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Представлен биологический датчик для определения ампициллина в проводящих растворах. Дат-
чик создан на основе акустической щелевой моды в структуре, состоящей из двух пьезопластин
ниобата лития различных срезов, разделенных воздушным зазором. Одна из пьезопластин служила
дном жидкостного контейнера, в который вносилась суспензия микробных клеток, чувствительных
к изучаемому антибиотику. Измерялась глубина резонансных пиков на частотной характеристике
полных потерь датчика. После этого в контейнер добавлялся исследуемый антибиотик, и измере-
ния повторялись. Аналитическим сигналом, свидетельствующим о появлении антибиотика в сус-
пензии клеток, служило изменение глубины резонансных пиков после его добавления в контейнер.
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ВВЕДЕНИЕ
Интенсивное использование антибактериаль-

ных препаратов в медицине и в ветеринарии при-
водит к сильному загрязнению антибиотиками
окружающей среды и, особенно, водных ресур-
сов. Антимикробные препараты попадают в вод-
ную среду со сбросами сточных вод очистных со-
оружений или ливневыми стоками с сельскохо-
зяйственных угодий в результате применения
антибиотиков в аквакультуре [1]. Растущий уро-
вень применения антибиотиков может привести
к глобальной экологической проблеме, поэтому
существует большая потребность в постоянном
мониторинге и определении антимикробных
препаратов в объектах окружающей среды.

Для обнаружения противомикробных препа-
ратов широко используются биосенсоры, кото-
рые позволяют проводить не только качествен-

ный, но и количественный анализ антибиотиков.
Биосенсоры, как аналитические системы, состо-
ят из двух компонентов: чувствительного биоло-
гического элемента и системы обнаружения. Для
определения антибиотиков существуют биодат-
чики с различной конструкцией и механизмом
действия, такие как, электрохимические [2], дат-
чики на основе поверхностного плазмонного ре-
зонанса [3, 4] и оптические [5]. Кроме того, аку-
стические устройства, которые широко использу-
ются для исследования различных явлений на
границе “твердое тело–вязкая/проводящая жид-
кость” [6–9], вызывают большой интерес иссле-
дователей в плане зондирования различных био-
логических и химических аналитов. Эти датчики
работают путем связывания изучаемого аналита с
изменением параметров распространяющейся
акустической волны. Указанные датчики исполь-
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зуют объемные и поверхностные акустические
волны, а также волны в пьезоэлектрических пла-
стинах [10–14]. Эти устройства могут быть мини-
атюризированы, масштабируемы и снабжены до-
полнительными функциями, включая интегра-
цию с микрофлюидикой и электроникой.

Одним из основных моментов при конструи-
ровании биосенсоров является подбор чувстви-
тельного (сенсорного) элемента датчика. Микро-
организмы, проявляющие чувствительность к
определяемому антибиотику, в комплексе с элек-
трофизическим датчиком представляют простые,
чувствительные и быстродействующие сенсор-
ные системы. Существует несколько разновидно-
стей биосенсоров для обнаружения антибиоти-
ков, основанных на оценке ингибирования фер-
ментативной активности бактерий [15–17], а
также использовании микробных клеток в каче-
стве чувствительного элемента датчика [18, 19].
Особый интерес представляют датчики, позволя-
ющие проводить исследование без иммобилиза-
ции специфичных микроорганизмов на поверх-
ности датчика. Такие датчики значительно уско-
ряют процесс анализа по сравнению с методами,
использующими иммобилизацию микроорганиз-
мов. Ранее мы использовали датчик на основе
щелевой моды в акустической линии задержки
для определения чувствительности бактерий к
раствору ампициллина в дистиллированной воде
[20]. Однако важным моментом является возмож-
ность количественного определения антибиоти-
ка, присутствующего в проводящей жидкости.

Цель работы – экспериментальное исследова-
ние возможности определения ампициллина в
проводящей жидкости с помощью датчика на ос-
нове акустической щелевой моды с использова-
нием микробных клеток в качестве сенсорного
элемента.

ОПИСАНИЕ ДАТЧИКА И МЕТОДИКИ 
ЭКСПЕРИМЕНТА

Акустическая сенсорная система была разрабо-
тана на основе линии задержки из пластины нио-

бата лития (LiNbO3) Y–X среза толщиной 200 мкм
(рис. 1а). На нижней стороне пластины были на-
несены два встречно-штыревых преобразователя
(ВШП) для возбуждения и приема акустической
волны с поперечно-горизонтальной поляризаци-
ей в диапазоне частот 2–4 МГц. Контейнер для
суспензии бактериальных клеток объемом 3 мл
располагался с зазором 8 мкм над верхней сторо-
ной линии задержки. Дно жидкостного контей-
нера было изготовлено из пластины Z–X+30°
ниобата лития толщиной 500 мкм [21]. Такая кон-
струкция датчика приводила к появлению ярко
выраженных резонансных пиков на частотной за-
висимости полных потерь, связанных с возбужде-
нием щелевой моды [22] (рис. 1б).

