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บทคัดย่อ 

 งานวิจัยในครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาประสิทธิภาพในการย่อยโปรตีนถั่วลิสงของสารสกัดหยาบเอนไซม์ปาเปนจาก
ส่วนต่าง ๆ ของมะละกอ โดยการสกัดสารสกัดหยาบจากล าต้นส่วนยอด เปลือกผล และเมล็ดมะละกอแขกด า แล้วหาปริมาณสาร
สกัดหยาบ ต่อน้ าหนักของส่วนที่เหลือใช้ ความเป็นกรดด่าง ปริมาณเอนไซม์ปาเปนในสารสกัดหยาบ และสภาวะที่เหมาะสมใน
การย่อยโปรตีนโปรตีนถั่วลิสงด้านปริมาณกรดกลูตามิค พบว่าปริมาณสารสกัดหยาบเอนไซม์ปาเปนจากล าต้นส่วนยอด เปลือกผล
ดิบ และเมล็ดมะละกอ เท่ากับ 7.54 กรัม 6.12 กรัม และ 13.44 กรัมต่อ 100 กรัมของตัวอย่างตามล าดับ มีค่าความเป็นกรดด่าง
เท่ากับ 5.7, 5.2 และ 5.8 ตามล าดับ มีปริมาณเอนไซม์ปาเปนในสารสกัดหยาบเท่ากับ 152.55, 148.38 และ 174.21 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ เมื่อน าสารสกัดเอนไซม์ปาเปนอย่างหยาบจากเมล็ดมะละกอ มาหาสภาวะที่เหมาะสม พบว่า ความเป็น
กรดด่างที่ 7.0 มีค่าระดับร้อยละการย่อยสลาย (%DH) สูงที่สุดเท่ากับร้อยละ 76.86 และร้อยละผลผลิตสูงที่สุด ที่ร้อยละ 65.75 
เมื่อท าปฏิกิริยาที่ อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั่วโมง ในส่วนของปริมาณโปรตีน และโปรไฟล์กรดอะมิโน เมื่อเทียบ
กับการย่อยด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 6 N พบว่าโปรตีนถั่วลิสงไฮโดรไลเซทที่ย่อยด้วยเอนไซม์มีปริมาณโปรตีนร้อยละ 32.69 
และมีโปรไฟล์กรดอะมิโนในกลุ่ม Aspartic acid, Glutamic acid, Serine, Threonine, Glycine และ Alanine ที่มีค่าสูงกว่า
การย่อยด้วยกรด ซึ่งแสดงให้เห็นว่าการใช้โปรตีนไฮโดรไลเซทจากถั่วลิสงมีความเป็นไปได้ในการใช้เป็นวัตถุดิบทดแทนถั่วเหลือง
เพื่อพัฒนาต่อยอดเป็นสารปรุงแต่งงกลิ่นรสต่อไปได้ 
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Abstract 

The efficacy of peanut protein digestion of papain enzyme crude extracts from different regions of 
papaya was examined in this research, which used peanuts as a raw material to replace soybeans in order to 
further develop them as a biological taste enhancer. It extracted crude extracts from the papaya's stems, 
tops, raw fruit peels and seeds and used pH to calculate the amount of crude extracts per weight of the 
remaining section. The quantity of crude enzyme extracts observed per 100 grams of remaining material was 
7.54 grams, 6.12 grams, and 13.44 grams, respectively. The pH levels were found to be 5.7, 5.2, and 5.8, 
respectively. The quantity of enzyme papain in the crude extracts was found to be 152.55 mg, 148.38 mg, 
and 174.21 mg per ml, respectively. The crude papain enzyme extracts from papaya seeds were studied 
after finding acceptable conditions. it was found the results of pH 7.0 showed the highest degree of 
hydrolysis (%DH) was 76.86%, and the highest yield was 65.75% when the reaction was carried out at a 
temperature of 70 ˚C for 12 hours. In terms of the quantity of protein and amino profile compared to 6 N 
hydrochloric acid digestion, it was found that the hydrolysate peanut protein had a protein content of 32.69 
% and a higher amount of Aspartic acid, Glutamic acid, Serine, Threonine, Glycine and Alanine than the 6N 
hydrochloric acid digestion. As a result, hydrolysate peanut protein is well suited for future development 
into flavorful products. 
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1. บทน า 
 ถั่วลิสง (Arachis hypogaea L.) เป็นอาหารที่มีคุณค่าทางอาหารสูงและให้พลังงานมาก โดยมีโปรตีนอยู่ระหว่างร้อยละ 
25 – 36 ไขมันร้อยละ 35 – 54 คาร์โบไฮเดรตร้อยละ 15 – 20 และพลังงาน 560 – 580 แคลอรี่ต่อ 100 กรัม หน่วยย่อยของ
โปรตีนประเภทกรดอะมิโนที่มีอยู่มากในถั่วลิสงและมีความโดดเด่นกว่าถั่วอื่น  ๆ คือ กรดแอสพาติก และกรดกลูตามิก ที่นิยม
น ามาประกอบในเครื่องปรุงรสเพื่อเพิ่มรสชาติให้อาหารโดยเฉพาะผงปรุงรสหรือซอสปรุงรส [1] แต่ปัจจุบันนิยมใช้ถั่วเหลือง 
เนื่องจากมีการน าเข้าและย่อยสลายง่าย โดยน ามาย่อยเป็นโปรตีนถั่วไฮโดรไลเซท (Hydrolyzed Vegetable Protein, HVP) ใน
อุตสาหกรรมซอสปรุงรส ซึ่งผ่านกระบวนการย่อยโปรตีนในถั่วด้วยกรดไฮโดรคลอริก ซึ่งในกระบวนการผลิตจะเกิดสาร 
monochloropropanols, dichloropropanols และ monochloropropanediols ซึ่งเป็นสาเหตุก่อให้เกิดสารก่อมะเร็ง[2] 
และเนื่องจากสารปรุงแต่งกลิ่นรสที่มีคุณภาพจะมีราคาแพงและต้องน าเข้าจากต่างประเทศ ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงเป็นการศึกษา
เพื่อพัฒนากระบวนการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเซทที่มีคุณภาพจากพืชพื้นถิ่น และเพื่อเป็นแนวทางในการลดการน าเข้าโปรตีน
ไฮโดรไลเซท ซึ่งในแต่ละปีประเทศไทยน าเข้าโปรตีนไฮโดรไลเซทในปริมาณมากเพื่อน ามาใช้ เป็นสารแต่งกลิ่นรสและเพิ่มกลิ่นรส
ในผลิตภัณฑ์อาหารต่างๆ ที่ให้กลิ่นรสเนื้อสัตว์ ปัจจุบันมีการใช้สารให้กลิ่นรสในอุตสาหกรรมอาหารเพิ่มมากขึ้นเนื่องจากระหว่าง
กระบวนการผลิตและการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์อาหารจะเกิดการสูญเสียสารให้กลิ่นรส ซึ่งการสูญเสียนี้สามารถทดแทนได้ โดยการ
เติมสารให้กลิ่นรสเลียนแบบธรรมชาติหรือสารให้กลิ่นรสสังเคราะห์ลงในผลิตภัณฑ์[3]  

