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1. Einleitunq

Bis heute gilt die Anwendung von Fluoriden als Prophylaxemethode der Wahl, da
andere Mdglichkeiten wie Mundhygiene oder Erndhrungslenkung zumeist wegen der
Nachlassigkeit der Menschen scheitern [60, 41, 46, 62].

Dennoch sind Fluoride nur bedingt fir die Gesunderhaltung der Zahne brauchbar. In
Perioden, in denen der Zahnschmelz durch die von den Mikroorganismen in der
Mundhdhle produzierten Sauren entkalkt wird, bilden sich an seiner Oberflache
kleine Poren. Aus diesen wandern die Kalksalze aus der Tiefe des Schmelzes in den
Zahnbelag und anschlieBend in die Mundhéhle. Zurlck bleiben folglich tiefe Poren, in
denen die Mineralien Calcium und Phosphat fehlen. Wird diese Entkalkung nicht
gestoppt, brechen diese Poren dann spater bei der eigentlichen Kariesbildung ein
[40].

Die Ausformung einer kariésen Lasion ist eng mit der Struktur des Schmelzes sowie
mit der speziellen Chemie der Orthophosphate verknlpft. Hierbei spielen
insbesondere der Pufferibergang H,PO,” & HPO,” und die starke pH-Wert-
Abhangigkeit der Sattigungskonzentrationen der Calciumphosphate eine Rolle [40].
Die Eigenheiten des Kariesprozesses sowie seiner Umkehrung, der
Remineralisation, sind durch das spezielle Ineinandergreifen der physikalischen
Prozesse Diffusion und Stoffabscheidung (Kristallwachstum) bedingt [22].

Schon ein sehr einfaches Modell kann die wesentlichen Eigenheiten des
Kariesprozesses und die Schwierigkeiten seiner Umkehrung klar machen:

Materielle Voraussetzung fur die Ausbildung einer Karieslasion ist ein poréses oder
ein pords korrodierendes Calciumphosphat. Zahnschmelz erfiillt infolge seiner
Einschlisse aus organischem, hydrophilem Material diese Voraussetzung. Bei einer
Absenkung des pH-Wertes im AuBenmedium dringen die H*-lonen aufgrund des
Konzentrationsgradienten in diese Poren ein. Nach experimentellen Ergebnissen ist
es berechtigt, sich die Poren als mit wassriger Lésung geflllt vorzustellen [15]. Die
H*-lonen sind in wassrigem Medium an Wassermolekiile gebunden und kénne ohne
echte Wanderung des urspringlichen Teilchens Uber die durch Wasserstoffbriicken
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verzahnten Wassermolekile durch Umorientierung der Bindung Uber eine lange
Kette ,weitergereicht werden. Daher ist ihr Vordringen sehr schnell. Sie werden nur
gebremst durch die Forderung nach Ladungsneutralitat im Medium.

Letztere Bedingung verlangt ein Wandern von anderen lonen. Anionen werden
mitgezogen, Kationen werden durch die zusatzliche elektrostatische Kraft im
Diffusionsfeld aus den Poren des Festkérpers heraus forciert; insbesondere werden
also die Calciumionen zum schnelleren Verlassen des Schmelzes veranlasst. Die
Konzentration an freiem H*, also der pH-Wert, wird sich in der Porenflissigkeit
aufgrund der Pufferwirkung des Phosphats, das dort und an der Porenwand
vorhanden ist, nur wenig verschieben. Thermodynamisches Gleichgewicht bezlglich
der chemischen Reaktion vorausgesetzt, dirfte sich der pH-Wert in den Poren von
pH = 7 nur wenig unterscheiden. Unendliche Reaktionsgeschwindigkeit fur die
Auflésung der Porenwande vorausgesetzt, ware die Eindringtiefe fir die H*- lonen
gleich Null. Damit bleibt ein groBer Konzentrationsgradient fir H*-lonen an der

Oberflache tber lange Zeit erhalten. Er flhrt zu einem kontinuierlichen Mineralverlust

[7].

Das spezielle Ineinandergreifen der chemischen Stoffumsetzungen in die
Diffusionsvorgange fiihrt zu einem besonderen histologischen Erscheinungsbild der
initialen Karies, der Subsurface-Lasion [40]. Beginnend mit einer Demineralisierung
der Oberflache lagert sich im weiteren Verlauf des Kariesprozesses ein Teil des
ausstromenden Minerals wieder in der Oberflache ab [56]. Zusatzlich helfen die
natiirlicherweise im  Speichel im Uberfluss vorhandenen Calcium- und
Phosphationen, solche Poren nahe des Neutralpunktes sehr schnell wieder zu
verschlieBen. Tiefer gelegene Schmelzschichten bleiben dabei aber mineralarm,
sodass bei der Initialldsion die Zone des gr6Bten Mineralsverlusts im Inneren des
Schmelzes stets durch die besser mineralisierte Oberflache des Zahnes, die sog.
Deckschicht, vom Milieu der Mundhdhle getrennt ist. Die direkte, formale Umkehrung
des Kariesprozesses macht die Schwierigkeiten, die bei der Remineralisation von
Initialkaries auftreten, augenfallig [57].
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Abb. 1: Initialkaries (sog. weiBer Fleck) als Ausdruck der porésen Zahnoberflache
oberhalb einer demineralisierten Schmelzschicht. Rechts eine Réntgenaufnahme der
scheinbar intakten Oberflache und der Zone des Mineralverlustes. Die Pfeile weisen auf die
sog. Deckschicht hin.

Wenn, pauschal formuliert, fir die Randbedingungen im AuBenmedium bei der
Demineralisation gilt:

1. niedrige Mineralkonzentration,
2. hohe H*-Konzentration, also niedriger pH-Wert ,

erhalt man als deren formale Umkehrung als Randbedingungen im AuBenmedium fir

die optimale Remineralisation:

1. hohe Mineralkonzentration und
2. niedrige H*-Konzentration, also hoher pH-Wert.
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Abb. 2: Theoretische optimale Randbedingungen fur eine Remineralisation: hohe Mineral-
konzentration und niedrige Wasserstoffionen-Konzentration. Nur zu erreichen durch Gber-
sattigte Losungen (s. Text).
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Die beiden Forderungen fir die Remineralisation schlieBen sich aber aus; bei hohem
pH-Wert kann also nur wenig Mineral in Lésung gehalten werden. Nimmt man im
Inneren der Poren thermodynamisches Gleichgewicht an, so erwartet man dort pH =
7 und eine Lésung, die Sattigung bezlglich des Mineralsubstrats aufweist [63]. Die
Forderung der direkten Umkehrung der Demineralisation ergibt also: mehr Mineral
und héherer pH-Wert im AuBenmedium. Das bedeutet stark Ubersattigte Lésung. Da
die Abscheidungsrate proportional zur Ubersattigung der L&sung ist [19], muss mit
einer vermehrten Mineralabscheidung an der Oberflache gerechnet werden, da die
Konzentration entlang des Konzentrationsgradienten in Richtung auf das Innere der
Lasion hin abnimmt. Aufgrund dieses Sachverhaltes wird bei vielen Reminera-
lisationsexperimenten in Ubersattigten Lésungen nur ein Deckschichtverschluss
beobachtet.

Bei der eben angestellten Betrachtung wurde nicht bertcksichtigt, dass die
verschiedenen Calciumphosphate unterschiedliche Ld&slichkeitsprodukte besitzen.
Diese Gegebenheit lieBe sich ausnutzen, um einen Mineraleinbau auch bei
stationdren Bedingungen im AuBenmedium zu erreichen. Da aber eine effektive
Remineralisation, wie soeben ausgeflhrt wurde, in quasistationaren Zustédnden
(Gleichgewichtssystemen) nicht méglich ist, muss hierzu deshalb auf nichtstationére,
also zeitlich verdnderliche AuBenbedingungen zurlckgegriffen werden, wie es

Almaqvist et al. bereits gefordert hatten [2].

Der Verzehr von Fruchtgummi flahrt grundsatzlich zu zeitlich veranderlichen
AuBenbedingungen. In der vorliegenden Studie wurde untersucht, ob ein
handelsibliches Fruchtgummiprodukt, das mit einer neuartigen, an Calcium
hochkonzentrierten Salzhydratschmelze angereichert wurde, nicht nur die Demine-
ralisation von Zahnschmelz hemmt, sondern sogar eine remineralisierende Wirkung
aufweist. Dies wurde vergleichend in-vitro und in-situ untersucht. Verglichen wurden
je ein handelslbliches zuckerhaltiges Fruchtgummiprodukt mit bzw. ohne Zusatz der
zu testenden calciumhaltigen Salzhydratschmelze sowie je ein zuckerreduziertes
Fruchtgummiprodukt mit bzw. ebenfalls ohne Zusatz der zu testenden Schmelze.
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1.1. Das Prinzip der forcierten dynamischen Remineralisation

Eine remineralisierende Wirkung der an Calciumionen hochkonzentrierten
Salzhydratschmelze wurde erwartet, da diese aufgrund des hohen Gehaltes an
freien Calciumionen nach dem Prinzip der forcierten dynamischen Remineralisation
arbeiten misste. Diese unterscheidet sich grundlegend von der remineralisations-
férdernden Wirkung von Fluorionen. Die wesentlichen Uberlegungen zur forcierten

dynamischen Remineralisation seien im Folgenden kurz skizziert.

Bei der Remineralisation mit zeitlich veranderlichem AuBenmedium darf das System
nicht ins chemische Gleichgewicht kommen, es muss stetig zyklisch dynamisch

verandert werden [61].

Demineralisation
Umgebungsmilieu Schmelz

H  — H' + Hydroxylapatit

Remineralisation

Umgebungsmilieu Schmelz
H+ + Hydroxylapatit

CaHPO 4

Ca(H,PO,),

Abb. 3: Prinzip der chemischen Vorgange bei der De- und Remineralisation von
Zahnschmelz.
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Durch ein Absenken des pH-Wertes in der Remineralisationslésung kann in dieser
die Konzentration an Mineral um ein Vielfaches erhdéht werden, ohne dass die
Sattigungsgrenze wesentlich Uberschritten wird [11, 40].

