
     

����� 3 ���	
 �
����  ��������� 
 

3.1 �������� 
�������������
���������        3.1.1  ��������������                  �������	
���� 
�������	���������
���� ������	������������ �� !�" #�#�        3.1.2   �!����"� �������        �$%���&���
������ ����%�'&'����!� "%�
("
�)"� ���!	��*����� �� +�����,'	����+���-	����"������
-� �	 �����$��%������
�"��#����� "�.!(/�� 72 "�0�
1&
1��� ��� 15 ���� �&,
�2'�/�
�2� 
�) "3��3�����&"� 
3.1.3   �#$�����������$      &/������� �	!������"%�
("����  4 3����!	��*�����  #����  "%� 
("�-�����5             "%�
("�,!�� � �&,"%�
("���'���  ��&/��������	!������"%�
("�-�����5 �&,"%�
("�,!�� �#���'1)$"���+/�+&��
"� ��	�&/��������	!������"%�
("���'��� ��'1)$"�����"-��-��&�� 

      3.1.4   
�������������
��������� 
-  "�!��
&�$��
�)$" Plate count Agar  (PCA, Himedia) 
-  "�!��
&�$��
�)$" Potato dextrose Agar  (PDA, Himedia) 
-  "�!��
&�$��
�)$" Man Rogosa and Sharpe Agar  (MRS, Himedia) 
-  "�!��
&�$��
�)$" Solution starch agar (Ajax) 
-  Yeast extract powder (Himedia) 
-  Peptone (Himedia) 
-  Agar powder (Himedia) 
-  D-glucose (Ajax) 
-  Malt extract powder (Himedia) 
-  Calcium carbonate (CaCO3, Ajax) -  Sodium hydroxide (NaOH, Merck) 
-  Sodium chloride (NaCl, Lab-Scan)  
-  99 % Ethanol (C2H5OH, Merck) 
-  Phenolphtalein (Carlo ERGA) 
-  Chloramphenicol (LAB-scan) 
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      -  Sulfuric acid (H2SO4)  - Catalyst mixture (Copper sulfate + Potassium sulfate) 
- Catalyst mixture (CuSO4 + NaSO4 + Conc. H2SO4) - Hydrochloric acid (HCl) 
- Boric acid (H3BO3) - Petroleum ether 
- Iodine 

 

3.2  ���%
���
 
- �/�"' (Oven, Memmert ���� 600) 
- 
-�) "�!���
!	� �� (Centrifuge, Hettich Zencrifuhen ���� ROTINA 420R) 
- 
��#��-�
	9 (Microwave, Sharp ���� Corousel) 
- !��"�: �;��
�)$"-	���� (Autoclave, HIRAYAMA) 
- 
-�) "�	����/�&)���� (Spectrophotometer, Thermo Scientifi ���� Spectronic15) 
- 
-�) "�
���� (Shaker, Chil Tern scientific ���� Orbital Shaker SS70) 
- 
-�) "�	���
"� (pH meter, Mettler Toledo, ���� SevenEasy S-20K) 
- �/�'��
�)$" (Incubator, Callcnkamp Serial Number SG98/07/452)  
- �/��&"
�)$"&�
�=� (Laminar flow, Merit ���� 0192) 
- #��-��B
�� (Micropipet, Rainin) 
- �&�"���&���0�� (Microscope) (Model CH30, Olympus, Japan) 
- 
-�) "��� ��$%�!��� 3 �%��!��� (Mettler Toledo ���� TG 5002-S) 
- 
-�) "��� ��$%�!��� 4 �%��!��� (Sartorius ���� ED2245) 
- 
-�) "�
���� (Vortex mixer, Scientific Industries ���� Vortex Genie 2) 
- 
-�) "�	������.�"���2���$�!��� &,&��#� (Hand refractometer, Atago ���� N1) 
- ��"����.���"������� �� !�" Gerhardt ���� TR 
- ���&� ������� �� !�" Gerhardt ���� VAP1 
- Hotplate stirrer �� !�" Fisher scientific ���� 002278 
- Soxhlet distillator �� !�" Gerhardt ���� 306 M 
- 
��
+�  
- 
-�) "�������� 
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3.3  ����� 
��$&'������%
��$�� 
- �B
�� ��� 1 �&, 10 ��&&�&��� 
- '��
�"�� ��� 50, 100 �&, 250 ��&&�&���  
- ��,'"��	� ��� 50 �&, 1000 ��&&�&��� 
- ���"�!��
&�$��
�)$" (plate) 
- &/� (loop) 
�� �
�)$" 
- ����
�&� �
�)$" (spreader) 
- !&"
1���9B	�� 
- �	���	"�!��
&�$��
�)$" (Duran bottle) ������� 250 �&, 600 ��&&�&��� 
- D�	�	�-	���)$� 
- D�	�
+� 
- !&"��"������� 
- '��
�"��#���� 
- !&"'�	
���� ��� 50 ��&&�&��� 
- 
	"��
���-�&��
�"�� 
- �	 McCartrey 
- ��,'"�
�2'�E�1 (gas syringe) 
- ���%����
�)$"�%�
�2��/� API 32  (Biomerieux, France) 
- ���%����
�)$"�%�
�2��/� API 50 CHL (Biomerieux, France) 
 

