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SPIS SKRÓTÓW I AKRONIMÓW 
 

Skrót/akronim Termin polski Termin angielski 

ABD-F 
4-aminosulfonylo-7-fluoro- 

2,1,3-benzoksadiazol 

4-aminosulfonyl-7-fluoro-

2,1,3-benzoxadiazol 

APMB 
2-(4-aminofenylo)- 

6-metylobenzotiazol 

2- (4-aminophenyl) - 

6-methylbenzothiazole 

ATP adenozynotrifosforan adenosine triphosphate 

BNLA kwas bisnorliponowy bisnorlipoic acid 

Br-AMN 2-bromoacetylo-6-metoksynaftalen 
2-bromoacetyl- 

6-methoxynaphthalene 

Br-DMC 
4-bromometylo- 

6,7-dimetoksykumaryna 

4-bromomethyl- 

6,7-dimetoksykumaryna 

BSTFA 
N,O-bis-(trimetylosililo) 

trifluoroacetamid 

N,O-bis-(trimethylsilyl) 

trifluoroacetamide 

BzCl chlorek benzylu benzyl chloride 

CDCl3 deuterowany chloroform deuterated chloroform 

CEAD 
wielokanałowy detektor 

kulometryczny 
culometric electrode array 

detector 

CE elektroforeza kapilarna capillary electrophoresis 

CL detekcja chemiluminescencja 
chemiluminescence 

detection 

CMPI jodek 2-chloro-1-metylopirydyniowy 
2-chloro- 

1-methylpyridinium iodide 

CMQT 
tetrafluoroboran 2-chloro- 

1-metylochinoliniowy 

2chloro- 

1-methylquinolinium 

tetrafluoroborate 

CoA koenzym A coenzyme A 

DAD detector diodowy diode array detector 

DBAF 2,4’-dibromoacetofenon 2,4'-dibromoacetophenone 

DHLA  kwas dihydroliponowy dihydrolipoic acid 

DIBAL-H wodorek diizobutyloglinu 
diisobutylaluminum 

hydride solution 

DPV 
różnicowa woltamperometria 

pulsowa  

differential pulse 

voltammetry 

EC,  ECD detekcja elektrochemiczna electrochemical detection 

ECF chloromrówczan etylu ethyl chloroformate 
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Skrót/akronim Termin polski Termin angielski 

EDAC 
1-etylo-3-(3- dimetyloaminopropylo) 

karbodiimina 

1-ethyl-3- 

(3-dimethylaminopropyl) 

carbodiimide  

ESI jonizacja przez elektrorozpylanie  electrospray ionization  

FI, FIA analiza przepływowa flow analysis 

FID detekcja płomieniowo - jonizacyjna flame ionization detection 

FL detekcja fluorymetryczna fluorimetric detection 

FPD 
detektor płomieniowo – 

fotometryczny 
flame photometric detector 

GC   chromatografia gazowa gas chromatography 

GCE elektroda ze szklistego węgla glassy carbon electrode 

GR reduktaza glutationowa glutatione reductase 

HOBN kwas 3-hydroksybisnorliponowy 3-hydroxybisnorlipoic acid 

HPLC 
wysokosprawna chromatografia 

cieczowa 

high performance liquid 

chromatography 

LA kwas liponowy lipoic acid 

LAM lipoamid lipoamid 

LC chromatografia cieczowa liquid chromatography 

lipa syntaza liponianowa liponate synthase 

lipB i lplA ligaza ligase 

LLE ekstrakcja w układzie ciecz-ciecz liquid-liquid extraction 

LLys lipolizyna lipoyllysine 

LOD granica wykrywalności limit of detection 

LOQ granica oznaczalności limit of quantification 

MALDI-TOF-MS 

spektrometria mas z laserową 

desorpcją wspomagana matrycą 

sprzężoną z analizatorem czasu 

przelotu jonów 

matrix assisted laser 

desorption/ionization time-

of-fight mass spectrometry 

mBBr monobromobiman monobromobiman 

4-MBA alkohol 4-metoksybenzylowy 4-methoxybenzyl alcohol 

MeOD deuterowany metanol deuterated methanol 

MS spektrometria mas mass spectrometry 
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Skrót/akronim Termin polski Termin angielski 

MS/MS tandemowy spektrometr mas  tandem mass spectrometer 

MSTFA 
N-metylo- 

N-(trimetylosililo)trifluoroacetamid 

N-methyl- 

N- (trimethylsilyl) 

trifluoroacetamide 

MTBE  eter tert-butylometylowy tert-butyl methyl ether 

MTBSTFA 
N-tert-butylodimetylo-

sililotrifluoroacetamid 

N-tert-butylodimetylo-

sililotrifluoroacetamid 

PIAA N-(1-pyreno)jodoacetamid 
N- (1-pyreno) 

iodoacetamide 

PMIA 
N-(1-pyrenometylo)  

jodoacetamid 

N- (1-pyrenometylo) 

iodoacetamide 

PTA alkilowanie międzyfazowe phase transfer alkilation 

RP-HPLC 
chromatografia cieczowa  

w odwróconym układzie faz 

liquid chromatography 

reversed phase 

RFT reaktywne formy tlenu reactive oxygen species 

SBD-F 
4-fluoro-2,1,3-benzoksadiazolo- 

7-sulfonian amonu 

ammonium 4-fluoro- 

2,1,3-benzoxadiazole- 

7-sulfonate 

SPE ekstrakcja do fazy stałej solid phase extraction 

TLC chromatografia cienkowarstwowa thin layer chromatography 

TMS tetrametylosilan tetramethylsilane 

TMSIM N-trimetylosililoimidazol N-trimethylsilylimidazole 

TMCS trimetylochlorosilan trimethylchlorosilane 

TNLA kwas tetranorliponowy tetranorlipoic acid 

TR reduktaza tioredoksynowa thioredoxin reductase 

UV detekcja w ultrafiolecie ultraviolet detection 

UV-VIS detekcja spektrofotometryczna 
spectrophotometric 

detection 
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I. WSTĘP 

 

Postęp technologiczny, poprawa jakości życia jakie miały miejsce w ciągu 

kilkudziesięciu ostatnich lat nie rozwiązały problemów zdrowotnych, z którymi borykają 

się społeczeństwa państw rozwijających. Mówi się o epidemii takich chorób jak 

miażdżyca, nadciśnienie tętnicze, astma oskrzelowa, cukrzyca oraz choroby uszkadzające 

układ nerwowy (choroba Parkinsona i Alzheimera) (1–4). Jako jedną  

z przyczyn wskazuje się ekspozycję organizmów na działanie wolnych rodników. 

Wolne rodniki, bardzo reaktywne cząsteczki lub atomy powstające w wyniku 

wewnątrzkomórkowych procesów metabolicznych (wytwarzania energii, przenoszenia 

elektronów i protonów itp.), wskazywane są jako jedna z przyczyn powstawania chorób 

zwyrodnieniowych (5–10), a nawet nowotworów (9,11). W prawidłowo funkcjonującym 

organizmie istnieje równowaga pomiędzy utleniaczami a przeciwutleniaczami. Brak 

stanu równowagi pomiędzy działaniem wolnych rodników, a biologiczną zdolnością do 

wygaszania i eliminacji skutków ich działania, zwany jest stresem oksydacyjnym. 

Najczęściej powstaje w wyniku życia w ciągłym napięciu nerwowym,  

w zanieczyszczonym środowisku, nadmiernej ekspozycji na promienie słoneczne, palenia 

papierosów, kontaktu z metalami ciężkimi (ołowiem, kadmem i rtęcią) oraz z tlenkami 

azotu (poprzez żywność czy spaliny samochodowe), zażywania niektórych leków 

(antykoncepcyjnych, antydepresyjnych, sterydów oraz antykoagulantów). Nie bez 

znaczenia jest także wiek, gdyż z upływem lat naturalne mechanizmy regulacyjne 

organizmu ulegają znacznemu osłabieniu (2,3,8,9,12). Istotną przyczyną stresu 

oksydacyjnego jest również niewłaściwa dieta (13,14).   

Barierę ochronną żywych organizmów przed nadmierną ekspozycją na wolne 

rodniki tworzy skomplikowany system enzymatycznych procesów utleniania i redukcji,  

w które zaangażowane są związki o właściwościach redoks zwane przeciwutleniaczami. 

Do przeciwutleniaczy należą: witamina A, E i C, karotenoidy (na przykład β-karoten, 

zeaksantyna), ksantofile, polifenole i bioflawonoidy, niektóre składniki mineralne,  

np.: jony manganu (II) i selenu (II), a także związki, takie jak koenzym Q10, glutation czy 

kwas liponowy (2,7,15–17).  

Spośród wyżej wymienionych endo- i egzogennych antyoksydantów na szczególną 

uwagę zasługuje kwas liponowy (LA). Pełni on szereg ważnych funkcji w organizmach 

żywych. Charakteryzuje się dużym potencjałem antyoksydacyjnym, zdolnością do 

https://portal.abczdrowie.pl/witamina-a
https://portal.abczdrowie.pl/witamina-e
https://portal.abczdrowie.pl/witamina-c
https://portal.abczdrowie.pl/koenzym-q10
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chelatowania jonów metali, oraz regeneracji innych antyoksydantów. Wielokierunkowe 

działanie kwasu liponowego daje możliwościąć jego szerokiego zastosowania  

w medycynie. Kwas alfa-liponowy występuje naturalnie w organizmach roślinnych, 

zwierzęcych a także w organizmie człowieka (18). Jednak produkowany jest  

w niewielkich ilościach. Uzupełnienie niedoborów tego składnika może nastąpić poprzez 

suplementację lub właściwe zbilansowanie diety. W związku z powyższym olbrzymie 

znaczenie ma poznanie zawartości kwasu liponowego (LA) w spożywanych produktach. 

Potrzeba oznaczania kwasu liponowego (LA) wymaga opracowania nowych, 

prostych, czułych i selektywnych procedur. We współczesnej analizie chemicznej dużym 

zainteresowaniem cieszą się metody chromatograficzne sprzężone z detekcją 

spektrofotometryczną i spektrofluorymetryczną. Stosowanie tego rodzaju detekcji 

pociąga za sobą konieczność derywatyzacji cząsteczki kwasu liponowego (LA). Dlatego 

też podstawowym celem podjętych w niniejszej rozprawie badań było opracowanie 

nowych procedur oznaczania kwasu liponowego (LA) z zastosowaniem odczynników 

derywatyzujących.  

Badania prowadzono z wykorzystaniem technik chromatografii gazowej oraz 

wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Niniejsza rozprawa doktorska składa się  

z dwóch zasadniczych części: literaturowej oraz eksperymentalnej. W części literaturowej 

przedstawiono krótką charaktertystykę kwasu liponowego (LA). Omówiono jego 

właściwości, funkcje bilogiczne, otrzymywanie i występowanie w produktach 

spożywczych. Dokonano również przeglądu dotychczas opracowanych metod oznaczania 

kwasu liponowego (LA). W części eksperymentalnej pracy przedstawiono wyniki badań 

własnych, które dotyczą opracowania nowych metod chromatograficznych  

z wykorzystaniem reakcji derywatyzacji. Budowę otrzymanych w wyniku procesu 

derywatyzacji struktur potwierdzono poprzez zastosowanie analizy spektralnej 
1
H NMR, 

IR, UV oraz MS.  

Opracowane metody wykorzystano do oznaczenia kwasu liponowego w próbkach 

rzeczywistych (produktach spożywczych, suplementach diety). Szczególną uwagę 

poświęcono ocenie analitycznej przydatności opracowanych procedur. 

 

 



15 
 

II. CZĘŚĆ LITERATUROWA 

 

1. Charakterystyka kwasu liponowego 

 

1.1. Właściwości fizyczne kwasu liponowego 

 

Kwas liponowy (C8H14O2S2) jest to krystaliczna jasnożółta substancja o masie 

molowej 206,33 g/mol (19). Wyróżnia się charakterystycznym zapachem (5,20).  

Obecność krótkiego łańcucha alifatycznego oraz polarnej grupy karboksylowej 

powoduje, że kwas liponowy wykazuje ograniczoną rozpuszczalność  

w wodzie. Lepiej rozpuszcza się w tłuszczach oraz rozpuszczalnikach organicznych  

np. w benzenie, metanolu, octanie etylu, eterze etylowym (5,21–23). Temperatura 

wrzenia kwasu liponowego mieści się w zakresie 160-165°C, natomiast topnienia  

w zakresie 47,5-62°C (2,11,24). Kwas liponowy jako ciało stałe jest stabilny, po 

podgrzaniu powyżej temperatury topnienia łatwo ulega polaryzacji (2,24). Ze względu na 

obecność asymetrycznego węgla w pozycji (6) kwas liponowy wykazuje aktywność 

optyczną.  

S S

6

7

8

5

4

3

2

1

OH

O

*

 

Rys. 1. Kwas liponowy z zaznaczonym asymetrycznym atomem węgla (*) (11). 

 

Naturalny LA występuje jako prawoskrętny enancjomer R, natomiast w wyniku syntezy 

chemicznej otrzymuje się racemat (18,25). Izomery R i S posiadają skręcalność właściwą 

wynoszącą +109° i -107° (11,26,27). 

S S

COOH

  S S

COOH

 

 

enancjomer S     enancjomer R 

Rys. 2. Izomery S i R kwasu liponowego (28). 
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1.2. Właściwości chemiczne kwasu liponowego 

 

Pod względem chemicznym, kwas liponowy (kwas 6,8-ditiooktanowy lub 

tiooktanowy) jest ośmiowęglowym kwasem tłuszczowym o nasyconych wiązaniach. 

Szósty i ósmy atom węgla połączony jest z atomem siarki, dzięki czemu powstaje 

pierścień ditiolowy. Pierścień ten może ulec rozszczepieniu, tworząc kwas 

dihydroliponowy (DHLA) (16,29,30). W wyniku otwarcia pierścienia powstają dwie 

grupy –SH (przy atomach C(6) i C(8)), co przedstawiono na rysunku 3. 

SH SH

COOH+ 2H

- 2e-
S S

COOH

 

kwas liponowy (LA)     kwas dihydroliponowy (DHLA) 

Rys. 3. Reakcja redukcji kwasu liponowego (31,32). 

Kwas liponowy wykazuje właściwości słabego kwasu. Jego moc jest 

porównywalna z mocą kwasu octowego (pKa=4,75) (2). Stała dysocjacji kwasu 

liponowego wynosi pKa=4,76 ÷ 5,3 (33,34), natomiast kwasu dihydroliponowego 

pKa=4,85 ÷ 4,91 (33,35). Kwas liponowy i dihydroliponowy tworzą parę redoks, której 

standardowy potencjał liponian/dihydroliponian mieści się w przedziale -0,24 ÷ -0,32V 

(10,11,21,26,36–40). Obie formy występują w organizmach żywych w równowadze.  

W stanie równowagi w komórkach występuje głównie w formie utlenionej jako kwas 

liponowy (LA) (90%) oraz około 10% w formie zredukowanej jako kwas 

dihydroliponowy (DHLA) (41,42).  

Równowaga LA-DHLA jest utrzymywana w wyniku działania układu 

dehydrogenazy lipoamidowej sprzężonej z parą NADH-NAD
+
. Kwas liponowy  

w obecności NADH jest redukowany przez dehydrogenazę do DHLA. Kwas liponowy 

może być redukowany także przez reduktazę glutationową (GR) i reduktazę 

tioredoksynową (TR), co przedstawiono na rysunku 4 (43). Procesy te są odwracalne.  
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S S

OH

O

SH SH

OH

O

LipDH
red LipDH

utl

LipDH
red LipDH

utl

NADH, H+ NAD+

kwas
liponowy

kwas
dihydroliponowy

 

Rys. 4. Schemat reakcji redoks LA/DHLA (43). 

Kwas liponowy może być redukowany nie tylko do kwasu dihydroliponowego.  

W wyniku reakcji metabolicznych mogą powstawać: kwas 3-hydroksybisnorliponowy 

(HOBN), kwas bisnorliponowy (BNLA), kwas tetranorliponowy (TNLA), kwas  

3-hydroksyliponowy oraz lipoamid (LAM) (44). Kwas liponowy występuje także pod 

postacią lipoilolizyny (LLys) (13,22,45). 

Warto zaznaczyć, że literatura dotycząca analizy kwasu liponowego często opisuje 

oznaczanie omawianego związku jako lipolizyny lub liponianu. Wynika to  

z faktu, że kwas liponowy w produktach roślinnych i zwierzęcych znajduje się w postaci 

lipoilolizyny, ε-aminolizyny. Lipolizyna jest hydrolizowana przez lipoamidazę w efekcie 

czego uwalniany jest liponian. Łączy się on z innymi aminokwasami poprzez wiązania 

peptydowe. Pod tą postacią staje się składnikiem enzymów. Ugrupowanie lipoilowe 

tworzy się pod wpływem adenozynotrifosforanu (ATP) w komórkach pełniąc ważne 

biologicznie funkcje (1,13,26). Metabolity kwasu liponowego w większości wydalane są 

z moczem (21,22,46). 

Kwas liponowy ulega reakcjom utlenienia za pomocą tlenu, w wyniku których  

z jednej z grup tiolowych powstaje grupa tiosulfinowa. Dalsze utlenianie kwasu 

liponowego prowadzi do powstania grupy tiosulfonowej (11), co przedstawiono na 

rysunku 5. 

 



18 
 

 

A      B 

OH

O

S S
O   

OH

O

S S
O

O  

Rys. 5. Kwas liponowy z grupą tiosulfinową (A) oraz tiosulfonową (B). 

 

Liczne badania wykazały, że kwas liponowy jest zdolny do zmiatania rodników HO˙, 

NO
 
, NO

 
2, tlenu singletowego 

1
O2, kwasu chlorowego (I) HClO oraz nadtlenoazotanu (III) 

ONOO
–
, nie reaguje natomiast z anionorodnikiem ponadtlenkowym O˙

–
2 oraz  

z nadtlenkiem diwodoru H2O2 (3,5,6,21,25,37,47–51). Reakcję „zmiatania” rodnika 

hydroksylowego HO˙ przez kwas liponowy przedstawiono na rysunku 6. Powstały  

w wyniku reakcji kationorodnik jest znacznie mniej reaktywny niż reaktywne formy tlenu 

i nie stwarza już tak dużego zagrożenia dla komórek, a dodatkowo jest łatwo 

przekształcany ponownie w kwas liponowy (2). Uważa się, że kwas liponowy może 

neutralizować także rodniki peroksylowe ROO˙. Skutecznym zmiataczem rodników 

peroksylowych jest natomiast kwas dihydroliponowy (52). Neutralizuje on również O˙
–

2, 

HOCl, ONOO
–
 oraz prawdopodobnie OH˙ (11,16,51,53). Okazał się jednak nieskuteczny 

w unieszkodliwianiu singletowych form tlenu oraz – podobnie jak kwas liponowy – 

nadtlenku diwodoru.  

 

 

 

Rys. 6. Reakcja dezaktywacji rodnika hydroksylowego (16). 

Kwas: liponowy oraz dihydroliponowy posiadają także zdolność do chelatowania 

jonów metali przejściowych. Zjawisko to powoduje dezaktywację metali. Kwas liponowy 

tworzy stabilne kompleksy z kationami Pb
2+

, Zn
2+

, Mn
2+

 oraz Cu
2+

. Kwas 

dihydroliponowy z kolei chelatuje kationy: Pb
2+

, Zn
2+

, Co
2+

, Cu
2+

, Ni
2+

, Hg
2+

, Fe
2+

 oraz 

Fe
3+

 (kompleks z Fe
3+

 jest stabilniejszy niż z Fe
2+

) (2,5,7,21,32,36,39,54–57). 
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Dodatkowo, metabolity kwasu liponowego takie jak kwas tetranorliponowy  

i bisnorliponowy tworzą kompleksy z Cd
2+

, Cu
2+

, Zn
2+

, Pb
2+

 i Mn
2+
. Są one stabilniejsze 

niż kompleksy tych jonów z liponianem (58–60). W tworzenie nierozpuszczalnych 

kompleksów zaangażowana jest grupa karboksylowa, skutkiem czego przy krótszym 

łańcuchu alifatycznym pierścienie dodatkowo stabilizują powstały kompleks. Schemat 

kompleksu kwasu liponowego z jonem metalu przedstawiono na rysunku 7 (16). 

 

Rys. 7. Schemat kompleksu kwasu liponowego z jonem metalu (M) (16). 

Badania dowodzą, że kwas liponowy oraz kwas dihydroliponowy zapobiegają 

następstwom stresu oksydacyjnego wywołanego jonami metali przejściowych. 

Wykazano, że liponian zapobiega katalizowanemu przez Cu
2+

 utlenianiu kwasu 

askorbinowego (61). W przypadku działania Cd
2+

 w hepatocytach zarówno kwas 

dihydroliponowy jak i kwas liponowy (w mniejszym stopniu) zapobiegają uszkodzeniom 

wywoływanym przez ten jon (62). Kwas dihydroliponowy wykazuje większą zdolność do 

chelatowania jonów metali niż kwas liponowy. Oddziaływania jonów metali z kwasem 

dihydroliponowym mogą być przyczyną działania prooksydacyjnego. Zjawisko takie 

obserwowano w układach doświadczalnych w obecności jonów Fe
3+

 (2,63) i Cu
2+ 

(2,53,64).  

 

1.3. Funkcje biologiczne, metabolizm, wykorzystanie kwasu 

liponowego 

 

Kwas liponowy w układach biologicznych występuje w trzech formach: 

kowalencyjnie związany poprzez wiązanie peptydowe z resztą ε-aminową lizyny, luźno 

związany wiązaniami wodorowymi z kompleksami białkowymi oraz w postaci wolnego 

kwasu liponowego. Rola kwasu liponowego w organizmach żywych jest głównie 

związana z jego właściwościami redoks. Ze względu na obecność grupy karboksylowej 

oraz łańcucha węglowego kwas liponowy wykazuje powinowactwo do polarnych jak  

i niepolarnych rozpuszczalników (11,22,24,65–67). Ta cecha powoduje, że staje się on 
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uniwersalnym antyoksydantem działającym niezależnie od środowiska reakcji.  

Jest obecny w osoczu, cytoplazmie oraz w błonach komórkowych (7,44,53,68,69). 

Właściwość ta sprawia, że jest łącznikiem pomiędzy antyoksydantami lipofilowymi  

(np.: -tokoferolem, koenzymem Q10) i hydrofilowymi (np.: glutationem  

i witaminą C) (70). Potrafi skutecznie regenerować i przedłużać efektywność działania 

innych przeciwutleniaczy. Synergistyczne oddziaływanie na inne antyoksydanty oraz 

działanie antyutleniające, spowodowało, że kwas liponowy zyskał miano „uniwersalnego 

przeciwutleniacza” (20,26,34,37,50,52,65,68,71) i „antyutleniacza antyutleniaczy” 

(38,44,72,73). Każda substancja antyutleniająca, która neutralizuje wolny rodnik sama 

ulega utlenieniu, co powoduje, że aż do momentu redukcji staje się niezdolna do dalszego 

zmiatania wolnych rodników. Kwas liponowy a także kwas dihydroliponowy pozwalają 

odzyskać tym substancjom potencjał antyoksydacyjny. Obie substancje mają zdolność do 

redukowania utlenionych form m.in. witaminy C, pośrednio witaminy E 

(2,12,31,36,37,41,45,53,57,65,70,71,74–77), glutationu czy utlenionych form koenzymu 

Q10 (2,52,65,68,71,74,75,77–80), co przedstawia rysunek 8. Niektóre badania sugerują, że 

może brać udział w naprawie utlenionych białek (67,81). 

Sumarycznie wpływa to na zmniejszenie stresu oksydacyjnego organizmu 

zwiększając tym samym skuteczność bariery antyoksydacyjnej. Umożliwia również 

regenerację uszkodzonych struktur DNA, lipidów i protein poprzez dodanie elektronu do 

kluczowych koenzymów (6,12,36,56,67,75,81). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 8. Wzajemne oddziaływanie kwasu liponowego i dihydroliponowego  

z innymi antyoksydantami (2,16,82–84). 

Koenzym Q10˙ 

ROO˙ 

ROOH 

Witamina E 

Rodnik witaminy E˙ Kwas dihydroliponowy 

Kwas liponowy 

Koenzym Q10 

Witamina C˙ 

Witamina C 
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Kwas liponowy pełni rolę koenzymu w oksydacyjnej dekarboksylacji kwasu 

pirogronowego. Produkt tej reakcji w kompleksach dehydrogenazy pirogronianowej 

i dehydrogenazy 2-oksoglutaranowej, przenosi grupę acylową na koenzym A (CoA), 

umożliwiając powstanie acetylo- lub bursztynylo-CoA. Jednocześnie pośredniczy  

w przekazywaniu uzyskanej w procesie utleniania energii, która jest wykorzystywana do 

redukcji jonu dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NAD
+
). W wyniku związania,  

a następnie oddania grupy acylowej, kwas liponowy ulega redukcji do kwasu 

dihydroliponowego (DHLA), co pośrednio umożliwia odtworzenie NADH z NAD
+
 

(15,16,30,39,85,86). 

Kwas liponowy, bierze udział w metabolizmie takich aminokwasów jak: leucyna, 

walina i izoleucyna (11,19,28). Pełni rolę kofaktora w wieloenzymatycznym kompleksie 

dehydrogenazy α- ketokwasów o rozgałęzionych łańcuchach. Podobnie jak podczas 

oksydacyjnej dekarboksylacji pirogronianu oraz 2-oksoglutaranu, przenosi na CoA grupę 

acylową powstałą z dekarboksylacji α-ketokwasu danego aminokwasu 

(11,18,22,25,48,79,80,86–93).  

Mechanizm tych reakcji przedstawiono poniżej: 

α-ketokwas + NAD
+ 
+ CoA → acylo-CoA + NADH + H

+ 
+ CO2, 

czyli: 

pirogronian + CoA + NAD
+
 → acetylo-CoA + NADH + H

+
 + CO2, 

α-ketoglutaran + CoA + NAD
+
 → bursztynylo-CoA + NADH + H

+
 + CO2, 

α-ketoizokapronian + CoA + NAD
+
 → izowalerylo-CoA + NADH + H

+
 + CO2, 

α-keto-β-metylowalerianian + CoA + NAD
+
 → α-metylobutyrylo-CoA + NADH + H

+
 + CO2, 

α-ketoizowalerianian + CoA + NAD
+
 → izobutyrylo-CoA + NADH + H

+
 + CO2 (16,73). 

Kwas liponowy stymuluje sekrecję insuliny poprzez bezpośredni wpływ na 

komórki β trzustki, jednocześnie wpływa na metabolizm tych komórek oraz samych 

komórek mięśniowych. Jest najważniejszym składnikiem enzymatycznego kompleksu 

dehydrogenazy pirogronianowej, dzięki czemu usprawnia metabolizm energetyczny 

komórek trzustkowych, przez co ułatwia produkcję insuliny oraz ich regenerację.  

W tkance mięśniowej, wzrost aktywności dehydrogenazy pirogronianowej pod wpływem 

kwasu liponowego prowadzi do wzrostu poziomu metabolitów glukozy, zwiększających 

przepuszczalność błony komórkowej komórek mięśniowych dla aminokwasów jak  

i kreatyny. Ponieważ dehydrogenaza pirogronianowa jest jednym  

z najważniejszych kompleksów enzymatycznych metabolizmu tlenowego, kwas liponowy 

wpływa na wydolność tlenową (16,94).  
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W pracy Bilskiej i wsp. (5) uwagę zwrócono, że kwas liponowy wpływa na 

szybkość reakcji chemicznych, generujących reaktywne formy tlenu. Wyniki badań 

potwierdzają, iż kwas liponowy jest inhibitorem kompetycyjnym, wytwarzającej 

anionorodnik ponadtlenkowy, oksydazy ksantynowej, enzymu katalizującego głównie 

utlenianie hipoksantyny do ksantyny i ksantyny do kwasu moczowego.  

Pomimo, że kwas liponowy jest syntetyzowany w organizmie człowieka  

z kwasów tłuszczowych i cysteiny, otrzymane tą drogą ilości tego związku są niewielkie 

(18,26). Głównym źródłem kwasu liponowego jest dieta oraz suplementy. Oszacowano, 

iż suplementy zawierające kwas liponowy w ilości od 200 do 600 mg mogą skutecznie 

dostarczyć nawet do 1000 razy więcej tego składnika, niż można byłoby pozyskać  

z większości diet (95,96). Kwas liponowy jest szybko wchłaniany po podaniu doustnym, 

w dawce 600 mg (1,94,97–102). Prowadzono również badania po podaniu doustnym 

wyższych jednorazowych dawek w wielkości 800 mg (103) oraz 1200 mg (104). Dzięki 

łatwości wchłaniania z przewodu pokarmowego oraz zdolności do przekraczania bariery 

krew – mózg, kwas liponowy może swobodnie być transportowany do różnych tkanek 

organizmu (16,22,59,62,63,73,74,105,106).  

Niezależnie od źródła (dieta lub preparaty farmaceutyczne) kwas liponowy jest 

przekształcany w kwas dihydroliponowy i metabolizowany w wątrobie, a następnie 

wydalany z organizmu poprzez nerki (22,80,107). Za pobieranie kwasu liponowego  

z jelit odpowiedzialne jest białko transbłonowe, wytwarzane przez gen SLC5A6 (108). 

Ogólna biodostępność absorbowanej substancji waha się pomiędzy 20 a 40% (96). 

Stopień, w jakim organizm jest w stanie przyswoić kwas liponowy zależy od źródła,  

z jakiego on pochodzi, ale także od jego odmiany enancjomerycznej (56,82,94,109). 

Syntetyczny kwas liponowy to mieszanina racemiczna enancjomerów R i S. Ulega 

szybkiemu wchłanianiu, maksymalne stężenie w osoczu zarejestrowano w czasie od 0,5 

do 1 godziny (110,111). Zaobserwowano wyższe stężenia dla enancjomeru R (40-50%) 

niż w przypadku enancjomeru S (16,43,95,109,112–115). W związku z powyższym 

stwierdzono, że enancjomer R jest bardziej odpowiedni do doustnej suplementacji, jednak 

obecność formy S może zapobiegać polimeryzacji związku, a tym samym zwiększać jego 

biodostępność (28). Jest on także bardzo szybko usuwany z organizmu, gdyż jego okres 

półtrwania w osoczu wynosi zaledwie 30 minut (33,46,112,113,115,116). Wynika to 

przede wszystkim z intensywnego procesu metabolicznego zachodzącego w wątrobie 

(78). Kwas liponowy ulega głównie reakcjom -oksydacji, utlenianiu ugrupowań 
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metylosulfonowych jak również S-metylacji. W wyniku -oksydacji, która zachodzi  

w obszarze łańcucha węglowego bez naruszenia pierścienia ditiolowego powstają kwasy: 

bisnorliponowy i tetranorliponowy. Natomiast produktami S-metylacji (redukcja 

pierścienia ditiolowego i podstawienie grup metylowych) zidentyfikowanymi we krwi 

człowieka są kwas 4,6-bismetylotioheksanowy i kwas 2,4-bismetylotiobutanowy 

(16,28,94). Produkty -oksydacji oraz S-metylacji przedstawiono na rysunku 9. 

