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SUMMARY 

Colorimetric estimations of aldonate oxidoreductases from Escherichia coli K z2 : 
Applications 

Altronate (EC 1.1.1.58) and mannonate  oxidoreductases (EC I . I . I .57  ), two 
NAD + enzymes involved in the hexuronate pathway of E. coli K 12, respectively 
catalyze the reversible dehydrogenation of altronate or mannonate into tagaturonate 
or fructuronate. 

I. The optimal conditions for quanti tat ive colorimetric assays of these activi- 
ties utilizing phenazine methosulfate as an intermediate agent for electron transfer 
from NADH to p-nitro blue tetrazolium have been determined. 

In 0.2 M glycylglycine buffer (pH 9.0) in the presence of gelatin (1o or 20 #g/ml), 
phenazine methosulfate (33#M) and 3,3'-(3,3'-dimethoxy-4,4'-biphenylene)-bis[2- 
(p-nitrophenyl)-5-phenyl-2H-tetrazolium] (0.25 or 0. 5 raM), the apparent  Michaelis 
constants for substrates are: Km (NAD +) ---- 88 #M and Km (altronate) ~ 9 ° #M for 
altronate oxidoreductase; Kra (NAD +) = I mM and Km (mannonate) ~ 1. 7 mM for 
mannonate oxidoreductase. 

2. Applications of these new methods in various fields such as aldonate esti- 
mations, rapid and visual detection of aldonate oxidoreductases and characteri- 
zation of specific mutants  in the hexuronate pathway of E. coli are discussed. 

INTRODUCTION 

La D-altronate :NAD+-oxydor6ductase (EC 1.1.1.58) et la D-mannonate :NAD +- 
oxydor6ductase (EC 1.1.1.57) interviennent chez Escherichia coli K 12 dans la d6gra- 
dation des acides D-galacturonique et D-glucuronique (Fig. i). La premiere enzyme 
catalyse la r@duction de l'acide D-tagaturonique en acide D-altronique, la seconde 
enzyme catalyse la r@duction de l'acide D-fructuronique en acide D-mannonique: ees 
deux r6actions ont lieu en pr@sence de NADH et sont r@versibles. 

Abrdviation: PMS, N-mdthyl-phenazinium mdthylsulphate. 
" Ce mdmoire sera inclus darts les t ravaux prdsentds par Raymond Portolier pour l 'obtention 

du grade de Docteur-~s-Sciences Physique (Universit@ Claude-Bernard de Lyon). 
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Fig. I. Le mdtabolisme du glucuronate et du galacturonate chez Escher ich ia  coli. Chaque ~tape 
num6rotde d 'un  chiffre distinct est catalysde par une enzyme sp6cifique distincte. 

Les purifications, propri~tds g6n6rales et les m6canismes enzymatiques des 
deux oxydor6ductases ont 6t6 ddcrits ailleurs 1-4. Ces 6tudes ont permis d'individuali- 
ser net tement  les deux enzymes qui catalysent la transformation de compos6s aux 
structures tr~s voisines. I1 a ~t~ montr6 en particulier que les activit6s inverses des 
d~shydrog6nases aldoniques (oxydation des aldonates) sont sous la responsabilit~ 
d'une seule enzyme, l 'aldonate oxydor6ductase correspondante z& 

Sur la base de tels r~sultats 6tendus aux autres enzymes de la voie de d~gra- 
dation ~-6, il a 6t~ possible d 'aborder l 'dtude des m6canismes de r6gulation physio- 
logiques et g~n~tiques qui coordonnent les biosynth~ses des enzymes centrales de la 
voie m6tabolique d6criteL I1 a alors 6t~ n6cessaire de disposer de nouvelles m6thodes 
d 'estimation de ces enzymes notamment  dans le but de caract6riser des mutants  sp~- 
cifiques du syst~meS, 9. 

