
Nitrilasy jsou enzymy katalyzující hydrolýzu nitrilů na příslušné karboxylové kyseliny a 

amonné ionty. Tyto enzymy mohou nalézt využití v biokatalýze a bioremediaci pro vyšší 

nenáročnost, bezpečnost a jednoduchost takto katalyzovaných reakcí před konvenčními 

metodami hydrolýzy nitrilů. 

V této práci byly pomocí metody prohledávání databazí vybrány sekvence 

hypotetických fungálních nitrilas. Jako templáty posloužily aminokyselinové sekvence 

fungálních nitrilas již dříve charakterizovaných v naší laboratoři. Následně byly nové 

syntetické geny spolu se zbylými geny z naší nitrilasové knihovny exprimovány v E. coli a poté 

byly porovnány jejich substrátové specifity a podobnost sekvencí. 

Arylacetonitrilasy z hub Arthroderma benhamiae (NitAb) a Nectria haematococca 

(NitNh) byly purifikovány a charakterizovány; byly stanoveny jejich substrátové specifity, 

kinetické parametry, pH a teplotní profily a velikost podjednotek. 

NitAb a NitNh spolu s dalšími rekombinantními fungálními nitrilasami byly použity pro 

hydrolýzu vysokých koncentrací (R,S)-mandelonitrilu v jedné dávce nebo s postupným 

dávkováním substrátu. Ze studovaných enzymů nitrilasa z Aspergillus niger vykázala nejlepší 

enantioselektivitu (e.e. pro (R)-mandlovou kyselinu až 97,6 %) a produktivitu enzymu v 

sušině (až 40 g gsuš 
-1). 

NitAb byla pouze mírně enantioselektivní, čehož se však dá v kombinaci s její 

stabilitou pri nízkém pH využít pro produkci (S)-mandlové kyseliny. 

Soubor našich rekombinantních fungálních arylacetonitrilas byl rovněž testován na 

schopnost hydrolyzovat (±)-trans-2,4-difenyl-4,5-dihydrooxazol-5-karbonitril (příslušná 

karboxyová kyselina je prekurzorem taxolu, jež se používá jako protinádorové léčivo). 

Všechny enzymy dosáhly plné konverze 1 mM substrátu běhm 1 nebo 22 hodin. Nitrilasa z 

houby Neurospora crassa byla nejvíce aktivní a byla použita při preparativní přípravě           

(±)-trans-2,4-difenyl-4,5-dihydrooxazol-5-karboxylové kyseliny. 

 


