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การกระตุ้นการสะสมสารเออโกไธโอนีอีนในเห็ดขอน (Lentinus spp.) 
และเห็ดน�้ำหมึก (Coprinus comatus) โดยใช้วัสดุเพาะผสมฮิสทิดีน

Enhancement of L-Ergothioneine in Khon (Lentinus spp.) and  
Inkcap (Coprinus comatus) Mushrooms by fortifying substrate  

with L-histidine
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บทคัดย่อ: การทดสอบการเจริญเติบโตของเส้นใยและการสร้างดอกของเห็ดขอนและเห็ดน�้ำหมึกในอาหารที่มีส่วนผสม
ของฮีสทิดีน เพื่อกระตุ้นการสะสมสารเออโกไธโอนีอีน (L-ergothioneine) พบว่าการเจริญและความหนาแน่นของเส้นใย
ผดิปกตเิมือ่ความเข้มข้นของฮสีทดินีสงูขึน้และมผีลต่อการสร้างดอกในเหด็บางชนดิ ฮสีทดินีความเข้มข้น 500 mg/L ท�ำให้
เส้นใยของเห็ดขอน Lentinus conatus และ Lentinus villosus บางลง และพบว่าระดับการสะสมสารเออโกไธโอนีอีน  
ขึ้นอยู่กับชนิดของเห็ด การใส่ฮีสทิดีนความเข้มข้น ≤100 mg/L กระตุ้นให้เห็ดน�้ำหมึก (Coprinus comatus) สะสม 
สารเออโกไธโอนอีนีสงูขึน้แต่ไม่มผีลในเหด็ขอน (Lentinus polychrous และ Lentinus squarrosulus)  เมือ่น�ำผลการศกึษา
ที่ได้มาพิจารณาสามารถแนะน�ำได้ว่าการผสมฮีสทิดีนลงในอาหารเลี้ยงเห็ดสามารถกระตุ้นการสร้างสารเออโกไธโอนีอีน 
ซึ่งมีคุณสมบัติต่อต้านอนุมูลอิสระในเห็ดน�้ำหมึก แต่ต้องมีการศึกษามากขึ้นหากต้องการน�ำไปใช้กับเห็ดขอน
ค�ำส�ำคัญ: เห็ดขอน, เห็ดน�้ำหมึก, ฮีสทิดีน, เออโกไธโอนีอีน

ABSTRACT: Growth characteristics and fruiting on histidine (His) amended PDA and levels of L-ergothioneine 
(ERG) in fruiting bodies of various mushroom species were determined.  It was found that growth and mycelial 
density of some mushroom species were interfered with the higher concentrations of His and the ability to produce 
fruiting bodies of some species was impaired.  The addition of 500 mg/L in PDA produced slender mycelial density of 
khon mushrooms species such as Lentinus conatus and Lentinus villosus.  The levels of ERG accumulated in fruiting  
bodies depended on mushroom species.  The addition of ≤100 mg/L stimulated inkcap mushroom (Coprinus comatus)  
to accumulate ERG but did not in khon mushrooms (Lentinus polychrous and Lentinus squarrosulus).  Taking 
these results into consideration, suggested that the addition of His into substrate is an effective mean to enhance the  
accumulation of antioxidant properties in inkcap mushroom but needs more study on khon mushrooms.
Keywords: Coprinus comatus, Lentinus spp., histidine, L-ergothioneine
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บทน�ำ

	 เห็ดเป็นทั้งอาหารและยารักษาโรคที่ส�ำคัญของ
โลกและชาวไทยมานานนับพันปีแล้ว และเห็ดเป็น
ที่สนใจเหมาะที่จะใช้เป็นอาหารของมนุษย์มากขึ้น 
เนื่องจากในเห็ดมีเยื่อใยมาก โปรตีนสูง ไขมันต�่ำ  
เหมาะที่จะน�ำมาประกอบอาหารเพื่อสุขภาพ ในเห็ด 
ยังมีสารที่พร ้อมจะเปลี่ยนแปลงไปเป ็นสารที่มี
ประโยชน์เช่น สารเออโกสเตอรอล (ergosterol) เมื่อ
ถกูแสงแดด แสงอลัตราไวโอเลตกจ็ะเปลีย่นให้เป็นสาร
เออโกแคลซิฟีรอล (ergocalciferol) หรือที่เป็นที่รู้จัก
กันดีเรียกทั่วไปว่าวิตามินดี นอกจากนี้เห็ดยังสามารถ
เจริญเติบโตและใช้สารอาหารที่มีโมเลกุลซับซ้อนได้ดี 
มีความสามารถเปลี่ยนสารอนินทรีย์เป็นสารอินทรีย์ที่
มีประโยชน์ต่อร่างกายอย่างมากเช่นสามารถเปลี่ยน
สารโซเดยีมเซเลไนต์ (sodium selenite) ซึง่เป็นพษิต่อ 
ร่างกายสงูให้เป็นสารเซเลโนโปรตนี (selenoproteins) 
หรือเซเลเนียม (selenium) ที่มีคุณสมบัติเป็นสาร 
ต่อต้านอนุมูลอิสระและมีคุณสมบัติต่อต้านการกลาย
พันธุ์ของไวรัสหลายชนิด (Rodriguez Estrada et al., 
2009) และในเห็ดมีสารส�ำคัญ เช่น น�้ำตาลเชิงซ้อน
โมเลกลุใหญ่ทีต่่อกนัด้วยสายโซ่เบตากลแูคน มฤีทธิใ์น
การต้านมะเร็ง (Chihara et al., 1970; Tabata et al.,  
1981) ต่อต้านสารก่อมะเร็ง (Lee and Nishizawa, 
2003; Pinheiro et al., 2003) และสารต่อต้านอนุมูล
อิสระ (Fu and Shieh, 2002; Cheung et al., 2003; 
Yang et al., 2002) 
	 เออโกไธโอนิอีนเป็นสารต่อต้านอนุมูลอิสระที่
สังเคราะห์ขึ้นมาในสภาพกดดันระหว่างการเจริญของ
เหด็และมฤีทธิต่์อต้านอนมุลูอสิระได้ด ีเออโกไธโอนอีนี 
เป็นสารประกอบในกลุ่มฟีนอล ชื่อเคมีคือ 2-mercap-
tohistidine trimethylbetaine เป็นสารที่สังเคราะห์ขึ้น 
มาตามธรรมชาตโิดยความสามารถของแบคทเีรยีและ 
เห็ดราบางชนิด (Genghof, 1970) แต่สัตว์ไม่สามารถ
สังเคราะห์สารนี้ขึ้นเองได้ มนุษย์ได้รับสารนี้มาจาก
การบริโภคเห็ดและเนื้อสัตว์ (Jang et al., 2004)  
ในร่างกายของมนุษย์พบสารเออโกไธโอนีอีนได้ใน
สมอง เม็ดเลือดแดง ตับ ไต พลาสมาและของเหลว

