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���
����$���#!��	(���	���)���������)$��*���	
���
�$�	'#���UMF 20+ ��#%!���,	��.�*�	�/�

 

)���*��'
�%��������	�
��+���
 2.1 Serratia  marcescens  DMST  21632 

 2.2 Salmonella  typhimurium  DMST 562 

 2.3 Klebsiella  pneumoniae DMST 8216 

 2.4 Listeria  monocytogenes  DMST 17303 

 2.5 Micrococcus  luteus DMST 15503 

 2.6 Proteus  mirabilis  DMST 8212 

 2.7 Pseudomonas   aeruginosa ATCC 9027 

 2.8 Propionibacterium  acnes  DMST 14916   

 2.9 Staphylococcus  epidermidis  DMST 15505 

 2.10 Streptococcus  pyogenes DMST 17020 

 2.11 methicillin resistant Staphylococcus  aureus (MRSA) DMST 20625 

 2.12 Bacillus  cereus  TISTR 687 

 2.13 Escherichia   coli ATCC 25922 

 2.14 Staphylococcus  aureus TISTR 517 
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,��%�+"���������	�
��+����
3.1 Candida  albicans  ATCC 10231 

 3.2 Saccharomyces  cerevisiae  TISTR 5343 

 

-.�%'-"� : ���
�*�(���!���11 �	��*!#����$���#�#!$�����,���!/#�!*���/����	��#� 5 �	������$�

��#��>���	�����,���!/*����(?	?���*)��%!���,����(��.) 

 

4����-�
'���%�'�/���
� 3.1 Nutrient agar (NA) 

 3.2 Tryptic Soy agar (TSA) 

 3.3 Yeast extract Malt extract agar (YMA) 

 3.4 Nutrient broth (NB) 

 3.5 Tryptic Soy broth (TSB) 

 3.6 Yeast extract Malt extract broth (YMB) 

 

5��+�
'*.��
 4.1 �"������$*#!$�(Crystalviolet, iodine, decolorizer *���eosin) 

 4.2 Amberlite XAD-2 resin (Supelco) 

 4.3 DPPH� (Fluka, USA) 

 4.4 methanol (Merck) 

 4.5 Ethanol 70, 95% 

 4.6 	
��#���	 

 4.7 Deionized water 

 4.8 Ascorbic acid (Ajax Finechem, Australia) 

 4.9 Folin-Ciocalteu reagent (Merck, Germany) 

 4.10 Gallic acid (Fluka, Spain) 

 4.11 Sugar analogue (K�(�	�#�L) 

 4.12 Artificial honey (K�(�	�#�L) 

 4.13 Kaempferol (Sigma) 

 4.14 Myricetin (Fluka) 
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 4.15 Hesperetin (Sigma) 

 4.16 Chrysin (Fluka) 

 4.17 Luteolin (Sigma) 

 4.18 Ellagic acid (Fluka) 

 4.19 Quercetin (Sigma) 

 4.20 Diethyl ether 

4.21 Carbopol 940 (OV)

4.22 Glycerin (OV)

4.23 Vitamin E (OV)

4.24 Salicylic acid (OV) 

4.25 PEG 400 (Fluka) 

4.26 Paraben (OV)

4.27 EDTA (Fluka) 

4.28 Gentamycin (Bio Basic INC.) 

4.29 Mentholatum (K�(�	�#�L) 

 

6��'*
/���./��
� 5.1 #�����"��!!,	/*����	�/%!�#���(Olympus !"�	�CX 31) 

 5.2 �(!����������!�(Mettler Toledo !"�	�PG802-s) 

 5.3 �'�>����(Holten) 

 5.4 �'���[	�#[���!�($��(National) 

 5.5 Autoclave (Tomy !"�	�ss-325) 

 5.6 Autopipette (Biohit) 

 5.7 Anaerobic jar 

 5.8 Hot air oven (Binder) 

 5.9 Rotary evaporator (Buchi !"�	�R-200) 

 5.10 Spectrophotometer (Helosis) 

 5.11 Vortex mixer (Bibby !"�	�Genie 2) 

 5.12 pH meter (Metrohm) 

 5.14 Water bath (Julabo) 
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 5.15 brookfield viscometer 

 

7�����	
���
 6.1 #!���#��� ^	���10, 100, 500 ml 

 6.2 ^��_����^	���15 ml 

 6.3 ^���Duran ^	���250, 500, 1,000 ml 

 6.4 )���>������
� 

 6.5 ��	��)�!���
�����
� 

 6.6 ���	��#��! 

 6.7 ��#�#�!/*#��^	���100, 250, 500 ml 

 6.8 Spreader 

 6.9 Pipette tip 

 6.10 )���������

 6.11 ��#�#�!/�*�	���^	���500, 1,000 ml 

 6.12 Column ^	���2.5×50 cm  

 6.13 Stand  

 6.14 )���������#^	���25, 50 ml 

 6.15 >���������#������! 

