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Riboflavinphosphat-Natrium-Hydrat

Riboflavini natrii phosphas hydricum

Allgemeine Angaben

Riboflavin (Vitamin B,) gehort zur Gruppe der
wasserloslichen Vitamine und wird bei Hypovita-
aminose eingesetzt.

Die Substanz (2) ist auch in der USP, JAP und BP
beschrieben. Allgemeines zu Riboflavin (Vitamin
B,), sieche den Kommentar zu Riboflavin
(Ph. Eur.).

CAS-Nr.: 130-40-5

Drug Bank-Nr.: DBSALTO000877 (Riboflavin-
5*‘-monophosphat-Natrium-
Dihydrat)

DBSALT001766 (Riboflavin-
5°‘-monophosphat-Natrium,

In der Ph. Eur. 11.2 werden sowohl die 3°-, 4‘- und
5‘-Monophosphate als auch die 3°,4‘-, 3°,5‘- und
4,5°-Diphosphate beriicksichtigt, die eine variable
Menge Wasser beinhalten konnen. Die Hauptkom-
ponente ist Riboflavin-5‘-hydrogensulfat-Natrium.
Die Ph. Eur., BP und USP schreiben vor, dass der
Gehalt an getrocknetem Riboflavin 73,0 bis 79,0 %
betragen muss. Die JAP fordert einen Gehalt von
< 92%, bezogen auf die wasserfreie Base.

Darstellung: Riboflavin (1, Verunreinigung D; zu
dessen Synthese oder Gewinnung aus Mikro-
organismen sieche den Kommentar zu Riboflavin,
Ph. Eur.) wird mit Phosphoroxytrichlorid oder mit
anderen  Phosphorylierungsmitteln ~ umgesetzt.
Durch Neutralisation mit Natronlauge erhdlt man
Riboflavinphosphat-Natrium (2).

wasserfrei) Die in mehreren Patenten beschriebenen Verfahren
unterscheiden sich hinsichtlich der Reaktionsbe-
PubChem-ID: 23666409 dingungen und durch Variation des Phosphorylie-
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rungsmittels. Bei der Phosphorylierung mittels
Phosphoroxytrichlorid in Diethylenglycolmono-
methylether wird die Substanz mit 92 % Ausbeute
erhalten). Mit Tetrachlorpyrophosphorsiure in
Gegenwart von Acetonitril, Phenol, Estern oder
Nitroverbindungen erzielt man eine Phosphory-
lierung mit 90 % Ausbeute?. Die Ausbeute betrégt

87 %, wenn mit partiell hydrolysiertem Phosphor-
oxytrichlorid phosphoryliert wird®. Das erhaltene
Rohprodukt wird chromatographisch gereinigt.
Trotzdem enthalten die iiblichen Handelsmuster in
merklichen Mengen nicht umgesetztes Riboflavin
und unterschiedliche Mono- und Diphosphate.
Sehr reines Riboflavinphosphat-Natrium mit we-
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Abb. 1: IR-Spektrum von Riboflavin (KBr-Pressling; Spectral Database for Organic compounds)
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Abb. 2: UV-Spektrum von Riboflavinphosphat-Natrium-Dihydrat (¢ = 1 mg/100 ml)
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niger als 1% Fremdstoffen wurde nach Affini-
titschromatographie gewonnen®.

Stabilitiit/Lagerung: Zur Stabilitit und Unver-
traglichkeiten siche den Kommentar zu Riboflavin
(Ph. Eur.).

Einheitlich empfehlen alle Arzneibiicher eine La-
gerung in dicht geschlossenen Gefdfen und vor
Licht geschiitzt. Unter diesen Bedingungen ist die
Substanz selbst bei hoheren Temperaturen haltbar.

