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Bindung von Urease an eloxierte Aluminiumbleche 

Von Peter Grunwald, Walter GunJ3er und Siegjiried Scheer"] 
Die Fixierung von Proteinen an wasserunloslichen Materia- 

lien ist zu einem wichtigen, vide Bereiche der Chemie und 
deren Nachbardisziplinen beriihrenden Arbeitsgebiet gewor- 
den[']. In der Anwendung gibt man haufig anorganischen 
Tragern den Vorzug, da sie mikrobiell praktisch nicht abge- 
baut werden. Die Bindung eines Enzyms an den Trager kann 
kovalenter oder adsorptiver Natur sein und fiihrt in der Regel 
zu Aktivitatsverlusten. Kriterien fur die Giite eines solchen 
Praparates sind neben der Restaktivitat vor allem seine Wie- 
derverwendbarkeit und die thermische Stabilitat. 

Bei Versuchen zur Adsorption von Proteinen an inerten 
Metalloxiden fanden wir am Beispiel des Enzyms Urease, 
daD sich eloxierte Aluminiumbleche fur diesen Zweck sehr 
gut eignen. 

Abbildung 1 gibt die Abhangigkeit der Enzymaktivitat von 
den Eloxierbedingungen wieder. Wahrend unter den iiblichen 
Bedingungen des bekannten G-S-Verfahrens (schrafierter Be- 
reich) die Umsatzgeschwindigkeit noch relativ gering ist, steigt 
die Aktivitat des Adsorbats nach Uberschreiten einer bestimm- 
ten Schwefelsaurekonzentration (Stromdichte) um beinahe 
zwei Zehnerpotenzen an. Rasterelektronenmikroskopische 
Aufnahmen (Abb. 2) zeigen die Oberflache eines Al-Blechs 
vor und nach der Belegung rnit Urease. Die Strukturierung 
der Aluminiumhydroxidoberflache la& die Textur der verwen- 
deten Bleche erkennen. 

Bemerkenswert ist die aus Abbildung 3 ersichtliche thermi- 
sche Bestandigkeit der adsorptiv auf diesen Eloxalschichten 
fixierten Urease im Vergleich zum frei in Losung befindlichen 

H2SOJGew.%l - 
Abb. 1. Aktivitat von mit Urease belegten eloxierten Al-Blechen als Fnnktion 
der Schwefelsanrekonzentration; die Aktivitaten wnrden konduktometrisch 
ermittelt. 

[*] Dr. P. Grunwald ['I, Prof. Dr. W. GunDer, cand. H L  S .  Scheer 
Institut fur Physikalische Chemie der Universitat 
Laufgraben 24, D-2000 Hamburg 13 
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Abh. 2. REM-Bild (2000fache VergroDerung) einer Eloxalschicht a) vor und 
b) nach der Belegung mit Urease aus dem Bereich jenseits des Aktivitatsopti- 
mums (Pfeil in Abb. 1). 

Enzym, dessen Temperaturoptimum.bei ca. 65 "C liegt. Spezifi- 
sche Merkmale des Temperaturverhaltens von Urease bleiben 
beim Adsorbat offenbar erhalten, z. B. der von Talsky beschrie- 
beneL2"1 anomale Verlauf der ureasekatalysierten Harnstoffhy- 
drolyse sowie unterschiedliche Aktivierungsenergien innerhalb 
verschiedener Temperaturbereiche r50.8 kJ.mol- ' (5-20°C), 
24kJ.mol-' (20-41 "C), 45.1 kJ.rno1-l (41-96"C)]. Fur die 
Harnstoffhydrolyse in Gegenwart von geloster Urease betra- 
gen die Aktivierungsenergien 49 kJ.mol- ' (O-22°C)[3] und 
36.5 kJ.mol-' (20-40"C)[2bl; beide Werte konnten wir fur 
dasvonunszurAdsorptionverwendeteEnzymmit49 kJ.mo1- ' 
(0-21 "C) und 36.5 kJ.mo1-l (20.5-50°C) bestatigen. Gegen- 
iiber dem freien Enzym hat danach das Adsorbat im mittleren 
Temperaturintervall eine deutlich niedrigere Aktivierungs- 
energie. 

Abb. 3. Temperaturabhangigkeit der Harnstoffhydrolyse f i r  geloste 
-A-A-A- und auf eloxiertem Aluminium adsorbierte -0-0-0- 

Urease. 

Die Temperaturabhangigkeit der Harnstoffhydrolyse wurde 
iiber den gesamten Bereich von 2 bis 98OC (30 Messungen) 
am gleichen Praparat bestimmt, was die Wiederverwendbar- 
keit dieses tragergebundenen Enzyms hinreichend demon- 
striert. Bei nicht zu hohem Ureaseangebot zeigt das adsorbierte 
Enzym eine gegeniiber dem freien Zustand erhohte Aktivitat. 
Ein Vergleich mit den herkommlichen anorganischen Trager- 
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materialienr41 ergibt, daI3 eloxierte Al-Bleche die anfangs er- 
wahnten Kriterien gut erfiillen. 

