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390. Yasuhiko Asahina und Takeo H i g u t i :  Untersuchungen 
iiber Flechtenstoffe, XXXIII. Mitteil.”) : ober die enzymatische Spal- 

tung der Flechten-Depside und verwandter Verbindungen. 
jilus d .  Pharmazeut. Inst i tut  d. Universitat Tokyo.: 

(Eingegangen am 20.  November 1933.) 

Bei der hydro ly t i schen  Spa l tung  der  F lechten-Deps ide  mittels 
Alkalis oder durch Erhitzen mit Alkoholen werden im allgemeinen die zii 
erwartenden Phenol-carbonsauren, teilweise unter Kohlensaure-Abspaltung, 
zersetzt. Um diese Nebenreaktion zu unterbinden, erschien es vorteilhaft , 
die Hydrolyse en  z y m a t  is c h zu bewerkstelligen. In neuerer Zeit haben wir 
einige solche Experiniente in Angriff genommen und dies kurz mitgeteiltl). 
Obwohl unsere Arbeit noch nicht ganz abgeschlossen ist, hat doch die vor 
kurzem erschienene Abhandlung von Koller  und Pfeiffer2) uns veranl&t, 
schon jetzt unsere Ergebnisse zu publizieren. Die genannten Forscher haben 
gezeigt, daS einige Plechten ein Enzym enthalten, tyelches befahigt ist, die 
Depside vom Lecanorsaure-%us bis zu den entsprechenden Phenolen ab- 
zubauen. Wir haben gefunden, daS die Tannase  a u s  Aspergillus niger  
und das E n z y m  aus  Aspergillus Oryzae die meisten Flechten-Depside 
in Phenol-carbonsauren spalten. Als besonders zweckmaflig hat sich die in1 
Handel befindliche T a k a  - D i as t a s e (aus Aspergillus Oryzae) erwiesen, da 
man sich hierdurch die ziemlich muhsame Bereitung der Tannase4) erspart. 

Zur Ausfiihrung der Versuche werden die Alkalisalze der Depside in 
Wasser gelost und die pH-Werte der mit Taka-Diastase versetzten Lbsungen 
auf 7.0-8.5 eingestellt; dann wird bei 370 stehen gelassen. Sobald Spaltung 
eingetreten ist, triiben sich die Losungen und werden die pH-Werte merklich 
vermindert, wahrend die Kontroll-Losungen ohne Enzym unverandert 
bleiben. Die ausgeschiedene Substanz besteht in der Regel aus der abge- 
spaltenen, einfachen Phenol-carbonsaure und dem urspriinglichen Depsid, 
welch letzteres wegen seiner schwacheren Aciditat durch die Sauren in Frei- 
heit gesetzt wird. Man stellt nun den pk,-Wert wieder wie urspriinglich 
ein und setzt die Operation unter Zusatz von neuer Taka-Diastase fort, bis 
die Losungen durch weiteren Enzym-Zusatz nicht mehr nierklich verandert 
werden. Sauert man dann die Losungen an und athert aus, so erhalt man ein 
Gemisch von Phenol-carbonsauren und dem unangegriffen gebliebenen Rest 
der Depside. Diese sind im allgemeinen viel schwerer loslich als die ein- 
fachen Phenol-carbonsauren und lassen sich ohne besondere Miihe beseitigen. 
I3agegen stoat inan bei der Trennung der einzelnen Phenol-carbonsauren, 
wie auch bei der alkalischen Hydrolyse, auf erhebliche Schwierigkeiten, die 
aber durch einen Kunstgriff behoben werden konnen. L)a die Methyl-  
e s t e r  der Phenol-carbonsauren durch die Taka-Diastase viel schwerer als 
die Depside selbst hydrolysiert werden, so lafit man das Enzym nicht direkt 
nuf die Depside, sondern auf deren Methylester einwirken. Das Reak- 
tionsprodukt besteht dann aus Saure und Ester, die sich leicht von einander 
trennen lassen. 

