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คําอธิบายสัญลักษณ 
 

APCI   Atmospheric pressure chemical ionization 

μg/mL   microgram per milliliter 

CD3OD   deuterated methanol 

CDCl3   deuterated chloroform 
13C-NMR  carbon-13 nuclear magnetic resonance spectroscopy 

COSY   1H-1H correlation spectroscopy 

CTAB   Cetyltrimethyl ammonium bromide  

d   doublet (for NMR spectral data) 

dd   doublet of doublet (for NMR spectral data) 

DMSO   dimethyl sulfoxide  

δ   chemical shift 

HMBC   Heteronuclear Multiple Bond Correlation 
1H-NMR  proton nuclear magnetic resonance spectroscopy 

HSQC   Heteronuclear Single Quantum Coherence 

Hz   Hertz  

IR   infared spectrophotometer 

ITS    internal transcribed spacer  

J   coupling constant (for NMR spectral data) 

MHz   megahertz 

MS   mass spectrometry 

MW   molecular weight 

[M+H]+   protonated molecular ion 

[M+Na]+  sodium adducted molecular ion 

NMR   nuclear magnetic resonance spectrometry 

s   singlet (for NMR spectral data) 

TLC   thin layer chromatography  

TOF   Time of flight 

UV   ultraviolet 

 



บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

 เห็ด (mushroom) เปนกลุมของเชื้อราขนาดใหญซึ่งในระยะหนึ่งของวงจรชีวิตจะสราง

โครงสรางที่สามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา คือ ระยะดอกเห็ด (fruiting body) โดยขนาดของดอก

เห็ดแตละชนิดจะแตกตางกันตามสายพันธุ ดังนั้นจึงสามารถใชในการจัดจําแนกชนิดของเห็ดได  

เห็ดเปนแหลงอาหารที่สําคัญอีกแหลงหนึ่ง นอกจากนี้ยังนําสารสกัดจากเห็ดมาใชเปนยารักษาโรค  

เชน  ยาตานไวรัส (anti-viral agent)  ยารักษามะเร็ง (anti-cancer agent)  ยาเพิ่มภูมิคุมกัน 

(immunopotentiating agent) ยาบํารุงตับ (hepatoprotective agent) และยาลดปริมาณ

โคเลสเตอรอลในหลอดเลือด (hypocholesterolaemic agent) เปนตน ซึ่งสารที่มีคุณสมบัติ

ดังกลาวนี้อาจสกัดไดจากเสนใยเห็ด (mycelium) หรือดอกเห็ดที่มีคุณสมบัติทางยาและ

โภชนาการ เห็ดหลายชนิดเปนสาเหตุของโรคพืช  เชน  โรคเนาของพืชในเขตรอน  และหลายชนิด

เปนเห็ดพิษ (toxic mushroom) บางชนิดมีพิษรายแรงถึงแกชีวิต  เชน Amanita verna, Amanita 

virosa  เปนตน (สมาคมนักวิจัยและเพาะเห็ดแหงประเทศไทย, 2545ก)  จากการศึกษาและวิจัย

เห็ดพิษในประเทศไทยโดยสมาคมนักวิจัยและเพาะเห็ดแหงประเทศไทย  สามารถจําแนกตามกลุม

ของสารพิษไดหลายกลุม  หนึ่งในนั้นคือกลุมที่สรางสารพิษไซโลไซบิน (Psilocybin) และไซโลซิน 

(Psilocin) ซึ่งเปนสารออกฤทธิ์หลอนจิตและประสาท (Hallucinogenic compound) ทําใหเกิด

อาการทางประสาทหลอน มึนเมา  สับสน มีความคิดและอารมณเปลี่ยนแปลงคลายเอลเอสดี 

(LSD) อาจถึงขั้นวิกลจริต กลาวกันวาผูที่ไดรับสารพิษแสดงอาการเห็นอะไรเปนสีเขียวหมด ตอมา

อาการจะหายเปนปกติ แตบางรายงานพบวาอาจมีอันตรายถึงตายไดหากรับประทานในปริมาณ

มาก (พูนพิไล, 2541) ดังนั้นจึงจัดเห็ดกลุมดังกลาวเปนยาเสพติด ซึ่งมีอยูดวยกันหลายชนิด 

เชน  Copelandia cyanescens (Berk. & Br.) Sing., Psilocybe cubensis (Earle) Sing. หรือ

เห็ดขี้ควาย บางแหงเรียกเห็ดโอสถลวงจิต, Gymanopilus Aeruginosus (Peck) Sing. หรือเห็ด

ขอนสีทองเกล็ดแดง   เปนตน (Miller, 1980; Lincoff และ Mitchel, 1977; สมาคมนักวิจัยและ

เพาะเห็ดแหงประเทศไทย, 2545ข) 

 Psilocybe cubensis  พบไดบนมูลวัวมลูควาย มีสารออกฤทธิห์ลอนจิตและประสาท จึง

จัดเปนเห็ดที่ออกฤทธิ์หลอนจิตและประสาท โดยทัว่ไปจะเรียกวา Magic  mushroom ซึ่งเปนชื่อที่

รูจักกันดีในหมูนักทองเที่ยวชาวตางประเทศ  ในประเทศไทยจะเรียกวา เห็ดขี้ควาย หรือ เห็ดพศิวง  
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เห็ดเหลานีน้ิยมนํามาใชในทางที่ผิดกฎหมาย จึงถูกควบคุมเปนยาเสพติดใหโทษในประเภท 5 

ตามพระราชบญัญัติยาเสพติดใหโทษ พ.ศ. 2522  ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 98 

(พ.ศ. 2531) เร่ืองระบุชื่อและประเภทยาเสพติดใหโทษ (พระราชบญัญัติยาเสพติดใหโทษ พ.ศ. 

2522) สําหรับการตรวจพสูิจนตัวอยางเห็ดที่สงสัยวาเปนยาเสพติด โดยสวนใหญสถานตรวจ

พิสูจนจะไดรับตัวอยางเห็ดที่เปนเห็ดแหงหรือเปนผง บางครั้งเปนเห็ดสดที่บอบช้ําหรือมีสภาพใกล

เนา   ทําใหยากแกการตรวจลักษณะทางกายภาพเพือ่จําแนกชนิด  ดังนั้นจงึตองใชการตรวจ

เอกลักษณสารออกฤทธิ์สําคัญในเห็ด คอื ไซโลซินและไซโลไซบิน  โดยใชวิธีการดูการเกิดสีกบั

น้ํายาทดสอบ (Color test) และเทคนิคทางโครมาโทกราฟ เชน โครมาโทกราฟแบบบาง (Thin 

layer chromatography; TLC) เพื่อยนืยันผลการพิสจูน  จากรายงานการวิจัยทีผ่านมาโดยสวน

ใหญจะเนนศกึษาสารออกฤทธิ์สาํคัญ ทัง้ 2 ชนิดจากสวนดอกเห็ด  ซึ่งพบวาปริมาณสารออกฤทธิ์

ในเห็ดแตละชนิดจะแตกตางกนัและมักพบไซโลไซบินมากกวาไซโลซนิ (Beug และ Bigwood, 

1981; Gross, 2000; Tsujikawa และคณะ, 2003)  และในป 2005 Suwancharoen  ได

ทําการศึกษาองคประกอบทางเคมีจากเสนใยของเห็ดสายพนัธุ  Psilocybe samuiensis  ซึ่งเปน

เห็ดหลอนจิตและประสาทสายพนัธุใหมที่เพิ่งคนพบในประเทศไทย   โดยพบสารประกอบเซสควิ

เทอรพนีอยด (sesquiterpenoid) ชนิดใหม 1 ชนิด  คือ ent-2,3-secoaromadendrane-2,10,12-

triol   แตไมพบการสรางไซโลไซบิน ไซโลซนิและเบโอซิสทิน (baeocystin) จากเสนใยของเห็ดชนิด

นี้ (Pornpakakul และคณะ, 2009) ซึ่งอาจเปนไปไดวาสารประกอบชนิดใหมนี้อาจเปนสาร

เอกลักษณเฉพาะของ Psilocybe samuiensis จงึเปนมูลเหตุจูงใจสําคัญในการศึกษา

องคประกอบทางเคมีจากเสนใยของเห็ดสายพนัธุ Psilocybe cubensis   เพื่อหาสารเอกลกัษณ

เฉพาะ โดยใชเทคนิคทางโครมาโทกราฟในการแยกสกัดสาร ศึกษาโครงสรางทางเคมีของสาร

บริสุทธิ์ที่แยกไดดวยเทคนิคสเปกโตรสโคป และพิสูจนเอกลักษณของสารบริสุทธิท์ี่ได  นอกจากนัน้

สารเอกลักษณเฉพาะที่ไดอาจนาํไปพัฒนาเปนชุดทดสอบเพื่อใชในการตรวจพิสูจนเอกลักษณของ

เสนใยเห็ดสายพนัธุนี ้  ซึง่เปนยาเสพตดิใหโทษ  เพื่อใหสะดวกในการควบคุมและปองกนัการ

นําไปใชเปนยาเสพติดไดดียิ่งขึ้น   

 
วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. แยกองคประกอบทางเคมีจากเห็ดสายพันธุ Psilocybe cubensis 

2. พิสูจนเอกลักษณขององคประกอบทางเคมีที่แยกไดจากเห็ด Psilocybe cubensis    
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ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 ไดสารที่เปนเอกลักษณเฉพาะ   และอาจไดสารชนิดใหมที่สรางขึ้นจากเห็ดสายพันธุ      

P. cubensis  ซึ่งอาจนําไปใชใหเกิดประโยชนดานการตรวจพิสูจนเอกลักษณของยาเสพติดตอไป   



 
บทที่ 2 

 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
2.1 เห็ด (Mushrooms) 

 
 เห็ด (mushroom) เปนสิ่งมชีีวิตชนิดหนึง่ที่จัดอยูใน Class Basidiomycota ในอาณาจักร

เห็ดรา (Kingdom Fungi) ดังแสดงในรูปที ่ 2.1 ซึ่งเปนอาณาจักรเดียวกันกับ รา และยีสต ถือวา

เปนราชัน้สูงทีไ่มสามารถสรางอาหารเองได เนื่องจากเหด็ไมมีคลอโรฟลล จึงตองอาศัยอาหารจาก

การยอยสลายอินทรียวัตถุจากจุลินทรียตาง ๆ ในการดํารงชีพ อยางไรก็ตามเห็ดบางชนิดอาจ

ดํารงชีวิตแบบปรสิต หรืออยูรวมกับส่ิงมชีีวิตอื่นโดยอาศัยประโยชนซึง่กนัและกนั เชน ไลเคนส 

โดยทัว่ไปจะมองเหน็ไดชัดเจนในระยะทีเ่ปนกลุมใยรา (mycelium) หรือระยะที่เกิดสวนสรางสปอร 

(fruiting body) จํานวนเปนลาน ๆ ในครีบดอก (gills) ทําใหเห็ดขยายพันธุไดอยางรวดเร็วมาก 

นักวชิาการคาดวาจะมเีห็ดราในโลกนี้มากมายถงึ 1.5 ลานชนิด เทาทีท่ราบชื่อแลวประมาณ 

70,000 ชนิด (Arora, 1986) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.1 ส่ิงมชีีวิตที่อยูในกลุมอาณาจกัรเห็ดรา(Arora, 1986) 
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2.2 เห็ดมีพิษ (Poisonous mushrooms)  
 

เห็ดมีพิษที่พบอยูทั่วโลกมีประมาณ 100 ชนิด ซึ่งสารพิษจะเปนสารทางชีวเคมีซึ่งมีความ

หลากหลาย บางชนิดก็จะพบเฉพาะในบางสายพันธุเทานั้น เห็ดบางชนิดอาจมีสารพิษไดหลาย

ชนิดขณะที่เห็ดหลาย ๆ ชนิดอาจมีสารพิษที่คลายคลึงกัน จากการศึกษาเห็ดพิษในประเทศ

ไทย สามารถจําแนกตามสารพิษออกเปน 7 กลุม ดังแสดงในตารางที่ 2.1 และรูปเห็ดพิษบางชนิด

ที่พบในประเทศไทย  ดังแสดงในรูปที่ 2.2 
 
 
 

ตารางที่ 2.1 สารพิษที่พบในเห็ดพิษชนิดตาง ๆ ในประเทศไทย  (สมาคมนักวิจัยและเพาะเห็ดแหง 

        ประเทศไทย, 2545ค)   
 

สารพิษ ชนิดของเห็ดพษิ 

Cyclopeptides เห็ดระโงกหนิ (Amanita verna, Amanita virosa) 

Monomethylhydrazine เห็ดสมองวัว  (Gyromitra esculenta) 

Coprine เห็ดหิง่หอย (Coprinus atramentaris) 

Muscarine Amanita สกุล Clitocybe และสกุล Inocybe 

Ibotenic acid และ Muscimol ยังไมมีรายงาน 

Gastrointestinal เห็ดหวักรวดครีบเขียว (Chlorophyllum molybdites) 

เห็ดกรวยเกลด็ทอง (Gomphus floccosus) 

Psilocybin และ Psilocin เห็ดขี้ควาย (Psilocybe cubensis),  Copelandia cyanescens 

เห็ดขอนสีทองเกล็ดแดง Gymanopilus aeruginosus 
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(ก)     (ข) 

  
(ค)     (ง) 

รูปที่ 2.2  ตัวอยางเห็ดมีพิษ (Poisonous mushrooms) บางชนิดที่พบในประเทศไทย  

    (ก)  เห็ดระโงกหิน  (Amanita virosa) (Noguere, 2005) 

    (ข) เห็ดสมองวัว  (Gyromitra esculenta) (Pumarat, 2007) 

     (ค)  เห็ดกรวยเกล็ดทอง (Gomphus floccosus) (Kuo, 2006) 

    (ง) เห็ดขอนสีทองเกล็ดแดง (Gymanopilus aeruginosus) (Kinoko, 2007) 
     

2.3 เห็ดพิศวง (Magic Mushrooms) 
 
