Определение каталитических параметров оксидазы D-аминокислот с цефалоспорином C методами интегральной  и стационарной кинетики.
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Оксидаза D‑аминокислот (DAAO, КФ 1.4.3.3) обладает абсолютной стереоспецифичностью к D-аминокислотам, катализируя их окисление в соответствующие α‑кетокислоты. Данный фермент выполняет важные физиологические функции в живых организмах и находит широкое применение в биотехнологии. Он используется в тонком органическом синтезе оптически активных соединений, получении α‑кетокислот, неприродных L-аминокислот и в биосенсорах. Наиболее значимым является процесс окисления цефалоспорина С в 7‑аминоцефалоспорановую кислоту - исходное соединение для производства полусинтетических цефалоспоринов различных поколений. Среди изученных оксидаз D‑аминокислот наилучшими каталитическими свойствами с цефалоспорином С обладает фермент из дрожжей Trigonopsis variabilis (TvDAAO). Однако для эффективного практического применения необходимо проводить дополнительную оптимизацию свойств природного фермента под цели и задачи конкретного процесса.
Для оценки результатов белковой инженерии TvDAAO с целью улучшения каталитических параметров с цефалоспорином C необходимо иметь достоверную методику их определения.
В ходе работы была разработана методика определения каталитических параметров TvDAAO с цефалоспорином C с использованием высокоэффективной жидкостной хроматографии. Каталитические параметры определялись двумя способами: методом стационарной кинетики по начальным скоростям и методом интегральной кинетики. Было произведено сравнение полученных каталитических параметров для двух типов кинетики.
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