 

-oksydacja     S-metylacja 

S S
COOH COOH

SH SH

S S

COOH

S S

COOH

COOH
SS

CH
3 CH

3

SS
CH

3 CH
3

COOH

SS
CH

3 CH
3

COOH

kwas bisnorliponowy

kwas tetranorliponowy

kwas 6,8-bismetylotiooktanowy

kwas 4,6-bismetylotioheksanowy

kwas 2,4-bismetylotiobutanowy  

Rys. 9. Produkty -oksydacji oraz S-metylacji kwasu liponowego oraz kwasu 

dihydroliponowego (16,117). 

Badania nad farmakokinetyką kwasu alfa-liponowego u zdrowych ochotników 

(118) potwierdziły, iż na szybkość przyswajania suplementowanego kwasu liponowego 

ma wpływ stosowana dieta (108,114). Zaleca się przyjmowanie kwasu liponowego  

30 minut przed lub 2 godziny po posiłku (16,36).  
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W badaniach dotyczących przyswajania kwasu liponowego używano zazwyczaj 

racematu tego związku. W eksperymentach przeprowadzanych na zwierzętach, 

stwierdzono, że szczury przyswajają 65-80% podanego im doustnie kwasu liponowego 

(16). U ludzi ze względu na niemożność stosowania technik izotopowych, stopień 

przyswajania kwasu liponowego określano na podstawie pomiaru stężenia liponianu we 

krwi po jego doustnym podaniu. Dlatego uzyskane parametry mogą być zaniżone  

z powodu intensywnego metabolizowania przez wątrobę.  

U myszy i szczurów spożyty kwas liponowy może być także modyfikowany przez 

sprzęganie z glicyną, jednak tego zjawiska nie zaobserwowano u ludzi (119). 

Większość produktów metabolizmu kwasu liponowego wydalana jest z moczem 

(94,113). U myszy, szczurów i psów przez pierwsze 24h po podaniu znakowanego 

radioaktywnie związku stwierdzono 55-72% kwasu liponowego w moczu, w zależności 

od gatunku zwierzęcia. W tym samym czasie w kale wydalone zostało 11-17% 

znakowanego kwasu liponowego. Stwierdzono, że po 168 godzinach ulega wydaleniu 

wraz z moczem 93% znakowanego kwasu liponowego (113). 

Na rysunku 10 przedstawiono przykładowe produkty przemian metabolicznych kwasu 

liponowego. 



25 
 

S S

OH

OOH

  S S

OH

OO

 

kwas 3-hydroksyliponowy   kwas 3-ketoliponowy 

 

 

OH

O

S S    

O

OH

S S

OH

  

kwas bisnorliponowy (BNLA)  kwas 3-hydroksybisnorliponowy (HOBN) 

S S

O

NH
2

  

OH

O

S S  

lipoamid (LAM)    kwas tetranorliponowy (TNLA) 

N
H

O

OH

NH
2

O

S S
 

lipoilolizyna (LLys) 

Rys. 10. Przykładowe pochodne kwasu liponowego (21,44,120).  

Kwas liponowy znalazł szerokie zastosowanie w kosmetologii i farmakologii. Jako 

mała cząsteczka wnika z łatwością w głąb skóry, gdzie ulega przekształceniu do formy 

zredukowanej DHLA (37,121). Wykazuje on działanie nawilżające, ujędrniające, 

przeciwzapalne oraz łagodzi podrażnienia skóry wywołane promieniowaniem UV (112). 

Wygładza i ujędrnia skórę, przeciwdziała powstawaniu zmarszczek (2,44).  

W preparatach kosmetycznych stosuje się kwas liponowy w stężeniach od 3% do 5% 

(44). Występuje w kremach, maseczkach, balsamach, tonikach oraz preparatach do 

pielęgnacji skóry, a także w płynach do kąpieli. 

Kwas liponowy również znalazł zastosowanie w produkcji suplementów diety. 

Produkty te w ostatnich latach w Polsce cieszą się rosnącą popularnością. Wg raportu 

Zespołu ds. Suplementów Diety działającego w ramach Rady Sanitarno – 

Epidemiologicznej z dn. 13 stycznia 2016 r., zawartość kwasu liponowego  
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w suplementach diety w poszczególnych formach nie powinna przekraczać 600 mg 

racematu (R,S) i 300 mg dla formy aktywnej enancjomeru (R). 

Kwas liponowy cieszy się dużym zainteresowaniem sportowców, ponieważ 

zwiększa wrażliwość tkanki mięśniowej na insulinę, nasila transport glukozy do włókien 

mięśniowych oraz zwiększa mięśniowe zasoby tego cukru w postaci glikogenu. Związek 

ten chętnie jest stosowany przez sportowców siłowych i kulturystów oraz osoby 

uprawiające fitness lub trenujące rekreacyjnie. Jeśli celem ćwiczeń jest poprawa 

muskulatury, to spożywanie białek w większych ilościach pomaga w szybkim uzyskaniu 

efektów. Przyjmowanie dużych ilości białek prowadzi do aktywizacji insuliny, jednak  

z czasem, organizm ludzki stopniowo uodparnia się na jej działanie. Kwas liponowy 

ponownie uwrażliwia organizm na insulinę, zwiększa również ilość glikogenu  

w mięśniach i wątrobie. Dlatego też, kulturyści doceniają podobne do insuliny działanie 

kwasu liponowego ułatwiające wnikanie kreatyny i aminokwasów do komórek 

mięśniowych. Dzięki temu proces budowy masy mięśniowej przebiega szybciej. Kwas 

liponowy pomaga również w przyswajaniu składników odżywczych. Kulturyści 

wykorzystują go jako osłonę w trakcie tzw. cykli z zastosowaniem sterydów 

anabolicznych. Kwas liponowy wzmacnia ponadto układ krążenia i pracę serca sportowca 

poprawiając jego kondycję psychofizyczną. Jest on także pożądanym składnikiem 

ergogenicznym, czyli doprowadzającym do wzrostu sprawności, szybszej regeneracji 

oraz lepszej wydajności całego organizmu (2,49,80,90). Wiele firm produkujących 

odżywki zawierające kwas liponowy sugeruje przyjmowanie kwasu liponowego razem  

z kreatyną, ponieważ ułatwia jej wchłanianie i nasila procesy anaboliczne. Może też 

stanowić dodatek suplementacyjny podczas redukcji nadmiaru tkanki tłuszczowej 

(2,122,123).  

Właściwości kompleksotwórcze kwasu liponowego są wykorzystywane  

w detoksykacji zatruć jonami rtęci, arsenu, kadmu, ołowiu i innymi metalami ciężkimi 

(13,52,55,65,124,125). Zaobserwowano, że pod wpływem kwasu liponowego następuje 

spowolnienie wchłaniania jonów arsenu z przewodu pokarmowego, usuwanie 

zakumulowanej w nerkach rtęci oraz zwiększone wydalanie tego metalu z żółcią 

(22,55,60,61). Kwas liponowy chroni komórki nerwowe przed peroksydacją lipidów 

wywoływaną obecnością rtęci oraz metylortęci (16,43,57). Zmniejsza też toksyczne 

działanie jonów kadmu (II) na wątrobę (22,52), ponadto chroni komórki przed działaniem 

ołowiu (16,43,126).  

http://wformie24.poradnikzdrowie.pl/odzywianie/kreatyna-dawkowanie-efekty-i-skutki-uboczne-stosowania-suplementu_36674.html
http://www.poradnikzdrowie.pl/diety/suplementy/sterydy-anaboliczne-co-to-jest-jak-dziala-dlaczego-szkodzi-zdrowiu_35556.html
http://www.poradnikzdrowie.pl/diety/suplementy/sterydy-anaboliczne-co-to-jest-jak-dziala-dlaczego-szkodzi-zdrowiu_35556.html
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Podawany doustnie kwas liponowy jest dobrze przyswajalny. Ze względu na swój 

amfifilowy charakter z łatwością pokonuje barierę krew-mózg (16,22,57,59,62,74,105). 

Udowodniono, że suplementacja kwasem liponowym działa korzystnie w leczeniu 

schorzeń związanych ze stresem oksydacyjnym np. cukrzycy (zwiększa wrażliwość 

tkanek na insulinę, przeciwdziała polineuropatii cukrzycowej), zespołu metabolicznego 

(korzystnie wpływa w leczeniu chorób serca, miażdżycy, nadwadze i otyłości poprzez 

pobudzenie metabolizmu) (11,22,37,38,41,48,51,62,66,78,87,127–129). Kwas liponowy 

znalazł zastosowanie przy leczeniu wielu dysfunkcji narządu wzroku, gdyż chroni przed 

promieniowaniem UV, przeciwdziała katarakcie, zaćmie i jaskrze (11,13,41,74). Jest 

wykorzystywany w leczeniu hepatopatii (usprawnia pracę wątroby, przeciwdziała kamicy 

żółciowej, wspomaga organizm przy zatruciach grzybami) 

(2,22,30,38,52,65,69,105,130,131). Prawdopodobnie wspomaga leczenie stwardnienia 

rozsianego (59,78,79,128). Może być pomocny przy leczeniu nadciśnienia tętniczego  

i chorób autoimmunologicznych (70,132). Powoduje zwiększenie wydatku 

energetycznego przy jednoczesnym obniżeniu apetytu. Zmniejsza ryzyko nowotworzenia 

i łagodzi skutki chemioterapii (11,16,92,112,133–137). Wykazano pozytywne działanie 

kwasu liponowego w hiperbarycznej terapii tlenowej - w leczeniu zaburzeń gojenia się 

ran (138). Prowadzone są również badania nad wpływem kwasu liponowego na przebieg 

AIDS, choroby wywoływanej przez wirus HIV, który powoduje uszkodzenia limfocytów 

TH. Stwierdzono, że kwas liponowy przerywa replikację tego wirusa przez całkowite 

blokowanie aktywacji czynnika jądrowego NF-KB, który jest odpowiedzialny za ekspresję 

genów wirusa (32,66,73,84,139,140). 

Zalecane dawkowanie, w przypadku stosowania kwasu liponowego jako ogólnego 

środka przeciwutleniającego, wynosi 300-600 mg dziennie (81). Sportowcy przyjmują go 

w większych ilościach od 600 mg do nawet 1200 mg dziennie, w kilku porcjach.  

W literaturze dotyczącej badań klinicznych można odnaleźć również informacje 

dotyczące doustnego podawania kwasu liponowego w ilościach od 300 mg do  

1800 mg dziennie (1,22,51,66,70,79,83,93,103,123). Dawki te w większości przypadków 

były dobrze tolerowane, ale zaobserwowano nieliczne skutki uboczne. Przy dawkach 600 

mg/dobę odnotowano objawy alergicznych chorób skóry, a nawet hipoglikemii  

u chorych na cukrzycę (konsekwencja zwiększenia zużycia glukozy przy wysokich 

dawkach kwasu liponowego) (66,83,113). Warto też zauważyć, że przeprowadzone 

badania dowiodły, że dla kotów toksyczne dawki kwasu liponowego są 10 razy niższe, 

niż dla ludzi, psów czy szczurów (60,63).  
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Ilość kwasu liponowego oraz dihydroliponowego w organizmie musi być ściśle 

kontrolowana, gdyż wykazuje on działanie prooksydacyjne. Zdolność do uszkadzania 

innych związków chemicznych i ich zmiany w wolne rodniki wykazuje kwas 

dihydroliponowy. Zaobserwowano w niektórych układach doświadczalnych, że  

w obecności jonów Fe
3+

 i Cu
2+

 może wzrastać stężenie rodnika hydroksylowego 

(2,63,64). Prawdopodobnie jest to wynikiem redukcji związanego jonu przez kwas 

dihydroliponowy. Właściwości przeciwutleniające przeważają jednak nad niepożądanym 

działaniem prooksydacyjnym (2,16). Nadmiar kwasu liponowego w organizmie 

powoduje spadek potencjału transbłonowego mitochondriów i aktywację tzw. 

megakanału, przez który swobodnie mogą przepływać nawet wielkocząsteczkowe 

substancje z cytoplazmy komórki do wnętrza mitochondrium. Może to wywołać reakcję 

w postaci wyrzutu neurotransmiterów bądź hormonów doprowadzając do wielu zaburzeń 

(np. fosforylacji oksydacyjnej). W związku z powyższym w organizmie dochodzi do 

utraty kontroli nad produkcją reaktywnych form tlenu (RFT).  

Zredukowana forma kwasu liponowego, kwas dihydroliponowy powoduje redukcję 

Fe
3+

 do Fe
2+
. Prowadzi to do zwiększenia stężenia rodników OH˙ w wyniku reakcji 

Fentona (21). Kwas liponowy może nasilać działanie doustnych leków 

hipoglikemizujących oraz insuliny. Może osłabiać działanie cisplatyny. Dodatkowo kwas 

liponowy przyjmowany w zbyt dużych ilościach może spowodować skutki uboczne, 

przede wszystkim gastrojelitowe: biegunkę, nudności, bóle brzucha, wymioty, a także 

alergie skórne (pokrzywka, świąd) (49,52,60,79). Stwierdzono również, że kwas 

liponowy poprawia pamięć i odwraca wskaźniki procesu oksydacyjnego u bardzo starych 

myszy, ale zmniejsza długość ich życia (4,141). Przedawkowanie może powodować 

działania niepożądane, takie jak zmęczenie, lęk i dezorientację (81). Znany jest przypadek 

samobójczej śmierci w wyniku przedawkowania kwasu liponowego przez 14-letnią 

dziewczynę, która spożyła, według ustaleń, co najmniej 10 tabletek, każda po 600 mg 

kwasu liponowego (13,82).  
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1.4. Otrzymywanie kwasu liponowego - procesy naturalne  

i syntetyczne  

 

Jak już wcześniej wspomniano kwas liponowy uważany był początkowo za 

witaminę, później okazało się, że zarówno organizmy roślinne, jak i zwierzęce oraz 

człowiek, mają możliwość samodzielnej syntezy kwasu liponowego. Organizm ludzki 

wytwarza ten związek w komórkach wątroby, a dokładniej w mitochondriach (12,106). 

Mitochondrium jest również miejscem, gdzie kwas liponowy ulega rozkładowi (15,40). 

Prawdopodobnie syntetyzowany jest z kwasu oktanowego oraz cysteiny (5,25,68,81). 

Lepiej poznany i dokładniej zbadany został szlak biosyntezy przez komórki Escherichia 

coli, co przedstawiono na rysunku 11. Badania pozwoliły na zidentyfikowanie enzymu 

katalizującego powstawanie wiązań C-S – syntazę liponianową (lipA) oraz dwie ligazy 

(lipB oraz lplA). Ligazy te są odpowiedzialne za włączanie liponianu w jego docelowe 

miejsce w enzymie. Syntaza liponianowa (lipA) jest zdolna do przekształcania  

kaprylo-ACP w liponylo-ACP. Uważa się, że bezpośrednim źródłem siarki 

wykorzystywanej w tym procesie jest centrum Fe-S syntazy liponianowej. Nie jest jednak 

znany mechanizm regeneracji enzymu. Powstały w wyniku reakcji liponylo-ACP jest 

następnie substratem dla ligazy lipB, która przenosi ugrupowanie liponianowe z ACP na 

docelową lizynę w białku enzymatycznym. Przeprowadzone badania wykazały, że 

substratem dla syntazy liponianowej może być również podjednostka E2 dehydrogenazy 

pirogronianowej (acetylotransferaza dihydroliponianowa) z kaprylanem przyłączonym 

wcześniej w miejscu liponianu. Może to sugerować, że synteza liponianu odbywa się już 

na docelowym białku, a w centra aktywne możliwe jest włączenie egzogennego 

liponianu. W komórkach Escherichia coli proces ten katalizowany jest przez lplA 

(16,86,88,121,140,142). 
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kaprylo-ACP 

lipB   lipA 

kaprylolizyna-ACP  liponylo-ACP 

  lipA    lipB + H3N
+
E2 

  lipolizyna-E2  

 lplA 

kwas liponowy + H3N
+
E2    

Rys. 11. Szlak biosyntezy kwasu liponowego przez Escherichia coli (16,142).  

Na skalę przemysłową kwas liponowy otrzymuje się w wyniku syntezy chemicznej. 

Jedną z najstarszych metod jest reakcja monochlorku adypinianu monoetylu z etylenem 

pod wpływem chlorku glinu (11). Metoda ta polega na wykorzystaniu pochodnej kwasu 

adypinowego, która w wyniku reakcji z etenem prowadzonej w nitrobenzenie  

w obecności bezwodnego AlCl3 jako katalizatora, tworzy ester etylowy kwasu  

6-keto-7-oktenowego. Produkt ten przyłącza kwas tiooctowy, wskutek czego otrzymuje 

się ester etylowy kwasu 8-tioacetylo-6-ketooktanowego. Następnie, w wyniku działania 

borowodorkiem sodu, redukcji ulega grupa ketonowa w pozycji C(6) i powstaje ester 

etylowy kwasu 8-tioacetylo-6-hydroksyoktanowego. Poprzez hydrolizę alkaliczną 

odblokowaniu ulega grupa hydroksylowa w obrębie ugrupowania karboksylowego oraz 

grupa tiolowa w pozycji C(8). Produktem przekształcenia jest kwas 6-hydroksy- 

8-tiooktanowy. Otrzymany produkt ogrzewany z tiomocznikiem tworzy kwas 

dihydroliponowy. Ostatni etap polega na utlenianiu kwasu dihydroliponowego gazowym 

tlenem, w obecności chlorku żelaza (III). Metoda ta cechuje się małą wydajnością reakcji, 

a stosowane odczynniki są drogie i niebezpieczne (11). Schemat otrzymywania kwasu 

liponowego przedstawiono na rysunku 12. 
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Rys. 12. Synteza kwasu liponowego z monochlorku adypinianu monoetylu (11,56).  

W 1989 roku opracowano nową procedurę syntezy kwasu liponowego z kwasu  

3-alkilotiopropionowego (11). Kwas 3-alkilotiopropionowy w reakcji z chlorkiem tionylu 

daje chlorek kwasowy. Następnie, w reakcji z enaminą cyklopentanonu powstaje produkt, 

który w reakcji z wodorotlenkiem sodu w podwyższonej temperaturze i odpowiednim pH 

przekształca się w kwas 8-tioalkilo-6-oksooktanowy. Kolejno, pod wpływem 

małocząsteczkowego merkaptanu tworzy się kwas  

6,6,8-tritioalkilooktanowy, który w wyniku działania sodu w obecności ciekłego 

amoniaku, tworzy kwas dihydroliponowy. Podobnie jak w wyżej opisanej metodzie, 

ostatnim etapem jest utlenienie chlorkiem żelaza (III) oraz tlenem w środowisku 
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wodorotlenku sodu do kwasu liponowego (11). Schemat opisanej procedury 

przedstawiono na rysunku 13. 
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Rys. 13. Synteza kwasu liponowego z kwasu 3-alkilotiopropionowego (11). 

Kolejną i jednocześnie najnowszą, opisaną w literaturze, metodą jest synteza oparta 

na reakcji Reformatskiego. Polega ona na reakcji chlorooctanu etylu  

z cykloheksanonem pod wpływem cynku. W wyniku reakcji addycji powstaje 

hydroksyester, który następnie ulega odwodnieniu do cykloheksenylooctanu etylu. 

Kolejnym etapem jest redukcja grupy estrowej za pomocą DIBAL-H, a utworzona grupa 

hydroksylowa jest blokowana chlorkiem benzylu (BzCl). Następnie powstały produkt 

zostaje poddany ozonolizie oraz utlenianiu. Powstałą ketopochodną redukuje się za 

pomocą NaBH4. Następnie otrzymany hydroksykwas ulega estryfikacji  

i w wyniku reakcji z metanolanem sodu otrzymuje się dihydroksyester. Dalej zostaje 

przekształcony w ester metylowy kwasu liponowego, który poddany hydrolizie ulega 
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przekształceniu do kwasu liponowego (11). Schemat reakcji przedstawiono na rysunku 

14. 
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Rys. 14. Synteza kwasu liponowego z cykloheksanonu (1-cykloheksanon, 2-chlorooctan 

etylu, 3-hydroksyester, 4-cykloheksenylooctan etylu, 5-benzyl 2-(cycloheks-1-en- 

1-yl)etyl eter, 6-ketopochodna, 7-hydroksykwas, 8-dihydroksyester, 9-ester metylowy 

kwasu liponowego, 10-kwas liponowy) (11). 

Powyżej opisane metody syntez kwasu liponowego nie są pozbawione wad. 

Syntezy te odznaczają się małą wydajnością reakcji oraz niskim stopniem czystości 

otrzymanego związku. W ich wyniku powstaje mieszanina racemiczna izomerów R i S 

kwasu liponowego. Mieszanina ta była powszechnie stosowana w preparatach 

medycznych w Europie i Japonii w latach 60-tych XXw. mimo wczesnego odkrycia,  

że różne formy kwasu liponowego nie są równoważne biologicznie. Postęp  

w dziedzinie syntezy chiralnej doprowadził do bardziej efektywnych, aczkolwiek nadal 

skomplikowanych, technologii wytwarzania pojedynczych enancjomerów. 

Dotychczasowe badania udowadniają, iż lepsze właściwości odżywcze oraz 

korzystniejsze działanie terapeutyczne wykazuje enencjomer R. Mimo to, obecnie poza 

izomerem R kwasu liponowego, również mieszanina izomerów R i S jest szeroko 

dostępna w postaci suplementów diety. Największa ilość kwasu liponowego 
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produkowana jest w Chinach, w mniejszych ilościach we Włoszech, Niemczech  

i Japonii. 

 

1.5. Występowanie kwasu liponowego w produktach spożywczych 

 

Dostępne doniesienia literaturowe pokazują dość wybiórcze podejście do oceny 

zawartości poziomu kwasu liponowego w żywności. Badania wykazały, że głównym 

źródłem kwasu liponowego są produkty pochodzenia roślinnego (szpinak, brokuły, 

pomidory, groszek, szparagi). Zawartość tego związku jest rzędu kilku mikrogramów na 

gram produktu. Nieco mniej tego związku zawierają produkty pochodzenia zwierzęcego 

(mięso, podroby) oraz drożdże. Prowadzono badania oznaczania zawartości kwasu 

liponowego w: zielonym grochu, ziemniakach, majonezie (23), mleku, pszenicy 

(143,144), szpinaku i brokułach (105) oraz wątróbce drobiowej (145). Dużą uwagę 

skupiono na badaniu zawartości omawianego związku w mięsie wołowym, cielęcym, 

wieprzowym, owczym (58,105,144), jajach (145,146) oraz w suplementach diety 

(22,55,70,147,148). Kwas liponowy oznaczano również w mikroorganizmach  

np. Escherichia coli B (44,149), Bacillus subtilis (44,150), Pseudomonas fluorescens 

(44), Lactobacillus (150), Azotobacter, Micrococcus, Clostridium perfringens (44,151), 

Streptococcus faecalis (151). 

W produktach spożywczych kwas liponowy występuje najczęściej pod postacią  

ε-amidu lizyny. W połączeniu z aminokwasami, poprzez wiązania peptydowe, tworzy 

reszty lipoilowe. Ugrupowania te występują w mitochondriach i chloroplastach roślin 

(12,68). Natomiast w przypadku zwierząt, duże ilości tego związku występują  

w organach wykazujących wysoką aktywność metaboliczną, posiadających dużą liczbę 

mitochondriów, które dostarczają energię w postaci ATP (nerki, serce oraz wątroba) 

(43,152). Zawartość kwasu liponowego oraz lipolizyny w żywności pochodzenia 

zwierzęcego i roślinnego oraz w bakteriach przedstawiono w tabeli 1. 
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Tabela 1. Źródła kwasu liponowego oraz lipolizyny w wybranych produktach 

pochodzenia zwierzęcego i roślinnego oraz bakteriach. 

Rodzaj próbek 

Zawartość 

kwasu 

liponowego 

[μg/g] 

Literatura 
Rodzaj 

próbek 

Zawartość 

lipolizyny 

[mg/g] 
Literatura 

Ziemniak 1,5-4,20 (16) 
Wątroba 

wołowa 
0,86 (105,114) 

Majonez 0,5-0,6 (23) Pomidor 0,56 (105) 

Żółtko jaja kurzego 0,05-1,24 (44,105) 
Zielony 
groszek 

0,39 (105) 

Pszenica 0,1 (44) Brukselka 0,39 (16) 

Wątroba kurczęca 5-10 (145) Szpinak 3,15-4,31 (16,26,105) 

Bacillus subtilis 

(laseczka sienna) 
17,65 (44,150) Nerki wołowe 2,64-3,67 (26,105,114) 

Aerobacter 

vinelandii 
(pałeczka jelitowa) 

34,96 (152) Serce wołowe 0,86 (105,114) 

Escherichia coli B 

(pałeczka 

okrężnicy) 

2,3-11,8 (44,149) Brokuł 0,94 (105) 
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2. Analityka kwasu liponowego 

 

W ostatnich latach wiele uwagi poświęca się szerszemu poznaniu roli jaką pełni 

kwas liponowy w organizmie człowieka, a także możliwości wzbogacania w ten związek 

produktów spożywczych, szczególnie tych o specjalnych zastosowaniach. Dlatego 

niezbędna staje się wiedza dotycząca jego zawartości w różnych produktach 

zawierających ten związek (produktach farmaceutycznych, suplementach diety, 

kosmetykach). Kontrola zawartości omawianego związku w produktach spożywczych 

jest niezwykle ważna z punktu widzenia oceny prozdrowotnych walorów diety, jak 

również pozwala na oszacowanie poziomu dziennego pobrania. 

Oznaczanie kwasu liponowego jest złożonym zadaniem analitycznym. Można go 

oznaczać w postaci wolnej lub w formie związanej w lipolizynę. Analiza ilościowa  

z wykorzystaniem technik separacyjnych wymaga starannego przygotowania próbek: 

oddzielenia od matrycy, wyeliminowania czynników przeszkadzających, oczyszczenia 

oraz zagęszczenia.  

Kwas liponowy w swojej budowie nie zawiera silnych grup chromoforowych, które 

absorbowałyby w zakresie UV-VIS ani też fluoroforowych,. W związku z tym rzadko 

wykorzystuje się bezpośrednie oznaczanie spektrofotometryczne (59). Stosowanie 

detekcji spektrofotometrycznej lub fluorymetrycznej wymaga modyfikacji cząsteczki 

kwasu liponowego poprzez zastosowanie procesu derywatyzacji.  

 

2.1. Ekstrakcja/wydzielanie kwasu liponowego z materiału 

biologicznego oraz z produktów spożywczych 

 

Przegląd literatury wykazał, że nie ma jednej doskonałej metody wydzielania kwasu 

liponowego. Ze względu na różnorodność towarzyszących matryc oraz formę 

występowania kwasu liponowego do ilościowego oznaczania tego analitu zaproponowano 

szereg różnych procedur. Dobór kolejnych etapów przygotowania próbek zależy od 

rodzaju badanej matrycy. Nie bez znaczenia jest również uzyskanie formy zgodnej  

z końcową techniką analityczną oraz spodziewane stężenie oznaczanego związku.  

Podczas analizy materiału biologicznego (krwi, osocza) ważnym jest, aby nie 

dopuścić do krzepnięcia próbek. Dlatego też w takich przypadkach dodaje się 

antykoagulanty, np. uwodniony cytrynian trisodowy (59). 
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Otrzymane ekstrakty powinny być pozbawione substancji przeszkadzających,  

a także maskujących oznaczane składniki. 

Trudności w wydzielaniu poszczególnych składników z próbek może powodować 

zawartość białka. Dlatego też wielu autorów sugeruje włączenie etapu odbiałczania do 

procedury przygotowania próbek. W analizie kwasu liponowego do wytrącenia 

przeszkadzających białek z próbek osocza (72,73,148,149), krwi oraz tkanek szczura 

(153)  stosowano acetonitryl. Inne rozwiązanie zaproponował Inoue i wsp. Po ekstrakcji 

metanolem próbek suplementu oraz moczu w celu pozbycia się białek zastosowano 

wirowanie 1000xg, 5 min, 4˚C (70).  

W przypadku próbek zawierających niewielkie ilości tłuszczy np. środki 

farmaceutyczne lub niskotłuszczowe środki spożywcze, kwas liponowy ekstrahowano 

metanolem (70,148) lub 0,5-1,0% roztworem kwasu octowego (146) z wykorzystaniem 

łaźni ultradźwiękowej. Ultradźwięki stosowano również podczas wydzielania kwasu 

liponowego z próbek krwi szczura oraz tkanek mózgu. Ekstrakcję ciecz-ciecz 

prowadzono za pomocą eteru tert-butylometylowego, octanu etylu oraz dichlorometanu 

(153).  

W przypadku oznaczania całkowitej zawartości kwasu liponowego konieczne jest 

rozerwanie obecnego w cząsteczce wiązania peptydowego z lizyną. Wówczas niezbędne 

jest włączenie do procesu przygotowania próbki etapu hydrolizy. Do tego celu najczęściej 

stosuje się kwas siarkowy (VI), solny (55,58,154,155). Można również zastosować 

hydrolizę enzymatyczną subtylizyną A i pronazą E w odpowiednich proporcjach 

(15,156). Hydroliza enzymatyczna pozwala na oznaczenie całkowitego stężenia kwasu 

liponowego na poziomie 98,9 - 107%. Jednak przy tym należy pamiętać, że hydroliza 

enzymatyczna jest procesem wymagającym długiego czasu inkubowania, nawet do  

24 godzin. Pomimo możliwości utraty części oznaczanego analitu częściej wybierany 

jest, znacznie szybszy, proces hydrolizy kwasowej. Zastosowanie drastycznych 

warunków niesie ze sobą niebezpieczeństwo strat w związku z rozkładem analitu.  

Hydrolizę kwasową za pomocą 2 mol/l roztworu kwasu siarkowego (VI) 

zastosowano w procedurze oznaczania kwasu liponowego w próbkach surowego mięsa. 

Optymalne warunki uzyskano podczas ogrzewania próbki w 120˚C w czasie 7 godzin 

(58). Natomiast kwas chlorowodorowy zastosowano do hydrolizy próbek preparatu 

multiwitaminowego. Analizowane próbki ogrzewano w temperaturze 60±5˚C aż do 

całkowitego rozpuszczenia badanego preparatu (55).  
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Wydzielanie kwasu liponowego z próbek biologicznych jest przeprowadzane 

najczęściej za pomocą technik ekstrakcyjnych tj. ekstrakcji ciecz-ciało stałe, czy 

ekstrakcji ciecz-ciecz. 

