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введение 

Гуминовые вещества – природные высо-
комолекулярные полимеры нерегулярного 
строения – оказывают влияние на химиче-
ские, физические и микробиологические 
свойства почв и водных сред, стимулируют 
рост и развитие растений [1–3 и др.]. Многие 
промышленные компании стали производить 
промышленные гуминовые препараты (ГП) 
из различных видов органического сырья и 
предлагать их на рынке в качестве стимуля-
торов роста растений, почвенных мелиоран-
тов и детоксикантов для загрязнённых почв. 
Разнообразие сырья для производства ГП и 
технологических схем их получения обуслов-
ливают довольно широкую вариабельность 
свойств и эффективности ГП [4–7]. Одним из 
критериев качества и экологической безопас-
ности этих продуктов является степень их 
токсичности по отношению к разным видам 
организмов, оценить которую возможно с 
помощью биотестирования. Поэтому актуа-
лен поиск таких методик биотестирования, 
которые позволили бы получить дифферен-
цированный отклик тест-систем на препараты 
различного происхождения. 

Биотестирование на водорослях широко 
используется для оценки качества компо-
нентов окружающей среды и, в частности, 
для оценки влияния гуминовых веществ 
[8–10]. В настоящее время в реестр МВИ 
индексов токсичности природоохранного 
назначения (ПНД Ф) РФ включены мето-
дики, основанные на измерении индекса 
токсичности по изменению прироста чис-
ленности клеток водорослей и изменению 
флуоресценции хлорофилла [11]. Предва-
рительные наблюдения показали, что усло-
вия экспозиции тест-культур, в частности 
цветность препаратов и степень обогащён-
ности среды развития водорослей, оказы-
вают существенное влияние на результаты 
оценки экотоксичности.

Цель работы – оценить влияние ГП раз-
ного происхождения на микроводоросли, 
используя в качестве тест-параметра из-
менение прироста численности популяции 
клеток зелёных протококковых водорослей 
S. quadricauda. Задачи исследования заклю-
чались в выявлении: а) особенностей в про-
явлении токсических свойств ГП, полученных 
из растительного и углефицированного сырья 
и б) оценке влияния степени обогащённости 
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питательными компонентами среды на про-
явление тест-отклика.

Объекты и методы

Тест-культура и ход биотестирования.  
В работе использовали альгологически чи-
стую культуру зелёных ценобиальных прото-
кокковых водорослей – S. quadricauda (Turp.) 
Breb., широко применяемую для целей био-
тестирования [12, 13]. Культивирование 
водорослей проводили в колбах Эрленмейера 
на жидких питательных средах в люмино-
стате при интенсивности света до 5000 люкс 
со сменой освещённости (16:8 ч) и при тем-
пературе 20–24 °С. Во избежание оседания 
клеток водорослей и для обогащения культу-
ры СО

2
 содержимое колб перемешивали 1-2 

раза в сутки. Биотестирование проводили на 
основании методики (ФР.1.39.2007.03223), 
допущенной для целей государственного 
экологического контроля [14].

Согласно стандартной методике для оцен-
ки токсичности проб по реакции S. quadricauda 
используется среда Успенского 1: KNO

3
 –  

0,025 г/дм3; MgSO
4
.7H

2
O – 0,025 г/дм3; 

Ca(NO
3
)

2
.4H

2
O – 0,144 г/дм3; KH

2
PO

4
.3H

2
O –  

0,025 г/дм3; K
2
CO

3
 – 0,0345 г/дм3; раствор 

FeCl
3
.6H

2
O с трилоном Б – 1 мл; растворы 

микроэлементов А и Б – по 1 мл [15]. Экспе-
рименты с гуматами проводили при различной 
насыщенности питательных сред: кроме стан-
дартной 100%-ной использовали разведён-
ную в 10 раз (10%-ную) среду. Контрольной 
средой являлась среда Успенского 1 с со-
ответствующим процентом насыщенности. 

В опытных вариантах к питательной среде 
добавляли необходимые аликвоты маточных 
растворов ГП, так что концентрация гуматов 
в среде составляла: 0,005; 0,05 и 0,1 г/дм3. 
Посев производили внесением в контрольные 
и опытные растворы одинакового объёма ма-
точной культуры водорослей, находящейся в 
экспоненциальной стадии роста до плотности 
25–35 тыс. ед/см3. Экспозицию осуществляли 
в течение 72 ч при t = 22–25 °С. 

Поскольку ГП, производимые из разных 
материалов, имеют различную окраску и 
оптическую плотность растворов, что может 
служить причиной искажения результатов 
при измерении флуоресценции, прямой счёт 
изменения численности клеток представляет-
ся более надёжным для их оценки. Поэтому 
измерение численности водорослей произ-
водили прямым счётом в камере Горяева. 
Тест-параметром считали индекс токсичности 
(ИТ): 

Ит = (Хопыт –Хконт)/ Хконт.100%,
где Хконт – численность особей (ценоби-

ев) в контроле, Хопыт – в опыте (ед/см3). 
Токсическое действие ГП оценивали по 

изменению прироста численности популяции 
клеток водорослей. Токсичными признавались 
пробы, в которых происходило снижение 
прироста численности клеток водорослей 
относительно контроля на 20% и более либо 
возрастание на 30% и более. Эксперименты 
проводили в 3-кратной повторности.

