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1. Uvod

Kyselina lipoova (LA) je silny antioxidant, ktery se
¢im dal Castéji pouziva jako podplrny prostiedek v 1écbé
fady onemocnéni, ktera jsou Uzce spjata s oxidacnim stre-
sem. Stanoveni LA v biologickém materialu, potravinach
a doplncich stravy je v souCasné dobé dilezité zejména
v ramci studii zkoumajicich biochemické reakce LA, far-
makodynamickych studii nebo pro sledovani uspésnosti
1écby fady onemocnéni. Specialné pro klinickou praxi je
nutné posoudit také farmakokinetiku LA. V poslednich
letech vyznam LA v diagnostice a 1é¢bé nemoci roste,
proto je zapotiebi, aby laboratoie mély k dispozici dosta-
tecné citlivou, selektivni, rychlou a levnou metodu pro
stanoveni LA v biologickych vzorcich.

Tento piehledny clanek se zabyva metodami stanove-
ni LA a jeji redukované formy, kyseliny dihydrolipoové
(DHLA), v riiznych biologickych materialech.
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2. Biologické funkce, metabolismus

a terapeutické ucinky kyseliny lipoové

Kyselina lipoova, znama také jako thiooktanova, ¢i
1,2-dithio-3-pentanova kyselina, je disulfidicka slouceni-
na, kterda se pfirozené vyskytuje v eukaryotickych
i prokaryotickych organismech. Obsahuje jedno chiralni
centrum, tudiz mize vytvaret dva stereoizomery, R- a S-
isomer. AvSak pouze R-isomer je syntetizovan v téle
a hraje klicovou ulohu v energetickém metabolismu. Je
esencidlnim kofaktorem fady komplext, které katalyzuji
oxidativni dekarboxylace. Pfednostné ptsobi v dehydro-
genasovém systému o-ketokyselin, kde slouzi jako prena-
Se¢ acylové skupiny zjednoho mista enzymového kom-
plexu na jiné. V tkanich je karboxylova skupina LA vaza-
na kovalentng k s-aminoskuping lysinového zbytku'?.

Kompletni cesta biosyntézy LA de novo nebyla dosud
zcela objasnéna, nicméné experimentdlni izotopové studie
ukazuji, Zze jako prekurzor 8-uhlikatého fetézce mastné
kyseliny slouzi kyselina oktanova a zdrojem siry mize byt
aminokyselina cystein’. Kyselina lipoovd je v malém
mnozstvi syntetizovdna v jatrech a zdd se, Ze uZz tato
de novo syntéza poskytuje nezbytné mnozstvi pro jeji po-
ttebu v intermedidrnim metabolismu. Dale je také pfijima-
na v potravé z rostlinnych ¢i zivocisnych zdroji. Kyselina
lipoova ziskané z potravy nebo z dopliki stravy se lehce
vstiebava, metabolizuje se a vyluCuje zejména moci,
a proto se pouze zanedbatelné mnoZstvi volné LA uchova-
va ve tkanich®*.  Nejvy$§i mnozstvi LA, vézané
v proteinech, obsahuji ledviny, srdce a kosterni svalovina’.
Po aplikaci dopliiki stravy dochazi k ptechodnému zvyse-
ni koncentrace nevazané LA uvniti vSech bunck téla,
zejména srdce, mozku a jater’. Oralné podavana LA je po
transportu do tkani enzymaticky redukovana na DHLA.
Redukei LA katalyzuje mitochondrialni dihydrolipoamid-
dehydrogenasa, kterd je slozkou pyruvatdehydrogenaso-
vého komplexu’°.

