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M==�I 3

�
�=b���=�I 1   ���M������>������
�GG
��� 
N���������
�����������_D���_I� ����
G
�
�����
�����
� 

3.1 M=��b�F�

��&����$��%���0�����+���$��S���3� (High Performance Liquid 
Chromatography ;HPLC) #*"S3�'�����;9� �'R,��������+����$�6�����������������%�,���"�� ��!"�
��������#$ �*� 	"�����������������:����$��������� � ��%�9����	��*��$��S������

�����#*"*��*� Nova Pak C18 ����$�� %�,$��0����R,��%�,��:� Linear gradient ��+�-�� 0.01 �$���� 
��*��������  2�$��5������#�#��������$%���� (������-�� 22:8 �*����$���) ��%�9����
	��*S3����
��**"�����R,����*���*3*��R�����3��%�,���$�����R,� 360 �����$�� ����%�,�������
����������������������������S3�	����*"���0����R,��%�, 11.40 ��� 16.62 ��%� ��$�.�*�5

������*�����������������
�� hemolymph ����!"�%�,���$��"$�"� 0.38-1.90 
#$������$�-�$�������� �$���$������$� correlation coefficient (r) $����-� 0.999 ���$S3��"��
�������������+� ��*� ��3�����-�������5�R� (% recovery) $����-� 96%  �%!���*�5 ���$
�$-��.��������������+�$��-��5�,���5�$������ (%RSD) #$-���� 5% ���$��$��S �������
��* 
(LOD) �%-���5 0.04 #$������$�-�$�������� ������*����������������� ���"�$��R9� digestive 
gland �����+�� �*� 	" 0.01 M EDTA-McIIvaline buffer ��:�������* ��� 	" Sep-Pak C18

�.�+��5�'�,$���$��"$�"����%.� +"�����-��5���!%&�/�;9� %.�������*�����������������%�,���$��"$
�"� 0.5-2.5 1.0-40 ��� 100-1600 #$������$�-����$ ��$�.�*�5 correlation coefficient ����$���
$������$����-� 0.999 %!������-�� �-�������5�R� ���"�$��R9���� digestive gland $����-� 94% 
 �%!���*�5 �-�� ���+���!"���9�$����-� 91%  �%!���*�5 �-��5�,���5�$��������9��"����-� 11% 
 �%!���*�5���$��"$�"����%!������-�� ���$��$��S �������
��* ���"�$��R9� digestive gland 
�����+���!"���9�$��-� 0.06,  0.01 ��� 0.11 #$������$�-����$ ��$�.�*�5

����������+������������������  ������-��'5�-� +"�-�%�,��:�#���$$������
��$��S�.���&����*����-��$� 	"�'R,�%.����;�4�����	
������� ��� 	�������	�������*����-��
 ��!"���������#$�-�#�
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3.2 M=�f


 ����������+�+����$�6����������������� �+"���B�5��������
 	"��&�%��
!�	��
��%�� (microbiological method) +�R� immunoassay ��-��&���9$��#$-���$�.�$� 	"�.�+��5���
�������+��	�� ���$�6 (quantitative analysis) �*��8'����-����,��$R,���:������-�����$�6��%�,��*�5
���$��"$�"��,.� �'���$����$#� (sensitivity) ��� ���$
.��'���
��
� (specificity) �����&�����,.� 
(Onji et al., 1984) $����$���*���R,��
�����$��$��S �����"��%��������	R9�����-�����  �	R9�
5����!-$��
*R9��� (Papadoyannis et al., 2000) ��&�%�,#*"��5�����$��5$����-� �R� �%����%�����$�
�����0� (chromatography) �;,���
��:� gas liquid chromatography (GLC) +�R� high performance 
liquid chromatography (HPLC) ��-�$R,������5�%��5��+�-���%�������	��*��9
��+q��-��%���� 
HPLC #*"��5�����$��5$����-� GLC �'��������������������$�
!*�*R�* (boiling point) �3��;,�
%.� +"��5���-���������'#� ���+�-������������+� (Long et al., 1990a)  %.� +"2�����������+�$�
���$�$-��.��"����-�

��9������������$��������
�������-���-���.�#��� �����+�  (sample 
preparation) ��:��T

���.���<%�,$�2��-����$S3��"������$-��.��������������+���������������
����	�����$�6*"�� HPLC �*�%�,�#������5*"�� 2 ��9���� ��9��������R� �.������-���;,�%��5
�9.�+���+�R����$�����-���$�%.� +"���������'R,� +"�����������������%�,��3-��� ����$�  ��9�
���%�,����R� ����.�
�*���	��*�R,��;,�2�$��3- ���������%�,#*"
����9��������	-�#�$�����
���������#� +"#*"$��%�,�!*

��&��.�
�*������ ������-��$��*.��������*"����&���������;,���
%.�#*"�*� 	"
���$�"�� ��-��&������9%.� +"�����������������5���-���3<����#� (Long et al., 1990b) 
;�$����
*�*������&��*�������$��*�	-� trichloroacetic acid (TCA) (Long et al., 1990a) +�R� 
trifluoroacetic acid (TFA) ��#� ��-��#��q��$�$R,������5�%��5��+�-����� 	"��*���	��*��9'5�-� 
TFA  +"2�����������+�%�,�$-��.���-��'�����������������������*�������,���3��"����-� (Iversen 
et at., 1989)
 ������#�$�����
������������������� ��������������-��%.�#*"�����R,��

����:����%�,��$��S�����#*" ����%.���������%�����+$R����� 
��������
��5������%�,2-��
$�'5�-�����������+�+����$�6���B�	���� � digestive gland ����!"�*"�� HPLC ����B ����
����"��$��%�9���9��R,��
����R9���R,�*����-����9  %�,���� C-D0 ������������5$����$�6���#�$��
���$��3-$��S;� 6 % (w/w)  ����'�,$�3��;9���:� 8% (wt/wt) %�,���� D1 (Chandumpai et al., 1991) 
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�.�+��5��&��.�
�*#�$���-�� +<- 	"��&�����������-�� ������������%���� �	-� 95% acetone �����
�����-�����$�
��#�$����"�%.�������+���� acetone ���$��'R,��'�,$���$��"$�"������-��
(Rogstad et al., 1988) +�R���
 	"��&�  solid phase extraction (SPE) 	��*#$-$���9� (nonpolar)  �	-� 
C18 ��"��-��	� (elute) ���$�*"�����	� (eluent) %�,�+$���$ (Christie, 1992)