Ekstrakcję ciecz-ciało stałe wykorzystano w analizie kwasu liponowego  

w próbkach biologicznych (osocze, mocz). Do wydzielenia kwasu liponowego z próbek 

moczu ludzkiego wykorzystano sorbenty fenylowe w układzie SPE. Jako eluentu 

używano dichlorometanu (157). Osocze krwi oczyszczano nanosząc próbki na 

kolumienki z wypełnieniem oktadecylowym C-18 (72), fenylowym (59,148,158).  

Do wymywania analitu stosowano jako eluent: dichlorometan (72,157) oraz metanol (59). 

We wszystkich przypadkach użyto 1 ml eluentu, a uzyskane wartości odzysku mieściły 

się w przedziale 82,5 - 97,4%.  

 Równie popularną techniką rozdziału jest ekstrakcja ciecz-ciecz. Metoda jest 

bardzo szybka i łatwa. Standardowo przeprowadzana jest w temperaturze pokojowej 

(159). Korzystny wpływ na przebieg tego procesu może mieć podniesienie temperatury, 

zastosowanie energii mikrofal czy też ultradźwięków (160). Najbardziej popularnym 

ekstrahentem używanym do ekstrakcji kwasu lipnowego jest dichlorometan. Stosowano 

go do wydzielania kwasu liponowego m.in. z próbek osocza (72,161,162), krwi (153), 

moczu (162) oraz tkanek mózgu szczura (153). Eter dietylowy stosowano do ekstrakcji  

z osocza (163), mięsa (58), preparatu multiwitaminowego (55). Benzenu użyto do izolacji 

kwasu liponowego z tkanek zwierzęcych (wątroby pobrane od jednotygodniowych 

piskląt) oraz jaj (145). 1% roztwór lodowatego kwasu octowego  

w metanolu zastosowano do ekstrakcji z próbek jaj, majonezu, ziemniaków oraz 

konserwowanego zielonego groszku (23). Mieszaninę eter etylowy/etanol (5/10-15, v/v) 

(55) oraz metanol (70,147,148) wykorzystano do przygotowania próbek suplementów 

diety. Z próbek krwi i tkanek mózgu szczura kwas liponowy ekstrahowano  

tert-butylometyloeterem, octanem etylu (153) lub dichlorometanem (72,153). Etanolu 

użyto do wydzielania kwasu liponowego z próbek tkanek zwierzęcych, szpinaku oraz 

brokułu (105). Jako ekstrahenty stosowano również acetonitryl (164), oraz chlorek 

metylenu (143). Tsai i wsp. do ekstrakcji kwasu liponowego z próbek moczu ludzkiego 

zaproponowali procedurę dyspersyjnej ekstrakcji cieczowej wykorzystującą chloroform 

jako rozpuszczalnik ekstrahujący, zaś acetonitryl jako fazę dyspersyjną (117). 

Po zakończenia etapu izolacji analitu, nadmiar rozpuszczalnika jest odparowywany  

w atmosferze gazu obojętnego. Celem tego etapu jest zapewnienie kompatybilności  

z kolejnym etapem procesu przygotowania próbki lub techniką oznaczenia końcowego,  
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a także zwiększenie stężenia analitów w próbce (165). Ekstrakty próbek biologicznych tj: 

osocza (59,72,162,163,166), moczu (162), krwi (153) oraz środków spożywczych (15), 

zawierające kwas liponowy odparowywano w łagodnym strumieniu azotu  

w temperaturze 40C. Odparowywanie pod zmniejszonym ciśnieniem w temperaturze nie 

przekraczającej 40C zastosowano do zagęszczenia ekstraktów z próbek mięsa (144). 

 

2.2. Przykłady metod wydzielania kwasu liponowego  

 

Poniżej przedstawiono kilka literaturowych procedur wydzielania kwasu 

liponowego (LA). 

Prostą, nie wymagającą drogiego i skomplikowanego sprzętu metodę wydzielania 

kwasu liponowego zaproponowano dla próbek ziaren pszenicy (155). Pierwszym etapem 

analizy była liofilizacja ziarna. Następnie frakcje białkowe ekstrahowano wodą 

dejonizowaną oraz przeprowadzano hydrolizę kwasową, do której stosowano roztwór 

kwasu solnego o stężeniu 6 mol/l. Proces ten prowadzono przez 2 godziny.  

Po hydrolizie próbki ekstrahowano chlorkiem metylenu. Uzyskaną frakcję organiczną 

odparowano do sucha pod zmniejszonym ciśnieniem. Tak przygotowane próbki 

analizowano techniką chromatografii cienkowarstwowej (155). 

Inną, ciekawą procedurę oznaczania zawartości kwasu liponowego w produktach 

spożywczych zaproponował Durrani i wsp. (23). Próbki kurzych jaj, majonezu, 

ziemniaków oraz konserwowanego zielonego groszku o masie 50-150 mg rozpuszczano 

w 1 ml 0,5% lodowatego kwasu octowego w metanolu. Całość poddawano działaniu  

ultradźwięków przez 1 godzinę w temperaturze pokojowej. Następnie mieszaninę 

odwirowywano (10000 obr/min w czasie 10 min). Do analizy próbek wykorzystano 

technikę chromatografii cieczowej z jonizacją metodą elektrorozpylania sprzężonego  

z tandemowym spektrometrem mas (ESI-MS/MS).  

Metodę wydzielania kwasu liponowego z próbek mięsa dostępnego komercyjnie, 

zaproponował A. Mattulat i W. Baltes (58). Próbki o masie 50 - 100 g homogenizowano, 

a następnie poddawano hydrolizie kwasowej, do której stosowano roztwór kwasu solnego 

o stężeniu 2 mol/l. Proces ten prowadzono przez 7 godzin  

w temperaturze 120°C. Hydrolizat ekstrahowano trzema porcjami eteru dietylowego, 

który w późniejszym etapie ekstrahowano nasyconym roztworem wodorowęglanu sodu  

o pH 8,5.  
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Inny sposób wydzielania kwasu liponowego z próbek mięsa opracował Arshad  

i wsp. 5 g mięsa homogenizowano z roztworem 50 ml buforu fosforanowego o pH 7,4. 

Następnie pobrano 200 µl próbki i dodano 2 ml 20% roztworu kwasu metafosforowego 

(V). Kolejno ekstrahowano z 3 ml heksanu. Następnie próbkę wirowano (1500xg przez 

30 minut). Zebrano górną warstwę heksanową. Etap ten powtarzano dwukrotnie. Tak 

zebraną warstwę organiczną suszono w łagodnym strumieniu azotu. Kwas liponowy 

oznaczono techniką HPLC z detekcją fluorescencyjną (144). 

Oryginalną metodykę wydzielania kwasu liponowego z próbek biologicznych 

zaproponował Khan i wsp. (72). Do przygotowania próbek ludzkiego osocza autor 

zaproponował procedurę wydzielania omawianego związku przy pomocy ekstrakcji 

ciecz-ciało stałe. W tym celu zastosowano kolumienki ekstrakcyjne SPE C-18. Analit 

wymywano 1 ml dichlorometanu. Rozpuszczalnik organiczny odparowano  

w delikatnym strumieniu azotu w 40°C, a następnie rozpuszczano w fazie ruchomej.  

Z tak przygotowanej próbki pobrano 20 µl i analizowano techniką HPLC z detektorem 

elektrochemicznym (ECD) (72).  

Inny sposób przygotowania próbek zaproponował Haj-Yehia. Do badanych próbek 

osocza i moczu dodawano 0,2 ml rozworu kwasu solnego o stężeniu 2 mol/l oraz 1,25 ml 

dichlorometanu. W celu pozbycia się białek zastosowano wirowanie (4000 g, 4°C,  

5 min). Po odwirowaniu warstwę dichlorometanu oddzielono i odparowano do sucha  

w strumieniu azotu. Do suchej pozostałości dodano 0,4 ml chloromrówczanu etylu i 1 ml 

roztworu wodorotlenku sodu o stężeniu 0,05 mol/l. Następnie mieszaninę zakwaszono 

kwasem solnym o stężeniu 2 mol/l do pH 1,0 i ekstrahowano dwukrotnie  

3 ml n- heksanu. Ostatnim etapem procedury była analiza próbek techniką HPLC  

z detekcją fluorymetryczną (162). 

Do oznaczania kwasu liponowego techniką elektroforezy kapilarnej, próbki 

biologiczne (komórki nerkowe) odbiałczano dodając 100 µl acetonitrylu, następnie 

wirowano przez 15 minut (10000xg). Nadsącze mieszano z roztworem chlorku sodu  

i buforem boranowym uzyskując końcowe stężenia reagentów: chlorku sodu – 40 mmol/l, 

buforu boranowego – 3 mmol/l (pH 9,1). Przesączone ekstrakty poddawano analizie 

(167). 

W literaturze można odnaleźć również prostą procedurę wydzielania kwasu 

liponowego z próbek krwi z zastosowaniem ekstrakcji ciecz-ciecz zaproponowaną przez 

Khan i wsp. Na wstępie próbki odbiałczano dodając 0,5 ml acetonitrylu. Następnie 

wirowano przez 1 minutę i ekstrahowano stosując 1 ml dichlorometanu. Otrzymaną 
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mieszaninę wytrząsano i wirowano przez 10 minut (1860xg, 10°C). Warstwę organiczną 

oddzielono i suszono w strumieniu azotu w 40°C. Suchą pozostałość rozpuszczono  

w 250 µl fazy ruchomej, ponownie próbki wytrząsano i wirowano. Zebrany ekstrakt 

analizowano techniką HPLC z detektorem elektrochemicznym (ECD) (166). 

Inna metoda została zaproponowana przez A.I. Durrani i wsp. W celu wstępnego 

przygotowania próbek suplementów diety do oznaczania kwasu liponowego  

z zastosowaniem techniki HPLC z detekcją kulometryczną (CEAD) oraz techniki HPLC 

z jonizacją poprzez elektrorozpylanie z tandemowym spektrometrem mas (148), próbki 

rozpuszczano w 8 ml metanolu i zastosowano ultradźwięki (30 min, temperatura 

pokojowa). Uzyskane mieszaniny dopełniono wodą destylowaną do objętości 25 ml.  

Z tak przygotowanych roztworów pobrano 2 ml i odwirowano (10000 obr/min,  

10 minut), a następnie nanoszono na kolumnę chromatograficzną. 

Do analizy próbek suplementów diety i farmaceutyków wykorzystano również 

analizę przepływową (22). Próbki o masie równoważnej jednej tabletki przygotowywano 

poprzez rozpuszczenie w roztworze wodorotlenku sodu o stężeniu  

C = 0,1 mol/l. Po przefiltrowaniu roztwór zakwaszano roztworem kwasu siarkowego (VI) 

o stężeniu 0,1 mol/l, aż do wytrącenia żółtych kryształów kwasu liponowego. Następnie 

odpowiednią ilość suchego osadu rozpuszczano w buforze o pH 8,5  

i oznaczano bezpośrednio techniką przepływowej analizy wstrzykowej z detektorem 

potencjometrycznym (22).  

Inny ciekawy sposób przygotowania próbek suplementów diety zaproponował 

Kozlov i wsp. (55). Do odpowiedniej ilości próbki dodano 7,5 ml roztworu kwasu 

solnego o stężeniu 0,05% i wytrząsano na łaźni wodnej w temperaturze 60±5°C.  

Do ochłodzonej próbki dodano 5 ml eteru etylowego i wytrząsano przez 2 - 3 minuty. 

Następnie dodano 10 - 15 ml 96% etanolu. Po odwirowaniu próby przesączono przez 

sączek (grubość porów 0,2 - 0,4 µm) i oznaczano techniką wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej z detektorem spektrofotometrycznym. 

Procedurę wydzielania kwasu liponowego z suplementów diety zaproponował 

Inoue i wsp. (70). 0,25 g próbki rozpuszczano w 3 ml metanolu. Całość mieszano,  

a następnie w celu pozbycia się białek odwirowano (1000xg, 5 min, 4°C). Roztwór znad 

osadu przefiltrowano przez sączek celulozowy (0,45 µm). Do końcowego oznaczenia 

zawartości kwasu liponowego zastosowano technikę chromatografii cieczowej  

z detektorem fluorescencyjnym. 
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2.3. Reakcja derywatyzacji 

 

Ze względu na budowę oznaczanych cząsteczek, często procedurę analityczną 

należy uzupełnić o etap modyfikacji właściwości fizykochemicznych analitów. Reakcja 

taka, zwana jest derywatyzacją chemiczną, w wyniku której powstaje pochodna 

zawierająca w swojej strukturze ugrupowanie dające sygnał analityczny kompatybilny 

z detektorem. Modyfikacja chemiczna analitu może być przeprowadzana przed etapem 

rozdzielania na kolumnie chromatograficznej, lub też bezpośrednio po nim, co pozwala 

na wyróżnienie derywatyzacji przedkolumnowej (ang. pre-column derivatisation), 

pokolumnowej (ang. post-column derivatisation) lub na kolumnie (168). Ponieważ 

reakcja modyfikacji kwasu liponowego trwa kilkanaście minut, z punktu widzenia 

analityka wygodniejsze jest zastosowanie pierwszego typu derywatyzacji. Podejście to 

nie wymaga stosowania dodatkowej aparatury np. pompy, która umożliwiłaby precyzyjne 

dozowanie roztworu odczynnika derywatyzującego tuż za kolumną chromatograficzną.  

 Nie każdy związek może być używany jako odczynnik derywatyzujący. Musi on 

spełniać szereg warunków. Przede wszystkim powinien szybko i całkowicie reagować  

z analitem, tworzyć z nim tylko jedną pochodną, która będzie stabilna w warunkach 

chromatografowania i podobnie jak nowopowstały związek, musi być dobrze 

rozpuszczalny w fazie ruchomej. Głównym zadaniem derywatyzacji jest uzyskanie 

zmodyfikowanego analitu kompatybilnego z aktualnie stosowaną techniką analityczną.  

Reakcja derywatyzacji, powinna być wolna od zakłóceń spowodowanych przez matrycę, 

przebiegać w łagodnych warunkach, poprawiając właściwości chromatograficzne 

pochodnej w stosunku do niezmodyfikowanego analitu (169). Odpowiedź detektora zaś 

powinna być liniowa przy liniowym wzroście stężeń, a sygnał analityczny odczynnika 

derywatyzującego nie może interferować z sygnałem analitu.  

  Odczynniki derywatyzujące można podzielić na kilka grup z uwzględnieniem 

spektroskopowych właściwości otrzymanych modyfikacji, a także budowy chemicznej 

odczynnika. Pierwszą grupę stanowią związki, które w wyniku reakcji z analitem tworzą 

derywaty, o odpowiedniej charakterystyce spektralnej umożliwiające wykorzystanie 

detekcji w zakresie UV-VIS lub też związki tworzące pochodne fluoryzujące. Stosowanie 

odczynników derywatyzujących tworzących z analitem fluoryzujące związki pozwala na 

uzyskanie dużo niższych granic wykrywalności niż w przypadku zastosowania detektora 

UV- VIS. Jednak ich wadą jest niewielka reaktywność przejawiająca się m.in. małą 
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szybkością reakcji, niską wydajnością lub brakiem selektywności. Natomiast 

uwzględnienie budowy chemicznej pozwala na dokonanie podziału według klas 

związków, gdzie można wyróżnić np. związki zawierające aktywny halogen, disiarczki, 

enony, aziridyny (pochodne etylenoiminy), chinony, dialdehydy i maleimidy (170). 

Estryfikację można zastosować w przypadku oznaczania kwasów karboksylowych 

lub innych związków zawierających karboksylowe grupy funkcyjne. Proces ten pozwala 

na wprowadzenie do cząsteczki fragmentów o dużym powinowactwie elektronowym – 

fluorowanych alkoholi.  

Proces acylacji stosuje się dla związków zawierających ugrupowania: –OH, –NH,  

–SH. Do reakcji stosuje się bezwodniki kwasowe, halogenki oraz imidki acylowe.  

Do przeprowadzenia reakcji konieczna jest obecność zasad, takich jak: pirydyna, 

trimetyloamina, tetraetyloamina. W celu poprawy czułości przy zastosowaniu detektora 

wychwytu elektronów (ECD) stosuje się odczynniki halogenowane. 

 

2.4. Derywatyzacja kwasu liponowego 

 

Grupę znacznikową do cząsteczki kwasu liponowego można wprowadzić  

w dwojaki sposób. Poprzez podstawienie w grupie karboksylowej przekształcając kwas 

liponowy w ester lub amid. Jednak analityczne wykorzystanie reakcji grupy 

karboksylowej jest trudne, a proces musi być przeprowadzany  

w środowisku niewodnym, najlepiej w atmosferze gazu obojętnego (152). Bardziej 

reaktywne są ugrupowania tiolowe. Aby wprowadzić ugrupowanie znacznikowe, należy 

przeprowadzić reakcję redukcji wiązania disiarczkowego prowadzącą do otwarcia 

pierścienia.  

 

2.4.1.  Derywatyzacja grupy karboksylowej kwasu liponowego 

 

Występująca w cząsteczce kwasu liponowego grupa karboksylowa może być 

przekształcona w ester na drodze wymiany atomu wodoru z grupy –OH z grupą 

funkcyjną nie tworzącą wiązań wodorowych. Dobór grupy podstawionej do grupy 

karboksylowej zależy od stosowanej metody detekcji. W wyniku reakcji powstają 

związki o odmiennych właściwościach fizycznych oraz chemicznych. W literaturze 

można odnaleźć przykłady stosowanych odczynników derywatyzujących:  
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N-metylo-N-tert-butylodimetylosililotrifluoroacetamidu (MTBSTFA) (58,157),  

N-(1-pyreno)jodoacetamidu (PIAA), N-(1-pyrenometylo)jodoacetamid (PMIA) (70),  

N,N’-dicykloheksylokarbodiimidu (171), 2-bromoacetylo-6-metoksynaftalenu  

(Br-AMN) (44). Reakcje 2-(4-aminofenylo)-6-metylobenzotiazolu (APMB) sprzężonego 

z 1-etylo-3-(dimetyloaminopropylo)karbodiiminą (EDAC) z powodzeniem zastosowano 

do derywatyzacji próbek ludzkiego osocza oraz moczu. Tak uzyskaną pochodną 

oznaczano techniką HPLC z detektorem fluorescencyjnym przy długości fali 343 nm 

(157). Reakcje kwasu liponowego z 2-(4-aminofenylo)-6-metylobenzotiazolu (APMB) 

sprzężonego z 1-etylo-3-(dimetyloaminopropylo)karbodiiminą (EDAC) oraz  

z 2-bromoacetylo-6-metoksynaftalenem (Br-AMN) przedstawiono na rysunkach 15  

i 16.  
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Rys. 15. Reakcja derywatyzacji grupy karboksylowej kwasu liponowego  

z 2-(4-aminofenylo)-6-metylobenzotiazolu (APMB) sprzężonego  

z 1-etylo-3-(dimetyloaminopropylo)karbodiiminą (EDAC) (157). 
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Rys. 16. Reakcja derywatyzacji grupy karboksylowej kwasu liponowego  

z 2-bromoacetylo-6-metoksynaftalenem (Br-AMN) (44). 

2.4.2.  Derywatyzacja grup tiolowych kwasu liponowego 

 

Proces derywatyzacji grup tiolowych kwasu liponowego jest wieloetapowy.  

W pierwszym etapie przeprowadza się redukcję wiązań disiarczkowych do grup 

tiolowych. Wiązanie ditiolowe/disiarczkowe jest wiązaniem dość trwałym, które można 

zredukować tylko silnym reduktorem. Do redukcji wiązań ditiolowych wykorzystywano: 

borowodorek sodu (163,169,172,173), 2-merkaptoetanol, ditiotreitol (169),  

tri-n-butylofosfinę (70,162,174). Proces redukcji kwasu liponowego borowodorkiem sodu 

przedstawiono na rysunku 3. 

Wybór odpowiedniego reduktora jest najczęściej uwarunkowany jego skutecznością 

i wygodą stosowania, ale przede wszystkim rodzajem użytego odczynnika 

derywatyzującego. Stosowanie odczynników, takich jak 2-merkaptoetanol, ditiotreitol, 

jest niemal niemożliwe w przypadku wykorzystania wysoce reaktywnego odczynnika 

derywatyzującego w stosunku do grupy tiolowej. Utworzone pochodne generują 

dodatkowe, często bardzo duże, sygnały na chromatogramie, utrudniając,  

a niekiedy uniemożliwiając jego interpretację (2). Ograniczenia związane  

z zastosowaniem tri-n-butylofosfiny dotyczą przede wszystkim jej toksyczności, ale także 

drażniącego i ostrego zapachu. Najbardziej optymalny wydaje się być borowodorek sodu. 

Jest on nietoksyczny, łatwo dostępny, a jego nadmiar można łatwo usunąć poprzez 

Br-AMN kwas liponowy 
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dodanie kilku kropel kwasu solnego lub acetonu. Dodatkowo, uwolnione grupy tiolowe 

pozostają stabilne i chronione przed utlenianiem (157). 

Po otwarciu wiązania disulfidowego, w kolejnym etapie analizy powstały produkt 

poddaje się reakcji derywatyzacji chemicznej. Do modyfikacji grup tiolowych stosuje się 

odczynniki derywatyzujące np.: 4-fluoro-2,1,3-benzoksadiazolo-7-sulfonian amonu 

(SBD-F) (15,72,175), 4-aminosulfonylo-7-fluoro-2,1,3-benzoksadiazol (ABD-F) (175), 

monobromobiman (mBBr) (163), 2-(4-aminofenylo)-6-metylobenzotiazol (APMB) (162), 

2-bromoacetylo-6-metoksynaftalen (Br-AMN) (176), aldehyd ftalowy (177),  

6,8-di-(benzylotio)oktanian (154), 4-bromometylo-6,7-dimetoksykumarynę (Br-DMC) 

(167,178), chloromrówczan etylu (ECF) (44). W wyniku procesu derywatyzacji grup 

tiolowych z chloromrówczanem etylu powstaje dietoksykarbonyl kwasu liponowego 

(S,S-DEOC kwasu liponowego), co przedstawiono na rysunku 17. 
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Rys. 17. Reakcja derywatyzacji kwasu dihydroliponowego z chloromrówczanem etylu 

ECF (44).   

 Wprowadzenie etapu derywatyzacji do procedury analitycznej pozwoliło na 

oznaczenie zawartości kwasu liponowego w próbkach: osocza (72,107,162,179), tkanek 

mięśnia sercowego szczura (163), w preparatach farmaceutycznych i suplementach diety 

(44,70,117,176), w wybranych produktach spożywczych (15,44,58), a także  

w produktach przemiany materii takich jak mocz (162,180). Wprowadzenie do cząsteczki 

analitu chromoforu, elektroforu lub fluoroforu poprawia właściwości detekcyjne (169). 

Ponadto zabezpiecza bardzo reaktywną grupę tiolową przed niepożądanymi reakcjami 

zarówno w czasie oczekiwania na analizę jak i w czasie samej analizy (169). 

Niepożądane reakcje to najczęściej reakcje utleniania prowadzące do powstania 

disiarczków (181). 

 

S,S-DEOC kwasu liponowego 

kwas dihydroliponowy 
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2.5. Techniki analityczne wykorzystywane do rozdziału kwasu 

liponowego 

 

Do ilościowego oznaczania kwasu liponowego najczęściej wykorzystywano 

wysokosprawną chromatografię cieczową (HPLC) z różnymi rodzajami detekcji 

(elektrochemiczną, fluorescencyjną, chemiluminescencyjną, spektrofotometryczną  

UV-VIS, spektrometrię mas (MS)) oraz chromatografię gazową (GC) połączoną ze 

spektrometrią mas (GC-MS), W literaturze można znaleźć przykłady zastosowań 

kulometrii oraz woltamperometrii z zastosowaniem elektrod pracujących z różnych 

materiałów, elektroforezy kapilarnej (CE) z detekcją UV, a także analizy przepływowej 

(FI, FIA) z detekcją potencjometryczną oraz chemiluminescencyjną. Metody te 

wykorzystywano do oznaczania kwasu liponowego w próbkach biologicznych  

i środowiskowych, a także w kosmetykach. 

 

2.5.1.  Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) 

 

Najczęściej stosowaną i najbardziej popularną metodą oznaczania zawartości kwasu 

liponowego jest chromatografia cieczowa (HPLC) z różnymi technikami detekcji, 

najczęściej w odwróconym układzie faz (RP-HPLC). Jak powszechnie wiadomo, ten 

rodzaj chromatografii wykorzystuje niespecyficzne oddziaływania pomiędzy 

hydrofobowymi analitami i niepolarną fazą stacjonarną. Do rozdziału wykorzystywane są 

kolumny C-18, C-8 (182). Jako fazy ruchome najczęściej stosowane są mieszaniny wody 

(z dodatkiem kwasu octowego lub trifluorooctowego) i acetonitrylu lub/i metanolu  

w różnych proporcjach. Kwas liponowy oznaczano stosując mieszaniny 

acetonitryl:metanol:woda (70), metanol:woda:kwas octowy (58). Elucję gradientową 

mieszaniną woda:acetonitryl (95:5 oraz 5:95, v/v) z dodatkiem 0,1% roztworu kwasu 

trifluorooctowego zastosowano do oznaczania kwasu liponowego  

i dihydroliponowego w suplementach diety i próbkach biologicznych (175). 

Siangproh i wsp. (183) zaproponowali procedurę oznaczenia kwasu liponowego 

wykorzystującą jako fazę ruchomą równoobjętościową mieszaninę acetonitryl:bufor 

fosforanowy o pH 2,5. Uzyskane wyniki dla próbek suplementów diety wykazały dużą 

zgodność z danymi deklarowanymi przez producentów. W swojej pracy Durrani i wsp. 

(148) zastosował dwa rodzaje faz ruchomych. Mieszaninę acetonitryl:metanol:bufor 
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fosforanowy o pH 3,0 (350:65:585, v/v) użyto w przypadku zastosowania 

wielokanałowego detektora kulometrycznego (CEAD). Natomiast detekcja przez 

elektrorozpylanie sprzężona ze spektrometrią mas (ESI-MS) wymagała jako eluentu 

mieszaniny acetonitrylu z 0,1% lodowatym kwasem octowym (45:55, v/v). 

Optymalne natężenie przepływu fazy ruchomej jest związane z fizycznymi 

właściwościami stosowanej kolumny (długość, średnica, wielkość ziaren wypełnienia). 

Najczęściej stosowana prędkość przepływu eluentu wynosi 1 ml/min 

(15,58,59,70,156,161,163,164,175,180,183,184). Jednak w literaturze można znaleźć 

przykłady modyfikacji prędkości przepływu – 1,5 ml/min w przypadku oznaczania kwasu 

liponowego techniką wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC  

z detektorem elektrochemicznym (72,166) oraz 1,7 ml/min w przypadku oznaczania 

kwasu liponowego techniką wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC  

z detektorem fluorescencyjnym (177). Mniejsze prędkości przepływu zastosowano 

podczas oznaczania metodą HPLC z wielokanałowym detektorem kulometrycznym 

(HPLC-CEAD) oraz metodą wysokosprawnej chromatografii cieczowej z jonizacją przez 

elektrorozpylanie sprzężoną ze spektrometrią mas (HPLC-ESI-MS) – 0,2 ml/min (148) 

oraz 0,45 ml/min (146). Chen i wsp. (107,179) zaproponowali procedurę oznaczania 

kwasu liponowego techniką wysokosprawnej chromatografii cieczowej  

z jonizacją przez elektrorozpylanie sprzężoną ze spektrometrią mas (HPLC-ESI-MS). 

Optymalna prędkość przepływu eluentu wynosiła 0,3 i 0,35 ml/min.  Prędkość przepływu 

– 0,7 ml/min zastosowano do oznaczania kwasu liponowego w próbkach krwi i tkanek 

mózgu szczura techniką chromatografii cieczowej sprzężonej z tandemowym 

spektrometrem mas  LC-MS/MS (153).  

Sprzężenie HPLC z najbardziej popularnymi rodzajami detekcji umożliwiło 

opracowanie szeregu precyzyjnych i dokładnych metod oznaczania. Najczęściej 

stosowanymi detektorami są detektory fluorymetryczne (15,44,162,163,175–177)   

i spektrofotometryczne (117,178,180,184). W literaturze można odnaleźć procedury 

oznaczania kwasu liponowego przy użyciu detekcji chemiluminescencyjnej (164). 

Detektor kulometryczny wykorzystano do analizy wyekstrahowanego kwasu liponowego 

z próbek biologicznych (185) oraz żywności (146). Rzadziej stosowane są detektory 

wychwytu elektronów (72,146,166).  

W ostatnich latach coraz większą popularnością cieszy się chromatografia cieczowa 

sprzężona ze spektrometrią mas (107,146,153,161). Za pomocą tej metody oznaczano 

kwas liponowy w próbkach ludzkiego osocza, krwi oraz tkanek szczura,  
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a także w suplementach diety (107,148,153). Mimo, że zastosowanie chromatografii 

cieczowej sprzężonej ze spektrometrem mas jest bardzo interesującym rozwiązaniem 

analitycznym, to koszt samego detektora MS jest bardzo wysoki. Powoduje to 

ograniczenia w dostępności tego rozwiązania w rutynowych analizach laboratoryjnych 

(186). 

Najczęściej stosowane metody chromatografii cieczowej w analizie kwasu liponowego 

przedstawiono w tabeli 2. 

 

Tabela 2. Metody chromatografii cieczowej w analizie kwasu liponowego. 

