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SUMMARY 

Alkal ine  phosphatase . f rom cow's  mi lk  ; I. Purification and molecular  properties 

Alkaline phosphatase (EC 3.1.3.1) from cow's milk has been prepared (purifica- 
tion ratio: 7440 times) from buttermilk by means of the following techniques; n- 
butanol extraction, ammonium sulfate precipitation, Sephadex G-200 filtration and 
ion-exchange chromatography on DEAE-cellulose columns. 

Upon ultracentrifugation, electrophoresis and Sephadex G-200 filtration the 
above preparation appeared homogeneous. The molecular weight has been measured 
by means of analytical filtration on a Dextran column (190 000) and by means of 
ultracentrifugation (160 000-170 000). The sedimentation constant s and the diffusion 
coefficient D were 6.0 S and 3.4. 10-7cmZ/s. The amino acid composition of the puri- 
fied enzyme has been determined. The stereospecific effect of L-phenylalanine on the 
enzyme was low and of the uncompetitive type. 

INTRODUCTION 

En 1933, Graham et Kay [I] observent dans le lait de vache la pr6sence d'une 
phosphomonoest6rase alcaline. Si de nombreux travaux ont 6t6 effectu6s sur cette 
enzyme, le plus grand nombre ne vise qu'un but essentiellement pratique: le contr61e 
de la pasteurisation industrielle du lait. Les autres publications ont trait aux probl~mes 
de r6partition, localisation, structure, isolement, r6activation [2-8]; mais certains 
r6sultats sont encore impr6cis et parfois divergents. 

Comme les phosphatases alcalines des mammif~res, celle du lait de vache (EC 
3.1.3.1) fait, in situ, partie int6grante d'une membrane. Ceci est confirm6 par les 
travaux de Hayashi et Smith [3] et de Dowben et al. [4] sur la membrane des globules 
gras du lait. Leur solubilisation est gc[n~ralement r~alis6e par le n-butanol qui d6truit 
la structure lipoprot6ique membranaire. La pr6paration la plus active a 6t6 obtenue 
par  Morton [6] ~. partir  du babeurre. On sait que ce milieu contient les constituants 
des membranes des globules gras qui ont 6t6 d6truits au cours du traitement m6canique 
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de la butyrification. Au terme de la purification, l'activit6 phosphatasique augmente 
d'environ 5000 fois par rapport aux prot6ines totales du lait. 

Dans le pr6sent travail, nous d6crivons une m6thode de purification de la 
phosphatase alcaline du lait et nous examinons quelques propri6t6s mol6culaires de 
l'enzyme purifi6e. En outre, nous avons fait l'essai de l'inhibition caract6ristique par 
la L-ph~nylalanine. 

MATERIEL ET METHODES 

Materiel 
Le babeurre, r6colt6 d6s la fin du barattage de la cr6me, a 6t6 fourni gracieuse- 

ment par la Laiterie de M6nil-la-Tour-54 e t a  6t6 utilis6 le plus rapidement possible 
apr~s le barattage. Les r6actifs suivants proviennent de Merck : p-nitroph6nylphoshate, 
L-ph6nylalanine, 2 amino-2 m6thyl propanol, tt-naphthylphosphate et bleu de varia- 
mine. La a-lactalbumine, la trypsine, la carboxypeptidase A, la s6rum albumine, la 7- 
globuline et I'acrylamide sont fournis par Serva; le S6phadex G-200 et le "blue dex- 
t ran ' ,  par Pharmacia; la DEAE-cellulose, par Whatman. 

M ~t hodes analytiques 
L'activit6 enzymatique est d6termin6e avec le p-nitroph6nylphosphate 5 mM, 

pH 10, en pr6sence de Mg 2÷ I raM, et la mesure colorim~trique est faite b. 410 nm. 
L'unit6 enzymatique a 6t6 d6finie comme 6tant la quantit6 d'enzyme n6cessaire pour 
liberer une/~mole de p-nitroph6nol par minute. 

