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Методом тонкослойной хроматографии (ТСХ) изучено хроматографическое поведение L-карнитина
в водно-органических подвижных фазах (ПФ) и водной ПФ в присутствии катионного ПАВ хлорида це-
тилпиридиния (ЦПХ) на пластинках с нормальной неподвижной фазой на основе силикагеля. Среди
водно-органических ПФ лучшие результаты получены для ПФ состава пропанол-2–ацетон–вода–ук-
сусная кислота (4 : 5 : 2 : 2). Наилучшие хроматографические характеристики получены для водно-ми-
целлярной ПФ, содержащей 0.001 М ЦПХ. Впервые изучена сорбция L-карнитина на наночасти-
цах магнетита, модифицированных бромидом цетилтриметиламмония. Установлено, что количе-
ственная сорбция аналита со степенью извлечения L-карнитина 89% протекает за 40 мин. Найден
элюент – этанол, позволяющий на 95% десорбировать L-карнитин. Установлено, что примене-
ние для концентрирования 3 мг наномагнетита позволяет в пять раз уменьшить нижнюю границу
определяемых содержаний L-карнитина. Разработана методика денситометрического определения
L-карнитина с помощью мицеллярной ТСХ в напитке для спорта XXI Power “L-КАРНИТИН”.
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L-карнитин – природное вещество, синтези-
руемое организмом, основная роль которого со-
стоит в переносе длинноцепочечных жирных
кислот в митохондрии клеток через их внутрен-
нюю мембрану для последующего окисления и
получения энергии [1–3]. L-карнитин обладает
также ярко выраженным комплексом антиокис-
лительных и антимутагенных свойств, антианги-
нальным и противоишемическим эффектами,
участвует в регуляции энергетического обмена
сердца и вследствие этого широко используется в
медицине [4–6], в том числе для поддержки здо-
ровья пожилых людей [7] и развития выносливо-
сти в спорте [8]. Известной проблемой является
дефицит карнитина у детей до 15 лет [9]. Карни-
тин и его производные содержатся в мясных про-
дуктах, молоке, яйцах, рыбе, орехах, авокадо и
многих других продуктах, широко применяется в
биологически активных добавках (БАД), энерге-
тических напитках [10]. Все это требует разработ-
ки разнообразных методов его определения в
биологических объектах (тканях, жидкостях),

продуктах питания, пищевых добавках, БАД и
фармпрепаратах.

Анализ методов определения карнитина дан в
обзорах [11–14]. Показано, что карнитин опреде-
ляют в нескольких формах: в свободном состоя-
нии, в виде эфиров с короткой, средней и длин-
ной алкильными цепочками (С1–С18), а также его
суммарное содержание. Эфиры карнитина разли-
чают по их растворимости в воде. В связи с этим
рассматриваются методы выделения и разделе-
ния L-карнитина и его ацильных производных
[15, 16].

Вследствие сложного состава, нелетучести и
необходимости определения как отдельных со-
ставляющих, так и суммарного содержания кар-
нитина наиболее часто для его определения при-
меняют метод обращенно-фазовой высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии [11–15] с
разными вариантами детектирования: спектро-
фотометрическим [17], флуориметрическим [18,
19] детекторами после реакции дериватизации, а
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также кондуктометрическим [20], масс-спектро-
метрическим [21] и др. Кроме этого, карнитин
определяют капиллярным электрофорезом [22],
ионной хроматографией [23], проточно-инжек-
ционным методом анализа [24] и различными ва-
риантами масс-спектрометрии [25]. Так как кар-
нитин не содержит хромофорных групп, то его
фотометрическое [26], флуориметрическое [27] и
радиоферментное [10], и даже хроматографиче-
ское определение [18] основано на предваритель-
ной дериватизации при взаимодействии с различ-
ными ферментами [15]. Важное значение имеет
возможность раздельного определения энантио-
меров карнитина, поскольку содержание D-изо-
мера строго нормируется [19]. Для выделения
карнитина из объектов и концентрирования
обычно используют жидкостно-жидкостную экс-
тракцию и микроэкстракцию или твердофазную
экстракцию (ТФЭ) [15, 16, 18, 28, 29].

Одним из вариантов ТФЭ является магнитная
твердофазная экстракция (МТФЭ), основанная
на использовании для извлечения аналита колло-
идного раствора наночастиц магнетита, обладаю-
щих суперпарамагнитными свойствами. Это яв-
ление позволяет быстро в течение нескольких де-
сятков секунд отделять сорбент с аналитом от
жидкой матрицы с помощью внешнего магнит-
ного поля [30–34]. Сорбционное концентрирова-
ние L-карнитина с использованием магнитных
наночастиц не описано.