ภายในตา (Kaneko et al., 1980; Mitsuyama and 
May, 1999) ในปัจจุบันยังไม่ทราบแน่ชัดว่าสารนี้ 
ท�ำหน้าที่ใดที่ส�ำคัญต่อร่างกาย เพียงแต่พบว่าสารนี้
มีคุณสมบัติต่อต้านอนุมูลอิสระและต้านสารก่อมะเร็ง
เท่านัน้ (Asmus et al., 1996; Hartman and Hartman, 
1987) การมีสารนี้ในร่างกายและพบได้ในเห็ดเป็นที่
สนใจศึกษามากขึ้นเนื่องจากมีวิธีการที่เหมาะสมใน
การตรวจวัดปริมาณของสารนี้ได้อย่างถูกต้องมากขึ้น 
(Dubost et al., 2006) และพบเป็นองค์ประกอบส�ำคญั
อยู่ในร่างกายของมนุษย์
	 สารเออโกไธโอนีอีนพบเป็นครั้งแรกในเม็ด 
สเคลอโรเตียมของราเออกอต (Claviceps purpurea) 
เมื่อปี ค.ศ. 1909 ส่วนในเห็ดพบเป็นครั้งแรกในเห็ด 
น�้ำหมึก (Coprinus comatus) เมื่อกว่า 50 ปีมาแล้ว 
(List 1957, Badalyan et al., 2003) แต่หลงัจากนัน้พบ
ได้ในเหด็อืน่ๆ อกีหลายชนดิ เช่น Agaricus bisporus, 
Boletus spp., Cantharellus cibarius, Claviceps 
spp., Grifola frondosa, Lyophyllum connatum,  
Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus (Dubost et al.,  
2007a; Dubost et al., 2007b; Ey et  al., 2007;  
Kimura et al., 2005) จากการศกึษาเกีย่วกบัเมตาโบลซิมึ 
ของการสงัเคราะห์สารเออโกไธโอนอีนีพบว่ามกีรดอะมิ
โนที่เกี่ยวข้องในกระบวนการสังเคราะห์ คือ cysteine, 
histidine และ methioneine  (Askart  and Melville. 
1962) จึงมีการศึกษาเกี่ยวกับการกระตุ้นให้เห็ดสร้าง
สารเออโกไธโอนีอีนให้มากขึ้นจากการเติมกรดอะมิโน
เหล่านี้ลงในวัสดุเพาะ เช่นการใช้สารฮิสทิดีนกระตุ้น
เห็ด  A. bisporus (Dubost et al., 2007c) Pleurotus 
eryngii var. eryngii (Rodriguez Estrada et al., 2009)  
และใช้ methioneine กระตุ้นในเห็ด Ganoderma  
neo-japonicum  (Lee et al., 2009)
	 เนื่องจากประเทศไทยมีการบริโภคเห็ดค่อนข้าง
มาก มเีหด็หลายชนดิทีน่�ำมาใช้บรโิภคสดในรปูของผกั  
หรือบางชนิดเริ่มพัฒนาไปเป็นอาหารเพื่อสุขภาพ  
เหด็ขอน Lentinus spp. เป็นเหด็ทีม่ผีูน้ยิมรบัประทาน
เพราะมีรสชาติอร่อยและจัดเป็นเห็ดเศรษฐกิจที่มี 
การเพาะเลีย้งอย่างแพร่หลาย ทัง้ยงัมคีณุค่าทางอาหาร 
และมีการน�ำไปใช้เป็นยา (Jianzhe et al., 1987;  
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นวิฒั 2553) รวมทัง้เหด็น�้ำหมกึ (Coprinus comatus) 
วัตถุประสงค์นี้เพื่อศึกษาความเป็นไปได้ในการเพาะ
เลี้ยงและเพิ่มปริมาณสาร L-ergothioneine ในเห็ด
ขอนและเห็ดน�้ำหมึกด้วยการเติมสารฮิสทิดีนลงใน
อาหาร อาจช่วยสร้างมูลค่าเพิ่มให้กับเห็ดได้

