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Etude sur la précipitation de la protéine par les sels
complexes métalliques. L

Précipitation de la protéiné par les sels complexés du cobalt.
Par Réinosuké HARA.

(Regu le 13 Décembre, 1948.)

Introduction. Quand-on a 'intention d’étudier I’action du composé in-
organique donné a l’organisme, on doit d’abord penser a celle sur les pro-
téines qui constituent cet organisme. Comme beaucoup de sels inorganiques
cependant se hydrolysent dans leur solution aqueuse, ’étugde systématique
est assez difficile. J’ai donc utilisé pour ce but les sels cc':mplex‘es métal-
liques qui ne subissent pas ’hydrolyse dans leur solution aquéuse. Récem-
ment, Brintzinger™ et ses collaborateurs ont determiné la constarte de la
.dialyse des ions complexes dans la solution aqueuse, et ils ont démontré
-que beaucoup de sels complexes donnent leur poids moléculaire calculé par
cette formule. L’étude sur la précipitation de la proteine par les sels
complexes métalliques a été étudiée par S. E. Michael®, Il a principal-
ment employé les sels complexes du chrome. Il a classé tous les sels
complexes métalliques en szls complexes . cationiques et anioniques et il a
aussi démontré que le premier précipite la protéine dans le domaine alcalin
du point isoélectrique et le second précipite la protéine dans le domaine
acide. Comme exemples il a donné [Cr(NHse]Cls, [Co(NH3)COs]Cl pour
le premier, Kij/Cr(CNS)] pour le second. Dans ce cas, la protéine et les
ions complexes psuvent réagir stoichiométriquement. J’ai déja utilisé les
sels complexes du cobalt et je vais maintenant procéder a 1’expérience
avec certains sels complexes typiques du fer, du chrome etec. En emp-
loyant les sels complexes du cobalt, dans ce présent mémoire, je les ai
classés en sel complexe cationique et sel complexe amioniqué comme
Michael I'a déja fait. Les solutions employées pour mes expériences
montrent les pH 8.8 et 2, et celles du tampon sdnt NH,OH—-NH,CI' &
1/10 N et (HOOC),(CHOH),— (NaOOC),(CHOH), a 1/10'N,

(1) H. Brintzinger, Z. anorg. allgem. Chem., 222 (1935). 8125 223 (1935). 253.
(2) S. E. Michael, Biochem. J. 33 (1939), 924.
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Détermination du domaine de la concentration du sel complexe
qui précipite la protéine. Les sels complexes cationiques ne peuvent pas
toujours précipiter la protéine, tandis que les sels anioniques le font.
L’alubumine d’oeuf n’est guére précipitée par les sels complexes cationi-
ques, ni la gélatine non plus. En prenant la solution de la caséine a
0.5% ou celle de 1’alubmine a 0,5 %, on les a dissous dans le tampon
(opH 8.8 eu 2), et on a ajouté lce. de la solution de diverses concentra-
tions du sel complexe a 1ce de chaque solution. On en a examiné les
résultats de précipitation aprés trente minutes, le résultat est montré
dans la table suivante en indiquant # la précipitation parfaite, et +#, + la
précipitation imparfaite.

a. Précipitation de la protéine par les sels complexes cationiques, Les:
sels complexes cationiques ne précipitent pas toujours la protéine.
Aucune protéine n’est précipitée par les sels complexes du cobalt de la
valence +1. Le sel complexe qui n’a pas de charge électrique tel que
[Co(NHg)s(NO,)s] ne précipite jamais la protéine. Le .domaine de la con-
centration du sel complexe pour la précipitation est montré ci-dessous.

Table 1.

Sel complexe Caséine Insuline Albumine d’ceuf Gélatine
[Co(NH;);(NO,);] - - - -
[Co(NH;),C0;1(S0,) - 8H.0 - - - -
[Co(NH,),(NO,),{1ICl (Trans) — - - -

(Croséo)
[Co(NH,;)CINO,), + + -— -_—
(Purpuréo)
[Co(NH,);NO,]CI, + + - —_
(Xantho)
[Co(NH,)sNO;ICI, + + - -_
Co(NH;)]Cl - —
{(Lflth étlp)}dc 3 H +H
7Co en,]Cl;-3H,0 H H - —_
[Co(NH,); H.O](NOQ;), + H - —_—
(Roséo)
[Co(NH,),(H,0),](No,);H,0 +H H - -
(Diroséo)
[Co(en),(NH,),{}}IBr;-H,0 (Trans) + - - -
OH
VN
[vmol | >Coai Jou 4.0 4 H - —
OH. H,0 OH
g0 O _
[enz \OH/%O\OH/GO en:]Cll H H +

[Co(’\/ngo eng)s](NO,)5-3H=0 m " + —
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Table 2.

