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Методами биотестирования с использованием беспозвоночных животных (дафнии, парамеции, дождевые 
черви), высших наземных (семена пшеницы), а также водных растений (элодея, ряска) и микроводорослей 
(Scenedesmus quadricauda) проведено комплексное исследование биологической активности ряда препаратов 
гуминовых веществ. Выявлены диапазоны концентраций гуматов, оказывающих негативное и стимулирующее 
действие на тест-организмы. Показана эффективность использования методов биотестирования для 
оценки действия препаратов гуминовых веществ на биологические объекты. 
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The complex study of a number of humic substances was conducted with help of bioassay methods using invertebrates 
(Daphnia, paramecium, earthworms), terrestrial (wheat seeds) and aquatic plants (elodea, duckweed) and algae 
(Scenedesmus quadricauda). The ranges of concentrations of humates that have a negative and a stimulating effect on 
biological objects were identified. The efficiency of biological testing methods to evaluate the effect of humic substances 
on biological objects is shown.
Key words: humic substances, biological testing

В настоящее время гуминовые вещества (ГВ) 
все активнее используются в сельском хозяйстве и в 
охране окружающей среды. При применении гумино-
вых препаратов улучшается качество сельскохозяй-
ственной продукции, сокращаются сроки вегетации 
растений, улучшаются свойства и структура почвы. 
Возрастает урожайность возделываемых культур. 
ГВ связывая ионы токсичных металлов и переводя 
их в неподвижные формы, приводят к детоксикации 
органических экотоксикантов [5, 11]. Одной из воз-
можных мер для обезвреживания нефтепродуктов 
может быть применение гуматов. ГВ выступают в 
качестве антидотов для многих загрязнителей. Это 
делает их перспективными препаратами для рекуль-
тивации территорий, загрязненных органическими 
веществами, в том числе ПАУ и нефтепродуктами [3, 
4]. В зависимости от используемых концентраций, 
ГВ могут, как активировать, так и угнетать физио-
логическую активность организмов.

Поэтому для использования гуматов необходимо 
иметь приемы оценки действия их препаратов. В 
связи со сказанным, цель данной работы – изучение в 
лабораторных условиях влияния различных препара-
тов ГВ методами биотестирования с использованием 
широкого набора тест-объектов – представителей 
основных трофических уровней [10].

матерИалы И методы

Источниками ГВ служили товарные препараты 
«Powhumus» (гумат калия из леонардита) производства 
«Humintech GmbH.» (Германия) и товарные препараты, 

выпускаемые ООО «Аграрные Технологии» – «Гумат 
80», «Гумат+7», «Гумат-Байкал» (г. Иркутск) (табл. 1). 

В качестве тест-объектов использовали пара-
меции (Paramecium саudatum Еhrenberg), дафнии 
(Daphnia magna Straus), дождевых червей (красный 
калифорнийский гибрид) (Eisenia fоetida Andrei 
Bouche), микроводоросли (Scenedesmus quadricauda 
(Тurр.) Breb.), ряску малую (Lemna minor Linne), элодею 
канадскую (Elodea canadensis Rich), семена пшеницы 
сорта «Заларинка» и пекарские дрожжи (Saccharomyces 
cerevisiae). Элодею и ряску отбирали на р. Ангаре.

Токсичность испытуемых препаратов оценивали 
по выживаемости дафний, парамеций, по изменению 
численности и уровня флуоресценции хлорофилла 
клеток микроводорослей. Влияние на ростовую ак-
тивность высших водных растений определяли по 
приросту побегов элодеи в длину и увеличению числа 
лопастей ряски при 10 суточной экспозиции [6, 7]. 
Содержание, культивирование и эксперименты про-
водили в лабораторных условиях согласно методикам 
токсикологического контроля [6–8].

В опытах с лабораторной культурой дождевых 
червей тест-откликом являлось выживание в раство-
рах исследуемых ГВ и изменение их поведенческой 
реакции (времени зарывания) [9].

Для проведения опытов по прорастанию семян 
пшеницы выбран сорт «Заларинка» (получен в ЗАО «Ир-
кутские семена»). Семена предварительно промывали 
водой, затем высаживали в образцы почвенных моделей 
по 20 штук на каждую повторность. В качестве контроля 
служили образцы почвенных моделей, не содержащие 
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ГВ. В этой серии экспериментов продолжительность 
инкубирования составляла 10 суток при температуре 
25 оС и постоянном искусственном освещении (2000 
лк). В конце опыта измеряли длину корней проростков.

