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В проведенном исследовании разработан комплексный метод 
определения мельдония, основанный на сочетании магнитно-
го твердофазного концентрирования аналита на наночастицах 
магнетита, модифицированного катионами бромида цети-
ламмония (ЦТАБ) и последующего его определения методом 
тонкослойной хроматографии (ТСХ). Изучено влияние ряда 
факторов: рН, массы сорбента, времени сорбции и переме-
шивания на сорбцию мельдония и определены оптимальные 
условия извлечения. Установлено, что количественная сорбция 
протекает за 20 мин со степенью извлечения мельдония 88%. 
Найден элюент – этанол, позволяющий на 95% десорбировать 
аналит. Проведено сравнение градуировочных зависимостей, 
построенных без концентрирования и при концентрировании 
мельдония. Установлено, что применение концентрирования 
двумя мг наномагнетита, модифицированного ЦТАБ, в 5 раз 
уменьшает нижнюю границу определяемых содержаний мель-
дония в 25 мл раствора. 
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Введение

Мельдоний ((3-(2,2,2-триметилгидразиния)
пропионат) относится к классу четвертичных 
аммониевых соединений и находит широкое при-
менение в терапевтической практике для лечения 
нарушений мозгового и сердечного кровообра-
щения, ишемической болезни сосудов головного 
мозга, хронической сердечной недостаточности 
[1‒3], ранее использовался в спортивной ме-
дицине [1]. Это приводит к необходимости его 
определения как в фармацевтических препаратах, 
так и в биологических жидкостях. 

Для определения мельдония в основном 
используют высокоэффективную жидкостную 
хроматографию (ВЭЖХ) в тандеме с масс-
спектрометрией (ВЭЖХ-МС/МС) на обращен-
ной фазе в подвижных фазах ацетонитрил‒вода 
[4‒12]. Из электрохимических методов можно от-
метить вольтамперометрию [13‒15], а из электро-
форетических – капиллярный электрофорез [16]. 

Однако для прямого определения низких 
содержаний мельдония в сложной матрице чув-
ствительности этих методов недостаточно. В этом 
случае нужно использовать концентрирование, 
например жидкостно-жидкостную или твердо-
фазную экстракцию (ТФЭ). Последний метод, ос-
нованный на использовании различных твердых 
сорбентов, пришел в аналитическую практику в 
конце XX в. [17‒21]. В последнее десятилетие 
появился его новый вариант – магнитная твер-
дофазная экстракция (МТФЭ), основанная на 
использовании для извлечения (сорбции) аналита 
коллоидного раствора магнитного наносорбента, 
который отделяют от жидкой матрицы с помощью 
внешнего магнитного поля, заменяя, таким обра-
зом, традиционные приемы центрифугирования 
и фильтрования. Основные преимущества этого 
метода охарактеризованы в работах [22‒29]. 

Согласно литературным данным [27, 30, 31], 
в качестве сорбентов в методе МТФЭ используют 
различные магнитные наночастицы (МНЧ), чаще 
всего магнетит Fe3O4, поверхность которого мо-
дифицируют неорганическими и органическими 
соединениями для предотвращения агрегации, 
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увеличения эффективности и селективности 
сорбции различных веществ. Сорбционное 
концентрирование мельдония с использованием 
магнитных наночастиц не описано. 

В связи с этим цель настоящей работы со-
стояла в комплексном использовании концен-
трирования мельдония МНЧ и последующем его 
определении методом тонкослойной хроматогра-
фии, разработанным нами раннее [32]. 

Материалы и методы

Реагенты. Использовали мельдоний (Мд) – 
раствор для инъекций «Милдронат» (Grindex, 
Латвия), с содержанием Мд 100 мг/мл.

Исходный водный раствор Мд (20 мг/мл) 
готовили разбавлением раствора для инъекций, 
рабочие растворы – разбавлением исходных не-
посредственно перед использованием. До про-
ведения эксперимента растворы исследуемого 
вещества хранили в холодильной камере.

Магнетит синтезировали в деионизирован-
ной воде смешиванием FeCl2∙ 4H2O и FeCl3∙ 6H2O
(99,8%, Aldrich) с гидроксидом натрия (99,8%, 
Fluka) [33]. Для создания инертной среды через 
раствор пропускали азот. Магнетит стабилизиро-
вали и модифицировали катионным поверхност-
но-активным веществом (ПАВ) – бромидом це-
тилтриметиламмония (ЦТАБ), по методике [34].

