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1. Einleitung

Im Zusammenhang mit einer Literaturrecherche stlefauf eine Projektarbeit von mir aus
dem Jahre 1980. Das Thema lautete: ,Reagenzglasterzur organischen Chemie und
Biochemie®. Uns stdrte schon damals im Fernstudiuder Fachrichtung ,,Medizinisch-
technische Laborassistenz®, dass der Unterric@hiemie und Biochemie reine
Kreidechemie war. Unser damaliger Dozent flr Besake an der Medizinischen Fachschule
an der Martin Luther Universitat, Herr Jurgen Weamtegte damals an, im Labor einfache
Experimente durchzufiihren, welche mit der damaliyesstattung eines Klinisch —
chemischen Routinelaboratoriums eines Krankenhaesdisierbar waren. Um zu beweisen,
dass es auch anders gehen kann, habe ich damalgdiegeschrieben, welche seinerzeit als
Prufungsleistung anerkannt wurde. Das Ziel waresegit, dass bestimmte theoretische
Sachverhalte aus dem Unterricht experimentell umdeert werden sollten. Diese Sammlung
wurde noch im Laufe der Jahre komplettiert, weitexperimente aus Praktikumsbuchern fur
Biochemie fuir Medizinstudenten wurden aufgenomndanich auch friher auch als MTA an
Laborpraktika Medizinstudenten beteiligt war. Wenan die Unterlagen nach heutigen
Gesichtspunkten sichtet, finden sich darin durclzauh interessante Anregungen fur die
experimentelle Arbeit im Chemie- und Biologieunignt. Es wurden bewusst auch im Sinne
der Vollstandigkeit Experimente mit Chemikalieniddrelassen, deren toxikologisches
Potenzial heute anders bewertet wird. Naturlichsiat heute die Analytik im medizinischen
Labor grundlegend geéndert. Friiher manuell durdhgesf Methoden werden heute von
Automaten erledigt. Bei der Kohlenhydratanalytikewuch in anderen Bereichen werden
heute oft enzymatische Methoden eingesetzt. Zedati Arbeit ist es, neue Anregungen fir
das experimentelle Arbeiten zu geben, aber aucbe)wvelche bisher nicht in der
didaktischen Literatur zu finden waren zu propagneDie Materialsammlung kdnnte auch
fur die Begabtenforderung interessant sein.
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2. Fachliche Grundlagen

2.1. Kohlenhydrate, eine allgemeine Einflhrum

Kohlenhydrate sind Naturstoffe, die die Summenfdr@¢H.0), haben. Chemisch gesehen
sind sie Oxidationsprodukte mehrwertiger Alkoh@e den Kohlenhydraten gehéren die
Monosaccharide, Oligosaccharide und Polysacchavdeo- und Oligosaccharide werden
auch als Zucker bezeichnet. Sie sind in jeder pfieimen und tierischen Zelle vorhanden.
Weiterhin stellen sie mengenmafiig den grél3ten Aotganischer Stoffe auf der Erde dar.
Zusammen mit den Eiweil3en und Fetten sind sie dibtigsten Nahrstoffe.

Einteilung der Kohlehydrate:

nach der Molekulgrofie:

® Monosacchride  ein Kohlenhydrat-Baustein
® Oligosaccharide 2 — 10 Kohlenhydrat-Bausteine

® Polysaccharide > 10 Kohlenhydrat-Bausteine

nach der Anzahl der Kohlenstoffatome:

Name | Anzahl der Kohlenstoffatome Wichtige Vertreter

Triose 3 C-Atome Glycerinaldehyd, Dihydroxyaceton
Tetrose 4 C-Atome Erythrose

Pentose 5 C-Atome Ribose, Desoxyribose
Hexose 6 C-Atome Glucose, Fructose

nach der funktionellen Gruppe:
Ketose — enthalt eine Ketogruppe im Molekul
Aldose — enthalt eine Aldehydgruppe im Molekul
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3. Monosaccharide, allgemeine Grundlagen

Die wichtigsten Kohlenhydrate sind:

Glucose (Aldose) Galactose (Aldose) Fructoset(ise)
@) O H
Il [l I
C-H C-H H-C-0OH
H—IC—OH HO—IC—H IC:O
HO—IC-H HO—IC—H HO—IC—H
H—IC—OH HO—IC—H H—IC-OH
H—%—OH HlC—OH Hé—OH
Hz—é—OH H—é—OH H-L-OH

D —und L — Form der Monosaccharide

Bei den Monosacchariden findet man asymmetrischadfstoffatome, das heil3t 4
unterschiedliche Substituenten an einem Kohleretiwff. Sie sind optisch aktiv und drehen
die Ebene des polarisierten Lichtes. Man untergigtelie D — und L — Form, welche
chemisch voéllig identisch sind. Steht am letzteymasetrischen Kohlenstoffatom die
funktionelle Gruppe links, handelt es sich um die Eorm, steht sie rechts, um die D — Form.
Die Form is5t nicht identisch mit der Drehrichtusg kann nur am Polarimeter ermittelt
werden. Die D —und L — Form der Zucker sind vooli¥gr Bedeutung. Der Organismus kann
nur die D — Zucker verarbeiten, weil die vorhandeBezyme die rdumliche Anordnung
berticksichtigen (sterische Spezifitat).

D - Glucose L - Glucose
o) O
Il Il
C-H C-H
H—E—OH HOJC—H
HO—%-H HJC—OH
H—E—OH H_%_H
H—|C—OH HO—|C—H
m—g—o H—é—OH

o —und 3 — Form der Monosaccharide

Bei der Ringbildung entsteht bei Aldosen am C 1ter#, bei Ketosen am C 2 — Atom ein
neues Asymmetriezentrum, wo vorher eine C = O Dilyop#gung war. Es entstehen zwei
neue Isomere, die — und 3 — Form. Die —Form hat einen héheren Drehwert des
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polarisierten Lichtes. Beim L6sen von Glucose sgath ein Gleichgewicht zwischen beiden
Formen ein. In der Ringformel (nach Haworth) steilth deshalb die OH — Gruppe am C 1
unten bei dea-Form und am C 1 oben bei der 3 — Form

Furanosen — Pyranosen

Monosaccharide liegen in Lésung nicht in der oftettigen Form vor. Unter
Halbacetalbildung erfolgt die Bildung eines saudfhtltigen Ringes durch Verkntpfung der
Carbonylgruppe mit einer Hydroxylgruppe. Man untbesdet nach Ringgro3e funfgliedrige
Furanosen (Halbacetalbildung C 1 und C 4) und elthsgliedrigen Pyranosen
(Halbacetalbildung C1 und C 5). Monosaccharideciiemeist als Pyranosen, seltener als
Furanosen vor.

3.1.  Typische Reaktionen

In der folgenden Ubersicht werden vor allen digggpen Reaktionen der Kohlenhydrate
beschrieben, welche die Grundlage fur qualitatiaeiveisreaktionen und quantitative
Bestimmungen sind. Einige wenige sind auch in d@dufraxis gebréauchlich (Fehling,
Benedict, Molisch).

3.1.1. Reduktionsreaktionen

Beim Erhitzen von Monosacchariden kommt es zur @ftndes Pyranose- bzw.
Furanoseringes und nachfolgender Isomerisierun@ dnund C 2 — Atom. Dabei stellt sich
ein Gleichgewicht zwischen den verschiedenen Isemend der Dienolform ein.

Erfolgt die Reaktion bei leicht alkalischen Bedingan (pH 12, in Natriumcarbonat-Losung)
bleibt die Reaktion auf dieser Stufe stehen. Bakstlkalischen Bedingungen (pH 14,
Natronlauge) kommt es zu weiteren Zersetzungseraamgen. Die Reduktionswirkung
beruht auf der Aldehydstruktur, aber auch auf denblstruktur.

Die halbacetalischen Hydrxylgruppen werden im adichlen Medium zu Dienolen
umgewandelt.

Reduktionsmethoden spielten zur Diagnostik des &@esomellitus eine wichtige Rolle:

Nachweis von Glucose im Harn

Methode Reagenz
Fehling Kupfersalz
Trommer Kupfersalz
Haines Kupfersalz
Benedict Kupfersalz
Nylander Bismutsalz
Halbqguantitativ

Benedict Kupfersalz
Glycurator Kupfersalz

Bestimmung der Glucose-Konzentration im Blut

Methode Reagenz

Hagedorn- Jensen  Kaliumhexacyanoferrat (Ill), iodtrmache Titration
Crecelius- Seifert Pikrinséaure, Kolorimetrie

Somogyi-Nelson Kupfersulfat, Arsenmolybdat, Fotomeet
Neuweiler Kaliumhexacyanoferrat, Eisen(lll)sulfagtometrie
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Da die Reduktionsreaktionen im Alkalischen ablaugtres erforderlich, dass die
Nachweisreagenzien Komplexbildner enthalten. Sikimdern das Ausfallen der
Schwermetalle in alkalischer Losung. Als Kompledh#r werden vorwiegend Citrate und
Tartrate eingesetzt.

3.1.2. Kondensationsreaktionen

Bei der Reaktion von Zuckern mit Sduren werdenedmmachst zu den Monosacchariden
aufgespalten, danach reagieren diese unter Waspatalng zu Derivaten des Furans.

Aus Pentosen entsteht Furfural (Furanaldehyd)Hex®sen entsteht Hydroxymethylfurfural.
Diese reagiert mit verschiedenen Aromaten, esadrgst Triphenylmethanfarbstoffe.
Gebrauchliche Aromaten sind: 1-Naphtol, Resorcimh#fon, o- Toluidin (2. Aminotoluol),
Thymol, Diphenylamin, Phlorogucin, Orcin (3 Meth¥l5 Dihydroxybenzol)

Anwendung von Kondensationsmethoden zur Blutzuckerestimmung

Methode Reagenz
Hultmann 0- Toluidin in Eisessig, Fotometrie
Anthron Anthron in konz. Schwefelsaure, Fotometrie

3.1.3. Bildung von Osazonen

Eine Moglichkeit zur Identifizierung von Kohlenhyden aber auch anderen Carbonyl-
Verbindungen ist die Reaktion mit Phenylhydrazieraduch 2.4 Dinitrophenylhydrazin. Es
entstehen schwerldsliche Osazone, die ausfalleselhaben einen charakteristischen
Schmelzpunkt. Anhand des Schmelzpunktes kann nea@atibonylverbindung identifizieren.

