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Аннотация 

Нами изучены особенности релаксации ядерной намагниченности протонов 

в суспензиях клеток микроорганизмов и  метаболитов штаммов бактерий MG8  и 

10-50-TS2, а также в водных растворах полимеров ниже 0оС, содержащих лёд. 

 В результате проведенных исследований разработана методика ЯМР-

анализа фазового состава воды при температуре ниже 0°С в суспензиях клеток 

микроорганизмов, выделенных из многолетнемерзлых пород и их метаболитов, 

позволяющая определять содержание незамерзшей в водных суспензиях 

микроорганизмов, выделенных из многолетнемерзлых пород и их метаболитов в 

диапазоне температур от минус 30 до 0 °С, при содержании массы 

биологического материала в суспензии не менее 0,02 мас. %.  

Нами изучено влияние на фазовый состав воды при температуре ниже 0оС 

клеток бактерий (Bacillus sp.  M3) и  метаболитов (MG8, 10-50-TS2)  

содержащихся в водных суспензиях. Для сравнения содержание незамерзшей 

воды определено так же в замороженных растворах ПВС и агар-агара. Показано, 

что метаболиты, полученные с использованием микроорганизмов выделенных из 

многолетнемерзлых пород,  способны в большей степени влиять на замерзание 

водной среды, в которой они находятся по сравнению с органическими 

полимерами, микроорганизмами продуктами которых они являются. Так доля 

незамерзшей воды по отношению к массе метаболитов (MG8, 10-50-TS2) 

превышала в 100 и семь раз доли незамерзшей воды по отношению к массе 

водорастворимых полимеров (агар-агар, ПВС)  и бактерий (Bacillus sp.  M3) 

соответственно при температуре минус 5°С.  
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Введение 

Ученые обнаружили, что микроорганизмы разных родов и видов могут 

сохранять жизнеспособность в мерзлоте, находясь в состоянии анабиоза.  

Экспериментальное изучение одного штамма бактерий Bacillus sp. показало, что 

изменение температурных условий культивирования оказывает значимое влияние 

на биологические свойства бактерий [15, с. 105]. 

Однако механизмы столь высокой жизнеспособности этих микроорганизмов 

остаются до конца непонятыми. Одним из наиболее важных факторов влияющих 

на жизнеспособность микроорганизмов является водная среда их обитания. В 

условиях вечной мерзлоты температура пород в основном лежит в диапазоне от 

минус 8 до минус 2°С. При этих температурах часть внутрипоровой воды может 

сколь угодно долгое время находиться в незамерзшем состоянии. Кроме этого, 

сами микроорганизмы и продукты их жизнедеятельности могут влиять на 

содержание незамерзшей воды [3, с. 72]. Установлено, что в ряде случаев 

микроорганизмы, выделенные из многолетнемерзлых пород, и продукты их 

жизнедеятельности обладают выраженными «антифризными» свойствами. Они 

способны существенно повышать равновесную температуру замерзания водной 

среды, в которой они находятся. Однако характер влияния микроорганизмов, 

выделенных из многолетнемерзлых пород, на фазовый состав воды в суспензиях 

клеток этих микроорганизмов при температуре ниже 0°С ранее не исследовался. 

Определение фазового состава воды при температуре ниже 0°С в водных 

дисперсных системах является непростой задачей. Ядерный магнитный 

релаксационный (ЯМР) анализ позволяет осуществлять прямые бесконтактные 

измерения фазового состава воды в дисперсных средах [18, с.21]. Однако, 

методика определения содержания незамерзшей воды в суспензиях клеток 

микроорганизмов отсутствует. Это обстоятельство потребовало проведения 

специальных исследований, направленных на разработку такой методики. 
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Глава 1 Литературный обзор 

1.1 Микроорганизмы многолетнемерзлых пород 

Все живые существа - растения, животные и люди постоянно 

взаимодействуют с микробами, являясь часто не только их хранилищами, но и 

распространителями. Горные породы, вода, иловые осадки и почвы также 

довольно плотно заселены микроорганизмами. Иначе говоря, микроорганизмы - 

это типичные обитатели - аборигены нашей планеты [24, c.187]. 

Современные исследования показывают, что среда обитания 

микроорганизмов охватывает весьма широкие зоны биосферы, часто с 

экстремальными условиями обитания, где не могут развиваться ни растения, ни 

животные. Микроорганизмы находятся в самых глубоких слоях океана, где рядом 

с подводными термальными источниками они формируют новые оазисы жизни, 

которая не основана на фотосинтезе. В толще скальных пород на глубине 4 – 6 км 

микроорганизмы осуществляют «водородный» и «метановый» циклы. Наконец 

микроорганизмы обнаружены высоко в горах вплоть до высоты 8 километров, а 

также внутри метеоритных остатков.  

Почва является важнейшим компонентом любого биогеоценоза, а 

следовательно, и биосферы в целом. Для микроорганизмов почву следует 

рассматривать как сложную гетерогенную систему микросред с резко 

различными условиями обитания. Большая часть микроорганизмов (до 80% - 

90%) пребывает в почве в неактивном состоянии. Формы микроорганизмов 

разнообразны, что имеет большое экологический смысл [15, c.105].  

Размеры микроорганизмов имеют важнейшее экологическое значение, их 

диаметр может отличатся в десятки тысяч раз: вирус 200 микрон, микоплазма 

1000 микрон, бактерия 10000 микрон. Величина клеток имеет большое значение 

для скорости обменных процессов. В экологии существует общий закон: чем 

крупнее организм, тем медленнее он размножается. До сих пор неясно, насколько 

этот закон применим к микроорганизмам, видимо, если он и применим, то только 
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частично. Максимальная удельная скорость роста микроорганизмов 

запрограммирована генетически [6, c.96]. 

Структура почвы включает три фазы разнородности: твердую, жидкую, 

газообразную.  

Твердая фаза почвы представлена в основном минеральными 

компонентами, а также органическими соединениями. 

Жидкую фазу почвы составляет почвенный раствор, из которого 

микроорганизмы усваивают воду и питательные вещества. 

Содержание воздуха в почве зависит от её структуры и влажности. Газовый 

состав почвенного воздуха существенно отличается от атмосферного. В нем 

содержится значительно больше СО2 и относительно меньше кислорода. Из 

внешних факторов окружающей среды на развитие почвенной микрофлоры 

влияют температура, кислотность почвенного раствора, степень засоления, 

механический состав почвы и др.. 

Температура многих районов на Земле опускается зимой ниже точки 

замерзания, а летом поднимается до плюс 30ºС и выше. В полярных районах 

температура почвы способна опускаться значительно ниже точки замерзания, в то 

время как в некоторых сухих долинах Антарктики температура на поверхности 

скал, где часто обитают, бактерии и примитивные растения колеблется от нуля и 

ниже [14, c.142]. 

Каждому типу почв свойственен характерный набор преобладающих 

бацилл. Например, для почв Крайнего Севера характерны группировки Bacillus 

agglomeratus и Bacillus cereus, в подзолах – Bacillus mycoides и Bacillus cereus. В 

черноземах энергично размножаются группировка Bacillus Idosus и Bacillus 

megaterium. Интересно то, что в почвах с более энергичными мобилизационными 

процессами преобладают бациллы, использующие не только органические, но и 

минеральный азот (Bac. Cereus, Bac. Mycoides и др.) [12, с.737]. 

Некоторые ученые отмечают, что в замерзших почвах количество бактерий 

увеличивается или уменьшается прямо пропорционально содержанию влаги в 
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почве; кроме того, оказалось, что численность бактерий в почвах резко возрастает 

после замерзания [39, с. 2360]. 

Криобиология – представляет собой раздел биологии, изучающий действие 

низких температур на живые системы.  

В криобиосфере скорости биохимических реакций и биологических 

процессов предельно низки, что способствует сохранению экосистем. 

Микроорганизмы, обнаруженные в мерзлых породах, при оттаивании легко 

вовлекаются в современные биогеохимические процессы, влияя на круговорот 

элементов и продуцирования парниковых газов [5, с. 16]. 

Первые свидетельства жизнеспособности микроорганизмов в мерзлоте 

появились в XIX столетии. Изучение мерзлых морских осадков с полуострова 

Ямал подтвердило такую способность. Эти отложения не таяли в течение по 

крайней мере последних 40 000 лет и имели среднюю температуру около минус 

4°С. Ученый С.С. Абызов обнаружил во льду на антарктической станции 

«Восток» бактерии, грибы диатомеи и другие микроорганизмы. Цианобактерии 

были найдены в ледяном антарктическом щите на глубине 3600 метров, их 

возраст соответствует возрасту льда на этой глубине и составляет около 500 000  

лет. Рост выделенных штаммов происходит при широком диапазоне температур 

от плюс 4ºС до плюс 50°С. Большинство микроорганизмов не размножается при 

температуре ниже 0ºС [24, c.187]. 

Способность некоторых микроорганизмов, бактерий и грибов сохранять 

жизнеспособность длительное время в течение десятилетий и даже возможно 

несколько тысячелетий, при таких сравнительно высоких отрицательных 

температурах (минус 3ºС и  минус 5°С), когда химические реакции в клеточном 

растворе продолжаются, предполагает существования механизма, 

предотвращающего накопление повреждений и старение клетки [11, с. 53]. 

Микроорганизмы в качественном отношении не отличаются от других форм 

жизни, однако они могут существовать в значительно более суровых условиях, 

чем другие организмы. По-видимому, это можно объяснить высокой 

изменчивостью микроорганизмов к разного рода экстремальным условиям, 
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приводящей к перестройке не только обмена веществ, но и генетического 

аппарата клетки [13. с.3].  

Жизнь организмов определяется температурой больше, чем каким-либо 

фактором внешней среды, в связи с тем, что все организмы состоят из химических 

компонентов, и все процессы жизни происходят на основе химических реакций, 

подчиненных законам термодинамики. Температура действует не только на 

скорость химических реакций, но также является причиной структурной 

перестройки протеинов, изменения структуры воды. Температурная амплитуда 

биохимической активности относительно мала в связи со специфическими 

свойствами биомолекул [40, с.482]. 

Последние два десятка лет микроорганизмы, которые способны 

существовать и размножаться в экстремальных условиях окружающей среды, 

привлекают пристальное внимание исследователей. Особый интерес в этой связи 

представляют психрофильные микроорганизмы [40, с.482]. 

Психрофилы — это холодолюбивые микроорганизмы, растут при низких 

температурах: минимальная температура - 0°С, оптимальная температура - от 10 

до 20°С, максимальная температура до 40°С. К таким микроорганизмам относятся 

обитатели северных морей и водоемов. К действию низких температур многие 

микроорганизмы очень устойчивы. Например, холерный вибрион долго может 

храниться во льду, не утратив при этом своей жизнеспособности. Некоторые 

микроорганизмы выдерживают температуру до минус 190°С, а споры бактерий 

могут выдерживать температуру до минус 250°С. Действие низких температур 

приостанавливает гнилостные и бродильные процессы. При низких температурах 

микроорганизмы впадают в состояние анабиоза, при котором замедляются все 

процессы жизнедеятельности, протекающие в клетке [32, с. 446].  

Несмотря на кажущуюся простоту такого объяснения, понятие 

«психрофилы» значительно более емкое. С целью классификации подобных 

микроорганизмов японским исследователем Р. Моритой в 1975 г. предложены 

термины «факультативный психрофил» и «психротроф». К первой группе 

относятся микроорганизмы, которым свойственна толерантность к низким, в том 
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числе и отрицательным температурам, а также способность расти при 20°С. Ко 

второй группе относятся микроорганизмы, способные к жизнедеятельности 

только в условиях низких температур и не способные к росту при 20ºС. 

Исследование таких организмов имеет особое значение, так как 

большинство мест в солнечной системе, где может таиться жизнь - как Марс и 

Европа (спутник Юпитера) – холодные и ледяные. 

Первым истинно психрофильным микроорганизмом, полученным в чистой 

культуре в 1964 г., был Vibrio marinus. Впоследствии оказалось, что психрофилы 

не образуют единой или хотя бы несколько филогенетических групп.  

Среди фотосинтезирующих микроорганизмов встречаются психрофилы, 

способные развиваться на поверхности снега или льда. Наиболее распространена 

одноклеточная водоросль Chlamidomonas nivalis, в результате развития которой 

поверхность снега окрашивается в розовый цвет. 

Для многих штаммов, выделенных из арктических морей, характерна 

исключительная термочувствительность. Значительная часть таких бактерий 

гибнет при температуре 20 и даже 15° С. 