วิธีการศึกษา

การเจริญบนอาหารที่ผสมฮิสทิดีน
	 การเตรียมเชื้อเห็ดสกุล Lentinus spp.
	 เหด็ทีใ่ช้ในการทดลองเป็นเหด็ขอนสกลุ Lentinus  
spp. ทั้งหมด 7 ไอโซเลต (Lentinus connatus,  
L. polychrous (NW03), L. polychrous (KKU),  
L. similis, L. squarrosulus, L. villosus (NW04) และ  
L. villous (NW05)) และเหด็น�ำ้หมกึ Coprinus comatus  
เตรียมเชื้อโดยเลี้ยงเส้นใยเห็ดบนอาหาร PDA ในจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 90 มม. บ่มที่
อุณหภูมิ 28 ํซ เป็นเวลา 6 วัน ตัดเส้นใยพร้อมวุ้นด้วย 
cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 ซม. เพื่อน�ำ
ไปใช้ปลูกเชื้อในอาหารทดลองต่อไป
	 การทดสอบการเจริญของเส้นใยเห็ดบน
อาหาร PDA ที่ผสมฮิสทิดีน
	 ท�ำการศึกษาการเจริญของเส้นใยเห็ดบนอาหาร 
PDA ที่ผสมฮิสทิดีนที่ความเข้มข้นต่างๆ (0, 10, 50, 
100, 500 และ 1000 mg/L) โดยย้ายเส้นใยเห็ดจาก
อาหาร PDA ที่เตรียมไว้ตามที่กล่าวข้างต้น มาวาง 
ตรงกลางในจานอาหารที่ผสมฮีสติดีนแต่ละความ 
เข้มข้น บ่มที่อุณหภูมิ 28 ํซ เป็นเวลา 7 วัน ท�ำอย่างละ  
3 ซ�้ำ บันทึกการเจริญของเส้นใยโดยวัดขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางโคโลนีของเชื้อเห็ดทุก 24 ชม. จนกระทั่ง
เชื้อเจริญเต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ประเมินความหนา
แน่นของเส้นใยโดยสายตา โดยให้ค่าคะแนนด้วย
เครื่องหมาย + (++++ หมายถึง เส้นใยเจริญได้ปกติ
ไม่แตกต่างจากชุดควบคุม, +++ หมายถึง เส้นใย
เจรญิได้น้อยลงแต่ลกัษณะเส้นใยยงัปกต,ิ ++ หมายถงึ  
ทั้งความหนาแน่นของเส้นใยลดลง ขนาดโคโลนีได้รับ 
ผลกระทบเล็กน้อย และ, + หมายถึง เส้นใยบางมาก
และขนาดของโคโลนีมีขนาดเล็กลง) คัดเลือกเห็ด 

