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      ความเขมขน 12.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร                                                                                                        26 
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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 
 
ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

 เห็ด (mushroom) เปนกลุมของเชื้อราขนาดใหญซึ่งในระยะหนึ่งของวงจรชีวิตจะสราง

โครงสรางที่สามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา คือ ระยะดอกเห็ด (fruiting body) โดยขนาดของดอก

เห็ดแตละชนิดจะแตกตางกันตามสายพันธุ ดังนั้นจึงสามารถใชในการจัดจําแนกชนิดของเห็ดได  

เห็ดเปนแหลงอาหารที่สําคัญอีกแหลงหนึ่ง นอกจากนี้ยังนําสารสกัดจากเห็ดมาใชเปนยารักษาโรค  

เชน  ยาตานไวรัส (anti-viral agent)  ยารักษามะเร็ง (anti-cancer agent)  ยาเพิ่มภูมิคุมกัน 

(immunopotentiating agent) ยาบํารุงตับ (hepatoprotective agent) และยาลดปริมาณ

โคเลสเตอรอลในหลอดเลือด (hypocholesterolaemic agent) เปนตน ซึ่งสารที่มีคุณสมบัติ

ดังกลาวนี้อาจสกัดไดจากเสนใยเห็ด (mycelium) หรือดอกเห็ดที่มีคุณสมบัติทางยาและ

โภชนาการ เห็ดหลายชนิดเปนสาเหตุของโรคพืช  เชน  โรคเนาของพืชในเขตรอน  และหลายชนิด

เปนเห็ดพิษ (toxic mushroom) บางชนิดมีพิษรายแรงถึงแกชีวิต  เชน Amanita verna, Amanita 

virosa  เปนตน (สมาคมนักวิจัยและเพาะเห็ดแหงประเทศไทย, 2545ก)  จากการศึกษาและวิจัย

เห็ดพิษในประเทศไทยโดยสมาคมนักวิจัยและเพาะเห็ดแหงประเทศไทย  สามารถจําแนกตามกลุม

ของสารพิษไดหลายกลุม  หนึ่งในนั้นคือกลุมที่สรางสารพิษไซโลไซบิน (Psilocybin) และไซโลซิน 

(Psilocin) ซึ่งเปนสารออกฤทธิ์หลอนจิตและประสาท (Hallucinogenic compound) ทําใหเกิด

อาการทางประสาทหลอน มึนเมา  สับสน มีความคิดและอารมณเปลี่ยนแปลงคลายเอลเอสดี 

(LSD) อาจถึงขั้นวิกลจริต กลาวกันวาผูที่ไดรับสารพิษแสดงอาการเห็นอะไรเปนสีเขียวหมด ตอมา

อาการจะหายเปนปกติ แตบางรายงานพบวาอาจมีอันตรายถึงตายไดหากรับประทานในปริมาณ

มาก (พูนพิไล, 2541) ดังนั้นจึงจัดเห็ดกลุมดังกลาวเปนยาเสพติด ซึ่งมีอยูดวยกันหลายชนิด 

เชน  Copelandia cyanescens (Berk. & Br.) Sing., Psilocybe cubensis (Earle) Sing. หรือ

เห็ดขี้ควาย บางแหงเรียกเห็ดโอสถลวงจิต, Gymanopilus Aeruginosus (Peck) Sing. หรือเห็ด

ขอนสีทองเกล็ดแดง   เปนตน (Miller, 1980; Lincoff และ Mitchel, 1977; สมาคมนักวิจัยและ

เพาะเห็ดแหงประเทศไทย, 2545ข) 

 Psilocybe cubensis  พบไดบนมูลวัวมลูควาย มีสารออกฤทธิห์ลอนจิตและประสาท จึง

จัดเปนเห็ดที่ออกฤทธิ์หลอนจิตและประสาท โดยทัว่ไปจะเรียกวา Magic  mushroom ซึ่งเปนชื่อที่

รูจักกันดีในหมูนักทองเที่ยวชาวตางประเทศ  ในประเทศไทยจะเรียกวา เห็ดขี้ควาย หรือ เห็ดพศิวง  
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เห็ดเหลานีน้ิยมนํามาใชในทางที่ผิดกฎหมาย จึงถูกควบคุมเปนยาเสพติดใหโทษในประเภท 5 

ตามพระราชบญัญัติยาเสพติดใหโทษ พ.ศ. 2522  ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 98 

(พ.ศ. 2531) เร่ืองระบุชื่อและประเภทยาเสพติดใหโทษ (พระราชบญัญัติยาเสพติดใหโทษ พ.ศ. 

2522) สําหรับการตรวจพสูิจนตัวอยางเห็ดที่สงสัยวาเปนยาเสพติด โดยสวนใหญสถานตรวจ

พิสูจนจะไดรับตัวอยางเห็ดที่เปนเห็ดแหงหรือเปนผง บางครั้งเปนเห็ดสดที่บอบช้ําหรือมีสภาพใกล

เนา   ทําใหยากแกการตรวจลักษณะทางกายภาพเพือ่จําแนกชนิด  ดังนั้นจงึตองใชการตรวจ

เอกลักษณสารออกฤทธิ์สําคัญในเห็ด คอื ไซโลซินและไซโลไซบิน  โดยใชวิธีการดูการเกิดสีกบั

น้ํายาทดสอบ (Color test) และเทคนิคทางโครมาโทกราฟ เชน โครมาโทกราฟแบบบาง (Thin 

layer chromatography; TLC) เพื่อยนืยันผลการพิสจูน  จากรายงานการวิจัยทีผ่านมาโดยสวน

ใหญจะเนนศกึษาสารออกฤทธิ์สาํคัญ ทัง้ 2 ชนิดจากสวนดอกเห็ด  ซึ่งพบวาปริมาณสารออกฤทธิ์

ในเห็ดแตละชนิดจะแตกตางกนัและมักพบไซโลไซบินมากกวาไซโลซนิ (Beug และ Bigwood, 

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

ทําการศึกษาองคประกอบทางเคมีจากเสนใยของเห็ดสายพนัธุ  Psilocybe samuiensis  ซึ่งเปน

เห็ดหลอนจิตและประสาทสายพนัธุใหมที่เพิ่งคนพบในประเทศไทย   โดยพบสารประกอบเซสควิ

เทอรพนีอยด (sesquiterpenoid) ชนิดใหม 1 ชนิด  คือ ent-2,3-secoaromadendrane-2,10,12-

triol   แตไมพบการสรางไซโลไซบิน ไซโลซนิและเบโอซิสทิน (baeocystin) จากเสนใยของเห็ดชนิด

นี้ (Pornpakakul และคณะ, 2009) ซึ่งอาจเปนไปไดวาสารประกอบชนิดใหมนี้อาจเปนสาร

เอกลักษณเฉพาะของ Psilocybe samuiensis จงึเปนมูลเหตุจูงใจสําคัญในการศึกษา

องคประกอบทางเคมีจากเสนใยของเห็ดสายพนัธุ Psilocybe cubensis   เพื่อหาสารเอกลกัษณ

เฉพาะ โดยใชเทคนิคทางโครมาโทกราฟในการแยกสกัดสาร ศึกษาโครงสรางทางเคมีของสาร

บริสุทธิ์ที่แยกไดดวยเทคนิคสเปกโตรสโคป และพิสูจนเอกลักษณของสารบริสุทธิท์ี่ได  นอกจากนัน้

สารเอกลักษณเฉพาะที่ไดอาจนาํไปพัฒนาเปนชุดทดสอบเพื่อใชในการตรวจพิสูจนเอกลักษณของ

เสนใยเห็ดสายพนัธุนี ้  ซึง่เปนยาเสพตดิใหโทษ  เพื่อใหสะดวกในการควบคุมและปองกนัการ

นําไปใชเปนยาเสพติดไดดียิ่งขึ้น   

 
วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. แยกองคประกอบทางเคมีจากเห็ดสายพันธุ Psilocybe cubensis 

2. พิสูจนเอกลักษณขององคประกอบทางเคมีที่แยกไดจากเห็ด Psilocybe cubensis    
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ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 ไดสารที่เปนเอกลักษณเฉพาะ   และอาจไดสารชนิดใหมที่สรางขึ้นจากเห็ดสายพันธุ      

P. cubensis  ซึ่งอาจนําไปใชใหเกิดประโยชนดานการตรวจพิสูจนเอกลักษณของยาเสพติดตอไป   



 
บทที่ 2 

 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
2.1 เห็ด (Mushrooms) 

 
 เห็ด (mushroom) เปนสิ่งมชีีวิตชนิดหนึง่ที่จัดอยูใน Class Basidiomycota ในอาณาจักร

เห็ดรา (Kingdom Fungi) ดังแสดงในรูปที ่ 2.1 ซึ่งเปนอาณาจักรเดียวกันกับ รา และยีสต ถือวา

เปนราชัน้สูงทีไ่มสามารถสรางอาหารเองได เนื่องจากเหด็ไมมีคลอโรฟลล จึงตองอาศัยอาหารจาก

การยอยสลายอินทรียวัตถุจากจุลินทรียตาง ๆ ในการดํารงชีพ อยางไรก็ตามเห็ดบางชนิดอาจ

ดํารงชีวิตแบบปรสิต หรืออยูรวมกับส่ิงมชีีวิตอื่นโดยอาศัยประโยชนซึง่กนัและกนั เชน ไลเคนส 

โดยทัว่ไปจะมองเหน็ไดชัดเจนในระยะทีเ่ปนกลุมใยรา (mycelium) หรือระยะที่เกิดสวนสรางสปอร 

(fruiting body) จํานวนเปนลาน ๆ ในครีบดอก (gills) ทําใหเห็ดขยายพันธุไดอยางรวดเร็วมาก 

นักวชิาการคาดวาจะมเีห็ดราในโลกนี้มากมายถงึ 1.5 ลานชนิด เทาทีท่ราบชื่อแลวประมาณ 

70,000 ชนิด (Arora, 1986) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.1 ส่ิงมชีีวิตที่อยูในกลุมอาณาจกัรเห็ดรา(Arora, 1986) 
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2.2 เห็ดมีพิษ (Poisonous mushrooms)  
 

เห็ดมีพิษที่พบอยูทั่วโลกมีประมาณ 100 ชนิด ซึ่งสารพิษจะเปนสารทางชีวเคมีซึ่งมีความ

หลากหลาย บางชนิดก็จะพบเฉพาะในบางสายพันธุเทานั้น เห็ดบางชนิดอาจมีสารพิษไดหลาย

ชนิดขณะที่เห็ดหลาย ๆ ชนิดอาจมีสารพิษที่คลายคลึงกัน จากการศึกษาเห็ดพิษในประเทศ

ไทย สามารถจําแนกตามสารพิษออกเปน 7 กลุม ดังแสดงในตารางที่ 2.1 และรูปเห็ดพิษบางชนิด

ที่พบในประเทศไทย  ดังแสดงในรูปที่ 2.2 
 
 
 

ตารางที่ 2.1 สารพิษที่พบในเห็ดพิษชนิดตาง ๆ ในประเทศไทย  (สมาคมนักวิจัยและเพาะเห็ดแหง 