3.4 ��(�$�)��
� 
 3.4.1   *+$,���������� ��������)����������
���������- $�)!�� �����.#/�� ���          3.4.1.1 �#$�����������$  
�2'�	'�	������	'��� �%��	� 3 ��	"����3����!	��*����� #����  &/��������	!������"%�
("�-�����5 �,!�� � �&,���'��� �%�����	��"'�����.��&������� #���� �����.�'-��
������&���� �����.��&���������$�!� �&,�����.������&,�� ���%���	"����&/��������	!��� '
�G�+�&,
"�� 1: �3��������� +������;��
�)$" �����. 10 ���� +����'���&,&���1
���-&"#�� -	��
��������"�&, 0.85 �� +������;��
�)$" 90 ��&&�&��� �%����
�)"������&,&�� ��D:��,�' 10-8 �B
�����&,&��-	��
�)"���&, 1 ��&&�&��� &�3�"�!��
&�$��
�)$" 

Man Rogosa and Sharpe Agar (MRS agar), Plate count Agar (PCA) �&, Potato dextrose Agar (PDA)��
�-��- pour plate �%�#�'���� "�.!(/�� 30 "�0�
1&
1��� 
�G�
	&� 72  �� 	��� 
�) "
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	�
-��,!������.�'-��
������&���� ���	����"� Gul et al. (2005) �����.��&���������$�!� �&,�����.������&,�� ���	�������"� BAM (1998) ���&%��'      3.4.1.2  �������������� 
��������%����	
��������������� "��� 6 
)"� D:� 1 ��  ��	������
���������� (�/���  3) 
�� ���� �%����	���%�-	���,"��	��$%��,"� 
�) "�%���J�=�!�)"�� ���
�KL"�3�
')$"����""� �����$��%����	������$%�3!���	� ��3���$%���"���	3�"������	� 2:1 (���$%�!���) 
�G�
	&� 24 �� 	��� �,!	������������	-	�
�&� ���$%� ��� 6 �� 	��� 
�) "-�'�%�!�
	&�������	3!��,
2�$%� �&,�%�#������'
-�) "�������� 1: �����������-	���� 2 �"'
�) "3!�
�)$"����&,
"������:$� �:�#��$%������� ��&��M.,��	 ��� �%��$%������� #�3��D��+������'�����D��3!�
���'��"� �����$��:����'����������%�(���,�$%�!��������	����''�D�������� 
�����#	� 
�G�
	&� 24  �� 	��� 
�) "#&��$%�����""�3!�!� �:�#�
�G��������	
���� �%�
�)$"������ #�#�	�
-��,!���'������
-���&,��&��		���� ���	�
-��,!���'������
-�� #���� -����
"� (pH) �����.���&������$�!� (Total Tritratable acidity; TTA) �&,"�-���,�"'���
-������,��. (Proximate 
analysis) ��,�"'�	� �����.-	���)$� #���� ������ 
D�� 3�"�!�� �&,-����'#N
�� ���	�������"� AOAC (2000) ���	�
-��,!���'��������&��		���� #���� �����.�'-��
������&���� �����.��&���������$�!� �����.������&,�� 
���
��	��'	��������" 3.4.1.1  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ������ 3   ��������	��
�������������� 

