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บทคดัย่อ 

 ผลิตภณัฑ์จากยางธรรมชาติ มกีารผลิตและใช้เพิ่มขึ้นในทุกวนั ก่อให้เกิดปัญหาในการ
จดัการขยะ  โดยการก าจดัขยะยางธรรมชาตโิดยใชจุ้ลนิทรยีน์ัน้ เป็นวธิทีีเ่ป็นมติรต่อสิง่แวดลอ้ม แต่
เป็นวธิทีีใ่ชเ้วลานาน  จงึตอ้งมกีารศกึษาเพื่อลดเวลาในการย่อยสลายลง ในการศกึษาครัง้นี้  ไดแ้ยก
แบคทเีรยีที่มคีวามสามารถในการย่อยสลายยางธรรมชาติ จากดนิตวัอย่างที่มกีารปนเป้ือนยาง
ธ ร ร ม ช า ติ ทั ้ง ห ม ด  8 0  ตั ว อ ย่ า ง  จ า ก บ ริ เ ว ณ ต่ า ง ๆ ใ น ภ า ค ใ ต้  คั ด แ ย ก ไ ด้  1 2 0  
ไอโซเลท การทดสอบความสามารถในการย่อยสลายถุงมอืยางพบว่า เชือ้ pn 12.1 มคีวามสามารถ
ในการย่อยสลายสูงสุดท าให้น ้าหนักถงึมอืยางลดลง 8.53 % ที่ 30 องศาเซลเซยีส ใน 30 วนั 
เปรยีบเทยีบกบัเชื้อ 10 ไอโซเลท (F1-F10) ที่แยกได้จากเชื้อกลุ่ม (natural consortium) จาก
การศึกษาที่ผ่านมา พบว่าเชื้อ F 5 มคีวามสามารถในการย่อย 9.36 % และท าให้ถุงมอืยาง
เปลีย่นแปลงลกัษณะมากทีสุ่ด จงึน าไปศกึษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบส่องกราด พบ
ลกัษณะพืน้ผวิเป็นรพูรุน และมเีชือ้เกาะตดิจ านวนมาก วดัปรมิาณคารบ์อนไดออกไซด์ทีเ่กดิขึน้ใน
กระบวนการยอ่ยสลายได ้4.89% ที ่30 องศาเซลเซยีส ใน 30 วนั เมื่อท าการวเิคราะหโ์ดยวธิ ีFTIR 
พบมกีารเปลีย่นแปลงของหมูฟั่งกช์ัน่ทีเ่กีย่วขอ้งกบัการยอ่ยสลาย จากการบ่งชีช้นิดของเชือ้โดยการ
วิเคราะห์ล าดบัเบสของยนี 16s rRNA พบว่าเชื้อ F5 เป็นเชื้อสายพนัธุ์ Rhodococcus 
pyridinivorans โดยมเีปอรเ์ซน็ต์ความเหมอืนอยู่ที ่99% และการทดสอบหายนี lcp พบว่าเชือ้ F5 มี
ยนี lcp ทีเ่กีย่วขอ้งกบัการย่อยสลายยางธรรมชาต ิเมื่อน าเชือ้ F1-F10 มาผสมกนั โดยแบ่งเป็นสอง
กลุ่มคอื กลุ่มทีผ่สมเชือ้ทัง้ 10 ไอโซเลท และผสมเชือ้ 5 ไอโซเลททีม่คีวามสามารถในการย่อยสลาย
ไดม้ากกว่า 5% พบว่าการย่อยสลายเพิม่ขึน้เป็น 18.38 % และ 18.82 % ที ่30 องศาเซลเซยีส ใน 
30 วนั ตามล าดบัซึง่มากกว่าการใชเ้ชือ้ F5 เพยีงตวัเดยีว  พบการเจรญิของเชือ้เมื่อใชถุ้งมอืยาง
เป็นแหล่งคารบ์อนเพยีงแหล่งเดยีว และพบรพูรนุบนแผ่นยางภายใตก้ลอ้งจลุทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบ
ส่องกราด  
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Thesis Title       Degradation of rubber gloves by bacteria isolated from soil  

   contaminated with latex 
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Major Program Microbiology 

Academic Year 2016 

ABSTRACT 

An increasing production and demand of natural rubber products has caused 
problems in waste management. Biodegradation is environmentally friendly but normally 
extremely slow. Therefore there is a need to reduce the time for decomposing. In this study, 
natural rubber degrading bacteria were isolated from 80 latex-contaminated soil samples in 
the southern Thailand. 120 of possible rubber degrading bacteria were isolated and tested 
for their abilities to degrade rubber gloves in a mineral salt medium (MSM). Isolate pn 12.1 
gave 8.53 % weight loss of the rubber gloves. Ten isolates were also isolated from a soil 
consortium from previous study (F1-F10). Isolate F5 gave 9.36% weight loss of the rubber 
gloves and produced 4.89% of CO2 evolution in the degradation process. Changes in 
appearance were observed by scanning electron microscopy (SEM), rubber gloves seemed 
to undergo degradation which resulted in the deterioration of glove’s surface. FTIR method 
was also performed to confirm the degradation. Isolate F5 was then identified as 
Rhodococcus pyridinivorans with 99% similarity by 16S rRNA analysis. The presence of a 
gene encoding a latex clearing protein (lcp gene) was determined to confirm the latex 
degradation ability. Consortium and the mixed culture gave the highest percentage weight 
losses of rubber gloves of 18.38% and 18.82% respectively, which were more effective than 
using single strain of isolate F5. Consortium and mixed culture could use rubber gloves as 
the sole carbon source as can be seen by growth and many deteriorated holes on rubber 
surfaces. 
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 กบัชุดควบคุมทีไ่มม่กีารเตมิแผ่นถุงมอืยางและชุดควบคุมทีไ่ม่มกีารเตมิเชือ้  
 บ่มที ่30 องศาเซลเซยีส 120 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 30 วนั     

รปูท่ี 11 ปรมิาณเชือ้เริม่ตน้และสุดทา้ยหลงัจากการบ่มรวมกบัแผ่นถุงมอืยางเปรยีบเทยีบ         20 
 กบัชุดควบคุมทีไ่มม่กีารเตมิแผ่นถุงมอืยางและชุดควบคุมทีไ่ม่มกีารเตมิเชือ้ บ่มที ่ 
 30 องศาเซลเซยีส 120 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 30 วนั โดยเชือ้ทีแ่ยกจากกลุ่มเชือ้ F  

รปูท่ี 12 เปอรเ์ซน็ตน์ ้าหนกัทีห่ายไปของแผ่นถุงมอืยางทีบ่่มรว่มกบัเชือ้ต่างๆ                        21 
 เปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุมทีไ่ม่มกีารเตมิเชือ้ บ่มที ่30 องศาเซลเซยีส 120 รอบ 
 ต่อนาท ีเป็นเวลา 30 วนั          
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รายการภาพประกอบ (ต่อ) 

หน้า 

รปูท่ี 13 ปรมิาณเชือ้ตัง้ตน้และหลงักระบวนการยอ่ยสลายแผ่นถุงมอืยางเปรยีบเทยีบ              22 
กบัชุดควบคุมทีไ่ม่มกีารเตมิเชือ้และชุดควบคุมทีไ่มม่กีารเตมิถุงมอืยาง บ่มที ่ 
30 องศาเซลเซยีส 120 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 30 วนั      

รปูท่ี 14 เปอรเ์ซน็ตค์ารบ์อนไดออกไซดท์ีเ่กดิขึน้จากกระบวนการยอ่ยสลายถุงมอืยางของ        23 
ชุดทดสอบและชุดควบคุม ที ่30 องศาเซลเซยีส 120 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 30 วนั   

รปูท่ี 15 เปอรเ์ซน็ตค์วามสามารถในการยอ่ยสลายถุงมอืยางเมือ่น าเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากแหล่ง        24 
เดยีวกนัมาผสมกบัเชือ้ F5 เปรยีบเทยีบกบัเชือ้เดีย่ว F5 และชุดควบคุม บ่มที ่30  
องศาเซลเซยีส 120 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 30 วนั       

รปูท่ี 16 ปรมิาณเชือ้ตัง้ตน้และหลงักระบวนการยอ่ยสลายแผ่นถุงมอืยางโดยเชือ้ทีแ่ยกได้        24 
จากแหล่งเดยีวกนัมาผสมกบัเชือ้ F5 เปรยีบเทยีบกบัเชือ้เดีย่ว F5 และชุดควบคุม  
บ่มที ่30 องศาเซลเซยีส 120 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 30 วนั      

รปูท่ี 17 เปอรเ์ซน็ตค์วามสามารถในการยอ่ยสลายถุงมอืยางเมือ่น าเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากแหล่ง       25 
ต่างกนัมาผสมกบัเชือ้ F5 เปรยีบเทยีบกบัเชือ้เดีย่ว F5 และชุดควบคุม บ่มที ่30  
องศาเซลเซยีส 120 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 30 วนั       

รปูท่ี 18 ปรมิาณเชือ้ตัง้ตน้และหลงักระบวนการยอ่ยสลายแผ่นถุงมอืยางโดยเชือ้ทีแ่ยกได้        26 
จากแหล่งต่างกนัมาผสมกบัเชือ้ F5 เปรยีบเทยีบกบัเชือ้เดีย่ว F5 และชุดควบคุม  
บ่มที ่30 องศาเซลเซยีส 120 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 30 วนั     

รปูท่ี 19 ลกัษณะของแผ่นยางหลงัผ่านการยอ่ยสลายทีถ่่ายจากกลอ้ง SEM ทีก่ าลงัขยาย         27 

5000 เท่า a) ชุดควบคุม b) ชุดทดสอบบ่มรว่มกบัเชือ้ F5 ที ่30 องศาเซลเซยีส  

120 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 30 วนั        

รปูท่ี 20 FTIR สเปกตรมัของชิน้ถุงมอืยาง a) ชุดควบคุมทีไ่มม่กีารเตมิเชือ้ b) ชุดถุงมอืยาง      28 

ทีผ่่านการบ่มรว่มกบัเชือ้ F5 ที ่30 องศาเซลเซยีส 120 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 30 วนั 
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รปูท่ี 21 การวเิคราะหค์วามสมัพนัธท์างววิฒันาการของยนี 16S rRNA ของเชือ้ไอโซเลท         29 

F5 เปรยีบเทยีบกบัล าดบันิวลโีอไทดข์องเชือ้อื่น ล าดบันิวคลโีอไทดท์ีไ่ดจ้าก 

ฐานขอ้มลู NCBI แผนภาพแสดงความสมัพนัธส์รา้งโดยวธิ ีneighbor-joining  

จากโปรแกรม MEGA ตวัเลขแสดงบนกิง่ (% bootstrap) มาจากการค านวณ 1000 ซ ้า   

รปูท่ี 22 การปรากฏของยนี lcp ใน Rhodococcus pyridinivorans  F5 ทีแ่ยกได ้        30 
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สญัลกัษณ์และค ำย่อ 

พ.ศ.     =   พุทธศกัราช 

%     =   Percentage 

°C     =   Degree Celsius 

OD     =   Optical density 

A     =   adenine 

T     =   thymine 

C     =   cytocine 

G     =   guanine 

bp     =   base pair 

kb     =   kilobase 

PCR     =   Polymerase chain reaction 

MSM     =   Minimal salt medium 

NR     =   Natural rubber 

CFU     =   Colony forming units 

M     =   molar 

µM     =   micromolar 

µL     =   microliter 

min     =   minute 

s     =   second 
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บทน ำ 

ควำมส ำคญัและท่ีมำของหวัข้อวิจยั 

 ยางธรรมชาตจิดัเป็นวสัดุทีส่ าคญัในทางเศรษฐกจิ โดยจะใชใ้นการผลติ ยางรถยนต์, ถุงมอืยาง
, สายยาง และอื่นๆ โดยยางธรรมชาตนิัน้จดัเป็นพอลเิมอรท์างชวีภาพ ที่ประกอบด้วย poly(cis-1,4-
isoprene)  เป็นส่วนประกอบหลกั ซึ่งจากการที่มกีารใชผ้ลติภณัฑจ์ากยางธรรมชาตมิากขึน้ในทุกปี 
ก่อให้เกดิปัญหาขยะจากยางธรรมชาติ โดยการก าจดันัน้สามารถท าได้หลายวธิ ีเช่น การเผา การฝัง 
แต่การก าจดัโดยวธิเีหล่านี้ลว้นก่อใหเ้กดิมลพษิ จงึมกีารศกึษาวธิกี าจดัขยะยางธรรมชาต ิโดยการย่อย
สลายทางชวีภาพ โดยใชจ้ลุนิทรยี ์

จุลนิทรยีย์่อยสลายยางธรรมชาต ิแบ่งได้เป็นสองกลุ่มคอื กลุ่มแรกคอื กลุ่มที่สรา้งโซนใสบน

อาหารที่ผสมยางธรรมชาติ ซึ่งจะเป็นกลุ่ม actinomycetes ที่สร้าง mycelium เช่น Actinoplanes, 

Streptomyces และ Micromonospora ส่วนกลุ่มที่สองคอืกลุ่ม nocardioform actinomycetes เช่น 

Gordonia, Mycobacterium และ Nocardia ซึง่กลุ่มนี้จะไม่สรา้งโซนใสบนอาหารทีผ่สมยางธรรมชาต ิ 

ปัจจุบนัพบว่า มเีอนไซมเ์พยีง 2 ชนิดทีม่รีายงานว่าเป็นเอนไซมส์ าคญัในการย่อยสลายยาง

ธรรมชาต ิได้แก่ latex-clearing protein (Lcp) เป็นเอนไซมต์วัส าคญัในกระบวนการย่อยสลายยาง

ธรรมชาตใินเชือ้แกรมบวก โดยมยีนี lcp เป็นตวัควบคุมการสรา้ง Lcp ซึง่ยนี  lcp ถูกคน้พบครัง้แรกใน

เชือ้ Streptomyces sp. strain K30 (Rose et al., 2005)  ซึง่จะย่อยสาย poly(cis-1,4-isoprene)  ไปอยู่

ในรปูของ oligo (cis-1,4-isoprene) สายสัน้ทีม่หีมู่คโีตนหรอืแอลดไีฮด์เป็นส่วนประกอบ ส่วนในแกรม

ลบนัน้พบ Rubber oxygenase (RoxA) เป็นเอมไซมส์ าคญัในการย่อยสลายยางธรรมชาต ิซึง่พบในเชือ้ 

Xanthomonas sp. strain 35Y (Dieter and Simone, 2003) โดยรายงานเรื่องการย่อยสลายยาง

ธรรมชาตินั ้นมีข้อมูลน้อยมาก ไม่ว่าจะเป็นชนิดของเชื้อที่พบการย่อยสลายเพียงไม่กี่ชนิด 

ประสทิธภิาพในการยอ่ยสลายทีค่่อนขา้งต ่า ชนิดของเอนไซมใ์นกระบวนการย่อยทีพ่บ รวมถงึยนีทีพ่บ

ในเชือ้ยอ่ยสลายยางธรรมชาต ิเช่น ยนี lcp นัน้มกีารศกึษาอยู่น้อยมาก รวมถงึเชือ้ทีพ่บยนีนี้กม็จี านวน

น้อยเมื่อเทยีบกบัจ านวนเชือ้ที่มคีวามสามารถในการย่อยสลายยางธรรมชาตไิด้ ซึ่งการที่มขีอ้มลูเรื่อง

ยนีมากขึน้จะสามารถน าไปใช้ในการเพิม่ประสทิธภิาพในการย่อยสลายได้ เช่น การปรบัปรุงสายพนัธุ ์

หรอืการโคลนยนีเขา้เชื้อตวัอื่นเพื่อใชใ้นการเพิม่ประสทิธภิาพในการย่อยสลายยางธรรมชาตแิทนเชื้อ

ตวัเดมิ 
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ซึง่ในการวจิยันี้ไดท้ าการตรวจหายนีทีเ่กี่ยวขอ้งกบัการย่อยสลายยาง จากเชื้อทีค่ดัเลอืกและ

