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Karies ist eine weitverbreitete ernahrungsbedingte Erkrankung

( Bakterien erzeugen Karies, ) .
mit Hilfe von Zucker und Zeit Karies
- % 3-Jahrige 10-17 %
Q% (‘5\ ® 6-7-Jahrige | 40-60 % (seit 1994 um 40% gesunken)
12-Jahrige 20% (seit 1994 um 80% gesunken)
@) % Erwachsene | 95% von Karies oder Parodontitis betroffen
I
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Zahnerosion
(O Bakterien verwerten Speisereste 12-Jahrige 18 %
@ Dabei wandeln sie Zucker in Saure um
(o)
Die _Séure attackiert den Zahnschmelz: Erwachsene | 45 %
L Karies entstent © medizin-fitness.de ) Senioren 60 %

(Cholmakow-Bodechtel, 2016; Oesterreich & Ziller, 2006; GKV-Spitzenverband, 2023)



Kann durch eine Erhdhung des Gehaltes an Polyphenolen die kariogene Wirkung
in einem Fruchtgetrank mit ca. 5 % Zucker reduziert werden?
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Einfluss von Polyphenolen aus Apfel, Quitte und Speierling auf die Biofilmbildung
von Streptococcus mutans in Gegenwart von 3,7% Zucker

Apfel
(Malus
domestica)

e 5
Speierling
(Sorbus
domestica)

0 0,5 1,0 2,0

Polyphenol Konzentration (g/L)



Einfluss von Polyphenolen aus Apfel, Quitte und Speierling auf die Bildung von
|6slichen und unl6slichen Exopolysacchariden in Streptococcus mutans Biofilm
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Reduktion des zahnschadigenden Potenzials von zuckerhaltigen
Fruchtgetranken durch Reformulierung mit antikariogenen Polyphenolen

Zielsetzungen

e Herstellung von Saftmischungen mit hohem Polyphenolgehalt und
unterschiedlichen Polyphenolprofilen

* Optimierung der sensorischen Eigenschaften

* Nachweis von karieshemmenden Wirkungen (in vitro / in situ)



Auswahl der Rohware

Herstellung von Fruchtsaften aus polyphenolreichen Apfeln, Quitten und Friichten des Speierlings
« Analyse der Polyphenolprofile via RP-UHPLC-DAD

Apfel Quitte Speierling

Hohe Gehalte an Hohe Gehalte an Hohe Gehalte an
Chlorogensaure, Flavan-3-ole Chlorogensaure und Neochlorogensaure und
und Phloretinglykoside Neochlorogensaure polymeren Flavan-3-olen

3
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DAD Signal Intensity
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Abb. 1 RP-UHPLC Chromatogramm von Fruchtsaften aus Apfel (Links), Quitte (Mitte) und Speierling (Rechts) bei 280 nm.
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Herstellung der Studiengetranke

Arbeitsschritte Polyphenolhaltiges Studiengetrank Polyphenolfreies Studiengetrank
(Verum) (Placebo)
Herstellung von Apfelsaft und -halbkonzentrat Apfelaroma e
« Basis flr die Studiengetranke und fir die ; _ _
. _ plelsaft Polyphenolha_!tlges VE-Wasser Polyp_henolfrf_ales VE-Wasser
Gewinnung der Polyphenolextrakte Horzontakort- | Studiengetank |« 1951 Sudengetank e~ oy
T
| Potphenot oot | | Towngs.
Polyphenolextraktion ] r L emulion
« Gewinnung von 800 g Polyphenolextrakt {_P_f’@’;h;'?f"_e?t'f_ai“;ﬁ_]
und 171 L polyphenolfreiem Apfelsaft _—
roforat " Aromecntiemung | sale
Wendelfilterpresse| "~~~ TTTToToomm ry
. . re > ntaromatisiertes elsa
Ausmischen der Studiengetranke Comeniat || aionenta L oionahon>
. . Apfelsaft [ ™ 9 presse 9
« Zielgrof3en: ca. 50 g/L Gesamtzucker- und B

1,5 bzw. 0,0 g/L Gesamtphenolgehalte

Abb. 1 Herstellungsschema der polyphenolhaltigen und -freien Studiengetréanke



Zusammensetzung der Studiengetranke

Tab. 1 Zucker-, Saure- und Gesamtphenolgehalte der polyphenolhaltigen und -freien Studiengetranke

Polyphenolhaltiges Polyphenolfreies
Studiengetrank (Verum) Studiengetrank (Placebo)
> Zucker [g/L] 53,10 54,40
Glucose [g/L] 15,00 15,00
Fructose [g/L] 35,20 35,70
Saccharose [g/L] 2,90 3,70
Ldsliche Trockensubstanz [°Brix] 6,36 6,25
pH-Wert [-] 3,20 3,25
Gesamtsaure [g/L] 3,79 3,58