*) XXXII. Mitteil.: B 66, 1410 L I Y , { , ~ ] .  
I) Joiirn. Soc.  chem. Ind. Japan 36, 1084 (Juli-Sunimer, jnp:uiiscli). 
2, Monatsh. Clieni. 64, 359 l j /6 .  Heft, 1933’. 
3) Ein von S a k y o  ,Sr C o .  (Tolryo) besonders hcrjiestelltes. wirksanics I’raparat, 

4, F r e u d e n b e r g ,  B. -53, 23” 1 1 9 ~  . 
nicht aber die gewoliiiliclien l’li;irm:iliopoe-I’r~parate. 
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Durch Taka-Diastase leicht spaltbar sind: Lecanorsaure ,  Gyrophor-  
s au re ,  Eve rnsau re ,  Ol ive torsaure ,  Sekikasaure ,  Divar ica tsaure ,  
S q u a rn a t s a u r  e , 4  t r an o r in ,  S a l i  c o y 1 - s a 1 icy 1s a ur e und das Tan n in aus 
chinesischen Gallapfehi. Etwas schwerer spaltbar erweisen sich : Diff rac t  a- 
s a u r e , Be n z o y 1 - s a l i  c y 1 s a u r e , p' - 0 x y b e n z o y 1- p - o x y b e n z o e s a u r e , 
sowie die Methylester  de r  Gal lussaure und Sal icylsaure.  

Es scheint also, da13 diejenigen Depside, die ein zur an der Depsid- 
Bindung beteiligten Carboxylgruppe 0- oder m-standiges, freies Hydroxyl 
besitzen, durch Taka-Diastase leichter gespalten werden. 

Beschreibung der Versuche. 
S p a 1 t u n g d e r I, e can o r s a u r e d u r ch T a k a - D ia s t as e. 

Uin zuerst den Einf luB des  pl l -Wertes  zu ermitteln, habeii wir fol- 
gende Versuche angestellt : I g Lecanorsaure wurde mit lilo-n. Kalilauge 
neutralisiert, mit Wasser auf 160 ccni verdiinnt und auf 4 Kolbchen gleich- 
inaBig verteilt. Zu jeder Losung wurde je 0.3 g Taka-Diastase hinzugefiigt 
und durch Zusatz von Phosphat-Puffer der pH-Wert auf 8.5, 8.0, 7.0, 6.3 
eingestellt. Nach 3o-stdg. Stehen im Brutofen (37O) wurden folgende Ver- 
anderungen beobachtet : 

PI1 Bcscliaffenheit 
ursprunglich nach Enzym-Wirkung der Liisung-en : 

1. 8.5 7.1 stark getriibt, Flockeiibildung . 
11. 8.0 7.' stark getriibt 
111. 7.0 6.6 getriibt 
11'. 6.3 5 , s  scliwaclie Trubung 

Dann haben wir auf die Wirksamkei t  d e r  Taka -Dias t a se  gepriift. 
Dazu werden je 0.4 g Lecanorsaure als Natriumsalz in 80 ccm Wasser ge- 
lost und rnit 0.05 (I), 0.10 (11), 0.15 (111) und 0.20 g (IV) Enzym versetzt; 
nach Einstelluug des PI,-Wertes aller Losungen auf 8 wurde dann 24 Stdn. 
bei 37O stehen gelassen. Die veranderten PI,-Werte der einzelnen Proben 
und die Mengen lIlo-n. KOH, die zum Neutralisiei-en erforderlich waren, er- 
gibt folgende Tabelle : 

PI1 0.1-n. KOH Depsid-Spaltung 
nach 24 Stdn. in ccm in 76 

11. 5.4 5 .30  42.2 
111. 5 . 2  i.81 46.2 
IV. 5.' 5 . 8 1  -46.2 

( I  ccm 0.1-n. KOH entspricht 0.0168 g Orscllinsiure) 

I. 5.6 3.21 2.5.6 

Athert inan die mit den1 Enzyni behandelten Liisungen nach dem An- 
sauern aus und verdampft den 8ther, so erhalt man ein Gemisch von Leca-  
no r sau re  und Orse l l insaure ,  aus dem man die letztere rnit warmeni 
Wasser ( 50°) herausl6sen kann. Xus Ather umkrystallisiert, schiiiilzt sie bei 
176~;  ihre Losung farbt sich mit Eisenchlorid violett, mit Chlorkalk hlutrot. 

S p a l t u n g  der  Lecanorsaure  d u r c h  Tai inase.  
0.3 g 1,ecanorsaure wurderl, als ilu'atriiinisalz in 60 CCIU. Wasser geliist, 111it 

0.1 g Taiinase4) versetzt Luid die Liisung (eingcstellt auf p,, 7.4) bei 350 auf- 
hewahrt. Nacb 24 Stdn. wurde die Losung (plr  5.2) aiisgeathert, wobei 0.053 g 
Orselliri s au re  erhnlten wurden. 
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In allen Fallen blieben die Kontroll-Losungen ohne Enzym viillig un- 
verandert . 

