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Zusammenfassung: Nicht nur Lactose und Maltose, sondern auch andere 1,4-verknipfte
Disaccharide und sogar geschiitzte Glucosen ergeben mit der Wohlk-Probe und dem Fearon-Test

einen roten Farbstoff, zu dessen Formel es nun begriindete Hypothesen gibt.

Abstract: Not only lactose and maltose, but also other 1,4-linked disaccharides and even protected
glucose result in a red dye with the Woehlk sample and Fearon’s test. There are now well-founded

hypotheses about the formula for the red dye.

Die Wohlk-Probe aus dem Jahr 1904 und der sehr dhnliche Test von Fearon (Dublin 1942) haben seit
ihrer Entdeckung den Makel, dass liber den roten Farbstoff und den Mechanismus zu seinem
Entstehen so gut wie nichts herauszubekommen war: Extraktion mit laborilblichen Loésungsmitteln
unmoglich! [1]

Trotzdem haben vergleichende Untersuchungen nun etwas Licht in die Sache gebracht: wurden
anfangs nur Lactose und Maltose als nachweisbare Substanzen fiir den urologisch und

lebensmittelchemisch sehr beliebten Test genannt, so waren es bei ndherem Hinsehen auch



Cellobiose (Homodimer aus B-1,4-verknipften Glucosemolekilen) und Maltotriose (Maltose mit

einem weiteren Glucosemolekiil).

Abb. 1: Der rote Farbstoff entsteht (v.l.n.r.) mit Lactose, Maltose und Cellobiose

Alle diese Zucker enthalten in der Ublichen Schreibweise rechts ein reduzierendes Zuckermolekul; der
linke Teil ist bei den beiden Testreaktionen nach Wohlk und Fearon offensichtlich egal. Die
Hypothese, dass ggf. auch eine in der Position 4 geschiitzte Glucose die gleiche Farbreaktion erbringt,

wurde nun in Kiel mit Hilfe von 4,6-O-Ethyliden-D-glucopyranose (Abb.2) verifiziert.
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Abb. 2: 4,6-0-Ethylidene-D-glucopyranose (Ethyliden-Schutzgruppe an Pos. 4 und 6 der Glucose)

Auch Maltulose und Lactulose (Abb. 3), die im Alkalischen durch eine Lobry-de-Bruyn-van-Ekenstein-

Umlagerung entstehen, reagieren in der gleichen Weise.
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Abb. 3: Umlagerungsprodukte Lactulose und Maltulose (v.l.n.r.)



Hierbei verlauft die Farbbildung sowohl bei der Wo6hlk-Probe als auch bei dem Fearon-Test mit
Lactulose und Maltulose deutlich schneller als mit Lactose und Maltose, und mit geschiitzter Glucose

wiederum schneller als mit Lactulose und Maltulose (Abb. 4).

Abb.4 : Fearon's Test 70° C-Wasserbad mit jeweils 4 mL Fearon's Test, v.l.n.r. mit 8, 4, 2 mg
geschitzter Glucose (4,6-0O-Ethylidene-D-glucopyranose), sowie 8 mg Lactose, 8 mg Lactulose

(Foto: Ruppersberg)

Weiterhin wurde ermittelt, dass Wohlk-Reaktion und Fearon's Test mit der frihen und mittleren

Maillard-Reaktion sowie mit der Zuckercouleur-Herstellung vergleichbar sind.

Mit UV-Vis-Spektrometrie dem roten Farbstoff ndherkommen

Mittlerweile wurden UV-Vis-spektrometrische Untersuchungen durchgefiihrt, um das Geheimnis des
roten Farbstoffs zu liften. Bei diesen Tests wird anstelle der an jeder Schule verfligbaren
Ammoniaklésung Methylammoniumchlorid eingesetzt, wobei im Alkalischen Methylamin freigesetzt
wird (Fearon's Test) [2]. Der hierbei entstehende Farbstoff absorbiert im sichtbaren Bereich bei
541 nm und ist leichter zu untersuchen als der instabilere Wohlk-Farbstoff (527 nm). Derzeit gibt es
folgenden Kenntnisstand: Die Differenz der Absorptionsmaxima bei 527 nm (mit Ammoniak) und
541 nm (mit Methylamin) deutet darauf hin, dass es sich um ein Farbstoffmolekiil handeln kdnnte,
dessen Absorption durch Austausch von —H gegen —CH3 um 14 nm rotverschoben wird. Da die
Reaktionen nach Wo6hlk und Fearon mit der frithen und mittleren Maillard-Reaktion vergleichbar
sind, gibt es nicht nur ein rotes Endprodukt, sondern viele (farblose und/oder UV-absorbierende)
Zwischen- und Endprodukte, aber nur jeweils eines ergibt ein Maximum bei 527 nm (mit NHs) bzw.

541 nm (mit Methylamin). Schlissel zu diesen Zwischenprodukten sind die Betrachtung und



Auswertung der weitaus hoheren Maxima im UV-Bereich. Weil Fearon’s Test zuverlassiger ablauft als

die Wohlkprobe, wird dieser Methode bei den weiteren Untersuchungen der Vorzug gegeben.