ไอโซเลตที่เจริญได้ดีที่สุด เป็นที่นิยมบริโภคไปท�ำการ
ทดลอง

การสร้างดอกของเหด็บนวสัดเุพาะทีผ่สมฮสิทดินี
  	 การเตรียมหัวเชื้อ (spawn)
	 เลีย้งเชือ้บนเมลด็ข้าวฟ่างทีเ่ตรยีมโดยนึง่ข้าวฟ่าง
ให้สุก น�ำไปผึ่งลมให้หมาด แล้วบรรจุเมล็ดข้าวฟ่าง
ลงในขวดปริมาณ 50 กรัม อุดปากขวดด้วยส�ำลีน�ำ
ไปนึ่งในหม้อนึ่งความดันที่ 15 ปอนด์/ตร.นิ้ว อุณหภูมิ  
121 ํซ เป็นเวลา 15 นาท ีทิง้ไว้ให้เยน็แล้วจงึเขีย่เส้นใย
เชื้อเห็ดที่ต้องการจากอาหาร PDA ลงไปขวดละ 1 ชิ้น 
น�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 28 ํซ จนเชื้อเจริญเต็มข้าวฟ่าง 
	 การเตรียมวัสดุเพาะเห็ดขอน 
	 เพาะเห็ดในวัสดุเพาะขี้เลื่อยสูตรดังนี้ขี้เลื่อยไม้
ยางพารา 78% น�้ำตาล 15% ร�ำละเอียด16% ปูนขาว 
1% ยิมซั่ม 2% ดีเกลือ 0.5% โดยเตรียมทั้งหมด 3 
กรรมวิธี คือ วัสดุเพาะขี้เลื่อย, ขี้เลื่อยผสมกับฮิสทิดีน 
100 มก./กก. และขีเ้ลือ่ยผสมกบัฮสิทดินี 1,000 มก./กก.  
ปรับความชื้นให้ได้ 65 % บรรจุลงถุงพลาสติกทนร้อน 
ขนาด 18.5 x 30.5 ซม. ในปริมาณถุงละ 500 กรัม 
อัดวัสดุให้แน่นใส่คอพลาสติกและอุดด้วยจุกส�ำลีน�ำ
ไปนึ่งฆ่าเชื้อที่ความดันไอ 15 ปอนด์/ตร.นิ้วอุณหภูมิ  
121  ํซ  เป็นเวลา 15 นาที เมื่อเย็นแล้วเขี่ยหัวเชื้อ 
ข้าวฟ่างใส่ถงุเพาะ บ่มทีอ่ณุหภมูห้ิอง (29-32  ํซ) จนเชือ้ 
เจริญเต็มถุง จากนั้นปล่อยให้เส้นใยแก่อีกประมาณ 
20 วัน จึงน�ำไปเปิดถุงให้ออกดอกโดยดึงจุกส�ำลีและ
คอพลาสติกออก รัดปากถุงด้วยยางให้แน่น ใช้ใบมีด 
กรีดถุงเป็นรอย 4 รอย รดน�้ำวันละ 2 ครั้ง เช้า-เย็น  
การเก็บดอกเห็ด บันทึกขนาดดอก และชั่งน�้ำหนัก  
จากนัน้ล้างท�ำความสะอาด วางผึง่ในตะกร้าให้สะเดด็
น�้ำ หั่นเป็นชิ้นเล็กๆ บรรจุใส่ถุงพลาสติกแช่เก็บไว้ 
ในตู้ -20 °ซ รอการวิเคราะห์ต่อไป
	 การเตรียมวัสดุเพาะเห็ดน�้ำหมึก
	 เตรียมฟางหมักเป็นวัสดุเพาะ โดยมีส่วนผสม
ตามสัดส่วนดังนี้ ฟางข้าวสับขนาดยาวประมาณ  
2.5 ซม. 15 กก. ร�ำละเอียด 750 กรัม  ยิปซัม 300 กรัม  
ยูเรีย 150 กรัม ปูนขาว 150 กรัม  ขั้นตอนการท�ำ
ฟางหมักเริ่มจากแช่ฟางข้าวให้เปียกน�้ำประมาณ  
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1 ชม. ยกออกให้สะเด็ดน�้ำ จากนั้นโรยยูเรียให้ทั่ว  
คลุกเคล้าให้เข้ากัน ย�่ำฟางให้แน่น คลุมด้วยพลาสติก
ให้มิดชิด หมักทิ้งไว้  2 คืน เปิดพลาสติกกลับกองฟาง
เพื่อระบายความร้อน โรยปูนขาวให้ทั่วคลุกให้เข้ากัน 
ย�ำ่ฟางให้แน่น หมกัต่ออกี 2 คนื เปิดพลาสตกิเพือ่กลบั
ฟางอีกครั้งแล้วโรยยิปซัม หมักอีกหนึ่งคืนโดยไม่ต้อง 
คลุมพลาสติก จากนั้นโรยร�ำละเอียดให้ทั่วฟาง  
คลุกเคล้าให้เข้ากัน คลุกให้ฟางเปียกอย่างทั่วถึงแต่
ไม่แฉะ แล้วบรรจุฟางหมักลงถุงพลาสติก มัดปากถุง  
น�ำไปนึ่งฆ่าเชื้อภายใต้ความดัน 15 ปอนด์/ตร.นิ้ว  
อุณหภูมิ 121 °ซ เป็นเวลา 15 นาที ปล่อยไว้ให้เย็น 
ท�ำการทดลอง 3 ซ�้ำ จากกรรมวิธีที่ผสมกับฮิสทิดีน  
5 กรรมวิธี ผสมกับฟางหมักโดยคิดเป็นเปอร์เซ็นต์ 
น�้ำหนักต่อน�้ำหนัก ดังนี้ วัสดุเพาะฟางหมัก, ฟางหมัก 
ผสมฮิสทิดีน 100 มก./กก., ฟางหมัก ผสมฮิสทิดีน  
500 มก./กก., ฟางหมัก ผสมฮิสทิดีน 1,000 มก./กก. 
และฟางหมัก ผสมฮิสทิดีน 5,000 มก./กก.
	 เพาะเหด็น�ำ้หมกึ C. comatus ในตะกร้าพลาสตกิ
ขนาด 20 x 28 x 10 ซม. น�ำมาท�ำความสะอาดและ
ฆ่าเชื้อด้วย 70%แอลกอฮอล์  น�ำวัสดุเพาะฟางหมัก
ที่ฆ่าเชื้อแล้วปูรองก้นตะกร้า  โรยหัวเชื้อเห็ดแล้ว
ปูทับด้วยวัสดุเพาะฟางหมัก โดยท�ำทั้งหมด 3 ชั้น  
ใช้หัวเชื้อ 50 กรัม วัสดุเพาะ 800 กรัม ต่อหนึ่งตะกร้า 
จากนั้นครอบตะกร้าด้วยถุงพลาสติก แล้วมัดปากถุง 
บ่มที่อุณหภูมิห้องจนเชื้อเจริญเต็มตะกร้า เมื่อเส้นใย
เห็ดเริ่มรวมตัวเป็นตุ่มสีขาว คลายปากถุงเพื่อระบาย
อากาศ
	 การเก็บดอกเห็ดเก็บในช่วงเวลา 16.00-18.00 น. 
โดยเกบ็ดอกทีย่งัตมูอยู ่บนัทกึขนาดดอก และชัง่น�ำ้หนกั  
จากนัน้ล้างท�ำความสะอาด วางผึง่ในตะกร้าให้สะเดด็
น�้ำ หั่นเป็นชิ้นเล็กๆ บรรจุใส่ถุงพลาสติกแช่เก็บไว้ในตู้ 
-20 °ซ เพื่อรอการวิเคราะห์
	 ค�ำนวณค่าประสิทธิภาพในการใช้อาหาร
	 ชั่งน�้ำหนักเห็ดสดที่เก็บได้แล้วน�ำไปค�ำนวณตาม
สมการคณิตศาสตร์โดย ค่าประสิทธิภาพในการใช้
อาหาร (B.E., biological efficiency) ค�ำนวณจากสตูร
ดังนี้  %B.E. =  (ผลผลิตเห็ด/น�้ำหนักวัสดุเพาะ) x 100

การวิเคราะห์ปริมาณสาร L- ergothioneine ใน
เห็ดขอน 
          การเตรยีมตวัอย่างและการวเิคราะห์หาปรมิาณ
สารเออโกไธโอนอีนี ด�ำเนนิการตามวธิกีารของ Dubost 
et al. (2007b) โดยน�ำเห็ดที่แช่แข็งไปท�ำให้แข็งแห้ง
โดยเทคนิคแข็งแห้ง (lyophilization) แล้วบดให้เป็น
ผง ใส่ภาชนะมิดชิดหุ้มด้วยอลูมิเนียมฟอยด์น�ำไปเก็บ
ไว้ที่อุณหภูมิ -20  ํซ รอเวลาการสกัด 
	 ขั้นตอนการสกัดใช้ผงเห็ด 1 กรัม เติมสารละลาย 
(70% ethanol, 10mM dithiothreitol, 100 µM 
betaine) ปริมาตร 20 มล. และ 1.0% ethanolic 
sodium dodecylsulfate ปริมาตร 4 มล. ผสมให้เข้า
กนัแล้วน�ำไปป่ันเหวีย่งที ่14,000 รอบต่อนาท ีนาน 10 
นาที เก็บส่วนใส 1 มล. น�ำไปท�ำให้แห้งด้วย nitrogen 
gas จากนั้นละลายกลับด้วยน�้ำ deionize 0.5 มล. 
แล้วกรองด้วย syringe filter membrane ขนาด 0.45 
ไมโครเมตร เก็บที่อุณหภูมิ -20 ํซ รอการศึกษาใน 
ขั้นตอนต่อไป
	 การวิเคราะห์หาสาร L- ergothioneine ด้วย 
high performance liquid chromatography (HPLC)
	 วเิคราะห์หาสารเออโกไธโอนอีนีด้วยเครือ่ง HPLC  
ด้วย C18 column ขนาด 250×4.6 มม. โดยใช้ mobile  
phase แบบ isocratic (50 mM sodium phosphate 3%  
acetonitrile and 1% triethylamine (pH 7.3))  
ใช้สารละลายตัวอย่าง 10 ไมโครลิตร ที่อัตราการไหล 
1 มล./นาท ีแล้วตรวจวดัด้วย UV-VIS ทีค่วามยาวคลืน่ 
254 นาโนเมตร เปรยีบเทยีบพืน้ทีใ่ต้กราฟของสารเออ
โกไธโอนีอีน จากตัวอย่างเปรียบเทียบกับเส้นกราฟ
มาตรฐานของสารเออโกไธโอนอีนีเพือ่ค�ำนวณหาความ
เข้มข้นของสารเออโกไธโอนีอีนในสารละลายตัวอย่าง
เห็ดแห้ง 1 กรัม

