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บทคัดยอ 

คีเฟอรันเปนสารประกอบเอกโซพอลิแซ็กคาไรดผลิตโดยแบคทีเรียกรดแลคติก 
Lactobacillus kefiranofaciens JCM 6985  ซ่ึงแบคทีเรียกรดแลคติกจะมีการผลิตกรดแลคติกควบคู
ไปกับการเติบโต   ทําใหเกิดการสะสมของกรดแลคติกและสงผลยับยั้งการเติบโตและการผลิตคี
เฟอรัน  ในงานวิจัยนี้จึงศึกษาการเลี้ยงแบคทีเรียกรดแลคติกรวมกับยีสตที่มีสมบัติชวยลดการสะสม
ของกรดแลคติกภายในระบบและสงเสริมการผลิตคีเฟอรัน และเพื่อการผลิตคีเฟอรันในระดับ
อุตสาหกรรมจึงศึกษาการใชน้ําตาลแลคโตสจากหางนมซึ่งเปนวัสดุเศษเหลือจากกระบวนการผลิต
เนยแข็งเปนแหลงคารบอนและคัดเลือกแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม  จากการคัดเลือกยีสต 6 สาย
พันธุ  ประกอบดวย Torulaspora delbruekii IFO 1626, Saccharomyces cerevisiae IFO 0216, 
Debaryomyces hansenii TISTR 5155, Saccharomyces exiguus TISTR 5081, Zygosaccharomyces 
rouxii TISTR 5044 และ Saccharomyces  carlsbergensis TISTR 5018  โดยทําการเลี้ยงรวมกับ L. 
kefiranofaciens JCM 6985  ในอาหารที่มีหางนมเปนแหลงคารบอน พบวาการเลี้ยงเชื้อ L. 
kefiranofaciens JCM 6985 รวมกับ S.  cerevisiae IFO 0216 มีผลทําให L. kefiranofaciens JCM 
6985 มีการผลิตคีเฟอรันเพิ่มขึ้นเปน 0.81 และ 0.94 กรัมตอลิตร ภายใตสภาวะที่ไมมีการเขยาและมี
การเขยา ตามลําดับ ซ่ึงสูงกวาการผลิตโดยใชเชื้อเดี่ยวที่ผลิตไดเพียง 0.58 กรัมตอลิตร   จาก
การศึกษาแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมพบวาการใชยีสตสกัดเปนแหลงไนโตรเจนเพียงชนิดเดียวก็
เพียงพอสําหรับการผลิตคีเฟอรัน   สําหรับการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตคีเฟอรันโดยเชื้อ
ผสมพบวา  การเลี้ยง L. kefiranofaciens JCM 6985  รวมกับ S. cerevisiae IFO 0216 ในอาหารที่มี
น้ําตาลแลคโตสจากหางนมและยีสตสกัดความเขมขนรอยละ 4 โดยน้ําหนักตอปริมาตร พีเอชของ
อาหารเริ่มตนเทากับ 5.5  โดยมีปริมาณ L. kefiranofaciens JCM 6985  และS. cerevisiae IFO 0216 
เร่ิมตนเทากับ 2.1×107 และ 4.0×106 cfu/ml ตามลําดับ  สงผลให L. kefiranofaciens JCM 6985  
ผลิตคีเฟอรันสูงสุด 1.07 กรัมตอลิตร ภายในระยะเวลา 120 ช่ัวโมง  และจากการศึกษาการผลิตคี
เฟอรันโดยเชื้อผสมในถังหมัก  พบวาการเลี้ยงเชื้อผสมภายใตสภาวะที่มีการควบคุมปริมาณ
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ออกซิเจนละลายน้ํารอยละ 5  รวมกับการควบคุมพีเอชของระบบใหคงที่ที่ 5.5  มีผลทําให  L. 
kefiranofaciens JCM 6985   สามารถผลิตคีเฟอรันสูงสุดได 2.58  กรัมตอลิตร ในการหมักแบบกะ  
และ 3.25  กรัมตอลิตร ในการหมักแบบกึ่งกะ 
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Thesis Title Kefiran production from skim milk by mixed cultures of Lactobacillus 
kefiranofaciens JCM 6985 and yeasts  

Author Miss Sirilaor Radchabut 
Major Program Biotechnology 
Academic Year 2008 

ABSTRACT 

Kefiran is an exopolysaccharide produced by lactic acid bacteria, Lactobacillus 
kefiranofaciens JCM 6985. Due to the accumulation of lactic acid produced by lactic acid 
bacteria could inhibit cell growth and kefiran production. The aim of this study was to perform 
the mixed culture of lactic acid bacteria with yeasts that are able to reduce lactic acid and 
promote kefiran production. And also to evaluate the feasibility of producing kefiran industrially, 
lactose from skim milk, a by-product from dairy industry, was used as carbon source and the 
suitable nitrogen source was investigated. Six strains of yeasts were examined: Torulaspora 
delbruekii IFO 1626, Saccharomyces cerevisiae IFO 0216, Debaryomyces hansenii TISTR 5155, 
Saccharomyces exiguus TISTR 5081, Zygosaccharomyces rouxii TISTR 5044 and 
Saccharomyces carlsbergensis TISTR 5018. The results showed that the mixed culture of L. 
kefiranofaciens JCM 6985 and S. cerevisiae IFO 0216 gave the highest kefiran production. The 
kefiran production was increased from 0.58 g/l in the pure culture to 0.81 and 0.94 g/l in the 
mixed culture under static and shaking conditions, respectively. This study also showed that 
lactose from skim milk and yeast extract could be a low cost carbon source and a suitable 
nitrogen source, respectively, for kefiran production. The maximum kefiran production by the 
mixed culture of 1.07 g/l was achieved with 4% (w/v) lactose from skim milk, 4% (w/v) yeast 
extract, initial pH 5.5 and initial amounts of L. kefiranofaciens JCM 6985 and S. cerevisiae IFO 
0216 of 2.1×107 and 4.0×106cfu/ml, respectively, for 120 h of fermentation time. The scale up of 
mixed culture in fermentor with aeration control at 5% dissolved oxygen and pH control at 5.5 
gave of 2.58 g/l kefiran production in batch culture and 3.25 g/l in fed-batch culture. 
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����� 1 

����	 

����	
������� 

�������	�
�	��
�����������������������������������
�	�� ���!	�"#���#�
" �!"$%	�&'  ���)*��+��,-���������"������+�� Lactobacillus  kefiranofaciens ������)����"�
��,-��,�	�. /�����������	�0�'1.,�
�	!�#�. /��2!���!���	��
��/"#3�'.	� /	�� �'1	
����4������" 
1	�'�����"���#%�������	������+��
�	��+,	�����'���)1.,�
�	"�����	 /�'�� (Shiomi et 
al., 1982)  	��-�	�/"�'��#%�������	������+��
�	��"��"�/'���+���+3�'  -$��	���"��%�����'�"
��	A$�  ������)1.,�
�	��.%#"��	�*��������-���+���. /� Staphylococcus  aureus 1	!	&  
(Rodrigues et al., 2005) �#���/'���"'	��1.,�������	�
�	��������#�!#	1	�$+�!������
*��+��� ��'� �����1.,�
�	��������#�!	 �!� �������	�3��	1	�$+�!����	� (Kobayama et 
al., 1997; Cheirsilp et al., 2003) -�'	#�-�"�������"#3,�'�����*��+�������	3�' L. kefiranofaciens 

��#%�� ������#	��!���*%	�
��"�!	0�'  
����������+���������1	���������30/	 ��/'	�/
�	 ��'-�1	����#	�����������0�3�'��������"������+��-�����*��+������+��30/	U"1	
������������3������&%U"	�������1	�#�+%�� ��*��21!,������"��"�/'���+���+�����*��+��
�����	3�' L. kefiranofaciens  	��-�	�/-��"'	��40���������'�"U�3�'�,�	�. /�               
����������	��#%U"1	�,�	�. /�����������	��-$��	���"�1	��$%�"��+������������"������+���4�"�"&%
�%#���	1	�U#��0�'� (symbiosis) ��""��+�-��"&%����#��%#	*�#�,		��3�'�,�	����������	 ��"
�2!	,����#��$�
����������+����������U#���,��41!,�����������"������+�� 1	3�����
��������"������+��-�VW'+�#�"&%����#�U"1	3�'�,�	�. /�����������	   �������*��+���'�"%'���
���#�-2�
�	�2!������+���+3�'"��+�  �21!,"��+����)�+���+��, (Marshall et al., 1984; 
Margulis, 1995; Cheirsilp et al., 2003) ��'	�/	�����/"' L. kefiranofaciens �%#����"��+�-0'	%-����%#	
.%#"1!, L. kefiranofaciens �����+���+�����*��+�������	�����30/	 ��"�Z���"%'"��'"��+�������)
1.,������+����,  -���40���!�%'�����	����!����1	��*��+�������	3�' L. kefiranofaciens  
��#%	/2+�����+��
�	�!�%'�����	���1!,���+���+�����*��+�������	��,������$� (Yokoi and 
Watanabe, 1992) �+%�"%'����+�	/2+�����+�) ��
�	#�+)$������������'  �21!,+,	�$	1	
����#	��*��+�&'  ��'	�/	'	#�-�"	�/-0'�	1-#�+)$������-�1.,��		/2+�����+� � � !'	� �0�'�
�	
#���$�4��!� �-���*��+�	"�3�'�����%�����+%�$���,#"	/2+�����+�  -0'�
�	��.%#"��+,	�$	1	
����#	��*��+�������	  �����/'���).%#"���%1.,-%"1	���2���3�'���"-��$+�!����                

1 



 2 

�
��&
�	"�3�'��,����,#" ��"1	'	#�-�"���/'	�/40���������
�����A�U���*��+�������	3�' L. 

kefiranofaciens  ��"�����/"'�%#����"��+��"��	A$�������)��������3�'������+��U"1	
�������������+�.%#"�%'�������*��+�������	�� ��1.,!'	��
�	#�+)$��� �#���/'40����`	

����
���"	.	�����
�����!�%'�	�+��-	 �� ��1!,���#����#�1	���+��"��!��2!�����
*��+�������	����
�	����+,	�$	1	����#	��*��+  	��-�	�/"�'40���U#�����!�����2!���
���+���+�����*��+�������	3�' L. kefiranofaciens �� �����/"'�%#����"��+� ����$��,"40��
�
��"����"�
�����A�U���*��+�������	3�' L. kefiranofaciens �� �����/"'�%#����"��+�U"1+,��!���
���������0�'�� 

�	
������	 

1. �	�������������������	 !" (Exopolysaccharide,  EPS) 

������������������ (Exopolysaccharide)  �
�	�������������	���"����*��+��"              
-$��	���"�1	3�����������2��'�+���+���3������&%U"	�������  ���������
�	�� ���!	�"#!� ��
�	
"'!	 � �0�'�'��
������%#	1!d%�
�	��1	��$%�������e���+���-$��	���"���,'30/	�� ��
f�'��	
��	+�"���'�#��,�������%�!�������
f�'��	��)&���	 (phagocytosis) -��
��+��# (Van den 
Berg  et al., 1993)  ��"���#�
���������������������*��+��"-$��	���"�������#������$��&'�#% 10 6 
��+�	 Agira (1992 �,'��" #���+	� #'4�4$U.+�, 2551)    

 1.1 �	��	������6���������������	 !" 

��-��-2�	�
���U�3�'������������������30/	�"&%���!������k����1.,��%'�0�'��
��'+%��
	�/  

1.1.1  �	��	���
	7�8�9:��	��	��	�������������������	 !";���<�����=" 

����,'������������������3�'-$��	���"����-����#������	A�������������' 
��,'3�'����� �0�'��-2�	���
������������������������,#"!�������'��%#���)-��
-2�	���, 2 
���U� � �  

1)  � �
�������������������������� � ��+�����*	� ' �����  ( capsular 
exopolysaccharide) �
�	������������������������������&
�%'�	%	�	 ��"�������+�����l 
*	�'�����3�'-$��	���"� Agira (1992 �,'��" #���+	� #'4�4$U.+�, 2551)    

2)  ��
������������������������������1		/2!��� (broth exopolysaccharide)   
�
�	������������������������)����,��"���#�
   ���������
�	�� ���!	�"# �&
�%'��%�	%	�	   
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�0�'��*��+��
�����������������������.	����'��%#��*��21!,�!����/"'�. /����#�!	 �
�����30/	 (#��#��"� �-��d-���+���&�, 2530; Gassem et al., 1997) 

1.1.2  �	��	���
	7?��!;���7���7�" (monomer) �����B����"�����   ���)-2�	���, 
4  
���U�  � � (Sutherland, 1995) 

1)  ���������������������������	���"��
�	�'��
�����   ����	���"�������)��
1	���'��,'3�'��������������������,��% �����++ ���&�#� ������	+ �����������	+ �0�'��
�!�%	�/-���*�+%�
��-$��"�#� (overall charge) 3�'�������������  	��-����)���������
�	�'.	�� �.%	  ����	 !� ������&+���   �
�	�'��
�����U"1	���'��,'3�'��������������
���������,-���������"�'�"��	A$�  

2)  ���������������������������	���"������+�
�	�'��
����� ����	���"�
�����+�����-�����������,"��� teichoic  ����"&%1	�&
 phosphorelated exopolysaccharide �0�'-���
��,1	�%#	*	�'�����3�'��������"�����#�    

3)  �e��������������� (homopolysaccharide) �
�	��������������������������	
�����!� �	�#���������3�'	/2+����"'.	�����"#+%���	�
�	�""#�,#"��	A����������� �0�'��"�%#	
1!d%���-��
�		/2+���&���!� �	/2+���$��+�  ���)-2�	���,�
�	 4 ��$%�"%�"l ��'+%��
	�/ 

�.  ��$%� α-β- glucan  �.%	  ��&��	 (glucan) U"1	�����$�-�
������,#"
	/2+���&���+%���	�
�	�""#   ��"�+%��.	��-�����	A����-���+�+%'��	  �21!,���)��%'
��&��	��,�
�	!�".	��  �.%	  bacterial cellulose (β-D glucan) pullulan (αqD glucan) ��� 
scleroglucan (1,3-β-D  glucan) 

3.  ��$%� β - D-glucan �.%	 curdian (1, 3-β-glucan) 
�.  ��$%� fructans �.%	  ���#	 (levan)  �
�	�����������������������	/2+���$�

�+��
�		�#���������-����	�,#"��	A� β-2-6 glycosidic  *��+��" Streptococcus salivarius (Cerning, 
1990)  

'.  ��$%�� �	 l �.%	  polygalactan 
4)  �e������������������� (heteropolysaccharide) �
�	���������������������

���)����,��"���#�
   ���'��,'U"1	
������,#"	�#���������3�'	/2+����#% 1 .	�����
+%���	�
�	�"�,#"��	A�����������  �e�������������������������%#	1!d%-���	�#���������3�'
	/2+���&�����������+��
�	�'��
����� �+%��������� ����	�  ��$��+� !� ���	�	�  �
�	
�'��
�����  	��-�	�/�-���'��
������ �	 l �.%	 sn-glycerolq3qphosphate, N-acetyl aminosugar  
!� �!�&% acetyl �
�	�'��
������#��"&%�,#" (��������  �+��+�	��, 2547) �����'��
�����U"1	
�����$�����+�+%'��	  -��21!,����+�3�'��
���������������������#��+�+%'��	 
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1.1.3  �	��	���
	7���< DDE	6	=F������	�;����������������	 !" (!	0�' �+�"�2�$', 
2532) ���)-2�	���,�
�	 3 
���U� � �  

1)  �����������������������
��-$�� (anionic exopolysaccharide) �
�	���������
������������'��,'
������,#"�����$�3�'���"&��	�� �����	���"� !� � !�&%����+�� +�#�"%'�.%	      
�-���	 (gellan)  �
�	���������������������*��+��" Sphigomonas paucimobilis U"1	�����$�

������,#"	�#���������3�'��&���+%���������&����	�����	/2+�����	�+��2��� !� ���	
��	 (xanthan) �����	�#���������3�'	/2+���	�	�+%���������&����	�� (Nampoothiri et al., 
2003; Winter,1978)  

2)  �����������������������
��-$�
�	��' (neutral exopolysaccharide) �
�	����
�����������������"'	�#���������3�'	/2+��
�	�'��
����� �.%	 ���������������������*��+��" 
Streptococcus thermophilus SY   U"1	�����$�
������,#"	�#���������3�'	/2+���&���+%����
�����+������	�	�  1	��+��%#	 2:4.5:1 +��2��� (Ricciardi et al., 2002) 

3)  �����������������������
��-$�#� (cationic exopolysaccharide) �
�	���������
�����������,	,�" ��"�%#	1!d%*��+��"�. /�� 

1.2 ������	G��
�	�������������������	 !" 

��
������������������������
�	*�*��+-����'��.�#�+3	�����  �.%	  ��������"  
�  "��+�!� �� .�'�"��	A$�  U"1	�����$�-�
������,#"�,#"	�#���������3�'	/2+�����/2l 
��!#%' 3-7 !	%#"+%���	�,#"��	A����������� (glycosidic bond) 1	
W--$��	����	2���������
����������1.,��	�"%'���%!�"��/'1	#'���$+�!������� ��'�2�' �!��� ���$3U� !� �
��,�+%1	#'�����"���+� �+%�"%'����+���������������������������,�����"�����-�*&,����U�
�%#	1!d%-��
�	*�*��+�����,-�-$��	���"�1	��$%���������"������+�� �0�'�
�	��������"������)��
��,��"���#�
1	�!�!��� -	��,�����"�����#%�
�	-$��	���"�������#�
���U�"�����%�
�	��	+�"
+%�*&,����U� (Generally Recognize As Safe, GRAS) �2!���3�/	+�	�������#	����'����!�
��
�����������������������3�'��������"������+����'���'1	 Figure 1 �0�'��*��+�����
�������������-������+,	�� ���������������"������+������	2�����$�3�'����+� (	/2+�
�����$��&%���'��,'
������,#"��&���+%���������+��,#"��	A�����������) �3,�&%�������"*%	
.%�'�
�+�	������#�-2 ���+%�.	��3�'	/2 +���� �#��" ��!$,������   �,#"���2'	3�'  
phosphoenolpyruvate (PEP)-sugar phosphotransferase system (PTS)  ��,����������+��!�&%�����+
1!,�������+� (lactose-6-P) �%�	-�������� ��	����3,�&%���+����0� �� �������$�3�' lactose-6-P 



 5 

�3,�&%U"1	�����  lactose-6-P -�)&���"��	A��������������-����	��!#%'�����$�3�'��&������
�����+�  ��,�
�	�����$�3�'��&������ galactose-6-P  ��"�� phospho-β- galactosidase  �
�	
+�#��%'
y�����" �2!��������$�3�'��&��������,-��3,�&%����#	�������������������#	��
��'����!�������������������  �%#	�����$�3�' galactose-6-P -�)&��
���"	�
�	 tagatose-6-P ��� 
tagatose-1,6-diP ��"����	���� galactose-6-phosphate kinase ��� tagatose-6-phosphate isomerase 
�
�	+�#��%'
y�����"+��2���  �%�	�3,�&%����#	������������   1	3������'�����$�3�'	/2+�
����+�������� ��	����3,�&%�������"����#	�����%*%	�" ��!$,�������0�'����	���� β-galactoside 
permease �
�	+�#	2�3,�&%����� (
�����z�  �'����'�2, 2546) �� �������$�3�'����+���� ��	����3,�&%
U"1	�����   �2���+%��-���������#	����"��	A�����������3�'	/2+�����+���,�
�	
�����$�3�'��&�����������+���"����	����β-galactosidase �
�	+�#��%'
y�����" ���1	
3�����"#��	-������+��!�&%�����+1!,��������$�3�'��&�����"�� glucokinase �
�	+�#��%'
y�����"
��,�
�	 glucose-6-phosphate �0�'-��3,�&%����#	�������������������#	����'����!������
�������������+%��
  �2!��������$�3�'	/2+������+�-�)&��+��!�&%�����+��"����	���� 
galactokinase �
�	+�#��%'
y�����"��,�
�	  galactose-1-phophate  ����3,�&%����#	����'����!����
����������������.%	��	 

1.3   �	G��
��������������	 !"�	��������=�!���
�� 

 1	��*��+������������������3�'-$��	���"�-2�
�	+,�'�4�"����#	��!���
U"1+,�U��#��,������!�����2!�������#	���+���+�����*��+������������������  �0�' 
Linton ������ (1991 �,'��" 4$U4��
| �����+	�, 2543) �"'	#%�����������������������,-�-$��
	���"�-����#�!��!�"���#%�����������������������,-����'�����.�#�+.	��� �	l ��/'	�/�	 ��'-�                
-$��	���"��+%��.	�����#����)1	��*��+��������������������,�+�+%'��	)0'��,-�1.,
#�+)$���.	�����"#��	  	��-�	�/"�'��#%-$��	���"�1	��$����"#��	�+%+%'�"��	A$�  -�����*��+�����
�����������������+�+%'��	  �0�'��*��+������������������3�'��������"������+��-�30/	�"&%
����'��
�����3�'�!����/"'�. /���,��%  �!�%'�����	  �!�%'�	�+��-	 ����U#��#��,��1	
��������/"'��,��% �$�!U&�� ����. 
����������-	  �����"��#����1.,1	��!��� (Cerning, 1990) 
�#���/'�"��	A$�3�'-$��	���"� Linton ������ (1991 �,'��" 4$U4��
| �����+	�, 2543) 

 



 6 

 
Figure 1. Generalized diagram of the conversion of lactose and galactose to EPS and glycolysis in 

lactic acid bacteria.  
���� : Welman ��� Maddox (2003) 
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1.3.1  �H�I��	"��� 

��������"������+��1.,�!�%'�����	����
�		/2+��2!�������'����!����''	�� ��
1.,1	����#	���+���+�����*��+������������������    �0�'��"���#�
��������"������+���+%
���"��	A$�-����#����)1	��1.,	/2+��+%��.	���+�+%'��	 ��/'	�/�	 ��'-�����	�������
����"#3,�'�������#	���
���"	�
�'�����$�3�'	/2+���%�!� �	��	 ��'��� Cerning ������ (1994)  
40����*��+������������������3�' Lactobacillus  casei  CG11  �� ��1.,	/2+�.	��+%'l 

������,#"   	/2+���&���  �����+�  ����+�  ����+�  �&���� ������������ 
����  2-
20 ����+%���+�  �
�	�!�%'�����	  ��#%��1.,��&���
���� 20 ����+%���+� �21!, L. casei  CG11  
���)*��+�������������������&'�$� 160 ���������+%���+�  �� ��#�����!��'��
������'����
3�'�����������������������,��#%�� ��1.,	/2+���&����
�	�!�%'�����	  L. casie  CG11  -�*��+
�������������������������&����
�	�'��
��������#%�,�"�� 86  �+%!�1.,	/2+�����+��
�	
�!�%'�����	��#%�����������������������,����&����
�	�'��
��������"'�,�"�� 63  �%#	���
�!� ��
�		/2+������+�   �0�'�����,�'���*�������'3�' Grobben ������ (1997) ���40��
��*��+������������������3�' Lactobacillus  delbrueckii  subsp. bulgaricus NCFB 2772 ��#%
��1.,	/2+���&����
�	�!�%'�����	 �21!,�. /����)*��+��������������������,�&')0' 95  
���������+%���+�   �+%�� ��1.,	/2+���$��+��
�	�!�%'�����	��#%�. /����)*��+���������
�����������,���"' 24 ���������+%���+�  1	3�����  Tallon ������ (2003) ��#%�����/"' 
Lactobacillus plantarrum EP56 1	�!����������+��
�	�!�%'�����	 �21!,�. /������+���+���
��*��+��������������������,������$�   �+%!��2��������/"'1	�!������	/2+���$��+��
�	
�!�%'�����	  ��#%�. /�*��+��������������������,	,�"����$�  	��-�	�/"�'����40����1.,!'
	��
�	�!�%'�����	�2!�����*��+������������������3�' Lactobacillus  delbrueckii  subsp. 
bulgaricus   U"1+,�&
�����*��+���+%��	 ��'��" Shene ��� Brovo (2007)  �0�'��#%�. /����)
*��+��
�������������������������,�&'�$� 860 ���������+%���+�  �� ��1!,��+����!�3�'
�����+����%���  0.36  ��+�+%�.��#��' ���-�������'3�' Gassem ������ (1997) ���������/"' 
Lactobacillus  delbruekii  ssp. bulgaricus RR   1	�!������!'	��
�	�!�%'�����	 U"1+,�U#�
���������.3�'�!������+,	 6.2 ����$�!U&��  32  �'4������"� �
�	�#�  72  .��#��'  ��#%�����/"'�. /�
U"1+,�U#���'��%#��*��21!,�!����/"'�. /����#�!	 ������30/	 ��/'	�/�
�	*��	 ��'-��. /�����*��+
���������������������3������U"	�������   �0�'�� ��#�����!�
����������������������
��#%��
����  0.8  ����+%���+� 
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1.3.2  �H�I� ��
��� 

�!�%'�	�+��-	����������2��d+%����+���+�������'����!���	�����������"#3,�'
�����*��+������������������3�'-$��	���"�  -�*���40��3�' Kimmel ������ (1998) 
��#%��1., bacto-casitone 
���� 30 ����+%���+� ��*��21!, L. delbrueckii subsp. bulgaricus RR   
�����+���+���*��+�����������������������30/	�
�	 354 ���������+%���+� ��"����+���*��+
-2�����%��� 101.4  ���������+%����������  Macedo ������ (2002) 40����1.,!'	��
�	�!�%'
�	�+��-	1	��*��+������������������3�' Lactobacillu rhamnosus RW-9595M  �+%��#%!'
	���%�!���2!���1.,�
�	�!�%'�	�+��-	1	��*��+������������������  ��/'	�/�	 ��'-���

�����'��
�����3�'�!�%'�	�+��-		,�"���	�
   �+%-���� Vaningelgem ������ (2004)  
40����1., whey protein hydrolysis (lactalbumin hydrolysate)  �
�	�!�%'�	�+��-	�2!�����
�+���+�����*��+������������������3�' Streptococcus thermophilus ST 111  ��#%���+��  
whey protein hydrolysis 
�����,�"�� 1.6  �21!,�. /������+���+���*��+������������������
�����30/	�
�	 5.5×108 cfu/ml ��� 330 ���������+%���+� +��2���  �0�'�&'�#%.$�������'�����%�+�� 
whey protein hydrolysis �����
�����. /�������������������������"' 2.5×108 cfu/ml ��� 70 
���������+%���+� +��2��� �%#	 Amatayakul  ������ (2006)  40��*�3�'����%#	��!#%'
�
�+�	����	+%��#"�+%����+���+�����*��+������������������3�'��������"������+�� 2 �"
��	A$�� � �"��	A$��������������*��+�������������������
�	������� �� (ropy culture)  ����"
��	A$��������������*��+�
�	�������������� (capsular culture) �0�'��#%
�����
�+�	����	���
�����30/	��*��21!,��������"��/' 2 �"��	A$������+���+�����30/	  ��".$�������'�����
�����
�+�	    
����	+%��#"�1	��+��%#	 4:1 �%'*�1!,��������"������+����/' 2  �"��	A$������+���+�&'�$� �����
1.,�
�+�	����	+%��#"�1	��+��%#	 3:1  �21!,�. /���������"������+����/'��'�"��	A$�1!,��*��+
��������������������*��+�&'�$�   �+%�"%'����+� Cerning (1990) �����"'	#%"��+������
�	
�!�%'�	�+��-	����!���2!�����*��+������������������3�'��������"������+��  ��/'	�/
�	 ��'-�"��+�������#�+��	�����%A+$���-2�
�	  �0�'�2!	,����
�	����	����1!,�����	�����'.	��
U"1	����� -0'��*�.%#"�%'��������+���+�����*��+������������������3�'��������"���          
���+�� (Cappuccino and Sherman, 2008; ��1-  4����U�, 2547) ���-���� Ricciardi ������ (2002)  
40��
����"��+�������� �!�����2!������+���+�����*��+������������������3�' 
Streptococcus thermophilus SY  ��#%��1.,"��+����� 4  ����+%���+� �21!,�. /������+���+���*��+
�������������������&'�$� 152 ���������+%���+�  �+%�� �������
����"��+������
�	 8 ����+%���+� 
��#%�. /�-������+���+�����30/	�+%��
������*��+���������������������'��"��
���� 35 
���������+%���+� �.%	���"#�����40��3�' Kimmel ������ (1998) �����#%��1., bacto-casitone 
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���#% 30 ����+%���+� �
�	�!�%'�	�+��-	  �21!, L. delbrueckii subsp. bulgaricus RR  ����
�+���+�����30/	�+%��*��+���������������������'  ��/'	�/�	 ��'
�����!�%'�	�+��-	��������30/	  
�21!,��������"������+�������+���+�����30/	  -0'1.,�!�%'�����	1	����'����!��

�������
��	 (peptidoglycan) ������������� (teichoic acid) �0�'�
�	�'��
�����3�'*	�'��������#%��
��'����!�������������������  (Gassem et al., 1997)   

1.3.3 ����?;���	H	���J=��?�J�                  

����.3�'����) ��
�	
W--�"�'���������*�+%����+���+�����*��+���������
���������  �0�'��������"������+���+%���"��	A$�-���.%#'����.����!�����2!������+���+���
��*��+�������������������+�+%'��	 �+%��"���#�
��,#.%#'����.����!����-��"&%1	.%#'����.