���
����9���R,��
���������������������$��S
�5��5��+� �+$3- transition 
elements �;,���
����3- ������-��#*" �T

��*����-����9$�2��-����$S3��"�������&��������+��	-���� 
 �%���B�5���
;��*�T<+���9�*����$ ethylenediaminetetraacetic acid  (EDTA) '�"�$%�9����5 pH  
����������� +"�,.���-� 3 *"�� oxalic acid �'R,��'�,$�����%&���'���
�5��+�-�� EDTA ��5 ��+�
�+�-���9� (Thomas.,1989; Long et al., 1990a; Long et al., 1990b)

�-����&��������+������������������ ���R9���R,��!"�*"�� HPLC %�,����B �������
%�,2-��$��-�� +<- 	"��&���"�����0$������������ (external standard) *"����&������9��
$�
���$���*���R,��#*"�'����������������������
�3<����#�5���-�� ���+�-��������*���
��
�����-�� ��$%�9����$�$-��.�������$�����������%�,8�*��"�#��'R,�����������+���-�����9� 
(Rouessac and Rouessac, 2000)


���+�!2�*����-���"���"����%*�����9
;�$����S!��������'R,����5��!���&��������+�
+����$�6�����������������*"���%���� HPLC  +"$����$�-��	R,�SR� (reliablity) ������$S3��"�� 
(precision) $���;9� ��&����%�,#*"
��.�#� 	";�4�����	
����������	�������	������������
���������� ���"�$��R9�,  hemolymph  ��� digestive gland ����!"� ��$%�9����$�6����������
�������%�,�!"�#*"��5
���
����+�� ���%*���*.���������*�;�4�+������%�,�+$���$%�9���9����
��������$�������������-�������9��������������+� ���
����9��'R,��*�����������*
���$���*���R,�������&����
;�$!-���"���&��.���6+����$�6����*���������5�%��5��5���0$���
����55���$��������� � (internal standard)
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3.3 ���k�����������
�	H�J


3.3.1      �'R,�+������%�,�+$���$ �������
��*���$�6����������������� � hemolymph,
 digestive gland, ��"�$��R9� �����+�� ����!"���������#$�*��%���� HPLC

3.3.2  ;�4���&�������*�����������������
�� hemolymph, digestive gland, ��"�$��R9�
�����+������!"���������#$

3.3.3 �'R,� validation ��&�������*�����������������
�� hemolymph, digestive gland,
              ��"�$��R9� �����+���!"���������#$
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3.4. �����N�����>��
�

3.4.1 ���b������N����
��� �
1 ���R,�� HPLC (Waters, USA)

Solvent A: 0.01 M oxalic acid
            Solvent B: acetonitrile ��� methanol 2�$��� �������-�� 22 �-� 8

Column: Novapak C18. 3.9 mm X 15 cm ,
 Detector: Waters 486 UV-

                                          Pump: Waters 510
 Integrater: Baseline 810 (Waters, USA)

2 N-ethylmaleimide ����"�������q���������R�* (Sigma, USA)
3 Methanol; HPLC grade (J.T.Baker, USA)
4 Acetonitrile; HPLC grade (J.T.Baker, USA)
5 Oxalic acid; Analytical grade (Merck, Germany)
6 Trifluoroacetic acid (TFA); Analytical grade; (Sigma, USA)
7 Oxytetracycline dihydrate (OTC) Purity 98% (Sigma, USA)
8 Chlortetracycline hydrochloride (CTL) Purity 80% (Sigma, USA)
9 +��*8�*�����* 5 $�������� (Nipro, Thailand)
10 ���R,�� centrifuge (Eppendorf, Germany)
11  +��* centrifuge ���* 1.5 $��������
12  �!"���������#$���* 14-22 ���$ (0���$���	� 
.�����)
13  ���R,�� Freeze Dry (Hero Drywiner, Denmark)
14  Water bath (NESLAB, USA)
15  ���	#�����
�; Oxygen free nitrogen (OFN) (TIG gas, Thailand)
16  Sep-Pak C18 column ���* 1 $�������� ��� 3 $�������� (Waters, USA)
17  Automatic pipette (Pipetman, France)
18  0.01M EDTA-McIIvaline buffer (Fluka, USA)
19 Ultrasonicator (Branson 2200, USA)
20 �9.� Milli-Q (Millipore, USA
21 #������ ���* 250 #$������� (Harmillton, USA)
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3.4.2 ��>��
�	H�J


3.4.2.1 	H�J
��
��=�I�G 
�� ������_I�� HPLC ���
������
�G��� 
N�����
����
������� �b�����������
���������E��
� 
��t
��
��� (Internal standard: IS)

���R,�� HPLC %�, 	"���*���%*�����9�����5*"�� pump (Waters 510)  2 	!* �-�
��5 Novapak C18 column guard ���* 4 mm *��
�5��,����������-��%�,���	�����������������-��
��"��3- Novapak C18 column (particle size 5 µm, 3.9 mm X 15 cm) 8�*�������������-����"��3-
rheodyne injector %�,$����$��� loop 20 µl ��*���$�6���%�,������$�*"�� UV-visible detector
(Waters 486) 5��%;�����������+���<<�6*"��������$ Baseline ��55�-���
�S3���5�!$ +"
%.�����-�$���*"�� interface (Waters 810)

��������$������ (stock standard solution) �����������������#*#��*��
���$��"$�"� 1,000 µg/ml  �����$�*�	�,���� +"#*"�9.�+�����-���$������ � 0.1  M HCl ��� �$
%���� ������-�� 1:1 (v/v) �.�+��5�������� ���$��"$�"�1 µg/ml  ����������������;,� 	"��:�
���$��������� � (internal standard ; IS)  	"�$%������:����%.������
 �������������������������$������(working standard) %�,$����$��"$�"��-��
��� 5 ��*�5 ( 0.01, 0.10, 1.00, 10.00, 100.00  µg/ml) $� IS  5  µg/ml �%-����%!���*�5 �����$�*��.�
�������� stocking standard   $��
R�
��*"�� solvent A : solvent B ������-�� 25 :75 (v/v) ���
�����$�������+�-���9
���q5���4�#�"%�, � 20  ����������� �'R,��1��������������*	��

��������%.����������R,�� HPLC ���,$�"�
����&�%�,����.��*� Thomas (1989) 
�;,� 	"���	� (eluent) 2 	��*2-����"��3- column �55 gradient �R� solvent A (0.01 M oxalic acid) 
��� solvent B (acetonitrile ��� methanol 22:8 �*����$���) ���+������%�,�+$���$�'R,����
��������������������
�����������������*.���������*�%*��5+����$��"$��"���� solvent 
A %*��5������-����� acetonitrile ��� methanol �.�+��5 solvent B ��$%�9���������#+���� 
mobile phase

2�
�����%*���+������%�,�+$���$�.�+��5��������������������������

�����������������%�,�!6+�3$�+"�� (24-28  �����������) '5�-�  	"���$����������������-�� 
20 #$������� ��*���$�6���*3*��R���� (absorbance) ������%�,���$�����R,� 360 �����$�� 
solvent A �����:� oxalic acid ���$��"$�"� 0.01  M ��� ������-����� acetonitrile:methanol 
�.�+��5 solvent B �R� 22:8 ���
����9���������#+���� mobile phase  �.�+�**"��������$*��
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��*� ������%�, 2 �R� ��-�� +" solvent A 100 % #+���"��3- column   � 1 ��%���� ��"��-������5
������-�� solvent A:solvent B  
�� 0:100%#���:� 70:30%  ��� ����� 17 ��%� (����'�,$��:�
�55 linear gradient) ��������-��*����-��#�" 3 ��%� ��"��-�������,�� #���:� solvent A 100 % 
��� ����� 6 ��%� �������*����-��#�" 4 ��%� %�9���9 	"��������#+���� mobile phase ��:� 1.2 
$���������-���%� (*����*�  ������%�, 2) %.�����������+� 3 �9.���-�����$��"$�"� �.�2�
�����$�
�����$$��.���6�����"�����0$������
�����$��$'��&���+�-�� concentration ratio ��� 
peak  area ratio �������������������������������������� (IS) (Levin, 2006)

�����%�, 2 �-����#+�����0����R,��%�, �	-�������-���

�4!� (,��B) 7'"��#��6)!
(��!!�!�"�/,��B)

Solvent A (%) Solvent B (%) �K��MM���
gradient*

0.00 1.20 100 0.000 -------
1.00 1.20 100 0.000 6
18.00 1.20 70.00 30.00 6
21.00 1.20 70.00 30.00 6
26.00 1.20 100.00 0.000 6
30.00 1.20 100.00 0.000 6

* ��*��3��55��� gradient �;,� �%�,��9��:���"����

3.4.2.2 �
����b���������
��������
� hemolymph ���
 ��_D� digestive gland  ���
�
G
� ��������
�����
� 

3.4.2.2.1 �
���hM�����F
� hemolymph  ���
 ��_D� ��� digestive gland

�����q5�����-�� hemolymph *.���������*��.��!"��;,�%��5������� (�9.�+���, ���$
��� carapace, ���������5) $�*3*��R�*
����-���R�*5����6������*���3-%�, 2-3 *"����q$8�*�����*
15G ���+��*8�*�����* 5 $�������� %�,$� N-ethylmaleimide  ��3�2�;���:�����1����������q�
��������R�*���$�6 0.03 $�������$ �.������-����R�*%�,#*" �- �+��*+$!��+��,�� (centrifuge tube)
���* 1.5 $�������� ��q5����!"� �S!�'�����������$+$�����%�,�.�+�* ��q5�����-��%�9����	��*
 ��3"�	-%�,�!6+�3$� -70 ����������� ��+�-��������������+�
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�����-����"�$��R9���� digestive gland %.������q5�*��.�����!"��;,��	-��q�#�"*���"���"�$�
���%�,�!6+�3$�+"��
���R�5����� ����-�����R�����#�  	"$�*2-���*��*�����"�$��R9� (abdominal
muscle)  +"#*"�9.�+��� (wet weight) ��-������$�6 3 ���$�-������-�� �.�+��5 digestive gland
'5�-�+���
��2-���*���$�$��
�$���R�*+-�+!"$��3-
;���5��� +"$��%�,�!**"�����*�4��5�-���.�#�
	�,����5��%;��9.�+���

3.4.2.2.2 =b��M�����=>��
?��>����b�����>������
�G���������
������� hemolymph

 ���%*��5�����%&���'��&����*������$�$-��.������&��������+�����������
������� ���R�**.���������*��.������-����R�*�;,��	-��q�#�"���$���� +"�����%�,�!6+�3$�+"�� 
+���
�����-� +"��"����*3*�����-�����$� 100 #$�������  �- �+��*+$!��+��,�� ���* 1.5 
$�������� 26 +��*  � 25 +��*���$��������$��������������������������$��"��"��-��
�����#� 20 #$�������  +"#*"���$��"$�"��-����� 5 ��*�5� �� 5 �9.� �R� 0.38, 0.76, 1.14, 1.52 
��� 1.90 #$������$�-�$�������������R�* ���$ 20 #$������� IS  +"$����$��"$�"��%-����%!�
+��*�R� 3.8 #$������$�-�$�������������R�* ��� 1 +��*%�,�+�R��;,� 	"�����5�%��5*.���������	-�
�*��������-#$-���$��������$�����������������������  �.�+��*�+�-���9#����-���-����� +"��"�
���*�*"��  vortex 1 ��%� ���#�"%�,�!6+�3$�+"�� 30 ��%� 
����9����$�9.� Milli-Q ��#� 100 
#$������� ���-�*"�� vortex �'R,� +"������$q*��R�*������$�6 30 ����%� ���$����������"$�"� 
TFA 20 #$������� ���-�*"�� vortex ���$�6 30 ����%� 
����9�
;��.�#�+$!��+��,��%�,���$��� 
13,900x g �!6+�3$� 4   ����������� 15 ��%� �������-�� ����$� (���$�����$%�,���#*" ��*
�*�#$�������#������ ���* 250 #$�������)  8�*��������%�,#*"��9 20 #$������� ��"��3- HPLC 
���*.�������������$�����%�,�.�+�*
�����%*���%�, 3.3.2.1 �.���6+��-� peak area ratio ���
�����������������������������������
�����$������$ �.��-�%�,#*"#���"�����0$������
��*����$��$'��&���5��-�� concentration ratio �����������5%�9���� �'R,� 	"+����$��"$�"�
�������������������� ���R�*�-�#�
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3.4.2.2.3   =b��M�����=>��
?��>����b �����>������
�G���������
������� �
����
 ��_D� ���
digestive gland

