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����� 2 
 

�)��!�!&�SK.���,-��	 
 

�)��!�!&�SK 
 

1. ���f�)�� ����$�	%����!���#��'������4!��
)��	�1  
 

���*�0 12 ��0�#��'������4!��
 
Table 12. Citrus cultivars 's name. 

Common name Scienctific name 

���4) (kaffir lime) Citrus hystrix DC. 

�	� (lime) Citrus aurantifolia Swingle 
��
-� (pomelo) Citrus maxima Merr. 
��
���� (acidless orange) Citrus paradisi 
��
���) (round kumquat) Citrus japonica Thunb 
��
��� (neck orange) Citrus reticulate Blanco 
��
-���	 (chugun) Citrus reticulate Blanco cv Chugun 
 

2. ��!�	*����*�0����	���������� 
2.1 Staphylococcus aureus 
2.2 Bacillus  cereus 
2.3 Salmonella sp. 
2.4 Listeria  monocytogenes 
2.5 Escherichia  coli O157 : H7 DMST 12743 
2.6 Candida  albicans 
2.7 Saccharomyces  cerevisiae var. sake (
���*�!���������
$)  
2.8 Aspergillus fumigatus TISTR 3180 

���1� ��*����� !������,)���������������������!�����*� �/���������
��N�� 

���*�!����#!	���	*�� �$�	���1� Escherichia coli O157 : H7 DMST 12743 ,)���



                                                                                                                                                                                                                                               

 

33 

��
��*�+������ '*�� ���*����6�/��# ������)		*����  !� Aspergillus fumigatus TISTR 
3180 ���f��	�������*�+���� !��*�-	-!�� �$�����*+,*� (MIRCEN)  

3. ����
� !�����!�1�����1� 
 
���*�0 13 ����
� !�����!�1�����1�*�0����	��*)!�� 
Table 13. Chemical and culture media used in experiment.  
       Chemical and media     Company, Grade, Country 
Dimethylsulfoxide (DMSO) 
Ethyl acetate 
Sodium sulfate anhydrous 
Potato Dextrose Broth (PDB) 
Potato Dextrose Agar (PDA) 
Nutrient Agar (NA) 
Nutrient Broth (NB) 
EMEM 
Mueller Hinton Agar (MHA) 
Mueller Hinton Broth (MHB) 
Potato Dextrose Agar (PDA) 
Potato Dextrose Broth (PDB) 
Limonene 
Citronellal 
Tween 80 
Nitrogen gas 
��	
 
 �S��!� 
	1.
�	�!�
 

Fisher scientific, Analyzed, United Kingdom 
Com.Grade, China 
Merck, Analyzed, Germany 
Himedia, Analyzed, India 
Himedia, Analyzed, India 
Labscan, Analyzed, Thailand 
Labscan, Analyzed, Thailand 
 Gibco, Analyzed, USA 
Himedia, Analyzed, India 
Himedia, Analyzed, India 
Himedia, Analyzed, India 
Himedia, Analyzed, India 
Fluka, Analyzed, United Kingdom 
Fluka, Analyzed, United Kingdom 
Labchem, Analyzed, Australia  
TIG, Com. Grade, Thailand 
Himedia, Analyzed, India 
���N�*��������
 �S�#���!�,*� �.��) 
���N�*!.�4� (����*+,*�) �.��) 
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4. ���)� !������/� 
 
���*�0 14 ���)� !������/�*�0����	��*)!�� 
Table 14.  Material and equipment used in experiment. 