���� 5.5-6.5 (Salminen and Wright, 1998) ��/'	�/�	 ��'-�����#	���
���"		/2+��
�	
��
�����������������������-���
�����A�U��&'�$��� ���!����/"'�. /�������.
���� 5.8 
1	3�����	/2+�-�)&��
���"	�
�	�#��������,���� ���!����/"'�. /�������.
���� 6.0 (De Vuyst et 
al., 1998; Van den Berg et al, 1995) ���-����  Kimmel ������ (1998)  40��*�3�'����.+%���
�+���+�����*��+������������������3�' Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus RR  
��#%�����/"'�. /�1	�!����������. 5.0 �21!,�. /����)*��+��������������������,�&'�$� 354
���������+%���+� Gamar-Nourani ������ (1998) ��#%�����/"' Lactobacillus rhamnosus C83 1	
�!����������. 6.2 �21!,�. /�*��+�������������������&'�$� 131 ���������+%���+� ��"����
�	
*�*��++%�!	%#"�������,��%��� 116 ���������+%����������  �0�'�����,�'��� Ricciardi ������ 
(2002)  �����#%�����/"' Streptococcus thermophilus SY   1	�!����������. 6.4 �21!,�. /�*��+�����
���������������,�&'�$� 152  ���������+%���+� 1	3����������/"'�. /�1	�!����������. 5.6 ��#%�. /�
*��+��
�������������������������,�&'�$����"' 40 ���������+%���+�  Mozzi ������ (1996)  
��#%�����/"'  Lactobacillus  casei  CRL 87  1	�!����������. 6.0  �21!,�. /����)*��+�����       
���������������,�&'�$� 488  �������������+%���+� U"1	��"��#� 72 .��#��'  	��-�	�/"�'��
�"'	#%��������/"'��������"������+��U"1+,������������#��$�����.+�������#	��!���   
-��21!,��������"������+������*��+�����������������������30/	   ��'��� Gassem ������ (1997) 
40����*��+������������������3�' Lactobacillus  delbrueckii  ssp. bulgaricus RR  �� �����/"'1	
�!������!'	��
�	�!�%'�����	   ��#%�����/"'�. /�U"1+,�U#���������#��$�����.3�'����
��� 6.2  +�������#	��!���  �21!,�!����/"'�. /����#�!	 ����#%�����/"'1	�U#������%����
�#��$�����.    ��/'	�/�-�
�	*��	 ��'�-�
����������+����������30/	�21!,�����$�3�'���������
���������)&�"%�"�
�	�"��/	�'  �0�'��*��21!,�#�!	 �3�'�!����' (Van den Berg et al., 
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1995) !� ��-�
�	*��	 ��'-��. /�)&�"��"�/'���+���+�,#"�����+�� (Cheirsilp, 2003;  Velaso et al., 
2006) 

1.3.4  �<:H6L7� 
�$�!U&��������+%����+���+������2'	3�'��	�����������"#3,�'�������#	��

��'����!�������������������   Cerning ������ (1992)   ��%##%��������"������+���+%���"
��	A$�-���.%#'�$�!U&������!�����2!������+���+���*��+�������������������+�+%'��	 ��'���
Gassem ������ (1997)   40��*�3�'�$�!U&��+%����+���+�����*��+������������������3�' 
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ������/"'1	�!��&+� lactoseqenriched sweet whey   
permeate ��#%�. /����)�+���+���*��+��������������������,������$��� �����/"'����$�!U&�� 32  
�'4������"�  ��������/"'�. /�U"1+,�U#�������$�!U&���&'�#% 32  �'4������"�  ��#%��*��21!,
��+���*��+������������������3�'�. /����' �.%	���"#��� Ricciardi ������ (2002)  �����#%
��������/"' Streptococcus thermophilus SY  ����$�!U&�� 36 �'4������"�   �21!,�. /�*��+�������
������������&'�$� 152 ���������+%���+�  �����*��+������������������3�'�. /�-����'�� �����/"'
����$�!U&���&'30/	 �0�'�����,�'��� Vaningelgem ������ (2004)  �����#% S. thermophilus ST 111  ��
���+���+�����*��+��������������������,���� �����/"'U"1+,�U#�������$�!U&�� 32-42 �'4
������"� ��"-������+���+������)*��+��������������������,������$��� �����/"'����$�!U&�� 37 
�'4������"�  �����*��+��
�����������������������-����'�� �����/"'����$�!U&�� 49  �'4
������"�  1	3�����  Tallon ��� ��� (2003)  ��#% L. plantarum EP56  ���)*��+���������
�����������,�&'�$� 135.8 ���������+%���+�   �� �����/"'����$�!U&�� 18  �'4������"�  ��������/"'���
�$�!U&���&'30/	�
�	 25 ��� 30  �'4������"�  ��*��2�. /�*��+��������������������,	,�"�#%��
���/"'����$�!U&�� 18  �'4������"� �,�"�� 16 ��� 24  +��2���  1	3����� Aslim ������ (2005) 
40��*�3�'�$�!U&��+%����+���+�����*��+������������������3�' Lactobacillus delbrueckii 
subsp. bulgaricus B3, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus G12 ��� Streptococcus  

thermophilus  ��#%��������"������+����/' 3 �"��	A$�  ���)*��+��������������������,�&'�$�
263, 238 ��� 127  ���������+%���+� +��2����� �����/"'����$�!U&�� 45 �'4������"�   

1.3.5  �	=�8�N<"�������=�!���
�� 
-$��	���"��+%��.	�����#����)1	��*��+��
�������������������������,

�+�+%'��	)0'��,1.,#�+)$���.	�����"#��	   	��-�	�/-$��	���"���$����"#��	�+%+%'�"��	A$�-�*��+
��
��������������������������+%'��	  ��'��� Faber ������ (2001)  40�����������'��,'
3�'��
��������������������������*��+��"  Streptococcus  thermophilus  S3  �� ��1.,	���%�'
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��	�	"�
�	#�+)$�����#%���������'��,'3�'��
����������������������������,
������,#"
	/2+������+� (β-D-gal)  �������	� (α-L-rha) 1	��+��%#	  2:1  ��'���'1	 Figure 2 

 
 

Figure 2.   Structure of exopolysaccharide from S. themophilus S3.  
���� : Faber ������ (2001) 

Harding ������(2005) 40�����'��,'�����������������������,-� 
Lactobacillus debrueckii  subsp. bulgaricus NCFB 2074  �� ��1.,	���%�'��	�	"�
�	#�+)$�����#%
��
�����������������������
������,#"	/2+���&��� (α-D-Glc) ��������+� (α,β-D-

Gal) 1	����%#	 3:4   ��'���'1	 Figure 3 

 
Figure 3.  Structure of exopolysaccharide from L. delbrueckii. subsp.  bulgaricus NCFB  2074. 
����:        Harding ������ (2005)    

Sanchez-Medina ������ (2007)  40�����������'��,'3�'��
������������
��������������*��+��" Lactobacillus  delbrueckii  ssp. bulgaricus  LBB.B26  �� ��1.,	���%�'��	�	"
�
�	#�+)$���  ��#%���������'��,'��
����������������������������,���'��
�����3�'
	/2+���&���  (α-D-Glc) ��������+�  (α,β-D-Gal)  1	��+��%#	 2:3  ��'���'1	 Figure 4 

 
Figure 4. Structure of exopolysaccharide from L. delbrueckii  ssp.  bulgaricus LBB. B26. 
���� : Sanchez-Medina ������ (2007) 
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1.3.6  �	FH��	�	P 

��1!,��4��*�+%����+���+�����*��+������������������3�'��������"���
���+��  ��"��#%��������"������+�����)*��+��������������������,��U"1+,�U#������
�#��3,	3,	3�'������-	+�2  �0�'-���40����*��+������������������3�' Streptococcus   

themophilus  ��#%�. /����)*��+��������������������,�����30/	�� ��������
����������-	
���' (De Vuyst et al., 1998)   �.%	���"#���  Gamar-Nourani ������ (1998)  ���40����*��+�����
�������������3�' Lactobacillus rhamnosus C83 U"1+,���������������-	
�����,�"�� 0, 10, 
20, 40, ��� 60   ��#%�����/"'�. /�U"1+,���������������-	
�����,�"�� 10   �21!,�. /����)
*��+��������������������,�&'�$� 131 ���������+%�����   �+%�� ��
����������-	������
�	�,�"�� 
40 ��#%�. /�����*��+���������������������'�,�"�� 39  �� ���
��"����"�����U#������������-	
�,�"�� 10  

1.4  �	��=<�
"F?��	�������������������	 !"  


W--$��	����	2��
��������������������������*��+��"��������"������+���
1.,��	�"%'���%!�"1	�,	�$+�!�����!� ��"1.,�
�	��������	 /����*��!� �1.,�
�	������	
�3��	1	�$+�!������*��+�"�����+  !� �1.,�
�	��
�$'�+%'1	�!��0�'���#�
���U�"�����
)&��#%��1.,������ (Cerning, et al., 1994; Duenas et al., 2003)   	��-�	�/1	�'�����"���#%
�������������������'.	��������+��
�	��"��"�/'���+���+3�'�. /�-$��	���"��%�����'�"��	A$�
�����/'���)1.,�
�	+�#"�����	 /�'��!� ���������������+����1	�� ��1!,���*&,
�#"����
�	
�����!#	��,�.%	��	 (Shiomi et al., 1982; Maeda et al., 2004; Rodrigues et al., 2005)    

2.    ���D�8� (Kefiran) 

�������	�
�	��
��������������������������
������,#"	�#���������3�'
	/2+���&�����������+�1	��+��%#	 1:1 (Kooiman, 1968) *��+-���������"������+�� L. 

kefiranofaciens   ������)����"���,-��,�	�. /�����������	�0�'�
�	!�#�. /����1.,�2!���!���	��
��/"#
3�'.#� /	�� �'1	
����4������"   ��"���#��. ����	#%�
�	"�"$#�`	�  �2!�����*��+�������	
3�' L. kefiranofaciens  ��#%�� 2 ������� �  �������	���)&�3�����	������� (broth kefiran) �����
�����	���"�'�'���+���"&%���*	�'�����1	�&
3�'��
�&� (capsular kefiran) ��"���#�
�#������$�
3�'�������	-��"&%1	.%#' 1,000-4,000 ������+�	 ��"�#������$�3�'�������	1	�%#	 capsular  
kefiran -�	,�"�#%1	�%#	3�' broth kefiran (Yokoi et al., 1990)   �2!���������3�'�������	���
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���)������,-�	/2!���-����������
�	�� ���!	�"# ���!� �'	#�  ������#�" �!"$%	�&'  
�'��
�����U"1	�����$�3�'�������	����������'���'1	 Figure 5 

 
Figure 5.    Structure of kefiran. 
���� : Kooiman (1968) 

2.1  H8��?�J����D�"��� (Kefir grains) 
����������	�
�	�,�	�. /�*����!#%'"��+������������"������+���������VW'+�#�"&%1	

���� ���!	�"#������"�#%�������	   ���������
�	�,�	+�
$��+�
����,"�����!��2��3#  3	�+�/'�+% 
5-20  �������+� (Arihara et al., 1990)   3������,�	�. /��"&%1		/2	��. /�-$��	���"�-�������#	����%'
������� �������-2	#	�"%'+%��	 ��'��,�����������,'��������������� (�������	) �#��&%��	�
    
��'	�/	����������	-0'�
�	��� �	�,�	�. /�*�����+�0'+�#��'�"&%�	�,�	���� ��   �21!,���)1.,�
�	
!�#�. /�1	��*��+��,�"%'+%��	 ��'��%��/	�$�   -���40���������'�"U�3�'�,�	����������	  
��#%-$��	���"�U"1	�,�	����������	
������,#""��+������������"������+��  �2!����"��	A$�
3�'"��+�U"1	�,�	����������	�����"'	�#,�+�+%'��	��" La Riviere ��� Kooiman (1967) 
�"'	#%"��+�������,�"��90 �
�	 Saccharomyces  delbrueckii   �0�'��%���)1.,	/2+�����+�
�2!�������#	�����������0�U"1	�������,  1	3����� Iwasawa ������ (1982)   �"'	#% 
Saccharomyces  exiguous  �
�	"��+��������1	�,�	�. /�����������	   	��-�	�/���)�� Candida 
(Torula) kefir ��� Candida pseudotropicalis 1	����������	�����,-��!�%'� �	l   �2!�����������"
���     ���+��������%#	1!d%� � Lactobacillus spp. �����  Leuconostoc spp. ��� Streptococcus 

spp.  �"&%
�����,�"�� 1 ��� 0.1 +��2���  ��"1	.%#'����������40���"��	A$�3�'��������"
������+��1	�,�	�. /��� ��������	��#%�%#	1!d%������
�	��$%��e����������� ��	����� 
(heterofermentative) ��,��% Lactobacillus brevis -0'��3,����	�z	#%��������"�"��	A$���'��%#��
����1	����,'���� �� (La Riviere and Kooiman, 1967)  �+%+%�����"'	������������"
.	��1!�%�����. ��#% Lactobacillus kefiranofaciens  �0�'�
�	�"��	A$����������,'�������	�"%'��,-��' 
(Toba  et  al., 1986; Fujisawa et al., 1988) �2!������"&%�%#���	��!#%'"��+������������"                    
������+��U"1	�,�	�. /�����������	   ��#%�
�	���"&%�%#���	1	���������0�'��4�"��	 
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(symbiosis) (Margulis, 1995) �	 ��'-�"��+�������%#	1!d%�
�	�"��	A$������%���)1.,	/2+�                
����+�1		/2	��2!�������#	�����������0���,  -0'-2�
�	+,�'�4�"���!��'�"%'���
��'����!���"��������"������+���2!������+���+ 1	3�������������"������+�������#�-2�
�	
���+,�'1.,���%'��������+���+�����,-������"��+����+"��,# -���40���,#"��,�'-$����4	�
������+��	��#%��������"������+������"&%U"1	�,�	�. /�*�����&
�%'�������
�	��%'��/	 (short 
rod) �����%'��,'"# (curved rod) �� ����'��+���������
���"	�
�'3�'��,�. /�*�� ��#%�%�	���
��,�. /�-����������
�	+�
$��+�
����,"�����!��2-����. /�-$��	���"��4�"�"&%�#���	�	�*%	
��
�����������e���+��/'�,	������������
�	*�#���"����*�#3�$3�� �,	���"�-�
������,#"
��������"������&
�%'�
�	��%'��/	l �%#	�,	3�$3��
������,#""��+������������"������&
�%'�
�	��%'
��,'"#���VW'+�#�"&%1	���� ��    ��'	�/	-0'��3,����	�z	#%��������".	����'��%#�
�	+�#��,'�������	 
(Marshall et al., 1984)   �0�'+%����#%��������"��'��%#� � L. kefiranofaciens  ����
�	��������"�����
��*��+�������	 (Toba  et  al., 1986; Fujisawa et al., 1988)  	��-�	�/"�'��*&,�	1-40������"�"��+�
�����������"������+��-��,�	�. /�����������	�
�	-2	#	�� ��"��#%"��+������������"�����
�+������
�	�'��
�����U"1	�,�	�. /�����������	
������,#"�"��	A$�+%'l ��' Table 1 ��� 2  
+��2���    

�2!�������+��Z�����	%�	1-3�'�,�	�. /�����������	���)-2�	���,��'+%��
	�/
(Arihara et al., 1990) 

1) �����1	�,�	�. /����)�����3	����-2	#	��,�"%'+%��	 ��'��"�. /�-$��	���"�
��/'!��"�'�'+�0'�"&%1	�,�	�� ��������������������� 

2) ��"
�+��,�	�. /����)������!�����,�
�	�#�		 ),�"&%1	�U#�������/"'
�.%	���� 

3) )0'��,#%�U#����1.,1	��!���-�����,
����. /��+%-���%����
	�
���	1	
����#	��!���   �,#"�!+$*����"�'��%����	%.���+%��#%�--��	 ��'-�������. /�+�0'+�#1	��
�� ��	�/	�%'*�1!,�����������
f�'��	������)�2�	�	����3�'+�#��'+%��
��,�� 

4) ���"&%�%#���	3�'�����"��+������������"������+��1	�,�	�. /� �21!,����
����#	��!���������)*��+��������$��%�'�U.	���������A���'�U��.#��" 
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Table 1.  Yeasts found in kefir grains. 

Strains  Reference 
Kluyveromyces marxianus 

Saccharomyces sp. 

Saccharomyces cerevisiae 

Saccharomyces unisporus 

Saccharomyces exiguus 

Saccharomyces turicensis 

Saccharomyces delbrueckii 

Saccharomyces dairensis 

Torulaspora delbrueckii 

Brettanomyces anomalus 

Issatchenkia occidentalis 

Candida  friedrichii 

Candida pseudotropicalis 

Candid  tenuis 

Candida inconspicua 

Candida maris 

Candida lambica 

Candida tannotelerans 

Candida valida 

Candida kefyr 

Candida holmii 

Pichia  fermentans 

 

Koreleva (1991); Lin et al. (1999); Ottogalli et al. (1973) 
Garrote et al.(2001) 
Koreleva (1991); Rosi (1978); Dousset and Caillet (1993) 
Pintado et al. (1996); Wyder and Puhan (1997); Engel et al. (1986) 
Iwasawa et al. (1982) 
Wyder and Puhan (1997) 
Rosi (1978) 
Rohm et al. (1992) 
Koreleva (1991); Wyder and Puhan (1997); Angulo et al. (1993) 
Wyder and Puhan (1997); 
Engel et al. (1986) 
Rohm et al. (1992) 
Ottogalli et al. (1973) 
Ottogalli et al. (1973) 
Simova et al. (2002) 
Simova et al.(2002) 
Engel et al. (1986) 
Dousset and Caillet (1993) 
Dousset and Caillet (1993) 
Koreleva (1991); Engel et al. (1986); Rohm et al. (1992) 
Engel et al. (1986); Angulo et al. (1993) 
Lin et al. (1999); Angulo et al. (1993); Rohm et al. (1992) 

����: ����
�'-� Farnworth (2005) 

 

 
 

 



 16 

Table 2.    Bacteria found in kefir grains. 

Strains  Reference 
Lactobacilli 
Lactobacillus kefir 

Lactobacillus kefiranofaciens 

Lactobacillus kefirgranum 

Lactobacillus parakefir 

Lactobacillus brevis 

Lactobacillus plantarum 

Lactobacillus helveticus 

Lactobacillus acidophilus 

Lactobacillus delbrueckii 

Lactobacillus rhamnosus 

Lactobacillus casei 

Lactobacilli paracasei 

Lactobacillus fructivorans 

Lactobacillus hilgardii 

Lactobacillus fermentum 

Lactobacillus viridescens 

Lactococci 

Lactococcus lactis subsp. 
lactis 

Lactococcus lactis subsp. 
cremoris 

Streptococci 

Streptococcus thermophilus 

Enterococci 

Enterococcus durans 

Leuconostocs 

Leuconostoc sp. 
Leuconostoc mesenteroides 

 
Koreleva (1991); Pintado et al. (1996); Simova et al. (2002) 
Fujisawa et al.(1998); Takisawa et al. (1994); Santos et al. (2003) 
Takisawa et al. (1994) 
Takisawa et al.(1994); Garrote et al. (2001) 
Ottogalli et al. (1973); Simova et al. (2002); Santos et al. (2003) 
Garrote et al. (2001); Santos et al. (2003) 
Koreleva (1991); Lin et et al. (1999); Simova et al. (2002) 
Ottogalli et al. (1973); Santos et al. (2003); Angulo et al. (1993) 
Koreleva (1991); Simova et al. (2002) Santos et al. (2003) 
Koreleva (1991); Angulo et al. (1993) 
Simova et al. (2002) 
Santos et al. (2003) 
Yoshida and Toyoshima (1994) 
Yoshida and Toyoshima (1994) 
Angulo et al. (1993) 
Angulo et al. (1993) 
 
Koreleva (1991); Pintado et al. (1996); Dousset and Caillet (1993) 
Ottogalli et al. (1973); Simova et al. (2002); Garrote et al. (2001) 
Koreleva (1991);  Yuksekdag et al. (2004); Dousset and Caillet 
(1993) 
 
Yuksekdag et al. (2004); Simova et al. (2002) 
 
Rosi (1978); Yuksekdag et al. (2004) 
 
Angulo et al. (1993) 
Koreleva (1991); Lin et al. (1999); Ottogalli et al. (1973) 
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Table 2. (cont.)     

strains Reference 
Acetic acid bacteria 
Acetobacter sp. 
Acetobacter pasteurianus 

Acetobacter aceti 

Other bacteria 

Bacillus sp. 
Bacillus subtilis 

Micrococcus sp. 
Escherichia coli 

 
Garrote et al. (2001) 
Ottogalli et al. (1973) 
Koreleva (1991); Rosi (1978) 
 
Angulo et al. (1993) 
Ottogalli et al. (1973) 
Angulo et al. (1993) 
Angulo et al. (1993) 

����: ����
�'-� Farnworth (2005) 

2.2  �7�8
�;�����D�8� 
��
��������������������*��+��"-$��	���"�!� �� ..�/	�&'�'.	��  ���)

	2�1.,
���".	�1	�'�����"���,  �0�'�������	���
�	���������������.	�����������+��
�	��
+%�+,	�����' (antitumor) ���)1.,*��+"��������	 /�'����,  �����/'"�'������+��
�	�����.%#"�2�$'
�%'�" (Shiomi et al., 1982) Rodrigues ������ (2005)    40������+�1	��.%#"��	�*�-���
+���. /� Staphylococous  aureus 1	!	& Wistar �����A��+,	�. /�-$��	���"��%�����'�"��	A$�3�'��
����-������������������	  ��#%+�#�"%'!	&�����,����-��������
�����,�"�� 70 ���)����
�����������������. ���+��3�'�*���,U"1	 7 #�	   ��"��#%��1.,�-��������1!,*�1	����	
�*����#%��1.,�� neomycin-clostebol emulsion ������#��3,�3,	 5 ���������+%��������+� �%#	
��40����A��+,	-$��	���"��%����3�'������-������������������	 ��#%��������/'��'���)
"��"�/'���+���+3�'-$��	���"��%���� 8  �"��	A$� ��,��%  Staphylococous aureus, Streptococcus 

salivarius, Streptococcu pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Salmonella 

typhimurium, Listeria monocytogenes ��� Escherichia coli ��, 	��-�	�/ Santos ������ (2003) 
��,40����A��+,	-$��	���"�3�'��������"������+���"��	A$� Lactobacillus  spp. -2	#	 58                   
�"��	A$�  ������)����"���,-�	�!���������� ��"�2��40����� Caco-2 cells �0�'����������,"
�2��,�	$�"�������#��	+%���������� �	/2��   -���40����#%��������"������+����/' 58 �"
��	A$�  ���)"��"�/'���+���+3�' Salmonella typhimurium 1	 Caco-2  cells ��,  ��" L. acidophilus 
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CYC 10051 ��� L. kefiranofaciens  CYC 10058  ����A��+,	���+���+3�' S. typhimurium ��,������$�  
	��-�	�/"�'��#% L.  kefiranofaciens CYC 10058  ���)*��+��
������������	�0�'������+��
�	
��+,	�����'��,  �%#	 Maeda ������ (2004)   40������+�3�'�������	+%�����������3��	 

����	/2+�  �������,�'*&�1	!	&  ��"�2��*���������	���*��+��" L. kefiranofaciens 1	
�!��&+� rice hydrolyzate �� ���
�	�!��2!���!	& -���40����#%������������+����   
�#���	��!�+ ���
����	/2+�1	�� ��3�'!	&���'�� ��!	&��,����!����*���������	   ���
��#%������#��$	��'3�'�����!#	��������'*&�3�'!	&�����'�.%	��	   �2!���1	
�$+�!������*��+�!������� ��'� ����#%����	2�������	�1.,�
�	��������#�!#	1	
�$+�!������*��+��� ��'� ������"�����+  �0�'1	�'�����"���#%�������	���)+���	�'+%�
���� immune  response system 3�'�%'�"  .%#"1!,�����#��&,�0�*%�	��"1	�	��������������"� 
(Kobayama et al., 1997; Cheirsilp et al., 2003)  �2!���
���".	��'�,	�$3U�����"%'3�'
*��+U��k�	�!��������������������	� ��#����)1	���������U&����,   �����.%#"�2���
���*��
�+�����"#�������3�'�������!�����2��,����   ���-����2�#-*&,����U��������U�
*��+U��k�	�!����������!� ��"�����+������%#	*��3�'�������	�
�	
��-2��#%*��+U��k���'��%#��
��+���	�'+%��%'�"*&,����U���'+%��
	�/ (Saloff-cose, 2005;  Farnworth, 2005) 

