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ABSTRACT
А method for the extraction of β-carotene, coenzyme Q10 and ergosterol 

from biomass of psychrophilic yeast strains was described. The investiga-
tion substances were derived from the Sporobolomyces salmonicolor AL1 
and Cryptococcus laurentii AS58 biomass with n-hexan:acetone at a ratio of 
1:1 at room temperature after two repeated extraction. This combination of 
solvents was better for simultaneously extraction of mentioned substances 
than each of n-hexan, acetone, CH3OH, i-PrOH, EtOH and CH2Cl2.

Key words: Sp. salmonicolor AL1, Cr. laurentii AS58, Coenzime Q10, 
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УВОД
Липидни компоненти са липоразтворимите витамини А, D, E, K, 

коензим Q10 (СоQ10) и стеролите. Те участват в състава на мембранните 
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липиди заедно с висшите мастни киселини, триацилглицеролите, 
фосфолипидите и сфинголипидите. 

Растения и микроорганизми синтезират предимно каротеноиди от 
тетратерпенов тип, най-широко разпространен от които е β-каротенът-
прекурсор на витамин А. Съдържа се в жълто и оранжево оцветени 
плодове и зеленчуци (1, 2). Продуцира се и от гъби, бактерии, алги, 
дрожди (3, 4). Той е известен антиоксидант, който намалява клетъчни 
или тъканни увреждания, предизвикани от свободни радикали (6, 
7, 8). Използва се в хранителната и фуражната промишленост като 
оцветител на хранителни продукти и аквакултури (5).

В човешкия организъм и в клетките на някои микроорганизми 
(бактерии-Agrobacterium, Rhodobacter, Paracoccus и дрожди-Candida, 
Rhodotorula, Saitoella) се синтезира СоQ10 (9). Той участва в митохон-
дриалната дихателна верига. Основен компонент е в АТФ-генерира-
щия стадий на процеса на окислителното фосфорилиране и антиокси-
дант, предотвратяващ липидното пероксидиране (10). 

Стеролите по произход биват зоо-, фито – и микостероли. 
Представляват едновалентни полициклични алкохоли от клас стерои-
ди. В дрождите преобладава главно ергостерол, който се използва като 
източник за получаването на витамин D2 и суровина за синтез на сте-
роидни хормонални препарати (11, 12).

Дрожди от родовете Sporobolomyces, Sporidiobolus, Rhodotorula, 
Cryptococcus имат способността да продуцират тези биологичноактив-
ни вещества (11, 13, 16), структурите на които са показани на фиг. 1.

Фигура 1. Структури на β-каротен, СоQ10 и ергостерол
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В литературата са посочени редица методи за екстракция на тези 
вещества от различни обекти, например каротеноиди от растителни 
(14) или биологични (15) проби, каротеноиди и СоQ10 от биомаса на 
микроорганизми (16) или каротеноиди и ергостерол от промишлени 
дрожди (11). Като екстрагенти са цитирани ацетон, n-хексан, метанол, 
i-пропанол, етанол, дихлорметан, диметилсулфоксид или комбинация 
от тях (17). Методите за екстракция на биологичноактивни вещества 
от биомаса на микроорганизми се осъществява след завършване на 
ферментационния процес и отделянето й от супернатанта, изсушаване 
и следваща екстракция с различни разтворители в зависимост от това 
кое от веществата се цели да бъде извлечено максимално. Могат да се 
варират и условията на екстракция: време, температура, предварително 
третиране на ферментационната среда и др. (18). 

Целта на настоящата работа е да се изследва комбинация от 
разтворители, която позволява най-пълно, бързо и едновременно 
екстрахиране на β-каротен, СоQ10 и ергостерол от биомасата на 
психрофилни дрожди.

МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ

1. Микроорганизми, хранителнa средa и условия на култивиране
Щамовете Sp. salmonicolor AL1 и Cr. laurentii AS58 са изолирани от 

почвени проби от територията на българската база на остров Ливинг-
стон – Антарктида. 

