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CHROM. 4851 

Galeni k der Wtam ine 

21. Mitt. Diinnschichtchromatographische StrukturaufklPrung des 
Pyrido#ol-Barslure-Komplexes’ 

Pyridoxol bildet mit Borsaure einen Komplex l, der fur die Gewinnung, Analyse 
und Verarbeitung des Vitamins Bedeutung besitzt. Der Wirkstoff kann in Form dieses 
Komplexes aus Rohmaterial isoliert und rein dargestellt werden2. 

Am l$ufigstens wird die Komplexbildung zur Bestimmung des Pyridoxols her- 
angezogena. In Gegenwart von Bors&ure verlguft die Farbreaktion des Pyridoxols 
mit z,6-Dichlorchinonchlorimid” negativ. Pyridoxal und Pyridoxamin (sowie weitere 
storende Phenole) reagieren unter diesen Bedingungen dagegen unvergndert positiv. 
Dadurch kann Pyridoxol quantitativ neben anderen Komponenten des Vitamins B, 
erfasst werden. Da der positive Verlauf der Farbreaktion voraussetzt, dass am aro- 
m,atischen bzw. quasiaromatischen Ringsystem eine phenolische Hydroxylgruppe 
und ein in $-Stellung dazu unsubstituiertes C-Atom vorliegen, wird die analytische 
Reaktivitat des Pyridoxolz im Bor&iure-Komplex wahrscheinlich durch Blockierung 
dieser Phenolfunktion aufgehoben, 

Daneben ist das Verhalten des Pyridoxols in Gegenwart der Borsaure such ftir 
die Arzneimitteltechnologie von Interesse. Unter bestimmten Bedingu,ngen bilden 
sich in Pyridoxolltjsungen bekanntlich schwerl8sliche dimere oder trimere Derivate5. 
Nach Zugabe von BorsZure erfolgt jedoch selbst beim Erhitzen unter ungtinstigen 
pH-Verh+ltnissen keine Polymerisation. Bors&ure erweist sich als ein Stabilisator 
dieser Zersetzungsreaktion 1. Da die Polymerisation unter Beteiligung der +Hydroxy- 
methylgruppe des Pyridoxols ver&uft E--O, kann man auf Grund der Beobachtung 
weiterhin annehmen, dass such diese Funktion bei der Komplexbildung beansprucht 
wird. 

Die b&den Reaktivit&t&inderungen am Pyridoxolmolektil verweisen somit 
darauf, dass sich der Borstiure-Komplex unter Beteiligung der phenolischen und der 
benachbarten prim&en Hydroxylgruppe bildet. Nach den ersten Untersuchungen 
werden dabei zwei Molekiile Pyridoxol an ein Molektil Borsgure gebundenl. 

HO 

OH 

Diese Struktur wurde spater such bei der Darstellung analoger Komplexe vor- 
ausgesetztfO-I?. Einige Unklarheiten in der Literatur ftihrten dazu, die Problematik 
erneut zu bearbeitenls. Obgleich aus den Ergebnissen eine Bestgtigung der angenom- 
menen Konstitution hervorgegangen ist, haben wir unsere gleichzeitig begonnenen 
Arbeiten fortgefiihrt. Wir vcrsuchten, bei der Klgrung der Frage eine Methodik an- 
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zuwenden, die such fi_ir die Strukturaufl&.rung anderer phenolischer Verbindungen14*16 
als Model1 dienen kann. 

Aus papierchromatographischen Untersuchungen war bekannt, dass Borsaure- 
Komplexe geringere Polaritat und hohere Rp-Werte, als die Ausgangsverbindungen 
besitzen. Die Anderung des Rp-Werts stellt einen Masstab fur die Anzahl der zur 
Komplexbildung fahigen Funktionen dar 10. Es war zu erwarten, dass sic11 such in der 
Dtinnschichtchromatograpl~ie eine Komplexbildung durch eine signifikante Ver- 
schiebung der Laufstrecke nachweisen l&st. In Gegenwart von Bors5ure mussten 
sic11 die reagierenden von den nichtreagierenden Verbindungen unterscheiden lassen. 
Wir versuchten, den Effekt nicht nur an Kieselgel G Schichten zu beobachten, son- 
dern such Polyamid als Sorbent einzusetzen und dadurch die selektive Adsorption 
bzw. Trennfunktion des Polyamids gegeniiber Phenolen auszunutzen17-r”. Wir nab- 
men an, dass bei Verwendung von Polyamid die Maskierung der ftir die Sorption 
massgebenden (phenolischen) Funktion besonders deutlich hervortritt. 