Les concentrations en prot~ines des solutions aux difffrents stades de la purifi- 
cation sont d6termin6es par la microm6thode de Kjeldahl ou par la m6thode de Lowry 
et al. [9]. 

Les diff6rentes fractions actives ont 6t~ concentr~es par ultrafiltration sous une 
pression de trois bars dans une cellule Amicon avec des membranes Diaflo (PM-10). 

Les 61ectrophor~ses en gel de polyacrylamide ont 6t6 effectu6es selon ia 
technique de Spencer [10] avec un appareil Canalco en tampon Tris-HC! "/i pH 8.5 
(3 mA par tube pendant 105 min). La prot6ine a 6t6 r6v616e par le noir amido et l'acti- 
vit6 phosphatasique par imbibition du gel avec une solution de a-naphthylphosphate 
(1 mg/ml) tamponn6e b, pH 8.7 et coloration du a-naphtol lib6r6 par le bleu de varia- 
mine. 

La d~termination des coefficients de s~dimentation et de diffusion a ~t6 r~alis6 
5. l'aide de l'ultracentrifugeuse analytique Spinco ModUle E (Beckman) en optique 
schlieren. 

L'analyse quantitative des acides amin6s a 6t6 r6alis6e, apr~s une hydrolyse 
totale des 6chantillons (18 et 48 h, 6 M HCI, 110 °C, dans des tubes scell6s sous-vide), 
h I'aide d'un auto-analyseur Technicon. 

Description de la mdthode de purification 
ler stade ; pr~;paration de la phosphatase brute. La Fig. 1 r6sume les op6rations 

d'extraction b. partir de 240 1 de babeurre r6colt6s au mois de juin. La m~thode d'ex- 
traction d6crite par Morton [6] a 6t~ appliqu6e, mais le traitement ~ l'ac6tone a 6t~ 
omis. 

Un fractionnement h 30, 65 et 90~o de sulfate d 'ammonium a 6t6 fait au d6but 
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Babeurre 

pH 6.5 (NaOll) 
+ n-butanol, 4 "C (30/100,  v :v)  
pH 4.95 (CH3COOH) 
Centrifugation 30 rain, 24 000 × .¢ 

I 
easdine 
(~eart~e) 

I 
Pr~cipit~ 
(inactif) 

I 
Surnageant 

I , 

phase aqueuse 

dialyse, pH 8.6 
Centrifugation 30 rain, 
24 000 x g 

7 

phase lipidique 
(6cart~e) 

+ (NH4) :SO4  90% 
eentrifugation 

I i 
Phosphatase brute surnageant 

(pr~eipit,!e) (dearth) 

Fig. 1. Schdma de la prdparation de la phosphatase brute. 

du travail; la fraction active est la derni~re pr6cipitde, kes impuret6s sdpardes fi 30 et 
65 ~ n'6tant pas g~,nantes au cours des 6tapes suivantes, cette opdration n'a pas dt6 
rdp6tde. 

2~me stade ; purification de la phosphatase par chromatographie. La phosphatase 
brute remise en solution est d6pos6e sur une colonne de S6phadex G-200 (2.5 cm × 
40 cm) pr6alablement 6quilibr6e dans une solution tampon Tris-HCl,  pH 8.6. La 
filtration est rdalis6e avec la m~me solution. On recueille des fractions de 5 ml sur les- 
quelles on ddtermine l'activit6 enzymatique (Fig. 2). La courbe de dosage de l'activit6 
enzymatique fait apparaitre un seul pic compris entre deux zones ~ fortes teneurs 
protdiniques et ddpourvues d'activit6. 