ในปัจจุบันการย่อยสลายโปรตีนโดยการใช้เอนไซม์โปรติเอสจากแหล่งต่างๆ ก าลังได้รับความสนใจมากเนื่องจากเป็นวิธีที่
มีประสิทธิภาพมากที่สุด การย่อยสลายโปรตีนด้วยเอนไซม์โปรติเอสจะให้ โปรตีนที่มีเปปไทด์ขนาดเล็กและกรดอะมิโนอิสระใน
ปริมาณสูงสุด เนื่องจากเอนไซม์มีความจ าเพาะต่อสารตั้งต้น และความเป็นกรดด่างที่ใช้ผลิตโปรตีนไฮโดรไลเซทจึงสามารถ
เลือกใช้ชนิดของเอนไซม์และภาวะการย่อยสลายได้ตามความเหมาะสมเพื่อให้ได้โปรตีนไฮโดรไลเซทที่มีคุณภาพและคุณสมบัติเชิง
หน้าที่ตามต้องการ[4] โดยผลิตภัณฑ์โปรตีนไฮโดรไลเซทที่ผลิตได้จากกระบวนการผลิตที่ใช้กรดการใช้เอนไซม์จากพืชก็เป็นอีกวิธี
หนึ่งที่นิยมใช้กันเพื่อช่วยในการย่อยสลายโปรตีนในระดับอุตสาหกรรม โดยพืชพื้นถิ่นที่น ามาใช้ในการวิจัยคือถั่วลิสงมาศึกษา
กระบวนการย่อยด้วยกรด Hydrochloric acid และเอนไซม์จากธรรมชาติเพื่อผลิตโปรตีนไฮโดรไลเซทมาใช้ในการผลิตสารปรุง
แต่งกลิ่นรส โดยกระบวนการย่อยด้วยเอนไซม์จากธรรมชาติ จะใช้เอนไซม์จากพืชที่ผู้บริโภคยอมรับมากกว่าเอนไซม์จากจากสัตว์
และจุลินทรีย์[5] ได้แก่ เอนไซม์ปาเปนจากมะละกอ ซึ่งจัดเป็นเอนไซม์ในกลุ่มของซีสเตอีนโปรติเอสที่สกัดได้จากยางและเนื้อเยื่อ
พืชในมะละกอผลดิบ มีความเสถียรที่อุณหภูมิช่วง 30 – 40 องศาเซลเซียส และจะลดลงเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น โดยความเสถียร
ขึ้นอยู่กับความเข้มข้น และชนิดของเอนไซม์ ส าหรับสภาวะความเป็นกรดด่าง (pH) ที่เหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์จะ อยู่
ในช่วง 5 – 9 ซึ่งส่วนใหญ่แล้วมีความเสถียรที่สภาวะเป็นกลาง[6] โดยมีการใช้เอนไซม์ปาเปนบริสุทธ์ผลิตเครื่องดื่ม ผลิตภัณฑ์เนื้อ 
เบียร์ และหนังสัตว์ เป็นต้น มีกระบวนการสกัดที่ยุ่งยาก ใช้ต้นทุนสูงและราคาค่อนข้างแพง ดังนั้นการสกัดหยาบเอนไซม์จึงเป็นวิธี
หนึ่งที่มีกระบวนการสกัดง่าย สะดวก ปลอดภัย และใช้ต้นทุนค่อนข้างต่ า เนื่องจากสกัดได้จากมะละกอ ซึ่งเป็นพืชที่ปลูกได้ทั่วทุก
ภาคของประเทศ และโตเร็วให้ผลผลิตเยอะ โดยมะละกอ (Carica papaya L.) เป็นผลไม้เขตร้อนมีน้ ายางอยู่ทุกส่วนของล าต้น 
แต่จะมีมากในส่วนของใบ ล าต้น และผลดิบ ส่วนใหญ่มีการสกัดเอนไซม์ปาเปนจากทุกส่วนของมะละกอ ส าหรับสารสกัดหยาบ
เอนไซม์ปาเปนที่มีปริมาณมากที่สุดได้มาจากส่วนของยางมะละกอผลดิบโดยใช้น้ ากลั่นเป็นตัวท าละลายในการสกัด [7] สารสกัด
เอนไซม์ปาเปนที่สกัดได้มีความแตกต่างกันไปตามส่วนต่างๆ ของพืช โดยได้จากส่วนของผลดิบ และเมล็ดมากที่สุดและจากใบน้อย
ที่สุด[8]  