Rodzaj 

detekcji 
Rodzaj matrycy Odczynnik derywatyzujący Literatura 

FL 
tkanki myszy oraz 
szczura, szpinak 

4-fluoro-2,1,3-benzoksadiazolo- 
7-sulfonian amonu (SBD-F) 

(15) 

FL 
czyste substancje 

wzorcowe, ślina 

4-aminosulfonylo-7-fluoro- 

2,1,3-benzoksadiazol (ABD-F),  
 

4-fluoro-2,1,3-benzoksadiazolo- 

7-sulfonian amonu (SBD-F) 

(175) 

FL 
mięsień sercowy 
szczura 

monobromobiman (mBBr) (163) 

FL 
ludzkie osocze, 

mocz ludzki 

2-(4-aminofenylo)-6-metylobenzotiazol 

(APMB) 
(162) 

FL 
preparaty 
farmaceutyczne 

2-bromoacetylo-6-metoksynaftalen  
(Br-AMN) 

(176) 

FL ludzkie osocze aldehyd ftalowy  (177) 

FL 

bakterie, tkanki, 

preparaty 
farmaceutyczne, 

produkty 

spożywcze 

2-bromoacetylo-6-metoksynaftalen  

(Br-AMN) 
(44) 

UV ludzkie osocze 

chlorowodorek  
tris(2-karboksyetylo)fosfina (TCEP) 

(180) 

bromek 1-benzylo-2-

chloropirydyniowy (BCPB) 
(180,184,187) 

- (188) 

UV 

mięso dostępne w 
handlu (wołowina, 

cielęcina, baranina 

oraz wieprzowina) 

N-metylo-N-tert-

butylodimetylosililotrifluoroacetamid 

(MBDSTFA) 

(58) 

UV suplement diety - (189,190) 

UV-VIS 
multiwitaminowy 

suplement diety 
- (55) 
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Metoda 

analityczna 
Rodzaj matrycy Odczynnik derywatyzujący Literatura 

UV-VIS 
preparaty 
farmaceutyczne, 

mocz ludzki 

- (22) 

DAD suplement diety - (191) 

ECD ludzkie osocze 
4-fluoro-2,1,3-benzoksadiazolo- 
7-siarczan amonu (SBD-F) 

(72) 

ECD krew ludzka - (192) 

EC ludzkie osocze - (59) 

EC 
ludzkie osocze, 
mocz ludzki 

- (120) 

CEAD,  

ESI – MS 

jaja kurze, majonez, 

ziemniaki, groszek 

w puszkach 
- 

(146) 

suplementy diety (148) 

CEAD ludzkie osocze  - (158) 

ESI – MS 
ludzkie osocze, 

osocze szczura 

kwas 3-pirydylokarboksylowy 

(niacyna) 
(107,179) 

ESI – MS krew ludzka N,N-dicykloheksylokarbodiimid (DCC) (171) 

ESI – MS/MS surowica ludzka - (193) 

FIA - CL 

ziemniaki, 

pomidory, brokuły, 
suplementy diety 

-  (164) 

MS/MS 
krew i tkanki 

mózgu szczura 
- (153) 

MS/MS ludzkie osocze - (97,99,100) 

MS/MS osocze szczura 

chlorowodorek heksahydro- 

1-(5-isochinolino-sulfonylo)- 

1H-1,4-diazepina (fasudil) 

(194) 

MS/MS  osocze szczura - (161) 

FL, MS 
suplementy diety, 
mocz ludzki 

N-(1-pyreno)jodoacetamid (PIAA) 

N-(1-pyrenometylo)jodoacetamid 

(PMIA) 

(70) 

 

 

2.5.2.  Chromatografia gazowa (GC) 

 

Ze względu na trwałość termiczną oraz wystarczającą lotność, kwas liponowy może 

być bezpośrednio oznaczany techniką chromatografii gazowej (GC). Kwas liponowy  

w swojej budowie zawiera między innymi polarną grupę karboksylową. Jej obecność 

negatywnie wpływa na czułość analizy powodując znaczne ogonowanie piku (152). 

Dlatego, w celu poprawy czułości metody stosuje się derywatyzację. Otrzymane w ten 

sposób pochodne charakteryzują się większą lotnością, stabilnością,  

a przede wszystkim mniejszą polarnością niż substancje wyjściowe (44).  Do rozdziału 

chromatograficznego mieszanin substancji współwystępujących z kwasem liponowym 
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najczęściej wykorzystuje się kolumny wypełnione silikażelem lub kolumny kapilarne 

wykonane z topionej krzemionki wypełnione polimerem (58,145,154,195–197).  

W analizie kwasu liponowego stosowano kolumny o różnej długości. Kolumnę  

o długości 15 m z topionej krzemionki wykorzystywano w analizie próbek biologicznych 

(195). 30 m kolumnę użyto w badaniach próbek bakterii (197). Znacznie krótszą,  

bo o długości 7 m stosowano do oznaczenia kwasu liponowego wydzielonego  

z próbek mięsa (58). Jako gazy nośne stosuje się zazwyczaj hel (154,195,197), azot 

(145,195), rzadziej wodór. W technice chromatografii gazowej prędkość przepływu azotu 

wynosiła 10 ml/min (195) oraz 40 ml/min (145). W przypadku rozdziału techniką 

chromatografii gazowej sprzężonej ze spektrometrią mas zastosowano hel - 1,2 ml/min 

(197).  

Do detekcji omawianego związku używany jest najczęściej detektor płomieniowo-

jonizacyjny (FID) (44,145,196) oraz detektor płomieniowo – fotometryczny (FPD) (195). 

Obecnie dużą popularnością cieszy się technika chromatografii gazowej sprzężona ze 

spektrometrem mas (44,154,195,197). Za pomocą techniki chromatografii gazowej 

oznaczono kwas liponowy w próbkach biologicznych (195,196), mikroorganizmach 

(154,197) oraz w produktach spożywczych (58,145).  

 

2.5.3.  Chromatografia cienkowarstwowa (TLC) 

 

Procedurę analizy zawartości kwasu liponowego za pomocą chromatografii 

cienkowarstwowej w odwróconym układzie faz (RP-TLC) zaproponował Ravanić (198). 

Jako sorbent zastosowano żel krzemionkowy 60 RP-18 F254, eluentem była mieszanina: 

2-propanol:metanol:aceton:woda:kwas octowy w stosunku objętościowym 6:4:2:8:0,2.  

Po rozwinięciu, chromatogram wywoływano roztworem chlorku palladu (II),  

a pojawiające żółte ślady były wizualizowane światłem przy długości fali 375 nm. Droga 

rozwijania dla kwasu liponowego i dihydroliponowego wynosiła odpowiednio 43,0 oraz 

34,2 mm. Wykazano ilościową zależność między polem powierzchni plamki  

a stężeniem substancji naniesionej. Wyznaczono granice wykrywalności  

i oznaczalności, które zdecydowanie były wyższe w porównaniu do chromatografii 

kolumnowej. W związku z powyższym opracowaną metodę można było zastosować do 

próbek zawierających wysokie stężenia analitu. Stosując tę metodę kwas liponowy 

oznaczano w suplementach diety oraz farmaceutykach (198). 
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2.5.4.  Elektroforeza kapilarna (CE) 

 

W literaturze do rozdziału, identyfikacji oraz oznaczania kwasu liponowego oprócz 

technik HPLC oraz GC zaproponowano wysokosprawną elektroforezę kapilarną. 

Satysfakcjonujące wyniki otrzymano stosując różne procedury przygotowania próbek. Do 

bezpośredniego oznaczenia kwasu liponowego wykorzystywano detektory UV przy 

długościach fali 208, 214 nm (44,147,167). Autorzy nie zaobserwowali sygnałów 

pochodzących od innych składników analizowanych próbek. Jednak wadą stosowanej 

metody jest adsorpcja kwasu liponowego na ściankach kapilary, co wiąże się z potrzebą 

jej częstego przemywania (2).  

Elektroforezę kapilarną z detekcją spektrofotometryczną zastosował Sitton i wsp. 

(22,147) do oznaczania kwasu liponowego w próbkach suplementów diety. Metodą tą  

z powodzeniem oznaczano kwas liponowy również w żywności (44) oraz w próbkach 

biologicznych (22,44). Do oznaczania kwasu liponowego zastosowano elektroforezę 

kapilarną z zatężaniem przy użyciu mieszaniny acetonitrylu i chlorku sodu (167). 

 

2.5.5.  Metody elektrochemiczne 

 

Procesy elektrodowe są najczęściej realizowane na klasycznych elektrodach 

wykonanych z platyny (199) lub węgla szklistego (200,201). Jednak coraz większą 

popularnością cieszą się elektrody o modyfikowanych powierzchniach (202–205). 

Przygotowanie próbek do badań elektrochemicznych jest znacznie prostsze niż  

w przypadku metod chromatograficznych. Niejednokrotnie ogranicza się do 

rozpuszczenia próbki w odpowiednim rozpuszczalniku. Taki sposób przygotowania 

próbek suplementów diety zaproponował Corduneanu i wsp. (200). Próbki rozpuszczano 

w mieszaninie woda:metanol (1:1, v/v). Jako elektrolit podstawowy stosowano bufor 

fosforanowy o stężeniu C = 0,1 mol/l i pH 6,9. Elektroda pracująca wykonana była  

z węgla szklistego, a do oznaczeń ilościowych zastosowano woltamperometrię pulsową 

różnicową (DPV). Ograniczenie wstępnego przygotowania próbek tylko do etapu 

rozpuszczania może powodować możliwość powstania interferencji sygnałów 

pochodzących od innych składników badanej matrycy, dających sygnały w podobnym 

zakresie potencjałów. Granica wykrywalności oraz oznaczalności metody wynosiła 

odpowiednio 1,8 i 6,1 µmol/l (200). 
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Marin i wsp. (199) zaproponowali do wstępnego przygotowania rozpuszczenie 

próbek w roztworze buforu octanowego o stężeniu C = 0,2 mol/l i pH 4,5. Pomiary 

prowadzono w układzie trójelektrodowym (elektroda pracująca – dysk platynowy, 

elektroda pomocnicza – drut platynowy), a potencjał mierzono względem elektrody 

chlorosrebrowej (Ag/AgCl). Jako elektrolit podstawowy zastosowano bufor octanowy  

o stężeniu C = 0,2 mol/l i pH 4,5. Do badanych roztworów dodawano 0,9%  roztworu 

chlorku sodu w celu zapobiegania utlenianiu składników (np. glukozy). Zakres liniowości 

metody mieści się w zakresie 10  800 µmol/l. Granica wykrywalności wynosiła  

13,15 µmol/l. Do oznaczeń ilościowych zastosowano woltamperometrię pulsową 

różnicową (DPV).  

Kwas liponowy oznaczano woltamperometrycznie przy pomocy szklanej elektrody 

węglowej o powierzchni 3,14 mm
2
, modyfikowanej wielowarstwowo nanorurkami 

węglowymi. Zastosowanie modyfikacji pozwoliło zredukować przepięcie (Δmi = 0,1 V) 

 i zwiększyć prąd oksydacyjny kwasu liponowego. Potencjał mierzono względem 

elektrody chlorosrebrowej (Ag/AgCl) z liniowym przemiataniem potencjału od 0 do  

1,2 V z prędkością 25 mV/s. Granica oznaczalności dla kwasu liponowego wynosiła 

1,9·10
-5

 mol/l. Badane próbki farmaceutyków przygotowywano poprzez rozpuszczenie  

w wodzie destylowanej (205).  

Detekcję elektrochemiczną kwasu liponowego wykorzystano w układzie 

przepływowym, w którym wykorzystano selektywną wobec kwasu liponowego elektrodę. 

Dzięki temu oznaczono  kwas liponowy w preparatach farmaceutycznych  

i moczu (22). Metoda pozwoliła na oznaczenie kwasu liponowego w zakresie  

10
-7

 mol/l  10
-2

 mol/l. Elektrodę przygotowano przez pokrycie PVC oraz plastyfikatorem 

powierzchni elektrody grafitowej. Wykazano szybką i stabilną reakcję, dobrą 

powtarzalność, długoterminową stabilność, możliwość zastosowania w zakresie  

pH 8,0-9,5. Zaproponowana elektroda ma czas reakcji ≤12 s i może być używana przez 

co najmniej 6 tygodni bez znacznego obniżenia czułości. Elektroda charakteryzuje się 

dobrą selektywnością względem nieorganicznych i organicznych anionów (22). Wyżej 

opisaną elektrodę wykorzystano również jako elektrodę wskaźnikową do 

potencjometrycznego miareczkowania kwasu liponowego.  

Detekcję woltamperometryczną i biamperometryczną wykorzystywano do 

miareczkowego oznaczania kwasu liponowego (206). Metoda ta pozwoliła na oznaczanie 

obu form utlenionej jak i zredukowanej kwasu liponowego. Do oznaczenia kwasu 
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liponowego w roztworach modelowych wykorzystano elektrodę z węgla szklistego 

(206,207). Uzyskany zakres analityczny kwasu liponowego oznaczanego techniką 

woltamperometrii na elektrodzie szklisto-węglowej wynosił od 1,15·10
-5

 do  

1,73·10
-4

 mol/l, zaś granica wykrywalności kwasu liponowego wynosiła  

5,75·10
-6

 mol/l (100). 

 

2.5.6.  Spektrofotometria 

 

Metody spektrofotometryczne są stosowane nie tylko do detekcji w technikach 

chromatograficznych, ale mogą stanowić podstawę bezpośrednich procedur oznaczania. 

Mimo wielu ograniczeń, opracowano metodę spektrofotometrycznego oznaczania kwasu 

liponowego w próbkach suplementów diety (208,209). Próbki rozpuszczano  

w metanolu, a analizie poddawano widma UV-VIS zerowego rzędu i ich pierwszej 

pochodnej. Wartość odzysku oscylowała w zakresie 99,5 - 100,8%. 

W celu zwiększenia czułości metody zaproponowano pośrednią metodę 

spektrofotometrycznego oznaczania kwasu liponowego. W procedurze zaproponowanej 

przez Walash’a (210) wykorzystano pomiar absorbancji produktu reakcji kwasu 

liponowego z nadmanganianem (VII) potasu. Absorbancja tworzącego się jonu Mn (VI) 

była proporcjonalna do zawartości kwasu liponowego w próbce. Metodą tą oznaczano 

kwas liponowy w suplementach diety w zakresie 1  10µg/ml. Średnia wartość 

uzyskanych odzysków wynosiła 100,41±0,63%.  

Najczęściej stosowane metody oznaczania kwasu liponowego z wyłączeniem 

technik chromatografii cieczowej przedstawiono w tabeli 3. 
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Tabela 3. Zestawienie innych metod oznaczania kwasu liponowego. 

Metoda 

analityczna 
Rodzaj matrycy Odczynnik derywatyzujący Literatura 

FIA z detekcją 

potencjometryczną 

preparaty 
farmaceutyczne, 

mocz ludzki 

- (22) 

GC - MS 
bakterie 

Escherichia coli 
6,8-di-(benzylotio)oktanian (154) 

GC - FPD 

bakterie, tkanki, 

preparaty 

farmaceutyczne, 
produkty 

spożywcze 

chloromrówczan etylu 

(ECF) 
(44) 

GC - MS próbki biologiczne 

N-metylo-N-tert-

butylodimetylosililotrifluoroacetamid 
(MBDSTFA) 

(157) 

CE próbki biologiczne - (167) 

CE mocz ludzki 
bromek 1-benzylo-2-

chloropirydyniowy (BCPB) 
(134) 

CE - UV,  

MALDI - TOF MS 

kosmetyki, 

suplementy diety 

4-bromometylo-6,7-

dimetoksykumaryna (Br-DMC) 
(178) 

CE - GCE 
preparaty 

farmaceutyczne 

4-bromometylo-6,7-

dimetoksykumaryna (Br-DMC) 
(167) 

Spektrofotometria 

UV-VIS 
suplementy diety - (208,209,211) 

Woltamperometria suplementy diety - (201) 
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III. CEL I ZAKRES PRACY 
 

Kwas liponowy, uważany jest za „super” lub „uniwersalny” przeciwutleniacz, 

gdyż posiada unikalną zdolność regeneracji niezbędnych egzogennych i endogennych 

przeciwutleniaczy takich jak witamina C, witamina E i glutation. Niektóre badania 

sugerują, że może uczestniczyć w procesach naprawy utlenionych białek (114). Biorąc 

pod uwagę tak wiele korzystnych właściwości komórkowych i molekularnych, 

suplementacja kwasem liponowym może mieć kluczowe znaczenie dla utrzymania 

stężenia tego związku w organizmie na odpowiednim poziomie. Wzrost zainteresowania 

stosowaniem kwasu liponowego, zarówno jako suplementu diety, jak  

i środka farmakoterapii powoduje konieczność kontroli jego stężenia w żywności czy  

w preparatach farmaceutycznych (np.:  Neurex 600, Neurolipon MIP 600, Thiogamma 

600 - leki stosowane w przebiegu polineuropatii cukrzycowej oraz w leczeniu parestezji). 

Z przeglądu literatury wynika, że do oznaczania kwasu liponowego stosowane są 

różne techniki pomiarowe. Taka różnorodność sugeruje, że nie ma jednej 

znormalizowanej procedury analitycznej (tzw. normy) oznaczania kwasu liponowego. 

 W zależności od stosowanej metody pomiarowej w analizie kwasu liponowego 

możemy spotkać się z charakterystycznymi dla niej trudnościami. Stosując detekcję 

spektrofotometryczną lub fluorymetryczną problemem jest brak w budowie cząsteczki 

kwasu liponowego ugrupowań fluoroforowych i chromoforowych. W przypadku 

oznaczania techniką chromatografii gazowej obecność grupy karboksylowej powoduje 

ogonowanie piku. Opracowanie nowej prostej procedury oznaczania kwasu liponowego 

powinno nieść wiele korzyści związanych z redukcją zużycia odczynników, a także 

skróceniem czasu analizy. 

W związku z tym podjęto próbę wykorzystania nowych reakcji derywatyzacji do 

oznaczania kwasu liponowego w próbkach biologicznych. Zastosowano nowe, wcześniej 

nie wykorzystywane w analityce kwasu liponowego odczynniki derywatyzujące tj: jodek 

2-chloro-1-metylopirydyniowy (CMPI), 2,4’-dibromoacetofenon (DBAF), 

tetrafluoroboran 2-chloro-1-metylochinoliniowy (CMQT) oraz alkohol  

4-metoksybenzylowy (4-MBA). Praktyczną użyteczność opracowanych metod 

sprawdzono badając zawartość analitu w próbkach wybranych produktów spożywczych 

oraz suplementach diety.  
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Przedstawiona praca doktorska wymagała zrealizowania następujących celów (zakres 

pracy): 

1. Zbadanie przebiegu reakcji derywatyzacji kwasu liponowego z jodkiem  

2-chloro-1-metylopirydyniowym (CMPI), 2,4’-dibromoacetofenonem (DBAF), 

tetrafluoroboranem 2-chloro-1-metylochinoliniowym (CMQT) oraz  

alkoholem 4-metoksybenzylowym (4-MBA); 

2. Identyfikację otrzymanych produktów reakcji derywatyzacji z zastosowaniem 

analizy spektralnej 
1
H NMR, IR, UV oraz MS; 

3. Opracowanie nowych procedur oznaczania kwasu liponowego z zastosowaniem 

wymienionych odczynników derywatyzujących techniką wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej z detektorem UV i chromatografii gazowej ze 

spektrometrią mas (GC-MS); 

4. Ocenę analitycznej przydatności opracowanych procedur. Ustalenie: zakresu 

liniowości, współczynnika determinacji, powtarzalności, granicy wykrywalności 

(LOD), granicy oznaczalności (LOQ); 

5. Sprawdzenie praktycznego wykorzystania opracowanych procedur do oznaczania 

kwasu liponowego w produktach spożywczych oraz w suplementach diety. 
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IV. CZĘŚĆ EKSPERYMENTALNA 

 

1. APARATURA, ODCZYNNIKI I MATERIAŁ BADAWCZY 

 

1.1. Aparatura i sprzęt laboratoryjny 

 

W trakcie wykonywanych badań wykorzystano następujące urządzenia  

i elementy wyposażenia analitycznego: 

 spektrofotometr UV-VIS, U-1900, U-2800A, Hitachi (Japonia) wraz  

z kuwetami kwarcowymi i szklanymi o długości drogi optycznej 10 mm,  

 wysokosprawny chromatograf cieczowy, Thermo Separation (USA), składający 

się z niskogradientowej pompy binarnej P2000, detektora UV 3D Spectra System 

UV 3000, zaworu dozującego Rheodyne wyposażonego w pętlę dozującą  

o objętości 20 µl, prędkość przepływu fazy ruchomej - 1 ml/min, zawartość 

oznaczanych związków wyznaczono na podstawie zależności pola powierzchni od 

stężenia analitu, 

 kolumny chromatograficzne: Supelcosil LC-8, o wymiarach 150x4,6 mm, 5 m, 

Supelco, LiChrospher RP-18 o długości 150x4,6mm, 5µm, LiChroCart, Merck 

(Niemcy), 

 chromatograf gazowy HP 6890 Agilent Technologies (USA), z elektroniczną 

kontrolą ciśnienia (EPC) 59864B, wyposażony w detektory: FID i MS 5973, 

kolumny kapilarne ZB-5MSi (30 m x 0,25 mm x 0,25 µm) oraz w automatyczny 

podajnik próbek HP 7683, jako gaz nośny zastosowano hel o czystości 99,999%, 

temperatura źródła jonów + 230°C przy energii elektronów 70 eV, temperatura 

kwadrupola + 150°C, temperatura linii transferowej + 280°C,  

 spektrometr Ultrashield Plus 400, Brucker (USA) o częstotliwości podstawowej 

400 MHz. Widma NMR wykonano w chloroformie deuterowanym (CDCl3) oraz 

metanolu deuterowanym (MeOD) stosując tetrametylosilan (TMS) jako wzorzec 

wewnętrzny, 

 spektrometr Magna IR 550, Nicolet (Kanada), 

 spektrometr Q-TOF LC-MS Accurate-Mass 6530 z jonizacją przez 

elektrorozpylanie (ESI), Agilent Technologies (USA), 
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 waga analityczna AB204-S, dokładność wagi 0,1mg, Mettler Toledo (Polska), 

 waga analityczna AS 160/X, dokładność wagi 0,1mg, Radwag (Polska), 

 wirówka laboratoryjna MPW-54, MPW-251, MPW Med. Instruments (Polska), 

 wytrząsarka Vibramax110, Heidolph (Niemcy), 

 łaźnia ultradźwiękowa Sonorex RK 31, Bandelin (Polska), 

 łaźnia wodna typ 356P, Unipan (Polska), 

 koncentrator blokowy do odparowania próbek z ręcznym podnośnikiem  

EVA-EC-1S, VLM (Niemcy), 

 wyparka obrotowa Rotavapor R-210, Buchi Labortechnik AG (Szwajcaria), 

 pH-metr CP-401, ELMETRON (Polska), 

 zestaw do SPE J.T Baker spe-12G prod. No. 7018-94 (Niemcy), 

 kolumny do SPE: Oasis MCX Cartridge, Bakerbond Octadecyl C18, Bakerbond 

Silica Gel, Octadecyl SPE, Oasis HLB, J.T. Baker Cyano, J.T. Baker Diol,  

J.T. Baker, 

 homogenizator IKA, A11B, (Niemcy), 

 mikropipety 10-100 μl, 100-1000 μl, Eppendorf (Niemcy), 

 mikrostrzykawki o pojemności 10, 50, 100, 250 i 500 μl, produkcja Agilent 

Technologies (Australia), 

 fiolki chromatograficzne o pojemności 2 ml, 

 szklane wkładki o pojemności 150 μl do fiolek chromatograficznych, 

 płytki aluminiowe do chromatografii cienkowarstwowej (TLC) pokryte żelem 

krzemionkowym 60 F 254 o grubości 0,2 mm, Merck (Niemcy), 

 drobny sprzęt laboratoryjny: kolby miarowe, naczynka wagowe, lejki, zlewki, 

bagietki, itp. 

 

1.2. Odczynniki chemiczne 

 

Odczynniki wykorzystane w trakcie wykonywania eksperymentów:  

Wzorce: 

 kwas liponowy (LA) 98,0%, CAS 62-46-4, Sigma-Aldrich (Niemcy). 

Odczynniki derywatyzujące: 

 jodek 2-chloro-1-metylopirydyniowy (CMPI), CAS 14338-32-0, Sigma-Aldrich 

(Niemcy), 
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 2,4-dibromoacetofenon (DBAF), CAS 99-73-0, Sigma-Aldrich (Niemcy), 

 alkohol 4-metoksybenzylowy (4-MBA) 98,0%, CAS 105-13-5, Sigma-Aldrich 

(Niemcy), 

 tetrafluoroboran 2-chloro-1-metylochinoliniowy (CMQT) – przygotowano  

w następujący sposób (212): odważono 1 g 2-chlorochinoliny,  

1 g 3-metoksytetrafluoroboranu oraz odmierzono 1,2 ml nitrometanu. Składniki 

zmieszano ze sobą do całkowitego rozpuszczenia substancji stałych, po czym 

dodano 4 ml eteru dietylowego. Wytrącone białe kryształy odsączono z użyciem 

próżni i przemyto dwukrotnie 2 ml eteru dietylowego. Osuszono w eksykatorze  

w obecności CaCl2. 

Rozpuszczalniki: 

 metanol 99,9%, CAS 67-56-1, Merck, Sigma-Aldrich (Niemcy), 

 acetonitryl 99,9%, CAS 75-05-8, Merck (Niemcy), J.T.BAKER (Holandia),  

 dichlorometan 99,8%, CAS 75-09-2, Merck, Sigma-Aldrich (Niemcy), 

 octan etylu 99,8%, CAS 141-78-6, Sigma-Aldrich (Niemcy), 

 nitrometan 99,0%, CAS 75-52-5, Sigma-Aldrich (Niemcy), 

 eter dietylowy 99,5% , CAS 60-29-7, Merck (Niemcy). 

Pozostałe odczynniki: 

 borowodorek sodu NaBH4, POCH, (Polska), 

 wodorowęglan sodu NaHCO3, POCH, (Polska), 

 N,N′-dicykloheksylokarbodiimid (DCC), CAS 538-75-0, Merck (Niemcy), 

 trietyloamina (TEA), CAS 121-44-8, Merck (Niemcy), 

 wodorotlenek sodu NaOH, POCH, (Polska), 

 kwas solny HCl, POCH, (Polska), 

 4-dimetyloaminopirydyna (DMAP) 99,0%, CAS 1122-58-3, Sigma-Aldrich 

(Niemcy), 

 lodowaty kwas octowy 99,5%, CAS 64-19-7, POCH, (Polska), 

 2-chlorochinolina C9H6ClN, CAS 612-62-4, Merck (Niemcy), 

 3-metoksytetrafluoroboran (CH3)3O(BF4), CAS 420-37-1, Merck (Niemcy), 

 woda destylowana i redestylowana. 
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1.3. Roztwory  

 

Roztwory kwasu liponowego: 

Podstawowy:  

 roztwór kwasu liponowego o stężeniu 0,1 mol/l
 
przygotowano przez odważenie 

2,064 g kwasu liponowego i rozpuszczenie w 100 ml metanolu. 

Roboczy: 

 roztwory kwasu liponowego o stężeniach 10
-2

, 10
-3

, 10
-4

, 10
-5

  mol/l sporządzono 

przez rozcieńczenie odpowiedniej objętości roztworu podstawowego.  

Do rozcieńczenia roztworów roboczych kwasu liponowego, w zależności od 

potrzeb użyto metanolu, octanu etylu, acetonitrylu lub dichlorometanu. 

Wzorcowy: 

 roztwory kwasu liponowego do przygotowania krzywych wzorcowych 

sporządzono w kolbach miarowych o pojemności 10 ml. W tym celu odmierzono 

odpowiednie objętości roztworu podstawowego kwasu liponowego i uzupełniono 

do kreski właściwymi rozpuszczalnikami: metanolem, octanem etylu lub 

acetonitrylem. 

Roztwory odczynników derywatyzujących: 

 tetrafluoroboran 2-chloro-1-metylochinoliniowy (CMQT) - roztwór podstawowy 

o stężeniu 10
-2 

mol/l przygotowano przez odważenie 0,066 g osuszonej czystej 

substancji i rozpuszczenie w 25 ml wody redestylowanej, 

 jodek 2-chloro-1-metylopirydyniowy (CMPI) - roztwór podstawowy o stężeniu 

10
-2

 mol/l przygotowano przez odważenie 0,064 g czystej substancji  

i rozpuszczenie w 25 ml wody redestylowanej, 

 2,4-dibromoacetofenon (DBAF) - roztwór podstawowy o stężeniu 4,3·10
-2

 mol/l 

przygotowano przez odważenie 0,012 g czystej substancji i rozpuszczenie  

w 10 ml metanolu,  

 alkohol 4-metoksybenzylowy (4-MBA) - roztwór podstawowy o stężeniu  

10
-4

 mol/l
 
przygotowano przez odważenie 0,370 mg czystej substancji  

i rozpuszczenie w 25 ml dichlorometanu. 

Roztwory buforowe: 

 Bufor EDTA/NaOH, 0,9% roztwór NaCl o następujących pH: 7,85; 8,5; 9,0; 

9,5; 10,0 - roztwór o stężeniu 5 mmol/l przygotowano przez odważenie  
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0,73 g EDTA, 0,1 g NaOH oraz 0,45 g NaCl i rozpuszczenie w 500 ml wody 

redestylowanej; roztwór doprowadzono do pH 7,00; 7,50; 7,85; 8,00; 8,50; 9,00; 

9,50; 10,00 za pomocą NaOH (1 mol/l) oraz HCl (1 mol/l) (163), 

 Bufor kwasu trichlorooctowego (TCA) – roztwór o stężeniu 10
-2

 mol/l 

przygotowano przez odważenie 0,33 g TCA i rozpuszczenie w 200 ml wody 

redestylowanej; roztwór doprowadzono do pH 2,0. 

 Wodorofosforan (V) disodu (Na2HPO4) - roztwór o stężeniu 5·10
-2 

mol/l 

przygotowano przez odważenie 1,420 g Na2HPO4 i rozpuszczenie w 200 ml wody 

redestylowanej; roztwory doprowadzono do pH 2,5; 2,7 i 3,0 za pomocą kwasu 

fosforowego (V) (3 mol/l). 

