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Wykaz skrótów: GSH- glutation zredukowany, GSSG- disulfid 

glutationu, SH- grupa tiolowa, K
2
EDTA- wersenian dwupotasowy , 

K
3
EDTA-wersenian trójpotasowy, NMR- magnetyczny rezonans ją-

drowy, SDS-PAGE- elektroforeza w żelu poliakrylamidowym w obec-

ności siarczanu (VI) sodowego dodecylu, MALDI-ToF- spektrome-

tria mas z jonizacją przez desorpcję laserową z udziałem matrycy 

w połączeniu z analizatorem czasu przelotu, TCA- kwas trichloro-

octowy, NADHP- zredukowany fosforan dinukleotydu nikotynami-

doadeninowego, NEM- N-etylomaleimid, IAA- kwas jodooctowy, 

DTT- ditiotreitol, ME- &-merkaptoetanol, MBB- monobromobiman, 

OPA- orto-ftalaldehyd, BH- borohdrat, TBP- tributylofosfina, TPP- 

trifenylofosfina, TCEP- tris-2-karboksyetylofosfina, DTNB- kwas 

5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoesowym, IA- jodoacetamid, VP- 2-winy-

lopirydyna, DTPD- 4,4’-ditiopirydyna, CMQT- tetrafluoroboran 

2-chloro-1-metylochinliny, SBD-F- 4-sulfonylo-7-fluoro-2,1,3-ben-

zoksadiazol, ABD-F- 4-aminosulfonylo-7-fluoro-2,1,3-benzoksadia-

zol, DBD-F- 4-(N,N-dimetyloaminosulfonylo)-7-fluoro-2,1,3-ben-

zoksadiazol.

Wstęp

Glutation (γ-glutamylocysteinyloglicyna) pełni w organizmie czło-

wieka wiele pożytecznych funkcji, w związku z czym oznaczanie stę-

żenia tej substancji ma duże znaczenie we współczesnej medycynie 

i farmacji.

Synteza glutationu odbywa się w każdej komórce prokariotycznej 

i eukariotycznej, gdyż bierze on udział w procesach antyoksydacyjnych 

i detoksykacyjnych, a także w modulowaniu odporności. Dzięki tej sub-

stancji organizm człowieka może się bronić przed zakażeniami różne-

go pochodzenia, rozwojem nowotworów, wątroba wykazuje zdolność 

detoksykacji metali ciężkich, toksyn i innych ksenobiotyków, a komórki 

nie ulegają nieustającemu niszczeniu.

Charakterystycznym elementem budowy glutationu jest grupa 

tiolowa (-SH), z którą wiążą się bezpośrednio jego biologiczne funk-

cje. Dzięki jej obecności glutation może występować w kilku formach 

redoks, z których najważniejsze są postaci: zredukowana (GSH) oraz 

utleniona (GSSG). Inne ważne formy to: S-nitrozoglutation oraz mie-

szane disiarczki glutationu i białek.

Główną rolę fizjologiczną pełni zredukowana forma glutationu, 

gdyż bierze ona udział w obronie organizmu przed tzw. stresem oksy-

dacyjnym. Chroni organizm przed działaniem substancji utleniających, 

do których należą m.in. reaktywne formy tlenu (nadtlenek wodoru, 

nadtlenki organiczne), egzo- i endogenne związki elektrofilowe, a tak-

że utlenione formy innych przeciwutleniaczy, np. witaminy C i E. Czą-

steczka glutationu wchodzi również w skład specyficznego selenoen-

zymu – peroksydazy glutationowej, pełniącej funkcję najważniejszego 

reduktora nadtlenku wodoru i nadtlenków lipidów. Funkcją glutationu 

związaną z działaniem przeciwutleniającym jest także utrzymywanie 

grup tiolowych aminokwasów w stanie zredukowanym, co zapobiega 

ich nieodwracalnemu utlenieniu do kwasów sulfonowych i sulfinowych 

i utracie właściwości biologicznych białka.

Duża część glutationu występuje w postaci związanej z różnymi 

białkami [1]. Jest to tzw. zjawisko glutationylacji – procesu, w którym 

grupy –SH aminokwasów są przyłączane do cząsteczki glutationu. 

Takie połączenia wpływają na stabilizację niektórych białek, chronią 

je przed procesami utleniania, regulują aktywność enzymów i proces 

transkrypcji. Do takich specyficznych białek należą nukleofosfiny, ma-

jące wpływ na rybosomy i cyklofiliny, odpowiadające za proteosomalną 

degradację białek, a także białka cytoszkieletowe [2].

Właściwości przeciwutleniejące GSH są szczególnie istotne dla 

erytrocytów, gdyż krwinka czerwona jest silnie narażona na działanie 

wolnych rodników, m.in. ze względu na obecność w niej żelaza na róż-

nym stopniu utlenienia [3, 4]. Stosunek stężeń postaci zredukowanej 

do utlenionej glutationu oznacza się symbolem R, który obrazuje status 

redoks komórki. Przykładowo w wątrobie wartość R wynosi 300-400 

w warunkach fizjologicznych, natomiast w stanie głodu wartość ta spa-

da do ok. 2.

Zmiany stężenia glutationu obserwuje się jednak głównie we wszel-

kiego rodzaju schorzeniach. Jest to wykorzystywane w celu stwier-

dzenia stopnia uszkodzenia danego narządu. W przebiegu różnych 

procesów chorobowych w organizmie obserwuje się zarówno spadek 

jak i wzrost stężenia GSH. Zwykle występuje jednak niedobór tej sub-

stancji, który może być wrodzony lub nabyty.