 ��������������������������������� 24 �� �!�� 
 "�������������#��$%� �%�&!����'�$%������ 
 

 �$%���� 
 

 ���()���� *�'�$%�������� 24 �� �!�� 
 

 ������������� 
 

���������	
�� 6 ������� 

           ��
�
���� 2 ����� 
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     3.4.1.3   �!����"� �������   �%��$%���&����� +����������&,
-� �	 ����&��M.,
�G��"�
!&	���$%���& 1: ���1)$"�����"��&�3����!	��*�����
�) "
�G�	��D��'3�����%����D�	�9/�)$�'��� �&,�%�����	��"'-�.(����"��%�#�3�� ���%�#�	�
-��,!���'������
-���&,            ��&��		���� �����	��"'��'������
-�� #���� �����.�$%���& ('���1�) ��3��
-�) "�	����!��
!�"���� (Hand refractometer) �&,�����.-	���)$� ��'��������&��		���� #���� �����.��&���������$�!� �����.������&,�� ���	������
���
��	��'��" 3.4.1.1 �&,�����. ""���9B&�� ����� 3�"�!��
&�$��
�)$"1: ���,�"'�	� Yeast extract �&, Glucose 3�"������	� (��"�&,) 1 : 40 �	�
�-��- spread plate �%�#�'���� "�.!(/�� 30 "�0�
1&
1��� 
�G�
	&� 72 �� 	��� (Lin et al., 2001) �����$��%��$%���&���#�
�2'���M�#	��� "�.!(/�� 4 "�0�
1&
1��� 
3.4.2  $�������
$$�������
��$�#$�����������$- $�)!�� �����.#/�� ���            3.4.2.1  $���������
�3��$�������
  �%�&/��������	!�����$� 3 �!&����+&��
�G��&��
�)$"���D�	�9/�)$�'��� ��3���������	
���� &/��������	!��� �$%���&���
������ �&,�$%� 3�"������	� (���$%�!���) 42 : 5 : 25 : 25 ����  +���	�����&,!����� "�.!(/��!�"� 
�G�
	&� 48 �� 	��� (���������, 2544) �%��&��
�)$"���D�	�9/�� #�����	��"'��'������
-���&,�����&��		���� ����'������
-�� #���� -����
"� �����.���&���� ���	������
���
��	��'��" 3.4.1.2  -�.(�������&��		����#���� �����.��&���������$�!� �����.������&,�� �����.�'-��
������&����  ���	������
���
��	��'��" 3.4.1.1  �&,�����.����� ���	�������"� Lacerda et al. (2005)           '�"�!��
&�$��
�)$" Yeast-Malt Extract Agar (YM agar) ��
���-&"���
9���-"& (Chloramphenicol) �����. 100 ��&&����� 3��$%� 1,000 ��&&�&��� 
�) "��"�������
���Q�"��� �&,3��
�-��- spread plate  '���� "�.!(/�� 30 "�0�
1&
1��� 
�G�
	&� 72 �� 	���  

