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Рассмотрена динамика развития иммобилизованных клеток в геле в условиях ограниченности мас-
сопереноса питательных веществ через межфазную границу. Целью работы является поиск путей
эффективного культивирования живых микроорганизмов в объеме геля за счет правильного выбора
структуры внутренних каналов, когда доставка питательных веществ в объем геля осуществляется
по конвективно-диффузионному механизму. Методом спектроскопии определено временное из-
менение относительной интенсивности проходящего света по высоте образца агарозного геля с жи-
выми клетками дрожжей при диффузии с поверхности в объем питательного раствора. Оценена глу-
бина гелевого слоя, на которой обеспечивается жизнедеятельность микроорганизмов. Эксперимен-
тально установлена возможность формирования устойчивых во времени линейных и ветвящихся
каналов в объеме геля. Проверена возможность их стабильного использования для конвективной
подачи питательного вещества в объем. Установлены закономерности диффузии питательных ве-
ществ из каналов в объем геля с иммобилизованными клетками, обсуждены вопросы объемной
структуры каналов, обеспечивающей повышение эффективности питания клеток в объеме геля.
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ВВЕДЕНИЕ
Повсеместно внедрение в практику методов ад-

дитивных (послойных) технологий, основанных на
3D-печати, принято относить к четвертой промыш-
ленной революции [1]. В настоящее время с ис-
пользованием этих технологий могут создаваться не
только сложные технические устройства и приспо-
собления [2], а также протезы медицинского назна-
чения [3], но и живые биотехнологические объекты
[4]. Сейчас происходит формирование такого ново-
го научного направления, как биопринтинг [5].
Идея 3D-печати человеческих органов из стволо-
вых клеток уже не кажется несбыточной [6] и мож-
но говорить о первых успехах в этом направлении
[7–9]. Даже ее частичная реализация обеспечит
прорыв в развитии регенеративной медицины [10].

Процесс биопечати по своей идее почти не от-
личается от технологии 3D-печати неживых объ-
ектов. Он реализуется с помощью специально со-
зданных биопринтеров, “картриджи” которых за-
правлены сфероидами, представляющими собой

гидрогель, заполненный живыми клетками, кото-
рые наносят в определенном порядке на своеобраз-
ный каркас (скаффолд) и тем самым формируют
живой орган [11–14]. Сфероиды склеиваются на
каркасе в горизонтальном и вертикальном направ-
лении. Гидрогель деградирует [15], и остается трех-
мерная структура, которая уплотняется и не обна-
руживает клеточной миграции (перемещения кле-
ток). Хотя это еще не совсем орган, а, скорее,
инженерная конструкция в виде органа. Органом
ее можно будет назвать, когда стволовые клетки
начнут расти, делиться и дифференцироваться.

Перспективными материалами для использо-
вания в биопечати являются гидрогели [16, 17].
Это дисперсные системы, имеющие жидкую дис-
персионную и микроструктурированную за счет
сил межмолекулярного взаимодействия дисперс-
ную фазу [18]. Наиболее важными функциональ-
ными свойствами гелей являются: упругость,
пластичность, текучесть; тиксотропия – восста-
новление формы после деформации; синерезис –
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самопроизвольное выделение жидкой фазы [19–
21]. Капиллярная сеть способна подводить к жи-
вым клеткам питательные вещества и кислород, а
также удалять продукты метаболизма. Данное
свойство зависит от размера капилляров и коэф-
фициента диффузии, которые при увеличении
концентрации в геле дисперсной фазы уменьша-
ются [22–24]. При этом скорость диффузионного
массопереноса не будет превышать максимально
возможную для чистой дисперсионной фазы [25].
Есть определенная аналогия между массоперено-
сом в геле и процессом фильтрования [26]. Доста-
точно очевидно, что перенос питательных веществ
через внешнюю границу сформированного органа
в силу его больших размеров только за счет диффу-
зии не сможет обеспечить живые клетки необходи-
мым количеством питательных веществ и кислоро-
да. Природа решила эту проблему за счет создания
сосудов кровеносных и лимфатических систем.

Казалось бы, что рассматриваемая проблема
во многом подобна задачам, возникающим при
обеспечении метаболизма микроорганизмов в
биореакторах. В биотехнологии и микробиологии
наработан огромный опыт выращивания и полу-
чения продуктов с помощью микроорганизмов в
промышленных масштабах, а также использова-
ния для культивирования микроорганизмов гид-
рогелей, в частности, на основе агарозы [27].

Практически все промышленные процессы
культивирования микроорганизмов проводят
глубинным способом в жидкой фазе. Это связа-
но с тем, что при ее перемешивании легче снять
диффузионные ограничения массопереносу и
обеспечить доступ каждой клетки микроорга-
низмов к питательным веществам и кислороду
(при аэробном культивировании). Вывод метабо-
литов и двуокиси углерода также легче проводить
из жидкости. Преимущественно, продукты мик-
робиологического синтеза также выделяются
клетками в окружающую жидкость. Так получают
большинство лекарственных препаратов, амино-
кислот, ветеринарные и кормовые продукты, жи-
вые культуры микроорганизмов (используемые
как закваски и пробиотики) [28].

