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The activity of urease immobilized by adsorption on anodized sheet aluminium strongly
depends on the method chosen for preparation of these carriers. If oxalic acid is applied as
electrolyte, only the anodizing temperature significantly influences the activity of the prepara-
tions. In case of the well-known GS process, however, the activity is not only affected by the
temperature, but also by other conditions of anodizing, for example the current density and the
electrolyte concentration. For both methods the correlation between the topography of the carrier
surfaces and the activity of enzyme immobilized to the surface is described.

Einleitung dingungen wihrend des Eloxierens, der Eloxier-
dauer, der Eloxiertemperatur und nicht zuletzt auch
von der Vor- und Nachbehandlung der Aluminium-
bleche sowie ihrer Reinheit abhidngig ist.

Die Bedeutung trigergebundener Enzyme hat in
den letzten Jahre stindig zugenommen [1]. Als Tra-
germaterialien werden neben solchen organischer
Natur auch Metalloxide wie ZnO, MgO, NiO, SiO,
sowie Aluminiumhydroxide [2, 3] eingesetzt. Die  Experimentelles
Fixierung von Proteinen an wasserunloslichen Tri-
gern geschieht entweder {iber eine unter schonenden
Bedingungen durchzufiihrende chemische Reaktion
zwischen Enzym und Tréger oder aber adsorptiv [4].
Neben der priparativen Fragestellung sind — z. B.
im Zusammenhang mit der ,Biologisierung nicht
biologischen Materials* [S] — Kenntnisse iiber die
Art der Wechselwirkung zwischen Protein und Fest-
korper von Interesse, die wesentlich auch von der
Beschaffenheit der Oberfliche des Adsorbens be-
stimmt wird. Eloxierte Aluminiumbleche, die sich
als Trager fiir Enzyme eignen [6], sind beziiglich
ihrer Oberflacheneigenschaften besser definiert als
Oxid- oder Hydroxidpulver. Andererseits reagieren
diese Priparate in ihren katalytischen Eigenschaften
empfindlich auf die Oberflachenstruktur der Eloxal-
schicht, die insbesondere von der Elektrolytsorte,
dessen Konzentration, den Stromspannungsbe-

Als Ausgangsmaterial verwendeten wir Bleche aus
Reinstaluminium (Fa. Merck, p. A.), die nach Rei-
nigen mit Aceton zwei Minuten lang in 15%iger
NaOH gebeizt wurden. Nach griindlichem Wissern
wurden sie in Oxalsaurelosungen unterschiedlicher
Konzentration bzw. in 26%iger Schwefelsdureldsung
[6] nach dem Gleichstrom/Schwefelsdure(G/S)-Ver-
fahren [7] 30 Minuten lang eloxiert. Als Kathoden
benutzten wir Graphit- und Glaskohleelektroden.

Fir die Adsorptionsuntersuchungen erwies sich
ein Prdaparat von Merck (Art. 8479) wegen seiner
vollstindigen Wasserldslichkeit als am geeignetsten.
Die Belegung der ca. 12 cm? groBen, zylindrisch ge-
bogenen Bleche wurde unter Rithren bei 25°C in
20 ml einer Enzymlosung, die 0,5 mg Urease/ml bi-
destilliertes Wasser enthielt, durchgefiihrt. Diese
Enzymkonzentration gewahrleistete eine Gleichge-
wichtseinstellung im Sittigungsbereich der Adsorp-
tionsisotherme. Die Adsorptionsdauer betrug in al-
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kennbaren Einfluf mehr. Unmittelbar danach wur-
den die belegten Bleche 2 Stunden lang in bidestil-
liertem Wasser gewissert, wobei das Wasser in je-
weils gleichen Zeitabstinden flinfmal erneuert wurde.
Die auf den eloxierten Al-Blechen danach noch vor-
handene Urease ist moglicherweise irreversibel ge-
bunden; entsprechende Hinweise fiir eine derartige
Wechselwirkung von Aluminiumhydroxiden und Si-
likaten mit Urease und anderen Proteinen finden
sich auch in der Literatur [2, 8, 9].

