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STRESZCZENIE

Wstep: W poprzedniej pracy potwierdziliSmy obecno$¢
zanieczyszczen mikrobiologicznych, nieorganicznych i orga-
nicznych w domowych przetworach stomy makowej —
»kompocie”. Zanieczyszczenia te moga wptywac na jego
toksycznos¢, brak jednak odpowiednich badan ekspery-
mentalnych. Autorzy postanowili opracowaé metode
oczyszczania ,,kompotu” oraz wyznaczy¢ i porownac dawke
LD;, dla jego postaci oczyszczonej, nieoczyszczonej i stan-
dardowego roztworu morfiny. Materiat i metody: Materiat
badawczy stanowily wyciagi ze stomy makowej dostarczone
przez organy Scigania. Stezenia opiatow w ,,kompocie” nie-
0Czyszczonym 0znaczono za pomoca wysokosprawnej
chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas
(HPLC-MS). 1000 ml zabezpieczonego ,,kompotu” zostato
oczyszczone z balastu roslinnego i innych zanieczyszczen.
LDjs, wyznaczono metoda Litchfielda-Wilcoxona w odnie-
sieniu do morfiny. W do$wiadczeniu wykorzystano 36 sam-
cOw szczurébw Sprague-Dawley, w wieku 3 miesiecy, o masie
ciata 200-250 g. Zwierzetom podano jednorazowo droga
dootrzewnowa odpowiednie wyciagi w trzech zr6znicowa-
nych dawkach. Wyniki: Obliczone dawki LDy, ostrej
toksycznosSci dootrzewnowej wyniosty: dla wyciggu nie-
oczyszczonego — 83,8 mg/kg m.c; dla wyciagu oczyszczo-
nego - 51,9; dla roztworu chlorowodorku morfiny - 61,1.
Whnioski: Najnizsza warto$¢ LDs, dla ,,kompotu” oczysz-
czonego Swiadczy o jego wigkszej toksycznosci ostrej wzgle-
dem ,,kompotu” nieoczyszczonego i roztworu morfiny.
Opracowana metoda oczyszczania ,,kompotu” pozwala na
redukcje zanieczyszczen, dlatego moze by¢ stosowana
w badaniach doswiadczalnych obu postaci narkotyku.

Stowa kluczowe: ,,polska heroina”, toksycznos¢ ostra,
zanieczyszczenia, szczur

ABSTRACT

Introduction: In the previous paper we confirmed the
presence of microbiological, inorganic and organic pollu-
tants in home-made preserves of the poppy straw extracts
- “compote”. These pollutants may influence its toxicity,
however, are lacking of proper experimental studies. The
authors have decided to develop the method of “compote”
treatment and to determine and to compare LDs, dose for
its treated form, raw form and standard morphine solution.
Materials and methods: The research material was poppy
straw extracts delivered by law enforcement authorities.
Concentration of opiates in raw “compote” was deter-
mined using the high-performance liquid chromatography
coupled with mass spectrometry (HPLC-MS). Secured
“compote” (1000 ml) was cleaned from plant“s ballast
and other contaminations. LDs, was determined according
to Litchfield-Wilcoxon method with reference to morphine.
In the research thirty six 3-months-old, 200-250 g, male
Sprague-Dawley rats were used. The animals were injected
intraperitoneally once with appropriate extracts in three
diversified doses. Results: Calculated LDjs, doses of acute
intraperitoneal toxicity were: for the raw extract — 83.8
mg/kg body weight; for treated extract — 51.9; for morphine
hydrochloride’ solution — 61.1. Conclusions: The lowest
value of LDj, for treated “compote” is attesting of its acute
toxicity in comparison to the raw “compote” and mor-
phine solution. The developed method of treating the
“compote” allows for the reduction of pollutants, so it
may be applied in the experimental research of both forms
of drugs.