3.2. Experimente zum Thema Monosaccharide
3.2.1. Experimente zu Struktur von Glucose und ffectose

3.2.1.1. Reaktion von Glucose mit Schiffs-Reagenz

Gerate und Chemikalien:

Reagenzglaser, Spatel, Glucose, Formaldehyd-LoSeiffs Reagenz

Durchfihrung:

Eine Spatelspitze Glucose wird in 5 ml Wasser deliid es werden einige Tropfen Schiffs
Reagenz dazugegeben. In einem zweiten Reagenzgtdsem2.3 Tropfen Formaldehyd-
L6sung mit 5 ml Wasser gemischt und es werden eifigpfen Schiffs Reagenz
dazugegeben.

Beobachtung:

Die Glucose-Losung verandert Schiffs Reagenz niditfFormaldehyd-Losung erfolgt ein
Farbumschlag nach rotviolett.

Auswertung:

Glucose liegt in wassriger Losung nicht in der okettigen Struktur (Aldehyd-Form)
sondern in Ringform vor. Deshalb fallt die Aldehidsbe mit Schiffs Reagenz negativ aus.
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3.2.1.2. Reaktion von Fructose mit Natriumnitroprusid

Gerate und Chemikalien:

Tupfelplatte oder Uhrglasschalen, Fructose, Acdbonatriumpentacyanonitrosylferrat- RM
Durchfihrung:

Eine kleine Spatelspitze Fructose wird in einigeopfen Wasser geldst und mit einer
reichlichen Spatelspitze Dinatriumpentsacyanomfesrat-RM versetzt. Eine Gegenprobe
wird mit einer Aceton-LOsung (1 ml Wasser 1 Trophaeton) durchgefiihrt.

Beobachtung:
Nur in Gegenwart von Aceton kommt es zum Farbunagchhch violett.

Auswertung:
Fructose liegt in Loésung als Furanose vor, desheilfit sie nicht die typischen Eigenschaften
der Ketone.

3.2.1.3. Unterscheidung von Glucose und Fructose thialiumhypoiodit

Gerate und Chemikalien:

Reagenzglaser, Fructose, Glucose, lod-Kaliumiodigking nach Lugol, Kalilauge 1 mol/l
Durchfihrung:

10 ml lod-Kaliumiodid-L6sung werden unter Umschiitteopfenweise mit Kalilauge
versetzt, bis die Losung gelb gefarbt ist. Je Sipatelspitze Glucose und Fructose werden in
5 ml Wasser gel6st. Zu beiden Lésungen wird dieufahypoiodid-Lésung gegeben.

Beobachtung:
Die Glucose-Losung wird sofort entfarbt, die Frisetd.6sung entfarbt sich sehr langsam.

Auswertung:

Versetzt man eine lod-Lésung mit einer Lauge, ehtstin Gemisch aus Hypoiodid und
lodid

2 KOH + I, — Kl + H0 + KIO

Glucose ist eine Aldose und reduziert die Kaliungiggdid-Lésung dabei entsteht lodid und
Gluconsaure

O O
I Il
C-H C-OH
I I
H-C-OH H-C-0OH
I I
HO-C -H HO-C-H
I I
H-C-OH H-C-OH
I I
H-C-OH H-C-OH
I I
H,—- C - OH bl—- C - OH

Glucose

+ KIO— KI+

Gluconsaure
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3.2.1.4. Reaktion von Glucose mit Methylenblau inlkalischer Lésung
ein Modellversuch zur Wirkungsweise wasserstoffiibéragender Systeme

Geréte und Chemikalien:

Reagenzglas mit Stopfen, Glucose, Natronlauge 1l,nv@thylenblau-Losung nach Loffler
Durchfiihrung:

Einen reichlichen Spatel Glucose |I6st man in 4 F5\fasser, gibt 20 Tropfen Natronlauge
sowie 1 Tropfen Methylenblau-L6sung dazu- Danadafl Was Reagenzglas mit Stopfen
verschlossen und stehen gelassen. Nachdem Entfgemgetreten ist, wird es kréftig
geschattelt-

Beobachtung:

Die urspriinglich blaue Lésung entfarbt sich. Beichi@teln des verschlossenen Glases tritt
die Blaufarbung wieder ein. Dieser Vorgang lassh snehrfach wiederholen.

Auswertung:

Glucose wird zu Gluconsaure unter Wasserstoff-Abgabdiert. Der blaue Farbstoff
Methylenblau nimmt den Wasserstoff auf, es entdtebhtomethylenblau, es findet
Entfarbung statt. Beim Schutteln mit Luft, es gandey Uber der Flissigkeit stehende Luft-
Sauerstoff, gibt das Leucomethylenblau den Wassérgieder ab, welcher mit Sauerstoff
reagiert. Es entsteht Oxidationswasser. Methyleniaéemag durch den standigen Wechsel
von der oxidierten zur reduzierten Form (Leucomiethlylau) als Wasserstofflibertrager zu
wirken, indem es von einem Substrat (z. B. Zuckeagserstoff entzieht und auf ein
geeignetes Substrat (z. B. Sauerstoff) Gbertragt.

3.2.1.5. Enzymatischer Glucose- Nachweis, Spezifitind Empfindlichkeit

Gerate und Chemikalien:

Messpipette 1 ml, 10 ml, Reagenzglaser, Glucosexst@40 g/100 ml, Fructose, Teststreifen
zum Glucose-Nachweis im Harn

Durchfihrung:

Nachweis von Glucose:

Teststreifen in Glucose-L6sung eintauchen, Ergetats angegebener Reaktionszeit ablesen
Spezifitat:

Nachweis mit Fructose-Losung wiederholen

Empfindlichkeit:

In 3 von 4 Reagenzglasern werden 9 ml dest. Wasgsettiert. In das erste Reagenzglas wird
Glucose-L6sung 10 g/100 ml eingefiillt. Aus demasrsglas nimmt man 1 ml mit einer
Messpipette und pipettiert es in das zweite Gladches 9 ml Wasser enthalt. Danach gut
mischen und wieder 1 ml entnehmen und in das dBis pipettieren und gut mischen.
Wiederum 1 ml entnehmen und in das vierte Glastiigoen. In jedes Glas einen Teststreifen
tauchen und das Ergebnis nach der angegebeneridisakit ablesen.

Beobachtung:

Beim ersten Versuch verfarbt sich der Teststrei=im 2. Teilversuch verandert sich der
Streifen nicht. Bei den Verdinnungen erfolgt digfédung mit unterschiedlicher Starker, je
hoher die Konzentration, desto intensiver die Farbe

Auswertung:

Glucose-Teststreifen enthalten die Enzyme Glucadda3e und Peroxidase. Glucsose wird
zur Gluconsaure oxidiert, in einer Nebenreaktiotsteht Wasserstoffperoxid, welches mit
einem Chromogen einen Farbstoff bildet. Nur Glucarggbt ein positives Resultat. Wéhrend

10
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Reduktionsproben z. B. Fehling sowohl mit Glucdseaach mit Fructose ein positives
Ergebnis liefern.

3.2.1.6. Bildung von Osazonen

Gerate und Chemikalien:

Reagenzglaser, Wasserbad, Essigsaure 2 mol/l, Plydrgzin- Natriumacetat-Gemisch
Durchfihrung:

Eine Spatelspitze Glucose wird in 5 ml Wasser deld mit einigen Tropfen Essigséaure
angesauert. Nach Zusatz eines Spatels Phenylhgeidairiumacetat-Gemisch wird der
Ansatz 10 fur 10 Minuten in ein kochendes Wassedasstiellt

Beobachtung:
Es bildet sich ein gelber Niederschlag

Auswertung:

Es entstehen gut kristallisierbare Niederschlagel &ikroskopische Untersuchungen
maoglich, sollte der Niederschlag aus heiliem Wasséristallisiert werden. Dasselbe gilt
auch, wenn die Bestimmung des Schmelzpunktes ericdgll.

Da durch die Osazon-Bildung die Asymmetrie deregréteiden Kohlenstoffatome
aufgehoben wird, sind die Osazone von Glucose tésaaind Mannose identisch.

3.2.2. Reduktionsreaktionen als Grundlage der vechiedenen
Nachweise

In dieser Ubersicht sind vor allem solche Nachvesiktionen beschrieben, welche friher im
medizinischen Labor zur Diagnostik des Diabeteditugleingesetzt worden.

3.2.2.1. Klassische Fehling Probe

Gerate und Chemikalien:

Reagenzglaser, Wasserbad, Glucose, Fehling |,rigehi

Durchfihrung:

Zunachst ist die Mischung gleicher Volumenteile llrghl und Fehling Il herzustellen

Eine Spatelspitze Glucose in 2 ml Wasser 16semubh@ ml Fehling-Mischung zu versetzen
und zu erhitzen

Das Reagenzglas sollte auf keinen Fall mit einefesfen Flamme erhitzt werden, sondern
in ein kochendes Wasserbad gestellt werden, wegefal® der Siedeverziige

Kupferoxid- Niederschlage lassen sich aus den Reaggasern mit verdinnter Salzsaure,
Schwefelsaure oder Essigessenz entfernen.

Beobachtung:
Der Ansatz wird trib und farbt sich orangerot

Auswertung:

Der Nachweis von Traubenzucker von Hermann Felstiagpmt aus dem Jahr 1848.
Natronlauge sorgt fur das alkalische Milieu, Kalnatriumtartrat verhindert das Ausfallen
von Kupferhydroxid.

11
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3.2.2.2. Benedict-Probe

Gerate und Chemikalien:

Reagenzglaser, Wasserbad, Glucose, Benedict-Reagenz

Durchfihrung:

Eine Spatelspitze Glucose in 2 ml Wasser I6semuih@ ml Benedict-Reagenz zu versetzen
und zu erhitzen

Das Reagenzglas sollte auf keinen Fall mit einefasfen Flamme erhitzt werden, sondern
in ein kochendes Wasserbad gestellt werden, wegefal® der Siedeverziige

Kupferoxid- Niederschlage lassen sich aus den Reaggasern mit verdinnter Salzsaure,
Schwefelsaure oder Essigessenz entfernen.