Для оценки интенсивности подъема пены в суспен-
зии Saccharomyces cerevisiae с глюкозой готовили реак-
ционную смесь: 1,36 г сухих дрожжей (препараты «Саф-
момент») растворяли в 20 см3 исследуемого раствора, 
тщательно перемешивали, затем добавляли 0,4 г (2 %) 
глюкозы. Полученную дрожжевую суспензию разлива-
ли в мерные пробирки по 3 см3 и помещали в термостат 
с температурой 30 °С, инкубировали 15 мин, затем 
определяли высоту образовавшейся пены.

По этому показателю оценивали степень ин-
гибирующего или стимулирующего воздействия 
тестируемого соединения на дрожжи. Контролем 
служила дрожжевая суспензия, приготовленная на 
основе водопроводной дехлорированной воды [2].

Все эксперименты проводили не менее чем в 5-и 
независимых опытах с 3 параллельными измере-
ниями. Для статистической обработки полученных 
данных использовали пакет программ Microsoft Exсel. 
Достоверность различия результатов определяли 
с помощью критерия Стьюдента. В таблицах пред-
ставлены средние арифметические значения и их 
доверительные интервалы при р ≥ 0,95.

результаты ИсследованИя

Анализ влияния ряда ГВ на тест-объекты позво-
лил сделать следующие заключения. Препараты ГВ по 
мере увеличения токсического действия повышенных 
концентраций на тест-объекты располагаются в таком 
порядке: «Powhumus» < «Гумат 80» < «Гумат+7» < 
«Гумат-Байкал». Кроме более низкой токсичности из-

учали влияние ряда ГВ на тест-объекты. «Powhumus» 
и «Гумат 80» имеют и другие преимущества: они луч-
ше растворимы в воде, их растворы имеют меньшую 
окраску, а значения рН ближе к нейтральному.

Острое токсическое действие на дафний оказыва-
ли водные растворы препарата «Powhumus» в концен-
трации 1,0 г/дм3. При этом фиксировали гибель всех 
особей. При снижении концентрации данного ГВ до 
0,5 г/дм3 наблюдали 54,5 % выживания особей. При 
содержании «Powhumus» 0,1, 0,05 и 0,01 г/дм3 гибели 
дафний не отмечали. Растворы «Гумат 80» оказались 
более токсичными. В концентрациях 1,0 и 0,5 г/дм3 
фиксировали гибель всех рачков. При содержании 
данного препарата 0,1 г/дм3 выживало 67,4 % особей. 
В более низких концентрациях гибели дафний не от-
мечали (табл. 2).

Таблица 2
Влияние растворов гуматов на выживаемость дафний 
(кол-во живых особей по отношению к контролю, %)

Концентрация, г/дм3 «Powhumus» «Гумат 80» 
1,0 0,0 0,0 
0,5 54,5 ± 6,4 0,0 
0,1 100,0 67,4 ± 8,7 

0,05 100,0 100,0 
0,01 100,0 100,0 

 

В опытах с парамециями оба препарата в кон-
центрации 1,5 и 2,0 г/дм3 оказывали негативное 
действие. «Powhumus» 1,0 г/дм3 не обладал токсич-
ностью. При снижении содержания «Powhumus» до 
0,1 г/дм3 наблюдали противоположный эффект – 
увеличение числа инфузорий относительно контроля 
(145,7 %). «Гумат 80» обладал острой токсичностью в 
концентрациях 2,0 г/дм3 и 1,5 г/дм3 (табл. 3). 

Таблица 1 
Химический состав гуматов, выпускаемых ООО «Аграрные Технологии»

Наименование «Гумат 80» «Гумат-Байкал» 
калия и натрия 

«Гумат+7» калия  
и натрия  (стандарт) 

Химический состав, % 
Соли гуминовых кислот 82–84 84–88 84–88 
Усилитель плодообразования/кущения – – – 
Si (водорастворимый)  2–3 4–5 4–5 

Элементный состав, % на сухое вещество 
С 48–52 47–51 46–49 
O 19–21 18–20 17–19 
Н 3–4 3–4 3–4 
N – – 0,8–1,0 
К – 2,3–2,5 4–6 
Р – – – 
S 0,50 0,50 0,75 

Ca 1–3 1–3 1–2 
Mg – – 0,03 
Na 6–9 5–8 3–5 
Si  10–12 10–11 9–10 
Fe 0,20 0,20 0,40 
Mn – – 0,08 
Mo – – 0,02 
Co – – 0,02 
Zn – – 0,20  
B – – 0,60 

Cu – – 0,20 
Массовая доля воды, %, не более 

 15% 
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Таблица 3
Действие растворов гуматов на выживаемость 

парамеций (кол-во живых особей по отношению  
к контролю, %)

Концентрация 
препаратов, г/дм3 «Powhumus» «Гумат 80» 