S p a  1 t u ii g d e r C: yr  o p h o r s a u re d u r ch T a k a  - D i a s  t a s e.  
0.5 g Substanz wurden mit l/io-n. Kalilauge neutralisiert, auf 150 ccni 

verdiinnt, niit 0.03 g Taka-Diastase versetzt, durch Phosphat-Puffer der 
pIl-Wert auf 8.2 g gebracht und bei 37O stehen gelassen. Alle 24 Stdn. wurde 
die gespaltene Saure neutralisiert und dann von neuem je 0.03 g Enzyn hinzu- 
gefiigt, wobei folgeiide Zahlen erhalten wurden : 

ii:rcli I Tag 2 Tagen 3 'l'ageu 4 'l'agcn 5 Tagen 6 'I'agen 
__ . . . . . . . . . . . . . . . .  pir 6 . 4  6.7 7 .o 7.2 7.6 

KOH in ccm . . . .  5.55 4.20 0.45 3 .o I .8 

saure in '$6 ...... 26.2 19,s 16.2 14.0 '3.5 

I m  ganzen wurde also die Orsellinsaure rnit einer Ausbeute von 84.7'3; 

Verbraucli nu o.I-?!. 

Ausbeute an Orscllin- 
- 

- 

erhalten. 
Spa l tung  der  Eve rnsau re  du rch  Taka-Dias tase .  

Die Evernsaure wird durch Taka-Diastase ebenso leicht wie die Lecanor- 
saure gespalten, jedocli bietet die Trennung der dabei auftretenden Evernin- 
saure und Orsellinsaiure Schwierigkeiten. Um die Methode praparativ an- 
wendbar zu gestalten, haben wir sie wie folgt ausgefiihrt: 0.7 g Evernsaure-  
me thy le s t e r  (Schnip. 148~) wurden in 80 ccm Aceton und 55 ccrn Wasser 
gelost, init 5 cciii l/lo-n, Kalilauge neutralisiert und unter Zusatz von 0.4 g 
Taka-Diastase bei 37O aufbewahrt. Nach 40 Stdn. war der pH-Wert der Lo- 
sung von 7.6 auf 5.8 verschoben, und die Losung farbte sich rnit Eisenchlorid 
violett, mit Chlorkalk blutrot. Nach dem Verjagen des Acetons wurde die 
Losung angesauert, rnit Ather extrahiert und der Ather-Auszug rnit Bicar- 
bonat-Losung (A) geschiittelt. Beim Verdampfen des Athers blieb ein farbloser 
Riickstand (0.26 g) zmiick, der beim Unilosen aus verd. Alkohol farblose 
Nadeln voin Schnip. 136O bildete und sich als identisch rnit Orsel l insaure-  
me thy le s t e r  erwies, Die Bicarbonat-Losung (A) lieferte beiin Ansauern 
und darauffolgenden Extrahieren rnit Ather eine Substanz (0.23 g),  die sich 
beim Unilosen aus Benzol in farblose Nadeln voin Schnip. 168O (Evern in-  
s a ure) verwandelte ; ihre alkohol. I,osung wurde von 1;isenchlorid violett, 
von Chlorkalk nicht gefarbt. 

. . ~  . 
S p R 1 t 11 11 g d e r D i v  a r  i c a t s a u r e d u r c h T a k a  - D i a s  t as e. 

I g Divar ica ts i iu re-methyles te r5)  wurde in einem Gemischyn  
90 ccm Aceton uiid 70 ccni Wasser gelijst, niit 0.5 g Taka-Diastase versetzt, 
durch Zusatz voii 4 ccni lilo-n. Lauge der pll-Wert auf 7.6 eingestellt und 
40 Stdn. bei 39O stehen gelassen. Eine Probe der so erhaltenen Losung (pH 6.2) 
fai-bte sich niit Clilorkalk deutlich rot. Dann wurden z ccm lllo-n. Lauge 
zugesetzt und bei 3q0 noch 10 Stdn. aufbewahrt. Schliefilich wurde die Lo- 
sung durch Ilestillation von Aceton befreit, niit verd. Salzsaure stark ange- 
siiuert, ausgeathert und der Ather-Auszug iiiit Bicarbonat-Losung (A) ge- 
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schiittelt. Der beim Verdampfen der Ather-Losung zuriickbleibende Riick- 
stand bildete beim Umkrystallisieren aus verd. Alkohol farblose, seiden- 
glanzende Nadeln vom Schmp. 71O, die durch ihre rote Chlorkalk-Reaktion 
und den Methoxyl-Gehalt rnit D i v  a r  s a ure  -me t hyles t  e r  identifiziert 
wurden. 