Психрофильные бактерии широко распространенны в природе, поскольку 

полярные регионы и океаны составляют 14 и 71% поверхности Земли 

соответственно. Психрофилы формируют постоянную естественную 

микрофлору регионов вечного холода. Температура в Антарктиде даже летом не 

превышает 0°С. В таких условиях существование мезафилов - организмов, лучше 

всего растущих при умеренной температуре, обычно между 20 и 45 °C.   

Некоторые лишайники, которые называются криптоэндотолиты, населяют 

впадины в Антарктических скалах. Сложно определить самый низкий предел 

температуры для жизни. Известны микробы, живущие при минус 12°C, и они 

спокойно себя чувствуют при минус 20°C. Некоторые исследователи даже 

полагают, что бактерии под названием Colwellia psychrerythraea strain 34H 

способны выдержать минус 196 °C, температуру жидкого азота. 

Изучение микроорганизмов, сохранившихся в условиях длительной 

природной консервации, относится к прогрессирующей области микробиологии. 
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Это объясняется следующими обстоятельствами: во-первых, важное значение 

имеет решение вопроса о временных пределах сохранения жизнеспособности 

микроорганизмов и выявление благоприятствующих этому факторов; во-вторых, 

выделение древних микроорганизмов позволяет решать некоторые вопросы 

эволюции микроорганизмов [24, c.187]. 

На северо-востоке России в вечной мерзлоте ученые обнаружили редкие 

микроорганизмы, возраст которых составляет четверть миллиона лет. 

Cпециалисты института физико-химических и биологических проблем 

почвоведения РАН (ИФХиБПП), во время экспедиции на Колыму, исследовали 

криопэги - уникальные подземные полости, в которых, при отрицательной 

температуре, вода остается в жидком состоянии. Замерзнуть воде мешает 

повышенная концентрация соли – около двухсот граммов на литр. Вот в таком 

высокоминерализованном растворе, защищенном от внешней среды толстым 

слоем вечной мерзлоты, ученые и нашли древние микроорганизмы. Изучив свои 

находки в лабораторных условиях, ученые пришли к сенсационному выводу – 

бактерии, которые находились в мерзлоте сотни тысяч лет, жизнеспособны. 

В рассоле, заполняющем пустоты в осадочных породах Колымской тундры, 

содержится почти столько же бактерий, сколько и в воде обычных озер. 

Оптимальная для обитателей криопэгов температура – от 5 до минус 5 °С. 

Бактериям, которых открыли исследователи, требуются одновременно соль в воде 

и холод, и чем холоднее вода, тем большая концентрация солей им нужна. 

Ученые отмечают, что активный метаболизм этих созданий вовсе не означает, что 

они размножаются и растут в условиях криопэга, но могут поддерживать свою 

жизнеспособность в ожидании более благоприятных условий. Оказалось, что в 

криопэгах обитают как микроорганизмы, нуждающиеся в кислороде, так и те, 

которые его не переносят, они мирно сосуществуют и дополняют друг друга. 

Криопэги представляют собой незамерзшие грунты и линзы свободной 

воды, находящиеся в толще многолетнемерзлых пород и характеризующиеся 

постоянно отрицательной температурой. Эти образования широко 

распространены в Арктике. Происхождение криопэгов связано с промерзанием 
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отложений морского генезиса различного возраста, и их соленость определяется, 

в первую очередь температурой. Существенное влияние на минерализацию 

некоторых криопэгов оказывает также участие в их образовании пресных 

поверхностных вод. 

Физико-химические свойства мерзлых толщ и льдов, определяющие 

сохранность клеточных структур, представляют собой параметры криобиосферы. 

Ведущая протекторная и транспортная роль принадлежит здесь незамерзшей 

воде, защищающей клетки от механического разрушения кристаллами льда. 

Поэтому, криолитосфера (мерзлые породы), а не гляциосфера (лед, снег, фирн), 

является оптимальной средой обитания для жизнеспособных 

палеомикроорганизмов, по сравнению с чистым льдом, и населенной частью 

криобиосферы. Однако, выявление соотношения гляциосферы и криолитосферы 

как сред обитания, требует дальнейших исследований. Самой заселенной частью 

криобиосферы является вечная мерзлота. Мерзлые породы занимают более 

половины территории и России и Канады, где их мощность превышает 500-600 м, 

практически всю Аляску и свободные ото льда области Антарктиды и 

Гренландии. Подводная мерзлота широко распространена на арктическом 

шельфе, а альпийская – в высокогорьях Европы, южной Америки и Китая. С 

учетом мощности мерзлых толщ, они содержат значительно больше живой 

биомассы, чем современный почвенный покров всей планеты [24, c.187]. 

Характерной чертой бактериальных сообществ, при оттаивании мерзлых 

пород и почв является «взрывной рост». В основном это свойственно 

психротрофным бактериям, не образующим специализированных покоящихся 

форм, а в последнее время активный рост после таяния мерзлых образцов показан 

и для дрожжей. В криогенных почвах доля гипометаболических клеток по 

отношению к глубоко покоящимся выше, чем в современных почвах, что, 

вероятно, является критерием для оценки адаптации микробов к экстремальным 

условиям [40, с. 2360]. 

Были проведены исследования микрофлоры почв привезенных с Земли 

Франца-Иосифа. Проведенные эксперименты позволили прийти к выводу, что 
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если микроорганизмы Земли Франка-Иосифа и способны переносить низкие 

температуры мест их обитания, то это еще не значит, что такие условия наиболее 

благоприятны для их развития. Наряду с указанной особенностью было отмечено 

следующее свойство бактериального населения Арктики. В высокоширотных 

условиях многие бактерии утрачивают способность к спороношению и переходят 

к обитанию в почвах в вегетативном состоянии клеток. Приведенные выводы 

были получены при использовании в качестве питательной среды для развития 

бактерий мясо-пептонного агара. Между тем следует предполагать, что в 

условиях Арктики, где доминирует первичный почвообразовательный процесс, 

главное в значениях почвах будут иметь микроорганизмы, способные разрушать 

горные породы и не нуждающиеся для поддержания своей жизнедеятельности в 

белковых и других органических, минеральных веществ. Температурный 

оптимум роста для микроорганизмов, населяющих почвы Земли Франца-Иосифа 

занимает интервал между плюс 15ºС и плюс 25ºС. Предельными температурами, 

практически исключающими развитие бактерий, занимает интервал  между 30 –

32°С [40, с. 482]. 

Сведения о микробном населении почв островов Северного Ледовитого 

океана очень немногочисленны. Были исследованы образцы почв с островов 

Новая Земля, Врангеля, Колючин. В этих образцах найдены денитрофикаторы, 

нитрификаторы, разрушители клетчатки, аммонификаторы, анаэробные 

азотофиксаторы, описан случай нахождения азотобактера.  

Проводились исследования метанотрофных сообществ почв северной тайги 

и субарктической тундры [31, c. 35]. Проведенные исследования ряда экосистем 

показывают, что более 80% вновь образованного СН4 окисляется, метанотрофной 

компонентой микробных сообществ. Поскольку значительная часть территории 

России расположена в зоне низких температур, регуляция потоков метана связана 

с функционированием  психротрофных и психрофильных микробных сообществ. 

Основными задачами данного исследования являлась разработка генетических 

зондов для выделения представителей рода: Methylobakter и Methylosphaera, и 

изучение низкотемпературных экосистем.  
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Микроорганизмы Байкальского рифта представляют особый интерес в связи 

с древностью озера Байкала и изолированным характером происходивших в нем 

эволюционных процессов. Были отобраны пробы осадочных пород Байкала, 

представленных илами. Они содержат уникальную палеоинформацию, 

представляющую непрерывную запись климатических и биоценотических 

изменений в Центральной Азии за последние 20 – 30 млн. лет. В результате 

микробиологического анализа проб осадочных пород, относящихся к различным 

эпохам геологической истории Байкальского рифта, выделено значительное 

количество микроорганизмов, которые можно отнести к новым, не описанным 

ранее видам. Среди них выявлены бактерии широко распространенных родов, 

актиномицеты, дрожжи, плесневые грибы [39, с.2360] . 

По данным Е. Воробьевой (1997) численность жизнеспособных 

микроорганизмов в мерзлых осадочных породах варьирует в пределах 107-1010 

клеток/грамм сухого веса. Это относится и к антарктическим отложениям, со 

следовым количеством органического углерода, накопившегося в условиях 

полярной пустыни без растительности, и к арктическим осадкам, богатым 

органикой, формировавшиеся в режиме тундры. Это означает, что необходимым и 

достаточным фактором присутствия микроорганизмов в природе является 

наличие лишь минеральных частиц и воды [24, с. 184]. 

Число культивируемых аэробных клеток в осадочных породах Арктики 

варьирует от 103 до 107 в 1 г грунта (0,01-1,3% от их общего числа в мерзлых 

породах), а в Антарктиде подает до 102-103 кл/г (0,001-0,1%). Число 

культивируемых аэробных бактерий определяется длительностью их пребывания 

в мерзлоте. С увеличением возраста мерзлых пород (а не осадков), число клеток 

сокращается. Максимум аэробных микроорганизмов связан с галоценовыми 

осадками, а переход к более древним породам маркируется падением численности 

микробного населения. Долгое пребывание в мерзлом окружении является 

биодиагенетическим фактором, сокращающим число аэробов. Сравнение 

численности культивируемых из мерзлоты клеток, с таковыми за пределами 

криолитозоны говорит, что отрицательные температуры являются не 
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экстремальным, а стабилизирующим фактором, обеспечивающим сохранение 

биологических систем. 

Характерной чертой бактериальных сообществ, при оттаивании мерзлых 

пород и почв, является «взрывной рост» в основном это свойственно 

психротрофным бактериям, не образующих специализированных покоящихся 

форм, а в последнее время активный рост после таяния мерзлых образцов показан 

и для дрожжей [39, с. 2360].  

Психрофилы – истинные экстремофилы, поскольку они приспособлены не 

только к низким температурам, но и к ограничениям окружающей среды. В 

океанских глубинах и отложениях в связи с чрезвычайно высоким давлениям, 

обитают баро-психрофилы. На поверхности снега, ледников и полярных кепок, 

психрофилы подвергнуты сильному ультрафиолетовому излучению. Микробные 

сообщества, которые найдены в Антарктических сухих пустынях, включают: 

лишайники, дрожжи, цианобактерии и гетеротрофные бактерии, испытывающие 

недостаток в воде и питательных веществах. В альпийских пещерах и трещинах, 

микроорганизмы также развиваются в бедной окружающей среде в отсутствии 

света. 

Микроорганизмы развили способность к быстрому приспособлению, в 

непрерывно изменяющейся окружающей среде. Различные типы 

микроорганизмов обладают разной чувствительностью к низким температурам.  

К эволюционно выработанным и наследственно закрепленным механизмам 

сохранения вида при воздействии экстремальных факторов среды относят 

способность микроорганизмов образовывать покоящиеся формы, различающиеся 

способами образования, морфологией клеток, параметрами покоя. Одним из 

главных признаков покоящихся форм является сохранение ими 

жизнеспособности. Показателем жизнеспособности, как правило, считают 

способность клеток образовывать колонии при рассеве на плотные среды. Общее 

свойство покоящихся форм разных типов – резкое снижение или полное 

отсутствие экспериментально измеряемой метаболической активности, что 
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соответствует состоянию «мнимой смерти» или «скрытой жизни» и определяется 

как анабиоз [48]. 

В почвенной микробиологии хорошо известен факт длительного 

переживания микроорганизмами неблагоприятных для активного роста условий 

окружающей среды, что связано в основном с исчерпанием или недоступностью 

питательных веществ и энергии, а также действием неоптимальных температур и 

других физико-химических факторов. Большой интерес представляют 

микроорганизмы в мерзлых почвенных отложениях в условиях вечной мерзлоты в 

течение от 10 тыс. до 3 млн. лет и, возможно и более. При таянии образцы быстро 

восстанавливали свою активность [50]. 

Обнаружено, что среди жизнеспособных бактерий большинство относится к 

не спорообразующим формам, которые, по-видимому, обладают специфическими 

особенностями стратегии выживания в подобных экстремальных условиях. 

