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Надежность изделий техники во многом определяется их стойкостью к воздействию внешней среды, в 

том числе к воздействию микроорганизмов. 

Для защиты материалов разрабатываются различные биоцидные средства, в том числе так называе-

мые фунгициды. Для проверки свойств фунгицидов в России применяется ГОСТ 9.803, основанный на ме-

тоде сравнительного анализа кинетики наращивания биомассы при серийном разведении фунгицидов. Про-

веден подробный анализ ГОСТ 9.803 и предложено применение экспресс-метода серийных разведений. По-

казана эффективность метода, определены эффективные концентрации четырех фунгицидных средств. 
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Equipment reliability is determined in many aspects by its resistance to environmental influence including  

microbiological stability. 

Different biocides, including so called fungicides are developed for materials protection. To test fungicides 

properties the national standard GOST 9.803 based on a comparative kinetics analysis method of fungal biomass 

growth in fungicides serial dilution is used in the Russian Federation. The detailed analysis of GOST 9.803 is per-

formed and a serial dilution method based on CLSI standards is offered. The method efficiency is shown and effec-

tive concentrations of four fungicides are determined. 
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Введение 
Работа выполнена в рамках реализации ком-

плексного научного направления 17.7. 
«Лакокрасочные материалы и покрытия на поли-
мерной основе» («Стратегические направления 
развития материалов и технологий их переработ-
ки на период до 2030 года») [1]. 

Надежность изделий техники во многом опреде-
ляется их стойкостью к воздействию внешней сре-
ды, естественной составляющей которой являются 
микроорганизмы (микроскопические грибы, бакте-
рии, дрожжи и др.) [1, 2]. Микроорганизмы-
деструкторы (биофактор, биодеструкторы), воздей-
ствуя на объекты техники, вызывают повреждения 
последних (биоповреждение, микробиологическое 
повреждение): изменение структурных и функцио-
нальных характеристик вплоть до разрушения  
[1, 3–5]. Биодеструкторы способны быстро адапти-
роваться к различным материалам как к источникам 
питания, условиям внешней среды и к средствам 
защиты. В связи с этим практически все известные 
материалы, особенно горюче-смазочные материалы 
(ГСМ) [6–9], подвержены биоповреждению. 
Ущерб от него оценивается в 2–3% объема всей 
промышленной продукции [9–13]. 

Для защиты материалов разрабатываются раз-
личные биоциды. Биоциды, которые предназначе-

ны для подавления грибов, называются фунгици-
дами [3, 8, 14, 15]. Некоторые известные ингиби-
торы коррозии, такие как 1,2,3-бензотриазол 
(БТА), 3-аминотриазол (АТ), катамин АБ [3, 5,  
16–19], обладают биоцидной активностью разной 
степени [20]. 

Для проверки свойств биоцидов проводят раз-
личные испытания, в том числе регламентирован-
ные различными нормативными документами. 
Так, в Российской Федерации эти испытания ре-
гламентирует ГОСТ 9.803–88 [3]. В американ-
ской системе испытаний материалов (ASTM) 
такие испытания регламентируются целым ря-
дом нормативных документов: ASTM D4445-10, 
ASTM E1259-10, ASTM E1428-99(2009), ASTM 
E1839-07, ASTM E1891-10a, ASTM E2149-10, 
ASTM E2783-11, ASTM E645-07, ASTM E723-07, 
ASTM E875-10, ASTM E979-09 [21–31]. Практи-
чески во всех американских стандартах использу-
ется метод серийных разведений, принципиаль-
ное отличие которых заключается в различных 
применяемых микроорганизмах, а также в коли-
честве и степени разведения биоцидов, предна-
значенных для испытаний. 

Особо следует отметить также то, что амери-
канский стандарт ASTM E1259-10 [22] регламен-
тирует испытания биоцидов в легкокипящих го-
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рючих жидкостях, к которым, например, относят-
ся авиационные топлива. К сожалению, в отече-
ственных стандартах ГОСТ 9.023 [32] и 
ГОСТ 9.052 [33] не предусмотрена возможность 
испытаний биоцидов с различной концентрацией. 
Нормативы предусматривают испытания топлив 
и масел с присадками (как есть) в сравнении с 
уже известными по своим свойствам ГСМ. 

В отечественном ГОСТ 9.803 [3] при испыта-
нии водорастворимых биоцидов предлагается 
оценка эффективности биоцидов по накоплению 
биомассы при общей продолжительности испыта-
ний 42 сут. Такой подход позволяет объективно 
оценить воздействие исследуемых препаратов на 
микроорганизмы и, самое главное, выявить со-
всем небольшие отличия по мере воздействия в 
зависимости от воздействующей концентрации. 
Эти отличия выявляют по статистически досто-
верным различиям наработки биологической мас-
сы. Однако методика, предлагаемая в 
ГОСТ 9.803, имеет ряд спорных положений. 

