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ABSTRACT

Attention has been paid to healthy lifestyle in recent years. This is possible
through increased physical activity and proper nutrition. This involves a significant
increase in the interest in natural ingredients in a human daily diet. They come from
both vegetable and animal products. This group of substances includes, for example,
ascorbic acid (vitamin C), tocopherol (vitamin E), vitamin D, coenzyme Q10 and
others. The important role of many compounds provided with food is their antioxi-
dant action, which protects the body against the harmful effects of reactive oxygen
species. They also exhibit therapeutic effects in diseases caused by oxidative stress.
a-Lipoic acid (LA) also fits well into this group of substances and even gains the title
of an “universal antioxidant” and an “antioxidant of antioxidants”.

LA is produced in the human body in small amounts, and its biosynthesis occurs
in the mitochondria. It is a compound with a very broad spectrum of therapeutic
and biological activity. The amounts produced in the body are not sufficient and
should therefore be supplied to the body from external sources. Food is the second,
except de novo synthesis, the source of this compound. LA is a great antioxidant
that can counteract the effects of aging. It is used mainly in the treatment of diabetic
neuropathy and cardiovascular diseases, multiple sclerosis and Alzheimer’s disease.

Such a wide action and occurrence causes the development of determination
methods. Literature data indicate that free LA is primarily determined by liquid
and gas chromatography, capillary electrophoresis, spectrophotometric and electro-
chemical techniques. In plant and animal cells it is mainly in the form of lipoyl-
lysine. Determination of such a bound LA requires the proper preparation of the
sample. This is usually acid, alkaline or enzymatic hydrolysis.

This review summarizes the basic physicochemical and biochemical properties
of a-lipoic acid and the methods of its determination.

Keywords: a-lipoic acid, dihydrolipoic acid, lipoyllysine, antioxidant, determination
Stowa kluczowe: kwas a-liponowy, kwas dihydroliponowy, lipolizyna, przeciwutle-
niacz, oznaczanie
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

kwas askorbinowy, witamina C

przyspieszona ekstrakcja rozpuszczalnikowa (ang.
accelerated solvent extraction)

zat¢zanie przez spietrzanie w mieszaninie acetoni-
trylu i soli (ang. acetonitryl-salt stacking)

elektroda diamentowa domieszkowana borem (ang.
boron doped diamond electrode)

elektroforeza kapilarna (ang. capillary electrophoresis)
wielokanalowy detektor kulometryczny (ang. culome-
tric electrode array detector)

chemiluminescencja

kwas dehydroaskorbinowy

kwas dihydroliponowy (ang. dihydrolipoic acid)
woltamperometria pulsowa réznicowa (ang. differen-
tial pulse voltammetry)

molowy wspoéltczynnik absorpcji

potencjal piku anodowego

jonizacja przez elektrorozpylanie sprzezona ze spek-
trometria mas (ang. electrospray ionisation mass spec-
trometry)

detektor plomieniowo-fotometryczny (ang. flame
photometric detector)

detektor plomieniowo-jonizacyjny (ang. flame ioni-
zation detector)

fluorymetria

elektroda z tlenku cyny domieszkowana fluorem
(ang. fluorine-doped tin oxide)

chromatografia gazowa (ang. gas chromatography)
elektroda ze szklistego wegla (ang. glassy carbon elec-
trode)

glutation, forma zredukowana

glutation, forma utleniona

wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high
performance liquid chromatography)

natezenie prad piku

kwas a-liponowy (ang. a-lipoic acid)

lipolizyna (ang. lipoyllysine)

granica wykrywalnosci (ang. limit of detection)
granica oznaczalnosci (ang. limit of quantification)
wspotczynnik podzialu n-oktanol/woda w postaci
logarytmicznej
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RP-HPLC

RP-TLC

SwWv

TFA
TOH

dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy

elektroda z pirolitycznego grafitu modyfikowana
ftalocyjanianem kobaltu (ang. pyrolytic graphite elec-
trode modified with cobalt phthalocyanine)

reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)
wysokosprawna chromatografia cieczowa w odwro-
conym ukladzie faz (ang. reverse phase high perfor-
mance liquid chromatography)

chromatografia cienkowarstwowa w odwrdéconym
ukladzie faz (ang. reverse phase thin layer chromato-
graphy)

woltamperometria fali prostokatnej (ang. square wave
voltammetry)

kwas trifluorooctowy

tokoferol, witamina E
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WPROWADZENIE

W ostatnich latach zaczeto przywiazywac duza wage do zdrowego trybu zycia.
Jest to mozliwe poprzez zwigkszenie aktywnosci fizycznej oraz prawidlowe odzy-
wianie. Wigze sie z tym znaczacy wzrost zainteresowania udzialem naturalnych
sktadnikéw w codziennej diecie. Pochodza one zaréwno z produktéw roslinnych,
jak i zwierzecych. Do tej grupy substancji nalezg na przyktad: kwas askorbinowy
(witamina C), tokoferol (witamina E), witamina D, koenzym Q10 oraz inne. Istotng
rolg wielu zwigzkow dostarczanych z pokarmem jest ich dzialanie antyutleniajace,
chroniace organizm przed szkodliwym wplywem reaktywnych form tlenu. Dzigki
temu wykazuja one rowniez terapeutyczne dzialanie w chorobach wywotywanych
stresem oksydacyjnym. Kwas a-liponowy (LA) takze doskonale wpisuje si¢ w te
grupe substancji, a nawet zyskuje miano ,uniwersalnego przeciwutleniacza” [1-3]
i ,antyutleniacza antyutleniaczy” [4].

1. KWAS a-LIPONOWY - WEASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNE

Kwas a-liponowy (LA, kwas tiooktanowy, 6,8-ditiooktanowy, 1,2ditiolo-
-3-pentanowy, 1,2-ditiolo-3-walerianowy, Rys. 1) ma posta¢ zottego ciata statego.
Zostat odkryty przez Snella w 1937 roku, a po raz pierwszy byt wyizolowany w for-
mie krystalicznej z watroby bydlecej przez Reed’a i wspotpracownikéw w 1951 r.
Poczatkowo uznawano go za witamine, ale aktualne badania wykazaty, ze moze
by¢ syntezowany przez komorki roslinne i zwierzece. W komorkach ludzkich LA
w malych ilo$ciach moze by¢ syntezowany de novo z kwasu oktanowego i cysteiny
[5, 6]. Dokladng biosyntez¢ kwasu a-liponowego, ktéra zachodzi w mitochondriach
opisuja Malinska i Winiarska [7] oraz Navari-Izzo i wspotpracownicy [3].

Pierscien ditiolowy wystepujacy w czasteczce LA moze ulega¢ redukgji, ktora
prowadzi do utworzenia kwasu dihydroliponowego (DHLA). Obydwie formy: kwas
a-liponowy i dihydroliponowy wykazuja wlasciwosci przeciwutleniajace (7, 8].
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Rysunek 1. Struktura kwasu a-liponowego (LA) i dihydroliponowego (DHLA)
Figure 1. Structure of a-lipoic acid (LA) and dihydrolipoic acid (DHLA)

Naturalnie kwas a-liponowy najczesciej wystepuje w polaczeniu za pomoca
wigzania kowalencyjnego z grupa e-aminowg tancucha lizyny tworzac lipolizyne
(LLys, Rys. 2). Fizjologiczne stezenie LA w surowicy krwi waha si¢ w granicach
1-25 ng mL™" [5]. Takie ilosci nie sg wystarczajace dla prawidlowego funkcjonowa-
nia organizmow, dlatego tez powinien on by¢ dostarczany z zewngtrznych zrédel.
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Rysunek 2. Struktura lipolizyny (LLys)
Figure 2. Structure of lipoyllysine (LLys)