เห็ดพิศวงเปนเห็ดซึ่งเจริญเติบโตในธรรมชาติ และใหสารออกฤทธิห์ลอนจิตและประสาท 

(Bogusz และคณะ, 1998; Seivewright และ Lagundoye, 2000) Magic mushrooms เปนพวก 

Saprophytes สามารถเจริญเติบโตไดทั่วทุกหนทุกแหงบนโลก Panaeolus cyanescens พบไดใน

ฮาวาย เมก็ซิโก ฟลิปปนส ออสเตรเลียตะวนัออกและไทย เปนตน (Allen, 1992 และ 

Stamets,1996) Psilocybe cubensis พบไดในประเทศเมก็ซิโก คิวบา อเมริกา ออสเตรเลีย 

อินเดีย เวียดนาม  ญี่ปุน และไทย เปนตน (Tsujikawa และคณะ, 2003; Allen,1992 และ 

Stamets,1996) 

เห็ดที่ออกฤทธิ์หลอนจิตและประสาท (Hallucinogenic fungi) พบไดทั่วไปในทุงหญา มูล

สัตว ปา และพื้นที่ที่ผานการเผาไหม  สวนใหญมีขนาดเล็กและมีสีอึมครึม เห็ดประเภทนี้มีอยูใน

สกุล Psilocybe, Conocybe, Gymnopilus, Inocybe และ Pluteus  โดยสกุลหลักเปน 

Panacolus และ Psilocybe (Stamets, 1996) เห็ดทั้ง 2 สกุลดังกลาวจะเปลี่ยนเปนสีเขียวออกสี
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ฟา ๆ เมื่อมันบอบช้ําหรือฉีกขาด (bluing reaction)  ซึ่งเปนปฏิกิริยาความรูสึกตอบสนองตอการ

กระตุนของสภาวะการเจริญหรือขณะที่พวกมันถูกสัมผัสเมื่อถูกเก็บ โดยปฏิกิริยานี้ไดรับความ

สนใจจากนักเคมีและนักเภสัชวิทยา ซึ่งการเกิดสีน้ําเงินเปนผลจากการยอยไซโลซินท่ีไมเสถียร 

(dephosphorylated psilocybin) ไดสารประกอบที่ไมทราบโดยเอนไซมของเซลลเห็ดนี้หมายถึง

วา เมื่อ Psilocybe หรือ Panaeolus เปนแผลมีสีออกฟา ๆ ซึ่งปฏิกิริยาการเกิดสี เปนตัวบงชี้วา 

psilocin เกิดขึ้น (Stamets, 1996 และ Levine, 1967) 

 เห็ดที่ออกฤทธิ์หลอนจิตและประสาททีพ่บบอยบนมูลววัควาย มชีื่อเรียกวา เห็ดขี้ควาย 

เปนเห็ดทีพ่บในประเทศไทยอยูในสกุล Psilocybe และ Panaeolus รวมถงึ Psilocybe cubensis, 

Psilocybe subcubensis, Panaeolus (Copelandia) Cyanescens, Panaeolus antillarum 

(Allen, 1992) และ Psilocybe samuiensis (Guzman และคณะ, 1993; Gartz และคณะ, 1994) 

ซึ่งเห็ดสวนใหญจะพบไดทางภาคใตของประเทศไทย โดยเห็ดขี้ควายบางสวนแสดงในรูป 2.3  

                  
                     (ก)                 (ข) 

รูปที่ 2.3  ตัวอยางของเห็ดที่ออกฤทธิห์ลอนจิตและประสาท (hallucinogenic  

   mushrooms) ในประเทศไทย (Allen,1992)   

   (ก) Psilocybe cubensis เติบโตในธรรมชาติ
(http://www.erowid.org/library/books_online/magic_mushrooms_aunz/images/psilocybe_cubensis15_sm.jpg) 

   (ข) Psilocybe samuiensis เติบโตในธรรมชาติ 
(http://forums.mycotopia.net/attachments/forum-international/73661d1200432441-evolution-sem-psilocybe- 

samuiensis-thailand-semsam20.jpg) 

 

ผลกระทบของยาหลอนประสาท (psychedelic) ของบางสายพันธุจากสกุล Psilocybe 

กลาวถึงครั้งแรกโดย Wasson ในป 1957 (Beug และ Bigwood, 1981) Hofmann และคณะ 

(Stamets, 1996) พบสารที่เปนองคประกอบสําคัญ 2 ชนิด ในกลุมของ tryptamine จาก 

Psilocybe mexicana คือ ไซโลไซบิน (psilocybin; 4-phosphoryloxy-N,N-dimethyltryptamine)  
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และไซโลซิน (psilocin; 4-hydroxy-N,N-dimethyltryptamine) (Beug และ Bigwood, 1981; 

Keller และคณะ, 1999)  ซึ่งมีโครงสรางดังแสดงในรูปที่ 2.4  
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                            Psilocybin                                             Psilocin 

 

รูปที่ 2.4  โครงสรางทางเคมขีองไซโลไซบิน (Psilocybin) และไซโลซิน (Psilocin) 

 

สารไซโลไซบินและไซโลซินสามารถทําปฏิกิริยากับเซอโรโทนิน รีเซพเตอร (serotonin 

receptor) เชน 5-HT1A, 5-HT2A และ 5-HT2C   เปนตน  โดยเซอโรโทนิน รีเซพเตอร เปนสารสื่อ

ประสาทในกลุมของ โมโนเอมีน (monoamine) พบในเนื้อเยื่อหลอดเลือดหัวใจ (cardiovascular 

tissue), เนื้อเยื่อบุโพรง (endothelial tissue) เซลลเม็ดเลือด และในระบบสมองสวนกลาง 

(central nervous system; CNS) มีหนาที่สําคัญคือควบคุมเกี่ยวกับการแสดงออกทางอารมณ 

ความรูสึก (Hasler และคณะ, 2004 และ Nichols, 2004) เมื่อโมเลกุลของสารหลอนจิตและ

ประสาทเขาสูตัวรับที่เหมือนกับสารสื่อประสาท และเมื่อมีการกระตุนจะทําใหการรับสัญญาณ

ผิดเพี้ยนไป (Ophardt, 2003)  ซึ่งบริเวณเซอโรโทนิน รีเซพเตอร แสดงไวในรูปที่ 2.5   และ

โครงสรางของเซอโรโทนิน แสดงในรูปที่ 2.6 
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รูปที่ 2.5   บริเวณเซอโรโทนนิ รีเซพเตอร (serotonin receptor site) (Ophardt, 2003) 
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สารออกฤทธิท์ี่พบในเห็ดสกุล Psilocybe ประกอบดวยไซโลไซบิน, ไซโลซินและ เบโอซิส

ทิน (baeocystin) จัดเปนสารหลอนจิตและประสาท จาํพวก alkaloidal indole ซึ่งมีการออกฤทธิ์

เหมือนกับเอลเอสดี (LSD ; Lysergic acid diethylamine) ดังแสดงโครงสรางในรปูที่ 2.6 หลังจาก

รับเห็ดที่ออกฤทธิห์ลอนจิตและประสาทเขาสูรางกายจะแสดงอาการภายใน 20-60 นาที  ทําให

ขาดหรือสูญเสียลักษณะเฉพาะตวั แสดงอาการเพอคลั่ง อาการประสาทหลอน ความรูสึกดีใจปติ

ยินดีมากอยางเกนิเหตุผลพอดี ความสุขเคลิบเคลิ้ม และลักษณะอาการเชน อาการหนามืดวงิเวยีน 

จิตกังวล กระวนกระวายใจ  ปวดหัว  คลืน่ไส  ภาวะทีห่ัวใจเตนเร็วผิดปกติ  สับสน  มไีข และน้ํามูก

ไหล  อาการมีไขและน้ํามูกไหลพบในเด็ก  ซึ่งอาการอาจแสดงมากสดุภายใน 2 ชั่วโมง และจะ

หายไปภายใน 4-6 ชั่วโมง  อยางไรกต็ามอาการตางๆเหลานี้อาจจะเกิดขึ้นยอนกลับมาหลาย

อาทิตยหรือหลายเดือน (Persson, 2003) 
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          Serotonin   Lysergic acid diethyamide (LSD) 

 

รูปที่ 2.6  โครงสรางทางเคมขีองเซอโรโทนนิและแอลเอสดี 

 

 
2.4 รายงานการวิจัยองคประกอบทางเคมีของเห็ดสกลุ Psilocybe 
 

 ป 1958 Hofmann ศึกษาองคประกอบทางเคมีของสายพันธุ P. Mexicana ซึ่งเปนเห็ดที่

ใชในพิธีกรรมทางศาสนาของชาวพื้นเมืองแถบประเทศเม็กซิโก พบสารที่เปนองคประกอบสาํคญั 2 

ชนิด  คือ ไซโลไซบิน   (psilocybin; 4-phosphoryloxy-N,N-dimethyltryptamine)     และไซโลซิน   

(psilocin; 4-hydroxy-N,N-dimethyltryptamine) (Staments, 1996) 
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 ป  1964 Catalfomo และ Tyler ศึกษาการสรางสารไซโลซินและไซโลไซบินในเสนใยของ 

P. cubensis ที่เพาะเลี้ยงในอาหารชนิดตางๆ  พบเพียงสารไซโลไซบินเทานั้น (Catalfomo และ 

Tyler, 1964) 

 ป 1968 Leung และ Paul ศึกษาองคประกอบทางเคมีจาก P. baeocystis ที่เล้ียงใน

อาหารเหลว พบไซโลซิน, ไซโลไซบิน  และสารอนุพันธชนิด 4-phosphoryloxytryptamine อีก 2 

ตัว คือ เบโอซิสทินและนอรเบโอซิสทิน (norbaeocystin)  ดังแสดงในรูปที่ 2.7 (Leung และ Paul, 

1968) 

 ป  1981  Beug และ Bigwood   ศึกษาปริมาณสารออกฤทธิ์ไซโลซินและไซโลไซบิน   

ของ P. baeocystis (Singer and Smith) โดยเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟแบบสมรรถนะ (High 

performance liquid chromatography, HPLC) และโครมาโทกราฟแบบบาง (TLC)  พบวาใน

เห็ด 1 กรัม  มีปริมาณไซโลไซบิน 1.5-8.5 มิลลิกรัม และปริมาณไซโลซิน 0.0-5.9 มิลลิกรัม (Beug 

และ Bigwood, 1981) 

 ป 1981 Koike และคณะ พบไซโลไซบิน, เอสโกสเทอรอล (esgosterol), เออรโกสเทอรอล 

เปอรออกไซด (ergosterol peroxide) และอัลฟา, อัลฟา-ทรีฮาลอส (α, α-trehalose) จากสวน

ดอกของ Psilocybe argentipes ซึ่งเปนเห็ดสายพันธุใหมที่พบในญี่ปุน (Koike และคณะ, 1981) 

 ป  1994  Gartz และคณะ  ศึกษาปริมาณอัลคาลอยด (alkaloids) ในเห็ด P. samuiensis  

ที่เพาะขึ้นโดยใชเทคนิค HPLC  พบปริมาณไซโลไซบิน รอยละ  0.23-0.90 ในดอก และรอยละ 

0.24-0.32 ในเสนใย  เทียบกับน้ําหนักแหง  นอกจากนี้ยังพบไซโลซินและเบโอซิสทินอีกดวย 

(Gartz และคณะ, 1994)  และในปเดียวกัน  Gartz  ไดหาปริมาณ indole derivative alkaloids 

ของ P. cubensis, P. semilanceata, P.  bohemica, P. cyanescens  โดยใชตัวทําละลายใน

การสกัดตางกัน  พบวา เมื่อใชเมทานอลเปนตัวทําละลาย  ไดไซโลไซบินและเบโอซิสทินปริมาณ

สูง  สวนไซโลซินพบในปริมาณสูงเมื่อใช aqueous alcohol เปนตัวทําละลาย (Gartz, 1994) 

 ป 1999 Keller และคณะ หาปริมาณของไซโลซินและไซโลไซบินในดอกเห็ด (cap) และ

สวนกานดอกเห็ด (stalk) ของ Psilocybe subcubensis ซึ่งในสวนดอกเห็ดมีปริมาณไซโลซินและ

ไซโลไซบิน รอยละ 0.86 และ 0.02 ของน้ําหนักเห็ดแหงตามลําดับ สําหรับสวนกานดอกเห็ดพบ

ไซโลไซบิน  รอยละ 0.8  และไซโลซิน  รอยละ 0.03  (Keller และคณะ, 1999) 

 ป  2000  Gross   ศึกษาการสรางสารไซโลซินและไซโลไซบินของ P. cyanescens ที่ได

จากการเพาะเลี้ยง  โดยใชเทคนิคโครมาโทกราฟแบบบางและ GC-MS  พบวาสารสําคญัทั้ง 2 

ชนิดไมพบในระยะเสนใย (mycelium) แตจะพบในระยะ mycelium knot ซึ่งเปนระยะเริ่มตนของ

การเกิด fruiting body ของเห็ด  สวนระยะที่เกิด pinhead และดอกเห็ดก็พบสารทั้ง 2 ชนิดนี้

เชนกัน (Gross, 2000)  นอกจากนี้ในปเดียวกัน  Musshoff และคณะ ศึกษาปริมาณอัลคาลอยด
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ใน magic mushroom ที่ไดจากของกลางในการจับยึด  โดยใชเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟแบบ

สมรรถนะ (HPLC)  พบวา  P. cubensis  เปนชนิดที่จับยึดไดมากที่สุด  ซึ่งมีปริมาณไซโลไซบิน 

รอยละ 0.31 และไซโลซิน  รอยละ 0.23 ของน้ําหนักเห็ดแหง   นอกจากนี้ยังมีเห็ดชนิดอื่นๆ  เชน 

P. semilanceata, Panaeolus cyanescens และ P. tumpanensis ซึ่งมีปริมาณไซโลไซบินอยู

ในชวงนอยกวารอยละ 0.003-1.15 และไซโลซิน รอยละ 0.01-0.90 ของน้ําหนักเห็ดแหง และ

พบวา Panaeolus cyanescens  เปนเห็ดที่มีปริมาณไซโลไซบินและไซโลซินสูงสุด (Musshoff 

และคณะ, 2000) 

 ป  2003  Tsujikawa และคณะ ศึกษาปริมาณไซโลซินและไซโลไซบินของ P. cubensis 

และ Copelandia sp.        โดยเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟแบบสมรรถนะ  (HPLC)        พบวา 