        ประเทศไทย, 2545ค)   
 

สารพิษ ชนิดของเห็ดพษิ 

Cyclopeptides เห็ดระโงกหนิ (Amanita verna, Amanita virosa) 

Monomethylhydrazine เห็ดสมองวัว  (Gyromitra esculenta) 

Coprine เห็ดหิง่หอย (Coprinus atramentaris) 

Muscarine Amanita สกุล Clitocybe และสกุล Inocybe 

Ibotenic acid และ Muscimol ยังไมมีรายงาน 

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  ตัวอยางเห็ดมีพิษ (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) 
 
เห็ดพิศวงเปนเห็ดซึ่งเจริญเติบโตในธรรมชาติ และใหสารออกฤทธิห์ลอนจิตและประสาท 

(Bogusz และคณะ, 1998; Seivewright และ Lagundoye, 2000) Magic mushrooms เปนพวก 

Saprophytes สามารถเจริญเติบโตไดทั่วทุกหนทุกแหงบนโลก Panaeolus cyanescens พบไดใน

ฮาวาย เมก็ซิโก ฟลิปปนส ออสเตรเลียตะวนัออกและไทย เปนตน (Allen, 1992 และ 

Stamets,1996) Psilocybe cubensis พบไดในประเทศเมก็ซิโก คิวบา อเมริกา ออสเตรเลีย 

อินเดีย เวียดนาม  ญี่ปุน และไทย เปนตน (Tsujikawa และคณะ, 2003; Allen,1992 และ 

Stamets,1996) 

เห็ดที่ออกฤทธิ์หลอนจิตและประสาท (Hallucinogenic fungi) พบไดทั่วไปในทุงหญา มูล

สัตว ปา และพื้นที่ที่ผานการเผาไหม  สวนใหญมีขนาดเล็กและมีสีอึมครึม เห็ดประเภทนี้มีอยูใน

สกุล Psilocybe, Conocybe, Gymnopilus, Inocybe และ Pluteus  โดยสกุลหลักเปน 

Panacolus และ Psilocybe (Stamets, 1996) เห็ดทั้ง 2 สกุลดังกลาวจะเปลี่ยนเปนสีเขียวออกสี
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ฟา ๆ เมื่อมันบอบช้ําหรือฉีกขาด (bluing reaction)  ซึ่งเปนปฏิกิริยาความรูสึกตอบสนองตอการ

กระตุนของสภาวะการเจริญหรือขณะที่พวกมันถูกสัมผัสเมื่อถูกเก็บ โดยปฏิกิริยานี้ไดรับความ

สนใจจากนักเคมีและนักเภสัชวิทยา ซึ่งการเกิดสีน้ําเงินเปนผลจากการยอยไซโลซินท่ีไมเสถียร 

(dephosphorylated psilocybin) ไดสารประกอบที่ไมทราบโดยเอนไซมของเซลลเห็ดนี้หมายถึง

วา เมื่อ Psilocybe หรือ Panaeolus เปนแผลมีสีออกฟา ๆ ซึ่งปฏิกิริยาการเกิดสี เปนตัวบงชี้วา 

psilocin เกิดขึ้น (Stamets, 1996 และ Levine, 1967) 

 เห็ดที่ออกฤทธิ์หลอนจิตและประสาททีพ่บบอยบนมูลววัควาย มชีื่อเรียกวา เห็ดขี้ควาย 

เปนเห็ดทีพ่บในประเทศไทยอยูในสกุล Psilocybe และ Panaeolus รวมถงึ Psilocybe cubensis, 

Psilocybe subcubensis, Panaeolus (Copelandia) Cyanescens, Panaeolus antillarum 

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

ซึ่งเห็ดสวนใหญจะพบไดทางภาคใตของประเทศไทย โดยเห็ดขี้ควายบางสวนแสดงในรูป 2.3  

                  
                     (ก)                 (ข) 

รูปที่ 2.3  ตัวอยางของเห็ดที่ออกฤทธิห์ลอนจิตและประสาท (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) ของบางสายพันธุจากสกุล Psilocybe 

กลาวถึงครั้งแรกโดย Wasson ในป 1957 (Beug และ Bigwood, 1981) Hofmann และคณะ 

(Stamets, 1996) พบสารที่เปนองคประกอบสําคัญ 2 ชนิด ในกลุมของ 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)  ซึ่งมีโครงสรางดังแสดงในรูปที่ 2.4  
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                            Psilocybin                                             Psilocin 

 

รูปที่ 2.4  โครงสรางทางเคมขีองไซโลไซบิน (Psilocybin) และไซโลซิน (Psilocin) 

 

สารไซโลไซบินและไซโลซินสามารถทําปฏิกิริยากับเซอโรโทนิน รีเซพเตอร (serotonin 

receptor) เชน 5-HT1A, 5-HT2A และ 5-HT2C   เปนตน  โดยเซอโรโทนิน รีเซพเตอร เปนสารสื่อ

ประสาทในกลุมของ โมโนเอมีน (monoamine) พบในเนื้อเยื่อหลอดเลือดหัวใจ (cardiovascular 

tissue), เนื้อเยื่อบุโพรง (endothelial tissue) เซลลเม็ดเลือด และในระบบสมองสวนกลาง 

(central nervous system; CNS) มีหนาที่สําคัญคือควบคุมเกี่ยวกับการแสดงออกทางอารมณ 

ความรูสึก (Hasler และคณะ, 2004 และ Nichols, 2004) เมื่อโมเลกุลของสารหลอนจิตและ

ประสาทเขาสูตัวรับที่เหมือนกับสารสื่อประสาท และเมื่อมีการกระตุนจะทําใหการรับสัญญาณ

ผิดเพี้ยนไป (Ophardt, 2003)  ซึ่งบริเวณเซอโรโทนิน รีเซพเตอร แสดงไวในรูปที่ 2.5   และ

โครงสรางของเซอโรโทนิน แสดงในรูปที่ 2.6 
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รูปที่ 2.5   บริเวณเซอโรโทนนิ รีเซพเตอร (serotonin receptor site) (Ophardt, 2003) 
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สารออกฤทธิท์ี่พบในเห็ดสกุล Psilocybe ประกอบดวยไซโลไซบิน, ไซโลซินและ เบโอซิส

ทิน (baeocystin) จัดเปนสารหลอนจิตและประสาท จาํพวก alkaloidal indole ซึ่งมีการออกฤทธิ์

เหมือนกับเอลเอสดี (LSD ; Lysergic acid diethylamine) ดังแสดงโครงสรางในรปูที่ 2.6 หลังจาก

รับเห็ดที่ออกฤทธิห์ลอนจิตและประสาทเขาสูรางกายจะแสดงอาการภายใน 20-60 นาที  ทําให

ขาดหรือสูญเสียลักษณะเฉพาะตวั แสดงอาการเพอคลั่ง อาการประสาทหลอน ความรูสึกดีใจปติ

ยินดีมากอยางเกนิเหตุผลพอดี ความสุขเคลิบเคลิ้ม และลักษณะอาการเชน อาการหนามืดวงิเวยีน 

จิตกังวล กระวนกระวายใจ  ปวดหัว  คลืน่ไส  ภาวะทีห่ัวใจเตนเร็วผิดปกติ  สับสน  มไีข และน้ํามูก

ไหล  อาการมีไขและน้ํามูกไหลพบในเด็ก  ซึ่งอาการอาจแสดงมากสดุภายใน 2 ชั่วโมง และจะ

หายไปภายใน 4-6 ชั่วโมง  อยางไรกต็ามอาการตางๆเหลานี้อาจจะเกิดขึ้นยอนกลับมาหลาย

อาทิตยหรือหลายเดือน (Persson, 2003) 

 

           
N
H

HO

NH2

        NH

N

N

CH3

O

H

 
 

          Serotonin   Lysergic acid diethyamide (LSD) 

 

รูปที่ 2.6  โครงสรางทางเคมขีองเซอโรโทนนิและแอลเอสดี 

 

 
2.4 รายงานการวิจัยองคประกอบทางเคมีของเห็ดสกลุ Psilocybe 
 

 ป 1958 Hofmann ศึกษาองคประกอบทางเคมีของสายพันธุ P. Mexicana ซึ่งเปนเห็ดที่

ใชในพิธีกรรมทางศาสนาของชาวพื้นเมืองแถบประเทศเม็กซิโก พบสารที่เปนองคประกอบสาํคญั 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 ศึกษาการสรางสารไซโลซินและไซโลไซบินในเสนใยของ 

P. cubensis ที่เพาะเลี้ยงในอาหารชนิดตางๆ  พบเพียงสารไซโลไซบินเทานั้น (Catalfomo และ 

Tyler, 1964) 

 ป 1968 Leung และ Paul ศึกษาองคประกอบทางเคมีจาก P. baeocystis ที่เล้ียงใน

อาหารเหลว พบไซโลซิน, ไซโลไซบิน  และสารอนุพันธชนิด 4-phosphoryloxytryptamine อีก 2 

ตัว คือ เบโอซิสทินและนอรเบโอซิสทิน (norbaeocystin)  ดังแสดงในรูปที่ 2.7 (Leung และ Paul, 

1968) 

 ป  1981  Beug และ Bigwood   ศึกษาปริมาณสารออกฤทธิ์ไซโลซินและไซโลไซบิน   

ของ P. baeocystis (Singer and Smith) โดยเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟแบบสมรรถนะ (High 

performance liquid chromatography, HPLC) และโครมาโทกราฟแบบบาง (TLC)  พบวาใน

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), เออรโกสเทอรอล 

เปอรออกไซด (ergosterol peroxide) และอัลฟา, อัลฟา-ทรีฮาลอส (α, α-trehalose) จากสวน

ดอกของ Psilocybe argentipes ซึ่งเปนเห็ดสายพันธุใหมที่พบในญี่ปุน (Koike และคณะ, 1981) 

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

ที่เพาะขึ้นโดยใชเทคนิค HPLC  พบปริมาณไซโลไซบิน รอยละ  0.23-0.90 ในดอก และรอยละ 

0.24-0.32 ในเสนใย  เทียบกับน้ําหนักแหง  นอกจากนี้ยังพบไซโลซินและเบโอซิสทินอีกดวย 

(Gartz และคณะ, 1994)  และในปเดียวกัน  Gartz  ไดหาปริมาณ indole derivative alkaloids 

ของ P. cubensis, P. semilanceata, P.  bohemica, P. cyanescens  โดยใชตัวทําละลายใน

การสกัดตางกัน  พบวา เมื่อใชเมทานอลเปนตัวทําละลาย  ไดไซโลไซบินและเบโอซิสทินปริมาณ

สูง  สวนไซโลซินพบในปริมาณสูงเมื่อใช aqueous alcohol เปนตัวทําละลาย (Gartz, 1994) 

 ป 1999 Keller และคณะ หาปริมาณของไซโลซินและไซโลไซบินในดอกเห็ด (cap) และ

สวนกานดอกเห็ด (stalk) ของ Psilocybe subcubensis ซึ่งในสวนดอกเห็ดมีปริมาณไซโลซินและ

