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Abstract
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This research project aims to detect anti HSV-1 compound from Spirulina
platensis by bioassay guided fractionation. The stability of the bioactive compound was

also tested. A study was also performed to formulate an S.platensis extract to be used

topologically.

The results from the study showed that crude lipid extract and crude hot water

extract of S. platensis had IC50 values against HSV-1 of 17.28 and 21.32 μg/ml,

respectively. Crude lipid was selected for further study on chemical structure analysis of

the bioactive compound, due to the amount present in the cell.  Purification of crude

lipid was performed using gel filtration chromatography.  The chemical structure of the

bioactive compound was studied using NMR, HPLC-MS and GC. It was found that the

chemical structure of the bioactive compound from crude lipid was sulfoquinovosyl

diacylglycerol, which has C18:2 and C16:0 esterified at sn-1 and sn-2 respectively, while

�-D-quinovose with sulfonic acid was found to link to the sn-3 position of glycerol

backbone. The anti HSV-1 activity was IC50 7.62 μg/ml, which was 2.3 times higher than

the activity of the crude lipid. Studies on formulation of the bioactive compound in order

to be used topologically, found that the formulae SE 002 (10% active compound) had

higher antiviral activity than ZEVIN cream (5% acyclovir). The stability of the EtOAc

extract and 3 formulations (SE 002, SE 003 and SE 006) showed low stability.

The crude hot water extract was found to be a polysaccharide with rhamnose as

the main sugar component.  Calcium and sulfate ions in this polysaccharide also had

major roles in the antiviral activity.

Keywords: Spirulina platensis, HSV-1, sulfoquinovosyl diacylglycerol
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1.1 ,��!&$�/+	-�,'9������/�����	
�

=�/�)%�����  ���%���Y?B��'
�%��!��	��%$-7����

 Herpes simplex �
���%/X�/�C��


�����
!A�'B
4��
CA��/�)%��   %�-B��	�����
B��/�'�
��������,%$-7�����A���
��  �����,

%$-7�%���%��,A?7��,��
7��'B/��*&)��
��)
-�(
��!� %$-7�%��� (Herpes simplex virus/HSV) �'���� 2

$��, �,�*�� HSV $��,�'B 1 (HSV-1) Y?B����=��%��,%������+����
��
B��/*&)���%�����;>/��

$���/��%/X�
���=�C�  *&) HSV $��,�'B 2 (HSV-2) �'B���=��%��,%������%����
��)
-�(
��!�%/X�


���=�C� [1, 2, 3] %$-7����

�'7��,����,����

�+

�,����  �'�)�)`���
�/�)��� 1-2



/,���  
4���
����%����'B��
��)
-�(
��!�:-�%/X������,������%(�

�(
���$��,��?B� 	�����


4���	�,�=$�*������,'������

 Herpes simplex $��, 1 *&) $��, 2 (����/�)$�$��
B��/

����&) 60 *&) 55 %���'�����,%$-7����

,
��&������&4�,
� [4, 5] A�)�'B=�/�)%��
��
9

�%����� �'��������� �'/�)$�$���,%$-7����

�'7:?� 60 &����� [6] �,�%���$��, primary �'B/��

*&)�'B��
��)
-�(
��!�	)�'����
%��,���Y74�/�)�������&) 15 *&) 70 ���&4�,
� [7, 8] ���

	���'7�����
�
,Y?B�%��,	�������,%$-7����

 Varicella-zoster ��(�����,���%$���
� �,�%�(�)

=�/�)$���
�����!*&)+��/����'B#����!���
���(���� 	��A����&A��+��/����'B���
�������	�
�"�

�'B
:��
����+����
� ��)����
�����
!A (����=�/�)%������'+��/����'B%/X������
�
,

/�)�������&) 0.4 [9] Y?B�/�)����,���� �����	)%/X������
�
,	4�����&����-B���=�*��

&)/> [5]

/�		!�
����������

�'B=$�=�����
�"����%���*&)��
�
, �,�*�� Acyclovir (9-(2-

hydroxyethoxy)methylguanine)  %/X�
��

�%���)��/�)%#� acyclic �'$-B�������������   

�Y��*��Y� (Zovirax) %/X����'B�'����*(��,��'�
7�*���
�/�)���*&)*����'�=$������%���'B

��,%$-7� *���������#����'7��%(�B�A?7��!�/>:?�/�)�������&) 20 ���/>  =�/�		!�
�/�)%������'

���=$��� acyclovir />&)������� 100 &������  �,�=$�=���/A������%�(�)�'B/>&)�������

30 &������ [5] *&)�'+��/���%('��
�������%����
7��'B�,��
�����
�"�,��� acyclovir %�-B��	����

�'7�'����*(����


������
�/��&���  (Spirulina platensis)  	
,%/X�
������
'%A'��*���74�%��� �'B�'�
��

#�(
��
4���
�+&��%(-B������� %(��)�'�/��'�%/X�����/�)���:?�����&) 60-70 [10] A�)

%,'���
��
��'
���'B�'/�)��$��=�*��A���#$����� ���*(��� 
!A#�( *&)=$�=�%��-B��
4����

%/X������� ����
�:! phycocyanin �'B�'���+&��=�%$��������=�$-B�A�� Lina blue [11] ���	��

�'7�
��'��,�A�
�	4�%/X��'B�����B��
� �-� ��,*����&���&���� (�-Linolenic acid, GLA) Y?B�=�

/�		!�
��'+&��#
��� GLA �����	4������=������&�,=���/A��%��-B��
4����*&)�����%
���


!A#�(	4�������  �,�*�&��A�� GLA �'B
4��
C�-� evening primrose,  black currents,

red currents,  gooseberries *&) borage [12] Y?B����=$�(-$%/X�*�&��+&��	)�'A��	4��
,,���
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�,���&*&)�
������%	��C%�����$�� A�)�'B%$-7���=��&!��A�� Mucor *&) Mortierella  �,�:��

=$�%/X�*�&��+&�� GLA %$���
� [13] *������!����+&��
���
7��'7%�-B��	�������%&'7��%$-7��'����

*(�*&)�'%
��=��4�=������!����+&��&4����    ,
��
7�	?��'����%/X��/�,�
���'B	)�4�
������


�/��&�����=$�%/X�*�&��A�� GLA �,�������'�
��#�(%$��%,'���
�

%�-B��	�� polysaccharide �'B+&��	��*���'%�'����$��, �'����
4��
C�
7����,����!�


������*&)���*(��� [14, 15] *&)���$��,�,�:���4���=$�=����(
5��
4���
�%/X��
�Y'�

*���'%�'�%(-B�/����
����%��,�����,%$-7� (infection)  �,�(�� encapsulated  pathogen *&��

�
��'��)+����	
��&!���-B�(���� calcium spirulan (Ca-SP) Y?B�%/X� sulfated polysaccharide =�


������
�/��&����'���������%$-7� HSV-1 *&) HIV-1 (human immunodeficiency  virus type

1) �,��'���  IC50  %/X�  9.7 � 0.79   *&)  9.3 � 1.7 �������
������&&�&���  ���&4�,
�

�,�(����  calcium ion  *&)  sulfate  group �'
���
4��
C�'B�4�=�� polysaccharide �'�����

����%$-7�,
��&��� [16] *&)�
�(���� aqueous extraction A��
������ 
�/��&����'B�'

polysaccharide %/X�����/�)�������,����'���������%$-7� HIV-1 �,��'���  EC50  �����)�����

0.3 *&) 1.2 �������
������&&�&���  ���	���'7
��
�
,=�
���A�� water soluble A��


������
�/��&����'B����%A��A�� 1 ��&&���
������&&�&��� �'���������%$-7� HSV-1 =� HeLa

cells  �,�
����:�
��
7����

�%���)�� Specific protein A�� virus *&)����'+&��)��������



�%���)���/��'�=� host cell  =����'�'B%���
��
�
,=���
�%Y&&�#��=�%�&� 3 $
B���� ����

%��,��� infection  [17] Baojiang *&)��) (���� polysaccharide 	��
������
�/��&���


����:%(�B�/�)
����#�(����4����A���)��#����!���
�=�����,� [18] A�)�'B Mishima *&)

��)(���� calcium spirulan 	��
������
�/��&���
����:�
��
7�����4����A��%���Y��

heparanase =�%Y&&�%�-7�����,� [19] 
4���
�=�
���A�� lipid (���� 
��
�
,	��
������
'

%A'��*���74�%��� Lyngbya  lagerheimii *&) Phormidium tenue Y?B��' sulfolipid %/X�����

/�)�������/�)�������&)10 �'�����%/X�
�� anti-AIDS =� CEM, MT-2, LDV-7 *&) C3-44

cell line [20] Y?B�
�,�&����
��
�+&����?�"�A����)+���4���	
�����/0��
�����%�����&�'


������ ��)��
(����$'�#�(*&)%�����&�' ��������&
�%�����&�'(�)	��%�&�����!�'�'B

(���� �'
�����������������

 HSV-1 =�
��
�
,	��
������
�/��&����
7�=�
���A�� lipid

*&) polysaccharide ,
�������'B 1.1
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������/+ 1.1  +&������	
���!�
��
�����������������%$-7����

 HSV-1 A�� crude lipid    

*&) crude polysaccharide �'B
�
,�,�	��
������
�/��&���


�� Cytotoxicity to

Vero cell line (�g/ml)

IC50 ��� HSV-1

(�g/ml)

crude lipid

(CHCl3/MeOH:2/1)

crude lipid

(95% Ethanol)

polysaccharide

(hot water extract)

polysaccharide

(cold water extract)

>50

>50

>10

>10

15

15

2.5

2.5

%�-B�(�	����:?�%�����&�'���%(�)%&'7��
������
�/��&����'B����&!��A����)+����	
� �

�,�(
5��A?7��
7�
��+&=������!����%(�)%&'7��
������$��,�'7:��&� �'��
7�=�/�		!�
��'���"
�%��

$�#��=�/�)%��	4��������'B�4����%(�)%&'7��
������
�/��&������	4������=�%$��������

����*&��   ,
��
7�
������
�/��&���	?��'�
��#�(
���'B	)(
5��%/X��
�:!,��=����+&����������

�

%����,�%$��%,'���
�
�!��(�(C���      %�-B��,��4�����?�"�:?�
�����������������

	��


������
�/��&��������&)%�'�,����/
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1.2 �
�:!'�%
���3�������	
�

1. %(-B��?�"�����/�)������%��'A��
��
�
,	��
������
�/��&����'B�'������
��
7�%$-7� HSV-1

2. %(-B��?�"� stability A��
�����������
��
7�%$-7� HSV-1 �'B
�
,�,�	��
������
�/��&���

3. (
5���4��
�����#�����	��
��
�
,	��
������
�/��&���=���/*����'�%(-B�=$�=����

�,&������&����=�����
�"����%���

1.3 3��,3�3�������	
�

1. %��'��
��
�
,	��
������
�/��&���
4���
��4��/=$�=����%��'���4��
���

          �4����%(�)%&'7��
������
�/��&���%(-B��4���
�
, crude lipid *&) crude

polysaccharide 	���
7��
,%&-��
��
�
,%('��$��,%,'�� (�,�(�	����	���!�
��
��=����

������������%$-7� HSV-1 %/X�&4�,
�*��  /�)����
�
��
�
,,
��&��������'A
7����=����


�
,�'B���Y74�Y���*&)�,�/�����
��
�
,
��) %(-B�
��=���&!����	
�#����$�%#

$����%/X�+��%��'��

�4��
�����#�����

2. ��%���)��������/�)������%��'A��
��
�
,	��
�������'B������������%$-7����

 HSV-1

	������?�"�%�-7����� (������'B 1.1) (���� 
��
�
,�
7�=�
��� crude lipid *&)

crude polysaccharide �'B�,�	��
������
�/��&����'���������%$-7����

�'B���=��%��,���%���  ,
�

�
7�=������	
��'7	)%��B��?�"�
��
�
,=�  2  
���,
��&������� *&��	?�(�	����%&-���?�"�%(-B�

������/�)������%��'A��
��
�
,%('��$��,%,'���'B%���)
�

 2.1 Crude Lipid

                 %�-B��	���'��������� sulfolipid �'B
�
,�,�	��
������
'%A'��*���74�%����'�����

%/X�
�� anti-AIDS *&) anti-cancer ,
��
7���	%/X��/�,���� 
��������������%$-7� HSV-1

A�� crude lipid ��	����=�
���A�� sulfolipid ,���%$���
� ,
��
7�=������	
�	)�4����*��

crude lipid 	��
������
�/��&������%/X� lipid class ���� � ,���%������������������`>

*&)�4�������	�����������%$-7� HSV-1 =�*��&) lipid class 	���
7�=$�%�������� NMR

LC-MS *&) GC  %(-B����	��*&)(�
�	��
�������
����A��
��,
��&���

 2.2 Crude Polysaccharide

         �4����*�� crude polysaccharide 	��
������
�/��&������%/X� fraction   

���� �  ,���%������������������`>  *&)���	���!�
��
��=����������������%$-7� HSV-

1 A��
��=�*��&) fraction
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           2.3 ��,*����&���&���� (�-linolenic acid, C18:3, GLA)

                %�-B��	�� GLA %/X�
�����������
���?B��'B�'����&���:?��
���������  =����=$�

%/X� anti-inflammatory Y?B�=� crude lipid A��
������
�/��&����' GLA %/X�����/�)���:?�

����&) 20-30 A����,�A�
��
7���,  A�)%,'���
��������/0��
�����%(�)%&'7��
������

��������&
�%�����&�'(�)	��%�&�����!�'  �,��4�����&��(
��!�
������
�/��&���
��(
��!�

/��� (
��(
��!� C1) �,�
������
��(
��!��'B���
���� GLA �-� 
��(
��!� I30/1 ,
��
7�	)�4����


�
, crude lipid 	��
��(
��!�,
��&���A������ %(-B��4��/�,
�������������%/X�
������%$-7�

HSV-1 %/�'��%�'���
�
��(
��!�/����'B�' GLA %/X�����/�)���A�� lipid Y?B���	%/X�A����&�'B

���$'7�,���� GLA �'
���$���=��������%$-7� HSV-1 ��-����

3. ����,
���������
�A��
��
�
,	��
������
�/��&����'B������������%$-7����

 HSV-1

          �4�����,
�� 2 
#��) �-� 
#��)%��� (�!��#��� 45 ����%Y&%Y'�
 ����$-7�



�(
��� 75 %/���%Y����) *&)�!��#��������������
��/  �,�
!��%����
������A��
��
�
,�
7� 2


#��)�'B$����)�)%�&����� � ���,
���������
����%��'  �,������%���)����/�����
��


4��
C=�
��
�
,�'B������������%$-7� HSV-1 ����
7��4�
��
�
,,
��&��������	
���!�


��
�����������������%$-7� HSV-1 �,����' colorimetric assay ,���

4. ����
7��4��
�����#�����A��
��
�
,	��
������
�/��&���=���/*����'�

          4.1 Preformulation %/X�A
7��������?�"������4�����
7��4��
���  �
7��'7%(-B��?�"��!�


��
��������#�(*&)���%��'����
7��!�
��
���-B� � �'B%�'B��A����
�����
7��4��
���

                 4.1.1  ����,
�����&)&��A��
��
�
, lipid 	��
�������,�=$��&
��������

� %$�� �,����%����
��4�&)&��$��,���� � %$�� �74�  ethanol   *&) propylene glycol

%/X����  �,����/�
�����%/X���,-,���,����
`%`����'B%���)
�  *&)/��-��,����%���
��

&,*���?�+�� %$�� Tween 60 *&) Cremophore  %/X����

                 4.1.2 ���%(�B��������
�A��
��
�
,%�-B�����=���/
��&)&��  %�-B��	��
��


�
, lipid 	��
������
�/��&�������
7�
���-B� � =��4��
����'����
�����'B��	%��,/0�������

hydrolysis *&) oxidation �,����� ,
��
7�%(-B�&,/�C��,
��&���	?������'���%���
���'B�'�!�


��
��$���%(�B��������
�&��/,���

          4.2  Formulation ����
7��4��
�����/*����'��,�=
�
��
�
, lipid 	��
������

5. ����,
���������
�A���4��
����'B=
�
��
�
, lipid 	��
������ ,4�%������%$��%,'���
�

����,
���������
�A��
��
�
,	��
������
�/��&���
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1.4 &$�/+������	%����
�	�������	
�

1. �����&!��A��
��%��'�'B���������
��
7�%$-7� HSV-1 �'B(�=�
������
�/��&���

2. �������  ��,*����&���&���� (�-linolenic acid, GLA) �'B(�=�
������
�/��&����'
���

$���=��
��
�
, crude lipid ������������%$-7� HSV-1 ��-����

3. ����
�������
�������%��'A��
��
4��
C�'B���������
��
7�%$-7� HSV-1 �'B(�=�
������

    
�/��&���

4. 
����:%��'��
��
�
,�'B�'�������
�
4���
�=$�=�����
7��4��
���

5. ����/�		
��'B%���)
�=����%����
�"�
��
�
,	��
������
�/��&���%(-B�=$�%/X��
�:!,��=�

���%��'���4��
�����#�����

6. 
����:�
7��4��
�����#�����A��
��
�
,	��
������
�/��&���=���/*����'��'B�'����


�����  �'�������
� *&)�'���/&,/&����
����'B,'
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���/+ 2

��"0/#$%�����	
��/+,�/+��3���

2.1 
������
�'��$��� (Spirulina platensis)

Spirulina platensis ��-� Arthrospira platensis [21] %/X�
������
'%A'��*���74�%���

(cyanobacteria) �'B
����:

�%���)��*
��,� 	
,����=� Phylum Cyanophyta  Family

Oscillatoriaceae &
�"�)%/X�%Y&&��&��%Y&&� (multicellular) %�'������
�%/X�
�����

(filament) *&)��,%/X�%�&'��%�'����� trichome ,
���/�'B 2.1 ����' heterocyst %Y&&��'%
��+��

������&��/�)��� 1-12 �����%��� +�
�%Y&&�/�)���,��� outer membrane *&) plasma

membrane Y?B�*�����	���
��,�$
7�A�� peptidoglycan  %	��C%������,����*���%Y&&�%���

�
7� ����'���%�&'�
*&)�&���(&�
�� ����
�:!�'B=$�=����

�%���)��*
��-� �&���`�&&� %�

(chlorophyll a) *����'���,� (carotenoid) *&)�`����&��Y� (phycobillisome) �'B/�)���

,����`���Y����� (phycocyanin) *&)�
&�&�`���Y����� (allophycocyanin) �,�����
�:!

%�&���'7(��������%�� thylakoid membrane [21, 22] �4������'B=���)������:�����,

��%&������=���)������

�%���)��*
�  
������
�/��&���(��,��
B��/�
7�=��74�	-,  �74������

�74�%���  ����
7��)%&
��=�*�`����*&)�%������'B�'�������%/X�,���
�� [23]

��'�/+ 2.1 ��/����&
�"�)A��
������
�/��&��� (Spirulina (Arthrospira) sp.) [21]

            *
,�A��, 20 �m
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         ����/�)������$'�%��'%/X�A����&�'B���$'7:?��
��#�(A��
������
�/��&����,�%/X������

,'  	������'B
������
�/��&����'/�����A���/��'�
��:?�����&) 60-70 *&)�'����/�)���

A��
��$'�%��'�'B	4�%/X�������������!"���'��&��$��, 	?��,�:���4���=$�%/X��������!"��*&)

�����

��������*(���&��      ������'B 2.1 %/�'��%�'������/�)������$'�%��'A��
������


�/��&����
�
������$��,�-B�

������/+ 2.1 ����/�)������$'�%��'A��
������$��,���� � (����&)A���74���
�*���) [24]

$��,
������ �/��'� �A�
� ��������%,�� ��,����&'���

Spirulina  platensis
Spirulina  maxima
Chlorella  vulgalis
Scedesmus obliguus
Synechococcus sp.
Prymnesium  parvum

46-50

60-71

51-58

50-56

63.0

28.45

4-9

6-7

14-22

12-14

11.0

22-38

8-14

13-16

12-17

10-17

15.0

25-33

2-5

2.9-4.5

4-5

3-6

5.0

1-2

���	���'7
������
�/��&����
��'��,*����&���&���� (�-linolenic acid, C18:3, GLA)

Y?B�%/X���,�A�
��&
�$��,��?B�=���,�A�
��
7���, �,��' GLA ����/�)�������&) 20-30

A����,�A�
��
7���, [25]  �'������	4��������'B�&���:?������A�� GLA �
7�*��A��

�#$�����  ���*(���  *&)
!A#�(  �,� Ciferri �,�%
��=���4�
�/��&�����=$�%/X�*�&��+&��

��,�A�
������B��
� �,�%�(�) GLA %�-B��	���'/�����A�� GLA 
�� ���%(�)%&'7������!�����

��	�$'���

7�*&)%���%�'B���,���,%��� [26] A�)%,'���
�=�
������
�/��&����
��'����
�:!�`��

�Y����� Y?B�	
,%/X�
��%��'�'B�'�
��#�(
��=�%$��������  �,�=�/�		!�
����"
� Dainippon Ink

& Chemicals,  Inc  �,�+&���`���Y�����#��=��$-B� Lina-blue %(-B�=$�%/X�
'+
������=�

/�)%��C'B/!��  �'��
7��
��'����?�"�+&A���`���Y������
��)��#����!���
�A���������(����


�B��'$'����'B����#�����
�:!$��,�'7�'�
��������,	������)%���
�������&!���'B����,�����#�  �,�,�

	����	����A��%Y&&�%��,%&-�,A�� [27]   *&)�
�
����:�
��
7����%��, inflammation =����

�,� [28, 29]  �'�!�
��
��%/X� anti-oxidant *&) free radical scavenger ,��� [30] ���	���'7

�`���Y��������
!����
��'�!�
��
��%/X�
��%�-��*
�  	?�
����:�4���=$�/�)��$��%/X�
��

��,��� [31, 32]   	���'B�&�����A������ %����,����
������
�/��&���%/X�
�������'B�'�
��#�(


��=�%$��������



9

2.2 $�';�#$%����3�
�<��=����#���/,�/�

/�)%#�A�� lipid �'B(�=�
������
�/��&���
���=�C�	)����=���/ glycerolipid :?�����

&) 40 �,�
���=�C�/�)����/,�����,�A�
� (fatty  acid) �'B	
������
��&'%Y&��& (glycerol)

*&)�' sulfolipid ����/�)�������&) 2-5 
4���
� glycerolipid �'B(�=�
������
�/��&���
���

=�C�/�)���,���  4  $��, (,
���/�'B 2.2) �-�

1. Monogalactosyl diacylglycerol (MGDG)

2. Digalactosyl diacylglycerol (DGDG)

3. Phosphatidyl diacylglycerol (PG)

4. Sulfoquinovosyl diacylglycerol (SQDG)

CH2O C

O

R1

C HOC

O

R2

CH2O

O

HO

OH

OH

CH2OH

CH2O C

O

R1

C HOC

O

R2

CH2O

O

HO

OH

OH

CH2O

O

HO

OH

OH

CH2OH

CH2O C

O

R1

C HOC

O

R2

CH2O P

O

O-

O CH2

HCOH

CH2OH

Monogalactosyl diacylglycerol
(MGDG) Digalactosyl diacylglycerol

(DGDG)

CH2O C

O

C HOC

O

R2

CH2O

O

HO

OH

CH2SO3
-

OH

R1

Phosphatidyl diacylglycerol

(PG)

Sulfoquinovosyl diacylglycerol

(SQDG)

��'�/+ 2.2  ����
������%&�!&A�� glycerolipid =��Y����*���'%�'� [33]

             R1 *&) R2 �-� ��,�A�
�
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             *&)�'����/�)�������A��&�/�, �-� Monoglucosyl diacylglycerol (GlcDG) Y?B�

glycerolipid %�&���'7	)��)	���
�����=�%��%���$��,���� �   �,� MGDG �'/�������?B���?B�

A�� glycerolipid �
7���,  A�)�'B DGDG SQDG *&) PG �'/�����*�������
��/A?7������
�


��(
��!�*&)
#��)=����%	��C%����� ,
�*
,����=�������'B 2.2 *&)�' GlcDG ���%�������&)

1 [33]

                 ������/+ 2.2  ����/�)���A�� glycerolipid $��,����� =�
������
�/��&��� [34]

Lipids mole % of total lipids

MGDG 47

DGDG 16

SQDG 17

PG 20

       Glycerolipid %/X�
���/�)���A��%��%��� 
���=�C�����=���/A�� membrane

bilayer =� thylakoid membrane A���Y����*���'%�'� glycerolipid 	
,����'����
4��
C���

����4����A���/��'��'B�������%��%��%��� ���	���'7 glycerolipid =��&���(&�
��A��(-$

$
7�
��*&)=��Y����*���'%�'��'����
4��
C�������
�"�
#�(�)�� photosynthetic

electron transport �,� SQDG 
��%
�������4����A�� ATP synthase *&) MGDG �?,��,

�
� photosystem II (PSII)  reaction center complex [35]  �,��!�
��
��������#�(

(physical property) A��   glycerolipids   A?7������
����������B��
�A����,�A�
��'B	
������
�

�&'%Y���&,���(
��)%�
%���� [36]

%�-B��	�� glycerolipid �'B(�=�
������
�/��&���  /�)����/,����74���&*&)����

`�
%`� 	?��4�=��&�/�,�'&
�"�)%/X� amphipathic ,
��
7� �
��4�&)&���'B%���)
�������
�
,

