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В настоящее время активно исследуется фармакологическая роль глутатиона в терапии канцерогене-
за, нервно-дегенеративных и глазных болезней, заболеваний сердца, иммунной системы и старения организ-
ма. Поэтому для разработки фармацевтических объектов на его основе необходимо создание оптимальной 
аналитической базы. Целью настоящего исследования является разработка методики анализа глутатиона 
восстановленного с помощью предколоночной дериватизации 4-метокси-2-нитрофенил-изотиоцианатом. 
Материалы и методы. Поскольку глутатион не имеет необходимых спектральных характеристик для не-
посредственного анализа, то исходя из этого, разработана методика определения глутатиона с помощью 
предколоночной дериватизации 4-метокси-2-нитрофенил-изотиоцианатом методом обращенно-фазной вы-
сокоэффективной хроматографии (ОФ ВЭЖХ). Детекцию образовавшегося деривата проводили по поглоще-
нию в УФ-свете с помощью диодно-матричного детектора. Результаты и обсуждение. В ходе описанного 
эксперимента, были получены хроматограммы деривата глулатиона с 4-метокси-2-нитрофенил-изотиоци-
анатом. Данную методику также оценивали на возможность количественного определения глутатиона. 
Чувствительность методики составила 0,01% или 3,1*10-1 моль. Прямолинейная зависимость между анали-
тическим сигналом (площадь пика) и концентрацией наблюдалась в диапазоне 0,01–0,08%, коэффициент кор-
реляции – 0,995. Заключение. В ходе проведённых исследований разработана методика определения глута-
тиона с помощью предколоночной дериватизации 4-метокси-2-нитрофенил-изотиоцианатом методом ОФ 
ВЭЖХ. При этом образуется дериват со временем удерживания 22,3 мин и максимумом поглощения 398 нм. 
Также данная методика позволяет оценить количественное содержание исследуемого объекта.

Ключевые слова: глутатион восстановленный, 4-метокси-2-нитрофенил-изотиоцианат, обращен-
но-фазная высокоэффективная жидкостная хроматография, дериватизация
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Nowadays the pharmacological role of glutathione in the therapy of carcinogenesis, neurodegenerative and oc-
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ВВЕДЕНИЕ. Глутатион – трипептид, образован-
ный тремя аминокислотами: глутаминовой кислотой, 
цистеином и глицином. Эта молекула принимает уча-
стие в поддержании редокси-потенциала клеток, в 
процессе обезвреживания ксенобиотиков различного 
происхождения, участвуя как в качестве непосред-
ственного конъюгирующего агента, так и ко-факто-
ра ряда ферментных систем биотрансформации [1]. 
Важность этого трипептида для человека обусловле-
на тем, что изменение любых гомеостатических па-
раметров организма: возраст, активизация иммунных 
процессов, возникновение практически всех острых 
и хронических заболеваний сопровождаются сдвига-
ми в синтезе глутатиона и, как следствие, трансфор-
мации окислительного статуса [2]. Физиологическая 
функция глутатиона реализуется несколькими пу-
тями: обезвреживание токсичных электрофильных 
частиц, путем непосредственного контакта с актив-
ными формами кислорода, и активация ферментов 
биотрансформации, а именно глутатионпероксидазы 
и глутатионтрансферазы [3, 4].

Глутатион является стабилизатором тиольно-
го статуса белков, являясь вместилищем цистеина. 
Он также координирует процессы синтеза ДНК и 
иммунитета [5, 6], помогает поддерживать постоян-
ный уровень оксида азота (NO) [7], преобразует ак-
тивность белков через S-глутатионилирование [8] и 
рецепторов нейромедиаторов [9]. В митохондриях 
глутатион регулирует апоптоз, сдерживая некротиче-
ские процессы, в ядре является регулятором проли-
ферации [10].

Описанные биологические эффекты глутатиона 
подчёркивают его потенциальную терапевтическую 
активность в коррекции многочисленных нозологий 
и свидетельствуют о перспективности создания ле-
карственных препаратов на его основе. Для разра-
ботки оптимальных лекарственных форм глутатиона 
необходимо разработать эффективный способ его 
анализа.