Fazy ruchome: 

 metanol:woda w następujących stosunkach objętościowych: 50:50; 80:20; 30:70; 

70:30; 60:40; 25:75; 75:25,  

 metanol:0,1% kwas mrówkowy (95:5), 

 etanol:woda (70:30), 

 n-heksan:octan etylu (70:30), 

 acetonitryl:woda w następujących stosunkach objętościowych: 65:35; 80:20; 

50:50 (pH 9,5); 80:20 (pH 8,0; 6,5; 9,5); 90:10 (pH 9,5), 

 acetonitryl:woda:kwas trichlorooctowy w następujących stosunkach 

objętościowych: 50:49,88:0,12;  60:39,88:0,12, 

 acetonitryl:metanol:woda:kwas trichlorooctowy (35:35:29:1), 

 acetonitryl:octan amonu (50:50),  

 kwas mrówkowy:acetonitryl (80:20), 

 kwas mrówkowy:metanol (20:80),  

 kwas trichlorooctowy:acetonitryl w następujących stosunkach objętościowych: 

95:5; 60:40, 

 kwas trichlorooctowy:woda (50:50), 

 kwas trichlorooctowy:metanol w następujących stosunkach objętościowych: 

75:25; 90:10; 80:20, 

 wodorofosforan (V) disodu:acetonitryl w następujących stosunkach 

objętościowych: 35:65 (pH 2,5; 3,0; 6,0); 55:45 (pH 2,5; 3,0); 65:35 (pH 2,5); 

80:20 (pH 2,5), 

 wodorofosforan (V) disodu:acetonitryl:metanol (50:30:20) (pH 2,7). 
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Pozostałe roztwory: 

 borowodorek sodu (NaBH4), roztwór podstawowy o stężeniu 0,3 mol/l 

przygotowano przez odważenie 0,114 g czystej substancji i rozpuszczenie  

w 10 ml wody redestylowanej,  

 wodorowęglan sodu (NaHCO3), roztwór podstawowy o stężeniu 5%  

przygotowano przez odważenie 2,5 g czystej substancji i rozpuszczenie w 50 ml 

wody redestylowanej, 

 N,N′-dicykloheksylokarbodiimid (DCC), roztwór podstawowy o stężeniu  

0,363 mol/l przygotowano przez odważenie 750 mg czystej substancji  

i rozpuszczenie w 10 ml dichlorometanu, 

 trietyloamina (TEA), roztwór podstawowy o stężeniu 5% przygotowano przez 

pobranie 5 ml TEA i rozpuszczenie w 100 ml octanu etylu,  

 wodorotlenek sodu (NaOH), roztwory podstawowe o stężeniach:  

0,1, 0,2, 1 mol/l przygotowano przez odważenie odpowiednio:  

0,2 g, 0,4 g i 2,0 g czystej substancji i rozpuszczenie w 50 ml metanolu, 

 kwas solny (HCl), roztwory robocze o stężeniu 2 mol/l oraz 1 mol/l przygotowano 

przez rozcieńczenie stężonego roztworu wodą redestylowaną. 

 

1.4. Materiał badawczy 

 

Materiał do badań stanowiły produkty spożywcze ogólnie dostępne handlowo  

tj: surowe ziemniaki, szpinak, brokuły, błonnik jabłkowy, młody jęczmień, dwie odmiany 

piwa z lokalnego browaru oraz dwa rodzaje suplementów diety zawierające w składzie 

kwas liponowy: 

Revitanerw – kapsułki twarde  

Producent Glenmark Pharmaceuticals Sp. z o.o. (Polska)  

Składniki: kwas alfa-liponowy, mikrokapsułkowany olej z nasion ogórecznika Borago 

officinalis L., zawierający 40% kwasu gamma-linolenowego, octan DL-alfa tokoferylu, 

amid kwasu nikotynowego, D-pantotenian wapnia, chlorowodorek pirydoksyny, 

substancję przeciwzbrylającą (sole magnezowe kwasów tłuszczowych – E 470b, ditlenek 

krzemu), ryboflawinę, monoazotan tiaminy, barwniki (ditlenek tytanu, tlenek żelaza 

żółty), selenian (IV) sodu. 

Suplement diety zawiera 300 mg kwasu liponowego w jednej kapsułce. 
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Kwas alfa-liponowy – kapsułki 

Producent A-Z MEDICA (Polska) 

Składniki: Kwas alfa-liponowy, kapsułka (żelatyna, woda, barwniki: E 171, E 131), 

substancja wypełniająca (maltodekstryna), substancję przeciwzbrylającą (sole 

magnezowe kwasów tłuszczowych - E 470b). 

Suplement diety zawiera 100 mg kwasu liponowego w jednej kapsułce. 

 

1.4.1.  Procedura przygotowania próbek do badań 

 

Suplement Revitanerw - roztwór podstawowy o stężeniu 1,45·10
-2 

mol/l przygotowano 

przez zhomogenizowanie dziesięciu kapsułek suplementu, odważenie naważki równej 

masie jednej kapsułki i rozpuszczenie w metanolu w kolbie miarowej o pojemności  

100 ml. Roztwór wytrząsano przez 20 min. Następnie przesączono w celu pozbycia się 

masy tabletkowej. Roztwory robocze przygotowano  poprzez odpowiednie rozcieńczenie 

roztworu podstawowego.  

Suplement Kwas alfa-liponowy - roztwór podstawowy o stężeniu 9,69·10
-3 

mol/l 

przygotowano przez rozpuszczenie zawartości 10 kapsułek w metanolu w kolbie 

miarowej o pojemności 50 ml. Roztwór wytrząsano przez 20 minut. Następnie 

przesączono w celu pozbycia się masy tabletkowej. Roztwory robocze przygotowano 

poprzez odpowiednie rozcieńczenie roztworu podstawowego. 

Próbki produktów spożywczych przed przystąpieniem do właściwych badań, należało 

je wstępnie przygotować. Piwa odgazowano stosując przez 30 minut ultradźwięki. 

Szpinak i brokuły umyto, pokrojono nożem i zmielono. Próbki ziemniaka po obraniu 

starto na tarce z tworzywa sztucznego, w celu uzyskania jak największego rozdrobnienia 

próbki. Błonnik jabłkowy i młody jęczmień pozyskano do badań  

w postaci homogennego sypkiego proszku, więc próbki te nie wymagały wstępnego 

przygotowania.  

W celu uzyskania czystych ekstraktów do analizy chromatograficznej  

z próbkami produktów spożywczych postępowano w sposób następujący: odmierzono  

10 ml (w przypadku produktów płynnych) lub odważono 1 g (w przypadku 

zhomogenizowanych produktów stałych) próbki. W celu pozbycia się przeszkadzających 

białek wprowadzono 1 ml acetonitrylu, 2 ml dichlorometanu  

i wymieszano. Mieszaninę poddano działaniu ultradźwięków przez 60 minut.  
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Po ekstrakcji próbkę odwirowano (3500 obr/min w czasie 10 minut). Zebrano warstwę 

organiczną, a ekstrakcję powtórzono z użyciem kolejnej porcji 2 ml dichlorometanu. 

Mieszaninę kolejny raz poddano działaniu ultradźwięków przez 60 minut, a następnie 

próbkę odwirowano (3500 obr/min w czasie 10 minut). Uzyskane ekstrakty połączono, 

przesączono przez sączek z bibuły, przemyto 0,5 ml dichlorometanu i odparowano na 

wyparce próżniowej do minimalnej objętości końcowej (ok. 1 ml). Po odparowaniu 

próbkę poddano reakcji derywatyzacji stosując odpowiednie odczynniki.  

Próbki z dodatkiem wzorca przygotowano w identyczny sposób. Ilość dodawanego 

kwasu liponowego zależna była od spodziewanej zawartości analitu w badanych 

próbkach. 
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2. SPOSÓB WYZNACZANIA PARAMETRÓW STATYSTYCZNYCH  
 

Ocenę statystyczną krzywych kalibracyjnych przeprowadzono obliczając 

odchylenie standardowe (SD) oraz względne odchylenie standardowe (RSD). 

Wyznaczono granicę wykrywalności i oznaczalności metody oraz współczynnik 

zmienności metody na podstawie powtarzalności, co jest zgodne z wytycznymi 

opisanymi w przewodniku dotyczącym walidacji metod analitycznych w badaniach 

żywności  Państwowego Zakładu Higieny (213). 

Odchylenie standardowe jest miarą rozproszenia uzyskanych wartości wokół wartości 

średniej. Wyznaczenie wartości odchylenia standardowego (SD) umożliwia ocenę błędu 

przypadkowego jakim może być obarczone oznaczenie. W niniejszej pracy odchylenie 

standardowe wyznaczono wg wzoru:  

 

 

 

gdzie: n - liczba pomiarów, 

xi - wartość absorbancji lub pola powierzchni pod pikiem chromatograficznym dla 

pojedynczego wyniku, 

 - wartość średnia absorbancji lub pola pod pikiem chromatograficznym. 

Powtarzalność metody wyznaczono jako względne odchylenie standardowe dla jednego 

punktu krzywej, sporządzonego w powtórzeniach zarejestrowanych w krótkich odstępach 

czasu. Wartość RSD wyznaczono jako stosunek wartości odchylenia standardowego do 

wartości średniej uzyskanych wyników wyrażony w procentach. Względne odchylenie 

standardowe wyznaczono wg wzoru: 

 

 

 

gdzie: SD - odchylenie standardowe, 

 - wartość średnia absorbancji lub pola powierzchni pod pikiem 

chromatograficznym. 
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Granicę oznaczalności (LOQ) zdefiniowaną jako najniższe stężenie analitu, jakie można 

oznaczyć na akceptowalnym poziomie powtarzalności i dokładności (precyzji  

i poprawności) wyznaczono wg wzoru:  

 

 

 

gdzie: a - współczynnik kierunkowy prostej, 

SD - odchylenie standardowe. 

Granica wykrywalności (LOD) jest to najmniejsze stężenie substancji możliwe do 

wykrycia za pomocą danej metody analitycznej, którą można wyznaczyć z określoną 

pewnością statystyczną 

 

 

 

gdzie: a - współczynnik kierunkowy prostej, 

SD - odchylenie standardowe. 

Badanie odzysku analitów jest bardzo ważnym elementem udokumentowania 

wiarygodności metody analitycznej, powszechnie znanym i stosowanym w chemii 

analitycznej sposobem kontroli dokładności wyników. W celu wyznaczenia odzysków do 

próbki dodano ściśle znane ilości wzorca, a następnie poddano identycznej procedurze 

przygotowania, jak próbki niewzbogacone. Takie postępowanie pozwoliło na ocenę 

potencjalnych strat oznaczanego związku, które mogły powstać w czasie 

przeprowadzania całej procedury analitycznej. 

Średni błąd oznaczenia wyznaczono na podstawie budżetu niepewności (wiarygodności 

pomiaru). Przeanalizowano źródła błędów z uwzględnieniem wzajemnych oddziaływań, 

co pozwoliło ocenić i wytypować zasadnicze czynniki wpływające w istotny sposób na 

wielkość mierzoną.  
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3. STOSOWANE PROCEDURY  

 

3.1. Redukcja wiązania disiarczkowego  

 

Do 1 ml buforu EDTA/NaOH/NaCl o pH 9,5 dodano 100 µl metanolowego 

roztworu kwasu liponowego o stężeniu C = 10
-3

 mol/l i 250 µl roztworu borowodorku 

sodu (NaBH4) o stężeniu C = 0,3 mol/l. Próbkę ogrzewano przez 13 minut w 60°C  

w łaźni wodnej.  

Po reakcji otwarcia pierścienia ditiolowego próbkę ochłodzono do temperatury 

pokojowej. W celu usunięcia nadmiaru nieprzereagowanego reduktora dodano 150 µl 

roztworu kwasu solnego (HCl) o stężeniu C = 2 mol/l i 3 ml roztworu wodorowęglanu 

sodu (NaHCO3) o stężeniu C = 5%. Następnie w celu zobojętnienia środowiska reakcji 

dodano 40 µl roztworu wodorotlenku sodu (NaOH) o stężeniu C = 0,1 mol/l. W ten 

sposób otrzymano roztwór kwasu dihydroliponowego o stężeniu C = 2,2·10
-5

 mol/l. 

 

3.2. Derywatyzacja grupy tiolowej 2,4-dibromoacetofenonem 

(DBAF) 

 

Po otwarciu pierścienia i usunięciu nadmiaru nieprzereagowanych odczynników 

dodano 0,5 ml roztworu 2,4’- dibromoacetofenonu (DBAF) w metanolu o stężeniu  

C = 4,3·10
-2

 mol/l. Próbkę ogrzewano przez 1 godzinę w 70°C w łaźni wodnej.  

Po ochłodzeniu mieszaniny do temperatury pokojowej, roztwór dopełniono metanolem do 

objętości 10 ml. 

 

3.3. Derywatyzacja grupy tiolowej tetrafluoroboranem 2-chloro- 

1-metylochinoliniowym (CMQT) 

 

Po otwarciu pierścienia i usunięciu nadmiaru nieprzereagowanych odczynników 

wprowadzono 50 l wodnego roztworu tetrafluoroboranu 2-chloro-1-etylochinoliniowego 

(CMQT) o stężeniu C = 10
-2 

mol/l i ogrzewano przez 22 minuty w 60°C w łaźni wodnej. 

Po ostudzeniu do temperatury pokojowej dopełniono do objętości 10 ml wodą 
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redestylowaną lub fazą ruchomą w zależności od zastosowanej techniki końcowego 

oznaczania. 

 

3.4. Derywatyzacja grupy tiolowej jodkiem 2-chloro- 

1-metylopirydyniowym (CMPI) 

 

Do otrzymanego roztworu kwasu dihydroliponowego dodano 100 µl wodnego 

roztworu jodku 2-chloro-1-metylopirydyniowego (CMPI) o stężeniu C = 10
-2

 mol/l  

i ogrzewano 5 minut w 60°C w łaźni wodnej. Na koniec próbkę odstawiono w ciemnym 

miejscu do ochłodzenia na 20 minut, a następnie uzupełniono próbkę do objętości 10 ml 

wodą redestylowaną lub acetonitrylem w zależności od zastosowanej techniki końcowego 

oznaczania.  

 

3.5. Derywatyzacja grupy karboksylowej alkoholem  

4-metoksybenzylowym (4-MBA), procedura preparatywna 

 

Ester kwasu liponowego z alkoholem 4-metoksybenzylowym (4-MBA) 

przygotowano w Zakładzie Chemii Produktów Naturalnych (ZChPN) Wydziału Chemii 

Uniwersytetu w Białymstoku. Wykorzystano następującą procedurę preparatywną (214): 

do kolby o pojemności 200 ml wprowadzono 400 mg kwasu liponowego. Następnie 

dodano 10 ml osuszonego dichlorometanu, 155 µl alkoholu 4-metoksybenzylowego  

(4-MBA) o stężeniu C = 10
-4

 mol/l, 2 ml N,N′-dicykloheksylokarbodiimidu (DCC)  

o stężeniu C = 3,63·10
-1

mol/l jako czynnika kondensującego i niewielką ilość (około  

5 mg) katalizatora 4-dimetyloaminopirydyny (DMAP). Proces zachodził w warunkach 

beztlenowych, dlatego reakcję prowadzono w atmosferze azotu, w łaźni lodowej przez  

25 minut. Po tym czasie osad odsączono i prowadzono dwukrotną ekstrakcję kwasem 

octowym (2 x ok. 10 ml). Następnie porcjami po 2 ml dodawano roztwór NaHCO3  

o stężeniu C = 5% aż do zaniku pęcherzyków gazu. W celu pozbycia się wody roztwór 

przesączono przez sączek bibułowy zawierający Na2SO4, a następnie przepłukano 

roztworem osuszonego dichlorometanu. Rozpuszczalnik odparowano na wyparce do 

minimalnej objętości. W celu uzyskania czystego estru zastosowano kolumnę 

chromatograficzną z podłożem krzemionkowym 60. Fazę ruchomą stanowił  

n-heksan:octan etylu (70:30). 
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4. WYNIKI I DYSKUSJA 
 

Jak wspomniano w rozdziale 2.4. grupę znacznikową do cząsteczki kwasu 

liponowego (LA) można wprowadzić w dwojaki sposób: poprzez estryfikację grupy 

karboksylowej przekształcając kwas liponowy w ester lub amid, bądź poprzez 

przyłączenie do grup tiolowych po wcześniejszej redukcji wiązania disiarczkowego  

i otwarciu pierścienia (rysunek nr 18).  

 

 

Rys. 18. Schemat reakcji derywatyzacji kwasu liponowego uwzględniający sposób 

wprowadzenia grupy znacznikowej (R).  

Po rozerwaniu mostka disulfidowego, w miejsce nowopowstałych grup tiolowych 

przyłączano następujące odczynniki derywatyzujące: jodek 2-chloro- 

1-metylopirydyniowy (CMPI), 2,4’-dibromoacetofenon (DBAF), tetrafluoroboran  

2-chloro-1-metylochinoliniowy (CMQT). Podstawienie w grupie karboksylowej 

alkoholem 4-metoksybenzylowym (4-MBA) nie wymagało wcześniejszego etapu 

modyfikacji pierścienia ditiolowego.  

4.1. Identyfikacja otrzymanych produktów reakcji derywatyzacji  
 

Strukturę otrzymanych produktów reakcji derywatyzacji potwierdzono za pomocą 

analizy spektralnej z zastosowaniem 
1
H NMR, IR, UV oraz MS. Położenie sygnałów 

podano w ppm w skali , a stałe sprzężenia J w hercach. W opisie widm  
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1
H NMR użyto następujących skrótów: s – singlet, bs – szeroki singlet, d – dublet,  

t – tryplet, m – multiplet. W przypadku widm IR wartości liczb falowych promieniowania 

 podano w jednostkach (cm
-1

). W zamieszczonych opisach widm podano tylko wybrane 

sygnały.  

Do reakcji wymagających bezwodnych warunków stosowano rozpuszczalniki 

suszone i destylowane, reakcje prowadzono w atmosferze argonu o czystości 99,999%. 

Postęp reakcji oraz czystość produktów kontrolowano za pomocą chromatografii 

cienkowarstwowej (TLC). Jako wywoływacz do płytek TLC stosowano jod. 

Produkty reakcji zredukowanego kwasu liponowego z odczynnikami 

derywatyzującymi do analizy spektralnej uzyskano w następujący sposób: do 

zredukowanego kwasu liponowego dodano odpowiednią ilość poszczególnych roztworów 

odczynników derywatyzujących w stosunku molowym 1:2, z zastosowaniem 0,5 mola 

nadmiaru odpowiedniego odczynnika derywatyzującego. Pozostałe warunki przebiegu 

poszczególnych reakcji przedstawiono w tabeli 4. 

 

Tabela 4. Warunki otrzymania próbek do analizy spektralnej. 

 Warunki reakcji derywatyzacji grup tiolowych 

Parametr CMPI CMQT DBAF 4-MBA 

Środowisko reakcji 

derywatyzacji 
zasadowe kwasowe zasadowe zasadowe 

Czas i temperatura 

reakcji derywatyzacji 
20 min, 60°C 22 min, 60°C 60 min, 70°C 

25 min, 

łaźnia lodowa 

Rozpuszczalnik  
deuterowany 

metanol 

deuterowany 

metanol 

deuterowany 

chloroform 

deuterowany 

metanol 

 

LA: 
1
H NMR (CDCl3):  3.58 (m, 1H), 3.16 (m, 2H), 2.47 (m, 1H), 2.38 (t, 2H,  

J = 7.3 Hz), 1.92 (m, 1H), 1.70 (m, 4H), 1.51 (m, 2H); IR ATR, max (cm
-1

): 2926, 2865, 

1693, 1428, 668. 

 

DHLA: 
1
H NMR (CDCl3):  3.74 (s, 3H), 2.89 (m, 1H), 2.67 (m, 2H), 2.34 (t, 2H,  

J = 7.1 Hz), 1.87 (m, 1H), 1.71 (m, 1H), 1.69-1.39 (m, 6H), 1.34 (t, 1H, J = 8.0 Hz), 1.30 

(d, 1H, J = 7.6 Hz); IR ATR, max (cm
-1

): 2926, 2671, 2559, 1700, 1419;  
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ESI-MS 207 (m/z). HRMS obliczone dla C8H15O2S2
 
[M-H]

 - 
207.0513; znalezione 

207.0519. 

 

DHLA-DBAF: 
1
H NMR (CDCl3):  7.83 (m, 4H), 7.62 (m, 4H), 3.74 (m, 4H), 3.73  

(s, 3H), 2.79 (m, 1H), 2.62 (m, 2H), 2.32 (t, 2H, J = 7.3 Hz), 1.82 (m, 2H), 1.66-1.35  

(m, 6H); IR ATR, max (cm
-1

): 2924, 2859, 1674, 1578, 1400, 1273, 1189, 998, 758;  

ESI-MS 614 (m/z). HRMS obliczone dla C25H28Br2O4S2 [M-H]
-
 613.9796; znalezione 

613.9821. 

 

DHLA-CMQT: 
1
H NMR (MeOD):  7.91 (d, 2H, J = 9.4 Hz), 7.68 (m, 4H), 7.59  

(d, 2H, J = 8.5 Hz), 7.32 (t, 2H, J = 6.7 Hz), 6.67 (d, 2H, J = 9.4 Hz), 3.74 (s, 3H), 3.60 

(s, 6H), 2.90 (m, 1H), 2.66 (m, 2H), 2.30 (t, 2H, J = 7.3 Hz), 1.88 (m, 2H), 1.72-1.30  

(m, 6H); IR ATR, max (cm
-1

): 2924, 1715, 1639, 1575, 1453, 1034; ESI-MS 253 (m/z). 

HRMS obliczone dla C29H34N2O2S2
2+

: 506.2051, (m/z) 253.1026; znalezione (m/z) 

253.1251. 

 

DHLA-CMPI: 
1
H NMR (MeOD):  8.30 (d, 2H, J = 6.2 Hz), 8.21 (t, 2H, J = 7.5 Hz), 

7.44 (d, 2H, J = 8.8 Hz), 7.26 (t, 2H, J = 6.6 Hz), 3.81 (s, 6H), 3.74 (s, 3H), 3.04-2.81  

(m, 3H), 2.20 (m, 2H), 1.90 (t, 2H, J = 7.4 Hz), 1.39-1.32 (m, 4H), 1.20-1.18 (m, 2H); IR 

ATR, max (cm
-1

): 2925, 1723, 1652, 1569, 1462, 1013; ESI-MS 203 (m/z). HRMS 

obliczone dla C21H30N2O2S2
2+

: 406.1738, (m/z) 203.0869; znalezione (m/z) 203.0877. 

 

LA-4-MBA: 
1
H NMR (MeOD):  7.30 (d, 2H, J = 8.6 Hz), 6.89 (d, 2H, J = 8.6 Hz), 

5.06 (bs, 2H), 3.81 (s, 3H), 3.55 (m, 1H), 3.15 (m, 2H), 2.73 (m, 2H), 2.43 (m, 1H), 2.35 

(t, 2H, J = 7.4 Hz), 1.88 (m, 1H), 1.67 (m, 4H), 1.45 (m, 2H); IR ATR,  

max (cm
-1

): 1728, 1516, 1174; EI-MS 326 (M
+·

) znalezione 326.0. 

 

W obrazie widma 
1
H NMR zarejestrowanego dla kwasu liponowego występuje 

multiplet przy 3.58 ppm, multiplet odpowiadający intensywności dwóch protonów przy 

3.16 ppm, kolejny multiplet przy 2.47 ppm, oraz tryplet o stałej sprzężenia 7.3 Hz przy 

2.38 ppm jak również trzy multiplety przy 1.92, 1.70 oraz 1.51 ppm. 

W wyniku przeprowadzonej reakcji redukcji kwasu liponowego rozerwaniu uległo 

wiązanie disiarczkowe S-S. Obecność nowych połączeń potwierdziło widmo 
1
H NMR 
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zredukowanego kwasu dihydroliponowego (DHLA), gdzie zaobserwowano tryplet  

o stałej sprzężenia 8.0 Hz oraz dublet o stałej sprzężenia 7.6 Hz odpowiednio przy  

1.34 i 1.30 ppm. Dodatkowym potwierdzeniem uzyskanej struktury jest obecność pasma 

drgań rozciągających wiązań grup SH w zakresie 2671 – 2559 cm
-1

 widoczne  

w obrazie widma IR. 

Analizując widma 
1
H NMR wykonane dla związków otrzymanych w wyniku 

reakcji derywatyzacji kwasu liponowego z odpowiednimi odczynnikami 

derywatyzującymi, potwierdzono powstanie nowych produktów. W otrzymanych 

związkach elementem różnicującym były grupy funkcyjne związane z atomem siarki 

grupy tiolowej kwasu dihydroliponowego.  

W obrazie widma 
1
H NMR związku otrzymanego w wyniku reakcji 

zredukowanego kwasu liponowego z 2,4’-dibromoacetofenonem (DBAF), 

zaobserwowano dwa  powstałe multiplety przy 7.83 oraz 7.62 ppm o intensywności 

czterech protonów każdy odpowiadające protonom grupy fenylowej oraz multiplet przy 

1.82 ppm. Dodatkowym potwierdzeniem uzyskania nowej pochodnej była obecność jonu 

molekularnego przy m/z 614 w widmie MS. 

W widmie 
1
H NMR produktu reakcji zredukowanego kwasu liponowego  

z tetrafluoroboranem 2-chloro-1-metylochinoliniowym (CMQT) pojawiły się 

charakterystyczne sygnały rezonansowe dla ugrupowania chinolinowego (dublet przy 

7.91 ppm o intensywności 9.4 Hz, multiplet przy 7.68 ppm,  dublet przy 7.59 ppm  

o intensywności 8.5 Hz, tryplet przy 7.32 ppm o intensywności 6.7 Hz oraz dublet przy 

6.67 ppm o intensywności 9.4 Hz). Strukturę produktu potwierdzono również za pomocą 

spektroskopii mas. Uzyskana wartość m/z wynosiła 253.1251, a obliczona 253.1026. 

Przyłączenie ugrupowań pirydyniowych do grup tiolowych kwasu 

dihydroliponowego potwierdza analiza widm 
1
H NMR produktu reakcji derywatyzacji  

z jodkiem 2-chloro-1-metylopirydyniowym (CMPI). W obrazie widma występują: dublet 

o stałej sprzężenia 6.2 Hz przy 8.30 ppm, tryplet przy 8.21 ppm o stałej sprzężenia  

7.5 Hz, dublet przy 7.44 ppm o stałej sprzężenia 8.8 Hz oraz tryplet przy 7.26 ppm  

o stałej sprzężenia 6.6 Hz. Dodatkowo zaobserwowano singlet przy 3.81 ppm 

odpowiadający protonom ugrupowania –CH3. Potwierdzeniem powstania nowej 

cząsteczki była obecność jonu molekularnego przy m/z 203.0877 w widmie MS. 

Strukturę produktu reakcji podstawienia w grupie karboksylowej kwasu 

liponowego alkoholem 4-metoksybenzylowym (4-MBA) potwierdza analiza widm  

1
H NMR. W obrazie widma zaobserwowano powstanie dwóch dubletów o intensywności 
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dwóch protonów przy 7.30 i 6.89 ppm o identycznej stałej sprzężenia 8.6 Hz oraz jeden 

szeroki singlet przy 5.06 ppm. Natomiast w widmie IR zaobserwowano, że pasmo grupy 

O-H (3463 cm
-1
) pochodzące od alkoholu 4-metoksybenzylowego (4-MBA), pasmo 

rozciągające O-H (3444 cm
-1
) oraz pasmo rozciągające C-O (1250 cm

-1
) pochodzące od 

kwasu liponowego zanika, co świadczy o utworzeniu nowej struktury.  

Przykładowe widma 
1
H NMR oraz  IR kwasu liponowego (LA), zredukowanego 

kwasu liponowego (DHLA), produktów reakcji derywatyzacji z alkoholem  

4-metoksybenzylowym (4-MBA), 2,4’- dibromoacetofenonem (DBAF), 

tetrafluoroboranem 2-chloro-1-metylochinoliniowym (CMQT) oraz jodkiem  

2-chloro-1-metylopirydyniowym (CMPI) załączono na końcu niniejszej rozprawy  

w suplemencie. 

Analizę spektralną uzupełniono o widma absorpcyjne roztworów kwasu 

liponowego, kwasu dihydroliponowego oraz produktów reakcji derywatyzacji kwasu 

liponowego z alkoholem 4-metoksybenzylowym (4-MBA), 2,4’- dibromoacetofenonem 

(DBAF), tetrafluoroboranem 2-chloro-1-metylochinoliniowym (CMQT) oraz jodkiem  

2-chloro-1-metylopirydyniowym (CMPI). Pomiary wykonano na spektrofotometrze  

UV-VIS w zakresie długości fal od 190 do 440 nm. Poniżej przedstawiono widma 

absorpcyjne zarejestrowane dla alkoholowych roztworów kwasu liponowego o stężeniu  

C = 10
-4

 mol/l i kwasu dihydroliponowego o stężeniu C = 10
-4

 mol/l oraz przykładowe 

widmo odczynnika derywatyzującego i pochodnej uzyskanej w wyniku reakcji 

derywatyzacji. 
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Rys. 19. Widma absorpcyjne zarejestrowane dla A) kwasu liponowego (LA), B) kwasu 

dihydroliponowego (DHLA). 

 

 

 

Rys. 20. Widma absorpcyjne zarejestrowane dla wodnych roztworów jodku 2-chloro-1-

metylopirydyniowego (CMPI) oraz produktu reakcji derywatyzacji (DHLA-CMPI)  

o stężeniu C = 10
-4

 mol/l.  

 

A B 
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Rys. 21. Widma absorpcyjne zarejestrowane dla wodnych roztworów kwasu liponowego 

(LA), kwasu dihydroliponowego (DHLA), tetrafluoroboranu 2-chloro-1-

metylochinoliniowego (CMQT) oraz produktu reakcji derywatyzacji (DHLA-CMQT)  

o stężeniu C = 10
-4

 mol/l. 

 

Charakterystyczne pasma absorpcji badanych związków przedstawiono w poniższej 

tabeli. 

 

Tabela 5. Zestawienie charakterystycznych pasm absorpcji dla badanych związków. 

Odczynnik derywatyzujący 

Charakterystyczna długość fali  

odczynnika 

derywatyzującego 

produktu reakcji 

derywatyzacji 

2,4’- dibromoacetofenon  

(DBAF) C = 4,3·10
-2

 mol/l 

1=222nm  

2=260nm 
1=224nm 

tetrafluoroboran 2-chloro-1-metylochinoliniowy 
(CMQT) C = 10

-4
 mol/l 

1=200nm 

2=238nm 

3=324nm 

1=348nm 

jodek 2-chloro-1-metylopirydyniowy 
(CMPI) C = 10

-2
 mol/l 

1=224nm 

2=270nm 

1=210nm  

2=312nm 

alkohol 4-metoksybenzylowy  

(4-MBA) C = 10
-5
 mol/l 

1=222nm 

2=272nm 

1=220nm 

2=270nm 
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Na podstawie zarejestrowanych widm można zauważyć, że widmo kwasu 

liponowego (LA) posiada dwa pasma absorpcji: słabsze przy 330 nm (2)  

i intensywniejsze przy 210 nm (1) pochodzące od grupy alifatycznej. Natomiast kwas 

dihydroliponowy (DHLA) nie posiada maksimum absorpcji w zakresie bliskiego UV. 