Одним из механизмов, описанный, главным образом для грамотрицательных 

бактерий, состоит в переходе клеток в неделящееся состояние с образованием 

жизнеспособных, но не культивируемых клеток с гипометаболическим уровнем 

обмена, основным свойством которых является неспособность давать колонии 

при высеве на плотные среды с применением стандартных методов посева, 

питательных сред и условий культивирования. При использовании более 

специфических процедур «оживления» удавалось добиться реверсии ростовых 

процессов. Другими словами, длительность пребывания бактерий в не 

культивируемом состоянии, когда обратимость к активному росту еще возможна, 

ограничивается относительно небольшими временными рамками. Другой 

механизм переживания, хорошо известный для специализированных покоящихся 

форм – спор, конидий и т.д., состоит в переходе клеток в анабиотическое 

состояние, в котором они длительно сохраняют жизнеспособность. Находясь в 

анабиозе, клетки обладают экспериментально не выявляемым уровнем 

метаболической активности и повышенной устойчивостью к экстремальным 

внешним воздействиям. 
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Подчеркивая важность экологической роли не культивируемого состояния, 

все же следует полагать, что длительное сохранение не спорообразующих 

бактерий в природных экосистемах обеспечивается, как и у спорообразующих 

прокариот, за счет специализированных, но иных по структурной организации и 

механизму образования анабиотических покоящихся клеток [32, с. 446]. 

При постоянном воздействии холода на микроорганизмы возникла 

необходимость адаптироваться к низким температурам и вязкости водной среды. 

При низких температурах сокращается текучесть мембран, что ведет к 

уменьшению проницаемости мембраны и отрицательно влияет на транспорт 

питательных веществ и метаболитов через мембрану. Способность психрофилов к 

жизнедеятельности при низких температурах обусловлено адаптацией в клетке 

белков и жиров, которые образуют барьер между цитоплазмой и окружающей 

средой, для поддержания оптимального движения мембраны [12, с. 737]. 

Исследование цианобактерий Cynechococcus vulkanus при низких 

температурах показало, что мембраны клеток становятся более вязкими. 

«Разжижают» мембрану специальные ферменты – десатуразы. Данное свойство 

десатураз, использовали для создания растений, устойчивых к низким 

температурам. Полученные трансгенные растения обладали ярко выраженной 

холодоустойчивостью [5, с. 16]. 

Адаптация организмов к низким температурам окружающей среды, связана 

с выделением специфических веществ ответственных за адаптацию к низким 

температурам: низкотемпературно активные ферменты, белки холодового шока, 

белки криопротекторы, ненасыщенные жирные кислоты в мембране. Активные 

вещества этих микроорганизмов могут найти широкое применение в 

биотехнологиях, например утилизация отходов и очистки сточных вод в 

холодных районах, использование ферментов для моющих средств. 

Полиненасыщенные жирные кислоты обладают уникальными 

биологическими свойствами, такими, как предотвращение агрегации тромбоцитов 

крови, а также используются в качестве лекарств и добавок для здорового 

питания. 
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Некоторые психрофилы, которые производят активные при низких 

температурах протеазы и липазы, были выделены из почв и морских вод, 

характеризующихся низкими температурами. Полученные ферменты обладают 

высокой низкотемпературной каталитической активностью, и, следовательно, 

могут быть полезными в пищевой и химической промышленности в качестве 

эффективного моющего средства в холодной воде [14, с. 142]. 

Характеристика Bacillus 

Микроорганизмы рода Bacillus – это грамположительные аэробные 

спорообразующие микроорганизмы, имеющие форму палочек [14, с. 142]. 

Бактерии рода Bacillus имеют широкое распространение в биосфере, 

включая воздушный бассейн, почвенный покров, моря и океаны, внутренние 

водоемы материков. Они могут сопротивляться резким условиям окружающей 

среды (например, жаре, токсическим химикалиям, ультрафиолетовой радиации и 

высыханию) лучше, чем обычные бактерии. Эти бактерии удивительно 

жизнеспособны, занимают различные экологические ниши, однако по своей 

совокупной биомассе, очевидно, превалируют в почвенном покрове. Бактерии 

рода Bacillus встречаются во всех известных видах почв всех климатических зон, 

они типичные сапрофиты. Представители цереусной группы (Bacillus cereus), 

могут жить в необычных, экстремальных условиях, их можно отнести как к 

психрофильным, так и группе термофильных микроорганизмов. 

В процессе исследования биологического потенциала бацилл рода Bacillus 

было выявлено, что продукты их жизнедеятельности могут оказывать выраженное 

влияние на жизнедеятельность организмов как растительного, так и животного 

происхождения [15, c.105]. 

Установлено системное влияние микроорганизмов рода Bacillus на 

растения, которое проявлялось ускорением роста растений и повышением их 

устойчивости к различным заболеваниям, к значительным изменениям условий 

существования [25, с. 666]. 

Интерес к биологическим методам защиты возобновился в середине 80-х 

годов прошедшего столетия. Среди возможных агентов биологического контроля 
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болезни растений представители рода Bacillus выгодно отличались высокой 

выживаемостью во внешней среде, толерантностью к антропогенным 

воздействиям, технологичности в производстве и применению.  

На сегодняшний день природа длительной жизнеспособности реликтовых 

микроорганизмов остается неясной. Новые методы молекулярной биологии и 

аналитической техники обеспечивают возможности принципиальных открытий, 

особенно в применение к реликтовым микробным сообществам. Современные 

методы секвенирования ДНК, гибридизации, клонирования и полимеразной 

цепной реакции открыли принципиально новые возможности для выявления 

протекторных, инфекционных и устойчивых при низких температурах агентов, 

которые могут иметь древние микробные сообщества.  

1.2 Природа незамёрезшей воды 

Как известно одним из важнейших компонентов мерзлых пород является 

вода в жидком состоянии [41, c.329]. Свойства воды и льда, а также особенности 

их фазовых переходов существенно зависят от теплового движения молекул воды, 

энергии их взаимодействия и термодинамических условий их существования. 

Сильно усложняет фазовый процесс присутствие в воде растворенных веществ [1, 

c.250].  

Присутствие ионов растворенного вещества в воде понижает температуру 

ее замерзания тем сильнее, чем выше концентрация раствора [35, c. 688]. По 

мере образования льда, поскольку ионы растворенного вещества не включаются в 

его решетку, концентрация оставшегося раствора растет химический состав 

растворов в мерзлых грунтах может быть различным. Они могут содержать 

растворенные соли, кислоты, щелочи, газы, а также вещества в коллоидном 

состоянии [31, c.30; 7, c.203]. Концентрация их может быть также весьма 

различной: от миллиграммов до нескольких десятков граммов на литр. 

Способность воды находится в незамерзшем состоянии пи отрицательной 

температуре изучалась многими исследователями [43, c.45; 48, с. 451; 22, с.21; 38, 

с. 227; 37, с. 671]. В ходе исследований установлено, что величина 
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переохлаждения воды  зависит от многих факторов и прежде всего от  объема,  

скорости охлаждения,  растворенных солей, присутствия твердых примесей,  

растворенных  газов, способа и интенсивности отвода энергии,  воздействия 

внешних силовых полей,  радиоактивного излучения [29, с.6; 27, с.138].    

Жидкая фаза воды в мерзлых грунтах обязана своим существованием 

взаимодействию поверхностной энергии дисперсных частиц скелета с 

молекулами и кластерами воды. Эта разновидность характерна практически для 

всех мерзлых дисперсных грунтов и играет основную роль в формировании их 

свойств, и именно ее в литературе чаще всего понимают под термином 

”незамерзшая вода”. Анализ ее параметров в значительной мере основывается на 

знании природы и свойств связанной воды в немерзлых дисперсных породах и 

гидрофильных дисперсных системах. Однако не следует полностью 

отождествлять понятия незамерзшей и связанной воды, так как мерзлые грунты 

отличаются наличием льда и иным температурным диапазоном существования 

[24, c.25]. 

Существование незамёрзшей воды в мёрзлых грунтах было обнаруженно в 

30-е гг. ХХ века опытами известного мерзлотоведа Н.А. Цытовича. В настоящие 

время об этом феномене  уже известно довольно много, однако структура, состав 

и свойства незамёрзшей воды изучены ещё недостаточно хорошо [9, c.130]. 

 К физико-химически связанной воде относится также осмотическая 

разновидность незамерзшей воды. Механизм ее образования состоит в том, что 

вблизи поверхности минеральных частиц создается повышенная концентрация 

катионов, которые, электростатически притягиваясь к поверхности, сами 

образуют вокруг себя гидратные оболочки связанной воды. Эта вода формирует 

значительный по толщине слой (до десятых долей микрона) с энергией 

взаимодействия 0,5-0,6 кДж/моль и существует при температуре от десятых долей 

градуса до  минус 10... минус 12°С [10, c.150; 28, с. 134]. Механизмы замерзания 

метастабильной воды так же представлены в работах 46, с. 367; 44, с. 170;34, с. 

559; 41, с.728; 36, с. 227. 
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Наиболее прочно молекулы воды связываются вблизи поверхности 

дисперсных частиц за счет их поверхностной энергии. Это явление носит 

название адсорбции, а разновидность незамерзшей воды — адсорбционной. 

Адсорбция действует на расстояниях до 8-12 наномметров от поверхности, 

энергия взаимодействия адсорбционных сил с молекулами воды достигает 3-4 

кДж/моль, и благодаря этому явлению незамерзшая вода может существовать в 

мерзлых дисперсных грунтах до температуры минус 80°С [2, c.233]. 

 

 

Рисунок 1.1 - Зависимость содержания незамерзшей воды (Wнз) от 

температуры для грунтов различного гранулометрического (а) и 

минералогического (б) состава [24, с. 25]: 1 — суглинок тяжелый; 2 — суглинок 

легкий; З — супесь тяжелая; 4 — супесь тяжелая пылеватая; 5 — супесь легкая 

пылеватая; 6 — бентонит; 7 — гидрослюдистая глина; 8 — каолинит 

 

         По  своим свойствам незамерзшая вода отличается от обычной. Плотность ее 

выше, вязкость больше в 20 раз, но величина диэлектрической проницаемости 

меньше [33, с. 135]. 
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Содержание незамерзшей воды для конкретных грунтов зависит от целого 

ряда факторов. Это гранулометрический состав грунта: чем дисперснее грунт, тем 

больше он может содержать незамерзшей воды (рис. 1.1, а), а также 

минералогический состав глинистой составляющей грунта: в целом в глинистых 

грунтах группы смектитов незамерзшей воды больше, чем в грунтах группы 

каолинита (смотреть рис. 1.1, б ) [1, c.388].  

Влияет на состав также и строение дисперсных грунтов: преобладание 

тонких пор способствует увеличению содержания незамерзшей воды (рис. 1.2). 

Следует отметить, что поскольку многие генетические типы дисперсных грунтов 

имеют определенный набор свойств, то для каждого генетического комплекса 

разница в количестве не мерзшей воды находится в соответствии с указанными 

закономерностями [8, c.48; 24, c.25].  

 

Рисунок 1.2 - Зависимость содержания незамерзшей воды от температуры в 

мерзлых грунтах с различным составом обменного комплекса [24, с.25], с 

изменениями): 1 – Na-бентонит; 2 – Ca-бентонит; 3–Fe-бентонит. 

 

Методы определения незамерзшей воды 
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Методы основаны на переходе части воды при промерзании в твердую фазу 

(лед) с иными физическими параметрами, что можно зафиксировать различными 

способами. 

1. Дилатометрический метод. Известно, что объем воды при переходе ее в 

лед увеличивается на 9 %, поэтому, измерив объем образца до 

промерзания и после и зная количество воды в грунте, можно рассчитать 

количество незамерзшей воды. Однако этот метод дает большую ошибку 

[45, с. 173]. 

2. Сублимационный метод. При использовании этого метода образец 

испытуемого грунта подвергают сушке при отрицательной температуре 

(сублимации). Образец изолируется таким образом, чтобы сублимация 

могла происходить лишь с одного торца, и в зависимости от состава 

подвергается сублимации при заданной температуре. Затем образец 

разрезают на тонкие слои, параллельные плоскости сублимации, в 

каждом из которых определяют влажность незамерзшей воды. По этим 

данным строят кривую распределения влажности, к двум участкам 

которой строят касательные, их пересечение дает значение влажности 

незамерзшей воды. Метод достаточно точен, прост и производителен, но 

для тонкодисперсных глин может давать большую ошибку. 

3. Калориметрический метод. При фазовых превращениях воды выделяется 

или поглощается определенное количество тепла, соответствующее 

количеству образовавшегося льда. Зная общую влажность образца 

грунта до промерзания и определив количество образовавшегося льда, 

можно найти количество воды, не замерзшей при данной температуре. 

Количество льда gл определяют в специальных приборах — 

адиабатических калориметрах, используя формулу [30, c.464]. 