1)  .%#"������#����)1	��"%�"*��+U��k�	�  1	*&,
�#"�'�"���3���	������+,
�����+�����   �21!,������,�'���"�� �����
���		�   �	 ��'-��%'�"��%���)"%�"��"
	/2+�����+�1		���,   �����
���		�!����������-�.%#"�����
����-$��	���"������.�#�+���
��	������+,�����+�����1	�����'���	�!�    �21!,*&,
�#"���)���
���		���, 

2)  ��������,�'�%#'   �'�����	��"��� (World Health Organization: WHO)   
�	�	21!,*&,
����'��������,�'�%#'1	������"1!,�������
���	�"�����+!� �	�!�����		���
.��#��#   �� ����������,�'�%#'   �#���/'"�'�
�	��.%#"
f�'��	��3����!�1	����3���������
����,�'�%#'��,����,#" 

3)  ��+���	�'+%�����U&���$,���	3�'�%'�"   �����������+��
�	�� prebiotic 1	
*��+U��k�	�!����������-��2!	,����
�	+�#���+$,	����U&���$,���	3�'�%'�"1!,�����-2	#	3�' B-
lymphocytes   �������-��������'����!�  natural  killer  cells  �����������U&����,-���4 

4)  ����+�����"'+%������������'   ���"��3#�.����#��"1	V���'�4�����40��
��#%������U��!�1	
W--$��	����������"'+%����
�	��������'�&'30/	  �+%�2!���*&,�������U�	�
!�����������
�	
��-2 -�.%#"�������������3�'������  �����/'.%#"1!,��������*��
�+�1	�2��,
���V��  -0'�
�	��.%#"��U#�������"'+%���������������'1	�����'���	�!� 
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5)  �#��$������������+����1	�� ��   �	 ��'-������1!,�#�!#	1	*��+U��k���
������������������+����+�2 (hypochlolesterollemic properties) -0'��%�%�1!,����������3�'�����
������+����1	�� ����/'"�'���).%#"
f�'��	!����� ��!�#1-�$�+�	��,����,#" 

2.3  �	G��
���D�8� 
1	
W--$��	!�"
����4�2��'1!,�#��	1-�����*��+�� �����	�"%'-��'-�'                  

�	 ��'-��������	�
�	�������
���".	����)	2�
1.,1	�$+�!�����!���,�"%'�#,'3#'  
�#���/'���)	2�

��"$�+�1.,1	�'�����"���,  ��*��+�������	�����+,	-���� Toba ������ 
(1986) ����"� Lactobacillus kefiranofaciens ��,-��,�	�. /�����������	 ����� ��	2 L. 

kefiranofaciens  �
���/"'1	�!�������#��3#�
�	�'��
�����  ��#% L. kefiranofaciens ���)
*��+�������	��, 80 ���������+%���+� +%�� Yokoi ������ (1990) ����"���������"������+�������
��*��+������������������1	������������+����������  -��,�	�. /�����������	-2	#	 5 �"
��	A$�  
������,#" KPB-167A, KPB-167B, KPB-167C, KPB-167D ��� KPB-167E  ����� ��	2�

���/"'1	�!������!'	��
�	�'��
�������#%��������"������+����/' 5 �"��	A$�   ���)*��+
�����������������������	/2+���&�����������+��
�	�'��
�����  1	��+��%#	 1:1  
���� 
300-400 ���������  ��"����
��
�%�"����'��%#����&%	/2!����,�"�� 60-80  3�'
������*��+
��/'!��  +%��1	
� 1992 Yokoi ��� Watanabe  �2��40�����/"' Lactobacillus sp. KPB-167B 1	
�!��&+� Man-Rogosa Sharpe Lactose (MRSL) �����	/2+�����+��
�	�'��
����� ��#% 
Lactobacillus sp. KPB-167B  ���)*��+�������	��,
�����&'�#% L. kefiranofaciens  �����"40��
�  ���1	
�  1998 Mitsue ������ 40������
�'�������'��	A$�3�' Lactobacillus 

kefiranofaciens KF-75 ��"1.,��'���+�,�#����+�� �������
�����A�U���*��+�������	�. /�1!,��
�#��!�����2!�����*��+1	������$+�!����  ����� ��	2�. /����)&�.��	21!,��������"��	A$�
�������/"'�,#"���������)*��+�������	��,
���� 2.5 ����+%���+�  U"1	��"��#� 7 #�	   
+%�-�	�/	 Mitsue ������ (1999)  �2��40���������
�����A�U���*��+�������	3�' L. 

kefiranofaciens KF-75 ��"�����/"'�%#���� Torulaspora delbrueckii  IFO 1626 �0�'�
�	"��+�������)
����"���,-��,�	�. /�����������	  �����#%�����/"'�. /�*���21!, L. kefiranofaciens KF-75 *��+��
�����	�&'30/	�
�	 3.74 ����+%���+�  �� ���
��"����"������*��+���1., L. kefiranofaciens KF-75   ���"'
�"%'���"# (1.88  ����+%���+�)   

Cheirsilp ������ (2001) 40���U#�����!����+%����+���+�����*��+�������	
3�' L. kefiranofaciens JCM 6985  �� ����,'���-2��'�'���+4�+���2!�����*��+�������	��"
�. /���������"�"��	A$���'��%#   �0�'-������"	������-2��'��#%�U#�����!����1	��*��+��
�����	� ������/"'�. /�1	�!��&+� MRSL ���������.�����+,	  5.0   �0�'�
�	.%#'����.����!���2!���
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���+���+3�' L. kefiranofaciens JCM 6985 1	.%#'���  -�	�/	-0'�%�"
�������.3�'	/2!����
�	 
4.5 �� ��1!,�!�����2!�����*��+�������	3�' L. kefiranofaciens JCM 6985 1	.%#'!��'  �21!, L.  

kefiranofaciens ���)*��+�������	�����30/	�,�"�� 20 �� ���
��"����"���������/"' L. kefiranofaciens 
JCM 6985  1	�������������.�'��� 5.0  +%�� Cheirsilp ������ (2003)  40���
��"����"���+���
*��+�������	3�' L. kefiranofaciens JCM 6985 ��!#%'�����/"'�. /�����"#��������/"'�. /�*���%#���� 

Saccharomyces  cerevisiae  �0�'�
�	"��+��������"���,-��,�	�. /�����������	  ��#%�����/"'�. /�*��
�21!,��+���*��+�������	3�' L. kefiranofaciens JCM 6985 �����30/	�
�	 36  ���������+%���+�+%�
.��#��'  1	3����������/"'�. /�����"# L. kefiranofaciens JCM 6985  ����+���*��+�������	���"' 24  
���������+%���+�+%�.��#��'  �����#%��+���*��+�������	�����30/	�
�	 44   ���������+%���+�+%�
.��#��'   �� �����/"'�. /�*��U"1+,�����������1!,��4   	��-�	�/ Tada ������ (2007) ��,40��
��`	�������
�����A�U�1	��*��+�������	3�' L. kefiranofaciens JCM 6985 ��"�����/"'
�%#���� Saccharomyces cerevisiae IFO 0216  U"1+,�����������!�������0�'�� ��������+��
���!�1!�%��%����1	������ Feedback ��� Feedforward 1	.%#' 92-102 .��#��' �� ���#��$�
���$����+���+3�'"��+������������"������+��  �21!,
����������+��U"1	�����'���  *�
������'��#%�����/"'�. /�*��U"1+,������'��%#�21!, L. kefiranofaciens JCM 6985  ���)
*��+�������	��, 6.3 ����+%���+�  �0�'��
�����&'�#%�����/"'�. /�*��U"1+,��!�����������*��+��
�����	��,���"' 4.5  ����+%���+� 

2.4  �Y��8=���7�G�
I��	G��
���D�8��	��������=�!���
�� 

2.4.1  ���"�����;���	H	���J=��?�J� 

�.  �!�%'�����	 
Yokoi ��� Watanabe (1992) 40��.	�����
����3�'�!�%'�����	����!����

�2!������+���+�����*��+�������	3�' Lactobacillus sp. KPB-67bB  ��#%	/2+�����+����
�#��3,�3,	�����+,	�,�"��10 ���#��!�����2!������+���+�����*��+�������	3�' 
Lactobacillus sp. KPB-67bB  �0�'�����,�'��� Micheli ������ (1999)  �����#% Lactobacillus LM 
17  ����*��+�������	
���� 2 ����+%���+�  �� ��1.,	/2+�����+��
�	�!�%'�����	 Cheirsilp ���
��� (2001) 40��*�3�'�#��3,�3,	3�'	/2+�����+������+,	+%���+����-��d-2��������1.,
��+�/'+,	3�' L. kefiranofaciens  JCM 6985  ��#%���������#��3,�3,	3�'	/2+�����+������+,	
���#% 20 ����+%���+�  ��*��21!,��+����-��d-2���3�' L. kefiranofaciens JCM 6985 ���'  
1	3�������+���1.,��+�/'+,	3�' L. kefiranofaciens JCM 6985 -����'�� ��1.,�#��3,�3,	3�'
	/2+�����+������+,	���#% 60 ����+%���+� Taniguchi ������ (2001)  ��#% L. kefiranofaciens  
JCM 6985 ���)*��+�������	��,�&'�$� 1040 ���������+%���+�  �� ��1.,	/2+�����+�
���� 75 



 21 

����+%���+� �
�	�!�%'�����	 	��-���1.,	/2����+��
�	�!�%'�����	��,#"�'��'	#�-�"���1.,
�
f'��&�
�	�!�%'�����	�2!���*��+�������	3�' L. kefiranofaciens JCM 6985 ��" Yeesang ���
��� (2008) �0�'��#% L. kefiranofaciens JCM 6985 ���)*��+�������	��,�&'�$� 0.85 ����+%���+� 
�� ��1.,�
f'��&�����+,	�,�"�� 4  �
�	�!�%'�����	  

3. �!�%'�	�+��-	   
Yokoi ��� Watanabe (1992) 40��
�����!�%'�	�+��-	����!�����2!�����

�+���+�����*��+�������	3�' Lactobacillus  sp. KPB-167B   ��#%�!�%'�	�+��-	���
������,#"  
���
�+	  �	 /�����  "��+�����  ����+�������	�"����+�+ �,�"��  2, 2, 1 ��� 0.4  +��2���   ��*�
�21!,�. /����)*��+�������	��,�&'�$� 1.69  ����+%���+� 1	3����� Taniguchi ������ (2001) 
40��*�3�'"��+�����+%����+���+�����*��+�������	3�' L. kefiranofaciens JCM 6985  ��#%
���+��"��+����� 5 ����+%���+�   ��*�.%#"�%'��������+���+�����*��+�������	 �21!,�. /�*��+�����
��	��,
���������30/	�
�	 460  ���������+%���+�  	��-�	�/ Cheirsilp ������ (2003) 40����`	
��������
�����A�U���*��+�������	3�' L. kefiranofaciens  ��"�����/"' L. kefiranofaciens JCM 
6985 �%#���� Saccharomyces  cerevisiae IFO 0216    U"1+,�����������!�������0�'�� (fed batch)   
��������+�����!�1!�%�0�'
������,#"	/2+�����+� 300 �����%#����"��+����� 100 ���� �3,�&%
������� 46  ��� 60 .��#��'  ��#%��*��21!, L. kefiranofaciens JCM 6985  *��+�������	�����30/	�
�	 
5.41 ����+%���+�  �0�'��
�����&'�#%��*��+U"1+,��!������������. /�*��+�������	��,���"' 2.64  
����+%���+�      

2.4.2  �6	���	��	����J=� 

 �.  ����. 
Yokoi ������ (1991) 40���U#�����!�����2!������+���+�����*��+�����

��	3�' Lactobacillus sp. KPB-167B   ��#%�����/"'�. /�1	�!��&+� MRSL ���������.3�'�!�
�����+,	 5.5 �
�	�U#�����!�����2!������+���+�����*��+�������	  �.%	���"#��� Cheirsilp ���
��� (2001) �����#%�����/"' L. kefiranofaciens JCM 6985   1	�!��&+� Man-Rogosa Sharpe 
Lactose (MRSL) ���������.�"&%1	.%#' 5.5  �
�	.%#'����!���2!������+���+�����*��+�������	  �0�'
�����,�'��� Taniguchi ������ (2001)   �����#%�����/"' L. kefiranofaciens JCM 6985    1	�!�
�&+� MRSL ����.�����+,	 5.5 �21!,�. /�*��+�������	��,�&'�$� 460  ��� 650  ���������+%���+� U"1+,
���������%�����#��$�����.��������#��$�����.+��2���   �.%	���"#��� -�++� "����' (2550) ���
��#% L. kefiranofaciens JCM 6985  ���)*��+�������	��,�&'�$� 0.51 ��� 0.85 ���������+%�
�������+� �� ��������/"'1	�!�������
f'��&�
�	�!�%'�����	U"1+,���������%�����#��$�����.
��������#��$�����.+��2���    
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3.  �$�!U&�� 
 Yokoi ��� Watanabe (1992) 40��*�3�'�$�!U&��+%����+���+�����*��+�������	

3�' Lactobacillus sp. KPB-167B  ��#%�����/"'�. /�1	�!��&+��!� MRSL U"1+,���������
���#��$�����.  ����$�!U&�� 30  �'4������"�  �21!, Lactobacillus  sp. KPB-167B  ���)�+���+
���*��+�������	��,�&'�,�"�� 87 �.%	���"#��� Taniguchi ������ (2001) �����#%�����/"' L. 

kefiranofaciens JCM 6985 1	�!��&+� MRSL  U"1+,������������#��$�����. ����$�!U&�� 30  
�'4������"� �21!, L. kefiranofaciens JCM 6985 ����*��+�������	��,�&'�$�  650  ���������+%���+�  
1	3�����  Yeesang ������ (2008) 40��*�3�'�$�!U&��+%������+���+�����*��+�������	3�' 
L. kefiranofaciens JCM 6985  �� ��1.,�
f'��&
�����,�"�� 2 �
�	#�+)$���  ��#%�. /����)�+���+
���*��+�������	��,�&'�$�  0.65  ����+%���+� �� ��������/"'����$�!U&�� 30  �'4������"��.%	��	                                                   

�.  ��1!,��4 
Cheirsilp  ������ (2003) 40��*�3�'��1!,��4�����+����#	+%����+���+

�����*��+�������	3�' L. kefiranofaciens JCM 6985 ��#%���%	��������	������������
����	�+��-	�3,�&%����)�'!����� �������U#���,��41!,��%����  ��%���%#	.%#"�%'�������
*��+�������	3�'�. /���������"������+������� ��������/"'�. /�U"1	�����������1!,��4  ��#%
�. /������+���+�����30/	�+%��*��+�������	���'    �%#	��40��*�3�'��+����#	U"1+,�U#�
��,��4+%����+���+�����*��+�������	3�' L. kefiranofaciens JCM 6985  ��#%��+����#	���
�����30/	��*��21!,���+���+3�'�. /������30/	�+%��*��+�������	���'   �0�'�
�	�
1	�2	�'���"#���
��40����1!,��4 

'.  ���+�����	�� 
Cheirsilp ������ (2003) 40��*�3�'���+�����	��1	����#	��*��+�������	

3�' L. kefiranofaciens JCM 6985   ��/'	�/�	 ��'-� L. kefiranofaciens JCM 6985  �
�	�. /���������"���
�4�"�%#����"��+�U"1	�,�	�. /�����������	  -0'��3,����	�z	#%���	�����*��+��""��+�  �-���%#	
.%#"���+$,	���+���+�����*��+�������	3�'  L. kefiranofaciens JCM 6985 �+%-���40����#%
���+�����	��
�����,�"�� 2 ��"	/2!	��+%�
���+�   ��*��21!,���+���+�����*��+�����
��	3�' L. kefiranofaciens JCM 6985  ���' 

-.  ��!�������0�'�� 
 ��!�������0�'�� (fed-batch)  �
�	��!�����������+�����!��'�"%'������'1	

�!����1.,!���-$��	���"��
�	��"�  �� ��1!,-$��	���"��+���+���1.,���!���,�"%'�+�����  ��"��%��
��)%"�!����  ��!������	�/�%#	1!d%1.,�� ����,
Wd!����"#���3,�-2���1	�� ��'�#��3,�3,	
3�'���!������+,	  �0�'),1.,�����	�
�-��*�"��"�/'���+���+3�'-$��	���"�  !� ��-�21!,��
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Wd!1	��1!,������-	1	
����������"'��   ��'	�/	-0'����	2������!�������0�'���1.,1	
�$+�!����!�"
���U�  �.%	  ��*��+�����"��+�   ��*��+��	����  !� �"
y�.�#	��'.	��  �0�'
��*��+1	�����0�'�����)�#��$�
���������+������!� �1!,���#��3,�3,	+�2�� l .%#"�� 
repressive effect 3�'�!�%'�����	���-$��	���"�1.,��,�"%'�#����#������)���#��
�	���3�'
�%#	
������'.	��3�'�!����/"'�. /� 1	��40����*��+�������	3�' Cheirsilp ������ 
(2003)   ����
��"����"�
�����A�U���*��+�������	3�'  L. kefiranofaciens JCM 6985 �� �����/"'
�%#����  S. cerevisiae IFO0216  U"1+,��!������������0�'��  ��#%��!�������0�'���������
�+�����!�1!�%1	.��#��'��� 46  ��*��21!, L. kefiranofaciens JCM 6985  ���)*��+�������	��,

���� 4.14  ����+%���+� �0�'�&'�#%��!�����������*��+�������	��,���"' 2.64 ����+%���+�  1	3��
��� Tada  ������ (2007)  ��#%��*��+�������	��"�. /�*����!#%' L. kefiranofaciens JCM 6985 
���  S. cerevisiae IFO 0216 U"1+,��!�������0�'����������+�����!���� Feedback/ 
Feedforward  1	.��#��'��� 92-102  �� ���������$����+���+��!#%'��������"������+�����"��+�    
�21!,���)�#��$�
����������+��+�������#	��!���1!,��
������%���	 6 ����+%���+�   
�%'*�1!, L. kefiranofaciens JCM 6985 ���)�-��d���*��+�������	��,
���� 6.3 ����+%���+� ��" 
L. kefiranofaciens JCM 6985 ���)1.,	/2+�����+���,�&'�$�)0' 190 ����  ����
�	*�*��++%�
!	%#"�����+����%��� 0.033 ����+%����������+�� �0�'�&'�#%��*��+�������	��"�. /�*��U"1+,
��!�����������*��+�������	��,���"'  4.5 ����+%���+� �0�'����
�	*�*��++%�!	%#"�����+����%���   
0.027 ����+%����������+�� 

3.   �8�!<�P9�H����	��<
�	H�7�7 

3.1  ������	G��
��=�;�� 


����4��"�
�	
����4���+������������*��+��	�,�'�����+����-2!	%"�&%
�,�'+���
�	-2	#	��  -�����#	���
��&
��	�,�����#���$�4��!� �������)	2�1.,�
�	
#�+)$����2!�����*��+��	�,�'
���U���"�. /�-$��	���"���,    ��'�.%	1	����#	��*��+�	"�3�'�0�'
��3�/	+�	���#�A�����' Figure 6 -�����#	��*��+��#%	��� 10  �����������)*��+�	"�3�'
��, 1  �������� �%#	����!� � 9  �������� �
�	3�'�!�#1����+,�'���"��/'���-������0�'���"�#%!'
	� (Akasu  and  Eren, 2005)  !'	���"���#�
���'��
������%#	1!d%�
�	��
�������	���"�1	
��$%�	/2+�����+�  �0�'���)1.,�
�	#�+)$���!� ��
�	�!�%'�����	�2!����. /�-$��	���"��'�"
��	A$�  �� ��1.,1	��*��+��	�,�'
���U�    !'	����)��%'��,�
�	  2 
���U� � � !'	��
��/"# 
(acid whey)  ��� !'	�!#	 (sweet  whey) (Panesar  et al., 2007)     
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-   !'	��
��/"# (acid whey)   �
�	!'	�����"���,-�����#	��*��+�	"�3�' ��"
��1.,���������	���"�1	��+�+���	�"��
�+�	    

-   !'	�!#	 (sweet whey) �
�	!'	�����"���,-�����#	��*��+�	"�3�' ��"
��1.,��	������	�	�1	��+�+���	�
�+�	   
 -���40��
��������'��
������'����3�'!'	��+%��
���U� ��#%!'	�
!#	��
����	/2+�����+��&'�#%!'	��
��/"#����	,�"   1	3������%#	
������ �	l ��
����
1��,���"'��	  �0�'���'��' Table 3 

Table 3. Typical composition of sweet whey and acid whey. 

Amount (g/l) 
Element 

sweet  whey acid whey 
Total solid 63 - 70 63 - 70 
Lactose 46 - 52 44 - 46 
Protein 6 - 10 6 q 8 
Phosphate 1 - 3 1.2 - 1.6 
Lactate 2 2 q 4.5 
Chloride 1.1 6.4 
Calcium 0.4 - 0.6 1.1 

        ����: Jelen (2003 �,'��" Panesar  et al., 2007)      

3.2  �	F?����=?�"�	�H	��7  

��*��+�	"�3�'-���!'	��
�	#���$�4��!� �-�����#	��*��+�
�	-2	#	��  
!���%������#	��-��������� �-�%�1!,������!���!��3�'3�'���"�0�'-��%'*������+%�
���'�#��,������-�
�	��!+$3�'����������'�"%'�����%�0'
���'��  �	 ��'-�!'	���
�'��
�����!�������2��d� �	/2+�����+�   -0'��*&,�	1-��	2!'	��1.,�
�	�!�%'�����	
�2!���-$��	���"��� ����+,	�$	1	����#	��*��+��	�,  ��'�.%	 Aksu ��� Eren (2005) 40����
��*��+������	�"��3�' Rhodotorula mucilaginosa   �� ����1.,��	/2+����!'	��
�	�!�%'
�����	   �0�'��#% R. mucilaginosa   ���)*��+������	�"����,�&'�$� 89 ���������+%���+��� ��1.,
��	/2+�
���� 20   ����+%���+�  ������)*��+������	�"����,�&'�$� 35 ���������������
	�"��+%����������	/2!	��������!,'�� ��1.,!'	� 13.2 ����+%���+� �
�	#�+)$��� 1	3����� Rodrigues 
������ (2006) ��#%��1.,!'	������	/2+��
�	�!�%'�����	 �21!, Lactococcus lactis 53 
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��� Streptococcus  thermophilus A  *��+������'+0'*�#��, 1.2-1.5 ��% 3�'*�*��++%�	/2!	�������
�!,'  �����#%��1.,!'	������	/2+��
�	#�+)$������)��+,	�$	��*��+��,)0'�,�"��          
60-80  	��-�	�/ Koutinas ������ (2007)  ��#%!'	����)1.,�
�	#�+)$����2!�����*��+��
�	����""��+��'�"��	A$��������"�-��,�	�. /�����������	  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6.   Process of making cheese. 
����: �	"�3�'�.�� (2004) 

	2	�������-������,#"�#��,�	 72-75 �'4������"�  
 �
�	�#�  15 	�� 

�+��-$��	���"�  �����	������	�	�   
�� ��+�+���	�
�+�	 �
�	��"��#� 45 	�� 

+�������+    �
�	�#�  15-20 	�� 

 


����$�!U&��1!,��, 37.5 - 38.5 �'4������"� 
����#,�
�	��"��#�  40 	�� 

#'��/'�#, 3-4 .��#��' �� ��1!,��,
�������+����+,�'�� 

��	=H	��7 

+���
�	.�/	����l 

��$���� � 
 

*��1!,�3,��	���-$1�%����� 
 

���1	����� #'��/'�#, 1 � 	 
 

+�������+�����
������$�l 10 	�� 

��	=H	��7 
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����� 2 

��N��	���8= 

��N�!�	�����	 

1.  ��N��	����	�H" 

1.1  �	�8!�I	����? 

�%����.3�'�����"#����"��� ��'#������. 