Поверхностное твердофазное культивирова-
ние применяется значительно реже и только в тех
случаях, когда выход продукта на порядок выше,
чем при жидкостном культивировании. Выделе-
ние продуктов биосинтеза при этом все равно
осуществляется в жидкой фазе путем измельче-
ния и смешения твердофазного носителя, содер-
жащего микроорганизмы с соответствующим
растворителем. Так получают ряд антибиотиков и
ферментов [29]. Используется также способ фик-
сации клеток в гелях или специальных носителях
для проведения некоторых специфических реак-
ций микробными ферментами, чтобы они не те-
ряли ферментативную активность. Так проводят

изомеризацию глюкозы, гидролиз крахмала и
белка, реакции полимеризации. В таких условиях
клетки микроорганизмов не размножаются, а
только поддерживают жизнеспособность в тече-
ние некоторого времени [30]. При этом питатель-
ная среда и кислород вносятся на этапе смешения
с клетками. Сохранение в жизнеспособном со-
стоянии клеток в гелях в основном практикуется
для проведения некоторых исследовательских ра-
бот и хранения культур микроорганизмов.

Таким образом, проблема выращивания микро-
организмов в объеме геля не является предметом
изучения в биотехнологии. Однако при выращива-
нии тканей из стволовых клеток в геле обеспечение
их питательными веществами и кислородом при-
обретает принципиальное значение. Это обуслов-
ливает недавний рост интереса к исследованиям по
созданию методами биопечати (и не только) крове-
носных систем, обеспечивающих решение пробле-
мы массообмена живых клеток с окружающей сре-
дой (см., например, [31–34]).

Целью настоящей работы является сравни-
тельный анализ возможности обеспечения пита-
нием и кислородом иммобилизованных в геле
живых клеток либо непосредственно за счет мас-
сопереноса через капиллярную сеть гелей от
внешней поверхности, контактирующей с пита-
тельной средой, либо за счет внутренних сетей
микроканалов разной конфигурации. Также бу-
дут приведены экспериментальные результаты по
созданию в геле искусственных стабильных во
времени микроканалов и данные по моделирова-
нию доставки через них питательной среды к жи-
вым клеткам непосредственно в объем геля.

МАТЕРИАЛЫ, МЕТОДЫ, ПОДХОДЫ
Проведение прямых экспериментальных иссле-

дований непосредственно со стволовыми клетками
представляет непростую задачу [35], требующую
выполнение условий стерильности и создания для
роста клеток многофакторных комфортных усло-
вий. Подбор соответствующих гелей – сложная ма-
териаловедческая проблема (см., например, [36]).
С другой стороны, для целей первичных исследо-
ваний многие качества, проявляемые различными
живыми клетками, и свойства различных гелей
имеют схожие черты. Поэтому на первом этапе ис-
следований представляется возможным провести
экспериментальные исследования на более про-
стых и удобных системах, чтобы получить прин-
ципиальные результаты, позволяющие уточнить
направления исследований. Дальнейшее разви-
тие этого научного направления потребует учета
и реализации конкретных условий, связанных со
спецификой выбранных биологических объектов
и их носителей. Безусловно, такие исследования
окажутся более сложными и трудоемкими, чем на
начальном этапе.
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В экспериментах использовали как чистые ге-
ли на основе агарозы Chemapol, так и гели с до-
бавлением дрожжевой культуры в питательном
растворе. Гели получали смешиванием агарозы с
дистиллированной водой с последующим нагре-
ванием до 90°С и медленным охлаждением в тер-
мостате до температуры эксперимента 23–25°С.
Дрожжевая культура, предварительно растворен-
ная в питательной среде до необходимой концен-
трации, добавлялась в гелеобразующий раствор
на стадии охлаждения при температуре 40°С и
тщательно перемешивалась. Содержание агарозы
в гелях варьировалось в интервале 0.6–1.5 мас. %.
При таких концентрациях агарозные гели явля-
ются оптически прозрачными, что позволяет
проводить исследования роста дрожжевой куль-
туры бесконтактно оптическими методами, не
нарушая условий ее метаболизма [37].

Для проведения экспериментов с живыми клет-
ками в качестве модельной выбрана культура Pichia
polymorpha Y-314, поскольку близка к соматическим
клеткам человека по размерам клеток (20–25 мкм –
размер клеток дрожжей [38] и 25 мкм – размер гепа-
тоцитов паренхимы печени человека [39]) и по
условиям жизнедеятельности. При росте на агари-
зованной среде, в состав которой входят глюкоза и
минеральные соли, культура образует колонии бе-
лые, гладкие с ровным краем, с возрастом колонии
приобретают бугристую поверхность и бежевый от-
тенок. Культура способна к сбраживанию глюкозы
в качестве единственного источника углерода и хо-
рошо растет при температуре от 30 до 42°С [40]. В
образцы геля высевали 0.5 мл дрожжевой суспен-
зии. Концентрация дрожжей в суспензии состав-
ляла 0.034 мг/см3. Ее контролировали путем из-
мерения оптической проницаемости при длине
волны 540 нм.

Для визуализации процессов массопереноса и
измерения скорости диффузии из каналов в объем
агарозных гелей в экспериментах использовался
1.0% водный раствор фуксина, который иногда до-
бавляют в питательные среды. Фуксин (солянокис-
лый розанилин) C20H20N3Cl – вещество с высокой
молекулярной массой, водные растворы которого
имеют пурпурно-красный цвет и на фоне геля име-
ют высокую контрастность.