S

\- Schmelz
\

wh

iV

5,
/

M~

5
3

4,0 5,0 G’O 7,0 pH
sauer neutral

Sattigungskonzentrationen der Calciumionen (mmol/l) in den
Calciumphosphatphasen Hydroxyapatit und Schmelzapatit

Abb. 4 [40]: Calcium-Léslichkeitsisothermen. Beim pH-Wert 4,5 lassen sich aus HAP ca.
10(Zmal mehr Calcium- und Phosphationen I6sen als beim pH-Wert 6,8 (Cyap 102 gegeniiber
107).

Dadurch wird am Zahn ein saures, an Mineral gesattigtes Umgebungsmilieu erzeugt.
Die H™-lonen diffundieren, wie bereits erwahnt wurde, schneller als alle anderen
Komponenten in die Poren des Schmelzes. Eine solche Remineralisationsldésung
kann den pordsen, entkalkten Zahnschmelz gleichsam wie einen Schwamm
durchtrdnken und eine groBe Menge gelésten Minerals in alle Bereiche der Lasion,
also auch in die tiefer gelegenen Schichten, transportieren.

Die H*-lonen werden zum Teil durch das geléste Phosphat weggepuffert, senken
aber, wenn das Puffervermdgen der Lésung erschdpft ist, den pH-Wert ab und
ermdglichen so, eine hdhere Konzentration an Mineral in Lésung zu halten. Diese
hdhere Konzentration an Mineral wird zu einem Teil durch Diffusion, zum anderen
Teil durch Auflésen der Wande erreicht [14].
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Nach dem Sattigungsausgleich wahrend der sauren Phase folgt der zweite Schritt,
die Mineralabscheidung. Hierzu wird im AuBenmedium der pH-Wert erhdht, bei
gleichzeitiger automatischer Reduktion des Mineralgehalts auf Werte unterhalb der
Sattigung. Aufgrund des Konzentrationsgradienten fiir Protonen vom Inneren der
Lasion nach auBen strémen diese aus den Poren der L&sion in das AuBenmedium.
Das Wandern der positiven Ladungstrager von der Lasion ins Remineralisa-
tionsmedium hat den umgekehrten Effekt wie bei der im ersten Abschnitt
beschriebenen Demineralisation zur Folge: Es bringt zusatzliche Kationen, u. a. die
gewinschten Calciumionen in die Lasion und fihrt zu einer Abnahme der
Konzentration an Saureresten, u. a. Phosphat. Mit abnehmender Mineralkonzen-
tration im AuBenmedium kommt es zu einem Konzentrationsausgleich an Mineral
zwischen Innen- und AuBenmedium. Dabei wird sich in Abhangigkeit von der
Anderungsrate des pH-Wertes im AuBenmedium und des Sattigungsgrades in
bestimmter Tiefe der Lasion eine Zone mit maximaler Mineralabscheidung ausbilden
[16].

Die Effektivitat des Verfahrens der forcierten dynamischen Remineralisation ist durch
ein optimales, zeitliches Konzentrationsprofil der Lésungskomponenten festgelegt.
Seine Form wird durch die lokalen Auflésungs- und Abscheidungsraten der
mineralischen Komponenten wahrend des Durchlaufes des Zyklus bestimmt [8,18,
36, 38].

Nach Verzehr des Mediums ,geléster Fruchtgummi“, der mit einer an reagiblen
Calciumionen hochkonzentrierten Salzhydratschmelze angereichert ist, steigt durch
die Speichelclearance der pH-Wert im Umgebungsmilieu des Zahnes an, gleichzeitig
sinkt die Konzentration an freien reagiblen lonen drastisch ab. Dadurch baut sich ein
Konzentrationsgradient zwischen der Lasion und dem AuBenmedium des Zahnes
auf. Folglich diffundieren aus dem porésen Schmelzbereich sowohl Protonen als
auch ein Teil des wahrend der Applikation der Spullésung eingeschleusten Minerals
in die Mundhohle zurlick. Wegen der sehr groBen Beweglichkeit der H*-lonen und
des nichtlinearen Zusammenhangs zwischen Diffusionszeit und -strecke verarmt der
oberflachennahe Bereich schneller an Mineral als die tiefer gelegenen Schichten.
Darin ist das Mineral nach Abzug der H*-lonen gefangen und wird zum Niederschlag
an den Porenwanden gezwungen (forcierte Remineralisation). Auf diese Weise
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werden durch das zeitliche Konzentrationsprofil, das durch die Applikation
vorgegeben ist, sowohl der Ort als auch die Menge des Mineraleinbaus beeinflusst.

1.2. Die Salzhydratschmelze

Zentrales Thema der vorliegenden Studie war festzustellen, ob sich die
grundlegenden Erkenntnisse zum Thema ,forcierte Remineralisation von
Zahnschmelz® in vitro bestatigen lassen und ggf. in vivo in SiBigkeiten, z. B.

Fruchtgummiprodukten umgesetzt werden kénnen.

Zu diesem Zweck musste der SiBware eine ausreichende Menge an Calciumsalz
zugesetzt werden. Die Konzentration von erstrebenswerten 200 mmol/kg Calcium in
dem Fruchtgummi konnte durch eine bislang in diesem Zusammenhang nicht
beschriebene anorganische Salzhydratschmelze erreicht werden. Diese unterschei-
det sich grundlegend von herkdmmlichen Salzen bzw. Salzhydraten [20].

Der Begriff amorphe Salzhydratschmelze bezeichnet nach Peters [52] die flUssige
Schmelze eines bei Raumtemperatur festen, kristallinen Salzhydrates. Es handelt
sich dabei um die geschmolzene Mischung eines bestimmten Salz-Wasser-
Verhaltnisses, die auch als unterkiihlte Schmelze glasartig und damit nicht kristallin
existieren kann. Wegen ihrer besonderen Eigenschaften bilden diese Salzhydrat-
schmelzen innerhalb der Salz-Wasser-Systeme mit steigender Salzkonzentration
eine eigenstandige Stoffklasse [23]. Die wesentlichen Unterschiede zwischen
Salzhydratschmelzen und Ublicherweise verwendeten Salzen bzw. Salzhydraten sind

hierin zu sehen:

- Salze sind kristallin (d.h. ihre lonen sind im Gitter ,gebunden” und nicht reagibel)

- FErstarrte Salzhydratschmelzen sind nicht kristallin, sondern amorph (d. h. ihre
lonen sind nicht im lonengitter ,gebunden®, sondern frei)

- Salze sind somit weniger leicht I6slich und damit schlechter homogen zu verteilen
als Salzhydratschmelzen

- Salzhydratschmelzen sind hochkonzentriert und im Vergleich zu Salzlésungen
wasserarm, was bei der Herstellung von Lebensmitteln von groBer Bedeutung

sein kann.
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Die Zugabe von Calcium zur Fruchtgummimasse erfolgte deshalb nicht als
kristallines Salz, sondern in Form einer speziell zusammengesetzten amorphen
Salzhydratschmelze. Diese Schmelze kann Lebensmitteln entweder bei erhdhter
Temperatur direkt als nichtkristalline aufgeschmolzene FlUssigkeit oder bei
Raumtemperatur als glasartige erstarrte, ebenfalls nicht kristalline unterkihlte
Schmelze zugegeben werden.

Der besondere Vorteil der verwendeten Salzhydratschmelze liegt darin, dass sie sich
in der Lebensmittelzubereitung auch in hoher Konzentration leicht I6slich homogen
vermischt, ohne Ausbildung kristalliner Aggregate. Sie unterscheidet sich damit
grundlegend von den Ublicherweise zugegebenen Salzen, Salzhydraten bzw. deren
Lésungen, deren Kristalle in héher konzentrierten Lésungen als Impfkristalle fir ein
vorzeitiges unerwinschtes Ausfallen weiterer Kristalle dienen kénnen.

Diese Eigenschaften der Salzhydratschmelzen ermdglichten in den im Folgenden
dargestellten Testreihen in besonderer Weise die Remineralisation von
Zahnschmelz, da darin dessen wesentlicher Baustein, das Calcium, in einer hohen

Konzentration enthalten war.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es vergleichend in-vitro und in-situ zu untersuchen,
welchen Einfluss eine calciumhaltige Salzhydratschmelze, die einem herkémmlichen,
gelatinehaltigen Fruchtgummi zugefligt worden war, auf die Remineralisation von

Zahnschmelz nimmt.
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2. In-vitro Untersuchungen zur Remineralisation mit calciumhaltiger
Fruchtgummimasse

Der Mineralisationseffekt von Fruchtgummi-Schmelze-Mischungen wurde zunéchst
in-vitro an Proben von kinstlichem, porésem Hydroxylapatit untersucht. Dieser
verhalt sich wie echter, poréser Zahnschmelz [4, 48, 53]. Die Mineralbilanz der
Proben wurde nach Diskussion gangiger Methoden [5] mikroradiographisch (vgl.
2.2.1.f) online mit Hilfe der Absorption von Réntgenstrahlen bestimmt.

2.1. Material

2.1.1. Die Produkte

In dieser Testreihe wurde die Wirkung von Produkten mit folgender

Zusammensetzung untersucht:

1. Fruchtgummi P: mit den wesentlichen Bestandteilen Glukosesirup, Zucker,
Gelatine, natirlichem Aroma, Frucht und Pflanzenextrakten, Feuchthalte- und

Sauerungsmitteln, (im Folgenden als P (Placebo) bezeichnet)

2. Fruchtgummi V: die gleichen Fruchtgummiprodukte (im Folgenden als V (Verum)
bezeichnet), angereichert mit 200 mmol Calcium/kg. Die Calciumionen wurden in
einer Salzhydratschmelze zugefiihrt, die 2,57 mol Calcium/kg enthielt

2.1.2. Kunstlicher Speichel und Fruchtgummilésung

Als kunstlicher Speichel diente bei diesem Versuch eine REM-L6sung mit 1 mmol

Ca** und 1 mmol PO,*.