���%*��5�����%&���'��&����*������$�$-��.������&��������+�����������
������� ���"�$��R9�*.���������*��.������-���;,�%��5�9.�+�����-���$� 26 �����-�����$���
�����$������������������������� ������-��  +"#*"���$�6�-����� 5 ��*�5��� 5  �9.��R� 0.5,
1.0, 1.5, 2.0 ��� 2.5  #$������$�-����$�����"�$��R9� ����.�+�*�	-���9�'R,� +" ��"�������5
���$�6%�,��*�-�
����
'5 ���"�$��R9� 
����9�
;����$����������������;,���:� IS ��#� 5
#$������$�-����$�����"�$��R9�  �-����� 1 +��*%�,�+�R����$ IS ��-���*���������2�$#�"%�,
�!6+�3$�+"��  20 ��%�   
����9�
;��.�#��	-%�,�!6+�3$� -70  �����������  1 �R�  �.������-��%�,�	-
��q�#�%.� +"�+"�*"�����R,��%.����+�* (freeze dry) 	�,����5*�����-���+"� +"������**"���%-���"�
%��%�+���
���.����
�����R,��  �.������-��%�9�+$* �-�� �+��*�'����%��������* 15 $��������
���*������������������*����$ 4 $�������� 0.01  M EDTA-McIIvaline buffer ���-���-�����*"��
vortex ���$�6 3 ��%� �'�,$�����%&���'������*�*��.�#� �- � ultrasonic bath 15 ��%�  +���

����9��.�#�+$!��+��,��%�,���$��q� 4,000xg  %�,�!6+�3$� 4  ����������� 15 ��%�  ��q5�-�� � �
+��*%*���  %.�������*�-��������9.�������9�*"����&�����*������  �.��-�� �
��������*%�9� 2
���9� $���$��� (��*���$����!*%"��*"�����5��������* 10 $���������'R,���5�!$���$�6�-�� �
%�9�+$* +"$����$�6�%-����) �'�,$���$��"$�"����%.� +"�����-��5���!%&�/�;9��*� Solid phase
extraction  ���* 1 ml

������*�����������������
�� digestive gland *.���������*� 	"�����-�� 0.5 
���$ (�9.�+��������) $����$����������������� +"#*"���$�6�-����� 5 ��*�5�R� 1.0, 10.0, 20.0, 
30.0 ��� 40.0 #$������$�-����$��R9���R,� '�"�$%�9����$����������������;,���:� IS ��#� 80 
#$������$�-����$�����R9���R,� 
����9�*.���������	-��*�����5��"�$��R9���-����.�
�*�����������

�� digestive gland *.���������*� 	" Sep-Pak C18  ����$�� ���* 3 $�������� �;,��-���5 chamber 
%�,%.� +"��:��!<<���*"���T�$*3*����  ������5���'����$���-�����$�������������-��*.�����
����*�2-�� 3 $�������� �$%���� ��$*"��  5 $�������� ����9.� Milli-Q ��� 2 $�������� 0.01 M 
EDTA-McIIvaline buffer ��$�.�*�5  *3*�������� �����$�����
�+$*  
����9�
;��.����
����������-�� �-��#� �����$�� �"������-��%�,#$-��������$�����*"���9.� Milli-Q  5 $�������� 
�.�+��5������������������;,�������3- �����$��
�S3�	����$�*"���$%���� 3 $��������  ��q5
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���������-����9#�"��"��.�#����+����%.���������#� +"�$53�6� *"������#�����
� (OFN)  �
�-���9.��!-� (Water bath) %�,�!6+�3$�  40  ����������� �������������������������5*"�� 200 
#$�������  ������%.������%�,�����5*"�� solvent A:solvent B ������-�� 25 :75 (��*���$���
��$%�,���#*"*"�����5��������* 10 $��������)  8�*��������%�,#*"��9 20 #$������� ��"��3- 
HPLC �'R,��������+�+����$�6�������������������� ���R�*��$�����%�,�.�+�*
�����%*���
%�, 3.3.2.1  �.���6+��-� peak area ratio ��������������������������������������
�����$�
�����$#������5�%��5 concentration ratio ��5���0$�������'R,��.���6���$��"$�"���������
������������ � digestive gland �-�#� ��-�����$��"$�"�%.����%*��� 5 �9.� ������ 1 +��*%�,
���$ IS �'�����-���*�����:� blank

3.4.2.2.4 =b��M�����=>��
?��>����b�����>������
�G���������
��������
��
G
�����

��������$�����-����+���'R,�%*��5*.���������*��.���+���!"���� (5��4�% 
�
��<�����67� 
.���*) $�5* +"������* (2-�����������*	-���� 0.5 $�����$��) �!-$�����-��
��+��$�2�$�9.�������-�� 1:1 (w/v) �� +"��"����*���"�5��
!�� �+��*8�*��%�,�-���3-��5��q$
���* 16G ���$�%-����������� 1 ������$�� �-���3-*"�� ��* +"��+����-��$,.���$�������
��5

�#$-$�0����������B *"����&������9'5�-��9.�+��������+��%�,S3���*���$��-�+�-�����$���

�$����$��$'��&��*�����;,���������� (*��2����%*��5%�,��*� �5%%�, 4)