Kyselina lipoova je jednim z nejsilnéjSich pfirozené
se vyskytujicich antioxidantd. Nachdzi se v bunécnych
membranach, cytosolu i extraceluldrnim prostoru a snad-
no mize prechazet pies hematoencefalickou bariéru. Na
rozdil od ostatnich antioxidantd je vyjimecna tim, ze vyka-
zuje hydrofobni i hydrofilni vlastnosti a zachovava si své
antioxidaCni vlastnosti v obou svych stavech, jak
v oxidovaném, tak vredukovaném. Bylo prokazéno, ze
obé formy maji schopnost ,,zhaSet rizné volné radikaly,
jako napf. hydroxylovy ¢i peroxylovy radikal. Nekolik
studii poukazuje na schopnost LA nepfimo pusobit na
udrZeni bunécéného antioxida¢niho stavu. Toho se docili
bud’ piimo zvySenim pfijmu, ¢i syntézy nizkomolekular-
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nich endogennich antioxidantli nebo zvySenim mnoZstvi
enzymil, nezbytnych pro jejich syntézu'''?. Kyselina li-
poova v buikéch, jako jsou erytrocyty, lymfocyty
a glialni bunky, vyrazné zvySuje hladiny intracelularniho
glutathionu. Predpoklada se, ze redukovand forma LA
redukuje cystin na cystein, ktery je limitujicim substratem
pro syntézu glutathionu. Navic také mtize LA zvysit hladi-
nu bunééného cysteinu zvySenim piijmu cystinu z krevni
plasmy a nasledné jej redukovat. Kyselina lipoova muze
tedy zabranit poklesu glutathionu v myokardu, ktery je
spjat s rostoucim v€kem, zvySenim dostupnosti cysteinu.
Navic ma LA schopnost regenerovat endogenni anti-
oxidanty'*'¢.

Kyselina lipoova jako vyznamny antioxidant a induk-
tor endogennich antioxidantli miZze tedy slouzit k 1é¢bé
fady onemocnéni, jako jsou katarakta, onemocnéni jater,
kardiovaskularni onemocnéni, neurodegenerativni nemoci
¢i AIDS. Je u¢innym chelatorem fady kovu, a proto se
hojné vyuziva v 1écbé otravy tézkymi kovy. Navic nedav-
né studie poukazuji na schopnost LA indukovat apoptdzu
u nekterych rakovinnych bunéénych linii. Proto je jiz do-
stupna ve formé komeréné dodavanych preparati obsahu-
jicich  racemickou smés R- a  S-enantiomerd
v koncentraénim rozmezi 50-600 mg (cit.'” ). Nejvice je
vSak v souCasnosti vyuzivana pii 16€bé diabetes mellitus
s cilem zabrénit vzniku jeho ¢etnych komplikaci. Kyselina
lipoova je schopna aktivovat dvé molekuly signalni drahy
umoziyjici vstup glukosy do bunék, insulin receptorovy
substrat (IRS-1, zangl. insulin receptor substrate)
a fosfatidylinositol-3-kinasu (PI3K, z angl. phosphoinositi-
de 3-kinase). Vysledkem je zvySeni poctu glukosovych
transportérit GLUT-4. Témito mechanismy LA pfispiva ke
vstupu glukosy do bunék a reguluje tim hladinu glukosy
v krvi, ¢imz brani vzniku pozdnich disledkd diabetu, jako
je napt. diabeticka nefropatie ¢i neuropatie. U diabetické
neuropatie dochazi k velmi ¢asnym zméndm, které jsou
disledkem zvySeného piestupu glukosy do nervovych
bun¢k. Kyselina lipoova podle nékterych studii zlepSuje
rychlost vedeni vzruchu v motorickych nervech a chrani
periferni nervstvo pfed ischemicko-reperfuznim onemoc-
n&nim'®**%. Patel a spol.?’ studovali na zvifecich mode-
lech vz4jemny ucinek LA s vitaminem E. Vysledky studie
naznacuji, ze adekvatni antioxida¢ni terapie umoziuje
zabranit rozvoji kardiovaskularniho onemocnéni u pacien-
ta s diabetem II. typu. Kombinovana 1é¢ba LA a vitaminu
E zplsobila u zvifecitho modelu normalizaci glukosové
tolerance, hypertenze a ukladani kolagenu v kardio-
myocytech.

3. Analytické metody pro stanoveni kyseliny
lipoové v biologickych vzorcich

Biologické vzorky obsahuji velké mnozstvi interferu-
jicich latek, které by mohly rusit stanoveni. Proto je nutné
vzorek pied vlastni analyzou upravit. Vhodnymi zpisoby
upravy jsou deproteinace a extrakce. Pii pfipravé vzorku
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pro stanoveni LA lze pouzit extrakci kapalina-kapalina
nebo extrakci na tuhé fazi*™'.

