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บทคัดยอ 
 โฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิตจากยางธรรมชาติซึ่งใชในการศึกษาการยอยสลายทาง

ชีวภาพครั้งน้ีถูกนํามาใชศึกษาเพื่อคัดแยกกลุมจุลินทรียที่สามารถยอยสลายโฟมชนิดน้ีไดจากตัวอยาง
ดินและนํ้าเสียที่ปนเปอนนํ้ายางธรรมชาติ จํานวน 12 ตัวอยาง จุลินทรียที่คาดวาสามารถยอยสลาย
โฟมชนิดน้ีไดมจีํานวน 18 ไอโซเลท ถูกจัดกลุมเปนกลุมละ 3 ไอโซเลท ไดทั้งหมด 6 กลุมจุลินทรีย 
โดยใชเกณฑการจับกลุมจุลินทรียพิจารณาจากแหลงที่มาของจุลินทรียหรือจุลินทรยีทีม่โีคโลนีแตกตาง
กัน จุลินทรียทั้ง 6 กลุมถูกนําไปทดสอบความสามารถในการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนและวัสดุ
อางอิงอีก 2 ชนิด (ถุงมือยางและยางอิพอกไซด) เปนเวลา 30 วัน จุลินทรียกลุมที่ 4 ประกอบดวย  
ไอโซเลท P1 P2 และ P5 ถูกนํามาใชเปนตัวแทนในการศึกษาการยอยสลายโฟมชนิดน้ี เน่ืองจาก
จุลินทรียกลุมที่ 4 ทําใหนํ้าหนักแหงของโฟมพอลิยูรีเทนหายไป คิดเปนรอยละ 5.32 ของนํ้าหนักแหง
เริ่มตนในระยะเวลา 30 วัน จากการศึกษาดวยเทคนิค FT-IR พบวาจุลินทรียกลุมที่ 4 สามารถทําลาย
พันธะยูรีเทนในโครงสรางโฟมพอลิยูรีเทนไดและสามารถเปลี่ยนโครงสรางของวัสดุอางอิงไดอยางมี
นัยสําคัญ เมื่อสองดวยกลองจุลทรรศนแบบสองกราดไมปรากฏการเกาะติดของจุลินทรียกลุมน้ีในชุด
ทดสอบโฟมพอลิยูเทน ขณะทีป่รากฏการเกาะติดของจุลินทรียอยางหนาแนนในชุดทดสอบของวัสดุ
อางอิงทั้งสองชนิดภายหลังการบม 30 วัน ผลการปลดปลอยกาซคารบอนไดออกไซดระหวาง
กระบวนการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนดวยจุลินทรียกลุมที่ 4 เปรียบเทียบกับถุงมือยางและยาง       
อิพอกไซด คิดเปนรอยละของการยอยสลายทางชีวภาพเทากับ 6.79 16.42 และ 24.38 ตามลําดับ
ภายในระยะเวลา 28 วัน ที่อุณหภูมิหอง ผลของคากิจกรรมเอนไซมไลเปสของจุลินทรียกลุมที่ 4 ใน
ชุดทดสอบโฟมพอลิยูรีเทนถูกวัดไดปริมาณไดตํ่ามากภายหลัง 30 วัน เมื่อบงช้ีชนิดของจุลินทรียกลุม
ที่ 4 โดยลําดับเบสของยีน 16S rRNA ประกอบดวย Gordonia westfalica สายพันธุ P1 
Xanthomonas maliensis สายพันธุ P2 และ Ochrobactrum intermedium สายพันธุ P5 และ
เปนรายงานครั้งแรกในจีนัส Ocrhobactrum sp. เกี่ยวกับบทบาทการยอยสลายยางธรรมชาติ ซึ่ง
ปจจัยที่ทําใหโฟมชนิดน้ียอยสลายทางชีวภาพไดนอย อาจเกิดจากพื้นผิวของโฟมที่ไมสนับสนุนการ
เกาะติดของจุลินทรีย หรือสารเคมีตางๆ ที่ใชในกระบวนการผลิตโฟมอาจมีผลตอการเจริญของเช้ือ 
ซึ่งขอจํากัดเหลาน้ีควรปรับปรุงและพัฒนาตอไปในอนาคต 

 
คําสําคัญ: โฟมพอลิยูรีเทน ถุงมือยาง ยางอิพอกไซด กลุมจุลินทรียผสม การยอยสลายทางชีวภาพ 
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ABSTRACT 
Polyurethane foam (PU) made from natural rubber, a promising 

biodegradable material, was used in this study. The aims of this study were screening of 
PU foam-degrading microorganisms from 12 samples of rubber contaminated soil and 
waste water and testing for their abilities to degrade PU. Eighteen isolates of PU-
degrading microorganisms were isolated and grouped into 3 isolates/group to form 6 
mixed cultures. Grouping criteria based on the sample isolated or different colony 
morphology. The 6 mixed cultures were tested for their biodegradability of PU foam 
and 2 reference materials including rubber glove and epoxidized natural rubber (ENR) 
for 30 days of incubation. The mixed culture 4 including isolate P1, P2 and P5 was 
selected as a representative mixed culture due to the high percentage of weight loss of 
PU foam of 5.32% and FT-IR results showed urethane linkage in PU foam structure was 
broken down. In addition, the mixed culture 4 could degrade 2 reference materials 
efficiently. The microbial attachment of the mixed culture 4 cannot be observed on PU 
foam’s surface by Scanning Electron Microscope (SEM); but very dense population of 
microbial cells were presented on rubber glove and ENR’s surfaces after 30 days of 
incubation. The CO2 evolution test showed the small amount of only 6.79% 
biodegradation from PU foam, whereas, rubber glove and ENR gave 16.42 and 24.38 % 
biodegradation during 28 days of incubation at room temperature, respectively. The 
lipase activity in cell-free supernatant of PU foam treated with the mixed culture 4 was 
detected slightly after 30 days of incubation. Three isolates of the mixed culture 4 were 
identified using 16S rRNA gene sequences analysis as Gordonia westfalica strain P1, 
Xanthomonas maliensis strain P2 and Ochrobactrum intermedium strain P5. This is the 
first report of the natural rubber biodegradability of Ochrobactrum sp. The important 
factors on biodegradability were discussed about the surface of PU foam which did not 
support the microbial attachment or chemicals added during PU foam producing 
process might affect on microbial growth. The factors limiting the biodegradation of PU 
foam should be considered for further new PU production.  
 
Keywords:  Polyurethane foam, rubber glove, epoxidized natural rubber, mixed culture, 

biodegradation 
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  30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 วัน     
ตารางท่ี 3 รอยละของนํ้าหนักแหงที่หายไปภายหลงัการยอยสลายถุงมอืยาง  22 
  เสื่อยาง และแผนฟลมพอลิยูรเีทนทางการคา 
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รายการภาพประกอบ 
หนา 

รูปท่ี 1 กลไกการยอยสลายทางชีวภาพโดยทั่วไปของพลาสติกยอยสลายไดทาง  4 
 ชีวภาพโดยเอนไซมจากจุลินทรียในสภาวะมีออกซิเจน 
รูปท่ี 2 โครงสรางของยางธรรมชาติ (cis-1,4 polyisoprene)    5 
รูปท่ี 3 ตําแหนงของพันธะเอสเทอรและพันธะอีเทอรภายในโครงสรางของพอลิออล  6 
รูปท่ี 4 การสงัเคราะหพอลิยูรีเทนโดยการเกิดปฏิกิริยาพอลเิมอรไรเซช่ัน   7 
รูปท่ี 5 ตําแหนงพันธะเอสเทอรในสวนพอลิออลของพอลเิอสเทอรพอลิยูรเีทน   10 
 ที่มีความไวตอเอนไซมเอสเทอรเรส 
รูปท่ี 6 ระบบจบักาซคารบอนไดออกไซดจากกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพ  16 
รูปท่ี 7 รอยละของนํ้าหนักพอลิเมอรที่หายไป ประกอบดวยพอลิเมอร 3 ชนิด ไดแก   23 
 ถุงมือยาง ยางอิพอกไซด และโฟมพอลิยูรีเทน ภายหลังการทดสอบการยอยสลาย 
 ทางชีวภาพโดยกลุมจุลินทรีย 6 กลุม เปนเวลา 30 วัน ที่สภาวะอุณหภูมิ 30 องศา 
 เซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบ/นาที สัญลักษณ (*) แสดงถึงรอยละของนํ้าหนัก 
 แหงโฟมพอลิยูรเีทนทีห่ายไปมากที่สุด 2 ลําดับแรก โดยที่นํ้าหนักพอลิเมอรในชุด 
 ควบคุมของพอลิเมอรแตละชนิดไมพบการเปลี่ยนแปลง   
รูปท่ี 8 โครงสรางของโฟมพอลิยูรีเทนในชุดควบคุมและชุดทดสอบที่ผานการทดสอบ  24 
 ดวยจุลินทรียกลุมที ่2 และ 4 เปนเวลา 30 วัน ในอาหารเหลว MSM ที่อุณหภูมิ 
  30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบ/นาที 
รูปท่ี 9 โครงสรางของถุงมือยางในชุดควบคุม และชุดทดสอบที่ผานการทดสอบดวย  25 
 จุลินทรียกลุมที่ 2 และ 4 เปนเวลา 30 วัน ในอาหารเหลว MSM ที่อุณหภูมิ  
 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบ/นาที 
รูปท่ี 10 โครงสรางของยางอิพอกไซดในชุดควบคุม และชุดทดสอบที่ผานการทดสอบ  26 
 ดวยจุลินทรียกลุมที ่2 และ 4 เปนเวลา 30 วัน ในอาหารเหลว MSM ที่อุณหภูมิ 
 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบ/นาที 
รูปท่ี 11  การเกาะติดของเซลลจลุินทรียบนผิวของวัสดุตางชนิดกัน (ถุงมือยาง ยางอิพอกไซด 27 
  และโฟมพอลิยูรีเทน) เมื่อสังเกตดวยตาเปลาภายหลังการบมในอาหารเหลว MSM  
  ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบ/นาที ที่ระยะเวลา 0 1 2 3  
  และ 4 สัปดาห     
รูปท่ี 12 ลักษณะพื้นผิวโฟมพอลิยูรเีทนทีผ่ลิตจากยางธรรมชาติ (วัสดุทดสอบ) ในชุด  28 
  ควบคุม (12a–12c) และชุดทดสอบ (12d–12f) หลังบมในอาหารเหลว MSM  
  เปนเวลา 30 วัน ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบ/นาที  
  ภายใตกลองจลุทรรศนแบบสองกราด ที่กําลงัขยาย 100X 1000X และ 5000X 
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หนา 
รูปท่ี 13 ลักษณะพื้นผิวถุงมอืยาง (วัสดุอางอิง) ในชุดควบคุม (13a–13c) และชุดทดสอบ   29 
   (13d–13f) หลังบมในอาหารเหลว MSM เปนเวลา 30 วัน ที่อุณหภูมิ 30 องศา 
  เซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบ/นาที ภายใตกลองจลุทรรศนแบบสองกราด  
  ที่กําลังขยาย 2500X 5000X และ 10000X    
รูปท่ี 14 ลักษณะพื้นผิวยางอพิอกไซด (วัสดุอางอิง) ในชุดควบคุม (14a–14c) และชุดทดสอบ   29 
  (14d–14f) หลังบมในอาหารเหลว MSM เปนเวลา 30 วัน ที่อุณหภูมิ 30 องศา 
  เซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบ/นาที ภายใตกลองจลุทรรศนแบบสองกราด  
  ที่กําลังขยาย 2500X 5000X และ 10000X    
รูปท่ี 15  ช้ินถุงมือยาง ยางอิพอกไซด และโฟมพอลิยูรเีทนในชุดควบคุม (a) และชุดทดสอบ   32 
  (b) ที่สปัดาหที่ 4 ของการบมดวยจุลินทรียกลุมที่ 4 ในอาหารเหลว MSM เมื่อจุมใน   
  สารละลาย Bradford เปนเวลา 10 นาที 
รูปท่ี 16 รอยละการยอยสลายทางชีวภาพของโฟมพอลิยูรีเทน (วัสดุทดสอบ) ถุงมือยาง    33 
 และยางอิพอกไซด (วัสดุอางอิง) หลังบมรวมกับจุลินทรียกลุมที่ 4 ในอาหารเหลว  
 MSM เปนเวลา 28 วัน ที่อุณหภูมิหอง (อุณหภูมิ 30-35 องศาเซลเซียส) 
รูปท่ี 17 รอยละของการยอยสลายทางชีวภาพของโฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิตจากยางธรรมชาติ    34 
 (PUF1)  ซึ่งเปนโฟมชนิดเดียวกับโฟมพอลิยูรีเทนที่ใชในการศึกษาน้ี เปรียบเทียบกับ 
 โฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิตจากยางธรรมชาติและพอลิคารโปรแลกโตนในอัตราสวนตางๆ  
 ไดแก อัตราสวน 1:0.5 (PUF2) อัตราสวน 1:1 (PUF3) และอัตราสวน 0.5:1 (PUF4)  
รูปท่ี 18 การวิเคราะหความสัมพนัธทางวิวัฒนาการของของยีน 16S rRNA ของเช้ือ ไอโซเลท   35 
  P1 P2 และ P5 เปรียบเทียบกบัลําดับนิวคลีโอไทดของเช้ืออื่น ลําดับนิวคลีโอไทดได  
  จากฐานขอมูล NCBI แผนภาพแสดงความสัมพันธสรางโดยวิธี neighbor-joining  
  จากโปรแกรม MEGA Sequencing ตัวเลขแสดงบนกิง่ (% bootstrap) มาจากการ 
 คํานวณ 1,000 ซ้ํา   
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สัญลักษณและคํายอ 
 

%     =  Percentage 
ACT     =  Actinomycete isolation agar 
CFU     =  Colony forming unit 
ENR     =  Epoxidized natural rubber 
Lcp     =  Latex clearing protein 
McF     =  McFarland 
mL     =  Milliliter 
MSM     =  Mineral salts medium 
NaCl     =  Sodium chloride 
NCBI     =  The National Center for  
       Biotechnology Information  
NRL     =  Natural rubber latex 
PCA     =  Plate count agar 
PCR     =  Polymerase chain reaction 
PDA     =  Potato dextrose agar 
PU     =  Polyurethane 
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Results: An effective mixed culture including 3 isolates was able to 

degrade polyurethane foam. Gordonia westfalica strain P1, Xanthomonas 

maliensis strain P2 and Ochrobactrum intermedium strain P5 were 

identified based on a 16S rRNA gene analysis. This mixed culture used 

polyurethane foam as a carbon source and gave 5.32% dried weight loss of 

the polyurethane foam, 18.29% of the rubber glove and 1.54% of the 

epoxidized natural rubber within 30 days. A FT-IR analysis revealed that 

the urethane bonds in the polyurethane structure were broken down. No 

microbial cells on the polyurethane's surface were found, while the 

surfaces of the reference rubber materials (rubber glove and epoxidized 

natural rubber) were abundantly covered by microbial cells. The highest 

lipase activity of 0.018 Units/mg protein in a cell-free supernatant was 

obtained from the polyurethane foam degradation test at week 2. The 

biodegradation rates of the polyurethane foam, the rubber glove and the 

epoxidized natural rubber revealed 6.79%, 16.42% and 24.38%, 

respectively. 

Conclusions: The biodegradation of polyurethane foam was confirmed, but 

at a slow rate after 30 days of treatment with the mixed culture 

containing Gordonia westfalica strain P1, Xanthomonas maliensis strain P2 

and Ochrobactrum intermedium strain P5. A gram negative bacterium, 

Ochrobactrum sp. was first reported in this study as playing an important 

role in rubber biodegradation. 
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This project arose from a request to see if we could find microorganisms that can 

degrade the new polyurethane (PU) foam made from rubber latex well. Our group 

has been trying to degrade rubber products using single bacterial strain and also 

bacterial consortia. In this study we could isolate the mixed culture that can degrade 

the PU foam and rubber gloves. Even though the polymer weight loss did not 

decrease significantly (5.32% dried weight loss of the polyurethane foam, 18.29% of 

the rubber glove and 1.54% of the epoxidized natural rubber) but it is promising to 

use these bacterial strains in degrading other rubber products. This is also the first 

study to report a gram negative bacterium Ochrobactrum intermedium P5 to have an 

ability to degrade rubber product.  
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บทนํา 
 

ความสําคัญและที่มาของหัวขอวิจัย  
 

ปจจุบันมีการใชงานผลิตภัณฑจากพอลิเมอรสังเคราะหมากข้ึนในอุตสาหกรรมทางการแพทย 
และทางการเกษตร เพื่อตอบสนองความตองการดังกลาว จึงมีการคิดคนผลิตภัณฑที่ผลิตจาก       
พอลิเมอรสังเคราะห ซึ่งมีสมบัติเหมาะสมกับการใชงานที่หลากหลาย ดังน้ันนักวิทยาศาสตรจึงคิดคน
วิธีปรับปรุงสมบัติของพอลิเมอรที่ใชเปนสารต้ังตน เชน การปรับแตงโครงสราง การเติมสารตัวเติม
และ/หรือสารเคมี การเติมสารเสริมแรง การผสมพอลิเมอรชนิดอื่น เปนตน ทั้งน้ีเพื่อใหผลิตภัณฑมี
อายุการใชงานที่ยาวนานข้ึน เมื่อผลิตภัณฑเหลาน้ีสิ้นสุดอายุการใชงาน ปญหาที่ตามมาเปนกองขยะ
จํานวนมหึมาที่สะสมอยูในสิ่งแวดลอมเปนระยะเวลานานหลายรอยป ซึ่งขยะเหลาน้ีมีผลกระทบทั้ง
ทางตรงและทางออมตอสิ่งมีชีวิตในระบบนิเวศน โดยปกติมนุษยใชกระบวนการกําจัดขยะเหลาน้ีดวย
วิธีการฝงกลบ การเผา การใชกระบวนการทางเคมี เปนตน แตวิธีเหลาน้ีมีขอจํากัดซึ่งสงผลกระทบตอ
สิ่งแวดลอมโดยตรง เชน การเกิดสารพิษตกคางในดิน นํ้า อากาศ ทําใหเกิดมลพิษอยางรุนแรงตอหวง
โซอาหาร อีกทั้งปญหาของพื้นที่ที่ใชในการฝงกลบขยะมีปริมาณไมเพียงพอ โดยเฉพาะในเมอืงใหญทีม่ี
ประชากรมาก และการกําจัดขยะแบบเดิมน้ียังมีตนทุนที่สูง ดังน้ันการผลิตพอลิเมอรสังเคราะหที่เปน
มิตรตอสิ่งแวดลอมและมีสมบัติเหมาะสมกับการใชงานจึงกลายเปนประเด็นที่นักวิทยาศาสตรใหความ
สนใจ ซึ่งพอลิเมอรน้ันควรมีสมบัติที่สามารถถูกยอยสลายไดดวยกระบวนทางชีวภาพโดยจุลินทรียใน
สิ่งแวดลอมรวมกับการยอยสลายทางกายภาพไดดี เชน พอลิเมอรสังเคราะหที่สามารถยอยสลายดวย
นํ้าหรือแสงอาทิตยได เปนตน ภายหลังที่พอลิเมอรน้ันๆ ถูกยอยสลายอยางสมบูรณ ผลิตภัณฑที่ได
ควรเปนสารโมเลกุลขนาดเล็ก เสถียร ไม เปนพิษ และพบไดทั่วไปในธรรมชาติ เชน กาซ
คารบอนไดออกไซด กาซมีเทน และนํ้า หรือในกรณีที่การยอยสลายเกิดข้ึนอยางไมสมบูรณ อาจมีการ
ตกคางของสารตัวกลางภายหลังการยอยสลายในสิ่งแวดลอมได แตสารตัวกลางเหลาน้ันตองไมเปน
พิษตอสิ่งแวดลอม คณะวิจัยของภาควิชาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีวัสดุ คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร  วิทยาเขตหาดใหญ มีแนวคิดที่นาสนใจในการผลิตโฟมพอลิยูรีเทนที่
ผลิตจากยางธรรมชาติออกสูทองตลาดในอนาคต โฟมพอลิยูรีเทนชนิดน้ีผลิตจากยางธรรมชาติเปน
องคประกอบหลัก ซึ่งไดมาจากตนยางพารา (Hevea brasiliensis) เปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญทาง
ภาคใตของประเทศไทยและยังจัดเปนกลุมพอลิเมอรชีวภาพอีกดวย โครงสรางของยางธรรมชาติถูก
นํามาดัดแปรโครงสรางใหมีหมูปลายเปนไดออล เรียกวา พอลิไอโซพรีนไดออล นํามาทําปฏิกิริยากับ
ไดไอโซไซยาเนต และใชนํ้าเปนตัวทําใหเกิดฟอง เกิดเปนวัสดุโฟมพอลิยูรีเทน ซึ่งมีพันธะยูรีเทนเปน
พันธะหลักภายในสายโซ พันธะดังกลาวมีรายงานวาเปนพันธะที่มีความไวตอการทําปฏิกิริยากับ
เอนไซมกลุมไฮโดรเลส ไดแก เอสเตอรเรส ไลเปส ยูรีเอสและโปรติเอส ซึ่งเปนเอนไซมที่พบไดใน
จุลินทรียหลายชนิดตามธรรมชาติ เอนไซมกลุมน้ีมีบทบาททําใหสายโซของพอลิยูรีเทนมีขนาดสั้นลง 
จนกระทั่งสามารถถูกดูดซึมผานผนังเซลลของจุลินทรียและถูกนําไปใชเปนแหลงคารบอน แหลง
ไนโตรเจน และแหลงพลังงานแกจุลินทรียได อีกทั้งโฟมพอลิยูรีเทนมีลักษณะเปนรูพรุน จึงสันนิษฐาน
วาการเพิ่มพื้นที่ผิวใหจุลินทรียสามารถเกาะติดไดงายข้ึน อาจเปนการเพิ่มโอกาสในการยอยสลายทาง
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ชีวภาพใหเปนไปไดมากข้ึนดวย และเพื่อสรางความมั่นใจวาผลิตภัณฑดังกลาวจะไมเปนปญหาและ
มลพิษตอสิ่งแวดลอมในอนาคต จึงไดรวมมือกับภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร เพื่อศึกษา
สมบัติของโฟมพอลิยูรีเทนชนิดน้ีในแงการยอยสลายทางชีวภาพ ดังน้ันงานวิจัยฉบับน้ีมีจุดมุงหมาย
เพื่อคัดแยกจุลินทรียจากสิ่งแวดลอมที่มีความสามารถยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนชนิดน้ีได โดยเนน
ศึกษาการใชกลุมจุลินทรียผสม (mixed culture) เพื่อเพิ่มโอกาสใหกระบวนการยอยสลายโฟม     
พอลิยูรีเทนเกิดข้ึนสมบูรณมากที่สุด ตามสมมุติฐานการทํางานรวมกันของกลุมจุลินทรีย จุลินทรียแต
ละชนิดมีความสามารถในการใชสารตัวกลางที่เกิดข้ึนในแตละข้ันตอนของการยอยสลายแตกตางกัน 
โอกาสที่สารตัวกลางจะถูกใชจนหมดโดยจุลินทรียหลายๆ ชนิดจึงเพิ่มข้ึน จนกระทั่งไดผลิตภัณฑ
สุดทายอยูในรูปของโมเลกุลนํ้า และกาซคารบอนไดออกไซด ซึ่งจัดเปนกระบวนการยอยสลายที่
สมบูรณและเปนที่ยอมรับตามหลักสากล ดวยเหตุน้ีคณะวิจัยไดเล็งเห็นถึงความสําคัญของการลด
มลพิษจากขยะพอลิเมอรสังเคราะหในสิ่งแวดลอมโดยใชความรูทางจุลชีววิทยาเขามาเกี่ยวของ จงึเปน
ที่มาของงานวิจัยเพื่อศึกษากระบวนการยอยสลายทางชีวภาพของโฟมพอลิยูรีเทนชนิดน้ี และเพื่อ
นําไปปรับปรุงและพัฒนาผลิตภัณฑชนิดน้ีใหมีสมบัติเหมาะสําหรับการใชงานและถูกยอยสลายได
อยางสมบูรณตอไป 

