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Die Wiederentdeckung der Wohlk-Probe fur
Unterricht und Ausbildung

Ein roter Farbstoff zeigt semiquantitativ Lactose in Milchprodukten

Der geheimnisvolle lachsrote Farbstoff und Maoglichkeiten seiner Entstehung

Klaus Ruppersberg, Julia Hain

Zusammenfassung:

Die Wohlk-Probe ist eine Nachweisreaktion fiir Lactose und Maltose aus dem Jahre 1904. Sie wurde
zunachst klinisch fiir die Analyse von zuckerhaltigem Urin verwendet. Im Schulunterricht kann sie auf
einfache Weise den Lactosegehalt von Milchprodukten zeigen; dies ist insofern interessant, da viele
Menschen mit einer Unvertraglichkeit auf Milchzucker reagieren und mit der Nachweisreaktion
erkennen, welche Milchprodukte viel oder wenig Lactose enthalten. Der genaue
Reaktionsmechanismus der Wohlk-Reaktion (dhnlich: Umikoff-Reaktion, Wo6hlk-Malfatti-Nachweis,

Fearon's Test) ist trotz vieler Bemiihungen noch unbekannt.

Abstract:

Woehlk's test is a detection reaction for lactose and maltose from 1904. It was first used clinically for
the analysis of sugars in urine. In science education the test can show in a simple way the lactose
content of dairy products. This is interesting because many people react intolerant to lactose and can
hereby recognize which dairy products contain a lot or a little lactose. The exact reaction mechanism
of Woehlk reaction (similarly: Umikoff reaction, Woehlk-Malfatti-proof, Fearon's test) is still unknown

despite many efforts.

Einleitung

Wie kann man im Chemieunterricht den Lactosegehalt von Milchprodukten anschaulich,
Uberzeugend und mit einfachen Mitteln sichtbar machen? Hierzu eignet sich hervorragend die
fast in Vergessenheit geratene Wohlk-Probe, die im Jahr 1904 von ihrem Entdecker Alfred
Wohlk an der Pharmazeutischen Lehranstalt Kopenhagen beschrieben wurde. Allerdings hullt
sich damals wie heute der lachsrote Farbstoff in ein scheinbar unlosbares Geheimnis, denn er
l[asst sich nicht mit organischen Losungsmitteln ausschitteln und konnte bislang noch nicht

sicher identifiziert werden.



Das Experiment

Die Wohlk-Reaktion ist eine Nachweisreaktion auf Lactose und Maltose [1]. Sie fand zunéachst
Anwendung in klinischen und arztlichen Laboratorien, namlich um eine gefahrliche
Schwangerschaftsdiabetes von einem vergleichsweise harmlosen Milchstau zu unterscheiden.
Da die in Frage kommenden Zucker Glucose und Lactose beide auf Fehling- oder Benedict-
Reagenz positiv reagieren, war man froh, die Lactose durch eine leuchtende lachsrote Farbung
(damals “Krapp-Farbe” genannt) nachweisen zu kénnen [2].

Bis in die 1960er Jahre hinein, teilweise darltiber hinaus, wurden in Arztlaboren hierzu 5 mL
Urin mit Ammoniaklésung und einigen Tropfen Kalilauge im Wasserbad erhitzt. Eine
Rotfarbung zeigte Lactose (aber auch Maltose) an. [3, 4, 5]. In vielen Kliniklaboratorien wurde
diese Methode schon ab 1950 wieder abgeschafft, da sie durch andere reduzierende Zucker
gestort wird und zuverlassigere spektroskopische Methoden zur Verfligung standen [6].

Im Schulexperiment ist die W6hlk-Probe hingegen hervorragend einsetzbar, sehr anschaulich,
kostengiinstig und nicht zuletzt durch die dsthetischen Farben hochmotivierend.

Es gibt verschiedene Varianten der Durchfiihrung. Die urspriingliche, von Alfred Wo6hlk selbst
beschriebene Variante, funktioniert mit "0,7-0,5 g Milchzucker in einem schmalen
Reagensglas (sic!) in 10 cc 10-prozentigem Ammoniak” bzw. 20%iger Ammoniakldsung, sofern
dasselbe Volumen flissiger Milch zugegeben wird [1].

Eine Verbesserung von Zeitablauf und Genauigkeit brachte ab 1905 eine Variante von Hans
Malfatti (1864—1945, Rovereto und Innsbruck): “Zu zirka 5 cm? (1/4 Eprouvette voll) des zu
untersuchenden Harns fligt man etwa die Halfte seines Volumens starke Ammoniakflissigkeit
und etwa finf Tropfen Kalilauge, worauf man das Ganze in ein heil3es, aber nicht siedendes
Wasserbad einstellt und die oft schon nach finf Minuten auftretende, allméahlich sich
verstarkende Rotfarbung beobachtet” [7].

