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Proba wyja$nienia mechanizmu dziatania humianu sodowego
na przyrost ilosci komdrek i suchej masy Scenedesmus
quadricauda (Turp.) Bréb. '

An attempt to determine the mechanism of sodium humate on the
multiplication of cells and increase in dry weight in cultures
of Secenedesmus quadricauda (Turp.) Bréb.

St. KYC

Prace badajace. wplyw humianu na glony sg raczej nieliczne. Do pio-
nierskich badan odnoénie tego zagadnienia zalicza sie dzisiaj prace U s-
penskiego (1927) oraz Guminskiego (1947). Uspenski
zauwazyl, ze zwiazki humusowe wplywaja posrednio na rozmieszczenie
glonéw wod rzecznych i stojacych. Guminski natomiast wykazat,
iz okreslone stezenia kwaséw huminowych, rézne dla roznych gatunkéw
glonow, stymulowaly podzialy komorek. Autor ten (Guminski 1950)
stwierdzil nastepnie, ze zwigzki prochniczne dzialaly wyraZnie w warun-
kach gorszej wymiany gazowej. Sposréd nowych prac nalezy wymienié
osiggniecia L hotsky ego (1955, 1960), ktory badal wplyw wodnych
wyciggoéw roznych rodzajow wegla brunatnego i zwiazkow prochnicznych
na wzrost i rozwoj glonow i stwierdzil ze wyciagi te stymulowaly hodo-
wle 19 sposrod 21 przebadanych gatunkoéw glonéw. Stwierdzono rowniez
(Kvét 1958), ze nawet bardzo niskie stezenia wodnych wyciagéow roéz-
nych torfow powodowaly szybsze rozmnazanie glonéow. Prat (1960) za-
obserwowal, ze pod dzialaniem zwiazkow humusowych zwiekszala sie pra-
wie dwukrotnie masa i zawarto$é chlorofilu u Cladophora, a Stoklasa
(1962) wykazal wplyw humianu na intensywnos¢ fotosyntezy u Scenedes-
mus obliquus.

Cho¢ przytoczone prace zajmowaly sie raczej wplywem humianu na
glony, a w mniejszym stopniu analiza tego wplywu, to nie mniej autorzy
zastanawiali sie nad mechanizmem dzialania tychze zwiazkéw préchnicz-
nych. Sugestie i hipotezy w tym zakresie wyczerpujaco omawiajg prace
Guminskiego (1968) i Badury (1965).

Celem pracy byly proby zmierzajace do wyjasnienia mechanizmu
dzialania humianu sodowego ma przyrost ilosci komérek i suchej ma-
sy zielonego glonu planktonowego poprzez sprawdzenie: 1) jak dziala hu-
mian na szybko$é mnozenia sie komoérek i sucha mase przy réznym na-
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tezeniu $wiatla, 2) czy dzialanie humianu da sie sprowadzi¢ do dzialania
zawartych w nim makro- wzglednie mikroelementéow, 3) jak dziala hu-
mian w roznych zakresach pH odbiegajacych od optymalnego, 4) jaki jest
wplyw humianu przy niedostatku czy szkodliwym nadmiarze niektérych
pierwiastkow w pozywce.

MATERIALY I METODY

Badania przeprowadzono na hodowli Scenedesmus quadricauda
(Turp.) Bréb. Gatunek ten wybrano ze wzgledu na to, ze rodzaj Scenedes-
mus obok Chlorella rosnie bardzo dobrze w laboratoryjnych hodowlach
(Jankowski 1964) i jest przedmiotem wielorakich badan. Se. quadri-
cauda pochodzil ze Zbioru Kultur Autotroficznych przy Czeskiej Akade-
mii Nauk (Prat 1948).

Do hodowli stosowano pozywke Uspenskiego (1927) uzywang
przez Guminskiego (1950). Sporzadzano ja na wodzie podwojnie
destylowanej w -aparacie ze szkla Sylvit uzywajac soli oznaczonych jako
»ezyste do analizy”. pH pozywki ustalano na poziomie 6,8 (Uspenski
1927; Guminski 1950) w ciggu dwoch dni, a w razie potrzeby w cig-
gu dluzszego czasu. Stwierdzono, ze pH pozywki normalnie nie ulegalo
zmianie po sterylizacji. W pewnych jednak przypadkach zachodzila ko-
niecznos¢ dodatkowej stabilizacji pH. Do jego ustalenia stosowano roztwo-
ry 0,01 n NaOH wzglednie H,SO,. Pozywke sterylizowano w autoklawie
w ciagu 20 min. przy nadci$nieniu 1 atm.

Hodowle przeprowadzano w kolbkach Erlenmayera ze szkla Sylvit
0 pojemnosci 100 ml, do ktorych wlewano 25 ml pozywki (podobnie jak
Péterfi, Pavel, Nagy-Toth 1966). Przez caly czas prowadzonych doswiad-
czen utrzymywano ,hodowle podstawowa”, ktorg otrzymywano przez
przeszczepianie co 15 dni 4 ml zawiesiny glonow do kolbki (300 ml) za-
wierajacej 100 ml pozywki. Kultury doswiadczalne szczepiono sterylnie
wprowadzajac do kazdej kolbki hodowlanej po 1 ml dobrze wymieszanej
(przez wytrzasanie) 15-to dniowej zawiesiny z kultury podstawowej
(Lhotsky 1955; Kvét 1958). Doswiadczenia prowadzono w pieciu
réwnoleglych powtérzeniach dla poszczegélnych kombinacji. Kazde dos-
wiadczenie bylo powtarzane przynajmniej dwukrotnie. W czasie trwania
doswiadczenia kolbki byty ustawione w pokoju fototermostatowym o temp.
21 + 2°C. Zrodlem $wiatla byly lampy jarzeniowe umieszczone na rucho-
mej ramie nad stolem hodowlanym. Intensywnos$é swiatla byla mierzona
na powierzchni stotu, na ktérym staly doswiadczalne kolbki. Poslugiwano
sie przy tym luksomierzem standartowym Carl Zeiss — Jena.