Synonyme: Flavinmononucleotid (FMN), Vitamin-
B,-Phosphat

Arzneibuchnamen: Riboflavin-5’-phosphate So-
dium (USP), Riboflavin Sodium Phosphate (JAP,
BP)

Eigenschaften

Die Substanz (2) ist ein gelbes oder orangegel-
bes, mikrokristallines Pulver von nur schwach
wahrnehmbarem Geruch und bitterem Geschmack.
Der entscheidende Unterschied zu Riboflavin
(Ph. Eur.) besteht in der Wasserloslichkeit. Wih-
rend Riboflavin (1, D) sich in Wasser nur sehr
schwer 10st, ist 2 gut 16slich, wobei die Loslichkeit
pH-abhingig ist. In 1 ml Wasser 16sen sich bei
pH 6,9: 112 mg, bei pH 5,6: 68 mg und bei pH
3,8: 43mg>.

Priifung auf Identitat

Die frither geforderten Identititspriifungen mittels
UV-Spektroskopie und HPLC wurden im Nachtrag
11.2 durch die ausreichend spezifische IR-
Spektroskopie ersetzt.

A. Vgl. Abb. 1.

B. Abbau der organischen Substanz mittels Salpe-
tersdure und Gliihen; die im Gliihriickstand
enthaltenen Natrium-Ionen lassen sich im
schwach Basischen als Natriumhexahydroxo-
antimonat(V) fillen (siche in 2.3.1, Ph. Eur.,
die Identitdtsreaktion a auf Natrium und den
zugehorigen Kommentar).

C. Die im Gliihriickstand von Identitétspriifung B
enthaltenen Phosphat-Ionen lassen sich als
gelbes Ammoniummolybdophosphat nach-
weisen (siehe in 2.3.1, Ph. Eur., die Identitits-
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reaktion b auf Phosphat (Orthophosphat) und
den zugehorigen Kommentar).

Die Identititspriifungen B und C erlauben die Un-
terscheidung zu Riboflavin (1, D).

Die USP lisst die Identitit ebenfalls mittels Salpe-
tersdure und Glithen sowie anschlieBender Priifung
auf Natrium und Phosphat (also entsprechend der
Ph.-Eur.-Priifungen B und C) priifen.

Andere Identitiitspriifungen: Das 2. AB/DDR
wies Natrium durch Flammenfdrbung und Phos-
phat nach Glithen mit Natriumcarbonat/Kalium-
nitrat nach.

Die JAP und BP lassen ein UV-Spektrum in Phos-
phat-Puffer aufnehmen (vgl. Abb. 2) und fordern
ein Maximum bei 266 nm mit einer spezifischen
Absorption A{ % zwischen 580 und 640.

Die UV-Absorptionsspektren von Riboflavin-
phosphat-Natrium und Riboflavin (1, D) sind sehr
dhnlich. Unterschiede bestehen nur in der spezifi-
schen Absorption, wodurch eine Unterscheidung
moglich wird; siehe auch den Kommentar zu Ri-
boflavin (Ph. Eur.).

Die JAP und BP vergleichen den Hauptpeak des
Chromatogramms der Reinheitspriifung auf ver-
wandte Substanzen mit dem Hauptpeak des Chro-
matogramms von Riboflavinphosphat-Natrium
CRS.

Die JAP und BP lassen die Substanz in alkalischer
Losung mit UV-Licht bestrahlen. Dabei entsteht
das gelbgriin fluoreszierende Lumiflavin (3, Ver-
unreinigung E), welches sich nach Ansduern mit
Dichlormethan extrahieren lisst (siche den Kom-
mentar zu Riboflavin, Ph. Eur.).

Die USP iiberpriift die Farbe und Fluoreszenz ei-
ner 0,1%igen wissrigen Losung. Unter Durchlich-
tung soll die Losung blass griinlich gelb erschei-
nen, unter langwelliger UV-Belichtung eine inten-
siv gelblich griine Firbung aufweisen, die unter
Zusatz von Mineralsduren oder Laugen ver-
schwindet. Die Fiarbung beruht auf einer Oxidation
des Isoalloxacins.

