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Abb. 0 (Titelbild-Vorschlag): Die Wleerentdeckung de Wohlk-Probe fiir den Chemieunterricht

DAS EXPERIMENT

Wie kann der Lactosegehalt von Milchprodukten
im Schulexperiment sichtbar gemacht werden?

Die Wiederentdeckung der Wohlk-Probe fiir den Chemieunterricht
Klaus Ruppersberg* und Julia Hain**
Stichworte: Lactose-Nachweis, Wohlk-Probe, Chemieunterricht, Milchprodukte

Viele Menschen vermeiden Milchprodukte, weil sie aus verschiedenen Grinden keine Lactose
(Milchzucker) vertragen [1, 2]. Mit einem historischen Experiment von Alfred Woéhlk aus dem Jahr
1904 Iasst sich herausfinden, wieviel Lactose in unterschiedlichen Milchprodukten enthalten ist [3].

Lactose ist ein Disaccharid, das sich von Saccharose durch einen anderen molekularen Aufbau
unterscheidet.
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Abb.1 zeigt links die Sessel-Konformation von Lactose und rechts die von Saccharose. Die beiden
Disaccharide sind aus unterschiedlichen Monomeren zusammengesetzt: Lactose ist nach IUPAC-
Nomenklatur eine 4-O-(B-D-Galactopyranosyl)-D-glucopyranose, Saccharose ist ein a-D-

Glucopyranosyl-(1-2)-B-D-fructofuranosid.

Wahrend Saccharose leicht in verdiinnter Salzsaure hydrolysiert werden kann, ist dies bei Lactose
nicht moglich. Der Grund daflr liegt in der Stabilitdt der R-1,4-glycosidischen Bindung, die nur
enzymatisch oder in grof3er Hitze und mit starken Sauren gespalten werden kann [4].
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Abb. 2: Vorbereitung der Wohlk-Probe



Versuch: Nachweis von Lactose mit Ammoniak (W6hlk-Probe):
Zeitansatz: 45 Minuten

Gefahrenhinweise [5]:

Ammoniaklésung (,Salmiakgeist®), w(NH3) = 10 %: ‘i : sollte nur im funktionierenden

Abzug pipettiert werden! Schutzbrille! H314, H335.

Kalilauge (c(KOH) = 1 mol/L): ‘i : Schutzbrille tragen, H314, H302, H290

Gerate und Chemikalien:

Eine Heizplatte, ein 1000 mL-Becherglas, ein Thermometer, das bis 100 °C misst, Wasser, ein
wasserfester Stift zum Beschriften, Einmalpipetten, 12 Reagenzglaser, ein Reagenzglasstander, eine
Schutzbrille, ein Smartphone oder eine Kamera fiir die Fotodokumentation, Ammoniaklésung (w(NH3)
= 10 %) (,Salmiakgeist’), Kalilauge (c(KOH) = 1 mol/L, verschiedene mdglichst naturbelassene
Milchprodukte, sowie zum Vergleich folgende Reinstoffe: 50 mg Lactose, 50 mg Fructose, 50 mg
Glucose, 50 mg Galactose und 50 mg Saccharose.

Durchfiihrung:

Mit der (Smartphone-) Kamera werden zu Dokumentationszwecken Aufnahmen von allen wichtigen
Schritten und Veranderungen erstellt.

In einem 1000 mL-Becherglas werden 300 mL Wasser auf 60 °C erhitzt.

Von unterschiedlichen Milchprodukten aus einem Supermarkt werden je 2 mL mit Einmalpipetten in
nummerierte Reagenzglaser pipettiert. Damit der Nachweis nicht gestort wird, dirfen die
Milchprodukte keine roten Farbstoffe oder Glucose oder Fructose beinhalten. In diesem Beispiel
wurden verwendet: 1) Vollmilch, 2) lactosefreie Milch, 3) Buttermilch, 4) Kefir, 5) Naturjoghurt, 6)
Kaffeesahne, 7) Saure Sahne.

Je nach Viskositat der Milchprodukte missen die Spitzen der Einwegpipetten etwas gekurzt werden.

In funf weitere Reagenzglaser werden die oben genannten Zucker gegeben und jeweils in 2 mL
Wasser gelost.

AnschlieRend werden jeweils 2 mL Ammoniaklésung sowie 3 Tropfen Kalilauge hinzu pipettiert.
Vorsichtig, aber grundlich schutteln, damit sich alles gut durchmischt!
Dann werden die Reagenzglaser in das heille Wasserbad gestellt und fir mindestens 15 Minuten dort
belassen, bis die Farben der Proben sich gut entwickelt haben. Nach jeweils 5 Minuten erfolgt eine
Sichtkontrolle mit Fotodokumentation.