Sel complexe Protéine 11‘: ;gggf;ggm"}tggﬂr
[Co( N H,);C1(NO,), (Purpuréo) Caséine 1/60
[Co(NH;);NO,ICl, ” 1/60
[Co{NH;);NO,]Cl, (Xantho) . 1/40
[Co(NH,)ICl; (Luthéo) . 1/20~1/300
[Co en;]Cl;-3H,0 » 1/40—1/300
[Co(NH,);H,0](NO;); (Roséo) » 1/80—1/250
[Co(NH;),(H,0),(NO,);-H,O (Diroséo) ,, 1/40—1/250
[Co en,(NH,),{/1Br,-H,0 " 1/40—1/300
[(NH;);CO<3§>CO§NH;).]CI;-4H20 " 1/100—1/1000

H H

[en,Go\OH>g§g<z§>Co en{lGh . 1/100—1/1000

OH
[Go(<OHCO enz)s] NO,);-8H,0 . 1/100—1/5000

b. Precipitation de la protéine par les sels complexes anioniques. Les
sels complexes anioniques peuvent parfaitement précipiter la protéine.

Table 3.
Sel complexe Caséine Insuline Albumine d’ceuf Gélatine
K[Co(NH;), NO H +
[{Sel Ersdrznannzj) ] H H
Na;[Co(NO.).] H -+ H +
K;[Co(CN)s] H# H H +

Le domaine de la concentration du sel complexe pour la précipitation est
montré ci-dessous.

Table 4.
Sel complexe Protéine Il‘aa gg:ﬁ;}%:gg“(%ﬁ
K[Co(NHj;), NO,),] (Sel Erdmann) " 1/60
Na;[Co NO;)] ” 1/40—1/300
K;[Co(CN).] . 1/100—1/300
K[Co(NH,),(NO,),] (sel Erdmann) Albumine d'ceuf 1/60
Na;[Co(NO,)] " 1/40—1/350
K,[Co(CN),] i, 1/100—1/300

Calcul de l’équivalent de l’ion complexe combine avee 1g. de la
protéine. La protéine est précipitée par les sels complexes, et on peut
séparer par la centrifugation en la lavant cing fois par I’eau, et on peut
la sécher dans l’exsiccateur. En prenant 20-30 mg. de la protéine préci-
pitée et la décomposant par I’acide azotique fumant, on peut colorimétri-
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quement faire le dosage du cobalt en utilisant le sel du nitroso-R®, Pour
ce dosage du cobalt, on a d’abord calculé la quantité de l’ion complexe
combinée avec lg. dg la protéine, et déterminé Yéquivalent de son ion
complexe.

a. Equivalents des ions complexes des sels complexes cationiques. Les
équivalents des ions complexes des sels complexes cationiques sont montrés.
ci-dessous. (pH 8.8)

Table 5.
(Eoinr;::entra- 1 Eqmvalegt
n mm'

Sel complexe Protéine complexe {,gj" exé (3;) a.vec 1} e la

[Co(NH;),CINO,) (mel) 1.81 0
(Purguréo) Caséine 130 {173 238 pod
1.54 5.38 56
[Co(NH,);NO,ICL . . {17 et 24
Co(INH.):NO/IC 171 5.6l 61
(O Ramtnoy ” P 70
e . ow BB
151 6.2 82
[Co en,]C13H.0 ” o {18 538 78
NH,);H,0}(NO 135 3.71 7
[%Rosfé:))z (N O;); " . {1'4.1 387 75
[Co(NH,),(H.0).(NO,);-H.0 {1.30 3.59 68
(Diroséo) ” " 143 3.95 76
49 5. 0
[Co en (N H;),{3)]Br; - H,0 " M It E

H
Aoy 258 6.30 93
[ovacod /Go\NH,)t]Cl;-‘iHZO:. 0 {35 S8 rd
OH, H,0 ,OH

OG0 OB 349 10.23 88
|:‘3“=G‘\C.H/H O\Oﬂ/&e‘h]c"“ ’ » {3560 10:60 91
378 11.18 108
[Go(\OHCoenz)z](Nos)s-aazo " sios {375 1118 108
Albuumine 118 3.8 31
” deuf 1300 {1.62 4.79 43

