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Аннотация. В настоящее время в медицинской практике широко в оборот вошли агонисты бен-
зодиазепиновых рецепторов. Наименее изученным представителем данных препаратов является 
клобазам – лекарственное вещество группы бензодиазепинов. Клобазам включен в список психо-
активных веществ, оборот которых в Российской Федерации ограничен, а его незаконное приоб-
ретение, хранение, перевозка, изготовление, переработка без цели сбыта уголовно преследуется по 
статье 228 Уголовного Кодекса Российской Федерации.

В доступной литературе за последние 20 лет нет данных по исследованию клобазама для целей 
и задач судебно-химических и химико-токсикологических исследований. Возможно, это было обу-
словлено попаданием его в Список психотропных веществ, оборот которых в Российской Федерации 
ограничен и в отношении которых допускается исключение некоторых мер контроля в соответствии 
с законодательством Российской Федерации и международными договорами Российской Федерации 
(список III) в 1998 году. Только 20 августа 2020 года было получено регистрационное удостоверение 
на лекарственный препарат Фризиум (МНН клобазам), которое обусловило наличие данного препа-
рата в гражданском обороте на территории РФ. Согласно вышеизложенному, изучение клобазама со 
стороны исследования в области химико-токсикологического и судебно-химического исследования 
является актуальным.

В химико-токсикологическом и судебно-химическом анализе наиболее часто применяется метод 
хроматографии в тонких слоях сорбентов, особенно, в качестве предварительного метода иссле-
дования. В качестве неподвижной фазы использовались хроматографические пластинки «Сорбфил 
УФ- 254», а подвижной фазой была системы растворителей в двух вариантах. Детектирование про-
водили при использовании УФ-света при длине волны 254 нм с последующей обработкой парами 
йода. Обработка пластин УФ-светом велась в закрытой комнате без доступа света с адсорбцией волн 
длиной 254 нм. Обработка парами йода проводилась через 30 минут после облучения УФ-светом

Разработана методика обнаружения клобазама в извлечении из мочи методом тонкослойной хро-
матографии с использованием систем растворителей - хлороформ : н-гептан : метанол (85:10:5) и 
хлороформ : ацетон (90:10) со значениями hRf клобазама 85 и 68 соответственно. Подобранные си-
стемы растворителей для проведения ТСХ клобазама в моче показали высокий коэффициент (KRf) 
разделения (более 3,15) пятен исследуемого вещества с соэкстрактивными веществами из мочи. 
Данная методика предложена для проведения химико-токсикологического и судебно-химического 
исследования клобазама в моче.
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В настоящее время в медицинской практике 
широко в оборот вошли агонисты бензодиазепи-
новых рецепторов [1-3]. Наименее изученным 
представителем данных препаратов является кло-
базам – лекарственное вещество группы бензоди-
азепинов (рисунок 1). 

Рис. 1. Структурная формула клобазама.
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Обнаружение клобазама

Клобазам включен в список психоактивных 
веществ, оборот которых в Российской Федерации 
ограничен [4,5], а его незаконное приобретение, 
хранение, перевозка, изготовление, переработка 
без цели сбыта уголовно преследуется по статье 
228 Уголовного Кодекса Российской Федерации.

Однако, в связи с потребностью клобазама в 
российской практической медицине, 26 сентября 
2019 года Правительством РФ (Заседание Прави-
тельства 2019 года, №32) было принято распоря-
жение, в соответствии с которым клобазам (в фор-
ме «Фризиума») и ряд других запрещенных в РФ 
препаратов могут быть закуплены Московским 
эндокринным заводом для нужд медицины [6].