Анализ литературы показал, что определению
карнитина методом тонкослойной хроматогра-
фии (ТСХ) посвящена только одна работа, в кото-
рой описан анализ пищевых добавок, напитков,
капсул и таблеток на содержание карнитина [35].
Неподвижной фазой являлись целлюлозные пла-
стины для высокоэффективной ТСХ, а подвиж-
ной фазой − смесь метанол–вода–ледяная уксус-
ная кислота (10 : 2 : 0.1, по объему). Хроматограм-
мы анализировали денситометрически при
420 нм после обработки нингидрином.

Более 25 лет назад широкое применение в ка-
честве подвижных фаз в ТСХ нашли мицелляр-
ные подвижные фазы (МПФ), исключающие
применение летучих, канцерогенных и токсич-
ных растворителей. Показано, что метод мицел-
лярной ТСХ (МТСХ) не уступает, а часто превос-
ходит по эффективности традиционный вариант
ТСХ с органическими элюентами [36–40]. Метод
МТСХ применяли и для определения аминокис-
лот, к классу которых относится карнитин, но по-
ведение карнитина не исследовали [37–39].

Цель настоящей работы − применение МПФ
для мицеллярной тонкослойной хроматографии
L-карнитина на пластинках с прямой фазой, а
также применение концентрирования методом
МТФЭ на наночастицах магнетита для снижения
нижней границы определяемых содержаний.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты. Использовали L-карнитин (Sigma
Aldrich, США) с содержанием основного веще-
ства более 95%. Стандартный водный раствор
L-карнитина (L-Кр) с концентрацией 20 мг/мл
готовили по точной навеске. Магнетит синте-
зировали в деионизованной воде смешивани-
ем в соотношении 1 : 2 растворов FeCl2⋅4H2O и
FeCl3⋅6H2O (99.8%, Acros Organics, Германия) с
гидроксидом натрия (99.8%, Fluka, Германия)
[32, 41]. Для создания инертной среды через рас-
твор пропускали азот (ГОСТ 9293-74). Магнетит
стабилизировали и модифицировали катионным
поверхностно-активным веществом (ПАВ) –
бромидом цетилтриметиламмония (ЦТАБ) (99%,
Acros Organics, Германия), по методике [41]. Ис-
пользовали 0.06 М водный раствор ЦТАБ. Аце-
татно-аммиачные буферные растворы (ААБ)
(рН 3–8) готовили смешиванием необходимых
количеств 2 М растворов уксусной кислоты и ам-
миака. Ионную силу раствора в водных МПФ со-
здавали раствором хлорида натрия. Для приго-
товления подвижных фаз (ПФ) использовали
водно-органические растворители: пропанол-1
(ч.д.а.), пропанол-2 (ч.д.а.), ацетон (ч.д.а.), уксус-
ную кислоту (ч.д.а.) и мицеллярные растворы
хлорида цетилпиридиния (ЦПХ, 96%, НПО
“Синтез ПАВ”, Россия). Исходные растворы
ЦПХ с концентрацией 0.1 М готовили по точной
навеске растворением в дистиллированной воде
при нагревании до 40–50°С. Рабочие растворы
всех веществ готовили разбавлением исходных
перед употреблением.

Аппаратура. Деионизованную воду получали
на установке водоочистки УВОИ–“М-Ф” (Ме-
диана-Фильтр, Россия), механическое перемеши-
вание растворов осуществляли на орбитальном
шейкере с аналоговым управлением ELMI S-3.02
(ЭЛМИ, Латвия) и с помощью магнитной мешал-
ки MINI MR STANDARD (IKA WERKE, Герма-
ния). Для магнитной сепарации наночастиц маг-
нетита использовали постоянный магнит Nd–
Fe–B с (ВН)макс = 40 МГсЭ. Дзета-потенциал
частиц гидрозоля в растворах магнетита измеряли
на анализаторе Zetasizer Nano-Z (Malvern Instru-
ments Ltd, Великобритания). Размеры наноча-
стиц магнетита и толщину покрытия ЦТАБ опре-
деляли методом просвечивающей электронной
микроскопии (ПЭМ) с использованием просве-
чивающего электронного микроскопа Libra 120
(Carl Zeiss, Германия) при ускоряющем напряже-
нии 120 кВ.