 

         𝑔л =
[( 𝐽ж−𝐶Ж)+𝐹](𝑇0= 𝑇𝑛)−(𝑇𝑛

1−𝑇обр)(𝑔б 𝑐б+𝑔гр 𝑐гр+𝑊об)

79,75+0,5 𝑇обр
                     (1) 
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Где Wоб — общая влажность; Jж — количество калориметрической 

жидкости; Сж — теплоемкость калориметрической жидкости; F — фактор 

калориметра (количество тепла, необходимое для нагрева калориметра на 1 °С); 

Т0 — температура начала опыта по термометру Бекмана; Tn— температура 

конца опыта по термометру Бекмана; Tn
1 —  приведённая температура конца 

опыта; Тобр — температура с учетом знака;  gб— масса бюкса; сб— теплоемкость 

бюкса; gгр—масса грунта; cгр —теплоемкость грунта. 

4. Метод измерения ядерно-магнитного резонанса. Поскольку незамерзшая 

вода находится под влиянием поверхностных сил, спектр поглощения 

электромагнитной энергии у льда значительно шире спектра поглощения 

незамерзшей воды. Эта разница замеряется на особых приборах, где 

образец мерзлого грунта подвергается воздействию импульсного 

электромагнитного поля. Метод точен, но определения требуют сложной 

аппаратуры и больших затрат времени, поэтому он применяется весьма 

редко — лишь для специальных научных исследований [49, с.34; 38, 

с.1017; 23, с.65; 21, с. 4; 17, с. 59]. 

5. Расчетный метод. Количество незамерзшей воды в грунтах, как показано 

выше, зависит от характеристик самого грунта. Существует ряд 

эмпирически выведенных зависимостей, позволяющих оценить 

количество незамерзшей воды в зависимости от дисперсности, 

влажности и некоторых других параметров. Например, для незасоленных 

мерзлых грунтов (по СНиП 2.02.04-88 [1990]) содержание незамерзшей 

воды можно определить по формуле 

 

                                   𝑊нз = 𝑘(𝑊)𝑊𝑃                                                             (2) 

 

где Wp — влажность нижнего предела пластичности; k(W) — коэффициент 

влажности. 
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Коэффициент k(W) зависит от температуры и числа пластичности и может 

быть определен по таблице. Например, у глин с числом пластичности более 0,17 

для температуры минус 2°С коэффициент k(W) = 0,65. 

Ошибка метода достаточно велика, поэтому он применяется в основном для 

экспрессных оценок. 

 

Выводы 

В пробах многолетнемерзлых пород обнаружены жизнеспособные 

микроорганизмы разных родов и видов, которые могут там находиться в 

состоянии гипометаболизма или анабиоза. 

        Механизмы жизнеспособности микроорганизмов остаются до конца не 

изученными. Одним из наиболее важных факторов влияющих на 

жизнеспособность микроорганизмов является водная среда их обитания. В 

условиях вечной мерзлоты температура пород в основном лежит в диапазоне от 

минус 8 до минус 2°С. При этих температурах часть внутрипоровой воды может 

сколь угодно долгое время находиться в незамерзшем состоянии. Кроме этого, 

сами микроорганизмы и продукты их жизнедеятельности могут влиять на 

содержание незамерзшей воды.  

       Определение фазового состава воды при температуре ниже 0°С в водных 

дисперсных системах является непростой задачей. Корректное определение этого 

параметра с использованием теплофизических методов (калориметрия, 

дифференциальный термический анализ (ДТА) и т. д.) затруднено, поскольку 

удельная теплота плавления льда в дисперсных средах может зависеть от 

температуры. Характер этой связи недостаточно изучен. Это осложняет 

использование калориметрических методов для определения содержания 

незамерзшей воды в дисперсных системах. Результаты измерений влажности 

косвенными методами (диэлькометрия и др.) в сильной степени зависят от 

свойств дисперсной среды и требуют трудновыполнимой корректировки в случае 

изменения дисперсности среды. Ядерный магнитный релаксационный (ЯМР) 
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анализ позволяет осуществлять прямые бесконтактные измерения фазового 

состава воды в дисперсных средах [19, с. 100; 18, с. 21]. Однако, методика 

определения содержания незамерзшей воды в суспензиях клеток 

микроорганизмов, выделенных из многолетнемерзлых пород, отсутствует.  
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Глава 2 Экспериментальная часть 

2.1 Исходные положения 

      Требуется корректное определение этого параметра с  использованием 

методов ЯМР и дифференциального термического анализа (ДТА). ДТА измерения 

использованы нами для определения температуры образования, кристаллизации 

льда в исследуемых дисперсиях.  Метод ЯМР позволяет получать информацию о 

фазовом состоянии воды в процессе  её фазовых превращений.  Для определения 

содержания незамерзшей воды методом ЯМР в данной работе в качестве эталона 

использован образец полидиэтилсилоксанового полимера (ПЭС-5) (далее эталон 

ПЭС-5). Калибровка эталона ПЭС-5 проведена с использованием кварцевого 

песока (фракция 0,150-0,300 мм с заданной влажностью. Для сравнения 

антифризных свойств органических полимеров с антифризными свойствами 

микроорганизмов и их метаболитов нами определялось содержание незамерзшей 

воды в водных растворах синтетического водорастворимого полимера - 

поливиниловый спирт (ПВС) и биологического водорастворимого полимера - 

агар-агар.  

2.2 Материалы 

1)  Полидиэтилсилоксановый полимер 

Жидкость ПЭС-5 представляет собой полидиэтилсилоксановый полимер. 

Полимер  линейной структуры общей формулы; [(С2Н5)3SiO- [(C2H5)2SiO-

]nSiO(C2H5)3. 

Физико-химические характеристики жидкости ПЭС-5: 

полиэтилсилоксановая жидкость бесцветна, не имеет запаха, химически инертна, 

коррозионностойка и имеет низкую испаряемость. Она растворима в 

ароматических и хлорированных углеводородах, не растворима в низших спиртах 

и в воде. Полиэтилсилоксановая жидкость обладает диэлектрическими 

свойствами, застывает она при температуре -60оС не окисляется при температурах 

до 150°C и остается термически стабильной в инертной среде до 225°C.  
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Выбор этого полимера обусловлен, нетоксичностью и низкой температурой 

застывания.  

2)   Раствор поливинилового спирта 

 

Рисунок 2.1 – Порошок поливинилового спирта. 

 

Поливиниловый спирт – искусственный, водорастворимый, 

термопластичный полимер, получаемый посредством гидролиза 

поливинилацетата. Поливиниловый спиpт [-СH2-СH(ОH)-]n - поpошок белого или 

желтоватого цвета. Поливиниловый спирт имеет плотность 1,2 -1,3 г/см3.  

 Нетоксичностью и биосовместимостью, а так же относительной 

несложностью  методики формирования водного раствора.  

Нами использовался ПВС марки 16/10 ГОСТ 10779-78. 
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В ходе проведения экспериментального исследования использовался 

водный раствор с содержанием ПВС 0,1 мас. %. 

Водный раствор ПВС готовился на паровой бане согласно методике, 

описанной в ГОСТ 10779-78. В колбу наливалось 99,9 г. дистиллированной воды 

и вносилось 0,1 грамм порошка поливиниловый спирта. Затем колбу с ПВС 

помешали емкость с водой, где поддерживалась температура 70 – 90°С, и 

осуществляли растворение поливиниловый спирта, постоянно перемешивая, до 

полного растворения. После полного растворения порошка ПВС в воде колбу с 

полученным раствором охлаждали при комнатной температуре [16, c. 641].     

3) Агар-агар  

 

Рисунок 2.2 – Порошок агар-агар 

 

Для сравнения с образцами суспензий микроорганизмов и их метаболитов 

нами использован агар-агар 

Агар-агар - биологический, водорастворимый полимер, получаемый 

посредством экстрагирования из красных и бурых водорослей, произрастающих в 

черном море, белом море и тихом океане, и образующих в водных растворах 
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плотный студень, химический состав которого отличается высоким содержанием 

полисахаридов около 80% от всего объема вещества. В составе также 

присутствует вода, зола, пищевые волокна и некоторое количество минеральных 

солей.  

Агар-агар не растворим в холодной воде. Раствор агар-агара полностью 

растворяется только при температурах от 95 до 100 °С. Горячий раствор является 

прозрачным и слабо вязким. По мере охлаждения вязкость раствора полимера 

увеличивается.    

Выбор этого полимера обусловлен нетоксичностью и биосовместимостью, а 

так же относительной несложностью  методики получения водного раствора. 

В ходе проведения экспериментального исследования использовался 

водный раствор с содержанием агар-агара 0,1 мас. %. 

Раствор агар-агар готовился на паровой бане согласно следующей методике. 

В колбу наливалось 99,9 г. дистиллированной воды и вносилось 0,1 г. агар-агара. 

Затем колбу с агар-агаром и водой помешали в емкость с водой, где 

поддерживалась температура 95-100°С, и раствор перемешивали до полного 

растворения агар-агара. После полного растворения порошка ПВС в воде колбу с 

полученным раствором охлаждали при комнатной температуре.     

4) Штамм Bacillus sp. M3 

В работе использованы микроорганизмы Bacillus sp. штамм M3 (рис. 2.3 – 

2.5), выделенные из проб многолетнемерзлых пород (ММП) позднего неогена 

(Центральная Якутия, Мамонтова гора). Штамм задепонирован во Всероссийской 

Коллекции Промышленных Микроорганизмов (ВКПМ) ФГУПГосНИИГенетика, 

регистрационный номер ВКПМ: В-10130. Культивирование штамма 

осуществлялось  в Тюменском Научном Центре Сибирском отделении 

Российской Академии наук [25, с.666].  
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Рисунок 2.3 – Штамм Bacillus sp. M3 (Снимок выполнен на электронном 

микроскопе сотрудниками ТюмНЦ СО РАН) 

 

Рисунок 2.4 – Штамм Bacillus sp. M3 (Снимок выполнен на электронном 

микроскопе сотрудниками ТюмНЦ СО РАН) 
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Рисунок 2.5 – Штамм Bacillus sp. M3 (Снимок выполнен на электронном 

микроскопе сотрудникми ТюмНЦ СО РАН) 

Настоящее использованные микроорганизмы относится к бактериям рода 

Bacillus, найденным в древних многолетнемерзлых породах Якутии.  

Штамм Bacillus sp. M3, в отличие от известных, выделен из вечной 

мерзлоты, возраст которой составляет многие тысячи лет, и поэтому 

характеризуется исключительной жизнеспособностью и способностью выживать 

в течение длительного времени при низких температурах. В экспериментах с его 

культурой наблюдается увеличение мышечной силы, увеличение физической и 

умственной активности, иммуномодулирование и замедление старения [39, с. 

2360]. 

Морфологические особенности штамма: прямые палочки с закругленными 

концами, слабоподвижные 1-1,2×3-10 мкм, по 1-2, цепочки до 7. Образует 

эндоспоры овальной формы, расположенные центрально и терминально, не 

превышающие размер вегететивных клеток. 

Характеристики места выделения штаммов 

Мамонтовая гора 
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В качестве объекта исследования были выбраны жизнеспособные 

микроорганизмы из образцов одного из самых древних обнажений вечной 

мерзлоты в Евразии – на Мамонтовой горе. Образцы были отобраны на 

Мамонтовой горе в Восточной Сибири, где расположены одно из самых древних 

отложений вечной мерзлоты на Земле. Отбор образцов произведен в июле, 1,5 м 

от поверхности экспозиции, ниже активного слоя приблизительно 0,9-1 м. Склон 

подвержен эрозии несколько см в год. Поэтому образцы были взяты из вечной 

мерзлоты, которая, возможно, не таяла в течение двух и более миллионов лет. 

Существует возможность, что образец прибыл от уровня, достигнутого активным 

слоем  в течение последнего, более теплого, чем обычно лето. Но это кажется 

маловероятным, поскольку склон (последствие речной эрозии от нескольких см 

до 0,7 м в год) образовался совсем недавно. До разрушения, образовавшего склон 

образец был бы приблизительно на глубине 9 м и маловероятно, что он таял 

длительный период времени. Средняя температура залежей в настоящее время 

составляет 0 - 4°С, и остается ниже нуля. Аллювиальные залежи, состоящие из 

мелкозернистых песков и алевролитов с растительными прослойками, остаются 

открытыми. Систематический состав семян, пыльцы и листьев относится к 

среднему миоцену , приблизительно 11-16 миллионов лет назад. Это самое 

северное из известных в Евразии локализации остатков листьев и стволов 

Неогенного периода  относящихся к Salix, Populus, Alnus и других семейств. 

