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ABSTRACT 
The composition of lipids and other lipophilic compounds as α-tocopherol, er-

gosterol, β-carotene, coenzyme Q10 from biomass of psychrophilic yeast strain 
Sporobolomyces salmonicolor AL1 was studied. The strain was cultivation under dif-
ferent conditions – at 6°С on malt slant agar for 14 days and at 22°С for 120 hours in 
batch fermentation carried out in a laboratory bioreactor.  

The influence of different grow conditions on sinthesized quantities of biologi-
cally active substances and production of biomass was determinated. 
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УВОД 
Много микроорганизми (алги, бактерии, плесени и дрожди) синтезират 

мазнини по време на нормалния клетъчен метаболизъм. Особен интерес обаче 
представляват онези микроорганизми, чиито клетки едновременно с преиму-
ществено синтезираните ненаситени мастни киселини продуцират и Коензим 
Q10 (CoQ10). Поради това от биомасата с еднократна екстракция може да се по-
лучи евтин продукт, който да съдържа и двата компонента и директно да бъде 
използван като фуражна добавка (1, 2).  

Предлагат се много търговски продукти, които са сбор от липиди и при-
родни антиоксиданти като хранителни добавки. Състава, чистотата и източника 
на получаване на всеки от компонентите може да бъде много различен и трябва 
да бъде строго контролиран, за да се гарантира желания ефект. Не са много съ-
общенията в литературата за микроорганизми, които да продуцират едновре-
менно СоQ10, полиненаситени мастни киселини и каротеноиди – вещества с 
добре позната физиологична активност (3,4,5). Rick Y. (6) патентова процедура 
за култивиране на дрождевия щам Yarroa lipolityca и получаване на споменати-
те вещества от неговата биомаса.  
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Въз основа на досегашните ни изследвания върху синтеза на биологично-
активни вещества от психрофилни дрожди се оформи целта на настоящата ра-
бота – определяне на липиди и съпътстващи ги вещества в биомасата на щам 
Sporobolomyces salmonicolor AL1, култивиран при различни условия. 

 
МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ 
 
1. Микроорганизъм 
Щам Sp. salmonicolor AL1 е изолиран от почвена проба от остров Ливингс-

тон – Антарктида и е селекциониран като продуцент на полизахарида глюкома-
нан (7).  

 
2. Хранителни среди и условия на култивиране 
2.1. Повърхностно култивиране при температура 6°С. 
Повърхностното култивиране се провежда на твърда хранителна среда със 

състав (g/L): малцов екстракт – 20.0 и агар – 20.0 в петрита. Стерилните петрита 
се посяват с 1ml суспензия от изследваните дрожди. Култивирането се извърш-
ва в хладилна камера при температура 6°С в продължение на 14 дни. 
 

2.2. Дълбочинно култивиранe при температура 22°С.  
Ферментационната среда съдържа, (g/L) – захароза – 40, (NH4)2SO4 – 2.5, 

KH2PO4 – 1.0, MgSO4.7H2O – 0.5, NaCl – 0.1, CaCl2.2H2O – 0.01, дрождев екст-
ракт – 1.0. Началната стойноcт на рН е 5.3 и средата е стерилизирана при 112 °C 
за 30 min. Дълбочинното култивиране се провежда в 7 литров лабораторен био-
реактор (Sartorius) с работен обем от 5L и протича при аерационен поток от 0.5 
v/v/m и разбъркване 400 rpm при 22°C в продължение на 120 часа. 

След завършване на ферментацията биомасата се центрофугира, двукратно 
се промива с дестилирана вода и се изсушава чрез лиофилизация. 