В научной литературе для анализа глутатиона 
описан ряд аналитических методов. 

В настоящее время известны такие методы, как:
– спектрофотометрический метод определе-

ния глутатиона, основанный на взаимодействии 
5.5›-дитиобис-2-нитробензойной кислоты (DTNB) с 
SH-группой GSH. В результате реакции образуется 
хромофор 5-тио-2-нитробензойная кислота (TNB) с 
максимумом оптической плотности при 412 нм [11]. 

–  спектрофлуориметрический метод опреде-
ления глутатиона. Метод основан на взаимодей-
ствии о-фталевого альдегида (OPT) с SH-группой 
GSH, в результате формируется флуоресцентный 
конъюгат [12, 13].

– определение глутатиона с помощью спек-
трофотометрического метода с реактивом Эл-
лмана. На сегодняшний день метод с реактивом 
Эллмана является одним из наиболее используемых 
подходов для выявления глутатиона, несмотря на то, 
что он дает приблизительную оценку содержания 
глутатиона [14].

–  определение глутатиона методом жидкост-
ной хроматографии. Метод основан на использова-
нии жидкостной хроматографии с различными детек-
торами [15].

Для идентификации глутатиона, сопряжённого с 
белками, для обнаружения его в связанной или сво-
бодной формах в органах и клетках, используется 
жидкостная хроматография в сочетании с масс-спек-
трометрией и тандемной масс-спектрометрией [16].

В качестве прехроматографических реагентов де-
риватизации для ВЭЖХ-анализа глутатиона в биоло-
гических образцах предложены этакриновая кислота 
и ее метиловый эфир [17].

Поскольку глутатион является маркером окисли-
тельного стресса то в крови и других тканях его опре-
деляют путем дериватизации с алкилирующим агентом 
N-этилмалеимидом, предотвращающим автоокисле-
ние глутатиона. Конъюгат затем определяют методом 
ВЭЖХ [18], или с использованием жидкостной хрома-
тографии-тандемной масс-спектрометрии [19]. Данный 
подход также используется для определения глутатиона 
в стриатуме мозга крыс линии Wistar [20].

for the development of pharmaceutical medical forms on its basis, it is necessary to create an optimal analytical base. 
The aim of this study is to develop a methodology for the analysis of glutathione recovered by pre-columnar deri-
vatization of 4-methoxy-2-nitrophenyl isothiocyanate. Materials and methods. Since glutathione does not have the 
necessary spectral characteristics for its direct analysis, a methodology for the determination of glutathione with the 
use of pre-columnar derivatization of 4-methoxy-2-nitrophenyl-isothiocyanate by reversed-phase high-performance 
chromatography (RP HPLC) has been developed on that basis. Detection of the resulting derivative has been carried 
out by absorption in UV light using a diode array detector. Results and discussion. In the course of the experiment 
described, chromatograms of a glulathione derivative with 4-methoxy-2-nitrophenyl isothiocyanate were obtained. 
This technique was also evaluated for the possibility of quantitative determination of glutathione. The sensitivity of the 
methods was 0.01% or 3.1*10-1 mol. The linear relationship between the analytical signal (peak area) and concentra-
tion was observed within the range of 0.01–0.08% and the correlation coefficient of 0.995. Conclusion. In the course 
of the studies, a methodology for the determination of glutathione has been developed with the use of pre-columnar 
derivatization of 4-methoxy-2-nitrophenyl-isothiocyanate by RP HPLC. In this case, the derivative is formed with the 
retention time of 22.3 minutes and the absorption maximum of 398 nm. This method also allows estimating the quan-
titative content of the object under study.

Keywords: reduced glutathione, 4-methoxy-2-nitrophenyl isothiocyanate, reversed-phase high-performance liq-
uid chromatography, derivatization
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Существует методика совместного анализа глу-
татиона и его предшественников – цистеина, цистеи-
нилглицин и гомоцистеина в слюне, заключающаяся 
в восстановлении дисульфидов в тиолы и количе-
ственном определении с помощью высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии [21, 22].

