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150 Jahre Alfred Wohlk
Der Entdecker der Wohlk-Reaktion wiirde 150 Jahre alt
Warum ist eine alte chemische Nachweisreaktion heute so interessant

fir den Chemieunterricht?

Alfred Wohlk ist vielen Pharmaziestudenten, Lebensmittelchemiker, Medizinern und neuerdings auch
Chemielehrkraften durch die ,,Wo6hlk-Probe” bekannt, mit der iblicherweise Lactose nachgewiesen
wird. Die Wohlk-Probe funktioniert aber auch mit Maltose, und wie sich im folgenden Experiment
zeigt, auch mit Cellobiose und Lactulose. Was hat es mit Alfred Wohlk, der am 25. Juli 2018 seinen 150.
Geburtstag gefeiert hatte, auf sich? Wie entstand die Wohlk-Probe, wie wurde sie genutzt, warum ist
sie im medizinischen Bereich heutzutage ,, obsolet” und warum ist die Wohlk-Probe interessant fiir den

experimentellen Chemieunterricht?

Wie entstand die Wohlk-Reaktion?

Im Jahre 1904 war Alfred Wohlk (1868-1949) an der Pharmazeutischen Lehranstalt Kopenhagen auf
der Suche nach ,,Spezialreagenzien auf die einzelnen Kohlehydrate”. Zwar gab es schon , iberaus feine
Reagenzien sowohl auf Pentosen als auch Hexosen“, aber Milchzucker von Traubenzucker zu
unterscheiden war z.B. noch nicht méglich Y. In Anlehnung an Experimente von Barfoed mit
Natronlauge, ,kohlensauren Alkalien” und Kalkmilch untersuchte Wohlk daraufhin das Verhalten
verschiedener Zucker mit Ammoniaklosung und ,hatte fast schon das Weiterverfolgen dieses Versuchs

aufgegeben”, als sich nach Verlauf einer halben Stunde eine prachtvolle Farbanderung ergab (Abb. 1).

Ich loste zirka !/, ¢ Milchzucker in ctwa 15c¢¢ 10-prozeniigem
Ammoniak auf nnd erhitzte sofort bis zum Sieden, Es trat keine Farben-
dinderung ein, und jch hitte beinahe auch das Weiterverfolgen dieses
Versuchs aufgegeben, besonders da ein gleichzeitiger Versuch mit ge-
wihnlichemm Traubenzucker (roh und etwas gelblich) keine besondere
Farbeninderung gab. Nach Verlauf einer halben Stunde beobachtete
ich die Reagensgliser, und es zeigte sich dann, dass die eine Flissigkeit
von einer prachtvollen, lebhaft roten Farbe war. Beim Wiederholen
des Versuches ergab es sich bald, dass der Milchzucker die rote Farbe
veranlasst hatte. Man erkennt noch deutlich die rote Farbe, die beim

Abb. 1: Faksimile aus Y, Erliuterung siehe Text

Kurze Zeit spater griff der Urologieprofessor Hans Malfatti aus Innsbruck die Publikation von Alfred

Wohlk auf und verbesserte sie durch die Zugabe von funf Tropfen Kalilauge ( c= 1 mol/L) zur



Anwendung am Urin von Patienten 2. Durch die fiinf Tropfen Kalilauge wird sichergestellt, dass die
Losung streng alkalisch bleibt: mindestens pH 12 ist erforderlich (Urin ist normalerweise leicht sauer,
sein Toleranzbereich liegt zwischen pH 4,8 bis 7,6, und er puffert, z.B. durch Phosphate). AuBerdem
wird die Reaktion leicht beschleunigt. Strenggenommen misste die Reaktion nun , Wohlk-Malfatti-
Probe“ heiRen, aber im Jargon von unzahligen Pharmazie- und Medizinstudenten, Laboranten, MTAs
und MTLAs heil3t es nur ,,die Wohlkprobe®. Sie findet fortan unzahligen Arzt- und Krankenhauslabors

Anwendung, um z.B. eine relativ harmlose Lactosurie (Milchstau) von einer wesentlich gefahrlicheren

Schwangerschaftsdiabetes zu unterscheiden.

