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O bwohl die Nachweisreaktio-
nen auf Lactose und Malto-
se mit Ammoniak nach 

Wöhlk1) und mit Methylamin nach 
Fearon2) aus den Jahren 1904 bezie-
hungsweise 1942 stammen, war die 
Struktur der dabei entstehenden 
roten Farbstoffe bisher unbekannt. 
Kaum jemand interessierte sich für 
einen fragilen Farbstoff und eine 
Nachweisreaktion, die Nachweis-
methoden mit HPLC, MS, Dioden-
array-Detektor (DAD) und Elektro-
spray-Ionisation (ESI) unterlegen 
ist. 
Allerdings finden die modernen 

Methoden allesamt in einer Black-
box statt. Ausbildung und Schule 
greifen daher auf die nasschemi-
schen Nachweise aus den Anfän-
gen der naturwissenschaftlichen 

Forschung zurück, um das Ver-
ständnis zu fördern. Ein Beispiel 
ist die Fehlingprobe aus dem Jahr 
1848. Deren Aussagekraft übertref-
fen allerdings die Wöhlkprobe und 
deren Weiterentwicklungen.2,3) Da-
rüber hinaus könnte die Reaktion 
interessant sein zur preiswerten 
Herstellung von Heterocyclen aus 
Lactose, die die chemisch-pharma-
zeutische Industrie als Grundstoffe 
braucht. 
Der rote Farbstoff ist allerdings 

so fragil, dass er sich zunächst we-
der extrahieren noch analysieren 
lässt. Die Frage nach seiner Struk-
tur blieb unbeantwortet. Inzwi-
schen wurde eine Konstitution ge-
funden, die alle experimentellen 
Ergebnisse hinreichend und zufrie-
denstellend erklärt. 

Was bisher geschah

Wie Wöhlk im Jahr 1904 heraus-
fand,1) bildet sich bei Einwirkung 
von Ammoniak auf Milch nach ei-
niger Zeit ein lachsroter Farbstoff 
(λmax = 527 nm), der charakteris-
tisch für Lactose und Maltose ist. 
Im Jahr 1942 berichtete Fearon2) 
ebenfalls über einen lactosespezifi-
schen Farbtest, für den er anstatt 
Ammoniak Methylamin verwende-
te. Dabei entsteht ein kirschroter 
Farbstoff (λmax = 541 nm).

Wie Krüger4) sowie Gautier und 
Morel5) unabhängig voneinander 
zeigten, reagieren auch Aminosäu-
ren mit Lactose zu einem roten 
Stoff (λmax = 555 nm), wenn starke 
Alkalibasen auf Milch einwirken. 
Hier geht die Farbreaktion auf Gly-
cin und Lysin aus dem Casein der 
Milch mit Lactose und deren Mail-
lard-Produkten zurück. Die ande-
ren im Casein enthaltenen Amino-
säuren bilden keinen roten Farb-
stoff.
Diese Gautier-Morel-Reaktion un-

tersuchte Rochat6) nochmals (Ab-
bildung 1). Renée Rochat 

 1,4-verknüpfte Disaccharide reagieren mit Ammoniak und ausgewählten Aminen zu einem roten 

Farbstoff. Diese nasschemischen Nachweise sind aussagekräftiger als die Fehling-Reaktion oder die 

Schiff’sche Probe und eignen sich daher besser für Schule und Ausbildung. Der Farbstoff ist aller-

dings instabil, zu Struktur und Reaktionsmechanismus gab es bisher nur Hypothesen [Nachr. Chem. 

2018 (6) und 2019(2)], nun gibt es Fortschritte.

Nachweisreaktionen

Über die rote Farbe bei  
Zuckernachweisen

Diesen Beitrag haben Manfred Kussler und 
Klaus-Martin Ruppersberg verfasst. Kussler, Mit-
glied der Seniorexperten Chemie der GDCh, hat 
sich in seinem Berufsleben mit Hochleistungs-
technologiefarbstoffen befasst. Durch einen Arti-
kel in den Nachrichten aus der Chemie stieß er im 
Juni 2018 auf den Farbstoff aus der Wöhlkprobe, 
für dessen Strukturaufklärung er sich seitdem 
engagiert. Ruppersberg ist seit 2019 wissen-
schaftlicher Mitarbeiter in der Arbeitsgruppe von 
Maike Busker an der Universität Flensburg. Ab 
2014 war der Chemie- und Biologielehrer nach 
24 Jahren im Schuldienst an das Leibniz-Institut 
für die Pädagogik der Naturwissenschaften abge-
ordnet. Im Jahr 2021 hat er seine Promotion über 
Lactose- und Maltosenachweise abgeschlossen. 

