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Tissue distribution and persistence of malachite green and leucomalachite green in common carp

Summary

Malachite green (MG) is a synthetic triphenylmethane dye that has been used worldwide as a fungicide and
ectoparasicide in cultured fish eggs, fingerlings and adult fish since the 1930s. Due to its potential animal
carcinogenicity, mutagenity, and teratogenicity, MG is not registered for veterinary use in many countries,
including the European Union. The aim of this study was to investigate the tissue distribution and persistence
of MG and its main metabolite, leucomalachite green (LMG), in carp after a therapeutic bath. On day 0, MG
concentration in all tissues exceeded the initial concentration in therapeutic water (2 mg/l). Subsequently, the
dye was rapidly and extensively metabolized to LMG, which was slowly eliminated from the tissues. Higher
concentrations of MG and LMG were detected in the gills, liver and kidneys than in the spleen and muscles.
The parent compound was more persistent in kidneys, liver and spleen (up to 112 days) than in the gills and
muscles (up to 56 days). LMG concentrations declined more slowly in all tissues, being still detectable in

kidneys and muscles 252 days after treatment.
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Zielen malachitowa (MG) jest syntetycznym barw-
nikiem trojfenylometanowym, ktéry ze wzgledu na
wysoka skutecznos¢ dziatania przeciw grzybom, pier-
wotniakom pasozytniczym, bakteriom chorobotwor-
czym znalazl zastosowanie w hodowli ryb, skorupia-
kéw 1 migczakow (5). Po zastosowaniu zielen mala-
chitowa szybko wchlaniania si¢ do organizmu ryby
gléwnie przez skore i skrzela. Na efektywnos¢ tego
procesu wptywa gatunek, wiek i stan fizjologiczny ryb
oraz czynniki abiotyczne, przede wszystkim st¢zenie
1 czas ekspozycji barwnika oraz wiasciwosci fizyko-
chemiczne wody (10). W organizmach zywych MG
jest redukowana do bezbarwnej zieleni leukomalachi-
toweJ (LMG). Forma ta ze wzgledu na wysoka lipofil-
nos¢ bardzo dtugo pozostaje w organizmie ryby, a szyb-
kos¢ jej eliminacji zalezy od zawartosci tkanki ttusz-
czowej (2, 12).

Budowa chemiczna zieleni malachitowej 1jej glow-
nego metabolitu, zieleni leukomalachitowej oraz ba-
dania przeprowadzone na zwierzgtach laboratoryjnych
sugeruja mozliwos$¢ powstawania odlegtych efektow
dziatania genotoksycznego, w tym: mutagennego, kan-

* Praca zostata wykonana w ramach projektu badawczego nr 2 PO6K 007 29.

cerogennego 1 teratogennego (8). Z tego tez wzgledu
stosowanie tego barwnika w hodowlach ryb przezna-
czonych do spozycia stanowi ryzyko wystepowania
toksycznych pozostatosci w produktach spozywczych
zwierzgcego pochodzenia, co stanowi powazne ryzy-
ko zagrozenia zdrowia konsumentow.

W $wietle obowiazujacych przepisow prawnych MG
nie jest zarejestrowana jako weterynaryjny produkt
leczniczy 1 jej stosowanie u ryb hodowlanych jest nie-
dozwolone (4). Zielen malachitowa jest substancja,
ktora nie powinna wystgpowa¢ w migsniach ryb prze-
znaczonych do konsumpcji w najmniejszym nawet ste-
zeniu. Poniewaz laboratoria oznaczajace MG 1 LMG
stosuja metody o roznej sprawnosci analitycznej, de-
cyzja Komisji 2004/25/EC (3) wprowadzono wyma-
gany minimalny poziom oznaczania (MRPL — Mini-
mum Required Performance Limit) dla sumy MG
1 LMG, ktory wynosi 2 pg/kg. Znalezione st¢zenia
sumy zwigzkow powyzej te] wartosci kwalifikuja prob-
ke jako niezgodna, a w konsekwencji zywno$¢ jako
nie nadajaca si¢ do obrotu i konsumpcji.