Wplyw humianu na rozwoj Scenedesmus okreslano iloscig komérek
i sucha masa. Ilo§é komorek oznaczano metoda liczenia w komorze Fuchs-
-Rosenthala. Przed liczeniem zabijano glony dodajac do kazdej kolbki
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4 krople mieszaniny alkoholu etylowego z formalina (1 cze$¢ formaliny
40%0 1 3 czesci alkoholu). Z kazdej, dobrze wymieszanej mieszadeltkiem
elektrycznym zawartosci kolbki pobierano pipeta czterokrotnie zawiesi-
ne glonow do czterech komor liczeniowych. Kolonie dwukomoérkowe czy
pojedyncze komorki liczono jako 1/2, wzglednie 1/4 kolonii. Wynik ilosci
komoérek podano jako $rednig arytmetyczng z czterech powtérzen w od-
niesieniu do 1/32 ml. Nastepnie, z tak uzyskanych sSrednich sporzadzano
z pieciu powtoérzen jednej i tej samej kombinacji jeszcze raz Srednig aryt-
metyczng, ktora jest ostateczng dana liczbowsg charakteryzujaca ilosé ko-
morek w danej kombinacji. Wyniki ilosei komoérek opracowano statystycz-
nie metodg serii niezaleznych 1 lub 2 zmiennych. Wnioskowano na pod-
stawie analizy zmiennosci przez poréwnanie z testem ,F” Snedecora dla
poziomu ufnosei P = 0,06 (Ulinska 1957, Oktaba 1966). Dla kaz-
dego doswiadczenia obliczano zmienno$¢ obiektéw oraz czynnikow,
wspoldzialanie czynnikow, przyblizenie $redniego bledu réznicy Srednich
arytmetycznych oraz najmniejsze udowodnione roéznice dla obiektow,
czynnikow i wspoldzialania.

Sucha mase oznaczano w nastepujacy sposob: zawartosé kolbki dos-
wiadczalnej przesaczano przez saczek z bibuly filtracyjnej i przemywano
wodg zakwaszona a nastepnie wodg lekko alkaliczng w celu rozpuszecze-
nia 1 wymycia ewentualnie wytragconych soli czy zwiazkéw prochnicz-
nych. Mase glonow suszono do stalej wagi w temp. najpierw 80°C, a na-
stepnie w 105°C.

Wielko$¢ komoérek mierzono przy pomocy okularu mikrometryczne-
go pod mikroskopem. Rownoczesnie przeprowadzano tez inne obserwa-
cje, jak zabarwienie komorek, wyksztalcenie ich itp.

Roztwor Na-humianu naturalnego otrzymywano z kompostu wedlug
metody podanej przez Guminskiego w pracach z r. 1950 i 1965.
Na-humian syntetyczny otrzymywano ze skarmelizowanej glukozy (cz.
d.a.) wedlug metody podanej przez Hewitta (1952). Stezenie humia-
nu okreslano na podstawie zawartosci suchej masy (ustalonej przy 105°C.)
w jednostce objetosci. Popiol z humianu naturalnego otrzymywano przez
spalanie humianu w piecu muflowym w temp. 550°C. Powstaly popioét
rozpuszezano w niewielkiej ilosci stezonego HCL Po calkowitym rozpu-
szczeniu zobojetniano roztwoér do pH stosowanego w do$swiadezeniach.

PRZEBIEG 1 WYNIKI DOSWIADCZEN
Whplyw $wiatta i réznych stezen Na-humianu

Doswiadczenia, ktérych wyniki podane sa na wykresie 1, mialy na
celu wykazanie ewentualnych réznic w przyroscie ilosci komérek i masy
glonéw w poszczegolnych dniach hodowli pomiedzy kulturami rosngcy-
mi na samej pozywce a kulturami, ktére rosly na identycznej pozywce
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z dodatkiem Na-humianu w stezeniu 100 mg/l. Doswiadczenie trwalo 21
dni. W odstepach 3 dni likwidowano czesé¢ kultur, liczono ilosé komérek
i oznaczano suchg mase. Przeprowadzono trzy serie do$wiadczen sposrod
ktérych kazda seria wykonana byla w tych samych warunkach, ale przy
roznej intensywnosci oswietlenia, mianowicie: 3000, 4000 i 5000 Ix. Po-
niewaz roznice pomiedzy tymi trzema do$wiadczeniami byly tylko iloscio-
we, dla przykladu podano na wykresie jedno do$wiadczenie wykonane
przy natezeniu $wiatta réwnym 3000 1x.
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Wykres 1. Wplyw Na-humianu na mnozenie sie i przyrost suchej masy S. quadricauda
1 — kontrola; 2 — Na-humian (100 mgl/l)

Graph 1. Effect of Na-humate on multiplication of cells and increase in dry weight
1 — control; 2 — Na-humate (100 mg/l)

Z wykresu 1 mozna odczyta¢, ze intensywno$é przyrostu komorek
w pozywce z dodatkiem Na-humianu do 15 dnia hodowli jest podobna
do kontroli, ale ilos¢ komodrek w obecnosci Na-humianu jest nieco wiek-
sza niz w samej pozywce. Obliczenia statystyczne wykazaly istotne roz-
nice w ilosci komorek miedzy odpowiednimi kombinacjami z humianem
i bez humianu. Po 15 dniach hodowli intensywno$é przyrostu komorek
W samej pozywce jest znacznie wyzsza niz w kombinacjach z humianem;
pomiary wykazaly, ze ilos¢ komorek w samej pozywce w poréwnaniu
z kombinacja z dodatkiem humianu gwaltownie wzrasta.

Zupelnie inaczej ksztaltuja sie przyrosty suchej masy. Przez caly
przebieg doswiadczenia sucha masa w kombinacji z humianem byla wiek-
sza niz w kombinacji bez humianu.
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Wykres 2 demonstruje wyniki dotyczace wplywu swiatla o réznym
natezeniu na przyrost masy i ilos¢ komorek w 21 dniowej hodowli glo-
now. Glony hodowano w tych samych warunkach w pozywce z dodatkiem
Na-humianu; kontrole stanowila pozywka bez humianu. Zastosowano na-
stepujace stezenia $wiatla: 1000, 2000, 3000, 4000 i 5000 Ix. Po 21 dniach
hodowli do$wiadczenie likwidowano i wykonano pomiary.

Jak bylo do przewidzenia, ilos¢ komoérek zwiekszala si¢ ze wzrostem
natezenia $wiatla, co jest jednak wyrazniejsze dla kontroli. Zawsze ilos¢
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Wykres 2. Wplyw réznych natezen swiatla
k — kontrola; h — Na-humain (100 mg/l)

Graph 2. Effect of different intensity of light
% — control; h — Na-humate (100 mg/l)

komérek — przy takim samym oswietleniu — jest mniejsza tam, gdzie
dodawano humian. Obliczenia statystyczne wykazaly istotna roznice
zmienno$ci dla humianu, naswietlenia i wspoldzialania humianu z nas-
wietleniem. Ilo$¢ suchej masy zwieksza sie ze wzrostem natezenia Swiatla
zaréwno w kombinacji z humianem jak i bez humianu, z tym, ze w kom-
binacji z humianem jej wartosci sa zawsze wyzsze w stosunku do odpo-
wiednich kombinacji bez humianu. Dodanie humianu, przy o$wietleniu
5000 1x zwiekszylo sucha mase o 106% w stosunku do kontroli przy ta-
kim samym o$wietleniu.

