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Аннотация. В статье рассматривается возможность применения флуориметрического анализа фотосинте-

тической активности фитопланктона при оценке токсичности природных проб воды методом биотестирова-

ния на культуре клеток Chlorella vulgaris. В исследовании проводилась оценка токсичности проб воды из ре-

ки Крынка, ее притоков – рек Ольховка, Ольховая, а также Ханженковского, Ольховского и Зуевского водо-

хранилищ, которые являются источниками водных ресурсов для региона. Включение флуориметрической 

оценки фотосинтетической активности клеток фитопланктона по кривым индукции флуоресценции хлоро-

филла дает возможность более детально изучить изменение состояния тест-объекта. Биотестирование вы-

полняли на культуре зеленых микроводорослей Chlorella vulgaris. В ходе исследования выявлено снижение 

интенсивности флуоресценции и фотосинтетического индекса клеток водорослей при культивировании на 

фильтрате из всех мониторинговых точек. Установлено острое токсическое действие для проб воды из Хан-

женковского и Ольховского водохранилищ, а также хроническое токсическое действие для Зуевского водо-

хранилища. Ухудшение качества поверхностных вод в водохранилищах связано не только с попаданием 

шахтных вод, но и с интенсивным водопользованием, которое приводит к значительному снижению уровня 

воды и гибели гидробионтов. Полученные результаты могут стать основой для дальнейшего проведения мо-

ниторинговых исследований поверхностных вод, с целью выявления и устранения факторов, оказывающих 

негативное воздействие на реки и водохранилища региона. 
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женковское водохранилище; Ольховское водохранилище; Зуевское водохранилище; Chlorella vulgaris. 
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Abstract. The article considers the possibility of using fluorimetric analysis of photosynthetic activity of phyto-

plankton in assessing the toxicity of natural water samples by biotesting on Chlorella vulgaris culture. The study as-
sessed the toxicity of water samples from the Krynka River, its tributaries – the Olkhovka and Olkhovaya Rivers, as 
well as the Khanzhenkovskoye, Olkhovskoye and Zuyevskoye Reservoirs, which are sources of water resources for 
the region. The inclusion of a fluorimetric assessment of the photosynthetic activity of phytoplankton cells using 
chlorophyll fluorescence induction curves makes it possible to study in more detail the change in the state of the test 
object. Biotesting was performed on a culture of green microalgae Chlorella vulgaris. The study revealed a decrease 
in the fluorescence intensity and photosynthetic index of algae cells when cultured on filtrate from all monitoring 
points. Acute toxic effects have been established for water samples from the Khanzhenkovskoye and Olkhovskoye 
Reservoirs, as well as chronic toxic effects for the Zuyevskoye Reservoir. The deterioration of surface water quality 
in reservoirs is associated not only with the ingress of mine waters, but also with intensive water use, which leads to 
a significant decrease in water levels and the death of aquatic organisms. The results obtained can become the basis 
for further monitoring studies of surface waters in order to identify and eliminate factors that have a negative impact 
on rivers and reservoirs in the region. 

Keywords: biotesting; fluorescence; fluorescence induction curves; Krynka River; Khanzhenkovskoye Reservoir; 

Olkhovskoye Reservoir; Zuevskoye Reservoir; Chlorella vulgaris. 

Введение 
Проблема водообеспечения Донецкой области остается актуальной на сегодняшний день. Основным источ-

ником обеспечения питьевой водой служил канал «Северский Донец – Донбасс», прекративший свое функ-

ционирование в 2022 году [1, с. 24]. Это привело к сильному дефициту воды и ухудшению качества жизни 

населения [2, с. 42]. Весной 2023 года был запущен новый водовод «Дон – Северский Донец», который лишь 

частично решил проблему водообеспечения [2, с. 42; 3, с. 114]. Наполнение бассейнов рек региона, во мно-

гом, обеспечивается за счет шахтных, подземных и карьерных вод [4, с. 118], что в значительной мере сказы-

вается на физико-химическом составе воды. Основные реки Донбасса (Кальмиус, Крынка, Грузской Елан-

чик, Берда) отличаются повышенной жёсткостью, высоким содержанием взвешенного вещества, сульфатов и 

тяжелых металлов [5, с. 14; 6, с. 78; 7–9]. Природных водных ресурсов региона, даже с учетом нового водо-
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вода, недостаточно для того, чтобы в полной мере обеспечить и удовлетворить потребности населения [10]. 

