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1 ALLTAG OHNE ZUCKER IM 21.
JAHRHUNDERT - EINE (UN)MOGLICHKEIT ?

Die Menschheit liebt SiRes.
Geschmackrichtung ,,stiB“ als Indikator fir genieBbare, ungiftige Lebensmittel, welche
dem Koérper Energie bereitstellen. Obwohl in der Gegenwart ein bedeutender Teil der
Weltbevdlkerung mit Nahrung mehr als ausreichend versorgt ist, ist die Neigung zu

Vom Beginn menschlicher Existenz an gilt die

stiBen Speisen erhalten geblieben (nach Lit1, S.12).

Zumindest in den westlichen Landern dominiert hierbei eine aus der Zuckerriibe oder
dem Zuckerrohr gewonnene Substanz: Saccharose. Neben Stdrke stellt sie das
haufigste Kohlenhydrat der menschlichen Erndahrung dar. Mit rund 4000 Kilokalorien je
Kilogramm wird der Zuckerkonsum besonders in den Industrienationen fortschreitend
zum Verhangnis fir die Gesundheit. Wahrend eine Zuckermenge von 50 bis 60 Gramm
pro Tag empfohlen wird, liegt der tagliche Konsum in vielen Landern bei (weit) mehr
als dem Doppelten — auch in Deutschland. Die Halfte der deutschen Bevélkerung ist
Ubergewichtig — in den USA liegt dieser Bevolkerungsanteil bereits bei rund 66 Prozent.
Damit verbunden st allgemein als
Bluthochdruck,
Herzinfarkt, Schlaganfall, Thrombosen, Gicht oder Arthrose in bereits friiheren

Lebensjahren als bisher (nach Lit1, S.48/59).

eine kontinuierliche Ausbreitung von
Zivilisationskrankheiten bekannten Erkrankungen wie Diabetes,

Eine Vielzahl von Alternativstoffen zu Saccharose sollen eine Gewichtskontrolle und -
reduktion ermoglichen. Dieser Trend kalorienarmer Lebensmittel nitzt hierbei aus,
dass sich die Geschmacksrezeptoren der Zunge und Schleimhdute von Nase und
Rachen in Abgrenzung zu den Empfindungen bitter, salzig, sauer und umami
(vollmundig) leicht durch nicht erndhrende SiBungsmittel in die Irre fihren lassen.
Inzwischen ist eine breite Palette an natirlichen und synthetischen SiRBstoffen
entdeckt und zum Teil flr den Verbraucher

fi .Tab1l).
verfligbar (s.Tab1) SiRkraft n
. . . . . . StRungsmittel gegeniber
Einige kinstliche StiRungsmittel sind Thema Saccharose Nummer
immer wiederkehrender Diskussionen und | pcesulfam-K 130-200 950
Gerichte aufgrund ihrer gesundheitlichen |Aspartam 200 951
(Un)Bedenklichkeit. Wahrend Cyclamat und | Cyclamat 30-50 952
Saccharin im Verruf stehen, karzinogen zu | Neohesperidin 600 959

. . ) . . Neotam 7000-13000 961
sein, wird Aspartam im Korper nachweislich Saccharin 300-500 954
unter anderem zu giftigem Methanol |ggrbit 0,5 420
abgebaut. Das daraus entstehende, |Sucralose 600 955
krebserregende Formaldehyd (Methanal) |Thaumatin 2000-3000 957
stellt den Nutzen dieses zugelassenen Xylit 1 967

SlGRungsmittels in Frage. Als unbedenklich

Tab 1 Auswahl verfiigbarer SiiBstoffe



gelten dagegen natdirliche StiRstoffe wie Sorbit, Thaumatin oder Xylit (nach Lit1, S.21-
27).

Seit knapp einem Jahr gibt es unter den pflanzlichen StiBungsmittel fiir Verbraucher
und Lebensmittelindustrie gleichermalien eine Wahimadglichkeit mehr in Deutschland:
der SiRstoff der Pflanze Stevia rebaudiana. Obwohl Saccharose einen festen Platz in
der Erndhrung eingenommen hat, werden fiir eine eher unscheinbare Pflanze aus
Sudamerika groRe Potenziale prophezeit:

»Stevia [sei] das natiirlichste, sicherste und gesiindeste
Siiungsmittel auf dieser Erde.” (Int1)

Ausgehend von dieser glorifizierenden Einschatzung des neuartig erscheinenden
SGRungsmittels hat sich ein Interesse am Anbau der Pflanzen, der Gewinnung des
enthaltenen SiRstoffs und dessen Verwendung im Lebensmittelbereich entwickelt.

In der vorliegenden Seminararbeit wird aus diesem Grund das verschiedene Gebiete
umfassende Thema ,Stevia — Siiffes Gold aus griinen Bléttern?” bearbeitet. Ziel der
Ausfiihrungen ist es, in Theorie und Praxis den Weg vom Anbau der Stevia-Pflanzen bis
zur Herstellung von Lebensmitteln mit dem extrahierten StSstoff zu verfolgen. Die
Auseinandersetzung mit der Pflanze Stevia rebaudiana mindet schliellich in der
Besprechung von Nutzen und Risiken des in der EU legalisierten Sifstoffs sowie
dessen Potenziale fiir die private und kommerzielle Sti3stoffgewinnung in Europa.



2 STEVIA REBAUDIANA - EINE PFLANZE FUR
EUROPAS MITTELBREITEN ?

Der europadische Kontinent weist neben einem gemaRigten Klima Uberwiegend
nahrstoffreiche, fruchtbare Boden und ausreichend verfligbare Wasserressourcen auf.
Viele Pflanzen konnen fiir die Verwendung im Nahrungsmittelbereich in groRem
Malstab kultiviert werden. Greift man Siuddeutschland aus der europdischen
Landkarte heraus, so bietet der Gauboden die Grundlage fir reiche Mais-, Weizen- und
Zuckerribenernten. Im Zusammenhang mit der Zulassung des SiRstoffs der
paraguayischen Pflanze Stevia rebaudiana in Deutschland, beschaftigt sich der erste
Teil der Seminararbeit mit dem Anbau, Wachstum, der Vermehrung und Verbreitung
der Pflanze unter siidamerikanischen und mitteleuropdischen Bedingungen. Dabei soll
geklart werden, inwiefern das gemafRigte Klima und die fruchtbare Bdden
Mitteleuropas eine Stevia-Kultur ermoglichen.

2.1 Naturraumliche Verbreitung, Entdeckung und Anbauregionen

Seit Jahrhunderten nutzen die Guarani-Indianer des
heutigen Paraguays die Stifkraft der Stevia rebaudiana
zur Milderung der Bitterkeit von Arzneimitteln und zum
SiRen von Getrdanken. Die in Europa erst in den letzten Hiaatiar
zwei Jahrzehnten an Bedeutung gewinnende Staude
stammt aus dem Ostlichen Grenzgebiet Paraguays zu _
Brasilien (Amambai, s. Abb1l). Uber den gesamten %HR

. . . . . . (7 Amambal
amerikanischen Kontinent sind verschiedene Stevia- &Y
Arten verbreitet, von denen allein Stevia rebaudiana ; ‘-\

aufgrund ihres SiRstoffs von groBer (wirtschaftlicher) ! : p;:-agua.,,

Bedeutung ist (nach Lit1, S.31-33/ Int1/ Int2/ Int3).

Aus dem 16. Jahrhundert ist ein erster Kontakt Europas

mit der Gattung Stevia durch spanische Explorationen Abb 1 Heimat der Stevia
datiert. Als offizieller ,Entdecker” gilt Moisés Santiago rebaudiana
Bertoni, welcher nach zweijahrigem Studium die Pflanze
im Jahr 1889 als Eupatorium rebaudianum beschreibt. Nach Korrektur der Benennung
im Jahr 1906 tragt die paraguayische Staude den Namen Stevia rebaudiana (Bertoni)

Hemsly (nach Lit1, S.30/ Int2).

Mit der Entdeckung verschiedener SiBstoffe in den Blattern der Stevia rebaudiana
(1908) und der Isolation von Steviosid (1931) wird die Pflanze weltweit interessant.
Wahrend des Zweiten Weltkrieges wird in Cornwall und Devon am Anbau der Stauden
zur Substitution von, im Krieg nicht ausreichend verfligbaren, Zucker geforscht. Nach
1945 verliert das Projekt an Bedeutung und das Vorhaben, Zucker zu ersetzen, wird
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durch die einstigen Alliierten nicht weiter verfolgt. Im Gegensatz dazu beginnt in der
zweiten Halfte des 20. Jahrhunderts der kommerzielle Anbau in Asien und Stidamerika.
Aus Paraguay wird von einer ersten grof3flachigen Kultur aus dem Jahr 1964 berichtet.
Zehn Jahre friiher startet Japan seine Bemiihungen, mit dem SiRstoff aus der Stevia-
Pflanze liber eine Alternative zu Zucker zu verfiigen. Anfang der 70er Jahre sollen
Samen und ein GrofSteil der Wildpflanzen von Siidamerika nach Asien transportiert
worden sein, um dort der Forschung und der kommerziellen Nutzung zu dienen. Was
mit ersten Stevia-Produkten 1975 in japanischen Supermarkten begonnen hat, macht
Japan zum grofSten Konsumenten von Stevia-StiSstoff weltweit. Jahrlich werden rund
200 t gereinigtes SiRungsmittel konsumiert, was etwa 40.000 t Saccharose entspricht
(nach Int1-5).

Der Anbau von Stevia rebaudiana weitet sich rasch auf weitere asiatische Lander
(China, Thailand, Taiwan) aus, darunter stellt China den Hauptproduzenten dar (bis zu
80% der gehandelten Blatter). Auch die kommerzielle Verwendung des aus der Pflanze
gewonnen Siif3stoffs obliegt zunachst dem asiatischen Raum: China, Indonesien, Japan,
(Sud-)Korea und Taiwan. In den USA fihrt die Stevia-SiRe langere Zeit ein
Schattendasein in einer rechtlichen Grauzone — ahnlich wie in Deutschland. Ab 1996
sind zwar Produkte mit Stevia in der Bundesrepublik kauflich erwerblich, ein Antrag auf
eine offizielle Zulassung wird von der zustandigen EU-Kommission jedoch abgelehnt. In
der Folge werden Lebensmittel mit Extrakten der Stevia rebaudiana vom europdischen
Markt genommen. Ein neues Gutachten im Jahr 2011 bringt schlieRlich die Zulassung
ab dem 11. November fiir Europa hervor, welche nach 20 Tagen in Kraft tritt (nach
Litl, S.61; Int4, Int6-8).

Der traditionelle Absatzmarkt erstreckt sich dennoch auf mehrere siidostasiatische
und asiatische Lander, wo neben Siidamerika die Hauptproduktion stattfindet. Auch in
Europa konnte sich die Stevia rebaudiana als Kulturpflanze etablieren, zumal vom
gewerbsmaligen Anbau in GroRRbritannien, Frankreich, Portugal und Spanien berichtet
wird. Die Forschung und Kultivierung auf deutschem Boden findet ihren Ursprung 2002
im Rheinland in Zusammenarbeit mit der Universitat Hohenheim. Meldungen Uber
eine grofflachige Produktion der Stevia rebaudiana stehen (noch) aus (nach Lit1, S.80f;
Int2, Int3, Int5, Int8-12).

Die urspriingliche Heimat der Stevia rebaudiana im Hochland zwischen Paraguay und
Brasilien ist zu einer universellen Heimat in der Gegenwart geworden. Stevia-Pflanzen
finden sich mittlerweile auf finf Kontinenten in Regionen mit geeigneten
Wachstumsbedingungen (s. Abb2).



Anbau:

0 Beginn B Forschung

B kommerziell

Abb 2 Anbaugebiete der Stevia rebaudiana
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2.2 Wachstumsbedingungen und Kulturanspriiche

Klima, Boden und die Verfligbarkeit von Wasser sind in den mehr als dreiBig Staaten
des kommerziellen Anbaus von Stevia rebaudiana fir das Wachstum der Pflanzen
entscheidend. Von diesen und weiteren Faktoren hangt ab, inwiefern ein Land zur
Stevia-Kultur geeignet ist und wie erfolgreich die Ernte ausfallen wird. Die
Kulturanspriiche und Besonderheiten der Stevia rebaudiana (Bertoni) lassen sich auf
allgemeine Kriterien beziglich Anbau, Entwicklung, Bedirfnisse und Pflege
zusammenfihren.

2.2.1 Aus dem Leben einer Stevia-Pflanze

Von Kulturanspriichen ,, der” Stevia zu sprechen, ist nahezu unmoglich und dies aus
einem einfachen Grund. Die Gattung der Stevien umfasst mehr als 200 verschiedene
Pflanzen, welche als Asternartige (Asterales) zu den Korbblitlern (Asteraceae) gezahlt
werden. Darunter befinden sich nur zwei Arten, welche in ihren Blattern den Stevia-
SuBstoff bilden (nach Lit1, 5.30/S.32; Int5).

Caa Héé, wie die bei subtropischem Klima mehrjahrige Staude auf Guarani genannt
wird, ist eine Kurztagpflanze. Synonyme Namen erstrecken sich von Honigblatt,
Honigkraut {ber SiRkraut und SuBpflanze bis zu Zuckerpflanze. In ihrer
paraguayischen Heimat wachst sie auf feuchten sandig-tonigen, teilweise lehmhaltigen
und tendenziell nahrstoffarmen Bdden. Das Klima ist halbfeucht und frostfrei und
ermoglicht den Wildpflanzen eine Wuchshéhe von bis zu 80 Zentimetern. Die Grol3e
der kultivierten Stevia rebaudiana variiert nach der Ziichtung und reicht bis zu einem
Meter (nach Lit1, S.30-33; Int8, Int13)

Die Pflanze Stevia rebaudiana (Bertoni) weist je nach Sorte ein
leicht unterschiedliches Aussehen auf. Grundsatzlich geht aus
einem gering verdstelten Wurzelstock ein leicht flaumiger und
vom unteren Ende her verholzter Stangel hervor. An den Haupt-
und Nebentrieben sind die stiellosen Blatter regelmaRig
gegenstandig angeordnet und im Durchschnitt zwei bis vier
Zentimeter lang. lhre fein behaarte Oberflache ist ebenso
charakteristisch wie ihre langlich-lanzenférmige Form mit einer
leicht abgerundeten Spitze und gesdgtem Blattrand. Junge Triebe
entwickeln sich vornehmlich aus den Blattachseln heraus. Bei
kiirzer werdenden Tagen — ein Signal an die Pflanze zur
Vermehrung — bilden sich aus den Triebspitzen Trugdolden mit

weillen bis weil3-violetten, fiinfgliedrigen Bliten heraus. Nach

der Bestdubung durch Wind oder Insekten sollen fiinffach
gerippte, spindelférmige Samen mit Flughaaren, welche an den

Abb 3 Stevia-Pflanze
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Gewohnlichen Lowenzahn erinnern, den Fortbestand fiir das kommende Jahr sichern
(nach Lit1 S.30-33/S.65f; Int5).

Abb 4 Stevia-Bliiten und Samen Abb 5 Samen des
Léwenzahns

Die Anzucht des Honigkrauts aus Samen ist prinzipiell moglich, jedoch mit einem
vergleichsweise hohen Aufwand verbunden. Je nach Witterung wahrend der
Samenernte kann die Keimfahigkeit stark schwanken und gegen Null sinken. Zur
Forderung der Keimung sollte nach der Aussaat auf geeignetem Anzuchtsubstrat (z.B.
nicht-gediingte Anzuchterde) eine Temperatur von unter 22°C sowie eine Bedeckung
der Samen mit Erde moglichst vermieden werden. Eventuell kann eine diinne Schicht
mittelfeinen Quarzsandes lber die Samen gestreut werden, damit der Bodenschluss
des Saatguts mit der Erde besser ist. Eine ausreichende Lichtzufuhr muss gewahrleistet
werden, da es sich bei dem sidamerikanischen Korbblitler um einen sogenannten
Lichtkeimer handelt. Erfolgt der Anbau in den Wintermonaten kann eine kinstliche
Belichtung mit Wachstumslampen erforderlich sein. Eine Abdeckung des
Anbaugefalles mit durchsichtiger Folie oder ein Zimmergewachshaus nach dem Anbau
und die Befeuchtung der Erde wird empfohlen, da hierbei Temperatur und
Luftfeuchtigkeit relativ konstant gehalten werden konnen. Bei 24-28°C erfolgt die
Keimung je nach Belichtung innerhalb der beiden folgenden Wochen. Sind die
Samlinge auf eine GroRe von ca. fiinf Zentimetern angewachsen, beginnt die
Abhartung durch kontinuierliche Offnung der Abdeckung und einer somit sinkenden
Luftfeuchtigkeit. Nach einer Woche sind die Pflanzen zum Pikieren geeignet (nach Lit1,
S. 87-90).

Heranwachsende Pflanzen kdnnen in der Folge auf verschiedene Weise kultiviert
werden. Dabei ist es von Vorteil, die Bedingungen von Boden, Klima und
Nahrstoffzufuhr in Paraguay so gut wie im Anbaugebiet moglich zu imitieren. Die
Boden sollen den Stevia rebaudiana Stauden einen festen Stand und zugleich eine
ausreichende Nahrstoff- und Wasserversorgung sichern. Da im Hochland von Amambai
die Erde sandig und zum Teil moorig und unfruchtbar ist, sind die Anspriiche des
SiRkrauts an Nahrstoffen dennoch gering. Feuchte, lehmig-sandige Boden scheinen
daher auch beim Anbau auBerhalb des Heimatlandes von Vorteil (nach Lit1, S.66f.).

Eine dichte Bepflanzung sowie zusatzliche Dingergaben konnen hingegen das

Pflanzenwachstum und die Bildung der Blatter anregen und buschige Stauden
12



hervorbringen. Der Bedarf der Pflanze an Phosphor und Stickstoff kann sowohl tber
organische Grindiinger (z.B. Lupinen, Raps, Senf), welche im Herbst vor der Kultur in
das bepflanzte Erdreich eingearbeitet werden, sowie durch Knochenmehl, Asche,
Pottasche oder Mineraldiinger gedeckt werden. Der beste Ertrag werde nach
Forschungen zufolge bei einem Nahrstoffverhaltnis von Stickstoff, Phosphat und
Kalium von 60:30:45 Kilogramm je Hektar Anbauflache erbracht. Im Gegensatz dazu
erhéht Uberdiingung die Anfilligkeit gegeniiber Schadlingen (nach Lit1, S.68-71; Int3,
Int5).

»Stevia wird nur selten von Schadinsekten befallen” (Int14). Diese Aussage mag zwar
ihre Richtigkeit haben, jedoch kann das siidamerikanische Honigblatt von weit mehr
als ,Schadinsekten” befallen werden. Meist helfen zur Bekdampfung nur zwei
Methoden: der Einsatz parasitdrer, die Schadlinge bekampfender Insekten oder der
Riickschnitt betroffener Pflanzenpartien. Neben den tierischen Schmarotzern Blattlaus,
Dickmaulrissler(-larve), Schnecke, Spinnmilbe und WeiRe Fliege greifen vor allem Pilze
das gesunde Wachstum der Stevia rebaudiana an. Zu ihnen zdhlen Echter Mehltau,
Grauschimmel, Rostpilze und Schwarzerpilz. Durch Saftentzug und Blockierung von
Nahrstoffleitungsbahnen fiihren sie zu Missbildungen und der Schwachung der
Pflanzen. Das Beste Mittel zur Pravention von Schadlingsbefall ist eine optimale Kultur,
welche sich unter vielen Bedingungen realisieren lasst (nach Lit1, S.82-86).

Eine ganzjahrige Stevia-Kultur bei verschiedenem Klima ist in Gewachshausern
moglich. Eine Temperatur von 18-20°C sollte auch nicht wahrend kalten Monaten
unterschritten werden. Ideal ist eine Auspflanzung in Gewachshausbeete im Frihjahr,
da in der Folge die natirlichen Belichtungsphasen langer werden. Lichtmangel fiihrt
zum sogenannten vergeilenden Wachstum, welches eine notwendige Kontrolle des
Wuchses durch Rickschnitt zur Folge hat. Dieser sollte im Gewachshaus das erste Mal
bereits nach einer Pflanzenhéhe von rund zehn Zentimetern auf die Halfte der
Trieblange erfolgen (nach Litl, S. 76-78).

Abb 6 Stevia im Gewdchshaus
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Wird das Honigblatt fiir den privaten Gebrauch gezogen, bietet sich alternativ zum
Gewachshaus auch die Moglichkeit, die Pflanzen im Zimmer oder Wintergarten zu
kultivieren. Auch hier gilt, dass bei zu geringer Lichtzufuhr die Triebe der Stevia
rebaudiana lang und instabil bei gleichzeitig niedriger Blattbildung wachsen. Aus
diesem Grund sollen bei der Platzwahl fiir die Pflanzen sonnige Fensterplatze
bevorzugt werden. Von einer Kultur an Nordfenstern wird abgeraten (nach Lit1, S. 79).

Wesentliche Vorteile hinsichtlich der Belichtung bietet die Kultur der Pflanzen im
Freien. Einzelne Stauden kénnen dhnliche wie andere Kiibelpflanzen auf Balkon oder
Terrasse an einem warmen und geschiitzten Ort kultiviert werden. Zur ausreichenden
Versorgung mit Nahrstoffen ist ein Langzeitdiinger (ca. 3-5 g je Liter Pflanzenerde) am
besten geeignet. Als Zuckerkraut-Stammchen wirkt die Pflanze durchaus dekorativ.
Obwohl Stevia rebaudiana in Topfen leicht
vor schlechten Witterungen und Frost durch
einfaches Umstellen geschiitzt werden
kann, gedeihen die Pflanzen am besten in
Freiland-Anpflanzungen. Dies entspricht
zum einen ihrem natlirlichen Vorkommen,
zum anderen sind sie so in groflem Mal}
kommerziell nutzbar. Bei nicht zu dichtem,

gelockertem Boden in den gemaligten
Breiten kann die Auspflanzung aufgrund der Abb 7 Stevia im Beet

Sensibilitat der Pflanzen gegentiber Frost erst ab Ende Mai erfolgen. Da die Triebe des
SiRblatts leicht brechen, sollte eine moglichst windgeschitzte und laue Stelle fiir den
Anbau ausgewadhlt werden. Ein Pflanzabstand von 30 bis 40 Zentimeter bietet den
Stauden ausreichend Platz fir ein kraftiges Wachstum. Durch die hohe
Sonnenscheindauer im europdischen Sommer werden das Wachstum der Pflanzen und
die Blattbildung positiv beeinflusst. Werden die Triebspitzen hin und wieder
geschnitten, wachsen die Stauden buschiger und setzen mehr StiBstoff-haltige Blatter
an (nach Lit1, S.65f/S.72-75/S.78f).

Da sich die sidamerikanischen Stauden gewerbsmaRig in vielen Lindern der Erde,
deren Klima von dem Paraguays deutlich abweicht, kultivieren lassen, kann insgesamt
von einer relativ anspruchslosen Pflanze die Rede sein. Die theoretischen
Erlauterungen zu Anbau und Kultur des paraguayischen Zuckerkrauts sollen in der
Folge praktisch nachvollzogen werden.

14



2.2.2 Anzucht und Kultur von Stevia-Pflanzen unter ausgewahlten

Wachstumsbedingungen

Eine unscheinbare Pflanze, heimisch in den gebirgigen Regionen Paraguays und

Brasiliens, findet ihren Weg ins Herz Europas. Generell wird die Anzucht von Stevia

rebaudiana aus Samen als schwierig bewertet. Eine sich entwickelnde Pflanze gedeiht

trotzdem unter einfachen Boden- und Klimabedingungen — jedenfalls kann dies der

Literatur entnommen werden. Um den verschiedenen Kulturorten (Gewdachshaus,

Terrasse, Beet) sowie dem Einfluss von Dingern auf die Entwicklung der Pflanzen

naher auf den Grund zu gehen, wird das Honigkraut selbst kultiviert.
2.2.2.1 Anbau von Stevia rebaudiana

Am Anfang der Untersuchungen steht ein erster Anbau von einzelnen
Pflanzen. Aus der beobachteten Keimdauer und dem Wachstum
kénnen Erkenntnisse gewonnen werden, welche sich auf eine groRere
Pflanzenzahl Ubertragen lassen. Der genaue Ablauf des Vorversuchs
sowie die Dokumentation der Beobachtungen zum Anbau und deren
Auswertung werden nachgestellt im Anhang (vgl. Anhang zu 2.2.2.1,
S.132) erldutert, da die erhaltene Stevia-Pflanze selbst fiir die weiteren
Schritte im Anbau weiterer Pflanzen keine Rolle spielt.

Von der ersten Anzucht lassen sich zwei zu beachtende Kriterien
ableiten. Bei einer Keimtemperatur um 25°C erfolgt der Austrieb
binnen weniger Tage. Wird der Anbau bei kurzen Taglangen und wenig
verfligbarem Sonnenlicht umgesetzt, empfiehlt es sich, die Pflanzen
zusatzlich mit Wachstumslampen zu belichten, damit sie nicht
UbermaRig in die Ldnge wachsen (s. Abb 8). Auch ein Rickschnitt
konnte die Bildung von Blattern mit dem Ziel einer buschigen Staude
fordern.

Abb 8 Stevia

rebaudiana aus

erstem Anbau

In Anknilpfung an die erste Realisierung der Stevia-Kultur kann die Aussaat von 150

Samen zur Analyse geeigneter und ungeeigneter Kulturbedingungen durchgefihrt

werden.

Materialien: Anzuchterde, 3 Anzuchtplatten (a 50 Pflanzen), Stevia-Saatgut [Weigelt],

Wasserflasche, Holzstabchen, Frischhaltefolie
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Aufbau und Durchfiihrung:

Anzuchplatte ' ‘ Saatgut | ‘Anzurh!erde

T

L

| Erischhaltefolie | | Holzstibchen ’

Abb 9 Materialien beim zweiten Stevia-Anbau

(1) Die Anzuchtplatten werden mit feiner Anzuchterde gefillt und die Oberflache
geebnet.

(2) Mit einem Holzstabchen werden die nur wenige Millimeter langen Stevia-Samen
einzeln aufgetragen und leicht angedriickt.

(3) Zur Forderung der Keimung und Verbesserung des Kontaktes der Aussaat mit der
Anzuchterde wird die Oberflache der Platten mit Wasser befeuchtet.

(4) Eine Abdeckung mit Folie soll konstant warme Temperaturen und eine hohe
Luftfeuchtigkeit fordern.

Die Anzuchtplatten werden zunachst vor ein Fenster bei warmer Zimmertemperatur,
dann zur Verhinderung eines schnellen Langenwachstums in ein warm-temperiertes
Gewadchshaus gestellt.

Abb 10 Anzuchtplatten nach der Aussaat
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Die Keimungsrate der Samen liegt relativ hoch bei rund 93% (139 von 150 Samen). Die
Steigerung des Erfolgs gegeniliber dem ersten Anbau kann an der Wahl eines anderen
Saatguts und taglich langerer Lichtzufuhr wahrend der Keimungsphase Anfang April
liegen. Die Entfaltung der Samlinge verlauft ahnlich den Veranderungen wahrend des
ersten Anbaus und lasst sich in mehrere Abschnitte gliedern.

Beobachtungen und Auswertung:
nach zwei bis vier Tagen

Ein gelb-hellgriiner Austrieb bei rund 120 Samen aufgrund der Wurzelbildung der
Samenkorner und die Bildung des ersten, unbehaarten Blattpaars zu Nutzen des
Wachstums durch Photosynthese sind erkennbar.

nach zwolf Tagen

133 Jungpflanzen weisen einen deutlichen Austrieb bei 10 mm Héhe auf, sechs weitere
Samlinge sind welk, was mit einer unzureichenden Wasserversorgung erklart werden
kann.

nach 30 Tagen

Durch ausreichende Bewasserung und Nahrstoffversorgung wachsen 124 Pflanzen
kontinuierlich. Das dritte Blattpaar weist auf ein gesundes Wachstum und intensive
Photosynthese hin.

nach knapp 2 Monaten

120 gesunde, durchschnittlich 3,5 cm hohe Jungstauden gedeihen aufgrund
angepasster Bewdsserung und Lichtzufuhr. Mit sieben Paaren kréftiger,
gegenstandiger, dunkelgriiner Blattern mit leichter Behaarung zum Schutz vor
Schadlingen und Verdunstung von Wasser wachst das Honigkraut buschig.

Abb 11 Wachstum und Entwicklung der Stevia rebaudiana; von links oben:
Tag2, Tag 4, Tag 12, Tag 30, 2 Monate nach Anbau
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Wachstum der Stevia
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Abb 12 Langenwachstum der Stevien

Die Verlangsamung des Wachstums im Bezug auf die im Februar gesdte Stevia
rebaudiana liegt in der im Monat April im Vergleich zum Februar unterschiedlichen,
langeren Sonnenscheindauer pro Tag begriindet (s. Abb 12). Das buschige Wachstum
zeigt sich durch die Stabilisierung der Wachstumskurve auf niedrigem Niveau (Woche 1
bis 4), wahrenddessen die Pflanze junge Blattpaare ansetzt statt in die Lange zu
wachsen.

Die Abhdrtung und Gewohnung der Jungpflanzen an Wind und schwankende
Temperaturen beginnt acht Wochen nach dem Anbau. Dazu werden die
Anzuchtplatten mit den kleinen Stauden tagsiber auf einen halbschattigen Platz
aullerhalb des Gewachshauses gestellt. So sollen die Stevia-Pflanzen auf die Kultur im
Freien vorbereitet werden. Zwar sind die rund zwei Monate alten Stevia rebaudiana
exemplarisch gewachsen, auf die Dauer diirfte ihr Bedarf an Mineralstoffen durch die
Anzuchterde jedoch nicht mehr gedeckt werden kénnen.

So werden die 120 Honigkraut-

Bectheptlanaung (80)

Stauden mit dem Ziel, die beste(n) 2 o [N ‘ i
Wachstumsbedingung(en) fiir den § % g §'§
. N ) s | £

privaten Anbau in Siddeutschland % 3 ‘IJ §§

herauszufinden, auf verschiedene - I o

Kulturbedingungen aufgeteilt (s. Abb ) ) @ O ) 90000

13). O U @ O O 00000
O U @ O O 00000
J U @ O O 00000

Im Freien (20} tm()cvnk"l:hcusl.‘c;

Abb 13 Aufteilung der Jungpflanze auf verschiedene
Kulturbedingungen
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2.2.2.2 Kultur im Gewdchshaus

Etwa ein Sechstel der Jungpflanzen wird iber die Sommermonate
von Juni bis August im Gewachshaus weiterkultiviert. Damit die
Stauden mit ausreichend Nahrstoffen versorgt werden, ist ein
mehrmaliges Verpflanzen in groBere Topfe notig. Als
Kultursubstrat wird dabei gewohnliche Blumenerde verwendet.

Das Wachstum dhnelt der Entwicklung der Zuckerpflanze aus dem
ersten Anbauversuch. Das Verhdltnis von Blattmasse und
PflanzengrofRe fallt positiver aus, da durch die intensivere
Sonneneinstrahlung im Sommer die Photosynthese und damit
auch die Blattbildung beglinstigt werden. Zudem sind in der
Blumenerde genligend Nahrstoffe enthalten, um dies zu
gewadhrleisten. Dennoch ist ein Grof3teil der Triebe lang und diinn,
was an den matten, lichtfilternden Gewachshausscheiben liegen
mag, die die Intensitdt des Sonnenlichts doch etwas mildern (s.
Abb 14).

Abb 14 Stevia aus
Gewadchshaus-Kultur

Kann Gber weiteren Raum fiir die siidamerikanische Pflanze verfiigt werden, ist eine

Kultur im Gewachshaus Uber die Sommermonate wenig zu empfehlen. Die Blatternte
fallt durch das Langenwachstum eher gering aus, sodass als Basis zur Nutzung von
Stevia rebaudiana als Zuckeraustauschpflanze unter diesen Konditionen wenig
Potenzial besteht. Besonders deutlich zeigt sich dies im Kontrast zur Freiland-Kultur.
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2.2.2.3 Kultur im Freien unter verschiedenen Bedingungen

Insgesamt 100 Pflanzen werden zwei sich Uberlagernden Bedingungen ausgesetzt:
Topf- oder Beetkultur sowie Variation des Dilingers. Aus dieser Untersuchung soll sich
eine Einschatzung des Anbaupotenzials fir das Gebiet Niederbayern-Bayerischer Wald
ableiten lassen. Bei der Dliingung der Stevia wird auf mineralische Dlnger verzichtet,
um ein moglichst natiirliches Produkt zu erhalten, welches so unbelastet wie moglich
ist. Alternativiésungen zu mineralischen Diingemitteln bieten sich fir die Bio-Kultur
des SuURblatts durch die Landwirtschaft im niederbayerischen Raum in Form von
Kompost, Kuh- und Pferdemist. Es wird angenommen, dass diese natirlichen
Diingemittel in der Region fiir die private sowie kommerzielle Verwendung in
ausreichendem Mal3 zur Verfiigung stehen.

Ausgangspunkt fir die Durchfihrung dieses Vorhabens ist die Schaffung einer
abgegrenzten Beetflache, deren Beschreibung im Anhang nachgestellt wird, um den
Textfluss beziiglich der Kultur der Stevia rebaudiana nicht zu unterbrechen (s. Anhang
zu 2.2.2.3, S.140).

Materialien: Distelstecher, Holzmetermal3, GieRkanne, 20 Pflanztopfe (& = 11 — 13
cm), Gartenerde, 100 Stevia-Jungpflanzen (Hohe ca. 3,5 cm)

Aufbau und Durchfiihrung:

(1) Um fir jedes der Beete sowie fir die Kultur im Topf moglichst gleiche
Anfangsbedingungen fir die einzelnen Pflanzen zu gewahrleisten, werden die Stevia
rebaudiana der GroRe nach sortiert. So ergibt sich fiir die 16 Pflanzen eines jeden
Beetes eine Auswahl an zu den anderen Beeten annahernd identischen Stauden.
Ebenso werden die restlichen 20 Jungpflanzen auf die vorbereiteten Topfe verteilt (s.
Abb 15).

(2) Nach einer gleichmaRigen Einteilung
der Beete finden die Pflanzen im Abstand
von 30 cm zueinander ihren Platz. Die
Wurzelballen werden in eine vorbereitete
Mulde gelegt und anschlielend das
Erdreich seitlich maRig angedriickt.

(3) Am Ende der Beete wird fir jeweils vier

Abb 15 Verteilung der Stevia-Pflanzen auf fiinf
Topfe etwas Erde entnommen und zur Beete und 20 Topfe

Einpflanzung von 20 Stevia rebaudiana

verwendet. Der mit unterschiedlichen Diingern versetze Humus wird um die
Wurzelballen der Stauden leicht angedriickt. Entsprechend der beigefligten
Diingemittel werden jeweils vier Topfe an das untere Ende der Beete gestellt.
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(4) SchlieRlich sollen die Stevia-Pflanzen moglichst schnell in ihrer neuen Anpflanzung
einwachsen. Zu diesem Zweck werden sie gut gewadssert, wodurch ein Abwelken
verhindert werden kann.

Das Wachstum der Stauden wird durch Messung der Wuchshéhe von drei
ausgewahlten Pflanzen (grof, mittel, klein) je Diinger im Beet und einer Staude (mittel)
im Topf dokumentiert. Die Messung erfolgt alle eineinhalb Wochen. Auf diese Weise
werden Informationen (iber einen Dokumentationszeitraum von Juni bis September
zur Bewertung der Eignung der einzelnen Kulturbedingungen (Topf, Beet, Diinger)
gesammelt.

Beobachtungen:
beim Einpflanzen
Die Stevia rebaudiana aus den Anzuchtplatten weisen ein kraftiges Wurzelwerk auf.

