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บทคัดยอ 
 โฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิตจากยางธรรมชาติซึ่งใชในการศึกษาการยอยสลายทาง

ชีวภาพครั้งน้ีถูกนํามาใชศึกษาเพื่อคัดแยกกลุมจุลินทรียที่สามารถยอยสลายโฟมชนิดน้ีไดจากตัวอยาง
ดินและนํ้าเสียที่ปนเปอนนํ้ายางธรรมชาติ จํานวน 12 ตัวอยาง จุลินทรียที่คาดวาสามารถยอยสลาย
โฟมชนิดน้ีไดมจีํานวน 18 ไอโซเลท ถูกจัดกลุมเปนกลุมละ 3 ไอโซเลท ไดทั้งหมด 6 กลุมจุลินทรีย 
โดยใชเกณฑการจับกลุมจุลินทรียพิจารณาจากแหลงที่มาของจุลินทรียหรือจุลินทรยีทีม่โีคโลนีแตกตาง
กัน จุลินทรียทั้ง 6 กลุมถูกนําไปทดสอบความสามารถในการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนและวัสดุ
อางอิงอีก 2 ชนิด (ถุงมือยางและยางอิพอกไซด) เปนเวลา 30 วัน จุลินทรียกลุมที่ 4 ประกอบดวย  
ไอโซเลท P1 P2 และ P5 ถูกนํามาใชเปนตัวแทนในการศึกษาการยอยสลายโฟมชนิดน้ี เน่ืองจาก
จุลินทรียกลุมที่ 4 ทําใหนํ้าหนักแหงของโฟมพอลิยูรีเทนหายไป คิดเปนรอยละ 5.32 ของนํ้าหนักแหง
เริ่มตนในระยะเวลา 30 วัน จากการศึกษาดวยเทคนิค FT-IR พบวาจุลินทรียกลุมที่ 4 สามารถทําลาย
พันธะยูรีเทนในโครงสรางโฟมพอลิยูรีเทนไดและสามารถเปลี่ยนโครงสรางของวัสดุอางอิงไดอยางมี
นัยสําคัญ เมื่อสองดวยกลองจุลทรรศนแบบสองกราดไมปรากฏการเกาะติดของจุลินทรียกลุมน้ีในชุด
ทดสอบโฟมพอลิยูเทน ขณะทีป่รากฏการเกาะติดของจุลินทรียอยางหนาแนนในชุดทดสอบของวัสดุ
อางอิงทั้งสองชนิดภายหลังการบม 30 วัน ผลการปลดปลอยกาซคารบอนไดออกไซดระหวาง
กระบวนการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนดวยจุลินทรียกลุมที่ 4 เปรียบเทียบกับถุงมือยางและยาง       
อิพอกไซด คิดเปนรอยละของการยอยสลายทางชีวภาพเทากับ 6.79 16.42 และ 24.38 ตามลําดับ
ภายในระยะเวลา 28 วัน ที่อุณหภูมิหอง ผลของคากิจกรรมเอนไซมไลเปสของจุลินทรียกลุมที่ 4 ใน
ชุดทดสอบโฟมพอลิยูรีเทนถูกวัดไดปริมาณไดตํ่ามากภายหลัง 30 วัน เมื่อบงช้ีชนิดของจุลินทรียกลุม
ที่ 4 โดยลําดับเบสของยีน 16S rRNA ประกอบดวย Gordonia westfalica สายพันธุ P1 
Xanthomonas maliensis สายพันธุ P2 และ Ochrobactrum intermedium สายพันธุ P5 และ
เปนรายงานครั้งแรกในจีนัส Ocrhobactrum sp. เกี่ยวกับบทบาทการยอยสลายยางธรรมชาติ ซึ่ง
ปจจัยที่ทําใหโฟมชนิดน้ียอยสลายทางชีวภาพไดนอย อาจเกิดจากพื้นผิวของโฟมที่ไมสนับสนุนการ
เกาะติดของจุลินทรีย หรือสารเคมีตางๆ ที่ใชในกระบวนการผลิตโฟมอาจมีผลตอการเจริญของเช้ือ 
ซึ่งขอจํากัดเหลาน้ีควรปรับปรุงและพัฒนาตอไปในอนาคต 

 
คําสําคัญ: โฟมพอลิยูรีเทน ถุงมือยาง ยางอิพอกไซด กลุมจุลินทรียผสม การยอยสลายทางชีวภาพ 
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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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 ถุงมือยาง ยางอิพอกไซด และโฟมพอลิยูรีเทน ภายหลังการทดสอบการยอยสลาย 
 ทางชีวภาพโดยกลุมจุลินทรีย 6 กลุม เปนเวลา 30 วัน ที่สภาวะอุณหภูมิ 30 องศา 
 เซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบ/นาที สัญลักษณ (*) แสดงถึงรอยละของนํ้าหนัก 
 แหงโฟมพอลิยูรเีทนทีห่ายไปมากที่สุด 2 ลําดับแรก โดยที่นํ้าหนักพอลิเมอรในชุด 
 ควบคุมของพอลิเมอรแตละชนิดไมพบการเปลี่ยนแปลง   
รูปท่ี 8 โครงสรางของโฟมพอลิยูรีเทนในชุดควบคุมและชุดทดสอบที่ผานการทดสอบ  24 
 ดวยจุลินทรียกลุมที ่2 และ 4 เปนเวลา 30 วัน ในอาหารเหลว MSM ที่อุณหภูมิ 
  30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบ/นาที 
รูปท่ี 9 โครงสรางของถุงมือยางในชุดควบคุม และชุดทดสอบที่ผานการทดสอบดวย  25 
 จุลินทรียกลุมที่ 2 และ 4 เปนเวลา 30 วัน ในอาหารเหลว MSM ที่อุณหภูมิ  
 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบ/นาที 
รูปท่ี 10 โครงสรางของยางอิพอกไซดในชุดควบคุม และชุดทดสอบที่ผานการทดสอบ  26 
 ดวยจุลินทรียกลุมที ่2 และ 4 เปนเวลา 30 วัน ในอาหารเหลว MSM ที่อุณหภูมิ 
 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบ/นาที 
รูปท่ี 11  การเกาะติดของเซลลจลุินทรียบนผิวของวัสดุตางชนิดกัน (ถุงมือยาง ยางอิพอกไซด 27 
  และโฟมพอลิยูรีเทน) เมื่อสังเกตดวยตาเปลาภายหลังการบมในอาหารเหลว 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) หลังบมในอาหารเหลว MSM  
  เปนเวลา 30 วัน ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบ/นาที  
  ภายใตกลองจลุทรรศนแบบสองกราด ที่กําลงัขยาย 100X 1000X และ 5000X 
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หนา 
รูปท่ี 13 ลักษณะพื้นผิวถุงมอืยาง (วัสดุอางอิง) ในชุดควบคุม (13a–13c) และชุดทดสอบ   29 
   (13d–13f) หลังบมในอาหารเหลว MSM เปนเวลา 30 วัน ที่อุณหภูมิ 30 องศา 
  เซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบ/นาที ภายใตกลองจลุทรรศนแบบสองกราด  
  ที่กําลังขยาย 2500X 5000X และ 10000X    
รูปท่ี 14 ลักษณะพื้นผิวยางอพิอกไซด (วัสดุอางอิง) ในชุดควบคุม (14a–14c) และชุดทดสอบ   29 
  (14d–14f) หลังบมในอาหารเหลว MSM เปนเวลา 30 วัน ที่อุณหภูมิ 30 องศา 
  เซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบ/นาที ภายใตกลองจลุทรรศนแบบสองกราด  
  ที่กําลังขยาย 2500X 5000X และ 10000X    
รูปท่ี 15  ช้ินถุงมือยาง ยางอิพอกไซด และโฟมพอลิยูรเีทนในชุดควบคุม (a) และชุดทดสอบ   32 
  (b) ที่สปัดาหที่ 4 ของการบมดวยจุลินทรียกลุมที่ 4 ในอาหารเหลว MSM เมื่อจุมใน   
  สารละลาย Bradford เปนเวลา 10 นาที 
รูปท่ี 16 รอยละการยอยสลายทางชีวภาพของโฟมพอลิยูรีเทน (วัสดุทดสอบ) ถุงมือยาง    33 
 และยางอิพอกไซด (วัสดุอางอิง) หลังบมรวมกับจุลินทรียกลุมที่ 4 ในอาหารเหลว  
 MSM เปนเวลา 28 วัน ที่อุณหภูมิหอง (อุณหภูมิ 30-35 องศาเซลเซียส) 
รูปท่ี 17 รอยละของการยอยสลายทางชีวภาพของโฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิตจากยางธรรมชาติ    34 
 (PUF1)  ซึ่งเปนโฟมชนิดเดียวกับโฟมพอลิยูรีเทนที่ใชในการศึกษาน้ี เปรียบเทียบกับ 
 โฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิตจากยางธรรมชาติและพอลิคารโปรแลกโตนในอัตราสวนตางๆ  
 ไดแก อัตราสวน 1:0.5 (PUF2) อัตราสวน 1:1 (PUF3) และอัตราสวน 0.5:1 (PUF4)  
รูปท่ี 18 การวิเคราะหความสัมพนัธทางวิวัฒนาการของของยีน 16S rRNA ของเช้ือ ไอโซเลท   35 
  P1 P2 และ P5 เปรียบเทียบกบัลําดับนิวคลีโอไทดของเช้ืออื่น ลําดับนิวคลีโอไทดได  
  จากฐานขอมูล NCBI แผนภาพแสดงความสัมพันธสรางโดยวิธี neighbor-joining  
  จากโปรแกรม MEGA Sequencing ตัวเลขแสดงบนกิง่ (% bootstrap) มาจากการ 
 คํานวณ 1,000 ซ้ํา   
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สัญลักษณและคํายอ 
 

%     =  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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respectively. 

Conclusions: The biodegradation of polyurethane foam was confirmed, but 

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

ความสําคัญและที่มาของหัวขอวิจัย  
 

ปจจุบันมีการใชงานผลิตภัณฑจากพอลิเมอรสังเคราะหมากข้ึนในอุตสาหกรรมทางการแพทย 
และทางการเกษตร เพื่อตอบสนองความตองการดังกลาว จึงมีการคิดคนผลิตภัณฑที่ผลิตจาก       
พอลิเมอรสังเคราะห ซึ่งมีสมบัติเหมาะสมกับการใชงานที่หลากหลาย ดังน้ันนักวิทยาศาสตรจึงคิดคน
วิธีปรับปรุงสมบัติของพอลิเมอรที่ใชเปนสารต้ังตน เชน การปรับแตงโครงสราง การเติมสารตัวเติม
และ/หรือสารเคมี การเติมสารเสริมแรง การผสมพอลิเมอรชนิดอื่น เปนตน ทั้งน้ีเพื่อใหผลิตภัณฑมี
อายุการใชงานที่ยาวนานข้ึน เมื่อผลิตภัณฑเหลาน้ีสิ้นสุดอายุการใชงาน ปญหาที่ตามมาเปนกองขยะ
จํานวนมหึมาที่สะสมอยูในสิ่งแวดลอมเปนระยะเวลานานหลายรอยป ซึ่งขยะเหลาน้ีมีผลกระทบทั้ง
ทางตรงและทางออมตอสิ่งมีชีวิตในระบบนิเวศน โดยปกติมนุษยใชกระบวนการกําจัดขยะเหลาน้ีดวย
วิธีการฝงกลบ การเผา การใชกระบวนการทางเคมี เปนตน แตวิธีเหลาน้ีมีขอจํากัดซึ่งสงผลกระทบตอ
สิ่งแวดลอมโดยตรง เชน การเกิดสารพิษตกคางในดิน นํ้า อากาศ ทําใหเกิดมลพิษอยางรุนแรงตอหวง
โซอาหาร อีกทั้งปญหาของพื้นที่ที่ใชในการฝงกลบขยะมีปริมาณไมเพียงพอ โดยเฉพาะในเมอืงใหญทีม่ี
ประชากรมาก และการกําจัดขยะแบบเดิมน้ียังมีตนทุนที่สูง ดังน้ันการผลิตพอลิเมอรสังเคราะหที่เปน
มิตรตอสิ่งแวดลอมและมีสมบัติเหมาะสมกับการใชงานจึงกลายเปนประเด็นที่นักวิทยาศาสตรใหความ
สนใจ ซึ่งพอลิเมอรน้ันควรมีสมบัติที่สามารถถูกยอยสลายไดดวยกระบวนทางชีวภาพโดยจุลินทรียใน
สิ่งแวดลอมรวมกับการยอยสลายทางกายภาพไดดี เชน พอลิเมอรสังเคราะหที่สามารถยอยสลายดวย
นํ้าหรือแสงอาทิตยได เปนตน ภายหลังที่พอลิเมอรน้ันๆ ถูกยอยสลายอยางสมบูรณ ผลิตภัณฑที่ได
ควรเปนสารโมเลกุลขนาดเล็ก เสถียร ไม เปนพิษ และพบไดทั่วไปในธรรมชาติ เชน กาซ
คารบอนไดออกไซด กาซมีเทน และนํ้า หรือในกรณีที่การยอยสลายเกิดข้ึนอยางไมสมบูรณ อาจมีการ
ตกคางของสารตัวกลางภายหลังการยอยสลายในสิ่งแวดลอมได แตสารตัวกลางเหลาน้ันตองไมเปน
พิษตอสิ่งแวดลอม คณะวิจัยของภาควิชาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีวัสดุ คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร  วิทยาเขตหาดใหญ มีแนวคิดที่นาสนใจในการผลิตโฟมพอลิยูรีเทนที่
ผลิตจากยางธรรมชาติออกสูทองตลาดในอนาคต โฟมพอลิยูรีเทนชนิดน้ีผลิตจากยางธรรมชาติเปน
องคประกอบหลัก ซึ่งไดมาจากตนยางพารา (Hevea brasiliensis) เปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญทาง
ภาคใตของประเทศไทยและยังจัดเปนกลุมพอลิเมอรชีวภาพอีกดวย โครงสรางของยางธรรมชาติถูก
นํามาดัดแปรโครงสรางใหมีหมูปลายเปนไดออล เรียกวา พอลิไอโซพรีนไดออล นํามาทําปฏิกิริยากับ
ไดไอโซไซยาเนต และใชนํ้าเปนตัวทําใหเกิดฟอง เกิดเปนวัสดุโฟมพอลิยูรีเทน ซึ่งมีพันธะยูรีเทนเปน
พันธะหลักภายในสายโซ พันธะดังกลาวมีรายงานวาเปนพันธะที่มีความไวตอการทําปฏิกิริยากับ
เอนไซมกลุมไฮโดรเลส ไดแก เอสเตอรเรส ไลเปส ยูรีเอสและโปรติเอส ซึ่งเปนเอนไซมที่พบไดใน
จุลินทรียหลายชนิดตามธรรมชาติ เอนไซมกลุมน้ีมีบทบาททําใหสายโซของพอลิยูรีเทนมีขนาดสั้นลง 
จนกระทั่งสามารถถูกดูดซึมผานผนังเซลลของจุลินทรียและถูกนําไปใชเปนแหลงคารบอน แหลง
ไนโตรเจน และแหลงพลังงานแกจุลินทรียได อีกทั้งโฟมพอลิยูรีเทนมีลักษณะเปนรูพรุน จึงสันนิษฐาน
วาการเพิ่มพื้นที่ผิวใหจุลินทรียสามารถเกาะติดไดงายข้ึน อาจเปนการเพิ่มโอกาสในการยอยสลายทาง
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ชีวภาพใหเปนไปไดมากข้ึนดวย และเพื่อสรางความมั่นใจวาผลิตภัณฑดังกลาวจะไมเปนปญหาและ
มลพิษตอสิ่งแวดลอมในอนาคต จึงไดรวมมือกับภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร เพื่อศึกษา
สมบัติของโฟมพอลิยูรีเทนชนิดน้ีในแงการยอยสลายทางชีวภาพ ดังน้ันงานวิจัยฉบับน้ีมีจุดมุงหมาย
เพื่อคัดแยกจุลินทรียจากสิ่งแวดลอมที่มีความสามารถยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนชนิดน้ีได โดยเนน
ศึกษาการใชกลุมจุลินทรียผสม (mixed culture) เพื่อเพิ่มโอกาสใหกระบวนการยอยสลายโฟม     
พอลิยูรีเทนเกิดข้ึนสมบูรณมากที่สุด ตามสมมุติฐานการทํางานรวมกันของกลุมจุลินทรีย จุลินทรียแต
ละชนิดมีความสามารถในการใชสารตัวกลางที่เกิดข้ึนในแตละข้ันตอนของการยอยสลายแตกตางกัน 
โอกาสที่สารตัวกลางจะถูกใชจนหมดโดยจุลินทรียหลายๆ ชนิดจึงเพิ่มข้ึน จนกระทั่งไดผลิตภัณฑ
สุดทายอยูในรูปของโมเลกุลนํ้า และกาซคารบอนไดออกไซด ซึ่งจัดเปนกระบวนการยอยสลายที่
สมบูรณและเปนที่ยอมรับตามหลักสากล ดวยเหตุน้ีคณะวิจัยไดเล็งเห็นถึงความสําคัญของการลด
มลพิษจากขยะพอลิเมอรสังเคราะหในสิ่งแวดลอมโดยใชความรูทางจุลชีววิทยาเขามาเกี่ยวของ จงึเปน
ที่มาของงานวิจัยเพื่อศึกษากระบวนการยอยสลายทางชีวภาพของโฟมพอลิยูรีเทนชนิดน้ี และเพื่อ
นําไปปรับปรุงและพัฒนาผลิตภัณฑชนิดน้ีใหมีสมบัติเหมาะสําหรับการใชงานและถูกยอยสลายได
อยางสมบูรณตอไป 

