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Аннотация. Статья представляет собой углубленное исследование, посвященное разработке и 
оптимизации методик для комплексной оценки эффективности работы антиоксидантной системы 
клеток микроводоросли Dunaliella salina. В ходе работы был проведен всесторонний анализ различ-
ных методов измерения активности антиоксидантных ферментов, а также уровня продуктов пере-
кисного окисления липидов. Результаты, полученные с помощью этих методов, могут быть исполь-
зованы для комплексной и детализированной оценки состояния антиоксидантной системы D. salina, 
что имеет важное значение для понимания ее физиологии. 

В рамках исследования был тщательно изучен набор ключевых ферментов, участвующих в анти-
оксидантной защите, таких как супероксиддисмутаза (СОД), каталаза и аскорбатпероксидаза. Так-
же были определены уровни продуктов окислительного стресса, включая малоновый диальдегид 
(МДА) и диеновые конъюгаты, которые служат маркерами клеточного повреждения. 

Кроме того, был проведен анализ спектров поглощения пигментов D. salina в различных раство-
рителях. Обнаружено, что количество хлорофилла и каротиноидов может служить надежным инди-
катором состояния антиоксидантной системы клетки, что открывает новые горизонты для дальней-
ших исследований. 

Установлено, что для полного анализа эффективности работы антиоксидантной системы D. 
salina необходимо использовать как жидкую (супернатант), так и твердую (осадок) фазы, поскольку 
большинство растворителей не обеспечивают полную экстракцию белков. Однако анализ фермен-
тативной активности накладывает определенные ограничения на диапазон возможных экстрагиру-
ющих сред, поскольку необходимо соблюдать условия микроокружения энзима. Показано, что оп-
тимальной экстрагирующей средой является 0,05 М натрий-фосфатный буфер со значением pH 7,5. 

Использованные методики позволяют проводить комплексный анализ состояния антиоксидант-
ной системы Dunaliella salina, что, в свою очередь, расширяет возможности для изучения ее адап-
тации к неблагоприятным условиям окружающей среды и повышает потенциал названной микро-
водоросли для применения в биотехнологии.
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Микроводоросли относятся к фотосинтезиру-
ющим микроорганизмам и являются источниками 
липидов, углеводов и каротиноидов [1]. Клетки зе-
леной микроводоросли Dunaliella salina способны 
синтезировать чрезвычайно высокое количество 
β-каротина (до 10% от сухого веса) [2]. β-каротин 
относится к классу каротиноидов – светопоглоща-

ющих пигментов, проявляющих антиоксидантные 
свойства. Он вырабатывается многими морскими 
животными, высшими растениями и микроорга-
низмами, включая микроводоросли [3-5]. Благода-
ря своим физико-химическим свойствам, мощной 
антиоксидантной активности и многовекторному 
благоприятному воздействию на здоровье челове-
ка и животных β-каротин находит широкое при-
менение в кормовой, пищевой, нутрицевтической 
и фармацевтической промышленностях [6-7]. В 
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2015 году мировой рынок β-каротина оценивал-
ся примерно в 432 миллиона долларов США, при 
этом 36% выручки приходилось на природный 
β-каротин, полученный из микроводорослей [8].

Высокое содержание каротина в D. salina де-
лает ее перспективной клеточной фабрикой для 
крупномасштабного производства природного 
β-каротина. Тем не менее, D. salina присущи та-
кие ограничения, как медленный рост и низкий 
выход биомассы. Кроме того, механизм регуля-
ции выработки β-каротина у D. salina неясен, что 
создает трудности для экономически целесоо-
бразного производства β-каротина на промыш-
ленном уровне. Однако известно, что увеличение 
внутриклеточного содержания β-каротина часто 
сопровождается повышением уровня активных 
форм кислорода (АФК) в клетках микроводорос-
лей в ответ на  абиотические стрессовые факторы, 
такие как высокая освещенность, высокая соле-
ность и недостаток питательных веществ [9-10]. 

Активные формы кислорода (АФК), к которым 
относятся свободные радикалы и нерадикальные 
молекулы, являются ключевыми компонентами 
сети сигнальных путей и действуют как основные 
регуляторы клеточных реакций и клеточной физио-
логии растений на факторы окружающей среды по-
средством запуска каскадов фосфорилирования и 
окисления ключевых сигнальных молекул [11-12]. 

