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Entwicklung einer Analysenmethode zur Bestimmung von 
Steviolglycosiden in Süßwaren mittels HPLC-UV 
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Validierung 

Rebaudiosid A  

RSDr  [%] 1,3 

RSDR [%] 2,5 

Wiederfindung [%] 100,6 ± 0,3 

Nachweisgrenze [µg/mL] 0,1 

Bestimmungsgrenze [µg/mL] 0,4 

Schlussfolgerung 

Es wurde eine Analysenmethode zur schnellen und sensitiven Erfassung sowie 

Quantifizierung von neun der zehn zugelassenen Steviolglycoside mittels HPLC-UV 

entwickelt. Die Methode wurde für das Steviolglycosid Rebaudiosid A erfolgreich validiert. 

 

Die entwickelte Methode stellt ein für die Routineanalytik geeignetes, schnelles Verfahren 

dar. Durch eine wenig aufwändige Probenvorbereitung und mit kurzen Analysenzeiten 

kann der Steviolglycosidgehalt in Süßwaren bestimmt und somit der Gehalt an 

Stevioläquivalenten berechnet werden. Ferner bietet das hier vorgestellte Verfahren die 

Möglichkeit, die Einhaltung der von Seiten der EU festgelegten Höchstmengen zu 

überprüfen, sowie die Anforderungen bezüglich Reinheit und Zusammensetzung sicher zu 

stellen [8]. 

Steviolglycoside sind süßende Inhaltsstoffe der Pflanze 

Stevia rebaudiana, die in deren Blättern biosynthetisiert 

werden. Die Pflanze stammt ursprünglich aus Paraguay 

und wird dort schon seit vielen Jahrhunderten von der 

indigenen Bevölkerung zum Süßen des Maté-Tees 

verwendet. Bisher sind über 30 dieser sekundären 

Stoffwechselprodukte identifiziert, die alle als Aglykon 

Steviol, ein Diterpenalkohol, enthalten und sich nur in ihrer 

Zucker-Komponente unterscheiden. Die Hauptglycoside – 

das Steviosid (4-13%) und das Rebaudiosid A (2-4%) –  

machen über 90% des Gesamtglycosidgehalts aus [1, 2].  

 

Aufarbeitung 

 

HPLC-UV  

 

5 g Probe mit 30 mL  eines  ACN/Wasser-Gemischs (3/7, v/v) rühren 

Membranfiltration in ein HPLC-Vial 

Quantitativ in Messkolben überführen, Carrez-Klärung 

Tabelle 1: Ergebnisse der Methodenvalidierung für Rebaudiosid A 

Ziel dieser Arbeit war es, basierend auf bisher veröffentlichter Literatur [4, 5], eine effiziente HPLC-UV-

Methode zur Bestimmung der Gehalte an Steviolglycosiden in Süßwaren zu entwickeln. Die 

Quantifizierung erfolgte durch die Methode des externen Standards. Ferner wurde die in dieser Arbeit 

entwickelte Methode umfangreich für das Steviolglycosid Rebaudiosid A validiert. 

 

Ziel 

Hintergrund 

Die vorgestellte Methode wurde in Anlehnung an die Vorgaben von Kromidas [6] validiert. Hierzu 

wurde eine Kräuter-Bonbon-Probe, welche Rebaudiosid A enthielt, entsprechend der in dieser Arbeit 

entwickelten Methode aufgearbeitet und vermessen. In Tabelle 1 sind einige Validierungsdaten wie z. 

B. die relative Standardabweichung der Wiederholbarkeit (RSDr) und Vergleichbarkeit (RSDR), die 

Wiederfindung sowie die Nachweis- und Bestimmungsgrenze zusammengestellt. 

Die beschriebene Methode zeigt sich in einem weiten Messbereich als linear, die Linearitätsprüfung 

ist in Abbildung 2 dargestellt. Des Weiteren verfügt die Methode über eine gute Reproduzierbarkeit, 

eine sehr gute Wiederfindung und ist zudem äußerst sensitiv (Nachweisgrenze von 0,1 µg/mL). 

Abbildung 4:  Chromatogramm der JECFA Mixed Solution 

HPLC 

Abbildung 3:  Chromatogramm einer Bonbon-Probe  

• Säule:   Hypersil ODS C18 5 µm, 250 x 4,6 mm 

• Mobile Phase:     ACN/H2O (auf pH 2,75 mit HCl), (29/71, v/v) 

• Säulenofen:    50 °C 

• Injektionsvolumen: 20 µL 

• Fluss:   1 mL/min 

• Detektion:    DAD, Wellenlänge λ = 210 nm  

 

Beispiel-Chromatogramme:  

  siehe Abbildung 2 & 3 

Abb. 1: Steviosid 

Der Einsatz von Steviolglycosiden als Süßungsmittel ist seit dem 02. Dezember 2011 durch die 

Verordnung (EU) Nr. 1131/2011 in der Europäischen Union (EU) erlaubt und geregelt [3]. Aufgrund 

ihrer etwa 200 mal stärkeren Süßkraft im Vergleich zu Saccharose sind Steviolglycoside äußerst at-

traktiv, speziell im Getränkebereich. Beim Gewinnungsverfahren werden die Steviolglycoside aus den 

Blättern extrahiert und können mit einer Mindestreinheit von 95% in verschiedenen 

Lebensmittelgruppen, gekennzeichnet als E 960, eingesetzt werden. Jedoch gibt es von der EU Re-

gelungen bezüglich Zusammensetzung und zugelassenen Höchstmengen des Süßstoffs, deren Kon-

trolle erforderlich ist. Der ADI-Wert für Steviolglycoside (ausgedrückt als Stevioläquivalente) liegt bei 

4 mg/kg Körpergewicht/Tag [4]. 

Messkolben bis zur Marke auffüllen, filtrieren 

Monitoring 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde auch ein Monitoring an steviolglycosidhaltigen Süßwaren 

durchgeführt. Hierzu wurden insgesamt 14 Proben der Kategorien „Schokoladen/-

erzeugnisse“ und „Zuckerwaren“ auf ihre Steviolglycosidgehalte untersucht. Die Ergebnisse 

dieses Monitorings sind dem Balkendiagramm in Abbildung 5 zu entnehmen. Zur besseren 

Vergleichbarkeit der Ergebnisse erfolgte hier die Angabe der Gehalte an Steviolglycosiden 

umgerechnet in Stevioläquivalente, gemäß der in Verordnung (EU) Nr. 231/2012 

angegebenen Umrechnungsfaktoren [7]. 
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Abb. 5: Ergebnisse des Stevia-Monitorings 

Wie aus Abbildung 5 ersichtlich ist, 

schwanken die eingesetzten Mengen an 

Steviolglycosiden in den untersuchten 

Süßwaren stark. Des Weiteren konnte 

festgestellt werden, dass in knapp 80% der 

untersuchten Proben, nur Rebaudiosid A als 

Steviolglycosid verwendet wurde. In den 

anderen Proben waren zusätzlich noch 

Steviosid und/oder Rebaudiosid C enthal-

ten. 

y = 0,7843x - 0,0944 
R² = 0,9990 
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Abb. 2: Linearitätsprüfung 

Präsentiert auf dem 43. Deutschen Lebensmittelchemikertag in Braunschweig, 16. – 18. September 2013 


