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С применением акустоэлектронных сенсоров, не содержащих чувствительных покрытий, проведе­
ны исследования серии препаратов микробиологических объектов — клеток дрожжей и бактерий, а 
также вирусных частиц, иммобилизованных в гидрогелях различной концентрации. Полученные 
данные изменения акустических характеристик позволяют: I ) выявлять присутствие биологических 
объектов как в жидких средах, так и в гидрогелях на основе агарозы различной концентрации; 
2) устанавливать физический механизм, за счет которого производится акустоэлектронное детекти­
рование; 3) оценивать изменения концентрации биообъектов и их электрическую проводимость. 
Полученные данные подтверждают перспективность применения акустоэлектрон ной методики 
для обнаружения микробиологических объектов и наблюдения за их ростом в гидрогелевых средах. 
Обсуждены ограничения и недостатки акустоэлектрон ной методики.

Ключевые слова: акустические волны, пьезоэлектрические кристаллы, агарозный гидрогель, микро­
биологические объекты.
DOI: 10.7868/S0320791916060010

ВВЕДЕНИЕ
Последние годы характеризуются активной 

разработкой новых акустоэлектронных сенсоров 
для исследования биологических сред в жилкой 
фазе 111. Для этих целей применяются различные 
типы волн (поверхностные, приповерхностные, 
угекающие, волны Лэмба и др.), механизмы де­
тектирования (вязкоупругий, массовой нагрузки, 
электроакустического взаимодействия, тепло­
вой) и пленочные покрытия (биополимеры, на­
нокомпозиты и др.). Чувствительность, селектив­
ность и другие характеристики таких сенсоров в 
основном определяются свойствами применяе­
мых покрытий.

В работе 121 продемонстрирована возможность 
детектирования бактерий в жидких пробах с по­
мощью акустических волн, распространяющихся 
в тонких пьезоэлектрических пластинах без по­
крытий. Характеристики таких сенсоров в основ­

ном определяются свойствами используемых 
волн и материала пластины. Пороги срабатыва­
ния, полученные с помощью таких сенсоров, до­
вольно низки и составляют 0.04% (об./об.) для 
стандартной ростовой среды LB. Представляло 
интерес применить такие сенсоры для исследова­
ния иных биообьектов, например, эукариотиче­
ских клеток, иммобилизованных в гелевых средах. 
Подобные искусственные многофазные микро- 
сгруктурированные среды важны из-за очевидных 
перспектив инкубирования функциональных 
живых клеток для формирования искусственных 
тканей с использованием технологии так называ­
емого ЗО-биопринтинга 13, 4|. Указанная фунда­
ментальная проблема имеет большую общенауч­
ную и практическую значимость, прежде всего 
для медицины.

Цель настоящей работы состояла в определе­
нии новых функциональных возможностей аку-
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Рис. I. Схематический видакустоэлсктронных датчи­
ков. используемых в работе.

стоэлектронных сенсоров без чувствительных по­
крытий и исследовании с их помощью упорядо­
ченных микроструктурированных дисперсных 
систем с биологическими объектами, включен­
ными в гидрогель.

Э КС П ЕРИ М ЕН ТАЛЬН АЯ  М ЕТО ДИ КА

Методика измерений базировалась на акусти­
ческих линиях задержки, состоящих из пьезо­
электрической пластины толщиной / /  порядка 
длины акустической волны X, входного и выход­
ного электромеханических преобразователей, 
расположенных на нижней поверхности пласти­
ны, и акустической волны, распространяющейся 
между ними по всей толщине пластины (рис. 1). 
При нанесении тестируемого водного раствора 
или гидрогеля на верхнюю поверхность пластины 
упругие и электрические смещения волны про­
никали из пьезопластины в нанесенную среду на 
глубину 10-500 мкм. При изменении свойств 
этой среды, например, из-за присутствия в ней 
биологических объектов, волна меняла свою ско­
рость, фазу и амплитуду. Изменения акустиче­
ских характеристик фиксировались на выходе 
устройства как фазовый и амплитудный “ откли­
ки "  акустоэлсктронного датчика.

В акустоэлектронных датчиках, использован­
ных в данной работе, в качестве рабочих приме­
нялись акустические волны (моды Лэмба), рас­
пространяющиеся в пластине пьезоэлектрика

ниобага лития 128° Y X -L iN b O , (0°, 37.86°, 0°) и 
128° YX +  90°—LiN bO , (0°, 37.86°, 90°), толщина / /  
которой соизмерима с длиной волны X. Характе­
ристики акустических волн должны удовлетво­
рять трем условиям 15—71:

— малому затуханию в присутствии жидкости 
или гидрогеля, что обеспечивалось выбором вол­
ны с малым вертикальным смещением (/,, исклю­
чающим се излучение в исследуемую среду (ради­
ационные потери);

— большому коэффициенту электромеханиче­
ской связи К 2, гарантирующему эффективное 
возбуждение и прием волн с помощью наиболее 
распространенных встречно-штыревых преобра­
зователей, работа которых основана на пьезо­
электрическом эффекте;

— высокой чувствительностью к  одному из из­
меряемых параметров (вязкости, проводимости) 
при низкой чувствительности к другому.