Jelikoz je v biologickém materialu majoritni ¢ast LA
ve vazb€ na proteiny, je nutné ji pfed vlastni analyzou
z této vazby uvolnit. K tomu se vyuziva kysela, bazicka
a pfedevSim Setrnd enzymatickd hydrolyza. Vianey Liaud
a spol.*? hydrolyzovali vzorek 6 mol I kyselinou chloro-
vodikovou pfi teploté 120 °C po dobu 2—6 hodin a uvolné-
nou LA extrahovali do dichlormethanu. VytéZnost LA
z plasmy byla pouze 30 %, navic béhem hydrolyzy docha-
zelo k nezadouci oxidaci LA.

Shih a Steinsberger® hydrolyzovali vzorek 6 mol "'
kyselinou sirovou pfi teploté 125 °C po dobu 6 hodin a LA
extrahovali do benzenu. Vytéznost LA u této metody byla
34 %.

Teichert a Preiss™ publikovali studii, kde zkoumali
ucinky nékolika proteas k uvolnéni LA z vazby na bilkovi-
nu. Vytéznost LA z plasmy pii pouZiti termofilni proteasy,
alkalasy a subtilisinu byla 70, 80 a 82 %.

3.1. Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) méa Siroké uplatnéni
v analyze t€kavych latek. Je relativné jednoducha s vyso-
kou rozliSovaci schopnosti ¢i citlivosti. Kyselinu lipoovou
a jeji metabolity nelze stanovovat piimo, je nutna derivati-
zace. Nejcast&jSimi derivaty LA jsou methylester, S,5-
dibenzylmethylester ¢i S,S-diethoxykarbonylmethylester.

GC s plamenové ionizacnim detektorem

Shih a Steinsberger’ separovali a stanovili LA a jeji
metabolity z kufecich jater plynovou chromatografii
s plamenové ioniza¢nim detektorem. Jako derivatizacni
¢inidlo pro methylaci LA pouzili diazomethan. Natraj
a spol.** a Vianey Liaud a spol.”* pouzivali jako methyla¢-
ni Cinidlo smé€s methanolu a kyseliny chlorovodikové
aroztok fluoridu boritétho v methanolu. V biologickém
materialu je stanoveni LA touto metodou obtizné, nebot
¢ast LA tvoii smés disulfidii, které musi byt redukovany na
thioly a pak derivatizovany vhodnymi ¢inidly. Jako redukéni
¢inidlo se pouziva napf. tetrahydridoboritan sodny.

GC s hmotnostnim detektorem

Pratt a spol.*® a Jackman a spol.*® detegovali methyl-
ester LA hmotnostnim detektorem s elektronovou ionizaci
(EI-MS) sledovanim fragmentu iontu s m/z 123
a molekularniho iontu s m/z 220.

White® stanovoval LA jako S,S-dibenzylmethylester
metodou GC/EI-MS, monitoroval ionty s m/z 311 a 137,
které vznikaji pfi Stépeni vazby mezi uhliky C7 a C8. Dale
testoval nécktera cinidla, jako napf. dinitrofluorbenzen
a 2,2-dimethoxypropan pro derivatizaci DHLA, nicméné¢,
vzniklé derivaty nebyly vhodné pro stanoveni metodou
GC-MC diky své nizké t&€kavosti, nestabilit€ a slozité pii-
pravé.

1.%
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3.2. Kapalinova chromatografie

Vysokou€innd kapalinova chromatografie (HPLC) je
v dnesni dobé nejpouzivanéjsi metodou pro analyzu LA
a pfibuznych sloucenin. Je pouZivana v kombinaci s fadou
typt detektorti, jako je napf. ultrafialovy, fluorescencni,
chemiluminiscen¢ni, hmotnostni a pfedevS§im elektroche-
micky.

Ultrafialovy detektor

UV detekce nenasla pii stanoveni LA velké uplatnéni.
Hlavni pfic¢inou je skuteCnost, ze LA neobsahuje silny
chromofor, takze je nezbytna derivatizace. Kyselina lipoo-
va mize byt detegovéana pii vinové délce 330 nm, ktera
odpovida absorpénimu maximu dithiolového kruhu. Citli-
vost této detekce je velmi nizka. Howard a McCormick®®
separovali LA a pribuzné slou¢eniny metodou HPLC /UV
v systému obracenych fazi s gradientovou eluci. Detekéni
limit této metody byl 15 mg. Campos a spol.*’ vyvinuli
metodu pro stanoveni LA ve vzorku kiize metodou HPLC/
UV, HPLC s elektrochemickou detekci (HPLC/ED)
a HPLC s odpafovacim detektorem rozptylu svétla (HPLC/
ELSD, z angl. evaporative light scattering detector). Srov-
nanim parametrd metod, vyuzivajicich rozdilné typy de-
tektord, dosli k nazoru, ze metoda HPLC/UV poskytuje
sice pomérné dobrou piesnost v celém koncentracnim roz-
mezi, ale nizkou citlivost z divodu absence chromoforu.
Tato metoda miize byt pouZita ke sledovéni stability LA ve
vzorku kiize pouze ve stiednich koncentra¢nich hladinach.
Detekéni limit této metody byl 1 pg ml .

