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2.1 ���	
��
������������
�����	
���	
��
����������� (!�� �"�
 #	
 !$) &��������'��(����	)��*	#���#+����&���'

!��&�
#����
,��
2.2 ���	
��
'������)�-�����������-�."/�-0��1�!2�'��304	�1�

2.2.1 -����� (Pachyrhizus erosus Linn. Urb.)
2.2.2 -����; (Ipomoea batatas Linn. Lamk )
2.2.3 ?�����#�� (Raphanus sativus L. var. longipinnatus)
2.2.4 �.�	� (Daucus carota L. subsp. Sativus Thell)
2.2.5 �#�� (Cyperus esculentus Linn.)
2.2.6 �?�	� (Colocacia esculenta (Linn.) Schott)
2.2.7 -��O���
 (Solanum tuberosum Linn.)
2.2.8 -��,��#�$ (Plectranthus rotundifolius)
2.2.9 #��0�� (Beta vulgaris)

2.3 &"�1����
�
2.3.1 &"�1����
����������	0!���1�R1*�',	
���
�0
��


2.3.1.1 Salmonella sp.
2.3.1.2 Listeria monocytogenes
2.3.1.3 Escherichia coli
2.3.1.4 Staphylococcus aureus

�0.�����
&��#�	
!S10��1���&"�����1�
� ./�	"���#���-��T�� -#��1�
���
�
,��
�.�1���� (U�
��
#�	
!S10��1���3����0.��-	�"�.���#�&��4�
'
�0���
,���.�1���� &�
#���
�
,�� &������
�����	&��.�3,�

2.3.3 &"�1����
����������	0������1-����&�1+
2.3.3.1 Lactobacillus acidophilus TISTR 875
2.3.3.2 Bifidobacteria bifidum DSM 20456
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2.3.3.3 Lactobacillus plantarum TISTR 450
Lactobacillus plantarum ��� Lactobacillus acidophilus 3����0-�&���[�0���1&�


�1�
�;����������.4�4�
��#�
!����;3�
 (MIRCEN) ��� Bifidobacteria bifidum 3����0-�&�� 
�[�0�� Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) !����;
�
	�-��

2.4 ������������� ��

� ��	���!"����������������� �� ���#��$%&$��' / ���
/
����)
1. H2SO4

2. HCL
3. NaOH
4. Nutrient Agar (NA)
5. Nutrient Broth (NB)
6. Mueller Hinton Agar (MHA)
7. Mueller Hinton Broth (MHB)
8. De Man Rogosa Sharpe (MRS)
9. Tween 80
10. Chloramphanical
11.  Nitrogen gas
12.  NaCl 
13. KCl 
14. Na2HPO4 2H2O 
15. NaH2PO4            
16. CaCl22H2O
17. MgCl2 6H2O
18. Na2SO3 

19. Sodium potassium tratrat 
20. 3,5-Dinitrosalicylic acid
21. Phenol

 Merck/Analytical/Germany
 Lab scan/ Analytical/Thailand
 Merck / Analytical/Germany
Labscan / Analytical/ Thailand
Labscan / Analytical/Thailand
Himedia / Analytical/India
Himedia / Analytical/India
Himedia / Analytical/India
Ajex Finechem/ analytical/Australia
 Sigma / analytical/Germany
 Com.Grade 98 �!	���(r���
Merck/ analytical/Germany
Ajex Finechem/ analytical/Australia
Ajex Finechem/ analytical/Australia
Ajex Finechem/ analytical /Australia
Ajex Finechem/ analytical/Australia
Ajex Finechem/ analytical /Australia
Merck/Analytical/Germany
Merck/Analytical/Germany
Fruka/Germany
Fisher Scientific/analytical/England
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2.4 ������������� ��

� ��	���!"����������������� �� ���#��$%&$��' / ���
/
����)
22. peptone water
23. yeast extract
24. K2HPO4  
25. KH2PO4 
26. CaCl2.6H2O 
27. MgSO4.7H20  
28. NaHCO3 
29. Tween 80  
30. cysteinetHC1 
31. Bile salt
32. Catalase
33.  Resazurin
34. α-amylase
35. D-Glucose
36. Bromocresol purple

Merck/Germany
Himedia / Analytical/India
Ajex Finechem/ analytical/Australia
Ajex Finechem/ analytical/Australia
Ajex Finechem/ analytical/Australia
Ajex Finechem/ analytical/Australia
Ajex Finechem/ analytical /Australia
Ajex Finechem/ laboratory/Australia
Flucka/Germany
Himedia/India
Sigma/ Germany
Sigma/Germany
Sigma/Germany
Ajex Finechem/ analytical/Australia
Ajex Finechem/ analytical/Australia