Stand der Untersuchungen

Verschiedene Zuckerlosungen (Lactose, Maltose, Lactulose, Glucose, Fructose) wurden mit Fearon’s
Test untersucht und UV-Vis-spektrometrisch im Bereich zwischen 250 nm bis 600 nm bestimmt.
Dabei ergaben sich auffdllige Banden, die schon im Agnes-Pockels-Schiilerinnenlabor [2] bei der
Untersuchung von Wohlkproben beobachtet wurden. Alle lachsrot gefarbten Losungen zeigten in der
Wohlkprobe sehr intensive Absorptionen bei 306 nm (Abb. 5) sowie ein fir den lachsroten
Farbeindruck verantwortliches Maximum bei 527 nm mit ca. 1/200 der Intensitdt von Esp. Bei
Fearon’s Test liegt die auffdllige UV-Bande bei 321 nm sowie bei 541 nm bzgl. des kirschroten
Farbeindrucks. Derartige Farbbanden resultieren meist aus einem Charge-Transfer und treten bei
betainartigen Verbindungen mit Ladungsseparation auf. Im Habitus und in der Bandenintensitat
vergleichbare Spektren zeigen auch das Schimmelpilzgift Moniliformin (Natriumsalz der

Semiquadratsaure) sowie Azulene.
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Abb. 5: Intensive Absorptionen bei 306 nm (W6hlkprobe: Lactulose blau, Lactose rot)), bzw. 321 nm

(Fearon’s Test: Lactulose violett, Lactose griin).



Postulierung eines Chromophors

Als gesichert kann angesehen werden, dass bei Einwirkung von Alkalilauge auf reduzierende Zucker
zunachst ein Endiolatanion mit Absorption bei 312 nm entsteht, das bei weiterer Einwirkung von
Alkali unter Aldolspaltung in Trioseredukton und andere kleine Bruchstiicke fragmentiert [3]. Gemal
den Uberlegungen der Autoren wird dieses Endiolatanion vor dem weiteren Zerfall durch Ammoniak
oder primare Amine abgefangen und reagiert dann ohne Eliminierungsreaktionen in noch zu
klarenden Redoxprozessen weiter zu farbigen Verbindungen. Da Glucose selbst unter diesen
Bedingungen gemal Wohlk und Fearon nur gelbe Farbungen ergibt, die offenbar auf
Zerfallsreaktionen des Endiolatanions zurilickzufiihren sind, fungiert unserer Meinung nach das
zweite Zuckermolekil in den Disacchariden nicht als Abgangsgruppe, sondern es nimmt an der
Bildung des Chromophors aktiv teil, indem es als Schutzgruppe den weiteren Zerfall des
Endiolatanions verhindert. In der Tat konnte nun gezeigt werden, dass diese Hypothese richtig ist, da
4,6-0-Ethylidene-D-Glucopyranose die gleiche Farbreaktion zeigt wie Lact(ul)ose, Malt(ul)ose und
Cellobiose. Da der Farbstoff aber bisher noch nicht isoliert und gereinigt werden konnte, lasst sich
nicht ausschlieBen, dass in der Losung auch noch weitere nicht zum Chromophor gehoérende
Endiolate in diesem Bereich absorbieren. Das zweite Maximum bei 362 nm kdénnte auf ein Derivat
von Glutacondialdehyd (Chromophor: O-haltige Anteile in Abb. 3) zurlickzufiihren sein, der ebenfalls
bei dieser Wellenldange absorbiert. Zur Zeit wird daher von uns das Alkalisalz von 6-Formyl-pyridin-1-
ium-3,4-diolat (Abb. 6) mit einer geschiitzten 5-Hydroxygruppe als in Frage kommende Struktur

diskutiert; R=H fiir die Wohlkprobe, R=Me fiir Fearon‘s Test; R‘=Gal, falls Lact(ul)ose verwendet.
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Abb. 6: Postuliertes Chromophor: Alkalisalz von 6-Formyl-pyridin-1-ium-3,4-diolat mit einer
geschitzten 5-Hydroxygruppe als in Frage kommende Struktur; R=H fir die Wohlkprobe, R=Me fiir
Fearon’s Test; R‘=Galactose, falls Lact(ul)ose verwendet, bzw. R‘=Glucose, falls Malt(ul)ose

verwendet.



Hoher Nutzen fiir den kontextorientierten experimentellen Chemieunterricht

Ungeachtet dessen rufen Online-Artikel mit Experimentieranleitungen zur Wohlk-Reaktion hohe
Abrufzahlen im Internet hervor, weil auf diese Weise unterschiedliche Milchprodukte mit einfachen
schulischen Mitteln anschaulich und schiilerorientiert auf ihren Lactosegehalt getestet werden
kénnen [1,2,4,5] sowie erstmalig der Endproduktnachweis beim Standardexperiment ,Starkeabbau

durch Speichelamylase” geflihrt werden kann [6].
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