Quant aux gels complexes cationiques du cobalt, les Ifquivalents ne
sont pas determinés, C’est-a-dire, I’équivalent du[Co(/ | Coeng) ]tNOs)‘
\OH 3

est 108 x 10-%, et celui du [Co(NHgelCl; est 78 x 1075, et eelui du [Co(NHys.
CIJ(NOs): est 65 x 10-5, Quant aux sels complexes de la valence+2, si on
répéte la précipitation dans les mémes conditions, les équivalents des ions

complexes ne s’accordent pas et doanent des différences asgez grandes.
(plus de 10 %)

) (3) H.8. mKlooatar, d. Am. Chem. Soc., #3 (1921), 746; F. J. StareetG.A Elveh-
jem, J. Biol. Chem., 99 (1933), 473; H.T. Ma.ppherson et J. Stewart, Biockew. J., 32
1938), 763; N. Ta.naka, ce bulletin, 18 (1943), 436
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b. Equivalents des ions complexes des -sels .complexes anioniques. Les
équivalents des ions complexes des sels complexes anioniques sont montrés
ci-dessous.

Table 6.
- Egquivalent

Sel complexe Protéine  du sel com- (E;?) fon c{(;?iplexe ;mr.nlgéniéaav::_

plexe ine (% 10~5)
K[Co(NH,),(NO,),] 5 . T
{SE]_ "F}ramz ann; 4 Caséine 1!’35 i.: 20.?5 95
Na[Co(NO,)] . e {18 Sw 8
K;[Co(CN);] " " 1.72 6.2 93
K[Co!NH;),(NO,);] Albumine 50 16.43 7
{Sel Erdmann)  d'ceuf 1/25 ﬁ.as 16.67 72
P f1. " 7
Na,{Co(NO)] ) o {13 16 b
K;[Co(CN) ] - Vs 1.45 5.29 8

Quant aux sels complexes anioniques du cobalt, les équivalents restent
constants. C’est-a-dire, 1’équivalent du K[CoINHgp(NO;),] est 95 x 10~
(caséine), et celui du Nag CoNOy)] est 90 x 10-5 (caséine).

Conclusion 1. Comme S. E. Michael, j’ai classé tous les sels complexes
cobaltiques en complexe cationique et complexe anionique. Le premier
précipite la protéine dans le domaine alealin du point isoélectrique et le
second précipite dans le domaine acide.

2. Le sel complexe qui n’a pas de charge électrique tel que [Co
(NH;)s(NO2)%] ne précipite jamais la protéine.

3. Les sels complexes cationiques de cobalt ne précipitent pas tou-
jours la protéine.

4, La précipitation de la protéine par les sels complexes cationiques
du cobalt est imparfaite, et les complexes cobaltiques de la valence+1,
tels que [Co(NHj)CO3]eS0,-3H,0, [CoNHg(NO.),]Cl ne peuvent pas préci-
piter la protéine.

5. On peut cependant parfaitement précipiter la protéine par les
complexes anioniques du cobalt.

6. Quant aux sels ‘complexes cationiques du cobalt qui ne peuvent
pas montrer la précipitation parfaite de la protéine, les équivalents ne
sont pas determinés. A la méme valence, ses équivalents sont approxi-
mativement identiques, tandis qu’en valence différente, ils ne sont pas
identiques et diminuent proportionellement a la valence.

7. Quant aux sels complexes anioniques du cobalt, la précipitation
est parfaite, et les équivalents combinés avee 1g. de la protéine restent
constants independemment de la valence.

8. Les équivalents des ions ecomplexes cationiques du cobalt com-
binés avee 1g. de 'albumine d’oeuf sont trés petits.

9. De ces résultats, on peut conclure que la protéine et le sel com-
plexe peuvent réagir stoichiométriquement, mais la précipitation de la
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protéine par les sels complexes cationiques du cobalt n’est pas parfaite,
et son équivalent 'de l'ion eomplexe combiné avee 1g. de la protéine ne
montre pas d’équivalent maximum. On peut cependant obtenir la préci-
pitation parfaite par les sels complexes anioniques du cobalt, et son
équivalent montre I’équivalent maximum,

En terminant ce compte rendu de mes recherches, j’ai & exprimer
mes sincéres remerciments 4 M. le Prof. Kénjiro Kimura pour les aima-
bles et trés utiles indications, ainsi qu’a M. M les Profs. Toshi Inoué,
Taku Uémura, et Eiji Ochiai qui ont bien voulu me préter leur bien-
veillant concours dans mes expériences.

Laboratoire de Chimie minérale, Faculté
des Sciences, Université de Tokyo.