Key words: “Polish heroin”, acute toxicity, impurities,
rat
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WSTEP

W kazdym przypadku naduzywania substancji
psychoaktywnej powinno dazy¢ si¢ do ustalenia jej
petnej charakterystyki farmakologiczno-toksykolo-
gicznej. Jednym z elementéw takiej oceny jest okre-
$lenie podstawowego wskaznika toksycznosci ostrej,
tzw. medialnej dawki $miertelnej (ang. median lethal
dose, LDysy), tzn. obliczonej pojedynczej ilosci sub-
stancji, ktora powoduje $mier¢ 50% badanych zwie-
rzat doswiadczalnych, wyrazonej w postaci masy sub-
stancji badanej przypadajacej na jednostke masy
badanego zwierzecia (najczesciej w mg/kg).

Narkotykiem opiatowym charakterystycznym dla
obszaru Europy Srodkowej i Wschodniej, cieszacym
sie mniejsza niz dawniej popularnoscia, ale nadal
obecnym na krajowym rynku narkotykowym, jest
»kompot” nazywany réwniez ,,polska heroing”
(domowe przetwory stomy makowej) [1]. Co zaska-
kujace, pomimo diugiej obecnosci na rynku, narko-
tyk ten do tej pory nie zostat dostatecznie scharak-
teryzowany.

W naszej poprzedniej pracy, w ,.kompocie”
potwierdziliSmy obecnos¢ zanieczyszczen mikrobio-
logicznych, nieorganicznych i organicznych, tj. droz-
dzakéw Candida, zanieczyszczen metalicznych,
pestycydow oraz zanieczyszczen lotnych [2]. Zanie-
czyszczenia te moga wplywac na toksycznos¢ ostra
»kompotu”, dlatego tez, wobec braku danych ekspe-
rymentalnych na ten temat, postanowiliSmy najpierw
opracowa¢ metode oczyszczania ,,kompotu”, a na-
stepnie wyznaczy¢ i poréwnac ze soba LDs, dla
»kompotu” oczyszczonego, nieoczyszczonego i stan-
dardowego roztworu morfiny.

MATERIAL | METODY

Analiza ,,kompotu” nieoczyszczonego

W badaniach wykorzystano domowe wyciagi ze
stomy makowej (81 dowodoéw rzeczowych), zebrane
i polaczone w jedna ,,usSredniona probe kompotu”
o objetosci 2000 ml. Materiat ten byt dostarczany
do Katedry i Zaktadu Medycyny Sadowej i Toksyko-
logii Sadowo-Lekarskiej w Katowicach przez organy
Scigania, w zwigzku ze wszczeciem spraw karnych
0 naruszenie przepisbw obowiazujacej ustawy o prze-
ciwdziataniu narkomanii.

Stezenia opiatéw w ,,kompocie” nieoczyszczonym
oznaczono wysoce czulg i selektywna metoda wyso-
kosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej
z detekcja mas (HPLC-MS). Parametry kolumny oraz
przedkolumny chromatograficznej prezentuje tabela
I. Zastosowano system gradientowego przeptywu fazy

ciektej. Fazy ruchome oraz ich udziat procentowy
przedstawiono w tabeli II. Detekcje badanego zwigzku
przeprowadzono za pomocg spektrometru masowego
z putapka jonowa w opcji jonizacji w polu elektrycz-
nym - elektrosprej (ESI). Warunki pracy elektrospreju
zawiera tabela III. Parametry walidacyjne dla alkaloi-
dow ,,kompotu” i klomipraminy, ktéra byta substan-
Cja wzorcowa, zaprezentowano w tabeli IV,

Tab. I. Parametry kolumny oraz przedkolumny chromatogra-

ficznej
Tab. I. Parameters of the chromatographic column and pre-
column
Parametry Kolumna Przedkolumna
Nazwa Hypersil Hypersil
Wypetnienie BDS C-18 BDS C-18
Dtugos¢ 150 mm 20 mm
Srednica wewnetrzna 2,1 mm 2 mm
Srednica ziaren wypetnienia 5pum 5pum

Tab. Il. Udziat procentowy faz ruchomych w trakcie trwania
analizy
Tab. II. The percentage of mobile phases during analysis

