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Einleitung

Gefahrstoffe spielen auch im experimentellen Bim@agterricht eine nicht zu
unterschatzende Rolle. Die Relevanz der GefahfBiaiblematik ist zwar nicht ganz so
gravierend als im Chemieunterricht, aber sie @ztalledem vorhanden. Auch im Biologie-
Unterricht muss die Prufung der Substitution duwemiger problematische Stoffe und das
Erstellen der Gefahrdungsbeurteilung erfolgen. ®@¢&hrdungsbeurteilung hat sich im
Biologieunterricht nicht nur auf die verwendeterfabestoffe zu beschranken, hier muss vor
allem geprift werden, ob auch die Bio-Stoff-Verardg relevant ist. In Zukunft wird far
jedes Experiment eine Gefahrdungsbeurteilung érated dokumentiert werden mussen.
So haben sich im Biologieunterricht Experimentélkeat, die heute in dieser Form nicht
mehr durchgefihrt werden sollte. Beispiele waredanMikroskopie die Farbstoffe
Pikrinsdure, Kongorot, Sudan lll, Kristallvioletlie Karbolfuchsin-Lésung sowie die May-
Grunwald und Giemsa-Losung, welche krebserzeugewd ¢ehr giftig sind. Ein anders
Beispiel ware die Substrat-Spezifitdt der Urease TWioharnstoff eingesetzt wird. Diese
Substanz lasst sich problemlos durch den bishét ringestuften Methylharnstoff
problemlos ersetzen. Aber auch die Fehling-Prolo@ legne Unfallquelle darstellen,
insbesondere wenn das Reagenzglas in der Brermeréanicht bewegt wird.

Im folgenden Skript werden optimierte Experimenvegestellt, wo problematische Stoffe
durch weniger problematische Stoffe ersetzt wultlem. wo das Gefahrdungspotenzial
minimiert wurde. Diese Sammlung erhebt nicht desgkach auf absolute Vollstandigkeit!
Bei der Konzeption der Experimente ist auch dagaaichtet worden, moéglichst zeit- und
materialsparend zu arbeiten. Es wurden nur Cheraikaingesetzt, die im Lehrmittelhandel
zu erwerben sind, aber auch Stoffe aus dem Alkagh werden Alternativen fir die
Tupfelanalytik vorgestellt, die sich besonders3aéhuleriibungen eignen.

Einsatz von Gefahrstoffen im Biologieunterricht

Im Biologieunterricht haben sich Experimente, wdabestoffe erforderlich sind, bei
folgenden Themen seit vielen Jahren etabliert:

* Nachweisreaktionen von Kohlenhydraten, Proteinahkiohlendioxid
® Experimente zum Thema Enzyme

® Farben mikroskopischer Préaparate

® Chromatographie

* Okologie



Proske & Walter

Konkrete Probleme und L6sungswege
Nachweisreaktionen von Kohlenhydraten, Proteinen ua
Kohlendioxid

Kohlenhydrate Alternativen zur klassischen Fehling Probe

Der Nachweis reduzierender Stoffe beispielsweise@le mit Fehling - Reagenz ist ein
haufig durchgefiihrtes Experiment im Chemie - unoldjieunterricht. Die ablaufenden
Reaktionen der klassischen und modifizierten Fghtnoben sind identisch. Zweiwertige
Kupferionen werden in alkalischer Losung durch melende Stoffe zu einwertigen
Kupferionen oder Kupfer reduziert. Komplexbildne. Salze der Wein - und Zitronensaure
verhindern die Ausfallung von Kupferhydroxid in alischer Losung. Bei der Benedict-
Probe wird Natriumcarbonat statt Natriumhydroxidgasetzt, als Komplexbildner
Natriumcitrat. Das Reagenz ist jahrelang verwendibarhat ein bedeutend geringeres
Gefahrenpotenzial als das klassische Fehling-Reafgeses Reagenz ist im Handel
erhaltlich bzw. kann auch selbst hergestellt werdear Selbstbau-Fehling ist von der Sache
her &hnlich, er kann mit den in der Sammlung vodieaen Reagenzien hergestellt werden.
Der Unterschied zwischen Benedict-Reagenz und s8mdloi-Fehling” besteht darin, das
Benedict-Reagenz nach einer festgelegten Rezepigestellt wird, wahrend beim
~Selbstbau-Fehling” die Substanzen ohne konkreteddiaangabe gemischt werden.

Das Problem sind die Siedeverziige:

Wenn der sehr stark alkalische Versuchsansatz mgéteglas in der offenen Flamme des
Bunsenbrenners erhitzt wird, besteht die Gefahs das stark atzende Reaktionsgemisch
heraus spritzt und zu Veratzungen fuhrt.

Dies ist eine unkalkulierbare Unfallguelle.

Es gibt drei Moglichkeiten zur Minimierung von Utlguellen:

 Verfahren ohne Brenner im Reagenzglas

* die Benedict — Variante bzw. der , Selbstbau-efilim Wasserbad

* der ,Mikro — Fehling“ auf der Tupfelplatte

Verfahren ohne Brenner im Reagenzglas
Als Reaktionsgefal? dient ein Reagenzglas (16/16Q.wetthes maximal 2 cm hoch die zu
prufende Losung gefillt ist und in einen 100 meBrheyer-Kolben (enger hals) gestellt wird.

Dazu wird ein Spatel Reagenz | (Kupfersulfat miin/e oder Zitronenséaure) gegeben.
Der Start erfolgt durch Zugabe von 2-3 Natrium eradaliumhydroxid-Platzchen.

Diese vorgeschlagene Modifikation unterscheiddt san der klassischen Fehling-Probe
dadurch, dass die erforderliche Reaktionstemperatht durch Erwé&rmen mit einem

Brenner, sondern durch eine chemische Reaktion@surig und Neutralisation des festen
Natriumhydroxids) erzeugt wird. Wichtig ist, das &eaktionsgefald ein Reagenzglas (16/160
mm) verwendet wird und dieses maximal 2 cm hochRrabeldsung geflllt ist.