Для поиска волн, удовлетворяющих этим 
условиям, ранее в работе |2| были выполнены об­
ширные численные исследования основных аку­
стических характеристик пластинчатых волн в 
кристалле сильного пьезоэлектрика — ниобата 
лития. Для реализации исследуемых датчиков в 
качестве рабочих были выбраны акустические 
волны (моды Лэмба), имеющие эллиптическую 
поляризацию с доминирующим смещением (/, в 
направлении распространения и невысоким 
вертикальным смещением U3, исключающим 
большие радиационные потери, характеристики 
которых приведены в габл. I, а параметры дат­
чиков — в табл. 2.

Коэффициент электромеханической связи К 2 
для волны в сенсоре I составлял значительную 
величину, что делало этот сенсор особенно чув­
ствительным к  электрическим изменениям в 
жидкости или гидрогеле. Напротив, величина К 2 
в сенсоре 2 была намного меньше, что при доми­
нировании продольной компоненты (/, делало 
этот сенсор особенно чувствительным к вязкости 
жидких сред или гидрогелей.

Для исключения многократных отражений 
пластинчатых мод от торцов пластины последние 
закруглялись и делались непараллельными друг 
другу. На рис. 2 в качестве примера показан аку-

Та блина 1. Акустические характеристики мод, используемых в работе

№ Материал и ориентация 
пластины (углы Эйлера) н /х К м/с К 2,% U\/V\ и  г/и, (/,/(/,

1
128° YX-LiNbO, 
(0°. 37.86°. 0°) 2.5 12879 0.9 1 0.6 0.9

2 128° YX+90°— LiNbOj 
(0°, 37.86°. 90°)

1.67 8945 0.16 1 0 0.6
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Таблица 2. Характеристики акустоэлектрических сенсоров, применяемых для исследования биообъектов

№
Материал и 

ориентация пластины 
(углы Эйлера)

Толщина 
пластины 

H, мкм

Период
преобразователей 

(длина волны) 
X, мкм

НА

Апертура 
преобразова­

телей 
2а, мкм

Число пар 
электродов 

преобразователей 
-V

Расстояние
между

преобразова­
телями 
L, мкм

Частота 
моды 

/. МГц

1 128° YX—LiNbO, 
(0°, 37.86°. 0°)

500 200 2.5 5500 40 8500 63.7

2 128° YX+90°— Li N ЬО i 
(0°, 37.86°. 90°)

500 300 1.67 9000 20 16500 29.4

стический сигнал прямою прохождения сенсора 1, 
который задержан относительно начала разверт­
ки (электромагнитной наводки) на время про­
хождения волны от излучающего до приемного 
преобразователя (2.6 мкс). Рисунок демонстриру­
ет полное отсутствие отражений, которые долж­
ны были бы следовать с большей задержкой за 
сигналом прямого прохождения.

Нанесение тестируемых жидкостей и гидроге­
лей на верхнюю поверхность сенсоров (рис. 1) 
осуществлялось микрошприцем. Исследуемая 
дисперсная среда (тестируемая проба объемом 
700 мкл) перекрывала весь акустический пучок от 
излучающего до приемного преобразователей 
включительно. Она имела толщину в несколько 
миллиметров, что намного превышало глубину 
проникновения волны в эту среду (10—500 мкм).

Этим исключалось влияние геометрической фор­
мы и толщины пробы на результаты измерений. 
Присутствие биообъектов различного типа в гид­
рогеле приводило к  изменению свойств дисперс­
ной системы и, соответственно, к  дополнитель­
ному изменению фазы <р и амплитуды а акустиче­
ской волны, зондирующей биообъект.

Измерения амплитудных Да и фазовых Д<р 
“ откликов”  сенсоров выполнялись при комнат­
ной температуре и атмосферном давлении с по­
мощью анализатора четырехполюсников HP 
8753Е, Agilent Technologies, Santa Clara, CA. В на­
чальном состоянии верхняя поверхность пьезо­
электрической пластины каждого сенсора была 
“ свободной”  и не содержала какой-либо жидко­
сти или гидрогеля. Соответствующие значения 
акустической фазы ф и амплитуды а  принима-

Рис. 2. Сигнал прямого прохождения акустической пластинчатой моды между излучающим и приемным преобразо­
вателями в сенсоре I.
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лись в качестве исходных. Затем на рабочую по­
верхность пластины наносилась тестируемая сре­
да, и измерения <р и а  повторялись. Разница меж­
ду начальными и конечными значениями 
амплитуды и фазы определялась физическими 
свойствами тестируемой среды и была различной 
в зависимости от ее состава. При этом использо­
вание сенсора 1, более чувствительного к  элек­
трическим характеристикам жидкостей или гид­
рогелей, и сенсора 2, главным образом реагирую­
щего на их вязкость, позволяло определить 
доминирующий механизм воздействия каждого 
биообъекта в отдельности.

