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                         �������	�
���
��������������������������������������������������� 4 ��� 
 ��!���!�
"���#���!�������!���
������"�$ #�%��!������#�!������������������&'��
������������-
�����)�	����*
'��!#���!����� ����	+�� �����������%����!��	�,�)��-� #�%�����%
����� 
#�!.����/�������������
'��,!)��-� #�%�����!�����	����*�������������#	�0���	�%� �������
�
1%,�������
0��!�	����*������������������
�%��� � ���)�1%,2������3��/�������� ������%�
��� �%��������"!��4���)�#���.�� 	����*�����������������
'�%� ("!�����������	����* ������ 
30) ������!�������������
'��/�)�1%,#��� ("!�����������	����*������ 100)  
                         ��9'�������������������������%������9�#��:���
������;�  ��!���!���%�����
4&�� ���
'�
	����*:	��
���� ��9'����"���.�%�����<
 Lowry  ����
�����	+�� ���)�������������   
�
��������������%�
4��	B������������������ Folin phenol reagent ������M&�N�4�� Smith 
(1982)  ��!���������%����!���!��������	+����	�����;S:���"  %������)�������������
'
M&�N�����
	����*���	�����;S:���"��,!��� #�!�
	����*:	��
���,!���� �&'����������M&�N�
4�� Valderrama (2006) 
'�������!�)������	�����%��� tannin ���	�����;S:���" 	����*
��� #�!���
����)�#��:	��
�)�	����*���� �������
�����
�������!� tannin �����3�������
�������4�����������������%� (Kandra #��"*� 2004; Correia #��"*� 2004; McCue #��
"*� 2004; Ali #��"*� 2006)  ��9'���!�����3�������:	��
�%������9�#��:���
������;��&�
)^���<�����������#�  ��!������
'���%4&����!�
����������������� #�! �����������
���������,!)��!��)�#� �&�����!��)���������_<�`�!��	 
                         ������%���	�����;S:���"��� 9^ �
���������)^���<����)�������% :%�
Nawaz #��"*� (2006) 
')^���<�������%���	�����;S:���"������/%��_!�     
                         )�4���������������_<�`��:%�����!��)����������������
'�������%�����<�- 
�����0!��"������ Sephadex G-75  ��!�������������������
	������^��!���� blue dextran  
(66 ��.) �&'�#�%��!������������
4��%).$!��!�"��������3)����#��4��"������ Sephadex G-
75 "9��
4��%).$!��!� 70 kDa  ��9'��������������
'0!��"������%����!�����������"�������_<�`
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%��� Native lPAGE .����������%����������� ��! �#3�:	��
� #�!	���B#3��
�������4&��#� 
�&'����N*�%����!����!)^!���
'�	+�:	��
� (http://www.Users.Muohio.Edu/hagermae/tannin.pdf) 
%�� �������M&�N��!��	�&�����3&������������������
'��!�	+�:	��
� 
                         ���%��������!�� BG-75 #��������%�
����4�� BG-75 hydrolysate ��� ferric 
chloride  ��!����%0������������!�������� "9��������������!���	�
'���	+��
��������-%�� #���!��
������%�� �

'���%4&���	+�����^��������.�!�����	�����;S:���"#�� ferric ion ���%���
'�
�

�u ��4&��%����!�� (Banerjee #�� Haldar 1950)  ��������!�� BG-75 #��������%�
����4�� BG-75 
hydrolysate ������%	B���������� NaHCO3�%��y��"�������%�����%� 	B�������%����!��������_�
����
.�,! lCOOH )������!�� 
                 ��9'���������!�� BG-75 #��������%�
����4�� BG-75 hydrolysate �	%������
%,%��9�#��  ��!������3%,%��9�#��)�^!�� UV �%�%
 %��������������!������������
:"������� 
aromatic �	+���"�	����� #����9'����� 6 M NaOH )������!�������%����	�
'��#	��4��
��	"�����	+�#�� Bathochromic shift �&'����N*�����	�
'��#	��%����!���	+����N*��u ��4��
���	����� ��;S:���" (Harborne 1973) 
                         0����M&�N�.�,!;z���^�����%�������
���;����% ��!������!�� BG-75 #��������%
�
����4�� BG-75 hydrolysate �
.�,! benzene ring 
'�
.�,!#�
' (1600-2000 ��

-1), O-H stretching 
(3200-3400 ��-1), C=C stretching (1500-1600 ��-1), C-C stretching (1450, 1500, 1580 #�� 1600 
��-1), C-H bending (700-880 ��-1), #�� C-O stretching (1230 #�� 1310-1410 ��-1) ������%�� 
�&'�.�,!;z���^�����)�^!��"�9'�
'���� �%����!�� �	+���"�	�����:"�������4�������_!�;S:���"
:%��'��	  
                          
"4�������!�� BG-75 �
	����*"!��4���������9'��
����� 
"4�������!��������%
�
����4�� BG-75 hydrolysate ����	+�� ��������!�� BG-75 �����!3,��!��%��� 2M HCl %������%���
:"�������
'��������&�#�%��������
�%4��.�,!;z���^����� ��"�	������%���!^�%���  
                         ������#��������%�
����4�� BG-75 hydrolysate %�����<
 TLC .������ !�
��������:;��� � �_%����"�9'��
'4�������!��)�����
' 1 
'�
"!� Rf = 0.05 #��)�����
' 2 �

"!� Rf = 0.15 �&'�"!�%����!����%"��������_%����"�9'��
'4�� gallic acid 
'�
"!� Rf )�����
' 1 = 
0.05 #��)�����
' 2 = 0.20  ������%��  .���������#0!� TLC �	�����#��:���
�  ��!�	���B
�_%����"�9'��
'� �'��
� 1 �_% �
"!� Rf = 0.3 �&'���!����������������
')^�%��� 
 
 



 

83 

���0����%��������!����_	�%�%���
� 
- ������%	B���������� ferric chloride �%����������
�������-%�� #���!�� 
- ���%	B���������� sodium hydrogen carbonate �%��y�� CO2 
- ���%����	�
'��#	����	"����#�� Bathochromic shift ��9'�����%!��)������!�� 
- �
.�,!;z���^����� benzene ring, O-H, C-O, C=C, C-C #�� C-H 
- �
"!� Rf )�#0!� TLC )����"
��������������� gallic acid  

                         ���0����.�%�����!���%��!� �����������������)������!���������������	+�
���	�����;S:���" 
'�
 gallic acid �	+���"�	�����.�&'�)�:"������� 
 
 
������� 2 ���
�
������� 
 
                         ��������������	+�#.�!�4���������.���^��% :%��u ���������
'�!��:	��
� 
(proteinases) ��9'�����������'��.���������!��:	��
�����9'��)�������� #������_��).����%���
#4/����4��������������� (Moutim #��"*� 1999)   %������� 9'�"�%��9����<
������
���������
������� 9'�).��%��������������������������,�
'�_% �&��
���M&�N�)�4�� 2.1 :%��	�
���
��0�
4������!���
'�������	)��������4*���/�� 9'�%,"!����������� ���
'�������	�
%���
� 1) methyl 
methanethiosulfonate (MMTS) �^!����M&�N�4�� Azarkan #��"*� (2004) 
'���� MMTS ���	
)��������������� 9'�	����������������% oxidation �������M 	����������!�������� (autolysis) 
�������
����	����������������4��:	��
�����9'��%��� 	B�������4�� MMTS ���%4&��%������� 
 
 
 
 2) ��;�;��� A #�� 3) �������'� ��9'�������������������.������������������ ��!��������������

'0���������'���).�"!������������,�
'�_% (������ 30.70) �&���9����<
%����!��� 9'���/��������M&�N�
�!��	 �.�_0�.�&'�
'��!��9�������/��������������0����� MMTS �������%��������
'�
�������
��������������#��� ��� ��!���� MMTS �
"!�������������������������%��� ("!�����������	����*
������ 15)     
                         )����M&�N��	�
���
��������������������������4��������������� 4 ��� ��!�
).�"!�������������!#���!����� ����	+�� ����-� #�%����4������������.�9�����	����*���
�!���)��������#�!������&�)����"
�����  �&�������������� 4 ���%����!����.����������9�#��:�

Cysteine proteinases MMTS Blocked proteinases 
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��
������;�
'�.�����  ��!�
'������"�����'���� 20 �����%�����4&���������#����!�
�������
���������� �!��
'������ 80 ���%�"!��������������� ���,��_% (0.30 AI unit/mg. protein)   
                         ���������_<�`�����������������%���"������ Sephadex G-75  ��!�:	��
�
��������������3,�^������)� 
"#���
4��% 24,380 Da  ��9'���������������������)� 
"#���	
%,#��#0�:	��
�%��� Native-PAGE   �#3�:	��
����������
'�
4��%��/���!� 66 kDa �	
��3&�).$!��!� 230 kDa    %��0����M&�N�4�� Moutim #��"*� (1999) 
' ��!�#��#0�:	��
�
)� SDS-PAGE 4����������������
4��%����#�! 12 kDa   �	��3&� 4��%).$!��!� 38.5 kDa     
                         ��9'�%���%��� Starch-PAGE  ��!�	���B#3��
��������4������������������� 
������#.�!�	����* 60 kDa  �&'��%�0��^!��%
��������
'0!��"������ Sephadex G-75 .��%
' 50 
(��������������������)�:	��
� 
"#��) �������
����
'0!��"������.��%
' 50 ���#�%�#3�
:	��
�� 
��#3��%
��)� Native-PAGE %���  ��9'�������%����!��.�4��%:����_�.�!���!��%��� 
SDS-PAGE  ��!������!��
'��!0�� Mercaptoethanol ��	���B#3�:	��
� 2 #3� 4��%	����* 
23,857 Da #�� 55,185 Da ������%�� �!��)������!��
'0�� Mercaptoethanol ��#�%�#3�:	��
� 
3 #3� 4��% 23,857 Da  16,723 Da #�� 14,715 Da  ������%�� 0�%����!��#�%�3&�����
 ��<� 
disulfide ��.�!��.�!���!��4��:	��
�  
                         ��9'��	�
���
������.���:����_�4������������������������<
���;�����^�'� "9� 
24,380 Da #��0���� SDS-PAGE #��0�� Mercaptoethanol �&'��
4��% 23,857 Da  16,723 Da  
#�� 14,715 Da  3������������%����!����
 3 .�!���!�� ����.���:����_�������
"!� 55,295 Da  �&'��

4��%).$!��!�0�������;�����^�'� �&'�����	+��	�%��!�:	��
����������������
��	+������_!����-
:":	��
� :%��
�!��4���������)�:����_�
'�����3���% ��<������_-�" Sephadex )�"��������
).�.�!������"�9'��
'4��:	��
� ��9'�"����*4��%4��:	��
��&��
4��%��/���!�"����	+����� #�!
��!�����/�������.���:����_����4��.�!���!��%����!���
4��%)����"
�����#3�:	��
�)� Native-
PAGE #�� Starch-PAGE 
'�
����.���	����* 60 kDa  
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 ������� 3 ���
�
� 
�
 
 
                         ������� ���.������������;������#���	+� 3 �!��.���� "9� �!����_-�"��9����� 
�!�� C-serum #���!�� B-serum %���,	
' 28 
 
 
 
 
 
 
 