2.6 ��
�������+�&	,���������
���

��
���� ���#��$%&$��'/
����)
2.6.1 �.���	
���
�;�1
- 2 �)��#��
 �"�� BP2100S
2.6.2 �.���	
���
�;�1
- 4 �)��#��
 �"�� BP221S
2.6.3 �.���	
���#
�"++���; (Rotary evaporation)

2.6.4 �.���	
 GC-FID

2.6.5 Haematocytometer
2.6.6 Vortex Mixer
2.6.7 ���	
&"����;��

Satorius, USA
Satorius, USA
Büchi Rotavapor® R-200/205,
Switzerland
HEWLETTE PACKARD �"�� HP
6850, USA
Diamond, Taiwan
Labnet, USA
Nikon, US
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2.6 ��
�������+�&	,���������
��� ('.�)

��
���� ���#��$%&$��'/
����)
2.6.8 Vial ,��� 20 -1��1�1��
2.6.9 �$�0�-����	 (Incubator) 
��#�	 Memmert �"�� BE 500
2.6.10 �$�[��
����	 (Biological Safety Cabinet) 
��#�	 Hotpack
(�"�� 527042, 41, 62, 61 class II type A)
2.6.11 �$�	0��
���3	��)� (Autoclave) �"�� SS-325
2.6.12 [��0�-����	 96 #�"- (Microtiter plat 96 flat bottom WI)
2.6.13 Microplate reader �"�� Powerwave X
2.6.14 '��	�-1��	�� (pH meter) �"�� Metter Toledo 320
2.6.15 3-4.�!{�!� (,��� 10-100 3-4.��1��)
2.6.17 3-4.�!{�!� (,��� 10003-4.��1�� )
2.6.18 Multichanels pipet 20-200 3-4.��1��)
2.6.19 	��
��)�.�0."-	"/#*$-1 �"�� WB 14

-
Schwabach, Germany
Scientific promotion,
Philadelphia
Tomy, Japan
NUNCTM, Denmark
Biotek, UK
Mettier Toledo, Thailand
LabMate USA
Gilson, France
Transferpette® -8,
Memmert, USA

��������
���

2.1 �������� ����!���������'��1������
�2�����	�'������

��r0���	
��
���������4�
3!(��	&��������'��(�� 	)��*	#���#+� ���3!����'!�� 
	)��*	�-�	
 &�
#����
,�� 4�
���	
��
�����r0&��)�3!���3��������1����-���)��,r
 ��	��)�-��
�
�0.�����
��#�	
!S10��1��� �������
-����	�0.�����
	1��1�.��	�����������	0 (E. coli) �,��
����	&��
	�#���"���,r
�	�

�����r0�� stock -� 1 loop ����
��	�#������

����	�#�� NB &)���� 10 -1��1�1�� 
����0�-�'������	���	"/#*$-1 37 	
;��(��(�
� �!2����� 20 ����4-
 &������[��
����	���0�-3���
��
	�#������

����	�#-� 0�-���	"/#*$-1 37 	
;��(��(�
� �!2����� 18 ����4-
 �)�����	����
����-�
���	0���
�0
��
,	
�0.�����
����1��'��	&�.�����	��0.�����
�#�������3!;U�T���	3! 4�
�&�	&�

����	��1�-������
	�#������

����	�#���'��	�#�3������	 106-107 CFU ��	-1��1�1��

�
��.���	
��&�����	
��
4�
���	
��
����!2�#	
&�������
���-�0��
�����	 �������/�����
�
����	&��!�� !$ ����"�
�)�4�
���
*�
�	��#���	�������r�*�
�	�!�����
�	���	� (��	
�� 70) �'��	
�)�&��&"�1����
����?1��������-�����?�������?�3}�'��	�)��#�!�	�����	-�?����	
!������)���
��1�
	�#��		�-�����#����	�
�  ���
���	
��
-� 25 ���- ?�-��0��)�����!�1-��� 225 -1��1�1�� �)�3!��!~��
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���
�.���	
 stomacher �!2����� 4 ���� �)����	
��
���3��-��&�	&�
���.��-�,�-,�� 10-1, 10-2,10-3 ���10-4  3!
�'������

0�	�#�� MRS agar �������
-���
��)����� 4�
�1R� pour plate 0�-���	"/#*$-1 37 	
;�
�(��(�
� �!2����� 24 ����4-
 &����������0���
	�#�� NA soft agar (�"�� 0.75 �!	���(r���) ���-�
�0.�����
	1��1�.��	�� (E. coli) !��-�/ 105-106 CFU ��	-1��1�1�� 0�-�!2����� 24 ����4-
 �)����
�,��
����	�����1��
���	04.4���3!�)��#�0�1�"�R1�4�
�)�3! Steak plate 0�	�#�� MRS agar �)�����	���
3��3!�$�$!���
 ���&�����

��� 
�	-�����- (U�
�0.�����
����1�&��1������-0�� ������	0���
����
�	�3(-�.������ 4�
�0.�����
����1�&�3-�����
�	�3(-�.������ (Axelsson,1993) ���
��r0������(	�	� 35 �!	���(r��� ��� -80 	
;��(��(�
�

2.2 ���!�
�� ����!���������'�����"�!��	"��'��
324
�5�4�'��

2.2.1 ����
	������2'.���� �2�,�
�6����!���������'�����!�
�� ��5
&

�)�����	�0.�����
���.�����	�3��&��,�	 1 -����	0�������	����	��)���4�
 [��
����	���
.�����	�3���
��	�#�� MRS broth 0�-���	"/#*$-1 37 	
;��(��(�
� �!2����� 24 ����4-
 [��
����	 
10 �!	���(r��� �
��	�#�� MRS broth !�1-��� 10 -1��1�1�� 0�-����*������
���� �)�����	!�1-��� 
1 -1��1�1�� -� pour plate ���
	�#�� MRS Agar �����1-����	��)��� (Bile salt powder) .��-�,�-,��
2000, 3000 ��� 4000 '�'��	r- ����"�.�0."-3-���1-����	��)��� 0�-���	"/#*$-1 37 	
;��(��(�
� 48 
����4-
 [��-�����	,U�����
�����-��[����	����	��)��� (����!�
&�� Arihara et al.,1998; Pennacchia
et al., 2004) .�����	�����	���-�.��-��-��[����	����	��)������.��-�,�-,�� 4000 '�'��	r- �'��	�����
������	
��	3!
2.2.2 ����
	������2'.���
6����!���������'�����!�
�� ��5
&

�)��0.�����
����1������-��[������	��)���.��-.��-�,�-,�� 4000 '�'��	r- ���.��
���	�3��&��,�	 2.2.1 -����	0�������	���4�
[��
����	���.�����	�3���
��	�#�� MRS broth 
0�-���	"/#*$-1 37 	
;��(��(�
� �!2����� 24 ����4-
 [��
����	 10 �!	���(r��� �
��	�#�� MRS 
broth !�1-��� 10 -1��1�1�� 0�-����*������
���� �$� 1 -1��1�1���#���

�
��(������.��-��r� 8500 
�	0��	���� ���	"/#*$-1 4 	
;��(��(�
� �!2����� 15 ���� ���
�(������
 phosphate-buffered saline 
(PBS) 2 .���
 ����
-�(���(���'����� ���
 phosphate-buffered saline !�1-��� 10 -1��1�1�� ���?���
���!��0'��	��!2� 1, 2, 2.5 ��� 3 ���
 5 M HCl 0�-3�����	"/#*$-1 37 	
;��(��(�
� �!2����� 0, 1, 
2, 3 ��� 4 ����4-
 ��-�)���0 ����#�&)�����0.�����
����	����1�4�
�1R� pour plate 0�	�#�� MRS 
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Agar 0�-���	"/#*$-1 37 	
;��(��(�
� �!2����� 48 ����4-
 ��0&)��������	����#��	�	� (����!�
&�� 
Erkkila ��� Petaja, 2000) ����.)���/����	����1�,	
����	�������4-
���'��	����
�
2.2.3 ����
	����1���"����������1���2������.�4�!

�������
-����	�0.�����
	1��1�.��	�����������	0 �,��
����	&��	�#���"���,r
�	�

���
��r0�� stock -� 1 loop ����
��	�#������

����	�#�� MHB !�1-��� 10 -1��1�1�� ����0�-�'������	
���	"/#*$-1 37 	
;��(��(�
� �!2����� 20 ����4-
 &������[��
����	���0�-3���
��	�#������

����	�#-� 
0�-���	"/#*$-1 37 	
;��(��(�
� �!2����� 18 ����4-
 �)�����	����
����-����	0.��-��-��[��
���
�0
��
,	
�0.�����
����1����.�����	�3����,�	 2.2.2 4�
�&�	&�
����	��1�-������
	�#������

����	
�#���'��	�#�3������	 106 CFU ��	-1��1�1��

���	0.��-��-��[�����
�0
��
�0.�����
	1��1�.��	�� (E. coli, Salmonella sp., 
Listeria monocytogenes ��� Staphylococcus aureus) ,	
�0.�����
����1����.�����	�4�
�1R� agar 
well diffusion 4�
��	�#�� MHA ���-��"����	
�� 0.75 (U�
-�!�1-�/����		1��1�.��	���������1�
!��-�/ 105 CFU ��	-1��1�1�� ��00�	�#���,r
 NA '��3���#��#�
�!2����� 1 ����4-
 ���$�!�	�
����	����&U
�&��#�"-���-�����?���;$�
����
!��-�/ 5.8 -1��1�1�� #��
&������#
����������-����
����
-4�
�)�����	���.�����	�3��&��,�	 2.2.2 -� 1 �$!����

��	�#�� MRS broth 0�-���	"/#*$-1 37 
	
;��(��(�
� �!2����� 24 ����4-
 �)�-��#���

�
��(���		����
.��-��r� 8500 �	0��	���� ���
	"/#*$-1 4 	
;��(��(�
� �!2����� 15 ���� �)��������0�
�!2� 2 ���� ��������)�-�!��0�#�-�'��	��!2�
6.5-7.0 ���
 5 M NaOH �����������	
�)�-�!��0�#�-�'��	��!2� 6.5-7.0 ���
 5 M NaOH '��	-��0
�����1-�	�3(-�.������ 200 
$�1���	-1��1�1�� �!��
0���
0�1&���-���
�0
��
&"�1����
�,	
������
���3-�!��0'��	� ���3-���1-�	�3(-�.������ &�������)�������!�1-��� 80 3-4.��1��#
��
��
#�"-�����)�3!0�-���	"/#*$-1 37 	
;��(��(�
� �!2����� 24 ����4-
 ��
����
��,	
���
�0
��
 
(inhibition zone) &��,	0�
��&��"�,	0�
�� (����?���;$�
����
���
#-�) ��

��#���
�!2�
-1��1�-�� (����!�
&�� Aslim et al., 2005)
2.2.4 ���1�
1,��2�	��8�2�����!������������5
&

&��&)������
'��R"�4�
�1�.���#� 16S rDNA 4�
��
�1�.���#����./��1�
�;����� 
-#��1�
���
-#1�� ���Macrogen Incorporation !����;���#�� �)��)���0�0�,	
 16S rDNA ���3��
3!���
0�)���0�0����-�	
$��� nr database ���-����,�	-$���	1���	����r�4�
�����!3(��,	
 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov ���
4!����- BLAST
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2.3 ���!�
�� ��	��	��
1��8 �������"�!��	"��'��
328��5�4�'��

2.3.1 ����'���"'����.��8 �

�)����	
��
'��#�� .�	 -����; (Ipomoea batatas (Linn.) Lamk ), -����� 
(Pachyrhizus erosus (Linn.) Urb.), -��,��#�$ (Plectranthus rotundifolius), ?�����#�� (Raphanus 
sativus L. var. longipinnatus), �.�	� (Daucus carota L. subsp. Sativus Thell), �#�� (Cyperus 
esculentus Linn.), �?�	� (Colocacia esculenta (Linn.) Schott), -��O���
 (Solanum tuberosum Linn.) 
���#��0�� (Beta vulgaris) -����
�)�.��-��	�� !	��!��	� #����!2��1��#��!��-�/ 5 -1��1�-�� 
&�������)�3!	0���	"/#*$-1!��-�/ 55 	
;��(��(�
� �!2����� 12 ����4-
 (U�
����)�-�	0�'��	
������������r0���T� ��-��[��r0���	
��
-�3��.���
��-��� ��.���
���
� �����r03�����3����	�
������	
 (U�
�-��		0�#�
�����)�-�#�.��-������'���������1�4�
����.���	
���.��-���� 
(moisture analyzer) &�������)�-���r0���["
!{�?�U��'��	��r03�����	
��	3!
2.3.2 ���	��
'����.��8 ����

�)����	
��
'�����	0����
-3��-��������
 50 �!	���(r����	���	���	�������� 1:10 ����1�

3�����	"/#*$-1#�	
 12 ����4-
 &�������)�-�0�?�-����#����	�
����
�.���	
!~���!2����� 5 ���� ����)�3!
�,
�����
.��-��r� 150 �	0��	���� �!2����� 6 ����4-
 ��	
����)�3!#-"��#���

��� 5000 �	0��	����
�!2����� 20 ���� �'��	�
��	�,	
�,r
		� �)�����������3��-����#
�	���	�		����
�.���	
 Rotary
Vacuum Evaporator &�������)�3!�)��!2�?
���
�1R�����)��#�
�00����
�	��,r
 (Freeze dry) �����r0
3�����	"/#*$-1 -20 	
;��(��(�
� �����	
���-�����$�.��-�����'��	3�������������	
��	3! (���
�!�
&�� Hedley, 2001)

�)����	
��
���3��3!�1�.���#�#���)�������1�(���-�1R���� Dinitrosalicylic acid ,	
 
Miller (1959) (Robertson et al., 2001) ��� #�!�1-�/.���403��������
#-� (total carbohydrate) 
���
�1R� phenol-sulfuric acid (Dubois et al., 1956) ��-�1R��1�.���#�*�.?��� .