Для приготовления подвижной фазы в ТСХ 
использовали мицеллярный водный раствор 
хлорида цетилпиридиния (ЦПХ) (НПО «Синтез 
ПАВ», Россия). Препарат ПАВ содержал не менее 
96% основного вещества.

Использовали ацетатно-аммиачные бу-
ферные растворы (ААБ), которые готовили 
смешиванием необходимых количеств 2 М рас-
творов уксусной кислоты и аммиака согласно 
методике [35].

Аппаратура. Измерение дзета-потенциала 
частиц гидрозоля в растворах магнетита прово-
дили на анализаторе Zetasizer Nano-Z (Malvern 
Instruments Ltd, Великобритания). Размеры на-
ночастиц магнетита и толщину покрытия ЦТАБ 
определяли методом просвечивающей электрон-
ной микроскопии с использованием просвечива-
ющего электронного микроскопа Libra 120 (Carl 
Zeiss, Германия) при ускоряющем напряжении 
120 кВ.

Количественное определение Мд проводили 
методом восходящей ТСХ на коммерческих пла-
стинах Сорбфил на полимерной подложке (ПП), 
в мицеллярной подвижной фазе на основе ЦПХ 
[32]. Детектирование и количественные измере-
ния хроматограмм в ТСХ проводили на видео-
денситометре Сорбфил (Сорбполимер, Россия).

Результаты и их обсуждение

Анализ публикаций, посвященных примене-
нию магнитных наночастиц, показал, что МНЧ, 
как правило, обладают низкой агрегативной 
устойчивостью [31]. Для них характерно быстрое 
межчастичное взаимодействие и укрупнение, с 
последующей агрегацией в растворе. В связи с 
этим при синтезе МНЧ их поверхность стабили-
зировали и модифицировали катионами ЦТАБ 
[25, 26].

Результаты анализа синтезированных частиц 
согласуются с раннее опубликованными данными 
литературы [34]. Так, наночастицы Fe3O4@ЦТАБ 
в основном имеют сферическую форму со сред-
ним диаметром 8 ± 2 нм и толщиной оболочки 1,0 
± 0,1 нм и также агрегированы в более крупные 
структуры. Установлено, что ζ-потенциал на их 
поверхности максимален в кислой среде и при рН 
3,2 составляет +43 мВ [25]. Это свидетельствует о 
наибольшей устойчивости коллоидного раствора 
МНЧ в этой области рН, поэтому можно полагать, 
что максимальная сорбция мельдония также будет 
лучше проходить в слабокислой среде.

Сорбция мельдония на магнитных 
наночастицах, модифицированных ЦТАБ
Эффективность сорбции изучали, определяя 

методом ТСХ содержание мельдония в растворе 
после отделения наночастиц Fe3O4 магнитом. 
Значения степени извлечения (R, %) рассчиты-
вали по формуле (1):

,100,%
0

0

C
CCR                      (1)

Значения степени десорбции (RД, %) рас-
считывали по формуле (2):

,100,%
0C
C

R                  (2)

где Ср-р – концентрация десорбированного мель-
дония, рассчитанная по уравнению градуировоч-
ной зависимости (М), С0 – исходная концентрация 
вещества в растворе (М). 

Известно, что на сорбцию и концентрирова-
ние веществ на МНЧ оказывают влияние различ-
ные факторы: рН среды, масса сорбента, время 
сорбции, а также время и способ перемешивания 
раствора. Поэтому при выборе оптимальных ус-
ловий сорбции Мд проводили их варьирование.

Полученные результаты представлены на 
рис. 1. Влияние рН исследовали в интервале рН 
3‒10 ААБ (см. рис. 1, а). Установлено, что макси-
мальное значение R, равное 88 % Мд, достигается 
при рН 5,0. Это связано с электростатическим вза-
имодействием диссоциированной в этой области 
карбоксильной группы аналита и положительно 
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заряженной поверхности сорбента. В более кис-
лой области Мд не сорбировался вследствие зна-
чительного уменьшения этого взаимодействия.

Влияние массы сорбента на степень из-
влечения показано на рис. 1, б. Видно, что при 

постоянном значении рН 5,0 и увеличении массы 
сорбента от 0,5 до 2,5 мг значения R также увели-
чивались. При концентрации мельдония в раство-
ре 20 мг/мл для его количественного извлечения 
со значением R = 88% достаточно 2 мг магнетита.

