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Investigations of Clobazam (Frisium)
by Combined Gas Chromatography/Mass Spectrometry

Summary. Clobazam (Frisium) was hydrolyzed according to three methods
commonly used in the determination of [.4-benzo-diazepines; the reaction
products were analyzed by gas chromatography/mass spectrometry and thin-
layer chromatography.

Five degradation products were obtained for which structure proposals
are discussed. After oral intake two of these substances were also detected in
human urine.

It should be recognized that some of the above mentioned substances may
be on-columm degradation products of artifacts occurring during hydrolyza-
tion and/or sample clean-up.

Key words: Clobazam identification — Gas chromatography/mass spectro-
metry, clobazam

Zusammenfassung. Clobazam (Frisium) wurde nach drei zur Analyse von 1,4-
Benzodiazepinen iblichen Hydrolysemethoden hydrolysiert; die Reaktions-
produkte wurden gaschromatographisch-massenspektrometrisch sowie diinn-
schichtchromatographisch untersucht. Dabei konnten fiinf Abbauprodukte
nachgewiesen werden, fiir die Strukturvorschlige diskutiert werden. Zwei
dieser Verbindungen konnten nach Medikamenteneinnahme auch im mensch-
lichen Urin identifiziert werden,

Fiir einige der vorgesteliten Substanzen miissen jedoch thermisch bedingte
Zersetzungen und Umlagerungen auf der GC-Siule bzw. hydrolyse- und auf-
arbeitungsbedingte Artefaktbildungen bedacht werden.

Schliisselworter: Clobazam-Nachweis - GC/MS, Clobazam
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Der forensisch-toxikologische Nachweis des 1,5-Benzodiazepins Clobazam (Fri-
sium) im biologischen Material ist — besonders im Hinblick auf verkehrsmedi-
zinische Fragestellungen -— von erheblichem Interesse. Daher sind zum Nachweis
der Verbindung (und einiger Metaboliten) eine Reihe chromatographischer und
spektroskopischer Verfahren in der Literatur beschrieben [1-6].

Die fiir den Nachweis der 1,4-Benzodiazepine iibliche einfache und empfind-
liche diinnschichtchromatographische Methode [7-10] kann — da die Bildung
eines Benzophenons bei der Hydrolyse nicht moglich ist — zur Untersuchung auf
Clobazam nicht verwendet werden.

Ziel unserer Untersuchungen war es, die Verbindung in den fiir die 1,4-
Benzodiazepine beschriebenen Analysengang (saure Hydrolyse; Extraktion bei
pH 7 mit Ether) zwanglos einzufiigen und eine Methode fiir den Nachweis im Urin
zu entwickeln, da uns nur in Ausnahmefillen Blut bzw. Serum zur Verfiigung
steht.

Da Clobazam im Urin jedoch ,schlecht ausgeschieden® wird [3], bot sich als
Methode der Wahl die Kombination Gaschromatograph-Massenspektrometer
an.

Arbeitsmethodik

Zwei gesunde, minnliche Versuchspersonen erhielten morgens und abends
jeweils eine einmalige Dosis von 15mg Clobazam. Die Probanden hatten
mindestens zwei Wochen vor dem Versuch keinerlei Arzneimittel eingenommen.
Nach Medikamenteneinnahme wurde der Harn bis einschlieBlich dem darauf-
folgenden Tag gesammelt und bis zur Aufarbeitung gekiihlt in Glasflaschen auf-
bewahrt; vor Versuchsbeginn wurde eine Harnprobe als ,,Leerprobe” gesammelt
und wie die medikamentenhaitigen Proben behandelt.

Die Extraktion des Harns erfolgte bei pH 1-2 und 13-14 mit Chloroform sowie
nach salzsaurer Hydrolyse bei neutralem pH mit Ether und anschlieBend bei
pH 8,7 mit Chloroform.

Hydrolyse von Clobazem'

Da die Literaturangaben {iber Sdurekonzentration und Dauer der Hydrolyse
erheblich differieren, hydrolysierten wir Clobazam nach folg. Methoden:

Methode 1: In Anlehnung an die bei [3] beschriebenen Versuche wurden 100 mg
Clobazam mit 10 ml Methanol, 30 ml Wasser und 10 ml konz. Salzsdure versetzt
und 30 min unter Rickflu erhitzt. Nach dem Einstellen auf pH 10,7 wurde mit
Chloroform extrahiert, die org. Phase iiber Natriumsulfat getrocknet und dann
filtriert; das Filtrat wurde am Rotationsverdampfer abgezogen.
Salzsidure-Konzentration ca. 7%.

