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  5. 	�
�-�.���   �"��#� �����        ���	���$%����
 
  6. 	�
�-�.���   �"��#� 0+�0�'�1  ���	���$%����
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 3.1.2 �����$��%��$&'%����	��$( � 
         - Yeast extract  (Himedia) 

          - Peptone, Bacterilogical  (Himedia) 
          - D-glucose  (Himedia) 
          - Nutrient agar (NA, Himedia) 
          - Nutrient broth (NB, Himedia) 

        - Peptone from casein (Himedia) 
                       - Agar  (Himedia) 
          - Sodium chloride (NaCl, Lab-Scan) 
          - Hydrochoric acid (HCl) 
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          - 95% Ethanol (C2H5OH, Merck) 
          - Methylene blue   
                       - Bovine  Serum  Albumin (BSA, Fluka) 
                       -  Sodium hydroxide (NaOH, Lab-Scan)   
                       - Sodium carbonate (NaCO3, Univar) 
                       - Potassium Sodium tartrate (Na3C6H5O7 . 2H2O) 
                       - Copper sulfate (CuSO4 . 5H2O, Univar) 
                       - Folin-Ciocalteu phenol reagent (Merck) 
           - Sodium hydrogen phosphate (Na2HPO4, Univar) 
             
             3.1.3 ��	
� 
           - �������$������!������_��̀� 0.45 µm (Minisart, Satorius stidim biotech) 
          - �`��"�����
 �c "���d��_$ API ID 32C (Biomerieux) 
          - 10 kDa cut-off membrane (Millipore, Amicon ultra-4) 
 

3.2 $(�'��� '� 
- �+�����	�`��	�
���+�����d� _� (Centrifuge, Hettich Zencrifuhen �̀
� MIRRO 120) 
- �_.�h (Oven, Memmert �̀
� 600) 
- 	�.��i��j
����!� (Autoclave, Astell) 
- ���-�0+���k (Microwave, Sharp �̀
�  Corousel) 
- �_.��d� (Refrigerator, Sanyo) 
- �+��������
� (Shaker, Chil Tern scientific �̀
� Orbital Shaker SS70) 
- �+��������+����$n����-�
�� (pH meter, Denver Instrumnt �̀
� 215) 
- �_.h
����!� (Incubator, Callcnkamp Serial Number SG98/07/452) 
- �_.$������!����$q� (Laminar  flow, Merit �̀
� 0192) 
- �+������ � (Vortex  mixer, Scientific  Industries �̀
� Vortex Genie 2) 
- -�0+�$s�$� (Micropipet, Rainin) 
- �+������������_������ � (Spectrophotometer, Jen Way �`
� 6405 UV/VIS) 
- �+���������$��c�vd��c����� (Refractometer, Atago �̀
� SL-1000) 
- �+����������!"�	��� 3 �"��	�
�  (Mettler Toledo  �̀
� TG 5002-S) 
- ��.���̀����*�c (Microscope, Olympus) 
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3.3 ��������
��� 
 

       3.3.1  ���$�)��������������� ��*'%+�,�+-��*'& 
                 �"������dh�����
����������!�h.���
�����h��0#+���w�#�+w�.������ 4 ���� -�.��
 
 ������  	�
�-�.���  ���� 
!�����  �����	��"�$�
��� 0��-�.�"������dh�����
��������� �
	���������	������������h.�������� 2-3  �����
�� ��!�	�� 9 �����
�� ��.������
������
+�����.��.����0v��
��+��-��c����!"�	�����������
����	��0��w�.  Salinity Refractometer 
 

       3.3.2  ���(�
�����	������.�/�,���	����0 
                 ���(�
�����	��/�,���	����0 
    �"��!"�	��������
����������!�h.�����������"������� (streak) h���	����d� YPD     
(yeast extract �.���� 1, peptone �.���� 2, glucose �.���� 2 ��� agar �.����2) (Petering et al., 
1991) �
��� 5.0 �"�-$h
��
��̀x	#_�� 30 ��*��v��v
�  �$n����� 24-48 ����0�� �����!������0+0��

��
���y �"���� 10 0+0��
�
������
��  �"������h���	����d� YPD �
�+��!������w	.h�� `�'�1�����i!�
�����dh���z�h���	����
�� YPD h
��
��̀x	#_�� 30  ��*��v�v
�   �$n����� 24-48 ����0�� ��.�
�"�-$��dh�
��̀x	#_��  4 ��*��v��v
�   �����w�.w������ �h+`x �h�������$n�+������c�
 �c�
�-$ 
 

