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ABSTRACT 

 

Rubberwood is the economical lumber which added revenue to the country. 

Due to the amount of cellulose and high humidity can cause damaged by molds. This research 

studied the effects of essential oils- anise oil, cinnamon oil and clove oil, which has been reported 

to inhibit molds and insects on the wood surface. In addition, methyl alcohol, ethyl alcohol, palm 

oil and palm fatty acid distillate (PFAD) solution were also investigated to enhance the mold as 

well. 

For the experimental in petri-dishes, anise oil in methyl alcohol is the most 

effective in inhibiting surfaced-mold Penicillium sp. and Aspergillus niger. The minimal 

inhibitory concentrations (MICs) were 50 l/ml and 70 µl/ml, respectively. The higher 

concentration of anise oil was required to against of mixed-mold. However, the mixing essential 

oil at the ratio 4:1:1 (%v) in methyl alcohol has the ability to resist each mold or mixed-mold, but 

the growth rate was differed by the type of fungi. 

The dried-rubberwood dipped with anise oil 60 l/ml at 100 %RH was 

inhibiting Penicillium sp. for 8 weeks and up to 11 weeks at ambient condition. The tests against 

Aspergillus niger were required higher concentration of anise oil at 80 l/ml to stored for 8 weeks 

at 100 %RH and more than 12 week at ambient condition. The durability of colored- rubberwood 

was much higher than dried-rubberwood. The lower concentration was needed to prevent molds, 

may be because of the species of molds tested, the ability to against molds of some component in 

paint and different surface of each rubberwood. 
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บทที ่1 
 

บทน ำ 
 

1.1 บทน ำต้นเร่ือง 

ไมย้างพารา (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) เป็นไมเ้ศรษฐกิจท่ีส าคญัของ
ประเทศไทย หลังจากตน้ยางพาราอายุประมาณ 25-30 ปี ประสิทธิภาพการให้น ้ ายางของต้น
ยางพาราจะลดลง ชาวสวนจะตดัตน้ยางพาราเพื่อปลูกใหม่ทดแทน ส่วนไมย้างพาราท่ีตดัแลว้นั้นจะ
ถูกส่งขายเพื่อแปรรูปต่อไป จากขอ้มูลของศูนยส์ารสนเทศการเกษตรพบว่า พื้นท่ีเพาะปลูกต้น
ยางพาราส่วนใหญ่อยูบ่ริเวณภาคใตแ้ละภาคอีสาน โดยเฉพาะพื้นท่ีเพาะปลูกตน้ยางพาราในภาคใต้
มีประมาณ 11 ลา้นไร่ คิดเป็นร้อยละ 85.3 ของพื้นท่ีปลูกตน้ยางพาราทั้งหมดของประเทศ และมี
แนวโน้นเพิ่มข้ึนทุกปี (ศูนยส์ารสนเทศการเกษตร, 2552) เน่ืองจากมีการปลูกตน้ยางพาราเป็น
จ านวนมากและไมด้งักล่าวมีคุณลกัษณะใกลเ้คียงกบัไมส้ักหลายประการ เม่ือน ามาแปรรูปแลว้จะ
ไดไ้มท่ี้มีลวดลายสวยงาม ยอ้มสีไดง่้าย น ้าหนกัเบา การหดตวันอ้ย สามารถตกแต่งผิวไดง่้ายกวา่ไม้
ชนิดอ่ืนและมีราคาถูก (Ratnasingam et al., 2010) จึงส่งผลให้เกิดการพฒันาไมย้างพาราเป็นไม้
ยางพาราแปรรูปเพื่อใชใ้นงานก่อสร้างหรืองานตกแต่งท่ีอยูอ่าศยัอยา่งแพร่หลายข้ึน โดยมีการน าไม้
ยางพารามาแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์ไม้ยางพาราต่างๆ เช่น เก้าอ้ี โต๊ะ ตู้ ภาชนะบรรจุ เป็นต้น 
อุตสาหกรรมแปรรูปไมย้างพาราเป็นอุตสาหกรรมท่ีก าลงัขยายตวัอยา่งรวดเร็ว มีผลิตภณัฑ์ส่งออก
ทั้งในและต่างประเทศ จึงจ าเป็นตอ้งมีการพฒันาปรับปรุงคุณภาพเพื่อให้ตรงตามความตอ้งการของ
ผูบ้ริโภค แต่เน่ืองจากไมช้นิดน้ีมีความช้ืนและปริมาณเซลลูโลส (แป้ง) สูง จึงท าให้เกิดปัญหาการ
ท าลายไม้จากเช้ือรา การกัดกินของแมลง เช่น ปลวก มอด และด้วง ซ่ึงเป็นปัญหาหลักของ
ผูป้ระกอบการอุตสาหกรรมประเภทน้ีส่งผลใหเ้กิดความเสียหายต่อเศรษฐกิจได ้

ปัจจุบนัมีการน าสารเคมีหลายชนิดมาใช้ในการยืดอายุการใช้งาน ก าจดัและ
ป้องกันเช้ือราและแมลง ข้ึนกับลักษณะและคุณภาพของงานไม้แต่ละชนิด ท่ีนิยมใช้ได้แก่ 
สารประกอบโบรอน (Boron Complex) ครีโอโสต (Creosote) เพนตะคลอโรฟีนอล 
(Pentachlorophenol) และสารประกอบอะเซนิค (Arsenic Complex) เพราะมีราคาถูก ประสิทธิภาพ
สูง โดยเนน้การสร้างความเป็นพิษต่อศตัรูท าลายไมโ้ดยตรง (Sukkaew et al., 2007) แต่สารเคมี
เหล่าน้ีมีขอ้จ ากดักบังานไมบ้างประเภทท่ีเก่ียวขอ้งกบัสุขอนามยั เช่น ภาชนะบรรจุอาหาร ของเล่น
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ไมส้ าหรับเด็ก เป็นตน้ การสัมผสัหรือรับประทานอาจมีการสะสมภายในร่างกาย ซ่ึงอาจจะออก
ฤทธ์ิเฉียบพลนัหรือเร้ือรังต่อผูบ้ริโภคเป็นสาเหตุท าให้เกิดโรคมะเร็งได ้(Soliman et al., 2002) 
องคก์รทางดา้นความปลอดภยัของอเมริกา The US Environmental Protection Agency (EPA) จึง
ประกาศให้อุตสาหกรรมไม้แปรรูปหลีกเล่ียงการใชส้ารเคมีในการรักษาไม ้(Yildiz et al., 2004) 
ดงันั้น การน าสารจากธรรมชาติท่ีไม่เป็นพิษ ปลอดภยัต่อมนุษยแ์ละส่ิงแวดลอ้มมาประยุกตใ์ชเ้ป็น
สารป้องกนัเพื่อทดแทนสารเคมีดงักล่าวจึงเป็นอีกแนวทางหน่ึงท่ีควรพิจารณา 

น ้ามนัหอมระเหยเป็นสารอินทรียท่ี์พืชสร้างข้ึน มีกล่ินหอมเน่ืองจากระเหยง่าย
โดยพืชจะมีเซลลพ์ิเศษ ต่อม หรือท่อ สร้างและเก็บน ้ ามนัหอมระเหย โดยสรรพคุณของน ้ ามนัหอม
ระเหยจะเด่นชัดและเป็นท่ีรู้จกัในเร่ืองของการบ าบดัและผ่อนคลายความตึงเครียด กล่ินหอม
สามารถช่วยป้องกนัและบรรเทาอาการเจบ็ปวดได ้นอกจากน้ี จากรายงานการวิจยัพบวา่ น ้ ามนัหอม
ระเหยจากพืชบางชนิดยงัมีฤทธ์ิในการตา้นเช้ือราและแบคทีเรีย วีระพงษ ์และคณะ (2551) ใชน้ ้ ามนั
อบเชย น ้ ามนักานพลู น ้ ามนัยี่หร่า น ้ ามนัส้ม น ้ ามนัขมิ้น และน ้ ามนัมะนาว ในการยบัย ั้งเช้ือรา 
Botrytis cinerea ของผลองุ่น Yang และคณะ (2007) ศึกษาประสิทธิของน ้ ามนัหอมระเหย 7 ชนิด 
ในการยบัย ั้งเช้ือราผิวไมส้นสีเหลืองทางใต ้ ต่อมาในปี ค.ศ. 2009 Baimark และ Niamsa ทดสอบ
การยบัย ั้งเช้ือราบนยางแผ่นด้วยน ้ าส้มควนัไม้ท่ีผลิตจากเปลือกมะพร้าว ไผ่และไม้ยูคาลิปตัส 
นอกจากน้ี Al-Ja’fari และคณะ (2011) ยงัท าการศึกษาถึงองคป์ระกอบและฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือรา
จากเหงา้และรากของ Ferula hermonis อีกดว้ย น ้ ามนัหอมระเหยจึงเป็นอีกหน่ึงทางเลือกท่ีสามารถ
ใชเ้ป็นสารป้องกนัการท าลายจากเช้ือราได ้