Dieses ist aus folgenden Grinden notwendig:

» notwendige Reaktionstemperatur wird nach Zugalpe2/bis 3 Natriumhydroxid- Platzchen
nicht erreicht

* Reagenzglas verfehlt Wirkung als Rickflusskihter\ierhinderung des Siedeverzuges

Stander fur das Reagenzglas
» 100 ml Erlenmeyer-Kolben, enger Hals, Schutz veriBren des heil3en Reagenzglases
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Bei Schilerexperimenten empfiehlt sich folgendes Ygehen:
» Schiler bereiten das Experiment bis einschlieldlmhZugabe des Reagenz | vor
* Lehrer gibt Natriumhydroxid mit Hilfe einer Pintetin das Reagenzglas.

Bei Demonstrationsversuche ware auch folgende Vamgée mdglich:

» Verwendung eines Demonstrationsreagenzglasesx(20amm)

» Sténder: Erlenmeyer-Kolben 100 ml weiter Halsr&0® ml, enger Hals
» wichtig, auch hier maximal 2 cm hoch die Probdidien

Verfahren mit Brenner bzw. Wasserbad

Alternativen zur klassischen Fehling-Probe sindBBeedict-Probe und der ,Selbstbau-
Fehling“. Bei der klassischen Fehling-Probe wirdrNialauge zur Alkalisierung eingesetzt,
bei den Alternativen das weniger stark atzendeiddatrarbonat. Dies ist vor allen Dingen fur
Schilerexperimente interessant. Benedict Reagenzemer Losung haltbar, wahrend
Fehling Reagenz unmittelbar vor Gebrauch durch Miegleicher Volumina der Losungen A
und B bereitet werden muss. Benedict — Reagenz3itstbau-Fehling” sind nicht ganz so
intensiv gefarbt wie das klassische Fehling-Gemisch

Das Erwarmen sollte prinzipiell im siedenden Wadsad erfolgen.

Beim direkten Erhitzen der alkalischen Losung im Rgenzglas mit der Flamme des
Bunsenbrenners besteht immer die Gefahr von Siedeirgen.

.Mikro — Fehling" auf der Tupfelplatte

Eine weitere Methode, insbesondere fir Schilerexgeerte, ist der Mikro-Fehling auf der
Tupfelplatte. Als Reaktionsgefal? wird eine Zellkuflatte mit 12 oder 24 Vertiefungen aus
glasklarem Polystyrol oder eine handelsibliche €ljditte aus Kunststoff eingesetzt.
Handelstbliche Tupfelplatten aus Porzellan eigneials nicht!!

Zu wenigen Tropfen Probe wird eine Mikro-Spatelt&piKupfersulfat — Zitronenséaure-
Gemisch gegeben und danach eine Mikro-Spatel-Sgépalvertes Natriumhydroxid. Nach
kurzem Mischen setzt die Reaktion ein. Natriumhydtdulver, dul3erst hygroskopisch,
muss sehr dicht verschlossen aufbewahrt werddd @efalle mit Gummistopfen.
Maglicherweise ist auch Abflussreiniger geeignets @rodukt muss ausgetestet werden!!

» Natriumhydroxid entweder frisch in der Reibschaleverreiben, oder in einen sehr dicht
schlieBendem Gefald aufbewahren, da aul3erst hygimpisch

» Tupfelplatte sofort reinigen, nicht stehen lassen

* evtl. unter Zusatz von verdunnter Saure Kupfer(l)Oxid-Reste I6sen

Beobachtung:
Es findet ein Farbumschlag von blau nach rotbraaith. s

Nachweis von Cellulose

Der Nachweis von Zellulose erfolgt mit Zinkchlodiod- Losung, alternativ Calciumnitrat-
lod-L6sung. Zinkchlorid bzw. Calciumnitrat in komgaerter Loésung wirkt aufquellend auf
die Struktur der Cellulose und erméglicht so dasdlEngen der lod-L6sung. So kann der
blaue Farbkomplex (Einschlussverbindung) gebildetden. Calciumnitrat ist brandférdernd,
Zinkchlorid ist atzend und umweltgeféahrlich. Diersiechsergebnisse sind identisch.
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Protein-Nachweis Prinzip Eiweil3fehler von pH-Indikatoren

Im Chemie - und Biologieunterricht haben sich Ztimveilinachweis die Biuret — Probe und
die Xanthoprotein- Reaktion etabliert. Diese Verém sind zum Nachweis geringer
Proteinkonzentrationen, wie sie beispielsweise nmm Morkommen véllig ungeeignet.
AulRerdem lassen sich diese Methoden nicht auf eststabchen adaptieren. Der Vorteil ist,
einen Nachweis von Eiweild mit einem Reagenz, wsltigher nicht als Gefahrstoff
eingestuft ist, durchzufuhren. Diese Reaktion isihér noch nicht in der Schule tblich.

Diese Reaktion ist Grundlage fiir den Protein-Naatwe Harn mittels Teststreifen.

Prinzip Eiweil3fehler von pH-Indikatoren
Der pH-Indikator Bromphenolblau liegt bei einem p¥ert bis 3,0 als gelbe nicht dissoziierte
Saure vor. Bei einem pH-Wert Uber 4,6 liegt dasibldissoziierte Anion vor.

Zwischen pH 3,1 — 4,5 liegt eine grine Mischfarbe v
Der Teststreifen enthalt Bromphenolblau und eingffiel? von pH 3,0.

Bei einem pH- Wert von 3,0 liegen Albumine in pragerter Form vor. Diese reagieren mit
dem Anion des Bromphenolblaus, es entstehen Saiedntensitat der griinen Mischfarbe ist
von der Proteinkonzentration abhangig. Als Proteltdsung kann mit beispielsweise mit
Kochsalzlésung verdinntes Eiklar eingesetzt werden.