       3.3.3  ����
	�����$
1+(��$������	�������	����� �(�� ����2�     
   
                                3.3.3.1 ���$���� ��	����� �(�� ����2� 
             �"� �����'`c�
 �c�
��
+����
��-��"���� 5  �����'`c -�.��
 Candida  tropicalis 
TISTR 5045, Hansenula anomala TISTR 5113, Saccharomyces cerevisiae TISTR 5020, 
Saccharomyces  cerevisiae TISTR 5055, Torulopsis  glabrata TISTR 5241  ������.�  1 �_$  ��
!��w�
��	�� �	�� YPD �
�$��h  �
����$n� 5.0 �.�� 1 N ���-{0��+����+  $������ 50 ��������� �"�-$
���
��.��+�����d� 110 ��h�
����
 �
��̀x	#_�� 30 ��*��v��v
�   �$n����� 24  ����0��   
 

    3.3.3.2 ����
	�����$
1+(��$���������	����� �(�� ����2� 
               �"��
 �c�
��
+����
��-��
���
!��w���	�� YPD �$n����� 24 ����0�� swab h���	��
��d� YPD �
����� methylene  blue �.���� 0.0003  ���������.���� 3 �����!��"��
 �c�
�+�����-�.��
���	����
��$n�� .���h������	��w�����������!���
��������h
��
��̀x	#_�� 30 ��*��v��v
�  
�$n����� 24-48 ����0�� (Walker et al., 1995) �����+��������
 �c �����'`c�
�w	.h����xw  (clear zone) 
�����dh-�.������� �hw���!�����
�-$  
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       3.3.4 ����
	����	�����$
1+(��$������	�������(��$������5�(/+����� 
  

                              3.3.4.1 ���$���� ��(��$������5�(/+����� 
   �"��h+�
��
��
�0�+�����h���� Escherichia coli TISTR887 ��� Salmonella 
typhimurium TISTR292 �h+�
��
�����h������ Staphylococcus aureus TISTR 118 ���  
Bacillus  cereus TISTR 867 �� 1 �_$��
!��w���	���	�� nutrient broth �
��̀x	#_�� 35 ��*�
�v��v
�  ���� 24 ����0�� �����!��"����������w	.�
+�����.��.� 106 CFU/ml  (Santos  et  al., 2004)  
����"�-$�� �h���}_���h��!��.��+������c�
 �c �����'`c�
�+�����-�. 
 

 3.3.4.2 ���$���� 	�������(��$������	�� 
           �"�+������c�
 �c�
�-�.�������� �hw��.� 3.3.3.2 �"���� 1 �_$  ��
!��w���	��
�	�� YPD �
��
�
��� 5.0 $������ 50 ��������� h���̀w�k�� �c���� 250 ��������� �"�-$���
��
�
+�����d� 110 ��h�
����
 �
��̀x	#_�� 30 ��*��v��v
�   �$n����� 24  ����0�� �����!��"� �������
	��������
!��+������c�
 �c  10 ���������-$	�`��	�
����
�+�����d� 4,000 g �̀x	#_�� 10 ��*�
�v��v
�   �$n����� 10 ���
  ���������v��c������ �������w   (supernatant)  ����"� �������
w �
�-�.�����
�������z���������_��̀�  0.45 ���������  ��-�. �������+������c��
��	��h
�����w�.w������ �h+��� ����}w������h��!��h+�
��
��
�0�+w���	��   
 

 3.3.4.3 ����
	����������%���(��$������5�(/+�����
,��	�������(��$������	�� 
          �"��h+�
��
��
�0�+�
��"�����������w	.-�.+�����.��.��
�  106 CFU/ml  �� swab h�
���	�.���	��  nutrient  agar ����� �h�����h��!��h+�
��
��
�0�+w���	��0��w�.��'
  disc  
diffusion  test  0�����w�.�����z�����h��c 1 ����� .��
��*_��c���� 6  ���������  �
�j
����!���.�
	���.�� �������+������c�
�-�.$������ 40 ������	��  ������h������	���
�-�.��
!���h+�
��
�
�� �h-�. ��.��"�-$h
��
��̀x	#_�� 35 ��*��v��v
�  �$n����� 24-48  ����0�� h���i��������h��!�
0��������� .��
��*_��c�����
�����h����x��w  (clear  zone) h���	�� (Santos  and  Marquina, 
2004) w���
���`����������"� 3 v!"� 
 

