
��������	
���
�
������

������� “������������
������������������
��!"��
#���$�%�������������”

“Structural characterization of natural rubber
to improve its quality”

�&���.&�.	����'
&&� �
�&�%�������� (')��)


��*���  �.�. 2549





++��'�,-" RSA4680009

��������	
���
�
������

������� “������������
������������������
��!"��
#���$�%�������������”

“Structural characterization of natural rubber
to improve its quality”

*
�*���������� ��.&�. 	����'
&&�  �
�&�%��������

*�/����� %���������- ��)��,����
���
�*���,��'
��*�&' 1����)��� 6
(���,$/��+�3, ��$��,�7 10400

�,��
�,� 0-28893116  3,�
�� 0-28893116
e-mail address scjtp@mahidol.ac.th


�
�
�$��&�
=��
�������,$�
�
�
�$������	
� (
��.)



               ���������	
 ���
������������
����������
����������� RSA4680009

- 1 -

����������	��
��
������������ 3

����
����
	
��
� �� 2546

(15 ������� 2546 ���

���� 14 ������� 2549)

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

    &�'�"�
�����*+�����#���$�%�

(Structural characterization of natural rubber to improve its quality)

�

��������	��      ��.�,�. ��%%/0
,,� �
	,�+���*�$�/

��7
���� +��
�$�&��� �*�
�������%�/

���
����0
����,0 ��������� 6

8!
���7��:�;� 	���&�� < 10400

����
��/ 0-28893116         ������   0-28893116

e-mail address  scjtp@mahidol.ac.th

��
?�����,�����
	���	"������
?����	��
��
�

(���
��
��
�;�7&��A���?B�*/ ���,"�7����;�C$�"���"��)



               ���������	
 ���
������������
����������
����������� RSA4680009

- 2 -

�
::�&0!��� RSA4680009

�������: ����	�
����������
����������������������������������������

�������
��	��
����!"�����	��C��"? 36 &,'"�

����	��: ����	�
����������
����������������������������������������

����&
0�����	�� 15 ������� 2546 !	�"��#$� 14 ������� 2549

$'�"�

��������	��      ��. %�.&���'(�%%� ���%���������'

������C�$7
�%
F�8%7  15 ������� 2546 !	�"��#$� 14 ������� 2549



               ���������	
 ���
������������
����������
����������� RSA4680009

- 3 -

Executive summary

	����	�����������!"����#���$�%�
&�'�"C$���
?������*+�����#���$�%�80��
������$��,��&��

������������)*����)�+��#��((��%'#$�)�+��,%�"����')�+��,�(�����% �%���������"-��)*�/(��&�������
���� %��03������7(+��#���(����8 %����;��"��7)�/����(-��$;&+�)*���������,�;�����
���"���$�����,���#$�<�-7�-���

���;=�����������7��� >	�������$;�?&+�=�<)�@-�"�����(=�,��A����/(��/(�����B'���A��<%�%$ ���&���$;����$��"7)�#$�
�=���CA����#=�A������$�����,���#$�<�-7�-��� �������)($���7)(����������
�����(��(����+�"-����?,�;=���� ��"��-��
��-�������%����������-��7� (branching) 7(+�&( (gel) %����;�����	�
�A���"
���$;����#$�&+�
��A&�����������;�F��#��
���$�"�!	���,���#�����$���� 8 >	���=�<)�@-����
��A&�(<�������%����������-��7�7(+�&(�"�!	�)���G����'���7
?�

������+�"-�������?, (storage-hardening) >	��
���@(��;�F��#�����$�-�� 8 &+�=�/(<)�@-�����%�����"��$#$�&+/(�����#$�
�$�����,���#$�7�-��� ���&���$;���#=�A�������!)��,)���������7(+��,���,��)�+���
�������������A�������!�=�
<)A��#%7#�����������+�',��)�+��#<%�

�������
�!���������!�"�#�����
���������$ ��� !%
��
���"����&
���%���'���(����(	������� ����������$
��%
��;�7�- 0.2-3 �m (��
�+�(� >	��������#$��$
��%A�C-
	��&+�$(��
�+�)*��@)(@�7�� ����������$�"����!$��%$���#$�
pH 9 &������	�
�(��
�+
������������%��#���� OM 7(+ SEM �,"-�����������$���&�,��"�(��&��������%��;�
�)��$�7(+0��0�(�)N%���#�;��$;��������&������@C��$���,�������)*���((��%'
����������� �)��$�#$�/�"���������
&+�$
��%�(?��"-��)��$�#$��,A���;�>$���A�
�+#$��)��$�#$�<%�&�������������-�����&+�$�"��7���-�����A��;=�����
���(��(  &������	�
��"���������'�+�"-�����������
��%�-��8 #$�<%�&�����)PQ��-"���$����#$��"����?"��,�-�����
7(+��,�����;�F�� �,"-�����������(?�
��%��=��"-� 250 nm )�+��,%�"����(��(���#$��$#�;��;=��������(��(�@�7(+��=�
A�
�+#$����������A�C-
	;�&+)�+��,<)%�"����(��(���#$��$�;=��������(��(��=� )���������#��'>	���)*��-�,-��$;!	�
)�����<
���7(+0��0�(�)N%A����(��(��� �,"-�����������(?�&+�$�-���=��"-����������A�C->	��7�%�A����?�"-�)(��
����>-
�����(��(���A����������A�C-�)*�)(��)N%���%����+��,��@-����#��'
��<
���7�-A�����������(?�&+�)*�
���(��(����>-��� ���&���$;����	�
����������#$�)(������>- ()(��7�(0�) 
��������������%�"��$���#=�)R�������
#$�&=����+�-�����+����#��'%�"����<>�'<(�)� 0��0����7(+0��0�<(�)� 7(�"#=����"�����+�'����������%����A��
1H-, 13C- 7(+ 31P-NMR 7(+�;=��������(��(%�"��#���� GPC �,"-���@-)(��
�����(��(�����%"-��)*���@-0���0�7(+
<%0���0�#$��-���,���(��(
��0��0�(�)N%�%�����+7���$�>$��<����7(+����+<Z�%��&� 7���$�>$��<���� ����+
��#�(<#�@7��<%>�(<0�' (TMTD) >���'���<>%' (ZnO) 7(+<%7������$��<Z�%��&�0���0� (DAHP) �)*�&�%�=����%�����
����
��������%����>-���7,,����A��;=�����%7(+�;=����7������$�#$�!@���?,�)*��"(����  �$�#�;�����	�
����� �����
#��%���)(����������
��������������%����"�����+�'���������
�����#$��$�;=��������(��(��=�7(+��($��$��(#$�7��<%�
&����� shootings 7(+ fresh BF %�"��#���� NMR �,"-���($��$��(#$����%<%�&��������+������%�"���"#=�(+(��
7(�"�=���"#=�(+(����7��/-����(���'7(+������(��(��=�#$���%#$�7��<%�&�����)PQ�(���%�"����(%7���	�/�"�$���������#$�
)(����������)�+��,%�"���@-<%��#�(7�((�(7(+#����'<��>��$������@- 7�%�A����?�"-������������
������������+�'���
A�������� ��� #����'-#����'-0��'��>�(<%0���0�������A����$
����($��$��(���%���#����'<��>��$� ��-��<��?%$
)(����������#$���$��"-�)(����������$; <�-�����!��"&"�%<%�A����#$��$�;=��������(��(�@�
�����#$�)PQ�(���7(+���#$��$
���(��(��=�#$�<%�&���-"��-��8 
���������7(+���#$�)���&���)��$�&������-��%�"����<>�' #�;��$;�����!�����
F��<%�
"-��$���%�%7)(�#$���@-<%��#�(7�((�(�%�)R�������#�����<>�'����#�����$,�/�"���������A�
�;��������-���������>-
A��<%����(��(#$���"
	;�7(+A���+,"����&�,��"�;=���� &������	�
�)P&&��#$��$��#���(�-���� degrade ���)<%�"-� non-
rubber component �$/(�-���� degrade 
�����7(+���>��&��-"�A���� degrade �-"�"��$���$�������("#$�����+��
#$���%7(+A���"(�<�-������ 5% DPNR, 1% K2S2O8 7(+ 2% v/v propanal #$������@�� 75�C &������	�
����7
?�
	;�

��������������+�"-�������?,���A�����"+��-� �,"-��-�����-����"�(��&�������-�7(+)������&(
�����7���#$�<%�
&���;=�����% (FNR) ���#$�/-��&�����)PQ�(��� ���#$�/-������=�&�%�)��$� �$�-������
	;���-������(��&��/-�������-�
���A�����"+�"����;���=� 7�-<�-�,����)($���7)(��-���(-��$;A����#$�/-������=�&�%<
�������#��'%�"�"��$#�������#��'
��0N�����7(+����)��$���=�#$�/-������=�&�%<
�������#��'%�"�"��$#�������#��'��0N����� 7�%�A����?�"-���@-<
�������#��'
A�������������$/(��-������-�������%����������-��7�
����������������A�����"+�"����;���=� ������)�$�,�#$�,
��,������%����>-7,,���������%��)��$� ������%����������-��7�
������(��&�������?,�)*��"(����
���������
�����,"-��)*����������7,,�&( �-�� (soft-gel) >	�������!�(������+<%���%�%�"��$#�������#��'��0N����� 7(+#=�(��
����+,���-"��%����������#���((�A����(+(���#(@�$�
����� ���)<%�"-�������%����������-��7��-"�A�C-���%&��
������%<��>(('�+�"-����@-0���0(�)N%7(+,���-"����%&������+<Z�%��&��%��)��$�#$�)(������>-���(��(��� ���
��������#$��$�"��,����#��y�@�7(+�$��,���7)�)�"����������!���$��<%��%�)R�������>�)����0N�����
���;=�����% ���
%�"����(����������&�,��"#$�/-�����#=�)R�������7(�"A����(+(���>�%$��<Z%���<>%' �-"�#$����%<%�&�����#$�/-�����
>�)����0N����� (SAP-NR) 7(+��� SAP-NR #$�/-�����(��� �=���"�����+�'�%�"��$ ELISA %�"���%���������� �,"-�
)���&���)��$�#$�#=�A�����%���7��7(+�)��$�#$�(+(���;=�<%� ��� SAP-NR #$�<%������!���%���7
?�
	;������������A�
)���������������#$�,��, FNR 7�%�"-������������#$�<%��$��,�����#$������)($���7)(�����
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Structural characterization of natural rubber to improve its quality
Jitladda Sakdapipanich*

Department of Chemistry, Faculty of Science, Mahidol University,  Rama IV Road, Bangkok 10400, Thailand

Abstract—Natural rubber (NR) latex shows considerable variation in composition and colloidal structure as the
result of biological, geometric, climatic and other influences. These varieties originate the inconsistency in the
properties of latex and solid rubber, which are the causes of difficulties in processing latex to well-defined products
with uniform properties. Another point should to concern as a major point affecting the inconsistency of NR is the
change in the structure of NR such as the branching and gel formations during storage. Therefore, this project will
be an attempt to elucidate the fundamental knowledge on microstructure and other chemical properties for
improving the consistency of NR.

     It was found that rubbers from regularly tapped mature trees with different ages of rubber trees showed
similar in chemical and physical properties. The particle size of NR was 0.2-3 �m, which the larger particle size
was in pear-shape. The highest stability of rubber particles was observed at pH 9. By OM and SEM techniques,
rubber particles were aggregated after removal of protein and phospholipids layers due to the loss of colloidal
properties. It was found that protein on rubber particles was smaller size than that in serum phase, whereas the
protein obtained from different ages of rubber trees showed the different in molecular weight. The relationship
between rubber particle sizes obtained by different centrifugation speed of rubber cream and their properties was
elucidated. The small rubber particles (SRP; size < 250 nm), was found to compose of both low and high number-
average molecular weight (Mn) rubber molecules, while larger rubber particles (LRP; size >250 nm), mainly
consisted of low Mn rubber molecules. The ester content in SRP was lower than that of LRP, indicating that LRP
contains mainly rubber molecules terminated with a functional group containing fatty acid ester groups and SRP is
mainly consisted of linear molecule. The microstructure of terminating-end (�-terminal) was elucidated by
selective decomposition of ester linkages with enzymatic reactions using lipase, phosphatase and phospholipases
followed by a combination with 1H-, 13C- and 31P-NMR analyses and molecular weight by GPC. The �-terminal of
rubber molecule was postulated to be mono- and diphosphate groups linking to phospholipids by Mg2+ and
hydrogen bonding. Mg2+, tetramethylthiuram disulfide (TMTD), zinc oxide (ZnO) and diammonium
hydrogenphosphate (DAHP) were the origin of additional branching-points in long-storage fresh and commercial
high-ammonia lattices. In addition, the structure of initiating-end (�-terminal) in Hevea rubber was analyzed by
using polyprenols isolated from Hevea shootings and fresh BF as well as low molecular weight rubbers.  By NMR
analyses, polyprenol and low molecular weight (MW) fraction of washing the cream fraction from fresh latex with
surfactant (WRP) showed the presence of dimethylallyl group and two-trans isoprene units. This finding suggested
that the initiating species of NR is trans,trans-FPP, as in the case of two-trans polyprenol. The storage-hardening
(SH) of the purified NR was analyzed under accelerated low humidity conditions. The fatty acid ester groups was
found to play the most important role in the gel formation and SH of rubber under low humidity condition. Base on
the transesterification and ethanol/toluene mix solvent treatment, the gel phase in NR is mainly originated from
micelle formation between phospholipids and partly formed from hydrogen bonding by proteins in rubber chains.
Highly purified NR was prepared by saponification of latex with NaOH followed by soaking the coagulum in
aqueous NaOH. The extract from saponified NR (SAP-NR) and soaked SAP-NR was confirmed to be free from
allergic proteins and no extractable protein by ELISA method with FIT Kit. SAP-NR showed a small extent of SH
compare to FNR, suggesting the high consistency properties NR.

Keywords— natural rubber, initiating-end, terminating-end, branching, storage-hardening
Outputs
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2. Tarachiwin, L., Sakdapipanich, J. T. and Tanaka, Y. Rubber Chem. Technol., 2003, 76(5), 1185.
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H0���
��
�������C��"?��

(1) 

%��������/

1. ������	�
������������;�F��
�������������#$����<�-�)*�#$���%�&�#�;���@-#$���%��@-#$�)(����������7(+)(��

#���
�����(��(��� �"�!	���,�����((��%'
���;=������������%�"�

2.������	�
�!	�/(
����@-0P��'���#$���@-,����(��(#$��$�-���,���#���������%�#��"<)
������������� 

�"�!	�����)($���7)(�������������(��(
��������������+�"-�������?,#�;�A��@)
���;=����7(+���

7���

3. ������	�
��(<�������%���������7,,�-��7� (branching) 7(+������%�&( (gel) A��;=����7(+���7���

>	��#=�A�����%��,���#$�<�-7�-���>	���=�<)�@-�"��(=�,��A����A���;=����7(+�����������

(2) 	��,��&������C��"?��������H7����

C��"?��8�	

!
F�%"���� 1 �",�"���"��-���;=�������������%&��7�(-� �����' 7(+�����-��8 #=�����	�
����������

�+%�,���(��( �����+&����"
���;=��������(��( ��,�����;�F��#�����$�-�� 8 7(+)������-"�#$�<�-A�-���

%�"��#����#�����"�����+�'�-�� 8

!
F�%"���� 2 
�;�������$�����A���$�"��,����#��y (purification) 7(+�����%�-"�#$��)*��)��$� >	����%"-��"�

&+��@-#$��=�7��-���������
�����(��(����%�A���)��$��<(������<>�' 7(�"#=����"�����+�'���%7(+�;=�����

���(��(
�� protein #$��$����+��@-,����(��(����%�A���#����#���$"���$

!
F�%"���� 3 ����	�
����������
����@-)(��7�(0�
��������������%�"��$���#=�)R���������,���<>�'

<(�)� 0��0���� 7(+0��0�<(�)�

!
F�%"���� 4  ����	�
�������%�&(A������������ : /(
���������7�-� TMTD/ZnO 7(+ (NH4)2HPO4
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C��"?������"�

!
F�%"���� 5 ����	�
�(��
�+7(+�|������
��/�"���������#$��$����,���-��8 ����%�A���#����#��

Optical 7(+ Transmitting electron microscopy 7(+%@�"��7���-��
��% particle size 7(+�"���$)�+&�

#$�/�"����������%� Particle size analyzer 7(+ Zeta sizer analyzer

!
F�%"���� 6 �	�
�/(
�����#$��$
��%�������-��8 �����,��,���#�����$������&�������������������

�$�����+&����"��@-A��-"� 0.05-3 <����� %����;� ������#$��$
��%�-�������&�$(��
�+
������,��#$�

����(�����@-#$�/�"7���-��������<) �����!#=����#%(��<%��%�)PQ�7���;=�����%%�"��"����?"��,

�-��8 ��������A��<%����������
��%�-��8 ���

!
F�%"���� 7 ����	�
����������
����@-)(���������
��������������%�"�����+�'���������#��

���(��(
��������(��(��=�7(+��($��$��(#$�<%�&��������������"�#�;����"�����+�'��&=��"�<�����&�

�+����-���	������>-
�����#$��$�;=��������(��(�-��8

!
F�%"���� 8 ����	�
������������%)R�������
���;=�����)*�"��$#������#$�&+�����"��$������
��"��

7)�)�"�
���;=�����%�����	�
���"7)�#$��$/(�-�������$�������("&�������������%�"����

"�����+�'���(%(�
���;=��������(��(�����"�����%

C��"?��������

!
F�%"���� 9 ����	�
�/(
���-"�#$�<�-A�-���#$��$�-�������%���7
?�
	;������������7(+�&(
���������

����#$�/-�������-����A�����"+�-��8 �%��	�
���������
	;�
��)������&(�����"�����%�@��$

!
F�%"���� 10  �	�
�"��$������$�������������#$��$�"��,����#��y�@� �%�)R�������>�)����0N�����7(+#=�

���"�����+�')������-"�#$�<�-A�-�����-� �)��$�7(+<
���A���� SAP-NR #$����$��<%� ������(������%����

#$�����+��A����(%)������)��$�7(+<
���A����#$�/-�����#=�)R�������>�)����0N�����
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!
F�%"���� 11 �	�
�7(+"�����+�'��,���#�������� )������&(7(+)���R����'���7
?�
	;��������
����
����� SAP-NR #$����$��<%��-��7(+�(�������?,���A�����"+��-��"����;���=� �����#$�&+ )��,)���"��$
����",�������
�������������A���$��,���#$����=�����

���0�&"��,���
��
�

!
F�%"���� 1 ����	�
���"��-���;=�������������%&��7�(-� �����' 7(+�����-��8 #=�����	�
����������

�+%�,���(��( �����+&����"
���;=��������(��( ��,�����;�F��#�����$�-�� 8 7(+)������-"�#$�<�-A�-���

%�"��#����#�����"�����+�'�-�� 8



%��,�?���C$�

1.1 ��	�������	%������
�#�/%7��J ������0B	�,��
�
;�C����&��;����	�"�8�07�&����
�#�/

� �;=�����%#$����
�����%�"�7������$� 0.6% v/v �-����������' &=��"� 4 ��������'�%�<%���,&��

�@��'"�&�����&���"�%�+�����#�� <%�7�- �����' RRIM 600, GT1, RRIM 2025� 7(+ RRIM 2027�
������'#$��=�(�����������)(@�������&���$������&��#�����(�>$�"-������!A���;=����A�)�����#$���� <%�7�-

RRIM 2025 7(+ RRIM 2027

� �;=�����%#$����
�����%�"�7������$� 0.6% v/v �-����������' &=��"� 5 ��������'�%�<%���,&��

�"����#$�&���"�%�(,��$ <%�7�- �����' RRIM 600, GT1, PB 24, PB 28/59 7(+ PC

1.2 ��	�������	%���������
�#�/&,��
	
�8%7��"����
�#�/���8%	%7��	
�

� �;=����&����������������' RRIM 600 #$��$�����-��8���%���$;

          1 �%���, 3 �%���, 7 �%���, 3 )� 7(+ 17 )�

	��
�&�����/��?
%��'F�K��

� Dry rubber content 7(+ Total solid content

� 
��%������7(+�����+&����"
��
��%������ �%�������� Particle size

� )�����<�����&��%�A����������Nitrogen analyzer

� )���������#��' �%�A��������� FT-IR Spectrometer
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� )������!���%�A��"��$����/�#$� 550�C �)*��"(� 180 ��#$

� �;=��������(��(7(+�����+&����"
���;=��������(��(�%�������� Gel Permeation

Chromatography (GPC)

� ���#��-�7��%	� (Tensile strength)