���%*��5�����%&���'��&����*������$�$-��.������&��������+�����������
������� ���+���!"�*.���������*���*��+�����
����q$8�*��*����-�� 0.1 $��������  �-�� �
+��*�'����%��������* 15 $�������� ���$������������������� ���-��+��* +"$����$�6 5 
��*�5 �R� 100, 200, 400, 800 ��� 1600  #$������$�-����$�����+�� ��*�5�� 3 �9.�  
����9�
;�
���$�����5�!$��� � (IS) �� ���-��+��* +"$����$�6�%-�����R� 500#$������$�-����$ 
(concentration ratio 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 3.2 ) ���#�"%�,�!6+�3$�+"��  20 ��%� ���*�����������������
�*����$ 4 $�������� 0.01 M EDTA-MacIIvaline buffer �� ���-��+��* �.����2�$#����-���-��
���*"�� vortex 3 ��%� �'�,$�����%&���'������*�.�#� �- � ultrasonic bath 10 ��%�  �.�#�+$!�
�+��,��%�,���$��q� 4,000x g  �!6+�3$� 4  ����������� 15 ��%�  ��q5�-�� �#�" �+��*%*���  
���*������9.�������9�*"����&��*������  �.��-�� �
��������*%�9�������9�$���$��� �'�,$���$��"$
�"����%.� +"�����-��5���!%&�/�;9��*� Solid phase extraction (��*���$�����$%�,���#*"*"�����5��
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������* 10 $��������) �	-��*�����5��&���� ���������$���
����"�$��R9� ��-����*�5���$��"$�"�
*.��������%*��5 3 �9.� ������ 1 +��*%�,���$ IS �'�����-���*�����:� blank

+���
��8�*���%�,���*#*"
��������%�,�"�������"��.�2�����������+�%�,#*" ('R9�%�,
 �"'��) $��.���6+�������-����+�-��'R9�%�, �"���0��+�-������������������� ��� IS �����-
�����$��"$�"� ��"�����0$�������&�5�����$��$'��&���+�-��������-����+�-��'R9�%�, �"���0
�������������������� �-� IS ��5������-����+�-�����$��"$�"����������������������-� IS 
��"��.���6�$����&�5�����$��$'��&�*����-�� (Linear regression)

3.4.2.2.5 �
�	H�J
�����=>��
?�
����b

��"�����0$�����������������$�������'R,�+������%&���'������*�����

�� hemolymph %�, 5 ��*�5 0.38, 0.76, 1.14, 1.52 ��� 1.90 #$������$�-�$�������� %!���*�5���$ 
IS 3.8 #$������$�-�$�������� ��9����������*�	-��*�����5������* � hemolymph �*� 	"�9.� 
Milli-Q 100 #$������� �%� hemolymph �.���������*����-�� 20 #$������� 8�*��"����R,�� 
HPLC �'R,�%.�����������+����$�6�� ��"�����0$�������&�5�����$��$'��&���+�-��������-��
��+�-��'R9�%�, �"���0��� OTC �-� IS ��5������-����+�-�����$��"$�"���� OTC �-� IS   ��"�
�.���6�$����&�5�����$��$'��&�*����-��

��"�����0$�����������������$�������'R,�+������%&���'������*�����

����"�$�R9� digestive gland �����+���!"� �*������$��������$������ +"������-�����$��"$
�"� (concentration ratio) �%-���5��!-$%�,���* �*� ���!-$%�, 	"��"�$��R9����$�����5�!$��� ��%-���5   
75  #$������$�-�$��������  � digestive gland ���$  200 #$������$�-�$�������� ��� ���+�����$  
279.4   #$������$�-�$�������� ����� ���������%�,�����5*"�� solvent A �-� solvent B  �
������-�� 25 :75 �*����$��� �.���������*����-�� 20 #$������� 8�*��"����R,�� HPLC �'R,�%.�
����������+����$�6�� ��"�����0$�������&�5�����$��$'��&���+�-��������-����+�-�� peak 
area ratio ��� OTC �-� IS ��5������-����+�-�����$��"$�"���� OTC �-� IS   ��"��.���6�$���
�&�5�����$��$'��&�*"�� Linear regressions

�.���6�����%&���'������* �.����$��"$�"���� OTC %�,�.���6#*" ���-��
��*�5���������*�;,��.���6
�����0$���������������*  +��*"���-��8��,�������$�6�� �
����������$�������*��.���6���0$������������$������%�,���$��"$�"��*��������5%�,
���*�36*"�� 100 
�#*"�-��������q���������* (% Recovery) �.���6�-� standard deviation (S.D.) 
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��� % Recovery ����-� Relative standard deviation (RSD) '�
��6����$S3��"�����������* 
(accuracy) �*�'�
�6�
���-��8��,� (mean± S.D.) ����-����$��"$�"��������������������� %�,
�.���6
��������* (% Recovery) ������$�$-��.����������* (precision)  '�
��6�
���-� % 
RSD ������$�6 OTC %�,�.���6#*"
��������* (Sharbir, 2003) ��$�$���%�, 1 ����.���6���$
��"$�"������ ���"�$��R9���� digestive gland  ��$�$���%�, 2  *����9

(1)  % Recovery =    ���$��"$�"���� OTC 
��������* (#$������$�-�$��������)   X 100
                                ���$��"$�"���� OTC 
����������$������ (#$������$�-�$��������)

(2)  OTC (#$������$�-����$) =   ���$�6 OTC %�9�+$* (#$������$)

                                                  �9.�+����������������-�� (���$)

     =   ���$��"$�"� OTC (#$������$�-�$��������) X ���$�6��������%�9�+$*

       �9.�+����������������-�� (���$)

�.���6�-� Limit of detection (LOD) ��� Limit of quantitative detection (LOQ)
��$��&���� Sharbir (2003) (*���$���%�, 3 ��� 4 ��$�.�*�5) �*�+��-� S.D. ��� % RSD ��$��&�
��� Mendham ����6� (2000)

(3) 




=
S

DS
LOD

..
3.3

(4) 




=
S

DS
LOQ

..
10

�*�%�,     S.D.  =   �-��5�,���5�$���������
!*��*��� y  ������0$���������������*

               S   =   ���$	��������0$���������������*
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3.5 `��
�=b���

3.5.1 	H�J
��
��=�I�G 
�� ������_I�� HPLC ���
���b��� 
N���������
�������
�b�����������
���������E������M�� �
��� (IS)

'5�-� Nova Pak C18 ����$�� $��0����R,��%�,��:� Linear gradient ��+�-�� 0.01 
�$� ��*��������  2�$��5������#�#��������$%���� (������-�� 22:8 �*����$���) ��$��S
�����������-�� (OTC) ��������5�!$��� ����
�����#*"*� �-� Capacity factor (k)/ �%-���5 7.01 
Resolution factor (R) ��+�-�� OTC ��� IS %�,�.���6��$��&���� Rouessac ��� Rouessac (2000) 
�%-���5 3.11 ����-� Selectivity �%-���5 1.49