ผลการศึกษา

การเจริญของเส้นใยเห็ดบนอาหาร PDA ผสมฮิ
สทิดีน
	 จากการเลี้ยงเห็ดขอนและเห็ดน�ำ้หมึกบนอาหาร 
PDA ผสมฮิสทิดีนที่ระดับความเข้มข้น 0, 10, 50, 
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100, 500, 1000 มก./ลิตร หลังจากบ่มที่อุณหภูมิ 
28 ํซ ตามเวลาต่างๆ กัน พบว่าเมื่อให้เห็ดแต่ละ
ชนิดเจริญเป็นเวลา 120 ชม. ความกว้างเฉลี่ยของ 
เส้นผ่าศนูย์กลางมค่ีา 70.37 ± 5.8 มม. เหด็เกอืบทกุชนดิ 
ตอบสนองต่อสารฮิสทิดีนที่ระดับความเข้มข้นต�่ำ  
(10 และ 50 มก./ลิตร) โดยเจริญได้เพิ่มขึ้น แต่เมื่อ
ระดบัความเข้มข้นของสารฮสิทดินีเพิม่มากขึน้ ทีร่ะดบั
ความเข้มข้น 500 มก./ลติรการเจรญิของเส้นใยเริม่ลด
ลงอย่างมีนัยส�ำคัญ (P<0.05) เมื่อเทียบกับอาหารที่ 
ไม่ผสมสารฮิสทิดีน สอดคล้องกับลักษณะความ 
หนาแน่นของเส้นใยบางลงอย่างเห็นได้ชัดเมื่อระดับ
ความเข้มข้นมากขึ้น เห็ดขอน (L. connatus และ  
L. villosus) มีความไวมากที่สุด และหยุดการเจริญ
เติบโตเมื่อความเข้มข้นของสารฮิสทิดีนเพิ่มมากขึ้น 
ในขณะที่เห็ดบด (L. polychrous) และเห็ดขอนขาว 
(L. squarrosulus) ทนทานต่อสารฮิสทิดีนจนถึงระดับ
ความเข้มข้น 100 มก./ลติรส่วนลกัษณะความหนาแน่น
ของเส้นใยเริ่มบางลงตั้งแต่เมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีสาร
ฮิสทิดีน ความเข้มข้น 100 มก./ลิตรและเห็นได้ชัดเจน
มีสีขาวฟู โดยเส้นใยเห็ดขอนเปลี่ยนเป็นสีน�้ำตาล 
ตามลักษณะของเชื้อแต่ละชนิด ในอาหารที่มีระดับ
ความเข้มข้นของฮิสทิดีน สูงเส้นใยเห็ดทุกชนิดจะมี
การเจรญิได้ช้ากว่าอาหารทีผ่สมฮสิทดินีในปรมิาณต�ำ่ 
โดยที่ความเข้มข้น 500 และ 1,000 มก./ลิตรพบว่า 

มีการตายของเส้นใยในเห็ด L. connatus (Figure 1) 
โดยจากการทดสอบนี้เชื้อเห็ดที่เจริญบนอาหารที่ผสม
ฮิสทิดีนได้ดีคือเห็ดลม (L. polychrous) เห็ดขอนขาว 
(L. squarrosulus) และเห็ดน�้ำหมึก (C. comatus) 
(Table 1) โดยความหนาแน่นของเส้นใยของเห็ดทั้ง 3 
ชนิด หลังจากเลี้ยงเป็นเวลา 120 ชม. เส้นใยมีความ
หนาแน่นสม�่ำเสมอกัน

การออกดอกของเห็ดบนวัสดุเพาะที่ผสมฮิสทิดีน
	 การออกดอกของเห็ดขอน

	 ความสามารถออกดอกบนวสัดเุพาะทีผ่สมฮสิทดินี 
ของเหด็ขอน L. polychrous (NW03),   L. polychrous  
(KKU)  และ L. squarrosulus ในช่วง วันที่ 1 มกราคม 
2552  ถึง 15 เมษายน 2552  ที่ความเข้มข้น คือ 0, 
100 และ 1000 มก./ลิตร พบว่าเส้นใยเห็ดขอนขาว  
(L. squarrosulus) สามารถเจริญบนวัสดุเพาะผสม 
ฮิสทิดีน 100 มก./ลิตร ใช้เวลา 19-20 วัน ซึ่งเจริญได้ 
เร็วกว่าเห็ดลม (L. polychrous) ทั้ง 2 ไอโซเลต ซึ่ง
ใช้เวลาในการเจริญบนวัสดุเพาะ 20-22 วัน ส่วน
การเจริญบนวัสดุเพาะผสมฮิสทิดีน 1,000 มก./ลิตร 
ของเห็ดขอนขาว (L. squarrosulus) กับการเจริญ
บนวัสดุเพาะผสมฮิสทิดีน 100 มก./ลิตรของเห็ดลม  
(L. polychrous) ไม่ต่างกันใช้ระยะเวลาประมาณ  
23 วัน