Гуматы и их свойства. Исследования про-
водили на ГП различного генезиса: коммер-
чески доступных гуматах из углей различной 
степени углефикации (бурого угля, леонарди-

Таблица 
Наименование, источник происхождения

и некоторые химические характеристики гуминовых препаратов

Источник, страна-
производитель

Состав, технология 
производства

Аббревиатура C, % 
CГК, % 
к Собщ

СКРФ, 
% к 
Собщ

СГК/
СФК

Обогащены ГК

Бурый уголь, РФ
гумат Na, 

твердофазная 
экстракция

BC-EnNa 43,1 73 25 2,9

Леонардит, Германия гумат К Le-PhK 39,0 79 20 4,0

Лигнит, США
гумат Na/K, 
с добавкой Si

Li-Ion 38,0 65 17 3,8

Обогащены веществами КРФ

Сапропель+торф, РФ гумат Na/K Sa-Plod 34,6 52 47 1,1

Лигносульфонат, РФ гумат Na OW-LhNa 34,6 9 87 0,1

Лигнит, Китай фульват Li-Fa70 32,9 27 35 0,8
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та и лигнита), из озёрных донных отложений 
(сапропеля и торфа), из органического от-
хода лигносульфоната, а также фульвате из 
лигнита.

Содержание общего углерода в ГП опреде-
ляли мокрым озолением по методу Тюрина.  
В водной вытяжке определяли также содержа-
ние подвижных гуминовых веществ: углерода 
гуминовых кислот (ГК) после их осаждения 
серной кислотой при рН 2, центрифугирова-
ния и последующего растворения в щёлочи;  
и углерода веществ кислого фильтрата. Веще-
ства кислоторастворимой фракции (КРФ) ГП 
представлены собственно фульвокислотами 
и неспецифическими органическими соеди-
нениями (низкомолекулярные органические 
кислоты, аминокислоты, углеводы). По- 
скольку преобладание фульвокислот (ФК),  
а также низкомолекулярных карбоновых кис-
лот характерно для гуминовых веществ торфов  
и сапропелей, в спектре исследуемых гуматов 
представлены препараты не только с различ-
ными химическими характеристиками, но и 
происхождением. Некоторые характеристики 
ГП приведены в таблице.

Результаты

Проведено две серии токсикологических 
экспериментов, которые различались степе-

нью обогащённости питательной среды для 
водорослей. В экспериментах варианта I ис-
пытывали токсичность ГП в среде Успенско-
го 1 без разведения (100%). В экспериментах 
варианта II испытывали токсичность ГП в 
среде Успенского 1 c десятикратным разведе-
нием (10%).

Результаты биотестирования показали 
следующее.

Вариант I. В условиях неразбавлен-
ной среды Успенского 1 гуматы (BC-EnNa, 
Li-Ion, OW-LhNa, Sa-Plod) в большинстве 
вариантов не оказывали значимое воз-
действие на рост водорослевой культуры  
S. quadricauda. Лишь при некоторых кон-
центрациях наблюдали токсическое действие 
ГП на альгологическую культуру. Угнетали 
прирост численности клеток на 20% и более 
0,005 г/дм3 Li-Ion, 0,05 г/дм3 OW-LhNa и  
0,1 г/дм3 Sa-Plod. В этой серии экспериментов 
не выявлено различий в отклике культуры 
водорослей на гуматы различного проис-
хождения (рис. 1). 

Вариант II. При разбавлении среды на-
блюдали стимуляцию развития водорослей 
гуматами. Диапазон колебания индексов 
токсичности ГП, обогащённых ГК, находил-
ся в пределах от 67,4±6,8% для 0,005 г/дм3 
раствора препарата Li-Ion до 44,0±11,9% 
для 0,05 г/ дм3 раствора препарата BC-EnNa  

Рис. 1. Изменение прироста численности клеток (Ит) тест-культуры S. quadricauda под влиянием 
возрастающих концентраций гуматов, обогащённых ГК (А) и обогащённых веществами КРФ (Б)

в среде Успенского 1 без разбавления (100%)

А Б

ЭКОТОКСИКОЛОГИЯ

%

%
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(рис. 2А). В то же время индексы токсично-
сти гуматов, обогащённых веществами КРФ, 
были только положительными. Характер 
кривых откликов водорослевой культуры на 
гуматы различного происхождения был схо-
жим (рис. 2Б). 

Результаты второй серии экспериментов 
демонстрируют корреляцию воздействия 
гуматов на культуру S. quadricauda с содер-
жанием в них КРФ органических веществ и, 
следовательно, с их происхождением. Факт 
стимулирования развития водорослей ГП  
в условиях обеднённости среды элементами 
питания согласуется с описанными в литера-
туре данными наибольшего стимулирующего 
влияния гуминовых веществ на организмы 
именно в условиях стресса [16–18 ].

выводы 

Результаты проведённых экспериментов 
показывают, что, во-первых, реакция водо-
рослей на ГП зависит от насыщенности среды 
питательными элементами; во-вторых, в усло-
виях, когда питательность сред снижена, про-
являются различия в воздействии ГП разного 
происхождения: ГП из торфов и сапропелей, 
насыщенных веществами кислотораствори-
мой фракции, способны к большей стимуля-
ции роста водорослей, чем гуматы «угольного» 
происхождения с большим содержанием ГК  
в своём составе. 
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