Nastepne do$wiadczenia przeprowadzono, podobnie jak poprzednie,
stosujac zmienne warunki o$wietlenia 3000, 4000 i 5000 Ix z tym, Ze za-
stosowano rozne stezenia humianu, a mianowicie: 1, 10, 100 i 1000 mg/IL.
Kontrolg byta pozywka bez humianu. Wszystkie doswiadczenia trwaly 21
dni; nie byly one przeprowadzone réwnoczesnie, ale sukcesywnie. Wyni-
ki doswiadczenia przedstawia wykres 3.

Krzywe ilosci komorek w zaleznosci od stezenia Na-humianu przebie-
gaja nieco odmiennie w poszczegdlnych doSwiadczeniach. Zaznacza sie
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wyraznie wzrost ilosci komoérek w kontrolach tych trzech doswiadczen ze
wzrostem natezenia $wiatla. We wszystkich trzech przypadkach stezenie
1 g/1 humianu bardzo wyraznie hamuje mnozenie sie komérek Scenedes-
mus w stosunku do kontroli. Przy tym stezeniu pozywka jest ciemnobru-
natna. Natomiast przy nizszych natezeniach Swiatla zaznacza sie stymu-
lacja pod wplywem humianu; przy 3000 Ix stezenie optymalne wynosi
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Wykres 3. Wplyw roznych stezen Na-humianu naturalnego przy réznym natezeniu
Swiatla
1 — ilos¢ komorek; 2 — sucha masa

Graph 3. Effect of different concentrations of natural Na-humate at different inten-
sity of light
1 — number of cells; 2 — dry weight

10 mg/l, przy 4000 Ix 1 mg/l. Mozna by powiedzie¢, ze optymalne steze-
nie humianu maleje wraz ze wzrostem natezenia swiatla; przy 5000 1x
stymulacja humianu zanika. Obliczenia statystyczne wykazaly istotng roz-
nice zmiennosci dla humianu.

Krzywa natomiast przyrostu suchej masy posiada charakterystyczny
i podobny przebieg we wszystkich trzech przypadkach. Stezenia Na-hu-
mianu 1, 10 i 100 mg/l stymulujg przyrost suchej masy, a ostatnie z nich
jest optymalnym stezeniem. Najwiekszy przyrost suchej masy obserwu-
je sie przy natezeniu $wiatla 5000 1x co potwierdza do$swiadczenie przed-
stawione na wykresie 2.

Interesujacy jest fakt, ze przy stezeniu Na-humianu 1000 mg/] jakkol-
wiek ilos¢ komoérek w stosunku do kontroli bardzo maleje, to ilos¢ suchej
masy niewiele sie zmienia. Wniosek stad wyrazny, ze masa poszczegolnych
komorek rosnacych w pozywce z dodatkiem humianu musi byé wieksza.
Komorki te wygladaly tez na duzo wieksze niz w hodowlach kontrol-
nych.

Doswiadczenie to pozwala réwniez przypuszczaé, ze zabarwienie po-
zywki jak i zacienienie powodowane przez humian nie moze tlumaczyé
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ani jego stymulujacego wplywu na namnazanie sie komorek (ilos¢ komo-
rek wzrasta bowiem ze wzrostem natezenia $wiatla), ani hamujacego (im
silniejsze Swiatlo tym nizsze stezenia humianu dzialaly juz hamujgco;
por. wykres 3). Przemawia za tym dodatkowo wykonane doswiadczenie
ktérego wyniki sa zebrane w tabeli 1. Swiatlo, padajace na kolbki z ho-
dowla, przechodzilo przez filtr sporzadzony z roztworu pozywki identycz-
nej w jakiej prowadzono hodowle, wzglednie z pozywki z dodatkiem Na-
-humianu o stezeniu 100 mg/l. Warstwa plynu stanowigcego filtr byta
takiej samej grubosci jaka zajmuje pozywka w kolbce w czasie hodowli.
Filtr sporzadzono w taki sposob, ze szalke Petriego napelniono pozywka,
wzglednie pozywka z humianem. Na szalce ustawiono krystalizator okra-
gly z cienkiego szkla owiniety bialym (od wewnatrz) i czarnym (na zew-
ngtrz) papierem. W krystalizatorze umieszczono kolbki hodowlane. Ho-
dowla byla oswietlona od dolu $wiatlem o natezeniu 4000 I1x. Doswiad-
czenie trwalo 9 dni.

Tabela | —Table 1

Wplyw filtru z roztworem Na-humianu
The effect of Na-humate solution used as a filter

Hodowla: | ~ Bez humianu . - Z humianem
Culture: Without humate | With humate
pozywka -+ I pozywka -
Filtr: pozywka | Na-humian pozywka Na-humian
Filter: nutrient solution nutrient solution nutrient solution  nutrient solution
i -+ Na-humian | -+ Na-humate
llos¢ komorek w132 ml : l '
Number of cells 413 | 298 347 ' 451
in 1/32 ml ‘
— - I S — _

Sucha masa w mg 75 5.8 ‘ 13,4 8,5
Dry weight in mg '

Ilosci komérek w tych ukladach sg trudne do interpretacji. Dane su-
chej masy natomiast przedstawiaja jasny obraz. Filtr sporzadzony z po-
zywki z dodatkiem humianu spowodowal w obu przypadkach (hodowla
bez humianu i hodowla z humianem) pewne obnizenie suchej masy w sto-
sunku do takich samych hodowli, ktére posiadaly filtr tylko z samej po-
zywki. JednakZe w hodowli z humianem, nawet w przypadku zastoso-
wania filtru humianowego, przyrost suchej masy by} wiekszy, niz w ho-
dowli bez humianu, co jest zgodne ze wszystkimi dotychczasowymi dos-
wiadczeniami oraz wyklucza wplyw stymulujacy humianu jako swoiste-
go filtru $wietlnego.

5
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WPEYW NIEKTORYCH MIKRO- I MAKROELEMENTOW

Dla stwierdzenia czy Na-humian nie dziala poprzez dostarczanie ba-
danemu glonowi odpowiednich mikro- czy makroelementow wykonano
dwie serie do$wiadezen: 1) z popiolem otrzymanym ze stosowanego w dos-
wiadczeniach Na-humianu i 2) z mikroelementami.