ดังนั้นผู้วิจัยจึงสนใจศึกษาสารสกัดเอนไซม์ปาเปนอย่างหยาบที่สกัดได้จากเปลือกล าต้นส่วนยอด เปลือกผลดิบ และ
เมล็ดมะละกอเพื่อเปรียบเทียบปริมาณและประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบต่อการผลิตเอนไซม์ปาเปน และศึกษาสภาวะการใช้
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สารสกัดเอนไซม์ปาเปนอย่างหยาบจากส่วนของมะละกอที่มีปริมาณเอนไซม์สูงสุดต่อการย่อยถั่วลิสงในการผลิตโปรตีนถั่วไฮโดรไล
เซทที่มีกรดอะมิโนที่เหมาะสมส าหรับน าไปเป็นวัตถุดิบในการผลิตสารปรุงแต่งกลิ่นรส 
2. วิธีการด าเนินการ  

2.1 การศึกษาคุณสมบัติของสารสกัดหยาบปาเปนจากเปลือกล าต้นส่วนยอด เปลือกมะละกอดิบ และเมล็ด 
2.1.1 การเตรียมสารสกัดหยาบเอนไซม์ปาเปนจากส่วนที่เหลือใช้ของมะละกอ 

สารสกัดหยาบจากเมล็ดมะละกอ โดยน าเมล็ดของมะละกอพันธุ์แขกด าไปปั่นด้วยเครื่องปั่นให้ละเอียดกับน้ ากลั่นในอัตราส่วน 2:1 
กรองเอาเฉพาะส่วนที่เป็นของเหลวแล้วน าไปเหวี่ยงแยกตะกอนด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
10 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เก็บสารสกัดหยาบที่เป็นสารละลายใสอยู่ด้านบน เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิต่ ากว่า 4 องศาเซลเซียส 
สารสกัดหยาบจากเปลือกส่วนยอดของล าต้น และเปลือกของมะละกอ โดยการใช้มีดตัดส่วนเปลือกของล าต้นในช่วงใบที่ 2 – 5 
จากส่วนยอดของล าต้นมะละกอ และตัดส่วนเปลือกผลมะละกอดิบ แล้วน ามาเตรียมสารสกัดหยาบเช่นเดียวกันกับเมล็ดมะละกอ 
โดยน าสารสกัดหยาบที่เป็นสารละลายส่วนที่ใสไว้ในขวดแก้วและเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิต่ ากว่า 4 องศาเซลเซียส ก่อนที่จะน าไปใช้
ต่อไป และค านวณ ปริมาณสารสกัดหยาบต่อน้ าหนักของเปลือกส่วนยอดของล าต้น เปลือกมะละกอดิบ และเมล็ดมะละกอ มี
หน่วยเป็นกรัมต่อ 100 กรัมของส่วนของมะละกอ 

2.1.2 ตรวจสอบปริมาณเอนไซม์ปาเปน 
ตรวจสอบปริมาณเอนไซม์ปาเปนโดยวิธี Bradford Protein Assay[9] โดยการสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างค่าดูดกลืนแสง กับ
ระดับความเข้มข้นของสารละลาย Bovine serum albumin (BSA) ใช้ความเข้มข้นที่ 200, 400, 600, 800 และ 1,000 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เติมสารละลาย Bio - Rad 5 มิลลิลิตร หลังจากนั้นน าไป ใส่ในเครื่องหมุนผสมเป็นเวลา 5 นาที แล้วจึงน า
สารละลาย BSA ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ไปท าการวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาว คลื่น 595 นาโนเมตร และ
น ามาสร้างเป็นกราฟมาตรฐาน ส าหรับใช้ในการค านวณปริมาณเอนไซม์ต่อไป 
การวิเคราะห์ปริมาณเอนไซม์ปาเปนในสารสกัดหยาบจากส่วนต่างๆ ของมะละกอที่เตรียมจากข้อ 2.1.1 โดยน ามาเจือจางด้วยน้ า
กลั่นที่ระดับการเจือจาง 10-1 แล้วน าสารละลายสารสกัดหยาบ 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองที่มีสารละลาย Bio - Rad 5 
มิลลิลิตร น าไปใส่ลงในเครื่องหมุนผสม 5 นาที แล้วน าไปวัดค่าดูดกลืนแสงด้วยเครื่องสเปกโทรที่ความยาวคลื่น 595      นาโน
เมตร จากนั้นจึงน าค่าดูดกลืนแสงที่ได้ไปค านวณปริมาณเอนไซม์เทียบกับกราฟมาตรฐานของสารละลาย BSA 