Widma zarejestrowane dla produktów reakcji derywatyzacji (DHLA-DBAF,  

DHLA-CMQT, DHLA-CMPI) posiadały pasma absorpcji przesunięte w stosunku do 

sygnałów uzyskanych dla kwasu liponowego oraz kwasu dihydroliponowego. Dzięki 

temu można było wykorzystać pomiar spektrofotometryczny pasm charakterystycznych 

dla produktów derywatyzacji do monitorowania przebiegu badanej reakcji. Widmo 

absorpcyjne roztworu alkoholu 4-metoksybenzylowego (4-MBA) wykazuje dwa 

charakterystyczne pasma przy 222 nm i przy 272 nm. W wyniku analizy (LA-4-MBA) 

stwierdzono, że właściwości spektralne estru były identyczne z właściwościami 

spektralnymi alkoholu 4-metoksybenzylowego (4-MBA). Nie zaobserwowano powstania 

żadnych nowych pasm (rysunek 22). Dlatego zrezygnowano z monitorowania przebiegu 

reakcji estryfikacji za pomocą pomiarów spektrofotometrycznych. Dalsze badania 

prowadzono za pomocą technik chromatograficznych. 

 

 

Rys. 22. Widma absorpcyjne zarejestrowane dla kwasu liponowego,  

alkoholu 4-metoksybenzylowego (4-MBA) oraz produktu reakcji derywatyzacji  

(LA-4-MBA) o stężeniu C = 10
-5

 mol/l. 
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Analiza widm 
1
H NMR, IR oraz MS kwasu liponowego, kwasu dihydroliponowego oraz 

produktów reakcji derywatyzacji z alkoholem 4-metoksybenzylowym (4-MBA),  

2,4’- dibromoacetofenonem (DBAF), tetrafluoroboranem 2-chloro-1-

metylochinoliniowym (CMQT) oraz jodkiem 2-chloro-1-metylopirydyniowym (CMPI) 

pozwoliła stwierdzić, iż podczas reakcji redukcji w zastosowanych warunkach 

następowało rozerwanie wiązania disiarczkowego S-S oraz jednoczesna estryfikacja 

grupy karboksylowej. Podstawiona grupa metylowa pochodziła od cząsteczki alkoholu 

użytego jako rozpuszczalnik. Schemat reakcji przedstawiono na poniższym rysunku. 

 

 

Rys. 23. Reakcja redukcji kwasu liponowego. 

 

Na podstawie wyników analiz spektralnych zaproponowano następujący przebieg 

badanych reakcji derywatyzacji. 

 

 

 

 

Rys. 24. Schemat reakcji derywatyzacji estru kwasu dihydroliponowego  

z A) 2,4’- dibromoacetofenonem (DBAF), B) tetrafluoroboranem 2-chloro-1-

metylochinoliniowym (CMQT), C) jodkiem 2-chloro-1-metylopirydyniowym (CMPI). 

 

 

 

 

R = 

A B C 
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Reakcja kwasu liponowego z alkoholem 4-metoksybenzylowym (4-MBA) zachodziła 

zgodnie z poniższym schematem. 

 

 

Rys. 25. Schemat reakcji derywatyzacji kwasu liponowego z alkoholem  

4-metoksybenzylowym (4-MBA). 

4.2. Badanie przebiegu reakcji derywatyzacji grupy karboksylowej  
 

Obecność w budowie kwasu liponowego polarnej grupy hydroksylowej daje 

możliwość modyfikacji cząsteczki właśnie w tym miejscu. W tym rozdziale opisano 

podjętą próbę opracowania metody oznaczania kwasu liponowego z zastosowaniem 

alkoholu 4-metoksybenzylowego (4-MBA) jako odczynnika derywatyzującego. Należy 

podkreślić, iż proces ten nie wymaga wcześniejszego etapu redukcji wiązania 

disiarczkowego. 

 

4.2.1.  Optymalizacja i walidacja opracowanych procedur 

oznaczania kwasu liponowego z zastosowaniem alkoholu  

4-metoksybenzylowego (4-MBA) jako odczynnika 

derywatyzującego  

 

Jak stwierdzono w badaniach wstępnych, właściwości spektralne otrzymanego 

estru pochodzą od alkoholu 4-metoksybenzylowego (4-MBA). Uniemożliwia to 

wykorzystanie pomiarów spektrofotometrycznych do badania przebiegu reakcji oraz 
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optymalizacji warunków jej przebiegu. Trwałość otrzymanego estru kwasu liponowego  

i alkoholu 4-metoksybenzylowego (LA-4-MBA) pozwala na użycie techniki 

wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z detektorem UV do monitorowania 

reakcji estryfikacji. Dobrano skład fazy ruchomej oraz rodzaj kolumny. W badaniach 

stosowano modyfikowane kolumny krzemionkowe: oktylową C-8 oraz oktadecylową  

C-18. Kolumny te mogą być stosowane w analizie związków niejonowych, umiarkowanie 

polarnych lub niepolarnych. Z danych literaturowych wynika,  

że w analizie kwasu liponowego najczęściej są stosowane jako fazy ruchome mieszaniny 

wody (z dodatkiem kwasu octowego lub trifluorooctowego) i acetonitrylu lub/i metanolu 

w różnych proporcjach (58,70). W celu dobrania najlepszej fazy ruchomej zarejestrowano 

chromatogramy roztworów metanolowych estru w różnych warunkach 

chromatograficznych. Wyniki zestawiono w tabeli 6. 

 

Tabela 6. Efektywność rozdziału mieszaniny poreakcyjnej kwas liponowy - alkohol  

4-metoksybenzylowy (4-MBA) dla różnych faz ruchomych. 

Faza ruchoma 
Rodzaj kolumny 

C-8 C-18 

metanol : woda (50:50) brak rozdziału brak rozdziału 

metanol : woda (80:20) brak rozdziału brak rozdziału 

metanol : woda (30:70) brak rozdziału rozdział pików 

metanol : woda (70:30) rozdział pików brak rozdziału 

metanol : woda (60:40) rozdział pików brak rozdziału 

acetonitryl : woda (50:50) brak rozdziału brak rozdziału 

acetonitryl : woda (20:80) brak rozdziału brak rozdziału 

kwas mrówkowy : acetonitryl (80:20) brak rozdziału brak rozdziału 

kwas mrówkowy : metanol (20:80) brak rozdziału brak rozdziału 

 

Wyniki pokazały, że jedynie trzy z zastosowanych układów chromatograficznych: 

metanol:woda (30:70) i kolumna C-18; metanol:woda (70:30) i kolumna C-8 oraz 

metanol:woda (60:40) i kolumna C-8 pozwalały na uzyskanie rozdziału. Jednak najlepszą 

rozdzielczość otrzymano dla ostatniej - mieszaniny metanol:woda (60:40) jako fazy 

ruchomej oraz kolumny C-8 przy przepływie fazy ruchomej 1 ml/min. Dlatego też ten 

układ stosowano w dalszych badaniach. Optymalne warunki chromatograficznego 
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oznaczania kwasu liponowego w postaci estru z alkoholem  

4-metoksybenzylowym (4-MBA) przedstawiono w tabeli 7. 

Tabela 7. Optymalne warunki chromatograficznego oznaczania kwasu liponowego  

z zastosowaniem alkoholu 4-metoksybenzylowego (4-MBA) jako odczynnika 

derywatyzującego. 

Faza ruchoma metanol : woda (6:4) 

Rodzaj kolumny Supelcosil LC-8, 5 μm, 150x4,6 mm 

Rozpuszczalnik metanol 

Objętość nastrzyku 20 μl 

Temperatura 25°C 

Prędkość przepływu 1 ml/min 

Długość fali 230 nm 

Czas analizy 10 min 

Czas retencji  4,5 min  

 

Pomiędzy grupą karboksylową kwasu liponowego i grupą hydroksylową alkoholu 

4-metoksybenzylowego (4-MBA) zachodzi reakcja estryfikacji. Aby proces zachodził  

z właściwą wydajnością niezbędne jest zastosowanie warunków beztlenowych. 

Konieczna jest również obecność N,N′-dicykloheksylokarbodiimidu (DCC) 

zastosowanego jako czynnika kondensującego oraz 4-dimetyloaminopirydyny (DMAP) 

użytej jako katalizatora. Produktem reakcji jest ester kwasu liponowego. 

Zoptymalizowano parametry, które wpływały na efektywność procesu derywatyzacji 

takie jak: stężenie odczynnika derywatyzującego, stosunek molowy LA:odczynnik 

derywatyzujący, a także temperaturę i czas prowadzenia reakcji derywatyzacji. W tym 

celu badano przebieg reakcji zmieniając jeden z parametrów przy zachowaniu stałych  

i optymalnych wartości pozostałych. Optymalizację prowadzono stosując roztwór  kwasu 

liponowego o objętości 10 ml i stężeniu C = 10
-5

 mol/l. Przebieg reakcji monitorowano 

stosując opracowaną metodę chromatografii cieczowej. Zastosowanie  

N,N′-dicykloheksylokarbodiimidu (DCC) ogranicza powstawanie kwasowych produktów 

ubocznych. Zbadano wpływ różnych objętości stosowanego czynnika kondensującego 

DCC na efektywność derywatyzacji. W tym celu przygotowano serię próbek wg pkt 

IV.3.5. zmieniając objętość DCC w zakresie 0,5 - 2,5 ml. Następnie rejestrowano 

chromatogramy przygotowanych roztworów.  
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Stwierdzono, że największą efektywność reakcji derywatyzacji uzyskuje się przy 

zastosowaniu 2 ml N,N′-dicykloheksylokarbodiimidu (DCC) o stężeniu 3,63·10
-1

 mol/l. 

Stosowane większe objętości odczynnika kondensującego nie zwiększały wartości pola 

powierzchni rejestrowanego piku estru.  

Ustalono stężenie użytego alkoholu 4-metoksybenzylowego (4-MBA). Sposób 

postępowania był analogiczny jak w wyżej opisanym eksperymencie, jednak tym razem 

zmieniano ilość dodawanego odczynnika derywatyzującego. Zarejestrowano 

chromatogramy uzyskanego produktu przy długości fali =230 nm. Z otrzymanych 

danych wynika, że największą efektywność reakcji derywatyzacji uzyskuje się przy 

zastosowaniu 155 μl alkoholu 4-metoksybenzylowego (4-MBA) o stężeniu 10
-4

 mol/l  

(C końcowe = 4,96·10
-4

 mol/l). 

W kolejnym etapie badań sprawdzono wpływ czasu reakcji derywatyzacji na 

efektywność procesu. W tym celu przygotowano serię próbek dodając zoptymalizowane 

wcześniej ilości odczynnika kondensującego (DCC) oraz derywatyzującego (4-MBA) 

modyfikując czas procesu w zakresie od 15 do 90 minut. Najwyższą wartość pola 

powierzchni uzyskano dla próbki, w której czas derywatyzacji wynosił 25 minut, który  

uznano za optymalny. 

Poniżej zestawiono uzyskane optymalne parametry reakcji kwasu liponowego  

z alkoholem 4-metoksybenzylowym (4-MBA) jako odczynnikiem derywatyzującym 

grupę karboksylową. 

 

Tabela 8. Zestawienie optymalnych parametrów oznaczania kwasu liponowego  

z zastosowaniem alkoholu 4-metoksybenzylowego (4-MBA) jako odczynnika 

derywatyzującego. 

alkohol 4-metoksybenzylowy (4-MBA) 
V = 155 µl 

C = 10
-4

 mol/l 

N,N′-dicykloheksylokarbodiimid (DCC) [ml] 
V = 2 ml 

C = 3,63·10
-1
 mol/l 

Temperatura  T = 0°C ± 3°C 

Czas termostatowania 25 min 

Rozpuszczalnik dichlorometan 

 

Stosując optymalne warunki chromatograficzne zarejestrowano krzywą wzorcową 

przygotowaną w następujący sposób: w kolbach o pojemności 10 ml sporządzono serię 

roztworów o stężeniach estru LA-4-MBA  od 10
-7

 do 10
-5

 mol/l. Próbki uzupełniono 
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dichlorometanem do objętości 10 ml, a następnie zarejestrowano chromatogramy. Każdy 

z roztworów wzorcowych analizowano trzykrotnie. Do wyznaczenia stężenia analitu 

wykorzystano zależność pola powierzchni pod pikiem od stężenia estru, która była 

liniowa w zakresie stężeń kwasu liponowego od 10
-7

 do 10
-5

 mol/l. Wyznaczono 

pozostałe parametry walidacyjne takie jak granica wykrywalności (LOD) i granica 

oznaczalności (LOQ). Uzyskane wyniki zestawiono w tabeli 9. 

W próbkach rzeczywistych kwas liponowy występuje w bardzo niskich 

stężeniach. Jego zawartość w produktach pochodzenia zwierzęcego mieści się  

w przedziale 1,2·10
-9

 - 1,1·10
-8

 mol/g produktu (20). Nieco wyższe stężenia stwierdzono 

w produktach pochodzenia roślinnego 7,3·10
-9

 - 2,4·10
-8

 mol/g (44). Parametry 

analityczne opracowanej metody HPLC-UV opartej o reakcję tworzenia estru wskazują, 

że nie jest możliwe wykorzystanie jej do oznaczania kwasu liponowego  

w produktach roślinnych. Detektor spektrofotometryczny nie pozwala na uzyskanie 

niższej granicy wykrywalności (LOD). Dlatego też postanowiono wykorzystać technikę 

chromatografii gazowej sprzężonej z detektorem mas. W tym celu zarejestrowano 

chromatogramy metanolowego roztworu wzorcowego czystego estru kwasu liponowego 

i alkoholu 4-metoksybenzylowego (4-MBA) o stężeniu 5 µg/ml. Jako gaz nośny 

zastosowano hel o czystości 99,999%. Temperatura źródła uderzenia elektronów 

wynosiła 230°C przy energii elektronów 70 eV. Temperatura kwadrupola wynosiła 

150°C, a temperatura linii transferowej 280°C. Temperatura pieca została 

zaprogramowana od 160°C, zwiększana z przyrostem 20°C/min do 320°C  

i utrzymywana przez 5 minut w maksymalnej temperaturze. Czas trwania analizy wynosił 

13 minut, zaś czas retencji estru wynosił 8,20 minuty. Oznaczenie estru kwasu 

liponowego przeprowadzono za pomocą zestawu GC-MS pracującego w trybie Selected 

Ion Monitoring (SIM). Do oznaczeń ilościowych kwasu liponowego wybrano na 

podstawie widm masowych zarejestrowanych w trybie skanowania jon o m/z  121 

(rysunek 26). 

Stwierdzono, że zależność pola powierzchni pod pikiem od stężenia kwasu 

liponowego jest liniowa w zakresie stężeń 10
-7

 – 1,5·10
-5

 mol/l. Wyznaczono pozostałe 

parametry walidacyjne, które zamieszczono w tabeli 9. 
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Tabela 9. Parametry walidacyjne metod oznaczania kwasu liponowego  

z zastosowaniem alkoholu 4-metoksybenzylowego (4-MBA) jako odczynnika 

derywatyzującego. 

Parametry analityczne metody 

Oznaczenie HPLC-UV 

po reakcji derywatyzacji  

(4-MBA) 

Oznaczenie GC-MS  

po reakcji derywatyzacji  

(4-MBA) 

Równanie krzywej wzorcowej y=3·10
9

 

x + 7956 y=9·10
9

 

x – 6122 

Współczynnik determinacji 0,9943 0,9939 

Zakres liniowości [mol/l] 10
-7
 – 10

-5  
10

-7
 – 1,5·10

-5 

Granica oznaczalności LOQ 

[mol/l] 
8,60·10

-6 
2,16·10

-7 

Granica wykrywalności LOD 

[mol/l] 
2,61·10

-6 
7,13·10

-8 

Powtarzalność* [%] 

pole pow. pod pikiem  

czas retencji 

 

0,107 % 

0,720 % 

 

0,026 

0,012 

Współczynnik zmienności [%] 
pole powierzchni pod pikiem 

czas retencji 

 
10,70 

7,14 

 
2,45 

1,37 

Odchylenie standardowe SD 15650,13 1382,50 

Względne odchylenie 

standardowe RSD [%] 
0,802 0,106 

* Powtarzalność wyznaczono dla stężenia: C = 10
-7 

mol/l, n = 10 (oznaczenie HPLC-

UV); C = 5·10
-6

 mol/l, n = 10 (oznaczenie GC-MS). 
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Stwierdzono, że opracowane metody chromatograficzne były liniowe  

w badanych zakresach. W oparciu o wykreślone krzywe wzorcowe wyznaczono zakresy 

liniowości, równania regresji oraz współczynnik determinacji (R
2
). Otrzymane  wartości 

współczynników korelacji krzywych wynosiły 0,9943 oraz 0,9939. Współczynnik 

determinacji oznaczenia chromatograficznego HPLC-UV jest minimalnie większy 

(0,9943) niż w przypadku metody chromatograficznej GC-MS (0,9939). Dużo niższe 

wartości granicy wykrywalności i oznaczalności uzyskano dla metody oznaczania 

techniką GC-MS (odpowiednio 7,13·10
-8

 i 2,16·10
-7

 mol/l), co świadczy o wysokiej 

czułości metody. Powtarzalność opracowanej metody (wyrażoną jako RSD) wyznaczano 

poprzez przeprowadzenie serii analiz składających się z 10 powtórzeń badań roztworów  

o stężeniach C = 10
-7 

mol/l (oznaczenie HPLC-UV) oraz C = 5·10
-6

 mol/l  

(oznaczenie GC-MS). Stwierdzono, że w przypadku zastosowania metody GC-MS 

wartość RSD była niższa niż w przypadku zastosowania HPLC-UV  

i wynosiły odpowiednio  0,106% i 0,802%. 

Podjęto próbę oznaczenia analitu w próbkach produktów spożywczych oraz  

w suplementach diety. 

LA-4-MBA  

P
o
le

 p
o
w

ie
rz

ch
n

i 
p

ik
u

 [
m

A
u

] 

7.00                   7.50                 8.00                   8.50                   9.00 
 

Czas [min] 

Rys. 26. Chromatogram i widmo mas estru LA-4-MBA zarejestrowane za pomocą  

GC-MS w trybie skanowania.  

 

121 
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4.2.2.  Przydatność analityczna nowoopracowanych metod 
 

W zastosowanych technikach chromatograficznych uzyskano niskie granice 

wykrywalności i oznaczalności, co stworzyło możliwość oznaczenia kwasu liponowego 

w próbkach produktów spożywczych oraz w suplementach diety. Produkty spożywcze 

oraz suplementy diety, poza nielicznymi wyjątkami stanowią zbiór niejednorodnych 

substancji chemicznych, co w konsekwencji powoduje trudności związane  

z oznaczeniem pojedynczych składników. W ramach prowadzonych badań podjęto próbę 

zastosowania opracowanych metod do badania zawartości kwasu liponowego  

w tych produktach stosując zoptymalizowane wcześniej procedury oznaczania. Zawartość 

analitu oznaczano metodą dodatku wzorca. Badano takie produkty jak: ziemniaki, 

brokuły, błonnik jabłkowy, młody jęczmień oraz dwa gatunki piwa. Przed przystąpieniem 

do właściwych badań, niektóre próbki należało przygotować zgodnie z procedurą opisaną 

w rozdziale IV.1.4.1. Stosując tę samą procedurę, równolegle przygotowano próbki 

wzbogacane z dodatkiem 10 µl kwasu liponowego o stężeniu C = 10
-5

 mol/l.  Tak 

przygotowane próbki rozpuszczono w 5 ml dichlorometanu i poddano analizie techniką 

wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem UV lub w 5 ml metanolu  

i analizowano techniką chromatografii gazowej sprzężonej ze spektrometrią mas  

(GC-MS). 

Praktyczną użyteczność opracowanej metody GC-MS oznaczania zawartości 

kwasu liponowego potwierdzono również poprzez badanie zawartości analitu w próbce 

suplementu diety. Próbki suplementu diety Revitanerw (deklarowana zawartość kwasu 

liponowego: 300 mg/kapsułka) przygotowano zgodnie z pkt IV.1.4.1. oraz IV.3.5. Suchą 

pozostałość wstępnie przygotowanych próbek rozpuszczono w 5 ml metanolu  

i analizowano techniką chromatografii gazowej sprzężonej ze spektrometrią mas  

(GC-MS). 

Uzyskane wyniki zawartości kwasu liponowego przedstawiono w tabeli 10. 
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Tabela 10. Wyniki oznaczenia zawartości kwasu liponowego w wybranych próbkach 

środków spożywczych i suplemencie diety. 

Matryca 
Technika 

oznaczania 

Oznaczona zawartość 

kwasu liponowego  Odzysk 

[%] 

Wartość 

literaturowa 

[μg/g] 

Literatura 

[mol/l] n=3 [µg/g] n=3 

Piwo  

Krasna Jędza 
HPLC-UV  <LOD <LOD 90,40 - - 

Piwo  

Wesołe ziele 
HPLC-UV  <LOD <LOD 99,68 - - 

Błonnik 

jabłkowy 
HPLC-UV  <LOD <LOD 104,13 - - 

Młody 

jęczmień 
HPLC-UV  <LOD <LOD 84,41 - - 

Ziemniak 

surowy 
HPLC-UV  <LOD <LOD 105,52 1,5-4,2 (146)  

Ziemniak 

surowy 
GC-MS 

7,82·10
-6

 

±2·10
-8

 
1,56±0,12 91,60 1,5-4,2 (146) 

Brokuł GC-MS 
1,50·10

-6
 

±2·10
-8

 
0,30±0,01 95,15 <1,0 (2) 

Matryca 
Technika 

oznaczania 

Zawartość kwasu liponowego  [mg] Zgodność  

z zawartością 

deklarowaną 

[%] 

ozna-

czona 
SD 

RSD 

[%] 

średni błąd 

oznaczenia 

[%] 

deklaro-

wana 

Suplement 

diety 

Revitanerw 

GC-MS 275,34 7,5 2,72 2,99 300 99,09 

<LOD – wartość poniżej granicy wykrywalności 

 

W przypadku zastosowania techniki HPLC do oznaczania zawartości kwasu 

liponowego (LA) w badanych próbkach uzyskano wyniki poniżej granicy wykrywalności 

metody (LOD = 2,61·10
-6

 mol/l). Na podstawie wyników uzyskanych  

z badań z zastosowaniem techniki GC-MS można stwierdzić, że kwas liponowy jest 

naturalnym składnikiem każdej badanej próbki, występującym w bardzo niewielkiej 

ilości. Dostępna literatura nie dostarcza informacji nt. badań, a tym samym ilości kwasu 

liponowego zawartego w produktach spożywczych pochodzących z terenu Polski. Dane 

literaturowe dotyczące zawartości kwasu liponowego w warzywach: ziemniakach, 

brokułach pochodzą z badań prowadzonych w innych krajach niż Polska, dlatego  

w analizie wyników mogą występować rozbieżności. Uzyskana doświadczalnie 

zawartość kwasu liponowego w próbce ziemniaków wynosi 1,56 µg/g, natomiast wartość 

literaturowa 1,5 - 4,2 µg/g (146). Zaś w próbce brokułów uzyskana zawartość kwasu 

liponowego wynosi 0,30 µg/g, natomiast wartość literaturowa - poniżej 1,0 µg/g. Należy 
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też pamiętać, że w przypadku analizy żywności wpływ na zawartość oznaczanego analitu 

może mieć odmienna partia produktu, długość czasu przechowywania, a także warunki 

środowiskowe i klimatyczne rejonu, z którego pochodzą składniki środków spożywczych.   

Na podstawie otrzymanych wyników analizy suplementu diety techniką GC-MS 

stwierdzono, że w badanej próbce uzyskano wyniki zbliżone do wartości deklarowanej 

przez producenta badanego suplementu (99,09%). Uzyskane wyniki cechowały się dobrą 

powtarzalnością. 

Grupa karboksylowa kwasu liponowego jest grupą mało reaktywną, co 

potwierdzają dane literaturowe. Niewiele jest prac opisujących metody derywatyzacji 

grupy –COOH. Mimo, że proces derywatyzacji nie wymagał wcześniejszego etapu 

redukcji wiązania disiarczkowego, modyfikacja cząsteczki była bardzo trudna do 

przeprowadzenia. Na przebieg tego procesu, wpływało wiele czynników. Między innymi 

utrzymanie bezwodnego środowiska reakcji, ze względu na zachodzący proces hydrolizy 

cząsteczki. Dodatkową trudność stwarzała konkurencyjna reakcja estryfikacji zachodząca 

między kwasem liponowym a stosowanym rozpuszczalnikiem. Ze względu na 

uciążliwości związane z przebiegiem reakcji derywatyzacji grupy karboksylowej, podjęto 

próbę zastosowania, do tej pory nie wykorzystywanych odczynników derywatyzujących 

grupy tiolowe, obecne w zredukowanej formie kwasu liponowego. 

 

4.3. Badanie przebiegu reakcji derywatyzacji grup tiolowych  

 

4.3.1.  Optymalizacja reakcji redukcji wiązania disiarczkowego S-S 

 

Do zredukowania wiązań ditiolowych wykorzystano silny reduktor jakim jest 

borowodorek sodu (NaBH4).  Na przebieg reakcji redukcji wpływa szereg czynników 

takich jak: środowisko reakcji, ilość dodanego odczynnika redukującego i czas. W celu 

dobrania najlepszych warunków redukcji przeprowadzono serię eksperymentów 

zmieniając badany parametr a zachowując stałe wartości pozostałych.  

Optymalizując poszczególne parametry brano pod uwagę wartość zmiany 

absorbancji. Wpływ środowiska reakcji redukcji sprawdzono stosując bufor 

EDTA/NaOH/NaCl o pH 8,5; 9,0; 9,5 oraz 10,0. Ilość dodanego reduktora zmieniano 

dodając różne objętości (50 - 300 µl) borowodorku sodu (NaBH4)  

o stężeniu C = 0,3 mol/l. Optymalny czas reakcji redukcji dobrano sprawdzając długość 
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czasu ogrzewania w zakresie 0 – 20 minut. Pomiary absorbancji w poszczególnych 

eksperymentach wykonano przy długości fali =330 nm, ponieważ przy tej długości fali 

rejestrowano pasmo absorpcji dla kwasu liponowego, natomiast kwas dihydroliponowy 

(DHLA) nie posiada żadnego charakterystycznego pasma absorpcji w zakresie UV.  

Na podstawie uzyskanych danych stwierdzono, że reakcja redukcji wiązania 

disiarczkowego zachodzi w środowisku o pH 9,5 w temperaturze 60°C. Po 13 minutach 

stwierdzono całkowitą konwersję kwasu liponowego w kwas dihydroliponowy.  

Do dalszych badań stosowano objętość 250 µl roztworu borowodorku sodu (NaBH4)  

o stężeniu C = 0,3 mol/l. W celu usunięcia nadmiaru użytego reduktora stosowano  

150 µl roztworu kwasu solnego (HCl) o stężeniu C = 2 mol/l oraz 3 ml wodorowęglanu 

sodu (NaHCO3) o stężeniu C = 5%. Nadmiar nieprzereagowanego kwasu solnego 

zobojętniano wodorotlenkiem sodu (NaOH) o stężeniu C = 0,2 mol/l. W celu 

optymalizacji ilości dodawanego roztworu wodorotlenku sodu przygotowano serię próbek 

postępując zgodnie z procedurą opisaną w pkt. IV.3.2. Modyfikowano objętość 

dodawanego wodorotlenku sodu (NaOH) o stężeniu C = 0,2 mol/l w zakresie od 20 do 

200 µl. Na podstawie uzyskanych wyników stwierdzono, że dodatek 40 µl wodorotlenku 

sodu wystarcza do zobojętnienia nadmiaru użytego kwasu solnego (HCl).  

4.3.2.  Optymalizacja procesu derywatyzacji grup tiolowych  
 

W następnym etapie badań, zredukowany kwas liponowy poddano reakcji 

derywatyzacji nowymi, do tej pory nie wykorzystywanymi w analityce kwasu 

liponowego, odczynnikami. Sprawdzono przydatność wykorzystania jodku  

2-chloro-1-metylopirydyniowego (CMPI), tetrafluoroboranu 2-chloro- 

1-metylochinoliniowego (CMQT) oraz 2,4’- dibromoacetofenonu (DBAF). Badania 

przebiegu reakcji z wymienionymi odczynnikami prowadzono spektrofotometrycznie. 

W analizie spektrofotometrycznej bardzo duże znaczenie ma odnośnik/roztwór 

odniesienia, ponieważ właściwie dobrany umożliwia usunięcie wpływu czynników 

przeszkadzających. Dobór właściwego składu roztworu odniesienia sprawdzono dla 

reakcji derywatyzacji zredukowanego kwasu liponowego ze wszystkimi badanymi 

odczynnikami derywatyzującymi. Wyniki przedstawione poniżej dotyczą badania reakcji 

derywatyzacji zredukowanego kwasu liponowego z tetrafluoroboranem  

2-chloro-1-metylochinoliniowym (CMQT). Aby dobrać właściwy odnośnik 
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przygotowano próbkę oraz zestawy roztworów odniesienia o różnym składzie. Próbkę 

zawierającą kwas liponowy przygotowano zgodnie z procedurą opisaną w pkt. IV.3.3. 

Kolejno przygotowano roztwory odnośników według danych zawartych w tabeli 11.  

Wszystkie próbki dopełniono do objętości 10 ml wodą redestylowaną i wykonano 

pomiary absorbancji.  

 

Tabela 11. Skład analizowanych roztworów odniesienia sprawdzanych dla reakcji 

derywatyzacji zredukowanego kwasu liponowego z tetrafluoroboranem 2-chloro- 

1-metylochinoliniowym (CMQT). 

 Skład roztworu odniesienia Ogrzewanie Po ochłodzeniu 

1. 
1 ml buforu 5 mmol EDTA/NaOH, 

0,9 % NaCl 
- - 

2. 
1 ml buforu 5 mmol EDTA/NaOH, 

0,9 % NaCl, 66,8 l NaBH4 (0,075 mol/l) 
T=60°C, t=22 min - 

3. 
1 ml buforu 5 mmol EDTA/NaOH, 

0,9 % NaCl, 66,8 l NaBH4 (0,075 mol/l) 
T=60°C, t=22 min 66,8 l HCl (0,5 mol/l) 

4. 
1 ml buforu 5 mmol EDTA/NaOH, 

0,9 % NaCl, 66,8 l NaBH4 (0,075 mol/l) 
T=60°C, t=22 min 

66,8 l HCl (0,5 mol/l), 

85 l  NaHCO3 (6%) 

5. 
1 ml buforu 5 mmol EDTA/NaOH,  

0,9 % NaCl, 66,8 l NaBH4 (0,075 mol/l) 
T=60°C, t=22 min 

66,8 l HCl (0,5 mol/l),  

85 l  NaHCO3 (6%), 
50 µl CMQT (C=10

-3
 mol/l) 

 

Analiza uzyskanych wyników wykazała, że skład oraz sposób przygotowania odnośnika 

znacząco wpływa na intensywność pasma absorpcji co przedstawiono na poniższym 

rysunku (numery uzyskanych widm odpowiadają odnośnikom zawartym w powyższej 

tabeli). 
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Rys. 27. Widma absorpcji produktu deprywatyzacji kwasu liponowego  

z tetrafluoroboranem 2-chloro-1-metylochinoliniowym (CMQT) w zależności  

od zastosowanego odnośnika. Skład analizowanych roztworów odniesienia zamieszczono 

w tabeli 11. 

