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Verbesserter engymatischer Ammoniaktest, 1. Mitteilung
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Aus dem Institut fiir Klinische Chemie und Klinische Biochemie (Direktor: Prof. Dr. H.-J. Dulce) Klinikum Steglity der
Freien Universitit Berlin

(Eingegangen am 16. Februar 1973)

Die Trigheit des NH;-Umsatzes und die Instabilitit der Glutamatdehydrogenase (EC 1.4.1.3) bei der Inkubation waren bisher die Haupt-~
schwierigkeiten bei der enzymatischen Ammoniakbestimmung.

Durch die allostetische Witkung von zugesetztem ADP lassen sich die Eigenschaften der Glutamatdehydrogenase giinstig beeinflussen:
1. Unter ADP-EinfluB steigt die NHy-Umsatzgeschwindigkeit etheblich an. 2. Die Glutamatdehydrogenase vetliert ihre Denaturierungs-
tendenz. Dank dieser stabilisierenden Wirkung des ADP kann die Inkubation bei kinetisch optimaler Wassetrstoffionenkonzentration
(pH 8,6) ausgefiihrt werden, wo ohne zugesetztes ADP eine rasche Inaktivierung der Glutamatdehydrogenase stattfinden wiirde. Dutch
die so erreichte hohere Umsatzgeschwindigkeit crgeben sich fiir die Anwendung der enzymatischen Ammoniakbestimmung auf ver-
schiedenen Gebieten der biochemischen Analytik giinstige Voraussetzungen.

The .rzgmﬁmme of the hydrogen ion concentration and the addition of ADP in the determination of ammonia with glutamate
delydrogenase

An improved engymic determination of ammonia, I
The chief difficulties in the enzymic determination of ammonia have hitherto been the slowness of the conversion and the instability of the
glutamate dehydrogenase (EC 1.4.1.3).
Added ADP exerts an allosteric effect upon the glutamate dehydrogenase, with the result that:
1. the rate of conversion of the NH; is considerably increased;
2. the glutamate dehydrogenase no longer shows a tendency to become denatured.
Owing to the stabilizing action of the ADP, the incubation can be carried out at the kinetically optimal hydrogen ion concentration (pH
8.6), where the glutamate dehydrogenase would otherwise be rapidly inactivated. With this improved rate of reaction, the enzymlc determi-
nation of ammonia should find application in many fields of biochemical analysis.

Die Ammoniakbestimmung nimmt in der biochemischen 3. Es ist bei NH,-freisetzenden Enzymen eine direkte
Analytik eine wichtige Stellung ein. Bei verschiedenen Beobachtung des Reaktionsablaufs im gekoppelten Test
experimentellen und klinischen Fragestellungen interes- mdglich.
siert die Konzentration von Ammoniak als Bestandteil
des Intermediirstoffwechsels direkt. Weiterhin kann eine
Reihe von Aminen und Amiden nach enzymatischer
Hydrolyse iiber das freigesetzte NH, spezifisch bestimmt
werden, wie z.B. bei der Harnstoffbestimmung mit
Urease.  Auch die Aktivititsmessung von NH,-abspal-
tenden Enzymen ist mit Hilfe von, Ammoniakbestim-
mungen moglich.
Prinzipiell bietet fir alle genannten Anwendungsgebiete
die 1963 von KirsTEN et al. (1) und FAwAz und v. DAHL
(2) eingefithrte enzymatische Ammoniakbestimmung
mit Glutamatdehydrogenase (1-Glutamate: NAD(P)
oxidoreductase, deaminating, EC 1.4.1.3), entsprechend
der Reaktionsgleichung Methodik
NH,* 4 2-Oxoglutarat

+ NAD(P)H <= Glutamat -+ NAD@)* (1)
Glutamatdehydrogenasec aus Rindetleber, spez. Aktivitit etwa

bemerkenswerte Vorteile: 90 U/mg, bezogen wir in ciner Konzentration von 10 mg/ml als
1. Die Methode ist absolut spezifisch (3). Losung in 500 g/kg Glycerin von der Firma Boehringer, Mann-