Mimo ze dostgpne sa informacje na temat losow
zieleni malachitowej w organizmie roznych gatunkow
ryb, jednak brak jest danych na temat rozmieszcze-
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nia i kinetyki zanikania zieleni malachitowej
w tkankach 1 narzadach karpia, najbardziej po-
pularnego gatunku ryb hodowlanych w Polsce.
Majac na uwadze ochrong zdrowia konsumen-
ta, przeprowadzono doswiadczenie na karpiach
okreslajace rozmieszczenie i kinetykg zanikania
zieleni malachitowej w tkankach i1 narzadach
karpia.

Material i metody

Dos$wiadczenie przeprowadzono na narybku kar-
pia krolewskiego (Cyprinus carpio L.) pochodzace-
go z hodowli, w ktorej nie stosowano zieleni mala-
chitowej. Na wykonywanie do$wiadczen na zwie-
rzgtach pozwolenie wydata Lokalna Komisja Etycz-
na do Spraw Doswiadczen na Zwierzgtach (numer
opinii 33/2004). W trakcie do§wiadczenia ryby znaj-
dowaty si¢ w akwariach Zaktadu Choréb Ryb PIWet-
PIB w Putawach. Karpie (n = 100, §rednia masa 100
+ 11 g) umieszczono w zbiorniku z woda napowie-
trzana i filtrowana za pomoca zewngtrznych filtrow
kubetkowych (Ehime, Niemcy). Po siedmiu dniach
adaptacji ryby kapano przez 3 godziny w roztworze
zieleni malachitowej o stezeniu 2 mg/1. Jest to typo-
we postgpowanie stosowane w zwalczaniu ichtiofti-
riozy (5). Nastgpnie oplukano je w strumieniu bie-
zacej wody 1 przeniesiono do zbiornika z czysta na-
tleniona woda. Podczas doswiadczenia temperatura
wody wahata si¢ w granicach od 14°C do 17°C,
a warto$ci pH pozostawaly w zakresie od 7,5 do §,1.
Oprocz stanu zaniepokojenia ryb nie zaobserwowa-
no zadnych widocznych objawow klinicznych wska-
zujacych na toksyczne dziatanie barwnika. Podczas
trwania doswiadczenia ryby karmione byty mieszan-
ka karmy suszonej z larw wodzienia i ochotki z su-
cha karma dla ryb akwariowych (Supervit Tropical,
Polska). Ryby (n = 6) byly losowo wytawiane i usy-
pianew0.,1.,3.,7.,14.,21.,28.,42., 56.,84., 112,
140., 196., 252. i 308. dniu po zakonczeniu ekspo-
zycji na zielen malachitowa. Przed kapiela szesc¢
ryb losowo wytowiono i traktowano jako kontroleg.
Z kazdej ryby wyizolowano: skrzela, nerki, watrobo-
trzustke, $ledzione oraz miesnie ze skora. Ponadto
w 0., 10., 20., 30., 60., 90., 120., 150. 1 180. minucie
trwania kapieli w zieleni malachitowej pobierano
probki wody. Wszystkie probki pobrane podczas do-
swiadczenia do czasu analizy przechowywano w za-
mrazarce w temperaturze < —18°C. Do oznaczania
MG i1 LMG w pobranych probkach wykorzystano
metode chromatografii cieczowej z detektorami
absorpcji $wiatla widzialnego 1 fluorescencyjnym
(LC-VIS/FLD), ktorej granica oznaczalnosci (LoQ
— Limit of Quantification) wynosi 0,5 pg/kg (11).