&�/�,(���'7  	?����%/X��
��4�&)&���'B�'����%/X��(&���
��

��,�A�
��'B(�=��Y����*���'%�'� �,�*�� palmitic acid (C16:0), palmitoleic acid

(C16:1, �9
), stearic acid (C18:0), oleic acid (C18:1, �9

), linoleic acid (C18:2, �9,12
),

�-linolenic acid (C18:3, �6,9,12
), �-linolenic acid (C18:3, �9,12,15

) *&) stearidonic acid

(C18:4, �6,9,12,15
)  �,��
B��/��,�A�
�=��&!�� C18 �'��� esterify �'B�4�*���� sn-1 A��

glycerol =�A�)�'B��,�A�
�=��&!�� C16 �'��� esterify �'B�4�*���� sn-2 A�� glycerol [33]

,
�*
,�=���/�'B 2.3
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��'�/+ 2.3  �4�*����A����,�A�
�=��Y����*���'%�'�

         X  
����'B%/X� polar head A��&�/�, [33]

��,�A�
�	4�%/X��'B�'����
4��
C������������!"�� �-� polyunsaturated fatty acids

(PUFAs) �,�%�(�)��,&���%&��� (linoleic acid, LA, C18:2), ��,&���&���� (linolenic acid,

GLA, C18:3), dihomo-�- linolenic acid (DGLA, C20:3), arachidonic acid (AA, C20:4)

*&) eicosapentaenoic acid (EPA, C20:5) Y?B� GLA, DGLA, AA *&) EPA %/X�
���
7����

(precursor) A��
���&����������(��
��*�&�,�� (prostaglandins, PGs) Y?B�:��

�%���)��

*&)�&
B������	��%�-7�%�-B��&��$��,=��),
�����%A��A���B4� (1-2 ��&&���
� =� 24 $
B����)

[37] *&)�4������'B%/X��
�����!� (regulators ��-� modulators) ��)������
4��
C���� �

#��=�%Y&&� %$�� �&��A��*��,
��&��� ���

�%���)����%&
%����& *&)����
�%
����

A��%Y&&� [38, 39]  �������(� GLA =�������
B��/  *�&��A�� GLA �'B
4��
C�,�*�� �74��
��'B


�
,�,�	��%�&�,A�� evening primrose Y?B�(� GLA ����&) 8-12 A����,�A�
��
7���,�'B�'

����=��74��
� [12, 39] *���'A��	4��
,=����=$�%�-7��'B=����%(�)/&����� ����!�=����%���%�'B��


�� 
���=��� %$�� Mortierella sp. 	)�' GLA ������������&) 15 A����,�A�
��
7���,*&)

%/X�%
��=�	?��4�=������!����+&���,�&4����*&)�'���/)/�A����,�A�
�$��,�-B� %$��

stearidonic acid (C18:4) *���'�&!����	
��,�(
5�����'���
�
,%(-B�%(�B�/����� GLA =���$��,

�'7 [40] 
4���
�
������
'%A'��*���74�%���$��,�-B� � %$�� Microcystis aeruginosa �' GLA

/�)�������&)  33  A����,�A�
��
7���, [41]  *�����%���)
4���
��4�������#�%(��)%/X�

�'B�����,��
B��
����
������$��,�'7+&��
�� microcystins Y?B�%/X�
��(�"/�)%#�

heptapeptide [42] A�)�'B Synechocystis PCC 6803 �' GLA /�)�������&) 13 A����,�A

�
��
7���, [43]  Y?B��'/������B4�%�-B�(�	����%�'���
�
������
�/��&���   A�)�'B
������


�/��&����' GLA %/X���,�A�
��&
�$��,��?B�=���,�A�
��
7���,  �,��'����/�)�������&)

20-30 A����,�A�
��
7���,��-�����&) 1.5 A���74���
�*��� [25]   Ciferri �,�%
��=���4�


�/��&�����=$�%/X�*�&��+&����,�A�
������B��
��,�%�(�) GLA  %�-B��	���'/�����A��

GLA 
�� ���%(�)%&'7������!�����  ��	�$'���

7�*&)%���%�'B���,���,%��� [26] �'��������� GLA

$���=����&,�),
���%&
%����&�,�,'������,&���&����      �������#� GLA $����4��
,�
�"�

C18 (sn-1)

C16 (sn-2)

X
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������� � %$�� ���A���
�%
� ������� ����
�=	 *&)&,�),
���%&
%����&=�+��/����'B�'�),
�

��%&
%����&
��   ���	���'7�
��'����4� GLA ��=$�=��!�
������%��-B��
4����,���  *&)�'

��������� 
����:=$� GLA ��-���,�A�
������B��
��-B� � �����
� interferons =�����4��
,

�
�"������,%$-7����

 ����)%��� *&)������
�%
����� � [44]

2.3 Herpes simplex virus (HSV)

Herpes simplex virus 	
,����=� genus Simplexvirus subfamily

Alphaherpesvirinae family Herpesviridae A��,%
��+��������&�� 150-200 ����%��� �'

������� 80 $��, *���'B���=��%��,���=���!"���'���� 8 $��,,����
� �-� HSV $��,�'B 1-8  A�)

�'B%$-7����

Y?B����=��%��,���%����'���� 2 $��, �-� Herpes simplex virus $��,�'B 1 (HSV-1) *&)

Herpes simplex virus $��,�'B 2 (HSV-2) ����
����A�� HSV virion /�)���,��� 4 
���

�&
� �-� 1. electron-opaque core �'B/�)���,��� viral double-stranded DNA  2.

icosahedral capsid  3. intermediate phase ��-� tegument �'B/�)���,��� additional viral

proteins *&) 4. outer membrane viral glycoproteins [45] ,
���/�'B 2.4

��'�/+ 2.4 ����
����A�� HSV virion (A) *&) genome organization (B) [45]
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Genome A�� HSV �'A��,����A���=�C�/�)���,���/�)��� 150,000 basepairs

[46] Y?B�	)*/&��

=���'�����������'B
!, 80 �'� #��=� genome /�)����/,��� 2

segments �'B%$-B������
�*��(
��)����%&��� �-� 
����'B%�'����� Long (L) *&) Short (S) �
7�

�'7A?7������
� relative  length �,�*��&) segment /�)���,��� sequence regions �'B%�'�����

UL ��-� US �'B�'&
�"�)%/X� inverted repeat sequence [47]

2.4 
��

�,���%���/+<)�<��
�"�����/+,���	��,)*B� herpes simplex virus

Acyclovir (ACV) %/X�
��

�%���)��/�)%#� nucleoside  analog $��,��?B��'B�'�
��

#�(*&)�'����	4�%(�)%	�)	�
��=�����
��
7���� replication A�� herpes simplex virus �
7�

=�%Y&&�*&)=��&�,�,&��  �,�	)�
��
7�%�(�)����4���� herpes simplex virus  =�%Y&&��'B

:�� infect ,��� HSV %����
7� (����'+&A���%�'�����%Y&&��'B���:�� infects)  [48, 49]

��'�/+ 2.5 ����
���� Acyclovir [50]

����4����A��   acyclovir  *
,�,
���/�'B  2.6 �-� A
7�*�� acyclovir :��%/&'B��=������

=���/ acyclovir  monophosphate (ACV-MP)  �,����
�����4����A��%���Y�� thymidine

kinase  [49, 51] 	���
7�	)%/&'B���/����=���/A��  acyclovir  diphosphate (ACV-DP)  *&)

acyclovir  triphosphate (ACV-TP)  ,���%���Y��  guanosine monophosphate (GMP)

kinase *&) phosphatase �'B����#��=�%Y&&� [52]   %�-B� ACV :��%/&'B��=������=���/ ACV-TP

Y?B�%/X�����
�����'B���������4�/0������� ,
��
7�	?�$
��4�=��%��,/0�����������
��
7�*��*A��A
�

�
�  deoxyguanosine  triphosphate (dGTP) =����%/X�
���
7���� (substrate) %(-B�	
��
�

%���Y�� DNA polymerase A�� HSV *&)���%A���
�
�� DNA primer template �4�=��

N

HN

N

N

O

H2N

CH2OCH2CH2OH
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/0������� chain elongation ���
����:,4�%�������/�,�%(��)A�,/&�� 3’-hydroxyl ,
��
7���

���A�� ACV-TP �-��
��
7�����4����A��%���Y�� DNA polymerase  [53, 54]

��'�/+ 2.6 *
,� DNA chain termination

%�-B�
�� acyclovir :��%/&'B��

%/X� acyclovir triphosphate

[55]
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             ���	���'7=�/�		!�
��,��'���(
5�����
��'7A?7���%/X��
���=��� � %$�� Valacyclovir,

Ganciclovir,  Penciclovir,  Famciclovir *&) Foscarnet %/X����

Valacyclovir %/X���!(
���A�� acyclovir Y?B��,�	��/0������� esterification A�� L-

valine %A���'B���� hydroxyl A�� acyclovir [56] ,
���/�'B 2.7 #���&
�	��%A��
���������*&����

$��,�'7	):��%/&'B��=������=���/A�� acyclovir �������,%����,�����4����A��%���Y��

valacyclovir hydrolase �'B����=���)%(�)�����*&)�
�  valacyclovir �,��
����(�
�	��*&������'

/�)
����#�(=�����
�"�����'B%��,	�������,%$-7��,�%$-7� herpes simplex virus *&)

varicella-zostervirus $-B���������� �-� Valtrex  [57]

��'�/+ 2.7   ����
����  Valacyclovir [50]

Ganciclovir  �'����
����*������	�� acyclovir ����'B�'���%������� hydroxymethyl

�'B�4�*�����'B 3 A�� acyclic side chain [58] %�����&�Y?�*&)�&������4����	)%��-���
�

acyclovir  *��	)%/X�
���
7���� (substrate) �'B,'
4���
�%���Y�� phosphotransferase *&)�'

��?B�$'��� (half life) �'B�������-� %�-B�%�'���
� acyclovir *&��
4���
���?B�$'���A��  ganciclovir

triphosphate  ����������'B
!,/�)���  12  $
B����  A�)�'B  acyclovir triphosphate  *��

/�)��� 1-2 $
B����%����
7� [59]

N

HN

N

N

O

H2N

CH2OCH2CH2O C

O

C

NH2

CH(CH3)2

H
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��'�/+ 2.8 ����
����A�� Ganciclovir [50]

Penciclovir �'����
�����&����&?��
� ganciclovir *�������
��-� �'���*���'B,���

methylene bridge ether oxygen =�
���A�� acyclic ribose A����%&�!&   ,
���/�'B  2.9    �'

%�����&�Y?�*&)�&������4����%��-���
� acyclovir [60]   Y?B�	������?�"�=��&�,

�,&��(���� ��$��,�'7
����:�
��
7�����4����A�� herpes simplex virus $��,�'B 1 *&)

$��,�'B 2 ����
7� varicella zoster virus ,���%$��%,'���
� acyclovir [61]

��'�/+ 2.9  ����
����A�� Penciclovir [50]

Famciclovir �-� diacetyl-6-deoxy analog A�� penciclovir �'����
����,
���/�'B 2.10

#���&
�	��%A��
���������*&��	):��%/&'B���/����=���/ penciclovir �,�/0�������

deacetylation =���)%(�)�����  %&-�,*&)�
�  A��,'A����$��,�'7�-� ,�,Y?�,'����*&)%�-B�����

=���/�'B(����	)�4�/0��������-� penciclovir triphosphate �'��?B�$'��� (half-life) �'B����A������

%�-B�%�'��%/�'���
���$��,�-B� 	
,%/X����'B�'/�)
����#�(
��=����������������%$-7����

�,�

N

HN

N

N

O

H2N

CH2CH2 CH

CH2OH

CH2OH

N

HN

N

N

O

H2N

CH2OCH

CH2OH

CH2OH
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�
�/�)���*�� 1 ��
7�����
���%('��(� [62]  famciclovir �'/�)
����#�(=��
��
7��
7� genital

herpes [63] *&) herpes zoster infection [64]

��'�/+ 2.10 ����
���� Famciclovir [50]

Foscarnet ��-� trisodium  phosphonoformate %/X� organic analog A�� inorganic

pyrophosphate �'����
����,
���/�'B 2.11 %��)��,�
� viral DNA polymerase �'B

pyrophosphate-binding site  �,�$���/����
����*���
�A�� pyrophosphate 	��

nucleoside triphosphates *&)$����
��
7�/0������� primer-template extension [65] 	�����

�?�"��,&������&�����,�(�
�	��*&����� foscarnet �'/�)
����#�(=�&�%�'���
� ganciclovir =�

���=$��
�"�����'B%��,	��%$-7� cytomegalovirus *&)�'/�)
����#�(
��
4���
�=$��
�"�����'B�'


�%��!	�� herpes simplex viruses �'B,-7��� acyclovir [66]

N

HN

N

N

O

H2N

CH2CH2 CH

CH2 O C

O

CH3

CH2 O C

O

CH3
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��'�/+ 2.11  ����
����A�� Foscarnet [50]

���	�� nucleoside analog ,
����&)%�'�,�'B�&������A������*&�� �
��'
��

�%���)��

/�)%#��-B� %$�� docosanol �'����
����%/X� straight chain alcohol /�)���,����������

22 �)���  
����:�
��
7����%(�B�	4����A�� herpes viruses �,��
7�=��&�,�,&�� (vitro)

*&)=�%Y&&� (vivo) [67, 68]   

������������%�-B�+��/���=$����'B

�%���)��A?7�,
��&���A������%/X�%�&������,����
� 

	)�'+&�4�=��%$-7� Herpes simplex virus �&��� 
��(
��!�,-7�����
����
7� � [66, 69, 70] 	?�

�4�=��%/X�A��	4��
,=����=$���,
��&���%(-B��
�"�+��/��� ,
��
7�	?�	4�%/X��������B��'B	)�����'���

(
5�����
�=��� � ����
7����������
��/�)���=��� � �'B�'�!�
��
��=��������%$-7����



[71] 
��
�
,�'B
�
,�,�	������$���	
,%/X��'����%&-����?B��'B�'�
��#�(

2.5 
���/+�/�!�
��
��<��������,)*B����

�/+���	���=����#���/,�/�

      2.5.1 Polysaccharide

  =�/> 1993 Hayashi *&)��) [17] %/X��
���	
���)*���'B�?�"�:?��!�
��
��=����

����%$-7����

A��
��
�
,,����74������'B�,�	��
������
�/��&��� �,�(���� 
��
�
,,
��&����'

�!�
��
�����������
��
7�%$-7� HSV-1 �,�=�$�������%A��A�� 0.08-50 ��&&���
������&&�&���

�,��'B����%A��A�� 1 ��&&���
������&&�&��� 
��
�
,�'7	)�'���������%$-7� HSV-1 =� HeLa cells

�-� 
����:�
��
7���)������ viral penetration �'B	)%A��
�� HeLa cells ����
7��
��
7����



�%���)�� specific protein A�����

�,�����'+&��)��������

�%���)���/��'�=� host cell

*&)����'+&�
��
7���)������%��)��,�
�%Y&&�A�����

 (virus attachment to cell) ��!�=�

���'�'B%���
��
�
,=���
�%Y&&�#��=�%�&� 3 $
B���� ����%��,��� infection  ���	���'7�
��,�

�4�����?�"�#��=�%Y&&��,��,&���
���� hamsters �'B:�� infect ,��� virus ,
��&��� (����

����'B�,��
�������'B�'
���/�)���A��
��
�
,�'7=�/����� 100 ��&&���
� *&) 500 ��&&���
�

������&��
�����
�  	)�'�
��������,$'���
��A?7�,���

  �����=�/> 1996 �
���	
��&!���'7�,��4�
��
�
, polysaccharide ,
��&������4�=��

���
!����A?7��,����' gel filtration ,�������4� polysaccharide ��*��+�����&
��� sepharose

3Na+
P C

O-

O

O-
O

O-

.6H2O
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6B (���� *��
���,� 3 fractions �-� SP-H-1, SP-H-2 *&) SP-H-3 *���'%�(�) fraction

SP-H-2 %����
7��'B�'�!�
��
������%$-7����

 HSV-1 �4� SP-H-2 ���4�=�����
!�������A?7��,�

+�����&
���A�� DEAE cellulose ion-exchange *&)��&
��� sepharose 6B �'���
7���?B�

A�)%,'���
��,��?�"��!�
��
�����%��'A�� SP-H-2 (���� �'�74���
���%&�!& (molecular

weight) /�)��� 2.6x10
5
 �,�/�)���,����74���& rhamnose, ribose, mannose, fructose,

galactose, xylose, glucose, glucuronic acid *&) galacturonic acid ���	���'7�
�(�Y
&

%`�����&) 3.24 %:������&) 12.17 *&)(�*�&%Y'��=�/������'B=�&�%�'���
�Y
&%`� *�����	

���(������%	�*
,��������'�/��'�%/X�����/�)���       Y?B�	������?�"��4�=���������

����
����A����%&�!&�'B�' chelation A��*�&%Y'�������/�)����
�����Y
&%`��'����	4�%/X�

���+&=����������������%$-7����

  �
7��'7%�-B��	��%�-B��4� polysaccharide �'B����'*�&%Y'��

*&)Y
&%`������	
���!�
��
�� cytotoxicity *&)�������%$-7����

 (���� 
��/�)����
7�


��%/X�(�"������%	��CA�� HeLa cells *&)�!�
��
��=�����
��
7�%$-7����

&,&� 	?�%�'��

sulfated  polysaccharide �'7��� calcium spirulan (Ca-SP) �,�
��
�
,,
��&���
����:

�
��
7����%	��C%�����A�� virus �&��$��, %$��  HSV-1,  HIV-1,  human

cytomegalovirus,  measles  virus,  mumps  virus  *&) influenza  A  virus  [72] �����=�

/> 1998 Lee *&)��) �,��4� sulfated  polysaccharide ���4�=�����
!�����,�=$�%��������

��&
�������������`> �-� �4�
����*��+��� sepharose 6B, DEAE-Toyopearl 650M *&)

Toyopearl HW-65 ���&4�,
� �,�%�-B�+��� sepharose 6B (���� 
��=� fraction �'B 2 (SP-

TSH-2) �'�!�
��
��=��������%$-7� HSV-1 
���'B
!, (�'��� IC50 0.78 �������
������&&�&���)

	���
7��4�  SP-TSH-2  ��+�����&
���  DEAE-Toyopearl 650M  �,�
�� 2 
��� �-� SP-

TSH-2-1 *&) SP-TSH-2-2 �,� SP-TSH-2-2 �'��� IC50 0.68 �������
������&&�&���  %�-B��4�

���4�=�����
!�����,�+�����&
��� Toyopearl HW-65 �,�
�� Ca-SP *&)��%���)����
�������


����(���� %/X�
�� polymer �'B/�)���,��� rhamnose, 3-O-methylrhamnose (acofriose),

2,3-di-O-methylrhamnose, 3-O-methylxylose,  uronic  acids  *&) sulfate �,� backbone

A�� Ca-SP %$-B������
�,���(
��) glycosidic *�� 1,3-linked rhamnose  *&) 1,2-linked

3-O-methylrhamnose units �,��'���� sulfate *���'B�'B��������4�*�����'B 4 A���74���&*&)�'

���������A��/&��
�� polymer %/X� 2,3-di-O-methylrhamnose *&) 3-O-methylxylose

Y?B��'�!�
��
��%/X� nonreducing [73]   *&)%�-B��4�����%���)������
�����,�=$�%�����

Electrospray Ionization Mass Spectrometry (���� �(&'*Y�����,�,
��&���/�)���,���

disaccharide 2 $��, Y74� � �
� �-� O-rhamnosyl-acofriose *&) O-hexuronosyl-rhamnose

(aldobiuronic acid) [74]

 ���	���'7�'����?�"�+&A�����%/&'B��*/&�����
����A�� Ca-SP �����	�������

����%$-7����

 HSV-1 �,����*���'B*�&%Y'�������,��������A���&�)$��,���� � %$��

�Y%,'�� (Na), �(*�
%Y'�� (K), *���'%Y'�� (Mg),  *�����'
 (Mn), %�&�� (Fe), *�,%�'��
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(Cd) *&) �)&���%�'�� (Al) %/X���� *&)%/�'��%�'��+&A�����%/X�
���
��
7����%(�B�	4����

A�� HSV-1 (���� ���*���'B*�&%Y'�������A�� Ca-SP ,����Y%,'��*&)�(*�
%Y'��

���������'+&����!�
��
��=�����
��
7�%$-7� HSV-1�
B��-� 
���'���������%$-7� HSV-1 =�&�%�'��

�
�*�&%Y'������� A�)�'B���*���'B,��������A���&�)$��,�-B� � �'+&=��/�)
����#�(=�

����
��
7�%$-7� HSV-1 &,&�  ���	���'7�����A���&�)���$��,�,�%�(�)*�,%�'��*&)%���

�'B%/X� divalent *&) trivalent 	)�4�=���!�
��
��=�����
��
7�%$-7� HSV-1 &,&������	4�%(�)

%	�)	� [75] =�/> 2002 Corona-Hernandez *&)��) (���� hot water extract (HWE) 	��

Spirulina maxima (S. maxima) �'�!�
��
��%/X�
���
��
7������,%$-7�	�����

�&��$��, %$��

HSV-2, pseudorabies virus (PRV), humancytomegalovirus (HCMV) *&) HSV-1 �,��'���

ED50 (50% effective inhibiton doses) %����
� 0.069, 0.103, 0.142 *&) 0.333 ��&&���
����

��&&�&��� ���&4�,
� �,�
��
�
,,
��&����'�!�
��
��%,��$
,=��������%$-7� HSV-2  ���	��

�'7�
��������
�� HWE 	�� S. maxima �
��
7�A
7����%��B����A����� infection A��

Herpesvirus �,��'+&�
��
7��
7���)������%��)��, (absorption) *&)���%A��
��%Y&&�A�����



(penetration) [76] Y?B�+&����,&���'B�,��&����&?��
�+&�����	
�A�� Hayashi *&)��) (=�

/> 1993) �'B(�=� S. platensis  ������������ �!�
��
��=��������%$-7����

A��
��
�
,	��

S. maxima *������	��
��
�
,A�� S. platensis ����'B
��
�
,�'B*���,�	�� S. platensis
	)�
��
7���� penetration A�� HSV-1 �,�����'+&�����)������ virus adsorption �'B	)%A��
��

Hela cells *��
��
�
,�'B�,�	�� S. maxima 	)�
��
7��
7� 2 ��)����������'B�,��&����� ���

	���'7�,��4����*��%(-B����!�&
�"�)A��
��
4��
C=� HWE �'B�'�!�
��
��=��������%$-7���

�

 HSV-2 �'B
�
,�,�	�� S. maxima �,�=$��
��4�&)&��$��,���� � =����
�
, *&)�4�
��


�
,�'B�,��/��%���)�����!�
��
��=��������%$-7����

 HSV-2 ,
�������'B 2.3

������/+ 2.3  �!�
��
���������%$-7����

 HSV-2 A��
��
�
,�&��$��,�'B�,�	��

                    S. maxima %�-B�=$��
��4�&)&������$��,�
� [76]

Solvent Cytotoxicity
a
 ID50

(mg/ml)

Antiviral activity
b
 ED50

(mg/ml)

Selectivity index

(ID50/ED50)

Hexane

Chloroform

Methanol

Methanol:water (3:1)

Hot water

2.7

1.95

6.9

37

37

No activity

0.14

0.13

0.1

0.3

-

13.9

53

370

123
a Cytotoxicity *
,�=���/A�� ID50 (�������%A��A���B4�
!,�'B�
��
7����%	��C%�����A��%Y&&�����!�&� 50%)

b Antiviral activity *
,�=���/A�� ED50 (�������%A��A���B4�
!,�'B&, virus infection A��%Y&&�����!�&� 50 %)
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	��������'B 2.3   (����  
��
�
,,��� hexane ����'���������%$-7� HSV-2 A�)�'B
��


�
,A�� chloroform, methanol, methanol-water (3:1) *&) hot water �'�!�
��
����������

����%$-7� HSV-2 �,�=�&�%�'���
� �,�
���'B�,�	�����=$� methanol-water (3:1) *&) hot

water %/X��
�
�
,�
7��'A��,'�-� �'����%/X�(�"���%Y&&��B4� �
B��-� 
����:=$�
��
�
,�
7�
��

$��,�,�=�/������'B�'����%A��A��
��:?� 37 ��&&���
������&&�&���	?�	)%/X�(�"���%Y&&� �����'B


!,
�!/�,���� 
��
4��
C�'B
�
,�,�	��
������ S. maxima *&)�'�!�
��
���'B,'=������������

����%$-7� HSV-2 �'&
�"�)%/X�
���'B�'A
7�
��

���	�� polysaccharide �'B�,�	��
������
�/��&���	)�'�
��#�(=����%/X�
������

herpes simplex virus *&�� �
��'�����	
��-B� �'B*
,�=��%������ polysaccharide �'�!�
��
��=�

�������%$-7����

$��,�-B� � ,��� %$�� Ayehunie *&)��) (���� 
��
�
,,����74������'B�,�

	��
������
�/��&����
��
7����%(�B�	4���� (replication) A�� HIV-1 =� human T-cell lines,

peripheral blood mononuclear cells (PBMC) *&) Langerhans cells (LC) �,�
��
�
,�'B�'

����%A��A���)����� 0.3 *&) 1.2 �������
������&&�&��� 
����:&, viral production =�

PBMCs �,�/�)�������&) 50 A�)�'B��� IC50 A��
��
�
,�'7������%	��C%�����A�� PBMCs

�����)����� 0.8-3.1 ��&&���
������&&�&���  
��
�
,	)�
��
7������,%$-7� HIV-1 �,��,����%�-B�

���
��
�
,�
� virus �������%��� human T-cell lines [77] %�-B��	���'��������� tannins