Wachstum innerhalb drei Monaten

Ein Vergleich der Wachstumskurven der vier Beete legt
eine fiir die verschiedenen Bodenqualitdten &ahnliches
Langen- und HoOhenwachstum offen. Zum Schutz der
Stevia rebaudiana missen die Beete alle zwei bis drei
Wochen von Unkraut befreit werden.

Es zeichnet sich vor allem im nicht gediingten Beet ein
rapides Hohenwachstum ab, das jedoch nicht mit dem
entsprechenden Zugewinn an Blattmasse verbunden ist.
Der Langenzuwachs der Pflanzen in den gediingten Beeten
ist im Grunde bis zu flinf Zentimeter geringer, wohingegen

die Pflanzen eine buschige Form mit lppiger Blattmasse -
ausbilden (s. Abb 16) Abb 16 Stevia im Beet

Wachstum der Stevia-Pflanzen

50
40
E 30 ohne Diinger
)]
S 20 Pferdedung
E
Kompost
10 P
e Kuhdung
0 T T T T T T T T 1

Messung

Abb 17 Wachstum bei verschiedenen Diingemitteln
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Messung ohne Diinger |Pferdedung |Kompost Kuhdung
Triebzahl | 13 IE 8 8
1 14 5 3
4 14 a9 9
2 g 11 &
5 8 2 8
7% 5 10,4 7 €8

Tab 2 Triebzahl fiinf ausgewahlter Stevia (Mitte September)

Zwischen den einzelnen Dingemitteln liegt das Verhaltnis von Pflanzenumfang zur
Hohe bei rund 1,5, wobei die Diingung mit Pferdemist und Kompost die am besten
belaubten und buschigsten Stauden mit maximaler Triebzahl hervorbringt.

Die vergleichende Betrachtung der im Beet gewachsenen Pflanzen mit denen im Freien

in Einzeltopfen kultivierten Stevia :
. . . Vergleich des Wachstums
rebaudiana zeigt anfangs ein sehr

dhnliches Wachstum. Nach vier a2 i

Wochen verlauft die Entwicklung EEU //

der Topfpflanzen stark gze —pl i
eingeschrankt  bezlglich  Hohe, . pra—— =——Thipfgiamt
Blattmenge und Triebzahl. Nach s ——"/

drei Monaten scheinen sich die

Messung

Wachstumskurven von Beet und
Topf wieder anzundhern (s. Abb 18). Abb 18 Wachstum im Beet und im Topf

Die Wurzeln der Stevia reichen zu diesem Zeitpunkt durch den GefaRboden hinaus.
vor der Blatternte im September

Ende August bilden sich an einer Pflanze (im
Kompost-Beet) erste kleine, weiRe Bllten aus. In
der Folge kann eine dhnliche Entwicklung auch in
anderen Beeten beobachtet werden.

Der Trieb von Bliten deutet auf den Hohepunkt
des Pflanzenwachstums hin. In der Folge kann mit

der Ernte eines GroRteils der Stevia-Blatter

begonnen werden.

Abb 19 erste Bliite der Stevia im Beet

Auswertung:

Die Freilandkultur gelingt aufgrund warmer sommerlicher Temperaturen und einer
milden Witterung zwischen Juni und August. Die Photosynthese wird durch zahlreiche
Sonnentage (vor allem Mitte und Ende August) und zuséatzliche Wassergaben an
heiBen Tagen stark gefordert.
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Ohne Diingung ist eine Stevia-Kultur auf Braunerde moglich, da die paraguayische
Pflanze in ihrer Heimat ebenso auf kargen Béden gedeiht und somit anpassungsfahig
ist. Durch im Verhaltnis wenige Nahrstoffe werden aber auch nur wenige Blatter
gebildet. Eine Beeinflussung durch eine im ungediingten Beet gewachsene
Sonnenblume und Nikante, welche einen Teil der vorhandenen Nahrstoffe aufnehmen,
ist sicherlich in begrenztem MaR vorhanden, fiir die qualitative Beurteilung des
Pflanzenwachstums jedoch kaum ausschlaggebend.

In den gediingten Beeten ist mehr Phosphat
und Stickstoff (Nitrat) vorhanden, was das
Wachstum deutlich positiv beeinflusst und zur
Bildung von niedrigeren Stauden mit mehr
Blattern fuhrt. Die schonsten Stauden gehen
aus der Dingung mit Pferdemist hervor. Dies
lasst sich mit einem optimalen Verhaltnis von
Kalium, Phosphat und Nitrat erkldaren, welches
nahe bei der Empfehlung von K:P:N = 45:30:60
kg je Hektar Anbaugebiet liegen muss.

Dass die Pflanzen im Topf kleiner und schmaler Abb 20 Stevia im Beet; links: ohne
sind als die Beetpflanzen, hat im Wesentlichen Dungung, rechts: mit Pferdemist gediingt
zwei Ursachen. Da sich das Wachstum des

Honigkrauts in den Topfen anfangs kaum von den in die Erde gepflanzten Stauden
unterscheidet (Woche 1 bis 4), scheint ein Mangel an Nahrstoffen im weiteren Verlauf
der Beobachtung (Woche 5 bis 8) durch die begrenzte Erde in den PflanzgefdaRen fir

das geminderte Wachstum ausschlaggebend zu sein. Dies wird
durch die bessere Entwicklung ab dem Durchdringen des
Topfbodens mit den Wurzeln und einer damit verbundenen
umfassenderen Nahrstoffversorgung bestatigt. Ein weiterer Grund
fir die Unterentwicklung der Stevia im Topf kann das schnelle
Austrocknen bei hoheren Tagestemperaturen sein. Wahrend in den
Beeten auch bei oberflachlicher Verdunstung in der
darunterliegenden Erde Wasser gespeichert wird, heizen sich die
Pflanzgefdle durch die Sonneneinstrahlung zligig auf. Als
Konsequenz verdunstet das in der Erde enthaltene Wasser, sodass
das Wachstum bis zur ndchsten Bewadsserung weitgehend
unterbrochen wird. Die beiden genannten Faktoren summieren sich
zu einer beschrankteren Vegetationsperiode fiir die Honigkraut-
Stauden im Topf.

Abb 21 Stevia im
Freiland-Topf
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Durch kirzer werdende Tage im September wird die Bllte der Stevia rebaudiana
induziert. Dies ist des Weiteren ein Signal bezliglich des SiRstoffgehalts in den
Blattern, welcher kurz vor der Blite am hochsten ist. Ab der Blitezeit werde die
Produktion der siiBen Inhaltsstoffe von der Pflanze heruntergefahren. Folglich kénnen
die Stevia-Pflanzen fiir die Gewinnung des SuRstoffs geerntet werden.

Die Ergebnisse der Praxis zum Stevia-Anbau und zur Kultur lassen sich auf wenige
Worte konkretisieren: Stevia rebaudiana (Bertoni) ist anpassungsfahig und kann bei
niederbayerischem Klima im Freiland kultiviert werden. Das unter den getesteten
beste, natirliche Diingemittel Pferdemist flihrt zu ertragreichen Pflanzen.

Die Kultur auf rund 18 Quadratmetern kdnnte auf
Grundlage dieser Erkenntnis auf eine groRere
Flache ausgeweitet werden. Es ist anzunehmen,
dass Stevia auch auf Feldern im siddeutschen
Raum gedeiht. Durch engere Bepflanzung der
Felder, welche zugleich vor Wasserverlust durch
Verdunstung schitzt, lieRen sich analog zum

e ; P
’ - S e .

. : : : Stevia-Beet mit fiinf Pflanzen pro Quadratmeter
Abb 22 GroRflachiger Anbau auch in Felder mit mehr als 50.000 bis 60.000 Pflanzen
Deutschland? Australien gibt ein Beispiel oro Hektar schaffen.
Da fur diesen Zweck der Anbau von Stevia-Pflanzen in Treibhdusern und die
anschlieBende Auspflanzung dulerst aufwendig ist, muss der Bedarf an tausenden
Stevia-Stauden durch verschiedene Vermehrungsmethoden (neben dem Anbau)
gedeckt werden.
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2.3 Vermehrung von Stevia rebaudiana

Die eher raren Wildbestande der Stevia rebaudiana in Paraguay und Brasilien halten
sich durch geschlechtliche Vermehrung am Leben. Durch Befruchtung der Bliiten und
Samenbildung entstehen Variationen an Stevia-Pflanzen, welche erhebliche
Unterschiede im Gehalt der SiBstoffe aufweisen. Fir die gewerbliche Nutzung
bedeuten Schwankungen der Zusammensetzung und Menge der siilen Inhaltsstoffe
einen Nachteil, welcher auf stark variable Extraktionsmengen zurlickzufihren ist.
Zudem ist, wie selbst beobachtet, die Anzucht des Honigkrauts aus Samen aufwendig
und kann nur fur die private Nutzung bei wenigen Pflanzen als sinnvoll erachtet
werden. Die moderne Vermehrung gelingt deshalb Uberwiegend (iber vegetative
Verfahren (nach Lit1, S.87; Int13)

2.3.1 Mogliche Methoden der Vermehrung

Stevia ungeschlechtlich zu vermehren ist eine von der Natur nicht vorgesehene Art aus
einer einzelnen Staude mehrere, an der Zusammensetzung und Menge der SiRstoffe
gleiche Jungpflanzen zu erhalten. Unterschieden werden Markottagen, Stecklinge und
die Meristemvermehrung. Was im einfachen Sprachgebrauch als , Ablegen” von
Pflanzen bezeichnet wird, trifft auf das Markottieren und die Vermehrung (ber
Stecklinge gleichermalien zu. (nach Litl, S.87).

Stecklinge werden am besten im spaten Frihjahr von
bereits vorhandenen Pflanzen geschnitten, kénnen
jedoch auch ganzjahrig angezogen werden. Je nach
Klima beginnt die kommerzielle
Stecklingsvermehrung schon, wie im subtropischen
Israel im Dezember, im Winter. In den Mittelbreiten
sollte sie vor den Herbstmonaten erfolgen, da ab
dann die Wurzelbildung durch das Klima zunehmend
erschwert wird. Von einer gesunden Mutterpflanze

werden zunéchst frische, nicht verholzte Triebe von
20 bis 30 Zentimeter Lange mittels eines scharfen Abb 23 Stevia-Stecklinge
Messers abgetrennt. Je Trieb lassen sich drei bis flnf

Stecklinge mit mindestens zwei Blattpaaren vorbereiten. Die Ableger benétigen ein
feines Anzuchtsubstrat, wozu Anzuchterde, Blumensteckmasse, mittelfeiner
Quarzsand oder Tonmaterial geeignet sind. Bei Temperaturen um 25-28°C,
ausreichender Luftfeuchtigkeit und Belichtung entwickeln sich innerhalb der beiden
folgenden Wochen Jungpflanzen aus den Stecklingen. Die Beschleunigung der
Bewurzelung kann durch Wachstumsregulatoren (z.B. Indolyl-3-buttersdure) erfolgen.
Als Indiz fiir die erfolgreiche Vermehrung gilt ein hellgriiner Austrieb der Stecklinge an
Triebspitzen und/oder Blattachseln. Durch die Verringerung der Luftfeuchtigkeit
werden die Pflanzen abgehartet und kénnen in Einzeltopfe pikiert werden.
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Soll die Auspflanzung der Stecklinge von der Mutterpflanze direkt in ein Beet oder Feld
erfolgen, muss in Europa der letzte (Nacht-)Frost abgewartet werden. Erfolg
versprechend ist daher die Vermehrung erst ab Juni. Damit die Anzucht gelingt, sollen
die Stecklinge mit ca. 15 Zentimetern etwa doppelt so lang wie in der vorigen
Beschreibung sein. Die verbleibende(n) Mutterpflanze(n) wird durch den Rickschnitt
zur Bildung neuer Triebe angeregt (nach Lit1, S.91-96).

Wer wahrend der Vermehrung seine Stevia-Pflanze ganzheitlich erhalten mdchte,
sollte den Stecklingen die Markottage vorziehen. Die Bildung von Jungpflanzen erfolgt
direkt an einer gréBeren Staude, sodass die Mutterpflanze bis zur Verpflanzung von
Tochterstauden nicht zuriickgeschnitten werden muss. Je nach Alter und GroéRe wird
zwischen drei Vorgehen beim Markottieren (=Abmoosen) differenziert. Bei einjahrigen
Pflanzen kann von bereits vorhandenen Trieben profitiert werden. Das untere,
entlaubte Triebende kann mit einem scharfen Messer angeschnitten werden. Ein in die
Schnittstelle eingebrachtes Stiick Plastik verhindert dem Verschluss der Wunde,
wahrend die Ummantelung mit Sphagnum-Moos oder
nassem Torf und Folie gegen Austrocknen und fir die
Wourzelbildung sorgt. Nach erfolgreicher Bewurzelung
wird der Trieb von der Mutterpflanze getrennt und
kann ausgepflanzt werden. Eine pflanzenschonendere
Alternative bietet die Oberseitenfoérderung. Ein mit
Draht waagrecht am Boden fixierter Trieb entwickelt
aus den Blattachseln senkrechte Trieblinge nach oben.
Sobald diese eine Hohe von zehn Zentimeter erreicht
haben, werden die Blattachseln mit feuchtem Substrat

bedeckt. Nach einigen Wochen kdnnen die bewurzelten

Trieblinge als Einzelpflanzen weiterkultiviert werden

(nach Lit1, 5.96-98). Abb 24 Abmoosen (Markottieren)
an Stevia rebaudiana

Als dritte Moglichkeit lassen sich durch die Bedeckung

frischer Triebe mit Anzuchterde und regelmaBiger Befeuchtung aus Uberwinterten
Stauden leicht Jungpflanzen ziehen. Haben die Trieblinge eine Hohe von 20 Zentimeter
erreicht, wird die Erde mit einem feinen Wasserstrahl abgespiilt. Die bewurzelten
Stéangel werden als eigenstandige Pflanzen vom Wurzelballen der Uberwinterten
Mutterpflanze abgetrennt (nach Lit1, S.98).

Zwar ermoglichen diese ungeschlechtlichen Methoden der Vermehrung die eine
schnellere und effektivere Anzucht von Jungpflanzen als durch den Samenanbau, die
moderne Vervielfaltigung selektierter Stevia rebaudiana erfolgt jedoch zunehmend von
der urspriinglichen Staude getrennt. In-vitro-Kultur ist hierbei das Schlagwort, bei der
aus Pflanzenteilen ganze Stauden in erstaunlich kurzer Zeit hervorgehen. Mit
Natriumperchlorat und Alkohol von Keimen befreite Sprosse werden nach der Spilung
mit sterilem Wasser in ein Nahrmedium mit Agar-Boden gegeben. Gehen aus den
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Sprossen Trieblinge hervor, werden diese
zerkleinert und erneut in ein flUssiges
Nahrmedium gegeben. Unter idealen
Bedingungen entstehen mit dieser
kostengiinstigen und an Schnelligkeit nicht zu
Uberbietenden Vermehrungsmethoden fertige
Honigkraut-Pflanzen innerhalb der drei
Folgewochen (nach Lit1, S.98f.).

Wirtschaftlich stellt die Meristemvermehrung das
groRte Potenzial dar. Fiir den Eigenbedarf sind
Markottierung und Stecklingsvermehrung

vorzuziehen, da keine besonderen Hilfsmittel fir

das , Ablegen” bendtigt werden.

Abb 25 In-vitro-Kultur von Stevia

Die Umsetzbarkeit der Stecklingsvermehrung und der Markottage werden mit Hilfe der
selbst gezogenen, einjahrigen Pflanzen Uberpriift. Das Stevia-Beet kdnnte sich durch
den Zugewinn an Jungpflanzen zum Stevia-Feld ausbauen lassen.
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2.3.2 Anwendung der Stecklingsvermehrung

Zur Durchfiihrung der Vermehrung essentielle Schritte sind bereits in Form des Stevia-
Anbaus durchgefiihrt worden. Aus der Gewadchshauskultur der Stevia rebaudiana
lassen sich mehrere Pflanzen fiir den Schnitt von Stecklingen und das Markottieren
verwenden. Damit das Gelingen nicht von unterschiedlichen Witterungen beeinflusst
wird, werden die beiden Versuche parallel durchgefiihrt.

Analog zur theoretischen Auseinandersetzung mit dem Thema Vermehrung von Stevia
rebaudiana wird mit der Erlduterung der Stecklingsvermehrung in der Praxis
begonnen. Diese wird Ende Mai 2012 durchgefiihrt und dokumentiert.

Materialien: Pflanzschale, Anzuchterde, Skalpell, Frischhaltefolie, GieRkanne, Stevia-
Pflanzen

Aufbau und Durchfiihrung:

(1) Fir die Vermehrung der Stevia rebaudiana mit
Stecklingen wird ein PflanzgefaR mit Anzuchterde
gefillt und die Oberflache geebnet.

(2) Von den angezogenen, bereits groRen Stevia-
Pflanzen im Gewadchshaus werden ca. 7-10 cm
lange Triebe mit einem Skalpell abgetrennt (s.
Abb 26).

(3) Die Triebe werden gekiirzt und dabei der

Abb 26 Schnitt von Stecklingen

Stangel dicht unter dem letzten Blattpaar schrag

abgeschnitten. Die Schrdagung der Schnittstelle soll das Anwurzeln erleichtern. Das
unterste Blattpaar wird sorgfaltig entfernt. Die so erhaltenen 5-7 cm langen Ableger
werden etwa 2-3 cm tief in die Anzuchterde gesteckt und vorsichtig angedriickt.

(4) Die Stecklinge werden gegossen und mit einer Frischhaltefolie abgedeckt. So soll
ein warmes Milieu mit hoher Luftfeuchtigkeit garantiert werden. Die Folie schiitz die
Triebe vor dem Austrocknen.

Die abgedeckte Pflanzschale wird ins Gewachshaus gestellt und regelmalig
beobachtet. GemaB der Versprechung ,[w]erden Stecklinge zur rechten Zeit
geschnitten, [sei] die Bewurzelungsquote hoch” (Lit1, S.93) wird mit einem raschen
Austrieb der Ableger gerechnet. Die Beobachtungen bestatigen diese Vermutung.
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Beobachtungen und Auswertung:
nach rund zwei Wochen

Etwa 11 Tage nach dem Stecken der Ableger kann ein
junger, hellgriiner Austrieb der Stevia-Stecklinge
beobachtet werden, der auf den Beginn der
Wourzelbildung hindeutet. Durch die Wurzeln kdnnen
die Pflanzen Wasser und Nahrstoffe aufnehmen in
Zusammenhang mit der Photosynthese neue Blatter

treiben.
Abb 27 Stecklinge in Steckschale

nach einem Monat

Es bilden sich bei elf der zwolf
Stecklinge neue Blatter aus den
Triebspitzen und Blattachseln, sodass
eine ausreichende Bewurzelung der
Pflanzen  vorliegen muss. Die
Stecklinge werden aus der Steckschale
entnommen und in Einzeltopfe

gepflanzt. Abb 28 Verpflanzung der angewurzelten Stecklinge

Ab diesem Zeitpunkt wachsen die Jungpflanzen kraftig und bestatigen damit die
Annahme, diese Vermehrung sei einfach durchzufiihren. Im Vergleich zum Anbau der
Stevia rebaudiana verlauft die Stecklingsvermehrung schnell und unkompliziert. Binnen
weniger Wochen kénnen aus einer einzigen SiRblatt-Staude mehrere Jungpflanzen
hervorgehen, welche die gleichen Eigenschaften wie die Mutterpflanze aufweisen.

Ein moglicher Nachteil kann sich dadurch ergeben, dass schon vor der Wurzelbildung
Triebe von der Mutterpflanze entfernt werden miissen. Beim Markottieren werden die
abzulegenden Pflanzenteile zundchst noch durch die Stammpflanze mit Nahrstoffen
und Wasser versorgt. In der Praxis wird eine der drei Formen des Markottierens zur
Vermehrung angewendet.
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2.3.3 Anwendung des Markottierens

Materialien: Skalpell, Plastikplattchen, Frischhaltefolie, Klebeband, Torf, Stevia-Pflanze

Aufbau und Durchfiihrung:

| Stevia-Pflanze | Plastik-

Stiickchen

| Frischhaltefolie

| Skalpell |

Abb 29 Aufbau beim Markottieren

(1) Zu Beginn werden Blatter an ausgewahlten, frischen Trieben der Mutterpflanze auf
einer Lange von ca. 4-5 cm vorsichtig entfernt.

(2) Mit einem Skalpell wird der Triebstiel unterhalb der Stelle eines entfernten
Blattpaares zur Halfte an- aber nicht durchgeschnitten. In die Schnittstelle wird ein
kleines Kunststoffplattchen (ca. 0,5 cm x 0,5 cm) geklemmt, welches ein VerschlieRen
der Triebverletzung verhindern soll.

(3) Die Schnittstelle wird mit feuchtem Torf umgeben. Die Umwicklung mit
Frischhaltefolie soll den Einschnitt feucht halten. Zur Fixierung wird die Folie mit einem
Klebeband verschlossen.

An einer ausgewahlten Stevia rebaudiana sind vier Triebe entsprechend prapariert
worden. Die Pflanze wird im Anschluss ins Gewdchshaus gestellt, um die
Wurzelbildung an den Schnittpunkten bei einer warmen Umgebungstemperatur zu
fordern.

Beobachtungen und Auswertung:
nach drei Wochen

Der Beschlag der Folienummantelung durch Kondenswasser verhindert, dass die
Wurzelbildung direkt beobachtet werden kann. Deshalb werden zwei der
Folienummantelungen gedtffnet. Die Schnittstelle des ersten Triebes ist aufgrund des
umbhdllenden, zu feuchten Torfs gefault. Beim zweiten ist ebenso keine Wurzelbildung
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erkennbar, was daran liegen mag, dass das
Plastikstlickchen in der Schnittspalte herausgerutscht
und die Verletzung des Stdngels von der Pflanze
verschlossen worden ist.

Diese Beobachtung wiederholt sich ebenso beim
Entfernen der Folie vom dritten praparierten Trieb.

Da der vierte Trieb der Pflanze keine Anzeichen fir
Welke aufweist, wird die Folie um die Schnittstelle in
der Folge noch nicht entfernt. Damit die Staude nicht zu
stark in die Lange wachst, wird sie an einen

windgeschiitzten Platz im Freien gestellt. Abb 30 Trieb ohne Wurzelbildung
nach drei Monaten

Anfang Oktober wird vor dem Ende der Vegetationszeit
die Folie um den vierten Trieb entfernt. Die
Schnittstelle weist wenige, kraftige Wurzeln im
feuchten Torf auf. Daraus lasst sich rickschlieRen, dass
das Ausbleiben der Wurzeln bei den anderen Stangeln
moglicherweise deshalb eingetreten ist, weil die Folien
zu frih ge6ffnet worden sind.

Der Trieb wird unterhalb der Bewurzelung abgetrennt,
in einen Topf mit Blumenerde eingepflanzt und
angegossen.

Vergleicht man die beiden  durchgefiihrten

Abb 31 erfolgreiches
Markottieren

Vermehrungsmethoden von Stevia rebaudiana, so lasst
sich doch ein eindeutiges Ergebnis feststellen. Die
Stecklingsvermehrung erscheint flr die Vervielfachung des Stevia-Bestandes
zumindest fiur den Eigenbedarf ein schnelles und zuverladssiges Verfahren zu sein. Dies
zeigt sich auch bei der Wiederholung des beschriebenen Versuchs im August. Das
Abmoosen ist moglich, jedoch aufwendiger hinsichtlich der Durchfihrung (Umwicklung
der Schnittstellen mit Torf und Folie), was eine Mechanisierung schwierig gestaltet. Die
maschinelle Vermehrung von Stevien Uber Steckling dirfte sich dagegen realisieren
lassen.

Nachdem ein betrachtlicher Bestand an Stevia rebaudiana fiir die private Nutzung
mittels Anbau und Stecklingen selbst gezogen werden konnte (rund 150-180 Pflanzen),
ist es notwendig die Ernte und Aufbewahrungsmaoglichkeiten fiir erhaltene Blatter ins
Auge zu fassen.
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2.4 Stevia-Siif3e tiber Jahre?

Wahrend der Sommermonate sind frische Blatter zum SiRen von Lebensmitteln oder
zur Gewinnung der SuRe kontinuierlich verfiigbar. Soll dies auch wahrend den
Wintermonaten so sein, gibt es zwei Moglichkeiten. Zum einen kénnen die Blatter der
Stevia rebaudiana von den Pflanzen geerntet werden und auf verschiedene Weise
aufbewahrt werden. Alternativ lassen sich die mehrjahrigen Pflanzen selbst weiter
kultivieren. Dies gelingt zwar aufgrund der mangelnden Frostbestindigkeit der
Pflanzen in Deutschland nicht im Freien. Bei geeigneten, kinstlich geschaffenen
Bedingungen ist trotzdem eine ganzjahrige Ernte moglich. Wie diese in Theorie und
Praxis ablauft, wird im Folgenden dargelegt.

2.4.1 Ernte und Aufbewahrung von Stevia-Blattern

Die Verfahren zur Konservierung der Blatter des StiBkrauts sind keineswegs neu und
lehnen sich an die Ernte und Aufbewahrung von Krautern oder Tee-Pflanzen wie
Pfefferminz an.

2.4.1.1 Theoretische Grundlagen der Ernte und Konservierung

Als Erntezeitpunkt empfiehlt es sich, den Zeitraum kurz vor der Blite zu wahlen, da
hier die in den Blattern produzierten und gespeicherten Siistoffe maximal vorhanden
sind. In Europa entspricht dies den Septemberwochen, obschon ein ganzjdhriges
Abpfliicken der Triebspitzen ein buschiges Wachstum der Pflanzen fordern kann. Mit
der ersten vollstandigen Ernte der Blatter sollte auf jeden Fall gewartet werden, bis der
erste kraftige Austrieb der Pflanzen stattgefunden hat, da die Photosyntheseleistung
der Staude sonst nachhaltig beeintrachtigt wird. Die Blatter selbst lassen sich leicht
gegen die Wuchsrichtung der Pflanze abstreifen. Soll das Wachstum nicht
unterbrochen werden, kénnen auch nur die Blatter, jedoch nicht die Triebspitzen,
gepfliickt werden. Geerntete Blatter sollten von anhaftendem Staub oder Erde durch
kurzes Waschen gereinigt werden. Zur weiteren Verwendung lassen sich mehrere
Moglichkeiten aufzahlen (nach Lit1, S.79-81/5.102; Int5, Int14).

Darunter ist die Trocknung des Honigkrauts zunachst die einfachste Form der
Aufbewahrung, wenn die Blatter erst spater verarbeitet werden sollen. Der
Feuchtigkeitsentzug kann sowohl mit Hilfe von Sonnenwarme und Wind an der Luft als
auch in einem Sieb auf dem Heizkorper, im Backofen um 80°C oder in der Mikrowelle
fiir ca. 30 Sekunden erfolgen. Letztere beide Moglichkeiten sind aber eher fiir geringe
Blattmengen geeignet. Die getrockneten Blatter lassen sich zwar verschiedenen Tees
beifligen, zur Zubereitung von Lebensmitteln sind sie jedoch wohl noch ungeeignet.
Deshalb ist es haufig sinnvoll, aus dem wasserfreien Siifkraut in einer Reibschale ein
Pulver herzustellen, welches sich in luftdicht verschlossenen Glasern Gber den Winter
hinweg aufbewahren lasst (nach Lit1, 5.79-81/5.103-105).
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2.4.1.2 Umsetzung der Konservierungsmethoden

,Frisch geerntete Blatter konnen auch einige Tage im
Kihlschrank gelagert werden” (Litl, S.103). In diesem
Zusammenhang interessiert auch, inwiefern eine
Aufbewahrung im Tiefkihlschrank geeignet ist.
Zusammen mit den zuvor beschriebenen
Aufbewahrungsmethoden kann diese Frage praktisch
untersucht werden.

Materialien: Schissel, Nudelsieb, Trocknungssieb,
Betonsteine, Backblech, Keramik-Teller, Karton,
Kiichenpapier, Metalldose, Gefrierbeutel, Gummiband,

Stevia-Pflanzen
Abb 32 Ernte von Blittern

Aufbau, Durchfiihrung und Beobachtung:

(1) Von den Trieben der Stevia-Stauden werden die grofSten Blatter einzeln gegen die
Wuchsrichtung abgepfliickt und die Triebspitzen beibehalten, damit die Pflanze
weiterwachsen und neue Blatter ansetzen kdnnen (s. Abb 32).

(2) Die in einer Schissel gesammelte Blatter werden im Nudelsieb gewaschen und kurz
abtropfen gelassen. Dann werden sie auf die verschiedenen zu untersuchenden
Aufbewahrungsverfahren aufgeteilt.

(3a) Ein Teil der Blatter wird
in einem mit Klchenpapier
ausgekleideten Pappkarton
gegeben und locker darin

ausgebreitet. Bei
Zimmertemperatur und
Bestrahlung  durch  die
Sonne sind die Blatter
innerhalb von ein bis zwei
Wochen trocken und

koénnen in eine Metalldose

Abb 33 Aufbau zur Trocknung der Blatter im Trocknungssieb

flr Geback gefillt und unter
Luftverschluss aufbewahrt werden.

Eine Trocknung innerhalb von zwei bis vier Tagen kann erzielt werden, wenn die
geernteten Blatter in einem Trocknungssieb Uber der Platte eines Holzofens gelagert
werden.
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(3b) Eine Handvoll
frischer, gewaschener
Blatter wird auf einen
Kuchenteller gegeben
und fir knapp eine
Minute in die
Mikrowelle gestellt.
Nach 30 Sekunden
tritt ein
charakteristischer

Geruch der Stevia-
Blatter aus der

Abb 34 Aufbau zur Trocknung in der Mikrowelle

Mikrowelle (s. Abb 34). Die wasserfreien Blatter werden entnommen und kdnnen in

einer Metallschachtel aufbewahrt werden.

(3c) Die nach dem Waschen abgetropften Blatter werden in mit Datum beschriftete

Gefrierbeutel gefillt

und zusammengedriickt. Die Beutel werden mit einem

Gummiband fest verschlossen und in den Tiefkiihlschrank bei ca. -20°C gelegt.

F AR 4
. . Y .

Abb 36 Aufbau zur Tiefkiihlung frischer Blatter
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Auswertung:

Die Trocknung der Blatter erfolgt durch die Verdunstung von Wasser aus den Blattern.
Zuriick bleiben Feststoffe und pflanzliche Ole, welche nicht verdampfen. Je gréRer die
Warmezufuhr ist, desto schneller trocknen die Blatter. Wahrend bei dem
kontinuierlichen Wasserentzug UGber zwei Wochen bei der Lufttrocknung durch die
Zimmertemperatur und Sonnenlicht eher wenig Warme fiir die Wasserverdunstung zur
Verfligung steht, wird den Blattern durch die Warmestrahlung der Mikrowelle viel
Verdampfungsenergie zugefiihrt. Die Blatter sind deshalb schneller trocken.

Im Gegensatz dazu besteht die Konservierung beim Tiefkiihlen darin, dass das in den
Blattern vorhandene Wasser gefriert. Die Blatter , kleben” in einem Block zusammen,
da das durch die Reinigung der Blatter anhaftende Wasser zwischen den Blattern zu
einem regelmaligen Feststoff gefroren ist.

Abb 37 Stevia-Blatter vor (links) und nach (rechts) dem Tiefkiihlen

Sowohl die durchgefiihrte Trocknung der Blatter an der Luft, in einem Trocknungssieb
und in der Mikrowelle als auch die Tiefkiihlung des frischen Honigkrauts scheinen fiir
die Konservierung der Blatter geeignet. So kann die Stevia-SiiRe theoretisch auch dann
verwendet werden, wenn frische Blatter nicht zur Verfiigung stehen. Durch die
Uberwinterung der angebauten und vermehrten Pflanzen miisste sich jedoch die
Notwendigkeit der Konservierung umgehen lassen.
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2.4.2 Uberwinterung von Stevia-Pflanzen

Da die stidamerikanische Stevia rebaudiana in ihrer Heimat fiir gewohnlich keinen
Temperaturen unter 0°C ausgesetzt wird, muss sie wahrend der Wintermonate nicht
vor Kalte geschiitzt werden. Bereits einmalige Temperaturen unterhalb des
Gefrierpunkts lassen die Pflanze zumindest oberflachlich absterben.

In maRig kalten Regionen kdnnen die StiRkraut-Stauden im Freien Gberwintert werden.
Die mehrjahrigen Pflanzen werden vor dem ersten Frost im Herbst zurlickgeschnitten
(die Blatter konnen zuvor geerntet werden) und mit einer Mulchschicht aus Stroh,
Nadelholzzweigen oder Laub abgedeckt. Der 20 bis 30 Zentimeter dicke Mulch isoliert
die Pflanze von raschen Temperaturschwankungen bei Sonneneinstrahlung und somit
auch vor dem besonders schadlichen Auftauen gefrorener Zweige tagsiiber und
anschlieRendem Einfrieren wahrend der Nacht (nach Lit1, S.75).

Sind die Winter zu kalt fir die Uberwinterung im Freien, bieten sich mehrere
Moglichkeiten die Stevia im geschlossenen Raum bei Temperaturen lGber zwei Grad
Celsius Uiber den Winter zu kultivieren. Zum einen kann die Pflanze kihl (z.B. im Keller)
mittels eines Ruckschnitts auf eine Hohe von funf Zentimeter Gberwintert werden.
Besteht der Wunsch, auch im Dezember oder Januar frische Blatter zu ernten, bieten
ein sonniger Wintergarten, ein Gewachshaus oder die Fensterbank eine Alternative.
Zwar sind die Pflanzen im Winter durch Lichtmangel geschwacht und somit
empfanglicher flir Schadinsekten und Pilze, allerdings kann durch einen Rickschnitt
und kinstliche Belichtung eine ganzjahrige Dauerkultur erfolgen (nach Litl, S.75f,;
Int14).

Die beschriebenen Moglichkeiten, Stevia bei
kalten Wintermonaten mehrjahrig zu ziehen,
lassen sich auch praktisch umsetzen. Dazu
werden Ende September erste Stevia rebaudiana
Pflanzen aus der Beetkultur enthnommen und in
Plastiktopfe gepflanzt. Bei Bedarf kdnnen sie so
rasch zum Schutz vor Kalte in warmere Raume
transportiert werden. Eine zweijahrige Pflanze
lasst sich auf dhnliche Weise liber den Winter
2011/2012 in einem warmen Raum kultivieren

und zeigt im Frihjahr 2012 wieder einen
kraftigen Austrieb des Wurzelballens trotz der
oberflachlich abgestorbenen Stingel. Nach dem

zweiten Sommer kann Uber eine kraftige Pflanze
mit vom Wourzelstock her leicht verholzten  Abb 38 zweijihrige Stevia rebaudiana

Trieben verfiigt werden. aus eigenem Anbau
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Obwohl sich nach den beschriebenen Verfahren (eigene Uberwinterung) nachweislich
auch in Deutschland mehrjahrige Pflanzen ziehen lassen, ist ,[ilm Allgemeinen [ ]
daraus der Schluss zu ziehen, dass sich unter den derzeitigen Gegebenheiten eine
Uberwinterung (bzw. ein Uberwinterungsversuch) bei uns nicht lohnt“ (Lit1, S.75f.).
Fir die private Nutzung mag die mehrjahrige Kultur des Sifkrauts eine
Herausforderung sein, kommerziell lassen sich die aufwendigen SchutzmalRnahmen
nicht realisieren.

Um auf die eingangs genannte Frage ,Stevia rebaudiana — eine Pflanze fiir Europas
Mittelbreiten?” eine Antwort zu finden, missen bisherige Erkenntnisse
zusammengefasst werden.

