Nitrilasy jsou enzymy katalyzujici hydrolyzu nitril(i na pfislusné karboxylové kyseliny a
amonné ionty. Tyto enzymy mohou nalézt vyuZiti v biokatalyze a bioremediaci pro vyssi
nenarocnost, bezpecnost a jednoduchost takto katalyzovanych reakci pred konvenénimi
metodami hydrolyzy nitrilQ.

Vtéto praci byly pomoci metody prohledavani databazi vybrany sekvence
hypotetickych fungalnich nitrilas. Jako templaty poslouzily aminokyselinové sekvence
fungalnich nitrilas jiz dfive charakterizovanych v nasi laboratofi. Nasledné byly nové
syntetické geny spolu se zbylymi geny z nasi nitrilasové knihovny exprimovany v E. coli a poté
byly porovnany jejich substratové specifity a podobnost sekvenci.

Arylacetonitrilasy z hub Arthroderma benhamiae (NitAb) a Nectria haematococca
(NitNh) byly purifikovany a charakterizovany; byly stanoveny jejich substratové specifity,
kinetické parametry, pH a teplotni profily a velikost podjednotek.

NitAb a NitNh spolu s dalSimi rekombinantnimi fungalnimi nitrilasami byly pouzity pro
hydrolyzu vysokych koncentraci (R,S)-mandelonitrilu vjedné davce nebo s postupnym
davkovanim substratu. Ze studovanych enzymu nitrilasa z Aspergillus niger vykazala nejlepsi
enantioselektivitu (e.e. pro (R)-mandlovou kyselinu az 97,6 %) a produktivitu enzymu v
susiné (az 40 g geus ).

NitAb byla pouze mirné enantioselektivni, ¢ehoZz se vSak da v kombinaci s jeji
stabilitou pri nizkém pH vyuzit pro produkci (S)-mandlové kyseliny.

Soubor nasich rekombinantnich fungalnich arylacetonitrilas byl rovnéz testovan na
schopnost  hydrolyzovat (t)-trans-2,4-difenyl-4,5-dihydrooxazol-5-karbonitril ~ (pfislusna
karboxyova kyselina je prekurzorem taxolu, jeZ se pouZiva jako protinddorové lécivo).
Vsechny enzymy dosahly plné konverze 1 mM substratu béhm 1 nebo 22 hodin. Nitrilasa z
houby Neurospora crassa byla nejvice aktivni a byla pouZita pfi preparativni pfipravé

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