*&)��!(
��!�	4�(�� polyphenols =� polysaccharide �'B(����=�(-$$
7�
���'�!�
��
��%/X�

nonspecific inhibitors 
����:�
��
7� HIV-1 replication ��-� HIV-1 reverse transcription

�,� [78, 79] ��)+����	
��&!���'7	?��,��4�%��
���'B
�
,,����74�������*�� fraction �,�A
7�*���,�

���)���*��%��
���A�� polysaccharide ,��� H2O:EtOH (1:1) A�)�'B
���A��

supernatant �4��/*�� tannins *&) polyphenols ����,�+��� polyamide column �,�
��

�
7���, 4 fractions *&)�4�
��*��&)
����/���	
���!�
��
�����������������%$-7� HIV-1

(���� 
����)����'B�' polysaccharide %/X�����/�)����&
��
7��
��'�
��#�(=������������

����%$-7� HIV-1  A�)�'B
���A�� supernatant Y?B�����' tannins *&) polyphenols �
7��'%�(�)

fraction �'B=$� H2O *&) H2O:methanol (1:1) %/X��
�$)%����
7��'B�'�!�
��
��������������%$-7�

HIV-1 �,��'� 2 
����'B=$� methanol %/X��
�$)�
7�����'�����  	?�
�!/��� 
��
�
,,����74�	��


������
�/��&����'�!�
��
��%/X� antiretroviral �'B�'�
��#�(*&)���
�=	=�����4��/�,&��

=$�=�����&���� [77]

A�)�'B Mixhima *&)��) (���� Ca-SP �'B
�
,�,�	��
������
�/��&���
����:

�
��
7����%��, tumor invasion A�� B16-BL6 melanoma, Colon 26 M3.1 carcinoma *&)

HT-1080 fibrosarcoma cells ����
7� metastasis ,��� �,�$���/����
���� adhesion *&)

migration A�� tumor cell ��� laminin substrate *&)�
��
7�����4����A��%���Y��

heparanase =�������� heparan sulfate �,���,��� Ca-SP 	)�?,�����
� laminin receptors
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%$�� integrins *&) 67-kDa protein �'B���%��+��A�� tumor cell *&)$
��4�=��%��,����
��
7�

��)������ adhesion *&) invasion A�� tumor cell [19] ���	���'7 Ca-SP *&) Sodium

spirulan (Na-SP) A��
������
�/��&����
��'�!�
��
��%/X� antithrombin �,�$���%������

�4����A�� heparin cofactor II (HC II) Y?B�%/X� plasma protein �'B�'�����'B=�����
��
7����

�4����A��%���Y�� thrombin =� coagulation pathway [80, 81]

      2.5.2 Lipid

  =�/>�.�. 1989 Gustafson *&)��) [20] �,�(
5��%����� tetrazolium-based

microculture assay %(-B�=$��
,%&-��
��
�
,	�� marine cyanobacteria 2 $��, �-� Lyngbya
lagerheimii *&) Phormidium  tenue (
��(
��!� CN-2-1) �'B�'�!�
��
��%/X�
���
��
7�%$-7�

HIV-1 Y?B�%/X�
�%��!A�����%�,
�  	������?�"���
7��'7�,����(�
��/�)��� glycolipid 4

$��, �'B�'���� sulfonic acid %/X�����/�)����,�*���'B�'B��������4�*�����'B 6 A���74���&

*&)�'����
����%/X� �-linked hexapyranose backbone ,
���/�'B 2.12 �,�
���������� 2

$��,�'B*���,�	�� L. lagerheimii �'����
����,
�
��/�)�����/�'B 1 *&) 2   A�)�'B
��
�
,

A��
������ P.  tenue �'����
����,
�
��/�)�����/�'B 3 *&) 4 ���&4�,
� ���	���'7�
����

�������:?� sulfolipid �'B�,�	���Y����*���'%�'�$��,�-B� � ,��� %$��  Phormidium
cebennse, Oscillatoria  raciborskii,  Scytonema  burmanicum,  Calothrix  elenkinii  *&)

Anabaena  variabilis  Y?B�(�����'�!�
��
��%/X�
���
��
7�%$-7� HIV-1 %$���
�
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O

HO3S

OH
HO

OH

O

OR"

OR'

O

HO3S

OH
HO

OH

O
O

O

O

O

1

��'�/+ 2.12 ����
����A��
�� sulfolipids �'B*���,�	��
������ L. lagerheimii *&) P.  tenue
��/,�����*
,�����
����A��
�� sulfolipids �,� R’ *&) R” *�� fatty acid

esters A�)�'B��/,���&���*
,�����
����
�� sulfolipid $��,�'B 1 Y?B� R’ :��*���'B

,�����,�A�
������B��
��'B/�)���,���(
��)���=��4�*����	4�%(�) 3 �4�*���� [20]

�����=�/> 1997 Reshef *&)��) �,�*��
�� diacylated sulfoglycolipids  5  $��,

	���Y����*���'%�'� Scytonema spp. (TAU strain SL-30-1-4) *&) acylated diglycolipids

4  $��, 	�� Oscillatoria  raoi (TAU strain IL-76-1-2) (���� 
��/�)���%�&���'7�'�!�
��
��

=�����
��
7�����4����A��%���Y�� HIV-1 RT polymerase  �,� sulfoglycolipid  4  $��, �'

�
��#�(
��=����%/X�
���
��
7�%���Y��,
��&����-�  �'B����%A��A��
��
!, 10 �������& (�
M) 	)
����:�
��
7�����4����A��%���Y�� HIV-1 RT polymerase  �,�%�-�� 100 %/���%Y����

A�)�'B glycolipid �'� 4 $��, �'+&�
��
7�����4����A��%���Y�� RT DNA polymerase ����&)

65  42  33  *&)  8  ���&4�,
� [82] �,�(���� 
���'B
�
,�,��'/0��������
��
7��&����&?��
�+&

A��
�� sulfoglycolipids �'B*���,�	��
������ L. lagerheimii *&) P.  tenue [20] A�)%,'��

�
� Loya *&)��) [83]  �,�
�
,
��/�)%#� lipophilic 	���Y����*���'%�'� 5 $��, �-�

Oscillatoria raoi (TAU strain IL-76-1-2), Scytonema sp. (TAU strain SL-30-1-4),

Oscillatoria trichoides (TAU IL-104-3-2),  Oscillatoria limnetica *&) Phormidium tenue
(TAU  IL-144-1) �,�
���'B
�
,�,�/�)���,��� sulfoglycolipids (
��/�)����'B 1-4)

glycolipids (
��/�)����'B 5-8)  *&)
��/�)����'B 9-11 Y?B��,���	������4�
��/�)����'B

          FATTY  ACID  ESTERS

                 R’                R”
      1          18:3           16:0

     2          18:2           16:0

     3         18:1           16:0

     4          16:1           16:0
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4  5  *&) 7 ���4�/0������� hydrolysis ����
7�
��/�)����'B 12 Y?B�

�%���)��A?7� ,
���/�'B

2.13 *&)(���� 
��/�)���*��&)$��,�'�!�
��
��=�����
��
7�����4����A��%���Y�� DNA

polymerase *&) RNase H ,
�������'B 2.4

��'�/+ 2.13 ����
����A�� sulfoglycolipids (
��/�)����'B 1-4) glycolipids (
��/�)����'B

5-8) 
���'B�,�	��/0������� hydrolysis (
��/�)����'B 10-11) *&)
��

�%���)��

(
��/�)����'B 12)  �'B
�
,�,�	���Y����*���'%�'� 5 $��, [83]
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������/+ 2.4 +&����
��
7�����4����A��%���Y�� DNA polymerase *&) RNase A�� HIV-1

                 �,�
��  sulfoglycolipids  glycolipids  *&)��!(
��!����� � [83]

DNA polymerase
a

RNase H
b

Compound IC50 IC90 % of initial enzymatic activity

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

0.024 ± 0.003

0.077 ± 0.003

0.112 ± 0.023

2.95 ± 0.15

38 ± 4

65 ± 5.2

99.4 ± 16.9

> 100

75 ± 3

>> 100

>> 100

>> 100

0.076 ± 0.002

0.280 ± 0.80

0.465 ± 0.025

14 ± 1.0

> 100

>> 100

>> 100

>> 100

>> 100

NA
c

NA

NA

66 ± 7

100

45 ± 4

100

100

100

100

100

NT
c

NT

NT

NT

a
 ��� IC50 *&) IC90 ����%A��A���'B�
��
7�����&) 50  *&) 90 ���&4�,
� �,�%/�'��%�'���
���	����A��

%���Y�����%��B���� *&)�!�A����&%/X����%�&'B�	������,&�� 2 ��
7�  �'�����%/X��������&  (�M)
b RNase H acitivity ��%���)��%�-B��'���%��� inhibitor �'B�'����%A��A�� 100 �������& �,���� enzymatic

activity �4����%/X�%/���%Y����A���
�����!��'B����,�%��� inhibitor
C NA = not applicable;  NT = not tested

�,��'
��!��9����� ����'B
��/�)���,
��&���
����:�
��
7�����4����A��%���Y��

HIV-1 RT �,��
7��'����,����
� 3 
��!��9�� �-� 1. 
��/�)����
��
7��
7���	����A��%���Y��

DNA polymerase *&) RNase H  2. 
��%&-���
��
7�%�(�)����4����A��%���Y�� DNA

polymerase �,�����'+&��� RNase H ��-��'+&��)��%('��%&������%����
7� 3. 
��/�)���

�
7��
��
7�%�(�)%���Y�� RNase H �,�����'+&�����	����A��%���Y�� DNA polymerase

A�� HIV-1 *�������=,   	������?�"�(���� sulfoglycolipids (
��/�)����'B 1-4)  	
,����=�
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��!��9���'B 2 �-� �
��
7�%�(�)����4����A��%���Y�� DNA polymerase A�)�'B
��	4�(��

glycolipids (
��/�)����'B 5-8) ����'�!�
��
��=�����
��
7��
7� DNA polymerase *&)

RNase H *
,�=��%���������� sulfonic acid �'B%/X�����/�)���A�� sulfoglycolipid �
7�%/X�


���
4��
C�'B�4�=��
��/�)����'7�'�
��#�(=�����
��
7�����4����A��%���Y�� DNA

polymerase ���	���'7�
��,���%���)����(�����%�����'B
4��
C=�����
����A�� sulfoglycolipid

(
��/�)����'B 1-3) �'B	4�%/X�����!�
��
��������������
��
7�����4����A��%���Y�� DNA

polymerase �,��4�
��/�)����
7�
�����4�/0������� hydrolyzed fatty acid �,�%/X�
��

/�)����'B 9 (���� 
���'7	)�!�
��
��=�����
��
7� DNA polymerase &,&� �-� �'��� IC50

%/X� 75 �������& �
B��-� �'���%(�B�A?7� 3000 :?� 700 %���A��
��/�)���%,�� ������������

(���� ���%/&'B��*/&�A�� acyl chain group %$�� ������� *&) degree A�����

saturation ����'+&����!�
��
��=�����
��
7�*�������=, A�)%,'���
�%(-B�(�
�	��:?�����


4��
CA������ sulfonic acid ����!�
��
�����%/X���������%/X�
�� anti HIV RT 	?��,�



�%���)��
��/�)��� 1-O-(�-D-glucopyranosyl)glycerol (
��/�)����'B 12) Y?B�����'��!

(
��!�A�� sulfonate %/X�����/�)���  (����
��/�)����'7���
����:�
��
7�����4����A��

%���Y�� DNA polymerase A�� HIV-1 RT �,�  =��4����%,'���
��
�
��/�)����'B 10 *&)

11 �-� monogalactopyranosyl glycerol *&) digalactopyranosyl glycerol Y?B�����'����

sulfonic acid %/X�����/�)���������'�!�
��
��,
��&���,���%$���
� ���	���'7�
�(���� ���

*���'B���� hydroxyl  2 ���� ����%&�!&A���74���&,������� palmitoyl �'+&�4�=������
����:

=�����
��
7�%$-7����

,
��&���&,&������	4�%(�)%	�)	�  	��������'B 2.4 %����,���� 
��

/�)�������
�����'B 1 �'�
��#�(=�����
��
7� HIV-1 RT 
��
!,  ���	���'7�
��'/�)
����#�(

=������������%/X�
���
��
7�%$-7� HIV-2 RT ,��� �,��'��� IC50 �'B����A����B4��-� 34 ����

��&  
�!/�,���� �
7� sulfonic acid  *&) fatty acid ester side chain �'+&��������������

�
��
7�����4����A��%���Y��  �
B��-� :����%&�!&A��
������' sulfonic acid %/X�����/�)���


��,
��&���	)�'/�)
����#�(=�����
��
7�%$-7� HIV-1 &,&� *&)=��4����%,'���
�:�� fatty

acid side chain %��,/0������� hydrolysis ��	)
��+&=������
��
7�%���Y�� HIV RT &,&�,���

%$��%,'���
�  
��!��9��A���&��=�����
��
7�����4����A��%���Y�� HIV RT  �-� ����

lipophilic 	)�4�/0��������
� hydrophobic core A��%���Y�� A�)�'B/�)	!&�A�� sulfonic

acid 	)�4�/0��������
�/�)	!���A�� side chains ��%���Y�� �,���,��� sulfoglycolipids

��	�'&
�"�)%��-���
� nonnucleoside RT inhibitors (NNRTIs) �'B�'�!�
��
��%/X� RT

inhibitors �,�	)�4�/0��������
� hydrophobic amino acid pocket A�� HIV-1 RT �'B����=�&�

�
� active site A�� DNA polymerase domain  [84, 85]
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      2.5.3 
��'�%����*+� O

  ���	���'7�
��'
���-B� � �'��'B
�
,�,�	���Y����*���'%�'�*&)�'�!�
��
��%/X�
��

����%$-7����

 %$�� cyanovirin-N (CV-N) [86] %/X�
��
�
,,����74�Y?B�*���,���
7�*��	��

Nostoc ellipsosporum  �,�=$�%�����  bioassay-guided fractionation [87] cyanovirin–N �'

A��, 11 –kDa %/X�%//��,��'B�'�!�
��
������%$-7����

  /�)����/,��� 101 amino acid

*&)�'
�����%&�!& �-� C467H737N133O164S4 [88, 89] �,��'B����%A��A���B4� � 
���'7
����:

/����
����%(�B�	4���� (replication) A�� retroviruses ����
7� HIV-1 *&)  HIV-2 ,��� Y?B��'

�
���	
��&���&!���,��4�����?�"�:?�����
����*&)�&��=�����4���� (mechanism of

action) A��
��$��,�'7  =�/> 1996 Mcmahon *&)��) %/X��&!��*���'B�
7�
��!��9��:?��&��

����4����A�� cyanovirin-N =�����
��
7�����4����A��%$-7� HIV ��� cyanovirin-N 	)�4�

/0��������
� virus’s surface envelope glycoprotein gp120 �����=�/> 1998 Mariner *&)

��) [90] (���� cyanovirin-N ����,��
��
7�����?,	
�A�� sCD4-receptor �
� HIV-1 lysates

*��	)�
��
7�����?,%��)A�� HIV-1 virions �
� target T-cell lines �����'B
!,	?�
�!/���

cyanovirin-N 	)�4�&��A
7������� fusion *&)����?,%��)A�� virus �
� target cells A�)

%,'���
��'���������(�
��,
��&����'7=�
������
�/��&���%$���
� �,�(�����'+&�
��
7�%$-7�

HIV �&��
��(
��!�*��+
��&
�����,�  �,��/�
��
7���)������ cell-to-cell *&) virus-to-cell

fusion [91]

 A�)�'B Lau *&)��) [92] �,��4�����?�"�=��&�,�,&�� (in vitro) �,��4�
��
�
,

lipophilic *&) hydrophilic �'B�,�	��
������
'%A'��*���74�%���������� 900 
��(
��!�       ��

�?�"��!�
��
��=�����
��
7�����4����A��%���Y�� reverse transcriptases A��%$-7� avian

myeloblastosis virus (AMV) *&) HIV-1 (���� 
���'B
�
,,����74�A��
������  18  
��(
��!�

��-���,%/X�����&)  2  A��
�������&!���'7�'�!��
��
7���	����A��%���Y��,
��&��� *&)
�!/���


��
�
,�'B�,�	��
������ 18 
��(
��!��'7 /�)���,���
��
4��
C�'�!�
��
��%/X�
���
��
7�

%���Y�� reverse  transcriptase A�� AMV *&) HIV-1

2.6 
���/+�/�!�
��
��<��������,)*B����

�/+���	��
������#$%
�+��/)/����*+� O

���	���Y����*���'%�'�*&��  
��
�
,�'B�,�	��
������$��,�-B� � ���'������:?�

�!�
��
��=��������%$-7����

%$��%,'���
� %$�� 
��
�
,,����74�����	��
������
'�74���&

Sagassum horneri (Turner) C. Agardh.  (���� sulfated polysaccharide �'B�'�74���& fucose

%/X�����/�)����&
� �'�
��#�(=�����
��
7���	����A��%$-7� HSV-1,  human

cytomegalovirus *&) HIV-1 (Molt-4/HTLV-IIIB cells) [93] A�)�'B
��
�
,,����74�	��


�������)%&
'*,� Nothogenia fastigiata  (���� 
��=� fraction �'B 6 Y?B�/�)���,���

sulfated xylomann  �'�!�
��
��=�����
��
7���� replication A�� HSV-1 �,��'��� IC50 13.5
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�������
������&&�&��� [94] carrageenans *&)��!(
��!��'B
�
,*���,�	��
������
'*,�

Gigartina skottsbergii �'�
��#�(%/X�
���
��
7�%$-7� herpes viruses A�)�'B sulfated

galactan �'B�' molecular weight �B4� (2800 Da) �'B*���,�	��
������
'*,� Cryptopleura
ramose  �'�!�
��
��%/X�
���
��
7� HSV-1 *&) HSV-2 replication =� vero cells �,��'���

IC50 �����)�����  1.6 – 4.2 �������
������&&�&��� [95]  ����
7� sulfated galactans �'B�,�	��


�������)%& Bostrychia montagnei  ���'�!�
��
��=�����
��
7� HSV replication ,���%$��

%,'���
� [96]

=�/> �.�. 1998 Ohta *&)��) (���� 
��
�
, 6-Sulfo-�-D-quinovopyranosyl-(1

�3’)-1’,2’-diacylglycerol �'B�,�	��
�������)%&
'*,� Gigartina  tenella �'�
��#�(=����

�
��
7�����4����A��%���Y�� DNA polymerase =�
�B��'$'���	4�(�� eukaryote *&)�
��
7����

�4����A��%���Y�� HIV-RT-1  �,�/�)
����#�(=�����
��
7�A?7������
� dose [97]   ���	��

�'7
��/�)��� sesquiterpene hydroquinones 2 $��, �-� peyssonol A *&) peyssonol B �'B

*���,�	��
�������)%&
'*,� Peyssonelia species (���� 
��/�)����
7�
��$��,�'�
��

#�(%/X�
���
��
7� RNA-directed DNA synthesis A��%���Y�� RTs A��%$-7� HIV-1 *&)

HIV-2 �,��&��=�����4������,���
�� peyssonol A *&) peyssonol B 	)A
,A������

�4����A��%���Y���,��?,%��)�
�%���Y�� reverse transcriptase �,�����4�=��%��,%/X�

template primer  [98]

���	���'7�
��'������:?�
��
�
,�'��&��$��,�'B�
������������
����A��
��
4��
C

�'B������������%$-7����

 %$�� =�/> 1996 Hayashi *&)��)�,�*��
��
�
,	��
������ 49

$��, *&)�4������	���!�
��
��=��������%$-7� HSV *&) HIV (���� 
��
�
,,����74�

	4���� 25 $��, �'�!�
��
��=��������%$-7� HSV Y?B�=�	4�����'7�'
��
�
, 4 $��, �'B�'�
��

#�(
�� �,��'��� selective index > 1000 A�)�'B
��
�
,�'� 8 $��, �'�!�
��
��=��������

%$-7� HIV [99] Cardellina *&)��) (���� /�)�������&) 15 A��
��
�
,,����74��'B�,�	��

(-$ �Y����*���'%�'� 
������ *&)

�������'��),��

��&
��'B���
�����=��)%& *
,��!�
��
��

=����%/X�
���
��
7�%$-7� HIV [100]

�'���������
�� anionic polysaccharide �'B*���,�	��
�!��(�	'� Prunella vulgaris
�'�!�
��
��������������%$-7� HSV-1 *&) HSV-2 [101]  A�)%,'���
�%�-B��4�
��
�
,,����74�

�'B�,�	��
�!��(�	'��'�$��,��?B��-� Plantago major ���4�=�����
!����(����
��,
��&����-�

caffeic acid  �'�!�
��
��=��������%$-7� HSV-1 (�'��� EC50 %����
� 15.3 �������
����

��&&�&���) *&) HSV-2 (�'��� EC50 %����
� 87.3  �������
������&&�&���) 	������,&���'7


�!/�,���� 
�����
!����A�� P. major �'B�'�!�
��
������%$-7����


���=�C�*&��%/X�
��/�)���

	4�(�� phenolic [102]
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��
�
,,����74��'B�,�	��
�!��(�����&��$��,�'�!�
��
��=�����
��
7��
7�%$-7����

 

HSV-1 *&) HSV-2 %$�� Yoosook *&)��) [103, 104]  �,�*��
��
�
,,����74�	�����

�
��� Centella  asiatica  L.  *&)
�!��(��'�  2  $��, �-�  Maclura  cochinchinensis
Cornor,  *&) Mangifera  indica  L.  �,�=$�%�������� plaque inhibition assay =����

���	�
,�!�
��
��=��������%$-7����

A��
��
�
, 	���
7��-��
�+&����,&��,���%�����

yield reduction assay (���� 
��
�
,�'B�,��
7� 3 $��, ������������%$-7� HSV-1 �,��'���

ED50 %/X� 362.40  20.19 *&) 23.94 �������
������&&�&��� *&)�'�!�
��
������%$-7� HSV-2

�'B��� ED50  %����
� 298.84 68.32 *&) 31.83 �������
������&&�&��� ���&4�,
� [103] ���

	���'7�
��,��?�"�:?��!�
��
��A��
��
�
,	��=�A�����%
&,(
�(���
�+�� (Barleria lupulina
Lindl) *&)���(C��� (Clinacanthus   nutans (Burm. F.)) =����������������%$-7� HSV-2

�,�=$�%����� plaque inhibition assay *&)�4�����,
���
�%$-7� HSV-2 	4���� 6  
��

(
��!� �-�  HSV-2 (G) �,���	�� Culture Collection (MD, USA)  A�)�'B�'� 5 
��(
��!� �-�

HSV-2 (#203), HSV-2 (#333), HSV-2 (#388), HSV-2 (#408) *&) HSV-2 (#477) *���,�

	��+��/����'B��,%$-7� genital herpes  (���� 
��
�
,A�� B. lupulina 
����:�
��
7�����4����

A��%$-7� HSV-2 �
7� 5 
��(
��!� �'B*���,�	��+��/����'B��,%$-7�,
��&����,� *�����
����:�
��
7�

����4����A��%$-7� HSV-2 (G) �,�  A�)�'B
��
�
,A�� C.  nutans ���
����:�
��
7�%$-7�

HSV-2 �
7� 6 
��(
��!��,�  Y?B�	��A����&�'B�,���	�4��/=$�(
5�����'B�'�!�
��
��%/X� anti-

herpes 	��
�!��(� B. lupulina ����/  �������������'�
���	
�A��/�)%������'��&!����?B�

�'B�,��4�����?�"����,���%#

$�����A��
�!��(�(C�������������%�-B�� *&)(���� 
��


�
,	��=�(C������	��	)�'�������������
�%
�*&�� [105] �
��'������4�&��%$-7����



Herpes simplex $��,�'B 2 =��&�,�,&��,��� [106] Y?B�	������?�"�=�����(���� �'/�)


����#�(=�����
�"����%����'B��
��)%(� [107] *&)�����
�
, [108] �,��4�=�����,
��&���

���%���A?7�*&)&,����%	��/�,�,� ����
7�����4�=��%��,�����*
��)���%�-��%��-������'��'B



�%���)��A?7� (acyclovir) A�)�'B	������?�"����(�"�������(���� %/X����'B����A���/&�,

#
� [105]  ,
��
7�
��
�
,	��=�(C���	?����	)�'/�)
����#�(=�����
�"�����'B%��,	��%$-7�

���

=���)��& Herpes
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���/+ 3 ���/�����$��

3.1 ���
�
, crude  lipid *&) crude polysaccharide

                                                                          
������*��� ( 9 kg)

                                           ���%Y&&� #1


�
,,��� CHCl3:MeOH (2:1) 30 l

�'B�!��#������� 3 hr (�4����
�
,  3  ��
7�)


�
,,��� 70% EtOH 30  l

�'B�!��#������� 3 hr (
�
, 2 ��
7�)
Evaporated


�
,,����74� 30 l �'B�!��#�������

12 $
B����  (
�
, 2 ��
7�)