Deutschland — und im Speziellen Siddeutschland — weist zwar kein feucht-
subtropisches Klima auf, jedoch lasst sich die Stevia rebaudiana durch den Anbau im
Frihjahr Gber die Sommermonate zu ertragreichen Pflanzen kultivieren. Am besten
eignet sich die Kultur im Freien unter Zugabe von Diingern. Als angepasstes
biologisches Diingemittel lasst sich Pferdemist nennen, welcher unter den Humus
eingearbeitet wird. Mit Hilfe der Stecklingsvermehrung kénnen aus einer einzelnen
Pflanze viele hervorgehen, sodass sich auch eine kommerzielle Kultivierung
ermoglichen lieRe. Als mogliche Einschriankung ergeben sich kalte Temperaturen
wahrend der Wintermonate, welchen die slidamerikanischen Stauden nicht angepasst
sind. So wird sich in der Folge aus wirtschaftlichen Uberlegungen heraus entscheiden,
ob eine einjahrige, mogliche Kultur des StiBkrauts auf deutschen Agrarflaichen lohnend
ist.
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3 DIE SUSSE AUS DEM BLATT

In Europa befindet sich die Anpflanzung des paraguayischen Honigkrauts (noch)
Uberwiegend in der Startphase, sodass in der Gegenwart die kommerzielle Produktion
der siiBen Blatter vornehmlich im afrikanischen, asiatischen und siidamerikanischen
Ausland stattfindet. Seit der offiziellen Einwilligung der europdischen Kommission zur
Nutzung des Lebensmittelzusatzstoffs E 960 in Nahrungsmitteln im vergangenen
November 2011, ist der legale Erwerb des SuRstoffs der Stevia rebaudiana moglich.
Dieser wird direkt aus frischen oder getrockneten Stevia-Blattern gewonnen.
Traditionelle und moderne Verfahren liegen der Extraktion der sogenannten
Steviolglycoside zugrunde, welche flir den siRen Geschmack des Honigblatts
verantwortlich sind.

3.1 Inhaltsstoffe der Stevia-Pflanze

Neben den Steviolglycosiden, die oft falschlicherweise unter dem Oberbegriff
»Steviosid” zusammengefasst werden, werden kontinuierlich neue Verbindungen in
der Pflanze entdeckt. Mit Hilfe der theoretischen Kenntnisse zu Art und Struktur der
siBen Bestandteile konnen Blatter und Extrakte mittels Mikroskop und
Dinnschichtchromatographie auf chemische Bestandteile untersucht werden (nach
Int15).

3.1.1 Siif3e und nicht-siifde Bestandteile

Den Ausfiihrungen Uber Art und Synthese der Steviolglycoside in den Blattern der
Stevia rebaudiana sowie der Summe weiterer pflanzlicher Stoffe muss vorausgeschickt
werden, dass eine umfassende Erlduterung der gesamten Photosyntheseprodukte des
SuRkrauts den Rahmen der vorliegenden Seminararbeit sprengen wiirde. Da unter den
mehr als 100 identifizierten Verbindungen eben hauptsachlich die Steviolglycoside fir
die Verwendung des StRBungsmittels Stevia interessieren, wird auf weitere Stoffe und
Stoffgruppen nur marginal eingegangen (nach Int13).
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3.1.1.1 Biosynthese von Steviolglycosiden

Die Bestimmung der Struktur der Stevia-SuRstoffe blickt auf mehr als 50 Jahre
Forschung zurlck. So sind die Diterpenglycoside, welche
sich  von ent-Kaur-16-en  ableiten, neben den \

Blattfarbstoffen die am besten beschriebene Stoffgruppe

in der Stevia rebaudiana. In getrockneten Blattern liegen // \\
sie in einem je nach Sorte und Zichtung schwankenden

Massenanteil von 4-20% vor. Die dem ent-Kaur-16-en Abb 39 Isopren
Ubergeordnete Naturstoffklasse ist die der Terpene. In der (2-Methyl-buta-1,3-dien)
Regel werden die Terpenmolekiile durch Einheiten mit finf Kohlenstoffatomen
(Isopren) aufgebaut (s. Abb 39). Es wird je nach Zahl der Kohlenstoffatome in der

Verbindung zwischen Monoterpenen (C10), Sesquiterpenen (C15), Diterpenen (C20)
usw. unterschieden (nach Lit2, S.124; Lit3, S.55/5.63; Int13).

Nachdem 1905 erste Forschungsergebnisse zur Struktur der Steviolglycoside gelingen,
werden inzwischen zwei mogliche Synthesewege fiir die siifen Molekile beschrieben.
Neben dem noch wenig erforschten 2-C-Methyl-D-erythriol-4-phosphat-Synthesepfad
(ahnlich der Bildung der Gibberilline) wird von der Synthese des SuRstoff-Aglycons
Steviol Uber die Biosyntheseschritte der Bildung von Terpenen ausgegangen. Letzteres
Syntheseschema soll ausgehend von aktivierter Essigsdure erlautert werden (nach Int2,
Int13).

Als erstes Syntheseprodukt wird (R)-Mevalonsdure gebildet, welche in Gegenwart von
ATP phosphoryliert wird (nach Int16, Int17, Int50).

o 0 o AcCoA
T AcCoA | I +H,0
N — N —_—
ch/\/ CoA -CoASH HiC SCOA _CoASH
Acetyl-Coenzym A Acetoacetyl-Coenzym A
COOH OH
(S)-3-Hydroxy-3-methylgutaryl-CoA (R)-Mevalonsaure

Abb 40 Synthese von Mevalonsaure
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Uber die Intermediate 5-Phosphomevalonsiure, 5-Pyrophosphomevalonsidure und 3-
Phospho-5-pyrophosphomevalonsdure wird die (R)-Mevalonsdure zu den Isomeren
Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP) und Isopentenylpyrophosphat (IPP) umgebaut.
Dies sind direkt essentielle Edukte fir die Synthese der Terpene (s. Abb 41) (nach
Int16, Int18, Int50).

CH, COOH COOH

HO,
ATP ATP
CH,OH ., HO CH, , HO CH,q
COOH
oP OPP

(R)-Mevalonsaure

5-Phosphomevalonsaure 5-Pyorophosphomevalonséure

ATP
- OPP
- CO,
HyC HsC
OPP
)/\/OPP Isomerase >v
H,C H,C
Isopentenylpyrophosphat (IPP) 3,3-Dimetyhallylpyrophosphat (DMAPP)

Abb 41 Synthese von IPP und DMAPP
[-OP bzw. -OPP Phosphat- und Pyrophosphatgruppen]
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Unter Einwirkung von Enzymen werden DMAPP, und mehrere Molekiile IPP zu
Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) verknipft (s. Abb 42) (nach Int16, Int18).

H5C HsC
Geranylpyrophosphatsynthase
OoPP
>V; + >/\/OPP —
HsC H,C -H
- PP-O°
3,3-Dimetyhlallylpyrophosphat (DMAPP) Isopentenylpyrophosphat (IPP)
HsC CH,4 + IPP
WOPP Farnesylpyrophosphatsynthase
H3C _ H+
Geranylpyrophosphat (GPP) - PP-O
HeC e & Geranyl | N IPF)h hatsynth
WW\/_OPP eranylgeranylpyrophosphatsynthase
HsC o >
Farnesylpyrophosphat (FPP) - PP-O"

H3C CH, CH; CH,
NN NS NS NS OoPP
H;C

Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP)

Abb 42 Syntheseschritte zu GGPP

Aus dem Grundgerist der Diterpene GGPP bildet das entsprechende Enzym ent-
Copalylpyrophosphat. Mit der ent-Kauren-Synthase erfolgt die Bildung von ent-Kaur-
16-en. Die C-19-Bindung des ent-Kaurens wird
enzymatisch oxidiert, sodass lber die ent-Kaur-16-
en-19-sdure unter Anlagerung einer Hydroxygruppe
an C-13 das SuRstoff-Aglycon Steviol entsteht.
Steviol (= 13-Hydroxy-ent-Kaur-16-en-19-sdure) ist
der gemeinsame Baustein fir alle natirlich

vorkommenden Steviolglycoside, die sich nur an den

verschiedenen Zuckerreste unterscheiden. Lange Abb 43 steviol
Zeit ist man von sechs natlrlichen Steviolglycosiden ausgegangen, deren Zahl sich
durch neuere (zum Teil noch nicht gesicherte) Forschungen auf 20 erhéht hat (nach
Int5, Int13, Int19, Int22).
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ent-Kauren-Synthase —CH,

R .

7N
HeC CHy

ent-Kaur-16-en

ent-Kaur-16-en-19-sdure-13-Hydroxylase
—_—

Steviol

13-Hydroxy-ent-Kaur-16-en-19-sdure

Abb 44 Syntheseablauf von Steviol

Mit Hilfe von Glycosyltransferasen werden die UDP-aktivierten Formen von [-D-
Glucose, B-D-Xylose und a-L-Rhamnose (jeweils in Pyranoseform) an Steviol
gebunden. Die Saccharide sind mit dem anomeren Kohlenstoffatom am Steviol-
Molekiil bei C-13 glycosidisch und an C-19 in Form eines Esters angehdngt. Die

Produkte sind je nach Verknilipfung von Glucose und Rhamnose (und
Xylose) mit 13-Hydroxy-ent-Kaur-16-en-19-saure die Steviolglycoside
Steviosid, Rebaudiosid A, Rebaudioside C bis F sowie Dulcosid A und
Rubusosid. Da es sich bei den StiBstoffen um Photosyntheseprodukte
handelt, konnen sie sowohl in den
Blattern als auch in Trieben und
Bllten des SuRkrauts
nachgewiesen werden. Je nach
Sorte der Stevia rebaudiana
variieren die Anteile der
einzelnen Glycoside (nach

Int13, Int20, Int22). Abb 45 Steviosid (Steviolgrundgeriist gelb markiert)
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3.1.1.2 Steviosid, Rebaudiosid A und weitere Steviolglycoside

Die Besonderheit der Stevia rebaudiana (Bertoni) liegt darin, dass sie wohl als einzige
ihrer Art genau die sechs bestatigten SiiRstoffe bildet, wohingegen in anderen Stevien
weniger bedeutende Terpenglycoside synthetisiert werden. Einen Uberblick iiber die
verifiziert natirlich vorkommenden Steviolglycoside gibt die folgende Abbildung (nach
Lit4, S.4309; Int13).

MNarme RI Rz
Steviosid pO-Gle p-ﬂ-Gk {251 f-D-Gle
Rebaudiosid A po-gie BDGlk -{2-+1} BDEl
{3-—+1)
p-DGlg
' Rebaudiosid € poGic poGle {241} aiha
',,/ H (3--»1)
H;C COOR, po-Gic
Rebaudiosid D poiGle 21} BDGI BDGle (231} p-D-Glc
. (3—1)
Abb 46 Grundgeriist aller pD-alc
Steviolglycoside Rebaudiosid E
BDGlE 1) BDEl BDGI (3 ,1). DGl
Dulcosid A fo-gle EDGIE 21} DA

Abb 47 Uberblick iiber sechs Steviolglycoside

Die sechs Steviolglycoside sind optisch aktiv und aufgrund der Glucose(= Glc)- bzw.
Rhamnose(=Rha)-Reste in Wasser und polaren Losungsmitteln wie Ethanol sehr gut
[6slich. Neben den in Abbildung 47 aufgefiihrten Steviolglycosiden sind zu Beginn der
Besprechung der siilen Bestandteile von Stevia rebaudiana bereits Rebaudiosid F und
Rubusosid erwdahnt worden. Rebaudiosid F ist in Pflanzen neuerer Ziichtungen
entdeckt worden, welche einen hohen Gehalt an Rebaudiosid C aufweisen. Anstelle
eines Rhamnose-Molekills ist bei diesem Steviolglycosid Xylose gebunden. Bislang sei
die Herkunft von Rubusosid in der Stevia rebaudiana, welches an beiden Resten des
Steviols nur ein B-D-Glucose-Molekiil bindet, noch weitestgehend ungewiss. (nach Lit4,
S.4309; Int3, Int5, Int13, Int22).

Aus den verschiedenen Verbindungen lassen sich besonders zwei herausgreifen,
welche ausfiihrlicher behandelt werden sollen: Steviosid und Rebaudiosid A. Diese
beiden Steviolglycoside machen in den Wildpflanzen der Stevia rebaudiana Pflanzen
den grofiten Anteil aus und sind somit auch als erstes entdeckt worden (nach Int13).
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Steviosid

= 13-(2-0-B-D-Glucopyranosyl-B-D-glucopyranosyloxy)-ent-kaur-16-en-19-sdure-19-B-D-
glucopyranosylester

Das haufigste Steviolglycosid Steviosid ist auch unter den Namen Eupatorin, Rebaudin,
Stevin oder Steviosin bekannt und stellt zwischen finf und 22 Prozent der
Trockenmasse der Blatter dar. Steviosid ist ein fein-kristallines Pulver ohne Geruch mit
der Summenformel CsgHgoO1g und einer molaren Masse von 804,87 g/mol.

glycosidische Bindung

Ester-Bindung

B-D-Glucose

Abb 48 Steviosid-Molekiil

Farbloses Steviosid-Pulver lasst sich durch das Enzym Diastase in das Monosaccharid
und das Terpenoidaglycon spalten (nach Lit4, S.4309; Int13, Int22, Int23).

ol
H "’/%\HHHHHHFHO

OH H

Steviosid

Steviol

3-D-Glucopyranose

Abb 49 enzymatische Spaltung von Steviosid
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Die Sdure-katalysierte Hydrolyse fuhrt zu Isosteviol, welches ebenso wie Steviol in
Wasser sauer reagiert (nach Int13).

HO

Ho

ﬁf

CHs3

——

o
,,,,,,, / + Nebenprodukte

mmmmmrHo
H H

0,

H

= H
H,C COOH

o

. H

HC % /0

OH (
o

H OH

Steviosid .
Isosteviol

Abb 50 saure Hydrolyse von Steviosid

Bei Zugabe einer starken Base entsteht aus dem hdaufigsten Stevia-Sii3stoff
Steviolbiosid (nach Int13).

g mmmmmr‘HO

Steviosid Steviolbiosid (deprotoniert) B-D-Glucopyranose

Abb 51 alkalische Spaltung von Steviosid

Nach Steviosid ist Rebaudiosid A in urspriinglichen Stevia rebaudiana Pflanzen der
zweithdufigste SuRstoff. Aufgrund verschiedener Ziichtungen ist diese Verbindung in
neuen Sorten bei den Steviolglycosiden anteilsmaBig an erster Stelle (nach Int13,
Int22).
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Rebaudiosid A

= 13-(2-0-B-D-Glucopyranosyl-3-0-B-D-glucopyranosyl-B-D-glucopyranosyloxy)-ent-
kaur-16-en-19-sdure-19-B-D-glucopyranosylester

Mit einem Massenanteil von ca. 25 bis 54% des im StiRblatt enthaltenen Steviosids ist
Rebaudiosid A der begehrteste
SuRstoff aus der Stevia rebaudiana.
Aufgrund eines zusatzlich gebundenen
Glucose-Molekiils im Vergleich zu
Steviosid ist dieses Diterpenglycosid
mit der Summenformel C44H700,3 und

der molaren Masse 967,01 g/mol
Abb 52 Rebaudiosid A

besser wasserloslich als das Eupatorin. Unter Einwirkung des Enzyms Hesperidinase

oder bei der alkalischen Esterhydrolyse wird Steviosid As;, wie Rebaudiosid A auch

bezeichnet wird, teilweise gespalten und es entsteht Rebaudiosid B (nach Int3, Int13).

H
o
e o
H OH
o on
H # wfHO H O oH
H
M H OH H  Hesperidinase + oH H
L ——
OH] HO H
HWFHO H OH
H
Rebaudiosid B B-D-Glucopyranose

Abb 53 enzymatische Spaltung von Rebaudiosid A
Die saurekatalysierte Spaltung von Rebaudiosid A fiihrt zu Isosteviol (Int13).
HO
H HO
O‘K,, H “HO
R

HO

CH, H "’f‘wwwmﬁo
H
OH H  saure Hydrolyse
H \ 4y§ + Nebenprodukte
H "’fmwwumFHo
OH H

Rebaudiosid A )
Isosteviol

Abb 54 saure Hydrolyse von Rebaudiosid A
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Ebenso wie Rebaudiosid A kann auch Rebaudiosid D in alkalischer Losung teilweise zu
Rebaudiosid B zersetzt werden. Der pflanzliche StRstoff selbst kommt wie die librigen
Rebaudioside nur in Spuren in der Pflanze vor. Nach den ndher betrachteten
Steviolglycosiden haben Rebaudiosid C und Dulcosid A den hdchsten Anteil an der
Mischung der Steviolglycoside (nach Int5, Int13, Int15).

Rebaudiosid C (CssH70022) unterscheidet sich von Rebaudiosid A durch die Bindung
eines a-L-Rhamnose-Molekiils anstelle von B-D-Glucopyranose. Dulcosid A (C3gHeoO17)
und Steviosid weisen eine entsprechende Ahnlichkeit auf. Zuweilen wird auch von
Dulcosid B und Rebaudiosid B als natlrliche SiiRstoffe der Blatter berichtet. Dabei ist
jedoch Dulcosid B mit der Verbindung Rebaudiosid C identisch. Von Rebaudiosid B wird
angenommen, dass es wie oben beschrieben wahrend der Extraktion aus den Blattern
aus Rebaudiosid A entsteht und kein urspriinglicher Bestandteil der Stevia rebaudiana
ist. Ahnliches gilt fiir weitere der 20 entdeckten Verbindungen, darunter das schon
beschriebene Steviolbiosid (nach Int13, Int22).

Ist zwar die biosynthetische Herkunft von Rubusosid in Stevia
rebaudiana noch nicht  geliftet, so kann doch eine
interessante Parallele zur Chinesischen Brombeere (Rubus
suavissimus) gezogen werden. Dieses Rosengewichs bildet
dhnlich wie das Stikraut aus Paraguay in seinen Blattern ein
um ein Vielfaches von Zucker siiReres Steviolglycosid, namlich
Rubusosid. Abgesehen von diesem Gewadchs sind aulRerhalb
der Gattung Stevia keine
weiteren Pflanzen
bekannt, welche slfRe

Diterpenglycoside

synthetisieren. (nach Abb 56 Chinesische

Abb 55 Rubusosid Lit4, S.37; Int24). Brombeere (R")bus
suavissimus

Ausgehend von den natirlichen Steviolglycosiden des SiRRkrauts werden Bestrebungen
zur synthetischen Qualitatsverbesserung der SiiBstoffe unternommen. Durch Bindung
zusatzlicher Zuckermolekiile an die pflanzlichen Diterpenglycoside mit Hilfe von
Enzymen sollen Produkte mit sehr gutem Geschmack entstehen (nach Int15).

Um wie viel mehr steckt jedoch in der Pflanze selbst? Neben den Steviolglycosiden in
Stevia rebaudiana finden sich zahlreiche weitere Photosyntheseprodukte sowie
anorganische Stoffe. Eine ausfiihrliche Besprechung der Verbindungen ist schier
unmoglich, deshalb soll Gber markante Verbindungen nur ein Uberblick gegeben
werden.
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3.1.1.3 Weitere (nicht-stifse) Verbindungen

In Anlehnung an die Steviolglycoside sticht zunachst die Stoffgruppe der Terpene unter
den weiteren Inhaltsstoffen der stiRen Blatter hervor. Neben den Glykosiden des ent-
Kauren-Derivats Steviol liegen weitere Diterpenglycoside vor, welche sich von der

Struktur des Labdans ableiten lassen. Nennenswert sind hierzu Jhanol, Austroinulin, 6-
O-Acetylaustroinulin, 7-O-Austroinulin sowie die Sterebine A bis H (s. Abb 57) (nach
Int13, Int25).

HsC 0
CHj
< oh
CHa: % B_CHZ
OH
_ “"OH
- "Ry
‘cH 2
HiC 3Ry Hie?  “CHy Ry
R1 Rz SterehinA  OH OH
Austroinulin OH OH SterebinB  O-Ac OH
6-0O-Acetylaustroinulin - O-Ac OH Sterehin C OH 0O-Ac
7-0-Acetylaustroinulin -~ OH O-Ac Sterehin D H OH
OH oH
OH
HiC OH :

OH

H,C “CH, OH

X

H4C CH, OH

“CH,

Hc? “cH, OH on

Sterebin E Sterebin F Sterebin G Sterebin H

Abb 57 Diterpenoide mit Labdan-Geriist aus Stevia rebaudiana

Werden Produkte aus friiheren Schritten der Terpensynthese betrachtet,

so lassen sich ebenso wie die Diterpene auch Mono- und Sesquiterpene -0
aufzahlen. Diese werden mit einigen Carbonylverbindungen sowie

Alkoholen zu den &therischen Olen zusammengefasst. Campher, app 59 campher -
Geraniol oder a-Pinen stellen eine kleine Auswahl an Monoterpenen  ein Monoterpen
aus dem SiiBblatt dar. Ahnlich lassen sich aus der

Gruppe der Sesquiterpene B-Caryophyllen, trans- |
B-Farnesen oder a-Humulen exemplarisch AN AN =
herausgreifen. Die Liste an &hnlichen Abb 58 trans-B-Farnesen - ein
Verbindungen lieBe sich noch lange fortsetzen Sesquiterpen
(nach Lit3, S.59/S.61; Int13, Int26).
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An die bereits besprochenen Diterpene und Diterpenoide
lassen sich Triterpene anreihen, welche ebenfalls aus der
Terpensynthese in Stevia rebaudiana hervorgehen.
Natlrliche Derivate dieser C30-Verbindungen sind in den
Blattern des Honigkrauts unter anderem B-Amyrin-Acetat
und Lupeol-3-palmitate (nach Lit3, S.62; Int13, Int27).

AcO

Abb 60 B-Amyrin-Acetat
Als Spezialisierung der Triterpene kénnen die tetracyclischen

Steroide angefiihrt werden, welche sich formal vom Steran ableiten. Haufig treten die
tetracyclischen Verbindungen der Stevia-Blatter in Form von Sterolen auf. Das heil3t sie
sind Steroide, welche am C-3-Atom eine Hydroxygruppe, an C-5 eine C-C-
Doppelbindung und an C-17 eine Seitenkette aufweisen. Als allgemein bekannt lassen
sich hierbei B-Sitosterol und Stigmasterol hervorheben. In Analogie zu den
Diterpenglycosiden  liegen ebenso Steroidglycoside in Form von B-Sitosterol-3-D-
glucosid und Stigmasterol-B-D-glucosid vor (nach Lit3, S.67; Int13, Int27, Int28).

Rz
e
RO Ry R, RO R
B-Sitosterol H CH;, Stigmasterol H
B-Sitosterol-B-D-glucosid  Glc CH; Stigmasterol-B-D-glucosid Glc

Abb 61 Sterole und Steroid-Glycoside

Als letzte eigene Gruppe organischer Verbindungen sollen schlieBlich die Flavonoide
erwahnt werden. Diese Polyphenole lassen sich in verschiedene Gruppen (Anthocyane,
Flavanole, Flavanone, Flavone, Flavonole und lIsoflavanoide) untergliedern. lhre
Gemeinsamkeit sind zwei aromatische und ein durch ein Sauerstoffatom
heterocyclischer Kohlenstoffring. Acht von neun der in der Stevia rebaudiana
identifizierten Verbindungen dieser Stoffgruppe kommen in Form glycosisdisch
gebundener Flavonole oder Flavone vor. Zuckerreste sind hierbei B-D-Glucopyranose
(Glc), a-L-Rhamnopyranose (Rha), a-L-Arabinopyranose (Ara) und Rutinose (6-O- a-L-
Rhamnopyranosyl-B-D-glucopyranose; Rut). Als bekannte Verbindung der Flavonole
kann das Quercetin-Derivat Quercetin-3-O-glucosid genannt werden. Entsprechend
lasst sich Apigenin-7-O-glucosid vom Flavon Apigenin ableiten. Centaureidin stellt das
einzige identifizierte Flavonoid ohne glycosidisch gebundene Zuckerreste dar.
Aufgrund des gemeinsamen aromatischen Grundgeriists weisen die genannten
Flavonoide ein delokalisiertes Elektronensystem auf und absorbieren Licht aus dem
sichtbaren Bereich (blau-violett). Daraus resultiert die hellgelbe Farbung von Apigenin,
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Kampferol oder Quercetin. Einen Uberblick {iber die aus Stevia rebaudiana
identifizierbaren Flavonoide gibt Abbildung 62 (nach Lit3, S.33; Int13, Int29).

R, R, Rs R, Rs
Apigenin-4‘-O-glucosid H H OH H Glc
Apigenin-7-O-glucosid H H Glc H OH

Centaureidin O-CH; O0-CH; OH OH O-CH;
Kampferol-3-rhamnosid Rha H OH H OH
Luteolin-7-O-glucosid H H Glc OH OH
Quercetin-3-O-arabinosid Ara H OH OH OH
Quercetin-3-0O-glucosid Glc H OH OH OH
Quercetin-3-O-rhamnosid Rha H OH OH OH

Quercetin-3-O-rutinosid Rut H OH OH OH
(= Quercetin-3-0-(6-0-a-L-rhamnopyranosyl-3-D-glucopyranosid)

Abb 62 Struktur der Flavonoide aus Stevia rebaudiana

Da die oben beschriebenen Verbindungen aus der Photosynthese der Blatter
hervorgehen, missen die Blattfarbstoffe Chlorophyll A und B zusatzlich erwahnt
werden. Auch B-Carotin kann als Extraktionsprodukt der Stevia rebaudiana Blatter
benannt werden. Organische Sauren, darunter neben Ameisensaure (= Methansaure),
L-Apfelsdure (= L-2-Hydroxybutandisdure), Bernsteinsdure (= Butandisaure),
Milchsdure (= 2-Hydroxypropansaure), Oxalsaure (= Ethandisdure) und Zitronensaure
(= 2-Carboxy-2-hydroxy-butandisdaure) vor allem die Weinsdure (L-2,3-
Dihydroxybutandisaure), sind ebenso in den Bldttern des Honigkrauts enthalten (nach
Lit2, S.159/S.809; Lit5, S.34/5.42; Int8, Int13).

Abb 63 B-Carotin

R =CH, : Chlorophyll a

R = CHO : Chlorophyll b

Abb 64 Struktur des Chlorophylls

Weiterhin stellen verschiedene Kohlenhydrate (z.B. Cellulose) mehr als die Halfte der
Blatttrockenmasse von Stevia rebaudiana dar. Es steht auller Frage, dass die Blatter
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des SiRkrauts zudem eine Reihe an pflanzlichen Proteinen (ca. 10% der
Trockenmasse), pflanzlichen Olen und Fetten (ca. 5-6% der Trockenmasse) und
Faserstoffen (ca. 15% der Trockenmasse) enthalten. Damit seien, trotz keiner
ausfuhrlicheren Besprechung im Rahmen der vorliegenden Seminararbeit, alle
wichtigen organischen Bestandteile der Stevia rebaudiana benannt (nach Lit1, S.34-36;
Int8).

Neben den in der Pflanze gebildeten oder aufgenommenen organischen
Verbindungen, kdnnen im Stevia-Extrakt etwa 13% anorganische Stoffe nachgewiesen
werden. Der Hauptbestandteil hiervon ist das als Kation vorliegende Kalium. Weitere
Elemente, welche in kationischer oder anionischer Form in Spuren vorliegen, sind
Calcium, Chrom, Eisen, Kobalt, Magnesium, Mangan, Natrium, Phosphor, Selen,
Silicium, Zink und Zinn (nach Lit1, S.35f.; Int8, Int13).

Ausgehend von der theoretischen Besprechung der Bestandteile der Blatter der Stevia
rebaudiana (Bertoni) soll zumindest ein Teil der beschriebenen Verbindungen
qualitativ nachgewiesen werden. Im Vordergrund steht besonders der Nachweis der
siRen Steviolglycoside. Auf Grundlage der mikroskopischen Betrachtung der Blatter
und des Blattextraktes der Stevia rebaudiana kdnnen diese von anderen
Blattbestandteilen abgegrenzt werden.
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3.1.2 Analyse der (siif3en) Inhaltsstoffe

Eine direkte Nachweismethode fiir die sechs in der urspriinglichen Stevia rebaudiana
aus Sudamerika vorkommenden SifRstoffe, wie sie etwa in Form der Lugolschen-
Losung fiur  Starke vorliegt, fehlt. Aus diesem Grund werden zwei Schritte
unternommen, um die Steviolglycoside in den Blattern der Stevia rebaudiana zu
identifizieren.

3.1.2.1 Mikroskopische Betrachtung von Blatt und Blattextrakt

Die Untersuchung der Stevia-Blatter soll die Praxis der Seminararbeit vom Anbau zur
Gewinnung der SuRstoffe aus den Blattern Uberleiten. Mit Hilfe der Mikroskopie von
Blattextrakten soll die optische Ahnlichkeit von kiuflichem Steviolglycosid-Extrakt und
selbst gewonnenem Extrakt-Pulver Uberprift werden. Der selbst gewonnene
Blattextrakt der Stevia rebaudiana Pflanze geht aus dem spater im Abschnitt 3.2.3.2
beschriebenen Verfahren hervor. Es ist anzunehmen, dass sich die beiden Stevia-
Extrakte in ihrer Pulverform durch die Oberflachenbeschaffenheit dhneln.

Materialien und Gerdte: Lichtmikroskop (SBX-5 Seben), Objekttrdager, Deckglas,
Skalpell, Pipette, Nadel, LED-Lampe

Chemikalien: Wasser, Stevia-Blatt, Steviosid-Pulver [95%; VitaNatura.de], Stevia-
Blattextrakt (selbst gewonnen, s. Abschnitt 3.2.3.2)

Aufbau und Durchfiihrung:

Lichtmikroskop

Steviosid-
Pulver
Stevia-Blatter \ -
i Blattextrakt
IS D 2
Skalpell i =) Y __
- Ly = Nadel
Objekttrager ——
mit Deckglas b = ; SSEE) ipette mi
_ =1 H0

Abb 65 Mikroskopische Untersuchung von Blatt und Blattextrakt
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(1) Mit dem Skalpell wird von einem Stevia-Blatt ein diinner Querschnitt enthommen.

(2) Auf einen sauberen Objekttrager wird nacheinander der Querschnitt des Stevia-
Blatts, das Steviosid-Pulver und das selbst gewonnene Blatt-Extrakt-Pulver mit Hilfe
einer Nadel aufgetragen.

(3) Auf die Blattschicht wird ein Tropfen Wasser gegeben und dann das Deckglas
langsam darauf gelegt. Die Steviosid- und Blatt-Extrakt-Pulver werden ohne Deckglas
und Wassertropfen analysiert. Hierbei wird zur Beleuchtung der Oberflache des
Pulvers eine zusatzliche LED-Lampe verwendet.

(4) Der Objekttrager wird mit einer Metallklammer am Objekttisch befestigt. Durch
spezielle Einstellungen von Grob- und Feintrieb kann bei verschiedenen Objektiven (4x,
10x, 20x) das vorliegende Objekt genau analysiert werden.

Die Beobachtungen werden mit Hilfe von Fotos festgehalten.
Beobachtung und Auswertung:

Blattquerschnitt

Pflanzenzellen mit
Chloroplasten

Abb 66 Blattquerschnitt unter dem Lichtmikroskop

® regelmiRiges Muster mit langlich-rechteckigen Segmenten = Zellstruktur des
Blattes

® punktuell griine Farbung -> Chloroplasten mit griinen Blattfarbstoffen
Chlorophyll a und b zur Photosynthese

® linglich, spitz zulaufende farblose Zellgruppen =
Harchen der Blattoberflache gegen Verdunstung
und Schadlinge ohne Beitrag zur Photosynthese
(farblos ohne Chloroplasten)

farblose Harchen :

Pflanzenzellen mit
Chloroplasten

2
TE

Abb 67 Ausschnitt aus einer
Blattschicht
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Steviosid-Pulver

® farblos pordse Substanz mit
kugelformigen Bestandteilen
> kristalline  Steviolglycoside in
Molekdlgitter

® homogen = keine wahrnehmbaren
Verunreinigungen

® glinzende Teilchenoberfliche
-> Hygroskopie der Steviolglycoside

- Reflexion einfallenden Lichts Abb 68 Steviosid-Pulver unter dem

Lichtmikroskop
Blatt-Extrakt-Pulver

g
-

Abb 69 Blatt-Extrakt-Pulver Abb 70 Blatt-Extrakt-Kristall
unter dem Lichtmikroskop

® dinne, beige-hellgriine Plittchen mit unregelmaRiger Oberflache
- kein Reinstoff sondern Gemisch verschiedener Extraktionsprodukte, welche
zu einem unregelmaRigen Molekdlgitter verbunden sind
- beige-griine Farbung:
1. Chlorophyll-Riickstand und dessen Abbauprodukte beim zur
Kristallisation nétigen Erhitzen des Blatt-Extrakts
2. mit dem Losungsverhalten der Steviolglycoside vergleichbare Flavonoid-
Glycoside mit hellgelber Farbe
® glatte, nicht-feuchte Oberfliche = kaum oder keine hygroskopische Wirkung
aufgrund Molekilgitter mit anderen, nicht hygroskopischen Verbindungen (z.B.
Chlorophyll)

Entgegen der Vermutung, eine dhnliche Struktur zwischen dem Steviosid-Pulver und
dem selbst gewonnenen Blatt-Extrakt-Pulver identifizieren zu kdnnen, weisen die
beiden Extrakte keine oberflichigen Ahnlichkeiten auf. Dies deutet darauf hin, dass im
selbst gewonnenen und mit Isobutanol gereinigten Stevia-Extrakt zahlreiche
Verunreinigungen durch weitere pflanzliche Stoffe vorliegen. Dabei ist anzunehmen,
dass die im Blatt-Extrakt enthaltenen Fremdstoffe ein dhnliches Losungsverhalten und
dhnliche Molekiilmassen wie die Steviolglycoside aufweisen und so beim angewandten
Reinigungsverfahren nicht von diesen abgetrennt werden.
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3.1.2.2 Nachweis von Stevia-Extrakt-Bestandteilen mit Diinnschichtchromatographie

Aus der vorhergehenden, mikroskopischen Betrachtung eines Stevia-Blattes lasst sich
eindeutig das Vorliegen des fiir die Photosynthese essentiellen Blattfarbstoffs
Chlorophyll ableiten. Der Vergleich der verschiedenen Stevia-Extrakte fiihrt dagegen zu
keinem eindeutigen Ergebnis bezliglich im Blattextrakt enthaltener Stoffe. Aus diesem
Grund wird zur Trennung der Blattbestandteile das Verfahren der
Dinnschichtchromatographie angewendet.

3.1.2.2.1 Vorversuch zur vergleichenden Diinnschichtchromatographie

Zur Ermittlung der besten Kombination aus Laufmittel und Tragerplatte werden in
einem Vorversuch die Bedingungen fir die Dilinnschichtchromatographie variiert.
Weiterhin muss eine Moglichkeit gefunden werden, die farblosen Steviolglycoside auf
den weilRen Tragerplatten sichtbar zu machen.

Materialien und Gerate: Tragerplatten (Al,0s, Kieselgel, Cellulose), Mikropipetten,
Becherglas, 5 Trennkammern (= Schraubglaser), Pinzette, Bleistift, Lineal, UV-Lampe, 3
Sprihflaschen, F6hn

Chemikalien: Wasser, Ethanol, Propan-2-ol, Aceton, Kaliumpermanganat-Losung,
Vanillin-Lésung, Thymol-Losung, Steviosid-Pulver [95%; VitaNatura.de]

Sicherheitshinweis: Durchflihrung unter Beachtung der Sicherheitsbestimmungen fir
den Unterricht (gemaR R-/S-Satze)

Aufbau und Durchfiihrung:

Laufmittel: Aceton,
Ethanol, n-Hexan,
Propan-2-ol

_-| Becherglas
7

[~
~

| Spriihreagenzien ‘

Aluminiumoxid,
Kieselgel, Cellulose

o ;! Tragerplatten:
| Steviosid-Pulver ’-—) « : o S

Trennkammer |_

Mikropipetten

<——-{ Bleistift \

i:{ Lineal I

Pinzette I

Abb 71 Aufbau zur DC
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(1) Zur Vorbereitung der Dilinnschichtchromatographie (DC) werden fir die finf
Laufmittel Wasser, Ethanol, Propan-2-ol, Aceton und n-Hexan jeweils drei
Tragerplatten mit verschiedenen Beschichtungen (Al;,0s3, Kieselgel, Cellulose)
beschriftet und etwa einen Zentimeter vom unteren Rand der Tragerplatten eine
diinne Startlinie skizziert.

