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ABSTRACT 

 

NHL-L 6/6 is an endophytic fungus of Stemona burkillii which shows high activity 

against some plant pathogens. In this study, NHL-L 6/6 was identified by comparative 

analysis of nucleotide sequences of the internal transcribed spacer (ITS) regions of the 

ribosomal RNA genes. The result showed that NHL-L6/6 has sequence similarlity of 

99.79% with Nodulisporium sp. CMUUP-E34. Therefore it is reasonable to conclude 

that NHL-L6/6 is Nodulisporium sp. The kinetics of growth and anti-phytopathogenic 

compound production by Nodulisporium sp. NHL-L 6/6 against Erwinia caratovora 

was studied by cultivation in Sucrose Yeast extract (SY) medium. The maximum yield 

reached 16.01±1.51 AU/mL after 5 days of fermentation at 28 °C, 150 rpm. A rapid 

growth was exhibited during the period of 2-4 days, with the highest cell dry weight of 

4.85 g/L at day 4 of cultivation. The medium components including carbon and nitrogen 

sources were optimized for production of anti-phytopathogenic compounds using a 

sequential optimization strategy. Firstly, the suitable carbon and nitrogen sources were 

selected by one-factor-at-a-time. Yeast extract, whey, sucrose, glucose and cassava 

starch had significant influences on anti-phytopathogenic compound production. The 

nitrogen and carbon sources including whey, yeast extract, sucrose and glucose were 

selected to investigate their effects on antibacterial activity by using fractional factorial 

design (FFD). The result showed that sucrose and glucose were statistically significant 

(p<0.05), while yeast extract and whey, were statistically insignificant (p>0.05). 

However, all constituents, i.e. yeast extract, whey, sucrose, glucose were statistically 

significant (p<0.05) on biomass production. It was concerned that nitrogen is an 

essential nutrient for cell growth. Therefore, all variables were chosen for further 

optimization study. In the steepest ascent experiment, the highest production response 

(37.61 ± 0.00 AU/mL) was found when the concentrations of yeast extract,  whey, 

sucrose and glucose were 2 g/L, 10 mL/L, 20 g/L and 10 g/L, respectively, after 6th day 

of cultivation. Finally, central composite design (CCD) was used to optimize the 

concentration of these components. The optimal concentration were 2.03 g/L yeast 
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extract, 9.86 mL/L whey, 25.08 g/L sucrose and 12.99 g/L glucose. Antibacterial 

activity of 42.11 AU/mL was agreement with the prediction observed in validation 

experiment. In comparison to unoptimized medium using one-factor-at-a-time method, 

2.4 folds of antibacterial activity had been obtained. To evaluate in vitro antimicrobial 

susceptibility of crude extracts against test plant pathogens, bacterial pathogens                   

(i.e. Erwinia caratovora, Pseudomonas solanacearum and Xanthomonas citrii) and 

fungal pathogens (i.e. Alternaria brassicicola, A. porri, Penicillum sp., Fusarium 

solani, F. oxysporum, and Colletotrichum sp.) were used as test microorganisms. The 

minimum inhibitory (MIC) concentrations were found in the range of 31.25 to 125 

µg/mL. The minimum fungicidal (MFC) and minimum bactericidal (MBC) 

concentrations were found in the range of 125 to 500 µg/mL. 

 

 

Keywords:  Antimicrobial Activity / Anti-phytopathogenic Compounds / Medium 

Optimization / Nodulisporium sp. NHL-L 6/6 
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บทคัดย่อ 
 
รา เอน โดไฟท์ส ายพัน ธ์ุ  NHL-L 6/6 ของต้นหนอนตายหยาก  (Stemona burkillii) ซ่ึ ง มี
ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรีย์ก่อโรคพืช ได้ถูกจ าแนกชนิดในการศึกษาน้ี โดยใช้การ
วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอ (rDNA) ในบริเวณ Internal Transcribed 

Spacer (ITS) พบว่า ล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณดงักล่าวของ NHL-L 6/6 คลา้ยคลึงกบัล าดบันิวคลี
โอไทด์ของรา Nodulisporium sp. CMUUP-E34 คิดเป็นร้อยละ 99.79 ดงันั้น ราเอนโดไฟท์สาย
พันธ์ุ NHL-L 6/6 จึงเป็นราในสกุล Nodulisporium  เม่ือท าการศึกษาจลนพลศาสตร์ของการ
เจริญเติบโตและการสร้างสารยบัย ั้งการเจริญของเช้ือจุลินทรียก่์อโรคพืชของราเอนโดไฟท์ระหว่าง
การหมกัในอาหารท่ีประกอบดว้ยน ้ าตาลซูโครสและสารสกดัจากยีสต ์พบวา่ สามารถผลิตสารท่ีออก
ฤทธ์ิต่อต้านเช้ือก่อโรคพืช Erwinia caratovora ในอาหารดังกล่าวได้สูงสุดท่ี 16.01 หน่วย/
มิลลิลิตร ในวนัท่ี 5 ของการหมกั เช้ือมีการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็วในช่วงวนัท่ี 2 ถึง วนัท่ี 4 โดยมี
น ้ าหนกัเซลล์แห้งสูงสุด 4.85 กรัมต่อลิตร ในวนัท่ี 4 ของการหมกั เม่ือเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 28 องศา
เซลเซียส ความเร็วรอบของการเขยา่ 150 รอบต่อนาที  ในการศึกษาเพื่อหาส่วนประกอบของอาหาร 
ไดแ้ก่ แหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตสารตา้นเช้ือสาเหตุโรคพืช ดว้ย
วิธีการศึกษาทดลองทีละปัจจยั พบวา่ สารสกดัจากยีสต์ หางนม น ้ าตาลซูโครส น ้ าตาลกลูโคส และ
แป้งมนัส าปะหลงั มีอิทธิพลต่อการผลิตสารตา้นเช้ือแบคทีเรียก่อโรคพืช Erwinia caratovora อยา่ง
มีนยัส าคญั ดงันั้น สารสกดัจากยีสต ์หางนม น ้ าตาลซูโครส และน ้ าตาล จึงถูกน าไปศึกษาอิทธิพลต่อ
การสร้างสารยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ ดว้ยการวิเคราะห์ทางสถิติ โดยการออกแบบการทดลองเศษส่วน
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เชิงแฟคทอเรียล (Fractional Factorial Design) ผลการทดลองแสดงว่า น ้ าตาลซูโครสและ             
น ้าตาลกลูโคส มีผลต่อการสร้างสารยบัย ั้งการเจริญของเช้ืออยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05) ขณะท่ีสารสกดั
จากยีสต์และหางนม ไม่มีผลต่อการสร้างสารยบัย ั้งการเจริญของเช้ืออย่างมีนัยส าคัญ (p>0.05) 

