
การตรวจวัดระดับ Malachite Green และ Leucomalachite Green  
ในผลิตภัณฑ์อาหารแปรรูปจากเนื้อปลาด้วยเทคนิค LC-MS/MS 
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Malachite Green (MG) เป็นสำร Triphenylmethane Dye ที่มีฤทธิ์
ในกำรต้ำนเชื้อจุลินทรีย์ซ่ึงถูกน ำมำใช้ในอุตสำหกรรมกำรเพำะเลี้ยง
สัตว์น้ ำ โดย MG นี้เม่ือเข้ำสู่กระบวนกำร Metabolism จะถูกเปลี่ยน
ให้อยู่ในรูปของ Leucomalachite Green (LMG)   [รูปที่ 1] ซึ่งจะ
สะสมอยู่ในเนื้อเยื่อชั้นไขมันของปลำ สำรทั้งสองล้วนแล้วแต่เป็นสำร
ก่อโรคมะเร็ง ดังนั้นจึงถูกห้ำมใช้ในอุตสำหกรรมประมงท้ังใน
สหรัฐอเมริกำและสหภำพยุโรป อย่ำงไรก็ตำมยังคงมีกำรตรวจพบสำร
ดังกล่ำวในผลิตภัณฑ์จำกเนื้อปลำ โดยวิธีกำรตรวจวิเครำะห์ MG และ 
LMG สำมำรถท ำได้ด้วยเทคนิคลิควิดโครมำโทกรำฟี (HPLC) ที่ต่อ
พ่วง UV-Visible หรือ Fluorescence Detector รวมไปถึง Mass 
Spectrometry อย่ำงไรก็ตำมกำรใช้ UV-Visible และ Fluorescence 
ยังมีข้อจ ำกัดในเรื่องของควำมไว (Sensitivity) และควำมจ ำเพำะ 
(Selectivity) ท่ีต่ ำ จงึท ำให้กำรใช้ Mass Spectrometry เป็นวิธีกำร
ตรวจวิเครำะห์ที่มีควำมแม่นย ำและได้มำตรฐำนมำกที่สุด 

 

 
 
 
 
 

 
การเตรียมตัวอย่าง 
 

**Note 
• ใช้ Oasis 60 mb/3cc MCX (Water, USA) กับตัวอย่ำงเนื้อปลำไหลท่ัวไป 
• ใช้ Superclean 60mg/3cc LC-Alumina N (Water, USA) กับตัวอย่ำงปลำไหลท่ีมีไขมันสูง 
  Condition ด้วย ACN 3 mL / Load ตัวอย่ำงและเก็บส่วน Elute / Wash ด้วย ACN 3 mL 
  และเก็บส่วน Elute ไปรวมกับส่วน Elute ก่อนเติมดว้ย FA 120 µL 

Malachite Green Leucomalachite Green Green 
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เครื่องมือวิเคราะห์ LC-MS/MS 
• Thermo Scientific™ Ultimate 3000™ UHPLC 
• Hypersil Gold™ CN (5 µm, 2.1 x 50 mm) Column 
• Thermo Scientific™ TSQ Fortis™ Mass Spectrometer 
• LC Conditions และ SRM Transitions (ดงัตำรำงด้ำนล่ำง) 

ผลการตรวจวิเคราะห์ 
จำกรูปที่ 2 แสดงโครมำโตแกรมของ MG, LMG และ IS ของ
ตัวอย่ำงเนื้อปลำไหลย่ำง ซึ่งภำยหลังจำกผ่ำนกำรสกัดแล้วมีกำร 
Spike สำรมำตรฐำน MG 0.02 pg/µL, LMG 0.05 pg/µL และ 
IS 1 pg/µL ผลกำรวิเครำะห์มีค่ำ LOQ ที ่0.1 pg ส ำหรับ MG 
และ 0.5 pg ส ำหรับ LMG ซึง่เทียบเท่ำกับ 0.004 และ 0.02 
µg/kg ในเนือ้ปลำไหลย่ำง ค่ำตรวจวิเครำะห์ดังกล่ำวเป็นค่ำต่ ำ
กว่ำเกณฑ์กำรตกค้ำงที่ก ำหนดโดยกรมประมง (มีระดับกำร
ปนเปื้อนของ MG และ LMG รวมไม่เกิน 0.8 µg/kg) 
เส้นกรำฟมำตรฐำนในช่วงควำมเข้มข้น 0.05 ถึง 8.0 µg/kg มี
ค่ำ R2 > 0.99 [รูปที่ 3] กำรประเมินควำมถูกต้องแมน่ย ำของ
วิธีกำรสกัด และตรวจวิเครำะหพ์ิจำรณำโดยกำรวิเครำะห์เนือ้ปลำ
ไหลย่ำงที่มีปริมำณควำมเข้มข้นของ MG และ LMG ท่ี 1, 2 
และ 5 µg/kg ซึ่งเทียบเท่ำกับ 0.5, 1 และ 2.5 เท่ำ ของค่ำ 
MRPL (ท ำซ้ ำ 7 คร้ังในแต่ละควำมเข้มข้น) [ตำรำงที ่1] พบว่ำมี
ค่ำ Recovery สูงกว่ำ 90 ถึง 106% โดยมีค่ำ %RSD ตัง้แต่ 
3.7 ถึง 11% 
 
 

ตารางที่ 1 ค่า %Recovery และ %RSD (ในวงเล็บ) ของ 
MG และ LMG ในตัวอย่างเนือ้ปลาไหลย่าง (n=7) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Column Temp. Ambient 

Injection Vol. 10 µL 

Flow Rate 220 µL/min 

Mobile  Phases A: 0.1% Formic Acid in Water 
B: Methanol 

Gradient Time(min) 
0.0 
2.0 
6.0 
6.1 
10.0 

%A 
70 
10 
10 
70 
70 

%B 
30 
90 
90 
30 
30 

Compound 
Retention 

Time (Min) 
Precursor 

(m/z) 
Targeted 
(m/z) 

Confirming 
(m/z) 

MG 5.13 329.1 313 208 

LMG 4.09 331.3 239 316 

d6-LMG (IS) 4.06 337.2 240 - 

Spike (µg/kg) 1.0 2.0 5.0 

MG 95 (5.8) 101 (3.7) 90 (7.5) 

LMG 106 (7.0) 94 (11) 92 (4.7) 

รูปที่ 3  เส้นกราฟมาตรฐานของตัวอย่างเนื้อปลาไหลย่างที่มี 
MG และ LMG ความเข้มข้น 0.05 ถึง 8.0 µg/kg 

รูปที่ 2 โครมาโตแกรมของตัวอย่างเนื้อปลาไหลย่างที่มี MG 
และ LMG ความเข้มข้น 0.02 และ 0.05 pg/µL 