Equipment Company, Country 
����0����0�*+	��
 2 �. �	$� ��$	 BP2100S 
����0����0�*+	��
 4 �. �	$� ��$	 BP221S 
����0���������UU�+ vacuum rotary evaporator 
��0��� Büchi Rotavapor® ��$	 R-200/205 
����0�� GC-MS (HP 5890 GC-HP 5972 MSD) 
��)�!�0	,�	1. 
Vortex Mixer 
Vial #	) 20 
�!!�!��� 
�4��$
���1� (Incubator) ��0��� Memmert ��$	 BE 500 
�4�f$����1� (Biological Safety Cabinet) ��0��� Hotpack 
(��$	 527042, 41, 62, 61 class II type A) 
�4��� ��)�	,�	1. (Autoclave) ��$	 SS-325 
f) 96 �!�
 (Microtiter plate 96 flat bottom WI) 
Microplate reader ��$	 Powerwave X 
'����
������ (pH meter) ��$	 Metter Toledo 320 
,
-���z���#	) 10-100 ,
-��!��� 
,
-���z���#	) 1000,
-��!��� 
Multichanels pipet 20-200 ,
-��!��� 
�$�	1.�����
��/�&4
� ��0��� Memmert ��$	 WB 14 
Seperation funnel 
�!���f$�&'���!L����	*�	�
����	 (TEM ��$	 JEM 
2010) 
Hunter lab color meter : hunter lab ��$	 colorflex 
 

Mettier Toledo, USA 
Satorious, USA 
Büchi Labortechnik AG, 
Switzerland 
Hewlett Packard, USA 
- 
Labnet, USA 
- 
Schwabach, Germany 
Scientific promotion, USA 
 
Tomy Seiko, Japan 
NUNCTM, Denmark 
Biotek, UK 
Mettier Toledo, USA 
Labmate, USA  
Gilson, France 
Transferpette, USA 
Schwabach, Germany 
Jain Scientific glass works, India 
JEOL Ltd., Japan 
 
Hunter associates Laboratory, INC 
Reston, Virginia 
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�,-��	����� 
 
1. �	�
�+��	��)�=�����
�������   

1.1 �������
���f�)�� 
��)�!���'������4!��
,)� �$ 
���4) 
�	� ��
-� ��
���� ��
���) ��
���  !���
-���	 ��

��L���
��4$�	�$���)��	'5N&�
f(������
 �!���%����
*�0
����#��� �$ (
�	�)  !����#����

��!��� (
���4) ��
-� ��
-���	 ��
��� ��
���� !���
���)) -)�����)��)�������0�� Color meter : 
Hunter lab (��!�����)��4$�	&�%	�� �) 	.,�*)����u$ 
!�������!�$
F���F� !����
��
*)���	1.� GT-pesticide residual test kit (��!�����)��4$�	&�%	�� �) 	.���f�)��*�0��)�!���
,)�
!��������))���	1. %(0���� ��� ������2'��$�	%�� !��	.,����)�
#�� 1.2.1-1.2.2 ��
���%����
�	�)�)�	�0����,)�
���*)���������
�������1� S. aureus  !� E. coli #��%����
�	�)
�) !� ���'��$������
�������1� ��*�����*�1� 2 �	�)��%����
�	�)�)�����������
�	��
�����1�,)�)���$ ���)�� �)��	&�%	�� # 

1.2 �����) 
1.2.1. �����))������*.!�!� (solvent extractsion) 	.%����
��#�� 1.1 �����$�!� 500 

���
 ���	)�������0���) !�����
��6�!��3���� �.	�	 1 !������	��
��	��"	��! 20 	*� ������*�0
���),)�)����.!� ��L��	#�)���*�0��/�&4
� 4 ��+�3!�3��� ���
��6�!��3�����.	�	 1 !��� !��	
�����$�%����
������1� -)��#�$*�0 130 ����$�	*���"	��! 8 ��0�-
� ��,)������)���  !�����
 
Na2SO4 anhydrous �'�0��.��)	1.��� 	.�����)
��������*.!�!����)�������0�������
��UU�+ ��0�	1.�	��#�������)��� �.	�/�������3L	��%!,)����4��#��!$� ��L������)
&�����&��*�0
������
��3,	-����	*�0��/�&4
� 4 ��+�3!�3��� ()�) ���� Ponce  et  al., 2003)
  

1.2.2. �����)-)���6����!�0	)���,�	1. (hydrodistillation) 	.%����
��0	��"	��1	�!L� M  !��
	.
�!�0	)�������0���!�0	,�	1.)�� �)��	&'*�0 4 ��"	��! 4 ��0�-
� 	.	1.
�	��
�����*�0,)�

 ����1		1.���-)�������� ��  !�����
 Na2SO4 anhydrous �'�0��.��)	1.��� ��0�	1.�	�� �.	�/�
������3L	��%!,)����4��#��!$�  !���L�&�����&��*�0
������
��3,	-����	*�0  4               
��+�3!�3��� ()�) ���� Yadav et al., 2004) �.	�/����
/�����)*�0,)����
���$�,�	�1   
���
/�����)*�0,)� (������3L	��)  = 	1.�	�������) ���*�0,)�                 × 100 
                                	1.�	���)#����!�����
*�0������) 
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&'*�0 4 ����0���!�0	,�	1. 
Figure 4.  Hydrodistillation equipment. 
 
2. �	������,����	+)�+)(��!�,���+K=���	��)��	�T,����
���������+�,-� broth 

microdilution assay  
2.1 �������
��!�	*����  
      �#�0����1���������	 #L������*�0��L��	 stock 
 1 loop ��$!��	����!�1�����1���!�  

MHB �.���� ��*�����  !� YM �.��������� �.	�	 10 
�!!�!��� �$
*�0��/�&4
� 37  ��+�3!�3��� 
��"	��! 18 ��0�-
� ��	�1	f$����1�!��	����!�1�����1���
$ �$
*�0��/�&4
� 37 ��+�3!�3��� ��"	
��! 15 ��0�-
� �'�0�����	��*)����������1���!�	*����#�������)*�0�����
��#�� 1.2.1-1.2.2 
-)����������1����0
��	)�������!�1�����1���!� �'�0����,)����
/���1� 106 CFU �$�
�!!�!��� (�$ OD 
�	&�%	�� �) �$�	���1�������
-)����!�1���	��� PDA *�0��/�&4
� 37 ��+�3!�3��� ��"	
��! 7 ��	  !�������
�� #�	!������� -)����	1.*�0%�
 tween 80 1 ������3L	���!�)���1��*��$
�	�'����1�� ��� *$� ����	�!�)���1�#4)�����������
��!�����	1.  !������%$	���� ���*�0

��.!��!�)���1� �'�0� �����	��������������,)��� #�	!������� 	���.	�	�����-)���� 
hemacytometer (&�%	�� #) �������,)����
/����� 106 �3!!��$�
�!!�!��� -)������� PDB ����
��  

2.2 �������
�����#�� B. cereus  
!�!� manganese sulfate 3.08 ���
 �		1.�!�0	 100 
�!!�!��� )4)��!�!� 1 
�!!�!��� ��$

�	����!�1�����1� NB 1 !��� *.�����+�����1�)�������0��	(0�u$���1���
)�	,�	1. 15 ��	)��$�
���	�1� 121 ��+�3!�3��� ��"	��! 15 	*� ��	�1	�#�0����1� B. cereus ��������	 #L������*�0
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��L��	 stock 
 1 loop ��$!��	����!�1�����1���!� NB ��"	��! 48 ��0�-
� ��	�1		.,������

���	*�0��/�&4
� 70 ��+�3!�3��� ��"	��! 15 	*� �'�0��.��)����3!!�  !��*)���������
��
�����1���!�	*����)�����6� broth microdilution assay �
��6��	#�� 2.4 -)�
����
/�������)*����"	 
105 �3!!��$�
�!!�!���  

 2.3 �������
�����) 
 ��0������)%����
��#�� 1.2.1-1.2.2 �.	�	 250 
�!!����
 !�!��	 Dimethylsulfoxide 

(DMSO : ��"	���*.!�!�*�0)������	��$�����#�� 
��
������"	���	.�����)�'�0�*.��������,)�)�
 !��'�0
�����*6�&'�	��!�!�) �.	�	 1 
�!!�!��� �'�0����,)���
�#�
#�	��"	 250 
�!!����

�$�
�!!�!���  !��	.
������)���	1.�!�0	 9 
�!!�!��� ,)���
�#�
#�	��"	 25 
�!!����
�$�
�!!�!��� 
��	�1		.�����)*�0,)�
 1 
�!!�!��� �������	�����!� MHB �.���� ��*����� YM �.����
�����  !� PDB �.������.	�	 9 
�!!�!��� ��,)���*�0
���
�#�
#�	��"	 2.5 
�!!����
�$�

�!!�!��� -)�
���
�#�
#�	#�� DMSO ���0
��	��"	 1 ������3L	�� �	��/�#���������*6�7��� 
limonene  !� citronellal ��6��������
��$	�)�����	 

2.4 ��6���*)���������
�������1���!�	*���� 
        *)���-)���6� broth microdilution assay ()�) ���� Lorian, 1980) �	f)�!�
 96 �!�
 
)�� �)��	&'*�0 5 -)� �$!��!�

����
���*$��� 200 ,
-��!��� 3(0�������)��������)*�0
�
��
�#�
#�	 2.5 
�!!����
�$�
�!!�!��� 
��$�!� 360 ,
-��!��� ��$!��	�!�
*�0 f� ��  !������
�� �����1�!�����*$ (two�fold dilution) )�������!�1�����1���!� MHB �.���� ��*����� YM 
�.���������  !� PDB �.�����  ���
�� 180 ,
-��!���#��*���!�
 -)�)4)�����)���!�

 �����
/ 180 ,
-��!��� ��$!��	�!�
 f�*�0��� !��%�
��	 -)�)4)#(1	!� 5 ���1� ��	�1	)4)��
���)��$!��	�!�
�$�,����0�� M -)��!�
��)*����)4)���
�� 180 
�!!�!���*�1� ,)������)*�0
���

�#�
#�	 2.5, 1.25, 0.63, 0.31, 0.16,  !� 0.08 
�!!����
�$�
�!!�!���  !�����
���1���!�	*����*�0*)���*�0
�����
�	#�� 2.1 ���
/ 20 ,
-��!��� 3(0�*.���
����
/��!�	*������)*����"	 105 CFU �$�
�!!�!��� 
(�$ OD �	&�%	�� �) ��
�#�
#�	��)*��#�������)��"	 2.25, 1.13, 0.56, 0.28, 0.14  !� 0.07 

�!!����
�$�
�!!�!��� ��
�#�
#�	��)*��#�� DMSO ��"	 0.9, 0.45, 0.23, 0.11, 0.06  !� 0.03 
������3L	�� (��*)���%!#�� DMSO *�0��)����
�#�
#�	�$� M �$�������U#����!�	*���� �)��	
&�%	�� #) 
���)�����
 (control) ��"	 positive control 3(0���"	�����!�*�0,
$���
�����) �$���

���1���!�	*���� !� negative control ��"	���*�0
������) �$,
$
������
���1���!�	*���� ��)������U
#����!�	*����-)���)��)4)�!�	 ��)�������0�� microplate reader *�0��
���!�0	 600 	-	�
�� �	
��0�-
�*�0 0, 24  !� 48 *.��*)����'�0���$ MBC (Minimum Bactericidal Concentration) ��/�
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 ��*�����  !� MFC (Minimum Fugicidal Concentration) ��/������ !��-)�	.��)��*)!��*�0,
$
'�������-�#����!�	*����
�!�1���	����!�1�����1� MHA YMA  !� PDA �.���� ��*����� �����
 !���
!.)�� 	.,��$
*�0��/�&4
� 37 ��+�3!�3��� ��"	��! 24 ��0�-
� *.��*)!�� 2 ���1� M !� 3 
31. 
   2.5 ���$	%! 
   �$	�$ Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 3(0���"	��)����
�#�
#�	�0.��)#��
�����)��%����
*�0���%!�����1�������-�#�� ��*�����*)���*�0 24 ��0�-
� �$�	���1�� !������*�0 
48 ��0�-
� -)��$*�0
���)����
#�$	,
$ ���$�,�����)�����
*�0,
$���
���1���!�	*���� �$	�$ MBC 
/MFC 3(0���"	��)����
�#�
#�	*�0,
$'�������-�#�����1���!�	*����*�0	.
�!�1���	����!�1�����1� 
-)���	.���1� ��*����� ����� *�0����$ MIC 
 streak �	��� ���������1�����-�����,
$ �.����
���1����	.�!�
*�0����$ MIC 
 spread �	��� ���������1�����-�����,
$��$	��	 �����1�,
$
����-� �)��$�$ MIC �*$��	����$ MBC ���� MFC ��)�!��������)'������4!��
*�0
�������
��
�����1���!�	*���� -)�'���/�����)*�0
�������
�������1��	�$������ !�
��$ MIC �0.��)   
 