Для изучения кинетики роста дрожжей в объе-
ме геля при диффузионном массопереносе пита-
тельной среды с поверхности экспериментальной
кюветы был использован метод спектроскопиче-
ского зондирования оптической проницаемости
по глубине слоя. Он позволяет получать косвен-
ную информацию (без какого-либо контакта) о
динамике изменения концентрации посеянной
дрожжевой культуры в реальном времени. Схема
экспериментальной установки и ее подробное
описание приведены в [24, 41].

Для проведения исследований массопереноса в
гелях с искусственными каналами использовалась
экспериментальная установка, схематично пока-
занная на рис. 1. Кювета с гелем 3 необходимой
концентрации, имеющим канал заданного диамет-
ра, помещается в рабочий участок, подсоединяется
к линии, по которой окрашенная жидкость из ем-
кости 1 попадет в канал. Расход окрашенной жид-
кости регулируется вентилем 2. Окрашенная жид-
кость после прохождения через канал попадает в
мерную емкость 4 с градуированной шкалой. С по-
мощью секундомера и емкости контролируется
средний расход жидкости, прошедшей через канал.
Фоторегистрирующим устройством 5 фиксирует-
ся распространение диффузионного фронта, за-
тем фотографии проходят обработку через про-
грамму на компьютере 6 для последующего вы-
числения значения коэффициента диффузии в
геле при вынужденной конвекции жидкости в ка-
нале. В качестве окрашенной жидкости использу-
ется раствор фуксина. Обработка изображений
проводится по методике, использованной ранее в
[24] для определения коэффициента диффузии
фуксина в воде.

При проведении экспериментов с микробио-
логическими объектами, анализе их результатов и
создании математических моделей массоперено-
са необходимо учитывать, что скорость потребле-
ния дрожжами различных компонентов пита-
тельной среды разная (это весьма сложная ком-
позиция), однако скорости потребления каждого
из компонентов пропорциональны концентра-
ции клеток. Скорость роста клеток (изменение их
концентрации в единицу времени) – показатель,
величина которого изменяется в широком диапа-
зоне от 0.5 до 0.01 г/(л ч) в зависимости от видо-
вой принадлежности клеток [42].

Накопление биомассы микроорганизмов в пе-
риодическом процессе роста без внесения допол-
нительных компонентов питательной среды опи-
сывают кривой роста (см. рис. 2) [43]. Она пред-
ставляет собой зависимость концентрации клеток
микроорганизмов Y (г/л) от времени t (ч) и имеет
несколько стадий: 1 – лаг-фаза, период адаптации
клеток к среде без увеличения их численности; 2 –
экспоненциальная фаза, характеризующаяся мак-
симальной скоростью роста количества клеток; 3 –
стационарная фаза, при которой скорость роста и
гибели равны; 4 – стадия отмирания (при исчерпа-
нии питательной среды). Длительность фаз и уро-
вень накопления биомассы для каждого штамма
микроорганизмов определяются эксперимен-
тально и зависят от начального количества посе-
янных клеток, количества питательной среды и
температуры.

Для используемой культуры Pichia polymorpha
Y-314 при оптимальной температуре культивиро-
вания длительность лаг-фазы при малой началь-
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ной концентрации клеток составляет 2–6 ч, фазы
экспоненциального роста – 4–8 ч, стационарной
фазы – 2–4 ч, далее при исчерпании питательной
среды стадия отмирания длится 2–4 ч. При более
низких температурах эксперимента продолжи-
тельность каждой из фаз увеличивается.

Максимальная скорость потребления питатель-
ной среды у источника углерода, поскольку это ос-
новной структурный компонент, используемый
для внутриклеточного синтеза всех биополимеров.
Эта скорость потребления (в нашем конкретном
случае глюкозы) всегда больше скорости потребле-
ния других компонентов питательной среды. Сама

скорость потребления источника углерода – гене-
тически заложенная для разных культур величина,
зависящая в достаточно широком диапазоне от ви-
да источника углерода и вида клетки. Скорость по-
требления углерода прямо пропорциональна кон-
центрации клеток и характеризуется коэффициен-
том конверсии углерода в биомассу. В случае
дрожжевых клеток и глюкозы коэффициент кон-
версии, как правило, не превышает 50% (т.е. для по-
лучения 1 г биомассы требуется 2 г глюкозы) [44].

Для математического описания кривой роста
микроорганизмов используют разные модели,
связанные с разными условиями жизнедеятель-