P. cubensis มีไซโลไซบินปริมาณมาก (รอยละ 0.37-1.30 ของเห็ดทั้งดอก) และ Copelandia sp.  

มีไซโลซินปริมาณมาก (รอยละ0.43-0.76 ของเห็ดทั้งดอก)  (Tsujikawa และคณะ, 2003) 
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รูปที่ 2.7   โครงสรางทางเคมีของสารที่แยกไดจากเห็ดหลอนจิตและประสาท 

 

 

 

 

 

 

 



 13 

2.5 กลไกการสังเคราะหไซโลซินและไซโลไซบิน 
 

         ไซโลซินและไซโลไซบินมีความใกลเคียงกับสารชนิด 4-hydroxylated indoles  ซึ่งมีความ

เปนไปไดวาไซโลไซบิน ไดมาจากทริปโทแฟน (tryptophan) และทริปทามีน (tryptamine) โดยมี

ความเปนไปไดของกลไกการเกิดของไซโลซินและไซโลไซบิน ดังรูปที่ 2.8  (Agurell และ Nilsson, 

1968a; Agurell และ Nilsson, 1968b) 
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รูปที่ 2.8   วิถขีองชีวสังเคราะห (Biosynthesis pathway) ของไซโลซินและไซโลไซบิน 
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2.6 ลักษณะโครงสรางและสวนประกอบของ Psilocybe cubensis ภายใตกลองจุลทรรศน 
และกลองจุลทรรศนแบบสองกราด  
 

สัณฐานวิทยาของ P. cubensis  มีสวนที่สามารถสังเกตเห็นไดดวยตาเปลา และสวนที่ดู

ไดจากกลองจุลทรรศน  

1) ลักษณะที่สังเกตไดดวยตาเปลา ประกอบดวย 

สวนดอกเห็ดหรือหมวก (cap) มีลักษณะเปนรูปกรวย กวางประมาณ 0.3-2.2 

เซนติเมตรยาว 5-8 เซนติเมตร เมื่อออนยอดมีลักษณะแหลม เมื่อบานมีสีน้ําตาลอมเหลืองขอบ

ลางสีขาว ตัวหมวกสีเหลืองและผิวหนามีลักษณะเรียบ  สวนดานใตของหมวกเห็ด (gill) มีสีดํา   

                  สวนกานดอกเห็ด (stalk) ยาว 40-150 เซนติเมตร หนา 5-15 มิลลิเมตร มีสี

เหลืองคอนขางซีดขาว  ดังแสดงในรูปที่ 2.9 

2) ลักษณะที่สังเกตโดยผานกลองจุลทรรศน 

       สวนของสปอร (Spores) มีขนาด 10.2-16.5 ไมโครเมตร x 5.9-10.0 

ไมโครเมตร ลักษณะกลมรีเหมือนไข มีสีน้ําตาลเขม และมีสปอรในระยะของการพัฒนา (germ 

pores) อยูปลายสุด ซึ่งเปนลักษณะพิเศษเฉพาะตัว ผิวหนาเรียบ  สวนของ Basidia มีลักษณะ

โปรงใส มี 4 สปอร  ดังแสดงในรูปที่ 2.10 และ 2.11 
 
 

        
            (ก)         (ข) 

รูปที่ 2.9  ดอกเห็ด Psilocybe cubensis     (ก) ดอกเห็ดทีเ่พาะเลี้ยงในแปงขาวกลอง (brown  

                rice flour)  (www.health.howstuffworks.com/.../printable)      (ข)  ดอกเห็ดแหงที ่

                เกดิในธรรมชาต ิ (http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/4e 

                /Dried_Cubensis.jpg) 
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(ก) ลักษณะโครงสรางสปอร P. cubensis 

 

 
 

(ข) ลักษณะโครงสรางของ cystidia (ลูกศร) และ basidia (หัวลูกศร) 

 

รูปที่ 2.10 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ P. cubensis  เมื่อตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน   

    (Tsujikawa และคณะ, 2003) 
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(ก) สปอรของ P. cubensis( A ลูกศรชี้ germ pores) 

  

 
(ข) cystidia ของ P. cubensis ( B ลูกศรชี้ cystidia) 

 

 
(ค) basidia ของ P. cubensis  (C ลูกศรชี้ sterigmata) 

 

รูปที่ 2.11   ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ  P. cubensis เมื่อมองผานกลองจุลทรรศน 

     อิเล็กตรอนแบบสองกราด (Tsujikawa และคณะ, 2003) 

                



 บทที่ 3 
 

วิธีการดําเนินการวิจัย 
 
3.1 ตัวอยางเสนใยเห็ด 
 
 เสนใยเห็ด Psilocybe cubensis ไดจากการเพาะเนื้อเยื่อตัวอยางเห็ดที่เก็บจาก อําเภอ

เกาะสมุย  จังหวัดสุราษฎรธานี  โดย John Allen  ซึ่งเสนใยเก็บไวที่คลังเก็บราหองปฏิบัติการ

ทดสอบของรองศาสตราจารย ดร.ประกิตติ์สิน  สีหนนทน  ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร  

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 
3.2 ตรวจสอบความบรสิทุธิ์ของเสนใย Psilocybe cubensis ที่นาํมาใชศึกษา 
 
 3.2.1 การศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยาโดยสังเกตดวยตาเปลา  
  ศึกษาลักษณะตางๆ ของเสนใยเห็ด เชน รูปรางของโคโลนี สีของเสนใยและสปอร 

สีของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เสนใยสรางขึ้น เปนตน โดยสังเกตดวยตาเปลา 

 
 3.2.2 การศึกษาลกัษณะโครงสรางเสนใย Psilocybe cubensis ดวยกลองจุลทรรศน 
  การทาํ slide culture สําหรบัสองดวยกลองจุลทรรศน   

   1. นาํกระดาษกรองวางลงในจานเพาะเชือ้  แลววางทบัดวยแทงแกวรูป

ตัววี จากนั้นวางแผนสไลดและกระจกปดสไลด (Cover glass) นําไปฆาเชื้อดวยหมอนึง่ความดัน

ไอ (Autoclave) ที่อุณหภูมิ 121˚C ความดัน 15 ปอนด นาน 15 นาท ี

   2. เตรียมอาหารแข็ง PDA จากนั้นใช needle ตัดชิ้นอาหารใหมีขนาด

ประมาณ 0.5x0.5x0.5 ตารางเซนติเมตร วางบนแผนสไลด เขี่ยเสนใย Psilocybe cubensis  ใส

ลงที่ดานขางของชิ้นวุนทั้ง 4 ดาน จากนัน้ปดทับดวยกระจกปดสไลด 

   3. เติมน้าํกลัน่ที่ผานการฆาเชื้อแลวลงในจานเพาะเชือ้พอใหชุมกระดาษ

กรอง ปดจานเพาะเชื้อและบมที่อุณหภูมหิอง (ประมาณ 25-30˚C) จนกวาเสนใยจะเจริญเต็มที่  

   4. ตรวจสอบลักษณะการเจริญของเสนใยผานกลองจลุทรรศน โดยการ

หยดสียอมแลคโตฟนอลคอตตอลบลู (Lactophenol cotton blue) ลงบนแผนสไลดที่เตรียมไว  
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3.2.3 การวิเคราะหดีเอ็นเอของเสนใย Psilocybe cubensis 
   จิโนมกิดีเอ็นเอ (Genomic DNA) ของ P. cubensis จะถูกสกัดออกมาโดยใชวิธี 

ซิทิลไตรเมธิลแอมโมเนยีมโบรไมด (Cetyltrimethylammonium bromide: CTAB) และนํามาเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอในสวนของบริเวณ internal transcribed spacer (ITS) รวมกับไพรเมอร ITS1f 

(Grades and Bruns, 1993) และ ITS4 (White et al, 1990) โดยตั้งโปรแกรมการทาํปฏิกิริยา ดังนี ้

94˚C นาน 5 นาที ตามดวย 94˚C นาน 1 นาที, 51˚C นาน 1 นาท,ี 72˚C นาน 1 นาที จํานวน 38 

รอบ และสุดทาย 72˚C นาน 5 นาท ี ซึง่ผลผลิตพีซีอาร (PCR product) ที่ไดนั้นจะนําไปทาํให

บริสุทธิ์ดวย ชดุ NucleoSpin® (Macherey-Nagel Inc., Easton, USA) และหาลําดับเบสของดี

เอ็นเอสวน ITS โดยบริษัท Macrogen (Seoul, Korea)  

  ลําดับเบสดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของ P. Cubensis ทีไ่ดจะนําไปเปรียบเทียบกับ

ขอมูลลําดับเบสดีเอ็นเอในฐานขอมูล GenBank (http://ncbi.nml.nih.gov/BLAST/Blast.cgi.) 
  
3.3  เครื่องมือ 
 

3.3.1 เครื่อง Nuclear Magnetic Resonance Spectrometer (NMR) รุน Varian 

Mercury +400 NMR สําหรับใชในการวิเคราะห 1D และ 2D NMR ไดแก 1H-NMR, 13C-NMR, 

COSY, NOESY, HSQC และ HMBC โดยวิเคราะหสเปกตรัมของ 1H-NMR ที ่400 MHz และ 13C-

NMR ที ่ 100 MHz สารตัวอยางที่ใชตรวจวดัเตรียมโดยละลายในสารละลายเมทานอล-ดี 
(CD3OD), คลอโรฟอรม-ดี (CDCl3)  โดยวดัคาเคมิคอลชิพทเปนพีพีเอ็ม (ppm) สําหรับคาเคมิคอล

ชิพท (δ) อางอิงกับคาเคมิคอลชิพทของตัวทาํละลายที่ตกคางอยูในตัวทําละลายชนิดดิวทีเรเท็ด 

โดยที่ CD3OD อางองิที ่δH 4.80 ppm  และ CDCl3 อางอิงที่ δH 7.26 ppm  สําหรับ 1H nuclei 

คาเคมิคอลชิพท (δ) อางองิกับคาเคมิคอลชิพทของตวัทาํละลายที่ตกคางอยูในตัวทําละลาย

ชนิดดิวทเีรเทด็ โดยที่ CD3OD อางอิงที ่δc 49.0 ppm และ CDCl3 อางอิงที ่δc 7.26 ppm  สาํหรับ 
13C nuclei   

3.3.2  เครื่อง High Performance Liquid Chromatography  (HPLC)  ของบริษัท 

Dionex รุน UVD-340u ตออยูกับ Inertsil®ODS-3 column (15 ซม. X 4.6 มม. X 5 ไมโครเมตร)  

สําหรับวเิคราะหปริมาณสารออกฤทธิห์ลอนจิตและประสาท Psilocybin และ Psilocin 

 3.3.3  เครื่อง Fourier Transform Infrared Spectrophotometer (FT-IR) ของบริษัท 

Nicolet FTIR รุน 6700 สําหรับวัดอนิฟราเรดสเปกตราของสาร สวนสารตัวอยางที่เปนของเหลว

เตรียมโดยหยดของเหลวลงบนแผนวินโดวทีท่ําดวยโพแทสเซียมโบรไมด (Potassium bromide; 
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KBr) และหยดของเหลวลงบนแผนวินโดวทีท่ําดวยผลกึซิงคซิลิไนด (zinc selenide; ZnSe) ในการ

วัด ATR mode  

3.3.5 เครื่อง Rotary Vacuum Evaporator (เครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมนุ) ของ

บริษัท Buchi, Switzerland 

3.3.6 เครื่อง Mass Spectrometer สําหรับใชในการมวลโมเลกุลของสารประกอบ

วิเคราะหดวย Atmospheric pressure chemical ionization / time of flight (APCI/TOF) โดย

เครื่อง Mass Spectrometer (MS)  รุน microToF ของ Bruker Daltonics, USA  

 
3.4  สารเคมทีี่ใชในการทดลอง 
 

3.4.1 ตัวทําละลาย 

         ตัวทําละลายที่ใชในการทดลอง ไดแก ไดคลอโรมีเทน เมทานอล เฮกเซน เอธิลอะซิ

เตต เปนตัวทําละลายชั้นคุณภาพอุตสาหกรรม (Commercial grade) ซึ่งจะนําไปกลั่นใหบริสุทธิ์

กอนใชทุกครั้ง และใชตัวทําละลายคุณภาพหองแลบ  (Analytical grade) ไดแก ไดคลอโรมีเทน 

เมทานอล คลอโรฟอรม ในการแยกสาร ทดสอบการละลาย และทําเทคนิคทางโครมาโทกราฟ 

 

 3.4.2 สารเคมีชนิดอื่น ๆ  

3.4.2.1 ตัวดูดซับสําหรับคอลัมนโครมาโทกราฟ ใชซิลิกาเจลชนิด 60 

Art.1.09385.9025 (230-400 mesh ASTM) ของบริษัท Merck, Germany  

3.4.2.2 TLC aluminum sheet ที่มีเฟสคงที่เปน silica gel 60 F254 ของบริษัท 

Merck, Germany ขนาด 20x20 เซนติเมตร หนา 0.2 มิลลิเมตร สําหรับเทคนิค TLC 

            การตรวจหาตําแหนงของสารบนแผน TLC ใชการสองภายใตแสง

อัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 และ 365 นาโนเมตร หรือนําแผน TLC ใสลงในภาชนะที่

อ่ิมตัวดวยไอของไอโอดีน หรือพนดวย vanillin/H2SO4 (ใหสารซึมเขาแผน TLC จนทั่ว แลวนําแผน 

TLC ไปใหความรอนจนปรากฏจุดของสารบนแผน TLC (สารละลาย vanillin/H2SO4 ประกอบดวย

เอธานอล 95 มิลลิลิตร และกรดซัลฟวริกเขมขน 4.5 มิลลิลิตร) 

 
3.5 การเลี้ยงเช้ือ Psilocybe cubensis 
 นําสวนของเสนใย P. cubensis  มาวางบนอาหารเลีย้งเชื้อ PDA  บมที่อุณหภมูิหอง 

(ประมาณ 25-30˚C) และสังเกตการเจริญของเสนใย เมื่อพบวามีเสนใยเจริญออกมา จึงเขี่ยสวน

ปลายเสนใยของเชื้อราออกไปเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA   
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3.6  อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
 อาหารเลี้ยงเชือ้ที่ใชในการทดลอง ไดแก Potato Dextose Agar (PDA), Malt Extract 

