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Die Tr gheit des NH3-Umsatzes und die Instabilit t der Glutamatdehydrogenase (EC 1.4.1.3) bei der Inkubation waren bisher die Haupt-
schwierigkeiten bei der enzymatischen Ammoniakbestimmung.
Durch die allosterische Wirkung von zugesetztem ADP lassen sich die Eigenschaften der Glutamatdehydrogenase g nstig beeinflussen:
1. Unter ADP-Einflu steigt die NH3-Umsatzgeschwindigkeit erheblich an. 2. Die Glutamatdehydrogenase verliert ihre Denaturierungs-
tendenz. Dank dieser stabilisierenden Wirkung des ADP kann die Inkubation bei kinetisch optimaler Wasserstoffionenkonzentration
(pH 8,6) ausgef hrt werden, wo ohne zugesetztes ADP eine rasche Inaktivierung der Glutamatdehydrogenase stattfinden w rde. Durch
die so erreichte h here Umsatzgeschwindigkeit ergeben sich f r die Anwendung der enzymatischen Ammoniakbestimmung auf ver-
schiedenen Gebieten der biochemischen Analytik g nstige Voraussetzungen.

The significance of the hydrogen ion concentration and the addition of ADP in the determination of ammonia with glutamate
dehydrogenase

An improved enzymic 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 NH3 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 enzymic determi-
nation of ammonia should find application in many fields of biochemical analysis.

Die Ammoniakbestimmung nimmt in der biochemischen 3. Es ist bei NH3-freisetzenden Enzymen eine direkte
Analytik eine wichtige Stellung ein. Bei verschiedenen Beobachtung des Reaktionsablaufs im gekoppelten Test
experimentellen und klinischen Fragestellungen interes- m glich.
siert die Konzentration von Ammoniak als Bestandteil _ _ . , _ __ _ , _
j τ ^ j··· rr i_ ι -ι- ι ^ XVT ·̂  -L- i · Der praktische wert der Glutamatdehydrogenase-des Intermediarstoffwechsels direkt. Weiterhin kann eine ,, , , .. A · ι · t ι ι · , ι ι
•D ··· · · A '· j Λ - j i_ · *.· t. Methode f r Ammoniak wird aber bisher durch dieKeihe von Aminen und Amiden nach enzymatischer , _ , . . . . , X T T T TT .. . , ,.
TT j ι -ι ι p · -KTTT -r i -L · Tr gheit des NHo-Umsatzes, die durch die geringeHydrolyse ber das freigesetzte NH3 spezifisch bestimmt Acr

6. .. , _ 3 · / . . . . ,£ ,
j . -D i_ · j TT /ri_ ^· · Affinitat des Enzyms zum Substrat bedingt ist (4), starkwerden, wie z.B. bei der Harnstoffbestimmung mit . . , , . ' . Λ . _ & \ . ,

TT A , ,. A 1 . . _ XTtT ? , beeintr chtigt, weiterhin k nnen St rungen bei derUrease. Auch die Aktivitatsmessung von NH3-abspal- - i A · n · ι ι τ ^. . i -o . . ττ.1Γ A . t , Λ enzymatischen Ammoniakbestimmung durch Denatu-tenden Enzymen ist mit Hilfe von%Ammoniakbestim- . Λ ^ι Ί ι ι t Ί ι.. ,. , nerung der Glutamatdehydrogenase w hrend der In-
mungen m glich, , , . r ,~ -r , ,. i A , .•n · · · n ι_· ^ ^ r- n A j u· ^ kubation auftreten (5). In der vorliegenden Arbeit wirdPrinzipiell bietet f r alle genannten Anwendungsgebiete . . 0 , _ v ;w , . . ^ , . , ,.
.diel963vonKrRSTENetal.(l)undFAWA2undv.DAHL S6261^ ^a du

c
r* Wah geeiSnifr Reaktionsbedm-

/o\ Γ-1. ^ *.· \ A · ι τ - ^ · Ru gGn diese Schwierigkeiten berwunden werden(2) eingef hrte enzymatische Ammoniakbestimmung f..
mit Glutamatdehydrogenase (L-Glutamate: N AD (P)
oxidoreductase, deaminating, EC 1.4.1.3), entsprechend
der Reaktionsgleichung Methodik

