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Abstract 
The objective of this study was to evaluate the ability of near-infrared spectroscopy (NIRS) to predict 

cordycepin concentration in the fruiting body of Cordyceps militaris. The regression models were developed using 
partial least squares (PLS) regressions with two preprocess methods, namely constant offset elimination (COE) 
and vector normalization (SNV), which overcame the baseline problems. It was found that the NIRS system, when 
used on chopped fresh fruiting bodies, provided the highest accuracy in determining the cordycepin contents. 
The optimum model for determining cordycepin concentration was obtained from COE spectrum which provided 
coefficient of determination of prediction (R2

p), root mean square error of prediction (RMSEP), standard error of 
prediction (SEP), bias and residual predictive deviation (RPD) values were 0.98, 277.0 mg kg-1, 181.56 mg kg-1,          
-1.05 mg kg-1 and 8.9, respectively.  
Keywords: Cordyceps militaris, cordycepin, near infrared spectroscopy (NIRS)  
 

บทคดัยอ 
งานวจิัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาความเปนไปไดในการนําเทคนิค Near Infrared Spectroscopy (NIRS) มา

ทํานายปริมาณสารคอรไดเซปนในดอกเห็ดถั่งเชาสีทอง ทําการออกแบบจําลองเพ่ือสรางสมการและทดสอบสมการดวยเทคนิค 
Partial Least Squares Regression (PLSR) ท่ีมกีารปรับแตงสเปกตรัม 2 วิธี คือ constant offset elimination (COE) และ 
vector normalization (SNV) จากการทดลองพบวา แบบจําลองท่ีดีท่ีสุดสําหรับทํานายปริมาณสารคอรไดเซปนสรางจากการ
ปรับแตงสเปกตรัมดวยวิธีการ COE ในตวัอยางดอกเห็ดถั่งเชาสีทองท่ีสับละเอียด โดยใหคา coefficient of determination of 
prediction (R2

p) เทากับ 0.98, คา root mean square error of prediction (RMSEP) เทากับ 277 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม, คา 
standard error of prediction (SEP) เทากับ 181.56 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม, คาความผิดพลาดเฉล่ียในการทํานาย (bias) 
เทากับ -1.05 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และคา residual predictive deviation (RPD) เทากับ 8.9  
คําสําคัญ: เห็ดถั่งเชาสีทอง สารคอรไดเซปน เทคนิคสเปกโทรสโกปอินฟราเรดยานใกล  
 

คํานํา 
เห็ดถัง่เชาสีทอง (Cordyceps militaris) ถกูนํามาใชเปนยาสมุนไพรเพ่ือบํารุงรางกายและรักษาโรคในแถบเอเชยี

ตะวันออก สารออกฤทธิ์ท่ีสําคญัของเห็ดถั่งเชาสีทองคือ สารคอรไดเซปน (Cordycepin) ปจจุบันการวัดปริมาณสารคอรได
เซปนในเห็ดถัง่เชาสีทองสวนใหญจะวเิคราะหโดยเคร่ือง HPLC (High-performance liquid chromatography) (Huang et 
al., 2009 ซึง่เปนวธิีท่ีคอนขางยุงยาก ซับซอน ใชเวลานาน และมีการทําลายตัวอยาง เทคนิคเนียรอินฟราเรดสเปคโทรสโกป 
(Near Infrared Spectrocsopy; NIRS) ใชหลักการการสรางสมการจากคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (Coefficient of correction, 
R) ระหวางคาการดูดซับแสง Near Infrared ท่ีสองผานวัตถุท่ีตองการวเิคราะหจาํนวนหน่ึงและคาท่ีวเิคราะหจาก
หองปฏิบัติการ เมื่อไดสมการท่ีมีคาความสัมพันธสูง คาความคลาดเคล่ือนในการประเมิน (SEP) ต่ํา จงึนําสมการท่ีไดไปใช
ทํานายคาของตวัอยางแทนการวเิคราะหในหองปฏิบัตกิาร (Osborne et al., 1993) ขอไดเปรียบของ NIRS คือ เปนวิธีทดสอบ
ท่ีไมทําลายตวัอยาง ตรวจวิเคราะหรวดเร็ว ประหยัดเวลา และปลอดภัย สามารถใชทดแทนการวเิคราะหทางเคมีได มีรายงาน
ความสําเร็จในการประเมินหาปริมาณสารอารจินีน (arginine) ในเสนใยเห็ดถัง่เชาทิเบต (Xie et al., 2015) อยางไรก็ตามยังไม
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มีรายงานใดท่ีทําการประเมินหาปริมาณสารสารคอรไดเซปนในสวนท่ีเปนดอกเห็ด (stroma) ดังน้ันผูวิจัยจึงสนใจท่ีจะนํา
เทคนิค NIRS มาประยุกตใชในการประเมินหาปริมาณสารคอรไดเซปนในดอกเห็ดถัง่เชาสีทอง เพ่ือเปนทางเลือกในการตรวจ
วิเคราะหปริมาณสารดงักลาวทดแทนการตรวจวเิคราะหโดยวิธี HPLC 
 

