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ВВЕДЕНИЕ 

На нашей планете жидкая вода — чрезвычайно распространенное 

соединение. Это принципиально важно для всех живущих здесь 

организмов. Таким образом, превращение жидкой воды в лед имеет серьезные 

последствия для пораженных организмов, а поскольку условия, 

благоприятствующие переходу воды в лед, существуют (по крайней мере, 

иногда) на значительной части земной поверхности, многие живущие здесь 

организмы должны иметь специальные приспособления для этого случая, 

включая действие многих биомолекул самой разной химической природы. 

Если поместить лѐд в воду, жидкая вода и лѐд будут сосуществовать 

достаточно долго, между ними образуется равновесие, которое поддерживает 

температуру такой смеси около 0°C. Измеряя температуру сосуществования 

льда и воды, можно оценить количество примесей в воде. Так, известно, что  

растворение любого низкомолекулярного вещества в концентрации 1моль 

понижает температуру сосуществования льда и воды на 1.8оС. В литературе 

существует некоторая путаница в терминологии и эту температуру, очень часто 

называют температурой замерзания или температурой плавления льда. Тем не 

менее в экспериментах температура плавления льда может отличаться от 

температуры сосуществования льда и воды. Это связано с техническими 

особенностями проведения эксперимента.  

Материалы исследований. Исследования были проведены в 2022 году в 

группе спектроскопии белка Института белка РАН. 

Большинство экспериментов проводились в три этапа. Сначала в 

пробирку наливали воду, пробирку помещали в установку в которой термостат 

выполнял несколько раз охлаждение и нагрев образца. При этом, с помощью 

термометра, непрерывно записывалась температура образца.  Затем в воду 

добавляли предполагаемый нуклеатор (нерастворимое вещество или бактерию 

Pseudomonas syringae) и также проводили циклы охлаждения-нагрева. Далее в 

образец с водой и нуклеатором добавляли белок-антифриз и снова, выполняли 
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охлаждение-нагрев.  Циклы охлаждения-нагрева повторяли с каждым образцом 

от 10 до 30 раз, это позволяет   получить 10-30 значений температуры 

замерзания образца. Такое количество данных необходимо, поскольку процесс 

возникновения зародыша льда это случай  процесс, и поэтому температура 

замерзания отличается от эксперимента к эксперименту.  

С помощью программы Sigma Plot строили графики зависимости 

температуры образца от времени нахождения образца в приборе.  

Культивирование Pseudomonas syringae. Клетки микроорганизмов 

отбираем бактериологической петлей, посев делался на твердую среду с 

составом: 16г триптон, 10г дрожжевого экстракта, 5г NaCl, 15г агар на литр, pH 

7,5. Среда находится в чашке Петри, на еѐ поверхности проводятся штрихи, 

после чего чашка закрывается и помещается в термостат крышкой вниз. В 

термостате чашка находится 15 часов при температуре 26° C. Далее одна 

колония из чашки переносится с помощью шпателя в 5 мл жидкой среды LB 

указанного выше состава и растѐт при температуре 26° C в течение ночи. 

Клетки из 5 мл ночной культуры осаждаются центрифугированием при 7 th g в 

течение 15 минут. Далее полученый осадок клеток отмывается. Для этого 

клетки ресуспендируются в 5 мл 10 mM трисHCL, pH 7 и центрифугируются 

при 7 th g, 15 минут. Отмытые клетки ресуспендируются в 2 мл того же буфера, 

после измеряется оптическая плотность. 

Структура работы. Диплом изложен на 42 страницах и содержит такие 

структурные элементы: Содержание, Введение, Основная часть, Заключение, 

Выводы и Список использованных источников. В свою очередь основная часть 

содержит такие главы: 

1.  Замерзание воды. 

2. Нуклеаторы замерзания воды. 

3.  Белки-антифризы. 
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ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Замерзание воды. Известно, что вода замерзает при 0°С. Точнее, 0 °С — 

это температура, при которой лед сосуществует с водой, но это не означает, что 

при охлаждении вода начинает замерзать при 0 °С. Замораживание — это 

фазовый переход первого рода [1, 2], который может быть чрезвычайно 

медленным; таким образом, вода может длительное время существовать в виде 

переохлажденной жидкости при отрицательных температурах, а не замерзать 

ровно при 0 °С. 

На рисунке 1 показана зависимость температуры воды в пробирке от времени 

охлаждения и последующего нагревания – то есть процесс  охлаждения, 

замерзания воды и плавления льда. На рисунке видно, что чистая вода довольно 

долго (около 4 минут) находится в переохлажденном состоянии. Затем при 

температуре около -10С возникает зародыш льда и часть воды замерзает. Это 

видно по скачку температуры образца, поскольку при замерзании воды (как и 

при кристаллизации любого вещества) выделяется тепло. Температура в 

момент начала замерзания обозначена как Tf.  

