Einige Bemerkungen Ober dae Erbeenlegumin.

Von
Olof Hammarsten.

(Der Redaktion zugegangen am U. April 1918.)

In dem nachst folgenden Aufsatze Uber Chymosin- und
Pepsinwirkung, V., werde ich einige Versuche tber die Wir-
kung dieser Enzyme auf Erbsenlegumine mittéilen. Bei der
Darstellung dieses Legumins machte ich einige Beobachtungen,
welche mich dazu nétigten, die von Ritthausenl) auf der
einen Seite und von Osborne und Mitarbeitern?) auf der
anderen angewendeten Darstellungsmethoden ein wenig zu ver-
gleichen. Hierbei erhielt ich, je nachdem ich nach dem einen
oder anderen Verfahren arbeitete, zwei etwas verschiedene
Produkte, die ich als a- und b-Legumin bezeichnet habe. Es
war jedoch nicht meine Absicht, was ich hier ausdrtcklich
bemerke, eine eingehende Prifung der Leguminfrage zu unter-
nehmen, was mich gar zu weit von meiner Hauptaufgabe —
dem Studium der Pepsin-Chymosinfrage — hatte flihren missen.
Meine Beobachtungen Uber das Legumin sind nur als Neben-
produkte der Hauptarbeit anzusehen, und wenn ich sie trotz-
dem hier vertffentliche, geschieht dies aus folgenden Griinden.
Der eine Grund ist der, daB ich in dem folgenden Aufsatze
Uber Versuche mit sowohl a- wie b-Legumin berichten werde
und dall es folglich notwendig ist zu sagen, was ich unter

1) Journal f. prakt. Chemie, Bd. 103 (1868) und N. F., Bd. 24 (1881)
und Bd. 26 (1882). H. Ritthausen, Die EiweilRkorper der Getreidearten,
Hulsenfrichte und Olsamen, Bonn 1872 und Pflugers Archiv. Bd 15
(1877), Bd. 16 (1878) und Bd. 18 (1878),

*) Joum. of the Amer. Chem. Soc., Bd. 18 (1896), Bd. 20 (1898),
-d. 24 (1902) und Bd. 25 (1903). Vgl. auch Biochem. Handlexikon (heraus-
gegeben von E. Abderhalden), Bd. 4 (1911), S. 3-5, wo man auch
weiteres Uber die Arbeiten von Osborne findet.
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diesen Namen verstehe. Der andere Grund liegt darin, dal
meine Beobachtungen, trotzdem sie nicht hinreichend ein-
gehend sind, jedoch ein wenig Licht auf die zwischen Ritt-
hausen und Osborne bestehenden MeinungsdifTerenzen be-
ziglich des Legumins werfen und hierdurch vielleicht anderen
Forschern, welche mit dieser Frage sich beschaftigen wollen,
zu einigem Nutzen werden kdnnten.

Sient man von Aalteren Untersuchungen ab, so gibt es
nur zwel Arbeiten (ber das Erbsenlegumin, welche von
grolierer Bedeutung sind, namlich die Untersuchungen von Ritt-
hausen und insbesondere diejenigen von Osborne und seinem
Mitarbeiter Campbell. Leider stimmen die Resultate der
Arbeiten von Ritthausen und Osborne nicht mit einander
Uberein, was unzweifelhaft seinen Grund in den verschiedenen
Darstellungsmethoden der beiden Forscher hat.

Ritthausen verwendete als Extraktionsmittei entweder
nur Wasser oder schwach alkalihaltiges Wasser, féllte das
Legumin aus dem Filtrate mit Essigsdure, entfernte aus dem
Niederschlage das Wasser mit Alkohol und extrahierte darauf
mit Ather. Zur weiteren Reinigung wurde in schwach alkali-
haltigem Wasser gel6dst, mit Essigsaure gefallt und wie oben
mit Alkohol und Ather behandelt. Das so dargestellte Pra-
parat war ein Gemenge von 2 Stoffen, von denen der eine
In verdinnter NaCl-Ldsung unl6slich, der andere aber l6slich
war. Nur den in Kochsalzlosung unloslichen Stoff bezeichnete
er als Legumin und er war der Ansicht, dal} in den Erbsen
zwel Proteine vorhanden sind, die beide urspringlich in Koch-
salzlosung sich l6sen, von denen aber das eine, das wahre
Legumin, durch die L6ésung in Alkali und Fallung mit Essig-
saure unloslich geworden war.

Osborne dagegen extrahierte das Erbsenmehl mit Salz-
losung, fallte durch Entfernung des Salzes mittels Dialyse
gegen Wasser und reinigte durch wiederholtes Auflésen in
NaCl-Lésung und Féllung mittels Dialyse oder Verdinnung
mit Wasser. Das zuletzt erhaltene, behufs der Analyse weiter
gereinigte Produkt war leicht l6slich in passend verdinnter
Salzlosung und wurde von Osborne Legumin genannt. Nach
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Osborne ist das Legumin ein in Kochsalzlosung von pas-
sender Konzentration leicht l0sliches, phosphorfreies Globulin;
und mit diesem Globulin ist nach ihm der in Na-Ldsung |6s-
liche Teil der Ritthausenschen Féllung identisch — wenn
auch weniger .rein. Das Legumin Ritthausens, also der in
NaCl-Ldsung unlosliche Teil, ist nach Osborne wahrscheinlich
nichts anderes als ein Teil des in NaCl urspringlich l6slichen
Globulins, welches infolge der Darstellungsmethode Ritthau-
sens unldslich in Kochsalzlosung geworden ist.

Ritthausen fand in seinem unldslichen Legumin mehr
Phosphorsaure als diejenige Menge, welche der Asche des
Legumins entsprach. Er betrachtete deshalb das Legumin als
eine phosphorsaurehaltige Proteinverbindung, denn er fand es
weniger wahrscheinlich, dall die Phosphorsaure wahrend der
Ausscheidung des Legumins aus der Loésung mitgefallt worden
war. FUr die Annahme, dald das Legumin eine phosphorhaltige
Proteinsubstanz sei, lagen nach ithm keine genltigenden Griinde
vor. Das Legumin von Osborne war dagegen phosphorfrei.

Die zwischen beiden Forschern bestehenden Meinungs-
differenzen sind also folgende. Nach Osborne handelt es sich
nur um einen Eiweil3stoff, ein in Kochsalzlosung leicht losliches,
phosphorfreies Globulin®das Legumin Osbornes), von dem ein
Teil, wahrscheinlich infolge der Darstellungsmethode Ritt-
hausens, in Salzlésung unloslich geworden ist. Nach Ritt-
hausen handelt es sich dagegen um zwei verschiedene Eiwelf3-
korper, die beide urspringlich in Salzlosung l6slich sind, von
denen aber der eine durch die Alkaliwirkung — jedoch ohne
Denaturierung — in eine in Salzlésung unlésliche Modifikation
umgewandelt wird. Dieser in Salzlésung unlésliche Stoff (das Le-
gumin Ritthausens) ist eine Phosphorsdure-ProteinVerbindung.