NH4+ + 2-Oxoglutarat . .
+ NAD(P)H -^ Glutamat + NAD(P)+ (1) Reagen21en

Glutamatdehydrogcnasc aus Rindcrlcber, spez. Aktivit t etwa
bemerkenswerte Vorteile: 90 U/mg, bezogen wir in einer Konzentration von 10 mg/ml als
1. Die Methode ist absolut spezifisch (3). L sung in 500 g/kg Glycerin von der Firma Boehringer, Mann-
2. Bei der Auswertung kann der Extinktionskoeffizient ^eim' Die Angabe, da im Enzympr parat st rende Mengen von

_ _ . _ _ Ν Ύ _ & , x A t i Λ Ammoniak enthalten seien, konnten wir bei keiner der von uns
von NAD(P)H zugrunde gelegt werden (Absolutme - benutzten Enzymchargcn best tigt finden (5). NADH und NADPH
verfahren). wurden jeweils frisch vor Gebrauch in 0,12 mol/1 Natriumhydro-
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gencarbonat gelöst und stammten ebenso wie ADP und Tris von
der Firma Boehringer. Die übrigen Reagenzien wurden in p. a.-
Qualität von der Firma Merck, Darmstadt, bezogen.

Geräte
Für die Enzymaktivitätsbestimmungen stand ein Eppendorf-
Spektrallinienphotometer mit 'temperierbarer Küvettenwechsel-
automatik und linearisiertem Kompensationsschreiber zur Ver-
fügung.

Durch füh rung der Versuche
1. Messung der Glutamatdehydrogenase-Aktivität
Die Bestimmung der Glutamatdehydrogenaseaktivität bei Sätti-
gung mit Ammoniak wurde unter den folgenden Bedingungen
ausgeführt:
0,1 mol/1 Tris-HCl-PufTer, pH 8,0; 0,1 mol/1 Ammoniumacetat;
6,4 mmol/1 2-Oxoglutarat; 0,25 mmol/1 NADH; 1,0 mmol/1 ADP.
Gesamtvolumen 3,22 ml; d = 10 mm; = 366 nm; Temperatur
= 25°C. Aus der Anfangsgeschwindigkeit der mit dem Kompen-
sationsschreiber registrierten Extinktionsabnahme wurde die
Enzymaktivität in üblicher Weise ermittelt und in Substrat-
umsatz/min, bezogen auf l ml der untersuchten Enzymverdünnung,
ausgedrückt. Als Variationskoeffizienten der Methode bestimmten
wir bei drei verschiedenen Meßserien 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/1 unter verschiedenen pH- und Temperaturbedingungen
sowie mit verschiedenen Zusätzen, 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 Enzymaktivität
verfolgt. Hierbei wurde unmittelbar nach Einmischen von 20
der unverdünnten Enzymstammlösung (10 mg/ml in 500 g/kg Gly-
cerin) zu 4,0 ml vortemperiertem Inkubationsgemisch, sowie an vier
späteren Zeitpunkten, 20 des Ansatzes entnommen und sofort
auf verbliebene Glutamatdehydrogenase-Aktivität getestet. Die
Bedingungen des Aktivitätstestes (s. o.) boten die Gewähr dafür,
daß bei der Aktivitätsmessung keine weitere Inaktivierung statt-
fand. Die Glutamatdehydrogenase-Inaktivierung verläuft als Reak-
tion 1. Ordnung (6). Man erhält daher bei Auftragung der gemes-
senen Enzymaktivität gegen die Zeit auf halblogarithmischem
Papier eine Gerade (s. Abb. 1). Der prozentuale Aktivitätsschwund
pro Minute (K) wurde für die im einzelnen untersuchten In-
kubationsbedingungen mit Hilfe eines Olivetti-Tischrechners
berechnet. Als „Ausreißer" erkannte Meßwerte wurden nicht be-
rücksichtigt.
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Zeitverlauf der
Tris-HCl
tion noch