Spadek stężenia zredukowanej formy glutationu GSH często wiąże 

się z występowaniem w organizmie stanów patologicznych, takich jak: 

reumatoidalne zapalenie stawów, dystrofia mięśniowa, poalkoholowe 

uszkodzenie wątroby, jaskra, AIDS [2], choroby neurodegradacyjne 

(choroba Alzheimera, choroba Parkinsona, stwardnienie rozsiane), 

schizofrenia, autyzm, miażdżyca naczyń, cukrzyca, astma oraz prze-

wlekła obturacyjna choroba płuc [5÷8]. Pomiar stężenia glutatio-

nu we krwi jest istotny w diagnozie schorzeń związanych z cyklem 

&-glutamylowym, które charakteryzują się deficytem enzymów: synte-

tazy glutationowej i syntetazy γ-glutamylocysteinowej w erytrocytach 

lub w całym organizmie [2].

Rodzaje matryc, w których oznacza się glutation

Stężenie glutationu u ludzi i zwierząt oznaczane jest głównie w oso-

czu, krwi pełnej i erytrocytach, gdyż poziomy stężeń formy utlenionej 

i zredukowanej w tych elementach są wskaźnikiem stresu oksydacyj-

nego całego organizmu. Próbki do analizy pobierano również z innych 

tkanek i komórek, takich jak: błona śluzowa żołądka [9], mitochondria 

pochodzące z limfocytów i granulocytów [10], komórki HL-60-ostrej 

w przebiegu białaczki szpikowej [11], tkanka płucna [12], nerki, śle-

dziona i mózg [13]. Glutation oznaczano z powodzeniem także w or-

ganizmach roślinnych, np. w sadzonkach kukurydzy [14] i kapuście 

sarepskiej [15].

Przygotowanie próbki do analizy

Przygotowanie próbki stanowi jeden z najważniejszych etapów 

analizy substancji posiadających grupy tiolowe, ze względu na fakt, iż 

mają one dużą aktywność oksydoredukcyjną i są jedną z najbardziej 
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reaktywnych grup związków chemicznych. Szczególnie dużą uwagę 

należy poświęcić odpowiedniemu pobraniu krwi, zamrażaniu próbek, 

a w przypadku analizy osocza należy niezwłocznie odwirować pobraną 

krew. Długi czas izolacji erytrocytów z krwi, skomplikowane metody 

pobierania próbek tkanek i organelli wewnątrzkomórkowych powo-

dują, że analizy GSH i GSSG są obarczone licznymi błędami.

GSH ulega w pH 7 nieenzymatycznej autooksydacji, przy czym zja-

wisko to zostaje odwrócone podczas reakcji enzymatycznej katalizowa-

nej przez enzym γ-glutamylotranspeptydazę, który wykazuje optymalną 

aktywność przy pH neutralnym. GSH wykazuje więc duże zdolności 

oksydoredukcjne, co jest uwarunkowane obecnością grupy –SH.

Oznaczanie stężenia GSSG, szczególnie w osoczu, również 

wymaga dużej ostrożności i specjalnych procedur przygotowania 

próbki. W ciągu ok. 2 minut od momentu pobrania krwi GSSG jest 

degradowany w procesie proteolizy [19]. Proces zamrażania próbki 

i precypitacja białek minimalizują zarówno proces utleniania GSH jak 

i proteolizy GSSG.

Metody przygotowania próbki są oczywiście uzależnione od ro-

dzaju tkanki, oznaczanej formy glutationu, a także od samej metody 

analizy, jednak istnieją pewne wspólne dla wszystkich metod zasady. 

Przygotowanie próbki można podzielić na kilka etapów, jednakże nie 

każda analiza musi obejmować je wszystkie:

pobieranie próbki i jej zabezpieczenie• 

precypitacja białek• 

blokowanie wolnych grup tiolowych, przy wykorzystaniu odczyn-• 

ników zasadowych bądź kwasowych

redukcja disulfidów• 

derywatyzacja.• 

Pobieranie próbki i jej zabezpieczenie

Podczas pobierania próbek krwi, najważniejszym aspektem jest 

zabezpieczenie jej przed koagulacją pod wpływem jonów wapnia, 

będących kofaktorem enzymów biorących udział w kaskadzie krzep-

nięcia krwi. To niepożądane zjawisko można zminimalizować poprzez 

dodanie do świeżo pobranej krwi niewielkiej ilości związków chelatu-

jących, np. K
2
EDTA, K

3
EDTA bądź heparyny, lub umieszczenie krwi 

w specjalnych probówkach zawierających te substancje. Związki te za-

pobiegają krzepnięciu krwi przez hamowanie aktywności jonów Ca2+ 

i trombocytów, a także unieczynniają inne jony (np. Fe2+), które mogą 

inicjować reakcje utleniania tioli.

Najczęściej analizowanym elementem krwi na zawartość glutatio-

nu jest osocze, mimo że zawiera jedynie ok. 0,5% całkowitej ilości 

tego związku w stosunku np. do erytrocytów, w których zawartość 

glutationu wynosi ok. 99,5%. Wynika to z faktu, iż stężenie glutatio-

nu w osoczu najpełniej odzwierciedla stężenie tej substancji w całym 

organizmie [1]. Analiza osocza niesie jednak ze sobą pewne utrudnie-

nia i nieodpowiednie przygotowanie próbki może zafałszować wyniki. 

W związku z tym, że erytrocyty zawierają do 500 razy większą ilość 

GSH niż osocze, należy przede wszystkim zwrócić baczną uwagę na za-

bezpieczenie próbki przed hemolizą krwinek czerwonych, ponieważ 

uwolnienie do badanego osocza nawet 1% glutationu pochodzącego 

z krwinek może drastycznie zmienić wynik analizy.