Так как функциональные зависимости фазо­
вого Дф и амплитудного Да “ откликов”  сенсора 1 
от электрической проводимости о тестируемой 
среды представляют собой спадающую экспоненту 
и “ перевернутую”  параболу соответственно |2|, то 
из сравнения “ откликов”  Дф и Да можно было су­
дить о возрастании или снижении проводимости о 
различных биообъектов в зависимости от их типа и 
состава. Однако при о > 0.5 Сим/м фазовый “ от­
кл и к”  сенсора I насыщался, а амплитудный стре­
мился к  нулю, в результате чего исследование 
биообъектов с его помощью становилось невоз­
можным.

ТЕС ТИ РУЕМ Ы Е БИООБЪЕКТЫ

В качестве тестируемых в работе были выбра­
ны биообъекты, существенно различающихся по 
размерам: взвеси вирусных частиц, клеток бакте­
рий и дрожжей. Препараты биологических объек­
тов получали в богатой ростовой среде LB (Luria- 
Bertani broth) |8 |, для акустоэлектрониых иссле­
дований их иммобилизовали в гелевых средах на 
основе агарозы в различной концентрации. 
Предварительно было определено |2 |, что поро­
ги детектирования компонентов ростовой среды 
LB в образцах микролитрового объема состави­
ли 0.04% (об./об.) в дистиллированной воде,
0.07% (об./об.) в дистиллированной воде с бакте­

риальными клетками (106 мл '), и 0.6% для сус­
пензий бактериальных клеток ( 106 мл ') в сильно 
разбавленной среде LB (0.1% (об./об.)).

Дисперсные системы с биологическими объ­
ектами получали путем включения их суспензий 
в гидрогель на основе агарозы. Использовали раз­
личные концентрации гидрогелей, приготовлен­
ных на дистиллированной воде. Свежие суспен­
зии клеток или фаговых частиц, находящихся в 
полноценной ростовой среде LB, вносили в рас­
твор агарозы, нагретый до 42°С. После переме­
шивания дисперсной системы смесь наносили 
непосредственно на пьезопластину для формиро­
вания гидрогеля.

Для тестирования в экспериментах использо­
вали следующие биологические объекты: кон­
центрированные препараты колифагаС7С, полу­
ченные на штамме бактерий Escherichia coU 4s |8|, 
культуру актинобактерий Dietziasp. |9| и культуру 
дрожжей Yarrowia lipolyiica Y-3603 110, 11|. Диа­
метр частиц колифага G7C около 50 нм, клетки 
бактерий и дрожжей плейоморфны и имеют разме­
ры 2 х 3 мкм и 2 х  20 мкм соответственно (рис. 3).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Исследование биообъектов, перечисленных в 
предыдущем разделе, показало отсутствие фазо­
вого и амплитудного “ откликов”  для сенсора 2 и 
наличие обоих “ откликов”  для сенсора 1. Это 
означало, что протестированные биосреды слабо 
различаются по вязкости, но заметно — по элек­
трической проводимости. Результаты измерений, 
полученные с помощью сенсора I, представлены 
в табл. 3 и 4.

Таблица 3 показывает, что по сравнению с чи­
стым гидрогелем величины фазового Аф и ам­
плитудного Д а  “ откликов”  на гидрогель с добав­
лением среды LB выше и растут с концентрацией 
этого препарата. С учетом функциональных зави­
симостей “ откликов”  121 это говорит об увеличе-
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Таблица 3. Результаты акустоэлектронных измерений в гидрогелях различного состава

Среда + биообъект Концентрация 1.5% агарозный гидрогель 3% агарозный гидрогель
клеток в мл Аф. град Да, дБ Аф, град Да, дБ

Гидрогель - -290 -20.9 -278 -18.7

Гидрогель + LB (0,1 %) - -301 -21.6

Гидрогель + LB (1 %) - -314.5 -24.2

Гидрогель + LB (2%)* - -39125
(-31.5) -29.9 -382.2

(-22.2)
-30.3

Гидрогель + LB (1%) + бактерии I07 -313.1 -24.8 -279 -18.2

* Сравнить с табл. 4.