Es gibt auch noch Varianten mit Temperaturangaben bis von 80°C [4] oder mit 25%iger
Ammoniaklosung und 20%iger Kalilauge [2]; je hoher die Temperatur ist und je konzentrierter
die Laugen sind, desto groRRer ist die Gefahr, dass die Reaktion in eine unkontrollierte Maillard-
Reaktion oder wassrige Karamellisierung lauft, was an einer unschénen Braunfiarbung
erkennbar wird.

Im Schulunterricht sind aus Sicherheitsgriinden immer moglichst niedrige Konzentrationen
von Laugen zu bevorzugen, um unnétige Risiken zu vermeiden.

Wie bei vielen alten Nachweisreaktionen der medizinischen Laborchemie ist der genaue
Mechanismus der W6hlk-Malfatti-Reaktion, wie sie eigentlich heilen miisste, nicht bekannt.
Wie sich zeigt, ist der Mechanismus auch nicht einfach zu klaren; es ist aber einen Versuch
wert, ein wenig Licht in das Dunkel zu bringen.

Eine sehr verwandte Nachweisreaktion ist der Fearon-Test aus dem Jahr 1942 (benannt nach
William Robert Fearon, 1882-1959, Universitat Dublin), der sich in Irland, GroRbritannien und



USA grolRer Beliebtheit erfreute [8]; hier wird allerdings Methylammoniumchlorid (anstelle
von Ammoniak) verwendet und liber der Brennerflamme fiir 30 Sekunden aufgekocht, wobei

die Gefahr des Siedeverzuges besteht.

Alfred Wohlk war nicht der Einzige, der Ammoniaklosung mit Milchzucker erhitzte

Beim Recherchieren fiel auf, dass es noch weitere Namen gibt, die sich mit der Reaktion von
Lactose und Ammoniaklésungen in Verbindung bringen lassen, sogar noch friher als Alfred
Wohlk. Er war zwar der erste, der die Reaktion von reinen Zuckerldsungen mit
Ammoniaklosung beschrieben hat, aber schon 1896 wurde die Reaktion von Milch mit
Ammoniak durch Nersess Umikoff und 1900 durch N. Sieber alias Nadina Ziber-Shumova,
beide in St. Petersburg, sowie 1896 durch Marchetti in Florenz untersucht und publiziert [9,
10, 11].

Umikoff und Sieber untersuchten vor allem Muttermilch, die Ammen fir das kaiserliche
Findelhaus in St. Petersburg ablieferten. Bei Umikoff stand 1896 sicherlich der Aspekt der
Qualitatskontrolle im Vordergrund, wahrend Sieber vier Jahre spater systematische
Untersuchungen des als “violett” bezeichneten Farbstoffes publizierte.

Muttermilch enthélt aulRer Lactose tiber 130 verschiedene Oligosaccharide [12], zudem nimmt
der Lactosegehalt nach dem Beginn der Milchabgabe (Laktation) zu und steigert sich bis zum
funften Laktationsmonat, von Umikoff und Sieber missverstandlich als “Alter der Milch”
bezeichnet. Aus dem “Alter der Milch” und dem damit korrelierenden Lactosegehalt, ggf. aber
auch anderer Saccharide, erklart sich die zunehmend tiefere Farbgebung bei Muttermilch,

welche die Autoren aber eher als brombeerrot denn als violett bezeichnen wiirden.

Die Natur des lachsroten Farbstoffs bleibt geheimnisvoll

Bei der Suche nach weiteren Details fiir einen Reaktionsmechanismus der Wohlk-Reaktion
lieRen sich in Deutschland und Osterreich mehrere Publikationen [13, 14, 15, 16] finden, die
den lachsroten Farbstoff einer “Pyrrolrot-Reaktion” zusprechen. Bei der genaueren Recherche
lieR sich aber kein Hinweis auf das Vorhandensein von Pyrrol finden. Eventuell sollte die
Bezeichnung Pyrrolrot auf einen bekannten Farbstoff hinweisen, der dhnlich aussieht, ohne
eine direkte chemische Klassifizierung vorzunehmen.

Vielleicht liegt auch eine Verwechslung mit einer Versuchsanleitung aus dem Lehrbuch von
Gattermann und Wieland [17] vor, bei der Pyrrol aus Ammoniummucat hergestellt wird. Durch
Abspaltung von Kohlenstoffdioxid entsteht aus der 1,6-Dicarbonsaure eine 1,4-Dicarbonsaure,
aus der sich wie in Abb. 3 dargestellt das farblose Pyrrol bildet.

