Srdan Nikolovski

Ispitivanje antidotnog
dejstva tanina pri trovanju
alkaloidima

Ispitivana je sposobnost taninske kiseline na vezi-
vanje kinina, radi mogucnosti upotrebe u terapiji
trovanja. Propustanjem razli¢itih koncentracija ki-
nina kroz kolonu aktiviranog Sephadex-a za koji je
prethodno vezan rastvor taninske kiseline kao ko-
mercijalne forme tanina ispitivana je koncentracija
tih rastvora pre i nakon propustanja kroz kolonu.
Koncentracije kinina su merene spektrofotometri-
Jjski. Rezultati su pokazali da se koncentracija
kinina smanjuje nakon propustanja kroz kolonu
taninske kiseline vezane za aktivirani Sephadex. Ra-
zlika izmedu koncentracija je statisticki znacajna,
Sto otvara mogucnost upotrebe taninske kiseline kao
antidota pri trovanju alkaloidima

Uvod

Tanini su biljni polifenoli koji vezuju i precipi-
tiraju. Sadrze velike koli¢ine polifenolnih kompo-
nenti koje imaju dovoljno hidroksilnih i drugih
odgovarajucih grupa (npr. karboksilnih ili fenolnih)
kako bi izgradili snazne komplekse sa proteinima i
drugim makromolekulima. Molekulska masa tanina
krece se od 500 do preko 3000 daltona (Florkin
1962). Inkompatibilni su sa alkalijama, Zelatinom,
oksidima teskih metala, gvoZdem, kre¢cnom vodom,
solima metala, cink-sulfatom, pa i sa nekim polisa-
haridima i proteinima jer ih precipitiraju. Tanina ima
u ¢aju, vinu, mnogim vrstama voca i mnogim dru-
gim vrstama viSih i niZih biljaka. Tanini mogu imati
veliki uticaj na nutritivnu vrednost hranljivih sastoja-
ka kojima se hrane ljudi, ali i Zivotinje. Takode, ova
jedinjenja pokazuju i izvesno antibakterijsko, antivi-
rusno i antiparazitarno dejstvo. Taninska (galota-
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ninska) kiselina (Acidum tannicum) — C76H52046 je
kompleksan organski molekul. Ima slabu kiselost
(pKa je oko 10), a moZe se naci u biljkama kao Sto
su hrast, orah i mahagoni i to najviSe u semenju, ko-
ri i SiSarci. Do sada je otkriveno da je najviSe zastu-
pljena u kori kalifornijske sekvoje. Taninska kiselina
taloZi proteine, ima ulogu adsorbensa, a u izvesnoj
meri deluje i kao hemostatik. U kontaktu sa koZzom i
sluznicama stvara na povrSini tanak sloj nerastvor-
ljivih denaturisanih proteina koji sprecava resorpciju
toksi¢nih materija i Stiti sluznicu creva od daljeg
oStecenja. Pored toga, taninska kiselina denaturiSe
enterotoksine, proteine i benzil benzoat, adsorbuje
soli teskih metala i ublazava opekotine. Supstan-
cama u kojima se nalazi daje gorak ukus. Najcesce
se javlja u formi ¢vrstog agregatnog stanja u vidu
zutog do praha svetle braon boje. Veoma je rastvo-
rljiva u vodi i etanolu. Jako je oksidaciono sredstvo.
Sa metalima gradi soli tanate (Hagerman 2002).

Slika 1. Molekularna struktura taninske kiseline

Figure 1. Molecular structure of tannic acid
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Kinin — C0H24N202 je kristalni alkaloid izolo-
van iz Chinona drveta. To je snazana miorelaksant,
antipiretik, antimalarik i analgetik. Takode, ima
1 antiinflamatorno dejstvo. Stereoizomer je kinidina.
Prvi put je koriscen u terapiji malarije, delujuci pro-
tiv Plasmodium falciparum. U leCenju se najcesce
koriste soli kinina. Kinin se koristi i u proizvodnji
bezalkoholnih napitaka, ali i u hemijskim fabrikama.

Zbog raznovrsnih hemijskih grupa i ve¢em broju
osobina koji su karakteristicne za alkaloide kinin je
iskori$cen kao “standardni alkaloid”

Cilj ovog rada je utvrdivanje stepena antidotnog
dejstva taninske kiseline na koncentraciju kinina

Slika 2. Molekulska struktura kinina

Figure 2. Molecular structure of quinine

Materijal i metode

Radi ispitivanja medusobnog dejstva tanina
i alkaloida uspostavljena nje nova eksperimentalna
postavka koja se zasniva na principima afinitetne
hromatografije. U samom eksperimentu koriScena je
taninska kiselina i kinin kao tipi¢ni predstavnik al-
kaloida. Princip ove metode ispitivanja se zasniva na
vezivanju kinina za molekule taninske kiseline koji
su prethodno vezani za kolonu Sephadex-a.

