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OZNACZANIE POZOSTALOSCI ZIELENI MALACHITOWEJ
I LEUKOMALACHITOWEJ W TKANCE MIESNIOWEJ RYB
METODA WYSOKOSPRAWNEJ CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ

DETERMINATION OF MALACHITE GREEN AND LEUKOMALACHITE
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STRESZCZENIE

Zielen malachitowa (MG) i leukomalachitowa (LMG) jest przedmiotem monitoringu w migsniach ryb, dla ktorych
minimalna wymagana wartos¢ graniczna wydajnosci metody analitycznej (MRPL) wynosi 2 ug/kg. Probki ekstrahowano
mieszaning buforu i acetonitrylu. Oczyszczanie probek prowadzono metodq SPE na kolumienkach SCX. Do rozdziatu MG
i LMG stosowano kolumne chromatograficznq Luna Phenyl-Hexyl Phenomenex. Probki byly fortyfikowane LG i LMG w
zakresie 2 — 25 ug/kg. Wspolczynniki zmiennosci powtarzalnosci (CV%) byly nizsze niz 14% dla MG i 16% dla LMG. Sredni
odzysk byt w zakresie 65 — 83% dla MG i 70— 73% dla LMG. Opracowana metoda spetnia wymagane kryteria metody
do oznaczania pozostatosci MG i LMG w probkach tkanki miesniowej ryb.

ABSTRACT

Malachite green (MG) and leukomalachite green (LMG) are subjected to monitoring fish muscle, with a minimum required
performance limit (MRPL) set 2 ug/kg. Samples were extracted with acetonitryle-buffer mixture and cleaned up on SCX
solid phase extraction (SPE) column. LC separation MG and LMG was done on column Luna Phenyl-Hexyl Phenomenex.
Samples were fortified with MG and LMG between 2 — 25 ug/kg. The coefficients of variation (CV%) were lower than 14%
Jor MG and 16% for LMG. The mean recoveries were in the range 65 — 83% for MG and 70 — 73% for LMG. This method
Sulfils the criteria for identification and determination of MG and LMG residues in the samples of fish muscle.

WSTEP

substancji leczniczych zarejestrowanych w Unii Euro-
pejskiej jako lek weterynaryjny [4, 8].

Zielen malachitowa (MG) podobnie jak fiolet
krystaliczny i zielen brylantowa jest syntetycznym
barwnikiem zaliczanym do grupy barwnikow trifenylo-
metanowych i wystgpuje w postaci soli szczawianowej
lub chlorowodorku. Ta farmakologicznie czynna sub-
stancja znalazta szerokie stosowanie w hodowli ryb,
skorupiakow 1 migczakoéw ze wzgledu na silne dziatanie
przeciwpasozytnicze, przeciwgrzybicze i przeciwbak-
teryjne, mimo ze nigdy nie zostata wiaczona do grupy

Obok dziatania farmakologicznego zielen ma-
lachitowa wykazuje rozlegte dzialania uboczne,
glownie mutagenne, kancerogenne oraz teratogenne.
W organizmach zywych jest ona metabolizowana
pod wptywem enzymow do bezbarwnej formy zieleni
leukomalachitowej (LMGQG), ktora moze utrzymywac
si¢ w tkance migsniowej ryb nawet do 10-11 miesiecy,
a szybkos¢ jej eliminacji zalezy od zawarto$ci tkanki
thuszczowej [1, 6].
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Zielen malachitowa i zielen leukomalachitowa ze
wzgledu na toksycznos¢ nie powinny znajdowac si¢ w
tkance mig$niowej ryb przeznaczonych do konsumpcji,
dlatego tez we wszystkich krajach Unii Europejskiej
od wielu lat prowadzone sa badania monitoringowe
w tym kierunku. Ze wzgledu na stosowanie technik
o zroznicowanej sprawnos$ci analitycznej oznaczania
MG i LMG wprowadzony zostat wymagany minimalny
poziom oznaczania (MRPL — ang. minimum required
performance limit) wynoszacy 2 pg/kg dla sumy ste-
zen MG 1 LMG [4].