อุปกรณและวิธกีาร 
1. การเตรียมตัวอยางและวดัสเปกตรัม 

ทําการเพาะเล้ียงเห็ดถัง่เชาสีทอง (C. militaris) ใหเจริญเติบโตเปนดอกเห็ดในสูตรท่ีแตกตางกันเพ่ือทําใหไดปริมาณ
ของคอรไดเซปนท่ีมีความแตกตางกันในหลายระดับ ไดจํานวนตวัอยางท้ังหมดจาํนวน 39 ตัวอยาง เตรียมตวัอยางในวิธีท่ี
แตกตางกัน 2 วิธี คือ วิธีท่ี 1 การวิเคราะหในดอกสดโดยไมทําลายดอกเห็ด วิธีท่ี 2 การวเิคราะหในดอกสดท่ีผานการสับเปนชิ้น
เล็กๆ หลังจากน้ันนําไปวัดสเปกตรัมดวยเคร่ือง Near Infrared Spectrometer (NIRS) ยี่หอ Bruker รุน Matrix-F duplex 
ประเทศเยอรมนี ในชวงเลขคล่ืน (wavenumber) 12500-3500 cm-1 (ความยาวคล่ืนเทากับ 700-2500 นาโนเมตร)  
2. การวิเคราะหสารคอรไดเซปนดวยวิธีมาตรฐาน  

วิเคราะหปริมาณสารคอรไดเซปนดวยเคร่ือง HPLC ตามวิธกีารของ Huang et al. (2009) ท่ีมกีารดัดแปลงเล็กนอย 
คํานวณปริมาณสารในหนวย มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (mg kg-1) 
3. การสรางสมการทํานาย 

นําขอมูลสเปกตรัมของเห็ดถั่งเชาสีทองมาหาความสัมพันธกับคาท่ีวิเคราะหโดยวิธีมาตรฐาน HPLC โดยการสราง
สมการทํานายดวยวิธี Partial least squares regression (PLSR) โดยอาศยัโปรแกรม OPUS version 7.2 (ประเทศเยอรมนี) 
กอนการสรางสมการจะทําการปรับแตงสเปกตรัม 2 วิธี คือ วิธี constant offset elimination (COE) และวิธี vector 
normalization (SNV) เปรียบเทียบกับสเปกตรัมท่ีไมมีการปรับแตง (no preprocessing) แบงขอมูลออกเปน 2 กลุม คือ กลุม
ตัวอยางท่ีใชในการสรางสมการ (calibration set) จํานวน 20 ตวัอยาง และกลุมตวัอยางท่ีใชทดสอบประสิทธิภาพของสมการ 
(validation set) จํานวน 19 ตัวอยาง แลวทําการพิสูจนแบบจาํลองโดยวิธี Test set validation 

 