0.03601 g Sbst.: 0.0388 g -1gJ (nach Ze i se l )  
C,,H,,O,. Ber. CH,O 14.jO. Gef. CH,O 11 2 1 .  

Die Bicarbonat-Losung (A) wurde angesauert, ausgeathert und der 
Ather verdampft. Der Ruckstand (0.3 g) lieferte beim Umlosen aus verd. 
Alkohol farblose Nadeln vom Schmp. 145O, deren alkohol. Losung sich rnit 
Eisenchlorid violett, rnit Chlorkalk nicht farbte (Divaricat insaure) .  

Spa l tung  der  Ol ive torsaure  d u r c h  Taka-Dias tase .  
I g Substanz wurde in 22 ccm 0.1-n. KOH gelost, auf zoo ccm verdiinnt, 

rnit 0.5 g Taka-Diatase versetzt, der p,*-Wert auf 8.1 gebracht und bei 37O' 
50 Stdn. aufbewahrt. Aus der Reaktionsfliissigkeit, deren PH nunmehr auf 
7.5 gesunken war, schieden sich nadelformige Krystalle ab, die mit Ather 
extrahiert wurden. Beim Verdampfen des Ather-Extraktes blieben 0.257 g 
einer Substanz zuriick, die, aus Benzol umkrystallisiert, farblose Nadeln 
vorn Schmp. 1100 bildete und sich als identisch mit Olivetonid6)  envies. 
Da die vom Olivetonid befreite Losung nach weiterem 30-stdg. Aufbewahren 
von Taka-Diastase nicht merklich verandert worden war, wurde sie ange- 
sauert, ausgeathert und der Ather-Auszug mit Bicarbonat-Losung geschuttelt. 
Dann wurde die Bicarbonat-Losung angesauert und ausgeathert. Beim 
Verdampfen der atherischen Losung wurden rein weiI3e Nadeln (0.042 g )  
vom Schmp. 145' erhalten. Durch direkten Vergleich iiberzeugten wir uns 
von ihrer Identitat mit Olive t ol-carbon s aure7). 

Spa l tung  d e r  Sekikasaurea)  und  S q u a m a t s a ~ r e ~ )  durch  Taka -  
Diastase.  

0.5 g Sekikasaure  wurden niit 1,/1u-71. Kalilauge neutralisiert, rnit 
Wasser auf IOO ccni verdiinnt, mit 0.1 g Taka-Diastase versetzt und im Brut- 
ofen bei 37O aufbewahrt. Innerhalb 40 Stdn. sank der anfangliche p,-Wert 
8.2 auf 7.0, und eine Probe farbte sich mit Chlorkalk ultramarinblau, wo- 
durch die Bildung von Oxy-divar ica t i i i saure  bewiesen war. 

0.3 g Squamat sau re  wurden init lilU-n. Kalilauge neutralisiert, mit 
Wasser auf 90 ccm verdiinnt, init 0.1 g Taka-Diastase versetzt und bei 3 7 O  
stehen gelassen. Nach 24 Stdn. war der urspriingliche pH-Wert 8.0 auf 6.4 
gesunken und wurden 2.34 ccm l/lu-n. KOH Zuni Neutralisieren verbraucht. 
Die praparative Spaltung der beiden Depside sol1 spater ausfiihrlich mit- 
geteilt werden. 