Рис. 1. Зависимость степени извлечения мельдония на Fe3O4@ЦТАБ от рН среды (а), массы сорбента (б), времени 
перемешивания (в). рН 5 ААБ, механическое перемешивание. СМд = 20 мг/мл

Fig. 1. The dependence of the extraction degree of meldonium on Fe3O4@CTAB on the pH of the medium (a), sorbents mass 
(b), and mixing time (c). рН 5 ААБ, mechanical stirring. СMd = 20 mg/ml

Влияние времени перемешивания. Исследу-
емый раствор объёмом 5 мл, полученный путём 
смешивания ААБ рН 5 и 2,0 мг магнитных нано-
частиц, модифицированных ЦТАБ, механически 
перемешивали в течение 3; 5; 10; 15; 30; 45; 60; 
75 мин (см. рис. 1, в). Установлено, что сорбци-
онное равновесие для мельдония достигается за 
20 мин, а степень извлечения в этом случае также 
составляет 88%.

Анализ представленных рисунков позво-
лил найти оптимальные условия сорбции из 
25 мл раствора Мд с концентрацией 20 мг/мл. 

Сорбция максимальна (88±1) % при рН 5,0, 
механическом перемешивании 20 мин и массе 
сорбента 2 мг.

Десорбция мельдония с поверхности 
магнитных наночастиц, модифицированных
ЦТАБ
При выборе условий десорбции апробиро-

вали этанол, ацетонитрил и их смеси с уксусной 
кислотой. Оптимальным оказался этанол, объем 
которого варьировали от 1,0 до 5,0 мл.

Установлено, что максимальная степень де-
сорбции (RД = 95%) Мд достигается уже при ис-
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пользовании 1 мл этанола (рис. 2, а). С увеличением 
объема элюента RД линейно уменьшается до 10%. 

Для оптимизации условий десорбции также 
варьировали время механического перемеши-

вания (см. рис. 2, б) от 1 до 60 мин. Из рис. 2, б 
следует, что при использовании 1 мл этанола и 
механическом перемешивании в течение 20 мин 
количественная десорбция Мд составляет 95%. 

Рис. 2. Зависимость степени десорбции мельдония от объема этанола (а) и времени перемешивания (б). рН 5 ААБ, 
механическое перемешивание. mFe3O4@ЦТАБ = 2 мг. СМд = 20 мг/мл

Fig. 2. The dependence of the desorption degree of meldonium on the volume of ethanol (a) and the mixing time (b). рН 5 ААБ, 
mechanical stirring. mFe3O4@CTAB = 2 mg. СMd = 20 mg/ml

Таблица 1 / Table 1 
Метрологические характеристики определения мельдония без концентрирования (1) 

и при концентрировании наномагнетитом (2) из объема 25 мл раствора Мд, масса сорбента 2 мг, рН 5,0
Metrological characteristics of the determination of meldonium with(1) and without concentration 

by nanomagnetite (2) from a volume of 25 ml of Md solution, sorbent mass 2 mg, pH 5,0

Аналит /
Аnalyte

Условия /
Conditions

Диапазон определяемых содержаний, мг/мл /
The range of the designated contents, mg/ml R2 Уравнение градуировочной зависимости / 

The equation of the calibration dependence

Мд / Md
1 2,0–16,0 0,993 y = 314,7x + 949,8

2 0,4–1,9 0,992 y = 1487,5x + 1020,5

На основании сравнения интервалов ли-
нейности  градуировочных  зависимостей 
ТСХ-определения Мд без концентрирования 
и при наномагнитном концентрировании из 
25 мл водного раствора установлено, что при-

менение концентрирования позволило в 5 раз 
уменьшить нижнюю границу определяемых 
содержаний Мд с 2,0 до 0,4 мг/мл и умень-
шить предел обнаружения более чем в 4,5 раза 
(табл. 1).
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Количественное определение мельдония 
в фармацевтическом препарате методом 
тонкослойной хроматографии
Для определения Мд был использован пре-

парат «Кардионат», содержащий 250,0 мг Мд. 
В связи с высоким содержанием мельдония по-
следовательно проводили разбавление препарата 
в 100 раз. С помощью микродозатора отбирали 
аликвотные доли (1 мкл) полученного раствора 
и наносили на стартовую линию хроматографи-
ческих пластин Сорбфил (ПП).

Хроматографический процесс осуществляли 
без предварительного насыщения камер водно-

мицеллярной подвижной фазой на основе ЦПХ 
(СЦПХ = 8∙10-4 моль/л). После хроматографиро-
вания пластины сушили на воздухе в течение 
3‒5 мин, затем в сушильном шкафу при темпе-
ратуре 90‒100° С до полного удаления элюента 
(~5 мин). Затем пластину опрыскивали свеже-
приготовленным раствором перманганата калия 
(СKMnO4

 = 2,5∙10-2 М). После опрыскивания 
пластины снова помещали в сушильный шкаф 
на 5 мин до проявления хроматографических зон, 
окрашенных в желтый цвет (рис. 3). 