แยกไดจ้ากดนิ ทีม่คีวามสามารถในการย่อยสลายยางธรรมชาต ิและเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพการย่อย

สลายยางธรรมชาตริะหว่าง กลุ่มเชือ้ผสม (consortium) และ เชือ้เดีย่วทีแ่ยกไดจ้ากดนิ 

ทฤษฎีและหลกักำร 

1. ยำงธรรมชำติ (Natural Rubber) 

 ยางธรรมชาตมิชีื่อทางเคมคีอื cis-1,4-polyisoprene (รปูที ่1)  เป็นโมเลกุลทีป่ระกอบดว้ย

คารบ์อนและไฮโดรเจน ท าให้มสีมบตัไิม่ทนต่อน ้ามนั แต่เป็นฉนวนไฟฟ้าได้ด ีโดยใน 1 โมเลกุล

ประกอบดว้ยหน่วยของไอโซพรนี (C5H8) มาต่อกนัเป็นสายโซ่ยาวแบบเสน้ตรง และใน 1 หน่วยไอ

โซพรนีมพีนัธะคู่และหมู่อลัฟาเมทธลินีทีว่่องไวต่อการเกดิปฏกิริยิา ท าใหส้ามารถวลัคาไนซไ์ดด้ว้ย

ก ามะถนั และท าใหย้างท าปฏกิริยิาไดง้า่ยดว้ยออกซเิจนและโอโซน ท าใหย้างเกดิการเสื่อมสภาพได้

งา่ยเช่นเดยีวกนั ดงันัน้การออกแบบสตูรการผสมยางจ าเป็นจะต้องมแีอนตี้ออกซแิดนทแ์ละแอนตี้โอ

โซแนนท์ร่วมด้วยเพื่อป้องกนัการเสื่อมสภาพจากออกซิเจนและโอโซน ยางธรรมชาติมสีายโซ่ที่

เคลื่อนไหวหกังอไปมาได้ง่าย ท าให้ยางธรรมชาตคิงสภาพยดืหยุ่นได้ด ีมอุีณหภูมขิองการเปลี่ยน

สถานะคลา้ยแก้ว ประมาณ -72 °C สามารถใชง้านไดท้ีอุ่ณหภูมติ ่ามาก ส าหรบัความสม ่าเสมอใน

โครงสรา้งโมเลกุล ท าใหย้างธรรมชาตสิามารถตกผลกึไดเ้มื่อยดื การเกดิผลกึเนื่องจากการยดืตวัยงั

ท าใหย้างคงรปูมสีมบตัเิชงิกลดขีึน้ ส่งผลให้ ยางมคีวามทนทานต่อแรงดงึ ความทนทานต่อการฉีก

ขาด และความต้านทานต่อการขดัถูสูงขึ้น ยางธรรมชาติมนี ้ าหนักโมเลกุลเฉลี่ยสูง อยู่ในช่วง 

200,000 ถงึ 400,000 และมกีารกระจายตวัของน ้าหนักโมเลกุลกวา้งมาก ท าใหย้างแขง็เกนิไปทีจ่ะ

น าไปแปรรปูโดยตรง จะต้องมกีารบดยาง ก่อนทีจ่ะน าไปใชใ้นกระบวนการผลติ ซึง่เครื่องมอืทีใ่ชใ้น

การบดยางโดยทัว่ไปจะใชเ้ครือ่งบดยางสองลกูกลิง้ (John, 2012) 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 1  โครงสร้ำงของยำงธรรมชำติ (polyisoprene rubber) (Yikmis and Steinbuchel, 

2012) 
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2. ขยะยำงธรรมชำติ 

 การก าจดัขยะถอืเป็นปัญหาส าคญัในยุคปัจจุบนั โดยเฉพาะวสัดุทางพอลเิมอรท์ี่ย่อยสลาย

ได้ยาก จนก่อให้เกดิปัญหาทางสิง่แวดล้อม ในปี 2015 ปรมิาณการใช้ผลติภณัฑ์ยางธรรมชาติทัว่

โลกสูงถงึ 12.1 ล้านตนั หรอืเพิม่ขึน้ 11.57 % จาก 10.7 ตนั ในปี 2010 (IRSG, 2016) ซึ่ง

ผลติภณัฑส์่วนใหญ่คอื ยางลอ้ของพาหนะต่างๆ เช่น เครื่องบนิ รถยนต์ และรถบรรทุก เป็นต้น  ซึง่

เมื่อยางเหล่านี้หมดอายุการใช้งาน กลายเป็นขยะที่ต้องใช้เวลานานในการย่อยสลายตามธรรมชาต ิ

เนื่องมาจากโครงสรา้งของยาง การเตมิสารเพิม่ความคงตัว และสารอื่นๆลงไปในการผลติ ซึ่งขยะ

ยางเหล่านี้จะก่อใหเ้กดิปัญหาคอื การสญูเสยีมลูค่าของยาง และการเกดิมลพษิในสิง่แวดลอ้ม 

 สารต่างๆทีม่กีารเตมิในกระบวนการผลติ เช่น สารหน่วงปฏกิริยิา สารเร่งปฏกิริยิา และสาร

ต้านอนุมูลอิสระ ซึ่งการเลือกใช้ขึ้นอยู่กับการน าไปใช้งาน โดยสารเหล่านี้จะมคีวามเป็นพิษต่อ

จุลนิทรยี์ ท าให้การย่อยสลายทางธรรมชาติเกิดได้ช้าลง รวมถึงการน ายางไปใช้นัน้จ าเป็นต้องมี

การวลัคาไนซ์ หรอืปรบัปรุงคุณสมบตัขิองยางส่งผลใหย้่อยสลายได้ชา้ลงเช่นเดยีวกนั ล้อยางที่ถูก

ทิ้งกว่าพันล้านชิ้นทัว่โลก และเพิ่มขึ้นกว่าร้อยล้ านชิ้นต่อปี ซึ่งเป็นอันตรายต่อสุขภาพและ

สิง่แวดล้อม นอกจากนี้การก าจดัโดยการฝังจะมขีอ้จ ากดัในด้านความปลอดภยั เพราะเป็นสาเหตุ

ของปัญหามลพษิในดนิและน ้า ส่วนการเผาจะก่อใหเ้กดิความรอ้นและควนั ซึง่เป็นหนึ่งในสาเหตุของ

สภาวะโลกร้อน รวมทัง้ก่อให้เกดิมลพษิทางอากาศ แต่มอีีกวธิใีนการก าจดัขยะยาง ซึ่งก่อมลพษิ

น้อยทีสุ่ด คอื การยอ่ยสลายทางชวีภาพ 

 

3. กำรย่อยสลำยทำงชีวภำพของยำงธรรมชำติ 

 นกัวจิยัไดศ้กึษาจุลนิทรยีท์ีส่ามารถย่อยสลายยางได ้แลว้วเิคราะหก์ารย่อยสลายผลติภณัฑ์

ยางธรรมชาตแิละยางสงัเคราะห ์โดยคดัแยกแบคทเีรยีมาจากหลากหลายแหล่งแลว้น ามาเพาะเลีย้ง 

โดยใช้เอนไซมท์ี่จุลนิทรยีผ์ลติขึน้ในการย่อยสลาย ซึ่งจากการศึกษาพบว่าจุลนิทรยีส์ามารถสลาย

พนัธะคู่ในพอลิเมอร์สายหลักได้ โดยกระบวนการออกซิเดชัน่ ซึ่งเมื่อย่อยสลายสมบูรณ์จะได้

ผลติภณัฑ์เป็น น ้า มวลชวีภาพ ก๊าซมเีทน และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์  ซึ่งสิ่งเหล่านี้สามารถ

น าไปใชใ้นการเจรญิเตบิโตและด ารงชวีติของพชื (Rose and Steinbuchel, 2005) 

การย่อยสลายทางชวีภาพ (Biodegradation) ของพอลเิมอรโ์ดยใช้จุลนิทรยี ์โดยทัว่ไปมี

กระบวนการ 2 ขัน้ตอน เนื่องจากขนาดของสายพอลเิมอรม์ขีนาดใหญ่และไม่ละลายน ้า ในขัน้ตอน

แรกของการย่อยสลายจงึเกดิขึน้ภายนอกเซลล ์โดยการปลดปล่อยเอนไซมข์องจุลนิทรยี ์ซึ่งเกดิได้
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ทัง้แบบใช ้Endo-enzyme หรอืเอนไซมท์ี่ท าให้เกดิการแตกตวัของพนัธะภายในสายโซ่พอลเิมอร์

อย่างไม่เป็นระเบยีบ และแบบ Exo-enzyme หรอืเอนไซมท์ี่ท าให้เกดิการแตกหกัของพนัธะทลีะ

หน่วยจากหน่วยซ ้าที่เลก็ทีสุ่ดที่อยู่ด้านปลายของสายโซ่พอลเิมอร ์เมื่อพอลเิมอรแ์ตกตวัจนมขีนาด

เลก็พอทีจ่ะแพร่ผ่านผนังเซลลเ์ขา้ไปในเซลล์ และเกดิการย่อยสลายต่อในขัน้ที ่2 เพื่อใชเ้ป็นแหล่ง

พลังงาน และแหล่งคาร์บอนของจุลินทรีย์ โดยปล่อยผลิตภัณฑ์ขัน้ตอนสุดท้ายออกมา 

(Mineralization) เช่น ก๊าซคารบ์อนไดออกไซด ์ก๊าซมเีทน น ้า เกลอื แร่ธาตุต่าง ๆ และมวลชวีภาพ 

(Biomass) (Lenz, 1993) 

ส าหรบักระบวนการย่อยสลายทางชีวภาพนัน้ มผีลดี คอื การย่อยสลายเกิดขึ้นได้อย่าง

สมบูรณ์ เพราะถูกจุลนิทรยี์ในธรรมชาตใิช้เป็นอาหารและย่อยสลายเป็นก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์

และน ้า ซึ่งพชืสามารถน ากลบัไปใช้ในการสงัเคราะห์แสงได้ เพื่อหมุนเวยีนกลบัมาผลติแป้งหรอื

น ้าตาลในพชืต่อไปได้ ซึ่งทัง้หมดนี้ต้องย่อยสลายภายใต้สภาวะทีเ่หมาะสม และการย่อยสลายโดย

วธินีี้ยงัเป็นมติรกบัสิง่แวดลอ้มอกีดว้ย  

 

4. จลิุนทรียย่์อยสลำยยำงธรรมชำติ 

 การย่อยสลายโดยจุลนิทรยี์ เป็นการย่อยที่เกิดขึ้นตามธรรมชาติ ซึ่งมจีุลนิทรยี์มาเกี่ยวข้อง   

โดยทีจ่ลุนิทรยีใ์นกลุ่มแอคตโินมยัซสิ เป็นกลุ่มหลกัทีส่ามารถย่อยยางธรรมชาตไิด ้โดยส่วนใหญ่จะพบ

เชื้อ Streptomyces sp., Nocardia sp., Rhodococcus sp. และ Gordonia sp. ส่วนกลุ่ม 

แกรมลบนัน้พบไดย้ากกว่า โดยจะพบเชือ้ Xanthomonas sp., Pseudomonas sp., Methylibium sp. 

และ Actinobacter sp. ซึง่อาจเกดิจากการขาดปัจจยัในการเจรญิในอาหารเลีย้งเชือ้ทีใ่ชใ้นการคดัแยก 

(ตารางที ่1) 
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ตำรำงท่ี 1  จลิุนทรียใ์นกำรย่อยสลำยยำงธรรมชำติ  

Gram positive Type of rubber degraded References 
Bacterial strains   
Gordonia 
polyisoprenivorans 

Natural and synthetic rubber  Linos et al., 1999 

Gordonia westfalica Natural and synthetic rubber, natural 
latex 

Linos et al., 2002 

Gordonia 
polyisoprenivorans VH2 
and Y2K 

Natural and synthetic rubber  Arenskotter et al., 2001 

Streptomyces coelicolor 
and  
S. griseus 18a, 
Nocardia SMZ43191 

Vulcanized rubber (glove) Bode et al., 2001 

Streptomyces sp. La7 Latex, unvulcanized natural rubber Gallert, 2000 
Nocardia sp. 835A Unvulcanized natural and synthetic 

rubber, vulcanized natural rubber (latex 
gloves, bands, tubing) 

Tsuchii et al., 1985 

Gordonia sp. Kb2, Kd2 
and VH2; 
Micromonospora 
aurantiaca W2b; 
Mycobacterium 
fortuitum NF4 

Natural and synthetic rubber (following 
antioxidant removal), natural latex 

Berekaa et al., 2000 

Streptomyces sp. S1G, 
S3D, S4C, S4E, S4F 
and S4G; 
Amycolatopsis sp.S1A 
and S1D;  
Nocardia sp. SF3 
 
 

Vulcanized rubber (glove) Heisey and Papadatos, 
1995 
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ตำรำงท่ี 1 จลิุนทรียใ์นกำรย่อยสลำยยำงธรรมชำติ (ต่อ) 

Gram positive Type of rubber degraded References 
Bacterial strains   

Nocardia 835A mutant 
strains Wh, Rw and Rc 

Vulcanized rubber (tire) Tsuchii and Tokiwa, 
1999 

Streptomyces sp.; 
Micromonospora sp.; 
Microtetraspora sp.; 
Actinoplanes sp.; 
Nocardia sp.; 
Actinomadura sp.; 
Dactylssporangium sp. 

Natural rubber latex Jendrossek et al., 
1997b 

Streptomyces coelicolor 
1A 

Synthetic rubber Bode et al., 2000 

Gordonia sp. VH2 and 
Kb2, Mycobacterium 
fortuitum NF4 

Vulcanized rubber (glove) Linos et al., 2000b 

Micromonospora 
aurantiaca W2b 

Latex dispersed in agar Linos et al., 2000a 

Actinomadura sp. E6, 
Nocardia farcinica E1, 
Thermomonospora 
curvata E4 and E5 

Latex dispersed in agar, synthetic 
rubber 

Ibrahim et al., 2006 

Streptomyces sp. 
LCIC4, Actinoplanes 
sp. OR16,  

Latex dispersed in agar Imai et al., 2011 

Streptomyces sp., 
Amycolatopsis orientalis 
SY6, Pseudonocardia 
sp. 

Latex dispersed in agar Chengalroyen et al., 
2013 

Bacillus sp. SBS Natural latex rubber Cherian et al., 2009 
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ตำรำงท่ี 1 จลิุนทรียใ์นกำรย่อยสลำยยำงธรรมชำติ (ต่อ) 

Gram negative Type of rubber degraded References 
Bacterial strains   

Actinobacter 
calcoaceticus, 
Xanthomonas sp. 

