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ABSTRACT 

 

In this research, conditions of high performance liquid chromatography 

(HPLC) were optimized for the separation and simultaneous determination of some 

phenolic compounds, namely gallic acid, catechin, epicatechin, caffeic acid, rutin and 

quercetin. 

In the first part of the study, brown seaweed sample was used as sample for 

the selection of a suitable solvent for extraction and for optimization of HPLC 

conditions for the separation of components in the seaweed extracts.  It was found 

that methanol: water: hydrochloric acid (75:20:5 v/v) yielded higher extraction 

efficiency than methanol, methanol: water (75:25 v/v) and methanol: water: formic 

acid (75:20:5 v/v) in the extraction of phenolic compounds from the seaweed samples.  
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Optimization of the HPLC technique in this work was based on the 

investigation for the effects of detection wavelength, type and mobile phase 

composition, flow rate of the mobile phase, type and concentration of common acids, 

i.e. acetic acid and phosphoric acid, on resolution, analysis time, precision and 

accuracy of analysis.  Six phenolic compounds were separated within 30 min, using 

an octadecylsilyl column in gradient elution system of acetonitrile and 0.1% acetic 

acid solution as the mobile phase with a flow rate of 0.6 ml min-1.  Injections were 

accomplished with a 20 µL fixed loop and the analysis was monitored at 275 nm.  The 

detection limits of gallic acid, catechin, epicatechin, caffeic acid, rutin and quercetin 

were 0.04, 0.08, 0.08, 0.16, 0.02 and 0.10 ppm, respectively.  The developed method 

offers the advantages of improvement in resolution, short analysis time and the use of 

less amount of common acids. 

The method is applicable to simultaneous determination of phenolic compounds 

in seaweed samples.  Among ten seaweed samples investigated, only four samples 

were found to contain phenolic compounds.  For natural red seaweed sample, 

phenolic compounds were found to be gallic acid, epicatechin and quercetin in the 

concentration 488, 31 and 19 μg/g dry weight (DW), respectively.  For commercial 

dry seaweeds, the concentrations of epicatechin and quercetin were found to be 2 and 

9 μg/g DW, respectively.  Concentrations of catechin, epicatechin, rutin and quercetin 

detected in natural green seaweeds were found to be 62, 4, 5 and 10 μg/g DW, 

respectively.  In natural brown seaweeds, the concentrations of rutin and quercetin 

were found to be 18 and 19 μg/g DW, respectively.  Phenolic compounds present in 

these samples were also successfully confirmed using electrospray ionization mass 

spectrometry.   
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บทคัดยอ 
 

ในการวิจัยนี้ไดทําการปรับหาสภาวะท่ีเหมาะสมของ ลิควิดโครมาโทกราฟสมรรถนะสูง

(เอชพีแอลซี) สําหรับการแยกและการวเิคราะหสารประกอบฟนอลิกบางตัวคือ กรดแกลลิก คาเท

ชิน อีพิคาเทชิน กรดคาเฟอิก รูทิน และ เคอรซิทิน   

ในการศึกษาเบ้ืองตนสาหรายสีน้ําตาลถูกนํามาใชเปนตัวอยางในการหาตัวทําละลายท่ี

เหมาะสม ในการสกัดและสภาวะท่ีเหมาะสมของวิธีการแยกสารสกัดของสาหรายดวย เอชพีแอลซี 

พบวาสารละลายของ เมทานอล: น้ํา: กรดไฮโดรคลอริก (75: 20:5 โดยปริมาตร) ใหประสิทธิภาพ

การสกัดท่ีดีกวา เมทานอล เมทานอล: น้ํา (75: 25 โดยปริมาตร) และเมทานอล: น้ํา: กรดฟอรมิก 

(75: 20: 5 โดยปริมาตร) ในการสกัดสารประกอบฟนอลิกจากสาหราย 

การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของเทคนิคเอชพแีอลซีในงานนี้ อาศัยการศึกษาถึงผลของ    

ความยาวคล่ืนท่ีใชตรวจวัด ชนิดและอัตราสวนของเฟสเคล่ือนท่ี อัตราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ี  

ชนิดและความเขมขนของกรดท่ีใช ไดแก กรดอะซิติก และกรดฟอสฟอริก ตอคาความสามารถใน

การแยกของสาร เวลาท่ีใชในการวิเคราะห ความแมนยาํ และความถูกตองของการวิเคราะห พบวา
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สารประกอบฟนอลิกท้ัง 6 ชนิดสามารถแยกออกจากกนัไดภายในเวลา 30 นาที โดยใชคอลัมนชนิด

ออกตะเดซิลซิลิล และเฟสเคล่ือนท่ีในระบบเกรเดยีนทซ่ึงประกอบดวยสารละลายผสมของ อะซิโต

ไนไทรล และน้ําท่ีมี 0.1% กรดอะซิติกเปนเฟสเคล่ือนท่ี ณ อัตราการไหล 0.6 มิลลิลิตรตอนาที 

ปริมาตรสารท่ีฉีด 20 ไมโครลิตร และตรวจวัดท่ีความยาวคล่ืน 275 นาโนเมตร คาขีดจํากัดของการ

ตรวจวดัของ กรดแกลลิก คาเทชิน อีพิคาเทชิน กรดคาเฟอิก รูทิน และ เคอรซิทิน มีคา 0.04, 0.08, 

0.08, 0.16, 0.02 และ 0.10 พีพีเอ็ม ตามลําดับ ขอดีของวิธีท่ีไดพัฒนาขึ้นนี้คือ คาความสามารถใน

การแยกดีข้ึน ใชเวลาในการวิเคราะหนอย และการใชเฟสเคล่ือนท่ีท่ีมีกรดเปนสวนผสมนอย 

วิธีการที่พัฒนาไดสามารถนํามาประยุกตในการวิเคราะหหาปริมาณสารประกอบฟนอลิก ใน

ตัวอยางสาหราย ในการวิเคราะหโดยเทคนิคเอชพีแอลซีพบวา ในตัวอยางสาหรายธรรมชาติสีแดง 

สารประกอบฟนอลิกท่ีตรวจพบคือ กรดแกลลิก อีพิคาเทชิน และเคอรซิทิน ความเขมขน 488, 31 

และ 19 ไมโครกรัม/กรัม น้ําหนักแหง ตามลําดับ สําหรับสาหรายแหงสําหรับจําหนาย พบอีพิคาเท

ชิน และเคอรซิทิน ความเขมขน 2 และ 9 ไมโครกรัม/กรัม น้ําหนักแหง ตามลําดับ คาเทชิน อีพิคาเท

ชิน รูทิน และเคอรซิทิน พบในสาหรายธรรมชาติสีเขียว ท่ีความเขมขน 62, 4, 5 และ 10 

ไมโครกรัม/กรัม น้ําหนักแหง ตามลําดับ สําหรับสาหรายธรรมชาติสีน้ําตาลพบ รูทิน และเคอรซิ

ทิน ความเขมขน 18 และ 19 ไมโครกรัม/กรัม น้ําหนกัแหง ตามลําดับ อีกท้ังยังไดยืนยันผลที่พบ

สารประกอบฟนอลิกในตัวอยางสาหราย โดยการใชอิเล็กโทรสเปรย ไอออไนเซชัน แมสสเปกโทร

เมทรี    

  

 