 6.16 ���#����"	��	 

 

����	�
��0$%�
1. 	�
��+��	�
%$�%$���*��'
�%��%�+"�1�����������2�%�����3435�67895:953;697�

;<8=76>?< (Cooper, 2002)��
�������
��*�(���!��*������/��#� stock culture ������	��)�!����)$���$���#�!��!�`^�����
�

*�����	�� .��$��nutrient broth, tryptic soy broth *�� yeast extract malt extract broth (K�(�	�#�

#) %!�$��!�5 ml )�����#	�
		��*�(���!���%��$���� 37 oC �%q	�����24 ����?$���#���	�P.  acnes  

�������
���	�anaerobic jar �%q	�����48 ����?$� ���	����/	���%��$����25 o

	�����
��������%���(��#�!�'�#��	*������450 nm ����#���0.5 

C �%q	�����48 ����?$� 

��!��$��)�!���
�����
�� nutrient agar, tryptic soy agar *�� yeast extract malt extract agar 

(K�(�	�#�#) ���$�(��$� �̂$ �̂	�2 ���� 10 ml    
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��!��$ stock 	
���
�����20% *���60% (v/v) ?��	��	
���
�������		
��#���	�!����
� 

���#�!�������	
���
��		
��#���	�!����
�?��$�(��$� �̂$ �̂	���!�)����� 1-30 % (v/v) �)�$�%!�$��!�

10 ml  

	��	
���
���$#����)�!���
�����
�������	��)�!*������#�!�pour plate *���!��)�(�� MIC 

	���plate �%�������37 o

	���0.5 µl ^�����
������������)�����	��)�!�����!��$���?������autopipette 

C��%q	�����15 	��� 

	���plate ��$����37 o

 

C���%q	�����24 ����?$������%q	���	�	 3 .
�� *�������#���#�!�����
� 

2. 	�
��'*
��-��DPPH.
2.1 	��	
���
�$�����%q	��!������?������methanol �%q	������������?�����	
���
����$�(��$ 

������� �̂$ �̂	��'��	�����1-100 % (v/v) 

2.2���!��$��!����� DPPH

��53@683A�B83C<74674�38;6C6;D�(Meda, 2005)�

.��)�$�(��$� �̂$ �̂	����#���0.02 mg/ml 

2.3 �'���!�����	
���
�*����(��$� �̂$ �̂	%!�$��! 0.75 ml ������	��!����� DPPH 

    .

2.7 	��(��������$�(��	�|)��% inhibition ��$�$#�!���	�
� 

 %!�$��! 1.5 ml 

2.4 ��$�)�� �̂�#�	�����vortex ��
�����15 	��������"|)K'$�)���  

2.5 	���%���(��#�!�'�#��	*������ 517 nm������spectrophotometer ����%q	���	�	�3 .
���

2.6 ����methanol �%q	�blank, ascorbic acid (��$�^�$ �̂	�1-6 (mg/l) �%q	�positive control  

*���sugar analogue �%q	�negative control 

 

% inhibition = [(A517 Control - A517 Sample)/ A517

3. 	�
"
�0-��
�.��1���:=<79A68�89E:9?7@�(Beretta, 2005)�

 Control] × 100 

 

 

	��	
���
� 500 mg $�����%q	��!�����?�����	
��#���	����"�	%!�$��!�5 ml ���(��$� �̂$ �̂	����#���

100 mg/ml 

��!��$��!����� Folin-Ciocalteu �		
��#���	�	���!����	�1:10 ��$�)�� �̂�#�	 

�'���!�����	
���
� (��$� �̂$ �̂	� 100 mg/ml�%!�$��! 100 µl ������	��!������ Folin-

Ciocalteu�%!�$��! 1 ml 

���$��!�����?.����$(�!/���	��(Na2CO3) 7.5% %!�$��!�2 ml  
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��$�)�� �̂�#�	�����vortex ��
�����20 	��������"|)K'$�)��� 

	���%���(��#�!�'�#��	*������ 750 nm������spectrophotometer ����%q	���	�	�3 .
�� 

���	
��#���	�%q	�blank *���gallic acid �%q	�positive control *���sugar analogue �%q	�negative 

control 

���#!��$��!��	���)!�����(!��)/%!�$�|��!%!�#����	���(��
�)$��?�������!�����

$��!��	^���gallic acid (��$�^�$ �̂	�10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 *���100 µl/ml %!�$��! 