Vulcanized rubber (glove) Bode et al., 2001 

Methylibium sp. NS21 Latex dispersed in agar Imai et al., 2011 
Methylibium fulvum HZ Latex dispersed in agar Chengalroyen et al., 

2013 
Xanthomonas sp. Purified natural latex, synthetic rubber Jendrossek et al., 2003 
Pseudomonas 
citronellolis 

Synthetic rubber Bode et al., 2000 

Pseudomonas sp. Natural and vulcanized rubber (glove) Roy et al., 2006 
Pseudomonas 
citronellolis 

Synthetic rubber Bode et al., 2000 

(Chengalroyen and Dabbs, 2013) 
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 4.1 จลิุนทรียย่์อยสลำยยำงธรรมชำติโดยกำรหลัง่เอนไซม ์

 จุลนิทรยีใ์นกลุ่มนี้เป็นกลุ่มที่มคีวามสามารถในการปล่อยเอนไซม์ออกมาภายนอกเซลล์เพื่อ

ย่อยสลายยางธรรมชาติที่อยู่รอบๆเซลล์ให้มขีนาดโครงสร้างที่เล็กลงเพื่อดูดซมึมาใช้ในเป็นแหล่ง

คารบ์อน และแหล่งพลงังาน ซึ่งจุลนิทรยีใ์นกลุ่มนี้สามารถสรา้งวงใส บนอาหาร MSM agar ทีเ่ททบั

ด้วยน ้ ายางได้ ซึ่งเกิดจากการที่จุลินทรีย์หลัง่เอนไซม์ออกมาย่อยสลายยางธรรมชาติ ซึ่งยาง

ธรรมชาติมีสีขาวขุ่นจะเสียสภาพเป็นสีใส โดยเชื้อในกลุ่มนี้ประกอบด้วย Streptomyces sp., 

Actinoplanes sp. และ Micromonospora sp. (Chengalroyen and Dabbs, 2013) 

 

4.2 จลิุนทรียย่์อยสลำยยำงธรรมชำติโดยกำรยึดเกำะ 

 จุลนิทรยี์ในกลุ่มนี้ท าลายพื้นผวิของยางโดยตรง โดยการยดึเกาะกบัผวิยาง จากนัน้จงึสร้าง 

biofilm ขึน้มาเพื่อเริม่การย่อยสลายบรเิวณผวิเซลลโ์ดยตรงท าใหไ้ม่เกดิวงใสบนอาหาร MSM agar ที่

เททบัดว้ยน ้ายาง เนื่องจากจุลนิทรยีป์ล่อยเอนไซมอ์อกมาบรเิวณพืน้ผวิทีย่ดึเกาะเท่านัน้ ซึง่จุลนิทรยี์

ในกลุ่มนี้ประกอบดว้ย Mycobacterium sp., Gordonia sp. และ  Nocardia sp. นอกจากนี้ พบว่า เชือ้

ในกลุ่มทีย่อ่ยสลายยางธรรมชาตโิดยการยดึเกาะมปีระสทิธภิาพสูงกว่ากลุ่มทีไ่ม่ยดึเกาะ ท าใหไ้ดร้บั

ความสนใจในการศกึษามากขึน้ในช่วงทีผ่่านมา (Chengalroyen and Dabbs, 2013) 

 

5. อตัรำกำรย่อยสลำยยำงธรรมชำติโดยจลิุนทรีย ์

 อัตราการย่อยสลายของยางธรรมชาตินัน้ ขึ้นอยู่กับ 2 ปัจจยัคือ ลักษณะการย่อยของ 

จุลนิทรยี ์และ ธรรมชาตขิองสารตัง้ต้น โดยผลติภณัฑจ์ากยางธรรมชาตินัน้ มกัมกีารใช้สารเติมแต่ง

ต่างๆ เช่น สารตวัเร่ง สารต้านอนุมลูอสิระ สารต้านการกดักร่อน และสารตวัเตมิต่างๆ ซึง่จะท าใหส้าร

ตัง้ตน้มคีวามแตกต่างกนัไปในแต่ละผลติภณัฑ ์

 ในส่วนของจุลนิทรยีน์ัน้ จากรายงานก่อนหน้านี้พบว่า Nocardia sp. 835A strain Rc และ 

Gordonia sp. strains VH2 มคีวามสามารถในการย่อยสลายยางธรรมชาตไิดสู้ง (ตารางที่ 2) โดย 

Nocardia sp. 835A strain Rc สามารถย่อยสลาย ยางวลัคาไนท ์ยางไม่วลัคาไนท ์และยางสงัเคราะห์

ได ้นอกจากนี้ยงัสามารถย่อยสลายถุงมอืยาง ไดก้ว่า 90 % ใน 3 สปัดาห ์(Tsuchii and  Tokiwa, 

2001) ส่วนในกลุ่มของ Gordonia นัน้พบมสีีส่ายพนัธุท์ีส่ามารถย่อยสลายยางธรรมชาตไิดด้ ีไดแ้ก่ G. 
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westfalica Kb2 และ G. polyisoprenivorans สายพนัธุ ์VH2 Kd2 และ Y2K นอกจากนี้มหีลกัฐานว่า

การเตมิสารเคมใีนผลติภณัฑย์างธรรมชาตทิ าใหก้ารย่อยสลายลดลง เช่น ในถุงมอืยาง ทีม่กีารเตมิสาร

ต้านอนุมูลอิสระ หรอืสารต้านจุลชีพ แต่เมื่อสกัดสารเหล่านี้ออกโดยใช้ตัวท าละลายอินทรยี์ พบว่า 

จุลนิทรยี ์Gordonia sp. Kb2 และ Micromonospora sp. W2b สามารถทีจ่ะเพิม่จ านวนและย่อยสลาย

ยางธรรมชาตไิดด้ขีึน้ แมว้่าจะใหผ้ลทีไ่ม่แตกต่างใน Gordonia sp. VH2 และ Mycobacterium sp. NF4 

(Linos et al., 2000) 

 จากการศึกษานี้พบว่า การปรับสภาพทางเคมีของยางก่อนน ามาย่อยสลายจะช่วยเพิ่ม

ประสทิธภิาพในการย่อยสลายไดด้ขีึน้ (รปูที ่2) แต่อย่างไรกต็ามการใชส้ารเคมปีรมิาณมากในการปรบั

สภาพทางเคมจีะก่อใหเ้กดิปัญหาทางสิง่แวดลอ้มได้เช่นกนั จงึท าใหม้กีารศกึษาการใชจุ้ลนิทรยีใ์นการ

ปรบัสภาพทางเคมขีองผลติภณัฑย์างให้เป็นพษิน้อยลง (รูปที่ 2) โดยใช้เชื้อในกลุ่ม เชื้อรา Wood 

rotting ซึง่พบว่า เชือ้  Resinicium bicolor ที่ก่อใหเ้กดิ white-rot สามารถทีจ่ะลดความเป็นพษิของ

สารเติมแต่งในผลติภณัฑ์ยางได้ โดยสามารถก าจดัซลัเฟอรใ์นผลติภณัฑย์างที่ผ่านการวลัคาไนท์ได ้

และสามารถเจรญิได้บนยางธรรมชาตอิีกด้วย และมรีายงานว่าเมื่อเปรยีบเทยีบความสามารถในการ

ก าจดัซลัเฟอรข์องเชือ้รา T. peromatabolis เทยีบกบัวธิทีางเคม ีพบว่า เชือ้ราสามารถก าจดัซลัเฟอร์

ไดถ้งึ 30 % ส่วนวธิทีางเคมไีดเ้พยีง 8 % (Kim and Park, 1999)  ซึง่การก าจดัซลัเฟอรจ์ะช่วยให้

จุลนิทรยีท์ี่เขา้มาย่อยสลายยางในขัน้ต่อไปท างานได้ง่ายขึน้ จากการที่ยางมลีกัษณะใกล้เคยีงกบัยาง

ธรรรมชาตมิากขึน้  และนอกจากนี้สภาวะในการย่อยสลายยางธรรมชาตกิ็มผีลต่ออตัราการย่อยสลาย 

ไมว่่าจะเป็น อุณหภมู ิความเป็นกรดด่าง รวมทัง้ปรมิาณอากาศ ซึง่แตกต่างกนัตามชนิดของจลุนิทรยี์ 
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ตำรำงท่ี 2  : อตัรำกำรย่อยสลำยยำงธรรมชำติโดยเช้ือจลิุนทรีย ์ 

(A = ย่อยสลำยยำงธรรมชำติโดยกำรหลัง่เอนไซม ์B = ย่อยสลำยยำงธรรมชำติโดยกำรยึด

เกำะ) 

Organisms Degradative 
strategy 

Rubber 
reduction 
(%) 

Incubation  
(week) 

References 

Nocardia sp. 835A strain 
Rc 

B 80  8 Tsuchii and 
Tokiwa, 1999 

Nocardia sp. 835A B >90 3 Tsuchii and 
Tokiwa, 1999 

Gordonia sp. VH2 B >50 4 Linos et al., 
2000 

Pseudomonas 
citronellolis 

B 13 10 Bode et al., 2000 

Acinetobacter 
calcoaceticus 

B 12 10 Bode et al., 2000 

Pseudomonas sp. B 10.38, 43.11  6 Roy et al., 2006 

Xanthomonas sp. 35Y A 60  1 Tsuchii and 
Takeda, 1990 

Xanthomonas sp. A 12 10 Bode et al., 2000 

Streptomyces griseus 1D A 18 10 Bode et al., 2000 
Streptomyces coelicolor 
1A 

A 10 – 18 6 Bode et al., 2000 

Streptomyces sp. K30 A 13.4 12 Rose et al., 2005 

Streptomyces sp. S1G, 
S3D, S4C, S4E, S4F, 
S4G 

A >10 6 Heisey and 
Papadatos, 1995 

(Chengalroyen and Dabbs, 2013) 
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รูปท่ี 2 ขัน้ตอนกำรย่อยสลำยผลิตภัณฑ์จำกยำงธรรมชำติโดยใช้เช้ือจุลินทรีย ์

(Chengalroyen and Dabbs, 2013) 

 

6. เอนไซมแ์ละยีนท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนกำรย่อยสลำยยำงธรรมชำติ 

 ในการย่อยสลายยางธรรมชาติโดยจุลนิทรยีน์ัน้ จากรายงานพบว่าม ีเอนไซมส์องชนิดทีท่ า

หน้าทีท่ าลายพนัธะในโครงสรา้งของยางธรรมชาต ิ(รปูที ่3) คอื Latex clearing protein (Lcp) ทีพ่บ

ใน Streptomyces sp. strain K30 (Rose et al., 2005) ใน Streptomyces lividans และ 

Saccharopolyspora erythraea (Yikmis and Steinbüchel, 2012) และ Rubber oxygenase A 

(RoxA) ทีพ่บใน Xanthomonas sp. (Jendrossek and Reinhardt, 2003) โดย Lcp และ RoxA มี

ล าดบักรดอะมโินทีแ่ตกต่างกนั แบคทเีรยีทัง้สองกลุ่มหลัง่เอนไซมอ์อกมาในอาหารเพื่อย่อยสลาย poly 

(cis-1, 4-isoprene) โดยใชป้ฏกิริยิา oxidative reaction (Braaz et al., 2004) (Jendrossek and 

Reinhardt, 2003) 
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รปูท่ี 3 แผนภำพแสดงผลผลิตท่ีเกิดจำกกำรย่อยสลำยยำงโดยเช้ือ Nocardia sp. 835A และ 
Xanthomonas sp. 35Y โดยเส้นขีดสีด ำเป็นต ำแหน่งพนัธะคู่ท่ีถกูตดัในโครงสร้ำงยำง
ธรรมชำติ (Tsuchii et al., 1985) (Tsuchii and Takeda, 1990) 

 

รปูท่ี 4 กลไกกำรย่อยสลำยยำงโดยจลิุนทรีย ์ด้วยวิธีสร้ำงเอนไซมเ์พ่ือย่อยสลำยสำรอินทรีย ์

จำกโมเลกลุขนำดใหญ่ให้มีขนำดเลก็ลง (Rose and Steinbüchel, 2005) 
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 6.1 RoxA 

 ในเชื้อแกรมลบที่มีรายงานว่ามีความสามารถในการย่อยสลายยางธรรมชาติ  คือ 

Xanthomonas sp. strain 35Y ทีเ่จรญิบน ยางธรรมชาต ิpoly(cis-1,4-isoprene) พบว่าเชือ้หลัง่

โปรตนี RoxA เพื่อท าปฏกิริยิากบัยางโดยการตดัพนัธะบนโครงสรา้งของยางธรรมชาต ิเกดิเป็นสาร

ทีม่โีครงสรา้งเลก็ลง คอื CHO-CH2- และ –CH2-COCH3 (รปูที ่5) ซึง่เอนไซม ์RoxA ถูกควบคุมโดย

ยนี roxA ทีร่ายงานพบใน Xanthomonas sp. strain 35Y (Jendrossek and Reinhardt, 2003) ซึง่มี

การทดลองโคลนยนีเขา้สู่เชือ้ E.coli พบว่ายนี roxA ไม่สามารถแสดงออกได ้(Hambsch et al., 

2010)  

 
รปูท่ี 5  กลไกกำรย่อยสลำยยำงโดยเอนไซม ์RoxA (Braaz et al., 2004) 
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 6.2 Lcp 

 ในการย่อยสลายยางธรรมชาติของเชื้อแกรมบวกมีรายงานว่าเอนไซม์ Lcp ของ 

Streptomyces sp. strain K30 นัน้สามารถตดัพนัธะของยางธรรมชาตเิช่นเดยีวกบัเอนไซม ์RoxA 

เกดิเป็นสารทีม่นี ้าหนกัโมเลกุลต ่าลงคอื isoprenoid aldehydes จากนัน้เกดิการย่อยต่อไปจนไดเ้ป็น 

CO2 และสารชวีมวลอื่นๆ  (รปูที่ 6) โดยเอนไซม ์Lcp นี้ถูกควบคุมโดยยนี lcp มรีายงานทีพ่บใน 

Streptomyces sp. strain K30 (Rose et al., 2005) ซึง่มยีนี oxiB และ oxiA อยู่ใน operon เดยีวกนั

ซึง่ท าหน้าที่ในการควบคุมการท างานของยนี lcp (รูปที่ 7) โดยในการทดลองการโคลนยนีเขา้สู่ 

E.coli พบว่า ยนี lcp สามารถแสดงออกได ้(Yikmis et al., 2008) 

 

 
รปูท่ี 6 กลไกกำรย่อยสลำยยำงโดยเอนไซม ์Lcp (Yikmis and Steinbüchel, 2012) 
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รปูท่ี 7 แผนผงัแสดงยีน lcp oxiA และ oxiB (Rose et al., 2005) 
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วตัถปุระสงค ์

1. เพื่อคดัแยกเชือ้ทีม่คีวามสามารถในการยอ่ยสลายยางจากตวัอยา่งดนิ  

2. เพื่อทดสอบความสามารถของการยอ่ยสลายยางของเชือ้ทีแ่ยกได ้

3. เพื่อตรวจหายนี lcp ของเชือ้ทีม่คีวามสามารถในการยอ่ยสลายยางธรรมชาต ิ

4. เพื่อเปรยีบเทยีบความสามารถในการยอ่ยสลายยางธรรมชาตริว่มกนัของเชือ้ทีค่ดัแยกได้ 
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ผลการทดลองและการวิเคราะห ์
 
1.การแยกเช้ือแบคทีเรียย่อยสลายยางธรรมชาติจากดินและกลุ่มเช้ือ 
 จากตวัอย่างดนิ 80 ตวัอย่างจากหลายพืน้ที่ที่มกีารปนเป้ือนยางธรรมชาติในภาคใต้ และ
กลุ่มเชือ้ F ซึง่เป็นกลุ่มเชือ้ธรรมชาตทิีม่กีารศกึษาโดยนายปราชญ์ปรญิ จนัวด ีว่าสามารถย่อยสลาย
ถุงมอืยางได้ดถีงึ 59 % ใน 15 วนั  โดยสามารถคดัแยกเชือ้ที่คาดว่ามคีวามสามารถในการย่อย
สลายยางธรรมชาติไดท้ัง้หมด 422 ไอโซเลท ทีส่ามารถเจรญิบนอาหาร  MSM+NR agar และเมื่อ
คดัแยกอกีครัง้โดยน าไปเลี้ยงบนอาหาร MSM latex overlay agar พบว่าม ี130 ไอโซเลท ที่
สามารถเจรญิได ้โดยเชือ้ 130 ไอโซเลท ทีส่ามารถเจรญิได้บนอาหาร MSM overlay agar ทีม่คีวาม
เขม้ขน้ของน ้ายางมากกว่า MSM+NR agar ท าใหเ้ชือ้ทีม่คีวามสามารถในการย่อยสลายน ้ายางไดไ้ม่
ดไีม่สามารถเจรญิได้ และพบมเีชือ้ 20 ไอโซเลท ทีม่วีงใสเกดิขึน้บนอาหาร MSM latex overlay 
agar ในเวลา 5 วนั โดยมขีนาด 0.1 ถงึ 12.5 มลิลเิมตร เชือ้ทีม่ขีนาดวงใสสูงทีสุ่ดคอืเชือ้ KB 37 ที่
ไดจ้ากตวัอยา่งดนิจากจงัหวดัสตูล รองลงมาคอื cp2.1 และ cp2.2 จากจงัหวดัชุมพร ทีม่ขีนาดวงใส
อยูท่ี ่5.9 และ 5.8 มลิลเิมตรตามล าดบั ส่วนเชือ้ทีแ่ยกจากกลุ่มเชือ้ F ทัง้ 10 ไอโซเลทไม่มกีารสรา้ง
วงใสขึ้นและในการศึกษาของ Imai และคณะพบว่าเชื้อในกลุ่มของ actinomycetes ได้แก่ 
Actinoplanes, Streptomyces, และ Micromonospora สามารถสร้างวงใสได้ ซึ่งวงใสแสดงถึง
ลกัษณะการย่อยสลายยางของเชื้อนัน้ว่าเป็นแบบปล่อยเอนไซมม์าย่อยสลายน ้ายางภายนอกเซลล์ 
ซึ่งเมื่อโครงสร้างของน ้ ายางที่มีสีขาวขุ่นถูกย่อยสลายโดยเอนไซม์ของเชื้อจะเปลี่ยนจาก 
สขีาวขุ่นไปเป็นสารละลายไม่มสี ี(Imai  et al., 2011) ซึง่เชือ้ KB 37 ทีม่ขีนาดวงใสใหญ่ทีสุ่ดแสดง
ถงึความสามารถในการปล่อยเอนไซมอ์อกไปนอกเซลลไ์ดม้ากกว่าเชือ้ไอโซเลทอื่น 
 
