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ABSTRAKT

Cilem této bakalaiské prace bylo stanovit celkovy obsah rtuti a jejich chemickych
forem v deseti vzorcich svaloviny Pangase spodnookého, ktery je volné k dispozici
v obchodni siti Ceské republiky. Teoretickd &ast prace je zaméfena na charakteristiku
pangase, rtuti a jejich sloucenin vyskytujicich se v rybach a v zivotnim prostiedi.
Celkovy obsah rtuti v cerstvé hmoté svaloviny se pohyboval v rozmezi
0,0099 — 0,0493 mg.kg?, obsah methylrtuti se ve svaloviné Pangase spodnookého
pohyboval v rozmezi 59 — 87 %. U zadného ze stanovovanych vzorkt nebyl piekrocen
maximalni limit rtuti 0,50 mg.kg? &erstvé hmotnosti ryb, stanoveny podle Naiizeni
Komise (EU) ¢. 420/2011.

KLICOVA SLOVA

Pangasius spodnooky, rtut’, specie rtuti, atomova absorp¢ni spektrometrie, kapalinova

chromatografie ve spojeni s atomovou fluorescen¢ni detekci.

ABSTRACT

The aim of this bachelor thesis was to define the amount of total mercury
and its species in ten samples of Pangasius hypophthalmus muscle that is freely
available in supermarkets in the Czech Republic. The theoretical part of the work
is focused on mercury and its compounds in fish and in environment and also describes
pangasius. The total mercury content in the fresh mass of muscle ranged from 0,0099
t0 0,0493 mg.kg?, the content of methylmercury in Pangasius muscle varied
in the range 59 — 87%. None of the analyzed samples exceeded the maximum limit
of mercury 0.50 mg.kg? in fresh weight of fish, determined in accordance with
Commission Regulation (EU) ¢. 420/2011.

KEYWORDS

Pangasius hypophthalmus, mercury, mercury species, atomic absorption spectrometry,

liquid chromatography in conjunction with atomic fluorescence detection.
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1 UVOD

Na Ceském trhu se pted nékolika lety objevila novinka v podobé Pangase spodnookého.
Ryba dovéazena z Vietnamu se velice rychle stala oblibenou u ¢eskych spotiebitelt,
a to predevsim diky naprosté absenci kosti a typického rybiho pachu. Kvuli ptivodu této
sladkovodni ryby se vSak objevily spekulace ohledné jeji zdravotni nezavadnosti
a bezpecnosti konzumace.

Kromé sadek v USA, z nichz se k nam vSak ryby nedovazeji, pochéazi veskera
produkce pangase z jihovychodni Asie, zejména Vietnamu. Pangasius je chovan
predevsim v delté feky Mekong a v lihnich. V dasledku zne¢isténi této feky odpadnimi
vodami priimyslovych firem, bylo vyjadfeno podezieni na zdravotni nezdvadnost masa
dostavajici se do Zivotniho prostiedi vlivem antropogenni ¢innosti, patii také rtut’.
Jeji toxicita je dana ptredev§$im jeji formou vyskytu. Nebezpeci spoéiva predevsim
ve vyskytu methylrtuti ve vodnich ekosystémech. Tato slouéenina vznika z elementarni
rtuti a jejich anorganickych slouc¢enin plsobenim methanogennich bakterii
V anaerobnim prostiedi, napf. v sedimentech sladkych a slanych vod. Vzhledem
K lipofilni povaze a vysoké bioakumula¢ni schopnosti, dochazi k jejimu snadnému

pfechodu do potravinového fetézce Eloveka.
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2 CILPRACE

Vypracovani literarni reSerse k tématu
Odbér vzorktu

Zpracovani odebranych vzork.

A e

Stanoveni obsahu rtuti metodou atomové absorpcni spektrometrie na piistroji
AMA-254.

5. Stanoveni specii rtuti metodou kapalinové chromatografie na ptistroji HPLC-
CV-AFS

6. Vyhodnoceni vysledkt a pfipadnych rizik z konzumace ryb.
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3 LITERARNIi PREHLED

3.1 Historie rtuti

Rtut’ znali jiz starovéci Féni¢ané, Rekové, Kartaginci i Rimané. Reckym filosofem
Theophrastosem byla nazyvana "tekuté stiéibro" a feckym lékafem Dioskoridesem
"stéibrna voda". Z téchto nazvu pochazi latinské pojmenovani hydrargyrum. Alchymisté
rtut’ povazovali za soucéast kovii a méli pro ni ndzev mercurius, podle latinského jména
posla bohi Merkura. Rtut' byla izolovana z rumélky (HgS) jiz pred 2500 lety
a pouzivala se k extrakci kovii amalgamaci. (REMY, 1962; PAVELKA & SCHUTZ,
1979).

3.2 VIastnosti rtuti

Rtut’ patii do skupiny Il. B periodického systému prvkd, ma atomové ¢islo 80, relativni
atomovou hmotnost 200,6, specifickou hmotnost 13,6 g.cm™, bod tani 38,9 °C, bod varu
356,6 °C. Pii laboratorni teploté je rtut’ stiibfita kapalina s kovovym leskem, nabyva
oxidacnich stavii 0, I, Il. Na vzduchu se ¢ista rtut’ neoxiduje, pii zahtati k teploté varu
se pokryva vrstvickou oxidu rtutnatého.

V ptirodé se vyskytuje predevsim ve formeé sulfidii v hornindch. V rudéch bohatych
na rtut’ tvofi az 70 % jejiho obsahu tzv. rumélka (téZ cinabarit) HgS. Celosvétoveé
zasoby se odhaduji na 200 000 tun, pfi¢emz polovina téchto zadsob se nachazi
ve Spanélsku (BENCKO et al., 1995; PAVELKA & SCHUTZ, 1979). V roce 1973
dosahla celosvétova produkce rtuti 10 000 tun, v roce 1980 pak zhruba 6500 tun
a v roce 2000 pouhych 1800 tun (CHEM.UNEP.CH, 2015).

3.3 Vyuziti rtuti

Z celkové rocni produkce rtuti se asi 25 % zpracuje na vyrobu elektrod
pro prumyslovou elektrochemii, 20 % na vyrobu elektrickych zafizeni, 15 % na vyrobu
12



barviv, 10 % na vyrobu méficich a kontrolnich zafizeni, 5 % v zemédélstvi, 3 %
v zubnim Iékafstvi a 2 % v laboratotich. Zbyvajicich 20 % tvofi vyuziti v papirenském
prumyslu, pro vojenské ucely, ve farmaceutickém pramyslu apod. (BENCKO et al.,
1995). S mnohymi kovy tvofi rtut’ slitiny, obecné nazyvané amalgamy. Jsou to bud’
roztoky kovl (napf. se zinkem a kadmiem), nebo slouceniny. Amalgdmy maji rozséhlé
vyuziti, napf. plombovani zubll v zubnim Iékafstvi, k redukcim, v minulosti také
k pozlacovani a postiibiovani v ohni (dnes je vSak tento postup kvuli zdravotnimu
riziku zakazan). Amalgamovany zinek se pouziva do galvanickych ¢lankia (PAVELKA
& SCHUTZ, 1979).