 
 

 
 
 
 

 
&'*�0 5 �������1���!�	*����)�����6� broth microdilution assay 
Figure 5. Antimicrobial by broth microdilution assay. 
�
�0�  A = control (����!�1�����1�)    

B = negative control (����!�1�����1� + �����)) 
C = positive control (����!�1�����1� + ���1�)  
D � F = �����$� (����!�1�����1�+ �����)+ ���1�)  

 
 
 

  A  B  C   D  E   F 
2.25 
�!!����
�$�
�!!�!��� 
1.13  
�!!����
�$�
�!!�!��� 
0.56  
�!!����
�$�
�!!�!��� 
0.28  
�!!����
�$�
�!!�!��� 
0.14  
�!!����
�$�
�!!�!��� 
0.07  
�!!����
�$�
�!!�!��� 
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3. �,�>	�*K��>K&����=���	��)�.���(�	�)�*����*+�	�T,����
�������  
	.�����) !�	1.
�	��
�������'������4!��
*�0���%!�������1�)�*�0��)���������

����������#����������/&')�������0�� GC-MS -)������!�
	� �� Rtx-5MS fuse silica gel 
(Restex, USA) �	 0.25 ,
-���
�� #	)���	%$	+4	���!� 0.25 
�!!��
�� ��
�� 25 �
�� 
&�����&������������)��	�1 ��/�&4
�#�� injector �*$��� 240 ��+�3!�3��� ��/�&4
�#��
��!�
	����0
�� 70  ��+�3!�3��� ��"	��! 2 	*� �'�0
#(1	��"	 220 ��+�3!�3��� )������� 4 
��+�3!�3����$�	*�  !��'�0
��"	 300  ��+�3!�3��� )������� 10 ��+�3!�3����$�	*�  !�
��*�0*�0 300 ��+�3!�3��� ��"	��! 5 	*� �$�	��/�&4
�#�� detector �*$��� 300 ��+�3!�3��� 
&�����&��*�0
�������,�!#�� ������!��
 �
�0� GC-MS '���
�.�������������� 2�)�����)
 !�	1.
�	��
�������'������4!��
���
�� 0.1 ,
-��!��� *�0 injector port (Atilep, USA)  !�
� �	)�������� �	���-	
��� ()�) ���� Agnihotri et al., 2004) 3(0���������������������
#�������) �$!��	�)�� retention time #��'�� '�1	*�0���'�� !��������*������ mass spectra ���
T	#��
4!�	 Wiley 275. L (Hewlett Packard company Americans, technical center 20, terimeter 
summit, BCW, Atlanta, GA 30319.) �����������	�������
/#�������)����&����$	�)������
��������������/&'�'��� �$�$�����������	�������
/�*��������
��T	*�0������*)��� 