Agar (MEA), Corn Meal Agar (CMA) และ Sabouraud’s Dextrose Agar (SDA) อาหาร

ดังกลาวใชในการศึกษาอัตราการเจริญเตบิโตของ Psilocybe cubensis เพื่อเลือกอาหารเลี้ยงเชือ้

ที่เหมาะสมทีสุ่ดในการเจรญิของเชื้อ    อาหารเลีย้งเชื้อที่เลือกใชในการศึกษาการสรางสารเม

แทบอไลต คือ  Malt Extract Broth (MEB)  ดูรายละเอียดของอาหารเลี้ยงเชื้อในภาคผนวก ก  

(ภาคผนวก  ก) 

 
3.7 การศึกษาการเจริญเติบโตของเสนใย Psilocybe cubensis บนอาหารเลีย้งเชื้อ 
 
 เจาะชิน้วุนที่มเีสนใยของ P. cubensis เจริญอยูเต็มอาหารเลี้ยงเชื้อโดยใช flamed cork 

border ใหมีเสนผาศนูยกลางประมาณ 8 มิลลิเมตร นาํไปวางบนอาหารเลี้ยงเชื้อซ่ึงไดแก Potato 

Dextose Agar (PDA), Malt Extract Agar (MEA), Corn Meal Agar (CMA) และ Sabouraud’s 

Dextrose Agar (SDA) บมที่อุณหภูมหิอง นาน 2 สัปดาห เกบ็ผลการทดลองทุกวนั เพือ่

เปรียบเทยีบการเจริญของเสนใย โดยการสังเกตขนาดของโคโลนทีี่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแตละ

ชนิด  

 
3.8 การเลีย้งเชื้อ Psilocybe cubensis และการสกัดสารเมแทบอไลตที่สรางขึ้นจาก 
Psilocybe cubensis 
 
 3.8.1 การเลีย้งเชื้อ Psilocybe Cubensis 
  นําเสนใยของ P. cubensis มาเพาะเลีย้งบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง MEA บมที่

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 สัปดาหนั้นจะถกูเจาะเอาชิน้วุนใหมีขนาดเสนผาศนูยกลาง 8 มิลลิเมตร 

ดวย flamed cork hole borer จํานวน 5 ชิ้น ถายใสในขวดรูปชมพู (Erlenmeyer flask) ที่บรรจุ

อาหารเลี้ยงเหลว MEB   100 มิลลิลิตร  จากนัน้นําไปบมที่อุณหภูมหิอง เปนเวลา 60 วัน 

 
 3.8.2 การสกดัสารเมแทบอไลตที่ไดจาก Psilocybin Cubensis 
  นําเสนใยของ P. cubensis ที่ไดจากขอ 3.8.1 มาทาํการกรองดวยกระดาษกรอง 

Whattman เบอร 93 ซึ่งจะไดสวนของเสนใยราและสวนของน้ําเลีย้งเชือ้ แลวจึงนําทัง้ 2 สวนที่แยก

ไดนี้มาสกัดตอดวยตัวทําละลายชนิดตางๆ ไดแก เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอธิลอะซิเตต และเมทา

นอล ดังแสดงไวในแผนภาพที่ 1    
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แผนภาพที่  1   วิธีการสกดัเสนใยและน้าํเลี้ยงเชื้อ Psilocybe cubensis 

 

 

 

 

 

Psilocybe cubensis ใน MEB  18 ลิตร 

น้ําเลี้ยงเชื้อ 3 ลิตร เสนใย  143.6 กรัม 

สวนสกัดหยาบ 

เฮกเซน 162 มิลลิกรัม 

สวนที่เหลือ กากเสนใย สวนสกัดหยาบ 

เมทานอล 34.54  กรัม 

สวนสกัดหยาบไดคลอ

โรมีเธน  897 มิลลิกรัม 

สวนที่เหลือ 
สวนสกัดหยาบ 

เฮกเซน 5.12 กรัม 

สวนที่เหลือ 

สวนสกัดหยาบเอธิล 

อะซิเตต 708 มิลลิกรัม 

สวนที่เหลือ 
สวนสกัดหยาบไดคลอ

โรมีเธน 596 มิลลิกรัม 

สวนที่เหลือ 

สวนสกัดหยาบเมทานอล 

79.23 กรัม 

สวนที่เหลือ 
สวนสกัดหยาบเอธิล 

อะซิเตต 40 มิลลิกรัม 

สวนที่เหลือ 

สวนสกัดหยาบ 

เมทานอล 52.60 กรัม 

สวนที่เหลือ 

     เฮกเซน

ไดคลอโรมีเธน

เอธิลอะซิเตต 

เมทานอล

  เมทานอล 

     เฮกเซน

 เอธิลอะซิเตต 

เมทานอล

 ไดคลอโรมีเธน
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3.9   การแยกองคประกอบทางเคมีของสวนสกัดหยาบจากเสนใยและน้าํเลีย้งเชื้อ   
Psilocybe cubensis  
 
 3.9.1 การแยกองคประกอบทางเคมีของสวนสกัดหยาบเฮกเซนและสวนสกัด
หยาบไดคลอโรมีเทนจากเสนใย Psilocybe cubensis  
  นําสวนสกัดหยาบเฮกเซน  น้ําหนกั 5.12 กรัม มาแยกดวยเทคนิคโครมาโทกราฟ

โดยใชซิลิกาเจลเปนตัวดูดซบั  โดยใชวัฏภาคเคลื่อนที่เร่ิมตนเปนเฮกเซน แลวคอยๆเพิ่มสภาพขัว้

จนเปนเอธิลอะซิเตตและเพิม่สภาพขั้วจนเปนเมทานอล แลวเก็บสารที่ชะออกมาเปนลําดับสวน  

นําไปวิเคราะหดวยโครมาโทกราฟแบบบางและ 1H NMR   สําหรับสวนสกัดหยาบไดคลอโรมีเทน 

น้ําหนกั 59.6 มิลลิกรัม  นําไปวิเคราะหดวยโครมาโทกราฟแบบบางและ 1H NMR   
 
 3.9.2  การแยกองคประกอบทางเคมีของสวนสกัดหยาบเมทานอลจากน้ําเลีย้ง
เชื้อ Psilocybe cubensis 
  นําสวนสกัดหยาบเมทานอลที่ไดจากน้ําเลีย้งเสนใย P. cubensis  น้าํหนัก  

79.23 กรัม สกัดแยกน้าํตาลดวยไดคลอโรมีเทน  โดยการเติมไดคลอโรมีเทนในสวนที่ละลายดวย

เมทานอลจนไดตะกอนขาวขุน  นาํไปปนเหวี่ยงแยกตะกอน ดูดเอาสวนใสออกมาระเหยแหง จะได

สวนสกัดเมทานอลในไดคลอโรมีเทนของสวนสกัดเมทานอลจากน้าํเลีย้ง หนกั 200 มิลลิกรัม ดัง

แสดงในแผนภาพที ่ 2 จากนัน้นาํมาแยกดวยเทคนิคโครมาโทกราฟ โดยใชซิลกิาเจลเปนตัวดูดซับ 

วัฏภาคเคลื่อนที่เร่ิมตนเปนคลอโรฟอรมและเพิ่มสภาพขั้วดวยเมทานอล แลวเก็บสารที่ชะออกมา

เปนลําดับสวน  ผลการทดลองที่ไดแสดงไวในตารางที ่1 

 
แผนภาพที่ 2   วิธีการสกัดสวนสกัดหยาบเมทานอลจากน้ําเลี้ยงเชื้อ Psilocybe cubensis 

สวนสกัดหยาบเมทานอล (BMX)  79.23 กรัม 

BMX(D) สวนที่เหลือ 

BMX(DD) (200 mg) สวนที่เหลือ 

Fraction No. 78-93 Fraction No. 151-162 

ซิลิกาเจลคอลัมนโครมาโทกราฟ 
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ตารางที่ 3.1  การแยกสวนสกัดหยาบเมทานอลจากน้าํเลี้ยงเชื้อ Psilocybe cubensis  

 

ลําดับ 

สวนที ่

ตัวชะ น้ําหนกั 

(มิลลิกรัม) 

ลักษณะปรากฏ 

1 - 8 100% คลอโรฟอรม 1.6 ของเหลวใส ไมมีสี 

11 – 20 1% เมทานอลในคลอโรฟอรม 1.3 ของเหลวใส 

21 – 28   2% เมทานอลในคลอโรฟอรม 1.5 ของเหลวใส 

29 – 35 3% เมทานอลในคลอโรฟอรม 2.8 ของเหลวสเีหลือง 

36 – 41 4% เมทานอลในคลอโรฟอรม 2.4 ของเหลวสเีหลือง 

42 – 47 5% เมทานอลในคลอโรฟอรม 3.1 ของเหลวสเีหลือง 

48 – 54 6% เมทานอลในคลอโรฟอรม 5.2 ของเหลวสเีหลือง 

55 – 64  7% เมทานอลในคลอโรฟอรม 4.5 ของเหลวสเีหลือง 

65 - 70 8% เมทานอลในคลอโรฟอรม 3.2 ของเหลวสเีหลือง 

71 - 77 9% เมทานอลในคลอโรฟอรม 6.1 ของเหลวสเีหลือง 

78 – 93 10% เมทานอลในคลอโรฟอรม 8.0 ของหนืดสีเหลอืง คลายน้าํมนั 

94 – 113 15% เมทานอลในคลอโรฟอรม 4.7 ของเหลวสเีหลือง 

114 – 124 20% เมทานอลในคลอโรฟอรม 5.8 ของเหลวสเีหลือง 

125 - 136 25% เมทานอลในคลอโรฟอรม 7.4 ของเหลวสเีหลือง 

137 - 150 30% เมทานอลในคลอโรฟอรม 5.3 ของเหลวสเีหลือง 

151 - 162 35% เมทานอลในคลอโรฟอรม 4.0 ตะกอนสีขาวขุน 

163 - 167 50% เมทานอลนคลอโรฟอรม 12.0 ของเหลวสเีหลือง 

 

จากผลการวิเคราะหดวย1H NMR  ของลําดับสวนที่ 78 - 93 และลําดับสวนที่ 151 - 162  

พบวานาจะมสีารที่นาสนใจ จึงนาํมาแยกองคประกอบตอโดยใช preparative TLC โดยลาํดับสวน

ที่ 78 - 93  ใชวัฏภาคเคลื่อนที่เปน 5% เมทานอลในคลอโรฟอรม  และลําดับสวนที ่ 151 - 162  

ใชวัฏภาคเคลื่อนที่เปน 30% เมทานอลในคลอโรฟอรม ตามลําดับ   

 
3.9.3 การทําใหบริสทุธิ์และสมบัติทางเคมีของสาร  
            

3.9.3.1  สาร 1 จากลําดับสวนที่ 78 - 93    
 นาํสวนที่ไดจากลําดับสวนที่ 78-93  แยกดวย preparative TLC    โดย 
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ใชวัฏภาคเคลื่อนที่เปน 5%  เมทานอลในคลอโรฟอรม แยกไดทั้งหมด 2 แถบ ดังนี ้

แถบ 1 คา Rf =  0.61 

แถบ 2 คา Rf =  0.75 

แถบที ่1     ไดเปนสาร 1 เปนของหนืดสีเหลือง   น้าํหนัก 8 มิลลิกรัม ซึง่มีสมบัต ิ

ทางเคมีดังนี ้  

  IR สเปกตรัม ทําการวัดโดยหยดสารลงบนแผนวินโดวทีท่ําดวยผลกึโพแทสเซียม

โบรไมด  (KBr)  

การดูดกลืนแสงที่เลขคลื่น     3334 (O-H stretching),   2953 (C-H stretching),  

1674 (C=O stretching), 1521 (C=C stretching aromatic ring) และ 1019 (C-O bending 

alcohol) cm-1 ดังแสดงในตารางที่ 4.2 

δH (CDCl3, 400 MHz):  9.57 (1H, s, CHO), 7.21 (1H, d, J =3.5 Hz , H-3),  

6.51  (1H, d,  J =3.5 Hz, H-4), 4.70 (2H, s, CH2OH), ppm   (รูปที่ 1ข ภาคผนวก ข)  

δC (CDCl3,100 MHz): 177.72 (d, CHO), 160.71 (s, C-5), 152.3 (s, C-2),  

123.03 (d, C-3), 110.01 (d, C-4), 57.56 (t, C-6) ppm  (รูปที่ 2ข ภาคผนวก ข) 

 

สเปกตรัมของ HSQC และ HMBC แสดงไวในรูปที่ 4ข และ 5ข  

ภาคผนวก ข     

MS (API/MS) สเปกตรัม m/z 148.984 [M+Na]+    (รูปที่ 1ค ภาคผนวก ค) 

 

 

 
 

รูปที่ 3.1   โครงสรางทางเคมีของสาร 1 

 
3.9.3.2  สาร 2  จากลําดับสวนที่ 151 - 162   

นําสวนที่ไดจากลําดับสวนที ่151 – 162   แยกดวย preparative TLC  

โดยใชวัฏภาคเคลื่อนที่เปน 30%  เมทานอลในคลอโรฟอรม แยกไดทัง้หมด 5 แถบ ดังนี ้
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แถบ 1 คา Rf =  0.20 

แถบ 2 คา Rf =  0.25 

แถบ 3 คา Rf =  0.50 

แถบ 4 คา Rf =  0.71 

แถบ 5 คา Rf =  0.79 

แถบที ่2     ไดเปนสาร 2 เปนตะกอนสีขาวขุน   น้ําหนกั 4 มิลลิกรัม     ซึ่งมีสมบัติ 

ทางเคมีดังนี ้

  IR สเปกตรัม      ทําการวัดโดยหยดของเหลวลงบนแผนวนิโดวที่ทาํดวยผลึกซงิค

ซิลิไนด (ZnSe) ทําการวัดดวย ATR mode  

  การดูดกลืนแสงที่เลขคลื่น 3357 broad (O-H stretching), 2924 (C-H 

stretching), 1743 (C=O stretching), 1643 (C=C stretching), 1102 และ 1023 (C-O 

stretching) cm-1 ดังแสดงในตารางที ่4.5 

δH (CD3OD, 400 MHz.):  6.87 (1H, d, J = 2.8 Hz, H-3), 6.2 (1H, d, J = 2.8  

Hz, H-4), 4.51  (2H, s, H-6) ppm   (รูปที่ 8ข ภาคผนวก ข)  

δC (CD3OD, 100 MHz.): 150 (d, C-2), 114 (s,C-3), 109 (s, C-4), 156  

(C-5),  56.2 (t, C-6) ppm  (รูปที่ 9ข ภาคผนวก ข) 

สเปกตรัมของ HSQC และ HMBC แสดงไวในรูปที่ 10ข และ 11ข ภาคผนวก ข   
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 3.2   โครงสรางทางเคมีของสาร 2 
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3.10  การวิเคราะหหาปรมิาณสารออกฤทธิห์ลอนจิตและประสาทไซโลไซบินและไซโลซิน  
จากเห็ด Psilocybe cubensis ในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB บมที่อุณหภูมิหอง  เปนเวลา  45 
วัน โดยเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟสมรรถนะ (High performance liquid chromatography; 
HPLC)  
 

3.10.1  การเตรียมสารมาตรฐานผสมไซโลไซบิน ไซโลซินและ 4-hydroxyindole สําหรับ

วิเคราะหดวยเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟแบบสมรรถนะ (HPLC)  

การเตรียมสารมาตรฐานผสมใหไดความเขมขน    25    ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

เชนเดียวกับวธิีการของ Tsujikawa และคณะ (2003)  พบวา ความเขมขนของสารมาตรฐาน

ดังกลาวสูงกวาตัวอยางที่สกดัได จึงเจือจางสารมาตรฐานผสมใหมีความเขมขนใกลเคียงกับ

ตัวอยาง คือ ความเขมขน 12.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ดังแสดงในแผนภาพที่ 3.3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  
 
 
แผนภาพที่ 3.3  การเตรียมสารมาตรฐานผสมไซโลไซบิน ไซโลซนิและ 4-hydroxyindole  

 ความเขมขน 12.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 

 

ไซโลไซบิน ~ 0.5 มก. ไซโลซิน ~ 0.5 มก. 4-hydroxyindole ~ 0.5 มก. 