Drugą istotną kwestią związaną z przygotowaniem krwi, ale 

także innych tkanek i narządów, jest zabezpieczenie próbek przed 

wysoką temperaturą. Podczas przechowywania w temperaturze po-

kojowej, stężenie GSH szybko maleje w wyniku utlenienia do GSSG, 

nawet o kilkadziesiąt procent po 5 min od czasu pobrania. W zależno-

ści od czasu przechowywania, próbki zamraża się w temperaturach 

od -20°C do -80°C.

Precypitacja białek

Niezbędnym etapem przygotowania próbki jest wyeliminowanie 

pewnych enzymów występujących we krwi, do których należy m.in. 

#-glutamylotranspeptydaza, odpowiadająca za katabolizm glutationu. 

Aby nie dopuścić do całkowitego rozłożenia badanego związku nale-

ży niezwłocznie usunąć ten enzym, a także inne substancje białkowe, 

które mogą przeszkadzać w wykonaniu analizy. Tkanki, w których 

występuje wysoki poziom γ-glutamylotranspeptydazy, takie jak: nerki 

i trzustka, należy niezwłocznie po pobraniu zhomogenizować a następ-

nie zamrozić, natomiast tkanki z małą ilością enzymu, takie jak: wątro-

ba, mózg i śledziona nie muszą być homogenizowane, należy je tylko 

zamrozić po pobraniu i przechowywać w temperaturze: -20°C. Bez-

pośrednie dozowanie próbek biologicznych do systemu HPLC lub CE 

nie jest wskazane [19]. Obecność białek w próbce podczas analizy 

za pomocą CE może prowadzić do ich adsorpcji na ściankach kapilary, 

co może zaburzać czasy migracji, kształt pików i odpowiedź detektora 

[20]. Tylko kilka metod analitycznych, stosowanych w analizie amio-

tioli (np. NMR) nie wymaga zastosowania odbiałczania. Zakwaszanie, 

dodawanie organicznych rozpuszczalników, takich jak np. acetonitryl, 

aceton lub metanol, a także mikrofiltracja, są używane do eliminacji bia-

łek z próbki [2]. Rozpuszczalniki organiczne są preferowane podczas 

analiz wykonywanych przy użyciu spektrometru mas [19]. Ultrafiltracja 

jest użyteczną metodą stosowaną w celu usunięcia białek z próbki, 

ponieważ nie wymaga stosowania kwasów lub rozpuszczalników orga-

nicznych, które mogą wpływać na procesy derywatyzacji, rozdzielania 

i detekcji. Przygotowanie próbek krwi można przeprowadzić również 

przy użyciu filtrów membranowych w połączeniu z zagęszczaniem 

próbki podczas wirowaniem [20]. Najczęstszą metodą stosowaną 

w celu uzyskania osocza z próbek krwi jest jej zakwaszanie bezpo-

średnio po pobraniu [21]. Zakwaszanie powoduje usunięcie niepożą-

danych białek, w tym także enzymów zaburzających procesy analizy. 

Zakwaszanie umożliwia także pomiar stężenia całkowitego glutationu 

(GSH+GSSG) w poszczególnych tkankach poprzez uwalnianie GSH 

z połączeń białkowych [1]. Do oznaczania glutationu w połączeniach 

z białkami (w białkach glutationylowanych) stosuje się głównie metody 

elektroforezy w żelu poliakrylamidowym w obecności siarczanu(VI) 

sodowego dodecylu (SDS-PAGE) oraz spektrometrię mas MALDI-ToF. 

Te metody analizy stosuje się jednak tylko w niektórych stanach patolo-

gicznych organizmu, gdyż są specyficzne tyko dla niektórych połączeń 

białkowych glutationu [2].

Do wytrącania substancji białkowych stosuje się różne kwasy, m.in. 

trichlorooctowy (TCA), chlorowy(VII), 5-sulfosalicylowy, pikryno-

wy i metafosforowy. Kwasy 5-sulfosalicylowy i pikrynowy stosuje się 

zwykle w stężeniu 5% w/v, natomiast metafosforowy, chlorowy(VII) 

i trichlorooctowy w stężeniu 1% w/v. Precypitacja kwasowa pozwala 

na otrzymanie po odwirowaniu przejrzystego, wolnego od białek su-

pernatantu. Główną wadą stosowania tych związków przy oznaczaniu 

glutationu jest zjawisko utleniania tioli, które prowadzi często do zawy-

żenia stężenia disulfidów [13]. TCA wydaje się być najbardziej użytecz-

nym, ponieważ podczas jego stosowania obserwuje się tylko ok. 3-4% 

GSH w czasie 20 h w temperaturze 0 °C [11]. Przywrócenie natural-

nego bądź zasadowego pH w zakwaszonej próbce często prowadzi 

do gwałtownego spadku stężenia tioli, w przypadku gdy uprzednio nie 

dodano odczynnika maskującego tiole.