-Inaktivierung in 0,1 mol/1auf der Glutamatdehydrogenase-I
1-Puffer (pH 8,8) bei 25°C. Die nach verschiedenTlanger'lnkubä-
h vorhandene Enzymaktivität ist gegen die Zeit aufgetragen

3. Bestimmung der Km-Werte für Ammoniak bei verschiedenem
PH
Zur Ermittlung der pH-abhängigen Km-Werte der Glutamat-
dehydrogenase für Ammoniak wurde in 0,1 mol/1 Tris-HCl-
Puffern von unterschiedlichem pH die Anfangsgeschwindigkeit der
N AD PH-Oxydation mit jeweils 13 verschiedenen Ammonium-
acetatkonzentrationen im Bereich zwischen 0,6 mmol/1 und 0,1
mol/1 bestimmt. Die übrigen Bedingungen waren: 7 mmol/1
2-Oxoglutarat; 0,2mmol/1 NADPH; 0,7 mmol/1 ADP; 0,3 mg/l
Glutamatdehydrogenase. Gesamtvolumen:, ,3,22 ml = 366 nm;
d = 10 mm; Temperatur = 25°C; Start mit Enzym. Die Aus-
wertung erfolgte nach LINEWEAVER und BURK (7).

Ergebnisse
Untersuchung der Glutamatdehydrogenase-
Stabilität
Voraussetzung für eine erfolgreiche Anwendung der
Glutamatdehydrogenase für Ammonkkbestimmufigen
ist eine genaue Kenntnis, unter welchen Bedingungen
das Enzym während der Inkubation aktiv bleibt bzw.
unter welchen Bedingungen Störungen in der Meß-
technik infolge Ausflockung des Proteins (5) und
Aktivitätsverlust zu erwarten sind. Es wurde daher im
Bereich um pH 8, wo das Aktivitätsoptimum für die
interessierende Reaktionsrichtung liegt (8), das Stabili-
tätsverhalten der Glutamatdehydrogenase untersucht.
Alle Parameter, die für den Assoziationsgrad des
allosterischeri Enzyms und die Denaturierungsreaktion
von Bedeutung sind (Temperatur (9), Konzentration
von Enzym (10), Coenzym (6,9) und Puffer (9)) wurden
hierbei so gewählt, wie sie auch für den Ammoniaktest
praktisch in Frage kamen.
Tabelle l zeigt, daß bei 25°C in 0,1 mol/1 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 sensibilisieren die Glutamat-
dehydrogenase (6,9), wobei die denaturierungsfördernde
Wirkung von NADPH schon unterhalb von pH 8
offenkundig wird, während 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 NADPEt> zu
beobachten. Abgesehen von seinem fördernden Einfluß
auf die NH3-Umsatzgeschwindigkeit (s. u.) ist schon aus
diesem Grund der Zusatz von ADP zum Ammoniaktest
unbedingt ratsam.
Bei auf 35°C erhöhter Temperatur war in einem Ansatz
mit 0,1 mol/1 Tris-HCl-Puffer (pH 8,6), 0,2 mmol/1
NADH und l mmol/1 ADP eine mit geringer Ge-
schwindigkeit ablaufende Denaturierung feststellbar
(K = — 1,7%/min). Durch Erhöhung der lonenstärke
des Ansatzes (Zusatz von 0,1 mol/1 sek. Natriumphosphat)
ließ sich das Enzym auch bei dieser Temperatur voll-
ständig stabilisieren. Die Verwendung eines Puffers
ausreichender lonenstärke (9) und vor allem ADP-
Zusatz dürften zur Stabilisierung bei höherer Reaktions-
temperatur zweckmäßiger sein, als die von BUTTERY und
ROWSELL vorgeschlagene Benutzung eines PuflFer-
gemisches mit 300 g/kg Glycerin (5).
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Tab. l
Geschwindigkeit der Olutamatdehydrogenase-Inaktivierung bei verschiedenen Inkubationsbedingungen. Angabe In % Aktivitätsänderung pro min