5 มิลลิลิตร 

สารละลายบัฟเฟอร สารละลายบัฟเฟอร สารละลายบัฟเฟอร 

5 มิลลิลิตร 10 มิลลิลิตร 

สารละลายบัฟเฟอร  1 มิลลิลิตร 

สารละลายมาตรฐานผสม 4 มิลลิลิตร 

(ความเขมขน  25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

ปเปต 500 ไมโครลิตร  

สารละลายบฟัเฟอร 500 ไมโครลิตร 

สารละลายมาตรฐานผสมเปน 1 มิลลิลิตร 

(ความเขมขน  12.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

ปเปต 1 มิลลิลิตร  ปเปต 1 มิลลิลิตร  ปเปต 1 มิลลิลิตร  
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3.10.2 การเตรียมสกดัตัวอยางเห็ด Psilocybe cubensis  

ตัวอยางดอกเห็ดมาจากการเพาะเลี้ยงเสนใย P. cubensis ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ชนิดเหลว PDB ในหองปฎิบัติการทดลอง  เปนระยะเวลาประมาณ 45 วัน 

 

 3.10.2.1  การทําเห็ดใหแหง 

  นําเห็ดมาอบแหงที่อุณหภูมิ  60 องศาเซลเซียส  เปนเวลา  3 ชั่วโมง  

แยกสวนดอกเห็ดและกานดอกเห็ดออกจากกัน 

   

 3.10.2.2  ดอกเห็ด (cap) 

นําสวนดอกเหด็ที่แหงมาบดใหละเอียด      ชั่งตัวอยางมา 51.7 มิลลิกรัม  

สกัดดวยเมทานอล คร้ังละ 2 มิลลิลิตร ทาํการสัน่ดวยอางคลื่นความถี่สูง (Ultrasonic bath)  เปน

เวลา 30 นาที  นํามาหมนุเหวี่ยงที่ความเร็ว 3000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 2 นาที ดูดเอาสวนใส

ดานบนออกมาใสหลอดทดลอง  จากนัน้ทําการสกัดซ้ําอีกครั้ง  นาํสวนใสที่ไดมาระเหยแหงภายใต

กระแสไนโตรเจน (Nitrogen stream)  ละลายดวยสารละลายบฟัเฟอรที่ม ีInternal Standard  25 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จํานวน 500 ไมโครลิตร และเติมสารละลายบัฟเฟอร จํานวน 500 

ไมโครลิตร ไดความเขมขนของ internal standard เปน 12.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  นาํมากรอง

ผาน PTFE microfilter ขนาดรูพรุน 0.45 μm ใสขวดแกว ขนาด 1.5 มลิลิลิตร  

 

3.10.2.3  กานดอกเห็ด (stalk) 

นําสวนกานดอกเห็ดที่แหงมาบดใหละเอยีด  ชั่งน้ําหนัก 55.7 มิลลิกรัม  

ทําการสกัดเชนเดียวกับตัวอยางดอกเห็ด ขอ 3.10.2.2 

 

3.10.3 ภาวะที่ใชวิเคราะหโดยเทคนิค HPLC 

ทําการวิเคราะหสวนสกัดดอกเห็ดและกานดอกเห็ด          โดยเทคนิคลคิวิดโคร

มาโทกราฟสมรรถนะ (HPLC)  ตามภาวะที่ใชวิเคราะหของ Tsujikawa และคณะ (2003) ดังนี ้

Column :  Inertsil  ODS-3 , 150 x 4.6 mm, 5 μm with guard column 

Mobile phase :  10 mM Ammonium formate (pH 3.5) : Acetonitrile   

    (95:5 v/v) 

Flow rate :  1.0 mL/min  

Inj. Vol.  :  20 μL  

Detection :  UV 220 nm  
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พบวา  ไซโลไซบิน ไซโลซินและ 4-hydroxyindole  ใหคา retention time (RT) ที่ตางกัน  

ดังแสดงในรูปที่  4.13 

 

3.10.4 การคํานวณปริมาณไซโลไซบินและไซโลซิน 

จากการใชวิธีวิเคราะหโดยใชสารละลายของมาตรฐานเพียงความเขมขนเดียว 

 จําเปนตองใชความเขมขนที่เทากับหรือใกลเคียงกับความเขมขนของสารที่ตองการวิเคราะหใน

สารละลายของสารตัวอยาง  เนื่องจากเปนการวัดคาแอบซอรแบนซเพียงคาเดียวเทานั้น  และการ

หาความเขมขนของสารที่ตองการวิเคราะหในสารละลายของสารตัวอยางเปนการคํานวณโดย

เทียบบัญญัติไตรยางค  ซึ่งจะได 

Cu = Au x Cs / As 

 

เมื่อ Cu เปนความเขมขนของสารที่ตองการวิเคราะหในสารละลายของสารตัวอยาง 

 Cs เปนความเขมขนของสารมาตรฐานที่ตองการวิเคราะหในสารละลายของสาร 

มาตรฐาน 

 Au เปนคาแอบซอรแบนซที่วัดไดจากสารละลายของสารตัวอยาง 

 As เปนคาแอบซอรแบนซที่วัดไดจากสารละลายของสารมาตรฐาน 

 

 ซึ่งคาแอบซอรแบซที่วัดไดโดยเทคนิค HPLC จะแปรคาเปนพื้นที่ใตพีค  สําหรับวิธีนี้มี

ขอจํากัด คือ การดูดกลืนรังสีโดยสารที่ตองการวิเคราะหนั้นตองเปนไปตามกฎของ Beer และ

สามารถหาสารมาตรฐานที่มีความบริสุทธิ์ สูงพอ  เปนวิธีหนึ่งที่นิยมใชกันมากใน British 

pharmacopoeia และ United States pharmacopoeia  (นวลศรี, 2536) และมีการใช internal 

standard ในการวิเคราะหจึงใชการเปรียบเทียบพื้นที่ใตพีคของสารมาตรฐานหรือตัวอยางกับพื้นที่

ใตพีคของ internal standard มาใชในการคํานวณหาปริมาณสารดังกลาว   

 

จากสูตรการคํานวณขางตน  เมื่อนํามาแทนคาในการหาปริมาณสารจะไดเปน 

  Cu =  ปริมาณสารที่ตองการทราบคา x Dilution factor of sample x น้ําหนักแหง 

     ของตัวอยาง (mg) 

=  ปริมาณสารที่ตองการทราบ  x  1 ml  x  น้ําหนักแหงของตัวอยาง (mg) 

 Cs =  ปริมาณสารของสารมาตรฐาน  x   Dilution factor of standard  x  น้ําหนัก 

     ของสารมาตรฐาน (mg) 



 

 

29 

 

=  (% standard potency / 100)  x  [(1/5 ml) x (1 ml / 4 ml) x (0.5 ml / 1 ml)]   

    x  น้ําหนักของสารมาตรฐาน (mg) 

 Au =  อัตราสวนพื้นที่ใตพีคของตัวอยางตอพื้นที่ใตพีคของ internal standard 

  =  Sample ratio 

 As =  อัตราสวนพื้นที่ใตพีคของสารมาตรฐานตอพื้นที่ใตพีคของ internal standard 

  =  Standard ratio 

 

ฉะนั้น จะไดสูตรในการคํานวณเปน 

ปริมาณสารที่ตองการทราบคา   

=  [ Au / As ] x Cs  x [1/1 ml x 1/น้ําหนักแหงของตัวอยาง(mg)] 

 

เมื่อแทนคา  จะไดเปน 

ปริมาณสารทีต่องการทราบคา  

=  [(Sample ratio/standard ratio) x (% standard potency/100) x (1/5 ml) x  

     (1 ml/4 ml) x (0.5 ml/1 ml) x standard weight (mg) x (1/1 ml) x  

     (1/sample weight (mg))] 

 

 ในการวิเคราะหหาปริมาณ  ทาํการฉีดสารมาตรฐานผสม 2 คร้ัง สลับกับการฉีดตวัอยาง 

2 คร้ัง นัน่คือ จะไดลําดับการฉีดเปน  สารมาตรฐานผสม 2 คร้ัง, ตัวอยาง 2 คร้ัง, สารมาตรฐาน

ผสม 2 คร้ัง, ตัวอยาง 2 คร้ัง ดังนั้น จะไดคาพื้นที่ใตพีคของสารมาตรฐานผสม 4 คา นาํคาพื้นที่ใต

พีคของสารมาตรฐานแตละชนิดมาคิดเทียบอัตราสวนกบั internal standard ในแตละครั้งที่ฉีดสาร

มาตรฐานผสม  แลวหาคาเฉลี่ยเพื่อนํามาใชในการคํานวณตอไป  ในทาํนองเดียวกัน  นําคาพืน้ที่

ใตพีคของตัวอยางที่ฉีดมาคิดอัตราสวนแลวหาคาเฉลี่ย จากนัน้จึงนาํไปแทนคาลงในสูตรการ

คํานวณเพื่อหาปริมาณสารไซโลไซบินและไซโลซิน  ดังแสดงในตาราง 1จ และ  2จ  (ภาคผนวก จ)   

 

 



   บทที่ 4 
  

ผลการทดลองและวิจารณผล 
 
4.1 ผลการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเสนใย Psilocybe cubensis ที่นํามาใชศึกษา 
 
  4.1.1  ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

4.1.1.1 ผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาดวยตาเปลา  

จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ P. cubensis    เมื่อเล้ียงบนอาหาร 

เล้ียงเชื้อ 4 ชนิด ไดแก  Potato Dextrose Agar (PDA), Malt Extract Agar (MEA), Corn Meal 

Agar (CMA) และ Sabouraud’s Dextrose Agar (SDA)  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 2 สัปดาห พบวาลักษณะโคโลนีประกอบดวยเสนใยสีขาว  และไมพบมีการสรางสปอร  ดัง

แสดงในรูป 4.1 

 

  
PDA      MEA 

  
CMA      SDA 

 
รูปที่ 4.1  ลักษณะทางกายภาพของโคโลนีและเสนใยของ P. cubensis  บนอาหารเลี้ยงเชื้อ            

                PDA, MEA, CMA และ SDA บมที่อุณหภูมหิอง  เปนเวลา 2 สัปดาห 
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4.1.1.2  ผลการศึกษาลักษณะโครงสรางเสนใย Psilocybe cubensis ดวยกลอง

จุลทรรศน 

จากการทํา slide culture ของเสนใย P. cubensis          และศึกษาภายใตกลอง 

จุลทรรศน  พบวา  มี clamp connection ซึ่งเปนลักษณะโครงสรางเฉพาะของเสนใยราในไฟลัม

Basidiomycete  ซึ่งเห็ดสกุล Psilocybe จัดอยูในไฟลัมนี้  ดังแสดงในรูป  4.2  จึงเปนการพิสูจน

วาเสนใยที่แยกไดนาจะมาจากการแยกเนื้อเยื่อดอกเห็ด P.  cubensis    

 

 
รูปที่ 4.2  ลักษณะเสนใยของ P. cubensis  ภายใตกลองจุลทรรศน  กาํลังขยาย 100X     

                ตําแหนงลูกศรชี้ คือ clamp connection 
 

4.1.2 ผลการพิสูจนสายพันธุทางอณูชีววิทยา 
 

  จากการพิสูจนทางอณูชีววิทยาเม่ือเปรียบเทียบลําดับเบสดีเอ็นเอบริเวณ ITS 

รวมกับไพรเมอร ITS1f และ ITS4 ของ P. cubensis ที่ไดกับขอมูลดีเอ็นเอในฐานขอมูล GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) พบวา มีความเหมือนกับ P.  cubensis  100%  (Accession 

No. AY129342, score = 618 bit) และเหมือนกับ P. cyanescens 94% (Accession No. 