Wplyw popiolu. Trzy rozne humiany naturalne (oznaczone jako
I, II i III), otrzymane w roéznym czasie, w taki sam sposob, z takiego sa-
mego, ale nie indentycznego materialu (kompostu), spalono oddzielnie.
Otrzymane popioly, po rozpuszczeniu, dodawano w takiej ilosci jaka by
wprowadzono wraz z humianem do hodowli. Wobec tego w kombinacjach
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Wykres 4. Wplyw popiolu otrzymanego ze spalenia Na-humianu

1 — kontrola; 2 — Na-humian I; 3 — popi6t z Na-humianu I; 4 — Na-humian II, 5 — popié?
z Na-humianu II; 6 — Na-humian III, 7 — popiot z Na-humianu III

Graph 4. Effect of asches obtained from the burnt out Na-humate

1 — control; 2 — Na-humate I; 3 — ashes from Na-humate I; 4 — Na-humate II; 5 — ashe3s
from Na-humate II; § — Na-humate III; 7 — ashes from Na-humate III

z humianem i z popiolem (otrzymanym z danego humianu) znajdowala
sie taka sama ilo$¢ tych samych zwigzkow mineralnych. Doswiadczenie
trwalo 18 dni, oswietlenie wynosilo 4000 1x. Mialo ono ponadto na celu
porownanie dzialania réznych humianéw i upewnienie sig, czy stosowany
stale ten sam humian nie powoduje efektu pochodzacego z przypadkowe-
go skladu materialu wyjéciowego, czy tez z zabiegow posrednich przy pro-
cesie otrzymywania Na-humianu. Wyniki doswiadczenia przedstawia wy-
kres 4.

Dodatek humianu II i III nieznacznie stymulowat ilos¢ komérek w sto-
sunku do kontroli. Ilos¢é komoérek w kombinacjach z dodatkiem popiolu
byla we wszystkich przypadkach nieco mniejsza od kontroli i odpowia-
dajacych sobie kombinacji z humianem. Obliczenia statystyczne wyka-
zaly, ze roznice spowodowane dodaniem popiotu, humianu jak i wspél-
dzialaniem popiolu z humianem sg istotne. Kombinacje z dodanymi hu-
mianami posiadaly zawsze wieksza suchg mase w stosunku do kontroli
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(cho¢ rézng miedzy soba). Kombinacje z popiolem daly nizsze wartosci
suchej masy w stosunku do odpowiednich kombinacji z humianem, ale
wyzsze w stosunku do kontroli. Szczegoélnie wyraznie zaznaczylo sie to
w przypadku popiolu otrzymanego z Na-humianu I. Mozliwe, ze wchodzilo
tu w gre zelazo, poniewaz popiol ten mial zabarwienie wyraznie poma-
ranczowe.

Ostateczny wynik do$wiadczenia wskazuje na to, ze dzialania Na-hu-
mianu nie da sie sprowadzi¢ wylacznie do dzialania zawartych w nim
zwigzk6w mineralnych; jednakze obecnos¢ ich w humianie niewatpliwie
odgrywa pewna role.

]

2 N R
S 1900 - Y BN o0
N NEENG
- N N2 N
s . N \ a‘ <§ 3
S0 - 34 N 14 s
= | q R 3
< ’—/ ZRs \% 3 % g,
= A ZEN oy 44 =
§ 000 ] : ZBN A R 160 >
‘S: o I % T’: 5 ;'.' \ ,_E =
S 104 LB N MEIH | T
= 4001 | F e - A J40 2
3 & NEZERE S
3 N : & =
& 200} N % N -4 20 S
N N SEERSERS 3
= A BN AN B N

12 34 56 78 2 3 56 78

Wykres 5. Wplyw Na-humianu naturalnego i mikroelementéw

1 — control; 2 — microelements; 3 — Na-humate IV; 4 — Na-humate IV + microelements; 5 —
Na-humian I; § — Na-humian I + mikroelementy; 7 — Na-humian II; 8 — Na-humian II + mi-
kroelementy

Graph 5. Effect of natural Na-humate and of microelements

1 — control; 2 — microelements; 3 — Na-humate IV; 4 — Na-humate IV <+ microelements; 5 —
Na-humate I; § — Na-humate I + microelements; 7 — Na-humate II; 8 — Na-humate II -+ micro-
elements

Wplyw mikroelementow. Poniewaz do doSwiadczen uzywa-
no odczynnikéw cz. d.a., wode podwodjnie destylowang ze szkla itp. i nie
dodawano mikroelementéw do pozywki, nalezalo sprawdzi¢, jaki efekt
wywola ich dodanie, zwlaszcza w poréwnaniu z Na-humianem. Takie do-
swiadczenie daloby rowniez odpowiedz, o ile mozna przypisaé¢ dzialanie
humianu zawartym w nim mikroelementom. W zwiazku z tym przepro-
wadzono doswiadczenie z dodaniem mikroelementéw w ukladzie A—Z
Hoaglanda w ilosci 1 ml/l1 (Lhotsky 1955; Péterfi, Pavel Na-
gy-Toth 1966). Analogicznie jak w poprzednim do$wiadczeniu zasto-
sowano trzy humiany (oznaczone jako I, II i IV). Doswiadczenie trwalo
21 dni przy o$wietleniu 4000 Ix i pH 6,9. Wyniki przedstawione sg na
wykresie 5.
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Przy dodawaniu mikroelementow do pozywki dalo si¢ zauwazyC nie-
wielkie podwyzszenie iloSci komorek w stosunku do kontroli. Dodawa-
nie mikroelementéw wraz z Na-humianem do hodowli spowodowato pew-
ne podwyzszenie ilosci komérek w stosunku do hodowli z pozywka i hu-
mianem, ale bylo ono we wszystkich przypadkach nizsze niz w kontro-
li (bez humianu). Obliczenia statystyczne wskazuja ma istotna roznice
zmienno$ci roznych kombinacji mikroelementéow. W stosowanych kom-
binacjach z Na-humianem sucha masa byla we wszystkich przypadkach
wyzsza niz w kontroli. Dodanie mikroelementéw do serii z humianem
nie mialo wiekszego znaczenia dla przyrostu masy.

