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����� 3 
 

��	
����
� 
 

������� 1 ���
�
�	���� 

 
1.1  �����������	��	���	
���������
�� �!
"������
	�
��	�����
�
�	�����������
		���� 4  $�� 
 
                         �����	
��
��
��������������
��
���������� ��!���"�#
�$%��!%��&
� '%	
��

���(���)(������
��
���������� ��!�&
��!%�� 4 $%� *'���+���,
�
��!%��&
� 4 $%� ������,
 �
���'�
���������� ��!��!��,
 �"
�#
�
��������&,
��
� ���#
�
����'��,
�
��!%�� &
��!%��)��� 4 
$%�-"%�#
�
��������&,
��
� (�#
�/!(�� ± �#
��(�������
$�1
� &
��
������
�"2 2 4�,
) '���(�  46.19 ± 
4.92, 53.45 ± 4.17, 49.34 ± 0.47 �!� 47.86 ± 7.28 "�#��  $#� ��.?@*�!�� �,
"����!%��$%�)(� 1, 2, 
3 �!� 4  $
�!,
'��  
                         &
��
������
�"2)
��A�$� ���#
�#
�
��������&,
��
�����
����'��,
�
��!%��&
�
�!%��)��� 4 $%� �#�(��
��$�$#
������#
��(����,
��B )(��#
 p-value �%����#
 0.05  '������&
�),
�
�
��+��
����'��,
�
��!%��&
� 4 $%�'���!#
������������	
��
$#� �   
 
1.2 ��	
�$	$"	
��
��	�����
�
�	���� 
 
        1.2.1 $	$"	
������	�&
'
�(������ ���)$ 
 
                         �,
�
����'��,
�
��!%��4
�� '%&
��
������,
�
� 4 $%�&
��!�
�)'!���%� 1.1 �$��
��!�����*���(��4�!�?$��
���%��%�����$��-"% '% �%��!� 0, 40, 60 �!� 80 $
�!,
'�� $��&��'
��&�������������� 4�2�� ��!� "
����
�?@*�!�� �!��,
����#
�
��������&,
��
� �������'�!���
��
�����$�������!�����*���(��4�!�?$)(�-"%�#
�
��������&,
��
��J�)(��K'  
                         &
��
�)'!�����#
"!���
��$����!�����*���(��4�!�?$�!%� �#��$�������' 
�
��-�)K��%��!���
�����$�� 
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        1.2.2 $	$"	
������
�*
�
� 
 
                         �,
�
����'��,
�
��!%��)'!��-��%� 1.1 �
�$����)L
��!-"% '%��
���%��%��%��
!�  20 40, 60 �!� 95 $
�!,
'�� "!���4�$��?M��2����#��-��!��#��$���� �$��&��'��&����
���������� 4�2�� ��!� "
����
�?@*�!�� �!��,
����#
�
��������&,
��
� �������'�!�����
�
��%��%������)L
��!)(�-"%�#
�
��������&,
��
��J�)(��K' &
��
�)'!�����#
�#�����$����)(� '%
&
�)K���
���%��%������)L
��!&� �#�(��&�����
���������� ��!��$#�#������#��-�)(� '%&
�
��)L
��!��%��%��%��!� 95 �(�#
�
��������&,
��
��J�)(��K' �$# �#�(��
��$�$#
�����#��-�)(� '%&
�
��)L
��!��
���%��%�����N��#
��(����,
��B)(��#
 p-value �%����#
 0.05 '��$
�
�)(� 4 '������&
�-O%
��)L
��!��%��%��%��!� 95 $�$������,
�
��!%�� �!��,
�#��-�)(� '% �),
����K)L�P-�����$��
$#� �  
 
$
�
�)(� 4  ��&�����
���������� ��!�����#��-�)(� '%&
��
�$�$�����
����'��,
�
��!%�� 
                 '%����)L
��!)(���
���%��%�$#
� N 

% 
��)L
��! 

�#
��&�����
��������* 
(AI unit) 

��. ?@*�!��* �#
�
��������&,
��
�* 
(AI unit / ��.?@*�!��) 

20 0.51 ± 0.02 0.206 ± 0.00 2.47 ± 0.10 
40 0.53 ± 0.03 0.219 ± 0.00 2.43 ± 0.14 
60 0.51 ± 0.01 0.229 ± 0.00 2.21 ± 0.06 
95 0.58 ± 0.04 0.233 ± 0.00 2.50 ± 0.05 

*�#
�/!(�� ± �#
��(�������
$�1
� (S.D.) &
��
������
�"2 2 4�,
 ($�$���� 2 ����� �!������
�"2 1
4�,
-�"!�')'!��)   
 
1.3  	
���
����+�*�,�
��������
"������
	���
�
�	���� 
 
        1.3.1 �$�����
��	�����
�
�	���� 
 
                         ��+���,
�
��!%���
 40 �!. *'������,
�
��!%��)��� 4 $%�&
��
�)'!��-��%� 1.1 
�$�(���
����'��,
�
��!%��$
���L(�
�)'!���%� 1.2  '%�
����'��,
�
��!%�� (B) ����
$� 30 �!. 

�,
 �$��&��'��&�����
���������� ��!�)(� pH 6.9 �K�"]J�� 37°4 *'�-O%��,
��^��%��!� 0.2 ��_�
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�����$�) ���#
 �(��&�����
��������)���"�' (total inhibitory activity) ��'��_� 10,333.33 "�#�� 
(AI unit) �(�#
�
��������&,
��
�����
���������)#
��� 154.99  "�#��/ ��.?@*�!��  
  
        1.3.2 	
�$	$"	
��
��	�����
�
�	���������
�*
�
� 
 
                         �,
�
����'��,
�
��!%�� �%� 1.3.1 ����
$� 20 �!. $�$����'%����)L
��! )(�
��
���%��%��%��!� 95 �,
 ��4�$��?M�&2�!%��,
�#��-�)(� '% ����"���)L
��!���'%��������� 
evaporator )(���
�'�� 275 bars �K�"]J�� 60 º4 �,
 �"
�#
��&�����
���������� ��!� ����
�?@
*�!�� �!��#
�
��������&,
��
��
����������&������ ��!� ���#
�#��-�)(� '%�(����
�?@*�!��
)���"�' 157.20 ��. �(�#
��&�����
��������)���"�' 93,000 "�#���(�#
�
��������&,
��
� '%�)#
��� 
591.60 "�#�� / ��.?@*�!�� �!��(��
�����K)L�P������
�� 3.82 �)#
&
�����$�������$%�  
 
        1.3.3 	
���
����+�*�,�
��������
"�����(��-
����! Sephadex G-75  
 

                �,
�
�!�!
�)(� '%&
��%� 1.3.2 ����
$� 3 �!. �
�#
���!���2 Sephadex G-75 '��
�
�!���(�'-���L(�
�)'!���%� 1.9.3.1 ���#
�(�
�AJ�O�����
 2 �(� '���J�)(� 5 4
���
����������
 ��!�&�����
-��(���� (����
$����'2) �,
�
�!�!
��/�
�"!�')(��(��&�����
����������
 ��!� �
������ ("!�' 17 A
� 50) �!�),
�"%�*'�-O%������� freeze dryer &
�����!�!
��!��'%��
��?�?��2 A ����
$� 3 �!. ( '%�
�!�!
���(�� BG-75) �,
 �"
�#
��&�����
���������� ��!� 
����
�?@*�!�� �!��#
�
��������&,
��
�)(��
����������&������ ��!� ���#
�(����
�?@*�!�� 40 
��. �!��(�#
��&�����
��������)���"�' 26,350 "�#�� ��'��_��#
�
��������&,
��
� '%�)#
��� 658.75 
"�#��/��.?@*�!�� �!��(��
�����K)L�P��_� 4.25 �)#
 &
�����$�������$%�  
 

1.4 ���
9��	(���	+����:
��
��������
"������
	�
��	�����
�
��"�"	
(����*����);��$�<��� 
 
                         �
�"
��,
"���*��!�K!�������
���������� ��!� *'���L(�&!?M!�$�O��� ��!���2 
Sephadex G-75  $
���L(-��%� 1.9 ���#
�
�)(��(�#
��&�����
���������� ��!�AJ�O�����
$��
$,
�"�#��'(���������!J�'+�42�)�� '���J�)(� 6  ��
'����
���������� ��!�&
��(��
'-"B#��#

