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บทคัดยอ 
 
 จากการคัดแยกแบคทีเรียสรางสปอรในกลุมของ Bacillus spp. จากตัวอยางถ่ัวเนาสามารถ
คัดแยกเช้ือไดท้ังหมด 56 ไอโซเลต และทําการคัดเลือกเชื้อ 4 สายพันธุท่ีมีคุณสมบัติในการสราง
เอนไซมโปรติเอสสูง (B. subtilis MCG8) สามารถสรางสารออกฤทธ์ิทางดานชีวภาพตานการเจริญ
ของเช้ือจุลินทรียกอโรคในทางเดินอาหารของคนบางชนิด (B. subtilis MHS1 และ KMB2) และ
สามารถผลิตวิตามินบีสิบสองสูง (B. megaterium B39) นํามาใชเปนหัวเช้ือบริสุทธ์ิในการผลิต 
ถ่ัวเนา โดยทําการศึกษาอัตราสวนของเช้ือผสมท่ีเหมาะสมโดยการออกแบบการทดลองแบบ
สวนผสม ท่ีใหถ่ัวเนาท่ีผลิตข้ึนคุณคาทางโภชนาการดานโปรตีนและวิตามินบีสิบสอง และสมบัติ
ของสารสกัดจากถ่ัวเนาในการตานการเจริญของจุลินทรียกอโรคในทางเดินอาหารของคนบางชนิด
สูง ไดแก เช้ือ B. cereus และ Staphylococcus aureus ศึกษาจํานวนเช้ือท่ีมีชีวิตท้ังหมด และคา pH 
ซ่ึงจากการทดสอบอัตราสวนของเช้ือผสมท่ีเหมาะสมท่ีไดจากการวิเคราะหโดยใชโปรแกรม 
Design-Expert (ver. 6.0.2) พบวาอัตราสวนของเชื้อผสม MCG8 (13%), MHS1 (64%), KMB2 
(15%) และ B39 (8%) เปนอัตราสวนของเช้ือผสมท่ีดีท่ีสุด โดยทําใหถ่ัวเนาท่ีผลิตข้ึนมีปริมาณ
โปรตีน (306.99 mg/g wet weight) วิตามินบีสิบสอง (3.66 ng/g wet weight) มีขนาดเสนผาน
ศูนยกลางของวงใสในการยับยั้งเช้ือกอโรค S. aureus (14.67 mm) จํานวนเช้ือท่ีมีชีวิตท้ังหมดใน
หนวย log cfu/g wet weight (10.76) และมีคา pH (8.34) อยางไรก็ตามพบวา สารสกัดจากถ่ัวเนาท่ี
ผลิตข้ึนโดยใชอัตราสวนของเช้ือผสมดังกลาวสามารถไมสามารถยับยั้งเช้ือกอโรค B. cereus ได 
ตอมาเม่ือทําการศึกษาปจจัยดานการผลิต คือ เวลาท่ีใชแชถ่ัวเหลืองกอนการตม เวลาท่ีใชตม 
ถ่ัวเหลือง ปริมาณเกลือท่ีเติมในระหวางการหมัก อุณหภูมิท่ีใชในการหมัก และระยะเวลาที่ใชใน
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การหมัก ท่ีมีผลตอคุณลักษณะของถั่วเนาโดยใชการออกแบบการทดลองแบบทากูชิพบวา ปจจัย
ดานการผลิตมีผลตอการเปล่ียนแปลงของปริมาณโปรตีน ขนาดของวงใสตอเช้ือกอโรค S. aureus 
และคา pH ของถ่ัวเนาท่ีผลิตข้ึนอยางมีนัยสําคัญ แตจากการทดสอบคุณลักษณะทางประสาทสัมผัส
โดยการนําไปแปรรูปเปนผลิตภัณฑถ่ัวเนายางพบวา ปจจัยดานการผลิตถ่ัวเนาท่ีศึกษาในคร้ังนี้ไมมี
ผลตอคุณลักษณะทางดานประสาทสัมผัสของถ่ัวเนาอยางมีนัยสําคัญ โดยระดับของปจจัยดานการ
ผลิตถ่ัวเนาท่ีเหมาะสมอยูท่ีใชเวลาในการตมถ่ัวเหลือง 6 ชั่วโมง ทําการหมักท่ีอุณหภูมิ 30°C เปน
เวลา 3 วัน สามารถเพ่ิมปริมาณโปรตีนและวิตามินบีสิบสองของถ่ัวเนาเปน 371.84 mg/g wet 
weight และ 4.86 ng/g wet weight การศึกษาวิธีท่ีใชทําแหงถ่ัวเนาแผนท่ีผลิตข้ึนโดยใชการทําแหง
โดยการตากแดดโดยตรง การทําแหงดวยเคร่ืองอบแหงแบบลมรอนท่ีอุณหภูมิ 60°C และเคร่ือง
อบแหงพลังงานแสงอาทิตย พบวาการทําแหงดวยเคร่ืองอบแหงดวยลมรอนท่ีอุณหภูมิ 60°C และ
เคร่ืองอบแหงพลังงานแสงอาทิตยชวยรักษาปริมาณโปรตีน และลดคา aw ในระหวางการทําแหงได
ดีกวาการทําแหงโดยการตากแดดโดยตรงอยางมีนัยสําคัญ (P < 0.05) แตท้ัง 3 วิธีท่ีใชไมมีความ
แตกตางกันในการรักษาปริมาณวิตามินบีสิบสองในระหวางการทําแหง โดยการทําแหงดวยเคร่ือง
อบแหงพลังงานแสงอาทิตยท่ีเวลา 6 ช่ัวโมง สามารถลดคา aw ในถ่ัวเนาแผนไดมากท่ีสุด (0.75) ถ่ัว
เนาแผนท่ีผลิตข้ึนมีปริมาณโปรตีน (591.82 mg/g dry weight) และวิตามินบีสิบสอง (1.76 ng/g dry 
weight) เม่ือทําการเปรียบเทียบกับถ่ัวเนาแผนจากแหลงผลิต และถ่ัวเนาแผนท่ีวางขายในทองตลาด
พบวา ถ่ัวเนาแผนท่ีผลิตข้ึนมีปริมาณโปรตีนสูงกวาอยางมีนัยสําคัญ (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).  
 