Priifung auf Reinheit

pH-Wert: Der pH-Wert von Losungen der Han-
delsprodukte schwankt, da sie geringe Mengen des
Dinatriumsalzes enthalten. Reinstes Riboflavin-
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phosphat-Natrium hat einen pH-Wert von 4,5
(Lit.»). Die USP, JAP und das 2. AB/DDR limitieren
den pH-Wert einer 1%igen Losung ebenfalls auf
5,0 bis 6,5.

Spezifische Drehung: Die spezifische Drehung
der Substanz ist stark vom pH-Wert abhiingig. Al-
kalische Losungen sind links drehend, saure rechts
drehend. Bedingt durch den Phosphatanteil der
Substanz ist die spezifische Drehung geringer als
die von Riboflavin (1, D); diese betrigt im salz-
sauren Milieu +56,5 bis +59,5 (USP).

Verunreinigung E: Das toxische, fiir die Extrak-
tion von Lumiflavin (3, E) friiher iibliche Chloro-
form ist durch Dichlormethan ersetzt. Dichlor-
methan enthilt kein Ethanol als Stabilisator, wes-
halb die Verwendung eines speziell gereinigten
Losungsmittels nicht erforderlich ist (siehe den
Kommentar zu Riboflavin, Ph. Eur.). Die USP und
JAP schreiben die Verwendung von ethanolfreiem
Chloroform vor.

Verwandte Substanzen: Mit der aus der USP
ibernommenen RP-HPLC-Priifung ist eine gute
Abtrennung der Hauptkomponente Riboflavin-5°-
phosphat-Natrium Hydrat von den 3‘- und 4°-
Monophosphat- sowie den Diphosphatderivaten,
den spezifizierten Verunreinigungen D bis H sowie
unspezifizierten Verunreinigungen moglich. Durch
die Aufnahme der Diphosphat-Hydrate in die Liste
an Komponenten entfallen diese als frither aufge-
listete Verunreinigungen A bis C. Im Gegensatz
zur fluorimetrischen Detektion in der USP erfolgt
nach der Ph. Eur. die Detektion mittels der einfa-
cheren und allgemein iiblichen UV-Absorptions-
messung bei 266 nm.

Die Trennung ist sehr robust, sodass mit allen géngi-
gen Cig-Sdulen die geforderte Auflosung von 1,5
zwischen den Peaks von Riboflavin-4'-mono-
phosphat und Riboflavin-5'-monophosphat erzielt
wird. Riboflavin (1, D) weist bei den meisten Saulen
eine relative Retentionszeit von etwa 2 auf, sodass
der Riboflavin-Peak hiufig erst nach der zweifachen
Retentionszeit des Riboflavin-5"-monophosphat-
Peaks (etwa 1) erscheint. Da immer nicht umgesetz-
tes Riboflavin in der Substanz enthalten ist, muss das
Chromatogramm bis zum Erscheinen des Ribo-
flavin-Peaks aufgezeichnet werden. Zur Identifika-
tion der Peaks werden die Spektren von Riboflavin
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CRS (Verunreinigung D) sowie Riboflavin-
phosphat-Natrium zur Peak-Identifikation CRS
(enthilt die Verunreinigungen F, G, und H) he-
rangezogen. Die Ph. Eur. fordert max. 6,0% Ri-
boflavin (Verunreinigung D), max. 0,7 % fiir Ver-
unreinigung F sowie max. 0,6 und 0,4 % fiir die
Verunreinigungen G bzw. H. Der Anteil an un-
spezifizierten Verunreinigungen wird auf 0,2%
pro Verunreinigung begrenzt; maximal diirfen
8,0% Verunreinigungen enthalten sein bei einem
Grenzwert von 0,05%, berechnet aus einer
2000fachen Verdiinnung der Probeldsung.

Die in der Monographie Substanzen zur pharma-
zeutischen Verwendung (Ph. Eur., unter ,,Mono-
graphiegruppen, Allgemeine Monographien®) in
Tab. 2034-1 angegebenen Grenzwerte fiir Ver-
unreinigungen gelten fiir Riboflavinphosphat-
Natrium demnach nicht!0.