 
ทฤษฎีและหลักการ 
 

1. พอลิเมอรสังเคราะห 
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีไดถูกพัฒนาข้ึนอยางตอเน่ืองหลายปกอน ทําใหการคิดคนการผลิต

พอลิเมอรสังเคราะหเกิดข้ึนอยางมากมาย แตละปพบวามีจํานวนพอลิเมอรสังเคราะหประมาณ 140 
ลานตัน (Shimao, 2001) ในหลายประเทศแถบอเมริกาและยุโรปหลายประเทศมีแนวโนมในการผลิต
พอลิเมอรสังเคราะหสูงในปริมาณที่ใกลเคียงกัน เมื่อเปรียบเทียบปริมาณขยะของแข็งทั้งหมด พบวา
ขยะที่เปนของแข็งประมาณ 20-25% เปนขยะจากพอลิเมอรสังเคราะห (Jayasekara et al., 2005) 
และเมื่อพิจารณาอัตราการผลิตพอลิยูรีเทนในตลาดโลกในป 2010 มีประมาณ 13,650.00 กิโลตัน 
และคาดวาจะเพิ่มข้ึนถึง 17,946.20 กิโลตัน ในป 2016 เมื่อพิจารณาอัตราการเติบโตเฉลี่ยสะสมตอป
ของพอลิยูรีเทน จากป 2011 ถึงป 2016 มีอัตราการเติบโตเพิ่มข้ึน 4.7% ซึ่งพอลิเมอรสังเคราะห
ปริมาณมากเหลาน้ีจะกลายเปนขยะพลาสติกจํานวนมหาศาล (Shah et al., 2013) วิธีกําจัดขยะของ
หนวยงานเทศบาลมักใชวิธีฝงกลบในพื้นที่ขนาดใหญและการเผาขยะ ซึ่งนําไปสูปญหามลพิษจาก
สารพิษและสิ่งตกคางไหลลงสูแหลงนํ้าใตดิน นํ้าผิวดิน และแพรกระจายในอากาศ โดยสาเหตุหลักมา
จากการกําจัดขยะพอลิเมอรสังเคราะหที่สิ้นอายุการใชงาน ตอมาการรีไซเคิลขยะเหลือใชเริ่มเขามามี
บทบาทมากข้ึน แตการฝงกลบและการเผายังคงเปนวิธีพื้นฐานที่นิยมใชในการกําจัดของเสียที่เปน
ของแข็ง พอลิเมอรสังเคราะหหลายชนิดมีสมบัติทนทานตอการยอยสลายทางเคมีและทางกายภาพ 
ดังน้ันวิธีการยอยสลายทางชีวภาพจึงเปนทางเลือกสําหรับปญหาดังกลาว รวมกับการออกแบบพัฒนา
ผลิตภัณฑใหมีสมบัติสามารถยอยสลายทางชีวภาพไดอยางมีประสิทธิภาพมากข้ึน เรียกวา พอลิเมอร
ยอยสลายไดทางชีวภาพ (biodegradable polymers) (Kirikou and Briassoulis, 2007) ตอมามี
ผูใหความสําคัญกับกระบวนการการยอยสลายทางชีวภาพมากข้ึน จึงมีโครงการพัฒนาผลิตภัณฑทาง
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ชีวภาพเกิดข้ึนมากมาย เชน การผลิตปุยชีวภาพจากขยะทีไ่ดจากการยอยสลายโดยจุลินทรีย การนํา
กาซที่ไดจากการยอยสลายทางชีวภาพ เชน กาซมีเทน นําไปใชเปนพลังงานทดแทน การผลิต
ผลิตภัณฑที่มีสมบัติเปนพอลิเมอรยอยสลายไดทางชีวภาพ เชน ผลิตภัณฑที่ผลิตจากแปง เซลลูโลส 
พอลิเอสเทอรจากจุลินทรีย และยางธรรมชาติ เปนตน สิ่งที่ทาทายของการผลิตพอลิเมอรยอยสลายได
ทางชีวภาพ คือ การพัฒนาผลิตภัณฑใหมีความเหมาะสมทางโครงสรางทางเคมี ทางกายภาพ และ
สมบัติเชิงกลที่เหมาะแกการใชงานและสามารถยอยสลายไดในสิ่งแวดลอม (Fritz et al., 1994) 

 
2. โฟมพลาสติก 

โฟมพลาสติกจัดอยูในกลุมพอลิเมอรสังเคราะหชนิดหน่ึงที่มีการใชงานอยางแพรหลายทั่วโลก 
และมีแนวโนมที่เพิ่มมากข้ึนอยางตอเน่ือง การผลิตโฟมพลาสติกสังเคราะหมีแนวคิดจากการ
เลียนแบบลักษณะของฟองนํ้าทะเล และพัฒนาวัตถุดิบที่ใชในการผลิตโฟมเรื่อยมา โดยทั่วไปโฟม
พลาสติกประกอบดวย 2 เฟส ประกอบดวยเฟสแกสและเฟสของแข็ง สองเฟสน้ีมีผลตอสมบัติของ
โฟมโดยตรง โดยสวนเฟสของแข็งทําหนาที่เปนสวนเน้ือโฟม และสวนเฟสแกสทําใหเกิดชองวาง
ภายในเน้ือโฟม โฟมพลาสติกสามารถแบงจําแนกได 2 ประเภทใหญ คือ โฟมเทอรโมพลาสติก 
(thermoplastic foams) และโฟมเทอรโมเซ็ท (thermoset foams) นอกจากน้ียังมีเกณฑการแบง
จําแนกชนิดของโฟมพลาสติกโดยใชลักษณะของผนังกั้นเซลลภายในเน้ือโฟม คือ โฟมเซลลปด 
(closed cell foam) และโฟมเซลลเปด (open cell foam) หรือจําแนกชนิดของโฟมตามความแข็ง
ของเน้ือโฟม (rigidity) ไดแก ชนิดแข็ง (rigid) ชนิดกึ่งแข็ง (semi-rigid) ชนิดกึ่งยืดหยุน (semi-
flexible) และชนิดยืดหยุน (flexible) 
 
3. การยอยสลายทางชีวภาพ 

3.1 คํานิยามของการยอยสลายทางชีวภาพ 
 การยอยสลายทางชีวภาพ โดยภาพรวมกลาวถึงการยอยสลายโดยสิ่งแวดลอม การยอยสลาย
โดยใชแสง การยอยสลายโดยใชอุณหภูมิ และการยอยสลายโดยจุลินทรีย  
  3.1.1 การยอยสลายโดยสิ่งแวดลอม หมายถึง ปจจัยตางๆ ในสิ่งแวดลอมที่มี
ผลกระทบตอวัสดุน้ันๆ เชน แสงอาทิตย ความรอน ออกซิเจน อากาศ ลม ฝน ฝุน นํ้า สารเคมีที่เปน
มลพิษ จุลินทรีย แมลง และสัตวตางๆ เปนตน สิ่งเหลาน้ีเปนตัวการสําคัญที่กอใหเกิดการยอยสลาย
วัสดุน้ันๆ ในสิ่งแวดลอม 
  3.1.2 การยอยสลายทางชีวภาพ หมายถึง กระบวนการยอยสลายและการดูดซึม
สารตัวกลางที่ไดจากการยอยสลายวัสดุน้ันๆ ไปใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานโดยจุลินทรีย 
เชน แบคทีเรีย เช้ือรา และสาหราย โดยปลดปลอยผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสลายออกสูสิ่งแวดลอม 
เชน กาซคารบอนไดออกไซด นํ้า กาซมีเทน และเซลลจุลินทรีย (รูปที่ 1) 
  3.1.3 การยอยสลายทางชีวภาพโดยใชเอนไซม หมายถึง การศึกษาการยอยสลาย
ทางชีวภาพของวัสดุน้ันๆ แตเนนศึกษาบทบาทของการใชเอนไซมของสิ่งมีชีวิตในการยอยสลายเปน
หลัก 
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รูปท่ี 1 กลไกการยอยสลายทางชีวภาพโดยทั่วไปของพลาสติกยอยสลายไดทางชีวภาพโดยเอนไซม
จากจลุินทรียในสภาวะมีออกซเิจน (Müller, 2003) 
 
4. พอลิเมอรท่ียอยสลายไดทางชีวภาพ 

พอลิเมอรที่ยอยสลายไดทางชีวภาพ (biodegradable polymer) หมายถึง “พอลิเมอรที่ถูก
ยอยสลายโดยผานกระบวนการเมตาบอลิซึมของจุลินทรียเปนกลไกแรกในกระบวนการยอยสลาย” 
(Leja and Lewandowicz, 2010) โดยวัตถุดิบที่ใชในการผลิตพอลิเมอรกลุมน้ีมักใชพอลิเมอร 
ธรรมชาติ (natural polymers) เปนสารต้ังตนในการผลิต เชน พอลิแซคคาไรด ยางธรรมชาติ      
พอลิแลกติกแอซิด พอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอต เซลลูโลส เปนตน พอลิเมอรเหลาน้ีสามารถถูกยอย
สลายไดดวยจุลินทรียในธรรมชาติโดยผานกระบวนการออกซิเดชัน (oxidation) กระบวนการ
ไฮโดรไลซิส (hydrolysis) และมีเอนไซมหลายชนิดเขามามีบทบาทรวมดวย (Kirikou and 
Briassoulis, 2007) 

 
4.1 ยางธรรมชาติ 

ยางธรรมชาติ (natural rubber) จัดอยูในกลุมพอลิเมอรที่ยอยสลายไดทางชีวภาพ ยาง
ธรรมชาติไดมาจากพืชมากกวา 2,000 สปชีสในวงศ Euphorbiaceae หรือ Compositaceae และ
เช้ือราบางชนิด ตนยางสายพันธุ Hevea brasiliensis สามารถผลิตนํ้ายางธรรมชาติที่ประกอบดวย
ไฮโดรคารบอนรอยละ 94 โดยนํ้าหนัก สวนประกอบที่เหลือเปนโปรตีน ไขมัน และเกลืออนินทรีย
อื่นๆ (เชน ข้ีเถา และอนุมูลของโลหะ เปนตน) โครงสรางทางเคมีของยางธรรมชาติมีหนวยยอยที่ซ้ํา
กันเปนไอโซพรีน (C5H8) มาตอกันเปนโมเลกุลยาว เรียกวา พอลิไอโซพรีน (C5H8)n โดย n มีคาต้ังแต 
5,000 – 15,000 (ชัยวัฒน, 2526) โครงสรางของยางธรรมชาติมีลักษณะเปนไอโซเมอรชนิด        
cis-isomer ดังน้ันจึงมักจะเรียกยางธรรมชาติวา cis-1,4-พอลิไอโซพรีน เพราะมีตําแหนงพันธะคู 
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(cis-1,4 double bond) ในโครงสราง (รูปที่ 2) ตําแหนงพันธะคูน้ีมีรายงานวาไวตอเอนไซมในกลุม   
ออกซิเดช่ันที่ผลิตจากจุลินทรียที่ยอยสามารถสลายยางธรรมชาติได ซึ่งจุลินทรียกลุมน้ีพบไดทั่วไปใน
ธรรมชาติ (Jendrossek et al., 1997; Rose and Steinbüchel, 2005) 

 

  
 

รูปท่ี 2 โครงสรางของยางธรรมชาติ (cis-1,4 polyisoprene) 
 

4.2 พอลิเอสเทอร 
พอลิเอสเทอรเปนช่ือที่ใชสําหรับเรียกกลุมของพอลิยูรีเทนที่มีการเช่ือมตอระหวางโมเลกุล

ของมอนอเมอรดวยพันธะเอสเทอร (ester linkages) เชน พอลิแลกติกแอซิด (poly-L-lactide)    
พอลิ ไฮ ดร อกซี แอลคาโน เ อต  ( polyhydroxyalkanoate) พอลิ ยู รี เ ทน  ( polyurethanes)            
พอลิคาร โปรแลคโตน (poly-caprolactone) พอลิ เอส เทอร เอไมด  (polyesteramide)              
อะลิฟาติกโคพอลิเอสเทอร (aliphatic copolyester) และอะโรมาติกโคพอลิเอสเทอร (aromatic 
copolyester) เปนตน ซึ่งพันธะเอสเทอรดังกลาวมีสมบัติที่สามารถถูกยอยสลายไดโดยเอนไซมจาก
จุลินทรียที่พบไดทั่วไปในสิ่งแวดลอม ดังน้ันพอลิเอสเทอรจึงจัดเปนพอลิเมอรที่ยอยสลายไดทาง
ชีวภาพ (biodegradable polymer) อีกชนิดหน่ึง ปจจัยที่สําคัญของการยอยสลายพอลิเอสเทอรโดย
จุลินทรียข้ึนอยูกับนํ้าหนักโมเลกุลและความเปนผลึกของพอลิเมอร (Nishida and Tokiwa, 1993) 

 
4.3 พอลิยูรีเทน 

  การผลิตพอลิยูรีเทนเกิดข้ึนครั้งแรกโดย Dr. Otto Bayer ในป ค.ศ. 1937 พอลิยูรีเทนเปน
พอลิเมอรที่มีการใชงานอยางแพรหลายทางการแพทย อุตสาหกรรมการผลิตรถยนต และ
อุตสาหกรรมอื่นๆ ผลิตภัณฑที่ผลิตจากพอลิยูรีเทนที่ใชงานในปจจุบัน เชน เฟอรนิเจอร สารเคลือบ 
สารยึดเกาะ อุปกรณกอสราง เสนใยตางๆ เบาะรองน่ัง สีทาบาน สสารที่ตองการความยืดหยุน     
เปนตน อีกทั้งความตองการของผูบริโภคในการใชงานพอลิยูรีเทนมีมากข้ึนในหลายประเทศ เมื่อ
สังเกตโครงสรางของสายโซพอลิยูรีเทน พบวาภายในสายโซประกอบดวยอะตอมของคารบอน 
ออกซิเจน ไนโตรเจน (Bayer, 1947) และมีพันธะยูรีเทนเปนพันธะหลักภายในโครงสราง มีรายงาน
กอนหนาน้ีกลาววาพอลิเอสเทอรพอลิยูรีเทนมีความไวตอกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพโดย
แบคทีเรีย เช้ือรา และเอนไซม ขณะที่พอลิอีเทอรพอลิยูรีเทนมีสมบัติทนตอการยอยสลายทางชีวภาพ 
(Howard, 2012) 
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  4.3.1 องคประกอบและการสังเคราะหโฟมพอลยิูรีเทน 
   โฟมพอลิยูรีเทนเกิดจากการทําปฏิกิริยาระหวางสารต้ังตน 4 ชนิด คือ พอลิออล 
(polyols) พอลิไอโซไซยาเนต (polyisocyanates) ตัวเรง (catalysts) และสารอื่นๆ (auxiliary 
materials) โครงสรางสายโซพอลิยูรีเทนประกอบดวย สวนแข็ง (hard segments) ไดแก พอลิไอโซ
ไซยาเนต และสวนออน (soft segment) ไดแก พอลิออลและตัวขยายสายโซ (chain extender)  
พอลิออลแบงออกเปน 2 ประเภทตามลักษณะของพันธะภายในโครงสราง ไดแก พอลิออลที่มีพันธะ
เอสเทอร (พอลิเอสเทอร) และพอลิออลที่มีพันธะอีเทอร (พอลิอีเทอร) (รูปที่ 3) โครงสรางทางเคมี
ของพอลิออลประกอบดวยพอลิเมอรที่มีหมูปลายเปนหมูไฮดรอกซิล (hydroxyl groups) อยางนอย 
2 หมูตอโมเลกุล เมื่อทําปฏิกิริยากับพอลิไอโซไซยาเนตเปนสารที่มีหมูไอโซไซยาเนต (NCO-R) 
มากกวาหรือเทากับ 2 หมูฟงกชันตอโมเลกุล ทําใหเกิดปฏิกิริยาพอลิเมอรไรเซช่ันแบบควบแนนใน
สภาวะที่มีตัวเรง (catalyst) เกิดเปนพันธะยูรีเทน (R-COONH) เช่ือมระหวางหมูไอโซไซยาเนต 
(NCO-R) และหมู ไฮดรอกซิล (R-OH) ภายในสายโซจํานวนมาก (รูปที่ 4) โดย X แสดงถึงตําแหนง
ของพันธะเอสเทอรหรือพันธะอีเทอร จากน้ันเติมสารที่ทําใหเกิดฟอง (blowing agent) เชน เพนเทน 
ไอโซเพนเทน ไซโคลเพนเทน คารบอนไดออกไซดเหลว และนํ้า เปนตน เมื่อสารที่ทําใหเกิดฟอง
ระเหยและทําปฏิกิริยากับหมูไอโซไซยาเนต ทําใหเกิดฟองกาซคารบอนไดออกไซดภายในเน้ือของ  
พอลิเมอร ทําใหเน้ือของพอลิเมอรมีความหนาแนนนอยลง และเกิดโพรงอากาศภายในเน้ือของ     
พอลิเมอร เมื่อสิ้นสุดปฏิกิริยาจะไดโฟมพอลิยูรีเทนที่มีรูปทรงตามภาชนะที่บรรจุ (Nakajima-Kambe 
et al., 1999)  
 การปรับอัตราสวนของสารต้ังตนระหวางพอลิไอโซไซยาเนตและพอลิออล ทําใหไดโฟม    
พอลิยูรีเทนที่มีสมบัติแตกตางกัน ต้ังแตโฟมที่มีความยืดหยุนสูงจนถึงพอลิยูรีเทนที่มีความยืดหยุนตํ่า 
การเติมไอโซไซยาเนตในปริมาณที่สูงกวาพอลิออลจะทําใหพอลิยูรีเทนมีลักษณะแข็ง เรียกวา โฟม
ชนิดแข็ง (rigid foam) ถาเติมพอลิออลในปริมาณที่สูงกวาไอโซไซยาเนต จะทําใหไดพอลิยูรีเทนที่มี
ลักษณะออนนุม เรียกวา โฟมชนิดนุม (soft foam) 
 

 
 
รูปท่ี 3 ตําแหนงของพันธะเอสเทอรและพันธะอีเทอรภายในโครงสรางของพอลิออล (Gautam and 
Bassi, 2007) 
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รูปท่ี 4 การสังเคราะหพอลิยูรีเทนโดยการเกิดปฏิกิริยาพอลิเมอรไรเซช่ัน (Gautam and Bassi, 
2007) 
 
  4.3.2 การยอยสลายของพอลิยูรีเทนและเมตาบอไลซท่ีเกิดขึ้น 
  Kanavel et al. (1966) กลาววา การเติมสารตัวเติม (additives) ในโครงสรางของ
พอลิยูรีเทนสงผลใหการยอยสลายทางชีวภาพลดลง เชน การเติมสารประกอบซัลเฟอร สารประกอบ
เปอรออกไซด สารฆาเช้ือรา ซึ่งสารเหลาน้ีเปนอันตรายตอเช้ือราที่มีบทบาทในการยอยสลาย        
พอลิยูรีเทน แมวาพอลิยูรีเทนจะมีพันธะยูรีเทนหรือพันธะเอสเทอรที่ไวตอกระบวนการไฮโดรไลซิส 
แตประสิทธิภาพการยอยสลายพอลิยูรีเทนที่เกิดจากเอนไซมของจุลินทรียยังข้ึนอยูกับปจจัยอื่นๆ 
ไดแก อัตราสวนของสวนแข็งและสวนออนภายในสายโซ ถามีสวนแข็งในอัตราสวนที่มากกวา        
จะสงผลใหหมูคารบอนิลที่เกิดจากการยอยสลายดวยกระบวนการไฮโดรไลซิสจะไปเช่ือมพันธะกับ
สวนของสวนแข็งในสายโซอื่นโดยใชพันธะไฮโดรเจน ทําใหสายโซไมสามารถเคลื่อนที่ภายในสายโซได 
จึงทําใหการยอยสลายเกิดข้ึนไดยาก (Santerre et al., 1994) นักวิทยาศาสตรจึงศึกษาโครงสราง
ทางเคมีของพอลิยูรีเทนใหมีสมบัติที่สามารถยอยสลายไดทางกายภาพและทางชีวภาพมากข้ึน 
(Schnabel, 1981) เมื่อศึกษาตําแหนงของพันธะยูรีเทนในสายโซของพอลิเอสเทอรพอลิยูรีเทน จึง
พบวาพันธะดังกลาวสามารถถูกไฮโดรไลซไดดวยเอนไซมในกลุมไฮโดรเลส ไดแก เอสเทอรเรส ยูรีเอส 
โปรติเอส และไลเปส ดวยสมบัติน้ีจึงทําใหพอลิเอสเทอรพอลิยูรีเทนจัดอยูในกลุมพลาสติกที่สามารถ
ยอยสลายไดดวยกระบวนการทางชีวภาพ (Howard, 2012) 
  การยอยสลายทางชีวภาพของพอลิยูรีเทนโดยจุลินทรียสามารถแบงไดเปน 2 
ประเภท ตามโครงสรางทางเคมีของพอลิยูรีเทนที่ถูกยอยสลาย ประเภทแรก คือ จุลินทรียทําหนาที่
ยอยสลายตรงตําแหนงของพันธะยูรีเทนในโครงสรางของสายโซพอลิยูรีเทน และสงผลใหเกิด         
เมตาบอไลซเปนกลุมอนุพันธุของกรดคารบอกซิลิกและแอมโมเนีย การยอยสลายพอลิยูรีเทนอีก
ประเภทหน่ึง คือ จุลินทรียทําหนาที่ยอยตรงสวนพอลิออลภายในสายโซพอลิยูรีเทน ซึ่งการยอยสลาย
ประเภทน้ีจะข้ึนอยูกับสมบัติและโครงสรางทางเคมีของพอลิออลดังกลาว (Nakajima-Kambe et al., 
1999)  
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  การศึกษาสารตัวกลางและผลิตภัณฑสุดทายที่ไดจากกระบวนการยอยสลาย       
พอลิยูรีเทนโดยเอนไซมกลุมไฮโดรเลสที่ผลิตจากกลุมแบคทีเรียธรรมชาติ (bacterial consortia) 
ดวยเทคนิค Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) พบวา ในชุดควบคุมปรากฎเลข
คลื่นตําแหนง 2963 เซนติเมตร-1 เมื่อพิจารณาในชุดทดสอบตําแหนงดังกลาวเปลี่ยนไปเปนเลขคลื่น
ตําแหนง 2957 เซนติเมตร-1 ซึ่งแสดงใหเห็นวามีการตัดพันธะระวางอะตอมของคารบอนและ
ไฮโดรเจน (C-H) และยังพบความสูงของกราฟที่ตําแหนงเลขคลื่นชวง 1400-1600 เซนติเมตร-1 
เพิ่มข้ึน เมื่อเปรียบเทียบกับตําแหนงเดียวกันในชุดควบคุม ซึ่ง Shah et al. (2008) ไดอธิบายวามี  
เมตาบอไลซชนิดใหมเกิดข้ึนในกระบวนการยอยสลายพอลิยูรีเทน อีกทั้งเลขคลื่นตําแหนงที่ 1613 
เซนติเมตร-1 ในชุดทดสอบมีความสูงเพิ่มข้ึนเมื่อเทียบกับชุดควบคุม ซึ่งตําแหนงดังกลาวเปนตําแหนง
ของหมูยูเรียที่เพิ่มข้ึนเกิดจากแอมโมเนียที่เปนเมตาบอไลซภายหลังการตัดพันธะยูรีเทนในสาย      
พอลิยูรีเทน  
 
5. วิธีการตรวจสอบและติดตามกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพของพอลิเมอร 
 วิธีที่นิยมใชในการตรวจสอบการยอยสลายทางชีวภาพของพอลิเมอร ไดแก การศึกษา
เกี่ยวกับกระบวนการเมตาบอลิซึมของจุลินทรีย (respirometric methods) การศึกษาปริมาณกาซ
คารบอนไดออกไซดที่ปลดปลอยออกมาจากเช้ือรา แบคทีเรีย ภายหลังการยอยสลายพอลิเมอรใน
ตะกอนนํ้าเสีย ดิน หรือปุยหมัก (ทั้งในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน) สวนการทดสอบทาง
กายภาพ (physical methods) ไดแก การศึกษานํ้าหนักที่หายไปของพอลิเมอรภายหลังกระบวนการ
ยอยสลาย การศึกษาความสามารถในการทนตอแรงดึงของพอลิเมอร (tensile strength) ภายหลัง
การยอยสลายเปรียบเทียบกับกอนการยอยสลาย การศึกษาพื้นผิวของพอลิเมอรโดยพิจารณาจากการ
เกาะติดของจุลินทรียบนพื้นผิวของพอลิเมอรโดยใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด 
(Scanning electron microscope) และการศึกษาขอมูลการยอยสลายของพอลิเมอรโดยเทคนิค
ทางสเปกโทรสโคป เปนการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของโครงสรางของพอลิเมอรโดยการใชรังสีชนิด
ตางๆ เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงของหมูฟงกชันที่เปนองคประกอบโดยเปรียบเทียบกอนและหลังการ
ยอยสลาย เชน Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) Differential scanning 
calorimetry (DSC) Nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) Atomic force 
microscopy (AFM) และ X-ray diffraction (XRD) สําหรับพอลิเมอรบางชนิดที่สามารถละลายใน
ตัวทําละลายบางชนิดไดสามารถศึกษาการเปลี่ยนแปลงของนํ้าหนักโมเลกุลอันเน่ืองมาจากการยอย
สลายของพอลิเมอรไดโดยใชเทคนิค Gel permeation chromatography (GPC) เปนตน และ
นอกจากการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพและกายภาพแลว ยังมีการศึกษาเกี่ยวกับเอนไซมที่ผลิต
จากจุลินทรียและการทํางานของเอนไซม ซึ่งมีหนาที่เกี่ยวของกับกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพ
โดยตรง (Jayasekara et al., 2005) 
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6.  เอนไซมท่ีมีบทบาทในการยอยสลายพอลิยูรีเทน 
 การศึกษาการยอยสลายพอลิยูรีเทนในชวงแรกมีการศึกษาโดยใชเอนไซมปาเปน (papain 
enzyme) และเอนไซมยูรีเอส (urease enzyme) ในการทดสอบ (Kaplan et al., 1968)  โดย
เอนไซมทั้งสองชนิดน้ีสามารถทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสกับพันธะยูรีเทนภายในโครงสรางของพอลิเมอร 
หลังจากน้ันปรากฏหมูเอมีนอิสระและหมูไฮดรอกซิลเปนผลิตภัณฑภายหลังการยอยสลาย และยัง
พบวาขนาดโมเลกุลของเอนไซมมีผลทําใหประสิทธิภาพในการยอยสลายพอลิยูรีเทนไดแตกตางกัน
ดวย ตอมานักวิทยาศาสตรพัฒนาพอลิยูรีเทนที่สามารถยอยสลายไดโดยกระบวนการทางชีวภาพ  
มากข้ึน เชน  พอลิยูรีเทนที่มีพันธะซึ่งไวตอการยอยสลายดวยเอนไซมจากจุลินทรีย การปรับปรุง
โครงสรางเชิงโมเลกุลของพอลิเมอร การลดความเปนผลึก การปรับตําแหนงเช่ือมขวางของพันธะ
ระหวางสายโซ และหมูแทนที่ภายในสายโซใหเหมาะกับการทํางานเอนไซมมากข้ึน (Pathirana and 
Seal, 1983) การศึกษาเกี่ยวกับการยอยสลายพอลิยูรีเทนโดยใชเอนไซมจากจุลินทรีย เอนไซมกลุมที่
มีบทบาทในการยอยสลายพอลิยูรีเทนเปนเอนไซมในกลุมไฮโดรเลส (Hydrolase enzymes) ไดแก 
กลุมของเอนไซมยูรีเอส โปรติเอส ไลเปส และเอสเทอรเรส ซึ่งเอนไซมเหลาน้ีสามารถยอยสลายพันธะ
เอสเทอรในโครงสรางพอลิออลของพอลิยูรีเทนได (รูปที่ 5) (Evans and Levisohn, 1968; Hole, 
1972; Griffin, 1980)  
 
เอนไซมกลุมไฮโดรเลส สามารถแบงไดเปน 2 กลุมหลักที่มีบทบาทสําคัญ ไดแก  
 กลุมเอสเทอรเรสแท (EC3.1.1.1) เปนชนิดคารบอกซิลเอสเทอรไฮโดรเลส (carboxyl 
ester hydrolases) เอนไซมกลุมเอสเทอรเรสมีบทบาทในกระบวนการไฮโดรไลซิสแบบงายกับพันธะ
เอสเทอร และมีบทบาทกับไตรกลีเซอรไรดที่มีสายโซของกรดไขมันที่มีอะตอมของคารบอนนอยกวา 6 
(Helistö and Korpela, 1998; Kulkarni and Gadre, 2002) 
 กลุมเอนไซมไลเปส (EC3.1.1.3) เปนชนิดไตรเอซิลกลีเซอลรอลไฮโดรเลส (triacylglycerol 
hydrolase) (Bornscheuer, 2002) เอนไซมกลุมไลเปสทําปฏิกิริยากับสารต้ังตนที่มีสมบัติไมละลาย
นํ้า (water-insoluble substrates) เชน ไตรกลีเซอไรด (triglycerides) ที่ประกอบดวยกรดไขมัน 
(fatty acids) 
 
 ความแตกตางอยางชัดเจนระหวางเอนไซมไลเปสและเอนไซมเอสเทอรเรสแท คือ สารต้ังตน
ที่สามารถดูดกลืนแสงได (substrate spectra) สารต้ังตนที่ใชสําหรับทดสอบเอนไซมไลเปส ไดแก 
พารา-ไนโตรฟนิลปาลมมิเตต ในขณะที่สารต้ังตนของเอนไซมเอสเทอรเรส ไดแก พารา- ไนโตรฟนิล
บิวทีเรต เอนไซมทั้งสองชนิดจะทําหนาที่ตัดพันธะภายในของสารต้ังตนที่จําเพาะไดผลิตภัณฑเปนสาร
ชนิดใหม คือ พารา-ไนโตรฟนอล ซึ่งมีคาการดูดกลืนแสงอยูประมาณ 410 นาโนเมตร (Lopes et al., 
2011) 
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รูปท่ี 5 ตําแหนงพันธะเอสเทอรในสวนพอลอิอลของพอลิเอสเทอรพอลิยูรีเทนที่มีความไวตอเอนไซม
เอสเทอรเรส (Gautam and Bassi, 2007) 
 
7.  จุลินทรียท่ีมีบทบาทในการยอยสลายพอลิยูรีเทน 
 ในการศึกษากอนหนาน้ีพบวามีทั้ งเ ช้ือราและแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบที่มี
ความสามารถในการยอยสลายพอลิยูรีเทน ซึ่งแสดงใหเห็นวาจุลินทรียที่ยอยสลายพอลิยูรีเทนได 
กระจายตัวอยูทั่วไปในสิ่งแวดลอมโดยเฉพาะในดิน  
 7.1 เชื้อรา  
 เช้ือราที่มีบทบาทในการยอยพอลิยูรีเทน ไดแก Curvularia senegalfensis Fusarium 
solani Aureobasidium pullulans และ Cladosporium sp. (Crabbe et al., 1994) ตอมามี
การคนพบเช้ือราในกลุมเอนโดไฟท ไดแก Pestalotiopsis microspora ซึ่งสามารถยอยสลาย     
พอลิเอสเทอรพอลิยูรีเทนสังเคราะหไดทั้งในรูปของแข็งและของเหลว (Russell et al., 2011)
นอกจากน้ี Trichoderma DIA-T sp. เปนเช้ือราที่คัดแยกไดจากกองขยะพอลิยูรีเทน ซึ่งสามารถ
เจริญไดรวดเร็วบนอาหารแข็งที่ผสมพอลิยูรีเทนเปนแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจน (Trevino et 
al., 2011)  
 7.2 แบคทีเรีย 
 แบคทีเรียแกรมลบ Comamonas acidovoran สายพันธุ TB-35 พบวาสามารถใช       
พอลิยูรีเทนเปนแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนได (Nakajima-Kambe et al., 1995) (Akutsu 
et al., 1998) และแบคทีเรียอื่นๆ อีก 16 สายพันธุที่มีความสามารถในการยอยสลายพอลิยูรีเทนได  
(Kay et al., 1991) สวนแบคทีเรียที่คนพบลาสุด ไดแก Acinetobacter gerneri สายพันธุ P7     
คัดแยกไดจากดิน (Howard et al., 2012) และมีการศึกษากลุมจุลินทรียตามธรรมชาติเพื่อยอยสลาย
พลาสติกพอลิยูรีเทน สมาชิกของกลุมจุลินทรียน้ีพบวาเปนแบคทีเรียในจีนัส Bacillus sp. AF8 
Pseudomonas sp. AF9 Micrococcus sp. AF10 Arthrobacter sp. AF11 และ 
Corynebacterium sp. AF12 แบคทีเรียกลุมน้ีมีแนวโนมใชสําหรับกําจัดขยะพลาสติก (Shah et 
al., 2008) 
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วัตถุประสงค 
 

1. เพื่อคัดแยกกลุมจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนจากตัวอยางดิน
และนํ้าเสีย  

2. เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงลักษณะของโฟมพอลิยูรีเทนทางชีวภาพและกายภาพกอนและหลัง
กระบวนการยอยสลายทางชีวภาพโดยกลุมจุลินทรียที่คัดแยกได 

3. เพื่อศึกษาเอนไซมกลุมไลเปสในกระบวนการยอยสลายชีวภาพของโฟมพอลิยูรีเทน  
4. เพื่อบงช้ีชนิดของจุลินทรียยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนที่คัดแยกได  
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วิธีการวิจัย 
 

1 วัสดุและอุปกรณ  

1.1 แหลงจุลินทรียท่ีใชทดสอบ 
1.1.1 ตัวอยางดินและตัวอยางนํ้าเสียไดรับความอนุเคราะหจากสํานักงานกองทุน

สงเคราะหการทําสวนยาง (สกย.) จังหวัดสงขลา ไดแก สกย.ยูงทอง สกย.แหลม
ยาง สกย.ยางงาม สกย.ปายาง และ สกย.คลองชาง 

1.2 พอลิเมอรท่ีใชในการทดลอง 
1.2.1 โฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิตจากยางธรรมชาติ (ยางอิพอกไซด 4.76% อุณหภูมิที่ใช

ผลิตโฟมพอลิยูรีเทน 31.3 องศาเซลเซียส ความช้ืน 47% คามวลโมเลกุลเฉลี่ย 
1464 กรัม/โมล)  

1.2.2 ยางอิพอกไซด (ENR)  
1.2.3 ถุงมือยาง ผลิตโดยบริษัทศรีตรัง แอโกรอินดัสทรี จํากัด (มหาชน) 

1.3 อาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย 
1.3.1 Minimal Salts Medium (MSM) เติมนํ้ายางธรรมชาติ (Natural Rubber 

Latex : NRL) 0.6 % (v/v) (MSM+NRL) 
1.3.2 MSM เติมแหลงคารบอนดวยพอลิเมอรที่ใชในการทดลอง (ขอ 1.2) 
1.3.3 Luria Bertani Agar (LB agar) 
1.3.4 Plate Count Agar (PCA) 
1.3.5 Potato Dextrose Agar (PDA) 
1.3.6 Actinomycete Agar (ACT) 

2 วิธีทดลอง 

2.1 การคัดแยกและเพ่ิมจํานวนกลุมจุลินทรียจากตัวอยางดินและนํ้าเสีย 
เตรียมอาหารเหลว MSM ปริมาตร 225 มิลลิลิตร และเติมนํ้ายางธรรมชาติ 0.6 % (v/v) 

ในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร เติมช้ินโฟมพอลิยูรีเทนจํานวน 1 กรัม นําไปฆาเช้ือที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด/ตารางน้ิว เวลา 15 นาที เติมตัวอยางดิน 25 กรัม และ
นําไปบมแบบเขยาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบ/นาที เปนเวลา 30 วัน 
จากน้ันนําสวนของเหลวปริมาตร 25 มิลลิลิตรถายลงฟลาสกอาหารเหลว MSM ซึ่งเติมช้ินโฟม 
พอลิยูรีเทนจํานวน 1 กรัมเพื่อเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานแกจุลินทรีย แตไมเติมนํ้ายาง
ธรรมชาติ บมแบบเขยาเปนเวลา 15 วัน และทําซ้ําอีกครั้งเปนเวลา 15 วัน เพื่อตองการคัดแยก
กลุมจุลินทรียที่สามารถใชโฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิตจากยางธรรมชาติเปนแหลงคารบอนและแหลง
พลังงานได 
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2.2 การจัดกลุมจุลินทรียโดยใชโฟมพอลิยูรีเทนเปนแหลงคารบอน 
นําสวนของเหลวจากข้ันตอน 2.1 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ถายลงฟลาสกอาหารเหลว MSM 

ซึ่งเติมช้ินโฟมพอลิยูรีเทนจํานวน 1 กรัม เมื่อครบระยะเวลาที่สัปดาหที่ 0 2 และ 4 นําสวนนํ้า
เลี้ยงเซลลมาเกลี่ยเช้ือบนอาหารแข็ง 4 ชนิด ไดแก PCA PDA ACT และ MSM+NRL เพื่อจําแนก
ชนิดของจุลินทรียโดยสังเขป และเก็บโคโลนีที่สามารถเจริญไดบนอาหารแข็ง MSM+NRL ที่
ชวงเวลาสัปดาหที่ 0 2 และ 4 เพื่อนําไปทดสอบตอไป 

 
2.3 การทดสอบการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนโดยกลุมจุลินทรียท่ีคัดแยกได 

ไอโซเลทในแตละชวงเวลาที่คัดแยกจากตัวอยางดินหรือนํ้าเสียตัวอยางเดียวกัน นํามาจัด
กลุมเปนกลุมจุลินทรียผสม (mixed culture) จํานวน 2-5 โคโลนี ปรับความขุนใหมีความขุน
ประมาณ 0.5 McF (จํานวนเช้ือเริ่มตน 1.5 x 107 CFU/mL) ปริมาตรรวม 15 มิลลิลิตร เติมลง
ในอาหารเหลว MSM ที่เตรียมไวปริมาตร 135 มิลลิลิตร และเติมแหลงคารบอน 0.3 % (w/v) 
ไดแก โฟมพอลิยูรีเทน ยางอิพอกไซด ถุงมือยาง โดยทําควบคูกับชุดควบคุมแบบไมมีชีวิตของ  
พอลิเมอรแตละชนิด นําไปบมแบบเขยาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150    
รอบ/นาที เปนเวลา 30 วัน  

 
2.4 การจัดกลุมจุลินทรียผสมและทดสอบการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทน 

สมาชิกแตละไอโซเลทของกลุมจุลินทรียในข้ันตอน 2.3 ที่สามารถรอดชีวิตภายหลัง
ทดสอบการยอยสลายพอลิเมอรในฟลาสกอาหารเหลวเปนเวลา 30 วัน ถูกนํามาจัดกลุมอีกครั้ง 
โดยแตละกลุมมีจํานวน 3 ไอโซเลท แบงเปน 6 กลุม (โดยใชเกณฑการถูกคัดแยกจากตัวอยาง
ดิน/นํ้าเสียแหลงเดียวกัน หรือมีลักษณะโคโลนีตางกันในกรณีการถูกคัดแยกจากคนละตัวอยาง) 

 
2.5 การทดสอบเอนไซมท่ีเก่ียวของกับกระบวนการยอยสลายพอลิยูรีเทนดวยวิธีทาง

ชีวเคมี 
นําไอโซเลทที่คัดแยกไดจากข้ันตอนที่ 2.4 ทดสอบทางชีวเคมี ไดแก เอสเทอรเรส ไลเปส 

และเจลาติเนส ซึ่งเปนสมาชิกของเอนไซมกลุมไฮโดรเลส เพื่อตรวจสอบเอนไซมที่เกี่ยวของใน
กระบวนการยอยสลายพอลิยูรีเทน  

 
2.6 การศึกษาจํานวนเซลลท่ีรอดชีวิต 

จากข้ันตอนที่ 2.4 นับเช้ือในสวนของเหลว โดยเจือจางดวย 0.85% (w/v) นํ้าเกลือ
ปราศจากเช้ือ และนํามาเกลี่ยเช้ือบนอาหารแข็ง PCA เพื่อสังเกตชนิดและนับจํานวนไอโซเลทที่
สามารถเจริญได ภายหลังจากบมรวมกับพอลิเมอรทั้งสามชนิดเปนเวลา 30 วัน 
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2.7 การศึกษานํ้าหนักแหงของพอลิเมอรท่ีหายไป 
จากข้ันตอนที่ 2.4 กรองช้ินสวนพอลิเมอรภายหลังทดสอบการยอยสลายโดยกลุม

จุลินทรียผสมแตละกลุมโดยใชกระดาษกรอง Whatman No. 1 นําช้ินพอลิเมอรอบใหแหงสนิทที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ใสในโถดูดความช้ืนจนกระทั่งนํ้าหนักแหงคงที่ บันทึกนํ้าหนักแหง
ของพอลิเมอรที่เหลือ และคํานวณหานํ้าหนักแหงที่หายไปหลังการยอยสลาย (Pan et al., 
2009)  

 
2.8 การศึกษาการเปลี่ยนแปลงของหมูฟงกชันในโครงสรางพอลิเมอรโดยเทคนิค 

Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR analysis) 
จากผลการทดลองข้ันตอนที่ 2.7 พิจารณาจากชุดการทดลองที่ผลการทดลองนํ้าหนัก   

โฟมพอลิยูรีเทนหายไปมากที่สุด นําช้ินพอลิเมอรทั้ง 3 ชนิด ไดแก โฟมพอลิยูรีเทน ถุงมือยางและ
ยางอิพอกไซด กอนและหลังทดสอบการยอยสลายดวยกลุมจุลินทรียผสม ลางดวยนํ้ากลั่น 2-3 
ครั้ง อบใหแหงที่ 60 องศาเซลเซียส กอนนําไปทดสอบดวยเครื่อง ATR-FTIR spectrometer 
from Bruker Tensor 27 ซึ่งใหเลขคลื่นในชวง 4000-400 เซนติเมตร-1 (Roy et al., 2005) 

 
2.9 การศึกษาการเกาะติดของจุลินทรียโดยใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 

(SEM) 
จากผลการทดลองข้ันตอนที่ 2.8 นําสวนพอลิเมอรทั้งสามชนิดกอนและหลังการยอย

สลายดวยกลุมจุลินทรียผสมเปนเวลา 30 วัน นํามาจุมใน 2.5 % กลูตาราลดีไฮด ฟอสเฟต
บัฟเฟอร และเอทิลแอลกอฮอลที่ระดับความเจือจาง 50% - 99.5% (v/v) เพื่อตรึงตัวเซลล
จุลินทรียบนผิวของพอลิเมอร จากน้ันนําไปผานกระบวนการทําแหง และเคลือบดวยทองคํา 
นําไปสองดวยกลองจุลทรรศนแบบสองกราด รุน Jeol JSM-5800LV Scanning Microscope 
(JEOL, Tokyo, Japan)  

 
2.10  การศึกษาโปรตีนท้ังหมดดวยวิธี Bradford assay 

 เตรียมชุดการทดลองเชนเดียวกับข้ันตอนที่ 2.3 โดยใชกลุมจุลินทรียผสมที่มีประสิทธิภาพ
ดีที่สุดเปนหัวเช้ือจุลินทรียที่ใชทดสอบ เก็บสวนของเหลวในชุดทดสอบและชุดควบคุมที่ชวงเวลา 
สัปดาหที่ 0 1 2 3 และ 4 เพื่อนํามาศึกษาการเจริญของจุลินทรียโดยการศึกษาโปรตีนทั้งหมด 

 
 2.10.1 การศึกษาโปรตีนท้ังหมดในสวนของเหลวดวยวิธี Bradford 

  นําสวนของเหลวในฟลาสกที่ชวงเวลาตาง ๆ กรองดวยกระดาษกรอง Whatman 
No. 1 เพื่อกําจัดเศษช้ินสวนพอลิเมอร จากน้ันนําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 8000 รอบ/นาที 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เวลา 20 นาที เพื่อตกตะกอนเซลลจุลินทรีย นําสวนนํ้าเลี้ยง
เซลลที่ปราศจากตัวเซลลทดสอบดวยสารละลาย Bradford เพื่อวัดปริมาณโปรตีนทั้งหมด 
ในการทําปฏิกิริยานําสวนของนํ้าเลี้ยงเซลลที่เตรียมไว ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ทําปฏิกิริยา
กับสารละลาย Bradford ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมใหสารละลายทั้งหมดเขากันดี ต้ังทิ้งไว 
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ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 
(Bradford, 1976) ใช Bovine serum albumin (BSA) เปนโปรตีนมาตรฐาน              
วัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องมือ Thermo scientific Genesys 10S UV-Vis 
spectrophotometer 
 
2.10.2 การศึกษาการเกาะติดของจุลินทรียบนชิ้นพอลิเมอรดวยวิธี Bradford  
  นําช้ินสวนของพอลิเมอรที่ชวงเวลาสัปดาหที่ 4 ทําปฏิกิริยากับสารละลาย 
Bradford เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง สังเกตลักษณะพื้นผิวของช้ินพอลิเมอรใน    
ชุดทดสอบเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
 

2.11 การศึกษาเอนไซมไลเปส 
 นําสวนนํ้าเลี้ยงเซลลที่เตรียมไดจากข้ันตอนที่ 2.10.1 ทําปฏิกิริยากับสารต้ังตนที่จําเพาะ
กับเอนไซมไลเปส ไดแก สารละลายพารา-ไนโตรฟนิลปาลมมิเตต (p-NPP) โดยใชสวนนํ้าเลี้ยง
เซลลปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ทําปฏิกิริยากับสารละลายสารต้ังตนของเอนไซมไลเปส ปริมาตร 
2.4 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที   วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 410 
นาโนเมตร โดยใชเครื่องมือ Thermo scientific Genesys 10S UV-Vis spectrophotometer 
(Winkler and Stuckmann, 1979) และใชสารละลายพารา-ไนโตรฟนอล (p-nitrophenol) ที่
ความเขมขนตางๆ เปนสารละลายมาตรฐาน โดยใหคํานิยามของกิจกรรมเอนไซมไลเปส 1 ยูนิต 
หมายถึง ความสามารถของเอนไซมที่สามารถเรงปฏิกิริยาการยอยสลายสารต้ังตน คือ พารา-  
ไนโตรฟนิลปาลมมิเตต ไดเปน พารา-ไนโตรฟนอล 1 ไมโครโมลในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะที่
กําหนด 