Dans le pr6sent travail, nous ddcrivons la mise au point de nouvelles m6thodes 
de dosage de l 'al tronate oxydordductase et de la mannonate oxydor6ductase, et don- 
nons leurs principales applications. Ces m6thodes sont bas6es sur l'utilisation de sels 
de t6trazoliumZ°, n dont la r~duction, coupl6e aux r6actions inverses des d~shydro- 
g6nases, permet un dosage colorim6trique de ces derni~res. 

MATI~RIEL ET MI~THODES 

Matdriel 
Organisme e 
La souche S 3ooo (Hfr H) d'Escherichia coli K 12, auxotrophe pour la thiamine, 

a 6t6 utilis6e comme source d'enzyme. 
Produits chimiques 
Les acides D-altronique et D-mannonique ont 6t6 synth6tis6s au laboratoire 

selon les techniques d6j~ d6crites ~,6. 
Les acides n-galacturonique et n-glucuronique proviennent de Serva Feinbio- 

chemica, Calbiochem ou Sigma Chemical Company. 
La N-m6thyl-phenazinium mdthylsulphate (PMS), le glycylglyeine, la g6latine, 

le NAD +, le NADH et les sels de t~trazolium proviennent de Nutritional Biochemicals 
Company. 

B i o c h i m .  B i o p h y s .  Ac ta ,  289 (1972) I9-27 
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Mdthodes 
Dosage des protdines 
Les prot6ines sont dos6es par la m6thode de Lowry et al. TM avec la s6rum al- 

bumine comme standard, ou par la m~thode de Warburg et Christian la. 
Dosages enzymatiques 
Dosage colorimdtrique de l'altronate oxydordductase. Le milieu rdactionnel stan- 

dard contient par ml: 2oo/~moles de tampon glycylglycine-NaOH, pH 9.0; 0.5 
/~mole de NAD+; 0.5/,mole d'altronate de potassium; 0.25/~mole de chlorure de 
3,3'-(3,3'-dim~thoxy-4,4'-biph6nyl~ne)-bisE2-(p-nitroph~nyl)-5-ph~nyl-2H-t~tra- 
zolium] (p-nitro tdtrazolium); 0.033/,mole de PMS; IO #g de g61atine, si n6cessaire, 
et l 'enzyme ~t la dilution appropri6e. 

Dosage colorimdtrique de la mannonate oxydordductase. Le milieu r~actionnel 
standard contient par ml: 2oo#moles de tampon glycylglycine-NaOH, pH 9.0; 
I #mole de NAD+; I #mole de mannonate de potassium; 0.5/,mole de p-nitro t6tra- 
zolium; 0.033/,mole de PMS; 20/~g de g61atine si n6cessaire et l 'enzyme ~ la dilution 
convenable. 

Les activit6s enzymatiques sont mesur6es par les modifications de l 'absorption 
550 nm, ~ 37 :6  0.5 °C, ~ l'aide d'un spectrophotom~tre ~ double faisceau UNICAM 

SP 800 6quipd d'une enceinte thermostat6e. A chaque essai, correspond toujours un 
t6moin ne contenant pas d'altronate ou de mannonate. 

Les vitesses initiales sont lindaires pendant au moins 5 rain dans la plupart des 
essais. 

L'unit6 d'activit6 enzymatique correspond ~ la quantit6 d'enzyme n6cessaire 
/t l 'oxydation d'une #mole d'aldonate par min. Les activit6s sp6cifiques sont expri- 
m6es en unit6 d'activit6 par mg de prot6ine. 

Dosages in situ des oxydordductases. Apr~s croissance en boltes de P6tri sur milieu 
g61os6 (12 mg/ml) plus glyc6rol (4 mg/ml) en pr6sence ou en absence de compos6s 
inducteurs (galacturonate ou glucuronate: 2 mg/ml), les colonies bact6riennes sont 
traitdes par le toluene ~ 37 °C. Apr~s 61imination du solvant, les colonies sont recou- 
vertes des milieux r6actionnels d6crits ci-dessus et l'on observe le d6veloppement de 
la coloration. 