��
��
�
�A-��
������� Sephadex G-75 ����(��
'-"B#��#
 70 kDa 
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1.5 	
�$����
�-�
�����+�*�,�
��������
"����������
�:���$
�	
���
����+�*�,   
                    
        1.5.1 	
�$����
�-�
�����+�*�,:
��
��������
"�����(��(=��
-���
���!���
���>	(��()��   
               ��'�����'����?
=   
 
                         �,
�
���������� ��!�&
���,
�
��!%��)(��#
��
�),
����K)L�P-�����$��$#
� N �
	
�- 
�
������*��$(�'%�� Native-PAGE )(��(��
���%��%��&! 10% "!��&
��%���&!'%��4�!����2 �#
��
�q�A�*��$(�-�)K�$����#
� �$#&���
�q��_�)
��
��)� '���J�)(� 7  !�����'���!#
� �#
�#
&�-O#!������
����*��$(� '������&
��%
��
�)'���'%�� Starch rPAGE �!� SDS-PAGE 
�!���%� �	
��
�
���������� ��!����)(� �#��_�*��$(�$#� � 
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                �J�)(� 5  �
�),
����K)L�P�
���������� ��!�&
���,
�
��!%��*'���!���2 Sephadex G-75 
                         �
�����#��-�)(� '%&
��
�$�$�����
����'��,
�
��!%��'%����)L
��!    
                   ��
���%��%��%��!� 95 *'��#
���!���2 Sephadex G-75  ��
' 110 x1.3 4�. 
                  �!�O���!���2'%�� 0.02 M phosphate buffer pH 6.9-0.01  M NaCl ��+��
�!� 

                            !
�"!�'!� 2 �!. '%����$�
�
� "! 20 �!./O�. )(� �K�"]J�� 4°4 $�'$
��
� 
                            'J'�!���������
�!�!
�)(��#
���!���2)(���
��
��!��� 280 �
*���$��!�"
 
                            �#
��&�����
���������� ��!� ����
�!�!
�"!�')(� 17 A
� 50 ),
�"%�'%��  
                            freeze dryer �����!�!
��!���,
"���	
��
$#� � 
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                             Blue dextran                                                        Potassium dichromate 
                        BSA                                   

___________  Ribonuclease A 

                        Ovalbumin                          ------x------   AI 

 
                      -----------------  

Chymotrypsinogen  

 

 �J�)(� 6  �
�"
��,
"���*��!�K!�������
���������� ��!�&
� ��,
�
��!%�� '%����!���2  
             Sephadex  G-75   
                              ��!���2O�'%�� 0.02 M phosphate buffer pH 6.9-0.01 M NaCl  ��$�
�
� "!  
               20 �!./O�. ��+��
�!�!
�"!�'!� 2 �!. ��'�#
�
�'J'�!��������*��$(� blue dextran    
               �!� potassium dichromate )(���
��
��!��� 280, 620 �!� 480 �
*���$� $
�!,
'��   
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�J�)(� 7  ��'�������*��$(�-�*�!(�����!
 �'2�&!���!+�*)�*?�(4(���� �#��!��]
�     
             (Native-PAGE) )(� 10% �&! �������$��$#
� N -��
�),
����K)L�P�
���������� ��!�&
���,
    
             �
��!%�� *'��%���A�*��$(�'%��4�!����2 
                �A�)(� 1  �
�!�!
�*��$(��
$�1
���
'*��!�K!-"B# 
                �A�)(� 2  �
����'��,
�
��!%�� (B) �(*��$(� 100 µg   
                �A�)(� 3  �#��-� (B95) )(� '%&
��
�$�$���� B '%����)L
��!��
���%��%��%��!� 95 
                               �(*��$(� 100 µg   
                �A�)(� 4  $����#
�)(��#
���!���2 Sephadex G-75  (BG-75) �(*��$(� 100 µg   

                     1                     2                      3                      4 kDa 

669 

440 

 

232 

 

140 

 

 

 

 

 

66 
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 1.6 ��	
�AB	C
�
��������
"�������������D�(��$�� 
 
                         �
�$��&����
����#
�
���������� ��!�)(� �#��_�*��$(���_��
����������?@-
��! (McCue �!���� 2004; Correia �!���� 2004) �
���&���(�&
�������)'���&,
���O��'
����
���������� ��!�)(� �#��_�*��$(��#
��_��
��!K#�?@��!"��� �#'%����L('���(�   
         
        1.6.1 �E�	����
	�� ferric chloride (FeCl3)   
                         ������,
$����#
� BG-75 �!��
����'�(�)��2��� BG-75 hydrolysate �
)'������
�
�!�!
� FeCl3 ���#
�
� BG-75 �!��
����'�(�)��2��� BG-75 ���'�
���!(�����!��(���
�
�!�!
���_��(��,
����-',
 �!��(�#�� $
�!,
'���O#��q������
)(����'�
������
��
$�1
� gallic acid 
�!� tannin (�J�)(� 8 A )  
 

        1.6.2 �E�	����
	�� �
��"�
� sodium hydrogencarbonate (NaHCO3) 
���$�� 
                         ������,
$����#
� BG-75 �!��
����'�(�)��2��� BG-75 hydrolysate �
)'�������
� 
!�!
� NaHCO3 ���
����'?���
�
	�K'�
��-��
�!�!
����$����#
� BG-75 �!��
����'�(�)��2
��� BG-75 hydrolysate �O#��q������
��� acetic acid �!��
��
$�1
� gallic acid �!� tannin (�J�)(� 
8 B) 
 
                      1                  2                   3                    4                    

           

                                                                                                                       FeCl3 

 

 

 

 

                       1                  2                   3                    4                   5 

 

 

 

          NaHCO3

   

 

         �J�)(� 8  ��'��
����'�q������
����
�!�!
� FeCl3 �!� NaHCO3 ����
�$����#
��!� 
                      �
��
$�1
� gallic acid �!� tannin   
                      1 �
�!�!
� BG-75, 2 �
����'�(�)��2��� BG-75 hydrolysate, 3 gallic acid 4 tannin 
                    �!� 5 acetic acid 
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        1.6.4 �[�'�� Bathochromic shift ���-$���<��� UV-Vis :
�$��
��
� 
 

                         "!���,
$����#
��
����'��,
�
��!%�� (B) �#��-�)(� '%&
��
�$�$����'%��
��)L
��! 95 % (B95) $����#
�)(��#
���!���2 Sephadex G-75  (BG-75) �!��
����'�(�)��2��� BG-75 
hydrolysate �
��'�#
�
�'J'�!�����)(�O#����
��
��!��� 200 -500 �
*���$� ���#
"!��&
�)(��$�� 
6 M NaOH !� � �J�����
�'J'�!�����-�)K�$����#
����'�
���!(�����!���� Bathochromic 
shift 4
��!�����'���!#
��"��������
��
$�1
� gallic acid �!� tannin )(�-O%)'��� '����'�-�
�J�)(� 9 A �!�B $
�!,
'��  
           

                                                                            

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                    
-------------

 �)� gallic acid       
----+-----   �)� tannin     

                    
___

*
___

  �)� $����#
� BG-75   
_______    

 �)� �
����'�(�)��2��� BG-75 hydrolysate 
   �J�)(�  9  ��'��J�����
�'J'�!��������$����#
�-�O#����
��
��!��� 200 – 500 �
*���$� 
               A �J�����
�'J'�!��������$����#
� 
               B �J�����
�'J'�!��������$����#
�-���,
�!��� �!��$�� 6 M   NaOH  

A 

B 
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        1.6.5 AB	C
9�[�)_�	!<��������������
��)�
������-$��� 
 