2.1.3 วัดความเป็นกรดด่างของสารสกัดหยาบจากเปลือกและเมล็ดมะละกอ ด้วยเครื่องวัดความเป็นกรดด่าง  
2.1.4 คัดเลือกสารสกัดเอนไซม์ปาเปนอย่างหยาบจากส่วนของมะละกอที่ให้ค่าปริมาณเอนไซม์สูงสุดไปศึกษา 

สภาวะการผลิตโปรตีนถั่วลิสงไฮโดรไลเซทต่อไป 
2.2 การศึกษาสภาวะของเอนไซม์ที่เหมาะสมส าหรับการผลิตโปรตีนถั่วไฮโดรไลเซท  

2.2.1 เตรียมโปรตีนสกัดจากถั่วลิสง โดยการแกะเปลือก น าเมล็ดถั่วลิสงชาน้ าที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  
แล้วท าการลอกเยื่อหุ้มเมล็ดถั่วออก ล้างน้ าเปล่าให้สะอาด ผึ่งให้แห้งที่อุณหภูมิห้องประมาณ 1 ชั่วโมง แล้วน ามาปั่นให้ละเอียด 
น าเข้า    ตู้อบลมร้อนควบคมุอณุหภมูิท่ี 60 องศาเซลเซียส อบจนอณุหภมูิคงท่ี น าผงถัว่ลสิงท่ีได้ร่อนผ่านตะแกรง และเก็บใสถ่งุเพ่ือรอ
การน าไปทดลองขัน้ตอ่ไป   

2.2.2 ละลายโปรตีนถั่วลิสงสกัดในน้ ากลั่น (5 กรัม/100 มิลลิลิตร) และปรับความเป็นกรดด่างที่ 5.0, 6.0 และ  
7.0 เพื่อหาค่าความเป็นกรดด่างที่หมาะสมกับการท างานของเอนไซม์ จากนั้นใส่เอนไซม์ปาเปนสกัดหยาบที่ได้จากข้อ 2.1.4 ให้มี
ปริมาณเอนไซม์เริ่มต้นที่ร้อยละ 0.75 ต่อน้ าหนักของผงโปรตีนถั่วลิสง[10] น าไปอุ่นในอ่างควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 60, 70 และ 
80 องศาเซลเซียส เพื่อหาอุณหภูมิที่เหมาะสมกับการท างานของเอนไซม์ 

2.2.3 ตั้งเวลาท าปฏิกิริยาย่อยสลายโปรตีนเป็นระยะเวลา 10, 12 และ 15 ชั่วโมง และหยุดปฏิกิริยาโดยให้ 
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ความร้อนที่ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นน าส่วนที่ได้จากการกรอง น าส่วนใสไปวิเคราะห์ค่าร้อยละการย่อย
สลาย และร้อยละผลผลิต  

2.2.4 การวิเคราะห์ค่าร้อยละการย่อยสลาย (Degree of Hydrolysis, %DH) โดยน าตัวอย่าง 50 ไมโครลิตร  
ผสมกับฟอสเฟตบัฟเฟอร์ เข้มข้น 0.215 M (pH 8.2) และ Trinitrobenzene sulfonic acid เข้มข้นร้อยละ 0.5 ปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร บ่มสารละลายที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยเติม Hydrochloric acid 
เข้มข้น 0.1 N ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 30 นาทีที่อุณหภูมิห้อง วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 420 นา
โนเมตร โดยใช้ Glycine เป็นสารมาตรฐาน[11] และวิเคราะห์ร้อยละผลผลิต (% yield) โดยใช้เครื่องระเหยตัวท าละลายแบบหมุน
[12]   

2.2.5 ผลิตโปรตีนถั่วลิสงไฮโดรเลเซทจากสารสกัดเอนไซม์ปาเปนอย่างหยาบ ภายใต้สภาวะที่ให้ค่า %DH และ  
%yield สูงสุด แล้วน าไปศึกษาปริมาณโปรตีน และกรอดอะมิโนในขั้นตอนต่อไป  

2.2.6 การวิเคราะห์ทางสถิติ โดยวางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Design:  
CRD) วิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan's New Multiple Range test (DMRT) ที่
ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95  

2.3 การศึกษาปริมาณโปรตีน และวิเคราะห์โปรไฟล์กรดอะมิโน 
2.3.1 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน 

