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บทคัดยอ 
 
 จากการคัดแยกแบคทีเรียสรางสปอรในกลุมของ Bacillus spp. จากตัวอยางถ่ัวเนาสามารถ
คัดแยกเช้ือไดท้ังหมด 56 ไอโซเลต และทําการคัดเลือกเชื้อ 4 สายพันธุท่ีมีคุณสมบัติในการสราง
เอนไซมโปรติเอสสูง (B. subtilis MCG8) สามารถสรางสารออกฤทธ์ิทางดานชีวภาพตานการเจริญ
ของเช้ือจุลินทรียกอโรคในทางเดินอาหารของคนบางชนิด (B. subtilis MHS1 และ KMB2) และ
สามารถผลิตวิตามินบีสิบสองสูง (B. megaterium B39) นํามาใชเปนหัวเช้ือบริสุทธ์ิในการผลิต 
ถ่ัวเนา โดยทําการศึกษาอัตราสวนของเช้ือผสมท่ีเหมาะสมโดยการออกแบบการทดลองแบบ
สวนผสม ท่ีใหถ่ัวเนาท่ีผลิตข้ึนคุณคาทางโภชนาการดานโปรตีนและวิตามินบีสิบสอง และสมบัติ
ของสารสกัดจากถ่ัวเนาในการตานการเจริญของจุลินทรียกอโรคในทางเดินอาหารของคนบางชนิด
สูง ไดแก เช้ือ B. cereus และ Staphylococcus aureus ศึกษาจํานวนเช้ือท่ีมีชีวิตท้ังหมด และคา pH 
ซ่ึงจากการทดสอบอัตราสวนของเช้ือผสมท่ีเหมาะสมท่ีไดจากการวิเคราะหโดยใชโปรแกรม 
Design-Expert (ver. 6.0.2) พบวาอัตราสวนของเชื้อผสม MCG8 (13%), MHS1 (64%), KMB2 
(15%) และ B39 (8%) เปนอัตราสวนของเช้ือผสมท่ีดีท่ีสุด โดยทําใหถ่ัวเนาท่ีผลิตข้ึนมีปริมาณ
โปรตีน (306.99 mg/g wet weight) วิตามินบีสิบสอง (3.66 ng/g wet weight) มีขนาดเสนผาน
ศูนยกลางของวงใสในการยับยั้งเช้ือกอโรค S. aureus (14.67 mm) จํานวนเช้ือท่ีมีชีวิตท้ังหมดใน
หนวย log cfu/g wet weight (10.76) และมีคา pH (8.34) อยางไรก็ตามพบวา สารสกัดจากถ่ัวเนาท่ี
ผลิตข้ึนโดยใชอัตราสวนของเช้ือผสมดังกลาวสามารถไมสามารถยับยั้งเช้ือกอโรค B. cereus ได 
ตอมาเม่ือทําการศึกษาปจจัยดานการผลิต คือ เวลาท่ีใชแชถ่ัวเหลืองกอนการตม เวลาท่ีใชตม 
ถ่ัวเหลือง ปริมาณเกลือท่ีเติมในระหวางการหมัก อุณหภูมิท่ีใชในการหมัก และระยะเวลาที่ใชใน