Im Harn wird das Eiweil3 als Albumin ausgeschied®@n.zu untersuchende Probe wird
zunachst mit einer Pufferlosung von pH 3 vers@&et.diesem pH-Wert liegt das Albumin
protonisiert vor, das heif3t an die Aminogruppealas Hydronium-lon (Nk&f) gebunden.
Bromphenolblau

H-Ind — H* + Ind”
pH < 3,0 gelb. pH > 4,6 blau
R—NH " +Ind —  Blaugriines Salz

Modifizierte Methode nach Weichselbaum

Due Biuret-Reaktion wird auch im klinischen Labar Bestimmung der Gesamteiweil3-
Konzentration im Serum angewendet. Diese LosunggdriKupfersulfat,
Kaliumnatriumtartrat, Kaliumiodid und Natronlaud@liumnatriumtartrat verhindert als
Komplexbildner die Ausféallung von KupferhydroxideDVorteil dieser Reagenzlésung
besteht darin, dass das Versuchsergebnis (Farblagdatilblau nach violett) sehr gut
erkennbar ist. Das verdiinnte Reagenz ist einigehéfowerwendbar-

Nachweis von Kohlendioxid

Der Nachweis von Kohlendioxid in der ausgeatmeteft kann beispielsweise durch
Einleiten der ausgeatmeten Luft in Kalkwasser gdn| es entsteht Calciumcarbonat,
welches als weil3er Niederschlag ausfallt.

Ca(OH}+ CO, —» CaCQ|

Wird in diese Mischung weiter Kohlendioxid eingédej 16st sich der Niederschlag unter
Bildung von Calciumhydrogencarbonat.

CaCQ +H,0 + CGQ — Ca(HCQ),

Dadurch fallt der pH-Wert ab

Kalkwasser ist auf Grund seines pH-Wertes aucksafahrstoff eingestuft. Es ist mit GHS 05
(Atzwirkung), dem Signalwort Gefahr und den H-Sat#e318, H 315 und H 335 eingestuft.
Zur Herstellung vomaltbarem Kalkwasser wird in eine 1000 ml Kunststoff-Flaséhem
hoch Calciumoxid oder Calciumhydroxid eingefullield-lasche wird mit Trinkwasser zu
9/10 aufgefullt und kraftig geschuttelt. Nach débsetzen wird das Kalkwasser vor
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Gebrauch unmittelbar durch Dekantieren (Abgiel3ata@nmen. Ist das Kalkwasser
verbraucht wird erneut Trinkwasser zugegeben undgreh geschiittelt-Kalkwasser darf
nicht filtriert werden!

Eine weniger bekannter Nachweis besteht darinkKdagendioxid in eine stark verdiinnte
Natriumcarbonat-Losung, die mit einem pH-Indikedogefarbt ist, eingeleitet wird.
N&CO; + CO, + H,O — 2 NaHCQ

Der Abfall des pH-Wertes wird durch den Indikatogezeigt.

Indikator pH- Umschlagsbereich Farbumschlag CQ-Nachweis
Thymolphthalein pH 9,4 — 10,6 farblos — blau bldarblos
Thymolblau pH1,2-2,8 rot—gelb
pH 8,0 -9,6 gelb - blau
Kresolrot pH0,2-1,8 rot—gelb
pH 7,2 -8,8 gelb-rot
Mischindikator (Thymolblau und Kresolrot) weinrogelb
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Experimente zum Thema Enzyme

In der folgenden Ubersicht werden Experimente mit Enzymen Katalase, Urease und
Glucose-Oxidase vorhrstellt.

Katalase
Katalase ist ein Enzym, welches in Pflanzen, mdiden und tierischen Gewebe vorkommit.
Es katalysiert die Spaltung von Wasserstoffperaxid/asser und Sauerstoff.

2 HO, -0, t +2H0O 1t

Wenn eine blutige Wund mit Wasserstoffperoxid diegert wird, kommt es zur
Schaumbildung, verursacht durch den entstehendegrSaff. Katalase ist in rohen
Kartoffeln enthalten, diese werden als KatalaseH@&uém Unterricht eingesetzt.

Im Experiment wird auf rohe Kartoffel, gekochte kdfel, rohe Kartoffel mit Kupfersulfat-
Losung und rohe Kartoffel mit Kupfersulfat-LosungduEDTA (Chelaplex Ill, Idranal lll,
Titriplex IlI) verdiinnte Wasserstoffperoxid-Losuggtropft. Bei roher Kartoffel kommt es
zur Bildung von Schaum, bei gekochter und mit Kuegiéfat-Losung impragnierter Kartoffel
findet keine Veranderung statt (Zerstérung durctzédund Schwermetall), die der mit
Kupfersulfat — Losung und EDTA behandelten Kartiofi@nmt es zu einer schwachen
Schaumbildung. Durch das EDTA wird das Kupfer koempggebunden, der entstandene
Kupferkomplex ist weniger toxisch. Die Katalasednieilweise reaktiviert. Dies ist auch ein
Modellversuch zur Therapie von Vergiftungen mit @ehmetallen durch Komplexbildner

Urease
Urease war das erste Enzym, welches 1926 kristatiirert wurde. Es katalysiert die
Spaltung von Harnstoff in Ammoniak und Kohlendiaxid

CO(NH2) +H0 — CO, 1 + 2 Ny 1

Urease ist weit verbreitet im Boden, ist aber ancBojabohnen enthalten. Aus diesen kann
kristalline Urease praparativ isoliert werden.