LA jest stabilny jako ciato stafe, fatwo ulega polimeryzacji po podgrzaniu
powyzej temperatury topnienia (47,5°C, Tab. 1) lub pod wplywem s$wiatla po roz-
puszczeniu w obojetnych rozpuszczalnikach [5]. Jest rozpuszczalny zaréwno w $ro-
dowisku wodnym, jak i tluszczowym, dlatego moze jednoczesnie chroni¢ blony
lipidowe komorek skory, jak i przestrzenie miedzykomorkowe, do ktorych przeni-
kajg sktadniki rozpuszczalne w wodzie. Zdolno$¢ do rozpuszczania LA w obydwu
srodowiskach tkwi w chemicznej strukturze czasteczki. Zaréwno LA, jak i DHLA
zawieraja niepolarny tancuch alifatyczny, ktérego obecno$¢ sprzyja rozpuszczaniu
w rozpuszczalnikach organicznych. Niewielka diugo$¢ tego fancucha oraz obecnosé¢
polarnej grupy karboksylowej powoduje natomiast, ze obydwa te zwigzki wyka-
zujg ograniczong rozpuszczalno$¢ w wodzie. Jest ona jednak mniejsza niz w roz-
puszczalnikach niepolarnych [3, 7] (Tab. 1). Stosunkowo malta masa molowa LA
(206,33 g mol ), wieksza niz kwasu askorbinowego (176,12 g mol™'), ale znacznie
mniejsza niz tokoferolu (430,69 g mol™') sprawia, ze LA wykazuje wieksza rozpusz-
czalnos¢ w wodzie niz TOH. LA i DHLA majg jednoczesnie wigcej atomow wegla
niz kwas askorbinowy, co sprawia, ze s3 lepiej od niego rozpuszczalne w lipofilo-
wych btonach komoérkowych [3].

Tabelal. Podstawowe wlasciwosci fizykochemiczne kwasu a-liponowego
Table 1. The main physico-chemical properties of a-lipoic acid
Postaé Z6lte cialo state
Temperatura topnienia, °C 47,5 [9]
Temperatura wrzenia, °C 162,5 [9, 10]
Rozpuszczalnosé w wodzie, g L 0,127 [9]
Rozpuszczalnosé w etanolu, g L™ 50 [11]
log Kow 3,40 [9]
4,52 [10, 12],

pKa 470(2,9,13]
Molowy wspélezynnik absorpji €, (A = 332 nm), L mol™ cm™ 150 [14-16]

LA wykazuje wlasciwosci stabego kwasu. Jego moc jest poréwnywalna z moca
kwasu octowego (pK, = 4,75 [17]).

Czasteczka kwasu a-liponowego posiada w swojej strukturze asymetryczny
atom wegla w pozycji 6 tancucha weglowego (Rys. 1). Moze wigc tez wystepowac
w postaci dwdch stereoizomeréw: R-LA i S-LA [5, 8]. Tylko izomer R-LA jest synte-
zowany endogenicznie i moze by¢ kowalencyjnie przytaczony przez wiazanie ami-
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dowe do lizyny oraz moze dziala¢ jako kofaktor wspomagajacy enzymy katalizujace
reakcje chemiczne w organizmie [8].

2. KWAS a-LIPONOWY - WEASCIWOSCI BIOCHEMICZNE

Kwas a-liponowy jest bardzo rozpowszechniony w organizmach zywych.
Wystepuje w komorkach prokariotycznych i eukariotycznych. Jest istotnym elemen-
tem fancucha oddechowego, waznym i zasadniczym substratem w metabolizmie
energetycznym i w tworzeniu aminokwasow, a takze koenzymem w wieloenzyma-
tycznych kompleksach katalizujacych oksydacyjna dekarboksylacje a-ketokwasow
[7]. Literatura podaje wiele zastosowan leczniczych LA. Podstawowa wlasciwoscia
kwasu a-liponowego jest dzialanie przeciwutleniajace. Wedtug Packera i wspot-
pracownikow [18] przeciwutleniacz stosowany w terapii powinien spelniaé szereg
kryteriéw: reagowa¢ z wolnymi rodnikami, mie¢ mozliwos¢ chelatowania jonow
metali, wspotdziata¢ z innymi antyutleniaczami, uczestniczy¢ w ekspresji genow,
a takze powinien by¢ latwo absorbowany z diety oraz koncentrowac si¢ w tkankach,
komorkach i ptynach ustrojowych. Takie wlasnie cechy wykazuje LA.

Zaréwno kwas a-liponowy, jak i dihydroliponowy, dzialaja jako zmiatacze
wolnych rodnikéw. Reaktywne formy tlenu (ROS), ktére wystepuja w organizmie
w stanie homeostazy odgrywaja role obronng przed patogenami. Bedac w nadmia-
rze reagujg one jednak z podstawowymi strukturami organizmu: biatkami, lipidami
i DNA. Reakcje te moga powodowac ich uszkodzenia i wywolywa¢ grozne skutki
prowadzace do powstawania wielu choréb [19] oraz przyspieszaé proces starze-
nia si¢ organizmu [20]. LA reaguje z tlenem singletowym ('O,), natomiast DHLA
z rodnikiem ponadtlenkowym (O,") oraz peroksylowym (LOO"). Obydwa zwigzki
skutecznie unieszkodliwiajg rodniki hydroksylowe (OH") oraz kwas chlorowy(I)
(HOCQI) [18, 21].

Wchodzac w reakeje z rodnikowymi i nierodnikowymi ROS, kwas a-liponowy
przeksztalca si¢ w kationorodnik LA™ wedlug réwnania:

LA+OH > LA™ + OH" (1)

Kationorodnik ten jest znacznie mniej reaktywny niz ROS i nie stwarza juz tak
duzego zagrozenia dla komorek, oraz jest tatwo przeksztalcany ponownie w LA przy
udziale innych antyutleniaczy wewnatrzkomoérkowych (Asc, TOH) (Rys. 3).

Dzigki niewielkim rozmiarom czasteczek, kwas a-liponowy potrafi szybko
penetrowaé w glab komorek ludzkich gdzie przez redukcje grupy ditiolowej jest
przeksztalcany w kwas dihyhroliponowy (DHLA):
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Niski ujemny potencjat redoks (E” = 0,29V [22] lub 0,32V [3, 23, 24]) powo-
duje, ze DHLA jest silnym reduktorem. Dzieki temu potrafi skutecznie regenero-
wa¢ i przedluza¢ efektywno$¢ witaminy C i E. Wzmacnia dzialanie innych waznych
przeciwutleniaczy, takich jak koenzymu Q10, glutationu i kwasu dehydroaskorbino-
wego (DHAA) poprzez redukcje ich postaci rodnikowych i form utlenionych:

DHLA + GSSG > LA + 2GSH (3)
DHLA + DHAA - LA + Asc (4)

Procesy te zachodzg zar6wno w membranach, jak i fazie wodnej [3, 25, 26]
(Rys. 3). Synergistyczne oddzialywanie z innymi przeciwutleniaczami powoduje,
ze LA zyskuje miano ,antyutleniacza antyutleniaczy” [4]. Wplywa on ponadto
na obnizenie poziomu NADH, ktéry pelni istotng role w procesach oddychania
komorkowego [26] (Rys. 3).