3.4 Chemickeé formy rtuti a jejich toxicita

Rtut’ se v Zivotnim prostiedi vyskytuje v fadé forem, které se od sebe vyrazn¢ lisi svymi
fyzikalné-chemickymi i toxikologickymi vlastnostmi. Rtut se vyskytuje ve své
elementarni podobé jako rtut kovova (Hg®), ve formé anorganickych a organickych

slou¢enin (MARSALEK, 2006).

3.4.1 FElementarni rtut’

Elementarni rtut’ je po poziti ¢asto vylou¢ena bez dopadu na organismus. Jedna
se 0 nejméné toxickou formu rtuti. Vysoce toxické jsou pary elementarni rtuti, které
jsou jedovaté a po vdechnuti jsou rychle adsorbovany do krevniho obé&hu, kterym jsou
dopraveny do mozku. Mirné expozice zpusobuji poSkozeni centralniho nervového
systému, coZ je doprovazeno nespavosti, podrazdénosti a poruchami jemné motoriky.
Silné expozice mohou mit smrtici u€inek z divodu vazného poskozeni plic (KAFKA

& PUNCOCHAROVA, 2002).

3.4.2 Anorganicke slouceniny rtuti

Z toxikologického hlediska patii mezi nejvyznamné;jsi chlorid rtutnaty HgCl», dusi¢nan
rtutnaty Hg(NOz)2, kyanid rtutnaty HQ(CN). a oxykyanid rtutnaty Hg(CN)2.HgO.
Anorganické slouceniny rtuti se liSi svou rozpustnosti ve vodé. Pravé s ni souvisi

i rozdily v gastrointestindlnim vstfebavani téchto slou¢enin (BENCKO et al., 1995).
13



Anorganické slouceniny rtuti jsou mirné toxické, pficemz slouceniny jednomocné rtuti
(rtutné) jsou obecné¢ méné Skodlivé nez slouceniny dvojmocné (rtutnaté). Divodem
je pravé nizsi rozpustnost jednomocnych sloucenin ve vod¢. Zvlasté vnimavé vaci
ucinkiim rtuti jsou malé déti, u kterych mize dojit ke vzniku tzv. rizové nemoci.
Ta je provazena mimo jiné hypersekreci potnich Zzlaz, svétloplachosti, horeckou
a charakteristicky zbarvenou vyrazkou (odtud nazev nemoci). Anorganické slouc¢eniny
rtuti mohou rovnéZ poskozovat ledviny (KAFKA & PUNCOCHAROVA, 2002).

3.4.3 Organické slouceniny rtuti

Mezi organické sloueniny rtuti patii pfedev§im methylrtut’ (CHsHg"), dimethylrtut
(CH3)2Hg, ethylrtut’ (C2HsHg") a déle pak arylslouéeniny rtuti. Slou¢eniny methylrtut’
a dimethylrtut’ vznikaji z elementarni rtuti a jejich anorganickych sloucenin ptisobenim
methanogennich bakterii v anaerobnim prostiedi, napf. v sedimentech sladkych
aslanych vod. Vzhledem k lipofilni povaze a vysoké bioakumula¢ni schopnosti
organickych sloucenin rtuti dochazi k jejich snadnému piechodu do potravinového
fetézce Cloveka. Toxicita methylrtuti vyplyva predev§im z jeji schopnosti prestupovat
dvé z nejpiisngjsich ochrannych bariér lidského organismu — plodovou placentu
a hematoencefalickou bariéru mezi krvi a mozkem. Z tohoto dtvodu patfi methylrtut’
mezi latky zvlast€ nebezpeéné pro te€hotné Zeny, jelikoZz jejim pusobenim muze
dochazet k poskozeni plodu nebo spontannim potratim. Methylrtut se uklada
v mozkové tkani coz vede k mentéalni a télesné retardaci. U malych déti zplsobuje
methylrtut’ smyslové poruchy az uplné selhani nékterych funkei (hluchota, slepota,
ztrata chuti). U dospélych jedinch mize vyvolat tfes téla, ataxii (porucha sladénosti
pohybtl), dysartrii (Spatna vyslovnost slov), snizeni zorného pole a zhorSeni paméti

(KAFKA & PUNCOCHAROVA, 2002; RUSEK, 2001).

3.5 Rtut’ v Zivotnim prostredi a jeji kolobéh v prirodé

Rtut’ a jeji mineraly jsou piirozenou soucasti zemské kury. Lze proto piedpokladat
ur¢itou rovnovahu jejitho obsahu mezi slozkami zivotniho prostfedi. Tato rovnovéha

byla ale naruSena intenzivni antropogenni ¢innosti. V ekosystémech je rtut’ ptitomna
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ve vSech slozkach zivotniho prostfedi. Biogeochemicky cyklus zahrnuje veskeré vstupy

a vystupy sloudenin rtuti v daném ekosystému (KAFKA & PUNCOCHAROVA, 2002).
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Obr. 1: Biogeochemicky cyklus rtuti (VICAROVA, 2012)
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3.5.1 Rtut’ v atmosfére

V atmosféfe je pres 95 % rtuti pfitomno ve formé elementarni (kovové) rtuti (Hg).
V tomto prostiedi dochazi nejcastéji k oxidaci elementarni rtuti ozonem, kdy
za spoluptisobeni hydroxylovych radikalii vznika oxid rtutnaty. Oxidované formy rtuti
(napt. Hg?") jsou z atmosféry odstranény destovymi srazkami. Touto takzvanou mokrou
depozici se na zemi vraci piiblizné 66 % atmosférické rtuti.

Slouceniny rtuti mohou byt dale oxidovany nebo redukovéany peroxidem vodiku,
chlornanem a organickymi peroxo-slou¢eninami nebo radikaly vyskytujicimi
se v atmosfére. Organokovové slouceniny rtuti podléhaji v atmosféte fotolyze. Rtut’
pritomna v atmosféfe pisobenim vétrnych proudi cykluje na ptislusné polokouli
amuze se dostavat daleko od pivodniho zdroje. Na koncentraci rtuti v atmosfére ma

vliv primyslové zne¢isténi v dané oblasti (HOUSEROVA et al., 2006a).
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3.5.2 Rtut’ ve vodnim ekosystemu

o 24

Nejdalezitéjsim transformacnim procesem rtuti ve vodach je biomethylace.
Anorganicka rtut’ je ve vodnich ekosystémech methylovana na monomethylrtut’
a dimethylrtut.  Methylace probiha jak biotickou cestou (mikroorganismy
v sedimentech, ale i v travicim Gstroji ryb), tak i abiotickou cestou. Abiotickd methylace
pritomnosti vysoké koncentrace huminovych latek. Na pievladajicim biotickém procesu
methylace rtuti se podileji predevS§im anaerobni bakteric z rodu Bifidobacterium,
Chromobacterium, Enterobacter, Escherichia, Methanobacterium, Pseudomonas. Tato
reakce zahrnuje neezymatickou methylaci rtutnatych ionti methylkobalaminovymi
slou¢eninami (CH3B12) v pfitomnosti téchto bakterii. Nejrychleji dochazi k methylaci
rtuti na povrchu sedimentu, ktery je v kontaktu s vodou a tato rychlost klesa smérem
do hloubky. (HOUSEROVA et al., 2006a; MARSALEK, 2006).