В доступной литературе за последние 20 лет 
[7-12] нет данных по исследованию клобазама 
для целей и задач судебно-химических и хими-
ко-токсикологических исследований, хотя он 
широко применяется и имеет положительные 
медицинские характеристики на ряду с токсич-
ностью, позволяющие ему на наш взгляд еще 
достаточно длительно использоваться в меди-
цинской практике [13-20], что повышает акту-
альность исследования данного препарата. Воз-
можно, это было обусловлено попаданием его в 
Список психотропных веществ, оборот которых 
в Российской Федерации ограничен и в отноше-
нии которых допускается исключение некоторых 
мер контроля в соответствии с законодатель-
ством Российской Федерации и международны-
ми договорами Российской Федерации (список 
III) в 1998 году [21]. Только 20 августа 2020 года 
было получено регистрационное удостоверение 
ЛП-006422-240820 [22] на лекарственный препа-
рат «Фризиум» (МНН клобазам), которое обусло-
вило наличие данного препарата в гражданском 
обороте на территории РФ. В организме клоба-
зам метаболизируется и выводится из организма 
как в нативном виде, так и в виде метаболитов 
(сопутствующий нативному веществу метаболит 
норклобазам) путем почечной элиминации [22]. 
Согласно вышеизложенному, изучение клобаза-
ма со стороны исследования в области химико-
токсикологического и судебно-химического ана-
лиза является актуальным.

Целью работы было - провести разработку ме-
тодики обнаружения клобазама в извлечении из 
мочи для химико-токсикологического и судебно-
химического исследования с использованием 2-х 
систем растворителей и разделением исследуемо-
го вещества с соэкстрактивными веществами из 
биологической жидкости.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
В химико-токсикологическом и судебно-хи-

мическом анализе наиболее часто применяется 
метод хроматографии в тонких слоях сорбентов 
(ТСХ) [23-25], особенно в качестве предваритель-
ного метода исследования. Тонкослойная хрома-
тография является базовым методом благодаря 
своей доступности, простоте выполнения, доста-
точной чувствительности, избирательности [26-
30] и используется в скрининге отдельных групп 
токсикологически значимых веществ [31]. Ис-
пользование иммунохроматографического метода 
несет большую долю ложноположительных реак-
ций и достаточно низкий уровень селективности, 
а использование инструментальных методов (ГХ-
МС, ВЭЖХ и др.) не целесообразно ввиду тру-
доемкости процесса, а рациально использовать в 
качестве подтверждающих методов исследования 
и для количественного определения. Определение 
клобазама проводилось по нативному соедине-
нию, так как токсическая доза позволяет опреде-
лить клобазам незначительном выделении после 
метаболизма.

Для определения клобазама методом ТСХ ис-
пользовался 0.01% спиртовой раствор клобазама, 
приготовленный из таблеток.

Приготовление испытуемого раствора. Та-
блетку с действующим веществом клобазам (про-
изводитель Санофи Винтроп Индустри, Франция) 
в количестве 20 мг измельчали в ступке, чтобы 
получить мелкий порошок. Порошок растворяли 
в небольшом количестве этанола, фильтровали 
через фильтровальную бумагу в мерную колбу на 
20 мл и трижды фильтр промывали используемым 
растворителем (этанолом). Доводили этанолом 
до метки в мерной колбе (до 20 мл). Таким обра-
зом получали 0.1% раствор клобазама, который 
количественно стандартизовали методом УФ-
спектрофотометрии. Из мерной колбы отбирали 
1мл 0.1% раствора и добавляли 9 мл этанола для 
получения 0.01% (0.1 мг/мл) раствора клобазама 
(испытуемый раствор), который количественно 
стандартизовали методом УФ-спектрофотометрии 
[32,33].