Wplyw pH $rodowiska

Z wielu obserwacji (Uspenski 1927) i prac eksperymentalnych
(Uspenski i Uspenskaja 1925, Uspenski 1927, Pring-
sheim 1954) wiadomo, ze rézne gatunki glonéw maja rézne wymagania
pod wzgledem s$rodowiska pH, a granica ta jest rozpieta od pH 5 do 9.
Z drugiej strony badania Lhotsky ego (1955 wskazywaly, ze zwia-
zki humusowe maja nieco odmienny wpltyw na rozwdj glonow w zalezno-
ci od pH $rodowiska hodowli. Zaleznosé dzialania humianu od pH sSro-
dowiska nastreczala tez odmienna interpretacje mechanizmu tego wply-
wu (np. Mainx 1927; Badura 1965). Dane te wskazywalyby na ko-
nieczno$é przeprowadzenia doswiadczenia z hodowla Scenedesmus w roz-
nych warunkach pH.

Réwnolegle kombinacje z humianem naturalnym i bez humianu po-
siadaly wartosci pH: 5, 6, 7, 8 i 9. pH stabilizowano przez szereg dni (przy
pH 8 i 9 wytracaly sie nieco sole z pozywki w obu kombinacjach). Dos-
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Wykres 6. Wplyw Na-humianu naturalnego przy réznym pH pozywki
1 — kontrola; 2 — Na-humian (100 mg/l)

Graph 6. Effect of natural Na-humate with respect to pH nutrient solution
1 — control; 2 — Na-humate (100 mg/l)
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wiadczenie trwalo 21 dni przy oswietleniu 4000 lx. Stezenie dodawanego
Na-humianu wynosilo 100 mg/l. Wyniki do$wiadczenia przedstawia wy-
kres 6.

Wystapily wyraznie dwa optima przy pH 5 i pH 7 w serii bez humia-
nu. Natomiast krzywa ilosci komoérek z humianem nie wykazuje tych
wahan i lekko wzrasta ze wzrostem pH; przebiega w poblizu wartosci
optymalnej pH 7 w serii kontrolnej. Obliczenia statystyczne wykazaly
istotng roznice zmiennosci dla Na-humianu, pH i wspéldzialania Na-hu-
mianu i pH. Krzywa ilosci suchej masy w serii kontrolnej wykazuje row-
niez duze wahania i charakter jej jest zblizony do krzywej ilosci komérek
w analogicznej serii. Natomiast krzywa suchej masy hodowli z humianem
ma przebieg odmienny, nie wykazuje wielkich wychylen, posiada tenden-
cje wzrastajgcg ze wzrostem pH, jej wartosci sa zawsze wyzsze od odpo-
wiednich wartosci kontrolnych. Najnizsza stymulacje natomiast obserwu-
je sie w warunkach optymalnych dla kontroli.

Powyzsze dane pozwalajg sadzi¢, ze Na-humian dzialal tym bardziej
korzystnie im bardziej niewlasciwe bylo pH $rodowiska.

Wplyw zelaza

Zagadnienie zelaza przy dzialaniu humianu na glony ma szczegdlne
znaczenie. Wskazuja ma to prace Uspenskiego (1927), ktory wyka-
zal, ze rozmieszczenie glonéw w zbiornikach wodnych zalezy od zawartego
w nich w dostepnej formie zelaza. Twierdzit on, ze zelazo zwigzane przez
zwigzki organiczne (m. in. humian) dziala mniej szkodliwie na glony.
Badania Guminskiego i wspoétaut. (1965) oraz Czerwinskie-
go (1967) dowiodly, ze Fe dzieki tworzacemu sie kompleksowi ,humian-
-zelazo” nie wytraca sie¢ tak latwo z fosforanami i dluzej utrzymuje sie
w pozywece, przez co jest latwiej dostepne dla rosliny. Poniewaz rozpusz-
czalno$¢ uzywanego Fey(SO,); jest zalezna bardzo wyraznie od pH, na-
lezalo zatem przebada¢ wplyw roznych dawek Fe w obecnosci i nieobec-
nosci humianu w réznych wartosciach pH. Zastosowano trzy przedzialy
pH, mianowicie pH 5, 6 i 7. trzy dawki zelaza 60, 350 i 1000 v/I, a humia-
nu dodawano w stezeniu 100 mg/l. Do$wiadczenia trwaly 18 dni. Ponie-
waz nie byly one przeprowadzane réwnocze$nie, dlatego otrzymane war-
tosci bezwzgledne nie moga by¢ bezposrednio poréwnywalne. Wyniki dos-
wiadczen przedstawione sa na wykresach 7, 81 9.

Przy wszystkich trzech uktadach pH, ilosci komérek w kombinacjach
z pozywka i samym zelazem sa nieco wigksze niz w takiej samej pozyw-
ce z zelazem, ale z dodatkiem Na-humianu. Obliczenia statystyczne wy-
kazuja istotng réznice zmiennosci dla Na-humianu, ilosci zelaza i wspol-
dzialania humianu z zelazem przy pH 5. Przy pH 6 roznice te byly isto-
tne dla humianu, a nie udowodnione dla ilosci zelaza i wspdldziatania
humianu z zelazem. W przypadku pH 7 réznice zmiennosci dla humianu
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Wykres 7. Wplyw Fe i Na-humianu naturalnego przy pH 5
k — kontrola; Fe — #elazo; Fe-+h — #elazo + humian (100 mgll)
Graph 7. Effect of Fe and natural Na-humate at pH 5
k — control; Fe — iron; Feth — iron -+ humate (100 mg/l)
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Wykres 8. Wplyw Fe i Na-humianu naturalnego przy pH 6 (Objasnienia jak na wy-
kresie T)
Graph 8. Effect of Fe and natural Na-humate at pH 6 (for legend see Graph 7)
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byly nie udowodnione, a dla zelaza istotne. We wszystkich trzech ukla-
dach pH sucha masa glonow byla zawsze wieksza przy dodawaniu Na-hu-
mianu w poréwnaniu do pozywek o takiej samej ilosci Fe. Ze wzrostem
zawartosci Fe wzrasta ilos¢é suchej masy w kazdym z trzech przypadkow
zarowno w kombinacji z humianem, jak i bez humianu. Réznice w ilosci
suchej masy hodowli bez humianu i z humianem (przy takiej samej daw-
ce Fe) sa wieksze, gdy dawka zelaza jest mniejsza, a mniejsze gdy dawka
zelaza jest wieksza, co mozna odczytaé na wykresach 7, 81 9.