Abb. 2: Alfred Wohlk (links) und Mitarbeiter vor der Trianglen-Apotheke in Kopenhagen, Nordre Frihavnsgade 3

Alfred Wohlk wurde am 30. September 1910 Leiter der Kopenhagener Trianglen Apotheke in der
Nordre Frihavnsgade 3, die auch noch besteht. Am 2. Méarz 1949 starb Alfred Wohlk im Alter von 80
Jahren.

Mitte der 1960er Jahre, teilweise schon friher, verschwand die Wohlk-Probe aus den
Krankenhauslabors zugunsten von schnelleren und effektiveren chromatografischen Methoden, aber
der Reiz der farbenprachtigen Reaktion ist geblieben. Durch sie wird im schulischen
Experimentalunterricht die direkte Veranschaulichung des Lactosegehalts von Milchprodukten

moglich — ein neuer Nutzen fiir eine alte Reaktion!



Alfred Wohlk 1868-1949

Am 25.7.2018 wiirde der danische Chemiker, Apotheker und Pharmazeut Alfred Wohlk (auch andere
Schreibweisen: Woehlk, Wghlk) 150 Jahre alt. Die insbesondere aus dem Pharmazie-Studium bekannte
,Wohlk-Probe” zum Nachweis von Lactose (und Maltose) erfdhrt seit einiger Zeit einen erneuten
Aufschwung, weil sie im Chemieunterricht hervorragend als halbquantitativer Nachweis flir den sehr
unterschiedlichen Lactosegehalt von Milchprodukten eingesetzt werden kann #. Dies ist interessant,
weil die von vielen Menschen beklagte Lactoseintoleranz von der Tagesdosis abhingig ist * und durch
eine Wohlk-Probe an Milchprodukten zusammen mit anderen Zuckern in einen mengenmaRig
erfassbaren Zusammenhang gestellt werden kann. Aber auch am Ende eines schulischen
Standardexperiments, der Starkespaltung durch Speichelamylase, dient sie zum Nachweis des
Disaccharids Maltose, das als Hauptprodukt anfallt, neben Glucose, Isomaltose und anderen zufalligen
Resten der endohydrolytischen Spaltung 7.

Alfred Wohlk kam am 25. Juli 1868 in Frederikshavn (an der ,,Spitze Danemarks®) als achtes Kind seiner
Eltern Clara Wilhelmine W&hlk, geb. Knutzen, und Carl Andreas Nicolai Wohlk zur Welt ®. Er hatte zehn
Geschwister, studierte nach seinem Schulabschluss an der Pharmazeutischen Lehranstalt in
Kopenhagen, wo er anschlieRend auch arbeitete und in deutscher Sprache publizierte ¥). Im Jahre 1910
wurde er Inhaber der Trianglen-Apotheke in Kopenhagen, die er bis zu seinem Tod im Jahr 1949 leitete;
nebenher publizierte er fir Danmarks Farmaceutiske Selskab (Danemarks Pharmazeutische
Gesellschaft) und erfand das Medikament Magnyl®, eine danische ASS-Variante mit Magnesiumoxid .
Sowohl damals als auch heute ist der genaue Mechanismus der Wohlk-Reaktion nicht bekannt, ebenso
gibt die Struktur des roten Farbstoffs immer noch Ratsel auf, da er nur im stark alkalischen Bereich
stabil ist und sich nicht mit bekannten Losungsmitteln ausschitteln ldsst. Immerhin weil man nun,
dass der rote Farbstoff ein Absorptionsmaximum bei 527 nm hat ® und auch mit anderen Zuckern
entsteht, die analog Lactose und Maltose aufgebaut sind (z.B. Cellobiose). Gegebenenfalls reicht auch
ein Glucosemolekil, das an C4 eine Schutzgruppe besitzt. Ebenso dirfte klar sein, dass der
Mechanismus mit Lobry-de-Bruyn-van-Ekenstein-Umlagerungen beginnt, denn die Umlagerungs-
produkte Lactulose und Maltulose bilden in der Wohlk-Probe ebenfalls den typischen lachsroten

Farbstoff mit dem Maximum bei 527 nm aus °.




