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Directed evolution of microbial enzymes

Abstract: Enzymes of microbial origin are extensively used in different industrial processes. However, very often these biocatalysts do not
meet the requirements for a large-scale application and its properties have to be optimized. This includes not only the chemoselectivity,
regioselectivity and stereoselectivity, but also long-term stability of the biocatalyst at certain temperatures or pH-values and activity in the
presence of high substrate concentrations. Protein engineering has emerged as an important tool to overcome the limitations of natural
enzymes as biocatalysts. There are two general strategies for protein engineering, rational design and directed evolution. In rational
design detailed knowledge of the structure and function of the protein is used to make desired changes. Directed evolution involves
either a random mutagenesis of the gene encoding the enzyme (e.g. by error-prone PCR) or recombination of gene fragments derived
from DNase degradation, random priming recombination, random chimeragenesis on transient templates or recombined extension on
truncated templates. In this review the essential methods for directed evolution of enzymes are described and various examples for the
application of these protein engineering tools are provided.

1. Introduction. 2. Improvement of enzymes using non-recombinant methods. 3. Improvement of enzymes using gene-recombination

methods. 4. Summary
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1. Wprowadzenie

Enzymy pochodzenia mikrobiologicznego sa po-
wszechnie stosowane w wielu galeziach przemystu.
Dzigki znacznemu postgpowi w dziedzinie inzynierii
biatek mozliwe stato si¢ ich udoskonalanie w warun-
kach in vitro, prowadzace do otrzymania biokataliza-
torow o zwickszonej aktywnosci, stabilnosci i okreslo-
nej specyficznosci. Modyfikacje wlasciwosci enzymow
polegaja na wprowadzeniu okreslonych zmian w ich
strukturze pierwszorzedowej, na drodze zmiany sekwen-
cji nukleotydéw w genie. Do najczesciej stosowanych
metod umozliwiajacych wprowadzenie tego rodzaju
zmian naleza racjonalne projektowanie i ukierunko-
wana ewolucja [12, 19].

Racjonalne projektowanie polega na wprowadzeniu
mutacji w okreslonym miejscu genu kodujacego dany
enzym, co prowadzi do zamiany $cisle okreslonych reszt
aminokwasowych w obr¢bie miejsca aktywnego tego
enzymu. W wyniku tak przeprowadzonej mutagenezy
uzyskuje si¢ enzym o nowych, pozadanych wlasciwos-
ciach [4, 5, 16, 19]. Alternatywa dla racjonalnego pro-
jektowania stata si¢, w ciagu ostatnich kilku lat, ukierun-
kowana ewolucja. Metoda ta nasladuje naturalny proces
ewolucji zachodzacy w przyrodzie [6, 7]. Mutacje moga

by¢ wprowadzane w konkretnych miejscach przy uzy-
ciu ukierunkowanej mutagenezy, badz w obrebie catego
genu poprzez losowa mutageneze [8, 18, 23]. Po prze-
prowadzonej mutagenezie, zmodyfikowane geny wpro-
wadza si¢ do komdrek gospodarza dla uzyskania ekspre-
sji réznych wariantéw genu. Pozwala to na stworzenie
biblioteki wariantéw, ktéra nalezy przeszuka¢ w celu
identyfikacji mutantéw kodujacych enzymy o ulepszo-
nych wlasciwosciach [4, 7]. Nastegpnie geny kodujace
udoskonalone enzymy sa wykorzystywane w kolejnej
rundzie ukierunkowanej ewolucji, co moze prowadzi¢
do akumulacji pozadanych cech w jednym organizmie
gospodarza (Rys. 1).

2. Udoskonalanie enzymow
metodami nierekombinacyjnymi

Metody nierekombinacyjne polegaja na wprowadza-
niu w obre¢bie genu mutacji punktowych, ktére prowa-
dza do substytucji pojedynczych aminokwasdw, insercji
lub delecji wigcej niz jednego aminokwasu, jak réwniez
losowej mutagenezy wzdluz catego genu [19].