น าโปรตีนถั่วลิสงไฮโดรไลเซทจากสภาวะการผลิตข้อ 2.2.5 มาอบแห้งที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง และน า
ผงโปรตีนถั่วลิสงไฮโดรไลเซทที่บดละเอียดจ านวน 200 มิลลิกรัม วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Kjeldahl method[9]  

2.3.2 การวิเคราะห์โปรไฟล์อะมิโน  
น าตัวอย่างโปรตีนถั่วลิสงไฮโดรไลเซทจากสภาวะการผลิตข้อ 2.2.5 และโปรตีนถั่วลิสงไฮโดรไลเซทที่ผ่านการย่อยด้วยกรด 
Hydrochloric acid 6 N ปรับความเป็นกรดด่างให้เป็น 7 แล้วน าไปอบแห้งด้วยกระบวนการเดียวกับโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ย่อย
ด้วยเอนไซม์ ส่งทั้ง 2 ตัวอย่างวิเคราะห์โปรไฟล์อะมิโนตามวิธี In-house method WI-TMC-06 ที่สถาบันค้นคว้าและพัฒนา
ผลิตภัณฑ์อาหาร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ เพื่อเปรียบเทียบปริมาณกรดอะมิโนที่ได้หลังการย่อย 
3. ผลการวิจัย และอภิปรายผล  

3.1 ผลการสกัดสารสกัดหยาบเอนไซม์ 
สารสกัดเอนไซม์ปาเปนอย่างหยาบจากส่วนต่างๆ ของมะละกอ ได้แก่ เปลือกล าต้น เปลือกผลดิบ และเมล็ด 

ของมะละกอพันธุ์แขกด ามีลักษณะเป็นสารละลายสีขาวใสและสารละลายสีเขียวอ่อน มีปริมาณเอนไซม์ 7.54 กรัมต่อ 100 กรัม
ของเปลือกล าต้น 6.12 กรัมต่อ 100 กรัมของเปลือกผลดิบ และ 13.44 กรัมต่อ 100 กรัมของเมล็ด ดังแสดงในตารางที่ 1 ซึ่ง
ปริมาณสารสกัดหยาบเอนไซม์ปาเปน จากเมล็ดมะละกอมีปริมาณมากกว่าจากเปลือกของล าต้นและเปลือกของผลมะละกอ 
เนื่องจากภายในเมล็ดมีปริมาณของน้ ายางมากกว่าในเปลือกมะละกอ เมื่อน ามาตรวจสอบปริมาณเอนไซม์ปาเปนด้วยวิธี 
Bradford Protein Assay พบว่าปริมาณเอนไซม์ปาเปนในสารสกัดหยาบเอนไซม์ปาเปนจากส่วนเมล็ดมะละกอมีปริมาณมากกว่า
จากส่วนเปลือกล าต้น และเปลือกผลมะละกอ โดยมีปริมาณของเอนไซม์ปาเปนเท่ากับ 174.21, 152.55 และ148.38 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ตามล าดับ โดยมีความเป็นกรดด่างอยู่ในช่วงกรดอ่อน มีค่าความเป็นกรดด่างที่ 5.2 – 5.8  ดังแสดงในตารางที่ 1 ซึ่งขาก
ผลการทดลองในส่วนของ    เปลือกมะละกอจะมีปริมาณน้ ายางน้อยกว่าเนื่องจากเกิดการสูญเสียไปในระหว่างการปอกเปลือก มี
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Anson (1938)[13] ที่รายงานว่าเอนไซม์ปาเปนมีอยู่มากในน้ ายางของส่วนต่าง ๆ ของมะละกอ ดังนั้น
ส่วนของมะละกอที่สามารถสกัดน้ ายางออกมาได้มากจะพบปริมาณของเอนไซม์ปาเปนได้มากเช่นกัน โดยในการศึกษาสภาวะที่



วารสารวิชาการวิทยาศาสตร์และวิทยาศาสตร์ประยุกต์ 2566(2) กรกฎาคม – ธันวาคม หน้า 1 – 10 
             

Academic Journal of Science and Applied Science 2023(2) July – December pages 1 – 10 

6 

เหมาะสมในการสกัดโปรตีนไฮโดรไลเซทจากถั่วลิสงด้วยเอนไซม์ปาเปนจะใช้สารกดัเอนไซม์ปาเปนอย่างหยาบจากเมล็ดมะละกอ 
เนื่องจากให้ค่าปริมาณ   สารสกัด และค่าปริมาณเอนไซม์ในปริมาณที่สูงที่สุดเมื่อเทียบกับส่วนอื่นๆ  

 

ตารางที่ 1 ผลการสกัดสารสกัดหยาบปาเปนจากเปลือกล าตน้ส่วนยอด เปลอืกผลมะละกอดิบ และเมล็ด  

ค่าวิเคราะห ์
ส่วนของมะละกอ 

เปลือกล าต้นสว่นยอด* เปลือกผลมะละกอดิบ* เมล็ดมะละกอ* 
ปริมาณสารสกัดหยาบ 
(กรัมต่อ 100 กรัมของตัวอย่าง) 

7.54±0.14b 6.12±0.08b 13.44±0.20a 

ปริมาณเอนไซม์   
(มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร) 