Zusammensetzung: Die Zusammensetzung der
Probe wird mittels HPLC (siche die Reinheits-
priifung ,,Verwandte Substanzen) bestimmt. Zur
Identifikation der Peaks werden das Chroma-
togramm von Riboflavinphosphat-Natrium CRS
sowie das aus der Reinheitspriifung ,,Verwandte
Substanzen® erhaltene Chromatogramm heran-
gezogen. Die Ph. Eur. fordert mindestens 65,0 %
der Hauptkomponente Riboflavin-5°-phosphat-
Natrium-Hydrat. Die 3‘- und 4‘-Natriumhydrogen-
monophosphate werden auf 7,0 bzw. 12,0 % limi-
tiert; das frither als Verunreinigung A aufgefiihrte
Riboflavin(3°,4-diphosphat) wird auf 1,0% be-
grenzt, die frither als Verunreinigungen B und C
aufgefiihrten -3°,5‘- und 4°,5‘-diphosphate werden
auf je 3,5 %.

Anorganisches Phosphat: Als Syntheseriickstand
(siehe unter ,Darstellung®) enthilt die Substanz
merkliche Mengen an Phosphat. Die Bestimmung
erfolgt durch photometrische Messung von Mo-
lybdénblau. Die drastischen Bedingungen der Vor-
schrift zur allgemeinen Phosphat-Grenzpriifung
nach 2.4.11 der Ph. Eur. (sieche den zugehorigen
Kommentar) werden hier nicht angewandt, da
sonst aus der Substanz selbst Phosphat abgespalten
wiirde. Die Reduktion der Phosphormolybdénsiu-
re erfolgt hier stattdessen mit Eisen(II)-sulfat (sie-
he dazu Lit.?). Die Ph. Eur. begrenzt den Anteil an
anorganischem Phosphat auf 1,0 %, berechnet aus
der Absorption bei 700 nm gegen eine Referenzlo-
sung.

Kommentar zur Ph. Eur. 11.2
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Trockungsverlust: Die Ph. Eur. schreibt Trocknen
im Vakuumtrockenschrank bei 105°C fiir 5 h vor.
Die von den Arzneibiichern geforderten Grenzerte
sind in Abhingigkeit vom angegebenen Verfahren
unterschiedlich. Die USP akzeptiert maximal
7,5%, wihrend die JAP bei Bestimmung mittels
Karl-Fischer-Titration 10,0 % zulisst. Der theoreti-
sche Wert betrigt 7,0 %.

Gehaltsbestimmung

Wie bei Riboflavin (Ph. Eur.) wird auch hier der
Gehalt durch Messung der Absorption im Maxi-
mum bei 444 nm bestimmt. Unterschiede zu Ri-
boflavin bestehen in der Art der Bereitung des Nat-
riumacetatpuffers. Mit dieser Priifung wird der Ri-
boflavingehalt einschlieBlich des freien Riboflavins
erfasst. Es wird die gleiche spezifische Absorption
Al% = 328 verwendet, sodass der Natrium- und
Phosphatanteil keine Beriicksichtigung finden.

Andere Bestimmungsmethoden: Die JAP misst
die Absorption bei 444 nm gegen eine Riboflavin-
phosphat-Natrium-Standardsubstanz mit und ohne
Zusatz von Natriumdithionit. Das 2. AB/DDR be-
,stimmte nach Oxidation mit Kaliumperanganat
ebenfalls bei 444 nm. Die USP schreibt eine Ge-
haltsbestimmung durch Messung der Fluoreszenz-
intensitdt bei 530 nm und einer Anregung von
440 nm gegen eine Riboflavin-Standardsubstanz
vor. Zur Bestimmung in Arzneifertigpriparaten
und Multivitaminpréiparaten haben sich besonders
fluorimetrische® und HPLC-Verfahren’- 8 bewihrt.

