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บทคัดย่อ
หมอกควันอันเกิดขึ้นจากฝุ่น PM2.5 ซึ่งมีผลกระทบให้เกิดฝนกรดและการเปลี่ยนเเปลงสภาพภูมิอากาศ ทำให้เกิดสภาวะโลกร้อนส่งผลให้มนุษย์มีความเสี่ยงต่อโรคหัวใจเเละปอด อันเนื่องมากจากการเผาอ้อยเพราะจากกระบวนการเผาอ้อยปล่อยสารพิษและอนุภาคขนาดเล็กที่อันตรายออกสู่สิ่งแวดล้อม เช่น PM2.5,สารพิษและก๊าซอันตราย หรือเเม้เเต่สัตว์ก็ย่อมได้รับผลกระทบจากเรื่องนี้ซึ่งส่วนมากฝุ่นPM2.5 ได้มีสาเหตุมาจากการกระทำของมนุษย์ ซึ่งการใช้ B. siamensis เหมาะสมต่อการย่อยสลายเซลลูโลสในวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร เช่น ใบอ้อย ฟางข้าว และกากพืช เพราะสามารถผลิตเอมไซม์เซลลูเลสและมีความทนทานสูง โดยโครงงานนี้จึงมีวัตถุประสงค์ที่จะศึกษาประสิทธิภาพในการย่อยเซลลูโลสของใบอ้อยด้วย B. siamensis เพื่อลดปริมาณฝุ่น PM2.5 ที่เป็นมลพิษจากการเผาอ้อยโดยมีการตรวจสอบการศึกษาประสิทธิภาพการย่อยเซลลูโลสของ B. siamensis ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแหล่งคาร์บอนต่างกันและศึกษาสมบัติดินหลังจากที่มีการย่อยสลายใบอ้อยและศึกษาผลของการใช้ B. siamensis ส่งเสริมการเจริญเติบโตของอ้อยที่อายุ 4 และ 6 เดือน
คำสำคัญ:  Bacillus; Cellulose; decomposition; Sugarcane leaves บาซิลัส; เซลลูโลส; การย่อยสลาย; ใบอ้อย
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บทนำ
มลพิษทางอากาศจากฝุ่นละอองขนาดไม่เกิน 2.5 ไมครอน (PM 2.5) เป็นวิกฤตการณ์ด้านสิ่งแวดล้อมและสาธารณสุขที่สำคัญระดับโลก อนุภาคเหล่านี้สามารถผ่านเข้าสู่ระบบทางเดินหายใจส่วนลึกและกระแสเลือด ก่อให้เกิดความเสี่ยงต่อโรคหลอดเลือดหัวใจและมะเร็งปอด แหล่งกำเนิดที่สำคัญของ PM 2.5 ในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ รวมถึงประเทศไทย คือการเผาชีวมวลในที่โล่ง (Open biomass burning) โดยเฉพาะการเผาใบอ้อยเพื่อความสะดวกในการเก็บเกี่ยว ประเทศไทยมีพื้นที่ปลูกอ้อยมากกว่า 12 ล้านไร่ ก่อให้เกิดใบอ้อยเหลือทิ้งประมาณ 18 ล้านตันต่อปี แม้จะมีมาตรการรณรงค์ให้ตัดอ้อยสด แต่เกษตรกรจำนวนมากยังคงใช้วิธีการเผาเนื่องจากข้อจำกัดด้านต้นทุนเครื่องจักรและปัญหาการขาดแคลนแรงงาน

ใบอ้อยมีองค์ประกอบหลักคือ ลิกโนเซลลูโลส (Lignocellulose) ซึ่งประกอบด้วยเซลลูโลส (Cellulose) 40-50%, เฮมิเซลลูโลส (Hemicellulose) 25-30% และลิกนิน (Lignin) 15-20% โครงสร้างที่ซับซ้อนและแข็งแรงนี้ทำให้ใบอ้อยย่อยสลายตามธรรมชาติได้ช้า การพัฒนากระบวนการทางชีวภาพ (Biological process) อย่างง่ายโดยใช้จุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์จำเพาะเพื่อเร่งการย่อยสลาย จึงเป็นทางเลือกที่ยั่งยืนและปลอดภัยกว่าการใช้สารเคมีหรือการเผา
Bacillus siamensis เป็นแบคทีเรียแกรมบวก (Gram-positive) ที่พบได้ทั่วไปในดินและสภาพแวดล้อมทางการเกษตร จุดเด่นที่สำคัญคือความสามารถในการสร้างเอนโดสปอร์ (Endospore) ซึ่งทนทานต่อความร้อน ความแห้งแล้ง และรังสี UV ทำให้เชื้อสามารถอยู่รอดในสภาพแวดล้อมจริงของแปลงเกษตรได้ดี นอกจากนี้ B. siamensis ยังมีกลไกในการผลิตกลุ่มเอนไซม์เซลลูเลส Cellulase complex) ซึ่งประกอบด้วย Endoglucanase, Exoglucanase และ β-glucosidase ที่ทำงานร่วมกันเพื่อตัดสายโพลิเมอร์ของเซลลูโลสให้กลายเป็นน้ำตาลโมเลกุลเดี่ยว (Glucose) ซึ่งพืชและจุลินทรีย์ในดินสามารถนำไปใช้เป็นแหล่งพลังงานได้
โครงงานวิจัยนี้จึงมุ่งเน้นการศึกษาประสิทธิภาพของ B. siamensis ในการย่อยสลายเซลลูโลสจากใบอ้อย ภายใต้สภาวะที่มีแหล่งคาร์บอนต่างกัน และวิเคราะห์ผลกระทบจากการนำกระบวนการย่อยสลายทางชีวภาพนี้ไปประยุกต์ใช้เพื่อเพิ่มอินทรียวัตถุและปรับปรุงสมบัติของดิน ซึ่งจะช่วยตอบโจทย์ทั้งการลดปัญหาหมอกควัน PM 2.5 และการยกระดับคุณภาพดินเพื่อการเกษตรแบบหมุนเวียน

วิธีการดำเนินงาน
การดำเนินการวิจัยเชิงทดลองเพื่อประเมินประสิทธิภาพของแบคทีเรีย Bacillus siamensis ในการย่อยสลายใบอ้อย เริ่มต้นจากการเตรียมซับสเตรตโดยนำใบอ้อยที่ปราศจากเชื้อรามาทำความสะอาด อบแห้งที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสจนน้ำหนักคงที่ ตัดให้ได้ขนาดสม่ำเสมอ 1x1 เซนติเมตรเพื่อควบคุมพื้นที่ผิวในการเกิดปฏิกิริยา และบันทึกน้ำหนักเริ่มต้น ควบคู่ไปกับกระบวนการเพิ่มจำนวนเชื้อ B. siamensis ในอาหารเหลว Nutrient Broth (NB) ภายใต้สภาวะเขย่า 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง พร้อมทั้งปรับมาตรฐานความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้นให้เท่ากันในทุกชุดการทดลองผ่านการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) จากนั้นนำเอนไซม์หยาบที่ได้ไปทดสอบกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส โดยให้ทำปฏิกิริยากับ Carboxymethyl cellulose (CMC) เป็นเวลา 30 นาที และวัดปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้นด้วยสาร DNS ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตรเพื่อเทียบกับกราฟมาตรฐานกลูโคส พร้อมทั้งวัดปริมาณโปรตีนรวมด้วยวิธี Bradford assay ที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตรเทียบกับกราฟมาตรฐาน BSA เพื่อนำข้อมูลมาคำนวณหากิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์ (Specific enzyme activity) ท้ายสุดคือการทดสอบการย่อยสลายในระดับภาชนะควบคุมความชื้น โดยเติมสารแขวนลอยหัวเชื้อลงบนใบอ้อยเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่เติมเฉพาะอาหารเหลวปลอดเชื้อ และดำเนินการสุ่มเก็บตัวอย่างในวันที่ 0, 7, 14 และ 21 เพื่อนำใบอ้อยกลับไปอบแห้งและชั่งน้ำหนักปลายทาง สำหรับนำมาคำนวณหาเปอร์เซ็นต์การสูญเสียน้ำหนัก ซึ่งจะใช้เป็นตัวชี้วัดประสิทธิภาพการย่อยสลายมวลชีวภาพของแบคทีเรียได้อย่างเป็นรูปธรรม

ผลและอภิปรายผล 
ผลการศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรีย Bacillus siamensis ในการย่อยสลายเซลลูโลสจากใบอ้อย ซึ่งแบ่งการประเมินออกเป็นการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสภายใต้แหล่งคาร์บอนที่ต่างกันและการศึกษาการเปลี่ยนแปลงสมบัติดินหลังการย่อยสลาย พบว่าเมื่อนำเชื้อไปเพาะเลี้ยงและวิเคราะห์ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ด้วยวิธี DNS เพื่อคำนวณหาค่ากิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์ (Specific enzyme activity) แหล่งคาร์บอนแต่ละชนิดส่งผลต่อความสามารถในการผลิตเอนไซม์อย่างมีนัยสำคัญ โดยใบอ้อยบดสามารถเหนี่ยวนำการสร้างเอนไซม์เซลลูเลสได้ดีที่สุด ให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์สูงสุดที่ 0.8976 U/mg protein รองลงมาคือ ซังข้าวโพด (0.8847 U/mg protein), รำข้าว (0.6422 U/mg protein) และ CMC (0.6138 U/mg protein) ตามลำดับ ซึ่งตัวเลขดังกล่าวสะท้อนให้เห็นถึงกลไกการปรับตัวของ B. siamensis ต่อวัสดุกลุ่มลิกโนเซลลูโลสที่มีโครงสร้างซับซ้อน และยืนยันถึงศักยภาพในการนำไปประยุกต์ใช้กำจัดวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรประเภทใบอ้อยได้อย่างมีประสิทธิภาพสูงสุด

ตารางที่ 1 กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสของ B. siamensis ภายใต้แหล่งคาร์บอนต่างชนิด
[image: ]T1 = อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ Carboxymethyl cellulose (CMC) เป็นแหล่งคาร์บอน (ชุดควบคุม)
T2 =อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้รำข้าวเป็นแหล่งคาร์บอน
T3 =อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ซังข้าวโพดบดเป็นแหล่งคาร์บอน
T4 = อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ใบอ้อยเป็นแหล่งคาร์บอน
[image: ]รูปที่ 1 กราฟแสดงการเปรียบเทียบค่ากิจกรรมเอนไซม์ภายใต้แหล่งคาร์บอนที่แตกต่างกัน 4 ชนิด
จากการประเมินผลของการใส่เชื้อ B. siamensis ต่อสมบัติทางกายภาพและเคมีของดิน พบว่ากระบวนการย่อยสลายใบอ้อยช่วยปรับปรุงให้ค่า pH ของดินหลังการทดลองอยู่ในช่วง 6.5–7.0 ซึ่งมีความเหมาะสมต่อการเพาะปลูก ควบคู่ไปกับการเพิ่มขึ้นของปริมาณอินทรียวัตถุเมื่อเทียบกับก่อนเริ่มทดลอง และยังส่งผลให้ระดับธาตุอาหารหลัก (N-P-K) มีแนวโน้มเพิ่มสูงขึ้นกว่ากลุ่มควบคุมอย่างเห็นได้ชัด ซึ่งผลลัพธ์เชิงประจักษ์เหล่านี้เป็นการยืนยันว่า B. siamensis สามารถเร่งอัตราการย่อยสลายใบอ้อยให้กลายเป็นอินทรียวัตถุที่ช่วยเพิ่มความอุดมสมบูรณ์ให้แก่ดินได้จริง อันเป็นแนวทางทางชีวภาพที่ช่วยลดความจำเป็นของเกษตรกรในการเผาวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร และนำไปสู่การลดปัญหาการปลดปล่อยมลพิษฝุ่น PM2.5 สู่สิ่งแวดล้อมได้อย่างเป็นรูปธรรม

ตารางที่ 2 กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสของ B. siamensis ภายใต้แหล่งคาร์บอนต่างชนิด
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ชุดควบคุม (Control) ที่ไม่มีการเติม B. siamensis
S2 = ชุดทดลอง (Treatment) ที่มีการเติม B. siamensis ลงในดิน
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รูปที่ 2 การเปรียบเทียบสมบัติทางกายภาพและเคมีของดินระหว่างชุดควบคุม (S1) และดินที่เติมเชื้อ B. siamensis (S2)
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รูปที่ 3 การเปรียบเทียบปริมาณไนโตรเจนรวม (% โดยน้ำหนัก) ของดินระหว่างชุดควบคุมที่ไม่ใส่ B. siamensis (S1) และชุดทดลองที่ใส่ B. siamensis (S2)

จากการศึกษาพบว่า Bacillus siamensis มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้แตกต่างกันตามชนิดของแหล่งอาหาร โดยโครงสร้างตามธรรมชาติของใบอ้อยซึ่งมีความซับซ้อนสูง (ประกอบด้วยเส้นใยเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน) จะทำหน้าที่เป็นตัวเหนี่ยวนำชั้นดีที่กระตุ้นให้จุลินทรีย์ต้องปรับตัวและผลิตเอนไซม์ออกมาในปริมาณที่สูงมากเพื่อย่อยสลายโครงสร้างที่แข็งแรงเหล่านั้น ซึ่งแตกต่างจากสารดัดแปรอย่าง CMC ที่ละลายน้ำและเข้าถึงได้ง่าย จึงไม่กระตุ้นให้เกิดการผลิตเอนไซม์ในระดับเดียวกัน นอกจากนี้ เมื่อนำกระบวนการทางชีวภาพนี้ไปประยุกต์ใช้ย่อยสลายใบอ้อยในดิน ยังพบว่ากิจกรรมทางเมแทบอลิซึมของจุลินทรีย์ช่วยเร่งการปลดปล่อยธาตุอาหารหลัก (N-P-K) ที่เคยถูกตรึงไว้ในโครงสร้างพืชให้ออกมาอยู่ในรูปแบบที่เกิดประโยชน์ ทำให้ปริมาณอินทรียวัตถุเพิ่มขึ้นและค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของดินปรับเข้าสู่สภาวะที่เหมาะสมต่อการเพาะปลูก ผลลัพธ์เชิงประจักษ์นี้เป็นข้อพิสูจน์ทางวิทยาศาสตร์ที่ยืนยันว่า การประยุกต์ใช้จุลินทรีย์เพื่อย่อยสลายเศษวัสดุทางการเกษตร เป็นแนวทางชีวภาพที่มีประสิทธิภาพสูงในการจัดการใบอ้อยโดยไม่ต้องพึ่งพาการเผา ซึ่งจะช่วยลดปัญหาการปล่อยก๊าซเรือนกระจกและฝุ่นละออง PM 2.5 สู่สิ่งแวดล้อมได้อย่างยั่งยืน
สรุปผล
การศึกษาประสิทธิภาพของ B. siamensis พบว่าใบอ้อยเป็นแหล่งคาร์บอนที่สามารถเหนี่ยวนำการสร้างเอนไซม์เซลลูเลสจำเพาะได้สูงสุดถึง 0.8976 U/mg protein อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P < 0.001) และเมื่อนำเชื้อดังกล่าวไปประยุกต์ใช้ย่อยสลายใบอ้อยในดิน พบว่าสามารถเร่งกระบวนการย่อยสลายและปรับปรุงสมบัติทางเคมีของดินให้มีความอุดมสมบูรณ์เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญ โดยช่วยปรับสมดุลค่า pH จาก 5.90 เป็น 6.45 เพิ่มปริมาณอินทรียวัตถุจาก 1.30% เป็น 2.20% ตลอดจนเพิ่มปริมาณธาตุอาหารหลัก ได้แก่ ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียม ให้สูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างชัดเจน
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Treatment Protein Glucose Specific statistics

content(mg concentration activity
protein) (pmol/mL) (Uimg
protein)
TI(CMC) 1313 13240 0.6138 p<0.01
T2(Rice bran) 289375 62.820 0.6422 p<0.01
T3(Comeob 5.5625 24.610 0.8847 p<0.01
‘powder)
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Soil parameters S1 S2 statistics
pH(1:2 soil/water) 5.90 +0.05 6.45+0.04 P<0.001
Organic Matter (%0M, LOI) 1.30+0.08 2.20+0.10 P<0.001
Total N (% w/w) 0.081 +0.005 0.120+0.007  P=0.002
Available P (Bray-1, mg/kg) 8.5+0.8 17+0.9 P<0.001
Exchangeable K (mg/kg) 64+5 98+7 P<0.001
Field Humidity (%) 21.5+1.2 24.9+1.5 P=0.003
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Comparison of Total Nitrogen Content between
S1and S2
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