Faza A — mréwczan amonu 0,05 mol/I

Faza B — 90% acetonitrylu + 10% fazy A

Predkos¢ przeptywu — 0,3 ml/min

Czas [min] Faza A [%] Faza B [%]
95
95 5
30 30 70
32 30 70
40 95 5
Tab. lll. Warunki pracy elektrospreju
Tab. lll. Working conditions of the electrospray
Przeptyw azotu — gazu nosnego/jonizujgcego | 60 p.s.i.
Gaz pomocniczy 0.0 p.s.i.
Napiecie igly rozpylacza 4,50 kV
Temperatura kapilary 200° C
Napiecie kapilary 10,5V
Napiecie fragmentatora 30V
Zakres analizowanych mas 100-700 m/z
Tryb jonizacji dodatnia
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Tab. IV. Parametry walidacyjne dla alkaloidow ,kompotu” i klomipraminy
Tab. IV. Validation parameters for alkaloids of the “compote” and clomipramine

Kryterium
Fsenabiotk Iirﬁg\l/(vrc?ésoi LoQ | LoD Frecyzla Bias/ Odzysk RSD
Mo/l Mo/l | M | powtarzainosé | odtwarzainog¢ | doktadnosé
Morfina 0,1-2 0,1 0,02 3,36-12,28% | 5,45-10,85% | —3,45-9,78% | 72,15+9,26% | 4,34-10,12%
6-MAM 0,1-2 0,1 0,02 3,78-10,15% | 5,65-12,20% | 3,60-12,20% |74,46+10,18%| 3,88-9,65%
Kodeina 0,1-2 0,1 0,01 1,25-5,60% 2,39-7,15% -2,15-7,80% | 93,33+x5,45% | 3,15-10,18%
Papaweryna 0,1-2 0,1 0,01 1,15-2,2 2,2-3,78 -1,17-4,3 86,25+25 3,42-9,9
Noskapina 0,1-2 0,1 0,01 1,13-2,6 1,34-2,1 -0,6-9,12 91,77 £3,1 2,8-9,78
Narceina 0,1-2 0,1 0,01 0,96-2,1 0,98-2,5 2,7-9,18 91,7+3,46 3,5-7,78
Tebaina 0,1-2 0,1 0,01 1,45-4,26% 2,15-5,25% 1,55-11,08% | 91,78+555% | 2,12-4,48%
Klomipramina | 0,5-10 0,5 0,01 1,15-4,48% 2,33-6,17% | =3,10- 10,7% | 95,06 = 8,93% | 6,58-13,63%

Procedura oczyszczania ,kompotu”

1000 ml zabezpieczonego ,, kompotu” zostato
oczyszczone z balastu roslinnego oraz zanieczyszczen
organicznych i nieorganicznych, w tym poproduk-
cyjnych. Proces dalszego oczyszczania prowadzono
w dwoch etapach:

I - za pomocg kolumnowej chromatografii cieczo-
wej, wykorzystujac tlenek glinu i Silica gel jako faze
stalg oraz mieszaning metanolu i wody, w propor-
cjach od 9:1 do 1:9, jako faze ciekta;

II - z wykorzystaniem metody ekstrakcji na fazie
statej (ang. solid phase extraction — SPE), przy uzyciu
aparatu proézniowego firmy J.T. Baker (USA) z pom-
pka wodng. Zastosowano kolumny Bond Elut Certify
(USA), ktorych wypetnienie sktadato sie z niepolar-
nego C-8 oraz silnego wymieniacza kationowego
(SCX). Przy zastosowaniu tego rodzaju wypetnienia
analizaty s3 silnie absorbowane poprzez kombinacje
dwoch mechanizméw oddziatywania: kulombow-
skiego i hydrofobowego, co pozwolito w wydajniejszy
sposOb pozby¢ sie zanieczyszczen. Stezenia opiatow
W czasie procesu oczyszczania wyciggu ze stomy
makowej byty na biezagco monitorowane, w celu
sprawdzenia ich ilosci, za pomocg HPLC-MS. Aby
umozliwi¢ poréwnanie obu postaci narkotyku
w kontekscie wptywu zanieczyszczen, ,,kompot”
oczyszczony byt zatezany az do momentu uzyskania
takich stezen gtéwnych substancji psychoaktywnych,
jak w ,,kompocie” nieoczyszczonym.

Zanieczyszczenia ,kompotu” identyfikowano
i analizowano ilosciowo wedtug metodyki przedsta-
wionej w naszej poprzedniej pracy [1].

