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В настоящей работе описывается система автоматизации подачи CO2 для лабо-
раторного инкубатора клеток, которая позволит изготовить инкубатор с контро-
лируемым уровнем CO2 из доступного лабораторного оборудования. Регулятор
CO2 сконструирован в лабораторных условиях из простых компонентов с ис-
пользованием аппаратно-программной платформы Arduino и может быть инте-
грирован в лабораторный термостат. В статье описаны результаты тестовых экс-
периментов на культурах клеток, которые демонстрируют работоспособность
конструкции. Поскольку CO2-инкубаторы являются важным и распространен-
ным научным оборудованием, представленная в статье информация о нашей
разработке будет полезна широкому кругу исследователей.
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ВВЕДЕНИЕ

Клеточные культуры в последние годы используются для множества различных
научных и медицинских исследований. Культивирование стволовых клеток откры-
вает широкие возможности для регенерации поврежденных тканей, восстановлению
утраченных органов [1]. В научно-исследовательских целях культивирование клеток
позволяет исследовать процессы онтогенеза и взаимодействие между клетками раз-
личных тканей [2, 3]. Культивирование различных линий раковых клеток позволяет
увеличить эффективность поиска методов и подходов для борьбы с заболеванием ра-
ком, вести персонализированное лечение больных, проводить исследования новых
лекарственных препаратов [4]. Также клеточные культуры позволяют исследовать
взаимодействие наночастиц с клетками [5]. Клетки в культуре легко доступны для
различных манипуляций и прижизненного наблюдения с помощью микроскопа.
Для выращивания культур клеток используют биологические инкубаторы. Инкуба-
торы применяются в научных и медицинских лабораториях для культивирования
бактерий и клеток различных тканей при контроле содержания углекислого газа,
определенном значении температуры и при заданном уровне влажности в инкубато-
ре. Инкубаторы для бактериальных культур более простые и дешевые приборы и

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по doi 10.31857/S0869813922120135 для автори-
зованных пользователей.
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представляют собой простые термостатируемые шкафы. Существует множество
конструкций подобных термостатов, и во многих лабораториях имеется подобное
оборудование, которое широко применяется в лабораторной работе. Эти инкубато-
ры отлично подходят для выращивания и различных манипуляций с бактериями.
Однако для работы с клетками млекопитающих (например, опухолевыми клетками
человека, клетками мыши или крысы и т.д.), требуются инкубаторы, которые кон-
тролируют как температуру, так и содержание CO2 в окружающем воздухе. Поддер-
жание концентрации CO2 на уровне 5% необходимо для поддержания pH обычных
сред для культивирования клеток млекопитающих (например, ДМЕМ) [6]. Цена та-
ких инкубаторов значительна. Задача данного исследования состояла в разработке
простой системы контроля подачи CO2, которая позволила бы превратить обычный
термостат в инкубатор с автоматическим контролем уровня этого газа. Есть несколь-
ко публикаций, описывающих сравнительно простые СО2-инкубаторы, но они опи-
сывают изготовление новых специализированных устройств [7–9]. Здесь мы предла-
гаем доработать уже имеющееся в лаборатории оборудование, что намного проще,
дешевле и не займет много времени. Поскольку CO2-инкубаторы являются важным
научным оборудованием, представленная в статье информация о нашей разработке
будет полезна широкому кругу исследователей.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Разработанная система контроля концентрации CO2 реализована на базе про-
мышленного CO2-инкубатора ULAB модели UT-8050. В исходной комплектации в
данной модели отсутствует датчик концентрации CO2, а система подачи газа регу-
лируется по определенному алгоритму, исходя из временных промежутков, на ко-
торые открывалась дверь инкубатора, без контроля содержания концентрации CO2
в газовой смеси во внутренней камере инкубатора. Несмотря на установленный
уплотнитель на двери инкубатора, в течение суток происходила утечка СО2, кото-
рую не удавалось скомпенсировать. Это сказывалось на качестве роста клеточных
культур. Было решено полностью заменить штатную систему подачи газа. Штатная
система термостабилизации была оставлена без изменений, так как она неплохо
справлялась со своей задачей.

Основные компоненты системы контроля подачи представлены на рис. 1.

Регулятор концентрации СО2 в камере инкубатора
В качестве анализатора концентрации СО2 был использован недисперсионный

инфракрасный сенсор MH-Z16 с отдельным интерфейсным адаптером I2C/UART
(Winsen, Китай). Ключевыми компонентами датчика являются инфракрасный ис-
точник (светодиод), измерительная камера или световая трубка, фильтр длины вол-
ны и инфракрасный детектор. Окружающий воздух естественным образом попадает
в измерительную камеру, затем концентрация СО2 в воздухе измеряется электрооп-
тическим путем благодаря поглощению определенной длины волны в инфракрас-
ном спектре. Интенсивность инфракрасного излучения, с которой луч от источника
достигает детектора, обратно пропорциональна концентрации СО2 в измерительной
камере датчика. Молекулы других газов не поглощают свет на выбранной длине вол-
ны, так что они не могут повлиять на количество света, попадающего на детектор.
Данный сенсор СО2 был выбран исходя из следующих его преимуществ:

1) хорошая селективность и отсутствие зависимости от содержания кислорода,
быстрое время отклика (<30 с), достаточно высокая точность (±50 ppm и длитель-
ный срок службы (более 5 лет);
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Рис. 1. Общая схема инкубатора с регулятором концентрации CO2. Аппаратно-программная платформа
(Arduino Uno), камера инкубатора (Incubator), жидкокристаллический дисплей (LCD), сенсор CO2
(CO2 sensor), адаптер сенсора CO2 (I2C/UART adapter), электромагнитный клапан (solenoid valve), бал-

лон CO2 c редуктором.
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2) в отличие от химических датчиков CO2, этот датчик не нуждается в постоянно
включенном нагревательном элементе и поэтому имеет низкое энергопотребление;

3) датчик имеет заводскую калибровку и настроен на необходимый диапазон
концентраций СО2 (0–10%), при этом в датчике предусмотрена легкая самостоя-
тельная калибровка, которая осуществляется путем нажатия специальной кнопки
на интерфейсном адаптере I2C/UART;

4) инфракрасный сенсор и адаптер I2C/UART изготовлены в виде отдельных
блоков, что позволило разместить внутри камеры СО2-инкубатора непосредствен-
но сам инфракрасный сенсор, а остальную часть, включая соединительные прово-
да, вынести наружу;

5) датчик имеет приемлемый для наших условий эксплуатации диапазон рабо-
чих температур (0–50°С) и влажности (0–95%), а также устойчив к кратковремен-
ному повышению температуры в СО2 инкубаторе до 100°С, необходимому для пе-
риодической стерилизации камеры.

Автоматизация контроля концентрации СО2 в камере инкубатора была реализо-
вана на базе аппаратно-программной платформы Arduino Uno R3. Управление дат-
чиком концентрации СО2 MH-Z16 осуществляется с помощью последовательного
интерфейса передачи данных (UART). Данные о концентрации СО2 в камере инку-
батора выводятся на ЖК-дисплей LCD 1602 по шине I2C. При снижении порого-
вого значения концентрации СО2 в камере, который задается программным путем,
производится подача СО2 из баллона по пневмомагистрали через электромагнит-
ный клапан Burkert 6105 (Fluidcontrolsystems, Германия). Давление на входе элек-
тромагнитного клапана устанавливалось при помощи стандартного редуктора на
баллоне и составляло 0.05 MPa. Открытие электромагнитного клапана произво-
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дится путем подачи на него сигнала с цифрового порта Arduino, усиленного на би-
полярном транзисторе КТ829А.

Блок-схема автоматизации контроля концентрации СО2 в камере инкубатора
приведена на рис. 1. Программный код для автоматизации контроля концентрации
углекислого газа в камере инкубатора представлен в Приложении.

Культура клеток
Для тестирования работы регулятора СО2 были использованы первичные куль-

туры мотонейронов крысы. Получение культур проводили по методу, описанному
нами ранее [10]. Клетки высаживали на культуральные 6-луночные планшеты и
выращивали до проведения эксперимента в течение 7 дней в среде ДМЕМ, содер-
жащей феноловый красный.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Известно, что оптимальные показатели pH среды для выращивания культивиру-
емых клеток составляют 7.2–7.4 [11]. Повышение или понижение уровня кислот-
ности крайне нежелательно. Для нейтрализации избытка ионов водорода и под-
держания оптимального уровня кислотности среды культивирования принято ис-
пользовать буферную систему на основе бикарбоната натрия. Для поддержания
правильного баланса в данной системе необходим СО2 в концентрации 5–10%.

Бикарбонатная буферная система обеспечивает постоянный уровень рН равно-
весным соотношением между бикарбонатом натрия (NaHCO3) в культуральной
среде и CO2 в инкубаторе, при этом она является недорогой и нетоксичной для
клеток. В результате повышения концентрации CO2 в газовой фазе увеличивается
количество CO2, растворенного в питательной среде, что ведет к росту концентра-
ции H2CO3 и понижению рН. Напротив, если концентрация CO2 газовой фазы
снижена, то рН повышается за счет обратной реакции [12, 13]

Для отслеживания изменений рН в процессе культивирования используют фено-
ловый красный – кислотно-основный индикатор, добавляемый в питательные сре-
ды. При низком уровне рН феноловый красный приобретает желтую окраску, тогда
как при высоких уровнях рН он имеет пурпурный цвет, ярко-красный цвет среды
соответствует рН 7.4, оптимальному для культивирования клеток животных [11].