Die Reaktion setzt allerdings Temperaturen zwischen 170 und 300 °C voraus, wahrend die
Wo6hlk-Probe bei nur 60 °C stattfindet und keine Kohlenstoffdioxidentwicklung zu beobachten

ist.



Schleimsdure (Mucinsdure) oder deren Salz Ammoniummucat lasst sich zwar aus Lactose
herstellen, ansonsten gibt es aber keinen weiteren Zusammenhang zur Wo&hlk-Probe.
Schleimsdure kann auch deshalb kein Zwischenprodukt bei der Wohlk-Reaktion sein, da sie

mit Ammoniaklésung im Wasserbad nicht die geringste Farbanderung zeigte (siehe Abb. 1).

e
Abb. 1: Die Wohlk-Probe funktioniert mit Lactose und Maltose, nicht aber mit Schleimsaure (ganz links)

oder mit den Monomeren Glucose (mitte-rechts) und Galactose (ganz rechts).

Abb. 2: Wo6hlk-Reaktionen verschiedener Milchprodukte und Referenzsubstanzen: Von links nach

rechts befanden sich in den Reagenzglasern jeweils 2 mL 1) Vollmilch, 2) lactosefreie Milch, 3)
Buttermilch, 4) Kefir, 5) Naturjoghurt, 6) Kaffeesahne, 7) Saure Sahne; sowie als Referenz 2, 5%ige

Lésungen von 8) Lactose, 9) Fructose, 10) Glucose, 11) Galactose, 12) Saccharose.
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Abb. 3: Pyrrolsynthese aus Ammoniummucat nach [17]
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Beim Nachforschen fanden sich leider weitere Fehler: “Das Disaccharid Lactose ... wird durch
verdlinnte Sauren zu Glucose und Galactose hydrolysiert” [18]. Lactose lasst sich — im
Gegensatz zu Saccharose — aber gerade nicht durch Zugabe von schwachen Sauren
hydrolysieren. Ware dies der Fall, dann dirfte es beim Menschen keine
Milchzuckerunvertraglichkeit [19, 20] geben, weil dann die Lactose bereits durch die im
Magen befindliche Salzsdaure hydrolysiert wiirde.

Sie wird aber erst im Diinndarm enzymatisch hydrolysiert, sofern dort das Enzym vorhanden
ist [21]. Der Grund liegt darin, dass die B-1,4-Bindung bei Lactose viel starker ist als die a, B-
1,2-Bindung bei Saccharose. Lactose lasst sich daher entweder mit dem Enzym -
Galactosidase (oft lapidar “Lactase” genannt) oder durch einstiindiges Erhitzen bei 90 °C mit
1, 5 molarer Salzsdure hydrolysieren [21].

Weiterhin heiflt es in Bezug auf die Wohlk-Reaktion: “Galaktose wird durch Luftsauerstoff zu
Schleimsdure (eine Dicarbonsdure) oxidiert (...)” [13]. Auch dies konnten die Autoren
widerlegen: Fiuhrt man die Wohlk-Probe unter inerter Atmosphdre mit entgasten
Komponenten durch, ist kein Unterschied in der Farbgebung zu erkennen, Sauerstoff ist somit
fur die Reaktion nicht essenziell.

Fihrt man die Reaktion jedoch im wasserfreien Milieu durch (die wassrige Ammoniaklésung
wird dabei durch methanolisches Ammoniak ersetzt), ist nach anfanglicher Schwerloslichkeit
der Lactose lediglich eine Gelbfarbung zu beobachten. Selbst nach einer langeren
Reaktionszeit bleibt die markante rote Farbe aus. Wasser ist also anscheinend wichtig fir die

Reaktion.

Auf welchem Wege konnte aus Lactose ein Chromophor entstehen?