2. Bei der Auswertung kann der Extinktionskoeffizient heim. Die Angabe, dall im Enzymp raparat storen de Mengen von
Ammoniak enthalten seien, konnten wir bei keiner der von uns

von NAD(P)H zugrunde gelegt wetden (AbsolutmeB-  eqyezten Dnzymchargen bestitigt finden (5). NADH und NADPH
verfahren). wutden jeweils frisch vor Gebrauch in 0,12 mol/l Natriumhydro-

Der praktische Wert der Glutamatdehydrogenase-
Methode fiir Ammoniak wird aber bisher durch die
Trigheit des NH;-Umsatzes, die durch die geringe
Affinitit des Enzyms zum Substrat bedingt ist (4), stark
beeintrichtigt. Weiterhin kénnen Stdrungen bei der
enzymatischen Ammoniakbestimmung durch Denatu-
rierung der Glutamatdehydrogenase wihrend der In-
kubation auftreten (5). In der vorliegenden Arbeit wird
gezeigt, daBl durch Wahl geeigneter Reaktionsbedin-
gungen diese Schwierigkeiten uberwunden werden
kénnen.

Reagenzien

Z, Klin. Chem. Klin. Biochem. [ 11. Jahrg. 1973 [ Heft 10



422

da Fonscca-Wollheim: Bedeutung von pH und ADP-Zusatz bei der Ammoniakbestimmung

gencarbonat geldst und stammten ebenso wie ADP und Tris von
der Firma Bochringer. Die iibrigen Reagenzien wutden in p. a.-
Qualitit von der Firma Merck, Darmstadt, bezogen.

Gerite
Fir dic Enzymaktivititsbestimmungen stand ein Eppendorf-
Spektrallinienphotometer mit ‘temperierbarer Kiivettenwechsel-
automatik und linearisiertem Kompensationsschreiber zur Ver-
fiigung.

Durchfiihrung der Versuche
1. Messung der Glutamatdehydrogenase-Aktivitit

Die Bestimmung der Glutamatdehydrogenaseaktivitit bei Sitti-
gung mit Ammoniak wurde unter den folgenden Bedingungen
ausgefiihrt:

0,1 mol/l Tris-HCl-Puffer, pH 8,0; 0,1 mol/l Ammoniumacetat;
6,4 mmol/] 2-Oxoglutarat; 0,25 mmol/l NADH; 1,0 mmol/l ADP.
Gesamtvolumen 3,22 ml; d = 10 mm; A = 366 nm; Temperatur
= 25°C. Aus der Anfangsgeschwindigkeit der mit dem Kompen-
sationsschreiber registrierten Extinktionsabnahme wurde die
Enzymaktivitit in iiblicher Weise ermittelt und in umol Substrat-
umsatz/min, bezogen auf 1 ml der untersuchten Enzymverdiinnung,
ausgedriickt. Als Variationskoeffizienten der Methode bestimmten
wir bei drei verschiedenen MeBsetien Werte zwischen 2 und 3%,