1.2  �	�
�=7H8��?�J����7
�� 

�.  ��������" 
)%" L.  kefiranofaciens  JCM 6985  
���+� 1 �������+� -�!�#�. /��������1	                    

���������  ����$�!U&�� -20 �'4������"� �'1	�!��&+� MRS (Hi-media) ���������. 5.5 
���+� 9 
�������+�  	2�
�%�����$�!U&�� 30±2 �'4������"�   �
�	�#�  48  .��#��'    

3.  "��+�   
)%"!�#�. /�"��+��+%���"��	A$��������1	��������� ����$�!U&�� -20 �'4������"� 


���+� 1 �������+� �'1	�!��&+� YP ���������. 5.5   
���+� 9 �������+� 	2�
�%�����$�!U&�� 
30±2 �'4������"�   �3"%�,#"�#����# 200 ���+%�	�� �
�	�#� 24 .��#��'   

1.3  �	�8!�	���Z;���<�����=" 
 -  ��������" L. kefiranofaciens JCM 6985   
�- �-'+�#�"%'�!����/"'�. /�-�3,� 1.2  �.  10 ��% �,#"�����"�����"��������

�,�"�� 0.85  	2�
#���%���&��� 	��'���.%#'�#�"#�� �	 660 	�	��+� (OD660) !� �+�#-#��
-2	#	�,#"#�A� drop plate (����
�'-� A	$�� �!�%�-��d�$3, 2546) ��"��3����%'� /	����	*�#!	,
�!� MRS-agar �
�	���%#	���!"�+�#�"%'�. /���������"����- �-'+��#��3,�3,	����!����

���+� 10 �������+�  �'�	*�#!	,�!� ��"�+%���%#	!"������"+�#�"%'-2	#	 5 -$� ��
-	�����"�0��'1	�!� 	2�
�%�����$�!U&�� 30±2 �'4������"�  U"1	�)�&��#�. /	�������
-$����"	�3�� ���2-����4U"1	�)  �
�	�#� 72 .��#��' +�#-	��-2	#	����	�����-��d�	*�#!	,
�!�  �2	#�����"'	*�
�����. /���/'!��1	�&
 cfu/ml  
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-  "��+� 
�- �-'+�#�"%'�!����/"'�. /�-�3,� 1.2 3. 10 ��% �,#"�����"�����"��������

�,�"�� 0.85    	2�
#���%���&��� 	��'���.%#'�#�"#�� �	 660 	�	��+� (OD660)  !� �+�#-#��
-2	#	�,#"#�A� spread plate ��"!"������"+�#�"%'3�'"��+�����- �-'+��#��3,�3,	����!����

���+� 0.1 �������+�  �	*�#!	,�!� YP-agar �2�� spread  plate -	*�#!	,�!��!,'  	2�

�%�����$�!U&�� 30±2 �'4������"� �
�	�#� 48 .��#��' +�#-	��-2	#	����	�����-��d�	*�#!	,
�!�  �2	#�����"'	*�
�����. /���/'!��1	�&
 cfu/ml  ��"�2������'�
�	-2	#	 3 �/2 

1.4   �	����	�H"��7	:���D�8� (Cheirsilp et al., 2001)  

�����������	����"'	�"&%1	�&
3�'*��#���!#%'�������	1	�%#	1�3�'�!�

���/"'�. /� (broth kefiran) ����������	�������������� (capsular kefiran) 3�'��������"������+��   
�.  ��#��
�����������	1	�%#	1�3�'�!����/"'�. /� (broth kefiran) 
	2�%#	1������,-���
W�	�!#��"'�"������
���+� 1 �������+�  +�+���	�������	�,#"

���	���#��3,�3,	�,�"�� 95 (-20  �'4������"�) 1	��+��%#	 1:1 #'��/'�#, 30 	��   	2�

W�	
�!#��"'�,#"�#����# 10,000 ���+%�	��  ����$�!U&�� 4 �'4������"�  �
�	�#� 10  	��  �"��%#	1�
���-�+���	 ���"+���	�����,�,#"	/2����	
���+� 1 �������+�  	2�����"��'��%#�

W�	
�!#��"'����#����#�����%����		 10  	��  �"��%#	1����-�+���	  +�+���	�%#	1��/2������/'
�,#"���	��������#��3,�3,	�����+��%#	��%���� #'��/'�#,�
�	�#� 30 	��  	2�
W�	�!#��"'�,#"
�#����#�����%����		 10 	��  �"�+���	���-��%#	1�   ���"+���	�����,�,#"	/2����	

���+� 1 �������+�  �- �-'��+�#�"%'1!,���#��3,�3,	�"&%1	.%#'����!������ ��#�����!�
����
	/2+���/'!���,#"#�A���	���	��"�&������"+�#�"%'
���+� 0.1 �������+� 1�%�'1	!���
����'3	����� �+�������"�����"��	���	1	�������&����3,�3,	 (conc.H2SO4)  
���+�  
1.0  �������+�  	2�
+,�1		/2�� ��		 10  	�� �21!,�"�	��	��#���%���&��� 	��'1	.%#'�#�"#
�� �	 620 	�	��+�  ����2	#�
�����������	��"�
��"����"��%���#����,�������+�z	3�'
	/2+�����+�����#�+%'l ��'���'1	U�*	#� 3. 1     

3.  ��#��
�����������	�������������� (capsular kefiran) 
���"+���	���������"���,-��%#	����,#"	/2����	
���+� 1 �������+�  	2�
+,�1	

	/2�� ��		  30  	��    
W�	�!#��"'��*�������,�,#"�#����#��� 10,000 ���+%�	�� ����$�!U&�� 4  
�'4������"� �
�	�#� 10 	�� �"������"�������	���-�+���	�����  �0�'��+�+���	���
#�����!�
�����������	1	�%#	3�' capsular kefiran ��"�2+�#�A������"#�����+�+���	���
#�����!�
�����������	1	�%#	1� (broth kefiran) 1	3,� �. 
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1.5  �	����	�H"��7	:�J�	
	��!���"�!=��N� Nelson-Somogyi (A	$�� �!�%�-��d�$3, 2546) 

W�	�!#��"'�����"+�#�"%'
���+� 1 �������+� �,#"�#����#��� 10,000 ���+%�	��  

����$�!U&�� 4  �'4������"�  �
�	�#� 10 	��  	2�%#	1������,�#�����!�!
����	/2+�����#��  
��"�- �-'��+�#�"%'1!,���#��3,�3,	3�'	/2+��"&%1	.%#'����!���� �&���+�#�"%'
���+� 0.5 
�������+� 1�%1	!�������'3	���'�+�������"��
�
���
���+� 0.5 �������+� �3"%1!,�3,��	
	2�
+,�1		/2�� ��		 10 	�� �21!,�"�	��	���+�������"�	���	
���+� 0.5 �������+� *��1!,
�3,��	#'��/'�#,����$�!U&��!,�'�
�	�#� 15 	�� �� ������2!	�-0'�+��	/2����	
���+� 5  �������+� 
*��1!,�3,��	���#���%���&��� 	��'���.%#'�#�"#�� �	 520 	�	��+� (OD520) ����2	#�

����	/2+�����#����"�
��"����"��������+�z	3�'	/2+�����+�����#��3,�3,	+%'l ��'
���'1	U�*	#� 3. 2 

1.6  �	����	�H"��7	:�!���
���!=������ High Performance Liquid Chromatography 

(HPLC)  (����
�'+�#�A� Olano-Martin et al., 2000)  

W�	�!#��"'�����"+�#�"%'
���+� 1 �������+�   �,#"�#����#��� 10,000 ���+%�

	�� ����$�!U&�� 4  �'4������"�  �
�	�#� 10 	��  �"��%#	1����-�+���	  ���'�����"
+�#�"%'*%	��������'�	��	3	� 0.2 �������+��/2������/' ���Z��+�#�"%'
���+� 20  
�������+��3,�&%�����	� (BIO-RAD Aminex HPX-87 H Ion Exclusion column 3	� 300 mm x 7.8 
mm) U"1+,�U#�������������&����#��3,�3,	 0.005 ����� �
�	+�#�2���"��� ��	��� (mobile 
phase)  ��"����+����!� 0.6 �������+�+%�	��  �2	#�
����������+��  ��"�
��"����"����
� /	���1+,���3�'���+�z	3�'������+������#��3,�3,	+%'l ��'���'1	U�*	#� 3. 3 

1.7  �	����	�H"��7	:��
��  (����
�'+�#�A�  Lowry et al., 1951) 
�&������"+�#�"%'����- �-'1!,�"&%1	.%#'�#��3,�3,	����!����
���+� 0.1 

�������+�  1�%�'1	!�������'3	����� �+�������"������	���
�
��� (alkaline copper 
reagent) (
������,#" Na2CO3 �,�"�� 2, CuSO4  �,�"�� 1, ��� NaKC4H4O6·4H2O �,�"�� 2) 1	
��+��%#	 100:1:1) 
���+� 3  �������+� #'��/'�#,����$�!U&��!,�' 10 	�� �+�������"����	  
(Folin-Ciocalteu′ phenol reagent)  ����- �-'�,#"	/2����	1	��+��%#	1:1 
���+� 0.3 �������+� *��
1!,�3,��	#'��/'�#, 30 	�� #���%���&��� 	��'���.%#'�#�"#�� �	 750 	�	��+� �2	#�
����
�
�+�	 ��"�
��"����"��������+�z	3�'�����"�+�z	 bovine serum albumin (BSA) ���
�#��3,�3,	+%'l ��'���'1	U�*	#� 3. 4 
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1.8   �	����	�H"?��!�J�	
	�!��=������ Thin-Layer Chromatography (TLC) 

                 (����
�'+�#�A� #���#��� �."4�, 2551) 
-$������"�+�z	3�'	/2+�����+� ��&��� �����+� ���+�#�"%'!'	����

*%	���+��"���,#�'�	�*%	 TLC .	�� TLC aluminium sheet siliga gel 60 F254 �
�1!,�!,' 	2�

�.%1	�.�����������+�#�2���"��� ��	���
������,#" isopropyl alcohol:ethyl acetate:H2Ο 1	
��+��%#	 3:3:1 �� ��+�#�2���"��� ��	������ ��	���)0'��"��'���+,�'���	�*%	 TLC 	2�*%	 TLC 
���-��.��
���  �
�1!,�!,'  -$%��'1	+�##�����!����
������,#" N-(1-naphthylethylene diamine) 
0.3 ����1	�,�"�� 5 �������&���1	���	�����������$�!U&�� 105 �'4������"�  		 15 	��  
�
��"����"���"��'����� ��	���3�'���+%��+�# (Rf) �0�'���)�2	#���,+�������'+%��
	�/ 

 

 

2.  ��N��	Pe�9	 

2.1  �	�8!������	=�8�N<"=��
"����H7	��7��	H8����J=�I�7�8� L. kefiranofaciens JCM   6985 F��	

G��
���D�8� 

2.1.1  ��	7�	7	iF��	F?��J�	
	��!���";��=��
"�
I���	=�8�N<" 

)%"!�#�. /�"��+������+,	����+��"�-�3,� 1.2 3. 
���+� 1 �������+�  �'1	�!��&+� 
modified MRS-skim milk reducing sugar  �����	/2+�����#��-�!'	��,�"�� 2 �
�	�!�%'�����	 
��"������.�����+,	3�'�!���%��� 5.5  
���+� 9 �������+� 	2�
�%�����$�!U&�� 30±2  �'4������"�  
�3"%�,#"�#����# 60 ���+%�	�� �
�	�#� 48 .��#��' ����+�#�"%'#�����!�
����	/2+�����#�����
�!� ��,#"#�A�  Nelson-Somogyi  �
��"����"�
������1.,	/2+�����#��3�'"��+��+%���"��	A$�   
����� ���"��	A$�"��+������%���)1.,	/2+�����#���� ���2��40������+�3�/	+%��
 

2.1.2  ��	7�	7	iF��	F?��!���
��;��=��
"�
I���	=�8�N<" 

�&�!�#�. /������+,	3�'"��+����*%	������� ��-�3,� 2.1.1 
���+� 10 �������+� )%"�'
1	�!��&+� modified MRS - lactic acid  �����������+���,�"�� 2 ��"	/2!	��+%�
���+��
�	
�'��
����� ���������.3�'�!������+,	��%��� 5.0  
���+� 90 �������+� 	2�
�%�����$�!U&�� 30±2 
�'4������"�   �3"%����#����# 200 ���+%�	�� �
�	�#� 48 .��#��'   ����+�#�"%'#�����!�
����
������+������!� ��,#"���	�� HPLC +�#�A�1	U�*	#� 3.3  �
��"����"�
������1.,������+��
3�'"��+��+%���"��	A$�   ����� ���"��	A$�"��+��������1.,������+���� ���2��40������+�3�/	+%��
 
 

Rf  =             ��"��'�������� ��	��� 
              ��"��'���+�#�2���"��� ��	��� 
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2.1.3 ��	7�	7	iF��	�I����7�	G��
���D�8�;��=��
"�
I���	=�8�N<"  

�&�!�#�. /� L. kefiranofaciens  JCM  6985  
���+� 0.5 �������+� *�����!�#�. /�"��+��+%
���"��	A$����*%������� ��-�3,� 2.2.2  
���+� 0.5 �������+� )%"�'�!��&+� modified MRS-
skim milk reducing sugar  ���������. 5.5 
���+� 9 �������+�  	2�
�%�����$�!U&�� 30±2 �'4������"�  
�
�	�#�  120  .��#��' ��"��%�����3"%   ����+�#�"%'��� 60 ��� 120 .��#��' #�����!����+���+3�'
�. /�*���,#"��#���%���&��� 	��'1	.%#'�#�"#�� �	 660 	�	��+� ���
�����������	���
*��+��" L. kefiranofaciens  JCM  6985 1	�+%��.$�������'  �
��"����"�*�������'��!#%'
�����/"'�. /�*��U"1+,�U#���,��4����U#��������1!,��4��"���3"%�,#"�#����#  60 ���
+%�	��   ��� �� ���"��	A$�"��+����������+��%'�����1!, L. kefiranofaciens  JCM 6985 ����*��+               
�������	�&'�$�  �� ���2��40��3�/	+%��
 

2.2  �	�8!������H�I� ��
�������H7	��7��	H8��	G��
���D�8��!=�?�J�G�7  

 �� ������� ���!�%'�	�+��-	����!���� �+��"��!��&+� modified MRS-skim milk 
lactose 1	!�������'3	���'  (16×150 mm)  
���+� 10 �������+� ����.3�'�!������+,	
��%��� 5.5 ��"1	�+%��.$�������'
������,#"�!�%'�	�+��-	.	�����
����+%'l ��'+%��
	�/
� � 

������'���  1 
������,#" ���
�+	�,�"��2, �	 /����� (Meat extract)                  
�,�"�� 2 ���"��+������,�"�� 1 ��"	/2!	��+%�
���+� 

������'���  2 
������,#"  "��+������,�"�� 5 ��"	/2!	��+%�
���+� 
������'���  3 
������,#"  ���
�+	�,�"�� 5 ��"	/2!	��+%�
���+� 
������'���  4  
������,#"  �	 /������,�"�� 5 ��"	/2!	��+%�
���+� 
)%" L. kefiranofaciens JCM 6985 ���"��+����*%	������� ��-�3,� 2.1 �'1	�!�

�+%��.$�������' ��"�2!	�
������������"������+�����"��+������+,	
���� 2.1×107 
cfu/ml ��� 4×106 cfu/ml +��2���   	2�
�%�����$�!U&�� 30±2  �'4������"�  U"1+,�U#������
�#��!����+�3,� 2.1.3 ����+�#�"%'��� 60 ���120  .��#��'   #�����!����+���+3�'�. /�*���,#"
��#���%���&��� 	��'1	.%#'�#�"#�� �	 660 	�	��+� ���
�����������	���*��+��" L. 

kefiranofaciens  JCM 6985 1	�+%��.$�������'  ����� ��.	��3�'�!�%'�	�+��-	����!����
�2!�����*��+�������	��"�. /�*���� ���2��40��3�/	+%��
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2.3  �	Pe�9	�6	������H7	��7��	H8��	G��
���D�8��!=�?�J�G�7 

2.3.1  ��7	:�H�I��	"�������H7	��7 

�+��"��!��&+� modified MRS-skim milk reducing sugar �����
����	/2+�����#��
-�!'	������+,	�,�"�� 2, 4, 6 ��� 8 ��"	/2!	��+%�
���+� �
�	�!�%'�����	 ��"1.,�!�%'
�	�+��-	����!����-�3,� 2.2 �,�"�� 5  
���+�100 �������+� 1	3#��&��	3	� 100 �������+�  
)%" L. kefiranofaciens  JCM  6985 ���"��+����*%	������� ��-�3,� 2.1 �'1	�!��+%��.$���
����' ��"�2!	�
������������"������+�����"��+������+,	
���� 2.1×107 cfu/ml ��� 4×106 
cfu/ml  +��2���  	2�
�%�����$�!U&�� 30±2  �'4������"�  �#	�,#"�#����# 120  ���+%�	��  �
�	
�#� 120 .��#��' ����+�#�"%'�$�l 24  .��#��'  +�#-	�����+���+3�' L. kefiranofaciens  JCM  6985   
���"��+� �,#"#�A� drop plate ��� spread  plate +��2���   #�����!�
�����������	 	/2+�����#�����
�!� � �������.	/2!���  �2	#�*�*��++%�!	%#"�����+�����1., (Yp/s) +�����  

   Yp/s =       
�����������	��/'!��          

                   
����	/2+�����#�����1.,    
���
�����A�U���*��+�������	3�' L. kefiranofaciens JCM 6985 ��"��!�#�.�	3�'��
*��+�� �����	1	.%#'.��#��'���  0-48 3�'�+%��.$�������' ����� ��.$�������'��� L. 

kefiranofaciens JCM 6985  1!,
�����A�U���*��+�������	�&'�$��� ��	2�
1.,1	��40��3�/	+%��
 
2.3.2  ��7	:�H�I� ��
������7
������H7	��7 

�+��"��!��&+� modified MRS-skim milk reducing sugar ������!�%'�	�+��-	���
�!����-�3,� 2.2  
�����,�"�� 2, 4, 5 ��� 6 ��"	/2!	��+%�
���+� ��"1.,	/2+�����#��-�
!'	�1	
��������!����+�3,� 2.3.1 �
�	�!�%'�����	  )%" L. kefiranofaciens JCM 6985 ���
"��+����*%	������� ��-�3,� 2.1 �'1	�!���'��%#���������.3�'�!������+,	 5.5 
���+� 100 
�������+� �2������'�.%	���"#���3,� 2.3.1 ����� ��.$�������'��� L. kefiranofaciens JCM 6985  
1!,
�����A�U���*��+�������	�&'�$� �� ��	2�
1.,1	��40��3�/	+%��
 

2.3.3  ����?���7
������H7	��7 
�+��"��!��&+� modified MRS-skim milk reducing sugar ���
������,#"	/2+�

����#��-�!'	�����!�%'�	�+��-	1	
��������!����-�3,� 2.3.1 ��� 2.3.2  
���+� 100 
�������+� ��"������.3�'�!������+,	��� 4.5, 5.0, 5.5 ��� 6.0  +��2��� �2������'�.%	���"#���
3,� 2.3.1 ����� ��.$�������'��� L. kefiranofaciens JCM 6985  1!,
�����A�U���*��+�������	
�&'�$� �� ��	2�
1.,1	��40��3�/	+%��
 

 
 

X 100 
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2.3.4  ��7	:�?�J�=��
"����H7	��7 

�+��"��!��&+� modified MRS-skim milk reducing sugar ���
������,#"	/2+�
����#��-�!'	�����!�%'�	�+��-	����!����-�3,� 2.3.1 ��� 2.3.2  ��"������.3�'�!�
�����+,	����!����+�3,� 2.3.3  
���+� 100  �������+�  )%" L. kefiranofaciens  JCM  6985  ���"��+�
�'1	�!���'��%# ��"�2!	�
�����. /���������"������+�������+,	��%��� 2.1×107 cfu/ml  
1	3�����"��+�
�����. /������+,	��%��� 1.6×106 cfu/ml,  4×106 cfu/ml  ��� 9.1×106 cfu/ml  
+��2��� �2������'�.%	���"#���3,� 2.3.1 �
��"����"�*�������'�+%��.$�������'   
����� ��.$�������'��� L. kefiranofaciens JCM 6985  1!,
�����A�U���*��+�������	�&'�$��� ��
	2�
1.,1	��40��3�/	+%��
 

2.4    �	G��
���D�8�F�i8�H78� 

2.4.1  �	H78������ 
 �+��"��!��&+� modified MRS-skim milk reducing sugar���
������,#"	/2+�

����#��-�!'	�����!�%'�	�+��-	1	
��������!����-�3,� 2.3.1 ��� 2.3.2  
���+� 1 ��+�  
�'1	)�'!���3	� 2  ��+�  ��"������.3�'�!������+,	����!����+�3,� 2.3.3  )%" L. 

kefiranofaciens  JCM  6985  ���"��+��'1	)�'!��� ��"�2!	�
����"��+�����!����-�3,� 2.3.4   
����+�#�"%'�$�l 12  .��#��'  #�����!����+���+3�' L. kefiranofaciens JCM 6985 ���"��+� 
����
�������	 
����	/2+�����#������!� �  ����.	/2!���  �
��"����"�*�������'1	�+%��.$�������'  
�0�'
������,#" 

������'.$����  1 �#	�,#"�#����# 100 ���+%�	�� 
������'.$����  2 �#��$�
����������-	���"	/2�,�"�� 5 3�'������-	���"

	/2����+�#����$�!U&�� 30 �'4������"� (��"�2!	���+����#	
�&'�$���%���	 500 ���+%�	��)  

������'.$���� 3 �#��$�
����������-	���"	/2�,�"�� 5 3�'������-	���"
	/2����+�#����$�!U&�� 30 �'4������"� (��"�2!	���+����#	
�&'�$���%���	 500 ���+%�	��) �%#�������#��$�����.�'������ 
5.5 ��"1.,�����"�����"��e���������#��3,�3,	 5 ����� 

����� ��.$�������'��� L. kefiranofaciens JCM 6985 1!,
�����A�U���*��+�������	�&'�$��� ��
�2��40��3�/	+%��
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2.4.2 �	H78�����e����  

�+��"��!��&+� modified MRS-skim milk reducing sugar ���
������,#"	/2+�
����#��-�!'	�����!�%'�	�+��-	1	
��������!����+�3,� 2.3.1 ��� 2.3.2    
���+� 1 ��+� 
�'1	)�'!���3	� 2 ��+� ��"������.3�'�!������+,	����!����+�3,� 2.3.3 )%"�. /� L. 

kefiranofaciens  JCM  6985  ���"��+��'1	)�'!��� ��"�2!	�
����"��+�����!����-�3,� 2.3.4   
�'1	)�'!���  U"1+,�U#�����!����-�3,� 2.4.1  ����+�����!�1!�%�����	/2+�����#��-�!'
	�
���� 30 ���� 
���+� 250 �������+� ���.��#��'��� 24 ��� 48 �2��#�����!��.%	���"#���3,� 2.4.1  
�
��"����"�
������*��+�������	��!#%'��*��+���������0�'�� 

�8�!<����<��:" 

1. �8
i<!����	H8��	G��
���D�8�  
  !'	�*' (skim milk powder) -��� /�-��,	���#�� /�  1	+�����3+�'��
�   
��$'����!	��  �� ��1.,�
�	#�+)$�����	�#"�  �+��"�#�+)$�����".��'!'	�*' 20  ���� ���"1		/2
����	
���+� 100 �������+�  
�������.�����"�
�	 4.5  �,#"����e����������#��3,�3,	 5 ��
��� ���1!,�#��,�	����$�!U&��  121 �'4������"� �
�	�#� 15 	��   ��1!,�"�	  	2�����"�����,
�

W�	�!#��"'�,#"�#����# 10,000 ���+%�	��  �
�	�#� 10 	��  �"��%#	1�����
�		/2+�����#��   �� ��
1.,�
�	#�+)$��������+,	�2!�����*��+�������	 (����
�'-� Shene and Brovo, 2007) 

2. �<�����=" 

  Lactobacillus kefiranofaciens JCM 6985 �
�	��������"������+�����1.,�2!�����
*��+�������	  ���'� /�-� Japan Collection of Microorganisms ����!�#�. /������+,	1	��������������
�#��3,�3,	�,�"�� 25 U"1+,�$�!U&��  -20 �'4������"�  �%#	"��+��2!�����40������+����.%#"
�%'�������*��+�������	3�'��������"������+��
������,#"�"��	A$�+%'l ��'+%��
	�/ � � 
Torulaspora delbruekii IFO 1626, Saccharomyces  cerevisiae IFO 0216, Debaryomyces hansenii 

TISTR 5155, Saccharomyces exiguus TISTR 5081, Zygosaccharomyces rouxii  TISTR 5044 ���  
Saccharomyces carlsbergensis TISTR 5018  ���'� /�-��)��	#�-�"#��"4�+���������	��"��!%'

����4��" (##.)  ����!�#�. /������+,	3�'"��+��+%���"��	A$�1	���������������#��3,�3,	�,�"�� 25 
U"1+,�$�!U&�� -20    �'4������"�     
 
 
 



 34 

3. �	H	���J=��?�J� 

3.1   �	H	��	H8����J=�H8��?�J� 

 -  �!����/"'�. /��2!��� L. kefiranofaciens JCM 6985   � ��!��&+� Man-Rogosa 
Sharpe (MRS)  �0�'���%#	
�������'+%��
	�/   �
��+	�,�"�� 1 ,  "��+������,�"�� 0.5, �	 /������,�"
�� 0.2, ��&����,�"�� 2, K2HPO4�,�"�� 0.1, triammonium citrate �,�"�� 0.2, sodium acetate �,�"�� 
0.5, Polyrorbate 80 �,�"�� 0.1, MnSO4·4H2O �,�"�� 0.005 ��� MgSO4·7H2O �,�"�� 0.01   
 - �!����/"'�. /��2!���"��+�  � ��!��&+� Yeast-Peptone (YP) ���
������,#" 
��&����,�"�� 1, �����

�+	�,�"�� 1 ���"��+������,�"�� 1  

3.2  �	H	��	H8�G��
���D�8� 

 ��*��+�������	1.,�!��&+�MRS ����
�' (Cheirsilp et al., 2003) �0�'��
�%#	
�������'+%��
	�/   ���
�+	�,�"�� 2 ,  "��+������,�"�� 1, �	 /������,�"�� 2,  K2HPO4�,�"�� 
0.2, triammonium citrate �,�"�� 0.4, sodium acetate �,�"�� 0.5, Tween 80 �,�"�� 0.1, MnSO4·4H2O 
�,�"�� 0.028, MgSO4·7H2O �,�"�� 0.058, CaCl2·H2O �,�"�� 0.074  �����	/2+�����#��-�!'	�
�,�"�� 2  �
�	�!�%'�����	��	��&���  

3.3   �	H	��	H8�
���8��	�
���
;���<�����=" 

   - �!� MRS-agar (Difco, USA) ����+��������e������ (cyclohexamide) �,�"�� 
0.0005   �2!���+�#-	���. /� L. kefiranofaciens JCM 6985    

 - �!� YP-agar ���
������,#" ��&����,�"�� 1, �����

�+	�,�"�� 1, "��+�����
�,�"�� 1   ���*'#$,	�,�"�� 1.5   �2!���+�#-	��"��+� 

3.4   �	H	��	H8�����	�H"�7�8
�;��=��
"�
I���	=�8�N<"  

 �!����/"'�. /��2!���#�����!�����+���1.,	/2+�����#�����������+��3�'"��+��+%
���"��	A$�   � ��!��&+� MRS ����
�' modified MRS-skim milk reducing sugar �����	/2+�
����#���,�"�� 2 ����!��&+� modified MRS-lactic acid �����������+���,�"�� 2 ��	�!�%'
�����	����
�	��&��� 

4.   �	��7� 

 �.  �������2!���+�#-#�����!�
����	/2+�����#��  (Nelson-Somogyi method) 
 3.  �������2!���+�#-#�����!�
�����
�+�	 (Lowry method) 
             �.  �������2!���+�#-#�����!�.	��	/2+� (Thin-Layer Chromatography) 
 '.  �������2!���+�#-#�����!�
�����������	 (Anthrone method)  
 -.  ���������1.,�
�	�'��
�����1	�!����/"'�. /�   
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5.  �<��:" 

5.1   �<��:"��	H8���	����J=��<�����=" 

 - 3#��&��	��V
��3	� 100 �������+� 
 - �)�&��#�. /	 (Desiccator) 
 - +&,�����. /��$�!U&�� -20 �'4������"� �$%	 SF-C697 (GYN) ������ Sanyo, Thailamd 
 - !�,�	0�'�%�. /� �$%	 SS-325 ������ Tomy Seiko Co., Ltd, Japan 
 - +&,
����. /� (Laminar air flow) �$%	 527044 ������ Hotpack, China 
 - ��� ��'�#	�� (stirrer) �$%	 ST5 ������ FinePCR, Korea 
 - ��� ��'1!,�#��,�	 (hot plate) �$%	 HS115 ������ Ika Labotechnic, Germany 
 - ��%'�#	��%�!��� (magnetic stirrer) �$%	 RO 5 ������ Ika Labotechnic, Germany 
 - ��� ��'
W�	�!#��"'�#��$��$�!U&�� (Centrifuge) �$%	 5203 ������ Hitachi, Japan 
 - +&,���#��,�	�!,' (Universal oven) �$%	 UM 200-800 ������ Memmert, Germany  
 - ��� ��'�3"% �$%	 Contomate MOII ������   B. Braun Biotech International, Germany 
 - )�'!��� �$%	 Biostat B ������ B. Braun Biotech International, Germany  
 - ��� ��'��,#�2!���#�����!��'-$��	���"� 