ไซโลไซบิน รอยละ 0.86 และ 0.02 ของน้ําหนักเห็ดแหงตามลําดับ สําหรับสวนกานดอกเห็ดพบ

ไซโลไซบิน  รอยละ 0.8  และไซโลซิน  รอยละ 0.03  (Keller และคณะ, 1999) 

 ป  2000  Gross   ศึกษาการสรางสารไซโลซินและไซโลไซบินของ P. cyanescens ที่ได

จากการเพาะเลี้ยง  โดยใชเทคนิคโครมาโทกราฟแบบบางและ GC-MS  พบวาสารสําคญัทั้ง 2 

ชนิดไมพบในระยะเสนใย (mycelium) แตจะพบในระยะ mycelium knot ซึ่งเปนระยะเริ่มตนของ

การเกิด fruiting body ของเห็ด  สวนระยะที่เกิด pinhead และดอกเห็ดก็พบสารทั้ง 2 ชนิดนี้

เชนกัน (Gross, 2000)  นอกจากนี้ในปเดียวกัน  Musshoff และคณะ ศึกษาปริมาณอัลคาลอยด
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ใน magic mushroom ที่ไดจากของกลางในการจับยึด  โดยใชเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟแบบ

สมรรถนะ (HPLC)  พบวา  P. cubensis  เปนชนิดที่จับยึดไดมากที่สุด  ซึ่งมีปริมาณไซโลไซบิน 

รอยละ 0.31 และไซโลซิน  รอยละ 0.23 ของน้ําหนักเห็ดแหง   นอกจากนี้ยังมีเห็ดชนิดอื่นๆ  เชน 

P. semilanceata, Panaeolus cyanescens และ P. tumpanensis ซึ่งมีปริมาณไซโลไซบินอยู

ในชวงนอยกวารอยละ 0.003-1.15 และไซโลซิน รอยละ 0.01-0.90 ของน้ําหนักเห็ดแหง และ

พบวา Panaeolus cyanescens  เปนเห็ดที่มีปริมาณไซโลไซบินและไซโลซินสูงสุด (Musshoff 

และคณะ, 2000) 

 ป  2003  Tsujikawa และคณะ ศึกษาปริมาณไซโลซินและไซโลไซบินของ P. cubensis 

และ Copelandia sp.        โดยเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟแบบสมรรถนะ  (HPLC)        พบวา 

P. cubensis มีไซโลไซบินปริมาณมาก (รอยละ 0.37-1.30 ของเห็ดทั้งดอก) และ Copelandia sp.  

มีไซโลซินปริมาณมาก (รอยละ0.43-0.76 ของเห็ดทั้งดอก)  (Tsujikawa และคณะ, 2003) 
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รูปที่ 2.7   โครงสรางทางเคมีของสารที่แยกไดจากเห็ดหลอนจิตและประสาท 
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2.5 กลไกการสังเคราะหไซโลซินและไซโลไซบิน 
 

         ไซโลซินและไซโลไซบินมีความใกลเคียงกับสารชนิด 4-hydroxylated indoles  ซึ่งมีความ

เปนไปไดวาไซโลไซบิน ไดมาจากทริปโทแฟน (tryptophan) และทริปทามีน (tryptamine) โดยมี

ความเปนไปไดของกลไกการเกิดของไซโลซินและไซโลไซบิน 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 ลักษณะโครงสรางและสวนประกอบของ Psilocybe cubensis ภายใตกลองจุลทรรศน 
และกลองจุลทรรศนแบบสองกราด  
 

สัณฐานวิทยาของ P. cubensis  มีสวนที่สามารถสังเกตเห็นไดดวยตาเปลา และสวนที่ดู

ไดจากกลองจุลทรรศน  

1) ลักษณะที่สังเกตไดดวยตาเปลา ประกอบดวย 

สวนดอกเห็ดหรือหมวก (cap) มีลักษณะเปนรูปกรวย กวางประมาณ 0.3-2.2 

เซนติเมตรยาว 5-8 เซนติเมตร เมื่อออนยอดมีลักษณะแหลม เมื่อบานมีสีน้ําตาลอมเหลืองขอบ

ลางสีขาว ตัวหมวกสีเหลืองและผิวหนามีลักษณะเรียบ  สวนดานใตของหมวกเห็ด (gill) มีสีดํา   

                  สวนกานดอกเห็ด (stalk) ยาว 40-150 เซนติเมตร หนา 5-15 มิลลิเมตร มีสี

เหลืองคอนขางซีดขาว  ดังแสดงในรูปที่ 2.9 

2) ลักษณะที่สังเกตโดยผานกลองจุลทรรศน 

       สวนของสปอร (Spores) มีขนาด 10.2-16.5 ไมโครเมตร x 5.9-10.0 

ไมโครเมตร ลักษณะกลมรีเหมือนไข มีสีน้ําตาลเขม และมีสปอรในระยะของการพัฒนา (germ 

pores) อยูปลายสุด ซึ่งเปนลักษณะพิเศษเฉพาะตัว ผิวหนาเรียบ  สวนของ Basidia มีลักษณะ

โปรงใส มี 4 สปอร  ดังแสดงในรูปที่ 2.10 และ 2.11 
 
 

        
            (ก)         (ข) 

รูปที่ 2.9  ดอกเห็ด Psilocybe cubensis     (ก) ดอกเห็ดทีเ่พาะเลี้ยงในแปงขาวกลอง (brown  

                rice flour)  (www.health.howstuffworks.com/.../printable)      (ข)  ดอกเห็ดแหงที ่

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

                /Dried_Cubensis.jpg) 
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(ก) ลักษณะโครงสรางสปอร P. cubensis 

 

 
 

(ข) ลักษณะโครงสรางของ cystidia (ลูกศร) และ basidia (หัวลูกศร) 

 

รูปที่ 2.10 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ P. cubensis  เมื่อตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน   

    (Tsujikawa และคณะ, 2003) 
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(ก) สปอรของ 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 เมื่อมองผานกลองจุลทรรศน 

     อิเล็กตรอนแบบสองกราด (Tsujikawa และคณะ, 2003) 

                



 บทที่ 3 
 

วิธีการดําเนินการวิจัย 
 
3.1 ตัวอยางเสนใยเห็ด 
 
 เสนใยเห็ด Psilocybe cubensis ไดจากการเพาะเนื้อเยื่อตัวอยางเห็ดที่เก็บจาก อําเภอ

เกาะสมุย  จังหวัดสุราษฎรธานี  โดย John Allen  ซึ่งเสนใยเก็บไวที่คลังเก็บราหองปฏิบัติการ

ทดสอบของรองศาสตราจารย ดร.ประกิตติ์สิน  สีหนนทน  ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร  

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 
3.2 ตรวจสอบความบรสิทุธิ์ของเสนใย Psilocybe cubensis ที่นาํมาใชศึกษา 
 
 3.2.1 การศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยาโดยสังเกตดวยตาเปลา  
  ศึกษาลักษณะตางๆ ของเสนใยเห็ด เชน รูปรางของโคโลนี สีของเสนใยและสปอร 

สีของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เสนใยสรางขึ้น เปนตน โดยสังเกตดวยตาเปลา 

 
 3.2.2 การศึกษาลกัษณะโครงสรางเสนใย Psilocybe cubensis ดวยกลองจุลทรรศน 
  การทาํ slide culture สําหรบัสองดวยกลองจุลทรรศน   

   1. นาํกระดาษกรองวางลงในจานเพาะเชือ้  แลววางทบัดวยแทงแกวรูป

ตัววี จากนั้นวางแผนสไลดและกระจกปดสไลด (Cover glass) นําไปฆาเชื้อดวยหมอนึง่ความดัน

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

   2. เตรียมอาหารแข็ง PDA จากนั้นใช needle ตัดชิ้นอาหารใหมีขนาด

ประมาณ 0.5x0.5x0.5 ตารางเซนติเมตร วางบนแผนสไลด เขี่ยเสนใย Psilocybe cubensis  ใส

ลงที่ดานขางของชิ้นวุนทั้ง 4 ดาน จากนัน้ปดทับดวยกระจกปดสไลด 

   3. เติมน้าํกลัน่ที่ผานการฆาเชื้อแลวลงในจานเพาะเชือ้พอใหชุมกระดาษ

กรอง ปดจานเพาะเชื้อและบมที่อุณหภูมหิอง (ประมาณ 25-30˚C) จนกวาเสนใยจะเจริญเต็มที่  

   4. ตรวจสอบลักษณะการเจริญของเสนใยผานกลองจลุทรรศน โดยการ

หยดสียอมแลคโตฟนอลคอตตอลบลู (Lactophenol cotton blue) ลงบนแผนสไลดที่เตรียมไว  
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3.2.3 การวิเคราะหดีเอ็นเอของเสนใย Psilocybe cubensis 
   จิโนมกิดีเอ็นเอ (Genomic DNA) ของ P. cubensis จะถูกสกัดออกมาโดยใชวิธี 

ซิทิลไตรเมธิลแอมโมเนยีมโบรไมด (Cetyltrimethylammonium bromide: CTAB) และนํามาเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอในสวนของบริเวณ internal transcribed spacer (ITS) รวมกับไพรเมอร ITS1f 

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

94˚C นาน 5 นาที ตามดวย 94˚C นาน 1 นาที, 51˚C นาน 1 นาท,ี 72˚C นาน 1 นาที จํานวน 38 

รอบ และสุดทาย 72˚C นาน 5 นาท ี ซึง่ผลผลิตพีซีอาร (PCR product) ที่ไดนั้นจะนําไปทาํให

บริสุทธิ์ดวย ชดุ NucleoSpin® (Macherey-Nagel Inc., Easton, USA) และหาลําดับเบสของดี

เอ็นเอสวน ITS โดยบริษัท Macrogen (Seoul, Korea)  

  ลําดับเบสดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของ P. Cubensis ทีไ่ดจะนําไปเปรียบเทียบกับ

ขอมูลลําดับเบสดีเอ็นเอในฐานขอมูล GenBank (http://ncbi.nml.nih.gov/BLAST/Blast.cgi.) 
  