L-Карнитин определяли на денситометре
(Сорбполимер, Краснодар, Россия) с УФ-лампой
(TUV PL-S PHILIPS, 254 нм) методом восходя-
щей ТСХ на коммерческих пластинах с нормаль-
ной фазой Сорбфил (силикагель ПТСХ-П-А-УФ,
ТУ26-11-17-89, размер зерен 5–17 мкм, связую-
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щее силиказоль) на полимерной подложке (Сор-
бполимер, Краснодар, Россия). Объем наноси-
мой пробы составлял 1 мкл. Зону основного ве-
щества L-Кр идентифицировали, обрабатывая
пластину свежеприготовленным 0.1 н раствором
перманганата калия. После хроматографирова-
ния и проявления пластинки сушили в течение
10 мин при 90°С, охлаждали на воздухе, рассчи-
тывали значения Rf аминокислоты, а также пара-
метры эффективности разделения (число теоре-
тических тарелок (N) и эффективную высоту тео-
ретической тарелки, ВЭТТ (H)). Площади
хроматографических зон измеряли с помощью
графического редактора “Adobe Photoshop CC
2018”. Для построения градуировочных графиков
использовали исходные растворы L-карнитина
(20 мг/мл), из которого готовили рабочие раство-
ры в интервале концентраций от 0.4 до 2.0 мг/мл
последовательным разбавлением исходного рас-
твора в объеме 5 мл, отбирая точные аликвоты с
помощью дозатора.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Тонкослойная хроматография L-карнитина.

Особенность МПФ состоит в том, что в гомоген-
ной водной дисперсной среде дифильные моле-
кулы ПАВ при определенной концентрации
(критической концентрации мицеллообразова-
ния, ККМ) спонтанно образуют наноразмерные
(радиус 1.5–2 нм) динамические наноагрегаты,
называемые мицеллами, состоящие из несколь-
ких десятков ионов (молекул) ПАВ. Присутствие
в подвижной фазе мицелл улучшает селектив-
ность хроматографирования за счет возникнове-
ния нового равновесия, в котором сорбат распре-
деляется между водной средой и мицеллярной
псевдофазой, дополняющего равновесие в систе-
ме ПФ–модифицированный сорбент [36, 42]. Ха-
рактерным свойством ПАВ, образующих МПФ,
является способность изменять полярность по-
верхности пластин в ТСХ, позволяя в динамиче-
ском режиме её гидрофобизировать и превращать
нормальную фазу в обращенную, а при избытке
ПАВ придавать поверхности заряд и реализовы-
вать ион-парный вариант ТСХ [40].

Хроматографическое поведение L-Кр мето-
дом ТСХ изучали с использованием как традици-
онной водно-органической ПФ, так и мицелляр-
ной ПФ на основе катионного ПАВ хлорида це-
тилпиридиния. Анализ литературы показал, что
обязательными компонентами водно-органиче-
ских ПФ являются спирт, уксусная кислота, вода,
иногда добавляют апротонный растворитель, в
качестве которого применяли ацетон. Сравнива-
ли составы пропанол-2–ацетон–вода–уксусная
кислота (4 : 5 : 2 : 2), пропанол–ацетон–вода–ук-
сусная кислота (4 : 5 : 2 : 2) и этанол–ацетон–во-
да−уксусная кислота (4 : 5 : 2 : 2). Установлено,

что наилучшие хроматографические характери-
стики обеспечивает первый вариант ПФ (Rf =
= 0.57, N = 454, H = 0.0154).

Ранее на примере других аминокислот показа-
но, что МПФ на основе ЦПХ по сравнению с дру-
гими ПАВ позволяют получать наибольшие вели-
чины числа теоретических тарелок [43]. При вы-
боре оптимального состава МПФ концентрацию
ЦПХ варьировали в интервале 4 × 10–5−4 × 10–2 М,
а ионная сила раствора была постоянной и со-
гласно данным [43] составляла 0.05. Увеличение
концентрации электролита в растворе до указан-
ной величины приводит к росту подвижности за
счет “высаливания” (солюбилизации) аминокис-
лоты из водной среды в мицеллярную псевдофазу
[39, 43]. Наилучшие хроматографические харак-
теристики карнитина наблюдались при концен-
трации ЦПХ 8 × 10–4–1 × 10–3 М (Rf = 0.44, N =
= 1708, H = 0.0041). Градуировочные графики для
определения карнитина в водно-органической и
мицеллярной ПФ и их характеристики приведе-
ны на рис. 1 и в табл. 1. Видно, что большей чув-
ствительностью и лучшими метрологическими
характеристиками характеризуется определение с
использованием мицеллярной ПФ, которую в
дальнейшем использовали для определения кар-
нитина в объекте.