2.การทดสอบความสามารถในการย่อยสลายถงุมือยางของเช้ือเด่ียวท่ีคดัแยกได้ 
 2.1 ศึกษาน ้าหนักของแผน่ยางหลงัจากบ่มกบัเช้ือท่ีคดัเลือกได้ 

 จากการใชเ้ชือ้ทัง้หมด 130 ไอโซเลท ทีส่ามารถเจรญิได้บนอาหาร MSM latex overlay 

agar ทัง้ทีส่รา้งวงใสและไม่สรา้งวงใส บ่มร่วมกบัแผ่นถุงมอืยางในอาหาร MSM broth เป็นเวลา 30 

วนั แลว้น าไปหาน ้าหนักแหง้หลงัการบ่มเทยีบกบัชุดควบคุม พบว่าเชื้อ F5 ทีแ่ยกจากกลุ่มเชือ้ F 

เชือ้ pn12.1 และเชือ้ pn6.3 ทีแ่ยกไดจ้ากดนิ มคีวามสามารถในการย่อยสลายสูงสุดท าใหน้ ้าหนักถุง

มอืยางหายไปที่ 9.36 % 8.53 % และ 8.26 % ในเวลา 30 วนัตามล าดบั (รูปที่ 8) 

(รูปที่ 9) ซึ่งเชื้อในกลุ่มนี้ท าให้ถุงมอืยางเปลี่ยนจากสีขาวไปเป็นสีเหลืองขุ่น บาง เป่ือยยุ่ย และ

อาหารขุ่นมาก ส่วนเชือ้ในกลุ่ม sky02 sky07 และ bin31 สามารถย่อยได ้5.88 % 5.83 % และ 

5.63 % ตามล าดบั โดยเชือ้ในกลุ่มนี้ท าใหแ้ผ่นถุงมอืยางมลีกัษณะบางลง เปลีย่นสเีลก็น้อย ขาดง่าย 
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อาหารขุ่นปานกลาง ส่วนเชือ้ทีเ่หลอืย่อยสลายถุงมอืยางไดต้ ่ากว่า 5 % ลกัษณะอาหารขุ่นเลก็น้อย 

ถงึใส และมเีชือ้บางไอโซเลททีท่ าใหถุ้งมอืยางเปลีย่นส ีไดแ้ก่ เชือ้ 11.1 และ cp 2.1 ทีเ่ปลีย่นจากสี

ขาวไปเป็นสชีมพู และเชือ้ bin 32 ทีเ่ปลีย่นสถุีงมอืยางจากสขีาวเป็นสดี า ซึง่ความสามารถในการ

ย่อยสลายของเชื้อกลุ่มนี้ค่อนข้างต ่ากว่าที่มีการศึกษามา โดย Bode และคณะได้บ่มถุงมอืยาง

ร่วมกบัเชื้อ Pseudomonas citronellolis, Acinetobacter calcoaceticus, Xanthomonas sp., 

Streptomyces griseus 1D และ Streptomyces coelicolor 1A พบว่ามคีวามสามารถในการย่อย

สลายอยูท่ี ่10-18 % แต่ใชเ้วลาในการบ่ม 6-10 สปัดาห์ (Bode et al., 2000) และพบว่าการมโีซนใส

บนอาหาร MSM latex overlay agar ไม่ไดส้มัพนัธก์บัความสามารถในการย่อยสลายโดยเชือ้ KB 

37 ทีม่ขีนาดวงใสใหญ่ทีสุ่ด กลบัมคีวามสามารถในการย่อยสลายทีต่ ่ากว่าเชื้อทีไ่ม่สรา้งวงใส โดย

จากการศกึษาของ Chengalroyen และ Dabbs พบว่าเชือ้ Nocardia sp. 835A ซึง่เป็นเชือ้ในกลุ่มที่

ไม่สร้างวงใส มีความสามารถในการย่อยสลายถึง มากกว่า 90 % ใน 3 สัปดาห์ ซึ่งสูงกว่า 

Streptomyces sp. K30 ซึง่เป็นเชือ้ในกลุ่มทีส่รา้งวงใส ทีค่วามสามารถในการย่อยสลาย 13.4 %  

ใน 12 สปัดาห์ (Chengalroyen and Dabbs, 2013) ซึง่จากเชือ้ 120 ไอโซเลท มเีชือ้ทีม่โีซนใส 43  

ไอโซเลท เป็นแกรมบวก 40 ไอโซเลท แกรมลบ 3 ไอโซเลท และ เชือ้ทีไ่ม่มโีซนใส 87 ไอโซเลท 

เป็นแกรมบวก 65 ไอโซเลท แกรมลบ 22  ไอโซเลท  

 
รปูท่ี 8 เปอรเ์ซน็ตน์ ้าหนักท่ีหายไปของแผน่ถงุมือยางท่ีบ่มร่วมกบัเช้ือท่ีคดัแยกได้ 10 อนัดบั
แรก เทียบกบัชุดควบคมุท่ีไม่มีการเติมเช้ือ บ่มท่ี 30 องศาเซลเซียส 120 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 30 วนั 
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รปูท่ี 9 เปอรเ์ซน็ตน์ ้าหนักท่ีหายไปของแผ่นถงุมือยางท่ีบ่มร่วมกบัเช้ือท่ีคดัแยกจากกลุ่มเช้ือ 
F เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีไม่มีการเติมเช้ือ บ่มท่ี 30 องศาเซลเซียส 120 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 30 วนั 
 
 
 

2.2 ศึกษาการอยู่รอดของจลิุนทรียโ์ดยวิธีการ spread plate จากการย่อยสลายถงุมือ
ยาง 
จากผลการทดลองบ่มเชือ้ทีค่ดัแยกไดร้ว่มกบัแผ่นถุงมอืยางในอาหาร MSM broth เป็นเวลา 

30 วนั และนับจ านวนเชือ้ทีเ่หลอือยู่ โดยวธิ ีspread plate พบว่าเชือ้ทีม่คีวามสามารถในการย่อย
สลายได้ด ี 10 อนัดบัแรกจากผลการทดลองที่ 2.1 นัน้มปีรมิาณเชื้อที่เพิม่ขึน้ ซึง่ปรมิาณเชื้อที่
เพิม่ขึน้แสดงถงึการทีเ่ชือ้สามารถใชย้างธรรมชาตเิป็นแหล่งคารบ์อนได ้แต่ปรมิาณของเชือ้ทีเ่พิม่ขึน้
มปีรมิาณทีใ่กล้เคยีงกนั จงึไม่ได้มคีวามสมัพนัธ์กบัความสามารถในการย่อยสลาย  ซึ่งเป็นไปไดว้่า 
จ านวนเชือ้ทีเ่กาะตดิแผ่นยางมผีลต่อการนับเชือ้ใน broth culture ส่วนชุดควบคุมทีเ่ตมิเชื้อแต่ไม่มี
การเตมิแผ่นถุงมอืยาง (biotic control) พบว่าไมม่เีชือ้เหลอืรอดหลงัผ่านการบ่มเป็นเวลา 30 วนั (รปู
ที่ 10) (รูปที่ 11) ซึ่งจากการทดลองนี้พบว่าเชื้อที่คดัแยกได้มคีวามสามารถในการย่อยสลาย
ค่อนขา้งต ่า จงึท าการศกึษาการย่อยสลายถุงมอืยางร่วมกนัโดยใชเ้ชื้อทีแ่ยกไดจ้ากเชื้อกลุ่ม F ที่มี
การศกึษาว่ายอ่ยสลายถุงมอืยางไดด้ ี
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รปูท่ี 10 ปริมาณเช้ือเร่ิมต้นและสุดท้ายหลงัจากการบ่มรวมกบัแผ่นถงุมือยางเปรียบเทียบ
กบัชุดควบคมุท่ีไม่มีการเติมแผ่นถงุมือยางและชุดควบคมุท่ีไม่มีการเติมเช้ือ บ่มท่ี 30 องศา
เซลเซียส 120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วนั 
 

 
รปูท่ี 11 ปริมาณเช้ือเร่ิมต้นและสุดท้ายหลงัจากการบ่มร่วมกบัแผ่นถงุมือยางเปรียบเทียบ
กบัชุดควบคมุท่ีไม่มีการเติมแผ่นถงุมือยางและชุดควบคมุท่ีไม่มีการเติมเช้ือ บ่มท่ี 30 องศา
เซลเซียส 120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วนั โดยเช้ือท่ีแยกจากกลุ่มเช้ือ F 
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3. ทดสอบความสามารถในการย่อยสลายของกลุ่มแบคทีเรียเทียบกบัเช้ือเด่ียว F5 ท่ีคดัแยก

มาจากตวัอย่างเดียวกนั 

 จากการศกึษาขา้งต้นเชื้อ F5 นัน้มคีวามสามารถในการย่อยสลายยางธรรมชาตโิดยท าให้

น ้าหนักยางลดลง 9.36 % ในเวลา 30 วนัซึ่งเป็นความสามารถในการย่อยสลายที่ใกล้เคยีงกบั

การศกึษาอื่น ที่พบว่ามคีวามสามารถในการย่อยสลายอยู่ที ่10-18 % แต่ ใช้เวลาในการบ่ม 6-10 

สปัดาห ์(Bode et al., 2000) ทางผูท้ดลองจงึท าการผสมเชือ้ทีค่ดัแยกได ้เพื่อสงัเกตว่าการผสมเชือ้

เขา้ดว้ยกนัมผีลในการเพิม่ หรอืลดประสทิธภิาพในการยอ่ยสลายยางธรรมชาตหิรอืไม่ 

โดยใชชุ้ดการทดสอบดงันี้ กลุ่มเชือ้ทัง้หมดทีค่ดัแยกไดจ้ากเชือ้กลุ่ม F (F1-F10) กลุ่มเชือ้ที่
มคีวามสามารถในการย่อยสลายสูงกว่า 5 % (F1 F2 F5 F6 F7) และเชือ้เดีย่วทีม่คีวามสามารถใน
การย่อยสลายสูงที่สุด (F5) มาท าการย่อยสลายถุงมอืยางพบว่า กลุ่มเชื้อที่มคีวามสามารถในการ
ย่อยสลายสูงกว่า 5 % (F1 F2 F5 F6 F7) มคีวามสามารถในการย่อยสลายสูงทีสุ่ด ที ่18.82% 
รองลงมาคอื เชือ้ผสมจาก กลุ่มเชือ้ทัง้หมดทีค่ดัแยกไดจ้ากเชือ้กลุ่ม F  (F1-F10)  ที ่18.38% และ
เชื้อเดี่ยวที่มคีวามสามารถในการย่อยสลายสูงที่สุด  (F5) ที่ 9.36%  ตามล าดบั (รูปที่ 12) ซึ่ง
ความสามารถในการย่อยสลายที่เพิม่ขึ้น อาจเป็นผลจากการที่เชื้อตวัอื่นสามารถช่วยในการย่อย
สลายโครงสรา้งส่วนอื่นของถุงมอืยางท าให้เกดิการย่อยสลายดขีึน้ (Chengalroyen and Dabbs, 
2013) และนอกจากนี้พบว่าเชื้อทัง้สามกลุ่มมปีรมิาณเพิม่ขึน้หลงับ่มร่วมกบัถุงมอืยาง บ่งชี้ถึงการ
ยอ่ยสลายยางธรรมชาตไิปเป็นแหล่งคารบ์อนได ้(รปูที ่13) 

 

 
 

รปูท่ี 12 เปอรเ์ซ็นต์น ้าหนักท่ีหายไปของแผ่นถงุมือยางท่ีบ่มร่วมกบัเช้ือต่างๆ เปรียบเทียบ
กบัชุดควบคมุท่ีไม่มีการเติมเช้ือ บ่มท่ี 30 องศาเซลเซียส 120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วนั 
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รปูท่ี 13 ปริมาณเช้ือตัง้ต้นและหลงักระบวนการย่อยสลายแผ่นถงุมือยางเปรียบเทียบกบัชุด
ควบคุมท่ีไม่มีการเติมเช้ือและชุดควบคุมท่ีไม่มีการเติมถงุมือยาง บ่มท่ี 30 องศาเซลเซียส 
120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วนั 
4. การทดสอบการย่อยสลายของถงุมือยางโดยการวดัปริมาณคารบ์อนไดออกไซดท่ี์เกิดขึ้น

ของเช้ือ F5 เทียบกบักลุ่มเช้ือท่ีคดัแยกมาจากตวัอย่างเดียวกนั 

 จากการวดัปรมิาณคาร์บอนไดออกไซด์ที่เกิดขึ้น พบว่ากลุ่มเชื้อที่มคีวามสามารถในการย่อย

สลายสูงกว่า 5 % (F1 F2 F5 F6 F7) มปีรมิาณคารบ์อนไดออกไซดส์ูงสุดที ่14.67 % รองลงมาคอื

กลุ่มเชื้อที่ผสมระหว่าง กลุ่มเชื้อทัง้หมดที่คัดแยกได้จากเชื้อกลุ่ม  F(F1-F10) มีปริมาณ  

9.78 % และ เชือ้เดีย่วทีม่คีวามสามารถในการย่อยสลายสูงทีสุ่ด (F5) มปีรมิาณ 4.89 % ส่วนชุด

ควบคุมมปีรมิาณคารบ์อนไดออกไซดท์ี่ 1.2 % ซึ่งผลการทดลองสมัพนัธ์กบัความสามารถในการ

ย่อยสลายที่ทดสอบโดยการหาน ้าหนักที่เปลี่ยนไปที่กลุ่มเชื้อที่มคีวามสามารถในการย่อยสลายสูง

กว่า 5 % (F1 F2 F5 F6 F7) ยอ่ยสลายถุงมอืยางมนี ้าหนกัลดลงมากทีสุ่ด (รปูที ่14) 
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รปูท่ี 14 เปอรเ์ซ็นต์คารบ์อนไดออกไซด์ท่ีเกิดขึ้นจากกระบวนการย่อยสลายถงุมือยางของ
ชุดทดสอบและชุดควบคมุ ท่ี 30 องศาเซลเซียส 120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วนั 

 
5.ทดสอบความสามารถในการย่อยสลายแผ่นถงุมือยางโดยการจบัคู่เช้ือท่ีคดัแยกได้จาก

ตวัอย่างเดียวกนั 

 จากการทดลองขา้งต้น พบว่าการผสมเชื้อที่คดัแยกได้นัน้ท าให้ประสทิธภิาพของการย่อย

สลายสูงขึ้น แต่การใช้เชื้อ 5 – 10 ตัวในการย่อยสลายนัน้จะควบคุมปรมิาณเชื้อที่เปลี่ยนไปใน