Предложено непосредственное электрохимиче-
ское определение глутатиона и глутатиона восста-
новленного [23, 24].

Описанный ряд методик анализа глутатиона, в 
основном, касается его непосредственного определе-
ния в биологических объектах, однако для целей фар-
мацевтического анализа они малопригодны.

Опираясь на вышесказанное, ЦЕЛЬЮ настоя-
щего исследования явилась разработка оптимальной 
методики анализа глутатиона, позволяющей оценить 
его качество в лекарственных препаратах.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. В качестве объек-
та исследования использован глутатион восстанов-

ленный (CAS №70-18-8, EC № 2007254, Applichem, 
Германия).

Хроматографическое разделение проводили 
на приборе «Agilent Technologies 1200 Infinity» 
(США). Электронные спектры регистрировали 
с помощью диодно-матричного детектора серии 
Agilent 1200. 

Разделение проводили на стальной колонке 
Ascentis express C18 2,7μм × 100 мм × 4,6 мм. 

Состав мобильной фазы включал (А) – 1%-ный 
водный раствор кислоты муравьиной, (Б) – спирт 
этиловый. Элюирование осуществляли в следующих 
условиях:

Скорость потока: 0,5 мл/мин
Температура колонки: 35°С 
Детекция: 398 нм
Объём вводимой пробы: 1 μл
Элюирование осуществляли в градиентном ре-

жиме, приведённом в таблице 1. 

Таблица 1 – Условия градиентного элюирования дериватов глутатиона

Время, мин А, % В, %
0 100 10
60 0 100

Глутатион – молекула, не имеющая значимых 
хромофорных фрагментов, пригодных для исследо-
вания методами УФ-спектроскопии и ВЭЖХ с диод-
но-матричным детектированием. Ввиду отсутствия у 
него собственного поглощения в ультрафиолетовой 
области спектра нами разработан анализ глутатиона 
методом ОФ ВЭЖХ посредством его химической мо-
дификации. Популярным реактивом, способствую-
щим получению хромофоров, является фенилизотио-
цианат. Однако, нами для проведения дериватизации 
использован 4-метокси-2-нитрофенил-изотиоцианат, 
который является производным фенилизотиоцианата, 
обладающим более активными сорбционными свой-
ствами в отношении УФ-света. Методика заключает-
ся в использовании предколоночной дериватизации 
исследуемой молекулы 4-метокси-2-нитрофенил-и-
зотиоцианатом. При этом происходит непосред-
ственная химическая реакция глутатиона с 4-меток-
си-2-нитрофенил-изотиоцианатом в щелочной среде, 
поскольку реакция идёт по типу электрофильного 
замещения. В результате структура глутатиона, пре-
терпевая химическое превращение, приобретает хро-
мофорную метку, сигнал которой можно зарегистри-
ровать с помощью диодно-матричного детектора в 
ходе ВЭЖХ-анализа.

Методика дериватизации глутатиона
Для получения производного глутатиона с 4-ме-

токси-2-нитрофенил-изотиоцианатом предваритель-
но были приготовлены растворы 4-метокси-2-нитро-
фенил-изотиоцианата и глутатиона. 

Для приготовления раствора 4-метокси-2-ни-
трофенил-изотиоцианата были использованы такие 
растворители как ацетон, ацетонитрил и этанол. 
Наибольшую растворимость 4-метокси-2-нитрофе-

нил-изотиоцианат показал в этаноле, поэтому в даль-
нейшем в качестве растворителя использовали спирт 
этиловый. 

Таким образом, для приготовления раствора 4-ме-
токси-2-нитрофенил-изотиоцианата около 0,025 г  
реактива переносили в мерную колбу объёмом 25 мл, 
прибавляли 10 мл этанола, встряхивали до полного 
растворения, доводили объём раствора до метки тем 
же растворителем и перемешивали.