Dosages des activitds directes et inverses des oxydordductases. Ceux-ci ont 6t6 
d6crits prdc~demmentl,2: leur principe repose sur les mesures des vitesses d'oxy- 
dation ou de r6duction du coenzyme nicotinique par l'estimation des variations de 
l'absorption ~ 34 °nm.  

Dosages des ddshydrases aldoniques. Les m6thodes utilis6es ont 6t6 d6crites 
ailleurs 6. 

Culture, rdcolte et d~sintdgration des bactdries 
Les conditions sont identiques ~ celles qui ont d6j~ 6t6 d6finies 1. 
Purification des aldonate oxydordductases 
Les extraits enzymatiques utilis6s pour la mise au point des m6thodes de dosage 

correspondent au dialysat de la troisi~me 6tape de la purification de ces enzymesL*. 
Les extraits bruts sont couramment utilis6s pour les dosages de routine. 

Les extraits purifi6s utilis6s pour doser l 'altronate oxydor6ductase ou la man- 
nonate oxydor6ductase proviennent de cultures s'6tant d6velopp6es en pr6sence de 
galacturonate, ou de glucuronate respectivement. 
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RI~SULTATS ET DISCUSSION 

Mises au point des mdfhodes de dosage 
Effet de la concentration en enzyme 
Dans les conditions de dosage d6finies (cf. M6thodes) il existe une relation lind- 

aire entre les vitesses initiales et la quantit6 d 'extrai t  enzymatique lorsque celle-ci 
varie d 'un facteur 1-4o, soit de o.24-9.65 #g prot~ine/ml pour l 'altronate oxydord- 
ductase, et de o.o43-1.73/,g prot6ine/ml pour la mannonate oxydordductase. 

Effet du pH 
En tampon glycylglycine-NaOH 0.2 M, les deux activitds enzymatiques sont 

optimales ~ pH 9.0; dans ce tampon, la mannonate oxydor6ductase conserve 68~o 
d'activit6 ~ pH 8.0 et 3I~o ~ pH 9-5; aux m~mes valeurs de pH, 1' altronate oxydo- 
r~ductase conserve respectivement 12 et 69~ o d'activitd. 

En tampon Tris HC1 0.2 Met  /~ pH 9.0, les vitesses initiales diminuent de moi- 
ti~ pour l 'al tronate oxydor6ductase et d 'un facteur 5 pour la mannonate oxydor6- 
ductase. 

E fret de la force ionique 
Les vitesses initiales des deux activit6s augmentent avec l a  concentration du 

tampon glycylglycine eomme le montre la Fig. 2. Les concentrations supdrieures 
0.2 M sont/~ dcarter car un ph~nom~ne de r6duction asp6cifique du sel de tdtrazolium 
se superpose et risque d'interfdrer avec les mesures. 

> 
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Fig. 2. influence de la force ionique sur  l 'activit6 des aldonate oxydor6ductases.  0 - - - 0 ,  a l t ronate  
oxydor6ductase;  i - - I t ,  mannona te  oxydor6ductase.  Le p H  du t a m p o n  glycylglycine-NaoH uti- 
lis6 est de 9.o; en ordonn6es les vitesses initiales t raduisent  la var iat ion de l'As~ 0 nm par  min. 

Influence de la gdlatine 
Le diformazan du p-nitro t6trazolium montre des propri6t6s substantives pour 

certaines prot6ines dont la g61atine11; celle-ci, en maintenant  le diformazan finement 
dispers6, stabilise la suspension colloidale du pigment et permet l'6tude colorim6- 
trique en solution aqueuse. On 6vite ainsi la laborieuse et peu pr6cieuse technique 
d 'extract ion du chromog6ne par les solvants organiques. 