Рис. 1. Схема экспериментальной установки: 1 – емкость с окрашенной жидкостью; 2 – регулятор расхода; 3 – кювета
с гелем и сформированным каналом; 4 – мерная емкость; 5 – фоторегистрирующее устройство; 6 – компьютер.
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Рис. 2. Кривая роста микроорганизмов: 1 – лаг-фаза; 2 – экспоненциальная фаза; 3 – стационарная фаза; 4 – стадия
отмирания.
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ности микроорганизмов [45]. Однако, следуя вы-
шесказанному, для описания временной и про-
странственной динамики концентрационных по-
лей для питательного вещества и количества живых
клеток дрожжей в геле следует пользоваться моде-
лями типа динамики популяций с запаздыванием.
Некоторые из таких моделей описаны и проанали-
зированы в [46]. Они включают минимум два урав-
нения. Первое – нестационарное уравнение диф-
фузии описывает материальный баланс по пита-
тельному веществу (в рассматриваемом выше
случае, по глюкозе) с учетом его поглощения клет-
ками. Скорость поглощения пропорциональна как
текущей концентрации питательного вещества, так
и текущей концентрации клеток дрожжей. Коли-
чество таких уравнений возрастает пропорцио-
нально количеству учитываемых при моделиро-
вании компонентов питательной среды. Второе
уравнение – обыкновенное дифференциальное
уравнение с запаздыванием, описывающее изме-
нение концентрации дрожжей во времени с уче-
том их размножения путем деления клеток. По-
скольку клетки в геле неподвижны и их простран-
ственное распространение происходит только за
счет деления, то диффузионный эффект крайне
незначителен. Скорость роста клеток пропорци-
ональна текущей концентрации питательного ве-
щества. Запаздывание связано с наличием лаг-
фазы, из-за которой скорость роста микроорга-
низмов в текущий момент времени будет опреде-
ляться их концентрацией на более ранних време-
нах по сравнению с текущим на величину продол-
жительности лаг-фазы.

При анализе указанной системы обычно рас-
сматривают случаи, когда увеличение концентра-
ции микроорганизмов за счет деления ограничи-
вается только недостатком питания и гибелью
клеток. На самом деле, в геле ситуация сложнее.
Рост количества клеток еще ограничен механиче-
ским сопротивлением со стороны дисперсной
фазы геля. Кроме того, клетки в процессе жизне-
деятельности вырабатывают продукты метабо-
лизма, которые могут быть удалены только диф-
фузией и ингибируют рост и размножение кле-
ток. Учет реальных факторов, влияющих на рост
концентрации клеток, делает такие модели чрез-
вычайно сложными, а полученные на их основе
результаты можно рассматривать только как ка-
чественные, некоторые из них приведены в [47].

КИНЕТИКА МАССОПЕРЕНОСА 
ПИТАТЕЛЬНОГО ВЕЩЕСТВА
К КЛЕТКАМ В ОБЪЕМЕ ГЕЛЯ

На этом этапе исследования было определено
влияние диффузионного ограничения массопе-
реноса на кинетику размножения живых клеток,
находящихся в объеме геля. В спектрометриче-
ской кювету размером 10 × 10 × 35 мм до высоты

15 мм помещали агарозный гелеобразующий рас-
твор заданной концентрации с равномерно распре-
деленными в нем клетками дрожжей и при непре-
рывном перемешивании ее охлаждали до темпера-
туры начала гелеобразования. После этого гель
стабилизировали до температуры эксперимента и
на его верхнюю поверхность заливали питательную
среду в объеме 1.0 мл. Оптически с использованием
спектрометра Ocean Optics USB2000+ с шагом
0.2 мм по высоте кюветы x определяли относитель-
ную (по сравнению с дистиллированной водой)
интенсивность света, проходящего через нее, I. Ре-
зультаты обрабатывались для длины волны 540 нм.

Поглощение проходящего через кювету света
связано с наличием геля и посеянных в нем пер-
воначально клеток, диффундирующей от поверх-
ности в объем геля питательной средой и появле-
нием дополнительных клеток, образовавшихся
путем деления. Определение оптической прони-
цаемости образца осуществлялось через 15 мин
после готовности геля и заливки на его поверх-
ность питательной среды, а также через 24 ч. Уро-
вень и концентрация питательной среды в кювете
поддерживались постоянными. Результаты ис-
следования для геля с клетками дрожжей при
массовой концентрации агарозы 1.0% приведены
на рис. 3. Нулевой точке по высоте кюветы соот-
ветствует середина краевого мениска смачивания
на поверхности раздела геля и питательной среды
(толщина мениска оценивается нами в 2.0 мм: 0 ±
± 1.0 мм). Положительные значения координаты
отсчитываются вглубь жидкой фазы (питатель-
ной среды), а отрицательные – вглубь геля с клет-
ками.

Как следует из рис. 3, в жидкой фазе (при x > 0)
в силу условий постановки эксперимента относи-
тельная интенсивность проходящего света с тече-
нием времени не меняется. Поскольку питатель-
ная среда представляет собой многокомпонент-
ный раствор, содержащий высокомолекулярные
соединения, интенсивность проходящего света
снижается примерно на 20% по отношению к ди-
стиллированной воде.

В области краевого мениска смачивания на-
блюдается минимум относительной интенсивно-
сти проходящего света на обоих рассматриваемых
временах. Исходя из того, что он зафиксирован и
в начале процесса (кривая 1 на рис. 3), когда ко-
личество питательного вещества, поступившее в
объем геля за счет диффузии, незначительно,
причиной возникновения минимума является
повышенное рассеяние света на краевом менис-
ке. Через 24 ч эксперимента минимум существен-
но углубляется и расширяется в обе стороны от
краевого мениска. Это происходит за счет запол-
нения приповерхностной области питательной
средой и деления посеянных клеток дрожжей.
Вполне вероятно, что имеет место выход дрожже-
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вых клеток из геля в жидкую фазу в результате их
деления.