Um 1 | dieses klnstlichen Speichels herzustellen wurden 5 ml 200 mmolare
NaH,PO, mit einem Molekulargewicht von 137,99 g/mol, in einen 1 | Kolben
pipettiert.

AnschlieBend wurden 0,3084 g Ca-Lactat und 3,92 g kristallwasserfreies Na-Acetat
mit Milchsaure bei 30°C auf einen pH von 6,5 eingestellt. Mit aqua bidest. wurde die

Vorlage zu einem Volumen von 1 | aufgefullt.

12
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AnschlieBend konnte der Lésung bei Bedarf noch 2 g Thymol fir langere Haltbarkeit
beigemischt werden.

Zur Herstellung der Fruchtgummilésung wurden 65 g Fruchtgummi zerkleinert und
mit 97,5 g REM-Lésung in einem 250 ml Becherglas mit einem Magnetrihrer im
Wasserbad zum Schmelzen gebracht.

2.1.3. Die Proben

Als Proben fir den Mineraleinbau wurden kinstlich hergestellte pordse
Keramikkérper aus Hydroxylapatit verwendet. Ausgangsmaterial flr diese stellte ein
kaufliches Hydroxylapatit-Pulver der Firma Budenheim Typ C13-08 dar. Je 145 mg
dieses Pulvers wurden axial bei 2200 kp/cm? zu zylindrischen Griinkdérpern von 8 mm
Durchmesser gepresst. Die Griinkdrperdichte betrug 1,45 g/cm?®. AnschlieBend
wurden die Grinkdérper innerhalb von 90 min auf 900°C aufgeheizt. Die Temperatur
wurde 1 Stunde aufrechterhalten. Die AbklUhlphase betrug 24 Stunden. Die fertigen
Proben hatten eine Dichte von 1,65 g/cm® mit einer Streuung von + 0,02 g/cm?, d.h.
die Dichte von mehr als 2/3 der Proben unterschied sich um weniger als 1% vom
Sollwert. Die Porositat betrug 40%.

Abb. 5: Kinstlicher schmelzahnlicher Hydroxylapatit als Probenkdrper fir standardisierte
Untersuchungen Uber De- und Remineralisation von Zahnschmelz. Der Probenkoérper ist
nicht nur auBerlich mit dem Zahnschmelz vergleichbar, sondern auch in seinen wesentlichen
physikalischen und chemischen Eigenschaften [53].
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2. In-vitro Untersuchungen zur Remineralisation mit calciumhaltiger
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2.1.4. Behandlung der Proben vor der Messung

Eine Seite der Probenkérper wurde nass auf Siliziumkarbid-Papier (600 grid)
beschliffen, bis die Proben eine Dicke von 0,8 mm erhielten. AnschlieBend wurden
sie in destilliertem Wasser 15 min gewassert und danach mit fluoridfreier Zahnpasta
beidseitig je 15 sec mit einer weichen Zahnbirste gereinigt, um in den Poren
eventuell vorhandene schnell- und leichtlésliche Anteile sowie den Schleifstaub zu
entfernen. Nach dieser Zeit anderte sich das Gewicht auch bei langerer Behandlung
mit destilliertem Wasser nicht mehr wesentlich. Rickseite und Rand des
Probenkdrpers wurden mit Nagellack lackiert, um  Einwirkungen der
Remineralisationslésung auf die Oberseite der Tablette zu beschranken, und bei
Raumluft getrocknet. Um die Proben zu identifizieren, wurden sie mit einem

schwarzen Filzstift auf der Mantelflache der zylindrischen Probe durchnummeriert.

2.2. Methodik

2.2.1. Versuchsablauf der Online-Messung der De- und Remineralisation

Im Folgenden sind die wesentlichen Arbeitsschritte flr eine Online-Messung
skizziert:

Nach der Praparation wurden die Proben zunachst in destilliertem Wasser eluiert.
Nach Abspulen und Trocknen wurden sie direkt vor Versuchsbeginn in eine kleine
Menge frisch angesetzter Remineralisationslésung eingebracht und im Exsikkator
einem Unterdruck ausgesetzt, um die in den Poren eingeschlossene Luft zu
entfernen. AnschlieBend wurde die nasse Probe in die gedéffnete Mikroklvette

montiert, die einen Durchmesser von 10 mm und eine Hohe von 3 mm aufwies.

Abb. 6: Links eine Mikroklvette fiir Online-Messungen der De- und Remineralisation mit Zu-
und Ableitungsréhrchen sowie Plexiglasabdeckung und einer eingelegten Apatittablette.
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Rechts eine Mikroklvette ohne eingelegte Probe. Der Messstrahl geht durch die kreisrunde
Offnung direkt durch die Mitte der Tablette.

Ein- und Austrittsfenster der Kivette bestehen aus ca. 0,2 mm dicken
Plexiglasscheiben. Die Klvette und die Zuleitungsschlauche waren vorher sorgfaltig
mit Mineralisationslésung durchspilt worden, sodass sich im System keine Luftbla-
sen mehr befanden. Auch beim SchlieBen der Klivette wurde sorgfaltig darauf geach-
tet, dass keine Luftblasen in das Kivettenvolumen eingeschlossen wurden. Die
Probe in der Kivette (Absorber im Messstrahl) sowie ein Referenzkérper aus
Aluminium mit ann&hernd gleicher Extinktion (Absorber im Referenzstrahl) wurden in
einen Roéntgenstrahl (Bremsspektrum einer W-Réhre mit 17 kV Anodenspannung)
gebracht. Die durchgelassene Strahlung wurde mit zwei Photodioden alle 2 min
gemessen und die Messwerte wurden festgehalten und graphisch dargestellt. Die
Mineralzunahme konnte so direkt auf dem Monitor verfolgt werden, wodurch
Stérungen, z. B. durch mikroskopisch feine Gasblaschen, sofort zu erkennen waren.
Traten solche Stérungen auf, so war die Messung nutzlos und wurde sofort
abgebrochen. Nach Ablauf von 3 Stunden wurde die Messung gestoppt, die Probe
enthnommen, sorgféltig abgespllt und ihre Oberflache unter der Stereolupe auf
Erosionen oder Auflagerungen untersucht.

Referenztablette

/

_
Detektoren
_
. <
_
Ref. _
Datenerfassung _
-auswertung Probel | —F—
B
<—
_
_
29.594 V
(@) Réntgen-
@®@OOO strahlung
eoocooo O

Blenden

Abb. 7: Messapparatur (schematisch) fir Radiographie

2.2.2. Bestimmung des Mineralgehaltes
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2. In-vitro Untersuchungen zur Remineralisation mit calciumhaltiger
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Die Massenbelegung der Proben wurde mittels Réntgenradiographie bestimmt [35,
37]. Die Messmethode ist im Folgenden detailliert dargestellt. Hieraus konnte man
errechnen, dass die Aufldésung der radiographischen Methode besser als 6,4 pg/cm?
ist. Sie betrdgt bei Zugrundelegen des in der gesamten Studie gewéhlten
Umrechnungsfaktors 0,08 mg. Damit liegt die Genauigkeit der Methode deutlich Uber
den zu erwartenden Effekten. Die Reproduzierbarkeit ergab sich aus Messungen

einer Dummyprobe.

2.2.2.1. Physikalischer Hintergrund

Fir die physikalische Untersuchung von Remineralisationsanderungen in Hydroxyl-
apatitproben stand eine fir Réntgenabsorptionsmessungen geeignete Apparatur zur
Verflgung.

d

Der Messmethode liegt das Absorptionsgesetz I =1, -¢#“ zugrunde. Die zu untersu-

chende Probe wird in den Strahlengang einer Réntgenquelle mit der Intensitat I, ge-

bracht und die durch den Absorber der Dicke d abgeschwachte Intensitat 7 gemes-

sen.

Um netz- oder geratebedingte Intensitatsschwankungen der Réntgenstrahlung zu eli-
minieren, wurde eine Zweistrahltechnik verwendet, d.h. der Primarstrahl wird in zwei
Teilstrahlen aufgetrennt, wobei einer die Probe, der andere einen Referenzkdrper
durchdringt. Als Referenzkdrper wurde eine wahrend der gesamten Studie nicht
manipulierte Hydroxylapatit-Tablette verwendet. Durch diese MaBnahme konnten
Intensitadtsschwankungen der Priméarstrahlung rechnerisch eliminiert werden. Mit
I, =1 - als Intensitat der Rontgenstrahlung an der Referenzmessstelle erhalt
man als Verhaltnis zwischen Mess- und Referenzstrahlintensitat einen Ausdruck, der

die Primarintensitat 7, nicht mehr enthalt:

1 I[-e™ e
—_—= = =e

- —upd —ppd
IR [k,e HRrAR e HRrdR

Hgd g—pd

Der natirliche Logarithmus des obigen Quotienten ist ein direktes MaB flr die

Anderung der effektiven Absorberdicke:
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2. In-vitro Untersuchungen zur Remineralisation mit calciumhaltiger

Fruchtgummimasse
1
1“(_J:;UR dy—p-d.
IR

Die messtechnische Realisierung gestaltete sich nicht so leicht, wie die Darstellung
der physikalischen Zusammenhange, da der zu untersuchende Effekt nur einige uV
Signal lieferte und wegen verschiedener Storeinflisse nahe an der Nachweisgrenze
lag. Diesem Sachverhalt hatte man durch Erhéhen der Intensitat oder durch Erhdéhen
der Réntgenstrahlenergie entgegenwirken kdnnen; jedoch sinkt die Fahigkeit eines
Materials, Roéntgenstrahlen zu absorbieren mit kleiner werdender Wellenlange
(steigender Energie) drastisch ab gemaB der Beziehung uo 4. Die mess- und
schaltungstechnischen Schwierigkeiten lieBen sich jedoch durch Auswahl geeigneter,
qualitativ hochwertiger Komponenten in den Griff bekommen.