5.2   �<��:"��	H8��	����	�H" 
 - ��� ��'#������. �$%	 420 A ������ Orion Research, Inc., Japan 
  - ��� ��'
W�	�!#��"'�#��$��$�!U&�� �$%	 5403 ������ Eppendrof, Germany 
  - �%'	/2�#��$��$�!U&�� (Water bath) �$%	 W350 ������ Memmert, Germany 
  - ��� ��'��
��+����+���+��� �$%	 U-2000 ������ Technical Cooperation, Japan 
  - ��� ��'.��'�����"��4	�"� 4 +2�!	%' �$%	 BP210-s ������ Sartorius, Germany 
  - ��� ��'.��'�����"��4	�"� 2 +2�!	%' �$%	 HF-1200 ������ A&D Company, Ltd, Japan 
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����� 3 

G�������	:"G��	�!��� 

1.  �	�8!������	=�8�N<"=��
"����H7	��7��	H8����J=�I�7�8� L. kefiranofaciens JCM 6985 F��	

G��
���D�8� 

1.1  �	F?��J�	
	��!���"�	�H	��7;��=��
"�
I���	=�8�N<" 
 -�'	#�-�"�������"#3,�'�����*��+�������	��#% L. kefiranofaciens ���)1.,	/2+�

����+��
�	�!�%'�����	�2!������+���+�����*��+�������	��,������$� (Yokoi and Watanabe, 
1992)  ��'	�/	1	'	#�-�"	�/-0'�	1-��*��+�������	-�!'	�  ��"�����/"' L. kefiranofaciens JCM 
6985 �%#����"��+� ����� �������"%'�!�%'�����	���  L. kefiranofaciens JCM 6985 -�	2�
1.,1	
���-��d�����*��+�� �����	 �����������3�'������+����� ����-����-��d3�' L. 

kefiranofaciens JCM 6985  -0'�2������� ��"��+����1.,	/2+�����#��-�!'	���,	,�"!� ���%���)
1.,	/2+�����#����,  �+%���)1.,������+��1	���-��d��,����/"'�%#���� L. kefiranofaciens JCM 
6985  �0�'-������/"'"��+��"��	A$�+%'l 
������,#" Torulaspora delbruekii IFO 1626, 
Saccharomyces  cerevisiae IFO 0216, Debaryomyces hansenii TISTR 5155, Saccharomyces exiguus 
TISTR 5081, Zygosaccharomyces rouxii  TISTR 5044 ���  Saccharomyces carlsbergensis TISTR 
5018  1	�!��&+� modified MRS-skim milk reducing sugar  U"1+,�U#���������3"%�,#"
�#����# 60 ���+%�	�� �
�	�#� 48 .��#��' ��#%"��+��%#	1!d%��%���)1.,	/2+�����#��-�!'
	��
�	�!�%'�����	��,"��#,	 T. delbruekii IFO 1626  ��"��� T.  delbruekii IFO 1626  ����1.,
	/2+�����#��-�!'	��&')0' 4.34 ����+%���+� U"1	�#� 48 .��#��'  ��'���'1	+�'��� 4   )0'��, 
Mitsue ��� Fujio (1999) -����"'	#% T. delbruekii IFO 1626  �0�'���)����"���,-��,�	�. /�         
����������	  ��*�.%#"�%'�����1!, L. kefiranofaciens KF-75  *��+�������	��,�&'�$��� ��1.,	/2+����
�+��
�	�!�%'�����	 �� ���
��"����"���� Saccharomyces cerevisiae IFO 0216 ��� Candida kefir 
IFO 10278  �+%-�������'	�/ T. delbrueckii IFO 1626 ����1.,	/2+�����#���
�	�!�%'�����	-0'
��%�!�����-�	2����/"'�%#���� L. kefiranofaciens JCM 6985 �����-�������"%'�!�%'�����	
����21!,
�����A�U���*��+�������	���' ��'	�/	1	3�/	+�		�/-0'����� ���"��	A$�"��+������%
���)1.,	/2+�����#��-�!'	� �0�'
������,#" S. cerevisiae IFO 0216, D. hansenii TISTR 
5155, S. exiguus TISTR 5081, Z. rouxii  TISTR 5044 ��� S. carlsbergensis TISTR 5018  �� ���

����� ��"��+�������#����)1	��1.,������+��+%��
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1.2  �	F?��!���
��;��=��
"�
I���	=�8�N<" 

���-��d�����*��+�������	3�' L. kefiranofaciens JCM 6985 �������*��+���        
���+���
�	*����"��,  �21!,������
����������+�������30/	 �%'*�1!,���-��d�����*��+�����
��	���'  ��'	�/	1	'	#�-�"	�/-0'�	1-�����/"' L. kefiranofaciens JCM 6985  �%#����"��+��"��	A$����
���)1.,������+����,  �� ��1.,"��+��
�	+�#�#��$�
����������+��1	���� �0�'-���40��
����+���1.,������+��3�'"��+��+%���"��	A$����*%	������� ��-�3,� 1.1 1	�!��&+� 
modified-MRS lactic acid �����������+��
�����,�"�� 2  ��"	/2!	��+%�
���+��
�	�'��
�����  
U"1+,�U#�������3"%�,#"�#����# 200 ���+%�	�� �
�	�#� 48 .��#��' *�������'��'���'1	 
Table 5  ��#%"��+��$��"��	A$����)1.,������+���
�	�!�%'�����	��,"��#,	 Z. rouxii  TISTR 
5044  ��" S. cerevisiae IFO 0216  �
�	"��+�������)1.,������+����,������$�� � 6.23  ����+%���+� 
��'�'�� � S. exiguus  TISTR 5081 (2.46  ����+%���+�) �0�'��1.,������+��3�'"��+�-�����30/	�� ��
U"1	���������"'������+���
�	�!�%'�����	 ��""��+����)1.,������+����,��"���
���"	
����++�
�	���&�#+ (pyruvate) -�	�/	���&�#+-�)&��
���"	�
�	�����������++ (oxaloacetate) ��"
����	�������&�#+����������� (pyruvate carboxylase) �
�	+�#��%'
y�����" �%�	���-��3,�&%
����#	����'����!���&����� ��	2�1.,�
�	�!�%'���''	3�'����� ("$��� .�"�$3��	+�, 2548)  -0'
����� ��"��+���/' 4 �"��	A$�������)1.,������+���
�	�!�%'�����	��,  
������,#" S. cerevisiae 
IFO 0216, D. hansenii TISTR 5155, S. exiguus TISTR 5081 ��� S. carlsbergensis TISTR 5018  �
���/"'�%#���� L. kefiranofaciens JCM 6985 1	��*��+�������	-�!'	� 

Table 4.   Residual reducing sugar and amount of reducing sugar utilized by yeasts in modified 
MRS-skim milk lactose medium at 48 h under shaking condition at 60 rpm. 

Strain 
Residual reducing* 

sugar  (g/l)  
Amount of reducing sugar 

utilized (g/l) 
Torulaspora  delbruekii IFO 1626 21.90 ± 0.11 4.34  ± 0.1a 
Saccharomyces  cerevisiae IFO 0216 25.27 ± 1.12 0.97 ± 0.5 b 
Debaryomyces hansenii TISTR 5155 25.93 ± 1.83 0.31 ± 0.5 b 
Saccharomyces exiguus  TISTR 5081 26.97 ± 0.90 0.00 ± 0.0 b 
Zygosaccharomyces  rouxii   TISTR 5044 25.95 ± 1.09 0.29 ± 0.3 b 
Saccharomyces carlsbergensis TISTR 5018 25.48 ± 0.33 0.75 ± 0.1 b 

*  Initial reducing sugar concentration was 26.24 ± 0.41g/l.   
Different letters in the same parameter studied indicate significant differences (p < 0.05). 
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Table 5. Residual lactic acid and amount of lactic acid utilized by yeasts in modified MRS-lactic acid 
medium at 48 h under shaking condition at 200 rpm. 

Strain 
 

Residual lactic acid*   
(g/l)  

Amount of utilized 
lactic acid (g/l) 

Saccharomyces  cerevisiae IFO 0216 14.3 ± 0.5 6.2 ± 0.5 a 
Debraryomyces hansenii TISTR 5155 19.2 ± 0.5 1.2 ± 0.5 a 
Saccharomyces exiguus  TISTR 5081 17.9 ± 0.7 2.5 ± 0.7 a 
Zygosaccharomyces  rouxii   TISTR 5044 20.1 ± 0.9 0.0 ± 0.9 b 
Saccharomyces carlsbergensis TISTR 5018 18.6 ± 1.6 1.8 ± 1.6 a 

* Initial lactic acid concentration was 20.4 ± 1.8 g/l. 
Different letters in the same parameter studied indicate significant differences (p < 0.05). 

1.3  �	�I����7�	G��
���D�8�;��=��
"�
I���	=�8�N<" 

-���40������+����.%#"�%'�������*��+�������	3�'"��+��+%���"��	A$��� �����/"'
�%#���� L. kefiranofaciens JCM 6985 1	�!��&+� modified MRS-skim milk reducing sugar �����
	/2+�����#��-�!'	��,�"�� 2 ��"	/2!	��+%�
���+��
�	�'��
�����  U"1+,�U#������%����
�3"%   *�������'��'���'1	 Figure 7 ��#%U"1+,�U#������%�����3"%.$�������'������/"'�. /�
*����!#%' L. kefiranofaciens JCM 6985 ��� D. hansenii TISTR 5155 �����+���+�&'����$�  ��"
���)#���%���&��� 	��'1	.%#'�#�"#�� �	 660 	�	��+� (OD 660) ��,��%��� 8.07 ��� 120 
.��#��'    �0�'�&'�#%�����/"'�. /�����"#������)#���%���&��� 	��'��, 6.83 �����#%�����/"'�. /�
*����!#%' L. kefiranofaciens JCM 6985 ���"��+��+%���"��	A$���*��21!,��*��+�������	�����30/	 
��".$�������'������/"'�. /�*����!#%' L. kefiranofaciens JCM 6985 ��� S.cerevisiae IFO 0216  ��
��*��+�������	�&'����$� 0.81 ����+%���+�1	�#� 120 .��#��' ��'�'�� �.$�������'������/"'�. /�
*����!#%' L. kefiranofaciens JCM 6985 ��� S. carlsbergensis TISTR 5018  �������*��+�������	 
0.79 ����+%���+�  1	3����������/"'�. /�����"#3�' L. kefiranofaciens JCM 6985 U"1+,�U#������%��
���3"%��#%����*��+�������	��,���"' 0.57 ����+%���+� (Figure 7b)  �"%'����+�-���#�����!�
�'�)�+���#%�%���&��� 	��'3�'�. /�����"#����. /�*����%���#��+�+%'1	�'�)�+�  ��/'	�/�-
�	 ��'�-�U"1+,�U#������%�����3"%"��+��--������+���+���"'����	,�" (Figure 7a)  ��'	�/	�� ��
��������+���+3�'"��+�1	�����/"'�%#����  L. kefiranofaciens JCM 6985  -0'����40�������/"'�. /�
*��U"1+,�U#��������1!,��4��"���3"%�,#"�#����# 60 ���+%�	�� *�������'��'���'
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1	 Figure 8  ��#%�����/"'�. /� L. kefiranofaciens JCM 6985 ����"#U"1+,�U#���������3"%�,#"
�#����# 60 ���+%�	�� ��%�21!,���+���+3�' L. kefiranofaciens JCM 6985 ���' �� ���
��"����"�
��������/"'U"1+,�U#������%�3"% �����#%�. /�*�������+���+�����30/	��".$�������'������/"'�. /�
*����!#%' L. kefiranofaciens JCM 6985 ��� Z.  rouxii  TISTR 5044  �����+���+�&'�$����)#��
�%���&��� 	��'��� 120 .��#��'��,   9.90 (Figure 8a) �+%�� ����-����*��+�������	3�' L. 

kefiranofaciens JCM 6985 �� �����/"'�%#����"��+��"��	A$�+%'l ��#%�����/"'�. /�*����!#%' L. 

kefiranofaciens JCM 6985 ��� S. exiguus  TISTR 5081, Z. rouxii TISTR 5044 ��� D. hansenii 

TISTR 5155 U"1+,�U#���������3"%�21!,��*��+�������	���'  �� ���
��"����"���������/"'�. /�
*��U"1+,�U#������%�3"%(Figure 7b ��� 8b)  ��/'	�/�-�	 ��'�-�U"1+,�U#���������3"%"��+���
���+���+�����30/	  �21!,�������"%'.�'�!�%'�	�+��-	3�' L. kefiranofaciens JCM 6985 ���#%
�U#������%�����3"% 1	3����������/"'�. /�*����!#%' L. kefiranofaciens JCM 6985  ��� S. 

cerevisiae IFO 0216  U"1+,�U#���������3"% ��#% L. kefiranofaciens JCM 6985  *��+�������	
�����30/	�
�	 0.94 ����+%���+�  �0�'�&'�#%�U#������%�����3"% (Figure 7b ��� 8b)  ��"*�������'
�
�	�
1	�2	�'���"#��� Cheirsilp ������ (2003) �����#% S.  cerevisiae IFO 0216 �
�	"��+������
����+�.%#"�%'�������*��+�������	3�' L. kefiranofaciens JCM 6985 ��" L. kefiranofaciens JCM 
6985  -�����+���*��+�������	�����30/	-� 24 ���������+%���+�+%�.��#��'�� �����/"'�. /�����"#�
�	 36 
���������+%���+�+%�.��#��' �� �����/"' L. kefiranofaciens JCM 6985  �%#���� S.  cerevisiae IFO 0216 
U"1+,�U#���,��4  �������+���*��+�������	������
�	 44 ���������+%���+�+%�.��#��'   �� �����/"'
�. /�*��U"1+,�U#��������1!,��4   	��-�	�/ Tada ������ (2007) ��#%�����/"'�. /�*��
��!#%' L. kefiranofaciens JCM 6985 ��� S. cerevisiae IFO 0216   U"1+,��!�������0�'���������
�+�����!�1!�%1	.%#'.��#��'��� 92-102  �21!, L. kefiranofaciens JCM 6985 *��+�������	��,
�����30/	 6.3 ����+%���+� U"1	��"��#� 102 .��#��' ����
�	*�*��++%�!	%#"�����+����,��%��� 
0.033 ����+%����������+�� ���-���40���#������	A���!#%' L. kefiranofaciens JCM 6985 
��� S.cerevisiae IFO 0216 ��" Cheirsilp ������ (2003) ��#%�����*����	��!#%' L. 

kefiranofaciens JCM 6985  ��� S. cerevisiae IFO 0216  �21!, L. kefiranofaciens JCM 6985 ����
��,'�������	1	�%#	�������������� (capsular kefiran) �����30/	-0'�21!,
�����������	��/'!��
�����30/	 -�*�������'�����#%�����/"' L. kefiranofaciens JCM 6985 �%#���� S. cerevisiae IFO 
0216  U"1+,�U#���������3"% �21!, L. kefiranofaciens JCM 6985 ����*��+�������	�����30/	 ��'	�/	
-0'�� �� S. cerevisiae IFO 0216  ����U#���������3"%�2!�����40��*��+�������	1	3�/	+%��
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at 60 h at 120 h
 

Figure 7.  Cells growth (a) and total kefiran production (b) of the pure culture and the mixed 
cultures at 60 h and 120 h under static condition at room temperature. Different letters 
(A-B, a) in the same parameter studied indicate significant differences (p < 0.05). 

6985  :  pure culture of L. kefiranofaciens JCM 6985 
6985+5081 :  mixed culture of L. kefiranofaciens JCM 6985 and S. exiguus TISTR 5081 
6985+0216 :  mixed culture of L. kefiranofaciens JCM 6985 and S. cerevisiae IFO 0216 
6985+5018 :  mixed culture of L. kefiranofaciens JCM 6985 and S. carlsbergensis TISTR 5018 
6985+5044 :  mixed culture of L. kefiranofaciens JCM 6985 and Z. rouxii TISTR 5044 
6985+5155 :  mixed culture of L. kefiranofaciens JCM 6985 and D. hansenii TISTR 5155 
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at 60 h at 120 h
 

Figure 8.   Cells growth (a) and total kefiran production (b) of the pure culture and the mixed 
cultures at 60 h and 120 h under shaking condition at 60 rpm at room temperature. 
Different letters (A-B, a) in the same parameter studied indicate significant differences 
(p < 0.05). 

6985  :  pure culture of L. kefiranofaciens JCM 6985 
6985+5081 :  mixed culture of L. kefiranofaciens JCM 6985 and S. exiguus TISTR 5081 
6985+0216 :  mixed culture of L. kefiranofaciens JCM 6985 and S. cerevisiae IFO 0216 
6985+5018 :  mixed culture of L. kefiranofaciens JCM 6985 and S. carlsbergensis TISTR 5018 
6985+5044 :  mixed culture of L. kefiranofaciens JCM 6985 and Z. rouxii TISTR 5044 
6985+5155 :  mixed culture of L. kefiranofaciens JCM 6985 and D. hansenii TISTR 5155 
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2.  ?��!;���H�I� ��
��������="����H7	��7��	H8��	G��
���D�8��!=�?�J�G�76	=F
��6	�����7�

�	�;=I	 

�!� MRS ���1.,1	��40�����/'	�/�
�	�&+��!��2!�����������/"'��������"���
���+����"���#�
   �0�'���!�%'�	�+��-	��	��"�
������,#" "��+����� ���
�+	 ��� �	 /������,�"�� 
1, 2 ��� 2 +��2���  	��-�	�/����
��������	�	���"�� �	l ����
�	�'��
�����   �0�'����
�'��
�����!�".	���21!,3�/	+�	���#�A����+��"����#�����,�	��%�!���2!�����*��+1	
������$+�!����  ��'	�/	�� ����3�/	+�	�������,�	-0'����40������� ��.	��3�'�!�%'�	�+��-	
��	���"�����!�����2!�����*��+�������	��"�. /�*��3�' L. kefiranofaciens JCM 6985  ��� S. 

cerevisiae IFO 0216 �2������'��"���/"'1	�!� modified MRS-skim milk lactose �����	/2+�
����#���,�"�� 2  ������!�%'�	�+��-	��	���"�.	��+%'l ��,��%  "��+�����  �	 /����� ���
�+	 ���
�!�%'�	�+��-	*���#��3,�3,	�,�"�� 5 U"1+,�U#���������3"%�,#"�#����# 60 ���+%�	��  
�
�	�#� 120   .��#��' *�������'��'���'1	 Figure 9  �� ����-�����+���+3�'�. /�*����#%
.$�������'����+��"��+������,�"�� 5  ��	�!�%'�	�+��-	��/'!��  �21!,�. /�*�������+���+�&'
����$���"���)#���%���&��� 	��'��, 10.21  ��� 120 .��#��'  (Figure 9a)  ��'�'�� � .$���
����'����+���	 /������,�"�� 5  �0�'���)#���%���&��� 	��'��, 8.02  �%#	
������*��+�����
��	3�' L. kefiranofaciens JCM 6985   ��#%.$�������'����+��"��+������,�"�� 5  �21!, L. 

kefiranofaciens JCM 6985 ����*��+�������	�&'�$� 0.84  ����+%���+� ��� 120 .��#��'  �0�'��
������%
�+�+%'�"%'��	�"�2��d�����1.,�!�%'�	�+��-	*�����*��+�������	��, 0.79 ����+%���+� (Figure 
9b) 1	3�����.$�������'����+���	 /�����������
�+	�,�"�� 5 ��#% L. kefiranofaciens  JCM 6985 
*��+�������	��,���"' 0.62 ��� 0.57 ����+%���+� +��2��� (Figure 9b) ��'	�/	-��!�	��,#%��1.,"��+�
�����
�	�!�%'�	�+��-	��	���"����"'.	�����"#�����"'���2!������+���+�����*��+�������	3�' 
L. kefiranofaciens JCM 6985  ��/'	�/�	 ��'-�"��+������
�	�!�%'�	�+��-	����$���,#"��������	���
#�+��	!�".	��������#�-2�
�	�2!������+���+3�'�����-$��	���"� (��1-  4����U�, 2547) 1	3��
����	 /�����-������"'��������	�'.	������
�	�'��
�����3�'�
�+�	1	�	 /���+#�   �%#	���
�+	����
���"'��������	�'.	������"&%1	�
�+�	����	�0�'��,-����e���������,#"��	�������
��	  
	��-�	�/ Yokoi  ������ (1990) �"'	#%"��+������
�	�!�%'�	�+��-	����!�����2!�����
*��+�������	3�' Lactobacillus sp. KPB-167B �.%	���"#��� Cerning (1990) �����#%"��+������
�	
�!�%'�	�+��-	������#��!���2!������+���+�����*��+������������������3�'��������"
������+��  	��-�	�/ Taniguchi ������ (2001) ���40��*�3�'"��+�����+%����+���+�����
*��+�������	3�' L. kefiranofaciens  JCM 6985  ��#%��1.,"��+�����
���� 5 ����+%���+� �21!, L. 

kefiranofaciens JCM 6985 ����*��+�������	��%��� 650 ���������+%���+� �0�'�&'�#%��1.,"��+�����
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���� 2.5 ����+%���+� ���*��+�������	��,���"' 300 ���������+%���+������,�'��� Ricciardi ������ 
(2002) �����#%��1.,"��+����� 4 ����+%���+�  �21!, Streptococcus thermophilus  ����*��+�������
�����������������
�	 152 ���������+%���+� ����
�	*�*��++%������+����,�,�"�� 3.8  

 

Figure 9.    Cells growth (a) and total kefiran production (b) by the mixed culture in a modified 
MRS-skim milk lactose medium with various nitrogen sources at 60 h and 120 h under 
shaking condition at 60 rpm at room temperature. Different letters (A-B, a) in the same 
parameter studied indicate significant differences  (p < 0.05).  

TRYP+MEAT+YE  : 2% tryptone, 2% meat extract and 1%yeast extract 
YE : 5% yeast extract 
MEAT : 5% meat extract 
TRYP : 5% tryptone 
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3.    �	Pe�9	�6	������H7	��7��	H8�G��
���D�8��!=�?�J�G�7  

3.1  ��	7�;�7;��;���H�I��	"������7
������H7	��7 

�!�%'�����	) ��
�	�!�%'���''	����2��d�2!������+���+3�'-$��	���"�                     
-���40��
����3�'�!�%'�����	����!�����2!�����*��+�������	��"�. /�*����!#%' L. 

kefiranofaciens JCM 6985 ��� S. cerevisiae IFO 0216  �� ��1.,!'	������	/2+�����#�������+,	�,�"�� 2, 
4, 6 ��� 8  *�������'��'���'1	 Figure 10 ��� 11  ��#%�� ��1.,!'	������	/2+�����#���,�"�� 2  
L. kefiranofaciens JCM 6985  �����+���+�"%'+%��	 ��'����&'�$���%��� 1.1×109 cfu/ml ���.��#��'��� 
96 ������+���+3�' L. kefiranofaciens JCM 6985 -����'��%��� 5.1×108 cfu/ml  �� ��1.,!'	������
	/2+�����#���,�"�� 8  (Figure 10a)  1	3��������+���+3�'"��+��&'�$���� 48  .��#��' !��'-�	�/	��
�+���+3�'"��+�-����'1	�$�.$�������' (Figure 10b) �����#% L. kefiranofaciens JCM 6985  ��
��*��+�������	�#��&%�
������+���+��"����*��+�������	�&'�$���� 120 .��#��'  �0�'��
����
��%��� 0.90, 1.01, 1.03 ��� 1.00 ����+%���+�  �� ��1.,!'	������	/2+�����#���,�"�� 2, 4, 6 ��� 8 
+��2��� (Figure 10c) ��"
������*��+�������	�� ��1.,!'	������	/2+�����#���,�"�� 4, 6 ��� 8 
��%�+�+%'�"%'��	�"�2��d  �2!�����1.,	/2+�����#����#% L. kefiranofaciens JCM 6985  ���)
1.,	/2+�����#����,��%��� 23.09, 26.30, 27.37 ��� 29.42 ����+%���+� (Figure11a)  ����
�	*�*��++%�
!	%#"�����+����,�,�"�� 3.9, 3.8, 3.8 ��� 3.4  ��"	/2!	��  �� ��1.,�#��3,�3,	3�'!'	������
	/2+�����#�������+,	�,�"�� 2, 4, 6 ��� 8 +��2��� �+%�"%'����+�1	�+%��.$�������' L. 

kefiranofaciens JCM 6985  ��%���)1.,	/2+�����#����,!��  ��/'	�/�	 ��'-�1	���+���+3�' L. 

kefiranofaciens JCM 6985 ����*��+������+���
�	*����"��,  �21!,����.3�'	/2!������'	,�"
�#% 3.86  �0�'�
�	.%#'����.���������+����*�"��"�/'���+���+3�' L. kefiranofaciens JCM 6985  �2
1!,��1.,�����+����/	�$��' (	'������ �$#�����	�. ��� 
��. �$#�����	�., 2547; Cheirsilp, 2003)  
�+%!������#��$�����.3�'����1!,�'���+���������#	��!���  -��21!, L. kefiranofaciens 
JCM 6985 ���)1.,	/2+�����#�������*��+�������	��,�����30/	 (Yeesang ������, 2008; Gassem 
������, 1997) -�����-��
�����A�U���*��+�������	3�' L. kefiranofaciens JCM 6985  
��"���2	#���+���*��+�������	1	.%#' 0-48 .��#��'  ��#%��1.,	/2+�����#��-�!'	��,�"
�� 4  �21!, L. kefiranofaciens JCM 6985 ��
�����A�U���*��+�������	�&'����$���"���%��%���  
15.09  ���������+%���+�+%�.��#��'  1	3�������1.,	/2+�����#��-�!'	�����#��3,�3,	���#%�,�"
�� 4  ��*��21!,
�����A�U���*��+�������	3�' L. kefiranofaciens JCM 6985 ���'��"���%
��%��� 14.59 ��� 14.42 ���������+%���+�+%�.��#��' �� ��1.,	/2+�����#��1	!'	��,�"�� 6 ��� 8 
+��2��� (Figure12)  �0� '*�������'�����,�����,�'���������'3�' Cheirsilp ������ (2003) 
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�����#%��1.,	/2+�����+����#%�,�"�� 4  ��*��21!,��+����+���+-2��������1.,��
+�/'+,	-2���3�' L. kefiranofaciens JCM 6985  ���'  �.%	���"#���  Yeesang ������ (2008)  ���
��#%��*��+�������	-��
f'��&�,#"����#	�� Simultaneous Saccharification and Fermentation 
(SSF) !�1.,�
f'��&���#%�,�"�� 4  ��*��21!,��+����+���+�����+���*��+�������	3�' L. 

kefiranofaciens JCM 6985 ���' 1	3����� Petry������ (2000)  ��#%��1.,	/2+���&������#%
�,�"�� 1 ��*��21!, L. delbrueckii subsp. bulgaricus  *��+���������������������'  ��/'	�/�
�	*�
�	 ��'-��#��3,�3,	3�'��+�/'+,	����&'���	�
��*�"��"�/'���+���+3�'-$��	���"� (Bebic et al., 2000)  
��'	�/	1	3�/	+�	��40���#��3,�3,	3�'	/2+�����#��-�!'	�����!�����2!�����*��+�����
��	3�' L. kefiranofaciens JCM 6985 �� �����/"'�%#���� S. cerevisiae IFO 0216  -0'��$
��,#%��1.,
	/2+�����#��-�!'	��,�"�� 4 ��"	/2!	��+%�
���+� �
�	�#��3,�3,	������#��!�������1!,

�����A�U�1	��*��+�������	�&'�$� �� ���
��"����"������1.,	/2+�����#��-�!'	��,�"�� 2, 6 
��� 8                                                            
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Figure 10.   Effects of reducing sugar concentration from skim milk on cells growth of L. 

kefiranofaciens JCM 6985 (a) and S. cerevisiae IFO 0216 (b) and total kefiran 
production (c) in the mixed culture under stirring condition  at 120 rpm at room 
temperature. 
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Figure 11.  Effects of reducing sugar concentration from skim milk on reducing sugar (a) and pH 
(b) in the mixed culture under stirring condition at 120 rpm at room temperature. 
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Figure 12. Effects of reducing sugar concentration from skim milk on Yp/s and productivity of 
kefiran by L. kefiranofaciens JCM 6985 in the mixed culture under stirring condition  
at 120 rpm at room temperature. 