К распространенным АФК относят синглет-
ный кислород (1O2), супероксидный анион-радикал 
(O2·-), пероксид водорода (H2O2), гидроксильный 
радикал (OH·). Как правило, в нормальных физио-
логических условиях АФК представляют собой 
побочные продукты многих метаболических путей 
растений и, следовательно, они непрерывно синте-
зируются в различных клеточных компартментах. 
С другой стороны, АФК также нейтрализуются 
антиоксидантной защитной системой. 

Умеренный уровень АФК полезен для клеток, 
так как в этом случае они действуют как сигналь-
ные молекулы, которые регулируют экспрессию 
генов и запускают механизмы защиты в ответ на 
изменения окружающей среды [13-14]. 

Однако накопление АФК вызывает окисли-
тельный стресс, который представляет собой 
окислительное повреждение белков, ДНК и липи-
дов. В нестрессовых условиях АФК эффективно 
устраняются неферментативными и фермента-
тивными антиоксидантами, тогда как в условиях 
засухи или засоления продукция АФК превышает 
способность антиоксидантных систем удалять их, 
вызывая окислительный стресс [15]. 

Хорошо известна корреляция между антиок-
сидантной активностью и толерантностью микро-
водорослей к высокой концентрации соли, в част-
ности, растения с высоким содержанием основных 
или индуцированных антиоксидантов обладают 
большей устойчивостью к повреждению [16-17].

Для детоксикации АФК и предотвращения по-
вреждений при солевом стрессе растения исполь-
зуют ряд низкомолекулярных антиоксидантов 
(аскорбат, глутатион, фенольные соединения, то-
коферолы), а также различные антиоксидантные 
ферменты, такие как супероксиддисмутазу, аскор-
батпероксидазу или каталазу [18-19]. 

Рис. 1. Схема действия ферментов системы 
антиоксидантной защиты растений

В частности, супероксидный анион-радикал 
способен вырабатываться как в нестрессовых, так 
и в стрессовых условиях. Первой линией защи-
ты клетки от АФК является супероксиддисмута-
за (СОД,  КФ  1.15.1.1), катализирующая процесс 
дисмутации (диспропорционирования) суперок-
сидного радикала в пероксид водорода и молеку-
лярный кислород [20-21].

В то же время пероксид водорода (H2O2) явля-
ется наиболее важной и относительно стабильной 
нерадикальной АФК. Увеличение количества H2O2 
наблюдается во время биотического и/или абио-
тического стрессового режима, такого как атака 
патогена, УФ-облучение, воздействие интенсив-
ного света, засуха, засоление и/или охлаждение. 
В частности, количество клеточного H2O2 вместе с 
другими АФК может являться хорошим маркером 
степени окислительного стресса. Как следствие, 
баланс активности пероксидаз (КФ 1.11.1.7) и, в 
частности, аскорбатпероксидазы, и каталазы (КФ 
1.11.1.6), представляющих собой основную фер-
ментативную линию защиты от H2O2 в растениях, 
имеет решающее значение для подавления ток-
сичных уровней H2O2 в клетке.

К пероксидазам (КФ 1.11.17) относят группу 
ферментов, использующих в качестве окислителя 
пероксид водорода: НАДН-пероксидазу, НАДФН-
пероксидазу, глутатион-пероксидазу, гваяколпе-
роксидазу, аскорбатпероксидазу и др. Все они ра-
ботают по схеме АН2 + Н202 → А + 2Н20 [22]. 

Разработка и оптимизация методик для комплексной оценки активности
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Ферменты аскорбатпероксидаза, глутатион-
пероксидаза и каталаза способны нейтрализовать 
H2O2 с помощью различных механизмов. В част-
ности, аскорбатпероксидаза способна нейтра-
лизовать даже очень низкие уровни пероксида 
водорода, осуществляя реакцию H2O2+ аскорбат 
→ H2O + монодегидроаскорбат, где аскорбат вы-
ступает в качестве восстанавливающего субстра-
та. Каталаза же напрямую преобразует H2O2 в H2O 
и 1/2 O2 и в основном активна при относительно 
высоких концентрациях H2O2. Количество данных 
ферментов находится в физиологическом балансе, 
и при его нарушении индуцируются компенсатор-
ные механизмы (т.е. пероксидазы активируются, 
когда активность или количество каталазы снижа-
ется) [15, 23]. 