Die Wohlk-Reaktion im schulischen Experimentalunterricht

Viele Menschen vertragen nach dem vierten Lebensjahr keinen Milchzucker mehr, oder meinen,
keinen Milchzucker (Lactose) zu vertragen 3. Mit der Wohlk-Reaktion lassen sich die sehr

unterschiedlichen Lactosegehalte von Milchprodukten anschaulich untersuchen #.

Experiment

Was passiert, wenn man Milchprodukte sowie verschiedene Zucker mit Ammoniak reagieren lasst?
Zeitansatz: 45 Minuten

1 Gefahrenhinweise

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

Abzug pipettiert werden! Schutzbrille! H314, H335.

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

2 Gerate und Chemikalien

Eine Heizplatte, ein 1000 mL-Becherglas mit 300 mL demin. Wasser, 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(NHs) = 10%) (,Salmiakgeist”), Kalilauge (c = 1 mol/L, verschiedene méglichst
naturbelassene Milchprodukte (ohne Glucose-Fructose-Sirup und ohne Farbstoffe; ggf. konnten
Milchprodukte mit Farbstoffen durch das Einlegen entfetteter Wollfadden o.a. geeignetes Adsorbens
entfarbt werden), zum Beispiel: 1) Kuhmilch, 2) lactosefreie Milch, 3) Buttermilch, 4) Kefir, 5)
Naturjoghurt, 6) Creme fraiche, 7) Saure Sahne, 8) Joghurt-Dessert (mit Fructose-Glucose-Zusatz), 9)
milchbasierte Kaffeesahne (Abb. 3) sowie zum Vergleich jeweils 50 mg der folgenden Reinstoffe: A)
Lactose, B) Maltose, C) Cellobiose, D) Lactulose, E) Glucose, F) Galactose, G) Fructose, H) Arabinose, 1)

Mischung aus Galactose/ Glucose, K) Saccharose (Abb.4).



3 Durchfiihrung

In einem 1000 mL-Becherglas werden 300 mL demin.* Wasser auf 70 °C erhitzt und die Temperatur
konstant auf 70 °C gehalten (Kontrolle der Temperatur mit einem Thermometer, das idealerweise so
an einem Stativ befestigt wird, dass es die Wassertemperatur misst und nicht die Bodentemperatur;

*Tipp: Verwendung von demin. Wasser verhindert Kalkbildung).

Von den unterschiedlichen Milchprodukten (Abb. 3) werden je 2 mL mit Einmalpipetten in
nummerierte Reagenzglaser pipettiert. Je nach Viskositat der Milchprodukte miissen die Spitzen der

Einwegpipetten etwas gekiirzt werden.

Abb. 3: von links nach rechts: Milchprodukte gemaR Auflistung in 2

In zehn weitere Reagenzglaser werden jeweils 50 mg der oben genannten Zucker gegeben (Abb.4) und

jeweils in 2 mL Wasser gelost.



Abb. 4: Schiiler beim Abwiegen von jeweils 50 mg Zucker gemals Auflistung in 2

AnschlieBend werden jeweils 2 mL Ammoniaklosung sowie 3 Tropfen Kalilauge hinzu pipettiert.

Vorsichtig, aber grindlich schiitteln, damit sich alles gut durchmischt!

Dann werden die Reagenzglaser in das 70 °C heille Wasserbad gestellt (Abb. 5) und fiir mindestens 15
Minuten dort belassen, bis die Farben der Proben sich gut entwickelt haben. Nach jeweils 5 Minuten

erfolgt eine Sichtkontrolle mit Fotodokumentation mit der Smartphone-Kamera.

Abb. 5: Farbreifung der Zuckerlésungen im Wasserbad bei 70 °C nach 12 Minuten.