 

Interferencje spowodowane nadmiarem odczynnika derywatyzującego 

tetrafluoroboranu 2-chloro-1-metylochinoliniowego (CMQT) udało się usunąć poprzez 

zastosowanie odnośnika oznaczonego nr 5. 

W podobny sposób przygotowywano roztwór ślepej próby w przypadku badania 

przebiegu pozostałych reakcji derywatyzacji zredukowanego kwasu liponowego  

z jodkiem 2-chloro-1-metylopirydyniowym (CMPI) oraz z 2,4’- dibromoacetofenonem 

(DBAF). 

W celu ustalenia optymalnych parametrów reakcji derywatyzacji sprawdzono 

wpływ objętości i stężenia dodawanego odczynnika derywatyzującego na przebieg 

procesu. Określono stosunek molowy reagentów kwas liponowy : odczynnik 

derywatyzujący, a także czas i temperaturę procesu oraz pH reakcji. 

W celu ustalenia optymalnej ilości dodawanych odczynników derywatyzujących 

przeprowadzono reakcję kwasu dihydroliponowego ze zmiennymi objętościami roztworu 

derywatyzującego o stężeniu początkowym 10
-2

 mol/l dla jodku 2-chloro- 

1-metylopirydyniowego (CMPI) i tetrafluoroboranu 2-chloro-1-metylochinoliniowego 

(CMQT) oraz 4,3·10
-2

 mol/l dla 2,4’- dibromoacetofenonu (DBAF) (tabela 12). 
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Tabela 12. Ilości użytych odczynników derywatyzujących. 

Odczynnik 

derywatyzujący 

Cpocz. 

odcz. der. 

[mol/l] 

Długość 

fali 

[nm] 

Badany 

zakres  

V [µl] 

Optymalne  

wartości Nadmiar  

odcz. der. V 

[µl] 

C 

[mol/l] 

jodek 2-chloro-1-

metylopirydyniowy 
(CMPI) 

10
-2

 312 300-1800 500 10
-2

 1:5 

tetrafluoroboran 2-

chloro-1-

metylochinoliniowy 
(CMQT) 

10
-2

 348 50-500 50 10
-2

 1:5 

2,4’- dibromoacetofenon 

(DBAF) 
4,3·10

-2
 224 10-1000 500 4,3·10

-2
 1:5 

 

Próbki przygotowano zgodnie z procedurami opisanymi w pkt. IV.3. Kolejno 

zarejestrowano widma absorpcyjne w zakresie UV. 

Z uzyskanych wartości absorbancji wynika, że dodatek 0,5 ml jodku 2-chloro- 

1-metylopirydyniowego (CMPI) o stężeniu C = 10
-2 mol/l jest wystarczający do 

przeprowadzenia reakcji derywatyzacji. Dodatek większej ilości nie wpływał znacząco na 

wzrost wartości absorbancji. Powyżej 5-krotnego nadmiaru reagenta obserwowano 

ustalenie się plateau. W związku z powyższym w dalszych badaniach stosowano objętość 

0,5 ml jodku 2-chloro-1-metylopirydyniowego (CMPI). W przypadku zastosowania  

2,4’- dibromoacetofenonu (DBAF) stwierdzono, że najwyższą wartość absorbancji 

zarejestrowano dla dodatku 0,5 ml o stężeniu C = 4,3·10
-2

 mol/l. Tetrafluoroboran  

2-chloro-1-metylochinoliniowy (CMQT) reaguje z kwasem liponowym w stosunku 

molowym 2:1. Powyżej 3-krotnego nadmiaru reagenta obserwowano ustalenie się 

plateau. Zastosowanie 5-krotnego nadmiaru odczynnika derywatyzującego w stosunku do 

kwasu liponowego było wystarczające do zarejestrowania maksymalnej wartości 

absorbancji. 

Kolejnym etapem optymalizacji było zbadanie wpływu temperatury oraz czasu 

reakcji na wydajność procesu derywatyzacji. Przygotowano serię roztworów postępując  

wg procedur opisanych w pkt IV.3. Temperaturę zmieniano w zakresie od 0°C do 90°C 

przy zachowaniu stałych wartości pozostałych parametrów. W celu sprawdzenia wpływu 

czasu reakcji na wydajność derywatyzacji przygotowano serię roztworów postępując  

w taki sam sposób jak podczas optymalizacji temperatury zmieniając czas  

w przedziale od 0 do 90 minut. Wszystkie pozostałe parametry nie uległy zmianie. 

Otrzymane wartości umieszczono w tabeli 13. 
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Tabela 13. Temperatura i czas ogrzewania podczas reakcji derywatyzacji. 

Odczynnik 

derywatyzujący 

Badany zakres Długość 

fali [nm] 

Optymalne wartości   

[min] [°C] [min] [°C] 

jodek 2-chloro-1-

metylopirydyniowy 
(CMPI) 

0-20 

0-90 

312 5 60 

2,4’- dibromoacetofenon 

(DBAF) 
15-90 224 60 70 

tetrafluoroboran 2-chloro-
1-metylochinoliniowy 

(CMQT) 

0-32 348 22 60 

 

Na podstawie powyższych danych stwierdzono, że dla każdego z zastosowanych 

odczynników derywatyzujących czas ogrzewania podczas reakcji derywatyzacji był inny. 

W przypadku użycia jodku 2-chloro-1-metylopirydyniowego (CMPI) wynosił  

5 minut w temperaturze 60°C. Podczas derywatyzacji z tetrafluoroboranem 2-chloro- 

1-metylochinoliniowym (CMQT) etap ten należało wydłużyć do 22 minut przy 

zastosowaniu takiej samej temperatury. Najdłuższego czasu (60 minut) wymagał proces 

derywatyzacji z 2,4’- dibromoacetofenonem (DBAF). Zaobserwowano, że w przypadku 

reakcji derywatyzacji z 2,4’- dibromoacetofenonem (DBAF) lepszą wydajność procesu 

uzyskano podnosząc temperaturę do 70°C. Uzyskane wartości uznano za optymalne  

i stosowano w dalszych badaniach. 

Na przebieg reakcji ma wpływ stężenie jonów wodorowych. W celu sprawdzenia 

wpływu środowiska na wydajność reakcji derywatyzacji zoptymalizowano ilość 

dodawanego roztworu kwasu solnego (HCl) o stężeniu C = 2 mol/l, roztworu 

wodorowęglanu sodu (NaHCO3) o stężeniu C = 5% oraz roztworu wodorotlenku sodu 

(NaOH) o stężeniu o stężeniu C = 1 mol/l. Przygotowano serię próbek zgodnie  

z procedurą opisaną w pkt. IV.3. pH badano w zakresie 4,5 – 10,0 dla wszystkich 

układów redukcyjnych. Uzyskane pH mierzono przy pomocy pH-metru. Po ustaleniu 

środowiska do każdej probówki dodano odpowiedniego odczynnika derywatyzującego. 

Zarejestrowano widma absorpcyjne w zakresie UV. 
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Tabela 14. Wpływ środowiska reakcji na wydajność procesu derywatyzacji. 

Odczynnik derywatyzujący 
Badany 

zakres pH 

Długość fali 

[nm] 

Optymalne 

środowisko 

jodek 2-chloro-1-

metylopirydyniowy (CMPI) 

4,5-10,0 

312 8,0 

2,4’- dibromoacetofenon 

(DBAF) 
224 8,0 

tetrafluoroboran 2-chloro-1-

metylochinoliniowy (CMQT) 
348 6,0 

 

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentów stwierdzono, że najwyższą wartość 

absorbancji produktu reakcji derywatyzacji kwasu liponowego z tetrafluoroboranem  

2-chloro-1-metylochinoliniowym (CMQT) uzyskano doprowadzając środowisko reakcji 

do pH 6,0. Natomiast najwyższą wartość absorbancji produktu reakcji derywatyzacji  

z zastosowaniem jodku 2-chloro-1-metylopirydyniowego (CMPI) oraz  

2,4’- dibromoacetofenonu (DBAF) jako odczynnika derywatyzującego zarejestrowano 

w środowisku reakcji pH 8,0 (tabela 14). Wyniki te znajdują potwierdzenie w literaturze 

(169). 

 

4.3.3.  Porównanie warunków przebiegu reakcji derywatyzacji 

opracowanych metod 

 

W tabeli 15 przedstawiono optymalne wartości parametrów przebiegu reakcji 

derywatyzacji kwasu liponowego z zastosowaniem odczynników derywatyzujących grupę 

tiolową po wcześniejszej redukcji wiązania S-S. 
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Tabela 15. Porównanie warunków przebiegu reakcji redukcji oraz reakcji derywatyzacji 

kwasu liponowego. 

Parametr Reakcja redukcji wiązania disiarczkowego S-S 

Objętość i stężenie 

reduktora NaBH4 

V = 250 µl 

C = 0,3 mol/l 

Temperatura i czas 

reakcji redukcji 
T = 60°C, t = 13 min 

Środowisko reakcji 

redukcji 
pH 9,5 

 
Reakcja derywatyzacji grup tiolowych  

po otwarciu pierścienia 

 CMPI CMQT DBAF 

Objętość i stężenie 

dodanego odczynnika 

derywatyzującego 

V = 500 µl 

C = 10
-2

 mol/l 

V = 50 µl 

C = 10
-2
 mol/l 

V = 500 µl 

C = 4,3·10
-2
 mol/l 

Nadmiar odczynnika 

derywatyzującego 
1:5 1:5 1:5 

Czas i temperatura 

reakcji derywatyzacji 
5 min, 60°C 22 min, 60°C 60 min, 70°C 

Środowisko reakcji 

derywatyzacji 
pH 8,0 pH 6,0 pH 8,0 

 

Produkty reakcji grup tiolowych (po wcześniejszej redukcji wiązania disiarczkowego)  

z jodkiem 2-chloro-1-metylopirydyniowym (CMPI) oraz tetrafluoroboranem 2-chloro- 

1-metylochinoliniowym (CMQT) były trwałe. Cechowały się lepszymi właściwościami 

spektralnymi i chromatograficznymi, co pozwala na wykorzystanie ich w analityce kwasu 

liponowego. W związku z powyższym mogły stać się podstawą opracowania 

spektrofotometrycznych i chromatograficznych metod oznaczania kwasu liponowego. 

Zauważono, że w przypadku zastosowania 2,4’- dibromoacetofenonu (DBAF) jako 

odczynnika derywatyzującego rejestrowano wysoką wartość absorbancji odnośnika przy 

=260 nm (rysunek 28), która była wynikiem obecności nieprzereagowanego  

2,4’- dibromoacetofenonu (DBAF). W związku z tym zrezygnowano z opracowania 

spektrofotometrycznej metody oznaczania kwasu liponowego z użyciem  

2,4’- dibromoacetofenonu (DBAF) jako odczynnika derywatyzującego. Natomiast 

podjęto próbę oceny przydatności pochodnej DHLA-DBAF w analizie 

chromatograficznej techniką wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). 
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Rys. 28. Widmo absorpcji produktu reakcji estru kwasu dihydroliponowego  

z 2,4’- dibromoacetofenonem (DBAF)  względem odnośnika oraz roztworu odnośnika 

względem wody. 

 

4.3.4.  Walidacja opracowanych procedur spektrofotometrycznego 

oznaczania zawartości kwasu liponowego po zastosowaniu 

derywatyzacji grup tiolowych  

 

Otrzymane pochodne pirydyniowe i chinolinowe kwasu liponowego 

postanowiono wykorzystać do opracowania spektrofotometrycznych metod oznaczania 

tego związku. W związku z tym zarejestrowano krzywe wzorcowe stosując optymalne 

warunki przebiegu reakcji derywatyzacji. W tym celu przygotowano dwie serie 

roztworów kwasu liponowego o stężeniach od 5·10
-6

 do 10
-4

 mol/l
 
 dla CMPI oraz od  

10
-6

 do 10
-5

 mol/l
 

dla CMQT. Każdą serię poddano reakcji derywatyzacji  

w optymalnych, wyznaczonych warunkach stosując odpowiedni odczynnik 

derywatyzujący: jodek 2-chloro-1-metylopirydyniowy (CMPI) lub tetrafluoroboran  

2-chloro-1-metylochinoliniowy (CMQT). Wyznaczono granicę wykrywalności  

i oznaczalności oraz określono precyzję i powtarzalność metod wyrażoną jako względne 

odchylenie standardowe. W celu określenia powtarzalności metody przygotowano serię 

10 roztworów o jednakowym stężeniu. Na podstawie zarejestrowanych wartości 

absorbancji wyznaczono odchylenie standardowe oraz względne odchylenie standardowe. 

Podstawowe parametry walidacyjne wyznaczone zgodnie z wzorami podanymi  

w rozdziale IV.2. przedstawiono w poniższej tabeli. 
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Tabela 16. Parametry walidacyjne spektrofotometrycznych metod oznaczania kwasu 

liponowego z zastosowaniem jodku 2-chloro-1-metylopirydyniowego (CMPI) oraz 

tetrafluoroboranu 2-chloro-1-metylochinoliniowego (CMQT) jako odczynnika 

derywatyzującego.  

Parametry analityczne metody 

Oznaczenie spektrofotometryczne  

po reakcji derywatyzacji 

CMPI (=312nm) 

po reakcji derywatyzacji 

CMQT (=348 nm) 

Równanie krzywej wzorcowej y=1,8·10
4
 

x - 0,0094 y=1,5·10
4
 

x + 0,0040 

Współczynnik determinacji 0,9999 0,9999 

Zakres liniowości [mol/l] 5·10
-6

 – 10
-4  

10
-6

 – 10
-5  

Granica oznaczalności  

LOQ [mol/l] 
1,17·10

-6 
7,84·10

-7 

Granica wykrywalności  

LOD [mol/l] 
3,60·10

-7 
2,58·10

-7 

Powtarzalność
* 0,012 0,030 

Współczynnik zmienności [%] 1,2 3,0 

Odchylenie standardowe SD 0,0048 0,0012 

Względne odchylenie 

standardowe RSD [%] 
1,1 1,4 

* Powtarzalność wyznaczono dla stężenia C = 5·10
-5

 mol/l, n = 10 (CMPI),  

C = 5·10
-6

 mol/l, n = 10 (CMQT). 

 

Obie metody charakteryzowały się dobrą liniowością, o czym świadczą 

współczynniki determinacji krzywych wzorcowych wynoszące 0,9999. Obie wyżej 

omówione metody oznaczania z zastosowaniem związków chinolinowych jako 

odczynników derwatyzujących posiadają porównywalną wartość granicy wykrywalności 

i oznaczalności. Nieco niższą granicę wykrywalności i oznaczalności (odpowiednio 

2,58·10
-7

 i
 
7,84·10

-7
 mol/l) charakteryzuje się metoda z zastosowaniem tetrafluoroboranu 

2-chloro-1-metylochinoliniowego (CMQT) jako odczynnika derywatyzującego. 

Jednak lepszą powtarzalnością charakteryzowała się procedura wykorzystująca 

jodek 2-chloro-1-metylopirydyniowy (CMPI) jako odczynnik derywatyzujący. 

Dodatkowym jego atutem jest to, że nie trzeba generować go w laboratorium co ma 

miejsce w przypadku tetrafluoroboranu 2-chloro-1-metylochinoliniowego (CMQT), gdyż 
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jodek 2-chloro-1-metylopirydyniowy (CMPI) jest dostępny handlowo w formie gotowej 

do użycia.  

 

4.3.5.  Przydatność analityczna nowoopracowanych metod  

 

Opracowane spektrofotometryczne metody oznaczania kwasu liponowego  

z zastosowaniem pochodnej chinolinowej (CMQT) i pirydyniowej (CMPI) jako 

odczynników derwatyzujących wykorzystano do oznaczenia badanego związku  

w kapsułkach suplementu diety Revitanerw. Badania te miały na celu sprawdzenie 

praktycznej przydatności opracowanych metod do oznaczania kwasu liponowego  

w preparatach farmaceutycznych, które zawierają dokładnie znaną ilość substancji 

oznaczanej. W tym celu przygotowano trzy równoległe próbki o tych samych stężeniach  

i na podstawie równania krzywej wzorcowej obliczono zawartość kwasu liponowego  

w badanym preparacie. Ślepą próbę stanowiła użyta w oznaczeniach mieszanina 

reagentów bez próbki suplementu przygotowana w identyczny sposób jak próbki 

suplementu. Uzyskane wyniki zestawiono w poniższej tabeli. 

 

Tabela 17. Wyniki oznaczenia zawartości kwasu liponowego metodą 

spektrofotometryczną w próbkach suplementu diety Revitanerw.  

Technika 

oznaczania 

Abs 

n=3 
SD 

RSD 

[%] 

Średni 

błąd 

oznaczenia 

[%] 

Zawartość kwasu 

liponowego [mg] 

Zgodność  

z wartością 

deklarowaną 

[%] oznaczona deklarowana 

CMQT 

(=348 nm) 
0,960 0,20 0,21 2,5 300,74 

300 

100,25 

CMPI 

(=312 nm) 
1,289 0,60 0,47 6,6 302,00 100,67 

 

W tabeli 17 przedstawiono wyniki spektrofotometrycznego oznaczania kwasu 

liponowego w kapsułkach suplementu diety Revitanerw. Wskazują one,  

że zaproponowane metody są precyzyjne i dokładne, o czym świadczy niewielki średni 

błąd oznaczenia (poniżej 1%). Zaobserwowano dużą zgodność wyników z wartością 

deklarowaną przez producentów (100,25% oraz 100,67%). Wyniki uzyskane dla 

wszystkich nowoopracowanych procedur, cechowały się dobrą powtarzalnością, o czym 

świadczy obliczona wartość względnego odchylenia standardowego 0,21% oraz 0,47%.  
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Obecne w preparatach dodatkowe składniki tj. kwas linolenowy, witamina E, 

niacyna, kwas pantotenowy, witamina B6, maltodekstryna oraz substancje dodatkowe: 

przeciwzbrylające i barwiące znajdują się w mniejszej ilości w stosunku do kwasu 

liponowego. W celu eliminacji ewentualnych zakłóceń powodowanych przez wyżej 

wymienione składniki, otrzymane próbki suplementu przesączano przez sączek bibułowy.  

Podsumowując powyższe dane można stwierdzić, że do oznaczenia kwasu 

liponowego w suplemencie diety można zastosować nowoopracowane metody 

spektrofotometryczne, w których wykorzystano CMPI oraz CMQT jako odczynniki 

derywatyzujące. Metody te odznaczają się dobrą powtarzalnością oraz dokładnością 

oznaczenia analitu w analizowanych próbkach. Zakres liniowości oraz granice 

oznaczalności i wykrywalności są wystarczające do zarejestrowania sygnałów 

pochodzących od badanego analitu w suplementach diety. 

 

4.3.6.  Optymalizacja parametrów chromatograficznego oznaczania 

kwasu liponowego z zastosowaniem derywatyzacji grup 

tiolowych 

 

Trwałe produkty uzyskane w wyniku reakcji derywatyzacji kwasu 

dihydroliponowego z odczynnikami derywatyzującymi: jodkiem 2-chloro- 

1-metylopirydyniowym (CMPI), tetrafluoroboranem 2-chloro-1-metylochinoliniowym 

(CMQT),  2,4’- dibromoacetofenonem (DBAF) stały się podstawą wykorzystania tych 

odczynników do przedkolumnowej modyfikacji cząsteczki kwasu liponowego  

w oznaczeniu techniką wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z detekcją  

w nadfiolecie (UV). Przeprowadzono optymalizację następujących parametrów: skład i 

pH fazy ruchomej, rodzaj kolumny oraz rodzaj użytego rozpuszczalnika do końcowego 

rozpuszczenia próbki.  

Doboru składu fazy ruchomej oraz rodzaju kolumny dokonano biorąc pod uwagę 

rozpuszczalność pochodnej kwasu liponowego oraz stopnia rozdziału piku otrzymanej 

pochodnej i pozostałości reagentów (215–217). W badaniach stosowano kolumny 

krzemionkowe modyfikowane grupami: oktylową C-8 oraz oktadecylową C-18. 

Szybkość przepływu fazy ruchomej wynosiła 1 ml/min. Zarejestrowano chromatogramy, 

a uzyskane wyniki przedstawiono w poniższej tabeli. 
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Tabela 18. Efektywność rozdziału mieszaniny poreakcyjnej ester kwasu 

dihydroliponowego – odczynnik derywatyzujący (CMPI, CMQT, DBAF) dla różnych faz 

ruchomych.  

Faza ruchoma 
Rodzaj kolumny 

C-8 C-18 

jodek 2-chloro-1-metylopirydyniowy (CMPI) 

kwas trichlorooctowy : acetonitryl (95:5), (60:40) brak rozdziału brak rozdziału 

kwas trichlorooctowy : woda (50:50) brak rozdziału brak rozdziału 

wodorofosforan (V) disodu: acetonitryl : metanol 

(50:30:20) (pH 2,7) 
rozdział pików brak rozdziału  

wodorofosforan (V)  disodu: acetonitryl (55:45) (pH 2,5), 
(pH 3,0) 

rozdział pików brak rozdziału 

wodorofosforan  (V) disodu: acetonitryl (65:35) (pH 2,5) rozdział pików brak rozdziału 

wodorofosforan (V) disodu: acetonitryl (35:65) (pH 2,5) rozdział pików brak rozdziału 

wodorofosforan (V) disodu: acetonitryl (80:20) (pH 2,5) rozdział pików brak rozdziału 

tetrafluoroboran 2-chloro-1-metylochinoliniowy (CMQT) 

kwas trichlorooctowy : acetonitryl (95:5) - brak rozdziału 

kwas trichlorooctowy : metanol (75:25), (90:10), (80:20) brak rozdziału brak rozdziału 

metanol : woda (25:75), (50:50), (75:25) - brak rozdziału 

acetonitryl : woda (80:20) (pH 8,0), (pH 6,5), (pH 9,5) brak rozdziału brak rozdziału 

acetonitryl : woda (50:50) (pH 9,5) brak rozdziału - 

acetonitryl : woda (90:10) (pH 9,5) brak rozdziału - 

acetonitryl : metanol : woda : kwas trichlorooctowy 
(35:35:29:1) 

brak rozdziału brak rozdziału 

wodorofosforan (V) disodu : acetonitryl (55:45) (pH 3,0) brak rozdziału brak rozdziału 

wodorofosforan (V) disodu : acetonitryl (35:65) (pH 3,0), 

(pH 6,0) 
rozdział pików brak rozdziału 

2,4’- dibromoacetofenon (DBAF) 

etanol : woda (70:30) - brak rozdziału 

octan amonu : acetonitryl (50:50) - brak rozdziału 

acetonitryl : woda : kwas trichlorooctowy (50:49,88:0,12) brak rozdziału - 

acetonitryl : woda : kwas trichlorooctowy (60:39,88:0,12) rozdział pików - 
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Niezależnie od zastosowanego odczynnika derywatyzującego, kolumna C-18 nie 

dała oczekiwanych rezultatów. Na uzyskanych chromatogramach nie zaobserwowano 

idealnego rozdzielenia produktu reakcji derywatyzacji od nadmiaru użytego odczynnika 

derywatyzującego obecnego w mieszaninie poreakcyjnej. Piki na chromatogramie 

cechowały się słabym rozdziałem i były mało intensywne. Lepszy rozdział produktu 

reakcji derywatyzacji oraz pozostałego w nadmiarze odczynnika derywatyzującego 

zaobserwowano przy użyciu kolumny C-8 i przepływie fazy ruchomej 1 ml/min.  

W przypadku wykorzystania jodku 2-chloro-1-metylopirydyniowego (CMPI), najlepszy 

rozdział pików otrzymano stosując fazę ruchomą wodorofosforan (V) disodu : acetonitryl  

w stosunku objętościowym (55:45) o pH 3,0. Ta sama mieszanina – wodorofosforan (V) 

disodu : acetonitryl o stosunku objętościowym (35:65) i pH 3,0 pozwoliła uzyskać 

najlepszy rozdział w przypadku badania oznaczenia produktu procesu derywatyzacji  

z tetrafluoroboranem 2-chloro-1-metylochinoliniowym (CMQT). W przypadku analizy 

zarejestrowanych chromatogramów dla produktu reakcji derywatyzacji  

z 2,4’- dibromoacetofenonem (DBAF), spośród sprawdzanych mieszanin najlepszy wynik 

uzyskano dla mieszaniny acetonitryl : woda : kwas trichlorooctowy w stosunku 

objętościowym (60:39,88:0,12). Zmiana pH tej fazy nie wpłynęła na parametry rozdziału. 

Uzyskane chromatogramy na przykładzie układu kwas dihydroliponowy - jodek 2-chloro-

1-metylopirydyniowy (DHLA-CMPI) przedstawiono na rysunku 29. 
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Rys. 29. Przykładowe chromatogramy zarejestrowane dla roztworów  jodku 2-chloro- 

1-metylopirydyniowego (CMPI) t ≈ 1,9 min oraz produktu reakcji derywatyzacji 

zredukowanego kwasu liponowego z jodkiem 2-chloro-1-metylopirydyniowym (CMPI)  

t ≈ 3,2 min. 

 

Na podstawie uzyskanych chromatogramów wyznaczono czasy retencji poszczególnych 

pochodnych. Optymalne warunki chromatograficznego oznaczania kwasu liponowego  

w postaci pochodnych przedstawiono w tabeli 19. 
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Tabela 19. Optymalne warunki oznaczania kwasu liponowego metodą HPLC-UV. 

 

Oznaczenie chromatograficzne 

po reakcji 

derywatyzacji  

CMPI 

po reakcji 

derywatyzacji  

CMQT 

po reakcji 

derywatyzacji  

DBAF 

Faza ruchoma 

wodorofosforan (V) 

disodu : acetonitryl 
(55:45), pH 3,0  

wodorofosforan (V) 

disodu : acetonitryl 

(35:65), pH 3,0 

acetonitryl : woda : 

TCA (60:39,88:0,12) 

Rodzaj kolumny 
Supelcosil LC-8, 5µm, 

150x4,6 mm 

Suspelcosil LC-8, 5µm, 

150x4,6mm 

LiChrospher®100 

LC-8, 5µm, 
150x4,6mm 

Rodzaj 

rozpuszczalnika 

użyty do 

końcowego 

rozpuszczenia 

próbki 

acetonitryl 

wodorofosforan (V) 

disodu : acetonitryl 

(35:65), pH 3,0 

metanol 

Objętość 

nastrzyku 
20 µl 20 µl 20 µl 

Temperatura temperatura pokojowa temperatura pokojowa temperatura pokojowa 

Prędkość 

przepływu 
1 ml/min 1 ml/min 1 ml/min 

Długość fali 312 nm 348 nm 340 nm 

Czas analizy 6 min 6 min 6 min 

Czas retencji  3,20 min 3,22 min 3,26 min 

 

4.3.7.  Walidacja opracowanych procedur oznaczania zawartości 

kwasu liponowego z zastosowaniem derywatyzacji grup 

tiolowych metodą HPLC-UV 

 

Zarejestrowano krzywe wzorcowe oznaczania kwasu liponowego w postaci 

pochodnych DHLA-CMPI, DHLA-CMQT i DHLA-DBAF. Na podstawie 

przeprowadzonych doświadczeń stwierdzono liniową zależność pola powierzchni pod 

pikiem od stężenia analitu w badanym zakresie (tabela 20). Wyznaczono granice 

wykrywalności i oznaczalności badanego analitu dla poszczególnych metod oraz 

określono precyzję i powtarzalność wyrażoną jako względne odchylenie standardowe.  

W celu określenia powtarzalności metody przygotowano 10 roztworów o jednakowym 

stężeniu. Charakterystykę analityczną opracowanych chromatograficznych metod 

oznaczania zawartości kwasu liponowego z zastosowaniem odczynników 

derywatyzujących przedstawiono w tabeli 20. 
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Tabela 20. Parametry walidacyjne chromatograficznych metod oznaczania kwasu 

liponowego z zastosowaniem jodku 2-chloro-1-metylopirydyniowego (CMPI), 

tetrafluoroboranu 2-chloro-1-metylochinoliniowego (CMQT) oraz  

2,4’- dibromoacetofenonu (DBAF) jako odczynnika derywatyzującego. 

Parametry analityczne 

metody 

Oznaczenie chromatograficzne HPLC  

po reakcji 

derywatyzacji  

CMPI 

po reakcji 

derywatyzacji 

CMQT 

po reakcji 

derywatyzacji 

DBAF 

Równanie krzywej 

wzorcowej 
y=2,76·10

10
 

x – 75597 y=4·10
7

 

x – 110,75 y=4·10
6

 

x – 29,356 

Współczynnik 

determinacji 
0,9998 0,9994 0,9988 

Zakres liniowości [mol/l] 5·10
-6
 – 10

-4  
2,5·10

-6
 – 5·10

-5  
2,5·10

-4
 – 10

-2  

Granica oznaczalności  

LOQ [mol/l] 
2,32·10

-6 
6,47·10

-7 
5,70·10

-5 

Granica wykrywalności 

LOD [mol/l] 
7,65·10

-7 
2,14·10

-7 
1,88·10

-5 

Powtarzalność*[%] 
pole pow. pod pikiem 

czas retencji 

 
1,4 

0,6 

 
2,1 

0,1 

 
9,5 

5,1 

Współczynnik 

zmienności [%] 
pole pow. piku  

czas retencji 

 

1,35 

0,63 

 

2,10 

0,07 

 

9,50 

5,10 

Odchylenie standardowe 

SD 
26628,17 754,23 2477,133 

Względne odchylenie 

standardowe RSD [%] 
1,86 1,30 7,4 

* Powtarzalność wyznaczono dla stężenia C = 5·10
-5

 mol/l, n = 10 (CMPI),  

C = 10
-5

 mol/l, n = 10 (CMQT), C = 10
-2

 mol/l, n = 10 (DBAF). 

 

Wszystkie opracowane metody były liniowe w badanych zakresach. 

Charakteryzowały się dużą zgodnością, o czym świadczą współczynniki determinacji 

krzywych wzorcowych wynoszące od 0,9994 do 0,9998. Najlepszy współczynnik 

determinacji krzywej wzorcowej uzyskano dla metody z zastosowaniem  jodku  

2-chloro-1-metylopirydyniowego (CMPI) jako odczynnika derywatyzującego.  