Основным показателем эффективности рабо-
ты ферментов антиоксидантной защиты является 
количество продуктов пероксидного окисления 
липидов (ПОЛ). При распаде жирных кислот, со-
провождающем ПОЛ, сначала образуются дие-
новые конъюгаты, а затем такие метаболиты, как 
малоновый диальдегид. Продуктами ПОЛ могут 
быть и более простые соединения, например та-
кие, как пентан и этан. ПОЛ прежде всего повреж-
дает клеточные мембраны, что, в свою очередь, 
приводит к нарушениям функций мембранных 
белков и внутриклеточной компартментации ве-
ществ. Продукты окислительной модификации 
липидов вызывают мутации и блокируют кле-
точное деление [22]. Именно поэтому для оценки 
степени стресса растений необходим комплекс-
ный подход, включающий измерение как актив-
ностей ферментов системы антиоксидантной за-
щиты, так и количества продуктов ПОЛ.

Целью данной работы был подбор и оптими-
зация протоколов для экстракции ферментов ан-
тиоксидантного комплекса (супероксиддисмута-
за, аскорбатпероксидаза, каталаза), первичных и 
вторичных продуктов ПОЛ, а также пигментов из 
микроводоросли Dunaliella salina, что позволит в 
дальнейшем проводить комплексную оценку ан-
тиоксидатной системы клеток при индуцирован-
ном каротиногенезе под воздействием различных 
комбинаций абиотических факторов.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
Экстракция ферментов из клеток водоросли
В работе использовали водоросль Dunaliella 

salina из коллекции Института биологии южных 
морей имени А. О. Ковалевского РАН (ИнБЮМ), 
выращенной при солености 2М. Для экстракции 

ферментов клетки водоросли подсчитывались в 
камере Горяева и концентрировались до 8×106 кл/
мл. Полученную суспензию клеток центрифуги-
ровали на скорости 6000 об/мин, осадок заливали 
экстрагентом и гомогенизировали, полученный 
гомогенат центрифугировали при 13000 об/мин, 
отбирали супернатант в отдельную пробирку, к 
осадку добавляли фосфатный буфер. В качестве 
экстракционных растворов использовались по-
лярные растворители, такие как: дистиллирован-
ная вода, фосфатный буфер (0,05M, pH 7,5), этанол 
и изопропанол. Разрушение клеточной мембраны 
проводилось последовательной заморозкой-раз-
морозкой при -20°C и 37°C, соответственно.

Измерение содержания белка
Содержание белка определяли методом Лоури 

[24].
Измерение аскорбатпероксидазной активно-

сти 
Измерение аскорбатпероксидазной активно-

сти проводилось с использованием аскорбиновой 
кислоты в качестве субстрата с некоторыми моди-
фикациями [25]. 

Метод основан на определении скорости раз-
ложения пероксида водорода аскорбатперокси-
дазой образца с образованием воды и дегидроас-
корбата. Снижение концентрации аскорбиновой 
кислоты, вовлекающейся в реакцию, регистриро-
вали с помощью спектрофотометра путем наблю-
дения за максимумом на длине волны 290 нм.

К 2 мл образца приливали 2 мл 0,5 мМ аскорби-
новой кислоты, затем смесь инкубировали на про-
тяжении 10 минут для удаления пероксида водоро-
да, изначально присутствующего в образце. Затем 
в кювету переносили 2 мл опытной смеси, добав-
ляли 1 мл 0,3% пероксида водорода и регистриро-
вали значение оптической плотности на отметках 
в 30 и 60 сек для дальнейшего расчета ΔD. Реги-
страцию оптических плотностей проводили с по-
мощью спектрофотометра UV-2401 PC (Shimadzu, 
Япония) на длине волны 290 нм. Для расчета ак-
тивности аскорбатпероксидазы использовали зна-
чение коэффициента молярной экстинкции раство-
ра аскорбиновой кислоты, равное 2,8 мМ-1 см-1.

