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  (experimental  research)  &'(�)*�+����,��-����.��/0�
��1
2/3
��4������5�67��4�����5�8*(
,�9�-�:;����0��,016<�&  =��)*�+��
�>��?��@��
�,�
@'	�
/7�6�
�5�67��4�����5���(�5�,��5���������  A�72�3  ���,�B���,�'	�2�?6�
26C
��,  D7�  
���,�B=��/��  A6,��  07�;���4����@  2�?���>=@AE��/  2�?���)*�+����,�B0�����9�-�:
���<�&6�
�5�67��4�����5�  A�72�3  2�,,�����8����  2��F�=�=�F����  0����?��@FG���  
2�?2��=-A8����� 2�7�)*�+����,��-����.��/0���1
2/3
��4������5�67��4�����5�/3��1B0,@�/�
��
���<�&2�?��
�,�6�
0���1
2/3
��4��&'(�����'��A�)*�+����,�
/��/3�����C@���+�  A�72�3  
�7���?.�.��/6�
0��0���  �3�0�  (���,0�3�
  ���,67,0�2�?�3�,1,6�
0�)�3���/��>2��/���/�	  
���,0�,��D;�����?���    2�?���,�B2��=-A8�����  ��,D*
)*�+����,�
/��6�
0���1
2/3

��4��������,��-�/3�
 H  (��(A�7����'��,�)  ;��?4�3�
����C@���+�A�72�3  ���)*�+����
���(��2��
���,�B0�����9�-�:��
���<�&  (2��F�=�=�F����  2�,,�����8����  
0����?��@FG���  2�?2��=-A8�����)  ���)*�+�������(��2��
9�-�:���/7����1,I���0�?  
(total  antioxidant  capacity,  ABTSR+  radical  scavenging  activity  2�?  FRAP  method)  2�?
���)*�+�������(��2��
�1B<�&,'(��5�A���?�1�/>;�7;�.��/<�BY>=����>/  (A�72�3  &���  ���,�B
���  �3����,67,0�  �3����,0�3�
  2�?�3�,1,6�
0�)  =���5������������/�,�5���@  ��
/3�A���	 
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�>��?��@��
�,�@'	�
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���,�B���,�'	�2�?6�
26C
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2��F�=�=�F����  0����?��@FG���  2�?2��=-A8����� =���5��������
�5����  3  8	5�  
=��20�
67�,I�����3�`��(�2�?�3�@�(�
@�,�/�a�� 

2.  �������
��(  2  ���,��-����.��/0���1
2/3
��4����?��@�7��  2 6�	�/��  �'� 
2.1  6�	�/����(  1  �������'��0<��?���.��/0���1
2/3
��4������5�67��4�����5�

,� 6  0�(
����
�����	
4,�  16  0�(
����
 =�����)*�+���
��	 
2.1.1  ���)*�+����,�B.�.��/6�
0���1
2/3
��4��  �3����,0�3�
6�
0�  �3�

���,67,0�  �3���/��>2��/���/�	  ���,0�,��D;�����?���6�
.
0���1
2/3
��4��  2�?�����?4>
���,�B2��=-A8�����  =��2/3�?0�(
����
�5��������
  3  8	5�  ���2@@�������
2@@  
Factorial  experiment  in  Completely  Random  Design  (4×4)  �������-�&�2@@�5�4��  (Fixed 
Effect Model)  ,�  2  �i����  �'�  ��-����0���2�?���,�B,��=/�C�8>/���  ��
��	 

2.1.1.1  ��-����0���  4  ��-�  A�72�3 
2.1.1.1.1  �5�67��0���=��;�7������ 
2.1.1.1.2  �5�67��  40  ���,0���=����A8,> 
2.1.1.1.3  �5�67��  50  ���,0���=����A8,> 
2.1.1.1.4  �5�67��  60  ���,0���=����A8,> 

2.1.1.2  ���,�B,��=/�C�8>/���  4  �?��@ A�72�3   
2.1.2.2.1  A,3/�,,��=/�C�8>/���   
2.1.2.2.2  /�,,��=/�C�8>/���  2%  (w/v)   
2.1.2.2.3  /�,,��=/�C�8>/���  3%  (w/v)   
2.1.2.2.4  /�,,��=/�C�8>/���  4%  (w/v) 

2.1.2  ���)*�+��3�,1,6�
0�  20�
67�,I�����3�`��(�2�?�3�@�(�
@�,�/�a��   
 2.2  6�	�/����(  2  �������'��0<��?��(4,�?0,��(01�;����/���,0���1
2/3
��4�� 
4��
������)*�+����,�
/��/3�����C@���+��1�  H  0����4>������  6  0����4> =�����)*�+����
���(��2��
���,�B0�����9�-�:��
���<�&  (2��F�=�=�F����  2�,,�����8����   
2��=-A8�����  2�?0����?��@FG���)  ���)*�+�������(��2��
9�-�:���/7����1,I���0�?  
(total  antioxidant  capacity,  ABTSR+  radical  scavenging  activity  2�?  FRAP  method)  2�?
���)*�+�������(��2��
�3�0�  (�3����,0�3�
  �3����,67,0�2�?�3�,1,6�
0�)  =��2/3�?0�(
����

�5��������
  3  8	5�  8*(
���2@@�������
2@@  Factorial  experiment  in  Completely  Random  
Design (6×7)   �������-�&�2@@�5�4��  (Fixed Effect Model)  ,�  2  �i����  �'�  ���,��-����.��/0�
��1
2/3
��4��  2�?�?�?�������C@���+�  A�72�3 
 2.2.1  ���,��-����.��/0���1
2/3
��4��  6  ���,��-�  A�72�3 
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 2.2.1.1  �5�67��  50  ���,0���=����A8,>  /�,,��=/�C�8>/���  2% 
 2.2.1.2  �5�67��  50  ���,0���=����A8,>  /�,,��=/�C�8>/���  3% 
 2.2.1.3  �5�67��  50  ���,0���=����A8,>  /�,,��=/�C�8>/���  4% 
 2.2.1.4  �5�67��  60  ���,0���=����A8,>  /�,,��=/�C�8>/���  2% 
 2.2.1.5  �5�67��  60  ���,0���=����A8,>  /�,,��=/�C�8>/���  3% 
 2.2.1.6  �5�67��  60  ���,0���=����A8,>  /�,,��=/�C�8>/���  4% 
 2.2.2  �?�?�������C@���+�  7  �?��@  A�72�3 
 2.2.2.1  0����4>��(  0 
 2.2.2.2  0����4>��(  1 
 2.2.2.3  0����4>��(  2 
 2.2.2.4  0����4>��(  3 
 2.2.2.5  0����4>��(  4 
 2.2.2.6  0����4>��(  5 
 2.2.2.7  0����4>��(  6 

3.  �������
��(  3  ��������?4>.������?�1�/>;�70���1
2/3
��4��;�.��/<�BY> 
=����>/  =��)*�+�������(��2��
6�
0�  (�3����,67,0�  �3����,0�3�
  2�?�3�,1,6�
0�)  2�?���
���(��2��
&���2�?���,�B���;�=����>/��(/�,0���1
2/3
��4��  (0���1
2/3
��4����(.��/���
���,��-���(4,�?0,)  2/3�?0�(
����
�5��������
  3  8	5�  =�����2@@�������
2@@  Factorial  
experiment  in  Completely  Random  Design  (4×8)  �������-�&�2@@�5�4��  (Fixed Effect 
Model) ,�  2  �i����  �'�  �?��@���,67,67�6�
0�2�?�?�?����C@���+�  ��
��	 

3.1  �?��@���,67,67�6�
0���1
2/3
��4��  (.��/������,��-���(4,�?0,) 4  �?��@ 
3.1.1  A,3/�,0���1
2/3
��4�� 
3.1.2  ���,67,67�6�
0�  2%  (w/v)   
3.1.3  ���,67,67�6�
0�  3%  (w/v)   
3.1.4  ���,67,67�6�
0�  4%  (w/v)   

3.2  �?�?�������C@���+�  8  �?��@ 
3.2.1  �����(  0 
3.2.2  �����(  3 
3.2.3  �����(  6 
3.2.4  �����(  9 
3.2.5  �����(  12 
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3.2.6  �����(  15 
3.2.7  �����(  18 
3.2.8  �����(  21 
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 ��/D1��@   
  1.  67��4�����5�&��-1>&'	�,'�
���  �.  @�@'�  �.  ,4�0����, 
  2.  �	5��,0�&�0���>A�0>  
 �1���B>2�?��'(�
,'�;���������?4>  

  1.  ��'(�
2�7�/3�
 H 
  2.  ��'(�
;47���,�7��  (Wellab) 
   3.  ��'(�
��(
�?����  (Mettler  Toledo)   
  4.  ��'(�
�?4�01ss���)  (Buchi R-114)   
  5.  ��'(�
�5�247
2@@2�3�'��26C
  (freeze-drier) 
  6.  ��'(�
�������I���'�20
  UV- spectrophotometer  (Spectronic  Gcnesys  5,  USA)   
  7.  ��'(�
����3�0�  (Minolta  Croma  Meter  CR-300)     
  8.  ��'(�
  High-Performance  Liquid  Chromatography  (HPLC)  (Shimadzu  LC-
20AD, Japan)  Phenomenex  Column  (C18, 4 µm, 4.60 × 150  mm,  USA)   
  9.  ��'(�
�i��.0,  (vortex  mixer) 
  10.  D7��;03/����3�
  (Moisture  can) 
  11.  D7��;03D7�  Crusible  (VELP  Scientifice)   
  12.  /�.�D7�  Muffle furnace  (Carbolite)   
  13.  ��'(�
�����?4>A6,��  Soxhlet  Extractor  (Buchi  E-816,  Switzerland)   
  14.  ��'(�
�����?4>=��/��  (Gerhardt) 
  15.  ��'(�
�����?4>07�;� 
  16.  ��'(�
�i��4��(�
���,�C�0I
  (Rotina  48R) 
  17.  ��?��+���
  Whatman  @��> 1,  4 2�?  42   
  18.  ��?��+���
  Whatman  6���  0.45  µm  
  19.  /�����
  Syringe  Filter  Membrane  6���  0.2  2�?  0.45  µm 
  20.  ��'(�
���&���  pH  meter  (Mettler  Toledo) 
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  21.  D1
��I,����,F���> 
  22.  D7��&��0/��     

0���,�  
 1.  0���,���(;�7;���������?4>=��/��  
 1.1  Sulfuric  acid  (Caro erba) 
 1.2  Boric  acid  (Caro erba) 
 1.3  Sodium  hydroxide  (Univar) 
 1.4  Hydrochloric  acid  (Caro erba) 
 1.5  Potassium  sulphate  (Univar) 
 1.6  Copper  sulphate  (BDH)       
 2.  0���,���(;�7;���������?4>A6,��   
 2.1  Petroleum  ether  (BDH) 

 3.  0���,���(;�7;���������?4>07�;�  
 3.1  n-octanol  (BDH) 
 3.2  Potassium  hydroxide  (BDH) 
 3.3  Acetone  (BDH) 

 4.  0���,���(;�7;���������?4>4����,�B2�,,�����8����  (γ-oryzanol)   
 4.1  Ethyl  acetate  (BDH) 

 4.2  Sodium  chloride  (Caro erba) 
 4.3  Potassium  hydroxide  (Caro erba) 
 4.4  Ascorbic  acid  (Caro erba) 
 4.5  Ethanol  (BDH) 
 4.6  Methanol  (BDH) 
 4.7  Hexane  (BDH) 