���)���,��� 1%CTAB*

�
,,����74����� 30 l

1 hr

Crude cold  water  extract

polysaccharide

Crude lipid

Filtrate # 1

Filtrate # 2 ���%Y&&� # 2

 ���%Y&&� # 4

 ���%Y&&� # 3 Filtrate # 3

Filtrate # 4

&����)����

���)���,��� 1% CTAB*

&����)���

Crude hot  water  extract

polysaccharide

* 
CTAB

 
�-� hexadecyl trimethyl ammonium bromide

����&����)���,����
��4�&)&�� 4 $��,  ���&4�,
� �-�

1. saturated  sodium  acetate  =�  95%EtOH

2. 95% EtOH

3. absolute  EtOH

4.    diethyl  ether

#&�Q�U�/+ 3.1  ���'���
�
, crude lipid,  crude cold *&) hot water extract  polysaccharide  	��
������
�/��&���
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    �4�
������
�/��&���*�����  9  ���&��
�  %����
��4�&)&��+
�A�� chloroform *&)

methanol (�
���
��� 2:1 �,�/������) 30 &���   =
�&�=�#�$�)�'B�'��������������%�-B��

�&�,%�&��'B�!��#�������%/X�%�&�  3  $
B����  *��
����'B
�
,�,�%�������'B�!��#��� 4 ����

%Y&%Y'�
  A�)�'B
������%Y&&�
�������4���
�
,,������'���%,��Y74��'� 2 ��
7�  �4�
����'B
�
,

�,��/�4�=��*����,��)%��%���
��4�&)&�����,���%��-B�� rotary evaporator (�!�� R-200,

BUCHI)  �,� crude lipid  
������%Y&&�A��
�������'B%�&-������4���
�
,���,��� 70% EtOH

/������ 30 &���  �,��4����
�
,�'B�!��#�������%/X�%�&�  3  $
B���� (�4����
�
, 2 ��
7�)

*��
����'B%/X�
��&)&��*&)���%Y&&����	���
�  
����'B%/X�
��&)&���4��/�4�=��*���


���A�����%Y&&��4���
�
,%(-B�*��%�� polysaccharide ,����74��&
B� 30 &���  ����������

%�-B���&�,%�&��'B�!��#�������%/X�%�&� 12 $
B���� (�4����
�
, 2 ��
7�) *��
���
��&)&��

���	�����%Y&&�
������  �4�
���
��&)&�������)����,������ ��,  1% CTAB &�=�


��&)&���'B�'�������������%�-B��	���)�
B�
��&)&���'
'A��A!�� 	���
7��4��//���%��'B��,���

%��-B�� refrigerate centrifuge (SORVALL RC 5C Plus) ����%������  10,000 ���������'

�!��#��� 4 ����%Y&%Y'�
 %/X�%�&� 10 ���'  *��
���
��&)&��%������%(-B����	
������'

polysaccharide %�&-�������-���� �,��4��/���)���,��� 1% CTAB �'���
7���?B�  A�)�'B

�)���A�� polysaccharide �'B�,��4���&���,��� saturated  sodium  acetate =� 95%EtOH,

95%EtOH, absolute EtOH *&) diethyl  ether ���&4�,
�  �4��)����'B�,�%������=�

descicator �)����'B�,��-� crude cold water extract polysaccharide  �4����%Y&&��'B%�&-�

��
�
,���,����74�����  30  &���   ����������%�-B��%/X�%�&�  1  $
B����  *��
���
��&)&��

���	�����%Y&&�
������  �4�
���A��
��&)&�������)���*&)&����)���,������'%,'��

�
��
� crude cold water extract polysaccharide �)����'B�,��-� crude hot water extract

polysaccharide

3.2 ���*�� lipid class A�� crude lipid

     ���*�� lipid class �,����'A�� Sato *&) Murata [109]

$
B� crude lipid 0.5 ��
� =
�=� vial ;�%�&'�� &)&��,����
��4�&)&��+
�A��

chloroform *&) methanol (�
���
��� 2:1)  2  ��&&�&��� =$�,��
�&��%
��%��� �� silica

gel  plate (Merck  No. 105553.0001 TLC  aluminium  sheets  silica  gel  60  without

fluorescent, A��, 20x20 %Y���%���) =��
��	��A�� plate 2 %Y���%���     ��,
��&)&��

&�/�,/�)��� 100 �����&���  ,��� microsyringe &������,��
��'B&�����  %/��=��*���  *&��

�4�*+�� TLC =
�=� chamber Y?B��'�)���
��4�&)&��A�� chloroform/methanol/28% NH4OH

(�
���
��� 13:17:1 �,�/������)  200  ��&&�&���  ��7����	���)�
B�%`
%�&-B���'B�/�,��)�)���

18  %Y���%���   	���
7��4������������=��*����'B�!��#�������%/X�%�&�  20  ���'  *&��


%/���,���  0.01% primuline �'B&)&��,��� acetone *&)�74�=��
���
��� 4:1 �,�/������
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��7�=��*���%/X�%�&� 10 ���'  �4��/���	,�$��,A��&�/�,#��=��*
� UV (312  nm  ultraviolet;

T350  spectroline  Model  TVC 312A)  *&)%�'���
�
������9��$
7�&�/�,    *&��=$�,��
�

�4��4�*����A��&�/�,*��&)$��,

�4����
�
,&�/�,*��&)$
7�,������A�, silica gel �'B�4�*����$
7�&�/�,=
�=��&�,�,&��

*&��%��� chloroform/methanol (�
���
��� 2:1 �,�/������) 8 ��&&�&���  �4��/����'B�!��#���

����(�����
��'�������� magnetic stirrer %/X�%�&� 2 $
B����  	���
7��4��/����+���

��),�"���� (Whatman  No. 1541 110)  %����74� 1 =� 4 A��/������%,��%(-B�=��&�/�,*��

$
7�  �4�%�(�)
���A��$
7�&�/�,�/�)%��%���
��4�&)&������,�=$�%��-B�� rotary evaporator

*&��%/��=��*���,������Y�����%	�

3.3 ���*�� crude lipid =�����
!����%(-B�������
����A��
��
4��
C�'B������������%$-7� HSV-1

     3.3.1 ����4� partition A�� crude lipid

             �4� crude  lipid  ���4�=�����
!����A?7�,������' partition �,�=$��
��4�&)&�������'��

���&4�,
������'A
7�	���B4��/
�� �-� hexane, ethyl acetate *&) methanol ���&4�,
�  �,�

�4� crude  lipid  /�)���  2  ��
�  &)&��=� methanol/H2O (�
���
��� 30:70 �,�

/������)  150  ��&&�&���  =
�&�=�����*��A��,  500  ��&&�&���  %��� hexane &��/  150

��&&�&��� %A���=��%A���
�  �
7���7����=��
���
������*��$
7�%/X�%�&�  20  ���'   	)�,�
��
�
,

A�� hexane *������$
7���  A�)�'B�������,���&���A������*��  �4�%�������
�
,Y74�,���

hexane �'�
����
7�  ���
��
�
,A�� hexane �'B�,��
7���,*&)�4����)%��=��*���,���%��-B��

rotary  evaporator  	���
7��4������
�
,���,���  ethyl acetate  /������  150  ��&&�&���

�4����
�
, 3 ��
7� ���
��
�
,A�� ethyl acetate �'B�,��
7���,*&)�4��/�)%��=��*���  *&)

�4�����'B%�&-���
�
,���,��� methanol  3  ��
7�  ���
��
�
,A�� methanol �'B�,��
7���,

*&)�4��/�)%��=��*���%$��%,'���
�  	���
7��4�
��
�
,�
7�  3  $��,  �-� 
��
�
,=�$
7�

hexane, ethyl acetate *&) methanol �/�,
���!�
��
��A�����%/X�
���
��
7�%$-7� HSV-1

����/

     3.3.2 ���*��
��
�
, ethyl acetate ,������' Gel-Filtration Chromatography

  $
B�
��
�
,=�$
7�  ethyl  acetate /�)���  2  ��
� &)&��,��� methanol  20

��&&�&��� ���� � %�
��&�=� column (A��, 3x100 %Y���%���) �'B���	!,���  Sephadex
TM

LH-20  (Pharmacia  product, Sweden)  *&)=$� methanol %/X��
�$)
���
������  �4����

%��� fraction �,��4���,=��*��&) fraction �'/������  50  ��&&�&���  	���
7��4�
��&)&��

lipid *��&) fraction �/�)%��=��*���,���%��-B�� rotary  evaporator *&)�4��/�,
���!�


��
��A�����%/X�
���
��
7�%$-7� HSV-1
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3.4 �����%���)��

     3.4.1 �����%���)������/�)���A����,�A�
�

             3.4.1.1 ���%��'�� methyl ester A����,�A�
��,�,
,*/&����'A�� Lapage *&)

Roy [110]

                        �4� lipid �'B���������%���)�� 3 ��&&���
� =
�=� vial A��, 5 ��&&�&��� %���

Heptadecanoic acid (C17H33COOH; Sigma  Chemical  Co.) 5 �����&���  %(-B�=$�%/X�

internal  standard  *&)%��� 5% HCl  =� methanol  2  ��&&�&���   �4�/0��������'B�!��#���

80 
 
����%Y&%Y'�
  %/X�%�&� 1 $
B���� 30 ���' =��'B�-, (�����
������ magnetic stirrer

�
7���7����=��%����'B�!��#������� *&��%����74��&
B�*&) hexane (�'B�' 0.1%BHT, Butylated

hydroxytoluene) �����&) 1 ��&&�&���  %A���=��%A���
�,��� vortex  �4��//���%��'B���'B����%���

���  4000  ���������'   %/X�%�&� 5 ���'   �4�$
7� hexane Y?B�����$
7���  ����+��� sodium

sulfate (Na2SO4) %(-B��4�	
,�74��'B%�&-�������� %���
����'B+������������=
�=�A�, vial �'B


)��,*&)%/��=��*���,������Y�����%	�   �4��/��%���)������/�)���A����,�A�
��,����'

Gas  Chromatography

             3.4.1.2 �����%���)������/�)���A�� methyl ester A����,�A�
��,�=$� Gas

Chromatography

        ��%���)���,�=$�%��-B�� GC 17A, Shimadzu, Y?B�/�)���,��� detector

*�� FID (Flame  Ionization Detector) ��&
����'B=$��-� sp-2330 OMEGAWAX
TH

 fused

silica  capillary (Supelco)  A��,�������  30  %���  %
��+��������&��#��=�  0.25

��&&�%���  �������A��+��%�&-��  0.2  �����%���  column flow 1 ��&&�&���������'

linear velocity 48 %Y���%�����������'  split  ratio 1:100  �!��#�����&
���  205  ����

%Y&%Y'�
 �!��#��� injector 250 ����%Y&%Y'�
  *&)�!��#��� detector  260  ����%Y&%Y'�


     3.4.2 �����%���)������/�)���A���74���&A�� crude hot water extract polysaccharide

,
,*/&���	�����'A�� Blakeney *&)��) [111]

             3.4.2.1 ���%��'����!(
���A���74���&
4���
���%���)��,��� Gas Chromatography

             $
B��74���&*��&)$��,  1   ��&&���
�  =
�&�=�  vial  A��,  5  ��&&�&���  %���


��&)&�� sodium  tetraborohydride  %A��A��  20  ��
����&���&��/  1 ��&&�&���    �4��/

�������'B�!��#��� 4 ����%Y&%Y'�
 %/X�%�&�  12  $
B����  ���� � %���  amberlite IR-120 (H
+
)

	���)�
B�����'`�����Y%��,A?7�   ����+�����),�"����%(-B�*��%�� amberlite IR-120 (H
+
)

���  *&)�4�
��&)&���'B�,��/�)%��#��=������,
��B4�=��*���,���%��-B�� rotary evaporator

%��� methanol (%(-B��4�	
, boric acid �'B%�&-���������/=���/A��  methyl  borate)  /�)���
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1 ��&&�&���*&)�4��/�)%��=��*��� (�4�A
7�����'7Y74� 3 ��
7�) %��� acetic  anhydride  *&)

pyridine  �����&)  0.5  ��&&�&���  �4��/����'B�!��#���/�)���  80 ����%Y&%Y'�
  %/X�%�&�

2  $
B����  	���
7��4� vial �/	!��=�#�$�)�'B�'�74�*A��*&)%��� methanol &��/ 1 ��&&�&���

�4�
��&)&���'B�,��/�)%��	�*���%(-B��4�	
, methyl  acetate      	���
7��4�	
,  pyridine

�,�%��� heptane 1 ��&&�&��� *&)�4��/�)%��=��*����4�Y74�	���)�
B�����' pyridine %�&-�����

&)&��
���
�������74���&,��� dichloromethane  200 �����&���  *&)�4��
�������/

��%���)��,���%��-B�� GC

           3.4.2.2 ���'��� hydrolyzed polysaccharide

            $
B�
���
������A�� crude hot water  extract polysaccharide   (SHP-F1

*&) SHP-F2)  �����&) 5  ��&&���
�  *&)%��� myo-inositol  1  ��&&���
� (Sigma  chemical

Co.)  %(-B�=$�%/X� internal  standard  %��� 2N sulfuric acid  2  ��&&�&��� �4��/����'B�!��#���

100 ����%Y&%Y'�
  %/X�%�&�  8  $
B����  �4�
��&)&���� neutralized ,���  barium

carbonate 	���)�
B��'��� pH %����
� 5 ����
��&)&���'B�,�+�����),�"���� *&)�4��/+���

��&
���  Dowex 1-x8  anion-exchange  resin �,�=$��74��'B/���	�������/�)���  10-15

��&&�&��� $)
���
���������	����&
���*&)�4��/�)%��=��*��� *&)�4��/%��'����!(
���A��

�74���&,
����'���A���'B 3.4.2.1 *&)�4���!(
����'B�,��/��%���)��,���%��-B�� GC

              3.4.2.3 �����%���)������/�)���A���74���&�,�=$� Gas  Chromatography

     ��%���)���,�=$�%��-B�� GC 17A, Shimadzu Y?B�/�)���,��� detector *��

FID (Flame  Ionization Detector) ��&
����'B=$��-� Rtx-2330 capillary column (RESTEK

CORPORATION) A��,�������  30  %���  %
��+��������&��#��=� 0.25 ��&&�%���

�������A��+��%�&-��  0.2  �����%���  column flow rate 1 ��&&�&���������'  linear

velocity 33 %Y���%�����������' split ratio 1:25  �!��#�����&
���  220  ����%Y&%Y'�


�!��#��� injector  230  ����%Y&%Y'�
  �!��#��� detector 230 ����%Y&%Y'�


     3.4.3 �����%���)��
���
������,��� NMR

            
1
H,  

13
C,  

1
H-

1
H  COSY  *&) HMQC  spectrum ��%���)��,���%��-B�� Bruker

DRX 400 NMR spectrometer  �/�����4������%���)���'B  400 MHz  A�)�'B�������

��%���)���'B  100 MHz

3.5 ������	
��������,���Y�&A���74���&=� glycolipid �,�����4�/0������� Acetylation

�4�
���
������ lipid /�)���  100  ��&&���
�  =
�=�A�,����&�A��,  50  ��&&�&���

%���  pyridine 1 ��&&�&���  %A���%�� � 	�
���
������ lipid &)&��%/X�%�-7�%,'���
�  	���
7�

��, acetic anhydride  0.5  ��&&�&���  ����������%�-B���'B�!��#�������%/X�%�&�  24 $
B����
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*&)�4��/�)%��=��*���%(-B��4�	
, pyridine �'B%�&-������,�=$�%��-B�� vacuum  pump 	���
7��4�


���
��������
�
,,����
��4�&)&��+
�A�� ethyl acetate *&)�74� (�
���
��� 1:1 �,�

/������) 30 ��&&�&��� �,�=$� separation funnel %A���=��%A���
� *&)�
7���7����	�
��&)&��

*��$
7� (/�)���  20  ���')  *��%��$
7��74���
�
,Y74�,��� ethyl acetate 3  ��
7�  ���$
7�

ethyl acetate �'B
�
,�,��
7���, *&)�4��/�)%��=��*���,���%��-B�� Rotary evaporator

3.6 ������	
��(
��)���A����,�A�
������B��
��,�����4�/0������� Bromination

$
B�
���
������ lipid  30 ��&&���
�  =
�=�A�,����&�A��, 10 ��&&�&��� &)&��
���
�

�����,��� methylene chloride 0.5 ��&&�&���  	���
7�%���
��&)&�� bromine 1-2 ��, ���

�����%�-B��%/X�%�&� 2-3 $
B����

3.7 ���*�� fraction A�� crude hot water extract polysaccharide �,����' Gel-filtration

Chromatography  [72]

$
B� crude hot water extract polysaccharide /�)��� 35-40 ��&&���
� *&)&)&��

,��� citrate  buffer 0.01 M (pH 7) �'B/�)���,��� NaCl %A��A�� 0.1 M  5 ��&&�&���  ���� �

=$�/���,�,
���
������+���%A���/=� Sepharose 6B column A��,%
��+��������&�� 3

%Y���%��� ��� 30 %Y���%��� (Pharmacia)  *&)=$� citrate buffer 0.01 M (pH 7) �'B

/�)���,��� NaCl %A��A�� 0.1 M  %/X��
�$)
���
������  �4����%��� fraction ,���%��-B��

fraction collector (�!�� DC-1200, EYELA) �,��4���,=��*��&) fraction �'/������ 3

��&&�&��� 	���
7�*���
���
�������'B�,�A��*��&) fraction �4��/��%���)����/�����

��������%,���,����' phenol-sulfuric *&)�
,������,�,�&-�*
�,���%��-B�� Spectronic 21 �'B

��������&-B�  485  ����%���  ��� fraction A��
���&!��%,'���
� �4��/�4� methanol

bath *&)�4��/�4�=��*���,���%��-B�� freeze dryer (�!�� FD-1, EYELA) �4�
���
�������/

&)&��,����74� deionization *&)�4� dialysis �,�=$� dialysis tubing (A��,%
��+��������&��

34 ��&&�%��� ����	! 3.7 ��&&�&������%Y���%���  molecular weight cut off %����
� 7,000)

�4����%/&'B���74��!� � 4 $
B���� 	���
7��4��/�4�=��*���,���%��-B�� freeze dryer

3.8 ����?�"��������
�A��
��
�
, EtOAc  *&)�4��
���

����?�"��������
�A��
��
�
, EtOAc *&)�4��
����4�����?�"� 2 
#��) �-�


#��)%����'B�!��#��� 45 ����%Y&%Y'�
 *&)
#��)/����'B�!��#�������   �,�%���
���
������

�'B
#��)%����!� � 1, 2, 3  *&) 6  %,-�� ���&4�,
�  A�)�'B�!��#���/���	)%����
�������!� 3

%,-�� %(-B��4��/��%���)��/�����A��
��
4��
C�'B
&���
��/ ����
7��4��/���	
���!�
��
��

������������
��
7�%$-7� HSV-1 ,��� �,�%/�'��%�'��+&����,&���'B�,��
����A���
�����!�

�-� 
��
�
, EtOAc *&)�4��
����'B$
B�����'B 0
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�����%���)����/�����
��
4��
C�'B
&���
��/=$��&
����A�����%��� internal

standard �,��4�������
���
���A��(-7��'BA��
��
4��
C�'B������������ HSV-1 ���(-7��'B

A�� internal  standard �'B%/&'B��*/&��/%�-B�
���
����������=�
#��)%��� *&)�!��#�������

%/X��)�)%�&����� � �
� ���'����4��,�$
B�
���
������ �-� 
��
�
, EtOAc *&)�4��
�����

/�)��� 4 *&) 10 ��&&���
� ���&4�,
�  &)&��
���
������,��� CH3CN:H2O (70:30) 1

��&&�&��� �4��/ vortex 	�
���
������&)&��%/X�%�-7�%,'���
�   	���
7�/�%/�
���
������=
�

&�=� vial � &) 300 �����&���  *&)%���  internal standard, IS (%��'��	�� L-A-

phosphatidyl-DL-glycerol sodium, Sigma Co. /�)��� 1 ��&&���
� &)&��,���

CH3CN:H2O (70:30) 1 ��&&�&���)  &�=�*��&) vial /����� 30,  60  *&)  100  �����&���

���&4�,
�  /�
�/������A��
��&)&���
������=�*��&) vial =��%/X� 400 �����&���,���

CH3CN:H2O (70:30)  	���
7��4�
���
�������'B%��'���,��/��%���)����/������,�=$�%�����

HPLC-MS  (��&
��� HPLC �-�  C18  reverse  phase,  LICHROCART 250x4 ��&&�%���

RP 18 E),  Mass Spectrometer �!�� LCT,  UV detector (�!�� 2487, Dual � Absorbance

Detector, Waters Co.)  
#��)�'B=$��-� desolvation  gas flow rate 420-430 &������$
B����

nebuliser gas flow rate 150-155 &������$
B���� desolvation temperature 300 ����

%Y&%Y'�
 Source temperature 150 ����%Y&%Y'�
  Capillary 2700 ��&��  Sample Cone

27 ��&��  Extraction Cone 15 ��&��  RF Lens 178   *&)=$� nagative mode   A�)�'B�)��

A�� mobile phase �-� CH3CN:H2O (70:30)  �
��������&A�� mobile phase 1 ��&&�&���

������'  �,��',
���
������ 20 �����&��� 	���
7��4�������
���
���A��(-7��'B=��('�A��

�&!��
��
4��
C�'B���������
��
7� HSV-1 ���(-7��'BA�� internal standard  A��
���
������%�-B�

�'����%A��A��A�� internal standard  %/X� 30, 60  *&)  100  �����&������&4�,
�  *&)

%/�'��%�'��+&�����%���)���'B�,��
����A���
�����!��-� 
��
�
, EtOAc *&)�4��
����'B$
B�

����'B 0 �,�=������%���)��*��&)��
7���������!�=������%A��A��A��
���
�������'���%����
�

A�)�'B����%A��A��A�� internal standard  �4���,=���'����'B*�������
�  3  ����%A��A��  �
7�

�'7%(-B�%(�B�����:������*&)*�����A������'B��%���)���,�

3.9 ����4�	
,
'���	��  crude  lipid

  %�-B��	�� crude lipid �'B
�
,�,�	��
������
�/��&����'
'�74���&%A��  Y?B���	�4�=��
'

A���4��
����'B�,����
�����  ,
��
7�%�-7������,��4�����,&��%(-B�&,����%A��A��
'

     3.9.1 ����4�	
,
'�,����=$� activated charcoal

             �4� crude lipid  15  ��
� ��&)&���,�=$��
��4�&)&�� CHCl3:MeOH (2:1)  500

��&&�&��� �4�
��&)&�� crude lipid �/����+�����&
����'B���	!,��� silica gel 60 ( 0.063-

0.200 mm, Merck Co.) /�
�/������A��
��&)&�� crude lipid %/X�  750  ��&&�&���  ,���

CHCl3:MeOH (2:1)   	���
7�*���
��&)&�� crude lipid =
�=� flask A��,  500  ��&&�&���
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flask &) 250 ��&&�&���  *&)%��� activated charcoal (Fluka Co.) &��/=�*��&) flask  5,

10,  20  *&)  30  ��
� ���&4�,
�  �4��/�����������%�-B��,���%��-B�� magnetic stirrer �'B

�!��#�������%/X�%�&�  2  $
B����  ����
��&)&�� crude lipid +�����),�"���� %(-B�*��

activated charcoal ���  *&)�4�
��&)&�� crude lipid �'B�,��/�4�=��*����,�=$�%��-B���)%��

#��=������,
��B4�  	���
7�*���
���
�������'B�,�/�)��� 0.5 ��&&���
� ��&)&��,��� MeOH

5 ��&&�&��� *&)�4��/�
,������,�,�&-�*
��'B��������&-B� 665 ����%���  ,���%��-B��

Spectronic 21 (MILTON ROY COMPANY)

      3.9.2 ����4�	
,
'�,����/�
�%/&'B���
���
���A���
��4�&)&��  MeOH:H2O

              $
B� crude lipid 2 ��
�  �4���&)&��,����
��4�&)&�� MeOH:H2O  100  ��&&�&���

�,�/�
�%/&'B���
���
���A�� MeOH:H2O ,������&,

,
���A�� MeOH *&)%(�B�

,
���

A�� H2O =�����A?7�%/X�  60:40, 50:50, 40:60, 30:70, 20:80 *&) 10:90 ���&4�,
� *��


����'B&)&���,�*&)������	���
��,��������+�����),�"����   	���
7��4�
����'B%/X�


��&)&���/�)%��%���
��4�&)&�����	�*���  *&)*���
���
�������'B�,�/�)���  0.5

��&&���
� ��&)&��,��� MeOH  5  ��&&�&��� *&)�4��/�
,������,�,�&-�*
��'B��������&-B�

665 ����%���  ,���%��-B�� Spectronic 21  A�)%,'���
��4��
7�
����'B&)&���,�*&)����/

��%���)��,��� NMR  %(-B�,� spectrum A���&���`�&&�

3.10 �����/������&���`�&&�A�� crude lipid [112]

&)&�� crude lipid 0.5 ��&&���
�  ,��� MeOH 1 ��&&�&���  *&)/�%/�
��&)&��

crude lipid �� 0.5 ��&&�&���  %	-�	��,��� MeOH *&)/�
�/������%/X� 5 ��&&�&���  �4�
��

&)&��,
��&����/�
,������,�,�&-�*
��'B��������&-B�  665 ����%���

3.11 �����/������/��'�*&)��������%,��

       3.11.1 �����/������/��'��,����' Lowry [113]

       %��'�� standard curve 	�� stock solution A�� bovine serum albumin

(BSA) �'B�'����%A��A�� 2 ��&&���
������&&�&���  �4���%	-�	��,����74��&
B�=���'����%A��A��

%/X�  0, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 150, 200 *&) 300 �������
���� 2 ��&&�&���   /�%/�
��

&)&�� BSA *��&)����%A��A���� 0.5 ��&&�&��� =
�&�=��&�,�,&��*&)%��� NaOH ����

%A��A�� 0.5 ��&&�&���  �4��&�,�,&���
7���,�/*$�=��74�%,-�,%/X�%�&�  20  ���'  ��	�

��)�
B�%���   	���
7�	?�%���
��&)&��+
�A�� 5% Na2CO3,   1% CuSO4.5H2O  *&) 2%

NaKC4H6O6.4H2O (�
���
��� 50:1:1) 2.5 ��&&�&���  &�=��&�,A��
���
������*&)
��

&)&�� BSA %A���=��%A���
�  �
7���7���� 10 ���'  *&)%���
�� Folin-Ciocalteau &��/ 0.5

��&&�&���  %A���*&)�
7�����'B�!��#�������/�)��� 30 ���'  
��&)&��	)�'
'�74�%���%A��  �4��/

�
,������,�,�&-�*
��'B��������&-B�  750  ����%���  ,���%��-B�� Spectronic 21
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      3.11.2 �����/�������������%,���,����' Phenol-sulfuric [114]

      %��'��  standard  curve  	��  stock  solution  A�� glucose �'B�'����%A��A��

1  ��&&���
������&&�&���  �4���%	-�	��,����74��&
B�=���'����%A��A��%/X� 0, 10, 20, 40, 60,

80, 100 *&) 200 �������
���� 2 ��&&�&��� ���&4�,
�  /�%/�
��&)&�� glucose *��&)

����%A��A���� 1 ��&&�&���  =
�=��&�,�,&��*&)%���
��&)&�� 5% phenol  &��/ 1

��&&�&���  %A���=��%A���
�  	���
7�%��� H2SO4 %A��A��  5  ��&&�&��� &�=��&�,A��
��&)&��

�
������ *&)
��&)&�� glucose �������,%���  %A���=��%A���
��'���
7���?B�  �
7�=��%����'B

�!��#�������%/X�%�&�/�)���  30  ���'    

�%�����
���
�������'
'%�&-��%A��	?��4�
���
�

������/�
,������,�,�&-�*
��'B��������&-B�  485  ����%��� ,���%��-B�� Spectonic 21

3.12 �����/�����%:��A��
������
�/��&���*&) crude hot water extract polysaccharide

[115]

$
B��
������
������
�/��&���*&) crude hot water extract polysaccharide �� 500

��&&���
� =
�:�����)%�-7�� (crucible) �'B�����74���
�*�����   �4��/%+��'B�!��#��� 550 ����

%Y&%Y'�
 %/X�%�&� 16 $
B���� �
7����=��%���=� descicator  *&)�4��/$
B��74���
�%(-B��4������

/�����%:��

3.13 �����/�����*�&%Y'��*&)Y
&%`�=� crude hot water polysaccharide

   3.13.1 �����/�����*�&%Y'��,���%��-B�� ICP (Inductive Couple Plasma

Spectroscopy)

  %��'��
��&)&��*�&%Y'������9�� 	�� stock solution A��*�&%Y'���'B�'����

%A��A�� 100 ppm �,��4��/%	-�	��=���'����%A��A��%/X� 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 *&) 1.0 ppm

���&4�,
�  	���
7��4��/�
,�������%A��A���'B*��	���,���%��-B�� ICP (�!�� JY 124, JOBIN

YVON EMISSION, FRANCE) �'B��������&-B� 396.847 ����%��� ���%��'�� crude hot

water polysaccharide %(-B���/�����*�&%Y'�� �4��,�$
B� crude hot water polysaccharide

�� 100 ��&&���
�  =
�=�:�����)%�-7�� (crucible) �'B+������%+��'B�!��#���  550 ����%Y&%Y'�


/�)��� 2 $
B����  �4��/%+�,���%��%+��'B�!��#��� 550 ����%Y&%Y'�
 %/X�%�&�  16  $
B�

���  	���)�
B�
���
������%/X�
'A���
7���, 	���
7��4��
������=
����=� descicator 	���)�
B�

�������  ��, deionized water /�)��� 20-30 ��,  �4�%:��A�� polysaccharide �/����

�,�%�����,������%A��A�� 2 ��&&�&���  ����� hot plate �'B�'��������/�)��� 100 ����

%Y&%Y'�
  	���)�
B�%:��:������	���, *��:��
��&)&���
�������'�)���
',4������4��/����

+�����),�"����%���� 4 *&)�4���%	-�	��,��� deionized water =���,�/������ 25 ��&&�&���

	���
7��4��/��%���)����/�����*�&%Y'��,���%��-B�� ICP �'B��������&-B� 396.847 ����

%���
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       3.13.2 �����/�����Y
&%`�=� crude hot water extract polysaccharide [116]

      $
B� crude hot water extract polysaccharide 5 ��
�  =
�=� flask A��, 500

��&&�&���  %��� deionized water 200 ��&&�&��� *&)��,���,��&����%A��A�� 15 ��&&�&��� �4�

�/����� hot plate 	�
���
������%,-�,%/X�%�&� 1  $
B����  30  ���'   �4���%	-�	��,���

deionized water 	��'/������  500 ��&&�&���   	���
7�*���
��&)&���
�������� 100

��&&�&���  %	-�	��,��� deionized water 200 ��&&�&��� *&)%�����,���,��&����%A��A���'�

0.5 ��&&�&���  �4��/���	�%,-�,(�����
�����������%�-B��  ���� � ��,
��&)&��A�� 10%

BaCl  10  ��&&�&���  *&)�
7�����'B�!��#�������%/X�%�&�  16  $
B����  �����)���A�� BaSO4

�'B�,�+�����),�"����  &����)���,���,��� deionized water �'B����  �4��/%+��'B�!��#���

550 ����%Y&%Y'�
 %/X�%�&� 12 $
B����  �
7�=��%���=� descicator �4���$
B�*&)�4������

%/���%Y����A��Y
&%`�

3.14 ����4�	
,*�&%Y'��*&)Y
&%`����	�� crude hot water extract polysaccharide

       3.14.1 ����4�	
,*�&%Y'�����	�� crude hot water extract polysaccharide [72]

       &)&�� crude hot water extract polysaccharide  30  ��&&���
�  ,���

deionized water  �4��/+��� cation exchange column (Dowex 50W, X-8, H
+
 form) =$�

deionized water %/X��
�$)
���
������=�����	����&
���	���,  �4�
��&)&���
�������'B

�,��/�4�=��*���*&)��%���)���!�
��
�����������������%$-7� HSV-1 ����/

       3.14.2  ����4�	
,Y
&%`����	�� crude hot water extract polysaccharide [117]

        $
B� crude hot water extract polysaccharide �'B����'*�&%Y'����  20  ��&&���
�

&)&��
���
������,��� deionized water 5 ��&&�&���  /�
��������%/X���,-,���A��
��

&)&���
������	��'���%/X� 7.6 ,��� pyridine �4��/�4�=��*���,���%��-B�� rotary  evaporator


���
�������'B�,�	)����=���/A�� pyridinium salt  %��� 10% MeOH =� DMSO 15 ��&&�&���

�4��/����'B�!��#��� 80 ����%Y&%Y'�
  %/X�%�&� 5 $
B���� (����������%�-B���&�,%�&�) �4�

�/�4� dialysis ,��� deionized water %/X�%�&�  3  �
�  �,�%/&'B���74��!� � 6 $
B����  	��

�
7��4� dialysis ���,��� 0.5 M EDTA  %/X�%�&�  2  �
�  �4�
���A�� nondialyzing  fraction

�/�4�=��*���*&)�4�
���'B�,��/��%���)�����������������%$-7� HSV-1
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3.15  ������	
��������������

������%��� Herpes simplex virus type 1 (Anti-HSV-1

assay) �,� colorimetric method [118]

%/X�����?�"�+&A��
���'B�'������
��
7����%��, viral infection �,�=$����'������
��

�,
���
�%Y&&�%	�������'B��,%$-7����

=��)�)%�&��'B%���)
�  �&
�	���
7��4�������	�
,��

/�����%Y&&��'B�'$'����,��������
'%�-B��!��%Y&&�*&)�
,������,�,�&-�*
�%�'���
�$!,����!�

+&&�Y?B�����'
���,
��*���'���

����  *&)$!,����!�+&����'B�'���%��� anti-HSV agent

�,�*�� Acyclovir  �,��'���'*&)�&
�����
B��/,
��'7

���

�'B=$�=�����,
���-�  HSV-1 (HF strain)  %Y&&�%	�������'B=$�
4���
�%&'7��%$-7���

�

%(-B�%(�B�	4�������

�-�  Vero  cell  (African  green  monkey  kidney  fibroblast) %&'7��

=�  Eagle’s  minimum essential  medium (MEM)  �'B%��� 10% fetal  bovine serum, FBS

(heat-inactivated) �4�����,
��������������

%���=� 96-well  microplate  �,�+
� Vero

(1x10
5 

cell/ml), HSV-1  30 PFU ����&!� (=$����

�'B%���%/X� stock *&)�
,/��������

,
�

�&����,������%�������� titer ,������'����9�� �-� Plaque  reduction  assay)  *&)
��

�
�������'B��������,
���'B�'����%A��A��A��
�������
� (two-fold  dilution) �,�=$� DMSO

%/X��
��4�&)&��  �4��/���=���� incubator 37 ����%Y&%Y'�
 *&) 5%CO2 %/X�%�&�  72  $
B�

���  ��?�
#�(%Y&&�,��� 50% trichloroacetic acid (TCA) �'B%���  �/*$��'B�!��#��� 4
 
����

%Y&%Y'�
 %/X�%�&����  30  ���' 	���
7�&���,����74�
)��,  4  ��
7� ��7����=��*��� ����
'%Y&&�

,��� 0.05% sulforhodamine B =� 1% acetic  acid ��� 30 ���'  *&��	?�&���,��� 1%

acetic acid �
7���7����	�*��� &)&��
'�,�%���  10 mM  Tris-base  pH 10 *&)�4��/�������

���,�,�&-�*
��'B��������&-B� 510 ����%���  ,���%��-B�� ELISA  Microplate  Reader

���	���'7�
����	
������%/X�(�"%�-7�����A��
���,
�����%Y&&�%	������  �,��4����

�,&��,
����'�'B�&������A������*��=$�%Y&&�%	�������'B����'�����,%$-7����

  	���
7��4����

�4����*&)*/&+&������
��
7����

 (% inhibition) A��
���
�������'B�4����,
���'B�),
�

����%A��A���'B���%/X�(�"���%Y&&�%	�������,�%/�'��%�'��������,�,�&-�*
� (OD510nm) �'B�
,

�,�	���&!��'B�'
���
�������
�$!,����!�&��'B����'
���
������  �,�����,&���!���
7�����'B�,�

	)%/X����%�&'B�	������4��&�� � �
�������'B�'����%A��A��%����
�  
4���
�$!,����!�+&���

	)=$� acyclovir  =�����,
��������������

%���  *&)=$� clipticin =�����,
������%/X�

(�"���%Y&&��,��'�&
�%����=����������+&,
��'7
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1. ���*/&+&����%/X�(�"���%Y&&� (Cytotoxicity to vero cell )

     �),
�����%A��A��
��
!,�'B=$�=�����,
���-�  50   �g/ml

- :��
�����%/X�(�"���%Y&&�	)������+&%/X����  IC50 >50 �g/ml

- :��
���'����%/X�(�"���%Y&&�  	)�4� serial  dilution %(-B������ IC50

2. ���*/&+&���������%$-7����

%��� (Anti HSV-1)

     �4����*/&+&�'B�),
�����%A��A���'B���%/X�(�"���%Y&&� vero ����&
�%����,
��'7

% Inhibition Activity

<25% Inactive

25-35% Weakly  active

>35-50% Moderately  active

>50% Active (�4� serial  dilution %(-B������ IC50)



���/+ 4 &$����-�,��������	
�#$%��	����&$

+&���,4�%��������	
�=��������'7/�)����/,��� 4 
����&
� �-�

1.  ���%��'�� crude lipid *&) crude polysaccharide 	��
������
�/��&���

2.  �����%���)����
�������
�������%��'A��
��
4��
C�'B���������
��
7�%$-7� HSV-1 =�

crude lipid

3.  ����
7��4��
�����#�����	��
��
�
, EtOAc �'B�,�	�� lipid A��
������
�/��&���

4.  ����?�"�����/�)���*&)�!�
��
��A�� crude hot  water extract  polysaccharide

4.1 ���,��/�� crude lipid #$% crude polysaccharide 	��
������
�'��$���

	��A����&%�-7�����,
�������'B 1.1  �4�=����������
7� crude lipid *&) crude

polysaccharide �'B
�
,*���,�	��
������
�/��&����'�!�
��
��=����������������%$-7�

HSV-1  �'B���=��%��,���%��� ,
��
7�=�A
7����*��	?��4����
�
,*��
���
7� 2 $��,   �,��4�

%Y&&�*���A��
������
�/��&�����
�
,,
�*+�#�(�'B 3.1  Y?B�A��,'A�����
�
,,������',
��&���

�-� %(-B�%/X�����4�%Y&&�A��
������
�/��&�����=$�=��%��,/�)��$��
��
!, #���&
�	�����


�
, (���� 
��
�
,���� (crude extract) *�������,�%/X� 2 
��� �-� 
���*���'B=$��
��4�

&)&�������'��
�
, (�&���`����:%�����&=��
���
��� 2:1 [119]) �,�
���'B�'&
�"�)%��'��

��-,%/X�
'�74���&%A��%�'����� crude lipid ,
���/�'B 4.1 *&)
����'B
��Y?B��,�	�����=$��74�%/X�

�
�
�
,%�'����� crude polysaccharide  *������%/X� 2 $��, �-� polysaccharide �'B�'��&

��%&�!&�B4� (low molecular weight)  �'B�,���	�����=$��74��&
B��'B�!��#���/���%/X��
�
�
,

%�'����� crude cold water extract polysaccharide *&) polysaccharide �'B
�
,,����74�����

Y?B��'��&��%&�!&
�� (high molecular weight) %�'����� crude hot water extract

polysaccharide �,� crude polysaccharide �'B
�
,�,��'&
�"�)%/X�+�
'A����&  �,� crude

hot water extract polysaccharide �'
'%A������%&������ ,
���/�'B 4.2
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��'�/+ 4.2    Crude cold water extract polysaccharide (
'����) *&) hot water extract

polysaccharide (
'%A��) �'B*���,�	��
������
�/��&���

��'�/+ 4.1  Crude lipid �'B
�
,�,�	��
������
�/��&���



44

�������������&
�	��*���,�
��
�
,�
7� 3 $��,*&�� 	)(�	����%&-��=$�
��
�
,

%('��$��,%,'��%����
7� %(-B��4���=$�=������	
�����/ �-� �4�����%���)����
�������
����A��


��
4��
C�'B������������%$-7� HSV-1 ����
7�=$�%/X�����/�)���=�����
7��4��
��� Y?B����

(�	�������	)%&-��=$� crude lipid,  crude cold water polysaccharide ��-� crude hot water

polysaccharide �
7�	)=$��&
����A�� Bioassay guided fractionation %/X�����
4��
C&4�,
�

*�� �-� (�	����	���!�
��
��A�������������%/X�
���
��
7�%$-7�  HSV-1 (��� IC50)  A��


��
�
,�'B*���,�	��
������
�/��&���  :��
��
�
,�&!��=,�'�!�
��
���'B,'=����%/X�
��

�
��
7�%$-7� HSV-1 (��� IC50 �B4�) 	)�4�
��,
��&�����*��=�����
!����*&)��%���)����
�������


����A��
��
4��
C�'B�'�!�
��
�����������
��
7�%$-7� HSV-1 ����/

#���&
�	������4�
��
�
,�����
7� 3 $��, �/���	
���!�
��
��A�����%/X�
��

�
��
7�%$-7� HSV-1 �,����' colorimetric method (���� crude lipid #$% crude hot water

extract polysaccharide �'�!�
��
��A�������������%/X�
���
��
7�%$-7� HSV-1 =�&�%�'���
�

,
�+&�'B*
,����=�������'B 4.1 A�)�'B crude cold water extract polysaccharide ����'�!�


��
��A�������������%/X�
���
��
7�%$-7� HSV-1 Y?B�+&����,&����
7��'7���
�,�&����
�+&

����,&�����������'7 (������'B 1.1) �'B(���� �'
��������������%$-7� HSV-1 �
7�=�
���A��

crude hot water *&) cold water extract polysaccharide �
7��'7%�-B����	������,&����
7��'7

=$�
������
�/��&���=�/��������  �,�
�
,
��������
7�&) 9 ���&��
� ��	�4�=���'/�C��=�

%�-B�� homogeneous �-� ����'B	)���
������=��:���
��
��4�&)&��������
B�:?� Y?B���	%/X�


�%��!=��/�)
����#�(A�����
�
,&,�B4�&�*&)%/X�+&=���!�
��
��A�������������%/X�
��

�
��
7�%$-7� HSV-1 �B4�����%�-B�%�'���
�������'B 1.1 Y?B�%/X����
�
,�,�=$�
������ 
�/��&���

	4���������-� /�)��� 250 ��
� ������������
4���
� polysaccharide �
7�	������������

�����	
��'B+�����(���� 
��������������%$-7� HSV-1 �'B����=� polysaccharide 	��
������


�/��&����,�	�����
�
,,����74�����%/X�
������ [17, 72, 73]

������/+ 4.1   +&�����%���)���!�
��
�������������%/X�
���
��
7�%$-7� HSV-1 A�� crude

lipid, crude hot water extract polysaccharide *&) cold water extract

polysaccharide

Sample
Cytotoxicity

(IC50:�g/ml)

Anti HSV-1

activity

Anti HSV-1

(IC50:�g/ml)

crude lipid

crude hot  water polysaccharide

crude cold water polysaccharide

> 50

> 50

> 50

Active

Active

Inactive

17.28

21.32

-
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,
��
7�=����,4�%��������	
�Y?B�	)�4�����?�"�%(-B���
�������
�������%��'A��
��


4��
C�'B���������
��
7�%$-7� HSV-1 	)�!��%����'B crude lipid %/X�
4��
C �
7��'7%�-B��	���'�!�


��
��A�������������%/X�
���
��
7�%$-7� HSV-1 =�&�%�'���
� crude hot water extract

polysaccharide (+&	��������'B 4.1) *��A��,'A�� crude lipid  %�-B�(�	����%/�'��%�'���
�

crude hot water extract polysaccharide  �-� �'A
7����=����
�
,�'B���Y74�Y��� �,�(����

���*��*&)
�
,
���
7� 2 $��,	��
������
�/��&���,������'����'7  
����:
�
� crude

lipid ���������� crude hot water extract polysaccharide :W� 23 ,��� �-� 
�
, crude

lipid �,�/�)�������&) 7 A���74���
�
������*���  A�)�'B crude hot water extract

polysaccharide 
�
,�,�%('������&) 0.3 A���74���
�
������*���%����
7�

4.2 ������	
��
�������
�������,��/3��
��
-��
.�/+���������
��
B�,)*B� HSV-1 <�

crude lipid

%�-B��	�� lipid �'B(�=�
������
�/��&����
7�
���=�C�	)����=���/A�� glycerolipid

%�-7������,��4����*�� crude lipid �'B
�
,�,�	��
������
�/��&���=�����
!����A?7� �,��4� crude

lipid ��*�����%/X�$
7�A��&�/�, (lipid class) ���� � ,���%�������� Thin layer

chromatography (TLC) [109] (���� *�� lipid �,��
7���,  4 classes �-� MGDG DGDG

SQDG *&) PG ���&4�,
� *&) lipid �
7� 4 classes �'

,
���,
�������'B 4.2 �,�$
7� MGDG

�'

,
�������'B
!,�-� /�)�������&) 50 A�)�'B lipid �'� 3 $
7� �-� DGDG  SQDG *&) PG

�'

,
���=�&�%�'���
�/�)�������&) 15-20 A�� lipid �
7���, Y?B�	�����*����
������A��

lipid *��&)$
7����4�������	��%���)�����!�
��
��=����������������%$-7� HSV-1 (����

lipid �!�$
7��'���������%$-7� HSV-1 �,� lipid *��&)$
7��'������������*�������
��/ �,�$
7�

PG �'�����,'�'B
!,�-� �'��� IC50 5.83  �������
������&&�&���  A�)�'B$
7� DGDG *&) SQDG �'

�����=��������%$-7����

,
��&���=�&�%�'���
� 
���$
7� MGDG �'����������'B
!, ,
�������'B 4.3  

������/+ 4.2 ����/�)���A�� lipid class �'B*���,�	��
������
�/��&���

lipid class % of total lipid

MGDG

DGDG

SQDG

PG

49

14

19

18
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������/+ 4.3 +&�����%���)���!�
��
��A�����%/X�
���
��
7�%$-7� HSV-1 A�� lipid class �'B

*���,�	�� crude lipid A��
������
�/��&���

Sample Cytotoxicity

(IC50: �g/ml)

Anti HSV-1 activity Anti HSV-1*

(IC50: �g/ml)

MGDG

DGDG

SQDG

PG

	 50

	 50

	 50

	 50

Active

Active

Active

Active

13.68 � 5.80

29.10 � 6.71

12.23 � 7.64

5.83  � 4.52

* ���%�&'B�A�������%���)���!�
��
��A�����%/X�
���
��
7�%$-7� HSV-1 2 ��
7�

���������������*�� crude lipid =�����
!����A?7�,���%�������� TLC �
7�  �'A��	4��
,

�-� =�����4� crude lipid ��*��*��&)��
7��
7�
���'B*���,��'/������������ ,
��
7����'����'7

	?����%���)
��
�%�-B��������*��
��=�/��������� %(-B��4��/�4�=�����
!����*&)��%���)��

������
����A��
��
4��
C�'B�4�=�� crude lipid �'�!�
��
��=����������������%$-7� HSV-1

����/                    

,
��
7������)+����	
�(����������'����'B
�
,%���)
� �
B��-� �4� crude lipid �'B
�
,

�,�	��
������
�/��&������4�=�����
!����A?7����
��� (partial purification)  ,�������4���
�
,

,������' partition �,�%&-��=$��
��4�&)&�������'�� (organic solvent) 3 $��, ���&4�,
������'

A
7� (polarity) A���
��4�&)&��	��
���'B�'A
7��B4��/
�� �-�  hexane, ethyl acetate  *&)

methanol ���&4�,
� Y?B��4�=���,�
���'B����'A
7�*&)�'A
7��B4�=����
�
,,����
��4�&)&�� hexane

*&) ethyl acetate *&)�,�
���'B�'A
7�
��=����
�
,,��� methanol  (���� �,�
��
�
,�
7�
��

$��,�'

,
���,
�������'B 4.4  *&)�4�
��
�
,�
7�
��$��,�/���	
���!�
��
��A��������

�����%/X�
���
��
7�%$-7� HSV-1 (������'B 4.5 )

������/+ 4.4  

,
���A��
��
�
, hexane, ethyl acetate *&) methanol �'B�,�	������4�

crude lipid A��
������
�/��&������4� partition


��
�
, % of crude  lipid

hexane

ethyl  acetate

methanol

10.5 � 1.1

88.5 � 3.5

1.0 � 0.08
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������/+ 4.5  +&�����%���)���!�
��
��A�����%/X�
���
��
7�%$-7� HSV-1 A��
��
�
,�
7�


��$��,�'B�,�	������4� crude lipid A��
������
�/��&������4� partition


��
�
,
Cytotoxicity

(IC50:�g/ml)

Anti HSV-1 activity Anti HSV-1

(IC50:�g/ml)

hexane

ethyl  acetate

methanol

> 50

> 50

> 50

Inactive

Active

Weakly  active

-

29

42.3

 	��+&����,&��,
�������'B 4.5 (���� 
��
�
,�'B�,�	�����=$� ethyl acetate

*&) methanol %/X��
�
�
,�'�����%/X�
���
��
7�%$-7� HSV-1 �,�
��
�
, ethyl acetate �'�!�


��
����������%/X�
���
��
7�%$-7� HSV-1 ,'����
��
�
, methanol /�)���  2  %��� *&)�'



,
������:?�����&) 88.5 A��
��
�
,�
7���, (������'B 4.4) A�)�'B
��
�
,A�� hexane

����'�!�
��
��,
��&���Y?B�+&����,&���'B�,�
�,�&����
������	
�A�� Corona-Hernandez

*&)��) �'B(���� 
��
�
,A�� hexane �'B�,�	��
������ Spirulina maxima ������'�!�
��
��

=��������%$-7� HSV-2 %$���
� [76] %�-7�������	
�!/�,����  
��
4��
C=� crude lipid �'B�'�!�


��
����������%/X�
���
��
7�%$-7� HSV-1 %/X�
���'B�'A
7�  ,
��
7�	?��4�
��
�
, ethyl  acetate

*&) methanol ��*�����%(-B�=��
���'B�,��'�������
!�������A?7�,������' Gel Filtration

Chromatography �,�=$� sephadex LH-20 column *&)=$� methanol %/X��
�$)
���
������

�,����'����'7	)*��
��
�
,�
7�
��$��,���A��,A����%&�!& �,�
���'B�'��%&�!&A��,=�C�

	):��$)�����	����&
������� A�)�'B
���'B�'A��,��%&�!&%&������	):��$)�����	��

��&
���#���&
� Y?B�	������,&��
����:*�� fraction A��
��
�
,�
7�
��$��,�,������&)

10 fractions  #���&
�	���'B�4�
��*��&) fraction �/�)%��=��*���*&)�4��/���	
���!�


��
��A�������������%/X�
���
��
7�%$-7� HSV-1 (���� 
���
7� 10 fractions �'B*���,�	��


��
�
, methanol ����'�����%/X�
���
��
7�%$-7� HSV-1 *�������=,  A�)�'B
��=� fraction �'B

3-10 A��
��
�
, ethyl acetate ��������%/X�
���
��
7�%$-7� HSV-1 
���
�� fraction �'B 1

*&) 2 ����'�!�
��
��=����%/X�
�����������
��
7�%$-7� HSV-1 �,�=�
�� fraction �'B 3-5 �'

�!�
��
��=����%/X�
�����������
��
7�%$-7� HSV-1 ����A����B4�   A�)�'B fraction �'B 6-10 �'

�!�
��
���'B,'=����%/X�
�����������
��
7�%$-7� HSV-1 ,
�������'B 4.6
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�������� 4.6  �������	
����

��������������	�������������	���� HSV-1 ���������� 10

fractions �!"#��$%&'��������% ethyl acetate �������(���$��)����

EtoAc

Fraction

Yield

(% of total fraction)

Cytotoxicity

(IC50:�g/ml)

Anti HSV-1

activity

Anti  HSV-1

(IC50: �g/ml)

F1

F2

F3

F4

F5

F6

F7

F8

F9

F10

0.05

2.4

12.5

64.8

15.1

3.8

0.87

0.26

0.08

0.05

� 50

� 50

� 50

� 50

� 50

� 50

� 50

� 50

� 50

� 50

Inactive

Inactive

Active

Active

Active

Active

Active

Active

Active

Active

Inactive

Inactive

36.80

30.83

39.35

7.59

3.01

0.84

1.55

18.31

F = fraction

 %������'��������%���;�������!" 4.6 #�%�;�&	�<��(� ����>�
�?;� crude lipid �!"�!