W metodach z zastosowaniem CMPI oraz CMQT uzyskano porównywalne niskie granice  

oznaczalności i wykrywalności. Minimalnie niższe granice wykrywalności  
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i oznaczalności uzyskano w metodzie z zastosowaniem CMQT jako odczynnika 

derywatyzującego (odpowiednio 2,14·10
-7

,
  

6,47·10
-7

 mol/l). Stwarza to możliwość 

oznaczania kwasu liponowego w skomplikowanych matrycach jakimi są produkty 

spożywcze. Jednak ze względu na fakt, że CMQT nie jest dostępny w handlu, a proces 

przygotowania odczynnika jest kłopotliwy, podjęto próbę oznaczenia kwasu liponowego 

w produktach spożywczych metodą z zastosowaniem CMPI jako odczynnika 

derywatyzującego.  

Wyznaczona granica wykrywalności i oznaczalności (odpowiednio  

1,88·10
-5

mol/l; 5,70·10
-5

 mol/l) metody z zastosowaniem DBAF jako odczynnika 

derywatyzującego jest zbyt wysoka, co eliminuje wykorzystanie tego odczynnika  

w oznaczaniu kwasu liponowego w próbkach żywności.  

 

4.3.8.  Przydatność analityczna nowoopracowanych metod 

 

Próbki produktów spożywczych oraz suplementów diety stanowią bogatą matrycę 

stwarzającą wiele problemów podczas optymalizacji procedury analitycznej.  

Z przeglądu dostępnej literatury wynika, że proces analitycznego przygotowania próbki 

często zawiera etap wstępnego jej oczyszczania. Najlepszym sposobem oczyszczania 

próbki ze składników przeszkadzających jest ekstrakcja ciecz-ciecz lub ciecz-ciało stałe  

z wykorzystaniem kolumienek SPE. Sprawdzono przydatność mieszaniny metanol : 0,5% 

kwas octowy oraz dichlorometanu jako ekstrahentów do wydzielania kwasu liponowego  

z próbek rzeczywistych.  

W tym celu przeprowadzono ekstrakcję ciecz-ciecz dodając do 1 g homogenatu 

próbki surowego ziemniaka 1 ml roztworu metanolowego kwasu liponowego  

(C = 10
-2 

mol/l) oraz 1 ml mieszaniny metanol : 0,5% kwas octowy. Proces wspomagano 

ultradźwiękami (25°C, 60 minut częstotliwość 35kHz). Następnie próbkę wirowano 

(3500 obr/min, 10 min), przeprowadzono proces upochodnienia  

z zastosowaniem jodku 2-chloro-1-metylopirydyniowego (CMPI) jako odczynnika 

derywatyzującego i oznaczano zawartość kwasu liponowego. 

Sprawdzono również przydatność dichlorometanu do wydzielania kwasu 

liponowego z próbek rzeczywistych dodając do 1 g homogenatu próbki surowego 

ziemniaka 1 ml metanolowego roztworu kwasu liponowego (C = 10
-2 

mol/l) oraz 1 ml 

acetonitrylu. Wirowano (3500 obr/min, 10 minut) a następnie ekstrahowano dwukrotnie 
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porcjami 2,5 ml dichlorometanu. Po kolejnym wirowaniu, warstwę organiczną 

przeniesiono do probówki o pojemności 10 ml, przeprowadzono proces upochodnienia  

z zastosowaniem jodku 2-chloro-1-metylopirydyniowego (CMPI) jako odczynnika 

derywatyzującego,  kolejno suszono do całkowitego odparowania rozpuszczalnika. Suchą 

pozostałość rozpuszczono w fazie ruchomej acetonitryl : woda w stosunku 

objętościowym (65:35) i oznaczano techniką wysokosprawnej chromatografii cieczowej  

z detektorem spektrofotometrycznym. Uzyskane wyniki przedstawiono w  tabeli 21. 

Drugi ze sposobów oczyszczania próbki to ekstrakcja ciecz – ciało stałe (SPE). Dobór 

zastosowanego wypełnienia kolumienek zależał od stopnia zatrzymania analitu na 

wypełnieniu oraz od łatwości wymywania analitu z kolumienki. Do badań zastosowano 

kolumienki ekstrakcyjne o następujących wypełnieniach: oktadecylowym (C-18), 

fenylowym (Ph), oktylowym (C-8), diolowym (2OH), silikażelowym oraz polimerowe: 

SDB, Narc-2, MAX, HLB. Wszystkie kolumienki kondycjonowano metanolem  

i wodą. Następnie nanoszono 1 ml roztworu kwasu liponowego (C = 10
-2 
mol/l). Prędkość 

przepływu wynosiła 1 ml/min. Kolejno na kolumienki nanoszono 5 ml wody 

dejonizowanej, 10 µl stężonego kwasu solnego oraz 6 ml wody z dodatkiem kwasu 

fosforowego (V) o pH 3,0. Kolumnę wysuszono powietrzem. Do wymycia zatrzymanego 

analitu zastosowano 3 ml dichlorometanu. Następnie przeprowadzono proces 

upochodnienia z zastosowaniem jodku 2-chloro-1-metylopirydyniowego (CMPI) jako 

odczynnika derywatyzującego. Próbkę wysuszono w łagodnym strumieniu azotu. Suchą 

pozostałość rozpuszczono w fazie ruchomej acetonitryl : woda w stosunku 

objętościowym (65:35) i oznaczano techniką wysokosprawnej chromatografii cieczowej  

z detektorem spektrofotometrycznym. W poniższej tabeli przedstawiono  

uzyskane wyniki.  
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Tabela 21. Procentowa ilość odzyskanego wzorca podczas etapu ekstrakcji ciecz-ciecz 

oraz ekstrakcji ciecz-ciało stałe na różnych kolumnach SPE. 

 Ekstrahent 
Odzysk [%] 

n = 5 

Ekstrakcja ciecz-ciecz 
metanol:0,5% lodowaty kwas octowy 43 

dichlorometan 95 

 Wypełnienie kolumienki  

Ekstrakcja ciecz-ciało stałe  

oktadecylowe (C-18) 20 

fenylowe (Ph) 51 

oktylowe (C-8) 63 

diolowe (2OH) 32 

SDB (kopolimer styrenu  

i diwinylobenzenu) 
100 

Narc-2 (estry karboksylowe) 11 

MAX (polimer) 100 

HLB (polimer) 100 

silikażelowe 85 

 

W przypadku ekstrakcji ciecz-ciecz najlepsze wyniki uzyskano dla dichlorometanu jako 

ekstrahenta (95%). Natomiast w przypadku ekstrakcji ciecz-ciało stałe najlepsze wyniki 

uzyskano dla kolumn polimerowych SDB, MAX, HLB. Dla tych rodzajów wypełnień 

uzyskano całkowite (100%) zatrzymanie wzorca. Sprawdzono również wpływ 

środowiska ekstrakcji. W przypadku wyżej wymienionych kolumienek zakwaszenie 

próbki do pH 3,0 nie miało wpływu na wartość odzysku. Dla kolumienek  

z wypełnieniem polimerowym SDB (kopolimer styrenu i diwinylobenzenu), MAX oraz 

HLB odzyskano 100% naniesionego wzorca. Jednak najlepsza spośród badanych okazała 

się kolumienka z wypełnieniem SDB, ponieważ piki na chromatogramach ekstraktów  

z kolumn MAX oraz HLB były niesymetryczne i słabo rozdzielone. 

Zoptymalizowano również takie parametry jak: ilość rozpuszczalnika do 

kondycjonowania kolumny, ilość rozpuszczalnika stosowanego do wymycia analitu  

z kolumny. Do aktywowania złoża sorbentu zastosowano kondycjonowanie metanolem  

i wodą dejonizowaną w różnych proporcjach. Najlepsze wyniki uzyskano stosując 5 ml 

metanolu i 5 ml wody dejonizowanej. 

W celu zoptymalizowania objętości rozpuszczalnika wykorzystywanego do wymycia 

zaadsorbowanego analitu stosowano różne ilości dichlorometanu. Po przeprowadzeniu 
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eksperymentu stwierdzono, że całkowite wymycie analitu następuje po zastosowaniu 

objętości 3 ml rozpuszczalnika.  

W dalszych badaniach do oczyszczania próbek wykorzystywano kolumienki  

z wypełnieniem SDB. 

Podjęto próbę zastosowania nowoopracowanych metod do oznaczania kwasu 

liponowego w środkach spożywczych (ziemniaki, szpinak) oraz w suplementach diety. 

Ilość kwasu liponowego oznaczono metodą dodatku wzorca. Przed przystąpieniem do 

właściwych badań, próbki ziemniaków oraz szpinaku wstępnie przygotowano i poddano 

ekstrakcji (pkt. IV.1.4.1). Natomiast próbki suplementów diety Revitanerw (deklarowana 

zawartość kwasu liponowego: 300 mg/kapsułka) oraz Kwas alfa-liponowy (deklarowana 

zawartość kwasu liponowego: 100 mg/kapsułka) przygotowano zgodnie z procedurą (pkt. 

IV.1.4.1). Przygotowując badane próbki postępowano zgodnie ze schematem 

przedstawionym na poniższym rysunku. 

 

 

 

Rys. 30. Schemat sposobu postępowania podczas przygotowywania próbek 

rzeczywistych. 
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Przeprowadzono reakcję redukcji wiązania disiarczkowego S-S oraz 

derywatyzację przy pomocy odpowiedniego odczynnika derywatyzującego (CMPI, 

CMQT, DBAF) (pkt. IV.3.). Następnie oczyszczono próbki przy pomocy  kolumienek 

SPE z wypełnieniem polimerowym SDB. Na koniec próbki uzupełniono do objętości  

10 ml odpowiednim rozpuszczalnikiem i analizowano techniką wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej z detektorem UV. Próbki z dodatkiem wzorca przygotowano  

w identyczny sposób, stosując dodatek 10 µl kwasu liponowego o stężeniu  

C = 10
-5

 mol/l. Dokładne ilości roztworu próbek suplementów użyte do analizy oraz 

rodzaj rozpuszczalnika końcowego przedstawiono w poniższej tabeli. Jedynie metody  

z zastosowaniem CMPI oraz CMQT jako odczynników derywatyzujących 

charakteryzowały się odpowiednią czułością, wystarczającą do oznaczania kwasu 

liponowego w próbkach produktów spożywczych. 

 

Tabela 22. Warunki przygotowania próbek rzeczywistych do oznaczenia zawartości 

kwasu liponowego metodą chromatograficzną (HPLC-UV) po reakcji derywatyzacji. 

Odczynnik 

derywatyzujący 

Próbki suplementów Vkońcowa 

[ml] 
Rozpuszczalnik 

V [µl] C [mol/l] 

CMQT 200 1,45·10
-4

 10 
faza ruchoma 

wodorofosforan (V) disodu : 

acetonitryl (35:65), pH 3,0 

DBAF 725 10
-3 

10 metanol 

CMPI 100 1,45·10
-2

 10 acetonitryl 

 
Próbki środków 

spożywczych 
  

CMPI 100 1,45·10
-2

 10 acetonitryl 

 

Przygotowano po 3 równoległe próbki i na podstawie równania krzywej wzorcowej  

w badanych preparatach obliczono zawartość kwasu liponowego. Warunki aparaturowe 

stosowane podczas analizy przedstawiono w rozdziale IV.1.1. Uzyskane wyniki 

przedstawiono w tabeli 23. 
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Tabela 23. Wyniki oznaczenia zawartości kwasu liponowego metodą chromatograficzną 

(HPLC-UV) w wybranych próbkach środków spożywczych i suplementach diety.  

Matryca 

Odczynnik 

derywaty-

zujący 

Oznaczona zawartość 

kwasu liponowego  Odzysk 

[%] 

Wartość 

literaturowa 

[μg/g] 

Literatura 
[mol/l] 

n=3 

[µg/g] 

n=3 

Ziemniak 

surowy 
CMPI  

2,43·10
-5 

±2·10
-7 5,02±0,19 103,18 1,5-4,2 (146)  

Szpinak CMPI  
1,06·10

-5
 

±2·10
-7

 
2,18±0,16 103,27 3,15 (43)  

Matryca 

Odczynnik 

derywaty- 

zujący 

Zawartość kwasu liponowego [mg] Zgodność  

z wartością 

deklarowaną 

[%] 

ozna-

czona 
SD 

RSD 

[%] 

średni błąd 

oznaczenia 

[%] 

deklaro

-wana 

Suplement 

diety 

Revitanerw 

CMPI  305,67 2,90 0,95 0,97 

300 

101,89 

Suplement 

diety 
Revitanerw 

CMQT  301,44 0,44 0,15 0,16 100,51 

Suplement 

diety 

Kwas alfa-

liponowy 

DBAF  103,54 3,41 3,29 3,30 100 103,54 

 

Uzyskane wyniki potwierdzają obecność kwasu liponowego w każdej badanej 

próbce, zarówno w ziemniakach jak i szpinaku. Oznaczone stężenie kwasu liponowego 

uzyskane doświadczalnie w próbkach ziemniaków wynosi 5,02±0,19 μg/g, natomiast 

wartość literaturowa zawiera się w przedziale 1,5 - 4,2 μg/g (146). W przypadku analizy 

próbek szpinaku, oznaczono zawartość kwasu liponowego na poziomie 2,18±0,16 μg/g, 

natomiast wartość oznaczona przez innych badaczy wynosi 3,15 μg/g (43).  

W tabeli przedstawiono wyniki chromatograficznego oznaczania kwasu 

liponowego w suplementach diety. Wskazują one, że zaproponowane metody są 

precyzyjne i dokładne. Zaobserwowano dużą zgodność wyników w odniesieniu do 

wartości deklarowanej przez producentów (100,51 - 103,54%). Wyniki uzyskane dla 

wszystkich metod cechowały się dobrą powtarzalnością. Podobnie jak w przypadku 

metod spektrofotometrycznych obecne w preparatach dodatkowe składniki tj. kwas 

linolenowy, witamina E, niacyna, kwas pantotenowy, witamina B6, maltodekstryna oraz 

substancje dodatkowe: przeciwzbrylające i barwiące nie powodowały zakłóceń 

pomiarów. 
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Podsumowując, nowoopracowana metoda chromatograficznego oznaczania 

zawartości kwasu liponowego z zastosowaniem jodku 2-chloro-1-metylopirydyniowego 

(CMPI) jako odczynnika derywatyzującego jest odpowiednia do oznaczenia badanego 

analitu w próbkach środków spożywczych. Metoda ta jest niedroga, szybka, 

charakteryzuje się niskimi wartościami granicy oznaczalności i wykrywalności oraz 

zadowalającą selektywnością, a stosowany odczynnik derywatyzujący nie wymaga 

przygotowywania w laboratorium. Natomiast wszystkie opracowane metody umożliwiają 

oznaczenie zawartości kwasu liponowego w suplementach diety. Świadczy o tym dobra 

powtarzalność oraz dokładność oznaczenia analitu w analizowanych próbkach. Zakres 

liniowości metod oraz granice oznaczalności i wykrywalności są wystarczające do 

zarejestrowania sygnałów pochodzących od badanego analitu.  
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V. PODSUMOWANIE I WNIOSKI 

 

Kwas liponowy przedstawia szerokie spektrum zastosowań terapeutycznych. 

Wspomaga leczenie neuropatii, infekcji wywołanych wirusem ludzkiego upośledzenia 

odporności (HIV) i patologiami wątroby różnego pochodzenia, od alkoholizmu do 

zatrucia chemicznego. Ma wyjątkową zdolność do wzmacniania obrony antyoksydacyjnej 

żywych organizmów przed stresem oksydacyjnym. Jego zredukowana forma regeneruje 

inne przeciwutleniacze (witamina C, witamina E, glutation). Biorąc pod uwagę powyższe, 

w ostatnich latach wzrosło zainteresowanie wykorzystaniem kwasu liponowego 

(suplementy diety, środki farmakoterapii). W związku z tym, że kwas liponowy może być 

również dostarczany do organizmu ludzkiego z pokarmem, niezwykle istotna jest 

informacja dotycząca zawartości omawianego związku w produktach spożywczych. 

Dlatego w niniejszej pracy podjęto próbę opracowania prostych metod oznaczania kwasu 

liponowego w próbkach biologicznych z wykorzystaniem technik 

spektrofotometrycznych i chromatograficznych.  

Budowa cząsteczki kwasu liponowego stwarza możliwość przeprowadzenia 

procesu derywatyzacji w dwojaki sposób: 1) poprzez rozerwanie wiązania między grupą 

acylową a atomem tlenu i przekształcenie kwasu liponowego w ester lub amid, lub 2) 

poprzez modyfikację grup tiolowych. Drugi sposób wymaga uprzedniej redukcji wiązania 

disiarczkowego w celu otwarcia pierścienia. Do redukcji pierścienia stosowano silny 

reduktor - borowodorek sodu (NaBH4). Jest on nietoksyczny, łatwo dostępny, a jego 

nadmiar łatwo usuwalny poprzez dodanie kilku kropel kwasu solnego (HCl). Dobrano: 

objętość i stężenie reduktora, czas i temperaturę reakcji oraz środowisko procesu.  

W prezentowanej pracy zastosowano po raz pierwszy odczynniki derywatyzujące 

nie wykorzystywane do tej pory w analizie kwasu liponowego (LA): jodek 2-chloro- 

1-metylopirydyniowy (CMPI), tetrafluoroboran 2-chloro-1-metylochinoliniowy (CMQT), 

2,4’- dibromoacetofenon (DBAF) oraz alkohol 4-metoksybenzylowy (4-MBA). 

Sprawdzono przebieg redukcji kwas liponowy (LA) / kwas dihydroliponowy (DHLA)  

z tymi odczynnikami oraz przeprowadzono ocenę przydatności analitycznej 

nowootrzymanych pochodnych. 

W wyniku przeprowadzonych eksperymentów stwierdzono, że grupa 

karboksylowa  kwasu liponowego jest grupą mało reaktywną. Na wydajność tego 

procesu, wpływało wiele czynników takich jak: temperatura, pH próbki, ilość dodanego 
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odczynnika derywatyzującego oraz stosowany rozpuszczalnik. Dodatkową trudność 

sprawiała  konkurencyjna reakcja estryfikacji zachodząca między kwasem liponowym  

a rozpuszczalnikiem (np. metanolem). Zmiana rozpuszczalnika na acetonitryl nie 

przyniosła zadowalających efektów. Ponieważ właściwości chromoforowe otrzymanego 

estru pochodziły wyłącznie od alkoholu 4-metoksybenzylowego (4-MBA) nie było 

możliwe spektrofotometryczne monitorowanie przebiegu reakcji. Dopiero zastosowanie 

metod chromatograficznych (HPLC-UV oraz GC-MS) do obserwowania przebiegu 

reakcji okazało się być znacznie efektywniejsze. Napotkano trudności również w procesie 

przygotowania próbki. Kłopotliwe było przeprowadzenie etapu derywatyzacji wynikające 

z konieczności zachowania beztlenowych warunków reakcji (reakcję prowadzono  

w atmosferze azotu).  Dlatego w kolejnym etapie badań uwagę skupiono na 

wykorzystaniu drugiego sposobu upochodnienia, po wcześniejszej redukcji wiązania 

disiarczkowego. Reakcje z grupami tiolowymi zachodziły szybko i ilościowo,  

w łagodnych warunkach. W tym przypadku uzyskany produkt reakcji cechował się: dużą 

trwałością, lepszymi właściwościami detekcyjnymi i chromatograficznymi.  

W związku z powyższym stało się to podstawą opracowania spektrofotometrycznych  

i chromatograficznych metod oznaczania kwasu liponowego. 

Nowoopracowane procedury spektrofotometrycznego oraz chromatograficznego 

oznaczania kwasu liponowego poddano walidacji. Sporządzono krzywe wzorcowe, 

wyznaczono liniowość, zakres oznaczania oraz równania regresji, a także współczynniki 

determinacji. Wyznaczono granice oznaczalności i wykrywalności, powtarzalność oraz 

współczynniki zmienności metod. 

Porównując metody spektrofotometryczne, na podstawie równań krzywych 

kalibracyjnych można stwierdzić, że wszystkie metody spektrofotometryczne 

charakteryzowały się dobrą liniowością, o czym świadczą współczynniki determinacji 

krzywych wzorcowych wynoszące 0,9999. Najniższe granice wykrywalności  

i oznaczalności (odpowiednio 2,58·10
-7

 mol/l, 7,84·10
-7

 mol/l) uzyskano w metodzie  

z zastosowaniem tetrafluoroboranu 2-chloro-1-metylochinoliniowego (CMQT) jako 

odczynnika derywatyzującego.  

Na podstawie przeprowadzonych badań stwierdzono, że metody oznaczania 

kwasu liponowego wykorzystujące jego chinolinową lub pirydyniową pochodną 

odznaczają się lepszymi parametrami analitycznymi niż metoda oparta na zastosowaniu  

2,4’- dibromoacetofenonu (DBAF) jako odczynnika derywatyzującego. Właściwości 
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spektralne pochodnej dibromoacetofenonowej nie pozwalały na uzyskanie dobrej 

czułości, a przez to wartość granicy oznaczalności była wysoka.  

Wszystkie opracowane metody chromatograficzne z zastosowaniem alkoholu  

4-metoksybenzylowego (4-MBA), jodku 2-chloro-1-metylopirydyniowego (CMPI), 

tetrafluoroboranu 2-chloro-1-metylochinoliniowego (CMQT) oraz  

2,4’- dibromoacetofenonu (DBAF) były liniowe w badanych zakresach (odpowiednio  

10
-7 

- 10
-5 

mol/l, 5·10
-6 

- 10
-4 

mol/l, 2,5·10
-6 

- 5·10
-5 

mol/l, 2,5·10
-4 

- 10
-2 

mol/l). 

Charakteryzowały się dużą zgodnością, o czym świadczą współczynniki determinacji 

krzywych wzorcowych wynoszące od 0,9943 do 0,9998. Najlepszy współczynnik 

determinacji krzywej wzorcowej uzyskano dla metody z zastosowaniem  jodku  

2-chloro-1-metylopirydyniowego (CMPI) jako odczynnika derywatyzującego. Najniższe 

granice wykrywalności i oznaczalności (odpowiednio 2,14·10
-7 

mol/l,
  

6,47·10
-7 

mol/l) 

uzyskano w metodzie z zastosowaniem tetrafluoroboranu 2-chloro- 

1-metylochinoliniowego (CMQT).  

Niskie stężenie kwasu liponowego w próbkach produktów spożywczych podobnie 

jak w próbkach materiału biologicznego (tkanki, płyny ustrojowe) (169) oraz 

różnorodność fizykochemiczna składników matrycy sprawiają duże trudności  

w oznaczaniu tego analitu. W celu eliminacji niedogodności związanych ze składem 

matrycy przy jednoczesnym uzyskaniu niższych granic wykrywalności i oznaczalności 

podjęto próbę opracowania metody oznaczania kwasu liponowego techniką 

chromatografii gazowej ze spektrometrią mas (GC-MS), wykorzystując derywatyzację 

grupy karboksylowej alkoholem 4-metoksybenzylowym (4-MBA).  W tym przypadku 

uzyskano zadowalające rezultaty, sporządzono krzywą wzorcową, współczynnik 

determinacji wynosił 0,9939, zaś granica wykrywalności i oznaczalności wynosiła 

odpowiednio  7,13·10
-8

 mol/l oraz 2,16·10
-7

 mol/l. 

Przydatność nowoopracowanych metod potwierdzono poprzez oznaczenie 

zawartości kwasu liponowego w próbkach suplementów diety oraz w próbkach 

produktów spożywczych. Procedury z wykorzystaniem alkoholu 4-metoksybenzylowego 

(4-MBA), jodku 2-chloro-1-metylopirydyniowego (CMPI), tetrafluoroboranu 2-chloro- 

1-metylochinoliniowego (CMQT) oraz 2,4’- dibromoacetofenonu (DBAF) są selektywne  

w stosunku do substancji, które obok analitu mogą być obecne  

w preparatach farmaceutycznych. Badano dwa suplementy diety oraz produkty 

spożywcze takie jak: ziemniaki, szpinak, brokuły, błonnik jabłkowy, młody jęczmień oraz 

dwie odmiany piwa. Równolegle z próbkami rzeczywistymi badano próbki wzbogacone 
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w oznaczony analit. We wszystkich przypadkach uzyskano zadowalające wartości 

odzysków (84,41 – 105,52%).  

Zoptymalizowano etap ekstrakcji (rodzaj kolumienki SPE, ilość rozpuszczalnika 

wymywającego zaadsorbowany analit), derywatyzacji (stężenie odczynnika 

derywatyzującego, stosunek molowy kwas liponowy : odczynnik derywatyzujący, czas  

i temperaturę procesu oraz środowisko reakcji) oraz etap oznaczenia 

chromatograficznego (skład fazy ruchomej, rodzaj kolumny, rozpuszczalnik). Uzyskanie 

nowych związków potwierdzono wykonując analizę spektralną: 
1
H NMR, IR, UV oraz 

MS.  

Optymalizując etap ekstrakcji, dobrą wydajność ok. 95% uzyskano dla ekstrakcji 

ciecz-ciecz, jednak najlepsze wyniki osiągnięto w przypadku zastosowania ekstrakcji 

ciecz-ciało stałe i kolumienek z wypełnieniem polimerowym SDB (kopolimer styrenu  

i diwinylobenzenu). Połączenie kolumienki SDB oraz 5 ml metanolu i 5 ml wody 

dejonizowanej do aktywowania złoża sorbentu spowodowało odzyskanie 100% 

naniesionego wzorca. 

Porównano otrzymane wyniki oznaczania kwasu liponowego z dostępnymi 

wartościami literaturowymi. Rozbieżność wyników eksperymentalnych i literaturowych 

może wynikać z różnych źródeł pochodzenia materiału do badań, różnic gatunkowych 

oraz różnych warunków wegetacji.  
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VI. STRESZCZENIE 

 

Kwas liponowy jest niezbędny do prawidłowego funkcjonowania organizmu 

człowieka. Niestety, ilość wytwarzana przez człowieka nie zawsze jest wystarczająca, 

dlatego kwas liponowy powinien być dostarczany do organizmu z zewnątrz. Pokarm jest 

drugim, oprócz syntezy de novo, źródłem tego związku. Niezwykle ważna jest informacja 

dotycząca zawartości omawianego związku w spożywanych produktach.  

W dostępnej literaturze nie znaleziono danych dotyczących badań polskich produktów 

spożywczych.  

W części literaturowej przedstawiono charakterystykę badanego związku, jego 

właściwości fizyczne oraz chemiczne. Oddzielny rozdział poświęcono omówieniu funkcji 

biologicznych, metabolizmowi oraz wykorzystaniu kwasu liponowego m.in.  

w medycynie i kosmetologii. Omówiono naturalne procesy syntezy  

i laboratoryjne sposoby otrzymywania badanego analitu oraz jego występowanie  

w produktach spożywczych. Szczególną uwagę zwrócono na metody wydzielania oraz 

techniki oznaczania kwasu liponowego w próbkach biologicznych, środkach 

spożywczych, a także w suplementach diety. Opisano również proces modyfikacji 

cząsteczki kwasu liponowego w celu uzyskania kompatybilności formy oznaczanej 

substancji ze stosowanym detektorem.  

Na podstawie przeprowadzonego przeglądu literatury stwierdzono, że nie ma 

jednej doskonałej metody oznaczania kwasu liponowego, dlatego też w niniejszej pracy 

podjęto próbę opracowania prostej metody oznaczania tego związku w próbkach 

produktów spożywczych oraz suplementach diety. Opracowana procedura składa się  

z następujących etapów: homogenizacji, ekstrakcji, derywatyzacji oraz końcowego 

oznaczenia. Ze względu na brak w budowie cząsteczki kwasu ugrupowań fluoroforowych 

i chromoforowych, kwas liponowy wymagał modyfikacji poprzez zastosowanie procesu 

derywatyzacji. Sprawdzono analityczną przydatność odczynników derywatyzujących 

takich jak: tetrafluoroboran 2-chloro-1-metylochinoliniowy (CMQT), jodek 2-chloro- 

1-metylopirydyniowy (CMPI), 2,4’-dibromoacetofenon (DBAF) oraz alkohol  

4-metoksybenzylowy (4-MBA) nie wykorzystywanych do tej pory w analityce kwasu 

liponowego (LA). Do otrzymania zredukowanej formy kwasu liponowego zastosowano 

borowodorek sodu (NaBH4). Zarejestrowano widma 
1
H NMR, IR, MS oraz widma 

absorpcyjne analizowanych związków. Zoptymalizowano parametry poszczególnych 
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etapów metod oznaczania. Dobrano najlepsze warunki tworzenia produktu reakcji 

derywatyzacji tj.: środowisko reakcji, czas i temperaturę prowadzenia procesu, ilość 

dodawanego odczynnika derywatyzującego. Otrzymane pochodne wykorzystano do 

opracowania nowych spektrofotometrycznych i chromatograficznych metod oznaczania 

kwasu liponowego. Określono zakresy liniowości, współczynniki determinacji, 

powtarzalność, granicę oznaczalności oraz wykrywalności poszczególnych metod. 

Praktyczną użyteczność opracowanych metod sprawdzono oznaczając zawartość kwasu 

liponowego w próbkach spożywczych oraz suplementach diety w oparciu o techniki 

spektrofotometryczne i chromatograficzne z detekcją UV (HPLC-UV) oraz GC-MS. 
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XI. SUPLEMENT 

 

Rys. 31. Widmo IR kwasu liponowego (LA). 

 

Rys. 32. Widmo IR kwasu dihydroliponowego (DHLA). 
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Rys. 33. Widmo IR produktu reakcji estryfikacji kwasu dihydroliponowego (DHLA)  

z 2,4’- dibromoacetofenonem (DBAF). 

 

Rys. 34. Widmo IR produktu reakcji estryfikacji kwasu dihydroliponowego (DHLA)  

z tetrafluoroboranem 2-chloro-1-metylochinoliniowym (CMQT). 
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Rys. 35. Widmo IR produktu reakcji estryfikacji kwasu dihydroliponowego (DHLA)  

z jodkiem 2-chloro-1-metylopirydyniowym (CMPI). 

 

Rys. 36. Widmo IR produktu reakcji estryfikacji kwasu liponowego  

z 4-metoksybenzylowym (4-MBA). 
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Rys. 37. Widmo NMR kwasu liponowego (LA). 

 

Rys. 38. Widmo NMR kwasu dihydroliponowego (DHLA). 
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Rys. 39. Widmo NMR produktu reakcji estryfikacji kwasu dihydroliponowego (DHLA) 

z 2,4’- dibromoacetofenonem (DBAF). 

 

Rys. 40. Widmo NMR produktu reakcji estryfikacji kwasu dihydroliponowego (DHLA)  

z tetrafluoroboranem 2-chloro-1-metylochinoliniowym (CMQT). 
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Rys. 41. Widmo NMR produktu reakcji estryfikacji kwasu dihydroliponowego (DHLA)  

z jodkiem 2-chloro-1-metylopirydyniowym (CMPI). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


