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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)  
 

บทคดัยอ 
งานวจิัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาความเปนไปไดในการนําเทคนิค Near Infrared Spectroscopy (NIRS) มา

ทํานายปริมาณสารคอรไดเซปนในดอกเห็ดถั่งเชาสีทอง ทําการออกแบบจําลองเพ่ือสรางสมการและทดสอบสมการดวยเทคนิค 
Partial Least Squares Regression (PLSR) ท่ีมกีารปรับแตงสเปกตรัม 2 วิธี คือ constant offset elimination (COE) และ 
vector normalization (SNV) จากการทดลองพบวา แบบจําลองท่ีดีท่ีสุดสําหรับทํานายปริมาณสารคอรไดเซปนสรางจากการ
ปรับแตงสเปกตรัมดวยวิธีการ COE ในตวัอยางดอกเห็ดถั่งเชาสีทองท่ีสับละเอียด โดยใหคา coefficient of determination of 
prediction (R2

p) เทากับ 0.98, คา root mean square error of prediction (RMSEP) เทากับ 277 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม, คา 
standard error of prediction (SEP) เทากับ 181.56 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม, คาความผิดพลาดเฉล่ียในการทํานาย (bias) 
เทากับ -1.05 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และคา residual predictive deviation (RPD) เทากับ 8.9  
คําสําคัญ: เห็ดถั่งเชาสีทอง สารคอรไดเซปน เทคนิคสเปกโทรสโกปอินฟราเรดยานใกล  
 

คํานํา 
เห็ดถัง่เชาสีทอง (Cordyceps militaris) ถกูนํามาใชเปนยาสมุนไพรเพ่ือบํารุงรางกายและรักษาโรคในแถบเอเชยี

ตะวันออก สารออกฤทธิ์ท่ีสําคญัของเห็ดถั่งเชาสีทองคือ สารคอรไดเซปน (Cordycepin) ปจจุบันการวัดปริมาณสารคอรได
เซปนในเห็ดถัง่เชาสีทองสวนใหญจะวเิคราะหโดยเคร่ือง HPLC (High-performance liquid chromatography) (Huang et 
al., 2009 ซึง่เปนวธิีท่ีคอนขางยุงยาก ซับซอน ใชเวลานาน และมีการทําลายตัวอยาง เทคนิคเนียรอินฟราเรดสเปคโทรสโกป 
(Near Infrared Spectrocsopy; NIRS) ใชหลักการการสรางสมการจากคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (Coefficient of correction, 
R) ระหวางคาการดูดซับแสง Near Infrared ท่ีสองผานวัตถุท่ีตองการวเิคราะหจาํนวนหน่ึงและคาท่ีวเิคราะหจาก
หองปฏิบัติการ เมื่อไดสมการท่ีมีคาความสัมพันธสูง คาความคลาดเคล่ือนในการประเมิน (SEP) ต่ํา จงึนําสมการท่ีไดไปใช
ทํานายคาของตวัอยางแทนการวเิคราะหในหองปฏิบัตกิาร (Osborne et al., 1993) ขอไดเปรียบของ NIRS คือ เปนวิธีทดสอบ
ท่ีไมทําลายตวัอยาง ตรวจวิเคราะหรวดเร็ว ประหยัดเวลา และปลอดภัย สามารถใชทดแทนการวเิคราะหทางเคมีได มีรายงาน
ความสําเร็จในการประเมินหาปริมาณสารอารจินีน (arginine) ในเสนใยเห็ดถัง่เชาทิเบต (Xie et al., 2015) อยางไรก็ตามยังไม
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มีรายงานใดท่ีทําการประเมินหาปริมาณสารสารคอรไดเซปนในสวนท่ีเปนดอกเห็ด (stroma) ดังน้ันผูวิจัยจึงสนใจท่ีจะนํา
เทคนิค NIRS มาประยุกตใชในการประเมินหาปริมาณสารคอรไดเซปนในดอกเห็ดถัง่เชาสีทอง เพ่ือเปนทางเลือกในการตรวจ
วิเคราะหปริมาณสารดงักลาวทดแทนการตรวจวเิคราะหโดยวิธี HPLC 
 