2.2.2.2. Beschreibung der Schaltung

UK
D1 BPW 34
Ur4| R4
C1 100 nF
|:|R1 R3 C2 100 nF
o1 Yas _:I_ Rl 1,50 MQ
R
I c " R2  1,00kQ
]
R2 R3 475 kQ
U
> L —u— 5 R4 1,00kQ
R ol 02 U
' i oP1 URe I, a
n AD545AM .° op2
'2¥” ADOPO7AH

Abb. 8: Schaltung zur Messung des Mineralgehaltes mit Hilfe von Réntgenabsorption

OP1 mit der Beschaltung R1, C1 wirkt als Strom/Spannungswandler fiir den von der
Photodiode D1 gelieferten Photostrom. Mit R2 wird dieses Signal an den nachfolgen-
den Verstarker OP2 angekoppelt. Die Beschaltung von OP2 stellt einen
Analogaddierer dar; durch Einspeisung einer von einer Konstantspannungsquelle
gelieferten einstellbaren Spannung U, lasst sich nicht nur der Offset U_, von OP2

sondern auch der verstarkte Offset von OP1 kompensieren. Weiterhin ist eine

17
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Verschiebung des Arbeitspunktes in groBen Bereichen mdglich, sodass flr den
unipolaren Betrieb ein linearer Hub von 2-14V zur Verfligung steht.

Das Gerat hat zwei Kanale, den Mess- und den Referenzkanal. Der Verstér-
kungsfaktor der beiden Kanéle ist identisch.

2.2.2.3. Reproduzierbarkeit der Messungen

Zur Priafung der Reproduzierbarkeit der Messungen wurden Kontrollmessungen
durchgefuhrt. Dazu wurden sowohl unmittelbar nach Inbetriebnahme der Apparatur,
als auch alternierend nach jedem Messzyklus mit einer Dummy-Tablette mehrere,
die Betriebsparameter charakterisierende Messwerte aufgenommen. Anhand dieser
Messungen konnte festgestellt werden, dass an verschiedenen Messtagen die
Beschleunigungsspannung auf + 0,8% reproduzierbar eingestellt werden konnte.
Diese Toleranz wirkte sich auf den Absorptionskoeffizienten p = 48,3 bei 17 kV fir
Hydroxylapatit mit £ 1% aus. Weiterhin konnte festgestellt werden, dass Uber die
Dauer eines Messzyklus (ca. 3h) die durchgefihrten Kontrollmessungen mit
identischen Tabletten zu 99,8% reproduziert werden konnten.

Die Radiographie liefert als Messwerte elektrische Spannungen, die proportional zu

den Rdntgenintensitaten nach Durchgang durch die Probe sind. Der Logarithmus

IH[ILJ ist proportional zur Massenbelegung der Probe, also proportional zu ihrer
0

Masse/Flache. Der Proportionalitatsfaktor ist der Massenabsorptionskoeffizient, der
fir Apatit bei der Anregungsspannung von 17 kV den Wert

-1

46 cm :lscm
3£ g
cm

aufweist. Der differentielle Absorptionskoeffizient flir das vorliegende Bremsspek-
trum liegt bei 46 cm™, die Dichte des Apatits wird zu 3 g/cm® angenommen. Da das
Produkt aus der Probenflache und der Massenbelegung gleich der Gesamtmasse
der Probe ist, erhalt man mit der Probenflache von 0,461 cm? einen Umrechnungs-
faktor zwischen den Logarithmen der Rontgenintensitaten und der Probenmasse von
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2. In-vitro Untersuchungen zur Remineralisation mit calciumhaltiger
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2
M =0,0307¢g = 30,7mg .
cm

g

15

Reine Apatitablagerung angenommen, musste also zwischen den gravimetrisch
. . . . 1
bestimmten Massenzuwachs und dem réntgenradiographischen Messwert ln[l—J

0

der folgende Zusammenhang bestehen:

grav

I
m = AApatit ’ ln(TO)

In den Versuchsgruppen stimmt keiner der experimentellen Umrechnungsfaktoren
mit dem far Apatit gemessenen Uberein, zudem unterscheidet sich der
Proportionalitatsfaktor noch zwischen den Gruppen. Aus diesen Abweichungen lie
sich die Menge an (wenig absorbierendem) organischem Material abschatzen, das
durch die Gravimetrie miterfasst wurde, bei der Radiographie wegen seiner

Rdéntgentransluzenz jedoch nicht ins Gewicht fiel.

Die Nachweisgrenze liegt bei 0,2 ug

2.2.2.4. Genauigkeit

Die Auflésung der Messmethode betragt in  Abhéngigkeit von der
Beschleunigungsspannung und der Absorberdicke zwischen 200 (U, ca. 18 kV und
900 pum Al) und 600 nm (Uy ca. 30 kV und 2000 pm Al) Aluminium. Die
Langzeitdriften Uber 24 Stunden (15 Messreihen in zeitlichem Abstand mit
Messfrequenzen von 1 Messung/2 min sowie 1 Messung/4 min) sind bei 20 kV
Anodenspannung und 10 mA Anodenstrom sowie 1000 um Al-Absorber in (Mess-
und Referenzstrahl) kleiner als + 300 nm Al [39].

2.2.3. Zeitliches Messprotokoll
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Das zeitliche Messprotokoll sah als Periode 0 eine ca. 30minltige Umspullung der
entgasten, d.h. mit aqua dest. getrankten Proben mit einer Losung vor, die 5 ppm
Fluorid enthielt.

Darauf folgte als Periode 1 (,Fruchtgummi®) die Umspullung der Proben mit einer
Lésung, die 1 Gewichtsteil Fruchtgummi und 1,5 Gewichtsteile kiinstlichen Speichel
enthielt. Bei allen hier vorgestellten Messungen war der pH-Wert auf pH 4 (was dem
pH des Fruchtgummis entsprach) eingestellt worden. Die Periode_1 dauerte in einer
Gruppe der Messungen 20 min. In einer anderen Gruppe, die auf Beobachtung der
Diffusionseffekte ausgerichtet war, betrug diese Periode 120 min.

Die anschlieBende Periode_ 2 (,Speichel”) dauerte in der Gruppe mit 20 min.
~Fruchtgummi® 100 min, die der anderen Gruppe 120 min. In dieser Phase wurde die
Probe mit kiinstlichem Speichel umspult.

Bei der Gruppe mit 20 min ,Fruchtgummi“ wurde das Wechselspiel 4 mal wiederholt
(4 Zyklen), bei der anderen Gruppe nur 2 mal. In jedem Falle folgte die ,Nachtruhe®,
bei der die Proben bis zum nachsten Morgen mit kinstlichem Speichel umspiilt

wurden.

2.3. Messergebnisse

In den Diagrammen in Abb. 9 bis 12 sind wichtige Einflisse der Zusammensetzung
von calciumhaltigen Fruchtgummilésungen, Speichel und Zeitprofil auf die

Mineralbilanz zu erkennen, die im Folgenden diskutiert werden.

2.3.1. Allgemeine Beschreibung der Messkurven

2.3.1.1. Die Achsen

Auf der X-Achse der Diagramme ist die Zeit in Minuten aufgetragen, auf der Y-Achse
die Anderung der Extinktion beim Durchgang des Réntgenstrahls durch die Kiivette.

Diese setzt sich aus zwei Anteilen zusammen:
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- Die Extinktion in der Flissigkeitsschicht zwischen Austrittsfenster und Probe. Die
verschiedenen Medien enthalten unterschiedliche Mengen an gelésten Stoffen
und absorbieren deshalb unterschiedlich stark.

- Die Extinktion in der Probe. Diese wird durch die abgeschiedenen Feststoffe, z. B.
das abgeschiedene Mineral und durch die in die Poren eingedrungene LGsung
beeinflusst.

Placebo-kiinstl. Speichel (110);
Verum + kiinstl. Speichel (110)
2
O % f’% QR
| f w
2 o
| \ J —
<_(| 4 -
£
=2
B -6
<
=
>
QL -8
[}
<
o
010
@
®
Z .12
-14
-16 L L L L L L L L L L L L L
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Zeit/min
—— um_AI_89— um_AI_88

Abb. 9: In-vitro Mineralisation: Placebo - Verum

Die Extinktion wurde umgerechnet in Aluminiumaquivalente, also in Schichtdicken
von Aluminium, welche die gleiche Absorptionsédnderung verursachen wie die

Anderung der Massenbelegung im Messstrahl.

Im Diagramm bedeutet ein Ausschlag nach unten eine Erhéhung der Absorption im
Messstrahl, ein Ausschlag nach oben bedeutet umgekehrt eine Verringerung der
Massenbelegung im Messstrahl. (Der Wert der Y-Achse ist annahernd proportional
zu Log (lmess / lref), also zum Logarithmus aus dem Quotienten der Intensitaten im

Mess- und Referenzstrahl).

21



2. In-vitro Untersuchungen zur Remineralisation mit calciumhaltiger
Fruchtgummimasse

2.3.1.2. Bedeutung der einzelnen Kurvenabschnitte

In Phase_0 wurde die Probe mit der beschriebenen Fluorid-Lésung umspilt. Zu
erwarten ist eine Messkurve mit nahezu waagerechtem Verlauf, was auf eine
neutrale Mineralbilanz hinweist. Abweichungen kénnen sich ergeben, wenn sich die
Lésung mit Calcium aus der Probe in Calciumfluorid aufsattigt. Das verursachte
einen schwachen Anstieg der Messkurve (Mineralverlust in der Probe).

In Phase_1 wurde die Fruchtgummi-Speichel-Lésung durch die Klvette geleitet. Der
Raum zwischen Probe und Strahlaustrittsfenster wurde ,momentan® (= innerhalb von
2 min) mit der rOntgenoptisch dichteren Losung aufgefullt. Dies duBerte sich in der
Messkurve durch eine Stufe nach unten. Wahrend des nun folgenden, gekrimmten
Abschnitts der Messkurve diffundierte Material aus der Lésung in die Probe ein, was

die Rdntgenopazitat im Messstrahl weiter erhdhte.