Поскольку реакция взаимодействия аминокислот 
с 4-метокси-2-нитрофенил-изотиоцианатом происхо-
дит по типу электрофильного замещения, то для про-
текания данной реакции требуется щелочная реакция 
среды. Поэтому для приготовления раствора глутати-
она использовали 0,05 Н раствор натрия тетрабората.

0,025 г испытуемого образца глутатиона помеща-
ли в мерную колбу, объёмом 25 мл, приливали 10 мл 
0,05 Н раствора тетрабората натрия, взбалтывали до 
полного растворения вещества и раствор доводили 
до метки тем же растворителем, перемешивали.

2 мл приготовленного раствора глутатиона по-
мещали в мерную колбу, вместимостью 25 мл, при-
бавляли 2 мл 0,1%-ного раствора 4-метокси-2-ни-
трофенил-изотиоцианата, взбалтывали. Полученный 
раствор доводили до метки этанолом, перемешивали 
и нагревали в сушильном шкафу при температуре 80 
°С в течение 30 минут. По истечении указанного вре-
мени раствор охлаждали до комнатной температуры 
и хроматографировали в приведённых выше услови-
ях.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ. В ходе 
описанного эксперимента, были получены хромато-
граммы деривата глутатиона с 4-метокси-2-нитрофе-
нил-изотиоцианатом. 
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Реагент – 4-метокси-2-нитрофенил-изотиоциа-
нат в указанной системе характеризуется наличием 
одного пика со временем удерживания 33,97 мину-

ты. УФ-спектр 4-метокси-2-нитрофенил-изотиоци-
аната наблюдается при длине волны λmax= 410 нм 
(рис. 1). 

Рисунок 1 – Хроматограмма и УФ-спектр 4-метокси-2-нитрофенил-изотиоцианата

При дериватизации глутатиона обнаруживает-
ся производное со временем удерживания 22,3 мин 

(рис. 2). На хроматограмме деривата глутатиона так-
же отмечается пик свободного реагента.

Рисунок 2 – Хроматограмма деривата глутатиона с 4-метокси-2-нитрофенил-роданиндом

На рисунке 3 представлен УФ-спектр дери-
вата глутатиона с 4-метокси-2-нитрофенил-рода-

ниндом, который имел максимум поглощения при  
λmax = 398 нм.
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Расчёты параметров пригодности использованной хроматографической системы приведены в таблице 2.

Таблица 2 – Параметры пригодности хроматографической системы  
для определения деривата глутатиона

tR N Rs Tf Wb

Дериват 22,318 186447 2,75 0.724 0.1242
tR – абсолютное время удерживания, N – число теоретических тарелок, Rs – коэффициент разделения пиков, Tf  – ко-

эффициент асимметрии, Wb – ширина пика на базовой линии

Приведённые в таблице 2 результаты расчёта 
критериев пригодности (N>5000, Rs>1,5, Tf<2), укла-
дываются в рекомендуемые Европейской Фармако-
пеей параметры пригодности [25]. Таким образом, 
представленная хроматографическая система может 
быть признана приемлемой для определения дерива-
тов глутатиона. 

Для оценки возможности использования дан-
ной методики в целях количественного определе-
ния глутатиона была определена прямолинейная 
зависимость между концентрацией деривата глута-
тиона и аналитическим сигналом (площадь пика). 
Для этого готовили ряд из 6 калибровочных раство-
ров дериватов глутатиона в диапазоне концентра-
ций 0,01–0,08% Полученные калибровочные рас-
творы хроматографировали в приведённых выше 
условиях. По результатам хроматографирования 
был построен градуировочный график зависимо-
сти концентрации деривата глутатиона от площади 
пика (рис. 4). 

Обнаруживаемый минимум для определения де-
ривата глутатиона – 0,01%.

В указанном диапазоне концентраций градуиро-
вочная зависимость была прямолинейной. Уравнение 
регрессии имело вид:

y = 8571,8x – 3,3753
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Рисунок 3 – УФ-спектр деривата глутатиона с 4-метокси-2фенил-роданидом

Коэффициент корреляции составил 0,9998, что 
свидетельствует о наличии прямолинейной зависи-
мости значений между площадью пика и содержани-
ем деривата глутатиона.