Poniewaz sztuczny Na-humian nie zawiera zelaza i mikroelementow,
a z badan Erdtmana (1955) oraz Badury (1965) wiadomo bylo
o podobnym efekcie fizjologicznym dzialania humianu sztucznego i na-
turalnego na rosliny, wskazane bylo sprawdzi¢ wplyw Fe na hodowle przy
uzyciu tego humianu. W tym celu przeprowadzono doswiadczenia, w kto-
rych zastosowano dwie dawki humianu syntetycznego, mianowicie 10
i 100 mg/1 i dla porownania humian naturalny w stezeniu 100 mg/l. Czas
trwania dos$wiadczenia wynosil 9 dni. pH ustalono na poziomie 7. Oswie-
tlenie hodowli bylo réwne 4000 1x. Wyniki doswiadczenia sa przedsta-
wione na wykresie 10.
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Wykres 10. Wplyw Fe w obecno$ci Na-humianu naturalnego i sztucznego
k — kontrola; Fe — zelazo; hl — humian syntetyczny (10 mg/l) + Fe; h2 — humian syntetyczny
(100 mg/l) + #elazo; h3 — humian naturalny (100 mg/1) + zelazo

Graph 10. Effect of Fe in presence of natural and synthetic Na-humates

k — control; Fe — iron; hl — synthetic humate (10 mg/l) + Fe; h2 — synthetic humate (100 mg/ 1)
+ Fe; h3 — naturale humate (100 mgll) + Fe

Dane zawarte na wykresie 10 nie pozwalaja ma zwiezle scharaktery-
zowanie wplywu humianu syntetycznego na ilo$¢ komoérek w stosunku
do kontroli bez humianu. Odnosne wyniki suchej masy sa natomiast bar-
dziej czytelne. We wszystkich kombinacjach z humianem sucha masa
byla wieksza niz w kontroli bez humianu przy trzech badanych dawkach
zelaza. Przyrost suchej masy dla humianu syntetycznego jest nieco wiek-
szy przy jego wyzszym stezeniu (100 mg/l). Humian naturalny spowodo-
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wal mniej wiecej taki sam efekt w przyroscie suchej masy co i humian
syntetyczny stosowany w takiej samej dawce.

Ze wzrostem stezenia zelaza wzrastala ilo$¢ suchej masy zardéwno
w kombinacjach z Na-humianem naturalnym i sztucznym, jak i bez tych
zwigzkow. Natomiast wzrost ten w kombinacjach z humianem tak sztucz-
nym jak i naturalnym w stosunku do pozywki z Fe ale bez humianow
maleje zawsze ze wzrostem dawki zelaza. Innymi slowy: efekt dodania
humianu jest tym mniejszy im wieksza (w badanych granicach) jest daw-
ka zelaza.

Wplyw miedzi

Poniewaz w poprzednim doswiadczeniu z zelazem nie udalo sie ze
wzgledéw praktycznych przebadaé¢ wplywu humianu przy ponadoptymal-
nych dawkach zelaza (przy duzych dawkach zelaza wytracaly sie tak
sole, jak i humian), interesujace stalo sie przeprowadzenie doswiadcze-
nia z takim pierwiastkiem, ktorego miewielkie stezenia nie wplywalyby
na samg pozywke, a wykazywalyby trujace dzialanie na hodowle glo-
now. Role taka spelniajg jony Cu’ ', ktérych toksyczne dzialanie przy
stezeniu 10~"M stwierdzit Greenfield (1942) na glonach Chlorella
vulgaris.
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Wykres 11. Wplyw Cu w obecnosci Na-humianu syntetycznego
1 — kontrola; 2 — Na-humian (100 mg/l)

Graph 11. Effect of Cu in presence of synthetic Na-humate
1 — control; 2 — Na-humate (100 mg/l)

Dla zbadania tego zagadnienia przeprowadzono doswiadczenie, w kt6-
rym uzyto nastepujacych stezen Cu: 6-107¢ 7-107% 8-107%, 9-107°
i 107°M. Trwalo ono 21 dni przy oswietleniu 4000 1x i pH réwnym 6,8.
Posiadalo dwie kombinacje: z Na-humianem syntetycznym i bez humia-
nu. Wyniki do§wiadczenia przedstawia wykres 11. Krzywa ilosci komoérek
tak dla kontroli, jak i dla humianu wykazuje tendencje spadkowsg ze
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wzrostem stezenia Cu, ale wartosci dla kombinacji z Na-humianem sa
wyzsze niz wartoSci kontroli. Obliczenia statystyczne wykazaly istotng
roznice zmiennosci dla Na-humianu i stezenia Cu. Krzywe ilo$ci suchej
masy przedstawiaja sie podobnie, a wiec ze wzrostem stezenia Cu spada-
ja, ale wartosci w kombinacji z humianem sa znacznie wyzsze niz w kon-
troli o takim samym stezeniu Cu.

Jesli obliczy sie w %/ przyrost ilosci komorek i suchej masy dla kom-
binacji z humianem w stosunku do kontroli i porowna sie wyniki miedzy
sobg, to zauwazy sie, ze dzialanie Na-humianu widoczniejsze jest w bar-
dziej niekorzystnych stezeniach Cu dla hodowli — oczywiscie — tylko do
pewnych granic.

Tabela 2—Table 2

Whplyw Na-humianu syntetycznego na wielkos¢ cenobii (Srednia z 5 powtdrzen)

The effect of synthetic Na-humate on the size of cenobies (mean values obtained from 5 replications)

Szerokosé cenobii W.!J. | Dtugos¢ cenobii w i
I width of cenobies in 1 | length of cenobies in .
Stezenie Cu pozywka - pozywka -
Concentration Cu i pozywka Na-humian pozywka Na-humian
nutrient solution | nutrient solution | nutrient solution | nutrient solution
|+ Na-humate | + Na-humate
enne ! -
0 | 239 252 31,9 329
5<107¢ M | 26,5 26,8 334 I 354
10-° M 25,7 ‘ 28,1 33,0 37,9
5107 M 26,0 27.8 31,1 39,5
Srednia ;
25,5 I 26,9 32,2 36,4