 5.  0���,���(;�7;���������?4>4����,�B0����?��@FG�����	
4,�  (total phenolic -
compound)  
 5.1  Folin - Ciocalteu  Reagent  (Fluka) 
 5.2  Sodium  carbonate  (Caro erba) 
 5.3  Gallic  acid  (Fluka) 

 6.  0���,���(;�7;���������?4>4����,�B2��F�=�=�F����  (tocopherols ) 
 6.1  Methanol  (BDH) 
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 6.2  Hexane  (BDH) 
 6.3  Ethyl  acetate  (BDH) 
 6.4  Potassium  hydroxide  (Caro erba) 

 7.  0���,���(;�7;���������?4>2��=-A8�����  (anthocyanin) 
 7.3  Potassium  chloride  buffer  pH 1.0 

 7.4  Sodium  acetate  buffer  pH 4.5 

 8.  0���,���(;�7;���������?4>9�-�:���/7����1,I���0�? 
 8.1  Gallic  acid  (Fluka) 
 8.2  BHT  (3-tert-butyl-4-hydroxylanisole)  (Fluka) 
 8.3  Sulfuric  acid  (Caro erba) 
 8.4  2,2-azino-bis(3-ethyl-benzthiazolin-6-sulfonic  acid)  (ABTS)   
 8.5  Sodium  phosphate  (Caro erba) 
 8.6  Potassium  ferricyanide  (Caro erba) 
 8.7  Ammonium  molybdate  (Caro erba) 
 8.8  Ethanol  (BDH) 
 8.9  2,4,6-tripyridyl-s-triazine  (TPTZ)   
 8.10  6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-chroman-2-carboxylic acid  (trolox) 
 8.11  Ferrous  chloride  (Caro erba) 

 9. 0���,���(;�7;����/���,0��0��� 
 9.1  Ethanol  (BDH) 
 9.2  ��A8,>2��F��?A,�0  (type  XII-A  from  Bacillus licheniformis (500 KU)) 
 9.3  ��A8,>=��/��0  (type II from Aspergillus oryzae (0.140 units/mg)) 
 9.4  Maltodextrin  (Maldex 100® DE = 4-7, Alrich) 
 10.  �'	��1�������>��(;�7/���,=����>/ 
 10.1  The  commercial  probiotic  dairy  starter  ABT-5,  Chr. Hansens 
 

��	�������
������� 

 
 �������
��(  1  ��������?4>�
�>��?��@��
�,�6�
�5�67��4�����5� 
  �5����/���,/����3�
�5�67��4�����5�  =���5�67����'��6�
67��4�����5�,��5����
�?��?��'��2�?2��2��@���  8*(
�?A�7���67����7�
  �����	��5�67����7�
A�6��0������@�?A�7
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03����(����5�67��4�����5�  �5�����
0<�& �5�67��=���5��5�67��4�����5�A�;47���,�7��=��;�74,7�
�*(
���,���A��	5��1B4<I,�  121  �
)�-8�8��0  ���  15  ����  �5�67����(.3������
0<�&2�7��5�A�
�C@A�7��(�1B4<I,�  -20  �
)�8�8��0  &'(�;�7���/����3�
;����)*�+�2�?�����?4>��
/3�A���	 
 1.1  ��������?4>���,�B�
�>��?��@��
�,�@'	�
/7�;��5�67��4����  (AOAC.  
2000) A�72�3  �����?4>���,�'	�  A6,��  =��/��  07�;���4����@  D7�  2�?���>=@AE��/  
(����?������
<��.���  6) 
 1.2  ��������?4>���,�B0�����9�-�:��
���<�& 

 1.2.1  ��������?4>4����,�B2�,,�����8����  (γ-oryzanol)   
 6�	�/�����0���/����3�
  ���2��
���  Ryynanen.  (2003  :  11-26) 
  6�	�/��  saponification  =����(
/����3�
  0.5  ���,  ;03;�4����������  
(screw  cap)  6���  30  ,������/�  /�,���2�0���>@��  (ascorbic  acid)  0.1  ���,  ������  
(ethanol)  15 ,������/�  2�?�	5����(�  2  ,������/�  �i��.0,�7����'(�
.0,2�7�/�,=&2�08��, 
AE����A8�>  (KOH)  0.5  ,������/�  �5�A�/7,;��3�
�	5���@�1,�1B4<I,�  (water bath)  ��(�1B4<I,�
��?,�B  100  �
)�8�8��0������  25  ����  =��;��?4�3�
���/7,;47�5����,��i��.0,�7��
��'(�
6�3�  (vortex  mixer)  �1� H  5  ����  ,'(���@���;47�5����,��5�;47�C��7���	5��C���� 
  6�	�/�����0���=��;03�	5����(�  2.5  ,������/�2�?������  (ethanol)  
2.5 ,������/��
;�4�����(�5�;47�C�2�7����6�	�/��  saponification  4��
�����	��0��;�4����

;�6���I��,&I36���  125  ,������/� /�,0���?���.0,6�
E�8�  (n-hexane)  2�?�����?8�/� 
(ethyl  acetate)  ;���/��03��  8 : 2  ���,�/�  10  ,������/�  2�7��5�A��i���7����'(�
���2,34�C� 
(magnetic  stirrer)  ������  10  ����  �5�,��I���03��;0��(/7�
�����(��I3�7��@�;03;�4�������

6��� 50    ,������/�  4��
�����	�/�,E�8�  :  �����?8�/�  (8 : 2)  �
;�6���I��,&I3��,  2�7�
�5�A��i���7����'(�
���2,34�C�  �5��3���,����@ 3   ���	
  �����	��5�0����(0���,�;03;�����2�� 
(funnel)  6���  125   ,������/�  /�,�	5����(�  10  ,������/�  2�7�6�3���?,�B 10    ��@  &'(��7�
�5����
0����(�?���A�7;��	5����  =�������3���	5���(2����	���I3�7���3�
��	
A�  �5��3���,����@   3  ���	
  
2�7���3��0��0����
;�4�������
6��� 50    ,������/�  2�7��5�0��0�����(A�7A��?4�;47247
�7��
��'(�
�?4�01ss���)  2�7��?���0��0���247
��(A�7�7��,�����  (methanol)  5  ,������/�  �?A�7
0��0���05�4��@��������?4>�7����'(�
  HPLC  /3�A� 
 6�	�/����������?4>  ���2��
���  Chen.  (2005  :  319-331)  ;  Gimeno  
2�?�B? (2001  :  315-322) 
  ��������?4>4����,�B0�����9�-�:���<�&��(05���s=����-�  HPLC  
(Shimadzu  CL10)  ���,�/�/����3�
��(`��  20  A,=����/�   .3��  security guard- column  2�?
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����,�> Phenomenex®  C18-reversed-phase  column  6���  4.6 x 250 ,����,/�,  4 A,=��,/�  ��(
��@�1,�1B4<I,�  45  �
)�8�8��0  /���5��?���F0��'(����(  (mobile phase)  ��?��@�7��  ,
�����   @�������2�?�	5�  (92  :  4  :  4  (v/v))  ��/�����A4�   (flow  rate)  1  ,������/�/3��������  
12  ����  4��
�����	��5�������(����/��03��  ,�����  @�������  2�?�	5�  ���  92  :  5  :  3  (v/v)  
2�?��/�����A4����  1.5  ,������/�/3�����������  13  ����  ��,�?�?���/�����������?4>
���  25  ����  0����(DI��?����������,�>/��/�,����3�����I���'�20
=��  UV - detector  ��(���,
�����'(�  292  ��=�,/�  .��������
��(A�7����@���@  retention  time  2�?  peak  areas  ��@  

external standards  (γ-oryzanol) 
 1.2.2  ��������?4>4����,�B2��F�=�=�F����  (α- tocopherols)   
 ���/���,0��0���/����3�
  ���2��
���  Ryynanen  (2003  :  11-26) 
  6�	�/��  saponification  =����(
/����3�
�5�67��  0.5  ���,  ;03;�4�����
�����  (Screw cap)  6���  30  ,������/�  ���2�0���>@��  (ascorbic  acid)  0.1  ���,  ������  
(ethanol)  l5  ,������/�  2�?�	5����(�  2  ,������/�  �i��.0,�7����'(�
6�3�  (vortex  mixer)  2�7�/�,
=&2�08��,AE����A8�>  0.5  ,������/�  �5�A�/7,;��3�
�	5���@�1,�1B4<I,�  (water bath)               
��(�1B4<I,���?,�B 100   �
)�8�8��0������ 25   ����  =��;��?4�3�
���/7,;47�5����,��i��
.0,�7����'(�
6�3�  �1� H  5  ����  ,'(���@���;47�5����,��5�;47�C��7���	5��C���� 
  6�	�/�����0���  =��/�,�	5����(�  2.5  ,������/�  2�?������  (ethanol)  
2.5  ,������/��
;�4�����(�5�;47�C�2�7����6�	�/��  saponification  4��
�����	��0��;�4����

;�6���I��,&I36���  125  ,������/�  /�,0���?���.0,6�
E�8�  (n- hexane)  2�?�����?8�/�  
(ethyl  acetate)  ;���/��03��  8  :  2  ���,�/�  10   ,������/�  2�7��5�A��i���7����'(�
���2,34�C� 
(magnetic stirrer)  ������  10   ����  �5�,��I���03��;0��(/7�
�����(��I3�7��@�;03;�4�������

6���  50  ,������/�  4��
�����	�  /�,E�8�  :  �����?8�/�  (8  :  2)  �
;�6���I��,&I3��,  2�7�
�5�A��i���7����'(�
���2,34�C�  �5��3���,����@ 3    ���	
  �����	��5�0����(0���,�;03;�����2��  
(funnel)  6���   125 ,������/�  /�,�	5����(�  10  ,������/�  2�7�6�3�����I��6 8   ��?,�B 10   ��@  
&'(��7�
�5����0����(�?���A�7;��	5����  =�������3���	5���(2����	���I3�7���3�
��	
A�  �5��3���,��
��@  3  ���	
  2�7���3��0��0����
;�4�������
6���  50  ,������/�  2�7��5�0��0�����(A�7A�
�?4�;47247
�7����'(�
�?4�01ss���) 2�7��?���0��0���247
��(A�7�������?4��7��,�����  
(methanol)  5  ,������/� �?A�70��0���05�4��@��������?4>�7����'(�
  HPLC  /3�A� 
 ��-���������?4>  ���@��1
���  Chen.  (2005  :  319-331)  ;  Gimeno  2�?
�B?  (2001 :  315-322) 



 

 