Биологически активные пептиды, в том числе 
глутатион, представляют достаточно сложный объ-
ект для анализа, поскольку не способны поглощать 
свет. Поэтому сложность регистрации глутатиона 
в ходе самого важного в фармацевтическом анали-
зе УФ-спектрофотометрического метода обуслав-
ливается тем, что он не имеет хромофоров. Однако 
высокоэффективная жидкостная хроматография с 
диодно-матричной детекцией даёт возможность про-
анализировать глутатион за счёт его предваритель-
ной дериватизации с приобретением хромофорной 
метки перед непосредственным разделением на ко-
лонке. Для дериватизации глутатиона разработан ряд 
методик, где в качестве дериватизирующих агентов 
используют ряд традиционных реактивов, например, 
2,4-динитрохлорбензол,5,5’-дитиобис-2-нитробен-
зойная кислота, о-фталевый альдегид, реактив Эл-
лмана. Нами впервые предложена методика дерива-
тизации глутатиона 4-метокси-2фенил-роданидом с 
последующим хроматографическим разделением с 
помощью жидкостной хроматографии. Среди досто-
инств данной методики по сравнению с описанными 
в литературе, являются следующие: 
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 z образуется только один дериват; 
 z дериват и дериватизирующий агент хорошо раз-

деляются на хроматограмме; 
 z дериват и дериватизирующий агент имеют чётко 

различимые полосы поглощения; 

 z реакция дериватизации протекает достаточно быстро; 
 z продукт стабилен во времени;
 z реакция достаточно чувствительна; 
 z существует прямолинейная зависимость между 

аналитическим сигналом и концентрацией аналита.

Вышеперечисленные достоинства позволяют 
рекомендовать дериватизацию глутатиона 4-ме-
токси-2фенил-роданидом для идентификации и 
количественного определения глутатиона в разра-
батываемых фармацевтических композициях и био-
фармацевтических исследованиях.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ. В ходе проведённых исследо-
ваний разработана методика определения глутатиона 
с помощью предколоночной дериватизации 4-ме-

Рисунок 4 – Градуировочный график зависимости площади пика  
от концентрации деривата глутатиона

токси-2-нитрофенил-изотиоцианатом методом ОФ 
ВЭЖХ. При этом образуются дериват со временем 
удерживания 22,3 мин и максимумом поглощения – 
398 нм. Также данная методика позволяет оценить 
количественное содержание исследуемого объекта. 
Чувствительность определения составила 0,01%. 
Прямолинейная зависимость между аналитическим 
сигналом (площадь пика) и концентрацией наблюда-
лась в диапазоне 0,01–0,08%.

INTRODUCTION. Glutathione is a tripeptide 
formed by three amino acids: glutamic acid, cysteine and 
glycine. This molecule takes part in maintaining the re-
dox potential of cells, in the process of neutralizing xe-
nobiotics of various origin, participating both as a direct 
conjugating agent and a co-factor of a number of enzyme 
biotransformation systems [1]. The importance of this 
tripeptide for humans is due to the fact that changes in 
any homeostatic parameters of the body – age, activa-
tion of immune processes, the emergence of virtually all 
acute and chronic diseases – are accompanied by shifts 
in the synthesis of glutathione and as a consequence of 
transformation of the oxidative status [2]. The physiolog-
ical function of glutathione is realized in several ways: 
neutralization of toxic electrophilic particles, by direct 
contact with active forms of oxygen and activation of 
biotransformation enzymes, i. e. glutathione peroxidase 
and glutathione transferase [3, 4].

Glutathione is a stabilizer of the thiol status of pro-
teins, being a receptacle of cysteine. He also coordinates 
DNA synthesis and immunity [5, 6], helps maintain a 
constant level of nitric oxide (NO) [7], converts protein 
activity through S-glutathionylation [8] and neurotrans-

mitter receptors [9]. In mitochondria, glutathione regu-
lates apoptosis, inhibiting necrotic processes, and in the 
nucleus it is a regulator of proliferation [10].

