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Fremgangsmiden til hejrensning af riboflavin (I} fore-
iages ved oplesning i fortyndet, vandig slkalilud,
eventuel rensning af den alkaliske aplasning ved be-
handling af oplesningen med aktivt kul eller med et
med vand ikke eller kun i ringe grad blandbart oples-
ningsmiddel, indfering af den fremkomne alkaliske ]~
oplssning under opretholdelise af temperaturer mellem
40 og 100 °C i 90 ti} 100 ° C.varmt vand, hvortil der
er tilsst sé meget af en syre, st der i reaktionsblan~
dingen indstiller sig en pHeverdi mellem 6,5 og 0,8,
fastholdelse af reaktionsblsndingen ved temperaturer
®ellem 90 og 100 °C j 10 til 80 minutter og isolation
af | efter afksling af resktionsblandingen. Fremgangs-
méden er fordelsgtigere 1 teknisk henseende, idet der
under rensningsprocessen gir mindre I tabt, og idet
renheden af | kan gares sterre.
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Opfindelsen angdr en fremgangsmade til h¢jrensning af rat
riboflavin (formel I; vitamin BZ)' Fremgangsmaden er

ejendommelig ved det i krav l's kendetegnende del angiv-

ne.

Riboflavin fremstilles sadvanligvis som alment kendt
(jvE. f.eks. W.H. Sebrell og R.S. Harris, "The Vitamins;
Chemistry, Physiologie, Pathology, Methods", 2. oplag,
bind 5, 1982, Academic Press, side 22) ved kondensation
af et N-(D)-ribityl-2-arylazo-4,5-dimethylanilin (I1) med
barbitursyre (III) ad syntetisk vej.

Hib. N Rib.

\ h 1

NH J I

O\/ N -0 }\43\'\/0
+ ‘/I\.’H ——— )\,}r‘l‘/
N=N-Ar H N
0 v d
IX 111 I

Rib = D-ribityl
Ar = aryl, f.eks. phenyl.

Herved opnadr man et rdprodukt, der udover ca. 92 til 96
vagt-% I desuden indeholder forskellige forureninger,
derunder f.eks. barbitursyre, dibarbitursyre, lumiflavin,
lumichrom og N-(D)-ribityl-6-arylazo-4, 5-dimethylanilin.

Ogsd kondensationen af andre N-(D)-ribityl-4,5-dimethyl-
anilinderivater med barbitursyrederivater til riboflavin
er allerede beskrevet i Journal of Amer. Chem. Soc, Vol.

69 (1947) p 1487-92.

Fra litteraturen kendes desuden dannelsen af riboflavin
ad biosyntetisk vej ved hjalp af mikroorganismer (Acta
Mikrobiologi Polonia Ser. B (1971) bind 3 (20) nr. 1, p
29-34 og nr. 2, p 91-95 samt Bacteriol. Proc. 63 (1963)
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p. 21).

Da rensning af riboflavin ved krystallisationsmetoder
kraver et forholdsvis stort forbrug af ravaren, underkas-
ter man i stedet det ra riboflavin en oxidativ behandling
i vandigt surt milieu sdledes som angivet i US patent-
skrift nr. 2 324 800, hvorefter man fraskiller eventuelt
bundfald og fortynder den tilbageblevne opl¢sning med
meget vand. Herved fremkommer riboflavinet i form af gule
ndle, som derudover kun beh¢gver at blive frafiltreret og

vasket.

Det er ved denne metode en ulempe, at ca. 15% af det an-
vendte riboflavin gar tabt ved denne rensningsmetode, at
denne arbejdsmade er tidsr¢vende og omstandelig i teknisk
henseende, og at den fremstillede forbindelse I stadig
indeholder spor af organiske forbindelser, sasom anilin,
hvilket g¢r anvendelsen i forbindelse med menneskelig er-

nering problematisk.

Det er derfor opfindelsens formdl at tilvejebringe en
fremgangsmdde til hg¢jrensning af I, som overvinder ulem-
perne ved teknikkens kendte stade, dvs. en fremgangsmade,
der kan udformes saledes, at den i teknisk henseende er
fordelagtigere, ved hvilken der under rensningsprocessen
gdr mindre I tabt, og ved hvilken der fremkommer endnu

renere I.