Gesamtphenole [g/L] 1,40 0,04




Polyphenolanalytik

RP-UHPLC-DAD-HR-MS/MS
ldentifizierung und Quantifizierung
* Mono- und dimere Flavan-3-ole
« Dihydrochalcone

* Hydroxyzimtsauren

* Flavonole

HILIC-FLD-DAD-HR-MS/MS
|dentifizierung und Quantifizierung

» Oligomere Flavan-3-ole
Polymerisierungsgrad (DP) 3-8

400 —
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200 —

100 —

Signal intensity (mAU)

280 nm

Retention time (min)

Abb. 2 RP-UHPLC-DAD Chromatogramm von Polyphenolen in Apfelsaft bei 280 nm.
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Abb. 3 HILIC-FLD Chromatogramm von Flavan-3-olen in Apfelsaft bei 230/321 nm.



Polyphenolprofil und -stabilitat

« |dentifikation und Quantifikation von 25 unterschiedlichen Polyphenolen
(Epi)catechin und Procyanidine (DP 2-7)
Phlorizin, Phloretin-2'-O-xyloglucosid

Flavan-3-ole (20 %):
Dihydrochalcone (23%):
Hydroxyzimtsauren (55 %):
Flavonole (2 %):

Chlorogensaure

Quercetin-3-0O-glycoside

» Polyphenolverlust nach 6 Monaten bei 20 °C betrug unter 10 %

Tab. 2 Gehalte an phenolischen Verbindungen im Studiengetrank tiber eine Lagerzeit von 6 Monaten bei Raumtemperatur (20 °C)

Konzentration [mg/L]

Polyphenole 0 Monate 2 Monate 4 Monate 6 Monate

> Flavan-3-ole 138,5+£0,7 122,3+0,0 121,4+£0,5 119,4+£0,4
> Dihydrochalcone 162,9 £ 0,3 157,8 £ 0,2 156,1 + 0,1 149,5+0,4
> Hydroxyzimtsauren 389,7+0,6 380,1+0,3 376,5+0,3 360,0+ 0,4
> Flavonole 15,9+ 0,1 14,9 + 0,1 14,8 + 0,0 14,1 + 0,0
> Polyphenole UHPLC 707,0+£0,3 675,1+0,3 668,7 £ 0,0 643,0 £ 0,5
> Gesamtphenole Folin-Ciocalteu-Assay 1414,0 £ 0,5 1289,0 £ 0,5 1293,0 £ 0,0 1281,0+£0,5




Designh der humanen Interventionsstudie

Studienzeitraum: ca. 8 Monate
* Randomisierte Interventiosstudie im Cross-over Design
e 30 gesunde mannliche Probanden, 21-55 Jahre, BMI 18.5-29.5

Rekrutiert
n=157

Ausschlusskriterien:

e Stoffwechsel- oder endokrine
Erkrankungen

* Malabsorptionssyndrom

e Allergien

* Rauchen, Alkohol- und

Drogenmissbrauch Eingeschlossen

.. : n=30
* Nahrungserganzungsmittel

 Medikamente (z.B.
Antidepressiva, Antibiotika)

Studle

abgeschlossen
n=30

* Fruktoseintoleranz
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Designh der humanen Interventionsstudie

Studienzeitraum: ca. 8 Monate

* Randomisierte Interventiosstudie im Cross-over Design
e 30 gesunde mannliche Probanden, 21-55 Jahre, BMI 18.5-29.5

Ausschlusskriterien:

e Stoffwechsel- oder endokrine
Erkrankungen

* Malabsorptionssyndrom
e Allergien

* Rauchen, Alkohol- und
Drogenmissbrauch

* Nahrungserganzungsmittel

 Medikamente (z.B.
Antidepressiva, Antibiotika)

* Fruktoseintoleranz
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Analysen

1. Einfluss auf die Zahngesundheit
* Lasionstiefe
 pH-Wert (Biofilm)

2. Einfluss auf das Blutglucoselevel
* Continuous Glucose Monitoring

3. Einfluss auf das Metabolom
* Abbauprodukte des Saftes
* Systemische Effekte
e Blutplasma, Urin, Speichel

4. Einfluss auf die orale- und Darmmikrobiota

* Sequenzierung
 Koloniebildende Einheiten
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Polyphenol-Abbauprodukte im Metabolom des Urins
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Zahnmedizinische Untersuchungen

Lasionstiefe
pH-Wert (Biofilm)