Zur Darstellung- des Legumins benutzte ich in meinen

ersten Versuchen nur die von Osborne angewendete Methode:
Extraktion mit NaCl-Ldsung und Dialyse. Als Ausgangsmaterial

benutzte ich kaufliches Erbsenmehl von gelben Felderbsen,
welches vorher wiederholt mit warmem Alkohol zur Entfernung

von Phosphatiden und anderen alkoholloslichen Stoffen extra-
hiert wurde. Das trockene Mehl, welches immer sauer auf

7e¢
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mit Wasser befeuchtetes, blaues Lackmuspapier reagierte, wurde
mit der 5—10fachen Menge NaCl-Losung von 8°/0 extrahiert.
Die Filtration ging verhaltnismaRig leicht von statten, aber
das Filtrat war nie ganz hell, sondern immer etwas opali-
sierend und triibe. Die Reaktion des NaCl-Extraktes war immer
sauer (auf Lackmuspapier). Bei der Dialyse schied sich stets
eine Fallung aus, die indessen auch Farbstoff mit niedergerissen
hatte und die nie in NaCl-Losung von 8°/o sich Kklar l6ste.
Die LOosung war im Gegenteil immer tribe und gab bei der
Filtration nie ein klares Filtrat. Ich filtrierte deshalb, nach
dem Vorginge von Osborne und Campbell, durch einen
(mit Kochsalzlésung durchgedrangten) Brei von Filtrierpapier-
masse und erhielt nun klare Filtrate. Die Filtration ging jedoch
sehr langsam von statten und horte allméahlich fast vollstandig
auf, so dal} ein neues Filtrum von Papiermasse angeordnet
werden mufte. Hierdurch entstanden aber recht grolle Ver-
luste; das Filtrat war fortwahrend gelb gefarbt, und nach Aus-
fullung mit Wasser und wiederholtem Ldsen in Kochsalzlosung
und Fallen durch Verdinnung mit Wasser blieb zuletzt die
Ausbeute recht klein.

Neutralisation des Kochsalzextraktes mit Alkali vor der
Dialyse anderte nicht wesentlich das Resultat. Die Dialyse-
fallung 16ste sich auch in diesem Falle nicht klar; die Filtration
durch Papiermasse war unvermeidlich und die Ausbeute war
noch Kkleiner als bei Dialyse des sauer reagierenden Extraktes.
Da man nach diesem Verfahren ein reines Legumin darstellen
kann, ist allerdings unzweifelhaft, aber das langdauernde und
ziemlich umsténdliche Verfahren lieferte regelméaRig eine ver-
haltnismaRig geringe Ausbeute. Statt der mehrere Tage an-
dauernden Dialyse, die Ubrigens infolge des Kalkgehaltes des
Leitungswassers nicht gegen flielendes Wasser geschehen
konnte, sondern grof’e Mengen destillierten Wassers erforderte,
versuchte ich deshalb einfach die Fallung des NaCl-Extraktes
durch Verdinnung mit destilliertem Wasser. Auch die hierbel
auftretende Fallung, welche dem Anscheine nach fast weil}
war, l0ste sich nicht vollstdndig und klar in Kochsalzlosung,
und die gefarbte Losung muldte durch Papiermasse (mit grofRen
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Verlusten) filtriert werden. Dieses Verfahren fuhrte nun aller-
dings rascher zum Ziele als die Dialysemethode, aber auch
hier war die Ausbeute verhéltnismaliig klein.

Da man also nach dieser Methode stets mit grof3en
Mengen Rohmaterial arbeiten mufite, um nicht,zu Kkleine
Mengen Endprodukt zu erhalten, versuchte ich auch die altere
Methode: Extraktion mit alkalihaltigem Wasser und Fallung
des Filtrats mit einer S&ure, also die von Ritthausen —
namentlich bei Verarbeitung von sauer reagierendem Roh-

material — benutzte Methode. Ich extrahierte das Erbsen-
mehl mit schwach ammoniakhaltigem Wasser — 0,013 bis
0,016 °/o NHS — In dem Verhéaltnisse 1 Teil Erbsenmehl und

20 Teile Wasser. Die Filtration verlief rasch und leicht, aber
das Filtrat war nicht ganz wasserhell, sondern auch hier schwach
opalisierend oder unklar. Bei Zusatz von Chlorwasserstoffsiure
bis zu 0,028—0,056°/0 entstand ein.reichlicher flockiger Nieder-
schlag, der sich ziemlich rasch zum Boden setzte und abzentri-
fugiert wurde. Der Bodensatz war anscheinend rein weil,
wahrend die obenstehende, ganz klare Flussigkeit gelb gefarbt
war. Dieser Bodensatz wurde durch wiederholte gleichformige,
feine Verteilung in Wasser und Zentrifugieren gereinigt.
Wenn nun dieser, noch wasserhaltige Niederschlag mit
NaCl-Ldsung von 8°/0 behandelt wurde, I6ste sich ein Tell
in der Salzl6sung; ein bedeutender Teil blieb aber ungeldst,
selbst nach wiederholtem Auslaugen mit Kochsalzlosung. Ich
kam also zu ganz demselben Resultate wie Ritthausen, nam-
lich daB der Niederschlag ein Gemenge von zwei Stoffen, der
eine in NaCl von 8°/o 16slich und der andere darin unldslich ist.
Wenn man mit Osborne annehmen will, dal der von
Ritthausen als Legumin bezeichnete, unldsliche Teil der
Fallung ein durch die chemischen Eingriffe umgewandeltes
und in Kochsalzlésung unloslich gewordenes Globulin (Os-
bornes Legumin) ist, so folgt aus dem nun Angeflhrten jeden-
falls, dal} diese Umwandlung nicht die Folge der von RIitt-
hausen angewandten Alkohol-Atherbehandiung sein kann.

Eine solche Behandlung fand namlich in meinen Versuchen
nie statt.
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Will man den in NaCl unldslichen Teil der Féllung (Le-
gumin Ritthausens) als einen in Salzlosung unldslich ge-
wordenen Teil des Legumins Osbornes betrachten, so bleibt
also nur die Annahme (brig, daB dieser unldsliche Teil durch
die Einwirkung des Alkalis, der S&ure oder des Stehens unter
Wasser aus dem loslichen Legumin entstanden sei.