ง 



การหมัก ท่ีมีผลตอคุณลักษณะของถั่วเนาโดยใชการออกแบบการทดลองแบบทากูชิพบวา ปจจัย
ดานการผลิตมีผลตอการเปล่ียนแปลงของปริมาณโปรตีน ขนาดของวงใสตอเช้ือกอโรค S. aureus 
และคา pH ของถ่ัวเนาท่ีผลิตข้ึนอยางมีนัยสําคัญ แตจากการทดสอบคุณลักษณะทางประสาทสัมผัส
โดยการนําไปแปรรูปเปนผลิตภัณฑถ่ัวเนายางพบวา ปจจัยดานการผลิตถ่ัวเนาท่ีศึกษาในคร้ังนี้ไมมี
ผลตอคุณลักษณะทางดานประสาทสัมผัสของถ่ัวเนาอยางมีนัยสําคัญ โดยระดับของปจจัยดานการ
ผลิตถ่ัวเนาท่ีเหมาะสมอยูท่ีใชเวลาในการตมถ่ัวเหลือง 6 ชั่วโมง ทําการหมักท่ีอุณหภูมิ 30°C เปน
เวลา 3 วัน สามารถเพ่ิมปริมาณโปรตีนและวิตามินบีสิบสองของถ่ัวเนาเปน 371.84 mg/g wet 
weight และ 4.86 ng/g wet weight การศึกษาวิธีท่ีใชทําแหงถ่ัวเนาแผนท่ีผลิตข้ึนโดยใชการทําแหง
โดยการตากแดดโดยตรง การทําแหงดวยเคร่ืองอบแหงแบบลมรอนท่ีอุณหภูมิ 60°C และเคร่ือง
อบแหงพลังงานแสงอาทิตย พบวาการทําแหงดวยเคร่ืองอบแหงดวยลมรอนท่ีอุณหภูมิ 60°C และ
เคร่ืองอบแหงพลังงานแสงอาทิตยชวยรักษาปริมาณโปรตีน และลดคา aw ในระหวางการทําแหงได
ดีกวาการทําแหงโดยการตากแดดโดยตรงอยางมีนัยสําคัญ (P < 0.05) แตท้ัง 3 วิธีท่ีใชไมมีความ
แตกตางกันในการรักษาปริมาณวิตามินบีสิบสองในระหวางการทําแหง โดยการทําแหงดวยเคร่ือง
อบแหงพลังงานแสงอาทิตยท่ีเวลา 6 ช่ัวโมง สามารถลดคา aw ในถ่ัวเนาแผนไดมากท่ีสุด (0.75) ถ่ัว
เนาแผนท่ีผลิตข้ึนมีปริมาณโปรตีน (591.82 mg/g dry weight) และวิตามินบีสิบสอง (1.76 ng/g dry 
weight) เม่ือทําการเปรียบเทียบกับถ่ัวเนาแผนจากแหลงผลิต และถ่ัวเนาแผนท่ีวางขายในทองตลาด
พบวา ถ่ัวเนาแผนท่ีผลิตข้ึนมีปริมาณโปรตีนสูงกวาอยางมีนัยสําคัญ (P < 0.05)  
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ABSTRACT 
 

 Screening and isolation of Bacillus spp. from Thua-nao; fermented soybeans in Northern 
Thailand from total of 56 isolates, 4 strains of these (B. subtilis MCG8, B. subtilis MHS1, 
B. subtilis KMB2 and B. megaterium B39) were selected and used to formulate of the pure mixed 
cultures in Thua-nao fermentation. The influence of the different mixtures of four strains on the 
five responses of protein and vitamin B12 contents, antibacterial activity of Thua-nao extracts 
against some intestinal pathogens (B. cereus and Staphylococcus aureus), viable cell counts and 
pH values in Thua-nao were studied using the mixture design. The predictable compositions for 
maximum of nutritional contents of protein, vitamin B12 and the inhibition zone against S. aureus 
were tested in real experiments. The results suggested that the most excellent combination of four 
Bacillus spp. strains were MCG8 (13%), MHS1 (64%), KMB2 (15%) and B39 (8%) with the 
optimized contents of protein (309.66 mg/g wet weight), vitamin B12 (3.66 ng/g wet weight), 
inhibition zone of S. aureus (14.67 mm), viable cell count in log cfu/g wet weight (10.76) and pH 
value (8.34). Unfortunately, it was not found an inhibition of B. cereus of Thua-nao extracts on 
above-mentioned combination. The effect of production conditions on five parameters were 
investigated using Taguchi design of experiment. Five parameters of Thua-nao production 
processes including soaking time, boiling time, salt added, fermented temperature and fermented 
time at four levels were selected and an orthogonal array of L16 (45) were performed. It was 
found that five parameters of Thua-nao production processes had the influence on protein 
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contents, the inhibition zone against S. aureus and pH value. Unfortunately, none of these 
production parameters were affected to organoleptic attributes of produced Thua-nao. The 
optimal condition of Thua-nao production for nutritional contents of protein, vitamin B12 and the 
inhibition zone against S. aureus was boiled for 6 hour and fermented at 30ºC for 3 day. Under 
these condition, protein and vitamins B12 contents increased to 371.84 mg/g wet weight and 4.86 
ng/g wet weight, respectively. Finally, the different drying treatments; sun-drying, hot-air drying 
at 60°C and solar drying were applied to Thua-nao disc. Solar and hot-air drying at 60°C 
significantly decreased in water activity (aw) and retained more protein content than sun-drying 
method (P < 0.05), while not different in vitamin B12 retention. The solar drying for 6 hour was 
the most minimal in water activity; aw as 0.75 with protein and vitamin B12 contents were 591.82 
mg/g dry weight and 1.74 ng/g dry weight, respectively. When compared in nutrition values of 
protein and vitamin B12 of produced Thua-nao and traditional Thua-nao products, our dried Thua-
nao shows the highest protein content significant (P < 0.05).  
 


