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Снижение рисков для здоровья населения при потреблении питьевой воды систем централизованного водоснабже-

ния – актуальная медико-биологическая и техническая проблема. Решается она, в том числе, посредством разработки 
и применения новых материалов для водоочистки и водоподготовки. Ряд природных и сконструированных наноматериа-
лов обладает антимикробными свойствами в отношении микроорганизмов различной таксономической принадлежности 
(бактерий, дрожжеподобных и плесневых грибов) и бактериальных биопленок. Однако ряд результатов оценки антимик-
робного потенциала наноматериалов носит противоречивый и часто лишь качественный/полуколичественный характер 
вследствие отсутствия стандартного протокола испытаний и обоснованного критериального аппарата оценки. Целью 
настоящей работы было методологическое обоснование и разработка унифицированной и стандартизованной тест-
модели, оптимизация параметров методики и обоснование системы критериев количественной оценки антимикробной 
активности наноматериалов, применяемых в условиях водоочистки и водоподготовки. 

Объектом исследования были образцы наноматериалов на основе диоксида титана, используемые для техноло-
гий водоочистки и водоподготовки. Обоснована тест-модель, предложен критериальный показатель RDDS, разрабо-
тан стандартный протокол испытаний для количественной оценки антимикробного потенциала наноматериалов. 

Проведена апробация разработанной технологии на образцах наноматериалов на основе диоксида титана. 
Рассчитаны и оценены метрологические параметры метода (стандартное отклонение повторяемости и предел 
повторяемости), которые соответствуют предъявляемым к методам требованиям при принятой доверительной 
вероятности р = 95 %, а также требованиям международной организации по стандартизации ИСО и принципами 
надлежащей лабораторной практики GLP. Подтверждена релевантность тест-модели, которая обеспечивает 
объективную количественную оценку антимикробного потенциала материалов, используемых для обеззараживания 
водных объектов, контаминированных микробиотой смешанной таксономической принадлежности, контроля 
и предотвращения распространения бактериальных инфекций с водным путем передачи. 

Ключевые слова: наноматериалы, тест-модель, антимикробный потенциал, диоксид титана, количествен-
ный критериальный показатель RDDS, метрологическая оценка. 
 

 
Снижение рисков для здоровья населения при 

потреблении питьевой воды систем централизован-
ного водоснабжения – актуальная медико-биологи-
ческая и техническая проблема, которая решается, в 
том числе, посредством разработки и применения 
новых материалов для водоочистки и водоподготов-

ки [1–5]. Ряд природных и сконструированных на-
номатериалов на основе оксида титана (TiO2) [6–8], 
оксида цинка (ZnO) [9], серебра [10–13] и более 
сложного состава [7, 14–18] обладают антимикроб-
ными свойствами в отношении микроорганизмов 
различной таксономической принадлежности (бак-
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терий, дрожжеподобных и плесневых грибов, виру-
сов), а также бактериальных биопленок [19–22]. По-
этому использование наноматериалов представляет 
значительный интерес для обеззараживания воды 
систем питьевого водоснабжения [23–28]. 

Однако экспериментальные данные об анти-
микробной активности наноматериалов имеют про-
тиворечивый и часто лишь качественный/полуколи-
чественный характер. Разнообразие методических 
приемов моделирования, отсутствие стандартных 
протоколов испытаний для внедрения в практику 
аккредитованных лабораторий, а главное – отсутст-
вие обоснованного критериального аппарата коли-
чественной оценки антимикробного действия нано-
материалов не позволяют провести анализ массива 
экспериментальных данных в соответствии с требо-
ваниями надлежащей лабораторной практики GLP, 
который предполагает строгое соблюдение прото-
кола выполнения теста с оптимизированными усло-
виями и параметрами для обеспечения получения 
сравнимых и достоверных данных [19, 29–32]. 

Целью настоящей работы было методологи-
ческой обоснование и разработка унифицированной и 
стандартизованной тест-модели, оптимизация пара-
метров методики и обоснование критериального ап-
парата для количественной оценки антимикробной 
активности наноматериалов, применяемых в услови-
ях водоочистки и водоподготовки, а также их апро-
бация на инновационных наноматериалах. 