จากรายงานการวจิยัพบวา่ ตวัท าละลายท่ีสามารถใชล้ะลายน ้ามนัหอมระเหยได้
มีหลายชนิด ซ่ึงตวัท าละลายท่ีดีจะตอ้งมีคุณสมบติัเฉ่ือย ไม่ท าปฏิกิริยากบัสารใดๆ สามารถก าจดั
ออกไปไดง่้าย และราคาถูก เช่น เมทิลแอลกอฮอล์ (Methyl Alcohol) เอทิลแอลกอฮอล์ (Ethyl 
Alcohol) เป็นต้น โดยเมทิลแอลกอฮอล์เป็นตัวท าละลายท่ีนิยมใช้กันอย่างแพร่หลายใน
อุตสาหกรรมไม ้เช่น อุตสาหกรรมสีทาไม ้น ้ ายาเคลือบเงา เป็นตน้ นอกจากน้ี ยงัมีการศึกษาการ
ยบัย ั้งเช้ือรา ราผุ และปลวก โดยใชเ้มทิลแอลกอฮอล์เป็นตวัท าละลายอีกดว้ย (Matan and Matan, 
2008) ส่วนของน ้ ามนัปาล์มซ่ึงสกดัไดจ้ากปาล์มน ้ ามนัท่ีเพาะปลูกไดภ้ายในประเทศ ท าให้มีราคา
ถูกกว่าน ้ ามนัชนิดอ่ืน Ekwenye and Ijeomah, (2005) ไดท้  าการทดสอบการยบัยงัเช้ือราโดยใช้
น ้ ามันปาล์มและน ้ ามันสกัดจากเมล็ดปาล์ม  ซ่ึงน ้ ามันท่ีผ่านกระบวนการโอลิโอเคมิคัล 
(Oleochemical) แลว้สามารถน ามาเป็นสารตวัเติมและสารฆ่าเช้ือได ้(Ong et al., 1990) 

เห็นได้ว่าน ้ ามันหอมระเหยนั้ นสามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้หลายด้าน
นอกจากใช้บ าบดัและผอ่นคลายความตึงเครียดแลว้ ยงัสามารถท่ีจะน าไปประยุกตเ์ป็นสารป้องกนั
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และยบัย ั้งศตัรูท าลายไมไ้ด ้ดว้ยคุณสมบติัต่างๆ เหล่าน้ี น ้ามนัหอมระเหยจึงเหมาะท่ีจะน าไปพฒันา
ใชใ้นอุตสาหกรรมไมย้างพาราเพื่อสุขอนามยัท่ีดีของผูบ้ริโภคและเพื่อลดมลพิษต่อส่ิงแวดลอ้มจาก
การใช้สารเคมี อีกทั้งเป็นการสนับสนุนการใช้วสัดุจากธรรมชาติให้เกิดประโยชน์สูงสุด ดงันั้น 
งานวจิยัน้ีจึงมุ่งเนน้ท่ีจะศึกษาผลของน ้ ามนัหอมระเหยในตวัท าละลายท่ีแตกต่างกนั ดว้ยวิธีการจุ่ม 
(Dipping Treatment) ซ่ึงเป็นวิธีการท่ีมีตน้ทุนต ่า สะดวกและใช้เวลาน้อย โดยจะพิจารณาจากค่า
ความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีไม่เห็นการเจริญเติบโตของเช้ือรา (Minimal Inhibitory Concentration, MIC) 
และอตัราส่วนท่ีเหมาะสม จากนั้นเปรียบเทียบประสิทธิภาพของน ้ ามนัหอมระเหยจากพื้นท่ีการ
เจริญเติบโตของเช้ือราเพื่อน าไปประยกุตใ์ชอ้ยา่งเหมาะสมได ้
 
1.2 วตัถุประสงค์ 

1. ศึกษาผลของน ้ามนัหอมระเหยและอตัราส่วนผสมของน ้ ามนัโป๊ยกัก๊ น ้ ามนั
อบเชย และน ้ ามนักานพลู ในตวัท าละลายเมทิลแอลกอฮอล์ เอทิลแอลกอฮอล์ น ้ ามนัปาล์ม หรือ 
Palm Fatty Acid Distillate (PFAD) ละลายดว้ยเอทิลแอลกอฮอล์ ต่อการยบัย ั้งเช้ือราผวิไม ้

2. เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือราผิวไมบ้นไมย้างพาราตวัอย่าง
ในแต่ละสภาวะดว้ยวธีิการจุ่ม และประเมินผลทางเศรษฐศาสตร์  
 
1.3 ประโยชน์ทีไ่ด้รับ 

1. เป็นทางเลือกหน่ึงส าหรับสารป้องกนัเช้ือราท่ีไดจ้ากธรรมชาติท่ีไม่เป็นพิษ
ต่อมนุษยแ์ละส่ิงแวดลอ้ม 

2. เพิ่มมูลค่าให้กบัไมย้างพาราหลงัจากผา่นการป้องกนัดว้ยน ้ ามนัหอมระเหย
แลว้ 

3. เป็นข้อมูลพื้นฐานในการพัฒนาสารป้องกันเช้ือราจากธรรมชาติเพื่อ
ประยกุตใ์ชท้างดา้นอุตสาหกรรมไมย้างพาราต่อไป 
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1.4 ขอบเขตกำรศึกษำ 

งานวิจยัน้ีศึกษาถึงประสิทธิภาพของน ้ ามนัหอมระเหยและอตัราส่วนผสมใน
ตวัท าละลายต่างชนิดเพื่อการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือราผิวไมย้างพารา ซ่ึงมีขอบเขตการวิจยั
ดงัน้ี 

1. ศึกษาการป้องกนัเช้ือราผิวไมด้ว้ยน ้ ามนัโป๊ยกัก๊ น ้ ามนัอบเชย และน ้ ามนั
กานพลู ในตวัท าละลายเมทิลแอลกอฮอล ์เอทิลแอลกอฮอล ์น ้ามนัปาลม์ หรือสารละลาย PFAD 

2. ศึกษาการป้องกันเช้ือราผิวไม้ด้วยอัตราส่วนผสมของน ้ ามนัโป๊ยกั๊กต่อ
น ้ ามนัอบเชยต่อน ้ ามนักานพลู ท่ีอตัราส่วน 1:1:1 4:1:1 1:4:1 และ 1:1:4 โดยปริมาตร ในตวัท า
ละลายเมทิลแอลกอฮอล ์เอทิลแอลกอฮอล ์น ้ามนัปาลม์ หรือ PFAD ละลายดว้ยเอทิลแอลกอฮอล์ 

3. เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือราผิวไมบ้นไมย้างพาราตวัอย่าง
โดยพิจารณาจากปริมาณเช้ือราท่ีเกิดข้ึนในช่วงจ ากดัของเวลา และประเมินผลทางเศรษฐศาสตร์ 
เพื่อน าไปใชง้านไดอ้ยา่งเหมาะสม 
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 2 

 

 

 

 

2.1  

 (Para Rubber Wood Rubberwood Parawood)

Hevea brasiliensis Muell. Arg. 

 (Caoutchouc)

2425

(

, 2555) 

2.1.1  

- 

2.1 ( )

6.5-15.0 

5-6 ( , 2540)  

- 1 3  

2.1 ( ) 4-5 

10-20 1   

- 

3
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5

2.1 ( )  

- (Open Pollinated)

2  

2.5-3 3

 

- 2-2.5

1.5-2.5 3.6 2.1 ( ) 

 

 
( ) 

 
( ) 

 
( ) 

 
( ) 

2.1  ( )  ( )  ( )  ( )  

( ) : www.biogang.net (4 2555) 

( ) : www.live-rubber.com (4 2555) 

( ) : www.gotoknow.org (4 2555) 

( ) : www.thaikasetsart.com (4 2555) 
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 ( 2550) 2.1 

  

2.1 ( : ) 

 2549 2550 2551 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

49,288 

9,254 

18,818 

32,740 

14,531 

12,765 

8,716 

28,798 

13,558 

 

81,936 

10,954 

41,742 

53,687 

67,820 

21,235 

20,516 

32,215 

18,685 

 

92,851 

23,569 

47,728 

81,473 

145,328 

21,878 

32,927 

32,784 

19,906 

 188,468 348,790 498,444 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

82,324 

137,632 

67,757 

195,925 

105,965 

62,160 

64,452 

425,216 

30,969 

101,986 

107,898 

 

105,876 

174,720 

91,895 

241,513 

157,229 

93,240 

84,978 

531,520 

53,930 

219,270 

159,846 

 

140,517 

178,331 

110,000 

382,497 

176,096 

171,665 

90,686 

637,824 

94,288 

295,000 

168,523 

 1,382,284 1,914,017 2,445,427 
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 2549 2550 2551 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

69,218 

364,786 

112,233 

174,980 

216,117 

602,547 

12,264 

13,671 

74,430 

- 

- 

 

79,347 

369,750 

112,966 

176,911 

223,077 

616,956 

12,559 

15,426 

86,447 

800 

- 

 

97,206 

463,799 

116,896 

185,757 

250,031 

701,732 

14,077 

18,511 

108,342 

1,200 

1,200 

 1,640,246 1,694,239 1,957,551 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

602,147 

453,039 

1,311,635 

1,368,042 

995,529 

287,830 

650,427 

525,400 

105,256 

1,026,563 

1,418,927 

282,485 

1,807,643 

 

610,147 

459,039 

1,309,313 

1,400,808 

1,004,532 

294,607 

658,427 

538,411 

101,985 

1,046,438 

1,444,012 

289,811 

1,830,161 

 

625,231 

464,662 

1,310,188 

1,447,643 

1,005,871 

295,185 

757,025 

538,477 

91,787 

1,046,872 

1,444,302 

290,019 

1,871,907 

 10,834,923 10,987,691 11,189,169 

: 2552  
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2.1.2  

2.2 

 

2.2  

  

 (Cellulose) 54.94 

 (Pentosan) 17.22 

(Lignin) 21.63 

(Ash) 0.62 

 : 2540 

 

2.1.3  

(

0702/6679) 12

0.7 973 478 162

(Shrinkage) 

(Fiber Saturation Point, FSP) 

21.3 ( : www.108wood.com, 10 2555) 
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2.2  ( 2547) 

 

2.2.1  (Insect) 

2  

- (Termite) 3

 (Drywood Termite) 

 (Dampwood 

Termite) 

(Mound Building Termite) ( 2.2 ( )) 

 (Underground Nesting Termite) ( 2.2 ( )) 

(Carton Nest Building Termite)

 

 

 
( ) 

 
( ) 

2.2 Globitermes sulphureus ( )  

Coptotermes gestroi ( ) 

( ), ( ) : www.termiteweb.com (3 2555) 

 

- (Powderpost Beetle)  

2 Lyctidae
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Bostrichidae

 

2.2.2  (Barnacle) 

2

( 2.3 ( ))

2

( 2.3 ( ))

  

 

  

2.3 Lepas anatifera (Goose Barnacles) ( ) 

( ) 

( ) : www.sciencephoto.com (3 2555) 

( ) : www.baannatura.com (3 2555) 

 

2.2.3  (Mold) 

 

 

2.2.3.1 3  

1) Decay Fungi) 
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- Brown Rot)  

  

Monilinia fructicola  Coniophora 

puteana  

- White Rot) 

 

90  

  Trametes versicolor  

- Soft Rot) 

  

  

  Chaetomium globosum  

2) Stain Fungi) 

Pigment) 

 

Ophiostoma ulmi (Buisman) Nannf. 