Beobachtung:
Der Ansatz wird trib und farbt sich orangerot

Auswertung:

Benedict hat diese Reaktion 1911 beschrieben. iNatarbonat bewirkt die alkalische
Reaktion, als Komplexbildner wird Natriumcitrat gesetzt. Dieses Reagenz hat gegenuber
der bisher in der Schule etablierten Fehling- Lgsonrehrere Vorteile:

® jahrelang haltbares Reagenz
® nur eine Losung erforderlich

® geringeres Gefahrenpotenzial statt NatronlaugeilNatiarbonat

3.2.2.3. Alternativen zu Fehling und Benedict

Modifizierte Fehling-Proben

Der Nachweis reduzierender Stoffe beispielsweisge@e mit Fehling - Reagenz ist ein
haufig durchgefuhrtes Experiment im Chemie - unal@jieunterricht.

Die ablaufenden Reaktionen der klassischen undfiaedien Fehling-Proben sind identisch.
Zweiwertige Kupferionen werden in alkalischer Logulurch reduzierende Stoffe zu
einwertigen Kupferionen oder Kupfer reduziert. Kdexpildner (z.B. Salze der Wein - und
Citronenséaure verhindern die Ausféallung von Kup§eirdoxid in alkalischer Losung.

Das Problem sind die Siedeverziige:

Wird der stark alkalische Ansatz im Reagenzglasoffigner Flamme erhitzt wird, besteht die
Gefahr, das das stark dtzenden Reaktionsgemisubeatem Reagenzglas spritzt!

Dies ist eine unkalkulierbare Unfallquelle.

Es gibt drei Moglichkeiten zur Minimierung diesenfdllquelle:

A Verfahren ohne Brenner

B Tupfel-Verfahren ohne Brenner

C der ,Selbstbau — Fehling” im Wasserbad

Verfahren ohne Brenner

Als Reaktionsgefal3 dient ein Reagenzglas (16/16Q immelches maximal 2 cm hoch die zu
untersuchende Losung gefillt ist und in einen 10&mnghalserlenmeyerkolben gestellt wird.
Dazu wird ein Spatel Reagenz | (Kupfersulfat mitik\le oder Citronensaure) gegeben.

Die Reaktion wird durch Zugabe von 2-3 Natrium -eoaliumhydroxid-Platzchen
gestartet. Diese vorgeschlagene Modifikation usterglet sich von der klassischen Fehling-
Probe dadurch, dass die erforderliche Reaktionseaityr nicht durch Erwarmen mit einem
Brenner, sondern durch eine chemische Reaktion@sufig und Neutralisation des festen
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Natriumhydroxids) erzeugt wird. Wichtig ist, dass BReaktionsgefal} ein Reagenzglas
(16/160 mm) verwendet wird und dieses maximal zhaech mit Probelésung gefullt ist.
Dieses ist aus folgenden Grinden notwendig:

» notwendige Temperatur wird nach Zugabe von 2 lN&QH- Platzchen nicht erreicht

* Reagenzglas verfehlt Wirkung als Ruckflusskuhier\zerhinderung des Siedeverzuges

Stander fur das Reagenzglas
* 100 ml Enghalserlenmeyerkolben Schutz vor Bertuidemnsehr hei3en Reagenzglases

Bei Schulerexperimenten empfiehlt sich folgendes Vgehen:
» Schiler bereiten das Experiment bis einschlieldlmhZugabe des Reagenz | vor
* Lehrer gibt Natriumhydroxid mit Hilfe einer Pintetin das Reagenzglas.

Bei Demonstrationsversuche ware auch folgende Varide maoglich:

* Verwendung eines Demonstrationsreagenzglasesx(300mm)

» Stander einen 100 ml Weithals — oder 300 ml Ersgiilsnmeyerkolben
» wichtig auch hier maximal die Probe 2 cm hoch efilten

e Tupfel-Verfahren ohne Brenner

Fur dieses Experiment werden in einer Zellkultuitplé oder 12 Vertiefungen) etwa 10
Tropfen Untersuchungslosung eingeftllt und mit eBgatelspitze Kupfersulfat-
Citronensaure-Gemisch versetzt. Die Reaktion wastaytet, indem eine Spatelspitze
gepulvertes Natriumhydroxid zugegeben wird undhiieisngeschattelt wird.

Dieses Experiment funktioniert nicht mit Tupfelplegn aus Porzellan!

Geréte und Chemikalien:

A Verfahren ohne Brenner (Variante mit Erlenmeyerkeen)

Reagenzglas 16 x 160 mm, Erlenmeyerkolben 100 mh&s

Reagenz I: Gemisch von 1 Teil Kupfersulfat -5 hyang 3 Teilen Wein - oder Citronenséaure
Reagenz IlI: festes Natrium - oder Kaliumhydrox@lucose

B Tupfel-Verfahren ohne Brenner

Zellkulturplatte mit 6 oder 12 Vertiefungen

Reagenz I: Gemisch von 1 Teil Kupfersulfat -5 hyané 3 Teilen Wein - oder Citronensaure
Reagenz IlI: festes Natrium - oder Kaliumhydroxidugase

C der ,Selbstbau — Fehling” im Wasserbad

Erlenmeyerkolben 50 oder 100 ml, Reagenzglaserskéviaad

Natriumcarbonat-10 hydrat (Soda), Weinsaure odkeorinsaure, Kupfersulfat-5 hydrat,
Glucose

Durchfiihrunag:

A Verfahren ohne Brenner (Variante mit Erlenmeyerkmzen)

Im Reagenzglas wird ein Spatel Glucose in 1 -2 rak¥ér gel6st und mit einer reichlichen
Spatelspitze Reagenz | versetzt und gemischt. Ragéhzglas wird in den Erlenmeyer -
kolben gestellt mit 2 -3 Platzchen Reagenz Il viztaend leicht umgeschwenkt. Nach
wenigen Minuten setzt die Reaktion ein.
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B Tupfel-Verfahren ohne Brenner

Fur dieses Experiment werden in einer Zellkultuitplé oder 12 Vertiefungen) etwa 10
Tropfen Untersuchungslosung eingeftllt und mit efBgatelspitze Kupfersulfat-
Citronensaure-Gemisch versetzt. Die Reaktion wastaytet, indem eine Spatelspitze
gepulvertes Natriumhydroxid zugegeben wird undhiieiongeschttelt wird.

Dieses Experiment funktioniert nicht mit Tupfelplegn aus Porzellan!

C der ,Selbstbau — Fehling” im Wasserbad

Herstellung von ,Selbstbau — Fehling*

* in den Erlenmeyerkolben 10 — 15 ml Wasser geben

» solange Wein — oder Zitronensaure zugeben, ks chiitteln ein Bodensatz bleibt
* bis zur Beendigung der Gasentwicklung portionsev&iatriumcarbonat zugeben
zusatzlich noch 2 Spatel Natriumcarbonat im Ubmrss zugeben

* einen Spatel Kupfersulfat in diesem Gemisch l6sen

» es muss eine klare, dunkelblaue Losung entstehen

Nachweis reduzierender Zucker mit ,Selbstbau — Felg*

» Wasser im Becherglas zum Kochen bringen

» zwei Reagenzglaser mit Folienschreiber beschriften

* in zwei Reagenzglaser je 2,5 ml ,Selbstbau — Rghlnit Spritze einfullen
» Reagenzglas 1 4 Tropfen Wasser zugeben
* Reagenzglas 2 4 Tropfen Glucose-L6sung

* Reagenzglaser 5 min in das siedende Wasserbad gebe

Beobachtung:
Es tritt ein allen Fallen die bekannte Farbreakéon beim letzten Experiment ist auch eine

Blindprobe (Negativ-Kontrolle)

Auswertung:

Die Alternativen wurden vor Jahren entwickelt und/eranstaltungen der Lehrerfortbildung
vorgestellt, um insbesondere bei SchileribungerGeéshrdungspotenzial zu reduzieren.

3.2.2.4. Probe nach Tollen

Geréte und Chemikalien:

Reagenzglaser, Wasserbad,

Glucose, Silbernitrat-Losung 1 %, Natronlauge 1/maAmmoniak-Lésung 10 %
Durchfihrung:

Hinweise zum Arbeitsschutz:

Ammoniakalische Silbernitrat-Losung ist unmittellvar Gebrauch herzustellen und zu
verwenden. Mdglicherweise anfallende Reste singraiiglich mit Salzsdure anzusauern
(Kontrolle mit Indikatorpapier), um die Bildung vaxplosiven Silberazid zu verhindern.
Herstellung der Ammoniakalischen Silbernitrat-Losyn

2 ml Silbernitrat-L6sung werden mit einem Tropfeattdnlauge versetzt, es fallt schwarzes
Silberoxid aus. Unter Umschutteln ist tropfenwedsemoniak-Lésung zuzugeben, bis die
Losung gerade klar und farblos geworden ist. Is@lisdsung wird eine Spatelspitze Glucose
gegeben, danach wird der Ansatz in ein siedendes&vaad gestellt
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Beobachtung:
Nach kurzer Zeit scheidet sich ein Silberspiegel an

Auswertung:

Glucose reduziert die in Tollens — Reagenz enthati&Silber-lonen zu elementarem Silber.
Glucose wird zu Gluconséaure oxidiert.

Diese scheidet sich entweder als Spiegel bei gamzesen Glasern ab, ansonsten fein verteilt
als schwarzer Niederschlag.

Hinweis:

Einen guten Silberspiegel erhalt man nur mit feiéin, exakt gereinigten Glasern. Am besten
neue Glaser verwenden!

2 [Ag(NH3)2]NO3z + HO + GH1:0s — GH 1207+ 2 Agl+ 2 NHs 1 + 2 NH:NO3

o) O

Il Il

C-H C-OH
H—E—OH ch—OH
HOJC-H HOJC—H
H—E—OH HJC—OH
H—%—OH H1C—OH
W—E—OH H—E—OH

Glucose — Gluconsaure

3.2.2.5. Probe nach Cole

Gerate und Chemikalien:

Reagenzglaser, Natriumcarbonat, Kupfersulfat-Lo6sufg Natriumcarbonat, wasserfrei,
Glycerin

Durchfiihrung:

Eine Spatelspitze Glucose wird in 5 ml Wasser detig einem Spatel Natriumcarbonat, 3
Tropfen Glycerin und 3 Tropfen Kupfersulfat-Losuwagsetzt (Reihenfolge beachten!)
Anschliel3end wird erhitzt.