กระบวนการย่อยได้ยาก จึงลดชนิดของเชื้อเหลือเพียงสองชนิดมาผสมกันโดยใช้ เชื้อเดี่ยวที่มี

ความสามารถในการย่อยสลายสูงที่สุด (F5) เป็นฐานในการผสมกบัเชื้อตวัอื่นที่มคีวามสามารถใน

การยอ่ยสลายมากกว่า 5 % ทีค่ดัแยกมาจากตวัอยา่งเดยีวกนั 

จากผลการทดลองโดยใช้ การจบัคู่เชือ้ F5 กบัเชือ้ตวัอื่นทีแ่ยกจากตวัอย่างเดยีวกนัไดแ้ก่
เชือ้ F1 F2 F6 และ F7 พบว่าเชือ้ F5 คู่กบั F7 มคีวามสามารถในการย่อยสลายสูงสุดที ่7.13 % 
ส่วนคู่อื่นๆจะอยู่ทีป่ระมาณ 5 % (รปูที ่15) ซึง่การผสมเพยีง 2 ชนิดทีแ่ยกจากตวัอย่างเดยีวกนันัน้
ท าใหป้ระสทิธภิาพในการยอ่ยสลายยางธรรมชาตลิดลง ซึง่เกดิจากปรมิาณเชือ้เริม่ต้นของเชือ้ F5 ที่
ลดลง และการทีเ่ชือ้ที่จบัคู่กนัไม่ไดท้ างานส่งเสรมิซึง่กนัและกนั แมว้่าปรมิาณเชือ้ทีเ่หลอืใน 30 วนั
ของการบ่มมปีรมิาณเชือ้เพิม่ขึน้ในทุกเชือ้ (รปูที ่16)  แสดงถงึความสามารถในการใชถุ้งมอืยางเป็น
แหล่งคารบ์อนในการเจรญิเตบิโตได ้
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รปูท่ี 15 เปอรเ์ซ็นต์ความสามารถในการย่อยสลายถงุมือยางเม่ือน าเช้ือท่ีแยกได้จากแหล่ง
เดียวกนัมาผสมกบัเช้ือ F5 เปรียบเทียบกบัเช้ือเด่ียว F5 และชุดควบคุม บ่มท่ี 30 องศา
เซลเซียส 120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วนั 
 

 
 

รปูท่ี 16 ปริมาณเช้ือตัง้ต้นและหลงักระบวนการย่อยสลายแผ่นถงุมือยางโดยเช้ือท่ีแยกได้
จากแหล่งเดียวกนัมาผสมกบัเช้ือ F5 เปรียบเทียบกบัเช้ือเด่ียว F5 และชุดควบคุม บ่มท่ี 30 
องศาเซลเซียส 120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วนั 
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6.ทดสอบความสามารถในการย่อยสลายแผ่นถงุมือยางโดยการจบัคู่กบัเช้ือท่ีแยกจาก

ตวัอย่างต่างกนั 

       จากการทดลองผสมเชือ้ทีค่ดัแยกไดจ้ากตวัอย่างเดยีวกนักบัเชือ้ F5 พบว่าประสทิธภิาพที่

ไดก้ลบัลดลง ทางผูท้ดลองจงึน าเชือ้ F5 ผสมกบัเชือ้ทีม่คีวามสามารถในการย่อยสลายไดด้แีต่คดั

แยกไดจ้ากตวัอย่างอื่นแทน โดยไดเ้ลอืกเชือ้มาสามชนิดไดแ้ก่ เชือ้ Q N และ R ทีก่ารศกึษาโดย

นางสาวเยาวลกัษณ์ มสีุข และนางสาวฟาซลิะ ดาโอะ ที่พบว่าเชื้อทัง้สามไอโซเลทย่อยสลายยาง

ธรรมชาตไิดด้มีาผสมกบัเชือ้ F5  

จากผลการทดลองโดยใช ้การจบัคู่เชือ้ F5 กบัเชือ้ตวัอื่นทีแ่ยกจากตวัอย่างต่างกนัไดแ้ก่เชือ้ 
Q N และ R พบว่าเชือ้ F5 คู่กบั R มคีวามสามารถในการย่อยสลายสูงสุดที ่4.20 % ส่วนคู่Q อยู่ที ่
4.20 % และเชือ้ N ที ่1.64 % (รปูที ่17) ซึง่ลดประสทิธภิาพในการย่อยสลายลงเช่นเดยีวกบัเชือ้ที่
แยกจากตวัอยา่งเดยีวกนั บ่งชีถ้งึเชือ้ทีน่ ามาผสมกบัเชือ้ F5 ไม่สามารถสนับสนุนการย่อยสลายยาง
ธรรมชาตขิองเชือ้ F5 แมว้่าปรมิาณเชือ้ทีเ่หลอืรอดมปีรมิาณเชื้อเพิม่ขึน้ในทุกเชือ้เช่นเดยีวกนัการ
ทดลองก่อนหน้านี้ (รูปที่ 18) แสดงถึงความสามารถในการใช้ยางธรรมชาตเิป็นแหล่งคารบ์อนได้
ของเชือ้ผสม 
 

  
รปูท่ี 17 เปอรเ์ซ็นต์ความสามารถในการย่อยสลายถงุมือยางเม่ือน าเช้ือท่ีแยกได้จากแหล่ง
ต่างกนัมาผสมกบัเช้ือ F5 เปรียบเทียบกบัเช้ือเด่ียว F5 และชุดควบคุม บ่มท่ี 30 องศา
เซลเซียส 120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วนั 
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รปูท่ี 18 ปริมาณเช้ือตัง้ต้นและหลงักระบวนการย่อยสลายแผ่นถงุมือยางโดยเช้ือท่ีแยกได้
จากแหล่งต่างกนัมาผสมกบัเช้ือ F5 เปรียบเทียบกบัเช้ือเด่ียว F5 และชุดควบคุม บ่มท่ี 30 
องศาเซลเซียส 120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วนั 
 

จากการศกึษาการใชเ้ชือ้ร่วมกนัในการย่อยสลายยางธรรมชาต ิพบว่ากลุ่มเชือ้ F12567 ที่
แยกไดจ้ากเชือ้กลุ่ม F โดยผสมเชือ้ทีม่คีวามสามารถในการย่อยสลายยางธรรมชาตมิากกว่า 5% มี
ความสามารถในการย่อยสลายได้สูงที่สุด และเกิดคาร์บอนไดออกไซด์มากที่สุด แสดงถึง
ความสามารถในการย่อยสลายทีสู่งกว่าเชือ้กลุ่มอื่น จงึสนใจน าเชือ้กลุ่มนี้ไปศกึษาต่อ โดยจากการ
ยอ้มสแีกรม เชือ้ในกลุ่มนี้เป็นเชือ้แกรมลบ 4 ไอโซเลท และเป็นเชือ้แกรมบวก 1 ไอโซเลท คอื เชือ้ 
F5 ซึ่งมคีวามสามารถในการย่อยสลายยางธรรมชาตไิดด้ทีี่สุด จงึเลอืกเชือ้ตวันี้ไปท าการศกึษา
ต่อไป 

 
7. ศึกษาลกัษณะการเกาะติดของเช้ือโดยส่องภายใต้กล้อง SEM 

จากการส่องกล้อง SEM เพื่อดูลกัษณะพืน้ผวิและการเกาะตดิของเชือ้พบว่าในชุดควบคุม

แผ่นถุงมอืยางมลีกัษณะเรยีบไมม่รีพูรนุหรอืรอ่งรอยการแตกหกั ส่วนแผ่นยางทีบ่่มร่วมกบัเชือ้ F5 มี

การเกดิรูพรุนจากการย่อยสลายของเชือ้บนแผ่นยาง และมกีารเกาะตดิของเชือ้ทัว่บรเิวณแผ่นยาง 

รวมถงึในรพูรนุทีเ่กดิขึน้ (รปูที ่19) 
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รปูท่ี 19 ลกัษณะของแผ่นยางหลงัผ่านการย่อยสลายท่ีถ่ายจากกล้อง SEM ท่ีก าลงัขยาย 

5000 เท่า a) ชุดควบคมุ b) ชุดทดสอบบ่มร่วมกบัเช้ือ F5 ท่ี 30 องศาเซลเซียส 120 รอบต่อ

นาที เป็นเวลา 30 วนั 

 

 

 

 

8.ทดสอบการเปล่ียนแปลงของหมู่ฟังกช์ัน่หลงัจากกระบวนการย่อยโดยวิธี FTIR ของเช้ือ

สายพนัธุ ์F5 

 จากการน าแผ่นถุงมอืยางทีผ่่านการบ่มรว่มกบัเชือ้ F5 ไปวเิคราะหโ์ดยใชเ้ครื่อง FTIR เพื่อดู

การเปลี่ยนแปลงของหมู่ฟังก์ชัน่พบว่ามกีารเปลี่ยนแปลงของหมู่ฟังก์ชัน่ต่างๆ โดยเทยีบกับชุด

ทดสอบดงันี้ มกีารลดลงของพคีที ่1200-1400 ต่อเซนตเิมตร ในชุดทดสอบเมื่อเทยีบกบัชุดควบคุม 

โดย เ ป็นตัวบ่ งชี้ ว่ ามีก ารแตกหักของพันธะคู่ ร ะหว่ า งคาร์บอน  หมู่ เ มทิล  และพันธะ 

เอสเตอร์ เกิดหมู่คาร์บอนิลขึน้เป็นผลผลติของการย่อยสลาย การเปลี่ยนแปลงพคีที่ 3036 ต่อ

เซนตเิมตรทีห่ายไปหลงัผ่านการยอ่ยสลายในชุดทดสอบ แสดงถงึการยดืของพนัธะใน CH2 และการ

เปลีย่นของพคี 835 ต่อเซนตเิมตร ไปเป็นพคีที ่833 ต่อเซนตเิมตร แสดงถงึพนัธะ cis-1,4 ทีม่กีาร

ลดลงหลงัการบ่มร่วมกบัเชือ้ F5 และการเปลีย่นแปลงของพคีที่ 1160 ต่อเซนตเิมตร แสดงถงึการ

เกดิแอลดไีฮดใ์นชิน้ตวัอยา่งทดสอบ (รปูที ่20) โดยในการทดลองของ Berekaa และคณะ (Berekaa 
et al., 2000) ในการวเิคราะหช์ิ้นส่วนถุงมอืยางที่ผ่านการบ่มร่วมกบัเชือ้ Gordonia sp. ดว้ยวธิ ี

FTIR พบว่า มกีารเปลีย่นแปลงของหมู่ฟังก์ชัน่คอื การลดลงของพนัธะคู่ใน cis-1,4 และการเกดิขึน้

a b 
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ของคโีตน และแอลดไีฮด ์นอกจากนี้ในการศกึษาโดย Linos และคณะ (Linos et al., 2000) ทีศ่กึษา

การย่อยสลายถุงมอืยางทีบ่่มร่วมกบัเชือ้ Norcardia sp. 835A โดยวธิ ีFTIR แสดงใหเ้หน็ถงึการ

ลดลงของพนัธะคู่ในโครงสรา้ง และการเกดิขึน้ของหมู่แอลดไีฮดเ์ช่นเดยีวกนั ซึง่ทัง้สองอย่างเป็นตวั

ยนืยนัถงึการยอ่ยสลายยางธรรมชาตทิีเ่กดิขึน้โดยเชือ้ F5 

 

รปูท่ี 20  FTIR สเปกตรมัของช้ินถงุมือยาง a) ชุดควบคมุท่ีไม่มีการเติมเช้ือ b) ชุดถงุมือยางท่ี

ผา่นการบ่มร่วมกบัเช้ือ F5 ท่ี 30 องศาเซลเซียส 120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วนั 

 

9. บ่งช้ีชนิดของเช้ือ F5 โดยวิธีการหาล าดบัเบสของยีน 16S rRNA 

 จากการน าเชื้อ F5 มาท าการบ่งชี้ชนิดของเชือ้โดยการหาล าดบัเบสของยนี 16S rRNA 

ขนาด 1470 เบส โดยใช ้16S rRNA gene primer (8F, 1492R)  พบว่าเชือ้ F5 เป็นเชือ้สายพนัธุ ์

Rhodococcus sp. ซึง่มลี าดบัยนี 16S rRNA ใกลเ้คยีงกบั เชือ้ Rhodococcus pyridinivorans 99% 

(accession number KX791436) (รูปที่ 21) ซึ่งมรีายงานการศึกษาเชื้อ Rhodococcus 

rhodochrous โดย Watcharakul และคณะ (Watcharakul et al., 2016) พบว่าเป็นเชื้อที่มี

ความสามารถในการยอ่ยสลายยางธรรมชาตไิด ้ 

b 

a 

1400       1200 

3036 

833 

1160 

1160 

833 
3036 

C=C 

CH2 

Aldehyde 

cis-1,4 



29 
 

 
รปูท่ี 21  การวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของยีน 16S rRNA ของเช้ือไอโซเลท F5 

เปรียบเทียบกบัล าดบันิวลีโอไทด์ของเช้ืออ่ืน ล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากฐานข้อมูล NCBI 

แผนภาพแสดงความสมัพนัธ์สร้างโดยวิธี neighbor-joining จากโปรแกรม MEGA ตวัเลข

แสดงบนก่ิง (% bootstrap) มาจากการค านวณ 1000 ซ า้ 

 

10. ตรวจหายีน lcp ของเช้ือท่ีคดัแยกได้ท่ีมีความสามารถในการย่อยสลายยางโดยวิธี PCR 

 ในเชื้อแกรมบวกที่มคีวามสามารถในการย่อยสลายยางธรรมชาตนิัน้ มรีายงานว่ามกีารพบยนี 

lcp ซึง่ท าหน้าทีค่วบคุมการสรา้งเอนไซม ์Lcp (latex clearing protein) ทีม่หีน้าทีใ่นการย่อยสลาย

ยางธรรมชาต ิ(Chengalroyen and Dabbs, 2013) ซึง่เชือ้ F5 ทีค่ดัแยกไดน้ัน้เป็นเชือ้แกรมบวก จงึ

น ามาทดสอบหายนี lcp พบว่าจากการน าเชือ้ F5 มาท าการหายนี lcp โดยวธิ ีPCR ออกแบบ 

primer จากเชือ้ Rhodococcus sp. ซึง่พบว่าเชื้อ F5 มลี าดบักรดอะมโินของยนี lcp (รูปที่ 22) 

ใกลเ้คยีงกบั ล าดบักรดอะมโินของยนี lcp ของ เชือ้ Rhodococcus pyridinivorans 99% นอกจากนี้

มกีารพบยนี lcp ในเชื้อ Rhodococcus rhodochrous (Watcharakul et al., 2016) และ 

Streptomyces sp. strain K30 (Rose et al., 2005) ซึง่เป็นเชือ้แกรมบวกเช่นเดยีวกนั และการที่

เชื้อ F5 มยีนี lcp ชี้ให้เห็นถึงความสามารถในการย่อยสลายถุงมอืยาง แต่คงต้องมกีารศกึษา

เพิม่เตมิเพื่อศกึษาความเหมอืนหรอืแตกต่างกบัยนี lcp ของเชือ้ชนิดอื่นๆ 

 

 

Strain F5 (KX791436) 

Rhodococcus  pyridinivorans (NR 121768.1) 

Rhodococcus  pyridinivorans strain PDB9 (NR 025033.1) 

Gordonia   alkanivorans strain 3-8 (KJ571037.1) 

Nocardia  brasiliensis ATCC 700358 strain HUJEG-1 (NR 074743.1) 

Xanthomonas  campestris strain ATCC 33913 (NR 074936.1) 
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รปูท่ี 22  การปรากฏของยีน lcp ใน Rhodococcus pyridinivorans  F5 ท่ีแยกได้  

Lane M : 100 bp DNA Ladder 

Land 1 : Enterobacter sp. (Negative control) 