(2) Aus dem Steviosid-Pulver wird unter Zugabe von wenig Wasser eine konzentrierte
Steviolglycosid-Losung hergestellt. Mit Hilfe einer Mikropipette wird diese auf die
Startlinien der DC-Platten mehrmals hintereinander aufgetragen.

(3) Die fertigen Tragerplatten werden in die mit den unterschiedlichen Flissigkeiten
gefillten Schraubglaser ( = Trennkammern) so hineingestellt, dass die Startlinie am
unteren Teil der Platten ist.

(4) Nach der erfolgten Verteilung der mobilen Phase Uber die Tragerplatten werden
diese den Glasern entnommen und an der Luft getrocknet. Die Spuren des Steviosid-
Extrakts werden durch die Belichtung mit einer UV-Lampe sowie durch Bespriihen mit
den Losungen von Kaliumpermanganat (in Wasser gel6st), Thymol und Vanillin
verfolgt. Zur Farbung der Tragerplatten werden diese nach dem Auftragen von Thymol
und Vanillin mit dem Fohn fiir ca. eine Minute erhitzt.

Beobachtungen und Auswertung:
Verteilung der mobilen Phase

® gleichmiRige Verteilung der FlUssigkeiten -> Wirkung von
zwischenmolekularen Kraften zwischen Tragerplatten (polar) und Laufmitteln in
Form von Van-der-Waals-Krdaften ( > n-Hexan) sowie Dipol-Dipol-
Wechselwirkungen und Wasserstoffbriickenbindungen (Ethanol, Wasser, etc.)

® unterschiedliche Ausbreitungsgeschwindigkeit der Laufmittel = verschiedene
MolekilgréBen und -massen sowie unterschiedliche Polaritat der Flssigkeiten

® farblos-weile DC-Platten nach Verdampfen der Laufmittel = keine
Identifizierung des Steviosid-Pulvers moglich
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Belichtung mit UV-Lampe

Abb 72 Betrachtung der DC-Platten bei UV-Licht; links: kurzwellig; rechts: langerwellig

® blau-violette und griine Farbe der Platten = Absorption von UV-Licht mit
anschlieender Emission von langerwelligem Licht aus dem sichtbaren Bereich
durch die Beschichtung der DC-Platten

®  hellere” Stellen/Bereiche auf den Platten bei lingerwelligem UV-Licht bzw.
,dunklere” Stellen bei kurzwelligem UV-Licht-> Beeinflussung der Absorption
von Licht durch das mit den Laufmitteln mitgefiihrte Steviosid-Pulver:

Laufmittel

n-Hexan  Steviosid-Pulver auf Startlinie
- bindende Adsorption der stark
polaren Diterpenglycoside an die polaren
Tragerplatten  ohne  Ablésen  der
Molekiile durch unpolares Laufmittel

Aceton geringe Mitnahme des Steviosid-Pulvers
Uber DC
- polare mobile Phase lost an die
Tragerplatte adsorbierte Steviolglycoside

I

SiRststoff-Bande

SiiRststoff-Bande

geringfligig ab
Propan-  Verteilung des Steviosid-Pulvers tiber 0,5
2-ol bis 1,0 cm nach der Startlinie

- polare mobile Phase Uberwindet
Wechselwirkungen der Steviolglycoside
mit der polaren stationdren Phase

Ethanol  weitere Verteilung des Steviosid-Pulvers
-  Zunahme der Polaritdit des
Losungsmittels

SiRststoff-Bereich

SiRststoff-Bereich

Wasser Mitnahme des Steviolglycosid-Pulvers
Uber die Halfte der Tragerplatte
- stark polares Laufmittel [6st
Steviolglycoside von Platten ab StBststoff-Bereich

Tab 3 Beobachtung und Auswertung der DC: Betrachtung mit UV-Lampe
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Bespriihen mit Farbreagenzien

® Vanillin-Lésung: Verfirbung beim Erhitzen
(von farblos nach blau)
- helle Stellen als Indiz fur vorliegendes
Steviosid-Pulver, welches die Farbreaktion
von Vanillin beeinflusst

® Thymol-Lésung: Verfirbung beim Erhitzen
(von farblos nach pink); Schwarzung
-> Farbreaktion ohne Beeinflussung durch

Steviosid-Pulver (keine farblich

unterschiedlichen Stellen)

Schwarzfarbung bei Cellulose-

[ —

Abb 73 DC-Platte mit Vanillin
(Beschichtung: A,03; Laufmittel Ethanol;
Laufrichtung links-rechts)

-

Abb 74 DC-Platte mit Thymol
(Beschichtung: Cellulose; Laufmittel
Ethanol; Laufrichtung links-rechts)

Beschichtung aufgrund thermischer Zersetzung

® KMnO,-Losung: Verfiarbung der violetten
KMnO4-Lésung (von violett nach
pink/orange/gelb/braun)

- unterschiedliche Oxidation der MnO, -
lonen bei Kontakt mit der

Plattenbeschichtung und den
Steviolglycosiden

&«

Abb 75 DC-Platte mit KMnO,-Lsg
(Beschichtung: A,03; Laufmittel:
Propan-2-ol; Laufrichtung links-rechts)

Durch das Anfarben mit KMnO4 und Vanillin-Losung der Tragerplatten kann das

farblose Steviosid-Pulver von der Beschichtung farblich abgegrenzt werden. Die

Ergebnisse des Anfarbens bestatigen die vagen Beobachtungen der Betrachtung der

Platten mit UV-Licht. Thymol zeigt keine aussagekraftige Farbverdanderung, welche

dem Nachweis der Steviolglycoside dienlich ist.

Optimierung:

® Laufmittel: starke Polaritdt der Steviolglycoside = polare Laufmittel (evtl. in

Mischung)
® Sichtbarmachung der Steviolglycoside:

- UV-Lampe/Thymol-Losung: nicht geeignet (kaum Abgrenzung der

Steviolglycoside auf der DC-Platte moglich)

- Vanillin-Losung: geeignet

- KMnO4-L6sung: geeignet = zusatzliche Farbabstufungen zur Abgrenzung

verschiedener Stoffe 2 Anwendung in weiteren Versuchen

® vergleichende Diinnschichtchromatographie: Stevia-Extrakt und

Vergleichsextrakte
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3.1.2.2.2 Erste vergleichende Diinnschichtchromatographie

In  Anlehnung an die Vorversuche und deren Erkenntnisse (iber
Verbesserungsmoglichkeiten sollen die Inhaltsstoffe der Stevia-Blatter auf
verschiedene Bestandteile hin untersucht werden. Im Vordergrund steht die
Identifizierung der siRen Steviolglycoside, welche sich Uber die Abgrenzung von
Blattfarbstoffen nachweisen lassen. Als Vergleichsextrakte zu einem frisch
hergestellten Stevia-Extrakt werden eine Petersilien- und eine Steviosid-Losung
verwendet.

Materialien und Gerdte: Morser, Pistill, Trichter, Filterpapier, 2 Becherglaser,
Tragerplatten (Al,03), 3 Mikropipetten, 6 Trennkammern (= Schraubglaser),
Sprihflasche, Pinzette, Bleistift, Lineal

Chemikalien: Brennspiritus (94%), Ethanol, Propan-2-ol, Butan-1-ol, Aceton,
Petrolether, Kaliumpermanganat-Losung, Steviosid-Pulver [95%; VitaNatura.de],
Stevia-Blatter (frisch), Petersilie (frisch)

Sicherheitshinweis: Durchflihrung unter Beachtung der Sicherheitsbestimmungen fir
den Unterricht (gemaR R-/S-Satze)

Aufbau und Durchfiihrung:

Laufmittel: Aceton, Butan-1-ol,
Ethanol, n-Hexan, Propan-2-ol

| Becherglas i»\
| Steviosid-Pulver }\
| KMnO,-Lsg }\

Trichter mit
Filterpapier | ™

| Bleistift
i/
’

/ 3
/ J Pinzette
L)

| DC-Platten __i Mirser mit Pistill

| Petersilie }-

{ Lineal

Stevia-Blatter

i Trennkammer '

| Mikropipetten

Abb 76 Aufbau zur ersten vergleichenden DC

(1) Aus den Stevia-Blattern bzw. der Petersilie wird durch Zerreiben im Morser unter
Zugabe von wenig Brennspiritus eine Suspension hergestellt, dessen gesattigte Losung
durch Filtration vom pflanzlichen Material getrennt wird. Aus dem Steviosid-Pulver
wird mit Brennspiritus ebenso eine gesattigte Losung hergestellt.

59



(2) Auf analoge Weise zu den Vorversuchen
werden die DC-Platten (mit Al,O3 beschichtet)
vorbereitet und auf die Startlinie in drei Punkten

die gesattigten Losungen mit den Mikropipetten
mehrmals aufgetragen.

(3) Die weitere Durchfiihrung der
Diinnschichtchromatographie erfolgt mit den Abb 77 Auftragen gesittigter Stevia-
Laufmitteln Ethanol, Propan-2-ol, Butan-1-ol, Lésung auf DC-Platten
Aceton, Petrolether und dem Gemisch aus

Ethanol-Aceton-n-Hexan (3:1:1) gemaR des Vorversuchs. Die Platten werden mit

Kaliumpermanganat-Losung angefarbt.

Es wird angenommen, dass sich bei der Auftrennung der Losungsbestandteile
Ubereinstimmungen der Stevia-Extrakt-Lésung mit der Petersilien- sowie der Steviosid-
Losung feststellen lassen. Aus dem Vergleich von Stevia-Extrakt und Petersilien-Losung
miussten sich die Blattfarbstoff Chlorophyll a und b deutlich von weiteren
Blattbestandteilen der Stevia rebaudiana abgrenzen lassen. Vorhandene
Steviolglycoside missten sich bei der Auftrennung im Vergleich mit der Steviosid-
Losung identifizieren lassen.

Beobachtungen und Auswertung:

beim Auftragen der Losungen

konzentrische Kreise unterschiedlicher Farbung beim
Stevia-Extrakt (mittig) und Petersilie-Losung (links)

- Auftrennung der Bestandteile der Losungen nach
unterschiedlicher Polaritat: weniger polare Verbindungen

verteilen sich auf der DC-Platte Stevia-Blattextrakt-

schneller, da sie nicht so stark an Lésung

die polare stationdre Phase
adsorbieren Petersilie-Lésung

Steviosid-Losung

Abb 78 DC-Platte nach dem
Auftragen der Losungen

Auftrennung der Losungsbestandteile

® Trennung der einzelnen Bestandteile der aufgetragenen Ldsungen bei allen
sechs Laufmitteln
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- am besten bei reinen Alkoholen (v.a. Butan-1-ol): polare mobile Phase |6st
adsorbierte Stoffe von der Tragerplatte

® (ibereinstimmende Bereiche der drei Lésungen
- Verbindungen, welche mit der stationdren Phase in vergleichbaren
Wechselwirkungen stehen und so auf gleicher Hohe der DC-Platte adsorbiert
werden (s. Abb 79 bzw. Anhang zu 3.1.2.2.2, S.144)

‘ Nicht-Stevinlglycoside Chlorophyll

Petersilie-
Losung

Stevia-
Ldsung

Steviosid-
Lésung

Startlinie

Steviolglycoside weitere Blatthestandteile
nur in Stevia

Abb 79 Bestandteile der Stevia-Losung (Laufmittel Butan-1-ol)
Aufgrund vergleichbarer Farbungen der drei aufgetragenen Substanzen kann mit
hoher Sicherheit auf zwei Stoffgruppen geschlossen werden: die Steviolglycoside
(Ubereinstimmung von Stevia-Lésung mit Steviosid-Ldésung) sowie Chlorophyll a und b
(Ubereinstimmung aller drei Lésungen). Weiterhin zeigt die Identifizierung letzterer
Stoffe, dass auch das zu 95% reine Steviolglycosid-Pulver optisch nicht mehr sichtbare
Verunreinigungen durch die griinen Blattfarbstoffe aufzuweisen scheint.
Der Vergleich von Petersilien- und Stevia-Extrakt weist auf eine breite Gruppe
gemeinsamer Verbindungen mit hoher Polaritdt hin, welche bereits schon im unteren
Teil der DC-Platte adsorbiert und nicht mehr von der stationaren Phase gel6ost werden.
Es konnte sich hierbei um stark polare Terpenoide oder pflanzliche, polare Proteine
handeln, welche in Wechselwirkung zu den polaren Tragerplatten stehen. Aufgrund
der Vielzahl an enthaltenen organischen Substanzen ist eine prazisere Aussage Uber
die betreffenden Stoffe in diesem Rahmen nicht maoglich.
Bei den Blattbestandteilen, welche weder mit denen der Petersilie noch mit dem
SiRstoffgemisch Ubereinstimmen, kénnte es sich unter anderem um die theoretisch
beschriebenen Diterpenoide mit Labdan-Gerist handeln. Sie werden weniger schnell
an die Tragerplatte gebunden, da sie im Vergleich zu den Steviolglycosiden eindeutig
weniger polar sind.
Im Allgemeinen wird mit der durchgefiuhrten Diinnschichtchromatographie das Ziel,

die sifRen Bestandteile der Stevia rebaudiana zu identifizieren erreicht.
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3.1.2.2.3 Verbesserte vergleichende Diinnschichtchromatographie

Zwar sind die Glycoside der 13-Hydroxy-ent-Kaur-16-en-19-saure durch den Vergleich
von Stevia-Extrakt mit einer Steviosid-Losung nach der Auftrennung der Bestandteile
als Gruppe ahnlicher Verbindungen eindeutig bestimmt worden, in einer weiteren
Diinnschichtchromatographie soll jedoch ein exakteres Ergebnis ermdoglicht werden.
Fiir die zweite vergleichende DC werden nur Stevia-Extrakt und Steviosid-Pulver in
Losung verwendet, die Laufmittel etwas abgedndert, um die Steviolglycoside praziser
zu analysieren.

Materialien und Gerdate: Morser, Pistill, Trichter, Filterpapier, Becherglas,
Tragerplatten (Al,03), 2 Mikropipetten, 10 Trennkammern (= Schraubglaser),
Sprihflasche, Pinzette, Bleistift, Lineal

Chemikalien: Ethanol, Propan-2-ol, Butan-1-ol, Butan-2-ol, Aceton,
Kaliumpermanganat-Losung, Steviosid-Pulver [95%; VitaNatura.de], Stevia-Blatter
(frisch)

Sicherheitshinweis: Durchflihrung unter Beachtung der Sicherheitsbestimmungen fir
den Unterricht (gemaR R-/S-Satze)

Aufbau und Durchfiihrung:

Der Versuchsaufbau und die Durchfliihrung des Experiments sind der Beschreibung der
vorhergehenden Diinnschichtchromatographie nahezu identisch (vgl. Abschnitt
3.1.2.2.2). Anstelle von drei Losungen werden nur wadssrige Stevia-Extrakt- und
Steviosid-Pulver-Lésungen verwendet, welche in einem gesattigten, etwa einen
Zentimeter breiten Streifen auf der Startlinie aufgetragenen werden. Als Laufmittel
werden die genannten reinen Alkohole und Aceton sowie deren Mischung verwendet.

Nr. | Flussigkeiten Mischverhaltnis

5 Aceton — Butan-1-ol 1:1

6 Aceton — Butan-1-ol 1:3

8 Aceton — Ethanol — Butan-1-ol 1:1:3

4 Butan-1-ol -

9 Butan-1-ol — Butan-2-ol 1:1 :
10 | Butan-1-ol — Butan-2-ol — Propan-2-ol 1:1:1 )
7 Butan-2-ol -

1 Ethanol -

2 Ethanol — Butan-1-ol 1:1

3 Ethanol — Butan-1-ol 1:2

Abb 80 DC-Platte in
Trennkammer

Tab 4 Laufmittel der zweiten vergleichenden DC

Die mobile Phase wird verschieden variiert, damit die Auftrennung des Blattextrakts
der Stevia rebaudiana moglichst eindeutig wird.
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Beobachtungen und Auswertung:

Chlorophyll a

Chlorophyll b

z.B. Diterpenoide |

Steviolglycoside

Abb 81 DC-Platten mit aufgetrennten Blattbestandteilen (Laufmittel Butan-1-ol)

Die konzentrierten Losungen von Blattextrakt (rechts auf den Tragerplatten) und
Steviosid-Pulver (links) wiederholen die Versuchsergebnisse der vorhergehenden
Diinnschichtchromatographie. Alle zehn verwendeten Laufmittel(-mischungen) fiihren
zu diesem Ergebnis (vgl. Anhang zu 3.1.2.2.3, S.144).

eindeutige Identifikation

® Chlorophyll a und b: Adsorption am oberen Teil der DC-Platte aufgrund
geringerer Polaritat

® Steviolglycoside: Adsorption am unteren Teil der DC-Platte aufgrund hoher
Polaritat

weitere hypothetische Bestandteile

® deutlich abgrenzbare Gruppe an Verbindungen aus den Blittern = &hnliche
Beschaffenheit/Struktur/Polaritat der Stoffe

® nicht im Steviosid-Pulver enthalten = keine Steviolglycoside

® farblos (ohne Anfiarben nicht identifizierbar) = keine Verbindungen mit
ausgepragter Elektronendelokalisation (z.B. keine Flavonoide)

® Adsorption in Mitte bzw. oberen Teil der DC-Platte: geringere Polaritit als
Steviolglycoside, hohere Polaritdt als Chlorophylle = Vermutung: Terpen-
Derivate (z.B. Diterpenoide mit Labdan-Grundgeriist) oder Steroide als hadufige
organische Bestandteile
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genauere Betrachtung der Steviolglycosid-Bande

Die Adsorption der Steviolglycoside an die polare Beschichtung der Tragerplatten
hiangt aufgrund desselben Grundgeriists (Steviol) ausschlaggebend von den
gebundenen Saccharid-Molekiilen ab (s. Abb 82).

HName l-'l. [ Az

Steviosid pDGlE

Rebaudiosid A po-Glc CfeOak
Siate ]

Rebaudlasid C BDGi BDGle 2 +1)| oiRha
{3-21)

| pDGle
Pilcomctc Bosic Bosle {21)- alfhe
Polaritat der Verbindung

. . schwicher

Abb 82 Polaritat der Steviolglycoside aufgrund der gebundenen Zucker

starker

Die Einteilung der Steviolglycoside lasst sich in hypothetischer Form fiir die mittels der
Diinnschichtchromatographie aufgetrennten Verbindungen anwenden.

Steviosid

Rebaudiosid A ©

evtl. Rebaudiosid D

Abb 83 Analyse der aufgetrennten Steviolglycoside

Das zum Vergleich verwendete Steviolglycosid-Pulver sei, nach Herstellerangaben, zu
95% rein. Von den enthaltenen StRstoffen mache Rebaudiosid A 25% aus. Daraus lasst
sich fur die Zusammensetzung der Steviolglycoside in den geernteten Blattern
vermuten:

® Mischung der sechs (bzw. acht) verschiedenen Steviolglycoside: Steviosid,
Rebaudiosid A bis E (F), Dulcosid A, (Rubusosid)
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® Steviosid und/oder Dulcosid A in den Blittern in vergleichbarem oder etwas
geringerem Anteil als im SuBstoff-Pulver (oberer Bereich der Blatt-Extrakt-
Bande weniger intensiv)

® geringerer Anteil an am stirksten polaren Steviolglycosiden (trapezférmige
Auftrennung beim Steviosid-Pulver < rechteckige Flache beim Blatt-Extrakt)
-> geringerer Gehalt an Rebaudiosid A in Blattern

- kauflicher SuURstoff aus gezlichteten Pflanzen mit hdherem Steviosid- und
Rebaudiosid-A-Anteil bzw. Qualitatsverbesserung durch gezielte Mischung
verschiedener Steviolglycoside

Eine exakte, qualitative und quantitative Analyse der in den Blattern der Stevia
rebaudiana enthaltenen SiiBstoffe erfordert weitere Hilfsmittel, die Uber die
Rahmenbedingungen der durchgefiihrten Seminararbeit hinaus gehen (z.B. Analyse
mittels HPLC).

Hinsichtlich der qualitativen Bestimmung wichtiger enthaltener, organischer Stoffe,
darunter vor allem die Steviolglycoside, stellt die in mehreren Schritten durchgefiihrte
Diinnschichtchromatographie eine effiziente Analysemethode dar. Ausgehend von den
Erkenntnissen iber die Wahl eines polaren Laufmittels in Kombination mit einer stark
polaren Tragerplatte konnten die Trennung der Blattbestandteile der Stevia
rebaudiana auch fiir die Gewinnung der St3stoffe genutzt werden. Unter Verwendung
groRerer DC-Platten (oder Chromatographie-Saulen) liee sich die Stoffgruppe der
Diterpenglycoside von weiteren Bestandteilen abgrenzen und schlieSlich durch
Extraktion von der stationaren Phase riickgewinnen.

Inwiefern dieses Verfahren fir die Gewinnung der Steviolglycoside aus der Stevia
rebaudiana zur Nutzung als StiBstoff flir Lebensmittel genutzt wird, soll im Anschluss
erortert werden.
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3.2 Methoden der Steviolglycosid-Gewinnung

Ahnlich dem Anbau und der Kultur des paraguayischen SiiRkrauts lassen sich auch zur
Gewinnung der siBen Blattbestandteile zahlreiche Verfahren und Wege aufzahlen, aus
welchen Stevia-StiBungsmittel in verschiedener Form hervorgehen. In einem kurzen
Abriss sollen ausgewdhlte traditionelle und moderne Gewinnungsmethoden
vorgestellt werden, welche je nach Umsetzbarkeit in der Praxis angewendet werden.

3.2.1 Eine Auswahl traditioneller und moderner Verfahren

Die verschiedenen Methoden der Gewinnung der siRen Inhaltsstoffe aus dem
Honigkraut unterscheiden sich signifikant hinsichtlich des Reinheitsanspruchs an die
jeweiligen Produkte. So entscheidet sich, ob das paraguayische SuBungsmittel ein
Naturprodukt oder das Ergebnis moderner Chemielabore ist.

Als urspriingliches Verfahren, die siiRen Bestandteile der Stevia rebaudiana zu nutzen,
gilt die Verwendung in Form von Tee oder das Kauen von Blattern und Pflanzenteilen.
Beinahe stereotypisch wird deshalb in die Heimat des SifRblatts die Herkunft der
traditionellen Gewinnung der SiiBe aus den

Blattern gelegt. Aufgrund der hohen
Polaritat der Diterpenglycoside sind sie
leicht in Wasser |6slich und haben schon
Uber Generationen hinweg als

SiRungsmittel flir Matetee in Slidamerika
genutzt werden koénnen. Dieses recht
einfache Verfahren beinhaltet, dass neben
den gewlinschten Steviolglycosiden
zahlreiche hydrophile Verbindungen aus

den Blattern gelést werden. Durch Abb 84 Tee aus Stevia Blittern
Auskochen von frischen oder getrockneten

Blattern und anschlieBende Abtrennung der Pflanzenteile (z.B. durch Filtration) lasst
sich relativ rasch eine griine Losung herstellen, welche zu einem schwarz-griinen Sirup
eingedickt werden kann. Da dieses Verfahren keinen reinen StiRstoff hervorbringt, hat
die kommerzielle Extraktion komplexere Wege gefunden (nach Lit, S.105; Int3).

Den unterschiedlichen Extraktionsprozessen kann ein gemeinsames Schema zugrunde
gelegt werden (s. Abb 85), welches zunachst die Extraktion der Steviolglycoside in
wassriger Losung oder polaren organischen Losungsmitteln (z.B. Ethanol) vorsieht. Die
Reinigung von unerwiinschten Verbindungen geschieht in Form der Fallung (z.B. durch
Zugabe von Aluminium-/Calciumhydroxid). Durch die Bildung unl6slicher Salze kénnen
storende Stoffe durch anschlieBende Filtration (Ultra- bzw. Nano-Filtration) oder
lonenaustauscher entfernt werden. Die gangigste Entfarbungsmethode verlauft iber
die Harzadsorption verschiedener Stoffe. Zur Rickgewinnung eines gereinigten
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Extraktes werden verschiedene Alkohole (v.a. Methanol/Ethanol) eingesetzt, unter
deren Einwirkung die siiBen Inhaltsstoffe kristallisieren. Durch eine anschlieBende
Trocknung kann das , Naturprodukt” aus dem Chemielabor als kristalliner Feststoff
weiterverarbeitet werden (nach Lit1, S.37; Int3, Int5, Int22, Int32, Int33).

Fallung |:> Reinigung <:| lonenaustausch

Entfarbung

~~

Kristallisation

Abb 85 Schema der Extraktionsschritte

Eine alternative Losung bietet die Extraktion mittels iberkritischen Kohlenstoffdioxids
(engl. super critical fluid extraction, SCFE). Aus zerstoRenen Blattern werden die
Inhaltsstoffe ahnlich der Extraktion von Kaffee oder Tee auf effiziente Weise ausgelost.
Die Produkte sollen hierbei eine hohere Qualitdit als bei herkémmlichen
Extraktionsverfahren aufweisen (nach Int3, Int34).

Da jedoch die kommerziellen Reinigungsverfahren sehr aufwendig sind, kdnnen die
Steviolglycoside in reiner Form nur unter Zuhilfenahme entsprechender Gerate und
Technologien gewonnen werden. Die Extraktion der Reinstoffe aus der Stevia
rebaudiana ist deshalb fir die private Nutzung des Honigkrauts nicht realisierbar —
oder doch?

Der allgemeinen und abstrakten Besprechung der Extraktionsschemata fir
Steviolglycoside soll in der Praxis eine Konkretisierung folgen. Dabei wird die
Machbarkeit der SiiBstoffgewinnung aus eigenem Anbau Uberpriift.
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3.2.2 Extraktion der Steviolglycoside aus pflanzlichem Material

Auf Basis der Dilinnschichtchromatographie, mit welcher das Vorliegen an
Steviolglycosiden in den Pflanzen aus eigenem Anbau bestétigt worden ist, sollen die
SuBstoffe nun aus frischen und getrockneten Blattern extrahiert werden. Dabei wird
der hydrophile Charakter der Diterpenglycoside ausgenutzt.

3.2.2.1 Auskochen mit Wasser

Die einfachste Methode, die Inhaltsstoffe der Blatter in Form einer Losung zu
gewinnen, stellt die Extraktion mit Wasser dar.

Materialien und Gerate: Uhrglas, Spatel, Waage, 2 Becherglaser, Glasstab, VierfuB mit
Ceranplatte, Bunsenbrenner, Thermometer, Trichter, Filterpapier, Eindampfschale,
Messzylinder

Chemikalien: Wasser (deionisiert), Stevia-Blattpulver [SteviaSweet]

Sicherheitshinweis: Durchflihrung unter Beachtung der Sicherheitsbestimmungen fir
den Unterricht (gemaR R-/S-Satze)

Aufbau und Durchfiihrung:

I Thermometer ’—‘

I Becherglas

) ,-_~{ Stevia-Pulver Suspension ‘

| vierfug |

Abb 86 Wichtige Materialien beim Auskochen

(1) In einem Uhrglas werden ca. zehn Gramm getrocknet-pulverisierte Stevia-Blatter
abgewogen und in ein Becherglas gegeben.

(2) Nach Zugabe von 150mL Wasser wird die Suspension lber 20 min bis auf 90°C
erhitzt, damit die Blattinhaltsstoffe austreten kdnnen.

(3) Die leicht abgekihlte Suspension (ca. 60°C) wird durch Filtration aufgetrennt und
das Filtrat in einem Becherglas aufgefangen.

(4) Die Losung kann durch Erhitzen in der Eindampfschale eingedickt und zu einem
Feststoff kristallisiert werden.
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Beobachtungen und Auswertung:
wahrend des Auskochens von Stevia-Blattpulver

® Verfirbung des Lésungsmittels (farblos nach griin/oliv-braun)
- Losung hydrophiler Verbindungen aus den Blattern, darunter Chlorophyll
und teilweise Umwandlung und Zersetzung enthaltener Stoffe durch hohe
Temperaturen (90-100°C)

® Geruch nach ,Krautertee”
- Verdampfung von leicht flichtigen Geruchsstoffen aufgrund von
Warmezufuhr (durch Wasser aus den Blattern gelost)

® Rickgewinnung eines oliv-braunen Filtrats

beim Eindampfen

® Verfirbung des Extrakts beim Erhitzen: oliv-
braun nach braun
-  Konzentration des  Extrakts  durch
verdampfendes Wasser: dunklere Farbung
- weitere Zersetzung enthaltener Stoffe durch

Erhitzen
® brauner, harter Feststoff mit kristalliner Struktur
. L . . Abb 87 Eindampfen des Stevia-
-> Kristallisation eines Gemisches

Extrakts
unterschiedlicher Verbindungen mit hohen

zwischenmolekularen Kraften: optisch homogenes Molekiilgitter

Abb 88 Stevia-Extrakt: links Sirup, rechts Pulver
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Neben den hohen Zwischenmolekularen Kraften kann auch die Verknlpfung
enthaltener Verbindungen als Ursache fir die Harte des enthaltenen Extrakts vermutet
werden. Etwa in Form einer Ester-Kondensation enthaltener Carbonsduren mit
Steviolglycosiden oder die glycosidische Bindung der SiiRstoffe untereinander kénnten

polymerisierte Stoffe entstehen.

HO
H
H
(. ~Ho
/I///’ \HHHHHHV\\/O 9]
H
HO

O 5
H “, Hmmmmuﬁio
° H OH H
H . .
,,,,,, QU HO O  Polykondensation
n H y, umummmb—!O + m /\/ // -
o oH H o OH -kH0
Rebaudiosid A
H Oxalsaure
H
OH H
HO H
H OH

Ausschnitt aus (theoretischem)

Polymer j
o H
H HO.
-HO

Abb 89 (Theoretische) Polymerisation beim Erhitzen
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Die tatsachlichen Vorgange beim Eindampfen des Stevia-Blatt-Extrakts umfassen
zahlreiche komplexe Schritte, zu deren Aufklarung prazise Messungen und
Analysemethoden nétig waren.

Dennoch weilt der erhaltene Extrakt einen deutlich siRen bis lakritzartigen
Geschmack auf, was auf nicht gebundene Steviolglycoside hindeutet. Insofern lasst
sich durch das Auskochen der Stevia-Blatter ein Rohextrakt gewinnen, welcher in
eingedampfter oder fllssiger Form verwendet werden kann. Durch das Erhitzen
entstehen jedoch zum Teil unerwinschte und eventuell auch ungesunde
Abbauprodukte der pflanzlichen Stoffe.

Ein Rohextrakt mit dem Losungsmittel Wasser lief3e sich auf schonendere Weise durch
einmalige Zugabe von siedendem Wasser zu zerkleinerten Stevia-Blattern oder Stevia-
Pulver und anschlieende Filtration gewinnen. Der Nachteil dieser Methode ist, dass
nur ein geringer Anteil der Steviolglycoside ausgeldst wird. Mit Hilfe von Alkohol kann
ganz ohne Erhitzen ein haltbarer Rohextrakt gewonnen werden.
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3.2.2.2 Extraktion mit Ethanol

Prinzipiell kdnnten die Blatter des Honigkrauts auch mit Wasser ohne Erhitzen
ausgewaschen werden, allerdings ware der resultierende Extrakt wenig haltbar und
anfallig fur Schimmelbefall. In diesem Fall eignen sich verschiedene Alkohole, welche
antimikrobiell wirken. Da auch bei verschiedenen Medikamenten Ethanol als
Losungsmittel verwendet wird, wird die kalte Extraktion des StiBkrauts mit diesem
Alkohol durchgefiihrt.

Materialien und Gerdte: Moulinex und/oder Schnellmixstab, Trichter, Filterpapier,
Becherglas, Schissel

Chemikalien: Ethanol, Stevia-Blatter [frisch]

Sicherheitshinweis: Durchflihrung unter Beachtung der Sicherheitsbestimmungen fir
den Unterricht (gemaR R-/S-Satze)

Aufbau und Durchfiihrung:

| Ethanol

Stevia-Blatter [

,_—J, Moulinex
& |

Trichter mit
Filterpapier | ™,

! Becherglas

Abb 90 Aufbau zur Herstellung eines Rohextrakts auf Ethanol-Basis

(1) Die gesauberten Stevia-Blatter werden in der Moulinex (oder mit dem
Schnellmixstab) zerkleinert, damit moglichst viele Inhaltsstoffe ausgel6st werden.

(2) Unter Zugabe von etwa 100 mL Ethanol werden die Blatter weiter zerkleinert bzw.
plriert und die Blattbestandteile extrahiert (~ Mazeration).

(3) Durch Filtration wird die alkoholische Losung von den Pflanzenresten getrennt.

Der Rohextrakt ist aufgrund des zugesetzten Alkohols haltbar und kann zum SiiRen von
Lebensmitteln verwendet werden.
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Beobachtungen und Auswertung:

® griine Suspension vor der Filtration
- Losung von Chlorophyll im
polaren Lésungsmittel

® griine, stark siiRe, klebrige Lésung
-> Extraktion von Steviolglycosiden
- Klebrigkeit aufgrund von starken

Kraften zwischen den
SiRstoffmolekiilen (Wasserstoff-
Briicken)

> |

Abb 91 alkoholischer Rohextrakt aus Stevia-
Bldttern

Die bei niedrigen Temperaturen durchgefiihrte Extraktion fiihrt zu einem
Steviolglycosid-haltigen Rohextrakt, dessen Inhaltsstoffe rein optisch nicht zersetzt

werden (keine Braunung).

Es ist jedoch anzunehmen, dass ein hoher Anteil der
SuRstoffe durch die Sattigung der Losung nicht mehr
ausgelost werden kann. Um die Ausbeute der SuRstoffe aus
den Blattern zu erhohen, kdnnte als Mittelweg zwischen dem
Auskochen und der Extraktion mit einem kalten
Losungsmittel das Soxhlet-Verfahrens durchgefiihrt werden.
Damit die pflanzlichen Stoffe nicht denaturiert werden, sollte
das Losungsmittel nur maRig erhitzt werden (s. Abb 92).

In der alkoholischen Losung ist eine Vielzahl pflanzlicher
Stoffe enthalten, welche den Geschmack des Extrakts
beeinflussen. Ein besonderer Schwerpunkt weiterer Versuche
soll deshalb die Reinigung des Rohextrakts darstellen.

Abb 92 Soxhlet-Extraktion
mit Stevia-Blatt-Pulver und
Ethanol
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3.2.3 Reinigung des Rohextrakts

Der selbst gewonnene Rohextrakt weist eine griin-braune Farbung auf, wahrend
kaufliches Steviolglycosid-Pulver aus bis zu 95% reinen, farblosen Glycosiden des
Steviols besteht. Zwar koénnen die aufwendigen, komplizierten und teuren
Reinigungsschritte der kommerziellen SiRstoffgewinnung aus dem Honigkraut im
Rahmen der vorliegenden Seminararbeit nicht praktisch durchgefiihrt werden,
alternativ lassen sich jedoch drei gangige Reinigungsverfahren pflanzlicher Extrakte
anwenden.