Najbardziej popularna nierekombinacyjna metoda
wprowadzania réznorodnosci genetycznej jest podatna
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Rys. 1. Poréwnanie metod stosowanych w inzynierii bialek, umozliwiajacych uzyskanie enzyméw
o ulepszonych wiasciwosciach

na bledy taricuchowa reakcja polimerazy (error-prone
Polimerase Chain Reaction; epPCR). Metoda ta polega
na wprowadzeniu mutacji punktowych podczas reakeji
PCR z uzyciem termostabilnej polimerazy Taq, ktéra
w warunkach in vitro nie ma zdolno$ci naprawy swo-
ich btedéw [8, 11, 19, 23]. Dokladno$¢ tej polimerazy
mozna dodatkowo zmniejszy¢ poprzez zwigkszenie ste-
zenia jonéw magnezu Mg?* lub uzycie nieréwnych ste-
zen nukleotydéw dN'TP. Wadg epPCR jest generowanie
czesto takich samych mutacji w obrebie genu lub mutacji

milczacych, ktére ze wzgledu na degeneracje kodu gene-
tycznego nie powoduja zmiany aminokwasu [11, 19].
Technika epPCR zostata zastosowana przez Liu
i wsp. [15] w celu poprawy aktywno$ci enzymatycznej
bakteryjnej lakazy Lac591 uczestniczacej w dekoloryza-
cji barwnikéw tekstylnych. Lakazy bakteryjne, w odroz-
nieniu od grzybowych, charakteryzuja si¢ wysoka aktyw-
noécig i stabilnoscia w wysokich wartosciach pH oraz
katalizuja reakcje bezposredniego utlenienia substratéw,
w tym barwnikéw, o réznym potencjale redoks bez
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obecnosci mediatoréw — niskoczasteczkowych zwigzkow
posredniczacych w przekazywaniu elektronéw z sub-
stratu do centrum aktywnego enzymu. W wyniku trzech
rund losowej mutagenezy otrzymano mutanta Lac3T93,
z czterema substytucjami aminokwaséw (N40S, V55A,
F62L, E316V), ktdéry charakteryzowal si¢ 4,8-krotnie
wyzsza aktywnoscia wzgledem 2,6-dimetoksyfenolu
(2,6-DMP) niz enzym dzikiego typu. Wprowadzone
mutacje spowodowaly réwniez przesunigcie optimum
pH mutowanego enzymu z 7,5 do 8,0 oraz optimum
temperatury z 55°C do 60°C.

Stosowanie lipaz w procesach przemystowych uza-
leznione jest od ich specyficznodci i stabilnosci, oraz
zdolnodci katalizy w obecnosci rozpuszczalnikéw orga-
nicznych. Khurana iwsp. [13] zastosowali technike
epPCR w celu modyfikacji lipazy wyizolowanej z Bacil-
lus subtilis. Lipaza pochodzaca z tego szczepu bakterii
wykazywata optimum aktywnosci w temperaturze
33+4°Ciw pH 8.0. Czas pottrwania (T, ) tego enzymu
w temperaturze 50°C wynosil okoto siedem minut.
W wyniku zastosowania jednej rundy epPCR uzyskano
siedem mutantéw, wérod ktérych cztery wykazywaly
zwigkszong termostabilno$¢. Sekwencjonowanie i ana-
liza sekwencji aminokwasowej jednego z nich wykazata,
ze wprowadzona mutacja spowodowala zamiang izo-
leucyny na treonine w pozycji 56, w N-koncowej czgsci
taricucha polipeptydowego. Mutacja ta nie wplyneta
na profil pH zmutowanego enzymu natomiast spo-
wodowala przesunigcie jego optimum temperatury do
38 +3°C. Dodatkowo czas péttrwania tej formy enzymu
w temperaturze 50°C wzrdst do 21 minut.

W 2009 roku Nakazawa iwsp.[17] zastosowali
ukierunkowang ewolucje w celu zwigkszenia aktywnosci
katalitycznej endoglukanazy III, enzymu z grupy celu-
laz, wzgledem karboksymetylocelulozy. Optimum pH
dziatania tego enzymu wynosi 4,8, podczas gdy procesy
przemystowe prowadzone sa w pH neutralnym badz
zasadowym. cDNA genu egl3 kodujacego endogluka-
nazg III poddano dwom rundom losowej mutagenezy.
Otrzymany mutant 2R4 byt aktywny w szerszym zakre-
sie pH 4,4-8,8 niz jego forma dzika. Zmutowane biatko
zawierato sze$¢ podstawien aminokwaséw (G41E, T110R,
K173M, Y195E P210S, N2181), a jego aktywnos¢ wzgle-
dem karboksymetylocelulozy zwigkszyta si¢ 1,4-razy
w poréwnaniu z enzymem typu dzikiego. Ponadto wzro-
sta jego termostabilnos¢, dzigki czemu enzym nie tracit
swojej aktywnosci przez 30 minut w temperaturze 55°C.