Beobachtung:
Es findet ein Farbumschlag nach orangegelb statt

Auswertung:

Diese Reaktion wurde 1925 von Cole beschriebenKAmaplexbildner wird Glycerin
eingesetzt. Das gebildete Kupfer(l)oxid bleibtiagratisiertes CuOH kolloidal in Losung, es
ist die empfindlichste Reduktionsprobe.

3.2.2.6. Probe nach Trommer

Gerate und Chemikalien:
Reagenzglaser, Glucose, Natronlauge 1 mol/l, Kepfat-Losung (Fehling 1)
Durchfihrung:
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Eine Spatelspitze Glucose wird in 5 ml Wasser dgeldster umschutteln wird Kupfersulfat-
Losung tropfenweise zugegeben, bis sich der Niedkg trotz Umschitteln nicht mehr |6st.
Nun wird das Reagenzglas in schrager Lage in genifdle derart erwarmt, dass nur die
obere Schicht erwarmt wird.

Beobachtung:

Es beginnt von oben her die Ausscheidung von ratapfer(l)oxid oder gelben
Kupfer(l)hydroxid, das sich nach dem das Reageszgls der Flamme genommen wurde
fortsetzt.

Auswertung:

Diese Reaktion wurde von Trommer 1848 beschrielsiist die alteste Reduktionsmethode.
Hier wurde auf zuséatzliche Komplexbildner verzi¢hkes wird die hier Komplexbildung der
Glucose als mehrwertiger Alkohol ausgenutzt.

3.2.2.7. Probe nach Haines

Gerate und Chemikalien:

Reagenzglaser, Wasserbad, Glucose, Haines Reagenz

Durchfihrung:

Eine Spatelspitze Glucose wird im Reagenzglasm W/asser gel6st. In einem Reagenzglas
werden 2 ml Haines-Reagenz mit 10 Tropfen Glucadsihg versetzt und es wird einige
Minuten im siedenden Wasserbad erhitzt.

Beobachtung:
Es tritt ein Farbumschlag von blau nach ziegeludt a

Auswertung:

Die Reaktion nach Haines war zum Nachweis von ZuichéHarn in DAB 6 (1926)
vorgeschrieben. Als Komplexbildner dient Glycedas alkalische Milieu wird durch
Kalilauge geschaffen.

3.2.2.8. Probe nach Barfoed

Gerate und Chemikalien:

Reagenzglaser, Wasserbad, Glucose, Fructose, kaktfi@dtose, Barfoed-Reagenz
Durchfihrung:

Je eine Spatelspitze Glucose, Fructose, Maltose akitbse werden in 2 ml Wasser gelost,
mit 5 ml Barfoed- Reagenz versetzt und fir 5 Minuteein siedendes Wasserbad gestellt
Beobachtung:

Bei Glucose und Fructose ist nach wenigen Minutee Ausscheidung von Kupfer(l)oxid
erkennbar, wahrend bei den Disacchariden noch Kén&nderung zu erkennen ist.
Auswertung:

Barfoed-Reagenz ist eine schwach saure Kupferacésaing. Sie reduziert Monosaccharide,
nach kurzer Zeit, dagegen werden Disaccharidenardt langerer Zeit reduziert, da die
Inversion erst ablaufen muss. Diese Methode gesgitie Differenzierung im
Monosaccharide und Disaccharide.
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3.2.2.9. Probe nach Nylander

Gerate und Chemikalien:

Reagenzglaser, Wasserbad, Tupfelplatte, Reibschale,

Glucose, Nylander-Reagenz, Bismutsubnitrat, Natniyoinoxid

Durchfiihrung:

Eine Spatelspitze Glucose in 2 ml Wasser 16sen2mit Nylander-Reagenz versetzen und
fur einige Minuten in ein siedendes Wasserbadestell

Beobachtung:
Die Ldsung farbt sich schwarz

Auswertung:

Nylander- Reagenz enthalt Natronlauge, Kaliumnattastrat als Komplexbildner und
Bismutsubnitrat. Das dreiwertige Bismut wird dufglucose zu elementarem Bismut
reduziert, welches als schwarzer Feststoff ausfilich diese Reaktion war zum Nachweis
von Glucose im Harn viele Jahre gebrauchlich

Hinweis:

Diese Reaktion kann man auch auf einer Tupfelpthitehfihren. Dazu verreibt man 9,9 g
Natriumhydroxid zu einem feinen Pulver und verreilgses mit 0,1 g Bismutsubnitrat.
Eine Spatelspitze dieser Mischung wird auf einefélijtatte gegeben und mit einigen
Tropfen Probel6sung versetzt. Nach kurzer Zeittféidh der Ansatz schwarz.

3.2.2.10. Reduktion von Pikrinsaure durch Glucose

Gerate und Chemikalien:

Reagenzglaser, Pikrinsaure-RL, Natronlauge 1 ntelllcose

Durchfihrung:

Eine kleine Spatelspitze Glucose wird in 2 ml Wagsdost, es werden je 20 Tropfen
Pikrinsdure-RL und Natronlauge zugefugt und es ermarmt

Beobachtung:
Es erfolgt ein Farbumschlag von gelb nach rot

Auswertung:
Glucose reduziert Pikrinsaure zu Pikraminséaurechestotgefarbte Salze bildet. Diese
Reaktion war die Grundlage der Blutzucker-Bestimginach Crecelius- Seifert.

3.2.2.11. Modellexperiment zur Blutzuckerbestimmug nach Hagedorn
Jensen

Die klassische Bestimmung der Blutzuckers nach HageJensen beruht darauf, das
Glucose Kaliumhexacyanoferrat (111) in Gegenwanh\Watriumcarbonat zu
Kaliumhexacyanoferrat (1) reduziert wird. Diesesdndurch Zinksulfat ausgefallt und
abfiltriert. Das nicht umgesetzte Kaliumhexacyanaiie(lll) reagiert mit Kaliumiodid unter
Freisetzung von lod, welches mit Natriumthiosutitatert wird

Gerate und Chemikalien:

Reagenzglaser, Trichter Filter, Hagedorn-Jensegétea Zinksulfat-Losung 0,1 mol/l, Eisen
(lHchlorid-Lésung 0,1 mol/l, Glucose

Durchfihrung:

Zu 2 ml Hagedorn-Jensen-Reagenz eine Mikrospatetsfastes Eisen(ll)sulfat geben.
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2 ml Hagedorn-Jensen-Reagenz mit einer Spatelgpltamse versetzen, aufkochen,
abkuhlen lassen und mit 10 Tropfen Zinksulfat-Ldsuarsetzen. Danach den Ansatz
filtrieren, und das Filtrat mit einer Mikrospatelze Eisen(ll)sulfat versetzen.
Beobachtung:

Hagedorn-Jensen-Reagenz gibt mit Eisen(ll)sulfa dunkelblaue Farbung.

Beim Erhitzen von Glucose mit dem Reagenz nimmirdiensitat der Gelbfarbung
wesentlich ab, nach Zugabe der Zinksulfat-Losutdebsich ein Niederschlag. Die
Blaufarbung des Filtrates nach Zugabe von Eisesu(fgt ist wesentlich geringer ald der
Ausgangslésung.

Auswertung:

Losungen von Kaliumhexacyanoferrat (I1) sind weBeh intensiver gelb gefarbt als
Losungen von Kaliumhexacyanoferrat (Il). Bereitsb&ochen bemerkt man die Abnahme
der Gelbfarbung. Kaliumhexacyanoferrat (l1l) bilaeit Eisen(ll)-Salzen Berliner Blau
Da Eisen(ll)sulfat immer Spuren von Eisen(lll)-Saiznthalt, sollte der Vergleich wie
beschrieben durchgefihrt werden.

3.2.2.12. Modellexperiment zur Blutzuckerbestimmug nach Somogyi-
Nelson

Die Reaktion von Kupfersalzen durch Glucose inl@kber Losung ist sehr unempfindlich,
d. h. es mussen relativ hohe Glucose-Konzentrationdiegen, damit es zur Ausfallung von
Kupfer(l)oxid kommt. Das ist bei Zuckerkonzentram im Prozentbereich méglich. Die
Glucose-Konzentration im Blut liegt in Promillebete Die klassische Bestimmung nach
Fehling oder Benedict ist zur Blutzuckerbestimmdager nicht geeignet. Aber es ist
maoglich, die gebildeten Kupfer (I)-lonen nachzuweisZu diesem Zweck gibt man eine
Arsenmolybdat-Lésung dazu, welche durch Kupferghedn zu Molybdanblau reduziert wird.
So lassen sich geringe Glucose-Konzentrationensigian Blut vorkommen, exakt
bestimmen. Eine Alternative zu Arsenmolybdat it BAenolreagenz nach Folin-Ciocalteu.

Gerate und Chemikalien:

Reagenzglaser, Glucose, Benedict- Reagenz, Phageire nach Folin-Ciocalteu
Durchfihrung:

5 ml stark verdiinnte Glucose-L6sung (Konzentrafidn— 0,2 %) werden mit einigen
Tropfen Benedict- Reagenz versetzt und erhitzthNBan Abkihlen werden einige Tropfen
Phenolreagenz zugegeben.

Beobachtung:
Nach dem Zusatz von Phenolreagenz kommt es zuiateesiven Blaufarbung

Auswertung:
Diese Methode ist von historischer Bedeutung. el@ites kaum noch mdglich, im Labor
mit Arsenverbindungen zu arbeiten, im der Schulessheute verboten.

3.2.2.13. Halbquantitative Bestimmung von Glucoseit Benedict-
Reagenz

Diese Methode spielte friher zur Abschatzung dessabeidung von Glucose im Harn eine
gewisse Rolle, um die Therapie des Diabetes mglliherwachen zu kénnen. Aber im
Unterricht kénnte sie eingesetzt werden, um diek&tkmnzentration in Lebensmitteln
abschatzen zu kdnnen. Das Prinzip dieses Oriengstestes besteht darin, dass eine
bestimmte Menge Glucose eine bestimmte Menge Kupthrziert. Es entstehen Mischfarben
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aus der blauen Farbe der Reagenzlosung und demeoocden Kupfer(l)oxid. Wichtig ist,
dass das Mischungsverhaltnis Probe und Reagenn gamgehalten wird. Es ist sehr
empfehlenswert, zunachst selber eine Farbverglaitiesmit Glucose-Losungen anzufertigen

Gerate und Chemikalien:

Reagenzglaser, Messpipette, siedendes WasserhaeljiBeReagenz, Glucose-Lésungen
Konzentration in g/l: 1,0, ; 5,0, ; 10,0: 15,0: @0,

Durchfiihrung:

0,2 ml Wasser bzw. Glucose-L6sungen der angegebémerentration werden im
Reagenzglas mit 2,5 ml Benedict-Reagenz versetztiurb Minuten in ein siedendes
Wasserbad gestellt.