         3.3.5 ���78�9�
:--����� �"�������"���(��$�����)��;�+ 
       �����+������c�
 �c�
� ����}��h��!��h+�
��
��
�0�+w���	��-�.�
�
� `�����.� 3.3.4.3  
������"���*i�z�$%�����
��	��� ��
��������+������c�d��v��0�����"����*i�z�$%�����
�� y 
����
�-$�
! 
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         3.3.5.1 &+�
<������� 
                   ��
!��+������c�
 �cw���	����
!�����!� 2 ���� -�.��
 ��	���	�� YPD ��� 
Modified Sabouraud Broth �
��
�
�����
���h 5.0 0��}
��+������c�
 �c 1 �_$ ��w���	����
!�����!���!� 
2 ���� �����!����
��.��+�����d���h 110 ��h�
����
 �
��̀x	#_�� 30 ��*��v��v
�  �$n����� 24 
����0��  �"� �������+������c�
 �c	�`��	�
����.��+�����d� 4,000 g �$n����� 10 ���
 ���������v��c
������ �������  �����!��"� ��������
�-�.�"������ �h+��� ����}w������h��!��h+�
��
�
�
�0�+w���	����!� 4  �����'`c ��
���
����h�.� 3.3.4.3 
        
         3.3.5.2 *�$�& 
                   ��
!��+������c�
 �cw���	���	���
��	��� �����.� 3.3.5.1 �
��������+������c
�d��v�������*i�z�������
���������.��
��y -�.��
 3.0, 4.0, 5.0, 6.0 ���7.0 �����!�}
�����!� +������c
�
 �c 1 �_$ ��w���	����
!�����!� ���
��.��+�����d���h 110 ��h�
����
 �
��̀x	#_�� 30  ��*�
�v��v
�  �$n����� 24 ����0�� �"� �������	�`��	�
����.��+�����d� 4,000 g �$n����� 10 ���
 �����
����v��c������ �������  �����!��"� ��������
�-�.�"������ �h+��� ����}w������h��!�
�h+�
��
��
�0�+w���	����!� 4  �����'`c  ��
���
����h�.� 3.3.4.3 
      
             3.3.5.3 ����=> � 
                  ��
!��+������c�
 �cw���	���	���
��	��� �����.� 3.3.5.1 $��h�
����
�
�	��� �����.� 3.3.5.2 �
��������+������c�d��v�������*i�z�������̀x	#_���
��y -�.��
 25, 30, 
35 ��� 37 ��*��v��v
�  �����!�}
�����!�+������c�
 �c 1 �_$ ��w���	����
!�����!����
��.��+�����d� 
110 ��h�
����
 �$n����� 24 ����0�� �"� �������	�`��	�
����.��+�����d� 4,000 g �$n�����              
10 ���
 ���������v��c������ �������  �����!��"� ��������
�-�.�"������ �h+��� ����}
w������h��!��h+�
��
��
�0�+w���	����!� 4  �����'`c ��
���
����h���������
� 3.3.4.3 
 

          3.3.5.4 (�� $<, <,+<��5;$
�� (��2�
� 
     ��
!��+������cw���	���	���
��	��� �����.� 3.3.5.1 $��h�
����
��	��� ����
�.� 3.3.5.2 ����0v��
��+��-��c�
�+�����.��.��.���� 0, 3 ��� 6 �����*i�z������+�����.��.����
������
��������+������c�d��v�� �����!�}
�����!�+������c�
 �c1 �_$ ��w���	����
!�����!����
��
�
�̀x	#_���
��	��� �����.� 3.3.5.3 �.��+�����d� 110 ��h�
����
 �$n����� 24 ����0�� �"�
 �������	�`��	�
����.��+�����d� 4,000 g  �$n����� 10 ���
 ���������v��c������ �������  
�����!��"� ��������
�-�.�"������ �h+��� ����}w������h��!��h+�
��
��
�0�+w���	����!�            
4  �����'`c ��
���
����h���������
� 3.3.4.3 
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                  3.3.5.5 ����$������$� ��	  
                   �����+������c�
 �c�
� ����}��h��!��h+�
��
��
�0�+-�.�
�
� `� ��
!��w���	��
�	���
��	��� ��
��������+������c�d��v�����$��h�
���������.������	���	���
��	��� ����
�.� 3.3.5.4  �����!�}
�����!�+������c�
 �c 1 �_$ ��w���	����
!�����!� ���
��.��+�����d���h 110 ��h
�
����
 �
��̀x	#_���
��	��� �����.� 3.3.5.3  �$n����� 48 ����0��  ��dh�����
���`�y 6 ����0�� �����
��������������
�+������c�
 �c ����}����+������c�d��v��-�.�
�
� `�  �"� ��������
���dhw���
��
�
������	�`��	�
����.��+�����d� 4,000 g  �$n����� 10 ���
  ���������v��c������ �������  
�����!��"� ��������
�-�.�"������ �h+��� ����}w������h��!��h+�
��
��
�0�+w���	����!�            
4 ����   
 