Eine Denaturierung infolge der Alkalieinwirkung ist wenig
wahrscheinlich. In den Versuchen von Ritthausen, inwelchen
zur Losung Wasser mit 0,1—0,2°/o Kaliumhydroxyd verwendet
wurde, ist eine schadigende Einwirkung des Alkalis allerdings
nicht ausgeschlossen; verwendet man aber Wasser, welches
nicht mehr als 0,016°/0 Ammoniak enthalt, so ist eine de-
naturierende Wirkung mindestens sehr unwahrscheinlich.

Die fortgesetzte Untersuchung zeigte auch, dal} eine De-
naturierung durch Alkalieinwirkung nicht anzunehmen ist, und
als Beleg hierfir kann folgende Beobachtung dienen. Das
sauer reagierende Erbsenmehl wurde in dem Verhéltnisse 1: 20
mit Wasser, welches nur 0,009 °/o Ammoniak enthielt, ein paar
Stunden bei Zimmertemperatur behandelt und dann rasch filtriert.
Das Filtrat reagierte nicht alkalisch, sondern sauer. Ein Teil
des Filtrates wurde mit 0,03°/0 HCI gefallt und unmittelbar
zentrifugiert. Nach 5 Minuten wurde die Fllssigkeit von dem
festen Bodensatze vollstdndig abgegossen und die Oberflache
des letzteren mit Wasser abgespult. Darauf wurde der Boden-
satz mit AVasser zu einer homogenen Milch zerrieben, mit viel
Wasser gemischt, neue 5 Minuten zentrifugiert und die Flissig-
keit entfernt. Der Bodensatz, mit NaCl-Ldosung von 8°/0 be-
handelt, l6ste sich zum Teil in der Salzlésung, z. T. war er
darin unl6slich, und dieser Teil bildete eine grobflockige Fallung.

Von einer Denaturierung durch Alkalieinwirkung kann
wohl keine Rede sein, wenn man mit so schwach ammoniak-
haltigem WTasser extrahiert, dal das Extrakt schwach sauer
reagiert. Der einfachste und sicherste Beweis dafiir, dal} das
Legumin Ritthause ns kein durch Alkalieinwirkung entstandenes
Umwandlungsprodukt ist, liegt aber darin, dal man dasselbe
Produkt erhalt, wenn man jede Alkalieinwirkung vermeidet,
das sauer reagierende Erbsenmehl einfach mit Wasser ex-
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trahiert und mit Sure féllt. So erhielt ich z. B. durch Ex-
traktion von Erbsenmehl mit Wasser (1 : 20) bei Zimmertera-
temperatur (unter Zusatz von Toluol) ein opalisierendes, sauer
reagierendes Filtrat, welches durch Zusatz von 0,04 e/« HCI
gefallt wurde. Die unmittelbar abzentrifugierte Fallung wurde
wie in den anderen Versuchen durch Aufschlemmen in Wasser
und unmittelbares Zentrifugieren gereinigt. Bei der Behand-
lung mit NaCl-Ldsung von 8«/o blieb ein bedeutender Teil
ungeldst, welcher in derselben Weise wie die unter &hnlichen
Verhaltnissen aus dem ammoniakalischen Extrakte erhaltene
kochsalzunl6sliche Fallung sich verhielt.

Da man also durch Extraktion mit Wasser, ohne irgend
einen Alkalizusatz, das in Kochsalzlésung unlésliche Legumin
Ritthausens erhalt, kann die Ansicht, dal dieses Legumin
eine urspringlich salzl6sliche Substanz ist, «welche durch
alkalische, freies Alkalihydrat enthaltende Losungen in die salz-
unlésliche Modifikation Ubergeflhrt wird», nicht richtig sein.

Dagegen kann man nicht daran zweifeln, dall das Le-
gumin Ritthausens aus einer urspringlich salzloslichen Pro-
teinsubstanz hervorgeht. Wenn man namlich das Erbsenmehl
mit NaCl-Ldsung von 8°/o erschopft und dann den Rest mit
ammoniakhaltigem Wasser extrahiert, so erhalt man nur eine
aullerst geringe Menge mit Saure fallbarer Substanz in dem
Filtrate. Die Muttersubstanz des salzunloslichen Legumins ist
also durch die Salzlésung extrahiert worden.-

Man konnte nun vielleicht das Unl6slichwerden dieser
Muttersubstanz durch Einwirkung des Wassers erklaren wollen,
da bekanntlich gewisse Globuline, wenn man sie nach der
Ausfallung unter Wasser stehen l&it, in eine unldsliche Modi-
fikation Gbergehen. Nun kann ich allerdings nicht die Mdog-
lichkeit in Abrede stellen, dal} die hier in Rede stehende Substanz,
wenn sie etwas langere Zeit — Uber eine Nacht oder einige
Tage — unter Wasser steht, etwas schwerloslicher als in
frisch gefélltem Zustande wird, und gewisse Beobachtungen
machen dies sogar wahrscheinlich. Der wesentlichste Grund
ihrer Unloslichkeit kann aber (wie Ubrigens unten gezeigt
werden soll) nicht in einer Einwirkung des Wassers gesucht
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werden. In zahlreichen Féllen habe ich die mit HCI erhaltene
Fallung unmittelbar nach dem S&urezusatze zentrifugiert, mog-
lichst rasch in Wasser verteilt, von neuem zentrifugiert, mit
NaCl-Ldsung gepruft und immer die Unloslichkeit eines Teiles
der Fallung in NaCl-Ldsung konstatiert. Es iIst kaum wahr-
scheinlich, dal} eine Wassereinwirkung von insgesamt 15 bis
20 Minuten die Unloslichkeit in Kochsalz bewirkt hat. Wenn
dem aber so ware, so beweist dies jedenfalls, dal} die Mutter-
substanz des in Salzlésung unldslichen Legumins nicht das
salzlosliche Legumin Osbornes sein kann. Das letztere kann
ndmlich mehrere Tage unter Wasser ausgeféllt stehen oder
wiederholt mit Wasser ausgewaschen werden, ohne seine L6s-
lichkeit in Kochsalz zu verlieren. So war z. B. in einem Falle
ein solches Legumin, welches 10 Tage unter Wasser (mit Toluol)
gestanden hatte, noch l6slich in verdinnter Kochsalzlosung.

Nach Osborne soll das mit Salzlésung ohne Neutralisa-
tion der nattirlichen S&ure des Erbsenmehles extrahierte Legumin
bei der Dialyse zum Teil in ein salzunl6sliches Produkt tber-
gehen, welches er «Albuminat» genannt hat. Dieses Albuminat
verhalt sich aber ebenfalls anders als das Legumin von Ritt-
hausen. Das Albuminat quillt ndmlich in verdinnter NaCl-
Losung zu einer gelatindsen, nicht filtrierbaren Fllssigkeit auf,
schrumpft aber und wird kornig in Wasser, wahrend das von
mir erhaltene, salzunlosliche Produkt fast umgekehrt sich ver-
halt, wie unten naher gezeigt werden soll.