CH B. CHy B
Hg** — 35 CH,Hg* —= (CH,),Hg

Vodni zivo€ichové maji schopnost zna¢né kumulovat rtut’ ve svych tkanich.
Koncentrace rtuti 0,05 mg.I" neovliviiuje negativné rist ryb a lze ji povazovat
za bezpec¢nou koncentraci pro ryby (RYBARSTVI.EU, 2014). Vyssi koncentrace je pak
pro ryby toxicka, pticemz sladkovodni organismy jsou vi¢i jejim ucinktim odolné méné
neZ organismy moiské. Pfi¢inou je obsah ur¢itého mnozstvi selenu v moiské vode,
ktery je antagonistou rtuti — je latkou pusobici protichidné¢ (KAFKA
& PUNCOCHAROVA, 2002). Methylrtut' ptedstavuje v tkanich ryb vice jak 95 %
celkové rtuti. Z toho dtivodu je konverze anorganické rtuti na methylrtut’ nejdilezitéj$im

¢lankem v procesu bioakumulace rtuti v rybach a ma nejvétsi vyznam z hlediska toxicity

pro ¢lovéka (MARSALEK, 2006).
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Obr. 2: Schematické znazornéni alkylace a biotransformace rtuti v disledku

metabolické c¢innosti bakterii B (BENCKO et al., 1995)

3.6 Rtut’ v potravinach

Rostlinné potraviny jsou rtuti kontaminovany jen nepatrné, vyjimkou jsou volné
rostouci houby (pfedevs§im Zampiony a hiiby). Hlavnim potravinovym zdrojem rtuti
jsou predevs§im ryby, které jsou kone¢nym c¢lankem potravniho fetézce ve vodnim
prostiedi. Rtut’ se do organismu ryb dostdva s potravou pies travici ustroji, zdbrami
a kazi. Stupent hromadéni rtuti v tkanich ryb je zavisly na koncentraci tohoto prvku
vV daném prostiedi, a to predev§im v sedimentech, na fyzikaln€ chemickych vlastnostech
vody, dale na druhu, véku a hmotnosti ryb a na dalSich faktorech. Z fyzikaln¢
chemickych vlastnosti vody piasobi na stupeni kumulace zejména teplota vody

a koncentrace kysliku rozpuSténého ve vod¢, v mensi mife pak dal§i ukazatele,

17


http://www.bezpecnostpotravin.cz/az/termin/76613.aspx

napt. pH. Obsah rtuti u jednotlivych druhti ryb ve stejném prosttedi je odlisny.
Je to zpusobeno jednak odlisSnym charakterem piijimané potravy a také metabolickymi
pochody vlastnimi pro kazdy druh. Nejvy$$i hodnoty obsahu celkové rtuti jsou
zjistovany u dravych ryb (Stika obecnd, bolen dravy, candat obecny, okoun fi¢ni), které

predstavuji kone¢ny ¢lanek potravniho fetézce (CIBULKA et al., 1991).

3.6.1 Hygienické limity rtuti pro potraviny

Limit rtuti obsazené v potravinich je uveden v Natizeni Komise (EU) ¢. 420/2011
ze dne 29. dubna 2011, kterym se méni nafizeni (ES) ¢. 1881/2006. Podle tohoto
nafizeni spole¢ného pro vSechny staty Evropské unie mohou produkty rybolovu
a svalovina ryb obsahovat maximalné 0,50 mg rtuti/kg ¢erstvé hmotnosti ryb. Vyjimku
tvoii druhy konkrétné uvedené v doprovodné tabulce, u nichz je limit vyssi — 1,0 mg
rtuti/kg cerstvé hmotnosti ryb. Na zakladé odborného hodnoceni byl pfijat prozatimni
tolerovany tydenni piijjem (PTWI) pro methylrtut na 1,6 pg methylrtuti’kg zivé
hmotnosti a tolerovany tydenni piijjem (TWI) pro anorganickou rtut’ na 4 pg rtuti/kg
zivé hmotnosti.

V ostatnich potravinach se rtut’ vyskytuje pievazné v anorganickych forméach, které
jsou méné rizikové. (NARIZENI KOMISE (EU) &. 420/2011, NARIZENI KOMISE
(ES) ¢. 1881/2006).

3.7 Metody pro hodnoceni zdravotniho rizika z konzumace ryb

Potencialni zdravotni riziko zptsobené rtuti v rybach se hodnoti metodou podle
Kannana a kol. (1998), ktery popsal vypocet indexu nebezpeci spojeného s konzumaci
ryb. Indexy nebezpe¢nosti vypoctené pro celkovou rtut’, které jsou pod hodnotou 1,

nesve&d¢i 0 nebezpeci pro spotiebitele.

Pro vypocet zdravotniho rizika (hazard index — H) se pouziva vzorec:
D=c.I/W.1000

H=D/RfD
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Kde:
D...maximéalni denni tolerovatelné mnozstvi Hg v mg/kg konzumenta
c...obsah rtuti ve vzorku (mg.kg™?)

I...pramérna spotieba ryb (g/den) — normalni konzument: 5300g/os/rok — 16,43

g/os/den

W...prumérnd hmotnost konzumenta — 70 kg
RfD...referen¢ni davka pro rtut’ — 0,0003 mg/kg/den
H = index rizika

Pfi ur€eni hodnoty I byl pouzit tidaj z ¢eského statistického ufadu pro rok 2013

(CSU, 2013).

Svétova zdravotnicka organizace (WHO) stanovila prozatimni tolerovatelny tydenni
ptijem (PTWI) na 1,6 ug MeHg/kg télesné hmotnosti/tyden. Tato hodnota mize byt
pouzita k vypoctu mnozstvi rybi svaloviny, které mtze konzument spotiebovat pro

naplnéni toxikologického limitu.

D=EL-W

NTL=D/c

PP=NTL/P

Kde:
D...maximalni denni tolerovatelné mnozstvi Hg v mg/kg konzumenta
EL...expoziéni limit (PTWI, RfD,...) PTWI = 1,6 ug.kg*
W...primérna hmotnost konzumenta — 70 kg
c...obsah polutantu ve svalovin€ ryb z dané lokality (mg/kg ¢. hm.)

NTL...hmotnost rybi svaloviny pro naplnéni toxikologického limitu
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PP...pocet porci za tyden

P...hmotnost jedné porce — 170 g (KRUZIKOVA et al., 2008; DVORACEK, 2011).

3.8 Stanoveni rtuti v biologickém materialu

3.8.1 Odbér vzorki, skladovani a piredpiiprava

Samotnému méfeni stopovych prvki kontaminanta v potravindch piredchazi odbér
a priprava vzorkl a také jejich skladovani. Jakakoli chyba vznikla v téchto fazich
znehodnocuje dalsi analytické stanoveni, protoZze nemuze byt dosaZeno spolehlivych
vysledku. Proto je nutno dodrzovat hygienické podminky laboratofe, nadob a chemikalii
a tschovy vzorki. Cerstvé vzorky ryb se uskladiiuji hluboce zmrazené nebo
lyofilizované v temnu (CIBULKA et al., 1991).