Таблица 4. Результаты акустоэлектронных измерений в микроструктурированных дисперсных системах с биоло­
гическими объектами, включенными в гидрогель различной концентрации

Среда + биообъект Концентрация 0.5% агарозный гидрогель 1.0% агарозный гидрогель
клеток в мл Дф. град Да. дБ Дф. град Да, дБ

Гидрогель + LB (2%)* — -31.5
(-391.5)

-29.9 -22.2
(-382.2)

-30.3

Гидрогель + LB (2%) + колифаги 10® -8.0 -30.1 -27.9 -30.0

109 -1.5 -29.8 -27.6 -29.1

10ю + 15 -29.7 -35.0 -30.5

Гидрогель + LB (2%) + бактерии 5 х Ю6 -5.1 -29.1 -31.5 -28.4

5 х Ю7 -9.9 -29.7 -8.1 -29.8

5 х Ю8 -36.0 -28.6 -9.3 -29.6

Гидрогель + LB (2%) + дрожжи 2 х Ю7 +0.9 -30.3 -27.8 -30.3

2 х ю8 -10.2 -30.0 -25.1 -28.4

2 х Ю9 -2.5 -29.3 -23.5 -29.4

* Сравнить с табл. 3.

нии электрической проводимости данных био­
объектов. С другой стороны, добавление клеток 
бактерий в гидрогель с тем же содержанием LB 
(1%) не дает заметного изменения “ откликов" и, 
следовательно, проводимости, но демонстрирует 
уменьшение “ откликов”  с повышением концен­
трации агарозы в гидрогеле.

Акустоэлектронные измерения показывают 
(табл. 4), что рост концентрации колифагов в 
0.5% агарозном гидрогеле с 2%-ой LB приводит к 
уменьшению Лер (падению проводимости), а бак­
терий — к увеличению Лер (увеличению проводи­
мости). При этом постоянство амплитудного “ от­
клика”  Дадля разных концентраций колифагов и 
бактерий говорит в пользу того, что величина 
проводимости обоих объектов находится на уров­
не о ~  0.5 Сим/м 121. Наконец, при переходе от 
меньшей (0.5%) к  большей (1%) концентрации

агарозы наблюдается увеличение “ откликов”  Лер 
(проводимости о) для колифагов и уменьшение 
Дф и о для бактерий.

Акустоэлектрон ные исследования дрожжевых 
клеток, иммобилизованных в различных гидроге­
лях, пока, к сожалению, не имеют однозначного 
толкования и требуют дальнейших исследований.

ЗАКЛЮ ЧЕН И Е

Впервые акустоэлектронная методика и опыт­
ные образцы акустоэлектронных сенсоров, не со­
держащие чувствительных покрытий, примене­
ны для регистрации вирусов, бактерий и дрожжей 
в стандартной жидкой ростовой среде LB и иммо­
билизованных в агарозных гидрогелях различных 
плотностей. Показано, что доминирующим меха­
низмом детектирования для этих сред является
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электроакустическое взаимодействие, вызванное 
изменением электрической проводимости исход­
ных биологических сред.

Впервые установлена связь величин фазовою 
и амплитудною “ откликов”  датчика с изменени­
ями электрической проводимости тестируемых 
сред. Показано, что проводимость гидрогеля рас­
тет с концентрацией компонентов среды LB; уве­
личение концентрации колифагов в гидрогеле в 
0.5% агарозном геле с 2%-ой средой LB приводит 
к  уменьшению проводимости сред, а бактерий — 
к  увеличению проводимости; величина проводи­
мости тестируемых биообъектов находится на 
уровне 0.5 Сим/м. Вместе с тем, ряд эксперимен­
тальных данных, полученных с помощью акусто- 
электронных датчиков, пока не поддается одно­
значной интерпретации и требует дальнейших 
исследований.

Отсутствие чувствительных покрытий предпо­
лагает высокую долговременную стабильность 
показаний акустоэлектронных датчиков, но вме­
сте с тем приводит к ряду ограничений их функ­
циональных возможностей: I) такие датчики не 
способны идентифицировать биообъекты разной 
природы; 2) исследуемые пробы не должны со­
держать слишком большого количества микро­
флоры, чтобы их высокая электропроводность не 
приводила к насыщению выходного сигнала дат­
чика и занулению его чувствительности.

Результаты данного исследования актуальны 
для таких биологических объектов, как искус­
ственные сообщества иммобилизованных живых 
клеток.

Работа выполнена при поддержке Российско­
го научного фонда (проект 15-19-00177) в части 
иммобилизации биологических объектов в геле­
вые среды и их исследование и Российского 
фонда фундаментальных исследований (проект 
15-07-00692) в части измерений с применением 
акустоэлектронных методов.
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