3.2.3.1 Fillung unerwiinschter Stoffe mit Kalkwasser

In Anlehnung an das Reinigungsverfahren bei der Gewinnung von Saccharose aus der
Zuckerribe wird fir die wassrige Losung der Blatter der Stevia rebaudiana die Fallung
von Fremdstoffen mittels einer Calciumhydroxid-Losung und anschlieRender
Abtrennung des Niederschlags untersucht. Dieses Reinigungsverfahren entspricht
somit dem theoretisch beschriebenen Extraktionsschema der Steviolglycoside.

Materialien: Bechergldser ( 2 x 250 mL, 500 mL), VierfuBR mit Ceranplatte, Trichter,
Filterpapier, Bunsenbrenner, Glasstab, Messkolben, Waage, Petrischale, Spatel, pH-
Meter (pH-Checker [Hanna]), Glaspipettenspitze, Schlauchstiick, Nutsche, Filter,
Saugflasche, Wasserstrahlpumpe

Chemikalien: Kohlenstoffdioxid, Calciumhydroxid, Stevia-Blatter [frisch]

Sicherheitshinweis: Durchflihrung unter Beachtung der Sicherheitsbestimmungen fir
den Unterricht (gemaR R-/S-Satze)

Aufbau und Durchfiihrung:

' Becherglas l I Thermorneter| Trichter mit pH-Meter I] Glaspipenenspi!ze”Schlauchsﬁjck l Nutsche

Filterpapier \ mit Filter

/ | \ - |
Bunsenbrenner ] VierfuR mit ' Ca0H; g \ I Saugflasche ’ zur
Ceranpfatte Wasserstrahlpumpe

Abb 93 Reinigung des Stevia-Rohextrakts: Kalkfallung
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(1) GemaR der Vorgehensweise beim Auskochen der Stevia-Blatter werden die
Blattbestandteile aus 20g frischer Stevia rebaudiana unter Zugabe von 150mL Wasser
durch etwa halbstiindiges Auskochen extrahiert und der Rohextrakt von den
pflanzlichen Riickstanden getrennt.

(2) Der Pflanzenextrakt wird auf der Ceranplatte eines VierfuBes unter stiandigem
Rihren (Glasstab) auf 50°C erwarmt. Mit einer Tropfpipette wird die hergestellte
Kalkmilch (25g Calciumhydroxid im Messzylinder mit 100mL Wasser) so lange
zugegeben, bis das installierte pH-Meter einen Wert von pH=11,8 anzeigt.
AnschlieBend wird die Suspension fiir 15 min auf 75°C erhitzt.

(3) Nach dem Abkihlen auf 50°C, welches aufgrund der Temperaturbegrenzung des
pH-Meters auf diese Temperatur notwendig ist, wird Uber ein diinnes Glasréhrchen
(Spitze von Glaspipette) ein feiner Kohlenstoffdioxid-Strom eingeleitet. Hierbei soll die
Suspension einen pH-Wert von pH=9 erreichen.

(4) Mit Hilfe von Nutsche, Filter, Saugflasche und Wasserstrahlpumpe wird der Extrakt
von ausfallenden Schwebstoffen getrennt.

Das Filtrat wird zur Abklhlung beiseite gestellt und kann weiterverwendet werden.

Beobachtungen und Auswertung:

Herstellung des Rohextrakts

Die Beobachtungen entsprechen der Dokumentation des |
Auskochens der Stevia-Blatter/-Pulver (vgl. Abschnitt 3.2.2.1). Es | | “’
liegt ein olivgriines Filtrat mit charakteristischem ,Stevia-
Geruch“ vor.

Zugabe der Kalkmilch und Einleiten von CO,

Abb 94 Rohextrakt

® Verfarbung des Rohextrakts (olivgriin nach gelbgriin-

gelbbraun)

—> Aufhellung durch ungel6sten Kalk (CaCOs ()

- Ausfallung enthaltener Stoffe: Niederschlag
® Bildung einer Suspension

> CaC03 (s)

- Niederschlag unléslicher Calciumsalze aus gelosten pflanzlichen

Inhaltsstoffen (z.B. Calciumphosphat, Calciumoxalat)

3 Ca” (aq) + 2 PO43_(aq) > Cas(PO4)z(s)

o
@]
2+ O/ -
Ca (aq)+ O(aq) _— C3C204(5)
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- Reinigung des Rohextraktes durch Ausfallung von
Fremdstoffen

® weiterer Niederschlag bei der Einleitung von
COz(g)
- Ausféllung von Metallionen (v.a. Ca**-lonen)
in Form von Carbonaten (v.a. Calciumcarbonat

CaC0s) Abb 95 ausfallender Niederschlag
bei CO,-Einleitung

Filtration und weitere Beobachtungen

Abb 96 olivgriiner Riickstand

® gelbbraune, klare Lésung <> olivgriin-
grauer Rickstand
- Ausfallung von Chlorophyll und
weiterer pflanzlicher Stoffe
- Abtrennung des Niederschlags
-  Filtrat mit nicht ausfillbaren
Farbstoffen Abb 97 gelbbraunes Filtrat

® Verfarbung des Filtrats beim Auskiihlen: gelbbraun nach dunkelbraun
- Veranderung der Struktur der gelosten Farbstoffe (z.B. Oxidation an Luft,
Zersetzung bzw. Umlagerung durch alkalisches Milieu in Folge von
Deprotonierung)

Da als Produkt eine braune Losung, bzw. ein brauner Feststoff nach dem Eindampfen,
erhalten wird, wird auf eine zu wenig prazise Durchfiihrung des Versuchs geschlossen.

76



Mogliche Fehlerquellen und Optimierung:

® Wirmezufuhr: stark schwankende Temperaturen (Bunsenbrenner)

-> Alternative: Heizplatte mit Kontaktthermometer

® Menge an Calciumhydroxid: geringe Abweichung vom empfohlenen pH-Wert

bei der Kalkwasserzugabe

- Kontrolle der zugegebenen Menge an Ca(OH); (aq) beim zweiten Versuch

® Erhohung des Teilchenkontakts durch Verwendung eines Magnetriihrers

Die Wiederholung des Experiments mit demselben
Ablauf der Durchflihrung unter Bericksichtigung der
genannten Gesichtspunkte fihrt zu einem nahezu
unveranderten Ergebnis. Bei Zugabe von Kalkmilch und
dem Einleiten von CO, zum Blattextrakt bildet sich ein
kraftiger Niederschlag, welcher abgetrennt werden kann.
Als Produkt erhdlt man eine gelbe Lésung, die rasch
braun wird.

Daraus lasst sich schlieBen, dass sich mit Hilfe der
Reinigungsmethode von Zuckerriibenrohextrakt die
Steviolglycoside nicht in reiner Form gewinnen lassen.
Zwar wird der Rohextrakt der Stevia-Blatter sichtbar von
Fremdstoffen gereinigt, aber es bleiben optisch stérende
Verbindungen zuriick. Dariber hinaus kann
angenommen werden, dass zumindest ein Teil der
enthaltenen  Steviolglycoside im  wahrend des

Experiments vorliegenden alkalischen Milieu gespalten
wird (vgl. Abschnitt 3.1.1.2).

Abb 98 zweiter Kalkfillungs-
Versuch

Aus diesem Grund sollen zwei weitere Reinigungsverfahren zu einem besseren

Ergebnis fihren.
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3.2.3.2 Adsorption von Fremdstoffen an Aktivkohle

Aufgrund der groBen Oberflache von Aktivkohle kénnen durch zwischenmolekulare
Wechselwirkung verschiedene Stoffe gebunden werden (Adsorption). Im Vergleich zur
Kalkfallung handelt es sich hierbei um eine milde Reinigungsmethode, bei der die
vorhandenen Verbindungen nicht zersetzt werden diirften (nach Int36).

Materialien: 2 Reagenzglaser, Reagenzglasstander, Morser, Pistill
Chemikalien: Aktivkohle, alkoholischer Stevia-Blatt-Extrakt

Sicherheitshinweis: Durchfliihrung unter Beachtung der Sicherheitsbestimmungen fir
den Unterricht (gemaR R-/S-Satze)

Aufbau und Durchfiihrung:

{ Reagenzglaser

alkoholischer
Stevia-Blatr-Extrakt

| Reagenzglasstander |

: o § o e Maorser mit Pistill
| Aktivkohle L : : : /

Abb 99 Aufbau zur Reinigung mit Aktivkohle

(1) Kornige Aktivkohle wird im Morser zu einem groben Pulver zerrieben und etwa
zwei Teel6ffel davon in ein sauberes Reagenzglas gegeben.

(2) Ein nach dem beschriebenen Extraktionsverfahren mit Ethanol hergestellter
alkoholischer Auszug der Blatter der Stevia rebaudiana wird in das Reagenzglas mit
Aktivkohle gefillt (ca. zwei Milliliter), mit Wasser verdiinnt und kraftig geschiittelt. Im
zweiten Reagenzglas wird Gleiches ohne Aktivkohle wiederholt.

Die Reagenzgldaser werden bis zum Sedimentieren der Aktivkohle am
Reagenzglasboden beobachtet und verglichen.
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Beobachtungen und Auswertung:

® Tribung des Stevia-Extrakts durch Aktivkohlenpulver (Schwebstoffteilchen)

® olivgriine Suspension nach Absetzen der Mehrheit des Aktivkohlepulvers am
Reagenzglasboden
-> Trennung nach der Dichte der Verbindungen
- keine Adsorption von Chlorophyll an die porésen Aktivkohlestiickchen

Uber das Adsorptionsvermégen der verwendeten Aktivkohle hinsichtlich anderer
Verbindungen, welche in der Losung nicht optisch erkannt werden kénnen, kann keine
Aussage getroffen werden (s. Abb 100). Zur Verifizierung, dass die Aktivkohle nicht
durch anhaftende Stoffe (z.B. Gase der Luft) schon vor der Durchfihrung des
Experiments verbraucht worden ist, wird das beschriebene Experiment anstelle von
Stevia-Extrakt mit der wassrigen Losung blauer Tinte wiederholt. Der blaue
Tintenfarbstoff wird adsorbiert, sodass die fehlende Reinigung des alkoholischen
Blattauszugs des SuRkrauts von den griinen Blattfarbstoffen nicht auf die fehlende
Wirksamkeit des Kohlepulvers zuriickzufiihren ist.

-
Abb 100 Adsorption blauer Abb 101 Adsorption
Tinte: rechts mit Aktivkohle von Stevia-Extrakt:

rechts mit Aktivkohle

Zwar kann es sich bei diesem Reinigungsverfahren um eine effektive Methode zum
Entfernen nicht sichtbarer Fremdstoffe aus der Stevia-Blatt-Extrakt-Lésung handeln,
ein auf sichtbarer Ebene reiner StRstoff kann jedoch nicht hervorgehen. So wird Gber
die Reinigung mit Aktivkohle das Ziel, ein moglichst sauberes Steviolglycosid-Gemisch
zu erhalten, nicht erreicht.

In Erganzung zu den bisherigen Verfahren wird abschlieBend eine mehrere
Einzelschritte umfassende Methode angewendet und auf ihre Qualitat tGberprift.
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3.2.3.3 Herkbmmliches Extraktions- und Reinigungsverfahren

Bevor hocheffiziente Technologien entwickelt worden sind, um die Steviolglycoside
aus den Blattern des Honigkrauts zu I6sen, ist auf dieses Reinigungsverfahren durchaus
zuriickgegriffen worden. Es stellt sowohl eine schonende als auch ohne
hochtechnische Hilfsmittel realisierbare Methode dar (Versuchsdurchfiihrung nach
Int3).

Materialien: Schissel, Wasserkocher, 2 Trichter, 2 Filterpapier, Scheidetrichter,
Gummistopfen, Messzylinder, Zentrifuge, 4 Zentrifugengldser, Heizplatte,
Thermometer, 2 Becherglas, Eindampfschale

Chemikalien: Isobutanol (= 2-Methyl-propan-1-ol), Aktivkohle, Stevia-Blatter [frisch]

Sicherheitshinweis: Durchflihrung unter Beachtung der Sicherheitsbestimmungen fir
den Unterricht (gemaR R-/S-Satze)

Aufbau und Durchfiihrung:

[ Becherglas || Eindamptschale H Zentri’mgel
1 7 7

Heizplatte ‘._ Isobutanol
— Isobutanol
Wasserkocher ‘--- \ g 4 Aktivkohle
Schissel i Messzylinder ‘
$oi S Scheidetrichter |
Gummistopten ‘

Stevia-Blitter |

Thermometer

| Trichter mit Filterpapier |

Abb 102 Aufbau zur herkommlichen Reinigungsmethode

(1) Im ersten Schritt werden zehn Gramm frische Stevia-Blatter mit 200 mL kochendem
Wasser ibergossen und eine Stunde bei Raumtemperatur ziehen gelassen.

(2) Der Ansatz wird filtriert und das Filtrat in einem Becherglas gesammelt.

(3) 100 mL des Extrakts werden zusammen mit 150 mL Isobutanol in einen
Scheidetrichter gegeben und dieser mit einem Gummistopfen verschlossen. Durch
kraftiges Schitteln werden die Fliissigkeiten zu einer Emulsion gemischt. AnschlielRend
wird der Scheidetrichter senkrecht gestellt und die Entmischung abgewartet. Die
untere Phase wird in ein Becherglas zur Entsorgung gegeben, die obere Phase in
einem zweiten Becherglas zur Weiterverwendung gesammelt.
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(4) Die aufbewahrte Flussigkeit wird in Zentrifugenglaser gefillt und (iber einen
Zeitraum von 15min bei 3000 U/min zentrifugiert. AnschlieRend wird die Losung in ein

Becherglas dekantiert.

(5) Der Extrakt wird auf 80°C erhitzt und durch eine Schicht aus Aktivkohle filtriert.

(6) Das Filtrat wird in einer Eindampfschale eingedickt, bis eine zahfllissige Masse
vorliegt. Das Eindampfschalchen wird bei Raumtemperatur einige Tage bis zur

Kristallisation offen stehen gelassen.

Beobachtungen und Auswertung:

Herstellung des Blattextrakts

gruner Extrakt aufgrund geloster pflanzlicher Stoffe = Grunfarbung durch Chlorophyll

Stofftrennung im Scheidetrichter

® Phasentrennung von Wasser (unten; hohere Dichte) und iso-Butanol (oben;

geringere Dichte)

- unterschiedliche Polaritat der Losungsmittel: Butanol hydrophobe Tendenz
® Griinfiarbung iso-Butanol-Phase <> Braunfirbung Wasser-Phase
- Auftrennung im Wasserextrakt geloster Verbindungen

Abb 103 Phasenbildung im
Scheidetrichter

iso-Butanol-Phase:

— weniger hydrophile Verbindungen

— teilweise Chlorophyll (v.a. Chlorophyll a)
— Loésung von Steviolglycosiden aufgrund
unpolaren Steviol-Geriists

— Trlbung: Emulsion

— hohere Viskositadt (MolekiilgréRe von Isobutanol)

Wasser-Phase

— stark polare, hydrophile Verbindungen
— Salze und anorganische Stoffe

— geringe Viskositat (Kleinmolekiile)
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Zentrifugieren

Trennung der iso-Butanol-Phase (Emulsion) nach Dichte
und Polaritat der enthaltenen Stoffe

® gelblich-durchsichtige Flissigkeit
am Zentrifugenglasboden

- hohere Dichte als Isobutanol Abb 104 Auftrennung der iso-
Butanol-Phase

lipophober Anteil

- evtl. Reste wissriger Losung von Blattextrakten
® hellgriine obere Phase des Isobutanol-Extrakts

Erhitzen der iso-Butanol-Lésung und Reinigung mit Aktivkohle

® Bildung von Schlieren im Becherglas ab 35°C
- geringere Dichte erhitzten iso-Butanols = sichtbarer Auftrieb
® keine optische Verdnderung des Extrakt bei der Filtration durch Aktivkohle

Eindampfen

® zihflissige, hellgriine Substanz
- sinkender Anteil des verdampfenden Losungsmittels

® gelb-griiner Feststoff am Boden der Eindampfschale, weiRe salzartige
Verbindung(en) am Rand des Schalchens
- Steviolglycoside mit wenigen Verunreinigungen (Chlorophyll und
Zersetzungsprodukte durch Erhitzen)

farbloser, kristalliner
Feststoff

Steviolglycosid-Gemisch
mit Verunreinigungen

Abb 105 Steviolglycosid-Gemisch in Eindampfschale

Abb 106 SiiBstoff-Pulver

Das Produkt besitzt eine kristalline Struktur, welche zwar unter dem Mikroskop nur
geringe Ahnlichkeit mit reinem, weiRen Steviolglycoside-Pulver aufweist, aber auf
makroskopischer Ebene dem SiRstoffpulver vergleichbar ist (s. Abschnitt 3.1.2.1). Die
gelb-griinliche Farbung deutet auf einen nicht vernachlassigbaren Anteil weiterer
pflanzlicher Verbindungen und deren Zersetzungsprodukte hin.

Jedenfalls ist das Extrakt-Pulver der Blatter des Honigkrauts stark siR, was auf die
Diterpenglycoside hindeutet. Hinsichtlich der Verwendung des erhaltenen Extrakts zur
SiRung von Nahrungsmittel muss jedoch auf die toxischen Wirkungen von iso-Butanol
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verwiesen werden, welches zumindest noch in Spuren im Extrakt enthalten ist. So ist
zwar das erhaltene Steviolglycosid-Pulver nicht fir den Verzehr geeignet, die
Machbarkeit der Extraktion der Siilstoffe mit einfachen Mitteln in héherer Reinheit
wird aber bestatigt.

In der Folge kann die zu Beginn dieses Kapitels aufgeworfene Frage nach der
Umsetzbarkeit der Gewinnung der siRen Reinstoffe aus den Blattern der Stevia
rebaudiana beantwortet werden. In dem Mal3 reine Steviolglycoside, wie sie kauflich
erwerblich sind, kénnen ohne entsprechende Technologien nicht gewonnen werden.
Die SiRstoffe lassen sich jedoch von einer grolRen Menge weiterer pflanzlicher Stoffe
abtrennen und abgrenzen. Ausgehend von der Extraktion der stiRen Inhaltsstoffe aus
50 Gramm frischer Blatter lieBe sich die Gewinnung der SiRstoffe auf grolere Mengen
ausweiten und nach einer entsprechenden Reinigung von iso-Butanol-Rickstanden
(z.B. durch Auswaschung mit Ethanol oder DC) zur StRung verwenden.

Inwiefern die sechs Glycoside der 13-Hydroxy-ent-Kaur-16-en-19-sdure fiir die
Anwendung in verschiedenen Lebensmitteln geeignet sind, soll die Betrachtung der
Stabilitat der Verbindungen offen legen.
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3.3 Stabilitit der Steviolglycoside

Die Grundlage fur die Bewertung der Stabilitdt der Diterpenglycoside in Theorie und
Praxis ist bereits bei der Vorstellung der Verbindungen Steviosid und Rebaudiosid A
gelegt worden (vgl. Abschnitt 3.1.1.2). Nach einem kurzen Uberblick tber die (nicht)
eintretende Veranderung unter verschiedenen Bedingungen wird die Stabilitdt der
Steviolglycoside praktisch iberpriift.

3.3.1 Diterpenglycoside unter dem Einfluss verschiedener
Bedingungen

Kennzeichnende Einwirkungen von hohen
Temperaturen, sauren oder alkalischen Ldsungen
sowie Enzymen erfahren die Steviolglycoside
wahrend und nach der Verwendung als
SGRungsmittel in Speisen und Getrdanken bzw. im
Korper.

Von Seiten der SuBstoffanbieter wird das
Versprechen gegeben, die Steviolglycoside seien bis
zu einer Temperatur von
200°C  hitzestabil und
kénnten somit ohne
Bedenken zur Zubereitung
von Speisen verwendet
werden. Diese Angabe

Abb 107 Hitzebestandigkeit von Steviolglycosiden?

scheint sich auf den
Schmelzbereich der Steviolglycoside von 198 bis 202°C zu beziehen. Werden die
Steviolglycoside in neutraler, wassriger Losung auf den Siedepunkt von Wasser tber
mehrere Stunden erhitzt, so wird jedoch die C-19-Esterbindung zwischen dem Steviol
und den Zuckerresten gespalten. Genauer kann dies anhand von Steviosid, welches
nach mindestens vier Stunden erhitzen zu Steviolbiosid und D-Glucose gespalten wird,
und Rebaudiosid A, Spaltung zu Rebaudiosid B und D-Glucose, betrachtet werden
(nach Lit4, S. 4309; Int3).

HO

T
N ‘0

O

fH cBom
H H

oH H Steviosid B-D-Glucose

Steviolbiosid

Abb 108 Zersetzung von Steviosid in erhitzter, wassriger Losung
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Rebaudiosid B B-D-Glucopyranose

Abb 109 Zersetzung von Rebaudiosid A in erhitzter, wassriger Losung

Ob sich die Steviolglycoside deshalb fiir die Verwendung als SiGRungsmitteln in
verschiedenen Speisen eignen, erscheint fragwiirdig. Aus der Beobachtung der
Zersetzung von Steviosid beim Erhitzen Uber eine Stunde unter verschiedenen
Temperaturen geht ebenfalls hervor, dass die SiRstoffe zwar in dem angegebenen
Zeitraum bis 120°C relativ stabil sind, ab 140°C verstarkt und bis 200°C vollstandig
zersetzt werden (s. Abb 108). So muss anstelle von dem tatsachlichen Schmelzbereich
um 200°C von einem theoretischen Wert ausgegangen werden. Da die
zwischenmolekularen  Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den SiBstoffen
aufgrund der gebundenen Zucker zu stark sind, konnen sie beim Erhitzen kaum
Uberwunden werden, sodass die Molekiile aufgrund der hohen Teilchenbewegung
»zerbrechen”. Inwieweit dies allerdings geschmackliche und/oder gesundheitliche
Konsequenzen bei der Verwendung besitzt, soll an dieser Stelle nicht behandelt
werden.

Gegenliber sauren bzw. alkalischen Milieus sind die Diterpenglycoside relativ stabil
(Bereich pH=2-10), da die dreidimensionale Struktur vor saurer Hydrolyse schiitzt. So
werden beim Erhitzen saurer/alkalischer Steviolglycosid-Losungen bis 60°C die
Verbindungen kaum verandert, bis 80°C tritt eine leichte Zersetzung auf. Im stark
Sauren (pH=1) werden die SiRstoffe bis 80°C vollstandig zersetzt. Steviosid und
Rebaudiosid A werden dabei zu Isosteviol abgebaut. Gegeniber stark alkalischen
Losungen reagieren die StuRstoffe ebenso mit hydrolytischer Abspaltung der Glucose-
Molekiile, von der vor allem die Esterbindung an C-19 betroffen ist (vgl. Abschnitt
3.1.1.2). Fir die Verwendung der SuRstoffe in Lebensmitteln, deren pH-Wert vom
Neutralen abweicht, kdnnen sich daraus Einschrankungen ergeben (nach Int3, Int8).

Die Steviolglycoside lassen sich (ber Einwirkung
verschiedener Enzyme auf das Aglycon Steviol bzw.
verschiedene Metabolite zurlckfiihren. Nennenswert
sind hierbei die enzymatische Zersetzung mittels
Diastase (=Amylase), B-Glucosidase und Hesperidinase
(vgl. Abschnitt 3.1.1.2) (nach Lit4, S. 4309; Int3, Int13).

Abb 110 B-Glucosidase
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3.3.2 Empfindlichkeit gegeniiber hohen Temperaturen, sauren und
alkalischen Losungen und Enzymen

Die Bestandigkeit der stifen Verbindungen ist besonders deshalb interessant, da bei
der Verwendung als StiBstoff in Lebensmitteln verschiedene Faktoren auf die Molekiile
einwirken. Kennzeichnend sind eben das Erhitzen (z.B. beim Backen von Kuchen), der
Kontakt zu sauren Loésungen (z.B. Erfrischungsgetranken, Limonaden, Magensdure)
sowie der Abbau der Steviolglycoside im Kérper durch Enzyme.

Das Erhitzen von Steviolglycosid-Pulver, dessen Zugabe in saure bzw. alkalische
Losungen und Zugabe eines Enzyms zu einer wassrigen StiRstofflésung soll die Theorie
zur Stabilitat der Steviolglycoside praktisch erganzen.

3.3.2.1 Kochen wdssriger Steviolglycosid-Lésung

Materialien und Gerate: Loffel, Kochtopf, Thermometer, Herdplatte, Glucoseoxidase

(=GOD-)-Teststreifen, Reagenzglasstander, Reagenzglaser, Uhr
Chemikalien: Wasser (Leitungswasser), Steviosid-Pulver [95%; VitaNatura.de]

Sicherheitshinweis: Durchflihrung unter Beachtung der Sicherheitsbestimmungen fir
den Unterricht (gemaR R-/S-Satze)

Aufbau und Durchfiihrung:

.—l Reagenzglasstander |

e i
|—Uhrl ........ ; ,-»I Kochtopf ‘
Rt e

GOD- | ——[ Steviosid-Pulver ‘

Teststreifen {\"\ !

e |
Thermometer

y Liffel "_,

Abb 111 Aufbau zum Stabilitdtstest: Temperatur

(1) Aus Steviolglycosid-Pulver wird eine wassrige LOsung hergestellt. Vor der
eigentlichen Versuchsdurchfihrung wird diese mit Hilfe eines GOD-Tests auf freie
Glucose-Molekiile getestet. Der Teststreifen wird hierzu fir eine Sekunde in die
Flassigkeit getaucht und 30 bis 60 Sekunden danach eine eventuelle Verfarbung mit
der Legende auf der GOD-Test-Verpackung abgeglichen.
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(2) Die SiRstoff-Losung wird in einem Becherglas Giber 60 Minuten gekocht. Alle zehn
Minuten wird eine Probe entnommen und diese nach kurzem Abkihlen mit einem
GOD-Teststreifen erneut untersucht.

Aus den theoretischen Kenntnissen lasst sich die Vermutung formulieren, dass durch
die Warmezufuhr zu den in Wasser gelosten Steviolglycosiden die Esterbindung
zwischen Steviol und den Zuckermolekilen von B-D-Glucose bzw. a-L-Rhamnose bei
einem Teil der in der Losung enthaltenen Verbindungen gespalten wird. Der GOD-Test
misste so ein positives Ergebnis in Form eines Farbumschlags anzeigen.

Beobachtungen und Auswertung:

® vor dem Erhitzen: GOD-Test gelb . . . .
50 150 500

-> negativer Test = keine freien Glucose-
20

Abb 112 Legende GOD-Test (Angaben fiir

. . . . 21000
Molekile in wassriger Steviolglycosid- =

Losung Glucose in mg/dL)
® beim Erhitzen: GOD-Test hellgriin bis
mittelgrin
Dauer des .
. Farbe des GOD-Tests Testergebnis Zersetzung?
Kochens [min]
0 gelb negativ nein
10 hellgriin (;Y_v positiv ja
(AU
20 hellgriin-grin . | positiv ja
30 hellgriin-griin | | positiv ja
wl
40 hellgriin-grin S | positiv ja
IS
50 hellgriin-griin positiv ja
60 hellgriin-grin positiv ja

Tab 5 Beobachtungen beim Erhitzen

—> positiver Test = Hydrolyse der Esterbindung der Steviolglycoside an C-19
unter Freisetzung von Glucose-Molekilen (= Farbung GOD-Test)

Bsp. Steviosid + H,0 — >  Steviolbiosid + B-D-Glucose (vgl. Abb 108)

In welchem AusmaR die SuBstoffe hydrolytisch gespalten werden (zersetzte
Verbindungen im Verhaltnis zu nicht gespaltenen Molekilen) geht aus diesem
Experiment nicht hervor. Festzuhalten ist hingegen, dass die Vermutung beziiglich der
Spaltung der Steviolglycoside bestatigt wird. Fiir das Kochen von SiiRspeisen kdonnten
sich daraus Einschrankungen ergeben.
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3.3.2.2 Einfluss des pH-Werts

Materialien und Gerdte: pH-Meter (pH-Checker von Hanna), Tropfpipetten, 15
Glasflaschchen, Becherglas/Plastikschadlchen, GOD-Test

Chemikalien: Wasser (Leitungswasser), Salzsdure c (HCI(aq))=1,0me, Natronlauge c

(NaOH(sq)=1,0 mTOl, Steviosid-Pulver [95%; VitaNatura.de]

Sicherheitshinweis: Durchflihrung unter Beachtung der Sicherheitsbestimmungen fir
den Unterricht (gemaR R-/S-Satze)

Aufbau und Durchfiihrung:

l Natronlauge H Salzsdure |

I Glasflaschchen H GOD-Test H Plastikschadlchen

\

r--r‘l_::t(gilt.

-.f' 3

pH-Checker Tropf pzp/etten
| I

MNatronlauge

Abb 113 Aufbau zum Stabilitdtstest: pH-Wert

(1) Vor dem Test der Steviolglycoside auf ihre Stabilitdt im sauren und alkalischen
Bereich werden durch Verdliinnung von jeweils 1-molarer Salzsdaure und Natronlauge
pH-Losungen der Werte von pH=0 bis pH=14 hergestellt.

(2) In die pH-Losungen werden wenige Tropfen einer Steviolglycosid-Losung gegeben,
dann verschlossen und kraftig geschittelt. In ausgewahlten Intervallen wird mit Hilfe
des GOD-Tests nach dem vorhergehend beschriebenen Vorgehen der Gehalt an
Glucose in den Losungen ermittelt.

Es wird angenommen, dass gemalR der allgemeinen Aussagen zur guten Stabilitat der
Steviolglycoside gegenlber saurer und alkalische Hydrolyse aufgrund ihrer
dreidimensionalen Molekilform nur im stark Sauren (pH=0-2) bzw. Basischen (pH=12-
14) Stoffveranderungen eintreten werden.
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Beobachtungen und Auswertung:

Die Beobachtungsintervalle nach Zugabe der Steviolglycosid-Losung zu den pH-
Losungen richten sich nach den eintretenden Verdanderungen der Lésungen und
werden so von Test zu Test verlangert (vgl. Anhang zu 3.3.2.2, S.146).

® vor Zugabe zu pH-L&sungen: GOD-Test gelb = negativ

® nach 1 Stunde: GOD-Test gelb bei allen pH-Werten = negativ
nach 2 Tagen: GOD-Test gelb bei allen pH-Werten = negativ
nach 2 Wochen: GOD-Test gelb bei allen pH-Werten - negativ

nach 9 Wochen: GOD-Test gelb bei pH=2-14 - negativ

pH=1: GOD-Test gelb-griin = positiv 2 saure Hydrolyse von Steviolglycosiden

Genau wie beim Stabilitatstest beim Erhitzen bedeutet _
die Gelbfarbung des GOD-Tests, dass keine ‘ %

T | :
Steviolglycoside (bzw. nicht ausreichend viele, um eine = B‘. ;;
|

) L_J

Farbreaktion hervorzurufen) gespalten worden sind

und in der wassrigen Losung keine (kaum) oxidierbare

Glucose vorliegt. Der Test der wadssrigen Losung mit Abb 114 durch Saure
pH=0 fihrt zu keinem eindeutigen Ergebnis, da der  UnPrauchbarerTeststreifen
Teststreifen durch die saure Losung zersetzt wird (= Denaturierung der

Glucoseoxidase).

Das negative Ergebnis des GOD-Tests mit den Steviolglycosiden liber einen weiten pH-
Bereich Gber mehrere Monate hinweg kann folgendermaRen interpretiert werden:

® Denaturierung der Enzyme des Teststreifens im Sauren/Alkalischen = GOD-
Test funktioniert nicht mehr
<& Dagegen spricht der Farbumschlag nach neun Wochen bei pH=1.

® zu geringe Konzentration an Steviolglycosiden in den pH-Lésungen =>
Farbumschlag wird nicht registriert
<& Auch hiergegen spricht der Farbumschlag nach neun Wochen bei pH=1.

® hohe Stabilitit der Steviolglycoside gegeniiber salzsaurer und alkalischer
Losung bei Raumtemperatur aufgrund ihrer Form = Ester-Bindung an C-19 nur
durch stark saure Lésung (hohe H3;O'-Konzentration) in lingerem Zeitraum
angreifbar

Aus dem durchgefiihrten Versuch zur Bestandigkeit der Stevia-SiiSstoffe unter dem
Einfluss verschiedener pH-Werte kann fiir die Anwendung der Steviolglycoside
abgeleitet werden, dass sie als Zusatz in nicht erhitzten, nicht neutralen Lebensmitteln
(Raumtemperatur) tiber mindestens zwei Wochen im pH-Bereich von pH=2 bis pH=14
gut lagerfahig sind.
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3.3.2.3 Enzymatische Spaltung von Steviolglycosiden mit -Glucosidase
Materialien und Gerate: 3 Reagenzglaser, Reagenzglasstander, Messkiivette, Spatel

Chemikalien: Universalindikator, B-Glucosidase, Steviosid-Pulver [95%; VitaNatura.de],
Wasser (Leitungswasser)

Sicherheitshinweis: Durchfiihrung unter Beachtung der Sicherheitsbestimmungen fir
den Unterricht (gemaR R-/S-Satze)

Aufbau und Durchfiihrung:

Reagenzglaser Reagenzglasstander

Universalindikator |

Maesskiivette

Steviosid-Pulver

B-Glucosidase

Spatel

Abb 115 Aufbau zum Stabilitdtstest: Enzymatische Zersetzung

(1) In jedes der drei Reagenzgldaser werden ca. zwei Milliliter Wasser gegeben. Zu
Reagenzglas | und Il werden jeweils drei Spatelspitzen Steviosid-Pulver, zu Reagenzglas
Il eine Spatelspitze B-Glucosidase zugefligt. Durch Schiitteln werden wadssrige
Losungen hergestellt.

(2) Je Reagenzglas werden vier Tropfen Universalindikatorlosung zugegeben, um den
pH-Wert und dessen Anderung bestimmen zu kdnnen.

(3) In Reagenzglas Il wird eine Spatelspitze B-Glucosidase zugefiigt.

Reagenzglas | und Ill fungieren als Vergleichslésungen zu Reagenzglas Il. Es wird
angenommen, dass durch das Enzym B-Glucosidase die Steviolglycoside mit Bindung
von B-D-Glucose an C-19 an dieser Bindung gespalten werden. Weiterhin miisste durch
die so freiwerdende Carboxygruppe eine saure Reaktion hervorgerufen werden
(Absinken des pH-Werts).

Um die Enzymaktivitat zu erhéhen, werden die drei L6sungen auf eine Temperatur von
40-50°C erwarmt.
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Beobachtungen und Auswertung:

Abb 116 Farbumschlag nach Enzymzugabe

Die Farbung der Losungen in den Reagenzgldasern ist unterschiedlich. Dies lasst sich
folgendermaRen erklaren:

® RG llI: leicht alkalisch aufgrund von Leitungswasser (c(OH (aq) > c(H30"(aq))) oder
leicht alkalischer Reaktion des Enzyms

® RG I: neutral = leicht saure Reaktion des Steviosid-Pulvers gegeniiber RG Il
- Vorliegen von Abbauprodukten mit freier Carboxygruppe im SuRstoff
-> saure Reaktion der Carboxygruppe

® RG II: leicht sauer = zusatzlich enzymatische Spaltung von Steviolglycosiden
durch B-Glucosidase an C-19 unter Freiwerdung von sauer reagierender
Carboxygruppe gegeniber RG Il (Bsp. Steviosid = —> Steviolbiosid, vgl. Abb
118)

-> saure Reaktion der Carboxygruppe fihrt zum Absinken des pH-Werts (von pH=7 auf
pH=~6,5) im Reagenzglas Il (s. Abb 119)
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Abb 118 enzymatische Spaltung von Steviosid mit B-D-Glucosidase
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Abb 119 saure Reaktion der Carboxygruppe von Steviolbiosid

Der Nachweis der enzymatischen Spaltung des Stevia-Slif3stoffs gelingt mit Hilfe des
geringen Farbumschlags des Universalindikators.