Les fractions de la zone active sont rassembl6es puis concentrdes par ultra- 
filtration. La pr6paration enzymatique est ensuite chromatographide sur une colonne 

t'bs°rbance 1 2 1 o  im os ~'! .1oo Acflvit6 

I ] -  

o2- 

o1_ 

lo zo )o ~o 
Nb Fractions 

Fig. 2. Filtration moldculaire sur gel Sephadex G-200, en tampon Tris-HCI, pH 8.6, 350 mg de pro- 
t6ines, colonne 2.5 cm × 40 cm, d6bit 38 ml/h, fractions de 5 ml; absorbance ~1 280 nm C-  (~ acti- 
vit6 phosphatasique m--.--m 
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Absod~nc* 
2110 nm 

Acflvl~ 

O, 2SM N~I 
o1_ ~ s o o  

ool- 
2o 

l o  ]o 4O ~ IO0 1SO 

Nil, Fractions 

Fig. 3. Chromatographie sur DEAE-cellulose, 70 mg de prot~ines, colonne 3 cm × 50 cm, d~bit 80 
ml/h, fractions de 5 ml; absorbance '~ 280 nm ;' . -- i ; ,  activit~ phosphatasique i - - ' - - i  

(3 cm × 50 cm) de DEAE-ce l lu lose  6quilibr6e dans du tampon Tris -HCl ,  pH 8.6. 
L'61ution est r6alis6e par un gradient lin6aire en NaCl (0.25 M). 

L'enzyme est 61u~e sous forme d'un pic apparemment  sym6trique, qui pr6sente 
un m a x i m u m  d'activit6 phosphatasique pour une concentration en NaC! de 0.06 M 
(Fig. 3). Nous  avons voulu v6rifier son homog6n6it6.  

Sur une co lonne  de S6phadex G-200 (48 cm × 1.2 cm) 6quilibr6e avec du tam- 
pon Tr i s -HCl ,  pH 8.6, la fraction prot6ique est 61u6e en un pic sym6trique, mais le 
m a x i m u m  d'activit6 phosphatasique se trouve d6cal6 par rapport au m a x i m u m  d'ab- 
sorbance ~ 280 nm. 

La fraction contenant  I 'enzyme purifi6e a 6t6 reprise, concentr6e et rechromato-  
graphi6e 5+ travers une co lonne  de S6phadex G-200 (152 cm × l cm)  6quilibr6e avec 
du tampon Tr i s -HCl ,  pH 7.2. 

Sur ie d iagramme de la Fig. 4, il appara~t un pic de prot6ine d6pourvu d'activit6 

Absorbonce~ 

2 1 0  nmo4.~ 

kc~vt~ 

io zo 4o eo ~ ~¢o 

Nb F r a d ~  

Fig. 4. Filtration finale sur S6phadex G-200 en tampon Tris-HCl, pH 7.2, colonne 152 cm × 1 cm, 
d~bit l0 ml/h, fractions de I ml; absorbance ~ 280 nm ,.21--,~ activit6 phosphatasique m - - . - - i  
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phosphatas ique ,  le pic repr6sentant l 'activit6 se superpose ~ u n  pic de protdine dont  
le trac6 montre  qu ' i l  est appa remment  homog~ne. 

RESULTATS 

(A) Bilan des diff~;rentes drapes de purification 
Lc Tableau I donne  un r6sum6 de la m6thode de purification. L'extrait final a 

6t6 concentr6 et son activit6 sp6cifique est de 96 unit6s/mg de prot6ines. Le rendement  
de l 'op6rat ion est voisin de 28 ~o. Ces chiffres sont  satisfaisants, si on les compare 
ceux obtenus pour  d 'autres  phosphatases alcalines. Le facteur de purification, exprim6 
par  rapport  aux prot6ines contenues dans le babeurrc,  est de 7440. 

TABLEAU I 

PURIFICATION DE LA PHOSPHATASE ALCALINE DU LAIT DE VACHE 

Prot6ines Unit6s Activit6 Rendement Purification 
totales (rag) totales specif. 