	 Figure 1 	 Density of mycelium of Lentinus connatus on PDA amended with histidine at various  
		  concentrations.  A: 0, B: 10, C: 50, D: 100, E: 500 and F: 1,000 mg/L.
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	 ผลผลิตดอกเห็ดที่ ได ้มีปริมาณน้อย และที่

ความเข้มข้น 1000 มก./ลิตร เห็ดขอนทุกไอโซเลต 

ไม่สามารถออกดอกได้ โดยที่ไอโซเลต L. polycrous 

(KKU)  สามารถออกดอกเฉพาะวัสดุเพาะที่ไม่ผสม 

ฮิสทิดีนเท่านั้นจึงท�ำการเพาะเห็ดลม (เฉพาะไอโซเลต  

L. polychrous (NW03))  และเหด็ขอนขาวใหม่อกีครัง้

ในช่วงวนัที ่15 มนีาคม 2552  ถงึ 15 กรกฎาคม  2552 

บนวัสดุเพาะที่ผสมฮิสทิดีนที่ความเข้มข้น 0, 10 และ 

100 มก./ลิตร น�้ำหนักวัสดุเพาะ 500 กรัม/ถุง พบว่า 

เห็ดลม และเห็ดขอนขาว สามารถออกดอกได้จาก 

ทุกกรรมวิธี โดยบนวัสดุเพาะที่ผสมฮิสทิดีน 0 และ 

10 มก./ลิตร เชื้อเห็ดขอนขาว ให้ปริมาณผลผลิตรวม

มากกว่าเห็ดลมมีค่าเปอร์เซ็นต์ประสิทธิภาพการให้

ผลผลติสงูกว่า และความเข้มข้นฮสิทดินี 100 มก./ลติร 

ปริมาณผลผลิตรวมและประสิทธิภาพการให้ผลผลิต

ของเชื้อเห็ดทั้ง 2 ชนิด ไม่แตกต่างกัน (Table 2)

	 การออกดอกของเห็ดน�้ำหมึก

	 การศึกษาอยู่ในช่วงแรก วันที่ 4 ธันวาคม 2551  

ถึง 10 มกราคม 2552 โดยท�ำทั้งหมด 3 กรรมวิธี ใช้

ปริมาณสาร L-hitidine ที่ 0, 50 และ 500 มก./กก. 

อุณหภูมิอยู่ในช่วง 27-29 ํซ โดยพบว่าเส้นใยเห็ด  

C. comatus  สามารถเจริญเต็มวัสดุเพาะ ใช้เวลา 

6-10 วัน จากนั้นใช้เวลา 5-6 วัน ในการรวมตัวของ

เส้นใยพัฒนาเป็นตุ่มเล็กๆ สีขาว และเก็บดอกเห็ดได้

ในอกี 3-5 วนั จากนัน้ดอกเหด็เริม่บาน แล้วหมวกดอก 

จะเริ่มย่อยสลายตังเอง มีลักษณะคล้ายน�้ำหมึกสีด�ำ  

ซึ่งจะเกิดภาย 24 ชม. 

	 การศึกษาในช่วงที่ 2 อยู่ระหว่าง เดือนมีนาคม 

2552 ถึง เดือนเมษายน 2552 ในครั้งนี้ท�ำการทดลอง 

5 กรรมวธิ ีคอืใช้ปรมิาณสาร L-hitidine ที ่0, 100, 500, 

1,000 และ 5,000 มก. เห็ดน�้ำหมึกสามารถออกดอก

ได้ในทุกกรรมวิธี 

Table 2 	 Effect of L-histidine at different concentrations on production of basidiomata, yield, biological efficiency 
(BE) and accumulation of L-ergothioneine (Mean ± SD) in mushrooms.

Isolates/conc. of 
histidine

No. of  
basidiomata

Yield (g) BE (%) L-ergothioneine 
(mg/g DW)

Lentinus polychrous
0 mg/Kg 12.0 ± 2.5b 35.3 ± 10.1ab 7.1 ± 2.0a 1.23 ± 0.02bc

10 mg/Kg 13.0 ± 4.2ab 22.2 ± 2.7b 4.4 ± 0.5ab 0.92 ± 0.01c
100 mg/Kg 13.0 ± 2.5b 24.4 ± 5.6b 4.9 ± 1.1b 1.49 ± 0.03b

Lentinus squarrosulus
0 mg/Kg 19.0 ± 3.6a 42.6 ± 13.6a 8.5 ± 2.7ab 2.22 ± 0.01a

10 mg/Kg 17.0 ± 4.4ab 30.9 ± 8.3ab 6.2 ± 1.7b 1.59 ± 0.07b
100 mg/Kg 17.0 ± 2.1ab 24.8 ± 7.4b 4.9 ± 1.5b 2.59 ± 0.04a

LSD (P=0.05) 8.72 15.98 3.20 0.79
CV % 39.06 26.56 26.60 26.62

Coprinus comatus
0 mg/Kg 80.7 ± 14.9ab 144.9 ± 27.3ab 18.1 ±3.41a 2.17 ± 0.01c

100 mg/Kg 91.0 ± 10.1a 87.7 ± 11.4c 10.9 ±1.43b 5.04 ± 0.03a
500 mg/Kg 59.3 ± 3.1c 112.8 ± 0.9bc 16.1 ±3.35ab 3.40 ± 0.02b

1,000 mg/Kg 65.7 ± 14.5bc 126.8 ± 34.5b 15.8 ±4.31ab 3.50 ± 0.02b
5,000 mg/Kg 80.0 ± 9.8ab 166.1 ± 13..3a 20.7 ±1.66a 3.43 ± 0.02b
LSD (P=0.05) 20.63 38.53 11.95 1.42