� �;=��������(��(
���)��$��%��#���� SDS-PAGE

� )������&( �%���)��������#$�<�-(+(��A���"#=�(+(�� Toluene

H0	���,0"�80�
�&�����/H0	���,0"�%"���� 1

1.1 ��	�������	%���������
�#�/%7��J ��	�"�8�07�&����
�#�/

&�����"�����+�')��������7��� ���;���� �-"�#$�<�-A�-���7(+
��%
�����������#$�<%�&���;=�

����%��������'�-�� 8 �%�<%���,&���@��'"�&������+�����#��7(+�"����&���"�%�(,��$   �,"-��;=�����%#$�

<%�&��7�-(+��������'�$)��������;������@-A��-"�)�+��� 30-40% 7(+���7���#$�<�-7���-�����������

7�-�,"-����#$�<%�&����������' GT1 7(+ RRIM 600 &���@��'"�&������+�����#��&+�$)����� non-rubber

components (NRC) #$��@��"-���������'�������A�
�+#$����#$�<%�&���"����&���"�%�(,��$ ��������' GT1

7(+ PB 28/59 �$�-� NRC #$��@��"-���������'���� �������&�����)�$�,�#$�,��������'�%$�"���&��7�(-�)(@�

#$�7���-����� �,"-�)��������;����#$�<%�&���@��'"�&������+�����#����;�����"-�#$�<%�&��&���"�%�(,��$

��-��<��?����-� NRC 
�������������' GT1 #$�<%�&��#�;����7�(-��$)������@�������#$�,��,��������'

RRIM 600 >	��&�����������%�"�������,"-�(��
�+�$
���;=�����%#$�<%�&����������' GT 1 �$�$��(���

����"-���������'���� ���&���$;����,"-�
��%
�����������#$�<%�&��7�-(+��������'
��#�;����7�(-�

)(@��$�-�<�-7���-�����������

�	�
�)��������)�+��,#$�<�-A�-���A��;=������������'�-��8 #$�<%���,&���@��'"�&������+�����#��

�,"-�A��;=����7�-(+��������'�$)��������#$�<�-A�-���&=��"�<
��� (7�%�<%�%�"�
���@()���������#��')

�)��$� (7�%�<%�%�"�
���@()�����<�����&�) 7(+�!��<�-7���-����������� ���"�����#$�<%�&���"����

#$��(,��$ ��������' PB 28/59 7(+ PC �$)�������%<
���A��@)����#��'#$��@��"-������������'���� �$�#�;�

)������!��
���;=����#$�<%�&���(,��$�$)������!��#$��@��"-�#$�<%�&���@��'"�&������+�����#��)�+��� 1

�#-� /(
���;=��������(��(�,"-����7�-(+��������'A�7�(-��%$�"����$�;=��������(��(#$�<�-7���-��������

��� ���"�����$
�����#$�<%�&����������' GT 1 7(+ RRIM 2025 ��;��$�;=��������(��(#$���=��"-���������'

���� A�
�+#$����#$�<%�&���"�����(,��$ �����������' GT 1 7(+ PB 24 &+�$�;=��������(��(�@��"-����

��������'���� /(&�������+&����"
���;=��������(��(
�����#$�<%�&���;=�����%&���-����������'#�;����

7�(-�)(@��,"-������+&����"
�����&��#����������'�$(��
�+�)*�7,, bimodal ��-��%$�"��� �%�&+�$
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)������;=��������(��(��=�7(+�@�#$�A�(���$��������"�����#$�<%�&����������' GT 1 &+�$)������;=�����

���(��(��=�#$�����"-���������'������-����?�<%���% �������&���������������'�%$�"���&�����7�(-�#$�7��

�-����� �,"-� �;=��������(��(#$�<%��$�"��7���-��������>	��������<%���%A������������' GT 1 >	����&&+

�-�/(��+#,�-���,����;=����<%�

&������	�
��-��"��#�#���-�7����%
�����#$�<%�&���;=�����%�����'�-��8 &��7�(-�)(@�#$�

7���-����� �,"-����#$�<%��;=�����%��������' RRIM 2027 &���@��'"�&������+�����#���$�"��#��-�7��

%	��@�����"-���������'���� ���(������ RRIM 2025 �-"� GT 1 7(+ RRIM 600 ��;��$�-�A�(���$����� #�;��$;

��������&��)�����
�����#$�<�-A�-���A��;=������;��$�"��7���-����� 7(+�;=��������(��(#$�<%�<�-�#-����

%����;�&	��-�/(A����,����������$;�-����� A�
�+#$����#$�<%�&����������' PB 28/59 7(+ PC &���"����

�(,��$ �����!#�7����%<%�����"-�������&�����#�;������������'�$)�����<
����@��"-���������'����>	��&+

�)*���"�-"�#=�A�����%/(	�
	;��+�"-��#$����!@���%#=�A��#�7��%	�<%����
	;� A�
�+#$���������'����&+�$�-���=�

�"-�������&���$)�����<
���#$���=��"-� �������&�����-����#��-�7����%
�������������'�%$�"���#$�<%�&��

7�(-�#$�7���-����� �,"-� ���#$�<%�&���@��'"�&������+�����#����;��$�-����#��-�7��%	�#$���=����������#$�,

��,���#$�<%�&���"�����(,��$ #�;��$;��&��������&��������#$��+�����#����&!@�%=��������#=�"�&��,����-��

��@- >	����&�$/(�-���,�����;�F��
�����(��(��� &������	�
�����-����������'7(+�����������'�%$�"���

&��7�(-�#$�7���-����� �,"-������+&����"
���;=��������(��( )��������7(+�-"�#$�<�-A�-��� �"�#�;�

��,�����;�F��#�����$�$�"��7���-�����>	����&�-�/(�-���,���#��������
�������;�8 A�����=�<)

)�+����'A���-�<)

1.2 ��	�������	%���������
�#�/&,��
	
�8%7��"����
�#�/���8%	%7��	
�

&������	�
��;=��������(��(
�����&�������������-��8 ��� �,"-����#$�<%�&���������-��

���� 1 7(+ 3 �%�����;��$�;=��������(��(A�(���$����� �%��;=��������(��(&+�����
	;�������������������
	;�

7�-&+��@-A��-"�#$�<�-7���-����������� (������<%�&���;=��������(��(
�����&������������ 7 �%��� 7(+

3 )��$�-�A�(���$�����) 7�-������������&��C���,����?�#$��,"-� �;=��������(��(&+�����
	;���-�����7(+&+�$

�����+&����"
���;=��������(��(#$��"���
	;�%�"� �����+&����"
���;=��������(��(
�������������-��8

��� �)*�7,, bimodal �%��$&�%��%�$�#�;����#$��=�7��-� 2.0 x 10
6
 7(+ 1.2 x 10

5
 >	��������-"�
��#�;�

����$�<�-�#-���� >	���,"-�������-"��$;&+�$�-������
	;����������
�����������
	;�>	�������"��"-����#$��$

�;=��������(��(�@�&+�$)��������
	;����������
�����������
	;�������#$�,��,���#$��$�;=��������(��(��=�

��-����?�<%���%�&� >	����&��������&�����#$����<>�'#$��",�������������+�'���7(+����
��#=�)R�������

polymerization �-��������������
���������-�����
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&�����"�����+�'
��%
�����������&�������������-��8 ��� �,"-� �;=����#$�<%�&��������

7�-��;��$�����+&����"
��
��%������7,, skewed unimodal �%��$
��%�������%���($���#-���,

0.938 �m A�
�+#$��;=����#$�<%�&���������-������ 7 �%��� 7(+ 3 )���;�&+�$�����+&����"
��
��%

������7,, unimodal �%��$
��%�������%���($��#$��(?��"-�>	���#-���, 0.195 �m 7(+ 0.545 �m ���

(=�%�, A�#���(�,������#$�<%�&���������-������ 1 7(+ 3 �%���&+�$
��%�������%���($���#-���, 0.284

7(+ 0.280 %����;�&	��(-�"<%�"-�
��%������
�����#$�<%���;��$�"��7���-�����
	;���,����
�������� �%�

A�������#$������-�����&+�$�(<�����������+�'���#$�>�,>����-����� ���&���������-��)�+��,%�"�

���������#$��$
��%�(?��"-����������&��������7�-%����;�&	�����-����&�,��"��� #�;��$;��&��������&��

�;=����#$�<%�&���������-����;��$�-"�)�+��,
���;=���(��@-�)*��-"���� 7(+�$���;����#$������"-�

&�����"�����+�')������&( ����#��' 7(+<�����&�#$��$��@-A����#$�<%�&����������������' RRIM

600 #$��$�����-��8 ��� �,"-���"��-�����#�;���%�$)������&(#$���=���������@-A��-"�)�+��� 1-3% �#-�

��;� >	��&�%"-��)*�(��
�+����+
�����#$������#=������$%&����� >	���,"-�!��#=������?,�;=����<"��)*��"(�

��� )������&(&+������@�
	;�����+�+�"(�#$�#=������?, �%�)���7(�"!��#=������?,�;=����#$�#=����!���

%�"�7������$��-"���, TMTD/ZnO �����;=����
��#$�
��A�#��������<"��)*��"(� 1 �%��� )������&(&+

�����
	;�!	� 50% �-"�)���������#��'#$�<%�&�����#$���$%<%�&���������-����;��$�-�����"-�#$�<%�&��������

7�- ��-��<��?%$������#$�,)�������%<
���A&�@)����#��'�-� 1 ����>-���(��(
�������,�+%�,
��������%

)R������� Polymerization (Degree of Polymerization) �,"-��$)�������%<
���A��@)����#��'�-� 1 ���

�>-���(��(
������)*�)�+��� 1.5 - 2 ���(��( �%��$7�"���������
	;���������������������
	;���-����?�<%�

��%�&�  ���&���$;����,"-�)�����<�����&��$�-���������
	;�������������$�������
	;� &��/(<�����&�#$�

7���-������$;#=�A���$
�������
F��#$������������,��+,"�����������+�'�;=���� �(-�"���A���+,"����

�������+�'�;=������;��$���<>�',���(�-�#$��)*�)P&&��#$��=���C�-�����������+�'��� ������&�����<>�'����(�-�

�)��$����%��	��%����;���&�(-�"<%�"-����<>�'#$���$��"
�����,��+,"�����������+�'���  7���-�����

�+�"-�����&������-��7(+���#$�����?�#$�7(�" %����;�&	�#=����"�����+�'�)��$�#$���%��@-��,/�"
��������

���#$�<%�&������-��8 �%�#=����)PQ�7���-"�
���)��$�#$�(+(���;=�<%��-��7(�"&	��=����#$�7��<%���

"�����+�'�,"-�7!,�)��$�#$�<%�&��/�"����������-������ 3 �%���7(+ 7 �%�����;��-"�A�C-�$�;=�����

���(��(�-"�A�C-)�+��� 65 kDa A�
�+#$����&��������7�-&+�$7!,�)��$�#$�/�"����-"�A�C-A��-"��;=�

�������(��()�+��� 27 7(+ 14 kDa >	�������!�(-�"<%�"-��)��$�#$�/�"
�����������&���������-��

7(+������7�-��;��)*��)��$��-�����%��� ��-��<��?����������&�����)��$�&�����������
��%�(?�7(+


��%A�C-#$�<%�&��������7�- �,"-�#�;����
��%������A�C-7(+�(?�&+�$7!,�)��$�#$� 14 7(+ 27 kDa

��-��%$�"��� 7�-������-"��"���
��
��7!,�)��$�#�;����&+<�-�#-���� %����;�&	��(-�"<%�"-�����������(?�



               ���������	
 ���
������������
����������
����������� RSA4680009

- 11 -

7(+A�C-#$�<%�&��������7�-�$;&+�$�)��$�#$��",�������������+�'���7,,�%$�"��� 7�-�$������-"�#$�7���-��

��� >	���"��7���-��
��������-"��$;�-�/(�-�,#,�#����",��������������#$��$
��%������#$��-�����

&��/(���#%(���$;#=�A��#��,"-����&���)��$�&+�)*�)P&&���=���CA�����",����;=��������(��(A����

���#$������-�����7(�" ����$,#,�#�=���CA�����",���
��%
�����������%�"�

!
F�%"���� 2 
�;�������$�����A���$�"��,����#��y (purification) 7(+�����%�-"�#$��)*��)��$� >	����%"-��"�

&+��@-#$��=�7��-���������
�����(��(����%�A���)��$��<(������<>�' 7(�"#=����"�����+�'���%7(+�;=�����

���(��(
���)��$�#$��$����+��@-,����(��(����%�A���#����#���$"���$



%��,�?���C$�

� �;=�����%#$�����������
����� Triton
®
X-100 0.2%w/v <%���,&���"����
��,��
�#<#���,

�,��' &=���% (�(,��$)

� �;=�����%#$�<�-����������$A%8


�#�	���,0"�

1. 	���LM����&�'�"&%�������������
��?�����#�N�B�

#=����)PQ�7���-"�#$��)*���$����&���;=�����%%�"��"����?" 14,000-19,000 ��,�-���#$ �)*�

�"(� 40-60 ��#$ (!��"-��)*����)PQ����;�#$� 1) �=��-"�#$��)*���$������#=������+&����"A����(+(��

Triton
®
X-100 ���� SDS (Sodium dodecyl sulphate) 7(+#=������+&����"���A����(+(�� Triton

®
X-

100 7(+)PQ��-� �$� 3 ���;�

2.  	���	
,���%��,�
�&"�;O�/

���$���;=�����%A��<%�)������;=����#$��$�"���
��
��)�+��� 20-30% 
���;=��������7����-��;=�

��� 100 ��((�(���7(+#=�)R���������,���<>�'�)��$��� (KP 3939 &��,��
�# KaO) #$�#=����(+(��A����

(+(�� Triton
�

X-100 ���� SDS �
��
��)�+��� 0.2-0.5% �%��;=����� #$������@�� 37
o
C �)*��"(� 12

���"��� �(��&����;�#=����)PQ�7��%�"��"����?" 13,000 ��,�-���#$�)*��"(� 30 ��#$ �=��-"���$���

(+(��A��;=��(���7(+#=����)PQ�7���$����;���	���)*��"(� 30 ��#$

H0	���,0"�80�
�&�����/H0	���,0"�%"���� 2
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&�����)PQ��;=�����% (RRIM600) #$��"����?"��,�@�&=��"��(�����;� �,"-�)������-"�#$�<�-A�-

����%�����+�)��$�&+(%(�>	�������!������<%�&��)������-�<�����&� >	��(%(�&�� 0.7% �%��;=�

�����)*� 0.3, 0.2, 0.15 7(+ 0.1 �����#=����)PQ�A���,#$� 1, 2, 3 7(+ 4 ���(=�%�, 7�-)���������#��'


����%<
���<�-�)($���7)(������� A�
�+#$�������%�)��$�&���;=�����%�%��-��%�"����<>�'&+A��/(


��)�����<�����&�(%(�&�� 0.7% �)*� 0.08%

�����#=����"�����+�'�)��$�#$�!@��=�&�%�����(+(����@-A���;��;=�>$�������(�����)PQ�7(+���A��

���<>�'A������%�)��$�#$���%#$����(��(��� <%�/(7�%�A��B���� 2.1 �%�&+��?�"-��)��$�#$�!@��=�&�%�����

(+(����@-A���;��;=�>$�������(�����)PQ����;�#$� 1 7(+���;�#$� 2 <�-�$�"��7���-��������  �%��$7!,
��

�)��$�#$��,�-"����#$� 27, 30, 33 7(+ 45 KDa 7�-�=����,�)��$�#$�!@��=�&�%�����(+(����@-A���;��;=�>$���

����(�����A�����<>�'A������%�)��$�#$���%#$����(��(��������A�� SDS 7(+ Triton
	

X-100 A�������%

�-"�  �,7!,#$�7���-�������%�&� ���#$� 14.6, 25 7(+ 27 KDa  �%�&+�,A����$7���#-���;�  7�-A����$

�(��&+�,7!,�)��$�#$� 27 KDa &��/(���#%(���$;�$;A����?�"-� �)��$�#$���%��@-#$�,����(���(���#$�!@���%

%�"����<>�'�-�&+�)*��)��$�#$��$�;=��������(��()�+��� 14.6, 25 7(+ 27 KDa  ��-��<��?�������#=�

����	�
����(+��$�%�-�<)

                                       A         B           C           D         E

�B���� 2.1 SDS-PAGE gel image (15% gel)

� Molecular weight marker (kDa)

200

 66

 45

 31

21.5

14.4

  6.5
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( �)��$�#$�!@��=�&�%�����(+(����@-A���;��;=�>$�������(�����)PQ����;�#$� 1

( �)��$�#$�!@��=�&�%�����(+(����@-A���;��;=�>$�������(�����)PQ����;�#$� 2

( �)��$�#$�!@��=�&�%�����(+(����@-A���;��;=�>$�������(�����A�����<>�'A����

��%�)��$�#$���%#$����(��(��� �����A�� SDS A�������%�-"�

( �)��$�#$�!@��=�&�%�����(+(����@-A���;��;=�>$�������(�����A�����<>�'A����

��%�)��$�#$���%#$����(��(��� �����A�� Triton
	

X-100 A�������%�-"�

!
F�%"���� 3 ����	�
����������
����@-)(�����(��( (����)(��%���7�(0�) 
��������������%�"��$

���#=�)R���������,���<>�'<(�)� 0��0���� 7(+0��0�<(�)�



%��,�?���C$�

�;=�����%#$�����������
����� Triton
®
x-100 0.2%w/v <%���,&���"����
��,��
�#<#���,�,��'

&=���% (�(,��$)


�#�	���,0"�

1. 	��	���
,���%��""	��	�F�����#���$�%��,�
�#�	��C$�&"�;O�/

���$���;=�����%�
��
��)�+��� 20% 
���;=��������7����-��;=���� 100 ��((�(���7(+#=�

)R���������,���<>�'�)��$����
��
��)�+��� 0.5% �%��;=������)*��"(� 12 ���"���

2.  	������U�	��������
7���F��������������	���%��80�&"�;O�/$��,%7��J

�=��;=����)���&���)��$�/����,<(�)�#$����%<%�&�� candida rugosa ��,-�#$� 37
o
C 7(+�-� pH

7.2 �)*��"(���;�7�- 0-72 ���"��� #$�������-"��+�"-��<(�)��-��;=������;�7�- 0-10 �%��;=�����

�=�0��0�<(�)� A2 #$�<%�&�� bovine pancreas 7(+0��0�<(�)� B &�� Vibrio species ��

/����,�;=�����%)���&���)��$�7(+#=����,-�#$������@�� 37
o
C #$��-� pH 8 �)*��"(� 3 "�� ���&���$;

�=�0��0�<(�)� C &�� C. Perfringe 7(+ D &�� peanut ��#=�)R���������,�;=�����%)���&���)��$�

�)*��"(� 3 "��#$������@�� 30
o
C 7(+#$��-� pH 7.3 7(+ 5.6 ���(=�%�,

�=����(+(�����#$�)���&���)��$�#$��$�"���
��
�� 1% �%��;=�������#=���������#�#�,�"#�

7������$��<Z%���<>%'>	��A���)*���"��-�)R������7(+�=�����+(���$;<)#=�)R������%�"����(+(�� 10%

�%��;=�����
�� alkaline phosphatase #$�<%�&�� bovine Intestinal Mucosa A��;=� �(��&����;�#=������

���(+(��/��#$������@�� 37
o
C�)*��"(� 45 ���"���

3. 	���	
,	�,;!�
�"����,�
�"�O��%�
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#=�<%��%�"��$������%7��%�"��+>$����%�A����)���'#$���$��"-� >���(��)*��"(� 24 ���"��� ���

A��,�������<�����&�7(+�=���#=�A��7���#$������@�������)*��"(� 12 ���"���

4. 	��	���
,	�,;!�
����%�,	
?��&0	�0���

)R��������$;�����!#=�<%��%����#=�)R��������+�"-�����(+(�����#$��"���
��
�� 0.5% �%��;=�

������,�>�%$����#��<>%'#$��$�"���
��
�� 1 ��(��' 7(+#=�����"���-���-�������#$������@�������)*��"(�

3 ���"���


�#�	��
�&�����/

1. 	��%�
�

,�������*&"�&�"�/!"�	�,;!�
� : �����!��<%�&����%�-"��"���
��
���-�

���%@%�(��7��
����@-���',��>�(#$�)���R#$� 1739 cm
-1
 �-���@-7�(�$�
�����(��(���#$� 1664 cm

-1
7(+

�-��"���
��
��#$��)($���7)(�<)
��)���������#��'