Bei der Phase_2 wurde die Fruchtgummi-Speichel-L6sung durch den kinstlichen
Speichel ersetzt. Dieser besaB eine geringere Rdntgenopazitat und flllte den
Zwischenraum zwischen Probe und Austrittsfenster ,momentan“ aus. Das flhrte im
Diagramm zu der Stufe nach oben. Dieser Stufe folgte dann wieder ein gekrimmter
Abschnitt der Kurve in dem ein Teil der Protonen auswanderte und ein Teil des
zurlickgebliebenen Calciums und Phosphats sich solide an den Wanden
niederschlug. Der Unterschied der Konzentrationen der Ldésung und damit der
Absorption der Rontgenstrahlung in Phase Null und den weiteren Phasen muss bei
der Auswertung bericksichtigt werden.

2.3.2. Vergleich der Massenbilanzen von Placebo- und Verum-Fruchtqummi

In Abb. 9 sind die Messkurven fir Placebo- und Verum-Fruchtgummi gegentber-
gestellt. In der blauen Kurve pm_Al_89 wurde handelsubliche Fruchtgummimischung
vom 26.09.05 verwendet, der kein Calcium zugesetzt war. Zum Vergleich ist in Kurve
um_Al_88 ein Verum-Praparat mit 200 mmol Calcium pro kg Fruchtgummi (= 8 g
Ca/kg) grin eingezeichnet.

Zun&chst fallt auf, dass die Stufen beim Placebo nur etwa halb so hoch sind wie die

beim Verum-Praparat. Das organische Material in der Placebo-L6sung weist also
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eine wesentlich geringere Absorption auf. Im Vergleich zur Verumkurve fehlt in der
Phase 0 der Diffusionsbereich fast vollstdndig; d.h. die allenfalls in die Probe
eindiffundierenden Stoffe besitzen nur geringe Réntgenopazitat. Es handelt sich also
im Wesentlichen um organisches Material. Nach ca. 30 min wendet sich in der
Phase_1 die Messkurve nach oben. Das bedeutet einen Mineralverlust. Nach
Ubergang zu Phase 2 schwenkt die Messkurve zu einer Geraden mit schwacher
negativer Steigung ein. Hier macht sich die Remineralisation durch den kinstlichen
Speichel bemerkbar. Die Steigung zu Ende der Phase_2 entspricht der wahrend der
.Nachtruhe“. Der zweite Zyklus zeigt praktisch das gleiche Bild. Insgesamt ist die
neutrale Mineralbilanz beim Placebo-Praparat nur der Remineralisationskraft des
klinstlichen Speichels in den Ruhephasen zu verdanken.

Ein komplett anderes Bild zeigt die Messkurve um_AI_88 mit dem Verum-Praparat.
Die Stufe von Phase 0 zu Phase 1 ist etwa doppelt so hoch wie die bei der
Placebokurve. Dies wird durch den Calciumgehalt der Lésung bewirkt. An die Stufe
schlieBt sich mit groBer Amplitude ein gekrimmter Kurvenverlauf an, der schlieBlich
in einen annahrend stationaren Zustand Ubergeht. Das weist auf einen Diffusions-
Relaxations-Prozess hin, bei dem, unter Berilcksichtigung der Ergebnisse flir die
Placebokurve, Calcium die bedeutende Rolle spielt. Die Stufe zu Phase_2 mindet
wieder in ein Diffusionsintervall, das in eine Gerade Ubergeht, deren Neigung etwa
der der Placebokurve entspricht. Die Form des Kurvenverlaufs der Phase 2 im
zweiten Zyklus weicht geringfligig von der im Zyklus_1 ab. Die Mineralbilanz im
zweiten Zyklus ist geringer als die im ersten Zyklus. Vermutlich hat sich im ersten
Zyklus die spezifische Oberflache der obersten Schicht der Probe durch
Mineralabscheidung verringert: die Mineralabscheidungsrate ist proportional zur
spezifischen Oberflache. Auf diesen Sachverhalt weist auch die kleinere
Abscheidungsrate wahrend der ,,Ruhezeit” hin.

Die Messung zeigt deutlich die Bedeutung das Calciumgehalts der Probe. Die
calciumhaltige Lésung flhrte zu einer positiven Mineralbilanz in der Probe, wahrend
das Placebo-Praparat ohne die remineralisierende Wirkung des Speichels eine
negative Mineralbilanz zur Folge hatte. Es sei nochmals darauf hingewiesen, dass es
sich hier nicht um einen pH-Wert-Effekt handelt; denn, wie oben ausgefihrt wurde,

sind alle Lésungen auf pH 4 eingestellt.
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2.3.2.1. Einfluss des Zeitregimes auf die Mineralbilanz

Die beiden Messungen pm_Al_87 und pm_AIl_86 in Abb. 10 illustrieren den Effekt
des Zeitregimes auf die Mineralbilanz. Die gesamte Versuchszeit betrug in beiden
Fallen ca. 8 bzw. mit ,Ruhezeit* 22 Stunden. Beim Zeitregime von um_Al 87
dauerten, wie im Vergleich um_Al_88 mit um_AI_89, Phase_1 und Phase 2 je 2
Stunden. Pro Messung wurden zwei Zyklen durchgefihrt. In der Messung um_ Al_86
dauerten Phase_1 und_2 gemeinsam 2 Stunden (Phase_1: 20 min, Phase_2: 100
min) und eine Messreihe bestand aus 4 Zyklen plus Ruhephase. Als Praparat diente
Fruchtgummi der Charge Trolli 01.08.05 mit Salzhydratschmelze. Als Speichel wurde
eine Lésung nach Geigy ohne zugesetztes Fluorid verwendet.

Verum + kiinstl. Speichel "Geigy" ohne F -
2 Cyclenund 4 Cyclen in 8 Stunden
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Abb. 10: Abhangigkeit der in-vitro Remineralisation vom Zeitregime

Die Verschiebung des Nullpunkts um 1,5 pum Al berlicksichtigt die um diesen Betrag
starkere Absorption des klnstlichen Speichels Geigy ohne Fluorid gegenlber der
wahrend der ersten 30 min verwendeten NaF-Ldsung.

Zu Beginn der Phase_1 sind im ersten Zyklus beide Kurven deckungsgleich. Am
Ende des ersten Zyklus von um_Al_87 begann der dritte Zyklus vom um_AI_86. Zu
dieser Zeit war die Messreihe mit kirzerer Zykluszeit in Bezug auf die Mineralbilanz
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schon im Vorteil. Am Ende der dritten Phase_1 lag die gelbe Kurve unter der roten.
Wéhrend der Ruhezeit wies die gelbe Kurve eine kleinere Steigung auf als die rote,
bei der nur zwei langere Zyklen durchgeflhrt wurden. Dies deutet wieder, wie im
vorigen Abschnitt dargelegt wurde, auf die Mineraleinlagerung in oberflachennahe
Schichten der Probe wahrend der ersten kurzen Zyklen hin.

2.3.2.2. Einfluss der Zusammensetzung der Fruchtgummimasse auf die
Mineralbilanz

Die far die beiden Versuche pm_AI_ 83 und pum_Al 82 verwendeten
Fruchtgummimassen unterschieden sich im Wesentlichen nur durch die Menge an
freiem Saurerest und die Aromatisierung. Fur die Messung um_AI_83 ist eine Charge
handelslUblichen Fruchtgummis mit Salzhydratschmelze, der zusatzlich noch 3 g
Apfelsaure zugesetzt waren, verwendet worden. Die Masse pm_Al_82 war ohne
zuséatzliche Apfelsdure zubereitet wurde. Beide L&sungen waren wieder auf pH 4
eingestellt, sodass Effekte durch einen unterschiedlichen pH-Wert ausgeschlossen
werden kdnnen.

Die  Nullpunktsverschiebung  bertcksichtigt  wieder die  unterschiedliche
Réntgendichte der Lésung in Phase_0 und dem kiinstlichen Speichel in Phase_2.
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Abb. 11: Einfluss der Saurereste auf die in-vitro Remineralisation
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Beim Betrachten von Abb. 11 féallt auf den ersten Blick auf, dass die Messkurve fir
das Verum ohne zusatzliche Apfelsdure stets Uber der Versuchskurve des Verums
mit zugesetzter Apfelsaure liegt. Der Abstand der beiden Kurven wird mit jedem
Zyklus gréBer. In Zyklus_1/Phase_2 betragt er ca. 0,6 um Al, an entsprechender
Stelle im Zyklus_2 erhdht er sich auf ca. 0,7 um Al, im Zyklus_3 auf ca. 1 um Al, im
Zyklus_4 auf ca. 1,1 um Al. Am Ende der Ruhephase betragt er fast 2 um Al. Die
Gesamtmineralbilanz ist dennoch in beiden Messungen stark positiv: Am Ende des
vierten Zyklus, bei 510 min, nahm die Massenbelegung der Probe bei Behandlung
mit Verum ohne Malat um ca. 4 um Al zu. Die Behandlung der Probe mit Verum mit
Malat flhrte sogar zu einer Steigerung der Massenbelegung um knapp 6 pum Al. Der
nahezu waagerechte Verlauf der Messkurve pum_AI_82 (ohne Malat) in der
~-Ruhephase® deutet auf eine verstarkte Ablagerung des Minerals in oberflachennahe
Schichten hin, die, wie schon in den vorangegangen Abschnitten diskutiert wurde,

eine verringerte Einlagerung von Mineral zur Folge haben.

2.3.3. Auswertung der Ergebnisse

Die vorangehenden Untersuchungen stellen wesentliche EinflussgroBen auf die
Mineralbilanz heraus (Abb. 12).