CV % 14.98 16.60 37.86 22.33

Means within column and within genera, Lentinus spp. and Coprinus comatus, followed by the same letter  
are not significantly different at P< 0.05 according to DMRT
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ปริมาณการสะสมสาร L- ergothioneine ใน 
ดอกเห็ด
	 ผลการวิเคราะห์ปริมาณสารเออโกไธโอนีอีน 
ของเห็ดทั้ง 3 ชนิด คือ L. polychrous (NW03),  
L. squarrosulus และ C. comatus ด้วยเครื่อง HPLC 
พบว่าในเห็ด L. polychrous (NW03) ปริมาตร 1 กรัม 
น�้ำหนักแห้ง ที่ได้จากการเลี้ยงบนวัสดุเพาะที่ผสม 
ฮิสทิดีน 0,  10,  100 มก./ลิตร มีปริมาณสาร 
เออโกไธโอนอีนีเท่ากบั 1.23 ± 0.02, 0.92 ± 0.01 และ  
1.49 ± 0.03 มก.  ตามล�ำดบั ส่วนเหด็ L. squarrosulus  
ทีเ่ลีย้งบนวสัดเุพาะทีผ่สมฮสิทดินี 0, 10, 100 มก./ลติร  
มปีรมิาณสารเออโกไธโอนอีนี 2.22 ± 0.01, 1.59 ± 0.07  
และ 2.59 ± 0.04 มก. ตามล�ำดบั (Table 2) ส่วนปรมิาณ 
สารเออโกไธโอนีอีนของเห็ดน�้ำหมึก (C. comatus)  
ที่เลี้ยงบนวัสดุเพาะที่ผสมฮีสทิดีนที่ความเข้มข้น   
0, 100, 500, 1,000 และ 5,000 มก./ลิตร แสดงใน 
Table 2 มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ 
(P<0.01) โดยมค่ีาเฉลีย่ของสารเออโกไธโอนอีนีเท่ากบั 
2.17 ± 0.01, 5.04 ± 0.03, 3.4 ± 0.02, 3.5 ± 0.02 
และ 3.43 ± 0.02 มก./กรัม น�ำ้หนักแห้ง ตามล�ำดับ 
การตอบสนองต่อสารฮิสทิดีนอยู่ในช่วงความเข้มข้น 
100 มก./ลิตร

วิจารณ์

	 เออโกไธโอนิอีนเป็นสารที่ส่วนส�ำคัญในกลไก
ทางสรีรวิทยาในร่างกายมากมาย เช่นการปกป้อง 
ไซโตพลาสซึม ให้พลังงานและกระตุ้นเมตาโบลิซึมใน
ร่างกาย ลดความดันตาและปกป้องดวงตามิให้เกิด
ต้อกระจก และต่อต้านการอักเสบ บวมแดงและความ
เสยีหายของเซลล์เนือ้เยือ่ปอดและตบัเป็นต้น (Shukla 
et al., 1981, Kawano et al., 1982, Paul and Snyder, 
2009) เออโกไธโอนิอีนจากเห็ดยังมีบทบาทส�ำคัญใน
กระบวนการรักษาสีเนื้อของปลาให้สดใส มีสีแดงของ
เนื้อปลาในอุตสาหกรรมต่อเนื่องจากปลาสดได้เป็น
อย่างดี (Bao et al., 2010) กระบวนการสร้างเสริม 
หรือกระตุ ้นให้เห็ดสะสมสารเออโกไธโอนิอีนให้มี 
ความเข้มข้นมากขึ้นน่าจะเป็นทางเลือกที่คุ ้มต่อ 
การลงทุน