Losowa mutageneza technika epPCR umozliwita
réwniez zwigkszenie aktywnosci subtylizyny E w roz-
puszczalniku organicznym - dimetyloformamidzie
[21]. Subtylizyna E jest proteaza serynowa efektywnie
dzialajaca w alkalicznym $rodowisku, niewykazujaca
jednak aktywnosci w rozpuszczalnikach organicz-
nych. Kataliza w rozpuszczalnikach organicznych daje
wigksze zastosowania subtylizyny E w syntezach orga-
nicznych, migedzy innymi w stereo selektywnych acy-

lacjach racemicznych. Stad poszukiwanie enzymow
aktywnych w tym srodowisku. W 1993 roku Arnold
i wsp. [3] otrzymali mutanta z czterema substytucjami
aminokwasow (D60N, D97G, Q103R, N218S). W celu
zwigkszenia liczby mutacji przeprowadzono trzy rundy
losowej mutagenezy, w wyniku czego wygenerowano
kolejne 6 mutacji (G131D, E156G, N18IS, S182G,
S188P i T225A). Mutant z dziesigcioma substytucjami
aminokwaséw hydrolizowat biatkowe substraty 256-razy
efektywniej niz dziki typ enzymu, w 60% dimetylofor-
mamidzie. Wszystkie mutacje wplywajace na aktywnos¢
katalityczna tego mutanta w rozpuszczalniku organicz-
nym znajdowaly si¢ w tym samym rejonie biatka, w obre-
bie centrum aktywnego i kieszeni wigzacej substrat.
Miejscowo specyficzna mutageneza wysycenia (Site-
-Specyfic Saturation Mutagenesis; SSSM) umozliwia
wprowadzenie wszystkich mozliwych podstawien
w okreslonej pozycji sekwencji nukleotydowej danego
biatka warunkujacych zastapienie konkretnego ami-
nokwasu przez 19 pozostalych [11]. W mutagenezie
wysycenia reakcje PCR przeprowadza si¢ z uniwersal-
nymi starterami oraz mieszaning dwoch mutagennych
starterow, ktdre zawieraja okreslona mutacje i pozwalaja
zmodyfikowa¢ docelowy gen. W wyniku amplifikacji
z uzyciem obu typdw starteréw otrzymuje si¢ fragmenty
DNA majace komplementarne, naktadajace si¢ na sie-
bie konice. W kolejnych cyklach reakcji PCR nastgpuje
wydluzanie otrzymanych fragmentéw z uzyciem uni-
wersalnych starteréw, co umozliwia ostatecznie uzyska-
nie zmodyfikowanego genu o pelnej dlugosci [11].
Ukierunkowana ewolucja umozliwita zmiang wlas-
ciwosci katalitycznych dioksygenazy anilinowej izolowa-
nej z Acinetobacter sp. Enzym ten kodowany jest przez
pie¢ genéw: atdAl, atdA2, atdA3, atdA4 i atdA5. Gen
atdA3 ma wplyw na aktywnos¢ enzymu oraz jego spe-
cyficzno$¢ substratowq. Mutacja w obrebie tego genu
prowadzaca do zamiany V205A umozliwita wykorzy-
stanie przez zmutowany enzym 2-izopropyloalaniny
(2IPA) jako substratu, podczas gdy dziki typ enzymu nie
byt w stanie degradowac tego zwiazku [1]. Zwigkszenie
specyficznosci substratowej enzymu zmniejszylo jednak
jego aktywno$¢ wzgledem aniliny i 2,4-dimetyloalaniny
(2,4DMA) odpowiednio o 8,4- i 28 razy w poréwnaniu
z dzika formg enzymu. Przeprowadzajac jedna runde
SSSM i epPCR genu mutanta V205A Ang i wsp. [2]
dodatkowo zwigkszyli aktywno$¢ dioksygenazy anilino-
wej wzgledem aniliny, 2,4DMA i 2IPA oraz poszerzyli
jej specyficzno$¢ substratowa w stosunku do 2-sekbu-
tyloaniliny. W sekwencji uzyskanego mutanta 3-R21
zlokalizowano trzy mutacje: V205A, 1248L i S404C.
Wang iwsp. [22] podj¢li préby zmiany optimum
pH z kwasowego na neutralne endoglukanazy III z Tri-
choderma reesei. Otrzymany w wyniku epPCR mutant
N321T z substytucja nukleotydéw powodujaca zamiang
asparaginy na treoning wykazywat optymalng aktyw-
no$¢ przy pH 5,4. Po przeprowadzeniu ,,mutagenezy
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wysycenia® otrzymano dwa mutanty. Mutant N321D
charakteryzowat si¢ optimum pH 4,0, natomiast mutant
N321H wykazywal maksymalng aktywnos¢ w pH 5,5,
jednak utrzymywat 84% aktywnosci w pH 6,0.