3) Mold Fungi) 

 

Aspergillus niger Penicillium sp. 2.4 
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2.2.3.1  ( : buranapagroup.com, 12 2555) 

 

1)  

1.1) (Water) 

(Diffusion Medium) 

 (Hyphae)

 

 (Reactant in Digestive Hydrolysis Reaction) (2.1) 

 

ROR    2ROH    (2.1) 

 

Free Water) 

Lumen)  

  
( ) ( ) 

2.4 Aspergillus niger ( )  Penicillium sp.( ) 

 ( ) : thunderhouse4-yuri.blogspot.com (25 2554) 

( ) : www.invasive.org (25 2554) 
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1.2) Temperature) 

Respiration) 

 (Protoplasm) 42

20-35

0  

1.3) Oxygen)

(Metabolism)

 

 (O2) 

 (CO2) (H2O)  2  

- (Aerobic Respiration) 

 

- (Anaerobic Respiration)  

(Fermentation)  

 

 

1.4) Food) 

 (Enzymes) 

   (Thiamine) 

(Nitrogen Compound) 

0.03-1.01 

2)  

2.1) -

pH 4.5-5.5 

2.2) Light) 

Fruiting Bodies) 

 (Ultraviolet, UV) 
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 - (X-ray) 

 

 

2.3  

 

 (

2545)  

2.3.1  

4000

( , 2545) 

 (Aromatherapy)
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2.3.2  ( : www.tistr.or.th, 15 2555) 

2 (Terpene) 

(Phenyl Propaniod) 

-  

(Monoterpene, C-10) (Limonene) (Citral)  

(Menthol) (Sesquiterpene, C-15) - ( -carotene) 

- ( -bisabolene) 2.5 

 

 
( ) 

 
( ) 

2.5 ( ) -  ( ) 

 

- (C1-C6)

(Eugenol) (Anethole) Safrole) (Coumaric Acid) 

2.6 

 

 
( ) 

 
( ) 

2.6 )  

( ) 

 

H

CH
3

CH
3

CH
3

H

O CH
2

CH
3

CH
3

CH
3

O

O

CH
2 OH

OH

O
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2.3.3  

 (Citronella) 

(Geraniol)

( 2553)

2.3 

2.3  

    

 

(Wang et al., 

2011) 

-  

(Trans-anethole) 

 

89.5 

 

(Lin et al., 2007) 

 

(Cinnamaldehyde) 
 

53.4-95 

(Cinnamyl Acetate) 

 

61.8 

 

(Linalool) 

 

73.9 

 

(De Vincenzi et 

al., 2002) 

 

(Eucalyptol) 

 

70-80 

 OCH
3

CH
3

 O

 

O CH
3

O

 

CH
2

CH
3

CH
3

OH CH
3

 CH
3

CH
3

CH
3

O
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(Wenqiang et al., 

2007) 

 

(Eugenol) 

 

 

53.8 

 

(Eugenol Acetate) 

 

20.91 

 

(Caryophyllene) 

 

 

17.7 

 

(Ramesh Yadav 

et al., 2004) 

 

(Limonene) 

 

37 

-  

( -pinene) 

 

17 

 

20-60

20-70 (Bakkali et al., 2008)  

2006 Singh -

(Phenolic Compound)

 

O

OH

CH
2

CH
3

 

O

O

CH
2

CH
3

O

CH
3

 

CH
2

H

H

CH
3

CH
3

 

CH
2

CH
3

CH
3

 O

CH
3

CH
3
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Aspergillus niger Aspergillus flavus Fusarium graminearum Fusarium moniliforme 

Penicillium viridicatum Penicillium madriti  Curvularia lunata

(Cinnamaldehyde) (Linalool)

(Cinnamyl Acetate) Wang 

Matan Matan 

(Humulene) (Caryophyllene) 

A. niger P. chrysogenum  Penicillium sp. 

 

2004 Burt 

(Hydrophobic) 

 (Cell Wall) (Mitochondria) 

-

2.7

 

 

 

2.7  

 

: Burt, 2004 
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Burt 

 E. aerogenes Burt

E. coli  S. typhimurium 

(Cell Membrane) 

Adenosine Triphosphate (ATP)

(Amino Acid 

Decarboxylase) E. aerogenes -

Matan 

2008  2011 Sagdiç  Özcan 2003 

A. niger Foeniculum vulgare

-

 

2.3.4  ( 2545) 

861

7  

1)  (Phlai Oil)

1679-2541 

2)  (Clove Bud Oil)

 1680-2541 

3)  (Lemongrass Oil)

 1681-2541 

4)  (Citronella Oil)

 1682-2541 

5)  (Makrut Peel Oil)

 2078-2544 
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6)  (Makrut Leaf Oil)

 2079-2544 

7)  (Basil Oil Thai Type)

 2080-2544 

 

2.4  ( , 2551) 

The National Committee for Clinical Laboratory Standard (NCCLS) 

 

1) Minimal Inhibitory Concentration (MIC) 

 (µg/ml) (International Unit, 

IU) MIC 

MIC

2 (2-fold Serial Dilution) 

2) Minimal Lethal Concentration (MLC) 

(

) Minimal 

Bactericidal Concentration (MBC)  Minimal Fungicidal Concentration 

(MFC)  (Microbicidal) MIC MLC

 

2.4.1  

(Broth Medium) 

 (Agar Medium) 2  Dilution Susceptibility Test 

 Agar Diffusion Test  
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- 

 Agar Diffusion Test 

MBC Broth Dilution Test 

- 

Broth Dilution Test

(Anaerobe) Agar Diffusion Test Dilution Test 

-   Agar Dilution Test 

- (Diffuse) Agar Medium

MIC Dilution Test 

-  

Agar Diffusion Test 

2.4.2  ( 2550) 

1) Dilution Susceptibility Test   MIC 

Dilution Test

Diffusion

Broth Agar Dilution 

Susceptibility Test

 

(MIC)  

1.1) Broth Dilution Test 

MIC MLC

  

- Broth Macrodilution Test 

2

0.5  
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- Broth Microdilution Test Microtiter Plate 96-well

50   

1.2) Agar Dilution Test 

Broth Dilution Method

MIC  MLC

MIC 

2) Agar Diffusion Test 

 Disc Diffusion Method (Kirby-bauer)

 MIC MLC

 (Paper Disc)  (Spread) 

Inhibition Zone

Inhibition Zone 

-  

 

2.5 Preservative-treated Wood  
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2.5.1  

 ( , 2553)  

-  

-  

-  

-  

-  

3  

1) (Tar-oil Preservative) 

(Creosote)

 

2) Water-borne Preservative) 

4  

- 

Acid Copper Chromate, ACC)  

(Ammoniacal Copper Arsenate, ACA) Chromated Copper 

Arsenate, CCA) Copper Chrome Boron, CCB) 

Fluor Chrome Arsenate Phenol, FCAP)  

- 
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(Boron Fluoride Arsenic, BFCA) 

 

- 

(Surface Treatment) 

 

3) 

1

Tributyltinoxide (TBTO)  Metallic Napthenate 

 

2.5.2 (Dean R. Prestemon 1994) ( , 2553) 

2  

1) (Pressure Process) 

 

 1.8-2.7

4.5  

- Full-cell Process

 

-  (Empty-cell Process) 

 

- Fluctuation Pressure Process  

 

2)  (Non-pressure Process)
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- Brush and Spray Treatments

(Pore)

2-3  

- Dipping

2-4  

- (Steeping) 

 

  

- (Hot and Cold Bath, Hot and Cold Open 

Tank, Thermal Process Open Tank Process) 

1-12

100

600  

- (Boucherie Process) 

(Cap) 

5

1.5-2
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2.6  

 

1)  

Soliman  (2002) 12

Aspergillus flavus A. parasiticus A. ochraceus Fusarium moniliforme 

(Cinnamon) (Thyme)  500 ppm 

(Marigold)  2000 ppm (Spearmint)  (Basil) 

(Quyssum) 3000 ppm  

 (Caraway) 2000 ppm  A.flavus A. parasiticus 

3000 ppm A. ochraceus F. moniliforme

Anise  500 ppm (Chamomile)

 (Hazanbul)

12 

 

(2553) 

Aspergillus niger Aspergillus terreus Aspergillus 

fumigatus Aspergillus sp.  ( 72.87) -

 ( 22.55) -  ( 2.59)  ( 0.3) 

( 0.26)  ( 60.02) -

 ( 22.83) 1,8-  ( 1.99)  ( 0.30)  (

0.06)  ( 0.59) Aspergillus 

spp. 

100 ppm Aspergillus niger Aspergillus terreus Aspergillus sp. 

