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Na przestrzeni ostatnich dziesięcioleci „bioanalityka” stała się niezwykle ważną 
i prężnie rozwijającą się gałęzią chemii. Pod pojęciem chemii bioanalitycznej kryją się dwa aspekty. W pierwszym znaczeniu dotyczy ona badań, których celem są obiekty i/lub zjawiska biologiczne. W innym rozumieniu, chemia bioanalityczna to badania z użyciem „bionarzędzi”, czyli urządzeń zintegrowanych z biomolekułami. W obu przypadkach wykorzystywane są substancje biologicznie czynne, a wśród nich szczególne zastosowanie mają enzymy.
Celem pracy było zbadanie możliwości zastosowań analitycznych immobilizowanych apoform enzymatycznych jako bioreceptorów kofaktora Do realizacji tego zamierzenia skonstruowano dwa bionarzędzia analityczne: bioczujnik i bioreaktor. Badania przeprowadzono wykorzystując fosfatazę alkaliczną (ALP) jako wybrany, modelowy metaloenzym, mogący w formie apoenzymatycznej pełnić funkcję receptora jonów cynku.
Istotnym aspektem przy konstrukcji biourządzeń analitycznych użytych w tych badaniach było opracowanie odpowiedniej metody immobilizacji enzymu. Wybrana metoda karbodiimidowa prowadzi do uzyskania trwale unieruchomionej, łatwo penetrowalnej warstwy wysoce aktywnego enzymu. Zastosowano ją zarówno do enzymatycznej modyfikacji funkcji analitycznej membrany czujnika pH-metrycznego, jak również do konstrukcji plastikowych bioreaktorów typu open-tubular. Stwierdzono, że bioreaktory przygotowane 
na niemodyfikowanej jak i modyfikowanej karboksylowanym polichlorkiem winylu powierzchni tabularnego nośnika PCW charakteryzują się dobrymi parametrami analitycznymi: stabilnością operacyjną i długoterminową oraz aktywnością unieruchomionej fosfatazy alkalicznej. Bioreaktory przygotowane z niemodyfikowanych rurek PCW wykazują jednak mniejszą powtarzalność. Skonkludowano, że metoda poprzedzona preparatywnie łatwym etapem modyfikacji podłoża, jest użyteczna dla wszystkich rodzajów podłoży PCW, włączając powierzchnie całkowicie inertne. Metoda immobilizacji na niemodyfikowanym podłożu jest prostsza, ale wymaga przeprowadzenia wstępnych testów pozwalających stwierdzić jej użyteczność dla danego rodzaju podłoża PCW. 
Konstrukcja bionarzędzi analitycznych wymagała doboru metod i zoptymalizowania warunków prowadzenia detekcji aktywności fosfatazy alkalicznej. Jako podstawę działania bioczujnika wybrano detekcję pH-metryczną, zaś dla bioreaktora zastosowano technikę spektrofotometryczną. W czasie poszukiwania potencjalnego substratu do pH-metrycznej detekcji ALP przetestowano wiele związków ulegających hydrolizie pod wpływem 
tego enzymu. Stwierdzono, że większość zmian pH po dodatku ALP w ich obecności wywołanych jest niespecyficznym efektem związanym z dodatkiem białka. Specyficzny substratem do pH‑metrycznej detekcji fosfatazy alkalicznej okazał się monofluorofosforan (MFP) dla którego obserwuje się znaczące zmiany pH wywołane reakcją enzymatyczną. Przyczyną wyjaśniającą takie wyniki jest fakt, iż tylko w przypadku tego substratu powstaje dodatkowy jon wodorowy, gdyż w odróżnieniu od pozostałych substratów, 
w toku enzymatycznej hydrolizy generowane są jony H2PO4- (kwaśniejsze niż HPO42-) powodujące specyficzne zakwaszenie środowiska reakcyjnego. W czasie pH-metrycznej detekcji aktywności ALP z MFP stwierdzono ograniczenie zmian kwasowości środowiska reakcji do wartości pH 7. Ograniczenie to wynika prawdopodobnie z równowag protolitycznych, a precyzyjniej tworzenia w czasie przebiegu reakcji enzymatycznej układów buforujące powstających z substratu (HFPO3-/FPO32-) i produktu reakcji enzymatycznej (H2PO4-/HPO42-). W przypadku bioczujnika pH-metrycznego krzywe kalibracyjne mają charakterystyczny, sigmoidalny kształt. Zaobserwowano, że pH buforu pomiarowego 
w zakresie maksymalnej aktywności ALP (pH 8 ÷ 9) nie wpływa znacząco na działanie bioczujnika, jednak stwierdza się silniejsze efekty od pojemności buforowej roztworu 
w którym prowadzono pomiary (wzrost stężenia buforu tłumi czułość bioczujnika). Mimo pewnych ograniczeń działania opracowany bioczujnik w warunkach przepływowych umożliwia detekcję monofluorofosforanu w zakresie od 0,5 do 10 mmol/dm3.