  3.3.6 ���-�
-.��+�	��*�+��� 
    +������c�
 �c �����'`c�
��
+��� ����}w������h��!��h+�
��
��� �h-�.�
�
� `����           
�.� 3.3.5.4  �"����"����*i�z��_$�
�����zx�#��w�.��.���̀����*�c  }
��#��0+0��
 ����_$�
��
����v��c  �������"���� �����'`c�.���`��"�����
 �c "���d��_$��� API ID 32 C  �"������dh���z�
 �����'`c�
 �ch���	����
�� YPD -�.�
��̀x	#_�� 4 ��*��v��v
� �����w�.w����������
�-$ 
 
  3.3.7 "�<��(��$�����)��;�+�����������%���(��$������5�(/+����� 
 

       ���$���� (��$�����)��;�+/�,���	����0���	��+ 
            �����+������c�
 �c�
� ����}��h��!��h+�
��
��
�0�+w���	��-�.	�����������.�  
3.3.5.4 ����
!��w� #����
�� y �
��	��� �  �����!��"� �������+������c�
 �c-�.#��	��������
!��
-$	�`��	�
����.��+�����d� 4,000 g  �̀x	#_�� 4 ��*��v��v
�  �$n����� 10 ���
 ��� 
��w ���
����v��c����"�w	.h�� `�'�1��
��h�� 
��0�������.�� 10 kDa cut-off membrane �"���� 10 
	��� 0��w���
��	����
$������ 4 �������� �"� ��������
����-�.��!� �� 
�� (�.����
����
�����
� 10 kDa) ����������.����������.���� 70 w������ 
�����$�����������
���
�        
��������.���� 70 ��
���h 1:2 ���-�.w	.0$��
���������
��̀x	#_�� 4 ��*��v��v
�  �$n����� 30 
���
 ��.��"�-$	�`��	�
����
�+�����d� 6,000 g �̀x	#_�� 4 ��*��v��v
�  �$n����� 10 ���
 ��������
0$��
������� �������w   �"������0$��
��
�-�.��!�	���������h 0.1 M citrate phosphate 
buffer (CPB)  �
��� 4.0 $������ 5 ��������� -�. �������+������c�d��v�������dh�
��̀x	#_�� 4 
��*��v��v
�  �����w�.w������ �h+��� ����}w��������������������h��!��h+�
��
��
�0�+
�
�-$ (Santos et al., 2004) �����!����+���	c$����x0$��
��
�����	�������"�w	.h�� `�'�10��
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��'
������ Lowry et al. (1959) �"�+������c�d��v���
�-�.*i�z�+���+�������0$��
��
� #����
��y 
����
! 
 

         3.3.7.1 ����=> � 
        �"�+������c�d��v���
��
������"�w	.h�� `�'�1�"���h
��
��̀x	#_���
��y -�.��
 30, 
35, 40, 45 ��� 50 ��*��v��v
�   �$n����� 1 ����0��  ����"�-$�� �h+��� ����}w������h��!�
�h+�
��
��
�0�+w���	��0�����h����xw �
������i!���hy ��
��� �h ��
���
����h���������
� 
3.3.4.3 
 

         3.3.7.2 *�$�& 
        �"�+������c�d��v���
��
������"�w	.h�� `�'�1$��h�
����.�� 0.1 M citrate 
phosphate buffer �
��
�
����
��y -�.��
 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0 ��� 8.0 h
��$n����� 1 ����0�� ���
�"�-$�� �h+��� ����}w������h��!��h+�
��
��
�0�+w���	��0�����h����xw �
������i!���h y 
��
��� �h ��
���
����h���������
� 3.3.4.3 
 

    3.3.8 (�� $<, <,+<��5;$
�� (��2�
������������%���(��$������5�( 
           �"�+������c�d��v���
��
������"�w	.h�� `�'�1�"����� �h+��� ����}w������h��!�
�h+�
��
��
�0�+w���	��h���	�� NA �
�����0v��
��+��-��c+�����.��.��.���� 0, 3 ��� 6 
0�����h����xw �
������i!���hy ��
��� �h ��
���
����h���������
� 3.3.4.3 
 
 