Fremgangsmdden ifglge opfindelsen er sarligt fordelagtig,
ndr temperaturen af den alkaliske riboflavinopl¢sning i
reaktionstrinnene a) og b) andrager mellem ca. 10 og 50
°c, fortrinsvis dog ca. 30 til 45 °C, eller nar tempera-
turen 50 °C hojst overskrides i kort tid.

Ved rensningsmetoden ifgplge opfindelsen er tabene af I
betydeligt mindre end ved en rensning i sur opl¢sning.

Dette er meget overraskende, fordi det i litteraturen om
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forbindelsen I, selv i den yngste litteratur (jvf. Fer-
mente - Hormone - Vitamine, bind III/I, Georg Thieme Ver-
lag Stuttgart, 1974, side 631 og Ullmanns Encyklopé&die
der technischen Chemie, bind 23, Verlag Chemie, Weinheim,
1983, side 664) angives, at I er let dekomponerbar i al-

kalisk opl¢sning.

Fra US patentskrift nr. 2 603 633 kendes ganske vist en
fremgangsmdde til fremstilling af tre forskellige typer
af I-krystaller, hvor I-krystallerne er fremkommet ved
tilsetning af syrer til en alkalisk I-oplpsning ved tem-
peraturer fra 10 til 25 °C. Fors¢g p& at anvende de be-
skrevne krystallisationsmetoder til rensning af I i
teknisk malestok udviste dog ingen acceptable resultater.

I sammenligning dermed opndr man i henhold til fremgangs-
maden ifplge opfindelsen riboflavin i et udbytte pa 90
til 92% af den teoretiske vaerdi og i en renhed pd over

99,5% (bestemt i henhold til Pharmakopoea Europa).

Fremgangsmadden ifplge opfindelsen er velegnet til hej-
rensning af rat I med et I-indhold pd ca. 10 til 99,5%,
sddan som det fremkommer ved den mikrobiologiske eller

syntetiske fremstillingsmade.

Til gennemfgrelse af fremgangsmaden ifglge opfindelsen
suspenderes det rd I fgrst i vand. Man anvender her i al-
mindelighed en vandmengde pa ca. 1130 til 6580 g, men
fortrinsvis da. 1880 til 3760 g pr. mol I. Med fordel
anvender man vand med en temperatur mellem 25 og 50 °C,

fortrinsvis mellem 35 og 45 °C.

Til denne vandige suspension af I satter man herefter sa
meget af en vandig oplgsning af et alkalihydroxid, at det
suspenderede I gar fuldstendigt i opl¢sning. Som vandig
oplgsning af et alkalihydroxid anvender man fortrinsvis

vandig KOH eller NaOH, iser den i teknisk henseende let
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tilgengelige og billige NaOH i form af en ca; 25% oplgs-
ning. Til opl¢sning af I kraves ca. 1 til 1,25 mol alka-
lihydroxid pr. mol I, hvilket for 25% NaOH betyder ca.
0,5 kg pr. kg I. Man kan dog ogsd straks opl¢se ribo-
flavin i fortyndet vandig alkalilud. Til dette formal
anvender man en ca. 0,16 til 0,63 molar, fortrinsvis en
ca. 0,28 til 0,32 moler vandig KOH eller NaOH i mangder
fra ca. 17,5 til 5, fortrinsvis 10 til 9 kg pr. kg I,
afhangighed af koncentrationen af den anvendte alkalilud.

Oplgsningen af I foretages i almindelighed ved temperatu-
rer mellem ca. 10 og 50 °C, fortrinsvis mellem 25 og 50
°c, isar mellem 30 og 45 °C. Hvis I kun i kort tid udsat-
tes for pavirkningen af den vandige alkaliske opl¢sning,
sddan som det er tilfaldet ved kontinuert gennemfgrelse
af fremgangsmdden, kan man ogsd anvende temperaturer, der
er hgjere end 50 °C, f.eks. 50 til 60 °C.