Urease wird mit Harnstoff-LOsung versetzt, es emtsAmmoniak. Das gebildete Ammoniak
lasst sich mit pH-Indikatoren nachweisen. Als Alive zum Phenolphthalein wird hier der
Mischindikator pH 5 eingesetzt, welcher von rotetbhach grin umschlagt. Zum Nachweis
der Substratspezifitat wird anstelle von Thiohasfis¥lethylharnstoff eingesetzt, der derzeit
noch als toxisch unbedenklich gilt. In diesem Fatiet kein Farbumschlag statt, der Ansatz
bleibt rotviolett. Eine aufgekochte Urease-Losunglwnit Harnstoff versetzt, auch hier
findet keine Veranderung statt. Es kann eine wgsdrosung von Urease aus dem Labor-
handel eingesetzt werden, es ist aber auch eingngdson Sojabohnenmehl in Wasser
einsetzbar, eine kostengunstige Alternative. Inziaes wurde noch eine neue Experimentier-
Anleitung erstellt (Reagenzglas- Variante). Die inA_6sung wird mit einem Indikator
angefarbt, und das Substrat bzw. der Inhibitor wudesetzt

Glucose-Oxidase

Dieses Enzym wird eingesetzt, um Glucose spezifisaihzuweisen. Viele reduzierende
Stoffe ergeben eine positive Fehling-Reaktion. Abétels Teststreifen lasst sich
nachweisen, ob es sich wirklich um Glucose handelt

1. Nachweis von Glucose mit Teststreifen
Auf dem Teststreifen erfolgt der enzymatische NagbwGlucose wird durch das Enzym
Glucose-Oxidase zu Gluconsaure und Wasserstoffgeooadiert. Dar Wasserstoffperoxid
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reagiert mit einem Farbentwickler (Chromogen). Esteht eine gefarbte Verbindung, die
Farbintensitét ist von der Glucose-Konzentratiohdaigig.

2. Storung des Nachweises von Glucose mit Teststes durch Ascorbinsdure
Ascorbinséure ist ein Reduktionsmittel, das inldege ist, das Enzym Glucose-Oxidase zu
inaktivieren. Dies ist ein Beispiel fur ein Katadysrgift.

Zur Diagnostik des Diabetes mellitus ist ein zwlisifeier Nachweis der Glucose im Harn
Bedingung. Durch die Ernéhrung zu viel aufgenommissmorbinsaure wird Gber den Urin
wieder ausgeschieden. Die Anwesenheit von Vitambe®irkt ein falsch negatives Resultat,
das heil3t Glucose ist anwesend, ist aber nichtwesbar. So kann ein Diabetes mellitus
Ubersehen werden. Deshalb ist ein Warn-Feld fipoAsisaure in den Teststreifen integriert.

3. Spezifitdt des enzymatischen Nachweises von Ghse

Viele Stoffe wirken als Reduktionsmittel, beispwetise Fructose. Beide Stoffe geben eine
positive Fehling-Probe. Man spricht hier von einespezifischen Reaktion, da viele Stoffe
mit Fehling-Reagenz eine positive Reaktion ergebEiir die Diagnostik des Diabetes
mellitus bendtigt man eine Methode, die nur Gluc&sée anderen Stoffe, anzeigt. Im ersten
Teil des Experimentes untersuchen Sie mehrere Kbiitirate mittels Fehling-Probe. Danach
fuhren Sie die Untersuchung der Kohlenhydrat-Losangit den Teststreifen zum Nachweis
von Glucose durch. Man spricht von einer speziiscReaktion, wenn nur ein Stoff, (kein
anderer) diese Reaktion gibt. Das ist beim enzygula¢éin Nachweis der Glucose der Fall:

4. Unspezifitdt von Reduktionsproben (Fehling-Ribe)

Verschiedene Kohlenhydrate und Ascorbinsaure wendéels Fehling- Probe untersucht

Reaktionsgleichung:

2 Cu?* + CH,OH-(CHOH)- CH + 5 OH — Cw,0 |+ CH,OH — (CHOH), — COO + 3 HO
Glunad-Anion
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Farben mikroskopischer Praparate

Das Anfarben von Zellen und die mikroskopische &gitung ist wichtiger Baustein im
Biologieunterricht. Gefahrstoffrechtlich vollig urgblematisch ist das Farben von Zellplasma
mit Eosin gelblich und des Zellkernes mit Methylienl) wenn die Farbstoffe in wassriger
Losung vorliegen. Es ist empfehlenswert, die Fanohd unmittelbar vor Gebrauch zu
filtrieren. In meiner MTA-Zeit wurde prinzipiell diFarblésung tber einen Trichter mit Filter
auf das Praparat getropft. Bei Farblésungen détietwas Farbstoff aus, was makroskopisch
nicht immer erkennbar ist. Farbniederschlage komhemikroskopische Auswertung extem
storen. Farbstoff-Flecke lassen sich von der HadtKieidung mit Salzsédure-Alkohol (10 ml
Salzséaure 37 % und 90 ml Brennspiritus) entferagmbesten sofort, nach dem sie bemerkt
worden sind. Sind diese erst eingetrocknet, isEdifernung bedeutend mihsamer.
Anschlie3end immer mit sehr viel Wasser spuilen.
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Chromatographie

Die Auftrennung von Blattfarbstoffen mittels Papiend Dinnschichtchromatografie ist ein
wichtiges Experiment in der Botanik. Um reprodulzaae Ergebnisse zu erhalten, ist es
wichtig immer das gleiche Papier bzw. Dunnschidigfozu verwenden und das die
Versuchsbedingungen konstant gehalten werden. RestBlattauszuges mit Ethanol
(Brennspiritus) oder Aceton kénnen in Reagenzglagye Uber den Ausguss entsorgt
werden. Das benzinhaltige Laufmittel darf niemdlsriden Ausguss entsorgt werden, da hier
die Gefahr besteht, dass sich explosive Losungarhitift-Gemische in den

Abwasserkanalen bilden konnen. Entweder |asst raarGémisch unter dem Abzug
verdunsten oder gibt es in den Sonderabfallkanigtesrganische Versuchsreste.
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Okologie

Im Stoffgebiet Okologie werden Untersuchungen voms®ér- und Bodenproben auf
verschiedenen Parameter durchgefuhrt. Es ist §ldess hier meist handelsibliche Testsatze
verwendet werden. Diese sind in den Lieferprogramuma etablierten Lehrmittelhandlern
gelistet. Die in den heute Ublichen Testsatzenadtathen Reagenzien sind in Bezug von
Gefahrdungspotenzialen optimiert. Die Reagenzied sicht unbegrenzt haltbar, nach
langerer Lagerung ist eine Kontrolle der Funktiampéehlenswert.