Сорбция L-карнитина на магнитных наночасти-
цах (МНЧ), модифицированных бромидом цетилт-
риметиламмония. Наночастицы магнетита синте-
зировали в диапазоне рН 9–11 в соответствии с
химической реакцией  =
=  и модифицировали катионами
ЦТАБ по разработанной ранее методике [32, 41].
Согласно ПЭМ наночастицы с оболочкой ЦТАБ
имеют размер (8 ± 2) нм с толщиной оболочки
(1.0 ± 0.1) нм [41]. ζ-Потенциал полученных на-

2 3Fe 2Fe 8OH++ + −+
3 4 2Fe O 4H O+↓

Рис. 1. Градуировочные графики зависимости пло-
щади хроматографической зоны L-карнитина от его
концентрации в растворе. Подвижная фаза: 1 – вод-
но-органическая, 2 – водно-мицеллярная (без кон-
центрирования). Ионная сила 0.05.
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ночастиц максимален при рН 3–5 [41] и не ме-
няет своего значения до ионной силы, равной
0.1 (NaCl). Это свидетельствует о наибольшей
устойчивости коллоидного раствора МНЧ в этой
области рН. Можно полагать, что и сорбция L-Кр
также будет максимальна в этих условиях.

Эффективность сорбции изучали, определяя
методом ТСХ содержание L-Кр в надосадочной
жидкости после отделения наночастиц Fe3O4 по-
стоянным магнитом. Значение степени извлече-
ния (RC, %) рассчитывали по формуле (1):

(1)

где с0 – молярная концентрация L-Кр в исходном
растворе до сорбции; с – концентрация в надоса-
дочной жидкости после сорбции, рассчитанная
по уравнению градуировочного графика.

Степень десорбции (RД, %) рассчитывали из
отношения количества десорбированного L-Кр к
количеству сорбированного наночастицами маг-
нетита по формуле (2):

(2)

где сэл – концентрация L-Кр в объеме элюента
после десорбции, мкмоль; ссорб – концентрация
L-Кр, сорбированного на МНЧ, мкмоль. Сорб-
цию изучали из объема коллоидного раствора
магнетита 5 мл, содержащего магнетит, буфер-
ный раствор и аликвоту раствора карнитина.

Известно, что на сорбцию и концентрирова-
ние веществ на МНЧ влияют различные факто-
ры: рН среды, масса сорбента, время сорбции, а
также время и способ перемешивания раствора,
которые варьировали при выборе оптимальных
условий сорбции. Результаты представлены на
рис. 2. Установили, что максимальное значение
RC L-Кр, равное 89–90%, достигается при
рН 4.5–5.0. Сопоставляя этот интервал рН с вели-
чиной рК = 4.2 L-карнитина [44] и с величиной
рН изоэлектрической точки 5.2–5.4 магнетита,
можно констатировать, что сорбция карнитина
обусловлена электростатическим взаимодействи-
ем диссоциированной в этой области рН карбок-
сильной группы аналита и положительно заря-
женной за счет присутствия катиона цетилтриме-

0
C

0

,% 100,c cR
c
−= ×

эл
Д

сорб

,% ,cR
c

=

тиламмония поверхности МНЧ. Уменьшение
сорбции L-Кр при рН > 5 может быть связано с
резким уменьшением величины положительного
ζ-потенциала поверхности наносорбента, кото-
рый при рН 6 близок к нулю, а при рН 7 имеет уже
отрицательное значение [41].

Из рис. 2 также видно, что при рН 4.9 для ко-
личественного извлечения L-Кр при его концен-
трации в растворе 4 мг/мл достаточно 3 мг магне-
тита. Установлено, что сорбционное равновесие
достигается за 30–40 мин при степени извлече-
ния 89%. Представленные на рис. 2 условия мак-
симальной сорбции L-Кр модифицированными
наночастицами магнетита использовали в даль-
нейшей работе.

Десорбция L-карнитина с поверхности магнит-
ных наночастиц, модифицированных бромидом це-
тилтриметиламмония. При выборе растворителя
для десорбции апробировали этанол, ацетонит-
рил, уксусную кислоту, варьируя их объемы от 0.5
до 5 мл. Установили (рис. 3), что количественная
десорбция (RД = 95%) L-Кр достигается при ис-
пользовании 1 мл этанола при механическом пе-
ремешивании в течение 20 мин. Применение
бóльших объемов этанола нецелесообразно, так
как нивелирует преимущества концентриро-
вания.

