak
su banyosunda bekletilir. Neticede bu karigim bir meziire alinir; 30
~ dakika beklemeden sonra parcalanmayan kistm 5 ml'yi gecmemeli-
dir. ' _ :

Tiirk Kodeksi (1948) metcoduna gore ise taze yumurta kaynar
suda 10 dakika isitilir, sonrs soguk suda sogutulur. Yumurta ak:
ayrilir, alinir. 4 no. lu elekten gecirilir. Bir erlen igersinde ve 50°C
deki 100 ml su icinde homojen olarak dagitilir, Uzerine 0.10 g pep-
sin ilave edilir. 3 saat 45°C lik etiivde her 15 dakikada bir calkalana-
rak bekletilir. Neticede pek az dagilmayan kisim olmalidir,

DENEL KISIM

Biz agagida yazli formiil icindeki pepsinin aktivites_i {izerinde
gahgtlk._

Kullantlan efervesan preparatin formiilii agagidadir :

Papaverin hidroklorid: 050 g
Pepsin (3000 iinite) 025¢g
Seker 7.25 g
Sodyum fosfat (susuz) 15 g
Sodyum hidrojenkarbonat 40 g
Sitrik asit 16 g
Tartarik asit (susuz) 13 g
Tartarik asit (hidrate) 8 g

Bu formiillin graniile haline getirilmesinde pepsinin stabilite-
sini tdyin edebilmek icin agagidaki teknikler kullanilmigtir:

a) Biitiin maddeler karigtimlir; 105°C deki etiivde bekletilir.
Yumugama goriildiigii zaman graniilatorden gecirilir ve 35°C deki
etiivde kurutulur, mitteakiben 4 no. lu elekten gecirilir.

b) Efervesan kism tegkil eden sodyum hidrojenkarbonat, sit-
rik ve tartrik asit karigtirilir, 105°C deki etiivde yumugama mey-
dana gelinceye kadar bekletilir. Diger maddelerin homojen gekilde-
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ki karisimlar: ﬂe karigtirilip, graniilatérden gegir_ilir. Etiivde 356°C
-de kurutulduktan sonra 4 no.lu elekten gegirilir.

c) Formiilde bulunan papaverin hidroklorid, seker, sodyum fos-
fat ve efervesan dzelligi veren maddelerden herbiri ayr ayr, terkip-
lerden cikartilmak sureti ile (a) ve (b) sekline gore granule hazir-
laniy.,

Altivite téyinleri icin, 100 inite (0.1 g) pepsine tekabiil ede-
cek miktar graniileden hesaplanarak alindi ve T.K. (1948) de kayit-
51 teknlge gore aktivitesi tAyin edildi. .

Bunun icin T.K. metodunu agagldakitgekildé uyguladik :

~ Vagata 100 iinite olarak hesaplanmis (0.1g) pepsine tekabiil
edecek miktarda pepsin veya pepsin havi preparat ilive edildi. Efer-
vesan terkiplerde gaz cikigi tamamlandiktan sonra vasatin pH st hid-
roklorik asit (9 12.5) yardimi ile 1.2 ye ayarlandi (Inceledigimiz
formiillerde vasatin pH degeri 2.2 - 6.4 arasindadir). 15 dakikada
bir ¢alkalamak sureti ile 3 saat 45°C bekletildi. Dagiimayan kisim
kontrol edildi. Biitlin bu aktivite tiyinlerinde 100 iinite degerindeki
(0.1g) pepsm ile mukayese yapllmlgnr

BULGULAR

Bu tidyinler sonunda :.

1) Vasatta pepsinden gayri maddelerin % 1 den daha yiiksek
konsantrasyonlarda mevcudiyetinin pepsin aktivitesi tizerine engel-
leyici tesir gbsterdigi tespit edildi. Vasatta erimig halde bulunan iyon
veya meolekiillerin konsantrasyonunun artmasi ile, yumurta akinin
parcalanmas) zorlagmaktadir. Seker, papaverin hidroklorid, sodyum
fosfat, sodyum hidrojenkarbonat, tartrik ve sitrik asitler ayri ayn
veya bir arada bulunduklari zaman inhibitor tesir gostermektedir-
ler. Bu husus ayri ayrt her maddenin ¢6zeltisine, vasatin pH s1 ayar-
landiktan sonra iinitesi belli pepsm ilavesi ile de kontrol ve tespit
ed11m1§t11'

2) Pepsin aktivitesi tiyininde preparat suda coztindiiriiliip pH
1.2 civarma ayarlanmadigt hallerde, pepsm akt1v1te31 diiglik olarak
. bulunmustur,

3) Agagida (4 de) bildirilen teknikle hazirlanan efervesan gra-
niileden 100 iinite (0.1 g) pepsine tekabiil edecek miktar alindi; dis-
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tile su ile dialize edildi. Dializ bakiyesi olan pepsin aktivitesi kon-
trol edildi ve netice gahit tecritbeye uygun bulundu. B&ylece pepsi-
- nin bu formiillerde, birlikté verildigi maddelerin tesiri ile aktivite-
sini kaybetmedigi, fakat vasattaki molekiil ve iyon konsantrasyonu—
nun tesiriyle inhibe oldugu tespit edilmigtir.

4) Pepsin ihtiva eden efervesan graniile geklindeki prepara-
tin hazirlanmas: igin tespit ettigimiz en uygun teknik asaglda gis-
terilmigtir: :

Efervesan'kﬁtleyi meydana getiren godyum hidrojenkarbonat,
tartrik ve sitrik asit karngimlar: toz edilip, 105°C deki etiivde yu-
mugama gosterinceye kadar bekletildikten sonra diger maddelerle
kangtirihir. Graniilatérden gecirilir; muteaklben 35°C de kurutulur
ve elekten gegirilir,

OZET

Bu calismada, pepsinin efervesan graniile seklindeki prepara-
tin1 hazirlamak i¢in uygun bir metot ile, T.K. (1948) e gore pepsi-
“nin aktivitesinin tAyini esnasinda, preparatin terkibine giren mad-
delerin vasattaki konsantrasyonlarmm 9 1 den yitksek oldugu hal-
lerde pepsin aktivitesi iizerine inhibitor tesir yaptigi bildirilmekte-
dir. :

SUMMARY
A study was made on the preparation and activity of efferves-

cent granules containing pepsin. The composition of the granules
were as follows :

Papaverine hydrochloride 0.50_ g
“Pepsin (3000 U.L) (U.S.P) 025 g
Saccharose 7.25¢g
Sodium phosphate 15 g
Sodium bicarbonate 40 g
Citric acid (hydrated) 16 g
Tartaric acid (anhydrous)" 13 g
Tartaric acid (hydrated) 8 g
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In order to prepare the granules, the acid and alcali components

of the formula were heated together at 105°C until the mass was’

moistened by the water of erystallization, liberated from the acids.
After the addition of the remaining components, the mass was gra-

nulated and dried at 35°C, The. pepsin activity of the granules was’
determined by the egg-albumen method (D.A.B.7, T.K. 1948). It

wasg seen that the activity of pepsin was inhibited when the con-
centration of the other components of the granules increased 1 9.
However, the following experiment showed that such an effect was
only inhibitory and did not cause a permanent logs of activity, Weig-
hed samples of granules, prepared according to the formula and
methed mentioned above, were dissolved in water and the pH of
the solution were brought to 1.2. This solution was then dialysed
and the pepsin was separated. This residue showed full peptic ac-
tivity, when analysed.
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