Die Steviolglycoside lassen sich folglich relativ einfach in wassriger Losung durch
Erhitzen oder Zugabe eines geeigneten Enzyms spalten. Gegeniliber dem Einfluss
unterschiedlicher pH-Werte sind sie in gel6ster Form bei Raumtemperatur relativ

stabil.
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Mit Untersuchung der Stabilitdt der Diterpenglycoside im Allgemeinen und der
enzymatischen Zersetzung im Besonderen wird bereits der Weg zum nachfolgenden
Abschnitt der Seminararbeit bereitet.

Durch die Erkenntnisse Uber die Vielzahl in den Blattern enthaltener Verbindungen
sowie die Gewinnung und Haltbarkeit der Steviolglycoside wird im Abschnitt ,Von der
SiRe zu den StRigkeiten” auf folgende Fragen in Theorie und Praxis eingegangen:

Wie verhalten sich die stien Verbindungen in Speisen und im menschlichen Kérper?

Ist der SURBstoff der Stevia rebaudiana wirklich ,das natiirlichste, sicherste und
gesiindeste Siifsungsmittel auf dieser Erde” (Intl) oder eine toxische Substanz mit
undurchsichtigen Folgen?

Und schliefllich: Koénnen die Steviolglycoside eine Alternative zu gewdhnlichem
Haushaltszucker darstellen?
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4. VON DER SUSSE ZU DEN SUSSIGKEITEN

Anbau, Nachweis und Gewinnung der siiRen Bestandteile der Stevia rebaudiana sind
fir den Eigenbedarf moglich. Geslt wird traditionell mit Saccharose. Wegzudenken
ist diese weiRe Substanz aus den Kiichen nicht. Auf vielfaltige und oft versteckte Weise
findet Saccharose den Weg in Friihstlick, Mittag- und Abendessen. Welche neuen
Chancen, Potenziale aber auch Risiken ergeben sich in diesem Zusammenhang mit
Steviolglycosiden fiir die siiRe Konsumwelt?

4.1 Stevia als Siiungsmittel

Der Markt an synthetischen SiRstoffen ist in der Gegenwart, wie eingangs
beschrieben, vor allem Acesulfam-K, Aspartam, Cyclamat und Saccharin vorbehalten.
Zahlreiche ,Light-Produkte” enthalten diese Zuckeraustauschstoffe und ermdglichen
sie somit fur Diabetiker, denen die Zuckeraufnahme verwehrt ist. Als Alternative mit
nattrlichem Ursprung zu den synthetischen StiRungsmitteln ware hier der Einsatz von
Stevia-Extrakten denkbar. In diesem Zusammenhang interessieren besonders der
Geschmack und die sensorische Wahrnehmung der Steviolglycoside im Bezug zu
Saccharose. Damit lasst sich beantworten, inwiefern Stevia-gesiiRte Nahrungsmittel
geschmacklich durch Konsumenten akzeptiert werden.

4.1.1 Geschmackliche Eigenschaften gegeniiber Saccharose

Mit der zuckersiiBen Chemie von Saccharose konnen viele SiRstoffe aufgrund
fehlender vollmundiger SuRe, Bitterkeit und/oder einem charakteristischen
Beigeschmack nicht konkurrieren. Mit der umgangssprachlichen Bezeichnungen
Zuckerpflanze fiir die Stevia rebaudiana (Bertoni) wird hingegen eine starke Ahnlichkeit
zum wichtigsten europdischen StiBungsmittel angedeutet.

Im Gegensatz zu synthetischen SiRstoffen 8 - =
Steviolglycosid SiRkraft (Saccharose = 1)

wird die SiiBe der Steviolglycoside als

Rebaudiosid & 200-300
vollwertig  bezeichnet. Obwohl die RebaudiosidB | 150
SiRkraft der einzelnen Verbindungen RebaudiosidC | 10
deutlich Uber der von Saccharose liegt (S.  Rrebsudiosidd 221
Tab 6), kann der sensorischen Bewertung  RebsudiosidE 174
ein dem Haushaltszucker nahes SiRprofil Rebaudiosid F 200
angelegt werden. Die Beurteilung der | S5teviosid 210
Geschmacksrichtung ,stR“ im zeitlichen Steviolbiosid _ 30
Verlauf wahrend und nach dem Verzehr  Rubusosid 114
gesifter Lebensmittel dhnelt damit der  PulcosidA 30
Wahrnehmung von  Saccharose. Das Tab 6 SiiRkraft der Steviolglycoside

sensorisch hochwertigste Diterpenglycosid
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ist dabei Rebaudiosid A, gefolgt von Steviosid, Rebaudiosid C und Dulcosid A (nach Lit1,
S.34; Int3, Int4, Int22).

Die Intensitat des siiRen Geschmacks der Verbindungen variiert je nach gebundenem
Zucker. So weisen Rebaudiosid C und Dulcosid A im Verhaltnis zu Rebaudiosid A und
Steviosid eine geringere SifRkraft auf, da sie Rhamnose anstatt Glucose im Molekdl
binden. Mit der bis zu 300-fachen StRkraft von Saccharose zdhlen die Steviolglycoside
zu den kalorienarmen StBungsmitteln (2,3 kcal/g), da nur geringe Mengen bei der
Zubereitung von Lebensmitteln verwendet werden missen. Untersuchungen fiihren
zu der Annahme, dass die sliBen Verbindungen keinen cephalischen Effekt
hervorrufen. Dies bedeutet, sie fihren nicht zum Absinken des Blutzuckerspiegels
durch erhohte Insulinsekretion und damit zu einem raschen Hungergefiihl (nach Lit1,
S.44; Int5, Int13, Int22).

Je nach Kombination mit anderen SiRstoffen oder Aromen wirken die
Diterpenglycoside geschmacksverbessernd, geschmacksverstarkend und synergistisch.
In der Folge muss insgesamt weniger StURstoff eingesetzt werden, um fir ein Produkt
eine bestimmte Empfindung der Siifle zu erhalten. Die Bewertung des Stevia-Sil3stoffs
hinsichtlich des Geschmacks ist sehr subjektiv und inhomogen. Testpersonen nennen
jedoch vorwiegend einen an Lakritz erinnernden Nachgeschmack und eine mit
steigender Konzentration der Steviolglycoside in den Nahrungsmitteln zunehmende
Bitterkeit, fir deren Wahrnehmung zwei Geschmacksrezeptoren der Zunge
verantwortlich sind. Durch optimale Dosierung der Diterpenglycoside kann ein
negativer Beigeschmack weitgehend reduziert werden. Je nach Reinheit, Gehalt der
einzelnen Steviolglycoside in der Mischung des SiRstoffs sowie nach dem
Herstellungsverfahren ergeben sich fir die Steviolglycoside-Produkte voneinander
abweichende Geschmacksmuster (nach Int1, Int4, Int8, Int37, Int38, Int39, Int51).

Die funktionellen Eigenschaften des SiiBstoffs der Stevia rebaudiana weichen vor allem
beim Backen von Lebensmitteln von Saccharose ab. Von der zweifelhaften Stabilitat
der Verbindungen bei hohen Temperaturen abgesehen, fiihren die Steviolglycoside
selbst zu keiner Braunung von Geback, wie sie bei Saccharose eintritt. Lebensmittel
konnen mit den Diterpenglycosiden nicht konserviert werden, da die Mengen des
SiRstoffs in den Nahrungsmitteln zu gering sind. Dies flhrt dariiber hinaus dazu, dass
aufgrund des ungleichen SuRkraftverhéltnisses zu Zucker ein Teil der Fillmenge des
Teigs von Backwaren wegfillt und somit neue Rezeptkompositionen entwickelt
werden missen (nach Lit1, S.52; Int39).

Beflirworter des Stevia-SliRstoffs heben schlielich hervor, dass dieser ,nicht
suchterzeugend wie etwa Zucker” (Int23) wirkt. Ob man Zucker im Allgemeinen als
Suchtmittel bezeichnen kann, ist zwar umstritten, die SUBung von Lebensmitteln mit
Steviolglycosiden stellt auf jeden Fall eine Herausforderung an Rezepte und
Geschmacksgewohnheiten.
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4.1.2 Herstellung von Siif3speisen mit Stevia-Siifde

Die angesprochene Herausforderung flihrt zur Zubereitung von Nahrungsmitteln mit
den SuBungsmitteln Steviosid-Pulver und Stevia-Tafelsiile. Als Grundlage fir das
Kochen und Backen von Lebensmitteln mit Steviolglycosiden wird die Zulassung dieses
SuRstoffs von der Europdischen Kommission im November 2011 herangezogen.
Folglich wird zunachst davon ausgegangen, dass der Konsum des Stevia-SuiRstoffs,
trotz moglicher Zersetzung der Verbindungen bei der Zubereitung der Speisen, sicher
ist.

4.1.2.1 Geschmackstest mit Vanille-Pudding

Zur Bewertung von Geschmack und SiRe von Speisen werden Produkte ausgewahlt,
welche herkémmlich mit Zucker gestfRt worden sind und nun ebenso mit den
Extrakten der Stevia rebaudiana hergestellt werden. Diese Lebensmittel sollen
moglichst bekannt und beliebt sein, damit die Testpersonen bereits eine
Geschmacksvorstellung von den Produkten besitzen. Als erste Speise wird aus diesem
Grund Vanillepudding ausgewahlt.

Zutaten: 10 Packchen Vanillepudding-Pulver, 200 g Haushaltszucker, 20 g Stevia-
TafelsiiRe (mit Maltodextrin/ Nevella), 5 L Milch

Materialien: Rihrbecher, Handrihrgerat, Waage, Loffel, Messbecher, Topf,
Rihrbesen, Kochplatte, Schopfloffel, 60 Plastikschdlchen mit Deckel, Etiketten mit
Beschriftung

Zubereitung:

| Topf H Handriihrgerat ” Zurker I Milch J

Srev:a TafelstiRe l
Wa age |
Py

Srevy

<

Messbecher l
Pudding-Pulver —_
Riihrbesen | 7 o N 1 Schopfloffel l
el ' i’ g
Plastikschalchen : o r »

' Loftel |

Abb 120 Aufbau zum Kochen von Vanille-Pudding
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(1) In einem Kochtopf werden nacheinander je zwei Liter Milch erhitzt und zum Sieden
gebracht.

(2) Wahrend des Erhitzens der Milch werden in einem Rihrbecher 200 g Zucker (bzw.
20 g Stevia-TafelsiRe) zusammen mit finf Packchen Vanille-Pudding-Pulver
(zuckerfrei) und einem halben Liter Milch vermischt.

(3) Kurz bevor die Milch siedet, gibt man jeweils die vorbereitete Pudding-Masse hinzu
und rihrt kraftig bis zum Eindicken der Flussigkeit.

(4) Mit einem Schopfloffel wird der fertige Pudding auf 30 verschlieRbare
Plastikschdlchen zu gleichen Mengen verteilt. Nach dem Abkihlen werden die
Schalchen verschlossen und mit den Nummern 1 (fiir mit Stevia gestiRten Pudding) und
2 (fir mit Saccharose gesifRten Pudding) etikettiert.

Durch die Etikettierung soll eine Verwechslung bei der Ausgabe an Testpersonen
ausgeschlossen werden.

Durchfiihrung des Geschmackstests:

Die Auswahl der Testpersonen findet im Rahmen des W-Seminar Chemie 2011/2012,
der Schilerzeitung VaHiG des Veit-Hoser-Gymnasiums Bogen und freiwilliger Personen
(in-und auRerschulisch) statt.

(1) Vor der Durchfihrung des Geschmackstests werden Bewertungsboégen zur
Beurteilung des Vanille-Puddings nach verschiedenen Kriterien erstellt (vgl. Anhang zu
4.1.2.1, S.147). Die Testpersonen bewerten Aussehen, Geruch, erster Eindruck,
Konsistenz, Geschmack, Nachgeschmack und den Gesamteindruck fiir jeden Pudding.

(2) Jede Testperson erhalt zwei Pudding-Schalchen mit Etikett, einen Léffel und einen
Bewertungsbogen. Vor dem Probieren sollen zunachst die Kriterien des Bogens
Uberflogen werden, um anschlieBend eine ernsthafte Meinung wiedergeben zu
kénnen.

Die ausgefillten Bogen werden

Tester-Gruppe Anzahl
eingesammelt und ausgewertet. Am —
. Schiiler/innen Jahrgangsstufe 7 3
Geschmackstest zum mit Zucker oder
Stevia  gesiiRten  Vanille-Pudding Schiiler/innen Jahrgangsstufe 8 3
haben insgesamt 36 Testpersonen Schl'jler/innenJahrgangsstufeQ 1
teilgenommen, die sich in drei Fallen Schiiler/innen Jahrgangsstufe 10 4
die Pudding-Schalchen zu zweit geteilt ST 27D = BT e [ e 7 B 18
haben. Die Tester/innen sind gleich -
. . Lehrkrafte 6
auf beide Geschlechter verteilt.
AuRerschulisch 1

Tab 7 Zusammensetzung der Testgruppe
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Beobachtungen:

Abb 121 abgefiillter Vanille-Pudding

vor dem Essen’

Sifsungsmittel Zucker

® appetitliches (81%), neutrales (19%)
Aussehen

® angenehmer (83%) Geruch
Vanille (44%) und Milch

nach

beim Essen

Sifungsmittel Zucker

® erster Eindruck: siiB (92%), Vanille
(47%)

® normale(80%), fest 8,3%) bis flissige
(8%) Konsistenz

® vorwiegend siR (97%) und vanillig
(44%)

® angenehm (67%) bis zu suR (39%)

® angenehm siiBer (61%) bis klebrig
(25%), (36%)
Nachgeschmack leichter
Bitterkeit (2,8%)

stiler vanilliger

mit

Abb 122 Kochen von Vanille-Pudding

Sifungsmittel Stevia-TafelsiifSe

® appetitliches (54%), neutrales (48%)
Aussehen

® angenehmer (94%), vanilliger (64%)
Geruch

Sifungsmittel Stevia-Tafelsiifse

® erster Eindruck: Vanille (50%), bitter
(22%), stk (17%)

® normale (64%), fest (25%) bis fliissige
(8,3%) Konsistenz

® vorwiegend vanillig
(31%) und sif3 (8,3%)

® kaum/nicht siiR (33%), zu wenig siR
(67%) bis angenehm st (11%)

® bitterer (36%), vanilliger (19%) bis
kein (25%) Nachgeschmack

(39%), Dbitter

! Angaben in Klammern entsprechen Anteilen an den Testpersonen; Mehrfachnennungen maglich
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Gesamteindruck (nach dem Essen)

Ein Geschmacksunterschied zwischen den beiden Puddings wird von allen

Testpersonen festgestellt. Der mit Saccharose gesifite Vanille-Pudding liberzeugt 31,

der Stevia-gestiRte Pudding nur vier Tester.

Gesamteindruck

50%
45%
0% +— —F —
35% +— ——F —
30% +— ——— ——
25% +— ———F —
20% 4~ - Puddingl
15% — ——— — Pudding2
10% +— — —
5% -+ — — —
0% T T T T T )
Notel Note2 Note3 Note4 Note5 Noteb

Benotung

Anteil der Testpersonen

Abb 123 Gesamtbewertung von Pudding 1 (mit Stevia) und Pudding 2 (mit Saccharose)

Auswertung:

Aus den Beobachtungen beim Geschmackstest mit Vanillepudding lassen sich

interessante Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen den beiden Puddings

herausgreifen.

kaum optischer Unterschied und dhnliche Konsistenz

- identische Zubereitung

verstarkter Geruch und Geschmack nach Vanille beim Stevia-gesiRten Pudding
- geschmacksverstarkende Wirkung der Steviolglycoside, welche das
Vanillearoma hervorhebt

wahrnehmbar bitterer Geruch, Geschmack und Nachgeschmack des Stevia-
Vanille-Puddings

- evtl. SuBstoff von nicht ausreichender Reinheit; Eigenschaft der
Steviolglycoside

kraftigere StiRRe des Saccharose-Puddings im Verhaltnis zum Stevia-Pudding

- Gewohnung des Geschmacks an mit Saccharose gesiiRte Produkte

- zu geringe Menge an Stevia-SURstoff (nach Umrechnung der TafelsiRe
gegeniber Zucker)
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Machgeschmack  appetitliches
bitter Aussehen

L —— neutrales
Machgeschmack Vanille = v~ Aussehen
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Abb 124 geschmackliche Gesamtbewertung des Stevia-Puddings (griin) und des Zucker-
Puddings (orange): ein Ring entspricht 20% der Testpersonen

Die insgesamt bessere Bewertung erhalt der mit Saccharose gesiifSte Pudding mit einer
Durchschnittsnote von 1,78 im Vergleich zum Stevia-gesiiRten Pudding mit 3,33.

Daraus geht hervor, dass der Geschmack der Steviolglycoside gegeniber Saccharose in
der zubereiteten SiiRspeise nicht vollstandig Uberzeugen kann. Die Meinungen der
Tester bestdtigen hiermit die theoretisch erlduterten Eigenschaften der
Steviolglycoside, dem SuRprofil von Zucker zwar nahe zu kommen und gegentiber den
Aromen geschmacksintensivierend zu wirken, aber zugleich einen bitteren
Beigeschmack zu entfalten.

Schlief3lich ist auffallig, dass die Meinungen der Testpersonen bezliglich des Stevia-
Puddings deutlich starker streuen als die Bewertungen des herkommlich hergestellten
Vanille-Puddings (z.B. beim Nachgeschmack). Eine vollwertige Alternative scheint der
Stevia-SiiRstoff gemaR dieses Tests (noch) nicht darzustellen, auch wenn es positive
Effekte bezlglich der geschmacksverstarkenden Wirkung gibt.

Ob sich der Ausgang dieses Tests fir die Verwendung der Steviolglycoside als StiBstoff
verallgemeinern lasst, sollen weitere Rezepte zeigen. Auf eine ausfiihrliche statistische
Erhebung wird in der Folge der Einfachheit halber verzichtet.
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4.1.2.2 Rezept Apfel-Birnen-Kuchen

Als Grundlage fiir eine zweite Meinungsumfrage zu mit Steviosid-Pulver gesiiRten
Lebensmitteln wird ein speziell fir diesen SuBstoff konzipiertes Rezept verwendet
(Rezept nach Litl, S.120). Damit soll gewahrleistet werden, dass das Produkt eine
wohlschmeckende Zutatenkombination beinhaltet.

Zutaten: 1 Apfel, % Birne, Zitronensaft, 90 g Margarine, Steviosid-Pulver [95%;
VitaNatura.de], 3 Eier, flUssiges Zitronenaroma, 300 g Mehl, 1 Packchen Backpulver, ca.
200 mL Milch, Pfirsichmarmelade

Materialien: Waage, Messer, Teller, Rihrschissel, Handrihrgerat, 2 Tassen,
RiUhrbecher, Backpapier, Springform, Backpinsel, Backofen, Mikrowelle

Zubereitung:

Milch

Zitronensaft
Mehl B

Margarine

Steviosid-Pulver Backpulver

Apfel Pfirsich-

Marmelade

Zitronenaroma
Ei

Abb 125 Zutaten Apfel-Birnen-Kuchen

(1) Apfel und Birne werden geschalt, halbiert und in Stiicke geschnitten. Die
Obsthalften werden auflen leicht mit dem Messer eingeschnitten, mit Zitronensaft
betrdufelt und auf einen Teller gelegt.

(2) In einer Rihrschiissel werden 90 g Margarine, 3 Eigelb, drei Messerspitzen
Steviosid-Extrakt-Pulver und ein Flaschchen fliissiges Zitronenaroma zu einer
schaumigen Masse verrihrt.

(3) 300 g Weizenmehl, ca. 200 mL Milch und ein Packchen Backpulver werden unter
die Eigelbzubereitung gemengt und zu einem feinen Teig gerihrt.

(4) In einem Rihrbecher werden drei Eiweile steif geschlagen und anschlieBend
vorsichtig unter den Kuchenteig untergehoben.
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(5) Der Teig wird in eine mit Backpapier beschichtete Springform gefiillt. Auf der
Teigoberflache werden die Obststlicke verteilt

Der Kuchen wird flr 55 Minuten im vorgeheizten Backofen bei 150°C gebacken. Nach
der Entnahme aus dem Ofen koénnen die Friichte noch mit Pfirsichmarmelade
bestrichen werden. In diesem Fall ist das Rezept aber nicht véllig ,,zuckerfrei”.

Durchfiihrung der Meinungsumfrage:

Der fertige Kuchen wird an 20 Testpersonen ausgegeben und die Bewertung im
Rahmen des Veit-Hoser-Gymnasiums

Tester-Gruppe Anzahl
mit Schilern und Lehrkrdften sowie
auRerschulischen Freiwilligen Schiler/innen Jahrgangsstufe 11 16
durchgefiihrt. Die Teilnehmer werden | Lehrkrafte 2
gebeten, ihre Meinung und AuBerschulisch 2

Bemerkungen zum Geschmack des
Tab 8 Zusammensetzung der Testpersonen

Kuchens auf einem Zettel zu notieren.

102



Beobachtungen und Auswertung:
beim Backen

Wahrend des Backvorgangs geht der Teig luftig
auf, sinkt nach der Entnahme aus dem Ofen
jedoch wieder ein.

2> Zersetzung von Backpulver
(Natriumhydrogencarbonat) fahrt zur
Freisetzung von Kohlenstoffdioxid, welches den
Teig locker macht (nach Int41)

2 NaHCO3 ——» Na,COs3+ H,0 + CO, (8)

- fehlende Fillmenge von Zucker fuhrt zum
festeren Teig nach dem Abkihlen (CO,
entwichen)

geschmackliche Bewertung

Abb 126 Apfel-Birnen-Kuchen

Die einzelnen Meinungen der Testpersonen beziglich SiiRe, Konsistenz und

auftretender Bitterkeit weichen ebenso wie

beim vorhergehend beschriebenen

Geschmackstest mit Vanille-Pudding stark voneinander ab (vgl. Anhang zu 4.1.2.2,

S.150). Kennzeichnende Gegensatze ergeben sich aus folgenden Bewertungen:

(ZS s SO0 \ﬂ‘&‘l’i"«x 1 _S((F( ’-3

L] 6&“&(\ LR SQ\(}T‘L‘? e S qu

S W TP ~
Htrsofy, Lt M W’J
- 2 i/

_;.l(‘uc N Lo EEN WML SUSE: D) St 5""‘ /V/"M mﬁ LI;JWA/’))
\ - =~ 11

'rz)‘\k{;(’j Mo "'f;“‘ b

! MNickt Lot He

' - S

Abb 127 reprasentative, kontrastidre Bewertungen des Apfel-Birnen-Kuchens

Die stark variierenden Beurteilungen des Kuchens fiihren zu der Hypothese, dass das

subjektive Geschmacksempfinden je nach personlichen Essgewohnheiten zu keiner

einheitlichen Einschatzung fihren kann.
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Die Ursachen der genannten, tendenziell negativen geschmackliche Eigenschaften des
Kuchens lassen sich auf folgende Grundlagen zuriickfiihren:

® feste, trockene Konsistenz
-> Fehlen des ,Fullstoffs“ Saccharose und damit im Bezug zu weiteren Zutaten
erhohter Anteil des Mehls im Teig

® wenig fruchtiger Geschmack
- relativ geschmacksneutrales Obst
-> evtl. zu wenig Zitronenaroma

® (ibertriebene bis zu wenig ausgepragte SiiRe
- schwierige Dosierung des SiRBstoffs aufgrund seiner hohen SiRkraft und
synergistischer ~ Effekte mit  weiteren  Zutaten und  personliche
Vorlieben/Anspriiche der Probanden

® Bitterkeit
-> Eigenschaft der Steviolglycoside bei falscher Dosierung

Neben den negativen Teilaspekten lasst sich aus den Bewertungen jedoch eine positive
Gesamttendenz erkennen. Demnach sei die ,Zusammensetzung gut aufeinander
abgestimmt” und , lecker” (Meinungen zweier Testpersonen).

Y “tiéff r VL ‘\', / /7«/7/ (;
\VI__‘/ 1 d" (;~ :
,—dw}t’[]kff' s(‘:v}\, — gl | ‘}

i gh = 24 §Ce /' S

oo

Abb 128 positive Bewertungen des Apfel-Birnen-
Kuchens

Aufgrund der uneinheitlichen Kritiken des Stevia-gesiiBten Kuchens kann bisher
insgesamt keine eindeutige Antwort auf die Frage nach einer reellen Zuckeralternative

in Form von Steviolglycosiden gegeben werden.
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4.1.2.3 Rezept Mandel-Sandkuchen

Das vorhergehende Rezept ist auf Basis des Stevia-StRstoffs konzipiert worden. In
weiteren Schritten werden Kuchen auf eigentlicher ,,Zuckerbasis” mit Steviolglycosid-
Pulver gesiiRt (Rezept nach Lit7, S.348).

Zutaten: 200 g Margarine, 4 Eier, 150 mL Milch, 1 Prise Salz, 1 Bittermandel-Aroma,
425 g Mehl, 125 g Speisestarke, Steviosid-Pulver [95%; VitaNatura.de], 1 Packchen
Backpulver

Materialien: Waage, Riihrschiissel, Handriihrgerat, Backpapier, Springform, Backofen

w’r 1

. e
£y — Mehl

==

-
- Backpulver
[ =Rt |

Steviosid-
— / Pulver
-

i ~ Salz
e | 0000

Zubereitung:

Milch

Speisestarke

Margarine

Bittermandel- s
Aroma e

Abb 129 Zutaten fiir Mandel-Sandkuchen

(1) Die Margarine wird unter Zugabe der Eier schaumig gerihrt. Eine Prise Salz und das
Bittermandel-Aroma werden zugegeben.

(2) Das Backpulver wird mit Mehl und Starkemehl gemischt und zusammen mit der
Milch dem Teig zugegeben.

(3) Anstelle des Zuckers werden vier Messerspitzen Steviosid-Pulver zugegeben und
der Teig zu einer homogenen Masse verriihrt.

Der in eine Springform gefiillte Kuchenteig kann mit Mandelplattchen bestreut werden
und wird bei 150°C Umluft im vorgeheizten Backofen fiir ca. eine Stunde gebacken.
Nach dem Backen soll der Kuchen auskihlen und wird dann aus der Springform
entnommen.
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Durchfiihrung der Meinungsumfrage:

15 Testpersonen des Veit-Hoser-Gymnasiums Bogen und aufllerschulische Freiwillige
werden gebeten, ihre Meinung zum Kuchen auf einem Zettel zu notieren.

Beobachtungen und Auswertungen:

© i oniacy ]

Giperhmoch %w ‘k\-\Nu .| o

e,

Abb 130 kontrastdre Meinungen der Probanden

Abb 131 Mandel-Sandkuchen

Ahnlich dem obigen Ergebnis beim Stevia-Kuchen sind die Einzelmeinungen der
Probanden lberwiegend gegensatzlich (vgl. Anhang zu 4.1.2.3, S.151).

Aus den Bewertungen der Testpersonen lassen sich drei wesentliche Tendenzen des
Mandel-Sandkuchens festhalten:

® trockener Teig:

- Substitution von Saccharose durch Zugabe einer erhéhten Menge Mehl (Starke) -
hoherer Anteil an wasserbindender Starke im Kuchen - Verhaltnis von Milch
(Feuchtigkeit) zum Mehl (Starke) sinkt - trockener Teig

. leider cinbischan. =y
nocnen gz [ I

Abb 132 Bewertung des Sandkuchens: ,trocken"

® geringe SiiRe:

- zu geringe Menge an Steviosid-Pulver

" /)

mcht SV RS

Abb 133 Bewertung des Sandkuchens: ,,wenig siR"
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® langanhaltender Nachgeschmack/Bitterkeit:

- geschmacksverstarkende Wirkung der Steviolglycoside gegeniiber Aromen
-> lakritzartig-bitterer Beigeschmack der Steviolglycoside

['\;lugl&)c‘ O TP 00

Abb 134 Bewertung des Sandkuchens: ,,Nachgeschmack" und , Bitterkeit”

Aus den Wertungen geht hervor, dass sich ein Kuchenrezept, bei dem der Anteil an
Saccharose im Bezug zu Mehl und Stérke relativ hoch ist (40%), eher weniger mit

Steviosid-Pulver und partieller Substitution des Zuckers durch zusatzliches Mehl
zubereiten lasst.
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4.1.2.4 Rezept Tarte au citron

Mit Hilfe der Erkenntnis, dass der Teig eines Kuchens durch zusatzliches Mehl fester
und trockener wird, wird ein Kuchen mit Stevia-SiiBe gebacken, bei dem eine
entsprechende Zucker-Substitution mit Mehl nicht nétig ist (nach Lit8, S.40).

Zutaten: Teig: 150 g Mehl, 125 g Margarine, 1 EL Wasser; Fillung: 150 mL Sahne, 4
Eier, Zitronen-Aroma, 12 EL Zitronensaft; Steviosid-Pulver [95%; VitaNatura.de]

Materialien: Waage, Rihrschiissel, Handrihrgerat, Backpapier, Springform, Loffel,
Gabel, Backofen, Kiihlschrank, Frischhaltefolie, Alufolie

I etgeez—m |
Mehl 1 Zitronensaft
Zitronen- J Margarine ‘
Schalen-Aroma — =
| Steviosid-
Sahne /" Pulver

Ei |

Abb 135 Zutaten fiir Tarte au citron

(1) Der Teig wird aus dem Mehl, der Margarine, dem Wasser und einer Messerspitze
Steviosid-Pulver mit den Fingern durch Kneten geformt, in Frischhaltefolie gewickelt
und fir ca. 30 Minuten in den Kihlschrank gestellt.

(2) Nach der Ruhezeit wird der Boden der Springform mit dem Mirbteig ausgekleidet
und dessen Oberflache mit einer Gabel eingestochen.

(3) Nach weiteren 30 min im Kiihlschrank wird der Boden der Tarte fiir 15 min unter
Abdeckung mit Alufolie bei 150°C vor- und nach Entfernen der Folie weitere 15 min
golden gebacken.

(4) Aus den Eiern, Sahne, drei Messerspitzen Steviosid-Pulver, Zitronen-Schalen-Aroma
und Zitronensaft wird die Flllung zubereitet und auf dem vorgebackenen
Kuchenboden verteilt.

Der Kuchen wird fiir 20 Minuten bei 150°C Umluft im vorgeheizten Backofen gebacken
bis die Fillung fest wird. Die Menge an zugegebenem Steviosid-Pulver wurde durch
Geschmacksproben wahrend der Zubereitung ermittelt.
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Beobachtung und Auswertung:

Die Tarte au citron weist eine
appetitliche, goldbraune Farbung auf.
Der Mirbteigboden ist fest, die Fillung
weich. Zwei Testpersonen halten fest,
dass der Kuchen intensiv nach Zitrone
schmeckt und sUR ist. Hervortretende
Bitterkeit wird nicht wahrgenommen.

Abb 136 Tarte au citron

Analog zu den vorhergehenden Beschreibungen lasst sich die kraftige Wahrnehmung

des Aromas auf die Geschmacksverstarkung durch die Steviolglycoside zurilckfihren.

Fehlende Bitterkeit, passende Konsistenz und angenehme SiBe weisen auf eine

angepasste Konzentration des Sii3stoffs im Kuchen hin.

Da beim Miirbteigboden an sich nach dem Grundrezept wenig Zucker (25 g) verwendet

werden muss, fehlt beim Teig die Flllmenge von Saccharose nicht. Gleiches gilt fur die

Fillung, bei der der fehlende Zucker durch die anderen Zutaten kompensiert wird.

Dieses Rezept scheint sich daher alternativ zur Verwendung von Haushaltszucker mit

Steviolglycosid-Pulver ohne negative Beeinflussung des Geschmacks zubereiten zu

lassen.
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4.1.2.5 Rezept Vanille-Gltickskekse

Ein Sprichwort behauptet ,siif macht gliicklich”. Den Wahrheitsgehalt hinter dieser
Formulierung zu durchleuchten, wirde an dieser Stelle zu weit flhren. Fir die
Zubereitung einer weiteren SiiRspeise neben den vorgestellten Kuchen kann diese
(Schein-)Weisheit jedoch nitzlich umformuliert werden. Macht der Stevia-SiiRstoff
Vanille-Glickskekse angenehm siR?

Zutaten: 3 EiweiR, 80 g Mehl, 45 g Margarine (geschmolzen), Steviosid-Extrakt-Pulver,
% Buttervanille

Materialien: Schissel, Tasse, Handrihrgerdt, Teeloffel, Backblech, Backpapier,
Backofen

Zubereitung:

Mehl

Steviosid-Pulver

Margarine

Ei

Vanille-Aroma

Abb 137 Zutaten fiir Vanille-Gliickskekse

(1) Das vorbereitete Eiweild wird in einer Schiissel zundchst schaumig geriihrt, dann die
Margarine untergemischt und beide Zutaten luftig geschlagen.

(2) Zu der EiweiBRmasse wird eine Messerspitze Steviosid-Extrakt-Pulver, ein halbes
Flaschchen Buttervanille-Aroma und 80 Gramm Mehl zugefiigt und alles zu einem
glatten Teig verrihrt.

(3) Auf ein mit Backpapier ausgelegtes Backblech werden mit einem Teel6ffel zwei bis
vier Millimeter diinne, ca. vier bis sechs Zentimeter groRe, runde Teigklekse verteilt.

Die Kekse werden bei 150°C Uber 15 Minuten gebacken, bis die Riander der Taler
goldbraun sind. Mit einem Messer kénnen die noch warmen Kekse (ca. 20 Stlick) vom
Backpapier abgel6st und je nach Wunsch gefaltet werden (Rezept nach Int40).
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Die fertigen Kekse werden zum Probieren an freiwillige Testpersonen des Veit-Hoser-
Gymnasium Bogens verteilt und deren Bemerkungen zum Geback notiert.

Beobachtungen und Auswertung:

beim Backen

® | Flissigkeitsperlen” an der Oberfliche der
Kekse
- erhitztes, geschmolzenes Fett

® hart, knuspriges Gebéck
-> Feuchtigkeitsentzug durch Backvorgang

geschmackliche Bewertung Abb 138 Stevia-Vanille-Gliickskekse

Die mit Stevia gesifRten Gllckskekse mit
Vanillearoma bestatigen die bisherige Erkenntnis, dass das StiBungsmittel ,Stevia” als
vollwertiger Zuckerersatzstoff

2 — L . ; )
verwendet werden kann, jedoch gut Lrinnerung an ¢ H.’Qu{gf %:_
geschmacklich  nicht  vollstandig [— (= Stevia- \V?””Im!‘ ?I""{;mi‘?j o
akzeptiert wird. = — - &

E besser wie beim Chinesen g
® keine Bitterkeit T ——
_ _ 2 wenig sich
> geeignete Dosierung Q| | Dwirdbeim Essensicherund
< geringe SiiRe 'F{_% geschmackvpller
® typischer Geschmack der |Z > nach Lingeren Kaven sich
Steviolglycoside
gly f Kt ypiack wit STevia
"l'.

Abb 139 notierte Meinungen zu Stevia-Vanille-
Gliickskeksen

Zwar wird durch eine geeignete Dosierung kein storender, bitterer Beigeschmack
hervorgerufen, die Kekse werden dennoch Ilapidar als ,nicht schlecht, aber
ungewohnlich” bewertet.