W przypadku badań analitycznych prowadzonych w systemach przepływowych
z opracowanymi bioreaktorami zastosowano standardową metodę oznaczania aktywności unieruchomionej fosfatazy alkalicznej, wykorzystującą jako substrat fosforan p-nitrofenylu. W toku katalizowanej enzymatycznie hydrolizy jest on przekształcany w jony wodorfosforanowe i intensywnie żółty p-nitrofenol, który umożliwia fotometryczne śledzenie przebiegu reakcji przy długości fali odpowiadającej maksimum jego absorpcji (400 nm). Ta metoda detekcji z zaadaptowanym do pracy w warunkach przepływowych bioreaktorem umożliwia w szybki sposób, z zadowalającą czułością i powtarzalnością oznaczyć wybrany substrat reakcji enzymatycznej w zakresie 1  – 4000 µmol/dm3.

Finalnie, oba systemy bioanalityczne: układ z bioczujnikiem i układ z bioreaktorem, zastosowano do realizacji biorozpoznania apoenzymatycznego. W przypadku obu systemów zastosowano trzyetapową procedurę analityczną. W pierwszej fazie wytwarzana była apoforma immobilizowanej fosfatazy akalicznej, przetestowano więc różne chelatory i czasy ich działania. Drugi etap polegał na biorozpoznaniu kofaktora przez aporeceptor, zaś trzeci – na detekcji zregenerowanej aktywności holoenzymu. Stwierdzono, że krytyczny dla przebiegu całej procedury jest dobór warunków chelatowania. Muszą one zapewnić usunięcie jonów cynku z centrum aktywnego ALP i utworzenie nieaktywnej katalitycznie apoformy. Najlepsze wyniki (najmniejsza aktywność otrzymanego apoenzymu) uzyskano przy użyciu cysteiny.
Wyniki przeprowadzonych badań wskazują, że zaproponowana metodyka prowadzenia biorozpoznania apoenzymatycznego jest możliwa do realizacji i pozwala na oznaczenie kofaktora na poziomie stężeń w zakresie ppm. Niestety, schemat detekcji tego typu charakteryzuje się małą użytecznością praktyczną. Jest to spowodowane, przede wszystkim niespodziewanie niską selektywnością. W rozprawie wskazano źródła obserwowanej niespecyficzności opracowując alternatywny model mechanizmu biodetekcji. Postuluje on istnienie procesów ubocznych/równoległych, będących efektem tworzenia przejściowej formy apoenzym-kofaktor-ligand. Występowanie tych alternatywnych mechanizmów zostało potwierdzone prostymi doświadczeniami analitycznymi.
Niektóre rezultaty prac eksperymentalnych wychodzące poza główny temat 
tej rozprawy mogą znaleźć dalsze zastosowania analityczne. Należy do nich opracowanie nowej metody detekcji aktywności fosfatazy alkalicznej z użyciem łatwo dostępnego, trwałego substratu (monofluorofosforanu) i prostej detekcji pehametrycznej. Warto podkreślić również opracowanie metody otrzymywania nowego rodzaju plastikowych bioreaktorów enzymatycznych. Oba rozwiązania wydają się atrakcyjne do adaptowania w różnorodnych przyszłych badaniach i zastosowaniach bioanalitycznych.
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