 
4. T�=������� �!S*O��, .����>K&����'��	*	�����T�
D��,����	+)�+)(��!�,���+K=���	��)� 
    �	�T,�������>)������?�����+�,-� broth microdilution assay  
               4.1 %!#��'�����$�������
�������1���!�	*����#�������)*�0��)�!��� 
 �����
����!�1�����1� MHB YM  !� PDB )���3����F���F���F�F���'�����$� M ��� 
4.5, 5, 5.5, 6, 6.5, 7  !� 7.5 	.
��������������)%����
*�0���%!�������1���!�	*������#�� 2.5 
-)������)�$�	��$	�)��������*)!��#�� 2.4 ��	�1	���
��!�	*����*�0������*)���!�,�-)�
�
���
/���1���)*����"	 105CFU �$�
�!!�!��� �$
*�0��/�4
� 37 ��+�3!�3��� ��"	��! 24 ��0�-
� 
-)�*.����)�$ OD *�0��
���!�0	 600 	-	�
�� *�0��! 0, 24  !� 48 ��0�-
� �$	�$ MIC  !�
�$ MBC/MFC ()�) ���� Stonsaovapak et al., 2000) 

4.2 %!#����/�&4
��$�������
�������1���!�	*����#�������)*�0��)�!��� 
       �����
�����)%����
*�0��)�!���,)���
��	��6��	#�� 2.5 ���
���
�#�
#�	 2.5 
�!!����


�$�
�!!�!���  !��	.,�%$	��
���	*�0��/�&4
� 72, 100  !� 121 ��+�3!�3��� 15 	*� �
�0����
��!��$
�		1.��L	*�	*� 	.�����)*�0%$	��
���	 !�*�0���,
$%$	��
���	 (��)�����
) ��)��
��!�0�	 �!�#���$ MIC  !� MBC/MFC  
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4.3 %!#�������������	����$�������
�������1���!�	*����#�������)*�0��)�!��� 
      *.��*)��������)%����
*�0��)�!���,)��	����!�1�����1�*�0
�����������#��

-����	 ,#
�	  !����-�,��)�� -)����
��	
 	1.
�	'��  !� �S��!��
!.)�� �	���
/ 1 
������3L	�� �	����!�1�����1� MHB �.����*)������ ��*����� YM �.����*)�����������  !� 
PDB �.����*)������� 	.�����)*�0
� !�,
$
�����������#����� (��)�����
) ��)��
��!�0�	 �!�#���$ MIC  !� MBC/MFC  
 
5. T�=���	��)��	�T,����
D��,����	+)�+)(��!�,���+K��,�
D	� U 

	.�����)%����
������)�!���,)��	#�� 2.5 
*)���������
�������1���!�	*�����$� S. 
aureus, B. cereus, Salmonella sp., L. monocytogenes, E. coli 0157 : H7 DMST 12743, C. albicans,           
S. cerevisiae var. sake  !� A. fumigatus TISTR 3180 �	�&��*�0��
��
*�0��)*�0,)�����+(�N�	
#�� 4.1- 4.3 -)���6� broth microdilution assay �	#�� 2.4 

 
6. T�=���	��)�T,����
D��	�����,
=���!�,���+K  

�����
�����)��%����
*�0��)�!���,)��	#�� 2.5 ���
���)����
�#�
#�	 2.5, 1.25, 0.63 
 !� 0.31 
�!!����
�$�
�!!�!��� ���
/ 4.5 
�!!�!��� �	 MHB �.���� ��*����� YM �.��������� 
 !� PDB �.����� ���
���1���!�	*����*�0��)�!���,)���#�� 2.5 ���
/��"	 106 CFU �$�
�!!�!��� 
���
/ 0.5 
�!!�!��� -)����
���
�#�
#�	��)*����"	 2.25, 1.13, 0.56  !� 0.28 
�!!����
�$�

�!!�!���  !����
/���1���)*����"	105 CFU �$�
�!!�!��� �$
*�0��/�&4
� 37 ��+�3!�3���  !����L�
�����$�*�0��! 0, 1, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21  !� 24 ��0�-
� 	���.	�	��!�	*����*�0��)�����-)���6� 
plate count �	��� MHA YMA  !� PDA �.���� ��*����� ����� !�� �
!.)��()�) �!��� 
Moreira et al., 2005)    
 