(siehe „Methoden"). Temperatur «* 25°C

pH

7,0
7,4
7,8
8,0
8,2
8,4
8,6
8,8
9,0

0,1 mol/l
Tris-HCl

— 0,4
— 0,4
— 0,7
— 0,7
— 1,0
-3,3
— 5,6
—12,4
—25,0

0,1 mol/l
Tris-HCl

-{-0,1 mmol/l
NADPH

— 0,2
— 0,6
— l*
— 3,4
-8,2
—16,4
—40,5

——

0,1 mol/l
Tris-HCl

-f 0,1 mmol/l
NADH

>— 0,1
>-0,l

— 0,1
— 0,2
— 1,0
— 6,1
—13,6
-41,2

—

0,1 mol/l
Tris-HCl

+0,1 mmol/i
NADPH

-|-1 mmol/l
ADP

—>— 0,1

—>— 0,1
—
—>— 0,1

—>— 0,1

0,1 mol/l
Tris-HCl

-|-0,1 mmol/l
NADH

H-l mmol/l
ADP

>— 0,1
—

>— 0,1
—
—>— 0,1

—>— 0,1

Ermittlung des pH-Optimums für den Am-
moniaktest
Um den kinetisch günstigsten pH-Bereich für die Am-
moniakbestimmung zu ermitteln, wurde zwischen pH
6,8 und 9,2 die Anfangsgeschwindigkeit des NH3-
Umsatzes bei hoher Enzymkonzentration (61,5 mg/1
Glutamatdehydrogenase) und niedriger Substratkonzen-
tration (0,1 mmol/l Ammoniumacetat, d. h. 1/1000 der
beim Glutamatdehydrogenase-Aktivitätstest angewende-
ten Sättigungskonzentration, siehe „Methoden") ge-
messen. Das erhaltene pH-Aktivitäts-Profil (s. Abb. 2)
sieht völlig anders aus als die von uns bei Substratsätti-
gung (0,1 mol/l Ammoniumacetat) mit 0,31 mg/1 Enzym
gemessene und in Abbildung 3 dargestellte pH-Abhän-

U

f. 1,2

1,0

- 0.6

0,2

6.8 7.2 7,6 8,0
PH

8 9,2

Abb. 2
Abhängigkeit der N H,-Umsatzgeschwindigkeit vom pH bei niedriger
Substratkonzentration (0,1 mmol/l Ammoniumacetat). Die übrigen
Bedingungen waren: 61,5 mg/1 Glutamatdehydrogenase; 0,15 mol/l
Tris-HCl-Puffer; 6,4 mmol/l 2-Oxoglutarat; 0,1 mmol/l NADPH und
1,0 mmol/l ADP. Temperatur = 25*C. — — Ansätze mit ADP:
o-.—o—o Ansätze ohne ADP. Angegeben sind die nach Start mit

Enzym gemessenen Anfangsgeschwindigkeiten

70

__

.60

J 40

30

6,8 7,2 8,0 9,2
pH

Abb. 3
Abhängigkeit der NHa-Umsatzgeschwindigkeit vom pH bei Sättigung
der Glutamatdehydrogenase mit Substrat (0,1 mol/l Ammonium-
acetat). Enzymkonzentration 0,31 mg/1; übrige Bedingungen wie bei

Abb. 2 angegeben

gigkeit der Glutamatdehydrogenase-Aktivität. Als Ur-
sache für die Verschiebung des pH-Optimums bei
kleinen Ammoniakkonzentrationen um eine pH-Ein-
heit zum Alkalischen hin war eine starke Zunahme der
Enzymaffinität zum Substrat in diesem pH-Bereich zu
erwarten. Tatsächlich fanden wir bei der Verfolgung der
Km-Werte der Glutamatdehydrogenase für Ammoniak
von pH 7,0 aufwärts eine laufende Abnahme bis zu
einem Minimum in der Umgebung von pH 8,6 (s. Abb. 4).
Aus Abbildung 2 geht hervor, daß der Zusatz von ADP
bei pH 8,0 den NH3-Umsatz gegenüber einem Kontroll-
ansatz ohne ADP um den Faktor 4,5 beschleunigt. Für
das pH-Optimum bei 8,6 ließ 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 für den Ammoniaktest
liegt also darin, daß durch seine stabilisierende Wirkung
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Abb. 4