The described biological effects of glutathione un-
derscore its potential therapeutic activity in the correc-
tion of numerous nosologies and indicate the promise of 
creating drugs based on it. To develop optimal pharma-
ceutical forms of glutathione, it is necessary to develop 
an effective method for its analysis.

A number of analytical methods for the analysis of 
glutathione have been described in the scientific litera-
ture.

The currently known methods are as follows. 
Spectrophotometric method for the determination 

of glutathione, based on the interaction of 5.5’-dith-
iobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB) with the SH group 
GSH. As a result, the reaction forms the chromophore 
5-thio-2-nitrobenzoic acid (TNB) with a maximum opti-
cal density at 412 nm [11].

Spectrofluorimetric method for the determination of 
glutathione. The method is based on the interaction of 
o-phthalaldehyde (OPT) with the GS-SH group, resulting 
in the formation of a fluorescent conjugate [12, 13].
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Glutathione determination by spectrophotometric 
method with Ellman reagent. Nowadays, the Ellman re-
agent method is one of the most used approaches for the 
detection of glutathione, despite the fact that it provides 
an approximate estimate of the glutathione content [14].

Definitions of glutathione by liquid chromatography. 
The method is based on the use of liquid chromatography 
with various detectors [15].

To identify glutathione conjugated to proteins, liquid 
chromatography in combination with mass spectrome-
try and tandem mass spectrometry is used to detect it in 
bound or free forms in organs and cells [16]. 

As prechromatographic derivatization reagents for 
HPLC analysis of glutathione, ethacrynic acid and its meth-
yl ester have been proposed in biological samples [17].

Since glutathione is a marker of oxidative stress, in 
blood and other tissues it is determined by derivatization 
with the alkylating agent N-ethylmaleimide, which pre-
vents auto-oxidation of glutathione. Conjugate is then 
determined by HPLC [18] or by liquid chromatogra-
phy-tandem mass spectrometry [19]. This approach is 
also used to determine glutathione in the striatum of the 
brain of Wistar rats [20].

There is a technique of glutathione joint analysis and its 
precursors such as cysteine, cysteinilglycine and homocyste-
ine in the saliva, which consists in restoring disulfides in thi-
ols, derivatization of the 2-S-quinoline with 2-chloro-1-metil-
hinoliniytetraftorborata and quantitative determination by 
high performance liquid chromatography [21, 22].

A direct electrochemical determination of recovered 
glutathione and glutathione has been proposed [23, 24]. 

A number of described glutathione analysis tech-
niques is primarily concerned with its immediate deter-
mination in biological objects, but for certain reasons 
they are practically unsuitable for pharmaceutical anal-
ysis.

Based on the foregoing, THE AIM of the present 
study is to develop the optimal glutathione detection 
methods allowing to assess its quality in medicaments.

MATERIALS AND METHODS. As the object of 
the study, recovered glutathione was used (CAS №70-
18-8, EC № 2007254, Applichem, Germany).

Chromatographic separation was carried out on the 
equipment “Agilent Technologies 1200 Infinity” (USA). 
Electronic spectra were recorded with the use of an Agi-
lent 1200 diode array detector.

The separation was carried out on a steel column As-
centis express C182.7μm × 100 mm × 4.6 mm.

The composition of the mobile phase included (A) – 
1% aqueous solution of acid formic, (B) – ethyl alcohol. 
The elution was carried out under the following condi-
tions:

Flow rate: 0.5 ml / min
Column temperature: 35°C
Detection: 398 nm
Volume of sample: 1 μl
The elution was carried out in the gradient mode 

shown in Table 1.