Eingegangen am 22. Juli 1977 [Z 8071 
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2,3-Dioxabicyclo[2.2.2]octan durch selektive Reduk- 
tion von Doppelbindungen rnit Azodicarboxylat [**I 

Von Waldemar Adam und Henny J .  Eggeke[*] 
Die Peroxidbindung gehort zu den Bindungen, die gegen- 

iiber reduktiver Spaltung am empfindlichsten sind. Es uber- 
rascht daher nicht, daI3 bei der katalytischen Hydrierung unge- 
sattigter Peroxide sowohl die Peroxidbindung als auch die 
Doppelbindung reduziert werden. Wir fanden jetzt, daI3 das 
Problem der gleichzeitigen Reduktion der beiden Bindungen 
umgangen werden kann. Durch Oxidation von cyclischen 1,3- 
Dienen rnit Singulett-Sauerstoff['] ist eine Fiille von ungesattig- 
ten cyclischen Peroxiden zuganglich, die rnit Azodicarboxylat 
zu neuen gesattigten cyclischen Peroxiden reduziert werden 
konnen. Azodicarboxylat hat sich als mildes, spezifisches Re- 
duktionsmittel fur Doppelbindungen bewahrt['I. Ein Beispiel 
fur diese neue Strategie ist die zweistufige Umwandlung von 
1,3-Cyclohexadien ( 1 )  in das bisher unbekannte 2,3-Dioxabi- 
cyclo[2.2.2]octan ( 3 ) .  

KOzCN=NC@K 

HOAc, 0 "C 

Wir behandelten das ungesattigte cyclische Peroxid (2), 
das seinerseits durch Photo-Oxygenierung von ( 1 )  erhalten 
worden war[31, rnit iiberschiissigem Azodicarboxylat in 
Methanol bei O"C[41. Dabei entstand das gesattigte cyclische 
Peroxid (3) in 48 % Ausbeute (Fp = 117-1 18 "C aus Hexan)c5l. 
Das Peroxid (3) lieI3 sich rnit ethanolischer Kalilauge in hoher 
Ausbeute zum bekannten 4-Hydroxycyclohexanon isomerisie- 
ren und mit H,/Pd-C quantitativ zum ebenfalls bekannten 

[*I Prof. Dr. W. Adam (NIH Career Development Awardee, 1975-1980), 
Dr. H. J. Eggelte 
University of Puerto Rico 
Rio Piedras, Puerto Rico 00931 (USA) 

[**] Cyclische Peroxide, 58. Mitteilung. Diese Arbeit wurde vom Petroleum 
Research Fund (Grant 8341-AC-1,4) der American Chemical Society, von 
der National Science Foundation (Grant CHE-72-04956-AO3) und den Natio- 
nal Institutes of Health unterstiitzt (Grants G M  22119.02, GM-00141-02 
und RR-8102-03). - 57. Mitteilung: W Adam et al., noch unveroffentlicht. 

cis-I ,4-Cyclohexandiol reduzieren. E s  sei ausdriicklich darauf 
hingewiesen, dal3 Azodicarboxylat reines ( 3 )  unter den oben- 
genannten Bedingungen nicht in dieses Diol iiberfiihrt. 

Die allgemeine Anwendbarkeit der Reduktion rnit Azodi- 
carboxylat lie6 sich durch Synthese von Dihydroascaridol(4), 
Epidioxyergosterinacetat ( 5 )  rnit gesattigtem Ring B und 
1,2,3,4-Tetrahydro-l,4-dimethyl-l,4-epidioxynaphthalin (6) 
zeigen. Die schon bekannte Verbindung ( 4 )  wurde quantitativ 
aus Ascaridol erhalten und durch ihre NMR- und IR-Daten 
identifiziert. Ascaridol ist eines der wenigen cyclischen Peroxi- 
de, bei dem die katalytische Hydrierung die Peroxidbindung 
nicht angreiftr6I. Das Ergosterin-Derivat (5)c7"l wurde jetzt 
erstmals synthetisiert. Sogar das instabile 1,4-Dihydro-l,4-di- 
methyl-1,4-epidioxynaphthalin, durch Photo-Oxygenierung 
von 1,4-Dimethylnaphthalin dargestellt[81, konnte zum neuarti- 
gen cyclischen Peroxid (6)[7b] reduziert werden. Die verbliebe- 
ne Doppelbindung in ( 5 )  wurde ubrigens trotz des Uberschus- 
ses an Azodicarboxylat nicht reduziert. Gespannte Doppelbin- 
dungen scheinen gegeniiber diesem Reagens anfalliger zu 
sein[']. 

Bei der Reduktion von Epidioxycyclopenten rnit Azodicarb- 
oxylat konnten nur Isomerisierungsprodukte isoliert werden. 
Gut zugangliche Peroxide vom Typ (7) konnten die Prosta- 
glandin-Synthese vereinfachen. 

Allgemeine Arbeitsuorschr$t 

In einen 50-ml-Rundkolben rnit magnetischem Ruhrer wer- 
den 5 mmol des zu reduzierenden Peroxids und 15 mmol Dika- 
liumazodicarboxylat in 10 ml wasserfreiem Methanol gegeben. 
Unter Riihren und Kiihlen rnit einem Eisbad wird innerhalb 
von 30 min eine Losung von 30 mmol Essigsaure in 3 ml was- 
serfreiem Methanol eingetropft. Nach 3 h Ruhren bei 30°C 
wird das Losungsmittel im Rotationsverdampfer entfernt 
(O°C/10 Torr) und der Ruckstand in 20ml Wasser aufgenom- 
men. Nach zweimaliger Extraktion rnit je 20ml CH2CI2 wer- 
den die CH2C12-Extrakte vereinigt, rnit gesattigter waI3riger 
NaHC03-Losung gewaschen, uber wasserfreiem MgS04 ge- 
trocknet und im Rotationsverdampfer eingedampft (O"C/lO 
Torr). Das Rohprodukt wird umkristallisiert. 
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