2. 	��
�&�����/���F����
	��&0	�0�,�&����� GPC

3. 	��
�&�����/���7��
����', 80��7������X
		���/�,�	��C$� viscometry

4.  	��
�&�����/������������,�	��C$�&����� 1H-, 13C- 80� 31P-NMR: ���"�% 
1
H-, 

13
C-

7(+ 
31

P-NMR #=�<%�#$��"��!$� 750, 188 7(+ 303 MHz 7(+#$������@�� 50
o
C �%����A��%�"�#��'���,�>$�

�)*���"#=�(+(��

H0	���,0"�80�
�&�����/H0	���,0"�%"���� 3

 A����#%(���$;<%�#=���������@&�'7(+��"&��,"-��$0��0�(�)N%#$�)(������>-���(��( >	��#=�<%��%�

����	�
����������#$��)($���7)(�<) �(��&��#=�)R�������<(�)� 0��0���� 7(+ 0���0<(�)�

���<>�'��(-��$;�$�"�������!�@�A�����-���(��<���($�>���� ����0���0�7(+0��0�(�)N% ���

(=�%�,

3.1 	���7"��0��;!�
���	������������	���%��,�
�;0&��80�]"�]�&%�

<(�)������!�-���(������+����#��'
��<��, <% 7(+�����($�>�<�%' #$��=�7��-� C1 7(+ C3


�����)�+��,�($�>���(A�
�+#$�0��0�����(�� ����+ monoposphate %��7�%�A�+����� 3.1
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Concentration ratio of lipase:DPNR (w/w)
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+����� 3.1 �=�7��-�
���($�>���(7(+����0���0�����#��'#$������!�-���(��%�"�

(a) <(�)� 7(+   (b) 0��0����

�B���� 3.1 �"���������'�+�"-��)�����
����@-����#��'A����)���&���)��$� (DPNR) �-��"���
��
��


��<(�)�
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�B���� 3.1 7�%��"���������'�+�"-��)�����
����@-����#��'A����)���&���)��$� (DPNR)

�-��"���
��
��
��<(�)� &+�,"-�)�����
����@-����#��'(%&�� ~5 ��( �)*� ~1.5% ��(�-�����>-

���������"���
��
��
��<(�)������
	;� ���(%(�
��)���������#��'7�%�A����?�"-��$���)�+��,#$��)*�

acylglycerol A���� 7�-��-��<��?��� )�����
������#��'<�-<%�(%(��)*��@��'7��&+A��)�����<(�)����

�?��� >	�������!���,��<%��%��"��&���#$�"-�<(�)�<�-�����!�-���(����@-����#��'#$��=�7��-� C2 <%�

&��/(���#%(���$;7�%�A����?�"-��,���)�+��,)�+��# acylglycerol A������������

���&���$;&����)����� FTIR &+������<%�"-� C=O stretching 
����@-����#��'
��<()N%���%���

�)($���7)(�&�� 1743-1710 cm
-1
 �(��&��#=�)R���������,<(�)�>	��7�%�A����?�"-�<(�)�A����#%(���$;

�����!#$�&+�-���(��0��0�(�)N%<%�7�-���<�-��,@��' �"�!	����#=�)R�������%�"�0��0����A����

#%(���$;<�-�����!&+�-���(��<%���%��-����

���#=�)R�������%�"�<(�)�7(+0��0������&#=�A�����%����-���(��
��&�%�=����%��������>	��

�����!���@&�'<%�&�����(%(�
���;=��������(��( )������������� 7(+�-� Huggin’s k’constant %��7�%�

<"�A�%������� 3.1.

%������� 3.1 7�%��-�����#��'�"�����% 7(+�;=��������(��(
�����#$�#=�)R���������,<(�)�

�)�$�,�#$�,��,���)���&���)��$� (DPNR) 7(+#�������#��'��0��%'���)���&���)��$� (TE-DPNR)

�"�!	����#$�#=�)R���������,0��0����

�-��"�����%
�����#$�/-�����#=�)R���������,<(�)��$�-���=��"-���� DPNR 7�-�$�-��@��"-����

TE-DPNR ���&���$;�-� Huggin’s k’ 
����� DPNR �$�-�(%(�&�� 0.47 �)*� 0.23 �(��&��#$�#=�

)R���������,<(�)� >	��7�%�A����?�"-�&�%�=����%��������<%�!@�#=�(����������%�)*����(��(�%$�"�(��&��#=�

)R���������,<(�)� ���(%(�
���;=��������(��(7�%�A����?�"-���@-����#��'#$��=�7��-� C1 
��0��0�(�

)N% �$�-"���$��"
���A�������%��������
�������������

&��/(#$��(-�"��
������7�%�A����?�"-� 0��0�����-���(������+����0���0�����#��' >	��

�"�!	�A����(��(0��0�(�)N%#$��$��@-<Z%���>�(�)*���@-#$��$
�;" ��-� ��%0��0�#�%�� �)*�#$��-�������"-����

#=�)R�������
�������,0��0���� �$/(#=�A���;=��������(��(7(+�-��"�����%
�����)���&���)��$��$

�-�(%(�  !	�7��"-��-�#$�<%�&+�$�-��@��"-����#$�#=�����=�&�%<
�������%�)R�������#�������#��'��0N�����

7(+���#$�#=�)R���������,<(�)� ���(%(�
���-���(-��$;7�%�A����?�"-��$��@-����0���0�#$��)*�)P&&��A�

������%��������A����>	����%"-���&���%&������+<Z�%��&��+�"-����@-<Z%���>�( &��/(���#%(���$;

7�%�A����?�"-�������(��(�������)�+��,<)%�"����������7,,����������
�
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%������� 3.1 7�%��-�����#��'�"�����% 7(+�;=��������(��(
�����#$��=�)R���������,<(�)��)�$�,�#$�,

��,���)���&���)��$� (DPNR) 7(+#�������#��'��0��%'���)���&���)��$� (TE-DPNR) �"�!	����

#$�#=�)R���������,0��0����

��?
%� AE-DPNR TE-DPNR
Lipase treated DPNR

(10:1)

Phosphatase treated

DPNR (10:1)

Ester content

(mmol/kg rubber)

31.3

(5.09)*
~0

16.2

(1.59)

18.5

(2.14)

[
] 5.12 3.08 3.75 3.47

k’ 0.47 0.43 0.23 0.35

vM  (�105) 7.92 3.87 5.10 4.12

 nM (�105) 1.93 1.18 0.97 1.16

wM  (�105) 4.34 2.71 3.27 3.64

nw MM 3.84 3.94 3.04 3.58


�������� �-�A�"��(?,����-�)���������#��'A���-"���(�-���	������>-���(��(���

 ���&���$;�����"&��,���������
�����)���&���)��$��%�"��$��"��($��'7���$������>7��>'

�,"-��$��CC��#$� 63.7 7(+ 64.7 ppm 7�%�!	���CC�����',��
����<#�' (-CH-) 7(+��#�($� (-CH2-)


����@-�($�>�<�%'A�0��0�(�)N%>	���-���@-��,��@-���',��>�( ������&&+�)*���CC��
����@-��#�(($�>	��

�-���@-��,��@-��������<%0���0���CC�����',��#$����%
	;�#$� 62.9 ppm 7�%�!	���@-��#<#�'#$��-���@-��,

��@-<Z%���>�(A���)�����
�� 
13

C-NMR #$�7�%�<"�A��B���� 3.2 >	��7�%�A����?�"-���&&+�$0��0�(�)N%#$�

)�+��,%�"� <�����&�7(+<Z%���>�(A����(��(���%��+����� 3.2
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Sphinganine
backbone

�B���� 3.2 
13

C-NMR spectrum 
����� DPNR #$�"�%A� C6D6 #$� 188 MHz

+����� 3.2 ���������#�����$
�� phosphosphingolipid
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0��0�(�)N%#$���%��@-��,���(��(��������!������<%��%� 
1
H-NMR >	��7�%�A��B���� 3.3  ��CC��

�)����#$����%
	;�#$� 3.49 ppm 7�%�!	��)����A���@-��#�( (-CH3) >	����%��@-��,<�����&��+���
����@-

�(�($�  (Choline) 
��0��0�(�)N% �$�#�;���CC���(?�8#$�)���R#$� 3.92 7(+ 4.04  ppm  �-�"-���&�)*�

�)���� 
����@-��#�(($�#$�<�-������#$��-���@-��,��@-0���0� (-CH2OP-) A�0��0�(�)N% �)*�#$��-�������

"-��)����������&����@-����7(+<%0���0������!!@���"&�,A� 
1
H-NMR  ���������#$� 4.09 ppm >	��

7�%�!	���#�(($��)���� (-CH2-) #$� C-4 
��������(��(���>	���-���@-��,��@-0���0� ��CC���)����#$�

)���R#$� 4.22 ppm �$;"-��)*���#�(($��)����#$���%��@-��,��@-<%0���0� (-CH2OPP)

&��/(
�� 
1
H- 7(+ 

13
C-NMR 7�%�A����?�"-�������(��(
�����)�+��,<)%�"���������<%

0���0�#$�)(������>- ������%
	;�
����@-����0���0���%"-����%&�����7���(��
�����(��(<%

0���0� ������&���"��<�-��!$��
�����(��(<%0���0�

�B���� 3.3    
1
H-NMR spectrum 
����� DPNR #$�"�%A� C6D6 #$� 750 MHz

���������
�� triacylglycerol 7(+ phospholipid ����(��#=�)R���������,<(�)� �����!7�%�<%�

%��+����� 3.3
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H2C
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H2C
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Lipase

Triacylglycerol

H2C
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H2C

OH

OR' C

O

OH

H2C

CH

H2C

O R

OR'

O P

O

O

O

C

O

C

O

H2C

CH

H2C

OH

OR'

O P

O

O

O

C

O

Lipase

l-�-phosphatidylcholine

R"

R"

+����� 3.3    ���������
�� triacylglycerol 7(+ phospholipid ����(��#=�)R���������,<(�)�

�B���� 3.4 80� 3.5 7�%����
���
���=�7��-���CC��#$�)(������>- ()(��7�(0�) A� 
13

C-

NMR 7(+ 
1
H-NMR spectra 
����� DPNR �-��7(+�(��#=�)R�������%�"�<(�)�7(+0��0����  &��

13
C-NMR spectrum &+��?�<%���-����%�&�"-���CC��
��0��0�(�)N%���<)�����#=�)R���������� DPNR

��,<(�)� 7�-�������@-�����#=�)R���������,0��0�<(�)�  ���&���$;������,��CC���)����
����@-��

#�(($�#$���%��@-��,��@-����7(+<%0���0��(��&��#$����<%�#=�)R���������,<(�)�>	��7�%�A����?�"-�0��0�

(�)N%<�-<%���%��@-��,���(��(����%���� /(���#%(���$;���,�������#$��$��@- acylglycrol ����0��0�(�)N%

��%��@-��,���(��(�����������

�=����,�B���� 3.5   �?�����!��������?�������<)
����CC��0��0�(�)N%#$��=�7��-� 3.49 7�-

����,��CC��
����@-����7(+<%0���0�  /(���#%(���$;�?���,����"-��$��@-����7(+<%0���0� ��%

��@-#$�)(�����(��(���A�
�+#$�0��0�(�)N%��&&+��$��7�-���%������������#$�)(�����(��(���/-������+

,��)�+��#   �=����,���$�������(��#=�)R�������%�"�0��0���� &+��?�"-��$����,��CC���)����#$�

���%������&����@-��#�($�#$��-��@-��,��@-����7(+<%0���0�!	�7��&+<%�!@�#=�)R���������,0��0����7(�" >	��

7�%�A����?�"-�����>-���<�-<%��-��%������,��@-0���0� �%�����+����0���0�����%� 7�-��&&+�)*�

��@-����7(+<%0���0�#$��$������������#$�!@�)��,�)($���<) ��-�#$��=�7��-�<Z%���>�(A���@-0���0�
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�B���� 3.4 �)�$�,�#$�, 
13

C-NMR spectra A��-"� �-terminal 
����� DPNR �-��7(+�(��#=�)R�������

%�"�<(�)�

�B���� 3.5 �)�$�,�#$�, 
1
H-NMR spectra A��-"� �-terminal 
����� DPNR �-��7(+�(��#=�)R�������

%�"�0��0����
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3.2 	���7"��0��;!�
���	������������	���%��,�
�]"�]";0&��

+����� 3.4 7�%��=�7��-�#$�!@��-���(��
�����(��(0��0�(�)N% (L-�-phosphatidylcholine)

�%�0��0�(��)�<%�

+����� 3.4  ���������#�����$
�� L-�-phosphatidylcholine 7(+�=�7��-�#$������!!@��-���(��<%�

%�"�0��0�<(�)�

%������� 3.2 7�%�)���������#��' �;=��������(��(7(+�-��"�����%
������(��&��#$�#=�

)R���������,0���0<(�)� &+��?�<%�"-�)���������#��'(%(���-����%�&�&�� 6.1 �)*� 1.6, 2.2 7(+ 3.0

��(�-�����>-����(��&��#=�)R�������0��0�<(�)�  A2, C, 7(+ D ���(=�%�,

�;=��������(��(7(+�-��"�����%
���;=����#$�/-�����#=�)R���������,0��0�<(�)�(%(�

)�+�����$��A����!	���	��A���� A�
�+#$��-�<�-�)($���7)(������������#=�)R���������,0��0�<(�)� D

>	��/(���#%(���$;7�%�A����?�"-���@-����#��'#$��=�7��-� C1 7(+ C2 
��0��0�(�)N%��$��"
�����,���

���%���������"�#�;���@-0���0�%�"� A�
�+#$���@-�(�($�<�-�$/(�������-�������%��������

���&���$;&+��������?�"-��-� k’ 
�����)���&���)��$��$�-��@��"-��;=����#$�/-�����#=�)R�������

��,0��0�<(�)� B 7(+ C ������=�����&�����",�@-��,���(%(�
���;=��������(��(7(+�"�����% &+
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7�%�A����?�/(��%�&�"-� ��������,���-"�A���������!&+7���(��<%��%����#=�)R���������,0��0�<(

�)� B 7(+ C >	��0��0�<(�)�#�;� 2 ���%�$;�����!#$�&+#=�(����������� micelle #$����%
	;�A����<%�

%������� 3.2 )���������#��'  �;=��������(��(7(+�-��"�����%
������(��&��#$�#=�)R�������

        ��,0���0<(�)�

Concentration ratio of phospholipase:DPNR (w/w)

A2 B C D

1:50 1:5 1:100 1:50 1:5 1:50 1:5

Ester content

(mole/chain)
31.3

(6.05)
*

34.9

(1.97)

25.5

(1.62

)

28.8

(4.41)

21.9

(2.17)

21.2

(2.25)

30.4

(5.54)

17.7

(3.03)

nM (� 105) 1.93 0.56 0.63 1.53 0.99 1.06 1.82 1.72

wM  (� 105) 4.34 4.29 5.21 3.88 5.22 4.41 8.35 7.40

nw MM 3.84 7.62 8.19 2.52 4.43 4.94 4.60 4.31

[
] 5.12 - - 3.33 3.25 3.40 4.28 4.00

vM  (� 105) 7.92 - - 4.32 4.17 4.45 6.15 5.59

k’ 0.47 - - 0.19 0.25 0.29 0.42 0.47


�������� �-�A�"��(?,����-�)���������#��'A���-"���(�-���	������>-���(��(���

&����;�#=����"�%���������
������(��&�����#=�)R���������,0��0�<(�)� B 7(+ C �,"-�

��CC�����',��#$��=�7��-� 63.1 ppm 
����#<#�'���',��A����(��(
��0��0�(�)N%<%����<)�(��

&��#=�)R�������%�"�0��0�<(�)� B A���)�����
�� 
13

C-NMR 7�-�)*�#$��-�������"-���)������)����
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<�-�$����)($���7)(�
����CC�����"����$��������<)
����CC���)����#$��-���@-��,��@-�(�($��#-�

��;� 7�%�A����?�"-����#=�(������+����#��'�%�0��0�<(�)� �����!&+�-���(��0��0�(�)N%#$���%��@-

#$���@-)(��
�����<%�%��7�%�A��B���� 3.6 80� 3.7 ���(=�%�,

�B���� 3.6 
13

C-NMR spectrum 
1
H-NMR 
����� DPNR �(��&�����#=�)R�������

��,0��0�<(�)� B
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�B���� 3.7   
1
H-NMR spectrum 
����� DPNR �(��&�����#=�)R���������,0��0�<(�)� B

A�
�+#$����#$�#=�)R���������,0��0�<(�)� C &+<�-�,��CC�����',��
����@-��#<#�'#$���%��,

��@-<Z%���>�(
��0��0�(�)N%A���)����� 
13

C-NMR %��7�%�A��@)#$� 3.8 >	�������!,-��$;<%�"-����

#=�(����@-0���0�
��0��0�(�)N%�-"��������,������(+(��
��0��0�(�)N% �%����#=�(��7��%	�%@%

�+�"-�����(��( ���&���$;����,��CC�����',��#$� 64.7 ppm >	���)*���CC��#$����%������&����@-��#�(

($�#$��-���,��@-��������<%0���0�7�%�A����?�"-��$��@-��������<%0���0�#$��=�7��-�)(��
������>-

���(��(��� �B���� 3.9 7�%����������
�����#$�#=�)R�������%�"�0��0�<(�)� C A���)����� 
1
H-NMR

&+��?�"-���CC���)����������&��0��0�<()N%#$��=�7��-� 3.92 7(+ 4.04 <%����<) 7�-��CC��������

&����@-0���0�7(+<%0���0�#$��-��%������,����>-���(��(����������@- �������,�$;���,����
��

�����
F��#$�"-�0��0�(�)N%<�-<%��-���,����>-���#$��=�7��-�7�(0��%����
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�B���� 3.8   
13

C-NMR 
����� DPNR ����(��#=�)R���������,0��0�<(�)� C
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�B���� 3.9 
1
H-NMR 
����� DPNR ����(��#=�)R���������,0��0�<(�)� C

3.3 	��
�&�����/��B7]"�]"0��g,C����#���$�%��,��U�	�����&���

&��/(����	�
�
�������%��#���� NMR 7�%�A����?�"-��$����+����7(+<%0���0��"�

#�;�0��0�(�)N%A����#$�)���&���)��$� �%�#$���@-��(-��$;�������@-7��"-����)���&���)��$�&+<%�#=�

)R���������,<(�)� 0��0��������0��0�(�)N%7(�"�?��� >	��7�%�A����?�"-���&&+�$7����+#=��+�"-��

��@-0�� �0�7(+���(��(
��0��0�(�)N% A�
�+#$������!�����
F��<%�"-����(��(0��0�(�)N%��%��@-��,

��@-0�� �0�#$���@-)(��7�(0�
������>-����%�����+<Z�%��&� �%�����+<Z�%��&��$;�����!&+!@�

#=�(��<%��%�����������(+(���$
�;")�+����(?�����(�A����(+(����� >	��&+�$/(#=�A�����%���7��

�(��
�����(��(0��0�(�)N%#$�&�,�(�-������@-A���)*����(��(�%$��" >	����&&+�����!7�����&�����<%�

�%�������+������(+(�����A����(+(����#���( 
�;��������-���(������+<Z�%��&��%����

(+(��#$��$
�;"<%�!@�7�%�<"�A�+����� 3.5

+����� 3.5     
�;��������-���(������+<Z�%��&��%����(+(�����A��#(@�$�%�"� 1% (v/v) ��#���(
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7�-&�����"�%���������
������-"�#$��$�;=��������(��(��=�#$�<%�&��������+������(+(�����

A���#���( &+��������?���CC��
��0��0�(�)N%#$� 64.3, 69.14 7(+ 71.1 ppm 7�%�A����?�!	��"��

<�-��,@��'A�����-���(����������� micelle 
��0��0�(�)N%%�"���#���( ���&���$;<%��$���������

"-��(�+#$��$)�+&���-� 7�(�>$������7���$�>$��<���������!#=�)R��������������%7��%	�%@%#��<003����

������&��)�+&�(,A�0��0�(�)N%<%� >	������������&������	�
��$;�����!&+�(-�"<%�"-�0��0�(�)N%#$�

��(����@-A������&���%&�����#$�0��0�(�)N%�-���@-��,)(������>-��"�%�7���$�>$��<����>	��&+<%�#=�

����	�
��-�<)

!��������%��������A����(��(������%&������+<Z�%��&� ����������(+(����#���((�A����

(+(�������&�-"�7��0��0�(�)N%����+���&�����(��(
�����<%��%��#���� GPC   �=����,�������

7��� GPC 
������;=��������(��(��=�<%�7�%�A��B���� 3.10 �)*�#$��-�������"-����)�+��,�;=�����

���(��(��=�#$�7�������<%�&�� �����������7�%�(��
�+�����+&����"
���;=��������(��(��������,