Abb. 1. Dissertation von Renée Rochat aus 

dem Jahr 1934.
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(1909 – 1982) fand in ihrer nicht 
weiter zitierten Arbeit heraus: 
Nicht nur Lactose und Maltose, 
sondern auch ein weiteres 1,4-ver-
knüpftes Disaccharid, die Cellobio-
se, ergeben mit bestimmten Ami-
nen den roten Farbstoff. Dieser Zu-
cker entsteht im Magen von Wie-
derkäuern beim Celluloseabbau.

Hoher pH-Wert

Alle Arbeiten enthalten bereits 
Kriterien für die Bildung der ro-
ten Farbstoffe. Trotzdem blieben 
Struktur und Mechanismus zu de-
ren Entstehung unbekannt. Mit 
ein Grund dafür ist, dass sie nur 
im alkalischen Milieu hinrei-
chend stabil sind und sich beim 
Ansäuern zersetzen. Sie lassen 
sich auch nicht mit Benzol, Ether 
oder Chloroform ausschütteln 
und zerfallen auf mit ammoniak- 
oder aminimprägnierten SiO2- 
und Al2O3-Schichten, eignen sich 
also nicht für die Dünnschicht-
chromatographie. Die niedrige 
Ausbeute, die wir durch Auswer-

tung der Farbbanden auf unter ein 
Prozent schätzen, könnte eben-
falls ein Faktor sein (Abbil-
dung 2).
Obwohl die Farbe beim Wöhlk-

test später erscheint als bei der Fea-
ronprobe, sind die Farbstoffaus-
beuten nahezu gleich, je nach ver-
wendetem Amin teilweise höher. 
Dies gilt auch für die Reaktion mit 
Zuckern, die in der Reihenfolge Al-
kylidenglucose > Ketose > Aldose 
unterschiedlich schnell zum Farb-
stoff führen. Auch hier sind die 

Ausbeuten ähnlich (Tabelle). Es 
muss also ein stabiles Chromogen 
als Zwischenprodukt entstehen, 
aus dem dann der Farbstoff resul-
tiert.

Wann es rot wird

Als Zucker, die bei der Reaktion 
mit Aminoverbindungen einen ro-
ten Farbstoff bilden, kommen bis-
her nur 4-O-substituierte Glucosen 
und 4,6-O-Alkylidenglucosen in 
Frage. Eine Farbreaktion ergeben:3)

• 1,4-verknüpfte Aldosen wie 
Lactose, Maltose und Cellobiose 
sowie Maltotriose,

• die dazu korrespondierenden Ke-
tosen Lactulose und Maltulose,

• 4,6-O-geschützte Zucker wie 
4,6-O-Benzyliden- und 
4,6-O-Ethylidenglucose.

Sie reagieren mit Ammoniak 
(Wöhlktest) und einigen primären 
aliphatischen Aminen und Amino-
säuren (Fearontest und Variatio-
nen) zum roten Farbstoff. Die Ami-
ne und Aminosäuren müssen fol-
gende Kriterien erfüllen: 
• Zwischen dem Stickstoffatom 
und dem restlichen Substituen-
ten muss sich eine Methylen-
gruppe als Spacer befinden.

• Aliphatische Diamine müssen 
mindestens fünf Methylengrup-
pen zwischen beiden Stickstoff -
atomen aufweisen.