Материалы и методы. В работе использовали 
штаммы Escherichia coli АТСС 8739 и Staphylococcus 
aureus АТСС 25923, полученные из Всероссийской 
коллекции промышленных микроорганизмов. Музей-
ные штаммы микроорганизмов обладали типичными 
морфологическими, культуральными и физиолого-
биохимическими признаками соответствующих так-
сономических групп бактерий, а также хорошими 
ростовыми свойствами. 

Для получения стандартизованных тест-моде-
лей проводили культивирование в пробирках на 
50 мл с 10 мл среды при температуре 35–37 °С в те-
чение 18–24 часов до достижения стационарной фа-
зы роста на оптимизированной среде следующего 
состава: мясопептонный бульон – 500 мл, глюкоза – 
10,0 г; CaCO3 – 1,0 г; MgSO4 – 0,2 г; CaCl2 – 0,02 г; 
FeCl3 – 0,02 г; раствор микроэлементов 10%-ный – 
0,01 мл на 1000,0 мл, рН 7,2–7,4. Готовили разведе-
ние суспензии тест-культуры по оптическому стан-
дарту мутности Фарланда до рабочей концентрации 
клеток Log 2 КОЕ/мл в физиологическом растворе. 

Для апробации разработанной методики ис-
пользовали образцы на основе наноструктурирован-
ного диоксида титана (TiO2), нанесенного на раз-
личные подложки, полученные с использованием 
различных технологических приемов. Образцы лю-
безно предоставлены профессором В.Е. Борисенко, 
научным руководителем Центра наноэлектроники 
и новых материалов учреждения образования «Бе-
лорусский государственный университет информа-
тики и радиоэлектроники», г. Минск. 

Дизайн модельного эксперимента. Антимик-
робный потенциал образцов наноматериалов на ос-
нове диоксида титана (TiO2) изучали в условиях 
прямого контакта образцов со стандартизованной 
суспензией тест-культур. В стерильный стеклянный 
стакан, содержащий 50 мл стандартизованной тест-
культуры, помещали образцы наноматериалов раз-
мером 3,5×3,5 см2, экспонировали в течение 30 ми-
нут с одновременной активацией лампой видимого 
света Model: 01200100011 (EL-PL10PW, 50 Гц, 
10 Ватт, тип G23D, color – purm white). Оценку чис-
ленности популяции микроорганизмов после воз-
действия осуществляли методом посева 0,1–1,0 мл 
суспензии на поверхность дифференциально-диаг-
ностических питательных сред: Эндо для E. coli, 
желточно-солевого агара – для S. aureus. Посевы куль-
тивировали при оптимальной температуре 35–37 °С 
в течение 18–36 часов. 

Обработка результатов измерений. Для коли-
чественной оценки после инкубирования подсчиты-
вали типичные сформированные колонии на трех 
параллельных чашках Петри, содержащих не более 
250 колоний. Рассчитывали количество микроорга-
низмов, КОЕ /мл, по формуле (1): 

 
1

N
X

V
=


,  (1) 

где N  – количество типичных колоний на чашке; 
V1 – объем посеянной пробы (0,1–1,0 мл). 

За окончательный результат измерения прини-
мали среднее арифметическое значение результатов 
пяти параллельных измерений. 

Проверку приемлемости двух результатов еди-
ничных измерений, полученных в условиях повто-
ряемости, осуществляли, рассчитывая абсолютное 
расхождение между десятичными логарифмами ре-
зультатов единичных измерений, значение которого 
сравнивали со значением предела повторяемости (r). 

Если для значения абсолютного расхождения 
между десятичными логарифмами двух результатов 
единичных измерений выполнялось условие (2) 

 1 2lg lgХ Х r− < ,  (2) 

то оба результата единичных измерений считали 
приемлемыми. 

Проверку дисперсий на однородность, стати-
стические разбросы и выбросы выполняли по кри-
терию Кохрена. 