 
ทฤษฎีและหลักการ 
 

1. พอลิเมอรสังเคราะห 
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีไดถูกพัฒนาข้ึนอยางตอเน่ืองหลายปกอน ทําใหการคิดคนการผลิต

พอลิเมอรสังเคราะหเกิดข้ึนอยางมากมาย แตละปพบวามีจํานวนพอลิเมอรสังเคราะหประมาณ 140 
ลานตัน (Shimao, 2001) ในหลายประเทศแถบอเมริกาและยุโรปหลายประเทศมีแนวโนมในการผลิต
พอลิเมอรสังเคราะหสูงในปริมาณที่ใกลเคียงกัน เมื่อเปรียบเทียบปริมาณขยะของแข็งทั้งหมด พบวา
ขยะที่เปนของแข็งประมาณ 20-25% เปนขยะจากพอลิเมอรสังเคราะห (Jayasekara et al., 2005) 
และเมื่อพิจารณาอัตราการผลิตพอลิยูรีเทนในตลาดโลกในป 2010 มีประมาณ 13,650.00 กิโลตัน 
และคาดวาจะเพิ่มข้ึนถึง 17,946.20 กิโลตัน ในป 2016 เมื่อพิจารณาอัตราการเติบโตเฉลี่ยสะสมตอป
ของพอลิยูรีเทน จากป 2011 ถึงป 2016 มีอัตราการเติบโตเพิ่มข้ึน 4.7% ซึ่งพอลิเมอรสังเคราะห
ปริมาณมากเหลาน้ีจะกลายเปนขยะพลาสติกจํานวนมหาศาล (Shah et al., 2013) วิธีกําจัดขยะของ
หนวยงานเทศบาลมักใชวิธีฝงกลบในพื้นที่ขนาดใหญและการเผาขยะ ซึ่งนําไปสูปญหามลพิษจาก
สารพิษและสิ่งตกคางไหลลงสูแหลงนํ้าใตดิน นํ้าผิวดิน และแพรกระจายในอากาศ โดยสาเหตุหลักมา
จากการกําจัดขยะพอลิเมอรสังเคราะหที่สิ้นอายุการใชงาน ตอมาการรีไซเคิลขยะเหลือใชเริ่มเขามามี
บทบาทมากข้ึน แตการฝงกลบและการเผายังคงเปนวิธีพื้นฐานที่นิยมใชในการกําจัดของเสียที่เปน
ของแข็ง พอลิเมอรสังเคราะหหลายชนิดมีสมบัติทนทานตอการยอยสลายทางเคมีและทางกายภาพ 
ดังน้ันวิธีการยอยสลายทางชีวภาพจึงเปนทางเลือกสําหรับปญหาดังกลาว รวมกับการออกแบบพัฒนา
ผลิตภัณฑใหมีสมบัติสามารถยอยสลายทางชีวภาพไดอยางมีประสิทธิภาพมากข้ึน เรียกวา พอลิเมอร
ยอยสลายไดทางชีวภาพ (biodegradable polymers) (Kirikou and Briassoulis, 2007) ตอมามี
ผูใหความสําคัญกับกระบวนการการยอยสลายทางชีวภาพมากข้ึน จึงมีโครงการพัฒนาผลิตภัณฑทาง
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ชีวภาพเกิดข้ึนมากมาย เชน การผลิตปุยชีวภาพจากขยะทีไ่ดจากการยอยสลายโดยจุลินทรีย การนํา
กาซที่ไดจากการยอยสลายทางชีวภาพ เชน กาซมีเทน นําไปใชเปนพลังงานทดแทน การผลิต
ผลิตภัณฑที่มีสมบัติเปนพอลิเมอรยอยสลายไดทางชีวภาพ เชน ผลิตภัณฑที่ผลิตจากแปง เซลลูโลส 
พอลิเอสเทอรจากจุลินทรีย และยางธรรมชาติ เปนตน สิ่งที่ทาทายของการผลิตพอลิเมอรยอยสลายได
ทางชีวภาพ คือ การพัฒนาผลิตภัณฑใหมีความเหมาะสมทางโครงสรางทางเคมี ทางกายภาพ และ
สมบัติเชิงกลที่เหมาะแกการใชงานและสามารถยอยสลายไดในสิ่งแวดลอม (Fritz et al., 1994) 

 
2. โฟมพลาสติก 

โฟมพลาสติกจัดอยูในกลุมพอลิเมอรสังเคราะหชนิดหน่ึงที่มีการใชงานอยางแพรหลายทั่วโลก 
และมีแนวโนมที่เพิ่มมากข้ึนอยางตอเน่ือง การผลิตโฟมพลาสติกสังเคราะหมีแนวคิดจากการ
เลียนแบบลักษณะของฟองนํ้าทะเล และพัฒนาวัตถุดิบที่ใชในการผลิตโฟมเรื่อยมา โดยทั่วไปโฟม
พลาสติกประกอบดวย 2 เฟส ประกอบดวยเฟสแกสและเฟสของแข็ง สองเฟสน้ีมีผลตอสมบัติของ
โฟมโดยตรง โดยสวนเฟสของแข็งทําหนาที่เปนสวนเน้ือโฟม และสวนเฟสแกสทําใหเกิดชองวาง
ภายในเน้ือโฟม โฟมพลาสติกสามารถแบงจําแนกได 2 ประเภทใหญ คือ โฟมเทอรโมพลาสติก 
(thermoplastic foams) และโฟมเทอรโมเซ็ท (thermoset foams) นอกจากน้ียังมีเกณฑการแบง
จําแนกชนิดของโฟมพลาสติกโดยใชลักษณะของผนังกั้นเซลลภายในเน้ือโฟม คือ โฟมเซลลปด 
(closed cell foam) และโฟมเซลลเปด (open cell foam) หรือจําแนกชนิดของโฟมตามความแข็ง
ของเน้ือโฟม (rigidity) ไดแก ชนิดแข็ง (rigid) ชนิดกึ่งแข็ง (semi-rigid) ชนิดกึ่งยืดหยุน (semi-
flexible) และชนิดยืดหยุน (flexible) 
 
3. การยอยสลายทางชีวภาพ 

3.1 คํานิยามของการยอยสลายทางชีวภาพ 
 การยอยสลายทางชีวภาพ โดยภาพรวมกลาวถึงการยอยสลายโดยสิ่งแวดลอม การยอยสลาย
โดยใชแสง การยอยสลายโดยใชอุณหภูมิ และการยอยสลายโดยจุลินทรีย  
  3.1.1 การยอยสลายโดยสิ่งแวดลอม หมายถึง ปจจัยตางๆ ในสิ่งแวดลอมที่มี
ผลกระทบตอวัสดุน้ันๆ เชน แสงอาทิตย ความรอน ออกซิเจน อากาศ ลม ฝน ฝุน นํ้า สารเคมีที่เปน
มลพิษ จุลินทรีย แมลง และสัตวตางๆ เปนตน สิ่งเหลาน้ีเปนตัวการสําคัญที่กอใหเกิดการยอยสลาย
วัสดุน้ันๆ ในสิ่งแวดลอม 
  3.1.2 การยอยสลายทางชีวภาพ หมายถึง กระบวนการยอยสลายและการดูดซึม
สารตัวกลางที่ไดจากการยอยสลายวัสดุน้ันๆ ไปใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานโดยจุลินทรีย 
เชน แบคทีเรีย เช้ือรา และสาหราย โดยปลดปลอยผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสลายออกสูสิ่งแวดลอม 
เชน กาซคารบอนไดออกไซด นํ้า กาซมีเทน และเซลลจุลินทรีย (รูปที่ 1) 
  3.1.3 การยอยสลายทางชีวภาพโดยใชเอนไซม หมายถึง การศึกษาการยอยสลาย
ทางชีวภาพของวัสดุน้ันๆ แตเนนศึกษาบทบาทของการใชเอนไซมของสิ่งมีชีวิตในการยอยสลายเปน
หลัก 
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รูปท่ี 1 กลไกการยอยสลายทางชีวภาพโดยทั่วไปของพลาสติกยอยสลายไดทางชีวภาพโดยเอนไซม
จากจลุินทรียในสภาวะมีออกซเิจน (Müller, 2003) 
 
4. พอลิเมอรท่ียอยสลายไดทางชีวภาพ 

พอลิเมอรที่ยอยสลายไดทางชีวภาพ (biodegradable polymer) หมายถึง “พอลิเมอรที่ถูก
ยอยสลายโดยผานกระบวนการเมตาบอลิซึมของจุลินทรียเปนกลไกแรกในกระบวนการยอยสลาย” 
(Leja and Lewandowicz, 2010) โดยวัตถุดิบที่ใชในการผลิตพอลิเมอรกลุมน้ีมักใชพอลิเมอร 
ธรรมชาติ (natural polymers) เปนสารต้ังตนในการผลิต เชน พอลิแซคคาไรด ยางธรรมชาติ      
พอลิแลกติกแอซิด พอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอต เซลลูโลส เปนตน พอลิเมอรเหลาน้ีสามารถถูกยอย
สลายไดดวยจุลินทรียในธรรมชาติโดยผานกระบวนการออกซิเดชัน (oxidation) กระบวนการ
ไฮโดรไลซิส (hydrolysis) และมีเอนไซมหลายชนิดเขามามีบทบาทรวมดวย (Kirikou and 
Briassoulis, 2007) 

 
4.1 ยางธรรมชาติ 

ยางธรรมชาติ (natural rubber) จัดอยูในกลุมพอลิเมอรที่ยอยสลายไดทางชีวภาพ ยาง
ธรรมชาติไดมาจากพืชมากกวา 2,000 สปชีสในวงศ Euphorbiaceae หรือ Compositaceae และ
เช้ือราบางชนิด ตนยางสายพันธุ Hevea brasiliensis สามารถผลิตนํ้ายางธรรมชาติที่ประกอบดวย
ไฮโดรคารบอนรอยละ 94 โดยนํ้าหนัก สวนประกอบที่เหลือเปนโปรตีน ไขมัน และเกลืออนินทรีย
อื่นๆ (เชน ข้ีเถา และอนุมูลของโลหะ เปนตน) โครงสรางทางเคมีของยางธรรมชาติมีหนวยยอยที่ซ้ํา
กันเปนไอโซพรีน (C5H8) มาตอกันเปนโมเลกุลยาว เรียกวา พอลิไอโซพรีน (C5H8)n โดย n มีคาต้ังแต 
5,000 – 15,000 (ชัยวัฒน, 2526) โครงสรางของยางธรรมชาติมีลักษณะเปนไอโซเมอรชนิด        
cis-isomer ดังน้ันจึงมักจะเรียกยางธรรมชาติวา cis-1,4-พอลิไอโซพรีน เพราะมีตําแหนงพันธะคู 
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(cis-1,4 double bond) ในโครงสราง (รูปที่ 2) ตําแหนงพันธะคูน้ีมีรายงานวาไวตอเอนไซมในกลุม   
ออกซิเดช่ันที่ผลิตจากจุลินทรียที่ยอยสามารถสลายยางธรรมชาติได ซึ่งจุลินทรียกลุมน้ีพบไดทั่วไปใน
ธรรมชาติ (Jendrossek et al., 1997; Rose and Steinbüchel, 2005) 

 

  
 

รูปท่ี 2 โครงสรางของยางธรรมชาติ (cis-1,4 polyisoprene) 
 

4.2 พอลิเอสเทอร 
พอลิเอสเทอรเปนช่ือที่ใชสําหรับเรียกกลุมของพอลิยูรีเทนที่มีการเช่ือมตอระหวางโมเลกุล

ของมอนอเมอรดวยพันธะเอสเทอร (ester linkages) เชน 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) เปนตน ซึ่งพันธะเอสเทอรดังกลาวมีสมบัติที่สามารถถูกยอยสลายไดโดยเอนไซมจาก
จุลินทรียที่พบไดทั่วไปในสิ่งแวดลอม ดังน้ันพอลิเอสเทอรจึงจัดเปนพอลิเมอรที่ยอยสลายไดทาง
ชีวภาพ (biodegradable polymer) อีกชนิดหน่ึง ปจจัยที่สําคัญของการยอยสลายพอลิเอสเทอรโดย
จุลินทรียข้ึนอยูกับนํ้าหนักโมเลกุลและความเปนผลึกของพอลิเมอร (Nishida and Tokiwa, 1993) 

 
4.3 พอลิยูรีเทน 

  การผลิตพอลิยูรีเทนเกิดข้ึนครั้งแรกโดย Dr. Otto Bayer ในป ค.ศ. 1937 พอลิยูรีเทนเปน
พอลิเมอรที่มีการใชงานอยางแพรหลายทางการแพทย อุตสาหกรรมการผลิตรถยนต และ
อุตสาหกรรมอื่นๆ ผลิตภัณฑที่ผลิตจากพอลิยูรีเทนที่ใชงานในปจจุบัน เชน เฟอรนิเจอร สารเคลือบ 
สารยึดเกาะ อุปกรณกอสราง เสนใยตางๆ เบาะรองน่ัง สีทาบาน สสารที่ตองการความยืดหยุน     
เปนตน อีกทั้งความตองการของผูบริโภคในการใชงานพอลิยูรีเทนมีมากข้ึนในหลายประเทศ เมื่อ
สังเกตโครงสรางของสายโซพอลิยูรีเทน พบวาภายในสายโซประกอบดวยอะตอมของคารบอน 
ออกซิเจน ไนโตรเจน (Bayer, 1947) และมีพันธะยูรีเทนเปนพันธะหลักภายในโครงสราง มีรายงาน
กอนหนาน้ีกลาววาพอลิเอสเทอรพอลิยูรีเทนมีความไวตอกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพโดย
แบคทีเรีย เช้ือรา และเอนไซม ขณะที่พอลิอีเทอรพอลิยูรีเทนมีสมบัติทนตอการยอยสลายทางชีวภาพ 
(Howard, 2012) 
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  4.3.1 องคประกอบและการสังเคราะหโฟมพอลยิูรีเทน 
   โฟมพอลิยูรีเทนเกิดจากการทําปฏิกิริยาระหวางสารต้ังตน 4 ชนิด คือ พอลิออล 
(polyols) พอลิไอโซไซยาเนต (polyisocyanates) ตัวเรง (catalysts) และสารอื่นๆ (auxiliary 
materials) โครงสรางสายโซพอลิยูรีเทนประกอบดวย สวนแข็ง (hard segments) ไดแก พอลิไอโซ
ไซยาเนต และสวนออน (soft segment) ไดแก พอลิออลและตัวขยายสายโซ (chain extender)  
พอลิออลแบงออกเปน 2 ประเภทตามลักษณะของพันธะภายในโครงสราง ไดแก พอลิออลที่มีพันธะ
เอสเทอร (พอลิเอสเทอร) และพอลิออลที่มีพันธะอีเทอร (พอลิอีเทอร) (รูปที่ 3) โครงสรางทางเคมี
ของพอลิออลประกอบดวยพอลิเมอรที่มีหมูปลายเปนหมูไฮดรอกซิล (hydroxyl groups) อยางนอย 
2 หมูตอโมเลกุล เมื่อทําปฏิกิริยากับพอลิไอโซไซยาเนตเปนสารที่มีหมูไอโซไซยาเนต (NCO-R) 
มากกวาหรือเทากับ 2 หมูฟงกชันตอโมเลกุล ทําใหเกิดปฏิกิริยาพอลิเมอรไรเซช่ันแบบควบแนนใน
สภาวะที่มีตัวเรง (catalyst) เกิดเปนพันธะยูรีเทน (R-COONH) เช่ือมระหวางหมูไอโซไซยาเนต 
(NCO-R) และหมู ไฮดรอกซิล (R-OH) ภายในสายโซจํานวนมาก (รูปที่ 4) โดย X แสดงถึงตําแหนง
ของพันธะเอสเทอรหรือพันธะอีเทอร จากน้ันเติมสารที่ทําใหเกิดฟอง (blowing agent) เชน เพนเทน 
ไอโซเพนเทน ไซโคลเพนเทน คารบอนไดออกไซดเหลว และนํ้า เปนตน เมื่อสารที่ทําใหเกิดฟอง
ระเหยและทําปฏิกิริยากับหมูไอโซไซยาเนต ทําใหเกิดฟองกาซคารบอนไดออกไซดภายในเน้ือของ  
พอลิเมอร ทําใหเน้ือของพอลิเมอรมีความหนาแนนนอยลง และเกิดโพรงอากาศภายในเน้ือของ     
พอลิเมอร เมื่อสิ้นสุดปฏิกิริยาจะไดโฟมพอลิยูรีเทนที่มีรูปทรงตามภาชนะที่บรรจุ (Nakajima-Kambe 
et al., 1999)  
 การปรับอัตราสวนของสารต้ังตนระหวางพอลิไอโซไซยาเนตและพอลิออล ทําใหไดโฟม    
พอลิยูรีเทนที่มีสมบัติแตกตางกัน ต้ังแตโฟมที่มีความยืดหยุนสูงจนถึงพอลิยูรีเทนที่มีความยืดหยุนตํ่า 
การเติมไอโซไซยาเนตในปริมาณที่สูงกวาพอลิออลจะทําใหพอลิยูรีเทนมีลักษณะแข็ง เรียกวา โฟม
ชนิดแข็ง (rigid foam) ถาเติมพอลิออลในปริมาณที่สูงกวาไอโซไซยาเนต จะทําใหไดพอลิยูรีเทนที่มี
ลักษณะออนนุม เรียกวา โฟมชนิดนุม (soft foam) 
 