152.55±1.24b 148.38±1.18b 174.21±2.51a 

ความเป็นกรดดา่ง (pH) 5.70±0.20a 5.20±0.10a 5.80±0.20a 
*หมายเหตุ: ตัวอักษร a – b ในแนวแถว แสดงความแตกต่างของค่าเฉลี่ย (p≤0.05) จากการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยตามวิธีของ Duncan’s 

New Multiple Range Test (DMRT) ท่ีระดับนัยส าคัญ 0.05 

3.2 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดโปรตีนไฮโดรไลเซทจากถั่วลิสงด้วยเอนไซม์ปาเปน  
การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดโปรตีนไฮโดรไลเซทจากถั่วลิสงด้วยเอนไซม์ปาเปนอย่างหยาบจากเมล็ดมะละกอ โดย
แปรเปลี่ยนปัจจัยต่างๆ ได้แก่ อุณหภูมิ ความเป็นกรดด่าง และระยะเวลาที่ใช้ในการย่อย พบว่ามีระดับการย่อยสลายในการสกัด
โปรตีนไฮโดรไลเซทที่ต่างกัน จากการเปรียบเทียบระดับการย่อยสลาย (%DH) จากกระบวนการย่อยด้วยเอนไซม์ปาเปน พบว่า
การใช้เอนไซม์ปาเปนจากเมล็ดมะละกอร้อยละ 0.75 ต่อผงโปรตีนถั่วลิสง อุณหภูมิที่ใช้ย่อยคือ 70 องศาเซลเซียส และระยะเวลา
การย่อย 12 ชั่วโมงจะให้ค่า %DH และ %yield สูงที่สุดที่ร้อยละ 86.25 และร้อยละ 46.12 ตามล าดับ โดยไม่มีความแตกต่างกัน
ทางสถิติ (p ≥ 0.05) จากสภาวะการย่อยที่ 80 องศาเซลเซียส และระยะเวลาการย่อยที่ 15 ชั่วโมง ซึ่งอุณภูมิ 70 องศาเซลเซียส 
และระยะเวลา 12 ชั่วโมงนั้น เป็นอุณภูมิและระยะเวลาที่ประหยัดต้นทุนมากกว่าการย่อยที่อุณหภูมิสูง และระยะเวลาที่นานขึ้น 
(ตารางที่ 2) สอดคล้องกับงานวิจัยของ ปิยนุช (2556)[14] ที่พบว่าระยะเวลา 12 ชั่วโมงเป็นระยะเวลาที่เหมาะสมในการผลิต
โปรตีนถั่วเหลืองไฮโดรไลเซท จากการย่อยโปรตีนสกัดจากถั่วเหลืองด้วยเอนไซม์ Collupulin MG ที่มีกิจกรรมของเอนไซม์ เป็น 
318.25 หน่วยต่อกรัมโปรตีน ช่วงความเป็นกรดด่างที่ 5.0 - 6.5 และอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ในขณะที่ผลการวิจัยของมัลลิกา 
(2552)[15] ที่ผลิตโปรตีนไฮโดรไลเซทจากเห็ดด้วยเอนไซม์ปาเปนที่มีความสามารถในการย่อยสลายสูงสุดที่สภาวะการใช้เอนไซม์
ร้อยละ 15 นาน 18  ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ให้ค่า %DH สูงสูด เท่ากับ 79.0 ซึ่งมีค่ามากกว่าการใช้กรดไฮโดรคลอ
ริกเข้มข้น 6 N ย่อยที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั่วโมง  
 

ตารางที่ 2 ผลการศึกษาสภาวะของเอนไซม์ที่เหมาะสมส าหรับการผลิตโปรตนีถั่วไฮโดรไลเซท  

สภาวะการผลิต 
ร้อยละการย่อย (%DH)* ร้อยละผลผลิต (% Yield)* 

ที่อุณหภูมิ 
60 ˚C 

ที่อุณหภูมิ  
70 ˚C 

ที่อุณหภูมิ  
80 ˚C 

ที่อุณหภูมิ 
60 ˚C 

ที่อุณหภูมิ  
70 ˚C 

ที่อุณหภูมิ  
80 ˚C 

ระยะเวลาการย่อย 10 ชั่วโมง 
pH 5 60.52l 79.42e 80.19d 18.67o 25.24k 26.14j 
pH 6 62.38l 79.12e 80.32d 20.22n 30.17h 35.55e 
pH 7 71.17h 82.46c 84.57b 23.14m 38.75d 39.55c 
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สภาวะการผลิต 
ร้อยละการย่อย (%DH)* ร้อยละผลผลิต (% Yield)* 

ที่อุณหภูมิ 
60 ˚C 

ที่อุณหภูมิ  
70 ˚C 

ที่อุณหภูมิ  
80 ˚C 

ที่อุณหภูมิ 
60 ˚C 

ที่อุณหภูมิ  
70 ˚C 

ที่อุณหภูมิ  
80 ˚C 

ระยะเวลาการย่อย 12 ชั่วโมง 
pH 5 65.37k 80.84d 81.67c 24.55l 29.67h 30.25gh 
pH 6 68.17j 81.13c 83.24b 26.14j 35.46e 39.64c 
pH 7 75.32g 86.25a 86.12a 35.27e 46.12a 46.24a 