Metabolisierung

Siehe Abb. 3 und 4. Riboflavin (1, D) ist Teil der
Coenzyme FMN (Flavinmononukleotid) und
FAD (Flavin-Adenin-Dinukleotid), welches eine
prosthetische Gruppe verschiedener wasserstoff-
iibertragender Flavoproteine darstellt'V). Vor der
aktiven Aufnahme in den proximalen Darmab-

Riboflavin
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Abb. 3: Umwandlung von Riboflavin in seine Derivate
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Abb. 4: Metaboliten von Riboflavin

schnitten wird phosphoryliertes Riboflavin enzy-
matisch gespalten'?. Nach der Aufnahme wird Ri-
boflavin im Zytosol'® durch Riboflavin-Kinase in
FMN iiberfiihrt, welches anschlieBend durch FAD-
Synthase (Cofaktor Mg?®) zu FAD umgewandelt
wird!'"1¥, Bei einem Wechsel des Cofaktors Mg?®
zu Co%® dient das Enzym als FAD-Hydrolase, es
befindet sich im Zytosol, in den Mitochondrien
und im Zellkern''». FMN und FAD koénnen
nichtkovalent oder kovalent an Apo-Flavoenzyme
gebunden werden. Apo-Flavoenzyme sind instabil
und daher nicht in grofen Mengen vorhanden,
konnen aber dennoch als Indikatoren fiir einen Ri-
boflavinmangel herangezogen werden, da sie eng
mit der Proteinqualititskontrolle verbunden sind'®.
Die kovalente Bindung der Coenzyme an Apo-
Flavooenzyme erfolgt vermutlich wihrend oder

nach der Translation unter Autokatalyse, z.B. 8a-
N3-Histidyl-FAD an Succinat-Dehydrogenase oder
8a-Cysteinyl-FAD an mitochondriale Monaoamin-
oxidase'”'®. Die Ausscheidung erfolgt haupt-
sichlich renal'”. Es werden freies Riboflavin,
Spaltprodukte von Flavinylpolypeptiden aus
somatischen Zellen?® sowie 70-, 8a-Hydroxyribo-
flavine?"?? und 8a-Sulfonylriboflavin®® ausge-
schieden. Bakterien des Magen-Darm-Trakts spal-
ten die Ribityl-Seitenkette zu 10-Formylmethyl-
lavin, das entweder zu 10-Hydroxymethyl-
lavin'>'” reduziert oder zu Lumichrom und
Lumiflavin oxidiert werden kann?* 2. Durch pho-
tochemische Reaktionen auf der Haut bilden sich
Lumiflavin- und Lumichromderivate?V.

E. Kallert/Schi

Pharmakologische
Eigenschaften

Physiologie: Wasserlosliches Riboflavin (Vitamin
B,) ist ein essenzieller Wirkstoff fiir den Men-
schen. Es ist in Form von Riboflavin-5"-mono-
phosphat (FMN, Flavinmononucleotid) oder Fla-
vinadenindinucleotid (FAD; besteht aus FMN und
Adenosinmonnophosphat) Coenzym oder prosthe-
tische Gruppe einer grofien Zahl von Oxidoreduk-
tasen, die wegen der gelben Farbe des oxidierten
Coenzyms als Flavoproteine oder Flavinenzyme
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bezeichnet werden. Diese sind fiir die Wasserstoff-
tibertragung in der mitochondrialen Atmungskette,
die Dehydrierung von Fettsduren und die oxidative
Desaminierung von Aminosiduren unentbehrlich.
Ferner bestehen biochemische Verkniipfungen mit
anderen Vitaminen der B-Gruppe und Vitamin A.
So werden die Vitamine Folsidure und Pyridoxin
unter Mitwirkung von FAD und FMN in ihre
Coenzymformen iiberfiihrt. Der tédgliche Bedarf
liegt fiir gesunde Erwachsene bei 1,2 bis 1,4 mg
Riboflavin. In der Schwangerschaft ist eine Steige-
rung von etwa 0,3 mg/Tag und in der Stillzeit von

Kommentar zur Ph. Eur. 11.2



717

Riboflavinphosphat-Natrium Hydrat

0,8 mg/Tag erforderlich. Ein Mehrbedarf kann zu-
dem bei ldnger dauernder Anwendung von Arz-
neimitteln, bei Erkrankungen oder Stoffwechsel-
storungen sowie bei Alkoholmissbrauch bestehen.