Lane 2 :  Rhodococcus pyridinivorans  F5 

 

ข้อเสนอแนะ 
1. การแยกเชือ้ยอ่ยสลายยางธรรมชาตโิดยการแยกมาเป็นกลุ่มเชือ้ก่อน แลว้แยกเป็นเชือ้เดีย่วจะได้
เชือ้ทีม่ปีระสทิธภิาพสงูกว่า 
2.  ควรศกึษา FTIR ของเชือ้กลุ่มเทยีบกบัเชือ้เดี่ยว เพื่อดูการเปลีย่นแปลงทางโครงสรา้งทีเ่กดิขึน้
ซึง่อาจจะท าใหท้ านายไดว้่าเชือ้แต่ละตวัมบีทบาทส าคญัอยา่งไรในกระบวนการยอ่ยสลาย 
3.  ควรศกึษาความเป็นปฏปัิกษ์ของเชือ้กลุ่มแต่ละตวั 
 

lcp 
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สรปุผลการทดลอง 
 

1. การแยกเชือ้ทีม่คีวามสามารถในการย่อยสลายยางธรรมชาตจิากตวัอย่างดนิ 80 ตวัอย่าง 
และเชื้อกลุ่มที่คดัแยกโดยนายปราชญ์ปรญิ จนัวดี ได้เชื้อที่สามารถเจรญิบนอาหาร  MSM+NR 
agar 422 ไอโซเลท และพบว่ามเีพยีง 130 ไอโซเลท ทีส่ามารถเจรญิได้ บนอาหาร MSM latex 
overlay agar โดยเชือ้ทีม่ขีนาดวงใสใหญ่ทีสุ่ดคอื เชือ้ KB 37 ที ่12.5 มลิลเิมตร 

2. เชือ้ F5 ทีแ่ยกจากเชือ้กลุ่มทีค่ดัแยกโดยนายปราชญ์ปรญิ จนัวด ีมคีวามสามารถในการ
ย่อยสลายสูงสุดที ่9.36 % ในเวลา 30 วนั โดยลกัษณะของแผ่นยางจะเป่ือย บางลง และมกีาร
เพิม่ขึน้ของปรมิาณเชือ้หลงัการบ่มร่วมกบัถุงมอืยาง และลกัษณะภายใต้กลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอน 
(SEM) แสดงถงึการเกาะตดิของเชือ้และการย่อยสลายจนเกดิเป็นหลุมบนแผ่นยาง และเหน็ถงึการ
เปลี่ยนแปลงของหมู่ฟังก์ชัน่ของแผ่นยางจากการทดสอบด้วยวิธี  FTIR รวมถึงปริมาณ
คารบ์อนไดออกไซดท์ีเ่กดิขึน้ในการยอ่ยสลายยางธรรมชาต ิ4.89 % ใน 30 วนั 

3. การบ่งชีช้นิดของเชือ้ F5 พบว่าเป็นเชือ้ Rhodococcus pyridinivorans และตรวจพบยนี 
lcp ทีท่ าหน้าทีค่วบคุมการสรา้งเอนไซม ์Latex clearing protein (Lcp) ทีจุ่ลนิทรยีใ์ชใ้นการย่อย
สลายยางธรรมชาต ิ

4. การทดสอบการย่อยสลายโดยใช้กลุ่มแบคทเีรยีเทยีบกบัเชือ้เดีย่ว F5 พบว่ากลุ่มเชือ้ที่มี
ความสามารถในการย่อยสลายสูงกว่า 5 % (F1 F2 F5 F6 F7) มคีวามสามารถในการย่อยสลายสูง
ทีสุ่ด ที ่18.82% ใน 30 วนั มปีรมิาณเชือ้เพิม่ขึน้และมปีรมิาณคารบ์อนไดออกไซด ์14.67 % ใน 30 
วนั ซึง่มากกว่าเชือ้ Rhodococcus pyridinivorans F5 

5. กลุ่มเชือ้ที่มคีวามสามารถในการย่อยสลายสูงกว่า 5 % (F1 F2 F5 F6 F7) เป็นกลุ่มที่มี
ความสามารถในการย่อยสลายสูงที่สุดเหมาะจะน าไปใช้ในการย่อยสลายขยะจากผลติภณัฑ์ยาง
ธรรมชาต ิ
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Abstract
The increasing production of natural rubber compounds has led to major 

challenges in waste management. The degradation of natural rubber is normally 
extremely slow. We have investigated the degradation of rubber latex gloves in a 
mineral salt medium (MSM) by a consortium, a mixed culture of selected bacteria and 
a pure culture using weight loss, scanning electron microscopy (SEM) and viable cell 
counts. Weight losses of the latex gloves of 9-18% and an increase in viable cell counts
after incubation occurred with the consortium, the mixed culture and even the pure 
culture so this indicated that degradation of the polymer had occurred. Degradation 
was also confirmed by observing the growth of bacteria on the surface of the gloves  
and the formation of aldehyde or keto groups using (SEM) and shiff’s reagent, 
respectively.

Keywords: biodegradation, natural rubber
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Abstract— An increasing production of natural rubber (NR) 
compounds has led to major challenges in waste management. The 

degradation of NR is normally extremely slow. In this study, the 

degradation of rubber latex gloves in a mineral salt medium (MSM) 

using a mixed culture of the selected bacteria and a pure culture was 

investigated by monitoring weight loss, scanning electron microscopy 

(SEM) and viable cell counts. About 18% weight loss of the rubber 

gloves were detected after incubated with the mixed culture and the 

pure culture. The increased viable cell counts over incubation time 

indicated that cells used rubber gloves as a carbon source leading to 

the degradation of the polymer. The degradation of NR gloves was 

also determined by observing the growth of NR-degrading bacteria 

on the glove surface using SEM.  
Keywords— Biodegradation, natural rubber, latex glove. 

 
I. INTRODUCTION 

 
Natural rubber is a polymer that is produced from several 

plant species. The main composition of natural rubber latex is 

poly-1, 4 isoprene that consists of isoprene as a monomer. In 

nature, poly isoprene can be divided into two groups, poly-cis 

isoprene and poly tran isoprene. Natural rubber is mainly 

produced from the Hevea brasiliensis. However, not only 

Hevea brasiliensis but also many plants can produce latex 

[16]. In addition, they are an alternative rubber such as Ficus 

elastica, Ficus nitida and Euphorbia pulcherrima [9]. The 

latex from the Hevea brasiliensis contains a polymer of cis-1, 

4-polyisoprene units. Up to 90% of the dry weight of the latex 

is cis-1, 4-polyisoprene and less than 10% is non-rubber 

constituents such as protein, and carbohydrates [17].  
Global natural rubber production increased to 12.2 million 

metric tons in 2013, a rise of 79.4 % from 6.8 million metric 

tons in 2000 [18]. These polymers can be used in thousands of 

ways i.e. in the fabrics, mining, power generation, agriculture, 

transportation, paper industries, insulation of cables, wires, 

and various equipments, in addition, it is the major component 

in rubber tires [16]. However, billions of discarded tires are 

currently stockpiled around the world and these are increasing 

exponentially and causing important environmental problems. 
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At present, much rubber waste is eliminated by either 

burned or used as landfills, but this process can cause serious 

pollution [6].  
Biodegradation is the degrading process by microorganisms. 

Roles of microbes in degradation process are releasing of an 

extracellular enzyme to cleave polymer chain into small 

molecules and these products are absorbed into the cell for use as 

carbon and energy source. Final process, CO2, H 2O and other 

metabolic products are released and they can be used for 

photosynthesis by the plants. Therefore, the biodegradation is an 

alternative way to degrade the rubber waste and could overcome 

these environmental problems [2], [3].  
However, microbial degradation of polyisoprene rubber is a 

very slow process that is taking months or even years. 

Microbial degradation of poly (cis-1, 4-isoprene) rubber is 

currently being intensively investigated. So far rubber-

degrading organisms have been classified into two different 

groups; the first group is rubber-degrading organisms 

producing clear zones on natural rubber latex agar plates. 

Members of these groups generally belong to the mycelium-

forming actinomycetes such as Actinoplanes, Streptomyces, 

and Micromonospora. In contrast, the second group of rubber-

degrading organisms is the organisms which cannot produce 

any clear zone, therefore they require the direct contact with 

the rubber substrates. The example of this group is 

nocardioform, actinomycetes i.e. Gordonia, Mycobacterium 

and Nocardia. Xanthomonas sp. strain 35Y is the only known 

gram-negative rubber degrading bacterium which does not 

belong to the actinomycetes [13].  
In this study, the degradation of rubber latex gloves in a 

mineral salt medium (MSM) by a mixed culture of the 

selected bacteria and a pure culture was compared. The weight 

loss, scanning electron microscopy (SEM) of the rubber glove 

substrate and viable cell counts were determined. 

 
II. METHODS 

 
A. Isolation of rubber degrading microorganisms from soil 

samples by enrichment culture technique 
 

The rubber-degrading microorganisms were isolated from 

soil samples collected from various contaminated rubber sites 

in Songkhla, Thailand. Approximate ten grams of the soils 

mixed with pieces of natural rubber (NR) glove were added to 
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100 mL of sterile mineral salt medium (MSM) in each 
Erlenmeyer flask and were then incubated at 30°C at 150 rpm. 

Mineral salt medium is composed of (g/L): Na2HPO4 9.0, 

KH2PO4 1.5, (NH4)2NO 3 1.0, MgSO4 0.2, CaCl2 0.02, and 

Fe(III)NH4 0.0012. The medium was adjusted to an initial pH 

of 7.0 before sterilization. After a month of incubation, 0.5 mL 
of each culture broth was transferred into a new flask 
containing fresh MSM with NR glove and further incubated 
under the same conditions as described above for another 
month to encourage the rubber degrading bacteria to grow. 
The developed culture broth was then assigned as the natural 
soil consortia and stored in 15% glycerol at –80°C. The rubber 
degrading bacteria were also screened and isolated from the 
culture broth using NR latex agar plates. 
 

B. Screening of  NR-degrading bacteria 
 

The degradation of the rubber gloves by the selected strains 

was investigated through plate assay. Latex overlay plates 

were prepared by spreading 5 mL of solubilized latex 

concentrate as a thin film on MSM agar plates and then left it 

to evaporate until dried. All tested strains that grew well on 

the latex overlay agar were picked for further study. 
 

C. Rubber glove degradation of the individual 

tested bacteria and the mixed culture 
 

Latex glove pieces were washed once with distilled water 

prior to drying in an oven at 60 °C until obtained a constant 

weight before being used as a carbon source. Two experiments 

were designed to test the microbial activities for degrading 

rubber gloves. The first experiment was testing each 

individual isolated strain and the second experiment was the 

randomly mixed cultures of isolated strain. Each culture was 

incubated in MSM supplemented with dried latex glove piece 

(0.6% w/v) as a sole carbon source and were incubated at 30 

°C, 150 rpm for 4 weeks. This experiment was performed in 

triplicate. The inoculated MSM without any latex glove pieces 

and the non-inoculated MSM with latex glove pieces were 

used as control experiments. Viable cell counts of each culture 

were determined throughout the incubation time. Weight loss 

of incubated latex gloves at the end of incubation period was 

measured and calculated in gram unit. 
 

D. Scanning Electron Microscope (SEM) 
 

The surface of the latex glove film pieces from the 

inoculated samples and the control were analyzed by scanning 

electron microscopy (SEM) to investigate the surface changes 

after the degradation. The samples were washed with sterilized 

distilled water and then were mounted on aluminum stubs. 

Gold coating was carried out in vacuum by evaporation to 

make the samples conducting. SEM images of the tested and 

control samples were compared. 

 

III. RESULT AND DISCUSSION 
 

A. Isolation of rubber-degrading microorganisms from 

soil samples 
 

Ten bacterial isolates, F1 to F10, obtained from soil samples 

were capable of growing on MSM agar containing NR. Isolate F5 

and F7 were identified as Gram-positive and others were 

 

Gram-negative bacteria. All ten isolates did not produce 

clearing zone around the colonies indicated that they could 

degrade the latex concentrate by a production of an 

intracellular enzyme [16]. 
 

B. Weight loss of degraded latex glove 
 

The weight loss of latex glove pieces after one month 

incubation was around 0.1-18%. The highest weight loss of 

18.82% received from the mixed cultures (Fig. 1) and 9.36% 

from the pure culture of isolate F5 compared to only 0.2% of 

the control samples (see Table I). Moreover, NR glove had 

been broken down into little pieces (Fig. 2) indicated that the 

bacteria had the ability to degrade natural rubber 
 

TABLE I  
WEIGHT LOSS IN LATEX GLOVE AND VIABLE CELL COUNTS OF PURE CULTURE 

Isolate 
Weight loss of latex Viable cell counts (CFU/mL) 

glove Day 0 Day 30  
    

F1 5.06% 1.22×10
8 

3.20×10
8 

F2 5.12% 1.15×10
8 

4.30×10
8 

F3 0.11% 1.21×10
8 

3.00×10
8 

F4 0.32% 1.20×10
8 

1.40×10
8 

F5 9.36% 1.21×10
8 

1.50×10
9 

F6 5.23% 1.20×10
8 

4.50×10
8 

F7 6.93% 1.26×10
8 

3.40×10
8 

F8 0.41% 1.23×10
8 

2.40×10
8 

F9 0.81% 1.25×10
8 

1.31×10
8 

F10 0.47% 1.19×10
8 

2.10×10
8 

Control 0.20% 0.00 0.00 
    

 
C. Viable cell counts 

 
Mixed culture grew well with the highest viable cell count 

of 6.20×10
9
 CFU/mL (see Table II). The best growth related 

to the highest weight loss of latex glove pieces among selected 
strains. The increased viable cell counts through the end of the 
incubation time indicated that the bacteria had the ability to 
degrade natural rubber and used rubber gloves as the sole 
carbon source. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 1 Percentage weight loss of rubber gloves after incubation with 

various inocula. 
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TABLE II  

WEIGHT LOSS IN LATEX GLOVE AND VIABLE CELL COUNTS OF VARIOUS  
INOCULA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(a) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

(b) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(c) 

 
Fig. 2 Image of the latex glove pieces after incubation for 30 days: 

(a) control, (b) mixed culture and (c) pure culture (isolate F5). 
 
D. SEM 

 

the surface of polymer films (Fig. 3b). This is a similar 

situation to some other species e.g. Bacillus sp. AF–666 [13] 

and Streptomyces strain La 7 [7]. Interestingly, isolate F5 

colonized not only on the surface but also deeply inside the 

polymer holes (Fig. 3c). The colonization and growth on the 

NR glove surface were confirmed by SEM and showed that 

there were numerous small holes on latex glove degraded by 

F5 than in mixed culture. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(a) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

(b) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

(c) 

 
Fig. 3 Scanning electron micrographs of the latex glove pieces after 

incubation for 30 days: (a) control, (b) mixed culture and (c) pure 

culture (isolate F5). 