���#$����%7��<%�&�������������#$��$������� 1% ��#���( >	��7�%�A����?���%�&�"-�0��0�(�)N%

���(��(�%$��"7(+0��0�(�)N%#$��"���"���&=��"�<�-��������!7����"���&�����(��(���<%��%�"��$ 

GPC A��(���0��'�

�B���� 3.10 GPC �������7���
�� (A) L-�-phosphatidylcholine and (B), (C) 7(+ (D)  ����;=�����

���(��(��=� �%�#$� (B) precipitation from toluene solution, (C) precipitation from toluene solution
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containing 1% (v/v) ethanol, and (D) re-precipitation from toluene solution containing 1% (v/v)

ethanol.
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�B���� 3.11 
1
H-NMR spectrum 
�����)�+��,���(��(��=�#$�<%�&��������+������(+(�����A� (a) ��

#���( 7(+ (b) ���(+(�����#$��$���������#���(

�B���� 3.11 7�%���)�����
���)����
�����)�+��,���(��(��=�#$�<%�&��������+������

(+(�����A���#���( 7(+���(+(�����#$��$���������#���( &����)������$;7�%�A����?�"-��$��CC��

�)����������&�����)�+��,0��0�(�)N%�)*�&=��"���� %����"��-����-� ��CC��#$�)���R#$� 2.89 7(+

5.50 ppm 7�%�!	���@-��#�($�#$���%��@-��,����+�@-
��0��0�(�)N%7(+��<#�'�)���� ���(=�%�, ��CC��

#$������!������<%���%�&�#$� 3.50 ppm 7�%�!	��)����
����@-��#�(#$���%��@-��,�+���<�����&�
����@-

�(�($�
��0��0�(�)N% &��/(%���(-�"7�%���-����%�&�"-�����;=��������(��(��=�#$����%<%�&���������

>���)�+��,<)%�"�0��0�(�)N%>	���$�+���<�����&�7(+��@-<Z%���>�(

3.4 	��%�
��"?�����*]"�]"�
�����?C����#���$�%��,�
�#� 31P-NMR 8??	��

,C�

�����!"�8!A� (solid state NMR)

���"�����+�'��@-0���0�
����������<%0���0�7(+0��0�(�)N%�����!������<%�&��/(
��

���"�% 
31

P-NMR %��7�%�A��B���� 3.12 ��)�����
�����)���&���)��$�7�%���CC��0��0����#$�

�"���)���R#$� 1.6 ppm A�
�+#$���CC��0��0����
��0��0�(�)N%#$�#��,���%��-� PA 7(+ PC 7�%�

��CC��#$� 0.83 7(+ 2.13 ppm ���(=�%�, �$�#�;���CC�� 
31

P-NMR 
��,�"�#�����$��(-18 #$�/-�����

����0��0���� (phosphorylated buteraprenol-18) �,#$� 1.56 7(+  8.38 ppm �=����,��@-����0���0�

7(+<%0���0����(=�%�, ����,��CC��
��0��0����A������������)���&���)��$� #$��"�����%"-�

��&��&�����>���#�,���
����CC���+�"-����@-����7(+<%0���0� >	���)*��(��F��#$��$;"-��$����,��@-

0���0�A������������ ���"�����+�'����)�����
��0��0�����+���A���������!#=�<%��%�"�%�-�

�"���
���������' (relative intensity) 
����CC��0��0����#$��,A������������)���&���)��$��-�

��CC��#$��,A��Z�>��(���<>��(0��0�>$�>	��A���)*����������� �,"-�����>-��" 1 ����>-)�+��,

<)%�"�0��0�(�)N%)�+��� 2 ���(��(#$�)(������>-�=�7��-�7�(0� %��7�%�A��B���� 3.13
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�B���� 3.12    
31

P-NMR spectrum 
����� DPNR #$�/-������=�&�%<
�������+�%�������%%�"��+>����
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�B���� 3.13   Solid-state 
31

P-NMR spectrum 
����� DPNR #$�/-������=�&�%<
�������+�%�������%%�"

��+>���� #$�/�� hexachlorocyclophosphazine

3.5 	��&	�,���������8??	���	���80�&�0C����#���$�%��,�	���
�%

	
�!"�]"�]"0�

�g,

<%��$���������"-��-"��&(#$����%
	;�A������������ ���%&��&�%�=����%����������-��7�  2

(��
�+ )�+���7���������������-��7�#$����%&������+<Z�%��&��+�"-�����(��(
���)��$� 7(+

)�+���#$����������%������&��0��0�(�)N% >	��<%��$�������,"-�(��
�+�@)�-�� (morphology) 
������"�

�(�-�
��<
���
	;���@-��,�"���
��
�� ��%�-"�
�����')�+��,7(+�����@�� 0��0�(�)N%�-"����<�-

�����!(+(��<%�#�;�A����(+(��#$��$
�;"7(+<�-�$
�;"�%����%����"���"7,, liposome 7(+ reverse

micelle ���(=�%�, ��@-��<�%'�����!���%����+<Z�%��&�<%���,���(��(
�����$�� �%��$�;=��)*���"�(�� A�

#��������
��� A����$#$�<�-�$�;=���@-��<�%'�$;&+�����!���%����+<Z�%��&����A����(��(
��0��0�(�

)N%���<%� >	��&��/(���#%(��%���(-�"
������ ��&�(-�"<%�"-�&�%�=����%��������A���������������%&��

����+<Z�%��&�>	�����%
	;�������&�����(��(
��0��0�(�)N%�"�#�;���&���%&������+<������

<%��$����	�
�/(
������+<Z�%��&�7(+7���$�>$��<����#$����%&��0��0�(�)N%7(+�$/(�-�

������%��������A�������������%�����������(+(����#���(7(+<%7������$��<Z�%��&�0���0�(�

A����(+(�����7(+�;=�������(=�%�, &��/(���#%(���,"-�(��
�+�����+&����"
���;=��������(��(


�����#$�#=����������#���(�$�-�#$�7�,�"-����#$�<�-<%�#=����������#���(7�-�$�-�A�(���$����,���#$�#=�

������<
�������%�"��$#�������#��'��0N������ ���&���$;�;=��������(��(
�����#$�#=����������#���(

����$�-�(%(��$�%�"�  A�#��������
����������<%7������$��<Z�%��&�0���0�(�A��;=�����$/(��$��

�(?������-����(%(�
���;=��������(��(>	��7�%�A����?�"-�7���$�>$��<���� �$/(��$���(?������-����

���%��������A��;=����)���&���)��$� >	������+<Z�%��&��+�"-�����(��(
��0��0�(�)N%�)*�)P&&���(��

A�������%��������
�������������

%����;� &	�<%�#=����"�����+�'�������"&��7��%	�%@%�+�"-�����(��(��������&������+<Z�%��&��%�

�#����#�� FT-IR &���B���� 3.15 &+��?�<%�"-� FTIR ��)����
������;=��������(��(��=�#$�&+���%<%�&��

������+������(+(�����#$�/-�����������#���(�$(��
�+A�(���$����,0��0�(�)N%���%�(>���� >	��

7�%�A����?���%�&�"-�0��0�(�)N%�)*��-"�)�+��,��	��A������������>	����&&+)���@-#�;�A��@)#$��-���@-

��,���(��(���������-��#$��)*�����+ �)*�#$��-�������"-��$�=�7��-��-����%@%�(��7�����%
	;�A��-#$�)�+���

1713 cm
-1
 A�����;=��������(��(��=�#�;�#$�7��<%�&�������������)���&���)��$�7(+���#$�#=����������
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#���( >	���=�7��-����%@%�(���-��$;7�%�A����?���%�&�"-��$����+<Z�%��&����%
	;��+�"-�����(��(


��0��0�(�)N% ��-��<��?����-��"���
��
�����%@%�(��7��#$��=�7��-��$;
��������(��(��=�#$�<%�&��

�B���� 3.15 FTIR spectra 
�����')�+��,#$��$�;=��������(��(��=�#$����%<%�&�� (A) DPNR solution

including 1% (v/v) ethanol, (B) DPNR solution, and (C) l���phosphatidylcholine (PC) A��-"�

1000-2000 cm
-1
.

���(+(�����#$��$����������#���(�$�-���=��"-��-�#$�<%�
�����(+(�����#$�<�-�$���������#���(>	��7�%�

A����?���%�&�"-�����+<Z�%��&�,���-"�!@�#=�(���%���#���( ���&���$;����,�=�7��-����%@%�(��

7��
�� O-P-O #$� 1219 7(+ 1240 cm
-1
 A�����;=��������(��(��=�#$����%<%�&�����)���&���)��$� >	��

�=�7��-�7��&+<�-�����!�,<%�A�0��0�(�)N%��"��-��7(+����;=��������(��(��=�#$����%7��<%�&�����

(+(�����#$�#=����������#���( &��/(���#%(���$;7�%�A����?���-����%�&�"-�0��0�(�)N%#$��,A����
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�������� �"���"�����@-�%�����+<Z�%��&�>	�����%�+�"-����@-0���0�7(+��@-���',��>�(A�

���(��(0��0�(�)N%

&��/(����	�
�#$��(-�"��
������ #=�A�������!���)<%�"-��=�7��-�)(��7�(0�
���������

����)�+��,<)%�"���@-0P��'���������% �(-�"��� )�+��,<)%�"�����0���0�7(+<%0���0� >	��#�;�

�����@-�$;�-���%��@-��,���(��(
��0��0�(�)N%%�"�����+<Z�%��&��)*��-"�A�C- 7(+,������+�-����%�"�

����+<������ &�%�=����%�����������%&��0��0�(�)N%#$��-���@-��,����>-�������0��0�(�)N%���(��(����+

>	��0��0�(�)N%�����!#$�&+�"���"���<%�%�"�������%���������7,, micelle �%�����+<Z�%��&��+�"-��

��@-#$��$
�;"A����(��(
��0��0�(�)N% ���������#���()������(?�����(�<)A����(+(�����&+�����!

#=�(������+<Z�%��&�<%�#=�A�����%�)*�����>-���(��(�������>-���

���������
����@-0P��'���#$�)(������>-
�����(��(���7(+������%��������<%�7�%�A��B���� 3.16

80� 3.17 ���(=�%�,

�B���� 3.16  ���������#$��)*�<)<%�
����@-0P��'���#$�)(������>-
�����(��(���

Micelle formation

�-end mono-
or diphosphate

phospholipid

Addition of
1% (v/v) ethanol

free
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�B���� 3.17 ���������#$��)*�<)<%�
������������
�#$����%&����@-0P��'���#$�)(������>-
�����(��(��� �"�

!	��������������(��#$�!@�#=�(���%����������#���(

!
F�%"���� 4 ����	�
�������%�&(A������������ : /(
���������7�-� TMTD/ZnO 7(+ (NH4)2HPO4



%��,�?���C$�

�;=�����%#$�����������
����� Triton
®
x-100 0.2%w/v <%���,&���"����
��,��
�#<#���,�,��'

&=���% (�(,��$)


�#�	���,0"�

1. 	��	���
,���%���,�	��C$�&"�;O�/

�;=����
��&������������������ (Commercial HA-latex) #$��$������� (NH4)2HPO4 7�-<�-�$

����+��#�(<#�@7��<%>�(<0�' (TMTD) 7(+>���'���<>%' (Zinc Oxide) �=���#=�����=�&�%�)��$�%�"����

A�� 0.04% protease (KP 3939, KaO comp). A� 0.05% Triton X-100 �%�)������#$� 37°C �)*��"(� 12

���"��� �(��&����;�#=����)PQ�7�� 2 ���;� #$��"����?" 13,000 ��,/��#$ (rpm) �)*��"(� 30 ��#$ ���7���

#$�<%�&�����&�,��"
���;=����%�"���#���(7(+#=�A��7������A����CC����#$� 50°C

2. 	������U�	�����!"��F�����	
? TMTD/ZnO

,% TMTD 7(+ ZnO �%����A�� ball-mill �)*��"(� 3 "�������#=�A���)*����7
"�(��#$��$�"���
��


�� 30% (��./)������) A� 1% ���(+(�� SDS ����
��/���+�"-�� TMTD/ZnO (1:1) (�A��;=����
��

7(+�=����
��#$�#=�����=�&�%�)��$� (DPHA-latex) �����A��<%��"���
��
�� 0.05% 7(+ 1% �(��&����;�#=�

�����7,,�-��������)*��"(� 1 ��)%��'7(+��?,<"�A�#$���%#$������@�������)*��"(� 23 ��)%��' �;=����7���

���$��<%��%����&�,��"�;=����%�"���#���(7(+#=�A��7������A���@CC���� #$� 50°C

3. 	������U�	�����!"��F�����	
? (NH4)2HPO4

���� 0.5% (�;=�����/)������) TMTD/ZnO (�A��;=�����%#$�#=�������� 0.6%�%�)������ (PRD-

FL-latex) ������)*�����-�7,�#$��$� ���� (NH4)2HPO4 #$��"���
��
�� 1,3,5 7(+ 10% (�;=�����/)������)

(�A� PRD-FL-latex #$���?,<%��)*��"(� 3 ��)%��'7(+�$)������&( = 15% 7(+�=�<)#=�)R�������#$�

�����@������ )�+��� 20°C  %�"�������)*��"(� 1 ��)%��' 7(+#=����)PQ�7������%����A��

Centrifuge #$� 5,000 ��,�-���#$�)*��"(� 1 ���"��� �=��-"���$�<)(+(���;=�#$��$  triton x-100 )�+���
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0.5% 7(+�=�<))PQ�7���$����;���	�� �(��&����;��=�<)&�,��"%�"���#���(7(+�,A��7���#$� 50°C ���A��

��CC����


�#�
�&�����/

1. 	���������*&�0 : #=�<%��%�(+(�����7���A����(+(���#(@�$�A���$�"���
��
�� 0.1% 7(+

#=������?,<"�A�#$���%�)*��"(� 1 ��)%��'�(��&����;� �=����(+(�������#=����)PQ�7���-"��&(���#$�

�"����?" 8,500 ��,�-���#$ &����;��=��-"��&(��#=����&�,��"�%�A����#���(7(+#=�A��7���#$� 50°C

2. 	���������*;��%�&�� : �����!��<%�&�����A���������"�����+�')�����<�����&� >	���$

�"��(+��$�%�@� 0.001% �%���������;=�����)�+��� 0.25 g (�A�!�"��(@�����7(+�=�<),��&�A��������

"�����+�'#=����#%(��>	��)�+��� 3 ���;� �-�<�����&��=��"�<%�&���)�7���#$��$A��������

H0	���,0"�80�
�&�����/H0	���,0"�%"���� 4

4.1. H0!"� TMTD/ZnO (TZ) %7"	��&	�,&�0C��F�����!�����;,���	������

�B���� 4.1 7�%��"���������'�+�"-��)������&(A��;=����
��7(+�;=����
��)���&���)��$��(��

&��#=������?,�%��)*��"(� 23 ��)%��'�(��&��#$�#=�������� TMTD/ZnO (TZ) A�)�����#$�7���-�����

&�����0&+��?�"-�)������&(
���;=����#$�<�-�$������� TMTD/ZnO ��������
	;�&�� 10% �)*� 35% ���

A� 23 ��)%��' >	��A��/(�(�����,������� TMTD/ZnO �
��
�� 0.05% (�A��;=����
�� 7�%�A����?�"-�#$�

�"���
��
���$;#$�<�-�$/(�-�������%�&(A��;=���� ��-��<��?��������������"���
��
��
�� TMTD/ZnO �)*�

1% &+�,��������
	;���-���"%��?"
��)������&(�)*� 30% ���A� 15 ��)%��'  A�#���%$�"��� )�����

�&(#$����%
	;��(��&�������?,�;=����
��)���&���)��$��)*��"(� 23 ��)%��'A��/(�(����(	���,�;=����
��

�(-�"����;=����
��7(+�;=����
��)���&���)��$�#$�#=�������� 0.05% TMTD/ZnO �$)������&(#$���=�>	��A��

�-�A�(���$����,�;=����#$�<�-<%����� TMTD/ZnO ��-��<��?���)������&(&+�����
	;���-���"%��?"������$���

���� 1% TMTD/ZnO A��;=����
��)���&���)��$��%������
	;�&�� 10% �)*� 40% ���A� 3 ��)%��' 7(+

�����
	;��)*� 47% ���A� 6 ��)%��'

&��/(���#%(�� 7�%�A����?�"-�������� TMTD/ZnO #$��"���
��
��)�+��� 1% �����!��-�

������%�&(#�;�A��;=����
��7(+�;=����
��)���&���)��$� ���"��#$��"���
��
��
�� TMTD/ZnO ��=�

���8
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Storage period (weeks)
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DPHA + 1% TZ
HA + 1% TZ HA + 0% TZ

HA + 0.05% TZ

DPHA + 0.05% TZ
DPHA + 0% TZ

�B���� 4.1 �"���������'�+�"-��)������&(A��;=����
��7(+�;=����
��)���&���)��$��(��&��#=������?,

�%��)*��"(� 23 ��)%��'�(��&��#$�#=�������� TMTD/ZnO

4.2. H0!"����%��%7""
%��	��&	�,&�0!"� TMTD/ZnO

<%��$���������"-�����=�&�%�)��$��%�"��$���A�����<>�'�����!(%)������&( ������%������&��

���#=�(��&�%�=����%
����������>	�������"-���&���)��$� �)*�#$��-�������"-�)������&(
���;=����
��

)���&���)��$��$�-��@��"-�
���;=����
���(��&������ 1% TMTD/ZnO 7(�" >	��7�%�A����?�"-�������%
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�&(A��;=����
��#$�/-��������� TMTD/ZnO ���%&��)R��������+�"-������>-���7(+>�(�0��'A����(��(
��

TMTD �#-���;� �%�#$��)��$��$/(��$���(?�����A������,��;������������%)R�������

&��/(����	�
��-�������$;�,"-�&+���%��"��-�)R�������
������>->�(�0��'�%��(<�7,, radical

>	��&+<)#=�)R���������,���(��(��� ������F��������%����������-��7� <%�7�%�A�+����� 4.1

N

S

Sx

SC
C S

N

R Sx-1 R N

S

S
C H

+

RH

Here RH refers rubber hydrocarbon.