DQ494691, score = 644 bits)  ดังนั้นจึงจัดไดวาเปนรา P.  cubensis  ดังแสดงในรูปที่ 4.3 และ 

alignment data แสดงในภาคผนวก ฉ 
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TCCTCCGCTT  ATTGATATGC  TTAAGTTCAG  CGGGTAGTCC 

TACCTGATTT  GAGGTCAAAT  TGTCATTAAT  TGTCTGAGTA 

AACAGACGGT TTGAAGCAGC TTCAACCCAT  TCATAGTAGA 

CATCCACGGC GTAGATAATT  ATCACACCAA  TAGACGGTCC 

ACAGCGGGCA GCCGGCTAAT GCATTTAAGG  GGAGCTGACT 

TGGTAAGAAG CCGGCAAAAT AAACCCCCAA GTCCAAGCCA 

TTACACAAGC  TAACAAAAGC  TGGTAAGGTT  GAGAATTTAA 

TGACACTCAA  ACAGGCATGC TCCTCGGAAT  ACCAAGGAGC 

GCAAGGTGCG TTCAAAGATT  CGATGATTCA  CTGAATTCTG 

CAATTCACAT  TACTTATCGC  ATTTCGCTGC  GTTCTTCATC 

GATGCGAGAG CCAAGAGATC CGTTGCTGAA  AGTTGTATAT 

TGTTTTATAG  GCACAAGGCC ATATAGATAC  ATTCTGTTAC 

ATTCATTGGA  GTATATGAAA  ACGTAGACCA TCATTGAGAA 

AGCCTTCAAT  TCATCAGAGA  GTAATCTCTG  ACTTCAATCC 

AGCTTCCAAA  AACAATGATC  TACAAAAAGT  GCACAGGTGG 

AAATATAAAG  ATGACGGGCG AGCACATGCC CCCGAGAGGG 

CCAGCTACAA CCACGCCAAA GTTATTCAAT  AATGATCCTT 

CCGCAGGTTC ACCTACGGAA ACCTTGTTAC  GACTTTTACT 

TCCTCTAAAT  GACCAAG (787 bp) 

 

รูปที่  4.3   ลาํดับเบสบริเวณ ITS รวมกบัไพรเมอร ITS1f และ ITS4 ของ Psilocybe  cubensis   

                 เมือ่เทียบกบัขอมูลดีเอ็นเอในฐานขอมูล GenBank  
 

4.1.3  สัณฐานวิทยาของเห็ด Psilocybe cubensis ในอาหารเลี้ยง PDB บมท่ี
อุณหภูมิหอง เปนเวลา  45 วัน 

 
จากการเพาะเลี้ยง P. cubensis    ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนดิเหลว PDB  ที่อุณหภูม ิ

หอง  พบวา เมื่ออายปุระมาณ 45 วนั มดีอกเห็ดเกิดข้ึน ลักษณะของดอกเห็ดที่เกดิข้ึนมีโครงสราง

คลายเห็ดสายพันธุนี้  กลาวคือ  ดอกเหด็เมื่อออนมีลกัษณะแหลม เมื่อบานมีสนี้ําตาล ดานใต

หมวกเห็ดมีสดํีา  ดังแสดงในรูปที่  4.4 
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รูปที่ 4.4     ดอกเห็ดของ P. cubensis ทีเ่กิดในอาหารล้ียงเชื้อ Potato dextrose broth  (PDB)  

                   บมที่อุณหภูมหิอง  เปนเวลาประมาณ 45 วนั 

 
4.2 ผลการศึกษาการเจริญเติบโตของรา Psilocybe cubensis บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 
และการศึกษาอัตราการเจริญเติบโตในอาหารเหลว MEB 
 

 จากการศึกษาการเจริญเติบโตของเช้ือรา P. cubensis  เมื่อนาํไปเล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อ

ชนิดแข็ง จาํนวน 4 ชนิด  ไดแก  PDA, MEA, CMA และ SDA เปนเวลา 2 สัปดาหที่อุณหภูมิหอง   

เพื่อดูขนาดของโคโลนีและลักษณะเสนใยดังแสดงในรูปที่ 4.1 และตารางที่ 4.1  พบวาอาหารเล้ียง

เช้ือที่มีความเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของ P. cubensis  คือ MEA จึงเลือกใชอาหารเล้ียงเชือ้

ดังกลาวในการวัดการเจริญเติบโต  เนื่องจากมีอัตราการเจริญเติบโตเร็วกวาอาหารเล้ียงเชื้อแข็ง

ชนิดอ่ืน และเพื่อศึกษาเปรียบเทยีบการสรางสารเอกลักษณเฉพาะของ P. samuiensis จาก

งานวิจยัของ Suwancharoen, 2005  ที่ผานมากับ P. cubensis  ในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเดียวกัน 

 

ตารางที่  4.1  ขนาดของโคโลนีและลักษณะทางกายภาพของ P. cubensis บนอาหารเล้ียงเช้ือ 

                      ชนิดแข็ง PDA, MEA, CMA และ SDA ที่อุณหภูมหิอง  เปนเวลา 2 สัปดาห 

 

ชนิดของอาหาร ขนาดของโคโลนี 

(ซม.) 

ลักษณะทางกายภาพของโคโลน ี

PDA 7.2 เสนใยหนาบางไมสม่ําเสมอ ขอบไมเรียบ 

MEA 7.4 เสนใยหนาปานกลาง  ขอบเปนวงเรียบ 

CMA 7.0 เสนใยหนา สขีาว ขอบไมเรียบ 

SDA 6.8 เสนใยหนา สขีาว ขอบไมเรียบ 
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 จากการศึกษาอัตราการเจริญเติบโตในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเหลว MEB ที่อุณหภูมิหอง  

เปนเวลา 2 เดือน  โดยการช่ังน้ําหนักเสนใยที่อบแหง เขียนกราฟเสนระหวางน้าํหนักแหงกับวันที่ 

ดังรูปที ่4.5   
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รูปที่ 4.5  กราฟแสดงความสัมพนัธของการเจริญเติบโตของเสนใย Psilocybe cubensis เมื่อทาํ 

                การเพาะเล้ียง  ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว MEB  เปนเวลา 60 วัน 

 

 พบวา  อัตราการเจริญเติบโตของเสนใย P. cubensis สูงสุดที่ 45 วัน จากนัน้การเจริญจะ

คอยๆลดลงมาจนถึงจุดที่เร่ิมคงที่ในวนัที่ 55  และคงที่เมื่ออายุ 60 วัน  นัน่แสดงวาราเขาสูระยะ 

Stationary phase  ซึ่งเปนระยะที่รามีการสรางสารเมแทบอไลตทุติยภูมิ (secondary metabolite)  

ดังนัน้จึงเลือกใชระยะเวลาในการเล้ียงเสนใย  P. cubensis  เปน 60 วนั  

      
 4.3 การเลี้ยง Psilocybe cubensis  และการสกัดสารเมแทบอไลตที่สรางไดจาก Psilocybe 
cubensis 
 

 เล้ียงเสนใยรา P. cubensis  ในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเหลว MEB     ในขวดรูปชมพู   ขนาด  

250  มิลลิลิตร   ที่บรรจุดวยอาหารเล้ียงเชื้อชนิดเหลว   ปริมาตร 100 มิลลิลิตร      สกัดเสยใยที่

กรองไดดวยเมทานอลกอนที่จะนําไปสกดัลําดับสวนดวยเฮกเซน, ไดคลอโรมีเทน, เอธิลอะซิเตต 
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และเมทานอล  นาํอาหารเลี้ยงเชื้อที่กรองไดมาสกัดดวยเฮกเซน, ไดคลอโรมีเทน, เอธิลอะซิเตต

และเมทานอล ตามลําดับ ดังแสดงในแผนภาพท่ี 3.1 

 
4.4  องคประกอบทางเคมขีองสวนสกดัหยาบของน้ําเลีย้งเชื้อ Psilocybe cubensis  
 

4.4.1 การแยกสวนสกัดหยาบใหบริสุทธิ ์

 

4.4.1.1 สวนสกัดหยาบเฮกเซนและไดคลอโรมีเธนจากเสนใย 

จากการแยกองคประกอบทางเคมีของสวนสกัดหยาบทั้งสองชนิด  พบวาสาร 

ที่ไดมีปริมาณ  100  มิลลิกรัม   (โดยประมาณ)  นํามาวิเคราะหดวยโครมาโทกราฟแบบบาง   และ 
1H NMR พบวาประกอบดวยสเตียรอยด (Steroid) และ ไตรกลีเซอไรด (triglyceride)  ซึ่งเปนสาร

ที่พบทั่วไปในสวนสกัดเหลานี้  สําหรับสวนสกัดหยาบเมทานอลจากเสนใย  พบวามีน้ําตาลเปน

สวนประกอบ 

 

4.4.1.2 สวนสกัดหยาบเมทานอลจากน้ําเล้ียงเชื้อ (ดังแสดงในแผนภาพท่ี 2)  

โดยสวนใหญสวนสกัดหยาบเมทานอลจะมีน้ําตาลเปนองคประกอบ     จึงนํา 

มาสกัดแยกน้ําตาลดวยไดคลอโรมีเทนกอนจะทําการแยกดวยเทคนิคโครมาโทกราฟ  โดยใชซิลิ

กาเจลเปนตัวดูดซับ วัฏภาคเคล่ือนที่ที่ใชเปนคลอโรฟอรม แลวเพิ่มสภาพข้ัวโดยการเติมเมทานอล 

พบวาที่ 10% ของเมทานอลในคลอโรฟอรม ไดสาร 1 มีสีเหลือง  ลักษณะหนืดคลายน้ํามัน และที่ 

35% ของเมทานอลในคลอโรฟอรม  ไดสาร 2   ลักษณะเปนตะกอนสีขาวขุน (คราบสีขาวติดที่ขวด

กนกลม)   

สาร 1  เปนของหนืดสีเหลือง   แยกไดจากลําดับสวนที่  78-93      ในคอลัมน 

โครมาโทกราฟ  โดยใชซิลิกาเจลเปนตัวดูดซับ  ตัวชะเปน 10% ของเมทานอลในคลอโรฟอรม  

จากนั้นนํามาแยกตอดวยเทคนิค preparative TLC  โดยใชวัฏภาคเคล่ือนที่เปนเปนเมทานอลตอ

คลอโรฟอรม  อัตราสวน 5:95   ไดแถบที่  1  น้ําหนัก  8  มิลลิกรัม  เปนสารสีเหลือง  ลักษณะหนืด

คลายน้ํามัน 

สาร 2  เปนตะกอนสีขาวขุน  แยกไดจากลําดับสวนที่ 151-162     ในคอลัมน 

โครมาโทกราฟโดยใชซิลิกาเจลเปนตัวดูดซับ  ตัวชะเปน 35% ของเมทานอลในคลอโรฟอรม  

จากนั้นนํามาแยกตอดวยเทคนิค preparative TLC  โดยใชวัฏภาคเคล่ือนที่เปนเปนเมทานอลตอ

คลอโรฟอรม  อัตราสวน 30:70   ไดแถบที่  2  น้ําหนัก  4  มิลลิกรัม  เปนตะกอนสีขาวขุน 
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 สําหรับสวนสกัดหยาบจากน้ําเล้ียงเชื้อในตัวทําละลายชนิดอ่ืนๆ  เชน เฮกเซน  

ไดคลอโรมีเทน  และเอธิลอะซิเตต  เมื่อทําการแยกดวยเทคนิคโครมาโทกราฟและนํามาวิเคราะห

ดวย1H NMR พบวามีสารที่นาสนใจเชนกัน  แตเนื่องจากตัวอยางของสารที่แยกไดมีปริมาณนอย 

(ประมาณ 1-2 มิลลิกรัม) จึงไมสามารถนํามาวิเคราะหตอไปได 

 

4.4.2 การวิเคราะหหาสูตรโครงสรางทางเคมีของสารบริสุทธิท์ี่แยกได 

 

สาร 1  สามารถละลายไดในเอธิลอะซิเตต และคลอโรฟอรม 

จากการวิเคราะหดวยเทคนคิอินฟราเรดสเปกโทรสโกป   ไดผลดังรูปที ่1ค  

(ภาคผนวก ค) พบวามีการดูดกลืนแสงที่เลขคล่ืน 3334 (O-H stretching), 2953 (C-H 

stretching), 1674 (C=O stretching), 1521 (C=C stretching aromatic ring) และ 1019 (C-O 

bending alcohol) cm-1 ดังแสดงในตารางที ่4.2 

 

ตารางที่ 4.2  ตําแหนงการดูดกลืนแสงอินฟราเรดของสาร 1 

 

เลขคลื่น (cm-1) ลักษณะ 

3334 O-H stretching 

2953 C-H stretching 

1674 C=O stretching 

1521 C=C stretching aromatic ring 

1019 C-O bending alcohol 

 

จากขอมูล 1H-NMR ของสาร 1 ดังแสดงไวในรูปที ่ 1ข ภาคผนวก ข ปรากฏ

สัญญาณของโปรตอนดังนี ้โปรตอนของอัลดีไฮดที่ δH 9.57 ppm โปรตอนของคารบอนตําแหนงที ่

3  δH 7.21 ppm โปรตอนของคารบอนตําแหนงที ่4 δH 6.51 ppm  และเมทิลลีนโปรตอนที่อยูติด

กับออกซิเจนที ่δH 4.70 ppm  

 

จากขอมูล 13C-NMR และ HSQC ของสาร 1 ดังแสดงไวในรูปที่ 2ข ภาคผนวก ข 

ปรากฏสัญญาณของคารบอนดังนี้   คารบอนตําแหนงที่ 1  δC 177.72 ppm  คารบอนตําแหนงที ่

5   δC 160.71 ppm คารบอนตําแหนงที่ 2 δC 152.30 ppm คารบอนตําแหนงที่ 3  δC 123.03 

ppm คารบอนตําแหนงที่ 4 ที่ δC 110.01 ppm และคารบอนตําแหนงที ่6 δC 57.56 ppm  
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ตารางที่ 4.3    ขอมูล 1H-NMR, 13C-NMR และ HMBC ของสาร 1 (ใน CDCl3) 

 

ตําแหนง 13C-NMR 

(δC) 

1H-NMR(δH) gHMBC (H to C) 

1 177.72 9.57 (CH, S) - 

2 152.30 - - 

3 123.03 7.21 (1H, d, J = 4 Hz) C-2, C-4, C-5 

4 110.01 6.51 (1H, d, J= 3.2 Hz) C-2, C-5 

6 57.56 4.70 (2H, s) C-5 

 

จากขอมูลความสัมพันธของ HMBC สามารถหาการเช่ือมตอของอะตอมใน

โมเลกุล  ดังแสดงในรูปที ่4.6   
 

 
 

รูปที่ 4.6  HMBC ของสาร 1 

 