ระยะเวลาการย่อย 15 ชั่วโมง 
pH 5 69.64i 81.71c 83.92b 26.32j 31.36g 32.14f 
pH 6 70.21h 81.67c 83.59b 28.53i 37.43de 41.76b 
pH 7 77.98f 86.31a 86.34a 39.65c 46.30a 46.72a 

*หมายเหตุ: ตัวอักษร a – l ในคอลัมน์ร้อยละการย่อย (%DH) และ ตัวอักษร a – o ในคอลัมน์ร้อยละผลผลิต (% Yield) แสดงความ

แตกต่างของค่าเฉลี่ย (p≤0.05) จากการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยตามวิธีของ Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) ที่ระดับ

นัยส าคัญ 0.05 

3.3 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตนี และการวิเคราะห์โปรไฟล์กรดอะมิโน 
3.3.1 ผลการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน 

 จากการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนทั้งหมด หลังจากการย่อยถั่วลิสงด้วยเอนไซม์ปาเปนสกัดหยาบจากเมล็ด
มะละกอที่สภาวะการย่อยอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ที่ความเป็นกรดด่าง 7.0 ระยเวลา 12 ชั่วโมง พบว่ามีปริมาณโปรตีนเพิ่ม
สูงขึ้นโดยมีปริมาณโปรตีนหลังการย่อยร้อยละ 32.69 คิดเป็นโปรตีนเพิ่มขึ้น ร้อยละ 12.51 สูงกว่าการย่อยด้วยกรดไฮโดรคลอริก
เข้มข้น 6 N ที่มีโปรตีนเพิ่มขึ้นร้อยละ 7.66 (ตารางที่ 3) ซึ่งให้ผลที่ดีกว่าการย่อยถั่วลิสงด้วยเอนไซม์จากเชื้อแบคทีเรีย ที่มี
ปริมาณโปรตีนเพิ่มขึ้น 0.1 เปอร์เซ็นต์[16] เนื่องจากโครงสร้างโปรตีนในถั่วลิสงจะสามารถย่อยสลายได้ดีด้วยเอนไซม์หลายชนิด
ร่วมกัน[17] ซึ่งสภาวะการผลิตนี้มีอัตราการย่อยสลายค่อนข้างสูงเมื่อเทียบกับการย่อยสลายด้วยวิธีทางเคมีที่ใช้กรดและด่าง[18]  

 

ตารางที่ 3 ร้อยละปริมาณโปรตีนในถัว่ลิสงที่ผ่านกระบวนการย่อยด้วยเอนไซม์ปาเปนและย่อยด้วยกรด 
ตัวอย่าง ร้อยละปริมาณโปรตีน ต่อน้ าหนักตัวอย่าง 

ผงโปรตีนถั่วลิสงสกัด 28.60 
โปรตีนถั่วลิสงไฮโดรไลเซท  
ที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ปาเปนสกัดหยาบ 

32.69 

โปรตีนถั่วลิสงไฮโดรไลเซท  
ที่ผ่านการย่อยด้วย 6 N Hydrochloric acid 

30.97 

 

3.3.2 ผลการวิเคราะห์โปรไฟลก์รดอะมิโน 
 จากการวิเคราะห์โปรไฟล์กรดอะมิโน พบว่า โปรตีนถั่วลิสงไฮโดรไลเซทที่ย่อยด้วยเอนไซม์ปาเปนสกัด 

หยาบจากเมล็ดมะละกอ มีปริมาณกรดอะมิโนที่ให้รสชาติเปรีย้วและหวานทุกชนิดเพิ่มสูงกว่าโปรตีนถัว่ลิสงไฮโดรไลเซททีผ่่านการ
ย่อยด้วย 6 N Hydrochloric acid ได้แก่ Aspartic acid, Glutamic acid, Serine, Threonine, Glycine และ Alanine 
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ในขณะที่กรดอะมิโนที่ให้รสชาติขมมีปริมาณน้อยกว่าการย่อยด้วย 6 N Hydrochloric acid ได้แก่ Arginine, Tyrosine, Valine, 
Methionine, Cystine, Isoleucine, Phenylalanine, Tryptophan, Leucine และ Lysine เป็นต้น เมื่อน ามาผลิตสารปรุงแต่ง
กลิ่นรสท าให้โปรตีนไฮโดรไลเซทจากการย่อยด้วยเอนไซม์ปาเปนสกัดหยาบให้รสชาติที่ใกล้เคียงเนื้อสัตว์มากกว่า การย่อยด้วย
กรดไฮโดร-   คลอริกเข้มข้น 6 N ที่ท าให้เกิดรสขมในผลิตภัณฑ์[19] (ตารางที่ 4)  

 

ตารางที่ 4 โปรไฟล์กรดอะมิโนของโปรตีนถัว่ลิสงไฮโดรไลเซทที่ผ่านกระบวนการยอ่ยด้วยเอนไซม์ปาเปนและย่อยด้วยกรด 6 N 
Hydrochloric acid 

กรดอะมิโน 
ปริมาณกรดอะมิโน (มิลลิกรัม ต่อ 100 กรัมน้ าหนักตัวอย่างแห้ง) 