3.8.1.1 Lyofilizace

Lyofilizace je susici metodou, kterd vyuziva nizkého tlaku. Proti ostathim metodam
suSeni, které¢ spocivaji v odstraniovani vlhkosti odpafenim, tj. pfechodem vody z faze
kapalné do plynné, je lyofilizace charakteristicka odstranénim vody sublimaci. Voda
se odpafuje ze zmrazen¢ho vzorku ve vakuu a namrazuje se na kondenzaéni spiralu.
Zbyla pevna ¢&ast si zachovava specialni porovitou strukturu, ktera je tvotrena kanalky
vzniklymi po odpatené vodé. Technologie lyofilizace je velmi zdlouhava a energeticky

naroéna (OKACOVA et al., 2010).

3.8.2 Metody stanoveni celkového obsahu rtuti v potravinach

Ke stanoveni celkového obsahu rtuti v potravindch se nejéastéji pouzivad atomova
absorp¢ni spektrometrie AAS, atomova fluorescencni spektrometriec AFS, hmotnostni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem ICP-MS a optick& emisni spektrometrie
s indukéné vazanym plazmatem ICP-OES. Velmi dobré vysledky poskytuje také
atomova absorpéni spektrometrie s technikou generace studenych par CV-AAS
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a atomova fluorescencni spektrometrie s technikou generace studenych par CV-AFS
(HOUSEROVA et al., 2006a).

Problémem pii analyze rtuti v biologickych materialech je mozZnost ztraty
a kontaminace analytu béhem piedpiipravy vzorku (tj. napt. rozkladné faze). Pro pfimé
stanoveni koncentrace celkové rtuti bez potieby chemické upravy vzorku pred vlastnim
stanovenim, se proto v praxi vyuziva nejc¢astéji analyzator Advanced Mercury Analyser
AMA 254 (SPEVACKOVA & KNOTKOVA, 1998).

3.8.2.1 Princip pristroje AMA 254

Analyzitor AMA 254 (Altec, CR) je jednoucelovy atomovy absorpéni spektrometr,
vyuzivany pro stanoveni celkového obsahu rtuti v pevnych i1 kapalnych vzorcich bez
potieby ptedchozi upravy vzorku (rozkladu, separace). Spektrometr vyuziva principu
generovani par kovové rtuti tepelnym rozkladem vzorku ve spalovaci trubici
S naslednym zachycenim a zakoncentrovanim na zlatém amalgamatoru, opctovnym
tepelnym vypuzenim a detekci. Timto je dosazeno vysoké citlivosti bez zavislosti
na matrici. Nosnym plynem je kyslik.

Pfi vlastnim stanoveni je vzorek o zndmé navazce vlozen do spalovaci lodicky
a je zaveden do spalovaci trubice, kde je vysusen a spalen v proudu kysliku. Rozkladné
produkty pak postupuji pies katalyzator, kde se dokonc¢i oxidace a zachyti se n&které
produkty spalovéni, a dale pfes amalgamator, kde se selektivné zachyti rtut. Rtut
Z amalgamatoru je uvolnéna kratkodobym ohfevem a je nosnym plynem vedena nejprve
do delsi méfici kyvety a poté pres zpozd'ovaci nadobku do krat§i méfici kyvety. Stejné

mnozstvi rtuti se tedy méti dvakrat s odlisnou citlivosti (ALTEC, 2002).
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Obr. 3: Schéma pristroje AMA 254 (ALTEC, 2002)

1 davkovaci zafizeni 9 clonka 17 vystup kysliku

2 spalovaci trubice 10 detektor 18 analogova elektronika

3 katalyticka pec 11 interferenéni filtr 19 mikropocita¢

4 spalovaci pec 12 chladici ¢erpadlo 20 regulator pratoku kysliku
5 amalgamator 13 topeni bloku mét. kyvet 21 davkovaci lodic¢ka

6 vypuzovaci pec 14 delsi méftici kyveta 22 vstup kysliku

7 blok méficich kyvet 15 zpozd'ovaci nadobka 23 komunikace s PC

8 rtutova vybojka 16 kratsi méfici kyveta (ALTEC, 2002)

3.8.3 Metody stanoveni chemickych forem rtuti v potravinach

Metody stanoveni methylrtuti spadaji do oblasti tzv. specia¢ni analyzy, ktera se zabyva
stanovenim jednotlivych forem danych prvkid. Speciani analyza ma ve srovnani
se stanovenim celkovych obsahli kovii zvySené naroky jak na piipravu vzorku, tak
I na samotnou analyzu véetné naroki na sestavu analytické instrumentace
(MARSALEK, 2006). Pii piipravé vzorku pro stanoveni chemickych forem rtuti

se pouzivaji mirn&j$i extrakéni podminky, tak aby nedochdzelo k transformaci
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jednotlivych chemickych forem, ale zaroven aby jejich vytézky byly kvantitativni.
Izolace specii rtuti z biologickych materidli se provadi kyselou nebo alkalickou
hydrolyzou, destilaci nebo superkritickou fluidni extrakci nebo nékterou z modernich
technik (mikrovinna extrakce — MWE aj.).

V soucasné¢ dobé se pro stanoveni rtiznych forem rtuti vyuzivaji tzv. tandemové
techniky. Ty jsou kombinaci separa¢nich metod s prvkoveé, v nékterych pripadech
i izotopové, selektivni detekci a umoznuji tak velmi pfesné stanovit vSechny pfitomné
chemické formy. Nejcastéji se jedna o kombinaci vySe uvedenych metod
(kapitola 3.8.2) s vysoce uc¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC), plynovou
chromatografii (GC) nebo kapilarni elektroforézou (CE) (HOUSEROVA et al., 20064a).

Odbér vzorkiu
4
Predpriprava vzorku

(homogenizace, vazeni, atd.)
: |

Vyvazani MeHg z matrice

(kysely, nebo alkalicky rozklad, odpaieni, destilace. superkriticka extrakce,

mikrovinny rozklad a dalsi)

: §
Extrakce/ciSténi/prekoncentrace
(extrakce kapalnou fazi, derivatizace jako ethylace. buthylace. ..solid phase™ extrakce
a prekoncentrace a dalsi)

. g
Separace pozadované formy rtuti (MeHg)
(plynova chromatografie, HPLC, iontova chromatografie, elektroforéza a dalsi)

. g
Kvantifikace (detekce)
(CV AAS, CV AFS, ECD, AED, MS, ICP-MS a dalsi)

Obr. 4: Zikladni kroky speciacni analyzy (MARSALEK, 2006)

3.8.3.1 Separace vysoce ucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC)

Kapalinova chromatografie je zalozena na rovnovazné distribuci slozek mezi dvé faze,
ZnichZ jedna je mobilni a druha stacionarni. Ptfi dé€leni dochéazi k opakovanému
vytvéaieni rovnovaznych stavii separovanych latek mezi obéma fazemi (DOUSA, 2002).

Hlavni vyhodou kapalinové chromatografie je jednodussi piiprava vzorku pred vlastnim
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HPLC stanovenim, jelikoz umoziuje stanoveni netékavych slou¢enin, a proto
nevyzaduje derivatizaci (ta je vyuzivana pii stanoveni plynovou chromatografii, kdy
se analyty pievadi na té€kavé slouCeniny chemickou modifikaci). Pii kapalinové
chromatografii se chemické formy rtuti separuji pfi laboratorni teploté, coz snizuje
riziko jejich vzajemné konverze (HOUSEROVA et al., 2006a).