При работе с культивируемыми клетками снижение уровня СО2 в инкубаторе
связано не только с его расходованием в ходе вышеупомянутой реакции при акти-
вации клеточного метаболизма, но и с его выходом из камеры при открывании
дверцы инкубатора. По нашим данным, открытие дверцы на 30 с приводит к сни-
жению содержания CO2 с исходных 5% до 1.2 ± 0.1%. При установленных настрой-
ках регулятора СО2 восстановление базового уровня CO2 происходит в среднем за
25 мин (рис. 2a). При дальнейшей работе без открывания дверцы инкубатора базо-
вый уровень поддерживается длительное время (рис. 2b). Процесс восстановления
концентрации CO2 после открытия дверцы можно ускорить программным мето-
дом, увеличивая время открывания клапана. В нашем случае 25 мин являлось до-
статочным временем для установления стационарных условий и точности концен-
трации CO2.

Для проверки работоспособности регулятора СО2 нами был проведен ряд кон-
трольных экспериментов.

Инкубирование питательных сред в термостате в течение 12 ч при отключенном
регуляторе СО2 не вызывало изменения цвета индикатора (рис. 3a), тогда как при

− −↔ +3 2НСО СО ОН .
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Рис. 2. Динамика содержания СО2 в инкубаторе. (a) – после снижения содержания СО2 при открыва-

нии дверцы инкубатора. (b) – в течение трех суток без открывания дверцы инкубатора.
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подключенном регуляторе СО2 наблюдали изменение окрашивания раствора с
пурпурного до бледно-розового (рис. 3b). Анализ рН показал, что пурпурный цвет
соответствовал значению 8.7, тогда как бледно-розовый – 7.0.

Далее эксперимент был повторен с первичной культурой мотонейронов. Инку-
бирование клеток в термостате в течение 12 ч при подключенном регуляторе СО2
способствовало сохранению плотности и уровня жизнеспособности культуры (рис. 4a),
тогда как отключение регулятора СО2 приводило к гибели клеток и отрыванию их
от субстрата (рис. 4b).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящей работе мы предложили простую систему для автоматизации кон-
троля концентрации СО2, которую можно использовать для изготовления просто-
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Рис. 3. Изменение цвета питательной среды, содержащей индикатор уровня рН, через 12 ч инкубации в
термостате с выключенным (a) и включенным (b) регулятором CO2.

In a thermostat without CO2 (pH 8.7) In a thermostat with a CO2 supply (pH 7.0)

а b

Рис. 4. Первичная культура мотонейронов крысы через 12 ч инкубации в термостате с включенным (a) и
выключенным (b) регулятором CO2. Размер шкалы – 20 мкМ.

а b
го и недорогого СО2-инкубатора для выращивания клеточных культур. Регулятор
концентрации СО2 реализован на доступной платформе Arduino, легко настраива-
ется и может использоваться в лабораторной практике в учебных заведениях и ис-
следовательских лабораториях. В отличие от уже описанных устройств, наш инку-
батор отличается более простой и гибкой конструкцией за счет того, что мы пред-
лагаем усовершенствование уже имеющегося в лаборатории оборудования [7–9].
Стоит отметить, что для стабильной работы инкубатора клеток необходимо обес-
печить равномерный нагрев и распределение газа по всему объему камеры. Это
обеспечивается наличием вентилятора, им обычно оборудуются стандартные тер-
мостаты. При этом необходимо следить за герметичностью камеры инкубатора.
Обычно термостаты имеют стеклянную дверь с уплотнителем. Наличие утечек га-
зовой смеси будет компенсироваться автоматически, но повлияет на расход CO2.
Если необходимо поддерживать определенную влажность в камере инкубатора,
можно использовать естественное испарение. Для этого расположить на нижней
полке камеры открытую емкость с водой и, изменяя площадь испарения, регули-
ровать влажность. Мы протестировали собранный СО2-инкубатор и продемон-
стрировали эффективность его работы на примере выращивания первичной куль-
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туры мотонейронов. При помощи разработанного регулятора возможно поддержи-
вать необходимую концентрацию СО2 в инкубаторе в автоматическом режиме в
течение длительного времени. Система позволяет регулировать подачу газа за счет
перепрограммирования контроллера и адаптировать ее для различных эксперимен-
тальных задач. Например, процесс восстановления концентрации CO2 после откры-
тия дверцы можно ускорить программным методом, увеличивая время открывания
клапана. Было показано, что в инкубаторе с 5% СО2 первичная культура мотонейро-
нов нормально развивается, в то время как та же культура не продемонстрировала
рост в обычном инкубаторе без регулятора содержания СО2. Таким образом, предла-
гаемый нами подход позволяет изготовить недорогой СО2-инкубатор для выращива-
ния клеточных культур и существенно сэкономить бюджет исследований.
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Simple CO2 Regulator for Laboratory Cell Incubator from Available Components
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Kazan, Russia
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In this paper, we describe a CO2 automation system for a laboratory cell incubator that
will allow the production of a controlled CO2 incubator from available laboratory equip-
ment. The CO2 controller is laboratory-built from simple components using the Ardui-
no hardware/software platform and can be integrated into a laboratory thermostat. The
article describes the results of test experiments on cell cultures, which demonstrate the
performance of the design. Since CO2 incubators are important and widespread scientif-
ic equipment, the information about our development presented in the article will be
useful for a wide range of researchers.

Keywords: CO2-incubator, CO2 concentration controller, cell culture
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