Den fremkomne vandigt-alkaliske I-opl¢sning kan nu ren-
ses. Dette kan foregd ved behandling med aktivt kul og
pafplgende filtrering eller ved ekstraktion med et med
vand ikke eller kun darligt blandbart indifferent oplgs-
ningsmiddel. Som aktivt kul kan man anvende praktisk talt

alle de sorter deraf, der foreligger pa markedet.

Som opl¢sningsmiddel for ekstraktionen kommer f£f.eks.
ethylacetat, chloroform eller petrolether, iszr isobutyl-
acetat og n-butylacetat i betragtning.

Ved rensningen af ad mikrobiologisk vej fremstillet ra-I
foretrazkker man en rensning af den vandigt-alkaliske I-
oplgsning ved behandling med et filterhjzlpemiddel og
pafplgende filtrering. Arten af filterhjzlpemidlet er
uden betydning. Det er udelukkende vigtigt, at man sikrer
en tilstrekkeligt stor filtreringshastighed. F.eks. har
Celite® fra firma Johns-Manville, USA vist sig velegnet.
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Den fremkomne, eventuelt rensede I-opl¢snihg indfe¢res
derpd under opretholdelse af temperaturen mellem 90 og
100 °C, fortrinsvis mellem 96 og 99 °C, i 96 til 100 °c,
fortrinsvis 96 til 99 °C, varmt vand, hvortil der var
tilsat s& meget af en syre, at der i reaktionsblandingen
indstillede sig en pH-vardi mellem 6,5 og 0,8, fortrins-
vis mellem 6 og 1. I sarlige tilfazlde, iser ved rensning
af ad mikrobiel vej fremstillet riboflavin, er det ogsa
muligt at indfg¢re den eventuelt rensede I-oplgsning under
opretholdelse af noget lavere temperaturer, dvs. mellem
ca. 40 og 100 °C, i det let syrnede, varme vand.

Mengden af vandet afpasses sdledes, at reaktionsblandin-
gen efter tilsatning af den alkaliske oplg¢sning indehol-
der ca. 18 til 30 kg vand, fortrinsvis ca. 20 til 25 kg

vand pr. kg I.

Som syrer, der sattes til vandet, er alle syrer velegne-
de, som mindst er lige sd staerke som eddikesyre, dvs. har
en sz—v&rdi pa 4,76 eller derunder, og som ikke angriber
riboflavinet under reaktionsbetingelserne. Med fordel
anvender man de sadvanlige mineralsyrer, sasom HCl (pKS-
vaerdi -6), H,SO (sz—vardi -3), HNO3 (pKS—vardi -1,32),

2574
H,PO (sz-vardi 2,09). Men ogsd organiske syrer, sdasom

mgregyre (sz-vardi 3,77) og eddikesyre (sz-vardi 4,76)
kan anvendes. Det har vist sig, at anvendelsen af salpe-
tersyre er sarligt fordelagtigt, fordi den abenbart ogsa
i starkt fortyndet vandig opl¢sning har en mild oxideren-
de indflydelse p& biprodukterne i I. Ved anvendelsen af
HNO3 opndr man rent I i en farve, der tydeligt, hvad an-
gdr brilliansen, adskiller sig fra den farve, der kan

opnas under anvendelse af de andre syrer.

Mineralsyren anvendes i sadanne mangder, at den anvendte
alkalilud pa den ene side neutraliseres fuldstendigt, og
at ople¢sningen pad den anden side reagerer surt, saledes
at I med fordel og fuldstendigt udfzldes. Ved rensning af
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charger uden mellemliggende behandling med -aktivt carbon
eller ekstraktionsmiddel er det anbefalelsesvardigt at
g¢re chargen sur indtil en pH-vardi af under 3 for lette-
re at ¢gdelagge eventuelle biprodukter under opvarmningen.

I almindelighed er 1,06 til 3,5 mol syre pr. mol I n¢d-
vendigt til dette formdl afhengigt af den anvendte mangde
alkalilud.

Det effektive udbytte af I wved rensningsmetoden kan
forbedres yderligere derved, at man til den ifg¢lge opfin-
delsen fremkomne vandigt-sure oplgsning i reaktionstrin
e) desuden sétter tilladte additiver til det pagzldende
anvendelsesformdl, hvadenten det er til dyreernaring

eller til den farmaceutiske industri.