2.3.3 ����
	��!��"	�"��9+2����2'.�����.��+2	:���!��"�
32��
+2����8�������
����
-����������3��&��,�	 3.2 �#�-�.��-�,�-,�� 10 �!	���(r��� (��)�#�����	!�1-���) 

����)������ &�������)�����&�	&�
�#�-�.��-�,�-,�� 1 �!	���(r��� (��)�#�����	!�1-���) ���
 HCl 
buffer .��-�,�-,�� 0.14 M ���'��	� 1, 2, ��� 3 ���
 5 M ���3�4��.�	�1� (����!�
&�� Korakli 
et al., 2002) ��1-�������
0�}�}	�����-�'��	����
� !�1-��� 250 3-4.��1���
��3-4.�3���	��
�'�� 0�-���	"/#*$-1 37 	
;��(��(�
� 0��.���	
�,
�� ��r0���	
��
������� 0, 1, 2, 3 ��� 4 ����4-
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!�1-��� 50 3-4.��1�� &�������)�����������?������
�	
3!�1�.���#�#���)�������1�(� ��-�1R���� 
Modified dinitrosalicylic acid method ,	
 Miller (1959) (Robertson et al., 2001) .)���/.�� 
�!	���(r��� hydrolysis 4�


Hydrolysis (%) =       Reducing sugar release (Final t Initial sugar) x 100
                            Total sugar content - initial reducing sugar

.�����	�����������-��!	���(r������
�	
 (Hydrolysis) ��)����� 20 �!	���(r��� �'��	�����
������	
,�	 2.3.4 ��	3! ����	
&��������-�."/�-0��1�!2�4!�304	�1�&���	
��-��[�#��	?���
3!���)�3���#+�3��-������ 60 �!	���(r��� &U
.�����	�&��������-��!	���(r������
�	
��)����� 20 
�!	���(r��� ���.�����	����
�	
���
�	�3(-� 20 �!	���(r���

2.3.4 ����
	��!��"	�"��9+2����2��25;"� human pancreatic αααα-amylase

����
-��������#�-�.��-�,�-,�� 2 �!	���(r��� (��)�#���/!�1-���) ���?������
�	
������ 
'��	� 1 �!2����� 4 ����4-
���!��0'��	��!2� 6.9 &�������$��������
����!�1-��� 25 3-4.��1�� �����
3-4.�3���	���'�� ��1-�	�3(-� human pancreatic α-amylase �#�-�.��-�,�-,���"����
 1 
$�1���	
-1��1�1�� !�1-��� 25 3-4.��1�� �,
���#��,����� 0�-���	"/#*$-1 37 	
;��(��(�
� 0��.���	
�,
��
�!2����� 6 ����4-
 �1�.���#�!�1-�/��)�������1�(����������
���	
��
��1�-��������� 6 ����4-
 ���
�!�
&�� Doyle ���./� (1999 	��
4�
 Wichienchot, 2005) ��-�1R���� Modified 
dinitrosalicylic acid method ,	
 Miller (1959) (Robertson et al., 2001) .)���/.���!	���(r��� 
hydrolysis �������
���0,�	 2.3.3

.�����	�����������-��!	���(r��� Hydrolysis ��)� �'��	�����������	
,�	 4 ��	3!

2.4 $�6��	��	��
1��8 �������!�
�� ��5
&'.�����1��K6��4
�5�4�'��

2.4.1 ����
	��!��"	�"��9+2���	.��	��"����1��K6��48�5�4�'��

[��
����	�0.�����
4!�304	�1����.�����	�3��&��,�	 2.3 .�	 Entercoccus faecium ��-
���
 Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum ��� Bifidobacterium bifidum -�����

��
	�#���#�� MRS !�1-��� 10 -1��1�1�� 0�-��� 37 	
;��(��(�
� �!2����� 24 ����4-
 #��
&������
[��
����	 10 �!	���(r��� (U�
-�.��-�,�-,��,	
����	��1�-��� 106-107 CFU ��	-1��1�1�� �
��	�#�� 
minimal medium (*�.?��� �) ���-������1-�������&��'��#�� 4 ��1����.�����	�3��-�!�1-�/,	

��)�������
#-� 1 �!	���(r��� (��)�#�����	!�1-���) �'��	����!2��#��
.���0	�4�
&�;U�T�?�,	