Plac+(110); Ver+(110); Ver+Ggy o F~; 2 Cyc
dgl.4 Cyc.; Ver+Ggy m F™ + Mal; dgl.o Mal

ol

Massenbelegung/um_Al
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"
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Zeit/min

—— pm_Al_89— um_AI_88=— um_AI_87 um_AI_86=—pm_AI_83+— ymAI_82
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Abb. 12: Zusammenfassung der in-vitro Remineralisation
Den gr6Bten Einfluss auf die Mineralbilanz besitzt der Calciumgehalt der
Fruchtgummimasse. Die Mineralbilanz bei der Behandlung mit Placebo-Masse ist,
wenn die Remineralisationskraft des kulnstlichen Speichels subtrahiert wird,
negativ.
Auch das zeitliche Profil besitzt einen deutlichen Einfluss auf die Mineralbilanz.
Bei vorgegebener Behandlungszeit sind mehrere kirzere Zyklen wenigen langen
Uberlegen. Hier gibt es offenbar ein optimales Zeitregime.
Die Komposition der Saurereste sowie deren Konzentration beeinflussen die
Mineralbilanz zusétzlich in einem signifikanten Umfang. Der physikochemische
Hintergrund ist vermutlich in einer verstarkten komplexen Bindung des Calciums
an die Fruchtsdurereste zu suchen, wenn deren Konzentration erhdht wird. Mit
abnehmender Konzentration der freien Calciumionen in der Ldsung findet
Mineralabscheidung auch in tieferen Oberflachenschichten statt (GréBenordnung
100 pm bis 300 pm).

27



3. In-situ Untersuchungen zur Remineralisation mit Fruchtgummimasse

3. In-situ Untersuchungen zur Remineralisation mit Fruchtgummimasse

Nach dem Ergebnis eines eindeutigen Mineralzuwachses der Proben im in-vitro
Testlauf sollte festgestellt werden, inwieweit sich diese Ergebnisse in-situ bestatigen

und in StBwaren, im vorliegenden Fall in Fruchtgummiprodukte, umsetzen lassen.

3.1. Material

3.1.1. Produkte

Auch in dieser Testreihe wurde die Wirkung der Produkte

1. Fruchtgummi P: markttbliche Fruchtgummiprodukte (vgl. 2.1.1.) im Folgenden
als P (Placebo) bezeichnet)

2. Fruchtgummi V: die gleichen marktiblichen Fruchtgummiprodukte angereichert
mit 200 mmol Calcium/kg (vgl. ebenfalls 2.1.1.) (im Folgenden als V (Verum)
bezeichnet)

untersucht, es kamen jedoch noch zwei weitere, zuckerreduzierte Produkte hinzu:

3. Fruchtgummi ZRP: neu entwickelte Fruchtgummiprodukte mit calciumhaltiger
Salzhydratschmelze, angereichert mit dem Zuckeraustauschstoff Sorbitol (im

Folgenden als ZRP (ZuckerReduziertes Placebo) bezeichnet)

4. Fruchtgummi ZRV: die gleiche Neuentwicklung, angereichert mit 200 mmol/kg
Calcium (im Folgenden als ZRV (ZuckerReduziertes Verum) bezeichnet)

3.1.2. Probanden

Als Versuchspersonen dienten 10 weibliche Probanden im Alter zwischen 18 und 55
Jahren (mittleres Alter 32 Jahre). Bei den Probandinnen handelte es sich um 8
zahnarztliche Helferinnen aus der Zahnklinik sowie eine Laborantin und eine
Doktorandin (Autorin dieser Arbeit) aus dem eigenen Labor. Alle Probandinnen
wiesen ein vollstandiges Gebiss auf.
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Aus mehreren Griinden wurden bewusst diese Probanden ausgesucht:

- weibliche Personen weisen mehr Karies auf als mannliche, sind demzufolge fir
das vorliegende Versuchsdesign geeigneter [49]

- die ausgewahlten Versuchsteilnehmerinnen sind den Untersuchern als besonders
zuverlassig bekannt

- durch die Hauszugehdérigkeit standen die Probandinnen zuséatzlich unter taglicher
Kontrolle

- die Probandinnen waren von Berufs wegen auBerordentlich motiviert, bei der

Studie verlasslich mitzuhelfen.

3.1.3. Die Proben

Auch hier wurden als Proben fir den Mineraleinbau kinstlich hergestellte pordse
Keramikkdrper aus Hydroxylapatit verwendet. Ausgangsmaterial flr diese stellte ein
kaufliches Hydroxylapatit-Pulver der Firma Budenheim Typ C13-08 dar. Je 145 mg
dieses Pulvers wurden axial bei 2200 kp/cm? zu zylindrischen Griinkdrpern von 8 mm
Durchmesser gepresst. Die Griinkérperdichte betrug 1,45 g/cm?® AnschlieBend
wurden die Grinkérper innerhalb von 90 min auf 900°C aufgeheizt. Die Temperatur
wurde 1 Stunde aufrechterhalten. Die Abklhlphase betrug 24 Stunden. Die fertigen
Proben hatten eine Dichte von 1,65 g/cm? mit einer Streuung von #0,02 g/cm?, d.h.
die Dichte von mehr als 2/3 der Proben unterschied sich um weniger als 1% vom
Sollwert.

Eine Seite der Probenkérper wurde nass auf Siliziumkarbid-Papier (600 grid)
beschliffen, sodass die Proben eine Dicke von 1,0 mm erhielten. AnschlieBend
wurden sie in destilliertem Wasser 15 min gewassert und danach mit fluoridfreier
Zahncreme beidseitig je 15 sec mit einer weichen ZahnbuUrste gereinigt, um in den
Poren eventuell vorhandene schnell- und leichtldsliche Anteile zu entfernen. Nach
dieser Zeit anderte sich das Gewicht auch bei langerer Behandlung mit destilliertem
Wasser nicht mehr wesentlich.

Um die Proben zu identifizieren, wurden sie durchnummeriert. Die Probennummer

wurde auf der Mantelflache der zylindrischen Probe angebracht.
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3.1.4. Behandlung der Proben vor den Messungen

Vor der ersten Messung wurden die Proben mit einer weichen Zahnburste sowie mit
Placebo Paste und Wasser je 15 sec lang auf beiden Seiten gereinigt. Obgleich in
Vorversuchen sichergestellt worden war, dass diese MaBnahme zu keinem
messbaren Gewichtsverlust fihrte, wurde die Reinigung mit Blarste und Wasser stets
standardisiert beziglich Anpressdruck und Zeit durchgefthrt. Nach einer Spilung mit
entionisiertem Wasser wurde die Probe in aqua bidest. 5 min gewassert und
anschlieBend die Oberflache mit saugendem Papier abgetupft. Durch 15 minttiges
Trocknen bei 100°C im Trockenschrank wurde alles bei dieser Temperatur fllichtige
Wasser ausgetrieben. Vorversuche hatten ergeben, dass die Proben nach 15 min
bereits konstantes Gewicht besitzen. Nach der Abkihlphase von 30 min in einem
abgedeckten GefaB wurde die Probe zum Wéagen entnommen.

Bei den jeweiligen Zwischenuntersuchungen wurden die Proben nach der gleichen

Prozedur behandelt. Die prothetischen Halteapparaturen (Abb. 13) wurden nach der
Entnahme der Probenkorper mit einem Dampfstrahler gereinigt.

3.1.5. Applikationsgerat fiir die Proben

Da alle Probandinnen ein vollstandiges Gebiss aufwiesen, mussten spezielle
prothetische Haltevorrichtungen fir den Unterkiefer angefertigt werden (Abb. 13). Die
Proben sind rechts und links an Halterungen in Héhe der beiden ersten Molaren
angebracht, eine davon dem Zahn, die andere der Wange zugewandt. Durch den
etwa 1 mm breiten Spalt zwischen Zahnoberflache und Probenoberflache auf der
rechten Seite sollte ein im Hinblick auf die Kariesentstehung gefahrdeter
Zahnzwischenraum simuliert werden. Im Hinblick auf die Zwischenuntersuchungen
war es notig, die Proben aus ihren Halterungen leicht und ohne Beschadigung
entnehmen zu kdnnen. Darlber hinaus musste der Zutritt von Speichel zur hinteren
Flache und dem Mantel der zylindrischen Probe unterbunden sein. Zu diesem Zweck
wurden die metallischen Halter als Schisseln mit unter sich gehendem Rand
ausgebildet, in welche die Probe mit Polyather-Abdruckmasse eingebettet wurde.
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Von der Probe blieb nur die geschliffene Flache frei, die im Versuch dem Mundmilieu

ausgesetzt war.

Abb. 13: Stahlskelett fir die Aufnahme der kinstlichen Schmelzproben

Voruntersuchungen hatten ergeben, dass aus der Polyather-Abdruckmasse
Ausdinstungen in die Proben eindrangen [59]. Dadurch wurde das
Remineralisationsverhalten beeinflusst. Abhilfe schaffte die Einlagerung der
Abdruckmasse in 50%igem Athanol fiir 14 Tage. Nach dieser Vorbehandlung
konnten Einflisse auf das Remineralisationsverhalten nicht mehr festgestellt werden.

3.2. Methodik

3.2.1. Versuchsablauf

Fir das Experiment wurde das Modell der Kreuzklassifikation verwendet, d. h. ein
Versuchsdesign, bei dem an jedem Probanden in randomisierter Reihenfolge die
Wirkung eines jeden Produkts untersucht wird.

Die gesamte Versuchszeit war in vier zweiw0chige Phasen unterteilt. Dazwischen lag
jeweils eine sog. ,Wash-out“ Zeit, in der die Probandinnen Mundhygiene mit einer
Placebo-Paste, ohne Verwendung von anderen Prophylaktika betrieben. Durch die
~Wash-out* Phase sollten Wirkstofflibertrdge von einer Produktgruppe zur nachsten
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ausgeschlossen werden. Eine solche ,Wash-out* Zeit wurde auch der gesamten
Versuchsreihe vorangestellt.