2. Untersuchungen zur Denaturierungsgeschwindigkeit der Gluta-
matdehydrogenase bei der Inkubation

Bei diesen Versuchen wurde das Enzym in einer Endkonzentration
von 50 mg/l unter verschiedenen pH- und Temperaturbedingungen
sowie mit verschiedenen Zusitzen, die bei den speziellen Versuchs-
beschreibungen jeweils angegeben sind, inkubiert. Die Enzym-
denaturierung wurde in Anlehnung an FrIEDEN (6) durch Messung
der nach verschiedenen Zeiten noch vorhandenen Enzymaktivitit
verfolgt. Hietbei wurde unmittelbar nach Einmischen von 20 ul
der unverdiinnten Enzymstammldsung (10 mg/ml in 500 g/kg Gly-
cerin) zu 4,0ml vortemperiertem Inkubationsgemisch, sowie an vier
spiteren Zeitpunkten, 20 ul des Ansatzes entnommen und sofort
auf verbliebene Glutamatdehydrogenase-Aktivitit getestet. Die
Bedingungen des Aktivititstestes (s. 0.) boten die Gewihr dafiir,
daf} bei der Aktivititsmessung keine weitere Inaktivierung statt-
fand. Die Glutamatdehydrogenase-Inaktivierung verliuft als Reak-
tion 1. Ordnung (6). Man erhilt daher bei Auftragung der gemes-
senen Enzymaktivitit gegen die Zeit auf halblogarithmischem
Papier eine Gerade (s. Abb. 1). Der prozentuale Aktivititsschwund
pro Minute (K) wurde fiir die im einzelnen untersuchten In-
kubationsbedingungen mit Hilfe eines Olivetti-Tischrechners
berechnet. Als ,,AusreiBer erkannte MeBwerte wurden nicht be-
riicksichtigt.

S 0 O Vo

~

Enzymaktivitdt [wmol/min -mi]
(]

t (min]

Abb. 1 B
Zeitverlauf der Glutamatdehydrogenase-Inaktivierung in 0,1 mol/l
Tris-HCI-Puffer (pH 8,8) bei 25°C. Die nach verschieden langer’lnkuba-
tion noch vorhandene Enzymaktivitit ist gegen die Zeit aufgetragen

3. Bestimmung der Km-Werte fiir Ammoniak bei verschiedenem
H

Pév.u: Ermittlung der pH-abhingigen Km-Werte der Glutamat-
dehydrogenase fiir Ammoniak wurde in 0,1 molfl Tris-HCl-
Puffern von unterschiedlichem pH die Anfangsgeschwindigkeit der
NADPH-Oxydation mit jeweils 13 verschiedenen Ammonium-
acetatkonzentrationen im Bereich zwischen 0,6 mmol/l und 0,1
mol/l bestimmt. Die ibrigen Bedingungen waren: 7 mmolfl
2-Oxoglutarat; 0,2 mmol/l NADPH; 0,7 mmol/l ADP; 0,3 mg/l
Glutamatdehydrogenase. Gesamtvolumen:, 3,22 ml A = 366 nm;
d = 10 mm; Temperatur = 25°C; Start mit Enzym. Die Aus-
wertung erfolgte nach LINEWEAVER und Burxk (7).

Ergebnisse

Untersuchung der Glutamatdehydrogenase-

Stabilitit

Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Anwendung der
Glutamatdehydrogenase fiir Ammoniakbestimmungen
ist eine genaue Kenntnis, unter welchen Bedingungen
das Enzym wihrend der Inkubation aktiv bleibt bzw.
unter welchen Bedingungen Stérungen in der MeB-
technik infolge Ausflockung des Proteins (5) und
Aktivititsverlust zu erwarten sind. Es wurde daher im
Bereich um pH 8, wo das Aktivititsoptimum fir die
interessierende Reaktionsrichtung liegt (8), das Stabili-
titsverhalten der Glutamatdehydrogenase untersucht.
Alle Parameter, die fiir den Assoziationsgrad des
allosterischen Enzyms und die Denaturierungsreaktion
von Bedeutung sind (Temperatur (9), Konzentration
von Enzym (10), Coenzym (6, 9) und Puffer (9)) wurden
hierbei so gewihlt, wie sie auch fiir den Ammoniaktest
praktisch in Frage kamen.