Methode 2: 500mg Clobazam wurden mit 50 ml Methanol, 100 ml Wasser und
100 ml konz. Salzsdure in einem Erlenmeyerkolben auf einem Asbestnetz iiber der
Bunsenflamme 6 min gekocht. Dann wurde bei neutralem pH mit Ether und daran

1 Da Clobazam in Wasser schlecht l6slich ist, wurde Methanol als Losungsmittel verwendet
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anschlieBfend bei pH 8,7 mit Chloroform extrahiert und die Extrakte wie oben
beschrieben weiterbehandelt.
Salzsdure-Konzentration ca. 14%.

Methode 3: 50 mg Clobazam, 5 ml Methanol, 10 ml Wasser und 10 ml 25%ige Salz-
sdure wurden 30 min im kochenden Wasserbad erhitzt. Weitere Aufarbeitung siche
Methode 2.

Salzsdure-Konzentration ca. 10%.

Die Extraktionsriickstinde wurden in wenig Chloroform/Methanol aufge-
nommen und direkt chromatographiert bzw. in den GC injiziert.

Zur Diinnschichtchromatographie (DC) wurden Fertigplatten HF3s4 (E. Merck,
Darmstadt) verwendet. Von den zahlreichen getesteten FlieBmitteln bewédhrte
sich das von Hajdu et al. [4] empfohlene Gemisch aus Chloroform/n-Heptan/
Methanol 85+ 10+ 5 sowie die Unterphase des Gemisches Chloroform/Methanol/
Toluol/Ammoniak 40+ 20+ 30+ 10. Als Detektionsmittel dienten [11]:

1. Dragendorff-Reagenz (mod. nach Thies u. Reuther und Nachbesprithen mit
einer 5%igen wibrigen Eisen-(I1T)-chlorid-L6sung)

2. Liebermann-Reagenz
3. Kaliumjodoplatinat

Bedingungen fiir die GC-MS-Kombination

GC-MS Finnigan Mod. 4023

Tréagergas He 20 ml/min

Reaktandgase fiir CI Methan; iso-Butan; Ammoniak
Quellendruck 1,5%x 1077 Torr (EI); 1,5% 107 (CI)
Temperaturen:

Einspritzblock, Ionenquelle 250°C

Separator (Jet) 260°C

Ofen Temperturprogramm 100°C 1 min,

15°C/min bis 280°C, 10 min isotherm

Elektronenenergie 70eV
Trennsiule 4ft.; Pyrex; 2mm 1. D.
Phase 3% OV-17 auf Gas Chrom Q (100/120 mesh)

Zur hochauflosenden Massenspektrometrie wurden die Proben {iber den Direkt-
einlafl in das MS-50 (Kratos/AEI) eingefiihrt (Ionenquellentemperatur: 180°C).

Ergebnisse und Diskussion

Hydrolyseverhalten von Clobazam

Die Hydrolyse von Clobazam (I; Mol. Gew. 300=C;s H;3 N> O,Cl) nach Me-
thode 1 fithrt erwartungsgemih zum 5-Chlor-2-(N-methylacetamido)-diphenyl-
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Abb. 1. Massenspektrum von IT (MG =274)

amin (II; Abb. 1) [3]. Die massenspektrometrische Untersuchung des Reaktions-
gemisches mittels Direkteinlall (DE) zeigt neben Spuren der unverdnderten Aus-
gangsverbindung, diese Verbindung mit einem Molekiilion bei m/e 274 (Cys Hys
N, OCl); geschicht der Probeneinlall jedoch iiber den Gaschromatographen,
erscheint zusitzlich eine Verbindung mit dem Mol. Gew. 256/258, deren Sum-
menformel durch hochauflésende MS zu CisHi3N;Cl bestimmt wurde (III;
Abb. 2). Dies entspricht dem Verlust eines Molekiils Wasser aus II und deutet
damit auf eine thermisch bedingte Zersetzung auf der GC-Siule hin, wie sie fiir
viele 1,4-Benzodiazepine beschrieben ist [12, 13]; Verbindung III kime somit die
Struktur eines Chinoxalin-Derivats zu. :
Die Hydrolysemethoden 1 und 2 lieferten identische Reaktionsprodukte.
Im Gaschromatogramm (Abb. 3) der bei neutralem pH mit Ether extrahierten
Reaktionsprodukte zeigten sich neben der unveridnderten Ausgangssubstanz und
Verbindung IIT noch Signale fiir zwei weitere Substanzen mit Molpeaks bei m/e
2587260 (C14Hi1 N2 OCl) und m/e 314/316 (Ci7Nis N2 O, Cl) (Abb.4 u. 5).
Bei Verbindung IV konnte es sich um ein Benzimidazolon-Derivat handeln,
dessen Entstehung durch Spaltung der C-N-Bindung mit anschlieBender Ring-
konzentration zu erkldren wire [6].
Die Entstehung von V — einem ,Methyl-Clobazam® — 148t sich mit der
leichten Alkylierbarkeit der aktivierten Methylengruppe in Position 3 des 7er
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Abb. 2. Massenspektren von III (MG = 256/258)
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Abb. 3. Gaschromatogramm der bei neutralen und basischen pH extrahierten Reaktionsgemische
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Abb. 4. Massenspektrum von IV (MG = 258/260)
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Ringes begriinden {6]. Wird die Hydrolyse oAne Methanol-Zusatz durchgefiihrt,
verschwindet auch Verbindung V!