Расчет стандартного отклонения повторяемо-
сти проводили по формуле (3) 
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Значение предела повторяемости r рассчиты-
вали по формуле (4) 

 2,8 .r Sr=   (4) 
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Для количественной оценки антимикробного 
действия введен термин «антимикробный потенци-
ал» и обоснован показатель RDDS, рассчитываемый 
по формуле (5) 

 RDDS  = 0 30

0

,
Lg Lg

Lg

−
  (5) 

где Lg0 – десятичный логарифм численности попу-
ляции перед воздействием; 

Lg30 – десятичный логарифм численности по-
пуляции после 30 мин воздействия. 

Для метрологической оценки методики рассчиты-
вали стандартное отклонение повторяемости и предел 
повторяемости согласно требованиям законодательной 
метрологии1. При вычислениях исключали результаты 
подсчета с числом колоний более 250 КОЕ/чашку. 

Результаты и их обсуждение. Статистические 
данные для оценки метрологических характеристик 
метода получены по результатам анализа образцов 
пяти серий измерений, выполненных в разное время 
в условиях повторяемости (таблица). В условиях 
разработанной стандартной методики и на основа-
нии критерия RDDS был рассчитан антимикробный 
потенциал инновационных наноматериалов. Приме-

нена разработанная критериальная шкала оценки 
антимикробного потенциала материала: 

1,0 ≥ RDDS > 0,7 – выраженный антимикроб-
ный потенциал; 

0,7 ≥ RDDS > 0,5 – средний антимикробный 
потенциал; 

0,5 ≥ RDDS > 0,1 – незначительный антимик-
робный потенциал; 

RDDS ≤ 0,1 – отсутствие антимикробного по-
тенциала. 

Таким образом, хотя различная устойчивость 
представителей водной микробиоты к воздействию 
наноструктурированных материалов отмечена в ра-
ботах ряда авторов [8, 18, 32–35], нами впервые ко-
личественно оценен антимикробный потенциал по 
критерию RDDS [36–38]. 

Установлено, что в соответствии с предложенной 
критериальной шкалой антимикробное воздействие 
более выражено в отношении грамотрицательной 
микрофлоры, чем в отношении грамположительной. 
Выявлено также, что воздействие наноматериалов 
приводит к изменению фенотипических свойств, ха-
рактерных для тест-культур. Тест-культура Escherichia 
coli АТСС 8739 изменяла тинкториальные свойства,

Результаты тестирования антимикробного потенциала RDDS образцов наноматериалов* 

Escherichia coli АТСС 8739 Staphylococcus aureus АТСС 25923 
Об-
разец Lg0 

Хср ± Sr 
r 

Lg30 
Хср ± Sr 

r 
RDDS Lg0 Хср ± Sr 

r 
Lg30 

Хср ± Sr 
r 

RDDS 

2,39 0 2,32 0,30 
2,34 0 2,36 0,30 
2,44 0 2,29 0,30 
2,31 0 2,33 0,00 

1 

2,30 

2,35 ± 0,058 
0,162 

0 

0 ± 0,00 
0,00 

1,00 – 
выра- 
женный 

2,30 

2,32 ± 0,029 

0,00 

0,18 ± 0,16 
0,448 

0,92 – 
выраженный 

2,39 2,08 2,32 2,04 
2,35 2,10 2,29 2,05 
2,41 2,00 2,27 2,25 
2,32 2,18 2,30 2,23 

2 

2,36 

2,37 ± 0,033 
0,092 

2,12 

2,09 ± 0,067 
0,188 

0,12 –  
незначи-
тельный 

2,33 

2,30 ± 0,024 
0,067 

2,18 

2,15 ± 0,098 
0,274 

0,07 –  
незначи-
тельный 

2,38 1,70 2,35 1,79 
2,40 1,83 2,36 1,81 
2,34 1,53 2,33 1,73 
2,28 1,68 2,38 1,74 