В объеме геля (при x < 0) первоначально (кри-
вая 1 на рис. 3) имеет место снижение относи-
тельной интенсивности проходящего света за
счет поглощения геля и посеянных в нем клеток
примерно на 20% по отношению к жидкой фазе.
Через 24 ч относительное прохождение света в
этой области заметно уменьшается (кривая 2 на
рис. 3), при этом с увеличением глубины слоя ге-
ля разница между кривыми 1 и 2 также уменьша-
ется. Причиной является увеличение поглоще-
ния света за счет массопереноса в объем геля пи-
тательной среды и деления дрожжевых клеток.
Поскольку деление клеток при массопереносе
питательного вещества из-за наличия лаг-фазы
начинается с запаздыванием, то снижение отно-
сительной интенсивности в глубине гелевого слоя
будет определяться только его проникновением с
учетом поглощения живыми клетками (плато на
кривой 2 рис. 3 на глубине –8.0 < x < –3.5 мм). Вли-
яние увеличения числа клеток в этой области на
поглощение малозначимо. Более глубоких слоев
геля питательное вещество не достигает, и кри-
вые, соответствующие обоим временам измере-
ния, фактически сливаются.

Приближенно считаем, что за счет проникно-
вения питательной среды с учетом ее поглощения
клетками в гель, относительная интенсивность
проходящего света снижается примерно на 10%
по отношению к уровню кривой 1 (плато на кри-
вой 2 рис. 3). Таким образом, можно предполо-
жить, что снижение относительной интенсивно-

сти проходящего света вблизи мениска на кривой
2 ниже 50% обусловлено только увеличением
числа дрожжевых клеток за счет деления. Указан-
ные рассуждения позволяют уверенно оценить
глубину локализации зоны роста клеток вблизи
границы, через которую подается питательное ве-
щество, примерно в 3.0–4.0 мм.

Следует заметить, что результаты эксперимен-
тов, проведенных на геле с концентрацией агаро-
зы 0.6 мас. %, практически не отличаются от по-
казанных на рис. 3, тогда как для геля с концен-
трацией 1.5 мас. % локализация зоны деления
клеток сужается до 2.0–3.0 мм.

Физически механизм преобладающего роста
клеток в геле вблизи поверхности, через которую
поступает питательное вещество, заключается в
следующем. В случае, когда начальная концентра-
ция клеток невелика и скорость диффузионного
подвода питательной среды в объем превышает
скорость поглощения клетками, находящимися в
состоянии лаг-фазы, первоначально, в приповерх-
ностных слоях геля начинает накапливаться пита-
тельное вещество. В этой области на временах, пре-
вышающих продолжительность лаг-фазы (запаз-
дывания), начинается увеличение концентрации
клеток за счет их деления. Соответственно, про-
порционально увеличивается поглощение пита-
тельных веществ. При экспоненциальном увеличе-
нии числа клеток диффузионная подача питатель-
ного вещества внутрь геля через межфазную
границу не компенсирует всего поглощения пи-
тательного вещества клетками в объеме геля.
Причем чем дальше находятся клетки от поверх-

Рис. 3. Зависимость относительной (по сравнению с дистиллированной водой) интенсивности пропускания света че-
рез 1.0 мас. % агарозный гель с посеянными дрожжевыми клетками от расстояния до границы при различных временах
культивирования: 1 – через 15 мин после подачи питательной среды; 2 – через 24 ч культивирования. Визуально наблюда-
емой границе раздела соответствует значение 0, с минусом – слой геля с клетками, с плюсом – питательная среда.
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ности, тем меньше им достается питательного ве-
щества за счет его интенсивного поглощения в
приповерхностных слоях. Чем ближе к границе,
тем больше клеток и тем выше поглощение пита-
тельной среды. В результате клетки в глубине геля
остаются без питательного вещества, прекраща-
ют деление, и большинство из них погибает. Та-
кой механизм массопереноса приводит к тому,
что клетки локализуются только вблизи поверх-
ности, через которую питательное вещество по-
ступает в гель.

МАССОПЕРЕНОС В ОБЪЕМ ГЕЛЯ
ЧЕРЕЗ ИСКУСТВЕННЫЕ КАНАЛЫ

Как самый простой вариант, для обеспечения
роста клеток во всей гелевой матрице необходимо
вносить питательные вещества непосредственно в
объем геля с помощью специальных микроканалов.
В этом случае диффузия питательного вещества че-
рез стенки каналов в объем обеспечит питание кле-
ток внутри геля. Чтобы избежать внутреннего диф-
фузионного сопротивления внутри канала, пита-
тельное вещество в них должно находиться в
движении. Таким образом, в определенной степе-
ни, система искусственных микроканалов внутри
геля должна выполнять функции кровеносных со-
судов в органах.

Ранее было показано, что внутри геля при не-
которых условиях возможно образование устой-
чивых капиллярных структур, способных транс-
портировать жидкость и даже пузырьки газа [48].
В настоящее время возникает необходимость со-
здавать такие каналы искусственно.

Методика их формирования проста. Основа из
металлической проволоки требуемого диаметра и
формы помещается в экспериментальную кюве-
ту, которая заполняется гелеобразующим раство-
ром при температуре не ниже 40°С с необходимой
массовой концентрацией агарозы. После сниже-
ния температуры до 25°С (ниже температуры ге-
леобразования) и стабилизации геля в течение ча-
са, проволока аккуратно извлекается и на ее месте
остается стабильный во времени канал требуемо-
го диаметра и формы. Экспериментально прове-
рено, что такие каналы остаются устойчивыми
при боковой деформации столбика геля до 60° от
первоначального направления оси канала. Фор-
мировать каналы в готовом геле методом прокола
нецелесообразно, поскольку стенки полученных
каналов приобретают неровную и рваную форму.