Beobachtung:
Es entstehen unterschiedliche Farbungen

Glucose-Konzentration in g/l Farbung im Reagenzgla
0 klare blaue Losung, keine Veranderung
1,0 grine Farbung der Lésung, kein Niederschlag
5,0 gruner Niederschlag
10,0 olivgrtin gefarbter Niederschlag
15,0 orangefarbener Niederschlag
20,0 roter Niederschlag
Auswertung:

Zur Untersuchung von Lebensmitteln sind diese seezdiinnen, das die Konzentration
zwischen 5 und 15 g/ | liegt. Benedict Reagenziegagur mit Glucose und Fructose, nicht
mit Saccharose. Um den Gesamtzucker-Gehalt zutelmiimuss die Probe invertiert werden.
Dazu werden 10 ml Probe mit 1 ml 10 %iger Salzs&uren gekocht und anschlieRend mit
Natriumcarbonat bis zur basischen Reaktion versgontrolle mit Indikatorpapier). Nach
der Inversion sollte die Probe gleich untersuchtdee

3.2.2.14. Glucose- Bestimmung mittels Halbmikratiation

Es handelt sich hier um eine nachgebaute Methagslgak seinerzeit ein ,Glycurator-
Reagenz*, welches dazu diente, dass DiabetikeHarazucker-Ausscheidung selbst messen
konnten. Es handelte sich um eine modifizierte Bextd_6sung, die so eingestellt ist, das 2,5
ml dieser Losung 50 mg Glucose entsprechen. WemndieaGlucose-Konzentration der
Probe nicht kennt, kann man diese ermitteln ausderorauch der Probeldsung bei der
Titration. Das Reagenz zur quantitativen Zuckeibeaung enthalt Kaliumthiocyanat. Hier
entsteht Kupfer(l) thiocyanat (CuSCN), welchesrais weil3er Niederschlag ausfallt. Der
Endpunkt ist hier besonders gut zu erkennen. DgiBenung erfordert Fingerspitzengefihl,
sie muss erst einmal mit Glucose-Ldsungen traimerten!

Das Erwarmen muss uber einer Brennerflamme erfolgarsiedendes Wasserbad reicht
nicht! Nach jeder Zugabe von Glucose-Losung mufgekocht werden,

Gerate und Chemikalien:

Reagenzglaser, Glucose-Losungen der Konzentrdtfo; 5 %; 2,5 : 1,0 ; 0,5%, Benedict
Reagenz zur quantitativen Zuckerbestimmung ,GlyiturReagenz*

Durchfihrung:

In Reagenzglaser werden pipettiert:
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2,5 ml Benedict - Reagenz zur quantitativen Zucgstimmung oder

es empfiehlt sich dringend eine Glasperle als Siesteinchen zur Vermeidung eines
Siedeverzuges zuzugeben

e LOsung zum Sieden erhitzen

* aus einer Tuberculin-Spritze tropfenweise Gluda$sung zugeben

» Losung erneut zum Sieden erhitzen

 aus einer Tuberculin-Spritze tropfenweise Gluda$sung zugeben

* nach jedem Glucose-Zusatz zum Sieden erhitzen

* bis zum Verschwinden der Blaufarbung bzw. Farkeimag) nach gelblich titrieren

Beobachtung:

Die blaue Losung entfarbt sich, es entsteht eifd@eNiederschlag.

Auswertung:

Verbrauch an Glucose-
Probel6sung in ml Konzentration in %

0,05 20
0,10 10
0,15 6,6
0,20 5,0
0,25 4,0
0,30 3,3
0,35 2,8
0,40 2,5
0,45 2,2
0,50 2,0
0,55 1,8
0,60 1,7
0,65 15
0,70 14
0,75 1,3
0,80 1,25
0,85 1,2
0,90 1,1
1,00 1,0
1,15 0,9
1,25 0,8
1,50 0,67
2,00 0,5
2,50 0,4

Werden weniger als 0,25 ml Probel6ésung verbrawetitgen 2 ml Probe mit Wasser zu 10 ml
aufgefullt. Es wird erneut gemessen und der erlt@ttert mit 5 multipliziert.
Lebensmittelproben werden so verdinnt, das minde$€tgl ml Probel6sung erforderlich
sind. Wichtig ist, alle Lebensmitteproben zu iniegn, da nur Glucose und Fructose, nicht
aber Saccharose erfasst werden.

Aufarbeitung von Tomatenketchup:
10 g Tomatenketchup werden in einen 100 ml MaRRko#egewogen und mit Wasser zu 100
ml aufgefullt. Von dieser Losung werden 20 ml inex weiteren 100 ml Maf3kolben
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pipettiert, mit 5 ml Carrez-Reagenz | versetzt gatigemischt. Nach Zugabe von 50 ml
Wasser und 5 ml Carrez 1l wird gut gemischt und\Wasser aufgefillt. Der Inhalt des
Maf3kolbens ist zu filtrieren.

Das Filtrat ist zu invertieren!

3.2.3. Kondensationsreaktionen

3.2.3.1. Fructose - Nachweis nach Selivanow

Gerate und Chemikalien:

Reagenzglaser, Fructose, Glucose, Saccharose citeSalzsaure 25 %

Durchfihrung:

Eine Spatelspitze Resorcin wird in 5 ml Salzsaelégy. Je eine Spatelspitze Saccharose,
Fructose und Glucose werden in je 5 ml Wasser gddis Resorcin-Salzséure gibt man zu
den Zuckerldsungen und erhitzt.

Beobachtung:
Die Fructose — und Saccharose-LOsung farbt sighdi®iGlucose-L6sung bleibt unveréndert.

Auswertung:

Ketosen bilden beim Erwa&rmen mit Salzsaure und Reseinen roten Farbstoff, wahrend
Aldosen nicht reagieren. Mit dieser Probe kann frarctose im Urin nachweisen, da sie ein
ahnliches Verhalten (Reduktionsvermogen) wie Glaamgt. Fructose ist im Harn nach
Ubermafiigen Fructose-Genuss nachweisbar. Sacchaeggert positiv, da Fructose wahrend
der Inversion freigesetzt wird.

3.2.3.2.  Kohlenhydrat-Nachweis nach Molisch miaphthol und
Thymol

Die Reaktion nach Molisch ist ein einfacher Sudnée$ Kohlenhydrate, der zwar sehr
empfindlich aber nicht spezifisch ist.

Gerate und Chemikalien:

Reagenzglaser, Glucose-Losung, Molisch-Reagenan®hiib6sung, konz. Schwefelsaure
Durchfihrung:

In einem Reagenzglas wird eine Glucose-Losung imigen tropfen Molisch-Reagenz
versetzt. In einem weiteren Reagenzglas wird einedse-Losung mit einigen Tropfen
Thymol-Losung versetzt. Anschlie3end werden berddé&h vorsichtig mit konzentrierter
Schwefelsaure unterschichtet.

Beobachtung:

An der Berthrungsflache zwischen wassriger PhadelanSchwefelsaure bildet sich bei
Molisch-Reagenz ein rotvioletter Ring, bei Thymwl lachsroter Ring

Auswertung:

Wichtig ist, fir das Unterschichten der Schwefelsdaine Kapillarpipette mit feiner Offnung
zu verwenden.

3.2.3.3. Pentose-Nachweis nach Bial
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Gerate und Chemikalien:

Reagenzglaser, Ribose, Bial-Reagenz

Durchfihrung:

Eine Spatelspitze Ribose wird in Wasser gelost Biail-Reagenz versetzt und erhitzt.

Beobachtung:
Die Losung farbt sich grin.

Auswertung:
Auch Phloroglucin wére geeignet, hier entsteht ginkette Farbung

3.2.3.4. Reaktion nach Rothenful3er (Diphenylam)

Gerate und Chemikalien:

Reagenzglaser, Wasserbad, Glucose, Fructose, $a®ehRothenful3er-Reagenz
Durchfihrung:

Je eine Spatelspitze Glucose, Fructose und Sasehanserden in 5 ml Wasser gelost, mit 3 ml
Rothenful3er-Reagenz versetzt und fur 5 min in ieidendes Wasserbad gestellt.
Beobachtung:

Es entsteht eine starke Blaufarbung bei Sacchamus&ructose, wéahrend der Ansatz mit
Glucose keine Veranderungen zeigt.

Auswertung:
Die RothenfulRer —Probe erlaubt die Differenziermwischen Ketosen uns Aldosen.

3.2.3.5. Modellexperiment zur Blutzuckerbestimmng mit Anthron

Gerate und Chemikalien:

Reagenzglaser Wasserbad, Glucose, Anthron, komeatchwefelsdure

Durchfihrung:

Eine Mikrospatelspitze Anthron in 2 ml konzentregrSchwefelsaure I6sen, leicht erwarmen.
Eine Mikrospatelspitze Glucose in wenigen Tropfeaséér I6sen, mit der Anthron-
Schwefelsaure mischen und fiir 10 min in ein siedeMlasserbad stellen.

Beobachtung:
Der Ansatz farbt sich blau

Auswertung:
Diese Methode hat heute nur noch historische BedguSie ist auch in der Handhabung
nicht ganz ungefahrlich. Sie wird durch grél3ere fnWasser gestort.

3.2.3.5. Modellexperiment zur Blutzuckerbestimmng nach Hultmann

Gerate und Chemikalien:

Reagenzglaser, Glucose, farbloses o-Toluidin, Eiges

Durchfihrung:

Eine Mikrospatelspitze Glucose wird in wenigen TespWasser gelost. Zu 3 ml Eisessig
werden 5 Tropfen farbloses o-Toluidin gegeben,dartGlucose-Losung gemischt und fur 10
min in ein siedendes Wasserbad gestellt

Beobachtung:
Der Ansatz farbt sich grtn.

Auswertung:
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Auch diese Methode besitzt heute nur noch eindonrigshen Wert, da auch o-Toluidin
toxikologisch bedenklich ist.
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4. Disaccharide

4.1. Allgemeine Grundlagen

Disaccharide entstehen aus zwei Monosaccharid-8iaest unter Wasserabspaltung. Die
Verknupfung erfolgt in der Ringformuber zwei OH +u@pen. Man unterscheidet den
Maltose- und den Trehalose-Typ, je nach dem anhgetcKohlenstoffatom im Ring die
Verknupfung erfolgte. Der Bindungstyp heil3t GlyebBindung.