ผล 
1. Spectrum ของเห็ดถ่ังเชาสทีอง 

 จากสเปกตรัมของเห็ดถั่งเชาสีทองในรูปแบบท่ีเปนดอกสด (Figure 1a) และดอกสดท่ีถูกสับละเอียด (Figure 1b) มี
การดูดซับคล่ืนท่ีเลขคล่ืนใกลเคียงกัน คือท่ี 10253, 8384, 6904 และ 5188 cm-1 สําหรับตัวอยางรูปแบบเห็ดสด และท่ีเลข
คล่ืน 10246, 8392, 6919 และ 5137 cm-1 สําหรับดอกสดท่ีถูกสับละเอียด จากทฤษฎีการดูดกลืนแสงพบวาเปนตําแหนงการ
ดูดกลืนของนํ้า คารโบไฮเดรต และโปรตีน (Siesler et al, 2002) ซึง่เปนองคประกอบหลักในเห็ดถัง่เชาสีทอง เมื่อทําการ
ปรับแตงสเปกตรัมเพ่ือลดการเบ่ียงเบนโดยวิธี constant offset elimination (COE) และวิธี vector normalization (SNV) โดย
อาศัยโปรแกรม OPUS version 7.2 พบวา ใหผลในลักษณะเดียวกันในท้ัง 2 รูปแบบของตวัอยาง โดยเสนสเปกตรัมของเห็ดถัง่
เชาสีทองท่ีมีการปรับแตงสเปกตรัมโดยวิธี COE จะถูกปรับแบบเชิงเสนเพ่ือใหคา Y ท่ีต่ําสุด คือ มคีาเทากับศูนย ทําใหการขยับ
ขึ้นของเบสไลนเชงิเสนลดลงเพียงเล็กนอย (Figure 1c) สวนวธิี SNV พบวา จะทําใหความสูงของแถบการดดูซับลดลงแต
โครงสรางขอมูลของเสนสเปกตรัมยังคงอยู (Figure 1d)    
2. สมการทํานายปริมาณสารคอรไดเซปน 

ผลการสรางสมการดงั Scatter plots (Figure 2) จากรูปแสดงการเปรียบเทียบคาท่ีทํานายและคาจริงของปริมาณสาร
คอรไดเซปนในกลุม Validation set ของตวัอยางเห็ดถัง่เชาสีทองท้ัง 2 รูปแบบ พบวา แบบจําลองท่ีดีท่ีสุดสําหรับทํานาย
ปริมาณสารคอรไดเซปนของตัวอยางท่ีเปนดอกสดสรางจากเสนสเปกตรัมท่ีมกีารปรับแตงโดยวิธี SNV ไดคา coefficient of 
determination of calibration (R2

p) = 0.97,  คา tandard Error of Prediction (SEP) = 386.83 mg kg-1 คา Residual 
predictive deviation (RPD) = 6.54 และคาความผิดพลาดเฉล่ีย (bias) = 86.30 mg kg-1 คาทํานายปริมาณสารคอรไดเซปน
อยูใกลเสน Target line บงบอกถึงการทํานายไดอยางแมนยาํ  

สําหรับแบบจําลองท่ีดีท่ีสุดสําหรับทํานายปริมาณสารคอรไดเซปนของตัวอยางท่ีเปนดอกสดสับละเอียดสรางจากเสน
สเปกตรัมท่ีมกีารปรับแตงโดยวิธ ี COE ไดคา R2

p = 0.98,  คา SEP = 283.69 mg kg-1, คา RPD = 8.09 และคาความ
ผิดพลาดเฉล่ีย (bias) = -1.05 mg kg-1 คาทํานายปริมาณสารคอรไดเซปนอยูใกลเสน target line บงบอกถงึการทํานายได
อยางแมนยาํ 
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Figure 1  NIR Spectra of Cordyceps militaris (a) from average original spectrum of fresh fruiting bodies (b) from               

average original spectrum of chopped fresh fruiting bodies (c) from chopped fresh fruiting bodies using               
constant offset elimination (COE) (d) from chopped fresh fruiting bodies using vector normalization 
(SNV) 

 
 

 
Figure 2  Scatter plots of actual and NIR predicted cordycepin concentration of validation set from two samples               

preparation; namely, (a) fresh fruiting bodies (b) chopped fresh fruiting bodies  
 
3. การทดสอบสมการกับกลุมตัวอยาง 

เมื่อทําการทดสอบความแมนยําของสมการท้ังสองสมการกับตัวอยางเห็ดถัง่เชาสีทองกลุมใหมจาํนวน 10 ตัวอยาง 
พบวา สมการท่ีสามารถทํานายปริมาณสารคอรไดเซปนไดใกลเคียงกับวิธีมาตรฐาน HPLC มากท่ีสุด คือ แบบจําลองท่ีดีท่ีสุด
สําหรับทํานายปริมาณสารคอรไดเซปนของตวัอยางท่ีเปนดอกสดสับละเอียดสรางจากเสนสเปกตรัมท่ีมีการปรับแตงโดยวิธี 
COE  
 
 
 
 
 



 การวัดปริมาณ          ปที่ 50 ฉบับที่ 3 (พิเศษ)  2562   ว. วิทยาศาสตรเกษตร     202 

Table 1   The predicted values of cordycepin concentration using the new sample (n=10) test set based on the 
optimally-established equations of two sample forms and actual values determined by HPLC. 