Bei der Suche nach dem Mechanismus fiir die Wohlk-Reaktion vermuten die Autoren, dass die
Lactose (chemisch korrekt: 4-O-(B-D-Galactopyranosyl)-D-glucopyranose) nicht hydrolysiert,
sondern als Vollacetal vorliegt, bei dem der Ring des reduzierenden Zuckers im

Gleichgewichtszustand zwischen zwei anomeren Formen temporar getffnet ist (Abb. 4).
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Abb. 4: Offenkettige Form der Lactose nach [18]

Durch eine Keto-Enol-Umlagerung am offenen Aldehyd-Ende des Disaccharids, auch Lobry-de-

Bruyn-van-Ekenstein-Umlagerung genannt [22], entsteht eine Keto-Gruppe an C; (Abb. 5).
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Abb. 5: Lobry-de-Bruyn-van-Ekenstein-Umlagerung von Lactose im alkalischen Milieu

Was nun folgt, ist hypothetisch und muss noch iiberpriift werden: Durch den Uberschuss an
NHs kommt es zur Bildung eines Imins an der Keto-Gruppe des umgelagerten Zuckers. Dieses
kann zu einem Aldehyd und einem sekundaren Amin tautomerisieren, welches mit einer
Aldehydgruppe eines weiteren Lactosemolekiils zu einem Imin kondensieren kénnte. Durch
Wasserabspaltung entstehen konjugierte Doppelbindungen, die durch ihr konjugiertes m-
System ein Chromophor bilden (Abb. 6).
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Abb. 6: Mogliche Entstehung eines Chromophors aus Lactose
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Was passiert, wenn man Lactose durch andere Zucker austauscht?

Durch weitere Untersuchungen haben die Autoren versucht, das Problem einzukreisen: Da
der lachsrote Farbstoff mit reiner Galactose oder mit reiner Glucose oder mit einer 1:1-
Mischung von Galactose und Glucose nicht entsteht (Abb. 7), ist die Unversehrtheit der 1, 4-

glykosidischen Bindung im Lactosemolekil offenkundig essentiell.
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Abb. 7: Wohlk-Probe mit Losungen von verschiedenen reinen Zuckern und Zucker-Gemischen, von
links nach rechts: 1. Lactose, 2. Lactose mit HCI-Zugabe, nach 20 Min. neutralisiert, 3. Glucose, 4.
Fructose, 5. Galactose, 6. Saccharose, 7. Saccharose mit HCI, nach 20 Min. neutralisiert, 8. Mannose,

9. Glucose und Galactose, 10. Glucose und Fructose.

Sowohl die Wohlk-Probe als auch der Fearon-Test ergeben mit Maltose ebenfalls den schénen
lachsroten Farbstoff. Es ist also gleichgiiltig, ob 4-O-(B-D-Galactopyranosyl)-D-glucopyranose
oder 4-0-(B-D-Glucopyranosyl)-D-glucopyranose zur Reaktion kommt.

Interessant ist nun das Verhalten der Cellobiose, die wie Maltose aus zwei Molekilen Glucose
zusammengesetzt ist, aber eine andere Verknilipfung aufweist. Sie heildt korrekt 4-O-(B-D-
Glucopyranosyl)-B—(1->4)-D-glucopyranose und zeigt in der Wohlk-Probe eine dunkelgelbe bis
orange Farbung. Eventuell konkurriert hier die Wohlk-Reaktion mit der alkalischen Hydrolyse
von Cellobiose, die bei derselben Temperatur, ndmlich 60 °C durchgeflihrt werden kann [23].
(Anmerkung der Autoren: In spdteren Tests zeigte sich, dass die Reaktion von Cellobiose
identisch mit der von Lactose und Maltose ist; auch in Position 4 geschiitzte Glucosen zeigen
dieselbe Reaktion [25].)

Nicht-reduzierende Disaccharide wie Saccharose und Trehalose zeigen in der Wohlk-Probe
keine Reaktion: Die Losungen bleiben klar und farblos, ebenso wie bei der mitgetesteten
Alkoholvariante Isomalt. Gentiobiose, obwohl reduzierendes Disaccharid, fihrt lediglich zu
einer gelben Farbung. Reduzierende Monosaccharide zeigen in Nuancen unterschiedliche

Gelbfarbungen. Erhoht man die Konzentration der eingesetzten Lactoselésungen im Bereich
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von 0,1 bis 5%, tritt wie erwartet eine Farbvertiefung ein. Bei Zuckerkonzentrationen liber 5%

gibt es jedoch keine weitere Farbvertiefung (Abb. 8).
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Abb. 8: Farbreaktion diverser Kohlenhydrate mit Ammoniaklsung
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Was passiert, wenn man Ammoniak durch verschiedene Amine ersetzt?