อยา่งไรก็ตาม เม่ือศึกษาอิทธิพลของสารสกดัจากยีสต ์หางนม น ้ าตาลซูโครส และน ้ าตาลกลูโคส ต่อ
การเจริญเติบโตของราเอนโดไฟท์ พบว่า ทุกปัจจยัมีผลต่อการเจริญเติบโตของราเอนโดไฟท์อย่างมี
นัยส าคญั (p<0.05) ในการเพาะเล้ียงราเอนโดไฟท์เพื่อผลิตสารยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ ไนโตรเจน
เป็นสารอาหารจ าเป็นต่อการเจริญเติบโตของรา  ดงันั้น ทั้งส่ีปัจจยั ไดแ้ก่ สารสกดัจากยีสต์ หางนม 
น ้ าตาลซูโครส และน ้ าตาลกลูโคส จึงถูกเลือกไปท าการทดลองด้วยวิธี steepest ascent เพื่อหา
ทิศทางไปสู่สภาวะท่ีท าให้เช้ือราสร้างสารยบัย ั้งการเจริญของเช้ือสูงสุด  พบว่า ในสูตรอาหารท่ีมี
ความเขม้ขน้ของสารสกดัจากยีสต ์2 กรัม/ลิตร หางนม 10 มิลลิลิตร/ลิตร  ซูโครส 20 กรัม/ลิตร  และ
กลูโคส 10 กรัม/ลิตร ท าให้รา Nodulisporium sp. NHL-L 6/6 สร้างสารยบัย ั้งการเจริญของเช้ือสูง
ถึง 37.61 หน่วย/มิลลิลิตร ในวนัท่ี 6 ของการเพาะเล้ียง จากนั้น Central Composite Design จึงถูก
น ามาใชเ้พื่อหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของแต่ละปัจจยัเพื่อให้ไดป้ริมาณสารยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ
สูงสุด พบวา่ ท่ีความเขม้ขน้ของสารสกดัจากยสีต ์2.03 กรัม/ลิตร หางนม 9.86  มิลลิลิตร/ลิตร ซูโครส 
25.08  กรัม/ลิตร และกลูโคส 12.99  กรัม/ลิตร ท าให้เช้ือราสร้างสารยบัย ั้งการเจริญของเช้ือสูงสุด
เท่ากับ 42.11 หน่วย/มิลลิลิตรในวนัท่ี 6  ของการเพาะเล้ียง ซ่ึงมากกว่าในอาหารเล้ียงเช้ือในวิธี
การศึกษาทดลองทีละปัจจยัถึง 2.4  เท่า นอกจากน้ียงัไดท้  าการทดลองศึกษาความไวของเช้ือแบคทีเรีย
และเช้ือราก่อโรคพืชต่อสารยบัย ั้งการเจริญของเช้ือโดยสารสกัดหยาบ เช้ือก่อโรคพืชท่ีใช้ในการ
ทดสอบฤทธ์ิต้านจุลชีพประกอบด้วยแบคทีเรีย (ได้แก่ Erwinia caratovora, Pseudomonas 

solanacearum แ ล ะ  Xanthomonas citrii) แ ล ะ เช้ื อ ร า  (ได้ แ ก่  Alternaria brassicicola, A. 

Porri, Penicillum sp., Fusarium solani, F. oxysporum แ ล ะ  Colletotrichum sp.) พ บ ว่ า 
ความเขม้ขน้ต ่าสุดในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ (MIC) อยู่ในช่วงของ 31.25 ถึง 125 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร และค่าความเขม้ข้นต ่าสุดในการฆ่าเช้ือแบคทีเรีย (MBC) และเช้ือรา (MFC) อยู่ในช่วง 
125 ถึง 500 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
 
ค ำส ำคัญ:  การหาสูตรอาหารท่ีเหมาะสม / ฤทธ์ิต้านจุลชีพ / สารต้านเช้ือสาเหตุโรคพืช / 

Nodulisporium sp. NHL-L 6/6 
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