3.2  ��	7�;�7;��;���H�I� ��
�������H7	��7 

 -�������� ���!�%'�	�+��-	����!�����2!�����*��+�������	  ��#%��1.,"��+�
�����
�	�!�%'�	�+��-	���"'.	�����"#�����"'���2!������+���+�����*��+�������	3�' L. 

kefiranofaciens JCM 6985  1	��40���#��3,�3,	3�'"��+���������!�����2!�����*��+�����
��	3�' L. kefiranofaciens JCM 6985 �� �����/"'�%#���� S. cerevisiae IFO 0216 1	�!��&+� modified 
MRS-skim milk reducing sugar �����	/2+�����#��-�!'	��,�"�� 4 �
�	�!�%'�����	 ��"1.,�#�
�3,�3,	"��+�������%����,�"�� 2, 4, 5 ��� 6  *�������'��'���'1	 Figure 13 ��� 14  ��#% S. 

cerevisiae IFO 0216  �����+���+1��,���"'��	1	�$�.$�������' ��"-��+���+�&'�$���� 48 .��#��' 
(Figure 13b)  1	3�������#%���+���+3�' L. kefiranofaciens JCM 6985 �����30/	�� ��1.,"��+�����
�����30/	 ��".$�������'����+��"��+������,�"�� 6  L. kefiranofaciens JCM 6985  �����+���+�&'�$�
��%��� 1.4×109 cfu/ml ��� 96 .��#��' (Figure 14a) ����� ����-����*��+�������	��#% L. 

kefiranofaciens JCM 6985 *��+�������	�����30/	�"%'+%��	 ��'-	������')0'.��#��'��� 120  �0�'�� ��1.,"��+�
�����,�"�� 2   ��#%  L. kefiranofaciens JCM 6985  ����*��+�������	��,���"' 0.53 ����+%���+� �+%
�� ��������#��3,�3,	3�'"��+������
�	�,�"�� 4, 5 ��� 6  L. kefiranofaciens JCM 6985 -�*��+�����
��	�����30/	�
�	 1.07, 1.14 ��� 1.19 ����+%���+�+��2��� �0�'��%���#��+�+%'�"%'��	�"�2��d1	�.�'
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�)�+�  (Figure 13c)  �%#	��1.,	/2+�����#��3�' L. kefiranofaciens JCM 6985  ��#%1	�$�.$���
����'��
������1.,1��,���"'��	1	.%#' 29-31 ����+%���+� (Figure 15a) ���)�2	#��
�	
*�*��+�������	+%�!	%#"�����+����,�,�"�� 1.8, 3.5, 3.7, ��� 4.1 ��"	/2!	�� �� ��1.,"��+�����
�����+,	�,�"�� 2, 4, 5 ��� 6 +��2��� -�����-��
�����A�U���*��+�������	3�' L. 

kefiranofaciens JCM 6985  ��"���2	#���+����#��*��+�������	1	.%#' 0-48 .��#��'  ��#%��
1.,"��+��������#%�,�"�� 2 �
�	�!�%'�	�+��-	  ��*��21!, L. kefiranofaciens JCM 6985  ��

�����A�U���*��+�������	�����30/	 ��"-��!�	��,#%��1.,"��+�����������
�	�,�" 4 ��� 5 �21!,
��+���*��+�������	3�' L. kefiranofaciens JCM 6985  �����30/	�
�	 15.2 ��� 16.6 ���������+%���+�
+%�.��#��' +��2���  �+%�"%'����+�!�����1.,"��+��������#%�,�"�� 5  -���#%��+���
*��+�������	3�' L. kefiranofaciens JCM 6985  ���'  �0�'*�������'���#������,�'��� Lo ���
��� (1997) ���40��*�3�'����%#	��!#%'��&������"��+�����+%����+���+�����*��+��	��	
3�'  Xanthomonas   campestris  �����#%����%#	��!#%'��&������"��+�����������'!� ��������

����"��+�������*��21!, X. campestris  ����+����+���+�����30/	�+%��+���*��+��	��	��%
�����30/	 �.%	���"#���������'3�' Ricciardi ������ (2002)  �����#%��1.,"��+����� 4  ����+%���+� 
��*�.%#"���+$,	1!, S. thermophilus �����+���+���*��+�����������������������30/	 �� ��
�
��"����"������1.,"��+����� 2 ����+%���+�  �+%�� �������
����"��+������
�	 8 ����+%���+� ��#% S. 

thermophilus  �����+���+�����30/	�+%��*��+��������������������%�����30/	 ��/'	�/�	 ��'-�����
�!�%'�	�+��-	�����	�
  �21!,��������"������+�������+���+�"%'�#����#  ���1.,�!�%'
�����	1	����'����!��

���������	��������������0�'�
�	�'��
�����3�'*	�'�����
���#%����'����!������������������� (Gassem et al., 1997)  ��'	�/	1	3�/	+�	��40���#�
�3,�3,	3�'"��+���������!�����2!�����*��+�������	3�' L. kefiranofaciens JCM 6985 �� �����/"'
�%#���� S. cerevisiae IFO 0216 ��#%��1.,"��+������,�"�� 4 ��"	/2!	��+%�
���+� �
�	�#�
�3,�3,	������#��!�������1!,��*��+�������	���
�����A�U���*��+�&'��%�+�+%'�"%'��
	�"�2��d  �� ���
��"����"������1.,"��+�����
�����,�"�� 5 ��� 6 

 
 
 
 
 
 

 



 50 

 
Figure 13.   Effects of yeast extract concentration on cells growth of L. kefiranofaciens JCM 6985 (a) 

and S. cerevisiae IFO 0216 (b) and total kefiran production (c) in the mixed culture 
under stirring condition  at 120 rpm at room temperature. 
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Figure 14.  Effects of yeast extract concentration on reducing sugar (a) and pH (b) in the mixed 

culture under stirring condition  at 120 rpm at room temperature. 
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Figure 15.   Effects of yeast extract concentration on Yp/s and productivity of kefiran by L. 

kefiranofaciens JCM6985 in the mixed culture under stirring condition  at 120 rpm at 
room temperature. 

3.3  ����?���7
������H7	��7 
����.�����+,	3�'�!����/"'�. /��
�	
W--�"�'��������
�	+�#�2!	���4�'���+���+

�����*��+��
�����������������������3�' L. kefiranofaciens JCM 6985  -���40��         
����.�����+,	3�'�!����/"'�. /�����!�����2!�����*��+�������	��" L. kefiranofaciens JCM 6985  
�� �����/"'�%#���� S. cerevisiae IFO 0216  1	�!��&+� modified MRS-skim milk reducing sugar �����
	/2+�����#�����"��+�����
�����,�"�� 4 �
�	�!�%'�����	����!�%'�	�+��-	+��2��� ��"����
��.3�'�!������+,	 4.5, 5.0, 5.5 ��� 6.0 *�������'��'���'1	 Figure 16 ��� 17 ��#% L. 

kefiranofaciens JCM 6985  �����+���+�"%'+%��	 ��'��"��
�����&'�$���� 96 .��#��' ��".$���
����'���������.3�'�!������+,	 5.5  L. kefiranofaciens JCM 6985 �����+���+�&'�$���%��� 
1.3×109 cfu/ml  1	3�����.$�������'���������.3�'�!������+,	 4.5  L. kefiranofaciens JCM 6985  
�����+���+	,�"����$���"��
������%��� 4.6×10 7 cfu/ml (Figure 16a)  �����#% S. cerevisiae IFO 
0216  �����+���+�&'�$���� 48 .��#��'  ��".$�������'���������.3�'�!������+,	 6.0  S. cerevisiae 
IFO 0216  �����+���+�&'�$���%��� 2.0×107 cfu/ml  1	3�����.$�������'���������.3�'�!�
�����+,	 4.5 S. cerevisiae IFO 0216  �����+���+	,�"����$���%��� 1.0×107 cfu/ml  �.%	���"#��� L. 

kefiranofaciens JCM 6985 (Figure 16b)  �2!�����*��+�������	��#%�� �����/"'�. /�*��1	�!������
����.�����+,	 4.5, 5.0, 5.5 ��� 6.0  L. kefiranofaciens JCM 6985  *��+�������	��,��%��� 0.60, 0.72, 
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1.07 ��� 0.86 ����+%���+�+��2���  (Figure 16c)  �������1.,	/2+�����#����%��� 20.5, 23.0, 30.6 
��� 21.2 ����+%���+� (Figure 17a) ����
�	*�*��+�������	+%�!	%#"�����+����,�,�"�� 2.9, 3.8, 3.6 
��� 3.4 ��"	/2!	��+��2��� (Figure 18)  ��"1	.$�������'���������.3�'�!������+,	��%��� 
5.5  L. kefiranofaciens JCM 6985  ����1.,	/2+�����#����,�&'�$� 1	3�����.$�������'�����3�'
�!������+,	 4.5 L. kefiranofaciens JCM 6985 ����1.,	/2+�����#����,	,�"����$�  ��/'	�/�
�	*�
�	 ��'-��������1.,����.�����+,	+�2  �� ��
����������+���������1		/2!��������30/	 -��21!,����.
3�'�������'�"%'�#����#  -0'�21!,���+���+�����*��+�������	3�' L. kefiranofaciens JCM 
6985  ���'  ����21!,��1.,�����+��3�' L. kefiranofaciens JCM 6985 ��/	�$��'   	��-�	�/"�'
��#%�����/"'�. /�1	�!����������.�����+,	 5.5 �21!, L. kefiranofaciens JCM 6985 ����+���*��+��
�����	�&'����$� 15.2 ���������+%���+�+%�.��#��' 1	3����������/"'*��1	�!����������.�����+,	 4.5  
��#%  L. kefiranofaciens JCM 6985  -�����+���*��+�������		,�"����$� (Figure 18)  �.%	���"#��	
���+���+ ��*��+�������	 �����1.,�����+��3�' L. kefiranofaciens JCM 6985   �0�'*���
����'���#������,�'��� Cheirsilp (2003) ���40��*�3�'������+��+%���+����+���+-2���
�����+�1.,��+�/'+,	-2���3�' L. kefiranofaciens JCM 6985  ��#%
����������+��1	�������
�����30/	�21!,��+����+���+-2��������+���1.,��+�/'+,	-2���3�' L. kefiranofaciens JCM 
6985  ���' �.%	���"#��� Velaso ������ (2006)   �����#%
����������+����������30/	�21!, 
Pediococcus parvulus  �����+���+���'  ��'	�/	1	3�/	+�	��40������.3�'�!����/"'�. /����
�!�����2!�����*��+�������	3�' L. kefiranofaciens JCM 6985 �� �����/"'�%#���� S. cerevisiae 
IFO 0216 ��#%�����/"'�. /�*��1	�!����������.�����+,	 5.5  ���#��!�����2!�����*��+�����
��	  �0�'*�������'���#������,�'��� Yokoi ������ (1991 ) �����#% Lactobacillus sp. KPB-
167 (L. kefiranofaciens) �����+���+�����*��+�������	��,������$��� �����/"'1	�!����������.�����+,	 
5.5  �.%	���"#��� Cheirsilp ������ (2003)  �����#% L. kefiranofaciens JCM 6985 �����+���+���
��*��+�������	��,���� �����/"'1	�!��&+� Man-Rogosa Sharpe lactose (MRSL) ���������.�����+,	 5.5  
	��-�	�/1	'	#�-�"3�'  Yeesang ������ (2008)  ���40������.�����+,	3�'�!����/"'�. /����
�!�����2!�����*��+�������	3�' L. kefiranofaciens JCM 6985   �� ��1.,�
f'��&�
�	#�+)$�����
��#% L. kefiranofaciens JCM 6985  ���)�+���+���*��+�������	��,�&'�$�  �� �����/"'1	�!������
����.�����+,	 5.5 1	3����� Taniguchi ������ (2001)   ��#%�����/"' L. kefiranofaciens JCM 6985  
U"1+,������������#��$�����.+�������#	��!���  �21!, L. kefiranofaciens JCM 6985  ����
*��+�������	�����30/	 �.%	���"#��� Gassem ������ (1997) �����#% Lactobacillus  delbrueckii  ssp. 
bulgaricus RR  ����*��+�����������������������30/	 �� �����/"'�. /�U"1+,�U#���������#��$�          
����. 
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Figure 16.  Effects of initial pH on cells growth of L. kefiranofaciens JCM 6985 (a) S. cerevisiae IFO 
0216 (b) and total kefiran production in the mixed culture under stirring condition at 120 
rpm at room temperature. 
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Figure 17.  Effects of initial pH on reducing sugar (a) and pH (b) in the mixed culture under stirring 

condition at 120 rpm at room temperature. 
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Figure 18.   Effects of initial pH on Yp/s and productivity of kefiran by L. kefiranofaciens JCM 6985 

in the mixed culture under stirring condition at 120 rpm at room temperature. 

3.4  ��7	:=��
"����H7	��7 

1	��40��
���� S. cerevisiae IFO 0216 �����+,	+%����+���+�����*��+�������	
3�' L. kefiranofaciens JCM 6985 �� �����/"'�%#���	1	�!��&+� modified MRS-skim milk reducing 
sugar  �����	/2+�����#�����"��+������,�"�� 4  �
�	�!�%'�����	����!�%'�	�+��-	+��2��� ��
��.3�'�!������+,	 5.5  ��"1., L. kefiranofaciens JCM 6985 �����+,	��%��� 2.1×107 cfu/ml ���1.,

����"��+������+,	�+�+%'��	 3 ����� � � 1.6×106, 4.0×106 ��� 9.1×106 cfu/ml  *�������'��'
���'1	 Figure 19 ��� 20  ��#%�������
����"��+��21!, L. kefiranofaciens JCM 6985  ����
�+���+�����30/	����&'�$���� 96 .��#��'��%��� 4.5×108, 8.5×108 ��� 2.3×109 cfu/ml �� �����/"'�%#����

����"��+������+,	��%��� 1.6×106, 4.0×106 ��� 9.1×106 cfu/ml  +��2��� (Figure 19a)  �����#%
"��+������+���+�&'�$���� 48 .��#��' ���!��'-�	�/	���+���+3�'"��+�-����'1	�$�.$�������'  
��/'	�/�-�
�	*��	 ��'-���������/"'1	�U#���'��%#��
����������-	1	����	,�"��%���"'��
�2!������+���+3�'"��+�  (Figure 19b)  ����� ����-����*��+�������	3�' L. kefiranofaciens 
JCM 6985   ��#%��
���������30/	�� ��1.,
����"��+������+,	�����30/	 ��"-�����*��+�������	�&'�$�
��%��� 0.90, 1.07 ��� 1.15  ����+%���+���� 120 .��#��' �� �����/"'�%#����"��+�1	
���������+,	��%��� 
1.6×106, 4.0×106 ��� 9.1×106 cfu/ml +��2��� (Figure 19c) �2!���
������1.,	/2+�����#��3�' 
L. kefiranofaciens JCM 6985  1	�+%��.$�������'��#%�"&%1	.%#' 29-30 ����+%���+� (Figure  20a)   
�0�'����
�	*�*��+�������	+%�!	%#"�����+����,�,�"��  3.0, 3.6 ��� 3.8 ��"	/2!	�� �����#% L. 
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kefiranofaciens JCM 6985 -���
�����A�U�1	��*��+�������	�����30/	�� ��1.,
����"��+������+,	
�����30/	  ��/'	�/�-�	 ��'�-�  S. cerevisiae IFO 0216  �
�	"��+�������)1.,������+���
�	�!�%'
�����	�2!������+���+��,   ��'	�/	�������
����"��+�-0'�21!,
����������3�'������+��
1		/2!������'   �%'*�1!, L. kefiranofaciens JCM 6985 ���)�+���+���*��+�������	��,�����30/	  
�0�'�����,�'��� Cheirsilp ������ (2003) �����#% S. cerevisiae IFO 0216 ���)1.,������+��
�
�	�!�%'�����	�2!������+���+��,   -0'�21!,����������/"' L. kefiranofaciens JCM 6985  �%#���� 

S. cerevisiae IFO 0216  ��������3�'������+�����"' 63 ����+%���+� 1	3����������/"'�. /�����"#
3�' L. kefiranofaciens JCM 6985  ��������+������1	�����&'�#% 100  ����+%���+�  	��-�	�/
"�'��#%�����*����	��!#%' L. kefiranofaciens JCM 6985  ��� S. cerevisiae IFO 0216 �21!, L. 

kefiranofaciens JCM 6985 ���)*��+�������	��,�����30/	 (Cheirsilp, 2003)  �+%�"%'����+�1	��
����'	�/��#%�������
����"��+������+,	���#% 4.0×106 cfu/ml  ��%��,�%'�����1!, L. 

kefiranofaciens JCM 6985 ����+���*��+�������	�����30/	 (Figure 21)  �0�'�����,�'������ Cheirsilp 
(2003) 40��*�3�'
���� S.cerevisiae IFO 0216  �����+,	+%���*��+�������	3�' L. kefiranofaciens 
JCM 6985 U"1+,�U#���,��4  �����#%����%#	3�'"��+���������30/	��%���%#	.%#"1!, L. 

kefiranofaciens JCM 6985  ����*��+�������	�����30/	  ��/'	�/�	 ��'-�U"1+,�U#���,��4 S. 

cerevisiae IFO 0216  ��%���)�+���+��,��%����#�  -0'�21!,��1.,������+������30/	��,��%���&���   
1	3����� Tada ������ (2007)  40������`	��������
�����A�U���*��+�������	3�' L. 

kefiranofaciens JCM 6985  ��"�����/"'�%#�����. /� S. cerevisiae IFO 0216  U"1+,��!�������0�'
�� ��"��
���� L. kefiranofaciens JCM 6985 ��� S. cerevisiae IFO 0216 �����+,	��%��� 1×108            
cfu /ml ��� 4×107 cfu/ml    +��2���  �%'*�1!, L. kefiranofaciens JCM 6985 ����*��+�������	�&'
)0'  6.3 ����+%���+� ��"����1.,	/2+�����#�� 190  ����  ����
�	*�*��++%�!	%#"�����+����,��%��� 
0.033 ����+%����������+��  -���40��
����3�'"��+�����!�����2!�����*��+�������	3�' 
L. kefiranofaciens JCM 6985   ��#%
����"��+������+,	��� 4 .0×106 ��� 9.1×106 cfu/ml 1!,��*��+��
�����	��%�+�+%'�"%'��	�"�2��d   ��'	�/	-0'�� ��1.,
����"��+������+,	��%��� 4.0×106 cfu/ml  1	
��40��3�/	+%��
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Figure 19.  Effects of yeast amount on cells growth of L. kefiranofaciens JCM 6985 (a) and S. 

cerevisiae IFO0216 (b) and total kefiran production (c) in the mixed culture under 
stirring condition at 120 rpm at room temperature. 
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Figure 20.  Effects of yeast amount on reducing sugar (a) and pH (b) in the mixed culture under 

stirring condition at 120 rpm at room temperature. 
 
 

0

20

40

60

0 24 48 72 96 120

R
e
d
u
c
in

g
 s

u
g
a
r
 (

g
/l
)

OD = 1

OD = 2

OD = 3 

3.0

4.0

5.0

6.0

0 24 48 72 96 120

Time (h)

 p
H

OD = 1 

OD = 2

OD = 3 

(a)

(b)

1.6x10
6
 cfu/ml 

4.0x10
6
 cfu/ml 

9.1x10
6
 cfu/ml 

 

1.6x10
6
 cfu/ml 

4.0x10
6
 cfu/ml 

9.1x10
6
 cfu/ml 

 



 60 

0

1

2

3

4

5

6

1 2 3

Yeast amount (cfu/ml)

Y
p

/s
 (

%
)

0

5

10

15

20

P
r
o

d
u

c
ti

v
it

y
 o

f 
k

e
fi

r
a

n
 

(m
g

/l
/h

)

Yp/s Productivity
 

Figure 21.   Effects of yeast amount on Yp/s and productivity of kefiran by L. kefiranofaciens JCM 
6985 in the mixed culture under stirring condition at 120 rpm at room temperature. 

4.  �	G��
���D�8�F�i8�H78� 

-���40���U#���� �!�����2!������+���+�����*��+�������	3�' L. 

kefiranofaciens JCM 6985 �� �����/"'�%#���� S. cerevisiae IFO 0216 �0�'�
�	"��+�������)����,1	
�,�	�. /�����������	���������+�.%#"�%'�������*��+�������	3�' L. kefiranofaciens JCM 6985   -0'
	2�
�&%��40����*��+�������	��"�. /�*��1	)�'!�������� (batch culture) ����0�'�� (fed-batch 
culture)  

4.1  �	H78������  
-���40����*��+�������	3�' L. kefiranofaciens JCM 6985  �� �����/"'�%#���� S. 

cerevisiae IFO 0216 1	)�'!���3	� 2 ��+� ������-$�!��&+� modified MRS-skim milk reducing 
sugar �����	/2+�����#��-�!'	����"��+������,�"�� 4 �
�	�!�%'�����	����!�%'�	�+��-	
+��2���  ����.3�'�!������+,	 5.5  
���+�  1  ��+� U"1+,�����/"' 3 �U#�� � �U#������%��
��1!,��4 �U#��������1!,��4��"��
����������-	���"	/2�,�"�� 5 3�'������-	���"
	/2����+�#  ����U#��������1!,��4��"��
����������-	���"	/2�,�"�� 5 3�'������-	���"
	/2����+�#�%#�������#��$�����.��� 5.5  *�������'��'���'1	 Figure 22 ��� 23  ��#%�����/"'
�. /�*��U"1+,�����������1!,��4�%#�������#��$�����.  ��*��21!, S. cerevisiae IFO0216  ��
���+���+�����30/	��%��� 1.4×108 ��� 48 .��#��'  �� ���
��"����"���������/"'�. /�*��U"1+,�U#������%

9.1x106 4.0x106 1.6x106 
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����1!,��4  -����+���+3�' S. cerevisiae IFO 0216 ��������30/	�� �����/"'U"1+,�U#��������1!,
��4������#��$�����.  -0'�%'*�1!,  L. kefiranofaciens JCM 6985 �����+���+�����*��+��
�����	�����30/	 ��" L. kefiranofaciens JCM ���)*��+�������	��,  2.58 ����+%���+�  U"1	
��"��#� 120 .��#��'  ����� ����-��
������1.,	/2+�����#��3�' L. kefiranofaciens JCM 6985   
��#%U"1+,�U#��������1!,��4�%#�������#��$�����.�21!, L. kefiranofaciens JCM 6985  ��
��1.,	/2+�����#�� 43 ����+%���+�  1	3����������/"'�. /�*��U"1+,�U#������%����1!,��4 
��#%����1.,	/2+�����#�����"'  27  ����+%���+� �0�'�2	#��
�	*�*��++%�!	%#"�����+����,�,�"�� 
5.9 ��� 4.5 ��"	/2!	�� +��2���  �%#	
�����A�U���*��+�������	3�' L. kefiranofaciens JCM 
6985  �0�'���)�2	#�-���+����#��*��+�������	3�' L. kefiranofaciens JCM 6985 1	.%#' 0-48 
.��#��'  ��#%�� �����/"'�. /�*��U"1+,�U#������%����1!,��4  �U#��������1!,��4  ���
�U#��������1!,��4�%#�������#��$�����. L. kefiranofaciens JCM 6985  ����+���*��+�����
��	 14.49, 16.47 ��� 20.27 ���������+%���+�+%�.��#��' +��2��� ��"-��!�	#%�����/"'�. /�*��
U"1+,�U#������%��,1!,��4  S. cerevisiae IFO 0216 �����+���+	,�"  �21!,����.3�'�������'
�"%'�#����#  �%'*�1!, L. kefiranofaciens JCM 6985 )&�"��"�/'���+���+�,#"������+��  �%#	��
���/"'�. /�*��U"1+,�U#��������1!,��4  ��#%��*��21!, S. cerevisiae IFO 0216 �����+���+
�����30/	 �� ���
��"����"���������/"'�. /�*��U"1+,�U#������%��,1!,��4 �+%�"%'����+�����.3�'
����"�'�'���'  ��/'	�/�	 ��'-�1	����#	�����������0�3�' L. kefiranofaciens JCM 6985  
U"1+,���������	/2+�����#�����#% 20 ����+%���+� ��������"������+��-�����3��	/2+�                    
�����+��'�%#	 �0�'�
�	*�*��+-�����"	/2+�����#������&%U"	������� (Cheirsilp, 2003) 
�0�'�-�21!, S. cerevisiae IFO 0216  1.,	/2+������+��
�	�!�%'�����	���#%������+��   
��'	�/	 ����.3�'����-0'"�'�'���' �"%'����+� Cheirsilp ������ (2003)  ���"'	#% S. 

cerevisiae IFO 0216  ���%#	.%#"�%'�������*��+�������	3�' L. kefiranofaciens JCM 6985 ��"��
���*����	��!#%' L. kefiranofaciens JCM 6985 ��� S. cerevisiae IFO 0216 �21!, L. kefiranofaciens 
JCM 6985 ������,'�������	1	�%#	�������������� (capsular kefiran) �����30/	 -0'�21!,
����           
�������	��/'!�������30/	  �2!��������/"'�. /�*��U"1+,�U#��������1!,��4�%#�������#��$���
��.��#% S. cerevisiae IFO 0216 �����+���+��,�� �������.3�'��������'���  �21!, L. 

kefiranofaciens JCM 6985 ��%)&�"��"�/'���-��d�,#"������+�� �%'*�1!, L. kefiranofaciens JCM 
6985  ����*��+�������	�����30/	  �0�'*�������'�����,�'��� Cheirsilp (2003) �����#%�����/"'�. /�
*��U"1+,�U#��������1!,��4�21!, S. cerevisiae IFO 0216 �����+���+�����1.,������+��
�����30/	  1	3��������#��$�����.3�'�����21!, L. kefiranofaciens JCM 6985  �����+���+���
��*��+�������	�����30/	   
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Figure 22.   Effects of aeration on cells growth of L. kefiranofaciens JCM 6985 (a) and S. cerevisiae 

IFO 0216 (b) and total kefiran production (c) of the mixed culture in batch culture at 
room temperature. 
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Figure 23.   Effects of aeration on reducing sugar (a) and pH (b) of the mixed culture in batch 
culture at room temperature. 

