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Определены уровень продукции СО2 и динамика прироста биомассы бактерий Rhodococcus erythropolis
VKM Ac2017D (Россия) и дрожжей штамма Saccharomyces cerevisiae OenofermC2 (Франция) в средах
культивирования с по-разному сниженной (от 10 до 150 ppm) концентрацией дейтерия. В средах с
концентрацией дейтерия 50 ppm и менее выявлен наибольший прирост биомассы родококков. От-
мечено, что продукция СО2 как интегральный показатель биологической активности клеток более
выражена у родококков по сравнению с дрожжами. Обнаружено, что при в целом схожей динамике
кривых выделения СО2 прокариоты проявили более широкую временнýю динамику его продукции.
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Изотопный состав среды оказывает суще-
ственное влияние на жизнедеятельность филоге-
нетически отдаленных организмов (Gorokhova,
2017; Pershin et al., 2017; Шихлярова и др., 2018;
Kolesnichenko et al., 2018; Nacu et al., 2018; Syroeshkin
et al., 2018), так как сверхнизкие концентрации тя-
желых нерадиоактивных изотопов биогенных эле-
ментов (2H, 13C, 15N, 17O, 18O и др.) способны воз-
действовать на функциональную активность био-
логических молекулярных систем (Чернуха и др.,
2016; Koltover et al., 2016; Letuta, Avdeeva, 2017). В
биообъектах особый интерес представляет иссле-
дование эффектов, вызванных изменением в сре-
де соотношения D/H, формируемого парой изо-
топов c сильно различающимися массами и ши-
роко распространенными в живых системах
(Kirkina et al., 2014; Xie, Zubarev, 2014; O’Brien,
2015; Dzhimak et al., 2018; Kosenkov et al., 2018;
Lobyshev, 2018; Basov et al., 2019). Благодаря совре-
менным высокоэффективным методам получения
обедненной дейтерием воды (ректификация воды в
колоннах (Тхет Мьйо Аунг, Селиваненко, 2017;
Александров и др., 2018), метод электролитического
разделения (Барышев и др., 2013), диффузия водо-
рода через палладиевые мембраны (Petriev et al.,
2018a, b)) эти исследования получили широкое

распространение. Известно, что ион водорода –
ключевой элемент энергетического метаболизма
любой клетки, осуществляющей окислительное
фосфорилирование, поскольку формирование
трансмембранного градиента протонов является
важнейшим фактором функционирования
АТФ-синтазы.

Объекты исследования выбирали с учетом ре-
зультатов сравнения способности прокариотиче-
ских и эукариотических организмов адаптировать-
ся к модификации изотопного D/H-состава среды
культивирования, ориентируясь, в частности, на
значительную эволюционную отдаленность Sac-
charomyces cerevisiae и Rhodococcus erythropolis. Этот
фактор в контексте энергетического метаболизма
подразумевает у них принципиально разную ло-
кализацию клеточных структур, участвующих в
создании трансмембранного градиента протонов,
который необходим для функционирования
АТФ-синтазы. При этом у бактерий этот градиент
формируется на цитоплазматической мембране и
ее производных, а у дрожжевых грибов – на внут-
ренней мембране митохондрий.

Цель исследования – оценка уровня продук-
ции СО2 и динамики роста биомассы прокариот

УДК 577.359

МИКРОБИОЛОГИЯ



348

ИЗВЕСТИЯ РАН. СЕРИЯ БИОЛОГИЧЕСКАЯ  № 4  2020

ВОЛЧЕНКО и др.