На основании сравнения интервалов линей-
ности градуировочных графиков ТСХ-определе-
ния L-карнитина без концентрирования и при
концентрировании из 5 мл исходного водного
раствора установили, что применение концен-
трирования позволило в 5 раз уменьшить ниж-
нюю границу определяемых содержаний L-Кр с
2.0 до 0.4 мг/мл (табл. 1).

Определение содержания L-карнитина в напит-
ке. Содержание L-карнитина методом мицелляр-
ной ТСХ определяли в напитке для спортсменов
XXI Power “L-КАРНИТИН” (Россия). Согласно
заявленным данным концентрация карнитина в
напитке должна составлять 2.4 мг/мл. Напиток
был прозрачным, использовали его для анализа
без разбавления. Концентрирование на МНЧ не
применяли из-за высокой исходной концентра-
ции L-карнитина. С помощью микродозатора от-
бирали аликвоты раствора объемом 1 мкл и наноси-
ли на стартовую линию хроматографической пла-
стины, выполняя три параллельных определения.

Таблица 1. Характеристики градуировочных графиков для определения L-карнитина

Характеристика Водно-органическая 
ПФ

МПФ

без концентрирования с концентрированием

Уравнение градуировочного графика y = 79.8x + 932 y = 221x + 882 y = 1544x + 597

R2 0.975 0.988 0.991

Интервал линейности, мг/мл 2.0–16.0 2.0–16.0 0.4–1.9
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Хроматографический анализ выполняли без
предварительного насыщения камеры мицелляр-
ной подвижной фазой согласно рекомендациям
[39, 43]. После хроматографирования пластину
вынимали из камеры, сушили на воздухе в тече-
ние 3–5 мин, затем в сушильном шкафу при 90–
100°С до полного удаления растворителя. Далее
пластину опрыскивали свежеприготовленным рас-
твором перманганата калия, снова помещали в су-

шильный шкаф на 5 мин до проявления зон желто-
го цвета на сиреневом фоне пластины (рис. 4).

Установили, что величины подвижности L-
карнитина в стандартном растворе и в анализиру-
емом напитке совпадают (рис. 2), что явилось ос-
новой для идентификации и количественного
определения L-карнитина. Полученное нами со-
держание L-Кр в напитке XXI Power “L-КАРНИ-
ТИН” методом мицеллярной ТСХ без концентри-
рования (неподвижная фаза: Сорбфил; ПФ: ЦПХ
(1.0 × 10–3 М)–вода) составило (2.3 ± 0.2) мг/мл (n =
= 3, P = 0.95, sr = 0.10). Видно, что найденное со-
держание практически соответствует заявленно-
му, что свидетельствует о правильности опреде-
ления L-карнитина методом мицеллярной ТСХ.

* * *

Таким образом, предложены новые подвиж-
ные фазы (водно-органическая на основе бутано-
ла-2 и мицеллярная на основе 0.001 М раствора
хлорида цетилпиридиния), новая неподвижная

Рис. 2. Зависимость степени извлечения L-карнити-
на наночастицами F3O4@ЦТАБ от рН среды (а), мас-
сы сорбента (б), времени механического перемеши-
вания (в). Vр-ра = 5 мл, сL-Кр = 4 мг/мл, n = 3, P = 0.95.
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Рис. 3. Зависимость степени десорбции L-карнитина
от объема этанола (а) и времени перемешивания (б).
Ацетатно-аммиачный буферный раствор (рН 4.9),
механическое перемешивание, m(F3O4@ЦТАБ) =
= 3 мг, Vр-ра = 5 мл, сL-Кр = 4 мг/мл, n = 3, P = 0.95.
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фаза на основе Силуфола для тонкослойной хро-
матографии L-карнитина и выявлены преимуще-
ства мицеллярной ПФ. Показано, что для концен-
трирования L-карнитина может быть использован
метод магнитной твердофазной экстракции, осно-
ванный на сорбции аналита магнитными наноча-
стицами магнетита, модифицированными броми-
дом цетилтриметиламмония. При варьировании
рН раствора, массы сорбента, времени сорбции,
природы и объема элюента найдены оптималь-
ные условия количественной сорбции и десорб-
ции L-карнитина. Разработана методика денси-
тометрического определения L-карнитина с по-
мощью мицеллярной ТСХ в напитке для спорта
XXI Power “L-КАРНИТИН”.

Работа выполнена при поддержке РНФ, проект
№ 21-13-00267.
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