KoriSéeno je Sest razlicitih koncentracija rastvo-
ra kinina: 5, 10, 25, 50, 100 i 200 mg/L. Kako bi se
ispunili uslovi sli¢ni onima koji vladaju u Zelucu
coveka, kao rastvara¢ u rastvorima kinina kori§cena
je hlorovodonicna kiselina (0.01 M, pH 2). Taninska
kiselina je rastvorena u karbonatnom puferu (0.2 M,
pH 8.6) tako da koncentracija tog rastvora bude 100
g/L. Potom je rastvor taninske kiseline vezan za
kolonu Sephadex-a. Koris$¢en je rastvor CNBr-
-Sephadex-a 4B u fosfatnom puferu (0.1 M, pH 7.4).
U pripremljeni Sephadex dodato je 5 mL rastvora
taninske kiseline. Nakon 24 casa odliven je super-
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natant nevezanih molekula taninske kiseline za kolo-
nu Sephadex-a. Tada je kroz kolonu propustano po 3
mL redom od svake koncentracije kinina, s tim da je
izmedu propustanja kinina kroz Sephadex kolona
ispirana prvo 1 M rastvorom natrijum-hlorida u fos-
fatnom puferu (0.1 M, pH 7.4) radi uklanjanja suvi-
$nih nevezanih molekula, a potom Cistim fosfatnim
puferom. Propusteni rastvori kinina su hvatani
u frakcije.

Druga faza je predstavljala spektrofotometrijsko
merenje frakcija svake od Sest propustenih koncen-
tracija kinina kroz kolonu, kao i rastvora kinina istih
koncentracija koji nisu propustni kroz kolonu Sepha-
dex-a. Spektrofotometrijska merenja su radena na
talasnoj duzini od 250 nm.

Rezultati 1 diskusija

Spektrofotometrijskim merenjem odredivana je
apsorbanca na 330 nm rastvora kinina razli¢itih
koncentracija. Dobijene su koncentracije rastvora
kinina pre i nakon propustanja kroz kolonu Sepha-
dex-a. Uporedivane su apsorbance rastvora kinina
istih koncentracija pre i nakon propustanja kroz
kolonu.

Tabela 1. Apsorbanca razli¢itih koncentracija
rastvora kinina pre i nakon propustanja kroz
kolonu Sephadex-a

Koncen- Apsorbanca rastvora kinina

tracija

kinina pre nakon

(mg/L) propustanja propustanja

5 0.424 0.345

10 0.827 0.636

25 2.046 1512

50 0.805 0.654

100 1.610 1.250
2975 2.231

Iz rezultata se vidi da su apsorbance rastvora ki-
nina opale nakon propustanja kroz kolonu Sepha-
dex-a za koju je bio vezan rastvor taninske kiseline.
To istovremeno ukazuje i na pad koncentracije kini-
na nakon propustanja kroz kolonu u proseku za
22.3%. Suprotno oc¢ekivanjima, nije definisana za-
visnost propustene koli¢ine kinina od primenjene.
Za ovu pojavu nije nadjeno adekvatno objaSnjenje.
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Sa grafika se uocava da je koli¢ina kinina koja je
apsorbovana na kolonu pri koncentraciji od 50 mg/L
priblizno jednaka koli¢ini koja je apsorbovana pri
koncentraciji od 10 mg/L

Kako je pri svim koncentracijama doSlo dove-
zivanja kinina moZe se zakljuciti da nije probijen
kapacitet kolone, kao i da srazmerno male koli¢ine
taninske kiseline mogu da apsorbuju vece koncen-
tracije kinina.

Zakljucak

Kao §to dobijeni rezultati pokazuju, koncentra-
cija kinina u rastvoru opada pri interakciji sa tanin-
skom kiselinom. Ovaj podatak moZe znaciti da
tanini imaju odredena antidotna svojstva pri trovanju
alkaloidima. U daljim istraZivanjima je poZeljno
odrediti maksimalnu koncentraciju kinina na koju ée
tanini delovati §to bi i bila jedna od smernica za da-
lja ispitivanja.
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Slika 3.

Apsorbanca razli¢itih koncentracija
rastvora kinina pre i nakon
propustanja kroz kolonu
Sephadex-a

Figure 3.

Absorbance of different
concentrations of the quinine
solution before and after aplying
to the Sephadex column

pre propustanja
XYY nakon propustanja

Srdan Nikolovski

Influence of Tannins as Antidotes on
Alkaloid Intoxication

The aim of this project was testing influence of
tannic acid as an antidote on quinine concentration.
Different concentrations of quinine solution have
been applied to Sephadex columns with bind tannic
acid solution. Tannic acid has been used as the rep-
resentative of tannins as a commercial form of tan-
nins. After the application, concentrations of quinine
solutions were measured by spectrophotometric
method. Results show quinine concentrations fell af-
ter application on Sephadex columns with a solution
of tannic acid. This difference shows that tannins
can be used as an antidote for intoxication by alka-

loids. o
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