Clear Zone 72.7 65.33 78.25 

30 ppm Aspergillus fumigatus 
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Prasertsit (2551)

 

Caccioni (1998) Penicilllium digitatum 

 Penicillium italicum Gas 

Chromatography (GC)  Gas Chromatography/Mass Spectroscopy (GC/MS) 

P. digitatum

P. italicum 

2)  

Matan Matan (2008) 

Aspergillus niger Penicillium chrysogenum  Penicillium sp. Anise

Lime Tangerine Broth 

Dilution Method  MIC  MFC 20-200 /  

MIC  MFC 

MIC  MFC  A  Niger  Penicillium sp

40 /  P Chrysogenum 60 /  

 

100-180 /  MIC MFC

12 30

 100 

Matan Matan (2007) 

Aspergillus niger Penicillium chrysogenum  Penicillium sp.

1:1 1:3 1:5 1:7 3:1 5:1 7:1 
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10-100 /  3:1 5:1 7:1

1:1 1:3 1:5 1:7

 MIC 

5:1 50 /  

30 100

12  

(2550)

2 

4

2 

 4 Aspergillus niger Penicillium chrysogenum 

Penicillium sp  Trametes versicolor 

300-600 /  

30

99.9 

Hedonic 

Scale

P < 0.05

 

Yang  (2007) 

7 Ajowan  (Dill Weed) Egyptian 

Geranium Lemongrass Rosemary Tea tree Thyme

Aspergillus niger Trichoderma viride  Penicillium chrysogenum 

Southern Yellow Pine SYP

20

2 -  
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3 

 

 

 

3.1  

3.1.1 

16±2  10±2 3.1 

 

 

3.1  

 

3.1.2 

3.2 

 

 

 
( ) 

 
( ) 

 
( ) 

3.2 ( ) ( ) ( ) 
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3.1.3 Penicillium sp. Aspergillus niger 

Potato Dextrose Agar (PDA) 10 3.3 

 

 

3.3  Penicillium sp. Aspergillus niger  

 

3.1.4  

1) (Methyl Alcohol) (UNIVAR) 

 

2)  (Ethyl Alcohol) (UNIVAR) 

 

3) (Palm oil)  

4) (Palm Fatty Acid Distillate, PFAD)

 22 2554 1/3

91.48 ( .5) 1:10 (w/v)  PFAD 

60-65  3.4 

 

  

3.4 PFAD  
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5) (Nutrient Broth)  -

(Lab-Scan Analytical Science) 

3.2  

3.2.1  

1) (Haemacytometer) 

2)  

3)  

4)  50   

5) 100 1000  

6) (Light Microscope) 

3.2.2  

1) 9  

2) 100  250  

3) 125 250  

4) 10-100  

5) 1  

6) 10 100  

7) (Heater) 

8) (Incubator) 

3.2.3  

1) 500  

2)  100  

3) 10  

4)  

5)  

6) -   

7)  

8) (Scanning  Electron 

Microscopy; SEM, FEI Quanta 400)  
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3.3  

4  

1   

1.1  

1)  

 Penicillium sp. Aspergillus niger

( 8.0 1,000 80 

) 

 (Haemacytometer) 10
7
 /

 ( .2) 3.5 

 

 
( ) 

 
( ) 

3.5 Penicillium sp. ( )  

Aspergillus niger ( )  

 

2)  

 Penicillium sp. Aspergillus niger 1)

10
7
 / 1:1   
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3)  

3.6 Nutrient Agar 10

10
7
 /  

 

 

 3.6  

 

1.2  

1)  Minimal Inhibitory 

Concentration, MIC  

 

    
( ) ( ) ( ) ( ) 

3.7 30 /

( ) ( )  ( )  PFAD ( )  

 

 (Broth dilution method)

30-110 /

Matan and Matan, 2008



36 

 

 PFAD 1   5 

10
7
 /  1

 3.7 

30 1 5 

 MIC

( MIC 2)  

 

2)  

30-110 /

 1

  5 

 1  

30 1 5 

 MIC

 

3)  

 

1:1:1 4:1:1 1:4:1  1:1:4  

 PFAD 1   5 

10
7
 /  1 (Matan 

and Matan, 2007) 3.8 

30 1 5 

 (Suitable)  
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( ) ( ) ( ) ( ) 

3.8 1:1:1 ( ) 

( )  ( )  PFAD ( ) 

 

4)  

 1:1:1 4:1:1 1:4:1  1:1:4 

1   5 

10
7
 /  1

30 1 

5 

 (Suitable)

  

 

 2  

2.1  

 ×

×  7  × 20  × 70  Yang et al., 2007

3.9 

 

 



38 

 

 

3.9  

 

2.2  

ASTM D-4445 (American Society for Testing and 

Materials, 1998) 3.10 

Dipping

MIC 1 ± 5 10 /  15

24

 

 

 

3.10 ASTM D-4445 

: American Society for Testing and Materials, 1998 

 

10
7

/  1  

30 1  (Relative Humidity, RH) 100
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(  75-80,  .6) 12

1  

 

3  

 

30-110 /

 1   5 

 1  

30 1 

5 

 MIC

 

 

4  

3.1 (3.1) 

 =  × 100  (3.1) 

 

 

3.2  

 0-5 0 

1 = 20  2 = 40  3 = 

60  4 = 80  5 = 100  
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3.3  

SPSS for Windows 13.0

(One-way ANOVA) Multiple Range Test 

P < 0.05  

3.4  
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3

4 

 

4.1  

Penicillium sp. Aspergillus 

niger

 

 4.1.1  (MIC) 

-  Penicillium sp. 

30-110 /

 PFAD Penicillium sp. 30±1

5 4.1 
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4.1 Penicillium sp.

30±1 5  

0

10

20

30

40

50

(%
)

0

10

20

30

40

50

(%
)

0

10

20

30

40

50

(%
)

0

10

20

30

40

50

(%
)

PFAD
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4.1 Penicillium sp.

5 20

30

PFAD

4.2 PFAD

(Saturated Fatty Acid, SFA) (C 16:0,  44.3) 

(Scholtz et al., 2004) 

  

 

 
( ) 

 
( ) 

4.2 ( ) PFAD ( )  
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Penicillium sp.  MIC 

 50 /

- (Trans-anethole)

(Matan et al., 2011)  MIC
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110 /  

 Penicillium sp. Aspergillus niger

 

 

4.4  

80 /

Penicillium sp.  Aspergillus niger 2

1 4.1 

4.1  

  ( / )  ( )  ( ) 

a
 6.78 0.07 0.47 

a
 17.98 0.07 1.26 

a
 6.46 0.07 0.45 

*
 0.11 0.93 0.10 

b*
 0.80 0.5 0.40 

4 2555 

a : www.botanicessence.com 

 b : www.boracarethai.com 

   

 

0.7 × 2 × 7 = 9.8  (

40.6 ) 0.57
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d
 10.0±0.0*

e
 0.0±0.0*

f
 

 35.0±0.0*
a
 30.0±0.0*

b
 20.0±0.0*

c
 11.0±1.4*

d
 1.0±1.4*

e
 0.0±0.0*

e
 

 

 

PFAD 

30.0±0.0*
a
 29.0±1.4*

ab
 24.0±1.4*

b
 17.5±3.5*

c
 9.0±1.4*

d
 2.5±3.5*

e
 

 30.0±0.0*
a
 31.5±2.1*

ab
 22.5±3.5*

b
 12.5±3.5*

c
 10.5±3.5*

c
 4.0±5.6*

c
 

 30.0±0.0*
a
 29.0±1.4*

a
 21.5±2.1*

b
 12.5±3.5*

c
 2.5±3.5*

d
 1.5±2.1*

d
 

 (n = 2) ±  

One-Way 

ANOVA  Duncan  Multiple Range Test P < 0.05 

 

*  
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2 Aspergillus niger 

30 1 5  

  

 

 30 l/ml 50 l/ml 70 l/ml 90 l/ml 110 l/ml 

 
 

 

25.0±0.0
a
 17.5±3.5

b
 10.0±0.0

c
 0.0±0.0

d
 0.0±0.0

d
 0.0±0.0

d
 

 25.0±0.0
a
 19.0±1.4

b
 15.0±0.0

c
 11.5±2.1

d
 5.0±0.0

e
 0.0±0.0

f
 

 25.0±0.0
a
 19.0±1.4

b
 15.0±0.0

c
 9.0±1.4

d
 0.0±0.0

e
 0.0±0.0

e
 

 

 
 

 

32.5±3.5
a
 20.0±0.0

b
 16.5±2.1

bc
 14.0±1.4

cd
 10.0±0.0

d
 2.5±3.5

e
 

 32.5±3.5
a
 22.5±3.5

b
 19.0±1.4

bc
 15.0±0.0

c
 9.0±1.4

d
 4.0±1.4

d
 

 32.5±3.5
a
 27.5±3.5

ab
 22.5±3.5

bc
 15.0±0.0

cd
 7.5±3.5

de
 5.5±3.5

e
 

 

 
 

 

40.0±0.0*
a
 39.0±1.4*

a
 35.0±0.0*

a
 27.5±3.5*

b
 22.5±3.5*

bc
 21.0±1.4*

c
 

 40.0±0.0*
a
 35.0±0.0*

b
 30.0±0.0*

c
 22.5±2.5*

d
 11.0±1.0*

e
 0.0±0.0*

f
 

 40.0±0.0*
a
 35.0±0.0*

a
 23.5±0.7*

b
 12.5±3.5*

c
 2.5±3.5*

d
 0.0±0.0*

d
 

 

 

PFAD 

42.5±3.5*
a
 35.0±7.0*

ab
 27.5±3.5*

bc
 23.5±2.1*

bcd
 17.5±3.5*

cd
 14.0±5.6*

d
 

 42.5±3.5*
a
 37.5±3.5*

ab
 32.5±3.5*

bc
 25.0±0.0*

cd
 17.5±3.5*

de
 14.0±5.6*

e
 

 42.5±3.5*
a
 37.5±3.5*

ab
 32.5±3.5*

bc
 29.0±1.4*

cd
 25.0±0.0*

de
 20.0±0.0*

e
 

 (n = 2) ±  

One-Way 

ANOVA  Duncan  Multiple Range Test P < 0.05 

 

*  
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3 Penicillium sp Aspergillus niger  

1:1 30 1 5   

  

 

 30 l/ml 50 l/ml 70 l/ml 90 l/ml 110 l/ml 

 
 

 

25.0±0.0
a
 19.0±1.4

b
 11.5±2.1

c
 3.5±0.7

d
 1.5±2.1

d
 0.0±0.0

d
 

 25.0±0.0
a
 20.0±0.0

b
 12.5±3.5

c
 9.0±1.4

c
 5.0±0.0

d
 0.0±0.0

e
 

 25.0±0.0
a
 21.5±2.1

b
 15.0±0.0

c
 9.0±1.4

d
 4.0±1.4

e
 0.5±0.7

e
 

 (n = 2) ±  

One-Way 

ANOVA  P < 0.05 

 

 

.4 Penicillium sp.