Die bisher angefiihrten Beobachtungen machen es schon
wahrscheinlich, dal das Legumin Ritthausens kein Umwand-
lungsprodukt von dem Legumin Osbornes ist, und in der
Folge werden wir weitere Verhaltnisse kennen lernen, welche
daflr sprechen, dal} es hier um zwei vielleicht nahe verwandte,
aber trotzdem verschiedenartige Proteinsubstanzen sich handelt.
Unter solchen Umstéanden dirfte es wohl angemessen sein, in
dem Folgenden, aus Bequemlichkeitsriicksichten, statt der
umstandlichen Bezeichnungen salzlGsliches Legumin oder Os-
bornes Legumin und salzunlOsliches Legumin oder Ritt-
hausens Legumin die kirzeren Bezeichnungen a- oder b-Le-
gumin zu gebrauchen. In der Folge bedeutet also a-Legumin



Einige Bemerkungen Uber das Erbsenlegumin. 93

das in NaCl l6sliche Legumin von Osborne und b-Legumin
das in NaCl-Losung unlosliche Legumin von Ritthausen.

Dall das b-Legumin nicht durch Alkali- und allem An-
scheine nach ebenfalls nicht durch Wassereinwirkung aus dem
a-Legumin entsteht, geht aus dem oben Mitgeteilten hervor.
Wenn es Uberhaupt ein Umwandlungsprodukt eines anderen
Stoffes ist, bleibt also kaum etwas anderes Ubrig als die An-
nahme, dal} seine Entstehung in irgend einer Beziehung zu
der Ausflillung mit Sdure steht. Dies scheint nun in der Tat
auch der Fall zu sein.

Die in dem ammoniakalischen Wasserextrakte des Erbsen-
mehles durch S&urezusatz erzeugte Fallung enthéalt, wie aus
dem Vorigen hervorgeht, ein Gemenge von a- und b-Legumin.
Aus dieser Fallung erhalt man durch Extraktion mit NaCl-
LGsung von 8°/o eine LAsung von a-Legumin, die weiter ver-
arbeitet werden kann. Den von der Na-Cl-Losung nicht ge-
|0sten Rest, das b-Legumin, kann man durch mehrmals wieder-
holte Extraktion mit Salzlosung so vollstandig von in NaCl-
Losung l6slicher Proteinsubstanz befreien, dal das Kochsalz-
extrakt bei Verdiinnung mit Wasser hochstens schwach opali-
sierend wird und nach Zusatz von ein wenig Chlorwasserstoff-
saure nach einiger Zeit hochstens eine Tribung gibt. Ein von
Eiweill ganz freies NaCl-Extrakt habe ich nie erhalten, sei es,
dal das b-Legumin in NaCl-Ldsung nicht ganz unldslich ist;
oder dall die vollstdndige Entfernung des a-Legumins nicht
ganz gelungen war.

Versucht man nun die mit NaCIl-Losung erschopfte Fallung
von b-Legumin durch feine Verteilung in Wasser und Zentri-
fugieren auszuwaschen, so beobachtet man folgendes. Das erste
Waschwasser ist klar und der Bodensatz setzt sich scharf ab.
Bei wiederholtem Aufschlemmen in Wasser und Zentrifugieren
quillt aber das b-Legumin stark auf und bei Anwendung von
einer nicht besonders groBen Wassermenge liefert es eine
schleimig gequollene Masse, die man nicht durch Zentrifugieren
von der oberen, schleimig triben Flissigkeit trennen kann.
Bei Anwendung von viel Wasser l6st sich fast alles scheinbar

ZU einer triben Flassigkeit. Bei Anwendung von nicht zu
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dichtem Papier und Wechseln der Faltenfilter kann man die
Flissigkeit filtrieren. Sie geht aber tribe durch das Filtrum,
filtriert immer langsamer, wenn man die Filter nicht wechselt,
und bei Anwendung vop einem dichteren Filtrum erhalt man
ein wasserhelles Filtrat, wahrend die Substanz zurtickgehalten
wird. Das b-Legumin verhalt sich also umgekehrt wie das
von Osborne beschriebene Albuminat, indem es in Wasser
nicht schrumpft, sondern umgekehrt stark aufquillt und schein-
bar sich lost. Bel Zusatz von NaCl-Losung schrumpft es da-
gegen und wird aus der scheinbaren Ldésung geféllt, wahrend
das Albuminat in Kochsalzlsung quillt.

Das gequollene b-Legumin bezw. die L6sung desselben
In Wasser reagiert sauer und bei vorsichtigem Zusatz von
Alkali geht die Quellung zurlck, resp. es entsteht in der triben
FlUssigkeit eine Fallung. Ebenso entsteht eine Fallung, wenn
man ein wenig NaCl-Losung zusetzt. Das durch Saurezusatz
zu dem ammoniakalischen Wasserextrakte des Erbsenmehles
ausgefallte b-Legumin ist also eine Saure-Eiweilverbindung,
die in Wasser stark aufquillt, in Kochsalzlésung dagegen
schrumpft oder davon gefallt wird.

In der nun beschriebenen Weise verhielt sich das feuchte
b-Legumin in den meisten Fallen. In anderen quoll es dagegen
weniger stark auf, gab nicht die obengenannte trtbe Flissig-
keit, es liell sich mit Wasser auswaschen und ahnelte mehr
dem Albuminate Osbornes, ohne jedoch in Wrasser zu
schrumpfen. Da ich nun in den verschiedenen Darstellungen
mit etwas wechselnden Sduremengen geféllt hatte, lag es nahe
zur Hand zu prifen, ob nicht eine Fallung des Erbsenmehl-
extraktes mit einer etwas wechselnden S&uremenge die Eigen-
schaften der Fallung verandern konnte. Der Versuch bestatigte
diese Vermutung.