 
2.12   กา ร ศึกษากระบวนกา รย อยส ลายพอลิ เมอร โ ดยกา รตรวจปริ มาณก า ซ

คารบอนไดออกไซด  
 การทดลองแบงเปน 4 ชุดการทดสอบในการทดสอบพอลิเมอรแตละชนิด การทดลองน้ีใช
อุณหภูมิหอง ประมาณ 30-35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 28 วัน (รูปที่ 6) โดยแบงเปนชุดการ
ทดสอบ A B C และ D ไดแก ชุดควบคุมไมมีชีวิต (abiotic control) 1 ชุด ชุดทดสอบ 2 ชุด 
และชุดควบคุมแบบมีชีวิต (biotic control) 1 ชุด ตามลําดับ อากาศที่ใชในการทดลองเปนกาซ
ออกซิเจนบริสุทธ์ิ (a) ถูกปลอยเขาสูระบบโดยผานทางทอทนความดันแกส ปริมาตร 50-100 
มิลลิลิตร/นาที เขาสูภาชนะ (b) บรรจุสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 5 โมลาร 
ปริมาตร 300 มิลลิตร เพื่อใชเปนตัวจับกาซคารบอนไดออกไซดในอากาศกอนเขาฟลาสก
ทดสอบ ตําแหนงภาชนะ (c) บรรจุสารละลาย MSM และ พอลิเมอร (A) สารละลาย MSM   
พอลิเมอร และกลุมจุลินทรีย  (B และ C) สารละลาย MSM และกลุมจุลินทรีย (D) ตามลําดับ 
วางบนเครื่องกวนสารตลอดเวลา ตําแหนงภาชนะ (d และ e) บรรจุสารละลายโซเดียม        
ไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.05 โมลาร ปริมาตร 250 มิลลิลิตร เพื่อใชเปนตัวจับกาซ
คารบอนไดออกไซดที่ถูกปลอยจากภาชนะ (c) โดยกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพ ตําแหนง
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ภาชนะ (f) บรรจุสารละลายแบเรียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.0125  โมลาร ปริมาตร 300 
มิลลิลิตร เพื่อใชเปนอินดิเคเตอรเมื่อปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดที่ปลดปลอยมีปริมาณมาก
เกินพอที่จะทําปฏิกิริยากับสารละลายโซเดียม ไฮดรอกไซดในภาชนะ (d และ e) และภาชนะ
ตําแหนง (g) บรรจุนํ้ากลั่น เพื่อปองกันอากาศจากภายนอกยอนกลับเขาสูระบบโดยแตละ
ภาชนะจะเช่ือมตอกันเปนระบบปดอยางสมบูรณ (Guo et al., 2012) 
 

 

รูปท่ี 6 ระบบจับกาซคารบอนไดออกไซดจากกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพ 

  กร ณีที่ป ริ ม าณก าซคาร บอนไดออกไซด มาก เกินพอ ต อ ง เปลี่ ยน ตัวจับก าซ
 คารบอนไดออกไซด  ตําแหนงภาชนะ (d และ e) แบงสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเดิมจาก 
 ปริมาตรทั้งหมด แบงมา 10 มิลลิลิตร (ทดสอบ 3 ซ้ํา) ถูกนํามาไทเทรตกับสารละลายไฮโดร 
 คลอริก ความเขมขน 0.05 โมลาร จํานวน 3 ซ้ํา โดยใชฟนอลฟธาลีนเปนอินดิเคเตอร เพื่อ
 คํานวณหาคารอยละของการยอยสลายทางชีวภาพของพอลิเมอรชนิดน้ันๆ โดยใชกลุม
 เช้ือจุลินทรียเดียวกัน  
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2.13  การบงชี้เอกลักษณของแบคทีเรียโดยใชยีน 16S rRNA 

นําแบคทีเรียที่คัดแยกไดเลี้ยงบนอาหารแข็ง Luria-Bertani เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ขูด
โคโลนีของแบคทีเรียนํามาสกัดดีเอ็นเอ โดยใชชุดทดสอบ PowerSoil® DNA Isolation Kit 
(Carlsbad, CA, USA) นําดีเอ็นเอที่บริสุทธ์ิของแตละไอโซเลทมาเพิ่มจํานวนดวยเทคนิค 
Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใชไพรเมอร ดังน้ี 

 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)  
 1492R (5′-TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3′) 

และดีเอ็นเอพอลิเมอรเรส MyTaqTM DNA Polymerase, Bioline เพื่อเพิ่มจํานวนยีน 16S 
rRNA จากน้ันวิเคราะหยีนที่ไดจากการเพิ่มจํานวนโดยใชเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟริสิส ตัดแถบยีน
ของ 16S rRNA ที่ตําแหนง 1,500 คูเบส นําช้ินสวนยีนที่ไดทําใหบริสุทธ์ิโดยใช E.Z.N.A.® Gel 
Extraction Kits, Omega Bio-tek จากน้ันสงวิเคราะหหาลําดับของนิวคลีโอไทดของยีน 16S 
rRNA ของแตละไอโซเลทโดยบริษัท Ward Medic Ltd. นํามาวิเคราะหโดยนําลําดับเบสที่
ไดเปรียบเทียบกับฐานขอมูล NCBI และสามารถเปรียบเทียบ % similarity ของเช้ือที่คัดแยกได
กับเช้ือในฐานขอมูล ทําใหสามารถบงช้ีเอกลักษณของเช้ือแตละไอโซเลทไดชัดเจน รวมถึงสราง
ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของจุลินทรียดวยโปรแกรม MEGA6 (Warneke et al., 2007) 
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ผลและวิเคราะหผลการทดลอง 

1. การคัดแยกกลุมจุลินทรียท่ีสามารถยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทน 

 จากข้ันตอนการคัดแยกกลุมจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนที่
ผลิตจากยางธรรมชาติ โดยใชอาหารเหลว Mineral Salts Medium (MSM) ผสมนํ้ายางธรรมชาติ 
(Natural Rubber Latex : NRL) 0.6 % (v/v) และโฟมพอลิยูรีเทน 1 กรัม เติมตัวอยางดินและนํ้า
เสียที่ปนเปอนนํ้ายางธรรมชาติที่เก็บตัวอยางจากบริเวณสํานักงานกองทุนสงเคราะหการทําสวนยาง 
(สกย.) จํานวน 5 แหง ในจังหวัดสงขลา ไดแก สกย.ยูงทอง สกย.แหลมยาง สกย.ยางงาม สกย.ปายาง 
และสกย.คลองชาง ประกอบดวยตัวอยางดิน 6 ตัวอยาง และตัวอยางนํ้าเสีย 6 ตัวอยาง เบื้องตนได
คัดแยกเช้ือจุลินทรียจํานวน 40 ไอโซเลทที่คาดวามีประสิทธิภาพในการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนและ
ยอยสลายองคประกอบของนํ้ายางธรรมชาติไดโดยใชอาหารแข็ง MSM+NRL เมื่อทดสอบ
ประสิทธิภาพการยอยสลายทางชีวภาพของจุลินทรียทั้ง 40 ไอโซเลท โดยจัดกลุมตามแหลงตัวอยาง
ดินและนํ้าเสียที่ใชคัดแยก บมแบบเขยารวมกับวัสดุโฟมพอลิยูรีเทน (polyurethane foam, PU 
foam) และวัสดุอางอิงที่มียางธรรมชาติเปนองคประกอบ ไดแก ถุงมือยาง (rubber glove) และ
ยางอิพอกไซด (epoxidized natural rubber, ENR) เปนเวลา 30 วัน ที่สภาวะอุณหภูมิ 30     
องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบ/นาที พบวาจํานวนไอโซเลทในนํ้าเลี้ยงเซลลที่สามารถเจริญได
บนอาหารแข็ง Plate Count Agar (PCA) ภายหลัง 30 วันของการทดสอบการยอยสลายถุงมือยาง 
จํานวน 26 ไอโซเลท ยางอิพอกไซด จํานวน 26 ไอโซเลท และโฟมพอลิยูรีเทน จํานวน 18 ไอโซเลท 
จุลินทรียทั้ง 18 ไอโซเลทจากชุดทดสอบการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนถูกแบงออกเปน 6 กลุม
จุลินทรีย กลุมละ 3 ไอโซเลท แบงตามการคัดแยกจากตัวอยางดินหรือนํ้าเสียเดียวกัน เพื่อให
ใกลเคียงกับกลุมจุลินทรียตามธรรมชาติมากที่สุด หรือลักษณะของโคโลนีตางกัน เพื่อหลีกเลี่ยง
จุลินทรียสายพันธุเดียวกัน และทดสอบการยอยสลายวัสดุโฟมพอลิยูรีเทนและวัสดุอางอิงในอาหาร
เหลว MSM เปนเวลา 30 วัน ที่สภาวะการบมเดิม นับจํานวนบนอาหาร PCA ภายหลังการบม 30 วัน 
จากการจัดกลุมพบวาจุลินทรียกลุมที่ 4 ประกอบดวย 3 ไอโซเลทที่คัดแยกมาจากตัวอยางดินเดียวกัน 
แตกลุมจุลินทรียอื่นๆ ประกอบดวยไอโซเลทจากตัวอยางดินและนํ้าเสียคนละแหลง เมื่อนํากลุม
จุลินทรียแตละกลุมบมรวมกับโฟมพอลิยูรีเทนในอาหารเหลว MSM เปนเวลา 30 วัน และนับจํานวน
เซลลภายหลังการทดสอบการยอยสลายจากนับจํานวนบนอาหาร PCA พบวาจํานวนเซลลในสวน
ของเหลวของชุดทดสอบโฟมพอลิยูรีเทนมีจํานวนลดลงอยางมีนัยสําคัญจากจํานวนเริ่มตน 1.5 x 107 
CFU/mL และไมปรากฏการเกาะติดของจุลินทรียบนผิวของโฟม เมื่อระยะเวลาการบมนานข้ึน 
ในขณะที่ในชุดทดสอบถุงมือยางและยางอิพอกไซดมีจํานวนลดลงเล็กนอย เน่ืองจากเซลลจุลินทรีย
สวนใหญเกาะติดบนช้ินของพอลิเมอรเพิ่มข้ึน (ตารางที่ 1) และพิจารณากลุมจุลินทรียที่ทําใหนํ้าหนัก
แหงของโฟมพอลิยูรีเทนที่หายไปมากที่สุดภายหลังการยอยสลายทางชีวภาพเปนเวลา 30 วัน เพื่อใช
เปนเกณฑในการคัดเลือกกลุมจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพ และใชเปนตัวแทนกลุมจุลินทรียเพื่อทดสอบ
การยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนในการทดลองตอไป (รูปที่ 7) 
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ตารางท่ี 1  จํานวนเซลลของเช้ือแตละไอโซเลท (CFU/mL) ในแตละกลุมจุลินทรียภายหลังทดสอบ
การยอยสลายกับวัส ดุโฟมพอลิ ยูรี เทนและวัส ดุอ างอิ ง ไดแก  ถุงมือยางและ           
ยางอิพอกไซด เปนเวลา 30 วัน ที่สภาวะอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 
150 รอบ/นาที 

 

กลุม
จุลินทรีย 

รหัสเชื้อ 

จํานวนเซลลหลังทดสอบการยอยสลายกับพอลิเมอร 30 วัน 
(CFU/mL) 

วัสดุทดสอบ วัสดุอางอิง 
โฟมพอลิยูรีเทน ถุงมือยาง ยางอิพอกไซด 

1 
1P (1) 
5P (1) 
6P (3) 

2.8 x 104 
8.0 x 104 
1.0 x 104 

2.6 x 106 
1.5 x 106 
1.0 x 104 

1.8 x 106 
6.5 x 106 
1.5 x 105 

2 
5P (2) 
6P (2) 
6P (4) 

1.0 x 105 
9.0 x 104 
1.5 x 106 

1.7 x 105 
2.8 x 107 
2.5 x 108 

1.5 x 105 
2.6 x 109 
2.0 x 107 

3 
6P (1) 
7P (1) 
8P (1) 

1.8 x 106 
2.2 x 105 
2.9 x 106 

1.2 x 106 
1.0 x 108 
3.9 x 108 

1.5 x 106 
1.8 x 106 
1.0 x 105 

4 
10P (1) 
10P (2) 
10P (5) 

4.6 x 104 
6.3 x 105 
6.1 x 105 

4.0 x 105 
1.6 x 107 
1.4 x 108 

1.2 x 106 
1.5 x 107 
4.3 x 106 

5 
9P (1) 
11P (2) 
11P (4) 

1.1 x 102 
2.5 x 108 
1.0 x 102 

1.0 x 103 
6.0 x 108 
1.6 x 102 

1.2 x 103 
3.7 x 108 
1.1 x 102 

6 
11P (1) 
11P (3) 
12P (1) 

1.7 x 106 
1.0 x 103 
2.0 x 106 

3.8 x 107 
4.5 x 106 
8.5 x 105 

1.7 x 107 
2.1 x 106 
3.0 x 105 

 
2. การทดสอบเอนไซมท่ีเก่ียวของกับกระบวนการยอยสลายพอลิยูรีเทนทางชีวเคมี 
 จุลินทรียจากชุดทดสอบการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนทั้ง 18 ไอโซเลท เมื่อนํามาทดสอบทาง
ชีวเคมีเกี่ยวกับเอนไซมกลุมไฮโดรเลสที่มีบทบาทในกระบวนการยอยสลายพอลิยูรีเทน ไดแก ยูรีเอส 
ไลเปส และเจลาติเนส โดยใชอาหารแข็งยูเรีย อาหารแข็งไทรบิวทิริน และอาหารเหลวเจลาติน      
ผลการทดลองพบวา จุลินทรียทั้ง 18 ไอโซเลทสามารถผลิตเอนไซมที่เกี่ยวของกับกระบวนการยอย
สลายพอลิยูรีเทนไดอยางนอย 1 ชนิด (ตารางที่ 2) จากการพิจารณาการผลิตเอนไซมที่เกี่ยวของใน
กระบวนการยอยสลายพอลิยูรีเทนทางชีวเคมี พบวาจุลินทรียกลุมที่ 3 4 5 และ 6 สามารถผลิต
เอนไซมที่เกี่ยวของไดในปริมาณสูง ในขณะที่จุลินทรียกลุมที่ 1 และ 2 สามารถผลิตเอนไซมไดใน
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ปริมาณตํ่า จากผลการทดลองเบื้องตนคาดวาปริมาณของเอนไซมที่ผลิตไดโดยจุลินทรียแตละไอโซเลท 
อาจมีความสัมพันธกับการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิตจากยางธรรมชาติดวย จากการศึกษากอน
หนาน้ีเกี่ยวกับเอนไซมที่มีบทบาทในกระบวนการยอยสลายพอลิยูรีเทน ไดแก เอนไซมกลุมโปรติเอส 
ยูรีเอส และเอสเทอรเรส จากเช้ือราและแบคทีเรียหลายชนิด เอนไซม โปรติเอสที่มีบทบาทใน      
การยอยสลายพอลิยูรีเทน มีรายงานพบใน Pseudomonas fluorescens และ Pseudomonas 
chlororaphis (Howard and Blake, 1999; Howard et al., 1999) เอนไซมไลเปส มีรายงานพบ
ใน Bacillus subtilis (Rowe and Howard, 2002) Bacillus sp. AF8 Pseudomonas sp. AF9 
Arthrobacter sp. AF11 และ Corynebacterium sp. AF12 (Shah et al., 2008) และเอนไซม 
ไลเปสทางการคาที่ไดจาก Candida rugosa ถูกนํามาทดสอบในกระบวนการยอยสลายพอลิยูรีเทน 
(Gautam and Bassi, 2007) นอกจากน้ียังมเีอนไซมเอสเทอรเรส คนพบใน Corynebacterium sp. 
Comamonas acidovorans TB-35 และ P. chlororaphis (Kay et al., 1993; Nakajima-
Kambe et al., 1997; Howard et al., 1999) และเอนไซมเจลาติเนส พบใน Bacillus sp. AF8 
Pseudomonas sp. AF9 และ Arthrobacter sp. AF11 (Shah et al., 2008)  
 
3. การหารอยละของนํ้าหนักแหงท่ีหายไปจากการยอยสลายทางชีวภาพ 
 จากผลการทดลองพบวา จุลินทรียกลุมที่ 2 และจุลินทรียกลุมที่ 4 สามารถยอยสลายโฟม 
พอลิยูรีเทนไดดีเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมจุลินทรียกลุมอื่น โดยพิจารณาจากนํ้าหนักแหงที่หายไป
ภายหลังการทดสอบการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนในอาหารเหลวเปนเวลา 30 วัน คิดเปนรอยละ 
7.78 และ 5.32 ตามลําดับ นอกจากน้ีกลุมจุลินทรียทั้งสองยังสามารถยอยสลายวัสดุอางอิงไดดี     
คิดเปนรอยละของนํ้าหนักแหงที่หายไปของถุงมือยาง ไดแก 7.38 และ 18.29 ตามลําดับ และรอยละ
ของนํ้าหนักแหงที่หายไปของยางอิพอกไซด ไดแก 3.21 และ 1.54 ตามลําดับ (รูปที่ 7) เมื่อ
เปรียบเทียบกับการศึกษากอนหนาน้ีเกี่ยวกับนํ้าหนักแหงที่หายไปของถุงมือยางและแผนฟลม       
พอลิยูรีเทนทางการคา (ตารางที่ 3) พบวาจุลินทรียกลุมที่ 4 มีประสิทธิภาพในการยอยสลายถุงมือ
ยางไดดีกวาเช้ือเด่ียว Streptomyces griseus 1D หรือ Streptomyces coelicolor 1A  เน่ืองจาก
ใชระยะเวลาในการยอยสลายนอยกวาประมาณ 6 สัปดาห แตนํ้าหนักแหงที่หายไปของถุงมือยางมีคา
ใกลเคียงกันประมาณรอยละ 18 ของนํ้าหนักแหงเริ่มตน (Bode et al., 2001) แตเมื่อเปรียบเทียบ
กับการยอยสลายถุงมือยางโดยใชเช้ือ Nocardia sp. strain 835A ปรากฏคารอยละของนํ้าหนักแหง
ของถุงมือยางที่หายไปมากถึงรอยละ 90 ของนํ้าหนักถุงมือยางเริ่มตนภายในระยะเวลา 17 วัน 
(Tsuchii et al., 1985) เมื่อเปรียบเทียบการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนดวยจุลินทรียกลุมที่ 4 กับการ
ยอยสลายแผนฟลมพอลิเอสเทอรพอลิยูรีเทนทางการคาโดยใชกลุมจุลินทรียในปุยคอก โดยมีเช้ือรา 
Fusarium solani และ Candida ethanolica เปนจุลินทรียกลุมหลักที่ตรวจพบภายหลังจากฝง
แผนฟลมในปุยคอกเปนระยะเวลา 12 สัปดาห พบวานํ้าหนักแหงที่หายไปของแผนฟลมมีคานอยกวา
รอยละ 1 ของนํ้าหนักแผนฟลมเริ่มตน (Zafar et al., 2013) ในขณะที่จุลินทรียกลุมที่ 4 สามารถ
ยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิตจากยางธรรมชาติได และใหคารอยละของนํ้าหนักแหงของโฟมที่
หายไป คิดเปนรอยละ 5.32 จากนํ้าหนักแหงเริ่มตน ภายในระยะเวลา 4 สัปดาห เมื่อพิจารณา
โดยรวมจุลินทรียกลุมที่ 4 จัดเปนกลุมจุลินทรียที่มีสามารถยอยสลายยางธรรมชาติไดดีและยอยสลาย
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วัสดุยางไดหลากหลายชนิด ไดแก ถุงมือยาง ยางอิพอกซิไดซ และโฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิตจากยาง
ธรรมชาติ จุลินทรียกลุมน้ีอาจเปนจุลินทรียทางเลือกที่ใชสําหรับกําจัดขยะยางชนิดอื่นๆ ในอนาคตได 
 
ตารางท่ี 2 การทดสอบเอนไซมของเช้ือแตละไอโซเลทเมื่อทดสอบดวยอาหารแข็งยูเรีย อาหารแข็ง
ไทรบิวทิริน และอาหารเหลวเจลาติน บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 วัน 

 

กลุมจุลินทรีย รหัสเชื้อ 
อาหารแข็งยูเรีย อาหารแข็งไทรบิวทิริน อาหารเหลวเจลาติน 

2 วัน 3 วัน 6 วัน 2 วัน 3 วัน 6 วัน 2 วัน 3 วัน 6 วัน 
1 6P (3) - + + - 2.30 2.50 - - - 
 1P (1) - + + - 1.30 1.75 - - - 
 5P (1) - - - 1.50 1.70 3.00 - - - 
2 6P (4) - + + - - 2.25 - - - 
 6P (2) +++ +++ +++ - - 1.00 - - - 
 5P (2) - - - - - 1.00 - - - 
3 7P (1) + ++ +++ 0.55 1.25 3.80 - - - 
 6P (1) ++ ++ +++ 1.35 1.25 5.60 - - - 
 8P (1) + ++ +++ 1.10 2.25 6.10 + + + 
4 10P (5) +++ +++ +++ 0.75 1.35 3.55 - - - 
 10P (2) + ++ ++ 1.55 3.70 6.80 + + + 
 10P (1) +++ +++ +++ 0.60 2.20 2.45 - - - 
5 11P (2) + ++ ++ 3.20 5.35 8.00 - - - 
 11P (4) +++ +++ +++ 0.75 1.80 2.45 - - - 
 9P (1) +++ +++ +++ - - 1.00 - - - 
6 11P (1) +++ +++ +++ - 1.55 2.85 - - - 
 11P (3) +++ +++ +++ - 2.85 4.40 - - - 
 12P (1) ++ +++ +++ 0.80 1.60 5.00 - - - 

 

หมายเหตุ :   
อาหารแข็งยูเรีย  
 การแปลผล : ไมสรางเอนไซมยูรีเอส เปนผลลบ (อาหารไมเปลี่ยนสี) สรางเอนไซมยูรีเอส  

               เปนผลบวก (เปลี่ยนเปนสีชมพูบานเย็น) 
        โดยมี 3 ระดับ (+) ผลิตเอนไซมไดนอย (++) ปานกลาง (+++) มาก 
อาหารแข็งไทรบิวทิริน 
 การแปลผล :  ไมสรางเอนไซมไลเปส เปนผลลบ (ไมเกิดวงใสรอบโคโลนี)  
        สรางเอนไซมไลเปส เปนผลบวก (เกิดวงใสรอบโคโลนี) หนวยเปนมิลลิเมตร 
อาหารเหลวเจลาติน  
 การแปลผล :  ไมสรางเอนไซมเจลาติเนส เปนผลลบ (เจลาตินแข็งหลังแชเย็น 1 ชั่วโมง)  
  สรางเอนไซมเจลาติเนส เปนผลบวก (เจลาตินเหลวหลังแชเย็น 1 ชั่วโมง) 
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ตารางท่ี 3 รอยละของนํ้าหนักแหงที่หายไปภายหลังการยอยสลายถุงมือยาง เสื่อยาง และแผนฟลม
พอลิยูรีเทนทางการคา 
 

ชนิดของวัสดุ จุลินทรีย 
% นํ้าหนัก 

แหงท่ีหายไป 
ระยะเวลา 
ทดสอบ 

อางอิง 

ถุงมือยาง Streptomyces lividans 1326 < 3 10 สัปดาห [1] 
 Nocardia sp. strain 835A 90 17 วัน [2] 
 Bacillus pumilus 24 2 เดือน [3] 
 Streptomyces griseus 1D 18 10 สัปดาห [1] 
 Streptomyces coelicolor 1A 18 10 สัปดาห [1] 
 Pseudomonas citronellolis 13 10 สัปดาห [1] 
 Acinetobacter calcoaceticus 12 10 สัปดาห [1] 
 Xanthomonas sp. 12 10 สัปดาห [1] 
 Nocardia sp. DSMZ43191 11 10 สัปดาห [1] 
เสื่อยาง Alcaligenes xylosoxidans T2 2 70 วัน [4] 
 Pseudomonas aeruginosa GP10 4 70 วัน [4] 
 Nocardia corynebacterioides S3 5.3 70 วัน [4] 
แผนฟลม 
พอลิยูรีเทน 

Aspergillus flavus 
(ITCC no. 6051) 

60.6 30 วัน [5] 

 Alternaria solani 65.8 3 สปัดาห [5] 
พอลิเอสเทอร 
พอลิยูรีเทน 

กลุมจุลินทรียในปุย < 1 12 สัปดาห [6] 

 
หมายเหตุ  
[1] Bode et al., 2001 [2] Tsuchii et al., 1985 [3] Nayanashree et al., 2014  
[4] Pan et al., 2009 [5] Mathur and Prasad, 2012 [6] Zafar et al., 2013 
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รูปท่ี 7 รอยละของนํ้าหนักพอลิเมอรที่หายไป ประกอบดวยพอลิเมอร 3 ชนิด ไดแก ถุงมือยาง     
ยางอิพอกไซด และโฟมพอลิยูรีเทน ภายหลังการทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพโดยกลุมจุลินทรีย      
6 กลุม เปนเวลา 30 วัน ที่สภาวะอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบ/นาที 
สัญลักษณ (*) แสดงถึงรอยละของนํ้าหนักแหงโฟมพอลิยูรีเทนที่หายไปมากที่สุด 2 ลําดับแรก โดยที่
นํ้าหนักพอลิเมอรในชุดควบคุมของพอลิเมอรแตละชนิดไมพบการเปลี่ยนแปลง 