30 1 5  

 
 

 

 1:1:1 4:1:1 1:4:1 1:1:4 

1  17.5±3.5
a
 12.5±3.5

ab
 0.5±0.7

c
 7.5±3.5

bc
 9.0±1.4

b
 

2  21.5±2.1
a
 19.0±1.4

c
 15.0±0.0

b
 16.5±2.1

ab
 17.5±3.5

ab
 

3  27.5±2.5*
a
 20.0±0.0*

bc
 22.5±3.5*

ab
 15.0±0.0*

cd
 12.5±3.5*

d
 

4 PFAD 30.0±0.0*
a
 21.5±.2.1*

b
 19.0±1.4*

b
 26.5±2.1*

a
 26.5±2.1*

a
 

 (n = 2) ±  

One-Way 

ANOVA  P < 0.05 

 

*  
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.5 Aspergillus niger 

30 1 5  

 
 

 

 1:1:1 4:1:1 1:4:1 1:1:4 

1  25.0±0.0
a
 20.0±0.0

b
 3.0±1.4

d
 17.5±3.5

b
 10.0±0.0

c
 

2  30.0±0.0
a
 17.5±3.5

bc
 11.5±2.1

d
 15.0±0.0

cd
 20.0±0.0

b
 

3  32.5±3.5*
a
 25.0±0.0*

bc
 27.5±3.5*

ab
 20.0±0.0*

cd
 15.0±0.0*

d
 

4 PFAD 32.5±3.5*
a
 24.0±1.4*

bc
 20.0±0.0*

c
 25.0±0.0*

bc
 27.5±3.5*

ab
 

 (n = 2) ±  

One-Way 

ANOVA  P < 0.05 

 

*  

 

.6 Penicillium sp Aspergillus niger  

1:1 30 1 5 

 

 
 

 

 1:1:1 4:1:1 1:4:1 1:1:4 

1  27.5±3.5
a
 22.5±3.5

ab
  15.5±0.7

b 
 22.0±2.8

ab
 26.0±1.4

a
 

 (n = 2) ±  

One-Way 

ANOVA  P < 0.05 
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.7 Penicillium sp 30 1 

12 100 

 

 

 40 l/ml 45 l/ml 50 l/ml 55 l/ml 60 l/ml 

1 0.0±0.0
f
 0.0±0.0

h
 0.0±0.0

j
 0.0±0.0

i
 0.0±0.0

g
 0.0±0.0

e
 

2 0.0±0.0
f
 0.0±0.0

h
 0.0±00.0

j
 0.0±0.0

i
 0.0±0.0

g
 0.0±0.0

e
 

3 22.0±2.8
e
 12.5±3.5

g
 9.0±1.4

i
 2.5±3.5

i
 0.0±0.0

g
 0.0±0.0

e
 

4 40.0±0.0
d
 32.5±3.5

f
 13.5±2.1

i
 9.0±1.4

h
 0.0±0.0

g
 0.0±0.0

e
 

5 67.5±3.5
c
 50.0±0.0

e
 22.5±3.5

h
 22.5±3.5

g
 0.0±0.0

g
 0.0±0.0

e
 

6 90.0±0.0
b
 63.5±3.5

d
 40.0±0.0

g
 47.5±3.5

f
 0.0±0.0

g
 0.0±0.0

e
 

7 100.0±0.0
a
 72.5±3.5

c
 52.5±3.5

f
 60.0±0.0

e
 9.0±1.4

f
 0.0±0.0

e
 

8 100.0±0.0
a
 85.0±7.1

b
 62.5±3.5

e
 62.5±3.5

de
 14.0±1.4

e
 1.0±1.4

e
 

9 100.0±0.0
a
 95.0±7.1

a
 72.5±3.5

d
 67.5±3.5

cd
 22.5±3.5

d
 9.0±1.4

d
 

10 100.0±0.0
a
 100.0±0.0

a
 81.5±2.1

c
 70.0±0.0

c
 30.0±0.0

c
 20.0±0.0

c
 

11 100.0±0.0
a
 100.0±0.0

a
 90.0±0.0

b
 82.5±3.5

b
 42.5±3.5

b
 32.5±3.5

b
 

12 100.0±0.0
a
 100.0±0.0

a
 100.0±0.0

a
 97.5±3.5

a
 61.5±2.1

a
 50.0±0.0

a
 

 (n = 2) ±  

One-Way 

ANOVA  P < 0.05 
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.8 Penicillium sp 30 1 

12  

 

 

 40 l/ml 45 l/ml 50 l/ml 55 l/ml 60 l/ml 

1 0.0±0.0
g
 0.0±0.0

h
 0.0±0.0

f
 0.0±0.0

d
 0.0±0.0

c
 0.0±0.0

b
 

2 0.0±0.0
g
 0.0±0.0

h
 0.0±0.0

 f
 0.0±0.0

d
 0.0±0.0

c
 0.0±0.0

b
 

3 2.5±3.5
g
 0.0±0.0

h
 0.0±0.0

 f
 0.0±0.0

d
 0.0±0.0

c
 0.0±0.0

b
 

4 9.0±1.4
f
 0.0±0.0

h
 0.0±0.0

 f
 0.0±0.0

d
 0.0±0.0

c
 0.0±0.0

b
 

5 12.5±3.5
f
 3.0±2.8

h
 0.0±0.0

 f
 0.0±0.0

d
 0.0±0.0

c
 0.0±0.0

b
 

6 20.0±0.0
e
 9.0±1.4

g
 0.0±0.0

 f
 0.0±0.0

d
 0.0±0.0

c
 0.0±0.0

b
 

7 47.5±3.5
d
 18.5±2.1

f
 0.5±0.7

 f
 0.0±0.0

d
 0.0±0.0

c
 0.0±0.0

b
 

8 70.0±0.0
c
 39.0±1.4

e
 5.0±0.0

e
 0.0±0.0

d
 0.0±0.0

c
 0.0±0.0

b
 

9 80.0±0.0
b
 52.5±3.5

d
 10.0±0.0

d
 3.0±2.8

d
 0.0±0.0

c
 0.0±0.0

b
 

10 99.0±1.4
a
 61.5±2.1

c
 18.5±2.1

c
 12.5±3.5

c
 0.0±0.0

c
 0.0±0.0

b
 

11 100.0±0.0
a
 77.5±3.5

b
 39.0±1.4

b
 29.0±1.4

b
 6.5±2.1

b
 0.5±0.5

b
 

12 100.0±0.0
a
 92.5±3.5

a
 57.5±3.5

a
 49.0±1.4

a
 20.0±0.0

a
 2.0±1.4

a
 

 (n = 2) ±  

One-Way 

ANOVA  P < 0.05 
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.9 Aspergillus niger 

30 1 12 100 

 

 

 60 l/ml 65 l/ml 70 l/ml 75 l/ml 80 l/ml 

1 0.0±0.0
d
 0.0±0.0

h
 0.0±0.0

f
 0.0±0.0

i
 0.0±0.0

g
 0.0±0.0

e
 

2 65.0±7.1
c
 0.0±0.0

h
 0.0±0.0

f
 0.0±0.0

i
 0.0±0.0

g
 0.0±0.0

e
 

3 85.0±7.1
b
 1.5±2.1

h
 0.5±0.7

f
 0.0±0.0

i
 0.0±0.0

g
 0.0±0.0

e
 

4 92.5±3.5
a
 12.5±3.5

g
 9.0±1.4

ef
 3.5±2.1

i
 0.0±0.0

g
 0.0±0.0

e
 

5 100.0±0.0
a
 27.5±3.5

f
 19.0±1.4

de
 10.0±0.0

h
 0.0±0.0

g
 0.0±0.0

e
 

6 100.0±0.0
a
 40.0±0.0

e
 30.0±0.0

cd
 22.5±3.5

g
 0.0±0.0

g
 0.0±0.0

e
 

7 100.0±0.0
a
 57.5±3.5

d
 47.5±3.5

c
 32.5±3.5

f
 10.0±0.0

f
 0.0±0.0

e
 

8 100.0±0.0
a
 70.0±0.0

c
 55.0±7.1

bc
 41.5±2.1

e
 16.5±2.1

e
 1.5±2.1

e
 

9 100.0±0.0
a
 85.0±7.1

b
 67.5±3.5

b
 64.0±5.7

d
 32.5±3.5

d
 10.0±0.0

d
 

10 100.0±0.0
a
 97.5±3.5

a
 95.0±7.0

a
 73.5±3.5

c
 52.5±3.5

c
 19.0±1.4

c
 

11 100.0±0.0
a
 100.0±0.0

a
 100.0±0.0

a
 81.5±2.1

b
 72.5±3.5

b
 41.5±2.1

b
 

12 100.0±0.0
a
 100.0±0.0

a
 100.0±0.0

a
 97.5±3.5

a
 85.0±7.1

a
 59.0±1.4

a
 

 (n = 2) ±  

One-Way 

ANOVA  P < 0.05 
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.10 Aspergillus niger 

30 1 12  

 

 