2,0 42,2 ± 5,9 12,5 ± 1,9 
1,5 70,6 ± 11,2 25,9 ± 4,7 
1,0 93,7 ± 12,3 68,1 ± 10,9 
0,5 131,2 ± 23,4 100,0 
0,1 145,7 ± 21,1 114,9 ± 18,1 

0,05 111,5 ± 13,7 100,0 
 

«Powhumus» при содержании 0,1 г/дм3 и 0,05 г/
дм3 оказывал выраженное стимулирующее действие 
на элодею. Увеличение длины стеблей побегов 
макрофита через 10 суток составляло – 141,4 % и 
163,1 %, соответственно. Активацию роста элодеи по 
сравнению с контролем наблюдали и в растворах 0,01 
«Powhumus» на 31,5 %. При увеличении содержания 
«Powhumus» до 2,5 г/дм3 отмечали подавление роста 
на 70,5 %, а в концентрации 2,5 г/дм3 фиксировали 
гибель побегов. «Гумат 80» проявлял более высокую 
токсичность и по отношению к данному тест-объекту. 
Так, гибель растений наблюдали в растворах «Гумат 
80» 3,0; 2,5 г/дм3. Негативным действием обладали 
также концентрации 2,0 г/дм3 (прирост 25,8 %) и 
1,5 г/дм3 (46,3 %). Стимуляцию прироста побегов 
фиксировали в растворах 0,01 г/дм3 – 22,7 %. В диа-
пазоне концентраций 0,1–0,5 г/дм3 растворы «Гумат 
80» не вызывали прироста побегов элодеи (табл. 4).

Таблица 4
Влияние растворов гуматов на рост побегов элодеи 

(прирост по отношению к контролю, %)

Концентрация, г/дм3 «Powhumus» «Гумат 80» 
3,0 Гибель побегов Гибель побегов 
2,5 29,5 ± 2,8 Гибель побегов 
2,0 78,1 ± 6,2 25,8 ± 3,4 
1,5 77,9 ± 8,0 46,3 ± 5,6 
1,0 85,7 ± 9,3 60,3 ± 7,5 
0,5 89,7 ± 7,1 78,2 ± 8,6 
0,3 115,6 ± 11,6 82,6 ± 7,9 
0,1 141,4 ± 15,9 91,5 ± 8,2 

0,05 163,1 ± 14,8 113,9 ± 11,7 
0,01 131,5 ± 12,5 122,7 ± 11,8 

0,005 112,8 ± 10,3 109,1 ± 10,8 
0,001 92,6 ± 9,6 91,7 ± 9,9 

 

 «Powhumus» стимулировал прирост количества 
лопастей ряски в концентрациях 0,1–0,01 г/дм3. В рас-
творах гумата 2,5 г/дм3 растения погибали. Раствор 
«Powhumus» 2,0 г/дм3 обладал острой токсичностью. 
Токсичными для ряски оказались концентрации 2,5 г/
дм3, 2,0 г/дм3. В них фиксировали гибель растений, а 
при содержании этого гумата 1,5 г/дм3 прирост листе-
цов составил 21,7 %. Подавление роста ряски наблю-
дали и в присутствии 1,0 г/дм3 «Гумат 80» (табл. 5).

«Powhumus» угнетал численность клеток микро-
водорослей Scenedesmus quadricauda, как при содержа-
нии 0,3 г/дм3 (45,2 % к контролю), так и при более вы-
соких его концентрациях. Относительно безопасными 
могут считаться только растворы 0,05 г/дм3 – 81,8 % и 
0,01 г/дм3 – 89,4 %. «Гумат 80» был более токсичным 
и в опытах с водорослями. Раствор данного препарата 

обнаруживал острую токсичность при содержании 
0,1 г/дм3 (38,8 % к контролю) (табл. 6).

Таблица 5
Влияние растворов гуматов на количество лопастей 

ряски (прирост по отношению к контролю, %)

Концентрация, г/дм3 «Powhumus» «Гумат 80» 
2,5 Гибель растений Гибель растений 
2,0 30,5 ± 3,4 Гибель растений 
1,5 81,1 ± 9,6 21,7 ± 3,2 
1,0 89,8 ± 9,2 67,9 ±6,5 
0,5 90,3 ± 8,0 84,2 ± 8,7 
0,3 105,8 ± 9,5 93,7 ± 9,3 
0,1 136,3 ± 12,8 96,3 ± 10,8 

0,05 149,5 ± 13,7 111,7 ± 12,4 
0,01 131,5 ± 11,9 118,1 ± 10,9 

0,005 91,5 ± 10,1 89,1 ± 8,5 

Таблица 6
Влияние растворов ГВ на численность клеток 

водорослей scenedesmus quadricauda  
(прирост численности клеток по отношению  

к контролю, %)