(unit6s/mg) 

Babeurre 59 900 503 1.2.10 -z 100 1 
Extrait butanolique 3 850 346 9 .10 -2 71 7 
Pr6cipit~ 

(NH4)2SO4 (90%) 2 480 293 11.7" 10 -~ 58 9 
S~phadex G-200 330 273 81 • 10 -2 54 64 
DEAE-cellulose 47 195 4.2 50 550 
Produit final 1.48 143 96 28 7440 

( B) Propridt~;s moldculaires 
(1) Coefficient de sOdimentation. Les mesures ont  6t6 effectu6es b. 20 ~C dans 

une ceilule normale  de 12 mm b. secteur de 4", h la vitesse maximale de 59 780 tours/rain 
(Fig. 5). La valeur de s20.w a 6t6 corrig6e b. l 'aide de la relation de Svedberg et Pedersen 
[1 I ] et est 6gale 'fi 6.0 S. 

(2) Coe~cient de diffusion. Une cellule b. fronti6re synth6tique du type valve a 
6t6 utilis6e pour  la d6terminat ion de D b. la vitesse de 7447 tours/rain.  Les r6sultats 
ont 6t6 d6pouill6s selon la m6thode des surfaces [12]. Les calculs mont ren t  que le coef- 

Fig. 5. Diagramme de s6dimentation de la phosphatase alcaline purifi6e (2 mg/ml) en tampon Tris- 
HCI 0.1 M, pH 7.2 b. la vitesse maximale de 59 780 tours/min pour un angle d'observation en syst~me 
Schlieren 0 = 20 ~ (la cellule utilis6e est du type cellule b. fronti/~re pr6form6e "/t valve). 
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ficient de diffusion apparen t  d iminue  16g~rement avec le temps  t. L ' ex t rapo la t ion  au 
temps  t = 0 m~ne au r6sultat  su ivant :  

D = 3.4- 10 -7 cm2/s. 

(3) Masse mol6culaire. La re la t ion classique de Svedberg pe rmet  de calculer  
la masse mol6culaire,  en adme t t an t  que ie volume sp6cifique part iel  de ia phospha tase  
est 6gal ~ 0.75: 

M~.o = 170 000 da l tons  

Une mesure directe a 6galement  6t6 effectude au moyen de la cellule fi mult i -  
canaux d 'Yphan t i s  [I 3]. La valeur  de la concent ra t ion  init iale de la solut ion,  exprim6e 
en unit6s de surface, a 6t6 d6duite des exp6riences de diffusion. La vitesse de ro ta t ion  
choisie pour  cet 6quil ibre de s6dimentat ion---dif fusion a 6t6 de 7447 tours /min.  La 
masse obtenue  est Meq --  160 000 dal tons.  

La masse mol6culaire  de l ' enzyme a 6galement  6t6 estim6e pa r  la technique de 
f i l t rat ion sur gel. L '6 ta lonnage  de la courbe  lie/Vo est r6alis6 avec la ct- lactalbumine 
(poids  moleculaire  14 200), la t rypsine (poids  moleculaire  23 300), la ca rboxypep t idase  
A (poids  molecula i re  34 600), la s6rum a lbumine  bovine (poids  moleculaire  67 000), 
la y-g lobul ine  ovine (poids  moleculaire  160 000) et le blue dextran (poids  moleculaire  
2. 106). La relat ion VJVo - f ( log.  masse mol6culaire)  est lin6aire. 

Dans  nos condi t ions  op6ratoires ,  on obt ien t  un volume d'61ution de la phos-  
pha tase  qui, d 'apr~s  la courbe  d '6 ta lonnage ,  condui t  fi une masse mol6culaire  de 
190 000 + 10 000 dal tons.  

(4) Composition en acides aminds. La compos i t ion  en acides amin6s de la phos-  

TABLEAU II 

COMPOSITION EN ACIDES AMINES DE LA PHOSPHATASE ALCALINE DU LAIT DE 
VACHE 

Acides amin~ g/100g prot~ines* 

Asp 7.0 
Thr 6.2 
Ser 12.2 
Glu 12.4 
Pro 3.4 
Gly 4.2 
Ala 6.6 
Val 5.6 

t/z Cys 0.9 14 
Met 1.9 19 
lie 3.9 53 
Leu 6.0 82 
Tyr 2.5 24 
Phe 3.7 39 
Lys 9.4 113 
His 3.3 38 
Arg 6.3 63 

" Valeurs obtenues par extrapolation 
4, La masse mol6culaire utilis~e est 

• . 4 * *  Nombre de resldus . 