Wyznaczanie dawki LD,

Do doswiadczenia wykorzystane zostaly samce
szczurOw szczepu Sprague-Dawley (SPD), w wieku
3 miesiecy, o masie ciata 200-250 g. Zwierzeta

pochodzily z Centralnej Zwierzgtarni Doswiadczalnej
Slaskiej Akademii Medycznej w Katowicach (CZD
SAM), gdzie przeprowadzono eksperyment. Zwierze-
ta przebywaly w pomieszczeniach, w ktorych przez
caty czas zachowane byly nastepujace warunki:

— temperatura 20-22° C;

- wzgledna wilgotnos$¢ powietrza 50-60%;

— wymiana powietrza 12 razy/godz.;

— $wiatto sztuczne 150-200 lux;

- rytm Swietlny regulowany 12/12 godz.

Zwierzeta karmiono pasza granulowang ,,Muri-
gram”. Szczury miaty wolny dostep do wody pitne;j.
W czasie doSwiadczenia zwierzeta przebywaty w klat-
kach hodowlanych po 6-10 sztuk. Badania przepro-
wadzono po uzyskaniu zgody lokalnej Komisji Etycz-
nej do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach.

LDy, wyznaczono dla dwoch wersji przygotowa-
nych wyciaggéw ze stomy makowej — nieoczyszczo-
nego i oczyszczonego oraz dla czystego roztworu
chlorowodorku morfiny metoda Litchfielda i Wilco-
xona, w modyfikacji Sokala [3, 4]. Przygotowany dla
potrzeb eksperymentu roztwoér wzorcowy morfiny
zawieral 8,56 mg chlorowodorku morfiny w 1 ml
soli fizjologicznej. Badania wykonano na 36 szczu-
rach, przy czym 4 zwierzeta stanowity grupe kontro-
Ina. Odpowiednie wyciagi, a w grupie kontrolnej sél
tizjologiczna, podano jednorazowo droga dootrzew-
nowa w 3 zr6znicowanych dawkach, w odniesieniu
do morfiny (tab. V). Droga dootrzewnowa byta sto-
sowana ze wzgledu na bardzo podobne wchianianie,
jak przy podaniu dozylnym, ktore jest najczestszym
sposobem przyjmowania ,kompotu” przez narko-
mano6w. Stosunkowo gesta konsystencja ,,kompotu”
i maty kaliber naczyn zylnych szczuréw sprzyjaja
powiktaniom zakrzepowym, ktére moglyby zaktocic
przebieg doSwiadczenia, dlatego tez zdecydowano sie
na droge dootrzewnowg. Mierzono liczbe szczurow,
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ktore zmarty w ciggu 48 godzin. Zwierzeta, ktore
przezyly, bylty dekapitowane i poddawane sekcji
zwtok.

Tab. V. Dawki ,kompotu” i roztworu morfiny zastosowane w do-
Swiadczeniu zwierzecym

Tab. V. Doses of the “compote” and morphine solution used in
the animal experiment

Substancja Dawka [mg/kg m.c.]

,Kompot” nieoczyszczony 35; 70; 105
,Kompot” oczyszczony 25; 50; 75
Chlorowodorek morfiny 30; 60; 90

WYNIKI

Metoda HPLC-MS umozliwita oznaczenie narko-
tycznych zwiazkoéw organicznych w ,.kompocie” nie-
oczyszczonym, a takze monitorowanie ich stezenia
podczas procesu zatezania ,,kompotu” oczyszczone-
go. Wyniki analizy iloSciowej ,,usrednionej proby
kompotu” przedstawiono w tabeli VI.

Tab. VI. Wyniki analizy ilosciowej gtéwnych zwigzkdéw organicz-
nych w ,kompocie” nieoczyszczonym

Tab. VI. Results of quantitative analysis of the main organic com-
pounds in the raw “compote”

Substancja Stezenie [mg/mi]
Morfina 8,56
6-monoacetylomorfina 2,73
Kodeina 1,25
Papaweryna 0,23
Noskapina 0,30
Narceina 1,69
Tebaina 0,07

Opracowany schemat oczyszczania wyciggu ze sto-
my makowej pozwolit na uzyskanie klarownego, jas-
nozottego ptynu o znacznie zredukowanej ilosci
zanieczyszczen. W petni wyeliminowano pestycydy,
WWA (za wyjatkiem benzo(a)pirenu w ilociach $la-
dowych) i rozpuszczalniki organiczne (za wyjatkiem
metanolu w ilosciach §ladowych). Wyniki oznaczen
metali przed i po oczyszczeniu przedstawiono w tabe-
li VII.