Die Aktivitdt der mit Urease belegten Al-Bleche
bestimmten wir konduktometrisch [10] mit Hilfe
von LeitfahigkeitsmeBbriicken (LF 39 der Fa. WTW
bzw. PW 9501 der Fa. Philips) in einem thermosta-
tisierten MeBgefd3 bei einer Temperatur von 25 °C.
Die verwendeten Pt-Doppelelektroden hatten eine
Zellkonstante von 0,6 cm™. Die Substratkonzentra-
tion betrug 0,05 mol/l, das Reaktionsvolumen 50 ml.
Die Bleche tauchten wiahrend der Messung ortsfest
und in ca. | cm Abstand von der Elektrode in die
Losung. Von einer Pufferung des Reaktionsmilieus
wihrend der Aktivitatsbestimmung der Bleche wurde
abgesehen, da die Anwesenheit von Fremdionen die
Eigenschaften des Adsorpts beeinflussen kann. Ein
weiteres Argument fiir eine solche Vorgehensweise
ist die Tatsache, daB auch die kinetischen Daten der
gelosten Urease stark von der Ionenstarke und Ionen-
konzentration des jeweils verwendeten Puffers ab-
hiangig sind, wie u.a. die vielen publizierten und
voneinander abweichenden Michaeliskonstanten ver-
deutlichen [11]. Fiir das von uns verwendete Urease-
Priparat erhielten wir mit der Methode der kon-
duktometrischen Aktivitatsbestimmung einen Ky~
Wert von 2,75 x 10 mol/l. Dieser Wert stimmt
praktisch liberein mit Untersuchungen von Harmon

etal. [12], die mit Phosphatpuffern verschiedener
Kapazitit gearbeitet hatten und fir den auf die
Phosphatkonzentration ¢ = 0 extrapolierten Ky-Wert
3 x 107 mol/I erhielten.

Die Auswertung der Umsatz/Zeit-Schreiberkur-
ven liefert die auf die Zeit r=0 extrapolierte Zu-
nahme der Produktkonzentration je Zeiteinheit. Sie
ist direkt proportional zur Anfangsreaktionsge-
schwindigkeit v,; die Aktivititen sind deshalb in
uS/min angegeben und auf 1cm? des Adsorbens
bezogen.

Ergebnisse und Diskussion

Um die beziiglich ihrer Eignung als Tréager fiir
Urease optimalen Darstellungsbedingungen der nach
dem Oxalsdure-Verfahren eloxierten Al-Bleche zu
bestimmen, wurde fiir die drei Variablen Elektrolyt-
konzentration, Eloxiertemperatur und Stromdichte
eine faktorielle Versuchsplanung durchgefiihrt. Bei
der Priifung der Parameter auf Signifikanz zeigte
sich bereits, daB nur die Temperatur mit 95%
Wahrscheinlichkeit die Aktivitdt der nach dem Elo-
xieren mit dem Enzym belegten Bleche beeinfluft.
Die Optimierung des Verfahrens nach der Methode
des steilsten Anstiegs [13] ergibt, daB — ausgehend
vom Basisversuch (7,5 Gew.-% Oxalsaure, 33,5 °C,
3,05 A/dm?) — eine stetige Temperaturerhdhung bei
abnehmender Stromdichte und geringfiigig sich ver-
ringernder Oxalsdurekonzentration zu Préparaten
mit maximaler Enzymaktivitdt fiihrt. Dieser Sach-
verhalt lieB sich experimentell bestdtigen. Ein Aus-
zug der Ergebnisse ist in Tab. I dargestellt. Mit den
in Zeile 4 der Tabelle angefiihrten Versuchsbe-
dingungen erhdlt man fiir die Aktivitit rechnerisch

Abb. 1. REM-Aufnahmen von Eloxalschichten, die unter Verwendung von Oxalsdure als Elektrolyt hergestellt wurden.
Versuchsbedingungen: siehe Tabelle I. VergroBerung: 10000 x.
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Tab. I. Versuchsbedingungen fiir einige unter Verwendung
von Oxalséure als Elektrolyt hergestellte Eloxalschichten.