 
3. Екстракция и анализ на ергостерол, β-каротен и CoQ10. 
Екстракцията на ергостерол, β-каротен и CoQ10 се извършва по методика, 

описана в предишно изследване (8). 
Хроматографското определяне се провежда на HPLC система Varian 

ProStar с PDA детектор. Използва се колона Microsorb-MV C18 (150 mm x 4,6 
mm, 5 μm). Подвижната фаза включва метанол, n-хексан, i-пропанол при съот-
ношение 70:25:5 v/v (А) и ацетонитрил (В) в градиентен режим от 30А:70В до 
90А:10В, а скоростта на потока е 1 ml/min. Всички разтворители са доставени 
от Labscan (Ireland). Ергостеролът се детектира при 282 nm, β-каротенът при 
450 nm, а CoQ10 при 270 nm.  

Идентификацията на веществата се извършва по времената на задържане 
на стандартите ергостерол, β-каротен и CoQ10 (Sigma). Количественото опреде-
ляне се осъществява по метода на абсолютната калибровка. За обработка на 
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данните е използван софтуер Star Chromatography Workstation Version 6.30 
(build 5). 

4. Екстракция и определяне на количеството липиди. 
Липидите се екстрахират в апарат на Соксле с n-хексан в продължение на 8 

часа. След изпаряване на разтворителя на ротационен вакуумизпарител екст-
рактът се претегля.  

Мастнокиселинният състав на триацилглицеролите се определя чрез капиляр-
на газхроматография на техните метилови естери (9) на GC-система Pye Unicam 
304, снабдена с пламъчно-йонизационнен детектор и 30 m капилярна колона 
Innowax (Scotia Pharmaceuticals Ltd). Преестерификацията на триацилглицеролите 
до метилови естери е извършена по методика на Metcalfe L. и Wang. C. (10). 

Фосфолипидите сe екстрахират от дрождевата биомаса с СНCl3:CH3OH 
(2:1) по стандартна процедура, а фосфолипидните компоненти се разделят чрез 
двупосочна тънкослойна хроматография на Silica gel 60 G "Merck" (11). Коли-
чественото им определяне става спектрофотометрично при 700 nm (12). Токо-
фероловият състав се определя директно в липидната фракция (13) на HPLC 
система "Merck-Hitachi" с флyоресцентен детектор "Merck-Hitachi" F-1050, ко-
лона с размери 250x4 mm с неподвижна твърда фаза "Nucleosil" Si 50-5 и под-
вижна фаза n-хексан : диоксан (96:4) (Merck), със скорост 1 ml/min. 
 

5. Статистически анализ 
Статистическата обработка на резултатите е направена с SPSS (ver.11), при 

ниво на значимост α<0.05. Използван е вариационен анализ (ANOVA) като 
сравнението между групите е направено с теста на Tukey-Kramer. Резултатите 
са представени като средна стойност ± стандартно отклонение. 

 
РЕЗУЛТАТИ И ОБСЪЖДАНЕ 
При култивирането на щам Sp. salmonicolorАL1 за биосинтез на екзополи-

захариди биомасата се явява страничен продукт. Тя представлява интерес като 
носител на биологичноактивни вещества и е обект на нашето изследване. По 
този начин се използват възможностите на щама за екзо- и ендогенно продуци-
ране на вещества с изразена физиологична активност. 

Щамът е култивиран дълбочинно и повърхностно, на различни среди и темпе-
ратури, за да се проследи влиянието на тези фактори върху липидния му профил. 

При култивиране на щам Sp. salmonicolorАL1 на твърда среда, което се про-
вежда при 6°С, общото липидно съдържание е приблизително два пъти по-
високо в сравнение с дълбочинното при 22°С (табл. 1). Това потвърждава фак-
та, че оцеляването на психрофилните дрожди при екстремално ниски темпера-
тури е свързано с натрупване на липиди и въглехидрати за сметка на подтиска-
не синтеза на протеини и нуклеинови киселини (14).  

Анализът на мастнокиселинния състав на триацилглицеролите в липидната 
фракция показва, че ненаситените киселини преобладават в двата случая. При 
повърностното култивиране те са 65.2%. При дълбочинното са 58.0%, от които 
57.7% се падат на олеиновата, а от палмитоолеиновата и линоловата се детек-
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тират следи и вероятно това се дължи на по-високата температура, при която се 
е развивал щама (15). 