 
 
รูปท่ี 3 ตําแหนงของพันธะเอสเทอรและพันธะอีเทอรภายในโครงสรางของพอลิออล (Gautam and 
Bassi, 2007) 
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รูปท่ี 4 การสังเคราะหพอลิยูรีเทนโดยการเกิดปฏิกิริยาพอลิเมอรไรเซช่ัน (Gautam and Bassi, 
2007) 
 
  4.3.2 การยอยสลายของพอลิยูรีเทนและเมตาบอไลซท่ีเกิดขึ้น 
  Kanavel et al. (1966) กลาววา การเติมสารตัวเติม (additives) ในโครงสรางของ
พอลิยูรีเทนสงผลใหการยอยสลายทางชีวภาพลดลง เชน การเติมสารประกอบซัลเฟอร สารประกอบ
เปอรออกไซด สารฆาเช้ือรา ซึ่งสารเหลาน้ีเปนอันตรายตอเช้ือราที่มีบทบาทในการยอยสลาย        
พอลิยูรีเทน แมวาพอลิยูรีเทนจะมีพันธะยูรีเทนหรือพันธะเอสเทอรที่ไวตอกระบวนการไฮโดรไลซิส 
แตประสิทธิภาพการยอยสลายพอลิยูรีเทนที่เกิดจากเอนไซมของจุลินทรียยังข้ึนอยูกับปจจัยอื่นๆ 
ไดแก อัตราสวนของสวนแข็งและสวนออนภายในสายโซ ถามีสวนแข็งในอัตราสวนที่มากกวา        
จะสงผลใหหมูคารบอนิลที่เกิดจากการยอยสลายดวยกระบวนการไฮโดรไลซิสจะไปเช่ือมพันธะกับ
สวนของสวนแข็งในสายโซอื่นโดยใชพันธะไฮโดรเจน ทําใหสายโซไมสามารถเคลื่อนที่ภายในสายโซได 
จึงทําใหการยอยสลายเกิดข้ึนไดยาก (Santerre et al., 1994) นักวิทยาศาสตรจึงศึกษาโครงสราง
ทางเคมีของพอลิยูรีเทนใหมีสมบัติที่สามารถยอยสลายไดทางกายภาพและทางชีวภาพมากข้ึน 
(Schnabel, 1981) เมื่อศึกษาตําแหนงของพันธะยูรีเทนในสายโซของพอลิเอสเทอรพอลิยูรีเทน จึง
พบวาพันธะดังกลาวสามารถถูกไฮโดรไลซไดดวยเอนไซมในกลุมไฮโดรเลส ไดแก เอสเทอรเรส ยูรีเอส 
โปรติเอส และไลเปส ดวยสมบัติน้ีจึงทําใหพอลิเอสเทอรพอลิยูรีเทนจัดอยูในกลุมพลาสติกที่สามารถ
ยอยสลายไดดวยกระบวนการทางชีวภาพ (Howard, 2012) 
  การยอยสลายทางชีวภาพของพอลิยูรีเทนโดยจุลินทรียสามารถแบงไดเปน 2 
ประเภท ตามโครงสรางทางเคมีของพอลิยูรีเทนที่ถูกยอยสลาย ประเภทแรก คือ จุลินทรียทําหนาที่
ยอยสลายตรงตําแหนงของพันธะยูรีเทนในโครงสรางของสายโซพอลิยูรีเทน และสงผลใหเกิด         
เมตาบอไลซเปนกลุมอนุพันธุของกรดคารบอกซิลิกและแอมโมเนีย การยอยสลายพอลิยูรีเทนอีก
ประเภทหน่ึง คือ จุลินทรียทําหนาที่ยอยตรงสวนพอลิออลภายในสายโซพอลิยูรีเทน ซึ่งการยอยสลาย
ประเภทน้ีจะข้ึนอยูกับสมบัติและโครงสรางทางเคมีของพอลิออลดังกลาว (Nakajima-Kambe et al., 
1999)  
 



8 
 

  การศึกษาสารตัวกลางและผลิตภัณฑสุดทายที่ไดจากกระบวนการยอยสลาย       
พอลิยูรีเทนโดยเอนไซมกลุมไฮโดรเลสที่ผลิตจากกลุมแบคทีเรียธรรมชาติ (bacterial consortia) 
ดวยเทคนิค Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) พบวา ในชุดควบคุมปรากฎเลข
คลื่นตําแหนง 2963 เซนติเมตร-1 เมื่อพิจารณาในชุดทดสอบตําแหนงดังกลาวเปลี่ยนไปเปนเลขคลื่น
ตําแหนง 2957 เซนติเมตร-1 ซึ่งแสดงใหเห็นวามีการตัดพันธะระวางอะตอมของคารบอนและ
ไฮโดรเจน (C-H) และยังพบความสูงของกราฟที่ตําแหนงเลขคลื่นชวง 1400-1600 เซนติเมตร-1 
เพิ่มข้ึน เมื่อเปรียบเทียบกับตําแหนงเดียวกันในชุดควบคุม ซึ่ง Shah et al. (2008) ไดอธิบายวามี  
เมตาบอไลซชนิดใหมเกิดข้ึนในกระบวนการยอยสลายพอลิยูรีเทน อีกทั้งเลขคลื่นตําแหนงที่ 1613 
เซนติเมตร-1 ในชุดทดสอบมีความสูงเพิ่มข้ึนเมื่อเทียบกับชุดควบคุม ซึ่งตําแหนงดังกลาวเปนตําแหนง
ของหมูยูเรียที่เพิ่มข้ึนเกิดจากแอมโมเนียที่เปนเมตาบอไลซภายหลังการตัดพันธะยูรีเทนในสาย      
พอลิยูรีเทน  
 
5. วิธีการตรวจสอบและติดตามกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพของพอลิเมอร 
 วิธีที่นิยมใชในการตรวจสอบการยอยสลายทางชีวภาพของพอลิเมอร ไดแก การศึกษา
เกี่ยวกับกระบวนการเมตาบอลิซึมของจุลินทรีย (respirometric methods) การศึกษาปริมาณกาซ
คารบอนไดออกไซดที่ปลดปลอยออกมาจากเช้ือรา แบคทีเรีย ภายหลังการยอยสลายพอลิเมอรใน
ตะกอนนํ้าเสีย ดิน หรือปุยหมัก (ทั้งในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน) สวนการทดสอบทาง
กายภาพ (physical methods) ไดแก การศึกษานํ้าหนักที่หายไปของพอลิเมอรภายหลังกระบวนการ
ยอยสลาย การศึกษาความสามารถในการทนตอแรงดึงของพอลิเมอร (tensile strength) ภายหลัง
การยอยสลายเปรียบเทียบกับกอนการยอยสลาย การศึกษาพื้นผิวของพอลิเมอรโดยพิจารณาจากการ
เกาะติดของจุลินทรียบนพื้นผิวของพอลิเมอรโดยใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด 
(Scanning electron microscope) และการศึกษาขอมูลการยอยสลายของพอลิเมอรโดยเทคนิค
ทางสเปกโทรสโคป เปนการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของโครงสรางของพอลิเมอรโดยการใชรังสีชนิด
ตางๆ เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงของหมูฟงกชันที่เปนองคประกอบโดยเปรียบเทียบกอนและหลังการ
ยอยสลาย เชน Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) Differential scanning 
calorimetry (DSC) Nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) Atomic force 
microscopy (AFM) และ X-ray diffraction (XRD) สําหรับพอลิเมอรบางชนิดที่สามารถละลายใน
ตัวทําละลายบางชนิดไดสามารถศึกษาการเปลี่ยนแปลงของนํ้าหนักโมเลกุลอันเน่ืองมาจากการยอย
สลายของพอลิเมอรไดโดยใชเทคนิค Gel permeation chromatography (GPC) เปนตน และ
นอกจากการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพและกายภาพแลว ยังมีการศึกษาเกี่ยวกับเอนไซมที่ผลิต
จากจุลินทรียและการทํางานของเอนไซม ซึ่งมีหนาที่เกี่ยวของกับกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพ
โดยตรง (Jayasekara et al., 2005) 
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6.  เอนไซมท่ีมีบทบาทในการยอยสลายพอลิยูรีเทน 
 การศึกษาการยอยสลายพอลิยูรีเทนในชวงแรกมีการศึกษาโดยใชเอนไซมปาเปน (papain 
enzyme) และเอนไซมยูรีเอส (urease enzyme) ในการทดสอบ (Kaplan et al., 1968)  โดย
เอนไซมทั้งสองชนิดน้ีสามารถทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสกับพันธะยูรีเทนภายในโครงสรางของพอลิเมอร 
หลังจากน้ันปรากฏหมูเอมีนอิสระและหมูไฮดรอกซิลเปนผลิตภัณฑภายหลังการยอยสลาย และยัง
พบวาขนาดโมเลกุลของเอนไซมมีผลทําใหประสิทธิภาพในการยอยสลายพอลิยูรีเทนไดแตกตางกัน
ดวย ตอมานักวิทยาศาสตรพัฒนาพอลิยูรีเทนที่สามารถยอยสลายไดโดยกระบวนการทางชีวภาพ  
มากข้ึน เชน  พอลิยูรีเทนที่มีพันธะซึ่งไวตอการยอยสลายดวยเอนไซมจากจุลินทรีย การปรับปรุง
โครงสรางเชิงโมเลกุลของพอลิเมอร การลดความเปนผลึก การปรับตําแหนงเช่ือมขวางของพันธะ
ระหวางสายโซ และหมูแทนที่ภายในสายโซใหเหมาะกับการทํางานเอนไซมมากข้ึน (Pathirana and 
Seal, 1983) การศึกษาเกี่ยวกับการยอยสลายพอลิยูรีเทนโดยใชเอนไซมจากจุลินทรีย เอนไซมกลุมที่
มีบทบาทในการยอยสลายพอลิยูรีเทนเปนเอนไซมในกลุมไฮโดรเลส (Hydrolase enzymes) ไดแก 
กลุมของเอนไซมยูรีเอส โปรติเอส ไลเปส และเอสเทอรเรส ซึ่งเอนไซมเหลาน้ีสามารถยอยสลายพันธะ
เอสเทอรในโครงสรางพอลิออลของพอลิยูรีเทนได (รูปที่ 5) (Evans and Levisohn, 1968; Hole, 
1972; Griffin, 1980)  
 
เอนไซมกลุมไฮโดรเลส สามารถแบงไดเปน 2 กลุมหลักที่มีบทบาทสําคัญ ไดแก  
 กลุมเอสเทอรเรสแท (EC3.1.1.1) เปนชนิดคารบอกซิลเอสเทอรไฮโดรเลส (carboxyl 
ester hydrolases) เอนไซมกลุมเอสเทอรเรสมีบทบาทในกระบวนการไฮโดรไลซิสแบบงายกับพันธะ
เอสเทอร และมีบทบาทกับไตรกลีเซอรไรดที่มีสายโซของกรดไขมันที่มีอะตอมของคารบอนนอยกวา 6 
(Helistö and Korpela, 1998; Kulkarni and Gadre, 2002) 
 กลุมเอนไซมไลเปส (EC3.1.1.3) เปนชนิดไตรเอซิลกลีเซอลรอลไฮโดรเลส (triacylglycerol 
hydrolase) (Bornscheuer, 2002) เอนไซมกลุมไลเปสทําปฏิกิริยากับสารต้ังตนที่มีสมบัติไมละลาย
นํ้า (water-insoluble substrates) เชน ไตรกลีเซอไรด (triglycerides) ที่ประกอบดวยกรดไขมัน 
(fatty acids) 
 
 ความแตกตางอยางชัดเจนระหวางเอนไซมไลเปสและเอนไซมเอสเทอรเรสแท คือ สารต้ังตน
ที่สามารถดูดกลืนแสงได (substrate spectra) สารต้ังตนที่ใชสําหรับทดสอบเอนไซมไลเปส ไดแก 
พารา-ไนโตรฟนิลปาลมมิเตต ในขณะที่สารต้ังตนของเอนไซมเอสเทอรเรส ไดแก พารา- ไนโตรฟนิล
บิวทีเรต เอนไซมทั้งสองชนิดจะทําหนาที่ตัดพันธะภายในของสารต้ังตนที่จําเพาะไดผลิตภัณฑเปนสาร
ชนิดใหม คือ พารา-ไนโตรฟนอล ซึ่งมีคาการดูดกลืนแสงอยูประมาณ 410 นาโนเมตร (Lopes et al., 
2011) 
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รูปท่ี 5 ตําแหนงพันธะเอสเทอรในสวนพอลอิอลของพอลิเอสเทอรพอลิยูรีเทนที่มีความไวตอเอนไซม
เอสเทอรเรส (Gautam and Bassi, 2007) 
 
7.  จุลินทรียท่ีมีบทบาทในการยอยสลายพอลิยูรีเทน 
 ในการศึกษากอนหนาน้ีพบวามีทั้ งเ ช้ือราและแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบที่มี
ความสามารถในการยอยสลายพอลิยูรีเทน ซึ่งแสดงใหเห็นวาจุลินทรียที่ยอยสลายพอลิยูรีเทนได 
กระจายตัวอยูทั่วไปในสิ่งแวดลอมโดยเฉพาะในดิน  
 7.1 เชื้อรา  
 เช้ือราที่มีบทบาทในการยอยพอลิยูรีเทน ไดแก Curvularia senegalfensis Fusarium 
solani Aureobasidium pullulans และ Cladosporium sp. (Crabbe et al., 1994) ตอมามี
การคนพบเช้ือราในกลุมเอนโดไฟท ไดแก Pestalotiopsis microspora ซึ่งสามารถยอยสลาย     
พอลิเอสเทอรพอลิยูรีเทนสังเคราะหไดทั้งในรูปของแข็งและของเหลว (Russell et al., 2011)
นอกจากน้ี Trichoderma DIA-T sp. เปนเช้ือราที่คัดแยกไดจากกองขยะพอลิยูรีเทน ซึ่งสามารถ
เจริญไดรวดเร็วบนอาหารแข็งที่ผสมพอลิยูรีเทนเปนแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจน (Trevino et 
al., 2011)  
 7.2 แบคทีเรีย 
 แบคทีเรียแกรมลบ Comamonas acidovoran สายพันธุ TB-35 พบวาสามารถใช       
พอลิยูรีเทนเปนแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนได (Nakajima-Kambe et al., 1995) (Akutsu 
et al., 1998) และแบคทีเรียอื่นๆ อีก 16 สายพันธุที่มีความสามารถในการยอยสลายพอลิยูรีเทนได  
(Kay et al., 1991) สวนแบคทีเรียที่คนพบลาสุด ไดแก Acinetobacter gerneri สายพันธุ P7     
คัดแยกไดจากดิน (Howard et al., 2012) และมีการศึกษากลุมจุลินทรียตามธรรมชาติเพื่อยอยสลาย
พลาสติกพอลิยูรีเทน สมาชิกของกลุมจุลินทรียน้ีพบวาเปนแบคทีเรียในจีนัส Bacillus sp. AF8 
Pseudomonas sp. AF9 Micrococcus sp. AF10 Arthrobacter sp. AF11 และ 
Corynebacterium sp. AF12 แบคทีเรียกลุมน้ีมีแนวโนมใชสําหรับกําจัดขยะพลาสติก (Shah et 
al., 2008) 
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วัตถุประสงค 
 

1. เพื่อคัดแยกกลุมจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนจากตัวอยางดิน
และนํ้าเสีย  

2. เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงลักษณะของโฟมพอลิยูรีเทนทางชีวภาพและกายภาพกอนและหลัง
กระบวนการยอยสลายทางชีวภาพโดยกลุมจุลินทรียที่คัดแยกได 