La concentration opt imum en g61atine est de Io/~g/ml pour l 'altronate oxydo- 
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r6ductase et de 2o yg/ml pour la mannonate oxydor6ductase. Pour des concentrations 
sup6rieures en g61atine, les cin6tiques de mesure des activit6s ne sont plus lin6aires 
mais deviennent exponentielles. La g61atine joue un r61e d'activateur:  en prdsence 
de io #g de g61atine/ml, l'activit6 de l 'altronate oxydor6ductase est multipli6e par 
1.5; en pr6sence de 2o #g de g61atine/ml, l'activit6 de la mannonate oxydor6ductase 
est multipli6e par un facteur 4 par rapport au tdmoin sans g61atine. 

Influence de la concentration en P M S  
La concentration optimale est ~gale /~ 16.5 #M pour les deux r6actions; nous 

retiendrons cependant, comme concentration standard la valeur de 33 #M, 6tant donn6 
que pour cette valeur, les cin6tiques sont parfaitement lin6aires. 

En absence de PMS, les vitesses initiales sont 6gales ~t 5% environ des vitesses 
maxima. 

Influence de la concentration en p-nitro tdtrazolium 
Ainsi que le montrent les courbes de la Fig. 3 dont l'allure est celle d'isothermes 

de Langmuir, les vitesses initiales d6pendent fortement de la concentration en 
p-nitro t6trazolium. Les concentrations n6cessaires en p-nitro t6trazolium sont re- 
spectivement 6gales ~t 0.25 mM pour l 'altronate oxydor6ductase et ~ 0.5 mM pour la 
mannonate oxydor6ductase. 

> 

0.04- 
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Fig. 3. Influence du p-nitro t6trazolium (pNBT) sur l'activit6 des aldonate oxydor6ductases. 
0 - - 0 ,  altronate oxydor~ductase; t t - - , ,  mannonate oxydor~ductase. En ordonn~es, les unit~s 
sont les mSmes que pour la Fig. 2. 

Influence de la concentration en coenzyme 
La variation des vitesses initiales en fonction de la concentration en NAD + 

lorsque celle-ci varie dans l'intervalle 2.5" lO-5-2 • lO -3 M suit une loi de type michae- 
lien. Dans les coordonn6es de Lineweaver et Burk on obtient des courbes lin6aires 
d'otl l'on d~duit les valeurs des constantes de Michaelis apparentes du NAD + pour 
les oxydordductases: Km (NAD÷) apparent = 88 #M pour l 'altronate oxydor6duc- 
tase et Km (NAD÷) apparent ~ I mM pour la mannonate oxydor6ductase. Les va- 
leurs des concentrations saturantes apparentes en NAD + sont respectivement 6gales 

0.5 mM pour la premiere enzyme et ~ I mM pour la seconde. 
Influence de la concentration en substrat glucidique 
Les mSmes 6tudes appliqu6es ~ la variation de la concentration en substrat 
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glucidique, altronate ou mannonate, eonduisent ~t la d6termination des constantes de 
Michaelis apparentes correspondantes: Km (altronate) apparent = 9o#M pour 
l'altronate oxydor6ductase et Km (mannonate) apparent = 1. 7 mM pour la manno- 
hate oxydor6duetase. Ces valeurs sont du m~me ordre et varient dans le m6me sens 
que les constantes de Michaelis des deux enzymes pour le eoenzyme NAD+. Les 
valeurs des constantes de Michaelis apparentes des oxydor6ductases pour leurs sub- 
strats, coenzyme et glucide, d6termindes dans ees conditions, sont tr~s proches de 
eelles d6termin6es 1ors de l'dtude des rdactions inverses des m~mes enzymes1, ~. 

Les valeurs des concentrations saturantes apparentes sont respectivement de 
0. 5 mM pour l'altronate et i mM pour le mannonate. 