 
4. การวิเคราะหโครงสรางของพอลิเมอรดวยเครื่องฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรดสเปกโตร 
สโคป (FT-IR analysis) 
 จากผลการทดลองการหารอยละของนํ้าหนักแหงที่หายไปของโฟมพอลิยูรีเทน เพื่อใชเปน
เกณฑคัดเลือกกลุมจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทน พบวาจุลินทรียกลุมที่ 
2 และกลุมที่ 4 ไดรับคัดเลือกเปนกลุมจุลินทรียตัวแทน ข้ันตอมาจึงใชการวิเคราะหโครงสรางของ  
พอลิเมอรดวยเครื่องมือฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรดสเปกโตรสโคป (FT-IR spectroscopy) เพื่อ
คัดเลือกจุลินทรียกลุมที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนและวัสดุอางอิงไดดีที่สุด โดย
พิจารณาจากกลุมจุลินทรียที่ทําใหโครงสรางของพอลิเมอรเปลี่ยนแปลงอยางชัดเจน  ผลปรากฏวา
จุลินทรียกลุมที่ 2 และ 4 สามารถทําลายพันธะยูรีเทน (R-COONH-R’) ซึ่งประกอบดวยหมูเอสเทอร
คารบอนิล (R-COO) และยูรีเทน (R-NH) สงผลใหพีคที่ตําแหนงเลขคลื่นที่ 1700 เซนติเมตร-1 ที่แสดง
ถึงหมูเอสเทอรคารบอนิลในโครงสรางลดลง (รูปที่ 8) เปนหลักฐานหน่ึงที่แสดงวาจุลินทรียกลุมที่ 2 
และ 4 สามารถยอยสลายตําแหนงพันธะยูรีเทนของพอลิยูรีเทนได ซึ่งตําแหนงพันธะดังกลาวมี
รายงานกอนหนาน้ีวามีความไวตอเอนไซมกลุมไฮโดรเลส ไดแก ยูรีเอส ไลเปส โปรติเอส จากรูปที่ 8 
สังเกตไดวาโฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิตจากยางธรรมชาติชนิดน้ี ไมปรากฏตําแหนงพีคที่ 835 เซนติเมตร-1 
ซึ่งแสดงถึง cis-1,4 double bonds ภายในโครงสรางของยางธรรมชาติ พันธะดังกลาวอาจหายไป
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จากกระบวนการสังเคราะหโฟมพอลิยูรีเทน จึงอาจเปนสาเหตุหน่ึงที่ทําใหจุลินทรียที่มีบทบาทในการ
ยอยสลายยางธรรมชาติเขามามีบทบาทไดยาก การศึกษาการยอยสลายพอลิยูรีเทนโดยใชจุลินทรีย
กอนหนาน้ี โดยสวนใหญพอลิยูรีเทนเหลว (Impranil DLN) ซึ่งเปนผลิตภัณฑทางการคาถูกนําใชเปน
แหลงคารบอนและแหลงพลังงานสําหรับจุลินทรีย เชน Pseudomonas putida สามารถยอยสลาย
หมูคารบอนิลไดที่ตําแหนงเลขคลื่น 1735 เซนติเมตร-1 และปรากฏ R-NH stretching และ O-H 
stretching ที่ตําแหนง 3230-3400 และ 3404  เซนติเมตร-1 เปนสารตัวกลางที่เกิดจากการแตกตัว
ของพันธะยูรีเทน (Huei Peng et al., 2014) การศึกษา Pestalotiopsis microspora เปนเช้ือรา
กลุมเอนโดไฟทที่สามารถยอยสลายพันธะยูรีเทนใน Impranil DLN ที่ตําแหนงเลขคลื่น 1735 
เซนติเมตร-1 ไดอยางสมบูรณภายใน 6 วัน โดยใชเอนไซมกลุมพอลิยูรีเทนเนส (Russell et al., 
2011)  
 

 
รูปท่ี 8 โครงสรางของโฟมพอลิยูรีเทนในชุดควบคุมและชุดทดสอบที่ผานการทดสอบดวยจุลินทรีย
กลุมที่ 2 และ 4 เปนเวลา 30 วัน ในอาหารเหลว MSM ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 
150 รอบ/นาที 
 
 ถุงมือยางและยางอิพอกไซดเปนวัสดุอางอิงในการศึกษาน้ี เมื่อผานการทดสอบการยอยสลาย
ดวยจุลินทรียกลุมที่ 2 และ 4 พบวามีลักษณะการเปลี่ยนแปลงภายในโครงสรางของพอลิเมอรที่
แตกตางกัน สังเกตไดจากลักษณะเสนสเปกตรัมของ FT-IR แสดงถึงจุลินทรียทั้งสองกลุมมีกลไกการ
ยอยสลายที่แตกตางกัน จากรูปที่ 9 พิจารณาเสนสเปกตรัมในชุดทดสอบถุงมือยาง พบวาที่ตําแหนง 
835 เซนติเมตร-1 เปนตําแหนงพันธะสําคัญในการพิจารณาการยอยสลายยางธรรมชาติ ที่แสดงถึง 
cis-1,4 double bonds (Shah et al., 2012) ในชุดทดสอบดวยจุลินทรียทั้งสองกลุมพบวาที่
ตําแหนงดังกลาวความสูงของพีคมีปริมาณลดลงเมื่อเทียบกับชุดทดสอบ แตความสูงของพีคลดลง
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มากกวาในชุดทดสอบดวยจุลินทรียกลุมที่ 4 และตําแหนง 1436 เซนติเมตร-1 แสดงถึง CH2 และ CH3 

ภายในโครงสรางของยางธรรมชาติ พบวามีปริมาณลดลงอยางมากเมื่อเทียบกับชุดควบคุม และ
บริเวณตําแหนงเลขคลื่นชวง 2800-3000 เซนติเมตร-1 ที่แสดงถึงกรดไขมันในองคประกอบของนํ้ายาง
ธรรมชาติ พบวาในชุดทดสอบดวยจุลินทรียกลุมที่ 4 มีปริมาณลดลง ในขณะที่ชุดทดสอบดวย
จุลินทรียกลุมที่ 2 ไมมีการเปลี่ยนแปลง และอีกตําแหนงของเลขคลื่นที่สําคัญในการพิจารณาการยอย
สลายยางธรรมชาติ คือ ชวงเลขคลื่น 1160 เซนติเมตร-1 แสดงถึงการปรากฏของหมูแอลดีไฮดและ   
คีโตนในโครงสรางของยางธรรมชาติ (Shah et al., 2012) ซึ่งเปนสารตัวกลางที่เกิดจากกระบวนการ
ออกซิเดช่ันในการทําลายพันธะคูในโครงสรางของยางธรรมชาติ เห็นไดวาลักษณะของพีคในชวงเลข
คลื่น 1160 เซนติเมตร-1 มีลักษณะตางกัน เมื่อเปรียบเทียบระหวางชุดทดสอบสองชุด อาจเกิดจาก
กลไกการยอยสลายยางที่เช้ือทั้งสองกลุมใชมีกลไกตางกัน นอกจากน้ีที่ตําแหนง 1635 และ 1541 
เซนติเมตร-1 ในชุดทดสอบทั้งสองมีปริมาณเพิ่มข้ึน แสดงถึงสวนประกอบของโปรตีน ไดแก amide I 
และ amide II ตามลําดับ (Linos et al., 2000) ซึ่งเปนองคประกอบของตัวเซลลที่เกาะติดบนผิวของ
แผนถุงมือยาง จากหลักฐานที่ปรากฏในผลการทดลองน้ีแสดงใหเห็นวาจุลินทรียกลุมที่ 4 มี
ประสิทธิภาพในการยอยสลายถุงมือยางที่ผลิตจากธรรมชาติไดดีกวาจุลินทรียกลุมที่ 2 

 

รูปท่ี 9 โครงสรางของถุงมือยางในชุดควบคุม และชุดทดสอบที่ผานการทดสอบดวยจุลินทรียกลุมที่ 2 
และ 4 เปนเวลา 30 วัน ในอาหารเหลว MSM ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 
รอบ/นาที 
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 เมื่อศึกษายางอิพอกไซดซึ่งเปนวัสดุอางอิงอีกชนิดหน่ึงดวยเครื่องมือ FT-IR (รูปที่ 10) พบวา 
จุลินทรียกลุมที่ 4 มีประสิทธิภาพในการทําลายพันธะ cis-1,4 double bonds ในโครงสรางของ
ยางอิพอกไซดไดดีกวาจุลินทรียกลุมที่ 2 สังเกตไดความสูงของพีคที่ ตําแหนงเลขคลื่น 823   
เซนติเมตร-1 การทําลายพันธะคูดังกลาวสงผลใหเกิดหมูแอลดีไฮดเพิ่มข้ึนในโครงสราง ในชวงเลขคลื่น 
1160 เซนติเมตร-1 ทํานองเดียวกับกลไกการยอยสลายถุงมือยาง (Shah et al., 2012) นอกจากน้ี
ตําแหนงเลขคลื่น 860 เซนติเมตร-1 เปนตําแหนงที่แสดงถึงวงแหวนอิพอกไซด (Hamzah et al., 
2012) ซึ่งเปนองคประกอบของยางอิพอกไซด (ENR) พบวาในชุดทดสอบดวยจุลินทรียกลุมที่ 4 ความ
สูงของพีคลดลง อาจเกิดจากจุลินทรียกลุมที่ 4 สามารถทําลายวงแหวนอิพอกไซดภายในโครงสราง
ของยางอิพอกไซดได ซึ่งอาจสงผลใหเกิดสารตัวกลางเพิ่มข้ึน ไดแก หมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนง 3200-
3600 เซนติเมตร-1 (Phinyocheep et al., 2004) นอกจากน้ันองคประกอบของเซลลจุลินทรีย เชน 
สวนประกอบของโปรตีนและพอลิแซคคารไรดมีปริมาณเพิ่มข้ึน เน่ืองจากการเกิดไบโอฟลมปกคลุม
บนผิวของวัสดุ ไดแก amide I และ amide II ที่ตําแหนง 1630 1537 สวนพอลิแซคคารไรดแสดงที่
ตําแหนงเลขคลื่น 1016 เซนติเมตร-1 ซึ่งซอนทับกับชวง 1160 เซนติเมตร-1 ที่แสดงถึงการเกิดหมู 
แอลดีไฮด (Linos et al., 2000) 

 

รูปท่ี 10 โครงสรางของยางอิพอกไซดในชุดควบคุม และชุดทดสอบที่ผานการทดสอบดวยจุลินทรีย
กลุมที่ 2 และ 4 เปนเวลา 30 วัน ในอาหารเหลว MSM ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 
150 รอบ/นาที 
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5. การศึกษาการเกาะติดของจุลินทรียบนผิววัสดุโดยใชกลองจุลทรรศนแบบสองกราด  
 การศึกษากระบวนการยอยสลายทางชีวภาพของโฟมพอลิยูรีเทน (วัสดุทดสอบ) ถุงมือยาง
และยางอิพอกไซด (วัสดุอางอิง) โดยใชจุลินทรียกลุมที่ 4 ในอาหารเหลว MSM เปนเวลา 30 วัน เมื่อ
ศึกษาลักษณะทางกายภาพของช้ินวัสดุทั้งสามชนิด ไดแก ถุงมือยาง ยางอิพอกไซด และโฟม        
พอลิยูรีเทนที่ระยะเวลา 0 1 2 3 และ 4 สัปดาห การเกาะติดของกลุมจุลินทรียบนผิวของวัสดุอางอิง 
(ถุงมือยางและยางอิพอกไซด) มีปริมาณเพิ่มมากข้ึนจนสังเกตไดดวยตาเปลา เมื่อระยะเวลาการบม
นานข้ึน ในทางกลับกันไมปรากฏการเกาะติดของตัวเซลลจุลินทรียบนช้ินสวนโฟมพอลิยูรีเทน แมวา
ระยะของการบมนานข้ึน (รูปที่ 11) 
 
    

 
 
รูปท่ี 11 การเกาะติดของเซลลจุลินทรียบนผิวของวัสดุตางชนิดกัน (ถุงมือยาง ยางอิพอกไซด และ  
โฟมพอลิยูรีเทน) เมื่อสังเกตดวยตาเปลาภายหลังการบมในอาหารเหลว MSM ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบ/นาที ที่ระยะเวลา 0 1 2 3 และ 4 สัปดาห 
 
 เมื่อศึกษาช้ินพอลิเมอรดวยกลองจุลทรรศนแบบสองกราด ลักษณะผนังกั้นโครงสรางของโฟม         
พอลิยูรีเทนมีลักษณะเปนผนังกั้นแบบกึ่งเปดกึ่งปด (semi open-cell foam) (รูปที่ 12a และ 12d) 
ผนังกั้นของช้ินโฟมมีลักษณะเปนรูอยางเห็นไดชัดในชุดควบคุมและชุดทดสอบ อาจเกิดจากแรงเหว่ียง
ที่เกิดจากการเขยาในอาหารเหลวเปนเวลานาน จึงทําใหช้ินสวนของผนังกั้นที่มีความบางกวาสวนอื่น
ฉีกขาดและกระจายเปนช้ินสวนเล็กๆ ในอาหารเหลว เมื่อพิจารณาพื้นผิวของช้ินโฟมพอลิยูรีเทนในชุด
ทดสอบ กลับไมพบการเกาะติดของเซลลจุลินทรีย (รูปที่ 12) นอกจากน้ีพบวาวัสดุอางอิงไดที่ผลิตจาก
ยางธรรมชาติ ไดแก ถุงมือยางและยางอิพอกไซด หลังจากผานกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพโดย
จุลินทรียกลุมที่ 4 กลับใหผลลัพธที่แตกตางกันอยางชัดเจน เมื่อพิจารณาพื้นผิวของถุงมือยางในชุด
ทดสอบ สังเกตเห็นการเจริญของจุลินทรียรูปแทง 3 ลักษณะที่แตกตางกัน (วงกลมและลูกศรสีขาว 
รูปที่ 13) ซึ่งแสดงถึงจุลินทรียรูปแทง 3 ไอโซเลทที่เปนสมาชิกของจุลินทรียกลุมที่ 4 สามารถเจริญ
ครอบคลุมพื้นที่ผิวของถุงมือยางอยางหนาแนน และมกีารผลิตสารลักษณะคลายไบโอฟลมปกคลุมบน

0 สัปดาห 1 สัปดาห 2 สัปดาห 3 สัปดาห 4 สัปดาห 

ถุงมือยาง 

ยางอิพอกไซด 

โฟมพอลิยูรีเทน 
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ผิวของถุงมือยาง เพื่อชวยยึดติดกับผิววัสดุและเกิดการยอยสลายไดดีข้ึน จึงทําใหพื้นผิวของถุงมือยาง
บริเวณรอบกลุมจุลินทรียเกิดรอยแตก ลักษณะเปนโพรงลึกคลายปลองภูเขาไฟ แสดงใหเห็นวาทุก  
ไอโซเลทที่เปนสมาชิกในจุลินทรียกลุมที่ 4 มีคุณสมบัติในการยอยสลาย  ถุงมือยางที่ผลิตจากยาง
ธรรมชาติไดทุกไอโซเลท เมื่อพิจารณาพื้นผิวของยางอิพอกไซดซึ่งใชเปนวัตถุดิบในการผลิตโฟม     
พอลิยูรีเทนชนิดน้ี ภายหลังทดสอบกระบวนการยอยสลายเปนเวลา 30 วัน พบลักษณะจุลินทรียรูป
แทงที่มีเพียงลักษณะเดียวจํานวนมากเกาะอยางหนาแนนเปนกลุมกอนขนาดใหญ และมีสารลักษณะ
คลายไบโอฟลมหอหุมพื้นผิวของช้ินยางอิพอกไซด ซึ่งจุลินทรียไอโซเลทน้ีอาจเปนจุลินทรียที่มีบทบาท
ยอยสลายในระยะทายของการบม (รูปที่ 14)  
 จากผลการทดลองน้ีจึงสันนิษฐานไดวากระบวนการยอยสลายทางชีวภาพของโฟม          
พอลิยูรีเทนโดยกลุมจุลินทรียน้ี ไมปรากฎตัวเซลลจุลินทรียบนผิวของช้ินโฟม แตปรากฏจํานวนเซลล
จุลินทรียบางสวนบนช้ินสวนเล็กๆ ที่กระจายในอาหารเหลว ดวยเหตุน้ีแสดงใหเห็นวาจุลินทรียไม
สามารถเกาะบนพื้นผิวของโฟมชนิดน้ีได อาจเพราะลักษณะของผนังกั้นโครงสรางของช้ินโฟมมี
ลักษณะที่เรียบลื่นคลายพลาสติกและฉีกขาดไดงายจากแรงเหว่ียง จึงทําใหการเกาะติดของจุลินทรีย
เกิดข้ึนไดยาก หรืออาจเกิดจากโครงสรางของโฟมพอลิยูรีเทนที่ผานกระบวนการสังเคราะหทางเคมี
หลายข้ันตอน จึงอาจมีสารเคมีที่ยับย้ังการเจริญของจุลินทรียตกคางอยู ดวยเหตุน้ีจึงไมปรากฏตัว
เซลลจุลินทรียบนพื้นผิวของโฟมพอลิยูรีเทน 

 

 
 

รูปท่ี 12 ลักษณะพื้นผิวโฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิตจากยางธรรมชาติ (วัสดุทดสอบ) ในชุดควบคุม (12a–
12c) และชุดทดสอบ (12d–12f) หลังบมในอาหารเหลว MSM เปนเวลา 30 วัน ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบ/นาที ภายใตกลองจุลทรรศนแบบสองกราด ที่กําลังขยาย 100X 
1000X และ 5000X 

 

ผนังกั้นแบบปด 

ผนังกั้นแบบเปด 

(12d) (12e) (12f) 

(6a) (6b) 

(12a) (12b) (12c) 
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รูปท่ี 13 ลักษณะพื้นผิวถุงมือยาง (วัสดุอางอิง) ในชุดควบคุม (13a–13c) และชุดทดสอบ (13d–13f)     
หลังบมในอาหารเหลว MSM เปนเวลา 30 วัน ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 
รอบ/นาที ภายใตกลองจุลทรรศนแบบสองกราด ที่กําลังขยาย 2500X 5000X และ 10000X  

 

 
 

รูปท่ี 14 ลักษณะพื้นผิวยางอิพอกไซด (วัสดุอางอิง) ในชุดควบคุม (14a–14c) และชุดทดสอบ (14d–
14f) หลังบมในอาหารเหลว MSM เปนเวลา 30 วัน ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 
รอบ/นาที ภายใตกลองจุลทรรศนแบบสองกราด ที่กําลังขยาย 2500X 5000X และ 10000X  

 
 
 
 

(14d) (14e) (14f) 

(13d) (13e) (13f) 

(14a) (14b) (14c) 

(13a) (13b) (13c) 
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6. การศึกษาโปรตีนท้ังหมดและกิจกรรมของเอนไซมไลเปส 
 การวัดปริมาณโปรตีนทั้งหมดและกิจกรรมของเอนไซมไลเปสในการศึกษาน้ี เพื่อศึกษา
ปริมาณเอนไซมไลเปสที่ผลิตออกนอกตัวเซลล (extracellular enzyme) จากจุลินทรียกลุมที่ 4      
ที่คัดแยกได โดยเอนไซมไลเปสใชเปนตัวแทนของเอนไซมกลุมไฮโดรเลสที่มีบทบาทในกระบวนการ
ยอยสลายทางชีวภาพของพอลิยูรีเทน และใชโฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิตจากยางธรรมชาติ (วัสดุทดสอบ)     
ถุงมือยางและยางอิพอกซิไดซ (วัสดุอางอิง) เปนวัสดุเหน่ียวนําเอนไซมไลเปสในการทดลองน้ี โดยนํา
สวนของนํ้าเลี้ยงเซลลที่ปราศจากตัวเซลลจุลินทรียหลังจากบมรวมกับพอลิเมอรทั้งสามชนิด ไดแก  
โฟมพอลิยูรีเทน ถุงมือยาง และยางอิพอกไซดภายหลังจากบมดวยจุลินทรียกลุมที่ 4 ที่เวลา 0 1 2 3 
และ 4 สัปดาหในอาหารเหลว MSM  เปรียบเทียบกับชุดควบคุมแบบมีชีวิต นํามาทดสอบวัดคา
โปรตีนทั้งหมดดวยวิธี Bradford และวัดคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสโดยใชสารต้ังตนของเอนไซม 
ไลเปส คือ พารา-ไนโตรฟนิลปาลมมิเตต ผลปรากฏวาคากิจกรรมเอนไซมไลเปสในชุดทดสอบโฟม  
พอลิยูรีเทนสามารถวัดคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสไดมากที่สุดที่สัปดาหที่ 2 วัดคาได 0.018        
ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน เปรียบเทียบกับกิจกรรมเอนไซมไลเปสในชุดทดสอบถุงมือยางและยาง          
อิพอกไซดซึ่งใชเปนวัสดุอางอิงในการทดลองน้ี พบวาชุดทดสอบของถุงมือยางวัดคาไดมากที่สุดที่
สัปดาหที่ 1 มีคา 0.006 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน และชุดทดสอบของยางอิพอกไซดวัดคาไดมากที่สุดที่
สัปดาหที่ 4 มีคา 0.115 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน โดยคากิจกรรมเอนไซมไลเปสในชุดทดสอบทั้งหมด
นํามาเปรียบเทียบกับคากิจกรรมเอนไซมไลเปสในชุดควบคุมมีชีวิต วัดคาไดมากที่สุดที่สัปดาหที่ 1 มี
คา 0.0126 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีนเปรียบเทียบกับชุดควบคุมมีชีวิตระยะเวลาการบม 0 1 2 3 และ 4 
สัปดาห ในอาหารเหลว MSM โดยตัวเลขที่แสดงบนแทงกราฟแสดงถึงคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสงูสดุ
ในแตละชุดการทดสอบ 
 จากผลการทดลองขางตนสามารถวิเคราะหไดวาจุลินทรียกลุมที่ 4 มีบทบาทในการยอยสลาย
โฟมพอลิยูรีเทนโดยใชเอนไซมกลุมไฮโดรเลส (ในการทดลองน้ีศึกษาเฉพาะบทบาทของเอนไซม      
ไลเปส) แตมีการยอยสลายทางชีวภาพโดยใชเอนไซมปริมาณตํ่ามาก เน่ืองจากขอจํากัดทางกายภาพ
และทางเคมีของโฟมพอลิยูรีเทนชนิดน้ี ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองการศึกษาโครงสรางของโฟม 
พอลิยูรีเทนที่เปลี่ยนแปลงภายหลังจากการทดสอบการยอยสลายดวยจุลินทรียกลุม 4 สงผลให
ตําแหนงพันธะยูรีเทนในโครงสรางของโฟมชนิดน้ีลดลง เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมไมมีชีวิต 
(abiotic control) ดังแสดงในรูปที่ 8 สําหรับการศึกษาเอนไซมไลเปสในชุดทดสอบที่ใชวัสดุอางอิง
และจุลินทรียกลุมที่ 4 พบวาในชุดทดสอบถุงมือยาง มีปริมาณเอนไซมไลเปสนอยมากเน่ืองจาก
เอนไซมหลักที่มีบทบาทในการยอยสลายยางธรรมชาติจากการศึกษากอนหนาน้ีรายงานวาเปน
เอนไซม Latex clearing protien (Lcp) หรือเอนไซม Rubber oxygenase (RoxA) ซึ่งมีบทบาทใน
การตัดพันธะที่ตําแหนง cis-1,4 double bond ภายในโครงสรางของยางธรรมชาติ สวนคากิจกรรม
เอนไซมไลเปสในชุดทดสอบยางอิพอกไซดพบวามีแนวโนมเพิ่มมากข้ึน เมื่อระยะเวลาการบมนานข้ึน 
ซึ่งอาจเปนไปไดวาสารตัวกลางบางชนิดที่ไดจากกระบวนการยอยสลายยางอิพอกไซด ทําหนาที่เปน
ตัวเหน่ียวนําใหเกิดการผลิตเอนไซมไลเปส 
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 มีการศึกษาเอนไซมกลุมไฮโดรเลสเกี่ยวกับกระบวนการยอยสลายพอลิยูรีเทนกอนหนาน้ี  
เชน การศึกษากิจกรรมของเอนไซมเอสเทอรเรสโดยใชเช้ือ Bacillus subtilis และใช Impranil 
DLNTM เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานสําหรับจุลินทรีย และใชสารต้ังตนของเอนไซม คือ 
พารา-ไนโตรฟนิลอะซีเตต วัดคากิจกรรมของเอนไซมเอสเทอรเรสได 45 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน 
ภายในระยะเวลา 3-4 วันของการบม (Rowe and Howard, 2002) การศึกษาเกี่ยวกับการยอยสลาย
พอลิยูรีเทนโดยใชพอลิยูรีเทนเหลว (Impranil DLN) เปนแหลงคารบอนสําหรับจุลินทรีย โดย
วิเคราะหปริมาณเอนไซมเอสเทอรเรสซึ่งเปนเอนไซมที่เกี่ยวของในกระบวนการยอยสลายพอลิยูรีเทน 
พบเอนไซมเอสเทอรเรสปริมาณ 12 ยูนิต/มิลลิลิตรในสวนนํ้าเลี้ยงเซลลที่ปราศจากตัวเซลลภายหลัง
จากทดสอบการยอยสลายเปนเวลา 28 วัน (Shah et al., 2008)  และการศึกษาเอนไซมไลเปสจาก
เช้ือ Candida rugosa เพื่อศึกษาการยอยสลายพอลิยูรีเทนทางการคา (Impranil DLNTM) หลังการ
ยอยสลายพบไดเอทิลีนไกลคอลซึ่งเปนสารตัวกลางที่เกิดจากการยอยสลาย Impranil DLNTM 