+����� 4.1  ��������������F��
��������%����������-��7�#$����%&����"��-�)R������� TMTD

&�����#%(����)������&(
���;=����
��#$��$�������7(+<�-���� TMTD/ZnO >	����?,<"��)*��"(�

15 ��)%��' �,"-��$�-���#$�7��&+�$����=�&�%�)��$�����%�%@<%�&�����(%(�
��)�����<�����&�&��

0.15-0.17% �)*� 0.023-0.024% >	���)*��(��F��#$�7�%�A����?�"-��)��$�<�-�$�"���=���CA�������%

�&(
���;=����
��7(+���7�%�A����?�"-��&(#$����%
	;�A��;=����
��#$�<%�&��������<�-A�-�&(7,,�-�� (soft-

gel) >	�����%&���)��$�

%���� 4.1 )������&(
�����#$�<%�&���;=����
��7(+�;=����
��)���&���)��$�#$�<%�&�������� >	��"�%A�

���(+(���#(@�$�7(+�#(@�$�#$��$������� 1% ��#���(

%

"�7��a �����*&�0 (% ��/��)d

HA + 0% TZ
b

HA + 0.05% TZ
b

34.8 (19.1)

34.8 (20.8)
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DP[HA + 0% TZ]
c

DP[HA + 0.05% TZ]
c

25.7 (24.8)

28.2 (29.2)

* a DP[HA + 0.05% TZ] ����!	� ����=�&�%�)��$�
���;=����
��#$��$������� 0.05% TMTD/ZnO

* b ��?,��"��-��<"�#$������@�������)*��"(� 23 ��)%��'�-�����"�%

* c ��?,��"��-��<"�#$������@�������)*��"(� 15 ��)%��'�-�����"�%

%���� 4.1 7�%�)������&(#$���<%�&��������� 1% (�%�)������) ��#���((�A����(+(���#(@

�$� #$�A��A����(+(����"��-�����#$�<%�&���;=����
��&�������� 7(+�;=����
��)���&���)��$�

 <%��$������"-��-"�
���&(A������������#$���$��"-��&(7,,�-�� (soft gel) �����!(+(��<%�

�%����������"#=�(+(��#$��$
�;" ��-� ��#���((�A����(+(����� &���������?�<%���%�&�"-�)������&(

A��;=����
��&�������� #�;�#$��$�������7(+<�-���� 0.05% TMTD/ZnO (%(�&�� 35% �)*� 20% ������$

���������#���((�A����(+(�����

A�#�����
��� )������&(
���;=����
��)���&���)��$��(��&��#=������?,�)*��"(� 15

��)%��' �$�-��#-���,)������&(
�����#$��$������� 1% ��#���( (�A����(+(���#(@�$�7�%�A����?�"-�

�-"�
���&(#$����%
	;�A��;=����
��)���&���)��$�#$�/(��&������������������ <�-A�-�&(7,,�-��

4.3. 	��&	�,	���	���80�&�0C��F�����!�����;,���	������

&�����"�&��/(
�������,"-�)������&(
���;=����
��&+�����
	;��(��&����?,<"��)*��"(���� 

��-��<��?���)������&(&+(%(��(��&���$���������#���( &��/(���#%(����(-��$;7�%�A����?�"-��&(

#$����%
	;�A��;=����
��#$�/(��&���������(��&��#=������?,���
� �,"-�,���-"����%�)*��&(7,,�-��#$����%

&������+<Z�%��&��+�"-���)��$� 7(+0��0�(�)N%#$�)(�� �- 7(+ �- ���(=�%�,7(+���)�+��,<)

%�"��&(7,,7
?��%�����+���$ �������,�$;���,�����"����%#$�"-��-"�
���&(A��;=����
��#$�<%�&�����

���)�+��,%�"�������%����������-��7���-������ 2 �����F�� ��-��7���������������-��7�#$����%&��

����+<Z�%��&��%��)��$�7(+#$����%&����@-0P��'���#$�)(������>-���(��(��� >	�������!!@�#=�(��<%�

�%����������"#=�(+(���$)������(?�����(�A����(+(����� ��������=�&�%�)��$��%�A�����<>�'7(+"��$

���#�������#���0N����� ��-��<��?������������7(+�(<�������%����������-��7�#$����%&����@-0P��'���

#$�)(������>-���(��(�����
F��"-���&���%&������+<��������������"���"���
����@-0���0�%��7�%�

A�+����� 4.2 ������&���%������&������+#�����$#$����%&���������7�-�#$��$��@-A��;=����
��&��������

��-� TMTD/ZnO ���� (NH4)2HPO4
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+����� 4.2 ��������������
���&(A������������

�%�)����-"��&(A��;=����
��#$�/(��&��������#$����%
	;��+�"-�������?,���
������!���%&��

)R�����������������-��7�<%� %���-�<)�$;

1) ����+���$�%�����+���',��-���',�� 7(+����+���',��-���>��&��+�"-������>-���

2) ����+<�������%��(�+#$��$��@-A��;=����

3) ����+<Z�%��&�

�"���-�&+�)*���-��7���)*�)R�������#$����%
	;�<%����#$���%
������>-��� 7��"-�&+�$��@-0P��'���A�

�;=������@-�����?��� ��-� ��(%$<Z%' 7(����7(+�����<>%' >	�������
F��"-�&+�)*�������A�����%���7
?���"


�������������#$����%
	;��+�"-�������?,���
� A�#�����
��� �"���-�&+�)*�(=�%�,#$����7(+����)*�

)R�������#$����%&����@-0P��'���#$�)(������>-���#�;����%��� <%��$������@&�'�,"-�����������-��7�#$����%
	;�

�%��)��$� �����!&+#=�����=�&�%���<)<%��%�"��$����=�&�%�)��$� 7(+����������-��7�#$����%

&��0��0�(�)N%�����!7���(��<%��%�"��$#�������#���0N����� A�
�+#$�>�)����0N����������!�-��

�(��#�;��)��$�7(+0��0�(�)N%

A�������$���;=����
��A����������������� <%��$������� (NH4)2HPO4 (�<)A��;=����
�������

(%)����� Mg
2+

 �(��&����;�&+#=����)3��������,@%��-�%�"�7������$� (PRD-FL-latex) %����;�&	�<%�#=�

����	�
�/(
�� (NH4)2HPO4 #$��"���
��
���-��8 �-�������%�&(A��;=����#$��$�������7������$�%��

7�%�A��B���� 4.2  >	��7�%�A����?�<%���%�&�"-�)������&(
���;=�����%#$�#=��������7������$�(%(�&��

15% �)*� 4% �(��&��������� (NH4)2HPO4 #$��"���
��
���-��8 7�-�����#=������?,�;=����<"��)*��"(�
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Storage periods (weeks)
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���)������&(#$��,&+��������
	;� ��-��<��?%$������"���
��
��
�� (NH4)2HPO4 �����
	;��)*�10%

)������&(#$�<%�&+����"-�#$��,A��"���
��
�� 5% ������;=����!@���?,���
�<"��)*��"(���� >	��7�%�A��

��?���%�&�"-��"���
��
��
�� (NH4)2HPO4 #$���������������!#=�A�����%����������-��7� A��;=�����%

#$��$�������7������$�7(+A��;=����
��#$�<%�&��������<%�%�"�

�B���� 4.2   �"���������'�+�"-������)($���7)(�
��)������&(��,�"���
��
��
�� (NH4)2HPO4 �����#=�

�����?,���
��)*��"(� 7 ��)%��'

&����;�<%�#=�����	�
�/(
�� TMTD/ZnO 7(+ (NH4)2HPO4 #$�����������-�������%�&(A��;=�

����%#$��$�������7������$��+�"-�������?,���
��)*��"(���� %��7�%�A��B���� 4.3 )������&(
�����

&���;=�����%#$��$�������7������$������
	;�&�� 5% �)*� 30% �(��&�������?,�)*��"(� 9 ��)%��' 7�-
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Storage time (week)
0 2 4 6 8 10

G
el

 c
on

te
nt

 (%
w

/w
)

0

10

20

30

40
PRD-FL-latex
PRD-FL+5% (w/v) (NH4)2HPO4

PRD-FL+0.1% TMTD/ZnO (w/v)
PRD-FL+5% (NH4)2HPO4 + 0.1% TMTD/ZnO

������$������� 5% (NH4)2HPO4 (�A��;=����)������&(&+(%(�&�� 5% �)*� 3% 7(+#=�A��<�-�$������%

�&(�)*��"(� 7 ��)%��' 7�-�(��&����;�)������&(&+�����
	;��)*� 10%

�B���� 4.3 �"���������'�+�"-��)������&(A��;=����#$����� TMTD/ZnO 7(+ (NH4)2HPO4

���(%(�
��)������&(�(��&��������� (NH4)2HPO4 7�%�A����?�"-�������%�&(A��;=������$��"


�����,����+<������#$����%&�� Mg
2+

 #$��,A��;=������������ ��-��<��?����-"�
���&(A��;=�����%#$��$

������� (NH4)2HPO4 �����
	;��(��&��#=������?,�;=�����)*��"(��������"-� 9 ��)%��' 7�%�A����?�"-��$

�(<�������%����������-��7���-������>	�����%��-�����8 �+�"-�������?,���
��;=����

���&���$;������� 0.1% TMTD/ZnO (�A��;=�����%#$��$�������7������$�#=�A���$��������
	;�
��

)������&(A��+�+7��
�������?,���
�&�� 15% �)*� 18% ���A� 1 ��)%��'�(��&����;�&+<�-�$���

�����
	;� A�
�+#$�������� 0.1% TMTD/ZnO (�A��;=�����%#$��$�������7������$�7(+/-��������� 5%

(NH4)2HPO4 �-�/(A���$��������
��)������&(��-��%$�"��,�;=����#$�<�-�$������� TMTD/ZnO 7(+�;=����

#$��$������� 0.1% TMTD/ZnO /(���#%(���$;���,�����"����%#$�"-�����������-��7�#$����%
	;�A��;=����


��#$�<%�&������������������,���-"��)*�/(��&�� TMTD/ZnO 7(+ (NH4)2HPO4 #$�����(�<)A��;=�

���>	�� TMTD/ZnO &+��-�������%�&(A��+�+���
�������?,A�
�+#$�  (NH4)2HPO4 &+�$/(�-�������%
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�&(A��;=����#$��$������%�)*��"(���� &��/(���#%(��#�;���% 7�%�A����?�"-� Mg
2+

, TMTD/ZnO 7(+

(NH4)2HPO4�)*�)P&&���=���CA�������%�&(�=����,�;=����
��#$�<%���&��������#$��$�����?,<"��)*��"(�

���

C��"?������"�

!
F�%"���� 5 ����	�
�(��
�+7(+�|������
��/�"���������#$��$����,���-��8 ����%�A���#����#��

Optical 7(+ Transmitting electron microscopy 7(+%@�"��7���-��
��% particle size 7(+�"���$)�+&�

#$�/�"������������%�-��8 �%� Particle size analyzer 7(+ Zeta sizer analyzer

%

"�7�����

� �����������

� ���#$�#=����)PQ�%�"��"����?"�@� (Centrifuged latex)

� ���#$�)���&���)��$��%�����-��%�"����<>�' (Deproteinized latex)

� ���#$�)���&���)��$�7(+0��0�(�)N%�%����#=�)R�������%�"��,� (Saponified latex)

� ����������(?� (Small rubber)

� �;=����#$�<%�&������������+�'��($���>��$�

"��$���$����"��-���;=�������%�-��8 7�%�<"�A��B���� 5.1


�#�	���,0"�

1. 	��&%����������������	���%���,�	���7"�,�
�&"�;O�/

#=�<%��%����� 1% w/v SDS 7(+ 0.04% w/v proteolytic enzyme (�A��;=����#$��$���;���� 30%

)������ 2000 ��((�(��� 7(+#=����,-�<"�#$������@�� 37�C �)*��"(� 12-16 ���"��� �(��&����;��=���)PQ�

7������-"���$�
�����

2. 	��&%����������������	���%��80�]"�]"0��g,

#=�<%��%����#=�)R�������A��;=����#$�)���&���)��$�#$����$��<%�A�
�� 1 %�"� NaOH 1% w/w #$�

70
o
C ��� 3 ���"��� �(��&����;��=���)PQ�7������-"���$�
�����

3. 	��&%����]"�]"0��g,
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#=�<%��%���%��;����#$�)���&���)��$��)*���;��(?�8 7(�"�=�<)7�-<"�A���"#=�(+(��/��
��

�(���0��'�7(+��#���(#$��$������-"� 1:2 �(��&����;�)�+��� 1 ��#���' �=���"#=�(+(��/��#$�<%�<)

#=�����+���A��7��������A��<%����0��0�(�)N%

4. 	��&%�������H�����
7��]"�]"0��g,80���0��;%����
�&�����/

���$��<%��%�������(����� emulsion polymerization �%��������;=��(���)�+��� 10 ml A��<%�

�����@��)�+��� 80�C &����;�����0��0�(�)N%#$�(+(��A��;=��(��� 20 ml 7(+ Triton
®
X-100 #$�(+(��A�

�;=��(��� 5 ml #=����/��)�+��� 10 ��#$ �(��&����;����� styrene monomer 7(�"#=�/���-��$� 10

��#$ &����;����� KPS A��;=�)�+��� 5 ml ������)*� initiator A�������%)R��������)*��"(� 1 ���"��� >	��


��%������#$�<%�)�+��� 90 nm

5. 	��&%�������H�����
7��]"�]"0��g,	
?���"��+��&0A	

#=�<%��%�/���;=����#$��$���;���� 5% w/v ��,0��0�(�)N%A�)�����#$��-��8 ���%��7�%�<"�A�%�

������ 5.1 �)*��"(� 3 ���"��� >	��
��%������#$�<%�)�+��� 169 nm

%������� 5.1 ������-"�/��
�������������,0��0�(�)N%#$�)������-��8

Emulsion Small  NR latex  (g) Phospholipid  5%w/v  (g)

1

2

3

4

5

2.5118

2.5077

2.5241

2.5601

2.5125

0.0023

0.0071

0.0142

0.0261

0.0495


�#�
�&�����/

� "�%)����� Dry rubber content

� "�%�-� Zeta potential 
����((��%'�;=����

� "�%
��%��������((��%'�;=����

� "�%���������7(+��,�����;�F��%�"��#���� FT-IR 7(+ NMR
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� �-��%�"��(��� Optical Microscope (OM) Scanning Electron Microscope (SEM) 7(+

Transmission Electron Microscope (TEM)

� "�%)�����<�����&�7(+����#��'

� "�����+�')������)��$�%�"� Bio-Rad protein assay 7(+ SDS-PAGE

� Gas Chromatography-mass spectrometer

�B���� 5.1 7/�/��
�;����������$��������%�-��8

�;=�����% (Triton
®)

X-100 0.2%w/v)

)PQ� 14,000 rpm, 1 ���"���, 20
o
C

�-"�
�����

(Centrifuged latex)
�-"���("

����������(?�

)PQ� 2 ���;������

      �-"�>$��� #1

   (Soluble protein)

DRC=15

���<>�'�-���)��$� 0.04%w/v

Triton
®
X-100 0.2%w/v �� 1

"�� #$�37
o
C 7(+)PQ� 14,000

rpm, 1 ���"��� 20
o
C

     �-"�
�����

(Deproteinised latex)

�-"���("

DRC= 30

���� NaOH 1%w/v 7(+ Triton
®
x-100

0.2%w/v ����� 3 ���"��� #$�70
o
C 7(+

)PQ�14,000 rpm, 1 ���"��� 20
o
C

   �-"�
�����

(Saponified latex)

�-"�>$��� #3

)PQ� 5 ���;������A��A�

         �-"�>$��� #2

(Decomposed protein)
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m

V
) Fresh latex

Small Rubber

Centrifuged latex

Deproteinised latex

Saponified latex

H0	���,0"�80�	��
�&�����/H0	���,0"�%"���� 5

5.1 !��,!"�"��+�����#���$�%�80����������	���	
,���%��80�]"�]"0��g,

�;=���� Hevea �%�#��"<))�+��,%�"����������#$��$(��
�+�(�
��%�(?� >	��,�����;�7��%	�%@%

�+�"-���������)*�/(A�����%����"���"����)*��(�-������)*������" %����;�&	��$�"���)*�<)<%�#$��;=�����%

�%��-"�A�C-&+)�+��,%�"����������#$��$(��
�+�(�
��%�(?�7(+�$,���-"�#$��"�����)*��(�-���@-%�"� 

�������?,�;=�����)*��+�+�"(���� ����"����
���������?&+�$���
	;�� #=����"�����+�'
��%���������

���%�-��8 #$����$��<%�

&��/(���#%(���,"-� 
��%�����������������A��-"�#$��)*����&+�$
��%A�C-�"-�A��-"�>$

��� 7(+�,"-�
��%
����������������
	;��(�����%�)��$�7(+0��0�(�)N%��� ���,��<%�"-� ���������

��&�"���"�������+)���&���)��$�7(+0��0�(�)N% (
�%��!$�����) ������&���%&�����������#$��$


��%�(?��"-��$�-���($��
��
��%�������@��"-�

&��/(���#%(��
�;���� �,"-���!$�����
�����������A��;=����&+�)($���<)
	;���@-��,�����?,

���
�7(+�����;=���� >	�������!"�%<%�&���-� Zeta potential �%��=��;=����&�������� Hevea
brasiliensis #$�/-����+,"�����-��8 7(+��?,���
������;=����<"�%�"� Triton

®
X-100 ���A���-� pH

�-��8 �%�A���$�-� ionic strength ��#$� 7(+�-� pH ��@-A��-"��+�"-�� 4.0-9.0 %���B���� 5.2

        �B���� 5.2 �-� zeta potential 
�������"��-��#$��$ ionic strength �)*����(+(�� NaCl 0.150 M
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&���B���� 5.2 �����!���)/(<%�%���-�<)�$;

1. �,"-��-� zeta potential �$�-�(,�����
	;�������-� pH #$��@�
	;� �%���%"-��;=�����%�-"�A�C-&+

)�+��,%�"�0��0�(�)N%, ���'�,<Z�%�#, �)��$� 7(+�����(�+)�+&��-��8 >	���$/(�-��-� zeta potential

%����;��;=�����%&	��$�-� zeta potential �@���%

2. A����#%(��"�%�-�)�+&�#$�/�"
������������������"&��,��!$������%��������&���-� Zeta

potential #$�"�%<%� %����;������(%�"����$���A�����$)�+&�A����������&	��(���A����� Triton
®
X-100 >	���)*�

���#$�<�-�$)�+&� (�-� zeta potential = –2.8 mV) &	�<�-�-�/(�-��-� zeta potential 
�������"��-��

3. �����#=����)PQ�7����;�>$��� (��;��;=�) ���<) �)*�/(A���@C��$� soluble protein �"�!	�)�+&�
��

�(�+ #=�A���-� zeta potential 
���;=����#$�/-�����)PQ�%�"��"����?"�@����#|
G$#$�<%��-�&+��=��"-��;=����

�% A�#���(�,��� /(���#%(��#$�<%��,"-��-� zeta potential 
��#�;���������"��-���$�-�A�(���$����� #�;�

�$;��&��������&��������%<Z�%�<(>��
��0��0�(�)N%#$����%&�����')�+��,#�����$#$��-"�����-�
��

�����������,�;=�#$��$����)($���7)(�<)����+�+�"(�#$���?,�;=����
��<"�

4. �;=�����%#$�/-����+,"���� Deproteinization &+�$)�����<�����&�(%(� ������&���))<#%'

�����"!@���%�%����<>�'�-���)��$��-"���,��� surfactant �-� zeta potential &	�(%��=�(� 7�-�����

��(��0��0�(�)N%7(+�))<#%'�����;���@->	�������!���%���<%�A���+,"���� Saponification %�"����

NaOH/Triton
®
X-100 A����(+(�� &	��-�&+�)*�������#=�A���-� zeta potential 
�� Deproteinized latex

�$�-�����"-� Saponified latex 7�-/(#$�<%�&����,"-� �-� Zeta potential 
�� Saponified latex �$�-��@��"-�

�-�#$�<%�&�� deproteinized latex #�;��$;��&��������&��)�+&�
��<Z%���<>%'<����#$��������(��A��;=����

�(��&��#=�)R�������%�"��,�

   
5.2 �����*;��%�&��80�&"�&�"�/!"����

&��/(���#%(��
������ �,"-�)������)��$�7(+0��0�(�)N%�$�-"��=���C�-���,�������)*���(

(��%'
���;=���� %����;�&	���"&"�%)������)��$�7(+0��0�(�)N%#$��$��@-A��;=�������%�-��8 &��/(���

)PQ��;=����#$�/�� Triton
®
x-100 �����!(%&=��"��)��$�A������������<%� ������(-��$;����$;A����?�!	�

&=��"��)��$�#$��$��@-�$������,��������� ,���-"�
�����#$����%����"���"�(�����)PQ�A����;�7�� 7�%�

!	��)��$�#$�/�"������#=�A�����%��!$�����
����((��%' ���������&+��@-��-��<�-��!$��������)��$�!@�
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���%��� %����;����A����� surfactant (Triton
®
x-100) &+�)*�/(#=�A���)��$��-"����!@����%���<)<%�

������&����� surfactant &+�
��<)7#�#$��)��$�#$���%/�"������7(+���#=�A���;=�����$�"����!$�� >	��/(

���"�%)�����<�����&� ��&�(-�"���)<%�"-�������%�)��$����&�������������#$��$)�+��#��������#$�

��%������A�����<>�'��%�)��$�7(�"���%�"����)PQ�7�� ���<>�'&+<)��%�)��$�#$���@-(�����,������A��

�)*�����))<#%'���%�"����7���)��$�����%����)PQ� %����;����/�����
����� surfactant 7(+

���<>�' KP 3939 �)*�"��$#$��$����+�-����(%)������)��$� ���&���$;����,"-� ����������(?�#$�<%�&��

��;�>$��� (small rubber) &+�$)�����<�����&�����"-��;=�����%&�������-����%�&�)�+��� 2.00 7(+

0.68 %w/v ���(=�%�, )�����<�����&�#$��@���-��$;��&�)*�����+�$����#$��)*����')�+��,
��<�����&�

7(+��(������#�$�'A��-"�>$��� �(�����)PQ�7���-"�
���;=�����%��� �)��$�#$�(+(���;=�&+����@-#$��-"�>$

��� A����$��-��$;�-"�
������(��)PQ�7��&	��$)�����<�����&���=��"-�������)�$�,�#$�,��,�;=�����%#$���?,

&�������� �-"�
�����#$�/-����+,"���� Deproteinization �?�$)�����<�����&���=��"-��;=�����%>	��

�)*�/(&���)��$�!@����<>�'���%���<)

��������	���
���

�����

������������������	���
��������������
 !����
����" $��� 
%&�'�����
�(��)���$
*�+�� deproteinization '�  saponification �%����"�%���%
���)��$�%�"�"��$ SDS-PAGE 7(+

��)������)��$�%�"�"��$ Bio-Rad protein assay %��7�%�<"�A��B���� 5.4 7(+ A�%������� 5.4 ���(=�%�,