Bei der Komplexbildung zwischen Pyridoxol und Bor&ure war zu entscheiden, 
ob die Borsaure an den beiden alkoholischen Gruppen odcr an einer all~oholischen 
und einer phenolischen Funktion angreift. Wir ermittelten daher den Einfluss der 
Bors5ure auf den RF-Wert folgender Verbindungen : 

;{&oH ;;+oH~&oH Ho% ‘O&OH 
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Die Chromatographie wurde jeweils an normalen Kieselgel-G- bzw. Polyamid- 
schichten und vergleichsweise an Schichten mit einem Zusatz von 5% bzw. 2% Bor- 
s5ure durchgeftihrt. Die Entwicklung der zu vergleichenden Chromatogramme erfolgte 
in demselben Gefass, so dass tibereinstimmende Bedingungen vorlagenn’vzO. Zur De- 
tektion dienten der Zusatz eines Fluoreszenzindikators und die Betrachtung im UV- 
Licht oder das Bespriihen mit einer I o/o w&srigen z,6-Dichlorchinonchlorimid-Lijsung. 

An Kieselgel G wurden die in Tabelle I zusammengestellten Ergebnisse erli’al- 
ten. Die Werte stellen Mittelwerte aus mindestens drei, im allgemeinen ftinf Restim- 
mungen dar. 

Die Gegentiberstellung zeigt, dass von den Komponenten des Vitamin-B,- 
Komplexes erwartungsgemass nur Pyridoxol durch Borsaure eindeutig beeinflusst 
wird. Eine wesentliche Anderung des chromatographischen Verhaltens bewirkt Bor- 
s2iure ausserdem bei Salicylalkohol, Phtl~alylalkohol und SalicylsZure. Folglich ver- 
halten sich Pyridoxal und Pyridoxamin gegentiber Borsaure indifferent, die tibrigen 
Verbindungen reagieren evtl. unter Komplexbildung. Ein Hinweis auf die Struktur 
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TABELLE I 

CHROMATOGRAPHIE AN E(I~sRLGRL-G-SCI~ICKT~N 

Fliessmittel A = Wassor; Flicssmittol I3 = Accton-Dioxsn-zg y0 Ammoniakltisung 

hRp- Werte 
-- 

FZiessmittel A Fliessmittel B 

- Bovsiiure - BOYS&WC 

NOTES 

(45 : 45 : 10). 

Pyridoxol (I) 49 .o 
Pyridoxal (II) 42 42 54: 4; 
Pyridoxamin (III) 21 56 45 
Salicylalkohol (V) 87 

;: 
82 

Phthalylalkohol (VI) - - *8x :“s I 
SalicylsPure (VII) 100 68 45 30 

des Pyridoxol-Borsaure-Komplexes kann aus diesen Ergebnissen nicht abgeleitet 
werden. 

Wir ftihrten daher gleiche Untersuchungen. am Polyamidschichten durch.; 
Nach einer allgemeinen Regel kommen Unterschiede in der Sorption eines Phenols an 
Polyamid nur dann voll zur Geltung, wenn zwischen station&er und mobiler Phase 
ein mtiglichst grosser PolaritZtsunterschied besteht, die Substanzen im Fliessmittel 
nicht zu gut lijslich sind und die Verdrgngungswirkung des Fliessmittels in bezug auf 
die zu untersuchenden Substanzen mittlere Starke besit&*. Hydrophobe Lijsungs- 
mittelkomponenten erhijhen die Affinitat eines Phenols zum Polyamid. Die gleichen 
Substanzen wurden deshalb erneut in weniger polaren Systemen untersucht. Die mit 
dem Fliessmittel Cyclohexan-Athanol (50 : 50) erzielten Ergebnisse gehen aus 
Tabelle II hervor. 

Da in der Papierchromatographie ein stkrkerer Einfluss des pH-Wertes auf 
das Verhalten der Vitamin-B,-Komponenten nachgewiesen worden istsl, bertick- 
sichtigten wir ausserdem die Einstellung der Wasserstoffionenkonzentration. Die 
Polyamid-Suspensionen mit 2% Borsaure ‘besassen pH 3.6. Die borsaurefreien Ver- 

TABELZ’E II 

CHROMATOGRAPHIE AN POLYAMID-SCHICHTEN 

Flicssmittcl : Cyblohexan-iiihanol (5 ‘: 5). 
- 

hRp- Wevte 
-- 

Ohne Mit &lit 
Imp@+ Pu.er BorsiiuYe 

nisrung 
-_ 

Pyridoxol (I) 83 88 
Pyridoxal (II) 90 86’ !!; 

P&oxamin (III) 
64 66 62 

Dim&es qybidoxol (IV) 
Salicylalkohol (V) 

;3 4; 
34 

Phthalylalkdhol (VI) g;: 
Sali.cylslurc (VII) 

g;. 
i; 
84 

24 22 20 
. 
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gleichsplatten wurden deshalb durch Anwendung eines Natriumacetat-Natrium- 
hydroxid-Puffers auf den gleichen pH-Wert eingestellt. 