Залежи оставались замороженными, по крайней мере в пределах 1,8-1,9 

миллионов лет назад и вероятно ранее чем 2 миллиона лет, и не таяли до 

настоящего времени из-за холодного климата Плейстоцена. Недавние 

исследования показали, что интенсивное охлаждение началось в Позднем 

Плиоцене 3-3,5 миллионов лет назад. По данным Бакулина и Спектор (2000) 

температура января составляла  от -12 до -32°С, и приблизительно +12 - +16°С в 

июле, таким образом, возраст вечной мерзлоты на Мамонтовой горе достигает 3,5 

миллиона лет. Замороженный ствол с незначительными повреждениями 

обнаружен на 15 м выше уровня реки в Среднемиоценовых залежах,  определены 

размеры древесины, которые составили 10х10х10 см, были сохранены 
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замороженными до прибытия в лабораторию. Пробы мерзлых пород отбирали с 

максимально возможными для полевых условий предосторожностями. 

Использовали стерилизованные спиртом и обожженные в пламени металлические 

инструменты (буры, пинцеты, скальпели). Для поверхностной стерилизации 

образцов пробу весом около 50 г помещали в стакан с 96 % раствором этанола, 

затем в пламя горелки и упаковывали в стерильную пробирку. Кроме того, 

отбирали монолиты мерзлых пород весом 4–5 кг. Отобранные породы хранили 

при температуре –5 °C, что было близко к естественным условиям. 

Транспортировку проб осуществляли в термоконтейнерах с хладагентами в 

мерзлом состоянии. 

ММП Мамонтовой горы (Якутия): F2 – Alcaligenaceae bacterium, Mg 8 – 

Bacillus spp. 

Штаммы микроорганизмов, выделенные из кернов, полученных при 

бурении скважин в районе Тарко-Сале: 4/25 – Acinetobacter spp, 2/03 – 

Enterobacter spp, 8/75-1 – Bacillus megaterium, 2/06 –  Bacillus megaterium. 

Из обнажения многолетнемерзлых отложений первой р.Чары: 9/08 – Bacillus 

megaterium, 2/09 –  Bacillus pumilus. 

2.3 Оборудование 

2.3.1 Оборудование для получения образцов и проведения 

экспериментальных работ 

1. Электронные аналитические весы Sartorius CP225D (рис. 2.6), 

позволяющим взвешивать с точностью до 0,01 мг имеют порт RS-232 для связи с 

ПК, аналитическим прибором или принтером. 

 При использовании в качестве контрольного средства в системе управления 

качеством все полученные данные могут быть запротоколированы в соответствии 

со стандартами ISO и GLP. 
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Рисунок 2.6 –  Общий вид электронных аналитических весов Sartorius CP225D 

 

2. Термостат 

Для проведения экспериментов использовался термостат жидкостный 

низкотемпературный «КРИО-ВТ-11». Диапазон регулирования температуры в 

термостате от минус 30°С до 100°С. Нестабильность поддержания установленной 

температуры в течение 1 ч в пределах ± 0,1С. Неоднородность температурного 

поля в рабочем объеме термостата в пределах ± 0,1С. 

 Конструкция термостата представлена на рис. 2.7. Она состоит из блока 

регулирования температуры (1) и корпуса (2), внутри которого расположена 

рабочая ванна (3) и размещена холодильная машина (4). В рабочей ванне, кроме 

погружаемой части блока регулирования, расположен теплообменник (5), по 

которому прокачивается хладагент при работе холодильной машины. 
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Рисунок 2.7 – Внешний вид и устройство термостата «КРИО-ВТ-11» 

 

Работа термостата заключается в поддержании заданной температуры 

циркулирующего теплоносителя и обеспечении равномерного температурного 

поля в рабочей ванне. Циркуляция теплоносителя обеспечивается центробежным 

насосом (6), расположенным в блоке регулирования температуры. Охлаждение 

теплоносителя осуществляется с помощью холодильной машины посредством 

теплообменника, установленного в основной ванне.  

В термостате используется блок регулирования температуры погружной 

циркуляционный «М12» (рис. 2.8).  
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Рисунок 2.8 Устройство блока регулирования температуры. 1 - лицевая 

панель, содержит органы управления и индикации; 2 - разъем интерфейса RS485 

или RS232 (опция); 3 - разъем модуля управления холодильной машиной; 4 - 

автоматические предохранители; 5 - разъем USB; 6 - штуцер для подключения 

внешнего потребителя (возврат теплоносителя); 7 - штуцер для подключения 

внешнего потребителя (подача теплоносителя); 8 - винт для крепления блока 

регулирования на ванне; 9 - поплавок датчика уровня теплоносителя; 10 - 

встроенный управляющий датчик; 11 - циркуляционный насос; 12 - 

электрический нагреватель 

 

Работа блока регулирования заключается в поддержании заданной 

температуры теплоносителя, циркулирующего в ванне термостата.  

Температура теплоносителя на выходе насоса измеряется датчиком (10), 

представляющим собой платиновый термометр сопротивления. Электронная 

схема управления сравнивает результат измерения с заданием, установленным 

оператором, и вычисляет текущее значение мощности, подводимой к нагревателю 

(12), так, чтобы температура теплоносителя соответствовала заданной. 
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Вычисление может проводиться как по пропорционально-интегрально-

дифференциальному закону (ПИД) с предварительно установленными 

коэффициентами регулирования, так и полностью автоматически - с 

самонастройкой в процессе работы. 

Установка режимов работы блока регулирования осуществляется органами 

управления, расположенными на лицевой панели (рис. 2.9).  В процессе работы 

блока регулирования на дисплее отображается температура теплоносителя, 

заданное значение, мощность нагрева, текущее время и дополнительная 

служебная информация.  

 

Рисунок 2.9 – лицевая панель блока регулирования «М12». 13 - 

жидкокристаллический дисплей; 14 - пиктограммы, обозначающие 

функциональное назначение кнопок 19; 15 - индикатор срабатывания системы 

безопасности (красного цвета); 16 - индикатор стабилизации температуры 

теплоносителя (желто-зеленого цвета); 17 - функциональные кнопки для 

перемещения указателя и изменения значений параметров; 18 - кнопка отмены 

текущего действия; 19 - кнопка подтверждения текущего действия; 20 - установка 

температуры срабатывания защиты от перегревания теплоносителя; 21 - разъем 

для подключения внешнего управляющего датчика; 22 - кнопка включения блока 

регулирования 
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В рабочую ванну термостата заливается теплоноситель – антифриз AGA 

Z65. В его состав входят моноэтиленгликоль, дистиллированная вода, комплекс 

функциональных присадок, флуоресцирующий краситель. Диапазон рабочей 

температуры от минус 65 °С до 132°С. 

3. Термодатчик 

Для измерения температуры образца и антифриза во время экспериментов 

использовались два вида термодатчика. Один термодатчик изготавливался из 

стальных трубок диаметром 15х3 и 37х3 мм. Внутри трубки на расстоянии 3 мм 

от конца, активной части термодатчика впаян кремниевый импульсный 

полупроводниковый диод КД512А (рис. 2.10) с рабочим диапазоном от минус 

45°С  до 100°С. Он позволяют измерять температуру с точностью ±0,05°С. 

 

Рисунок  2.10 –  Внешний вид кремниевого диода КД512А 

 

 

Рисунок 2.11 –  Внешний вид термодатчика, используемого для измерения 

температуры во время экспериментов 
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Второй датчик, используемый в экспериментах, - медь-константановая 

термопара Т-типа. Термопара представляет собой устройство для измерения 

температуры, которое состоит из двух разнородных проводников, 

контактирующих друг с другом в нескольких или одной точке. В данном случае 

это константановая и медная проволоки. В тот момент, когда на одном из таких 

участков изменяется температура, создается определенное напряжение. 

Термопары часто используются для контроля температур разнообразных сред, а 

также для конвертации температуры в энергию, в частности, в электрический ток. 

 

 

Рисунок 2.12 –  Проволоки, используемые для создания термопары. 1 – 

константановая проволока 2 - медная проволока 

 

 

 

 

 

Рисунок  2.13 –  Внешний вид термодатчика, используемого для измерения 

температуры во время экспериментов 
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Калибровка термодатчиков производилась получением зависимости 

падения напряжения на диоде от величины температуры при постоянном 

значении прямого тока через диод. Полученные при градуировке данные 

обрабатывались методом наименьших квадратов. 

Калибруемый термодатчик помещали в термостат «КРИО-ВТ-11» вместе с 

эталонным ртутным термометром примерно в одно место, чтобы исключить 

влияние температурного градиента в рабочей ванне термостата. Погрешность 

измерений ртутного термометра ±0,05°С. Диапазон изменения температуры при 

калибровке от минус 30°С до 20°С. Нестабильность поддержания установленной 

температуры термостатом ±0,01°С. В качестве хладагента в термостате 

использовали антифриз AGA Z65 с температурой замерзания минус 65°С. 

Калибровка термопары проводилась с помощью термостата «КРИО-ВТ-11», 

компаратора и ртутного термометра, сосуд Дюара со льдом.  

 

 

Рисунок 2.14 – График зависимости ЭДС от температуры 
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4. Блок регистрации сигналов 

Во время экспериментов сигналы с термодатчиков поступают на блок 

регистрации сигналов. Блок регистрации имеет 6 входов, к четырем из них 

подсоединяются термодатчики, а к двум манометры (рис. 2.15).  Данное 

устройство позволяет регистрировать в режиме реального времени изменения 

температуры и давления на всем протяжении эксперимента. Блок регистрации 

сигналов изготовлен по индивидуальному заказу. Исполнителем заказа выступила 

ОАО «Геотрон».  

 

Рисунок  2.15 – Задняя панель блока регистрации сигналов 

 

 

Рисунок  2.16 – Блок регистрации сигналов и компьютер 
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Рисунок 2.17  – Интерфейс компьютерной программы 

 

Из блока регистрации данные по USB-шине передаются на компьютер. Для 

записи и графического отображения экспериментальных данных, получаемых в 

режиме реального времени с манометров и термопар, используется компьютерная 

программа (рис. 2.17). Программа имеет 7 каналов, то есть возможность 

записывать одновременно 7 различных сигналов. Значения по каналам 

настраиваются так, чтобы данные, поступающие с термодатчиков показывали 

температуру в градусах Цельсия. 

В программе можно регулировать частоту записи экспериментальных точек 

(рис 2.17). 



43 

 

 

Рисунок 2.18 – Интерфейс компьютерной программы 

 

В окне ChannelEditForm можно менять значение по каналу для того, чтобы 

записывать экспериментальные данные в необходимой форме (рис. 2.18). 

 

Рисунок 2.19 – Интерфейс компьютерной программы 

 

5. Вакуумный  шкаф UT-4630V (рис. 2.20) предназначен для применения в 

лабораторных условиях для сушки и стерилизации, термочувствительных легко 

разлагаюшихся веществ, подверженных быстрому окислению в условиях 

вакуума.  
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Вакуумный  шкаф позволяет осуществлять сушку объектов при 

температурах от 10°С до 250°С, температура поддерживается с точностью 0,1°С.  

Объект помешался в печь, производилось вакуумирование, устанавливалась 

необходимая температура, при этих условиях образец выдерживался в печи 

определенный промежуток времени. Затем печь выключалась, производилась 

разгерметизация, образец извлекался.        

Вакуумирование осуществлялось вакуумным насосом Value VE225n  (рис. 

2.21). Производительность - 70 л/мин. Остаточное давление - 0,003 мбар. 

 

Рисунок 2.20 – Вакуумный  шкаф UT-4630V 

 

 

Рисунок 2.21 – Вакуумный насос Value VE225n  
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2.3.2 Экспериментальная установка ДТА 

Термограммы дифференциального термического анализа (ДТА) получены 

установке (рис. 2.22), которая состояла из термостата КРИО-ВТ-05-01, 

обеспечивающего программированное изменение температуры 

термостатирующей жидкости, ячейки для образца и блока регистрации. 

Регистрировались текущая температура термостатирующей жидкости и 

температура в центре образца. Для получения термограммы дифференциального 

термического анализа термостатирующая жидкость охлаждалась с заданной 

скоростью, при этом регистрировалась разность между текущей температурой в 

центре образца и температурой термостатирующей жидкости – ∆T. По 

результатам измерений строилась зависимость ∆T от температуры 

термостатирующей жидкости.  

 

Рисунок 2.22 –  Схема экспериментальной установки для проведения ДТА 

исследований:  1 – термостат  КРИО-ВТ-05-01,  2 – термодатчики, 3 – 

исследуемый образец , 4 – ячейка для образца, 5 – цифровой преобразователь 

сигнала , 6 – компьютер 
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Нами получены термограммы охлаждения образцов со скоростью 0,2 

градуса в минуту от комнатной температуры до минус 30°С  образцов суспензий 

клеток микроорганизмов рис. 2.23.  