S p a I t  u n g d e s At  r a ii  o r  ins  ci 11 r c h 'I' aka  - D i a s t ase. 
I g Atranorin wurde in 170 ccin Aceton geliist, mit 2 ccrn l i l U - n .  Kali- 

lauge und 30 ccm Wasser versetzt und uriter Zusatz von 0.4 g Taka-Diastase 
im Brutofen bei 37O aufbewahrt. Nach 3 Tagen hatten sich gelbliche Plocken 
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in reichlicher Menge ausgeschieden, und eine Probe der Losung farbte sich 
mit Eisenchlorid dunkelviolett. Dann wurde das Aceton abdestilliert, die 
Losung angesauert und ausgeathert. Der Ather-Auszug wurde mit Bicarbonat- 
Losung (B) geschuttelt und der Ather verdampft. Der Ruckstand 
bildete beim Umlosen aus heiWem Wasser farblose, seidenglanzende Nadeln 
vom Schmp. 143O SchlieBlich 
wurde die Bicarbonat-Losung (B) angesauert, ausgeathert und der Ather 
verdampft. Der Riickstand (0.2 g) ergab beim Umlosen aus 40-proz. Alkohol 
farblose Blattchen vom Schmp. 167 -168~ (Hae m a t  o mms aure) lo). 

Spa l tung  der  Di f f rac tasaure  du rch  Taka-Dias tase .  
0.8 g Diffractasaure wurden in 25 ccm lllo-n. KOH gelost, rnit 35 ccm 

Aceton versetzt und unter Zusatz von 50 ccm Phosphat-Puffer und 65 ccm 
Wasser auf 170 ccm verdiinnt. Nach Zugabe von 0.8 g Taka-Diastase und 
0.1 g Kochsalz wurde dann 50 Stdn. bei 37O aufbewahrt. Zum Neutrali- 
sieren der Losung (pH 7.6) bis zum urspriinglichen pH 8.0 wurden 3.91 ccm 
Illo-n. Kalilauge verbraucht. Bei erneuter Einwirkung von 0.2 g Taka- 
Diastase wurden nach 50 Stdn. noch 2.72 ccm I l l o -n .  KOH verbraucht. 
Im  ersten Fall wurden also etwa 18.0, im zweiten etwa 13.6% Depsid ge- 
spalten. 

S p a 1 t u n  g d e r S a 1 i c o y 1 - s a li c y 1 s a u r e u n d d e s S a 1 icy Is a u r e - 
met  h y le s t e r s d u r c h Taka  - D i as t as e. 

I g Salicoyl-sal icylsaure (Schmp. 147') wurde mit lllo-n. Kalilauge 
neutralisiert, mit Wasser auf zoo ccm verdiinnt, mit 0.5 g Taka-Diastase 
versetzt und auf pH 8.2 eingestellt. Nach 50-stdg. Aufbewahren im Brut- 
ofen bei 370 wurde die Losung (pH 7.0) rnit Ather extrahiert und der Ather 
verdampft. Der Ruckstand (0.143 g) bildete nach dem Umkrystallisieren 
aus Wasser farblose Nadeln vom Schmp. 156O (Salicylsaure). 

1.2 g Salicylsaure-methylester wurden in 30 ccm Aceton und 
170 ccni Wasser gelost, mit etwa I ccm lilo-n. Kalilauge versetzt (PH 8.2) 
und unter Zusatz von 0.6 g Taka-Diastase 30 Stdn. bei 37O stehen gelassen. 
Zum Neutralisieren der Reaktionsfliissigkeit (prI 6.4) bis zum urspriinglichen 
pH 8.2 wurden 8.4 ccm lllo-n. KOH verbraucht. Die so erhaltene Losung 
wurde nochnials mit 0.2 g Taka-Diastase versetzt und 24 Stdn. bei 37O auf- 
bewahrt. Der pH-Wert war dann auf 6.8 gesunken und die Losung verbrauchte 
7.2 ccm lllo-n. KOH zum Neutralisieren. Im ersten Fall wurden also etwa 
10, im zweiten etwa 9 %  Depsid gespalten. 

(p - 0 r cin - ca r b o n s a u r  e - me t h y les t e r) . 

Spa l tung  de r  Benzoyl-sal icylsaure du rch  Taka-Diastase.  
I g Benzoyl-salicylsaure wurde in 55 ccm Aceton gelost; nach Zusatz 

von 52 ccm 1ilo-n. Kalilauge und 70 ccm Phosphat-Puffer (pIr 8.04) wurde 
auf 180 ccm verdiinnt, mit 0.7 g Taka-Diastase und 0.1 g Kochsalz vermischt 
und 50 Stdn. bei 370 stehen gelassen. Zum Neutralisieren der so gewonnenen 
Lijsung (pH 7.7) bis zum urspriinglichen pH 8.0 wurden 4.63 ccm lllo-n. KOH 
verbraucht. Dann wurde nochmals Enzym (0.2 g )  hinzugefugt und unter 
Zusatz von 20 ccm Phosphat-Puffer (pH 8.04) 50 Stdn. bei 37O aufbewahrt. 
Zurn Neutralisieren des Gemisches (pH 7.8) wurden nunmehr 3.51 ccm 
l/lo-n. KOH verbraucht. Irn ganzen waren mithin 20 % des Depsids ge- 
spalten worden. 