Separace specii rtuti se provadi nejCastéji chromatografii s reverznim systémem
fazi. K piekonani rozdili v chemickych i fyzikéalnich vlastnostech jednotlivych
chemickych forem rtuti se vyuzivaji modifikatory, které vytvari stabilni komplexy
s chemickymi formami rtuti. K vytvareni komplexii se vyuziva chelata¢nich, pfipadné
ion-parovych interakci mezi modifikatorem mobilni faze a analyty na jedné strané
a hydrofobnich interakci mezi modifikdtorem mobilni faze a stacionarni faze na strané
druhé. Diky vyuziti téchto modifikatorti 1ze stanovit zna¢né odli$né slouceniny v jednom

separacnim kroku.

Nejpouzivangjsi chelatacni ¢inidla jsou:

- L-cystein

- 2-merkaptoethanol

- sm¢s 2-merkaptoethanolu s L-cysteinem
- 1,5-difenyl-3 thiokarbazon (dithizon)

- sodna sul diethyldithiokarbamatu DDTC

- amonna sul pyrrolidin-1-yl-dithiokarbamétu APDC
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(DVORACEK, 2011).

3.9 Charaktaristika pangase spodnookého

Pangasius spodnooky (Pangasius hypophthalmus) je sladkovodni sumcovitou rybou
ptirozené zijici v fekach jihovychodni Asie jako je napiiklad Mekong a Chao Phraya.
V poslednich letech byl odchovan iv dalsich asijskych fekach a rybnicich. Chov

sladkovodnich ryb ve Vietnamu, piedev§im pak v delt¢ feky Mekong, se zmeénil
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z venkovského razu zivictho mistni obyvatele v rybarské podnikani (ORBAN et al.,
2008).

Pangasius byvéa casto oznaCovan jako sumecek zralo€i (diky hibetni ploutvi
nachazejici se blizko za hlavou, coz vzdalené pfipomina Zraloka). Zbarveni na hibetni
stran¢ a po bocich prechédzi z tmavomodré v tmavé Sedou, bfisni strana je stfibfité Seda.
Kolem tstniho otvoru jsou dva pary vousd, typickych pro sumcovité ryby. Jedna
se 0 v8ezravy druh, zivici se potravou sloZzenou z drobnych ryb, bezobratlych zivoc¢ichu

a rostlin.

Obr. 5: Pangasius hypophthalmus (WIKIPEDIA.ORG, 2014)

3.9.1 Chov a zpracovani

V poslednich letech doslo k vyznamnému narustu produkce pangasia ve Vietnamu
atoz 87tis. tun (1999) na 1,2 mil. tun (2008). Mezi dalsi vyznamné producenty
pangasia patii Indonésie (kolem 100 tis. tun) a Thajsko (kolem 20 tis. tun). Rychlost
vzristajici produkce ovliviiuje predevsim zptisob chovu téchto ryb. Ty jsou nejcastéji
chovany v mensich zemnich rybniécich nebo v plovoucich klecich a sitovych ohradach
v tekoucich vodach. Trzni hmotnosti 1 — 1,5 kg v podminkéch akvakultury dosahuje
pfiblizné¢ za 8 az 10 mésicl. Pro srovnani, kapr dosahuje své trzni hmotnosti
(zpravidla 2 — 2,5 kg) za tfi az Ctyfi roky.

Po dosaZeni trzni hmotnosti jsou ryby ru¢né zpracovany do podoby filet bez ktize.
Vytéznost zavisi na zptsobu chovu, kdy u ryb chovanych v klecich je vytéznost okolo
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33 % a u ryb z rybnikt kolem 31 %. Zbarveni masa odrazi jeho kvalitu, pticemz zluta
je povazovana za nejméné a ruzova za nejvice kvalitni. Svalovina obsahuje pomérné
velké mnozstvi vody (kolem 83 %), coz je navic podpoieno také jeji Upravou branici
vysychani — tzv. glazovanim, piipadné pouzitim polyfosfatd, které zadrzuji vodu
pfidavanou béhem zpracovani piimo do svaloviny. Na ¢esky trh je pangasius dovazen

prevazné ve formé zmrazenych filetdt (MARES, GRMELA & BRABEC, 2011).

3.9.2 Nutri¢ni parametry

Filety pangase se vyznacuji vysokou trovni vlhkosti (80 — 85 %) a nizkym obsahem
proteint (12,5 — 15,6 %) a lipidd (1,1 — 3,0 %). Celkova hladina lipidi se vyznacuje
nizkym podilem cholesterolu (21 az 39 mg/100 g), s vysokym zastoupenim nasycenych
mastnych kyselin (41,1 — 47,8 % z celkového mnozstvi mastnych kyselin) a nizkym
zastoupenim polynenasycenych mastnych kyselin (12,5 — 18,8 % z celkového mnozstvi
mastnych kyselin), které jsou zastoupeny ptedevs$im kyselinou linolovou (44 — 55 %
z celkového mnozstvi PUFA - polynenasycené mastné kyseliny). Mineralni slozeni
se vyznacuje vysokym obsahem sodiku (222 az 594 mg/100 g), pravdépodobné
Casteéné v dusledku obsahu tripolyfosfatu sodného (E 451), pouzivaného k udrZeni
vihkosti (ORBAN et al., 2008). Svalovina pangase muze byt zdrojem polutantd,
zejména rezidui antibiotik nebo malachitové zelené. Pangasius Casto trpi koznim
(Zabernim) parazitem, k jehoZ 1écb¢ je tato latka vyuzivana. Jedna se vSak o latku
karcinogenni, a proto se nesmi pouzivat pii chovu ryb uréenych pro lidskou spotiebu.
V minulosti doslo k vyskytu a zachyceni dodavek kontaminovanych ryb. Od roku 2006
bylo evropskym systémem RASFF (Rapid alert system for food and feed) evidovano
79 ptipadi, kdy filety pangasia obsahovaly zavadné latky. Tyto dodavky ryb byly
vraceny dodavateli nebo zlikvidovany. V soucasnosti se S rozvojem chovu a zpracovani
pangasia situace vyrazné zlepsila. Svéd¢i o tom i zaznamy evropské databaze RASFF —
v roce 2010 bylo zaznamenano 26 hlaseni zavadnych dodavek a z toho se pouze dvé
tykala Ceské republiky (MARES, GRMELA & BRABEC, 2011).
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Vzorky

K analyze byly pouZity zmrazené ryby, bézné dostupné v obchodni siti Ceské republiky.
Celkem bylo zakoupeno 10 vzorkli pangasti pivodem z Vietnamu. Pfed vlastnim
stanovenim rtuti bylo provedeno stanoveni obsahu vody v jednotlivych vzorcich.
Z kazdé ryby poté byly odebrany 3 vzorky pro stanoveni celkového obsahu rtuti
na piistroji AMA 254 a 3 vzorky pro stanoveni obsahu methylrtuti pomoci LC-CV-
AFS.