Badania kontrolne ryb na zawartos¢ MG i LMG
rozpoczeto w Polsce w 2003 roku. W 2003r na 10
przebadanych probek stwierdzono 1 niezgodna z wyma-
ganiami (przekroczony poziom MRPL), a w roku 2004
na 57 przebadanych probek - 13 probek niezgodnych
z wymaganiami [7]. Zaklad Higieny Weterynaryjnej
w Biatymstoku badania monitoringowe MG 1 LMG
wykonuje od 2006 roku. Przebadano wowczas 33 probki
tkanki migsniowej pochodzacej od ryb, z czego wyka-
zano 2 probki niezgodne. W 2007 roku na 27 przebada-
nych stwierdzono 4 niezgodne, za$ w pierwszej potowie
roku 2008 na 14 probek przebadanych stwierdzono 6
probek niezgodnych. Badania prowadzone w ciagu 5
ostatnich lat wykazaty, iz problem zieleni malachitowej
i leukomalachitowej jest nadal aktualny.

Wigkszo$¢ opracowanych metod oznaczania MG i
LMG prowadzono przy zastosowaniu uktadu LC-MS/
MS (chromatograf cieczowy sprz¢zony z tandemem
spektrometrii mas) [2, 5, 11], ktory ze wzgledu na
wysoki koszt zakupu stanowi ograniczenia dla wielu
laboratoriow.

Celem niniejszej pracy byto opracowanie metody
identyfikacji i oznaczania ilo§ciowego zieleni malachi-
towej i zieleni leukomalachitowej w tkance migsniowej
ryb przy uzyciu uktadu LC-DAD-FLD.

MATERIAL I METODY

Do opracowania metody identyfikacji i oznacza-
nia pozostatosci MG i LMG w tkance mig$niowej
pochodzacej od ryb wykorzystano ogdlnie stosowana
procedure [3, 9, 10, 12], ktéra zmodyfikowano glow-
nie w odniesieniu do procesu ekstrakcji poprzez dobor
odpowiednich odczynnikéw, sposobu oczyszczania
ekstraktu na kolumienkach oraz ustalenie parametrow
pracy chromatografu cieczowego.

Wyposazenie pomiarowe

Chromatograf cieczowy Hewlett Packard 1100 z
detektorem DAD i FLD, pipety elektroniczne nastawne,
waga laboratoryjna o doktadnosci = 0,01 mg, pH-metr,
zestaw do ekstrakcji SPE 12-G, system oczyszczania
wody Millipore—Elix5, homogenizator laboratoryjny,

wirdwka laboratoryjna, blok grzejny z urzadzeniem do
zawiewu azotu, wytrzasarka laboratoryjna typu Vortex,
szkto laboratoryjne.

Odczynniki i roztwory

Woda, co najmniej o trzecim stopniu czystosci,
zgodnie z norma PN-ISO 3696:1999, acetonitryl czy-
sto$ci HPLC, metanol czystosci HPLC, octan sodu
czystosci HPLC, kwas cytrynowy monohydrat, kwas
p-toluenosulfonowy, chlorowodorek hydroksylaminy,
dichlorometan czystosci HPLC, kwas askorbinowy bez-
wodny, woda amoniakalna, 30%, kwas octowy 100%,
kolumienki Strata SCX 500 mg/3ml, chlorek sodu
cz.d.a., aceton HPLC, wodorotlenek sodu bezwodny,
glikol etylenowy min. 99,5%, 0,05 M bufor octanowy
o pH 4,5, bufor cytrynowy o pH 4,0, 1M roztwoér kwasu
p-toluenosulfonowego, 25% roztwor hydroksylaminy,
roztwor kwasu askorbinowego o stezeniu 1mg/ml, roz-
twor do kondycjonowania kolumienek SPE (acetonitryl
— kwas octowy 95:5, v/v), SM roztwoér wodorotlenku
sodu, roztwor do elucji z kolumienek SPE (acetonitryl
— woda amoniakalna 30% 94:6 v/v), faza do rozpusz-
czenia (acetonitryl — bufor octanowy pH 4,5 — kwas
askorbinowy 47,5 : 47,5 : 5 v/v/v), glikol etylenowy:
metanol 10:90 v/v, substancja wzorcowa szczawianu
zieleni malachitowej (Merck, nr kat. 1013980025),
substancja wzorcowa zieleni leukomalachitowej (Sig-
ma-Aldrich, nr kat. 125660).

Przygotowanie prébek do analizy

Materiat do badan stanowity probki migsni pocho-
dzace od ryb. Do czasu analizy prébki byly przecho-
wywane w temp. ponizej —20 °C. Przed rozpoczeciem
badania probke migsni o masie ok. 300 g doprowadza-
no do temperatury pokojowej i usuwano zewngtrzny
thuszcz oraz czesci niejadalne. Probke laboratoryjna
rozdrabniano przy uzyciu maszynki do mielenia migsa
1 doktadnie mieszano.