 60 l/ml 65 l/ml 70 l/ml 75 l/ml 80 l/ml 

1 0.0±0.0
e
 0.0±0.0

h
 0.0±0.0

f
 0.0±0.0

d
 0.0±0.0

c
 0.0±0.0

a
 

2 42.5±3.5
d
 0.0±0.0

h
 0.0±0.0

f
 0.0±0.0

d
 0.0±0.0

c
 0.0±0.0

a
 

3 55.0±7.1
c
 0.0±0.0

h
 0.0±0.0

f
 0.0±0.0

d
 0.0±0.0

c
 0.0±0.0

a
 

4 60.0±7.1
c
 1.5±2.1

h
 0.0±0.0

f
 0.0±0.0

d
 0.0±0.0

c
 0.0±0.0

a
 

5 62.5±3.5
c
 3.0±2.8

h
 0.0±0.0

f
 0.0±0.0

d
 0.0±0.0

c
 0.0±0.0

a
 

6 77.5±3.5
b
 17.5±3.5

g
 0.0±0.0

f
 0.0±0.0

d
 0.0±0.0

c
 0.0±0.0

a
 

7 82.5±3.5
b
 29.0±1.4

f
 0.0±0.0

f
 0.0±0.0

d
 0.0±0.0

c
 0.0±0.0

a
 

8 95.0±7.1
a
 37.5±3.5

e
 2.5±3.5

e
 0.0±0.0

d
 0.0±0.0

c
 0.0±0.0

a
 

9 95.5±3.5
a
 57.5±3.5

d
 15.0±7.1

d
 0.0±0.0

d
 0.0±0.0

c
 0.0±0.0

a
 

10 97.5±3.5
a
 67.4±3.5

c
 25.0±7.1

c
 5.0±0.0

c
 0.0±0.0

c
 0.0±0.0

a
 

11 100.0±0.0
a
 84.0±1.4

b
 47.5±3.5

b
 17.5±3.5

b
 5.0±0.0

b
 0.5±0.0

a
 

12 100.0±0.0
a
 90.0±0.0

a
 60.0±0.0

a
 31.5±4.9

a
 17.5±3.5

a
 1.0±0.0

a
 

 (n = 2) ±  

One-Way 

ANOVA  P < 0.05 
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.11 Penicillium sp. 30 1 

12 100 

 

 

 40 l/ml 45 l/ml 50 l/ml 55 l/ml 60 l/ml 

1 0.0±0.0
g
 0.0±0.0

e
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

2 0.0±0.0
g
 0.0±0.0

e
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

3 3.5±2.1
f
 0.0±0.0

e
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

4 9.0±1.4
e
 0.0±0.0

e
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

5 11.0±1.4
e
 0.0±0.0

e
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

6 15.0±0.0
d
 0.0±0.0

e
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

7 15.5±0.7
d
 1.5±2.1

e
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

8 17.0±1.4
d
 2.0±1.4

e
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

9 21.5±2.1
c
 5.0±0.0

d
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

10 22.0±2.8
c
 9.0±1.4

c
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

11 26.0±1.4
b
 13.5±2.1

b
 0.5±0.7

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

12 30.0±0.0
a
 18.5±2.1

a
 1.5±2.1

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

 (n = 2) ±  

One-Way 

ANOVA  P < 0.05 
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.12 Penicillium sp. 30 1 

12   

 

 

 40 l/ml 45 l/ml 50 l/ml 55 l/ml 60 l/ml 

1 0.0±0.0
f
 0.0±0.0

g
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

2 0.0±0.0
f
 0.0±0.0

g
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

3 0.0±0.0
f
 0.0±0.0

g
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

4 0.0±0.0
f
 0.0±0.0

g
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

5 3.0±2.8
f
 0.0±0.0

g
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

6 8.0±2.8
e
 1.0±1.4

fg
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

7 10.0±0.0
de

 2.0±1.4
ef
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

8 10.5±0.7
de

 3.0±0.0
de

 0.0±0.0
a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

9 12.5±0.7
cd

 4.0±1.4
cd

 0.0±0.0
a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

10 14.5±0.7
bc

 5.5±0.7
c
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

11 15.5±0.7
b
 7.5±0.7

b
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

12 19.0±1.4
a
 10.0±0.0

a
 0.50±0.7

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

 (n = 2) ±  

One-Way 

ANOVA  P < 0.05 
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.13 Aspergillus niger 30 1 

12 100 

 

 

 60 l/ml 65 l/ml 70 l/ml 75 l/ml 80 l/ml 

1 0.0±0.0
g
 0.0±0.0

d
 0.0±0.0

 b
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

2 0.0±0.0
g
 0.0±0.0

d
 0.0±0.0

 b
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

3 0.0±0.0
g
 0.0±0.0

d
 0.0±0.0

 b
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

4 4.0±1.4
f
 0.0±0.0

d
 0.0±0.0

 b
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

5 4.5±0.7
f
 0.0±0.0

d
 0.0±0.0

 b
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

6 9.0±1.4
e
 0.0±0.0

d
 0.0±0.0

 b
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

7 10.0±0.0
e
 0.0±0.0

d
 0.0±0.0

 b
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

8 14.5±0.7
d
 1.0±1.4

d
 0.0±0.0

 b
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

9 15.0±0.0
d
 1.5±2.1

cd
 0.0±0.0

 b
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

10 19.0±1.4
c
 4.0±1.4

c
 0.0±0.0

 b
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

11 24.0±1.4
b
 8.5±2.1

b
 0.5±0.7

b
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

12 28.5±2.1
a
 11.5±2.1

a
 4.0±1.4

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

 (n = 2) ±  

One-Way 

ANOVA  P < 0.05 
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.14 Aspergillus niger 30 1 

12  

 

 

 60 l/ml 65 l/ml 70 l/ml 75 l/ml 80 l/ml 

1 0.0±0.0
f
 0.0±0.0

e
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

2 0.0±0.0
 f
 0.0±0.0

e
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

3 1.0±1.4
 f
 0.0±0.0

e
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

4 5.0±2.8
e
 0.0±0.0

e
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

5 8.5±2.1
d
 0.0±0.0

e
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

6 14.0±1.4
c
 0.0±0.0

e
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

7 15.0±0.0
bc

 1.5±2.1
e
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

8 17.0±0.0
b
 3.5±2.1

d
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

9 20.0±0.0
a
 7.0±0.0

c
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

10 20.5±0.7
a
 10.0±0.0

b
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

11 20.5±0.7
a
 12.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

12 22.0±0.0
a
 12.5±0.7

a
 0.5±0.7

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 0.0±0.0

a
 

 (n = 2) ±  

One-Way 

ANOVA  P < 0.05 
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.15

30 1 5   

  

 

 30 l/ml 50 l/ml 70 l/ml 90 l/ml 110 l/ml 

 
 

 

36.5±2.1
a
 35.5±0.7

a
 31.0±1.4

b
 24.0±1.4

c
 13.5±2.1

d
 9.0±1.4

e
 

 36.5±2.1
a
 29.5±0.7

b
 22.5±3.5

c
 16.0±1.4

d
 7.0±1.4

e
 1.5±2.1

f
 

 36.5±2.1
a
 35.0±0.0

a
 24.0±0.7

b
  15.5±1.4

c
 10.0±1.4

d
 5.0±1.4

e
 

 (n = 2) ±  

One-Way 

ANOVA  P < 0.05 
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1. Introduction 

Rubberwood is the most economically lumber 

in southern of Thailand. After plantation of rubber 

trees for 25-30 years when latex production 

becomes uneconomical, these woods are cut down 

for replanting annually [1]. Unlike other woods 

that are cut down for the sole purpose of 

producing furniture, rubberwood is used only 

after it completes its latex producing cycle and 

dies. This wood is therefore eco-friendly in the 

sense that we are now using what was going as 

waste. Although rubberwood has many good 

features and low cost [2], it contains high 

moisture content and starch. The effect will be 

easily destroyed from molds and termites. Failure 

to control it can result in tremendous economic 

and resource losses. 

In recent year, rubberwood is impregnated with 

various preservatives such as boron, 

pentachlorophenol, creosote and inorganic 

arsenicals to against insect borers and fungi 

because of relatively low treatment cost [3] [4], 

but these chemicals are not appropriate for many 

applications in health, for example indoor 

furniture, food packaging, children’s toys and 

kitchenware. The US Environmental Protection 

Agency (EPA) has announced a voluntary 

decision by the wood industry to phase out toxic 

wood preservatives [5]. Subsequently, developing 

the alternatively non-hazardous preservatives 

from natural products such as essential oils is 

needed.  

Many plant essential oils and their volatile 

constituents have been reported to possess potent 

antifungal activities [6]. Number of reports that 

have been indicated for resistance to mold growth 

on wood i.e., Matan and Matan (2008) with the 

use of lime oil, tangerine oil and anise oil to 

prevent mold on rubberwood [1], Yang and 

Clausen (2007) have used thyme, rosemary, 

lemongrass as inhibitor to antifungal on southern 

yellow pine [7] and Cheng et al. (2008) have 

reported the effects of cinnamaldehyde and 

eugenol on wood-rot fungi [4]. 

From research reviews, the solvents that 

appropriate to this application were methanol or 

palm oil. Methanol is usually used in wood 

industry as a color solvent, furthermore, Matan 

and Matan (2009) have used methanol as a 

solvent in antifungal probation [8]. Ekwenye and 

Ijeomah (2005) have applied palm oil for the 

treatment of various microorganisms [9]. In 

addition, palm oil, which through the process 

from oleochemicals just can be used as an 

additives and biocides [10]. 

In this research, the objective is to determine 

the minimal inhibitory concentration of anise oil, 

cinnamon oil, clove oil and optimum mixing with 

different ratios in methanol or palm oil to against 

molds Penicillium sp. and Aspergillus niger on 

the surface of rubberwood at 30±1 ºC for 5 days. 