Измерение каталазной активности
К 250 мкл образца добавляли реакционную 

смесь, содержащую 250 мкл 0,01М фосфатно-
го буфера c рН 6,7, 250 мкл ЭДТА (0,1 мМ/л) и 
750 мкл Н2О2 (15 мМ/л). В качестве контрольной 
пробы для учета спонтанной реакции разложения 
пероксида водорода использовали реакционную 
смесь с дополнительными 0,25 мл фосфатного 
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буфера. Смесь инкубировали 10 минут при ком-
натной температуре. Для остановки реакции до-
бавляли 250 мкл 10% Н2SO4 и затем измеряли оп-
тическую плотность при длине волны 250 нм [26]. 

За единицу активности каталазы (А) принима-
ли такое количество (в молях) пероксида водоро-
да, которое разложилось при инкубации в едини-
цу времени:

где ΔD – разность оптических плотностей опыт-
ной и контрольной проб; D0 - оптическая плот-
ность холостой пробы; V1 – общий объем инкуба-
ционной смеси; V2 – объем исследуемого образца; 
с1 – концентрация Н2О2; с2 – концентрация белка в 
пробе; t – время инкубации.

Измерение активности супероксиддисмута-
зы (СОД)

Метод определения активности СОД основан 
на ее способности конкурировать с красителем ни-
тросиним тетразолиевым (НСТ) за супероксидные 
анион-радикалы, образующиеся при генерации их 
в системе тетраметилэтилендиамин-рибофлавин. В 
ходе реакции НСТ восстанавливается с образовани-
ем гидразинтетразолия, характеризующегося макси-
мумом поглощения при 540 нм. В присутствии СОД 
степень восстановления НСТ уменьшается [26]. 

К 500 мкл образца добавляли реакционную 
смесь, содержащую 500 мкл фосфатного буфера, 500 
мкл ТЭМЭД (0,05 моль/л) в ЭДТА (0,2 моль/л), 500 
мкл НСТ (0,85 ммоль/л), 2,5 мл дистиллированной 
воды и 1 мл рибофлавина (0,034 ммоль/л). Смесь ин-
кубировали на солнечном свете 5 минут. Для оста-
новки реакции добавляли 0,5 мл раствора KI (1%), 
затем проводили регистрацию оптических плотно-
стей при длине волны 540 нм (UV-2401 PC, Shimadzu, 
Япония). В качестве контрольной пробы исполь-
зовалась реакционная смесь в отсутствие образца.

За единицу активности фермента принимали 
такое его количество, которое обеспечивает инги-
бирование восстановления нитросинего тетразо-
лиевого красителя на 50%. Активность СОД (А) 
рассчитывали по формуле:

где К – оптическая плотность контрольной пробы; 
О – оптическая плотность опытной пробы.

Измерение количества продуктов ПОЛ
Проводилось измерение уровня первичных 

(диеновые конъюгаты) и вторичных (малоновый 
диальдегид) продуктов пероксидного окисления 
липидов.

Количество диеновых конъюгатов определяли 
по методу, основанному на свойствах сопряжен-
ных двойных связей, входящих в состав гидропе-
рекисей липидов, интенсивно поглощать в УФ-
области с характерным максимумом (232 нм) [27]. 

Для этого к 2 мл суспензии микроводоросли 
добавляли 4 мл гептана и 4 мл изопропилового 
спирта, смесь активно встряхивали. Затем добав-
ляли 1 мл воды для более четкого раздела фаз и 
инкубировали 10 минут при комнатной темпера-
туре. После этого верхнюю (гептановую) фазу от-
бирали по 0,5 мл в кювету, добавляли 2,5 мл этано-
ла и спектрофотометрировали против этилового 
спирта при 232 нм. Расчет количества диеновых 
конъюгатов производили с учетом коэффициента 
молярной экстинкции 2,2×105 М-1см-1.

Для определения количества малонового ди-
альдегида к 2 мл образца добавляли 1 мл ТХУ (17 
%) и 1 мл ТБК (0,8%). Смесь помещали на 10 мин 
на водяную баню. После периода охлаждения ре-
гистрировали оптическую плотность при длине 
волны 532 нм. Расчет количества МДА произво-
дили с учетом коэффициента молярной экстинк-
ции Ɛ = 1,56×105 М-1см-1 [26].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Нами была проведена оценка содержания 

белка во фракциях, полученных путем экстраги-
рования из клеток Dunaliella salina (рис. 2). Ко-
личество белка незначительно варьировалось во 
фракциях супернатанта и осадка при использо-
вании изопропанола, воды и натрий-фосфатного 
буфера в качестве экстрагирующих сред. В при-
сутствии этанола белок преимущественно реги-
стрировался в осадке. 