(Guatam and Bassi, 2007) ศึกษาโดยใชเชนเดียวกับการศึกษากอนหนา (Nakajima-Kambe, 
1999) จึงยืนยันไดวาเอนไซมไลเปสมีบทบาทการยอยสลายพอลิยูรีเทน  
 เมื่อเปรียบเทียบคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสจากการศึกษาน้ีกับคากิจกรรมเอนไซมที่
เกี่ยวของกับการยอยสลายพอลิยูรีเทนจากการศึกษาอื่นๆ พบวาคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสที่วัดได
จากสวนของเหลวที่ปราศจากตัวเซลลหลังจากบมรวมกับโฟมพอลิยูรีเทนเปนเวลา 0 1 2 3 และ 4 
สัปดาห มีคากิจกรรมของเอนไซมที่ตรวจวัดไดนอยมากเมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาอื่น เน่ืองจาก
พื้นผิวของโฟมพอลิยูรีเทนมีสมบัติที่ไมเหมาะสมตอการเกาะติดของจุลินทรีย ทําใหกระบวนการยอย
สลายทางชีวภาพโดยใชเอนไซมจากจุลินทรียเกิดข้ึนในปริมาณนอยมาก โดยทั่วไปในกระบวนการยอย
สลายทางชีวภาพในกรณีที่จุลินทรียสามารถใชวัสดุน้ันๆ เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานไดดี 
กลไกการเกาะติดจะเปนกลไกแรกที่เกิดข้ึนในกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพ เมื่อจุลินทรียเริ่ม
กระบวนการเกาะติดบนพื้นผิวของวัสดุแลว จุลินทรียจะปลดปลอยเอนไซมที่มีบทบาทในการยอย
สลายออกมามากข้ึน ในกรณีที่จุลินทรียชนิดน้ันๆ สามารถหลั่งเอนไซมชนิดหลั่งออกนอกเซลล 
(extracellular enzyme) เปนการเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลายโครงสรางของวัสดุใหเปน
โมเลกุลที่มีขนาดเล็กและงายตอการดูดซึมเขาสูตัวเซลลไดมากข้ึนดวย แตในกรณีที่จุลินทรียไม
สามารถใชวัสดุน้ันๆ เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานได กระบวนการยอยสลายทางชีวภาพจึง
เกิดข้ึนไมไดหรือเกิดข้ึนไดนอยมาก สงผลใหปริมาณเอนไซมที่ตรวจพบในสวนนํ้าเลี้ยงเซลลมปีรมิาณที่
นอยตามไปดวย 
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รูปท่ี 15 ช้ินถุงมือยาง ยางอิพอกไซด และโฟมพอลิยูรีเทนในชุดควบคุม (a) และชุดทดสอบ (b)      
ที่สัปดาหที่ 4 ของการบมดวยจุลินทรียกลุมที่ 4 ในอาหารเหลว MSM เมื่อจุมในสารละลาย 
Bradford เปนเวลา 10 นาที 
 
 ช้ินพอลิเมอรที่ใชในการทดสอบ ไดแก โฟมพอลิยูรีเทน ยางอิพอกไซด และถุงมือยางที่
สัปดาหที่ 4 ในชุดควบคุมและชุดทดสอบ เมื่อนํามาจุมในสารละลาย Bradford เปนเวลา 10 นาที   
มีความแตกตางกันอยางชัดเจน ในชุดทดสอบของถุงมือยางและยางอิพอกไซดที่มีเซลลจุลินทรียเกาะ
บนพื้นผิวอยางหนาแนน ภายหลังจากทําปฏิกิริยากับสารละลาย Bradford ปรากฏเปนพื้นที่สี นํ้าเงิน
เขมทั่วพื้นที่ผิว การปรากฏสีนํ้าเงินเขมของสารละลาย Bradford แสดงใหเห็นถึงปริมาณโปรตีน
ทั้งหมด ในขณะที่โฟมพอลิยูรีเทนไมมีลักษณะการเปลี่ยนแปลงเมื่อเทียบกับชุดควบคุม (รูปที่ 15) 
เกาะติดบนผิวของจุลินทรียบนผิวของวัสดุจัดเปนข้ันตอนแรกของกลไกการยอยสลายทางชีวภาพโดย
จุลินทรีย และจุลินทรียเหลาน้ีจะปลอยเอนไซมเพื่อยอยสลายสารต้ังตน ทําใหโครงสรางของสารต้ังตน
เปลี่ยนไปและทําใหเกิดสารตัวกลางในนํ้าเลี้ยงเซลล 

 
7. การวัดปริมาณกาซคารบอนไดออกไซด 
 การวัดปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดที่ปลดปลอยจากกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพ
โดยใชจุลินทรียกลุมที่ 4 ทดสอบรวมกับโฟมพอลิยูรีเทนและวัสดุอางอิง (ถุงมือยางและยางอิพอกไซด) 
ในอาหารเหลว MSM เปนเวลา 4 สัปดาห ที่อุณหภูมิหอง (ประมาณ 35 องศาเซลเซียส) พบวา    
รอยละของการยอยสลายทางชีวภาพ (% biodegradation) ที่วัดไดจากการยอยสลายโฟม          
พอลิยูรีเทน คิดเปนรอยละ 6.79 เปรียบเทียบกับรอยละของการยอยสลายทางชีวภาพของวัสดุอางอิง 
ไดแก ถุงมือยาง และยางอิพอกไซด คิดเปนรอยละ 16.42 และ 24.38 ตามลําดับ (รูปที่ 16) 
 จากผลการทดลองนํามาวิเคราะหไดวาจุลินทรียกลุมที่ 4 มีประสิทธิภาพในการยอยสลาย
วัสดุที่ผลิตจากยางธรรมชาติไดหลากหลาย เมื่อพิจารณาการยอยสลายทางชีวภาพของวัสดุอางอิงทั้ง
สองชนิด ยางอิพอกไซดที่มีลักษณะโครงสรางใกลเคียงกับยางธรรมชาติ cis-1,4 พอลิไอโซพรีนและมี
โครงสรางซับซอนนอยที่สุด มีรอยละของการยอยสลายทางชีวภาพสูงที่สุด สวนวัสดุอางอิงอีกชนิด 
คือ ถุงมือยางที่ผานกระบวนการวัลคาไนเซช่ัน และมีพันธะไดซัลไฟดทําหนาที่เช่ือมโยงภายใน
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โครงสราง พบวามีรอยละของการยอยสลายทางชีวภาพไดดีเปนอันดับสอง และโฟมพอลิยูรีเทนพบ
รอยละการยอยสลายทางชีวภาพตํ่าที่สดุ อาจเกิดจากลักษณะโครงสรางทางเคมีของวัสดุ พื้นผิวของ
วัสดุ การเกาะติดของจุลินทรียบนผิวของวัสดุ การตกคางของสารเคมีที่เกิดจากกระบวนการเตรียม
โฟมในหองปฏิบัติการ เปนตน 
 

 
รูปท่ี 16 รอยละการยอยสลายทางชีวภาพของโฟมพอลิยูรีเทน (วัสดุทดสอบ) ถุงมือยางและยาง      
อิพอกไซด (วัสดุอางอิง) หลังบมรวมกับจุลินทรียกลุมที่ 4 ในอาหารเหลว MSM เปนเวลา 28 วัน ที่
อุณหภูมิหอง (อุณหภูมิ 30-35 องศาเซลเซียส) 
 
 เมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาของ Rattanapan et al. (2016) เกี่ยวกับรอยละของการยอย
สลายทางชีวภาพของโฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิตจากยางธรรมชาติ เปรียบเทียบกับโฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิต
จากยางธรรมชาติผสมกับพอลิคารโปรแลคโตนในอัตราสวนตางๆ โดยใชกลุมจุลินทรียธรรมชาติ 
(natural consortium) ที่ไดจากนํ้าเสียของโรงงานยางพารา บมเปนระยะเวลา 60 วัน ที่
อุณหภูมิหอง (ประมาณ 30-35 องศาเซลเซียส) (รูปที่ 17) พบวารอยละของการยอยสลายทางชีวภาพ
ของ     โฟมพอลิยูรีเทนทุกชนิดที่ระยะเวลา 30 วัน มีรอยละของการยอยสลายทางชีวภาพไมเกิน
รอยละ 10 (Rattanapan  et al., 2016) ซึ่งมีคาใกลเคียงกันกับรอยละของการยอยสลายทางชีวภาพ
โดยจุลินทรียกลุมที่ 4  คิดเปนรอยละ 6.78 แตเมื่อโฟมพอลิยูรีเทนในการทดลองของ Rattanapan     
et al. (2016) ถูกบมเปนระยะเวลานานข้ึนจนครบระยะเวลา 60 วันของการยอยสลาย พบวาโฟม         
พอลิยูรีเทนที่ผลิตจากยางธรรมชาติมีรอยละของการยอยสลายทางชีวภาพตํ่าที่สุด คิดเปนรอยละ 
31.89 ในขณะที่โฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิตจากยางธรรมชาติและพอลิคารโปรแลกโตนในอัตราสวน 
(70:30) มีรอยละของการยอยสลายทางชีวภาพสูงที่สุด คิดเปนรอยละ 45.6 โดยเปรียบเทียบกับวัสดุ
ในชุดควบคุม (negative control) คือ พอลิ เอทิลีนความหนาแนน ตํ่า (Low density 
polyethylene: LDPE) ปรากฏรอยละของการยอยสลายทางชีวภาพเพียงรอยละ 3.25 ที่ระยะเวลา
การทดสอบ 60 วัน 
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รูปท่ี 17 รอยละของการยอยสลายทางชีวภาพของโฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิตจากยางธรรมชาติ (PUF1) 
ซึ่งเปนโฟมชนิดเดียวกับโฟมพอลิยูรีเทนที่ใชในการศึกษาน้ี เปรียบเทียบกับโฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิตจาก
ยางธรรมชาติและพอลิคารโปรแลกโตนในอัตราสวนตางๆ ไดแก อัตราสวน 1:0.5 (PUF2) อัตราสวน 
1:1 (PUF3) และอัตราสวน 0.5:1 (PUF4) (Rattanapan et al., 2016) 
 
8. การบงชี้เอกลักษณของแบคทีเรียโดยการวิเคราะหลําดับเบสของยีน 16S rRNA 
 กลุมจุลินทรียที่คัดแยกไดและใชในการทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพของโฟมพอลิยูรีเทน 
และวัสดุอางอิง (จุลินทรียกลุมที่ 4) ประกอบดวยแบคทีเรีย 3 ไอโซเลท ไดแก ไอโซเลท P1 ไอโซเลท 
P2 และไอโซเลท P5 เมื่อนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทดของช้ินสวนยีน 16S rRNA ที่มีขนาดประมาณ 
1,500    คูเบส โดยใชไพรเมอร 27F และ 1492R นําลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของเช้ือ
แตละไอโซเลทมาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดที่มีความคลายคลึงกันในฐานขอมูล National 
center for biotechnology information (NCBI) โดยใชโปรแกรม BLAST (blastn) เมื่อพิจารณา
ลําดับนิวคลีโอไทดของเช้ือแตละไอโซเลท พบวาไอโซเลท P1 มีความคลายคลึงกับเช้ือ Gordonia 
westfalica strain Kb2 (99% similarity) เช้ือไอโซเลท P2 มีความคลายคลึงกับเช้ือ 
Xanthomonas maliensis strain M97 (99% similarity) และไอโซเลท P5 มีความคลายคลึงกับ
เช้ือ Ochrobactrum intermedium strain FLA FFT 41.2 (99% similarity) โดยความสัมพันธ
ทางวิวัฒนาการของจุลินทรียที่คัดแยกไดแสดงดังรูปที่ 18  
 จากการศึกษากอนหนาน้ีมีรายงานเกี่ยวกับจีนัสและสปชีสของเช้ือทุกไอโซเลทที่เปนสมาชิก
ของกลุมจุลินทรียที่คัดแยกไดจากการศึกษาน้ี โดยทุกไอโซเลทมีการศึกษาเกี่ยวกับการยอยสลายวัสดุ
ที่ยอยสลายยากในสิ่งแวดลอมหลายชนิด ยกตัวอยางเชน G. westfalica มีรายงานวาเปน         
แอคนิโนมัยสีทที่มีบทบาทในการยอยสลายยางธรรมชาติได (Linos et al., 2002) Gordonia sp. 



35 
 

JAAS1 สามารถยอยสลาย chlorpyrifos ปริมาณ 110 มิลลิกรัม/ลิตร ภายใน 24 ช่ัวโมง (Abraham 
et al., 2013) G. alkanivorans CC-JG39 สามารถยอยสลายนํ้ามันดีเซลได (Young et al., 2005) 
นอกจากน้ียังมีการศึกษาการยอยสลายยางธรรมชาติโดยใช Xanthomonas sp. strain 35Y เพื่อใช
เปนตนแบบจุลินทรียในการศึกษาเอนไซม RoxA ซึ่งมีบทบาทสําคัญในการยอยสลายยางธรรมชาติใน
แบคทีเรียแกรมลบ (Tsuchii and Takeda, 1990) และมีการศึกษาเกี่ยวกับ Ochrobactrum lupini 
เกี่ยวกับการยอยสลายนํ้ามันดิบในอาหารเหลวและดิน (Eraky et al., 2015) มีการศึกษาการยอย
สลายนิโคตินโดยใชเช้ือ  O. intermedium DN2 พบวาสามารถยอยสลายนิโคตินได 95.55% ภายใน
เวลา 10 ช่ัวโมง (Yuan et al., 2006) 

 
รูปท่ี 18 การวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการของยีน 16S rRNA ของเช้ือไอโซเลท P1 P2 และ 
P5 เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของเช้ืออื่น ลําดับนิวคลีโอไทดไดจากฐานขอมูล NCBI 
แผนภาพแสดงความสัมพันธสรางโดยวิธี neighbor-joining จากโปรแกรม MEGA ตัวเลขแสดงบนกิ่ง 
(% bootstrap) มาจากการคํานวณ 1,000 ซ้ํา 
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สรุปผลการทดลอง 

 กลุมจุลินทรียผสมที่ใชในการศึกษาการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิตจากยางธรรมชาติ  
ถูกคัดแยกมาจากตัวอยางดินและนํ้าเสียที่คัดแยกจากโรงงานยางพาราในจังหวัดสงขลา โดยกลุม
จุลินทรียที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทน (วัสดุทดสอบ) ถุงมือยางและยาง           
อิพอกไซด (วัสดุอางอิง) คือ จุลินทรียกลุมที่ 4 ประกอบดวย 3 ไอโซเลท ไดแก Gordonia 
westfalica สายพันธุ P1 Xanthomonas maliensis สายพันธุ P2 และ Ochrobactrum 
intermedium สายพันธุ P5 และการศึกษาครั้งน้ียังพบวาจีนัส Ochrobactrum มีความสามารถใน
การยอยสลายยางธรรมชาติเปนครั้งแรก เมื่อศึกษารอยละของนํ้าหนักแหงของโฟมพอลิยูรีเทนที่
หายไปเมื่อบมรวมกับจุลินทรียกลุมน้ี คิดเปนรอยละ 5.32 ของนํ้าหนักแหงเริ่มตน และเมื่อศึกษาการ
เปลี่ยนแปลงของหมูฟงกชันภายในโครงสรางของโฟมพอลิยูรีเทน พบวาจุลินทรียกลุมน้ีสามารถ
ทําลายหมูฟงกชันหลักของโฟมพอลิยูรีเทน คือ หมูเอสเทอรคารบอนิล (ตําแหนงเลขคลื่น 1700 
เซนติเมตร-1) ลดลงอยางสังเกตได นอกจากน้ีจุลินทรียกลุมดังกลาวสามารถยอยสลายถุงมือยางและ
ยางอิพอกไซดที่ใชเปนวัสดุอางอิงในการศึกษาน้ีโดยกระบวนการเกาะติดบนผิวของวัสดุไดดี แตกลุม
จุลินทรียน้ีไมสามารถเกาะติดบนผิวของโฟมพอลิยูรีเทนได อาจเน่ืองจากโครงสรางทางกายภาพและ
โครงสรางทางเคมีที่ไมเหมาะสม หรือมีสารเคมีบางชนิดที่ยับย้ังการเจริญของจุลินทรียตกคางอยูใน
เน้ือโฟม เมื่อศึกษาคากิจกรรมเอนไซมไลเปสในนํ้าเลี้ยงเซลลที่ปราศจากตัวเซลล (ยูนิต/มิลลิกรัม
โปรตีน) พบวาคากิจกรรมเอนไซมไลเปสในชุดทดสอบโฟมพอลิยูรีเทนมีปริมาณตํ่ามาก และเมื่อ
ทดสอบเอนไซมที่เกี่ยวของในกระบวนการยอยสลายพอลิยูรีเทนทางชีวเคมี พบวาจุลินทรียทั้งสาม  
ไอโซเลทสามารถผลิตเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายพอลิยูรีเทนได การศึกษารอยละของการ
ยอยสลายทางชีวภาพในอาหารเหลว MSM ของยางอิพอกไซด > ถุงมือยาง > โฟมพอลิยูรีเทน เมื่อ
บมรวมกับจุลินทรียกลุมน้ีเปนเวลา 28 วัน จากผลการทดลองทั้งหมดสรุปไดวาจุลินทรียกลุมน้ีมี
สามารถยอยสลายวัสดุที่ผลิตจากยางธรรมชาติไดหลากหลาย แตรอยละของการยอยสลายทาง
ชีวภาพและประสิทธิภาพของการยอยสลายข้ึนอยูกับโครงสรางทางกายภาพและโครงสรางทางเคมี
ของวัสดุน้ันๆ โครงสรางทางเคมี และสารเคมีที่ใชในกระบวนการผลิตโฟมพอลิยูรีเทนชนิดน้ีเปนปจจยั
สําคัญที่สงผลโดยตรงตอกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพในการทดลองน้ี 
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ขอเสนอแนะ 

 การศึกษาน้ีเปนการศึกษาตอเน่ืองจากงานวิจัยกอนหนาน้ีในหัวขอ “การเตรียมและสมบัติ
ของโฟมพอลิยูรีเทนที่มียางธรรมชาติเปนสวนประกอบ เพื่อการใชงานดานปุยปลดปลอยชา” โดย           
น .ส .  ศิ วร รจน  คงห นู  ภาค วิช า วิทยาศาสตร และ เทคโนโล ยี วั ส ดุ  คณะ วิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร มีจุดประสงคมุงเนนการผลิตโฟมพอลิยูรีเทนสูตรตางๆ เพื่อใชเปนวัสดุ
สําหรับปลดปลอยปุยทางการเกษตรในดินและนํ้า ดังน้ันการศึกษาครั้งน้ีจึงมุงเนนเฉพาะในสวนของ
การยอยสลายทางชีวภาพของโฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิตจากยางธรรมชาติ โดยเนนการคัดแยกจุลินทรีย
จากธรรมชาติที่มีประสิทธิภาพมากที่สุดในการยอยสลายโฟมชนิดน้ี และนําจุลินทรียมาจัดกลุมเพื่อ
ทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพในหองทดลอง งานวิจัยทีค่วรศึกษาตอเน่ืองจากงานวิจัยน้ีเพื่อใหเกดิ
ความมั่นใจวาวัสดุโฟมพอลิยูรีเทนชนิดน้ีจะไมกลายเปนสิ่งตกคางในธรรมชาติตอไปในอนาคต คือ 
ควรปรับปรุงลักษณะทางกายภาพของช้ินโฟมเพื่อใหจุลินทรียสามารถเกาะติดบนผิวของโฟมไดงาย 
เปนกระบวนการสําคัญในการยอยสลายทางชีวภาพ หรืออาจเติมสารอาหารบางอยางลงไปในข้ันตอน
การผลิตโฟม เพื่อสนับสนุนการเจริญเติบโตของจุลินทรียและชวยเหน่ียวนําเอนไซมที่เกี่ยวของในการ
ยอยสลายพอลิยูรีเทนและยางธรรมชาติใหสามารถผลิตออกมามากข้ึน หรืออาจทดสอบการยอยสลาย
โฟมพอลิยูรีเทนรวมกันระหวางเช้ือราและแบคทีเรีย ซึ่งเอนไซมจากเช้ือราอาจชวยเพิ่มประสิทธิภาพ
การยอยสลายโฟมชนิดน้ีไดดีข้ึน รวมถึงการพัฒนาเทคนิคการจับกลุมเช้ือโดยอาจเริ่มจากการรวมเช้ือ
ทุกไอโซเลทที่คัดแยกไดเปนกลุมเช้ือเดียวกันและทดสอบยอยสลายโฟมเปรียบเทียบกับชุดทดสอบอืน่
ที่จับกลุมโดยตัดเช้ือออกทีละไอโซเลท และตรวจสอบสารตัวกลางที่เกิดข้ึนในแตละชุดทดสอบ เพื่อ
หาความสัมพันธของบทบาทเช้ือแตละไอโซเลทในกลไกการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนและการเกดิสาร
ตัวกลางแตละชนิด และควรทดสอบการเปนเช้ือปฏิปกษของแตละไอโซเลทในกลุมของจุลินทรียใน
กลไกการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนเบื้องตน อาจทําไดโดยการทดสอบแบบ cross-check โดยการขีด
เช้ือลงบนอาหารที่ผสมนํ้ายางธรรมชาติกับพอลิยูรีเทนเหลวทางการคาเปนแหลงคารบอนแกจลุนิทรยี
และดูการเจริญของเช้ือแตละไอโซเลท ทั้งน้ีเพื่อใหไดกลุมเช้ือที่สนับสนุนการทํางานและมีโอกาสทาํให
รอยละของการยอยสลายทางชีวภาพเกิดไดเร็วข้ึน ควบคูกับการทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพใน
สภาวะจริงรวมกับการใชงานวัสดุดานปุยปลดปลอยชา ซึ่งตองใชเวลานานมากในการทดสอบและ
ไมไดอยูในขอบเขตของการทดลองในครั้งน้ี 
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Abstract 
 
Biodegradation is one of the effective methods that can reduce many kinds of 
pollutions in the environments. Soils are the plentiful microorganisms source. 
Especially, the rubber contaminated soils were collected and screened to isolate 
bacteria which can degrade the polyurethane (PUR) film that made from polylactic 
acid (PLA) and natural rubber (NR). NR-degrading bacteria were isolated on Minimal 
Salts Medium (MSM) supplemented latex plates and rubber gloves degradation in 
MSM broth. The best isolates of rubber glove degradation are NR1 and NR2 because 
each isolate can decrease weight loss of gloves highly about 10% after incubation in 
MSM broth for 30 days. Whereas, PLA-degrading bacteria were screened on PLA-
emulsified agar by clear zone method. Two inoculums were investigated the PUR 
biodegradation in liquid medium at 30OC. The mixed culture is the NR-degrading 
bacteria and PLA-degrading bacterium were used as inoculum. The other one is 
natural consortium from soil. The results showed the colonies on the films incubated 
with both of inoculums and pH value of mixed culture and consortia had changed 
from initial pH (pH 7.0) into 6.38 and 5.47, respectively after 50 days of incubation. 
While the weight loss decreased slightly. These results suggest that the PUR film can 
be attached by microorganisms on the surface. This is the initial mechanism of 
synthetic polymer biodegradation.  
 