Zudem sind Temperatur und pH-
Wert entscheidend: Das Tempera-
turoptimum liegt bei 65 °C; bei hö-

Beschreibung Wöhlktest Menge 
[mg] 

Farbeintritt 
nach Minute 

Farbreifung 
nach Minute 

Farbe Intensität 

bei λ527

4,6-O-Ethylidenglucose   4 5 6 lachsrot + 

4,6-O-Benzylidenglucose  4 5 6 lachsrot ++ 

Lactose  8 9 12 lachsrot ++ 

Lactulose  8 6 7 lachsrot +++ 

Beschreibung Fearontest Menge 
[mg] 

Farbeintritt 
nach Minute 

Farbreifung 
nach Minute 

Farbe Intensität 

bei λ541 

4,6-O-Ethylidenglucose    4 2 3 kirschrot ++ 

4,6-O-Benzylidenglucose  4 2 3 kirschrot +++ 

Lactose  8 4 5 kirschrot ++ 

Lactulose  8 2 3 kirschrot ++ 

 Farbeintritt, Farbreifung und Intensität des Wöhlk- und des Fearonfarbstoffs.
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Abb. 2. Erst wenn die Werte im UV-Bereich verrauscht sind, ist im Sichtbaren Absorption 

zu beobachten: Experiment in Heizküvette (hk) mit Lactulose (lul) und Methylamin zu 

angegebenen Uhrzeiten bei 65 °C. 
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heren Temperaturen entsteht stö-
rendes Melanoid, bei geringeren 
Temperaturen ist die Reaktion zu 
langsam: Was bei 65 °C in zehn Mi-
nuten erreicht ist, dauert bei 55 °C 
fast eine halbe Stunde. Eine Aus-
nahme ist die Kombination von 
Lactulose und 1,6-Diaminohexan, 
diese führt bereits bei Raumtempe-
ratur zum roten Farbstoff.3) Gemäß 
Nickersons Protokoll7) und eigenen 
Experimenten liegt der optimale 
pH-Wert bei 12,8 ± 0,1 (Abbil-
dung 3).

Nickersons Experiment

Um Klarheit zu finden, haben wir 
das Experiment von Nickerson aus 
dem Jahr 1976 an der Universität 
Flensburg mit zehn Proben wieder-
holt (Abbildung 4). 
Probe 6 wurde aus Standardlö-

sungen zubereitet, für stärker sau-
re Lösungen wurde Salzsäure (c = 
0,5 mol·L–1) hinzugetropft, für stär-
ker alkalische Natronlauge (c = 
4 mol·L–1). 
Nach einer Farbreifung von 20 

Minuten im Wasserbad bei 65 °C 
wurden alle Proben mit jeweils zir-
ka 30 mg Natriumsulfit versetzt, 
um die Farbe zu stabilisieren. 
Erst ab Probe 3 (pH 12,50) zeigt 

sich im UV-Vis-Spektrum ein Maxi-
mum bei 541 nm. Dieses Maximum 
vergrößert sich bis zu Probe 8 (pH 
13,15) und sinkt wieder bei den 
Proben 9 und 10 (pH 13,25 bezie-
hungsweise 13,29).
Für die Herstellung und Nutzung 

von Fertiglösungen bedeutet dies: 
Der pH-Wert der Lösung ist mit ei-
nem kalibrierten pH-Meter zu prü-
fen. 
Um die Korrelation von Maxima 

im UV-Bereich zu zeigen, wurde 
die Absorption zwischen 250 und 
650 nm gemessen. Im UV-Bereich 
liegt diese weit über eins, sodass 
die Proben mit Natronlauge ver-
dünnt werden mussten (c = 0,1 
mol·L–1, Verdünnung 1:3), um die-
sen Bereich zu messen.
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Abb. 3.  Die zehn Proben aus dem Nickerson-Experiment mit pH 11,7 (ganz links),  

bis pH 13,29 (ganz rechts). Der optimale pH-Wert liegt bei 12,8 (fünfte Probe von links).
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Abb. 4.  Absorption der Proben 1 bis 10 im Vis-Bereich.
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Wöhlkfarbstoff: R=H, Fearonfarbstoff: R= Alkyl.
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Farbstoff ab pH 12,5