Указанным методом экспериментально были
сформированы прямые проточные и ветвящиеся
каналы толщиной от 1.5 до 0.3 мм в агарозном ге-
ле с различной концентрацией агарозы. После
извлечения каналообразующей проволоки они в
течение нескольких минут (время увеличивалось
с ростом концентрации агарозы в геле) заполня-

ются дисперсионной влагой. Дисперсионная вла-
га в них легко заменяется жидкой питательной
средой, в качестве которой в эксперименте для
визуализации использовался водный раствор
фуксина. Фотоизображение ветвящегося канала
в агарозном геле приведено на рис. 4. На описан-
ной выше экспериментальной установке через
прямые каналы осуществлялся проток водного
раствора фуксина с расходом около 2 × 10–10 м3/с
при перепаде давления 1.0 м вод. ст. без деформа-
ции формы канала.

При протоке раствора фуксина с указанным
выше расходом через прямолинейный канал име-
ет место его поперечная диффузия в объем геля. В
качестве примера на рис. 5 приведены фотогра-
фии, визуализирующие этот процесс, для канала
диаметром 0.35 мм в агарозном геле с массовой
концентрацией агарозы 1.0%. Внешне процесс
диффузии наблюдается как уширение канала.
Для различных концентраций геля и диаметров
созданных каналов по фотографиям, сделанным
в привязке к определенным моментам времени t
от начала эксперимента, с помощью программы
Autocad определялось расстояние z, характеризу-
ющее распространение диффузионного фронта
от канала в объем. Исходя из экспериментальных
зависимостей z = z(t), по формуле D = z2/(4t) ме-
тодом наименьших квадратов рассчитывался ко-
эффициент диффузии D.

В результате экспериментов установлено, что
коэффициент диффузии зависит от концентра-
ции агарозы в геле и диаметра каналов. Так, при
диаметре каналов 1.0 мм и более оцененные по
экспериментальным данным по массопереносу

Рис. 4. Вертикальный (в центре) и наклонные каналы
сразу после формирования в образце агарозного геля,
для визуализации заполнены раствором фуксина.
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из каналов значения коэффициентов диффузии в
зависимости от концентрации агарозы в геле со-
гласуются с полученными ранее в [47] результата-
ми для плоской поверхности. Иначе обстоит дело
в узких каналах. На рис. 6 приведены сравнитель-
ные данные для зависимостей глубины проник-
новения z от времени t при диффузии фуксина в
гель с массовой концентрацией агарозы 0.6% из
проточных прямолинейных вертикальных каналов
диаметрами 1.0 и 0.5 мм. Из него следует, что глуби-
на проникновения из тонкого капилляра меньше,
чем из более толстого канала, соответственно для
одного и того же геля, меньше и коэффициент
диффузии. Физическое объяснение этому явлению
на настоящий момент не предложено.

ЧИСЛЕННОЕ МОДЕЛИРОВАНИЕ 
МАССОПЕРЕНОСА В ОБЪЕМ ГЕЛЯ

ИЗ МИКРОКАНАЛОВ

В связи с неоднородностью структуры геля
при наличии в нем микроканалов задача модели-
рования массопереноса является непростой и не-
однозначной. Пока остается открытым вопрос об
оптимальной структуре каналов внутри геля, кото-
рая обеспечивает необходимый подвод питатель-
ных веществ к иммобилизованным в геле клеткам.
Для поиска такой структуры необходима разработ-
ка методов моделирования массопереноса из кана-
лов сложной формы (в том числе разветвленных) и
переменного сечения, а также проведение числен-
ных экспериментов с различными конфигурация-
ми каналов для определения их оптимального
расположения и количества, необходимого для
обеспечения клеток питательными веществами.

Первоначально рассматривались две формы
каналов – линейные и перекрестные. Сеть кана-
лов показана в реальном масштабе, в соответ-
ствии с которым проводился расчет. Линейная
модель соответствует системе капилляров, про-
низывающих гель по вертикали (рис. 7а). Пре-
имуществом такой структуры является техниче-
ская простота ее формирования. Перекрестная
модель соответствует системе вертикальных и го-
ризонтальных капилляров, имеющих взаимные
пересечения (рис. 7б). Такая конфигурация слож-
нее в реализации, но наличие пересечений между
каналами позволяет интенсифицировать процесс
массообмена и перераспределить нагрузку по те-
чению жидкости в случае засорения одного из ка-
налов на другие. Выбор той или иной структуры
обусловлен необходимостью и технической воз-
можностью их реализации в гелевом образце.