Empfehlenswerte Produkte zur Wasseruntersuchung:
® Ecolab-Box (Windaus Labortechnik Clausthal-Zebédj
* Aquanal- Okotest

® Visocolor Scool-Lab (Machery-Nagel)

Empfehlenswerte Produkte zur Bodenuntersuchung

® Ecolab-Box (Windaus-Labortechnik Clausthal-Zelduaf
® Visocolor Bodenanalysenset (Macherey-Nagel)

® Agroquant-Bodenlabor (Merck)

Diese Auswahl erhebt nicht den Anspruch auf Votidigkeit!
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Experimentieranleitungen

Nachweise von Kohlenhydraten, Proteinen und Kohlendxid
Modifizierte Fehling-Proben zum Nachweis reduziereder Stoffe

Verfahren ohne Brenner im Reagenzglas

erforderliche Hilfsmittel:

Reagenzglas 16 x 160 mm, Erlenmeyer Kolben 100ng¢eHals

Kupfersulfat — Zitronensaure — Gemisch, Natriumbyalt - Platzchen, Glucose

Durchfuhrung:
® im Reagenzglas ein Spatel Glucose in 1 -2 ml @/désen

® mit einer reichlichen Spatel-Spitze Kupfersulfér@ghenséaure-Gemisch versetzen
und mischen

® Reagenzglas in Erlenmeyer - Kolben stellen
¢ 2 -3 Platzchen Natriumhydroxid zugeben und leichschwenken
® nach wenigen Minuten setzt Reaktion ein

Verfahren mit Brenner bzw. Wasserbad

Benedict-Variante bzw. Selbstbau-Fehling im Wassedl

erforderliche Hilfsmittel:

Reagenzglaser, Wasserbad (400 ml Becherglas aarfld@izplatte), Tropfpipette,
Erlenmeyer-Kolben 500 ml, Chemikalienflasche, Serh ml, Folienschreiber
Benedict-Reagenz, Natriumcarbonat- 10 Hydrat (Safiapnensaure, Kupfersulfat-5 Hydrat
Cola classic, Cola light, Glucose, Zwiebel

Durchfuhrung:

Herstellung von ,Selbstbau — Fehling®

* in den Erlenmeyer-Kolben 10 — 15 ml Wasser geben

 solange Wein — oder Zitronensaure zugeben, his &chiitteln ein Bodensatz bleibt
* bis zur Beendigung der Gasentwicklung portionsev&iatriumcarbonat zugeben

« zusatzlich noch 2 Spatel Natriumcarbonat im Ulderss zugeben

* einen Spatel Kupfersulfat in diesem Gemisch l6sen

* es muss eine klare, dunkelblaue Losung entstehen

Glucose - Nachweis mit Benedict-Reagenz bzw. ,Sekns-Fehling*
» Wasser im Becherglas zum Kochen bringen
« funf Reagenzglaser mit Nummer mittels Foliensdi@ebeschriften
* in finf Reagenzglaser je 2,5 ml Benedict-Reagelez ¢Selbstbau — Fehling”
mit Spritze einflllen
* Reagenzglas 1: 4 Tropfen Wasser zugeben
* Reagenzglas 2: 4 Tropfen Cola classic zugeben
* Reagenzglas 3: 4 Tropfen Cola light zugeben
* Reagenzglas 4: eine Spatel-Spitze Glucose
« Reagenzglas 5: ein erbsengroles Stuck Zwiebel
* Reagenzglaser 5 min in das siedende Wasserbad gebe
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Hinweis:
Die Kupfer(l)Oxid -Reste in den Reagenzglaserndassch mit wenigen Tropfen verdinnter
Salz —, Essig —, oder Schwefelsaure mihelosreetie Sdure kurz einwirken lassen!

.Mikro — Fehling” auf der Tupfelplatte

erforderliche Hilfsmittel:

Tlpfelplatte aus Kunststoff oder Zellkulturplatt&ein Tupfelraster!!!
Glucose-Losung 5 %, frisch gepulvertes Natriumhyatto
Kupfersulfat- Zitronensaure —Gemisch

Durchfihrung:

Tupfelplatte, kein Tupfelraster!!!, weild oder Zellkturplatte
* 3 -5 Tropfen Glucose-LOsung

3 - 5 Tropfen Wasser (Blindprobe)

1 Spatel-Spitze Kupfersulfat-Zitronensaure-Geimisc

* mischen

1 Spatel-Spitze frisch gepulvertes Natriumhyddoxi

* mischen

Hinweise zum Arbeitsschutz:

* alternative Fehling-Probe niemals auf dem Tupfelrater!

» nur in Tupfelplatte aus Kunststoff oder in einer Zellkulturplatte (12 Vertiefungen)

» Schutzbrille tragen!

» Natriumhydroxid entweder frisch in der Reibschale \erreiben, oder in einen sehr dicht
schlieBendem Gefald aufbewahren, da aul3erst hygimpisch

* Tupfelplatte sofort reinigen, nicht stehen lassen

* evtl. unter Zusatz von verdinnter Saure Kupfer(l)Oxd-Reste I6sen

Beobachtung:
Es findet ein Farbumschlag von blau nach rotbraaft. s

Nachweis von Cellulose

erforderliche Hilfsmittel:
Uhrglasschale oder Tupfelraster, Watte, Zells@#l|ciumnitrat-lod-Lésung,

Durchfihrung:
Auf die zu prifenden Materialien wird Calciumnitiatd-Losung getropft.

