
Доклады Академии наук СССР
1974. Том 215, № 2

УД 577.15 БИОХИМИЯ

А. М. ЗЯКУН, И. А. РЕШЕТНИКОВА, А. Г. МАТРОСОВ, В. К. ЕРОШИН 

ФРАКЦИОНИРОВАНИЕ ИЗОТОПОВ СЕЛЕНА ДРОЖЖАМИ 
CANDIDA TROPICALIS

(Представлено академиком А. А. Баевым 30 XI 1973)

Показано, что различие изотопного состава селена в минералах, в сере 
осадочных месторождений и в нескольких образцах почв является незна­
чительным по сравнению с метеоритным селеном и не превышает 0,1 — 
0,4% для отношений Se,e/Se82 (*). Наибольшие вариации указанных от­
клонений отмечены для растений Astragalus patersonii (—1,1%) и Astra­
galus bisulcatus (+0,2%). Можно предположить, что причиной заметных 
изменений в изотопном составе селена в растениях является биологиче­
ское фракционирование изотопов или различное содержание его изотопов 
в почвах. Поскольку анализ изотопного состава селена в почвах, на ко­
торых произрастали эти растения, не был выполнен, трудно судить о при­
чинах таких вариаций.

В настоящей работе сделана попытка обнаружить биологическое фрак­
ционирование изотопов селена. В опытах использовали дрожжи рода Can­
dida, способные восстанавливать селенит-ион и накапливать селен в клет­
ках (2). О фракционировании судили, сравнивая изотопный состав се­
лена биомассы микроорганизмов и культуральной жидкости, оставшейся 
после выращивания дрожжей. Дрожжи Candida tropicalis ИБФМЗОЗ вы­
ращивали на синтетической среде 8Е (3). В среду добавляли 3-10_3% 
селена в виде двуокиси. Культивирование проводили в колбах на качал­
ке при 26+2°. Полученную биомассу отделяли от культуральной жидко­
сти центрифугированием при 4000 об/мин при 0° в течение 15 мин. Био­
массу промывали 0,85% раствором NaCl и лиофилизировали. Культураль­
ную жидкость упаривали до получения сухого остатка, в котором наряду 
с органическими и неорганическими продуктами содержался не включен­
ный в биомассу селен. Количественное определение селена в биомассе и 
культуральной жидкости осуществляли по ранее описанной методике (4). 
Образцы озоляли кислотами НСЮ4 и HNO3 в соотношении 1 :3. К охлаж­
денному минерализату приливали 7 N раствор соляной кислоты и 1 мл 
водного раствора мышьяка (конц. 1 мг/мл). Селен восстанавливали на 
мышьяке (носителе) в присутствии избытка гипофосфита натрия, исполь­
зуемого в качестве восстановителя. Осадок растворяли в концентрирован­
ной азотной кислоте. Из полученного раствора проводили осаждение се­
лена азотнокислым серебром при pH 3—4. Образовавшийся осадок селе­
нита серебра использовали для масс-спектрометрических измерений. Се­
ленит серебра при нагревании выше 200° диссоциировал с образованием 
SeO2, арсенат при этом не разлагался и не мешал масс-спектрометриче­
скому определению изотопов селена. Масс-спектр двуокиси селена пред­
ставляет совокупность ионов Se+, SeO+, SeO2+ с интенсивностями 9,4; 
32,6 и 58%, соответственно, от общей суммы интенсивностей пиков, об­
разовавшихся при электронном ударе. Определение содержания изотоп­
ного селена для каждой формы ионов показало, что на уровне ошибки 
эксперимента, с учетом вклада кислорода О18, изотопный состав всех 
ионов одинаков. Изотопный анализ селена проводили по ионам SeO2+, 
пики которых имеют максимальные интенсивности в масс-спектре. Изме­
рение распространенности изотопов селена проводили на масс-спектро­
метре MG-1302. Разрешающая способность прибора составляла 2000. Со­
держание изотопов селена измеряли однолучевым способом с отделением 
«органического» фона (5). Фракционирование изотопов селена определяли 
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по соотношению интенсивностей пиков ионов Se76O2 (mlе 108) и Se82O2 
(т/е 114). Для обнаружения микробиологического разделения изотопов 
использовали формулу

[Se76]/[Se82]6
Г [Se^J/ISe82]^ ’ ( }

где [Se76]/[Se82]б — отношение распространенностей изотопов [Se76] и 
[Se82] в биомассе, [Se76]/[Se82]KJK — отношение распространенностей изо­
топов Se76 и Se82 в культуральной жидкости после выращивания дрожжей.

В тех случаях, когда дрожжи Candida tropicalis имели высокую ско­
рость роста и сравнительно высокую скорость включения селена в биомас­
су, фракционирования изотопов селена на уровне ошибки эксперимента 
не обнаруживалось (табл. 1).

Таблица 1
Фракционирование изотопов селена дрожжами Candida tropicalis 303 

на различных стадиях их роста

Время 
культиви­
рования, 

час

Удельная 
скорость 
роста, 

г/(г-час)

Удельная
скорость 

включения 
селена в 

биомассу, 
мг/(г-час)

Количество 
восстанов­
ленного 

селена F, %

Степень 
фракциониро­

вания 
изотопов,г

Коэффици­
ент разделе­

ния а

72 7-Ю-3 0,18 16 1,00+0,01
120 1 • ю-3 0,14 30 1,02+0,01 1,017
360 2-10-< 0,03 77 1,04±0,01 1,02
720 1-10+4 0,01 80 1,04±0,01 1,019

При низкой скорости роста биомассы и малой скорости включения се­
лена в клетки наблюдается заметное фракционирование его изотопов, т. е. 
возрастает относительное содержание легкого изотопа селена в биомассе 
и соответственно увеличивается содержание тяжелого изотопа селена в 
культуральной жидкости. Как видно из табл. 1, величина фракциониро­
вания изотопов селена (г) при микробиологической селенредукции уве­
личивается с увеличением количества восстановленного селена (F).

Если принять, что восстановление селенита приближенно описывается 
кинетическим уравнением реакции первого порядка, как это было пока­
зано ранее при сульфатредукции (6), то коэффициент разделения изото­
пов Se76 и Se82 может быть определен из выражения

[Se76]/[Se82]6 _
Г [Se76]/[Se82]KH< 1—F ’

где г — степень фракционирования изотопов, F — количество восстанов­
ленного селена, ki и к2 — константы скорости восстановления Se76O32_ и 
Se82O32_, соответственно.

Измеренный коэффициент разделения (а=к1/к2') в случае микробио­
логического восстановления селенит-иона составил 1,019, что близко к 
величине коэффициента разделения, теоретически рассчитанного для ки­
нетического изотопного эффекта реакции восстановления SeO32_->Se° 
(а—1,017) (7). Таким образом, установлено, что в процессе селенредук­
ции дрожжи С. tropicalis 303 способны фракционировать изотопы селена. 
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