3. Udoskonalanie enzymow metodami
rekombinacyjnymi

Rekombinacyjne metody ukierunkowanej ewolu-
cji wprowadzajace zmiany w obrebie genu polegaja na
rekombinacji homologicznych genéw [19]. Metody te
obejmuja migdzy innymi tasowanie DNA, w ktérym
gen kodujacy docelowe biatko poddaje si¢ mutagene-
zie, na przyktad metoda epPCR, a otrzymany zestaw
homologicznych genéw zawierajacych rézne muta-
cje punktowe trawi si¢ za pomocg DNazy I. Uzyskane
fragmenty genéw o duzej homologii pelnia rolg starte-

réw dla reakeji PCR, w wyniku czego uzyskuje si¢ gen
o pelnej dlugosci. Ze wzgledu na homologie uzyskanych
fragmentdw, podczas reakeji ich sktadania moze docho-
dzi¢ do rekombinacji migdzy nimi. Poniewaz liczba tak
zrekonstruowanych sekwencji jest niewielka, w drugim
etapie tasowania DNA przeprowadza si¢ reakcje PCR
z uzyciem starteréw specyficznych dla rekombinowa-
nego genu, co pozwala na zwigkszenie ilosci ztozonych
sekwencji (Rys.2) [7, 11, 19]. Stosowanie tej metody
jest wydajne tylko dla regionéw o wysokiej homologii
sekwencji, gdyz geny o niskiej homologii daja niewielka
liczbe zrekombinowanych wariantéw [11].

Canada i wsp. [5] zastosowali tasowanie DNA
w celu zwigkszenia specyficznosdci substratowej orto-
-monooksygenazy toluenowej (TOM) wzgledem chlo-
rowanych zwiazkéw alifatycznych i naftalenu. Mono-
oksygenaza ta, wyizolowana z Burkholderia cepacia G4
sktada si¢ z trzech komponentéw biatkowych, na ktére
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sktadaja si¢ hydroksylaza, oksydoredukraza oraz biatko
przenoszace elektrony pomiedzy hydroksylaza i oksy-
doreduktaza. Enzym ten katalizuje utlenianie toluenu,
trichloroetylenu (TCE) oraz chlorku winylu, jak réow-
niez utlenianie naftalenu do naftolu, waznego interme-
diatu w syntezie herbicydéw, insektycydow, lekéw oraz
barwnikéw. Monooksygenaza TOM wykorzystywana
jest réwniez czgsto w bioremediacji ze wzgledu na zdol-
no$¢ do utleniania trichloroetylenu, ktéry jest najczest-
szym zwigzkiem zanieczyszczajacym wody gruntowe.
Otrzymany mutant TOM-green, wykazywal dwukrotnie
wyzsza aktywnos$¢ wzgledem trichloroetylenu (TCE)
w poréwnaniu z dzikim typem enzymu. Hydroksylacja
0,1 mM naftalenu z udzialem zmutowanego enzymu
nastgpowata 6-krotnie szybciej niz z udziatem formy
dzikiej. Ponadto enzym ten wykazywal aktywno$¢ dla
wyzszych stezen substratu.

Zastosowanie ukierunkowanej ewolucji obejmu-
jacej epPCR, a nastgpnie trzy rundy tasowania DNA,
przeprowadzone przez Fang i wsp. [9] umozliwily
poprawe aktywnosci alkalicznej lipazy pochodzacej
z Proteus vulgaris (PVL). Uzyskany mutant, u ktérego
stwierdzono trzy substytucje aminokwasowe (V102I,
G197S i ZR229H) wykazywat aktywnos¢ 5,8-razy wyz-
$z3 w poréwnaniu z aktywno$cig biatka dzikiego typu.
Badajac struktur¢ przestrzenng zmutowanej formy
enzymu wykazano, ze za wzrost aktywno$ci odpowiada
zmiana aminokwasu w pozycji 102.