Erbsenmehl wurde wie gewohnlich mit ammoniakhaltigem
Wasser (0,014°/0 NH3) in dem Verhdltnis 1 : 20 extrahiert.
Von dem Filtrate wurden zwei gleich grof3e Teile abgemessen,

t von denen der eine A mit 0,03 und der andere B mit 0,1 °/o HCI
gefallt wurde. Beide wurden darauf 5 Minuten zentrifugiert,
die Fallungen in gleichen Mengen Wasser verteilt und wiederum
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5 Minuten zentrifugiert. Es wurden nun die nach dem Augen-
malie etwa gleich hohen Bodensatze mit gleich grolien Mengen
Kochsalzlosung von 8°/o behandelt, um die Fallungen zu IGsen.
Hierbei l0oste sich der groRte Teil von A und das Ungeldste
bestand aus einer grobflockigen, lockeren Fallung. In B da-
gegen war der ungeltdste Rickstand groRer, weil und mehr
kompakt. Nach neuem Abzentrifugieren wurde in viel Wasser
aufgeschlemmt. Hierbei trat in A keine Quellung auf, eher
das Gegenteil, wahrend die Fallung in B vollstdndig in eine
sauer reagierende, aber nicht klare Flussigkeit verwandelt
wurde. Diese saure Flussigkeit wurde gefallt durch Zusatz
von ein wenig Kochsalzlésung wie auch durch Neutralisation
mit ein wenig Ammoniak. Die Féallung in A wurde noch ein-
mal in viel Wasser fein verteilt. Sie quoll nicht auf, lieR sich
leicht gbzentrifugieren und mit Wasser auswaschen.

Je" nach der zur Fallung des ammoniakhaltigen Wasser-
extraktes verwendeten Sauremenge kann man also ein b-Legumin
von etwas verschiedenartiger Beschaffenheit erhalten. Bei An-
wendung von einer etwas groReren Sauremenge erhalt man
ein b-Legumin, welches in Wasser stark aufquillt und eine
sauer reagierende Flussigkeit gibt. Bei Fallung mit weniger
Séure quillt das Legumin nicht auf und 4Rt sich.direkt mit
Wasser auswaschen. Die Sauremenge ist jedoch nicht das
einzige hier in Betracht kommende Moment, denn die Be-
schaffenheit des Erbsenmehles ist nicht ganz ohne Belang. So
waren die LoslichkeitsVerhéaltnisse und die Filtrierbarkeit des
stark gequollenen sauren b-Legumins nicht ganz dieselben,
wenn ich von einem alten oder von einem frisch gemahlenen
Erbsenmehle (welches noch Chlorophyll enthielt) ausging. Diese
kleinen Unterschiede verédnderten jedoch nicht die Hauptresultate.

Wie oben erwadhnt, kann man die filtrierbare, triibe Losung
des mit viel Wasser behandelten b-Legumins durch Zusatz
von ein wenig Ammoniak oder Alkalilauge fallen. Diese Féllung,
mit Wasser ausgewaschen, l6st sich nicht in Kochsalzlosung
und kann mittels solcher von verunreinigendem a-Légumin be-
freit werden. Die darauf mit Wasser von Kochsalz vollstandig
befreite Fallung reagiert sauer auf Lackmuspapier und verhalt
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sich wie eine Saure. Es ist also wohl moglich, da das b-Legumin
selbst eine S&ure ist, wenn auf der andern Seite auch die
Maoglichkeit besteht, daR die bei Alkalizusatz ausfallende Sub-
stanz eine in Wasser nicht 16sliche Verbindung des Legumins
mit einer kleineren Menge Saure ist. Es ist auch recht wonhl
denkbar, daR die mit den kleinsten Sduremengen erzeugten
Leguminfallungen aus dem freien b-Legumin — wenn dies
eine Saure ist — besteht oder Verbindungen von diesem mit
der Phosphorsaure oder einer anderen der angeblich vor-
kommenden Sauren im Erbsenmehle enthalt, wahrend die
Fallungen mit gréReren Mengen Chlorwasserstoffsdure jeden-
falls hauptsachlich aus Verbindungen des Legumins mit Chlor-
wasserstoffsaure bestehen. Eine solche Annahme konnte das in
verschiedenen Fallen etwas wechselnde Verhalten des feuchten
b-Legumins zu Wasser recht gut erklaren. Die Entscheidung
darGber, ob und inwieweit die eine oder andere dieser Mdg-
lichkeiten wverwirklicht ist, mag aber anderen Untersuchern
Uberlassen werden.

Das Wesentlichste ist namlich, dal8 der durch Ausfallung
mit einer Saure erhaltene, von Ritthausen als Legumin be-
zeichnete, in Kochsalzlosung nicht l6sliche Eiweilistoff — das
b-Legumin — hauptsachlich, wenn nicht ausschliel3lich, aus
Saure-Eiwelldverbindungen besteht. Die nachste Hauptfrage
gilt also der Art des in diesen Saureverbindungen enthaltenen
EiweilRes, namentlich seine Beziehung zu dem a-Legumin.

Das a-Legumin verbindet sich ebenfalls, wie Osborne
gezeigt hat, mit S&uren, und man kann auch Salzsaurever-
bindungen des a-Legumins mit Kochsalzl6sung féallen. Der Um-
stand, daR bei Fallung mit einer groReren Sauremenge der
salzunl6sliche Teil der Fallung reichlicher ist als bei Féllung
mit weniger Saure, wie auch der Umstand, dal} im ersteren
Falle das salzlésliche Eiwei sich verhadltnismaRig schwer
mit Kochsalzlosung ganz entfernen lalit, konnten daftir sprechen,
daB bei Ausféllung mit mehr Saure der in Salzlésung unl6s-
liche Teil neben S&ureverbindungen von b-Legumin auch in
Salzlésung schwerlOsliche Saureverbindungen von a-Legumin
enthalt und demnach ein Gemenge ist. Es kdnnte aber viel-
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leicht auch so sein, dal} dieses Gemenge neben Saureverbin-
dungen von b-Legumin nur in Kochsalzlosung l0sliche Ver-
bindungen von a-Legumin enthalt, die infolge der mehr kom-
pakten Beschaffenheit der b-Leguminfallung fester eingeschlossen
und infolge hiervon dem LOsungsmittel weniger leicht zugang-
lich sind. Wie es hiermit sich verhdlt, habe ich nicht naher
geprift, denn es werden immer schon bei der ersten Extraktion
mit Kochsalzlésung so reichliche Mengen von a-Legumin ge-
|6st, dal} dieses Extrakt sehr gut zur Darstellung des a-Legu-
mins sich eignet. Das zweite Extrakt lieferte regelmaRig eine

wesentlich geringere Fallung. Diese Kochsalzextrakte reagieren
Immer stark sauer.