                         "!��&
������
�"2$����#
� BG-75 �!��
����'�(�)��2��� BG-75 hydrolysate '%��
������� FT-IR ���(���)(�����$����#
��
$�1
� (gallic acid �!� tannin) ���#
�(�J�������?�
��'
����$��� (�J�)(� 10) '���(� 
                         -�$����#
� BG-75��'��(����"�J#?|��2O����! O-H stretching )(��#
���
�A(� 3412.55 
4�-1 "�J#?|��2O����! benzene (substitution pattern region) )(��#
���
�A(�  1617.65 4�-1 "�J#
?|��2O����! C-C stretching (aromatic compound) )(��#
���
�A(� 1448.684�-1 "�J#?|��2O����! C-H 
bending (aromatic substitution) )(��#
���
�A(� 875.52 4�-1  
                         -��
����'�(�)��2��� BG-75 hydrolysate ��'��(����"�J#?|��2O����! O-H 
stretching )(��#
���
�A(� 3421.99 4�-1 "�J#?|��2O����!   benzene (substitution pattern region) )(��#
�
��
�A(� 1703.79 4�-1�!� 1624.27 4�-1 "�J#?|��2O����! C=C stretching (aromatic compound) )(��#
�
��
�A(� 1516.08 4�-1 "�J#?|��2O����! O-H  bending (phenol) �!� C-O stretching (phenol) )(��#
�
��
�A(� 1384.36 4�-1"�J#?|��2O����! C-H bending (aromatic substitution) )(��#
���
�A(� 815.95 4�-1  
                         -��
��
$�1
� gallic acid ��'��(����"�J#?|��2O����! O-H stretching )(��#
�
��
�A(� 3281 4�-1 "�J#?|��2O����! benzene (substitution pattern region) )(��#
���
�A(� 1701.49 4�-1 
�!� 1612.94 4�-1 "�J#?|��2O����! C=C stretching (aromatic compound) )(��#
���
�A(� 1540.62 4�-1 
"�J#?|��2O����! O-H  bending (phenol) �!� C-O stretching (phenol) )(��#
���
�A(� 1384.73 4�-1

�!� 1317.29 4�-1  "�J#?|��2O����! C-H bending (aromatic substitution) )(��#
���
�A(�  866.68 4�-1                                               
                         -��
��
$�1
� tannin ��'��(����"�J#?|��2O����! O-H stretching )(��#
���
�A(�  
3374.25 4�-1 "�J#?|��2O����! benzene (substitution pattern region) )(��#
���
�A(� 1710.92 4�-1 �!� 
1617.37 4�-1  "�J#?|��2O����! C=C stretching (aromatic compound) )(��#
���
�A(� 1534.60 4�-1 "�J#
?|��2O����! C-C stretching (aromatic compound) )(��#
���
�A(� 1448.97 4�-1 "�J#?|��2O����! O-H  
bending (phenol) �!� C-O stretching (phenol) )(��#
���
�A(� 1324.46 4�-1 �!� 1207.08 4�-1  "�J#
?|��2O����! C-H bending (aromatic substitution) )(��#
���
�A(�  869.64 4�-1   �!� 761.45 4�-1    
                         '�������
���������� ��!�&
�$����#
� BG-75 �!� BG-75 hydrolysate �#
&��("�J#?|��2           
O����!   '���(� benzene ring, O-H, C=C, C-C, C-H �!� C-O $
�!,
'�� 
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�J�)(� 10  ���?�
��'����$������$����#
� BG-75 �!� �
����'�(�)��2��� BG-75 hydrolysate&
���,
�
��!%�� ���(���)(������
��
$�1
� gallic acid  �!�     
               tannin )(�O#����
��
��!��� 400 – 4000 4�-1 ('J]
���
��$#!�$����#
�-�]
�����]
� B1-B4)                                    

BG-75 hydrolysate 

Gallic acid 

Tannin 

BG-75  

%

T 

Wavelength 
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1.6.6 	
���
'�	�
�������*�(-��
($	�
)`'��'����
�  
 
                         �!�
�&,
����
����'�(�)��2��� BG-75 )(��#
��
��#��'%����' 6M HCl ����#� 
TLC ��� 2 )�	)
����#
 ��
�q&K'�(��,
����-',
 �
��"!��&
��#��
�!�!
�*?!�� �(�#
 Rf -�����
)(� 1 �!� 2 �)#
��� 0.05 �!� 0.15 $
�!,
'��  '���J�)(� 11 C  
                         ������,
��#� TLC "!���#�*?!�� �
��� ����*���(��!��
���"%���
�q&K'������(� 1 
&K' -�$,
�"�#� Rf  �������)(� 1 �!� 2 �)#
��� 0.05 �!� 0.3 $
�!,
'�� '���J�)(� 11F 
�!�
�&,
����
��
$�1
�-��$#!�������_�'���(�  
����)(� 1 "!���#�*?!��  gallic acid  Rf= 0.05, hydroquinone  Rf = 0.20,  2,5-dihydroxybenzoic      
                 acid  Rf = 0.25 '���J� 11 A   "!����� ����*���(� hydroxybenzoic acid  Rf = 0.40 �!� 
                 salicylic acid  Rf = 0.70 '���J� 11 D 
����)(� 2  "!���#�*?!�� gallic acid  Rf = 0.20,  hydroquinone  Rf = 0.60,  2,5-dihydroxybenzoic     
                 acid  Rf = 0.50  '���J�)(� 11 B   "!����� ����*���(� hydroxybenzoic acid  Rf  = 0.50      
                 �!� salicylic acid  Rf =0.80 '���J�)(� 11 E 
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       �J�)(� 11   �
�&,
����
�$����#
� BG-75 hydrolysate *'���L( TLC                              
               ����  I  = ����$��),
!�!
�)(� 1 ������'%�� acetic acid  :  chloroform  (1:9 v/v) 
                       ���� II = ����$��),
!�!
�)(� 2 ������'%�� ethyl acetate : benzene  ( 9:11 v/v)    
                        �
��
$�1
�)(�-O%��� 1= hydroxybenzoic acid, 2 = gallic acid, 3 = hydroquinone,  
                                                          4 = 2, 5-dihydroxy benzoic acid �!� 5 = salicylic acid                                                  
                       $����#
�)(�-O%)'������ �
����'�(�)��2��� BG-75 hydrolysate        
 

 

     1       2       3      4        5                     1      2       3      4        5                     
                                      A                                          B                                          C 

    1       2       3      4        5                     1      2       3      4        5   
                       D                                         E                                            F 

=�������
��"�
�()��� 

                      �"�� I                                     �"�� II                                      $��
��
� 
 

=���
��"�
�()���'���
���
'
�(����� 

                                            

I I ���� I 

���� II 
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������� 2 �
��
��������  
 
2.1 ����
����
������������
��
��
�������������� !"#!$����%�������
&�
&
��'��(# 
 
                         �����	
�����
����
�������������������
������������ �� 

�!�����
�"
���
���
#�
�� 
������  $�!�� %�&���'���#�!��#����
���
(#�����������
�) �

# ��������*��+  3 ,��� 	��   
����
�
��     �������  methyl   methanethio   sulfonate   (MMTS)    ?��#
@�@��A A &���,� 
� *�� 
1:1 (v/v)  ��� *��� !�������
�
���G����@H� A��!� �#
�"
����
#�
������G�A������  �������
��
!����I�� 2.3 �#�*� *��� !�����"�
�����������
�) �

#����
�
�����
�"
���
���
#�
��������  
 $�!�� %� ������'���#�!��#

#
��) �

# ������ + ?�*	*�
�"
���
���
#�
��!�������*��	���?�
�*��


���*�����
� ��	
L!��	*� p-value ����
�*� 0.05 �
������!�� 5  �
��
��"P�����
�����
�
�*��������
(#����
�������
��'�,� 

� ���
#�
�������� �*��' 
 
�����!�� 5  �'���#�!��#
�"
���
���
#�
�������� "�
�����������
�!���
(#) � ���*�� + 

�
���*�� ������
���
#�
��* ��*��
���
#�
��* (AI unit) 
�����������
� + ����
�
�� 30.70 ± 5.87 0.19 ± 0.04 
�����������
� + MMTS 22.72 ± 3.56 0.14 ± 0.02 
�����������
� + #
@�@��A A  25.57 ± 0.23 0.16 ± 0.00 
 *	*��Z���� ± 	*��#�����#�����[�� (S.D.) "�

�����	����A 2 G��� (�
(#�����������
�"�
���	�
��   
   �����?��!��
�����	����A 2 G���������!����) 
 

2.2 ����
����
���%�������
&�
&
����")�*��"����%�������&#�
��
�������� (P) ���"#!%��    
      ������ 4 �!� 
 

                         �����]P
^�	���?'�)
�I��'����_ ���
#�
�������� ����*������
�?�*�����"P�
���]P
^��'���#�!��#'����_ ���
#�
�������� "�
����
� 4 ��� &���
(#�����������
�"�
 4 
��� ���������' 