Rysunek 3. Interakcje kwasu a-liponowego i dihydroliponowego z innymi przeciwutleniaczami [7]
Figure 3. Interactions of lipoic and dihydrolipoic acid with other antioxidants [7]

Zapobieganie stresowi oksydacyjnemu przez kwas a-liponowy i dihydrolipo-
nowy wigze sie réwniez z ich zdolno$cig do chelatowania jonéw metali. Jony zelaza,
miedzi czy kobaltu jako katalizatory biorg udzial w reakcjach enzymatycznych
bedac przenosnikami elektronéw. W postaci niezwigzanej z bialkami moga jednak
przyczyniac si¢ do generowania wolnych rodnikéw. Zaréwno LA jak i DHLA two-
rza w roztworach trwale zwiazki kompleksowe z jonami metali przejsciowych, np.
Fe*, Cu™, Zn*", Pb** eliminujac je w ten sposéb ze srodowiska. DHLA kompleksuje
dodatkowo jony Fe™*, a takze Co™, Ni** i Hg*". Kompleksowanie jonéw metali przez
obydwie postaci kwasu a-liponowego zachodzi z udziatem grupy karboksylowe;j.
DHLA wigze jony metali silniej niz LA, chociaz reakcje te moga by¢ powodem jego



826 A. SKORUPA, S. MICHALKIEWICZ

wlasciwosci prooksydacyjnych, czyli zdolnosci do uszkadzania innych zwigzkow
chemicznych i ich zamiany w wolne rodniki. Zaobserwowano, np. ze w obecnosci
jonéw Fe™ i Cu® moze wzrastaé stezenie rodnika hydroksylowego. Wiasciwosci
przeciwutleniajace przewazaja jednak nad niepozadanym dzialaniem prooksy-
dacyjnym [7, 25]. Wlasciwosci chelatujace kwasu a-liponowego chronig ponadto
przed konsekwencjami zatru¢ rtecig, arsenem, olowiem i innymi metalami cigzkimi
[27-30].

Ze wzgledu na wlasciwosci hepatoprotekcyjne i lipotropowe, LA jest czesto
stosowany takze w zatruciach grzybami oraz w leczeniu choréb watroby powodo-
wanych naduzywaniem alkoholu [6].

Kwas a-liponowy wplywa regulujaco na metabolizm weglowodanéw i lipi-
doéw co umozliwia stosowanie go przy ograniczeniu przyrostu masy ciata i otylosci,
redukeji poziomu lipoprotein o niskiej gestosci (LDL), calkowitego cholesterolu
i triglicerydéw [31]. Szczegolne zastosowanie lecznicze ma w przypadku neuropa-
tii cukrzycowej [6, 7]. Wynika to z hamowania akumulacji kwaséw tluszczowych,
zwiekszajgc wrazliwo$¢ na insuline u pacjentéw chorych na cukrzyce typu dru-
giego. Wzrasta tym samym wychwyt glukozy przez watrobe i migénie, a tym samym
zmniejsza si¢ jej stezenie we krwi. LA korzystnie wplywa na metabolizm komodrek
trzustki oraz ulatwia wytwarzanie insuliny, co jest zwigzane ze wspotdzialaniem
tego zwigzku z kompleksem dehydrogenazy pirogronianowej [5, 7, 32].

Wiasciwosci terapeutyczne LA przejawiajg sie rowniez w zapobieganiu miedzy
innymi skutkom starzenia, w leczeniu chordb zwigzanych ze stresem oksydacyjnym.
Naleza do nich choroby sercowo-naczyniowe [33], stwardnienie rozsiane [8, 34, 35]
oraz choroba Alzheimera [36]. Wazng i cenng cecha kwasu a-liponowego jest moz-
liwo$¢ jego migracji przez bariere krew-mozg, co jest pomocne w przypadku cho-
réb neurologicznych. Moze on dociera¢ do wszystkich komorek nerwowych gdzie
zwieksza poziom glutationu, ktdry pelni role swoistego neuroprzekaznika i niweluje
skutki stresu oksydacyjnego powstajacego np. w trakcie udaréw czy innych choréb
mozgowo-naczyniowych. LA moze takze fagodzi¢ skutki terapii przeciwnowotwo-
rowej. W badaniach nad zwierzetami stwierdzono, ze w trakcie podawania che-
mioterapeutykow zmniejszata si¢ aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych, obnizat
poziom przeciwutleniaczy wewnatrzkomorkowych (GSH, TOH i Asc) oraz nasi-
lala si¢ peroksydacja lipidéw. Suplementacja LA w duzym stopniu zapobiegala tym
skutkom [5, 7]. Jest on takze pozadanym skladnikiem ergogenicznym, czyli dopro-
wadzajacym do wzrostu sprawnosci, szybszej regeneracji oraz lepszej wydajnosci
calego organizmu.

Prowadzone s3 tez badania dotyczace wplywu LA na przebieg AIDS, cho-
roby wywolywanej przez wirus HIV, ktory uszkadza i niszczy limfocyty T,. Kwas
a-liponowy przerywa replikacje tego wirusa przez catkowite blokowanie aktywacji
czynnika jadrowego NF-«B, ktory jest odpowiedzialny za ekspresje gendw wirusa
(6, 37].
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Zalety terapeutyczne kwasu a-liponowego sprawiajg, Ze wzrasta zainteresowa-
nie jego zrodlami zewnetrznymi. W ukladach biologicznych wystepuje w postaci
zwigzanej jako lipolizyna (Rys. 2). Nie wiadomo jednak, czy kompleks ten sam
moze dziata¢ jako przeciwutleniacz, czy stuzy jako Zrédto wolnego LA. Dlatego tez
ostatnie badania skupiajg si¢ na okresleniu ilosci endogennego kwasu a-liponowego
w postaci LLys w tkankach roslinnych i zwierzecych, ktore sg typowymi sktadni-
kami diety czlowieka [23, 38].
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Rysunek 4.  Srednia zawartos¢ lipolizyny w suchej pozostatosci wybranych roglin i tkanek zwierzecych [38].
* — sproszkowana tkanka bydleca, # - liofilizowana tkanka szczurza

Figure 4. The mean lipoyllysine content of various plant and animal tissues [38]. * — powdered bovine
tissue, # — lyophilized rat tissue

Bardzo bogatym zrédlem lipolizyny w diecie czlowieka sa: szpinak, brokuly,
pomidory, zielony groszek, brukselka, otreby ryzowe (Rys. 4), a takze czerwone
mieso i podroby zwierzece (nerki, serce, watroba i in.). Stwierdzono jednocze$nie,
ze spozywanie kwasu a-liponowego jedynie wraz z naturalnymi skladnikami jest
wystarczajagce do proceséw metabolicznych, ale niedostateczne do celéw leczni-
czych. Spowodowane jest to faktem, ze LA jest przyswajany w formie LLys, ktora
nastepnie ulega hydrolizie we krwi z uwolnieniem kwasu a-liponowego wedtug
réwnania:
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Braki LA moga by¢ z powodzeniem uzupelniane w postaci syntetycznych
suplementéw. Przyjmowanie ich z posilkami zmniejsza jednak biodostepnos¢
kwasu. Mozna temu zapobiec spozywajac go na 30 minut przed lub 2 godziny po
positku [5, 7].

Wiele komercyjnie dostepnych suplementéw diety zawiera mieszaning race-
miczng enencjomerdw R i S. Badania dowiodly, ze latwiej przyswajalny jest enan-
cjomer R-LA (40-50% wicksze stezenie w osoczu niz S-LA). Moze to sugerowac, ze
R-LA jest bardziej odpowiedni do doustnej suplementacji, obecnos¢ formy S-LA
moze jednakze zapobiega¢ polimeryzacji zwigzku, a tym samym zwigksza¢ jego bio-
dostepnos¢ [39, 40].