Во-первых – это требование длительной нара-
ботки биологической массы продолжительностью 
до 42 сут. Затем необходима достаточно кропот-
ливая работа по дальнейшей (после наращивания 
биомассы) пробоподготовке, которая включает в 
себя извлечение биомассы из посуды для выра-
щивания культур и высушивание до постоянной 
сухой массы. ГОСТ также никак не определяет 
некоторые условия культивирования, а именно – 
должно ли это быть статичное культивирование 
или это должна быть глубинная культура при по-
стоянном перемешивании, например на качалоч-
ных или вращающихся платформах, так как такое 
культивирование обеспечивает равномерный мас-
соперенос как питательных веществ, так и испы-
туемых биоцидов, что, в свою очередь, может как 
изменить результаты испытаний в принципе, так 
и просто сократить время испытаний. Дополни-
тельно, при статичном культивировании, доста-
точно часто развивающаяся на поверхности жид-
кой питательной среды культура проявляет так 
называемую трофность к твердой поверхности, на 
которую она опирается. Выглядит это как распла-
станный по внутренней поверхности колбы мице-
лий на границе фазового раздела питательной 
среды и воздуха, и изъять полностью такой мице-
лий бывает довольно проблематично. Таким об-
разом, сложность пробоподготовки может отра-
зиться на массе полученного мицелия, особенно 
это значимо при сильно угнетенном росте, когда 
даже небольшие погрешности могут сказаться на 
конечном результате оценки фунгицида. 

Во-вторых – это требования ГОСТ 9.803 к 
применяемым культурам микроорганизмов. Вы-
делим несколько аспектов: дискуссионен сам вы-
бор тех культур, которые предлагаются; сомни-
тельно предложение вносить смешанную культу-
ру, а также требует более тонкой проработки 
начало испытаний биоцидов в зависимости от 

фазы роста микроскопических грибов и их физио-
логической активности. 

Так, видовой состав, вносимый в составе  
суспензии, определяется тем, для защиты каких 
материалов предназначаются фунгициды, и  
регламентируется ГОСТ 9.048, ГОСТ 9.049,  
ГОСТ 9.050 и ГОСТ 9.802 [34–37]. Во всех ука-
занных ГОСТ предполагается использовать толь-
ко так называемые плесневые грибы как наиболее 
жизнестойкие. Это полностью оправдано для ис-
пытаний тканей по ГОСТ 9.802 [37]. Но при ис-
пытании фунгицидов для полимерных материа-
лов и лакокрасочных покрытий [35, 36], особенно 
тех, для которых потом возможен контакт с ГСМ, 
вызывает удивление отсутствие испытаний фун-
гицидов к дрожжевым видам грибов, так как в 
условиях недостаточного аэрирования поверхно-
сти испытываемого материала, которые как раз 
характерны для загрязнения поверхности ГСМ, 
дрожжевые формы получают преимущество как 
приспособленные к развитию в аноксигенных 
условиях [38]. Эти возражения автора больше 
относятся не к ГОСТ 9.803, а к упомянутым  
ранее ГОСТ 9.048, ГОСТ 9.049, ГОСТ 9.050 и 
ГОСТ 9.802 [34–37]. 

Следует рассмотреть также требование вно-
сить смешанную культуру. По результатам испы-
таний выявлено, что при смешанном культивиро-
вании (например, на твердых богатых питатель-
ных средах) плесневые грибы проявляют мощный 
антагонизм по отношению друг к другу, особенно 
темноокрашенные виды, такие как Aspergillus 
niger van Tieghem и Trichoderma viride Pers. ex Fr. 
Некоторые расы второго вида проявляют микопа-
разитические свойства, т. е. прямым образом 
угнетают остальные микроскопические грибы. 
Проблема антагонизма для каждого вида микро-
скопического гриба решается при испытании 
фунгицидов раздельно – как это реализовано в 
стандартах американского Института клиниче-
ских и лабораторных стандартов (Clinical and La-
boratory Standards Institute (CLSI)) – бывший 
Национальный комитет по клиническим лабора-
торным стандартам (The National Committee for 
Clinical Laboratory Standards (NCCLS)) – напри-
мер, в «Методе испытаний чувствительности 
плесневых грибов к фунгицидам методом разве-
дений в жидких питательных средах» [39]. При 
решении проблемы антагонизма раздельным 
культивированием для каждого вида гриба при 
наращивании биомассы на протяжении 42 дней в 
колбах, проведение такого рода испытаний стано-
вится достаточно сложным мероприятием,  
особенно – для маломощных испытательных  
лабораторий. 