� ���
#�
�������� ?������'��	*�
�"
���
���
#�
�������� ����*�� 	*�
��
�
#�
��"������!��
���
#�
�������� ������ 40 (	*�
�"
���
���
#�
��I�� �� 

��������
���*`P�
������ 50) �#�*� �� 

������������
� "�
����
�!
�� 4 ������	*�
���
#�
��"������ (	*��Z���� ± 
	*��#�����#�����[�� "�

�����	����A 2 G���) �
����  0.341± 0.066, 0.362± 0.008, 0.408± 0.050 ?�� 
0.296± 0.010  ����
#����
����!�� 1, 2, 3 ?�� 4 �������
#  
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                         "�

�����	����A!�� `��� �#�*�	*�
���
#�
��"������I�� �� 

������������
�
"�
����
�!
�� 4 �����*��	���?�
�*��

���*�����
� ��	
L !��	*� p-value ����
�*� 0.05 
                         �
��
��"P�!��
���
(#�����������
�"�
 4 ����
�
�*�� &���
(#����������

�������,�
]P
^��*��'   
 
2.3 0�1���!�
��$��������&�1��2��3����
�)&��4��������������(���5���
���!����
&�
&
���"����     
      %�������&#�
��
�������� 
 
                         ��� �� 

������������
�GP�����"�

������������ 4 ���"�
)�
��!����I�� 2.2 
�����
���?��&������G
��@�!��������	��������
� 0, 40, 60 ?�� 80 �������
# ���"�
�
�"
���
�
#�
������G�A������  ��'����_&'���� ?��	����_	*�
���
#�
��"������ (specific inhibitory 
activity) �����	
�����
	��������
�I���
���?��&������G
��@�!�����	*�
���
#�
��"������ $�!�� %� "�


��!�����#�*�!��������	��������
� 80 "����	*�
���
#�
��"������ $�!�� %� �
������!�� 6 �
��
��"P�
�,��
���?��&������G
��@�!��������	��������
� 80 ������
��
��&'����"�
 �� 

��������
����
���I
�����
��!��#�� %!��e�*��' 
 
�����!�� 6  
�"
���
���
#�
�������� I����
��&'����!���
��
�������
���?��&������  
                 G
��@�!��������	��������
��*�� + 
%	��������
�I���
���
?��&������G
��@� 

	*�
�"
���
���
#�
��* 
(AI unit) 

�
. &'����* 	*�
���
#�
��"������* 
(AI unit / �
.&'����) 

0 0.21± 0.00 1.33± 0.00 0.16± 0.00 
40 0.07 ± 0.01 1.03 ± 0.04 0.06 ± 0.00 
60 0.28 ± 0.05 1.12 ± 0.01 0.25 ± 0.04 
80 0.38 ± 0.04 1.27 ± 0.06 0.30 ± 0.04 
*	*��Z���� ± 	*��#�����#�����[�� (S.D.) "�

�����	����A 3 G��� (�
��
�� 3 	�
�� ?�����	����A 1   
  G���������!����)  
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2.4  ����������(���5���
&�
&
���"����%���
��
�������� 
 
        2.4.1 ����
������&#�
��
�������� 
 
                         �
(#�����������
��� 50 
�
� &������������"�
����
�!
�� 4 ���"�

��!����
��I�� 2.2 ������ �� 

������������
��������
��!����I�� 2.2 ��� �� 

������������
� (P) 

'������ 60 ��. ����'���"�
�
�"
���
���
#�
�������� !�� pH 6.9 �%_�i$�� 37°G &���,�����?'j�
������ 0.2 �'k� 
# ���! �#�*� ��
�"
���
���
#�
��!
����� (total inhibitory activity) 	���'k� 
168.09 ��*�� (AI unit) ��'����_&'���� 810.78 �
. 	���'k�	*�
���
#�
��"������I�� ���
#�
��
�!*�

# 0.21 ��*��/�
.&'���� (!%
	*�!�����	����_"�
	*�
���
#�
�������� !�������� 40) �
�? ��
�������!�� 7   
 
        2.4.2 ����������3������������&#�
��
��������#!�
�����2��3����
�)&��4� 
 
                         ��� �� 

������������
� "�
)�
��!����I�� 2.4.1 '������ 50 ��. ��&'���� 
730 �
. ���
��
��&'���������
���?��&������G
��@�!��	��������
������� 80 �����
��!��
����������	��'���������� buffer A ?����
�"�
����'������GA��������
�
��?�������'��	*�

�"
���
���
#�
��������  '����_&'���� ?��	*�
���
#�
��"������!��
���
#�
��
�"
���������  
������ 40  �#�*���
��!�������'����_&'����!
����� 441.53 �
. ?����	*�
�"
���
���
#�
��
!
����� 108.55 ��*������ ���)�)���
�
#	��(% yield) ������ 64.58   	���'k�	*�
���
#�
��"������
����!*�

# 0.25 ��*��/�
.&'���� ?����	���#�� %!��e�����IP�� 1.19 �!*�"�
I
������������� �
�? ��
�������!�� 7  
 
        2.4.3 ����������(���5���
&�
&
���"����3#
$��&��* Sephadex G-75  
 

                ��� �������!�����"�
I�� 2.4.2 '������ 6 ��. ��&'���� 183.6 �
. ��)*��	��
��A 
(I��� 110 x 1.3 G�.) GP��#��"%���� Sephadex G-75 ,�	��
��A���� buffer A �
�������������
����
��!����I�� 2.9.3.1 �#�*�&'����`$
,���
�� 2 ��	 �
��$'!�� 12 GP�� ���
#�
�������� "���

������	?�
 ��� ��������Z�������!����
�"
���
���
#�
�������� �����

� (���� 52 `P� 
75) ?��!���I��I��&���,��	����� freeze dryer ��� ��?����'k�)� "�
�
�������
�
#���� buffer A 
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'������ 5 ��. (��� �����������
 PG-75) ���������'��	*�
�"
���
���
#�
��������  '����_
&'���� ?��	*�
���
#�
��"������!��
���
#�
��
�"
��������� ������ 40  �#�*�'����_&'����
��������� 271.25 �
. ?����	*�
�"
���
���
#�
��!
����� 93.3 ��*�� ���)�)���
�
#	�� ������ 
55.51  	���'k�	*�
���
#�
��"����������!*�

# 0.344 ��*��/�
.&'���� ?����	���#�� %!��e�����IP��
�'k� 1.66 �!*� "�
I
������������� �
�? ���������!�� 7  
                                                                              
2.5 �
�� �&�3����(����1�����
&�
&
���"����%�������&#�
��
��������3#
�����%�4A����B&�� 
 
                         
����������

&���
%����I�� ���
#�
��������  &�������"�@H����,
�� 	��
��A 
Sephadex G-75  ���������I�� 2.10 �#�*�&'����!����	*�
�"
���
���
#�
�������� `$
,���
��!��
	*� Kav 0.44 �
��$'!�� 13 ?��������I���
��@����[������*�� 	*� log ������

&���
%� 

#	*� KavI��
&'��������[��  ����`��������

&���
%�I�� ���
#�
�������� ����!*�

# 24,380 ����
� �
�
�$'!�� 14  
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     �����!�� 7  )�
��!��#�� %!��eI
������*��+I�� ���
#�
�������� "�
�����������
�  
      

Step Total inhibitory activity   
(AI unit) 

Total protein   
(mg) 

Specific inhibitory activity   
(AI unit / mg. protein) 

Yield 
(%) 

Purification 
(Fold) 

Papaya latex extract 
 

168.09 810.78 0.207 100 1.00 

80%(NH4)2SO4 
 

108.55 441.53 0.246 64.58 1.19 

Sephadex G-75 
 

93.30 271.25 0.344 55.51 1.66 
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             �$'!�� 12  
��!��#�� %!��e ���
#�
�������� "�
�����������
�&��	��
��A Sephadex G-75 
                         
��?�
��
��&'����!�����"�

���
��
�� �� 

������������
����� 
                   �
���?��&������G
��@�!��	��������
������� 80 &��)*��	��
��A Sephadex  
                             G-75 I���120 x1.3 G�. ?��,�	��
��A���� 0.02 M phosphate buffer pH 6.9- 
                   0.01 M NaCl  �
(# ������������� 2 ��. �����
���
����� 10 ��./,�. !�� 