100 µl ��$�)�� �̂�#�	*������#�!���(!��)/���	�����#�� �̂����	 

	��(��#�!�'�#��	*����������#��!�����$��!��	�gallic acid (��$� �̂$ �̂	������ �%���#!��

$��!��	�)�*#	��
��%q	(��#�!�'�#��	*������ 750 nm *��*#		�	�%q	(��$� �̂$ �̂	^��

��!�����$��!��	�)	����%q	 µl/ml 

 

4. 	�
+	$�%	+�
��	F���G������H�I�2�%�����89A?E7�8=59E3;9453:=D�
(Baltrušaityt�, 2007)�

#�!��!��$�column 

�����Amberlite XAD-2 resin 60 g  

	��$�*���	 methanol �%q	�����10 	��� 

���methanol���#����$	
��#���	� �̂��%*�	��
�����%q	�����5-10 	��� 

*�[(�!.�	�	 column *#��^	���25×2 cm  

��!��$	
���
��50 g ������	 acidified water ���$�(���pH = 2 %!�$��!�250 ml 

	����!�����	
���
�#!�����	 column ����%q	�Amberlite XAD-2 resin 

���� column������acidified water ���$�(�� pH = 2 %!�$��!�250 ml 

���� column�����	
��#���	%!�$��!�300 ml 

����methanol %!�$��!�250 ml ����!����!�����#�!��#$� 

!��)� methanol ��#?������rotary evaporator ����40 o

	����#��!������������		
��#���	%!�$��!�5 ml 

C 

	��$��#�������diethyl ether %!�$��!�5 ml ���	�	�3 (!�
� ����%q	���	�	�2 .
�� 

	���%���(!��)/��!�	#�"�$���?�	���/�?����(	�(�HPLC 

5. 	�
��'*
��-�+�
�2�%'�*��*�HPLC��
�������������!�#��	
���
����(!��)/)���!�	#�"�$���?�	���/�|�)���%������#�!#������(�!

�L��$�!��#��!����
	�2 (|��#��!,���!/�$)���������������)$�  ?������(!�����HPLC !"�	�Shimadzu 
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Class-VP-HPLC system *�����(���$	/�C-18 (Restek, U.S., 250 × 4.6 mm, 5 µm particle size) �	

#�!*�#��(/%!�#�� ^�����?�	���/�?�����	
��!��$#��  formic acid �	���!����	 95:5 (solvent 

A) *���methanol (solvent B) �%q	����(����	�����.��������!�#�!�)�� �%q	�1 ml/min ?��$����!�#�!

*�#�����!�� 6  

 

"�
���6 ���!����	^������(����	����

 

 

J6E<�KE67L�
�$"
�+&��'M+'*�/�������

Solvent A 

(	
���:formic acid, 95:5) 

Solvent B 

(methanol) 

0.01 70 30 

15.00 60 40 

20.00 55 45 

30.00 40 60 

50.00 20 80 

60.00 70 30 

 

�	#�!���(!��)/���?�	���/��� multichannel photodiode-array detector (SPD-M10AVP) ���(��$���

(���	*���190 >��340 nm %!�$�|���������������10 µl �����#����!$��!��	�7 �	��(���kaempferol, 

myricetin, hesperetin, chrysin, luteolin, ellagic acid *���quercetin ����%q	���	�	�2 .
���

 

6. 	�
I$N�����"H$�O�
$	!�+��0�	���������
��+��*��.+�.�
P��	�
����%�

1. �����(��$��$�!>#�!�����^��	
���
��	�����������

       1.1 ���������������5 �	������#�	�(��� ethanol, propylene, glycol, glycerin *��� 

polyethylene glycol ���(��$� �̂$ �̂	�100% 

1.2 .���	
���
����%�10%, 20% *���50% ��$�)�� �̂�#�	 

       1.3 ��
��������"|)K'$�)����%q	�����7 ��	  

      1.4 ����#�"(��$��$�!>�	#�!�����  

2. �����(��$��$�!>#�!�����^��	
���
��	�ethanol ���(��$� �̂$ �̂	����� 

      2.1 ��!��$��!������ ethanol ���(��$� �̂$ �̂	�2%-10% 
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2.2 ���	
���
����%�10%, 20% *���50% ��$�)�� �̂�#�	 

      2.3 ��
��������"|)K'$�)����%q	�����7 ��	  

      2.4 ����#�"(��$��$�!>�	#�!�����  

3. �����(��$��$�!>#�!������	��!�����^���salicylic acid �	����������� 

     3.1 ���������������2 �	���(��� propylene glycol *���polyethylene glycol 

       3.2 ��!��$��!�������
��2 �	�����(��$� �̂$ �̂	�2%-20% 

3.3 ��� salicylic acid 0.5% �	��������������(��$� �̂$ �̂	������ ��$�)�� �̂�#�	 

       3.4  ��
��������"|)K'$�)����%q	�����7 ��	  

       3.5 ����#�"(��$��$�!>�	#�!�����  

�
	�
 �	!�*��.'-.��+.1��+�
	&�'0����0����.�"$��"��
$��

1. (������#��!#���������)$���$��#��!#�����.��%!�#������ 

 hydroxypropylmethylcellulose (HPMC)  