�����������@�B�D�������	���� HSV-1 	�������!"�!����#���!���%���G�	����$�(;�?(������

	J���K)�#�������'��
�����
;��(�� fraction �&��L (F6-F10) MN"�	��"�J�'����'��
(� IC50

��� fraction �!" 5 	��!��	�!����� fraction �!" 6 J��(� fraction �!" 6 �!
�����������@�B�D	���

����������	���� HSV-1 $%&%!��(� fraction �!" 5 KN������� 6 	�(�  G%��!@�B�D�&��	���� HSV-1

;��&	
!����� fraction �!" 7 ��(��$��<���	J�"�;�&$%&����!"�!������B�O�J#��
���������!"%!;����

	�������������	���� HSV-1 ;����%>�	��������'���(�$�'N�	����;�&	PJ�� fraction �!" 7-10 	�(�

���� �����!�	J�"��Q������R?��
���
��%	
��"��;����#�� fraction ;�#�(��
���� 
�� ���;�

fraction �!" 5 ����(����'������)(;� fraction �!" 6 MN"�'��>�;�& fraction �!" 6 �!
��������;�

����������	���� HSV-1 �%��  #�(	��"���	
����
�������������� fraction �!" 7 KN� fraction �!"

10 J��(� �!��%�(���!"
(���&���&�����	��"�	�!�������%�(��������%
�� 
�%	����&���� 1.26

��� fraction ������%  %������;�����%���'N��&���>�������% ethyl acetate ��#���(��

sephadex LH-20 column M�>����� L 
����  	J�"�;�&$%&�(����� fraction �!"�!
�����������

@�B�D�������	���� HSV-1 
(���&��%! (F7-F10) ;��������!"���J��>������>�$��>�;�&������B�D�(�

$� MN"�O������'��$%&���;� fraction %����(��;��������!"�&�����#�&�  'N�������;�

fraction �!" 7-10 	�&�%&�����#���>�$����'���
�����������@�B�D������� HSV-1 J��(� �!
(�
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IC50 7.62  $�G
������(����������  MN"����
(���&��������B�D�!��!
���������������	���� HSV-1 %!

�N����(�	%���!"��)(;��)����������% ethyl acetate KN������� 4 	�(�

��%#������G�����
 (GLA, �-linolenic acid (C18:3)) 	���������@�B�D�����N"��!"�!

�����(��KN�������;����;�&	��� antiinflammatory [28, 29]   G%�;� crude lipid ���

����(���$��)�����! GLA 	�����

���������KN��&���� 30 �����%$����������%  ���
��

�)&��'��'N��!������X��	������&��(� GLA ;� crude lipid ��'�!������>�
�?�!"�>�;�& crude lipid

�!@�B�D�&��	���� HSV-1 %&��	�(�	%!����� ���	%!������!�����&���Z��������	�
G�G��!����(��

�����������	�
G�G��!J��'��	��&�B����! $%&�>��������J��B�
����(���$��)�������J��B�


%���	%�� (���J��B�
 C1) $%&	�������(�����J��B�
�!"$�(��&�� GLA (���J��B�
 I30/1) G%��������

���J��B�
�!
�����\��;����	'��?	���G�#��
��������������	
����
#��
�&��
�N���� ($�($%&

#�%���) #�(�!��

�����������%$����#���(�����%��������!" 4.7  %������;������'���!�$%&

�>�������% crude  lipid '������(������������J��B�
#���>�$����'���
�����������	���

������@�B�D�&��	���� HSV-1 (������!" 4.8)

�������� 4.7   ��

��������%$�����������(���$��)�������J��B�
���� (C1) 	��!��	�!��

������J��B�
���� (I 30/1)

���J��B�


��

�����������%$����

(�&���������%$����������%)
TFA

a

(% DW)b
GLA

(% DW)

16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3

C 1

I 30/1

44.8

46.1

5.0

3.4

1.2

0.7

8.1

5.9

21.5

42.6

19.3

0

4.8

5.8

0.93

0

a : ��%$����������%

b : �&���������>�����#�&�

�������� 4.8  �������	
����

��������������	�������������	���� HSV-1 �������(��

                  �$��)�������J��B�
%���	%�� (C1) #�����J��B�
���� (I 30/1)

���J��B�

Cytotoxicity

(IC50:�g/ml)

Anti HSV-1 activity Anti HSV-1

(IC50:�g/ml)

C1

I 30/1

> 50

> 50

Active

Active

7.3

4.1
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'����
��������;�����������	���� HSV-1 ��� crude lipid ���� 2 ���J��B�
 %��������!"

4.8 �&���&� J��(� ���J��B�
 I30/1 �!"$�(�! GLA 	�����

���������������K���@�B�D	������

�������	���� HSV-1 $%&;��&	
!�����������J��B�
���� #�%�;�&	�<��(� GLA ;� crude lipid ���

����(���$��)����$�($%&�!������(�����>�;�& crude lipid 	�������������	���� HSV-1 #�(��(��

;%

���	%!�����$%&�>�������� lipid �����!"���� 
�� MGDG  DGDG  PG #�� SQDG �!"#��

$%&'����B! TLC #�����;� fraction �!" 7-10 #��$%&'�� Gel Filtration Chromatography ��

��	
����
����

�����������%$����	J�"�;�&	����&��)�	������&��(� ����>�
�?�!"���@�B�D�&��

	���� HSV-1 �!��

�����������%$����	�����(��$� MN"����!"��	
����
$%&#�%�$�&;�������!"

4.9 #�� 4.10 ����>�%��  	�<�$%&�(����� PG MN"�'�%	������J�� phospholipid #���!
��������

���@�B�D�������	���� HSV-1 $%&%!�!"��%���� �!��%�(�������%$����$�(��"���� �-linolenic acid

(C18:3, GLA) 	J!���&���� 1.1 ���$����������%	�(�����  ����!"���� MGDG #�� DGDG MN"�

�! GLA 	�����

������KN� 42.4 #�� 46.5 ����>�%�� �!
��������K;�����������	���� HSV-

1 $%&�">���(� #��	��"�J�'����	��!��	�!������&��)������%$����'��������!" 4.10 J��(�

fraction �!" 7–10 �!��������� GLA �">�	�(�	%!�����
�� �!	J!���&���� 1.1 ���$����������%

#�(��������K���@�B�D�������	���� HSV-1 $%&	�����(��%!

�������� 4.9  ��

�����������%$����;� Lipid  Class �������(���$��)����

Lipid  Class Fatty acid composition (% of TFA)

C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3

MGDG

DGDG

PG

SQDG

44.2

41.1

50.6

60.8

6.4

6.3

0.8

1.9

0.3

0.3

1.3

2.8

1.5

1.3

6.5

5.5

4.3

4.3

39.3

26.8

42.4

46.5

1.1

2.0
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�������� 4.10  ��

�����������%$���������� fraction �!" 7 – 10 (F7-F10) �!"#��$%&'��

������% ethyl acetate �������(���$��)����

Sample
Fatty acid composition (% of TFA)

C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3

F7-F10 57.6 1.0 0.9 3.5 35.8 1.2

           	��"�J�'������

�����������%$���������� F7-F10 (������!" 4.10) 	��!��

	�!�������

�����������%$�����!"��	
����
$%&'�� Lipid Class (������!" 4.9) 	�<�$%&�(�

F7-F10 �!��

�����������%$������%
�&�������

�����������%$������� Lipid

Class 2 ���% 
�� PG #�� SQDG ����!"��% G%��!��%$������"���� palmitic acid (C16:0)

#����%$����$�(��"���� linoleic acid (C18:2) 	�����

���������� %������������X��	������&�

'N�
�%�(� ����>�
�?�!"���@�B�D�&��	����$���� HSV-1 ;� fraction  F7-F10 ��'	��� PG #��/

���� SQDG

%������	J�"��>������	
����
���)��G
����&���������>�
�?�!"���@�B�D�������	���� HSV-1

;� fraction �!" 7-10 'N�$%&�>���� F7-F10 $����'����)��G
����&�����	
�!G%���z��	�
��


��� Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (NMR) ���� 0ne Dimension (1D NMR)

(%���)��!" 4.3 #�� 4.4) #�� Two Dimension (2D NMR)  (�)��!" 4.5)  J��(� ���;� fraction

	��(��!�	���J�� glycerolipid �!"�!��%$����#����>����	�����)(G%�'�J���??�������>����

#����!	M�����!"������ 3.5-4.8 ppm  #��J���??���!"	��������%$����%&�� (�)��!" 4.3)
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�	
��� 4.3   1H NMR (400 MHz) spectrum (CDCl3) ������ fraction �!" 7-10

����!"'�� 
  13

C  NMR spectrum (�)��!" 4.4)  J�  anomeric carbon  �����>�����!"

�>�#��(�������   60-75    ppm   #��'��  HMQC spectrum    (�)��!" 4.5)    J��(� �!"

�>�#��(������� 100 ppm ����
��
���'� correlate ���G������!"�>�#��(������� 4.85

ppm MN"�	����>�#��(���� anomeric proton
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�	
��� 4.4 
   13

C NMR (100 MHz) spectrum (CDCl3) ������ fraction �!" 7-10

�	
��� 4.5  HMQC spectrum (CDCl3) ������ fraction �!" 7-10
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               '�������	
����
�&��)���� NMR spectrum �>�;�&�����(�����>�
�?�!"���@�B�D

�&��	����$���� HSV-1 �!��>����	�����

��������)(;�G
����&��%&��  %������	J�"�	������������

�(�����>�
�?%����(�� �!G�	���������>����	�����

��������)(;��)��G
����&��'���  'N�$%&�>�

��� fraction �!" 7-10 $��>��Z������� Acetylation 	J�"�#���!"��)( hydroxyl (-OH) ���G�	����

��>����%&����)( acetate (-COCH3) G%��!������X���(� 	��"��>��������!"$%&'������>��Z�������

Acetylation ����	
����
%&�� NMR '�#�%��	�������!"�!
���	�&������??��	J�"�����N��

MN"�	��"��>����%����(��$���	
����
���)��G
����&��%&��	�
��
��� NMR ���� 1D (�)��!" 4.6

#�� 4.7)  #�� 2D NMR (�)��!" 4.8 #�� 4.9)  J��(� '���)��!" 4.6 
1
H NMR spectrum #�%�

��??��$�G%�	'��������� acetate groups �!"������ 2 ppm �����!
���	�&����

��??�������(�	��"�J�'����	�!������	������������ fraction �!" 7-10 �(���>����>�

�Z������� Acetylation (�)��!" 4.3)

 �	
��� 4.6 
1
H NMR (400 MHz) spectrum (CDCl3) ������ fraction �!" 7-10 	��"��>����>�

                 �Z�������  Acetylation



55

�	
��� 4.7  
13

C NMR (100 MHz) spectrum (CDCl3) ������ fraction �!" 7-10 O�������>���

�>��Z������� Acetylation

�	
��� 4.8  HMQC spectrum (CDCl3) ������ fraction �!" 7-10 O�������>����>��Z�������

   Acetylation
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�	
��� 4.9  COSY spectrum (CDCl3) ������ fraction �!" 7-10 O�������>����>��Z�������

    Acetylation

'�� HMQC spectrum (�)��!" 4.8) J��(� anomeric proton '� correlate ���

anomeric carbon �!"�>�#��(������� 97 ppm  %������'N�J��(� anomeric  proton �! pattern

������ coupling 	��� broad singlet 'N��>�;�&�����(���>�������%�!�	��� �-sugar #��'��

COSY spectrum (�)��!" 4.9) J��(� G�����;��>�#��(��!" 2, 3 #�� 4 �����>�������%�!�	���

axial orientation %������'N�����$%&�(� G
����&�������>�������%�!��!
���
�&��
�N������>����

��)G
����  MN"�'�����
&�
�&������'��J��(�  ��>�����!"
�&����)G
��!���"��(� quinovose '��

�������'���!"��(����;��&���&��>�;�&�����(�  ����>�
�?�!"�>�;�& crude lipid �������(��

�$��)�������@�B�D�&��	���� HSV-1 ����  �!���\�����G
����&�����	
�!	��� glycerolipid �!"�!

��%$���� C16:0, C18:2  #����>���� �-quinovose 	�����

����������
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'������	J�"��>�;�&��� fraction �!" 7-10 ������B�D����N�� 'N�$%&�>���� fraction �!" 7-10

��#���(�� sephadex LH-20 column �!�
������N"�#��;�& methanol 	����������������(��

���'��
�����
	�(�	%��  #�(;�����%���
�����!�$%&�>����	�<� fraction ;�&��	�!�%�����(�


����#��
�� �>����	�<����#�(�� fraction ;�������� 30 ��������� MN"�'��	%���!"�>���%;�&#�(

�� fraction �!������� 50 ��������� J��(� #�����$%&������% 18 fractions (F1�-F18�) MN"�

	��"��>����#�(�� fraction $��>�;�&#�&�#���>�$���	
����
 
1
H NMR spectrum J��(�

spectrum ������;� fraction �!" 5� KN� fraction �!" 8� �!���\��
�&��
�N���� spectrum ���

��� fraction �!" 7-10 (�)��!" 4.3) ��� %������'N��>����������;� fraction �!" 5�-8�(F5�-F8�)
	�&�%&�����#���>�$���	��	������>���������'�#�&� '������#�(���� F5�-F8������'���


�����������������@�B�D�&��	���� HSV-1 J��(� ���%����(���!@�B�D�&��	���� HSV-1 ;��&

	
!�������� fraction �!" 7-10  ;����	%!�����$%&�>���� fraction �!" 5�-8� ����	
����
����



�����������%$����%&��	�(���� J��(� ��

�����������%$����;� fraction �!" 5�-8� �!


���
�&��
�N���� fraction �!" 7-10 ��(����� 
�� �!��%$������"���� C16:0 #����%$����$�(

��"���� C18:2 	�����

���������� 
�� �������&���� 57 #�� 37 �����%$����������%

����>�%�� (������!" 4.11)

�������� 4.11 	��!��	�!����

�����������%$���������� fraction �!" 7-10 (F7-F10)

#����� fraction �!" 5�-8� (F5�-F8�) �!"���%$%&'������(���$��)���� G%�;�&

	�
��
 gas chromatography

Sample
Fatty acid composition (% of TFA)

C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3

F7-F10

F5�-F8�
57.6

57.0

1.0

1.5

0.9

0.4

3.5

2.6

35.8

37.4

1.2

1.1

	��"��>���� fraction �!" 5�-8� ����	
����
���)��G
����&��G%�;�&	
��"�� HPLC-MS

�(�� C18 reverse phase column #��;�&����������J� (mobile phase) 
�� acetonitrile :

H2O (80:20) #�� UV-detector �!"
������
��"� 210 nm J� ����!"	�����

���������� 2

���(� MN"�#�%� peak �!"	��� 2.9 #�� 7.2 ���!  G%� fraction �!" 5�-8� K)� ionize #��;�&

chromatogram %���)��!" 4.10 #���!
(� molecular formula '�� ESI-TOF mass spectrum

m/z (M-H) 	�(����  753  #�� 817  (%���)��!" 4.10 #�� 4.11 ����>�%��)  G%�'�J�������(��!"

���;���%�(���!"�����(�������(��!"��N"�
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�	
��� 4.10  Chromatogram ��� UV-detector 210 nm (A)  #��  MS-detector (B) ������

fraction 5�-8� 	��"������������>������
�� acetonitrie : H2O (80:20)

�	
��� 4.11 
(� m/z (M-H) = 753 ���������(��!"��N"� ����!"	��������� 2.9 ���!
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	��"��'�� lipid ;�����(���$��)������)(;��)���� triglyceride �!"�!��%$���� esterify

��)(�!"�>�#��(��!"1 (sn-1)  #�� 2 (sn-2)  ����!"�>�#��(��!" 3 	����>�#��(��!"K)�	���%&��

G�	���������>����������)(���	�� [33] MN"�	��"�J�'����'���&��)��!"$%&'�� NMR spectrum

��

�����������%$����  #�� HPLC-MS ���������  J�&�����
����)&J���X�����%&��

G
����&����� lipid ;�����(���$��)�����!"�(�  ��%$����;����(� C18 '����)(�����!	M����

%&��J��B�	��	���
�!"�>�#��(� sn-1 ;�����!"��%$�������(� C16 ��)(�����!	M����%&��J��B�

	��	���
�!"�>�#��(� sn-2  %������ 	��"�
>�������G�	���� (molecular weight, MW) ������

����������(��!"J� G%����#���!"��%$����$�(��"���� C18:2 �!"�>�#��(� sn-1 #����%$������"�

��� C16:0 �!"�>�#��(� sn-2 �(���>�#��(��!" 3 �>���%;�&	�����>���� �-D-galactose #�� �-D

quinovose ����>�%��  '�$%&����!"�!�)��G
����&�� (1) #�� (2) ����>�%�� %���)��!" 4.13G%��!

���G�	���� 	�(���� 754  #�� 818   MN"����!"$%&��%
�&����������	
����
G%� MS (mass

spectroscopy)  
�� J�
(� M-H 	�(���� 753 #�� 817 ����>�%��

�	
��� 4.12 
(� m/z (M-H) = 817 ���������(��!"��� ����!"	��� 7.2 ���!
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��
�������� 1                                                       
��
�������� 2

                ����)��G
����&�� (1)                                  ����)��G
����&�� (2)

        Monogalactosyl diacylglycerol                    Sulfoquinovosyl  diacylglycerol

                ����)��G
����&�� (3)                                   ����)��G
����&�� (4)

�	
��� 4.13 �Z������� Bromination �������)��G
����&�� (1) #�� (2)

	J�"�J��)'�
;�&#�(��%�(� �)��G
����&�����	
�!�������>�
�?�!"���@�B�D�&��	���� HSV-

1 ����������%&����%$����$�(��"���� C18:2 '��� #��'���������#���!"�����)(��G�	'��!"

�>�#��(�J��B�
)(�����%$����'N��>� fraction �!" 5�-8� ���>��Z������� Bromination 	J�"�;�&

G���!� (Br) 	�&�#���!"$�G%�	'�������!"�>�#��(�J��B�
)(�����%$����$�(��"���� C18:2 ����

2 �>�#��(� 
�� �!"�>�#��(� �9 #�� �12 %���Z��������!" 1 #�� 2  (�)��!" 4.13) $%&	�������!"�!

�)��G
����&�� (3) #�� (4) �!���G�	����	�(���� 1070 #�� 1134 ����>�%��

H2C

HC

H2C

O

O

O

C

C

O

O

CH3

CH3

O

OH

HO

OH

CH2SO3
-

H2C

HC

H2C

O

O

O

C

C

O

O

CH3

CH3

O

OH

HO

OH

CH2SO3
-

Br

Br Br

Br

Br2

C18:2

C16:0H2C

HC

H2C

O

O

O

C

C

O

O
CH3

O

OH

HO

CH2OH

H2C

HC

H2C

O

O

O

C

C

O

O
CH3

O

OH

HO

CH2OH

Br

Br Br

Br

Br2

OH

OH

C18:2

C16:0

MW C43H78O10 = 754

MW C43H78O10Br4 = 1070
MW C43H78O12SBr4 = 1134

MW C43H78O12S = 818
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	��"��>�����!"�(������>��Z������� Bromination ����	
����
%&��	
��"�� mass

spectroscopy  '�#�%� isotope ratios �!"�!���\��	PJ��
�� J� isotope peaks ������%	�(�

��� n+1 peaks #���! isotope ratios 	�(���� (a+b)
n  

[120]

             	��"�       a  
��  relative abundance of light isotope

                         b  
��  relative abundance of heavy isotope

                         n  
��  the number of halogen atoms

;����!�!��Z��������!"	��%�N��	������#���!"$�G%�	'���������� 4 ����� %&��G���!�

4 ����� (��"�
�� a=1,  b=1 #�� n=4) MN"�	��"��>�$���	
����
%&�� MS '�$%& isotope peaks

= 4+1 = 5 peaks #���! isotope ratios = (1+1)
4
 =1:4:6:4:1  	��"���	
����
%&�� HPLC-MS

G%�;�&�������J� (mobile phase) 
�� acetonitrie:H2O (70:30) %���)��!" 4.14 4.15 #�� 4.16

����>�%�� J��(� ����������K)� ionize #��#�%� chromatogram %���)��!" 4.14B G%��!

isotope peaks 	�(���� 5 peaks 
�� �)��G
����&���!" (3) �!
(� m/z (M-H) �!"	��� 3.6 ���!

	�(����  1069, 1071, 1073, 1075  #�� 1077 ����!"����)��G
����&���!" (4) �!
(� m/z (M-H)

�!"	��� 8.4 ���! 	�(���� 1133,  1135,  1137,  1139 #�� 1141 (�)��!"  4.15  #��  4.16

����>�%��)

�	
��� 4.14  Chromatogram ��� UV-detector 210 nm (A)  #��  MS-detector (B) ������

fraction  5�-8� �!"$%&'���Z������� Bromination 	��"���������>������ 
��

acetonitrie : H2O  (70:30)
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�	
��� 4.15  
(� m/z (M-H) = 1069, 1071, 1073, 1075 #�� 1077 �������)��

              G
����&�� (3) MN"�����!"	���������  3.6  ���!

       �	
��� 4.16 
(� m/z (M-H) = 1133, 1135,  1137,  1139 #�� 1141 �������)��

        G
����&�� (4) MN"�����!"	��������� 8.4 ���!
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 '���&��)����%>�	��������'��MN"���(�	�&�	J�"�G
����&�����	
�!�������>�
�?�!"���

@�B�D�������	���� HSV-1 ;� crude lipid '������(���$��)����#�%�;�&	�<��(� ��������
�����

��������
�����
���� Sulfoquinovosyl diacylglycerol G%�G
����&��������#�%�%���)��!"

4.17 
�� �!��%$����$�(��"���� C18:2 #����%$������"���� 16:0 esterify ��)(�!"�>�#��(� sn-1

#�� sn-2 ����>�%��  ����!"�>�#��(��!" 3 ��� glycerol backbone 	�����>���� �-D-

quinovose �!"�! sulfonic acid 	�����

������  MN"� lipids �!"�! sulfonic acid 	�����

������

�!�$%&K)�
&�J�#���B����KN�
�����������	
�!	���
����#��G%� Benson #��
�� [121]  ���

�!"��������������(��!��(�����&��	����$����$%&K)�
&�J�
����#��;��� 
.z. 1989  G%�

Gustafson #��
�� G%�J��(� sulfolipid �����K���@�B�D	�������&��	���� HIV-1 �!"	���

��	������G�
	�%�
$%& [20]  ��(��$��<���;�����(���$��)�������$�(�!������KN�
��������

���������(��!�;�������@�B�D�&��	���� HSV-1 �!"�(�;�&	��%G�
	���#�(��(��;%  %�����������

�%����!"$%&'�������'���!�'N�K��	������J�������!"�>�
�?������ sulfolipid �!"���%#��$%&

'������(���$��)����               

H2C

HC

H2C

O

O

O

C

C

O

O

CH3

CH3

O

OH

HO

OH

CH2SO3
-

C18:2

C16:0

�	
��� 4.17 �)��G
����&�������� Sulfoquinovosyl diacylglycerol �!"#��$%&

                         '������(���$��)����
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4.3 
�����������!����"����
��
����
�� lipid ��
��#�����$
�	����

      %�&
��'(
)�*+��*���+,������
�� EtOAc %�&�����!��

      4.3.1 
�����������!����"����
��
����
�� lipid ��
��#�����$
�	����

   '��������%���;�����&��!" 4.1 	�<�$%&�(����� crude lipid #�� crude hot water

polysaccharide �!@�B�D	�������&��	���� HSV-1 #�(;�
�����������!�����-	/+����$�/

:����;���<�
����>:�&��+�,������
�� EtOAc ���%�
$�/��
 crude lipid ,��

��#�����$
�	������?@/�
�� active ingredient ��������  �����!�	��"��'��������% EtOAc %��

��(���!�������;�������%�!"$�(M�>�M&��#����%�(����� lipid �!"���%$%&�����!���������	��"�

	�!����� crude hot water polysaccharide  ;���������>������$%&�%����>�������% 6 �>����

%&�����  G%��>�������!"�����N������#�(�	��� 3 #��  
�� %!!��� 1 Emulgel (hot process) ��B!