Методика изолирования клобазама. В данном 
исследовании пробоподготовка была выполнена 
при помощи патронов Agilent Bond Elut Certify 
(Agilent, США), 130 мг, 3 мл. После кондицио-
нирования патрона 2-мя мл метанола (ч.д.а.) и 
уравновешивания 2-мя мл 0.1М KH2PO4 (х.ч.) 
пробу мочи, человека употреблявшего клобазам, 
объемом 1 мл вводили в патрон. Весь элюат со-
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бирали во флакон. Элюент для стадий промывки 
был разделен на три аликвоты по 1 мл каждая. 
Первая промывка выполнялась 1 мл 5% уксусной 
кислоты (ч.д.а.), а остальные две по 1 мл метано-
ла. Каждую фракцию элюата собирали отдельно 
во флакон. Элюирование выполняли трижды с 
помощью 1 мл смеси ацетонитрила (ч.д.а.) с 2% 
NH4OH (ч.д.а.). Каждую фракцию собирали от-
дельно и объединяли для дальнейшего исследова-
ния. 

Методика хроматографирования. На линию 
старта наносилось по 50 мкл пробы извлечения из 
мочи и стандартного раствора. В качестве непод-
вижной фазы использовались хроматографические 
пластинки «Сорбфил УФ- 254» (ЗАО «Сорбполи-
мер», Россия), а подвижной фазой была система 
растворителей в двух вариантах, указанных в та-
блице №1. Высота пробега элюента составляла 10 
см. Детектирование проводили при использовании 
УФ-света при длине волны 254 нм с последующей 
обработкой парами йода. Обработка пластин УФ-
светом велась в закрытой комнате без доступа света 
с адсорбцией волн длиной 254 нм в течение 3 минут. 
Обработка парами йода проводилась через 30 минут 
после облучения УФ-светом в камере с притертой 
крышкой диаметром 14 см и высотой 12 см объемом 
1850 см3. Предварительно на расстоянии 2 см от дна 
камеры на стеклянную планшетку площадью 9 см2 

помещали 2.0 г кристаллизованного йода и насыща-
ли камеру в течение часа. По насыщении камеры в 
неё помещали хроматографическую пластинку на 
10 минут, после чего последнюю изымали и фикси-
ровали окрашенные зоны на пластинке.

Предварительно изучались системы раство-
рителей для подвижной фазы, которые широко 
используются в направленном и ненаправленном 
анализе на наркотические, сильнодействующие и 
психотропные вещества. Для дальнейшего иссле-
дования были подобраны оптимальные две систе-
мы для ТСХ (подвижная фаза):

Хлороформ: н-гептан: метанол (85:10:5) [34];
Хлороформ: ацетон (9:1) [35].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Используемые растворители в подвижной 

фазе имеют разную полярность (диэлектрическая 
проницаемость - ε): гептан - 1,9; хлороформ – 4,8; 
ацетон - 21,0 и метанол – 32,7, что обуславливает 
эффективность для хроматографической подвиж-
ности клобазама. Результаты хроматографической 
подвижности исследуемых веществ в оптималь-
ных подвижных фазах представлены в нижепри-
веденной таблице 1.

Представленные данные таблицы 1 свиде-
тельствуют о том, что в найденных оптимальных 
условиях хроматографирования в используемых 
двух системах растворителей значения hRf клоба-
зама находятся в интервале 68-85. Это позволяет 
использовать данные системы растворителей для 
обнаружения клобазама после изолирования его из 
биологических объектов при проведении химико-
токсикологического и судебно-химического анализа.

Для оценки пригодности хроматографической 
системы использовали коэффициент разделения 
пятен для установления критерия разделяющей 
способности хроматографической системы с по-
следующей возможностью ее использования без 
получения ошибочных результатов.

где: KRf – коэффициент разделения пятен; l2 – 
расстояние, пройденное исследуемым веществом 
(клобазам), мм. l1 – расстояние, пройденное соэк-
страктивным веществом (из мочи), мм.

Оптимальным значением коэффициента раз-
деления предложено считать ≥ 1,2, при котором 
визуально возможно разделить пятна между со-
бой и также получить достоверные значения hRf 
[36].