3.3  เครื่องมือ 
 

3.3.1 เครื่อง Nuclear Magnetic Resonance Spectrometer (NMR) รุน Varian 

Mercury +400 NMR สําหรับใชในการวิเคราะห 1D และ 2D NMR ไดแก 1H-NMR, 13C-NMR, 

COSY, NOESY, HSQC และ HMBC โดยวิเคราะหสเปกตรัมของ 1H-NMR ที ่400 MHz และ 13C-

NMR ที ่ 100 MHz สารตัวอยางที่ใชตรวจวดัเตรียมโดยละลายในสารละลายเมทานอล-ดี 
(CD3OD), คลอโรฟอรม-ดี (CDCl3)  โดยวดัคาเคมิคอลชิพทเปนพีพีเอ็ม (ppm) สําหรับคาเคมิคอล

ชิพท (δ) อางอิงกับคาเคมิคอลชิพทของตัวทาํละลายที่ตกคางอยูในตัวทําละลายชนิดดิวทีเรเท็ด 

โดยที่ CD3OD อางองิที ่δH 4.80 ppm  และ CDCl3 อางอิงที่ δH 7.26 ppm  สําหรับ 1H nuclei 

คาเคมิคอลชิพท (δ) อางองิกับคาเคมิคอลชิพทของตวัทาํละลายที่ตกคางอยูในตัวทําละลาย

ชนิดดิวทเีรเทด็ โดยที่ CD3OD อางอิงที ่δc 49.0 ppm และ CDCl3 อางอิงที ่δc 7.26 ppm  สาํหรับ 
13C nuclei   

3.3.2  เครื่อง High Performance Liquid Chromatography  (HPLC)  ของบริษัท 

Dionex รุน UVD-340u ตออยูกับ Inertsil®ODS-3 column (15 ซม. X 4.6 มม. X 5 ไมโครเมตร)  

สําหรับวเิคราะหปริมาณสารออกฤทธิห์ลอนจิตและประสาท Psilocybin และ Psilocin 

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

Nicolet FTIR รุน 6700 สําหรับวัดอนิฟราเรดสเปกตราของสาร สวนสารตัวอยางที่เปนของเหลว

เตรียมโดยหยดของเหลวลงบนแผนวินโดวทีท่ําดวยโพแทสเซียมโบรไมด (Potassium bromide; 
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KBr) และหยดของเหลวลงบนแผนวินโดวทีท่ําดวยผลกึซิงคซิลิไนด (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 สําหรับใชในการมวลโมเลกุลของสารประกอบ

วิเคราะหดวย Atmospheric pressure chemical ionization / time of flight (APCI/TOF) โดย

เครื่อง Mass Spectrometer (MS)  รุน microToF ของ Bruker Daltonics, USA  

 
3.4  สารเคมทีี่ใชในการทดลอง 
 

3.4.1 ตัวทําละลาย 

         ตัวทําละลายที่ใชในการทดลอง ไดแก ไดคลอโรมีเทน เมทานอล เฮกเซน เอธิลอะซิ

เตต เปนตัวทําละลายชั้นคุณภาพอุตสาหกรรม (Commercial grade) ซึ่งจะนําไปกลั่นใหบริสุทธิ์

กอนใชทุกครั้ง และใชตัวทําละลายคุณภาพหองแลบ  (Analytical grade) ไดแก ไดคลอโรมีเทน 

เมทานอล คลอโรฟอรม ในการแยกสาร ทดสอบการละลาย และทําเทคนิคทางโครมาโทกราฟ 

 

 3.4.2 สารเคมีชนิดอื่น ๆ  

3.4.2.1 ตัวดูดซับสําหรับคอลัมนโครมาโทกราฟ ใชซิลิกาเจลชนิด 60 

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

3.4.2.2 TLC aluminum sheet ที่มีเฟสคงที่เปน silica gel 60 F254 ของบริษัท 

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

            การตรวจหาตําแหนงของสารบนแผน TLC ใชการสองภายใตแสง

อัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 และ 365 นาโนเมตร หรือนําแผน TLC ใสลงในภาชนะที่

อ่ิมตัวดวยไอของไอโอดีน หรือพนดวย vanillin/H2SO4 (ใหสารซึมเขาแผน TLC จนทั่ว แลวนําแผน 

TLC ไปใหความรอนจนปรากฏจุดของสารบนแผน TLC (สารละลาย vanillin/H2SO4 ประกอบดวย

เอธานอล 95 มิลลิลิตร และกรดซัลฟวริกเขมขน 4.5 มิลลิลิตร) 

 
3.5 การเลี้ยงเช้ือ Psilocybe cubensis 
 นําสวนของเสนใย P. cubensis  มาวางบนอาหารเลีย้งเชื้อ PDA  บมที่อุณหภมูิหอง 

(ประมาณ 25-30˚C) และสังเกตการเจริญของเสนใย เมื่อพบวามีเสนใยเจริญออกมา จึงเขี่ยสวน

ปลายเสนใยของเชื้อราออกไปเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA   
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3.6  อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
 อาหารเลี้ยงเชือ้ที่ใชในการทดลอง ไดแก Potato Dextose Agar (PDA), Malt Extract 

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

ดังกลาวใชในการศึกษาอัตราการเจริญเตบิโตของ Psilocybe cubensis เพื่อเลือกอาหารเลี้ยงเชือ้

ที่เหมาะสมทีสุ่ดในการเจรญิของเชื้อ    อาหารเลีย้งเชื้อที่เลือกใชในการศึกษาการสรางสารเม

แทบอไลต คือ  Malt Extract Broth (MEB)  ดูรายละเอียดของอาหารเลี้ยงเชื้อในภาคผนวก ก  

(ภาคผนวก  ก) 

 
3.7 การศึกษาการเจริญเติบโตของเสนใย Psilocybe cubensis บนอาหารเลีย้งเชื้อ 
 
 เจาะชิน้วุนที่มเีสนใยของ P. cubensis เจริญอยูเต็มอาหารเลี้ยงเชื้อโดยใช flamed cork 

border ใหมีเสนผาศนูยกลางประมาณ 8 มิลลิเมตร นาํไปวางบนอาหารเลี้ยงเชื้อซ่ึงไดแก Potato 

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

Dextrose Agar (SDA) บมที่อุณหภูมหิอง นาน 2 สัปดาห เกบ็ผลการทดลองทุกวนั เพือ่

เปรียบเทยีบการเจริญของเสนใย โดยการสังเกตขนาดของโคโลนทีี่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแตละ

ชนิด  

 
3.8 การเลีย้งเชื้อ Psilocybe cubensis และการสกัดสารเมแทบอไลตที่สรางขึ้นจาก 
Psilocybe cubensis 
 
 3.8.1 การเลีย้งเชื้อ Psilocybe Cubensis 
  นําเสนใยของ P. cubensis มาเพาะเลีย้งบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง MEA บมที่

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 สัปดาหนั้นจะถกูเจาะเอาชิน้วุนใหมีขนาดเสนผาศนูยกลาง 8 มิลลิเมตร 

ดวย flamed cork hole borer จํานวน 5 ชิ้น ถายใสในขวดรูปชมพู (Erlenmeyer flask) ที่บรรจุ

อาหารเลี้ยงเหลว MEB   100 มิลลิลิตร  จากนัน้นําไปบมที่อุณหภูมหิอง เปนเวลา 60 วัน 

 
 3.8.2 การสกดัสารเมแทบอไลตที่ไดจาก Psilocybin Cubensis 
  นําเสนใยของ P. cubensis ที่ไดจากขอ 3.8.1 มาทาํการกรองดวยกระดาษกรอง 

Whattman เบอร 93 ซึ่งจะไดสวนของเสนใยราและสวนของน้ําเลีย้งเชือ้ แลวจึงนําทัง้ 2 สวนที่แยก

ไดนี้มาสกัดตอดวยตัวทําละลายชนิดตางๆ ไดแก เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอธิลอะซิเตต และเมทา

นอล ดังแสดงไวในแผนภาพที่ 1    
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แผนภาพที่  1   วิธีการสกดัเสนใยและน้าํเลี้ยงเชื้อ Psilocybe cubensis 

 

 

 

 

 

Psilocybe cubensis ใน MEB  18 ลิตร 

น้ําเลี้ยงเชื้อ 3 ลิตร เสนใย  143.6 กรัม 

สวนสกัดหยาบ 

เฮกเซน 162 มิลลิกรัม 

สวนที่เหลือ กากเสนใย สวนสกัดหยาบ 

เมทานอล 34.54  กรัม 

สวนสกัดหยาบไดคลอ

โรมีเธน  897 มิลลิกรัม 

สวนที่เหลือ 
สวนสกัดหยาบ 

เฮกเซน 5.12 กรัม 

สวนที่เหลือ 

สวนสกัดหยาบเอธิล 

อะซิเตต 708 มิลลิกรัม 

สวนที่เหลือ 
สวนสกัดหยาบไดคลอ

โรมีเธน 596 มิลลิกรัม 

สวนที่เหลือ 

สวนสกัดหยาบเมทานอล 

79.23 กรัม 

สวนที่เหลือ 
สวนสกัดหยาบเอธิล 

อะซิเตต 40 มิลลิกรัม 

สวนที่เหลือ 

สวนสกัดหยาบ 

เมทานอล 52.60 กรัม 

สวนที่เหลือ 

     เฮกเซน

ไดคลอโรมีเธน

เอธิลอะซิเตต 

เมทานอล

  เมทานอล 

     เฮกเซน

 เอธิลอะซิเตต 

เมทานอล

 ไดคลอโรมีเธน
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3.9   การแยกองคประกอบทางเคมีของสวนสกัดหยาบจากเสนใยและน้าํเลีย้งเชื้อ   
Psilocybe cubensis  
 
 3.9.1 การแยกองคประกอบทางเคมีของสวนสกัดหยาบเฮกเซนและสวนสกัด
หยาบไดคลอโรมีเทนจากเสนใย Psilocybe cubensis  
  นําสวนสกัดหยาบเฮกเซน  น้ําหนกั 5.12 กรัม มาแยกดวยเทคนิคโครมาโทกราฟ

โดยใชซิลิกาเจลเปนตัวดูดซบั  โดยใชวัฏภาคเคลื่อนที่เร่ิมตนเปนเฮกเซน แลวคอยๆเพิ่มสภาพขัว้

จนเปนเอธิลอะซิเตตและเพิม่สภาพขั้วจนเปนเมทานอล แลวเก็บสารที่ชะออกมาเปนลําดับสวน  

นําไปวิเคราะหดวยโครมาโทกราฟแบบบางและ 1H NMR   สําหรับสวนสกัดหยาบไดคลอโรมีเทน 

น้ําหนกั 59.6 มิลลิกรัม  นําไปวิเคราะหดวยโครมาโทกราฟแบบบางและ 1H NMR   
 
 3.9.2  การแยกองคประกอบทางเคมีของสวนสกัดหยาบเมทานอลจากน้ําเลีย้ง
เชื้อ Psilocybe cubensis 
  นําสวนสกัดหยาบเมทานอลที่ไดจากน้ําเลีย้งเสนใย P. cubensis  น้าํหนัก  

79.23 กรัม สกัดแยกน้าํตาลดวยไดคลอโรมีเทน  โดยการเติมไดคลอโรมีเทนในสวนที่ละลายดวย

เมทานอลจนไดตะกอนขาวขุน  นาํไปปนเหวี่ยงแยกตะกอน ดูดเอาสวนใสออกมาระเหยแหง จะได

สวนสกัดเมทานอลในไดคลอโรมีเทนของสวนสกัดเมทานอลจากน้าํเลีย้ง หนกั 200 มิลลิกรัม ดัง

แสดงในแผนภาพที ่ 2 จากนัน้นาํมาแยกดวยเทคนิคโครมาโทกราฟ โดยใชซิลกิาเจลเปนตัวดูดซับ 