Effets de diffdrents sels de tdtrazolium 
Outre la rdduction du p-nitro tdtrazolium, nous avons suivi la rdduction d'un 

autre sel de dit~trazolium, le chlorure de 3,3'-(3,3'-dim6thoxy-4,4'-biph6nyl~ne)- 
bis[2-ph6nyl-5(m-nitrophdnyl)-2H-t6trazolium ] e t  de deux sels de monotdtrazolium, 
le chlorure de 2-(p-iodoph6nyl)-3-p-nitroph6nyl-5-ph6nyl-2H-t6trazolium et le bro- 
inure de 3-(4,5-dimdthyl thiazolyl-2)-2,5-diph6nyl-2H-t6trazolium. Le ditdtrazolium 
(absorption 5 6o0 nm) a 6t6 6limin6 ~ cause de la lenteur des r6actions en sa pr6sence. 
Le chlorure de monot6trazolium (absorption h 520 nm) et le bromure de monot6tra- 
zolium (absorption ~t 575 nm) permettent d'obtenir des vitesses initiales sup6rieures 

celles obtenues avec le p-nitro t6trazolium. Ces deux sels n 'ont cependant pas 6td 
retenus ~t cause de leur instabilit6 dans les conditions de dosage. 

Courbes d'dtalonnage 
La variation de l'absorption ~ 550 nm ob6it ~ la loi de Beer-Lambert quand la 

concentration de diformazan (obtenu par r~duction du p-nitro t6trazolium par l 'hy- 
drosulfite de sodium) varie dans l'intervalle 0-40 l~g de diformazan/ml. 

La Fig. 4 repr6sente la courbe d'6talonnage entre l'absorption ~ 550 nm 
(As~0 nm) et la concentration de NADH ajout6e dans le milieu r6actionnel contenant 
le p-nitro t~trazolium en excbs, pour r~duire le sel de t6trazolium; de cette courbe, on 
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Fig. 4. Courbe d 'dtalonnage:  var iat ion de l ' absorpt ion g 55 ° n m  avec la concentrat ion en N A D H  
utilisd pour  rdduire le p-ni t ro  t6trazolium (pNBT). Le milieu rdactionnel utilisd contient  par  ml : 
2oo/*moles de t a m p o n  glycylglycine NaOH,  p H  9.o; 0.033/,mole de PMS; 2o / ,g  de g61atine; 
0. 5/zmole de p-ni t ro  t6trazolium et le N A D H  g la concentrat ion indiqude. 
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d6duit la relation I unit6 d 'absorption (A550 nm) correspond ~ la formation de 6 5 
nmoles de NADH/ml.  

A part ir  de cette relation, il est possible d'appr6cier les quantit6s d 'al tronate ou 
de mannonate  oxyd~es dans les conditions r6actionnelles d6crites. 

La variation de 1'A550 nm (d6termin~e en fin de r6action) est proportionnelle 
la quantit6 d 'al tronate engagde dans la r6action catalys6e par l 'altronate oxydor6- 
ductase quand l 'enzyme est pr6sente ~ de fortes concentrations et dans l ' intervalle 
o-5o nmoles d 'al tronate par ml de milieu r6actionnel. La r6action catalysde par cette 
enzyme est ~ peu pros totale dans nos conditions puisque la transformation de 6 4 
nmoles d 'al t ronate/ml correspond h une A550 nm ~ I. 

La m6me relation de proportionnalit6 entre la quantit6 de mannonate pr6sente 
initialement et 1'A550 nm au plateau est v6rifi6e dans l 'intervalle 0-60 nmoles de man- 
nonate/ml. 

Le Tableau I permet de eomparer les activit~s des oxydor~ductases aldoniques 
dos6es par les trois m6thodes disponibles. 

T A B L E A U  I 

COMPARAISON DES ACTIVITIES SPI~CIFIQUES DES OXYDORt~DUCTASE ALDONIQUES SELON LA MI~;- 
THODE DE DOSAGE UTILISI~E 

Les ac t iv i t~s  spdcif iques sont  mesur6es  darts un m6me e x t r a i t  purifi6 c o n t e n a n t  les deux  oxydo-  
rdductases .  