Beobachtung:
Es bilden sich blauschwarze Farbungen aus.
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Protein-Nachweis Prinzip Eiweil3fehler von pH-Indikaoren

erforderliche Hilfsmittel:
Tlpfelraster oder Tupfelplatte, Reagenzglaser, Mtif&a 100 ml, Pipette 10 ml
Bromphenolblau-L6sung 0,1 %, Puffer pH 3, Milchgldort, Quark, Gelatine

Durchfihrung:

Herstellung der Reagenzldsung:

® in einen 100 ml MaRRkolben 10 ml Puffer pH 3 geben

* tropfenweise Bromphenolblau-L6sung bis zur krafii@elbfarbung zugeben
* mit Wasser zu 100 ml auffillen

Eiwei3-Nachweis:
* 5 ml Reagenzlésung in ein Reagenzglas geben
® zu untersuchende Lebensmittel zugeben

Beobachtung
Farbumschlag von gelb nach blau

Diese Reaktion kann auch in Tupfeltechnik durchgeftirt werden

weil3e Unterlage

1 Tropfen Reagenzl6sung

1 Tropfen Probe oder eine streichholzkopfgroRe MeQgark oder Joghurt
(Farbumschlag von gelb nach blau)
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Protein-Nachweis Prinzip Biuret- Methode nach Weickelbaum

erforderliche Hilfsmittel:
Tlpfelraster oder Tupfelplatte, Reagenzglaser, Mtif&a 100 ml, Pipette 10 ml
Biuret RL, Kaliumiodid RL, Milch, Joghurt, Quarigelatine

Durchfihrung:

Herstellung der Reagenzldsung:

® 20 ml Biuret RL werden mit Kaliumiodid RL zu 100 aufgefullt

® fur Tupfelanalytik werden 5 ml Biuret RL mit 20 dbliumiodid- RL gemischt

Eiweil3-Nachweis:
* 5 ml Reagenzldésung in ein Reagenzglas geben
® zu untersuchende Lebensmittel zugeben

Beobachtung
Farbumschlag von hellblau nach violett

Diese Reaktion kann auch in Tupfeltechnik durchgeftirt werden

weille Unterlage

1 Tropfen Reagenzl6sung

1 Tropfen Probe oder eine streichholzkopfgroRe MeQgark oder Joghurt
(Farbumschlag von hellblau nach violett)

16



Proske & Walter

Nachweisreaktionen fur Kohlendioxid

erforderliche Hilfsmittel:

Reagenzglaser, Strohhalme, Tropfpipetten mit gaimef Spitze (Pasteur-Pipetten),
Mal3kolben 50 ml, Messpipetten 2 und 5 ml, Erlenmd§eben 100 ml, Thymolblau-L&sung
0,1 %, Kresolrot-Losung 0,1 %, Thymolphthalein-Lbégw,1 %, Natriumcarbonat-Losung
(Soda-L6sung) 100 g /1.

Durchfuhrung:

Herstellung der Thymolphthalein-Soda-L6sung:

® in einen 100 ml Erlenmeyer-Kolben 50 ml Trinkwasgeben

® 20 Tropfen Thymolphthalein-Lésung zugeben

* tropfenweise unter Umschitteln Natriumcarbonat-bgsbis zur kréftigen
Blauféarbung zugeben

Herstellung der Mischindikator-Soda-Losung:

® in einen 50 ml MaRRkolben 50 ml Wasser geben

® 4 ml Thymolblau-Lésung und 2 ml Kresolrot-Losungyeben, gut mischen

* tropfenweise unter Umschitteln Natriumcarbonat-b@sbis zur weinroten Farbung
zugeben

Kohlendioxid-Nachweis in der ausgeatmeten Luft:

* in Reagenzglaser 2 cm hoch Thymolphthalein-Soda Mischindikator-Soda-Ldsung
einfullen

®* mit einem Strohhalm ausgeatmete Luft in die Loésarige zum Farbumschlag einblasen
Beobachtung:

Farbumschlag bei Thymolphthalein-Soda-Losung: bléarblos
Farbumschlag bei Mischindikator-Soda-Losung: - mgelb
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Experimente zum Thema Enzyme

Nachweis und Verhalten von Katalase in Kartoffeln

erforderliche Hilfsmittel:

Tupfelraster oder Ttupfelplatte, Kartoffel roh unekgcht,

Kupfersulfat-Lésung (Fehling 1), Natriumedetat (Gipdex 111, Idranal I, Titriplex IlI),
Wasserstoffperoxid-Losung 3 %

Durchfuhrung: : schwarze Unterlage
Versuch | Hauptversuch
1 Scheibe Kartoffel, roh

Versuch Il Hemmung durch Hitzedenaturierung
1 Scheibe Kartoffel, gekocht

Versuch Il Hemmung durch Schwermetall-Denaturierum
1 Scheibe Kartoffel, roh, 1 Tropfen Kupfersulfaidung

Versuch 1V Aufhebung der Hemmung durch Komplexbilén
1 Scheibe rohe Kartoffel, 1 Tropfen Kupfersulfatsung, 1 Spatel Natriumedetat

* auf alle Ansétze einige Tropfen Wasserstoffpergedden

Beobachtung:

Versuch |  — starke Schaumbildung
Versuch Il — keine Schaumbildung
Versuch Il — keine Schaumbildung

Versuch IV — schwache Schaumbildung
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Wirkung und Verhalten von Urease

erforderliche Hilfsmittel:

Tupfelraster oder Ttpfelplatte

Harnstoff-L6ésung, Methylharnstoff-Lésung, Ureasejag®Bohnenmehl, Mischindikator 5,
wassrig, Salzsaure 0,01 mol/l, Kupfersulfat-Los{fpehling 1)

vorbereitende Arbeiten:

Herstellung der Substrat — Indikator-Losung:

10 ml Harnstoff — L6sung werden mit 2 Tropfen Salge gemischt und tropfenweise mit
Mischindikator versetzt, bis eine sehr kraftig rotette Losung entsteht.