Активное потребление воды, приводящее к обмелению рек и водохранилищ, их загрязнение предприятиями 

тяжелой и угольной промышленности, сбрасывающих недостаточно очищенные шахтные воды от тяжелых 

металлов, приводит к ухудшению их состояния [11, с. 32]. В связи с этим, возникает необходимость в прове-

дении постоянного экологического мониторинга состояния природных водных объектов, разработке методов 

быстрой оценки и анализа качества природных поверхностных вод [12, с. 6]. Одним из способов решения 

данной проблемы является метод биотестирования, представляющий собой процесс установления токсиче-

ского действия компонентов исследуемой среды на живой тест-организм [12, с. 6]. Преимущества метода за-

ключаются в его доступности, высокой чувствительности тест-организмов к низким концентрациям токсич-

ных веществ, отсутствии потребности в дорогостоящих реактивах и оборудовании. Одним из недостатков 

данного метода, является проведение анализа на изолированных группах организмов, которые могут иметь 

ограниченные физиологические и поведенческие реакции [13, с. 897]. Наиболее часто в качестве тест-орга-

низмов используют культуры микроводорослей Chlorella vulgaris, Scenedesmus quadricauda [14, с. 57; 15, с. 70], 

а также отдельные виды зоопланктона Daphnia magna, Ceriodaphnia affinis [16, с. 28; 17; 18, с. 38]. Для До-

нецкого региона оценка антропогенного воздействия, как правило, проводится по состоянию высших расте-

ний [19–21]. 

Целью данной работы являлась оценка качества состояния р. Крынка с применением методов биотестиро-

вания и флуориметрического анализа на культуре клеток Chlorella vulgaris. 

Материалы и методика исследований 
При проведении исследования рассматривали участок русла реки Крынка между населенными пунктами 

Нижняя Крынка и Шахтное, включая левый приток – реку Ольховую. В русле реки Крынка находятся водо-

хранилища питьевого (Ханженковское, Ольховское) и технического (Зуевское) назначения. Для проведения 

мониторинга водных объектов всего было выделено 9 мониторинговых точек (рис. 1). 

Мониторинговая точка 1 располагалась около н.п. Нижняя Крынка до впадения реки Крынка в Ханжен-

ковское водохранилище. Точка 2 соответствовала нижней части Ханженковского водохранилища, точка 3 

находилась около н.п. Ольховка на реке Ольховка, которая является северным притоком Ольховского водо-

хранилища. Данная река подвержена негативному воздействию шахтных вод. Мониторинговая точка 4 рас-

полагалась в русле реки Ольховая, после Ольховского водохранилища. Мониторинговая точка 5 соответ-

ствовала Ольховскому водохранилищу около дамбы. На территории н.п. Зуевка река Ольховая впадает в ре-

ку Крынка (точка 6), на данном участке происходит смешивание вод из Ханженковского и Ольховского во-

дохранилищ. Далее река Крынка впадает в Зуевское водохранилище, на территории которого было выделено 

две мониторинговые точки: в верховье, около н.п. Водобуд (точка 7) и около дамбы, г. Зугрэс (точка 8). Воду 

из русла реки Крынка после Зуевского водохранилища отбирали на территории н.п. Шахтное (точка 9). 

Для биотестирования отобранные пробы воды предварительно фильтровали через ацетилцеллюлозные 

мембранные фильтры с диаметром пор 0,6 мкм с целью удаления природного фитопланктона и зоопланкто-

на. При оценке токсичности проб воды за основу были взяты рекомендации Р 52.24.808-2014 [22]. Токсич-

ность проб выявляли при непрерывном биотестировании. Содержание хлорофилла a в исследуемых пробах 

оценивали по флуоресценции клеток тест-культуры, подсчет численности клеток выполняли в камере Горяе-

ва. Методику биотестирования [22] дополняли анализом фотосинтетической активности [23; 24] – для иссле-

дуемых проб выполняли регистрацию кривых индукции флуоресценции хлорофилла при помощи лабора-

торного флуориметра ФС-2, разработанного на базе Донецкого государственного университета. Биотестиро-

вание выполняли для каждой мониторинговой точки не менее, чем в трех повторностях на предварительно 

выращенной лабораторной культуре клеток Chlorella vulgaris. 