Maltose-Typ
Hierbei erfolgt die Verknupfung am ersten und asrtein Kohlenstoffatom.

Trehalose-Typ
Hierbei sind die Hydroxylgruppen jeweils am erdkahlenstoffatom glycosidisch verknuipft.

4.2. Verhalten von Disacchariden gegentbeduktionsproben

4.3. Experimente

4.3.1. Reaktion von Lactose und Saccharose mit iB=dict- Reagenz

Gerate und Chemikalien:

Reagenzglaser, Saccharose, Lactose, Benedict-Reagen

Durchfihrung:

Je eine Spatelspitze Saccharose und Lactose wiergeeB ml Wasser geldst, mit der gleichen
Menge Benedict-Reagenz versetzt und zum Siedetzierhi

Beobachtung:

Beim Erhitzen von Lactose mit Benedict-Reagenzebitich ein orangefarbener
Niederschlag, wahrend die Saccharose-Probe un\esténidibt.

Auswertung:

Lactose ist ein Disaccharid vom Maltose-Typ, Samat®vom Trehalose-Typ. Beim
Maltose-Typ sind das erste und das vierte Kohldéfagton durch glycosidische Bindung
miteinander verknipft, beim Trehalose-Typ die eréteiden Kohlenstoffatome, Die
reduzierenden Gruppen(Glycosid-Gruppen) befindeim am ersten Kohlenstoffatom.
Lactose zeigt Reduktionswirkung , weil eine freig@dsid-Gruppe vorhanden ist. Bei der
Saccharose ist keine Reduktionswirkung erkennbeit,beide glycosidische Gruppen
blockiert sind.

4.3.2. Inversion von Saccharose mit Sauren

Gerate und Chemikalien:

Reagenzglaser, Glasstab, Saccharose, Salzsaund,INatvonlauge 1 mol/l,
Universalindikator-Papier, Benedict-Reagenz

Durchfihrung:

Einen Spatel Saccharose in 3 mim Salzsaure |6s#@ amn kochen. Danach lasst man
abkuhlen und versetzt mit Natronlauge bis zur ékbkn Reaktion (Kontrolle mit
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Indikatorpapier). Von dieser Loésung werden 2 ml deit gleichen Menge Benedict-Reagenz
versetzt und erwarmt bis zum Sieden

Beobachtung:
Es tritt eine Farbveranderung auf, es bildet sicloeangefarbener Niederschlag.

Auswertung:

Die Rickreaktion der Disaccharid-Bildung nennt nrarersion. Hier wird ein Disaccharid

unter Wassereinlagerung mittels Salzsaure als y&attdrs in seine Bausteine zerlegt. Die
Inversion von Disacchariden hat auch technischeeBiethg, beispielsweise ist Kunsthonig
ein Invertzucker

4.3.3. Inversion von Saccharose mit Sacchdase (Backerhefe)

Gerate und Chemikalien:

Reagenzglaser, Saccharose-Losung 2 %, BenediageReaBackerhefe

Durchfihrung:

Eine erbsengrol3e Menge Backerhefe wird in 10 ntlbgswasser suspendiert und danach
auf 3 Reagenzglaser aufgeteilt. (Hefeextrakt)

RG 1: Hefeextrakt und 2 ml Wasser

RG 2: Hefeextrakt und 2 ml Saccharose-Ldsung

RG 3: Hefeextrakt aufkochen und 2 ml Saccharosenh@s

Die Reagenzglaser fur 3 min in die Hand nehmen figts min in ein Wasserbad von 40 °C
stellen, danach mit der gleichen Menge BenedicigBeaversetzen und zum Sieden erhitzen
Beobachtung:

Reagenzglas 1 und 3 unverandert, wahrend sich sgdReglas 2 ein orangeroter
Niederschlag gebildet hat.

Auswertung:

Die Inversion der Saccharose kann nicht nur durshizen mit S&uren, sondern auch mit
Hilfe von Enzymen erfolgen. Das Enzym, welches Baamse in seine Monosaccharide
zerlegt, heil3t Saccharidase. Enzyme wirken selbst reduzierend, deshalb fiel die
Benedict-Probe im ersten Reagenzglas negativ axsh durch Erhitzen werden Enzyme
zerstort, deshalb ist die Benedict-Probe im 3. Rpaglas negativ.

4.3.4. Lactose-Nachweis mittels Probe na@¥ohlk

Gerate und Chemikalien:

Reagenzglaser, Laktose, Ammoniak-Lésung 25 %, &adié 20 %

Durchfihrung:

Eine Spatelspitze Laktose wird in 5 ml Wasser dgetag 2-3 ml Ammoniak-Lésung und 5
Tropfen Kalilauge versetzt und zum Sieden erhitzt.

Beobachtung:
Es erfolgt Farbumschlag nach lachsrot.

Auswertung:

Laktose bildet mit Ammoniak und Kalilauge beim Ermé&n einen roten Farbstoff. Die
Wohlk-Probe lasst sich zum Laktose-Nachweis im Hamwenden. Bei Schwangeren und
Waochnerinnen wird im Harn Laktose ausgeschiederstékt bei Milchstau. Deshalb besitzt
diese Nachweisreaktion diagnostische Bedeutung.
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4.3.5 Identitatsprifung von Saccharose nadAC 3

Verbindungen mit mehreren Hydroxylgruppen, wozuhadie Saccharose gehort, reagieren
mit Kupferionen in alkalischer Losung unter Komgdéaung. Es entstehen dunkelblaue,
klare L6sungen. Wird die Probeldsung mit Salzs&unézt, findet einerseits ein
Farbumschlag nach hellblau statt (Komplex wird ety andererseits auch eine Spaltung
der Saccharose in Glucose und Fructose. Nach Zwgabs Uberschusses an Natronlauge
erfolgt die Reduktion des Kupfersalzes zu Kupfew(il, welches als ziegelroter Niederschlag
ausfallt.

Geréate und Chemikalien:

Reagenzglaser, Kupfersulfat-L6sung R. Verdunnteiddahydroxid-Losung R, Verdinnte
Salzsdure R 1

Durchfihrung:

Die Losung von 25 mg Substanz in 5 ml Wasser wiitdOmd5 ml Kupfersulfat — Loésung R
und 2 ml verdinnter Natriumhydroxid — L6ésung R e&zsund zum Sieden erhitzt. Die
Losung ist klar und blau. Die noch hei3e Losungiwmiach Zusatz von 4 ml verdinnter
Salzsaure R 1 min zum Sieden erhitzt. Nach Zugabetvml verdiinnter Natriumhydroxid —
Losung R bildet sich sofort ein orangefarbener Bisdhlag.

Beobachtung:
Nach Zugabe von Kupfersulfat und Natronlauge kldumkelblaue Lésung, nach Zugabe der

Salzsaure Farbumschlag nach hellblau, nach Erhitadmochmaligen Zusatz der
Natronlauge orangefarbener Niederschlag

Auswertung:

Durchfuhrung Originaltext des DAC 3, wichtig isgs$ die Konzentration der Losungen
einhalten werden, sonst klappt es nicht!

5. Polysaccharide

5.1. Allgemeine Grundlagen

Nach dem Prinzip der glycosidischen Bindung tretieht nur zwei, sondern auch mehrere
Monosaccharid-Bausteine zusammen. So entsteheroMalkekile mit molaren Massen von
mehreren Millionen.

Man unterscheidet:

Homoglucane Heteroglucane
nur ein Monosaccharid-Baustein mehrere Sacclaigsteine

(meist Aminozucker und Uronsauren)
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Die wichtigsten Homoglucane , die sich von der Gise ableiten:

Polysaccharide Struktur Eigenschatft

Starke a Glucose pflanzliches Reservekohlenhydrat

Zellulose 3 Glucose Gerlstsubstanz

Glycogen a-Glucose tierisches Reservekohlenhydrat
(verzweigt)

Die Eigenschaften (SuRigkeit, Reduktionswirkungsééaloslichkeit u.a.) andern sich mit
steigender Kettenlange. Polysaccharide haben als@Gabstanz (Zellulose) und als
Reservekohlenhydrat auf3erordentliche BedeutundaSsen sich chemisch und enzymatisch
zum Oligo- bzw. Monosaccharid abbauen.

5.2. Chemisches Verhalten
5.3. Experimente
5.3. 1. Nachweis von Starke

Heute werden in Nahrungsmitteln auch chemisch rmmelife Starkeprodukte verwendet. Sie
ergeben beim lod-Test nicht die typisch blaue Eihs&sverbindung, auch violette Farbungen
sind maoglich, insbesondere bei Fertiggerichten

Gerate und Chemikalien:

Uhrglasschalen, Reagenzglaser, Starke, lod-Kalidittibdsung nach Lugol, auf Starke zu
prufende Nahrungsmittel

Durchfihrung:

Auf die zu prifenden Nahrungsmittel wird lod-Kaliiodid-Losung getropft.

Beobachtung:
Es entsteht die Blauschwarze Farbung

Auswertung:

Starke bildet mit lod eine blauschwarze Einschlagswmdung, welche nur bei
Raumtemperatur bestandig ist. Diese entsteht, inddaviolekile in die kanalartigen
Hohlraume der spiraligen Amylose-Kette eingelaganden. Die Intensitat der Farbung ist
naturlich auch von der Lange der Amylose-Ketteréalgig. Modifizierte Starken, wie sie
auch in der Lebensmittelindustrie verwendet wenaigh eine bessere Ldslichkeit in Wasser
haben, ergeben mit lod-L6sung veranderte Farbtoneviolett bis braun.

5.3.2. Nachweis von Cellulose

Der Nachweis von Zellulose erfolgt mit Zinkchloriod- Losung. Zinkchlorid in
konzentrierter Lésung wirkt aufquellend auf dieuBtur der Cellulose und erméglicht do das
Eindringen der lod-Lésung. So kann der blaue Farijkex (Einschlussverbindung) gebildet
werden.

Gerate und Chemikalien:
Uhrglasschalen, Watte, Zellstoff, Zinkchlorid-lod4ung (Chlorzink-lod-Lésung)
Durchfihrung:
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Auf die zu prifenden Materialien wird Zinkchloridd-Losung getropft.