Jede Probandin musste jedes der vier untersuchten Produkte, also zwei
Fruchtgummi-Placebos und zwei Fruchtgummiprodukte mit Verum, wahrend einer
Dauer von jeweils 14 Tagen verzehren. AnschlieBend begann eine 1-wdchige
+~Wash-out* Zeit, in der der zweite Zyklus vorbereitet wurde. Die tagliche Ration von
100 g Fruchtgummis war auf zwei Portionen zu je 50 g aufgeteilt, wovon eine am
Vormittag und die andere am Nachmittag in einem Zeitfenster von jeweils ca. 20 min
zu verspeisen war. Eine Portion bestand aus 6-8 Fruchtgummis zu je ca. 7 g Masse.
Die Probandinnen waren angehalten, jedes Fruchtgummi etwa 2-3 Minuten lang zu
einer ,breiigen SoBe” zu zerkauen und damit den Probenkérper méglichst intensiv zu
benetzen. Wenn sich Fruchtgummimasse zwischen dem rechten Probenkérper und
dem Zahn verklemmte, sollten die Probanden diese nicht entfernen, damit die
Ublicherweise zahnschadigenden Verhaltnisse in einem Zahnzwischenraum simuliert

werden konnten.

Aus zeitlichen Grinden war es nicht méglich, die Messung der Proben samtlicher
Probandinnen an einem Tag vorzunehmen. Innerhalb einer Phase wurden deshalb
die Messtage bei einer Gruppe der Probandinnen auf Montag und Donnerstag
gelegt, in einer zweiten auf Dienstag und Freitag.

Fir die erste Gruppe ergab sich also der Messzyklus: Montag - Donnerstag - Montag
- Donnerstag — Montag. Nach der Abgabe der Probenkdrper im Labor begann auch
die nachste ,Wash-out“ Periode, die eine Woche andauerte.

Fir die zweite Gruppe der Probandinnen ergab sich folglich der Messzyklus:
Dienstag - Freitag - Dienstag - Freitag — Dienstag. Ein Untersuchungszyklus dauerte
somit (ohne ,Wash-out“ Phase) 14 Tage.

Trotz der oben beschriebenen Aufteilung der Messtage, mussten die einzelnen
Messungen nach einem strengen zeitlichen Schema durchgefiihrt werden, um die
Messungen an den 10 Proben (zwei pro Probandin) in der zur Verfligung stehenden
Zeit durchfihren zu kénnen. Insgesamt bedurfte eine Probe eines Zeitaufwandes von
durchschnittlich 100 min. Jeweils am Morgen wurden die Applikationsgerate mit den
Proben von den Probandinnen im Labor abgegeben. Nach Eingang der ersten zwei
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bis drei Applikationsgerate wurden deren Proben entnommen, gereinigt und 1
Stunde zum Trocknen in den Trockenschrank gestellt.

Wahrend des Trocknens wurden die nachsten Proben vorbereitet, Halterungen auf
Schaden hin untersucht und wenn nétig erneuert. Darlber hinaus wurden die
Stahlskelette jedes Mal griindlich von Belégen gereinigt. Nach der Trocknung wurden
die Proben nach einer AbklUhlungsphase gemessen.

Alle Arbeiten (Reinigen, Trocknen, Abkihlen und Messen) wurden so organisiert,
dass ein kontinuierlicher Arbeitsablauf gewahrleistet war. Am Nachmittag, wenn die
Messungen abgeschlossen waren, wurden die Applikationsgerate wieder an die

Probandinnen zum erneuten Tragen zuriickgegeben.

3.2.2. Instruktion der Probanden

Die Probanden waren gehalten, das Applikationsgerat mit den Proben kontinuierlich
und auch wahrend des Essens zu tragen. Dieser Forderung wurde auch weitgehend
entsprochen. Bei rauer, harter Kost allerdings mussten aus Griinden der Sicherheit
die Applikationsgerate kurzzeitig aus dem Mund herausgenommen werden. Bei
voribergehender Entnahme der Spange wurde diese in einer feuchten Kammer
gelagert. Zu diesem Zwecke waren Plastikdosen, ausgelegt mit einem feuchten

Krepppapier, ausgehandigt worden.

Die MundhygienemaBnahmen wurden stets mit der Applikation in-situ durchgefihrt.
Die Stellen im Mund, die beim Zahneputzen durch das Gerat abgedeckt waren,

wurden zusatzlich bei herausgenommener Spange gereinigt.

Fir das Zahneputzen galt die Vorschrift: 2 mal taglich 2 Minuten mit der
ausgegebenen Zahnpasta Elmex rot. Wahrend der gesamten Versuchsdauer sollte
von allen Probandinnen stets die gleiche Art Zahnbirste verwendet werden. Dazu
wurden vom Versuchsleiter zu Beginn einheitliche Zahnbirsten der Marke Oral B
verteilt. Diese waren besonders weich, um Einflisse durch Abrieb beim Zahneputzen
zu vermeiden.

Jeweils zu Beginn der ,Wash-out® Phase durfte Elmex Gelée einmalig verwendet
werden, um dem BedUrfnis der Probanden nach zusatzlicher Prophylaxe gerecht zu

werden.
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3.2.3. Versuchsplan

Bei der Versuchsplanung wurde die Reihenfolge, in der die Probanden die Produkte
verzehrten, pro Versuchseinheit randomisiert. Als eine Versuchseinheit galt die
vergleichende Studie mit marktlblichen Fruchtgummiprodukien bzw. deren
Modifikation mit 8 g reagiblen Calciumionen/kg, als die andere die Studie mit
zuckerreduzierten Produkten mit und ohne Calcium.

3.2.4. Messung der Mineralzunahme

3.2.4.1. Gewichtsbestimmung

Da, wie unter 3.1.4. (Behandlung der Proben vor den Messungen) beschrieben, die
Probenkérper vor jeder Messung mit einer Zahnbirste gereinigt wurden, was einen
Massenverlust zur Folge hatte, wurde in dieser Messreihe zusatzlich eine
Gewichtsbestimmung durchgefihrt, um diesen Messfehler herausrechnen zu
kénnen.

Die Masse der Proben wurde mit einer Analysewaage von Sartorius Typ MC1 RC
210 P bestimmt (Abb.14). Diese Waage ist auf 0,01 mg genau abzulesen. In den
technischen Daten ist die Reproduzierbarkeit besser als 0,02 mg angegeben.

Abb. 14: Analysenwaage flr die gravimetrischen Messungen
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Die Genauigkeit der Massemessung wird durch die GleichmaBigkeit der Praparation
bestimmt. Diese wurde experimentell wahrend des klinischen Versuchs mitbestimmt.
Dazu wurde bei jedem Messdurchgang auch das Gewicht einer Dummy-Probe
ermittelt. Diese Probe wurde jeweils nur angefeuchtet und getrocknet. Bei ihr entfiel
also das Blursten. Aus diesen Vergleichsmessungen ergab sich ein Fehler bei der
Massebestimmung (Standardabweichung) von 0,09 mg (n = 41); das bedeutet, dass
weniger als 1/3 der Massewerte mehr als 0,09 mg vom wahren Massewert der Probe
abweichen.

Nach der Wagung wurde die Probe wieder in das abgedeckte Gefal3 zurlickgegeben
und zur Messung der ROntgenabsorption gegeben.

Die gravimetrischen Messungen waren blind durchgefihrt worden, d. h. die von der
digitalen Waage angezeigten Werte wurden dokumentiert, ohne dass beim
Messvorgang die im vorliegenden Zyklus verwendete Fruchtgummisorte bekannt
war. Auch die radiographischen Werte wurden ohne Einfluss von auBen automatisch
vom Messgerat aufgenommen, sodass hier die Objektivitat per se gewahrleistet war.

3.2.4.2. Radiographische Bestimmung der Mineralzunahme

Zum Nachweis der Mineralaustauschvorgange bei der in-situ Untersuchung missen
in den Probenkdrpern sehr geringe Anderungen an Schmelzmineral quantitativ
nachgewiesen werden. Als prazise MeBmethode kommen neben der Wagung
insbesondere die Rontgenradiographie und die Hartemessung in Frage.

Wegen des variablen Wassergehaltes von Schmelzproben ist fir den Zahnschmelz
die gravimetrische Methode relativ ungenau. Fir Zahnschmelz ist die Methode der
Wahl die Bestimmung der Absorption von weichen Rdntgenstrahlen. Sie hat als
Jlongitudinale® und ,transversale Radiographie Eingang in die Kariesforschung
gefunden [3, 17, 21].

Unmittelbar nach der Wagung wurde in der vorliegenden Studie die Massenbelegung
der Proben mit der Réntgenradiographie analog zum in-vitro Versuch ermittelt. Es
konnte jedoch nur an den festgelegten Untersuchungstagen gemessen werden und

nicht, wie beim in-vitro Versuch, kontinuierlich.
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3.3. Ergebnisse

Ergebnisse Radiographie
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Abb. 15 und 16: Zusammenfassende Ergebnisse der radiographischen und
gravimetrischen Messungen.

Crossover I: mit vollem Zuckergehalt, Crossover II: zuckerreduziert mit Sorbitol.
(Umrechnungsfaktor Al-Aquivalent auf Schmelz = 0,47; d. h.1 um HAP = 0,47 um Al).
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Statistische Analyse

Radiographie Gravimetrie
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p = 0,0003 p = 0,0059 p=0,0054 p=0,0055

Statistik, basierend auf gemischter mehrfaktorieller Varianzanalyse:

== Hochsignifikante Verumuberlegenheit in allen 4 Gruppen
== Die zweiseitige Irrtumswahrscheinlichkeit ist stets < 0,1 %
== Die Behandlungssequenz ist dabei nicht bedeutsam (p = 0,13 - 0,73)

Abb. 17: Kurzfassung der statistischen Analyse. Hochsignifikante Uberlegenheit des
Verums.

Radiographie
Unterschiedlichkeit Lokalisation?

Kein signifikanter Unterschied mit Ausnahme Gravimetrie
Untersuchung1,2 (hier lingual Gberlegen (p=0.0063)).