Die orangerote Mischfarbe bei pH 
12,5 deutet darauf hin, dass sich ab 
diesem Wert Farbstoff bildet. Doch 
warum ist ein so stark alkalisches 
Milieu dafür notwendig? Nach Pi-
schetsrieder8) führt die Umsetzung 
von Maltose bei pH 5 über 3-Des -
oxy glu co son zu sauerstoff- und 
stickstoffhaltigen Heterocyclen, in 
denen das zweite Zuckermolekül 
noch als Ether gebunden vorhan-
den ist. Die Reaktion bei pH 7 und 
pH 9 verläuft hingegen über 1-Des -
oxy glu co son und ergibt ungefähr 
die gleiche Produktverteilung so-
wie ein Produkt ohne Zuckerrest. 
Bei pH > 9 verläuft die Reaktion ge-
mäß Schoetter9) hauptsächlich 
über 4-Desoxyglucoson (4-DG). Nur 
bei diesem pH-Wert bilden sich 
Zwischenprodukte, die sich als Do-
normolekül für ein Chromophor 
eignen.
Nach Nickerson7) soll die Tempe-

ratur zwischen 60 und 70 °C liegen, 
denn unterhalb 60 °C bildet sich 
der Farbstoff langsamer, und es 
können durch Umlagerungen und 
Fragmentierung Nebenprodukte 
entstehen. Oberhalb 70 °C hingegen 
färbt sich die Lösung infolge Mela-
noidbildung braun.3)

Zwischenstufen auf dem Weg 
zum Farbstoff

Wenn starke Basen auf Saccharide 
einwirken, bilden sich bereits bei 
25 °C reaktive 1-, 2-, 3– und 4-Des -
oxyglucosone, die zu isomeren 
Saccharinsäuren reagieren, wenn 
nicht weitere Nukleophile zugegen 
sind. 4-O-substituierte Glucosen 
reagieren hier ausschließlich über 
4-DG zu Isosaccharinsäure.10,11) Da 
allein diese Zucker die roten Farb-
stoffe ergeben, ist 4-DG vermutlich 
die erste Zwischenstufe bei der 
Farbstoffbildung.
Aus dem Amin wird durch Stre-

cker-Abbau Ammoniak gebildet, 
der dann mit einem Zwischenpro-
dukt zum Farbstoff reagiert. Wie 
Harding12) zeigt, werden bei der 

Umsetzung von Alloxan mit Ami-
noverbindungen zu Murexid sowie 
von Ninhydrin zu Ruhemanns Pur-
pur nur Amine mit einer Methylen-
spacergruppe oxidativ abgebaut.12) 
Dabei wird ein Aldehyd eliminiert, 
und ein Farbstoff entsteht. 
Bei der Umsetzung von Ethylura-

mil mit Alloxan zu Murexid wies 
Möhlau13) einen reduktiven Stre-
cker-Abbau nach, bei dem die 
Ethylgruppe als Ethanol eliminiert 
wird. Die Abspaltung von Alkoho-
len anstatt eines Aldehyds wurde 
mehrfach bei der Reaktion primä-
rer Amine mit Ninhydrin zu Ruhe-
manns Purpur nachgewiesen. 
Die UV-Vis-Spektren von Mure-

xid und einem aus Dehydroascor-
binsäure und Aminen entstande-
nen roten Pigment14,15) sind nahezu 
identisch mit dem Spektrum des 
Wöhlkfarbstoffs.16) Ansäuern und 
Neutralisieren zersetzen auch diese 
Farbstoffe.

Wie die Farbstoffe entstehen:  
der Wöhlkfarbstoff

Die 4-O-substituierten Aldosen 
kondensieren vermutlich zunächst 
mit Ammoniak oder einem primä-
ren Amin zum entsprechenden Al-
dimin, das sich spontan in das kor-
respondierende Amadoriprodukt 
umlagert (Abbildung 5).
Die basenkatalysierte Eliminie-

rung des zweiten Zuckermoleküls 
oder der Schutzgruppe führt zu 
Aminoredukton (1). Die Kondensa-
tion mit einem weiteren Molekül 
Ammoniak oder Amin und die an-
schließende Wasserabspaltung 
über die 4,5-Position führen zum 
reaktiven Dienon (2). In einer Mi-
chael-Addition greift der Amino-
stickstoff in der 2-Positon nu kleo -
phil an der C-C-Doppelbindung an 
und ergibt nach nochmaliger Was-
serabspaltung Enaminoketon (3).
Der nukleophile Angriff des Ami-

nostickstoffs aus der 1-Position an 
der C-C-Doppelbindung könnte 
zwar zu einem Sechsring führen, 
würde aber kein Chromogen erzeu-
gen.