Der mit Ether extrahierte Riickstand wurde anschlieBend bei pH 8,7 mit
Chloroform nachextrahiert (--- in Abb. 3).

Die Massenspektren der vier im Gaschromatogramm sichtbaren peaks zeigen
neben den nicht vollstindig extrahierten Verbindungen III-V noch eine zusitz-
liche Verbindung (VI) mit dem Mol. Gew. 242 (C14 Hi1 N, Cl; Abb. 6).

Die Messung der Probe iiber den Direkteinlafl ergab jedoch ein Molekiilion
bel m/e 256/258 mit 100% rel. Int., das Ton m/e 242 lieferte 15% der rel. Int., die
Temperatur der Schubstange betrug 100°C. Bei Erh6hung dieser Temperatur auf
280°C kehrten sich die Intensitdtsverhéltnisse um: der base-peak im Spektrum
war nunmehr m/e 242, auf das Ion m/e 256 entficlen ca. 45% der rel. Int.

Ausscheidungsversuche

Im alkalisch extrahierten Urinextrakt vor Hydrolyse konnten geringe Mengen der
Verbindungen IV und VI nachgewiesen werden, letztere auch nach Hydrolyse
und Extraktion bei pH 8,7 mit Chloroform.

In allen Extrakten waren weder die unverdnderte Ausgangsverbindung bzw.
deren Hauptmetaboliten N-Demethylclobazam, 4-Hydroxiclobazam und 4-
Hydroxi-N-demethylclobazam, noch andere korperfremde Substanzen nachweis-
bar.
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Abb. 5. Massenspektrum von V (MG =314)

Diinnschichtchromatographie (DC)
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Die dtinnschichtchromatographische Untersuchung der einzelnen Hydrolyse-
ansitze ergab jeweils fiinf, drei bzw. vier Reaktionsprodukte, die alle im kurz-
welligen UV-Licht eine Ldschung zeigten. Von diesen Substanzen waren mit
Reagenz 1 jeweils 4, 2 und 3, mit Reagenz 2 und 3 jeweils nur eine Verbindung
anfirbbar; im alkalischen Urinextrakt des Ausscheidungsversuchs reagierten mit

den Detektionsmitteln 1 und 2 jeweils zwei Verbindungen.

Die Nachweisreaktionen von Clobazam und seinen Hydrolyseprodukten sind
in der folgenden Tabelle zusammengefaBt, wobei bei positivem Ausfall der
jeweiligen Reaktion eine rot-orange, violette oder blaugraue Farbe zu beobachten

war:
Verbindung Sprithreagenz
1 2 3
I + - -
11 - + +
11 (+) + +
v (+) + +
VI (bleibt am Start) + - +
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Abb. 7. Die Hydrolyseprodukte des Clobazam, Frisium
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Nach der DC-Trennung sollte mit dem Aufsprithen des Detektionsmittels
nicht zu lange gewartet werden, da die Substanzen sich auf der DC-Platte unter
intensiver Gelbfarbung zersetzen.

Die vorgestellten Ergebnisse unserer Untersuchungen erscheinen im Augen-
blick z. T. widerspriichlich und verwirrend; sie sind jedoch reproduzierbar und
koénnen — besonders im Hinblick auf die bei den Ausscheidungsversuchen ge-
wonnenen Erkenntnisse — die Grundlage fiir ein spezifisches Clobazam-Nach-
weisverfahren ohne zeitraubende Hydrolyse bilden.

Nachtrag
Im Rahmen der Entwicklung einer Methode zum qualitativ/quantitativen Nach-
weis des Clobazam in Arzmeimittel-Zubereitungen haben kiirzlich F. Eiden und

E.Schmiz die physikalisch-chemischen Parameter und das Reaktionsverhalten
der Verbindung eingehend untersucht [14].
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