Obr. 7: Vzorek 2 - Iglo

Obr. 6: Vzorek 1 - Nowaco
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Obr. 8: Vzorek 3 - Animalco Obr. 10: Vzorek 4 - Nautica

Obr. 9: Vzorek 5 - Euro Frigo Obr. 11: Vzorek 6 - Ice cap
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Obr. 12: Vzorek 7 - S-budget Obr. 13: Vzorek 8 - Pangasius filet

Obr. 14: Vzorek 9 - Kimbex Obr. 15: Vzorek 10 - Mamka
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4.2 Uchovani vzorku

Zakoupene vzorky byly hluboce zmrazeny v mraznic¢ce na -18 °C. Pied analyzou byla
provedena lyofilizace vzorka roziezanych na platky a takto upravené vzorky byly opét

skladovéany v mraznic¢ce v plastovych nadobkach.

4.3 Stanoveni suSiny

Zmrazena rybi svalovina byla roziezdna pomoci keramického noze na tenké platky,
které byly vkladany do Petriho misek vhodnych pro pouziti v lyofilizatoru. Vzorky byly
lyofilizovany v lyofilizdtoru Christ (B. Braun Biotech International, Svycarsko).
Lyofilizace probihala pti teploté -52 °C po dobu 48 hodin do konstantni hmotnosti.
Po lyofilizaci vzorki byla z rozdilu hmotnosti vypoc¢itdna hodnota suSiny a obsahu vody

v jednotlivych vzorcich.

4.4 Pouzité chemikalie

Zakladni kalibra¢ni standard o koncentraci 1,000 = 0,002 g.1"! Hg v 2% (V/v)

HNOj3 (Cesky Metrologicky Institut Praha, CR)

- Chlorid methylrtuti p.a.- CHzHgCI (Sigma-Aldrich Chem. Comp., USA)

- 2-merkaptoethanol p.a. (Sigma-Aldrich Chem. Comp., USA)

- Methanol pro HPLC (Merck, Darmstadt, Némecko)

- Octan amonny, SnClz, KBr, KBrOs, NaCl, K2Cr.07, HCI, HNO3z — vsechny p.a.
(Pliva-Lachema, Brno, CR)

- Standardni referen¢ni materiAl DORM-4 (Institut pro mezinarodni standardy,

Kanada): T-Hg = 0,410 + 0,055 mg.kg™, MeHg (jako Hg) = 0,354 + 0,031

mg.kg*

Standardni roztok Hg®* (c = 1 mg.I"!) pro speciaéni analyzu byl pfipraven v 2 %
(v/v) HCL Kalibraéni roztoky pro stanoveni T-Hg byly pfipraveny v 0,1 % (m/v)

K2Cr,07 20,6 % HNOs. Standardni roztoky MeHg (¢ = 1 mg.IY) byly piipraveny
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Vv methanolu. VSechny pracovni roztoky byly pfipraveny fedénim zésobnich roztokt

deionizovanou vodou (Millipore, Bedford, USA).

4.5 Stanoveni celkového obsahu rtuti na pristroji AMA-254

Pro stanoveni celkového obsahu rtuti byl pouzit jednoucelovy atomovy absorpéni
spektrofotometr AMA 254 (Altec s.r.o., Praha) fizeny WinAMA softwarem.
Homogenizované lyofilizované vzorky byly navazovany na digitalnich vahach pfimo
do predc¢isténych, vypalenych niklovych lodi¢ek a manualné vkladany do AMA 254
analyzatoru. V analyzatoru byly vzorky vysuSeny pii 120 °C a spaleny pti 550 °C
v proudu kysliku (200 ml.min'!). Navazka vzorku se pohybovala mezi 80 — 110 mg
s presnosti na 0,1 mg. Selektivné zachycena rtut’ byla uvolnéna kratkodobym ohfevem
amalgamatoru. Absorpce Hg® byla méfena pfi 253,65 nm (doba méfeni 60 s). Doba
suseni a rozkladu patfily mezi optimalizované parametry stanoveni. Kazdy vzorek byl

méfen tiikrat.

Tab. 1: Optimalizované parametry AMA 254

Krok | Teplota [°C] | Doba [s] (organicka matrice)
Suseni 120 90
Rozklad 550 180
Méfeni 120 60
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Obr. 16: Pristroj AMA 254

4.6  Stanoveni obsahu methylrtuti a anorganické rtuti (Hg?*)
pomoci HPLC

Pro extrakci specii rtuti ze vzorkd pangase byl pouzit vysokotlaky mikrovinny extraktor
Ethos SEL (Milestone, Italie). Mikrovinny extraktor obsahoval 10 teflonovych
reak¢nich nadobek, takZze umoznoval soucasnou extrakci az 10 vzorkd. Kontrola
extrakéni teploty byla provadéna termoclankem umisténym v prvni reakéni nadobé.
Navazka vzorku byla pfiblizn¢ 1000 mg s ptesnosti na 0,1 mg. Extrakce byla provadéna
podle zoptimalizovaného postupu (HOUSEROVA et al., 2006b), tedy pii 55 °C,
po dobu 10 minut, pfi vykonu 400 W, za pouZiti 10 ml extrakéniho ¢inidla (6 mol.1*
HCI + 0,1 mol.I"* NaCl). Po extrakci byly vzorky zfiltrovany nejprve pies filtraéni papir
(No. 389, primér 12,5 cm) a nasledné pies stiikackovy teflonovy mikrofiltr o velikosti
pora 0,45 pm. Supernatant byl fedén acetatovym pufrem na objem 25 ml.

Pro stanoveni specii rtuti byl pouzit kapalinovy chromatograf LC-200
(tzv. bioverze, Perkin Elmer, Norwalk, USA) vybaveny vysokotlakou pumpou Series
200 LC, autosamplerem Series 200, UV/VIS detektorem 785 A (Perkin Elmer,
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Norwalk, USA) a atomovym fluorescen¢nim detektorem PSA Millenium Merlin
(P S Analytical Ltd., Orpington, GB). Optické uspotfadani atomové fluorescenéni
spektrometrie je znazornéno na obr. 17. Isokraticka eluce specii rtuti byla provadéna
na chromatografické kolon¢ s reverzni fazi Zorbax SB-C18 (4,6 x 150 mm, velikost
astic 5 um, Agilent Technologies, USA) pfi pritokové rychlosti 0,8 ml.mint s mobilni
fazi obsahujici 6,2% methanol + 0,05% 2-sulfanylethanol + 0,02 M octan amonny.
Pted zaCatkem a na konci méfeni byl chromatograficky systém promyt methanolem
a mobilni fazi. Automatickym davkovac¢em bylo do toku mobilni faze ddvkovano 100
ul vzorku. Automaticky davkova¢ byl pfed kazdym dal§im davkovanim vzorku

automaticky promyt smési H>O a methanolu (1:1) a mobilni fazi.