Fluorescencni detektor

Kyselina lipoova neobsahuje ve své molekule ani
fluorofor, tudiz je pfed HPLC analyzou s fluorescencni
detekci opét nutna derivatizace. Piikladem derivatizacniho
¢inidla je 2-bromacetyl-6-methoxynaftalen, monobromo-
biman ¢&i 2-(4-aminofenyl)-6-methylbenzothiazol. Vyho-
dou tohoto typu detekce je vysoka citlivost a linearita ve
velkém rozsahu koncentraci. Nevyhodou je slozita
a zdlouhava pfiprava vzorku.

Satoha a spol.* provedli simultinni stanoveni LA
a DHLA. DHLA byla derivatizovana 4-(aminosulfonyl)-7-
-fluoro-2,1,3-benzoxadiazolem. Kyselina lipoova byla
redukovana tris(2-karboxyethyl)fosfinem na DHLA, ktera
byla derivatizovana s 7-fluorobenzofurazan-4-sulfatem.
Vzniklé derivaty byly separovany v systému obracenych
fazi a detegovany pfi vlnové délce 510 nm (excitace pfi
380 nm). Limit detekce byl 0,3 pmol.

Haj-Yehia a spol.’ vyvinuli metodu HPLC
s fluorescencni detekci (HPLC/FD) pro simultanni stano-
veni LA a DHLA v plasmé a moci. Derivatizacnim ¢ini-
dlem byl 2-(4-aminofenyl)-6-methylbenzothiazol. Pred
derivatizaci bylo nutné blokovat thiolové skupiny DHLA
ethylchlorformiatem, aby nedoslo k jejich oxidaci. Vzniklé
derivaty byly isokraticky separovany v systému obrice-
nych fazi a detegovany fluorescenénim detektorem (Aexcitace
=343 nm, Aemise = 423 nm). Kalibracni zavislost byla line-
arni v Sirokém koncentra¢nim rozmezi, detekéni limit byl
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0,1 ng ml™' pro LA a 0,5 ng ml™' pro DHLA.

Niebch a spol.** vyvinuli stereoselektivni metodu pro
analyzu R- a S-enantiomertl. Jako derivatizacni ¢inidlo
pouzili o-ftalaldehyd v pfitomnosti D-fenylalaninu. De-
tek&ni limit byl 3 ng mI™".

Witt a spol.* popsali ve své praci metodu pro stano-
veni LA v plasmé¢ a tkanich. Metoda je zaloZzena na selek-
tivni predkolonové derivatizaci thioli s monobromo-
bimanem. Po extrakci diethyletherem byl dithiolovy kruh
otevien po redukci tetrahydridoboritanem sodnym. Vznik-
1¢ derivaty byly detegovany pfi vinové délce 470 nm
(excitace pii 385 nm). Detekéni limit byl 4 ng ml ™.

Hmotnostni detektor

Chen a spol.** vyvinuli metodu kapalinové chromato-
grafie s hmotnostni detekci a ionizaci elektrosprejem
(LC-ESI-MYS) pro stanoveni LA v lidské plasmé po suple-
mentaci, kterou Gspésné pouzili pro farmakokinetické stu-
die LA u 10 zdravych dobrovolnikd. Vnitini standard na-
proxen a LA byly zplasmy extrahovdny acetonitrilem.
Separace byla provedena na koloné¢ Zorbax SB-C18, mo-
bilni fazi byla smés acetonitrilu a 0,1% kyseliny octové
v poméru 65:35 (v/v). Detekéni limit byl 2 ng ml ™.