วัฏภาคเคลื่อนที่เร่ิมตนเปนคลอโรฟอรมและเพิ่มสภาพขั้วดวยเมทานอล แลวเก็บสารที่ชะออกมา

เปนลําดับสวน  ผลการทดลองที่ไดแสดงไวในตารางที ่1 

 
แผนภาพที่ 2   วิธีการสกัดสวนสกัดหยาบเมทานอลจากน้ําเลี้ยงเชื้อ Psilocybe cubensis 

สวนสกัดหยาบเมทานอล (BMX)  79.23 กรัม 

BMX(D) สวนที่เหลือ 

BMX(DD) (200 mg) สวนที่เหลือ 

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

ซิลิกาเจลคอลัมนโครมาโทกราฟ 
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ตารางที่ 3.1  การแยกสวนสกัดหยาบเมทานอลจากน้าํเลี้ยงเชื้อ Psilocybe cubensis  

 

ลําดับ 

สวนที ่

ตัวชะ น้ําหนกั 

(มิลลิกรัม) 

ลักษณะปรากฏ 

1 - 8 100% คลอโรฟอรม 1.6 ของเหลวใส ไมมีสี 

11 – 20 1% เมทานอลในคลอโรฟอรม 1.3 ของเหลวใส 

21 – 28   2% เมทานอลในคลอโรฟอรม 1.5 ของเหลวใส 

29 – 35 3% เมทานอลในคลอโรฟอรม 2.8 ของเหลวสเีหลือง 

36 – 41 4% เมทานอลในคลอโรฟอรม 2.4 ของเหลวสเีหลือง 

42 – 47 5% เมทานอลในคลอโรฟอรม 3.1 ของเหลวสเีหลือง 

48 – 54 6% เมทานอลในคลอโรฟอรม 5.2 ของเหลวสเีหลือง 

55 – 64  7% เมทานอลในคลอโรฟอรม 4.5 ของเหลวสเีหลือง 

65 - 70 8% เมทานอลในคลอโรฟอรม 3.2 ของเหลวสเีหลือง 

71 - 77 9% เมทานอลในคลอโรฟอรม 6.1 ของเหลวสเีหลือง 

78 – 93 10% เมทานอลในคลอโรฟอรม 8.0 ของหนืดสีเหลอืง คลายน้าํมนั 

94 – 113 15% เมทานอลในคลอโรฟอรม 4.7 ของเหลวสเีหลือง 

114 – 124 20% เมทานอลในคลอโรฟอรม 5.8 ของเหลวสเีหลือง 

125 - 136 25% เมทานอลในคลอโรฟอรม 7.4 ของเหลวสเีหลือง 

137 - 150 30% เมทานอลในคลอโรฟอรม 5.3 ของเหลวสเีหลือง 

151 - 162 35% เมทานอลในคลอโรฟอรม 4.0 ตะกอนสีขาวขุน 

163 - 167 50% เมทานอลนคลอโรฟอรม 12.0 ของเหลวสเีหลือง 

 

จากผลการวิเคราะหดวย1H NMR  ของลําดับสวนที่ 78 - 93 และลําดับสวนที่ 151 - 162  

พบวานาจะมสีารที่นาสนใจ จึงนาํมาแยกองคประกอบตอโดยใช preparative TLC โดยลาํดับสวน

ที่ 78 - 93  ใชวัฏภาคเคลื่อนที่เปน 5% เมทานอลในคลอโรฟอรม  และลําดับสวนที ่ 151 - 162  

ใชวัฏภาคเคลื่อนที่เปน 30% เมทานอลในคลอโรฟอรม ตามลําดับ   

 
3.9.3 การทําใหบริสทุธิ์และสมบัติทางเคมีของสาร  
            

3.9.3.1  สาร 1 จากลําดับสวนที่ 78 - 93    
 นาํสวนที่ไดจากลําดับสวนที่ 78-93  แยกดวย preparative TLC    โดย 
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ใชวัฏภาคเคลื่อนที่เปน 5%  เมทานอลในคลอโรฟอรม แยกไดทั้งหมด 2 แถบ ดังนี ้

แถบ 1 คา Rf =  0.61 

แถบ 2 คา Rf =  0.75 

แถบที ่1     ไดเปนสาร 1 เปนของหนืดสีเหลือง   น้าํหนัก 8 มิลลิกรัม ซึง่มีสมบัต ิ

ทางเคมีดังนี ้  

  IR สเปกตรัม ทําการวัดโดยหยดสารลงบนแผนวินโดวทีท่ําดวยผลกึโพแทสเซียม

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 แสดงไวในรูปที่ 4ข และ 5ข  

ภาคผนวก ข     

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

 

 

 
 

รูปที่ 3.1   โครงสรางทางเคมีของสาร 1 

 
3.9.3.2  สาร 2  จากลําดับสวนที่ 151 - 162   

นําสวนที่ไดจากลําดับสวนที ่151 – 162   แยกดวย preparative TLC  

โดยใชวัฏภาคเคลื่อนที่เปน 30%  เมทานอลในคลอโรฟอรม แยกไดทัง้หมด 5 แถบ ดังนี ้
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แถบ 1 คา Rf =  0.20 

แถบ 2 คา Rf =  0.25 

แถบ 3 คา Rf =  0.50 

แถบ 4 คา Rf =  0.71 

แถบ 5 คา Rf =  0.79 

แถบที ่2     ไดเปนสาร 2 เปนตะกอนสีขาวขุน   น้ําหนกั 4 มิลลิกรัม     ซึ่งมีสมบัติ 

ทางเคมีดังนี ้

  IR สเปกตรัม      ทําการวัดโดยหยดของเหลวลงบนแผนวนิโดวที่ทาํดวยผลึกซงิค

ซิลิไนด (ZnSe) ทําการวัดดวย 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 แสดงไวในรูปที่ 10ข และ 11ข ภาคผนวก ข   
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 3.2   โครงสรางทางเคมีของสาร 2 
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3.10  การวิเคราะหหาปรมิาณสารออกฤทธิห์ลอนจิตและประสาทไซโลไซบินและไซโลซิน  
จากเห็ด Psilocybe cubensis ในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB บมที่อุณหภูมิหอง  เปนเวลา  45 
วัน โดยเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟสมรรถนะ (High performance liquid chromatography; 
HPLC)  
 

3.10.1  การเตรียมสารมาตรฐานผสมไซโลไซบิน ไซโลซินและ 4-hydroxyindole สําหรับ

วิเคราะหดวยเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟแบบสมรรถนะ (HPLC)  

การเตรียมสารมาตรฐานผสมใหไดความเขมขน    25    ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

เชนเดียวกับวธิีการของ Tsujikawa และคณะ (2003)  พบวา ความเขมขนของสารมาตรฐาน

ดังกลาวสูงกวาตัวอยางที่สกดัได จึงเจือจางสารมาตรฐานผสมใหมีความเขมขนใกลเคียงกับ

ตัวอยาง คือ ความเขมขน 12.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ดังแสดงในแผนภาพที่ 3.3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  
 
 
แผนภาพที่ 3.3  การเตรียมสารมาตรฐานผสมไซโลไซบิน ไซโลซนิและ 4-hydroxyindole  

 ความเขมขน 12.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 

 

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 

(ความเขมขน  25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

ปเปต 500 ไมโครลิตร  

สารละลายบฟัเฟอร 500 ไมโครลิตร 

สารละลายมาตรฐานผสมเปน 1 มิลลิลิตร 

(ความเขมขน  12.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

ปเปต 1 มิลลิลิตร  ปเปต 1 มิลลิลิตร  ปเปต 1 มิลลิลิตร  
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3.10.2 การเตรียมสกดัตัวอยางเห็ด Psilocybe cubensis  

ตัวอยางดอกเห็ดมาจากการเพาะเลี้ยงเสนใย P. cubensis ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ชนิดเหลว PDB ในหองปฎิบัติการทดลอง  เปนระยะเวลาประมาณ 45 วัน 

 

 3.10.2.1  การทําเห็ดใหแหง 

  นําเห็ดมาอบแหงที่อุณหภูมิ  60 องศาเซลเซียส  เปนเวลา  3 ชั่วโมง  

แยกสวนดอกเห็ดและกานดอกเห็ดออกจากกัน 

   

 3.10.2.2  ดอกเห็ด (cap) 

นําสวนดอกเหด็ที่แหงมาบดใหละเอียด      ชั่งตัวอยางมา 51.7 มิลลิกรัม  

สกัดดวยเมทานอล คร้ังละ 2 มิลลิลิตร ทาํการสัน่ดวยอางคลื่นความถี่สูง (Ultrasonic bath)  เปน

เวลา 30 นาที  นํามาหมนุเหวี่ยงที่ความเร็ว 3000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 2 นาที ดูดเอาสวนใส

ดานบนออกมาใสหลอดทดลอง  จากนัน้ทําการสกัดซ้ําอีกครั้ง  นาํสวนใสที่ไดมาระเหยแหงภายใต

กระแสไนโตรเจน (Nitrogen stream)  ละลายดวยสารละลายบฟัเฟอรที่ม ีInternal Standard  25 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จํานวน 500 ไมโครลิตร และเติมสารละลายบัฟเฟอร จํานวน 500 

ไมโครลิตร ไดความเขมขนของ internal standard เปน 12.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  นาํมากรอง

ผาน PTFE microfilter ขนาดรูพรุน 0.45 μm ใสขวดแกว ขนาด 1.5 มลิลิลิตร  

 

3.10.2.3  กานดอกเห็ด (stalk) 

นําสวนกานดอกเห็ดที่แหงมาบดใหละเอยีด  ชั่งน้ําหนัก 55.7 มิลลิกรัม  

ทําการสกัดเชนเดียวกับตัวอยางดอกเห็ด ขอ 3.10.2.2 

 

3.10.3 ภาวะที่ใชวิเคราะหโดยเทคนิค HPLC 

ทําการวิเคราะหสวนสกัดดอกเห็ดและกานดอกเห็ด          โดยเทคนิคลคิวิดโคร

มาโทกราฟสมรรถนะ (HPLC)  ตามภาวะที่ใชวิเคราะหของ 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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พบวา  ไซโลไซบิน ไซโลซินและ 4-hydroxyindole  ใหคา retention time (RT) ที่ตางกัน  

ดังแสดงในรูปที่  4.13 

 

3.10.4 การคํานวณปริมาณไซโลไซบินและไซโลซิน 

จากการใชวิธีวิเคราะหโดยใชสารละลายของมาตรฐานเพียงความเขมขนเดียว 

 จําเปนตองใชความเขมขนที่เทากับหรือใกลเคียงกับความเขมขนของสารที่ตองการวิเคราะหใน

สารละลายของสารตัวอยาง  เนื่องจากเปนการวัดคาแอบซอรแบนซเพียงคาเดียวเทานั้น  และการ

หาความเขมขนของสารที่ตองการวิเคราะหในสารละลายของสารตัวอยางเปนการคํานวณโดย

เทียบบัญญัติไตรยางค  ซึ่งจะได 

Cu = Au x Cs / As 

 