3 

2,36 

2,36 ± 0,06 
0,168 

1,51 

1,65 ± 0,134 
0,375 

0,30 – 
незначи-
тельный 

2,33 

2,35 ± 0,02 
0,056 

1,68 

1,75 ± 0,05 
0,018 

0,25 – 
незначи-
тельный 

2,34 1 2,29 1,18 
2,34 0,70 2,27 1,08 
2,44 0,85 2,30 0,95 
2,27 0,48 2,26 0,95 

4 

2,32 

2,34 ± 0,061 
0,171 

0,90 

0,82 ± 0,117 
0,328 

0,65 – 
средний 

2,18 

2,26 ± 0,049 
0,138 

0,90 

1,01 ± 0,11 
0,308 

0,55 – 
средний 

2,38 2,39 2,21 2,22 
2,38 2,34 2,23 2,24 
2,38 2,44 2,12 2,11 
2,37 2,31 2,37 2,37 

5 

2,36 

2,38 ± 0,01 
0,028 

2,36 

2,37 ± 0,05 
0,14 

0,003 – 
отсутствие 

2,38 

2,26 ± 0,11 
0,308 

 
2,39 

2,27 ± 0,12 
0,336 

–0,002 – 
отсутствие 

П р и м е ч а н и е : – представлены данные в виде среднего пяти измерений; Sr – стандартное отклонение повто-
ряемости; r – предел повторяемости. 

__________________________ 
 
1 ГОСТ ИСО 5725-6-2002. Точность (правильность и прецизионность) методов и результатов измерений. Ч. 6. Ис-

пользование значений точности на практике: Государственный стандарт Российской Федерации [Электронный ре-
сурс]. – URL: http://docs.cntd.ru/document/1200029980 (дата обращения: 16.06.2018). 



Тест-модель и количественный критериальный показатель для оценки антимикробного потенциала…    

ISSN (Print) 2308-1155    ISSN (Online) 2308-1163    ISSN (Eng-online) 2542-2308 107 

что приводило к вариабельности окраски по Граму, 
изменялась типичная форма вегетативных клеток 
и уменьшался их размер. 

Впервые осуществлена метрологическая оцен-
ка операционных характеристик разработанного 
метода количественной оценки антимикробного 
потенциала наноматериалов. Рассчитаны показатели 
стандартного отклонения повторяемости (Sr) и пре-
дела повторяемости (r) с учетом приемлемости ре-
зультатов единичных измерений, полученных в ус-
ловиях повторяемости, проведена проверки диспер-
сий на однородность, статистические разбросы и 
выбросы, выполненная по критерию Кохрена. 

Выводы. В ходе разработки методологии ко-
личественной оценки антимикробного потенциала 
наноматериалов обоснованы следующие стандарт-
ные условия проведения исследований и разработан 
стандартный протокол проведения испытаний: 

1. Для моделирования реальных параметров водо-
подготовки тестирование должно проводиться в усло-
виях прямого контакта наноматериалов с суспензией 
микроорганизмов в физиологическом растворе. Та-
кой прием, в отличие от использования агаризован-
ных пластин, обеспечивает однородное распределе-
ние активных компонентов в толще водных сред и 
позволяет избежать искажения результатов испыта-
ний путем устранения эффектов экранирования тест-
культур органическими компонентами питательных 
сред и способности наноматериала к диффузии в 
плотные среды. 

2. Этапом оценки является экспозиция тест-
культуры и образца наноматериала в условиях фото-
активации видимым светом в течение 30 минут. 
Предложенные условия являются достаточными для 
проявления антимикробных эффектов наноматериа-
лов с различным, в том числе средним и слабым, по-
тенциалом. С целью оценки динамики антимикроб-
ного эффекта может быть выбрана иная экспозиция. 

3. Биологическими тест-моделями являются 
эпидемически значимые музейные штаммы Escheri-
chia coli АТСС 8739 и Staphylococcus aureus АТСС 
25923, при этом Escherichia coli является палочко-
видной грамотрицательной бактерией, а Staphylo-
coccus aureus – представитель кокковой грамположи-
тельной микрофлоры. Предложенные штаммы пред-
ставлены в рутинной практике аккредитованных 
микробиологических лабораторий, так как являются 
стандартными для оценки активности дезинфектан-
тов и  антисептиков, для определения ростовых 
свойств питательных сред, в том числе в соответст-
вии с международными стандартами. 