Enzyme Activit~s sp~cifiques (uniIds/mg protdine) 

Activild directe Activitd inverse Dosage colorimdlrique 

A l t r o n a t e  oxydo r6duc t a s e  48 ooo 5 300 I 700 
M a n n o n a t e  oxydo r6 duc t a s e  34 2oo io  7oo 5 ooo 

Applications des mdthodes de dosage ddcrites 
En utilisant les courbes d'6talonnage pr6sent6es ci-dessus, on volt que les md- 

thodes mises au point peuvent servir au dosage des acides altronique et mannonique. 
Ces m~mes m6thodes ont 6t6 tr~s utiles lors des purifications des d6shydrog6- 

nases aldoniques pour d6tecter ces enzymes dans les diff6rentes fractions. 
Le fait de disposer de m6thodes de dosage qui engendrent un compos6 colord 

est 6videmment tr~s utile dans toutes les manipulations (chromatographies, gradients, 
etc.) oh se pose le probl~me de la d6tection rapide de fractions riches en enzyme. 

Nous avons pu 6galement appliquer les m6thodes d6crites dans le pr6sent m6- 
moire aux dosages des hydro-lyases aldoniques (n-altronate hydro-lyase, EC 4.2.1.7 
et D-mannonate hydro-lyase, EC 4.2.1.8) qui catalysent les ~tapes 3' et 3 de la vole de 
ddgradation d6crite par la Fig. I ; ces enzymes ont pour substrat  respectif, l 'altronate 
ou le mannonatea, ~. Apr~s un temps d'action de IO rain de quantit6s variables d 'hy- 
drolyase on pr616ve une partie aliquote du milieu r6actionnel et l 'on dose la concen- 
tration d'acide aldonique r6siduel par  l 'une ou l 'autre des m6thodes de dosage d6- 
crites ci-dessus. On a ainsi pu vfrifier la proportionnalit6 entre la quantit6 de substrat  
transform6 et la quantit6 d 'hydrolyase mannonique mise en jeu quand celle-ci varie 
d 'un facteur 1-4o. Dans l 'intervalle o-6o nM de mannonate/ml,  les vitesses initiales 
de la mannonate  oxydor6ductase sont proportionnelles aux concentrations de man- 
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nonate; il est donc possible d'estimer les concentrations en mannonate non seulement 
par la mesure du plateau (variation de l'absorption ~ la fin de la r6action, en presence 
de l'enzyme 5~ forte concentration, mais aussi par la mesure des vitesses initiales pour 
ces tr~s faibles concentrations de substrat. 

On a v6rifi6 par dosage chimique du 2-oxo-3-ddsoxy-I>gluconate apparu 6 la 
correspondance avec les quantit6s de mannonate consomm6. 

Lors des 6tudes physiologiques (R. Portalier, rdsultats in6dits) concernant l'in- 
duction des oxydor6ductases aldoniques, l'utilisation des m6thodes colorim6triques 
s'est r6v616e tr~s utile pour l'identification de compos~s inducteurs ou r6presseurs de 
ces enzymes. 

La derni~re application des m6thodes colorim6triques et la plus f6conde sans 
doute a trait ~ la caractdrisation de clones bact6riens chez les quels les niveaux en 
activit6s aldonate oxydor~ductasiques sont modifi6s par rapport ~ ceux du clone sau- 
vage. La technique utilis6e est d6crite dans Mdthodes: le traitement au toluene a 
pour double objet de rendre les membranes cellulaires perm6ables aux substrats des 
r4actions et de ddtruire diff6rentiellement les enzymes "parasites" (NADH-oxydase) 
qui interf~rent avec les dosages des oxydor6ductases aldoniques. 