Beobachtung:
Es bilden sich blauschwarze Farbungen aus.

Auswertung:

Die 1.4 glycosidische Bindung der Cellulose bewidés die Cellulose in langen, linearen
Ketten vorliegt. Sie ist mit einer fibrillaren Sktur (Fasern, Bindel) verbunden. Diese
reagieren nicht mit einer lod-L6sung. Zurch Zusatz Zinkchlorid wird eine Aufquellung
der mikrokristallinen Cellulose-Struktur erreicBladurch kénnen lod-Molekiile eindringen
und es entstehen die blauschwarzen Einschlussderigen.

5.3.3. Saurehydrolyse der Starke

Gerate und Chemikalien:

Reagenzglaser, Glasstab, Starke-Lésung 1 %, Sadzsanol/l, Natronlauge 1 mol/l,
Universalindikator-Papier, Benedict-Reagenz

Durchfiihrung:

1 ml Starke-L6sung werden mit der gleichen Mengedsiect — Reagenz zum Sieden erhitzt.
1 ml Starke-Lésung wird mit der gleichen Menge Salze 3 min gekocht. Danach lasst man
abkuhlen, neutralisiert mit Natronlauge (Kontrdheikatorpapier) versetzt 2 ml dieser
neutralisierten Losung werden mit der gleichen MeBgnedict-Reagenz versetzt und zum
Sieden erhitzt.

Beobachtung:

Die unbehandelte Starke-Losung veranderte sich.rizd mit Salzsaure aufgekochte und
neutralisierte Starke-Lésung bildete mit Benediea&enz einen roten Niederschlag.
Auswertung:

Starke ist ein Polysaccharid, welches nicht redaen@ wirkt. Durch drastische MaRnahmen
(Erhitzen mit Sauren) ist es moglich, die Polysaccte in ihre Bausteine zu zerlegen, die
durch die Benedict-Probe erfassbar sind.

5.3. 4. Enzymatischer Starkeabbau (Kohlenhydt-Verdauung)

Gerate und Chemikalien:

Reagenzglaser, Brot, Starke-Losung, Benedict-Readed-Kaliumiodid-Losung nach Lugol
Durchfihrung:

Eine Starke-Ldsung wird mit einem Tropfen lod- Kafiodid-Losung angeféarbt. Nunn gibt
man etwas Speichel dazu.

Auf ein kleines Stiick Brot wird mit lod-Kaliumiodiddésung getropft.

Ein kleines Stiick Brot wird solange gekaut, bisgiffer Geschmack auftritt.

Das gekaute Brot wird in zwei Teile geteilt. Eim®le wird im Reagenzglas mit Benedict-
Reagenz erhitzt, auf die zweite Probe wird lod-Hmaliodid-Losung getropft

Beobachtung:

Die mit Speichel versetzte Starke-Losung entfadit.s

Im nicht gekauten Brot lasst sich Starke nachweibargekauten Brot ist die Benedict-Probe
positiv, die lod-Probe negativ.

Auswertung:

Starke ist ein Reservekohlenhydrat, aus dem desrf@sgus Glucose gewinnt. Dies geschieht
durch enzymatische Spaltung Amylase) Dieses Enzym befindet sich im Speicimel im
Pancreassaft. Deshalb ist es wichtig, die Nahrungigkauen, umso besser wird die Starke
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gespalten. (,gut gekaut ist halb verdaut®). Beisehiiedenen Krankheiten z. B. Pancreatitis ist
dieses Enzym in héheren Aktivitaten im Blut vorhandind wird mit dem Harn
ausgeschieden. Deshalb werden im klinischen Lalboylase-Bestimmungen durchgefihrt.
Eine Fehlerquelle dabei ist es, Speichel in dibb@nayelangen zu lassen. Deshalb die Starke-
Losung nicht mit dem Mund pipettieren.

5.3.5. Wirkungsweise der Amylase (AmylaseeBtimmung nach
Wohlgemuth)

Die Bestimmung der Aktivitat der Amylase, friiheaBiase genannt, diente friher zum
Ausschluss einer akuten Pankreatitis (Entzindun@dechspeicheldriise). Viele
Erkrankungen der Verdauungsorgane gehen mit st@&anhschmerzen einher. Bei einer
Pankreatitis sind erhdhte Aktivitaten der AmylaseSerum und Urin nachweisbar. Deshalb
brauchte man im Notfall-Labor eine Methode um dsesghwere Krankheitsbild erkennen zu
kénnen. Das Prinzip der Methode beruht darauf, desesVerdinnungsreihe von Harn — oder
Serum angefertigt wird und mit einer bestimmten le6tarke versetzt wird. Nach einer
festgelegten Inkubationszeit wird die Reaktion &lngehen, indem die Glaser abgekuihlt
werden. Durch Zugabe von lod wird geprift, bis 2icher Verdiinnung die Starke abgebaut
wurde. Als Amylase-Quelle wird ein Pankreas-Prépaeavendet.

Dieses Experiment veranschaulicht eindrucksvolBstimmung der Enzymaktivitat.

Geréte und Chemikalien:

Wasserbad (800 ml Becherglas hohe Form, welchmar @000 ml Styropor-Box steht)
Thermometer, 10 Reagenzglaser, Pipetten, Bechergldsiswasser, Mal3kolben 100 ml
Starke-Losung 1 % in gesattigter Natriumchloridudg, Pankreas- Praparat, gepufferte
Natriumchlorid-Losung, Natriumchlorid-Losung 90,ddd-Kaliumiodid-Lésung nach Lugol
Durchfiihrung:

Von dem Pankreas Praparat Verdiinnungen herstellen

Herstellung der Enzym-L6sung:

EineKapsel Pankreas-Préparat in eine Reibschale geitenunachst fein zerreiben. Danach
10 ml Wasser in die Reibschale geben, weiter uaereund die Suspension in einen 100 ml
Malikolben utberfuhren, der 10 ml Natriumchlorid-Lag@0 g/l enthalt. Danach den Kolben
mit Wasser zu 100 ml auffiillen. Die Lésung ist &iib

Herstellung der Starke-Ldsung:

10 ml Starke-Lésung 1 % werden mit Wasser zu 108ufgefullt.

Herstellung der Verdinnungslosung:

25 ml gepufferte Natriumchlorid-L6sung werden mia¥ger zu 100 ml aufgefulit.
Herstellung der Verdinnungsreihe:

Zehn Reagenzglaser mit 1-10 beschriften und imeiReagenzglasstander anordnen

In das erste Reagenzglas wird 1 ml Enzym-L6sung,

in die Glaser 2 — 9 werden je 1 ml Verdinnungslgsyegeben.

Von Reagenzglas 1 wird 0,5 ml enthommen, in Reaglas2 gegeben, gut gemischt, und
davon 0,5 ml in Reagenzglas 3. Dies wird bis Reagjes 10 wiederholt, aus Reagenzglas 10
werden 0,5 ml entnommen und verworfen.

Weiteres Vorgehen:

In alle Reagenzglaser 1 ml Starke-L6sung geberfiur@0 min in ein Wasserbad
(Temperatur 40 — 45 °C) stellen, danach in ein Beglas mit eiskaltem Wasser. In jedes
Glas von 10 an beginnend 1 Tropfen lod-Kaliumiodidung geben und gut mischen

Beobachtung:
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Der Inhalt der letzten Reagenzglaser ist schwalth der ersten blauschwarz, man sieht gut
den kontinuierlichen Farbtbergang

Auswertung:
Blaufarbung zeigt unveranderte Starke an, rot- blauotbraune Farbe = Erythrodextrin

30



MNU Bremerhaven 2013 Proske & Dr. Walter

Herstellungsvorschrift flr die Reagenzien

Ammoniak-Lésung 10 %:
100 ml 25 %ige Ammoniak-Losung werden mit Wasse?2%0 ml aufgefullt.

Barfoed-Reagenz:
6,7 g Kupferacetat und 1 ml Eisessig werden mit3&azu 100 ml aufgefullt.

Benedict Reagenz zum qualitativen Zuckernachweis:

17,3 g Kupfersulfat - 5 Hydrat werden in Wassebgeund mit Wasser zu 100 ml aufgefllt.
173 g Natriumcitrat 3 Hydrat und 200 g Natriumcardto- 10 Hydrat werden in

800 ml Wasser gelost, mit der die Kupfersulfat-Liggemischt und mit Wasser auf 1000 ml
aufgefullt.

Benedict Reagenz zur guantitativen ZuckerbestimmungGlycurator-Reagenz":

18,0 g Kupfersulfat - 5 Hydrat werden in Wassdosteund mit Wasser zu 100 ml aufgefulit.
200 g Natriumcitrat - 3 Hydrat , 200 g Natriumcarhb- 10 Hydrat und 125 g Kalium —
thiocyanat werden jeweils getrennt in je 250 ml Béagyelost. Diese drei Losungen sind zu
mischen, mit 5 ml Kaliumhexacyanoferrat (I1)-Losu® g in 100 ml Wasser gel6st) zu
versetzen, mit der Kupfersulfat-Losung zu misched mit Wasser zu 1000 ml auffullen.

Bial-Reagenz:
100 mg Orcin (5-Methylresorcin) werden in 50 ml%dger Salzsaure geldst und mit 25

Tropfen Eisen(lll)chlorid-Losung (1g FeQt 6 H,O in 100 ml Wasser gemischt)

Bismutsubnitrat- Natriumhydroxid-Verreibung:

9,9 g Natriumhydroxid werden in einer Reibschalenem feinen Pulver verrieben und
anschlieBend wird 0,1 g Bismutsubnitrat (basis@issiutnitrat BIONQ) zugegeben und
grundlich mit dem Natriumhydroxid gemischt. Diesesthung ist &uf3erst hygroskopisch und
daher in sehr gut verschlossenen GefalRen aufzubenvah

Carrez - Reagenz I:
15 g Kaliumhexacyanoferrat (1) 3 Hydrat in Wasksen und zu 100 ml auffillen

Carrez - Reagenz Il:
30 g Zinksulfat 7 Hydrat in Wasser |6sen und zu a0@ufftllen

Dinatriumpentacyanonitrosylferrat RM nach AB 2 DDR DL:

0,25 g Nitroprussidnatrium (Dinatriumpentacyanastiferrat), 50 g wasserfreies
Natriumcarbonat und 50 g Ammoniumsulfat werden f&dtig in einer Reibschale
miteinander verrieben und in einer dichtschlieRerBlaunglasflasche vor Feuchtigkeit
geschutzt aufbewahrt.