 

IV. CONCLUSIONS 
 

Fig. 3a shows the surface of the control piece of NR glove 

(uninoculated). They were smooth without any pits whereas 

the glove pieces that were exposed to mixed culture for 30 

days showed a rough appearance i.e. there were numerous 

irregular cracks, surface erosions, and pits in varoius sizes on 

 
In the present study, a mixed culture and pure culture were 

able to degrade poly (cis-1, 4-isoprene) which is the monomer 

compositions of rubber. The weight loss of rubber, the 

increase in viable cell counts and the appearance changes and 

the microbial growth of the NR glove surface after one-month 
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incubation confirmed the biodegradation of natural rubber by 

these isolates. Mixed culture of the selected strains reached the 

highest rubber degradation with the percentage of weight loss 

of 18.82 % after one-month incubation (Fig. 1). This mixed 

culture has shown the potential to be used efficiently for 

rubber degradation. 
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Absfracf:  An  increasing  production  of natural  rubber (NR)  products  has  led to  major challenges  in waste

management.  The degradation  of NR  is  normally extremely slow.  In this study,  the degradation  of rubber

latex gloves  in  a  mineral salt medium  (MSM)  using  a  bacterial  consortium,  a  mixed  culture of the selected

bacteria  and  a  pure  culture  were  studied.  About  9-18%  weight  loss  of the  rubber  gloves  were  detected

after  incubated  with  the  consortium,  the  mixed  culture,  and  the  pure  culture.  The  increased  viable  cell

counts  over incubation  time  indicated that cells  used  rubber gloves  as sole carbon  source  leading to the

degradation  of the  polymer.  The  growth  behavior  of  NR-degrading  bacteria  on  the  latex  gloves  surface

was  investigated  using  the  scanning  electron  microscope  (SEM).  I?hodococcus pyr/.d/.nt.vorans  strain  F5

gave the highest weight loss of rubber gloves and  posses latex clearing protein encoded  by /cp gene. The

mixed  culture  of  the  selected  strains  showed  the  potential  in  degrading  rubber  within  30  days  and  is

considered  to  be  used  efficiently for rubber  product degradation.  This  is the first  report to  demonstrate a

strong ability to degrade rubber by Rftoc/ococcus pyr/.d/.n/.vorans.
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1. Introduction

44            Natural  Rubber (NR)  is  a  biopolymer that is  produced from  some  plant species.  The  key composition of
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natural  rubber latex is  poly-1,4  isoprene that consists  of isoprene as a  monomer.  In  nature,  polyisoprene

can  be divided  into two groups e.g.  poly-cis  isoprene and  poly-tran  isoprene.  The major source of natural

rubber was  produced  from  the  Hevea  bras/'//.ens/.s.  However,  not  only  Hevea  bras/.//.ens/.s  but  also  many

plants  can  produce  latex  (Yikmis  and  Steinbuchel  2012)  such  as  F/.cus     e/asfi.ca,   Ft.cus    ntti.da     and

Euphonb/.a   pu/cherr/.rna  (lsmail  et  al.  2013).  The  latex from  the Hevea  bras/-//.ens/.s  contains  a  polymer of

cis-1,  4-polyisoprene  units  and  up  to  900/o  of the  dry weight  of the  latex  is  cis-1,4-polyisoprene  and  less

than  10°/o  is  non-rubber constituents such  as protein  and  carbohydrates (Nayanashree and Thippeswamy

2014).

60            Global  natural  rubber  production  increased  79.4  %  from  6.8  mi,llion  metric  tons  in  2000  to  12.2  million
61
62
63
64
65

metric  tons   in   2013  (lRSG   2016).   Natural   Rubber  is   utilized  daily   in   numerous  applications  such   as
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agriculture,  transportation,  and various farming  equipment,  in  addition,  it is the  major component in  rubber

tires  (Yikmis  and  Steinbdchel  2012).  However,  billions  of discarded  tires  are  currently  stockpiled  around

the  world   and   these  are  increasing  exponentially  and   causing   important  environmental   problems.   At
9       present,  most rubber waste  is eliminated  by either burned  or used  as  landfills  but this  process can  cause

serious pollution  (Fatta et al.1999).  Biodegradation of rubber wastes  has been  much  of interest.  Roles of

microbes  in  degradation  process  are  releasing  of  extracellular  enzymes  to  cleave  polymer  chains  into

small molecules and these products are absorbed into the cell for use as carbon and energy source.  Final

process,  C02,   H20  and  other  metabolic  products  are  released  and  they  can  be  used  by  other  living

organisms.  Therefore,  the  biodegradation  is  an  alternative  way  to  degrade  the  rubber  waste  and  could

overcome the environmental problems (Bode et al. 2001).

However,  microbial  degradation  of  polyisoprene  rubber  is  a  very  slow  process  that  taking  months  or

even   years.    Microbial   degradation   of   poly   (cis-1,4-jsoprene)    rubber   is   currently   being    intensively

investigated.  Rubber-degrading  organisms  can  be  classified  into  two  different  groups;  the  first  group  is

rubber-degrading organisms producing  clear zones on  natural  rubber latex agar plates.  Members of these

groups  generally  belong  to  the  mycelium-forming  actinomycetes  such  as  Act/.nap/anes,   Sfrepfomyces,

M/.cromonospora   (Chengalroyen   and   Dabbs   2013)   and   Rhodococcus   (Watcharakul   et   al.   2016).   In

contrast,  the  second  group  of rubber-degrading  organisms  is the  microorganisms,  which  do  not  produce

any clear zone,  therefore,  they require the direct contact with the rubber substrates.  The  examples of this

group are nocardioform, actinomycetes i.e.  Gordont.a sp.,  Mycobaoten.urn sp. and IVocardi.a sp.

Lop (latex-clearing  protein) encoded by /ap gene has been  considered a key enzyme in  NR degradation

by clearing-zone-forming  gram-positive  bacteria.  While  RoxA  (rubber oxygenase)  is  a  key enzyme  in  NR

degradation found  in the gram-negative  bacterium Xanthomonas sp.  strain  35Y.  RoxA controlled  by roxA

gene  is  an  extracellular  protein  secreted  by  this  strain  during  growth  on  NR.   Purified  RoxA  degraded

poly(cis-1,4-isoprene)  by oxidative  cleavage at the double bonds,  yielding  12-oxo-4,8-dimethyltrideca-4,8-

diene-1-al  as  the  main  cleavage  product;  other  minor  cleavage  products  differed  only  in  the  number  of

repetitive  isoprene units.  In vitro experiments also  revealed  occurrence of two  18 0  atoms  in the reduced

degradation  product   12-hydroxy-4,   8-dimethyltrideca-4,   8-diene-1-ol,   thereby  disclosing   a  dioxygenase

mechanism (Rose and Steinbuchel 2005).

Most  efforts  on  the  study  of  rubber  biodegradation  have  been  directed  to  using  single  bacterial  strain

which   still   gave   poor   results,    lt   was   hypothesized   that   the   synergistic   interaction   among   various

microorganisms  should  accelerate  the  rubber  degradtion  process.  So  in  this  study,  the  degradation  of

rubber  latex  gloves  in  a  mineral  salt  medium  (MSM)  by  a  consortium,  a  mixed  culture  of the  selected

bacteria  and  a  pure culture were compared.  The weight loss,  scanning electron  microscopy (SEM)  of the

rubber glove substrate and viable cell counts were determined.
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2. Materials and methods

2.1   Isolation   of  rubber  degrading   microorganisms  from   soil   samples   by  enrichment  culture

technique

The    rubber-degrading    microorganisms   were    isolated    from    soil    samples    collected    from    rubber

contaminated  in  Songkhla  province,  Thailand.  Soil samples were  mixed with  pieces of natural rubber (NR)

glove  incubated  in  sterile  mineral  salt  medium  (MSM)  and  incubated  at  30°C  at  150  rpm.  Mineral  salt

medium  is  composed  of (g/L):  Na2HP04 9.0,  KH2P041.5,  (NH4)2N031.0,  Mgs04  0.2,  Cac12 0.02,  and  Fe

(111)  NH4  0.0012.  The  medium  was  adjusted  to  an  initial  pH  of  7.0  before  sterilization  (Jendrossek  et  al.

1997). After a  month of incubation,  0.5 mL of those culture broths was transferred  into  MSM with latex and

further  incubated  under  the  same  conditions  as  described  above  for  another  month  to  encourage  the

growth  of rubber degrading  bacteria.  The  developed  culture  broth  was then  assigned  as the  natural  soil

consortium.  The  rubber degrading  bacteria were  also  screened  and  isolated  from  the  culture  broth  using

NR latex agar plates.

2.2 Screening of  NR-degrading bacteria

The  degradation  of the  rubber  gloves  by  the  selected  strains  was  investigated  through  plate  assay.

Latex overlay  plates were  prepared  by spreading  5  mL  of solubilized  latex  concentrate  as  a  thin  film  on

MSM  agar  plates  and  then  left  to  dry.  All  tested  strains  that  grew  well  on  the  latex  overlay  agar  were

picked for further study.

2.3 Rubber glove degradation investigation of the individual tested bacteria, the mixed culture, and

the natural soil consortium

Latex  glove  pieces  were  washed  once  with  distilled  water  prior  to  drying  in  an  oven  at  60  °C  until

obtained  a  constant weight before  being  used  as a  carbon  source.  Three experiments were designed to

test  the  microbial  activities  for degrading  rubber gloves.  The first  experiment was  testing  each  individual

isolated  strain.  The  second  experiment  was  testing  the  mixed  cultures  of  high  effective  isolated  strains

(mixed  cultures)  and  the third  experiment was the  mixed  cultures  of all  isolated  strain  (consortium).  Each

culture  was  incubated  in  MSM  supplemented  with  dried  latex  glove  pieces  (0.6%  w/v)  as  a  sole  carbon

source at 30°C,150  rpm for 4 weeks.  Each  experiment was  performed  in triplicate.  The  inoculated  MSM

without any latex glove pieces and the uninoculated  MSM with  latex glove pieces were  used as biotic and

abiotic control experiments respectively. Viable cell counts of each culture were determined throughout the

incubation time.  Weight loss of incubated  latex gloves at the end  of incubation  period was measured  and

calculated  in gram  unit.
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2.4 Scanning Electron Microscope (SEM)

The  surfaces  of the  NR  glove  film  pieces  were  analyzed  by  scanning  electron  microscopy  (SEM)  to

investigate  the  appearance  changes  after  the  degradation.  The  samples  were  washed  with  sterilized

distilled  water  and  then  were  fixed  with  2%  glutaraldehyde  in  0.1  M  phosphate-buffered  saline  (PBS;  pH

7.3).  After washing  with  PBS  and  dehydrated  in  graded  ethanol  (50,  60,  70,  80,  and  90%  and  absolute

ethanol).  The  dehydrated  samples were  subjected  to  critical  point drying with  liquid  C02  according  to the

standard  procedure.  The samples were then  mounted  on  aluminum  specimen  stubs  by  using  electrically

conducting carbon  (PLANO, Wetzlar,  Germany)  and  coated with a gold  layer.  Micrographs were recorded

using scanning electron  microscope (SEM-JSM5800LV;  JEOL Ltd., Tokyo,  Japan).

2.5 Fourier Transform Infrared (FTIR) Spectroscopy

22           The  FTIR  (VERTEX  70;  Bruker,  Germany)  analysis  was  done  to  detect  the  degradation  of  NR  latex
23
24
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glove  on  the   basis  of  changes  in  the  functional   groups.   The  correlation   of  absorption   bands   in  the

spectrum  of an  unknown  compound  with  the  known  absorption  frequencies  was  analyzed.  The  polymer

pieces  were  mixed  with  KBr and  made  into  a  pellet,  which  was fixed  to  the  FTIR  sample  plate.  Spectra

were taken in triplicate at 400 to 4000 wavenumbers cm-1 for each sample.

2.6  16S RNA gene analysis
32
33           The genomic DNA of isolate  F5 was extracted  using  power soil  DNA isolation  kit (MO  BIO  Laboratories,
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a  QIAGEN  Company,  USA).  Molecular genetic  identification was  performed  by amplification  of 16S  rRNA

gene    with    bacterial    universal    primers    27F    (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3)    and     1492R    (5-

CGGCTACCTTGTTACGACTT-3)  (Weisburg  et  al.1991).  PCR  reaction  was  carried  out  in  a  final  volume

of 50 LIL containing  10 mM Tris-Hcl (pH 8.3),  50 mM  Kcl,1.5 mM  Mgc12,  each dNTP at a concentration of

0.2  mM,1.25  lu  of  Taq  polymerase,  each  primer  at  a  concentration  of  0.2  mM  and  1   uL  of  the  DNA

template.  PCR was  performed  according to the following  program:  2  min  denaturation  at 95  °C,  followed

by  30  cycles  of  1   min  denaturation  at  95  °C;  1  min  annealing  at  55  °C;  1  min  extension  at  72  °C;  and  a

final  extension  step  of  10  min  at  72  °C.  The  PCR  product  was  then  analyzed  and  purified  using  an

agarose  Gel  DNA  Purification  Kit  (E.Z.N.A.  Gel  Extraction  Kit;  Omegabiotek,  USA).  The  16S  rDNA  gene

was sequenced.  A  phylogenetic tree was  constructed  by  means  of  MEGA version  7.0  using  a  neighbor-

joining  algorithm,  and  the  Jukes-Cantor  distance  estimation  method  with  bootstrap  analyses  for  1,000

replicates was performed.

2.7 Amplification of the /ap gene

::           The  coding  region  of  /cp  from  Rhodococcus  pyr/.d/.n/.vorans  was  amplified  by  using  primers  lcpF  (5-
59
60
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ATAATCCGAGCAGGCGCGA-3)  and  lcpR  (5-TCGGGGATCTCGATGCTGA-3).  PCR  reaction  contained

10 mM Tris-Hcl  (pH  8.3),  50 mM  Kcl,1.5 mM  Mgc12,  each dNTP at a concentration of 0.2  mM,1.25  lu of

Taq  polymerase,  each  primer  at  a  concentration  of  0.2  mM,  and  1   LIL  of the  DNA  template.  PCR  was



5
1

2
3
4

5
6
7
8

performed  according to the following  program:  2  min denaturation  at 95 °C, followed  by 30 cycles  of 1  min

denaturation  at 95 °C;  1  min  annealing  at 55 °C;  1  min extension at 72 °C;  and a final extension step of 10

min at 72 °c.

2.8 C02 emission test

Biodegradation of latex glove was also determined by C02 emission test. The released C02 during the

cultivation  of cells  in  MSM  in which  contained  rubber gloves  as the sole carbon  source was trapped  in  a

solution  of  lN  Ba(OH)2 and  was  quantified  by titrating  of the  remaining  Ba(OH)2   with  0.1  N  Hcl  (Shah  et

al.  2012).

3.  RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Isolation of rubber-degrading microorganisms from soil samples

ln  order to enrich the growth  of rubber degrading  bacteria,  soil sample was  incubated with  rubber glove

pieces for a month. The developed culture which was assigned as a  natural soil consortium was grown on

NR  agar to  isolate  rubber degrading  bacteria.  Ten  bacterial  isolates,  Fl  to  F10,  obtained  from  a  natural

soil  consortium were  capable  of growing  on  MSM  agar containing  NR  as the sole  carbon  source.  Isolate

F5  was  identified  as  Gram-positive  and  others  were  Gram-negative  bacteria.  All  ten  isolates  did  not

produce  clearing  zone  around  the  colonies  indicated  that they could  degrade  the  latex  concentrate  by  a

direct contact with the rubber substrate (Yikmis and  Steinbuchel 2012).  The degradation  of rubber gloves

were tested  using each  isolated strain compared with the mixed cultures of top 5 effective strains (F1,  F2,

F5,  F6,  F7) and the consortium of all  10 bacterial isolates (F1-F10).

3.2 Weight loss of latex glove pieces

The  weight  loss  of  latex  glove  pieces  after  one-month   incubation  was  around  0.5-9%  when   using

individual  culture  of  F1-F10  (data  not  shown)  and  among  10  isolates,  F5  gave  the  best  weight  loss  of

9.36%.  The  highest weight  loss of  18.82% was obtained from the  mixed  culture  of top 5  effective  strains

(F1,  F2,  F5,  F6,  F7),  while  18.380/o was obtained  from the consortium  (F1-F10)  compared  to  only 0.2%  of

the abiotic control (Fig.1).  It was clearly shown that using  mixed culture and the consortium gave the better

degradation results. This result confirmed the existence of synergetic interaction between microorganisms,

However,  the  decrease  of  rubber  degrading  property  of the  consortium  after  successive  transfer  in  NR

medium was observed.  The instability of degrading ability might due to the loss of any bacterial  population

in  the  consortium  during  transfer.  The  rubber  degrading  property  could  be  re-stored  again  after  a  long

incubation time which allows microorganisms to adapt.