4. Необходимой является строго стандартизо-
ванная подготовка музейных тест-культур для обес-

печения репрезентативных и воспроизводимых ре-
зультатов, так как наибольший вклад в неопреде-
ленность при проведении тестирования вносит 
нестандартизованная тест-культура. 

5. Целевая концентрация тест-культур должна 
быть подобрана таким образом, чтобы моделиро-
вать реальную микробную нагрузку в питьевой 
воде, составляющую 2 lg КОЕ/мл. 

6. Рабочая поверхность образцов должна состав-
лять 3,5×3,5 см2, что является оптимальным парамет-
ром для выявления антимикробного потенциала. 

7. Для количественной оценки антимикробного 
действия введен термин «антимикробный потенци-
ал» и обоснован показатель RDDS, рассчитываемый 
по формуле (5) 

RDDS  =  0 30

0

Lg Lg

Lg

− , 

где Lg0 – десятичный логарифм численности попу-
ляции перед воздействием; 

Lg30 – десятичный логарифм численности по-
пуляции после 30 мин воздействия. 

8. В целях практического использования пред-
ложена критериальная шкала оценки: 

1,0 ≥ RDDS > 0,7 – выраженный антимикробный 
потенциал; 

0,7 ≥ RDDS > 0,5 – средний антимикробный по-
тенциал; 

0,5 ≥ RDDS > 0,1 – незначительный антимикроб-
ный потенциал; 

RDDS ≤ 0,1 – отсутствие антимикробного потен-
циала. 

При RDDS = 1 тестируемые наноматериалы про-
являют максимально возможный антимикробный 
потенциал, RDDS  = 0 – отсутствие антимикробного 
потенциала, RDDS < –0,3 – стимулирующая микроор-
ганизмы активность. 

Предложенные подходы и критериальная шка-
ла могут быть широко применены в практике оцен-
ки антимикробной активности новых материалов, 
применяемых при водоподготовке и очистке питье-
вой воды. 

Исследование выполнено при финансовой под-
держке задания 3.05 «Исследовать свойства нанобио-
структурных сенсоров и носителей и провести оценку 
их биоактивности и цитотоксичности» ГПНИ «Кон-
вергенция-2020» Государственного комитета по нау-
ке и технологиям Республики Беларусь. 
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 To reduce population health risks which occur when people consume drinking water from centralized water supply sys-

tems is a vital medical-biologic and technical problem. It can be sold, among other things, via development and application of 
new materials for water purification and treatment. Some natural and artificial nanomaterials have antimicrobic properties as 
they can eliminate microorganisms of various taxonomy (bacteria, yeast-like and mold fungi) and bacterial biofilms. However, 
certain results which were obtained when antimicrobic potential of nanomaterials was estimated are controversial; they are 
frequently only qualitative or semi-quantitative due to absence of a standard test protocol and well-grounded criterial assess-
ment apparatus. So, the goal of this paper was to give methodological grounds and to create a unified and standardized test-
model; to optimize parameters of a procedure and to substantiate a system of criteria applied for quantitative assessment of 
antimicrobic activity which is characteristic for nanomaterials applied for water purification and treatment. 
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The research was performed on the following objects: samples of nanomaterials based on titanium dioxide which were 
applied for water purification and treatment. The authors have substantiated a test-model, suggested a criterion index RDDS, 
made up a standard test protocol for quantitative assessment of antimicrobic potential possessed by nanomaterials. 

The developed technology has been tested on samples of nanomaterials based on titanium dioxide. We have calculated 
and assessed metrological parameters of the procedure (repeatability standard deviation and repeatability limit) which conform 
to the requirements existing for similar procedures when confidence probability is assumed to be equal to 95 %; such require-
ments are fixed by the ISO (International Standardization Organization) and correspond to the GLP (Good Laboratory Prac-
tice) principles. The relevance of the test-model was validated; this relevance provides an objective quantitative assessment of 
antimicrobic potential which is possessed by materials applied for disinfection of water objects contaminated with microbiota of 
various taxonomy, as well as for control and prevention of bacterial infections which can be communicated with water. 

Key words: nanomaterials, test-model, antimicrobic potential, quantitative criterion index RDDS, metrological assessment. 
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