Synteza rekombinowanego genu poprzez losowe
przylaczanie starteréow do matrycy DNA (Random
Priming Recombination; RPR) jest metoda oparta na
reakcji PCR. W metodzie tej w wyniku losowego przy-
taczania startera do matrycy uzyskuje si¢ mieszaning
krotkich fragmentéw DNA, ktére ze wzgledu na wyste-
powanie sekwencji homologicznych, rekombinujg two-
rzac gen o pelnej dtugosci [19, 23]. RPR zastosowano
w celu zwigkszenia specyficznosci substratowej diok-
sygenazy bifenylowej szczepu Pseudomonas pseudoal-
caligenes KF707. W wyniku dwoch rund rekombinacji
wyselekcjonowano mutanta o aktywnosci wzgledem nie
tylko bifenyli, ale takze ich chlorowych pochodnych,
dibenzofuranu, dibenzo-para-dioksyn, dibenzotiofenu
oraz fluorenu. Wykazano, ze za zmiany w specyficznosci
substratowej enzymu odpowiadala substytucja amino-
kwasu w pozycji 376 [20].

Synteza chimerycznego genu na tymczasowej ma-
trycy DNA (Random Chimeragenesis on Transient
Templates; RACHITT) pozwala na uzyskanie zre-
kombinowanego genu w wyniku losowej hybrydyzacji
jednoniciowych fragmentéw homologicznych genéw
z matryca DNA. Matryca jest zmodyfikowana ni¢
DNA, niosaca gen homologiczny pochodzacy z innego
gatunku, zawierajaca uracyl. Pierwszy etap rekombinacji
obejmuje fragmentacje pojedynczej nici DNA z udzia-
tem DNazy I. Nastepnie uzyskane jednoniciowe frag-
menty DNA hybrydyzuja z komplementarng matrycowa

nicia DNA. Nakladajace si¢ na siebie odcinki DNA sa
usuwane, a powstale luki uzupelniane przez polime-
raz¢ DNA. W kolejnym etapie matrycowy DNA ulega
degradacji. Zrekombinowana ni¢ zostaje zamplifiko-
wana w reakgji PCR, co prowadzi ostatecznie do uzy-
skania genu o pelnej dtugosci [19]. Etapy uzyskiwania
zrekombinowanego genu metoda RACHITT przedsta-
wiono na rysunku 2. Coco i wsp. [19] zastosowali
opisana metode w celu zwigkszenia powinowactwa sub-
stratu do enzymu i poszerzenia specyficznos$ci substra-
towej monooksygenazy dibenzotiofenowej, kluczowego
enzymu w biodesulfurylacji paliw. W wyniku procesu
rekombinacji dwoch homologicznych genéw dszC
uzyskano 175 chimer majacych aktywno$¢ monook-
sygenazy dibenzotiofenowej, z ktérych niektdre cha-
rakteryzowaly si¢ szersza specyficznoscia substratowa
i wigkszym powinowactwem do substratu (do 320%).

W przeciwienstwie do RACHITT, metoda rekom-
binacyjnego wydluzania DNA na skréconych matry-
cach (Recombined Extension on Truncated Templates;
RETT) pozwala na uzyskanie fragmentéw DNA bez
udzialu DNazy I. W metodzie tej stosuje si¢ endonukle-
aze I, ktéra rozpoznaje i trawi DNA w miejscach przy-
legajacych do nukleotydéw pirymidynowych. Pozwala
to na wigksza réznorodno$¢ uzyskanych fragmentdw.
W metodzie RETT matryca dla zrekombinowanego genu
s3 jednoniciowe, syntetyzowane w jednym kierunku
fragmenty DNA, uzyskane w wyniku przeprowadzonej
in vitro reakcji odwrotnej transkrypcji. Dzigki mutacjom
wprowadzonym przez odwrotng transkryptaze podczas
syntezy tych ssDNA uzyskuje si¢ wigksza réznorodnos¢
genetyczna fragmentéw. Po zsyntetyzowaniu przez
odwrotna transkryptaze puli jednoniciowych fragmen-
tow DNA, miesza si¢ je z primerami rozpoznajacymi
fragmenty zawierajace koniec 3" docelowego genu i prze-
prowadza pierwsza runde reakcji PCR. Wydltuzany ze
specyficznego primera fragment DNA, w kolejnej reak-
cji PCR, przylacza si¢ do kolejnego ssDNA na zasadzie
komplementarnodci, co prowadzi do dalszego wydtuza-
nia nici. Reakcje te powtarzane s3 az do uzyskania pelnej
dtugosci nici kodujacej gen docelowy [14].