Рис. 2. Содержание белка во фракциях, полу-
ченных путем экстрагирования белка из клеток 
Dunaliella salina (здесь и далее: ос – осадок, сн 
– супернатант)
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Измерение пероксидазной активности прово-
дилось с использованием аскорбиновой кислоты 
в качестве субстрата. Представлены результаты 
экспериментов измерения активности фермента в 
твердой фазе (осадке), так как значения активности 
аскорбатпероксидазы во фракции супернатанта ста-
тистически значимо не отличались от контроля. 

Наибольшая активность аскорбатпероксидазы 
и супероксиддисмутазы наблюдалась в образцах, 
полученных путем экстракции с помощью буфер-
ного раствора и дистиллированной воды (рис. 3). 
Низкая каталитическая активность ферментов ан-
тиоксидантного комплекса при экстракции с по-
мощью этанола и изопропанола легко объясняет-
ся их денатурацией в результате взаимодействия с 
сильными органическими растворителями. Рис. 4. Ферментативная активность каталазы 

во фракциях, полученных путем экстрагирования 
из клеток Dunaliella salina

пропанола в качестве экстракционного раствора, 
что подтверждается высокими значениями актив-
ности каталазы.

Рис. 3. Ферментативная активность аскорбат-
пероксидазы (А) и суперокисддисмутазы (Б) во 
фракциях, полученных путем экстрагирования из 
клеток Dunaliella salina

В ходе исследования каталазной активности 
(рис. 4) была зарегистрирована способность эта-
нола и изопропанола вызывать активный окисли-
тельный стресс, наиболее ярко проявляющийся 
во фракции супернатанта при использовании изо-

Рис. 5. Количество первичных (диеновых 
конъюгатов) и вторичных (малонового диальдеги-
да) продуктов пероксидного окисления липидов 
(А – количество диеновых конъюгатов, Б – ко-
личество малонового диальдегида) во фракциях, 
полученных путем экстрагирования из клеток 
Dunaliella salina
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В рамках исследования интенсивности ПОЛ 
также было проведено измерение количества про-
дуктов пероксидного окисления липидов: первич-
ных – диеновых конъюгатов, наблюдающихся как 
в твердой, так и в жидкой фазах, и вторичных – 
малонового диальдегида, находящегося во фрак-
циях осадка, тогда как значения, полученные для 
супернатанта, статистически значимо не отлича-
лись от контроля.

Согласно полученным данным, количество 
диеновых конъюгатов сильно варьирует в зависи-
мости от экстракционного раствора, и наибольшее 
их количество наблюдается при использовании в 
качестве растворителей изопропанола и этанола. 
Наименьшее значение количества диеновых конъ-
югатов было выявлено в экстрактах, полученных 
при использовании натрий-фосфатного буфера 
как экстрагента. Тем не менее, в отношении мало-
нового диальдегида наблюдается обратный эф-
фект, и наименьшее количество МДА регистриру-
ется при использовании в качестве растворителя 
этанола, тогда как наибольшие значения выявлено 
в образцах, полученных экстракцией из клеток в 
присутствии буфера (рис. 5). 

Был также проведен спектрофотометрический 
анализ растворов пигментов, выделенных из экс-
тракта Dunaliella salina (рис. 6).

С использованием следующих формул был 
произведен расчет количества пигментов (табл. 
1), выделенных с помощью ацетона и этилового 
спирта в качестве экстрагентов.

Ацетон [28]:
C(a) (мкг/мл) = 11,75 A662 – 2,350 A645		  (1),
C(b) (мкг/мл) = 18,61 A645 – 3,960 A662		  (2),

C(x+c) (мкг/мл) = (1000 A470 – 2,270 Ca – 81,4 Cb)/227	(3).
Этанол [29]: 

C(a) (мкг/мл) = 13,36A664.1 – 5,19 A648.6		  (4),
C(b) (мкг/мл) = 27,43 A648.6 – 8,12 A664.1		  (5),
C(x+c) (мкг/мл) = (1000 A470 – 2,13 Ca – 97,64Cb)/209	 (6).