Besonders hervorzuheben ist die Wahrnehmung eines ,[ilrgendwie typisch[en
Geschmacks] wie Stevia“. Daraus lieSe sich ableiten, dass bei mehrmaligem Verzehr
von Stevia-gesuRten Produkten das SiiBungsmittel anhand seines charakteristischen
Geschmacks erkannt werden kann. Damit einher geht die Frage, ob SiRspeisen unter
Vorgabe der Verwendung des Stevia-SiRstoffs aus einer bestimmten
Erwartungshaltung bezliglich des Geschmacks anders bewertet werden als mit Zucker
gesliRte Produkte. Mit der Beantwortung dieser Fragestellung sollen die Ergebnisse
der Geschmackstests unter einem groReren Blickwinkel betrachtet werden kénnen.
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4.1.2.6 Placebo-Geschmackstest mit Zitronenkuchen

Zur Untersuchung der genannten Frage wird auf einen schnell zuzubereitenden und an
Geschmack erprobten Kuchen unter Verwendung einer Backmischung zurlickgegriffen.
Dies bietet den Vorteil, ein akzeptiertes Produkt zu erhalten, bei dem jedes
Kuchenstiick zu den weiteren geschmacklich identisch ist.

Zutaten: Backmischung ,Zitronenkuchen®, 100 mL Milch, 150 g Margarine, 3 Eier,
Semmelbrosel

Materialien: Waage, Rihrschiissel, Handrihrgerat, Backform, Backpinsel, Loffel,
Backofen

Zubereitung:

Backmischung

Margarine \ i

Abb 140 Zutaten fiir Zitronenkuchen

(1) Die Backmischung, Milch, weiche Margarine und Eier werden in einer Rihrschissel
Uber mindestens drei Minuten kraftig zu einem cremigen Teig verrihrt.

(2) Die Backform wird mit geschmolzener Margarine ausgestrichen und mit
Semmelbrosel ausgekleidet, damit sich der Kuchen leicht herauslosen lasst. Der
vorbereitete Teig wird auf sechs Kuchenformen verteilt.

Der Zitronenkuchen wird bei 150°C Umluft im vorgeheiztem Backofen (iber 50 min
goldbraun gebacken. Durch Offnung des Backrohrs wird der fertige Kuchen langsam
abgekihlt, dann aus dem Ofen entnommen. Durch Stiirzen der Form kdnnen die
einzelnen Kuchen der Backform entnommen werden.

Alle sechs Kuchen sind identisch und mit Saccharose gesift.
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Durchfiihrung des Geschmackstest:

Drei der sechs im Durchmesser etwa zwolf Zentimeter grolRen Kuchen werden als ,, mit
Stevia gesuRt” ausgezeichnet, die anderen drei erhalten die Benennung ,mit Zucker
gestBt”. Die Testpersonen fir den Geschmackstest setzen sich aus 21
Oberstufenschiiler/nnen des Veit-Hoser-Gymnasium Bogens zusammen.

(1) Die sechs Kuchen werden zu gleichen Teilen in zwei verschiedenen, je nach
propagiertem SuBungsmittel beschrifteten Schisseln angeboten und mit zwei
unterschiedlichen Messern in jeweils acht Stiicke geschnitten.

(2) Zur Bewertung der Kuchen mit den ,verschiedenen” StiBungsmitteln Zucker und
Stevia erhalten die Probanden einen Bewertungsbogen, welcher die Bereiche
Konsistenz, Intensitdt des Zitronenaromas, SiRe, Bitterkeit, vorwiegende Eigenschaft
und die Benotung der Kuchen auffiihrt (vgl. Anhang zu 4.1.2.6, S.153).

Unter den Testpersonen ist aus vorhergehenden Geschmackstests bekannt, dass der
Stevia-SiiRstoff bitter schmecken kann. Die Probanden werden in den Glauben
versetzt, zwei unterschiedliche Kuchen zu testen.

Beobachtungen:

Abb 142 sechs identische Zitronenkuchen beim
Auskiihlen

Abb 141 Zitronenkuchen in Backform

Alle sechs Zitronenkuchen sind etwa gleich grof® und goldbraun gebacken. Bei der
Entnahme aus dem Backofen geht von den Kuchen ein angenehmer, sitiR-zitroniger
Duft aus.
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geschmackliche Einzelbewertung?

Sifungsmittel Zucker

® mittlere (57%) und weiche (43%)
Konsistenz

® leichtes Zitronenaroma (62%)

® ausgewogene SiiRe (62%)

® keine Bitterkeit (95%)

® vorwiegend siiR (62%)

® schlechteste Note: 3
® Gesamtnote: 2,0

Fazit und Vergleich

Zwei Drittel der Testpersonen

sind der

Placebo-Siifsungsmittel Steviosid-Pulver

® mittlere (43%) und weiche (57%)
Konsistenz

® ausgewogenes Zitronenaroma (62%)

® ausgewogene Siike (90%)

® keine (81%) bis
Bitterkeit

® vorwiegend Zitronengeschmack
(52%) und st (43%)

® schlechteste Note: 4

® Gesamtnote: 1,5

leichte (19%)

Meinungen, einen geschmacklichen

Unterschied zwischen den Kuchen feststellen zu kdnnen. Der als Stevia-gesuRter

Kuchen ausgegebene Zitronenkuchen wird dem mit Zucker gesifRtem allgemein

bevorzugt.

70%

Zuordnung des "besten" Kuchens

60% +—

50% +——

40%

30% +—

20% +—
10% +—

Anteil an den Testpersonen

0% T

Stevia-Placebo

propagiertes SiiBungsmittel

Zucker gleich

Abb 143 Bevorzugung des ,Stevia"-Kuchens

besserer Kuchen
absolute Zahl Anteil
Stevia 13 61,90%
o)
Zuc_ker 3 14,23% Tab 9 Bewertung der
gleich 5 23,81%|  Placebo-Kuchen

2 Angaben in Klammern entsprechen Anteilen an den Testpersonen
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Auswertung:

Die Betrachtung der unterschiedlichen Bewertungen der identisch zubereiteten
Kuchen fiihrt zu folgenden Ergebnissen, welche sich mit den genannten Hypothesen
erklaren lassen:

® ihnliche, aber nicht deckungsgleiche Konsistenz
- Erwartung des Vorliegens zweier unterschiedlicher Kuchen fihrt zur
Meinung unterschiedlicher Teigbeschaffenheit

® |eichteres Zitronenaroma beim ,Zucker-Kuchen
- mogliche Erwartung an siBen ,Zucker-Kuchen” und weniger siiRen ,Stevia-
Kuchen” fiihrt zur Aufwertung des Zitronenaromas beim ,,Stevia-Kuchen”

® ausgewogenere SiiRe beim ,Stevia-Kuchen”
- Vermutung geringerer StRkraft beim SuRstoff

® hohere Bitterkeit beim ,,Stevia-Kuchen”
- negative Erfahrungen mit bitteren Stevia-Produkten fiihren zur Ubertragung
dieser Eigenschaft der Steviolglycoside auf den scheinbar mit diesem SiiSstoff
zubereiteten Kuchen

® vorwiegender SiiRgeschmack beim ,,Zucker-Kuchen”
—> Erwartung hoherer StuRkraft bei Zucker im Gegensatz zum Stevia-SuRstoff

® bessere Bewertung des ,Stevia-Kuchens”
- positive Uberraschung Uber ausgewogene, nicht wie beim Zucker
hervortretende SiRe und augenscheinlich geringe bis keine Bitterkeit fiihren
zur Aufwertung des mit ,,Stevia“ gestiRten Zitronenkuchens

vorwiegend Zitrone fest
o -V mittlere
g e fondit
& ", L  oF 4
vorwlegend T . onsiste
bitter " - \,

/

vorwiegend /

i \u
siif { / 4|
f f lll
| |
[ II' | Intensives
! [Zitronenaroma
i [ | |
keinz
gitterkeit | | |I
\ \ |
| \ |
1 -‘ I.I
"'. | Busgewogenes
‘-.\ b 'l,f" Hironenaroma
mittlere % i
Bitterkeit %, i
1
N x‘ e v
S b s " leichtes
L e S R " Zironenaroma
'\-\_\ -
\._\_ .;'-
nichtsGE =i -
T zu siif
BUSEEWOgEEN
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Abb 144 geschmackliche Gesamtbewertung der Placebo-Kuchen (,,Zucker” in

orange/ ,Stevia“ in griin): ein Ring entspricht 20% der Testpersonen 115



Dem augenscheinlich mit Stevia gestfRten Kuchen wird vor allem die Charakteristik der
Bitterkeit von einem Teil der Probanden zugeschrieben. Auf dhnliche Weise frappiert,
dass die Annahme des Vorliegens unterschiedlicher Kuchen zu einer unterschiedlichen
geschmacklichen Bewertung flhrt.

Auf Grundlage dieser Erkenntnis missen die bisherig zubereiteten Speisen und deren
Beurteilung relativiert werden. Es ist demnach nicht auszuschliefen, dass der
»Nachgeschmack von Stevia“ bis zu einem gewissen Grad idealtypisch auf StiSspeisen
Ubertragen wird, weil das SiiBungsmittel Steviosid-Pulver darin vermutet wird. In
diesem Zusammenhang konnte die beschriebene geschmacksverstarkende Wirkung
des Stevia-SuRstoffs im Vergleich zu Zucker ebenso teilweise dem Placebo-Effekt zu
Grunde liegen. Ursachlich hierzu konnten gewohnte Geschmacksmuster von
vorwiegend slilen Lebensmitteln mit Saccharose in Kombination mit der Vermutung
geringerer SiiRkraft eines StiRstoffs sein.

Aus den Beobachtungen zur Verwendung der Stevia-SiiRe in gesiiRten Lebensmitteln
resultiert, dass die Steviolglycoside der Stevia rebaudiana sicherlich ein Potenzial als
SiRstoff mit natlrlichem Ursprung flir diejenigen darstellen, welche den
Zuckerkonsum einschranken wollen oder missen. Hinsichtlich des Geschmacks weist
diese Alternative im Vergleich zu Zucker jedoch ersichtliche Defizite im Bezug auf
Nachgeschmack und Bitterkeit bei unkorrekter Dosierung auf. Steviosid-Pulver oder
dhnliche Produkte kdnnen verwendet werden, sofern dessen Menge und die Rezepte
entsprechend angepasst werden.

Diese Folgerung bereitet bereits auf eine in diesem Zusammenhang essentielle Frage
vor: Was geschieht mit den Steviolglycosiden nach dem Verzehr im menschlichen
Kérper? Wie wirken diese Verbindungen und welches Risiko kann es geben bzw. gibt
es?
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4.2 Stevia im menschlichen Korper

Die Frage nach der Unbedenklichkeit eines SuURstoffs steht bei der Verwendung
kiinstlicher oder natirlicher Zuckeralternativen haufig im Vordergrund. Derzeit in
Deutschland gangige synthetische Produkte sind immer wieder Gerichten,
Diskussionen, Halbwahrheiten und neuesten wissenschaftlichen Erkenntnissen
ausgesetzt, welche dem Verbraucher ein eindeutiges Urteil erschweren. Auch der
Zulassung der Steviolglycoside in der EU gehen zahlreiche Diskussionen und sich
widersprechende Befunde beziglich der Rolle im Stoffwechsel, moglicher und
tatsachlicher Wirkungen im Kérper und sich ergebender Risiken voraus.

4.2.1 Abbau der Steviolglycoside

Die Berichte Gber Abbauwege der Steviolglycoside im Korper lassen sich nicht auf ein
pragendes Schema zusammenfiihren. Aus diesem Grund sollen drei mogliche
Abbaupfade kurz vorgestellt werden.

4.2.1.1 Abbau tiber Steviolbiosid

Nach der Aufnahme der SiiRstoffe in den Verdauungstrakt durchlaufen sie Magen und
Dinndarm ohne zersetzt zu werden. Die Spaltung der ent-Kauren-Glycoside erfolgt im
Dickdarm unter Einwirkung von Darmbakterien. Hierbei werden die Zuckerreste des
Aglycons 13-Hydroxy-en-Kaur-16-en-19-sdure fortschreitend entfernt und direkt im
Dickdarm verwertet (Int8, Int23, Int43, Int44).
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Rebaudiosid A i
Steviosid
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HO H HO H +
H OH H OH +

Steviolglucuronid

oH H Steviol Steviolbiosid

Abb 145 Schematisch-unvolistindiger Abbau von Rebaudiosid A iiber Steviolbiosid
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Ein wichtiges Zwischenprodukt im Abbau der Steviolglycoside Steviosid und
Rebaudiosid A ist das Steviolbiosid. Das final freigesetzte Steviol wird Uber die
Dickdarmwand aufgenommen und Ulber die Pfortader zur Leber transportiert. Die
Erhohung der Wasserloslichkeit erfolgt iber die Bildung von Steviolglucuronid. Dieses
wird ins Blut aufgenommen, von den Nieren wieder aus diesem filtriert und
Uberwiegend Uber den Harn ausgeschieden. In kleinen Mengen werden Reste des
Steviols Uber den Dickdarm und in sehr geringer Konzentration Uber die Nieren
ausgeschieden. Auf ahnliche Weise durchlaufen auch enzymatisch veranderte
Steviolglycoside (z.B. durch zusatzlich gebundenem Traubenzucker) den menschlichen
Stoffwechsel (nach Int5, Int43, Int44, Int45).

4.2.1.2 Abbau tiber Rubusosid

Einer weiteren Annahme zur Folge werden die beiden wichtigsten Steviolglycoside im
Dickdarm nicht Gber Steviolbiosid sondern Rubusosid und liber Steviolmonoglucoside
zum Aglycon abgebaut. Die Zersetzung von Rebaudiosid A erfolgt entweder Uber
Steviosid oder Rebaudiosid B. Steviol wird mit Glucuronsdaure gebunden und
ausgeschieden (nach Int46).
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Abb 146 Schematisch-unvollstindiger Abbau von Rebaudiosid A iiber Rubusosid, ent-Kaur-16-en-19-
sdure-19-B-D-glucopyranosyleser (1) und 13-B-D-Glucopyranosyl-ent-Kaur-16-en-19-sédure (2)
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4.2.1.3 Steviolglycoside im enterohepatischen Kreislauf

Die Grundlage der Erforschung des Steviolglycosid-Abbaus in Lebewesen geht auf
Versuche an Ratten zuriick. Den dabei
gewonnenen Forschungsergebnissen zur
Folge werden die Steviolglycoside weder im
Magen noch im Dinndarm gespalten oder
vom Koérper aufgenommen, dann jedoch im

J ‘
. . . . heldrjse
Dickdarm zu Steviol zersetzt. Dieses wird , e

aufgenommen, in der Leber mit
Glucuronsaure konjugiert und liegt dann Gy LAy eal e |
dort als wasserlosliches Steviolglucuronid Abb 147 Schema des enterohepatischen
vor. Uber Galle und Gallenwege gelangt Kreislaufs

diese Verbindung zurlck in den Darm und wird in der Folge wieder zu Steviol
gespalten. Neben der Ausscheidung liber den Dickdarm wird das Aglycon resorbiert
und durchlduft den Leber-Darm-Kreislauf (enterohepatischer Kreislauf) mehrmals

(nach Int42, Int44, Int47).

Daraus ist zunachst geschlossen worden, dass die Ausscheidung des Stevia-SiiRstoffs
beim Menschen ebenfalls dem enterohepatischen Kreislauf unterliegt. Wahrend
jedoch Steviol (und in geringerem MaR Steviolglucuronid) bei Ratten vorwiegend im
Kot, in geringen Mengen im Harn, gefunden worden ist, kann das mit Glucuronsaure
gebundene Aglycon beim Menschen in hochster Konzentration im Urin nachgewiesen
werden. Dies deutet darauf hin, dass die Verwertung der Steviolglycoside beim
Menschen anders verlduft als bei Ratten, was die Grundlage der Leber-Darm-
Zirkulation der Stevia-SiiRstoffe beim menschlichen Stoffwechsel in Frage stellt (nach
Int8, Int22, Int42, Int44).

(aus Dackdarm]

Steviol

l Leber
Steviol o

Mensch@ Gﬂaiten

Filtration in Rickfiihrungin
Nieren Darm

Urin Stevial o Kot staviol

Abb 148 Ausscheidung der Steviolglycoside bei Mensch und Ratte
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4.2.1.4 Weitere Theorien zum Stoffwechsel der Steviolglycoside

Neben den beschriebenen Annahmen des Stevia-SuRstoff-Abbaus miissen der
Vollstandigkeit halber zwei Vermutungen beziiglich des Stoffwechsels der siRRen
Inhaltsstoffe der Stevia rebaudiana dargelegt werden.

Eine zwar durch mehrere Versuche nicht bestatigte Theorie, welche jedoch hinsichtlich
der gesundheitlichen Bewertung der Steviolglycoside
von groRer Bedeutung sein konnte, geht von der
Bildung des Intermediats Steviol-16,17-epoxid aus.
Diese Verbindung kann leicht mit nukleophilen Stoffen

reagieren. Im Bezug auf die Desoxyribonukleinsdaure

. . . . “ H
konnte die Entstehung dieses Zwischenprodukts zu HsC COOH

nicht vernachlassigbaren Folgen flihren, zumal die DNS . .
Abb 149 Steviol-16,17-epoxid

als Nukleophil reagieren kann (nach Int8, Int44).

Weiterhin wird vom Nachweis von Steviolglycosiden direkt im Blut nach oraler
Einnahme berichtet. Dies hat zur Folge, dass entgegen der bisherigen Annahme die
SuRstoffe in ihrer urspriinglichen Form bereits im Diinndarm ins Blut aufgenommen
werden. Inwiefern dies die (theoretische) Wirkung der Steviolglycoside im
menschlichen Korper beeinflusst, kann an dieser Stelle nicht begriindet dargestellt
werden (nach Int42).
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4.2.2 Wirkung der Siif3stoffe im Korper

Die Verwendung der Steviolglycoside als Zuckeraustauschstoffe wird vor allem fiir
diejenigen Menschen empfohlen, welche an der Candidose-Krankheit (Candida
albicans), Diabetes melliticus, Zucker- und Sorbitunvertraglichkeit leiden. Des Weiteren
sei der Stevia-StiSstoff flir Mukoviszidose-, Neurodermitis- und Phenylketonurie-
Patienten geeignet. Auf Grundlage der langjahrigen Verwendung von Stevia-Blattern in
Paraguay und Brasilien wird von einer nur in geringem MaR auftretenden allergischen
Reaktion gegenliber den Steviolglycoside ausgegangen. Dem gegeniiber stehen eine
Reihe angeblicher, z.T. positiver Wirkungen, welche der siidamerikanischen Staude ein
wahres Image als Wunderpflanze bescheren. In der Folge sollen dem Stevia-SiRstoff
zugesprochene Wirkungen im Korper dargestellt werden. Dabei wird darauf
hingewiesen, dass die genannten Effekte zum Teil durch sich widersprechende Studien
verifiziert und falsifiziert worden sind. Haufig fehlt eine einheitliche, wissenschaftliche
Betrachtung und Bestatigung der genannten Theorien vollig (nach Litl, S.46; Intl,
Int6).

Den Steviolglycosiden (v.a. Steviosid) wird eine antioxidative Wirkung nachgesagt,
welche sich in der Bindung freier Radikale zeige. Darliber hinaus werde durch die
Diterpenglycoside Steviosid und Steviolbiosid sowie die Aglycone Isosteviol und Steviol
die oxidative Phosphorylierung verschiedener Enzyme (z.B. ATPase) gehemmt (nach
Int4, Int5).

In diesem Zusammenhang kann auch die Dampfung der Immunreaktion genannt
werden. Demnach schwéache Steviosid die Bildung von entzlindungsférdernden Stoffen
ab und wirke z.B. dem fir Allergien, Rotungen und Juckreiz verantwortlichem Histamin
entgegen. Zusammen mit der angenommenen antimikrobiellen, antibakteriellen,
antiviralen und fungiziden Wirkung von Stevia-Extrakten legt dieser positive Faktor die
Basis fur den traditionellen Einsatz der pflanzlichen Extrakte zur Wundheilung (nach
Lit1, S.33; Int8).

Urspriinglich ist das ,Heilmittel” Stevia rebaudiana neben dem genannten
Einsatzgebiet vorwiegend zur Senkung des Blutdrucks und als herzstarkendes Mittel
verwendet worden. Wahrend die Blutwerte selbst durch die Steviolglycoside nicht
beeinflusst werden, wird angenommen, dass die Verbindungen die Aufnahme von
Ca**-lonen in die Blutgefdalle einschranken und dadurch zu einer GefaRerweiterung
fihren. Studien mit hohen SiRstoff-Dosen bei an hohem Blutdruck leidenden
Testpersonen scheinen die daraus hervorgehende blutdrucksenkende Wirkung zu
belegen. Bei geringen Probandenzahlen sei der Effekt jedoch nicht zu beobachten. Es
lassen sich gleichermaBen Vermutungen Uber die Starkung von und negative
Auswirkungen auf Herz und GefalRe formulieren (nach Lit1, S.33; Int4, Int5, Int6, Int8).

Als dhnlich umstritten wie die Senkung des Blutdrucks gelten die Effekte auf den

Blutzuckerspiegel und die Insulinsekretion. Hierbei treffen unterstiitzende und
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ablehnende Meinungen und Ergebnisse bezliglich dieses Themas direkt aufeinander.
Zum einen scheinen Studien an Diabetes-Patienten (Diabetes melliticus Typ 2) die
blutzuckersenkende Wirkung von Steviosid zu bestdtigen, zum anderen sei dieser
Effekt bei gesunden Menschen nicht zu beobachten. Die dosisabhangige Senkung der
Traubenzuckerkonzentration im Blut durch diesen SiiRstoff sowie die Stimulation der
Insulin-Sekretion bleiben deshalb in der Diskussion. Als undurchsichtig erweist sich
ebenso, ob und inwiefern die Insulinverwertung im Koérper durch den Stevia-SiRstoff
verbessert wird (nach Int3, Int4, Int5, Int8).

In Ergdanzung soll Steviosid den Glucose- und Fructose-Transport durch die
Zellmembran hemmen und den langkettiger Fettsdauren ebenfalls beeintrachtigen.
Auch wird Uber eine harntreibende Wirkung der
Steviolglycoside  sowie  deren  vermutete
Eigenschaft, in Form von Stevia-Extrakt
Osteoporose vorzubeugen, berichtet (nach Int3,
Int8).

Als weitgehend gesichert gilt, dass durch mit

Steviolglycosiden gesiilte Lebensmittel im
Vergleich zu Zucker und anderen SiiRstoffen die  Abb 150 Kariesbefall an Zihnen durch
Plaquebildung an den Zihnen vermindert wird ibermaRigen Zuckerkonsum
(nach Litl, S.47; Int3).

Bezliglich der Verwendung zur Gewichtsreduktion und —kontrolle lassen sich die
Einflisse auf die verminderte Kalorienzufuhr gegeniiber dem SiiBen mit Saccharose
zurickfihren. Spezifische Effekte auf den Stoffwechsel kdnnen in dieser Hinsicht nicht
aufgefihrt werden.

Die SuRstoffe der Stevia rebaudiana sind im Vergleich zu Aspartam, Cyclamat oder
Saccharin Verbindungen natirlichen Ursprungs. Dennoch ist der Zulassung der
Steviolglycoside eine den synthetischen SiiSstoffen ahnliche Diskussion (iber die
gesundheitliche (Un-)Bedenklichkeit vorausgegangen.
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4.2.3 Stevia - zuckerfrei und sorgenfrei?

Bis zur Zulassung vor einem Jahr (November 2011) sind den SiiRstoffen der Stevia
rebaudiana im Wesentlichen zwei grundlegende Kritikpunkte vorgeworfen worden:
eine mogliche krebserregende Wirkung sowie empfangnisverhiitende Eigenschaften.
Obwohl die Diskussion Uber negative Folgen der Diterpenglycoside inzwischen
weitgehend verebbt ist, wird in der Gegenwart vor allem die ,Natirlichkeit” der
Steviolglycoside angeprangert, welche durch intensiv-chemische Verfahren aus der
Pflanze gewonnen werden (nach Int38).

Aus der vorhergehenden Beschreibung der Wirkungen des SiiRstoffs im Korper geht
hervor, dass durch die Hemmung freier Radikale Krankheiten vorgebeugt werden

konnten. Dem entgegen steht jedoch die These, L
Mutagenitat?

die Steviolglycoside seien mutagen.
Untersuchungen an Salmonella typhimurium TM
677 legen in mehreren Befunden einen schwach
mutagenen Einfluss des StRstoff-Aglycons Steviol
offen. Diese Erkenntnis lasst sich jedoch nicht auf
weitere  Salmonella-Kulturen  oder andere = H
Bakterien (Ubertragen. Die Mutagenitat des HsC  COOH
Steviols wird einerseits auf die Hydroxygruppe am  Abb 151 mégliche Zentren mutagener
C13-Atom zurlickgefiihrt, da weder ent-Kaur-16- Wirkung
en-19-sdure selbst noch an C-13 acetyliertes Steviol vergleichbare Effekte zeigen. Zum
anderen wird haufig die C-C-Doppelbindung als ursachlich fir mutagene Effekte
genannt. Daraus ergibt sich die Frage, inwieweit das schadigende Potenzial tatsachlich
beim Verzehr der Steviolglycoside bemerkbar wird. Wahrend im Blut von Nagetieren
ent-Kaur-16-en-19-saure selbst gefunden wird, fehlen entsprechende Belege bei
Versuchen mit Schweinen und Hihnern. Beim Menschen befindet sich das Aglycon im
Blut héchstwahrscheinlich in als Steviolglucuronid gebundener Form, wobei die C-13-
Hydroxygruppe und die Doppelbindung ungebunden sind (nach Int3, Int4, Int5, Int6,
Int8).

Inzwischen scheinen verschiedene Studien an Tieren (v.a. Ratten) zu bestatigen, dass
die Aufnahme von Steviolglycosiden in moderaten Mengen zu keinem spezifisch
erhohten Krebsrisiko flihrt. Aber auch hier gilt, wie bei den bereits beschriebenen
Effekten der Diterpenglycoside auf den menschlichen Korper, dass verschiedene
Untersuchungen gegensatzliche Meinungen widerspiegeln. Demnach kénnen sehr
hohe Konzentrationen durchaus cancerogen sein. Zumindest soll es ausgehend von
Steviosid oder Steviol keine direkte Reaktion mit den Erbanlagen (DNS) geben und das
Tumorwachstum nicht beglinstigt werden. Dennoch kdnnen die Befunde aus
Tierversuchen aufgrund der unterschiedlichen Verwertung der Steviolglycoside im
menschlichen und tierischen Koérper, wie vorhergehend beschrieben, nur vage auf den
menschlichen Metabolismus libertragen werden (nach Lit1, S.60; Int5, Int6).
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1968 veroffentlichen die Forscher Planas und Kuc eine frappierende Studie: Stevia sei
als Verhitungsmittel von Guarani-Indianerinnen traditionell genutzt worden und
besitze tatsachlich entsprechende Eigenschaften. Zu dhnlichen Erkenntnissen sollen
Versuche mit Hamster gefiihrt haben. Dem wird entgegen gestellt, dass in Hamstern
Stoffwechselprodukte vorkommen, welche beim Abbau der Steviolglycoside im
menschlichen Korper nicht auftreten. Gegenwartig sei der Befund (iber Stevia als
Kontrazeptivum durch weitere Untersuchungen in Frage gestellt und widerlegt
worden. So seien auch Experimente an Hamstern durchgefiihrt worden, bei denen bis
zu einer Konzentration von 2500mg/kg Korpergewicht keine Beeinflussung des
Wachstums und der Fortpflanzung ersichtlich gewesen sei (nach Int3, Int4, Int5, Int8).

Ahnlich kritisch kénnen die negativen Auswirkungen auf die ménnliche Fruchtbarkeit
betrachtet werden. Bei Verabreichung eines konzentrierten Stevia-Rohextrakts Uber
einem Zeitraum von 60 Tagen an noch nicht geschlechtsreife, mannliche Ratten sollen
gemalk Untersuchungen die Masse der Samenblase sowie die Spermakonzentration in
den Nebenhoden sinken. GemaR neueren Erkenntnissen sollen die Steviolglycoside bei
der Verwendung in angepassten Mengen als StBungsmittel jedoch diesen Einfluss
nicht aufweisen (nach Lit1, S.58; Int5)

Wie bei (fast) allen Verbindungen gilt demzufolge auch fiir die Diterpenglycoside das
tradierte Sprichwort ,die Dosis macht das Gift“. Mit der Empfehlung einer
Tageshochstmenge von 4 mg Stevioldquivalente je Kilogramm Koérpergewicht
(entspricht ca. 10 mg Steviosid je Kilogramm Korpergewicht pro Tag) schafft deshalb
die EFSA (European Food Safety Authority) im Jahr 2010 einen klareren Standpunkt

beziiglich mutagener und cancerogener Effekte
des SURstoffs (nach Int22, Int38, Int48).

Genauso wie bei anderen, schon langer
zugelassenen  SURBungsmitteln ist aus der
Diskussion um die Sicherheit und Unbedenklichkeit
beziglich gesundheitlicher Fragen kein klares Fazit

fir oder gegen die Stevia-SiiBe zu ziehen. Auf

Grundlage der EU-weiten Legalisierung des
Lebensmittelzusatzstoffs E 960 (Steviolglycoside)
kann bei den diversen Produkten mit Stevia _ F.
schliefRlich nur auf eine qualitativ hochwertige und ‘” a
ausreichend erforschte Zuckeralternative vertraut L

werden. Abb 152 Stevia - ja oder nein?
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5 SUSSE POTENZIALE FUR EINE PFLANZE ?

Die Genehmigung der Steviolglycoside als Lebensmittelzusatzstoffe bei einer
Mindestreinheit von 95% bringt in Deutschland zahlreiche neue Produkte hervor. Doch
auch nach dem 11. November 2011 ist die Pflanze selbst fiir die Verwendung als
Nahrungsmittel noch nicht zugelassen. Dem ungeachtet scheinen sich fiir das
paraguayische Honigraut auflerhalb des Nahrungsmittelsektors eine Vielzahl an
Moglichkeiten zu ergeben (nach Int22).

5.1 Produkte mit Stevia-Siifde auf dem Markt

In Europa haben die Verbraucher liber 20 Jahre hinweg auf die Legalisierung der
Steviolglycoside warten miussen. Auf internationaler Ebene hangt das Angebot an
Produkten mit Steviolglycosiden oder Stevia-Extrakten zunachst von den gesetzlichen
Rahmenbedingungen ab. Derzeitige Hauptverbraucher sind Japan, China, Korea,
Paraguay und Brasilien. Seit 2008 sind die Steviolglycoside als Lebensmittelzusatzstoffe
auch in den USA zugelassen, jedoch sind sie insgesamt in asiatischen Landern starker
etabliert als in der westlichen Welt. Nach der beschrankten Zulassung in Frankreich im
Jahr 2009 etabliert sich seit knapp einem Jahr auch in Deutschland der Markt an
Diterpenglycosiden (nach Int3, Int7, Int38, Int49).

frische Blatter getrocknete Blatter getrocknete, pulverisierte Blatter

stevia
pPUra o

i
i

i ¢

wassriges Konzentrat Steviolglycosid-Pulver Stevia-Tabs

Abb 153 Formen kéuflicher Stevia-SiiBstoffe
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Als SuBstoff sind Extrakte der Stevia rebaudiana in verschiedenen Formen erhaltlich.
Wahrend Stevia-Blatter, Stevia-Blatt-Pulver oder der Rohextrakt in Deutschland als
StBungsmittel noch nicht zugelassen sind, greifen andere Lander z.B. in Siidamerika
vorwiegend auf diese Produkte zuriick. Erlaubt sind in Deutschland die Uber einen
Wert von 95% gereinigten Blattextrakte sowie deren Mischung mit verschiedenen
Tragerstoffen zur Vereinfachung der Dosierung. So enthalten Stevia-Tabs oder Stevia-
Packets haufig neben den Diterpenglycosiden Laktose und Maltodextrin. Eine Stevia-
Tablette entspricht dabei in etwa der Sukraft von einem Wirfel Saccharose (nach
Lit1, S.109; Int15).

Aufgrund der vorgegebenen maximalen Tagesdosis kdonnen in vielen Produkten
Saccharose oder andere SuBungsmittel nicht vollstandig durch den Stevia-SuRstoff
substituiert werden. Verschiedene Backwaren, Desserts und SiiRigkeiten kénnen zum
Teil nur zu einem Drittel mit Stevia-Extrakten gesifRt werden, damit der empfohlene
Maximalwert nicht liberschritten wird. Die EU-Kommission hat hierzu einen Vorschlag
unterbreitet, welche Hochstmengen in bestimmten Lebensmitteln eingesetzt werden
dirfen. Der mogliche Verzehr von Stevia-Produkten soll an einem konkreten Beispiel
erldutert werden (Int7, Int22, Int38).

Geg: Erwachsener (80 kg) und Kind (30 kg)

Nahrungsmittel (max.) Menge an Stevioldquivalenten
Schokolade 270 mg/kg

Musli 330 mg/kg

Limonade 80 mg/L

Joghurt 100 mg/kg

Tab 10 mit Stevia gesiiBte Nahrungsmittel

Ges: maximale Mengen an Stevia-Produkten

Lsg: maximal empfohlene Tagesdosis an Stevioldquivalenten: 4mg/kg Korpergewicht

Erwachsener (80 kg) Kind (30 kg)
maximale  Steviolglycosid- 80 ka-429 — 320m 30ka- 429 — 120m
Mengen g kg g g kg g

Menge der Steviolglycoside in Portionen der Nahrungsmittel:

mg_

50g Schokolade 0,05 kg-270 13,5
) g kg 4 mg
— m

150g Msli 0,15 kg - 330k_§ =49,5mg
1,5L Limonade 151 - 80@ =120 mg

’ L
200g Joghurt 0,2kg- 100@ = 20mg

) kg
Gesamtmenge 203 mg

Tab 11 Hochstmenge und verzehrte Menge an Stevioldquivalenten
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Aus der Betrachtung der (theoretisch) errechneten, maximalen Aufnahmemenge an
Steviolaquivalenten fiir zwei Personen mit 30 bzw. 80 kg Kérpergewicht ergibt sich bei
realistischen Mengen an verzehrten Lebensmitteln folgende Erkenntnis:

- beim Erwachsenen: 203 mg < 320 mg (Maximalwert)
- beim Kind: 203 mg > 120 mg (Maximalwert)

Die Hochstmenge wird bei der leichteren Person (30kg) deutlich iberschritten. Bereits
eine groBe Flasche mit Steviolglycosiden gesifiter Limonade reicht z.B. bei Kindern
aus, um den taglichen Grenzwert zu erreichen. Daraus lasst sich insbesondere ableiten,
dass die vollstandige Substitution von Zucker in siiRen Lebensmitteln ohne
Uberschreitung des Maximalwerts kaum realisierbar ist.

Neben den reinen bzw. mit Tragerstoffen versetzten Steviolglycosiden kénnen in
Deutschland nach einem Jahr der Zulassung verschiedene Nahrungsmittel mit der
Stevia-SiiBe erworben werden. Einige bekannte Produkte umfassen Stevia-Joghurt,
Stevia-Konfitlire oder Stevia-Bonbons.

Abb 154 Produkte mit Steviolglycosiden auf dem (deutschen) Markt

Trotzdem reichen die Verwendungsmoglichkeiten von Stevia-Extrakten und
Steviolglycosiden ({ber den Nahrungsmittelsektor hinaus. Bevor die siRen
Verbindungen offiziell zur Ernahrung zugelassen worden sind, sind sie bereits auch in
Deutschland auf anderem Wege verkauft und verwendet worden.
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5.2 Anwendungsgebiete des Honigblatts

Wahrend die Beimischung der Diterpenglycoside in Lebensmitteln vorwiegend der
StBung der Produkte gilt, kann auch die geschmacksverstarkende Wirkung (z.B.
Intensivierung des Krautergeschmacks oder Aromen) ein Grund flr den Einsatz dieser
Lebensmittelzusatzstoffe  sein.  Alternative  Anwendungsmoglichkeiten  bieten
Korperpflegeprodukte, Kosmetika und Tierfuttermittel (nach Lit1, S.50f; Int3).