Концентрация, г/дм3 «Powhumus» «Гумат 80» 
0,5 18,3 ± 3,2 2,5 ± 0,7 
0,3 45,2 ± 3,8 9,6 ± 1,3 
0,1 71,6 ± 7,7 38,8 ± 4,3 

0,05 81,8 ± 9,2 67,9 ± 6,1 
0,01 89,4 ± 9,5  80,9 ± 8,3 

 

Растворы «Powhumus» 2,0; 1,5 г/дм3 обладали 
для дождевых червей острой токсичностью – по-
гибало более 50 % экземпляров. При концентрации 
«Powhumus» 1,0 г/дм3 выживало 100 % особей, однако 
время зарывания составило 71,1 мин, что значительно 
превышало контроль (12,4 мин). Результаты таблицы 
6 свидетельствуют о более высокой чувствительности 
поведенческой реакции дождевых червей по сравне-
нию с биотестом, основанным на выживаемости педо-
бионтов. В растворах «Powhumus» 0,1 и 0,5 г/дм3 гибели 
особей не отмечали, и время зарывания было уже 
ближе к контролю. В варианте с «Гумат 80» токсичны-
ми оказались растворы концентрации 2,0–1,0 г/дм3. 
Концентрации данного препарата 0,5 и 0,1 г/дм3 не 
оказывали негативного действия на дождевых червей 
(выживаемость – 100 % и время зарывания не так 
сильно отличалось от контроля) (табл. 7). 

На следующем этапе исследовали действие ГВ на 
свойства образцов почвенных моделей. В образцах 
почвенных моделей с содержанием «Powhumus» 3,0 г/
кг прорастания семян не фиксировали. При снижении 
концентрации гумата до 2,0 г/кг, хотя количество про-
росших семян не отличалось от контроля, но длина 
корней проростков была значительно ниже и составля-
ла 1,4 см (при 6,8 см контроле). Стимуляция роста пре-
паратом «Powhumus» особенно хорошо была выражена 
в образцах почвенных моделей с содержанием гумата 
0,5 г/кг, где длина корней проростков составляла 12,6 
см. Но и при концентрациях «Powhumus» 1,0 и 0,1 г/кг 
наблюдали усиление роста растений (табл. 8). «Гумат 
80» обладал в условиях наших опытов наиболее вы-
сокой ростовой активностью в концентрации 0,1 г/кг.

При концентрациях «Powhumus» 0,1 и 0,05 г/дм3 
в суспензиях Saccharomyces cerevisiae с глюкозой на-
блюдали увеличение высоты пены по отношению 
к контролю. Снижение высоты дрожжевой пены 
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фиксировали в концентрациях 1,5 и 1,0 г/дм3. Рас-
творы «Гумат 80» вызывали умеренную стимуляцию 
подъема пены в концентрациях 0,1 и 0,05 г/дм3. При 
содержании данного препарата 0,01 г/дм3 высота 
пены оставалась на уровне контроля (табл. 8). 

Таблица 8
Влияние «Powhumus» и «Гумат 80»,  

содержащихся в образцах почвенных моделей  
на длину корней проростков, см 

Концентрация в образцах 
почвы, г/кг «Powhumus» «Гумат 80» 

3,0 – – 
2,5 0,9 ± 0,1 – 
2,0 1,4 ± 0,2 – 
1,5 5,2 ± 0,5 0,7 ± 0,1 
1,0 9,1 ± 1,7 1,9 ± 0,2 
0,5 12,6 ± 1,6 7,6 ± 0,8 
0,1 10,5 ± 0,9 8,3 ± 0,9 

Контроль (образцы почвенных 
моделей, не содержащие ГВ) 6,8 ± 1,0 

заключенИе

Таким образом, показана эффективность исполь-
зования биотестов для исследования ГВ. Проведен-
ные исследования выявили, что наиболее высокую 
чувствительность к препаратам ГВ из испытанных 
тест-объектов проявляют дафнии и микроводоросли, 
менее чувствительными оказались ряска и элодея. 
«Powhumus» и «Гумат 80» в определенных концен-
трациях увеличивали количество лопастей ряски, 
стимулировали прирост в длину побегов элодеи 
и размножение парамеций, увеличивали скорость 
подъема пены дрожжей Saccharomyces cerevisiae. Для 
тестирования ГВ наиболее перспективны методы, 
основанные на выживаемости дафний, изменении 
численности и флуоресценции хлорофилла клеток 
микроводорослей, а для почв – по выживаемости и 
изменению поведенческих реакций дождевых червей 
и тест по прорастанию семян.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Министерства образования и науки России (Согла-
шение от 14 ноября 2012 № 14.В37.21.1931.; ГК № 
14.B37.21.0785 от 24.08.12; ГК № 14.B25.31.0010) и 
Программы стратегического развития. 
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