Таблица 1. Съдържание на липиди и липидни компоненти в биомаса от  
щам Sp. salmonicolorАL1, култивиран при различни условия 

 

Начин на култивиране
Вещества 

Повърхностно Дълбочинно 

Липиди в суха биомаса, %  6.5±0.1 3.8±0.1 
Фосфолипиди в суха биомаса,mg/g 5.9±0.3 2.1±0.1 
Ергостерол в суха биомаса, mg/g 10.1±0.5 6.9±0.3 
α-токоферол в суха биомаса,µg/g  4.3±0.2 - 
β-каротен в суха биомаса,µg/g 89.9±4.3 68.4±3.5 
Коензим Q10 в суха биомаса,µg/g 107.6±8.8 292.0±12.5 
Мастни киселини*, % (W/V) ± 0.1   
Миристинова (C14:0) 2.1 2.0 
Палмитинова (C 16:0 ) 30.2 33.0 
Палмитоолеинова(C16:1) 2.3 следи 
Маргаринова (C 17:0 )  0.1 0.2 
Стеаринова(C 18:0 ) 2.2 6.4 
Олеинова(C 18:1) 59.8 57.7 
Линолова (C 18:2) 2.3 следи 
Линоленова(C 18:3)  0.8 0.3 
Арахинова(C 20:0)  0.2 0.4 
Ненаситени мастни киселини 65.2 58.0 
Фосфолипиди**, %(W/V) ± 0.1   
Фосфатидилхолин 48.4 26.6 
Фосфатидилетаноламин 26.4 25.0 
Фосфатидни киселини 5.5 14.1 
Лизофосфатидилхолин 7.7 15.6 
Лизофосфатидилетаноламин 7.6 7.8 
Дифосфатидилглицерол 2.2 6.3 
Фосфатидилсерин 2.2 4.6 

* – в липидната фракция ; ** – във фосфолипидната фракция 
 Резултатите са осреднени от три стойности. 

 
Фосфолипидното съдържание в биомасата, получена при ниска температу-

ра и повърхностно култивиране е 3 пъти повече в сравнение с тази, получена 
при по-висока температура и дълбочинно. Същата закономерност се наблюдава 
и относно количеството ергостерол, което е 1.5 пъти повече. Това е следствие 
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от по-високото общо липидно съдържание в биомасата на повърхностно култи-
вирания щам.  

Микроорганизмите, които синтезират в по-голяма степен ненаситени маст-
ни киселини са си изградили механизъм за защита от окислението им чрез био-
синтез на протективни вещества като токофероли, каротеноиди, CoQ10 (6). Изс-
ледваният от нас щам Sр. salmonicolor AL1 притежава тази способност. На фиг.1 е 
показана хроматограма на екстракт от биомасата му с детектирани ергостерол, β-
каротен и CoQ10. Един от критериите за идентификация на дрожди според опре-
делителя на Kurtzman и Fell (16) е присъствие на CoQ10 в биомасата им. 

 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Фигура 1. Хроматограма на екстракт от биомаса на Sр. salmonicolor AL1 

 
Количеството СоQ10 в биомасата на дълбочинно култивирания щам е 2.6 

пъти повече от това получено при повърхностното му култивиране, докато при 
β-каротена е обратно. α-токоферол се открива в минимално количество единст-
вено в биомасата на повърхностно култивирания щам. Следователно не само 
температурата е фактор за натрупването на дадено вещество, а и достъпът на 
кислород по време на ферментацията. Според тази закономерност могат да бъ-
дат подбрани такива условия за развитие на щама, при които да се получи био-
маса, богата на желания компонент. 

В заключение, тъй като споменатите вещества са липоразтворими, при ек-
стракция с неполярен разтворител може да се получи микробно масло богато на 
антиоксиданти, което да намери приложение в козметиката или като хранител-
на добавка. 

 
Изследването е финансирано по проект ДТК 02/46, Фонд „Научни изслед-

вания“ към МОН. 
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