Wahrend der Wartezeit kdnnen begriindete Hypothesen fiir den erwarteten Ausgang des Experiments
angefertigt werden.
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Abb. 3: Reagenzglaser vor der Wohlk-Probe: Nr. 1-7: Milchprodukte (links), Nr. 8-12: Zuckerlésungen
(rechts)

AbE). 4: Nach der Wohlk-Probe: Von links nach rechts befanden sich in den Reagenzglésern 1)
Vollmilch, 2) lactosefreie Milch, 3) Buttermilch, 4) Kefir, 5) Naturjoghurt, 6) Kaffeesahne, 7) Saure
Sahne, 8) Lactose, 9) Fructose, 10) Glucose, 11) Galactose, 12) Saccharose

Nach spatestens 30 Minuten werden alle Reagenzglaser aus dem Wasserbad geholt.
Beobachtung:

Je nach Lactosegehalt des untersuchten Milchprodukts ergibt sich eine unterschiedlich starke rote
Farbung. Lésungen von Fructose, Glucose und Galactose ergeben in Nuancen unterschiedliche
Gelbfarbungen, die Saccharoselésung bleibt klar und farblos.



Auswertung:

Mit reiner Lactose ergibt sich die typisch lachsrote Farbung, die schon von Alfred Wohlk im Jahre
1904 beobachtet wurde und die er damals ,krapprot nannte [3]. Monosaccharide wie Fructose,
Glucose und Galactose ergeben gelbliche Farbungen. Mit ihnen findet zwar eine Reaktion statt, aber
es kommt nicht zur Entstehung des lachsroten Farbstoffs, weil keine Verkniipfung mit einem zweiten
Monosaccharid vorhanden ist. Mit Saccharose ergibt sich keine Reaktion, da diese kein anomeres C-
Atom enthalt. Dadurch ist die Entstehung einer offenkettigen Form mit einem reduzierenden Ende
ausgeschlossen. In den Milchprodukten erscheint eine dunkelrosa bis rote Farbung, wenn viel Lactose
vorhanden ist (Vollmilch, Buttermilch, Kaffeesahne). Bei einem geringeren Lactosegehalt wird die
Farbung schwacher. In lactosefreier Milch wurde Lactose enzymatisch in Galactose und in Glucose
gespalten, daher ergibt sich eine gelbe Farbung, die auch bei einem Ldsungsgemisch von Glucose
und Galactose zu beobachten ist.

Schwierige Hydrolyse und widerspriichliche Angaben

Wahrend man das Disaccharid Saccharose mit verdiinnter Salzsaure problemlos hydrolysieren kann,
ist dies bei Lactose nur mit besonderem Aufwand mdglich, denn die -1,4-Bindung zwischen
Galactose und Glucose ist stabiler als die 1,2-Bindung zwischen Glucose und Fructose [4]. Allerdings
I&sst sich das Vollacetal mit dem Enzym Lactase (richtiger Name: R-Galactosidase) spalten. Dieses
Enzym wird bei der Herstellung lactosefreier Milch eingesetzt und ist dartber hinaus in der Apotheke
in Tablettenform erhaltlich.