Redukcja disulfidów

Analiza sumy GSH w postaci niezwiązanej z białkami i formy zwią-

zanej, a także oznaczanie innych niskocząsteczkowych tioli wymaga 

redukcji wiązań disiarczkowych utworzonych między zredukowanym 

glutationem a innymi białkami [19]. Prekursor GSH – cysteina może 

być oznaczany jedynie po redukcji wszystkich disulfidów w próbkach 

biologicznych. Proces redukcji może być przeprowadzony poprzez: 

reakcje chemiczne (dodawanie reduktorów), elektrolizę albo re-

akcje enzymatyczne (dodawanie reduktazy glutationu lub NADHP 

do próbki) [2, 22]. Istnieje wiele grup reduktorów chemicznych, 

a wybór odpowiedniego odczynnika ma bardzo duże znaczenie. Nie-

które reduktory mogą reagować z odczynnikami derywatyzującymi, 

co jest źródłem błędów.
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Zredukowana forma glutationu może ulegać procesowi utlenie-

nia jeszcze przed procesem derywatyzacji, co skutkuje zwiększeniem 

ilości GSSG i zaburzeniem wyników. Tego zjawiska można uniknąć 

przez zastosowanie odczynników maskujących tiole, takich jak N-ety-

lomaleimid (NEM) [11, 23÷27] albo kwas jodooctowy (IAA) [19,28]. 

Utlenianie jest także katalizowane przez jony metali (głównie jony mie-

dzi), dlatego stosowanie odczynników chelatujących, takich jak: EDTA,  

1,10 fenantroliny [2], albo deferoksaminy [11] podczas pobierania krwi 

jest konieczne. W przypadku niektórych analiz konieczne jest całkowi-

te usunięcie nadmiaru odczynnika redukującego poprzez dalszą obrób-

kę próbki, np. filtrację żelową lub precypitację kwasową. Odczynnik 

redukujący nie powinien także reagować z odczynnikami służącymi 

do derywatyzacji [29].

Ilościowa eliminacja nadmiaru odczynnika redukującego za pomo-

cą precypitacji kwasowej wiąże się z pewnymi trudnościami, natomiast 

zastosowanie filtracji żelowej może doprowadzić do regeneracji di-

sulfidów, gdy pH buforu jest wysokie. Dodatkowym minusem filtracji 

żelowej jest fakt, iż nie może być stosowana w przypadku częściowo 

zagregowanego materiału [2, 30].

Reduktory zawierające grupę tiolową

Do grupy tych związków zalicza się: ditioerytrytol, ditiotreitol 

(DTT) i β-merkaptoetanol (ME). Należą do najczęściej stosowanych, 

wysoce specyficznych reduktorów, jakkolwiek nie są pozbawione 

wad. Niekorzystnym zjawiskiem występującym podczas ich stosowa-

nia są reakcje krzyżowe z odczynnikami derywatyzującymi, takimi jak: 

monobromobiman (MBB), albo orto-ftalaldehyd (OPA), co prowadzi 

do powstania interferujących, fluorescencyjnych połączeń [2,19]. Ko-

lejną niedogodnością związaną z ich używaniem jest konieczność sto-

sowania pH powyżej 7, co może powodować utlenianie. Odczynniki 

z tej grupy są również same w sobie wrażliwe na utlenianie, stąd ist-

nieje konieczność przechowywania ich z dala od światła, z dodatkiem 

chelatorów. ME należy do stosunkowo słabych reduktorów i musi być 

stosowany w dużym stężeniu. Jest stosowany głównie w obecności 

dodecylosiarczanu(VI) sodu [2]. Odczynnik ten był stosowany w wielu 

aplikacjach: UV, fluorymetrycznych, CE i LC/MS. DTT jest silniejszym 

reduktorem niż ME i używany jest głównie w technikach spektrofoto-

metrycznych. Zaletą tego odczynnika jest zdolność przenikania przez 

błony biologiczne, co daje możliwość zastosowania tego odczynnika 

jako reduktora w systemach komórkowych.

Ester etylowy N-acetylocysteiny należy do silnych reduktorów 

wiązań disiarczkowych. Był używany m.in. do ilościowego oznaczania 

GSH i GSSG w cytozolu krwinek czerwonych, w reakcji z OPA jako 

odczynnikiem derywatyzującym [31].

Borohydrat (BH) sodu i potasu są bardzo silnymi, wysoce reaktyw-

nymi reduktorami i dlatego ich roztwory powinny być przygotowywa-

ne bezpośrednio przed użyciem. Są również nietrwałe w roztworach 

wodnych. Zastosowanie borohydratu sodu może spowodować proble-

my z procesem derywatyzacji, z powodu trudności z kontrolowaniem 

pH [28, 29]. Redukcja disulfidów przy użyciu wysokiego stężenia tego 

odczynnika wysokiego stężenia (1,4 mol/l) jest kompletna po zaledwie 

kilku minutach, a przy niższym stężeniu trwa nawet do 30 minut.

BH jest używany do ilościowej redukcji disiarczków bez albo 

w obecności odczynników denaturujących, albo do redukcji disiarcz-

ków białkowych w ekstraktach całych komórek. Największą zaletą 

BH jest fakt, że jego nadmiar może być łatwo usunięty przez dodanie 

kwasu lub acetonu. Roztwory BH wykazują tendencję do tworzenia 

aerozoli podczas reakcji, zjawisko to można jednak ograniczyć przez 

dodatek związków powierzchniowo-czynnych, takich jak np. oktanol 

lub heksanol [2,19].

Trialkilofosfiny

Związkami pozbawionymi wyżej wymienionych działań niepożąda-

nych są trialkilofosfiny, np. tributylofosfina (TBP), trifenylofosfina (TPP) 

i tris-2-karboksyetylofosfina (TCEP). Są to silne reduktory, działające 

już przy niewielkich stężeniach. Fosfiny nie reagują z innymi grupami 

funkcyjnymi protein, a także z czynnikami alkalizującymi i derywatyzu-

jącymi. Jednak dość łatwo reagują z kwasem jodooctowym i jodoace-

tamidem, a także NEM, nawet w środowisku kwaśnym, co sprawia, 

że redukcja za pomocą tych związków musi być oddzielona od procesu 

alkilacji [2, 22].