                             �%_�i$�� 4°G ������
���$�
���? �I�� �������!��)*��	��
��A!��	������ 
                             	���� 280 ��&�����?����	*�
�"
���
���
#�
��������  ��� �����������   
                             !�� 52 `P� 75 !��?������� freeze dryer ����������
�
# ����
#�,����	����A��   
                             I
������*��' 
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                             Blue dextran                                                        Potassium dicromate 
                        BSA                                  

-- - - ------ - - -  Ribonuclease A 

                        Ovalbumin                           -------------   AI 

 
                      _____

x
____    

Chymotrypsinogen  

 

   �$'!�� 13  
����������

&���
%����I�� ���
#�
�������� "�
 �����������
�  ����	��
��A   
                 Sephadex  G-75   
                              	��
��A,����� 0.02 M phosphate buffer pH 6.9-0.01 M NaCl  �
���
�����  
                 10 ��./,�. �
(# ������������� 2 ��. �
�	*�
���$�
���? �I��&'���� blue    
                 dextran ?�� potassium dichromate !��	������	���� 280, 620 ?�� 480 ��&�����    
           �������
#      
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         �$'!�� 14   
��@����[��������

&���
%����I�� ���
#�
�������� "�
�������   
                        ����
�!��)*��	��
��A Sephadex  G-75   
                                  ?
� x  :  log   molecular   weight  I��&'��������[��  

                         ?
� y  :  	*� 
�'�� �!��e
��
��"��  (Distribution coefficient, Kav)  

                                        I��&'��������[��?�*��,���  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

AI 

Ribonuclease A 

Chymotrypsinogen 

Ovalbumin 

Albumin 



                                                                                                                                                   

 

61 

2.6 ������%���$�������(���5���
&�
&
���"�������0���1&
��������������(���5 
 
        2.6.1 ������%���$�������(���51�����
&�
&
���"����3#
3����$����"�#*�%�����D�3��34��   
              )��2��"��2����E��   
 
                         ��� ���
#�
�������� "�
�����������
�!��)*��
��!��#�� %!��e��I
������*�� + ��
]P
^�?##?)�&'�������� Native-PAGE !����	����I��I���"� 10% ��
�"�
�����"�����G������A
�#?`#&'��������?`#�� �� 

������������
�?�*?`#&'����"��������������
���*��)*�� 
	��
��A Sephadex G-75 �
��$'!�� 15 ?�� 16A  &����,*��I��I���&���
%��
��?�* ��(

�*� 66 kDa 
�'"�`P���L*
�*� 230 kDa )�!���������
���* ����`��#%���,
��"��*�?`#&'�������'k� ���
#�
�� 
������   
 
        2.6.2 ������%�����%�������
&�
&
���"����3#
3����$����"�#*�%�����D�3��34��   
              )��2�� Starch-PAGE           
                 
                         ����
���*�� PG-75 �����"
�"
��� ���
#�
�������� ���� Starch-PAGE !����	���
�I��I���"� 10% ��
�"�
�����"����� ���������&���� �#?`# ���������I�� ���
#�
��������  
!����I���'����_ 60 kDa  �
��$'!�� 16B 
                         �������� �������!�����"�

��)*��	��
��A"�
)�
��!����I�� 2.4.3 ����!�� 50 
�����" �#?##?)�&'�������� Native-PAGE (	����I��I���"� 10%) ��
�"�
�����"�����G��-
����A�#?`#&'���������?`#�����GP�����

#���?��*�I�� ���
#�
��������  (�$'!��16 C) ?�������
����'!� �# Starch-PAGE �#?`# ���������I�� ���
#�
�������� ���?��*������

#?`# ���������
"�
 ������� PG-75 (�$'!��16D) "�
)�
��!� �#�
�
�*�� ? ���*� �������!�����"�
	��
��A
����!�� 50 �'k� ���
#�
�������� ?����	���#�� %!��e "P���� ���
�
�*��!� �#��I���&���
%�
���� SDS-PAGE �*��' 
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�$'!�� 15 ?##?)�&'������&�����	�������A�"�����(
&!�&@��G� ?##��*?'�� i��     
              (Native-PAGE) !�� 10% �"� I��I
������*��+��
��!��#�� %!��e ���
#�
�������� "�
����    
              �������
�&������?`#&'��������G������A 
              ?`�!�� 1   �������&'��������[��I���&���
%���L* 
              ?`�!�� 2   �� 

������������
�  ��&'���� 1  µg   
              ?`�!�� 3  ��
��&'����"�
 �� 

������������
�  ��&'���� 1  µg  
              ?`�!�� 4   ������� AI !�����"�
	��
��A Sephadex G-75 (PG-75) ��&'���� 1 µg   
              ?`�!�� 5   �������!�����"�
	��
��A Sephadex G-75 ����!�� 35   
              ?`�!�� 6   �������!�����"�
	��
��A Sephadex G-75 ����!�� 40 
              ?`�!�� 7   �������!�����"�
	��
��A Sephadex G-75 ����!�� 45 
              ?`�!�� 8   �������!�����"�
	��
��A Sephadex G-75 ����!�� 50      
 
 
 
 
 
 
 
 
 

kDa 

440 

 

232 

140 

 

 

 

66 

 

kDa 

440 

 

232 

140 

 

 

 

66 

 

1     2      3    4           5     6     7    8  
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          �$'!�� 16 ?##?)�&'������&�����	�������A�"�����(
&!�&@��G� ?##��*?'�� i��     
                       (Native-PAGE) ?��?## Starch-PAGE   
                       A. Native { PAGE 	����I��I���"� 10% ����?`#&'��������G������AI�� 
                             �������&'��������[��I���&���
%���L*  (?`�!�� 1) 
                             ��������
���*�� PG-75'����_&'���� 10 µg    (?`�!�� 2)   
                       B. Starch-PAGE 	����I��I���"� 10% ) �����?'j� 0.1% �������� �������  
                                            ��&����I�� ��������
���*�� PG-75 '����_&'���� 10 µg �#?`# ���������    
                            I�� ���
#�
��������  (?`�!�� 3 ?�� 4)                                         
                       C. Native{PAGE 	����I��I���"� 10% ����?`#&'��������G������AI��  
                             �������!��)*��	��
��A Sephadex G-75 ����!�� 50 &'���� 10 µg (?`�!�� 5) 
                       D. Starch{PAGE I�� �������!��)*��	��
��A Sephadex G-75 ����!�� 50  
                           &'���� 10 µg �#?`# ���������I�� ���
#�
��������  (?`�!�� 6 ?�� 7) 
                        
 
 
 
 
 

               A                                B                        C                   D 

               kDa 

                 440 

                 232 

                 140 

 

 

                   66 

 

           1            2               3             4                  5           6           7 
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3.7  �1��#3����(�
��
1�����
&�
&
���"����3#
�%�����D�3��34��)��2��2����E������  
"��)��  (Tricine SDS-PAGE) 

 
                         ��� �������!��)*��	��
��A����!�� 50 !��!� �#	���#�� %!��e���� Native{PAGE 
?��? ��&'���������?`#������
�)�
��!����I�� 2.6.2 �'��I���&���
%� (15 ��&	�����) 
) �

##
@�@��A�
���*��!���� ?����*�� β-mercaptoethanol (5 ��&	�����) ����'���!�� 100°G ��� 5 
��!� "�
�
������'��������

&���
%�&������(
&!�&@��G� ?##?'�� i�� ��## Tricine SDS-
PAGE !����	����I��I���"� 14-17 % ��
�����?`#&'��������G������A�#?`#&'�����
����  
�
���*��!��) �  β-mercaptoethanol �#?`#&'���� 3 ?`# I���  23,857 ����
� 16,723 ����
� 
?�� 14,715 ����
� �������
#  *���
���*��!����*) � β-mercaptoethanol '��
|?`#&'���� 2 
?`# I��� 55,185 ����
� ?�� 23,857 ����
� �������
# (�$'!�� 17) &���'���#�!��#	*�
��
�	�����!�� 
��
!�A (Rf) I��?`#&'�����
���*��

#
��@����*��	*� Rf I��?`#&'��������[�� 6 
,��� �
�? �����$'!�� 18   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

�$'!�� 17  ?##?)�&'����I�� ���
#�
��������  (AI) "�
�����������
� ��&�����	�������A     
          �"�����(
&!�&@��G� ?##?'�� i��!��	����I��I���"� 14-17 % ����&'��������G������A                    
              ?`�!�� 1   �������&'��������[��I���&���
%���(
       