Tabelle 1 zeigt, daB bei 25°C in 0,1 mol/l Tris-HCl-
Puffer oberhalb von pH 8,2 mit einer raschen Zunahme
der Denaturierungstendenz zu rechnen ist. Die wahlweise
im Ammoniaktest verwendbaren (s.u.) Coenzyme
NADH und NADPH sensibilisierten die Glutamat-
dehydrogenase (6,9), wobei die denaturierungsfordernde
Wirkung von NADPH schon unterhalb von pH 8
offenkundig wird, wihrend NADH in diesem pH-
Bereich sogar stabilisierend wirkt (vgl. (9)). Mit zuge-
setztem ADP (11) ist bis pH 9 keine Inaktivierung,
weder im Ansatz mit NADH, noch mit NADPH, zu
beobachten. Abgesehen von seinem férdernden EinfluB
auf die NH,;-Umsatzgeschwindigkeit (s. u.) ist schon aus
diesem Grund der Zusatz von ADP zum Ammoniaktest
unbedingt ratsam. ‘

Bei auf 35°C erhshter Temperatur war in einem Ansatz
mit 0,1 mol/l Tris-HCl-Puffer (pH 8,6), 0,2 mmol/l
NADH und 1mmol/l ADP eine mit geringer Ge-
schwindigkeit ablaufende Denaturierung feststellbar

(K = —1,7%/min). Durch Erhshung der Ionenstirke

des Ansatzes (Zusatz von 0,1 mol/l sek. Natriumphosphat)
lieB sich das Enzym auch bei dieser Temperatur voll-
stindig stabilisieren. Die Verwendung eines Puffers
ausreichender Ionenstirke (9) und vor allem ADP-
Zusatz diirften zur Stabilisierung bei héherer Reaktions-
temperatur zweckmiBiger sein, als die von BurTERY und
RowseLL vorgeschlagene Benutzung eines Puffer-
gemisches mit 300 g/kg Glycerin (5).
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Tab. 1

Geschwindigkeit der Glutamatdehydrogenase-Inaktivierung bei verschiedenen Inkubationsbedingungen. Angabe in % Aktivitdtsdnderung pro min
(siehe ,,Methoden*'). Temperatur = 25°C .

pH 0,1 mol/l 0,1 mol/! 0,1 mol/l 0,1 mol/l 0,1 mol/l
Tris-HCl Tris-HCI Tris-HCI Tris-HCI Tris-HCI
+0,1 mmol/} +0,1 mmol/l +0,1 mmol/i 40,1 mmol/!
NADPH NADH NADPH NADH
4+ 1 mmol/l + 1 mmol/l
ADP ADP
7,0 — 04 — 0,2 >— 0,1 —_ —_
7,4 — 04 — 0,6 >— 0,1 >—0,1 >—0,1
7,8 — 0,7 — 1,5 — 0,1 — —_
8,0 — 0,7 — 34 — 0,2 >—0,1 >—0,1
8,2 — 1,0 — 8,2 — 1,0 — —_
8,4 — 33 —16,4 — 6,1 —_— —_
8,6 — 5,6 —40,5 —13,6 >—0,1 >—0,1
8,8 —12,4 —_ —41,2 — —_
9,0 —25,0 — — >—0,1 >—0,1
Ermittlung des pH-Optimums fir den Am- sol-

moniaktest

Um den kinetisch giinstigsten pH-Bereich fiir die Am-
moniakbestimmung zu ermitteln, wurde zwischen pH
6,8 und 9,2 die Anfangsgeschwindigkeit des NH;-
Umsatzes bei hoher Enzymkonzentration (61,5 mg/l
Glutamatdehydrogenase) und niedriger Substratkonzen-
tration (0,1 mmol/l Ammoniumacetat, d. h. 1/1000 der
beim Glutamatdehydrogenase-Aktivititstest angewende-
ten Sittigungskonzentration, siehe ,,Methoden®) ge-
messen. Das erhaltene pH-Aktivitits-Profil (s. Abb. 2)
sieht vollig anders aus als die von uns bei Substratsitti-
gung (0,1 mol/l Ammoniumacetat) mit 0,31 mg/l Enzym
gemessene und in Abbildung 3 dargestellte pH-Abhin-

A
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NH;-Umsatzgeschwindigkeit [pmol/min-mg Enzym]
[]
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88 9,2
Abb..2