Установлено, что величины подвижности 
Мд в индивидуальном препарате и объекте 
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Научный отдел382

Изв. Сарат. ун-та. Нов. сер. Сер. Химия. Биология. Экология. 2020. Т. 20, вып. 4

совпадают, что является основой надежной 
идентификации и количественного определения 
мельдония (табл. 2).

Рис. 3. Хроматограммы 
мельдония в стандартном 
растворе (1) и исследуе-
мом объекте «Кардионат» 
(2). НФ: Сорбфил (ПП). 
ПФ: ЦПХ (8,0·10-4 М) – 

вода
Fig. 3. Chromatograms of 
meldonium in standard so-
lutions (1) and the studied 
object «Cardionate» (2). 
SP: Sorbfi l (PP). MP: CPCh 

(8,0·10-4 М) – water
1       2

Таблица 2 / Table 2 
Результаты определения мельдония в препарате «Кардионат» методом ТСХ. НФ: 

Сорбфил (ПП). ПФ: ЦПХ (8,0·10-4 М) – вода, n = 3, P = 0,95
The results of the determination of meldonium in the preparation «Cardionate» by TLC. SP: 

Sorbfi l (PP). MP: CPCh (8,0·10-4 М) – water, n = 3, P = 0,95

№ опыта /
No. 

experience’s

Найдено Мд, мг/мл /
Found Md, mg/ml

х ± Δx, мг/мл /
х ± Δx, mg/ml Sr

Содержание Мд в капсуле, мг / Md content in a capsule, mg

Найдено / Found Паспортные данные / 
Passport information 

1 9,8

9,8 ± 0,2 0,07 245 2502 9,8

3 9,7

Таблица 3 / Table 3 
Результаты определения мельдония методом «введено-найдено» с помощью мицеллярной ТСХ. НФ: 

Сорбфил (ПП). ПФ: ЦПХ (8,0·10-4 М) – вода, n = 3, P = 0,95
The results of the determination of meldonium using the method of «entered-found» using micellar TLC. 

SP: Sorbfi l (PP). MP: CPCh (8,0·10-4 М) – water, n = 3, P = 0,95

Введено, Мд, мг/мл / Introduced, Md, mg/ml Найдено, Мд, мг/мл / Found, Md, mg/ml Sr

5 5,0 ± 0,2 0,10

7 7,1 ± 0,3 0,12

9 8,9± 0,1 0,03

Из табл. 2 видно, что найденное содержание 
мельдония соответствует паспортному. Правиль-
ность определения контролировали методом 
«введено-найдено» (табл. 3).

Заключение

Методом магнитной твердофазной экс-
тракции изучена сорбция мельдония на на-
ночастицах магнетита, модифицированных 
бромидом цетилтриметиламмония Fe3O4@
ЦТАБ. Показано, что наибольшая степень из-
влечения мельдония (88%) из объема 25 мл 
достигается при рН 5,0, времени механического 
перемешивания 20 мин и массе сорбента 2,0 мг, 
время десорбции составляет 30 мин (RД = 95%). 
Сочетание метода МТФЭ с ТСХ может быть 

применено для определения низких содержаний 
Мд в исследуемых образцах. При высоком содер-
жании Мд определение аналита возможно только 
методом ТСХ с относительной погрешностью, не 
превышающей 10%.
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A comprehensive method for meldonium analysis, based on a combina-
tion of magnetic solid-phase concentration of the analyte on magnetite 
nanoparticles modified with cetylammonium bromide (CTAB) cations 

and its subsequent analysis by thin-layer chromatography (TLC) were 
developed in the process of study. The influence of a number of factors 
on meldonium sorption was studied, namely: pH, sorbent mass, sorption 
and mixing times; optimal extraction conditions were determined. It was 
found that quantitative sorption proceeded in 20 min with a meldonium 
extraction degree of 88%. Ethanol was found to be an eluent to desorb 
the analyte by 95%. The calibration dependences plotted with and with-
out concentration of meldonium were compared. It was established that 
the use of concentration on two mg of CTAB-modified nanomagnetite 
reduces the lower limit of the analyzed contents of meldonium in 25 
ml of solution by 5 times.
Keywords: meldonium, magnetic solid-phase extraction, magnetite, 
nanoparticles, thin-layer chromatography.
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