Speichelflussrate

Speichel pH-Wert

Speichelpufferkapazitat

Plague Index: Mals fiir Biofilmbildung

Gingivitis Index: Mal’ fiir Zahnfleischentziindungen
DMFT: Index fir fehlende, gefillte Zdhne
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Zahnschmelzapparatur

Untersuchung des kariogenen Effektes

Individuell angepasst

Behandelte Rinderzahnschmelzproben

Tragedauer = 2 Wochen

- Ausnahmen: Mundhygiene und

Nahrungsaufnahme

Test- und Kontrollflache

17



Lichtmikroskopische Untersuchungen
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Lasionstiefen der Studiengetranke

SG1
mit Polyphenolen

MW= 2.87

SG2
ohne Polyphenolen

Hoherer Wert -> hohere Schadigung des Zahnschmelzes
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Lineares gemischtes Modell

Feste Effekte Feste Effekte Zufidllige Effekte
2 < + +
Studiengetrank Proband

Interaktion

m Feste Effekte

treatment
sp_fliess
Sp_pur
sp_puffer
pi_mean
gi_mean

dmft

Studiengetrank: Polyphenolreich oder Placebo Proband: Individuelle Einfllisse durch Probanden
Speichelflussrate Phase: Phase des Cross-over Designs

Speichel pH-Wert

Speichelpufferkapazitat

Plague Index: Mal’ fiir Biofilmbildung

Gingivitis Index: Mal$ flir Zahnfleischentziindungen

DMFT: Index fiir fehlende, gefillte Zahne

19



Ergebnisse des Modells

Feste Effekte Feste Effekte Zufillige Effekte
~J ".
= + +
Studiengetrégnk | |  eesse Proband
ANOVA des Modells Kariesrisiko m Post hoc Test
Studiengetrank <0.001 o ‘ Ist ein Unterschied in den Lasionstiefen nach 2 Wochen
Speichelfliessrate 0.016 * polyphenolreichem Studiengetrank vs. Placebo feststellbar?

Speichelpufferkapazitat <0.001 e
DMFT 0.017 *

Plaque-Index <0.001 o mit PP — ohne PP -55.7 0.019
Gingivitis-Index <0.001 ok

Studiengetrank:Speichel pH-Wert <0.001 ok Bei mittleren kariologischen Parametern bewirkt das
Studiengetrank:Plague-Index 0.021 * polyphenolreiche Studiengetrank eine geringere
Studiengetrank:Gingivitis-Index <0.001 Kk Schadigung des Zahnschmelzes als das Placebogetrank
Studiengetrank:DMFT 0.016 *

Studiengetrank:Speichelfl.:Gingivitis-Index  0.002 ok

Studiengetrank:Speichelpuf.:Plaque-Index  0.025 * . _ . . 20

Negative Werte = Remineralisierung des Zahnschmelzes



Ergebnisse des Modells

Modell 2

e Berucksichtigung der individuellen Zahngesundheit

bei der Analyse

* Probanden wurden in Gruppen sortiert
- Gruppe 1: DMFT <5

- Gruppe 2: DMFT 25

Feste Effekte

- =

eeeeeeeeeee

Studiengetrank

Feste Effekte Zufillige Effekte

+ + ﬁ

Proband

Post hoc Test
‘ Gibt es einen Unterschied in den Lasionstiefen zwischen

den beiden Studiengetranken?

mit PP — ohne PP -55.4 17.34 0.032 *

mit PP — ohne PP >5 -35.5 22.08 0.21 n.s.

Probanden mit besserer Zahngesundheit zeigten im
Durchschnitt eine geringere Lasionstiefe, was auf das

Potenzial des polyphenolreichen Studiengetranks zur
Vorbeugung von Zahnkaries hindeutet.

Negative Werte = Remineralisierung des Zahnschmelzes



Zusammenfassung und Ausblick

Die Anreicherung eines Fruchtgetrankes mit antikariogenen Apfel-
Polyphenolen ist moglich

Die Anreicherung von Polyphenolen im Studiengetrank fihrte zu
signifikant niedrigeren Lasionstiefen im Zahnschmelz bei Berlicksichtigung
verschiedener zahnmedizinischer Faktoren

Einflussfaktoren auf remineralisierende Effekte scheinen eine wichtige
Rolle zu spielen und sind individuell sehr unterschiedlich

Probanden mit besserer Zahngesundheit profitieren starker vom
polyphenolreichen Studiengetrank

Das entwickelte Modell muss von Probanden bestatigt werden, die nicht
an der Studie teilgenommen haben