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 екстракт – 1.0. Началната стойноcт на рН е 5.3 и средата е сте-
рилизирана при 112C за 30 min. Дълбочинното култивиране се прове-
жда в 7 литров лабораторен биореактор (Sartorius) с работен обем от 
5L и протича при аерационен поток от 0.5 v/v/m и разбъркване 400 rpm 
при 22C в продължение на 120 часа. След завършване на ферментаци-
ята биомасата се центрофугира, двукратно се промива с дестилирана 
вода и се изсушава чрез лиофилизация.

2. Екстракция и HPLC – анализ на ергостерол, β-каротен и CoQ10.
Към 20mg много добре стрита лиофилизирана биомаса се приба-

вят 2 ml от всеки от разтворителите n-хексан, ацетон, дихлорметан, 
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i-пропанол, етанол, метанол и комбинация от n-хексан/ацетон в съот-
ношение 1:1 и се разбърква на Vortex 2 min, след което се центрофуги-
ра 5 min при 3000 g. Течната фаза се отделя и се изпарява под вакуум. 
Температурата е съответно 50°С за хексановия, ацетоновия, метаноло-
вия и дихлорметановия и 70°С за етаноловия и изопропаноловия екс-
тракти. По този начин се провеждат три последователни екстракции. 
Полученият сух остатък се разтваря в 1ml подвижна фаза и се анализи-
ра по HPLC-метод, описан в предишна публикация (19). 

3. 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
Използвани са биомаси на Sp. salmonicolor AL1, селекциониран 

като активен продуцент на екзополизахарид със значимо приложение 
в козметичната промишленост (20) и на Cr. laurentii AS58 – проучван за 
синтез на биологичноактивни вещества (19). 

На фиг. 2 са показани количествата екстрахирани ергостерол, 
β-каротен и CoQ10 с помощта на различни разтворители от биомасите. 
Установи се, че всеки от тях екстрахира в различна степен изследвани-
те вещества в зависимост от тяхната природа.

Максимално извличане на β-каротен се постига с комбинацията 
n-хексан/ацетон в съотношение 1:1 съответно 129.2±7.3 μg/g суха био-
маса за Sp. salmonicolor AL1 и 26.2±0.9 μg/g за Cr. laurentii AS58. Подоб-
ни стойности се получават при екстракция с метанол (123.0±6.9 μg/g 
и 18.3±0.7 μg/g) и най-ниски с етанол. Комбинацията n-хексан/ацетон 
екстрахира в най-голяма степен и CoQ10 съответно 236.1±12.1 μg/g и 
198.6±9.3 μg/g. Ергостерол се екстрахира еднакво с метанол и n-хексан/
ацетон – 5.4±0.2 mg/g и 5.2± 0.2mg/g от биомасата на Sp. salmonicolor 
AL1 и 89.0±5.1 μg/g и 88.0±4.9 μg/g от биомасата на Cr. laurentii AS58. 
Всеки от разтворителите n-хексан и ацетон приблизително в еднаква 
степен екстрахират и трите вещества, но заедно в съотношение 1:1 да-
ват много по-добър резултат. Незадоволителни резултати се получават 
при екстракция с дихлорметан, i-пропанол и етанол. 
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Фигура 2. Количества β-каротен, СоQ10 и ергостерол, получени 
при екстракция с различни разтворители

Проведени бяха три последователни екстракции за по-пълно 
извличане на веществата. На фиг. 3 е дадена степента на екстракция 
на β-каротен, СоQ10 и ергостерол от биомаса на Sp. salmonicolor AL1 
с n-хексан/ацетон 1:1. При първата се постига екстракция от 85% 
на β-каротен или 109.7 μg/g, 79% на СоQ10 или 186.4 μg/g и 75% на 
ергостерол или 3.9 mg/g. При втората се получават съответно 129.2 
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μg/g, 236.1 μg/g и 5.2 mg/g, които стойности се потвърждават и при 
третата екстракция. Следователно двукратна екстракция е достатъчна 
за максималното извличане на изследваните вещества.

Фигура 3. Степен на екстракция на β-каротен, СоQ10 и ергостерол 
от биомаса на Sp. salmonicolor AL1 с n-хексан/ацетон 1:1

Проучването е финансирано по проект ДТК 02/46, Фонд, „Научни 
изследвания‘‘ МОНТ.
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