Токсичность проб воды определяли по изменению коэффициентов прироста концентрации хлорофилла и 

численности клеток в тест-культуре микроводорослей. Если коэффициенты прироста достоверно отклоня-

лись от контрольных значений, констатировали токсическое действие фильтрата из исследуемой мониторин-

говой точки [22]. Если отклонение показателей прироста тест-культуры происходило спустя 24 часа культи-

вирования, токсическое действие фильтрата считали острым, если спустя 96 часов – хроническим. 

В ходе эксперимента, регистрировали и анализировали полученные кривые индукции флуоресценции с 

помощью программы PyPhotoSyn [25]. определяя следующие параметры [26, с. 85–95]: 

F₀ – минимальный уровень флуоресценции, соответствующий состоянию, когда все реакционные центры 

(РЦ) фотосистемы II (ФС II) открыты; 

Fₘ – максимальный уровень флуоресценции, соответствующий состоянию, когда все реакционные цен-

тры (РЦ) фотосистемы II (ФС II) закрыты; 

Ф₀ = (Fₘ − F₀) / Fₘ – квантовый выход флуоресценции, показатель эффективности протекания первичной 

фотохимической реакции в ФС II; 

Fₜ – флуоресценция, излучаемая в момент времени t; 

FJ – флуоресценция, измеренная на 2 мс во время фазы J; 

FI – флуоресценция, измеренная на 30 мс, после начала освещения – во время фазы I; 

VJ = (FJ − F₀) / (Fₘ − F₀) – относительная величина переменной флуоресценции в фазе J после 2 мс осве-

щения (отражает количество закрытых РЦ по отношению к общему числу РЦ, которые могут быть закрыты); 

VI = (FI − F₀) / (Fₘ − F₀) – относительная величина переменной флуоресценции во время фазы I (30 мс), свя-

занную с промежуточным стационарным уровнем восстановления пула пластохинонов (отражает способ-

ность ФС I и ее акцепторов окислять PQH₂); 
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PI – показатель функциональной активности ФС II, ФС I и цепи переноса электронов между ними; 

RE₀ / ET₀ – эффективность, с которой поглощенный электрон ФС II передается от PQH₂ к акцепторам ФС I; 

RE₀ / TR₀ – эффективность, с которой поглощенный электрон ФС II передается акцепторам ФС I; 

DI₀ / ABS – квантовый выход энергии диссипации в ФС II; 

ET₀ / RC – поток электронов, переносимых через один активный реакционный центр; 

RE₀ / RC – поток электронов, переносимых через один активный реакционный центр и редуцирующих край-

ние акцепторы на акцепторной стороне ФС I. 
Достоверность отличий средних значений полученных данных определяли с использованием критерия 

Вилкоксона [27, с. 54–57]. 

 

Рисунок 1 – Мониторинговые точки участка русла реки Крынка 

 

Результаты исследований и их обсуждение 

Оценка токсичности проб воды методом биотестирования на культуре клеток Chlorella vulgaris 
Согласно результатам биотестирования (табл. 1) после 24 часов экспозиции, острое токсическое действие 

(ОТД) было выявлено для фильтрата из нижней части Ханженковского (точка 3) и Ольховского (точка 5) во-
дохранилищ, и места впадения р. Ольховая в р. Крынка (точка 6). Также, для данных точек прирост хлоро-
филла выходил за границы нормы. Для мониторинговых точек 4 и 9 не удалось получить статистически зна-
чимое отличие от контроля. 
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Таблица 1 – Результаты биотестирования токсичности проб воды 