Herstellung der Inhibitor — Indikator-Losung:
10 ml Methylharnstoff — Losung werden mit 2 Tropfealzsaure gemischt und tropfenweise
mit Mischindikator versetzt, bis eine sehr kréafigviolette Losung entsteht.

Herstellung der Urease-L6sung:
100 mg Urease wird mit 20 ml Wasser versetzt, Lgssnhnicht ganz klar

Herstellung von Urease-L6sung aus Sojabohnen-Mehl:

Sojabohnen in einer Schlagmuihle mahlen, 5 g SojadreiMehl in einen 100 ml Erlenmeyer-
Kolben mit NS 29 einwiegen, mit 50 ml Wasser varset60 min unter haufigen Umschutteln
bei Raumtemperatur stehen lassen, Ungeloste Aritlesletzen lassen und die obere fast klare
LAsung einsetzen

Durchfiihrung: weil3e Unterlage

Versuch | Hauptversuch

1 Tropfen Substrat-Indikator-Losung

1 Tropfen Urease — Loésurg Farbumschlag von rotviolett nach griin

Versuch Il Substratspezifitat
1 Tropfen Inhibitor-Indikator-Losung
1Tropfen Urease - Losung kein Farbumschlag

Versuch Il Hitzedenaturierung
1 Tropfen Substrat-Indikator-Losung
1 Tropfen gekochte Urease-Losurgkein Farbumschlag

Versuch IV Schwermetalldenaturierung

1 Tropfen Substrat-Indikator-Losung

1 Tropfen Kupfersulfat-Losung

1 Tropfen Urease-Ldsung kein Farbumschlag

Hinweise:

Dieses Experiment eignet sich ganz besonders hlfde&experiment, da hier keine
eingestuften Gefahrstoffe erforderlich sind
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Wirkung und Verhalten von Urease

Reagenzglas-Variante

erforderliche Hilfsmittel:

Reagenzglaser, Reagenzglas-Stander

Harnstoff-Losung, Methylharnstoff-Losung, Ureaseja®ohnenmehl, Mischindikator 5,
wassrig, Salzsauremol/l, Kupfersulfat-Losung (Fehling 1)

vorbereitende Arbeiten:

Herstellung von Urease-L6sung aus Sojabohnen-Mehl:

Sojabohnen in einer Schlagmuihle mahlen, 5 g SojadreMehl in einen 100 ml Erlenmeyer-
Kolben mit NS 29 einwiegen, mit 50 ml Wasser varset60 min unter haufigen Umschutteln
bei Raumtemperatur stehen lassen, UngelOste Artlesletzen lassen und die obere fast klare
Losung einsetzen. Die obere Lésung abgiel3en.

Native Enzym-Indikator-Losung:

10 ml der abgegossenen Losung werden mit einigepfé@n Mischindikator bis zur kraftigen
Grunfarbung versetzt, danach wird tropfenweiserudtaschutteln Salzsaure bis zur violetten
Farbung zugegeben.

Hitzeinaktivierte (,gekochte*) Enzym-Indikator-LOsng:

2 ml der abgegossenen Losung werden5 min im Reglgenim Sieden gehalten,
anschlieBend mit 1 -2 Tropfen Mischindikator bis keaftigen Grunfarbung versetzt, und
tropfenweise wird unter Umschitteln Salzsaure bisvioletten Farbung zugegeben.

Durchfihrung:

Reagenzglas Beschriftung Bedeutung

1 S Substrat = Hauptversuch

2 I Inhibitor = Substrat-Spezifitat

3 D Denaturierung durch Hitze

4 S Denaturierung durch Schwermetall
RG einfillen

1 2 ml native Enzym-Indikator-Lésung, 5 Tropfen hktoff-Losung

2 2 ml native Enzym-Indikator-Losung, 5 Tropfen ki@harnstoff-Lésung
3 2 ml gekochte Enzym-Indikator-Lésung, 5 Tropfearstoff-Losung

4 2 ml native Enzym-Indikator-Losung, 2 Tr. Fehlin® Tropfen Harnstoff-Losung
Ergebnisse:

Reagenzglas Farbe des Inhaltes

1 grin

2 violett (keine Veranderung)

3 violett (keine Veranderung)

4 violett (keine Veranderung)
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Glucose-Oxidase

erforderliche Hilfsmittel:

Tupfelraster oder Tupfelplatte, fur Fehling-Tediipielplatte aus Kunststoff oder
Zellkulturplatte aus Polystyrokein Tupfelraster!!!

Glucose-Losung 5 %, Glucose-Teststreifen, Ascoénires-Losung 5 % frisch herstellen,
Fructose-Losung 5 %, Maltose-Losung 5 %,

Kupfersulfat- Zitronensaure —Gemisch, Natriumhydtagepulvert

Durchfiihrung: weil3e Unterlage
Versuch I: Nachweis von Glucose mit Teststreifen
1 Tropfen Glucose-Ldsung auf Glucose-Teststreifepfén, oder eintauchen

Versuch Il: Stérung des Nachweises von Glucose frasststreifen durch Ascorbinséure
1 Tropfen Glucose-LAdsung mit 1 Tropfen Ascorbinsdlubsung mischen
auf Glucose-Teststreifen tropfen, oder eintauchen

Versuch lll: Spezifitdt des enzymatischen Nachweisen Glucose
® 1 Tropfen Glucose-L6sung
® 1 Tropfen Fructose-LOsung

® 1 Tropfen Maltose-L6sung
auf Glucose-Teststreifen tropfen, oder eintauchen

Versuch IV: Un-Spezifitdt von Reduktionsproben (Féfg-Probe)
Tupfelplatte, kein Tupfelraster!!!, weil3, besser Zdkulturplatte aus Polystyrol