โปรตีนถั่วลิสงไฮโดรไลเซท ที่ผ่านการย่อยดว้ย  
กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 6 N 

โปรตีนถั่วลิสงไฮโดรไลเซท ที่ผ่านการย่อยดว้ย 
เอนไซม์ปาเปนสกัดหยาบ 

Aspartic acid 2506.68 2987 
Glutamic acid 2725 5540 
Serine 1283 1373 
Threonine 927.73 834 
Histidine 1299 784 
Glycine 1358 1442 
Alanine 1013 2037 
Arginine 3607 1785 
Tyrosine 2004 1366 
Valine 1833 1388 
Methionine 1004 243 
Cystine 2657 338 
Isoleucine 1494 823 
Phenylalanine 1718 1343 
Tryptophan 1547 308 
Leucine 1992 1694 
Lysine 1330 1311 
Proline 1433 1182 
 

จากตารางที่ 4 ปัจจัยที่ส่งผลต่อการเพิ่มปริมาณของกรดอะมิโนในถั่วลิสง ขึ้นอยู่กับการเรียงตัวของกรดอะมิโน และหมู่
ฟังก์ชันไม่มีขั้วและไม่ชอบน้ า (hydrophobic) ได้แก่ Glycine Alanine Valine Leucine Isoleucine และ Proline เป็นจ านวน
มาก ก็จะท าให้ย่อยสลายด้วยเอนไซม์ปาเปนสกัดหยาบจากเมล็ดมะละกอได้ดีกว่าถั่วลิสงไฮโดรไลเซทที่ผ่านการย่อยด้วยกรด
ไฮโดรคลอริกเข้มข้น 6 N ซึ่งการย่อยด้วยกรดส่งผลให้ถั่วลิสงที่มีไขมันสูงมีการเพิ่มขึ้นของกรดอะมิโนที่มีรสขมในขณะเดียวกัน
บริเวณเร่ง (active site) ของเอนไซม์ก็มีผลเฉพาะเจาะจงกับสับสเตรท ท าให้เกิดการแยกตัวของกรดอะมิโนอิสระได้มากกว่า [17] 
ซึ่งกรดอะมิโนที่กล่าวมาข้างต้นพบว่ามีปริมาณที่สูงขึ้นโดยเฉพาะ Aspartic acid และ Glutamic acid ที่ให้รสชาติ  อูมามิ และมี
ศักยภาพในการน าไปเป็นวัตถุดิบในการผลิตสารปรุงแต่งกลิ่นรสได้[20]  



วารสารวิชาการวิทยาศาสตร์และวิทยาศาสตร์ประยุกต์ 2566(2) กรกฎาคม – ธันวาคม หน้า 1 – 10 
             

Academic Journal of Science and Applied Science 2023(2) July – December pages 1 – 10 

9 

4. สรุปผลการวิจัย  
 การศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดเอนไซม์ปาเปนอย่างหยาบจากส่วนต่างๆ ของมะละกอ ได้แก่ เปลือก ล าต้น เปลือก
ผลดิบ และเมล็ดของมะละกอพันธุ์แขกด า สารสกัดเอนไซม์ปาเปนอย่างหยาบจากเมล็ดมะละกอ ให้ค่าปริมาณสารสกัดหยาบ 
และปริมาณเอนไซม์ที่สูงสุดเมื่อเทียบกับส่วนของเปลือกล าต้น และเปลือกของผลดิบ 13.44±0.20 กรัมต่อ 100 กรัมของตัวอย่าง 
และ 174.21±2.51 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ โดยมีค่าความเป็นกรดด่างที่ 5.8 และเมื่อน าสารสกัดเอนไซม์ปาเปนอย่าง
หยาบจากเมล็ดมะละกอ มาศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการย่อยโปรตีนถั่วลิสง พบว่า สภาวะการย่อยที่มีปริมาณเอนไซม์เริ่มต้น
ร้อยละ 0.75 ต่อผงโปรตีนถั่วลิสง อุณหภูมิที่ใช้ย่อยคือ 70 องศาเซลเซียส และระยะเวลาการย่อย 12 ชั่วโมงจะให้ค่า %DH และ 
%yield สูงที่สุด ที่ร้อยละ 86.25 และร้อยละ 46.12 ตามล าดับ และเมื่อวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน และโปรไฟล์กรดอะมิโนของ
โปรตีนถั่วลิสงไฮโดรไลเซท เทียบกับการย่อยด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 6 N พบว่าปริมาณโปรตีนเพิ่มสูงขึ้นโดยมีปริมาณ
โปรตีนหลังการย่อยร้อยละ 32.69 คิดเป็นโปรตีนเพิ่มขึ้น ร้อยละ 12.51 สูงกว่าการย่อยด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 6 N และ
มีอะมิโนในกลุ่ม Aspartic acid และ Glutamic acid ที่ให้รสชาติอูมามิปริมาณที่สูงขึ้น ท าให้สามารถพัฒนาเป็นวัตถุดิบที่มี
ศักยภาพในการน าไปเป็นวัตถุดิบในการผลิตสารปรุงแต่งกลิ่นรสได้ 
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