 
Рисунок 2.23 – Кривая ДТА (∆T) охлаждения образца суспензии клеток 

микроорганизмов 

 

6. ЯМР оборудование 

2.3.3 Физические основы метода  

ЯМР-релаксационной спектроскопии  

Спектрометры ядерного магнитного резонанса позволяют исследовать 

процессы, происходящие в веществе на микроскопическом уровне. Получаемые 

на их основе данные дают ценную информацию о свойствах и поведении 

исследуемого макроскопического объекта в целом. В частности, с их помощью 

могут быть исследованы, различные дисперсные системы, растворы, газогидраты 

и т.д. [20, c. 282]. 

Методы спектроскопии ЯМР делят на два класса: метод ЯМР высокого 

разрешения и метод ЯМР низкого разрешения. Метод ЯМР высокого разрешения 

применяется для изучения строения молекул исследуемого вещества, определение 

химического состава, взаимосвязи ядер и т.д. Импульсный метод ЯМР 
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применяется для исследования релаксационных процессов в образце, в частности 

позволяет изучать дисперсии воды. 

Резонансное поглощение энергии в системе ядерных спинов 

 

   В основе спектроскопии ЯМР лежат магнитные свойства атомного ядра, в 

нашем случае это ядра водорода. Каждое ядро обладает внутренней степенью 

свободы – спином.  

 

Рисунок 2.24 -  Магнитный дипольный момент в однородном внешнем поле 

 

Ядро с ненулевым спином обладает магнитным дипольным моментом 


, 

характеризующим взаимодействие ядра с однородным внешним магнитным 

полем H


 (рис. 2.24). Энергия этого взаимодействия определяется формулой 

HE


 . Направление магнитного момента ядра совпадает (с точностью до знака) 

с направлением спина I


, то есть I

  . Величина   называется гиромагнитным 

отношением ядра. Вследствие параллельности векторов 
  и I


 магнитные 

свойства ядра характеризуются одной величиной  , в качестве которой 

выбирается значение компоненты z  в состоянии с максимальным значением 

II z  : 

 I  , (3) 

где IIII  ,...,1,  ( I  принимает целое или полуцелое значение).  

Явление ядерного магнитного резонанса состоит в том, что магнитное ядро, 

находящееся в сильном постоянном магнитном поле, может перейти с одного 

энергетического уровня на другой под действием слабого высокочастотного поля 

определенной (резонансной) частоты рез . 
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Рисунок 2.25 - Снятие вырождения по спиновому квантовому числу (ядро 

со спином ½) в постоянном поле 

 

Физическая картина этого явления такова: во внешнем постоянном 

магнитном поле H


 ядро, находясь в состоянии с энергией 0E , приобретает 

дополнительную энергию: 

                                              HI
I

HE





 .                                            (4) 

Величина HI


  может принимать значения IHHIIH  ,...,)1(, , где H  - 

абсолютная величина поля. 

   Рассмотрим ядро со спином 1/2. В этом случае состояние с энергией Ео  в 

отсутствии внешнего магнитного поля двукратно вырождено. Магнитное поле, в 

соответствии с эффектом Зеемана снимает вырождение. Энергетический  уровень   

0E   расщепляется  на  два  подуровня  с  энергиями (рис. 2.25)  

HE 0  и HE 0 .                                                   (5) 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 2.26 – Сигнал поглощения 



49 

 

В макроскопическом образце (то есть в системе, состоящей из большой 

совокупности магнитных ядер) в отсутствие высокочастотного поля в состоянии 

термодинамического равновесия большинство ядер оказывается на низшем 

энергетическом уровне с энергией HE 0 .  

Для перехода на первый возбужденный уровень нужна энергия: 

HE 2 ,                                                    (4) 

которой соответствует частота 
рез :       

      
h

H

h

E 


2
рез 


 .                                                   (5) 

Поэтому если генератор, создающий высокочастотное поле настроить на 

частоту рез , то образец в целом начнет поглощать энергию (рис. 2.26). 

Механизмы релаксации намагниченности 

  После включения магнитного поля ),0,0( HH 


 макроскопическая система 

приближается к равновесному распределению ядер между энергетическими 

уровнями HEE  0  и HEE  0 . Этот процесс протекает в течение некоторого 

определенного интервала времени и приводит к соотношению 


 EE NN , где 
EN  и 

EN  - количество ядер в состоянии E  и E  соответственно. В результате 

появляется макроскопическая равновесная намагниченность M


 с амплитудой 0M , 

которая является результирующей индивидуальных магнитных моментов ядер, 

составляющих избыток населенности основного состояния (рис. 2.27).  

     Поскольку ядерные моменты вращаются не в фазе, а статистически 

распределены по поверхности конуса, в плоскости x , y  не возникает никакой 

компоненты макроскопической намагниченности. Если теперь на систему 

наложить переменное электромагнитное поле 1H , то в момент резонанса )( рез   

произойдет взаимодействие между индивидуальными ядерными моментами и 

полем 1H , которое выводит вектор M


 из его равновесного положения вдоль оси z

. 
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Рисунок 2.27 – Макроскопическая намагниченность M


    как 

результирующая индивидуальных ядерных моментов 


;  показаны только 

моменты ядер, составляющие избыток населенности основного состояния 

 

  Рассмотрим процессы в макроскопическом образце после того как  

воздействие на него со стороны высокочастотного поля прекращено. В 

постоянном поле ),0,0( HH 


 для z  компоненты макроскопической 

намагниченности M


 в образце, после того как воздействие на него со стороны 

переменного поля прекратилось, получено выражение: 

                                                     )(
1

0

1

MM
Tdt

dM
z

z  , (6) 

где 0M  - равновесная намагниченность, zM  - компонента намагниченности, 

параллельная постоянному полю H


. Наблюдаемый в эксперименте 

экспоненциальный релаксационный процесс описывается этим уравнением и 

характеризуется постоянной времени 1T . 1T  называют временем спин-решеточной 

релаксации или продольной релаксации (решеткой в ЯМР называют совокупность 

всех степеней свободы образца, кроме рассматриваемых спинов). 1T  - время  

продольной релаксации, поскольку оно описывает приближение к равновесию 

компоненты M


, параллельной H


. 

     Одним из основных механизмов спин-решеточной релаксации является 

то, что молекулы совершают хаотические трансляционные и вращательные 

движения, и если в них входят ядра, обладающие магнитным моментом, то эти 

ядра подвергаются воздействию быстро флуктуирующего, то есть зависящего от 
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времени, магнитного поля, создаваемого магнитным моментом соседних ядер (и 

магнитными моментами электронов, если они тоже присутствуют). Это поле 

может быть описано как магнитный шум. Это флуктуирующее поле обладает 

компонентами xH  и 
yH , имеющими частоты рез , которые удовлетворяют 

условию резонанса и могут вызвать переходы между стационарными состояниями 

ядерной спиновой системы совершенно так же, как внешнее высокочастотное 

поле. Магнитная энергия, получаемая решеткой, превращается в тепловую. Спин-

решеточная релаксация – это возвращение системы магнитных ядер в 

первоначальное состояние за счет взаимодействия с решеткой.  

В  рассмотрении  явления   ЯМР  было  установлено,   что  в   дополнение  к 

продольной намагниченности имеется намагниченность в плоскости yx, , которая 

обычно называется поперечной или x , y  - намагниченностью. Поэтому 

целесообразно ввести так называемое время поперечной релаксации 2T ;  это 

особенно важно, поскольку временная зависимость 
yxM ,
 отличается от временной 

зависимости zM . Можно положить, что: 

 
2T

M

dt

dM xx      и    
2T

M

dt

dM yy


.
 (7) 

Время 2T  называют также временем спин-спиновой релаксации в 

соответствии с тем, что механизмом поперечной релаксации является обмен 

энергией между индивидуальными спинами. 

     Важный механизм поперечной релаксации основан на обмене энергии 

внутри спиновой системы. Любой переход ядра между его спиновыми 

состояниями изменяет локальное поле на соседних ядрах на частоте, которая 

вызывает переход в обратном направлении. В результате время жизни спинового 

состояния сокращается и, следовательно, возникает вклад в ширину сигнала ЯМР. 

При этом общая энергия спиновой системы не изменяется. 

   Время поперечной релаксации отражает все (в том числе, аппаратурные) 

причины, вызывающие уменьшение поперечной компоненты ядерной 

намагниченности. Время поперечной релаксации, обусловленной как 
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молекулярным движением, так и аппаратурными причинами обозначают 

2T . 

Основной аппаратурной причиной уширения линии является существование 

неоднородности статического магнитного поля H . Тогда, если присутствует 

только две причины уширения линии: спин-спиновая релаксация и 

неоднородность статического магнитного поля H , 

2T  можно найти из 

соотношения: 

                                  2

11

22

H

TT





.                                                      (8) 

  При больших временах релаксации именно неоднородность магнитного 

поля определяет ширину линии. 

  В экспериментах по ЯМР могут быть использованы сильные переменные 

поля 
1H  (порядка нескольких сотен киловатт). Во избежание полного насыщения 

спиновой системы эти сильные поля могут быть приложены лишь в течение 

короткого интервала времени. Поля, удовлетворяющие этим условиям, называют 

радиочастотными (или высокочастотными) импульсами. 

   Наложение высокочастотного импульса на спиновую систему вызывает 

отклонение вектора M


 от z -оси и появление x , y -намагниченности (рис. 2.26). В 

результате в катушке приемника, расположенной вдоль x -оси лабораторной 

системы координат, возникает переменное    напряжение, экспонциально 

затухающее до нуля с постоянной времени 

2T . Сигнал приемника в этом случае 

называется спадом свободной индукции (ССИ) (рис. 2.28). 

 

Рисунок 2.28 – Макроскопическая намагниченность в образце; а – до 

наложения импульса, б – после наложения импульса 
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Рисунок 2.29 – Спад свободной индукции 

 

Угол отклонения, или азимутальный “угол поворота”  , вектора M


 

определяется соотношением: 

                        ptH1)2/(   ,                                                       (9) 

где pt  - длительность импульса. Нужные значения угла поворота получают 

путем изменения обеих этих величин.   

     Часто используется угол 90 , при этом вектор сумарной 

намагниченности располагается в плоскости x , y  и сигнал в приемной катушке 

имеет максимальную интенсивность.  

     Другой случай: 180 , при этом M


 инвертируется и ориентируется в 

направлении z . Это соответствует обращению поляризации спиновой системы 

или формально отрицательной спиновой температуре в соответствии с 

больцмановским распределением. Импульсы, соответствующие указанным выше 

углам, называются 90 - ными или 180 -ными ( ) импульсами. 

   Использование 90 -ного и 180 -ного импульса служит для измерения 

времен релаксации 
1T , 

2T  и 

2T . В частности, последовательность импульсов 180 , 

 , 90  используется для определения времени релаксации 
1T  (метод инверсии-

восстановления), а последовательность импульсов 90 ,  , 180  используется для 

определения времени релаксации 
2T  (эксперимент “спинового эха”) [19, с.10; 23, 

с. 5].  

Протонные магнитные релаксационные измерения выполнены с 

использованием импульсного релаксометра Bruker Minispec mq с резонансной 

pt  

t  

0A  




 2

0

T

t

eAA  
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частотой 20 МГц (рис. 2.30) и  температурная приставка (точность 1 К), 

позволяющя изменять температуру образцов в диапазоне от 263 К до 313 К.  

 

Рисунок 2.30 – Релаксометр Bruker Minispec mq 

 

Метод ЯМР дает возможность определять количественное содержание 

жидкой воды, в образце. Для этого нами применялась методика с использованием 

одиночного 
90 -ого импульса, а также  импульсной последовательности Карра–

Парселла–Мейбума–Гилла (КПМГ) (рис. 2.31).  

 

 

Рисунок 2.31 – Импульсная последовательность КПМГ, а – кривая спада 

ядерной намагниченности 

 

С помощью последовательности КПМГ мы определяли время спин-

спиновой релаксации жидкой воды в суспензиях микроорганизмов и их 
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метаболитов (T2). Это параметр использовался нами для расчёта среднего размера 

водных частиц в незамерзшей воде. При определении T2  интервал между 

импульсами в последовательности КПМГ  задавался равным 3,5мс. Обработка 

кривых спада ядерной намагниченности проводилась с помощью процедуры 

обратного преобразования Лапласа, позволяющей получать спектр времен 

релаксации ядерной намагниченности. Относительная погрешность определения 

ЯМР-релаксационных параметров не превышала 7 %. 

При проведении ЯМР-измерений высота заполнения пробирки не 

превышала 0,02 м.  