Chang a spol.*’ vyvinuli metodu kapalinové chroma-
tografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC/MS/
MS) pro stanoveni hladiny peroralné¢ podavané LA ve
vzorcich krve a mozku krys. Mobilni fazi byla
smés acetonitrilu a 0,1% kyseliny octové o pH 4,0. Kyseli-
na valproova (vnitini standard) a LA byly extrahovany
acetonitrilem. Vytéznost metody byla vrozmezi 92 az
115 %, detekeni limit byl 0,1 ng ml™.

Elektrochemicky detektor

Nejcastéji pouzivanou metodou pro stanoveni LA je
HPLC/ED. Tento typ detekce vykazuje vysokou citlivost
a selektivitu. Navic nevyzaduje vysoké naroky na pfipravu
vzorku ve srovnani s ostatnimi metodami, kde je nutna
derivatizace. Nevyhodou této detekce je uzsi linearni dy-
namicky rozsah a jistd obtiznost spojeni tohoto detektoru
s gradientovou eluci. Je nutné pouzivat vodivé mobilni
faze, pracuje se tedy se systémy s obracenymi fazemi.
Kyselinu lipoovou a DHLA je mozno oxidovat vloZzenim
vhodného elektrického potenciadlu, a proto je tento typ
detektoru vhodny pro stanoveni obou forem. Citlivost
a selektivita této metody je urcena volbou typu pfistroje,
elektrod a slozenim mobilni faze.

Teichert a spol.*® vyvinuli metodu pro stanoveni LA
v lidské plasmé po suplementaci. Tato metoda zahrnuje
hydrolyzu vzorku k uvolnéni LA z proteinil, extrakci na
pevné fazi a kvantifikaci HPLC/ED. Detekéni limit této
metody je 1 ng ml™'. V popsané praci nebyli schopni sou-
Casné stanovit LA a DHLA, nebot' nedokazali zabranit
rychlé oxidaci DHLA. Provedli hydrolyzu vzorkd plasmy
koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou a uvolnénou
LA (DHLA) extrahovali smési hexanu a chloroformu.
Vytéznost této metody byla pouze 30 %. Testovali také
hydrolyzu enzymem alkalasa, nasledovanou extrakci na
pevné fazi. V tomto pripad¢ byla vytéznost 80 %.
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Tabulka I

Prehled analytickych metod pro stanoveni lipoové kyseliny a piibuznych slouc¢enin

Metoda Vzorek Analyt® Derivatizace” Limit detekce Lit.
GC/FID kufeci jatra LA CH,N, - 33
GC/FID krysi jatra, ledviny LA HCI-MeOH - 34
GC/FID pSenicnd zrna LA BF;-MeOH 20 ng 32
GC/MS E. coli LA CH,N, - 35
GC/MS jatra, ledviny LA CH,N, - 36
HPLC/UV  standardni roztok LA, LAM - 15 mg 37,38
HPLC/UV  dopln&k stravy LA - 4.4 ng ml™ 51
HPLC/FD plasma LA, DHLA ABD-F,SBD-F 0,3 pmol 39
HPLC/FD  plasma, mo¢ LA,DHLA  ABT-M 0,1 ngml™, 0,5 ng ml™ 40
HPLC/FD plasma RSLA OPA-D-Phe 3ngml™” 41
HPLC/FD plasma LA mBBr 4 ngml™ 42
HPLC/ED plasma RSLA ABD-F 17 ng ml™! 56
LC/MS plasma LA - 2ng ml™ 43
LC/MS/MS  krysi krev LA - 0,1 ng ml™ 44
HPLC/ED  plasma LA - 1 ngml™ 45
HPLC/ED  plasma, mo¢ LA - p:4,6 ngml™, m:103 ng ml™' 46
HPLC/ED  doplnék stravy LA, LAM - LA: 0,05 ng, LAM: 0,1 ng 5
HPLC/ED tkanova kultura LA, DHLA - LA: 10 ng, DHLA: 2 ng 47,48
HPLC/ED  plasma LA - 0,2 ng ml™ 31
HPLC/ED  plasma LA, DHLA - LA: 0,5 ngml™”, DHLA: 3 ng ml™ 49
DPV/ED sérum LA - 0,02 ng ml™ 50
CE/UV plna krev LA, LAM - - 52
CE/UV doplnék stravy LA - 0,8 ng ml™ 53
CE/UV bun&éna kultura LA - 0,1 pg ml™” 54
CE/UV doplnék stravy RSLA - 34 pg ml™ 55