3. เพื่อศึกษาเอนไซมกลุมไลเปสในกระบวนการยอยสลายชีวภาพของโฟมพอลิยูรีเทน  
4. เพื่อบงช้ีชนิดของจุลินทรียยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนที่คัดแยกได  
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วิธีการวิจัย 
 

1 วัสดุและอุปกรณ  

1.1 แหลงจุลินทรียท่ีใชทดสอบ 
1.1.1 ตัวอยางดินและตัวอยางนํ้าเสียไดรับความอนุเคราะหจากสํานักงานกองทุน

สงเคราะหการทําสวนยาง (สกย.) จังหวัดสงขลา ไดแก สกย.ยูงทอง สกย.แหลม
ยาง สกย.ยางงาม สกย.ปายาง และ สกย.คลองชาง 

1.2 พอลิเมอรท่ีใชในการทดลอง 
1.2.1 โฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิตจากยางธรรมชาติ (ยางอิพอกไซด 4.76% อุณหภูมิที่ใช

ผลิตโฟมพอลิยูรีเทน 31.3 องศาเซลเซียส ความช้ืน 47% คามวลโมเลกุลเฉลี่ย 
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 เติมแหลงคารบอนดวยพอลิเมอรที่ใชในการทดลอง (ขอ 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 การคัดแยกและเพ่ิมจํานวนกลุมจุลินทรียจากตัวอยางดินและนํ้าเสีย 
เตรียมอาหารเหลว MSM ปริมาตร 225 มิลลิลิตร และเติมนํ้ายางธรรมชาติ 0.6 % (v/v) 

ในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร เติมช้ินโฟมพอลิยูรีเทนจํานวน 1 กรัม นําไปฆาเช้ือที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด/ตารางน้ิว เวลา 15 นาที เติมตัวอยางดิน 25 กรัม และ
นําไปบมแบบเขยาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบ/นาที เปนเวลา 30 วัน 
จากน้ันนําสวนของเหลวปริมาตร 25 มิลลิลิตรถายลงฟลาสกอาหารเหลว MSM ซึ่งเติมช้ินโฟม 
พอลิยูรีเทนจํานวน 1 กรัมเพื่อเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานแกจุลินทรีย แตไมเติมนํ้ายาง
ธรรมชาติ บมแบบเขยาเปนเวลา 15 วัน และทําซ้ําอีกครั้งเปนเวลา 15 วัน เพื่อตองการคัดแยก
กลุมจุลินทรียที่สามารถใชโฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิตจากยางธรรมชาติเปนแหลงคารบอนและแหลง
พลังงานได 
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2.2 การจัดกลุมจุลินทรียโดยใชโฟมพอลิยูรีเทนเปนแหลงคารบอน 
นําสวนของเหลวจากข้ันตอน 2.1 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ถายลงฟลาสกอาหารเหลว MSM 

ซึ่งเติมช้ินโฟมพอลิยูรีเทนจํานวน 1 กรัม เมื่อครบระยะเวลาที่สัปดาหที่ 0 2 และ 4 นําสวนนํ้า
เลี้ยงเซลลมาเกลี่ยเช้ือบนอาหารแข็ง 4 ชนิด ไดแก PCA PDA ACT และ MSM+NRL เพื่อจําแนก
ชนิดของจุลินทรียโดยสังเขป และเก็บโคโลนีที่สามารถเจริญไดบนอาหารแข็ง MSM+NRL ที่
ชวงเวลาสัปดาหที่ 0 2 และ 4 เพื่อนําไปทดสอบตอไป 

 
2.3 การทดสอบการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนโดยกลุมจุลินทรียท่ีคัดแยกได 

ไอโซเลทในแตละชวงเวลาที่คัดแยกจากตัวอยางดินหรือนํ้าเสียตัวอยางเดียวกัน นํามาจัด
กลุมเปนกลุมจุลินทรียผสม (mixed culture) จํานวน 2-5 โคโลนี ปรับความขุนใหมีความขุน
ประมาณ 0.5 McF (จํานวนเช้ือเริ่มตน 1.5 x 107 CFU/mL) ปริมาตรรวม 15 มิลลิลิตร เติมลง
ในอาหารเหลว MSM ที่เตรียมไวปริมาตร 135 มิลลิลิตร และเติมแหลงคารบอน 0.3 % (w/v) 
ไดแก โฟมพอลิยูรีเทน ยางอิพอกไซด ถุงมือยาง โดยทําควบคูกับชุดควบคุมแบบไมมีชีวิตของ  
พอลิเมอรแตละชนิด นําไปบมแบบเขยาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150    
รอบ/นาที เปนเวลา 30 วัน  

 
2.4 การจัดกลุมจุลินทรียผสมและทดสอบการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทน 

สมาชิกแตละไอโซเลทของกลุมจุลินทรียในข้ันตอน 2.3 ที่สามารถรอดชีวิตภายหลัง
ทดสอบการยอยสลายพอลิเมอรในฟลาสกอาหารเหลวเปนเวลา 30 วัน ถูกนํามาจัดกลุมอีกครั้ง 
โดยแตละกลุมมีจํานวน 3 ไอโซเลท แบงเปน 6 กลุม (โดยใชเกณฑการถูกคัดแยกจากตัวอยาง
ดิน/นํ้าเสียแหลงเดียวกัน หรือมีลักษณะโคโลนีตางกันในกรณีการถูกคัดแยกจากคนละตัวอยาง) 

 
2.5 การทดสอบเอนไซมท่ีเก่ียวของกับกระบวนการยอยสลายพอลิยูรีเทนดวยวิธีทาง

ชีวเคมี 
นําไอโซเลทที่คัดแยกไดจากข้ันตอนที่ 2.4 ทดสอบทางชีวเคมี ไดแก เอสเทอรเรส ไลเปส 

และเจลาติเนส ซึ่งเปนสมาชิกของเอนไซมกลุมไฮโดรเลส เพื่อตรวจสอบเอนไซมที่เกี่ยวของใน
กระบวนการยอยสลายพอลิยูรีเทน  

 
2.6 การศึกษาจํานวนเซลลท่ีรอดชีวิต 

จากข้ันตอนที่ 2.4 นับเช้ือในสวนของเหลว โดยเจือจางดวย 0.85% (w/v) นํ้าเกลือ
ปราศจากเช้ือ และนํามาเกลี่ยเช้ือบนอาหารแข็ง PCA เพื่อสังเกตชนิดและนับจํานวนไอโซเลทที่
สามารถเจริญได ภายหลังจากบมรวมกับพอลิเมอรทั้งสามชนิดเปนเวลา 30 วัน 
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2.7 การศึกษานํ้าหนักแหงของพอลิเมอรท่ีหายไป 
จากข้ันตอนที่ 2.4 กรองช้ินสวนพอลิเมอรภายหลังทดสอบการยอยสลายโดยกลุม

จุลินทรียผสมแตละกลุมโดยใชกระดาษกรอง Whatman No. 1 นําช้ินพอลิเมอรอบใหแหงสนิทที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ใสในโถดูดความช้ืนจนกระทั่งนํ้าหนักแหงคงที่ บันทึกนํ้าหนักแหง
ของพอลิเมอรที่เหลือ และคํานวณหานํ้าหนักแหงที่หายไปหลังการยอยสลาย (Pan et al., 
2009)  

 
2.8 การศึกษาการเปลี่ยนแปลงของหมูฟงกชันในโครงสรางพอลิเมอรโดยเทคนิค 

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

โฟมพอลิยูรีเทนหายไปมากที่สุด นําช้ินพอลิเมอรทั้ง 3 ชนิด ไดแก โฟมพอลิยูรีเทน ถุงมือยางและ
ยางอิพอกไซด กอนและหลังทดสอบการยอยสลายดวยกลุมจุลินทรียผสม ลางดวยนํ้ากลั่น 2-3 
ครั้ง อบใหแหงที่ 60 องศาเซลเซียส กอนนําไปทดสอบดวยเครื่อง ATR-FTIR spectrometer 
from Bruker Tensor 27 ซึ่งใหเลขคลื่นในชวง 4000-400 เซนติเมตร-1 (Roy et al., 2005) 

 
2.9 การศึกษาการเกาะติดของจุลินทรียโดยใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 

(SEM) 
จากผลการทดลองข้ันตอนที่ 2.8 นําสวนพอลิเมอรทั้งสามชนิดกอนและหลังการยอย

สลายดวยกลุมจุลินทรียผสมเปนเวลา 30 วัน นํามาจุมใน 2.5 % กลูตาราลดีไฮด ฟอสเฟต
บัฟเฟอร และเอทิลแอลกอฮอลที่ระดับความเจือจาง 50% - 99.5% (v/v) เพื่อตรึงตัวเซลล
จุลินทรียบนผิวของพอลิเมอร จากน้ันนําไปผานกระบวนการทําแหง และเคลือบดวยทองคํา 
นําไปสองดวยกลองจุลทรรศนแบบสองกราด รุน Jeol JSM-5800LV Scanning Microscope 
(JEOL, Tokyo, Japan)  

 
2.10  การศึกษาโปรตีนท้ังหมดดวยวิธี Bradford assay 

 เตรียมชุดการทดลองเชนเดียวกับข้ันตอนที่ 2.3 โดยใชกลุมจุลินทรียผสมที่มีประสิทธิภาพ
ดีที่สุดเปนหัวเช้ือจุลินทรียที่ใชทดสอบ เก็บสวนของเหลวในชุดทดสอบและชุดควบคุมที่ชวงเวลา 
สัปดาหที่ 0 1 2 3 และ 4 เพื่อนํามาศึกษาการเจริญของจุลินทรียโดยการศึกษาโปรตีนทั้งหมด 

 
 2.10.1 การศึกษาโปรตีนท้ังหมดในสวนของเหลวดวยวิธี Bradford 

  นําสวนของเหลวในฟลาสกที่ชวงเวลาตาง ๆ กรองดวยกระดาษกรอง Whatman 
No. 1 เพื่อกําจัดเศษช้ินสวนพอลิเมอร จากน้ันนําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 8000 รอบ/นาที 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เวลา 20 นาที เพื่อตกตะกอนเซลลจุลินทรีย นําสวนนํ้าเลี้ยง
เซลลที่ปราศจากตัวเซลลทดสอบดวยสารละลาย Bradford เพื่อวัดปริมาณโปรตีนทั้งหมด 
ในการทําปฏิกิริยานําสวนของนํ้าเลี้ยงเซลลที่เตรียมไว ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ทําปฏิกิริยา
กับสารละลาย Bradford ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมใหสารละลายทั้งหมดเขากันดี ต้ังทิ้งไว 
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ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 
(Bradford, 1976) ใช Bovine serum albumin (BSA) เปนโปรตีนมาตรฐาน              
วัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องมือ Thermo scientific Genesys 10S UV-Vis 
spectrophotometer 
 
2.10.2 การศึกษาการเกาะติดของจุลินทรียบนชิ้นพอลิเมอรดวยวิธี Bradford  
  นําช้ินสวนของพอลิเมอรที่ชวงเวลาสัปดาหที่ 4 ทําปฏิกิริยากับสารละลาย 
Bradford เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง สังเกตลักษณะพื้นผิวของช้ินพอลิเมอรใน    
ชุดทดสอบเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
 

2.11 การศึกษาเอนไซมไลเปส 
 นําสวนนํ้าเลี้ยงเซลลที่เตรียมไดจากข้ันตอนที่ 2.10.1 ทําปฏิกิริยากับสารต้ังตนที่จําเพาะ
กับเอนไซมไลเปส ไดแก สารละลายพารา-ไนโตรฟนิลปาลมมิเตต (p-NPP) โดยใชสวนนํ้าเลี้ยง
เซลลปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ทําปฏิกิริยากับสารละลายสารต้ังตนของเอนไซมไลเปส ปริมาตร 
2.4 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที   วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 410 
นาโนเมตร โดยใชเครื่องมือ Thermo scientific Genesys 10S UV-Vis spectrophotometer 
(Winkler and Stuckmann, 1979) และใชสารละลายพารา-ไนโตรฟนอล (p-nitrophenol) ที่
ความเขมขนตางๆ เปนสารละลายมาตรฐาน โดยใหคํานิยามของกิจกรรมเอนไซมไลเปส 1 ยูนิต 
หมายถึง ความสามารถของเอนไซมที่สามารถเรงปฏิกิริยาการยอยสลายสารต้ังตน คือ พารา-  
ไนโตรฟนิลปาลมมิเตต ไดเปน พารา-ไนโตรฟนอล 1 ไมโครโมลในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะที่
กําหนด 

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

คารบอนไดออกไซด  
 การทดลองแบงเปน 4 ชุดการทดสอบในการทดสอบพอลิเมอรแตละชนิด การทดลองน้ีใช
อุณหภูมิหอง ประมาณ 30-35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 28 วัน (รูปที่ 6) โดยแบงเปนชุดการ
ทดสอบ A B C และ D ไดแก ชุดควบคุมไมมีชีวิต (abiotic control) 1 ชุด ชุดทดสอบ 2 ชุด 
และชุดควบคุมแบบมีชีวิต (biotic control) 1 ชุด ตามลําดับ อากาศที่ใชในการทดลองเปนกาซ
ออกซิเจนบริสุทธ์ิ (a) ถูกปลอยเขาสูระบบโดยผานทางทอทนความดันแกส ปริมาตร 50-100 
มิลลิลิตร/นาที เขาสูภาชนะ (b) บรรจุสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 5 โมลาร 
ปริมาตร 300 มิลลิตร เพื่อใชเปนตัวจับกาซคารบอนไดออกไซดในอากาศกอนเขาฟลาสก
ทดสอบ ตําแหนงภาชนะ (c) บรรจุสารละลาย MSM และ พอลิเมอร (A) สารละลาย MSM   
พอลิเมอร และกลุมจุลินทรีย  (B และ C) สารละลาย MSM และกลุมจุลินทรีย (D) ตามลําดับ 
วางบนเครื่องกวนสารตลอดเวลา ตําแหนงภาชนะ (d และ e) บรรจุสารละลายโซเดียม        
ไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.05 โมลาร ปริมาตร 250 มิลลิลิตร เพื่อใชเปนตัวจับกาซ
คารบอนไดออกไซดที่ถูกปลอยจากภาชนะ (c) โดยกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพ ตําแหนง
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ภาชนะ (f) บรรจุสารละลายแบเรียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.0125  โมลาร ปริมาตร 300 
มิลลิลิตร เพื่อใชเปนอินดิเคเตอรเมื่อปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดที่ปลดปลอยมีปริมาณมาก
เกินพอที่จะทําปฏิกิริยากับสารละลายโซเดียม ไฮดรอกไซดในภาชนะ (d และ e) และภาชนะ
ตําแหนง (g) บรรจุนํ้ากลั่น เพื่อปองกันอากาศจากภายนอกยอนกลับเขาสูระบบโดยแตละ
ภาชนะจะเช่ือมตอกันเปนระบบปดอยางสมบูรณ (Guo et al., 2012) 
 

 

รูปท่ี 6 ระบบจับกาซคารบอนไดออกไซดจากกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพ 

  กร ณีที่ป ริ ม าณก าซคาร บอนไดออกไซด มาก เกินพอ ต อ ง เปลี่ ยน ตัวจับก าซ
 คารบอนไดออกไซด  ตําแหนงภาชนะ (d และ e) แบงสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเดิมจาก 
 ปริมาตรทั้งหมด แบงมา 10 มิลลิลิตร (ทดสอบ 3 ซ้ํา) ถูกนํามาไทเทรตกับสารละลายไฮโดร 
 คลอริก ความเขมขน 0.05 โมลาร จํานวน 3 ซ้ํา โดยใชฟนอลฟธาลีนเปนอินดิเคเตอร เพื่อ
 คํานวณหาคารอยละของการยอยสลายทางชีวภาพของพอลิเมอรชนิดน้ันๆ โดยใชกลุม
 เช้ือจุลินทรียเดียวกัน  
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2.13  การบงชี้เอกลักษณของแบคทีเรียโดยใชยีน 16S rRNA 

นําแบคทีเรียที่คัดแยกไดเลี้ยงบนอาหารแข็ง Luria-Bertani เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ขูด
โคโลนีของแบคทีเรียนํามาสกัดดีเอ็นเอ โดยใชชุดทดสอบ PowerSoil® DNA Isolation Kit 
(Carlsbad, CA, USA) นําดีเอ็นเอที่บริสุทธ์ิของแตละไอโซเลทมาเพิ่มจํานวนดวยเทคนิค 
Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใชไพรเมอร ดังน้ี 

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

และดีเอ็นเอพอลิเมอรเรส MyTaqTM DNA Polymerase, Bioline เพื่อเพิ่มจํานวนยีน 16S 
rRNA จากน้ันวิเคราะหยีนที่ไดจากการเพิ่มจํานวนโดยใชเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟริสิส ตัดแถบยีน
ของ 16S rRNA ที่ตําแหนง 1,500 คูเบส นําช้ินสวนยีนที่ไดทําใหบริสุทธ์ิโดยใช E.Z.N.A.® Gel 
Extraction Kits, Omega Bio-tek จากน้ันสงวิเคราะหหาลําดับของนิวคลีโอไทดของยีน 16S 
rRNA ของแตละไอโซเลทโดยบริษัท Ward Medic Ltd. นํามาวิเคราะหโดยนําลําดับเบสที่
ไดเปรียบเทียบกับฐานขอมูล NCBI และสามารถเปรียบเทียบ % similarity ของเช้ือที่คัดแยกได
กับเช้ือในฐานขอมูล ทําใหสามารถบงช้ีเอกลักษณของเช้ือแตละไอโซเลทไดชัดเจน รวมถึงสราง
ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของจุลินทรียดวยโปรแกรม MEGA6 (Warneke et al., 2007) 
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ผลและวิเคราะหผลการทดลอง 

1. การคัดแยกกลุมจุลินทรียท่ีสามารถยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทน 

 จากข้ันตอนการคัดแยกกลุมจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนที่
ผลิตจากยางธรรมชาติ โดยใชอาหารเหลว Mineral Salts Medium (MSM) ผสมนํ้ายางธรรมชาติ 
(Natural Rubber Latex : NRL) 0.6 % (v/v) และโฟมพอลิยูรีเทน 1 กรัม เติมตัวอยางดินและนํ้า
เสียที่ปนเปอนนํ้ายางธรรมชาติที่เก็บตัวอยางจากบริเวณสํานักงานกองทุนสงเคราะหการทําสวนยาง 
(สกย.) จํานวน 5 แหง ในจังหวัดสงขลา ไดแก สกย.ยูงทอง สกย.แหลมยาง สกย.ยางงาม สกย.ปายาง 
และสกย.คลองชาง ประกอบดวยตัวอยางดิน 6 ตัวอยาง และตัวอยางนํ้าเสีย 6 ตัวอยาง เบื้องตนได
คัดแยกเช้ือจุลินทรียจํานวน 40 ไอโซเลทที่คาดวามีประสิทธิภาพในการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนและ
ยอยสลายองคประกอบของนํ้ายางธรรมชาติไดโดยใชอาหารแข็ง MSM+NRL เมื่อทดสอบ
ประสิทธิภาพการยอยสลายทางชีวภาพของจุลินทรียทั้ง 40 ไอโซเลท โดยจัดกลุมตามแหลงตัวอยาง
ดินและนํ้าเสียที่ใชคัดแยก บมแบบเขยารวมกับวัสดุโฟมพอลิยูรีเทน (polyurethane foam, PU 
foam) และวัสดุอางอิงที่มียางธรรมชาติเปนองคประกอบ ไดแก ถุงมือยาง (rubber glove) และ
ยางอิพอกไซด (epoxidized natural rubber, ENR) เปนเวลา 30 วัน ที่สภาวะอุณหภูมิ 30     
องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบ/นาที พบวาจํานวนไอโซเลทในนํ้าเลี้ยงเซลลที่สามารถเจริญได
บนอาหารแข็ง Plate Count Agar (PCA) ภายหลัง 30 วันของการทดสอบการยอยสลายถุงมือยาง 
จํานวน 26 ไอโซเลท ยางอิพอกไซด จํานวน 26 ไอโซเลท และโฟมพอลิยูรีเทน จํานวน 18 ไอโซเลท 
จุลินทรียทั้ง 18 ไอโซเลทจากชุดทดสอบการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนถูกแบงออกเปน 6 กลุม
จุลินทรีย กลุมละ 3 ไอโซเลท แบงตามการคัดแยกจากตัวอยางดินหรือนํ้าเสียเดียวกัน เพื่อให
ใกลเคียงกับกลุมจุลินทรียตามธรรมชาติมากที่สุด หรือลักษณะของโคโลนีตางกัน เพื่อหลีกเลี่ยง
จุลินทรียสายพันธุเดียวกัน และทดสอบการยอยสลายวัสดุโฟมพอลิยูรีเทนและวัสดุอางอิงในอาหาร
เหลว MSM เปนเวลา 30 วัน ที่สภาวะการบมเดิม นับจํานวนบนอาหาร PCA ภายหลังการบม 30 วัน 
จากการจัดกลุมพบวาจุลินทรียกลุมที่ 4 ประกอบดวย 3 ไอโซเลทที่คัดแยกมาจากตัวอยางดินเดียวกัน 
แตกลุมจุลินทรียอื่นๆ ประกอบดวยไอโซเลทจากตัวอยางดินและนํ้าเสียคนละแหลง เมื่อนํากลุม
จุลินทรียแตละกลุมบมรวมกับโฟมพอลิยูรีเทนในอาหารเหลว MSM เปนเวลา 30 วัน และนับจํานวน
เซลลภายหลังการทดสอบการยอยสลายจากนับจํานวนบนอาหาร PCA พบวาจํานวนเซลลในสวน
ของเหลวของชุดทดสอบโฟมพอลิยูรีเทนมีจํานวนลดลงอยางมีนัยสําคัญจากจํานวนเริ่มตน 1.5 x 107 
CFU/mL และไมปรากฏการเกาะติดของจุลินทรียบนผิวของโฟม เมื่อระยะเวลาการบมนานข้ึน 
ในขณะที่ในชุดทดสอบถุงมือยางและยางอิพอกไซดมีจํานวนลดลงเล็กนอย เน่ืองจากเซลลจุลินทรีย
สวนใหญเกาะติดบนช้ินของพอลิเมอรเพิ่มข้ึน (ตารางที่ 1) และพิจารณากลุมจุลินทรียที่ทําใหนํ้าหนัก
แหงของโฟมพอลิยูรีเทนที่หายไปมากที่สุดภายหลังการยอยสลายทางชีวภาพเปนเวลา 30 วัน เพื่อใช
เปนเกณฑในการคัดเลือกกลุมจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพ และใชเปนตัวแทนกลุมจุลินทรียเพื่อทดสอบ
การยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนในการทดลองตอไป (รูปที่ 7) 
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ตารางท่ี 1  จํานวนเซลลของเช้ือแตละไอโซเลท (CFU/mL) ในแตละกลุมจุลินทรียภายหลังทดสอบ
การยอยสลายกับวัส ดุโฟมพอลิ ยูรี เทนและวัส ดุอ างอิ ง ไดแก  ถุงมือยางและ           
ยางอิพอกไซด เปนเวลา 30 วัน ที่สภาวะอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 
150 รอบ/นาที 

 

กลุม
จุลินทรีย 

รหัสเชื้อ 

จํานวนเซลลหลังทดสอบการยอยสลายกับพอลิเมอร 30 วัน 
(CFU/mL) 

วัสดุทดสอบ วัสดุอางอิง 
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. การทดสอบเอนไซมท่ีเก่ียวของกับกระบวนการยอยสลายพอลิยูรีเทนทางชีวเคมี 
 จุลินทรียจากชุดทดสอบการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนทั้ง 18 ไอโซเลท เมื่อนํามาทดสอบทาง
ชีวเคมีเกี่ยวกับเอนไซมกลุมไฮโดรเลสที่มีบทบาทในกระบวนการยอยสลายพอลิยูรีเทน ไดแก ยูรีเอส 
ไลเปส และเจลาติเนส โดยใชอาหารแข็งยูเรีย อาหารแข็งไทรบิวทิริน และอาหารเหลวเจลาติน      
ผลการทดลองพบวา จุลินทรียทั้ง 18 ไอโซเลทสามารถผลิตเอนไซมที่เกี่ยวของกับกระบวนการยอย
สลายพอลิยูรีเทนไดอยางนอย 1 ชนิด (ตารางที่ 2) จากการพิจารณาการผลิตเอนไซมที่เกี่ยวของใน
กระบวนการยอยสลายพอลิยูรีเทนทางชีวเคมี พบวาจุลินทรียกลุมที่ 3 4 5 และ 6 สามารถผลิต
เอนไซมที่เกี่ยวของไดในปริมาณสูง ในขณะที่จุลินทรียกลุมที่ 1 และ 2 สามารถผลิตเอนไซมไดใน
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ปริมาณตํ่า จากผลการทดลองเบื้องตนคาดวาปริมาณของเอนไซมที่ผลิตไดโดยจุลินทรียแตละไอโซเลท 
อาจมีความสัมพันธกับการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิตจากยางธรรมชาติดวย จากการศึกษากอน
หนาน้ีเกี่ยวกับเอนไซมที่มีบทบาทในกระบวนการยอยสลายพอลิยูรีเทน ไดแก เอนไซมกลุมโปรติเอส 
ยูรีเอส และเอสเทอรเรส จากเช้ือราและแบคทีเรียหลายชนิด เอนไซม โปรติเอสที่มีบทบาทใน      
การยอยสลายพอลิยูรีเทน มีรายงานพบใน Pseudomonas fluorescens และ Pseudomonas 
chlororaphis (Howard and Blake, 1999; Howard et al., 1999) เอนไซมไลเปส 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 
ไลเปสทางการคาที่ไดจาก Candida rugosa ถูกนํามาทดสอบในกระบวนการยอยสลายพอลิยูรีเทน 
(Gautam and Bassi, 2007) นอกจากน้ียังมเีอนไซมเอสเทอรเรส คนพบใน Corynebacterium sp. 
Comamonas acidovorans TB-35 และ P. chlororaphis (Kay et al., 1993; Nakajima-
Kambe et al., 1997; Howard et al., 1999) และเอนไซมเจลาติเนส พบใน Bacillus sp. AF8 
Pseudomonas sp. AF9 และ Arthrobacter sp. AF11 (Shah et al., 2008)  
 
3. การหารอยละของนํ้าหนักแหงท่ีหายไปจากการยอยสลายทางชีวภาพ 
 จากผลการทดลองพบวา จุลินทรียกลุมที่ 2 และจุลินทรียกลุมที่ 4 สามารถยอยสลายโฟม 
พอลิยูรีเทนไดดีเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมจุลินทรียกลุมอื่น โดยพิจารณาจากนํ้าหนักแหงที่หายไป
ภายหลังการทดสอบการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนในอาหารเหลวเปนเวลา 30 วัน คิดเปนรอยละ 
7.78 และ 5.32 ตามลําดับ นอกจากน้ีกลุมจุลินทรียทั้งสองยังสามารถยอยสลายวัสดุอางอิงไดดี     
คิดเปนรอยละของนํ้าหนักแหงที่หายไปของถุงมือยาง ไดแก 7.38 และ 18.29 ตามลําดับ และรอยละ
ของนํ้าหนักแหงที่หายไปของยางอิพอกไซด ไดแก 3.21 และ 1.54 ตามลําดับ (รูปที่ 7) เมื่อ
เปรียบเทียบกับการศึกษากอนหนาน้ีเกี่ยวกับนํ้าหนักแหงที่หายไปของถุงมือยางและแผนฟลม       
พอลิยูรีเทนทางการคา (ตารางที่ 3) พบวาจุลินทรียกลุมที่ 4 มีประสิทธิภาพในการยอยสลายถุงมือ
ยางไดดีกวาเช้ือเด่ียว Streptomyces griseus 1D หรือ Streptomyces coelicolor 1A  เน่ืองจาก
ใชระยะเวลาในการยอยสลายนอยกวาประมาณ 6 สัปดาห แตนํ้าหนักแหงที่หายไปของถุงมือยางมีคา
ใกลเคียงกันประมาณรอยละ 18 ของนํ้าหนักแหงเริ่มตน (Bode et al., 2001) แตเมื่อเปรียบเทียบ
กับการยอยสลายถุงมือยางโดยใชเช้ือ Nocardia sp. strain 835A ปรากฏคารอยละของนํ้าหนักแหง
ของถุงมือยางที่หายไปมากถึงรอยละ 90 ของนํ้าหนักถุงมือยางเริ่มตนภายในระยะเวลา 17 วัน 
(Tsuchii et al., 1985) เมื่อเปรียบเทียบการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนดวยจุลินทรียกลุมที่ 4 กับการ
ยอยสลายแผนฟลมพอลิเอสเทอรพอลิยูรีเทนทางการคาโดยใชกลุมจุลินทรียในปุยคอก โดยมีเช้ือรา 
Fusarium solani และ Candida ethanolica เปนจุลินทรียกลุมหลักที่ตรวจพบภายหลังจากฝง
แผนฟลมในปุยคอกเปนระยะเวลา 12 สัปดาห พบวานํ้าหนักแหงที่หายไปของแผนฟลมมีคานอยกวา
รอยละ 1 ของนํ้าหนักแผนฟลมเริ่มตน (Zafar et al., 2013) ในขณะที่จุลินทรียกลุมที่ 4 สามารถ
ยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิตจากยางธรรมชาติได และใหคารอยละของนํ้าหนักแหงของโฟมที่
หายไป คิดเปนรอยละ 5.32 จากนํ้าหนักแหงเริ่มตน ภายในระยะเวลา 4 สัปดาห เมื่อพิจารณา
โดยรวมจุลินทรียกลุมที่ 4 จัดเปนกลุมจุลินทรียที่มีสามารถยอยสลายยางธรรมชาติไดดีและยอยสลาย
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วัสดุยางไดหลากหลายชนิด ไดแก ถุงมือยาง ยางอิพอกซิไดซ และโฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิตจากยาง
ธรรมชาติ จุลินทรียกลุมน้ีอาจเปนจุลินทรียทางเลือกที่ใชสําหรับกําจัดขยะยางชนิดอื่นๆ ในอนาคตได 
 
ตารางท่ี 2 การทดสอบเอนไซมของเช้ือแตละไอโซเลทเมื่อทดสอบดวยอาหารแข็งยูเรีย อาหารแข็ง
ไทรบิวทิริน และอาหารเหลวเจลาติน บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 วัน 

 

กลุมจุลินทรีย 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 : ไมสรางเอนไซมยูรีเอส เปนผลลบ (อาหารไมเปลี่ยนสี) สรางเอนไซมยูรีเอส  

               เปนผลบวก (เปลี่ยนเปนสีชมพูบานเย็น) 
        โดยมี 3 ระดับ (+) ผลิตเอนไซมไดนอย (++) ปานกลาง (+++) มาก 
อาหารแข็งไทรบิวทิริน 
 การแปลผล :  ไมสรางเอนไซมไลเปส เปนผลลบ (ไมเกิดวงใสรอบโคโลนี)  
        สรางเอนไซมไลเปส เปนผลบวก (เกิดวงใสรอบโคโลนี) หนวยเปนมิลลิเมตร 
อาหารเหลวเจลาติน  
 การแปลผล :  ไมสรางเอนไซมเจลาติเนส เปนผลลบ (เจลาตินแข็งหลังแชเย็น 1 ชั่วโมง)  
  สรางเอนไซมเจลาติเนส เปนผลบวก (เจลาตินเหลวหลังแชเย็น 1 ชั่วโมง) 
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ตารางท่ี 3 รอยละของนํ้าหนักแหงที่หายไปภายหลังการยอยสลายถุงมือยาง เสื่อยาง และแผนฟลม
พอลิยูรีเทนทางการคา 
 

ชนิดของวัสดุ จุลินทรีย 
% นํ้าหนัก 

แหงท่ีหายไป 
ระยะเวลา 
ทดสอบ 

อางอิง 

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] 
แผนฟลม 
พอลิยูรีเทน 

Aspergillus flavus 
(ITCC no. 6051) 

60.6 30 วัน [5] 

 Alternaria solani 65.8 3 สปัดาห [5] 
พอลิเอสเทอร 
พอลิยูรีเทน 

กลุมจุลินทรียในปุย < 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 รอยละของนํ้าหนักพอลิเมอรที่หายไป ประกอบดวยพอลิเมอร 3 ชนิด ไดแก ถุงมือยาง     
ยางอิพอกไซด และโฟมพอลิยูรีเทน ภายหลังการทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพโดยกลุมจุลินทรีย      
6 กลุม เปนเวลา 30 วัน ที่สภาวะอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบ/นาที 
สัญลักษณ (*) แสดงถึงรอยละของนํ้าหนักแหงโฟมพอลิยูรีเทนที่หายไปมากที่สุด 2 ลําดับแรก โดยที่
นํ้าหนักพอลิเมอรในชุดควบคุมของพอลิเมอรแตละชนิดไมพบการเปลี่ยนแปลง 

 
4. การวิเคราะหโครงสรางของพอลิเมอรดวยเครื่องฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรดสเปกโตร 
สโคป (FT-IR analysis) 
 จากผลการทดลองการหารอยละของนํ้าหนักแหงที่หายไปของโฟมพอลิยูรีเทน เพื่อใชเปน
เกณฑคัดเลือกกลุมจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทน พบวาจุลินทรียกลุมที่ 
2 และกลุมที่ 4 ไดรับคัดเลือกเปนกลุมจุลินทรียตัวแทน ข้ันตอมาจึงใชการวิเคราะหโครงสรางของ  
พอลิเมอรดวยเครื่องมือฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรดสเปกโตรสโคป (FT-IR spectroscopy) เพื่อ
คัดเลือกจุลินทรียกลุมที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนและวัสดุอางอิงไดดีที่สุด โดย
พิจารณาจากกลุมจุลินทรียที่ทําใหโครงสรางของพอลิเมอรเปลี่ยนแปลงอยางชัดเจน  ผลปรากฏวา
จุลินทรียกลุมที่ 2 และ 4 สามารถทําลายพันธะยูรีเทน (R-COONH-R’) ซึ่งประกอบดวยหมูเอสเทอร
คารบอนิล (R-COO) และยูรีเทน (R-NH) สงผลใหพีคที่ตําแหนงเลขคลื่นที่ 1700 เซนติเมตร-1 ที่แสดง
ถึงหมูเอสเทอรคารบอนิลในโครงสรางลดลง (รูปที่ 8) เปนหลักฐานหน่ึงที่แสดงวาจุลินทรียกลุมที่ 2 
และ 4 สามารถยอยสลายตําแหนงพันธะยูรีเทนของพอลิยูรีเทนได ซึ่งตําแหนงพันธะดังกลาวมี
รายงานกอนหนาน้ีวามีความไวตอเอนไซมกลุมไฮโดรเลส ไดแก ยูรีเอส ไลเปส โปรติเอส จากรูปที่ 8 
สังเกตไดวาโฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิตจากยางธรรมชาติชนิดน้ี ไมปรากฏตําแหนงพีคที่ 835 เซนติเมตร-1 
ซึ่งแสดงถึง cis-1,4 double bonds ภายในโครงสรางของยางธรรมชาติ พันธะดังกลาวอาจหายไป
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จากกระบวนการสังเคราะหโฟมพอลิยูรีเทน จึงอาจเปนสาเหตุหน่ึงที่ทําใหจุลินทรียที่มีบทบาทในการ
ยอยสลายยางธรรมชาติเขามามีบทบาทไดยาก การศึกษาการยอยสลายพอลิยูรีเทนโดยใชจุลินทรีย
กอนหนาน้ี โดยสวนใหญพอลิยูรีเทนเหลว (Impranil DLN) ซึ่งเปนผลิตภัณฑทางการคาถูกนําใชเปน
แหลงคารบอนและแหลงพลังงานสําหรับจุลินทรีย เชน Pseudomonas putida สามารถยอยสลาย
หมูคารบอนิลไดที่ตําแหนงเลขคลื่น 1735 เซนติเมตร-1 และปรากฏ R-NH stretching และ O-H 
stretching ที่ตําแหนง 3230-3400 และ 3404  เซนติเมตร-1 เปนสารตัวกลางที่เกิดจากการแตกตัว
ของพันธะยูรีเทน (Huei Peng et al., 2014) การศึกษา Pestalotiopsis microspora เปนเช้ือรา
กลุมเอนโดไฟทที่สามารถยอยสลายพันธะยูรีเทนใน Impranil DLN ที่ตําแหนงเลขคลื่น 1735 
เซนติเมตร-1 ไดอยางสมบูรณภายใน 6 วัน โดยใชเอนไซมกลุมพอลิยูรีเทนเนส (Russell et al., 
2011)  
 

 
รูปท่ี 8 โครงสรางของโฟมพอลิยูรีเทนในชุดควบคุมและชุดทดสอบที่ผานการทดสอบดวยจุลินทรีย
กลุมที่ 2 และ 4 เปนเวลา 30 วัน ในอาหารเหลว MSM ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 
150 รอบ/นาที 
 
 ถุงมือยางและยางอิพอกไซดเปนวัสดุอางอิงในการศึกษาน้ี เมื่อผานการทดสอบการยอยสลาย
ดวยจุลินทรียกลุมที่ 2 และ 4 พบวามีลักษณะการเปลี่ยนแปลงภายในโครงสรางของพอลิเมอรที่
แตกตางกัน สังเกตไดจากลักษณะเสนสเปกตรัมของ FT-IR แสดงถึงจุลินทรียทั้งสองกลุมมีกลไกการ
ยอยสลายที่แตกตางกัน จากรูปที่ 9 พิจารณาเสนสเปกตรัมในชุดทดสอบถุงมือยาง พบวาที่ตําแหนง 
835 เซนติเมตร-1 เปนตําแหนงพันธะสําคัญในการพิจารณาการยอยสลายยางธรรมชาติ ที่แสดงถึง 
cis-1,4 double bonds (Shah et al., 2012) ในชุดทดสอบดวยจุลินทรียทั้งสองกลุมพบวาที่
ตําแหนงดังกลาวความสูงของพีคมีปริมาณลดลงเมื่อเทียบกับชุดทดสอบ แตความสูงของพีคลดลง
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มากกวาในชุดทดสอบดวยจุลินทรียกลุมที่ 4 และตําแหนง 1436 เซนติเมตร-1 แสดงถึง CH2 และ CH3 

ภายในโครงสรางของยางธรรมชาติ พบวามีปริมาณลดลงอยางมากเมื่อเทียบกับชุดควบคุม และ
บริเวณตําแหนงเลขคลื่นชวง 2800-3000 เซนติเมตร-1 ที่แสดงถึงกรดไขมันในองคประกอบของนํ้ายาง
ธรรมชาติ พบวาในชุดทดสอบดวยจุลินทรียกลุมที่ 4 มีปริมาณลดลง ในขณะที่ชุดทดสอบดวย
จุลินทรียกลุมที่ 2 ไมมีการเปลี่ยนแปลง และอีกตําแหนงของเลขคลื่นที่สําคัญในการพิจารณาการยอย
สลายยางธรรมชาติ คือ ชวงเลขคลื่น 1160 เซนติเมตร-1 แสดงถึงการปรากฏของหมูแอลดีไฮดและ   
คีโตนในโครงสรางของยางธรรมชาติ (Shah et al., 2012) ซึ่งเปนสารตัวกลางที่เกิดจากกระบวนการ
ออกซิเดช่ันในการทําลายพันธะคูในโครงสรางของยางธรรมชาติ เห็นไดวาลักษณะของพีคในชวงเลข
คลื่น 1160 เซนติเมตร-1 มีลักษณะตางกัน เมื่อเปรียบเทียบระหวางชุดทดสอบสองชุด อาจเกิดจาก
กลไกการยอยสลายยางที่เช้ือทั้งสองกลุมใชมีกลไกตางกัน นอกจากน้ีที่ตําแหนง 1635 และ 1541 
เซนติเมตร-1 ในชุดทดสอบทั้งสองมีปริมาณเพิ่มข้ึน แสดงถึงสวนประกอบของโปรตีน ไดแก amide I 
และ amide II ตามลําดับ (Linos et al., 2000) ซึ่งเปนองคประกอบของตัวเซลลที่เกาะติดบนผิวของ
แผนถุงมือยาง จากหลักฐานที่ปรากฏในผลการทดลองน้ีแสดงใหเห็นวาจุลินทรียกลุมที่ 4 มี
ประสิทธิภาพในการยอยสลายถุงมือยางที่ผลิตจากธรรมชาติไดดีกวาจุลินทรียกลุมที่ 2 

 

รูปท่ี 9 โครงสรางของถุงมือยางในชุดควบคุม และชุดทดสอบที่ผานการทดสอบดวยจุลินทรียกลุมที่ 2 
และ 4 เปนเวลา 30 วัน ในอาหารเหลว MSM ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 
รอบ/นาที 
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 เมื่อศึกษายางอิพอกไซดซึ่งเปนวัสดุอางอิงอีกชนิดหน่ึงดวยเครื่องมือ FT-IR (รูปที่ 10) พบวา 
จุลินทรียกลุมที่ 4 มีประสิทธิภาพในการทําลายพันธะ cis-1,4 double bonds ในโครงสรางของ
ยางอิพอกไซดไดดีกวาจุลินทรียกลุมที่ 2 สังเกตไดความสูงของพีคที่ ตําแหนงเลขคลื่น 823   
เซนติเมตร-1 การทําลายพันธะคูดังกลาวสงผลใหเกิดหมูแอลดีไฮดเพิ่มข้ึนในโครงสราง ในชวงเลขคลื่น 
1160 เซนติเมตร-1 ทํานองเดียวกับกลไกการยอยสลายถุงมือยาง (Shah et al., 2012) นอกจากน้ี
ตําแหนงเลขคลื่น 860 เซนติเมตร-1 เปนตําแหนงที่แสดงถึงวงแหวนอิพอกไซด (Hamzah et al., 
2012) ซึ่งเปนองคประกอบของยางอิพอกไซด (ENR) พบวาในชุดทดสอบดวยจุลินทรียกลุมที่ 4 ความ
สูงของพีคลดลง อาจเกิดจากจุลินทรียกลุมที่ 4 สามารถทําลายวงแหวนอิพอกไซดภายในโครงสราง
ของยางอิพอกไซดได ซึ่งอาจสงผลใหเกิดสารตัวกลางเพิ่มข้ึน ไดแก หมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนง 3200-
3600 เซนติเมตร-1 (Phinyocheep et al., 2004) นอกจากน้ันองคประกอบของเซลลจุลินทรีย เชน 
สวนประกอบของโปรตีนและพอลิแซคคารไรดมีปริมาณเพิ่มข้ึน เน่ืองจากการเกิดไบโอฟลมปกคลุม
บนผิวของวัสดุ ไดแก amide I และ amide II ที่ตําแหนง 1630 1537 สวนพอลิแซคคารไรดแสดงที่
ตําแหนงเลขคลื่น 1016 เซนติเมตร-1 ซึ่งซอนทับกับชวง 1160 เซนติเมตร-1 ที่แสดงถึงการเกิดหมู 
แอลดีไฮด (Linos et al., 2000) 

 

รูปท่ี 10 โครงสรางของยางอิพอกไซดในชุดควบคุม และชุดทดสอบที่ผานการทดสอบดวยจุลินทรีย
กลุมที่ 2 และ 4 เปนเวลา 30 วัน ในอาหารเหลว MSM ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 
150 รอบ/นาที 
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5. การศึกษาการเกาะติดของจุลินทรียบนผิววัสดุโดยใชกลองจุลทรรศนแบบสองกราด  
 การศึกษากระบวนการยอยสลายทางชีวภาพของโฟมพอลิยูรีเทน (วัสดุทดสอบ) ถุงมือยาง
และยางอิพอกไซด (วัสดุอางอิง) โดยใชจุลินทรียกลุมที่ 4 ในอาหารเหลว MSM เปนเวลา 30 วัน เมื่อ
ศึกษาลักษณะทางกายภาพของช้ินวัสดุทั้งสามชนิด ไดแก ถุงมือยาง ยางอิพอกไซด และโฟม        
พอลิยูรีเทนที่ระยะเวลา 0 1 2 3 และ 4 สัปดาห การเกาะติดของกลุมจุลินทรียบนผิวของวัสดุอางอิง 
(ถุงมือยางและยางอิพอกไซด) มีปริมาณเพิ่มมากข้ึนจนสังเกตไดดวยตาเปลา เมื่อระยะเวลาการบม
นานข้ึน ในทางกลับกันไมปรากฏการเกาะติดของตัวเซลลจุลินทรียบนช้ินสวนโฟมพอลิยูรีเทน แมวา
ระยะของการบมนานข้ึน (รูปที่ 11) 
 
    

 
 
รูปท่ี 11 การเกาะติดของเซลลจุลินทรียบนผิวของวัสดุตางชนิดกัน (ถุงมือยาง ยางอิพอกไซด และ  
โฟมพอลิยูรีเทน) เมื่อสังเกตดวยตาเปลาภายหลังการบมในอาหารเหลว MSM ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบ/นาที ที่ระยะเวลา 0 1 2 3 และ 4 สัปดาห 
 
 เมื่อศึกษาช้ินพอลิเมอรดวยกลองจุลทรรศนแบบสองกราด ลักษณะผนังกั้นโครงสรางของโฟม         
พอลิยูรีเทนมีลักษณะเปนผนังกั้นแบบกึ่งเปดกึ่งปด (semi open-cell foam) (รูปที่ 12a และ 12d) 
ผนังกั้นของช้ินโฟมมีลักษณะเปนรูอยางเห็นไดชัดในชุดควบคุมและชุดทดสอบ อาจเกิดจากแรงเหว่ียง
ที่เกิดจากการเขยาในอาหารเหลวเปนเวลานาน จึงทําใหช้ินสวนของผนังกั้นที่มีความบางกวาสวนอื่น
ฉีกขาดและกระจายเปนช้ินสวนเล็กๆ ในอาหารเหลว เมื่อพิจารณาพื้นผิวของช้ินโฟมพอลิยูรีเทนในชุด
ทดสอบ กลับไมพบการเกาะติดของเซลลจุลินทรีย (รูปที่ 12) นอกจากน้ีพบวาวัสดุอางอิงไดที่ผลิตจาก
ยางธรรมชาติ ไดแก ถุงมือยางและยางอิพอกไซด หลังจากผานกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพโดย
จุลินทรียกลุมที่ 4 กลับใหผลลัพธที่แตกตางกันอยางชัดเจน เมื่อพิจารณาพื้นผิวของถุงมือยางในชุด
ทดสอบ สังเกตเห็นการเจริญของจุลินทรียรูปแทง 3 ลักษณะที่แตกตางกัน (วงกลมและลูกศรสีขาว 
รูปที่ 13) ซึ่งแสดงถึงจุลินทรียรูปแทง 3 ไอโซเลทที่เปนสมาชิกของจุลินทรียกลุมที่ 4 สามารถเจริญ
ครอบคลุมพื้นที่ผิวของถุงมือยางอยางหนาแนน และมกีารผลิตสารลักษณะคลายไบโอฟลมปกคลุมบน

0 สัปดาห 1 สัปดาห 2 สัปดาห 3 สัปดาห 4 สัปดาห 

ถุงมือยาง 

ยางอิพอกไซด 

โฟมพอลิยูรีเทน 
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ผิวของถุงมือยาง เพื่อชวยยึดติดกับผิววัสดุและเกิดการยอยสลายไดดีข้ึน จึงทําใหพื้นผิวของถุงมือยาง
บริเวณรอบกลุมจุลินทรียเกิดรอยแตก ลักษณะเปนโพรงลึกคลายปลองภูเขาไฟ แสดงใหเห็นวาทุก  
ไอโซเลทที่เปนสมาชิกในจุลินทรียกลุมที่ 4 มีคุณสมบัติในการยอยสลาย  ถุงมือยางที่ผลิตจากยาง
ธรรมชาติไดทุกไอโซเลท เมื่อพิจารณาพื้นผิวของยางอิพอกไซดซึ่งใชเปนวัตถุดิบในการผลิตโฟม     
พอลิยูรีเทนชนิดน้ี ภายหลังทดสอบกระบวนการยอยสลายเปนเวลา 30 วัน พบลักษณะจุลินทรียรูป
แทงที่มีเพียงลักษณะเดียวจํานวนมากเกาะอยางหนาแนนเปนกลุมกอนขนาดใหญ และมีสารลักษณะ
คลายไบโอฟลมหอหุมพื้นผิวของช้ินยางอิพอกไซด ซึ่งจุลินทรียไอโซเลทน้ีอาจเปนจุลินทรียที่มีบทบาท
ยอยสลายในระยะทายของการบม (รูปที่ 14)  
 จากผลการทดลองน้ีจึงสันนิษฐานไดวากระบวนการยอยสลายทางชีวภาพของโฟม          
พอลิยูรีเทนโดยกลุมจุลินทรียน้ี ไมปรากฎตัวเซลลจุลินทรียบนผิวของช้ินโฟม แตปรากฏจํานวนเซลล
จุลินทรียบางสวนบนช้ินสวนเล็กๆ ที่กระจายในอาหารเหลว ดวยเหตุน้ีแสดงใหเห็นวาจุลินทรียไม
สามารถเกาะบนพื้นผิวของโฟมชนิดน้ีได อาจเพราะลักษณะของผนังกั้นโครงสรางของช้ินโฟมมี
ลักษณะที่เรียบลื่นคลายพลาสติกและฉีกขาดไดงายจากแรงเหว่ียง จึงทําใหการเกาะติดของจุลินทรีย
เกิดข้ึนไดยาก หรืออาจเกิดจากโครงสรางของโฟมพอลิยูรีเทนที่ผานกระบวนการสังเคราะหทางเคมี
หลายข้ันตอน จึงอาจมีสารเคมีที่ยับย้ังการเจริญของจุลินทรียตกคางอยู ดวยเหตุน้ีจึงไมปรากฏตัว
เซลลจุลินทรียบนพื้นผิวของโฟมพอลิยูรีเทน 

 

 
 

รูปท่ี 12 ลักษณะพื้นผิวโฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิตจากยางธรรมชาติ (วัสดุทดสอบ) ในชุดควบคุม (12a–
12c) และชุดทดสอบ (12d–12f) หลังบมในอาหารเหลว MSM เปนเวลา 30 วัน ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบ/นาที ภายใตกลองจุลทรรศนแบบสองกราด ที่กําลังขยาย 100X 
1000X และ 5000X 

 

ผนังกั้นแบบปด 

ผนังกั้นแบบเปด 

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

(6a) (6b) 

(12a) (12b) (12c) 
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รูปท่ี 13 ลักษณะพื้นผิวถุงมือยาง (วัสดุอางอิง) ในชุดควบคุม (13a–13c) และชุดทดสอบ (13d–13f)     
หลังบมในอาหารเหลว MSM เปนเวลา 30 วัน ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 
รอบ/นาที ภายใตกลองจุลทรรศนแบบสองกราด ที่กําลังขยาย 2500X 5000X และ 10000X  

 

 
 

รูปท่ี 14 ลักษณะพื้นผิวยางอิพอกไซด (วัสดุอางอิง) ในชุดควบคุม (14a–14c) และชุดทดสอบ (14d–
14f) หลังบมในอาหารเหลว MSM เปนเวลา 30 วัน ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 
รอบ/นาที ภายใตกลองจุลทรรศนแบบสองกราด ที่กําลังขยาย 2500X 5000X และ 10000X  

 
 
 
 

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

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

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

(13a) (13b) (13c) 
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6. การศึกษาโปรตีนท้ังหมดและกิจกรรมของเอนไซมไลเปส 
 การวัดปริมาณโปรตีนทั้งหมดและกิจกรรมของเอนไซมไลเปสในการศึกษาน้ี เพื่อศึกษา
ปริมาณเอนไซมไลเปสที่ผลิตออกนอกตัวเซลล (extracellular enzyme) จากจุลินทรียกลุมที่ 4      
ที่คัดแยกได โดยเอนไซมไลเปสใชเปนตัวแทนของเอนไซมกลุมไฮโดรเลสที่มีบทบาทในกระบวนการ
ยอยสลายทางชีวภาพของพอลิยูรีเทน และใชโฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิตจากยางธรรมชาติ (วัสดุทดสอบ)     
ถุงมือยางและยางอิพอกซิไดซ (วัสดุอางอิง) เปนวัสดุเหน่ียวนําเอนไซมไลเปสในการทดลองน้ี โดยนํา
สวนของนํ้าเลี้ยงเซลลที่ปราศจากตัวเซลลจุลินทรียหลังจากบมรวมกับพอลิเมอรทั้งสามชนิด ไดแก  
โฟมพอลิยูรีเทน ถุงมือยาง และยางอิพอกไซดภายหลังจากบมดวยจุลินทรียกลุมที่ 4 ที่เวลา 0 1 2 3 
และ 4 สัปดาหในอาหารเหลว MSM  เปรียบเทียบกับชุดควบคุมแบบมีชีวิต นํามาทดสอบวัดคา
โปรตีนทั้งหมดดวยวิธี Bradford และวัดคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสโดยใชสารต้ังตนของเอนไซม 
ไลเปส คือ พารา-ไนโตรฟนิลปาลมมิเตต ผลปรากฏวาคากิจกรรมเอนไซมไลเปสในชุดทดสอบโฟม  
พอลิยูรีเทนสามารถวัดคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสไดมากที่สุดที่สัปดาหที่ 2 วัดคาได 0.018        
ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน เปรียบเทียบกับกิจกรรมเอนไซมไลเปสในชุดทดสอบถุงมือยางและยาง          
อิพอกไซดซึ่งใชเปนวัสดุอางอิงในการทดลองน้ี พบวาชุดทดสอบของถุงมือยางวัดคาไดมากที่สุดที่
สัปดาหที่ 1 มีคา 0.006 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน และชุดทดสอบของยางอิพอกไซดวัดคาไดมากที่สุดที่
สัปดาหที่ 4 มีคา 0.115 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน โดยคากิจกรรมเอนไซมไลเปสในชุดทดสอบทั้งหมด
นํามาเปรียบเทียบกับคากิจกรรมเอนไซมไลเปสในชุดควบคุมมีชีวิต วัดคาไดมากที่สุดที่สัปดาหที่ 1 มี
คา 0.0126 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีนเปรียบเทียบกับชุดควบคุมมีชีวิตระยะเวลาการบม 0 1 2 3 และ 4 
สัปดาห ในอาหารเหลว MSM โดยตัวเลขที่แสดงบนแทงกราฟแสดงถึงคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสงูสดุ
ในแตละชุดการทดสอบ 
 จากผลการทดลองขางตนสามารถวิเคราะหไดวาจุลินทรียกลุมที่ 4 มีบทบาทในการยอยสลาย
โฟมพอลิยูรีเทนโดยใชเอนไซมกลุมไฮโดรเลส (ในการทดลองน้ีศึกษาเฉพาะบทบาทของเอนไซม      
ไลเปส) แตมีการยอยสลายทางชีวภาพโดยใชเอนไซมปริมาณตํ่ามาก เน่ืองจากขอจํากัดทางกายภาพ
และทางเคมีของโฟมพอลิยูรีเทนชนิดน้ี ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองการศึกษาโครงสรางของโฟม 
พอลิยูรีเทนที่เปลี่ยนแปลงภายหลังจากการทดสอบการยอยสลายดวยจุลินทรียกลุม 4 สงผลให
ตําแหนงพันธะยูรีเทนในโครงสรางของโฟมชนิดน้ีลดลง เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมไมมีชีวิต 
(abiotic control) ดังแสดงในรูปที่ 8 สําหรับการศึกษาเอนไซมไลเปสในชุดทดสอบที่ใชวัสดุอางอิง
และจุลินทรียกลุมที่ 4 พบวาในชุดทดสอบถุงมือยาง มีปริมาณเอนไซมไลเปสนอยมากเน่ืองจาก
เอนไซมหลักที่มีบทบาทในการยอยสลายยางธรรมชาติจากการศึกษากอนหนาน้ีรายงานวาเปน
เอนไซม Latex clearing protien (Lcp) หรือเอนไซม Rubber oxygenase (RoxA) ซึ่งมีบทบาทใน
การตัดพันธะที่ตําแหนง cis-1,4 double bond ภายในโครงสรางของยางธรรมชาติ สวนคากิจกรรม
เอนไซมไลเปสในชุดทดสอบยางอิพอกไซดพบวามีแนวโนมเพิ่มมากข้ึน เมื่อระยะเวลาการบมนานข้ึน 
ซึ่งอาจเปนไปไดวาสารตัวกลางบางชนิดที่ไดจากกระบวนการยอยสลายยางอิพอกไซด ทําหนาที่เปน
ตัวเหน่ียวนําใหเกิดการผลิตเอนไซมไลเปส 
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 มีการศึกษาเอนไซมกลุมไฮโดรเลสเกี่ยวกับกระบวนการยอยสลายพอลิยูรีเทนกอนหนาน้ี  
เชน การศึกษากิจกรรมของเอนไซมเอสเทอรเรสโดยใชเช้ือ Bacillus subtilis และใช Impranil 
DLNTM เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานสําหรับจุลินทรีย และใชสารต้ังตนของเอนไซม คือ 
พารา-ไนโตรฟนิลอะซีเตต วัดคากิจกรรมของเอนไซมเอสเทอรเรสได 45 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน 
ภายในระยะเวลา 3-4 วันของการบม (Rowe and Howard, 2002) การศึกษาเกี่ยวกับการยอยสลาย
พอลิยูรีเทนโดยใชพอลิยูรีเทนเหลว (Impranil DLN) เปนแหลงคารบอนสําหรับจุลินทรีย โดย
วิเคราะหปริมาณเอนไซมเอสเทอรเรสซึ่งเปนเอนไซมที่เกี่ยวของในกระบวนการยอยสลายพอลิยูรีเทน 
พบเอนไซมเอสเทอรเรสปริมาณ 12 ยูนิต/มิลลิลิตรในสวนนํ้าเลี้ยงเซลลที่ปราศจากตัวเซลลภายหลัง
จากทดสอบการยอยสลายเปนเวลา 28 วัน (Shah et al., 2008)  และการศึกษาเอนไซมไลเปสจาก
เช้ือ Candida rugosa เพื่อศึกษาการยอยสลายพอลิยูรีเทนทางการคา (Impranil DLNTM) หลังการ
ยอยสลายพบไดเอทิลีนไกลคอลซึ่งเปนสารตัวกลางที่เกิดจากการยอยสลาย Impranil DLNTM 

(Guatam and Bassi, 2007) ศึกษาโดยใชเชนเดียวกับการศึกษากอนหนา (Nakajima-Kambe, 
1999) จึงยืนยันไดวาเอนไซมไลเปสมีบทบาทการยอยสลายพอลิยูรีเทน  
 เมื่อเปรียบเทียบคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสจากการศึกษาน้ีกับคากิจกรรมเอนไซมที่
เกี่ยวของกับการยอยสลายพอลิยูรีเทนจากการศึกษาอื่นๆ พบวาคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสที่วัดได
จากสวนของเหลวที่ปราศจากตัวเซลลหลังจากบมรวมกับโฟมพอลิยูรีเทนเปนเวลา 0 1 2 3 และ 4 
สัปดาห มีคากิจกรรมของเอนไซมที่ตรวจวัดไดนอยมากเมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาอื่น เน่ืองจาก
พื้นผิวของโฟมพอลิยูรีเทนมีสมบัติที่ไมเหมาะสมตอการเกาะติดของจุลินทรีย ทําใหกระบวนการยอย
สลายทางชีวภาพโดยใชเอนไซมจากจุลินทรียเกิดข้ึนในปริมาณนอยมาก โดยทั่วไปในกระบวนการยอย
สลายทางชีวภาพในกรณีที่จุลินทรียสามารถใชวัสดุน้ันๆ เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานไดดี 
กลไกการเกาะติดจะเปนกลไกแรกที่เกิดข้ึนในกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพ เมื่อจุลินทรียเริ่ม
กระบวนการเกาะติดบนพื้นผิวของวัสดุแลว จุลินทรียจะปลดปลอยเอนไซมที่มีบทบาทในการยอย
สลายออกมามากข้ึน ในกรณีที่จุลินทรียชนิดน้ันๆ สามารถหลั่งเอนไซมชนิดหลั่งออกนอกเซลล 
(extracellular enzyme) เปนการเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลายโครงสรางของวัสดุใหเปน
โมเลกุลที่มีขนาดเล็กและงายตอการดูดซึมเขาสูตัวเซลลไดมากข้ึนดวย แตในกรณีที่จุลินทรียไม
สามารถใชวัสดุน้ันๆ เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานได กระบวนการยอยสลายทางชีวภาพจึง
เกิดข้ึนไมไดหรือเกิดข้ึนไดนอยมาก สงผลใหปริมาณเอนไซมที่ตรวจพบในสวนนํ้าเลี้ยงเซลลมปีรมิาณที่
นอยตามไปดวย 
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รูปท่ี 15 ช้ินถุงมือยาง ยางอิพอกไซด และโฟมพอลิยูรีเทนในชุดควบคุม (a) และชุดทดสอบ (b)      
ที่สัปดาหที่ 4 ของการบมดวยจุลินทรียกลุมที่ 4 ในอาหารเหลว MSM เมื่อจุมในสารละลาย 
Bradford เปนเวลา 10 นาที 
 
 ช้ินพอลิเมอรที่ใชในการทดสอบ ไดแก โฟมพอลิยูรีเทน ยางอิพอกไซด และถุงมือยางที่
สัปดาหที่ 4 ในชุดควบคุมและชุดทดสอบ เมื่อนํามาจุมในสารละลาย Bradford เปนเวลา 10 นาที   
มีความแตกตางกันอยางชัดเจน ในชุดทดสอบของถุงมือยางและยางอิพอกไซดที่มีเซลลจุลินทรียเกาะ
บนพื้นผิวอยางหนาแนน ภายหลังจากทําปฏิกิริยากับสารละลาย Bradford ปรากฏเปนพื้นที่สี นํ้าเงิน
เขมทั่วพื้นที่ผิว การปรากฏสีนํ้าเงินเขมของสารละลาย Bradford แสดงใหเห็นถึงปริมาณโปรตีน
ทั้งหมด ในขณะที่โฟมพอลิยูรีเทนไมมีลักษณะการเปลี่ยนแปลงเมื่อเทียบกับชุดควบคุม (รูปที่ 15) 
เกาะติดบนผิวของจุลินทรียบนผิวของวัสดุจัดเปนข้ันตอนแรกของกลไกการยอยสลายทางชีวภาพโดย
จุลินทรีย และจุลินทรียเหลาน้ีจะปลอยเอนไซมเพื่อยอยสลายสารต้ังตน ทําใหโครงสรางของสารต้ังตน
เปลี่ยนไปและทําใหเกิดสารตัวกลางในนํ้าเลี้ยงเซลล 

 
7. การวัดปริมาณกาซคารบอนไดออกไซด 
 การวัดปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดที่ปลดปลอยจากกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพ
โดยใชจุลินทรียกลุมที่ 4 ทดสอบรวมกับโฟมพอลิยูรีเทนและวัสดุอางอิง (ถุงมือยางและยางอิพอกไซด) 
ในอาหารเหลว MSM เปนเวลา 4 สัปดาห ที่อุณหภูมิหอง (ประมาณ 35 องศาเซลเซียส) พบวา    
รอยละของการยอยสลายทางชีวภาพ (% biodegradation) ที่วัดไดจากการยอยสลายโฟม          
พอลิยูรีเทน คิดเปนรอยละ 6.79 เปรียบเทียบกับรอยละของการยอยสลายทางชีวภาพของวัสดุอางอิง 
ไดแก ถุงมือยาง และยางอิพอกไซด คิดเปนรอยละ 16.42 และ 24.38 ตามลําดับ (รูปที่ 16) 
 จากผลการทดลองนํามาวิเคราะหไดวาจุลินทรียกลุมที่ 4 มีประสิทธิภาพในการยอยสลาย
วัสดุที่ผลิตจากยางธรรมชาติไดหลากหลาย เมื่อพิจารณาการยอยสลายทางชีวภาพของวัสดุอางอิงทั้ง
สองชนิด ยางอิพอกไซดที่มีลักษณะโครงสรางใกลเคียงกับยางธรรมชาติ cis-1,4 พอลิไอโซพรีนและมี
โครงสรางซับซอนนอยที่สุด มีรอยละของการยอยสลายทางชีวภาพสูงที่สุด สวนวัสดุอางอิงอีกชนิด 
คือ ถุงมือยางที่ผานกระบวนการวัลคาไนเซช่ัน และมีพันธะไดซัลไฟดทําหนาที่เช่ือมโยงภายใน
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โครงสราง พบวามีรอยละของการยอยสลายทางชีวภาพไดดีเปนอันดับสอง และโฟมพอลิยูรีเทนพบ
รอยละการยอยสลายทางชีวภาพตํ่าที่สดุ อาจเกิดจากลักษณะโครงสรางทางเคมีของวัสดุ พื้นผิวของ
วัสดุ การเกาะติดของจุลินทรียบนผิวของวัสดุ การตกคางของสารเคมีที่เกิดจากกระบวนการเตรียม
โฟมในหองปฏิบัติการ เปนตน 
 

 
รูปท่ี 16 รอยละการยอยสลายทางชีวภาพของโฟมพอลิยูรีเทน (วัสดุทดสอบ) ถุงมือยางและยาง      
อิพอกไซด (วัสดุอางอิง) หลังบมรวมกับจุลินทรียกลุมที่ 4 ในอาหารเหลว MSM เปนเวลา 28 วัน ที่
อุณหภูมิหอง (อุณหภูมิ 30-35 องศาเซลเซียส) 
 
 เมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาของ Rattanapan et al. (2016) เกี่ยวกับรอยละของการยอย
สลายทางชีวภาพของโฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิตจากยางธรรมชาติ เปรียบเทียบกับโฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิต
จากยางธรรมชาติผสมกับพอลิคารโปรแลคโตนในอัตราสวนตางๆ โดยใชกลุมจุลินทรียธรรมชาติ 
(natural consortium) ที่ไดจากนํ้าเสียของโรงงานยางพารา บมเปนระยะเวลา 60 วัน ที่
อุณหภูมิหอง (ประมาณ 30-35 องศาเซลเซียส) (รูปที่ 17) พบวารอยละของการยอยสลายทางชีวภาพ
ของ     โฟมพอลิยูรีเทนทุกชนิดที่ระยะเวลา 30 วัน มีรอยละของการยอยสลายทางชีวภาพไมเกิน
รอยละ 10 (Rattanapan  et al., 2016) ซึ่งมีคาใกลเคียงกันกับรอยละของการยอยสลายทางชีวภาพ
โดยจุลินทรียกลุมที่ 4  คิดเปนรอยละ 6.78 แตเมื่อโฟมพอลิยูรีเทนในการทดลองของ Rattanapan     
et al. (2016) ถูกบมเปนระยะเวลานานข้ึนจนครบระยะเวลา 60 วันของการยอยสลาย พบวาโฟม         
พอลิยูรีเทนที่ผลิตจากยางธรรมชาติมีรอยละของการยอยสลายทางชีวภาพตํ่าที่สุด คิดเปนรอยละ 
31.89 ในขณะที่โฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิตจากยางธรรมชาติและพอลิคารโปรแลกโตนในอัตราสวน 
(70:30) มีรอยละของการยอยสลายทางชีวภาพสูงที่สุด คิดเปนรอยละ 45.6 โดยเปรียบเทียบกับวัสดุ
ในชุดควบคุม (negative control) คือ พอลิ เอทิลีนความหนาแนน ตํ่า (Low density 
polyethylene: LDPE) ปรากฏรอยละของการยอยสลายทางชีวภาพเพียงรอยละ 3.25 ที่ระยะเวลา
การทดสอบ 60 วัน 