Для проведения экспериментов датчик под-
ключался к измерителю S-параметров E5071C
(“Agilent”, США) и измерялись частотные зави-
симости полных потерь выходного сигнала устрой-
ства. Контейнер заполняли суспензией исследуе-
мых клеток и проводили измерения глубины и ча-
стоты резонансных пиков на частотной зависимости
полных потерь датчика. Затем добавляли анти-
биотик с определенной концентрацией и вновь
измеряли параметры датчика. Аналитическим
сигналом служило изменение глубины и частоты
резонансных пиков на частотной зависимости
полных потерь датчика после добавления ампи-
циллина в суспензию микробных клеток. Экспе-
рименты проводились с бактериальными клетка-
ми в буферных растворах (рН 7.0) с проводимо-
стью 5–20 мкСм/см. Проводимость буферных
растворов контролировалась с помощью кондук-
тометра HANNA HI 8733 (Hanna Instruments inc.,
США). При проведении измерений температура
составляла 25–26°С.

В работе анализировался антибиотик ампицил-
лин (Sigma, США); используемые концентрации
антибиотика составляли 2, 5, 8, 12, 15 и 18 мкг/мл.
В качестве сенсорного элемента датчика исполь-
зовали микробные клетки Escherichia coli штамма
К-12, поскольку ранее было показано, что они яв-
ляются чувствительными к ампициллину [20].
В качестве контроля использовали бактерии, устой-

Рис. 1. (а) – Схема датчика, (б) – частотные зависимости полных потерь датчика с пустым контейнером.
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чивые к ампициллину E. coli К-12 (pUC-18) [23]. Бак-
терии E. coli K-12 и E. coli К-12 (pUC-18) были полу-
чены из коллекции ризосферных микроорганизмов
ИБФРМ РАН (Саратов) (http://collection.ibppm.ru).

Микроорганизмы хранили при температуре
+4°С и пересевали каждые 2 недели. Для культи-
вирования бактерий использовали жидкую пита-
тельную среду LB следующего состава (г/л): NaCl
(ЗАО “ЛенРеактив”, Россия) – 5.0; пептон (Bec-
ton, Dickinson & Co., США) – 10.0; дрожжевой
экстракт (DIFCO, США) – 5.0. Твердая среда LB
содержала 3% агар-агара.

Для каждой серии экспериментов выполняли
не менее пяти независимых повторов. Концен-
трационная зависимость для каждой исходной
точки измерялась не менее трех раз. Данные ана-
лизировали с помощью программного обеспече-
ния Excel 2016 (Microsoft Corp., США).

ПОЛУЧЕННЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ

Вначале в контейнер датчика вносили буфер-
ный раствор с заданной проводимостью (1 мл) и
измеряли частотные зависимости полных потерь
датчика для этого случая. После этого контейнер
очищали, просушивали и добавляли в него бу-
ферный раствор с микробными клетками E. coli
штамма К-12 в количестве 1 мл. Концентрация
клеток в контейнере для всех экспериментов со-
ставляла 106 кл/мл. Было установлено, что добав-
ление к буферному раствору микробных клеток
практически не влияло на частотные характери-
стики устройства. На рис. 2а в качестве примера
представлены частотные зависимости полных
потерь датчика для контейнера, нагруженного бу-
ферным раствором с проводимостью 10 мкСм/см
и клетками штамма К-12. Далее в контейнер с
клеточной суспензией добавляли 10 мкл ампи-
циллина с различной концентрацией от 2 до

18 мкг/мл. Было установлено, что для всех ис-
пользуемых концентраций антибиотика наблю-
далось уменьшение глубины и частоты резонанс-
ных пиков на частотной зависимости полных по-
терь. На рис. 2б в качестве примера представлены
частотные зависимости полных потерь датчика
(α) с суспензией клеток штамма К-12 до (черная
кривая) и после (розовая кривая) добавления ам-
пициллина с концентрацией 2 мкг/мл при прово-
димости буферного раствора 10 мкСм/см. В ре-
зультате проведенных экспериментов были най-
дены зависимости изменения глубины пиков
резонансного поглощения от концентрации ам-
пициллина при различной начальной проводи-
мости буферного раствора. На рис. 3 представле-
ны зависимости изменения глубины резонансного
пика (Δα) вблизи частоты 2.82 МГц от концентра-
ции ампициллина после его добавления к суспен-
зии клеток при начальной проводимости буфер-
ного раствора 5 (рис. 3а), 10 (рис. 3б), 15 (рис. 3в)
и 20 (рис. 3г) мкСм/см. Видно, что для всех иссле-
дуемых проводимостей буферного раствора мак-
симальное изменение глубины выбранного резо-
нансного пика наблюдается для концентрации
ампициллина 2 мкг/мл. При увеличении концен-
трации ампициллина изменение глубины резо-
нансных пиков немного уменьшается. Наимень-
шее изменение глубины резонансного пика на-
блюдается для концентраций ампициллина 15 и
18 мкг/мл. Что касается частоты пиков резонанс-
ного поглощения, то во всех случаях наблюдался
сдвиг резонансной частоты на 10–20 кГц.