 
                               �,	
' 28 #�%����#��^���4��������� ���.������������;���� 
                                      
)�#�!��^���
'#�����
:	��
�^��%�!�����,!�	+����������%���
� ^�����9�����	����*������ 25  ^��� 
C-serum �
	����*������ 43  ^��� B-serum 	����*������ 32 (Yeang #��"*� 2002) %������
���M&�N��
��&���)�M&�N�:	��
�)� C-serum � ����	+��!��
'�
:	��
�	����*���
'�_% #��
��%���!����M&�N�    
                         � 9'�"�%��9����<
������
��������� ���
').� C-serum 
'�
������������������������ 
�,�
'�_% �&��
���M&�N������/�������� ���)��-� 
'�
����!��� %���
� 
                         1) ������� ���
'��!�������)% � ���	   
                         2) Glycerinated buffer  (��!���� glycerol )�4�������_%���) �&'����%����!��������
�	� 9'�	���������#������4��:	��
� �&'��	+�0������������4�� proteolytic enzymes )�����
��� ������ (Akasawa #��"*� 1995)  
                         3) Glycerinated buffer  
'���� glycerol )�4�������_%���  
                         0� ��!�������� ���
'��!�������)% � �
"!�������������������,�
'�_% ("!�����������
	����*������ 70) �&���9����<
%����!��)^����
���������� 9'�M&�N��!��	 
                         ��9'��	�
���
��"!��������������� ����� C-serum 
'�%����������� ��� 4 ��� ��!� 
���
' 1 ("!��������������� �� 0.848 AI unit/mg protein) �
"!��,�
'�_%�&'�#���!����� ���
' 2 (0.638) 
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���
' 3 (0.697) #�� ���
' 4 (0.704) ������%�� "���#���!��%����!�������
'��4�������-� "���
���,�*�4�������� ����%����	_���"�
 #��	����<�-� )����%,%�&�4��#�!�����  
                         ��9'����������� ��� 3 ���
'�
�����������������)����"
����� � 9'�������������
:	��
�%������9�#��:���
������;�  ��!�
'������"�����'���� 20  �%������:	��
�	����*����
���#����! ������������������  �!��������"�����'���� 80 �%������
'�
"!��������������� ���,�

'�_%  
                         )�4���������������_<�`��������������������������� ���  ��!�.���0!��
"������ Sephadex G-75 �����������������3,�^�
'	������^��!���� potassium dichromate (150 
��.) ��9'�.�4��%:%��	�
���
�����:	��
�������� ��!��
4��% 1,200 Da  �!��#��#0�:	� 
�
�)� Native l PAGE   �:	��
�	�	���,!��������� ����#�!��/���!� 66 �	��3&�).$!��!� 400 
kDa  %�������&���������!��%����!���	������_<�`�!�%���"������ Sephadex G-25 
'�
"��������3
#��:	��
�)�^!�� 1000-5000 Da #��"�%.����!�:	��
�
'�
4��%).$!���� 5000 Da ��#��
��������:	��
���������������
'��)� #�!0����%��� ��!�����������������������)� 
"
#���&'������,!)�^!��#��4��"�������&'���!�	+����
'.������ ��9'�%,#��#0�:	��
� ��!�#3�:	� 
�
��%�� #�!����
:	��
�4��%).$!	�	� 0�%����!������	+�� ���:	��
��.�!��
��
:"��������	+�
���:":	��
� �&'������3��������_-�" Sephadex �%���).����%���.�!������"�9'��
'�!�0�).�
:	��
�%����!��0!��"������^�� %�������&���!3,�^����
'	���������%�4��"������ Sephadex G-25   
                         ��9'������������
'0!��"������ Sephadex G-25 (CG-25) %,#��#0�:	��
�%��� 
Native-PAGE #��%��������������������%��� Starch-PAGE  ��!������!�����3���_�%�^�%���
�!�#3�:	��
�)%�	+������������������ %�������&�������������������!������������ CG-25 #���
#�����	�������������������������������� (AI-amylase complex) %��� Sephadex G-25   
��/����	��������������������������������
'���
'	���������%��	�� Native-PAGE #�� 
���������� AI �^!� 	�����* ��<� �M� (2548)  �
����������!��������� #�� CG-25 ��%#3�
:	��
�4������������������� 4��% 350 kDa �	.�4��%:	��
�.�!���!��%��� SDS-PAGE  
 ��!��
#3�:	��
�4��% 61,165 Da � 
��#3��%
����������!��
'0��#����!0�� Mercaptoethanol 
0�%����!�������3��_	�%��!�:	��
�.�!���!��%����!����!�
 ��<� disulfide                            
                         ��9'��	�
���
������.���:����_�4������������������������<
���;�����^�'� "9� 
1,200 Da #��0���� SDS-PAGE  4��% 61,165 Da  ��!�.�!���!���
4��%).$!��!�:	��
��-� 
<���^���
'.�4��%%������;�����^�'� ����	+��	�%��!�:	��
�%����!���	+����:":	��
��&'�
�����3��������_-�" Sephadex �%�%��
'��!��#���4������ ���������%����!����).�����"�9'��
'0!��
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��_-�" Sephadex ^����  4��%:����_�
'"����*�%��&���/���!�"����	+�����  ��!�����/���3�����
4��%�����������������)��-� <���^������ Native-PAGE �&'��
"!� 350 kDa ���	�
���
����� 
4��%4��:	��
�.�!���!�� �������_	�%��!� �����������������)�������� ����
 6 .�!���!��
'�

4��% 61,165 Da %���������
����.���:����_�����	+� 366,990 Da   
                         �����������������
'#���%���������������������������%����!����!�!����
��
�������9�	�� �����9'������.�4��%%��� SDS-PAGE  �#3�:	��
�4��% 61,165 Da � 
��#3�
�%
���&'�).$!��!�4��%4����������������
'�
�������!��
4��% 50-57 kDa (Wong 1995; Brena 
#��"*� 1996; Fisher #��"*� 2006)   
                          

!"����!����#$��%
 &���
��$��$����'�!��	
����
�
������ ������ (���
� 
�
 
                     
                         ��������
' 11  ��!��������4�� 9^�
M���-� )����������������������������
������� (salivary amylase) �������	����%���
� ������������ > ������������� > ������� ��� 
������%��  ��9'�����)^�	����*�����!��������!�)�����������     
                         ��9'�0!�����������������_<�`4��#�!�� 9^ ��!����
'�%��
M���-� )����
�������������� �������	����%���
� BG-75 > CG-25 > PG-75 ������%�� 
 
          �����
' 11 �	�
���
��	����*�����!��
').�"!������������������
' 50 % (IC50) 
                                     

IC 50  Sample 
mg. latex mL latex 

Banana latex 10.710 0.011 
Papaya latex*    705.000 0.705 
Rubber latex 2905.150 2.995 
Banana Purified AI  (BG-75) 2.140 0.002 
Papaya Purified AI  (PG-75)* 106.090 0.106 
Rubber Purified AI  (CG-25)    15.520 0.016 

          * "����*���"!������������������
' 40 % (IC 40) %�������
����$$���������"�  
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                         :	��
���������������
'�!�-,��# ��
���������4������
.���^��%%�������
' 12 
:	��
���������������
'�!�-,��# ������
4��%)�^!������#�! 13 3&� 16 kDa  �
4��%)����"
�����
:	��
�������������������������������
'�
 3 .�!���!�� 4��% 15, 17 #�� 24 kDa  #�!��/���!�
:	��
���������������)�������� ��� (60 kDa)  ��!�����/���:	��
�)�������� ���
'�
4��%
)����"
������
��
�������!��	+�:	��
��!�-,��# � 	�����%���:	��
�^��% Hev b1 (58 kDa) Hev b4 
(57 kDa) #�� Hev b9 (51 kDa) (Yeang #��"*� 2002)       
                         �!�����������������������������������&'�"�%�!��	+����	�����;S:���"����  
�����!�"��
����������!�-,��# �4�����	�������_!��
� 
 
 �����
' 12 #�%�4��%:����_�4�������������������
'�!�-,��# �)�4������
#���������� 
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SDS-PAGE 

 
Sanchez-Monge #��"*� 1992 

15 SDS-PAGE James #��"*� 1997 
13, 14 SDS-PAGE Amano #��"*� 1998 

4������
 
 Triticum aestivum 

13 Mass  spectrometer Amano #��"*� 1998 
Triticum durum 14 SDS-PAGE Kusaba-Nakayama #��"*� 2000 
Triticum turgidum 16 SDS-PAGE Sanchez-Monge #��"*� 1992 
4����������� 
Hordeum vulgare 
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SDS-PAGE 

 
Sanchez-Monge #��"*� 1992 