3.5.2 �
����b���������
��������
� hemolymph, ���
 ��_D�, digestive gland ���
�
G
� ��������
�����
� 

3.5.2.1 ��
x 
��t
������b�M�If
��b����
=�I���_I���
 
�k������b�b�

�$���������0$������������;�4� � hemolymph �$���������0$���
��������������$������ (�3�%�, 8A) ����$���������0$���������������*  (�3�%�, 9B) $�
�-� r $����-� 0. 999 ���$��"$�"��,.��!*%�,��$��S���
��* (LOD) #*"�%-���5 0.04 #$������$�-�
$�������� (*����*� ������%�, 3) �$���������0$�����������������$���������������*
 ���"�$��R9� (�3�%�, 9A, 9B) %�9�����$���$��-� r  $����-� 0.990 ���$��"$�"��,.��!*%�,��$��S���

��*#*"�%-���5 0.06 #$������$�-����$ (*����*� ������%�, 3) �$���������0$������������
�����$���������������* � digestive gland (�3�%�, 10A, 10B) %�9�����$���$��-� r $����-� 
0.990 ���$��"$�"��,.��!*%�,��$��S���
��*#*"�%-���5 0.01 #$������$�-����$ (*����*� ������%�, 
3) �$���������0$�����������������$���������������* ���+���!"� (�3�%�, 11A, 11B) 
%�9�����$���$��-� r $����-� 0.999 ���$��"$�"��,.��!*%�,��$��S���
��*#*"�%-���5 0.11 
#$������$�-����$ ����-� LOQ '5�-� � digestive gland $��-��"��%�,�!* (0.03 µg/g) ��� ���+��
$��-�$��%�,�!* (0.33 µg/g) *����*� ������%�, 3 ������$������$���������*��*� ��3�%�, 12
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�����%�, 3 �$���$�����������������$���������������* �-� Limit of detection (LOD)
         ��� Limit of quantitative detection (LOQ) ���������*

H4���3%�3%,37&77#9B�""��9'IH!�, J�#��H4��J'�K',L8 r
LOD

(µg/ml or
µg/g)

LOQ
(µg/ml
or µ
g/g)

��������$������ concentration ratio
�%-���5 0.1 � 0.5

Y =1.3542X + 0.0355 0.9994

���* hemolymph %�,$� OTC0.38 �1.90 µ
g/ml

Y = 1.2362X + 0.0634 0.9997 0.04 0.12

��������$������ concentration ratio
�%-���5 0.16 � 0.83

Y = 0.7159X + 0.0949 0.9997

���*��"�$��R9�%�,$� OTC  0.5 � 2.5 µg/g Y = 0.7141X + 0.1340 0.9990 0.06 0.18
��������$������ concentration ratio
�%-���5 0.0125 �0.50

Y = 1.656X - 0.0269 0.9972

���* digestive gland
%�,$� OTC  1.0� 40.0 µg/g

Y =1.6782X + 0.0229 0.9995 0.01 0.03

��������$������ concentration ratio
�%-���5 0.20 -3.20

Y = 1.6197X - 0.0792 0.9995

���*��+���!"�%�,$� OTC  100-1600 µg/ml Y = 1.5367X - 0.0693 0.9997 0.11 0.33

�*�%�, Y= peak area ratio (OTC/IS) ��� X= concentration ratio (OTC/IS)
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�3�%�, 8   ���0$�����������������$������ OTC:IS (A) ���������* OTC 
�� hemolymph
             (B)    %�,��*�5 Concentration ratio �%-���5 0.1 � 0.5

�3�%�, 9 ���0$�����������������$������ OTC:IS (A) ���������* OTC 
����"�$��R9��!"�
           (B) %�,��*�5 Concentration ratio �%-���5 0.16 � 0.83

Concentration   ratio

0.0 .1 .2 .3 .4 .5 .6

A
r
e
a
 r

a
ti
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.2

.4

.6

.8

1.0

Concentration   ratio

0.0 .1 .2 .3 .4 .5 .6

A
re
a
 r
a
ti
o

0.0

.2

.4

.6

.8

1.0

Y = 1.3542X + 0.03355
 r= 0.9994

 A  B

 Y = 1.2362X+ 0.0634
r= 0.9997

Concentration   ratio

.2 .4 .6 .8

A
r
e
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 r
a
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o
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 Y = 0.7159X +0.0949
  r= 0.9997
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.8

 Y= 0.7141X + 0.1340
r= 0.9990

 A  B
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�3�%�, 10 ���0$�����������������$������ OTC:IS (A) ���������* OTC 
�� digestive
              gland (B) %�,��*�5 Concentration ratio �%-���5 0.0125 �0.50

�3�%�, 11 ���0$�����������������$������ OTC:IS (A) ���������* OTC 
����+���!"� (B)
              %�,��*�5  Concentration ratio �%-���5 0.20 -3.20

 A

 A

Concentration   ratio

0 1 2 3

A
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Concentration   ratio
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Y = 1.6197X - 0.0792
r= 0.9995

Y = 1.5367X - 0.0693
r= 0.9997

Concentration   ratio
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�� � � � ��� � � � ��� � � � ��� � � � �     2

Concentration    ratio

0.0 .1 .2 .3 .4 .5 .6

A
r
e
a

 r
a

ti
o

0.0

.2

.4

.6

.8

1.0

1.2

 Y = 1.656X - 0.0269
r
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 Y =1.6782X + 0.0229
r= 0.9995

 B
 A

 B A
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3.5.2.2 �����=>��
?�
����b���������
��������
� hemolymph, ���
 ��_D�,
digestive gland   ����
G
� ��������
�����
� 

���$������$���������*������������������*� 	"�����������������:����
$��������� �
�� hemolymph  ��"�$��R9� digestive gland �����+���!"� ��*� ��3�%�, 12A-D 