Wyniki i omowienie
Srednie stezenia MG i LMG oznaczone
w probkach skrzeli, nerek, watrobotrzustki,
sledziony i1 mig$ni karpia po ekspozycji na zie-
left malachitowa graficznie przedstawiono na
ryc. 1-5.
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Ryc. 1. Srednie stezenia MG i LMG w skrzelach karpia po kapieli
w roztworze zieleni malachitowej
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Ryc. 2. Srednie stezenia MG i LMG w nerkach karpia po kapieli
w roztworze zieleni malachitowej
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Ryc. 3. Srednie stezenia MG i LMG w watrobotrzustce karpia po
kapieli w roztworze zieleni malachitowej
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Ryc. 4. Srednie stezenia MG i LMG w §ledzionie karpia po kapieli
w roztworze zieleni malachitowej
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Ryc. 5. Srednie stezenia MG i LMG w mig$niach karpia po kapieli
w roztworze zieleni malachitowej
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Analiza otrzymanych wynikow pokazuje bardzo
szybkie przechodzenie barwnika z wody do wszyst-
kich narzadow i tkanek ryby, a nastgpnie rownie szyb-
kie metabolizowanie substancji macierzystej do ziele-
ni leukomalachitowe;j.

Najwyzsze stgzenia MG stwierdzono bezposrednio
po zakonczeniu kapieli (w dniu 0.) we wszystkich ba-
danych narzadach i tkankach. W momencie zakoncze-
nia kapieli (dzieﬁ 0.) oznaczone st¢zenia MG w skrze-
lach, nerkach i watrobotrzustce przekraczaly poczat-
kowe stezenie MG w wodzie w trakcie kapieli w zie-
leni malachitowej. W analizowanych prébkach wody
nie wykazano obecnosci LMG, a stgzenie MG w wo-
dzie w trakcie przeprowadzania kapieli zmniejszyto
si¢ od wartosci 2 mg/l do 1,5 mg/1.

Najwigksze ilosci MG oznaczono w skrzelach
(5845,50 + 542,04 ng/kg), co dowodzi, ze narzad ten
odgrywa gtéwna rol¢ w procesie wchtaniania barwni-
ka do organizmu ryby. W nerkach stezenie MG row-
niez bylo wysokie 1 wynosito 5531,44 + 1004,34 ng/kg,
co dodatkowo moze ttumaczy¢ skuteczno$¢ zieleni
malachitowej w przerostowej chorobie nerek. W wat-
robotrzustce stgzenie MG byto nieco nizsze i wyno-
sito 2495,24 + 851,61 pg/kg, w Sledzionie 1956,09 +
1863,67 ng/kg, a w migsniach 341,30 + 98,66 pg/kg.
Uzyskane wyniki sa zgodne z danymi otrzymanymi
w badaniach przeprowadzonych na pstragu teczowym
po kapieli w roztworze zieleni malachitowej o st¢zeniu
1,6 mg/1 przez 40 min. w temp. 16°C przy pH 7,6 (1).

Zielen malachitowa bardzo szybko metabolizowa-
na jest do zieleni leukomalachitowej, na co wskazuja
wyniki analiz probek pobranych tuz po zakonczeniu
kapieli. Stwierdzono, ze we wszystkich narzadach
i tkankach, oprocz skrzeli, stezenie LMG byto wyzsze
od stezenia macierzystej substancji. Najwyzszy stosu-
nek LMG do MG zaobserwowano w watrobie, co
swiadczy o tym, ze narzad ten jest miejscem najbar-
dziej intensywnych proceséw metabolicznych (ryc. 6).
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Ryec. 6. Stosunek MG do LMG w narzadach i tkankach kar-
pia po zakonczeniu kapieli w roztworze zieleni malachitowej
(dzien 0.)
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W czasie, gdy stezenie MG szybko malato we
wszystkich narzadach i tkankach, st¢zenie LMG w wat-
robotrzustce, $ledzionie i mi¢$niach zwigkszato si¢
przez kilka pierwszy dni, a nastepnie bardzo wolno
sig zmnlej jszato. Rowniez w skrzelach 1 nerkach, w kto-
rych najwyzsze stgzenie LMG odnotowano bezposred-
nio po zakonczeniu kapieli, stwierdzono powolne
zanikanie metabolitu.

Zaobserwowany w organizmie karpia szybki meta-
bolizm MG do pozbawionej fadunku i lipofilnej LMG
pozostaje w zgodzie z wezesniej opisanymi doswiad-
czeniami na pstragu tgczowym (6, 9), wegorzu euro-
pejskim (7) i sumie kanatowym (12).

Zielen malachitowa najdtuzej utrzymywata si¢
w nerkach (2,08 = 0,54 ug/kg), watrobotrzustce (1,74
+0,47 ng/kg) i sledzionie (1,46 + 0,49 ng/kg) (do 112.
dnia), podczas gdy w skrzelach (4,81 + 1,32 pg/kg)
1 mig$niach (5,85 + 1,75 pg/kg) do 56. dnia trwania
doswiadczenia. W przypadku migs$ni wyniki byly zgod-
ne z uzyskanymi przez Aldermana, ktory w doswiad-
czeniu na pstragu teczowym (1) jako ostatni dzien
wystgpowania MG w mig$niach wyznaczyt dzien 7.
W badaniach tych stosowano metodg analityczna, kto-
rej granica oznaczalnosci wynosita 20 ug/kg, czyli byta
znacznie wyzsza niz granica oznaczalnosci metody
wykorzystywanej w badaniach wtasnych, przeprowa-
dzonych na karpiu krélewskim (LoQ = 0,50 ug/kg).
W innym do$wiadczeniu na pstragu teczowym (6) stg-
zenie MG rowne 1 pg/kg utrzymywato si¢ do 40. dnia.
W badaniach na sumie kanatowym (12, 13) stgzenia
MG wynoszace 61 12 pg/kg odnotowano w mig$niach
w 14. dniu (LoQ =5 pg/kg), a w do§wiadczeniach na
wegorzu europejskim (7) stezenie 2 pg/kg oznaczono
w 62. dniu po kapieli (LoQ = 0,2 ng/kg). Odnosnie do
watrobotrzustki i nerek czas pozostawania MG w kar-
piu jest nieco dtuzszy niz ten opisany dla pstraga (1).

W niniejszych badaniach zielen leukomalachitowa
obecna byta w nerkach i mig$niach jeszcze w 252. dniu
od zakonczenia eksperymentu, natomiast w skrzelach,
watrobotrzustce i §ledzionie w 196. dniu.

W dniu 252. §rednie stgzenie LMG w mig$niach byto
nizsze niz MRPL (2 pg/kg) 1 wynosito 0,60 + 0,15
pg/kg. Ostatnim dniem, w ktorym wykazano obecnos¢
LMG w mig$niach w stezeniu przekraczajacym MRPL
byt dzien 196. (2,85 + 0,50 pg/kg). Natomiast okres,
po jakim nie stwierdzano obecnosci LMG w mig$niach
w ilo$ciach przekraczajacych LoQ uzytej metody, wy-
nosit 308 dni.

Uzyskane wyniki pozostawania LMG w mig$niach
karpia sa podobne do tych, ktére uzyskano podczas
doswiadczen przeprowadzonych na innych gatunkach
ryb. W tkance mig§niowej pstraga tgczowego pozo-
stato$ci zieleni leukomalachitowej (2 pg/kg) utrzymy-
waly si¢ nawet do 10 miesigcy po zastosowaniu 6-dnio-
wego leczenia w dawce odpowiadajacej stgzeniu
0,2 mg/l, natomiast po 12 miesiacach nie stwierdzono
obecnosci LMG przy LoQ stosowanej metody anali-
tycznej rownej 1 pg/kg (9). W doswiadczeniu na su-
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Tab. 1. Czas pozostawania MG i LMG w badanych narza-
dach i tkankach karpia wyrazony w stopniodniach (°D)