3.3 Viable cell counts

The  increased  viable  cell  counts  through  the  end  of  the  incubation  time  in  all  tested  bacterial  group



indicated  that the  bacteria  had  the  ability to  degrade  natural  rubber and  used  rubber gloves  as the  sole

carbon  source  (Fig.2).  The  bacterial  population  of the  mixed  cultures  showed  the  biggest  increase  from

1.2xl08 CFU/mL to 6.2xl09 CFU/mL  after  1  month  incubation with  rubber gloves,  the bacterial  population

in the consortium  had  increased from  1.2xl08  CFU/mL to 4.Oxl09 CFU/mL while  pure culture  showed the

smallest  bacterial  population  increase  from  1.2xl08  CFU/mL  to  1.5xl09 CFU/mL.  Production  of  biomass

from rubber also implies the presence of oxidative degradation of rubber polymer.

3.4 SEM

The  biodegradation  of rubber gloves was  also  observed  by SEM.  After 4 weeks  of incubation  with  the

consortium,  mixed  culture and  F5,  the surfaces of rubber gloves were covered with  bacterial  colonization

compared to control (Fig.  3a-d).  Significant changes were irregular crashes, surface erosions,  and  holes in

variable sizes on the surface of latex glove  pieces.  Interestingly,  isolate  F5 (Fig.  3d)  cells embedded  and

colonized into the rubber matrix. The adhesive growth attachment of consortium and mix culture on rubber

surfaces  can  be detected  as early as  7 days  of incubation while when  using  single strain  of F5,  bacterial

colonization occurred after  10 days of incubation. A direct contact via  a biofilm and embedding  of cells into

rubber  gloves   may   be   a   possible   mechanism,   as   similar  to   a   report  of   Gordont-a   and   some   other

actinomycetes (Linos et al.  2000).

3.5 Fourier Transform Infrared Spectroscopy test

FTIR  analysis  of  the  rubber  glove  pieces  after  incubated  with  F5  showed  various  spectra  changes

compared  to  the  control  (Fig.  4).  In  the  transmittance  area  corresponding  to  the  cis-1,4  double  bonds  in

the  polyisoprene  chain,  a  relative  decrease  of the  (=CH2)  band  at  833  cm-1  was  observed  for the  tested

sample  compared  to  that  of the  abiotic  control.  Peaks  1423  cm-1  was  decreased  in  latex  glove  pieces

treated with  isolate  F-5 culture as compared to  control,  indicating the  break of functional  groups like  C=C,

methyl  and  ester  bonds.   Moreover  an  increase  in  the  intensity  of  the  peak  at  1634  cm-1  showed  the

presence of aldehydes  (C=O) groups in the case of test pieces as compared to control.  These indicated

that F5  used  latex gloves as a  carbon source during  cultivation.  The decreased  spectra  of cis-1,4 double

bonds,  methyl and ester bonds in the polyisoprene chains and appearance of ketone and aldehyde groups

indicated   that   an   oxidative   attack   at   the   double   bonds   might   be   the   first   metabolic   steps   of  the

biodegradation  process (Tsuchii et al.1985,  Rose and Steinbuchel 2005).

3.6 Molecular identification using 16S rRNA gene sequence comparison

The   sequencing   result  of   1.470   kb   nucleotides  of   16S   rRNA   gene   of  strain   F5  was   aligned   and

compared  with  other  bacteria  available  in  the  NCBI  GeneBank.  The  phylogenetic  analysis  of  the  16S

rRNA sequence showed that the strain  F5 belongs to genus Rhodococcus sp.  having 99% similarities with

Rhodococcus pyrr.d+.nt.vorans and was submitted to GenBank under accession  number KX791436 (Fig.  5).

Genus Rhodococcus has been  proved to be a  promising  option for the bioremediation of many xenobiotic
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compounds  (Larkin  et  al  2006;  Ludmila  et  al.  2009;  Kundu  et  al.  2016;  Zsolt  et  al.  2017).  This  is  the first

report to demonstrate an ability to degrade rubber by Rhodococcus pyr7.d/.nt.vorans.

3.7 Molecular identification and phylogenetic analysis using /ap gene sequence comparison

The PCR product of /ap gene was sequenced retrieving  1.293 kb nucleotides. The sequences were then

aligned  and  compared  to  the  database  of  the  NCBI  GeneBank.  The  phylogenetic  analysis  of  the  /cp

sequences showed that 99% similarities with an /ap gene from Rhodococcus pyr7.dt'n/.vorans. The presence

of  /ap  gene  confirmed  the  biodegradation  process  in  this  species.   Further  investigation  is  required  to

confirm the reaction mechanism of this enzyme.

3.8 C02 emission test

The  C02  evolved  from  the  biodegradation  was  measured  to  compare  the  ability  to  degrade  rubber

gloves of tested bacteria. The mixed culture released  14.67 % C02,  9.78°/o from the consortium and 4.89%

from the  pure culture  F5  (Fig.6).  The highest C02  release was  related  to the  highest weight  loss of latex

glove experiment and confirmed the best degradation occurred when the mixed culture was incubated with

rubber gloves.

4. Conclusions

ln  the  present study the  consortium,  mixed  culture  and  pure  culture were  able  to  degrade  rubber

gloves  in which  significant changes can  be detected within  30 days.  Determination  of the weight loss,  the

increase in viable cell counts,  FTIR,  C02 evolution test and the SEM has confirmed that the natural rubber

degradation  process  occurred.  Rhodococcus  pyn.d/.n/.vorans  strain  F5  demonstrated  the  highest  rubber

degrading  activity  among  all  single  strains  used.  The  presence  of  /ap  gene  encode  for  latex  degrading

enzyme  in  Rhodococcus pyr/.d/.nt.vorans  F5  supports the  essential function  of /ap  in  poly(cis-1,4  isoprene)

degradation.  Mixed culture of the selected strains reached the highest rubber degradation after one-month

incubation and showed the potential to be used as an efficiently for rubber degradation.
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Fig.  1   Percentage  of  latex  glove  weight  loss  after  incubation  with  the  consortium,  the  mixed

culture and the pure culture F5 at 30 °C for 30 days.
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Fig. 2 Viable cell counts after incubation of the consortium, the mixed culture and the pure culture

F5 with rubber gloves in MSM at 30 °C for 30 days.



Fig.3. Scanning electron  micrographs of the latex glove pieces after incubated with  consortium

(b) mixed culture (c) and pure culture, F5 (d) for 30 days at 30 ®C compared to abiotic control (a).
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Fig,  4,  FTIR spectra  of latex  glove  pieces  after  incubation with  F5  in  mineral  salt medium  for 1

month. Abiotic control (thick black line), Sample treated with F5 (grey line).
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Fig.  5.  Phylogenetic  of  strain  F5  among  the  neighboring  species.  The  phylogenetic  tree  was

constructed  by  the  method  of  neighbor  joining,  based  on  pairwise  comparisons  of  16S  rRNA

sequences with bootstrap analyses for 1,000 replicates.
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Fig. 6 C02 evolved during the incubation of the consortium, the mixed culture and the pure culture

F5 with rubber gloves at 30 °C for 30 days.
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1.อาหารเล้ียงเช้ือ MSM agar with latex 

 Na2HPO4       9.0 กรมั 

 KH2PO4       1.5 กรมั 

 NH4NO3       1.0 กรมั 

 MgSO4        0.2 กรมั 

 CaCl2        0.02 กรมั 

 Fe(III)NH4       0.0012 กรมั 

 Natural rubber       6.0 มลิลลิติร  

 Trace element       0.1 มลิลลิติร 

 Agar        15.0 กรมั 

 ละลายส่วนประกอบดว้ยน ้ากลัน่ 1000 มลิลลิติร ใหเ้ขา้กนัโดยเตมิสารเคมตีามล าดบั โดยละลาย

สารเคมทีลีะตวัแลว้เตมิ latex ลงไป แลว้น าไปละลายใหเ้ขา้กนั น าเขา้ autoclave ทีอุ่ณหภูม ิ121 องศา

เซลเซยีส ความดนั 15 ปอนด/์ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
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2.วิธีค านวณปริมาณคารบ์อนไดออกไซดท่ี์เกิดขึ้นในกระบวนการย่อยสลายถงุมือยาง 

1. CO2 หน่วยกรมั 

 (ปรมิาตร HCl หลงัการบ่ม – ปรมิาตร HCI ก่อนการบ่ม) mL × 0.1 mole × 2 = X mole  

                                      1000 mL 

กรมัของ CO2 = X mole × 44 g/mole= 44X g  

2. หาเปอรเ์ซน็ต ์CO2 

ปรมิาณคารบ์อนในตวัอยา่ง = น ้าหนกัตวัอยา่ง × 88.2 

                                                100  

เปอรเ์ซน็ตค์ารบ์อนทีเ่กดิขึน้ = 100    ×     กรมัของ CO2   

                                      ปรมิาณคารบ์อนในตวัอยา่ง 

 

3.การบ่งช้ีชนิดของเช้ือโดยการวิเคราะหล์ าดบัเบสของยีน 16s rRNA 

สภาวะส าหรบัปฏกิริยิา PCR 

Cycling condition   Temperature (°C) Time (minutes)  

Pre Denaturation 95 2  

Denaturation 95 1  

Annealing             55 1 30 cycles 

Extension             72 1  

Final extension    72 10  
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Primer ทีใ่ช ้

Primer Name   Amplicon size (bp) Primer Sequence ( 5’ to 3’ ) 

8F 1492R 1484 F:AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 

R:GGTTACCTTGTTACGACTT 

Rodo41470 1464 F:CAGGACGAACGCTGGCGGCG 

R:CGACTTCGTCCCAATCGCCG 

Rhodo591450   1391 F:CAGCTTGCTGGGTGGATTAG 

R:GATCCCACCTTCGACGGCT 

16s1563FR 1563 F:TGTCCTCCTCGAAGTCCAGA 

R:ACAGATGATGGTGCAGGTCG 

16s1451FR 1451 F:AGAGTTTACCGTTCCGGTCC 

R:CGGATACGGCACAGAACTGA 

16sRho20 1502 F:ACGGAGAGTTTGATCCTGGC 

R:AGAAAGGAGGTGATCCAGCC 

 

ล าดบัเบสทีไ่ด ้

>GTGGCGATCTGGCGGCGTGCTTACCCATGCAAGTCGACGATGAAGCCCAGCTTGCTGGGT

GGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTGATCTGCCCTGCACTCTGGGATAAGCC

TGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGACCTCGGGATGCATGTCCTGGGGTGGAAAGTTT

TTCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGC

GACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCA

GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCG

ACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGC

AAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC

GTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGC

GTCGTCTGTGAAATCCCGCAGCTCAACTGCGGGCTTGCAGGCGATACGGGCAGACTCGAGT

ACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACA

CCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGTAG

CGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCGCTAGGTGTGGGTTT
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CCTTCCACGGGATCCGTGCCGTAGCCAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCC

GCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATT

AATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGTACCGGACGACTGCAGAGAT

GTGGTTTCCCTTGTGGCCGGTAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG

ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAGCACGTGATGGT

GGGGACTCGCAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTC

ATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGCTGCGA

TACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTC

GACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTC

CCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGG

CCTAACCCCTCGTGGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGATCGGCGATTGGGACGAAGTCGTA

ACAAGGAGCCTTCCCGGGGT 

4.การตรวจหายีน lcp โดยวิธี PCR 

สภาวะส าหรบัปฏกิริยิา PCR 

Cycling condition   Temperature (°C) Time (minutes)  

Pre Denaturation 95 2  

Denaturation 95 1  

Annealing             55 1 30 cycles 

Extension             72 1  

Final extension    72 10  
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Primer ทีใ่ช ้

Primer   Amplicon size (bp) Primer Sequence (5’ to 3’) 
109FR-lcp 415 F: GAGGCMGAYSMGSTVVTCGC 

R: GTCTTSASGSMBGTBACGA 
LcpfSt143 560 F: TCGGTGGCSGGYWCSGG 

R: AGRCTGTGCCAGGTGACCA 
lcpR23FR 1109 F: ACGTTCTGAAAACCGGTGGC 

R: CGAACGTCCAGTAGGCATCC 
lcpR5FR 1197 F: ATAATCCGAGCAGGCGCGA 

R: TCGGGGATCTCGATGCTGA 
 

ล าดบัเบสทีไ่ด ้

>ATGCCGAGCAGTGACATTTCACGATTCATCGTGACCCGAGCCACGGTGTGGTTCCATGTTA

CAGAGAAACTCCAGATGTTTCATTGCTACATCCACGAGTCGTATGGGAGTGACAGTATGGAT

AATCCGAGCAGGCGCGACGTTCTGAAAACCGGTGGCCTCCTCGGTGCACTGGGCGCGTTC

GCGGTGGCGACACCGGCACAGGCCCGACCCTGGAGGTGGTCGCCCGCAGGATCGATACC

GGGTACGGGGAGCGGTGCCGATCCGCGACAGGTATGGGACAACGAGGCCGACCCGCTCG

TCGCCTCGTTGCTCGAGCGCGGCGACGTACCGAGGGTCAACGAGCTGCTGCGCACCTGGA

AGAAGAACTCCCAGCCGCTGCCCGAAGGGCTTCCGAACGACCTGCGCGACTTCATGGAACA

CGCCCGGCAGCTTCCGACCTGGGCCGATCCGGCGAAACTCGAGACGGCCGTCCGCTTCAA

CGAGAAGCGCGGGCTGTACCTCGGTGTGCTGTACGGATTCGTGAGCGGGATGATGAGCAC

GGTCATCCCGAAAGAGGCGCTGGCCGTCTACTACTCCAAGGGCGGCGCGAACATGAAGGG

CCGCATCTCGAAGACCGCAAAATTGGGCTACGACATCGGTTCTCGCAATGCGTATCTGGAC

GACGGTGAAATGATCGTCACGTCCGTCAAGACCAGGCTCGTCCATGCCGCCGTGCGCCATC

TGCTCCCGCAATCGTCGCACTGGTCCAACATGGCGCCCGAGGATGTGCCGATCAGCCAGC

ACGACATGATGGTCACCTGGCACAGCCTGCCCACCAGCGTGATGCGCACGTTGAAGGAGT

GGAAGGTTCCGATCCCGGCTGCGGAGGCCGACGGATTCCTGCACTCGTGGCAGGTCAGCG

CGCACATGCTCGGTATCGAGGATCAGTACATCCCGGCCACCTGGGACGACGCCGAATCCCA

GGCGCAGGAAGCGCTCGATCCGATCCTCGCGCCCACGCCCGAGGGTGTGAAGCTCGCCGA

TATGCTGCTCGACCTCGGTAAGGGTCTCGACTTCACGCTCCTGACCCGCCCCATCCTCGGG
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GCGCTGACACGGTTCGCGCTCGGCGACGAGATCGCCGACTGGCTCAACATTCCACGCGAA

ACCCGTCTGGGGGCACACTGGTTCGACGTCCCCGTGGGGGCCCGTTTCATCCCGGGTACG

CGAAAGGCCTGCTGGCCGCTTTCCGCTGGGGCCCGGATGCTATCGGGGGACTTTTTCGAAA

AGCAAAACCTCCCCCCCCCAT 

 

ล าดบักรดอะมโินทีไ่ด้ 

MDNPSRRDVLKTGGLLGALGAFAVATPAQARPWRWSPAGSIPGTGSGADPRQVWDNEADPLV

ASLLERGDVPRVNELLRTWKKNSQPLPEGLPNDLRDFMEHARQLPSWADPAKLETAVRFNEKR

GLYLGVLYGFVSGMMSTVIPKEALAVYYSKGGANMKGRISKTAKLGYDIGSRNAYLDDGEMIVTS

VKTRLVHAAVRHLLPQSSHWANMAPEDVPISQHDMMVTWHSLPTSVMRTLKEWKVPIPAAEAD

GFLHSWQVSAHMLGIEDQYIPATWDDAESQAQESLDPILAPTPEGVKLADMLLDLGKGLDFTLLT

RPILGALTRFALGNEIADWLNIPREPVWGTLLDVAWGPFIAVREGLLPLPLAPDAYWTFDELLRQF

VLLYMAELRPISIEIPEFNNPNYP 
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