Таблица 1
Результаты хроматографирования клобазама

Состав подвижной фазы Соотношение 
растворителей

Значение hRf 
клобазама (n=6)

Значение hRf пятен соэкстрактивных 
веществ из мочи (n=6)

Хлороформ - н-гептан - метанол (S1) 85:10:5 85 3; 13; 27
Хлороформ: ацетон (S2) 90:10 68 0; 7; 15

Таблица 2
Коэффициенты разделения пятен клобазама и соэкстрактивных веществ из мочи

№ системы растворителей Значение коэффициента разделения клобазама и соэкстрактивных веществ из мочи
Пятно №1 Пятно №2 Пятно №3

S1 28.33 6.54 3.15
S2 - 9.71 4.86
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На основании данных, представленных на ри-
сунке 2 видно, что предложенные системы раство-
рителей позволяют визуально и с использованием 
расчетных значений hRf достоверно использовать 
их в предварительной идентификации методом 
тонкослойной хроматографии. 

Рис. 2. Результаты хроматографирования кло-
базама и соэкстрактивных веществ в извлечении 
из мочи в различных системах растворителей.

ВЫВОДЫ
Разработана и предложена методика обнару-

жения клобазама в извлечении из мочи с исполь-
зованием 2-х систем растворителей - хлороформ : 
н-гептан : метанол (85:10:5) и хлороформ : ацетон 
(90:10) со значениями hRf клобазама 85 и 68 соот-
ветственно.

Подобранные системы растворителей для про-
ведения ТСХ клобазама в моче показали высокий 
коэффициент (KRf) разделения (более 3,15) пятен 
исследуемого вещества с соэкстрактивными ве-
ществами из мочи. Таким образом разработанная 
ТСХ методика применима для проведения хими-
ко-токсикологического и судебно-химического 
исследования клобазама в моче.
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Abstract. Currently, benzodiazepine receptor agonists are widely used in medical practice. The least 
studied representative of these drugs is clobazam-a drug substance of the benzodiazepine group. Clobazam 
is included in the list of psychoactive substances whose turnover in the Russian Federation is restricted, 
and its illegal acquisition, storage, transportation, manufacture, processing without the purpose of sale is 
criminally prosecuted under Article 228 of the Criminal Code of the Russian Federation.

In the available literature for the last 20 years, there is no data on the study of clobazam for the purposes 
and objectives of forensic chemical and chemical toxicological studies. This may have been due to its 
inclusion in the List of Psychotropic Substances whose Circulation in the Russian Federation is Restricted 
and for which certain control measures may be excluded in accordance with the legislation of the Russian 
Federation and international treaties of the Russian Federation (list III) in 1998. Only on August 20, 2020, 
a registration certificate for the drug Frizium (INN clobazam) was obtained, which caused the presence of 
this drug in civil circulation in the territory of the Russian Federation. According to the above, the study 
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of clobazam by research in the field of chemical-toxicological and forensic-chemical research is relevant.
In chemical-toxicological and forensic-chemical analysis, the method of chromatography in thin layers 

of sorbents is most often used, especially as a preliminary method of investigation. Chromatographic plates 
"Sorbfil UV - 254" were used as the stationary phase, and the mobile phase was a solvent system in two 
versions. Detection was carried out using UV light at a wavelength of 254 nm, followed by treatment 
with iodine vapor. The plates were treated with UV light in a closed room without access to light with the 
adsorption of waves with a length of 254 nm. Treatment with iodine vapor was carried out 30 minutes after 
exposure to UV light

A method for detecting clobazam in urine extraction using thin-layer chromatography using solvent 
systems-chloroform : n-heptane: methanol (85: 10:5) and chloroform: acetone (90: 10) with clobazam hRf 
values of 85 and 68, respectively. The selected solvent systems for conducting TLC of clobazam in the urine 
showed a high coefficient (KRf) of separation (more than 3.15) of the spots of the test substance with co-
extractive substances from the urine. This technique is proposed for chemical-toxicological and forensic-
chemical studies of clobazam in the urine.

Keywords: clobazam, thin-layer chromatography, chemical-toxicological study.
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