Verdinnt man das NaCl-Extrakt, welches dasa-Legumin
enthalt, mit so viel Wasser, dal} der Gehalt an NaCl in dem
Gemenge etwa 1°/0 wird, so scheidet sich das a-Légumin als
eine reichliche, flockige Fallung aus, die sich leicht in Koch-
salzlosung wieder 10st und bei Wasserzusatz wieder ausfallt.
Versucht man die abzentrifugierte Fallung in derselben Weise
wie das b-Legumin durch feipe Verteilung in Wasser und Zen-
trifugieren zu reinigen, so erhalt man, wenn das Salz weg-
gewaschen worden ist, eine milchahnliche Flussigkeit und einen
weillen Bodensatz, der bei erneutem Behandeln mit Wasser
eine ebenfalls milchige Flussigkeit gibt. Die weille miichdhn-
tche Fllssigkeit reagiert sauer. Sie wird bei sehr vorsichtiger
Neutralisation mit sehr verdinntem Ammoniak flockig gefallt,
|6st sich aber duBerst leicht in einem kleinen UberschuR des
Ammoniaks. Ebenso wird sie geféllt von etwas Kochsalzldsung,
schon von weniger als 0,5°/0, wird aber von mehr NacCl,
3—40/0, zu einer sauer reagierenden Flussigkeit klar gel0st.
Das milchige Aussehen der Flussigkeit rtihrt also von einer Saure-
verbindung des a-Legumins her. Diese in dem Wasser fein
verteilte Saureverbindung kann man im allgemeinen, wenigstens
nach wiederholtem ZurlickgieRen des Filtrates auf das Filtrum,
so vollstandig abfiltrieren, dal} man ein wasserhelles, eiweil-
freies Filtrat erhalt, und wenn man die a-Leguminféllung direkt
auf ein Filtrum bringt und mit Wasser auswascht, kann man
deshalb die eben geschilderte Veranderung der Féllung durch |
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Wassereinwirkung tbersehen. In einigen Fallen geht indessen
die FlUssigkeit fast unverandert milchweily durch das Filtrum,
und dieses, etwas wechselnde Verhalten scheint von einem
verschiedenen Gehalte der Verbindung an Saure abhéngig zu
sein. Durch Zusatz von sehr wenig Saure, so wenig, dal} sie
das Aussehen der feinen Emulsion nicht &ndert, kann man
ndmlich leicht die letztere mit unverdndertem Aussehen filtrier-
bar machen. Dall ich bei Anwendung von verschiedenem
Erbsenmehl als Ausgangsmaterial eine etwas ungleiche Filtrier-
barkeit der a-Legurainsaureverbindung beobachtet habe, durfte
wohl auch vielleicht mit der urspriinglich etwas ungleich stark
sauren Reaktion des Mehles im Zusammenhange stehen.

Das a-Legumin kann also ebenso wie das b-Legumin
Saureverbindungen geben, aber die Saureverbindungen der
beiden Legumine zeigen ein wesentlich verschiedenes Verhalten.
Die Saureverbindungen des b-Legumins geben mit Wasser eine
stark gequollene schleimige Masse, bezw. dickflissige, nicht
filtrierbare Losungen oder mit viel Wasser eine von gequollenen
Partikelchen triibe, schwer filtrierbare Flussigkeit. Die Saure-
verbindungen des a-Legumins quellen dagegen nie in Wasser,
sondern geben damit eine immer dinnflissige milchweille Emul-
sion bezw. eine milchweil filtrierende LoOsung. Ein anderer
Unterschied ist der folgende. Neutralisiert man die S4urever-
bindung des b-Legumins in Wasser mit Alkali, so erhalt man
eine grobflockige, ziemlich kompakte Féllung, die nach dem
Auswaschen mit Wasser unldslich oder fast unloslich in NaCl-
Losung von 8°/o ist. Die aus derSaureVerbindung des a-Legumins
durch Neutralisation mit Alkali erhaltene flockige, mehr lockere
Fallung l6st sich dagegen nach dem Auswaschen mit Wasser
aullerodentlich leicht und ganz klar in verdinnter Kochsalzldsung.
Diese LOsung reagiert stark sauer, und das durch Neutralisation
ausgefallte a-Legumin ist also entweder selbst eine Saure oder
eine in Wasser nicht l6sliche sauredrmere Verbindung.

Auch in anderen Beziehungen verhalten sich die beiden
Legumine etwas verschieden. Aus dem feuchten a-Legumin
kann man leicht mit verdinntem Alkali klare, leicht filtrierende,
dunnflissige, neutral oder sogar sehr schwach sauer reagierende
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Losungen darstellen. Das b-Leguniin gibt dagegen — gleich*
gultig ob man die Saureverbindung direkt oder die obengenannte,
durch Neutralisation ausgefallte Substanz mit Alkali in Wasser
zu losen versucht — nie klare, sondern triibe, gelbbraun ge-
farbte, schleimige oder dickfliissige Losungen, die beimErwarmen
sich etwas klaren und weniger schwerfiltrierbar werden, die
aber noch etwas opalisierend sind. Diese LOsungen reagieren
regelmafRig alkalisch, nie sauer, und nur durch Verdiinnung
einer solchen Ldsung und sehr vorsichtigen Zusatz von Vioo-HCI
habe ich neutral reagierende LOsungen erhalten konnen.

Ein entsprechender Unterschied zwischen den beiden
Leguminen besteht auch in ihrem Verhalten zu kleinen Mengen
S4ure. Von dem a-Legumin kann man mit sehr wenig Chlor-
wasserstoffsaure milchweiRe, filtrierbare und mit etwas mehr
Saure klare Losungen erhalten. Diese Losungen sind immer dinn-
flissig, nie schleimig, sie reagieren immer stark sauer auf Lack-
muspapier. Die mit wenig Saure bereiteten reagieren nicht auf
Kongopapier. Versucht man das b-Legumin in Wasser mit
n/io-HCI zu 16sen, so erhalt man je nach der Menge des Legumins
kleisterdhnliche oder schleimige Massen, bezw. dickflissige
nicht filtrierbare Lésungen, die jedoch beim Stehen dinnflissiger
werden. Beim Erwéarmen Kklaren sie sich auf, ohne jedoch
ganz klar zu werden. Sie sind nun auch mehr dinnflissig und
lassen sich filtrieren, sind aber immer gelbgrau gefarbt und
opalisierend. In dieser Weise kann man indessen Ldsungen
von b-Legumin darstellen, die zwar auf Lackmuspapier stark
sauer, dagegen nicht auf Kongopapier reagieren.

Ein weiterer Unterschied betrifft vielleicht den Phos-
phorgehalt. Das a-Legumin ist nach Osborne phosphorfrei.
In dem b-Legumin fand Ritthausen dagegen immer Phosphor
und ich habe ebenfalls dasselbe phosphorhaltig gefunden. Ich
habe indessen noch keine eingehenden Untersuchungen tber
den Phosphorgehalt des b-Legumins ausgefiihrt und kann des-
halb nicht bestimmt behaupten, dal diese Substanz Phosphor
enthalt. DaR das mit Sdure gefallte Legumin (richtiger Ge-
menge) phosphorhaltig ist, haben indessen schon altere Forscher
gezeigt, und nach den Untersuchungen von Ritthausen wie
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von Wimanl) kann Uber die Richtigkeit dieser Angaben kein
Zweifel bestehen. Es ware deshalb gewil von Interesse zu
untersuchen, ob das b-Legumin immer Phosphor enthalt, bezw.
ob es um eine Leguminphosphorsaureverbindung oder um Phos-
phor in organischer Bindung sich handelt.