อุปกรณและวิธกีาร 
1. การเตรียมตัวอยางและวดัสเปกตรัม 

ทําการเพาะเล้ียงเห็ดถัง่เชาสีทอง (C. militaris) ใหเจริญเติบโตเปนดอกเห็ดในสูตรท่ีแตกตางกันเพ่ือทําใหไดปริมาณ
ของคอรไดเซปนท่ีมีความแตกตางกันในหลายระดับ ไดจํานวนตวัอยางท้ังหมดจาํนวน 39 ตัวอยาง เตรียมตวัอยางในวิธีท่ี
แตกตางกัน 2 วิธี คือ วิธีท่ี 1 การวิเคราะหในดอกสดโดยไมทําลายดอกเห็ด วิธีท่ี 2 การวเิคราะหในดอกสดท่ีผานการสับเปนชิ้น
เล็กๆ หลังจากน้ันนําไปวัดสเปกตรัมดวยเคร่ือง Near Infrared Spectrometer (NIRS) ยี่หอ Bruker รุน Matrix-F duplex 
ประเทศเยอรมนี ในชวงเลขคล่ืน (wavenumber) 12500-3500 cm-1 (ความยาวคล่ืนเทากับ 700-2500 นาโนเมตร)  
2. การวิเคราะหสารคอรไดเซปนดวยวิธีมาตรฐาน  

วิเคราะหปริมาณสารคอรไดเซปนดวยเคร่ือง HPLC ตามวิธกีารของ Huang et al. (2009) ท่ีมกีารดัดแปลงเล็กนอย 
คํานวณปริมาณสารในหนวย มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (mg kg-1) 
3. การสรางสมการทํานาย 

นําขอมูลสเปกตรัมของเห็ดถั่งเชาสีทองมาหาความสัมพันธกับคาท่ีวิเคราะหโดยวิธีมาตรฐาน HPLC โดยการสราง
สมการทํานายดวยวิธี Partial least squares regression (PLSR) โดยอาศยัโปรแกรม OPUS version 7.2 (ประเทศเยอรมนี) 
กอนการสรางสมการจะทําการปรับแตงสเปกตรัม 2 วิธี คือ วิธี constant offset elimination (COE) และวิธี vector 
normalization (SNV) เปรียบเทียบกับสเปกตรัมท่ีไมมีการปรับแตง (no preprocessing) แบงขอมูลออกเปน 2 กลุม คือ กลุม
ตัวอยางท่ีใชในการสรางสมการ (calibration set) จํานวน 20 ตวัอยาง และกลุมตวัอยางท่ีใชทดสอบประสิทธิภาพของสมการ 
(validation set) จํานวน 19 ตัวอยาง แลวทําการพิสูจนแบบจาํลองโดยวิธี Test set validation 

 

ผล 
1. Spectrum ของเห็ดถ่ังเชาสทีอง 

 จากสเปกตรัมของเห็ดถั่งเชาสีทองในรูปแบบท่ีเปนดอกสด (Figure 1a) และดอกสดท่ีถูกสับละเอียด (Figure 1b) มี
การดูดซับคล่ืนท่ีเลขคล่ืนใกลเคียงกัน คือท่ี 10253, 8384, 6904 และ 5188 cm-1 สําหรับตัวอยางรูปแบบเห็ดสด และท่ีเลข
คล่ืน 10246, 8392, 6919 และ 5137 cm-1 สําหรับดอกสดท่ีถูกสับละเอียด จากทฤษฎีการดูดกลืนแสงพบวาเปนตําแหนงการ
ดูดกลืนของนํ้า คารโบไฮเดรต และโปรตีน (Siesler et al, 2002) ซึง่เปนองคประกอบหลักในเห็ดถัง่เชาสีทอง เมื่อทําการ
ปรับแตงสเปกตรัมเพ่ือลดการเบ่ียงเบนโดยวิธี constant offset elimination (COE) และวิธี vector normalization (SNV) โดย
อาศัยโปรแกรม OPUS version 7.2 พบวา ใหผลในลักษณะเดียวกันในท้ัง 2 รูปแบบของตวัอยาง โดยเสนสเปกตรัมของเห็ดถัง่
เชาสีทองท่ีมีการปรับแตงสเปกตรัมโดยวิธี COE จะถูกปรับแบบเชิงเสนเพ่ือใหคา Y ท่ีต่ําสุด คือ มคีาเทากับศูนย ทําใหการขยับ
ขึ้นของเบสไลนเชงิเสนลดลงเพียงเล็กนอย (Figure 1c) สวนวธิี SNV พบวา จะทําใหความสูงของแถบการดดูซับลดลงแต
โครงสรางขอมูลของเสนสเปกตรัมยังคงอยู (Figure 1d)    
2. สมการทํานายปริมาณสารคอรไดเซปน 

ผลการสรางสมการดงั Scatter plots (Figure 2) จากรูปแสดงการเปรียบเทียบคาท่ีทํานายและคาจริงของปริมาณสาร
คอรไดเซปนในกลุม Validation set ของตวัอยางเห็ดถัง่เชาสีทองท้ัง 2 รูปแบบ พบวา แบบจําลองท่ีดีท่ีสุดสําหรับทํานาย
ปริมาณสารคอรไดเซปนของตัวอยางท่ีเปนดอกสดสรางจากเสนสเปกตรัมท่ีมกีารปรับแตงโดยวิธี SNV ไดคา coefficient of 
determination of calibration (R2

p) = 0.97,  คา tandard Error of Prediction (SEP) = 386.83 mg kg-1 คา Residual 
predictive deviation (RPD) = 6.54 และคาความผิดพลาดเฉล่ีย (bias) = 86.30 mg kg-1 คาทํานายปริมาณสารคอรไดเซปน
อยูใกลเสน Target line บงบอกถึงการทํานายไดอยางแมนยาํ  