Den fordelagtige effekt kan man formentligt forklare pa
den made, at adsorptionsforholdene af I udnyttes sadan,
at man erstatter de 4 til 7% biprodukter, der er adsor-
beret til rd-I-materialet, med de uopl¢selige additiver,
der er tilladt i forbindelse med dyreernzring eller i den

farmaceutiske industri.

Som additiver, der er tilladt i den farmaceutiske indu-
stri, kan f.eks. anf¢gres majsstivelse, majsbladstrenge-
mel, sojafinmel og grutet hvedeklid. Additiver, der er
tilladt i forbindelse med dyreernaring, er f.eks. SiOz,
calciumsilicat, kiselgur, steatit, talkum og bolus alba
(hvidt ler). Additiverne anvender man i almindelighed i

mengder mellem 1 og 500 pr. kg I.
EKSEMPEL 1

Afhengighed mellem I-udbyttet og alkaliludkoncentratio-

nen.
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I hvert tilfzlde suspenderedes 40 g riboflavin i 400 ml
vand, suspensionen opvarmedes til 40 °C, i suspensionen
indf¢rte man den i tabel 1 angivne m@zngde af en 25% NaOH,
og reaktionsblandingen blev omr¢rt i 15 minutter ved 40
°C. Derpd indfgrte man den alkaliske oplgsning indenfor
20 minutter i en 98 °C varm blanding af 400 ml vand og
den i tabel 1 angivne mengde af en koncentreret (37%)
saltsyre, de alkaliske remanenser rensedes med wvand,
reaktionsblandingen omr¢rtes i 1 time ved 98-100 °C, blev
derpé afkg¢let til 40 °C, bundfaldet blev frasuget og blev
vasket med 400 ml 60 °C varmt vand og 200 ml methanol.
T¢rringen foretoges ved 80-100 °C. Udbyttet beregnedes pa

basis af vegten af I.

Tabel 1

25% NaOH 37% HC1 Udbytte [% af den
Eks. [g] [g] [g] teoretiske verdil]
la 20 30 38,7 96,75
1b 40 60 38,4 96,00
1lc 60 90 37,8 94,50
EKSEMPEL 2

I-udbytte i afhazngighed af temperaturen af den alkaliske
I-oplgsning.

I hvert tilfzlde suspenderedes 40 g I i 400 ml vand,
suspensionen blandedes med 20 g af en 25% NaOH-opl¢sning
og opvarmedes derpd under omr¢ring i 15 minutter til den
temperatur, der fremgar af tabel 2. Oparbejdningen af
reaktionschargen samt udbyttebestemmelsen foregik analogt

med eksempel la.
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Tabel 2

Temperatur
Eks. [°C] [g] Udbytte [% af teoretisk vardi
2a 30 38,7 96,75
2b 40 38,8 97,00
2c 50 - 38,4 96,00
2d 60 37,7 94,25
2e 70 34,9 87,25
Eksempel 3

I-udbytte 1 afhangighed af HCl-koncentrationen.

I hvert tilfzlde suspenderedes 40 g I i 400 ml vand, sus-
pensionen opvarmedes til 40 °C, 20 g af en 25% NaOH-
oplgsning indfgrtes, og reaktionsblandingen opvarmedes i
15 minutter til 40 °C under omrgring. Derpd indf¢rte man
indenfor 20 minutter den alkaliske oplgsning i en 98 °C
varm blanding af 400 ml vand og den ma&ngde af en 37% HCI1,
som fremgar af tabel 3. Oparbejdningen af reaktionschar-
gen samt udbyttebestemmelsen foregik analogt med eksempel
1.
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Tabel 3
37% HC1

Eks. [g] [g] Udbytte [% af teoretisk vardi]
3a 30 38,9 97,25

3b 40 38,6 96,50

3c 50 38,3 95,75

3d 60 38,5 96,25

EKSEMPEL 4
Yderligere rensning med aktivt Kul.