 hydroxyethyl cellulose (HEC) 

sodium carboxymethylcellulose (SCMC)  

 carbopol 940     

2. ��!��$�����
	?��	����!#�����*�����	�����$  glycerin *�� Conc. paraben (	�)�

� �̂�#�	 �L��� Carbopol 940 ������$ Triethanolamine 1.65 g *���EDTA 0.001 g 

3. %!��%!�$��!^��	
���	(!��100 g�(	�������	�%q	�	�
������#�	 

4. ��!��$���	
���
���#�����
	��
��4 �	��$���$#��	
���
� 30% 

5. �����(��$(�������
����	^�������
	*�����	
���
��?����
��������"|)K'$�)����%q	

�����1 ����	 

6. (������#�'�!����)$���$�����	��$����	����	
���
� 

 

 

 

 

	�
'"
�%."��
$���������+��2�%.������������Q%�-R�'�S�+&���
�	���
�
"��
$�����1�
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Carbopol 940   3 g 

Glycerin   10 g 

EDTA    0.001 g 

Conc. paraben   1 g 

Purified water to  100 g 

 

"��
$�����2�
Carbopol 940   3 g 

Glycerin   10 g 

Honey     30 g 

EDTA    0.001 g 

Conc. paraben   1 g 

Purified water to  100 g 

 

"��
$�����3�
Carbopol 940   3 g 

Glycerin   10 g 

Honey     30 g 

Vitamin E   2 g 

Salicylic acid   0.5 g 

PEG 400   20 g 

EDTA    0.001 g 

Conc. paraben   1 g 

Purified water to  100 ml 

�
�
�
����'"
�%.�
1. ������(/%!�#��^�����!�������$���!����� 1, 2 *���3 
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2. ��!��$���!��?��#�!?%!���!#��������		
��!��	�(	���������	�����!�����$� �̂�

#�	�� 

3. ���$ glycerin, Conc. paraben, EDTA (vitamin E, salicylic acid *���	
���
�) (	�)�� �̂�

#�	 

4. %!��%!�$��!^��	
���	(!��100 g�(	�������	�%q	�	�
������#�	 

5. 	��$��!!�"�	^��*#��%�##��������%��_��	�� 

-.�%'-"���
#�!��!��$�salicylic acid����?������ salicylic acid 0.5 g ������	 PEG 400�%!�$��!�20 g 

(	�	�����)$� 

 

	�
��+��*��.*�"$�1�����"H$�O�'0��
	�
��+��*��.*�"$���+H���'
&��
1. 	�����������	#�!�!!�"^��*������!����� 3 ^����#[��������"|)K'$�� 45oC �%q	�����48 

����?$��*���	����#$�#[��������"|)K'$��4o

2. ���#�!���(��(��$�%q	#!��������'�����#�|��	�
�����#�!*�#��
	�(��$�)	��)	��#�!

*�!�#!�����(!��������#�,�#���	�*������(��$)	����^�����  ��������(!��)/(��$�

(�������#��K���?���>�������������� (���One-way ANOVA 

C �%q	�����48 ����?$��������		�
��#�%q	���	�	�

6 !�� 

	�
��+��*��.*�"$���
�%�'����,�'�/���
1. 	�����������	#�!�!!�"^��*������!����� 3 ^����#[��������"|)K'$�)���� (25 oC -30 oC) 

45oC *���4o

2. ���#�!���(��(��$�%q	#!��������'�����#�|��	�
�����#�!*�#��
	�(��$�)	��)	��#�!

*�!�#!�����(!��������#�,�#���	�*������(��$)	���^����������(!����� Brookfield 

��������(!��)/(��$(�������#��K�� ?���>�������������� (���One-way ANOVA 

C 

 

 

 

 

T�R�	�
��+��*��.+�.�
P��	�
%$�%$��'�/���
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1. 	��������!���1, 2 *���3 #��	*��)���#�!�����(��$(�������#��K����
��	�K���

�!��*���	!��������3 ����	$������(��$��$�!>�	#�!�����
����
�����%q	���)�"^��

#�!�#������2 �	���(���S. aureus *���P. acnes�?�������agar well diffusion  

2. 	�����
���
��2 �	��������	#�!�������
���	��)�!� nutrient broth �%q	�����24 ����?$��$�

��#	�
	���#�!�spread plate �	��)�! nutrient agar 

3. ����)�"$^	�����	���,'	�/#����1 cm �	��	��)�!������	#�! spread plate *��� 

4. ���������	)�"$�	���%��$���� 37 oC���%q	�����24 ����?$����� �%q	���	�	 3 .
�� ���	���
��

P. acnes��������
���	�anaerobic jar ����37 o

 

 

C  �%q	�����48 ����?$� 