Обработка релаксационных кривых проводилась с помощью процедуры 

обратного преобразования Лапласа.  
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Глава 3 Результаты и обсуждение 

3.1  Релаксация ядерной намагниченности протонов в образцах суспензий 

клеток микроорганизмов и водных растворах полимеров при температуре 

выше 0оС 

Протонсодержащими компонентами суспензий клеток микроорганизмов 

при температурах выше 0оС является внутриклеточная и межклеточная вода и 

биологический материал клеток. В исследованных нами суспензиях 

микроорганизмов массовая доля воды на два порядка превосходит массовую 

долю биологического материала, а массовая доля протонов в микроорганизмах не 

превышает 0,1. Таким образом, вкладом в амплитуду сигнала ЯМР от протонов 

биологического материала можно пренебречь. Фактически в ЯМР экспериментах 

наблюдали спад ядерной намагниченности протонов воды. Наличие в воде 

биологического материала может в сильной степени уменьшать время ядерной 

магнитной релаксации протонов содержащихся в ней. 

 Для установления характера влияния клеток микроорганизмов на скорость 

ядерной магнитной релаксации образцов их водных суспензий проведены 

измерения времени спин-спиновой релаксации Т2 образцов суспензий клеток 

микроорганизмов (Штамм Bacillus sp. M3) содержащих  0,1 массовых процентов 

сухого остатка (после выпаривания воды при 105 оС). Для измерений из 

полученной массы суспензии в стеклянные пробирки диаметром 0,01 м 

отбиралось образцы объемом 1,5 мл. Отобранным образцам присваивались  

порядковые номера. Как видно на рис. 3.1 образец представляет собой 

прозрачную жидкость с небольшим количеством выделившегося осадка на дне 

пробирки.  

Для сравнения измерено T2 для воды и физраствора использованных для 

получения суспензий, а также 0,1 % водных растворов биологического полимера 

(агар-агар) и синтететического полимера (ПВС).  Данные измерений 

представлены в табл. 3.1.   
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Рис. 3.1- Образец суспензии клеток микроорганизмов 

 

С момента приготовления, образцы суспензий клеток микроорганизмов 

хранились в холодильнике при температуре 4°С. Измерение времени релаксации 

Т2 проводились при температуре 40°С через сутки, после приготовления 

образцов. ЯМР-релаксационные параметры для каждого образца измерялись не 

менее трех раз. Параметры ЯМР-релаксометра, использованные для проведения 

ЯМР измерений (при температуре 40 °С), приведены в табл. 3.1 

 

Таблица 3.1 

 Параметры ЯМР-релаксометра (температура измерений 40 °С) 

Параметры Значения параметров 

Интервал между импульсами (τ), мс 1,6 

Количество накоплений (Scans) 40 

Временной интервал между импульсными 

последовательностями(RD),с 
19 

Уровень усиления (Gain) 63 

Количество импульсов (Echo points) 5000 
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Как показала экспоненциальная аппроксимация спада ядерной 

намагниченности, для всех исследованных образцов наблюдался одно 

экспоненциальный спад. 

𝐴 = 𝐴0𝑒𝑥𝑝(−𝑡 T2⁄ )                                                (10) 

где А0 – максимальная амплитуда ядерной намагниченности. 

Полученные значения времени релаксации Т2 приведены в табл. 3.2 

 

Таблица.3.2 

 Время спин спиновой релаксации Т2 (температура 40 °С) 

Образцы T2, мс 
(Т2- Т2ср) 

·100/Т2ср׀,%* 

Дистиллированная вода 2140 6 

Физраствор  2184 2 

Водный раствор Агар-Агара, 

0,1 мас. % 
1470 4 

Водный раствор ПВС, 0,1 

мас. % 
1140 5 

Суспензия микроорганизмов Bacillus sp. штамм M3 

Номер образца 
 

 
1 1986 

4 

2 1765 
8 

3 2064 
8 

5 1864 
2 

6 1987 
4 

7 2003 
5 

8 1985 
4 

9 1977 
3 

10 1936 
1 
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На основании проведенных измерений (табл. 3.2) можно заключить, что 

значения Т2 для разных проб отобранных из одного исходного объема суспензии 

хорошо воспроизводятся (погрешности измерений близки к аппаратурной 

погрешности измерений Т2 5%). Время релаксации Т2 для образцов суспензий 

клеток микроорганизмов незначительно отличается от времени релаксации 

объемной воды. То есть при  40 °С биологический материал клеток в 

исследованных образцах суспензий не оказывал значительного влияния на 

ядерную магнитную релаксацию протонов воды. Более сильное снижение 

времени релаксации Т2 наблюдалось для растворов полимеров. 

Для времени релаксации ядерной намагниченности протонов жидкой воды в 

биологических системах обычно выполняется соотношение: 

1

Т2
=

𝑝

Т2s
−

1−𝑝

Т2v
                                                       (11) 

где Т2s –время спин-спиновой релаксации для воды связанной с 

биологическим материалом, Т2v - время спин-спиновой релаксации для объемной 

воды, p – доля воды связанной с биологическим материалом. Время релаксации 

Т2s намного меньше Т2v. 

Согласно (11) с уменьшение доли связанной воды влияние биологического 

материала на время релаксации воды также уменьшается. 

Кроме этого, ЯМР-релаксационные измерения были проведены повторно с 

этими же образцами при тех же условиях через двое суток (табл. 3.3).  

Двое суток образцы хранились в холодильнике при температуре 4°С. 
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Таблица.3.3 

Время спин-спиновой релаксации Т2  измеренное  спустя двое суток после 

приготовления образцов для суспензии микроорганизмов Bacillus sp. штамм M3 

(температура 40°С) 

Номер образца T2, мс 
 (Т2- Т2ср)׀

·100/Т2ср׀,%
* 

1 2030 0 

2 1980 2 

3 2022 0 

5 1906 6 

6 1972 3 

7 2197 8 

8 2025 0 

9 2042 1 

10 2076 2 

*- Т2ср – среднее арифметическое время релаксации  T2. 

 

Как видно из табл. 3.3 Среднее время релаксации Т2 рассчитанное на 

основании данных приведенных в табл. 3.2 (2050 мс) не отличалось (в пределах 

погрешности) от среднего времени релаксации Т2 измеренного спустя двое суток 

хранения (2030 мс).  
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3.2 Методика определения фазового состава воды при температуре 

ниже 0оС в суспензиях микроорганизмов методом ЯМР 

Нами изучены особенности релаксации ядерной намагниченности протонов 

в суспензиях клеток микроорганизмов и  метаболитов штаммов бактерий MG8  и 

10-50-TS2, а также в водных растворах полимеров ниже 0оС, содержащих лёд.  

С этой целью образцы, предназначенные для ЯМР измерений, охлаждали 

ниже температуры кристаллизации льда. Температура кристаллизации льда 

является случайной величиной, которая зависит от множества параметров (объема 

воды, наличие в ней примесей, скорости охлаждения и др.). Для определения 

температуры кристаллизации льда использовали метод ДТА. образцы 

замораживались в стеклянных пробирках диаметром 0,01 м, уровень заполнения 

пробирки исследуемыми образцами составляла 0,02 м, скорость охлаждения 

образцов составляла 0.2 градуса в минуту. Термограммы всех образцов имели 

схожий вид. Вблизи температуры минус 15 °С наблюдался интенсивный 

экзотермический пик свидетельствующий о кристаллизации льда. Для примера на 

рис. 3.2 представлена термограмма одного из образцов суспензий клеток 

микроорганизмов. При проведении ЯМР измерений изучаемые образцы 

предварительно охлаждались до температуры минус 20°С. Далее они нагревались 

до заданной температуры и выдерживались при этой температуре не менее часа. 

Специально проведенные измерения показали, что этого времени достаточно для 

стабилизации ЯМР релаксационных параметров. 
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Рисунок 3.2 – Термограмма охлаждения образца № 1 суспензии клеток 

микроорганизмов. Скорость охлаждения 0.2 градуса в минуту 

 

Нами проведены ЯМР релаксационные измерения образцов клеток 

микроорганизмов и метаболитов при температуре минус 5 °С. Ввиду слабого 

сигнала ЯМР параметры импульсной последовательности были подобраны таким 

образом чтобы обеспечить детектирование максимальной амплитуды сигнала 

ЯМР (А0) на уровне 100 единиц. Оптимизированные параметры импульсной 

последовательности с использованием которой проводились ЯМР измерения при 

температуре образцов минус 5 °С приведены в табл. 3.4. В частности значительно 

увеличен коэффициент усиления и число накоплений сигнала ЯМР по сравнению 

с импульсной последовательностью использованной для измерений образцов при 

температуре 40 °С (табл. 3.1). 
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Таблица 3.4  

Параметры импульсной последовательности для проведения ЯМР-

релаксационных измерений образцов при температуре минус 5 °С 

 

Параметры 
Значения 

параметров 

Интервал между импульсами (τ), мс 3 

Количество накоплений (Scans) 72 

Временной интервал между 

импульсными 

последовательностями(RD), с 

1 

Уровень усиления (Gain) 119 

Количество импульсов (Echo points) 250 

 

 

Как и в случае образцов измеренных при температуре 40°С для всех 

образцов наблюдали одноэкспоненциальный спад ядерной намагниченности. 

Измеренные значения времени релаксации Т2 приведены в табл. 3.5 
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Таблица.3.5 

 Время спин спиновой релаксации T2 (температура -5 °С)   

Номер образца T2, мс ׀(Т2- Т2ср) ·100/Т2ср׀,%
* 

Суспензия микроорганизмов Bacillus sp. штамм M3 

1 194 33 

2 188 29 

3 172 18 

6 109 25 

7 109 25 

10 102 30 

Метаболит MG8 

1 90 8 

2 101 22 

3 74 11 

4 74 11 

5 66 20 

6 93 12 

Метаболит 10-50-TS2 

1 48 34 

2 69 5 

3 96 32 

4 76 5 

5 77 6 

6 69 5 
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Протонсодержащими компонентами суспензий клеток микроорганизмов 

содержащих лед являются: лёд, биологический материал клеток 

микроорганизмов, незамерзшая вода. Известно, что для протонов льда время Т2 

составляет несколько микросекунд. Нами измерения амплитуды спинового эха 

для изученных образцов проводилось спустя время равное либо превышающее 

несколько миллисекунд. За это время ЯМР сигнал ото льда спадал практически до 

нуля. То есть вкладом протонов льда в сигнал ЯМР для исследованных нами 

образцов суспензий и растворов полимеров можно пренебречь.  

При температуре выше минус 20оС внутриклеточная вода не переходит в 

лёд, сохраняя жидкое состояние. Содержание протонов в воде  в разы больше чем 

в биологическом материале микроорганизмов при этом масса внутриклеточной 

воды превосходит массу биологического материала клеток. Эти факты 

свидетельствуют о том, что при температурах выше минус 20оС вкладом 

биологического материала в сигнал ЯМР суспензий микроорганизмов также 

можно пренебречь.  

Таким образом, сигнал ЯМР суспензий микроорганизмов при температурах 

выше минус 20оС фактически обусловлен лишь наличием в измеряемых образцах 

незамерзшей воды. 

Согласно представленным в табл. 3.5 данным время T2 незамерзшей воды в 

измеренных образцах на порядок меньше времени релаксации в жидкой воде 

переохлаждённой до температуры минус 5 °С (1500 мс). Это согласно (11) это 

является следствием резкого уменьшения доли свободной воды при образовании 

льда.  

Для метаболитов MG и 10-50-TS2 мы измерили время релаксации Т2 в 

диапазоне температур от 0 до минус 25 °С. Полученные данные представлены на 

рис. 3.3 и рис. 3.4. 
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Рисунок 3.3 –  Изменение времени релаксации T2 для суспензии метаболита 

MG8 

 

 

Рисунок 3.4 –  Изменение времени релаксации T2 для суспензии метаболита 

10-50-TS2  

 

Согласно представленным данным наблюдается резкое уменьшение  T2 при 

понижении температуру до минус 15 °С, при дальнейшем понижении 
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температуры T2 изменяется слабо. Это свидетельствует о том что при температуре 

ниже минус 15 °С вода в образцах суспензии преимущественно была связана с 

биологическим материалом. 

Интенсивность сигнала ЯМР зависит от содержания незамерзшей воды.   

Максимальная амплитуда ядерной намагниченности Aо пропорциональна 

количеству протонов содержащихся в измеряемом образце Nо: 

  𝐴о = 𝐾𝑎 ∙ 𝑁о (273.15 + 𝑇)⁄                                                (12) 

где Ka – аппаратурная константа, T – температура образца, °С 

Выше показано, что при температурах больше минус 20оС и параметрах 

ЯМР эксперимента приведенных в табл.  ЯМР сигнал для  суспензий 

микроорганизмов обусловлен лишь наличием в измеряемых образцах 

незамерзшей воды. 