Analog verläuft die Reaktion der 
aus Aldosen infolge einer Lobry-De-
Bruyn-Van-Ekenstein-Umlagerung 
resultierenden Ketosen über 
2-Aminoredukton (4) zu Hydroxy-
aldehyd (5). Die Kondensation von 
(3) mit (5) oder von zwei Molekü-
len (5) mit einem Amin oder Am-
moniak führt zu Bis en ami no ke ton 
(6). Über derartige Kondensatio-
nen mit Ammoniak hatten bereits 
Claisen und Benary berichtet, aber 
erst Ollinger17) erkannte die leichte 
Deprotonierbarkeit und die Indika-
toreigenschaften der daraus resul-
tierenden Verbindungen. Diese ab-
sorbieren je nach Donorstärke zwi-
schen 460 und 538 nm. Die εmax-
Werte sind dabei teilweise recht 
niedrig: zwischen 40 700 und 
64 500 L· mol–1 · cm–1

Beim Wöhlkfarbstoff (R=H) hat 
das Bisenaminoketon (6) in der me-
so-Position einen sekundären Ami-
nostickstoff, der leicht zu einem 
Chromophor deprotonierbar ist. 
Der Wöhlkfarbstoff hat demzufol-
ge die Konstitution (7) mit R=H.

Der Fearonfarbstoff

Anders als beim Wöhlkfarbstoff ist 
beim Fearonfarbstoff der meso-
Aminostickstoff tertiär und lässt 
sich nicht deprotonieren. Die Al-
kylgruppe wird hier möglicherwei-
se als Alkohol abgespalten, wie 
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Die Reaktion von 1,4-verknüpften Di saccha -
ri den wie Lactose, Maltose, Cellobiose mit 
bestimmten Aminen liefert aussagekräftige 
Nachweise für Schule und Ausbildung.

Bei diesen Nachweisen, Wöhlkprobe, Fea-
rontest und Krüger-Gautier-Morel-Reaktion, 
entstehen rote Farbstoffe. Vorschläge für 
die Strukturen sind inzwischen erarbeitet.

Die Farbstoffausbeuten sind allerdings viel 
zu niedrig, um für die Experimente zur 
Strukturaufklärung von den Sacchariden 
selbst ausgehen zu können. Der Struktur-
beweis müsste daher retrosynthetisch er-
folgen. 

AUF EINEN BLICK
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dies auch in anderen Fällen zu be-
obachten ist. Der Mechanismus da-
für ist bisher unbekannt.
Fearonfarbstoffe hätten somit 

ebenfalls die Struktur (7) mit R=Al-
kyl (Abbildung 5, S. 70). Dass die 
Fearonreaktion mit primären Ami-
nen ohne Methylenspacergruppe 
keinen Farbstoff ergibt, lässt sich 
mit dem vorgeschlagenen Mecha-
nismus ebenfalls verstehen. Denn 
ist der Rest R in Enaminoketon (3) 
eine verzweigte Alkylgruppe ohne 
Methylenspacer, so dürfte auf-
grund sterischer Hinderung keine 
Reaktion mit (5) zum tertiären 
Amin (6) stattfinden. Sollte sich 
das tertiäre Amin dennoch bilden, 
wäre die Abspaltung der verzweig-
ten Alkylgruppe aufgrund steri-
scher Faktoren zumindest er-
schwert. 
Mit Diaminen, die weniger als 

fünf Methylengruppen zwischen 

beiden Stickstoffatomen aufwei-
sen, entstehen keine Farbstoffe. 
Dies ist dadurch erklärbar, dass die 
Zwischenprodukte (3) infolge des 
nukleophilen Angriffs der zweiten 
Aminogruppe an der C-N-Doppel-
bindung bevorzugt mit sich selbst 
zu fünf-, sechs- und siebengliedri-
gen vollständig hydrierten Hetero-
cyclen reagieren. Diamine mit fünf 
Methylengruppen wie Cadaverin 
sowie mit sechs Methylengruppen 
zwischen beiden Stickstoffatomen 
wie Hexamethylendiamin und Ly-
sin würden bei gleichem Reakti-
onsverlauf zu noch größeren Ring-
systemen führen, was weniger 
wahrscheinlich ist. Bei diesen Dia-
minen ist daher wieder die kirsch-
rote Farbe zu beobachten.
Da die Analyse der stark basi-

schen Farbstofflösungen mit RP-
HPLC-DAD-MS/MS gerätebedingt 
nicht möglich ist, wird sie mit neu-