Kwas a-liponowy przejsciowo gromadzi si¢ gléwnie w watrobie, sercu i mie-
$niach szkieletowych, ale takze znajduje si¢ w innych tkankach, takich jak jelita czy
zoladek. Bardzo szybko jest usuwany z krwioobiegu, co jest wynikiem metabolizo-
wania go w watrobie. Gléwne $ciezki metabolityczne to S-oksydacja i S-metylacja.
W wyniku f3-oksydacji, ktora zachodzi w obszarze fancucha weglowego bez naru-
szenia pierscienia ditiolowego, powstaja kwasy: bisnorliponowy i tetranorliponowy
(Rys. 5a, 5b). Natomiast produktami S-metylacji (redukcja pierscienia ditiolowego
i podstawienie grup metylowych) zidentyfikowanymi we krwi czlowieka sg kwas
4,6-bismetylotioheksanowy i kwas 2,4-bismetylotiobutanowy (Rys. 5¢, 5d) [7, 39,
41]. Wiekszos¢ metabolitéw jest usuwana z moczem. Moga one takze uczestniczy¢
w reakcjach kompleksowania jonéw metali. Kwasy bisnorliponowy i tetranorlipo-
nowy tworza kompleksy miedzy innymi z Cd** i Cu®, ktore s3 bardziej stabilne niz
z kwasem a-liponowym. Moze to by¢ skutkiem mniejszej odlegtosci miedzy grupa
karboksylows i pierscieniem ditiolowym [7].

a (0] c (0]
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Rysunek 5. Gléwne metabolity kwasu a-liponowego, kwasy: a — bisnorliponowy, b - tetranorliponowy,
¢ - 4,6bismetylotioheksanowy, d - 2,4-bismetylotiobutanowy

Figure 5. The main metabolites of a-lipoic acid, acids: a - bisnorlipoic, b - tetranorlipoic, ¢ - 4,6-bismethyl-
thiohexanoic, d - 2,4-bismethylthiobutanoic
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Oproécz dzialania wewnatrz organizmu, LA znalazl takze zastosowanie jako
konserwant w przemysle spozywczym i kosmetycznym [13]. Ze wzgledu na swoje
wlasciwosci przeciwutleniajgce, a takze mozliwo$¢ wnikania w glab skory, jest on
skladnikiem kremoéw do jej pielegnacji i ochrony przed skutkami starzenia oraz
dziatania promieniowania UV [42].

Prace badawcze na myszach i szczurach wykazaly, ze stosowanie kwasu
a-liponowego nie niesie ze sobg efektéw ubocznych. Przyblizona dawka powodujaca
zgon 50% zwierzat doswiadczalnych (LD, ) wynosi bez wzgledu na sposéb podawa-
nia 400-500 mg na kg masy ciata zwierzecia. Dlugotrwata suplementacja doustna
powoduje jedynie wzrost redukcji masy ciala. Nic takze nie wskazuje na kancero-
i teratogenne dzialanie kwasu a-liponowego. Nie zaleca si¢ jednak przyjmowania go
przez kobiety w cigzy. Efektami ubocznymi stosowania kwasu a-liponowego moga
by¢ skorne reakcje alergiczne, a w przypadku diabetykow, mozliwos¢ wystapienia
hipoglikemii (konsekwencja zwigkszenia zuzycia glukozy przy wysokich dawkach
LA) [18].

3. METODY OZNACZANIA

W ukladach biologicznych kwas a-liponowy wystepuje w trzech formach: wol-
nego kwasu, biatek wigzacych kwas stabymi wigzaniami wodorowymi oraz moc-
nymi wigzaniami kowalencyjnymi (lipolizyna).

Ze wzgledu na powszechne wystepowanie i wszechstronne zastosowanie tera-
peutyczne, oznaczanie LA w probkach biologicznych jest bardzo istotne do kontroli
jego zawartosci oraz poznania przemian metabolitycznych. Mozna go oznaczaé
w postaci wolnej lub w formie zwigzanej w lipolizyne [3, 43-46]. Do oznaczania
ilo$ciowego kwasu a-liponowego w prébkach biologicznych oraz suplementach
diety stosuje sie wiele technik analitycznych: wysokosprawng chromatografie
cieczowg (HPLC) z réznymi sposobami detekeji: chemiluminescencyjng [47],
spektrofotometryczna UV-Vis [48, 49], fluorescencyjna [50], elektrochemiczng
[51], chromatografie gazowa (GC) [52, 53], a takze spektrofotometri¢ [54-58],
elektroforeze kapilarng (CE) [59, 60], kulometrie [61, 62] oraz woltamperometrie
z zastosowaniem réznych materiatow elektrody pracujgcej [13, 63-66]. W Tabeli 2
przedstawiono przeglad metod analitycznych stosowanych do oznaczania kwasu
a-liponowego przede wszystkim w suplementach diety, farmaceutykach, osoczu
oraz produktach spozywczych.

Jak mozna zauwazy¢, przewazaja metody chromatograficzne, ale czgsto stoso-
wane s3 takze spektrofotometryczne i elektrochemiczne. Przewaga chromatografii
wiaze sie z jej zaletami, takimi jak: duza selektywnos¢, wysoka czulo$¢ oraz niskie
granice wykrywalnosci. Wadami tych technik sg jednak: wysokie koszty aparatury,
zlozony i diugotrwaly proces przygotowania probki. Na korzys¢ metod elektroche-
micznych przemawia natomiast tania aparatura, krotki i prosty sposob przygotowa-
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nia probki, szczegdlnie w przypadku matryc niebiologicznych oraz poréwnywalne
do metod chromatograficznych parametry analityczne.

Tabela 2. Przeglad najczesciej stosowanych metod oznaczania kwasu a-liponowego oraz ich podstawowe
parametry analityczne
Table 2. Overview of methods generally used for the determination of a-lipoic acid and their basic analyti-
cal parameters
Zakres lini $ci LOD L k
Metoda" Rodzaj probki aKres Im?YVOSCI 0 O OQ,I Odzys Lit.
ug mL ug mL pug mL %
HPLC-BDDE fi‘i‘gl;menty 0,01-60 3,00ngmL" | 10,00 ngmL" | 94,4-103,6 | [51]
HPLC-ESI-MS | Suplementy 0,005-1 0,003 bd? 96 [14]
HPLC-CEAD | diety 0,01-1 0,005 bd 96
Suplementy
HPLC-UV-Vis | diety 10-500 4,4 16,8 66-67 [15]
Farmaceutyki
Probki
iologi
HPLC-UV-vis | Diclogiczne 1,03-20,6 0,008 0,027 98-102,6 | [48]
Suplementy
diety
HPLC-UV-Vis | Farmaceutyki 50-175 0,5 1 98-102 [49]
Suplementy
HPLC-FL diety bd 0,0062 <0,021 95,7 [50]
Osocze
Suplementy
HPLC-CL diety 2,5-30 177 1,91 bd (47]
Produkty
spozywcze
RP-TLC Suplementy 500-1500 60 195 98,5-105,2 | [67]
diety
UV-Vis Farmaceutyki 10-50 0,46 1,38 101,41 [54]
UV-Vis Farmaceutyki 150-500 1,64-44,16 5,49-147,21 99,5-100,8 | [55]
UV-Vis Farmaceutyki 1-10 0,089 bd 99,7-101,4 | [56]
UV-Vis Farmaceutyki 0,01-0,1 0,018 bd 99,7-101,6 | [57]
Osocze
Farmaceutyki
UV-Vis Wodne ptyny 1,54-20,6 bd bd bd [58]
infuzyjne
CE Suplementy 10-900 0,8 25 97,8-983 | [59]
diety
Probki
CE robki 0,1-16,5 0,1 bd 953-112 | [60]
biologiczne
DPV (GCE) | Suplementy 0,5-15 0,37 13 98,2 [63]
diety
DPV (Pt) Osocze 2-165 2,71 10,84 bd [13]
DPV(BDDE) | L rOPKi 0,062-21,63 0,018 bd 95-97 | [64]
biologiczne
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Metoda” Rodzaj probki Zakres llnl?}'VOSCl LODi1 LOQ,] Odzysk Lit.
ug mL pug mL ug mL %

SWV (FTO) Suplementy 1,03-41,2 0,76 2,53 99,3-104,1 | [65]
diety
1

DPV(PG/CoPc) (Sj‘ilg yementy 0,1-3,9 07ngmL" | 2,5ngmL" | 99,0-103,0 | [66]

Miareczkowanie | Roztwory 2.4-356 118 bd bd (61]

kulometryczne | wzorcowe

1) objasnienia w spisie skrotow
2) bd - brak danych

3.1. WYSOKOSPRAWNA CHROMATOGRAFIA CIECZOWA (HPLC)

HPLC z r6znymi sposobami detekcji: elektrochemiczng, spektrofotometryczna,
chemiluminescencyjng, fluorymetryczng jest najczesciej stosowang technikg do
oznaczania LA.