Abhingigkeit der NH,-Umsatzgeschwindigkeit vom pH bei niedriger
Substratkonzentration (0,1 mmol/l Ammoniumacetat). Die iibrigen
Bedingungen waren: 61,5 mg/l Glutamatdehydrogenase; 0,15 mol/l
Tris-HCI-Puffer; 6,4 mmol/l 2-Oxoglutarat; 0,1 mmol/l NADPH und
1,0 mmol/l ADP. Temperatur = 25°C. Xx— x— x Ansdtze mit ADP;

o~—o-—o Ansitze ohne ADP. Angegeben sind die nach Start mi
Enzym gemessenen Anfangsgeschwindigkeiten
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Abb. 3

Abhingigkeit der NH,-Umsatzgeschwindigkeit vom pH bei Sittigung

der Glutamatdehydrogenase mit Substrat (0,1 mol/l Ammonium-

acetat). Enzymkonzentration 0,31 mg/l; iibrige Bedingungen wie bei
Abb. 2 angegeben

gigkeit der Glutamatdehydrogenase-Aktivitit. Als Ut-
sache fiir die Verschiebung des pH-Optimums bei
kleinen Ammoniakkonzentrationen um eine pH-Ein-
heit zum Alkalischen hin war eine starke Zunahme der
Enzymaffinitit zum Substrat in diesem pH-Bereich zu
erwarten. Tatsdchlich fanden wir bei der Verfolgung der
Kn-Werte der Glutamatdehydrogenase fiir Ammoniak
von pH 7,0 aufwirts eine laufende Abnahme bis zu
einem Minimum in der Umgebung von pH 8,6 (s. Abb. 4).
Aus Abbildung 2 geht hervor, daB der Zusatz von ADP
bei pH 8,0 den NH,-Umsatz gegeniiber einem Kontroll-
ansatz ohne ADP um den Faktor 4,5 beschleunigt. Fiir
das pH-Optimum bei 8,6 lieB sich der Aktivierungs-
faktor in 0,1 mol/l Tris-HCl-Puffer nicht mehr bestim-
men, da die Glutamatdehydrogenase in diesem pH-
Bereich ohne ADP sehr rasch denaturiert wird (s.
Tab. 1). Der Wert von ADP fiir den Ammoniaktest
liegt also datin, daB durch seine stabilisietende Wirkung
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Tab. 2
S0 EinfluB verschiedener Salze (Endkonzentration 0,1 mol/l) auf die NH,-
Umsatzgeschwindigkeit bei pH 8,6. Alle Ansétze enthielten: 0,06 mol/l
Tris-HCI-Puffer (pH 8,6); 17 mmol/l 2-Oxoglutarat; 2 mmol/l ADP;
0,1 mmol/l NADPH, 0,1 mmol/l Ammoniumchlorid und 100 mg/l
L0 Glutamatdehydrogenase Die bei dem Ansatz ohne Salzzusatz gemes-
sene Anfangsgeschwindigkeit wurde gleich 100% gesetzt
< ) Zugesetztes Salz . Relative
S 0 Umsatzgeschwindigkeit (%) -
£ g =t —
= — 100
> 20+ Natriumchlorid 89
Natriumacetat 85
Natriumsulfat 78
sek. Natriumphosphat 73
10+ Natriumcitrat : 57
Natriumtrichloracetat 48
Natriumperchlorat 42
ol—L | 11 1 L T
70 14 78 82 86 a0 . )
pH bei Trichloracetat und Perchlorat besonders ausgeprigte
Abb. 4 Hemmeffekt, da Trichloressigsdure und Perchlorsiure

pH-Abhéngigkeit der Km-Werte von Glutamatdehydrogenase fiir Am-
moniak. Durchfithrung der Bestimmung siehe bei ,,Methoden*

die Glutamatdehydrogenase im optimalen pH-Bereich
eingesetzt werden kann, und daB zusitzlich durch seine
aktivierende Wirkung noch eine beachtliche Steigerung
der Reaktionsgeschwindigkeit zu erzielen ist.