Messung i T Cy- Aktivitit REM
Nr. [A7/dm? [°C] [Gew.%] [uS/min] (Abb.)
1 5,1 21 5,0 0,012 la

2 1,0 21 10,0 0,033 1b

3 1,0 46 10,0 0,119 1

4 2.2 63 72 0,160 1d

5 1,0 214 30 0,038

6 5,1 224 30 0,002

7 3,05 335 75 0,09

Tab. II. Versuchsbedingungen fiir einige nach dem GS-
Verfahren hergestellte Eloxalschichten.

Messung i Tg Aktivitat REM
Nr. [A/dm?] [°C] [1S/min] (Abb.)

1 2,36 39 2,53 3a

2 3,0 394 3.3

3 39 40,1 5,74 3b

4 5,0 39,8 4,56

5 59 40,6 6,25

6 7,0 414 10,11 3¢

7 8,1 41,2 19,6

8 9,1 42 9,5 3d

9 5,0 25 0,26 3e
10 5,0 343 5,56 3f
11 5,0 40,4 2,5 3g
12 5,0 43 4,16 3h

einen Wert von 0,15 uS/min. Eine Erhéhung der
Stromdichte von 1 A/dm? auf 5 A/dm?® bei einer
mittleren Badtemperatur von 22 °C und einer Oxal-
saurekonzentration von 3 Gew.-% fiihrt dementspre-
chend zu einer Abnahme der Aktivitat der mit
Urease belegten Bleche von 0,038 auf 0,002 pS/min
(s. Tab. I, Zeile 5 und 6). Die rasterelektronenmi-
kroskopischen Aufnahmen in Abb.la—d weisen
auf einen Zusammenhang zwischen der Oberfla-
chenbeschaffenheit der Priparate und deren Akti-
vitdt insofern hin, als hier Oberflaichenvergroerung
und Aktivitdtszunahme parallel verlaufen.

Im Gegensatz dazu ist die Aktivitit der nach dem
GS-Verfahren dargestellten und mit Urease belegten
eloxierten Al-Bleche stark abhingig von der Strom-
dichte, wie dies in Abb.2 zum Ausdruck kommt.
Aktivititen und Stromdichten eines jeden Mef3-
punktes sind Mittelwerte aus mehreren bei der je-
weiligen Stromdichte eloxierten Al-Blechen. Die
mittlere Eloxiertemperatur betrug 40 £ 1 °C.

Oberhalb einer Stromdichte von 8,5 A/dm? neh-
men die Aktivititen der belegten Al-Bleche zu-
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Abb. 2. Die Aktivitat von mit Urease belegten Al-Blechen,

die bei verschiedenen Stromdichten nach dem GS-Verfah-
ren eloxiert wurden.

nichst stark ab, um dann mit weiterer Erhohung der
Stromdichte erneut anzusteigen und einem Sit-
tigungswert zuzustreben. Bei diesen hohen Strom-
dichten treten jedoch einige experimentelle Schwie-
rigkeiten auf, weshalb gesicherte Aussagen auf den
graphisch dargestellten Stromdichtebereich be-
schrinkt sind. Aus Abb. 3a—d ist der Einflul der
Stromdichte auf die Topographie der Hydroxid-
schichten zu erkennen; eine Erhéhung der Strom-
dichte (s. Tab. II, Messung Nr. 1—=8) bewirkt bis hin
zu i-Werten von 6 A/dm? eine Vergroberung des
Oberflachenmusters. Die bei tiefen Eloxiertempera-
turen in Form von parallel zueinander verlaufenden
dquidistanten Hydroxiderhebungen [6] noch gut er-
kennbare Walztextur ist bei 40 °C bereits stark auf-
gelockert. Beim Ubergang zu hoheren Stromdichten
treten diese Hydroxiderhebungen zunehmend mit-
einander in Wechselwirkung und wachsen zu hohl-
raumahnlichen Zellen mit groBporigem Zugang zu-
sammen. Dieser Vorgang ist mit einer Verbesserung
der Bindungseigenschaften dieser Bleche fiir das
Enzym Urease verkniipft (s. Tab. Il und Abb. 2). Da
bereits die bei niedrigen Stromdichten dargestellten
Eloxalschichten eine starke Strukturierung aufwei-
sen, ist die Zunahme der enzymatischen Aktivitit
vermutlich weniger in einer Verdnderung der En-
zym/Festkorper-Wechselwirkung als vielmehr durch
eine Erhohung der Proteinkapazitit iiber die auf der
Oberflache neu geschaffenen Hohlraume verursacht.
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Abb. 3. REM-Aufnahmen von Eloxalschichten, die nach dem GS-Verfahren hergestellt wurden. Versuchsbedingungen:
siehe Tabelle II. VergroBerungen: 20000 x (3a—d), 10000 x (3e—g) und 3000 x (3 h).