TCEP jest najpopularniejszym związkiem należącym do tej grupy. 

Jego stosowanie zapewnia bardziej powtarzalne wyniki niż TBP lub 

TPP. Jest substancją bardzo dobrze rozpuszczalną w wodzie, nielotną, 

najczęściej używaną do redukcji disulfidów niskocząsteczkowych, a tak-

że powierzchniowych białek z grupami disiarczkowymi. Zaletą TCEP 

jest większa odporność na utlenienie katalizowane jonami metali niż 

w przypadku reduktorów zawierających grupy tiolowe. Jednak TCEP 

może interferować z odczynnikami derywatyzującymi, posiadającymi 

grupy disiarczkowe, m.in. kwasem 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoesowym 

(DTNB) [19]. Odczynnik ten był stosowany w różnych analizach  

[9, 29, 32]. Estry mno-, di- i trimetylowe są bardziej reaktywne w ni-

skim pH i bardziej litofilne niż TCEP. Są również bardziej reaktywne 

w stosunku do małych cząsteczek [19]. Estryfikacja zwiększa przepusz-

czalność przez błony komórkowe, pozwalając na penetrację estrów 

przez dwuwarstwę lipidową [2].

Derywatyzacja

Wszystkie metody oznaczania związków posiadających grupy tio-

lowe, z wyjątkiem tych, które są oparte na detekcji elektrochemicznej 

i tandemowej spektrometrii mas, a także prowadzonych in vivo, wy-

magają przeprowadzenia procesu derywatyzacji. Proces derywatyzacji 

GSH zazwyczaj zwiększa specyficzność i czułość metod. Odczynnik 

stosowany do derywatyzacji powinien działać szybko i specyficznie 

z oznaczaną próbką w możliwie najniższej temperaturze i lekko kwa-

sowym pH, aby zapobiec utlenieniu analitów. Chromofory i fluorofory 

dodawane do analitu obniżają granicę wykrywalności i granicę ozna-

czalności. Wzrost czułości pod wpływem derywatyzacji powoduje, 

że do detektorów stosowanych w chromatografii dociera więcej ana-

litu, a otrzymane piki są węższe. Derywatyzaty są zazwyczaj bardziej 

lipofilowe niż związki macierzyste, co jest szczególnie istotne w przy-

padku niskocząsteczkowych tioli, które są zawsze hydrofilowe [33].

Odczynniki stosowane w detekcji UV-Vis

Detekcja UV-VIS jest powszechnie stosowana w chromatografii 

cieczowej i elektroforezie kapilarnej. Metody wykorzystujące techni-

ki chromatograficzne, w których stosuje się detektor UV-Vis są mniej 

czułe w porównaniu do metod, w których stosuje się detekcję fluore-

scencyjną albo elektrochemiczną, lecz jednocześnie są mniej skompli-

kowane. Istnieje wiele odczynników służących do derywatyzacji w ana-

lizach z detekcją UV-Vis powszechnie stosowanych w laboratoriach. 

Najpowszechniej stosowanym związkami z tej grupy są odczynniki 

o strukturze maleimidu, do których należy m.in.: N-etylomaleimid 

(NEM), a także kwas jodooctowy (IAA) i jodoacetamid (IA) tworzą-

ce tioetery [19]. NEM jest używany również w reakcji enzymatycz-

nej opartej na reakcji GSH z kwasem 5,5’-ditio-bis-nitrobenzenowym 

(DTNB) w obecności reduktazy glutationu [34÷36], a także w anali-

zach wykorzystujących detekcję fluorescencyjną i spektrometrię mas 

do oznaczania GSSG, jako związek maskujący tiole. Metody, w których 

stosowany jest NEM, stwarzają pewne niedogodności, gdyż odczyn-

nik ten hamuje enzym – reduktazę glutationową. Jego nadmiar musi 

być więc usuwany przez ekstrakcję cieczową i ekstrakcję do fazy sta-

łej [19]. NEM stosowany jest w stężeniu 1 mol/dm3 i pH powyżej 7, 

albo przy wartości pH poniżej 7, jeżeli czas inkubacji wynosi powyżej  

2 godzin. Są niestabilne w środowisku zasadowym, co jest spowodo-

wane hydrolizą pierścienia maleimidowego, a także faktem, że nie-

które niskocząsteczkowe tiole tworzące derywatyzaty z NEM mogą 

ulegać wewnątrzcząsteczkowej transaminacji do form cyklicznych przy 
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wartości pH powyżej 9 [2]. NEM ma również zdolność do wiązania 

grupy aminowej poniżej pH równego 7,5. Zjawisko to zachodzi wolniej 

niż wiązanie grupy tiowej i dlatego podczas długiej inkubacji w środo-

wisku alkalicznym, albo gdy związek derywatyzujący grupę aminową 

(np. 1-fluoro-2,4-dinitrobenzen) jest użyty w nadmiarze, należy usunąć 

nadmiar NEM przed procesem alkalizacji środowiska [20, 22]. Giusta-

rini i wsp. [37] opisali metodę opartą na oznaczaniu koniugatów GSH 

z NEM. Próbki krwi z dodatkiem tego odczynnika były stabilne w tem-

peraturze -20°C w temperaturze -20°C przez 90 dni.

IA i IAA są stosowane jako związki maskujące tiole w analizie 

GSSG. Odczynniki te reagują z tiolami w nieodwracalnej reakcji opartej 

na substytucji nukleofilowej tworząc derywatyzaty S-karboksymety-

lowe i S-karboksyamidoetylowe. Są rozpuszczalne w wodzie i mogą 

być przygotowywane w stężeniu 1 mol/dm3 i 0,5 mol/dm3, przy pH 8. 