EinfluB weiterer Parameter auf die NH;-Um-
satzgeschwindigkeit

Die Coenzyme NADH und NADPH kénnen bei der
Sidugetier-Glutamatdehydrogenase (1-Glutamate: NAD-
(P) oxidoreductase, deaminating, EC 1.4.1.3) beide als
Wasserstoffdonator fungieren, jedoch sind die mit ihnen
erreichten Umsatzgeschwindigkeiten je nach Reaktions-
bedingungen und Herkunft des Enzyms recht verschie-
den (12). Bei Vergleich der Reaktionsgeschwindigkeiten
bei pH 8,6 im Ammoniaktest entsprechend den bei
Abbildung 2 niedergelegten Bedingungen erhielten wir
mit 0,15 mmol/l NADPH 929, der Umsatzgeschwindig-
keit eines Parallelansatzes mit der gleichen molaren Kon-
zentration an NADH. NADH und NADPH sind also
unter kinetischem Gesichtspunkt fast gleichwertig. Es
ist daher z. B. mdglich, auf NADPH auszuweichen,
wenn die Ammoniakbestimmung durch NADH-oxy-
dierende Enzyme in der Probe gestdrt wird (13).

Um den vollen aktivierenden Effekt von ADP zu
erhalten, ist unter den bei Abbildung 2 angegebenen Vet-
suchsbedingungen bereits 0,2 mmol/l ADP ausreichend.
Eine Variation der ADP-Konzentration ergab unter
diesen Bedingungen, bezogen auf den Ansatz mit 0,2
mmol/l ADP, die folgenden relativen Umsatzgeschwin-
digkeiten:

mmol/l ADP %
0,012 31
0,020 52
0,090 93
1,00 100.

In den Ansatz hineingegebene Salze (s. Tab. 2) bewirken
je nach Art des Anions eine verschieden starke Verlang-
samung des NH,-Umsatzes. Unangenehm ist der gerade

hiufig zur Gewinnung eiweiBfreier Extrakte bei Be-
stimmungen in biologischem Material angewendet
werden miissen. Wegen derartiger Storungsmoglich-
keiten sollte bei Proben unbekannter Zusammensetzung
der Reaktionsablauf im Photorneter tiberpriift werden.
Auf Grund der experimentellen Befunde dieser Arbeit
und nach praktischén Gesichtspunkten (Pufferkapazitit,
Enzymverbrauch pro Bestimmung, Extinktionsbereich
des Ansatzes) halten wir die folgenden Bedingungen im
Ammoniak-Testansatz fiir optimal: 0,1 mol/l Tris-HCI-
Puffer pH 8,6; 10 mmol/l 2-Oxoglutarat; 1 mmol/l ADP
und 100 mg/l Glutamatdehydrogenase. Die Konzéntra-
tion von NAD(P)H richtet sich nach den in der Probe
zu erwartenden Ammoniakkonzentratiofien und wird im
allgemeinen zwischen 0,1 und 0,3 mmol/l zu wihlen sein.
Die Reaktionszeit betrigt unter diesen Bedingungen bei
25°C etwa 5 min. Ahnlich ist der Zeitbedatf bei Plasma-
Ammoniakbestimmungen, wenn Blutplasma ohne vot-
hergehende Deproteinisierung mit eiweiBfillenden Siu-
ren in den enzymatischen Test eingesetzt wird (13).

Diskussion

°

Tabelle 3 zeigt, daB bisher bei enzymatischen Ammoniak-
bestimmungen pH-Werte < 8,0 angewendet wurden.
Nach unseren Untersuchungen tiber die pH-Abhingig-
keit der Glutamatdehydrogenase-Inaktivierung (s. Tab. 1)
ist also anzunehmen, daB groBere Schwierigkeiten durch
Enzymaktivierung wihrend der Inkubation auch ohne
ADP im allgemeinen vermieden wurden:. Burrery und
RowseLL (5) berichten allerdings von StSrungen der
Ammoniakbestimmung infolge Enzymausﬂockung in
Phosphatpuffer pH 7,8 bei 37°C.