42

  ��������?4>4����,�B0�����9�-�:���<�&��(05���s=����-�  HPLC  
(Shimadzu  CL10)  ���,�/�/����3�
��(`��  20  A,=����/�  .3��  security  guard- column  2�?
����,�>  Phenomenex®  C18-reversed-phase  column  6���  4.6 x 250 ,����,/�,  4 A,=��,/�  ��(
��@�1,�1B4<I,�  45  �
)�8�8��0  /���5��?���F0��'(����(  (mobile phase)  ��?��@�7��   
,�����  @�������2�?�	5�  (92  :  4  :  4  (v/v))  ��/�����A4�  (flow  rate)  1  ,������/�/3�����
���  12  ����  4��
�����	��5�������(����/��03��  ,�����  @�������  2�?�	5�  ���  92  :  5  :  3  
(v/v)  2�?��/�����A4����  1.5  ,������/�/3�����������  13  ����  ��,�?�?���/������
�����?4>���  25  ����  0����(DI��?����������,�>/��/�,����3�����I���'�20
=��  UV-detector  
��(���,�����'(�  325  ��=�,/�  .��������
��(A�7����@���@  retention  time  :  peak  areas  ��@  

external  standards  (α - tocopherol) 
 1.2.3  ��������?4>���,�B0����?��@FG���  (total  phenolic  compound  by  
the  folin - ciocalteu  method)  ���@��1
�����-�6�
  Iqbal  2�?�B?  (2005  :  361-367)  
 6�	�/����������?4>  =��/���,0���?���/����3�
��(���@���,67,67���(
2�3��� 2�7��I�,�  0.2  ,������/�  /�,0��  folin-ciocalteu  ���,�/�  0.8  ,������/�  2�?/�,  7%  
6�
=8���,���>@��/  (sodium  carbonate)  ���,�/�  2  ,������/�  /�,�	5����(�  (deionized)  
���,�/�  7 ,������/�  2�7�.0,;4767����  /�	
��	
A�7;���(,'�  2  ��(�=,
  2�7�����3�����I���'�20
��(
���,�����'(�  760  ��=�,/�  �7����'(�
0��=/�=F=/,�/��>  (spectrophotometer)  �5����F
,�/�a��=��;�7���2��������0��,�/�a�� 
 1.2.4  ��������?4>���,�B2��=-A8�����  (Lee.  and  others.    2005  :  1269)   
 �5������(
/����3�
���,�B  2  ���,  ���@���,�/�;47��@  10  ,������/��7��  
0.1%  HCl  ;�  90%  ,�����  �'���
0���?���6�
0��0����7��@�FF��>&���  1.0  (potassium  
chloride,  0.025  =,���>)  ����3�����I���'�20
��(���,�����'(�  520  ��=�,/�;47A�7�3���I3�?4�3�
  
0.2-1.4  ;�7�?��@���,�'���
��	;����/���,/����3�
0���?���  2  /����3�
�'�/����3�
��(���@���,�/�
�7��@�FF��>&���  1.0  2�?@�FF��>&���  4.5  (sodium  acetate,  0.4  =,���>)  ����3�����I���'�
20
��(�3�
���  20-50 ����4��
���/���,0���?���/����3�
  =��0���?���2/3�?��������3����
�I���'�20
��(  520  ��=�,/�  2�?  700  ��=�,/� 
 
         A    =     (A520 � A700)pH 1.0 � (A520 � A700)pH 4.5 

 
 A × MW × DF × V 

          L × ε × Wt 
×  100 % w/w   =   
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 ,'(�  

A =   �3�����I���'�20
 
ε =   �3�����I���'�20
6�
 Cyd-3-glu (26,900) 
MW =   �	5�4���=,��1�2��=-A8����� (449.2) 
DF =   �?��@���,�'���
 
V =   ���,�/�01��7�� (mL) 
Wt =   �	5�4���/����3�
 (mg) 
L =   ���,4��6�
8��> (1 cm) 

 
 �������
��(  2  ���)*�+����,��-����.��/0���1
2/3
��4�� 
  2.1  ���)*�+��1B0,@�/���
���<�&2�?�,�@'	�
/7�6�
.
0���1
2/3
��4�� 
 2.1.1  2.����)*�+�,���
��	 
 2.1.1.1  �5����0����5�67��4�����5�=��;�7������2�?��A8,>  (;����0���
=��;�7��A8,>�5����2�����,�B�5�67�����  3  �?��@�'�  40,  50  2�?  60  ���,) 
 2.1.1.2  0���?���6�
0��0�����(A�7�5�,�/�,0��;47���,�
/������ 
,��=/�C�8>/�����(�?��@  0,  2%,  3%  2�?  4%  (w/v)  2�7��5�247
2@@�'��26C
&'(�@�;47���.
0�
��1
2/3
��4�� 
 2.1.1.3  0���1
2/3
��4��.
��(.��/A�7�5�,������?4>��
/3�A���	  &'(�����'��
���,��-���(4,�?0,&��
  6  ���,��-�  A�72�3  ���,�B.�.��/6�
0���1
2/3
��4��  �3����,0�3�
  
���,67,0�2�?�3�,1,6�
0�    �3���/��>2��/���/�	2�?���,0�,��D;�����?����	5�  2�?�����?4>
���,�B2��=-A8����� 
 2.1.2  ��-���������?4>��
��	 
 2.1.2.1  ���/���,�5�67��4�����5�0���=��;�7/���5��?���  ���@��1
�����-�6�
  
Duangmal  2�?�B?.  (2008  :  1437-1445) 
 �5�67��4�����5���(A�7������6��0��5�,�0���=��;�7/���5��?���  95% �
�����  :  �	5�  ��/��03�����  1:1  ���@&������  2.5  �7��0���?������AE=��������  0.1  =,���>  
;�7��/��03��6�
/����3�
/3�/���5��?������  1:5  ���;����0���  3  ��(�=,
  �����	��5�03����(���
0���?���A����
=��;�7��?��+���
@��>  4  2�7��5�0���?���6�
0��0���,�/�,,��=/- 



 

 

44

�C�8>/���  ��(�?��@���,67,67�  0,  2%,  3%  2�?  4%  (w/v)  &'(����0��;47���,�
/��  �����	��5�
247
=��;�7���2�3�'��26C
  (freeze  dried)  /����3�
0��0�����(247
2�7�@�;47�?����  A�7���+B?��(
���.
2�7��C@A�7&'(��5���������?4>/3�A�  
 2.1.2.2  ���/���,�5�67��4�����5�0���=��;�7��A8,>  ���@��1
�����-�6�

Sungsopha,  Moong-ngam  2�?  Kanesakoo.  (2009  :  3653-3662)   
 �5�67��4�����5���(A�7������6��0��5�,�0���=��;�7���,�B�5�67��  40,  50  
2�?  60   ���,  /�,�	5����(�  300  ,������/�   �5�A�/7,&'(��3��03��.0,2�7�/�,0���?���  CaCl2  
���,67,67�  0.15%  &'(��5�;47��A8,>�
0<�&  �����	��3�� H  ���@�1B4<I,�&�(,6*	���D*
  37±2  
�
)�8�8��0  2�7��5����/�,��A8,>=��/��0  1  ���,  (140  �I��/)  &���  7.5  ��	
A�7  30  ����  
&'(�;47��A8,>=��/��0�3��=,��1�6�
=��/��;47,�6����C��
2�?�?����	5�A�7,��6*	�  ,'(���@
������@�1B4<I,����  65±2  �
)�8�8��0  /�,��A8,>�?A,�0  0.25  ,������/�  (16,129  �I��/)  
&���  6.9  ��	
A�7 60   ����  &'(�;47��A8,>�5�����3��0���=,��1�2��
  �����	����@&���;47���  
2.5  &'(�4�1�������,6�
��A8,>2�?���@&���6�
0��0���;47�3���@67�  2.1.2.1  �5�������
�7��
.7�6��@�
&'(�2��������2�7����
������	
�7����?��+���
  �5�0���?���6�
0��0���2/3�?
0<��?,�/�,,��=/�C�8>/���  ��(�?��@���,67,67�  0,  2%,  3%  2�?  4%  (w/v)  &'(�;�7���0��;47
���,�
/�� 2�7��5�;47247
=��;�7���2�3�'��26C
  (freeze  dried)  /����3�
0��0�����(247
2�7�@�;47
�?����  A�7���+B?��(���.
2�7��C@A�7&'(��5���������?4>/3�A� 
 2.1.2.3  ���������,�B.�.��/6�
0��0���  ������,�B0��0���.
  (0���1
2/3

��4��)  ��(A�7���@��@���,�B/����3�
��(,/7� 
 

  (Wpowder �  WMD)   
     WBRB 
,'(� 

Wpowder =  �	5�4���6�
0��0���.
 
WMD    =  �	5�4���6�
,��=/�C�8>/��� 
WBRB   =  �	5�4���6�
�5�67��4�����5� 

 
 2.1.2.4  �������3�0�  ;�7/����3�
0���1
2/3
��4��,��5��������3�0��7����'(�
  
Minolta  Croma Meter  CR-300  =������3����,0�3�
  (L*)  �3����,67,0�  (C*) 2�?�3�,1,6�
0�  
(H) 

%yield    =   ×  100 
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 2.1.2.5  ��������?4>���,�B2��=-A8�����  (Lee.  and  others.    2005  :  
1269)  =����������?4>���,�B2��=-A8������7����-�  pH  differential  method  (����?������
67�  
1.2.4) 
 2.1.2.6  �������3���/��>2��/���/�	  =����'(�
  aw  meter 
 2.1.2.7  ��������?4>���,0�,��D;�����?���  ���@��1
�����-�6�
  Torre-
Gutierrero  2�?�B?  (2008  :  1138-1114)  
 �5������(
�	5�4���/����3�
0��0���.
  1  ���,  ���@���,�/�;47��@  100  
,������/� 6�3�������  30  ��������(�1B4<I,�47�
  �5�/����3�
0���?���  40  ,������/�A��i��4��(�

�7����'(�
�i��4��(�
���,�C�0I
��(  2,120 × g  ������  15  ����  2�7��5�03����(���6�
4���7��@�  
10  ,������/�A��@;47247
��(�1B4<I,�  120  �
)�8�8��0���  4  ��(�=,
���	5�4����
��(2�7���(

�	5�4���&'(�������,0�,��D;�����?��� ��
��	 

 
  �	5�4����@247
 × 100  

      10 × �	5�4���/����3�
 
 
 2.2  ���)*�+����,�
/��/3�����C@���+�.
0���1
2/3
��4����	
  6  ��-���(����'��,����
/����( 1  
 2.2.1  2.����)*�+�  ��
��	 
 �5��������'�����,��-����.��/��(4,�?0,��(01�&'(��5�A���?�1�/>;�7;�
.��/<�BY>=����>/  =���'�����,��-����.��/��(4,�?0,���67�  2.1  ,�  6  ���,��-�  �5�0���1
2/3

��4����(.��/A�7������,��-���
��3��,��C@���+�=��@���1;�D1
��I,����,F���>2@@01ss���)  �C@
���+�A�7;�0<��?�3
��(�1B4<I,�  60  �
)�8�8��0  ������  6  0����4>=��,����013,/����3�
,�
�����?4>�1� H  0����4>  =�������?4>�1B0,@�/���
/3�A���	  
 2.2.1.1  )*�+����,�B0�����9�-�:��
���<�&  A�72�3  2��F�=�=�F����  
2�,,�����8����  0����?��@FG���2�?2��=-A8����� 
 2.2.1.2  )*�+�9�-�:���/7����1,I���0�?  A�72�3  total  antioxidant  capacity,  
ABTSR+  radical  scavenging    activity  2�?  FRAP  method 
 2.2.1.3  )*�+��3�0�6�
0���1
2/3
��4��  A�72�3  ������(��2��
�3����,
0�3�
  �3����,67,0�2�?�3�,1,6�
0�   
 2.2.2  ��-���������?4> 