Die fiir Stromdichten i > 8,5 A/dm? zunichst signi-
fikant abnehmende Enzymaktivitat geht, wie auf
Abb. 3d gut zu erkennen ist, mit der Vernetzung
dieser Hohlrdume einher, ein Befund, der erneut auf
den Zusammenhang der Topographie des Adsor-
bens mit der Aktivitat des Adsorpts verweist.

In Tabelle II (Messung Nr. 9—11) sind die Ergeb-
nisse fiir den Einfluf der Eloxiertemperatur auf die
Aktivitdt der mit der Urease belegten Bleche an-
hand von vier Beispielen exemplarisch wiederge-
geben. Danach liegt die optimale Eloxiertemperatur
unter den genannten Versuchsbedingungen bei etwa
35°C. Der Unterschied in der Aktivitit bei Tg-
Werten von 25 °C und 34,5 °C hebt die Bedeutung
dieses Parameters fiir das GS-Verfahren hervor. Die
Rasteraufnahmen solcher Bleche lassen erkennen,
daBl im Gegensatz zu Stromdichtednderungen eine
Variation der Temperatur deutliche Veranderungen
der Oberflachenstruktur zur Folge hat. Die Abb. 3 g
stimmt im Grundmuster mit dem Oberflichenty-
pus aus der 40 °C-MeBreihe tiberein (Abb. 3a—d).
Die Oberflachenstruktur mit der groften resultie-
renden enzymatischen Aktivitat (Abb. 3f) weist, ver-

glichen mit den anderen Blechen, keine ausgedehn-
teren, sich teilweise periodisch wiederholenden
Strukturelemente auf. Vielmehr besteht die Ober-
fliche aus einer Hydroxidschicht, die regelmaBig
von Poren durchsetzt ist. Diese rasterelektronen-
mikroskopisch noch darstellbaren Poren haben
Durchmesser zwischen 200 nm > r, > 20 nm, wobei
solche mit einem Radius von r, < 50 nm iiberwiegen.

Im Rahmen der gewahlten Versuchsbedingungen
lassen sich die beiden Eloxierverfahren wie folgt
miteinander vergleichen: Das Oxalsdureverfahren
liefert nur bei hoheren Temperaturen Hydroxid-
oberflachen, die sich zur Adsorption von Urease
eignen, die Aktivitdten sind jedoch verhaltnismaBig
niedrig. Der EinfluB der Parameter Stromdichte
und Elektrolytkonzentration ist gering. Das nach
dem GS-Verfahren dargestellte Adsorbens erweist
sich dagegen nach Belegen mit dem Enzym in seiner
katalytischen Aktivitit stark abhéingig von den Pa-
rametern Stromdichte, Temperatur sowie Elektrolyt-
konzentration [6], deren Variation z. T. mit erheb-
lichen Verdnderungen in der Oberflichenstruktur
einhergeht, die ihrerseits zu einer Verdnderung der
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Enzym/Al(OH),-Wechselwirkung fithren konnen
und/oder die Kapazitit der Adsorbens-Oberflache
beeinflussen. Um diesbeziiglich zu eindeutigen Aus-
sagen zu kommen, ist die Bestimmung von Adsorp-
tionsisothermen fiir die verschiedenen Oberflachen-
typen vorgesehen. Der Zusammenhang zwischen
den Darstellungsbedingungen solcher Adsorbentien
und ihrer Eignung als Tragermaterial fiir Enzyme ist
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