Letzterer Aspekt bezieht sich auf Berichte aus Paraguay, denen zufolge durch Zugabe
von Stevia-Extrakten in das Futter von Rindern bessere Milch und besseres Fleisch
erhalten werden kénne. Ahnliches soll fiir Schweinefleisch gelten, welches durch den
Einsatz von Stevia rebaudiana schmackhafter werde. Ebenso sollen die Schalen von
Eiern harter werden, sofern den Hihnern Stevia-Extrakt gefiittert wird (nach Litl,
S.51).

Aufgrund der plaguehemmenden und
antimikrobiellen Wirkung finden Extrakte der
Stevia rebaudiana in der Mund- und Zahnpflege
Anwendung (nach Int3).

Eine Maske aus Heilerde und Stevia-Blatt-Pulver

sollen gegen Ekzeme, Herpes simplex und . .
) Abb 155 Zahnpasta mit Stevia
Schuppenflechte wirken. Der Zusatz von Blatt-

Pulver zu Shampoos soll aufgrund der Mineralstoffe der Stevia-Blatter intensiv pflegen

(nach Lit1, S.50).

In Ergdnzung zu den beschriebenen Mdglichkeiten, das sidamerikanische StRkraut zu
nutzen, soll das im Rahmen der Seminararbeit erworbene Wissen liber die siiRen und
nicht-siiBen Inhaltsstoffe der Stevia rebaudiana auf einen weiteren Alltagsbereich
Ubertragen werden.
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5.3 (Sui3)Kraft aus griinen Blittern

Wohingegen die SiRkraft der Blatter und deren Bestandteile in vorhergehenden
Abschnitten ausfihrlich erldutert und diskutiert worden sind, soll nun der auf den
geschmacklichen Nutzen der Steviolglycoside eingeschrankte Blickwinkel ausgeweitet
werden.

Materialien und Gerate: Kochtopf, Geschirrtuch, Loffel, Becherglas, Eindampfschale,
Holzstabchen, Holz- und Korkstiicke, Bastelkarton, Karton

Chemikalien: Stevia-Blatter, Steviosid-Pulver [95%; VitaNatura.de]

Aufbau und Durchfiihrung:

————————————

<
Stevia-Blatter a—_ -

~| Steviosid-Pulver

Holz und Kork \ % Karton

Bastelkartan

HOIZStabChen F——\ ” | ,

Abb 156 Aufbau zum Klebstoff-Versuch

(1) Aus den Stevia-Blattern wird nach dem im Abschnitt 3.2.2.1 beschriebenen
Verfahren ein eingedickter, wadssriger Rohextrakt hergestellt. Durch Losen von
mehreren Loffeln Steviosid-Pulver in Wasser wird ebenso eine konzentrierte
Steviolglycosid-Losung hergestellt.

(2) Als Vorversuch werden mehrere Papierstiicke mit der Steviosid-Losung bestrichen
und aneinander gedrickt.

(3) Der konzentrierte Rohextrakt wird auf die zu klebenden Flachen aufgetragen und
die Klebstellen kurz aneinander gedriickt.

Zur Untersuchung der Fahigkeit der Steviolglycoside, als Klebemittel zu agieren, wird
die Klebkraft an verschiedenen Materialien untersucht.
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Beobachtungen und Auswertung:
Steviosid-Pulver-Losung

® Haftung der Papierstiicke aneinander
> Bindung  der  Papiersticke  durch
zwischenmolekulare Krafte (Wasserstoff-
Bricken, Dipol-Dipol- und Van-der-Waals-
Krafte)

® Zunahme der Klebkraft mit der Konzentration
der Steviolglycosid-Losung
- mehr bindende Steviolglycosid-Molekile
zwischen dem Papier

T

o

Abb 157 aufgeklebtes Papier

-

H

-

OH

H
ﬁ Steviolglycoside mit Hydroxygruppen

OH

OH

OH

Abb 158 Modell zum Kleben verschiedener Einzelteile durch
Bindung zwischenmolekularer Krafte (rot: H-Briicke)

Stevia-Rohextrakt (eingedickt)

® rasche Trocknung und Héartung
des zahflissigen Rohextrakts
nach dem Auftragen auf Holz,
Karton, etc.
- Verdunstung von Wasser

® Haftung von Papier, Karton, Holz
und Kork aufeinander
- starke zwischenmolekulare
Krafte des Rohextrakts zu den
Materialien

Abb 159 mit Stevia-Rohextrakt geklebte
Materialien

Aufgrund der starken zwischenmolekularen Krafte der Steviolglycoside untereinander

(H-Briicken, Dipol-Dipol-Wechselwirkungen und VdW-Krafte) und zu den geklebten

Oberflache haften die verschiedenen Materialien fest aneinander.
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So kann den Steviolglycosiden eine weitere Eigenschaft hinzugefligt werden. Neben
ihrer herausragenden SiRkraft sind die Diterpenglycoside auch als , Kleber” nutzbar.
Aus frischen oder konservierten Blattern kann auf einfache Weise eine klebende
Substanz, welche frei von synthetischen Produkten und ungesunden Losungsmitteln
ist, gewonnen werden. Der ,Bio-Kleber” stellt dabei nichts anderes als eine zum SiiRen
verwendbare Form des Blattauszugs dar.

Mit dem hier unternommenen Schritt, die Pflanze Stevia rebaudiana von dem rein auf
die Nutzung ihrer SuRstoffe reduzierten Interesse zu l6sen, konnen die pflanzlichen
Syntheseprodukte in ein neues Licht gerlickt werden. Insbesondere kdnnten sich durch
explizite Forschungen bisher nicht beachtete Einsatzmoglichkeiten fir die
pharmazeutische Chemie ergeben.

Im Rahmen dieser Seminararbeit ist nur ein kleiner Ausschnitt des méglichen
Potenzials der Pflanze beleuchtet worden. Die grundlegenden Erkenntnisse zum
Thema ,Stevia - Sifies Gold aus griinen Bldttern?” sollen abschlieBend
zusammengefiihrt werden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG DER SEMINARARBEIT
,STEVIA- SUSSES GOLD AUS GRUNEN
BLATTERN ?“

Die im Rahmen des W-Seminars ,ZuckersiiSe Chemie” erstellte Seminararbeit , Stevia —
Sifles Gold aus griinen Bldittern?” beschaftigt sich mit den theoretischen und
praktischen Grundlagen des Anbaus der Pflanze Stevia rebaudiana, den als Sii3stoffe
nutzbaren Blattbestandteilen, dem Nachweis und der Gewinnung dieser Verbindungen
sowie deren Verwendung als Lebensmittelzusatzstoff.

Die im Grenzgebiet zwischen Paraguay und Brasilien beheimatete Stevia rebaudiana
(Bertoni) Hemsly wird gegenwartig vor allem in asiatischen Landern und Stidamerika
kultiviert und genutzt. Durch die EU-Zulassung des SuURstoffs aus den Blattern der
Pflanze im November 2011 weitet sich die Nutzung auf Europa aus. Mit dem Ziel, die
Eignung des, auch als Honigkraut bekannten, Gewachses fiir siiddeutsche Klima- und
Bodenbedingungen zu lberpriifen, werden Stevia-Pflanzen aus Samen gezogen und im
Gewadchshaus, im Beet und im Topf kultiviert. Aus der erganzenden Variation von drei
Diingemitteln geht hervor, dass die Stauden Uber die Sommermonate hinweg sehr gut
im freien Beet bei Diingung mit Pferdemist gedeihen. Aus den angesdten Pflanzen
lassen sich durch die Stecklingsvermehrung leicht Jungstauden ziehen, wohingegen
Markottagen schwerer, die Meristemvermehrung fir die private Kultur der Stevia
rebaudiana nicht zu realisieren sind. Die Ernte und anschlielende Trocknung bzw.
Tiefkiihlung der Blatter fiihrt zur Gewinnung der als Steviolglycoside bezeichneten,
siRen Inhaltsstoffe des Honigkrautes.

Die, nach dem Biosyntheseweg der Terpene gebildeten, pflanzlichen SiiRstoffe leiten
sich vom Aglycon 13-Hydroxy-ent-Kaur-16-en-19-sdure ab, an welches im
Wesentlichen B-D-Glucose und a-L-Rhamnose in Form einer Ester- oder glycosidischen
Bindung gebunden sind. Bei der Gewinnung des Siil3stoffs aus den Blattern erfolgt die
notige Reinigung von weiteren organischen Verbindungen von der Mazeration bis zur
Kristallisation Uber mehrere Schritte und fiihrt zu den Molekilen Steviosid,
Rebaudiosid A bis E und Dulcosid A. Die Steviolglycoside werden durch die
Untersuchung eines Stevia-Blattes und Blattextrakts mit dem Lichtmikroskop sowie
durch zwei vergleichende Diinnschichtchromatographien von anderen Verbindungen
abgegrenzt und nachgewiesen. Der Rohextrakt aus den Blattern des Honigkrauts wird
Uber verschiedene Methoden gereinigt, wobei ein traditionelles Verfahren zum
gewlinschten, gereinigten Steviolglycosid-Pulver fihrt. Im Versuch wird die Stabilitat
der SuRBstoffe in wassrigen Losungen unterschiedlicher pH-Werte bestatigt und deren
Zersetzung beim Kochen und unter Einwirkung von Enzymen dargestellt.
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Die dem Geschmack von Saccharose dhnlichen Verbindungen der Stevia rebaudiana
werden in der Folge zur Herstellung verschiedener SiRspeisen eingesetzt, deren
Geschmack von Testpersonen sehr unterschiedlich bewertet wird. Aufgrund der bis zu
dreihundertfachen  SuBkraft gegeniber Zucker, einem  charakteristischen
Nachgeschmack und Bitterkeit bei Uberdosierung wird festgestellt, dass die
Steviolglycoside zur Herstellung von herkdmmlich mit Saccharose gesifiten
Lebensmitteln nur bedingt geeignet sind. Nach der Aufnahme in den menschlichen
Korper werden die SiRstoffe auf das Aglycon Steviol riickgefiihrt, welches Uber
mehrere Zwischenschritte ausgeschieden wird. Neben der Senkung des Blutdrucks und
Blutzuckerspiegels sollen die Steviolglycoside Entziindungen und die Plaquebildung an
den Zdhnen hemmen. Wie weitere natlrliche und synthetische Siilstoffe, stehen die
siRenden Bestandteile der paraguayischen Pflanze im Verruf, mutagen, cancerogen
und empfangnisverhiitend zu sein.

Durch die Legalisierung des reinen SuRstoffs der Stevia rebaudiana in der EU etabliert
sich auf einem weiteren Kontinent der Markt an Stevia-Produkten. Dabei bleibt die
Verwendung der SiiRstoffe nicht allein auf den Nahrungsmittelsektor beschrankt. Als
Kosmetika oder ,Bio-Klebstoff“ lassen sich die Blattextrakte gleichermaRen nutzen.

Da Anbau und Nutzung der Stevia rebaudiana im europadischen Raum gerade erst
begonnen haben, kann der slidamerikanischen Staude ein nicht unerhebliches
Zukunftspotenzial zugeschrieben werden.
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7 REFLEXION UBER DIE SEMINARARBEIT

Bereits vor der Wahl des W-Seminars Chemie hat mich das an Bedeutung und
offentlichem Interesse gewinnende Honigkraut aus Stidamerika aufgrund der SiRe
seiner Blatter fir sich eingenommen. Mein Vorhaben, die optisch unscheinbare Pflanze
aus Paraguay zum Thema meiner Seminararbeit zu machen, ist durch den
entsprechenden Titel des angebotenen Seminars ,ZuckersiRe Chemie” bekraftigt
worden, denn ,zuckersifR” sind die Blatter der Stevia rebaudiana wirklich. Was mit
einer ersten Pflanze im Sommer 2011 begonnen hat, findet sich nun gesammelt in der
vorliegenden Seminararbeit wieder.

Der eigene Anbau, die Kultur der Stevia rebaudiana und deren Vermehrung lber
Stecklinge haben sich ohne nennenswerte Schwierigkeiten umsetzen lassen. Gleiches
gilt fir die Herstellung von Lebensmitteln mit dem SiRBstoff des Honigkrauts.
Besonders interessant war und ist, die einzelnen Schritte von der Keimung eines
Saatkorns wahrlich bis zur Verwendung des aus der Pflanze gewonnenen SiRstoffs
selbst durchzufiihren und zu erfassen.

Als Herausforderung in Theorie und Praxis haben sich vor allem die Beschreibung, die
Analyse und die Gewinnung der Blattbestandteile der Staude erwiesen. Da zum
Zeitpunkt des Beginns der Seminararbeit (parallel zur EU-Zulassung der
Steviolglycoside im November 2011) kaum aus chemisch-wissenschaftlicher Sicht
wertvolle, deutschsprachige Literatur verfligbar war, hat sich die Recherche zum
Thema Stevia zunachst als schwierig herausgestellt. Damit einher ist in gewisser Weise
die Scheu vor der ausfihrlichen Beschaftigung mit der ,,Chemie” der Stevia auf Basis
englischer Journal- und Buchausziige gegangen, welche mich zunachst vor dem tiefer
greifenden, chemischen Teil der Seminararbeit zurilickschrecken lieR. Je mehr ich
jedoch Uber die Steviolglycoside gelesen hatte, desto weniger unnahbar erwiesen sich
die Molekile mit den nur scheinbar komplizierten Namen 13-(2-O-B-D-Glucopyranosyl-
B-D-glucopyranosyloxy)-ent-Kaur-16-en-19-sdure-pB-D-glucopyranosylester oder 13-(3-
O-B-D-Glucopyranosyl-2-0-B-D-glucopyranosyl-B-D-glucopyranosyloxy)-ent-Kaur-16-
en-19-saure-B-D-glucopyranosylester.

Dass die Seminararbeit den Nachweis dieser Verbindungen mittels
Diinnschichtchromatographie beinhalten sollte, stand fiir mich mit Wahl des Themas
,Stevia — Siifies Gold aus griinen Bléittern?” ebenso wie die Extraktion der SiRstoffe
aus den Blattern von Anfang an fest. Hierbei lag aber dann auch die Kernschwierigkeit,
denn die farblosen Verbindungen zum einen sichtbar zu machen und zum anderen von
anderen organischen Stoffen abzutrennen, ist nicht bei den ersten Versuchen
gelungen. Die bis zum Erzielen des gewiinschten Ergebnisses siebenmal durchgefiihrte
Diinnschichtchromatographie mit wassrigem Stevia-Extrakt hat mir ebenso wie die
nach mehreren, erfolglosen Reinigungsversuchen final doch gelungene Gewinnung des

SiRstoffs aus den Blattern eine wichtige Erkenntnis offen gelegt: das Scheitern eines
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ersten Experiments ist grundlegend notwendig, damit man sich mit einem Thema erst
intensiver auseinandersetzt. So stellt zwar die selbst extrahierte Mischung pflanzlicher
Stoffe bei weitem nicht den reinen, kaduflichen SiRstoff dar, aber dennoch ist das
Ergebnis dieses Experiments in Anbetracht der durchgefiihrten, im Vergleich zur
industriellen Reinigung simplen Schritte durchaus positiv wahrzunehmen.

Dass die fertige Seminararbeit die obligatorischen 15 Seiten in ihrem Umfang
schlieRlich weit Giberschreitet, ist fir mich weniger Uberraschung als Notwendigkeit.
Das gewahlte Thema ist so vielfaltig und umfasst so viele verschiedene Bereiche, von
denen sich in der vorliegenden Arbeit (leider) nur ein kleiner Ausschnitt zeigen Iasst.

Flir mich personlich steht trotzdem fest, dass mich das slidamerikanische Honigkraut
auch nach Abgabe der Arbeit weiterhin beschaftigen wird, um den bisherigen
Erkenntnissen neue Ergebnisse hinzufligen zu kénnen. Die Bearbeitung des nie
langweilig gewordenen Themas hat mich dartber hinaus darin bestatigt, dass das Fach
»Chemie” fir mich auch weiterhin eine wichtige Rolle spielen wird, da sich aus einer
einzigen chemischen Fragestellung heraus immer wieder neue Moglichkeiten ergeben,
diese (experimentell) zu beantworten.

Mit dem Abschluss der Seminararbeit einher geht final der Wunsch, die Pflanze Stevia
rebaudiana aus verschiedenen Blickwinkeln beleuchtet und greifbar gemacht zu
haben, sodass auch der Leser der vorangehenden Kapitel die Faszination fir die
paraguayische Pflanze nachvollziehen hat kénnen.
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8 ANHANG

zu 2.2.2.1 Anbau von Stevia rebaudiana
® erster Anbau

Der erste Anbau von Stevia rebaudiana erfolgt am 06. Februar 2012 im beginnenden
Frihjahr. Es werden finf Stevia-Samen ausgesat, damit sich auch bei einer niedrigen
Keimungsrate zumindest eine Pflanze entwickelt.

Materialien: Anzuchterde, Anzuchttopf, Stevia-Saatgut [Erntefreude Premium, MHD
01/2015], Wasserspriihflasche, Holzstdbchen, Frischhaltefolie

Aufbau und Durchfiihrung:

Wasserspruh-
flasche

. Folie

= Anzuchttopf
o

S =— Anzuchterde

Stevia-Saatgut

Abb 160 Materialien beim Stevia-Anbau

(1) Der Anzuchttopf (J = 5-6 cm) wird mit Anzuchterde gefillt und die Oberflache
geebnet.

(2) Mit Hilfe der Wasserspriihflasche wird die Erde befeuchtet, sodass das Saatgut zur
Keimung aufgetragen werden kann.

(3) Nachfolgend werden fiinf Saatkérner mit einem Holzstabchen im Abstand von 1 cm
auf die Anzuchterde aufgebracht und leicht angedriickt.

(4) Gegen Verdunstung und fir ein warmes,
feuchtes Mikroklima soll eine Abdeckung mit
Frischhaltefolie sorgen.

Nach dem Anbau wird das Gefal auf eine sonnige
Fensterbank gestellt und die Entwicklung der
Stevia rebaudiana beobachtet. Die Keimung sollte
bei einer Zimmertemperatur von durchschnittlich

25°Cin den folgenden Tagen erfolgen.

Abb 161 AnzuchtgefaR auf Fensterbank
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Beobachtungen:
nach drei Tagen

® gelb-hellgriiner Austrieb eines gedffneten Samenkorns
® Quellung von zwei weiteren Samen

nach sieben Tagen

® bestehende Jungpflanze von ca. 0,6 cm Hoéhe mit erstem rundlichen,
unbehaartem Blattpaar
® zweiter hellgriiner Austrieb eines weiteren Saatkorns

nach elf Tagen

® frisches Blattpaar an ca. 0,75 cm hoher Pflanze
® Welken des zweiten Samlings

nach 29 Tagen

® griine Pflanze mit vier behaarten, gegenstindigen Blattpaaren
® zum Fenster geneigtes Wachstum der Pflanze

Abb 162 Entwicklung angesater Stevia rebaudiana; von links: Tag 3, Tag 7, Tag 11, Tag 29 nach Anbau

Wachstum der Stevia-Pflanze

50

HEhe in mm

m—Warhetumshy e
150 -

100 -

5071

1 11 1 a1 a1 o1 &1 71 a1 a1
Tag nach Anbau

Abb 163 Lingenwachstum von Stevia rebaudiana
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Nach dreimonatiger Beobachtung wird die Beschreibung der Entwicklung eingestellt,
da fiir den Anbau wichtige Erkenntnisse beziiglich Keimung und Wachstum gesammelt
worden konnten. Die durch regelmallige Messung ermittelten Werte der Wuchshdhe
zeugen von einem kontinuierlichen Langenwachstum.

Die zugrunde liegenden Messdaten sind in der Folge tabellarisch aufgefiihrt.

Tag nach Anbau Héhe in cm Tagnach Anbau HSheinem  Tagnach Anbau Hohe incm  Tag nach Anbsu Hoheincm
1 i} 2h 6 51 96 7a 284
2 o] 27 25 52 98 77 288
3 1 25 33 33 100 78 298
4 5.3 23 33.5 54 109 Fi=) 298
3 30 3.5 55 80 30T
i 6,25 31 37 a0 119 81 307
T 6,5 32 335 a7 123 82
8 6,75 33 33,5 58 123 83 315
9 6,75 34 42,5 59 132 54 a0

10 ;25 35 48 60 139 85 323
11 7,5 36 55,25 61 149 85 325
12 575 a7 63 62 166 87 326
13 8 38 b3 177 38 n
14 8,75 39 =] bl ] 332
15 5,25 40 71 65 209 g0 334
16 11 41 7a 66 209 31 334
17 13 az 74 67 26 92 334
18 15 43 74 i 225 33 347
19 17 44 74 69 232 33 343
20 18,5 45 7.5 70 241 95 345
21 45 80,5 71 M40

22 19 a7 84,5 72 258

23 20,5 48 g7 73 265

24 20,5 49 28 74 277

25 23,5 50 95 75

Tab 12 Messung des Hohenwachstums

Auswertung:

Durch die Bewasserung wird die Zellteilung in den Samen angeregt und Wasser
eingelagert (= Anschwellen). Schon nach wenigen Tagen zeigt sich die Gberraschende
Keimung eines Samenkorns, wobei der hellgriine Austrieb die Wurzel fir die
zuklnftige Stevia-Pflanze bildet.

Das erste Blattpaar dient zum raschen Wachstum durch Photosynthese. Die
Folgeblatter sind zum Schutz vor Schadlingen und zur Verhinderung der
Oberflachenverdunstung mit flaumigen ,Harchen” (berzogen. Die Form und
Auspragung der Blatter entspricht den erwarteten Angaben des theoretischen
Aussehens des Honigblatts.

Durch die Photosynthese gewinnt die Pflanze ziigig an GréRe. Durch Lichtmangel
aufgrund kurzer Tagldangen im Friihjahr neigt sich die Jungpflanze gegen das Fenster
und ,vergeilt”. Zweimaliges Umtopfen in groBere PflanzgefdaRe hat keinen prdagenden
Einfluss auf die Entwicklung (Tag 22, Tag 70). Die Verlangsamung des Wachstums
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gegen Ende des Beobachtungszeitraums ldsst sich mit der besseren Lichtzufuhr gegen
Ende des Friihjahrs und Beginn des Sommers begriinden. Die Pflanze wachst deshalb in

der Folge buschiger.

® Messdaten aus zweitem Anbau
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zu 2.2.2.3 Kultur im Freien unter verschiedenen Bedingungen
® Schaffung der Beete fiir die Kultur im Freien

In verschiedenen Beeten wird das Wachstum der Stevia rebaudiana mit und ohne
Diingung von braunem Humus sowie drei reprasentativ ausgewahlten Diingemitteln
untersucht. Eine geeignete Beetflache lasst sich durch die Abgrenzung mit Beton- und
Granitsteinen schaffen.

Materialien: Kreuzhacke, Schaufel, Spaten, Gartenrechen, groRmaschiges Sieb, Eimer,
Schubkarren, 2 Kunststofffolien, Granit- und Betonsteine, Gartenhumus, Pferdemist,
Kuhmist, Kompost

Aufbau und Durchfiihrung:

Pferdedung Kuhdung direkte direkter
ohneDiinger Kompost Verwendung Stevia-Anbau

Kunststofffolie Betonsteine Granitsteine

Abb 170 Einteilung und Abtrennung von Einzelbeeten

(1) Auf einer Flache von 3,30 x 5,60 m? wird eine Kunststofffolie auf einer leicht
abfallenden Grasflaiche ausgebreitet und mit Granitsteinen umgrenzt. Die
Trennung der Beete vom Boden sowie die Einrahmung soll ein geschlossenes
System bilden und vor Unkrautwachstum schiitzen.

Mit Betonsteinen werden sechs Beete
abgetrennt und mit einer zweiten Schicht
Folie Uberzogen, sodass Regen- und
GieRwasser nicht von einem Beet zum
anderen UberflieBen koénnen. Weitere
Reihen Betonsteine auf die ersten
Abgrenzungen sorgen fiir die Trennung

des Erdreichs der einzelnen Beete und
gewdhrleisten eine unabhingige Abb 171 abgetrennte Beete
Dokumentation des von den Diingemitteln

beeinflussten Stevia-Wachstums.
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(2) Die abgegrenzten Beete werden mit Humus, welcher durch ein grobmaschiges

Sieb von harten Erdklumpen getrennt worden ist, gefiillt. Die Oberflache der Erde

wird mit einem Rechen geebnet.

(3) In drei der sechs Beete werden die ausgewadhlten,
biologischen Diingemittel Pferdemist, Kuhmist und
handelstblicher Kompost eingearbeitet. Die Menge der
einzelnen Dlinger entspricht dem Volumen von zwei nicht
vollstandig gefillten Wassereimern (10 L). Durch
mehrmaliges Umkehren der Erde konnen die
nahrstoffliefernden Stoffe gleichmaRig im Beet verteilt
werden. Die Ebnung der Humusoberflache schliel3t die
Gestaltung der Beete ab.

Durch die so vorbereiteten Anpflanzungsflachen dirfte fir
die Stevia-Jungpflanzen ein ausreichender Nahrboden fir

Abb 172 Ausbringung von
Diinger in die Beete

ein gesundes Wachstum geschaffen worden sein. Ein sechstes, angefligtes Beet
konnte weiterhin zur direkten Aussaat des Honigkrauts im Freien verwendet

werden, bleibt jedoch in der Folge brach liegen.
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® Messdaten:

Messung ohne Pferdedung | Kompost Kuhdung
Dinger [cm] [cm] [cm]
[cm]

4 4,5 4,5 5

4 4 4 4,5

2,5 3 2,5 3

4,5 4,5 5 5

4 4,5 4 4,5

3 3,5 3 4,5

8 7,5 7 8,5

6,5 8 6 7,5

5 5 5 7

13,5 12 12 15

11 13 11 12

12 11,5 10,5 10,5

21 15 15 21

15 18 17 20

17 15 15 14

23,5 18 17,5 24

18 23,5 20 23,5

20 17,5 19 15

34 33 27 31

32 31 30 38

35 31 34 27

40 40 32 33

37 36 38 45

40 37 39 29

55 55 43 36,5

48 49 51 61

55 50 52 37

Tab 13 Messdaten Hohenwachstum im Beet aus Anbau 2
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Messung ohne Pferdedung | Kompost Kuhdung
Diinger [cm] [cm] [cm]
[cm]
1 3,5 4,5 3,5 3,5
2 4,5 4,5 4,5 4
3 9 6 6 7,5
4 15 9 9 11
5 16 9 10 11
6 19 10,5 10 11,5
7 28 17 17 17
8 30 20 21 20
9 47 28 34 28

Tab 14 Messdaten Hohenwachstum im Topf aus Anbau 2

ohne Pferdedung | Kompost Kuhdung

Dinger [em] [cm] [cm]

[cm]
71 66 58 71
35 72 61 52
40 60 77 64

Tab 15 Messdaten Umfang der Pflanzen im Beet aus Anbau 2
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Zu 3.1.2.2.1 Vorversuch zZur vergleichenden
Diinnschichtchromatographie

Vanillin-Lsg: 0,5g Vanillin, 50mL Ethanol, 1ImL Schwefelsaure
Thymol-Lsg: 0,25g Thymol, 2,5mL Schwefelsdaure (96%), 47,5mL Ethanol (96%)

zu 3.1.2.2.2 Erste vergleichenden Diinnschichtchromatographie

Abb 175 DC-Platte Abb 174 DC-Platte Abb 173 DC-Platte Laufmittel

Laufmittel Gemisch 3:1:1 Laufmittel Ethanol Propan-2-ol
Zu 3.1.2.2.3 Verbesserte vergleichende

Diinnschichtchromatographie

Laufmittel- | ohne Anfarben mit KMnOg (,q) angefarbt
nummer

1




149



10

Tab 16 DC-Platten der zweiten vergleichenden DC

zu 3.3.2.2 Stabilitat in Abhangigkeit vom pH-Wert

\I?I:;t nachlh nach 2 Tagen nach 2 Wochen | nach 9 Wochen
0 () () () 0

B [ )
3 - 3 ) -
SEISIE Y -,
.. — 1
S
AN NN
8 - - . _ . i i
9 - . - 3 -

S [ I |
11 |- - - -

i ia " pa—
13 - - - -

T TR

Tab 17 Beobachtungsbilder des Stabilitatstests: pH-Wert
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zu 4.1.2.1 Geschmackstest mit Vanille-Pudding

® Bewertungsbogen

W-Seminar-Chemie Geschmackstest Vanilie-Pudding, 28.03.2012 Marion vogl

Vanille-Pudding mit Saccharose und Stevia rebaudianaiGeschmackstest}

Puddingl:
o vordem Essen: AussehanfEindruck: [l appetitiich [Jneutral [lviass [Clanstorena

Gcmch:D angenahm/lecker D unangenehm/abstaand Art des Geruchs;

« beim Essen:  erster Eindruck: Dsuﬁ DVanIIIe [Oeieter O sonstiges:

Konsistenz: L zu filissig 0 Missig Dnormal/passend [ fest [ zu fest
Geschmack vorywiegend: D 508 D Vanille [ bitter O sonstiges:
sage: [viel zusas Clausot Dangenehm P wenig siff ] kaum/nicht sa8
Nachgeschmaclk vorwiegend: O 5lf-klebrig J angenehm sif Olvanite Dl oitter

[ keiner O sonstiges:

* nach dem Essen:

Gesamtelindruck = Note (von 1-6)

vermutetes SUBungsmittel: ] saccharose DStevfa rebaudiana

Pudding2:
» vordem Essen: Aussehen/Eindruck: Dapnﬂltllch Dneutral Dblass Dabs(oncnd

Garuch: [ angenehm/leckar D unangenehm/abstolend Art des Geruchs,

* belm Esser:  erster Eindruck: Osag Ovanite D pitter [ sonstiges:

Konsistenz: Dzu flussig Dﬂmsig Dnonnal/passend [ fest O zu fest
Geschmack vorwiegend: Dsul{ DVanille [ bitter O sonstiges: .
stze: vietzu sk [au sk Clangenehm sig [ zu wenigsin [ kaumynicht sug
Nachgeschmack vorwiegend: ] sUR-klebrig O angenehm st} Ovanitte [ bitter

O keiner [J sonstiges:

« nach dem Essen;

Gesamiteindruck = Note (van 1-6): -

vermutetes Saungsmittel; [ saccharose [ Stevia rebaudiana

Fazit:

geschmacklicher Unterschied: Dia D nein
Insgesamt besserer Pudding: Nr.

Abb 176 Bewertungsbogen zum Geschmackstest mit Vanille-Pudding
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® Sammlung der Daten der einzelnen Bewertungsbdgen

Puddingl Pudding2
Stevia Zucker
Anzahl | Anzahl |
prozentual prozentual

vor Aussehen/Eindruck

dem

Essen
appetitlich 21| 58,33% | appetitlich 29 | 80,56%
neutral 15| 41,67% | neutral 19,44%
blass 0,00% | blass 0,00%
abstolRend 0,00% | abstoRend 0,00%
Geruch
angenehm/lecker 35| 97,22% | angenehm/lecker 30 | 83,33%
unangenehm/abstoRend 0 0,00% | unangenehm/abstoRend 1| 2,78%
Vanille/vanilleartig 25 | 69,44% | Vanille/vanilleartig 17 | 47,22%
neutral/mild 16,67% | neutral/mild 9 | 25,00%
SuR 8| 22,22% | suR 7 | 19,44%
milchig/sahnig 8,33% | milchig/sahnig 3| 8,33%

beim | erster Eindruck

Essen
SuR 6| 16,67% | sul} 33 191,67%
Vanille 18 | 50,00% | Vanille 17 | 47,22%
bitter 8| 22,22% | bitter 0| 0,00%
wenig gehaltvoll/mild/neutral | 9 | 25,00% | wenig gehaltvoll/mild/neutral | 1| 2,78%
wenig suf 4| 11,11% | wenig st 3| 8,33%
synthetisch 1 2,78% | synthetisch 0| 0,00%
sahnig/milchig 4| 11,11% | sahnig/milchig 2| 5,56%
nach Starke 1 2,78% | nach Starke 0| 0,00%
etwas bitterer 2 5,56% | etwas bitterer 0| 0,00%
Konsistenz
zu flussig 0 0,00% | zu flussig 0| 0,00%
fllssig 3 8,33% | fllssig 3| 8,33%
normal/passend 23 | 63,89% | normal/passend 30 | 83,33%
fest 25,00% | fest 8,33%
zu fest 0 0,00% | zu fest 0| 0,00%
Geschmack vorwiegend
suR 5| 13,89% | suf 35| 97,22%
Vanille 14 | 38,89% | Vanille 16 | 44,44%
bitter 13 | 36,11% | bitter 0| 0,00%
schwach/neutral 7 | 19,44% | schwach 0,00%
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milchig/sahnig 6| 16,67% | milchig/sahnig 1| 2,78%
nach Starke 1 2,78% | nach Starke 0| 0,00%
SuRke
viel zu sUR 0 0,00% | viel zu st 1| 2,78%
Zu suR 0,00% | zu suR 14 | 38,89%
angenehm siR 4| 11,11% | angenehm siR 24 | 66,67%
zu wenig sUB 20 | 55,56% | zu wenig sl 1| 2,78%
kaum/nicht siB 12 | 33,33% | kaum/nicht suR 0| 0,00%
Nachgeschmack vorwiegend
stiR-klebrig 2 5,56% | stiB-klebrig 9 | 25,00%
angenehm siif} 3 8,33% | angenehm siiR 22 | 61,11%
Vanille 7 19,44% | Vanille 13 | 36,11%
bitter 16 | 44,44% | bitter 2| 5,56%
keiner 9 | 25,00% | keiner 1| 2,78%
zu mild 41 11,11% | zu mild 2| 5,56%
kasig 1 2,78% | kasig 0,00%
unangenehm 2 5,56% | unangenehm 0,00%
nach | Gesamteindruck-Note 3,3333 | Gesamteindruck-Note 1,7778
dem
Essen
Note 1 5,56% 1|15 |41,67%
Note2 | 4| 11,11% 2|17 | 47,22%
Note3 | 16 | 44,44% 3| 2| 556%
41 8| 22,22% 41 1| 2,78%
5 16,67% 5( 1| 2,78%
6| O 0,00% 6 0| 0,00%
vermutetes StRungsmittel
Saccharose 13 | 36,11% | Saccharose 23 | 63,89%
Stevia rebaudiana 23 | 63,89% | Stevia rebaudiana 13 | 36,11%
Fazit
Geschmacksunterschied
ja 36 | 100,00%
nein 0 0,00%
besserer Pudding
Nr.1 41 11,11%
Nr.2 31| 86,11%

Tab 18 Datenerhebung beim Geschmackstest mit Vanillepudding
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zu 4.1.2.2 Rezept Apfel-Birnen-Kuchen
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Tab 19 Bewertungen des Apfel-Birnen-Kuchens

zu 4.1.2.3 Rezept Mandel-Sandkuchen
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Tab 20 Bewertungen Mandel-Sandkuchen
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zu 4.1.2.6 Placebo-Geschmackstest mit Zitronenkuchen

® Bewertungsbogen

Geschmusckstest Btronenkuchen, 2

Lhemie

W-Seminme

(Geschmackssest]

i
O
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Zitronenkuchen mit Zucker und Stevio rebaudiana)s

Abb 177 Bewertungsbogen Geschmackstest Placebo-Zitronenkuchen
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Note 1 3 4 6 %)
Stevia 13 0 1 0 1,45
Zucker 6 6 0 0 2
Fazit besserer Kuchen Anteil
Unterschied Stevia 13| 0,61904762
ja 14 Zucker 310,14285714
nein 7 gleich 510,23809524

Tab 21 Datenerhebung beim Geschmackstest mit Placebo-Zitronenkuchen
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