     3.4.2.2  $�4���� �����.#  
�������	�+���"����D�	�9/�)$�'��� ��,�"'�	� ����  ���	
����  �$%���&���
������ �$%� �&,�&��
�)$"���D�	�9/�)$�'����� 
�����#	� 3�"������	�            50 : 30 : 10 : 10 �����&����	����"���������� (2544) +���	�����&,�%�#�!���#	��� "�.!(/��    2 �,�' #���� �� "�.!(/��!�"� �&, 35  "�0�
1&
1��� ��
�2'��	"��������!����� 
	&����� 4 #���� 
0, 1, 2, 3, 4, 5 �&, 6  �� 	���  0:�M���'������
-�� ��&��		���� ���(�� �&,�����,������+�� 
�) "-�
&)"��&��
�)$"�� 
!��,��3�����%����D�	�9/�)$�'��� ����'������
-�� #���� -����
"�  �����.���&���� ��'��������&��		����#���� �����.��&���������$�!� �����.������&,�� �����.�'-��
������&���� �&,�����.�����  ��'���������(�� #���� ���	������������:$�9/��	������ Rapeseed displacement ��3��
�&2��3���������  (���, 2521)  
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     3.4.3   $������$���*+$,��������
�����'��$$�������
� �����.#/�� ���                  3.4.3.1 �����$����'  
������&��
�)$"3!�� ��3���!&���&��
�)$"�� 3!�+&���3����+&�����D�	�9/��+&��
�G�����!������D�	�9/�)$�'��� �����$����%����-���������  ��3������!���������� 1 ��&&�&��� 
�)"���3����&,&���1
���-&"#�� -	��
��������"�&, 0.85 �������         
9 ��&&�&��� ��D:��,�' 10 -5 �B
�����&,&������!����� 0.1 ��&&�&��� 
&�$��'�"�!����2� "�!��
&�$��
�)$" Yeast Malt Extract Agar (YM agar)��
������-&"���
9���-"& �����. 100 ��&&����� 3��$%� 1000 ��&&�&��� �	�
�-��- spread plate �%�#�'���� "�.!(/��  30 "�0�
1&
1���  
�G�
	&�    72 �� 	���  �����$�-�
&)"����������-�&�� �� ��&��M.,
�G�
1&&�
� �	  ����,�'-	��
�)"��� ��  10-3 
�) "3!�#��-�&��������� 3!�&��M.,
�� ��-�
&)"������3!�#��%��	� 20 �-�&��  �:��%�����&�� (streak) '�"�!����2� YM  
�) "3!�#�
1&&������'�������5 �&,
�2'���M������'�������53�"�!����2�
"��� YM �� "�.!(/�� 4 "�0�
1&
1���                 3.4.3.2  ���������- $�4����$6���'�
 7�

$78�' ���%���������"�!����2�
"��� YM �� ���#������" 3.4.3.1 �%��	� 1 &/� 
&�$���	�"�!�� YPD  (��,�"'�	� "�!�� YPD 5 ��&&�&��� �&,
����&/�-� ��"�&, 18) 3��	 McCartney �� �B�	�J��&����� 
��,��"��%�!��'��"�������	��� 0.5 
1���
��� ��	 5 
1���
��� 
���'��"��'��,'"�
�2'��E� (gas syringe) ��� 100 ��&&�&��� �&,3������9B&�� ����B'��
	.��"���"��$��"���� �����$��%�#�'���� "�.!(/��         30  "�0�
1&
1��� (Martorell et al., 2007) ��-���� #�
�G������������������ ����'������+&����E�-���'"�#""�#1� 
               3.4.3.2  $�4����
 78�'
������� ���%���������"�!����2�
"��� YM  �� ���#� �����" 
3.4.3.1  �%��	� 1 &/� ����,'�+�	!���"�!�� Solution starch agar (��,�"'�	� solution starch, 
yeast extract �&, agar3�"������	� (���$%�!���) 4 : 5 : 1.5) ����,3�&��M., 4 ����"���
��,
�)$" �%�#�'���� "�.!(/��  30 "�0�
1&
1��� 
�G�
	&� 72  �� 	��� �����$�3�����&,&��              
LugdCs iodine 
�'�!���"�!�� ��$�#	�  1 ���� �����$�	�
���+���0/����&���"��-�&�� �&,	�3��"'�"'�-�&��  (Limtong  et al., 2002)  -���� #�-%��	.
�G�����	��"�
���+���0/����&���"��-�&��  �&,	�3��"'�-�&��  
�) "���D:�&��M.,�"���������"�������� ����'������                +&��
"�#1��",���
&�  
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               3.4.3.3  ���������- $�) $��
�����' ���%���������"�!����2�
"��� YM  �� ���#� �%��	� 1 &/� 
&�$��3�"�!��
!&	 YM ������� 50 ��&&�&��� �� ��-����
"�
�� ���� 3 �,�' #���� 4, 4.5 �&, 5 �%�#�'���� "�.!(/�� 30 "�0�
1&
1��� 
�G�
	&� 72 �� 	���  
�2'��	"����
�2'��	"����  ����'�%��	�
1&&��� ����	����
�-��- spread plate '�"�!�� YM agar �%�#�'���� "�.!(/��  30  "�0�
1&
1��� 
�G�
	&� 72 �� 	��� ��	���'�%��	�
1&&��� ����	��       3.4.4   $������$���*+$,��������
����)����$���$��$ ��$$�������
� �����.#/�� ���  
   3.4.4.1  ���)����$���$��$ �%����
��������&,&������!��� 
���
��	��'���-��������� �����$��B
�����&,&������!����� 1 ��&&�&��� 
&�$��3�"�!����2� MRS (
��� CaCO3           0.3 ���� / 100 ��&&�&���) �	�
�-��- pour plate �%�#�'���� "�.!(/�� 30 "�0�
1&
1���  
�G�
	&�  72 �� 	��� �%����-�
&)"��'-��
������&���� �� ��'��
	.3�&�"��"'�-�&�� (Clear zone) ����,�'-	��
�)"�����  10-6  
�) "3!�#��-�&��������� 3!�&��M.,
����-�
&)"�3!�#��%��	�            20 �-�&�� �����$��%�����&��'�"�!����2� MRS 
�) "3!�#�
1&&��'-��
������&����'�������5   �%�
1&&��'-��
������&������ #�#���	��"'�/����� #���� �����"����� �&,�����"'
"�#1��-,��
&� -�
&)"��'-��
������&���� 1: �
�G��'-��
�������'	� #�������
"�#1��      -,�,
&� �&,
�2'���M�3�"�!����2�
"��� MRS �� "�.!(/�� 4 "�0�
1&
1��� 
   3.4.4.2   $�4���$� ���%��'-��
������&�������"�!����2�
"��� MRS �� ���#� �%��	� 1 &/� ��
&�$��3�"�!��
!&	 MRS ������� 50 ��&&�&��� '���� "�.!(/�� 30 "�0�
1&
1��� 
�G�
	&� 24 �� 	��� �����$��%�#�	�
-��,!����
-�� #���� -����
"� �&,�����.����$�!� ���	������
���
��	��'��" 3.4.1.2 ��-���� #�
�G��������� �&,-����
"�����'-��
������&������ ����'������+&���� 
   3.4.4.3   ���������- $�) �
)� 
� ���%��'-��
������&�������"�!����2�
"��� MRS �%��	� 1 &/� ��
&�$��3�"�!��
!&	 MRS ������� 50 ��&&�&��� �� ���'3!���-	��
�������"�
"���"& 3 �,�' #���� 5, 10 �&, 15 (���������"�������) ��3��
"���"&  �����$��%�#�'���� "�.!(/�� 30 "�0�
1&
1��� 
�G�
	&� 24 �� 	��� 
�2'��	"��������'�%��	�
1&&��� ����	����
�-��- Pour plate '�"�!�� MRS agar �%�#�'���� "�.!(/�� 30  "�0�
1&
1��� 
�G�
	&� 72 �� 	��� ��	���'�%��	�
1&&��� ����	��       3.4.5  $�����!�� $���/� (�'�
�����' ������)����$���$��$    ���������������� ����'������+&����E�-���'"�#""�#1�#��/�  ���������
"�#1��         ",#�
&� �&,����#��/� �%����%���������������3�� APL 32 (Bio-merieux, France) �&,   
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����������'-��
������&������ ����'������+&���� �&,����"
"���"&#��/� �%����%������������� ��3�� APL 50 CHL (Biomerieux, France)      3.4.6  $�����$�'-������' ������)����$���$��$��9 $�������
����)(�:  
  3.4.6.1   $������$�������
����)(�: 