lo) Pfau ,  Helv. chini. Acta 16, 285. 
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Spa  1 t u n  g d e r p'- 0 x y b en z o y 1- p - o x y b en zo es  Bur e d u r  c h 
Taka-Dias tase .  

0.8 g Depsid wurden in 33 ccm l/lo-n. Kalilauge geliist, mit 40 ccrn 
Aceton versetzt und unter Zugabe von go ccni Phosphat-Puffer (pH 8.04) 
und 17 ccm Wasser auf 180 ccm verdiinnt. Hiernach wurden 0.5 g Taka- 
Diastase und 0.1 g Kochsalz zugegeben. Zum Neutralisieren der nach 50-stdg. 
Stehen bei 37O gewonnenen Liisung (pH 7.8) bis zum urspriinglichen prr 8.0 
wurden 7.74 ccm lilo-n. Kalilauge verbraucht. Dann wurde noch 0.2 g 
Taka-Diastase zugesetzt und nach 50-std.g. Stehen bei 37O niit lilo-n. Kali- 
lauge neutralisiert, wobei 5.58 ccm 1,auge verbraucht wurden. Da 
0.0138 g p-Oxy-benzoesaure I ccm 0.1-n. KOH nentralisieren, waren 
nngefahr 22 des Depsids gespalten worden. 

Spa 1 t u n  g de  s G a 11 us  s a ur  e - ni e t h y le s t e r s d 11 r ch T a k a  - 11 i a s t as e. 
4.32 g des Esters wurden in 700 ccni IVasser gelost; durch Zusatz von 

lilo-n. Kalilauge wurde d a m  der pll-Wert auf 8.1 eingestellt und rnit Wasser 
auf 800 ccni verdiinnt. Die Losung wurde auf 8 Rolben gleichmaiWig verteilt, 
rnit verschiedenen Mengen Bnzyni versetzt und 40 Stdn. bei 370 aufbewahrt. 
Die veranderteii p,-Werte und die Meiige der l, 10-71.. Kalilauge, die zuin Neu- 
tralisieren verbraucht wurde, ergibt nachsteliende Tabelle : 

( 1 .  54 g 
Sbst. 

I. 

111. 
IT'. 
V. 
\'I. 

V I I I .  

11. 

vrr. 

l3riz-m 
Mengc 
0.01 b' 

0.10g 

0 .2 jg  
0.50 g 
0.75 K 
1.00g 
1.25 g 

0.0j fi 

0.1-11 .  

KOH 
0 

2 .1  

- ..> 1 ,  

2.5 

3 .2 

5 ' 3 
9.2 

0.4 

Sp"ltun:: 
in 7 ;  

6.6 
7.' 

0 

7.8 
10.0 

16.7 
28.8 
29.4 

S p a 1 t u n g de  s G a 11 a p f e 1- T a n  n ins  d u r c h T a k a - D ias  t as  e . 
1.5 g scharf getrocknetes Tannin (Ph. Jap. I-.) wurden in 350 ccin 

Wasser geliist, rnit 0.3 g Taka-Diastase versetzt, uni den p,,-Wert der Liisung 
auf 8.0 einzustellen, 40 ccm l!lo-n. Kalilauge zugefiigt. mit Toluol iiber- 
schichtet und bei 37" aufbewahrt. Alle 24 Stdn wurde die Losung bis zuni 
urspriinglichen pH-Wert 8.0 neutralisiert, wobei nach 5 Tagen keice Ver- 
anderung des p,,-Wertes mehr beobachtet wurde. An l/lo-n. KOH wurden 
verbraucht: I. 20, 11. 10, 111. 8, IV. 5 ccm. Wenn man 40 ccni der von 
Anfang an zugesetzten l / lO-n .  Lauge niitrechnet, wurden aus 1.5 g Tannin 
etwa 1.1 g Gal lussaure abgespalten (I ccm 0.1-n. ROH entspricht 0.017 g 
Galhssaure) . 