����!��>�G%�	��!�� emulsion �N���!"����O)�������� 55-60 ��z�	M�	M!���(�� '�������>�

�������� gel '�$%&��J����!"	��� Emulgel #�&�'N�	���������% EtOAc ��$� $%&#�( �>���� SE

001 #�� SE 002  %!!��� 2 �
���	�������! Emulgel �@������+
�� %���&�������/+�+���

Cold process ��B!����!�;�&����(���!"	�!���(� Emulbase MN"��!�&�%!
�� �����K	��!�� Emulgel

G%�$�(�&��;�&
����&��$%&  ���	��!���>�$%&G%�������������% EtOAc ��� Emulbase #��

	�����>���$����'�	�&����  $%&#�( �>���� SE 003 #�� SE 004  %!!��� 3 ?@/��:<���������
+��

Vanishing cream MN"�	����)���!"����;�&;�
�!��������"�$�G%��! cetyl alcohol, stearyl

alcohol #�� sodium lauryl sulfate 	�����

������;��>���� ������% EtOAc '�K)����;�

�(���!"	��� oil phase ����>����#�������� water phase ;��>����	��!��;�&	��% emulsion �!"

����O)�������� 55-60 ��z�	M�	M!�� $%&#�( �>���� SE 005 #�� SE 006 MN"�;�����>�����!"

��(����'��!������% EtOAc 	�(������)(�&���� 10 	J�"�;�&;����	��!��	�!��#��	����������!"

�������(��!������@�B�D;��������!"���J�  �>���������(����"�'��!������#���(�����$�

%��������!" 4.12
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�������� 4.12  ��

������������;��>������ SE 001, SE 002, SE 003, SE 004,

 SE 005 #�� SE 006

Ingredients (%) Formulation

SE 001 SE 002 SE 003 SE 004 SE 005 SE 006

EtOAc  extract

BHT

IPM

Water

PG

Ethanol

Carbopol 940

Triethanolamine

Polysorbate 60

Myritol 318

Sorbitan  monostearate

Paraben  concentrate (10% w/w)

(MP:PP, 10:2)

Paraben  concentrate

Emulbase

Tween 60

Cetyl  alcohol

Stearyl  alcohol

Sodium  lauryl  sulfate

10

0.05

0.8

66.45

10

5

0.9

1

3.627

0.8

0.373

1

-

-

-

-

-

-

10

0.05

0.8

67.05

10

5

0.3

1

3.627

0.8

0.373

1

-

-

-

-

-

-

10

0.05

10

61.95

10

-

-

-

-

-

-

-

1

5

2

-

-

-

10

0.05

5

66.95

10

-

-

-

-

-

-

-

1

5

2

-

-

-

10

0.05

30

35.19

5

5

-

-

-

-

-

-

1

-

-

5

8

0.76

10

0.05

20

47.19

5

5

-

-

-

-

-

-

1

-

-

3

8

0.76

BHT; butylated  hydroxy  toluene,  IPM;  isopropyl  myristate,  PG;  propylene  glycol, MP; methyl  paraben

PP; propyl paraben

'��������!" 4.12 �>���� SE 001 �!��

������
�&������>���� SE 002 ����!"�>����

SE 003 �!��

������
�&������>���� SE 004 #���>���� SE 005 �!��

������
�&�����

�>���� SE 006 G%��>���� SE 002, SE 003 #�� SE 006 �!���\��������O�J�!"%!��(� SE

001, SE 004 #�� SE 005 ����>�%��   'N��>����	������	J�"�zN�\�
���
�������	
�!���

����>�
�?�!"���@�B�D�&��	���� HSV-1 #��������'���
��������;�������@�B�D�&��	����$�

����(�$�
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     4.3.2 
��'(
)�*+��*���+,������
�� EtOAc %�&�����!��  

  ���zN�\�
���
�������������% EtOAc #���>������ �����!���K������

	J�"�zN�\�


���
�����������>�
�?�!"�!
�����������@�B�D�&��	���� HSV-1 MN"���)(;�������% EtOAc

#���>������ MN"��&��)��!"$%&��'	������G���
	J�"��>�$�;�&;����
>���������������$%&	�����

�&�  G%�;������'���!�'��>�����%��� 2 �O��� %&�����  
��   1. 
��'(
)�*+��*�

��+%!!����  	������zN�\�	J�"��!"'�	�(��Z������������������������	��!"��#������	
�!����

���������
�����  G%����	�<���������(���!"�&������%���$�&;��O����!"���#�������(�


���	���'���  ;�����Z�����'���$%&�>�����%���#��'�%	%!�� (one temperature) 
�� �!"

����O)�� 45 ��z�	M�	M!�� #��
����������J��B
 75 	���
	M<��
 2. 
��'(
)�*+��*���+���

�"�+&��;#"	��#/�� MN"�����O)���&��������	�z$���!
(�	P�!"�������  30  ��z�	M�	M!��

#���!
����������J��B
 75-80 	���
	M<��


  ���zN�\�
���
�������������% EtOAc #���>������ �>�zN�\�����
���
�������

	
�!�������>�
�?�!"���@�B�D�������	���� HSV-1 
��
)(�������>���������(��$����'���
��

������������@�B�D�&��	���� HSV-1 %&��

                4.3.2.1 
��'(
)�*+��*���+����*��,��������*�G �>�G%�;�&	�
��
���

HPLC-MS 	J�"���	
����
������������>�
�? (SQDG) �!"���@�B�D�&��	���� HSV-1 ;����

���% EtOAc #���>�������(� 	��"���������(����)(;���������O����&���&�	�������	�������N��

�!��;�&����>�
�?�!"���@�B�D�&��	���� HSV-1 �!������	��!"��#���$�����$�(��(��$� 	��"�

J�'����	��!��	�!������������������>�
�? (SQDG) �!"���@�B�D�&��	���� HSV-1 ;���"�

G���!" 0  G%��>���%;�&��"�G���!" 0 ������% EtOAc #���>���������� 3 �>���� �!��%�(��������

���@�B�D SQDG ��)( 100 	���
	M<��
 '������
>������	J�"�����������%�(��������@�B�D

SQDG �!"�%��  G%�������%���$%&#�%�$�&;�������!" 4.13   
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�������� 4.13   ��%�(�����������@�B�D SQDG �!"�%�� (�&����) ���������% EtOAc #��

�>������ SE 002, SE 003 #�� SE 006 	��"���)(�!"����O)�� 45
 
��z�	M�	M!��

#������O)���&��	�������	����(�� L

�O����!"�>�����%��� ��%�(��������@�B�D SQDG �!"�%�� (�&����)

EtOAc SE 002 SE 003 SE 006

��;#"	��#/��    - 3 	%���

                     - 6 	%���

��;#"	�� 45oC  - 1 	%���

                     - 2 	%���

                     - 3 	%���

                     - 6 	%���

3.7	1.0

5.3	1.2

18.9	1.5

24.2	2.7

31.2	2.6

44.5	1.7

3.1	1.0

5.5	1.4

20.7	1.7

28.0	2.1

35.0	2.2

42.4	3.5

4.3	1.2

7.1	1.2

23.1	1.4

26.7	1.8

38.3	2.0

52.3	5.3

4.7	1.4

16.5	1.5

27.7	2.1

39.4	1.7

45.6	1.1

57.8	4.0

'��������!" 4.13 	�<�$%&�(� �!"�O�������
�� �!"����O)���&��	��"�J�'�������������

����>�
�? (SQDG) �!"��)(;�������% EtOAc J��(� 	��"�����	����(��$� 3 	%��� #�� 6

	%��� ������@�B�D SQDG �!��%�(���%���&���� 3.7 #�� 5.3 ����>�%��	��"�	�!�����������

��(���!"��"�G���!" 0  ����!"�>������ SE 002 ������@�B�D SQDG �!��%�(���%��;��������!"

;��&	
!�����������% EtOAc �(���>������ SE 003 ������@�B�D SQDG �!��%�(���%���&��

�� 4.3 #�� 7.1 ����>�%�� #�(�>������>������ SE 006 �!�������������������@�B�D���

��(�������% EtOAc #���>�������!�����>������(��	%(���% 
�� 	��"���)(�!"����O)���&��	���	���

6 	%��� ����>�
�?�%�����KN��&���� 16.5 �����!���'	��%'����	�������������%&����� 	�(�

���	��%
���$�(	�&���� (incompatability) ����(��������@�B�D SQDG �������(��;��>����

�(���;�&G
����&�����	
�!�������>�
�?	��!"��#���$�#��	�����;�&�������������>�
�?

�%����(��	�<�$%&��%  ���'���!�#�&��������	��!����'�!��	�(������������������>�
�?

$%& 	��"��'���)���>�����!�	���	J!���)��	%!���!"�>�G%�����>�������% EtOAC ;�(��$�;� oil

phase ����!"�&��MN"���'�!���>�;�&	�(�����������;��(��#��������	��!��#���>�;�&���

�������$%&�����(�����'��	�<�$�& ����!";��O���	�(�����������
�� �!"����O)�� 45 ��z�

	M�	M!�� 	�<�$%&��(����%	'��(� ����>�
�?�!"���@�B�D�&��	���� HSV-1 	��%����������
(��

�&��	�<���(�;��O�������  G%�'��!������������(����%	�<������(��&���� 18 O��;�	%���

#��;�����)���>����#����������&�������'������ ���'���!����J��(� �>������ SE 002 ���
�

�!������������������������@�B�D;��&	
!�����������% EtOAc G%�	��"���)( ;��O���%��

��(��	���	���  6  	%���  ����>�
�?�!�������%���&����  44.5   ����!"�>������
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SE 003 �!�������������������@�B�D�����(�������% EtOAc #���>������ SE 002 	J!��

	�<��&�� �(���>������ SE 006 �!�����������������>�
�?����!"��% G%�	��"���)(�!"�O���	�(�

	���	��� 6 	%��� ����>�
�?�!�������%��KN��&���� 57.8 MN"������(�;�������% EtOAc KN�

13 	���
	M<��
  G%�
�%�(� �!"����O)���)���'	�(�;�&����>�
�?	��%�Z������� hydrolysis ����

�Z������� oxidation $%& G%����	��'��G
����&�����	
�!�������>�
�?�!"���@�B�D�&��	����

HSV-1 ������%&�� ester bonds #����%$����$�(��"�����!"�!J��B�
)( 2 �>�#��(� 
�� C18:2

(%���)��!" 4.17) MN"��!#��G�&��(���(����	��%�Z������� hydrolysis #��/�����Z������� oxidation

%�������������������>�
�?�!"��	
����
�!"�%����(��	%(���%��'	��%'������������%���!"��(��

�� ���'���!�#�&�����!�&����	���(� �����!�� SE 002 *+��
�������!�����*+���#��&�����


�����$
:�I��?������!���$
 ���������<�����
��*+��*���+?
�/�*���
�!����
��

EtOAc J���������
��������+,��������*�G?��&��!����+
�!����
�� EtOAc

	��"��'��G
����&�����	
�!�������>�
�?�!"���@�B�D�&��	���� HSV-1 �!��%$����$�(

��"�����!"�!J��B�
)( 2 �>�#��(� 
�� C18:2 MN"��!#��G�&��(���(����	��%�Z�����������!"��(����

%������'N��!������X���(� ����!"�������������>�
�?�%��������	�����N"���'	��"����'������!"

��%$����$�(��"���� C18:2 	��%���������� 'N��>�������% EtOAc MN"���)(;��O������������

��	
����
����

�����������%$���� %�����!"#�%�$�&;�������!" 4.14
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��������  4.14  ��

�����������%$�������������% EtOAc 	��"���)(;��O���   ����O)��

�&��#���!"�O���	�(���������������O)�� 45 ��z�	M�	M!��

                         #��
����������J��B
 75 	���
	M<��
 	�������	����(�� L

������% EtOAc Fatty acid composition (% of TFA) % of DW

16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3 TFA GLA

��;#"	��#/��    - ��"�G���!" 0

                     - 	��� 3 	%���

                     - 	��� 6 	%���

��;#"	�� 45oC - 	���  1  	%���

                    - 	��� 2  	%���

                    - 	��� 3  	%���

                    - 	��� 6  	%���

46.4

	0.2

46.0

	0.4

46.3

	0.3

47.6

	0.8

50.3

	0.3

50.8

	0.6

52.5

	0.8

5.1

	0.5

5.0

	0.3

5.5

	0.4

4.8

	0.1

4.9

	0

5.8

	0.1

5.9

	0.3

1.4

	0

1.5

	0.4

1.7

	0.2

1.4

	0.1

1.4

	0.1

1.7

	0.3

2.8

	0.1

2.2

	0

2.0

	0.3

2.4

	0.1

2.3

	0.1

2.1

	0.1

2.1

	0.3

2.4

	0

20.4

	0.3

20.8

	0.6

19.9

	0.1

19.9

	0.2

19.4

	0.2

18.7

	0.1

17.8

	0.4

24.5

	0.5

24.7

	0.7

24.2

	0.2

24.0

	0.4

21.9

	0.2

20.9

	0.1

18.7

	0.4

39.2

	0.7

39.0

	0.6

38.7

	0.4

38.3

	0.6

38.0

	0.3

38.2

	0.9

38.4

	0.4

9.6

	0.4

9.6

	0.4

9.4

	0.2

9.2

	0.3

8.4

	0.1

7.9

	0.1

6.8

	0.3

       '�������#�%���

�����������%$���� (������!" 4.14) �>�;�&�����(� 	��"���)(

�O������� (����O)���&��) 	�������	������ 3 #�� 6 	%��� ��������(��
�� ������%

EtOAc �!��

�����������%$����#�(�����%$�(#���(��'����"�G���!" 0 �������O)���&��

����!"�O���	�(�
�� ����O)�� 45 ��z�	M�	M!�� 	��"�����	����(��$� 1 	%��� ��

������

�����%$����;�������% EtOAc $�(�!���	��!"��#���	�(���� #�(	��"���������(����)(;�

�O���%����(������N��	���	��� 2, 3 #�� 6 	%��� ����>�%�� '�	�<����	��!"��#��������



�����������%$����
�� ������% EtOAc '��!�����������%$����$�(��"���� C18:3 #��

C18:2 �%�� #���!���	J�"��N�������%$������"���� C16:0 #�� C18:0 	�(� 	��"�	������ 6
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	%���  ������% EtOAc �!��%$���� C18:3 #�� C18:2 �%���&���� 23.7 #�� 12.7 ���

�>�%��  #���!��%�(�������%$���� C16:0 #�� C18:0 	J�"��N���&���� 13 #�� 100 ����>�%��

	��"�J�'����	��!��	�!�����������% EtOAc ;���"�G���!" 0 ��(��$��<�������%����!�	���

�����	
����
��

�����������%$����������%�!"��)(;�������% EtOAc $�(;�(�����	
����


	PJ����

�����������%$����;�����>�
�?�!"���@�B�D�&��	���� HSV-1 	�(����� '���&��)��!"

$%&#�%�;�&	�<��(�	��"���)(�!"�O���	�(�	�������	�������N�� ��%$����$�(��"���� C18:2 ������

���% EtOAc �!����������$�'��� G%�
�%�(���������%$����$�(��"���� C18:2 ���������%

�!"�%�������(����N"���'	�������'������%�������%$����$�(��"���� C18:2 ;�����>�
�?

%&��   MN"�	��"���%$����$�(��"����%����(���%���>�;�&G
����&���������>�
�?�!"���@�B�D�&��

	���� HSV-1 	��!"��#���$�'��G
����&��	%��#��	�����;�&��	
����
�������������>�
�?�!"

���@�B�D$%&�%��

4.3.2.2  
��'(
)�*�;��!���
����
������/���@<�� HSV-1 ,������
�� EtOAc

%�&�����!��                 

                      '�������	
����

���
�������	
�!�������>�
�?;�������% EtOAc #��

�>������ �>�;�&�����(� ����>�
�?�!"���@�B�D�&��	����$���� HSV-1 �!"#��$%&'������(��

�$��)�����!
���
�����">� %������	J�"����'����(��������������>�
�?�!"�������$�������%


�&������$�(��(��$����
��������;�������@�B�D	�������&��	���� HSV-1 'N��>���������(��

MN"�	�<�$�&�!"�O�������#���O���	�(������'���
��������������@�B�D	�������&��	���� 

HSV-1 %&�� %��������!" 4.15 #�� 4.16 ����>�%��
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�������� 4.15   �����	
����

��������������@�B�D�&��	���� HSV-1 ���������% EtOAc

#���>������ SE 002, SE 003 #�� SE 006 �!"����O)���&��

Sample Cytotoxicity

(IC50:�g/ml)

Anti HSV-1

activity

Anti HSV-1

(IC50:�g/ml)

����
�� EtOAc  - ��"�G���!" 0

                       - 	��� 3 	%���

                       - 	��� 6 	%���

�����!�� SE 002 - ��"�G���!" 0

                       - 	��� 3 	%���

                       - 	��� 6 	%���

�����!�� SE 003 - ��"�G���!" 0

                       - 	��� 3 	%���

                       - 	��� 6 	%���

�����!�� SE 006 - ��"�G���!" 0

                       - 	��� 3 	%���

> 50

> 50

> 50

> 500

> 500

> 500

> 500

> 500

 > 500

144.2

78.9

Active

Active

Inactive

Active

Active

Active

Active

Active

Active

Inactive

Inactive

6.6

11.8

-

87.9

109.1

400.9

80.4

93.8

456.4

-

-

#����#��  ;������	
����

��������������@�B�D�&��	���� HSV-1 ����>������ '����B!����%����!" 3.15

MN"����������%��
���	�&��&��)���%�!";�&;�����%���
�� 50 �g/ml #�(�����!�	��"��'���>������

#�(���>�����!������% EtOAC 	�����

��������)(	J!���&���� 10 %��������%��
���	�&��&��)�

��%�!";�&;�����%����>������
�� 500 �g/ml

'��������!" 4.15 	��"�J�'����
��������������@�B�D�&��	����$�������������%

EtOAc J��(� 	��"���)(�!"����O)���&��	���	��� 3 	%��� ������% EtOAc ���@�B�D�&��	����$����

$%&;��&	
!������!"��"�G���!" 0 #�(	��"���)(�!"�O���%����(��	���	��� 6 	%��� ������% EtOAc $�(�!

@�B�D;�����&��$����	���MN"����!"$%&$�(��%
�&����������	
����
����������>�
�?;�������!"

4.13 �!"J��(� �!"�O�������O)���&��#������	��� 6 	%��� ����>�
�?�!����������$�	J!��

	�<��&��	�(����� �����!���	�����'	��"����'������!"������% EtOAc �!
�����������@�B�D�&��$�

���	���������'������%&������>�
�?�!"���@�B�D�����(� 1 ���%%&�����  %������	���$�$%&�(��!"

�O���%����(������>�
�?���%;%���%��N"��!"	����@�B�D�&��$������'�������$� 	�����;�&���

���% EtOAc $�(�!@�B�D    �>������>������ SE 002 J��(� �!"����	��� 3 	%��� ���!
��������

���@�B�D�&��$����$%&%!;��&	
!�������%
��
��;���"�G���!" 0 #�(�!"	��� 6 	%��� �>������ SE

002 �!@�B�D�%�������� 4.5 	�(� 	��"�J�'����	�!�������"�G���!" 0 �(���>������ SE 003

#�%�
��������������@�B�D�&��	���� HSV-1 �>����	%!���>������ SE 002  ����!"�>������
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SE 006 J��(� ����!
���	���J�\�(�	M��
#��$�(�!@�B�D;�����&��	���� HSV-1 �����!"��"�G���!"

0 #��	��"�����	����(��$� 3 	%��� �����!���'	��"����'���>������ SE006 �!��� sodium

lauryl sulfate MN"�	��� anionic surfactants 	�����

������  G%����%����(��	��� severe

irritant MN"���'�!��������(�	��"���	M��
#���>�;�&	���J�\�(�	M��
$%&    ��(��$��<���'�����

�>�������*��&#L�����������/���@<������ ZEVIN CREAM lot number R9A251 (�����

Acyclovir �������	�
���
����
����� 5 ���������������) Q(�������#��������/��,��

�����+$
%�&-���J��!��)�� BIOLAB $���	
����

�����������@�B�D�&��	���� HSV-1 J�

�(�   �!
(� IC50 246. 5 $�G
������(���������� %������	��"�J�'����'��
��������;�������

@�B�D�&��	���� HSV-1 J��(� �>������ SE 002 	��"�	��"��>����zN�\��!������% EtOAc 	�����



��������)(�&���� 10 �����>�����#�&��!������B�O�J;�������@�B�D�&��	���� HSV-1 %!��(�

�����	
����
 ZEVIN CREAM (�����zN�\��!�	������!"$%&'�� lot �!"�>����zN�\�#��;�&	J�"�

���	��!��	�!��	�����'��	�(�����$�(�����K�>�$��&������>����� lot ��"�����	J�"��>�$�;�&

���G���
������
&�)
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�������� 4.16  �����	
����

��������������@�B�D�&��	���� HSV-1 ���������% EtOAc #��

�>������ SE 002, SE 003 #�� SE 006 �!"����O)�� 45 ��z�	M�	M!�� #��


����������J��B
 75 	���
	M<��


Sample Cytotoxicity

(IC50:�g/ml)

Anti HSV-1

activity

Anti HSV-1

(IC50:�g/ml)

����
�� EtOAc  - ��"�G���!" 0

                       - 1 	%���

                       - 2 	%���

                       - 3 	%���

                       - 6 	%���

�����!�� SE 002 - ��"�G���!" 0

                       - 1 	%���

                       - 2 	%���

                       - 3 	%���

                       - 6 	%���

�����!�� SE 003 - ��"�G���!" 0

                       - 1 	%���

                       - 2 	%���

                       - 3 	%���

                       - 6 	%���

�����!�� SE 006 - ��"�G���!" 0

                       - 1 	%���

                       - 2 	%���

                       - 3 	%���

> 50

> 50

> 50

> 50

> 50

> 500

> 500

> 500

> 500

> 500

> 500

> 500

> 500

> 500

> 500

144.2

78.9

153.8

132.7

Active

Active

Active

Active

Active

Active

Active

Active

Active

Active

Active

Inactive

Active

Active

Active

Inactive

Inactive

Inactive

Inactive

6.6

39.2

19.5

33.7

20.0

87.9

215.1

139.1

44.4

131.0

80.4

-*

68.0

117.8

224.1

-

-

-

-

* 
�%�(���'�!
�����%J��%;��(����������	
����

��������;�������@�B�D�&��	���� HSV-1

'��������!" 4.16 #�%��������	
����

��������;�������@�B�D�&��	���� HSV-1

�����������(��	��"���)(;��O���	�(� (����O)�� 45 ��z�	M�	M!��) J��(� 	��"���)(�!"����O)���)�

	�������	�������N�� ������% EtOAc �!#��G�&����@�B�D�&��	���� HSV-1 $%&�%��  ����!"

�>������ SE 002 #�� SE 003 #�%���;��>����	%!�����  �(���>������ SE 006 ;�&��	�(�

	%!������!"�O�������
��  �!
���	���J�\�(�	M��
#��$�(�!
�����������@�B�D	�������&��
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	���� HSV-1 %��������'����$%&�(��>������ SE 006 �!��

�������!"$�(	���������������%

EtOAc �������(���$��)����  �>�������
��������������@�B�D�&��	���� HSV-1 �!"#�%�%&��


(� IC50 %��������!" 4.16 ���� ;�����Z�����'��������	
����
��������(�������! variation 
(��

�&���)�  ��(��$��<���G%��������������	O������� ���J�'����
���
��������>������'�

J�'����'��
���
�������	
�!�������>�
�?	����>�%��#��   ���'���!����zN�\�
���
�

������������%#���>������;������'���!�	���	J!������%��������&� (preliminary) 	�(�����

G%�����%���$%&	����;�&����O)��	J!��'�%	%!��
�� 45 ��z�	M�	M!�� #��	�������%���;�

�(������	���	J!�� 6 	%��� MN"�������%����!"$%&�����K�B����
������������>������'��

������% EtOAc '������(���$��)����$%&$�(������  %������K&��&��������������	�!�%	J�"�

�>�$�;�&
>���������������'�&��;�&����	���;����zN�\��!"�����(��!���������!
�������

��������O����!"zN�\� 	�(� �>����zN�\��!"����O)����(���&�� 3 ����O)���N��$�    MN"�'��

�&��)��!"$%&	��"��>������������������%�����������'���!���'�B����
������������>������

'��������%�������(���$��)����$%&���)��
�N��

���'�������	
����

���
�������	
�!�������>�
�?�!"���@�B�D�&��	���� HSV-1   

#��������'���
��������;�������@�B�D�������>�
�?#�&�  	��"��'��������% EtOAc

�������(���$��)�����!�!��>����	�&�  MN"��!'�%	���
��������������O�J��������(����N"��!"