Рис. 5. Фотографии, визуализирующие процесс попе-
речной диффузии фуксина из проточного канала диа-
метром 0.35 мм в объем агарозного геля массовой
концентрацией агарозы 1.0% в различные моменты
времени от начала эксперимента, мин: 1 – 0, 2 – 15,
3 – 30, 4 – 45, 5 – 60.
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Рис. 6. Зависимость глубины проникновения от времени при диффузии фуксина в гель с массовой концентрацией ага-
розы 0.6% из проточного прямолинейного вертикального канала разного диаметра: 1 – 1.0 мм; 2 – 0.5 мм.
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Для выделенной расчетной зоны на рис. 7 мас-
соперенос питательного вещества через ее грани-
цы отсутствует в силу равномерности распределе-
ния вещества по всему объему геля. Массопере-
нос происходит только диффузионным путем
через поверхность каналов, шаг расположения
которых h. Полагаем, что диффузионное сопро-
тивление внутри каналов за счет течения жидко-
сти отсутствует и полностью сосредоточено вбли-
зи поверхности раздела со стороны геля. Тогда
массовый поток в пробный объем геля кубиче-
ской формы с ребром h в предположении, что
подводящие питательное вещество каналы рас-
положены для линейной конфигурации по боко-
вым ребрам, а для перекрестной – по всем ребрам
пробного куба, составит αSуд(1 – C). Здесь α – ко-
эффициент массоотдачи от поверхности канала в
гель; Sуд – удельная поверхность каналов, C – от-
ношение средней концентрации переносимого
вещества в выделенном объеме к его концентра-
ции в каналах.

Поскольку гель является неподвижной сре-
дой, для коэффициента массоотдачи справедлива
следующая оценка: α ≈ D/h, где D – коэффициент
диффузии питательной среды в геле, зависящий
от массовой концентрации агарозы. В расчетах
воспользуемся для оценки величины D значения-
ми, приведенными в [47] по коэффициентам
диффузии фуксина в агарозных гелях различной
плотности. Удельную поверхность для линейной
конфигурации каналов определим как отноше-
ние боковой поверхности цилиндрического кана-
ла к пробному объему геля Sуд = πd/h2, поскольку
в силу малости диаметра каналов d их объемом
можно пренебречь по сравнению с объемом, зани-
маемым гелем. Очевидно, что удельная поверх-
ность для перекрестной конфигурации каналов в
три раза больше, чем для линейной.

Наличие клеток, поглощающих питательную
среду, приводит к снижению ее концентрации в
пробном объеме. Как указано ранее, поглощение

питательного вещества пропорционально кон-
центрации клеток Y и питательной среды С. От-
несенная к единице объема интенсивность по-
глощения питательного вещества клетками выра-
жается соотношением kYC. Концентрация клеток
в период лаг-фазы в расчетах принималась посто-
янной и равной Y0 = 0.2 г/л, коэффициент k был
подобран опытным путем и для него принято зна-
чение k = 3.2.

Таким образом, баланс по питательному веще-
ству для выбранного пробного объема выражает-
ся уравнением

(1)

Оно дополняется начальным условием, выража-
ющим отсутствие питательного вещества в рас-
сматриваемом объеме в начальный момент вре-
мени:

Решение этого уравнения получается аналитиче-
ски и хорошо известно. При малых временах име-
ет место линейный рост концентрации питатель-
ного вещества, который при больших временах
переходит в асимптотическое приближение к
предельному значению.

Тангенс угла наклона линейного участка зави-
симости, характеризующий скорость нарастания
концентрации в объеме, определяется комплек-
сом αSуд, а значит, возрастает при переходе от ли-
нейной структуры каналов к перекрестной за счет
увеличения удельной поверхности. Однако, по-
скольку коэффициент массоотдачи определяется
коэффициентом диффузии, а он, в свою очередь,
сильно зависит от массовой концентрации агаро-
зы, возможны ситуации, что для малоконцентри-
рованных гелей (0.6 мас. % агарозы) при линей-
ной системе каналов имеет место более быстрое
нарастание концентрации, чем для перекрестной
системе каналов в сильноконцентрированных ге-
лях (например, при 1.2 мас. % агарозы).

= α − −уд(1 ) .dC S C kYC
dt

= =0: 0.t C

Рис. 7. Характерные модели капиллярной структуры в гелях: (а) – линейная, (б) – перекрестная. Вертикальные и го-
ризонтальные линии – каналы, закрашенный прямоугольник – область, в которую обеспечивается массоперенос
диффундирующего вещества.

(б)(a)
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С увеличением первоначальной концентрации
посеянных клеток Y поглощение питательного ве-
щества клетками возрастает. Это замедляет ее рост
на начальной стадии. Предельная концентрация
питательной среды достигается при больших вре-
менах и определяется из условия равенства нулю
правой части (1). Анализ показывает, что с увели-
чением начальной концентрации посеянных кле-
ток уровень, на котором стабилизируется концен-
трация питательного вещества, снижается.

Описанные выше результаты относятся к со-
стоянию лаг-фазы, когда количество клеток оста-
ется практически постоянным. Далее начинается
стадия деления клеток и их концентрация Y начи-
нает возрастать во времени. Тогда продолжитель-
ность лаг-фазы τ следует рассматривать как время
запаздывания. Каждая вновь образовавшаяся клет-
ка сначала в течение времени τ адаптируется к
окружающей среде, а лишь затем делится. Таким
образом, изменение числа клеток в выбранном
пробном объеме на стадии роста концентрации
клеток описывается следующим уравнением:

(2)

со специфическим начальным условием для
уравнения с запаздыванием

Здесь W = Y(t – τ) – концентрация клеток микро-
организмов во время τ, b – коэффициент сопро-
тивления делению клеток, Y0 и Y∞ – начальная и
максимальная концентрация клеток соответ-
ственно. Первое слагаемое в правой части (2)
определяет скорость увеличения числа клеток с
учетом запаздывания, а второе – сопротивление
окружающей среды нарастанию их числа за счет
взаимодействия с гелем.