Podczas przechowywania należy chronić je przed dostępem światła. 

Ich wadą jest fakt, że w środowisku obojętnym lub alkalicznym mogą 

reagować z innymi grupami funkcyjnymi, np. grupą hydroksylową ty-

rozyny, aminową lizyny, lub imidazoową histydyny. Poza tym przy ni-

skim pH oba odczynniki reagują z atomem siarki pochodzącym od me-

tioniny. Jednakże grupa –SH reaguje z tymi odczynnikami w sposób 

nieodwracalny znacznie szybciej niż jakakolwiek inna grupa, np. IAA 

reaguje z histydyną 1000 razy wolniej niż z cysteiną. Z tego względu 

reakcje, w których stosowane są te odczynniki wydają się być specy-

ficzne względem tioli. Wadą IA w stosunku do IAA jest fakt, że jest 

to odczynnik, który nie przenika przez błony biologiczne i dlatego jest 

nieodpowiedni dla analiz przeprowadzanych in vivo. Może również da-

wać niepożądane produkty [2, 19].

Innym odczynnikiem należący do tej grupy jest 2-winylopirydyna 

(VP). W przeciwieństwie do NEM odczynnik ten nie hamuje reduktazy 

glutationowej i dlatego jest stosowany jako odczynnik alkilujący w reak-

cji DTNB – reduktaza glutationowa. Optymalne pH dla VP mieści się 

w granicach 5-8, a reakcja wymaga dużego nadmiaru tego odczynnika 

i długiego czasu inkubacji [2]. Pochodnymi tej substancji, stosowanymi 

w analizie tioli jako związki maskujące, są: trimetanosulfonian 1-metylo-

2-winylopirydyny i trimetanosulfonian 1-metylo-4 winylopirydyny [19].

DTNB (odczynik Ellmana) został wynaleziony przez Ellmana 

w 1959 r. i od tej pory jest najpopularniejszym odczynnikiem stosowa-

nym przy oznaczaniu tioli w reakcjach z derywatyzacją pokolumnową 

[20]. Reaguje z anionem tiolanowym w reakcji wymiany tiole-disulfidy 

dając żółty derywatyzat. DTNB jest powszechnie stosowany w re-

akcjach derywatyzacji GSH i GSSG w analizie spektrofotometrycznej 

i w reakcji enzymatycznej, opracowanej przez Tietze [34]. Jest ona 

oparta na redukcji GSSG do GSH za pomocą reduktazy glutationowej 

w obecności NADHP, prowadzącej do powstania barwnego produktu: 

5-tionitrobenzoesanu [19]. DTNB był stosowany w wielu analizach 

[35, 40, 41]. Wiele dowodów wskazuje na fakt, że DTNB reaguje z gru-

pami sulfhydrylowymi tioli w sposób niekompletny, nawet wtedy, gdy 

czas reakcji jest wydłużony. Reiner i wsp. [43] rozwiązali ten problem 

poprzez zastosowanie cysteaminy jako ,,pośrednika’’ pomiędzy grupą 

sulfhydrylową aminokwasów a DTNB.

Kolejnymi przedstawicielami odczynników stosowanych w re-

akcjach w metodach z detekcją UV-Vis są 4,4’-ditiopirydyna (DTPD) 

i 2,2’-ditiopirydyna, które reagują z tiolami w reakcji wymiany. DTPD 

jest odczynnikiem bardziej czułym i reaktywnym niż 2,2’-ditiopirydyna 

i może być używany przy niższym pH (≥ 4,5 zamiast pH 8,0), jednakże 

wykazuje mniejszą odporność na hydrolizę [2, 19, 20]. Ze względu 

na mały rozmiar cząsteczki, amfifilową naturę i brak ładunku DTPD 

reaguje szybko z grupami sulfhydrylowymi [43].

Tetrafluoroboran 2-chloro-1-metylochinliny (CMQT) jest używa-

ny jako odczynnik derywatyzujący różne tiole występujące w osoczu: 

cysteinę, cysteino- glicynę, glutation i homocysteinę. Metoda CMQT-

HPLC-UV umożliwia ilościowe oznaczenie całkowitych, wolnych 

i związanych z białkami tioli po derywatyzacji, której poddawane są 

tiole po redukcji całego osocza lub jego rozpuszczalnych w kwasie 

frakcji. Substancjami redukującymi używanymi w reakcjach z CMQT 

są: borohydrat sodu albo tris- 2-karboksyetylofosfina [29]. CMQT był 

stosowany jako odczynnik derywatyzujący tiole występujące w mo-

czu [46] i ślinie [47].

Inne, powszechnie stosowane odczynniki z tej grupy to sole 2-ha-

lopirydyny i 2-halochinoliny, które szybko reagują z tiolami w lekko 

zasadowych roztworach wodnych tworząc stabilne S-pirydynowe 

i S-chinolinowe derywatyzaty. Umożliwiają jednoczesne oznaczenie 

wielu różnych tioli w temperaturze pokojowej w czasie 1-15 minut.

Odczynniki dające derywatyzaty fluoryzujące

Derywatyzacja oparta na użyciu odczynników fluorescencyjnych 

jest powszechnie stosowana w metodach wykorzystujących techniki 

chromatograficzne lub elektroforezę kapilarną z tego względu, że de-

tektory fluorescencyjne pozwalają osiągnąć niższe granice wykrywal-

ności, niż detektory UV. Tworzą z GSH fluoryzujące połączenia, po-

zwalające na oznaczanie tego tripeptydu w ilościach pikomolarnych lub 

mniejszych. Związki fluorescencyjne reagują z grupą tiolową w sposób 

bardzo selektywny, jednak nie pozwalają na oznaczanie GSSG. Tyl-

ko odczynniki, które równocześnie reagują z grupą aminową, mimo 

mniejszej selektywności, pozwalają na jednoczesne oznaczanie GSH 

i GSSG [19].