Do analizy zawarto$ci LA w suplementach diety Siangproh i wspotpracownicy
[51] zastosowali chromatografie cieczowa w odwréconym ukladzie faz z detekcja
elektrochemiczng na elektrodzie diamentowej domieszkowanej borem (HPLC-
-BDDE). Fazg ruchoma byla réwnoobjetosciowa mieszanina acetonitryl-bufor
fosforanowy (pH 2,5). Optymalny potencjal do amperometrycznej detekeji LA to
1,05 V vs Ag/AgCl. Predkos¢ przeptywu eluentu wynosita 1,0 mL min™'. Metoda
odniesienia byta HPLC z detekcja spektrofotometryczng w zakresie UV [15]. Bada-
nia ilo$ciowe na probkach suplementéw wykazaly duzg zgodnos¢ z danymi dekla-
rowanymi przez producentdw, a otrzymane wyniki nie réznily sie znaczaco od tych
uzyskanych metodg odniesienia.

Durrani i wspélpracownicy [14] zastosowali takze HPLC lecz do detekeji uzyli
wielokanalowego detektora kulometrycznego (CEAD) lub jonizacji przez elektroroz-
pylanie sprzezone ze spektrometrig mas (ESI-MS). Oznaczano LA w suplementach
diety. W przypadku detekcji CEAD zastosowano elucje izokratyczng; faza ruchoma
byla mieszanina: acetonitryl-metanol-bufor fosforanowy pH 3 (350:65:585, v/v).
Detekcja ESI-MS wymagala uzycia mieszaniny 0,1% lodowatego kwasu octowego
z acetonitrylem (55:45, v/v) jako eluentu. Korzystano z wzorca wewnetrznego, kto-
rym byl bisfenol A. Wykazuje on podobne do LA wiasciwosci elektrochemiczne
i chromatograficzne. Wyniki uzyskane przy zastosowaniu detekcji CEAD i ESI-MS
byly poréwnanie co $wiadczy o bardzo dobrej korelacji obydwu metod. Natomiast
detekcja ESI-MS pozwolila uzyskaé nizsza granice wykrywalnosci (Tab. 2).

Do oznaczania LA w suplementach diety i farmaceutykach Aboul-Enein
i Hoenen [15] zastosowali chromatografie w odwrdconym ukladzie faz (RP-HPLC)
z detekcjg spektrofotometryczng przy diugosci fali 332 nm. Analizy wykonywano
w kolumnie Supelcosil LC-18, a eluentem byta mieszanina acetonitryl-0,05M mono-
fosforan potasu o pH = 2,5 w stosunku objetosciowym 45:55. Uzyskane wyjatkowo
duze wartosci LOD i LOQ (Tab. 2) sa wynikiem niewielkiego molowego wspdt-
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czynnika absorpcji LA przy wybranej dtugosci fali (Tab. 1). Metoda byla selektywna
wzgledem LA, nie obserwowano sygnaléw pochodzacych od innych skladnikow
leku.

Taki sam typ detekcji, ale przy innej dlugosci fali zastosowat Santos Perreira
z zespolem [48] do analizy zawarto$ci LA w suplementach diety oraz probkach
biologicznych. Stosowano detekcje przy dlugosci fali 220 nm. Metoda ta jest reko-
mendowana przez Farmakopee Amerykanska. Eluentem byla mieszanina metanol-
-diwodorofosforan potasu o stezeniu 5 mM-acetonitryl (52:40:8, %). Otrzymano
znacznie nizsze wartosci LOD i LOQ niz w przypadku metody wyzej opisanej [15]
(Tab. 2). Uzyskane wyniki sa zgodne z deklaracja producentow.

Te samg metode zastosowal Rajkumar ze wspétpracownikami [49] do badania
zawarto$ci LA w obecnosci innych substancji czynnych w lekach. Jako wypelnienie
kolumny autorzy zastosowali faze C18, a eluentem byla réwnoobje¢tosciowa mie-
szanina acetonitrylu i roztworu zawierajacego 20 mM octanu amonu i 30% kwasu
octowego (pH 4,6). Detekcje prowadzono przy dlugosci fali 210 nm. Substancjg
towarzyszaca byt allopurinol, ktéry jest sktadnikiem lekéw stosowanych w choro-
bach zwigzanych z podwyzszonym poziomem kwasu moczowego, takich jak dna
moczanowa. Uzyskane wartosci LOD i LOQ byly zdecydowanie nizsze dla allopu-
rinolu (odpowiednio 3 ng mL™" i 10 ng mL™") w poréwnaniu do LA (Tab. 2). Jego
obecnos¢ nie przeszkadza w oznaczaniu LA. Wedlug autoréw zastosowana metoda
jest wiec selektywna, doktadna, precyzyjna, i moze by¢ zastosowana do rutynowych
analiz obydwu zwiazkow.

Innym sposobem detekcji stosowanym w HPLC jest fluorymetria (FL). Cza-
steczka LA nie posiada zadnych grup fluoroforowych, dlatego wymagane jest
zastosowanie chemicznej modyfikacji poprzez wprowadzenie reagentéow fluory-
genicznych. Satoh i inni [50] oznaczali jednocze$nie LA i DHLA w suplementach
i probkach biologicznych. Powstale pochodne wykazuja fluorescencje przy diu-
go$ciach fal 510 nm (emisja), 380 nm (wzbudzenie). Rozdzielania dokonywano w
odwréconym ukladzie faz z zastosowaniem elucji gradientowej za pomoca miesza-
niny woda-acetonitryl z dodatkiem 0,1% kwasu trifluorooctowego (TFA). Sktad
eluentu zmieniano od 95:5 do 5:95 przez 40 minut utrzymujgc staty dodatek TFA.
Taki sposob wykrywania zwigzkéw po derywatyzacji jest bardziej czuly i selektywny
niz w przypadku detekcji spektrofotometrycznej. Otrzymane wartosci LOD i LOQ
byly nizsze niz te uzyskane w HPLC-UV-Vis (Tab. 2). Poniewaz DHLA nie jest
skladnikiem suplementdw, oznaczanie obydwu zwigzkéw obok siebie moze mie¢
zastosowanie w przypadku probek biologicznych. Metoda HPLC z detekejg fluory-
metryczng pozwala na oznaczenie LA w probkach biologicznych, ale etap derywaty-
zacji jest czasochlonny i stwarza ryzyko popelnienia btedow analitycznych.

Kwas a-liponowy mozna takze oznacza¢ metodg HPLC z zastosowaniem detek-
cji chemiluminescencyjnej (CL). Badania prowadzone przez Wolyniec i wspélpra-
cownikéw [47] opieraly si¢ na pomiarze chemiluminescencji bedacej wynikiem
reakcji LA z manganianem(VII) potasu w roztworze heksametafosforanu sodu
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o pH 3. Staba chemiluminescencja moze by¢ dodatkowo wzmocniona w obecnosci
formaldehydu. Pomiary chromatograficzne prowadzone byly w kolumnie Cosmosil
5C18-MS-I1 z elucjg izokratyczng za pomocg mieszaniny acetonitrylu i diwodoro-
fosforanu potasu o stezeniu 0,05M, pH 3 (30:70, v/v). Chemiluminescencja jako
technika detekcji w HPLC wydaje si¢ by¢ bardzo atrakcyjna z powodu jej wysokiej
czulosci i selektywnosci oraz mozliwosci oznaczania wolnego LA w matrycach bio-
logicznych. Proponowana metoda jest szybka, precyzyjna, dokladna i ekonomiczna.
Jest ona prostsza niz detekcja fluorymetryczna.