              ?`�!�� 2   ������� PG-75 ����!�� 50 &'���� 5 µg !��) �#
@�@��A�
���*�� !����  
                                     β -mercaptoethanol &��!��  i, ii, iii  ?!�&'����?`#!�� 1, 2 ?�� 3 �������
#         
          ?`�!��  3  �������  PG-75����!�� 50 &'���� 5 µg !��) �#
@�@��A�
���*�� !����*��  
                                     β -mercaptoethanol &��!�� I ?�� II  ?!�&'����?`#!�� 1 ?�� 2 �������
# 

                               1            2           3                             kDa 

                 97 

                 67 

                

                 43  

 

                 30 

                  

                 20 

 

 

                 14 

 

 i 

 ii 

 iii 

    I 

 II 
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4.1 4.2 4.3 4.4 4.5 4.6 4.7 4.8 4.9 5 5.1

Log molecular weight

R
f

 

                     AI "�
�
���*��!����*���) � Mercaptoethanol (I and II) 

                     AI "�
�
���*��!��) � Mercaptoethanol (i, ii  and iii )  

                  

      �$'!�� 18  
��@����[��������

&���
%����I�� ���
#�
�������� "�
�����������
�&�� 
                    &�����	�������A�"�����(
&!�&@��G� ?##?'�� i��!��	����I��I���"� 14-17 %         
                ?
� x : log molecular weight I��&'��������[��  
                     ?
� y : 	*�
���	�����!�� 
��
!�AI��&'��������[��?�*��,��� (Rf) 
 

 
 
   
 

Alpha-Lactalbumin 

Trypsin inhibitor 

Carbonic anhydrase 

Ovalbumin 
BSA 

Phosphorylase B 

i 

ii 
iii 

I 

II 



 

 

66 

������� 3 �
��
������ 
 

3.1 ����
����
������������
��
��
�������������� !� C-serum ��������
)�
)
��*��+! 
 
                         ������	
�����
����������������������������� C-serum �������%��������	&�	���'(���) 
)*����)+
 (
��������,���&����&
�����������������������)
 3 
������   
1. ��0&�����������)
��1���
��
  
2. ��0&�����������)
3)��	& glycerinated buffer ���
���?�� Akasawa C�'�D' (1995) C�1(�1����    
    glycerol ��	�C�� C-serum   
3. ��0&�����������)
3)��	& glycerinated buffer C�'���� glycerol �� C-serum (1:1 v/v) 
                         ��	�������
)�&��%�����	&�	�����(M�N�'(���) ���
����
�����?�� 1.3 �&
1� 
C-serum ���C��%���������)
��1���
��
 �����%��������	&�	���'(���))*����)+
 ������,���&����&�	&

������� O ��1�����	�)���	P����1� p-value �����
1� 0.05 (S,�C��� SPSS �V� One-Way ANOVA C�' 
LSD test) 
	��������� 8 %̂������
���
	���1�
����������������������(
�_^�`��1�(, 

 
�������� 8 �,���&����&
������������������������	�� 3 
��� 

�	
��1�� �����'����	&�	��* ��1
�����	&�	��* (AI unit) 
������� 79.98 ± 3.03a 0.14 ± 0.01a 
�������+ glycerinated buffer 9.93 ± 5.97b 0.02 ± 0.01b 
�������+ glycerinated buffer+ glycerol  14.55 ± 5.01b 0.03 ± 0.01b 
 *�1��g���� ± �1��&�����&�����h�� (S.D.) %�����
�����'�N 2 M��� (��0&�����������%�������	���
��
   
   C�'������
�����'�N 2 M��������
�
���) 
a C�' b C)
��
��C���1����1�����	�)���	P��� p-value < 0.05 
 
3.2 ����
����
���-�������
)�
)
���� .�/�0 ��1�-�� C-serum ��� !�-���
��
������ 4 ��� 
 
                         �����_^�`��
��C,�3	�?��,����D)���	&�	���'(���)�'�
1������������%̂�(
�_^�- 
`��,���&����&,����D)���	&�	���'(���)%��������� 4 ��� S
���0&�����������C�� C-serum ��
�1���%��������	&�	���'(���) �������	�S,���� C�' �1�����	&�	��%�����'�������	&�	���'(���) ����
�' 50 �&
1� C-serum %��������������	�� 4 �������1�����	&�	��%�����' (�1��g���� ± �1��&�����&�
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����h�� %�����
�����'�N 2 M��� ��0&�	
��1����	���
��
) 
	����  0.848± 0.046, 0.638± 0.026, 0.697± 
0.025 C�' 0.704± 0.009 )����	&������������� 1, 2, 3 C�' 4 ������
	&  
                         %�����
�����'�N���)k��� �&
1��1�����	&�	��%�����'?�� C-serum %��������������� 
1 ���
��C���1���	& ��� 3 ����������� ��?D'����1�����	&�	��%�����'%��������� 3 ���
	���1�
(�1��
�
��C���1���	���1�����	�)���	P ����1� p-value �����
1� 0.05  
                         
	��	��%̂���������0&%������������%�� 3 ���������1�����	&�	��%�����'(�1C���1���	�
�����_^�`��������1��O�1�(,   
                          
3.3 314�����
105��������)�4��6��7����
�.)1�8��������������+���9���
��������
)�
)
��0 ��1�       
      -�� C-serum   
 
                         ��� C-serum M^��(
�%������
�������� 3 �������	
�����%��3�����
���?�� 1.2 ����
�����C��S������M	��l���������'�
�������	
 0, 20, 40, 60 C�' 80 ������
	& �M����lm
)N ���
�'���(,��
%
	
��%�����	&�	�����(M�N�'(���) ��,����DS,���� C�'����
D�1�����	&�	��
%�����' ������	
������
�������	
?�������C��S������M	��l��������1�����	&�	��%�����')*����)+
 %��
����
����&
1���������'�
�������	
 80 ����1�����	&�	��%�����')*����)+
 
	��������� 9 
	��	��%̂��V�
�����C��S������M	��l���������'�
�������	
 80 ��������'���S,����%�� C-serum ��?	�����
������&��)+���n�1�(, 
 
�������� 9  ��%��������	&�	���'(���)?���'���S,����������'���
�
������C��S������  
                 M	��l���������'�
�������	
�1��O  
%�
�������	
?�������
C��S������M	��l� 

�1���%��������	&�	��* 
(AI unit) 

��. S,����* �1�����	&�	��%�����'* 
(AI unit / ��.S,����) 

0 0.46± 0.00 0.77± 0.00 0.60± 0.00 
40 0.06 ± 0.06 0.49 ± 0.04 0.12 ± 0.11 
60 0.46 ± 0.02 0.63 ± 0.03 0.73 ± 0.04 
80 0.48 ± 0.00 0.48 ± 0.03 1.00 ± 0.08 

*�1��g���� ± �1��&�����&�����h�� (S.D.) %�����
�����'�N 3 M��� (���'��� 3 ��	�� C�'
�����'�N 1   
  M��������
�
���) 
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3.4 ����������+���9���
)�
)
��0 ��1�-�� C-serum  
 
        3.4.1 ����
� C-serum �
��
������ 
 
                         ��0&�����������)
S
��
��������%�� 3 �����������%��3�����
�����?�� 1.2 (
�
������� 950 ��.  ������ C-serum ���
�������
�����?�� 1.2 (
� C-serum ,������ 153 ��. ���(,

��
%
	
��%��������	&�	���'(���)��� pH 6.9 �+D�q*�� 37°M S
��V�����C,r������' 0.2 �,s�
)	&)���� �&
1� C-serum �1��������&��)+���n��?	������1�� O ����%��������	&�	���	����
 (total 
inhibitory activity) ��
�,s� 887.35 ��1
� (AI unit) ��,����DS,���� 1806.96 ��.) ��
�,s��1����
�	&�	��%�����'?��)���	&�	����1��	& 0.49 ��1
�/��.S,���� (�+��1����(
�����
�%���1�����	&�	���'-
(���)��������' 50) 
	�C)
����������� 10   
 