จากขอมูล HMBC สาร 1  มีความสัมพนัธของโปรตอน H-3  กับคารบอน C-2,  

C-4 และ C-5  โปรตอน H-4 กับ C-2 และ C-6  และโปรตอน H-6 กับ C-5 

 

จากขอมูลแมสเปกตรัม (APCI/TOF MS spectrum) ของสาร 1 พบวาสารมีมวล

โมเลกุล m/z: 148.984 [M+Na]+   สูตรโมเลกุลของสาร 1 คือ C6H6O3  และมีมวลโมเลกุลจากการ

คํานวณ 149.1017   
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รูปที่  4.7   โครงสรางทางเคมีของสาร 1 

 

จากโครงสรางที่วิเคราะหได        ทําใหทราบวาสาร 1        มีโครงสรางเหมือนกับ  

5-Hydroxymethyl-furan-2-carbaldehyde  (5-HMF) (ดังแสดงในตารางที่ 4.4) ซึ่งเคยมีรายงาน

การคนพบในป 1990 โดย William และ Julie  แยกไดจากเมแทบอไลตของ Talaromyces flavus  

ในสวนสกัดจากสารอนิทรีย (organic extract) โดยเช้ือดังกลาวสามารถควบคุมการเกิดโรคจาก

เช้ือ Verticillium dahliae Kleb ทีท่ําใหเกดิการเหีย่วของมะเขือ (Ayer และ Racok, 1990) 

 

ตารางที่ 4.4  การเปรียบเทยีบ 13C-NMR และ 1H-NMR ของสาร 1 กบั 5-HMF 

 

 13C-NMR (δC) 
1H -NMR (δH) 

 สาร 1 5-HMF สาร 1 5-HMF 

1 177.72 178.1 9.57 (CH, s) 9.58 (1H,s,CHO) 

2 152.30 153.7 - - 

3 123.03 123.3 7.21 (1H, d, J = 4 Hz) 7.19 (1H, d, J=3.5 Hz, H-3) 

4 110.01 110.2 6.51 (1H, d, J= 3.2 Hz) 6.50 (1H, d, J=3.5 Hz, H-4) 

5 160.71 163.0 - - 

6 57.56 57.6 4.70 (2H, s) 4.70 (2H, s, CH2OH) 

 

สาร 2  สามารถละลายไดในเมทานอล 

จากการวิเคราะหดวยเทคนคิอินฟราเรดสเปกโทรสโกป     ไดผลดังรูปที่ 2ค 

(ภาคผนวก ค) พบวามีการดูดกลืนแสงทีเ่ลขคล่ืน 3357 broad (O-H stretching), 2924 (C-H 

stretching), 1743 (C=O stretching),  1643 (C=C stretching), 1102 และ 1023 (C-O 

stretching) cm-1 ดังแสดงในตารางที ่4.5 
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ตารางที่ 4.5  ตําแหนงการดูดกลืนแสงอินฟราเรดของสาร 2 

 

เลขคลื่น (cm-1) ลักษณะ 

3357 broad O-H stretching 

2924 C-H stretching 

1743 C=O stretching 

1643 C=C stretching 

1102 และ 1023 C-O stretching  

 

จากขอมูล 1H-NMR ของสาร 2 ดังแสดงไวในรูปที ่ 8ข ภาคผนวก ข ปรากฏ

สัญญาณของโปรตอนดังนี ้ โปรตอนของคารบอนตําแหนงที ่ 3  δH 7.21 ppm โปรตอนของ

คารบอนตําแหนงที ่4 δH 6.51 ppm  และโปรตอนท่ีตออยูกับเมทอกซิ (CH2OH) ที่ δH 4.70 ppm  

จากขอมูล 13C-NMR ของสาร 2 ดังแสดงไวในรูปที ่ 9ข ภาคผนวก ข ปรากฏ

สัญญาณของคารบอนดังนี ้  คารบอนตําแหนงที ่5  ที่ δC 156 ppm คารบอนตําแหนงที ่2 δC 150 

ppm คารบอนตําแหนงที่ 3 ที่ δC 114 ppm คารบอนตําแหนงที ่4 ที่ δC 109 ppm และเมทอกซิ

คารบอนที ่δC 56.2 ppm  

 

ตารางที่ 4.6    ขอมูล 1H-NMR,  13C-NMR และ HMBC ของสาร 2 (ใน CD3OD) 

 

ตําแหนง 13C-NMR 

(δC) 

1H-NMR(δH) gHMBC (H to C) 

2 150 - - 

3 114 6.8 (1H, J= 2.8 Hz) C-2, C-4, C-5 

4 109 6.2 (1H, J = 2.8 Hz) C-1, C-5 

5 156 - - 

6 56.2 4.5 (2H, s) C-4, C-5 

 

จากขอมูลความสัมพันธของ HMBC สามารถหาการเช่ือมตอของอะตอมใน

โมเลกุลดังแสดงในรูป 4.8  
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รูปที่ 4.8  HMBC ของสาร 2 

 

จากขอมูล HMBC สาร 1  มีความสัมพนัธของโปรตอน H-3  กับคารบอน C-2, C-

4 และ C-5   โปรตอน H-4 กบั C-2 และ C-6  และโปรตอน H-6 กับ C-5 

 

 
 

รูปที่  4.9  โครงสรางทางเคมีของสาร 2 

 

จากโครงสรางที่วิเคราะหไดทําใหทราบวา สาร 2   มีโครงสรางคลายคลึงกับสาร 1 

เนื่องจาก IR พบวา  โครงสรางของสาร 2 มหีมูคารบอนิล  ดังนัน้  สาร 2 นาจะเปน 5-Hydroxy   

methyl-furan-2-carboxylic acid  เมื่อเปรียบเทียบขอมลู 1H-NMR และ 13C-NMR ของสาร 2 กับ  

สาร 1 และ 5-Hydroxymethyl-furan-2-carboxylic acid ดังแสดงในตารางที่ 4.7  ทําใหยนืยนัได

วา  สาร 2 คือ 5-Hydroxymethyl-furan-2-carboxylic acid   ซึ่งเคยมีรายงานการคนพบในป 

2001 โดย Jadulco และคณะ    พบอนุพนัธุชนิดใหมของ furan carboxylic acid จากฟองน้ํา

ทะเล ซึ่งไดมาจาก  Cladosporium herbarum    มีฤทธิ์ยับยัง้เชื้อ      Bacillus subtillis  และ  

Staphylococcus aureus  (Jadulco และคณะ, 2001)  และสาร 2 เปนอนพุันธุกับสาร 1  
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ตารางที่ 4.7  การเปรียบเทยีบ13C-NMR และ 1H-NMR ของสาร 2 กับสาร 1 และ  

                     5- Hydroxymethyl-furan-2-carboxylic acid   

 

 13C-NMR (δC) 
1H -NMR (δH) 

 สาร 2 สาร 1 5-Hydroxymethyl-
furan-2-carboxylic 
acid 

สาร 2 สาร 1 5- Hydroxymethyl-
furan-2-carboxylic 
acid   

1 - 177.72 162.5 - 9.57 (CH, s) - 

2 150 152.30 160.6 - - - 

3 114 123.03 110.2 6.8 (1H, d, 

J = 4 Hz) 

7.21 (1H, d, 

J = 4 Hz) 

6.44 (1H, d,  

J=3.5 Hz) 

4 109 110.01 119.5 6.2 (1H, d, 

J= 3.2 Hz) 

6.51 (1H, d, 

J= 3.2 Hz) 

7.12 (1H, d,  

J=3.5 Hz) 

5 156 160.71 145.9 - - - 

6 56.2 57.56 57.8 4.5 (2H, s) 4.70 (2H, s) 4.52 (2H, s) 

  
4.5 ผลการวิเคราะหหาปริมาณสารออกฤทธิ์หลอนจิตและประสาทไซโลไซบินและไซโล  
ซินจากเห็ด Psilocybe cubensis ในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB บมที่อุณหภูมิหอง  เปนเวลา 45 
วัน   โดยเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟสมรรถนะ (HPLC)     
 

จากเห็ด P. cubensis ที่เกิดในอาหารเล้ียงเช้ือ PDB ดังแสดงในรูปที่ 4.10 เม่ือนํามาสกัด

ตามวิธีการทดลองในขอ 3.10.3.2 และ 3.10.3.3  ไดสวนสกัดตัวอยางดอกเห็ดและกานดอกเห็ด

นํามาละลายดวยสารละลายบัฟเฟอร ใหไดความเขมขนของ internal standard เปน 12.5 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  ปริมาตรสารที่ใชวิเคราะห (injection volumn) เทากับ 20 ไมโครลิตร  

วิเคราะหโดยเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟสมรรถนะ (HPLC) ตามวิธีการทดลองในขอ 3.10.3  

พบวา  ทั้งสวนดอกเห็ดและกานดอกเห็ดมีสารออกฤทธิ์หลอนจิตและประสาทไซโลไซบินและไซโล

ซิน   ซึ่งใหคา retention time (RT) ที่ตางกัน คือ คา retention time (RT) ที่ 5.25 และ 13.54  นาท ี

ตามลําดับ  สวน Internal Standard  คา RT อยูที่ 25.43 นาที  ดังแสดงในรูปที่ 4.11  คํานวณหา

ปริมาณสารออกฤทธิ์ไดจากการเทียบพื้นที่ใตพีคของสารแตละชนิดกับ Internal Standard พบวา 

ดอกเห็ดมีไซโลไซบิน 0.051 % และไซโลซิน 0.010% (เม่ือเทียบกับน้ําหนักดอกเห็ดแหง 51.7 

มิลลิกรัม) สวนกานดอกเห็ดพบไซโลไซบิน 0.018 % และไซโลซิน 0.015% (เม่ือเทียบกับน้ําหนัก
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กานเห็ดแหง 55.7 มิลลิกรัม)ตามลําดับ   วิธีการคํานวณ ดังแสดงในตาราง 1จ และ 2จ พรอมดวย

ตัวอยางการคํานวณดังแสดงใน  ภาคผนวก จ 

 

สําหรับเสนใยของ P. cubensis ที่เกิดดอกเห็ดไดทําการวิเคราะหหาสารออกฤทธิ์ทั้งสอง

ชนิดโดยใชวิธีการสกัดและภาวะของเคร่ืองมือเชนเดียวกันกับการวิเคราะหในสวนดอกเห็ดและ

กานดอกเห็ด  ปรากฎวาไมพบสารทั้งสองในเสนใยที่เกิดดอกเห็ด  P. cubensis  ดังแสดงในรูปที่ 

4.11 

 

 

  
 
 

 
 
รูปที่  4.10   เห็ด P. cubensis ที่เกิดในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเหลว PDB และดอกเหด็    

                อายุประมาณ 45 วัน 
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(ก) สารมาตรฐานผสมไซโลไซบิน ไซโลซินและ 4-hydroxyindole  

ที่ความเขมขน  12.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 
(ข) สวนสกัดดอกเห็ด P. cubensis  หนัก 24.6 มิลลิกรัม 

       
(ค) สวนสกัดกานดอกเห็ด P. cubensis  หนัก 20.9 มิลลิกรัม 

       
(ง) สวนสกัดเสนใย P. cubensis ที่เกิดดอกเห็ดในอาหารชนิด PDB 

 

รูปที่ 4.11  โครมาโทแกรมของ (ก), (ข), (ค) และ (ง) ทีว่ิเคราะหดวย Inertsil ODS-3 column 

                     (15cmX4.6mmX5μm), mobile phase 10 mM Ammonium formate (pH 3.5) :   

                     Acetonitrile (95:5 v/v), 1.0 ml/min, Inj. Vol. 20 ul ที่  UV  220 nm 



บทที่ 5 
 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 
 
จากการศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ Psilocybe cubensis เมื่อนําไปเลี้ยงในอาหาร

เลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง จํานวน 4 ชนิด ไดแก PDA, MEA, CMA และ SDA เปนเวลา 2 สัปดาหที่

อุณหภูมิหอง   พบวาอาหารเลี้ยงเชือ้ชนิดแข็งที่มคีวามเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของ P. 

cubensis คือ PDA และ MEA สําหรับงานวิจยันี้เลือกใชอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง MEA ในการวดั

การเจริญเติบโต เนื่องจากเมื่อเลี้ยงในอาหารแข็ง MEA เสนใยของเชื้อรามีการเจรญิเร็วกวาเลี้ยง

ในอาหารแข็งชนิดอื่นๆ และเปนการศึกษาเปรียบเทียบการสรางสารเอกลักษณเฉพาะของ P. 

samuiensis จากงานวิจยัของ Suwancharoen, 2005  ที่ผานมากับ P. cubensis  ในอาหารเลี้ยง

เชื้อชนิดเดียวกัน 

สารสกัดจากน้าํเลี้ยงเชื้อ MEB ที่สกัดดวยเมทานอลถกูเลือกนาํมาศึกษา เมื่อนํามาแยก

สารบริสุทธิ์ดวยเทคนิคทางโครมาโทกราฟฟ ไดแก คอลัมนโครมาโทกราฟ และ preparative TLC 

ไดสาร 2 ชนดิ คือ 5-hydroxymethyl-furan-2-carbaldehyde และ 5-hydroxymethyl-furan-2-

carboxylic acid ซึง่สารทั้งสองชนิดดังกลาวเปนสารทีส่ามารถสกดัไดจากเชื้อราในธรรมชาต ิ เชน 

Talaromyces flavus  เปนตน 

ดอกเห็ด P. cubensis ที่เกดิขึ้นในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว PDB เปนเวลาประมาณ 45 

วัน บมที่อุณหภูมิหอง ถูกนาํมาวิเคราะหหาปริมาณสารออกฤทธิห์ลอนจิตและประสาทไซโลไซบิน

และไซโลซิน พบวาในดอกเห็ดมีไซโลไซบนิ 0.051 % และไซโลซิน 0.010% (เมื่อเทยีบกับน้าํหนกั

ดอกเห็ดแหง 51.7 มิลลิกรัม) สวนกานดอกเห็ดพบไซโลไซบิน 0.018 % และไซโลซิน 0.015% 

(เมื่อเทียบกับน้ําหนกักานดอกเห็ดแหง 55.7 มิลลิกรัม) สวนเสนใยที่เกิดดอกเห็ดไมพบไซโลไซบิน