93 
90 

198 
148 
54 
97 

130 
82 

lin~aire au temps z6ro ~ l'exception de Ala, Val, Tyr, Phe. 
170 000 daltons. 
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phatase alcaline du lait de vache a 6t6 d6termin6e apr~s une hydrolyse acide de 18 h 
ou 48 h de deux 6chantillons. Les r6sultats sont consign6s dans le Tableau II. Lc 
nombre de r6sidus par mol6cule de prot6ine a 6t6 calcul6 en prenant une masee mol6cu- 
laire de 170 000 daltons. 

(5) Inhibition par la L-p&;nylalanine. En tampon borate 25 mM, avec le p- 
nitroph6nylphosphate 5 mM comme substrat, la L-ph6nylalaninc inhibe la phospha- 
tase alcaline du lait par formation d'un complexe interm6diaire. L'inhibition produite 
par l'isom6re L de la ph6nylalanine par rapport  h un t6moin contenant la D-ph6nyl- 
alanine h la m~me concentration (20 mM) est maximale "b, pH 9.6. Elle atteint 57~,, 
ct seulement 39~,, iorsque le milieu r6actionnel contient Mg z+ 1 mM. 

(6) Stabilitd de l'enzyme au stockage. Les pr6parations enzymatiques en tam- 
pon Tris-HCl,  pH 7.2 ~ 8.6 conservent la totalit6 de leur activit6 5. 4 ~C pendant plus 
d'un mois. Pour une conservation plus longue les fractions de chromatographie ont 
~t~ congel6es ~ --20 °C. Leur activit~ est inchang6e apr~s une p6riode de stockage 
sup6rieure b, 6 mois. 

I)ISCUSSION 

Nous nous sommes inspir6s des travaux de Ghosh et Fishman [14] sur la purifi- 
cation de la phosphatase alcaline du placenta humain et de ceux de Morton [6] sur le 
lait ct nous y avons apport6 quelques modifications. La concentration des diff6rentes 
fractions dou6es d'activit6 a 6t6 r6alis6e/~ l'aide de cellules Diaflo en 6vitant toute perte 
d'activit6. 

La m6thode de purification qui vient d'6tre expos6e, permet d 'obtenir en cinq 
6tapes une enzyme dont le taux d'enrichissement par rapport  aux prot6ines totales du 
babeurre atteint 7440. Morton [6] avait purifi6 5660 fois I 'enzyme par rapport  aux prot6i- 
ncs totales du lait. Si l 'on admet qu'il existe un facteur de purification de pros de 9 [2] 
lors d u passage d u lait entier au babeurre, on constate que l 'accroissement est appr6cia- 
able. Signalons, cependant, que tous les  dosages d'activit6 enzymatique ont 6t6 ef- 
fectu6s en pr6sence de Mg 2. (1 mM). Or, comme pour d'autres phosphatases alcalines 
[15], nous avons constat6 que Mg 2÷ a un effet activateur significatif sur l 'hydrolyse du 
p-nitroph6nylphosphate h pH 10.0. L'effet activateur est d 'autant  plus marqu~ que la 
pr6paration est plus pure. 

La pr6paration enzymatique obtenue apr~s filtration sur S6phadex G-200 parait  
61ectrophor6tiquement homog~ne. I1 en est de m~me d'apr~s son comportement  cn 
ultracentrifugation analytique. Sa constante de s6dimentation est 6gale h 6.0 S. L'ac- 
cord entre les valeurs des masses mol6culaires 160 000-170 000 d6termin6es par ultra- 
ccntrifugation cst satisfaisant. La concentration maximale des solutions 6tait 6gale ~t 
deux pour mille; dans ces conditions d'utilisation limite de I'optique schlieren, la 
pr6cision obtenue est de l 'ordre de 10~  pour les mesures de masse mol6culaire et de 
diffusion, dc 3 % pour la mesure de la vitesse de s6dimentation; les r6sultats n 'ont pas 
6t6 extrapol~s 'h concentration nulle. 