Исследуемые пробы Токсическое действие Исследуемые пробы Токсическое действие 

24 часа 96 часов 

Точка 1 нет ОТД Точка 1 ХТД 

Точка 2 нет ОТД Точка 2 нет ХТД 

Точка 3 ОТД Точка 3 – 

Точка 4 нет ОТД Точка 4 ХТД 

Точка 5 ОТД Точка 5 – 

Точка 6 ОТД Точка 6 – 

Точка 7 нет ОТД Точка 7 ХТД 

Точка 8 нет ОТД Точка 8 нет ХТД 

Точка 9 нет ОТД Точка 9 ХТД 

 

После 96 часов экспозиции хроническое токсическое действие (ХТД) было выявлено для р. Крынки до 

Ханженковского (точка 1) и после Зуевского (точка 9) водохранилищ, р. Ольховка после Ольховского водо-

хранилища (точка 4) и верховья Зуевского водохранилища (точка 7). Для данных мониторинговых точек наб-

людалось достоверное отличие в численности клеток и увеличение прироста хлорофилла. 

Анализ фотосинтетической активности тест-культуры Chlorella vulgaris 

На рисунках 2 и 3 представлены лепестковые диаграммы параметров OJIP-теста мониторинговых точек 

после 24 часов биотестирования. Для более удобного отображения мониторинговые точки поделены на от-

дельные диаграммы (рис. 2: Б; рис. 3: А, Б). Тест-культура микроводорослей в фильтрате из русла реки Оль-

ховая (точка 4) отличалась высокой интенсивностью передачи электронов от ФС II и пула пластохинонов к 

ФС I (параметры ET₀ / RC, RE₀ / RC и VI), а также высокой долей закрытых реакционных центров ФС II (VJ) 

(рис. 2: Б). Параметры максимальной и минимальной флуоресценции, фотосинтетический индекс, квантовый 

выход флуоресценции, а также эффективность передачи поглощения электронов ФС II (RE₀ / ET₀ и RE₀ / TR₀) 

имели низкие показатели. 

Клетки Chlorella vulgaris, культивируемые на фильтрате из реки Ольховка (точка 3) и места слияния вод 

из Ханженковского и Ольховского водохранилищ (точка 6) отличались низкой интенсивностью флуоресцен-

ции, а также снижением квантового выхода и увеличением тепловой диссипации в антенных комплексах 

ФС II (DI₀ / ABS). Значение параметра (VJ) для точки 3 было значительно выше, в сравнении с другими мо-

ниторинговыми точками. 

Для проб из Зуевского водохранилища (точки 7 и 8), было зафиксировано снижение параметров флуорес-

ценции и фотосинтетической активности клеток Chlorella vulgaris (рис. 3). Число закрытых РЦ было низким, 

что отражалось, в уменьшении значений параметров ET₀ / RC и RE₀ / RC. В сравнении с другими мониторин-

говыми точками, для низовья Зуевского водохранилища наблюдалось увеличение эффективности переноса 

электронов между переносчиками ФС II (RE₀ / TR₀ и ET₀ / TR₀). Для реки Крынка после Зуевского водохра-

нилища (точка 9) наблюдалось снижение параметров F₀, Fₘ, PI, VI. Также снижался поток энергии тепловой 

диссипации в антенных комплексах ФС II. 

 

 

Рисунок 2 – Параметры флуоресценции тест-культуры Chlorella vulgaris после 24 часов биотестирования: 
для всех мониторинговых точек (А); для точек 3, 4, 6 (Б) 
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Таким образом, после 24 часов экспозиции происходило снижение фотосинтетической активности клеток 

тест-культуры для всех исследуемых мониторинговых точек. Это выражается в снижении доли активных ре-

акционных центров и снижении эффективности передачи поглощенной световой энергии на уровне фотоси-

стемы II. Фильтрат из Ольховского водохранилища вызывал острое токсическое действие. Полученный резуль-

тат не согласуется с изменением фотосинтетической активности клеток. Негативное воздействие фильтрата 

из Ханженковского водохранилища вызывало снижение фотосинтетической активности тест-культуры без 

значимого снижения прироста хлорофилла. 