&���@)&+�,"-� �)��$�#$��$��@-A��;=�����%&����;�>$����7�%��%�7!, B A� SDS-PAGE �$�;=�����

���(��(
���)��$�A��-"� 10 kDa <)&�!	�����-"� 200 kDa &�����)PQ�7���;=�����%#$�<�-�$����������

A%8 �,"-� 7��<%���-������ 3 �-"�)�+��,%�"� �-"���� >$��� 7(+(@#��%' >	���)��$�#$��$�;=��������(��(

A��-"� 30, 33, 45 kDa �)*��)��$�#$���%"-�&+��&���-"�
��(@#��%' 7�-�)��$�#$��$�;=��������(��(���

�"-� 30 kDa �-"�A�C-&+��&���-"�>$��� 7(+�)��$�#$��$�;=��������(��(��=��"-� 30 7(+ 33 kDa &+��&��

�-"�
����� >	����&��;������F��<%�"-��)��$���(-��$;�$
�;"����+��@-A���;�>$���

%������� 5.4 7�%�)������)��$�#$�<%�A��-"�>$����(��&�����/-����+,"�����-��8 �,"-� ���

)PQ�7��%�"��"����?"�@���, surfactant �����!7���)��$����&�����<%���� >	��7�%�A����?�"-��)��$�

�-"�A�C-(+(����@-A���;�>$���7(+(@#��%' �(��&�����#=� deproteinization 7(+ saponification >	��
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�����!�-���)��$�#$���%��@-��,���������<%� �,"-��$)������)��$�#$�<%������"-������������7(+�)��$�#$�

�-�������A���;�>$���&+�)*��)��$������;�8 %��7�%�<%�&���)��$�7!, C 7(+ D A� SDS-PAGE

 �B���� 5.4 �&( SDS-PAGE (15% �&() 
���)��$�&�������������7(+�-"�>$���;

 : ���(+(���)��$�����F�� (Standard protein)

 : Soluble protein #$���@-A���;�>$����(��&�����)PQ�%�"��"����?"�@�

 : Decomposed protein #$���@-A���;�>$����(��&�����#=� deproteinization

 : Serum protein �(��/-����+,"���� saponification

                    &�0 : Separating gel 15%        Stacking gel      4%

                    �����*	��8�;]]~� : 25 mA/�&(     ����"� : Coomassie Brilliant Blue R-250

21.5

14.4

 6.5

20
0

66
45

       A                B                      C    



               ���������	
 ���
������������
����������
����������� RSA4680009

- 50 -

%������� 5.4 )������)��$�A��-"�>$���

Sample Quantitation of protein (�g)

Serum#1 (Soluble protein) 19.45

Serum #2 (Decomposed protein) 2.09

Serum #3 1.91

���&���$;<%�#=����"�����+�'��)���������#��'
����%<
���A������������>	�������!,-��$;

!	�0��0�(�)N%����+ (Free Phospholipid), 0��0�(�)N%#$���%/�"��� (Linked Phospholipid) 7(+����#��'


����%<
���#��"<)#$���@-A��;=���� >	���)*�/(#$��=��"�<%�&�����"�%)���������#��'
������#$�,��,

)���������#��'
�����(+(������F��&����)����� FT-IR �,"-� ������=��;=�����%��/-����+,"����

Deproteinization )���������#��' #$�<%�&+��=��"-� Centrifuged latex 7�-��-��<��?���)���������#��'A�

Deproteinized latex ������$��@-A�)�����#$���� >	��7�%�A����?�"-� ���#=� deproteinization <�-�����!

�=�&�%0��0�(�)N%<%���-���$)�+��#����� 7�-������=� Deproteinized latex ��/-����+,"����

Saponification �,"-�)���������#��'#$�<%��$�-��
��A�(��@��'����+0��0�(�)N%#$���%��@-��,���������!@�

���%���<) ��-��<��?��� 0��0�(�)N%������%<
�������+������$��@-A����#$�<%�&�� saponified latex

7(+ Small rubber %��&+������<%�&���$�#$��$����)($���7)(��=�7��-�&�� 1738 cm
-1
 �)*� 1730 cm

-1
 >	��

�)*��$����',���(
����%<
�������+ #�;��$;��&������&��)R������� Saponification ���%<%�<�-��,@��'

����
,-�.����.� ����)
�+
(��/��0�+0���
1���������23�) ����	���
����+�
$�+$��
4/���
�
5/���'� 0�+$0�$�+$��
4��)R������� Saponification %�"� NaOH >	��$
6�
7���
������+���
8+���0�+0�
��
1����5
5�( ���&���$; ���)�+��,0���0<()N%A���;�>$���
���;=�������%�-��8 #$�!@����%�����%�"�

"��$�-��8 ��� ���)PQ�7�� deproteinization 7(+ saponification >	�������!��"&"�%<%��%��#���� 
13

C-

NMR %��7�%�A��B���� 5.5-5.7
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�B���� 5.5 ��)����� 
13

C-NMR 
��0��0�(�)N%A�>$��� #1

�B���� 5.6 ��)����� 
13

C-NMR 
��0��0�(�)N%A�>$��� #2  

CH3

-(CH2)n-

CH2C(O)O

CDCl3

C-C=C-C

-C(O)O-

-(CH2)n-

N(CH3)3

CH2-OP

(choline)

HOCH2CH2NH2

CDCl3

C-C=C-C

CH2-OP

(glyceride)
CH2C(O)O
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�B���� 5.7 ��)����� 
13

C-NMR 
��0��0�(�)N%A�>$��� #3

��	�B����  5.5-5.7 7�%���)����� 
13

C-NMR 
�����0��0�(�)N%A��-"�
��>$���>	��<%�&�����

�=��;=������/-����+,"���� Deproteinization 7(+ Saponification 7(�"#=����)PQ�7���-"���$����<)

A��-"�#$�<�-A�-��� (non-rubber) &+�, chemical shift #$��=�7��-� 14.22, 30.96, 60.36, 64.12, 70.45

ppm ������)�$�,�#$�,��, chemical shift 
�����)�+��,0��0�(�)N%���%( �����!�+,�<%�"-��)*�  -

CH3, -(CH2)n-, -CH2-OP, -CH2C(O)O- 7(+ -OCH2CH2NH- ���(=�%�,  chemical shift ��(-��$;)�+��,

<)%�"� -CH2-O- 7(+��#�($������" -(CH2)n- 
����%<
��� %����;� chemical shift #$�)���GA��-"�
��>$

����$;A����?�"-��-"�
��>$���)�+��,%�"����0��0�(�)N%#$���������%��,�-"�
�����

%������� 5.6 7�%��$��=�7��-��-��8 A� 
13

C-NMR 
�����)�+��,0��0�(�)N%#$�A��������� �����

�)�$�,�#$�,�=�7��-��-��8 A���)�����
�������"��-��#$����$��<%�

%������� 5.6 
13

C-NMR assignment 
�����)�+��,0��0�(�)N%

-CH3

-CH2-CH3

-C(O)CH2CH2

-(CH2)n-

N(CH3)

-CH2-OP (choline)

CH2-OP

(glyceride)

C=C

RC(O)OR’

CDCl3

HOCH2CH2NH2H
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Assignments

L-�-

phosphatidyl

choline

L-�-

phosphatidic

acid

4, 5 Dihydoro

Sphingomyelin

(in CDCl3, 50�C)

      Sample

 (Phospholipid)

CH3 14.22 14.38 13.9          14.22

-CH2-CH3 22.94-23.05 23.18 22.6             -

COCH2CH2 25.45 25.37 26.1             -

OHCCH2CH2 - - 26.0             -

CH2(C=C)2 26.19 26.33 -             -

CH2C=C 27.75 27.77 -             -

-(CH2)n- 29.85 30.14 29.6          30.96

OHCHCH2CH2 - - 34.0             -

COCH2CH2 34.54-34.73 34.45-34.94 36.8             -

OHCCHNH** - - 54.4             -

N(CH3)3 54.78 - 54.4          56.97

CH2-OP (choline) 60.04 - 59.3          60.36

CH-OC=O 63.86 63.85 -          64.12

CH2-OC=O 64.12 64.50 -              -

CH2OP** - - 65.2              -

NCH2 66.62 - 66.4              -

OHCHCHNH** - - 70.7          70.45

CH2-OP (glyceride) 71.70 71.64 -          71.64

C=C 130.4-130.5 130.5-130.6 -        127.00

OCO 173.2-173.5 174.0 -              -

O=CNH - - 173.4              -
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5.3 ��	��0
	�*�!"�H�
"��+�����

� Optical Microscopy (OM)

���&�%��$����"
�����������#$��-��%�"��(��� OM A��B���� 5.8 (a) 7�%�A����?�"-������+&����"


����((��%'�)*�<)��-���$�+�,$�,>	��
	;���@-��,7����+#=��+�"-�������� �%�)���7(�"�����!A�����

��(����#$�7,, Brownian �����,�������(����#$�
������������%������"-��)*������+#=��-����
��

���(��(A�
����("

�B���� 5.8 ������
���;=����A� Triton
®
X-100 0.2%w/v; (a) Fresh latex (b) �;=�����(�����)PQ�

������
���;=�����%�-"�A�C-&+�$(��
�+�(� �������?,�;=����<"��)*��+�+�"(����
	;��,"-��@)

�-��
������?&+�)($���7)(����
	;�7(+�$
��%A�C-
	;� ������#$��(��?&+��?���%�&�"-��$#���(� �-"�

������#$��)*��@)(@�7��7(+�@)��%�;=�&+�,����"���"
�����������>	���)*�/(
��������%7
"�(��

�������%������+��"����)*�����%��7�%�A��B���� 5.8 (b)

���&���$; �,"-�������
�������������#$�<%����%�)��$�7(+0��0�(�)N%��� &+�$
��%�����
	;�

���,��<%�"-������������������&+�"���"������%��7�%�A��B���� 5.9 (a) 7(+ (b) ������&���$����(�%���

<)
���)��$�
�+)PQ�%�"��"����?"�@� ���&�%��$����"
���������(?�8 �)*��������7(+��������%���@)#$�

5.9 ,�����;��$����)($���7)(�
��%7(+�@)7,,
����������$����"�)*������%�&+�$������
��%A�C-��@-

"��+�����
	���
,&����%

!"�"��+��

���!��,&0A	&���&���%��

(a) (b)
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���)(��7(+������(?�(�&�<)��%�$�)(��
�����	�� %���@)#$�������
��%A�C-���<)������&��<%�<)��@-A��@)


�������$����"�)*�����

�B���� 5.9 ������
���;=����#$�/-����+,"����; (a) Deproteinization %�"� Triton
®
X-100 7(+���<>�'

�-���)��$� (b) saponification A� Triton
®
X-100 0.2%w/v 7(+ NaOH 1%w/v

� Scanning electron microscopy (SEM)

(��
�+��;�/�"7(+���!-�� SEM &+7�%�%���B���� 5.10 (a)-(e) &���@)#=�A�������!��?�(��
�+


��%�(?�,���;�/�"7,,0N('�<%� ��� SEM 7�%�!	�(��
�+
����;�/�"�-"�A�C-#$���&&+�$��;�
���)��$�

7(+0��0�(�)N%�-�����

���
����-"�
������B���� 5.10(e) 7(+�-"�
������B���� 5.10(b) 7�%�!	��"����%�&�
����;�

/�"#$��$7/-�0N('�,��������@-,����������������)�$�,�#$�,��,����������(?� (small rubber) �%�
���@(#��

%��������������(-��$;7�%�A����?�"-��������$������+��"��� ��� SEM ���7�%�"��!�#$��$)�+&�(,�)*�

&=��"����#$��+����@-,�/�"������

(a) (b)
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2 �m 1.5 �m

1.0 �
m

(c)

1.5 �m
1.5 �m

(a) (b)

(d)

(e)
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�B���� 5.10 (��
�+��;�/�"
�����������&����� SEM; (a) �;=�����% (b) ���#$�/-�����)PQ�7�� (c) �;=�

����)��$���=� (d) �;=����>�)����0N����� 7(+ (e) ����������(?�

� Transmission electron microscopy (TEM)

�B���� 5.11 (a) - (e) 7�%�(��
�+#$�)���GA����?�
�����������#$��	%A����@-��,#$�%�"� Osmium

tetroxide >	������$;��&#=�A���-"�
�����#$��)*�<Z�%����',�������"!@����>�<%>'A���)*����(��(�(?����+

��@-#$���������������� ����� Osmium tetroxide �	%���������&+��?��)*����������
�����������#$���@-�%���,

��-����%�&� >	��������<%�&���-"��$
�"
�����������#$����+��"�����@- 7��"-��������%$��"��(-��$;&+�"����

��@-7�-����$
�,�
�
��������#$�7��A����?��������%$��"�)*�#$�������<%� 
�,�
���(-��$;7�%�A����?��)*��$

#$�#	,�"-�>	���$�"���)*�<)<%�#$�&+7�%�!	����)�+��,0��0�(�)N%-�)��$�#$������������������������

0.5
�m 0.5


�m

(a) (b)
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�B���� 5.11 (��
�+��;�/�"
�����������&����� TEM; (a) �;=�����% (b) �;=����#$�/-�����)PQ�7�� (c)

�;=�����)��$���=� (d) �;=����>�)����0N�����7(+ (e) ����������(?�

0.5 �
m

1 �m 0.2
�m

(c)

(d) (e)
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����������$
��%��@-A��-"� 50-30,000 
o
A [�������&�����)�+���"��������$��"��,���] 7(+�$�@)

�-���(����"��&+���%�@)�-���)*��@)(@�7��%����-��;=���� Tjir 7(+A��;=����,����������'#$�<%�#=�"�&��<)7(�"

�%� Southorn >	��7�-(+������&+!@��=���%,���"��%����������0��0�(�)N%7(+�)��$� %����;����"�&���$;&	�

��-�����#$�&+�	�
�(��
�+
���;=�����% (Fresh latex), Centrifuged latex, Deproteinized latex,

Saponified latex 7(+ Small rubber #$�!@����$��
	;�

�@)�-���%�#��"<)
���������;=�����%&+�(�����, Centrifuged latex (&���B� 5.11 (a) 7(+ (b)

���(=�%�,) &�%������#$��-���A&�,&�����#$��-��%�"��(������(?��������&+��?�"�7�"��$�#�A�(���,/�"

������>	����%�(�����,��;��-�����#$����%&���)��$�-(�)N% ����=������������#=�)R��������-"���,���<>�'

�������%�)��$��)*������;� (�)�$�,�#$�,�B���� 5.11 (a) ��, (c)) 7(+�=��;=������#=�)R��������-�%�"� NaOH

������-��0��0�(�)N% (�)�$�,�#$�,�B���� 5.11 (a) ��, (d) 7(+�B���� 5.11 (c) ��, (d)) >	��&+<�-�,�"��

7���-���%-���%
��(��
�+��;�/�"

5.4 ��	��H0!"�]"�]"0��g,�����%7"�����?�H�
"��+�����

&��
���@(�,�;����� �,"-�)�+&�,�/�"�����������&�$/(��&���-"�
���)��$�7(+0��0�(�)N%#$�

�-��������������<"� &	�<%�#=�����	�
��,�;�������$��"��,/(
��0��0�(�)N%#$��$�-�)�+&�,�/�"���������

%��7�%�<"�A�%������� 5.7

%������� 5.7 /(
��0��0�(�)N%#$��$�-��-� zeta potential 7(+ mobility 
���;=����#$��$
��%�������(?�

(Small natural rubber latex) 7(+�;=����#$�<%�&������������+�'��($<��>��$� (Synthetic polyisoprene

latex) A����(+(��,�0�0��' pH 7 #$��"���
��
��
�� NaCl 0.001 M
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�������� 
��%������
���;=�����������+�'&����($<��>��$��#-���, 903 nm

    
��%������
���;=����#$��$�������(?��#-���, 144 nm

    # �;=�����"���
��
�� 5% DRC #$��$���/��0��0�(�)N% 0.5 ����

&��%������� 5.7 7�%�A����?�!	��-� zeta potential 7(+ electrophoretic mobility 
���;=����#$��$

���������
��%�(?�7(+�;=�����������+�'&����($<��>��$�#$�<%��$�-����
�����,�;=����#$��$���

����0��0�(�)N% �(-�"����;=����#$��$���������
��%�(?��$�-���%(,�����"-��;=����#$��$���������
��%

�(?�#$��$�������0��0�(�)N% >	��<%�/(��-��%$�"��,A����$
���;=�����������+�'&����($<��>��$� &�����

#$��;=�����%�$������#$�!@�&�%��$����"%�"��(��8 ���(��(
����($<��>��$� %����;� /(#$�<%�&��
������

7�%�A����?�"-� 0��0�(�)N%#=�A���-��zeta potential ��%(,�������
	;�

%������� 5.8 �-� zeta potential 7(+ mobility 
�� emulsion #$� pH 7, 0.001 M NaCl 
������������(?�

#$��$�������0��0�(�)N%A�)�����#$�7���-�����

�����"��-��
Zeta  Potential

(mV)

Mobility

(micron/sec./v./cm)

polyisoprene

# polyisoprene + lipid

small NR

# small NR + lipid

-30.3

-78.6

-19.3

- 69.4

-2.401

-6.231

-1.528

-5.496

Emulsion
Zeta  Potential

(mV)

Mobility

(micron/sec./v./cm)

1 (0.0023 g phospholipids)

2 (0.0071 g phospholipids)

3 (0.0142 g phospholipids)

4 (0.0261 g phospholipids)

5 (0.0495 g phospholipids)

Polystyrene

Phospholipids 5%(w/v)

          -23.9

-1.9

-1.9

-1.9

-1.9

- 28.1

-1.8

-1.994

-0.153

-0.147

-0.153

-0.148

-2.542

-0.146
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&��%������� 5.15 /(#$�<%����
�����,/(#$�<%�&�������#$�/-���� >	��/(#$�<%�&��������$;7�%�A����?�"-�

)�����0��0�(�)N%�����
	;�#=�A���-� zeta potential ��=�(� >	����&�)*�/(��������&�� emulsion #$�<%�&��

������$��<�-<%�!@�)��(��%�"�0��0�(�)N%>	�������"��!	�)R��������$;<�-<%�#=�A�����% micelle %����;�/(��

���B'#$����%&��)R��������$;�$(��
�+
��������#$���������,#$�<%�&�������������7(+��($<��>��$�

!
F�%"���� 6 �	�
�/(
�����#$��$
��%�������-��8 �����,��,���#�����$������&�������������������

�$�����+&����"��@-A��-"� 0.05-3 <����� %����;� ������#$��$
��%�-�������&�$(��
�+
������,��#$�

����(�����@-#$�/�"7���-��������<) �����!#=����#%(��<%��%�)PQ�7���;=�����%%�"��"����?"��,

�-��8 ��������A��<%����������
��%�-��8 ���


�#��,0"�

)PQ��;=�����%#$��"����?"��, 13,000 rpm �)*��"(� 30 ��#$ �-"���$����#$�<%��=���(+(��%�"�

0.1% vv Triton
	

 X-100 )��,A���$���;����)�+��� 20% 7(�"#=����)PQ�%�"��"����?"��,#$�7���-����� 6

���;� �����7��A��<%� 7 �-"�#$��$������7���-�����%��#$�<%�7�%�<"�A�+����� 6.1

�;=����

13,000 rpm 30

�-"���$�

�-"���$�

11,000 rpm 30

8,000 rpm 30

�-"�>$

12,000 rpm 30

20,000 rpm 45

244
187

�-"�>$
15,000 rpm 30

�-"���$�

1105 869

�-"�>$

438
20,000 rpm 30 ��#$

5,000 rpm 30

169 �-"�>$

153

�-"�>$

20,000 rpm 60
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+����� 6.1 ���)PQ�7���;=�����%�����A��<%����������
��%�-��8 ���

�=����7���#$�<%�A�7�-(+
�;�������)PQ�<)#=�������%���<
�������+7(+�������'
������#��'���

%�"�"��$������%%�"��+>$����)*��"(� 24 ���"���A�������� Soxhlet ���A�����"+<�����&� ���7���#$�<%�

&��
�;�����$;�=���(+(��%�"��#(@�$� 0.5 % w/v 7(+#=����7��7�-(+�-"�����;=��������(��( ���#$�<%�

A�7�-(+�;=��������(��(�=���#=�#�������#��'��0N�������������%0��0�(�)N%7(+<
������&��������

����%����#=�)R�����������
��
�� 1% w/v A��#(@�$�%�"��>�%$����#��<>%'���A�����"+<�����&�#$�

�����@�������)*��"(� 2 ���"��� ���#$�)���&��<
��� (TE-NR) �=���#=�A��,����#��y%�"�������+������

%�"���#���(������;�


�#�
�&�����/

� 
��%���������%�"�������� Light Scattering S4700 MALVERN Particle Size Analyzer

� �;=��������(��(
�����%�"�������� JASCO-Borwin GPC 7(+ Ubbelohde viscometer

� )���������#��'
��<
���%�"��#���� FT-IR (FT/IR 460 JASCO)