× 100 % solubility  =   
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 2.2.2.1  ���)*�+�0�����9�-�:��
���<�&6�
0���1
2/3
��4�� (/�,��-���()*�+�
;��5�67��4�����5�  67�  1.2) 
 2.2.2.2  ���)*�+�9�-�:���/7����1,I���0�? 
 2.2.2.2.1  ���)*�+�9�-�:���/7����1,I��0�?=����-�  total  antioxidant  
capacity  (Desgubta.  and  De.    2004  :  219-224) 
 �5�0���?���/����3�
,�  0.5  ,������/�  /�,0���?������8��FI���  
(sulfuric acid)  ���,67,67�  0.6  =,���>  =8���,F�0F/  (sodium  phosphate)  ���,67,67�  28  
,����=,���>  2�?2�,=,���,=,��@��  (ammonium  molybdate)  ���,67,67�  4  ,����=,���>  
��3�
�?  1  ml  �5�A�@3,��(�1B4<I,�  95 �
)�8�8��0������  90  ����  �����	���	
A�7;47�C���(
�1B4<I,�47�
  2�?�5�A�����3�����I���'�20
��(���,�����'(�  659  ��=�,/�  ����@���@������,
���/7����1,I���0�?��@  @�����  ���2�����  2�?2��F�=�=�F����  
 2.2.2.2.2  ���)*�+�9�-�:���/7����1,I��0�?=����-�  ABTSR+  radical  
scavenging  activity  ���@��1
�����-�6�
  Esteve,  Zulueta  2�?  Frigoala  (2008  :  310-316) 
 4������������/��������?4>���,0�,��D��,;����/7����1,I���0�?
0�,��D/��������?4>�7����-�  ABTS  �����A�;����03
.3�����C�/���A������8>0����1,I���0�?  
ABTSR+  8*(
�����-����������,0�,��D;����6�����1,I�  ABTSR+   ��(,�0�6������	5�
��  
 ��-����/���,0���?�����1,I���0�?  ABTSR+  =��;�7  ABTS  25  
,������/�  (7  ,����=,���>)  ��@  440  A,=����/�6�
  K2S2O8  (140 ,����=,���>)  �����	��5�
0���?����C@A�7;���(,'�������  12-16  ��(�=,
��(�1B4<I,�47�
  (&'(�;47��������1,I���0�?)  
0���?�����(A�7�?,�0��	5�
�� �����	��5�0���?���,��'���
�7��������4�'�@�&F��>  (&���  7.4)  
��A�7�3�����I���'�20
 0.70±0.02  �5�0��0���/����3�
  0.1  ,������/�  �����	�/�,0���?���  
ABTSR+  ���,�B  2  ,������/�  (Ao)  ����������	���	
A�7;47������������  6  ����  2�7�����3�����I���'�
20
��(���,�����'(�  734  ��=�,/�  =����'(�
0��=/�=F=/,�/��>  �5���B������,���/7��
��1,I���0�?���0,��� 
 
               [Ae - Ao)] 
                                                                                 Ae 

Ae  =  �3�����I���'�20
6�
0���?���  ABTSR+  ��(A,3,�/����3�
 
Ao  =  �3�����I���'�20
6�
0���?���  ABTSR+  ��(/�,/����3�
 
 

×  100 % inhibition activity    = 
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 �5���������?4>4����,67,67�6�
0����(0�,��D��@��@  ABTSR+  A�7  
50%  (50%  inhibition  concentration,  IC50)  =���5��3��7���?6�
�����@��	
2�?�3����,67,67�A�
&�C�/���F  2�?4��3����,0�,&��->2@@�������*(,  0,�����(A�7�5�,��5���B���,�B0����(;�7;����
��@��	
 ABTSR+  A�7  50% 
 2.2.2.2.3  ���)*�+�9�-�:���/7����1,I��0�?=����-�  Ferric reducing/ 
antioxidant power  (FRAP)  method  (Salluca  and  others.  2008  :  58-61) 
 4������������/��������?4>���,0�,��D��,;����/7����1,I���0�?
0�,��D/��������?4>�7����-�  FRAP  8*(
�����A�;����03
.3�����C�/���A������8>0���'(�  =��
������������,0�,��D��,;���������8>0����?��@��
87��6�
4�C�  Fe3+- TPTZ  (ferric  
tripyridyl triazine)  8*(
,�0�4�'�
;47��I3;��I�0����?��@��
87��6�
  Fe2+- TPTZ  ��(,�0��	5�
�� 
 ��-���������?4>=���5�0���?���/����3�
���,�/�  30  A,=����/�  .0,
��@  FRAP  reagent  (@�FF��>�?8�/�  :  TPTZ  :  FeCl3  ;���/��03��  10  :  1  :  1)  ���,�/�  900  
A,=����/�  2�?�	5����(�  90  A,=����/�  ��	
A�7���  10  ����  2�7��5�A�����3�����I���'�20
��(
���,�����'(�  593  ��=�,/�  =����'(�
0��=/�=F=/,�/��> 
 2.2.2.3  ���)*�+��3�0�6�
.
0���1
2/3
��4���?4�3�
����C@���+� 
 �5����)*�+�������(��2��
�3�0�6�
.
0���1
2/3
��4���?4�3�
����C@
���+�  =���������3�0�;��?@@  CIELAB  ;�7/����3�
0���1
2/3
��4������5�67��,��5��������3�0��7��
��'(�
  Minolta  Croma  Meter  CR-300  A�72�3  �������3����,0�3�
  (L*)  �3����,67,0�  (C*)  2�?
�3�,1,6�
0�  (h)  
 3.  �������
��(  3  ���)*�+������?�1�/>;�70���1
2/3
��4������5�67��4�����5�  (0���(
.��/������,��-���(4,�?0,��(01�)  ;�.��/<�BY>=����>/ 
 ��������?�1�/>;�70���1
2/3
��4����(.��/������,��-���(����'��A�74��
������)*�+�
���,�
/��/3�����C@���+�  (����'��A�7���67�  2.2)  ,���?�1�/>;�7;�=����>/  =��)*�+��?��@
���,67,67�6�
0���(4,�?0,;�=����>/  ,'(��C@���+�=����>/A�7��(�1B4<I,�  4  �
)�8�8��0���
���  21  ���  =���5����013,/����3�
���,���������?4>�1� H 3  ���6�
����C@���+� 8*(
��?��@�7��
6�	�/����
/3�A���	 
 3.1  ���.��/=����>/  
 3.1.1  �5��	5��,0�,�/�,0�.0,��4����(/���,����5�67��4�����5�  =��2��
���,�B���/�,0����  4  �?��@  (���@���
0�;47��I3;��?4�3�
0�6�
=����>/��
����7�2�������
���(�@�I@���()  �'�/�,���,�B  0.2%,  0.4%,  0.6%  =���	5�4���  2�?/����3�
��@�1,��(A,3/�,0�.0,
��4��  
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 3.1.2  �5�����3��'	��7����-�&�0���>A�8>8��(�  ��(�1B4<I,���?,�B  63  �
)�
8�8��0  ��� 30 ����  
 3.1.3  �5�;47�1B4<I,����
4�'���?,�B  45  �
)�8�8��0  
 3.1.4  �5����/�,�'	�2@������=��A@=�/��  (The  commercial  probiotic  dairy  
starter  ABT-5,  Chr. Hansens)  =��;�7;���/��03��6�
�'	�  1  ���,  /3��	5��,  5  ��/�  4�'�  0.02%  
(w/w)  2�7�@3,��(�1B4<I,�  40-42  �
)�8�8��0  ������  4  ��(�=,
  ��&������
D*
  4.5- 4.6  
2�7�4�1���?@�����4,��=���C@��(�1B4<I,�  4  �
)�8�8��0������  21  ��� 
 3.2  ��������?4>������(��2��
6�
=����>/ 
 .��/<�BY>=����>/��(A�7�?�5�,������?4>  ��
��	 
 3.2.1  ����3�&���  (pH)  =��;�7  pH  meter  ����@���@�?4�3�
/����3�

=����>/��(/�,0��0������67��4�����5�  ��(�?��@/3�
 H  �1� H  3  �������@  21  ��� 
 3.2.2  �����?4>������(��2��
���,�B���6�
=����>/  (Fabro  and  others.    
2006  :  859-861)  =����-����A//�/  �1� H  3  �������@  21  ���  =���5�/����3�
���,�/�  10  
,������/�/�,FG��F�����������/��>  3  4��  A//�/��@=8���,AE����A8�>67,67�  0.111   
���>,��  �����(�����0��,&I  =�����,�B���0�,��D�5���B=��;�70I/���
��	 
 

       (Vg × N × 90 × 100) 
  Vm 

,'(� Vg   =  ���,�/�6�
   NaOH  ��(;�7A� 
 N     =  ���,67,67�6�
  NaOH 
 Vm  =  ���,�/�6�
/����3�
��(;�7 
 

 3.2.3  �����?,���3�0�;�.��/<�BY>=����>/�7����'(�
  Minolta  Croma  
Meter  CR-300  =������3����,0�3�
  (L*)  �3����,67,0�  (C*)  2�?�3�,1,6�
0�  (h)  ����@���@
�?4�3�
/����3�
=����>/��(/�,0��0������67��4�����5���(�?��@/3�
 H  �1� H  3  �������@  21  ��� 
   
�!�"������ ��
������� 

 
0D�/���(;�7;���������67�,I���
��	 

1.  0D�/�&'	�a��  A�72�3  �3�`��(�  �7���?  2�?�3�@�(�
@�,�/�a�� 
 2.  0D�/���(;�7��0�@0,,1/�a��6�
���)*�+����,��-����.��/0���1
2/3
��4����� 

Lactic  acid  (mg/ 100  mL  of  milk)   = 
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�5�67��4�����5�2@3
���  2  6�	�/�� 
6�	�/����(  1  0D�/���(;�7��0�@0,,1/�a��6�
���)*�+��1B0,@�/���
���<�&2�?

�,�@'	�
/7�6�
.
0���1
2/3
��4��=����-����0���,�  4  �?��@  2�?���,�B,��=/�C�8>/���,�  4  
�?��@  0D�/���0�@��(;�7  �'�  F-test  �����?4>2@@2������0�
��
  (Two-way ANOVA)  ���
����@���@�3�`��(�����I3  /�,��-�6�
  Scheffe  ��(�?��@���05���s  0.05  =��;�7=��2��,05��C��I�  
SPSS  version  11.0 

6�	�/����(  2  0D�/���(;�7��0�@0,,1/�a��6�
���)*�+����,�
/��/3�����C@���+�
.
0���1
2/3
��4��  (6  �?��@)  �?4�3�
����C@���+�  (7  �?��@)  0D�/���(;�7�'�  F-test  �����?4>2@@
2������0�
��
  (Two-way ANOVA)  �������@���@�3�`��(�����I3  /�,��-�6�
  Scheffe  ��(
�?��@���05���s  0.05  =��;�7=��2��,05��C��I�  SPSS  version  11.0 

3.  0D�/���(;�7��0�@0,,/�a��6�
���)*�+������?�1�/>;�70���1
2/3
��4��;�
.��/<�BY>=����>/  =��)*�+��?��@���,67,6�
0���1
2/3
��4��  4  �?��@ �?4�3�
����C@���+�   
(8  �?��@)  0D�/���(;�7�'�  F-test  �����?4>���,2������0�
��
  (Two-way ANOVA)  �5����
����@���@�3�`��(��������I3  /�,��-�6�
  Scheffe  ��(�?��@���05���s  0.05  �7��=��2��,05��C��I�  
SPSS  version  11.0 
 