และไซโลซิน 

 
ขอเสนอแนะ 
งานวิจยัครั้งนีเ้ปนงานวิจัยเบื้องตน หากตองการพัฒนาเปนชุดตรวจสอบลักษณะสําคัญ

ทางชีวภาพ (Biomarker) เพื่อใชในงานดานนิติวทิยาศาสตร นาจะใชเทคนิคอื่นในการทาํวิจยั

เพิ่มเติมดวย เชน เทคนิคทางอิมมูโนวทิยาในการตรวจสอบหาสารเสพติดในเลือด จงึจะไดผลการ

วิเคราะหที่แมนยํายิ่งขึน้ เปนตน 
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ภาคผนวก ก 
 

 อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง 
  อาหาร  Corn Meal Agar (CMA)  เตรียมตามสูตร  

 Corn Meal  20 กรัม 

 Peptone  20 กรัม 

 Glucose  20 กรัม 

 ผงวุน   15 กรัม 

 น้ํากลัน่     1 ลิตร 

 

อาหาร Malt Extract Agar (MEA) เตรียมตามสูตร  

 Malt extract  20 กรัม 

 Peptone    1 กรัม 

 Glucose  20 กรัม 

 ผงวุน   15 กรัม 

 น้ํากลัน่     1 ลิตร 

 

อาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) เตรียมตามสูตร 

 มันฝร่ัง   200 กรัม 

 Glucose   20 กรัม 

 ผงวุน    15 กรัม 

 น้ํากลัน่      1 ลิตร 

หั่นมนัฝร่ังใหเปนชิ้นสีเ่หลีย่มขนาดเล็ก  แลวนําไปตมจนมนัฝร่ังสุก  กรองดวยผาขาวบาง

นําน้ําตมมันฝร่ังสวนที่กรองไดมาปรับปริมาตรดวยน้าํกลัน่ใหไดปริมาตร 1 ลิตร    แลวนาํสวนประ 

กอบตางๆมาผสมเขาดวยกนั 

 

อาหาร Sabouraud’s Dextrose Agar (SDA) เตรียมตามสูตร 

 Glucose  40 กรัม 

 Peptone  10 กรัม 

 ผงวุน   15 กรัม 

 น้ํากลัน่     1 ลิตร 
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เมื่อผสมสวนตางๆจนเปนเนื้อเดียวกันแลว  นําไปทําการฆาเชื้อโดยใชเครื่องนึ่งฆาเชื้อโรค

ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี

 
อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว 

อาหาร  Corn Meal Broth (CMB) เตรียมตามสูตร  

 Corn Meal  20 กรัม 

 Peptone  20 กรัม 

 Glucose  20 กรัม 

 น้ํากลัน่     1 ลิตร 

 

อาหาร Malt Extract Broth (MEB) เตรียมตามสูตร  

 Malt extract  20 กรัม 

 Peptone    1 กรัม 

 Glucose  20 กรัม 

 น้ํากลัน่     1 ลิตร 

 

อาหาร Potato Dextrose Broth (PDB) เตรียมตามสูตร 

 มันฝร่ัง   200 กรัม 

 Glucose   20 กรัม 

 น้ํากลัน่      1 ลิตร 

หั่นมนัฝร่ังใหเปนชิ้นสีเ่หลีย่มขนาดเล็ก  แลวนําไปตมจนมนัฝร่ังสุก  กรองดวยผาขาวบาง

นําน้ําตมมันฝร่ังสวนที่กรองไดมาปรับปริมาตรดวยน้าํกลัน่ใหไดปริมาตร 1 ลิตร  แลวนาํ

สวนประกอบตางๆมาผสมเขาดวยกนั 

 

อาหาร Sabouraud’s Dextrose Broth (SDB) เตรียมตามสูตร 

 Glucose  40 กรัม 

 Peptone  10 กรัม 

 น้ํากลัน่     1 ลิตร 

 เมื่อผสมสวนประกอบตางๆจนเปนเนื้อเดยีวกนัแลว  นําไปทาํการฆาเชื้อโดยใชเครื่องนึ่ง

ฆาเชื้อโรคที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี

             



 

รูป
ที่ 

1ข
 1 H-

NM
R 
สเ
ปค
ตร
ัมข
อง
สา
ร 1

 

ภาคผนวก ข 



 

 

53 

 

รูปที่ 2ข 13C-NMR สเปคตรัมของสาร 1 
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รูปที่ 3ข COSY ของสาร 1 
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รูปที่ 4ข HSQC ของสาร 1 
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รูปที่ 5ข HMBC ของสาร 1 
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รูปที่ 6ข NOESY ของสาร 1 
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รูปที่ 7ข TOCSY ของสาร 1 
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รูปที่ 8ข 1H-NMR สเปคตรัมของสาร 2 
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รูปที่ 9ข 13C-NMR สเปคตรัมของสาร 2 
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รูปที่ 10ข HSQC ของสาร 2 
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รูปที่ 11ข HMBC ของสาร 2 
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ภาคผนวก จ 
 

วิธีการคํานวณหาปริมาณสารออกฤทธิ์ไซโลไซบินและไซโลซิน   
 

ปริมาณสารทีต่องการทราบคา  

 

=  [(Sample ratio/standard ratio) x (% standard potency/100) x (1/5 ml) x  

     (1 ml/4 ml) x (0.5 ml/1 ml) x standard weight (mg) x (1/1 ml) x  

     (1/sample weight (mg))] 

 

เมื่อ Sample ratio = อัตราสวนพื้นที่ใตพีคของตัวอยางตอพื้นที่ใตพีคของ internal  

    Standard (คาเฉลี่ย) 

 Standard ratio =  อัตราสวนพื้นที่ใตพีคของสารมาตรฐานตอพื้นที่ใตพีคของ internal  

    Standard (คาเฉลี่ย) 

 % Std. potency =  ความบริสุทธิ์ของสารมาตรฐาน (%) 

 Dilution factor standard 

=  การเจือจางสารมาตรฐานใหมีความเขมขน 12.5 ไมโครกรัมตอ 

มิลลิลิตร 

=  (1/5 ml) x (1 ml/4ml) x (0.5 ml/1ml) 

 Dilution factor Sample 

=  การเจือจางสวนสกัดตัวอยางกอนวิเคราะหดวย mobile phase  

    (มิลลิลตร) 

=  (1 / 1 ml) 

 Sample weight =  น้ําหนักตัวอยางที่อบแหง (มิลลิกรัม) 
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ตารางที่ 1จ  การหาปริมาณไซโลไซบินจากสวนสกัดดอกเห็ด (cap) และกานดอกเห็ด (stalk)   

        ดวยเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟสมรรถนะ (HPLC)  

 

 Peak area of 

Psilocybin 

Peak area of 4-

hydroxyindole 

Peak 

ratio 

Average 

ratio 

psilocybin 

(%w/w) 

Standard 1491465.16 3559067.51 0.41906   

 1496399.02 3557353.94 0.42065 0.42189 - 

 1496500.01 3530140.40 0.42392   

 1501151.40 3540971.73 0.42394   

Cap 1009908.99 3331917.14 0.30310 0.30261 0.051 

 1011813.13 3349029.47 0.30212   

Stalk 371852.67 3308322.02 0.11240 0.11254 0.018 

 373404.18 3313931.71 0.11268   

 
 
ตารางที่ 2จ   การหาปริมาณไซโลซินจากสวนสกัดดอกเห็ด (cap) และกานดอกเห็ด (stalk)  ดวย 

         เทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟสมรรถนะ (HPLC)  

 

 Peak area of 

Psilocin 

Peak area of 4-

hydroxyindole 

Peak 

ratio 

Average 

ratio 

psilocin 

(%w/w) 

Standard 2551361.95 3559067.51 0.71686   

 2557383.45 3557353.94 0.71890 0.71969 - 

 2548196.08 3530140.40 0.72184   

 2557108.53 3540971.73 0.72215   

Cap 336926.24 3331917.14 0.10112 0.09914 0.010 

 325413.46 3349029.47 0.09717   

Stalk 516014.97 3308322.02 0.15597 0.15783 0.015 

 529244.83 3313931.71 0.15971   
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ตัวอยางการคํานวณ 
 
การคํานวณหาปริมาณไซโลไซบินในสวนสกัดดอกเห็ด 

   =   [(0.30269/ 0.42189) x (0.489/5) x (100/100) x (1/4) x (0.5/1) x  

      (1/51.7) x 100] (x 3*) 

   =   0.051 % w/w 

 

หมายเหต ุ 3*  คือ  จาํนวนขวดที่ใสสวนสกัดดอกเหด็ที่แบงมาเปาแหงดวยกระแสไนโตรเจน  

ในปริมาณที่เทากนั  
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Alignments Data 
 

 
>gi|95107045|gb|DQ494691.1|  Psilocybe cyanescens isolate AFTOL-ID 
819 internal transcribed  
spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed  
spacer 2, complete sequence 
Length=597 
 
 Score =  644 bits (325),  Expect = 0.0 
 Identities = 408/431 (94%), Gaps = 6/431 (1%) 
 Strand=Plus/Minus 
 
Query  59   
TAAACAGACGGTTTGAAGCAGCTTCAACCCATTCATAGTAGACATCCACGGCGTAGATAA  118 
            ||||| ||||||| ||||||||||||||||||| | || |||| 
|||||||||||||||| 
Sbjct  574  
TAAACGGACGGTTAGAAGCAGCTTCAACCCATTGAGAGCAGACGTCCACGGCGTAGATAA  515 
 
Query  119  
TTATCACACCAATAGACGGTCCACAGCGGGCAGCCGGCTAATGCATTTAAGGGGAGCTGA  178 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
||||||||||||||||| 
Sbjct  514  
TTATCACACCAATAGACGGTCCACAGCGGGCAGCCGGCTAATACATTTAAGGGGAGCTGA  455 
 
Query  179  CTTG--
GTAAGAAGCCGGCAAAATAAACCCCCAAGTCCAAGCCATTACACAAGCTAACAA  236 
            | |   |  |||||||||||||| |  
||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  454  CATCTCGAGAGAAGCCGGCAAAAGA--
CCCCCAAGTCCAAGCCATTACACAAGCTAACAA  397 
 
Query  237  
AAGCTGGTAAGGTTGAGAATTTAATGACACTCAAACAGGCATGCTCCTCGGAATACCAAG  296 
            
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  396  
AAGCTGGTAAGGTTGAGAATTTAATGACACTCAAACAGGCATGCTCCTCGGAATACCAAG  337 
 
Query  297  
GAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTA  356 
            
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  336  
GAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTA  277 
 
Query  357  
TCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGCTGAAAGTTGT  416 
            
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  276  
TCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGCTGAAAGTTGT  217 
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Query  417  
ATATTGTTTTATAGGCACAAGGCCATATAGATACATTCTGTTACATTCATTGGAGTATAT  476 
            |||| | |||||||||| || |||||| |||||||||||||||||||| |||| 
|||||| 
Sbjct  216  ATATAG-TTTATAGGCATAAAGCCATA-
AGATACATTCTGTTACATTCTTTGGGGTATAT  159 
 
Query  477  GAAAACGTAGA  487 
            ||||||||||| 
Sbjct  158  GAAAACGTAGA  148 
 
 
 Score =  157 bits (79),  Expect = 7e-35 
 Identities = 88/91 (96%), Gaps = 0/91 (0%) 
 Strand=Plus/Minus 
 
Query  559  
TCTACAAAAAGTGCACAGGTGGAAATATAAAGATGACGGGCGAGCACATGCCCCCGAGAG  618 
            ||||||||| ||||||||||||| 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  91   
TCTACAAAAGGTGCACAGGTGGAGATATAAAGATGACGGGCGAGCACATGCCCCCGAGAG  32 
 
Query  619  GGCCAGCTACAACCACGCCAAAGTTATTCAA  649 
            | ||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  31   GACCAGCTACAACCACGCCAAAGTTATTCAA  1 
 
 
>gi|27461740|gb|AY129342.1|  Psilocybe cubensis 18S ribosomal RNA 
gene, partial sequence;  
internal transcribed spacer 1, complete sequence; and 5.8S ribosomal  
RNA gene, partial sequence 
Length=312 
 
 Score =  618 bits (312),  Expect = 6e-174 
 Identities = 312/312 (100%), Gaps = 0/312 (0%) 
 Strand=Plus/Minus 
 
Query  379  
TCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGCTGAAAGTTGTATATTGTTTTATAGGCACAAGG  438 
            
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  312  
TCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGCTGAAAGTTGTATATTGTTTTATAGGCACAAGG  253 
 
Query  439  
CCATATAGATACATTCTGTTACATTCATTGGAGTATATGAAAACGTAGACCATCATTGAG  498 
            
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  252  
CCATATAGATACATTCTGTTACATTCATTGGAGTATATGAAAACGTAGACCATCATTGAG  193 
 
Query  499  
AAAGCCTTCAATTCATCAGAGAGTAATCTCTGACTTCAATCCAGCTTCCAAAAACAATGA  558 
            
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  192  
AAAGCCTTCAATTCATCAGAGAGTAATCTCTGACTTCAATCCAGCTTCCAAAAACAATGA  133 
 
Query  559  
TCTACAAAAAGTGCACAGGTGGAAATATAAAGATGACGGGCGAGCACATGCCCCCGAGAG  618 
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|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  132  
TCTACAAAAAGTGCACAGGTGGAAATATAAAGATGACGGGCGAGCACATGCCCCCGAGAG  73 
 
Query  619  
GGCCAGCTACAACCACGCCAAAGTTATTCAATAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGG  678 
            
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  72   
GGCCAGCTACAACCACGCCAAAGTTATTCAATAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGG  13 
 
Query  679  AAACCTTGTTAC  690 
            |||||||||||| 
Sbjct  12   AAACCTTGTTAC  1 
 
 
 



 

 

72 

 
 

ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นางสาวทัศพร แคลวออม เกิดเมื่อวนัที ่ 11 สิงหาคม พ.ศ. 2518 ณ จังหวัดสุราษฎรธาน ี

สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรี หลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาเคม ี คณะวิทยาศาสตร 

มหาวิทยาลยัสงขลานครนิทร จังหวัดสงขลา เมื่อป พ.ศ. 2540 และเขาศึกษาตอระดับปริญญา

วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยชีวีภาพ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลยั กรุงเทพมหานคร เมื่อป พ.ศ. 2548  
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