เมื่อ Cu เปนความเขมขนของสารที่ตองการวิเคราะหในสารละลายของสารตัวอยาง 

 Cs เปนความเขมขนของสารมาตรฐานที่ตองการวิเคราะหในสารละลายของสาร 

มาตรฐาน 

 Au เปนคาแอบซอรแบนซที่วัดไดจากสารละลายของสารตัวอยาง 

 As เปนคาแอบซอรแบนซที่วัดไดจากสารละลายของสารมาตรฐาน 

 

 ซึ่งคาแอบซอรแบซที่วัดไดโดยเทคนิค HPLC จะแปรคาเปนพื้นที่ใตพีค  สําหรับวิธีนี้มี

ขอจํากัด คือ การดูดกลืนรังสีโดยสารที่ตองการวิเคราะหนั้นตองเปนไปตามกฎของ Beer และ

สามารถหาสารมาตรฐานที่มีความบริสุทธิ์ สูงพอ  เปนวิธีหนึ่งที่นิยมใชกันมากใน British 

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

standard ในการวิเคราะหจึงใชการเปรียบเทียบพื้นที่ใตพีคของสารมาตรฐานหรือตัวอยางกับพื้นที่

ใตพีคของ internal standard มาใชในการคํานวณหาปริมาณสารดังกลาว   

 

จากสูตรการคํานวณขางตน  เมื่อนํามาแทนคาในการหาปริมาณสารจะไดเปน 

  Cu =  ปริมาณสารที่ตองการทราบคา x Dilution factor of sample x น้ําหนักแหง 

     ของตัวอยาง (mg) 

=  ปริมาณสารที่ตองการทราบ  x  1 ml  x  น้ําหนักแหงของตัวอยาง (mg) 

 Cs =  ปริมาณสารของสารมาตรฐาน  x   Dilution factor of standard  x  น้ําหนัก 

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

    x  น้ําหนักของสารมาตรฐาน (mg) 

 Au =  อัตราสวนพื้นที่ใตพีคของตัวอยางตอพื้นที่ใตพีคของ internal standard 

  =  Sample ratio 

 As =  อัตราสวนพื้นที่ใตพีคของสารมาตรฐานตอพื้นที่ใตพีคของ internal standard 

  =  Standard ratio 

 

ฉะนั้น จะไดสูตรในการคํานวณเปน 

ปริมาณสารที่ตองการทราบคา   

=  [ Au / As ] x Cs  x [1/1 ml x 1/น้ําหนักแหงของตัวอยาง(mg)] 

 

เมื่อแทนคา  จะไดเปน 

ปริมาณสารทีต่องการทราบคา  

=  [(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))] 

 

 ในการวิเคราะหหาปริมาณ  ทาํการฉีดสารมาตรฐานผสม 2 คร้ัง สลับกับการฉีดตวัอยาง 

2 คร้ัง นัน่คือ จะไดลําดับการฉีดเปน  สารมาตรฐานผสม 2 คร้ัง, ตัวอยาง 2 คร้ัง, สารมาตรฐาน

ผสม 2 คร้ัง, ตัวอยาง 2 คร้ัง ดังนั้น จะไดคาพื้นที่ใตพีคของสารมาตรฐานผสม 4 คา นาํคาพื้นที่ใต

พีคของสารมาตรฐานแตละชนิดมาคิดเทียบอัตราสวนกบั internal standard ในแตละครั้งที่ฉีดสาร

มาตรฐานผสม  แลวหาคาเฉลี่ยเพื่อนํามาใชในการคํานวณตอไป  ในทาํนองเดียวกัน  นําคาพืน้ที่

ใตพีคของตัวอยางที่ฉีดมาคิดอัตราสวนแลวหาคาเฉลี่ย จากนัน้จึงนาํไปแทนคาลงในสูตรการ

คํานวณเพื่อหาปริมาณสารไซโลไซบินและไซโลซิน  ดังแสดงในตาราง 1จ และ  2จ  (ภาคผนวก จ)   

 

 



   บทที่ 4 
  

ผลการทดลองและวิจารณผล 
 
4.1 ผลการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเสนใย Psilocybe cubensis ที่นํามาใชศึกษา 
 
  4.1.1  ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

4.1.1.1 ผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาดวยตาเปลา  

จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ P. cubensis    เมื่อเล้ียงบนอาหาร 

เล้ียงเชื้อ 4 ชนิด ไดแก  Potato Dextrose Agar (PDA), Malt Extract Agar (MEA), Corn Meal 

Agar (CMA) และ Sabouraud’s Dextrose Agar (SDA)  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 2 สัปดาห พบวาลักษณะโคโลนีประกอบดวยเสนใยสีขาว  และไมพบมีการสรางสปอร  ดัง

แสดงในรูป 4.1 

 

  
PDA      MEA 

  
CMA      SDA 

 
รูปที่ 4.1  ลักษณะทางกายภาพของโคโลนีและเสนใยของ P. cubensis  บนอาหารเลี้ยงเชื้อ            

                PDA, MEA, CMA และ SDA บมที่อุณหภูมหิอง  เปนเวลา 2 สัปดาห 
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4.1.1.2  ผลการศึกษาลักษณะโครงสรางเสนใย Psilocybe cubensis ดวยกลอง

จุลทรรศน 

จากการทํา slide culture ของเสนใย P. cubensis          และศึกษาภายใตกลอง 

จุลทรรศน  พบวา  มี clamp connection ซึ่งเปนลักษณะโครงสรางเฉพาะของเสนใยราในไฟลัม

Basidiomycete  ซึ่งเห็ดสกุล Psilocybe จัดอยูในไฟลัมนี้  ดังแสดงในรูป  4.2  จึงเปนการพิสูจน

วาเสนใยที่แยกไดนาจะมาจากการแยกเนื้อเยื่อดอกเห็ด P.  cubensis    

 

 
รูปที่ 4.2  ลักษณะเสนใยของ P. cubensis  ภายใตกลองจุลทรรศน  กาํลังขยาย 100X     

                ตําแหนงลูกศรชี้ คือ clamp connection 
 

4.1.2 ผลการพิสูจนสายพันธุทางอณูชีววิทยา 
 

  จากการพิสูจนทางอณูชีววิทยาเม่ือเปรียบเทียบลําดับเบสดีเอ็นเอบริเวณ ITS 

รวมกับไพรเมอร ITS1f และ ITS4 ของ P. cubensis ที่ไดกับขอมูลดีเอ็นเอในฐานขอมูล GenBank 

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

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

DQ494691, score = 644 bits)  ดังนั้นจึงจัดไดวาเปนรา 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 รวมกบัไพรเมอร ITS1f และ ITS4 ของ Psilocybe  cubensis   

                 เมือ่เทียบกบัขอมูลดีเอ็นเอในฐานขอมูล GenBank  
 

4.1.3  สัณฐานวิทยาของเห็ด Psilocybe cubensis ในอาหารเลี้ยง PDB บมท่ี
อุณหภูมิหอง เปนเวลา  45 วัน 

 
จากการเพาะเลี้ยง P. cubensis    ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนดิเหลว PDB  ที่อุณหภูม ิ

หอง  พบวา เมื่ออายปุระมาณ 45 วนั มดีอกเห็ดเกิดข้ึน ลักษณะของดอกเห็ดที่เกดิข้ึนมีโครงสราง

คลายเห็ดสายพันธุนี้  กลาวคือ  ดอกเหด็เมื่อออนมีลกัษณะแหลม เมื่อบานมีสนี้ําตาล ดานใต

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

                   บมที่อุณหภูมหิอง  เปนเวลาประมาณ 45 วนั 

 
4.2 ผลการศึกษาการเจริญเติบโตของรา Psilocybe cubensis บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 
และการศึกษาอัตราการเจริญเติบโตในอาหารเหลว MEB 
 

 จากการศึกษาการเจริญเติบโตของเช้ือรา P. cubensis  เมื่อนาํไปเล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อ

ชนิดแข็ง จาํนวน 4 ชนิด  ไดแก  PDA, MEA, CMA และ SDA เปนเวลา 2 สัปดาหที่อุณหภูมิหอง   

เพื่อดูขนาดของโคโลนีและลักษณะเสนใยดังแสดงในรูปที่ 4.1 และตารางที่ 4.1  พบวาอาหารเล้ียง

เช้ือที่มีความเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของ P. cubensis  คือ MEA จึงเลือกใชอาหารเล้ียงเชือ้

ดังกลาวในการวัดการเจริญเติบโต  เนื่องจากมีอัตราการเจริญเติบโตเร็วกวาอาหารเล้ียงเชื้อแข็ง

ชนิดอ่ืน และเพื่อศึกษาเปรียบเทยีบการสรางสารเอกลักษณเฉพาะของ P. samuiensis จาก

งานวิจยัของ Suwancharoen, 2005  ที่ผานมากับ P. cubensis  ในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเดียวกัน 

 

ตารางที่  4.1  ขนาดของโคโลนีและลักษณะทางกายภาพของ P. cubensis บนอาหารเล้ียงเช้ือ 

                      ชนิดแข็ง PDA, MEA, CMA และ SDA ที่อุณหภูมหิอง  เปนเวลา 2 สัปดาห 

 

ชนิดของอาหาร ขนาดของโคโลนี 

(ซม.) 

ลักษณะทางกายภาพของโคโลน ี

PDA 7.2 เสนใยหนาบางไมสม่ําเสมอ ขอบไมเรียบ 

MEA 7.4 เสนใยหนาปานกลาง  ขอบเปนวงเรียบ 

CMA 7.0 เสนใยหนา สขีาว ขอบไมเรียบ 

SDA 6.8 เสนใยหนา สขีาว ขอบไมเรียบ 
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 จากการศึกษาอัตราการเจริญเติบโตในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเหลว MEB ที่อุณหภูมิหอง  

เปนเวลา 2 เดือน  โดยการช่ังน้ําหนักเสนใยที่อบแหง เขียนกราฟเสนระหวางน้าํหนักแหงกับวันที่ 

ดังรูปที ่4.5   
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รูปที่ 4.5  กราฟแสดงความสัมพนัธของการเจริญเติบโตของเสนใย Psilocybe cubensis เมื่อทาํ 

                การเพาะเล้ียง  ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว MEB  เปนเวลา 60 วัน 

 

 พบวา  อัตราการเจริญเติบโตของเสนใย P. cubensis สูงสุดที่ 45 วัน จากนัน้การเจริญจะ

คอยๆลดลงมาจนถึงจุดที่เร่ิมคงที่ในวนัที่ 55  และคงที่เมื่ออายุ 60 วัน  นัน่แสดงวาราเขาสูระยะ 

Stationary phase  ซึ่งเปนระยะที่รามีการสรางสารเมแทบอไลตทุติยภูมิ (secondary metabolite)  

ดังนัน้จึงเลือกใชระยะเวลาในการเล้ียงเสนใย  P. cubensis  เปน 60 วนั  

      
 4.3 การเลี้ยง Psilocybe cubensis  และการสกัดสารเมแทบอไลตที่สรางไดจาก Psilocybe 
cubensis 
 

 เล้ียงเสนใยรา P. cubensis  ในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเหลว MEB     ในขวดรูปชมพู   ขนาด  