В этом случае максимальная амплитуда ядерной намагниченности для 

незамерзшей воды  Aнв пропорциональна количеству протонов в этой 

незамерзшей воде Nнв: 

 

        𝐴нв = 𝐾𝑎 ∙ 𝑁нв (273.15 + 𝑇)⁄                                           (13) 

 

С учетом (12) масса незамерзшей воды в образце и максимальная амплитуда 

сигнала ЯМР связаны следующим соотношением: 

𝑚67В = 𝐴нв ∙ 𝜇в ∙ (273.15 + 𝑇) (2 ∙ 𝑁A ∙ 𝐾𝑎)⁄                                   (14) 

где µв – молярная масса воды, NA – число Авогадро. 

Постоянную Ka  для заданных параметров ЯМР эксперимента легко найти 

на основании измерений максимальной амплитуды сигнала ЯМР Аэт для образцов 

с известным содержанием протонов Nэт (далее эталонов)  воспользовавшись 

выражением (12): 

𝐾𝑎 = 𝐴эт ∙ (273.15 + 𝑇) 𝑁эт⁄                                 (15) 
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Поскольку вода в условиях равновесия при температурах ниже 0оС  

кристаллизуется, нами использована в качестве эталона полиэтилсилоксановая 

жидкость ПЭС-5 сохраняющая текучесть в широком диапазоне отрицательных 

температур. Исходя из условий ЯМР релакационных измерений приведенных в 

табл. 3.4   было подобрано такое количество ПЭС-5, которое обеспечивало 

интенсивность ЯМР сигнала на уровне приблизительно 100 единиц. Далее этот 

образец, содержащий ПЭС-5 использовался, в качестве эталона при измерении 

содержания незамерзшей воды в исследуемых образцах. 

Количество протонов в эталонных образцах  ПЭС-5 также определяли с 

помощью ЯМР релаксационных измерений. Для этого использовался образец с 

известным содержанием воды mc (образец сравнения). Измерения проводились 

при температуре 40оС. Для обеспечения необходимой интенсивности сигнала 

требовался довольно малый объем воды (порядка 0,1 мл). Объем исследуемых 

образцов составлял примерно 2 мл. В этой связи была разработана процедура 

приготовления образцов сравнения обеспечивающая равномерное распределение 

малого количества воды в объеме  2 мл. Это достигалось  использованием в 

качестве образца сравнения влажного кварцевого песка. Была подобрана такая 

влажность песка (3 мас. %) при которой интенсивности сигналов для эталона A0эт 

и  образца сравнения A0с были близки друг к другу. Значение Nэт находилось с 

помощью выражения: 

𝑁эт = 𝐴0эт ∙ 2 ∙ 𝑁A ∙ 𝑚c/(𝐴0с ∙ 𝜇
в
)                                 (16) 

После подстановки (16) и (15)  в (14) получаем окончательное выражение 

для расчёта содержания незамерзшей воды в образце на основании ЯМР 

релаксационных измерений: 

𝑚нв = (𝐴нв 𝐴эт⁄ ) ∙ 𝐾0                                                                     (17) 

где: 

𝐾0 = (𝐴0эт 𝐴0с⁄ ) ∙ 𝑚c                                                                       (18) 
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Как показали расчеты, выполненные на основании полученных 

экспериментальных данных величина K0 составила 0,038 г.   

3.3 Влияние на фазовый состав воды микроорганизмов  и метаболитов, 

содержащихся в водных суспензиях, при температуре ниже 0оС 

Нами изучено влияние на фазовый состав воды при температуре ниже 0оС 

клеток бактерий (Bacillus sp.  M3) и  метаболитов (MG8, 10-50-TS2)  

содержащихся в водных суспензиях. Для этого определялась доля незамерзшей 

воды по отношению ко всей воде содержащейся в исследованных образцах – D 

при температуре минус 5 оС. Содержание незамерзшей воды в суспензиях 

метаболитов измерено в диапазоне температур от минус 25оС до 0оС. Для 

сравнения содержание незамерзшей воды определено так же в замороженных 

растворах ПВС и агар-агара. Определение содержания незамерзшей воды 

проводилось с использованием разработанной нами методики ЯМР-анализа 

фазового состава воды в суспензиях клеток микроорганизмов описанной в 

разделе. 

Образцы суспензий клеток микроорганизмов предварительно 

замораживались. Для этого они помещались в морозильную камеру  при 

температуре минус 14°С и хранились в ней сутки. Контрольные измерения 

методом ЯМР после выдержке в морозильной камере показали, что образцы 

суспензий были полностью заморожены. Далее замороженные образцы и эталон 

(ПЭС-5) помещались в термостат, где выдерживались в течение 1 часа при 

заданной температуре. За это время температура в образцах и эталоне 

стабилизировалась. В ячейке ЯМР-релаксометра устанавливалась температура 

такая же, как в термостате. Затем поводились измерения максимальной 

амплитуды ядерной намагниченности  для исследуемых образцов  Aнв. Сразу 

после окончания этих измерений, не изменяя температуру в ЯМР ячейке,  

измеряли максимальную амплитуду ядерной намагниченности для эталона (ПЭС-

5) Аэт. Содержание незамерзшей воды рассчитывали с помощью выражения (3.8).  
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В табл. 3.6 приведены полученные значения доли незамерзшей воды в 

образцах суспензий клеток микроорганизмов и их метаболитов при температуре 

минус 5°С. 

Таблица.3.6 

Доля незамерзшей воды D в измеренных образцах (температура минус 5 °С). 

*- Dср – среднее арифметическое доли незамерзшей воды D. 

 

На основании проведенных измерений (табл. 3.2) можно заключить, что 

значения D для разных проб, отобранных из одного исходного объема суспензии, 

Номер образца D,% ׀(D- Dср) ·100/Dср׀,%
* 

Суспензия микроорганизмов Bacillus sp. штамм M3 

1 3,1 5 

2 3,4 16 

3 3,2 6 

6 3,2 6 

7 2,9 2 

Dср = 3,2 

Метаболит MG8 

1 2,3 8 

2 2,4 11 

3 1,9 11 

4 2,5 14 

6 2,4 11 

Dср = 2,3 

Метаболит 10-50-TS2 

1 2,3 2 

2 2,5 9 

3 2,2 3 

4 2,2 4 

5 2,2 3 

6 2,2 3 

Dср = 2,3 

Физраствор 

1 0,0  
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различаются незначительно (на уровне аппаратурной погрешности измерений 

содержания жидкой воды методом ЯМР - приблизительно 10 %). Доля 

незамерзшей воды в суспензиях метаболитов была одинаковой 2,3 %, и этот 

параметр был выше в суспензии микроорганизмов 3,2 %. Известно, что при 

охлаждении суспензий микроорганизмов ниже температуры  минус 20 °С почти 

вся межклеточная вода переходит в лёд. Мы оценили содержание 

внутриклеточной воды в суспензиях микроорганизмов на основании полученных 

нами данных о содержании в них незамерзшей воды при температуре минус 

25 °С. Доля незамерзшей воды при температуре минус 25 °С составила 1,1 %. 

Следовательно, и доля внутриклеточной воды близка к этой величине. Значит 

содержание межклеточной воды существенно (примерно в два раза) превышало 

содержание внутриклеточной воде в суспензии клеток микроорганизмов при 

температуре  минус 5°С. 

 Следует иметь ввиду, что равновесное  содержание незамерзшей воды в 

биологических системах при заданной температуре в определяющей степени 

зависит как от содержания биологического материала в водной среде, так и от  

способности этого материала сдвигать линию фазового равновесия лёд-вода в 

область более низких температур, увеличивая таким образом содержание 

незамерзшей воды при заданной температуре. Понижение температуры 

кристаллизации воды происходит в результате связывания, физико-химичекоко 

взаимодействия воды с материалом, содержащимся в водной среде. 

 Для оценки степени влияния материалов, содержащихся в водной среде, на 

содержание в ней равновесной незамерзшей воды при температуре ниже 0 °С 

нами использовано отношение массы незамерзшей воды содержащейся в образце 

к массе содержащихся в ней материалов (далее доля незамерзшей воды, 

приведенная к массе материала - Dм). Увеличение параметра Dм  

свидетельствовало об увеличении степени влияния биологического материала на 

параметры равновесия лёд-вода, а его уменьшение об обратном. За массу 

содержащихся в воде материалов принимали массу сухого остатка образца (после 



72 

 

выпаривания воды при температуре 105 °С). Рассчитанные значения параметра Dм 

для изученных нами систем приведены в табл. 3.7. 

Таблица. 3.7 

Значения параметра Dм 

Система 

Параметр Dм ,отн. ед. 

-5 °С -10 °С 

Суспензия 

микроорганизмов Bacillus 

sp. штамм M3 

32 23 

Метаболит MG8 220 190 

Метаболит 10-50-TS2 250 190 

Водный раствор Агар-

Агара, 0,1 мас. % 
6 0 

Водный раствор ПВС, 0,1 

мас. % 
4 0 

 

Согласно представленным в табл. 3.7.  данным масса незамерзшей воды в 

замороженной суспензии микроорганизмов превышала массу биологического 

материала в 32 раза при характерной температуре залегания вечномерзлых пород 

(-5 °С). Доля незамерзшей воды по отношению к массе метаболитов (MG8, 10-50-

TS2) превышала в 100 и семь раз доли незамерзшей воды по отношению к массе 

водорастворимых полимеров (агар-агар, ПВС)  и бактерий (Bacillus sp.  M3) 

соответственно, при температуре -5°С (табл. 3.7). Это свидетельствует о том, что 
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метаболиты способны оказывать гораздо более сильное влияние на фазовое 

равновесие лёд-вода, по сравнению с микроорганизмами либо водорастворимыми 

полимерами, способствуя увеличению содержания незамерзшей воды в водных 

средах. 

На рис. 3.5 и рис. 3.6. приведены данные измерений содержания 

незамерзшей воды для замороженных суспензий метаболитов MG8 и 10-50-TS2 в 

диапазоне температур от минус 25оС до 0оС. 

 

Рисунок 3.5 - Изменение содержания незамерзшей воды для водной 

суспензии метаболита MG8 и водного раствора поливинилового спирта (ПВС) 

концентрации 0,1  мас.% 
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Рисунок 3.6 - Изменение содержания незамерзшей воды для водной 

суспензии метаболита 10-50-TS2  

 

Из представленных данных видно, что с понижением температуры с 0°С до 

минус 10°С содержание незамерзшей воды для метаболитов довольно быстро 

снижалось. Дальнейшее понижение температуры с минус 10 до минус 25°С 

приводило к гораздо боле слабому изменению содержания незамерзшей воды. 

Это свидетельствовало о том, что при температуре ниже минус 10°С незамерзшая 

вода была прочно связана с биологическим материалом. В замороженном 

растворе ПВС содержалось гораздо меньше незамерзшей воды. При температуре 

равной минус 10°С и ниже содержание воды находилось в пределах погрешности 

измерений. 
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Заключение 

1. В результате проведенных исследований разработана методика ЯМР-

анализа фазового состава воды при температуре ниже 0°С в суспензиях 

клеток микроорганизмов, выделенных из многолетнемерзлых пород и их 

метаболитов, позволяющая определять содержание незамерзшей в водных 

суспензиях микроорганизмов, выделенных из многолетнемерзлых пород и 

их метаболитов в диапазоне температур от минус 30 до 0 °С, при 

содержании массы биологического материала в суспензии не менее 

0,02 мас. %.  

2. Показано, что в условиях залегания вечномерзлых пород содержание 

межклеточной незамерзшей воды может существенно превышать 

содержание внутриклеточной воды. Так, в суспензии бактерий (Bacillus sp.  

M3) содержание межклеточной незамерзшей воды превышало содержание 

внутриклеточной воды почти в два раза при температуре минус 5°С. 

3. Показано, что метаболиты, полученные с использованием микроорганизмов 

выделенных из многолетнемерзлых пород,  способны в большей степени 

влиять на замерзание водной среды, в которой они находятся по сравнению 

с органическими полимерами, микроорганизмами продуктами которых они 

являются. Так доля незамерзшей воды по отношению к массе метаболитов 

(MG8, 10-50-TS2) превышала в 100 и семь раз доли незамерзшей воды по 

отношению к массе водорастворимых полимеров (агар-агар, ПВС)  и 

бактерий (Bacillus sp.  M3) соответственно при температуре минус 5°С.  
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