Было также показано, что с увеличением на-
чальной проводимости буферного раствора изме-
нение глубины резонансных пиков уменьшается.
На рис. 4 в качестве примера приведены зависи-
мости изменения глубины пиков резонансного
поглощения (Δα) от начальной проводимости бу-
ферного раствора (σ) при добавлении к E. coli K-12

Рис. 2. (а) – Частотные зависимости полных потерь датчика (α) с контейнером, нагруженным буферным раствором с
проводимостью 10 мкСм/см (черная кривая) и с E. coli К-12 (серая кривая). (б) – Частотные зависимости полных по-
терь датчика (α) с контейнером, нагруженным E. coli К-12 до (черная кривая) и после (розовая кривая) добавления ам-
пициллина (2 мкг/мл).
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ампициллина с концентрацией: 2 мкг/мл (рис. 4а)
и 5 мкг/мл (рис. 4б).

Активность ампициллина определяется его
способностью взаимодействовать с клеточной
поверхностью бактерий и изменять барьерные
свойства цитоплазматической мембраны [18].
Можно предположить, что зафиксированное дат-
чиком изменение сигнала при увеличении кон-
центрации ампициллина вызвано деформацией
клеточной стенки бактерий, изменением ее про-
ницаемости как для внутриклеточных, так и вне-
клеточных компонентов и выходом из клетки
макромолекул цитоплазмы, приводящем к росту

проводимости суспензии. Этот процесс фиксиру-
ется датчиком как уменьшение глубины и часто-
ты резонансных пиков на частотной зависимости
полных потерь датчика.

Для подтверждения того, что зафиксирован-
ные изменения аналитического сигнала датчика
связаны с чувствительностью бактерий к ампи-
циллину, были поставлены эксперименты по
анализу аналитического сигнала датчика для бак-
териальных клеток, устойчивых к ампициллину.
Этот штамм обладал плазмидой pUC-18, отвеча-
ющей за устойчивость к ампициллину. Условия
проведения измерений были такими же, как и для

Рис. 3. Зависимости изменения глубины резонансного пика (Δα) для E. coli K-12 вблизи частоты 2.82 МГц от концен-
трации ампициллина в буферных растворах с начальной проводимостью (мкСм/см): (а) – 5, (б) – 10, (в) – 15 и (г) – 20.
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Рис. 4. Зависимости изменения глубины пиков резонансного поглощения (Δα) для E. coli K-12 от начальной проводи-
мости буферного раствора (σ) при добавлении ампициллина до конечной концентрации (мкг/мл): (а) – 2 и (б) – 5.
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штамма К-12. Было показано, что добавление ам-
пициллина к клеткам К-12 (pUC-18) не приводит
к изменению глубины и частоты резонансных пи-
ков на частотной зависимости полных потерь вы-
ходного сигнала датчика при концентрации ам-
пициллина в пределах 2–16 мкг/мл. На рис. 5а в
качестве примера представлена частотная зави-
симость полных потерь датчика, нагруженного
клеточной суспензии E. coli K-12 (pUC-18), до
(черная кривая) и после (оранжевая кривая) добав-
ления ампициллина с концентрацией 5 мкг/мл при
начальной проводимости суспензии клеток
20 мкСм/см. На основе полученных частотных
зависимостей была построена зависимость изме-
нения глубины резонансного пика вблизи частоты
2.8 МГц от концентрации ампициллина (рис. 5б).
Видно, что изменение глубины резонансного пи-
ка для указанных концентраций ампициллина не
превышало 1 дБ. Частота в этом случае практиче-
ски не изменялась.

Таким образом, представленный биологиче-
ский акустический датчик с использованием
микробных клеток в качестве сенсорного элемен-
та является перспективным для определения ам-
пициллина в водных средах с нижним пределом
детекции 2 мкг/мл при проводимости суспензии
клеток 5–20 мкСм/см.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведенные исследования показали возмож-
ность применения датчика на основе акустиче-
ской щелевой моды с использованием микроб-
ных клеток в качестве сенсорного элемента для
определения ампициллина в проводящей жидко-
сти. Представленная сенсорная система для об-
наружения ампициллина представляет уникаль-
ную альтернативу традиционным диагностиче-
ским тестам и может быть адаптирована для
других групп антибактериальных препаратов.
Преимуществами данного подхода являются воз-

можность проведения анализа непосредственно в
жидкости и многократность использования дат-
чика без снижения чувствительности сенсорной
системы. В целом, полученные результаты пока-
зывают перспективность использования биоло-
гического акустического датчика для определе-
ния антибиотиков в условиях повышенной про-
водимости среды измерения.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда, грант № 22-29-00587,
https://rscf.ru/project/22-29-00587/.

Настоящая работа не содержит описания ка-
ких-либо исследований с использованием людей
и животных в качестве объектов.
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