7. VW�X	�&Y	*�	+�	��	�	+=���	��)�
D��J��K�!�,���+K��+'����>�,> TEM  

�������
�����$�#�����1���!�	*����*�0��)�!���,)���#�� 2.5 -)�	. MIC #�������)��
%����
*�0���%!�������1�������U#����!�	*���� ����*)!��	�1,)������
�3!!� B. cereus -)�	.��
���)��6�!��3������%��
���4)  !� citronellal *�0
���
�#�
#�	 0.56  !� 1.13 
�!!����
�$�

�!!�!��� ���
/ 270  !� 119 
�!!�!��� �
!.)�� ���
 B. cereus (106 CFU �$�
�!!�!���) �.	�	 
30 
�!!�!��� ���
����
 300 
�!!�!��� �	��� MHB �$
*�0 37 ��+�3!�3��� ��"	��! 12 
��0�-
� ��	�1		.���
����0�� ��*�0 3,000 ����$�	*� ��"	��! 10 	*��'�0� ���3!!����
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 !����L��3!!��	 2.5 ������3L	�� glutaraldehyde ��"	��! 2 ��0�-
� ��	�1	!���3!!�)��� 0.1 -
! 
phosphate buffer 	.�����$�*. TEM ()�) ���� Ngapo et al., 1996) ��!�����)��4$�	&�%	�� �  
 
8. VW�X	>�	��&^��,X=���	��)��	�T,����
D��J��K���Q� (cytotoxicity assay)  

�3!!�
���L�*�0����	��*)!��
� 4 �	�)����3!!�
���L�!.,�� (colon cancer, HT-29)
�3!!�
���L��$���� (oral cavity cancer, KB) �3!!�
���L���
)!4� (cervical cancer, Hela)  !�
�3!!�
���L����	
 (breast cancer, MCF-7) 	.
�!�1���	��� Eagle 's Minimal Essential Medium 
(EMEM) ��"	��! 3 ��	 �����
�� #�	!���3!!��'�0��.	�/��.	�	�3!!��$�
�!!�!��� -)���
	���3!!�*�0��)�����)��� hemacytometer (trypan blue exclusion) 	.�3!!��!�1���	f)�!�
 96 �!�
 
�!�
!� 100 ,
-��!��� (2,500 -3,000 �3!!��$��!�
) �!�1���	 CO2 incubator 24 ��0�-
� �'�0����
�3!!������"	 monolayer ��$�����)%����
*�0��
�#�
#�	 50 ,
-�����
�$�
�!!�!��� ���
�!�
!� 
100 ,
-��!��� ��
�#�
#�	��)*����"	 25 ,
-�����
�$�
�!!�!��� -)���)�����
����!�
*�0
�
�3!!�
���L� �$,
$,)�
������
�����)!�,� ��	�1		.
�!�1���	 CO2 incubator ��"	��! 72 
��0�-
�  !��	.
��������)�����6� Sulphorhodamine B assay (SRB assay) �������*��������)
�����
 -)���� 40 ������3L	�� trichloroacetic acid (TCA) *�0!�!�)��� 1 ������3L	�� acetic acid !�
�	f)�!�
 96 �!�
�'�0���(��3!!�,�� ��f)�!�
 96 �!�
*�0��/�&4
�������"	��! 1 ��0�-
� !��
���)���	1.�!�0	 !����
���3!!�)��� SRB stain ��"	��! 30 	*� �
�0������!!���3!!�)���	1.�!�0	 
��f)�!�
 96 �!�
��� ��� !�����
��!�!� 10 
�!!�-
! Tris-Base �!�
!� 200 ,
-��!��� 
�#�$f)�!�
 96 �!�
)�������0���#�$ 10 	*� ��)�$��)4)�!�	 ��)�������0�� microplate reader *�0
��
���!�0	 492 	-	�
�� (Skehan et al., 1990)  !���.	�/������3L	���������1��3!!�
���L�
���4��#��!$� -)�'���/��*�0*)����������1��3!!�
���L�*�0 >80 ������3L	�� 

������3L	���������1� =    OD ��)�����
  �  OD *�0��),)�     ×   100 
OD ��)�����
 

 
 
 
 
 

 