���3�'5�-�'������������������������������5�!$��� ���9� specificity *��*�#$-$�'�� *
�%�� ��- ��-�������"�$��R9� digestive gland �����+���!"���9�'5�-�$�'���%����3-��+�-������ 
��-�q������
�������-���$53�6�
��'�������-�� �����%&���'������*����������������� � 
hemolymph ��9�'�
��6�
���-� % Recovery �����%�,���$��#� 
��������* � hemolymph %�,
���$��"$�"���+�-�� 0.38-1.90 #$������$�-�$����������9� '5�-� %Recovery ��3-��+�-�� 96.4-
107.9% ��� %RSD �,.���-� 5.00% ������* ���"�$��R9�%�,���$��"$�"� 0.50 -2.50 #$������$�-�
���$ ��9� % Recovery ��3-��+�-�� 94.90-107.34% ��� %RSD �,.���-� 6.24% ������* � digestive 
gland %�,��*�5 1.00-40.00 #$������$�-����$  % Recovery ��3-��+�-�� 94.60-109.70% ��� %RSD 
�,.���-� 10.63% ��� ������*
����+���!"�%�,��*�5 100-1600 #$������$�-����$ ��9� % Recovery 
$��-���3-��+�-�� 91.12-102.60 #$������$�-����$ �-� %RSD �,.���-� 8.99% (*����*� ������%�, 4)



48

Time/ x10 min

(C)

�3�%�,12  HPLC���$������$���������*����������������� � hemolymph (A) ��"�$��R9� (B)
digestive gland (C) �����+���!"� (D)

A
b

so
r
b

a
n

c
e

Time/ x10 min

OTC

IS

A
b

so
r
b

a
n

c
e

Time/ x10 min(B)

OTC

IS

A
b

so
r
b

a
n

c
e

Time/ x10 min

OTC

(A)

IS

A
b

so
r
b

a
n

c
e

(D)

OTC

IS

Time/ x10 min



49

�����%�, 4  �����%&���'������*����������������� � hemolymph, ��"�$��R9�, digestive gland
                  �����+���!"���������#$ (�-��8��,� + S.D.)

��� 
N OTC
��� 
N OTC �
��
�
���
� 
��t
�

��� 
N OTC �
��
����b
( % RSD)

% Recovery
( %RSD, n)

Hemolymph (µg/ml)
0.38
0.76
1.14
1.56
1.90

0.35  ±  0.02
0.78  ± 0.01
1.16  ± 0.01
1.52  ± 0.03
1.88 ±  0.02

0.38 ± 0.04  (11.50)
0.79 ± 0.03 ( 3.93)
1.12 ± 0.02 ( 2.18)
1.47 ± 0.04  (2.67)
1.93 ± 0.04  (2.11)

107.90 ± 5.09 ( 5.00, n=5)
101.10 ± 3.13 ( 3.00, n=5)
96.40 ± 1.72 ( 2.00, n=5)
96.50 ± 1.55 ( 2.00, n=5)
102.70 ± 1.87 ( 2.00, n=5)

��"�$��R9� (µg/g)
0.5
1.0
1.5
2.0
2.5

7.35  ±  0.03
14.25 ±  0.02
23.40 ±  0.02
30.60  ±  0.03
36.60  ± 0.02

0.52 ± 0.03  ( 6.27)
0.96 ± 0.11  ( 3.89)
1.51± 0.01  (0.72)
2.04 ± 0.03  (1.51)
2.46 ± 0.03  ( 1.17)

107.34 ± 5.63  ( 6.24, n=5)
101.68  ± 3.89  ( 4.06, n=5)
94.90  ± 3.14  ( 3.30, n=5)
100.00 ± 1.56  ( 1.56, n=5)
101.60  ± 1.79  ( 1.76, n=5)

Digestive gland (µ
g/g)
1.0
10.0
20.0
30.0
40.0

3.00 ±   0.01
25.42  ±  0.01
46.32  ±  0.02
71.57  ±  0.02
104.15  ±  0.03

1.24 ± 0.12   ( 9.96)
10.58 ± 1.12  (10.58)
20.35 ± 0.76  (3.73)
30.37 ± 1.10  (3.62)
39.42 ± 0.92  (2.33)

103.60 ± 10.30 ( 9.94, n=3)
103.90 ± 12.37 (10.63, n=3)
109.70 ± 4.21 (3.89, n=3)
106.06 ± 3.64 (3.44, n=3)
94.60 ± 2.21   (2.34, n=3)

��+���!"� (µg/g)
100
200
400
800
1600

67.48 ±   0.10
115.43 ±  0.10
204.27 ±   0.30
447.65 ±  0.30
897.37  ±  0.40

110.07±  3.87  (3.51)
204.70 ±   9.05  (4.42)
375.20 ± 15.10  (4.02 )
809.40 ± 9.30  (1.14)

1602.20 ± 12.20 (0.761)

91.12 ± 8.20 ( 8.99, n=3)
99.08 ± 4.40   (4.45, n=3)
102.60 ± 4.10  (3.90, n=3)
101.00  ± 1.77 (1.75,n=3)
99.73 ± 0.75  (0.75, n=3)
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3.6 ���
�N`��
�=b���

HPLC reversed-phase #*"��5���$���$ ������*���$�6 OTC  �������9.� �0���
%�,%�, 	"$����$+���+��� ��-%�,#*"��5���$���$$���R� C8 ��� C18 (Oka et al., 2000) ��- ����
;�4����9���9��R�� 	" C18 �'�����$��S 	"��� ���5���%�,��"�� �����$��S%�	-��'���	%�,��"��
��9���- 2-8 (Heinisch and Rocca, 2004) ���46���������9��������$��$��S ����
�5��+�-��
�0���%�,����0����R,��%�, �*�%�, OTC ��$��S%.��B�����������%��5��!-$�$%%�� %�,$����
!5�� 2  
���*��:����%�,$���9��*�� ��"�
�5��5+$3-�����������0���%�, (Oka et al., 2000)

���;�4������%�,�+$���$ �������
��*���$�6������������������*�$����
��������������:������5�!$��� � 
�����$������$ '��%�9� 2 '��������
�������-���$53�6� 
�.���6�-� k/  �%-���5 7.01 �-� Resolution factor (R) ��+�-�� OTC ��� IS �����������$������
�%-���5 3.11 ����-� selectivity �%-���5 1.49  �;,� Shabir (2003)  ��-���-����$������$%�,*�����-�
�	R,�SR� ��$$��������� United State Food and Drug Administration (FDA) ��9��-� k/ ��� 
Resolution factor 
��"��$����-� 2   �-���-� selectivity ��9�
��"��$����-� 1.04 �$R,������5�%��5�-�
�-��� �+�-���9��5�-�%�,�.�+�**����-��'5�-��-�%�,�.���6#*"
�����%*���$��-�$����-��-�%�,�.�+�*
%!��-� �����*����-��
;���$��S�.�$� 	" �����������+� OTC�*�$� CTL ��:� IS #*"��-���-��	R,�
SR�

������* OTC 
�� hemolymph �*�$� TFA ��:�������*$�������+���	�9�%�, 	" 
Trichloroacetic acid (TCA) ��-  Iversen  ����6� (1989) �������-� OTC ��$��S�����'��3- � 
TFA *���-� TCA  ��*%�, 	"���
��
������ OTC ��"������:����%.� +"�������������'�����
����������-�������$� 
�����;�4����9���9'5�-������%&���'������*���%!���*�5���$��"$
�"���9���-�,.�S;��3� (0.38-1.90 #$������$�-�$��������) $��-���+�-�� 96.40%- 107.90% ��*� +"�+q�
S;������%&���'������*%�,�3� �-� RSD �"����-� 0.5%  ��*��-���:���&�%�,$����$�$-��.��3� ���%�9�
�$R,�'�
��6�S;���9����������*��"�'5�-���:���&�%�,�-�����$���9����%�,#$-�!-���� ��-S"����$�6���%�,
���
��*$��"��$��
������-� LOD �;,��%-���5 0.04 #$������$�-�$�������� ��

��"���.� Sep-Pak 
��"�$�	-���'�,$���$��"$�"������� (Rogstad et al., 1988)

������*�����������������
����"�$��R9��*� 	" 0.01 M EDTA-McIIvaline 
buffer ��:�������* (Oka et al., 2000)  �����%&���'������*���%!���*�5���$��"$�"���9���-�,.�S;�
�3� (0.5-2.5 #$������$�-����$) $��-���+�-�� 94.90%- 107.34 % RSD �"����-� 7 %  
��2����
%*���'5�-�%�,���$��"$�"� 1.5 #$������$�-����$ ��9������%&���'������*�%-���5 94.90% �;,��,.�
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��-����$��"$�"��R,� %�,���$��"$�"� 0.5 #$������$�-����$ �-�����$�$-��.���9��-���"���,.� (% 
RSD �%-���5 6.24) ��-�q#$-�,.�$����� �+�!2��.���<�-�
����*$�
����9���� �������*��9�$�+���
��9���� �;,���

��-�2��-����$�$-��.�%�,���*���R,��#� ��� 	" Sep-Pak C18 ����$�� ��:��������
������������R,�����
�������-�� ���%�9����	-�� �����'�,$���$��"$�"���� OTC +���������* 
��� 	" McIIvaline buffer �;,�$� EDTA ��:��-�������5�;,����*����-��	-�� +"���
�5��� OTC 
��5����$�� ���*#*"*��;9� (Oka et al., 2000) �$R,�'�
��6����$������$ '5�-����*'��%�,#$-%��5	��*
�;9�$� 2 '����+�-�� OTC ��� IS �;,���
���*
�����%�,�����-���*����$�"�� ���9����������+�
�$%���� ���
�������-���;,�%.� +"�����5���-������,���3�#���:�#����$����R,� (Oka et al., 
2000)

������*�����������������
�� digestive gland ����!"���������#$�*� 	"��&�
����*��������5 ���"�$��R9�
��2����%*���'5�-� +"�����%&���'������*%�,�3��	-���� ��-�$R,�
'�
��6����$������$'5�-����46���� baseline �-���"���3� ��
��:��'����-����������5���
digestive gland �!"���9�$� neutral lipid ��� phospholipids    ����$�6$�� (Reed et al., 2004) �$"�-�
 ���9����������*
� 	" Sep Pak 	-�� ���������������5%�,$���9����5���-����"��q��$   �;,�
 ����'������&�������*�-�#���

� 	"  lipase  $��-��#�$���+�-���9��������-��  �'R,��'�,$���$
��$��S �������* (Touraki et al., 1993)

������*�����������������%�,2�$��3- ���+���!"���9���$��S%.�#*"�-����-� �
�-���R,� �;,����%*������9���9#*" 	"��R,���,����%R�� (Ultrasonicate) 	-���'�,$�����%&���'������*
�*� +"�����%&���'������*%�,�3� ��- �%���B�5���
����'R,����+��*�-� 	"
-����
#$-�"�� 	" Sep-
Pak $�	-�������$�����-�� +"5���!%&�/����'�,$���$��"$�"��'��������-��%�,2-��������*$��-���"��
5���!%&�/��3-��"�������$��"$�"������%�,2�$ ���+��%�, 	"�-���"���3�
;�#$-
.���:��"�� 	" Sep-Pak 
�q#*"

��$����� ��$�5���% ����5���� %�,��-���-��-����*3*��R������9����2���*����
��5���$��"$�"���������-�� (Banwell and Mccash, 1994) ��-���0$�����������������$���
���������������*'5�-�$�
!*��*��� y #$-�%-���5 0 ��
���*
���!6�$5���%����$�������%�,
����,������#� �	-� '���	 ����������� (Morton, 1975) ������%*������9���9 	" ������������
�����:������5�!$��� �  �����"�����0$��������9� 	"������-����� peak area ��+�-�������-��
��� IS *����9�
;�$������%�,���%�9����	��*
�$��!6�$5���%����$�%�,����,������#�5"�� ����-�2�
�-����*3*��R����%�,��

�$����-����� 
;��-�2� +"%�,���$��"$�"�����%-���5 0 ��9� �-����*3*��R�
���#$-�%-���5 0 ���
����9����%�, 
!*��*��� y #$-�%-���5 0 ��
���*
�����%.� regression
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���'�
��6���R�����$��"$�"��������������������� �'R,���"�����0$������
�����*�����%&���'������*  '�
��6�
�����$��"$�"�%�,��*�-�
����
'5 ������-����-��	��* 
����-� peak to noise ratio �������������+�$����-� 3.3 �*� 	"2����;�4���� Reed ����6� 
(2004) ��� Uno (2004) �����5���'�
��6�


