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บทคัดยอ
การผลิตเช้ือเพลิงชีวภาพรุนที่สองจากมวลชีวภาพท่ีไมใชอาหาร (non-food biomass) ไดรับความสนใจจากนักวิจัยและ
อุตสาหกรรมทั่วโลกเพื่อรองรับความตองการการใชพลังงาน ไบโอดีเซลคืออัลคิลเอส-เตอรของกรดไขมัน (Fatty Acid Alkyl 
Esters (FAAEs)) ทีไ่ดจากปฏกิริยิาทรานเอสเตอรฟิเคชัน่ระหวางแอลกอฮอลกบัไตรเอซลิกลเีซอรอล (Triacylglycerols (TAGs))
ไตรเอซิลกลีเซอรอลพบมากในรูปของไขมันสะสมของพืชนํ้ามันและไขมันสัตวที่เปนอาหารของมนุษยและสัตวจึงเปนขอจํากัด
ในการใชไตรเอซิลกลีเซอรอลเปนวัตถุดิบเพ่ือผลิตไบโอดีเซล บทความน้ีมุงเนนนําเสนอถึงความกาวหนาของงานวิจัยเก่ียวกับ
ยีสตที่มีไขมันปริมาณสูงเพ่ือใชผลิตไบโอดีเซลรุนที่สอง และความแตกตางเชิงเปรียบเทียบของกลไกการสรางไขมันกับยีสตที่มี
ไขมันต่ํา และยังมีการอภปิรายถงึความรูทีเ่กีย่วของกบัระบบเทคโนโลยีชวีภาพ (systems biotechnology) เพือ่อธบิายกลไกทาง
ชีวเคมีของการสรางและสะสมไขมันเพื่อนําไปสูการพัฒนาการเพิ่มการผลิตไขมันจากยีสตตอไป 

คําสําคัญ: ยีสตผลิตไขมัน ไบโอดีเซลรุนที่สอง การผลิตไขมัน ไตรเอซิลกลีเซอรอล

Abstract 
Production of second-generation biofuels derived from non-food biomass is currently at the center of attention of 
researchers and industries worldwide as a method of supplying the requirement for sustainable energy. Biodiesel is 
composed of fatty acid alkyl esters (FAAEs) that are conventionally produced through the transesterifi cation reaction of 
alcohol and triacylglycerols (TAGs). TAGs are mainly found as the lipid storage of living organisms, including oilseed 
plants and microalgaes. Therefore, a sustainable supply of TAGs is a major bottleneck for current biodiesel production 
because the oilseed plants are competitive with foods and feedstocks. This review focuses on the ongoing researches 
on oleaginous yeasts producing high contents of lipids for production of second generation biodiesel. The comparative 
studies of the lipid synthesis mechanism between oleaginous and non-oleaginous yeasts are described. Additionally, 
the knowledge of systems biotechnology and the biochemical mechanisms of lipid synthesis and accumulation are 
also comprehensively discussed.  

Keywords: Oleaginous yeast, Second generation biodiesel, Lipid production, Triacylglycerol



Lipid Production for Second Generation Biodiesel by the Oleaginous Yeast 301Vol 33. No 3, May-June 2014

บทนํา
ไบโอดีเซล คือพลังงานชีวภาพทดแทนน้ํามันดีเซล วัตถุดิบ
สวนใหญไดมาจากนํ้ามันพืช เชน ปาลม ถั่วเหลือง และไขมัน
สัตว ทําปฏิกิริยา ทรานเอสเตอริฟเคชั่น (transesterifi cation) 
ระหวางไตรเอซิลกลีเซอรอล (triacylglycerol) กับแอลกอฮอล 
(alcohol) โดยมีเบสเชนโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) เปน
ตัวเรงปฏิกิริยา (catalyst) หรือปฏิกิริยาเอสเตอริฟเคชั่น
(esterifi cation) ระหวางกรดไขมนั (fatty acid) กบัแอลกอฮอล 

โดยมีกรด เชน กรดซัลฟูริค (sulfuric acid) เปนตัวเรงปฏิริยา 
ไดผลผลิตเปนสารโมโนอัลคิลเอสเตอร (mono-alkyl-ester) 
(เชน เมทิลเอสเตอรของกรดไขมัน, fatty acid methyl ester: 
FAME และเอทิลเอสเตอรของกรดไขมัน, fatty acid ethyl 
ester: FAEE) ดังแสดงในรูปที่ 1 ซึ่งกระบวนการผลิตไบโอ
ดีเซลน้ีเปนวิธีที่งายและสามารถใชตัวเรงปฏิกิริยาเปนกรด 
หรือเบสที่มีราคาถูก

Figure 1  Biodiesel production reaction. (A) Transesterifi cation and (B) Esterifi cation (1)

 ในปจจุบันมีการผสมไบโอดีเซลกับนํ้ามันดีเซลใน

สัดสวนรอยละ 5-10 (B5-B10) เพื่อใชในเคร่ืองยนตดีเซล 
ทั้งนี้จากแผนการพัฒนาพลังงานทดแทนของประเทศไทย 

(Alternative Energy Development Plan, AEDP, 
www.dede.go.th) ชวงป พ.ศ. 2555-2564 ไดตั้งกรอบการ

พัฒนาพลังงานทดแทน เชน การเพ่ิมการผลิตไบโอดีเซลใน
ป 2564 จากเดิม 4.5 เปน 5.97 ลานลิตรตอวัน เปนผลใหเกิด
เช้ือเพลิงใหมทดแทนดีเซลอีก 25 ลานลิตรตอวัน และยังเพิ่ม
สัดสวนผสมในนํ้ามันดีเซลถึงรอยละ 7 (B7) ซึ่งแสดงใหเห็น
ถึงความตองการเพิ่มการผลิตไบโอดีเซลเปนจํานวนมากใน
อนาคตอันใกลนี้

 อยางไรก็ตามการผลิตพลังงานชีวภาพจากวัตถุดิบ
ที่เปนแหลงอาหารของมนุษยและสัตว (First generation 

biofuels) เชน นํ้ามันพืช โดยเฉพาะนํ้ามันปาลมนั้นยังมี
ขอจํากัด เชน ความเสียหายตอผลผลิตพืชซึ่งเปนผลมาจาก
สภาวะอากาศโลกเปล่ียนแปลง การขาดแคลนทรัพยากรน้ํา 

และปญหาโรคติดตอ ถึงแมวาไดมีความพยายามคนหาพืช
ตางๆท่ีสามารถผลิตนํ้ามันไดในปริมาณสูง รวมไปถึงพืชที่ไม

สามารถบริโภคได เชน สบูดํา (2) เพื่อจะไดไมมีการชวงชิง
กนักับพืชทีใ่ชบริโภค ดงันัน้การวิจยัเพือ่ผลติพลงังานชีวภาพ
จากวัตถุดิบที่ไมใชอาหาร (Second generation biofuels) 

จึงมีความจําเปนเพื่อเพิ่มการผลิตพลังงานใหเพียงพอ
  การพัฒนาการผลิตไขมันในยีสต

 ปจจุบันประเทศไทยกําลังประสบปญหาการกําจัด
ของเหลือทิ้งที่เกิดจากอุตสาหกรรม จึงเปนโอกาสที่ดีของ
เทคโนโลยีใหมเพื่อใชของเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมเปน

วัตถุดิบหรือเปนแหลงอาหารในการเจริญเติบโตของจุลินทรีย
ที่ผลิตนํ้ามันและไขมัน หรือไขมันจากเซลลเดี่ยว (single cell 
oils) ซึ่งไขมันที่สะสมในเซลลสามารถนําไปใชในการผลิต

ไบโอดเีซลไดดวยกระบวนการทรานเอสเตอรฟิเคชัน่ และมกีาร
ผลิตกลีเซอรอลเปนผลพลอยไดจากปฏิกิริยา ซึ่งไมสามารถ
นําไปใชประโยชนดานอื่นไดถาไมทําใหบริสุทธ์ิมากขึ้น แตก็
สามารถใชกลีเซอรอลเพื่อเพาะเลี้ยงจุลินทรียได ดวยเหตุนี้
การใชจุลินทรียจําพวก ยีสต รา และสาหรายจึงนาสนใจอยาง

ยิง่เพราะสามารถนาํมาผลติพลงังานจากวตัถดุบิทีเ่ปนของเสยี
จากอุตสาหกรรมได 
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 ยีสตผลิตนํ้ามันถือไดวาเปนสิ่งมีชีวิตเซลลเดียว
ที่ทราบกลไกทางชีวเคมีในการสรางไขมันเปนอยางดีแลว
(3, 4) ดงัแสดงใหเหน็ในรูปท่ี 2 โดยแผนผังเมตาบอลิซมึนีอ้างอิง
มาจากยีสตผลิตนํ้ามัน Yarrowia lipolytica ซึ่งอาศัยอยูในสิ่ง
แวดลอมท่ีมีไขมันสูง และสามารถผลิตไขมันสะสมในรูปแบบ

ของไตรเอซิลกลีเซอไรดเปนสวนใหญโดยเก็บเอาไวในออร
แกเนลจําเพาะ จะเหน็ไดวาอะเซติลโคเอ (acetyl-CoA) ทีเ่ปน
สับสเตรตในการสรางไขมันนั้นจะถูกเปล่ียนแปลงไปไดสอง

รปูแบบคอืกรดไขมนัหรอืไตรเอซลิกลเีซอไรด ซึง่ผลผลติทัง้สอง
รูปแบบนั้นตางก็นําไปเปนวัตถุดิบในการผลิตไบโอดีเซลได 

Figure 2  Lipid synthesis pathway (3, 4)

 ในประเทศไทยมีตัวอยางการคัดแยกยีสตจาก
ตัวอยางดินและนํ้าที่ปนเปอนนํ้ามันในพื้นที่มหาวิทยาลัย
ขอนแกน (5) พบวายีสตไอโซเลท OYS3 สะสมลิพิดสูงรอย
ละ 52.7 ซึ่งเจริญไดดีในกลีเซอรอลและกากน้ําตาลที่เปนของ

เสยีจากอตุสาหกรรม และผลติลพิดิไดรอยละ 37.2 และรอยละ 
39.4 โดยนํ้าหนักเซลลแหงตามลําดับ นอกจากน้ีมีรายงานวา
สายพันธุจุลินทรียอื่นๆก็มีศักยภาพสูงในการผลิตไขมัน เชน 
Rhodosporidium toruloides มีไขมันประมาณรอยละ 55-68 
(6) Yarrowia lipolytica มีไขมันประมาณรอยละ 30-43 (7) 

และ Rhodotorula gracilis ที่มีไขมันประมาณรอยละ 72 (8) 
เปนตน
 การสรางและสะสมไขมันในยีสต

 สวนมากการสะสมไขมันในสิ่งมีชีวิตจะอยูในรูปของ
ไตรเอซิลกลีเซอรอล ซึ่งเปนสารที่ไมมีขั้ว ไมละลายนํ้า การ
เก็บสะสมไขมันในรูปน้ีมขีอดเีพราะถูกออกซิไดซไดนอย มคีา

พลังงานสะสมสูง ไตรเอซิลกลีเซอรอลจะพบมากในยูคาริโอต 
(eukaryote) ในพชืจะมีการสะสมไตรเอซลิกลเีซอรอลในเมลด็ 

สวนในสัตวจะสะสมในรูปของเซลอะดิโปไซต (adipocyte) (9) 
โดยปกติไขมันจะมีการสะสมเมื่อเซลลไดรับปริมาณอาหารที่
มากเกินพอ แตเมื่อขาดแคลนอาหาร ไขมันที่สะสมไวจะถูก

เคลือ่นยายไปใชเปนพลงังาน เนือ่งจากกระบวนการผลติไขมนั
เปนกระบวนการพื้นฐานของทุกส่ิงมีชีวิต แตสิ่งมีชีวิตท่ีมีการ
เกบ็สะสมไขมันมากกวา 20% ของมวลน้ําหนักแหงจะเรียกวา
พวกมปีรมิาณไขมันสงู (oleaginous organisms) กระบวนการ
สะสมไขมันในเซลลในรูปของไตรเอซิลกลีเซอรอลเกิดไดจาก
สองกระบวนการใหญดงัแสดงในรปูที ่3 คอื (1) การนาํเขาของ
สับเสรตกลีเซอรอล (ex novo accumulation pathway) และ 
(2) การสังเคราะหขึ้นมาใหม (de novo synthesis) (10, 11) 
การสังเคราะหไขมันเปนปฏิกิริยาตอเนื่องโดยจะเริ่มจากอะ
ซิทิลโคเอเปลี่ยนไปเปนกลีเซอรอลทรีฟอส เฟต (glycerol-3-

phosphase) หรือไดไฮดรอกซีอะซิโทนฟอสเฟต (dihydroxy-
acetonephosphaste) ซึ่งผลผลิตท่ีไดจากกระบวนการเมตา
บอลิซึมนี้จะไดกรดไขมันอิสระและถูกเปลี่ยนไปเปนอนุพันธ

ตางๆเชน ฟอสโฟลิปด (phospholipids) หรือไตรเอซิลกลี

เซอรอล สวนกระบวนการนาํเขากลีเซอ รอลจากภายนอกจะตอง
มีการเปล่ียนกลีเซอรอลเปนกลีเซอรอลทรีฟอสเฟตกอน 
เพื่อสามารถนําเขาเซลลได จากนั้นก็จะถูกเปลี่ยนไปเปน
ไดไฮดรอกซอีะซโิทนฟอสเฟต เพือ่สรางไตรเอซลิกล ีเซอรอล
ตอไป
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Figure 3 Triacylglycerol synthesis pathway. (A) de novo synthesis and (B) ex novo accumulation pathway
(1 = glycerol kinase, 2 = glycerol-3-phosphate denydrogenase, 3 = pyruvate dehydrogenase, 4 = malate 
dehydrogenase, 5 = ATP-citrate lyase, 6 = fatty acid synthetase )(4).

 ปจจัยที่มีผลตอการสะสมไขมันของยีสต 

 จุลินทรียที่มีปริมาณไขมันสูงจะสะสมไขมันเม่ือ
มีปริมาณแหลงคารบอนที่มากเกินความตองการหรือมี
ไนโตรเจนท่ีจาํกดั นอกจากน้ีปจจยัอ่ืนๆ เชนอณุหภูม ิและ pH 
กม็ผีลตอการสะสมไขมันดวยเชนกนั แหลงคารบอนนัน้มตีัง้แต
พวกโครงสรางงายๆเชน นํ้าตาลกลูโคส ฟรุกโตส แลกโตส
จนถึงที่มีโครงสรางที่ซับซอนไดแก หางนม กากนํ้าตาล 
กลีเซอรอล (12-17) หรอืแมแตนํา้ตาลไซโลส (xylose) ทีไ่ดจาก
ลิกโนเซลลูโลส (lignocellulose) (15, 18, 19) 

  ชนิดของแหลงไนโตรเจนก็มีผลตอการสะสมไขมัน
เชนกนั เชน การใชไนโตรเจนอนนิทรยี (เชน ammonia sulfate)
เพื่อเพาะเล้ียงยีสต Cryptococcus albidus CBS 4517 ชวย

สงเสริมการผลิตไขมันไดมากกวาเมื่อเทียบกับแหลงอินทรีย 
(เชน urea) (20) แตในการเพาะเลี้ยง Rhodosporidium 
toruloides CBS 14 ดวยแหลงไนโตรเจนอินทรีย ชวยเพ่ิม

ปริมาณการผลิต ไขมันไดดีกวา จากรอยละ 18 เปน 51 ของ
นํ้าหนักแหงเปนตน (16)
 กระบวนการสรางและสะสมไขมันในยีสตขึ้นกับการ
สงัเคราะห การเคล่ือนยาย การยอยสลาย และการสะสมไขมัน 
ซึ่งควบคุมดวยเอนไซมหลายชนิดที่มีความคลายคลึงกัน

มาก (high homology) ในสิ่งมีชีวิตหลากหลาย ดังนั้นการ
ศกึษากลไกเหลาน้ีจงึทาํใหสามารถเพิม่การผลิตไขมันในพวก

จุลินทรียได ตัวอยางความแตกตางระหวางพวกมีปริมาณ
ไขมันสูงกับพวกมีปริมาณไขมันตํ่า คือเมื่อทําการเพาะเล้ียง
จุลินทรียที่มีไขมันตํ่าในภาวะที่มีคารบอนเกินความตองการ
และไนโตรเจนในปริมาณที่จํากัด ก็จะหยุดการแบงเซลลและ
ทําการสะสมอาหารในรูปโพลีแซคคาไรด ไกลโคเจน แตจะไม

สะสมในรูปไตรเอซิลกลีเซอรอล 

 ยีสตชนิดที่มีปริมาณไขมันสูงมีกลไกการผลิตไขมัน
เริม่ตนจากกรดซิตรคิในกระบวนการไตรคารบอกซิลกิเอซดิไซเคิล

(tricarboxylic acid cycle) ดงัแสดงในรปูที ่4 เปนผลของไอโซ
ซิเตรตดีไฮโดรจีเนส (isocitrate dehydrogenase) ซึ่งจะตอง

ใชอะดีโนซีนโมโนฟอสเฟต (adenosine monophosphase 
(AMP)) โดยจะมีเอเอ็มพีดีอะมิเนส (AMP desaminase) ที่จะ
ถูกผลิตมากในสภาวะท่ีเซลขาดไนโตรเจน ทําหนาที่เปลี่ยน

อะดีโนซีนโมโนฟอสเฟตไปเปนอิโนซีนไฟวโมโนฟอสเฟต
(inosine-5-monophosphate) และแอมโมเนีย ซึง่แอมโมเนียน้ัน
จะทําหนาท่ีเปนแหลงไนโตรเจนของเซลลในภาวะขาดแคลน

สารอาหารดังกลาว
  ในกรณท่ีเซลลเกิดภาวะขาดแคลนไนโตรเจน 

อะดีโนซนีโมโนฟอสเฟตจะถูกยอยสลายเปนจํานวนมากเพ่ือผลิต
แอมโมเนียมาใช ทาํใหการไอโซซิเตรตดไีฮโดรจเีนสทํางานได
นอยและมีปริมาณสะสมของไอโซซิเตรตและกรดซิตริคสูงใน

ไมโทคอนเดรีย จากนั้นกรดซิตริคจะเคลื่อนท่ีไปยังไซโตซอล 



Sriariyanun et al. J Sci Technol MSU304

(cytosol) แลวจะถูกเปลี่ยนเปนออกซาโลอะซิเตต (oxaloac
etate) และอะซิติลโคเอ ดวยการทํางานของเอนไซมเอทีพี
ซิเตรตไลเอส (ATP citrate lyase) นั่นหมายความวาหากมี
ปริมาณอะซิติลโคเอสูงก็จะมีการสังเคราะหกรดไขมันและ

ไตรเอซิลกลีเซอรอลสูงตามไปดวย สวนในพวกยีสตชนิดที่มี
ปริมาณไขมันตํ่า เชน Saccharomyces cerevisiae ไมมีการ
ผลิตเอทีพีซิเตรตไลเอส ถึงแมจะมีการสะสมกรดซิตริคมากก็
จะไมมีการสะสมของอะซิติลโคเอสูง
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Figure 4 Oleaginous yeast cultured in low and high nitrogen media (12)

 ความแตกตางระหวางยีสตพวกมีปริมาณไขมันสูง
และตํ่า ไดแก Y.lipolytica และ S.cereviciae ดังแสดงในรูปที่ 
5 คือ S.cereviciae (1) ซึ่งสามารถยอยสลายน้ําตาลกลูโคส

ไดดี (2) แตใชกรดไขมันไดไมดีเพราะกระบวนการเบตาออก
ซิเดช่ันท่ีใชผลิตอะซิติลโคเอมีประสิทธิภาพต่ํา และ (3) ไม
สามารถใชนํ้ามันในรูปของไตรเอซิลกลีเซอรอล เพราะไมมี

เอนไซมไลเปส ดงันัน้ถาหาก S.cereviciae อยูในอาหารท่ีมแีหลง

คารบอนเหลือใชจงึผลิตเปนเอทานอลเปนสวนใหญ ในขณะที ่
Y.lipolytica แมจะสามารถใชนํ้าตาลกลูโคสไดดีเชนเดียวกับ 
S.cereviciae เมือ่อาหารท่ีมแีหลงคารบอนเหลือใช Y.lipolytica 

จะผลิตสารตัวกลางของไตรคารบอกซิลิกไซเคิลในปริมาณสูง
และนําไปผลิตเปนไตรเอซิลกลีเซอรอลเก็บสะสมไวแทน (3)

 

Figure 5 Comparison of metabolic pathway between 
S.cereviciae และ Y.lipolytica (3)
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 จะเห็นไดวายีสตที่มีปริมาณไขมันสูงและชนิดท่ีมี
ปริมาณไขมันต่ํามีระบบควบคุม (regulation) กระบวนการใช 
การสังเคราะห และการสะสมไขมันแตกตางกัน ความแตกตาง
กนันีข้ึน้อยูกบัระดบัการแสดงออกของยนี โปรตนี หรอืเอนไซม
ที่ผลิตเพื่อตอบสนองตอสิ่งเราตางๆ จากการศึกษาของ 
Athenstaedt และคณะ 2006 (21) สงัเกตจากแบบแผนโปรตีน
รวม (proteome) ของ Y.lipolytica พบวามี โปรตีน 2 ชนิด
คือ DGA1 และ LRO1 ที่คลายกัน (homology) กับเอนไซม

ไตรเอซิลกลีเซอรอลซินเทส (triacylglycerol synthase) เมื่อ
ให 2 ยีนน้ีแสดงออกใน S.cereviciae พบวาสามารถสะสม
ไขมันในรปูไตรเอซลิกลีเซอรอลได เชนเดยีวกบัพวกยสีตชนดิ
ที่มีปริมาณไขมันสูง (22)
 แนวทางในอนาคต
  งานวิจัยที่มีมาอยางตอเน่ืองแสดงใหเห็นวายีสต
ที่มีไขมันสูงมีศักยภาพในการใชเปนวัตถุดิบในการผลิต
ไบโอดีเซลได อยางไรก็ตามในปจจุบันการเพาะเล้ียงยีสตเพื่อ
การผลิตพลังงานชีวภาพดวยของเหลือทิ้งจากกระบวนการ
อตุสาหกรรมยงัอยูในระดบัหองปฏบิตักิาร หากมีการประยุกต
ใชความรูจากงานวิจยัเชนการปรับปรงุสตูรอาหารหรือสภาวะ
การเพาะเล้ียงใหยีสตที่ผลิตไขมันสูงมีความสามารถในการ
ผลิตไขมันเพ่ิมขึ้น หรือใชของเสียจากอุตสาหกรรมเปนแหลง
อาหาร หรือ การใชเทคนิคทางเทคโนโลยีทางพันธุวิศวกรรม
ทําใหยีนท่ีผลิตเอนไซมที่มีผลตอการเพ่ิมการผลิตและสะสม
ไขมันเพิ่มขึ้นเพื่อใหไดยีสตสายพันธุลูกผสมที่มีลักษณะตาม
ตองการ อนัจะเปนแนวทางการเพ่ิมการผลิตไขมันทาํใหราคา
ตนทุนมีความเปนไปไดในการนําเอาไปขยายขนาดการผลิต
เพื่อใชในระดับอุตสาหกรรมตอไป
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