สําหรับแบบจําลองท่ีดีท่ีสุดสําหรับทํานายปริมาณสารคอรไดเซปนของตัวอยางท่ีเปนดอกสดสับละเอียดสรางจากเสน
สเปกตรัมท่ีมกีารปรับแตงโดยวิธ ี COE ไดคา R2

p = 0.98,  คา SEP = 283.69 mg kg-1, คา RPD = 8.09 และคาความ
ผิดพลาดเฉล่ีย (bias) = -1.05 mg kg-1 คาทํานายปริมาณสารคอรไดเซปนอยูใกลเสน target line บงบอกถงึการทํานายได
อยางแมนยาํ 
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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. การทดสอบสมการกับกลุมตัวอยาง 

เมื่อทําการทดสอบความแมนยําของสมการท้ังสองสมการกับตัวอยางเห็ดถัง่เชาสีทองกลุมใหมจาํนวน 10 ตัวอยาง 
พบวา สมการท่ีสามารถทํานายปริมาณสารคอรไดเซปนไดใกลเคียงกับวิธีมาตรฐาน HPLC มากท่ีสุด คือ แบบจําลองท่ีดีท่ีสุด
สําหรับทํานายปริมาณสารคอรไดเซปนของตวัอยางท่ีเปนดอกสดสับละเอียดสรางจากเสนสเปกตรัมท่ีมีการปรับแตงโดยวิธี 
COE  
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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 

 
วิจารณผล 

แบบจําลองของสมการท่ีดีท่ีสุดสําหรับทํานายปริมาณสารคอรไดเซปนสรางจากสเปกตรัมท่ีวัดจากดอกเห็ดสดสับ
ละเอียดและมกีารปรับแตงสเปกตรัมโดยวธิ ี COE โดยใหผลการทํานายสารคอรไดเซปนใกลเคียงกับวิธีมาตรฐาน HPLC มาก
ท่ีสุด ซึ่งวิธีดงักลาวอาจทําใหสามารถลดอิทธิพลเกี่ยวกับความสม่ําเสมอของตวัอยาง หรือความแนนเน้ือของตวัอยางสดท่ีมีผล
ตอคาดูดกลืนแสงท่ีอาจเบ่ียงเบนไป โดยมีคา RPD เทากับ 8.90 ซึ่งอยูในระดับสูงและสามารถนําไปประยุกตใชไดทุกงาน (รณ
ฤทธิ์, 2555) เมื่อพิจารณา คา Regression coefficient ของสมการดังกลาว พบวา เลขคล่ืนหลักท่ีมีอิทธิพลตอการสรางสมการ
ทํานายสารคอรไดเซปนไดแก 8868, 7723, 7101 และ 6741 cm-1 ซึ่งเปนชวงคล่ืนท่ีเกี่ยวของกับสารประกอบทางเคมีกลุมของ
โปรตีนและนํ้าตาล (Siesler et al, 2002) ซึง่เปนสวนประกอบโครงสรางหลักของสารอะดีโนซีนและคอรไดเซปน 
 

สรุปผลการทดลอง 
เคร่ือง Near Infrared Spectrometer (NIRS) แบบตั้งโตะสามารถนําไปใชวดัปริมาณสารคอรไดเซปนแทนการ

วิเคราะหแบบเดิมโดยวิธี HPLC ไดอยางมีประสิทธิภาพ สามารถชวยลดขั้นตอนท่ียุงยากในการเตรียมตัวอยางและลด
ระยะเวลาในการวเิคราะหผลไดเร็วขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับการเตรียมตวัอยางในรูปแบบอ่ืนๆ 
 

คําขอบคุณ 
ขอขอบคุณโครงการพัฒนานักวจิยัและงานวิจยัเพ่ืออุตสาหกรรม สํานักงานกองทุนสนับสนุนการวจิัย รวมกับบริษัท

ถั่งเฉาทองคาํ จํากดั ท่ีใหการสนับสนุนเงินทุนวิจยั และขอขอบคณุสถานวจิัยเพ่ือความเปนเลิศทางวิชาการดานเทคโนโลยีหลัง
การเก็บเกีย่ว และหองปฏิบัติการกลาง คณะเกษตรศาสตรทรัพยากรธรรมชาติและส่ิงแวดลอม มหาวิทยาลัยนเรศวร สําหรับ
อุปกรณและเคร่ืองมือในการดาํเนินการวจิัยคร้ังน้ี 
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