*LAM, lipoamid; R,S LA, R,S-enantiomer; b CH,N,, diazomethan; HClI-MeOH, smés methanolu a kyseliny chlorovodiko-
vé; BF3-MeOH, roztok fluoridu boritého v methanolu; ABD-F, 4-aminosulfonyl-7-fluoro-2,1,3,-benzoxadiazol; SBD-F,

7-flourobenzofurazan-4-sulfat; ABT-M,
D-fenylalanin; mBBr, monobromobiman

Stejny kolektiv autord v roce 2002 stanovil LA a je-
jich 5 metabolit v lidské plasmé a v moci, rovnéz u suple-
mentovanych pacienti*’. Tato prace také zahrnuje hydro-
Iyzu vzorku k uvolnéni LA z proteinli a extrakci na pevné
fazi. VytéZnost metody bylapro plasmu 90 % amoc
82,5 %. Limit kvantifikace uvadgji 4,6 ngml™ v piipadé
plasmy a 103 ng ml™' v ptipadé moce. Tvrdi, Ze tyto meto-
dy jsou vhodné pro stanoveni exogennich hladin LA
a posouzeni jeji farmakokinetiky, avSak nejsou pouzitelné
pro méfeni endogennich hladin LA*%*%47.

Kamata a Akiyama® ve své studii uvadi, e LA a jeji
lipoamid mohou byt simultanné analyzovany metodou
HPLC/ED pfi pouziti argentochloridovych elektrod. De-
tekéni limit byl 0,05 ng (LA) a 0,1 ng (lipoamid).

Handelman a spol.*® a Han a spol.*’ pouzili ve své

2-(4-aminofenyl)-6-methylbenzothiazol,
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OPA, o-ftalaldehyd; D-Phe,

praci pro stanoveni LA a DHLA alternativni elektroche-
micky systém, dudlni Hg-Au elektrodu. V tomto systému
jedna z elektrod plsobi jako generator a druhé jako detek-
tor urcitych castic, pficemz LA je redukovana na DHLA
pri vysokém zaporném potencialu na generatorové elektro-
dé a detegovana jako DHLA na nasledné elektrod¢. De-
tekéni limit byl 10 ng (LA) a 2 ng (DHLA).

V roce 2010 Khan a spol.*' ve své praci prezentovali
HPLC/ED metodu pro stanoveni LA v lidské plasmé. Jako
vnitfni standard pouzili naproxen, LA a vnitini standard
extrahovali jednokrokovou extrakci kapalina-kapalina
a extrakci na pevné fazi. Extrak¢nim ¢inidlem byl v obou
pripadech dichlormethan. Vytéznost LA pfi extrakei kapa-
lina-kapalina byla 95-99 % a 97-102 % v pfipad¢ extrakce
na pevné fazi. Detekéni limit této metody byl 0,2 ng ml™".
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O rok pozdgji stejny tym autorG prezentuje HPLC/ED
metodu pro simultinni stanoveni LA a DHLA™. Jako
vnitini standard pouZili opé&t naproxen a LA spolu s DHLA
extrahovali dichlormethanem v systému kapalina-kapalina.
Vytéznost metody byla 93-97 %. Detekéni limit pro LA
byl 0,5 ng ml™" a 3 ng ml™' pro DHLA.

V roce 2014 Marin a spol.”’ popsali ve své praci vol-
tametrické stanoveni LA v lidském séru platinovou elek-
trodou v acetatovém pufru. VSechna elektrochemicka mé-
feni byla provedena pfistrojem Autolab PGSTAT 302N.
Vliv chloridovych iontil na elektrochemickou oxidaci LA
byl zjistovan cyklickou a diferen¢ni pulsni voltametrii na
platinové elektrodé a elektrodé ze skelného uhliku. Plati-
nova elektroda vykazovala lepsi elektrokatalytickou aktivi-
tu pro oxidaci LA. Elektrochemicka oxidace LA na plati-
nové elektrodé je ireversibilni proces, zavisly na pH a za-
hrnujici pfenos jednoho elektronu a protonu. JelikoZ tato
elektroda jevila nejlepsi elektrokatalytickou aktivitu pfi
pH 4,5, musely byt vzorky lidského séra zfedény acetato-
vym pufrem. Vlivem fedéni vzorkl a nizké koncentraci
LA vséru byla citlivost detekce nizkd a bylo nutné ke
vzorklim séra ptidavat standardni ptidavek LA o koncen-
traci 0,05-0,5 ng ml™'. Tato metoda je tedy vhodna pouze
pro stanoveni LA v lidském séru po suplementaci. Detek¢-
ni limit je 0,02 ng ml".