При рассмотрении аспектов начала испытаний 
биоцидов в зависимости от фазы роста микроско-
пических грибов, необходимо учитывать тот 
факт, что чувствительность грибов к фунгицидам 
сильно меняется – будет ли это в фазе прораста-
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ния споры или при воздействии на уже сформиро-
вавшийся мицелий [39, 40]. В данном случае под-
ход к проверке фунгицидов определяется тем, как 
впоследствии будут применяться фунгициды: 
будет ли это обработка поверхностей материалов 
в составе уже готовых изделий или биоциды бу-
дут вноситься в состав самого материала [15]. 
Подход в использовании микромицетов, находя-
щихся в разной фазе своего развития, накладыва-
ет отпечаток на приемы подготовки суспензий со 
спорами. При испытании воздействия фунгици-
дов на споры, целесообразно добиваться макси-
мального содержания именно спор и уменьшать 
количество обрывков взрослого мицелия. Обычно 
это достигается методом смыва с поверхности 
зрелого, спороносящего мицелия. Следует под-
черкнуть, что в ГОСТ 9.048, на который ссылает-
ся ГОСТ 9.803 в части приготовления суспензий, 
предлагается использовать для этих целей пере-
нос спор посредством посевной иглы или бакте-
риальной петли. Но продуктивность такого мето-
да крайне низкая, к тому же при этом очень часто 
происходит захват мицелия. 

В-третьих – это сам методический подход к 
проверке биомассы в зависимости от концентра-
ции того или иного фунгицида. На практике 
обычно требуется нахождение минимальной эф-
фективной биоцидной концентрации [22, 14]. Для 
решения этой проблемы совершенно нет необхо-
димости проводить тонкую и кропотливую рабо-
ту по наработке биомассы и выявлению статисти-
чески значимых отличий для каждой концентра-
ции. Такая задача подходит для научно-
исследовательских работ, но не для обычных ис-
пытаний. В работе испытательной лаборатории 
достаточно найти ту пограничную концентрацию, 
выше которой развитие грибов (плесневых или в 
дрожжевой форме, или даже бактерий) полно-
стью отсутствует. Задача – найти предел концен-
траций, при которых развитие происходит в угне-
тенном состоянии, что встречается достаточно 
редко. При нахождении минимальной эффектив-
ной биоцидной концентрации, проверка наличия 
жизнеспособных пропагул микроорганизмов сво-
дится обычно к простому микроскопированию  
и/или к специальному окрашиванию так называе-
мыми витальными красителями, которые окраши-
вают структуры, характерные для живых организ-
мов (ядра) – например, флуоресцентными красите-
лями: DAPI (4′-6′-диамидин-2-фенилиндол) [40], 
Calcofluor White M2R [41] и резаурином [14]. В 
идеальном случае такие задачи решаются так 
называемым методом микроразведений [38], под-
разумевающим использование малых объемов 
культуральной среды с витальным красителем в 
серии с различными концентрациями исследуемо-
го фунгицида. 

В-четвертых – это использование гидрогеле-
вых подложек для водонерастворимых фунгици-
дов, что частично решается применением иных 

растворителей – например, диметилсульфоксида, 
этилового спирта или полиэтиленгликоля [38]. 

Таким образом, перспективным направлением 
развития испытаний фунгицидов по единой си-
стеме защиты от коррозии и старения следует 
считать: отказ от наращивания биомассы в каче-
стве самоцели, кардинальное уменьшение време-
ни инкубирования, переход на испытание отдель-
ных видов микромицетов, применение специфи-
ческих красителей. Такие методические подходы 
позволят как снизить трудоемкость метода, так и 
сократить продолжительность испытаний. 

Цель данной работы – исследование эффек-
тивности свойств биоцидов методом серийных 
разведений и нахождение минимальной эффек-
тивной биоцидной концентрации. 

 
Материалы и методы 

Согласно ГОСТ 9.803 п. 1.1 [3] для проведения 
испытаний по ГОСТ 9.048 подготовлена жидкая 
питательная среда Чапека–Докса в объеме  
5000 мкл на каждую повторность и внесена в сте-
рильную пробирку объемом 20 000 мкл. В каж-
дую пробирку с питательной средой вносили 
фунгициды в объемах, достаточных для достиже-
ния расчетных концентраций. 

По ГОСТ 9.048 [34] также подготовлена сто-
ковая споровая суспензия трех видов грибов – 
использовали зрелые свежевыделенные с матери-
алов спороносящие культуры Chaetomium glo-
bosum Kunze, Penicillium chrysogenum Thorn и 
Penicillium ochrochloron Biourg в возрасте 14 сут с 
момента последнего пересева. Споровую суспен-
зию готовили методом смыва с поверхности коло-
нии жидкой питательной средой Чапека–Докса, 
чтобы предотвратить неконтролируемое разбав-
ление в случае, если бы для смыва применяли 
дистиллированную воду. Подсчет концентрации 
колонеобразующих единиц (КОЕ) проводили при 
помощи счетной камеры Горяева. Для каждого 
вида гриба готовили отдельную споровую суспен-
зию. Затем каждую споровую суспензию вносили 
в питательную среду в равных объемах, достаточ-
ных для достижения в испытуемых и контрольных 
растворах общей концентрации 0,5 млн КОЕ/см3. 