Mean

Obserwacje optyczne czynione w czasie wszystkich doswiadczen wska-
zywaly na to, ze zawsze w kombinacjach z humianem komorki Scenedes-
mus byly wieksze. Dla przekonania sie, czy istotnie tak jest, w omawia-
nym doswiadczeniu w kiérym roznice wielko$ci komoérek wydawaly sie
stosunkowo niewielkie, przeprowadzono pomiary cenobii czterokomérko-
wych: mierzono ich dlugo$¢ (suma szerokosci czterech komorek) i sze-
rokosé. (Z kazdego powtorzenia bylo mierzonych sto kolonii na przypad-
kowo wybranych polach (Komarek, Simmer 1965). Dalsze postepo-
wanie i opracowanie statystyczne wynikow bylo podobne jak przy licze-
niu ilosci komoérek. Wyniki sa podane w tabeli 2. Obliczenia statystycz-
ne wykazaly, ze roznice w dlugosci i szerokosci cenobii spowodowane do-
daniem humianu lub miedzi, jak i wspoéldzialania miedzi i humianu sa
istotne. Wyniki te sa zgodne z osiagnieciami innych autorow (Prat
1960; Sladky i Tichy 1959, Opatrna-FiScherowa 1964;
Sladky 1965).
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DYSKUSJA WYNIKOW

W okreslonych warunkach stezenia humianu i pH wplyw Na-humianu
w poczatkowej fazie rozwoju hodowli Scenedesmus quadricauda (do 15
dni) objawial sie lekka stymulacja mnozenia sie komorek, a potem ha-
mowaniem ich przyrostu (wykres 1 i 2). W kazdym natomiast przypadku
dodawanie humianu zwiekszalo suchg mase przez caly czas przebiegu
doswiadczenia. Pod koniec do$wiadczenia przyrost ten przewyzszal nie-
kiedy ponad 100°%e suchg mase w kontroli. Przeprowadzone doswiadczenia
(wykres 3, tabela 1) wykazaly, ze tego stymulujacego dzialania humianu
nie mozna wytlumaczy¢ ograniczaniem ilosci $wiatla przechodzacego przez
warstwe pozywki, w ktorej sie znajduje, ani tez jego dzialaniem o cha-
rakterze specyficznego filtru (por. Lhotsky 1955, Pringsheim
1935, 1936). Nie mozna tez tlumaczyé dzialania humianu przypadkowym
skladem materialu wyjsciowego, z ktorego zostal otrzymany, czy tez wlas-
nosciami nabytymi w czasie zabiegdéw posrednich przy procesie otrzymy-
wania. Taka ewentualno$¢ wykluczajg doswiadczenia (wykres 4 1 5), w
ktorych zastosowano roézne humiany, przygotowane oddzielnie, z takiego
samego, ale nie identycznego materialu. Wszystkie z nich wykazywaly
stymulujgce, aczkolwiek nie jednakowo silne dzialanie.

Nalezy réwniez wykluczy¢ mozliwos¢ dzialania humianu jedynie po-
przez zawarte w nim pierwiastki. Popiol bowiem otrzymany z réznych
humianow (wykres 4), a takze mikroelementy (wykres 5) dodane do po-
zywki powodowaly nieznaczng stymulacje. Dodany natomiast w obu przy-
padkach humian syntetyczny, a wiec taki ktéry nie zawiera zadnych do-
datkowych pierwiastkow (wykres 10 i 11), zwigkszal stymulacje bardzo
wyraznie, nie mniej niz naturalny.

Wplyw Na-humianu objawial sie szczegolnie wtedy, kiedy pH pozyw-
ki bylo najbardziej niekorzystne dla rozwoju Scenedesmus (wykres 6).
Fakt ten mozna wytlumaczyé uwzgledniajac sorpcyjne wlasnosci zwiaz-
kéw huminowych stwierdzone przez Gorskiego (1956), Kadnera
(1962), Michajluka (1962) i innych. Blona protoplazmatyczna ko-
moérki glonu mianowicie, przy nizszych wartosciach pH moze wysycac
sie jonami H'" co utrudnia sorpcje kationéw ze $rodowiska na jej po-
wierzchni. Jesli jednak w takim $rodowisku znajdzie sie humian, ktory
jest ukladem jonowymiennym, to moze on adsorbowa¢ z powierzchni blo-
ny jony H", a oddawa¢ z wlasnego kompleksu komoérce jony makro- czy
mikroelementow. Nastepuje zatem wymiana jonéw miedzy blong a kom-
pleksem sorpeyjnym kwaséw huminowych. Tego rodzaju wymiane jonow
miedzy powierzchnig korzeni roslin a czasteczkami gliny stwierdzili w
pracach eksperymentalnych Jenny i Overstreet (1939). Badu-
ra (1966) w badaniach nad wplywem pewnych kationitow i anionitéow
na proces fermentacji alkoholowej drozdzy stwierdzil, ze niektore z nich
mialy stymulujace dzialanie. Dzialanie to bylo silniejsze, jesli uprzednio



Mechanizm dzialania humianu sodowego 697

byly one nasycone solami mineralnymi i gdy pH pozywki odbiegalo znacz-
nie od optymalnego. Wplyw tych ukladow jonowymiennych byl bardzo
podobny do wplywu Na-humianu na drozdze hodowane w takich samych
warunkach (Badura 1965).

Powyzsze wyniki sugeruja, ze humian na skutek wlasnosci sorpcyj-
nych i jonowymiennych ulatwia pobieranie kationéw utrudnione przez
nieodpowiednie pH pozywki. Wyniki te zgodne sg z badaniami Elle n-
berga (1958). W rozwazanym przypadku nie mozna przyjaé¢ sugestii
Mainxa (1927) jakoby zwiazki prochniczne dzialaly korzystnie poprzez
swoje wlasnosci buforujace w stosunku do $rodowiska, poniewaz pH byto
ustalone po dodaniu humianu.

Doswiadczenia z wplywem zelaza na rozwo6j hodowli Scenedesmus
(wykres 7, 8 i 9) wykazaly, ze stymulujacy efekt humianu stwierdzany
w obecnosci zelaza jest tym wyrazniejszy im dawki zelaza odbiegaja
bardziej od wartosci optymalnych dla rozwoju Scenedesmus. Podobne
wyniki otrzymano w pracach nad glonami (L hotsky 1955), jak i rosli-
nami wyzszymi (Guminski i wspélaut. 1965; Czerwinski 1967
Aso i Sakai 1963; Badura 1965 Tatkowska 1870). Korzyst-
ne dzialanie humianu dla rozwoju Scenedesmus polega prawdopodobnie
w tym przypadku na udostepnianiu badanemu glonowi zelaza. Oczywis-
cie, mialoby to zwigzek z sorpcyjnymi i jonowymiennymi wlasnosciami
humianu. Przypuszczenie takie wydaje sie uzasadnione w sSwietle badan
ktore wykazaly, ze pewne frakcje humianu posiadaja rézng zawartos¢ ze-
laza (Unger 1965, oraz Guminski i Sulej 1967), a takze wiazg
dodawane do nich kationy zelazowe z rozna silg. Otoz, najkorzystniej dzia-
laly na wzrost pomidoréow i drozdzy (Guminski i Sulej 1967) te
frakcje, ktore wigzaly duzo zelaza, a rownoczesnie latwo oddawaly je
kupferonowi bedacemu chelatyzatorem wigzacym zelazo. Badania te za-
tem potwierdzaja przypuszczenie, ze korzystne dzialanie humianu pole-
ga m. in. na udostepnianiu roslinie zelaza.