Table 1 – Conditions for the gradient elution of glutathione derivatives

Time, min А, % В, %
0 100 10
60 0 100

Glutathione is a molecule that does not have signif-
icant chromophore fragments, suitable for the investiga-
tion by UV spectroscopy and HPLC with diode-matrix 
detection. Due to the lack of intrinsic absorption in the 
ultraviolet region of the spectrum, a glutathione analy-
sis by RP HPLC by its chemical modification has been 
developed. The popular reagent that supports the produc-
tion of chromophores is phenylisothiocyanate. However, 
for derivatization 4-methoxy-2-nitrophenyl-isothiocya-
nate was used, which is a phenylisothiocyanate deriva-
tive with more active sorption properties for UV light. 
The technique is in the use of pre-columnar derivatiza-
tion of the molecule under study by 4-methoxy-2-nitro-
phenyl-isothiocyanate. In this case, a direct chemical 
reaction of glutathione with 4-methoxy-2-nitrophenyl 
isothiocyanate takes place in an alkaline medium, since 
the reaction proceeds according to the type of electro-
philic substitution. As a result, the structure of glutathi-
one undergoes a chemical transformation and acquires a 
chromophore label the signal of which can be detected by 
a diode array detector during HPLC analysis.

Methods of glutathione derivatization 
To prepare the glutathione derivative with 4-me-

thoxy-2-nitrophenyl isothiocyanate, solutions of 4-me-

thoxy-2-nitrophenyl isothiocyanate and glutathione were 
previously prepared.

Solvents such as acetone, acetonitrile and ethanol were 
used to prepare a solution of 4-methoxy-2-nitrophenyl 
isothiocyanate. The highest solubility of 4-methoxy-2-ni-
trophenyl isothiocyanate was shown in ethanol, therefore, 
further on ethyl alcohol was used as a solvent.

Thus, to prepare a solution of 4-methoxy-2-nitro-
phenyl isothiocyanate, about 0.025 g of the reagent was 
transferred to a 25 ml volumetric flask, 10 ml of ethanol 
was added, shaken until completely dissolved, the vol-
ume of the solution was labeled with the same solvent 
and mixed.

Since the interaction of amino acids with 4-me-
thoxy-2-nitrophenyl-isothiocyanate occurs as an electro-
philic substitution, an alkaline reaction of the medium is 
required to proceed with this reaction. Therefore, 0.05 
N sodium tetraborate solution was used to prepare the 
glutathione solution.

0.025 g of the test glutathione sample was placed in 
a volumetric flask, 10 ml of a 0.05N sodium tetraborate 
solution was poured into 25 ml of a volume, stirred until 
the substance was completely dissolved, and the solution 
was brought to the mark with the same solvent, and mixed.

https://doi.org/10.19163/2307-9266-2017-5-1-49-63


Фармация и фармакология Т. 6 № 3, 2018

236

Фармацевтическая и токсикологическая химия
Pharmaceutical and toxicological chemistry 

2 ml of the prepared glutathione solution was placed 
in a 25 ml volumetric flask, 2 ml of a 0.1% solution of 
4-methoxy-2-nitrophenyl isothiocyanate was added and 
agitated. The resulting solution was brought to the mark 
with ethanol, stirred and heated in an oven at the tem-
perature of 80°C for 30 minutes. After the time was over, 
the solution was cooled down to the room temperature 
and chromatographed under the above conditions.

RESULTS AND DISCUSSION. In the course of 

the described experiment, chromatograms of glulathione 
derivative with 4-methoxy-2-nitrophenyl isothiocyanate 
were obtained.

The 4-methoxy-2-nitrophenyl-isothiocyanate 
reagent is characterized by the presence of a single 
peak with the retention time of 33.97 minutes. The 
UV spectrum of 4-methoxy-2-nitrophenyl isothiocy-
anate is observed at the wavelength at λmax = 410 nm 
(Fig. 1).

Fig. 1 – Chromatogram and UV spectrum of 4-methoxy-2-nitrophenyl isothiocyanate

In the derivatization of glutathione, a derivative is 
found with the retention time of 22.3 min (Fig. 2). The 

chromatogram of the glutathione derivative also shows a 
peak of the free reagent.

Fig. 2 – Chromatogram of glutathione derivative with 4-methoxy-2-nitrophenyl-rhodinide

Figure 3 shows the UV spectrum of the glu-
tathione derivative with 4-methoxy-2-nitrophe-

nyl-rhodanide, which had an absorption maximum at  
λmax = 398 nm.
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Fig. 3 – UV-spectrum of glutathione derivate with 4-methoxy-2-nitrophenyl-rhodinide

Calculations of the suitability parameters of the used chromatographic system are given in Table 2.