Wyznaczona dla szczuréw szczepu SPD medialna
dawka $miertelna toksycznosci ostrej dootrzewnowej
(LDsy) dla poszczegdlnych rodzajow wyciagbw wynio-
sta:

- dla wyciagu nieoczyszczonego — 83,8 mg/kg m.c.,
przy przedziale ufnosci <66,9+104,8> z prawdo-
podobienstwem o= 0,05;

— dla wyciagu oczyszczonego — 51,9 mg/kg m.c., przy
przedziale ufnosci <40,17+64,45> z prawdopodo-
bienstwem a=0,05;

- dla wzorcowego roztworu chlorowodorku morfiny
- 61,1 mg/kg m.c., przy przedziale ufnosci <48,88+
76,38> z prawdopodobienstwem a=0,05.

DYSKUSJA

»Kompot” jest mieszaning substancji psycho-
aktywnych: morfiny, kodeiny, 6-monoacetylomorfiny
(6-MAM), noskapiny, narceiny, papaweryny, tebainy
i innych [5]. Sktad jakoSciowy i iloSciowy narkotyku
jest zroznicowany i zalezy od jakosSci materiatu wyj-
Sciowego, schematu i warunkéw produkeji oraz
warunkéw przechowywania [6]. Sybirska i wsp.
w analizowanym przez nich ,,kompocie” stwierdzili
nastepujace stezenia substancji psychoaktywnych:
morfina - 1,2-49,7 mg/ml, 6-monoacetylomorfina
0-2,5 mg/ml, heroina 0,2-2,1 mg/ml, kodeina 0,2—
3,9 mg/ml, acetylokodeina 0-12,5 mg/ml, papawe-

Tab. VII. Zawarto$¢ metali zidentyfikowanych w wyciagach przed i po oczyszczeniu
Tab. VII. Concentration of the metals identified in the extracts before and after purification

Zn Fe Mn Pb Cd Cr Ni Cu As
ppm ppm ppm ppb ppb ppb ppb ppb ppb

1 30,661 0,700 0,221 28,7 14,40 36,0 637,3 195,8 11,4

2 0,252 0,293 0,101 19,5 5,94 19,6 140,3 170,3 9,7

3 0,05 0,020 0,010 0,002 0,0002 0,002 0,002 0,02 0,0005

1 — metale oznaczone w ,kompocie” nieoczyszczonym

metals quantified in the raw “compote”

2 — metale oznaczone w ,kompocie” oczyszczonym
metals quantified in the treated “compote”

3 — granica oznaczalnosci (ppm)
limit of quantification (ppm)
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ryna 0,2-4,7mg/ml, noskapina 0-0,2 mg/ml [7]. Ste-
zenia opiatow i innych substancji psychoaktywnych
w materiale analizowanym przez autoréw bytly
podobne (tab. VI), co potwierdza jego reprezentatyw-
nos$¢. Opracowana przez nas metoda oczyszczania
»kompotu” pozwolita na znaczng redukcje zawartych
w nim zanieczyszczen, dlatego moze by¢ z powodze-
niem stosowana w badaniach doswiadczalnych obu
postaci narkotyku.

Wyznaczone dawki LDs, dla ,,kompotow™: nie-
oczyszczonego i oczyszczonego, a takze wzorcowego
roztworu morfiny okazaty sie rézne. Najnizsza war-
to$¢ LDs, dla ,,kompotu” oczyszczonego (51,9 mg/kg
m.c.) $wiadczy o wigkszej toksycznosci ostrej tej sub-
stancji wzgledem ,,kompotu” nieoczyszczonego (83,8
mg/kg m.c.) i roztworu morfiny (61,1 mg/kg m.c.).
Prawdopodobnie decydujgce znaczenie odgrywaja tu
zidentyfikowane wczesniej zanieczyszczenia przed-,
$§r6d- i poprodukceyjne, ktére mogg wpltywac na para-
metry toksykokinetyczne i tym samym modyfikowaé
efekty ostrego narazenia na narkotyk. Zmianom
moga ulega¢ procesy wchtaniania, dystrybucji, bio-
transformacji i eliminacji ksenobiotyku, co ostatecz-
nie przektada sie na zwiekszenie lub zmniejszenie
jego biodostepnosci, a tym samym toksycznosci.