Na naSem pracovisti pouzivdme pro stanoveni LA po
suplementaci modifikovanou Teichertovu metodu***.
Venozni krev je odebirdna do EDTA zkumavek a plasma
je co nejrychleji oddélena od krvinek. Pokud nemiize byt
plasma ihned zpracovana, uchovéava se pii teploté —80 °C.
Po hydrolyze, katalyzované enzymem alkalasa, a deprotei-
naci plasmy je provedena extrakce na pevné fazi. Eluat je
odpaten v proudu dusiku, odparek rozpustén ve smési ace-
tonitril/voda a davkovan na kolonu s vézanou reverzni
fazi. Mobilni fazi je smés dihydrogenfosforecnanu sodné-
ho a acetonitrilu. K detekci je pouZit coulometricky elek-
trochemicky detektor. Na ochranné cele je nastaven poten-
cial 750 mV a LA je detegovana na analytické cele (E/ =
450 mV a E2 = 590 mV). Detekéni limit metody je
0,4 ng ml ™.

3.3. Kapilarni elektroforéza

Ve srovnani s HPLC je kapilarni elektroforéza (CE)
schopna dosahnout lepsi Gcinnosti separace, minimalizuje
se spotfeba organickych Cinidel a zaroven se sniZuje
mnozstvi vzorku potiebného k analyze. Migra¢ni vlastnos-
ti ionizovanych latek zavisi na nékolika faktorech, jako je
napf. pH a koncentrace pufru, teplota kapilary ¢i sila elek-
trického pole.

Panak a spol.”? pouzili micelarni elektrokinetickou
chromatografii (MEKC) k separaci LA, lipoamidu a GSH,
v prostfedi 50 mmol I''  Tris-HCI pufru a 30 mmol I''
dodecylsiranu sodného pH 7. Detekce byla UV (214 nm),
s detek&nim limitem ve femtomolech. Sitton a spol.” popi-
suji ve své praci stanoveni LA v dopliicich stravy kapilarni
zénovou elektroforézou (CZE), v prostiedi fosfatového
pufru (pH 7) a s pfidavkem methanolu, ktery brani neza-
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douci adsorpci LA na vnitfni sténu kapilary. Detekéni limit
je 0,8 ug ml ™. V roce 2014 Lia spol.54 pouzili alternativni
CE k méfeni obsahu LA v bunééné kultufe. Separace pro-
bihala v prostfedi boratového pufru (pH 9,1) a detekéni
limit byl 0,1 pg ml™'. Kodama a spol.” separovali R- a S-
enantiomery z dopliikdl stravy metodou CE/UV, za pouZiti
trimethyl-B-cyklodextrinu, jako chirdlniho selektoru,
s detek&nim limitem 34 pg ml™".

Prehled metod pro stanoveni obsahu LA a jejich pfi-
buznych sloucenin v riznych materidlech je uveden
v tab. L.

4. Zavér

V soucasné dobé existuje né€kolik metod vhodnych
pro stanoveni LA v biologickém materialu, potravinach ¢i
dopliicich stravy. Z dosavadnich publikaci je patrné, Ze
endogenni hladiny LA jsou prakticky nedetegovatelné
a smyslem vétSiny praci je stanoveni LA po suplementaci.
zvlasté ve spojeni s elektrochemickou detekci. Existuji
i citlivéjsi metody jako je LC/MS ¢i GC/MS, které by
mohly urcit referen¢ni rozmezi endogennich hladin LA,
ale jedna se o velmi nakladné méfeni a tudiz nevhodné pro
klinickou praxi. Navic se nepiedpoklada, ze takto nizké
hladiny LA, ve srovnani s hladinami ostatnich antioxidan-
th, vyznamné ovliviuji kardiovaskularni systém ¢i antioxi-
dacni ochranu organismu.
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Lipoic acid is powerful antioxidant which is used as

a dietary supplement to treat a lot of disorders associated
with the oxidative stress and was found to be useful in
patients with diabetes and cardiovascular diseases. The
article deals with analytical methods used for the determi-
nation of lipoic acid in various samples.