После замерзания части воды в пробирке образуется смесь вода–лед, которая 

может удерживать температуру около нуля градусов. На кривой показанной на 

рисунке 1 видим «плато»  с 4ой по 7-ю минуту. Температура этого плато, то 

есть температура смеси вода-лед на рисунке обозначена Ti-w. При дальнейшем 

охлаждении вся вода в пробирке замерзает и образец охлаждается до 

отрицательных температур. На рисунке 1 это -11оС. После этого образец (лед) 

нагревали и на рисунке 1 в районе 17-ой минуты виден изгиб кривой который 

связан с тем, что лед начинает таять и при таянии поглощается энергия, 

поэтому некоторое время образец удерживает температуру около 0оС. На 

рисунке температура плавления обозначена Tm. 
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Рисунок 1.   Зависимость температуры образца от времени при охлаждении и 

последующем нагреве. Образец комнатной температуры (mQ – 

деионизированная вода) выдерживали в термостате при температуре -11°C в 

течение интервала времени от нуля до 15-й минуты, а затем переносили в 

термостат, предварительно нагретый до +25°C, для дальнейшего контроля 

начиная с 15-й минуты. Стрелками показаны участки кривой, на которых были 

определены температура замерзания воды Tf, температура сосуществования 

льда и воды Ti-w и температура плавления льда Tm.  

Нуклеаторы замерзания воды. 

Нуклеаторы представляют собой катализаторы кристаллизации. При 

наличии нуклеаторов, вода не может быть в сильно переохлаждѐнном 

состоянии, то есть замерзает значительно выше температуры -10
 о
С.  

AgI - одно из наиболее изученных веществ, способствующих образованию 

зародышей льда. В то время как очищенная вода  замерзает при температуре 

около 237 К (-36
о
С), для замораживания чистой воды при более высоких 

температурах необходимы частицы, образующие зародыши льда. Для частиц 

AgI, которые полностью погружены в воду, температура замерзания 

увеличивается с увеличением площади поверхности AgI. Воннегут [3] заметил, 
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что кусочек йодида серебра способен замораживать жидкую воду при 

температуре ниже 269 К (-4
о
С), он приписал эту способность к образованию 

ледяных зародышей из-за плотного прилегания кристаллических решѐток льда 

и частиц AgI. Но важность соответствия решетки была поставлена под 

сомнение, поскольку лед, зарождается преимущественно на боковой 

поверхности йодида серебра [4]. Также известны примеры органических 

веществ, таких как кристаллические стероиды, которые катализируют 

кристаллизацию почти так же эффективно, но их кристаллические решѐтки не 

образуют связи с кристаллической решѐткой льда [10]. Однако благодаря 

многим исследованиям стало известно, что взаимодействие с  кристаллической 

решѐткой льда, по-видимому, является одной из способнойстей, 

способствующих зарождению льда, но не единственным. Другими свойствами 

могут быть низкий поверхностный заряд и большая поляризуемость 

поверхности, на которой образуется лед. Так же важными свойствами являются 

ориентация водородных связей и ван-дер-ваальсовы взаимодействия между 

ледообразующей структурой и молекулами воды. 

Также хорошо исследованным нуклеатором является Pseudomonas 

syringae. Эта грамотрицательная бактерия  является обычным членом 

эпифитных сообществ и важным фитопатогеном различных 

сельскохозяйственных культур [11]. Она способна  замораживать 

переохлажденную воду при температуре выше -10 °C [5]. Эта способность 

нужна бактерии для получения доступа к питательным веществам растений, 

вызывая серьезные повреждения сельскохозяйственных культур и других видов 

растительности [13]. 

Белки-антифризы 

Белки-антифризы (AFP) синтезируются различными организмами для 

выживания при отрицательных температурах и являются важными элементами 

низкотемпературной адаптации [6].  Они представляют собой 

структурирующие лед белки, которые контролируют рост и рекристаллизацию 
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кристаллов льда [7]. Эти белки ограничивают рост льда в течение длительного 

периода времени, поддерживая температуру между точками таяния и 

замерзания. AFP независимо развились в различных организмах как средство 

защиты при экстремально низких температурах, эта конвергентная эволюция 

привела к большому структурному разнообразию. Антифризные белки 

наблюдаются у многих организмов, включая микроорганизмы, рыб, насекомых, 

растения и позвоночных.  

В данной работе исследовались антифризные свойства белка, 

выделенного из Rhagium inquisitor (рис. 4). Молекулярная масса данного белка - 

12,8 кДа, так же он известен своей высокой активностью [8]. R. 

inquisitor относится к видам, избегающим замерзания, а это означает, что 

благодаря антифризному белку, AFP полностью предотвращает замерзание 

жидкостей своего организма [9]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 В ходе исследования были обнаружены вещества-нуклеаторы, ранее не 

описанные в литературе: CuO, AgCl, SiO2, ZnO, SnO2 . 

 Так же были проверены другие вещества, TiO, Cr2O3, NiO, BaO, Fe2O3 не 

являются нуклеаторами 

Были проверены исследованные ранее нуклеаторы льда: бактерия Pseudomonas 

syringae и  иодид серебра. 

Белок антифриз из R. Inquisitor  не влияет на температуру замерзания воды в 

отсутствии нуклеаторов льда.  

Белок из R. Inquisitor   понижает температуру замерзания воды в присутствии 

нуклеаторов льда, то есть блокирует действие нуклеаторов льда как белковых, 

так и неорганических. 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/convergent-evolution
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