Essigsdure 2 mol/l:
12 ml Eisessig werden mit Wasser zu 100 ml aufgefil

Fehling I
7 g Kupfersulfat 5 Hydrat werden in Wasser gel@st mu 100 ml aufgefllt.

Fehling I
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10 g Natriumhydroxid und 35 g Kaliumnatriumtartwagrden in destilliertem Wasser gelost
und mit Wasser zu 100 ml aufgefullt

Glucose-Lésungen fur die Halbmikrotitration (,Glycu rator-Verfahren):
Glucose - Stammlésung 10 %:

10 g wasserfreie Glucose werden in Wasser gelaszuri00 ml aufgefullt
Glucoselésung 5 %

5 ml Stammlésung und 5 ml Wasser mischen

Glucoselésung 2,5 %

2,5 ml Stammldésung und 7,5 ml Wasser mischen

Glucoselbsung 1 %

1 ml Stammlésung und 9 ml Wasser mischen

Glucoselésung 0,5 %

0,5 ml Stammldsung und 9,5 ml Wasser mischen

Hagedorn-Jensen Reagenz:
165 mg Kaliumhexacyanoferrat (lll) und 1,06 g Wase&s Natriumcarbonat werden in
Wasser geldst und zu 100 ml aufgefullt.

Haine-Reagenz:

2 g Kupfersulfat — 5 Hydrat werden in 90 ml Wasgelist. Es werdenl15 ml Glycerin
zugegeben und es wird gut durchgemischt. Danactienef5 ml 2 mol/l Kalilauge
zugegeben. Die Reihenfolge muss eingehalten weedsinGlycerin, dann Kalilauge
zugeben, sonst erfolgt Niederschlagsbildung. Wexmn@lycerin reduzierende
Verunreinigungen enthalt, kommt es kurze Zeit ndmhHerstellung der Losung zu einem
Farbumschlag nach griin bis orange sowie zu eindruhg. Diese lasst sich durch
Zentrifugieren oder Filtration abtrennen. Da Pdpier nicht bestandig sind gegentber
Lauge, verwendet man Glaswolle, welche man in daaudrohr des Trichters stopft. Es
empfiehlt sich, diese Losung einen Tag vor der \émdung herzustellen. Die Aufbewahrung
dieser Losung erfolgt in einer Flasche aus Kunftsto

lod-Kaliumiodid-Lésung nach Lugol

1 g lod und 2 g Kaliumiodid werden trocken gemischitrch tropfenweises Zugeben von
destilliertem Wasser in Losung gebracht, danacautein Volumen 300 ml (Messzylinder)
mit Wasser aufzufillen

Kalilauge 20 %:
20 g Kaliumhydroxid werden in Wasser geldst undWigtsser zu 100 ml aufgefullt-

Kalilauge 1 mol/l:
5,6 g Kaliumhydroxid werden in Wasser geldst untd\Wwasser zu 100 ml aufgefullt-

Kupfersulfat-Loésung 1 %
1 g Kupfersulfat 5 Hydrat wird in Wasser gel6st wudl00 ml aufgefulit.

Kupfersulfat — Zitronensdure-Verreibung:
Ein Masseteil Kupfersulfat 5 Hydrat wird mit 2 M&asseteilen Zitronen - oder Weinsaure
sorgféltig miteinander in einer Reibschale verrrebe

Methylenblau-Ldsung nach Loffler:
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10 g Methylenblau werden mit 100 ml Ethanol (Brgungis) unter haufigen Umschditteln in
einer Braunglasflasche stehen gelassen, diese $#aomyg ist unbegrenzt haltbar.

30 ml frisch filtrierte Methylenblau- Stammlosungmden mit 1 ml 1 %iger Kalilauge und 99
ml Wasser vermischt.

Molisch-Reagenz:

3 g 1-Naphthol werden in 100 ml Ethanol gelost. Migeist hierbei, dass nur ein
hellgefarbtes Praparat geeignet ist. Durch langagerung farbt sich die Substanz dunkel
und ist fir den Molisch-Test nicht mehr einsetzbar.

Natriumchlorid-Lésung 90 g/l

9 g Natriumchlorid wird in destilliertem Wasser @& und zu 100 ml aufgefullt.

Zur Herstellung von physiologischer Kochsalz-Loswegden 10 ml mit Wasser zu 100 ml
aufgefullt.

Natriumchlorid-Ldsung gepuffert zur Bestimmung der diastatischen Kraft nach
Wohlgemuth:

10 g Natriumchlorid, 8,9 g Dinatriumhydrogenphodph@ Hydrat und 2,3 g
Kaliumdihydrogenphosphat werden in Wasser gelodtaun250 ml aufgefullt. Von dieser
Stammlésung werden bei Bedarf 25 ml mit WasserQfuril aufgefulit.

1 mol/l Natronlauge (Reagenz):
10 ml 33 %ige Natronlauge mit Wasser auf 100 miCdieh.

Nylander-Reagenz:

4 g Kaliumnatriumtartrat und 10 g Natriumhydroxidngen in 90 ml destillierten Wasser
geldst. Nach Zugabe von 2 g Bismutsubnitrat (bass®ismutnitrat BIONgwird dieses
unter Schiutteln geldst und danach wird mit desttéim Wasser auf 100 ml aufgefullt. Falls
die LOsung trube ist, durch Glaswolle filtriereneAufbewahrung erfolgt in einer Flasche
aus Kunststoff.

Phenolreagenz nach Folin-Ciocalteu::

Dieses Reagenz sollte fertig bezogen werden, daSzibstherstellung in der Schulpraxis
nicht in Betracht kommt. Das Reagenz wird hergkstetiem Natriumwolframat und
Natriummolybdat 10 Stunden unter Ruckfluss gekearden missen,

Phenylhydrazin- Natriumacetat-Gemisch:
5 g Phenylhydrazin-Hydrochlorid und 5 g wassergéiatriumacetat werden sorgfaltig
miteinander in einer Reibschale verrieben.

Pikrinsdure —RL:

2,0 g Pikrinsaure werden mit 100 ml siedenden Wagsest. Man lasst die Lésung dann
einen Tag bei Raumtemperatur stehen und filtrierBedarf die notwendige Menge der
Uberstehenden Lésung.

RothenfulRer-Reagenz:
20 ml einer Losung von Diphenylamin in Ethanol(200§ ml) werden mit 80 ml Eisessig
und 100 ml konzentrierter Salzsédure gemischt.

1 mol/l Salzsdure (Reagenz):
8,2 ml 37 %ige Salzsaure mit Wasser zu 100 ml Heffii
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Schiff’'s-Reagenz:

1 g basisches Fuchsin (Diamantfuchsin) wird in d0&thanol geldst und filtriert.

10 ml Filtrat mit 90 ml Wasser in einem 200 ml Brigeyerkolben mischen, 2g Natriumsulfit
oder -disulfit und 10 Tropfen konzentrierter Salder Schwefelsaure zugeben und den
Kolben mit einem Glasstopfen verschlie3en. Ideadesamiisste eine farblose Lésung
entstehen, in der Praxis erhalt man jedoch eine wadr weniger intensiv braun geféarbte
Losung. Die Braunfarbung wird durch Acridin-Verumigungen, welche im Farbstoff
enthalten sind, hervorgerufen. Aus diesem Grunde gre LOosung nach dem die rotviolette
Farbung verschwunden ist, und die Lé6sung mehr weeiger intensiv braun gefarbt ist,

mit einem Spatel-Loffel gepulverter Aktivkohle vetzt, kraftig durchgeschuttelt und
anschlieBend filtriert. Schiff's-Reagenz solltdanblosen Enghalsflaschen mit dicht
schlieBendem Schraubverschluss aufbewahrt werderkl&chen werden zum Lichtschutz
in Aluminium-Folie eingehllt. Die L6sung ist indihe. Flasche, die moéglichst vollstandig
gefullt sind, aufzubewahren. Schiffs-Reagenz igegéiber Sauerstoff empfindlich, Deshalb
sollten die Flaschen so wenig wie mdglich getftmetden. Tritt eine violette Farbung ein, ist
eine Regeneration mit Sulfit und Saure moglicheEpfiehlt sich heute, die Losung fertig zu
kaufen, da die Substanz heute als cancerogen aiftges

Silbernitrat-L6sung 1 %:
1g Silbernitrat wird in destilliertem Wasser geldatd zu 100 ml aufgefillt. Die Losung ist
lichtempfindlich und daher in einer Flasche ausuBrgas aufzubewahren.

Starke-Losung 1 % in gesattigter Natriumchlorid-Lésung:

1 g l6sliche Starke wird in 20 ml gesattigter Natnchlorid-Losung ohne Klumpen
eingeruhrt, wie Puddingpulver. 70 ml gesattigterMatchlorid-Losung werden zum Sieden
erhitzt und in die siedende Losung wird die Stékéschlammung portionsweise unter
Ruhren eingetragen. Man lasst kurz aufkochen, khlind fullt mit gesattigter
Natriumchlorid-Losung auf 100 ml auf. Diese Losustgoei Raumtemperatur haltbar.

Thymol-Lésung:

5 g Thymol werden in Ethanol (Brennspiritus) gel@sti mit Ethanol zu 100 ml aufgefullt.
Diese Losung hat gegenuber der Naphthol-Losung Kexdisch den Vorteil, unbegrenzt
haltbar zu sein. Allerdings erfolgt der Farbumsghiacht nach rotviolett sondern nach
lachsrot.

Zinkchlorid-lod-Lésung = Chlorzinkiod-Ldsung

6,5 g Kaliumiodid und 0,5 g lod miteinander misch&®,5 ml destilliertes Wasser abmessen,
davon tropfenweise zugeben auf das feste lod-Kabidit-Gemisch geben bis eine Lésung
eingetreten ist. 20 g wasserfreies Zinkchlorid veertn restlichen Wasser gel6st, und danach
werden beide Losungen vereinigt. Diese Losung andbesten in einer Braunglasflasche mit
dicht schlieRendem Schraubverschluss aufbewahrt.

Zinksulfat-Lésung 0,1 mol/l:
27,8 g Zinksulfat-7Hydrat werden in Wasser geldst au 1000 ml aufgefllt.
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