Unter kinetischem Gesichtspunkt sind aber d.le bisher
angewendeten pH-Bedingungen als bei weitem nicht
optimal anzusehen (s. Abb. 2 und Tab. 3). Anscheinend
wurde von der Mehrzahl der Autoren angenommen,
daB am pH-Optimum der Glutamatdehydrogenase bei
Substratsittigung (s. Abb. 3) auch die Bestimmung von
um 3—4 Zehnerpoterizen niedriger liegenden NH,-
Konzentrationen am schnellsten abliuft. Die Abnahme

Z. Klin. Chem. Klin. Biochem, / 11.. Jahrg. 1973 [ Heft 10
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Tab. 3

Bedingungen bei verschiedenen Modifikationen des enzymatischen Ammoniaktests

Literatur- Proben- Puffersystem pH Temperatur Glutamatde- Inkubations-
Zitat material C) hydrogenase- zeit
Konzentration (min)
(mg/l)
[¢)] Trichloressig- Phosphat 1,6 25 100 20
sdureextrakt
) Perchlor- Phosphat 1,6 25—27 100 20
sdureextrakt
(14) Plasma Phosphat 7,4 Raum- nicht 14*
temperatur definiert
(C)) Trichloressig- Tris-HCl 18 Raum- 113 30—40
sdureextrakt + Phosphat temperatur
®) Perchlor- Phosphat mit 1,8 37 144 45
sdureextrakt Glycerinzusatz
(15) Perchlor- Tris-Maleat 7,4 Raum- 860 30
sdureextrakt temperatur
(16) Trichloressig- Tris-HCl 8,0 Raum- 200 90
sdureextrakt temperatur
diese Arbeit Plasma Tris-HCI 8,6 Raum- + 100 5
und (13) temperatur

* Nach 25miniitiger Vorinkubation vor Start mit Glutamatdehydrogenase

der Kn-Werte der Glutamatdehydrogenase fir Am-
moniak im stirker alkalischen Bereich (s. Abb. 4) bewirkt

aber eine Verschiebung des pH-Optimums um etwa eine

pH-Einheit zum Alkalischen hin (pH 8, 6, S. Abb. 2), da
die Affinitit des Enzyms bei der NH;-Bestimmung das
Hauptproblem ist (4). Die pH-Abhingigkeit der Gluta-
matdehydrogenase-Affinitit war zwar schon frither auf-
gefallen (17), diese Feststellung blieb aber fiir die Ver-
besserung der Inkubationsbedingungen ungenutzt.

Schwer verstindlich ist, daB auch noch in den neueren
Modifikationen der NHj-Bestimmung auf den ADP-
Zusatz verzichtet wird (5, 16), obwohl sein aktivierender
Effekt seit lingerem bekannt ist (11). Lediglich Fawaz
und v. DaHL (2) setzen ihrem Testsystem ADP zu,
wobei sich aber keine herausragende Beschleunigung des
Reaktionsablaufs erzielen lieB, weil ein ungiinstiger pH-

Wert und hemmende Perchlorationen im Ansatz vor-
handen waren.

Unter den von uns als optimal gefundenen Reaktions-
bedingungen (pH 8,6) wird sowohl der stabilisierende
(vgl. Tab. 1), als auch der aktivierende Effekt von ADP
ausgenutzt. Gegeniiber den Bedingungen des Test-
ansatzes von ScuMipT und Scuwarz (pH 7,8; kein
ADP-Zusatz (4)) wird so z. B. eine Beschleunigung um
den Faktor 7 erreicht (vgl. Abb. 2 und Tab. 3). Es
ergeben sich somit fiir den enzymatischen Ammoniak-
test zur Bestimmung von NHj und als Indikatorsystem
bei gekoppelten Reaktionen giinstige Voraussetzungen.
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