250  มิลลิลิตร   ที่บรรจุดวยอาหารเล้ียงเชื้อชนิดเหลว   ปริมาตร 100 มิลลิลิตร      สกัดเสยใยที่

กรองไดดวยเมทานอลกอนที่จะนําไปสกดัลําดับสวนดวยเฮกเซน, ไดคลอโรมีเทน, เอธิลอะซิเตต 
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และเมทานอล  นาํอาหารเลี้ยงเชื้อที่กรองไดมาสกัดดวยเฮกเซน, ไดคลอโรมีเทน, เอธิลอะซิเตต

และเมทานอล ตามลําดับ ดังแสดงในแผนภาพท่ี 3.1 

 
4.4  องคประกอบทางเคมขีองสวนสกดัหยาบของน้ําเลีย้งเชื้อ Psilocybe cubensis  
 

4.4.1 การแยกสวนสกัดหยาบใหบริสุทธิ ์

 

4.4.1.1 สวนสกัดหยาบเฮกเซนและไดคลอโรมีเธนจากเสนใย 

จากการแยกองคประกอบทางเคมีของสวนสกัดหยาบทั้งสองชนิด  พบวาสาร 

ที่ไดมีปริมาณ  100  มิลลิกรัม   (โดยประมาณ)  นํามาวิเคราะหดวยโครมาโทกราฟแบบบาง   และ 
1H NMR พบวาประกอบดวยสเตียรอยด (Steroid) และ ไตรกลีเซอไรด (triglyceride)  ซึ่งเปนสาร

ที่พบทั่วไปในสวนสกัดเหลานี้  สําหรับสวนสกัดหยาบเมทานอลจากเสนใย  พบวามีน้ําตาลเปน

สวนประกอบ 

 

4.4.1.2 สวนสกัดหยาบเมทานอลจากน้ําเล้ียงเชื้อ (ดังแสดงในแผนภาพท่ี 2)  

โดยสวนใหญสวนสกัดหยาบเมทานอลจะมีน้ําตาลเปนองคประกอบ     จึงนํา 

มาสกัดแยกน้ําตาลดวยไดคลอโรมีเทนกอนจะทําการแยกดวยเทคนิคโครมาโทกราฟ  โดยใชซิลิ

กาเจลเปนตัวดูดซับ วัฏภาคเคล่ือนที่ที่ใชเปนคลอโรฟอรม แลวเพิ่มสภาพข้ัวโดยการเติมเมทานอล 

พบวาที่ 10% ของเมทานอลในคลอโรฟอรม ไดสาร 1 มีสีเหลือง  ลักษณะหนืดคลายน้ํามัน และที่ 

35% ของเมทานอลในคลอโรฟอรม  ไดสาร 2   ลักษณะเปนตะกอนสีขาวขุน (คราบสีขาวติดที่ขวด

กนกลม)   

สาร 1  เปนของหนืดสีเหลือง   แยกไดจากลําดับสวนที่  78-93      ในคอลัมน 

โครมาโทกราฟ  โดยใชซิลิกาเจลเปนตัวดูดซับ  ตัวชะเปน 10% ของเมทานอลในคลอโรฟอรม  

จากนั้นนํามาแยกตอดวยเทคนิค preparative TLC  โดยใชวัฏภาคเคล่ือนที่เปนเปนเมทานอลตอ

คลอโรฟอรม  อัตราสวน 5:95   ไดแถบที่  1  น้ําหนัก  8  มิลลิกรัม  เปนสารสีเหลือง  ลักษณะหนืด

คลายน้ํามัน 

สาร 2  เปนตะกอนสีขาวขุน  แยกไดจากลําดับสวนที่ 151-162     ในคอลัมน 

โครมาโทกราฟโดยใชซิลิกาเจลเปนตัวดูดซับ  ตัวชะเปน 35% ของเมทานอลในคลอโรฟอรม  

จากนั้นนํามาแยกตอดวยเทคนิค preparative TLC  โดยใชวัฏภาคเคล่ือนที่เปนเปนเมทานอลตอ

คลอโรฟอรม  อัตราสวน 30:70   ไดแถบที่  2  น้ําหนัก  4  มิลลิกรัม  เปนตะกอนสีขาวขุน 
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 สําหรับสวนสกัดหยาบจากน้ําเล้ียงเชื้อในตัวทําละลายชนิดอ่ืนๆ  เชน เฮกเซน  

ไดคลอโรมีเทน  และเอธิลอะซิเตต  เมื่อทําการแยกดวยเทคนิคโครมาโทกราฟและนํามาวิเคราะห

ดวย1H NMR พบวามีสารที่นาสนใจเชนกัน  แตเนื่องจากตัวอยางของสารที่แยกไดมีปริมาณนอย 

(ประมาณ 1-2 มิลลิกรัม) จึงไมสามารถนํามาวิเคราะหตอไปได 

 

4.4.2 การวิเคราะหหาสูตรโครงสรางทางเคมีของสารบริสุทธิท์ี่แยกได 

 

สาร 1  สามารถละลายไดในเอธิลอะซิเตต และคลอโรฟอรม 

จากการวิเคราะหดวยเทคนคิอินฟราเรดสเปกโทรสโกป   ไดผลดังรูปที ่1ค  

(ภาคผนวก ค) พบวามีการดูดกลืนแสงที่เลขคล่ืน 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  ตําแหนงการดูดกลืนแสงอินฟราเรดของสาร 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 

 

จากขอมูล 1H-NMR ของสาร 1 ดังแสดงไวในรูปที ่ 1ข ภาคผนวก ข ปรากฏ

สัญญาณของโปรตอนดังนี ้โปรตอนของอัลดีไฮดที่ δH 9.57 ppm โปรตอนของคารบอนตําแหนงที ่

3  δH 7.21 ppm โปรตอนของคารบอนตําแหนงที ่4 δH 6.51 ppm  และเมทิลลีนโปรตอนที่อยูติด

กับออกซิเจนที ่δH 4.70 ppm  

 

จากขอมูล 13C-NMR และ HSQC ของสาร 1 ดังแสดงไวในรูปที่ 2ข ภาคผนวก ข 

ปรากฏสัญญาณของคารบอนดังนี้   คารบอนตําแหนงที่ 1  δC 177.72 ppm  คารบอนตําแหนงที ่

5   δC 160.71 ppm คารบอนตําแหนงที่ 2 δC 152.30 ppm คารบอนตําแหนงที่ 3  δC 123.03 

ppm คารบอนตําแหนงที่ 4 ที่ δC 110.01 ppm และคารบอนตําแหนงที ่6 δC 57.56 ppm  
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ตารางที่ 4.3    ขอมูล 1H-NMR, 13C-NMR และ HMBC ของสาร 1 (ใน CDCl3) 

 

ตําแหนง 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 

 

จากขอมูลความสัมพันธของ HMBC สามารถหาการเช่ือมตอของอะตอมใน

โมเลกุล  ดังแสดงในรูปที ่4.6   
 

 
 

รูปที่ 4.6  HMBC ของสาร 1 

 

จากขอมูล HMBC สาร 1  มีความสัมพนัธของโปรตอน H-3  กับคารบอน C-2,  

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

 

จากขอมูลแมสเปกตรัม (APCI/TOF MS spectrum) ของสาร 1 พบวาสารมีมวล

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

คํานวณ 149.1017   

 



 38 

 
 

รูปที่  4.7   โครงสรางทางเคมีของสาร 1 

 

จากโครงสรางที่วิเคราะหได        ทําใหทราบวาสาร 1        มีโครงสรางเหมือนกับ  

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

การคนพบในป 1990 โดย William และ Julie  แยกไดจากเมแทบอไลตของ Talaromyces flavus  

ในสวนสกัดจากสารอนิทรีย (organic extract) โดยเช้ือดังกลาวสามารถควบคุมการเกิดโรคจาก

เช้ือ Verticillium dahliae Kleb ทีท่ําใหเกดิการเหีย่วของมะเขือ (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  สามารถละลายไดในเมทานอล 

จากการวิเคราะหดวยเทคนคิอินฟราเรดสเปกโทรสโกป     ไดผลดังรูปที่ 2ค 

(ภาคผนวก ค) พบวามีการดูดกลืนแสงทีเ่ลขคล่ืน 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  ตําแหนงการดูดกลืนแสงอินฟราเรดของสาร 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  

 

จากขอมูล 1H-NMR ของสาร 2 ดังแสดงไวในรูปที ่ 8ข ภาคผนวก ข ปรากฏ

สัญญาณของโปรตอนดังนี ้ โปรตอนของคารบอนตําแหนงที ่ 3  δH 7.21 ppm โปรตอนของ

คารบอนตําแหนงที ่4 δH 6.51 ppm  และโปรตอนท่ีตออยูกับเมทอกซิ (CH2OH) ที่ δH 4.70 ppm  

จากขอมูล 13C-NMR ของสาร 2 ดังแสดงไวในรูปที ่ 9ข ภาคผนวก ข ปรากฏ

สัญญาณของคารบอนดังนี ้  คารบอนตําแหนงที ่5  ที่ δC 156 ppm คารบอนตําแหนงที ่2 δC 150 

ppm คารบอนตําแหนงที่ 3 ที่ δC 114 ppm คารบอนตําแหนงที ่4 ที่ δC 109 ppm และเมทอกซิ

คารบอนที ่δC 56.2 ppm  

 

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

 

ตําแหนง 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 

 

จากขอมูลความสัมพันธของ HMBC สามารถหาการเช่ือมตอของอะตอมใน

โมเลกุลดังแสดงในรูป 4.8  
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รูปที่ 4.8  HMBC ของสาร 2 

 

จากขอมูล HMBC สาร 1  มีความสัมพนัธของโปรตอน H-3  กับคารบอน 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  โครงสรางทางเคมีของสาร 2 

 

จากโครงสรางที่วิเคราะหไดทําใหทราบวา สาร 2   มีโครงสรางคลายคลึงกับสาร 1 

เนื่องจาก IR พบวา  โครงสรางของสาร 2 มหีมูคารบอนิล  ดังนัน้  สาร 2 นาจะเปน 5-Hydroxy   

methyl-furan-2-carboxylic acid  เมื่อเปรียบเทียบขอมลู 1H-NMR และ 13C-NMR ของสาร 2 กับ  

สาร 1 และ 5-Hydroxymethyl-furan-2-carboxylic acid ดังแสดงในตารางที่ 4.7  ทําใหยนืยนัได

วา  สาร 2 คือ 5-Hydroxymethyl-furan-2-carboxylic acid   ซึ่งเคยมีรายงานการคนพบในป 

2001 โดย Jadulco และคณะ    พบอนุพนัธุชนิดใหมของ furan carboxylic acid จากฟองน้ํา

ทะเล ซึ่งไดมาจาก  Cladosporium herbarum    มีฤทธิ์ยับยัง้เชื้อ      Bacillus subtillis  และ  