∞

∞
= −

−
bYYdY kCW

dt Y Y

< τ = 0: .t Y Y

С учетом деления клеток, в результате чего про-
исходит рост их концентрации, условия поглоще-
ния питательного вещества в пробном объеме из-
меняются, поскольку в последнем слагаемом (1)
величина Y становится зависящей от времени t. Та-
ким образом, концентрация питательного веще-
ства и концентрация клеток дрожжей в пробном
объеме определяются исходя из решения системы
двух уравнений (1) и (2) с соответствующими на-
чальными условиями. Важно, что одно из них –
обыкновенное дифференциальное уравнение, а
второе – уравнение с запаздыванием. Эта система
уравнений решалась численно. Полученные ре-
зультаты по динамике изменения концентрации
питательного вещества приведены на рис. 8.

Анализ характерного вида кривых на рис. 8
показывает, что первоначально при малых вре-
менах, когда клетки находятся в состоянии лаг-
фазы, идет относительно быстрое насыщение
пробного объема питательным веществом. При
длительной продолжительности лаг-фазы кон-
центрация питательного вещества асимптотиче-
ски приближается к значениям, определяемым
начальной концентрацией посеянных клеток и
параметрами, характеризующими его перенос в
пробный объем. С началом стадии деления кле-
ток кинетические кривые концентрации пита-
тельного вещества переходят через максимум и
начинают снижаться вследствие увеличения по-
глощения за счет изменения числа потребляю-
щих питание клеток. Когда количество клеток
после стадии роста приближается к максималь-
ному значению, определяемому условиями их
существования в геле, концентрация питатель-
ного вещества асимптотически выходит на но-
вые стационарные значения, существенно мень-
шие, чем для первоначально посеянных клеток.
Все описанные выше закономерности, связан-
ные с влиянием структуры каналов, их диаметра

Рис. 8. Временная динамика заполнения геля диффундирующим веществом с учетом его поглощения клетками, когда
их количество возрастает в результате деления (C – отношение средней концентрации переносимого вещества в вы-
деленном объеме к его концентрации в каналах): 1 – вертикальные каналы в геле концентрацией 0.6 мас. % агарозы;
2 – перекрестные каналы в том же геле; 3 – вертикальные каналы в геле концентрацией 1.2 мас. % агарозы; 4 – пере-
крестные каналы в том же геле.
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и концентрации геля, характеризующие насы-
щение пробного объема питательной средой,
здесь также имеют место. Важно отметить, что
новые значения стационарной концентрации
питательного вещества в пробном объеме будут
определять концентрацию клеток дрожжей, ко-
торую можно достичь за счет подачи питатель-
ного вещества через каналы и далее поддержи-
вать в иммобилизованном состоянии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

При моделировании роста микроорганизмов в
объеме геля при подаче питания через межфаз-
ную границу наиболее физически обоснованной
является кинетическая модель на основе обыкно-
венного дифференциального уравнения с запаз-
дыванием. При этом запаздывание имеет ясный и
четкий физический смысл, как продолжитель-
ность лаг-фазы, т.е. временного интервала адап-
тации микроорганизмов к окружающей среде до
начала деления. Среди факторов, препятствую-
щих росту числа клеток, необходимо учитывать
следующие: недостаток питательной среды (кис-
лорода) при ее доставке к клеткам диффузион-
ным путем, механическое сопротивление геля
увеличению объема, занимаемого микроорганиз-
мами, выделение клетками продуктов метаболиз-
ма, ингибирующих их рост.

Вследствие малой диффузионной массопро-
водности геля рост микроорганизмов в его объе-
ме локализуется вблизи поверхности, через кото-
рую поступают питательные вещества. Получен-
ные экспериментальные оценки для клеток
дрожжей показывают, что ширина зоны такой ло-
кализации составляет от 2.0 до 4.0 мм и зависит от
массовой концентрации агарозы в геле. С ростом
концентрации зона локализации сужается.

Показано, что в геле может быть создана си-
стема искусственных микроканалов для массопе-
реноса питательных веществ в его объем по кон-
вективно-диффузионному механизму. Установ-
лено, что микроканалы, несмотря на явление
синерезиса присущее гелям, остаются стабиль-
ными во времени. Практически подтверждено,
что через них можно пропускать жидкий поток
питательного вещества с объемным расходом не-
сколько микролитров в секунду и это не влияет на
состояние каналов. Отмечено, что для микрока-
налов, созданных механическим методом, на-
блюдается неоднородность массопереноса через
межфазную границу.

Методом математического моделирования
установлено, что основное влияние на время на-
сыщения среды питательным веществом в отсут-
ствие деления клеток оказывает структура и диа-
метр каналов, объемная скорость поглощения
ими питательного вещества, а также концентра-

ция геля, в котором клетки иммобилизованы. На
стадии деления клеток их число возрастает, и да-
же при наличии каналов количество питания в
объеме геля будет снижаться. Скорость подачи в
гель питания через каналы будет определять
концентрацию клеток (по отношению к макси-
мально возможному значению), которую можно
достичь при выбранной конфигурации и разме-
ре каналов в геле с заданной массовой концен-
трацией агарозы.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (проект № 15-19-
00177). Авторы выражают глубокую признатель-
ность Л.С. Герман за помощь в постановке мик-
робиологической части экспериментов и незаме-
нимые консультации по этим вопросам.
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