Es ist anzumerken, dass es einige Internet-Fundstellen gibt, bei denen eine angebliche Hydrolyse von
Lactose im Reagenzglas beschrieben wird. Dieser Irrtum ist bereits in der Original-Verédffentlichung
von Alfred Woéhlk [6] enthalten; dort ist in einer Tabelle ,hydrolysierter Milchzucker® mit dem Ergebnis
shellgelb* aufgefuhrt. Dieses (falsche) Ergebnis erhielt auch der Autor, als er versuchte, Lactose
ahnlich wie Saccharose mit Salzsaure zu hydrolysieren: man erhalt aber kein Hydrolysat, sondern
lediglich eine Ldsung mit einem fur die Wohlk-Reaktion zu niedrigen pH-Wert. Neutralisiert man das
vermeintliche Hydrolysat und fihrt dann die Woéhlk-Reaktion nach o.a. Anweisung durch, dann ergibt
sich wieder die lachsrote Farbung. Wie Alfred Tdpel [4] ausfuhrlich darlegt, I&sst sich Lactose namlich
gerade nicht ,mit schwacher Salzsdure“ hydrolysieren. Ware dies der Fall, hatten Millionen von
Menschen keine Lactoseunvertraglichkeit mehr, denn dann wirde die Lactose bereits im Magen
hydrolysiert. Leider fiihrt A. Schunk in seinem Experiment des Monats November 2012, ful3end auf P.
Grob [7] eine falsche Erklarung an: ,/m stark basischen Milieu wird Lactose zu Glucose und Galactose
hydrolysiert. Galactose wird durch Luftsauerstoff zu Schleimséure (eine Dicarbonséure) oxidiert und
diese reagiert weiter mit Ammoniak zu einem roten Farbstoff ("Pyrrolrot-Reaktion")” [6]. Ein
Kontrollexperiment mit Schleimsaure erbrachte keine Farbung. In einem weiteren Kontrollexperiment
lieR sich die Wohlk-Probe auch bei Sauerstoffabschluss (unter Stickstoffatmosphare) erfolgreich
durchfiihren. Nach allem, was die Autoren bisher dargelegt haben, missen die Erklarungen aus [6]
und [7] falsch sein. Wahrscheinlich liegt eine Verwechslung mit einer Anleitung zur Pyrrol-Herstellung
aus dem sehr bekannten Lehrbuch von Gattermann und Wieland vor [8], wo Pyrrol aus
Ammoniummucat hergestellt und anschlielend mit einem salzsauren Fichtenspan nachgewiesen wird.
Diese Reaktion setzt jedoch ganz andere Versuchsbedingungen voraus, namlich Temperaturen von
170 °C — 300 °C. Weiterhin ist in [7] die Verwendung von 25%iger Ammoniakldésung und 32%iger
Natronlauge aufgefiihrt. Solche hohen Konzentrationen sind unnétig und kénnen dazu fihren, dass
die Reaktion mit einer unansehnlichen schwarz-braunen Farbe endet.
Eine weitere Unkorrektheit ist bei Ch. Fleiss (2013) in ,Kohlenhydrate im Unterricht* [9] zu finden: ,Da
Vollmilch eine Rotfdrbung aufweist, ist der Test auf Lactose (oder Galactose) positiv. Die Farbreaktion
der laktosefreien Milch zeigt eine leichte Orangefdrbung. Daraus ist zu schlieBen, dass in dieser
Galactose enthalten ist.“ Wie oben bereits mehrfach dargelegt und wie sogar auch die Abbildung in [9]
zeigt, ist bei lactosefreier Milch oder bei Galactose oder bei Glucose oder bei einer Mischung von
beiden lediglich eine Gelbfarbung zu erkennen, die je nach Konzentration unterschiedlich intensiv ist.
Galactose fuhrt, wie auch schon von A. Woéhlk im Jahre 1904 festgestellt, zu keiner lachsroten



Farbung; sogar eine Mischung von Galactose und Glucose ergibt keine ,Wéhlk-Farbung®. Das
bedeutet, dass fir die Bildung des lachsroten Farbstoffes unbedingt das Disaccharid Lactose (oder
Maltose) vorhanden sein muss.

Etwas unbefriedigend und Gegenstand weiterer Untersuchungen ist die fehlende Antwort auf die
berechtigte Frage, ,worauf aber die Bildung der roten Farbe beruht... da sich namlich der Farbstoff
nicht ausschiitteln lasst und durch Zusatz von Sauren zersetzt wird® [3]. An der Losung dieses
Problems arbeiten die Autoren derzeit. Ein mdglicher Mechanismus beginnt sicherlich mit einer
Offnung der Lactose am anomeren C-Atom:
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Abb.5 : Gleichgewicht zwischen ringférmiger und offenkettiger Form bei Lactose nach [10].

AnschlieRend ist durch den erheblichen Ammoniak-Uberschuss die Bildung einer Schiffschen Base
oder eines Enamins mdglich [11]. Wegen des stark alkalischen pH-Werts muss aber auch an eine
Lobry-de-Bruyn-van-Ekenstein-Umlagerung gedacht werden [12]. Die Autoren untersuchen derzeit
verschiedene Mechanismen und hoffen auf ein baldiges Ergebnis.
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Schlagworter
Lactose, Milchprodukte, Wohlk-Probe, Ammoniak

Zusammenfassung

Viele Menschen vermeiden Milchprodukte, weil sie Lactose schlecht vertragen. Mit einer historischen
Nachweisreaktion aus dem Jahr 1904 kann in einem einfachen und schén anzusehenden
Schulexperiment sichtbar gemacht werden, welche Milchprodukte viel, wenig oder gar keine Lactose
enthalten.

Englischer Titel:

Woehlk-test on lactose — A school lesson on how to make lactose visible in dairy products
Keywords

Lactose, dairy products, Woehlk-test, ammonia

Abstract

Many people avoid dairy products because they poorly tolerated lactose. With a historical detection
reaction from 1904 the lactose content of dairy products can be simply visualized.
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