Par filtration sur S6phadex G-200, Andrews [16] attribuait ~ la phosphatasc 
alcaline du lait unc masse mol6culaire de 180 000 (_[_10~,,), Barman et Gutfreund [5], 
une masse de 190 000 (3[ I0 000), alors que plus r6cemment Lefranc et Han [8] trou- 
vaient une masse nettement inf6rieure: 140 000. Par cette m6thode, nous avons trouv6 
une bonne concordance avec celles d~termin~es par  ultracentrifugation. 
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Si cette valeur est comparable ~ celles propos4es par d'autres auteurs pour des 
phosphatases d'origines diverses, notamment celles du cerveau de boeuf [I 5], du foie 
de boeuf [I 7], il n'en reste pas moins que les phosphomonoest4rases alcalines forment 
un groupe trhs h4t6roghne de ce point de rue. 

Des travaux r6cents ont montr4 la pr6sence dans le lait de deux [8] et m~me de 
quatre isoenzymes [l 8, 19] de la phosphatase alcaline. L'enzyme que nous avons puri- 
fi4e correspond probablement 5, la fraction A [8]. Peereboom [l 8] a 4tudi4 ie comporte- 
ment 4lectrophor4tique des diff4rents isoenzymes contenus dans la crhme du lait de 
vache; la fraction que nous avons purifi(:e pr4sente les m4mes caract4ristiques que 
l'isoenzyme ~, 4quivalent fi la fraction A. 

La composition en acides amin4s que nous avons 6tablie est ,h notre connais- 
sance la premihre concernant la phosphatase alcaline du lait de vache. Elle pr4sente 
un certain nombre de similitudes avec celles du placenta humain rapport4es par Fern- 
ley [20] : dix acides amines (Asp, Pro, Ala, Val, Cys, Met, Leu, Phe, His, Arg) sont en 
proportion trhs voisine; par contre, les teneurs en thr6onine, s4rine, acide glutamique 
et lysine sont plus 4lev4es. II est ,~ noter que les rapports mol4culaires pr4sent~s dans 
le Tableau 11 ont 4t6 calcul4s sur la base d'une masse mol4culaire de 170 000, sans tenir 
compte de la pr4sence probable d'une pattie glucidique. 

Enfin, nous avons constat4 que la phosphatase alcaline du lait de vache est 
6galement inhib4e, comme les autres phosphomonoest4rases alcalines (14-15), par 
l'isomhre L de la ph6nylalanine. L'inhibition est 4galement de type incomp6titif et 
r4sulte de la combinaison st4r4osp4cifique de l'acide amin6 avec le complexe enzyme- 
substrat. L'4tude des propri4t4s catalytiques de la phosphatase alcaline est en cours. 

RESUME 

La phosphatase alcaline du lait de vache (E.C. 3.1.3.1) a 4t6 purifi4e 7440 lois 
partir du babeurre par les traitements suivants: extraction au n-butanol, pr6cipita- 

tion par le sulfate d 'ammonium, filtration sur S4phadex G-200 et chromatographie 
d'6change d'ions sur DEAE-cellulose. 

La preparation s'est r4v614e homoghne par les techniques d'ultracentrifugation, 
d'4lectrophorhse et de filtration sur S4phadex G-200. La masse mol4culaire a 4t4 
d4termin6e par ultracentrifugation: 160 000-170 000, et par filtration analytique sur 
gel de dextrane: 190 000. Le coefficient de s4dimentation S2o.w est 4gal "/t 6.0 S. La valeur 
du coefficient de diffusion D est de 3.4. l0 -7 cm2/s. La composition en acides amin6s 
de l'enzyme purifi6e a ~t4 d~termin~e. L'effet st~r6ospdcifique produit par la L- 
ph4nylalanine sur l'enzyme est modern; l'inhibition est de type incomp4titif. 
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