40

�������&��'����1����
� ���3�� ��	����&�1+,	
4!�304	�1��������
'��R"� 4�
-��"�.�0."- .�	
�����)������$4.����������� �)�3!0�-���	"/#*$-1 37 	
;��(��(�
� �!2����� 72 ����4-
 ��
�*���3��	���; (�'������

4�
���,��
�������-����!{����
O�	�$-1���
- -����'�����(3�4���&�
�'��	3��	���;���	
$�*�
��,�� ��1- cysteine-HCl 0.5 ���-��	�1�� �'��	�'1�-��0��������1�(�(1�
 4�
-� 
rezasurin �'��	�!2�	1��1�.��	����	�#������

����	) ��r0���	
��
����������
� .�	 0, 6, 12, 24, 36, 48 
��� 72 ����4-
 �'��	�������&�1+,	
�0.�����
4!�304	�1�4�
#�&)��������	����	����1� 4�
��� 
spread plate 0�	�#�� MRS �������!���
��!�
'��	������1�,U����#���
���#-�� ������!�1-�/
�������������#��
&�����#-��4�
���#�!�1-�/��)�������
#-� (Fook and Gibson, 2003; 
Olano-Martin et al., 2000) ������
?��!2���	
��,	
����)��������3!���4�
�!��
0���
0�������
��1�-�������1���"�����&�1+ 4�
.)���/!�1-�/����������[$����3!��
���

��	
��,	
�������������  = (���������1�-��� t ��������"����
) x 100
                   ���������1�-���

.�����	��������&��'��#�������
���1-����&�1+,	
&"�1����
�3��������"�-��)����;U�T�
��	3!��-,�	 2.4.2

2.4.2 $�6��	��	��
1��8 �������!�
�� ��5
&'.���1���"������������!�������.�4�!

��������	0�1&���-�����
�0
��
�0.�����
��	4�. Salmonella sp., Listeria
monocytogenes, E. coli ��� Staphyloccus aureus ,	
������&���������

�0.�����
4!�304	�1����
.�����	�3��&��,�	 4.1 (U�
����

��	�#�� minimal medium �����1-�������(U�
-�!�1-�/��)�������

#-� 1 �!	���(r��� 0�-��� 37 	
;��(��(�
� �!2����� 72 ����4-
 ���*���3��	���; 4�
�)�����#���


�
��(���		����
.��-��r� 8500 �	0��	���� ���	"/#*$-1 4 	
;��(��(�
� �!2����� 20 ���� �)�
������-����	0�1&���-���
�0
��
�0.�����
��	4�. 4�
�)�����,��
����	�0.�����
	1��1�.��	�� &��
	�#���"���,r
�	�

�����r0�� stock -� 1 loop ����
��	�#������

����	�#�� MHB &)���� 10 
-1��1�1�� ����0�-�'������	���	"/#*$-1 37 	
;��(��(�
� �!2����� 20 ����4-
 &������[��
����	���0�-3��
�
��	�#������

����	�#-� 0�-���	"/#*$-1 37 	
;��(��(�
� �!2����� 18 ����4-
 �)�����&�	&�
����	
��1�-������
	�#������

����	�#�� MHB �'��	�#�3������	 106 CFU ��	-1��1�1��

�)�������	0�1&���-���
�0
��
4�
�1R� broth microdilution assay ��3-4.��'�� 96 
#�"- 4�
�����#�"-!���	0���
�0.�����
��	4�. 106CFU ��	-1��1�1��&)���� 160 3-4.��1�� 
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����������
��(���		�!�1-��� 40 ��� 80 3-4.��1�� 4�
-��"�.�0."-�!2�����������3-�?������
����

����	.��-�,�-,�� 1 �!	���(r���+�0.�����
��	4�., Negative control .�	 	�#������

����	�#��
MHB ��)�#-�����3��&���������

����	4!�304	�1���0������� ��� Positive control .�	 	�#������


����	�#�� MHB + ����	�0.�����
	1��1�.��	�� �)�3!0�-���	"/#*$-1 37 	
;��(��(�
� �!2����� 24 ����
4-
 �)�������	
 2 .���
 � �� 3 (�)� ���&�$�1&���-���
�0
��
4�
.�����	�&��#�"-���3-���1�.��-
,"�� ���
�����-��[
�0
��
����	�0.�����
��	4�.3��

.�����	�����������3!��
���1-�1&���-���
�0
��
�0.�����
3!�����������	
��,�	 
2.4.3 ��� 2.4.4 ��	3!