Der Austausch von Ammoniak durch andere stickstoffhaltige Verbindungen fiihrt bei der
Wohlk-Probe zu interessanten Varianten, die ebenfalls Hinweise auf den
Reaktionsmechanismus liefern kdnnen (Abb. 9). Auf den ersten Blick ist ein offensichtlicher
Zusammenhang zwischen der Art des Amins und einer positiven Wohlk-Probe nicht zu finden,
es ist aber auffallig, dass immer ein Stickstoffatom mit mindestens zwei Wasserstoffatomen

und mit gegebenenfalls elektronenschiebenden Substituenten vorhanden sein missen, so

dass ein gutes Nucleophil entsteht. Eine Ausnahme von dieser Regel ist Piperidin.
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Abb. 9: Farbreaktion stickstoffhaltiger Verbindungen mit Lactose

Mit Benzylamin ergibt sich ein blutroter Farbstoff, der sich mit Diethylether oder Chloroform
ausschitteln lasst. Mit Glycin ergab sich im Kontrollexperiment keine Farbung, Fearon
hingegen beschreibt lachsrot, flihrt es aber auf eine Decarboxylierung der Aminosaure zuriick.
Weiterhin beschreibt Fearon eine lachsrote Farbe bei der Reaktion mit 2-Hydroxyethylamin
[8].

Wohlk selbst war auch schon Uber die Natur des Farbstoffes ratlos: “Worauf die Bildung der
roten Farbe beruht, ist eine Frage, die schwierig zu beantworten ist, da sich der Farbstoff ...

nicht ausschitteln lasst und beim Zusatz von Sauren zersetzt wird” [1].
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Bei chromatografischen Untersuchungen an der Universitat Bristol wurde ein aulRerordentlich
komplexes Gemisch (“an exceedingly complex mixture”) aus der Reaktion von Lactose und
Ammoniaklosung gefunden [24]. Dies konnte einem nun fast den Mut nehmen, weiter zu
forschen. Dennoch glauben die Autoren, dass die Struktur des lachsroten Farbstoffes

aufgeklart werden wird.

Kasten:

Alfred Woéhlk (1868-1949)

Alfred Wohlk (Schreibweise auch englisch: Woehlk oder dadnisch: Wghlk) war ein danischer
Chemiker, Apotheker und Pharmazeut. Er wurde am 25.7.1868 in Frederikshavn als achtes von
11 Kindern der Eheleute Carl Andreas Nicolai Wohlk und Clara Wilhelmine Knutzen geboren.
Nach seinem Studium und anschlielender Arbeit an der Pharmazeutischen Lehranstalt
Kopenhagen war er von 1910 bis zu seinem Tod am 2.3.1949 Leiter der Trianglen-Apotheke,
die auch heute noch in der Nordre Frihavnsgade 3, 2100 Kopenhagen besteht (Abb. K1, K3).

Abb. K1: Alfred Wohlk (links) und Mitarbeiter vor der Trianglen-Apotheke in Kopenhagen

Bevor er ab seinem 43. Lebensjahr die Trianglen-Apotheke leitete, arbeitete Alfred Wohlk an
der Pharmazeutischen Lehranstalt Kopenhagen, wo er in deutscher Sprache publizierte und
zum Beispiel ein Herstellungsverfahren fiir Acrylsdure aus Glycerin erfand oder ein

Nachweisverfahren fiir Lactose und Maltose beschrieb, das vielen Pharmaziestudenten als
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Wohlk-Probe oder Wohlk-Test bekannt ist. Im Krankenhauslabor haben spektrometrische
Methoden die WOohlk-Probe ersetzt, aber sie eignet sich hervorragend, um im
Schulexperiment den Gehalt von Lactose in Milchprodukten sichtbar zu machen (siehe Abb.
K4).
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Abb. K2: Magnyl = Acetylsalicylsaure plus Magnesiumoxid

Alfred Wohlk wurde auch bekannt durch “Magnyl”, einem danischen Konkurrenzprodukt zu
Aspirin®, bei dem die Acetylsalicylsdure durch Magnesiumoxid neutralisiert wurde (siehe Abb.

K2). Weiterhin war er aktiv bei der Danischen Pharmazeutischen Gesellschaft (Danmarks

Farmaceutiske Selskab), wo er regelmaRig Vortrage hielt. Er wurde 80 Jahre alt und wiirde am
25.7.2018 seinen 150. Geburtstag feiern.
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Abb. K3: Historisches Rezept-Kuvert aus der Trianglen-Apotheke
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(Text und Bilder wurden zusammengefasst aus personlichen Unterlagen von Poul Nissen,
Trianglen Apotheke Kopenhagen, durch Klaus Ruppersberg, IPN Kiel)

Fiir die Uberlassung der Fotos und die biografischen Angaben bedanken wir uns ganz herzlich
bei Herrn Apotheker Poul Nissen, dem gegenwartigen Leiter der Trianglen-Apotheke in

Kopenhagen.

Abb. K4: Die Wohlk-Probe als anschauliches und kostenglinstiges Schulexperiment
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