O/

P
-

===

F

A — zdroj zafeni — Hg lampa  B- ¢ocky E- studenaparaHg G -filtr

C- kolimator D —argon  F-referen¢ni cela H — fotonasobi¢

Obr. 17: Optické usporddani AFS (HOUSEROVA, 2005)

Eluent z chromatografické kolony po smiseni s oxidaénim ¢&inidlem (0,002 mol.I*
KBr + 0,0004 mol.I'* KBrOs v 5% HCI) piechazel ptes UV reaktor (PTFE kapilarni
trubi¢ka 0,5 mm x 10 m, vykon UV lampy 12 W, vinova délka 253,7 nm), ktery
zajistoval prevedeni viech chemickych forem rtuti fotooxidaci na Hg?*. Piebyte¢ny

Brz byl z oxida¢niho ¢inidla odstrafiovan hydroxylamin hydrochloridem (0,004% (m/v)
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hydroxylamin hydrochlorid). Rtutnaté slouceniny byly déale redukovany reakci
s reduk¢nim ¢inidlem (2% (m/v) SnClz v 10% HCI) na elementarni rtut’. Z roztoku byla
elementarni rtut uvolnéna proudem argonu (0,25 l.min™) ve fazovém (g)/(l) separatoru,

® membranové jednotce a detekovana AFS v kiemenné cele

vysuSena v PermaPure
pti vinové délce 253,65 nm. Vysledna data byla zpracovdna chromatografickym
softwarem Clarity (verze 2.1, Data Apex, Praha, CR). Schématické uspotadani HPLC-
CV-AFS systému pro stanoveni specii rtuti je znazornéno na obr. 18. Pozadovana
excita¢ni a emisni vlnova délka byla dosazena pouzitim Hg lampy (Cathodeon Ltd.)

a filtru zafeni nastaveného na vinovou délku 254 nm.

Argun o rl -
Susici trubice P

oy CH ]
HPLC realktor ¥ / L—J_

pumpa Kolona

Hg para AFS detektor

Injektor ?‘7 {2)-(I) separator

Oxidaini Redukéni
tinidlo tinidlo

Obr. 18: Schematické uspordadani HPLC-CV-AFS systému pro stanoveni specif rtuti
(HOUSEROVA, 2005)
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Stanoveni suSiny

Na zéklad¢ rozdilu hmotnosti vzorkil pied a po lyofilizaci byl vypocitan obsah vody

a podil susiny v jednotlivych vzorcich. Vysledky uvadi tabulka ¢.2.

Tab. 2: Susina a obsah vody ve vzorcich

Znacka Susina [%] Obsah vody ve vzorku [%]
1 |NOWACO, 400g 25,27 74,73
2 [IGLO, 2509 30,19 69,81
3 |ANIMALCO, 1000g 22,62 77,38
4 |NAUTICA, 5009 27,83 72,17
5 |[EURO FRIGO, 400g 23,90 76,10
6 |ICE CAP, 5009 24,45 75,55
7 |S-BUDGET, 1000g 24,28 75,72
8 |PANGASIUS FILET, 300g 25,69 74,31
9 |KIMBEX, 600g 25,39 74,61
10  MAMKA, 1000g 46,17 53,83

Z vysledkt stanoveni vyplyva, Ze s vyjimkou dvou vzorkli znacky MAMKA
a IGLO obsahuji veskeré zakoupené vzorky pangase vice nez 70 % vody. Jak jiz bylo
zminéno V teoretické Casti (kapitola 3.9.1), vysSi obsah vody je dan Gpravou masa —

zejména glazovanim a pouzitim polyfosfatu, ¢i jinych aditiv vazicich vodu ve svaloving.

5.2 Stanoveni celkového obsahu rtuti na AMA 254

5.2.1 Validace atomové absorp¢ni spektrometrie (AMA 254)

Pro stanoveni celkového obsahu rtuti pomoci AMA 254 byla pouzita
jiz zoptimalizovand metoda. Analyzator AMA 254 byl pravidelné kalibrovan na dvé
sady standardnich roztokdi o koncentraci 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 mg.ltal,2 3,4a5
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mg.I"t Hg?*. Kalibraéni roztoky byly ptipraveny v prostiedi 0,1 % K>Cr.O7 a 0,6 %
HNOa. Vysledné kalibra¢ni kiivky nebyly linearni (obr. 19).

1 08
30,8- ED'E_
gu.s- 5;0.4_
S 04 &
a7 2 024
-102_ < Y
o T T 1 1
a0 01 0.2 0,3 04 0.5

8|
Koncentrace Hg [mg. ] Koncentrace Hg [mg.l"]

Obr. 19: Kalibracni kiivky AMA 254

Spravnost stanoveni byla kontrolovana analyzou standardniho referen¢niho
materidlu rybiho proteinového homogendtu DORM-4 s certifikovanym obsahem
celkové rtuti T-Hg = 0,410 * 0,055 mg.kg?. V referenénim materialu bylo analyzou
stanoveno 0,408 + 0,014 mg.kg? T-Hg. Stanovena hodnota byla shodna s hodnotou
certifikovanou a metoda tedy poskytovala spravné vysledky.

Pfesnost stanoveni byla stanovena na zékladé RSD a odpovidala 3,06 %
(pfi 0,408 mg.kg? , n = 10). Mez detekce stanoveni (3sp) celkové rtuti bez
zakoncentrovani byla 0,1 ug.kg? (pro navazku 100 mg + 0,1 mg)

5.2.2 Celkovy obsah rtuti ve vzorcich pangase

Celkovy obsah rtuti ve vzorcich svaloviny pangase je uveden v tabulce ¢. 3. V tabulce
je uveden prumérny obsah celkové rtuti v erstvé hmoté i v susing, ktery byl stanoven

na zakladé tii analyz, a smérodatna odchylka méfeni.
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Tab. 3: Celkovy obsah rtuti ve vzorcich svaloviny

Vzorek ¢. | Primérny obsah | Primérny obsah | Smérodatna odchylka

celkové rtuti v Cerstvé | celkové rtuti v suSiné

hmoté [mg.kg™] [mg.kg?]
1 0,0358 0,1417 0,0004
2 0,0147 0,0487 0,0001
3 0,0134 0,0592 0,0001
4 0,0147 0,0528 0,0001
5 0,0168 0,0703 0,0003
6 0,0099 0,0405 0,0001
7 0,0182 0,0750 0,0002
8 0,0493 0,1919 0,0007
9 0,0493 0,1942 0,0005
10 0,0254 0,0550 0,0008

Maximalni limit rtuti 0,50 mg.kg? ¢erstvé hmotnosti ryb, stanoveny podle Naiizeni
Komise (EU) ¢. 420/2011, nebyl piekroéen v zadném ze stanovovanych vzorku pangase

spodnookeého.
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5.3 Stanoveni chemickych forem rtuti LC-CV-AFS

5.3.1 Validace CV-AFS

Pro stanoveni chemickych forem rtuti pomoci LC-CV-AFS byla pouzita
jiz zoptimalizovana metoda (HOUSEROVA et al., 2006b). Atomovy fluorescenéni
spektrometr byl kalibrovan standardnimi roztoky o koncentracich 5; 10; 15 pg.I* Hg?*
a MeHg* v 2,4 mol.IT HCI + 0,04 mol.I' NaCl. Vysledné kalibra¢ni kiivky byly

linearni (obr. 20).
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Obr. 20: Kalibracni kiivky LC-CV-AFS
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Spravnost stanoveni byla ovétena analyzou standardniho referen¢niho materialu
rybiho proteinového homogenatu DORM-4 s certifikovanym obsahem MeHg (jako Hg)
= 0,354 + 0,031 mg.kgt. V referenénim materidlu bylo analyzou stanoveno 0,341 +
0,018 mg.kg?! MeHg. Stanovena hodnota byla shodna shodnotou certifikovanou
a metoda tedy poskytovala sprdvné vysledky. Mez detekce LOD (limit of detection)
byla pro MeHg" 0,024 mg.kg® a pro Hg?" 0,008 mg.kg? (pti doplnéni na 25 ml

a navazce 1000 mg).
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Obr. 21: Chromatogram standardu MeHg* a Hg?* (o koncentraci 5ug.I" a vzorku ¢. 8