9,0

pH-Abhängigkeit der Km-Werte von Glutamatdehydrogenase für Am-
moniak. Durchführung der Bestimmung siehe bei „Methoden"

die Glutamatdehydrogenase im optimalen pH-Bereich
eingeset2t werden kann, und daß 2usätzlich durch seine
aktivierende Wirkung noch eine beachtliche Steigerung
der Reaktionsgeschwindigkeit zu erzielen ist.

Einfluß weiterer Parameter auf die NH3-Um-
satzgeschwindigkeit
Die Coenzyme NADH und NADPH können bei der
Säugetier-Glutamatdehydrogenase (L-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 (l2). .Bei Vergleich der Reaktionsgeschwindigkeiten
bei pH 8,6 im Ammoniaktest entsprechend den bei
Abbildung 2 niedergelegten Bedingungen erhielten wir
mit 0,15 mmol/1 NADPH 92% 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. möglich, auf NADPH auszuweichen,
wenn die Ammoniakbestimmung durch NADH-oxy-
dierende Enzyme in der Probe gestört wird (13).
Um den vollen aktivierenden Effekt von ADP zu
erhalten, ist unter den bei Abbildung 2 angegebenen Ver-
suchsbedingungen bereits 0,2 mmol/1 ADP ausreichend.
Eine Variation der ADP-Konzentration ergab unter
diesen Bedingungen, bezogen auf den Ansatz mit 0,2
mmol/1 ADP, die folgenden relativen Umsatzgeschwin-
digkeiten:

mmol/1 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 NH3-Umsatzes. Unangenehm ist der gerade

Tab. 2
Einfluß verschiedener Salze (Endkonzentration 0,1 mol/l) auf die NH,-
Umsatzgeschwindigkeit bei pH 8,6. Alle Ansätze enthielten: 0,06 mol/l
Tris-HCl-Puffer (pH 8,6); 17 mmol/1 2-Oxoglutarat; 2 mmol/1 ADP;
0,1 mmol/1 NADPH, 0,1 mmol/1 Ammoniunichlorid und 100 mg/1
Glutamatdehydrogenase. Die bei dem Ansatz ohne Salzzusatz gemes-

sene Anfangsgeschwindigkeit wurde gleich 100% gesetzt

Zugesetztes Salz Relative
Umsatzgeschwindigkeit (%)

Natriumchlorid
Natriumacetät
Natriumsti'lfat
sek, Natriumphosphat
Natriumcitrat
Natriumtrichloracetat
Natriumperchlorat

100
89
85
78
73
57
48
42

bei Trichloracetat und Perchlorat besonders ausgeprägte
Hemmeffekt, da Trichloressigsäure und Perchlörsäure
häufig zur Gewinnung eiweißfreier Extrakte bei Be-
stimmungen in biologischem Material angewendet
werden müssen. Wegen derartiger Störungsmöglich-
keiten sollte bei Proben unbekannter Zusammensetzung
der Reaktionsablauf im Photometer überprüft werden.
Auf Grund der experimentellen Befunde dieser Arbeit
und nach praktischen Gesichtspunkten (Pufferkapazität,
Enzymverbrauch pro Bestimmung, Extinkti.onsbereich
des Ansatzes) halten wir die folgenden Bedingungen im
Ammoniak-Testansatz für optimal: 0,1 mol/l Tris-HCl-
Puffer pH 8,6; 10 mmol/12-Oxoglutarat; l mmol/1 ADP
und 100 mg/1 Glutamatdehydrogenase. Die Konzentra-
tion von NAD(P)H richtet sich nach den in der Probe
zu erwartenden Ammoniakkonzentrationen und wird im
allgemeinen zwischen 0,1 und 0,3 mmol/1 zu wählen sein.
Die Reaktionszeit beträgt unter diesen Bedingungen bei
25°C etwa 5 min. Ähnlich ist der Zeitbedarf bei Plasma-
Ammoniakbestimmungen, wenn Blutplasma, ohne vor-
hergehende Deproteinisierung mit eiweißfällenden Säu-
ren in den enzymatischen Test eingesetzt wird (13).