�.%	���"#��� Petry ������(2000) ��� Gassem ������ (1997)  �����#%�����/"' 
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus  U"1+,������������#��$�����.   �21!,�. /������+���+
�����*��+�����������������������30/	   �� ���
��"����"���������/"'�. /�U"1+,���������%����
�#��$�����.  
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Figure 24.   Yield and productivity of kefiran by L. kefiranofaciens JCM 6985 in the mixed culture of 

batch culture at room temperature. 
 

4.2  �	H78�����e���� 

-���40���#��3,�3,	3�'	/2+�����#��-�!'	������+,	����!����+%���*��+        
�������	3�' L. kefiranofaciens JCM 6985 ��#%��������#��3,�3,	3�'	/2+�����#�������+,	 �21!, 
L. kefiranofaciens JCM 6985 *��+�������	�����30/	 �+%��������#��3,�3,	3�'	/2+�����#�������+,	���
�&'���	�
 -���*�"��"�/'���+���+�����*��+�������	3�' L. kefiranofaciens JCM 6985 (Cheirsilp 
et al., 2001) �,#"�!+$*���'��%#-0'	2�
�&%��40����!�������0�'�� ��"���+�����!�1!�%�����
	/2+�����#��-�!'	� 30 ���� 
���+� 250 �������+� �3,�&%�������.��#��'��� 24 ��� 48  �� ������
������#��3,�3,	3�'	/2+�����#��1	����1!,�'������ 40 ����+%���+� �	 ��'-�1	3�/	+�	��40��
�#��3,�3,	3�'	/2+�����#������!����  ��#%��1.,	/2+�����#�������+,	 40 ����+%���+�  �21!, L. 

kefiranofaciens JCM 6985  ��
�����A�U���*��+�������	�&'�$� *�������'��'���'1	 Figure 
25   ��#%U"1+,��!�������0�'�� �21!, L. kefiranofaciens JCM 6985  �����+���+�&'�#%��!���
����� (Figure 25a)  1	3�������#%���+���+3�' S. cerevisiae IFO 0216 1��,���"'��	��/'��!���
���������0�'�� (Figure 25b)  �����#%1	��!�������0�'���21!, L. kefiranofaciens JCM 6985  
*��+�������	�&'�$���%��� 3.25  ����+%���+� ��� 96 .��#��' ��"����1.,	/2+�����#�� 86.3  ����  ����
�	
*�*��++%������+����,�,�"�� 5.6 ��"	/2!	��  1	3�������!�������� L. kefiranofaciens JCM 
6985  *��+�������	��,���"' 2.58 ����+%���+� (Figure 25c)  ����
�	*�*��++%������+����%����,�"�� 
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5.9 ��"	/2!	��  �2!���
�����A�U���*��+�������	3�' L. kefiranofaciens JCM 6985 ��#% L. 

kefiranofaciens JCM 6985 ����+���*��+�������	 22.6 ��� 35.9  ���������+%���+�+%�.��#��' �� ��
!������������0�'��+��2��� ��"-��!�	#%��!�������0�'�� �21!, L. kefiranofaciens JCM 
6985 ��
�����A�U���*��+�������	�����30/	 �0�'*�������'�����,�'��� Cheirsilp ������ 
(2003) �����#% L. kefiranofaciens JCM 6985 ����*��+�������	�����30/	�� �����/"'�%#���� S. cerevisiae 
IFO 0216  U"1+,��!�������0�'�� ��" L. kefiranofaciens JCM 6985 ���)*��+�������	��, 4.14 
����+%���+�  �0�'�&'�#%��!�����������*��+�������	��,���"' 2.64 ����+%���+� �.%	���"#��� Tada 
������ (2007) �����#%�����/"' L. kefiranofaciens JCM 6985 �%#���� S. cerevisiae IFO 0216  
U"1+,��!�������0�'�� ��������+�����!�1!�%��� feedback ��� feedforword  1	.%#'.��#��'
��� 96-102 ��"1.,����.3�'�����
�	+�#�#��$�
�������+�����!�  �� ���#��$����$���
�+���+��!#%' L. kefiranofaciens JCM 6985 ��� S. cerevisiae IFO 0216  ��*��21!, L. 

kefiranofaciens JCM 6985 ���)*��+�������	��, 6.3 ����+%���+� �0�'��
�����&'�#%��!������
�����*��+�������	��,���"' 4.5 ����+%���+� ����
�	*�*��++%�!	%#"�����+����,  0.033 ����+%�����
����+� ��� 0.027 ����+%���������+� +��2���  	��-�	�/  Kim ������ (2006)  ��#%��
!��� Ganoderma  resinaceum  ����0�'����������+�����!�1!�%�� ����"��#�*%	�
 6 #�	  �21!, 
G. Resinaceum ���)*��+��������������������,�����30/	��%��� 3.04 ����+%���+� �� ���
��"����"�
�����!�����������*��+��������������������,���"' 1.49  ����+%���+� �.%	���"#��� Tang ���
��� (2002) �����#%��!��� G. lucidum ����0�'�� ��"�����+�����!�1!�%1	#�	��� 10  �21!, 
G. lucidum  ���)*��+�����������������������30/	�
�	  0.87 ����+%���+� �� ���
��"����"������
!�����������*��+��������������������,���"' 0.61 ����+%���+� 
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Figure 25.   Cells growth of L. kefiranofaciens JCM 6985 (a) and S. cerevisiae IFO 0216 (b) and 
total kefiran production (c) of the mixed culture in batch and fed batch culture. Arrows 
indicated lactose addition time in fed-batch culture at room temperature. 
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Figure 26.  Reducing sugar of the mixed culture in batch and fed batch culture. Arrows indicated 

lactose addition time in fed-batch culture at room temperature. 
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-���40������� ���"��	A$�"��+��� �����/"'�%#���� L. kefiranofaciens JCM 6985   1	
��*��+�������	��#% S. cerevisiae IFO 0216 �
�	�"��	A$�����!����  �	 ��'-� S. cerevisiae IFO  
0216 ���)1.,������+���
�	�!�%'�����	��,  �����/'������+�.%#"�%'�������*��+�������	3�' L. 

kefiranofaciens JCM 6985 ��/'U"1+,�U#������%�����3"%�������1!,��4��"���3"%�,#"
�#����# 60 ���+%�	�� ��"��#%�����/"'�. /�*����!#%' L. kefiranofaciens JCM 6985  ��� S. 

cerevisiae IFO 0216 U"1+,�U#���������3"% �21!, L. kefiranofaciens JCM 6985  ���)*��+               
�������	��,�&'�$� 0.94 ����+%���+�  U"1	��"��#� 120  �0�'�&'�#%�����/"'�. /�����"#���*��+��,���"' 
0.57 ����+%���+�  ��������/"'�. /�*��U"1+,�U#������%�����3"%���*��+��, 0.81  ����+%���+� ���
��#%��1.,"��+������
�	�!�%'�	�+��-	��	���"����"'.	�����"#�����"'���2!������+���+�����
*��+�������	 1	��40���U#�����!����1	��*��+�������	��"�. /�*����!#%' L. 

kefiranofaciens JCM 6985 ��� S. cerevisiae IFO 0216 ��#%�!��&+� modified MRS-skim milk 
reducing sugar �����	/2+�����#��-�!'	����"��+����������+,	�,�"�� 4 �
�	�!�%'�����	����!�%'
�	�+��-	  ����.3�'�!������+,	 5.5 ��"��
���� L. kefiranofaciens JCM 6985 ��� S. cerevisiae 
IFO 0216 �����+,	��%��� 2.1×107 cfu/ml  ��� 4.0×106cfu/ml  +��2���  U"1+,�U#���������#	
�,#"�#����# 120 ���+%�	��   �21!, L. kefiranofaciens JCM 6985  ���)*��+�������	��,�&'�$� 
1.07 ����+%���+� �����
�����A�U���*��+��%��� 15.2  ���������+%���+�+%�.��#��'  ���-�
��40����*��+�������	��"�. /�*����!#%' L. kefiranofaciens JCM 6985 ��� S. cerevisiae IFO 
0216  U"1	)�'!���3	� 2 ��+�  ������-$�!�
���+� 1  ��+� ��#%��!��������U"1+,����
�������1!,��4��"��
����������-	���"	/2�,�"�� 5 �%#�������#��$�����.��� 5.5 �21!, L. 

kefiranofaciens JCM 6985  ���)*��+�������	��,�&'�$� 2.58 ����+%���+� U"1	��"��#� 120 
.��#��'  �����*��+�������	3�' L. kefiranofaciens JCM 6985 -�������
�	 3.25 ����+%���+� U"1	
��"��#� 96 .��#��'  �� ��!�������0�'��  �"%����+��� ��1!,'	#�-�"����"#�����*��+�������	3�' L. 

kefiranofaciens JCM 6985   ������/"'�%#���� S. cerevisiae IFO0216   ��"1.,!'	��
�	#�+)$������#�
���&��������30/	 1	3�/	+�	��*��+�������	��"1.,������*��+����0�'����������+��
���!�1!�%1	.��#��'��� 24  ��� 48   �#������+��"��+������%#��,#"  �� ����������+���+ �����
*��+�������	3�' L. kefiranofaciens JCM 6985  1!,�&'30/	 	��-�	�/�#�����40��*���3�'��1.,
�!�%'�	�+��-	�	�	���"�1	��*��+�������	3�' L. kefiranofaciens JCM 6985  �� ����+,	�$	��
*��+1	������$+�!����  68 
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6	�G��� � 

�	�
�=7�8
i<!������	H	���J=��?�J� 

1.  �	�
�=7H	��7  (����
�'-� Shene and Brovo, 2007) 
�	��7� 

!'	� 
����e��������� (HCl) �#��3,�3,	 5  ����� 

��N��	�
�=7 

.��'!'	�*' 20 ���� ���"1		/2 ����	
���+� 100 �������+� 
����� ��.3�'
�����"!'	��
�	 4.5 (pH = pI 3�'�
�+�	����	)  �,#"����e��������� (HCl) �#��3,�3,	 5  
����� 1!,�#��,�	��%�����"!'	�����$�!U&��  121  �'4������"� �
�	�#� 15  	��  ��1!,�"�	
-0'	2�����"�����,�

W�	�!#��"'�,#"�#����# 10,000  ���+%�	��  		 10 	�� �"��%#	1����
-�+���	 ���-���#�����!�
�����
�+�	���	/2+�����#��1	�%#	1� ��#%��
�����,�"�� 
0.40 ��� 15.81 ��"	/2!	��+%�
���+� +��2���  �� ��#�����!�.	��3�'	/2+��,#"���	�� Thin-
Layer Chromatography (TLC)  ��#%�'��
�����1	�����"�%#	1!d%"�'�'�
�		/2+�����#�������
��������,"��0'���	/2+�����#��1	�����"!'	��%�	����1!,�#��,�	  �0�'���% Rf ��%��� 
0.20, 0.19 ��� 0.20  +��2���  ��'���'1	 Figure 27 

 
Figure 27. Composition of skim milk (A) and pretreated skim milk (B)  with lactose (Lac) glucose 

(Glu) and gaclactose (Gal). 

 

Lac Glu Gal A B 
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2. �	H	���J=��?�J�  Man Rogasa Sharpe (MRS) ��	H8��?�J��������=�!���
�� 

�	��7� 
���� (����+%���+�) 
Dipotassium phosphate 10.00 
Beef  extract 2.00 
Yeast extract 5.00 
Dextrose 20.00 
Polysorbate 80 1.00    �������+�+%���+� 
Ammonium citrate 2.00 
Sodium acetate 5.00 
Magnesium sulphate 0.10 
Manganes sulphate 0.05 
Proteose peptone 10.00 

��N��	�
�=7 
.��'�!�!	�� 52 ����   ���"1		/2����	
���+� 1 ��+�    �	1!,�%#	*���3,��	  


�������.�
�	 5.5   ���-$1�%!�������'3	���'
���+� 9 �������+�  ���	2�
	0�'�%�. /�U"1	
!�,�	0�'�#���	 ����$�!U&�� 121  �'4������"�  �
�	�#� 15 	�� 

3. �	H	���J=��?�J� Yeast-Peptone (YP) ��	H8�=��
" 

�	��7� 
 
���� (����+%���+� 

Glucose 10 
Polypeptone 10 
Yeast extract 10 

��N��	�
�=7 
.��'������+�����%#	������$�#,3,'+,	  ���"�,#"	/2����	
���+�  1 ��+�  �	1!,�3,

��	   
�������.1!,��, 5.5    ���-$1�%!�������'3	���'
���+� 9 �������+�  ���	2�
	0�'�%�. /�
U"1	!�,�	0�'�#���	 ����$�!U&�� 121  �'4������"�  �
�	�#� 15 	�� 
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6	�G��� ; 

��N��	����	�H" 

1.    ��N��	����	�H"��7	:���D�8� (Cheirsilp et al., 2001) 
�	��7� 

�.  Sulfuric acid (conc. H2SO4) 
3. Anthone   

��N��	 

�&������"+�#�"%'
���+� 0.1 �������+� 1�%�'1	!�������'3	����� �+��
�����"�����"��	���	1	�������&����3,�3,	 (conc.H2SO4) 
���+� 1.0 �������+� 	2�

+,�1		/2�� ��		 10  	�� �21!,�"�	��	��#���%���&��� 	��'1	.%#'�#�"#�� �	 620 	�	
��+�  ����2	#�
�����������	��"�
��"����"��%���#����,�������+�z	3�'	/2+�����#��
����#��3,�3,	  0, 0.1, 0.2, 0.3 ��� 0.5 ����+%���+�       

y = 3.5562x

R
2
 = 0.9987
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Figure 28.     Standard curve of total sugar analyzed by Anthone method. 
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2.    �	����	�H"��7	:�J�	
	��!���" (A	$�� �!�%�-��d�$3, 2546) 
�	��7� 

�.  �����"��
�
��� 
3. �����"�	���	 

��N��	 

�- �-'��+�#�"%'1!,���#��3,�3,	3�'	/2+��"&%1	.%#'����!����   �&���+�#�"%'

���+� 0.5 �������+� 1�%1	!�������'3	���'�+�������"��
�
���
���+� 0.5 �������+� 
�3"%1!,�3,��		2�
+,�1		/2�� ��		 10 	�� �21!,�"�	��	�� �+�������"�	���	
���+� 0.5 
�������+� *��1!,�3,��	#'��/'�#,����$�!U&��!,�'�
�	�#� 15 	��   �� ������2!	�-0'�+��	/2����	

���+� 5 �������+�   *��1!,�3,��	���#���%���&��� 	��'���.%#'�#�"#�� �	 520 	�	��+� 
(OD520)   ����2	#�
����	/2+�����#����"�
��"����"��������+�z	3�'	/2+�����#������#�
�3,�3,	 0, 0.05, 0.1, 0.3 0.5 ��� 0.7 ����+%���+�    

y = 1.2969x

R
2
 = 0.9998

0.0

0.5

1.0

1.5

0 0.2 0.4 0.6 0.8
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Figure 29.     Standard curve of reducing sugar analyzed by Nelson-Somogyi method . 
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3.     �	����	�H"��7	:�!���
���!=������ High Performance Liquid Chromatography 

(HPLC) (����
�'+�#�A� Olano-Martin et al., 2000) 
 �	��7� 

�.  ���+�z	������+�� 
3.  �������&��� 

������7�� 

Column : BIO-RAD Aminex HPX-87 H Ion Exclusion column (300 mm x 7.8mm) 
Mobile phase : 0.005 M H2SO4 

Flow rate : 0.6 ml/min 
Temp : 50 °C 
Detecter : UV 215 nm 

Inject : 20µL 
��N��	 

 
W�	�!#��"'+�#�"%'�,#"�#����# 13,000 ���+%�	�� �$�!U&�� 4 �'4������"� �
�	�#� 
15    	��  �"��%#	1����-�+���	   	2�%#	1������,���'*%	��������'�	��	3	� 0.2 
�������+�  ���Z��+�#�"%'
���+� 20 �������+� �3,�&%�����	�    �
��"����"�
�����������,
������+�z	3�'������+������#��3,�3,	 200, 50, 25 ��� 2.5  ����������  

y = 114.49x

R
2
 = 0.995
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Figure 30.     Standard curve of  lactic acid analyzed by HPLC method 
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 4.      �	����	�H"��7	:��
���!=��N� Lowry (����
�'+�#�A� Lowry et al., 1951) 
�	��7� 

�.  �����" I  ���" Na2CO3 �#��3,�3,	 2  �
������	+� 1	1 	������ �����"�             
�e�������� 

3.  �����" II �+��"� CuSO4.5H2O �#��3,�3,	 1 �
������	+� 1	�����" 
Sodium  potassium tartrate �#��3,�3,	 2  �
������	+� 

�.  ��������	���
�
��� (alkaline copper solution) �+��"���"*�������" I 

���+� 50 �������+� ��������" II  
���+� 1 �������+� *�������" �:3:� 1	��+��%#	 
50:1:1 

 '.  �����" Folin q ciocolteau  �+��"���"�- �-'�,#"	/2����	1	��+��%#	 1:1 �"%'
�#����#�%�	1., 

��N���	 
�&������"+�#�"%'����- �-'1!,�"&%1	.%#'�#��3,�3,	����!����
���+� 0.1 

�������+�  1�%�'1	!�������'3	����� �+�������"������	���

���+� 3  �������+� #'��/'
�#,����$�!U&��!,�' 10 	��   �+�������" Folin-Ciocalteu 
���+� 0.3 �������+� *��1!,�3,��	#'
��/'�#, 30 	��  #���%���&��� 	��'���.%#'�#�"#�� �	 750 	�	��+�  �2	#�
�����
�+�	  
��"�
��"����"��������+�z	3�'�����"�+�z	 bovine serum albumin (BSA) ����#�
�3,�3,	  0, 0.2, 0.4 ���0.6 ����+%���+�   

y = 0.4473x

R
2
 = 0.9931
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Figure 31.     Standard curve of  bovine serum albumin analyzed  by Lowry method. 
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G��	�!��� 

Table 6.  Cells growth of the pure culture and the mixed cultures at 60 h and 120 h under static 
condition at room temperature. 

OD 660 Culture 
At 60 h At 120h 

L. kefiranofaciens JCM 6985 5.05 ± 0.41 6.83 ± 0.63 
L. kefiranofaciens JCM 6985 and 
S. exiguus TISTR 5081 

5.34 ± 0.13 7.51 ± 0.36 

L. kefiranofaciens JCM 6985 and 
S. cerevisiae IFO 0216 

5.32 ± 0.23 6.56 ± 0.34 

L. kefiranofaciens JCM 6985 and 
S. carlsbergensis TISTR 5018 

5.18 ± 0.27 6.60 ± 0.62 

L. kefiranofaciens JCM 6985 and 
Z. rouxii TISTR 5044 

5.22 ± 0.16 6.43 ± 0.46 

L. kefiranofaciens JCM 6985 and 
D. hansenii TISTR 5155 

5.37 ± 0.37 8.07 ± 0.21 
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Table 7. Total kefiran production of the pure culture and the mixed cultures at 60 h and 120 h  
 under static condition at room temperature. 

Total kefiran (g/l) 
Culture 

At 60 h At 120 h 

L. kefiranofaciens JCM 6985 0.45 ± 0.03 0.57 ± 0.03 
L. kefiranofaciens JCM 6985 and 
S. exiguus TISTR 5081 

0.39 ± 0.01 0.77 ± 0.05 

L. kefiranofaciens JCM 6985 and 
S. cerevisiae IFO 0216 

0.51 ± 0.08 0.81 ± 0.02 

L. kefiranofaciens JCM 6985 and 
S. carlsbergensis TISTR 5018 

0.45 ± 0.03 0.79 ± 0.03 

L. kefiranofaciens JCM 6985 and 
Z. rouxii TISTR 5044 

0.41 ± 0.00 0.74 ± 0.02 

L. kefiranofaciens JCM 6985 and 
D. hansenii TISTR 5155 

0.39 ± 0.03 0.72 ± 0.05 

Table 8.  Cells growth of the pure culture and the mixed cultures at 60 h and 120 h under shaking 
condition at 60 rpm at room temperature. 

OD 660 Culture 
At 60 h At 120 h 

L. kefiranofaciens JCM 6985 3.96 ± 0.25 6.27 ± 0.11 
L. kefiranofaciens JCM 6985 and 
S. exiguus TISTR 5081 

8.04 ± 0.30 9.07 ± 0.07 

L. kefiranofaciens JCM 6985 and 
S. cerevisiae IFO 0216 

7.34 ± 0.11 9.27 ± 0.15 

L. kefiranofaciens JCM 6985 and 
S. carlsbergensis TISTR 5018 

8.01 ± 0.44 8.67 ± 0.27 

L. kefiranofaciens JCM 6985 and 
Z. rouxii TISTR 5044 

8.71 ± 0.35 9.90 ± 0.00 

L. kefiranofaciens JCM 6985 and 
D. hansenii TISTR 5155 

7.83 ± 0.30 9.60 ± 0.38 
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Table 9. Total kefiran production of the pure culture and the mixed cultures at 60 h and 120 h under 
shaking condition at 60 rpm at room temperature. 

Total kefiran (g/l) 
NO. 

At 60 h At 120 h 

L. kefiranofaciens JCM 6985 0.49 ± 0.00 0.54 ± 0.02 
L. kefiranofaciens JCM 6985 and 
S. exiguus TISTR 5081 

0.51 ± 0.01 0.69 ± 0.06 

L. kefiranofaciens JCM 6985 and 
S. cerevisiae IFO 0216 

0.55 ± 0.02 0.94 ± 0.01 

L. kefiranofaciens JCM 6985 and 
S. carlsbergensis TISTR 5018 

0.50 ± 0.01 0.80 ± 0.02 

L. kefiranofaciens JCM 6985 and 
Z. rouxii TISTR 5044 

0.49 ± 0.00 0.61 ± 0.04 

L. kefiranofaciens JCM 6985 and 
D. hansenii TISTR 5155 

0.46 ± 0.01 0.63 ± 0.01 

Table 10. Cells growth by the mixed culture in a modified MRS-skim milk lactose medium with 
various nitrogen sources at 60 h and 120 h under shaking condition at 60 rpm at room 
temperature. 

OD 660 Nitrogen source 
At 60 h At 120 h 

2% Tryptone, 2% Meat extract 
and 1% Yeast extract 

6.43 ± 0.23 7.16 ± 0.00 

5% of  Yeast extract 7.39 ± 0.00 10.21 ± 0.49 
5% of  Meat extract 6.99 ± 0.51 8.02 ± 0.42 
5% of Tryptone 6.17 ± 0.33 7.37 ± 0.11 
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Table 11. Total kefiran production by the mixed culture in a modified MRS-skim milk lactose 
medium with various nitrogen sources at 60 h and 120 h under shaking condition at 60 
rpm at room temperature. 

Total kefiran (g/l) 
Nitrogen source 

At  60 h At 120 h 
2% Tryptone, 2% Meat extract 
and 1% Yeast extract 

0.57 ± 0.01 0.79 ± 0.01 

5% of  Yeast extract 0.57 ± 0.00 0.84 ± 0.02 
5% of  Meat extract 0.29 ± 0.01 0.62 ± 0.02 
5% of Tryptone 0.16 ± 0.02 0.57 ± 0.00 

Table 12. Effect of reducing sugar concentration from skim milk on cells growth of L. 

kefiranofaciens JCM 6985 in the mixed culture under stirring condition at 120 rpm at 
room temperature. 

Cell growth (Log cfu/ml) 
Time (h) 

2% 4% 6% 8% 
0 7.20  ± 0.01 7.20 ± 0.01 7.20 ± 0.01 7.20 ± 0.01 
24 7.51 ± 0.01 7.46 ± 0.07 7.47 ± 0.02 7.46 ± 0.06 
48 8.37 ± 0.01 8.02 ± 0.07 8.36 ± 0.01 8.38 ± 0.02 
72 8.56 ± 0.01 8.38 ± 0.01 8.57 ± 0.01 8.53 ± 0.01 
96 9.05 ± 0.15 8.83 ± 0.17 8.95 ± 0.06 8.76 ± 0.00 
120 8.68 ± 0.05 8.71 ± 0.05 8.51 ± 0.09 8.51 ± 0.03 
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Table 13. Effect of reducing sugar concentration from skim milk on cells growth of S. cerevisiae IFO 
0216 in the mixed culture under stirring condition at 120 rpm at room temperature. 

Table 14. Effect of reducing sugar concentration from skim milk on total kefiran production by L. 

kefiranofaciens JCM 6985 in the mixed culture under stirring condition at 120 rpm at 
room temperature. 

Total kefiran (g/l) 
Time (h) 

2% 4% 6% 8% 
0 0.13 ± 0.06 0.13 ± 0.05 0.13 ± 0.05 0.14 ± 0.04 
24 0.50 ± 0.14 0.58 ± 0.13 0.60 ± 0.18 0.57 ± 0.21 
48 0.64 ± 0.08 0.81 ± 0.14 0.77 ± 0.10 0.74 ± 0.10 
72 0.78 ± 0.10 0.86 ± 0.12 0.91 ± 0.17 0.84 ± 0.17 
96 0.85 ± 0.12 0.91 ± 0.13 0.96 ± 0.08 0.96 ± 0.17 
120 0.90 ± 0.07 1.01 ± 0.07 1.03 ± 0.03 1.00 ± 0.12 

 

 

 

 

 

Cell growth (Log  cfu/ml) 
Time (h) 

2% 4% 6% 8% 
0 6.58 ± 0.04 6.58 ± 0.04 6.58 ± 0.04 6.58 ± 0.04 
24 7.16 ± 0.08 7.23 ± 0.12 7.03 ± 0.05 7.15 ± 0.18 
48 7.20 ± 0.07 7.26 ± 0.18 7.17 ± 0.06 7.19 ± 0.17 
72 7.13 ± 0.01 7.13 ± 0.02 7.11 ± 0.01 7.14 ± 0.10 
96 7.06 ± 0.05 7.14 ± 0.03 7.11 ± 0.01 7.09 ± 0.03 
120 6.91 ± 0.10 7.10 ± 0.03 7.05 ± 0.08 7.09 ± 0.03 
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Table 15. Effect of reducing sugar concentration from skim milk on reducing sugar in the mixed 
culture under stirring condition at 120 rpm at room temperature. 