Lee iwsp. [14] wykorzystali metod¢ RETT w celu
poprawienia termostabilnosci chitynazy. W badaniach
poddali oni rekombinacji dwa homologiczne geny kodu-
jace ten enzym w komorkach szczepéw Serratia marce-
scens ATCC21074 i S. liquefaciens GM1403. W wyniku
reakcji uzyskano chimeryczny gen o ponad 70% homo-
logii z genami macierzystymi. Chimeryczna chitynaza
odznaczala si¢ 4-krotnie dluzszym czasem pétrozpadu
w temperaturze 60°C niz obie formy rodzicielskie.

Kolejna rekombinacyjna metoda umozliwiajaca wpro-
wadzenie zmian w obrgbie danego genu jest proces
naprzemiennego wydtuzania DNA (Staggered Extension
Process; StEP). Pozwala ona na utworzenie biblioteki
chimerycznych genéw, w ktérych jeden gen powstaje
w wyniku rekombinacji kilku innych genéw. W wyniku
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naprzemiennie powtarzajacych si¢ cykli denaturacji
matrycy DNA i wydluzania fragmentéw DNA powstaja
zrekombinowane geny. Rosnace fragmenty DNA przy-
taczajq si¢ do innej matrycy w kazdym kolejnym cyklu
reakcji (Rys. 2) [11, 19].

Metoda tasowania genéw z uzyciem zdegenerowa-
nych oligonukleotydéw (Degenerate Oligonucleotide
Gene Shuffling; DOGS) umozliwia tasowanie genéw
réznigcych sie miedzy soba sekwencjg nukleotydowas,
w tym zawarto$cia par G-C. W pierwszym etapie
sekwencje homologicznych genéw poréwnuje si¢ w celu
identyfikacji konserwatywnych fragmentéw. Nastepnie
geny dzieli si¢ na segmenty i dla kazdego segmentu pro-
jektuje zdegenerowane primery. Kazdy segment zostaje
zamplifikowany z udzialem mieszaniny zdegenerowa-
nych primerdéw, a uzyskane fragmenty DNA sa rozdzie-
lane i izolowane z zelu. W celu uzyskania odpowied-
niego poziomu rekombinacji badanego genu, uzyskane
fragmenty miesza si¢ w $cisle okreslonych proporcjach
i uzywa jako matrycy w reakcji PCR z dodatkiem wspol-
nych primeréw powodujacych wydluzenie segmentdw,
tak aby zachodzily na siebie. Otrzymane produkty stano-
wig matryce w kolejnych cyklach reakeji PCR, w ktérych
powstaje gen o pelnej dtugosci. Gen oflankowany jest
sekwencjami rozpoznawanymi przez wybrane enzymy
restrykcyjne. Amplifikacja zrekombinowanego genu
z udzialem primeréw z wbudowanymi sekwencjami
dla enzymow restrykcyjnych pozwala na wklonowanie
uzyskanych rekombinantéw do wektora, ich ekspresje
i screening w kierunku posiadanej cechy [10].

4. Podsumowanie

Stosowanie enzyméw w procesach przemystowych
jest waznym aspektem nowoczesnej biotechnologii ze
wzgledu na korzystne wlasciwosci biokatalizatoréw.
Najwazniejsze z nich to wysoka selektywnos$¢ i spe-
cyficzno$¢ umozliwiajaca synteze réznych zwiazkdw,
w tym pojedynczych enancjomeréw. Kolejnym aspektem
przemawiajacym za stosowaniem enzymow s3 fagodne
warunki procesu, ktére nie maja negatywnego wpltywu
na §rodowisko. Jednak dostgpnos¢ odpowiednich enzy-
méw do konkretnych proceséw przemystowych jest ogra-
niczona, dodatkowo warunki ich prowadzenia czgsto
sa skrajne, w ktérych enzymy tracy stabilnos¢ i aktyw-
no$¢. Ukierunkowana ewolucja jest kluczowa metoda
pozwalajaca na tworzenie enzymoéw o ulepszonych
wlasciwosciach lub zupelnie nowych, majacych duze
znaczenie dla przemystu.
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