2. Materials 

2.1 Essential Oils and Chemicals 

Essential oils derived by stream distillation 

(anise oil, cinnamon oil and clove oil) were 

purchased by Lapis tropical spa product co., Ltd., 

Bangkok, Thailand. Nutrient broth was obtained 

from Lab-Scan Analytical Science. Methanol was 

an analytical grade. Palm oil was a commercial 

grade.  

2.2 Cultures 

Two fungal strains (Penicillium sp. and 

Aspergillus niger) were obtained from 

Department of Microbiology, Faculty of Science, 

Prince of Songkla University, Songkhla, Thailand. 

3. Experimental 

3.1 Preparation of Fungal Strains 

Two surface fungi on rubberwood Penicillium 

sp. and Aspergillus niger were grown on potato 

dextrose agar (PDA) from Department of 

Microbiology, Prince of Songkla University, 

Songkhla, Thailand. Spores of remaining test 

fungi were collected by flooding the surface of 

plates with sterile saline solution (NaCl, 8.0 

g/lwater)  5 ml. After counting the spores with 

haemacytometer, microspores standardized to 

concentration of 10
7
  spores/ml  by dilution with 

sterile water before use (10 l of a standardized 

suspension 10
7
 spores/ml) [8] [11]. 

3.2 Minimal Inhibitory Concentration (MIC) of 

Essential Oils 

The antifungal effect and MIC of anise oil, 

cinnamon oil and clove oil were considered. 

Natural essential oils were performed by broth 

dilution method [1] [11]. Each essential oil at 
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concentration of 30-110 l/ml was mixed with 

methanol or palm oil 1  ml, added nutrient broth 5 

ml and fungal strains (10
7
 spores/ml) 1  ml, 

shacking until the oil throughout the broth [8]. 

The control derived from methanol or palm oil 

without any essential oil. Plates were incubated at 

30±1 ºC for  5  days. The lowest concentration that 

does not have visible growth was regarded as the 

MIC. 

3.3 The Optimum Ratio of Mixing Essential Oils  

The broth dilution method was applied to 

determine the optimum mixing ratio of essential 

oils [11]. Preparing mixture of essential oils 

between anise oil: cinnamon oil: clove oil were 2: 

2: 2, 4: 1: 1, 1: 4: 1 and 1: 1: 4 (%v). Then, poured 

methanol or palm oil 1 ml and nutrient broth 5 ml. 

Fungal strain (Penicillium sp. or Aspergillus 

niger) at concentration 10
7
 spores/ml 1 ml was 

added into plates and shake until the oil 

throughout the broth [11]. The control was 

obtained from methanol or palm oil without any 

essential oil. All experiments were incubated at 

30±1 ºC for 5 days. The optimum ratio of mixing 

was determined by the tests that does not have 

visible growth of any fungi. 

4. Results and Discussion 

4.1 Minimal Inhibitory Concentration of 

Essential Oils 

Inhibition of fungi by using anise oil, 

cinnamon oil and clove oil in methanol or palm 

oil were determined by the broth dilution method 

of the concentration 30-110 µl/ml at 30±1 ºC for 5 

days. The results are shown in Table 1. All 

essential oils exhibited the fungistatic activities 

against the mold, especially in methanol solvent. 

Anise oil was the strongest inhibitor to anti-molds 

Penicillium sp. and Aspergillus niger. To prevent 

growth of these molds, higher concentrations of 

cinnamon oil and clove oil were needed. However 

every essential oil in methanol was carried out to 

prevent molds better than in palm oil. Moreover, 

palm oil solvent, anise oil at MIC >110 µl/ml for 

both Penicillium sp. and Aspergillus niger and 

clove oil at MIC 90 µl/ml for Aspergillus niger 

have occurred in the wax that not appropriate to 

be an antifungal solvent and inconvenient to get 

rid of. The MICs of anise oil in methanol against 

Penicillium sp. and Aspergillus niger were 50 

µl/ml and 70 µl/ml, respectively. These MICs will 

further examine with rubberwood. 

Table 1. The MICs of essential oils in methanol or 

palm oil at 30±1 ºC for 5 days 

Essential 

oil 
Solvent 

MIC (µl/ml) 

Penicillium 

sp. 

A. 

niger 

Anise 

Methanol 

50 70 

Cinnamon 90 110 

Clove 90 90 

Anise 

Palm oil 

> 110* > 110* 

Cinnamon 110 110 

Clove 90 90* 

* wax 

The effect of anise oil, cinnamon oil and clove 

oil as natural preservative were reported by 

Soliman and Badeaa (2002) [12] and Matan and 

Matan (2007), (2008). The main component of 

each essential oil was reported in Table 2. Trans-

anethole was believed to be the main inhibitory 

component of anise oil. A. niger has been reported 

to be completely inhibited by the volatile oil of 

Foeniculum vulgare, which was rich in trans-

anethole, even in relatively low dose of oil [13]. 

Cinnamon oil is reported to consist of several 

components such as cinnamaldehyde, geraniol 

and linalool [14] [11]. The main component of 

clove oil is eugenol with small amounts of 

caryophyllene and humulene [11]. These 

constituents of cinnamon and clove oil were 

noticed to be capable of inhibiting growth of 

termites and insects. 

 

Table 2. The main components of each essential oil 

Essential oil Component Structure % w 

Anise oil Trans-anethole 

OCH3

CH3 

85 

Cinnamon 

oil 
Cinnamaldehyde 

O

 

75 

Clove oil Eugenol 

O

OH

CH2

CH3

 

78 

An important characteristic of each essential oil 

is its polarity group, which is thought to bind to 
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proteins and prevent the reaction of molds and 

fungi [15]. Compounds containing hydroxyl 

group plus a system of delocalized electrons in the 

phenolic ring structure have high activity. The 

aldehyde group of vanillin is believed responsible 

in part its antimicrobial activity and this may also 

be true for cinnamaldehyde which do not have 

any free hydroxyl group [16]. For these reasons 

we believe it is the ability to inhibit the growth of 

fungi and insects. 

4.2 The Optimum Ratio of Mixing Essential Oils  

The mixture of anise oil: cinnamon oil: clove 

oil at ratios 2: 2: 2, 4: 1: 1, 1: 4: 1 and 1: 1: 4 in 

methanol or palm oil at 30±1 ºC for 5 days were 

investigated. The results are shown in Table 3. 

The Combination ratio at 4: 1: 1 (%v) in methanol 

was performed the best mixing condition in 

Penicillium sp. and Aspergillus niger. However, 

every ratio in palm oil was unable to resist any 

molds and also have wax as well as to the 

essential oil tests. It’s indicating that three 

essential oils are not supported each other. Higher 

concentration of anise oil is presented the retard 

of molds growth compared with other. That is 

anise oil, which contains trans-anethole as the 

main component has the most ability to resist 

mold [1] [11]. The inhibitory components are 

shown in Table 2. and described as above. These 

results were according to the MIC of former 

essential oils tests. 

Table 3. The optimum ratio of mixing essential 

oils at 30±1 ºC for 5 days 

Ratio (%v) 
Solvent 

Penicillium 

sp. 

A.  

niger Anise Cinnamon Clove 

2 2 2 

Methanol 

  

4 1 1   

1 4 1   

1 1 4   

2 2 2 

Palm oil 

* * 

4 1 1 * * 

1 4 1 * * 

1 1 4 * * 
 


 
visible molds growth,  no visible molds 

growth, * wax 

5. Conclusions 

The antifungal activity of anise oil, cinnamon 

oil, clove oil and their mixture in methanol or 

palm oil were researched. Anise oil in methanol 

was showed the greatest inhibitor. The MICs to 

against Penicillium sp. and Aspergillus niger were 

50 l/ml and 70 l/ml, respectively at 30±1 ºC for 

5 days. The optimum ratio of mixing was 4: 1: 1 

(%v) at 30±1 ºC for 5 days. From the researches 

indicated that the main component in each 

essential oil is believed to inhibit the growth of 

fungi. These MICs will be examined with 

rubberwood at 30±1 ºC, 100% Relative humidity 

or ambient air for 12 weeks. 
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Abstract  This research was aimed to study the efficiency of essential oils and optimum mixing to 

prevent molds (Penicillium sp. and Aspergillus niger) identified on the rubberwood surfaces. Anise oil, 

cinnamon oil and clove oil in methanol or palm oil were used in this experiment due to their less 

toxicity and suitable for many applications, especially related to health. The broth dilution method was 

applied to determine the minimal inhibitory concentration. By working with the concentration of 

essential oils between 30-110 l/ml and mixture of anise oil: cinnamon oil: clove oil 2: 2: 2, 4: 1: 1, 1: 

4: 1 and 1: 1: 4 (%v). From the experimental found that anise oil in methanol was the strongest inhibitor 

to antifungal. The minimal inhibitory concentration of Penicillium sp. and Aspergillus niger were 50 

µl/ml and 70 µl/ml, respectively at 30±1 ºC for 5 days. The optimum combination ratio was 4: 1: 1 for 

both Penicillium sp. and Aspergillus niger at 30±1 ºC for 5 days. These were further examined with 

rubberwood at 30±1 ºC, 100% relative humidity or ambient air for 12 weeks. 

 

Keyword: Rubberwood, Anise oil, Cinnamon oil, Clove oil, Antifungal 
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1. Introduction 

Rubberwood is the most economically lumber 

in southern of Thailand. After plantation of rubber 

trees for 25-30 years when latex production 

becomes uneconomical, these woods are cut down 

for replanting annually [1]. Unlike other woods 

that are cut down for the sole purpose of 

producing furniture, rubberwood is used only 

after it completes its latex producing cycle and 

dies. This wood is therefore eco-friendly in the 

sense that we are now using what was going as 

waste. Although rubberwood has many good 

features and low cost [2], it contains high 

moisture content and starch. The effect will be 

easily destroyed from molds and termites. Failure 

to control it can result in tremendous economic 

and resource losses. 

