Toxikologie prirodnich Iatek cviceni ¢. 1

Izolace a identifikace nikotinu v droze Nicotianae folium,
Nicotiana tabacum, Solanaceae

Uvod: Nikotin je olejovitd prchava latka, v pfirodni formé levotocivd, postupné Zloutne a hnédne.
NIKOTIN JE POTENTNIM JEDEM PRO VETSINU ZIVOCICHU. Akutni toxicky efekt je podminén interakci
s nikotinovymi cholinergnimi receptory v perifernim i centrdlnim nervovém systému, pfi¢emz
periferni efekt je dominantni. V organismu se velmi rychle vstifebdva a rychle metabolizuje v jatrech
a vyluéovan ledvinami, vyznamnd presystémova eliminace, ¢astec¢né je vyluCovdn i materskym
mlékem.

1 mg/kg, tj. cca 40 - 60 mg koncentrovaného extraktu je smrtelné pro primérného dospélého
Clovéka, pro dité 10 mg. Tato davka je zapsana ve vSech dostupnych databazich, je vSak mozné, Ze se
jedna o omyl tradovany z 19. stoleti véhlasnou védeckou kapacitou. Dle kazuistickych sdéleni u
intoxikaci, se predpoklada davka asi 10x vy$si, cca 12 mg/kg. Nicméné akceptujeme hodnotu
pGvodné publikovanou v odborné literature.

Davky kolem 1-4 mg u dospélého zpUsobi zanéty sliznice dutiny Ustni, paleni v hrdle, slinéni, pocity
horka zacinajici v zaludku a sifici se do hrudi a hlavy, nevolnost, bolest hlavy a zavraté. Zornicky
mohou byt zuZené i dilatované. Vyssi davky zplsobuji nejasné vidéni, poruchy sluchu, ztuhlost,
bledost tvare, nervozitu, suchost v Ustech, vyrazné pocity slabosti koncetin., prajmy, zvraceni,
svalovy tfes, rychly nepravidelny a namahavy dech. Letalni davky (40-60 mg) zplsobi béhem nékolika
minut vytvoreni nahnédlé pény v nose a Ustech, poleptani sliznic, cirkula¢ni kolaps, tonicko-klonické
krece. Frekvence dechu je zpocatku zvysenad, pozdéji slaba s pfiznaky duseni. Smrt nastava respiracni
paralyzou a zastavou srdce. Avsak tato ddvka rozlozend do celého dne je u chronickych kufakd
béZna. 1 cigareta obsahuje 10-15 mg.Nikotin zpUsobuje skeletdrni malformace a rozstépy patra
podobné jako anagyrin.

LD 50 50 mg/kg potkan p.o., nékde davky vyssi az 190 mg/kg, 3mg/kg i.v.

nikotin
Nikotin se pouZziva jako insekticid, proti savym a Zravym sk{dctm na rostlinach.

Postup extrakce:

0,5 g nikotinovych list zalijeme 10 ml methanolu, nechdme 15 minut na ultrazvukové lazni
extrahovat. Poté zfiltrujeme pres 1 g bezvodého siranu sodného a na vakuové odparce pfi teploté
lazné do 30 °C zahustime pfiblizné na 2,0 ml.
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Chromatograficky dlikaz pfitomnosti nikotinu na TLC:

Na tenky prouzek silufolu s indikdtorem pro UV, (10 cm x 4 cm) naneseme oddélené ciry roztok
izolovaného nikotinu rozpusténého v methanolu a roztok standardu nikotinu, vysusime a vloZime do
mobilni fazi vysycené chromatografické kyvety a nechame vyvijet po draze 8 cm. Poté vysusime
fénem, provedeme detekci pod UV lampou pfi vinové délce 254 nm.

Dale pouZijeme detekéni Cinidlo ¢. 1, zaznamename zménu zbarveni a detekujeme detekénim
¢inidlem €. 2. Zahrejeme (nejlépe na vafrici) a vyckame do objeveni se barevnych zmén.

Mobilni faze: toluen-ethylacetat-diethylamin, 70:20:10

Detek¢ni €inidlo €. 1: ziedéné Dragendorfovo cinidlo (2 ml Dragendorfova Cinidla + 2 ml konc.
kyseliny octové+ 10 ml voda), (uz pripravené ziedéné)

Detekéni Cinidlo €. 2: 5% vodny roztok dusitanu sodného

Vyhodnoceni: Vypocitdme Rf hodnotu barevnych skvrn na drdze vzorku a standardu. Srovndame
s Atlasem TLC, str. 86

Biologicky test:
1)Test akutni toxicity na Zabronozkach Artemia salina, Artemiidae

Artemia salina je slanovodni korys, ktery se pouZiva k testovani akutni toxicity. ZkouSkou se hodnoti
pocet uhynulych nauplii v rGznych testovacich roztocich.

Provedeni: Do ctyr Petriho misek rozdélime Zabronozky cca po 5 jedincich a pfiddme 0,5 ml roztoku
s testovanou koncentraci nikotinu, 4,5 ml morské vody. Ctvrta miska je referenéni bez nikotinu jen
s 5 ml mofské vody. Odecet po 30 minutach, a pak 24-48 hodinach.

Testované koncentrace nikotinu: roztok ¢. 1 1 % vodny roztok nikotinu
roztok ¢. 2 0,2% vodny roztok nikotinu
roztok ¢. 3 0,1% vodny roztok nikotinu

Vypocitame procentudlini mortalitu: %mortalita = pocet uhynulych/celkovy pocet nauplii x 100
2)Test na octomilkach, Drosophila melanogaster, Drosophilidae

Pfipravime roztok nikotinu s vodou a pomoci rozprasovace aplikujeme pfes gazu cca 0,5 ml emulze
do ldhve s octomilkami, do referencni nadoby aplikujeme vodu. Sledujeme zmény Zivotaschopnosti
octomilek.

Pfipadné emulzi aplikujeme na rostlinu napadenou savym hmyzem, referencni rostlina je postfikana
roztokem bez nikotinu. Sledovani efektu v delSim ¢asovém horizontu

3)Kontaktni test na rostlinnych parazitech — ¢ervci (Pseudococcidae)

Na infikovany list (nejlépe k Zivému organismu) nechame skdpnout cca 1o ul 1% roztoku nikotinu.
Sledujeme efekt nikotinu na hmyz (pod mikroskopem).
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4)Kotininovy test: jednorazovy test pro kvalitativni detekci kotininu v lidskych slindch. Jednd se o
jednorazovy pratokovy chromatograficky imunologicky test, ktery slouZzi ke zjisténi pritomnosti
kotininu v lidskych slinach.

Otazky:

Co je to nikotin?

Jakym zpUsobem se z drogy izoluje a jaké jsou jeho organoleptické vlastnosti?
Jaka je biologicka aktivita nikotinu, mechanismus ucinku, toxicita?

Artemia salina — ZabronoZzka slaniskova
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