Испытания проводили в трехкратной повтор-
ности при положительном и отрицательном кон-
троле. В качестве положительного контроля (К2) 
использовали среду Чапека со спорами без биоци-
дов – для подтверждения жизнеспособности ино-
кулята, в качестве отрицательного контроля (К1) 
использовали среду Чапека без спор с максималь-
ной применяемой в опыте концентрацией биоци-
да – для наглядности. 

Для проверки работоспособности экспресс-
метода выбраны четыре фунгицида: Биопаг,  
Комбатекс-4, Тезагран-био, Малкор В. 

Приготовлена серия разведений растворов 
фунгицидных добавок с градиентном концентра-
ций по действующему веществу, равным: 1; 0,2; 
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0,1; 0,02; 0,01; 0,002; 0,001% (по массе) действую-
щего вещества. 

Инокулированные споровой суспензией рас-
творы фунгицидных добавок (включая контроль-
ные) инкубировали при температуре 30°С и влаж-
ности 90%. Инкубацию проводили на протяжении 
5 сут с ежедневной оценкой роста и состояния 
суспензий спор. 

Результаты 
По окончании инкубации все растворы под-

вергали оценке, результаты которой приведены в 
таблице. 

Испытывавшиеся фунгициды показали следу-
ющие результаты: 

– Малкор В – не оказывает биоцидного эффек-
та в испытывавшихся концентрациях; 

Определение минимальной ингибирующей концентрации биоцидов  

методом серийных разведений* 

Условный номер 

образца 

Концентрация, 

% (по массе) 
Биопаг Комбатекс-4 Тезагран-Био Малкор В 

1 К1 (1) – – – – 

2 1 – – – + 

3 0,2 – – + + 

4 0,1 – ± + + 

5 0,02 – + + + 

6 0,01 ± + + + 

7 0,002 + + + + 

8 0,001 + + + + 

9 К2 (0) + + + + 

Подавление роста и развития смеси микроскопических плесневых грибов, приготовленных по ГОСТ 9.048, в 

градиентных растворах биоцидов марок Биопаг (а), Комбатекс-4 (б), Малкор В (в) и Тезагран-Био (г) в жидкой 

питательной среде Чапека–Докса в течение периода инкубации 5 сут 

* К1, К2 – среда Чапека соответственно без спор с максимальной применяемой в опыте концентрацией биоцида и со спорами без 

фунгицидов; - – отсутствие развития; ± – развитие сильно подавлено; + – наличие развития. 
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– Тезагран-Био – оказывает биоцидный эф-
фект при концентрации 1% (по массе); 

– Комбатекс-4 – оказывает фунгистатический 
эффект при концентрации 0,1% (по массе), био-
цидный – при концентрации 0,2% (по массе); 

– Биопаг – оказывает фунгистатический эф-
фект при концентрации 0,01% (по массе), биоцид-
ный – при концентрации 0,02% (по массе). 

На рисунке представлены фотографии раство-
ров фунгицидов после инкубации в течение 5 сут. 
Пробирки на всех представленных фотографиях 
расположены в порядке уменьшения концентра-
ции (слева направо), крайние левые пробирки 
представлены контрольными пробирками с кон-
тролем К1, крайние правые – с контролем К2. 

Следует отметить, что во всех случаях роста 
мицелия из споровой суспензии отмечается зна-
чительный объем мицелия, расположенного на 
поверхности пробирок (см. рисунок), причем по-
пытка удалить его посредством игл для посева 
или препарирования удается только частично, что 
подтверждает тезис, изложенный во введении, о 

сложности при отборе биомассы для дальнейшего 
ее анализа. 

 
Обсуждение и заключения 

Таким образом, в данной работе продемон-
стрирована принципиальная возможность оценки 
эффективности свойств биоцидов с помощью 
экспресс-метода. 

Найдены минимальные эффективные концен-
трации биоцидов при испытаниях в растворах. Из 
четырех испытывавшихся фунгицидов самым 
эффективным оказался отечественный препарат 
Биопаг. 

Отмечена сложность полного извлечения ми-
целия, расположенного на стеклянной поверхно-
сти пробирок. 

По результатам экспресс-метода оценки эф-
фективности фунгицидов целесообразно проведе-
ние полноценного сравнительного анализа данно-
го экспресс-метода и методов, представленных в 
ГОСТ 9.803. 
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