3.2. CHROMATOGRAFIA CIENKOWARSTWOWA (TLC)

Ravanic¢ z zespolem [67] analizowali zawarto$¢ kwasu a-liponowego w prepara-
tach farmaceutycznych i suplementach diety za pomocg chromatografii cienkowar-
stwowej w odwrdconym ukladzie faz (RP-TLC). Sorbentem byt zel krzemionkowy
60RP-18F ., , natomiast eluent stanowila mieszanina 2-propanol-metanol-ace-
ton-woda-kwas octowy w stosunku objeto$ciowym 6:4:2:8:0,2. Po rozwinieciu
chromatogram spryskiwano roztworem chlorku palladu(II), a pojawiajace si¢ zotte
plamki byly wizualizowane swiattem przy dlugosci fali 375 nm. Droga rozwijania dla
LA i DHLA wynosita odpowiednio 43,0 oraz 34,2 mm. Inne, bardziej polarne sktad-
niki, jak na przyktad aminokwasy czy karnityna mialy znacznie wigksze wspolczyn-
niki retencji. Pomiary densytometryczne wykazaly, ze istnieje ilosciowa zalezno$¢
miedzy polem powierzchni plamki a stezeniem naniesionej substancji. Umozliwilo
to sporzadzenie krzywej kalibracyjnej i wyznaczenie granic wykrywalnosci i ozna-
czalnodci, ktdre sg zdecydowanie wigksze niz w przypadku chromatografii kolum-
nowej (Tab. 2). Opracowana metode zastosowano do analizy zawartosci LA w pre-
paratach farmaceutycznych i suplementach diety. Wykazywala ona duzy odzysk,
a wyniki byly poréwnywalne do metody odniesienia, ktdrg byta wysokosprawna
chromatografia cieczowa (HPLC) rekomendowana przez Farmakopee Europejska.

3.3. CHROMATOGRAFIA GAZOWA (GC)

Chromatografia gazowa (GC), szczegélnie sprz¢zona ze spektrometria mas
(GC-MS) jest uwazana za bardzo czulg i specyficzng metode do oznaczania endo-
gennego kwasu a-liponowego [52, 53]. Wymaga ona jednak skomplikowanego
procesu przygotowania probki, co moze wplyngé na zmniejszenie odzysku. LA
zwigzany z bialkiem musi by¢ uwolniony przez kwasowg lub zasadowa hydrolize
w wysokich temperaturach, co prowadzi do jego rozkladu i ostatecznie do strat
wolnego kwasu a-liponowego. Metody alternatywne, takie jak enzymatyczne testy
immunologiczne nie prowadza do wzrostu dokladnosci i czutos$ci pomiaréw [38].
Rézne metody oznaczania kwasu a-liponowego i zwigzkéw pokrewnych, np.: kwasu
dihydroliponowego, lipoamidu, liponianu metylu, lipolizyny i innych za pomocg
chromatografii gazowej (GC) szeroko opisal Kataoka [52].
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3.4. SPEKTROFOTOMETRIA

Metody spektrofotometryczne sg stosowane nie tylko do detekcji w innych
technikach analitycznych, ale mogg stanowi¢ odrebny sposob oznaczania kwasu
a-liponowego. Gléwnym problemem w oznaczeniach spektrofotometrycznych
LA jest brak sprzezonego wigzania podwojnego w jego strukturze. Jedynie pier-
$cien ditiolowy wykazuje niewielkg absorpcje przy dlugosci fali 330 nm [16]. Niska
warto$¢ molowego wspolczynnika absorpcji (Tab. 1) powoduje, ze spektrofotome-
tryczne oznaczanie wolnego LA charakteryzuje sie niewielka czutoscia. Takg metode
zastosowali Patel i wspolpracownicy [54] do oznaczania LA w obecnosci allopuri-
nolu w preparatach farmaceutycznych. Jako $rodowiska uzyli roztworéw metano-
lowych. W przypadku oznaczania kwasu a-liponowego podstawa do konstrukeji
krzywej kalibracyjnej i wyznaczenia LOD i LOQ byl pomiar pola powierzchni pod
widmem w zakresie 310-390 nm. Analiza allopurinolu opierata si¢ natomiast na
pomiarze absorbancji w maksimum pasma (250 nm). Wedlug badaczy zapropono-
wana metoda moze by¢ z powodzeniem stosowana do oznaczania tych substancji
w lekach.

Metanol byl réwniez rozpuszczalnikiem stosowanym do oznaczania kwasu
a-liponowego w preparatach farmaceutycznych przez Gotiego i zespot [55]. Jego
podstawa byla analiza widm UV-Vis zerowego rzedu i ich pierwszej pochodnej. Do
okreslenia parametréw analitycznych wykorzystano pomiar absorbancji w mak-
simum pasma oraz pola powierzchni pod widmami absorpcji. Wartoéci granic
wykrywalno$ci i oznaczalno$ci ustalone na podstawie pomiaru absorbancji przy
dhugosci fali 322 nm byly wyzsze (odpowiednio 44,16 i 147,21 ug mL ™) w poréw-
naniu z warto$ciami uzyskanymi metoda pomiaru pola powierzchni pod widmem
(1,64 i 5,49 pug mL™"). Odzysk LA bez wzgledu na sposéb interpretacji widm byt
w zakresie 99,5-100,8%.

W celu zwigkszenia czutosci pomiardéw spektrofotometrycznych przeksztalca
sie oznaczang substancje w produkty pochtfaniajace $wiatlo. Walash z zespotem [56]
zastosowal prostg i czula metode oznaczania LA w preparatach farmaceutycznych
uzywajac zasadowego roztworu manganianu(VII) potasu jako utleniacza. Reagent
taki utlenia zwiazki siarkowe, a sam przechodzi w zielono zabarwiony jon manga-
nianu(VT), ktéry absorbuje promieniowanie o dtugoéci 610 nm:

oM D
R—S, + 4MnO; —— > R_g + 4MnO% (6)

\
S— S=0

Proponowana metoda jest wedlug autoréw prosta, doktadna, precyzyjna, czula,
szybka i tania, a granica wykrywalno$ci wynosi 0,089 pg mL™".

Do oznaczenia LA metodg UV-Vis mozna takze uzy¢ innych reakcji redoks
[57]. Jedna z nich jest reakcja miedzy azydkiem sodu i jodem przebiegajaca w roz-
tworach zakwaszonych. Jej produktami sa jon jodkowy oraz wolny azot. Obecnos$¢
zwigzkow siarkowych i tiolowych, w tym réwniez LA znacznie przyspiesza reakeje.
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Metoda opiera si¢ na zmianach absorbancji przy dlugosci fali 348 nm, proporcjo-
nalnych do stezenia LA. Procedura byla zastosowana przez autoréw do oznaczania
LA w farmaceutykach i osoczu. Granica wykrywalnosci wyznaczona tym sposobem
wynosi 0,018 ug mL ™" i jest nizsza niz w przypadku zastosowania reakcji z manga-
nianem(VII) potasu [56].

Podstawg spektrofotometrycznego oznaczania LA moga by¢ réwniez reak-
cje kompleksowania. Taki sposob zastosowali Kori¢anac z zespolem [58]. Metoda
opiera si¢ na tworzeniu polfaczenia kompleksowego pomiedzy palladem(II) i LA
w roztworze buforu Brittona-Robinsona o pH 2,2. W jego powstaniu biorg udziat
atomy siarki pierscienia ditiolowego. Proponowang strukture kompleksu przedsta-
wia Rysunek 6.

0}
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Rysunek 6. Proponowana struktura kompleksu kwasu a-liponowego i palladu(II)
Figure 6. Suggested structure of complex a-lipoic acid with pallad(II)

Rejestrowane widma absorbancji utworzonego polaczenia kompleksowego
wykazuje maksimum absorpcji przy diugosci fali 365 nm. Liniowa zalezno$¢
A = f(c) w zakresie 1,54-20,6 ug mL ™" (Tab. 2) byta podstawg do oznaczanie LA
w lekach i wodnych ptynach infuzyjnych.