40 g af et rariboflavin (93%) suspenderedes i 400 ml vand
ved 40 °C, suspensionen blandedes med 20 g af en 25% NaOH
og derpd med 1 g aktivt kul af type "2 S" fra firmaet
Chemviron og opvarmedes under omr¢ring i 15 minutter til
40 °C. Derpd blev oplgsningen frasuget over et G4 glas-
filtersugefilter, og remanensen blev vasket med vand. De
forenede filtrater pumpedes indenfor 30 minutter til en
98 °C varm blanding af 400 ml vand og 30 g af en 37% HCI,
reaktionsblandingen opvarmedes endnu i 1 time under omrg-
ring til 98-100 °C, derpd lod man den afk¢le til 40 °c,
og I blev isoleret analogt med eksempel la.

Udbyttet andreog 35,7 g, svarende til 89,25% af den teore-
tiske verdi, renheden var 99,9% (Pharm. Europ.), anilin-

indholdet var ca. 3 ppm.
EKSEMPEL 5

Yderligere ekstraktion med iso-butylacetat.
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I hvert tilfzlde suspenderedes 40 g ra-I (93%) i 500 ml
vand, suspensionen blandedes med 20 g af en 25% opl¢sning
af NaOH, og den fremkomne opl¢sniﬁg omrgrtes endnu i 15
minutter ved stuetemperatur (RT). Derpa udrystede man med
150 ml iso-butylacetat og derpa& med 100 ml iso-butylace-
tat. Efter separation af de organiske faser indfg¢rte man
den vandige alkaliske oplgsning i en ca. 98 °C varm blan-
ding af 300 ml vand og 30 g af en 37% HCl, reaktionsblan-
dingen opvarmedes endnu i 1 time under omr¢ring til 98-
100 °C, hvorpa man lod den afke¢le, og der oparbejdedes
analogt med eksempel 1.

Udbyttet androg 35,3 g, svarende til 88,25% af den teore-

tiske vaerdi, renheden var 100,1% (Pharm. Europ.).

Den fraskilte.organiske fase indeholdt 1,3 g t¢rstof, der
for ca. halvdelens vedkommende bestod af det for frem-
stillingen af I ubrugelige N-(D)-ribityl-6-phenyl-azo-
4,5-dimethylanilin samt mange ikke narmere undersggte
produkter.

EKSEMPEL 6
Alkalisk rensning under tilsetning af majsstivelse til I.

40 g ra-1 blev suspenderet i 400 ml vand, suspensionen
blev opvarmet til 40 °C, blandet med 20 g af en 25% NaOH
og derpd med 1 g aktivt kul, og den fremkomne blanding
holdes under omrgring i 15 minutter ved 40 °C. Derpd fra-
skiltes kullet med et G-4 glasfilter, remanensen blev
vasket riboflavinfrit med wvand, de forenede alkaliske
filtrater indfgrtes i lgbet af 8 minutter i en 98 °C varm
blanding af 400 ml vand og 30 g koncentreret HCl, reak-
tionsblandingen blev holdt i 1 time under omr¢ring ved 98
°c, blev afk¢let til 50 °C og blandet med 1,5 g majssti-
velse. Efter 15 minutters omr¢ring ved 40 °C sugede man

fra, produktet vaskedes analogt med eksempel la med vand
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og methanol og te¢rredes ved 90-100 °C.

Udbyttet androg 35,3 g, svarende til et nettoudbytte pa

94,9% (under hensyntagen til majsstivelsen).

EKSEMPEL 7 - 11

I hvert tilfzlde suspenderedes den i tabel 4 viste mangde
af fugtigt rad-I i 400 ml vand, suspensionen opvarmedes
til den i tabellen viste temperatur og blev blandet med
20 g af en 25% NaOH. Efter 15 minutters omr¢ring ved den
angivne temperatur indfg¢rte man den alkaliske oplg¢sning
indenfor 30 minutter i en 98% varm blanding af 400 ml
vand og den i tabel 4 angivne mineralsyre, hvorved den i
tabel 4 viste pH-vardi indstillede sig i reaktionsblan-
dingen. Derpd holdt man reaktionsblandingen i 1 time
under omrgring ved 98-100 °C, derpd afk¢ledes til 40 °C,
bundfaldet blev frasuget, vasket med 400 ml 60 °C varmt
vand og 200 ml methanol og t¢rret ved 80 til 100 °C.
Udbytterne af I og renhederne af I er angivet i tabel 4.
Renhederne bestemmes i henhold til forskriffen fra

(Pharm. Europ., bind 1).
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EKSEMPEL 12

Rensning af ad fermentativ vej fremstillet riboflavin.