W innym eksperymencie, przeprowadzonym
w Katedrze i Zaktadzie Medycyny Sadowej i Toksy-
kologii Sgdowo-Lekarskiej w Katowicach na tej samej
»usrednionej probie kompotu”, wyznaczono dawke
LD;, dla ,,kompotu” z dodatkiem prometazyny (0,25
mg/ml) - leku z grupy pochodnych fenotiazyny, czes-
to dodawanego przez narkomanéw celem wzmoc-
nienia wrazen narkotycznych i ztagodzenia dziatan
niepozadanych, przede wszystkim wymiotow [8].
Wyniosta ona 57,3 mg/kg m.c., czyli ,,kompot”
z dodatkiem prometazyny cechowala mniejsza
toksycznos$¢ ostra niz ,,kompot” oczyszczony, ale
wigksza niz standardowy roztwo6r morfiny i ,,kom-
pot” nieoczyszczony. Wzbogacenie ,,kompotu” pro-
metazyna istotnie zmniejszyto szybko$¢ wchtaniania
i wydtuzyto czas eliminacji jednoczes$nie podanych
opiatow.

Wyznaczone wskazniki LDs, zostaty wykorzystane
przez nas do wyliczen dawek do dalszych badan eks-
perymentalnych , kompotu” w modelu szczurzym,
tzn. badan parametréw toksykokinetycznych dla
poszczegdlnych rodzajow wyciggdw (¥ dawki LDs)
oraz narazenia na ,,kompot” w przebiegu 28-dnio-
wego doswiadczenia (% dawki LDjs), ktorych wyniki
zaprezentujemy w Kkolejnych pracach.

WYKAZ PISMIENNICTWA

1. Raport Krajowy 2009. Sytuacja narkotykowa w Polsce. Kra-
jowe Biuro ds. Przeciwdziatania Narkomanii, Warszawa 2009.

2. Celinski R., Korczynska M., Nowicka J. i wsp.: Analiza domo-
wych przetwordéw stomy makowej (tzw. ,,kompotow”). Czes¢
1 — zanieczyszczenia mikrobiologiczne, organiczne i nieorga-
niczne. Alkoholizm i Narkomania 2010, 4, 311-322.

3. Litchfield J.T., Wilcoxon F.A.: A simplified method of evalua-
ting dose-effect experiments. ] Pharmacol Exp Therapeut
1947, 95, 99-113.

4. Sokal J.A., Knapek R., Majka J. i wsp.: Zakres i metody badan
toksycznosci substancji chemicznych w przemysle. Wydawnic-
two IMP, £6dz 1990: 18-21.

5. Kulikowska J.: Badania nad eliminacja alkaloidéow opium
u 0s6b leczonych osrodku detoksykacyjnym. Rozprawa dok-
torska. Slaska Akademia Medyczna w Katowicach, Katowice
1996.

6. Geschwinde T.: Rauschdrogen: Marktformen und Wirkun-
gsweisen. Springer-Verlag, Heidelberg 2003: 245.

7. Sybirska H., Nasitowski W,, Zawitaj B. i wsp.: Ocena toksyko-
logiczna zjawiska narkomanii na podstawie wynikow badan
analitycznych moczu pacjentéw osrodka detoksykacyjnego.
Zeszyty Problemowe Narkomanii 1987, 2, 54-57.

8. Albert M., Olszowy Z., Celiniski R. i wsp.: Interakcje prometa-
zyny z alkaloidami opium okre$lone na podstawie do§wiad-
czenia przeprowadzonego na szczurach. Z zagadnien nauk sa-
dowych 2007, LXX, 135-146.

Adres do korespondencji:
Prof. dr hab. Zofia Olszowy
Instytut Medycyny Pracy i Zdrowia Srodowiskowego
ul. Koscielna 13, 41-200 Sosnowiec
lab@imp.sosnowiec.pl