(бактерий R. erythropolis VKM Ac2017D, Россия) и
эукариот (дрожжей штамма S. cerevisiae Oenofer-
mC2, Франция) в средах культивирования с раз-
личной концентрацией дейтерия.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культивирование микроорганизмов осу-
ществляли в жидких минеральных средах с ко-
нечными концентрациями дейтерия 10, 50, 100 и
150 ppm. В качестве единственного субстрата уг-
лерода и энергии использовали сахарозу (146 мМ)
(Samkov et al., 2015). Инокуляцию сред биомассой
родококка осуществляли до концентрации, соответ-
ствующей оптической плотности 0.10–0.12 усл. ед.
((5.0–5.9) × 107 КОЕ/мл), инокуляцию сахароми-
цетами до концентрации, соответствующей опти-
ческой плотности 2.16–2.20 усл. ед. ((2.1–2.9) ×
× 108 КОЕ/мл), проводили с учетом рекомендуемых
производственных инструкций культивирования
исследуемого штамма S. cerevisiae OenofermC2 (Belo
et al., 2003; http://www.krolsan.com.pl/krolsan/enzy-
my2/spir/oenofermc2.pdf). Продукцию CO2 реги-
стрировали с помощью цифрового датчика газо-
образной углекислоты CO2-BTA (Vernier, США),
динамику роста микроорганизмов – по оптиче-
ской плотности клеточных суспензий при длине
волны 670 нм на спектрофотометре Leki SS2107
(Финляндия). Содержание СО2 измеряли ежеднев-
но с 1-х по 9-е сут, оптическую плотность измеряли
на 1-, 4- и 9-е сут. Экспериментальные сосуды с
культурой дрожжей находились в неподвижном со-
стоянии при температурном оптимуме 38.0 ± 0.5°С,
с культурой бактерий – в условиях встряхивания на
орбитальном шейкере (120 об./мин) при оптималь-
ной для данного штамма температуре 25.0 ± 0.5°С.
Воду c пониженным cодеpжанием дейтеpия по-
лучали на уcтановке ЛВ-1 в бизнеc-инкубатоpе
Кубанcкого государственного унивеpcитета.
Концентрацию дейтеpия в полученной воде
определяли (три повтора для каждого образца) на
импульcном ЯМP-cпектpометpе JEOL JNM-ECA
400 MHz (Япония) (Dzhimak et al., 2015).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В табл. 1 представлены результаты измерения
оптической плотности клеточных суспензий
микроорганизмов в процессе роста на жидких пи-
тательных средах с различным изотопным соста-
вом. Максимальный прирост концентрации кле-
точной биомассы родококков к 4-м сут роста был
отмечен на среде с содержанием дейтерия 50 ppm,
что могло быть обусловлено ускоренным прохож-
дением цикла роста в периодической культуре с
некоторым его замедлением на 9-е сут. Минималь-
ный рост на протяжении всего периода культиви-
рования наблюдался на среде с концентрацией
дейтерия 100 ppm. Наибольший рост R. erythropolis
VKM Ac2017D был обнаружен в средах с концен-
трацией дейтерия 50 ppm и менее, что могло быть
опосредовано более благоприятными условиями
их метаболизма при данном изотопном D/H-со-
отношении (O’Brien et al., 2014; Xie, Parmon, 2015;
Zubarev, 2015). Полученные данные соответству-
ют математической модели, описывающей ре-
зультаты разных авторов (Xie, Zubarev, 2015;
Gorokhova, 2017):

где B > A, C =  + 300%.

Продукция CO2 как интегральный показатель
биологической активности клеток была более вы-
ражена у родококков по сравнению с таковой у
дрожжей. Пик продукционной активности угле-
кислоты у R. erythropolis был отмечен на 2-е–3-и
сут роста с дальнейшим постепенным его пони-
жением к 9-м сут (рис. 1), а для S. cerevisiae нарас-
тание выделения СО2 завершалось к 4-м–5-м сут
с его снижением к 7-м сут и последующим вто-
ричным повышением газовыделения (рис. 2).
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Таблица 1. Оптическая плотность клеточных суспензий микроорганизмов в процессе роста на жидких питатель-
ных средах с различным изотопным составом

Примечание. * – p < 0.05 по сравнению с группой 150 ppm (S или R) в соответствующие сутки, S – Saccharomyces cerevisiae
OenofermC2; R – Rhodococcus erythropolis VKMAc2017D.

D, ppm M ± m
1-е сут 4-е сут 9-е сут

S R S R S R

10 2.16 ± 0.053 0.12 ± 0.003 2.23 ± 0.067 1.72 ± 0.043* 2.43 ± 0.049 1.88 ± 0.039*
50 2.19 ± 0.048 0.10 ± 0.003 2.27 ± 0.045 1.89 ± 0.040* 2.38 ± 0.061 1.80 ± 0.037*

100 2.20 ± 0.062 0.12 ± 0.004 2.25 ± 0.056 1.29 ± 0.023* 2.34 ± 0.047 1.34 ± 0.034*
150 2.19 ± 0.045 0.11 ± 0.002 2.28 ± 0.048 1.41 ± 0.035 2.39 ± 0.053 1.62 ± 0.049



ИЗВЕСТИЯ РАН. СЕРИЯ БИОЛОГИЧЕСКАЯ  № 4  2020

ВЛИЯНИЕ МОДИФИКАЦИИ ИЗОТОПНОГО СОСТАВА СРЕДЫ 349

Наблюдаемые особенности объясняются тем,
что период снижения продукции СО2 соответ-
ствует наступлению стационарной фазы. При
этом два пика продукции углекислоты у дрожжей
могут быть связаны с более сложным характером
катаболизма углеводов данными организмами.
При достаточном количестве кислорода и нали-
чии углеводного субстрата в среде родококки и
дрожжи выделяют СО2 и демонстрируют прирост
биомассы за счет окислительного декарбоксили-
рования пирувата и работы цикла трикарбоновых
кислот. В то же время при недостатке конечного
акцептора электронов дрожжи в отличие от родо-
кокков могут участвовать в процессе брожения,
прежде всего спиртового, в результате которого
под действием пируватдекарбоксилазы также об-
разуется СО2. Динамика концентрации СО2 в га-
зовой фазе сосуда культивирования показана на
рис. 1 и 2.