In recent year, rubberwood is impregnated with 

various preservatives such as boron, 

pentachlorophenol, creosote and inorganic 

arsenicals to against insect borers and fungi 

because of relatively low treatment cost [3] [4], 

but these chemicals are not appropriate for many 

applications in health, for example indoor 

fur

kitchenware. The US Environmental Protection 

Agency (EPA) has announced a voluntary 

decision by the wood industry to phase out toxic 

wood preservatives [5]. Subsequently, developing 

the alternatively non-hazardous preservatives 

from natural products such as essential oils is 

needed.  

Many plant essential oils and their volatile 

constituents have been reported to possess potent 

antifungal activities [6]. Number of reports that 

have been indicated for resistance to mold growth 

on wood i.e., Matan and Matan (2008) with the 

use of lime oil, tangerine oil and anise oil to 

prevent mold on rubberwood [1], Yang and 

Clausen (2007) have used thyme, rosemary, 

lemongrass as inhibitor to antifungal on southern 

yellow pine [7] and Cheng et al. (2008) have 

reported the effects of cinnamaldehyde and 

eugenol on wood-rot fungi [4]. 

From research reviews, the solvents that 

appropriate to this application were methanol or 

palm oil. Methanol is usually used in wood 

industry as a color solvent, furthermore, Matan 

and Matan (2009) have used methanol as a 

solvent in antifungal probation [8]. Ekwenye and 

Ijeomah (2005) have applied palm oil for the 

treatment of various microorganisms [9]. In 

addition, palm oil, which through the process 

from oleochemicals just can be used as an 

additives and biocides [10]. 

In this research, the objective is to determine 

the minimal inhibitory concentration of anise oil, 

cinnamon oil, clove oil and optimum mixing with 

different ratios in methanol or palm oil to against 

molds Penicillium sp. and Aspergillus niger on 

the surface of rubberwood at 30±1 ºC for 5 days. 

2. Materials 

2.1 Essential Oils and Chemicals 

Essential oils derived by stream distillation 

(anise oil, cinnamon oil and clove oil) were 

purchased by Lapis tropical spa product co., Ltd., 

Bangkok, Thailand. Nutrient broth was obtained 

from Lab-Scan Analytical Science. Methanol was 

an analytical grade. Palm oil was a commercial 

grade.  

2.2 Cultures 

Two fungal strains (Penicillium sp. and 

Aspergillus niger) were obtained from 

Department of Microbiology, Faculty of Science, 

Prince of Songkla University, Songkhla, Thailand. 

3. Experimental 

3.1 Preparation of Fungal Strains 

Two surface fungi on rubberwood Penicillium 

sp. and Aspergillus niger were grown on potato 

dextrose agar (PDA) from Department of 

Microbiology, Prince of Songkla University, 

Songkhla, Thailand. Spores of remaining test 

fungi were collected by flooding the surface of 

plates with sterile saline solution (NaCl, 8.0 

g/lwater) 5 ml. After counting the spores with 

haemacytometer, microspores standardized to 

concentration of 10
7

spores/ml by dilution with 

sterile water before use (10 l of a standardized 

suspension 10
7

spores/ml) [8] [11]. 

3.2 Minimal Inhibitory Concentration (MIC) of 

Essential Oils 

The antifungal effect and MIC of anise oil, 

cinnamon oil and clove oil were considered. 

Natural essential oils were performed by broth 

dilution method [1] [11]. Each essential oil at 
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concentration of 30-110 l/ml was mixed with 

methanol or palm oil 1 ml, added nutrient broth 5 

ml and fungal strains (10
7
 spores/ml) 1 ml, 

shacking until the oil throughout the broth [8]. 

The control derived from methanol or palm oil 

without any essential oil. Plates were incubated at 

30±1 ºC for 5 days. The lowest concentration that 

does not have visible growth was regarded as the 

MIC. 

3.3 The Optimum Ratio of Mixing Essential Oils  

The broth dilution method was applied to 

determine the optimum mixing ratio of essential 

oils [11]. Preparing mixture of essential oils 

between anise oil: cinnamon oil: clove oil were 2: 

2: 2, 4: 1: 1, 1: 4: 1 and 1: 1: 4 (%v). Then, poured 

methanol or palm oil 1 ml and nutrient broth 5 ml. 

Fungal strain (Penicillium sp. or Aspergillus 

niger) at concentration 10
7

spores/ml 1 ml was 

added into plates and shake until the oil 

throughout the broth [11]. The control was 

obtained from methanol or palm oil without any 

essential oil. All experiments were incubated at 

30±1 ºC for 5 days. The optimum ratio of mixing 

was determined by the tests that does not have 

visible growth of any fungi. 

4. Results and Discussion 

4.1 Minimal Inhibitory Concentration of 

Essential Oils 

Inhibition of fungi by using anise oil, 

cinnamon oil and clove oil in methanol or palm 

oil were determined by the broth dilution method 

of the concentration 30-110 µl/ml at 30±1 ºC for 5 

days. The results are shown in Table 1. All 

essential oils exhibited the fungistatic activities 

against the mold, especially in methanol solvent. 

Anise oil was the strongest inhibitor to anti-molds 

Penicillium sp. and Aspergillus niger. To prevent 

growth of these molds, higher concentrations of 

cinnamon oil and clove oil were needed. However 

every essential oil in methanol was carried out to 

prevent molds better than in palm oil. Moreover, 

palm oil solvent, anise oil at MIC >110 µl/ml for 

both Penicillium sp. and Aspergillus niger and 

clove oil at MIC 90 µl/ml for Aspergillus niger 

have occurred in the wax that not appropriate to 

be an antifungal solvent and inconvenient to get 

rid of. The MICs of anise oil in methanol against 

Penicillium sp. and Aspergillus niger were 50 

µl/ml and 70 µl/ml, respectively. These MICs will 

further examine with rubberwood. 

Table 1. The MICs of essential oils in methanol or 

palm oil at 30±1 ºC for 5 days 

Essential 

oil 
Solvent 

MIC (µl/ml) 

Penicillium 

sp. 

A. 

niger 

Anise 

Methanol 

50 70 

Cinnamon 90 110 

Clove 90 90 

Anise 

Palm oil 

> 110* > 110* 

Cinnamon 110 110 

Clove 90 90* 

* wax 

The effect of anise oil, cinnamon oil and clove 

oil as natural preservative were reported by 

Soliman and Badeaa (2002) [12] and Matan and 

Matan (2007), (2008). The main component of 

each essential oil was reported in Table 2. Trans-

anethole was believed to be the main inhibitory 

component of anise oil. A. niger has been reported 

to be completely inhibited by the volatile oil of 

Foeniculum vulgare, which was rich in trans-

anethole, even in relatively low dose of oil [13]. 

Cinnamon oil is reported to consist of several 

components such as cinnamaldehyde, geraniol 

and linalool [14] [11]. The main component of 

clove oil is eugenol with small amounts of 

caryophyllene and humulene [11]. These 

constituents of cinnamon and clove oil were 

noticed to be capable of inhibiting growth of 

termites and insects. 

 

Table 2. The main components of each essential oil 

Essential oil Component Structure % w 

Anise oil Trans-anethole 

OCH3

CH3 

85 

Cinnamon 

oil 
Cinnamaldehyde 

O

 

75 

Clove oil Eugenol 

O

OH

CH
2

CH
3

 

78 

An important characteristic of each essential oil 

is its polarity group, which is thought to bind to 
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proteins and prevent the reaction of molds and 

fungi [15]. Compounds containing hydroxyl 

group plus a system of delocalized electrons in the 

phenolic ring structure have high activity. The 

aldehyde group of vanillin is believed responsible 

in part its antimicrobial activity and this may also 

be true for cinnamaldehyde which do not have 

any free hydroxyl group [16]. For these reasons 

we believe it is the ability to inhibit the growth of 

fungi and insects. 

4.2 The Optimum Ratio of Mixing Essential Oils  

The mixture of anise oil: cinnamon oil: clove 

oil at ratios 2: 2: 2, 4: 1: 1, 1: 4: 1 and 1: 1: 4 in 

methanol or palm oil at 30±1 ºC for 5 days were 

investigated. The results are shown in Table 3. 

The Combination ratio at 4: 1: 1 (%v) in methanol 

was performed the best mixing condition in 

Penicillium sp. and Aspergillus niger. However, 

every ratio in palm oil was unable to resist any 

molds and also have wax as well as to the 

essential oils are not supported each other. Higher 

concentration of anise oil is presented the retard 

of molds growth compared with other. That is 

anise oil, which contains trans-anethole as the 

main component has the most ability to resist 

mold [1] [11]. The inhibitory components are 

shown in Table 2. and described as above. These 

results were according to the MIC of former 

essential oils tests. 

Table 3. The optimum ratio of mixing essential 

oils at 30±1 ºC for 5 days 

Ratio (%v) 
Solvent 

Penicillium 

sp. 

A.  

niger Anise Cinnamon Clove 

2 2 2 

Methanol 

  

4 1 1   

1 4 1   

1 1 4   

2 2 2 

Palm oil 

* * 

4 1 1 * * 

1 4 1 * * 

1 1 4 * * 
  

visible molds growth,  no visible molds 

growth, * wax 

5. Conclusions 

The antifungal activity of anise oil, cinnamon 

oil, clove oil and their mixture in methanol or 

palm oil were researched. Anise oil in methanol 

was showed the greatest inhibitor. The MICs to 

against Penicillium sp. and Aspergillus niger were 

50 l/ml and 70 l/ml, respectively at 30±1 ºC for 

5 days. The optimum ratio of mixing was 4: 1: 1 

(%v) at 30±1 ºC for 5 days. From the researches 

indicated that the main component in each 

essential oil is believed to inhibit the growth of 

fungi. These MICs will be examined with 

rubberwood at 30±1 ºC, 100% Relative humidity 

or ambient air for 12 weeks. 
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