5.3.2 Obsah chemickych forem rtuti ve vzorcich pangase

Obsah methylrtuti MeHg* a anorganické rtuti Hg®* ve vzorcich svaloviny pangase

je uveden v tabulce ¢.4.
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Tab. 4: Obsah chemickych forem rtuti ve vzorcich svaloviny

Vzorek ¢. | Obsah MeHg" v susing [mg.kg™] Obsah Hg?* v susin& [mg.kg™]

1 0,1104 | <LOD

2 <LOD <LOD

3 0,0350 0,0160
4 0,0420 0,0100
5 0,0610 | <LOD

6 <LOD <LOD

7 0,0480 0,0160
8 0,1300 0,0330
9 0,1423 0,0450
10 0,0380 0,0150

Vzorky pangase spodnookého obsahovaly 59 — 87 % methylrtuti.. U dvou vzorku
byl obsah obou sledovanych chemickych forem rtuti pod mezi detekce, tedy nizsi
nez 0,024 mg.kg* pro MeHg" a 0,008 mg.kg? pro Hg?*. Vzhledem k nizkym obsahiim
chemickych forem rtuti stanovenym ve vzorcich se RSD stanoveni pohybovaly mezi
15 - 20 %.

5.4 Hodnoceni zdravotniho rizika z konzumace pangasu dle
Kannana a WHO

5.4.1 Metoda dle Kannana

Pro hodnoceni zdravotniho rizika z konzumace pangasti z hlediska celkového obsahu

rtuti byl pouzit vzorec pro vypocet indexu rizika (H), ktery je uveden v kapitole 3.7.
D=c.Il/W.1000
H=D/RfD

Za hodnotu ¢ byla dosazena nejvyssi hodnota obsahu celkoveé rtuti v ¢erstvé hmoté
ze viech vzorkd, kterd ¢inila 0,0493 mg.kg?. Pfi uréeni hodnoty | byl pouzit Gdaj

z Ceského statistického uradu pro rok 2013, kdy byla spotfeba ryb 5,3 kg/os/rok, tedy
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14,52 g/os/den. Za hodnotu W byla dosazena primérna télesna hmotnost konzumenta

70 kg a za hodnotu RfD referen¢ni davka pro rtut’, ktera ¢ini 0,0003 mg/kg/den.

_0,0493 14,52
~ 70=1000

=1,02"%mg/kg

Vysledny index rizika je niz$i nez hodnota 1 z ¢ehoz vyplyva, ze vzorek
snejvyssim obsahem celkové rtuti (vzorek ¢. 9), a tedy ani zadny jiny
ze stanovovanych, nemutze byt pro spotiebitele nebezpecny. Ani v ptipadé, kdy byla
pro vypocet pouzita hodnota nejvyssiho obsahu celkové rtuti v susing, nepiekrocil index

rizika hranici 1.

5.4.2 Metoda dle WHO

Pro hodnoceni zdravotniho rizika z konzumace pangasu z hlediska obsahu methylrtuti

byla pouzita metoda dle WHO, ktera je podrobné&ji uvedena v kapitole 3.7.
D=EL-W
NTL=D/c

PP=NTL/P

Za hodnotu EL byl dosazen expozi¢ni limit stanoveny svétovou zdravotnickou
organizaci (WHO), ktery ¢ini 1,6 pg.kg™. Jako primérna t&lesna hmotnost konzumenta
W byla pouzita hodnota 70 kg. Za hodnotu c¢ byla dosazena nejvy$si hodnota
primérného obsahu methylrtuti v cerstvé hmoté ze vSech vzorkl, kterd cinila

0,0361 mg.kg™. Jako hmotnost jedné porce P byla dosazena hodnota 170 g.

D=1,6%70= 112 pg

112
00361

NTL =

=31025¢g
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3102,5
PP =
170

= 18,25

Vysledna hmotnost pro naplnéni toxikologického limitu je 3102,5g svaloviny
pangase s nejvysSim obsahem methylrtuti v suSiné (vzorek €. 9). To znamena, ze pfi
hmotnosti 170 g jedné porce pangase, je pro naplnéni toxikologického limitu nutné snist

vice nez 18 porci za tyden.
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6 ZAVER

Naplni této bakalaiské prace byla problematika stanoveni celkového obsahu rtuti
a obsahu specii rtuti ve vzorcich pangase spodnookého. Vzorky pouzité k analyze byly
zakoupeny v b&Zné spotiebitelské obchodni siti Ceské republiky, konkrétné
v supermarketech Albert, Billa, Interspar, Kaufland a Tesco.

Pro vlastni stanoveni byly odebrané vzorky svaloviny upraveny lyofilizaci
a nasledné uchovavany zmrazené. Z vysledka stanoveni obsahu vody a suSiny vyplyva,
ze s vyjimkou dvou vzork znacky MAMKA a IGLO obsahuji veskeré zakoupené
vzorky pangase vice nez 70 % vody.

Stanoveni celkového obsahu rtuti ve vzorcich bylo provedeno na jednoucelovém
atomovém absorpénim spektrometru AMA 254. Celkovy obsah rtuti v ¢erstvé hmoté
svaloviny se pohyboval v rozmezi 0,0099 — 0,0493 mg.kg™, pficemz nejniz§i obsah byl
naméfen ve vzorku ¢. 6 (ICE-CAP, 500 g) a nejvyssi ve vzorku €. 8 a 9 (PANGASIUS
FILET, 300 g a KIMBEX, 600 g). Pfed vlastnim stanovenim specii rtuti pomoci LC-
CV-AFS, byla provedena extrakce vzorki mikrovinnym extraktorem. Z vysledk
ziskanych kapalinovou chromatografii ve spojeni s atomovou fluorescenéni detekci
vyplyva, ze obsah methylrtuti ve vzorcich se pohyboval v rozmezi 59 — 87 %. U vzorki
¢. 2 a 6 (IGLO, 250 g a ICE CAP, 500g) byl obsah obou sledovanych chemickych
forem rtuti pod mezi detekce, tedy niz$i nez 0,024 mg.kg™* pro MeHg* a 0,008 mg.kg™
pro Hg?*.

U zadného ze stanovovanych vzorkii nebyl piekrocen maximalni limit rtuti
0,50 mg.kgt cerstvé hmotnosti ryb, stanoveny podle Natizeni Komise (EU)
¢.420/2011. Vysledky hodnoceni potencialniho rizika z konzumace pangase
spodnookého ukézaly, Ze spotfebitel by musel zkonzumovat ptes 18 porci této ryby
tydné, aby byl naplnén toxikologicky limit. Ackoli z vysledkl vyplyva, Ze zakoupené
vzorky pangase spodnookého nejsou z hlediska obsahu rtuti nebezpecnou potravinou,

je tieba ryby i nadale pravideln¢ kontrolovat.
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