Ein spezifischer Riboflavinmangel ist beim Men-
schen selten und nur bei einer extrem Riboflavin-
armen Erndhrung sowie unter experimentellen Be-
dingungen zu beobachten. Klinische Symptome
treten erst nach Wochen auf. Ein Riboflavinmangel
ist aber hdufig mit einer Unterversorgung weiterer
Vitamine des B-Komplexes verbunden. Mangelzu-
stande geben sich in Form von Mundwinkelrhaga-
den, Atrophie der Zungenschleimhaut, R6tung und
Schuppenbildung der Haut, v.a. in den Augen-
winkeln und Nasolabialfalten, sowie briichigen
Fingerndgeln zu erkennen. Wegen der zentralen
Rolle von Riboflavin im oxidativen Stoffwechsel
sind mitunter auch schwere Schiden an verschie-
denen anderen Geweben moglich (Blut, Haut,
Nervengewebe).

Pharmakokinetik: Riboflavin kommt in der Nah-
rung als freies Riboflavin und als proteingebunde-
nes FAD und FMN vor. Es wird vornehmlich in
den proximalen Darmabschnitten durch einen ak-
tiven Prozess resorbiert. Phosphorylierte Bindun-
gen werden zuvor durch Pankreasenzyme gespal-
ten. Im Blut liegt der grofite Teil von Riboflavin
als FAD oder FMN und nur 0,5 bis 2% als freies
Riboflavin vor. Die hochsten Konzentrationen an
Riboflavin finden sich in der Leber, den Nieren
und im Herzen. Die Reservekapazitit fiir Ribofla-
vin betrédgt 2 bis 6 Wochen. Die terminale Elimina-
tionshalbwertszeit liegt bei 14 Stunden. Riboflavin

wird hauptsichlich iiber die Nieren ausgeschieden.
Ausscheidungsprodukte sind vor allem unverin-
dertes Riboflavin neben Hydroxyflavinen und bei
hohen Dosen auch Hydroxyethylflavin.

Indikationen: Prophylaxe und Therapie von kli-
nischen Riboflavin-Mangelzustinden verschiede-
ner Ursachen, die iiber die Nahrungszufuhr nicht
behoben werden konnen; diese konnen bei schwe-
rer Fehlerndhrung, gestorter Riboflavinresorption
infolge chronischer Entziindungen der Diinndarm-
schleimhaut (Enteritiden) und im Zusammenhang
eines erhohten Riboflavinbedarfs (z.B. in der
Schwangerschaft und Stillzeit) auftreten. Weiter-
hin ist eine Substitution mit Riboflavin nach einer
Phototherapie der Neugeborenen-Hyperbilirubin-
dmie angezeigt, da Riboflavin durch die Blaulicht-
bestrahlung zerstort wird. Zudem kann eine Sub-
stitution nach chronischer Einnahme bestimmter
Arzneimittel wie tricyclischer Antidepressiva oder
hormoneller Kontrazeptiva erforderlich sein. Eine
weitere Risikogruppe fiir einen Riboflavinmangel
sind vor allem mangelernihrte Alkoholiker.

Dosierung:

Prophylaktisch: tdglich 1 bis 2 mg peroral
Therapeutisch: tiglich 5 bis 25 mg

Zu exakten Dosierungen bei parenteraler Anwen-
dung liegt kein Erkenntnismaterial vor.

Nebenwirkungen, Interaktionen und Intoxika-
tionen sind nicht bekannt.

M. Neubeck/Mu
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