Do probowek wirowkowych o pojemnosci 30 ml
odwazano po 5,0 g migsni. Nastgpnie dodawano po
0,5 ml 25% roztworu hydroksyloaminy i 1M roztworu
kwasu p-toluenosulfonowego oraz 5,0 ml buforu cy-
trynowego o pH 4,0 i homogenizowano ok. 1 min przy
obrotach 8-10 tys. rpm. Nastepnie dodawano po 15 ml
acetonitrylu i dalej homogenizowano przez kolejne 5
min. Probki odwirowywano przez 10 min przy szyb-
kosci ok. 3000 rpm. w temp. pokojowej. Supernatant
zdekantowano do rozdzielaczy. Do probowek dodawano
po 5,0 ml buforu octanowego o pH 4,5 oraz po 15 ml
acetonitrylu, mieszano bagietka i wytrzasano na Vorte-
xie przez 5 minut Ponownie odwirowywano, zlewano
do rozdzielaczy i dodawano po 10 ml dichlorometanu
oraz po ok. 1,0 g chlorku sodu. Doktadnie wytrzasano
az do catkowitego rozpuszczenia soli i pozostawiano
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do rozdziatu faz. Dolng warstwe usuwano, a gérna
oczyszczano na kolumienkach SPE.

Kolumienki z sorbentem SCX przemywano 3,0 ml
roztworu do kondycjonowania. Gérna warstwe z roz-
dzielaczy przepuszczano przez kolumienki z predkoscia
1-2 krople/sek. Po przejsciu ekstraktu kazda kolumienke
przemywano kolejno 2,5 ml acetonu, 2,5 ml metanolu i
2,5 ml acetonitrylu. Badane zwiazki eluowano roztwo-
rem do elucji 2 razy po 2,5 ml do probowek, w ktérych
znajdowalo si¢ po 100 pl mieszaniny glikol etylenowy:
metanol. Eluat zageszczano w strumieniu azotu w temp.
50°C. Sucha pozostalos¢ rozpuszczano w 0,5 ml fazy
do rozpuszczania. Tak przygotowane ekstrakty anali-
zowano na chromatografie cieczowym.

Analiza HPLC

Do rozdziatu zieleni malachitowej i leukomalachi-
towej zastosowano kolumng chromatograficzna Luna
Phenyl-Hexyl o wymiarach 150 x 4,6 mm, wielko$§¢
ziarna 3 pm firmy Phenomenex oraz dodatkowo pre-
kolumng o tym samym wypetnieniu.

Analiz¢ MG 1 LGM prowadzono przy zastosowaniu
dwoch detektorow DAD i FLD w polaczeniu on-line.
DAD stuzyt do identyfikacji i oznaczania ilo$ciowego
MG, zas$ FLD do oznaczania LMG.

Warunki analizy HPLC: detektor DAD A = 600
nm., detektor FLD Ex: A= 265 nm., Em: A= 360 nm.,
przeptyw przez kolumng 1,0 ml/min, temp. kolumny
analitycznej 40°C, objeto$¢ dozowana 20,0 ul, faza
ruchoma A - acetonitryl do HPLC, B — 60:20 (V| +
V,) acetonitryl do HPLC i bufor octanowy o pH 4,5,
gradient st¢zen 0,0-12,0 min B 40%, 12,0-12,1 min B
20%, 12,1-16,0 min B 40%.

Identyfikacje MG i LMG przeprowadzono poprzez
poréwnanie czasOw retencji pikow wystepujacych w
probkach badanych, wzorcowych i wzbogaconych.

Zawartos¢ poszczegolnych zwigzkow w probkach
obliczono wykorzystujac nastgpujacy wzor:

yre
M
gdzie:
X - zawarto$¢ zwiazku w analizowanej probee, ng/kg;
M - masa badanej probki, g ;
V - objetos¢ koncowa ekstraktu, ml;

C — stgzenie zieleni w probce odczytane z krzywej wzorco-
wej, ng/ml

WYNIKI I DYSKUSJA

Opracowana metoda zostata walidowana. Wyzna-
czono nastgpujace parametry statystyczne metody jak:
specyficznosé, liniowos¢, powtarzalnosé, doktadnose,
odtwarzalno$¢ oraz poprawnosc.