Narzad/Tkanka Czas pozo(itl';l;uania MG | Czas pozo:g\;:ania LMG
Skrzela 868 3038
Nerki 1763 3906
Watrobotrzustka 1763 3038
$ledziona 1763 3038
Mig$nie 868 3906

mie kanalowym (12) stgzenia LMG réwne 19 pg/kg od-
notowano w mig¢s$niach w 42. dniu (LoQ = 5 ug/kg).
Po 24-godzinnej kapieli wegorza europejskiego (4,1 g)
w roztworze MG o st¢zeniu 0,1 mg/l pozostatosci LMG
utrzymywaly si¢ na poziomie 15 pg/kg po uptywie 100
dni (7). W tej samej pracy autorzy wykazali, ze we-
gorze europejskie (0,3 g) kapane w roztworze MG
o stezeniu 0,15 mg/l po osiagnigciu masy ciata 100 g
w wieku 11 miesigcy nie zawieraty zadnych $ladow
MG i LMG przy stosowaniu metody, ktorej LoQ wy-
nosita 0,2 pg/kg. Dlatego autorzy sugeruja, by dopus-
ci¢ stosowanie zieleni malachitowej we wczesnym sta-
dium rozwojowym ryb w okresie, gdy ryby sa najbar-
dziej narazone na infekcje. Jednak po tym czasie kaz-
de stosowanie zieleni malachitowej moze powodowac
wystgpowanie pozostatosci barwnika w okresie, gdy
ryba nadaje si¢ do sprzedazy.

Trudno jest poréwnywaé dane pochodzace z roz-
nych doswiadczen nie tylko z racji stosowania innych
metod analitycznych, ale gtownie ze wzgledu na r6z-
nice w dawce i w czasie ekspozycji na zielen malachi-
towa oraz r6zna temperaturg i pH wody uzytej pod-
czas eksperymentow. Szybkos¢ eliminacji LMG, po-
dobnie jak innych substancji lipofilnych, zalezna jest
od zawartosci lipidow w tkankach, od wieku 1 stanu
fizjologicznego ryb. Znaczny wpltyw maja roéwniez
czynniki abiotyczne, przede wszystkim temperatura
wody, ktora warunkuje szybkos¢ procesoéw metabolicz-
nych w organizmie ryby. Temperatura, twardos¢, za-
warto$¢ tlenu i pH wody warunkuja stopien jonizacji
czasteczek barwnika 1 wptywaja na parametry farma-
kokinetyczne. Poniewaz ryby sa organizmami zmien-
nocieplnymi, szybkos¢ procesu absorpcji, dystrybucji
1 eliminacji zieleni malachitowe] wzrasta wraz ze
wzrostem temperatury wody. Ze wzrostem pH wody
maleje stopien jonizacji czasteczki barwnika i wzra-
sta stopien wchtaniania przez organizm ryby (12). Moz-
liwo$¢ petniejszego porownania wynikow daje stoso-
wanie jednostki uwzgledniajacej temperature wody.
Wyniki badan przeprowadzonych na karpiu wykazuja
3906°D pozostawania LMG w migs$niach (tab. 1). Dane
te sa zgodne z uzyskanymi w doswiadczeniu na pstra-
gu tgczowym (9), u ktérego czas pozostawania LMG
w migsniach wynosit 3900°D. Po uwzglednieniu tem-
peratury wody czas pozostawania LMG w sumie ka-
natlowym byt rowny 882°D (12), a w wegorzu euro-
pejskim 2500°D (7).
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Podsumowanie

Badania przeprowadzone na karpiach wykazaty
wysokie tempo absorpcji i rozmieszczenia zieleni
malachitowej we wszystkich narzadach i tkankach,
a nastgpnie szybkie metabolizowanie do zieleni leu-
komalachitowej. Analiza st¢zeh MG 1 LMG w rybach
pozwala okresli¢ czas zanikania zieleni malachitowej
na ok. 2 miesiagce oraz czas pozostawania zieleni leu-
komalachitowej w tkance mig$niowej na ok. 1 mie-
siac po trzygodzinnej kapieli ryb w roztworze zieleni
malachitowej o stezeniu 2 mg/I1.
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