H0	���,0"�80�
�&�����/H0%"���� 6

�

��%�������%���($��7(+�����+&����"
��
��%���������A��;=�����%�(��&�����)PQ�7��%�"�

�"����?"��,�-��8 7�%�<"�A��B���� 6.1
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�B���� 6.1 �����+&����"
�����������A��;=����#$�<%�&�����)PQ�7��#$��"����?"�-�����

�;=�����%�,"-�)�+��,%�"������������;�7�- 0.1 !	� 1.1 �m �����+&����"
�����������


��%�(?�&+�$(��
�+7�,A�
�+#$������+&����"
�����������
��%A�C-&+�$�����+&����"�"������ 

%����;� A�#$��$;���#$��$
��%������A��-"� 150-200 nm 7(+
��%A�C-�"-� 250 nm &+7�%��)*����

�������(?� (SRP) 7(+���������A�C- (LRP) ���(=�%�, �	�
��"���������'�+�"-��
��%���������

7(+�;=��������(��( ( nM  7(+ wM ) 
��7�-(+���#$�<%�&�����7��%�"�
��%������ �,"-������+&��

��"
������������������'��,�;=��������(��(�)*�7,, bimodal ���
��%�������(?� (SRP) )�+��,<)

%�"����(��(���#$��$�;=��������(��(��($���%�&=��"� ( nM ) ��=�7(+�@�A��-"� 0.85-2.17x10
5
  A�
�+#$����

������A�C- (LRP) )�+��,<)%�"��;=��������(��(��=��"-� 1.11x10
5
 �;=��������(��(��($���%��;=�����

( wM ) 
������������(?���@-A��-"� 6.42-8.15x10
5
 7(+���������A�C-)�+��� 5.75-7.88x10

5
 �)*�#$�

�-�������"-��;=��������(��( ( nM  7(+ wM ) �����
	;������
��%���������A�C-
	;�A����#$��$
��%������

A�C-�"-� 438 nm >	���$�"���)*�<)<%�#$�
��%�;=��������(��(�����
	;�A����������A�C- (LRP) ������&��

��&&+���%��������&��)(������>-#�;����%���A����(��(���

�$������"-�����������(?�#$�<%�&���;=����
������(�����)�+��,%�"����(��(���#$��)*�����>-

���>	��<�-�$��@-0���0(�)N%#$�)(������>- A�
�+#$����������A�C-#$�<%�&�����#$��&��C"����?�#$�&+)�+��,

%�"����(��(���#$��$��@-0���0(�)N%A�������%��������#$�)(������>- ����������+�'���A��(�%#%(���%�

A�� 
14

C-IDP ,�����������,"-� 
14

C-IDP !@��-�����A����������
��%�(?��#-���;�>	���$;7�+<%�"-����

�������(?� (SRP) �$��@-<%0���0�#$��$�"��"-��<"A�����-���������>-���(��( &��/(#$�<%���(-��$; ���

�������(?�#$��$�;=��������(��(��=�7(+�@�&+)�+��,%�"����(��(���#$��)*�����>-����$)(��#$�"-��<"�-����

#=�)R�������>	�������!#$�&+���%����-��������(��(�����A��<%����(��(#$��$�;=��������(��(�@�
	;�

�����+&����"
���;=��������(��(#$�<%�&�����7��%�"��;=��������(��(A�7�-(+���������#$�<%�

7�%�<"�A��B���� 6.2 �,"-� ���#$��$�;=��������(��(�-��8 #$�7��<%�&������������(?�#$��$
��%��=��"-� 244

nm 7�%������+&����"�)*�7,, unimodal >	����%�(�����,/(����	�
��-�������$; 7�-��-��<��?����-�

�;=��������(��(#$��@�#$���%A�����������(?�<�-<%���@-�+�"-���-�#$��@�#$���%
�������+&����"7,, bimodal


�����������A�C-
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�B���� 6.2 �����+&����"
���;=��������(��(
�����&������������-��8 #$�7��<%��%��;=��������(��(#$�

�-�����
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�����+&����"
���;=��������(��(
�����7�-(+�;=��������(��(#$�<%�&�����������
��% 244

nm �)*�7,, bimodal >	���-"�
���;=��������(��(��=�&+�����"-��-"�
���;=��������(��(�@� �)*�#$��-�

������"-������+&����"7,, bimodal ��?�<%���%&�����(��(���#$��$�;=��������(��(��=�
�����#$��$������

437 nm ��-��<��?���)���������#��'
��<
���#$��@���������!��"&"�%<%�&�����
��%)�+��� 437

nm #$��$�;=��������(��(��($���%�&=��"� 0.64x10
5
 /(#$�<%��$;A����?�"-����#$��$
��%������)�+��� 437

nm )�+��,<)%�"����(��(���#�;���=�7(+�@�&+�$)���������#��'
��<
����@�

A��-"�
�����������A�C-#$��$
��%A�C-�"-� 250 nm ������-"�
���;=��������(��(��=��-��;=�����

���(��(�@�&+(%(�7(+�-�#$�<%�&+�-��<)#���;=��������(��(�@����������������$
��%A�C-
	;� �-��;=�����

���(��(#$��@�#$���%)�+��� 2.0x10
5
 
������-"�#$��$�;=��������(��(��=��$�-�(%(�7(+�����+&����"&+�-��

<)#���;=��������(��(#$��@�
	;�>	��<%��-�
���;=��������(��(#$��@�#$���%����"-� 1.0x10
6
 /(#$�<%��=���

���,�����"����%#$�"-��-"�
���;=��������(��(�@�A����������A�C-���%��������&��������+�(�-��������

������%)R��������+�"-�����(��(���
���-"����(��(���#$��$�;=��������(��(��=�

�$�����;������F��"-���@-#$�)(������>-
�����(��(���&+�$����+��������,0���0(�)N%#$��$��@-���

�#��'
��<
��� ��������F���$; )���������#��'
��<
���&+�)*���",-��$;&=��"����(��(
��<
����-����

�>-���(��(��� ���"�����+�'���������
�����%�"��#���� 
13

C-NMR �$;A����?�"-��$��@-����#��'&=��"� 2

��(�-����(��(�������%$��"#$�<%���,&�����#$��$������A�C- A�
�+#$�&=��"���(
����@-����#��'A����#$��$


��%�������(?��$�-�A�(���$���#-���,�@��' &��/(���#%(��#$�<%������!�$;7�+<%�"-�����������(?�&+

)�+��,%�"����(��(���#$��)*�����>-���#$�<�-�$��@-����#$�)(������>-

&������	�
��"���������'�+�"-��)���������#��'
������;=��������(��(�-��#$�7��<%�����;=�

�������(��(7(+������
�������(-���;� )���������#��'
������������(?�&+�$�-���=��"-�#$�"�%<%����

������A�C-��� )���������#��'#$���=�#$���%#$�"�%<%�)�+��� 5.5 mmol/kg rubber �,A����#$��$������


��% 168 nm ��-��<��?���)���������#��'
�����������
��% 244 nm �$�-�)�+��� 13.6 mmol/kg

rubber >	���$�-�����,&+�#-���,)���������#��'A����������A�C- 7�%�A����?�"-�����������(?�#$��$
��%

��=��"-� 200 nm &+)�+��,%�"����(��(������#$�)(������>-�$�"��"-��<"�-�������%)R�������A�
�+#$�

���������
��% 244 nm )�+��,%�"����(��(���#$�)(������>-�-���@-��,��@-0���0(�)N% )��������

�#��'
�����������A�C-�$�-��@��"-� 13.6 mmol/kg rubber )���������#��'�$�-��@�#$���%A����#$��$������
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��% 438 nm &��/(���#%(���=������,�����"����%#$�"-����(��(���
�����������A�C-#$��$����-�

����)N%)(������>-%�"���@-#$��$����#��'
��<
���>	����%"-��)*���@-0���0(�)N%%��#$�<%�������<"��-������

�$;

�B���� 6.3 7�%��"���������'�+�"-��
��%������ )���������#��'7(+�;=��������(��(��($���%�

&=��"�
�����#$�7��<%����
��%�������-��8 &+��?�<%�"-��"���������'%���(-�"<�-�$7�"���� ��-��<��?

��� 7�"����#$��;=��������(��(��($���%�&=��"�(%(�
�+#$�)���������#��'
��<
��������
	;�&+������<%�

A�����������(?�

�B���� 6.3 �"���������'�+�"-��)���������#��'7(+�;=��������(��(��($���%��;=�����
�����#$��$
��%

�������-�����

�)*�#$��-�������"-�)���������#��'#$���=�#$���%7(+�;=��������(��(��($���%�&=��"�#$��@�#$���%�����!

"�%<%�&������������(?�
��% 168 nm A�
�+#$����
��%�-��8 A�����������(?�&+7�%�)��������

�#��'#$��@��"-�7(+�;=��������(��(��($���%�&=��"�&+��=��"-� &������=��-�#$�<%�#�;�����$;&������������(?�
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���"��#$�
��%������ 168 nm ���#$�,��,�-�#$�<%�&�����������A�C- �,"-�)���������#��'#$�<%�

)�+��� 2-3 ��(�-���	������>-���(��(7(+�-��;=��������(��(��($���%�&=��"�)�+��� 0.7-0.9x10
5
 /(

���#%(��#$�<%��$;�$;A����?�"-�����������(?�)�+��,<)%�"����(��(���#$��$#�;��;=��������(��(��=�7(+�@� 

���(��(#$��$�;=��������(��(�@���%"-�&+�)*����(��(#$��$�"��"-��<"�-�������%)R�������������&��)�����

����#��'
��<
���#$�"�%<%��$�-�����A�
�+#$����(��(#$��$�;=��������(��(��=��"-��-�&+�)*����(��(#$��$����-�

����)N%)(������>-���(��(7(�"

���&���$;)���������#��'
��<
���#$��@�#$���%)�+��� 5-6 ��(�-���	������>-�����!"�%<%�&��

���������A�C- A����������A�C- ���(��(�������,#�;���%&+!@��-�����%�"�,����@-0P��'���#$��$��@-���

�#��'
��<
�����@-%�"� ���&���$;&�%�=����%����������%"-�&+���%&����@-#$�)(������>-�$;�%�����
���-"�

����������+�(�-����
����@-��;���� ��-��<��?����-��;=��������(��(��($���%�&=��"�
�����������A�C-

&+��=����)�+��� 0.6-0.9x10
5
 /(#$�<%��$;�$�"���=���CA�������%���������%��-�&+���%&�����#$��$���(��(

��=�>	��!@��-�����,����@-#$��$����#��'
��<
���

(��
�+������%��������
������������(?�7(+A�C-�����!������<%�&�����"�%�-��"�����%#$�

�"���
��
���&��&��
�����(+(�����#$��$
��%�������-��8 �-� Huggins, k’ �)*��-�#$�A��"�%�"���)*����

�>-#$��$�������� �-� k’ �@�,-��$;!	��+%�,�"���)*�����>-#$��$�������� �$������"-���� DPNR 7(+ TE-DPNR �$

�-� k’ )�+��� 0.57-0.59 >	����%�(�����,���(��(#$��$��������7(+�-� k’ 0.42-0.45 &+��%�(�����,���(��(

#$��)*�����>-��� %��#$�7�%�<"�A�%������� 6.1 ����������(?�&+7�%��-� k’ #$���=��"-�#$�<%�&�����������

A�C-���"�����#$��$������
��% 244 nm >	��&+A���-� k’ A�(���$����,�-�#$�<%�&�����������A�C- �)*�#$��-�

������"-����������A�C-&+7�%��-� k’ #$���%�(�����,���(��(#$��$��������>	����@-�-�#$�<%���@-A��-"� 0.6-0.7

�����!��;������F��"-�����������(?�A��;=����&��������#$��&��C"��7(�"&+)�+��,%�"����(��(#$��)*�

����>-���#$�<�-�$0��0�(�)N%#$�)(������>- A�
�+#$����������A�C-#$�<%�&��������#$��&��C"��7(�"7(+

����������(?�#$�<%�&������(�����&+�)*����(��(
����($<��>��$�#$�!@�)N%)(������>-%�"�0��0�(�)N%

#$�#=�A�����%&�%�=����%�������� ���&����;�����$������"-�����������(?�&+�$ rubber transferase activity

�@��"-�A����������A�C- &��/(#$�<%���(-��$;�����!���,�����"����%#$�"-�����������(?�A��;=����#$�<%�

&�����#$��&��C"��7(�"&+)�+��,<)%�"����(��(#$��)*�����>-���>	��)(������>-�$�"��"-��<"�-�������%
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)R�������A�����-���������>-�-�<)<%� A�#��������
��� ���������A�C-!@���%"-�)�+��,%�"����(��(

���#$�!@�)N%)(��%�"���@-0P��'���#$��$��@-����#��'
��<
��� ��-� �"�0��0�(�)N% �)*����

%������� 6.1 nM  )���������#��' �-� Huggins’ k’ 7(+)�����<�����&��-��7(+�(��#=�#�������#��'��

0N����� (TE) 
�����������
��%�-��8 ���

�����*;��%�&��

(%w/w)
!��,"��+��

(nm)

nM  (�

105)

�����*&"�&�"�/

(mole/chain)

Huggins

constant

(k’)  	7"���� TE �0
���� TE

153 0.86 3.13 0.48 0.686 0.335

169 2.17 0.78 0.43 0.195 0.105

187 1.53 2.34 0.59 - 0.124

244 1.11 5.39 0.69 0.082 0.046

438 0.64 5.67 0.47 0.036 0.021

869 0.92 2.23 0.62 0.035 0.019

1105 1.12 3.29 0.74 0.007 0.004

)�����<�����&�
�����#$�<%�&��
��%������#$��-�����%��#$�7�%�<"�A��B���� 6.4 ����������(?�

&+7�%��-�)�����<�����&��@�#$���%)�+��� 0.7% w/w )�����<�����&�&+(%(���-���"%��?"&�� 0.7

�)*� 0.08% w/w �����
��%��������������
	;�A��-"�
������������(?� A�
�+#$��-�&+�-��8(%(�A��-"�
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�����������A�C- )�����<�����&�7�%�!	����)�+��,#$��$<�����&��+���#$���%��@-,����������

�������(��(��� �%���&����&���"���)*�&���#$�"-����������!@��+(���%�"����(%7���	�/�"7(�"#=����

)PQ�7��%�"��"����?"�@� >	���$;A����?�"-�����������(?�&+�$���)�+��,#$��$<�����&��+����@��"-�A����

������A�C- ���)�+��,<�����&�A�������������-"�A�C-�)*����&=��"��)��$� &��/(���#%(��#$�

�(-�"
�������$;A����?�"-��)��$�&+�-"���@-��,����������(?�A�)�����#$�����"-�A����������A�C- �)*�#$�

�-�������"-�)�����<�����&�#$�(%(�&�!	� 30-50% �����!<%�&������(�����#=�#�������#��'��0N��

���A�7�-(+
��%���������%��7�%�<"�A�%������� 6.1 )��R�������#�������#��'��0N�����&+�-���(�����

�#��'
�����(��(<
���7(+0���0� A�
�+#$������)������)��$�#$���%��@-��,���������<"����A�����"+

#$��(-�"
������ ���(%(�
��)�����<�����&��$;A����?�"-�����$��@-
�����)�+��,<�����&�#$�)(��

7�(0� ��� �"�0��0�(�)N%#$��$<�����&� >	�������F���$;�����!������<%�&�����"�����+�'���������


����@-0P��'���#$�)(��7�(0�%�"��#���� 
13

C- 7(+ 
1
H-NMR #$��$�"��!$��@�

�B���� 6.4 )�����<�����&� (%w/w rubber) 
�����#$��$
��%�������-��8#$�<%�&�����)PQ�7��



               ���������	
 ���
������������
����������
����������� RSA4680009

- 70 -

&��/(���#%(��#$�<%� �����!#$�&+�����"-�����������(?�#$�)�+��,<)%�"����(��(#$��)*�����>-

����%��-"����&+�$�;=��������(��(��=�7(+�@�>	����%"-�)�+��,%�"�����>-#$�)(���$�"��"-��<"�-����

���%)R�������A�����-��������(��( A�#��������
��� ���������A�C-�-"����&+)�+��,<)%�"����(��(

#$��$�������� &�%�=����%��������A����������A�C-!@���%"-�<%���,��&��������+�(�-����
�����#$��$�;=�����

���(��(��=��%����%/-���(�-�
��0��0�(�)N%,�/�"��������� ���������
�����(��(���A����������

�(?�7(+���������A�C-!@������
	;�%��7�%�<"�A��B���� 6.5

�B���� 6.5 �����F�����������
����� (a) �������(?� 7(+ (b) ������A�C-#$�<%�&���;=�����%
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!
F�%"���� 7 ����	�
����������
����@-)(���������
��������������%�"�����+�'���������#��

���(��(
��������(��(��=�7(+��($��$��(#$�<%�&��������������"�#�;����"�����+�'��&=��"�<�����&�

�+����-���	������>-
�����#$��$�;=��������(��(�-��8

7.1 	��
�&�����/���������!"��0���"&�	��!"���0�����"0

%

"�7��

� �-"�(-����%#$�<%�&�����)PQ�7���;=����%�"��"����?" (Fresh bottom fraction)

� �;=����
����� shootings (RRIM 600)

� ��($��$��(����F�� ��-� farnesol, dolichol, polyprenol-18 and polyprenol-11


�#��,0"�

	��8�	�7
�!"�;!�
�

�-"�
��<
���7(+���)�+��,����8 �����!7��<%�&���-"�
�����A� fresh bottom fraction

7(+&����� shootings %�"�"��$������+���A����#$�(+(��A��#(@�$�%�"���#���(�����+>$��� #=�>;=� 3

���;� �(��&����;��=��-"�
���#(@�$�-��#���(�����+>$������+���A���$�"���
��
��#$������@�� 40�C
7(�"#=�A��7���%�"�����,A���CC���� �-"�
��<
���#$�7��<%��=�<)#=�)R�������%�"��,��
��
�� 15% w/v

KOH #$������@�� 70�C �)*��"(� 2 ���"��� ������=�&�%�-"�<
����-"��������&+<%� unsaponifiable lipid >	��

�$��($��$��(�-"���@-%�"�

	��8�	��0�����"0""	��	�7
�!"� unsaponifiable lipid ,�
�&����� GPC 80� silica

gel column

&�����7���;=��������(��(#$�7���-�����%�"��#���� GPC �%�A�������(���'#$��$
��%�@������=�

�"-� 30,000 �,"-� �����!7�� unsaponifiable lipids 
�� fresh BF 7(+ Hevea shootings <%����7(+

�����"��-��#$�7���-�����A��;=��������(��(���(=�%�,
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���&���$;���7��/-����(���' (Silica gel 60G) �%�������"���
��
��
��<%��#�(�$�#��'A�

�Z��>�&�� 0-30% v/v &����;�#=������?,���#$�!@��+�����7(�"�=�"�����+�'%�"� reverse-phase thin

layer chromatography (RP-TLC) �������"&��,����$��@-
����($��$��(A�7�-(+70�����#$���?,<%�

7.2 	��
�&�����/���������!"��0���"&�	��!"����������F����
	��&0	�0%���


�#�&%����%

"�7��

	���	
,�����	C?������� %���������"	C��7 %�����"7"�80�%��&���:

�

�������	�� (young tree): ��?,��"��-���;=����&������������ 1 )�
����������' RRIM600 7(+

&������������ 3 )� 
����������' RRIT251 >	��#=�������+#$��!�,��"�&������+�����#�� )�+�#�<#��%�

�����$%,���"�(=����7(+����%�"��������' 7(�"�����,�;=����#$�<�(�����%�"��+>���� &����;�#=����

���%���%�"��#(@�$���-������������;� �-"�#$����%<%�&���#(@�$�#=�A���
��
��%�"�����+���#$������@�� 40

�����>��>$�� 7(�"&	����+������%�"���#���( ���#$�<%��=���#=�A��,����#��y%�"�������+���A��-%�"�

���(+(�����A��#(@�$�7(�"&	����+���%�"���#���(��-������������;� &����;�&	��=����#$�,����#��y7(�"

<)#=�A��7���%�"�����,A���CC���� ������(��(��=�
��7�-(+�������-��<%���,&�����7������;=�����

���(��(


������
����
	�������	�� : ��?,A,���7(�"(���#=��"���+��%&����;�,%A,���%�"��������)PQ�

�;=�/(<�� #=�������%�$ <
���7(+����)��)����%�"���#���(7(+�+>$��� &����;�&	�#=�������%������&��

A,%�"��#(@�$�����<>��(�Z��>� ���(+(�����#$����%<%�#=�A���
��
��
	;�%�"�����+���#$������@�� 40

�����>(�>$��7(�"&	����+������%�"���#���( ���#$�<%��=���#=�A��,����#��y%�"�������+���A��-%�"�

���(+(�����A��#(@�$�7(�"&	����+���%�"���#���(��-������������;� &����;�&	��=����#$�,����#��y7(�"

<)#=�A��7���%�"�����,A���CC����

������������

�	� 17 �� (mature tree): ��?,��"��-���;=�����%&������������
����������'

RRIM600 %�"������$%������� 7(�"A���;=����<�((�A�����+#$��(-�%�"��;=�7
?���������
��;=����7(+�-"�

�-��8 A��;=����A���������%�� �;=�����%#$�<%��=�������%�"�/���?��7(�"�=�<))PQ�%�"��"����?"�@�
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10,000 rpm 30 min then 19,000 rpm 60 min >	�������!7���-"�
��>$����7(+ bottom fraction ���

&���-"�
�����������<%� ���#$�<%��=�<)�,7���#$������@�� 50 �����>(�>$��

�����������

��	 (shootings) : ��?,��"��-������%������$%#$�����7(+(=���� &����;�#=������?,A�-(�,$�

����'#$��$��#���(��@-�����&�,���������&�����#$�������-���-����&�,��"�)*��������(?�8 &����;�#=����

)PQ������7�������#���(��� 7(�"&	�(+(�����%�"��#(@�$�7(+�������)3�����������%���>�<%>'

(pyrogallol; 1,2,3-trihydroxybenzene) #=�������%���%�"��#(@�$�)�+���������;��%����)PQ�7���-"�#$�

(+(��A��#(@�$� &����;�#=�����+�������#(@�$����#$������@�� 40 �����>(�>$�� 7(�"&	����+������

%�"���#���( ���#$�<%��=���#=�A��,����#��y%�"�������+���A��-%�"����(+(�����A��#(@�$�7(�"&	���

�+���%�"���#���(��-������������;� &����;�&	��=����#$�,����#��y7(�"<)#=�A��7���%�"�����,A�

��CC����

	��&%�������������
��?�����#�N�B�

�=��-"���$����#$�(+(��A��;=�#$��$���(%7���	�/�"���+(���%�"����)PQ�%�"��"����?"��,)�+���

������;����%�"�����-���)��$�%�"����<>�'7(+���#=�)R�������#�������#��'��0N����� �=����&�����)PQ�

(��� ���#$�)���&���)��$� (DPNR) 7(+���/-�����#=�)R�������#�������#��'��0N����� (TEDP) ��7��

�;=��������(��(��=��%����7������;=��������(��(����������+��������(�,
�����(+(�����A��#(@

�$�%�"���#���(

	��
�&�����/%

"�7��

� "�����+�'/(�����B'#$�7��<%�%�"��#���� reverse-phase TLC 7(+ normal-phase TLC

� "�%�;=��������(��(�%��#���� GPC

� "�%���������%�"��#���� NMR

� "�����+�')�����<�����&�%�"�������� Nitrogen analyzer
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H0	���,0"�80�
�&�����/	���,0"�%"���� 7

7.1 	��
�&�����/���������!"��0���"&�	��!"���0�����"0

��($��$��(#$�7��<%�&��������+�����������!��"&��,<%�&�����"�����+�'%�"��#���� 

FTIR &�� FTIR ��)�����
���-"�<
���#$�7��<%�7(+�-"�#$��)*����#$�<%�&�� fresh BF �,"-� �-"�<
���

#$�7��<%�7�%��=�7��-�#$�&=����+�-���-"�<��>��$��#$�,��,��)�����
���-"�#$��)*����#$� 1664 7(+ 835

cm
-1
 >	����%�(�����, C=C stretching 7(+ C-H bending ���(=�%�, ��������&����;� �-"�<
������

7�%��=�7��-�&=����+
�����������
�����)�+��, polyisoprenoid #$� 1450 cm
-1
 (C-H deformation


�� –CH2 7(+ –CH3) 7(+#$� 1360 cm
-1
 (C-H deformation 
�� –CH3) ��-��<��?����-"�<
���#$�7��<%�

�$;�$)�����
��<
�������"-�)�����
�����)�+��, isoprenoid >	��������<%�&���-��"���
��
��

��CC���=�7��-�#$� 1738 cm
-1 


�� C=O A����)�+��#<
��� �����#$�&+#=����(%)�����<
���#$��$��@-A�

�����"��-��#$�7��<%� &$�<%�#=�)R�������%�"��,�

&���B���� 7.1 7�%� 
1
H-NMR ��)�����
�� unsaponifiable lipid 
�� Hevea shootings 7(+

fresh BF �,"-����#$����%<%�#�;�������%7�%���CC��&=����+�-��=�7��-�
����#�( ��#�(($� 7(+��<#�'

�)����
�� cis-isoprene unit #$� 1.757, 2.219 7(+ 5.282 ppm ���(=�%�, %�"���@-<Z%���>�(#$�)(��

����>-#$� 3.99-4.01 ppm >	��,-��$;"-� unsaponifiable lipids &+�$��($��$��(�"���@-%�"�7�-<�-�$���)�+��,

dolichol ��&����<%�&����CC��#$� 3.6 ppm �$������"-� dolichol !@��,��@-A��-"��-��8 
�����

������� ��-� ��(?% ����-�� A,�-��7(+A,7�- �"�#�;�������#$����A��- ��-��<��?��� )����� dolichol

#$��$��@-&+��=��"-���($��$��(#$��+�����
	;������A,����$�������
	;�
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�B���� 7.1 
1
H-NMR ��)�����
�� unsaponifiable lipids &�� (A) ������#$����A��- 7(+ (B) �-"�(-����%


�����)PQ� (fresh BF)

�����+&��
�����(��(��($��$��(#$��"����"���(��(�-�����A� unsaponifiable lipid !@���"&

"�%�%� reverse-phase TLC (RP-TLC) �%�A�� ������-"�
���+>$���A��;=� 19:1 v/v �)*���"�=��� �B����

7.2 7�%������+&��
�����(��(��($��$��(#$��"����"���(��(�-�����A� unsaponifiable lipids #$����%

<%�&��������#$����A��-7(+ fresh BF �,"-� �$��($��$��(#$��$�"����"7���-����� ��� A��-"� C10-C30,

C45-C60 7(+ >C80 A� unsaponifiable lipid &��������#$����A��- �-"���($��$��(#$����%<%�&�� lipid 7(+

unsaponifiable lipid 
�� fresh BF �,�����+&��
�����(��(#$��"����" C15-C70 !	�7��"-�&+<�-

�����!,-��$;"-�&�%#$����%&���������%�"�<�<���%$��)*���($��$��(������&���"�������!A������"&"�%


��<���%$��-����)�+��,����8 #$��$ double bond ��-��<��?������!@������"-���($��$��(#$��"����"

C50-C80 �,��@-A����
��������#$����A��-7(+ fresh BF �(�����,#$�������<"�A��)�)��'

ppm 1.02.03.04.05.0

3.603.703.803.904.004.104.204.304.40

3.603.703.803.904.004.104.204.304.40

-CH3

-CH2

=CH

(A)

(B)

Chemical shift (ppm from TMS)



               ���������	
 ���
������������
����������
����������� RSA4680009

- 76 -

&��/(
�� 
1
H-NMR 7(+ TLC �,"-� ��($��$��(!@�7����&���-"�#$��)*����
��������#$����

A��-���� fresh BF �%�������+���A��#(@�$�%�"���#���(�����+>$������%�"����#=�)R�������<Z�%�

<(>��%�"��,������
&�%�-"�#$��)*�<
������<) )�������($��$��(#$�<%����%<%�&��������#$����A��-

)�+��� 14.2% w/w 
����� A�
�+#$�)�����#$����%<%�&�� fresh BF ��=����)�+��� 4.6% w/w 
��

��� >	��)�������($��$��(#$�<%�&�� fresh BF �$�"��<�-7�-���
	;���,(��
�+
�� BF #$�7��<%�&���;=�

����% )�������($��$��(#$��@������!<%���,��&�����������"��������(�<)A� fresh BF ��-��<��?���

������#$����A��-A��)�������($��$��(�@��"-�#$�<%�&�� fresh BF >	����&��������&��7�(-�#$�7���-�����

��-� ������%��($��$��(&�����7(+ BF #$��-"����)�+��,%�"��-"�#$�<�-A�-���

�B���� 7.2 RP-TLC �������7���
�� (A) ������#$����A��-: 7!"#$� 1 unsaponifiable lipid 7(+ (B) fresh

BF: 7!"#$� 1 �-"�#$��)*�<
���#�;���% 7!"#$� 2 unsaponifiable lipid 7(+7!" M ��($��$��(����F��

-
-
-

-C50

-C80
-C90

-

-S.F.

1  M M  1  2

C10

C15-
C20-

C50-

C80-
C90-
Ori.

S.F.-

(A) (B)
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� 	��8�	��0�����"0��	 unsaponifiable lipid,�
�&����� GPC

��($��$��(!@�7��<%�&�� unsaponifiable lipids 
��#�;�������#$����A��-7(+ fresh BF �%�

�#���� GPC #$��-�%�"������(���'#$��$ exclusion limit ��=�&�!	� 30,000 �B���� 7.3 7�%������+&����"


���;=��������(��(
�� unsaponifiable lipids 
��������#$����A��-7(+ fresh BF ������#$�,��,��($��$

��(-18 7(+0��'��>�( ��������!#$�&+��?�<%�"-��$��-����������-"�
���;=��������(��(#$�7���-��#$�<%�

&����($��$��(#$�7��<%�&�� unsaponifiable lipids &��#�;�������#$����A��-7(+ fresh BF �������&����

�#$�,��,��($��$��(-18 �;=��������(��(��($���%�&=��"�
�� unsaponifiable lipids &��������#$����A��-

7(+ fresh BF �%�)�+����#-���, 1269 7(+ 1209 ���(=�%�,>	����%�(�����,��($��$��(#$��$�����"

����"-���;� �;=��������(��(��($���%�&=��"�#$� 431 7(+ 432 
�� unsaponifiable lipids &��������#$����

A��-7(+ fresh BF ���(=�%�, ��%"-��-�&+�)*���($��$��(#$��$�����;� (�C20) ��-��<��?��� ���#$��$�;=�

�������(��(��=���� ( nM = 2.32�10
4
) !@��,A� unsaponifiable lipid &��������#$����A��- >	���"���@-��,

��($��(�%�������+���7�-�����!7�����<%�����(��%�"��#������(���'�����������00�
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Log MW

2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0

(A)

(B)

(C)

�B���� 7.3 �����+&����"
���;=��������(��(
�� (A) ��($��$��(����F�� (��($��$��(-18 7(+ #����'-

#����'-0��'��>�() 7(+ (B)-(C) unsaponifiable lipids &�� fresh BF 7(+������#$����A��-���(=�%�, �%�

�#���� GPC

%��#$�<%��(-�"<"�
������ ���7(+����;=��������(��(#$�7��<%�&�� unsaponifiable lipids 
�� fresh

BF 7(+������#$����A��-���(=�%�, �;=��������(��(�-��8 #$�7��<%�&+!@��=���#=�A���
��
��7(+��"&"�%

�"��,����#��y%�"��#���� 
1
H-NMR  �B���� 7.4 7�%� 

1
H-NMR ��)�����
������;=��������(��(#$�7��<%�

&�� ��)�����
������;=��������(��(#$�7��<%�&�� unsaponifiable lipids 
��������#$����A��-%�"�

�#�������7��%�"� GPC �)�$�,�#$�,��,��)�����#$�<%�&����"��-���-��#=����7�� &+��?���-����%�&�

"-���CC��#$�����+�&�+&�
����-"�<��>��$�#$� 1.764, 2.219 7(+ 5.282 ppm A� fraction #$���	��7(+

��� �-"� fraction ��%#��� ( nM = 431) &+�$)�����
����($��$��(���� A�
�+#$��-"�#$�<�-A�-����$���

������<%�&����CC��#$� 0.8-1.4 ppm >	���)*��"�<
��� A�#���%$�"��� fraction #$���	��
��

unsaponifiable lipid 
�� fresh BF )�+��,%�"���($��$��( A�
�+#$� fraction ����$)����������&��)�
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��� %����;���($��$��(#$�7��<%�&��������#$����A��- (fraction 2) 7(+ fresh BF (fraction 1) &+�=�<)#=�

���"�����+�'���������#��%���)(��������� �"�#�;��-"�
������;=��������(��(��=�#$�<%�&��������#$����

A��-

�B���� 7.4 
1
H-NMR ��)�����
�� (A) unsaponifiable lipids 
��������#$����A��-7(+ (B)-(D) ���70��

��� ��� Fr. 1 ( nM = 2.32x10
4
), Fr. 2 ( nM = 1.27x10

3
) 7(+ Fr. 3 ( nM = 431) ���(=�%�, #$�<%�&�����

7��%�"��#���� GPC 
�������"��-�� (A)

� 	��8�	��0�����"0��	 unsaponifiable lipid,�
��"0
��/ Silica gel 60G

��($��$��(�$��,������(+(��A���"#=�(+(�����#�$�'#$��(����(	������,A�<
��� �$������"-���

($��$��(�����!7��<%�&�� unsaponifiable lipids �%���(���'�����������00� ��� Silica gel column

ppm 0.01.02.03.04.05.0

(A)

(B)

(C)

(D)

-CH3

-CH2
=CH

Chemical shift (ppm from TMS)
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%����;�&	�(+(���-"� unsaponifiable lipid 
�� fresh BF A��Z��>�7(+��(%(���(���' Silica gel 60G

������&�����(+(��A��"���$
�;"�-����� ���)�+��,7�-(+���%&+!@��+���&����(���'%�"����������"��

�
��
��
��<%��#�( �$�#��'&���"���
��
�� 0-30% A��Z��>�7(+#=������"&"�%����$��@-
����($��$��(

%�"����"�����+�'%�"��#���� TLC &�� TLC ��������7���
��7�-(+70�����#$�!@��+������%�A����"

�=���#$�7���-�����&+7�%�<"�A��B���� 7.5

RP-TLC #$�A����"�=���/���+�"-���+>$���7(+�Z��>�#$�7�%�<"�A��B���� 7.5 (A) &+A��
���@(��$��"

��,���%
����($��$��(#$��"����"�-��8 ���)�+��,#$��$�;=��������(��(���>	���$���(��(#$�<�-�$
�;"&+!@�

�+�����&����(���'%�"��Z��>� ��($��$��(���(��(��"#$��"����"�-��8���&+!@��+������-��%�"�

�"���
��
��
��<%��#�( �$�#��')�+��� 1-2% 7(+ 3-5% >	�������!������<%�&��&�%��"A�(���,

�=�7��-�
�� solvent front A��B���� 7.5 (B) ��-��<��?��� 70�����#$�!@��+�����#$��"���
��
��
��<%��

#�( �$�#��' 1% %@������"-�&+�$���)�+��,#$�<�-�$
�;"&������,&�%#$��$�-� Rf 0.32 %��7�%�A��B���� 7.5 (C)

>	��,-��$;"-���($��$��(#$�<%�&���+%�"��"���
��
�� 1-2% <%��#�( �$�#��'����$����&��)�&������#��'��@-

���<)�"-���;� �(�����(��(#$��$�"����"
����($��$��(A��+%�,�(��!@��+�����%�"��"���
��
��

)�+��� 9-23% <%��#�(�$�#��'A��Z��>� ���)�+��,#$��$��@-7�(��Z�('����+��%"-�&+�$��@-A�70�����


��<%��#�( �$�#��'#$��"���
��
�� 9-29% ������#$�,��,��($<��>��$���%'#$��$��@-7�(��Z�(' ��� #����'-

#����'-0��'��>�( 7(+�>(���>�(%���B���� 7.5 (C) >	���$;A����?�"-�70�����#$�<%�&���"���
��
��
��<%��#�

( �$�#��' 24-29% &+<�-�$<��>��$���%'#$��$��@-7�(��Z�(' &�����"�����+�'%�"��#���� TLC �,"-���($�

�$��(�$��@-A�70������+%�"��"���
��
��
��<%��#�(�$�#��' 1-23% (��
�+
��&�%#$��(����(	����A�7�-

(+70�����!@��=����"���� ��� #$� 1-2%, 3-5% 7(+ 9-15% <%��#�(�$�#��' &����;��=�<)"�����+�'����

����� A�
�+#$�70�����#$� 6-8% <%��#�(�$�#��'<�-�=���"�����+�'������&���$)�������=�<�-��$�����-����

"�%
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�B���� 7.5 TLC ��������7���
��70�����#$��+�����&����(���' Silical gel 60G �%�A�� RP-TLC %�"�

��"�=��� (A) �Z��>�7(+�+>$���A�������-"� 9:1, v/v 7(+A�� TLC %�"� (B)-(C) �#(@�$�7(+

��#�(7�(��Z�('A�������-"� 9:1, v/v 7(+ �#(@�$���,�Z��>�A�������-"� 1:1, v/v ���(=�%�,

7!, A: #����'-#����'-0��'��>�( (C15), B: �>(���>�( (C45), C: ��($��$��(-17 (C85) 7(+ D: ��

($��$��(-19 (C95)

(A)

(B) (C)
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� 
�&�����/���������!"��0���"&�	��C���0�����"0��	���#���$�%�

��0�����"0���;,���	 fresh BF

%��#$�<%��(-�"
������ 70�����7��#$�7��<%� unsaponifiable lipid 
�� fresh BF %�"�

�#�������7���%� GPC &+�$��($��$��(�)*����')�+��, >	��&+�,��CC��
����#�(�)����A���@<%

��#�(7�((�(A��@)#����'7(+>��#$��=�7��-� 1.574 7(+ 1.681 ppm ���(=�%�, ������#$�,��,��CC��
��

��($��$��(-11 7(+��($��$��(-18 %��7�%�A��B���� 7.6 ����"-���;� ��CC���"���#$� 1.628 ppm !@���%

"-��)*���CC��
����#�(�)����A���@-#����'<��>��$�

�B���� 7.6 ��#�(�)����
�� (A) ��($��$��( (Fr. 1) 
�� unsaponifiable lipid &�� fresh BF #$�7��<%�

%�"��#���� GPC, (B) ��($��$��(-11 7(+ (C) ��($��$��(-18

A�#��������
��� ��CC��������&����@-<%��#�(7�((�(<�-�����!��"&"�%<%�#$��=�7��-�

17.6 ppm 
�� 
13

C-NMR ��)�����%��7�%�<"�A��B���� 7.7 ���<)�"-���;� ��CC��������&����@- C1-CH2

ppm 1.5751.6001.6251.6501.6751.7001.725

(A)

(B)

(C)

Chemical shift (ppm from TMS)

�(t)
�-t-t

t-t-c
�(c)

t-t-t
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A�#����'<��>��$��$�"���
��
��
����CC���@����������#$�,��,��CC��
��>��<��>��$�7(+ C5-CH3

A�#����'<��>��$� #�;��$;��&��������&������,�"���CC��&������&��)�

�B���� 7.7 
13

C-NMR ��)�����
����($��$��(&�� fresh BF #$�7��<%�%�"��#���� GPC

�����#$�&+
&�%����)��)����A������"��-�� ��($��$��(#$�<%�&�� unsaponifiable lipids 
��

fresh BF !@�7���%���(���'����������00� ���70�������� 1-2%, 3-5% 7(+ 9-15% <%��#�(�$�#��'

#$�<%�&�����7����($��$��(&�� unsaponifiable lipid 
�� fresh BF %�"� Silica gel 60G column %��#$�

<%����,��<"�7(�"�=���#=����"�����+�'��������� A�#$��$;��($��$��(#$��+%�"��"���
��
��
��<%��#�(

�$�#��' 1-2%, 3-5% 7(+ 9-15% &+7#�%�"� Fr. 1, 2 7(+ 3 ���(=�%�, �B���� 7.7 7�%� 
1
H-NMR

��)�����
�����70�����&�� fresh BF #$�<%��(��&��/-����(���' Silica gel 60G �����?�<%���%"-�70��

�����(-��$;�$���#$��$<��>��$�>	��7�%���CC��
����#�( ��#�($� 7(+��<#�'�)���� ������<%�"-���CC��

&�����)��)����#$��$<
����)*����')�+��,�$�"���
��#$�(%(�7(+<�-��?���CC��#$��=�7��-� 0.8-1.4 ppm

ppm 15.020.025.030.035.040.0

trans-C1 CH2

trans-C5 –CH3

cis C5-CH3

cis C4 –CH2

cis-C1 –CH2

Chemical shift (ppm from TMS)