6.79

16.42

24.38

0

5

10

15

20

25

30

โฟมพอลิยูรีเทน ถุงมือยาง ยางอิพอกไซด

%
 ก

าร
ยอ

ยส
ลา

ยท
าง

ชีว
ภา

พ



34 
 

 
รูปท่ี 17 รอยละของการยอยสลายทางชีวภาพของโฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิตจากยางธรรมชาติ (PUF1) 
ซึ่งเปนโฟมชนิดเดียวกับโฟมพอลิยูรีเทนที่ใชในการศึกษาน้ี เปรียบเทียบกับโฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิตจาก
ยางธรรมชาติและพอลิคารโปรแลกโตนในอัตราสวนตางๆ ไดแก อัตราสวน 1:0.5 (PUF2) อัตราสวน 
1:1 (PUF3) และอัตราสวน 0.5:1 (PUF4) (Rattanapan et al., 2016) 
 
8. การบงชี้เอกลักษณของแบคทีเรียโดยการวิเคราะหลําดับเบสของยีน 16S rRNA 
 กลุมจุลินทรียที่คัดแยกไดและใชในการทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพของโฟมพอลิยูรีเทน 
และวัสดุอางอิง (จุลินทรียกลุมที่ 4) ประกอบดวยแบคทีเรีย 3 ไอโซเลท ไดแก ไอโซเลท P1 ไอโซเลท 
P2 และไอโซเลท P5 เมื่อนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทดของช้ินสวนยีน 16S rRNA ที่มีขนาดประมาณ 
1,500    คูเบส โดยใชไพรเมอร 27F และ 1492R นําลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของเช้ือ
แตละไอโซเลทมาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดที่มีความคลายคลึงกันในฐานขอมูล National 
center for biotechnology information (NCBI) โดยใชโปรแกรม BLAST (blastn) เมื่อพิจารณา
ลําดับนิวคลีโอไทดของเช้ือแตละไอโซเลท พบวาไอโซเลท P1 มีความคลายคลึงกับเช้ือ Gordonia 
westfalica strain Kb2 (99% similarity) เช้ือไอโซเลท P2 มีความคลายคลึงกับเช้ือ 
Xanthomonas maliensis strain M97 (99% similarity) และไอโซเลท P5 มีความคลายคลึงกับ
เช้ือ Ochrobactrum intermedium strain FLA FFT 41.2 (99% similarity) โดยความสัมพันธ
ทางวิวัฒนาการของจุลินทรียที่คัดแยกไดแสดงดังรูปที่ 18  
 จากการศึกษากอนหนาน้ีมีรายงานเกี่ยวกับจีนัสและสปชีสของเช้ือทุกไอโซเลทที่เปนสมาชิก
ของกลุมจุลินทรียที่คัดแยกไดจากการศึกษาน้ี โดยทุกไอโซเลทมีการศึกษาเกี่ยวกับการยอยสลายวัสดุ
ที่ยอยสลายยากในสิ่งแวดลอมหลายชนิด ยกตัวอยางเชน G. westfalica มีรายงานวาเปน         
แอคนิโนมัยสีทที่มีบทบาทในการยอยสลายยางธรรมชาติได (Linos et al., 2002) Gordonia sp. 
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JAAS1 สามารถยอยสลาย chlorpyrifos ปริมาณ 110 มิลลิกรัม/ลิตร ภายใน 24 ช่ัวโมง (Abraham 
et al., 2013) G. alkanivorans CC-JG39 สามารถยอยสลายนํ้ามันดีเซลได (Young et al., 2005) 
นอกจากน้ียังมีการศึกษาการยอยสลายยางธรรมชาติโดยใช Xanthomonas sp. strain 35Y เพื่อใช
เปนตนแบบจุลินทรียในการศึกษาเอนไซม RoxA ซึ่งมีบทบาทสําคัญในการยอยสลายยางธรรมชาติใน
แบคทีเรียแกรมลบ (Tsuchii and Takeda, 1990) และมีการศึกษาเกี่ยวกับ Ochrobactrum lupini 
เกี่ยวกับการยอยสลายนํ้ามันดิบในอาหารเหลวและดิน (Eraky et al., 2015) มีการศึกษาการยอย
สลายนิโคตินโดยใชเช้ือ  O. intermedium DN2 พบวาสามารถยอยสลายนิโคตินได 95.55% ภายใน
เวลา 10 ช่ัวโมง (Yuan et al., 2006) 

 
รูปท่ี 18 การวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการของยีน 16S rRNA ของเช้ือไอโซเลท P1 P2 และ 
P5 เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของเช้ืออื่น ลําดับนิวคลีโอไทดไดจากฐานขอมูล NCBI 
แผนภาพแสดงความสัมพันธสรางโดยวิธี neighbor-joining จากโปรแกรม MEGA ตัวเลขแสดงบนกิ่ง 
(% bootstrap) มาจากการคํานวณ 1,000 ซ้ํา 
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สรุปผลการทดลอง 

 กลุมจุลินทรียผสมที่ใชในการศึกษาการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิตจากยางธรรมชาติ  
ถูกคัดแยกมาจากตัวอยางดินและนํ้าเสียที่คัดแยกจากโรงงานยางพาราในจังหวัดสงขลา โดยกลุม
จุลินทรียที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทน (วัสดุทดสอบ) ถุงมือยางและยาง           
อิพอกไซด (วัสดุอางอิง) คือ จุลินทรียกลุมที่ 4 ประกอบดวย 3 ไอโซเลท ไดแก Gordonia 
westfalica สายพันธุ P1 Xanthomonas maliensis สายพันธุ P2 และ Ochrobactrum 
intermedium สายพันธุ P5 และการศึกษาครั้งน้ียังพบวาจีนัส Ochrobactrum มีความสามารถใน
การยอยสลายยางธรรมชาติเปนครั้งแรก เมื่อศึกษารอยละของนํ้าหนักแหงของโฟมพอลิยูรีเทนที่
หายไปเมื่อบมรวมกับจุลินทรียกลุมน้ี คิดเปนรอยละ 5.32 ของนํ้าหนักแหงเริ่มตน และเมื่อศึกษาการ
เปลี่ยนแปลงของหมูฟงกชันภายในโครงสรางของโฟมพอลิยูรีเทน พบวาจุลินทรียกลุมน้ีสามารถ
ทําลายหมูฟงกชันหลักของโฟมพอลิยูรีเทน คือ หมูเอสเทอรคารบอนิล (ตําแหนงเลขคลื่น 1700 
เซนติเมตร-1) ลดลงอยางสังเกตได นอกจากน้ีจุลินทรียกลุมดังกลาวสามารถยอยสลายถุงมือยางและ
ยางอิพอกไซดที่ใชเปนวัสดุอางอิงในการศึกษาน้ีโดยกระบวนการเกาะติดบนผิวของวัสดุไดดี แตกลุม
จุลินทรียน้ีไมสามารถเกาะติดบนผิวของโฟมพอลิยูรีเทนได อาจเน่ืองจากโครงสรางทางกายภาพและ
โครงสรางทางเคมีที่ไมเหมาะสม หรือมีสารเคมีบางชนิดที่ยับย้ังการเจริญของจุลินทรียตกคางอยูใน
เน้ือโฟม เมื่อศึกษาคากิจกรรมเอนไซมไลเปสในนํ้าเลี้ยงเซลลที่ปราศจากตัวเซลล (ยูนิต/มิลลิกรัม
โปรตีน) พบวาคากิจกรรมเอนไซมไลเปสในชุดทดสอบโฟมพอลิยูรีเทนมีปริมาณตํ่ามาก และเมื่อ
ทดสอบเอนไซมที่เกี่ยวของในกระบวนการยอยสลายพอลิยูรีเทนทางชีวเคมี พบวาจุลินทรียทั้งสาม  
ไอโซเลทสามารถผลิตเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายพอลิยูรีเทนได การศึกษารอยละของการ
ยอยสลายทางชีวภาพในอาหารเหลว MSM ของยางอิพอกไซด > ถุงมือยาง > โฟมพอลิยูรีเทน เมื่อ
บมรวมกับจุลินทรียกลุมน้ีเปนเวลา 28 วัน จากผลการทดลองทั้งหมดสรุปไดวาจุลินทรียกลุมน้ีมี
สามารถยอยสลายวัสดุที่ผลิตจากยางธรรมชาติไดหลากหลาย แตรอยละของการยอยสลายทาง
ชีวภาพและประสิทธิภาพของการยอยสลายข้ึนอยูกับโครงสรางทางกายภาพและโครงสรางทางเคมี
ของวัสดุน้ันๆ โครงสรางทางเคมี และสารเคมีที่ใชในกระบวนการผลิตโฟมพอลิยูรีเทนชนิดน้ีเปนปจจยั
สําคัญที่สงผลโดยตรงตอกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพในการทดลองน้ี 

 

 

 

 

 

 

 



37 
 

ขอเสนอแนะ 

 การศึกษาน้ีเปนการศึกษาตอเน่ืองจากงานวิจัยกอนหนาน้ีในหัวขอ “การเตรียมและสมบัติ
ของโฟมพอลิยูรีเทนที่มียางธรรมชาติเปนสวนประกอบ เพื่อการใชงานดานปุยปลดปลอยชา” โดย           
น .ส .  ศิ วร รจน  คงห นู  ภาค วิช า วิทยาศาสตร และ เทคโนโล ยี วั ส ดุ  คณะ วิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร มีจุดประสงคมุงเนนการผลิตโฟมพอลิยูรีเทนสูตรตางๆ เพื่อใชเปนวัสดุ
สําหรับปลดปลอยปุยทางการเกษตรในดินและนํ้า ดังน้ันการศึกษาครั้งน้ีจึงมุงเนนเฉพาะในสวนของ
การยอยสลายทางชีวภาพของโฟมพอลิยูรีเทนที่ผลิตจากยางธรรมชาติ โดยเนนการคัดแยกจุลินทรีย
จากธรรมชาติที่มีประสิทธิภาพมากที่สุดในการยอยสลายโฟมชนิดน้ี และนําจุลินทรียมาจัดกลุมเพื่อ
ทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพในหองทดลอง งานวิจัยทีค่วรศึกษาตอเน่ืองจากงานวิจัยน้ีเพื่อใหเกดิ
ความมั่นใจวาวัสดุโฟมพอลิยูรีเทนชนิดน้ีจะไมกลายเปนสิ่งตกคางในธรรมชาติตอไปในอนาคต คือ 
ควรปรับปรุงลักษณะทางกายภาพของช้ินโฟมเพื่อใหจุลินทรียสามารถเกาะติดบนผิวของโฟมไดงาย 
เปนกระบวนการสําคัญในการยอยสลายทางชีวภาพ หรืออาจเติมสารอาหารบางอยางลงไปในข้ันตอน
การผลิตโฟม เพื่อสนับสนุนการเจริญเติบโตของจุลินทรียและชวยเหน่ียวนําเอนไซมที่เกี่ยวของในการ
ยอยสลายพอลิยูรีเทนและยางธรรมชาติใหสามารถผลิตออกมามากข้ึน หรืออาจทดสอบการยอยสลาย
โฟมพอลิยูรีเทนรวมกันระหวางเช้ือราและแบคทีเรีย ซึ่งเอนไซมจากเช้ือราอาจชวยเพิ่มประสิทธิภาพ
การยอยสลายโฟมชนิดน้ีไดดีข้ึน รวมถึงการพัฒนาเทคนิคการจับกลุมเช้ือโดยอาจเริ่มจากการรวมเช้ือ
ทุกไอโซเลทที่คัดแยกไดเปนกลุมเช้ือเดียวกันและทดสอบยอยสลายโฟมเปรียบเทียบกับชุดทดสอบอืน่
ที่จับกลุมโดยตัดเช้ือออกทีละไอโซเลท และตรวจสอบสารตัวกลางที่เกิดข้ึนในแตละชุดทดสอบ เพื่อ
หาความสัมพันธของบทบาทเช้ือแตละไอโซเลทในกลไกการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนและการเกดิสาร
ตัวกลางแตละชนิด และควรทดสอบการเปนเช้ือปฏิปกษของแตละไอโซเลทในกลุมของจุลินทรียใน
กลไกการยอยสลายโฟมพอลิยูรีเทนเบื้องตน อาจทําไดโดยการทดสอบแบบ cross-check โดยการขีด
เช้ือลงบนอาหารที่ผสมนํ้ายางธรรมชาติกับพอลิยูรีเทนเหลวทางการคาเปนแหลงคารบอนแกจลุนิทรยี
และดูการเจริญของเช้ือแตละไอโซเลท ทั้งน้ีเพื่อใหไดกลุมเช้ือที่สนับสนุนการทํางานและมีโอกาสทาํให
รอยละของการยอยสลายทางชีวภาพเกิดไดเร็วข้ึน ควบคูกับการทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพใน
สภาวะจริงรวมกับการใชงานวัสดุดานปุยปลดปลอยชา ซึ่งตองใชเวลานานมากในการทดสอบและ
ไมไดอยูในขอบเขตของการทดลองในครั้งน้ี 
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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 
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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 
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step closer to achieving the complete 
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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 เปน 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 ปรับปริมาตรเปน 1 
ลิตร โดยใชขวดปรับปริมาตร 
 
การเตรียมสารต้ังตนของเอนไซมไลเปส 
 ช่ังสารพารา-ไนโตรฟนิลปาลมมิเตต (p-NPP) ปริมาณ 30 มิลลิกรัม ละลายดวย 
isopropanol ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เติมสารละลายบัฟเฟอร Tris-HCl (50 มิลลิโมลาร pH 8.0) ซึ่ง
เตรียมโดยเติม sodium deoxycholate 207 มิลลิกรัม และ gum Arabic 100 มิลลิกรัม ผสม
สารละลายทั้งหมดใหเขากัน ควรเตรียมสารละลายและใชงานทันทีและแชหลอดในความเย็น
ตลอดเวลา 
 
การคํานวณรอยละของอัตราการยอยสลายทางชีวภาพ (% biodegradation rate) 
 
คํานวณไดจากสมการดังน้ี 

∑(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  ผลตางของปริมาตรสารละลายไฮโดรคลอริก ความเขมขน 0.05 โมลาร  
   ที่ใชไทเทรตสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.05 โมลาร  
   กอนใชงานและหลังใชงานแตละครั้ง 
10      คือ  ปริมาตรสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ใชในการไทเทรต (มิลลิลิตร) 
250     คือ  ปริมาตรทั้งหมดของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ที่อยูในภาชนะ d  
   และ e 
0.05    คือ  ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ใชเปนตัวจับกาซ

คารบอนไดออกไซดที่เกิดจากการยอยสลาย 
44      คือ  มวลโมเลกุลของกาซคารบอนไดออกไซด  
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การคํานวณคา ThCO2 ของยางธรรมชาติ (C5H8) 
 ThCO2 หมายถึง คาที่บงบอกถึงปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดที่เกิดข้ึนจากวัสดุทดสอบ
ในทางทฤษฎี (theoretical amount of carbon dioxide, ThCO2) ในหนวยกรัมตอภาชนะ ซึ่ง
สามารถคํานวณไดจากสมการดังน้ี 

  ThCO2   = m × Xc×  
44

12
  (สมการ 3) 

โดยที่  
  m คือ  ของแข็งแหงทั้งหมดของวัสดุทดสอบที่ใสลงไป ณ จุดเริ่มตนของการ 
   ทดสอบ ในหนวยกรัม 
  Xc คือ สัดสวนคารบอนอินทรียทั้งหมดในของแข็งแหงทั้งหมดของวัสดุทดสอบ  
   ในหนวย กรัมตอกรัม 
  44 คือ มวลโมเลกุลของกาซคารบอนไดออกไซด 
  12 คือ  มวลอะตอมของคารบอน 

การคํานวณเปอรเซ็นตการยอยสลายทางชีวภาพ 

จากการวัดปริมาณของกาซคารบอนไดออกไซดที่ถูกปลอยออกมา เปอรเซ็นตการยอยสลาย
ทางชีวภาพของวัสดุทดสอบสําหรับแตละชวงของการวัด สามารถคํานวณไดจากสมการ ดังน้ี 

% การยอยสลายทางชีวภาพ = [∑(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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