�&��
>��N�KN� %������	J�"�;�&�����(��!���������%�!���	��!"��#���$���(��$�	��"���)(;��O���

%����(��  'N��>�������%����	
����
��������
���	�&��&����
��G�����
%����������!" 4.17

�������� 4.17 
���	�&��&����
��G�����
���������% EtOAc �!"����O)���&��#������O)��

45 ��z�	M�	M!��  
����������J��B
  75  	���
	M<��


�����+����� *+���,/�,/�,��*��J�UX��L (mg/l)

������% EtOAc ����O)���&��     - ��"�G���!" 0

                                          - 3 	%���

                                          - 6 	%���

34.5 	 1.2

35.1 	 2.3

34.0 	 1.8

������% EtOAc �!"����O)�� 45
o
C - 1 	%���

                                          - 2 	%���

                                          - 3 	%���

                                          - 6 	%���

34.8 	 2.0

32.1 	 0.9

30.5 	 1.4

28.5 	 0.5
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          ������!" 4.17 J��(� �!���������% EtOAc (��	
����
'��
���	�&��&����


��G�����
) �!	��!"��#���	PJ���!"�O���	�(�	�(����� 
�� 	��"���)(�!"����O)�� 45
 
��z�	M�	M!��

	�������	��� 2, 3 #�� 6 	%��� 
���	�&��&����
��G�����
'��%���&���� 7, 12 #�� 17

����>�%��  	��"�J�'����	��!��	�!�����������% EtOAc ��"�G���!" 0

��(��$��<���'���&��)�	������&�%&��
���
�������������% EtOAc #���>������ �!"

$%&'�������'���!��>�;�&�����(� ����>�
�?�!"���@�B�D�&��	���� HSV-1 �!"#��$%&'������(��

�$��)�����!
���
�����">�   %�������>�������!"�!������% EtOAc '������(���$��)����	�����



��������)(����
��	�<�$�&;��O����!"�!����O)���">�#����!�	�!"��'��#��%&��	J�"��Q��������

��������������>�
�?����������	��!"��#����!����>������

4.4 
��
�������,�� crude lipid

	��"��'�� crude lipid �!"���%$%&'������(���$��)���������!�!��>����	�&� �����!�	J������

�>�����������!�
�!";�&���%���������K�>�;�&��
���K��(�� L �!"��)(O��;�	M��
�������(��

�$��)����K)����%�����%&��	�(���� G%�	PJ��
��G�����
MN"�	�����
���K������������(��

�$��)���� ����!" crude lipid �!�!%����(���&���&����� �(����>�;�&����O���
$�(	�������(����

�>�$�;�&���;�����)�#���!"�&�����
��������� 'N�$%&�>�����%���	J�"��%
���	�&�����!

%����(��  #�(���	%!������&��J��������\���������� crude lipid $�&%&��	�(����

       4.4.1 
��
�������J��
��?@/  activated charcoal

    Activated charcoal  	�������!"K)��>���;�&��(��#J�(�����������%&������������

#��%&�����#J��
 ;��>�'�%���"�#���!�!"$�(�&��������'������O���
 MN"������'���!��<	�(�	%!��

���  $%&�%���	��� activated  charcoal  5, 10, 20  #��  30  ����  ��;��������� crude

lipid J��(� 	��"�;�&��������� activated charcoal 	J�"��N�� crude lipid �!"$%&�!
���	�&�����!

�%��  #�(��(��$��<���J��(� �!����)?	�!���������� crude lipid 	J�"��N��%&��	�(����

	J�������������� crude lipid ����(��'�K)�%)%M����)(��� activated charcoal %&��  G%�

	��"�	J�"���������� activated charcoal  J����!"���������%)%M��'�	J�"��N�����$�%&��  	�(�

	��"�	��� activated charcoal 	J!��  5  ���� '�$%& crude lipid  
�%	����&���� 85  ����!"	��"�

;�& activated charcoal 	J�"��N��	��� 30 ���� 	���� crude lipid 
�%	����&���� 45  ��"�
���!
(�

�%���&���� 55 ��� crude lipid �!";�&���	��"��&� %��������!" 4.18
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�������� 4.18  ���������
��G�����
#�� crude lipid �!"
�	����	��"�;�& activated charcoal

	�������>�'�%�!

Activated

charcoal (g)

Chlorophyll a

(mg/l)

% Recovery of crude  lipid

5

10

20

30

36.7	1.8

28.1	1.5

23.3	1.2

11.0	0.9

85	5

70	3

58	4

45	3

                 	��"��>��&��)�'��������!" 4.18 ��J�<����������(�������� activated charcoal

#��% recovery ��� chlorophyll a  #�� crude lipid %���)��!" 4.18  J��(� 	��"�;�&������

activated charcoal 	J�"��N�� �&�%!
�� ��������� chlorophyll a �%��MN"��>�;�&
���	�&��!���

lipid �%��%&��  #�(�&�'>���%
�� crude lipid �!"$%&�!�������%��
(���&�����

0

20

40

60

80

100

0 5 10 15 20 25 30

Activated charcoal (g)

% 
Re

co
ve

ry

 Chlorophyll a 
Crude  lipid

�	
��� 4.18   ����������� activated charcoal �!";�&;�����>�'�%�!�(� chlorophyll a     

#�� crude lipid
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       4.4.2 
��
�������,�� crude lipid J��
��
��!�
������������+�,��

                ��+����&��� MeOH:H2O

   ��B!����!��>�G%��%��%�(����� MeOH #��	J�"���%�(����� H2O ;�&����N��   	J�"�

;�& glycolipid �!"���%$%&�!��������� chlorophyll ������&���!"��%  G%�;�����%���;�&�����

�(����� MeOH:H2O 	��� 60:40 50:50 40:60 30:70 20:80 #�� 10:90  ����>�%��  J��(�

	��"���������� MeOH �%��  ��������>�	J�"��N�� �!��� lipid �!"���%$%&�!
���	�&��&����%��

�)��!"  4.19 #�� ������!" 4.19 ����>�%��

0

20

40

60

80

100

100:0 60:40 50:50 40:60 30:70 20:80 10:90

MeOH:H2O

%
 R

ec
ov

er
y

  Chlorophyll a 

Crude lipid

�	
��� 4.19  �����������(�� MeOH:H2O �(������� chlorophyll a #�� crude lipid

'���)��!" 4.19 	�<�$%&��(����%	'��(� ������% crude lipid G%�����%������(�����

MeOH #��	J�"�������(�������>�;�&����N������;�&��;��>����	%!��������;�& activated

charcoal  #�&�(�'��>�;�&�!���������%%!�N��#�(;�����������&��J��(� �!���>�;�&���������

crude lipid �!"$%&�%��%&��	�(����  G%�J��(�  	��"�;�& MeOH:H2O ;�������(�� 60:40 
���

	�&��&����
��G�����
�!
(�;��&	
!��������;�& activated charcoal ������  5  ���� #�($%&

crude lipid �&���� 13.9 	�(����� ����!"���;�& activated charcoal 5 ���� $%& crude lipid ���

KN��&���� 85 	��"�������(����� MeOH:H2O �!��%�(�������>���)(����!"��%
�� 10:90 J��(�
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'��>�'�%�!���
��G�����
;� crude lipid $%&	�������)��
 #�(���	%!����� crude lipid �!"���%

$%&'��!	J!���&���� 5 	�(����� (������!" 4.19) ����!"�)��!" 4.20 #�%�;�&	�<��!�����������

crude lipid �!"���%%&�� MeOH:H2O ;�������(���(�� L 	�<�$%&�(� 	��"�;�& MeOH:H2O �!"�����

�(�� 80:20 #�� 90:10 ����������� crude lipid �!�!;���(�	��"�	�!��������;�& MeOH:H2O

�!"������(�� 40:60

��������  4.19  
���	�&��&����
��G�����
#�������� crude lipid  �!"���%$%&  	��"�;�&���

                    �>������ MeOH:H2O ;�������(���(�� L 	���������%

������(����� MeOH:H2O 
��G�����
 (mg/l) crude lipid (�&����)

60:40

50:50

40:60

30:70

20:80

10:90

38.4	0.9

24.2	1.3

9.6	0.5

8.1	0.4

6.3	0.4

1.6	0.2

13.9	1.5

12.0	1.2

11.5	0.8

8.0	1.0

6.5	0.7

5.2	0.8

             �	
��� 4.20  	��!��	�!���!����������� crude lipid �!"$%&'�����;�& MeOH:H2O ;�

������(�� 40:60  50:50  60:40  70:30  80:20  #�� 90:10 	���������%

����>�%��
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���	%!�����$%&�>������������ crude lipid ����(�� 
�� �(���!"�����$%&#���(��

����!"$�(������!"���%%&�� MeOH:H2O (������(�� 50:50) $���	
����
%&��	�
��
��� NMR

	J�"�	��!��	�!��
���	�&�����	���������
��G�����
  J��(�  �(���!"�����$%&;�&��??��

���
��G�����
�!"������ 6-6.75 ppm (%���)��!" 4.21) �����!
���	�&������??���&����(�

�(���������!"$�(�����;�����>����������%����(�� (%���)��!" 4.22) #�%�;�&	�<��(�  �(��

�������!���������
��G�����
�����(��(���!"�����$%&

�	
��� 4.21
  1

H NMR  (400  MHz) spectrum (CDCl3) ����������� lipid �!"$%&'������>�

crude lipid �����%%&�� MeOH:H2O ;�������(�� 50:50 G%��������



80

               ���#���!���'�� crude lipid �������(���$��)����%&��	�
��
���� 2 ��B!;����

��'���!� #�&�(��������$�(M�>�M&��#���>�;�&
���	�&��!��� crude lipid �%����(����%	'�    �<

��� #�(�!��	�!�
�� �>�;�&��������� crude lipid �)?	�!�$�
(���&����� MN"���'$�(	������

;����!�!"�&���������;�&$%&������������L ��(��$��<������#���!���
��G�����
�����K

�>�$%&G%�;�&	�
��
��"� L  	�(� ;�&	
��"�� HPLC MN"�����!"$%&�!
���������B�D�)�#�(����	�����
(�

;�&'(��#��	���
(���&�����  �����������$%&;��������!"�&��	�(����  %����������>�'�%�!���

'�� crude lipid �!�&�'>���%�������!"�&���>���J�'�������������	J�"�;�&$%&����!"�!�!���

���#��$%&����������&�����

�	
��� 4.22
  1

H NMR  (400  MHz) spectrum (CDCl3) ����(���!"$�(������!"$%&'�����

�>� crude lipid �����%%&�� MeOH:H2O ;�������(�� 50:50 G%��������
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4.4 
��'(
)���*L
�&
�!%�&*�;��!���,�� crude hot water extract

polysaccharide

crude hot water extract polysaccharide �!"���%$%&'������(���$��)�����!
��������

;�������@�B�D�&��	����$���� HSV-1 ;��&	
!����� crude lipid  #�(�!�������������%�!"M�>�M&��

#���!������	J!���&���� 0.3 �����>���������(��#�&�	�(����� ����!" crude lipid ���%$%&KN�

�&���� 7 �����>�����#�&�  �>�;�& crude hot water polysaccharide $�(	�������!"'��>���

	����(���������>������ ��(��$��<���	����!"�(���;'�!"'�$%&�&��)�	������&����������%;�

�(���!�  	��"��'��������%�!"$%&�!���\��������#���!��;�������@�B�D�������	���� HSV-1 �!"%!

%���������zN�\�;��(����� hot water polysaccharide 	������&�$%&�>� crude hot water

extract polysaccharide ���>�;�&������B�D�N��G%��>���#�� fraction %&����B! Gel filtration

chromatography �(�� sepharose 6B column ����'���>���������(�����#�(�� fraction $�

��	
����
%&����B! phenol-H2SO4 #����%
(����%)%����#���!"
������
��"�  485  ��G�	���

J��(�  ����%����(��$�(�����K#������������ fraction ���'�����$%&��(�����)��
 ($�($%&

#�%���) %������$%&������������������������(��;�&�!
���	�&��&���� NaCl �%�� 
�� '��

0.1 G����
 	��� 0.08 G����
 #���%  flow rate '�� 1 ����������(����! 	��� 0.8 ����������(�

���!   MN"�J��(�����#���O���%����(�����$�(�����K#��������'�����$%&��(�����)��


	�(����  G%�J��(�  $%&���  2  fractions  
��  SHP-F1  #�� SHP-F2 (�����)��!" 4.23) G%�

SHP-F2 �!�������&���� 60 ����!"  SHP-F1  �!�������&���� 40 ��� crude hot water

extract polysaccharide

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Fraction  number

Absorbance (OD485)

SHP-F1

SHP-F2

�	
��� 4.23 Elution profile ��� hot water extract polysaccharide �!"�(�� sepharose 6B

column #����%
(����%)%����#���!"
������
��"� 485 ��G�	���
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'���)��!" 4.23 	J�"��>�;�&���������� fraction ������B�D����N�� $%&�>����#�(�� fraction

(SHP-F1 #�� SHP-F2) ��#���(�� sepharose 6B column �!�
������N"�G%�;�&�O���	%��;�

���#��  J��(�  SHP-F1 	������������B�D	J���#��$%&���	J!�� 1 �(�� (�)��!" 4.24)   ����!"

SHP-F2 ���$�(������B�D	J��� �����K#��$%& 2 �(��
�� SHP-F2/1 #�� SHP-F2/2 (�)��!"

4.25)

0
0.5

1
1.5

2
2.5

3
3.5

4
4.5

0 20 40 60 80

fraction  number

Ab
so

rba
nc

e (
OD

48
5)

�	
��� 4.24  Elution profile ��� SHP-F1 �!"�(�� sepharose 6B column #����%
(����

                 %)%����#���!"
������
��"� 485 ��G�	���
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0

0.5

1

1.5

2

2.5

0 10 20 30 40 50 60 70
Fraction  number

Ab
so

rba
nc

e (
OD

48
5)

�	
��� 4.25  Elution profile ��� SHP-F2 �!"�(�� sepharose 6B column #����%
(����

              %)%����#���!"
������
��"� 485 ��G�	���

��(��$��<���	J�"�;�&�����(� ����>�;�& crude hot water extract polysaccharide

������B�D�N������(������  ����!
�����������@�B�D�&��	���� HSV-1 %!�N����(��$�  MN"������

��	
����
;�������!" 4. 20 J��(� SHP-F1 #�� SHP-F2 ���@�B�D	�������&��	���� HSV-1 %!

��(� crude hot water extract polysaccharide ������ 4 	�(� #�� 2 	�(� ����>�%��

�������� 4.20 �������	
����

��������;�����&��	���� HSV-1 ��� fraction �!"#��$%&'��

hot water extract polysaccharide �������(���$��)����

Fraction Cytotoxicity

(IC50: �g/ml)

Anti HSV-1 activity Anti HSV-1

(IC50: �g/ml)

SHP-F1

SHP-F2
� 50

� 50

Active

Active

5.25

9.61

SHP-F2/1

SHP-F2/2
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���	%!�����$%&�>����������� fraction ����	
����
��

�����������>���� %�������

�!" 4.21 	�<�$%&�(� #�(�� fraction �!��>���� rhamnose 	�����

����������	�(�	%!��������

��'����� Hayashi #��
�� [72]  G%� SHP-F2 �!
�����������������%��>���������(�

SHP-F1 ���'���!�$%&�>� hot water extract polysaccharide �!"���%$%&'������(�� �$��)����

����	
����
����

����������!�	
�!�!"�>�
�? 	�(� G���!� 
��
G�$�	%��#��$���� J��(�

hot water extract polysaccharide �!"���%$%&�!G���!��%��
�N"���N"�  ����!"���������


��
G�$�	%��	J�"��N�� 2  	�(�  #��$�(J�$����	�����

������	��"�	��!��	�!�������



�������!"��	
����
$%&'������(��#�&� (������!" 4.22)

�������� 4.21   ��

��������>������� fraction SHP-F1 #�� SHP-F2 �!"#��$%&'�� hot

water extract polysaccharide  #���>�$���	
����
G%�	�
��
 Gas

Chromatography

Fraction
% Sugar  Composition

rhamnose ribose arabinose glucose mannose galactose xylose

SHP-F1

SHP-F2

75.6

30.4

13.4

27.1

11.0

10.0

-

18.2

-

7.5

-

4.5

-

2.3

�������� 4.22  ��

�������>�
�?�������(��#�&�#�� crude hot water polysaccharide �!"

���%$%&'������(���$��)����

��

������ �&���������>�����#�&�

����(��#�&� Crude hot water polysaccharide


��
G�$�	%��

G���!�

$����

#
�	M!��

M��	��

	K&�

21.9	0.8

61.4	1.1

7.2	1.3

ND*

ND*

7.2	0.1

42.5	0.3

31.0	0.8

-

0.123	0.006

1.44 	0.03

12.9	0.4

  *ND  $�($%&�>������	
����
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crude hot water polysaccharide �!"���%$%&'������(���$��)����%&�����;�& CTAB

	����������������� 
�%�(���'������>��Z����������M��	������� (SO4
2-
) �!"��)(;�

polysaccharide ��� #��G�	�!������� (NH4
+
) ������ CTAB  ��(��$��<���'��������!"

4.22 	�<�$%&�(� polysaccharide �!"$%&����$�(������B�D	J��� �!G���!�	�����

������������

�&���� 30 MN"��%��$�
�N"���N"�'��	%���!"�!�������&���� 60 �������(��#�&�   ����!"�!

G���!�����)(;� polysaccharide ������'	��"����'������!";�&;�����������
�� CTAB �!


���������!"�����K������� DNA $%&	�(�	%!�����  %������K&������K#��	��G���!��!"����)(

;� crude hot water polysaccharide ���$%& ��'�>�;�& polysaccharide %����(���!
���

������B�D����N�� ����)&��'��$%&�%����>������������ crude hot water extract

polysaccharide ���������%&�� trichloroacetic acid (TCA)  G%�;�& TCA �!"
���	�&��&�

�&���� 10,  20,  30  #�� 50 ����>�%��   '�������>��(���!"$�(�������$��>�;�&#�&�  #�&��>�

$���	
����
��������G���!�#��
��
G�$�	%���!�
������N"�  %��������!" 4.23

�������� 4.23 ������
��
G�$�	%��#��G���!��!"��	
����
$%& ����'������>� crude hot

water polysaccharide ���������%&�� TCA


���	�&��&���� TCA

(	���
	M<��
)

�&������� crude hot water polysaccharide


��
G�$�	%�� G���!�

10

20

30

50

41.8	1.5

45.3	1.8

49.2	2.3

53.1	2.0

28.1	2.1

25.4	1.3

22.3	1.5

18.0	0.8

'������%���J��(�   ��B!%����(���>�;�& crude hot water polysaccharide ������B�D

�N�� 
�� �!"
���	�&��&��)���%��� TCA �!";�&;�����������G���!� 
�� 50% TCA J��(� �!

������
��
G�$�	%��	J�"��N���������&���� 25  ����!"�!G���!��%���&���� 42.0 	��"�

J�'����	��!��	�!����� crude hot water polysaccharide �(���>���������� ���'���!�

K&��&�����;�& crude polysaccharide �!
���������B�D�N�������(��!� ��'����������B!������%

G%��>����������������(�����������%&�� TCA 	J�"�#��	��G���!�����(��  '������'N�

�>�$�������� polysaccharide %&�� CTAB
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	��"��'���!�������(�#
�	M!��#��M��	��;� crude hot water polysaccharide �!"

���%$%&'������(���$��)����	�����

�������!"�!������>�
�?�(�����>�;�& crude hot

water polysaccharide �!���������@�B�D�������	���� HSV-1 [72]  %����������%����(�$��!�$%&

�>�'�%#
�	M!��#��M��	��;� crude hot water polysaccharide ���#���>���������(���!"$%&

$����'���
�����������������@�B�D�������	���� HSV-1 %��������!" 4.24

�������� 4.24   �������	
����

��������������	�������������	���� HSV-1 ��� crude hot

water polysaccharide ���� #�� hot water polysaccharide �!"$�(�!

Ca #�� SO4 
2-
 	�����

������

Sample Cytotoxicity

(IC50  : �g/ml)

Anti  HSV-1

activity

Anti  HSV-1

(IC50  �g/ml)

Crude hot water polysaccharide

Crude hot water polysaccharide (-Ca)

Crude hot water polysaccharide (-SO4 
2-
)

> 50

> 50

> 50

Active

Active

Inactive

21.3

38.4

-

'��������!" 4.24 J��(� crude hot water polysaccharide �!"$�(�!#
�	M!��	�����



���������#�%�
�����������������@�B�D	�������������	���� HSV-1  #�(���@�B�D$%&�">���(�

crude hot water polysaccharide ���� 
�� �!
(� IC50  	J�"��N��	��� 38.4 $�G
������(�

��������� ����!" crude hot water polysaccharide �!"K)��>�'�%	��M��	��������� $�(�!
��

������������	�������������	���� HSV-1 #�%�;�&	�<��(� ����#
�	M!��#��M��	��	�����



�������>�
�?�!"�>�;�& crude hot water polysaccharide �!���������������@�B�D�������	����

HSV-1 G%�M��	���!������(�������@�B�D�����(�#
�	M!�� 	J���K&�$�(�!M��	��	�����



������'��(���;�& polysaccharide $�(�!@�B�D;�����&��	���� HSV-1 ����!"�����%

#
�	M!��'��>�;�&�!@�B�D�&����	�(�����



!���� 5 ���
-�
������������+����%�&,/�����%�&

5.1 ���
-�
������������+����

�����'���!�zN�\������'������(���$��)�����!"�!
�����������@�B�D	�������&��	���� 

HSV-1 �!"�(�;�&	��%G�
	��� J��(� �!������% 2 �(���!"�!
��������%����(��
�� crude lipid #��

crude hot water extract polysaccharide G%�������� 2 ���% �!@�B�D;��&	
!����� 
�� �!
(� IC50

17.28  #�� 21.32  $�G
������(����������  ����>�%��  ���#��#�����%������� 2 ���%'��

����(���$��)���������B!���%���)��!" 3.1 ���������K���% crude lipid $%&�����(� crude hot

water extract polysaccharide KN� 23 	�(�

��(��$��<������zN�\�	J�"���G
����&�����	
�!�������>�
�?�!"���@�B�D�&��	���� 

HSV-1 �����>�	PJ�� crude lipid 	�(����� 	��"��'�����%����(���!�������)�#���!����������

���%�!"$�(M�>�M&�� $�(����	�����
(�;�&'(��	��"�J�'����	�!����� crude hot water extract

polysaccharide ���#�� crude lipid #���>�;�&������B�D%&����B! Gel filtration chromatography

#��J��)'�
���)��G
����&�����	
�!�������>�
�?G%���z��	�
��
 NMR, HPLC-MS #��

GC J��(� ����>�
�?�!"�>�;�& crude lipid �!@�B�D	�������&��	���� HSV-1 
�� ������(�

sulfoquinovosyl diacylglycerol �!"�!��%$����$�(��"���� C18:2 #����%$������"���� 16:0

esterify ��)(�!"�>�#��(� sn-1 #�� sn-2 ����>�%��  ����!"�>�#��(��!" 3 ��� glycerol

backbone 	�����>���� �-D-quinovose �!"�! sulfonic acid 	�����

������  	��"��%�����

������������B�D�!"$%&�(�������@�B�D	�������&��	���� HSV-1 J��(� �!
(� IC50 	��� 7.62

$�G
������(����������  MN"��!
���������������	���� HSV-1 %!��(� crude lipid ������ 2.3 	�(�

#��'�����J�����>������G%�;�& crude lipid 	��� active ingredient ;��������&���� 10

J��(� 	��"�	��"��>����zN�\� �>������ SE 002 #�%�
�����������@�B�D�&��	���� HSV-1 %!��(�

��
�!� ZEVIN �!"�! acyclovir 	�����

��������)(�&���� 5 'N�
�%�(��>������%����(��	����

��#��������B�O�J	J!��J��!"'�J����	����>����	J�"����;�&���'����(�$�  �>��������zN�\�


���
�������	
�!���������@�B�D;�������% EtOAc #���>������ 3 �>����   (SE 002, SE

003 #�� SE 006) J��(� ����>�
�?�!
���
�����">�  G%�	PJ���!"�O���	�(�
�� ����O)�� 45

��z�	M�	M!�� #��
����������J��B
 75 	���
	M<��
 ����>�
�?�!"���@�B�D�&��	���� HSV-1 �!

������������(���(�	��"��	��"�����	�������N��

���zN�\���

��������>������� crude hot water extract polysaccharide J��(�

polysaccharide %����(�� �!��>���� rhamnose 	�����

���������� ���'���!�J��(�

#
�	M!��#��M��	���!������>�
�?�(�
��������������@�B�D	�������������	���� HSV-1 ���

crude hot water polysaccharide
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5.2 ,/�����%�&

1. �����'���!������(���� sulfoquinovosyl diacylglycerol 	�������>�
�?�!"�>�;�& crude lipid

�!"���%$%&'������(���$��)�������@�B�D�&��	����$���� HSV-1 	J�"����&������(� �(��;%���

����>�
�?�!"�!�����;�������@�B�D����!"��% ���;�&	��$M�
$�	����%#���(�������%$�

������'�� glycerol backbone �!"�!��>����	�����)( #���>������������(������	
����

��

���������������@�B�D	�������&��	���� HSV-1 ��'�>�;�&�����(�  ��%$����������>����

quinovose �����&��	�������!"�!�(�������������������(����)(;�G
����&��	%!�����'N�'��>�

;�&���%����(���!
��������	���������@�B�D�&��	���� HSV-1  K&������(���������!"�!��

����>�
�?;�������@�B�D�&��	���� HSV-1 ��'�>�$�J�����������	
����
����!"�!G
����&��


�&��
�N����������%�!"���@�B�D$%&

2. ���zN�\� mode of action ���������@�B�D'�� crude lipid %����(����'�>�;�&������(��

��	�!�%KN���$�����>�������������@�B�D;�����������	����$����	���

3. �%����>��>�������!"�!@�B�D%!;�����&��	���� HSV-1 	�(� SE 002 ��;�&����������
��!"����

	���G�
	���  	J�"��%����(���%����(���(�;�&	��%�����#J&�������&��	
!������$�(��(��$� 	J�"�

�>��&��)�����������#��J�����>�������!"	�������(����;�&���'����(�$�
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