Przedstawicielami odczynników dających derywatyzaty fluoryzu-

jące są fluorosulfonylobenzofurazany: 4-sulfonylo-7-fluoro-2,1,3-ben-

zoksadiazol (SBD-F), 4-aminosulfonylo-7-fluoro-2,1,3-benzoksadiazol 

(ABD-F) i 4-(N,N-dimetyloaminosulfonylo)-7-fluoro-2,1,3-benzok-

sadiazol (DBD-F). Aktywność odczynników z tej grupy przedstawia 

się następująco: DBD-F>ABD-F>SBD-F, a zarówno selektywność 

względem tioli jak i rozpuszczalność w roztworach wodnych male-

je w odwrotnym szeregu: SBD-F>ABD-F>DBD-F [20]. Zaletą tych 

odczynników jest fakt, iż w stanie nieaktywnym, a także produkty ich 

hydrolizy nie wykazują właściwości fluorescencyjnych. Z tego względu 

są bardzo czułe i specyficzne w stosunku do grup sulfhydrylowych, 

a same nie dają interferujących pików [19]. SBD-F jest najpopularniej-

szym odczynnikiem z tej grupy, używanym w różnych analizach. Wady 

związane z jego stosowaniem, to długi proces derywatyzacji wyma-

gający wysokiej temperatury (1 h, 60°C), natomiast zaletą jest fakt, 

że derywatyzaty tioli są stabilne przez przynajmniej 8 h, jeżeli są chro-

nione przed światłem [48]. W przeciwieństwie do SBD-F derywatyza-

cja za pomocą ABD-F jest szybka i wymaga łagodniejszych warunków, 

dlatego jest to odczynnik odpowiedni do analiz za pomocą CE. Ich za-

letą jest również fakt, iż nie dają reakcji krzyżowych z fosfinami, z tego 

powodu można prowadzić redukcję disiarczków i derywatyzację tioli 

w tym samym czasie [2, 49, 50]. Innymi przedstawicielami związków 

derywatyzujących o budowie benzofurazanów są: 4-(N-acetyloamino-

sulfonylo)-7-fluoro-2,1,3-benzoksadiazol i 7-fluoro-4(N-trichloroace-

tyloaminosulfnylo)- 2,1,3-benzoksadiazol [51].

Kolejną grupą odczynników dających fulorescencyjne derywa-

tyzaty są bimany. Przedstawicielem tych związków jest monobro-

mobiman, który reaguje szybko, ale niespecyficznie z oznaczany-

mi tiolami w temperaturze pokojowej przy pH 8 [48]. Umożliwia 

uzyskanie stosunkowo dużej fluorescencji i tym samym pozwala 

na detekcję nawet niewielkich ilości analitu. Wadą tego związku jest, 

że odczynnik sam w sobie wykazuje fluorescencję i ulega fotooksy-

dacji. Dodatkowym minusem jest zdolność tego związku do reak-

cji z reduktorami zawierającymi w swojej budowie grupę tiolową, 

a także z innymi nieoznaczanymi tiolami [2, 53]. Odczynnik ten był 

stosowany do oznaczania glutationu w różnych organach i tkan-

kach, takich jak: osocze [29, 37], krew pełna i ślina [53], mioblasty 

we włóknach mięśniowych [54], erytrocyty [55], mitochondria [56], 

komórki śródbłonka [57] i astrocyty [58].

Ortoftalaldehyd (OPA) jest odczynnikiem, który reaguje zarów-

no z grupą sulfhydrylową jak i aminową, tworząc fluorescencyjne 

derywatyzaty [2]. OPA nie wykazuje własnej fluorescencji, ale pod-
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czas reakcji z tiolami generuje się pochodna izoindolowa z pod-

stawnikiem alkilowym, która jest silnie fluorescencyjna. Istnieją 
dwa typy reakcji OPA z tiolami: selektywna i heterobifunkcjonalna. 
W reakcji selektywnej konieczne jest użycie amin jako dodatko-

wego odczynnika, aby proces derywatyzacji był selektywny. Do-

datkowymi odczynnikami powszechnie stosowanymi są np.: glicy-

na, 2-aminoetanol, 2-merkaptoetanol, N-acetylocysteina lub kwas 
3-merkaptopropionowy [19]. W reakcji heterobifunkcjonalnej OPA 
reaguje bezpośrednio ze związkami zawierającymi zarówno grupę 
tiolową jak i aminową, do których należą m.in.: GSH i gamma-Glu-
Cys. Nie jest konieczne w tym przypadku stosowanie dodatkowych 
odczynników, jednak użyte do oznaczania aminotioli zwiększają 
selektywność OPA względem tych związków [59]. GSSG nie daje 
fluorescencyjnych derywatyzatów z OPA; jest to możliwe dopiero 
po hydrolizie tego związku przy pH 12 [25]. Reakcje prowadzo-

ne przy użyciu tego odczynnika wymagają łagodnych warunków 
i umożliwiają również oznaczanie niektórych aminokwasów. Jed-

nak jednoczesne oznaczanie kilku aminotioli w analizach, w których 
stosuje się OPA wymaga alkilacji wolnych tioli. Zaletą OPA, jest 
również krótki czas derywatyzacji, którą można prowadzić w tem-

peraturze pokojowej [39]. Optymalne pH dla tego odczynnika mie-

ści się w zakresie od 9,5-12 [13,60÷63]. Główne wady OPA to: 
wrażliwość na zmiany pH, niestabilność derywatyzatów w środo-

wisku wodnym uwarunkowana ich hydrolizą spowodowaną przez 
nadmiar OPA [59]. Odczynnikiem o budowie zbliżonej do OPA jest 
naftaleno-2,3-dikarboksyaldehyd, który jest z powodzeniem stoso-

wany przy oznaczaniu GSH [19,27,51].
Halidki są kolejną grupą odczynników, które należą do pochodnych 