Также следует отметить, что при в целом сход-
ной форме динамики кривых выделения СО2 (для
родококков логарифмические функции находи-
лись в диапазоне от ymin = 1.17ln(x) + 0.22, R2 = 0.89
до ymax = 1.66ln(x) + 0.27, R2 = 0.84, для сахароми-
цетов – от ymin = 0.12ln(x) + 2.19, R2 = 0.90 до ymax =

= 0.23ln(x) + 2.14, R2 = 0.83)) в течение ростового
эксперимента прокариоты проявили более высо-
кую вариабельность его продукции согласно дан-
ным среднеквадратичного отклонения содержания
СО2 в газовой фазе сосуда, показатели которого у
дрожжей были ниже на 61.9−74.5% (рис. 3).

Это отличие, на наш взгляд, обусловлено более
совершенными механизмами адаптации эукариоти-
ческих дрожжевых микроорганизмов S. cerevisiae
к вариациям изотопного D/H-состава среды по
сравнению с таковыми у прокариотических кле-
ток R. erythropolis. Для обоих исследуемых микро-
организмов была характерна более активная про-
дукция СО2 в фазу логарифмического роста в сре-
дах с концентрацией дейтерия 10 ppm, чем в
средах с концентрациями 50, 100, 150 ppm.

Для сравнительной оценки динамики роста на
каждом этапе рассчитывали удельную скорость
роста микроорганизмов (μ, ч–1) по формуле
(Перт, 1978) μ = 2.3(lgXi − lgX0)/(ti − t0), где Xi и X0 −
концентрации клеток в моменты времени ti и t0
соответственно. При этом удельная метаболиче-
ская активность, принятая в 1-е сут эксперимента
у обоих микроорганизмов за 100%, у прокариот
последовательно снижалась в течение всего экспе-
римента и составляла на 4-е сут 11–21% (соответ-
ственно μ = 0.0330–0.0408 ч–1), а на 9-е сут 7–11%
(соответственно μ = 0.0003–0.0012 ч–1), что отра-
жало постепенное замедление биохимических
процессов по мере перехода из лаг-фазы в фазу
экспоненциального роста, далее в стационарную
и фазу отмирания. У S. cerevisiae аналогичный по-
казатель характеризовался отсутствием отрица-
тельной динамики на 4-е сут (98–119% или μ =
= 0.0003–0.0006 ч–1) и достаточно постепенным
снижением на 9-е сут (75−84% или μ = 0.0003–

Рис. 1. Динамика содержания СО2 в газовой фазе со-
суда культивирования при росте Rhodococcus erythrop-
olis VKM Ac2017D (а) и Saccharomyces cerevisiae (б) при
различных концентрациях дейтерия 10, 50, 100,
150 ppm (1–4 соответственно).
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Рис. 2. Среднеквадратичное отклонение содержания
СО2 в газовой фазе сосуда культивирования при росте
Saccharomyces cerevisiae OenofermC2 при различных
концентрациях дейтерия.
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0.0007 ч–1). Это свидетельствует о менее резких
колебаниях метаболической активности в зави-
симости от концентрации клеток.

Сверхнизкую концентрацию дейтерия в среде
следует рассматривать как стрессовый фактор, в
данном случае влияющий на сопряжение началь-
ных этапов катаболизма сахаров (что характерно
для обоих видов микроорганизмов (гликолиз)), а
также на образование АТФ. В качестве показате-
ля дисбаланса живой системы оценивали средне-
квадратичное отклонение концентрации СО2, су-
щественно зависящее от уровня эволюционной
организации исследуемых микроорганизмов при
их культивировании в средах с различным изо-
топным D/H-составом. При этом больший раз-
брос значений среднеквадратичного отклонения
был отмечен у S. cerevisiae (рис. 2).

Полученные результаты могут быть объясне-
ны существенными в геохронологическом мас-
штабе колебаниями концентрации дейтерия в
гидросфере с достоверным ее возрастанием
(Wang et al., 2009; Gorokhova, 2018), что подтвер-
ждается данными исследований, проведенных на
оз. Восток в Антарктиде (Ekaykin et al., 2016). Все
это, возможно, имело значение в процессе эво-
люции микроорганизмов, которая происходила
при более низких концентрациях дейтерия в
окружающей среде. При этом у прокариот и эука-
риот могли сформироваться различные адапта-
ционные механизмы к определенным понижен-
ным значениям соотношений D/Н, что подтвер-
ждается в том числе особенностями продукции
СО2 и ростовой активности R. erythropolis и S. cere-
visiae.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РФФИ (грант 19-44-233005) и государственного
задания ЮНЦ РАН (№ АААА-А19-119040390083-6).
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Influence of Environment Isotopic Composition Modification on Growth and Metabolic 
Activity of Rhodococcus and Saccharomyces
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The of CO2 production level and the growth dynamics of the Rhodococcus erythropolis VKM Ac2017D (Rus-
sia) biomass and the yeast strain Saccharomyces cerevisiae OenofermC2 (France) in cultivation media with a
differently reduced (from 10 to 150 ppm) deuterium concentration were determined. In media with a deute-
rium concentration of 50 ppm or less, the greatest increase in rhodococcal biomass was revealed. It was noted
that the production of CO2 as an integral indicator of the biological activity of cells is more pronounced in
Rhodococcus compared with yeast. It was found that with generally similar dynamics of the curves of CO2
emission, prokaryotes showed a wider temporal dynamics of its production.
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