tralisierten Proben durchgeführt. 
Dabei hydrolysieren die Farbstoffe 
jedoch. Im Chromatogramm mit 
UV-Detektion (280 nm) zeigt sich 
bei allen Testreaktionen nur ein 
Hauptpeak mit Maxima bei 333 
und 267 nm. Das Hydrolysepro-
dukt des Fearonfarbstoffs mit 
R=CH3 zeigt im Massenspektrum 
den Molekülpeak [M+1]+ mit der 
Massenzahl m/z 140,1. Das ent-
spricht der Summenformel 
C6H6O2(NCH3). In Frage kommen 
die Verbindungen in Abbildung 6.

Weitere Überlegungen  
zur Struktur

Der erste Fragmentpeak im Pro-
duktionenscan weist auf die Ab-
spaltung von CO hin. Da weder die 
Pyridone (11) und (12) noch die 
Acetylpyrrole (13) und (14) diesen 
M-CO-Peak zeigen, verbleiben als 
Molekülkandidaten die Aldehyde 
(5) und (8) bis (10) (Abbildung 6). 
Da die von Jurch18) im Massenspek-
trum von Hydroxymethylpyrrolal-
dehyd (10) gefundene Fragmentie-
rung nicht mit den Daten des Hy-
drolyseprodukts übereinstimmt, 
scheidet diese Verbindung aus. 
Hingegen ist das Massenspek-

trum von 4-Hy dro xy pyr rol- 2- carb -
al de hyd (8), der von Wieland19) aus 
Methylglyoxal und Methylamin 
synthetisiert wurde, nahezu iden-
tisch mit dem des Hydrolysepro-
dukts. Verbindung (8) kann jedoch 
hier erst gar nicht entstehen, da re-
aktionsbedingt aus 4-O-substituier-
ten Glucosen keine am C4-Kohlen-
stoffatom substituierten Produkte 
entstehen können. 
Das aus Isosaccharinsäurelactam 

formal zugängliche 2-Oxopyrrol-
3-carbaldehyd (9) scheidet als mög-
liche Struktur ebenfalls aus, wie 
das folgende Experiment gezeigt 
hat: Auf eine wässrige Lösung von 
Lactulose wird Natronlauge 
(pH 13) bei 60 °C einwirken gelas-
sen, dann werden im Fünf-Minu-
ten-Takt Proben entnommen und 
jeweils mit Methylamin-Hydro-
chloridlösung versetzt. Die Farbe 
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Abb. 6. Oben: Hydroly-

seprodukte, die bei der 

Neutralisation der Lö-

sung des Fearonfarb-

stoffs entstehen könn-

ten. Unten: Desoxyglu-

cosone: 1-Desoxygluco-

son (1-DG), bis 4-Des -

oxy gluscoson (4-DG).
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Abb. 7.  Farben nach Einwirkung von NaOH auf Lactulose bei 60 °C und nachträgliche Zugabe von Methyl-

amin zu entnommenen Proben im Fünfminutentakt (von links nach rechts, ganz rechts drei Proben ohne 

Me thyl amin zu ga be). Fotos: Ruppersberg
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ändert sich bei der nach fünf Minu-
ten entnommenen Probe erst eine 
Minute nach der Me thyl amin zu ga -
be von gelb nach rot (Abbildung 7). 
Hingegen bildet sich der Farbstoff 
bei der nach zehn Minuten ent-
nommenen und mit Methylamin-
Hydrochlorid-Lösung versetzten 
Probe spontan.
Nach 15 Minuten entsteht bereits 

deutlich weniger Farbstoff (er-
kennbar an der orangeroten Misch-
farbe), und nach 20 Minuten ist er 
fast nicht mehr nachweisbar. Ob-
wohl mit zunehmender Einwirk-
zeit von NaOH auf Lactulose ei-
gentlich immer mehr Isosaccharin-
säurederivate entstehen,10,11) sinkt 
die Ausbeute an Farbstoff. Die 
Farbstoffbildung erfolgt demzufol-
ge nicht über Isosaccharinsäure 
und das daraus formal resultieren-
de Chromogen (9). Somit könnte 
Aldehyd (5) tatsächlich mit dem 
bei der Neutralisation des Fearon-
farbstoffs entstandenen Hydroly-
seprodukt identisch sein. W
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