                 
��������������&,�'-��
������&����'�������5�� ���'����������&�	 1: �
�2'���M��� "�.!(/�� 4 "�0�
1&
1���  '�"�!����2�
"��� YM �&, MRS ���&%��' �%������ �&,�'-��
������&����'�������5 �%��	� 1 &/���
&�$��3�"�!��
!&	 YM �&,MRS ������� 300��&&�&��� ���&%��' �� "�.!(/�� 30 "�0�
1&
1��� 1: ������
&�$���	�����%�#�
�����	�-	��
�2	 110 �"'��"���� �%����
�2'��	"����������&,�'-��
������&���� ��� 3 �� 	���3� 24 �� 	������ �����$�
�2'��	"������� 6 �� 	��� ���	��
�G��,�,
	&� 7 	�� ��3��	������	�-�����/�&)����      �� -	����	-&) � 600 ����
��� -%��	.!�"�������
���Q
��'�� ���-��-	������"����9�,!	��� 
log X �&,
	&� (t)  ���	�������"� Paramithiotis et al., (2007) �&,	�
-��,!������.
1&&��� ����	���"�������&,�'-��
������&����'�������5��	��� Spread plate �&, Pour plate '�"�!��
&�$��
�)$"��2� YM �&, MRS ���&%��' �����$�
&)"�3��
1&&�3���	����
���Q��� �� (Log phase) �%�#�!���
!	� ����  9,000 g 
�G�
	&� 10 ���� �� "�.!(/�� 4 "�0�
1&
1���  &���
1&&��	��$%��&� � �%�
1&&��� #���
�)"����	��$%��&� � 
�G����&,&����	�&"� ��3!����%��	�
�)$"
�� ����
�����'���D�	�9/�� +&�����&/��������	!������"%�
("�,!�� � -)" 106 CFU/g �%�#�3��
�G��&��
�)$"'�������53������"'����%����D�	�9/�)$�'��� 

  3.4.6.2   $�4���� �����.#/�� ��� ����$�������
����'������)����$���$��$����)(�:                 ���
�����+&�����D�	�9/�)$�'���  ����	���,�"' #���� �������	
��� �$%���&��� �$%� �&,�&��
�)$"'�������5 3�"������	� 50 : 30 : 10 : 10  �����&����	����"����������(2544) �%���+����� �&,!���#	��� "�.!(/�� 2 �,�' #���� "�.!(/��!�"� �&, 35 "�0�
1&
1��� ��!���
�G��,�,
	&� 3 - 5 �� 	��� ��0:�M���'������
-�� ��&��		���� ���(�� �&,��"'�����,������+�� ����'������
-�� #���� -����
"�  �����.����$�!� �&,"�-���,�"'���
-������,��. (Proximate analysis) ��,�"'�	� �����.-	���)$� #���� ������ 
D�� 3�"�!�� �&,-����'#N
�� ��'��������&��		����#���� �����.��&���������$�!� �����.������&,�� �����.�'-��
������&���� �&,�����.����� ��'���������(�� #���� 	������������:$�9/ �&,��"'�����,������+��  
 