Diskussion
Tabelle 3 zeigt, daß bisher bei enzymatischen Ammoniak-
bestimmungen pH-Werte < 8,0 angewendet wurden.
Nach unseren Untersuchungen über die pH-Abhängig-
keit der Glutamatdehydrogenase-Inaktivierung (s. Tab. 1)
ist also anzunehmen, daß größere Schwierigkeiten durch
Enzymaktivierung während der Inkubation auch ohne
ADP im allgemeinen vermieden wurden* BUTTERY und
ROWSELL (5) berichten allerdings von Störungen der
Ammoniakbestimmung infolge Enzymausflöckung in
Phosphatpuffer pH 7,8 bei 37°C
Unter kinetischem Gesichtspunkt sind aber die bisher
angewendeten pH-Bedingungen als bei weitem nicht
optimal anzusehen (s. Abb.. 2 und Tab. 3). Anscheinend
wurde von der Mehrzahl der Autoren angenommen,
daß am pH-Optimum der Glutamatdehydrogenase bei
Substratsättigung (s. Abb. 3) auch die Bestimmung von
um 3—4 Zehnerpotenzen niedriger liegenden NH3-
Konzentratioaen am schnellsten abläuft. Die Abnahme
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Tab. 3
Bedingungen bei verschiedenen Modifikationen des enzymatischen Ammoniaktests

Literatur-
Zitat

0)

(2)

(14)

(4)

(5)

(15)

(16)

diese Arbeit
und (13)

Proben-
material

Trichloressig-
säureextrakt

Perchlor-
säureextrakt

Plasma

Tri chloressig-
säureextrakt

Perchlor-
säureextrakt

Perch lor-
säureextrakt
Trichloressig-
säureextrakt

Plasma

Puffersystem

Phosphat

Phosphat

Phosphat

Tris-HCl
+ Phosphat

Phosphat mit
Glycerinzusatz

Tris-Maleat

Tris-HCl

Tris-HCI

pH

7,6

7,6

7,4

7,8

7,8

7,4

8,0

8,6

Temperatur
<°C)

25

25—27

Raum-
temperatur

Raum-
temperatur

37

Raum-
temperatur

Raum-
temperatur

Raum-
temperatur

ADP-Zusatz Glutamatde-
hydrogenase-
Konzentration

(mg/1)

— 100

+ 100

— nicht
definiert

— 113

— 144

— 860

— 200

+ 100

Inkubations-
zeit

(min)

20

20

14*

30—40

45

30

90

5

* Nach 25minütiger Vorinkubation vor Start mit Glutamatdehydrogenase

der KmAVerte der Glutamatdehydrogenase für Am-
moniak im stärker 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 Affinität des Enzyms bei der NH3-Bestimmung das
Hauptproblem ist (4). Die pH-Abhängigkeit der Gluta-
matdehydrogenase-Affinität war zwar schon früher auf-
gefallen (17), diese Feststellung blieb aber für die Ver-
besserung der Inkubationsbedingungen ungenutzt.
Schwer verständlich ist, daß auch noch in den neueren
Modifikationen der NH3-Bestimmung auf den ADP-
Zusatz verzichtet wird (5,16), obwohl sein aktivierender
Effekt seit längerem bekannt ist (11). Lediglich FAWAZ
und v. DAHL (2) setzen ihrem Testsystem ADP zu,
wobei sich aber keine herausragende Beschleunigung des
Reaktionsablaufs erzielen ließ, weil ein ungünstiger 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. Gegenüber den Bedingungen des Test-
ansatzes von SCHMIDT und SCHWARZ (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 für den enzymatischen Ammoniak-
test zur Bestimmung von NH3 und als Indikatorsystem
bei gekoppelten Reaktionen günstige Voraussetzungen.
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