W zwiagzku z powyzszymi rozwazaniami prawdopodobne jest, ze hu-
mian adsorbowal nadmiar miedzi z pozywki. Kompleks préchniczno-mie-
dziowy okreslany jest jako szczegélnie trwaly (Broadbent 1957). Daw-
ki miedzi, ktére hamowaly mnozenie si¢ komorek i suchg mase, okazy-
waly sie mniej szkodliwe w obecno$ci humianu (wykres 11). Ponadto
wiekszy wplyw humianu zaznaczyl sie przy wiekszym stezeniu miedzi.

Zarowno te ostatnie doswiadczenia, jak i poprzednie nad wplywem
humianu w roéznych pH pozywki, potwierdzaja mozliwos¢ posredniego
wplywu humianu na metabolizm wyréwnujac iloSciowe stosunki pobiera-
nych jonow. Dowodem tego moga by¢ jeszcze zaobserwowane, nastepu-
jace fakty. W kazdym wukladzie, gdzie byl dodawany humian, komérki po-
siadaly barwe intensywnie zielona (co wskazuje na wiekszy poziom chloro-
filu), podczas gdy w kontroli zabarwienie ich bylo slabo jasnozielone (por.
Prat 1960; Sladky 1959a,1959b, 1965; Sladky i Tichy 1959).



698 St. Kyé

Z literatury (Badurowa, Guminski, Suder-Moraw 1967;
Sienko i Szczypek 1969) wiadomo, ze humian wplywal na po-
ziom chlorofilu poprawiajac stosunek P/Fe w roslinie. Kolonie w hodowli
z dodatkiem humianu posiadaly zawsze po cztery komorki, natomiast ko-
lonie w kontroli, zwlaszcza w poza optymalnym pH, braku zelaza czy
nadmiarze miedzi, wystepowaly bardzo czesto w postaci dwoch komorek.
Moze to takze wskazywaé¢, iz zwigzki humusowe wplywaja na jakiej$ dro-
dze na og6lny metabolizm komorek. Co wiecej, jesli w pewnych ukladach
kontrolnych komorki byly znieksztalcone, to dodatek Na-humianu wply-
wal na ich normalne wyksztalcenie.

Zastosowanie humianu syntetycznego wykazalo, ze w dzialaniu jego
nie chodzi o zawarte w nim jakie§ witaminy czy ciala wzrostowe. Ponie-
waz wplyw humianu byl badany na kulturach sterylnych Scenedesmus,
dlatego zostalo w tym przypadku wykluczone takze jego posrednie dzia-
lanie poprzez mikroorganizmy.

WNIOSKI

Przeprowadzone badania nad wplywem Na-humianu na namnazanie
sie komorek i sucha mase hodowli Scenedesmus quadricauda pozwalaja
na wyciggniecie nastepujacych wnioskow.

1. Wplywu Na-humianu nie mozna wytlumaczyé¢ jedynie wprowadze-
niem do hodowli wraz ze zwigzkami humusowymi makro- czy mikroele-
mentow,

2. Nie da sie wytlumaczy¢ jego dzialania ograniczaniem $wiatla przez
rozpuszczone w pozywce barwne zwigzki prochniczne, ani dzialaniem tych
zwiazkoéw w pozywee jako specyficznego filtru.

3. Istotnym czynnikiem dzialajacym w humianie nie sg witaminy czy
ciala wzrostowe.

4. Humian w niekorzystnych warunkach hodowli (poza optymalne
PH, brak Fe, nadmiar Cu) umozliwia przyrost suchej masy wlasciwy dla
warunkow optymalnych.

5. Stymulacja przyrostu ilosci komorek wywolana przez humian za-
chodzi przy nizszych stezeniach tej substancji i trwa krocej anizeli sty-
mulacja suchej masy.

Panu Profesorowi dr S. Guminskiemu, Kierownikowi Zakladu Fizjologii
Roslin Instytutu Botaniki i Biochemii Uniwersytetu Wroctawskiego, serdecznie dzie-
kuje za propozycje problemu powyzszej pracy oraz cenne rady i wskazowki przy jej
wykonywaniu. Wielka wdzigecznoéé wyrazam doc. dr L. Badurze oraz pracowni-
kom Zakladu Fizjologii za liczne dyskusje. Szczegélnie dziekuje takze prof. dr
S. Prdatowi z Pragi za udostepnienie mi czystej kultury Scenedesmus.

Zaklad Fizjologii Ro$lin Instytutu Botaniki i Biochemii
Uniwersytetu Wroctawskiego, Wroclaw, ul. Kanonia 6/8
(Wplynelo dn. 16.2.1970 r.)
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SUMMARY

The effects of natural and synthetic hwmates exerted on cultures of Scenedes-
mus quadricauda conducted at constant light and temperature have been determi--
ned in terms number of cells and dry weight. Under the described conditions multi-
plication of cells was stimulated by humate at the initial phase of development
of culture, later this process was inhibited, whereas dry weight increased throughout
the whole experiment. Experiments with different concentrations of humate as
well as with humate used as “a filter” have shown that the stimulating effect
of Na-humate exerted on dry weight can be explained neither by its action as
a specific filter, nor by the intensity of light passing through the layver of nutrient
solution. Stimulating effects resulting from addition of microelements or ashes
(obtained from different humates) appeared to be considerably smaller than that
of humates alone. The stimulating effect exerted by humates on cell number and
dry weight appeared to by particularly distinct at pH not favourable for the de-
velopment of Scenedesmus.

In nutrient solutions supplemented with different amounts of Fe the effect of
humates increased with the decreasing doses of Fe. The same doses of Cu that had
inhibited multiplication of cells and increase in dry weight appeared to be less
harmful in the presence of humates. In this case, however, the effect of humate was
greater at higher concentrations of Cu. Thus under unfavourable conditions (non-op-
timal pH, absense of Fe, excess of Cu) humate performed a compensatory part.

Indentical results obtained from experiments with synthetic and natural huma-
tes have, moreover, proved that the stimulating effect of humates is not associated
with vitamins or auxins.
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