Die Férderung von Zahngesundheit ist sehr relevant — sie korreliert mit
anderen zunehmenden chronischen Erkrankungen

22
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FS I

Herstellung polyphenolreicher Fruchtsafte (Apfel, Quitte, Speierling)

AP1
Verfahren mit hoher Ausbeute an Polyphenolen
b1 i A
. l e
AP 2 FS I ; - AP 3 FS I
Analytik Saftinhaltsstoffe = = Qualitat Projektsaft
Polyphenole, Zucker, Saure, Q ! Stabilitatsprifung
Mineralstoffe, Viskositat geschmackliche Akzeptanz
I \ 4
AP 4 FS1 [€ v > AP 5 FSI
Sensorische Wahrnehmung l In vitro-Versuche
Interaktion von Saftinhaltsstoffen . § Effekte von Modelll6sungen, Safte
Modellldsungen und Safte e | Auf orale Bakterien und Enzyme
Modellierung von Saftprofilen . Kariogene Prozesse Zahnschmelz
Humane Interventionsstudie mit polyphenolreichen Fruchtsaften FS 1

AP 6

Kariogene Prozesse im Mund
30 Probanden, doppelblind, cross-over




Ergebnisse - Ernahrungsprotokoll

« Anweisung fur polyphenolarme Diat
« Erfassung der Nahrungsaufnahme mit Erndhrungs-App (AG Bosy-Wetsphal)

| Dokumentation von Mahlzeiten | _— .
T _ . .
: Mabhlzeit, Snack, Getrank
.: G war ¥ mn v 3 min v o IR
i urg
Miklas-Roder ; Hinzufdgen —» T e .
o . )
H Ubersichi s L #
©  NeusrEintrag - e Lebensmneiman 0
K MAHLZEIT GETR
{0 Historie
i Verwaltung ~ Dein Tag )

Keine Eintrage
Flge jetzt deine Mahlzeiten des Tages hinzul =-)

Studien

Probanden

7] Hilfer

« Dokumentation wahrend der Intervention
* Analyse der letzten 4 Tage jeder Intervention




Ergebnisse - Ernahrungsprotokoll

Mealtime

Verteilung von Mahlzeiten und Lebensmittelgruppen zwischen den beiden Studiengetranken

Mahlzeiten Lebensmittelgruppen
"E =]
E o 0
: g =
z a —
= |————————————
oo Tttt 0 = I |
1 1
Caloric drink ! : Cereals and potatoes I :
] ' . | '
--------------- i = T
i ! pr— Caloric drink LI |
Mon caloric drink | | | | ﬁ e
L __ | L Q. MNen caloric drink : ,| |
i'_______________: o o Fruit and nuts e |
i i o Q] . CTTTTTTTTTTT
! " Lo ! Dairy Product ! |
: B F
1 I e Y O
Main Meal ! | Meat and fish products : !
1
| . o l
1 | w - -- \
! ' Mg Oils and fats I I
! ! Twm ' '
________________ I |
_______________ @ I SoIoTIIIIzIIIh
! i TDT High fat, high sugar | |: !
Snack | ! T o coIIzIzzIzDIIz
G | in Y Vegetables and Salad | |: !
Juice Juice

@  Chir2 Test p-wert: 0.989 M Chir2 Test wert: 0.882
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<-4
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Residuals:



Lichtmikroskopische Untersuchungen

Lasionstiefen der Studiengetranke
6 —
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Lichtmikroskopische Untersuchungen

LY

¥ //
X

i Test-Flache

Einfacher Vergleich der Studiengetranke:
— Kein signifikanter Unterschied in den

Kontroll- | | Lasionstiefen
Flache :

1. Lasion vergrolSert 3. Lasion vermindert

2. Lasion gleich
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Lineares gemischtes Modell

Im Modell
treatment
sp_fliess
Sp_pur
sp_puffer
pi_mean
gi_mean

dmft

Feste Effekte Feste Effekte Zufallige Effekte

g + +

difference ~ treatment + sp_fliess + sp_puffer + sp_pur + dmft + pi_mean + gi_mean +
treatment:sp_fliess + treatment:sp_puffer + treatment:sp_pur + .....
treatment:sp_fliess:sp_puffer + treatment:sp_fliess:sp_pur + treatment:sp_fliess:dmft
+ ...

Phase + Proband

Spe|che|f|ussrate FTidSc. FIidSc UesS LIOosS5-0vel DESIZTHS
Speichel pH-Wert

Speichelpufferkapazitat

Plaque Index: Mal3 fiir Biofilmbildung

Gingivitis Index: Mal3 fiir Zahnfleischentziindungen

DMFT: Index fiur fehlende, gefiillte Zahne
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