Staphylococcus aureus  (Jadulco และคณะ, 2001)  และสาร 2 เปนอนพุันธุกับสาร 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 ผลการวิเคราะหหาปริมาณสารออกฤทธิ์หลอนจิตและประสาทไซโลไซบินและไซโล  
ซินจากเห็ด Psilocybe cubensis ในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB บมที่อุณหภูมิหอง  เปนเวลา 45 
วัน   โดยเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟสมรรถนะ (HPLC)     
 

จากเห็ด P. cubensis ที่เกิดในอาหารเล้ียงเช้ือ PDB ดังแสดงในรูปที่ 4.10 เม่ือนํามาสกัด

ตามวิธีการทดลองในขอ 3.10.3.2 และ 3.10.3.3  ไดสวนสกัดตัวอยางดอกเห็ดและกานดอกเห็ด

นํามาละลายดวยสารละลายบัฟเฟอร ใหไดความเขมขนของ internal standard เปน 12.5 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  ปริมาตรสารที่ใชวิเคราะห (injection volumn) เทากับ 20 ไมโครลิตร  

วิเคราะหโดยเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟสมรรถนะ (HPLC) ตามวิธีการทดลองในขอ 3.10.3  

พบวา  ทั้งสวนดอกเห็ดและกานดอกเห็ดมีสารออกฤทธิ์หลอนจิตและประสาทไซโลไซบินและไซโล

ซิน   ซึ่งใหคา retention time (RT) ที่ตางกัน คือ คา retention time (RT) ที่ 5.25 และ 13.54  นาท ี

ตามลําดับ  สวน Internal Standard  คา RT อยูที่ 25.43 นาที  ดังแสดงในรูปที่ 4.11  คํานวณหา

ปริมาณสารออกฤทธิ์ไดจากการเทียบพื้นที่ใตพีคของสารแตละชนิดกับ Internal Standard พบวา 

ดอกเห็ดมีไซโลไซบิน 0.051 % และไซโลซิน 0.010% (เม่ือเทียบกับน้ําหนักดอกเห็ดแหง 51.7 

มิลลิกรัม) สวนกานดอกเห็ดพบไซโลไซบิน 0.018 % และไซโลซิน 0.015% (เม่ือเทียบกับน้ําหนัก
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กานเห็ดแหง 55.7 มิลลิกรัม)ตามลําดับ   วิธีการคํานวณ ดังแสดงในตาราง 1จ และ 2จ พรอมดวย

ตัวอยางการคํานวณดังแสดงใน  ภาคผนวก จ 

 

สําหรับเสนใยของ P. cubensis ที่เกิดดอกเห็ดไดทําการวิเคราะหหาสารออกฤทธิ์ทั้งสอง

ชนิดโดยใชวิธีการสกัดและภาวะของเคร่ืองมือเชนเดียวกันกับการวิเคราะหในสวนดอกเห็ดและ

กานดอกเห็ด  ปรากฎวาไมพบสารทั้งสองในเสนใยที่เกิดดอกเห็ด  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  

ที่ความเขมขน  12.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 
(ข) สวนสกัดดอกเห็ด P. cubensis  หนัก 24.6 มิลลิกรัม 

       
(ค) สวนสกัดกานดอกเห็ด P. cubensis  หนัก 20.9 มิลลิกรัม 

       
(ง) สวนสกัดเสนใย P. cubensis ที่เกิดดอกเห็ดในอาหารชนิด PDB 

 

รูปที่ 4.11  โครมาโทแกรมของ (ก), (ข), (ค) และ (ง) ทีว่ิเคราะหดวย 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 
 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 
 
จากการศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ Psilocybe cubensis เมื่อนําไปเลี้ยงในอาหาร

เลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง จํานวน 4 ชนิด ไดแก PDA, MEA, CMA และ SDA เปนเวลา 2 สัปดาหที่

อุณหภูมิหอง   พบวาอาหารเลี้ยงเชือ้ชนิดแข็งที่มคีวามเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของ P. 

cubensis คือ PDA และ MEA สําหรับงานวิจยันี้เลือกใชอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง MEA ในการวดั

การเจริญเติบโต เนื่องจากเมื่อเลี้ยงในอาหารแข็ง MEA เสนใยของเชื้อรามีการเจรญิเร็วกวาเลี้ยง

ในอาหารแข็งชนิดอื่นๆ และเปนการศึกษาเปรียบเทียบการสรางสารเอกลักษณเฉพาะของ P. 

samuiensis จากงานวิจยัของ Suwancharoen, 2005  ที่ผานมากับ P. cubensis  ในอาหารเลี้ยง

เชื้อชนิดเดียวกัน 

สารสกัดจากน้าํเลี้ยงเชื้อ MEB ที่สกัดดวยเมทานอลถกูเลือกนาํมาศึกษา เมื่อนํามาแยก

สารบริสุทธิ์ดวยเทคนิคทางโครมาโทกราฟฟ ไดแก คอลัมนโครมาโทกราฟ และ preparative TLC 

ไดสาร 2 ชนดิ คือ 5-hydroxymethyl-furan-2-carbaldehyde และ 5-hydroxymethyl-furan-2-

carboxylic acid ซึง่สารทั้งสองชนิดดังกลาวเปนสารทีส่ามารถสกดัไดจากเชื้อราในธรรมชาต ิ เชน 

Talaromyces flavus  เปนตน 

ดอกเห็ด P. cubensis ที่เกดิขึ้นในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว PDB เปนเวลาประมาณ 45 

วัน บมที่อุณหภูมิหอง ถูกนาํมาวิเคราะหหาปริมาณสารออกฤทธิห์ลอนจิตและประสาทไซโลไซบิน

และไซโลซิน พบวาในดอกเห็ดมีไซโลไซบนิ 0.051 % และไซโลซิน 0.010% (เมื่อเทยีบกับน้าํหนกั

ดอกเห็ดแหง 51.7 มิลลิกรัม) สวนกานดอกเห็ดพบไซโลไซบิน 0.018 % และไซโลซิน 0.015% 

(เมื่อเทียบกับน้ําหนกักานดอกเห็ดแหง 55.7 มิลลิกรัม) สวนเสนใยที่เกิดดอกเห็ดไมพบไซโลไซบิน

และไซโลซิน 

 
ขอเสนอแนะ 
งานวิจยัครั้งนีเ้ปนงานวิจัยเบื้องตน หากตองการพัฒนาเปนชุดตรวจสอบลักษณะสําคัญ

ทางชีวภาพ (Biomarker) เพื่อใชในงานดานนิติวทิยาศาสตร นาจะใชเทคนิคอื่นในการทาํวิจยั

เพิ่มเติมดวย เชน เทคนิคทางอิมมูโนวทิยาในการตรวจสอบหาสารเสพติดในเลือด จงึจะไดผลการ

วิเคราะหที่แมนยํายิ่งขึน้ เปนตน 
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 อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง 
  อาหาร  Corn Meal Agar (CMA)  เตรียมตามสูตร  

 Corn Meal  20 กรัม 

 Peptone  20 กรัม 

 Glucose  20 กรัม 

 ผงวุน   15 กรัม 

 น้ํากลัน่     1 ลิตร 

 

อาหาร Malt Extract Agar (MEA) เตรียมตามสูตร  

 Malt extract  20 กรัม 

 Peptone    1 กรัม 

 Glucose  20 กรัม 

 ผงวุน   15 กรัม 

 น้ํากลัน่     1 ลิตร 

 

อาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) เตรียมตามสูตร 

 มันฝร่ัง   200 กรัม 

 Glucose   20 กรัม 

 ผงวุน    15 กรัม 

 น้ํากลัน่      1 ลิตร 

หั่นมนัฝร่ังใหเปนชิ้นสีเ่หลีย่มขนาดเล็ก  แลวนําไปตมจนมนัฝร่ังสุก  กรองดวยผาขาวบาง

นําน้ําตมมันฝร่ังสวนที่กรองไดมาปรับปริมาตรดวยน้าํกลัน่ใหไดปริมาตร 1 ลิตร    แลวนาํสวนประ 

กอบตางๆมาผสมเขาดวยกนั 

 

อาหาร Sabouraud’s Dextrose Agar (SDA) เตรียมตามสูตร 

 Glucose  40 กรัม 

 Peptone  10 กรัม 

 ผงวุน   15 กรัม 

 น้ํากลัน่     1 ลิตร 
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เมื่อผสมสวนตางๆจนเปนเนื้อเดียวกันแลว  นําไปทําการฆาเชื้อโดยใชเครื่องนึ่งฆาเชื้อโรค

ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 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 

หั่นมนัฝร่ังใหเปนชิ้นสีเ่หลีย่มขนาดเล็ก  แลวนําไปตมจนมนัฝร่ังสุก  กรองดวยผาขาวบาง

นําน้ําตมมันฝร่ังสวนที่กรองไดมาปรับปริมาตรดวยน้าํกลัน่ใหไดปริมาตร 1 ลิตร  แลวนาํ

สวนประกอบตางๆมาผสมเขาดวยกนั 

 

อาหาร Sabouraud’s Dextrose Broth (SDB) เตรียมตามสูตร 

 Glucose  40 กรัม 

 Peptone  10 กรัม 

 น้ํากลัน่     1 ลิตร 

 เมื่อผสมสวนประกอบตางๆจนเปนเนื้อเดยีวกนัแลว  นําไปทาํการฆาเชื้อโดยใชเครื่องนึ่ง

ฆาเชื้อโรคที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 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   
 

ปริมาณสารทีต่องการทราบคา  

 

=  [(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 = อัตราสวนพื้นที่ใตพีคของตัวอยางตอพื้นที่ใตพีคของ internal  

    Standard (คาเฉลี่ย) 

 Standard ratio =  อัตราสวนพื้นที่ใตพีคของสารมาตรฐานตอพื้นที่ใตพีคของ internal  

    Standard (คาเฉลี่ย) 

 % Std. potency =  ความบริสุทธิ์ของสารมาตรฐาน (%) 

 Dilution factor standard 

=  การเจือจางสารมาตรฐานใหมีความเขมขน 12.5 ไมโครกรัมตอ 

มิลลิลิตร 

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

 Dilution factor Sample 

=  การเจือจางสวนสกัดตัวอยางกอนวิเคราะหดวย mobile phase  

    (มิลลิลตร) 

=  (1 / 1 ml) 

 Sample weight =  น้ําหนักตัวอยางที่อบแหง (มิลลิกรัม) 
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ตารางที่ 1จ  การหาปริมาณไซโลไซบินจากสวนสกัดดอกเห็ด (cap) และกานดอกเห็ด (stalk)   

        ดวยเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟสมรรถนะ (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   การหาปริมาณไซโลซินจากสวนสกัดดอกเห็ด (cap) และกานดอกเห็ด (stalk)  ดวย 

         เทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟสมรรถนะ (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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ตัวอยางการคํานวณ 
 
การคํานวณหาปริมาณไซโลไซบินในสวนสกัดดอกเห็ด 

   =   [(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  จาํนวนขวดที่ใสสวนสกัดดอกเหด็ที่แบงมาเปาแหงดวยกระแสไนโตรเจน  

ในปริมาณที่เทากนั  
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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 
 



70 
 
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 
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