На рисунках 4 и 5 представлена лепестковая диаграмма параметров OJIP-теста мониторинговых точек по-

сле 96 часов биотестирования. Для реки Крынка до Ханженковского (точка 1) и после Зуевского водохрани-

лищ (точка 9), а также для рек Ольховка (точка 3) и Ольховая (точка 6) было характерно снижение парамет-

ров флуоресценции и фотосинтетического индекса (рис. 4: Б). 

 

 

 

Рисунок 3 – Параметры флуоресценции тест-культуры Chlorella vulgaris после 24 часов биотестирования: 
для Ханженковского (точки 1 и 2) и Ольховского (точка 5) водохранилищ (А); 

для Зуевского водохранилища (точки 7, 8) и р. Крынка (точка 9) (Б) 

 

 

Рисунок 4 – Параметры флуоресценции тест-культуры Chlorella vulgaris после 96 часов биотестирования: 
для всех мониторинговых точек (А); для рек Крынка (точки 1, 6 и 9) и Ольховка (точка 4) (Б) 
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Параметры RE₀ / ET₀ и RE₀ / TR₀ имели также низкое значение для всех мониторинговых точек. Для точ-

ки 1 наблюдалось увеличения процессов тепловой диссипации (DI₀ / ABS). Значительное угнетение фотосин-

тетической активности клеток Chlorella vulgaris согласуется с результатами стандартной методики биотести-

рования (табл. 1), поскольку для данных проб выявлено токсическое действие. 

Для проб из низовья Ханженковского водохранилища (точка 2) и Зуевского водохранилища (точки 7 и 8) 

наблюдалось снижение параметров F₀, Fₘ, PI, VI (рис. 5). Увеличение доли закрытых реакционных центров 

приводило к снижению эффективности переноса электронов по электрон-транспортной цепи между фотоси-

стемами I и II. 

Для низовья Ханженковского водохранилища наблюдалось увеличение квантового выхода энергии дис-

сипации в антенне ФС II и параметров RE₀ / ET₀ и RE₀ / TR₀. Для русла реки Ольховая (точка 4) и Ольховско-

го водохранилища (точка 5) было характерно увеличение параметра (VJ) и как следствие, увеличение пото-

ков электронов в сторону ФС I (ET₀ / RC и RE₀ / RC), однако, эффективность переноса электронов между пе-

реносчиками ФС II была довольно низкой. Значения параметров минимальной и максимальной флуоресцен-

ции, фотосинтетического индекса, квантового выхода флуоресценции и энергии диссипации были низкими. 

 

 

Рисунок 5 – Параметры флуоресценции тест-культуры Chlorella vulgaris после 96 часов биотестирования: 
для проб из Ханженковского (точка 2) и Зуевского (точки 7 и 8) водохранилищ (А); 

для Ольховского водохранилища (точка 4) и реки Ольховая (точка 5) (Б) 

 

Заключение 
В ходе биотестирования на культуре Chlorella vulgaris для всех мониторинговых точек было установлено 

снижение уровня флуоресценции и фотосинтетической активности клеток. Острое токсическое действие было 

выявлено для фильтрата из нижней части Ханженковского (точка 3) и Ольховского (точка 5) водохранилищ, 

и места впадения р. Ольховая в р. Крынка (точка 6). Хроническое токсическое действие было выявлено для 

р. Крынка (точки 1 и 9), р. Ольховая (точка 4) и верховья Зуевского водохранилища (точка 7). Результаты оп-

ределения фотосинтетической активности не согласуются с показателями прироста численности и хлорофилла, 

поскольку негативное воздействие на фотосинтетический аппарат водорослей наблюдалось и для проб, не 

оказывающих явного токсического действия на численность клеток и концентрацию хлорофилла. При увели-

чении длительности экспозиции происходило снижение общего фотосинтетического индекса производитель-

ности (PI). Таким образом, параметры флуоресценции служили маркерами негативного воздействия водной 

среды на тест-культуру. 

Результаты биотестирования отражают значительную степень загрязнения поверхностных вод реки Крынка, 

ее притоков и водохранилищ. 
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