Sample test Cordycepin concentration using 
the HPLC method (mg kg-1) 

Cordycepin concentration using NIR method (mg kg-1) 
Fresh fruiting bodies Chopped fresh fruiting bodies 

1 6,249.79 11,302.33 6,270.76 
2 5,719.98 12,175.00 5,253.70 
3 3,777.77 6,043.80 4,416.10 
4 4,308.65 10,575.66 4,565.96 
5 3,510.89 8,799.03 4,457.20 
6 5,214.33 8,714.43 5,755.06 
7 3,984.07 11,363.00 3,558.70 
8 5,237.84 8,995.96 5,042.56 
9 9,081.82 9,355.56 4,696.36 
10 6,157.45 10,337.03 6,156.26 

 
วิจารณผล 

แบบจําลองของสมการท่ีดีท่ีสุดสําหรับทํานายปริมาณสารคอรไดเซปนสรางจากสเปกตรัมท่ีวัดจากดอกเห็ดสดสับ
ละเอียดและมกีารปรับแตงสเปกตรัมโดยวธิ ี COE โดยใหผลการทํานายสารคอรไดเซปนใกลเคียงกับวิธีมาตรฐาน HPLC มาก
ท่ีสุด ซึ่งวิธีดงักลาวอาจทําใหสามารถลดอิทธิพลเกี่ยวกับความสม่ําเสมอของตวัอยาง หรือความแนนเน้ือของตวัอยางสดท่ีมีผล
ตอคาดูดกลืนแสงท่ีอาจเบ่ียงเบนไป โดยมีคา RPD เทากับ 8.90 ซึ่งอยูในระดับสูงและสามารถนําไปประยุกตใชไดทุกงาน (รณ
ฤทธิ์, 2555) เมื่อพิจารณา คา Regression coefficient ของสมการดังกลาว พบวา เลขคล่ืนหลักท่ีมีอิทธิพลตอการสรางสมการ
ทํานายสารคอรไดเซปนไดแก 8868, 7723, 7101 และ 6741 cm-1 ซึ่งเปนชวงคล่ืนท่ีเกี่ยวของกับสารประกอบทางเคมีกลุมของ
โปรตีนและนํ้าตาล (Siesler et al, 2002) ซึง่เปนสวนประกอบโครงสรางหลักของสารอะดีโนซีนและคอรไดเซปน 
 

สรุปผลการทดลอง 
เคร่ือง Near Infrared Spectrometer (NIRS) แบบตั้งโตะสามารถนําไปใชวดัปริมาณสารคอรไดเซปนแทนการ

วิเคราะหแบบเดิมโดยวิธี HPLC ไดอยางมีประสิทธิภาพ สามารถชวยลดขั้นตอนท่ียุงยากในการเตรียมตัวอยางและลด
ระยะเวลาในการวเิคราะหผลไดเร็วขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับการเตรียมตวัอยางในรูปแบบอ่ืนๆ 
 

คําขอบคุณ 
ขอขอบคุณโครงการพัฒนานักวจิยัและงานวิจยัเพ่ืออุตสาหกรรม สํานักงานกองทุนสนับสนุนการวจิัย รวมกับบริษัท

ถั่งเฉาทองคาํ จํากดั ท่ีใหการสนับสนุนเงินทุนวิจยั และขอขอบคณุสถานวจิัยเพ่ือความเปนเลิศทางวิชาการดานเทคโนโลยีหลัง
การเก็บเกีย่ว และหองปฏิบัติการกลาง คณะเกษตรศาสตรทรัพยากรธรรมชาติและส่ิงแวดลอม มหาวิทยาลัยนเรศวร สําหรับ
อุปกรณและเคร่ืองมือในการดาํเนินการวจิัยคร้ังน้ี 
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