Keywords: polyurethane, biodegradation, natural rubber, polylactic acid, 
microorganisms 
 



 



 

 

 

Abstract—Mixed cultures of rubber degrading bacteria were 

isolated from soils of rubber factories in Songkhla province, 

Thailand. Mixed culture B could utilize latex as the sole carbon 

source on agar plate and over 30 days, a maximum of 7.38 % and 

7.78 % weight loss was obtained respectively utilizing rubber gloves 

and polyurethane foam made from natural rubber. The FT-IR results 

confirmed the reduction that associated with double bonds in cis-1,4-

polyisoprene, CH2 and CH3 in aliphatic compounds. The formation of 

aldehyde groups increased as an intermediate during rubber 

biodegradation. Moreover, the urethane bond in polyurethane foam 

also was broken down by microbial enzymes. The Mixed culture B 

was then identified to Gram positive bacterium (B1) and Gram 

negative bacteria (B2 and B3). All the results in this study have been 

promising an alternative choice to eliminate the solid waste of rubber 

synthetic materials. 

 

Keywords—Biodegradation, synthetic rubber, mixed culture. 

I. INTRODUCTION 

Natural rubber in latex form is a biopolymer consisting of 

isoprene units in cis-configuration. The cis-polyisoprene has 

been found in over 2,000 species of higher plants and fungi 

[1]. “Hevea brasilliensis” is a typical example of natural 

rubber producing plants which produce cis-1,4-polyisoprene. 

Rubber has high elasticity then it was used globally as a raw 

material for many rubber products such as belts, gaskets, 

matting, flooring, gloves, rubber bands, erasers, tires, etc [2]. 

The total rubber world consumption is estimated to be 26.8 

million metric tons including 12.3 tons of natural rubber 

products and 14.5 million tons of synthetic rubber in 2015.  

All rubber products have become a huge problem with solid 

wastes accumulating in the environment causing severe 

pollution because of improper recycling management. 

Biodegradation of polymeric materials has been studied and 

this is proven to be eco-friendly because of its non-toxic end 

products such as CO2, H2O [3].  
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There are many reports of rubber degradation by various 

microorganisms e.g. bacteria, fungi and actinomycetes. The 

carbon atoms in cis-1,4-polyisoprene backbone can be utilized 

as the sole carbon and energy source for these microorganisms 

[4], [5]. 

In the environment, many kinds of microorganisms are 

associated in the form of consortia. Previous studies have 

shown that the microbial consortia are able to degrade the 

polymeric compounds and utilize different intermediates 

during each step of the degradation process [6], [7]. However, 

all strains of microorganisms in consortia cannot be cultured 

on medium. This is a limitation of using consortia as an 

inoculum for biodegrading solid waste disposals.  

Thus, this study aims to isolate a culturable mixed culture to 

use as an effective inoculum to degrade the rubber materials 

including rubber gloves and polyurethane foam made from 

natural rubber. 

II.   MATERIALS AND METHODS 

A. Materials 

Soil samples were collected from rubber factories in 

Songkhla, Thailand. Rubber gloves were purchased from Sri 

Trang Agro-Industry Public Company Limited, Songkhla, 

Thailand and polyurethane foam (PU foam) obtained from 

Department of Materials Science and Technology, Prince of 

Songkla University, Hatyai, Thailand. Luria-Bertani agar (LB 

agar), Plate count agar (PCA) was purchased from Sigma-

Aldrich. Mineral salts medium (MSM) containing as followed:  

Na2HPO4 9 g/L, KH2PO4 1.5 g/L, NH4NO3 1 g/L, MgSO4. 

7H2O 0.2 g/L, CaCl2.2H2O 0.02 g/L, Fe(III)[NH4] citrate 

0.0012 g/L supplemented with natural rubber latex 0.6% (v/v) 

[8].  

B. Screening of Rubber Degrading Bacteria 

Twenty five grams of soil sample were incubated in 225 mL 

of MSM broth supplemented with 0.6% (v/v) natural rubber 

latex (NRL) at 30 °C, 150 rpm for 30 days. 25 mL of culture 

broth was then transferred to a new sterile flask containing 

fresh MSM+NRL, and after shaking incubated for 15 days in 

the same conditions as described before. After 15 days, the 

culture was enriched again. Culture broth was then diluted in 

0.85% NaCl solution and spread on PCA and MSM+NRL 

plates according to standard method [9]. Different colonies on 

Biodegradation of Synthetic Rubbers by a 

Mixed Culture Isolated from Various Rubber 

Factory Soils in Songkhla, Thailand 

Vilasinee Akkharabunditsakul, Varaporn Tanrattanakul, Kamontam Umsakul 

International Conf. on Research & Innovation in Food, Agriculture & Biological Sciences (RIFABS-16) Dec. 12-13, 2016 Phuket (Thailand)

143



 

 

MSM+NRL plates were picked and re-streaked for single 

colonies, and 3 different colonies were grouped randomly as 

mixed cultures.  

C. Biodegradation of Rubber Materials by Mixed Cultures 

Each mixed culture containing equal amounts of each 

isolate was used as an inoculum (10% v/v) in a shake flask 

containing MSM and 0.1% (w/v) polymer samples (rubber 

glove, PU foam). All tested flasks were incubated at 30 °C, 

150 rpm for 30 days.  

D. Weight Loss of Polymer Materials 

After 30 days of incubation, polymer samples were filtrated 

by Whatman No.1 filter paper. The dry weight of polymers 

was determined and the percentage weight loss was calculated 

according to the following equation.  

 

100 
(g) weight original

(g) weight remaining - (g) weight original
= loss weight % 

 

E. Viable Cells Count 

The culture media after incubation with the different 

polymers were diluted and spread on PCA plates. Numbers of 

colonies were counted and were recorded as CFU/mL. 

F. Determination of Rubber Degradation by FT-IR Analysis 

The pieces of rubber glove and PU foam in treated and 

untreated shake flasks after 30 days of incubation with the 

mixed culture were taken for FT-IR analysis. The sample 

pieces were washed with distilled water 2-3 times and dried 

before analysis. The transmittance spectra were detected in the 

IR range from 4000 to 400 nm by ATR-FTIR spectrometer, 

Bruker Tensor 27. 

III. RESULTS AND DISCUSSION 

A. Screening of Rubber Degrading Bacteria and Mixed 

Cultures 

The soil samples provided 9 isolates of rubber degrading 

bacteria on MSM+NRL plates. Three different isolates were 

picked and grouped to use as the mixed cultures A, B and C. 

The visual observation of polymers in untreated and those 

treated with those mixed cultures is presented in Fig. 1. For 

the rubber glove pieces the color surface changes in the treated 

samples were clearly observed due to microbial pigment 

production see Fig. 1 (a-c) whereas, PU foam’s surface 

showed only slightly changes see Fig. 1 (e-g) when compared 

with control pieces Fig. 1 (d and h). The physical changes, for 

example, color and shape could be explained in term of 

microbial colonization and degradation. The steps of 

biodegradation of any polymer usually start with the microbial 

attachment on the surface. Then, the microorganisms release 

some involved degrading enzymes and the long polymer 

chains can be degraded into shorter chains, dimers and 

monomers. After that, those intermediates are then absorbed 

into cells and are utilized as carbon and energy sources. The 

end products from mineralization are CO2, H2O and CH4 [3]. 

B. Weight Loss of Polymer Measurement 

The results of weight loss after incubation with the mixed 

cultures for 30 days are shown in TABLE I. The Mixed 

culture B could effectively reduce the weight of both rubber 

glove and PU foam revealing about 7.38% and 7.78% weight 

loss, respectively, whereas the Mixed culture A could degrade 

only rubber glove. Rubber glove treated with the Mixed 

culture A showed about 17.06 % of weight loss. This culture 

gave the highest percentage of rubber glove weight loss. In 

contrast, the Mixed cultures B and C could degrade both of the 

rubber substrates. In this study, we aim to isolate a group of 

mixed culture which is able to degrade various types of rubber 

materials, therefore the Mixed culture B was considered as the 

most appropriate representative for using in the next 

experiments. The basic Gram staining indicated that the Mixed 

culture B contained a Gram positive rod, non-spore forming 

(isolate B1), a Gram negative rod (isolate B2), and a Gram 

negative short rod (isolate B3). 

 
TABLE I 

THE PERCENTAGES OF WEIGHT LOSS OF RUBBER GLOVE AND PU FOAM AFTER 

TREATED WITH THREE MIXED CULTURES AT 30 °C, 150 RPM FOR 30 DAYS 

Mixed  

culture 
% Weight loss of polymer 

Rubber glove PU foam 

A 17.06 0.00 

B 7.38 7.78 

C 8.29 2.02 

C. Viable Cells Count 

 The viable cells count is presented in TABLE II. The 

initial microbial population was 1.5  10
7
 CFU/mL. After 30 

days of incubation, the numbers of viable cells of each isolate 

decreased significantly. These results could be explained in 

that bacteria were able to attach on the material’s surface, so 

that the available cells in culture broth then decreased. 

Because for a long period of incubation in a closed system 

some intermediates during biodegradation were released into 

the culture broth, this may have caused undesirable conditions 

for bacterial growth. The cell viability is also dependent on the 

ability of each isolate to utilize specific materials as a carbon 

and energy source as seen in all tested PU foam flasks thus the 

survival of cells was very low. Reference [10] explains about 

additives addition, chemical structure and how the material 

surface are all important factors to reducing the effects of 

biodegradation. 

D. Determination of Structural Changes Using FT-IR 

Analysis 

FT-IR analysis was used to determine the change of 

functional groups of polymer structures. The new formation 

peaks or disappeared peaks were detected. These changes in 
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Fig. 1 Visual observation of rubber glove (a-d) and PU foam (e-h) treated with the Mixed culture A (a, e), the Mixed culture B (b, f),             the 

Mixed culture C (c, g) and abiotic control (d, h) at     C,     rpm for    days of incubation  

 

structure are a useful method to confirm the biodegradability 

of materials. The results of FT-IR spectra showed the changes 

of rubber glove structure after being incubated with the Mixed 

culture B in Fig. 2. The wavenumber in the range of 1660    

cm
-1 

indicated the stronger formation of aldehyde groups in 

treated sample than in the control [11]. This range also 

overlapped the wavenumbers at 1652 and 1543 cm
-1

 which 

were identified as the protein regions with amide I and II 

according to microbial cell components on material’s surface 

because of microbial attachment [12]. Moreover, the new 

unidentified peak in the range of 1000-1050 cm
-1

 was found 

after treated with the Mixed culture B. A broadening signal of 

the range at 1300-1500 cm
-1

 of treated sample was lower than 

that of the control which was identified as δ(CHx) deformation 

vibrations and the decrease of CH2 and CH3 in aliphatic 

compounds considerably [13]. In addition, a peak at 835 cm
-1

 

referring to double bonds in cis-1,4-polyisoprene has slightly 

changed. The mechanism involved in the rubber 

biodegradation may be the oxidative cleavage, which is 

indicated as the reduction of double bond character and the 

presence of aldehyde groups and the formation of acids as 

intermediates [14]. In Gram positive and Gram negative 

bacteria, they are able to utilize different key enzymes of 

oxygenases in rubber degradation but can also release similar 

intermediates during biodegradation containing aldehyde and 

keto groups [13]. 

In addition, the degradation of the treated and untreated PU 

foams was analyzed by FT-IR. In the treated sample, IR 

spectra mostly overlapped with the IR spectra of control, but 

at the wavenumber of urethane bond (R-COONH-R’), there 

was a sight decreased at the wavenumbers 1720 and 1660 cm
-1

 

referring to ester carbonyl group (C=O) and urethane (NH) in 

Fig. 3 [15]. The urethane bond in polyurethane foam may be 

broken down due to the microbial enzymes, whereas the 

selected microorganisms could not degrade the rubber 

structure which is used as a raw material in PU foam 

production. Several previous studies have been reported that 

the polyurethanases which are a group of hydrolases playing 

an important role in cleaving the ester or peptide bonds in PU 

structure [13] but the PU foam may have some limitations 

about its chemical structure and surface characteristic which 

may affect the capacity of microorganisms to biodegrade. 
 

TABLE II 

 NUMBERS OF VIABLE CELLS COUNT OF EACH MIXED CULTURE (CFU/ML) 

AFTER 30 DAYS OF INCUBATION WITH RUBBER GLOVE AND PU FOAM  

AT 30 °C, 150 RPM 

 

Mixed  

culture 
Isolates 

Viable cells (CFU/mL) 

Rubber Glove PU foam 

A 

A1 

A2 

A3 

2.6 x 106 

1.5 x 106 

1.0 x 104 

2.8 x 104 

8.0 x 104 

1.0 x 104 

B 

B1 

B2 

B3 

1.7 x 105 

2.8 x 107 

2.5 x 108 

1.0 x 105 

9.0 x 104 

1.5 x 106 

C 

C1 

C2 

C3 

1.0 x 103 

6.0 x 108 

1.6 x 102 

1.1 x 102 

2.5 x 108 

1.0 x 102 

IV. CONCLUSIONS 

The objective of this study was to isolate a culturable mixed 

culture from soils in rubber factories in Songkhla province, 

Thailand capable of degrading two different kinds of synthetic 

rubber materials namely rubber gloves and PU foam. Nine 

selected isolates were grouped as the three mixed cultures and 

then tested for rubber biodegradability in liquid medium for 30 

days. Weight loss was measured to identify the mixed culture 

which had the capacity to maximize the weight loss of both 

rubber materials. The Mixed culture B containing isolate B1 

(Gram positive rod non-spore forming), B2 (Gram negative 

rod) and B3 (Gram negative short rod) gave between 7 and 8% 

weight loss for both the rubber gloves and the PU foam. 
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Fig. 2 FT-IR spectra of untreated and treated rubber gloves with the Mixed culture B at 30 °C, 150 rpm for 30 days

 

Fig. 3. FT-IR spectra of untreated and treated PU foam with the Mixed culture B at 30 °C, 150 rpm for 30 days 

 

FT-IR analysis confirmed that the Mixed culture B was able to 

degrade both the rubber gloves and the PU foam in 30 days of 

incubation. These mixed cultures should be studied further for 

their ability to be utilized with the other rubber waste 

products. 
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Isolation of a culturable mixed culture 

from soils is an alternative method and a 

step closer to achieving the complete 

synthetic rubber biodegradation. 
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วิธีการทดลองเพิ่มเติม 
สูตรอาหาร Minimal salts medium (MSM) (กรัม/ลิตร)  

NaHPO4.12H2O (9 กรัม) KH2PO4 (1.5 กรัม) NH4NO3 (1.0 กรัม) MgSO4.7H2O (0.2 
กรัม) CaCl2.2H2O (0.02 กรัม) Fe(III)[NH4] citrate (0.0012 กรัม) ปรับ pH เปน 7.0 (Jendrossek 
et al., 1997) 

 
การเตรียมสารละลาย Bradford 
 เติม 100 มิลลิกรัม ของ Coomassie Brilliant Blue G50 ละลายใน 50 มิลลิลิตรของ 95% 
เอทานอล เติม 100 มิลลิลิตร ของ 85% กรดฟอสฟอริก (H3PO4) ในนํ้ากลั่น ปรับปริมาตรเปน 1 
ลิตร โดยใชขวดปรับปริมาตร 
 
การเตรียมสารต้ังตนของเอนไซมไลเปส 
 ช่ังสารพารา-ไนโตรฟนิลปาลมมิเตต (p-NPP) ปริมาณ 30 มิลลิกรัม ละลายดวย 
isopropanol ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เติมสารละลายบัฟเฟอร Tris-HCl (50 มิลลิโมลาร pH 8.0) ซึ่ง
เตรียมโดยเติม sodium deoxycholate 207 มิลลิกรัม และ gum Arabic 100 มิลลิกรัม ผสม
สารละลายทั้งหมดใหเขากัน ควรเตรียมสารละลายและใชงานทันทีและแชหลอดในความเย็น
ตลอดเวลา 
 
การคํานวณรอยละของอัตราการยอยสลายทางชีวภาพ (% biodegradation rate) 
 
คํานวณไดจากสมการดังน้ี 

∑(CO2) material (test)  =  
∆V

10
 x 250 x 0.05 x 44 (สมการ 1) 

∑(CO2) blank (abiotic control) =  
∆V

10
 x 250 x 0.05 x 44 (สมการ 2) 

ความหมายของตัวแปร 
∆V     คือ  ผลตางของปริมาตรสารละลายไฮโดรคลอริก ความเขมขน 0.05 โมลาร  
   ที่ใชไทเทรตสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.05 โมลาร  
   กอนใชงานและหลังใชงานแตละครั้ง 
10      คือ  ปริมาตรสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ใชในการไทเทรต (มิลลิลิตร) 
250     คือ  ปริมาตรทั้งหมดของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ที่อยูในภาชนะ d  
   และ e 
0.05    คือ  ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ใชเปนตัวจับกาซ

คารบอนไดออกไซดที่เกิดจากการยอยสลาย 
44      คือ  มวลโมเลกุลของกาซคารบอนไดออกไซด  
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การคํานวณคา ThCO2 ของยางธรรมชาติ (C5H8) 
 ThCO2 หมายถึง คาที่บงบอกถึงปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดที่เกิดข้ึนจากวัสดุทดสอบ
ในทางทฤษฎี (theoretical amount of carbon dioxide, ThCO2) ในหนวยกรัมตอภาชนะ ซึ่ง
สามารถคํานวณไดจากสมการดังน้ี 

  ThCO2   = m × Xc×  
44

12
  (สมการ 3) 

โดยที่  
  m คือ  ของแข็งแหงทั้งหมดของวัสดุทดสอบที่ใสลงไป ณ จุดเริ่มตนของการ 
   ทดสอบ ในหนวยกรัม 
  Xc คือ สัดสวนคารบอนอินทรียทั้งหมดในของแข็งแหงทั้งหมดของวัสดุทดสอบ  
   ในหนวย กรัมตอกรัม 
  44 คือ มวลโมเลกุลของกาซคารบอนไดออกไซด 
  12 คือ  มวลอะตอมของคารบอน 

การคํานวณเปอรเซ็นตการยอยสลายทางชีวภาพ 

จากการวัดปริมาณของกาซคารบอนไดออกไซดที่ถูกปลอยออกมา เปอรเซ็นตการยอยสลาย
ทางชีวภาพของวัสดุทดสอบสําหรับแตละชวงของการวัด สามารถคํานวณไดจากสมการ ดังน้ี 

% การยอยสลายทางชีวภาพ = [∑(CO2) material (test) - ∑(CO2) blank (control) / ThCO2] x 100 

 
สภาวะการเพ่ิมจํานวน 16S rRNA gene โดยวิธี Polymerase Chain Reaction 
 

ขั้นตอนการทํา PCR อุณหภูมิท่ีใช (°C) เวลาท่ีใช (นาที) 
1. Initial denaturation 95 5:00 
2. Denaturation 95 0:30 
3. Annealing 57 0:30 
4. Primer extension 73 1:00 
5. จํานวนรอบที่ใช 29 รอบ  
6. Final extension 73 5:00 
7. Storage 4  
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Abstract 13 

Background: A new polyurethane foam made from natural rubber has been              14 
formulated to use in agricultural fields however, its biodegradable properties should 15 
be considered and further investigated before releasing this product. This study 16 
focused on the isolation of a polyurethane foam-degrading mixed culture from 17 
various soil and wastewater samples that has the ability to degrade this new 18 
polyurethane in broth within 30 days. 19 

Results: An effective mixed culture including 3 isolates was able to degrade 20 
polyurethane foam. Gordonia westfalica strain P1, Xanthomonas maliensis strain P2 21 
and Ochrobactrum intermedium strain P5 were identified based on a 16S rRNA gene 22 
analysis. This mixed culture used polyurethane foam as a carbon source and gave 23 
5.32% dried weight loss of the polyurethane foam, 18.29% of the rubber glove and 24 
1.54% of the epoxidized natural rubber within 30 days. A FT-IR analysis revealed 25 
that the urethane bonds in the polyurethane structure were broken down. No 26 
microbial cells on the polyurethane’s surface were found, while the surfaces of the 27 
reference rubber materials (rubber glove and epoxidized natural rubber) were 28 
abundantly covered by microbial cells. The highest lipase activity of 0.018 Units/mg 29 
protein in a cell-free supernatant was obtained from the polyurethane foam 30 
degradation test at week 2. The biodegradation rates of the polyurethane foam, the 31 
rubber glove and the epoxidized natural rubber revealed 6.79%, 16.42% and 32 
24.38%, respectively. 33 

Conclusions: The biodegradation of polyurethane foam was confirmed, but at a 34 
slow rate after 30 days of treatment with the mixed culture containing Gordonia 35 
westfalica strain P1, Xanthomonas maliensis strain P2 and Ochrobactrum 36 
intermedium strain P5. A gram negative bacterium, Ochrobactrum sp. was first 37 
reported in this study as playing an important role in rubber biodegradation. 38 

Keywords: Mixed culture, Gordonia sp., Xanthomonas sp., Ochrobactrum sp., 39 
rubber glove, natural rubber, polyurethane 40 

 41 

1. Introduction  42 

Many commercial products used in our daily life are made from polymers, 43 
mainly synthetic polymers derived from petroleum or chemically synthesized 44 
materials that are extremely stable and almost impossible to naturally degrade 45 
completely within the environment. Important application usages are found in almost 46 
every sector, such as house wares, industrial fields, agricultural fields and medical 47 
fields. However, after their use-by date policy, in many cases, are discarded and 48 
then compiled to huge mountains of accumulating solid waste. About 140 million 49 
tons of synthetic polymers become solid waste each year [1]. This waste material 50 
becomes dispersed in the environment where they directly and indirectly affect the 51 



ecology of human, animals and living organisms. The main management methods 52 
for the disposal of solid wastes involve landfills, combustion, and recycling; however, 53 
these methods have serious limitations and most importantly, do not completely 54 
remove them. Therefore, over the last two decades extensive attempts are being 55 
made to develop new polymers with similar properties to their synthetic counterparts 56 
but are completely biodegradable. Hence, biodegradation has become a key 57 
motivational word especially for developing alternative methods for an eco-friendly 58 
management of polymer waste. Efforts to find alternatives for non-biodegradable 59 
synthetic polymers have become a number one target for many research groups 60 
trying to solve the problem of accumulating these non-biodegradable polymers to 61 
improve the earth's environment 62 

Polyurethane (PU) is a member of synthetic polyesters that are used as a 63 
base material in many applications [2]. The global consumption of PU foams 64 
amounts to only a small percentage of plastic production. In addition, these products 65 
are designed to have extensive lifetimes. On the other hand, responsibility for their 66 
disposal must be considered therefore, mechanisms for biodegradation of these 67 
materials should be investigated. Improvements to the functional commercial 68 
properties of these materials should also include side by side attempts to improve 69 
their biodegradability. Nowadays, several studies are being focused on using 70 
biodegradable polymers as a suitable alternative to synthetic non-degradable 71 
polymers. 72 