        3.4.2 ������0���7������� C-serum !��
��1��6��7����
�.)1�8� 
 
                         ��� C-serum %��3�����
���?�� 1.4.1 ,������ 80 ��. ��S,���� 982.4 ��. ��
���'���S,����
�
������C��S������M	��l�����
�������	
�����' 80 ����'������(
����'���
���,������
�
� buffer A C��
���1���%��������	&�	���'(���) ,����DS,���� C�'�1�����	&�	��
%�����'�������	&�	����%�����'(���)�����' 50 �&
1��'������(
���,����DS,�����	����
 1326.41 
��. C�'���1���%��������	&�	���	����
 847.86 ��1
����� (
�3�3�����	&��� (% yield) �����' 
95.55   ��
�,s��1�����	&�	��%�����'(
���1��	& 0.64 ��1
� / ��.S,���� 
	�C)
����������� 10  
 
        3.4.3 ����������+���9���
)�
)
��0 ��1�7!
5�1)��/ Sephadex G-75  
 

                ���)���'������(
�%��3�����
���?�� 1.4.2 ,������ 6.5 ��.��S,���� 251.55 ��. 
��31�����	��N (?��
 110 x 1.3 M�.) M^��&��%+
�
� Sephadex G-75 V'���	��N
�
� buffer A 
	�
����'����
��
�������
���?�� 1.9.3.1 �&
1�S,����k*�V'����� 2 ���
	��*,��� 19 M^��)���	&�	�� 
�'(���)%'������������� 2 ���)���'����g��'���
�������%��������	&�	���'(���)���
��	�
(���
 130 k^� 160) C�'����?��?��S
��V�������� freeze dryer (
�)��C����,s�3� %���	���'���
��	&
�
� buffer A ,������ 5 ��. ((
�)���'�������� CG-75) ��������(,���&��)+���n��?	������1�(, 
C�'���(,���1���%��������	&�	���'(���) ,����DS,���� C�'�1�����	&�	��%�����'�������	&�	��
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��%�����'(���)�����' 50  �&
1�,����DS,�����
������� 44.11 ��. C�'���1���%�������
�	&�	���	����
 503.40 ��1
� (
�3�3�����	&���(% yield) �����' 56.73 ��
�,s��1�����	&�	��%�����'
(
���1��	& 11.41 ��1
�/��.S,���� C�'���
��&��)+���n�����?^���,s� 23.24 ��1� %��?	������������� 
	�
C)
����������� 10  
                         �������?��
S,����?�������� 2 S
��,���&����&�	&S,��������h��V��
S����+�
?��
��0� ���
�������
�����?�� 1.10 �&
1���?��
,�'��D 1,200 
���	� 
	��	��%̂����&��)+���n
�1�
�
����	��N Sephadex G-25 M^�����
��)����kC��)�������?��
S����+���V1
� 1,000-5,000 

���	�               
 

        3.4.4 ����������+���9���
)�
)
��0 ��1�7!
5�1)��/ Sephadex G-25 
 

                ���)���'������(
�%��3�����
���?�� 1.4.3 ,������ 4.5 ��. ��,����DS,����
6.93 ��. 31�����	��N (?��
 110 x 1.3 M�.) M^��&��%+
�
� Sephadex G-25 V'���	��N
�
� buffer A 

	�����'����
��
�������
���?�� 1.9.3.2 �&
1�S,����k*�V'����� 2 ��� 
	��*,��� 20 )��
�	&�	���'(���)%'����������C�� �
�)���'����������%��������	&�	�� C�'����?��?��
�
���� 
freeze dry  C�'�'���3����(
���	&
�
� buffer A ,������ 5 ��. ���1���%��������	&�	���'(���) 
,����DS,���� C�'�1�����	&�	��%�����'�������	&�	����%�����'(���)�����' 50 �&
1�,����D
S,�����
������� 13.10 ��. C�'���1���%��������	&�	���	����
 201.86 ��1
� (
�3�3�����	&���
(% yield) �����' 22.75  ��
�,s��1�����	&�	��%�����'(
���1��	& 15.44 ��1
�/��.S,���� C�'���
��
&��)+���n�����?^���,s� 31.38 ��1�%��?	������������� 
	�C)
����������� 10 
                                                     
3.5 �
����)�7��1�+1���4�����
)�
)
��0 ��1�-�� C-serum ���
��
������7!
�����-18C1���D)�� 
 
                         3������������	�S����+��
�?��)���	&�	���'(���) S
�
����%�lm����V	�����	��N 
Sephadex G-75  ���
�����?�� 1.10 �&
1�S,����������1���%��������	&�	���'(���)k*�V' ��������
�1� Kav 0.97 M^������	&���C��1�?�� potassium dichromate 
	��*,��� 21 C�'������?������l����h��
�'�
1�� �1� log ������	�S����+� �	&�1� Kav?��S,��������h�� )����k��������	�S����+�?��
)���	&�	���'(���)(
���1��	& 1,200 
���	� 
	��*,��� 22  
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     �������� 10  3�������&��)+���n?	������1��O?��)���	&�	���'(���)%�� C-serum ?�������������  
 

Step Total inhibitory activity  
(AI unit) 

Total protein  
(mg) 

Specific inhibitory activity  
(AI unit / mg. protein) 

Yield 
(%) 

Purification 
(Fold) 

C-serum 
 

887.35 1806.96 0.49 100 1.00 

80% (NH4)2SO4 
 

847.86 1326.41 0.64 95.55 1.30 

Sephadex G-75 
 

503.40 44.11 11.41 56.73 23.24 

Sephadex G-25 
 

201.86 13.10 15.41 22.75 31.38 

 
           



 

 

71 

       

 

 

       

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250

Fractions number

A
b

so
r

b
a

n
c

e
 u

n
it

 a
t 

 2
8

0
 n

m
.

0

0.05

0.1

0.15

0.2

A
I 

u
n

it

OD. 280

AI unit

 
 

 

                �*,��� 19  ������&��)+���n)���	&�	���'(���)%�������������S
����	��N Sephadex G-75 
                         ���C���'���S,�������(
�%��������'��� C-serum  
�
������C��S�   
                   �����M	��l�����
�������	
�����' 80 S
�31�����	��N Sephadex G-75 ?��
 

                   110 x1.3 M�. C�'V'���	��N
�
� 0.02 M phosphate buffer pH 6.9-0.01 M NaCl   
                             ��0&)���'������
�' 1 ��. 
�
��	������(�� 20 ��./V�. ����+D�q*�� 4°M ��
 
                             ������
*
����C)�?��)���'������31�����	��N����
����
����� 280 ��S����� 
                             C�'���1���%��������	&�	���'(���) �
�)���'������
��� 130 k^� 160 ���C��� 
                             
�
� freeze dryer  �'�����	&��������&��)+���n�1�
�
����	��N Sephadex G-25 
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          �*,��� 20 ������&��)+���n)���	&�	���'(���)%�������������S
����	��N Sephadex G-25  
                                        ���S,�������31��������&��)+���n
�
����	��N Sephadex G-75 �����&��)+���n   
                   �1�
�
����	��N Sephadex G-25 ?��
 110 x1.3 M�. C�'V'���	��N
�
� 
                             0.02 M phosphate buffer pH 6.9-0.01 M NaCl  ��0&)���'������
�' 2 ��.               

                             
�
��	������(�� 20 ��./V�. ����+D�q*�� 4°M ��
������
*
����C)�?��)�� 
                             �'������31�����	��N����
����
����� 280 ��S�����C�'���1���%��������	& 
                             �	���'(���) �
�)���'������
��� 50 k^� 65 ���C���
�
� freeze dryer ����� 
                             �'�����	&)����	&�V���?	������1�(, 
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                             Blue dextran                                                          Potassium dicromate 
                        BSA                                 

 ------------- 
 Ribonuclease A 

                        Ovalbumin                           -------------   AI 

 

  �*,��� 21  �����������	�S����+��
�?��)���	&�	���'(���)%�� C-serum 
�
����	��N  
                Sephadex  G-75   
                              ���	��NV'
�
� 0.02 M phosphate buffer pH 6.9-0.01 M NaCl  �	������(��  
                20 ��./V�. ��0&)���'������
�' 1 ��. 
	