Reducing sugar (g/l) 
Time (h) 

2% 4% 6% 8% 
0 29.75 ± 1.47 44.73 ± 4.33 58.22 ± 11.22 75.25 ± 4.25 
24 24.49 ± 1.60 42.77 ± 3.40 53.36 ± 0.95 70.88 ± 2.99 
48 14.30 ± 2.65 35.31 ± 0.67 48.59 ± 4.92 66.96 ± 4.44 
72 9.54 ± 3.66 27.58 ± 0.34 42.66 ± 6.75 57.19 ± 2.84 
96 7.34 ± 0.97 23.51 ± 0.71 34.86 ± 2.65 51.40 ± 4.10 
120 6.66 ± 1.34 18.43 ± 1.60 30.85 ± 2.52 45.83 ± 1.64 

Table 16. Effect of reducing sugar concentration from skim milk on pH in the mixed culture under 
stirring condition at 120 rpm at room temperature. 

pH of  broth 
Time (h) 

2% 4% 6% 8% 
0 5.50 ± 0.00 5.50 ± 0.00 5.50 ± 0.00 5.50 ± 0.00 
24 4.59 ± 0.13 4.77 ± 0.19 4.87 ± 0.15 5.01 ± 0.09 
48 3.95 ± 0.04 4.03 ± 0.04 4.09 ± 0.05 4.32 ± 0.13 
72 3.82 ± 0.08 3.83 ± 0.07 3.89 ± 0.08 3.97 ± 0.06 
96 3.72 ± 0.04 3.65 ± 0.06 3.71 ± 0.04 3.74 ± 0.03 
120 3.68 ± 0.08 3.54 ± 0.07 3.63 ± 0.01 3.67 ± 0.03 

Table 17. Effects of reducing sugar concentration from skim milk on Yp/s and productivity of kefiran 
by L. kefiranofaciens JCM 6985 in the mixed culture under stirring condition at 120 rpm 
at room temperature. 

Whey lactose concentration (%w/v) Y p/s (%w/w) Productivity of kefiran (mg/l/h) 
2 3.9 ± 0.4 11.6 ± 1.5 
4 4.3 ± 0.4 15.1 ± 1.8 
6 3.8 ± 0.4 14.6 ± 1.5 
8 3.4 ± 0.2 14.4 ± 1.7 
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Table 18. Effect of yeast extract concentration on cells growth of L. kefiranofaciens JCM 6985 in the 
mixed culture under stirring condition at 120 rpm at room temperature. 

Cell growth (Log cfu/ml) 
Time (h) 

2% 4% 5% 6% 
0 7.22 ± 0.09 7.22 ± 0.09 7.21 ± 0.01 7.21 ± 0.09 
24 7.87 ± 0.07 7.97 ± 0.04 7.46 ± 0.07 8.02 ± 0.03 
48 8.15 ± 0.02 8.27 ± 0.05 8.02 ± 0.07 8.40 ± 0.00 
72 8.20 ± 0.03 8.84 ± 0.71 8.38 ± 0.01 9.24 ± 0.02 
96 8.06 ± 0.06 8.93 ± 0.20 8.85 ± 0.17 9.15 ± 0.03 
120 8.21 ± 0.02 8.86 ± 0.16 8.71 ± 0.05 9.09 ± 0.00 

Table 19.  Effect of yeast extract concentration on cells growth of S. cerevisiae IFO 0216 in the 
mixed culture under stirring condition at 120 rpm at room temperature. 

Cell growth (Log cfu/ml) 
Time (h) 

2% 4% 5% 6% 
0 6.61 ± 0.02 6.61 ± 0.02 6.58 ± 0.04 6.61 ± 0.02 
24 7.05 ± 0.04 7.00 ± 0.13 7.23 ± 0.12 7.09 ± 0.06 
48 7.22 ± 0.05 7.21 ± 0.16 7.28 ± 0.18 7.25 ± 0.07 
72 7.23 ± 0.01 7.23 ± 0.16 7.13 ± 0.02 7.22 ± 0.10 
96 7.12 ± 0.01 7.19 ± 0.18 7.14 ± 0.03 7.20 ± 0.05 
120 7.06 ± 0.02 7.17 ± 0.08 7.10 ± 0.03 7.12 ± 0.03 
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Table 20.  Effect of yeast extract concentration on total kefiran production by L. kefiranofaciens JCM 
6985 in the mixed culture under stirring condition at 120 rpm at room temperature. 

Total kefiran (g/l) 
Time (h) 

2% 4% 5% 6% 
0 0.17 ± 0.00 0.17 ± 0.00 0.17 ± 0.00 0.17 ± 0.00 
24 0.26 ± 0.11 0.48 ± 0.14 0.59 ± 0.04 0.57 ± 0.02 
48 0.40 ± 0.12 0.86 ± 0.13 0.96 ± 0.04 0.86 ± 0.17 
72 0.44 ± 0.11 0.95 ± 0.06 0.98 ± 0.10 1.08 ± 0.07 
96 0.46 ± 0.14 0.98 ± 0.09 1.09 ± 0.00 1.10 ± 0.05 
120 0.53 ± 0.11 1.07 ± 0.13 1.14 ± 0.01 1.19 ± 0.02 

Table 21. Effect of yeast extract concentration on reducing sugar in the mixed culture under stirring 
condition at 120 rpm at room temperature. 

Reducing sugar (g/l) 
Time (h) 

2% 4% 5% 6% 
0 42.17 ± 0.13 41.98 ± 0.27 41.79 ± 0.05 41.98 ± 0.27 
24 35.28 ± 5.51 36.88 ± 2.40 36.08 ± 0.04 37.27 ± 3.11 
48 25.83 ± 3.91 24.79 ± 2.52 29.24 ± 0.02 26.51 ± 1.85 
72 20.77 ± 6.01 19.44 ± 0.17 19.85 ± 0.01 18.60 ± 1.18 
96 15.75 ± 4.62 13.88 ± 0.04 14.21 ± 0.01 14.53 ± 1.47 
120 12.72 ± 5.04 11.41 ± 0.50 10.88 ± 0.02 12.84 ± 3.87 
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Table 22. Effect of yeast extract concentration on pH in the mixed culture under stirring condition at 
120 rpm at room temperature. 

pH of  broth 
Time (h) 

2% 4% 5% 6% 
0 5.50 ± 0.00 5.50 ± 0.00 5.50 ± 0.00 5.50 ± 0.00 
24 4.66 ± 0.25 4.67 ± 0.10 4.81 ± 0.07 4.91 ± 0.19 
48 3.78 ± 0.04 3.90 ± 0.05 3.97 ± 0.08 3.99 ± 0.01 
72 3.63 ± 0.07 3.69 ± 0.04 3.77 ± 0.08 3.77 ± 0.01 
96 3.50 ± 0.01 3.59 ± 0.02 3.63 ± 0.04 3.66 ± 0.01 
120 3.46 ± 0.01 3.57 ± 0.01 3.53 ± 0.01 3.66 ± 0.03 

Table  23. Effects of yeast extract concentration on Yp/s and productivity of kefiran by L. 

kefiranofaciens JCM6985 in the mixed culture under stirring condition at 120 rpm at room 
temperature. 

Yeast extract concentration (%w/v) Yp/s (%w/w) Productivity of kefiran (mg/l/h) 
2 3.0 ± 0.91 5.0 ± 3.5 
4 3.6 ± 0.23 15.2 ± 1.8 
5 3.7 ± 0.03 16.6 ± 1.4 
6 3.7 ± 0.04 15.8 ± 1.5 

Table 24.  Effect of initial pH on cells growth of L. kefiranofaciens JCM 6985 in the mixed culture  
under stirring condition at 120 rpm at room temperature. 

Cell growth (Log cfu/ml) 
Time (h) 

pH 4.5 pH 5.0 pH 5.5 pH 6.0 
0 7.20 ± 0.00 7.20 ± 0.00 7.22 ± 0.00 7.20 ± 0.00 
24 7.62 ± 0.04 7.85 ± 0.04 7.97 ± 0.01 7.93 ± 0.05 
48 7.81 ± 0.02 8.06 ± 0.73 8.27 ± 0.04 8.10 ± 0.09 
72 7.91 ± 0.01 8.61 ± 0.00 8.84 ± 0.00 8.46 ± 0.01 
96 8.01 ± 0.02 8.77 ± 0.06 8.93 ± 0.20 8.50 ± 0.03 
120 8.05 ± 0.02 8.84 ± 0.02 8.86 ± 0.16 8.52 ± 0.05 
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Table 25.  Effect of initial pH on cells growth of S. cerevisiae IFO 0216 in the mixed culture under 
stirring condition at 120 rpm at room temperature. 

Cell growth (Log cfu/ml) 
Time (h) 

pH 4.5 pH 5.0 pH 5.5 pH 6.0 
0 6.39 ± 0.00 6.39 ± 0.00 6.39 ± 0.02 6.39 ± 0.00 
24 6.96 ± 0.07 7.14 ± 0.04 7.00 ± 0.13 7.25 ± 0.06 
48 7.00 ± 0.00 7.19 ± 0.03 7.21 ± 0.16 7.31 ± 0.03 
72 6.96 ± 0.01 6.98 ± 0.00 7.23 ± 0.16 7.28 ± 0.06 
96 6.89 ± 0.03 6.91 ± 0.02 7.19 ± 0.18 7.24 ± 0.01 
120 6.89 ± 0.07 6.90 ± 0.03 7.17 ± 0.08 7.02 ± 0.03 

Table 26.  Effect of initial pH on total kefiran production by L. kefiranofaciens JCM 6985 in the 
mixed culture under stirring condition at 120 rpm at room temperature. 

Total kefiran (g/l) 
Time (h) 

pH 4.5 pH 5.0 pH 5.5 pH 6.0 
0 0.09 ± 0.04 0.09 ± 0.04 0.17 ± 0.00 0.09 ± 0.04 
24 0.39 ± 0.02 0.58 ± 0.04 0.48 ± 0.14 0.54 ± 0.01 
48 0.48 ± 0.01 0.66 ± 0.02 0.86 ± 0.13 0.62 ± 0.09 
72 0.51 ± 0.02 0.75 ± 0.02 0.95 ± 0.06 0.70 ± 0.01 
96 0.58 ± 0.04 0.77 ± 0.03 0.98 ± 0.09 0.72 ± 0.06 
120 0.60 ± 0.01 0.86 ± 0.01 1.07 ± 0.13 0.72 ± 0.08 
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Table 27. Effect of initial pH on reducing sugar in the mixed culture under stirring condition at      
120 rpm at room temperature. 

Reducing sugar (g/l) 
Time (h) 

pH 4.5 pH 5.0 pH 5.5 pH 6.0 
0 44.52 ± 1.09 44.52 ± 1.09 41.98 ± 0.27 44.52 ± 1.09 
24 38.22 ± 1.26 34.95 ± 0.67 36.88 ± 2.40 36.91 ± 1.60 
48 34.12 ± 1.51 30.43 ± 6.89 24.79 ± 2.52 33.76 ± 2.19 
72 27.64 ± 1.09 28.35 ± 5.46 19.44 ± 0.17 28.18 ± 1.77 
96 25.50 ± 0.92 25.26 ± 0.42 13.88 ± 0.04 25.26 ± 0.42 
120 24.01 ± 0.67 21.52 ± 2.02 11.41 ± 0.50 23.30 ± 0.50 

Table 28.  Effect of initial pH on pH in the mixed culture under stirring condition at 120 rpm at room 
temperature. 

pH of  broth 
Time (h) 

pH 4.5 pH 5.0 pH 5.5 pH 6.0 
0 4.50 ± 0.00 5.00 ± 0.00 5.50 ± 0.00 6.00 ± 0.00 
24 4.04 ± 0.01 4.24 ± 0.01 4.67 ± 0.10 4.53 ± 0.01 
48 3.60 ± 0.06 3.67 ± 0.01 3.90 ± 0.05 3.93 ± 0.01 
72 3.49 ± 0.05 3.65 ± 0.06 3.69 ± 0.04 3.91 ± 0.01 
96 3.52 ± 0.11 3.69 ± 0.06 3.59 ± 0.02 3.91 ± 0.03 
120 3.58 ± 0.13 3.70 ± 0.02 3.57 ± 0.01 3.90 ± 0.03 

Table 29.  Effects of initial pH on Yp/s and productivity of kefiran by L. kefiranofaciens JCM 6985 in 
the mixed culture under stirring condition at 120 rpm at room temperature. 

Initial pH Yp/s (%w/w) Productivity of kefiran (mg/l/h) 
4.5 2.9 ± 0.1 9.6 ± 0.4 
5.0 3.8 ± 0.4 11.7 ± 0.7 
5.5 3.6 ± 0.2 15.2 ± 1.2 
6.0 3.4 ± 0.5 10.7 ± 1.7 
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Table 30. Effect of yeast amount on cells growth of L. kefiranofaciens JCM 6985 in the mixed 
culture under stirring condition at 120 rpm at room temperature. 

Cell growth (Log cfu/ml) 
Time (h) 

1.4×106 cfu/ml 4.0×106 cfu/ml 9.1×106 cfu/ml 
0 7.33 ± 0.15 7.33 ± 0.15 7.33 ± 0.15 
24 7.79 ± 0.04 7.97 ± 0.01 8.30 ± 0.04 
48 8.01 ± 0.05 8.27 ± 0.04 9.02 ± 0.05 
72 8.70 ± 0.04 8.84 ± 0.00 9.28 ± 0.04 
96 8.67 ± 0.05 8.93 ± 0.20 9.36 ± 0.05 
120 8.64 ± 0.02 8.86 ± 0.16 9.24 ± 0.02 

Table 31. Effect of yeast amount on cells growth S. cerevisiae IFO0216 in the mixed culture under 
stirring condition  at 120 rpm at room temperature. 

Cell growth (Log cfu/ml) 
Time (h) 

1.4×106 cfu/ml 4.0×106 cfu/ml 9.1×106 cfu/ml 
0 6.21 ± 0.01 6.61 ± 0.02 6.96 ± 0.01 
24 6.69 ± 0.01 7.00 ± 0.13 7.20 ± 0.05 
48 6.80 ± 0.05 7.21 ± 0.16 7.60 ± 0.02 
72 6.67 ± 0.01 7.23 ± 0.16 7.59 ± 0.08 
96 6.68 ± 0.05 7.19 ± 0.18 7.62 ± 0.03 
120 6.73 ± 0.03 7.17 ± 0.08 7.54 ± 0.07 
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Table 32. Effect of yeast amount on total kefiran production by L. kefiranofaciens JCM 6985 in the 
mixed culture under stirring condition at 120 rpm at room temperature. 

Total kefiran (g/l) 
Time (h) 

1.4×106 cfu/ml 4.0×106 cfu/ml 9.1×106 cfu/ml 
0 0.17 ± 0.00 0.17 ± 0.00 0.17 ± 0.00 
24 0.41 ± 0.03 0.48 ± 0.14 0.58 ± 0.02 
48 0.65 ± 0.02 0.86 ± 0.13 0.89 ± 0.04 
72 0.86 ± 0.01 0.95 ± 0.06 1.02 ± 0.04 
96 0.93 ± 0.03 0.98 ± 0.09 1.05 ± 0.02 
120 0.90 ± 0.03 1.07 ± 0.13 1.15 ± 0.03 

Table 33. Effect of yeast amount on reducing sugar in the mixed culture under stirring condition at 
120 rpm at room temperature. 

Reducing sugar (g/l) 
Time (h) 

1.4×106 cfu/ml 4.0×106 cfu/ml 9.1×106 cfu/ml 
0 41.37 ± 0.59 41.37 ± 0.59 41.37 ± 0.59 
24 36.67 ± 4.62 35.19 ± 1.68 33.82 ± 2.77 
48 24.19 ± 2.10 26.57 ± 1.93 24.79 ± 1.09 
72 20.33 ± 1.34 19.32 ± 2.27 17.77 ± 1.26 
96 18.84 ± 1.09 13.85 ± 0.92 14.21 ± 2.61 
120 11.59 ± 0.92 11.06 ± 0.34 11.12 ± 1.43 
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Table 34. Effect of yeast amount on pH in the mixed culture under stirring condition at 120 rpm at 
room temperature. 

pH of  broth 
Time (h) 

1.4×106 cfu/ml 4.0×106 cfu/ml 9.1×106 cfu/ml 
0 5.50 ± 0.00 5.50 ± 0.00 5.50 ± 0.00 
24 4.52 ± 0.07 4.67 ± 0.10 4.59 ± 0.04 
48 4.18 ± 0.03 3.90 ± 0.05 3.99 ± 0.02 
72 3.97 ± 0.01 3.69 ± 0.04 3.88 ± 0.01 
96 3.83 ± 0.01 3.59 ± 0.02 3.75 ± 0.01 
120 3.75 ± 0.01 3.57 ± 0.01 3.65 ± 0.03 

Table 35. Effects of yeast amount on Yp/s and productivity of kefiran by L. kefiranofaciens JCM 6985 
in the mixed culture under stirring condition  at 120 rpm at room temperature. 

Yeast  amount (cfu/ml) Y p/s (%w/w) Productivity of kefiran (mg/l/h) 

1.4×106  3.0 ± 0.1 9.9 ± 0.8 
4.0×106  3.6 ± 0.2 15.2 ± 1.2 
9.1×106  3.8 ± 0.0 15.3 ± 1.3 

Table 36. Effect of aeration on cells growth of L. kefiranofaciens JCM 6985 of the mixed culture in 
batch culture at room temperature. 

Cell growth (Log cfu/ml) 
Time (h) No aeration 5 % of DO control 5 % of DO and pH control 

0 7.02 ± 0.07 7.02 ± 0.06 7.02 ± 0.03 
24 7.85 ± 0.03 7.90 ± 0.08 7.62 ± 0.03 
48 7.96 ± 0.02 8.14 ± 0.05 8.16 ± 0.06 
72 8.09 ± 0.02 8.34 ± 0.03 8.66 ± 0.04 
96 7.97 ± 0.05 8.47 ± 0.03 8.60 ± 0.12 
120 7.89 ± 0.08 8.46 ± 0.03 8.52 ± 0.04 
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Table 37. Effect of aeration on cells growth of S. cerevisiae IFO 0216 of the mixed culture in batch 
culture at room temperature. 

Cell growth (Log cfu/ml) 
Time (h) no aeration 5 % of DO control 5 % of DO and pH control 

0 6.20 ± 0.17 6.20 ± 0.01 6.20 ± 0.03 
24 6.65 ± 0.07 7.61 ± 0.05 7.23 ± 0.05 
48 7.14 ± 0.07 7.90 ± 0.01 8.15 ± 0.02 
72 6.84 ± 0.01 7.83 ± 0.00 8.05 ± 0.04 
96 6.78 ± 0.03 7.65 ± 0.07 8.00 ± 0.02 
120 6.70 ± 0.08 7.58 ± 0.05 7.95 ± 0.02 

Table 38. Effect of aeration on total kefiran production by L. kefiranofaciens JCM 6985 of the mixed 
culture in batch culture at room temperature. 

Total kefiran (g/l) 

Time (h) no aeration Time (h) 
5 % of DO 
control 

Time (h) 
5 % of DO and 
pH control 

0 0.10 ± 0.00 0 0.10 ± 0.00 0 0.16 ± 0.01 
24 0.52 ± 0.01 16 0.51 ± 0.01 12 0.88 ± 0.05 
48 0.77 ± 0.02 24 0.89 ± 0.01 24 1.03 ± 0.00 
72 0.95 ± 0.03 42 1.16 ± 0.05 36 1.32 ± 0.04 
96 1.24 ± 0.08 64 1.56 ± 0.02 48 1.61 ± 0.00 
120 1.22 ± 0.02 72 1.71 ± 0.01 72 2.01 ± 0.27 
  96 1.82 ± 0.00 96 2.40 ± 0.23 
  120 1.88 ± 0.06 120 2.58 ± 0.03 
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Table 39. Effect of aeration on reducing sugar of the mixed culture in batch culture at room 
temperature. 

Reducing sugar (g/l) 

Time (h) No aeration Time (h) 5 % of DO control Time (h) 
5 % of DO and 
pH control 

0 42.17 ± 1.77 0 42.17 ± 2.02 0 44.09 ± 0.30 
24 33.29 ± 0.34 16 33.35 ± 0.76 12 40.47 ± 0.41 
48 26.27 ± 1.01 24 26.15 ± 0.17 24 32.47 ± 0.88 
72 20.21 ± 0.17 42 22.23 ± 0.67 36 7.78 ± 0.03 
96 15.75 ± 0.92 48 15.39 ± 0.92 48 2.87 ± 0.34 
120 15.10 ± 1.01 64 12.13 ± 0.67 60 2.54 ± 0.41 
  72 8.98 ± 1.43 72 1.82 ± 0.27 
  96 8.14 ± 1.09 96 1.51 ± 0.24 
  120 7.43 ± 2.10 120 0.41 ± 0.17 

Table 40.  Effect of aeration on pH of the mixed culture in batch culture at room temperature. 

pH of  broth 

Time (h) No aeration Time (h) 
5 % of DO 
control Time (h) 

5 % of DO and 
pH control 

0 5.5 0 5.5 0 5.5 
24 4.5 16 5.28 12 5.5 
48 3.86 24 4.72 24 5.5 
72 3.56 42 3.96 36 5.5 
96 3.51 48 3.89 48 5.5 
120 3.51 64 3.7 60 5.5 
  72 3.68 72 5.5 
  96 3.62 96 5.5 
  120 3.62 120 5.5 
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Table 41. Yp/s and productivity of kefiran by L. kefiranofaciens JCM 6985 in batch culture at room 
temperature. 

Conditions Y p/s (%w/w) Productivity of kefiran (mg/l/h) 
No aeration 4.5 ± 0.1 14.5 ± 0.6 
5 % of DO control 5.4 ± 0.3 16.5 ± 0.4 
5 % of DO and pH control 5.9 ± 0.1 20.3 ± 0.6 

Table 42.  Cell growth of L. kefiranofaciens JCM 6985 of the mixed culture in batch and fed-batch 
culture at room temperature. 

Cell growth (Log cfu/ml) 
Time (h) 

Batch culture Fed-batch culture 
0 6.93 ± 0.03 6.93 ± 0.04 
24 7.62 ± 0.03 8.00 ± 0.04 
24 7.62 ± 0.03 7.81 ± 0.02 
48 8.16 ± 0.03 8.71 ± 0.05 
48 8.16 ± 0.03 8.41 ± 0.03 
72 8.66 ± 0.04 8.79 ± 0.13 
96 8.60 ± 0.12 9.01 ± 0.06 

Table 43. Cell growth of S. cerevisiae IFO 0216 of the mixed culture in batch and fed-batch culture 
at room temperature. 

Cell growth (Log cfu/ml) 
Time (h) 

Batch culture Fed-batch culture 
0 6.20 ± 0.03 6.16 ± 0.12 
24 7.23 ± 0.03 7.68 ± 0.06 
24 7.23 ± 0.03 7.47 ± 0.03 
48 8.15 ± 0.06 8.06 ± 0.06 
48 8.15 ± 0.06 7.63 ± 0.07 
72 8.05 ± 0.04 8.11 ± 0.01 
96 8.00 ± 0.12 7.70 ± 0.06 
120 7.95 ± 0.04 7.70 ± 0.02 
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Table 44. Total kefiran production by L. kefiranofaciens JCM 6985 in batch and fed-batch culture at 
room temperature. 

Total kefiran (g/l) 
Time (h) 

Batch culture Fed-batch culture 
0 0.16 ± 0.01 0.13 ± 0.02 
12 0.88 ± 0.05 0.23 ± 0.03 
24 1.03 ± 0.00 0.70 ± 0.07 
24 1.03 ± 0.00 0.34 ± 0.02 
36 1.32 ± 0.04 1.40 ± 0.02 
48 1.61 ± 0.00 2.01 ± 0.02 
48 1.61 ± 0.00 1.69 ± 0.06 
60 1.66 ± 0.00 2.68 ± 0.07 
72 2.01 ± 0.27 2.86 ± 0.01 
96 2.40 ± 0.23 3.25 ± 0.11 
120 2.58 ± 0.03 3.17 ± 0.02 

Table 45.  Reducing sugar of the mixed culture in batch and fed-batch culture at room temperature. 

Reducing sugar (g/l) 
Time (h) 

Batch culture Fed-batch culture 
0 44.09 ± 0.30 42.06 ± 0.61 
12 40.47 ± 0.41 31.84 ±1.42 
24 32.47 ± 0.88 27.26 ± 0.74 
24 32.47 ± 0.88 43.92 ± 0.95 
36 7.78 ± 0.03 26.40 ± 1.01 
48 2.87 ± 0.34 12.27 ± 0.20 
48 2.87 ± 0.34 29.88 ± 1.08 
60 2.54 ± 0.41 9.88 ± 0.20 
72 1.82 ± 0.27 9.12 ± 0.61 
96 1.51 ± 0.24 6.59 ± 0.54 
120 0.41 ± 1.17 5.20 ± 1.15 



 103 

���8
�GL��;�=� 

 

?���  ��<�  	'�#4������  �.�$+� 
H8�����	
8��8�Pe�9	 5011020034 
�<v��	Pe�9	 

�<v� ?����i	�8� �w�����	����	Pe�9	 
#��"4�+����k�+ 
(����-.�##��") 

�!#��"��"�'3�	���	��� 2549 

 

�<��	Pe�9	 (��� !�8�F��H�I	��	Pe�9	) 

-  �$	�#��
�	���4  ����$+�!�������+� (
���U� 3.) �!#��"��"�'3�	���	���   
�.4. 2551 

 
�	
���7�"�G=��IG��	� 

Sirilaor Radchabut, Aran H-Kittikun and Benjamas Cheirsilp. 2008. Screening of yeast strains for 
mixed culture with Lactobacillus kefiranofaciens to enhance kefiran production. The 20th 
Annual Meeting and International Conference of the Thai Society for Biotechnology, TSB 
2008 : Biotechnology for Global Care. Taksila Hotel, Maha Sarakham, Thailand. 14-17 
October 2008.  

 