Die nun mitgeteilten Erfahrungen und Beobachtungen,
aus welchen hervorgeht, dall die beiden Legumine ganz ver-
schiedene Loslichkeitsverhaltnisse und physikalische Eigen-
schaften zeigen, haben mich zu der Uberzeugung gefiihrt, daR
das von Ritthausen beschriebene Legumin, das b-Legumin,
nicht ein durch Alkali-, Saure- oder WaéaSereinwirkung ent-
standenes Umwandlungsprodukt des Osborneschen Legumins,
des a-Legumins sein kann. Es handelt sich hier vielmehr um
zwel, vielleicht nahe verwandte, aber jedoch in mehreren Hin-
sichten verschiedene Proteinsubstanzen. Ich finde es wahr-
scheinlich, dal} das b-Legumin diejenige Substanz ist, welche
den Erbsenmehlextrakten ihre nie ganz klare Beschaffenheit
verleiht und die Unklarheit wie auch die Schwerfiltrierbar-
keit der Kochsalzlgsungen des Rohlegumins bedingt. Ich finde
es ferner nicht unwahrscheinlich, daR dieses Legumin in irgend
einer Beziehung zu dem Albuminate von Osborne steht. Die
Ansicht von Ritthausen, dal} von Anfang an im Erbsenmehle
zwei verschiedene in Salzlésung tbergehende Proteinsubstanzen
vorhanden sind, von denen die eine infolge der chemischen
Eingriffe in eine salzunlosliche Modifikation Ubergeht, scheint
mir richtig zu sein, wenn man statt cModifikation» die Be-
Zeichnung Saureverbindung verwendet. Seiner Ansicht, daR
die Salzunl6slichkeit durch die Einwirkung des Alkalis be-
dingt ist, kann ich namlich nicht beitreten, indem, wie ich im
vorigen gezeigt habe, die kleine Alkalimenge ohne Einwirkung
und das salzunldsliche Produkt eine Saureverbindung ist. Da aber
augh die aus der geldsten Saureverbindung mit Alkali ausgeféallte
Substanz in NaCl-Losung unloslich ist, kann natlrlich das durch
Fallung mit S4ure erhaltene Rohprodukt ein Gemenge von dieser
Substanz und ihrer Saureverbindung sein. Dall man in dem NaCl-

") Upsala Lakareforenings Forhandlingar (N. F.), Bd. 2, S. 553 (1897
und Mal} s Jahresbericht, Bd. 27, S. 21 (1898).
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Extrakte des Erbsenmehles auch das in Salzlésung nicht I6sliche
b-Legumin erhalt, rahrt wohl daher, daf? dieses Legumin im Mehle
als eine losliche, durch Saure féllbareAlkaliverbindung vorkommt.

Es wirde nattrlich von Interesse sein, die Natur und
Eigenschaften des b-Legumins mehr eingehend zu studieren.
Hierzu sind aber Untersuchungen nicht nur tber die. elementare
Zusammensetzung, sondern auch Uber den Gehalt d.ieses Legu-
mins an verschiedenen Aminosauren erforderlich, und solche
Untersuchungen lagen vollstandig auflerhalb des Planes meiner
Arbeit. Meine Hauptaufgabe war namlich nur, ein fir meine
Pepsin- und Chymosinuntersuchungen brauchbares Material
darzustellen, und die mitgeteilten Beobachtungen habe ich — wie
in der Einleitung hervorgehoben wurde — nur als Nebenpro-
dukte der Hauptarbeit betrachtet. Ich hoffe trotzdem, dal}
diese Beobachtungen nicht ganz ohne Bedeutung flr ein Ver-
standnis der zwischen Ritthausen und Osborne vorhandenen
Meinungsdifferenzen sein dirften.

Eine noch offene Frage ist die Ursache des verschiedenen
Verhaltens der Saureleguminverbindungen zu Wasser vor und
nach der Behandlung mit NaCl-Losung. Das durch Extraktion
des durch Saurezusatz ausgeféllten Gemenges mit Kochsalzlosung
und Fallung des Extraktes mitWasser erhaltene a-Legumin gibt,
wie oben erwadhnt, beim Waschen mit Wasser (in oben angege-
bener Weise) eine milchige Flissigkeit, die eine Saureverbindung
des a-Legumins enthélt, und der nach der Extraktion mit Koch-
salzlosung zurlckgebliebene Rest — das b-Legumin — gibt
mit Wasser eine mehr oder weniger stark quellende Saure-
verbindung. Wenn nun also die mit Saure aus dem ammoniaka-
lischen Wasserextrakte des Erbsenmehles erhaltene Rohféllung
ein Gemenge von Saureverbindungen der Legumine ist, kénnte
man erwarten, dal auch dieses Gemenge vor der Kochsalz-
behandlung mit Wasser eine milchig tribe Flissigkeit, resp.
eine quellende Masse mit viel Wasser geben wirde; aber dies
Ist nicht der Fall. Man kann diese Rohfallung wiederholt mit
Wasser und Zentrifugieren auswaschen, ohne irgend eine solche
Verdanderung zu sehen. Der Bodensatz setzt sich scharf ab,
und die obenstehende Fllssigkeit ist wasserhell. Erst nach der

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CH. 8



*02 Olof Hammarsten,

Extraktion mit Kochsalzlosung und Entfernung des a-Legumins
beobachtet man die starke Quellung des b-Legumins in Wasser,
und ebenso ist es erst das mit Wasser aus dem Kochsalzextrakte
geféllte a-Legumin, welches beim Waschen mit Wasser die milch-
ahnliche Flissigkeit gibt. Die Frage, wie die Kochsalzlgsung
hierbei wirkt, muR Gegenstand weiterer Untersuchungen werden.

Es liegt mir nun ob, die Grinde, warum ich die beiden
Substanzen als a- und b-Legumin bezeichnet habe, anzugeben.

Das von Osborne mit groBer Sorgfalt dargestellte und
studierte Legumin scheint eine reine, einheitliche Substanz zu
sein, wahrend das Legumin Ritthausens allem Anscheine
nach unrein war und auch S&ureverbindungen des Legumins
von Osborne enthielt. Unter solchen Umstanden konnte es
wohl berechtigt sein, der reineren, einheitlichen Substanz einen
besonderen Namen, und zwar den Namen Legumin, zu geben.
Auf der anderen Seite ist aber der Name Legumin als Bezeich-
nung flir den Hauptbestandteil des salzunldslichen Gemenges
alter und also aus Prioritatsriicksichten ebenfalls berechtigt.
Da es nun wenig angemessen sein durfte, dem Legumin Ritt-
hausens einen neuen, besonderen Namen zu geben, bevor
die Natur dieser Substanz aufgeklart worden ist, und da beide
Substanzen vielleicht in naher Beziehung zu einander stehen,
schien es mir am einfachsten zu sein, bis auf weiteres beide
als Legumine, und zwar als a- und b-Legumine zu bezeichnen.