3.5. ELEKTROFOREZA KAPILARNA (CE)

Spektrofotometria jako metoda detekcji znajduje réwniez zastosowanie w elek-
troforezie kapilarnej (CE). Takg metode zastosowali Sitton i wspdtpracownicy [59]
do analizy zawarto$ci kwasu a-liponowego w suplementach diety. Oznaczenie pro-
wadzono w roztworach buforu fosforanowego o stezeniu 50 mM i pH 7 zawieraja-
cych 20% metanolu (v/v) przy napieciu 15 kV. Zastosowano detekcje spektrofotome-
tryczng przy dlugosci fali 208 nm. Autorzy nie zaobserwowali sygnatéw od innych
sktadnikow preparatu. Wada stosowanej metody jest adsorpcja LA na $ciankach
kapilary, co wigze si¢ z potrzeba jej czestego przemywania. Szeroki zakres liniowo$ci
oraz niskie granice wykrywalnosci i oznaczalno$ci (Tab. 2) wskazujg na mozliwos¢é
zastosowania opracowanej metody do analizy ilosciowej LA w farmaceutykach.

Oznaczanie LA w probkach biologicznych wymaga zwykle potraktowania jej
rozpuszczalnikami organicznymi w celu wyeliminowania makroczasteczek, np. bia-
tek. Li i wspotpracownicy [60] zaproponowali elektroforeze kapilarna z zatezaniem
metoda spietrzania przy uzyciu mieszaniny acetonitrylu i chlorku sodu (ang. ace-
tonitryl-salt stacking, ASS). Sposob zatezania analitow ta metoda opisali weze$niej
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Mrass i Bald [68]. Zastosowane napi¢cie podczas oznaczania LA wynosito 7,0 kV,
a elektrolitem podstawowym byt 90 mM bufor boranowy (pH 9,1). Badania dowio-
dly, ze opracowang metode mozna stosowa¢ do oznaczania LA na poziomie mikro-
molowym.

3.6. METODY ELEKTROCHEMICZNE

Alternatywg dla chromatografii i spektrofotometrii, czgsto stosowanych do
analizy zawartosci kwasu a-liponowego sa metody elektrochemiczne. W przypadku
LA zwigzanego w bialko gléwnym problemem napotykanym przy ich stosowaniu
moze by¢ konieczno$¢ stosowania wstepnego etapu hydrolizy. Poniewaz wolny kwas
a-liponowy jest najwazniejszg postacig terapeutyczna, jest on najczestszym obiek-
tem badan elektrochemicznych. Procesy elektrodowe bedace podstawa oznaczania
sa najczesciej badane na klasycznych elektrodach wykonanych z platyny [13] lub
szklistego wegla [63]. Coraz cze$ciej stosowane sg obecnie elektrody o modyfikowa-
nych powierzchniach [64-66].

Przygotowanie roztwordéw do badan elektrochemicznych jest zwykle znacznie
prostsze niz w przypadku chromatografii. Czesto ogranicza sie ono do rozpuszcze-
nia preparatu w odpowiednim rozpuszczalniku. Taka procedura zostala zastoso-
wana w pracy [63]. Rozpuszczalnikiem byla mieszanina wody i metanolu (1:1, v/v).
Powstaly roztwdr wymagat jedynie saczenia. Elektrolitem podstawowym byt 0,1 M
bufor fosforanowy (pH 6,9). Materialem elektrody pracujacej byl szklisty wegiel
(GCE). Do oznaczen ilo$ciowych zastosowano woltamperometri¢ pulsowg roz-
nicowg (DPV). Podstawg oznaczania LA byl jego pik utleniania obserwowany na
woltamperogramach przy potencjale 0,8 V vs Ag/AgCl. Wada opracowanej metody
jest mozliwos¢ interferencji sygnaléw pochodzacych od innych elektroaktywnych
substancji towarzyszacych, dajacych sygnaly w podobnym zakresie potencjaléw, na
przyklad kwas askorbinowy, moczowy czy glukoza.

Réwniez w przypadku matryc biologicznych takich jak osocze krwi ludzkiej,
przygotowanie probki do oznaczania wolnego kwasu a-liponowego nie jest skom-
plikowane. Marin ze wspdtpracownikami [13] rozpuszczali probki krwi w roztworze
0,2 M buforu octanowego o pH 4,5 (1:24, v/v). Pomiary elektrochemiczne prowa-
dzone byly w ukiadzie tréjelektrodowym. Elektroda pracujacg byt dysk platynowy,
elektroda pomocniczg - drut platynowy, a potencjal mierzono wzgledem elektrody
chlorosrebrowej (Ag/AgCl). Elektrolitem podstawowym byt 0,2 M bufor octanowy
o pH 4,5. Roztwory zawieraly ponadto dodatek 0,9% NaCl, ktérego obecnos¢ byta
uzasadniana jego czestym wystepowaniem w plynach ustrojowych organizmu ludz-
kiego oraz zapobieganiem utlenianiu glukozy. Badania wstepne pozwolily okresli¢
charakter i mechanizm utleniania LA, ktory jest procesem nieodwracalnym i prze-
biega z wymiang jednego elektronu i jednego protonu, wedltug zaproponowanego
przez autoréw [13] réwnania:
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Analiza zawarto$ci LA w osoczu krwi opierala si¢ na krzywych DPV rejestro-
wanych w roztworach o podanym skfadzie. Dobrze uksztaltowany pik przy poten-
cjale 0,66 V vs Ag/AgCl odpowiada utlenianiu LA. Stwierdzono, ze inne substancje
mogace wystepowaé w osoczu, takie jak kwas askorbinowy czy moczowy nie inte-
referuja z sygnalem utleniania LA. Autorzy uznali metode woltamperometryczna
za prosta i wiarygodna do bezposredniego oznaczania LA z granica oznaczalno$ci
wynoszacg 10,84 ug mL™'. W opracowanej metodzie jest potrzebna niewielka ilo-
$ci probki badanej, ktorej przygotowanie nie wymaga skomplikowanych procedur.
Moze ona by¢ stosowana w badaniach klinicznych do doktadnych i czutych analiz
wymaganych w diagnostyce réznych choréb wywolanych stresem oksydacyjnym.

Technike DPV do oznaczania LA w moczu przy uzyciu elektrody diamentowe;
domieszkowanej borem (BDDE) zastosowali Stankovi¢ z zespotem [64]. Elektro-
litem podstawowym byl bufor Brittona-Robinsona o pH 3. Dobrze zdefiniowany
pik utleniania otrzymano przy potencjale okoto 0,9 V vs Ag/AgCl. W poréwna-
niu do wyzej wymienionych metod, autorzy [64] uzyskali znacznie nizszg warto$é
LOD wynoszacg 0,018 ug mL ™. Badania wykazaly, ze obecno$¢ kwaséw moczowego
i askorbinowego nie przeszkadza w oznaczeniach LA, podczas gdy sygnat pocho-
dzacy od dopaminy interferuje z pikiem utleniania LA. Proces utleniania obydwu
zwiazkow jest uzalezniony od zmiany pH roztworu. Zwigkszenie pH do 6 moze
powodowac rozdzielenie sygnatéw i umozliwi¢ analize.

Woltamperometrig¢ fali prostokatnej (SWV) z zastosowaniem innego rodzaju
elektrody pracujacej do analizy LA w suplementach diety przedstawili Miranda
z zespotem [65]. Byla nig elektroda z tlenku cyny domieszkowana fluorem (FTO).
Elektrolit podstawowy stanowil roztwoér kwasu siarkowego(VI) o pH 2. Elektroulte-
nianie LA przebiega wedlug mechanizmu EC opisanego réwnaniem:

O o}

+H,0
OH o~ oH + 2w (8)
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Badania wstepne wykazaly, ze w takich warunkach obserwowany jest dobrze
uksztaltowany pik utleniania LA przy potencjale 0,95 V vs Ag/AgCl. Sygnal ten
moze by¢ wykorzystany do ilosciowego oznaczanie LA w preparatach farmaceu-
tycznych. Wyznaczono zakres liniowosci (1,03-41,2 ug mL™) oraz wartoéci LOD
iLOQ (odpowiednio 0,7612,53 ug mL™). Niestety obecnos¢ kwaséw askorbinowego
i moczowego wplywa niekorzystnie na wyniki pomiaréw poniewaz utlenianie tych
zwigzkow na FTO zachodzi w podobnym do LA zakresie potencjaléw. Prezento-
wana metoda nie moze wigc by¢ zastosowana do analizy LA w probkach biologicz-
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nych, takich jak osocze czy mocz. Mozna ja natomiast stosowa¢ w oznaczeniach LA
w suplementach nawet w obecnosci ryboflawiny, kwasu foliowego czy witaminy B, .