	 Imtiaj et al. (2009) ท�ำการทดลองเปรียบเทียบ
สารอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญของเส้นใยเห็ดกิน
ได้ 6 ชนิดคือ เห็ดแชมปิญอง (Agaricus bisporus) 
เห็ดโคนญี่ปุ่น (Agrocybe cylindracea) เห็ดเข็มทอง 
(Flammolina velutipes) เหด็ขอน (Lentinus lepideus)  
เห็ดนางรม (Pleurotus ostreatus) เห็ดนางรมหลวง 
(Pleurotus eryngii) เห็ดฟาง (Volvariella volvacea) 
และเหด็หอม (Lentinula edodes) แล้วพบว่ากรดอะมโิน 
ฮิสทิดีนที่น�ำมาใช้เป็นแหล่งไนโตรเจนเพื่อการเจริญ
เติบโตของเห็ดทดลอง มีผลไปยับยั้งการใช้ไนโตรเจน
ของเหด็ ท�ำให้เส้นใยผอมบางผดิปกต ินอกจากฮสิทดินี
แล้ว กรดอะมโิน เมไธโอนนี (methionine) มผีลกระทบ 
ต่อการเจรญิของเส้นใยเช่นเดยีวกนั ผลกระทบมากหรอื
น้อยขึน้อยูก่บัทัง้ปรมิาณความเข้มข้นของและชนดิของ
เห็ดแต่ละชนิด
	 ในการศึกษาครั้งนี้  ฮิสทิดีนมีผลกระทบต่อ 
การเจริญเติบโตของเส้นใยเห็ดขอนและเห็ดน�้ำหมึก 
กรดอะมิโนฮิสทิดีนที่ระดับความเข้มข้นตั้งแต่ 0.01 
มก./ลิตร ส่งผลกระทบต่อการเจริญเติบโตของเส้นใย
และความกว้างของโคโลนี และส่งผลไปถึงความ
สามารถให้ดอกของเห็ดและประสิทธิภาพในการใช้
สารอาหาร (% BE) การผสมฮิสทิดีนหรือเมไธโอนีน
แต่เพียงสารเดียวอาจไม่คุ้มค่าต่อการกระตุ้นให้เห็ด
สะสมสารเออโกไธโอนิอีน เท่าที่มีข้อมูลน่าจะมีการ
ใช้กรดอะมิโนหลายชนิดมากระตุ้นเช่น ใช้กรดอะมิโน 
ฮิสทิดีน เมไธโอนีนและซิสติอีน (cysteine) ซึ่งเป็น
สารส�ำคัญในกลไกการสร้างเออโกไธโอนิอีน และใช้
ไกลซีน (glycine) แอมโมเนียม อะซิเตต (ammonium 
acetate) และแคลเซียมไนเตรต (calcium nitrate) 
ผสมในอาหารด้วยเพื่อเพิ่มความหนาแน่นของเส้นใย 
(Imtiaj et al. 2009) เมื่อเส้นใยเห็ดแข็งแรง การให้ 
ดอก ประสิทธิภาพการใช้อาหาร และการสะสม 
เออโกไธโอนิอีนอาจมีมากขึ้น
	 การกระตุน้ให้เหด็สร้างวติามนิดแีละสารเซเลเนยีม
ในดอกค่อนข้างแปรผันตามความเข้มข้นและเวลาใน
การกระตุน้ เหด็สะสมวติามนิดไีด้มากหากกระตุน้ด้วย
ความเข้มข้นของแสงอัลตราไวโอเลต ชนิดบี สูงเป็น
เวลานานขึน้ (Rodriguez Estrada and Royse, 2011) 
ในท�ำนองเดียวกันเห็ดสะสมเซเลเนียมในดอกมากขึ้น
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เมือ่เพิม่ปรมิาณโซเดยีม เซเลไนต์ ในวสัดเุพาะมากขึน้ 
(Rodriguez Estrada et al, 2009, Rodriguez Estrada 
and Royse, 2011)) แต่ในกรณีของการสะสมสาร 
เออโกไธโอนิอีนไม่เป็นเช่นนั้น Dubost et al. (2007) 
ได้ประเมนิความเข้มข้นของสารเออโกไธโอนอินีในเหด็
แชมปิญองทีต่อบสนองต่อวสัดเุพาะทีม่สีารเสรมิฮสิทดินี 
แล้วพบว่าในเห็ดที่ออกดอกชุดแรกจะมีปริมาณสาร
เออโกไธโอนิอีนน้อยกว่าเห็ดที่ออกดอกในชุดที่ 2 และ 
3 และปรมิาณความชืน้ในอาหารมผีลต่อปรมิาณสารที่
สะสมในดอกเห็ดเช่นเดียวกัน 
	 เห็ดบด (L. polychrous) และเห็ดขอนขาว  
(L. squarrosulus) ไม่ตอบสนองต่อฮิสทิดีนที่ผสมใน
วสัด ุไม่ว่าจะผสมฮสิทดินีมากขึน้หลายเท่า แต่ปรมิาณ
สารเออโกไธโอนิอีนที่พบมีปริมาณใกล้เคียงกับที่เกิด
ขึ้นตามธรรมชาติ และมีค่าใกล้เคียงกับที่ Lee et al 
(2009) ได้วเิคราะห์ได้ แต่ในเหด็น�ำ้หมกึ (C. comatus) 
ตอบสนองต่อวสัดเุพาะทีผ่สมฮสิทดินีอย่างมนียัส�ำคญั
ในช่วงความเข้มข้นของสารไม่เกิน 100 มก./กก. และ
ปริมาณสารเออโกไธโอนิอีนที่พบใกล้เคียงกับที่พบ
ในธรรมชาติเช่นเดียวกับในเห็ดขอน ในธรรมชาติสาร 
เออโกไธโอนิอีนที่พบในเห็ดน�้ำหมึกมีปริมาณความ 
เข ้มข ้นของสารในดอกมากกว่าในเห็ดชนิดอื่นๆ 
ประมาณ 5 เท่าของที่พบในเห็ดชนิดอื่นๆ 

สรุป

	 การศกึษาครัง้นีพ้บว่าการสะสมสารเออโกไธโอนอินี 
ในเห็ดยังไม่เป็นที่แน่ชัดว่าขึ้นอยู ่กับปัจจัยใดบ้าง 
ทิศทางการตอบสนองมิได้ขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของ 
ฮิสทิดีน (Dubost et al, 2007; Rodriguez Estrada  
et al, 2009) หรอืความเข้มข้นของเมไธโอนนี (Lee et al.,  
2009) และยังไม่ทราบกลไกการสร้าง สะสม สาร 
เออโกไธโอนอินีในดอกเหด็ การสะสมสารเออโกไธโอนอินี 
ในดอกเห็ดอาจ เกิ ดขึ้ นจากการชั กน� ำ ให ้ เ กิ ด
กระบวนการเมตาโบลิซึมจากสภาวะเครียด (Dubost 
et al., 2007) ปัจจัยที่ชัดเจนเกี่ยวข้องกับปริมาณสาร
เออโกไธโอนิอีนคือความชื้นที่ระดับประมาณ 50 %  
ในวัสดุเพาะท�ำให้มีการสะสมสารเออโกไธโอนิอีนใน
ดอกเหด็มาก (Rodriguez Estrada and Royse, 2011) 

แต่ความชืน้ระดบันีม้ผีลลดปรมิาณดอกของเหด็ทีผ่ลติ
ได้ เป็นอัตราส่วนที่ผกผันต่อกัน การตัดสินใจจึงต้อง
เลอืกระหว่างผลผลติกบัปรมิาณของสารเออโกไธโอนอินี 
ที่จะได้ว่าจะคุ้มค่าอย่างไร

ค�ำขอบคุณ

	 งานวิจัยนี้ได้รับการสนับสนุนส่วนหนึ่ง จากศูนย์
ความเป็นเลิศด้านเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร ส�ำนัก
พัฒนาบัณฑิตศึกษาและวิจัยด ้านวิทยาศาสตร ์ 
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