Таблица 1 
Количество пигментов (мкг/мл) в суспензии микро-

водоросли, полученных путём экстрагирования из кле-
ток Dunaliella salina с помощью ацетона и этанола

Растворитель
Пигмент Ацетон Этанол

Хлорофилл А 2,94 9,29
Хлорофилл B 0,95 3,75
Каротиноиды 0,78 2,91

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе исследования были подобраны прото-

колы для экстракции ферментов антиоксидантно-
го комплекса, первичных и вторичных продуктов 
ПОЛ, а также каротиноидов из микроводоросли 
Dunaliella salina, разработана и оптимизирована 
методика для комплексной оценки состояния ан-
тиоксидатной системы клеток названной микро-
водоросли. 

На основе проведенных экспериментов был 
установлен факт неполной экстракции белков из 
суспензии Dunaliella salina в жидкую фазу при 
использовании большинства растворителей, что 
приводит к необходимости использования как 
жидкой (супернатант), так и твердой (осадок) 
фаз при проведении исследований оксидативно-
го статуса клеток микроводоросли. Тем не менее, 
анализ ферментативной активности накладывает 
определенные ограничения на диапазон возмож-

Рис. 6. Спектры поглощения веществ, экстрагированных из клеток Dunaliella salina с помощью раз-
личных растворителей
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ных экстрагирующих сред вследствие необхо-
димости соблюдения условий микроокружения 
энзима, в связи с чем оптимальным экстрагиру-
ющей средой является 0,05М натрий-фосфатный 
буфер со значением pH 7,5.

Работа выполнена в рамках госзадания «Фотобиофизи-
ческий мониторинг окружающей среды на основе спектраль-
но-флуоресцентных свойств структурно-организованных 
молекулярных (включая наночастицы) и супрамолекулярных 
биологически важных систем (FEFM-2023-0005).
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DEVELOPMENT AND OPTIMIZATION OF METHODS FOR 
A COMPREHENSIVE ASSESSMENT OF THE ANTIOXIDANT 

SYSTEM‘S ACTIVITY OF DUNALIELLA SALINA MICROALGA 
CELLS

A.N. Dubovitskaya1, Yu.A. Redko1, V.E. Shapovalova2, A.O. Lantushenko2,
M.G. Holyavka1,2, V.G. Artyukhov1

1Voronezh State University
2Sevastopol State University

Abstract. The article is an in-depth study devoted to the development and optimization of methods for a 
comprehensive assessment of the efficiency of the antioxidant system of Dunaliella salina microalga cells. 
During the work, a comprehensive analysis of various methods for measuring the activity of antioxidant 
enzymes, as well as the level of lipid peroxidation products, was carried out. The results obtained using 
these methods can be used for a comprehensive and detailed assessment of the antioxidant system’s state 
for D. salina, which is important for understanding its physiology.

The study included a detailed study of a set of key enzymes involved in antioxidant protection, such as 
superoxide dismutase (SOD), catalase, and ascorbate peroxidase. The levels of oxidative stress products, 
including malondialdehyde (MDA) and diene conjugates, which serve as markers of cellular damage, were 
also determined.

In addition, the absorption spectra of D. salina pigments were analyzed in various solvents. It was found 
that the amount of chlorophyll and carotenoids can serve as a reliable indicator of the cellular antioxidant 
system’s state, which opens up new horizons for further research.

It was found that for a complete analysis of the D. salina antioxidant system’s efficiency, it is necessary 
to use both liquid (supernatant) and solid (sediment) phases, since most solvents do not provide complete 
extraction of proteins. However, the analysis of enzymatic activity imposes certain restrictions on the range 
of possible extraction media, since it is necessary to observe the conditions of the enzyme microenvironment. 
It has been shown that the optimal extraction medium is 0.05 M sodium phosphate buffer with a pH of 7.5.
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Разработка и оптимизация методик для комплексной оценки активности

The methods used allow for a comprehensive analysis of the state of the antioxidant system of Duna-
liella salina, which in turn expands the possibilities for studying its adaptation to adverse environmental 
conditions and increases the potential of this microalgae for use in biotechnology.
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