Specyficzno$¢ metody zbadano przy uzyciu czy-
stych wzorcéw chemicznych MG i LMG, prdobek
slepych odczynnikowych (odczynniki stosowane w pro-
cesie analitycznym), $lepych matryc tkanki migsniowej
ryb (matryce nie zawierajace MG i LMG) oraz matryc
wzbogaconych pochodzacych od ryb. Stwierdzono, ze
opracowana metoda jest specyficzna dla oznaczanych
zwiazkow zieleni malachitowej i leukomalachitowe;.
Wzgledny czas retencji MG i LMG w probkach wzbo-
gaconych do czasu retencji wzorcow jest taki sam
z tolerancja % 2,5%.

Na ryc. 1 przedstawiono typowy chromatogram
probki migéni ryby wzmocnione MG 2 ng/kg. Chro-
matogram uzyskano przy zastosowaniu uktadu LC-
DAD.

DAD, Sig=600 nm

1,2 6.4 - MG

0 2 4 6 8 10 min

Chromatogram LC-DAD z ekstraktu mig$ni ryb,
matryca wzmocniona MG 2 pg/kg

LC-DAD chromtogram of fish muscle extract,
spiked matrix MG 2 pg/kg

Na ryc. 2 przedstawiono typowy chromatogram
probki migéni ryby wzmocnione LMG 2 pg/kg. Chro-
matogram uzyskano przy zastosowaniu uktadu LC-
FLD.

20 FLD, Ex=265 nm, Em=360 nm

10.8 - LMG

0 2 4 5 8 10 min

Chromatogram LC-FLD z ekstraktu migs$ni ryb,
matryca wzmocniona LMG 2 pg/kg

LC-FLD chromtogram of fish muscle extract,
spiked matrix LMG 2 pg/kg

Zakres liniowo$ci metody okreslono na podstawie
krzywych wzorcowych przygotowanych w oparciu,
0 co najmniej 5 poziomoéow wzorca MG i LMG w za-
kresie 2 — 25 ng/kg. Wspotczynnik korelacji wynosit
powyzej 0,998.
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Tabela 1 Statystyczna charakterystyka metody oznaczania MG i LMG w tkance mig$niowej ryb.
Statistical characteristics of the method for MG and LMG determination in fish muscle

Parametry statystyczne Zielen malachitowa Zielen leukomalachitowa
Warto§¢ wzmocnienia (pg/kg) 2,0 4,0 10,0 25,0 2,0 4,0 10,0 25,0
Warto$¢ $rednia (pg/kg) 1,3 32 7,2 20,7 1,4 2,8 7,3 17,4
Odchylenie standardowe powtarzalnosci (pg/kg) 0,05 0,22 1,00 1,81 0,11 0,30 1,10 1,04
Wspotezynnik zmiennosci powtarzalnosci (%) 3,9 6,9 13,9 8,7 7,9 10,7 15,1 6,0
Sredni odzysk (%) 64,3 79,2 72,1 82,8 72,3 71,1 72,8 69,8
Odchylenie standardowe odtwarzalnosci (pg/kg) - 0,50 - - - 0,34 - -
Wspotczynnik zmiennosci odtwarzalnosci (%) - 16,4 - - - 11,8 - -
W celu okre$lenia powtarzalnosci i poprawno$¢ 3. Bergwerff A. A., Scherpenisse P.: Determination of

(odzysk) wzbogacono probki migsni ryb znanymi stgze-
niami mieszaniny MG i LMG na poziomie 2, 4, 10,125
ug/kg dla kazdego zwiazku. Wspdtczynnik zmiennosci
powtarzalnosci wynosit dla MG ponizej 14 %, za$ dla
LMG 16 %. Sredni odzysk wynosil w zakresie 61,5
— 86,5 %. Odtwarzalno$¢ metody badano na probach
wzbogaconych na poziomie 4 pg/kg. Wspodtczynnik
zmiennoS$ci odtwarzalnosci wynosit dla MG ponizej
17%, za$ dla LMG 12%. W tabeli 1 przedstawiono
uzyskane parametry statystyczne dla metody.

Opracowana i zwalidowana procedura jest stosowa-
na w badaniach kontrolnych pozostatosci MG 1 LMG
w tkance migsniowej ryb.

WNIOSKI

1. Opracowana metoda identyfikacji i oznaczania ziele-
ni malachitowej i leukomalachitowej LC-DAD-FLD
pozwala na wykrycie tych zwiazkdw na poziomie
MRPL wynoszacym 2 pg/kg.

2. Zwalidowana metoda oznaczania MG i LMG z po-
wodzeniem jest stosowana w badaniach kontrolnych
pozostatosci tych zwiazkdéw w tkance mig$niowej

ryb.
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