Tabelle II lasst erkennen, dass in Gegenwsrt von Bors2ure der hRp-Wert der 
Verbindungen Pyridoxol, dimeres Pyridoxol und Salicylalkohol (a-Methylol) deut- 
lich herabgesetzt wird. Stir die Beeinflussung ist folglich neben einer primgren Hy- 
droxylgruppe eine @-standige phenolische Hydroxylgruppe erforderlich. An die glei- 
then strukturellen Voraussetzungen ist die Komplexbildung mit Borsgure gebunden. 
Damit wird die bisher angenommene Struktur des Pyridoxol-Borsaure-Komplexes 
erneut best&tigt. Einen analogen Komplex bildet dimeres Pyridoxol, Von den beiden 
Wirkungsantagonisten des Pyridoxols (Antivitaminen), Desoxypyridoxol (VIII) und 
5-Desoxymethyl-pyridoxol (IX) 22, besitzt Verbindung IX die fur die Komplexbildung 
erforderlichen Funktionen. Die Wechselwirkung zwischen Pl~thalylalkol~ol bzw. 
Salicyls&ure2a und Bor&iure tritt an Polyamidschichten mit nur 2% Borsaure nicht 
her&r. 

Qlu Ix 

Die Borsaure-Komplexe erreichen in beiden Systemen niedrigere hRp-Werte als 
die freien Verbindungen. Ftir diesen Effekt kommt die Anderung der Molekiilgriisse 
in Betracht. Durch Komplexbildung mit Bor&iure wird das Molekulargewicht der or- 
ganischen Komponenten etwa verdoppelt. An Polyarnidschichten ist ausserdem die 
Maskierung der Phenolfunktion von Bedeutung, 

Durch das Ergebnis wird erneut deutlich, dass sich die drei elektronenspen- 
denden Substituenten des n-Mangel-Heteroaromaten Pyridoxol nicht gleichwertig 
verhalten. Die Sauerstoffunktionen in 3- und 4-Stellung sind durch erhahte Reakti- 
vitgt ausgezeichnet. So wie im Falle der Komplexbildung werden bekanntlich such 
bei der Acetalisierung2*-2” und Acylierung 27--2D bevorzugt die Hyclroxylgruppen in 
Position 3 und 4 umgesetzt, obgleich die Bildung von 4,g-Derivaten oder 3,4,5-De- 
rivaten (Triacylaten) durchaus mijglich ist. 

Ftir die Untersuchung fanden Verwendung: Kieselgel-G- und Polyamid-Pulver 
Merck, Polyamid Woelm DC und Leuchtstoff Griin Woelm (Detektion im UV-Licht). 
Phtl~alylallcol~ol wurde tiber Xylylendibromid nach STEPHBNSON~~ dargestellt. 

Herrn U. OLTHOFF danke ich fur die Herstellung dieser Vergleichsverbindung. 
Herrn H. THIIZMIZ, Universit%.t Leipzig, schulde ich Dank fur die uberlassung einer 
Probe Saligenin (Salicylalkohol). Frau M. DINGLER bin ich fur die Hilfe bei der Durch- 
fiihrung der chrornatographischen Arbeiten zu Dank verpflichtet. 

Wissemchaftliche Laboratories des 
,- V’EB Jenapharw, Jena (D.D.R.) 
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CHROM. 4847 

Argentation thin-layer chromatography with silver oxide 

I. Separation of pyridiire homologues’ 

‘.Q 

a 

During the last few years argentation TLC, initially developed for lipid sepa- 
ration, has found extensive use in the separation of fatty acids, neutral lipids, pbenyl- 
hydx azones of aldehydes and ketones, and several classes of unsaturated compounds, 
capable of complexing the silver ion (for a good review see ref. I). Argentation chro- 
matography has also been used for columri and GLC separations. AgNO, is the main 
compound, but not the only onel, used and the principle of true argentation chromato- 
graphy is the complexation of the olefinic bond with silver ions?. 

We’ ‘have tried to extend argentation TLC to pyridine and other nitrogen 
heterocyclics that are known to complex silver ions giving crystalline complexes3-6 4 
with both AgN03 and AgClO,. Some nitrates4s0 are soluble in CHCl, and other organic ; 

solvents, and some of the heterocyclic bases give complexes with a 3: I proportion of 

l This work was supported by a grant from the FundsqBo de Amparo B Pesquisa do 
Estado de 5550 Paula. 
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