Para rubber tree (Hevea brasiliensis) is a natural rubber producing plant that 73 
has become a major economic crop in Southern Thailand. There is much incentive to 74 
add value to natural rubber latex (NRL) in Thailand, and a new PU-like foam made 75 
from natural rubber is one such product. A team of researchers from the Department 76 
of Materials Science and Technology, Faculty of Science, Prince of Songkla 77 
University, Thailand has attempted to develop a biodegradable PU-like foam made 78 
from NRL. Because the NRL is the raw material used in its production, it is possible 79 
that being natural in theory, it would be fully expected to be a biodegradable product 80 
and could replace some of the polyurethanes deriving from non-biodegradable 81 
materials in the future. Poly (cis-1,4-isoprene) chains will be used as a main raw 82 
material in the PU-like foam production in this study. The terminal chains of the 83 
poly(cis-1,4-isoprene) were modified as polyols, then they were reacted with 84 
polyisocyanate to synthesize the PU-like foam that form ester linkages inside the 85 
PU-like structure (Fig. 1). Ester linkages are relatively easily hydrolyzed [1] as 86 
hydrolytic enzymes, such as esterases, lipases, proteases and ureases, are 87 
ubiquitous in living microorganisms. These enzymes can break down ester linkages; 88 
consequently, intermediates can be produced and released into the culture broth [4]. 89 
The PU-like chains are composed of carbon, nitrogen, oxygen and hydrogen atoms. 90 
So, the PU-like foam degrading microorganism can utilize carbon and nitrogen 91 
atoms as the sole of carbon and nitrogen sources after uptake by cells, respectively 92 
[3]. Therefore, the biodegradation of PU goods depends on the chemical structures 93 



and additives which may be harmful to microbial cells. There have been many 94 
reports about the biodegradation of polyester polyurethanes. Both bacteria and fungi 95 
are the key microorganisms, such as Comamonas acidovorans [5], Corynebacterium 96 
sp., Enterobacter agglomerans, Serratia rubidaea, Pseudomonas aeruginosa [6]. In 97 
addition, some fungi such as Aspergillus niger, A. flavus, A. vesicolor, 98 
Aureobasidium pullulans [7], Alternaria solani [8] also have that ability.  99 

2. Materials and methods 100 

2.1 Polymer samples 101 

 Polyurethane foam (PU foam) and epoxidized natural rubber (ENR) were 102 
made from natural rubber obtained from the Department of Materials Science and 103 
Technology, Faculty of Science, Prince of Songkla University, Thailand. Natural 104 
rubber glove was a product of SriTrangTM Gloves. 105 

2.2 Soil samples 106 

 Twelve rubber contaminated soil samples were collected from 5 rubber 107 
factory properties in Songkhla province, Thailand. 108 

2.3 Preparation and screening for PU-degrading natural soil consortia  109 

 First, PU foam was cut into cubic shape sizes of 0.5 cm3, and washed by 110 
distilled water and dried overnight. Second, a Minimal Salts Medium (MSM) which 111 
consisted of (g/L): Na2HPO4 (9), KH2PO4 (1.5), NH4NO3 (1), MgSO4.7H2O (0.2), 112 
CaCl2.2H2O (0.02), Fe(III)[NH4] citrate (0.0012) [9] supplemented with 0.6% (v/v) 113 
NRL was prepared. One gram of the dried PU foam was added before autoclaving. 114 
Third, the sample was added (10% w/v) and shaking incubated at 30 °C, 150 rpm for 115 
30 days. Then, 10% (v/v) of the culture broth was transferred to a fresh MSM without 116 
a latex supplementation. One gram of the PU foam was added as a carbon substrate 117 
for selection and enrichment of PU-degrading microorganisms. All flasks were 118 
incubated at 30 °C, 150 rpm for 15 days. This step was repeated for another 15 119 
days. Finally, the culture broth defined as soil consortia broth was collected, and kept 120 
at -80 °C in 20% (v/v) glycerol. 121 

2.4 The primary screening of PU-degrading consortium from soil  122 

 10% (v/v) of the consortia broth was inoculated into a MSM which was added 123 
with 1 g of PU foam. The broth cultures at 0, 2 and 4 weeks were spread on different 124 
media to briefly separate the groups of microorganisms. This media included Plate 125 
count agar (PCA), Potato dextrose agar (PDA), Actinomycetes agar (ACT) and MSM 126 
supplemented with 0.6% (v/v) NRL agar (MSM+NRL agar). Different morphological 127 
colonies on MSM+NRL agar were picked, and retained as stock cultures at -80 °C in 128 
20% (v/v) glycerol.  129 

2.5 The second screening of PU-degrading bacteria 130 



 Two to five colonies with different morphologies isolated from each 131 
consortium were mixed randomly and tested for their ability to degrade the PU. Each 132 
group was inoculated into a MSM containing 0.3% (w/v) of PU foam; in addition, 133 
other carbon substrates were used as reference materials, such as ENR and rubber 134 
gloves. These were incubated in a shaker for 30 days at 30 °C, at 150 rpm. The 135 
broth culture was then spread on PCA plates to determine the viable cells (CFU/mL) 136 
and the number of microbial members in each constructed PU-degrading group.  137 

2.6 The third screening of PU-degrading bacteria  138 

 The surviving isolates with 3 different morphologies that grew on the PCA 139 
plates were then grouped to form a test mixed culture. The PU foam, rubber glove 140 
and ENR were tested with each test mixed culture for 30 days. 141 

2.7 Biochemical tests 142 

 All 18 isolates of the six mixed cultures were analyzed for possible PU-143 
degrading enzymes, such as urease, lipase and proteolytic enzymes by using Urea 144 
agar, Tributyrin agar and Nutrient gelatin broth, respectively 145 

2.8 Weight loss determination method 146 

 Each mixed culture was inoculated into the MSM broths containing 0.3% (w/v) 147 
PU foam as a sole carbon source. The ENR and rubber glove were used as 148 
reference materials. After 30 days of incubation, the polymer pieces were filtered 149 
through a Whatman No.1 filter paper and dried at 60 °C before being weighed [10]. 150 
The percentage of weight loss after degradation was then calculated. 151 

2.9 Confirmation of PU biodegradation by Fourier Transform Infrared (FT-IR) 152 
spectroscopy 153 

 The PU foam and reference materials were tested on biodegradation by the 154 
effective mixed cultures for 30 days in a MSM broth. Then, pieces of the polymer 155 
were removed for a FT-IR analysis. The ATR-FTIR spectrometer from Bruker Tensor 156 
27 gave transmittance spectra in the IR range from 4000 to 400 nm [11]. 157 

2.10 Determination of PU foam degradation by Scanning Electron Microscopy (SEM) 158 

 The PU foam, rubber glove and ENR incubated with and without the mixed 159 
culture after 30 days were investigated for appearance changes using a Jeol JSM-160 
5800LV Scanning Microscope (JEOL, Tokyo, Japan).  161 

2.11 Total protein assay 162 

 Broth cultures of the PU foam, ENR and rubber glove flasks at week 0, 1, 2, 3 163 
and 4 were filtered through a Whatman No.1 filter paper and centrifuged at 8,000 164 
rpm for 20 minutes at 4 °C. Total protein in the supernatant including total enzymes 165 
was determined by the Bradford method [12]. Bovine serum albumin (BSA) was 166 



used as the standard protein. The absorbance was recorded at 595 nm using a 167 
spectrophotometer. The treated and untreated materials at 4 weeks incubation were 168 
dipped in the Bradford solution for 10 minutes to observe the microbial colonization 169 
on the surface of the rubber materials. 170 

2.12 Lipase activity  171 

 The extracellular lipase activity in the cell-free supernatant was measured 172 
spectrophotometrically using p-nitrophenyl palmitate (p-NPP) as an enzyme 173 
substrate [13]. p-nitrophenol was used as the standard. One International Unit (IU) of 174 
lipase activity was defined as the amount of lipase enzyme which catalyzed the 175 
enzyme substrate (p-NPP) and required to liberate 1 µmol of p-nitrophenol per min 176 
under the standard assay conditions. 177 

2.13 CO2 evolution 178 

 The CO2 evolution was carried out in a closed system. The tested flask 179 
contained MSM, each rubber material as carbon substrates and 10% (v/v) of the 180 
mixed culture broth. All flasks were incubated at room temperature (30-35 °C) for 28 181 
days. The released CO2 was trapped by a Strum test [14]. A titration method was 182 
applied to measure the CO2 evolution [15]. The percentage of the biodegradation 183 
rate was then calculated as the following equation [14].  184 

% Biodegradation rate = [∑(CO2)material (test) - ∑(CO2)blank(control)/ThCO2] x 100 185 

2.14 Identification of PU-degrading strains 186 

 Genomic DNA of selected strains was extracted by the PowerSoil® DNA 187 
Isolation Kit (Carlsbad, CA, USA). For the 16S ribosomal RNA (rRNA) gene analysis, 188 
genomic DNA was amplified using following primers 27F (5′-189 
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′), 1492R (5′-TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3′) 190 
and MyTaqTM DNA Polymerase from Bioline was used. Sequences of the purified 191 
PCR product were identified by Ward Medic Ltd. The obtained sequences were 192 
analyzed using the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) from The National 193 
Center for Biotechnology [15]. 194 

 195 

3. Results and Discussion 196 

3.1. Isolation of PU-degrading population in consortia 197 

 The twelve broth cultures obtained from the primary screening step at week 0, 198 
2 and 4 weeks of incubation were spread on PCA, PDA, ACT and MSM+NRL agar. 199 
The results showed the diversity of the rubber-degrading microorganisms in each 200 
sample including bacteria, fungi, and actinomycetes on the PCA, PDA and ACT 201 
agar, respectively. 40 different colonies grown on the MSM+NRL agar were 202 
collected. 2-5 different colonies from each sample were grouped to form mixed 203 



cultures. The secondary screening from the 2-5 colonies grouping was incubated 204 
with the PU foam, ENR and rubber glove for 30 days and then the broth culture was 205 
spread on PCA to obtain the polymer-degrading bacteria. 18, 26 and 26 colonies 206 
were isolated from the PU foam, ENR and rubber glove degradation. Eighteen 207 
isolates of the PU-degrading microorganism were grouped again into 6 mixed 208 
cultures based on the same originated sample and different morphologies. The six 209 
groups of mixed culture (mixed culture 1 - 6) were tested for their rubber 210 
biodegradability by using the different kinds of rubber materials as the sole carbon 211 
source. The rubber materials appeared to undergo dramatic physical changes, 212 
especially, those from the rubber glove cultures. The color of the rubber glove sheets 213 
and the ENR cubes completely changed into an old rose color, and some pores 214 
appeared on the surface of the ENR cubes were clearly observed (data not shown). 215 

3.2 Identification of PU-degrading enzymes using biochemical tests 216 

 The involved PU-degrading enzymes such as urease, lipase and proteolytic 217 
enzyme (gelatinase) were investigated using biochemical tests. The majority of 218 
isolates produced urease and lipase while the proteolytic enzyme was produced 219 
from 2 isolates only. The results confirmed the hydrolytic ability of isolates which 220 
have been previously described for their important roles in PU biodegradation.  221 

3.3 Weight loss determination 222 

 Mixed culture 4 could degrade PU foam as the foam weight decreased by 223 
5.32% after 30 days of incubation. The mixed culture 4 also caused biodegradation 224 
of the rubber gloves and the ENR with a weight loss of 18.29% and 1.54%, 225 
respectively (Fig. 2). The mixed culture 4 was then taken as a representative culture 226 
to test for PU foam biodegradation. 227 

3.4  Analysis of PU foam biodegradation by FT-IR spectroscopy  228 

 After three kinds of rubber materials were incubated with the 6 groups of the 229 
mixed cultures in a MSM broth. The results indicated that the mixed culture 4 230 
showed some peaks that indicated significant chemical structural changes when 231 
compared with the abiotic control of each material.  232 

 The tested material in this study, PU foam, was biodegraded by the mixed 233 
culture 4 for 30 days (Fig. 3). The vital functionality of polyurethane is the urethane 234 
bond at the wavenumber of 1700 cm-1 that is specific to the carbonyl C=O stretch 235 
(ester carbonyl functional group). After treatment, the peak at 1700 cm-1 decreased 236 
slightly because of the ester hydrolysis. Impranil DLN was used as the carbon 237 
substrate in polyurethane biodegradation in other studies [20][21]. They found that 238 
the absorption peak at 1735 cm-1 was characterized by the ester carbonyl functional 239 
group of DLN. After Pseudomonas putida was inoculated, the peak at 1735 cm-1 240 
disappeared because of ester hydrolysis. Then, the hydrogen bond N-H stretching 241 
and O-H stretching presented at 3230-3400 cm-1 and 3404 cm-1, respectively. These 242 



might be the possible degradation products of the urethane cleavage. Interestingly, 243 
the wavenumber at 835 cm-1 did not appear in the spectra of both treated and 244 
untreated PU foam. This might be an important factor why this PU foam was hardly 245 
biodegraded by the effective rubber degrading bacteria because, most of them 246 
directly attacked at cis-1,4-double bonds in the polyisoprene structure. These bonds 247 
might be absented during the PU foam synthesized process. 248 

 The FT-IR spectra of the treated rubber glove with mixed cultures 4 (Fig. 4) 249 
showed that the peak in the region of 835 cm-1 were diminished after biodegradation 250 
and this corresponded to the loss of C=C and cis-1,4 double bond. The range of 251 
1160 cm-1 was increased referring to the formation of aldehydes [16]. The biofilm 252 
component including the protein peak at 1635 and 1541 cm-1 were identified as 253 
amide I and II while, the fatty acid region in the rubber component at 2800-3000 cm-1 254 
was decreased due to microbial degradation [17]. Interestingly, the peak at 1436 cm-255 
1 was decreased considerably presenting the deformation of CH2 and CH3 in aliphatic 256 
compounds. Moreover, the peak at 875 cm-1 which is an unidentified peak, had 257 
diminished obviously after treatment with the mixed culture 4. 258 

 Similarly, the biodegradation of ENR that was used as a reference material by 259 
the mixed culture 4 also showed changes to the FT-IR spectra (Fig. 5). This is the 260 
first time to investigate ENR as a reference substrate for a biodegradation test. The 261 
wavenumber at 860 cm-1 was associated with the decrease of the epoxide 262 
functionality in the ENR structure [18]; which might assume that the mixed culture 4 263 
was effectively able to open the epoxide ring. After that, oxidative degradation 264 
reactions might play a role resulting in the changes to the FT-IR spectrum at the 265 
region of 3200-3600 cm-1 which was identified as hydroxyl groups [19] presented a 266 
stronger signal compared with the spectrum of ENR in abiotic control. Those spectra 267 
might be associated with some intermediates in the ENR biodegradation by the 268 
mixed culture 4. In addition, the wavenumber band at 823 cm-1 obviously decreased. 269 
The fatty acid in rubber at the region of 2800-3000 cm-1 was utilized during rubber 270 
degradation [17]. This indicated that the mixed culture 4 could degrade cis-1,4 271 
double bonds which is the main component of ENR. The peaks at 1630 and 1537 272 
cm-1 were increased considerably which showed amide I and II corresponding to the 273 
biofilm formation. Moreover, the range of 1160 cm-1 increased after treatment 274 
referring to the aldehyde formation [16]. 275 

3.5 SEM observation  276 

 In this study, the scanning of electron micrographs of the PU foam surface 277 
was compared with the surfaces of the rubber glove and the ENR (reference 278 
materials) after 30 days of incubation with mixed culture 4 (Fig. 6). The 279 
biodegradation of the rubber gloves showed clear evidences of biofilm formation, a 280 
rough surface, crater and disintegration. In addition, the microbial cells embedded 281 
greatly on the surface (Fig. 6b, 6c); furthermore, the ENR was totally covered with a 282 
biofilm of mixed culture 4 (Fig. 6e, 6f). In contrast, there was no clear evidence of 283 



any microbial cells on the tested PU foam’s surface (Fig. h6, i6). The microbial 284 
population presented on each material’s surface was clearly different. The density of 285 
the population on the ENR was more plentiful than the population on the rubber 286 
glove and only a few microbial cells attached to the PU foam’s surface. These results 287 
indicated that the factors of biodegradability of solid polymers depend on their 288 
chemical and physical properties. Porosity and pore size of polymer can affect the 289 
degradation rate. In other words, not only the natural structure of material but also 290 
the modified structure plays an important role in biodegradation. Moreover, the 291 
surface properties of solid polymers also are mentioned, such as the surface area, 292 
hydrophilic, hydrophobic properties because these also influence the mechanisms of 293 
polymer biodegradation [22]. The more cells coated with polymer the more polymers 294 
that are degraded. 295 

3.6 Total protein and lipase activity  296 

 The surface of the rubber glove and ENR clearly showed pigments produced 297 
from the mixed culture 4, while pigments and microbial colonization were not 298 
observed on the PU foam after a much longer incubation time (Fig. 7a). In the same 299 
case, the Bradford method provided a dark blue area on the surface presumably due 300 
to the microbial colonization on the rubber glove and ENR’s surface, but a dark blue 301 
spot on the PU foam’s surface was not found (Fig. 7b). These results related to a 302 
SEM observation that there was no microbial colonization on the PU foam’s surface, 303 
while other material’s surfaces found a crowded microbial population. 304 

 Previous studies have proven that proteases, esterases, ureases and lipases 305 
are the key enzymes in polyurethane biodegradation but they are mainly non-specific 306 
enzyme [2]. In some cases, they act as an indiscriminative bond-breaking 307 
mechanism which acts on position of ester or amide. Thus it is acceptable to 308 
correlate the lipase activity to confirm the ester bond hydrolysis [8]. The specific 309 
lipase activities in the cell-free supernatants at week 0, 1, 2, 3 and 4 were shown 310 
(Fig. 8). With tested PU, the highest specific lipase activity was 0.018 Units/mg 311 
protein, while in biotic control was 0.009 Units/mg protein at week 2 of incubation. 312 
The results of biochemical tests revealed that the mixed culture 4 can produce 313 
enzymes that play an important role in PU biodegradation spontaneously, such as 314 
urease, lipase and proteolytic enzyme (gelatinase). Hence, PU foam was 315 
investigated for being an inducing enzyme substrate in liquid medium. The mixed 316 
culture 4 was capable of using the PU foam as substrate with a slow rate of 317 
degradation due to limitations and undesirable characteristics of the PU foam, 318 
especially its complex structure, smooth surface and semi open-cell foam property 319 
which did not provide for microbial attachment. The ENR, another reference rubber, 320 
showed the highest activity of lipase in the cell free supernatant after treatment. The 321 
possible hypothesis was proposed that some intermediates during ENR 322 
biodegradation might induce the lipase enzyme and support lipase production. In 323 
contrast, the smallest amount of lipase activity was detected in the cell free 324 
supernatant of the rubber glove test, this might be due to the lipase enzyme is not a 325 



key enzyme for rubber degradation. This evidence revealed that the rubber glove did 326 
not act as an inducing lipase enzyme substrate during the rubber degradation. With 327 
other PU-degrading enzymes, esterase activity in Bacillus subtilis was determined by 328 
using Impranil DLNTM as substrate. The esterase activity was 45 Units/mg protein 329 
for 3-4 days of incubation at 30 °C [23]. Candida rugosa also produced lipase 330 
enzyme in degrading Impranil. They also found diethylene glycol as a byproduct [24]. 331 
The result from this study supported the key role of lipase enzyme in polyurethane 332 
biodegradation [5].       333 

3.7 CO2 evolution 334 

 After 28 days of degradation, CO2 mineralization was determined in term of % 335 
biodegradation rate of PU foam, rubber glove and ENR showing 6.79%, 16.42%, 336 
24.38%, respectively. The results correspond to viable cell count after 4 weeks of 337 
incubation. The initial viable cell count of mixed culture was 3.0x108 CFU/mL. After 338 
incubation, the viable cell count in the culture broth of the PU foam, rubber glove and 339 
ENR tests were 1.2x104, 1.5x108, 2.0x107 CFU/mL respectively. The significant 340 
reduction of viable cells in the PU foam test flask indicated that microbial cells might 341 
not be able to use PU foam as a carbon source effectively.  342 

3.8 Identification of the 16S rRNA genes of the PU-degrading bacteria  343 

 Three strains of the mixed culture 4 were identified by a 16S rRNA gene 344 
analysis. The phylogenetic tree of PU-degrading bacteria demonstrated that strain 345 
P1 was mostly matched to Gordonia westfalica Kb2 (99%). Strain P2 showed the 346 
highest similarity with Xanthomonas maliensis strain M97 (99%). Strain P5 was 347 
closely similar to Ochrobactrum intermedium strain UFLA FFT41.2 (99%). The 16S 348 
rRNA genes have been deposited under the GenBank accession numbers 349 
KX810928, KX810929 and KX810930, respectively. All isolates have been reviewed 350 
about their abilities to biodegrade some of the recalcitrant pollutants in the 351 
environment. Gordonia westfalica has been reported to be a rubber degrading 352 
actinomycete [25] and this genus can degrade many xenobiotic materials in the 353 
environment [26, 27]. Xanthomonas sp. strain 35Y grew on NRL can produce the 354 
extracellular rubber oxygenase RoxA [28]. Finally, Ochrobacter sp. has been studied 355 
about crude oil degradation [29], nicotine biodegradation [30], and benzo[a]pyrene 356 
(BaP) [31]. Interestingly, Ochrobacter intermedium strain P5 (GenBank accession 357 
no.KX810930) first showed the ability of rubber glove biodegradation in this study. 358 
This gram negative rubber-degrading strain was a slow rubber degrading bacterium 359 
which was isolated from waste water of rubber industries in Hatyai, Thailand. 360 

4 Conclusions 361 

 This is the first study about the biodegradation of a new polyurethane foam 362 
made from natural rubber by using a mixed culture isolated from soil and waste 363 
water. The effective mixed culture included 3 strains, Gordonia westfalica strain P1, 364 
Xanthomonas maliensis strain P2 and Ochrobactrum intermedium strain P5. This 365 



study confirmed that the mixed culture could degrade a PU foam sample and other 366 
kinds of rubber materials such as rubber glove and epoxidized natural rubber. In 367 
addition, this is the first report about a gram negative rubber degrading bacteria, 368 
Ochrobactrum intermedium strain P5. The natural imitation of the mixed culture 369 
including the actinomycetes which is the majority of gram positive rubber degrader 370 
(G. westfalica), model of gram negative rubber degrader (Xanthomonas sp.) and 371 
novel species of gram negative rubber degrading bacteria (Ochrobactrum 372 
intermedium P5) may be an interesting choice for rubber solid waste elimination due 373 
to those microorganisms that have different rubber cleaving enzymes, thus they may 374 
share the capacity to decompose hardly accessible molecules [32].  375 
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Fig. 1 Chemical structure of natural rubber polyurethane foam 
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Fig. 2 Percentages of weight loss of three kinds of polymers that were treated by 

each mixed culture at 30 °C 150 rpm for 30 days 
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Fig. 3 FT-IR spectrum of PU foam in abiotic control and after treatment with the Mixed culture 4 in MSM broth at 30 °C for 30 days 
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Fig. 4 FT-IR spectrum of rubber glove in abiotic control and after treatment with the mixed culture 4 in MSM broth at 30 °C for 30 days 
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Fig. 5 FT-IR spectrum of ENR in abiotic control and after treatment with the mixed culture 4 in MSM broth at 30 °C for 30 days 
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Fig. 6 Scanning electron microscopy of the surface of control and inoculated test 
with mixed culture 4; rubber glove control (a), rubber glove test (b, c), epoxidized 
natural rubber control (d), epoxidized natural rubber test (e, f), PU foam control (g), 
PU foam test (h, i) after incubation in MSM broth for 30 days at 30 °C 150 rpm. 

 
  



 

 
 
Fig. 7 Visual observation of PU foam, rubber glove and ENR at week 0 to week 4 at 
30 °C 150 rpm for 30 days (a) and total protein determination on surface of a piece 
of PU foam, rubber glove and ENR in abiotic control and test after dipped in 
Bradford’s reagent (b). 

 
  



 

Fig. 8 Specific lipase activity (Units/mg protein) in cell-free supernatant after 

incubated with the mixed culture 4 at 30 °C 150 rpm for 30 days 
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