3 — 5 Tropfen Glucose-L6sung

3 - 5 Tropfen Fructose-L6sung

3 -5 Tropfen Maltose-Losung

3 - 5 Tropfen Wasser (Blindprobe)

1 Spatel-Spitze Kupfersulfat-Zitronenséure-Gemisch

mischen

1 Spatel-Spitze frisch gepulvertes Natriumhydroxid

mischen

Hinweise zum Arbeitsschutz:

Die alternative Fehling-Probe nur in der TupfelfdaBchutzbrille tragen Natriumhydroxid
frisch in der Reibschale verreiben, aulRerst hygrpsich

Tupfelplatte sofort reinigen, nicht stehen lasseh anter Zusatz von Saure Reste l6sen

Hinweis zum Umgang mit Glucose-Teststédbchen:;:
Dose nach Entnahme der Teststreifen sofort veeddhii, keine Feuchtigkeit an die
Teststreifen in der Dose kommen lassen, Teststrerérden durch Feuchtigkeit unbrauchbar!
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Herstellungsvorschriften fur die Reagenzien

Ascorbinséure-Ldsung 5 %:
5 g Ascorbinsdure werden in Wasser geldst und ragdsr zu 100 ml aufgefullt.
Diese Losung ist nur beschréankt haltbar und musgddeer Farbung verworfen werden!

Benedict-Reagenz:

27 g Natriumcarbonat -10 Hydrat oder 10 g wassedratriumcarbonat und 17,3 g
Natriumcitrat werden in 60 ml destilliertem Wasgeltst und evtl. leicht erwéarmt. 1,73 g
Kupfersulfat — 5 Hydrat wird in 20 ml Wasser geld¢ach vollstandiger LOsung werden
beide Lésungen vereinigt und mit destilliertem Véassi 100 ml aufgefullt.

Biuret RL:

Stammldsung:

In einem 100 ml MalR3kolben werden 20 ml Natronlaiigeol/| und 50 ml Wasser vorgelegt.
4,5 g Kaliumnatriumtartrat werden darin gelostetrdtandigem Schwenken werden darin 1,5
g Kupfersulfat 5 Hydrat, danach 0,5 g Kaliumiodaldast. AnschlielRend wird mit Wasser zu
100 ml aufgefullt.

Gebrauchslésung:

20 ml Biuret RL werden mit Kaliumiodid-RL zu 100 mlfgefullt. Fur die Tlpfelanalytik
werden 5 ml Biuret RL mit 20 ml Kaliumiodid-RL geseht.

Bromphenolblau-Lésung 0,1 %:
100 mg Bromphenolblau werden in Ethanol (Brenngmjigeldst und mit Ethanol zu 100 ml
aufgefullt.

Calciumnitrat-lod-Ldsung (Seeligers Reagenz zum Néwveis von Cellulose:

0,1 g lod und 0,5 g Kaliumiodid werden trocken geeht und tropfenweise mit wenig
Wasser in Losung gebracht. 30 g Calciumnitrat -H¢drat werden in 25 ml Wasser gelost,
evtl. leicht erwarmen. AnschlieRend beide Losungésthen.

Cresolrot-L6sung 0,1 %:
100 mg Cresolrot werden in Ethanol (Brennspiriggedpst und mit Ethanol zu 100 ml
aufgefullt.

Glucose-L6sung 5 %:
5 g Glucose werden in Wasser gelost und mit Waas@00 ml aufgefullt.

Fructose -LOsung 5 %:
5 g Fructose werden in Wasser geldst und mit Waas&00 ml aufgefullt.

Harnstoff-Losung:
2,5 g Harnstoff werden in Wasser geldst und zu baufgefillt.

Kaliumiodid RL:
2,5 g Kaliumiodid und 100 ml Natronlauge 1 mol/lrden mit Wasser zu 500 ml aufgefillt.

Kupfersulfat — Losung (Fehling I):
7,0 g Kupfersulfat-5 Hydrat werden in Wasser geliigt mit Wasser zu 100 ml aufgefulit.

Maltose-Losung 5 %:
5 g Maltose werden in Wasser gelést und mit Waasdi00 ml aufgefullt.
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Methylharnstoff-Ldsung:
2,5 g Methylharnstoff werden in Wasser gelést un&@ ml aufgefuillt.

Mischindikator pH 5, wassrig:

A 0,2 g Methylrot-Natriumsalz werden in Wasser gelind zu 100 ml aufgefullt.
B 0,1 g Methylenblau werden in Wasser geldst untiGuml aufgefuillt.

Bei Bedarf gleiche Volumina A und B mischen, Trégdthe aus Braunglas

Natriumcarbonat-Lésung 100 g/l
100 g Natriumcarbonat- 10 Hydrat (Soda) werden as¥ér geldst und mit Wasser zu 100 ml
aufgefullt.

Puffer pH 3:
8,47 g Zitronensaure-Monohydrat, 3,49 g Natriumgtland 20,6 ml 0,1 mol/l Natronlauge

werden mit Wasser zu 100 ml aufgefullt

Salzséure 1 mol/l:
8,5 ml Salzsaure 37 % werden mit Wasser zu 10@ufigiefallt.

Salzséaure 0,01 mol/l:
1 ml Salzsaure 1 mol/l wird mit Wasser zu 100 nigatiillt, frisch herstellen

Thymolblau-L6ésung 0,1 %:
100 mg Thymolblau werden in Ethanol (Brennspiritgs)ist und mit Ethanol zu 100 ml
aufgefillt.

Thymolphthalein-Ldsung 0,1 %:
100 mg Thymolphthalein werden in Ethanol (Brenngg) geldst und mit Ethanol zu 100 ml
aufgefullt.

Wasserstoffperoxid-Ldsung 3 %:
10 ml Wasserstoffperoxid-Losung 30 % werden mit ¥éagu 100 ml aufgefullt, diese
Losung sollte am besten immer frisch hergestelites.
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