Ferreira z zespolem [66] badali proces utleniania LA na elektrodzie wykona-
nej z pirolitycznego grafitu modyfikowanego ftalocyjanianem kobaltu (PG/CoPc).
Badania ilo$ciowe prowadzono technika DPV w buforze fosforanowym o pH 7,0.
Zakres liniowosci zaleznodci natezenia pradu piku (I) od stezenia analitu jest
znacznie wezszy niz w przypadku uzyskanego na elektrodzie FTO [65], ale granice
wykrywalnosci i oznaczalno$ci sa nawet 1000-krotnie nizsze (Tab. 2). Oznaczanie
LA w suplementach diety prowadzono metodg wielokrotnego dodatku wzorca.
Odzysk w proponowanej metodzie wynosit 99-103%.

Do oznaczania LA mozliwe jest réwniez zastosowanie miareczkowania kulo-
metrycznego. Wykazali to Ziyatdinova z zespotem [61] w badaniach opartych na
roztworach wzorcowych. Jako titranty moga by¢ uzyte Cl, i Br, generowane na elek-
trodzie platynowej w wodnych roztworach zakwaszanych kwasem siarkowym oraz
I, w buforze winianowym o pH 3,56. LA reaguje z chlorem w stosunku stechiome-
trycznym 1:5, a z bromem i jodem 1:2. Punkt koicowy miareczkowania okreslano
biamperometrycznie. Autorzy uzyskali odzysk na poziomie 97,9-101,9; 100,7-105,7
199,0-103,1% odpowiednio dla CL, Br, i1, jako titrantéw. Uzyskane wyniki pozwo-
lity na stwierdzenie, ze przedstawiona metoda jest prosta, czula i szybka do ozna-
czania LA.

Tego samego typu miareczkowanie z zastosowaniem elektrogenerowanego
chloru do oznaczania kwasu a-liponowego testowali Ciesielski i Skowron [62].
Niestety reakcja LA z Cl, przebiega zbyt wolno i niecatkowicie. Mimo wielu préb
autorom nie udato si¢ dobra¢ warunkéw umozliwiajacych oznaczanie LA z bledem
ponizej 10%.

3.7. OZNACZANIE LA ZWIAZANEGO W LIPOLIZYNE

Oznaczanie kwasu a-liponowego w zywnosci pochodzenia roslinnego i zwie-
rzecego moze by¢ utrudnione poniewaz wystepuje on zaréwno w formie wolnej, jak
i zwigzanej z biatkami w postaci lipolizyny. W zwiazku z tym analiza moze doty-
czy¢ wolnego LA, jego zredukowanej formy (DHLA), LLys lub catkowitej zawar-
tosci analitu. Kazda z tych analiz wymaga innego sposobu przygotowania probki.
W przypadku oznaczania wolnego LA stosuje si¢ metody niehydrolityczne. Ana-
liza calkowitej zawarto$ci wymaga natomiast zastosowania metod hydrolitycznych
(Rys. 7).
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Rysunek 7. Metody przygotowania probek biologicznych do oznaczania LA [43]
Figure 7. Biological sample preparation methods to determination LA [43]

W celu oznaczenia LA w polaczeniach kowalencyjnych z bialkami w prob-
kach zywnosci, takich jak jaja czy watroba drobiowa, nalezy zastosowa¢ drastyczne
warunki hydrolizy kwasowej [69]. Nastepuje ona poprzez gotowanie prébki z 12 M
kwasem siarkowym przez 6 godzin w temperaturze 125°C. Hydrolizat ekstrahowany
jest nastepnie benzenem, oznaczanie LA przeprowadza si¢ metoda chromatografii
gazowej z detekcja ptomieniowo-jonizacyjna (GC-FID). Odzysk w proponowanej
metodzie wynosit 34% i byt okreslony na podstawie kwasu a-liponowego znakowa-
nego izotopem "“C. Zwiekszenie odzysku do 60-70% Mattulat i Baltes [46] uzyskali
poprzez zmniejszenie stezenia kwasu siarkowego do 2 M i ogrzewanie hydrolizo-
wanych probek watroby, nerek i migsa w temperaturze 120°C przez 7 godzin. Po
ekstrakeji i derywatyzacji, LA oznaczano za pomocg GC-MS.

Do analizy LA w skomplikowanych matrycach mozna takze zastosowac¢ hydro-
liz¢ zasadowg. Kataoka z zespotem [53] ogrzewali probki zywnosci zadawanej roz-
tworem 3 M wodorotlenku sodu w temperaturze 110°C przez 3 godziny. Roztwory
zawieraly ponadto surowiczg albumine wotowa zapobiegajaca utlenianiu LA. Po
przeprowadzeniu LA w lotng pochodna, jego zawarto$¢ analizowano za pomoca
chromatografii gazowej z detektorem plomieniowo-fotometrycznym (GC-FPD).
Odzysk LA w przypadku drobiu, migsa, mleka, jaj zawieral si¢ w granicach 50-60%.

Innym rodzajem przygotowania probki biologicznej do oznaczania LA jest
hydroliza enzymatyczna. Zastosowali jg Satoh z zespotem [45] do uwolniania LLys
z biatek tkanek zwierzecych poprzez reakcje z enzymami takimi jak: pronaza E
i subtylizyna. W przypadku prébek roslinnych, np. szpinaku dodatkowo stosowano
celulazg, ktéra miata za zadanie zniszczenie $cian komoérkowych zawierajacych
celuloze. Po odbialczaniu, odwirowaniu, derywatyzacji i filtrowaniu, probki byty
analizowane za pomocg HPLC z detekcja fluorescencyjng. Odzysk LLys miescit sie
w granicach 99-107%.
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UWAGI KONCOWE

Kwas a-liponowy jest produkowany w organizmie czlowieka w niewielkich ilo-
$ciach, a jego biosynteza zachodzi w mitochondriach. LA jest zwigzkiem o bardzo
szerokim spektrum aktywno$ci terapeutycznej i biologicznej. Jego ilosci wytwarzane
w organizmie nie sg wystarczajace, dlatego tez powinien by¢ dostarczany do organi-
zmu z zewnetrznych zrédel. Pokarm jest drugim, oprécz syntezy de novo, zréodlem
tego zwigzku. LA jest doskonatym antyutleniaczem, ktéry moze przeciwdziata¢
konsekwencjom starzenia si¢ organizmu. Stosowany jest gtéwnie w leczeniu neu-
ropatii cukrzycowej, oraz w terapii choréb ukladu sercowo-naczyniowego, stward-
nienia rozsianego oraz choroby Alzheimera. Wazna zaletg kwasu a-liponowego jest
regeneracja zredukowanych postaci innych przeciwutleniaczy, takich jak witaminy
CiE oraz glutation. Dzigki temu wzmaga si¢ ich terapeutyczne dzialanie, jednocze-
$nie istotnie zmniejszajac skutki stresu oksydacyjnego wywotanego nadprodukcja
wolnych rodnikoéw.

Tak wszechstronne dziatanie i wystepowanie sklania do opracowywania metod
jego oznaczania. Zrodla literaturowe wskazujg, ze w postaci wolnej LA jest oznaczany
gltownie za pomoca chromatografii cieczowej, a takze gazowej, elektroforezy kapilar-
nej, technikami spektrofotometrycznymi oraz elektrochemicznymi. W komarkach
rodlinnych i zwierzecych wystepuje on gléwnie w postaci lipolizyny. Oznaczanie
tak zwigzanego LA wymaga zastosowania odpowiedniego sposobu przygotowania
probki. Jest to zazwyczaj hydroliza kwasowa, zasadowa lub enzymatyczna.
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