IAA. Są stosowane przy oznaczaniu tioli w próbkach rzeczywistych. 
Należą do nich: 5- jodoacetamidofluoresceina [65-68] i 6-jodoacetami-
dofluoresceina [69], stosowane głównie przy oznaczaniu tioli metodą 
elektroforezy kapilarnej z laserowo wyzwalaną fluorescencją [51].

Podsumowanie

Proces przygotowania próbki jest najważniejszym i jednocześnie 
najbardziej skomplikowanym etapem w analizie glutationu i innych 
tioli. Stężenie glutationu u ssaków jest oznaczane głównie w oso-

czu, krwi pełnej i erytrocytach. Techniki chromatograficzne i elek-

troforeza kapilarna są stosowane przy oznaczaniu aminotioli niemal 
w każdej tkance i narządzie, co sprawia, że są bardziej użyteczne 
niż powszechnie stosowane w laboratoriach metody enzymatyczne, 
oparte na analizie krwi [70].

Etapy przygotowania próbek są podobne dla metod wykorzy-

stujących techniki chromatograficzne lub elektromigracyjne. Każdy 
organ i tkanka po pobraniu muszą być schłodzone i przechowywane 
w niskiej temperaturze od -20°C do -80°C, co zależy od czasu, jaki 
upłynął od momentu pobrania próbki do czasu jej dalszej obróbki. 
Próbki krwi i osocza muszą być zabezpieczone przed koagulacją 
poprzez dodanie do świeżo pobranej krwi odczynników chelatu-

jących, bądź umieszczenie krwi w specjalnych probówkach zawie-

rających chelator. Procesy odbiałczania, redukcji i derywatyzacji 
nie są niezbędne dla wszystkich metod wykorzystujących techniki 
chromatograficzne lub elektromigracyjne. Konieczność zastosowa-

nia tych procedur zależy również od rodzaju analizowanych tkanek 
bądź komórek. Tkanki, w których występuje duże stężenie białek 
glutationlowanych albo enzymu γ-glutamylotranspeptydazy, wyma-

gają odbiałczania. Oznaczanie glutationu całkowitego albo analiza 
stężenia wiązań disulfidowych wymaga procesu redukcji disulfidów. 
Proces derywatyzacji jest niezbędny w przypadku niemal wszyst-
kich metod analitycznych, z wyjątkiem CE albo tandemowej spek-

trometrii mas, co czyni je mniej praco- i czasochłonnymi. Elimina-

cja tego etapu przygotowania próbki chroni ją przed powstaniem 
niepożądanych połączeń z odczynnikami derywatyzującymi albo 
z innymi aminotiolami.
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VIII Międzynarodowa Konferencja 

„Paliwa z odpadów”

Katedra Technologii i Urządzeń Zagospodarowania Odpa-

dów, Wydziału Inżynierii Środowiska i Energetyki w Gliwicach, 

w dniach 14 – 16 listopada 2012 r. organizuje w Szklarskiej Po-

rębie VIII Międzynarodową Konferencję „Paliwa z odpadów”.

„Paliwa z odpadów” to miejsce spotkań krajowych i zagra-

nicznych specjalistów zajmujących się gospodarką odpadami 

i ich wykorzystaniem. Wzorem ubiegłych lat udział w Kon-

ferencji wezmą specjaliści z dziedziny ochrony środowiska i 

gospodarki odpadami, reprezentujący zarówno krajowe jak i 

zagraniczne podmioty gospodarcze, administrację państwową 

i samorządową oraz wywodzący się z wiodących ośrodków 

naukowych. Konferencja ma dać uczestnikom przegląd możli-

wych procesów zagospodarowania odpadów ze szczególnym 

uwzględnieniem procesów termicznych.

Tematyka konferencji obejmuje zarówno aspekty teore-

tyczne, jak i analizę konkretnych rozwiązań technologicznych, 

w zakresie:

badania właściwości odpadów i produktów powstałych na • 

ich bazie (w tym paliw)

termicznego unieszkodliwiania odpadów niebezpiecznych• 

technologii mechanicznego i biologicznego przetwarzania • 

i zagospodarowania odpadów (m.in. sortowanie, kompo-

stowanie, fermentacja, recykling)

energetycznego wykorzystania odpadów (w tym komu-• 

nalnych i osadów ściekowych)

technologii wytwarzania i właściwości paliw• 

technologii unieszkodliwiania odpadów niebezpiecznych• 

ekologicznych skutków zagospodarowania odpadów• 

skojarzonej gospodarki odpadowo-energetycznej• 

tworzenia i eksploatacji rozwiniętych systemów gospo-• 

darki odpadami (w tym ich optymalizacji)

wykorzystania odpadów w procesach produkcyjnych• 

monitoringu środowiska w aspekcie gospodarki odpada-• 

mi, w tym w szczególności procesów termicznych

prawnych aspektów gospodarki odpadami.• 

Szczegółowe informacje dostępne są na stronie interneto-

wej http://waste.polsl.pl.

(http://katalog-konferencyjny.pl) 