2.4.3 $�6��	��	��
1��8 �������!�
�� ��5
&'.����$��'��
56"�2	��	��26��4
�5�4�'��

�������
-���	
��
�)�#��0�1�.���#� �)���)�#-��&���������

����	�0.�����
4!�304	�1�
���.�����	�3���� ,�	 4.2 -�#-"��#���

���.��-��r��	0 8500 �	0��	���� �!2����� 20 ���� �'��	�)�
����(���		� #��
&�������)������� (supernatant) ���3��3!�������
 diethyl ether 4�
�)�������
!�1-��� 0.9 -1��1�1�� -���1-���}	�4}�1� (phosphoric acid) !�1-��� 0.1 -1��1�1�� �����1- 
diethyl either !�1-��� 3 -1��1�1�� ?�-�#��,����� ���
3���#��
����� ����$��������
����,	
      
���������r03�� �)��������������
(U�
�!2�����,	
��)�#-��-��������
 diethyl ether (�)�	�� 2 .���
 ���
�)�3!�1�.���#�#�!�1-�/,	
���3,-����
�������
 GC-FID (Gas Chromatograph-Flame 
Ionization Detector) analyzer (HEWLETTE PACKARD �"�� HP 6850, USA)4�
���.	��-�� HP-
INNOWax capillary (U�
�)�&�� polyethylene glycol ���-�,�������?���;$�
����
 0.25 -1��1�-�� .��-

�� 30 �-�� �)�#���#�-��*�������)�
����
��� 	"/#*$-1,	
 injector ������0 230 	
;��(��(�
� ���-�
����)����	
��
�,���00 splitless 	"/#*$-1,	
.	��-����1�-&�� 80 	
;��(��(�
� �!2����� 1 ���� &��'1�-
,U�����
	���� 15 	
;��(��(�
���	���� &�������
	"/#*$-1�'1�-,U���!2� 210 	
;��(��(�
� 	"/#*$-1,	
 
detector ������0 250 	
;��(��(�
� *�
������-����3#�,	
���(�����
- 30 -1��1�1����	���� ������(
3�4���&��!2������
���	
��
&��!��
 column �,���$� detector �-��	 GC-FID analyzer        '��	-�)�#��0
����1�.���#�������	
��
 �������
-3��!�1-��� 1 3-4.��1�� ���
�.���	
 autoinjector (HEWLETTE 
PACKARD, USA) ��� injector port ����������
�.���	
����	��4�-��1(U�
&�.)���/!�1-�/,	
���
3,-����
�����������1�&��'���������'�. (peak) �!��
0���
0��0'�.���
#-�4�
���4!����- 
chemstation ������1�.���#� (U�
������	�(1�1� ���4'�'14	�1� ������01���	�1� ���.��-�,�-,�� 
25, 50, 75 ��� 100 -1��14-���� �!2����-������ (Laurentin and Edwards., 2004)
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��������	��1�.���#�!�1-�/���3,-����
���� &��)���)�#-���������4-
 24 ��� 48 -�
�1�.���#� ����	
&����
��������	�#��	
$����������
� ,	
��
��1�	�#���������������3-�������� 
'0���	�#��&�'��	
$�0�1��/��
��1�	�#������0�!��-�/ 10-12 ����4-
 ����������3-�[$�
�	

���3-�[$��$�(U-&��.���	����3!'��0�1��/�)�3���#+�!��-�/ 20 ����4-
 ��-������
��������
	�#��&�[$�
�	
#��
&���������	�#���,��3!&�[U
���,�0[��
&��������!��-�/ 30-32 ����4-


2.4.4 )L�#�����1��K6����!���������'������
324
�5�4�'���.�"�����!�������.�4�! +2��������"�

	��	��
1��8 ���� (Co-cultivation)

������	0�������

���-�����#���
�0.�����
4!�304	�1�����0.�����
��	4�. 4�

�������������.�����	�3���!2��#��
.���0	� 4�
�)��������
-�0.�����
	1��1�.��	���������
���0,�	 
2.4.2 �����&�	&�
�'��	�#�3��&)���� 107 CFU ��	-1��1�1��

�)��������

����	4!�304	�1��0.�����
 (L. plantarum) �� MRS broth 0�-���	"/#*$-1 37 
	
;��(��(�
� �!2����� 24 ����4-
 [��
����	 10 �!	���(r��� �
��	�#���#�� MRS !�1-��� 10 
-1��1�1�� 0�-����*������
���� �)�����&�	&�
����	��1�-�����	�#������

����	�#���'��	�#�3������	 107

CFU ��	-1��1�1�� &�������)�����	4!�304	�1��0.�����
�������	�0.�����
��	4�.-��'������

���-
�����	�#������

����	 minimal medium �������
���0��������,�	 2.4.1 !��0&)��������	�������1��#�
-�.��-�,�-,���"����
�!2� 106 CFU ��	-1��1�1�� 4�
-��"�.�0."-��������$4.��!2��#��
.���0	�
�������������.�����	�&��,�	 2.4.2 �"�.�0."-����&�1+,	
�0.�����
	1��.��	����0����������3-�
-�4!�304	�1� ����"�.�0."-����&�1+,	
4!�304	�1���0����������3-�-��0.�����
	1��.��	��
�!2��"�.�0."- 0�-�'������	���	"/#*$-1 37 	
;��(��(�
� �)������r0���	
��
����������
 � �"� 0, 12, 
24, 48 ��� 72 ����4-
 ����)�3!���&)����,	
4!�304	�1��0.�����
����0.�����
��	4�.��-�1R�
����1�.���#�*�.?��� . 4�
��� spread plate 0�	�#������#-���-��0����	�������1� 4�
	�#�� 
MRS agar ����������

�0.�����
4!�304	�1�-������1-	1��1�.��	�� bromocresol purple 0.04 ���-��	
�1�� �����

��?������
���1-#��	
�0
��
����&�1+,	
4!�304	�1��0.�����
����0.�����
��	4�.���
�'������

���-��� 4�
�!��
0���
0��#���
����&�1+,	
����	�0.�����
4!�304	�1�����0.�����
��	
4�.��0�"�.�0."-������	
 (����!�
&�� Drago et al., 1997)
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2.5. ���)L�#�!��	"��'��� ���'&26��	��	��
!�
�� ��5
&1��8 ����

2.5.1 )L�#�62�
2�,��2��4"�����6��	��	��
���!�
�� ��5
& 4
�+�& GPC

��
�1�.���#����;$�
���.4�4�
�4�#��������"�#�
���1 ��"
��'-#��.�
;U�T���)�#���4-���"�4�
 GPC �)�3��4�
�)��������-�����
�� 0.1 M NaNO3 �#�-�

.��-�,�-,���"����
�!2� 0.1 �!	���(r��� ��)�#�����	!�1-��� �����)�-���	
���
�����T��	
����)�
���
3��	���	�����,���.���	
 GPC (Polymer laboratories, England) (U�
���.	��-�� Ultrahydrogel 
linear (Water, USA) 4�
����,��!�1-�/ 20 3-4.��1�� (U�
���
	"/#*$-1,	
.	��-��������0 30 	
;�
�(��(�
� 4�
-�	������r������3#� (Flow  rat) ������0 0.6 -1��1�1����	���� ����.���	
 Detector �!2� 
RI detector ��� pullulans �!2����-��������������
0#���)�#���4-���"� 4�
�1�.���#�?�4�
��� 
PL Logical GPC software (England)

2.5.2 ������!������2�
2�,�'������
32��!�
�����

�)�����1�.���#�#���1�,	
��)��������!2�	
.�!���	04�
�1R� Thin layer chromatography 
(TLC) 4�
�)��������-�����
��)��#�3��.��-�,�-,����	
�� 1 ��1- Trifluoroacetic acid (TFA) .��-
�,�-,�� 2 M ��	����������#���
 �������
�����������������
 TFA �!2� 4:1 
�	
4�
��� 
	"/#*$-1 121 	
;��(��(�
� 1 ����4-
 �����)�-�#
�0��?���1����
	��4.�-�4����}�	��$-1���
-
(Thin layer chromatography aluminium sheet) ��1� silica gel 60 F254 ,��� 20x20 �(r��1�-��
#�� 0.2 -1��1�-�� (MERCK, Germany) ��1� normal phase !�1-�/ 0.05 3-4.��1�� 4�
���
0��0
��)����-������ 3����� ��$4.� ����.4�� }�".4�� ��� ��-4����!�1-������������� �)��?�� TLC 
����� TLC chamber (U�
-���00,	
����)�����
�!2�	��������,	
 �	�1�	�(1��� :3	4(4'�'��	� :
��)� �!2� 3: 3 : 1 ��-�)���0(U�
-�����.���	���� �	&�����)�����
�.���	����[U
,������)�#��3���)�-��!��
�#��#�
 #��
&�������)�3!&"�-���
���?�-��#���
 ���(��}{��1�: �-���	�  	�������� 1: 3 ��
3��
&��#�
����)�-����&�	0�����1������
.��-��	�4�
�)�-���
0� hot plate &��#r�&"���,	
��)�
���0��?�� TLC �����
������)�����������)�����
�.���	����3������.)���/#�.�� Rf �'��	�!��
0
���
0��0��)����-����������)�-��!��
0���
0 (����!�
&�� Yang ���./�, 2004)
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