3.1 Didaktisch-methodische Hinweise zur Durchfiihrung:

Einige in diesem Beispiel gewdhlten Zucker, insbesondere Cellobiose (Dimer der Cellulose) und
Arabinose (reduzierende Pentose), diirften nicht an allen Schulen vorhanden sein und kénnen durch
andere reduzierende Zucker ersetzt oder weggelassen werden. Lactulose ist preiswert in Apotheken
erhdltlich (mildes Abfiihrmittel, Verbesserung der Leberwerte). Die Priifung einer Mischung von
Galactose und Glucose sollte in jedem Fall durchgefiihrt werden, um zu beweisen, dass Lactose in der
Wéhlk-Probe nur dann eine rote Firbung hervorruft, wenn sie nicht hydrolysiert ist, was u.a. in °
fdlschlich behauptet wird. Die Spaltprodukte Galactose und Glucose produzieren jedoch lediglich eine

gelbe Farbnuance, genau wie alle anderen reduzierenden Hexosen und Pentosen.

Bei gréfserem Zeitansatz kann das Experiment auch in zwei Stufen durchgefiihrt werden: Erst werden
die Zuckerlésungen getest und die Ergebnisse protokolliert, dann werden im zweiten Schritt die
Milchprodukte getestet; die Ergebnisse werden dann mit den Ergebnissen der Zuckerlésungen

verglichen.

4 Dokumentieren und protokollieren des Versuchsverlaufs

Fertige wahrend der Wartezeit eine Fotodokumentaion des Versuchsverlaufs an (Smartphone-Kamera

0.a.) und protokolliere, zu welchem Zeitpunkt welche Farbanderung zu beobachten ist!

aﬂ‘m‘ | |
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Abb. 6: Ausgereifte Farben der Zuckerlésungen gemal Auflistung in 2



Vollm -L Butter Kefir Jogh Frai Saur Dess Cafes Lact

Abb. 7 Ausgereifte Farben der Milchprodukte gemaR Auflistung in 2

5 Beobachtungen

Bei den Milchprodukten ergeben Vollmilch, Saure Sahne und Kaffeesahne eine rosa Farbung, die sich
durch die lachsrote Farbung von reiner Lactose und die Mischung mit weild erklaren lasst.
Lactosefreie Milch ergibt eine gelbe Farbung, die sich mit der Probe ,,Galactose und Glucose” bei den
reinen Zuckern korrelieren lasst.

Bei Buttermilch, Kefir, Joghurt, Creme fraiche und Joghurt-Dessert zeigen sich je nach getestetem

Produkt Ergebnisse, die auf weniger Lactose als in der Vollmilchprobe hinweisen.

6 Diskussion

Einige Milchprodukte unterliegen im Produktionsprozess mikrobiellen und/ oder enzymatischen
Einwirkungen, durch die Lactose abgebaut wird. Daher fallt das farbliche Ergebnis anders aus als bei
der vergleichbaren Vollmilchprobe.

Bei der Prifung der reinen Zucker fallt auf, dass auch andere Zucker auBer Lactose die lachsrote
Farbung herrufen, hier Maltose, Cellobiose und Lactulose. Dass die Wohlk-Probe auch bei Maltose
funktioniert, ist schon seit 1904 bekannt. Neu ist hingegen die Erkenntnis, dass die W&hlk-Probe
offensichtlich ein Nachweis fiir alle Zucker vom Maltosetyp ist, d.h. ein Disaccharid, dessen zweites
Monosaccharid eine Glucose ist (oder deren alkalisches Umlagerungsprodukt, z.B. in Maltulose oder
Lactulose). Ob das erste Monosaccharid eine Glucose (wie bei Maltose) oder eine Galactose (wie bei
Lactose) ist, ist egal. Es bestehen sogar begriindete Vermutungen, dass statt des ersten

Monosaccharids eine Schutzgruppe an C4 auch zur lachsroten Farbung fiihren kénnte ©.



7 Ausblick

Leider ist eine Uberpriifung der Hypothesen sehr schwierig, da die Wo&hlk-Probe nur im streng
alkalischen Bereich funktioniert und sich der rote Farbstoff weder auskristallisieren noch mit anderen
Losungsmitteln ausschiitteln lasst. Nichtsdestotrotz besteht Hoffnung, dass das Geheimnis des roten

Farbstoffs eines Tages doch noch geliiftet werden kdnnte.
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