50 g af et ‘ad fermentativ vej fremstillet riboflavin
(62%) og 20 g af filterhjalpemidlet Celite (standard
Super-Cel  fra firmaet Johns-Manville, USA) suspenderedes
i 500 ml vand ved 20 °C, suspensionen blandedes med 18 g
af en 25% vandig NaOH, der omrgrtes i 15 minutter, og
derpd filtreredes. Filterkagen blev vasket riboflavinfri
med 200 ml vand. Vaskevandet blev forenet med moderluden,
og det hele blev indenfor 30 minutter pumpet ind i en 98
til 100 °C varm blanding af 100 ml vand og 27 g koncen-
treret saltsyre. Efter omrgring i 1 time ved 98-100 °c
afkplede man langsomt til 40 °C, det udskilte riboflavin

blev frasuget, vasket neutralt og tg¢rret.

Udbyttet androg 30 g, svarende til 96,7% af den teoretis-
ke vaerdi, beregnet i forhold til ravaren, og renheden var

100,1% (Pharm. Europ.).
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Patentkravw:

- . - - —— — - - - -

1. Fremgangsmade til rensning af rat riboflavin,

kendetegnet ved, at man

a) suspenderer det riboflavin, der skal renses, i1 wvand
og bringer det i opl¢sning ved tilsatning til den van-
dige oplgsning af et alkalihydroxid eller oplgser
riboflavinet i ca. 0,16 til 0,63 molar alkalilud,

b) om ¢nsket renser den fremkomne alkaliske riboflavin-
oplgsning, eventuelt ved behandling med aktivt kul og
efterfglgende filtrering eller ved ekstraktion med et
med vand ikke eller kun i ringe grad blandbart, inert

oplgsningsmiddel,

c) indfeorer den fremkomne alkaliske riboflavinoplg¢sning,
under opretholdelse af en temperatur mellem 90 og 100
°C ved rensning af kemisk fremstillet riboflavin og
mellem 40 og 100 °C ved rensning af pa mikrobiel made
fremstillet riboflavin, i 96 til 100 °C varmt wvand,
hvortil der er sat s& meget af en syre med en pKS—
verdi pd 4,76 eller derunder, at der i reaktionsblan-
dingen indstiller sig en pH-vardi mellem 6,5 og 0,8,

d) yderligere opvarmer reaktionsblandingen i 10 til 80
minutter, eventuelt under omr¢ring, til en temperatur
p& 90 til 100 °C, og

e) efter afke¢pling af reaktionsblandingen isolerer det

udkrystalliserede riboflavin.

2. Fremgangsmade ifgplge krav 1, k ende tegnet
ved, at man gennemfgrer reaktionstrinnene a) og b) ved

temperaturer mellem 30 og 45 °C.
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3. Fremgangsmdde ifglge krav 1, Kk en d e-t e g n e t
ved, at man i reaktionstrin e) til reaktionsblandingen
desuden satter additiver, der er tilladt i forbindelse
med det i hvert tilfalde foreliggende anvendelsesformdl
til dyreernaring eller til den farmaceutiske industri.

4. Fremgangsmdde ifglge krav 1, ken d e t e gne t
ved, at man ved rensning af kemisk fremstillet riboflavin

i reaktionstrin c) indfgrer den alkaliske riboflavinop-
lg¢sning i det varme vand under opretholdelse af tempera-

turer mellem 96 og 99 °C.

5. Fremgangsmidde ifplge krav 1, k end e t e gnet
ved, at man ved rensning af pa mikrobiel made fremstillet
riboflavin renser den i reaktionstrin a) fremkomne alka-
liske riboflavinople¢sning ved behandling med et filter-

hjzlpemiddel og pafglgende filtrering.

6. Fremgangsmade ifgplge krav 1, k en d e t e gnet
ved, at man for at rense pa mikrobiel made fremstillet
riboflavin i reaktionstrin c) satter riboflavinoplgsnin-
gen til det varme vand tilsat syre under opretholdelse af

en temperatur mellem 90 og 100 °C.
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