Table 2 – Parameters of chromatographic system suitability for determination of glutathione derivative

tR N Rs Tf Wb

Derivate 22.318 186447 2.75 0.724 0.1242

tR – absoluteretentiontime, N – numberoftheoreticalplates, Rs – peak separation coefficient, Tf – asymmetry coefficient, Wb – 
peak width at baseline
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The results of calculating the suitability criteria list-
ed in Table 2 (N> 5000, Rs> 1.5, Tf<2) fit into the recom-
mended suitability parameters of the EF [25]. Thus, the 
present chromatographic system can be recognized as ac-
ceptable for the determination of glutathione derivatives.

To assess the possibility of using this method for 
the quantitative determination of glutathione, a direct 
relationship was established between the concentration 
of glutathione derivative and the analytical signal (peak 
area). To do this, a series of 6 calibration solutions of glu-
tathione derivatives were prepared in the concentration 
range of 0.01–0.08%. The resulting calibration solutions 
were chromatographed under the conditions given above. 
Based on the results of chromatography, a calibration 
graph was constructed for the dependence of the concen-
tration of glutathione derivative on the peak area (Fig. 4).

The detectable minimum for determination of gluta-
thione derivative equals to 0.01%.

In the indicated range of concentrations, the calibra-
tion dependence was rectilinear. The regression equation 
looked like this:

y = 8571.8x – 3.3753

The correlation coefficient was 0.9998 which indi-
cates the presence of a linear relationship between the 
peak area and the glutathione derivative content.

Biologically active peptides including glutathione 
are a fairly complex object for analysis, since they cannot 
absorb the light. Therefore, the complexity of recording 
glutathione during the most important in the pharmaceu-
tical analysis of the UV spectrophotometric method is 
due to the fact that it does not have chromophores. 

However, high-performance liquid chromatography 
with diode-matrix detection makes it possible to analyze 
glutathione due to its preliminary derivatization with the 
acquisition of the chromophore label before direct sep-
aration on the column. Several methods have been de-
veloped for the derivatization of glutathione, where a 
number of conventional reagents are used as derivatizing 
agents, for example 2,4-dinitrochlorobenzene, 5,5’-dith-
iobis-2-nitrobenzoic acid, o-phthalaldehyde, Ellman’s 
reagent. We first proposed a procedure for the derivatiza-
tion of glutathione with 4-methoxy-2phenyl-rhodanide 
followed by chromatographic separation using liquid 
chromotorphy. Among the merits of this technique in 
comparison with those described in the literature there 
are the following ones:

 z only one derivate is produced; 
 z a derivate and a derivative agent are well-separated 

in a chromatogram; 
 z a derivate and a derivative agent have clearly distin-

guishable absorption bands;
 z reaction of derivatization goes fast enough; 
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 z the product is stable;
 z the reaction is sensitive; 
 z there is a straight-line correlation between the ana-

lytical signal and the concentration of the sample.
The the above mentioned advantages allow us to 

recommend the derivatization of glutathione with 4-me-
thoxy-2 phenyl-thiocyanate for the identification and 
quantitative estimation of glutathione in the framework 
of development of pharmaceutical compositions and bio-
pharmaceutical studies.

Fig. 4 – A calibration graph of dependence of the peak area on the concentration of glutathione derivate 

CONCLUSION. In the course of the research, a 
methodology for the determination of glutathione has 
been developed with the use of pre-columnar derivat-
ization of 4-methoxy-2-nitrophenyl-isothiocyanate by 
RP HPLC. In this case, the derivative is formed with 
the retention time of 22.3 minutes and the absorption 

maximum of 398 nm. This method also allows estimat-
ing the quantitative content of the object under study. 
The sensitivity of the determination was 0.01%. The 
linear relationship between the analytical signal (peak 
area) and the concentration was observed in the range 
of 0.01–0.08%.
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