Ainsi, ces tests colorim6triques nous ont permis d'identifier divers types de mu- 
tants spdcifiques pour le syst~me de d6gradation des hexuronates: mutants de struc- 
ture ddficients en altronate ou en mannonate oxydor6ductase (R. Portalier, r6sultats 
in6dits), en altronate ou en mannonate hydrolyaseS, 9. Dans les deux derniers cas, les 
mutants correspondants, chez lesquels les oxydor~ductases sont superinduites et qui 
accumulent l'aldonate correspondant, sont caractdrisds par des rdactions particuli~re- 
ment intenses. 

Le fait que nous avons pu isoler des mutants de structure pour les oxydord- 
ductases aldoniques est fortement en faveur de la sp6cificit6 des m~thodes colorim& 
triques correspondantes. 

De la maine mani~re, nous avons pu isoler et caractdriser des souches "pl6io- 
tropes ndgatives" d6ficientes en une oxydorfductase et en d'autres enzymes de la 
voie. Enfin, ces m~mes m6thodes nous ont permis de caractdriser des clones chez 
lesquels la synth~se des oxydordductases est devenue constitutive (R. Portalier, 
r&ultats inddits). 
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R]~SUM]~ 

Les oxydordductases altronique et mannonique dont le coenzyme est le NAD+, 
interviennent dans la vole de d6gradation des hexuronates chez Escherichia coli K 12 
et catalysent la d6shydrog6nation r~versible de l'altronate ou du mannonate en taga- 
turonate ou en frueturonate. 

Biochim. Biophys. Acta, 289 (1972) 19-27 



OXYDORI~DUCTASES ALDONIQUES D 'E .  coli K 12 27 

I .  Les  cond i t i ons  o p t i m a l e s  de  dosage  q u a n t i t a t i f  de ces e n z y m e s  pa r  une  m4- 

t h o d e  c o l o r i m 6 t r i q u e  bas4e sur  l ' u t i l i s a t i o n  de la  ph4naz ine  m 4 t h o s u l f a t e  c o m m e  ac- 

c e p t e u r  i n t e r m 4 d i a i r e  d '61ectrons,  du  N A D H  au  p - n i t r o  t 4 t r azo l i um,  o n t  4t4 r eche r -  

ch6es. 
E n  t a m p o n  g lycy lg lyc ine ,  0.2 M, p H  9.0 en  pr4sence de g61atine ( io  ou 20 

#g /ml ) ,  de ph4naz ine  m 4 t h o s u l f a t e  (33 #M) e t  de ch lo ru re  de 3,3 '-(3,3 ' -dim4thoxy-  
4,4'-biph6nyl~ne)-bisE2-(p-nitroph4nyl)-5-ph6nyl-2H-t4trazolium! (0.25 ou 0.5 raM), 
les c o n s t a n t e s  de Michael is  a p p a r e n t e s  p o u r  les s u b s t r a t s  on t  les va leu r s  s u i v a n t e s :  

Km ( N A D  +) = 88 /zM et  Km (a l t rona te)  = 9 ° # M  p o u r  l ' o x y d o r 4 d u c t a s e  a l t r o n i q u e ;  

Km ( N A D  +) = I m M  et  Km ( m a n n o n a t e )  -~ 1. 7 m M  p o u r  l ' o x y d o r 4 d u c t a s e  m a n n o -  

n ique .  
2. Des  app l i ca t i ons  de  ces nouve l l e s  m 6 t h o d e s  ~ diff~rents  d o m a i n e s  tels  q u e  le 

dosage  des a ldona tes ,  la  d4 t ec t i on  r ap ide  et  v isuel le  des o x y d o r 4 d u c t a s e s  a ldon iques  

e t  s u r t o u t  la c a r ac t4 r i s a t i on  de m u t a n t s  spdcif iques de la voie  des h e x u r o n a t e s  d ' E .  

coli, son t  pr4sent4es .  
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