Die Methode zur Darstellung der beiden Legumine ist
wohl schon Im vorigen in den Hauptzligen angegeben, und
ich habe nur wenig hinzuzufligen. Es wurden meistens 150 g
Erbsenmehl mit 3000 ccm Wasser, welches nie mehr als
0,016, gewdhnlich 0,014 °/o, NH3 enthielt, extrahiert. Das Fil-
trat wurde mit Chlorwasserstoffsaure vom spez. Gewicht 1,127
(0,1—0,2 ccm auf je 100 ccm Filtrat) gefallt. Die zugesetzte
Menge Chlorwasserstoffsdure schwankte also zwischen 0,028
und 0,056 °/o, war aber meistens 0,056 °/o. Die Menge der
Saure — innerhalb dieser Grenzen — ist nicht gleichgultig
fur die fortgesetzte Arbeit. Bei Zusatz von wenig Saure erhalt

man leicht bei der folgenden Extraktion mit NaCl-Ldsung
opalisierende Extrakte, die bei Verdinnung mit Wasser einen
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festen Bodensatz von Legumin absetzen, und dieser Bodensatz
l6st sich nicht klar in Kochsalzlésung. Die Darstellung eines
reinen a-Legumins wird hierdurch etwas erschwert, wéhrend
dagegen das b-Legumin viel leichter mit Salzlésung extrahiert
wird und auch mit Wasser ohne die starke Aufquellung
gewaschen werden kann. Bei Féllung mit der grofReren Saure-
menge — 0.056 °/o — erhadlt man dagegen bei der Extraktion
der gewaschenen Fallung mit NaCl-Losung klare Extrakte, die
mit Wasser eine weilde, lockere, flockige Fallung geben. Diese
Fallung, welche leichter auszuwaschen ist, l6st sich &uferst
leicht und Kklar in verdinnter Kochsalzlésung auf. In diesem
Falle ist aber die Rohféallung mehr weill und kompakt und ist
schwer mit Kochsalzlésung zu erschopfen. Das rickstéandige
b-Legumin quillt in diesem Falle stark in Wasser und kann
sich in viel Wasser zu einer unklaren Flissigkeit I6sen. Man
kann es also nicht mit Wasser waschen, sondern muf3 es durch
Zusatz von ein wenig Alkali ausféllen. Fir die Darstellung des
a-Legurains ist also die grofliere Sduremenge besser; fir die direkte
Darstellung des b-Legumins umgekehrt die kleinere. Statt mit
Chlorwasserstoflsaure kann man auch mit Essigsaure oder einer
anderen Saure fallen. Ich habe nur die Essigsaure etwas versucht
und erhielt mitO,150/0 S4ure eine Fallung, die in NaCl-Ldsung zum
Teil 16slich und zum Teil unléslich war. Inwieweit die eine oder
die andere S&ure vorzuziehen ist, habe ich nicht weiter geprift.

ZUr Darstellung des a-Legumins wurde die mit Wasser
ausgewaschene Rohfallung mit NaCl-Ldsung von 8 °/o extrahiert,
und das klare Extrakt mit so viel Wasser verdinnt, dal} der
Salzgehalt 1°/0 betrug. Die Fallung wurde abzentrifugiert, in
Kochsalzlosung wieder gelost und wieder mit Wasser bis zu
einem Gehalte von 1o0/o NaCl (um das Vicilin zu. entfernen)
gefallt. Da es nur um die Darstellung eines zu den Enzym-
versuchen brauchbaren Materials sich handelte, schien es mir
Uberflissig, das Legumin mehr als zweimal mit Wasser zu
fallen. Die abzentrifugierte Fallung wurde durch feine Ver-
tetlung in Wasser und Zentrifugieren gewaschen. Sobald hierbei

eine milchige FlUssigkeit sich gebildet hatte, was als Beweis
fur die Entfernung des rickstandigen Kochsalzes diente, wurde
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sie von dem festen Bodensatze getrennt und durch vorsichtigen
Zusatz von Ammoniak (von der Starke 0,5°/0) gefallt. Diese
Fallung von a-Legumin konnte leicht mit Wasser ausgewaschen
werden und diente in feuchtem Zustande zur Darstellung von
Alkali- bezw. Acidleguminatlosungen. Der von der milchigen
Flissigkeit getrennte Bodensatz wurde in einigen Fallen mit
mehr Wasser behandelt, und die neue milchige Fllssigkeit,
wie eben erwahnt, behandelt. In anderen Fallen wurde der
Bodensatz in einer passenden Menge Wasser fein verteilt und
direkt zu der Darstellung von Alkali-* bezw. Acidleguminat
verwendet. Ob die eine oder andere Methode zur Darstellung
solcher Losungen benutzt wurde, war fiir die Versuchsresultate
gleichgiltig. Das a-Legumin wurde aber immer frischbereitet
und feucht in Losung gebracht, ohne Alkohol und Atherbehand-
lung. Kaufliches Legumin war so verandert und schwer l6slich,
daB ich es nicht brauchen konnte.

Das b-Legumin wurde in einigen Fallen (nach Fallung
des Erbsenmehlextraktes mit wenig Saure) erst mit NaCl-
LOosung moglichst erschopft und dann mit Wasser gewaschen.
In den meisten Fallen dagegen — wenn also zur Fallung des
Erbsenmehlextraktes die grofiere Sduremenge verwendet worden
war — wurde der mit Kochsalzlosung erschopfte Rickstand
der Rohféllung erst einmal mit Wasser und Zentrifugiern
gewaschen, um die Hauptmenge des rlckstandigen Salzes zu
entfernen. Dann wurde der Rickstand mit so viel Wasser
versetzt, dal}, nach dem Stehen in der Kalte tber eine Nacht,
eine filtrierbare (durch nicht zu dichtes Papier) oder jedenfalls
eine durch Leinwand leicht kolierbare Losung des b-Legumins
erhalten wurde. Diese Losung wurde durch Zusatz von Ammo-
niak geféllt, die Fallung erst mit Wasser gewaschen, dann
mit NaCl-L6ésung extrahiert (um etwa beigemengtes a-Legumin
zu entfernen) und endlich mit Wasser grtndlich ausgewaschen.

Das b-Legumin wurde ebenfalls immer in feuchtem Zustande
mit Alkali, resp. S4ure gel0st.

Upsala, September 1917.