�1����
*
����C)�?��S,���� blue     
               dextran C�' potassium dichromate ����
����
����� 280, 620 C�' 480 ��S�����     
          ������
	&   
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y = -0.5143x + 2.5411
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                       �*,��� 22   ���l����h��������	�S����+��
�?��)���	&�	���'(���)%��  C-serum ���31��      
                  ���	��N Sephadex  G-75  
                                     C�� x  :  log   molecular   weight  ?��S,��������h��  

                            C�� y  :  �1�)	�,�')����n�����'%�� (Distribution coefficient, Kav) ?��S,����    
                                           ����h��C�1�'V��
  
                            
 

 

      

Ribonuclease A 

Ovalbumin 
Albumin 

AI 
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3.6 ������-���5�������+���94�����
)�
)
��0 ��1����3���4)
��������������+���9 
 
        3.6.1 ������-���5�������+���94�����
)�
)
��0 ��1�7!
7�1��5��1� �!/�-1���1F�7��78��   
              .��6�� ��6�1��G��   
 
                         ���)���	&�	���'(���)%����������������31��������&��)+���n��?	������1�� O ��_^�- 
`�C&&C3�S,����
�
� Native-PAGE ������
���?��?���%� 10% ��	�%�������%�
�
�M���
��N�&
Ck&S,����%���
������ C-serum C�1Ck&S,����%'�
�����������	
��1��31�����	��N Sephadex 
G-75 C�' Sephadex G-25 
	��*,��� 23 C�' 24A ������
	& S
����	
��1�� CG-25 %'��V1
�?��?��

S����+��	��C�1 ��0��
1� 66 kDa (,%�k^���P1�
1� 400 kDa 3����(
�����	�(�1)����k�'&+(
�V	
�%�
1�
Ck&S,�����
�,s�)���	&�	���'(���)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
�*,��� 23    C&&C3�S,������S����'�����(�
N�%�����0�S��Sl��M�)C&&(�1C,��)q��         
                (Native-PAGE) ��� 10% �%� ?��?	������1�� O ��������&��)+���n)���	&�	���'(���)%��   
                ����������� S
�����Ck&S,����
�
�M���
��N 
                Ck
��� 1  )���'���S,��������h��?��
S����+���0� 

                Ck
��� 2  C-serum  S,���� 0.8  µg   
                Ck
��� 3  C-serum  S,���� 0.1  µg  
                Ck
��� 4  �'���S,����%�� C-serum (C80) S,���� 0.1 µg   
                Ck
��� 5  )���'��� AI ���(
�%�����	��N Sephadex G-75 S,���� 0.1 µg   
 

kDa 

 

 

 

94 

67 

 

43 
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1            2     3     4      5 
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        3.6.2 ������-�����-�������
)�
)
��0 ��1�7!
7�1��5��1� �!/�-1���1F�7��78��.��6��- 
              Starch-PAGE   
                         
                         ����	
��1�� CG-25 ����
%��%����)���	&�	���'(���)
�
� Starch-PAGE ������
��
�?��?���%� 10% ��	�%�������%�
�
�)���'���(�S�
�� �&
1�(�1,����Ck&)���������?��)��
�	&�	���'(���) ��������
�
	�(
� 
	��*,��� 24B 
 
 

 

 

                                  
 

�*,��� 24  C&&C3�S,������S����'�����(�
N�%�����0�S��Sl��M�)C&&(�1C,��)q��     
              C�'C&& Starch-PAGE  ?��)���'��� CG-25  S
� 
              A. Native�PAGE �
���?��?���%� 10% ����Ck&S,����
�
�M���
��N  
                   Ck
��� 1  )���'���S,��������h��?��
S����+���P1  
                   Ck
��� 2  )���'����	
��1�� CG-25 ,����DS,���� 7.5 µg   
              B. Starch- PAGE  �
���?��?���%� 10% 3)�����C,r� 0.1% ����
�
�)���'���(�S�
�� 
                   Ck
��� 1, 2  �,s�)���'����	
��1�� CG-25 ,����DS,���� 7.5 µg M^��(�1�&Ck&)��������� 
                   ?��)���	&�	���'(���)                         
 
 
 
 
 

kDa 
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3.7 4��!7��1�+1
��
4�����
)�
)
��0 ��1� 7!
�-1���1F�7��78��.��6��6�1��G���0��   
        ��.��   
 

                         �*,��� 25  C)
� Native�PAGE 10 % �%� ����
�
�M���
��N ?���	
��1�����,������

��
N (Vo) %�� Sephadex G-25  ?��
 25 x 1.0 M�.       %���*, �&Ck&S,���� 2 Ck&��Ck
 4
?���	
��1�����,������
��
N (Vo)  S
�Ck&C����?��
 230 kDa ?���'(���)  Ck&���)��?��
 
350 kDa ?��)���	&�	���'(���) C�'Ck
��� 3 ?��)���'��� CG-25 
                         3����?�� ,m�
��D )������_N (2548) )�	&)�+�
1����%	&�	�?�����(M�N�'(� 
��) �	&)���	&�	���'(���) %��k	�
C
�)����kC���,s� 2 Ck& (
�
�
�
�������0�S��Sl��M�)C&&(�1
C,��)q�� (�*, B5 ��q��3�
�)  
                         �*,��� 26A     C)
��
��&��)+���n?��S,����)���	&�	���'(���)���(
�%������	
�%� 
���
�����?�� 3.12  S
� �&Ck&S,���������Ck&�
��
 Ck&S,����?��)���	&�	���'(���)��Ck

��� 4 (�*,��� 25) (�1�1��,s�)���V��M����'�
1��)���	&�	���'(���)C�'���(M�N�'(���) ������%�� 

1) 3� SDS-PAGE ���*,��� 26A (
�Ck&S,���� 1 Ck& ?��
 61,165 Da ���������&�	&�1� Rf 
?��S,��������h�� (�*,��� 27) �	���	
��1�����3)� C�'(�13)� β-mercaptoethanol   

2) ���
�%	�?�� Wong 1995; Brena C�'�D' 1996; Fisher C�'�D' 2006 ������
1�
���(M�N�'(���)��?��
 50 -57 kDa �� SDS-PAGE 
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�*,��� 25   C&&C3�S,����?��)���	&�	���'(���)%���������������S����'�����(�
N�%�����0�S��   
          Sl��M�)C&&(�1C,��)q�� ��� 10% �%� ����Ck&S,����
�
�M���
��N 
                   S
�C�1�'�	
��1��(
�%�����V'���	��N Sephadex G-25 
�
� 0.02 M  phosphate     
               buffer  pH 6.9 -  0.01 M NaCl �	������(�� 15 ��./V�.  
               Ck
��� 1  )���'���S,��������h��?��
S����+���P1                               
               Ck
��� 2  )���'������(M�N�'(���) ,����DS,���� 0.4 µg  
               Ck
��� 3  )���'��� CG-25 ,����DS,���� 7.5 µg 
               Ck
��� 4  )���'���3)��'(���)�	& CG-25 ���31�����	��N������,������
��
N 
                              (���
��
������ 9) ,����DS,����  1 µg  
               Ck
��� 5  )���'���3)��'(���)�	& CG-25 ��������	�,������
��
N (���
��
������ 17) 
                             ,����DS,���� 1 µg  
 
 

 
 
 
 
 
 

2 
1 

 

 

kDa 

669 

440 

232 

 

140 

 

 

 

66 

                            1                   2                  3                             4                      5          
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�*,��� 26 C&&C3�S,����?��)���	&�	���'(���)%���������������S����'�����(�
N�%�����0�S��    
          Sl��M�)C&&C,��C�'(�1C,��)q�� ����
�
�M���
��N    
               A. C&&(�1C,��)q�� ����
���?��?���%� 10%  
               B. C&&C,��)q������
���?��?���%� 14-17 %              

                    Ck
��� 1  )���'���S,��������h��?��
S����+���0� 
                    Ck
��� 2  )���'��� AI S,���� 5µg 3)� sample buffer ����� β-mercaptoethanol  
              Ck
���  3  )���'��� AI S,���� 5µg 3)� sample buffer ���(�1�� β-mercaptoethanol  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   A                                      B 

66 
 45 
 

 

 

 

kDa 
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�*,��� 27  ���l����h��������	�S����+��
�?��)���	&�	���'(���)S
�S����'�����(�
N  
          �%�����0�S��Sl��M�)C&&C,��)q������
���?��?���%� 14-17 %         
          C�� x : log molecular weight ?��S,��������h��  

               C�� y : �1��������������)	��	��N?��S,��������h��C�1�'V��
 (Rf) 
 

 
           
 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Phosphorylase B 
BSA 

Ovalbumin 

Carbonic anhydrase 

Trypsin inhibitor 

Alpha-Lactalbumin 

AI 