Abb. 18: Kein bedeutungsvoller Unterschied beziglich der Lokalisation der Mess-
stellen.
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Radiographie
Unterschiedlichkeit Crossover?

-
| 8]

-
]

S N R g w

Mineralzunahme in Al-Aquivalent

Abb. 19: Zusammenfassende Ubersicht tber die radiographischen Messergebnisse
in allen 4 Gruppen.

Umrechnungsfaktor Al-Aquivalent auf Schmelz = 0,47, d. h. 1 pm HAP = 0,47 um Al

Radiographie
Unterschiedlichkeit Crossover?

Tabelle 3: ~ Radiographie. Deskriptive Statistiken

Radiographie
. mean difference
Praparat filtiol- sD Min. 10 Median - 9% mMax. D™ poaiment between
wert Perzentil Perzentil basis 2
difference crossovers
first crossover Placebo 1.31 6.96 -16.99 -9.42 215 9.61 12.60 38 9.84943
Verum 11.16 5.60 3.82 559 9.47 20.32 23.63 40 1.72081
second crossover Placebo 2.80 11.82 -38.25 -4.96 3.61 12.42 29.66 40 8.11963 :
Verum 10.92 6.59 0.69 4.49 9.72 18.96  30.33 40

Datenbasis: n=160. Werte nicht verfligbar: Radiographie n=2.

Verum zuckerreduziert
Verum mit Zucker
Plazebo zuckerreduziert

Abb. 20: Deskriptive Statistik zur Frage nach Unterschiedlichkeiten zwischen
den beiden Crossover-Versuchsreihen der Radiographie.
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Radiographie
Unterschiedlichkeit Crossover?

14 14
Tabelle 3:  Radiographie. Deskriptive Statistiken

valent

Radiographie
3 mean difference
Préparat Mitel  gp Min. 10 Median - 9% Max. D™ yeaiment between
wert Perzentil Perzentil basis .
difference Crossovers
first crossover Placebo 1.31 6.96  -16.99 -9.42 2.15 9.61 12.60 38 9.84943

Verum 11.16 5.60 3.82 5.51 9.47 20.32 23.63 40 1.72981
second crossover Placebo 2.80 11.82 -38.25 -4.96 3.61 1242  29.66 40 8.11863
Verum 1092 653 069 449 972 1896 3033 40
Datenbasis: n=160. Werte nicht verfiigbar: Radiographie n=2.
[T~ a1 o~ A T 0 T
Tabelle 4:  Radiographie: Befunde der Varianzanalyse (SAS procedure mixed) zur Frage von Un-
terschieden je nach Praparat, Proband ("pb"), Periode, Untersuchungssequenz ("seq")
und letztlich Crossover (erstes, zweites). Die Messwiederholung wurde im varianzanaly-
tischen Modell beriicksichtigt (Faktoren Treatment und Subject).

Estimate Error DF tValue| Pr>|t| JAlpha Lower  Upper
crossover (1st, 2nd) by treatment interaction ~ 2.7537 1.5778 135 1.75 | 0.0832 | 0.05 -0.3667 5.8742

Abb. 21: Kein Crossover-Effekt bei der Radiographie zwischen den Hauptunter-
suchungen 1,2 und 3,4.

Gravimetrie
Unterschiedlichkeit Crossover?

Gewichtsveranderung in Milligramm

Abb. 22:  Zusammenfassende Ubersicht tber die gravimetrischen Messergeb-
nisse in allen 4 Gruppen.
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Gravimetrie

Unterschiedlichkeit Crossover?

£ 2,0
E 2,0 1,8
E=1 158 I 6
= 4 p
Tabelle 1: Gravimetrie. Deskriptive Statistiken
Gravimetrie
! mean difference
Praparat MI[::- sSD Min. F’e1%n|il Median Pe?%nt'l D;::E:_ treatment between
W e <E] difference crossovers
first crossover Placebo  0.00042 0.00075 -0.00128 -0.00046 0.00037 0.00130 0.00201 37 0.00109
Verum 0.00152 0.00065 0.00038 0.00087 0.00146 0.00239 0.00341 40 0.00048
second crossover Placebo  0.00089 0.00091 -0.00190 0.00020 0.00092 0.00193 0.00275 38 0.00062 *
Verum 0.00151 0.00086 0.00033 0.00061 0.00135 0.00260 0.00380 38

Datenbasis: n=160. Werte nicht verfigbar: Gravimetrie n=7.

Verum mit Zucker
Plazebo zuckerred uziert

Plazebo mit Zucker

Abb. 23: Deskriptive Statistik zur Frage nach Unterschiedlichkeiten zwischen
den beiden Crossover-Versuchsreihen der Gravimetrie.

Gravimetrie
Unterschiedlichkeit Crossover?

£ 2,0
)
5 -,0 1,8
Z_E..‘ },8 1,6
Tabelle 1:  Gravimetrie. Deskriptive Statistiken
Gravimetrie
: mean difference
Praparat hc:‘;:tl' D) Min. Pe:z[lnlil Median Pe?z%ntil Max. Dbzt;:- treatment between
difference crossovers
first crossover Placebo  0.00042 0.00075 -0.00128 -0.00046 0.00037 0.00130 0.00201 37 0.00109
Verum 0.00152 0.00085 0.00038 0.00087 0.00146 0.00239 0.00341 40 0.00048
second crossover Placebo  0.00089 0.00091 -0.00190 0.00020 0.00092 0.00193 0.00275 38 0.00062 :
Verum 0.00151 0.00086 0.00033 0.00061 0.00135 0.00260 0.00380 38

Datenbasis: n=160. Werte nicht verfligbar: Gravimetrie n=7.

VETUNT ZUCKRSTTCUUZIeT T

BN B el T

Tabelle 2:

Gravimetrie: Befunde der Varianzanalyse (SAS procedure mixed) zur Frage von Unter-
schieden je nach Préparat, Proband ("pb"), Periode, Untersuchungssequenz ("seq") und
letztlich Crossover (erstes, zweites). Die Messwiederholung wurde im varianzanalyti-
schen Modell beriicksichtigt (Faktoren Treatment und Subject).

Estimate

crossover (1st, 2nd) by treatment interaction  0.000549  0.000204

DF
130

Error

t Valu

Pr>|t|
0.0080

2.69

Alpha  Lower Upper
0.05 0.000146 0.000951

Abb. 24: Kein Crossover-Effekt bei der Gravimetrie zwischen den Hauptunter-
suchungen 1,2 und 3,4.

40
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3.3.1. Die statistische Analyse des in-situ Experimentes

Die statistische Analyse des Datenmaterials erfolgte mithilfe des Statistikprogramms
~oystat® als multifaktorielle Varianzanalyse. Die verwendete Varianzanalyse basiert
auf so genannten gemischten varianzanalytischen Modellen und wurde mehrfaktoriell
mit den Faktoren Treatments, Probanden, Crossover, Praparaten Untersuchungs-
zeitpunkte und Untersuchungssequenzen unter Berlcksichtigung der Messwieder-
holungsfaktoren der Behandlung (Treatment und Proband) berechnet.

Die klinische Studie war, wie oben beschrieben, in 2 Abschnitte unterteilt. Im ersten
Teil kamen verkaufsibliche, stark zuckerhaltige Fruchtgummis zum Einsatz, im
zweiten Teil zuckerreduzierte Fruchtgummiprodukte, die zuséatzlich mit dem

Zuckeraustauschstoff Sorbit angereichert waren.

Der erste Abschnitt Gber 2 mal 2 Wochen wird im Folgenden als Hauptuntersuchung
1,2 (Crossover 1) bezeichnet, der zweite Abschnitt mit den zuckerreduzierten

Produkten als Hauptuntersuchung 3,4 (Crossover II).

Nachfolgend sind die wesentlichen Ergebnisse der klinischen Studie
zusammengefasst. Es sei vorweggenommen, dass sich die Behandlungssequenz bei
allen Untersuchungen signifikant als nicht bedeutsam erwiesen hatte, was bedeutet,
dass kein carry-over Effekt stattgefunden hatte. Mit anderen Worten: die Reihenfolge,
in der die Probanden die Produkte verzehrt hatten, war fir die Ergebnisse

bedeutungslos.

3.3.2. Allgemeine Beschreibung der Messkurven

3.3.2.1. Die Achsen

Auf der X-Achse der Diagramme in Abb. 15 bis 17 sind die Untersuchungstermine
aufgetragen. Bei t0 wurden die Proben erstmals gemessen und anschlieBend an die
Probandinnen ausgegeben. t1 - t4 entsprechen den Untersuchungsterminen nach 3,
7,10 und 14 Tagen.
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Die Y-Achse zeigt in den Diagrammen zur Radiographie (Abb. 15 und Abb. 17 links)
die Extinktion beim Durchgang des Rdntgenstrahls durch die Klvette, der sich in der
in-situ Messung nur aus der Extinktion der Probe ergibt. Die Extinktion ist auch hier
ausgedrickt durch die ermittelten Aluminiuméaquivalente.

In den Diagrammen zur Gravimetrie stellt die Y-Achse die Gewichtsveranderung in

mg dar.

3.3.2.2. Bedeutung der Kurven

Die roten Kurven in Abb. 15 bis 17 geben die Messergebnisse des Verums, die
blauen Kurven die des Placebos wieder. Ein Ausschlag nach oben bedeutet jeweils
eine Erh6hung der Absorption im Messstrahl beziehungsweise eine Massenzunahme
und damit eine Mineralzunahme. Ab Abb. 19 wurde bei Verum und Placebo jeweils
noch zwischen zuckerhaltigem und zuckerreduziertem Fruchtgummi unterschieden.
Zur besseren Darstellung der Mineral- bzw. Gewichtszunahme dieser vier

Fruchtgummichargen wurden ab Abb. 20 Balkendiagramme erstellt.

3.3.3. Vergleich der Massenbilanzen von Placebo- und Verum-Fruchtgummi-
masse

Da bis zum Zeitpunkt t0 noch keine de- oder remineralisierenden Effekte auftreten
konnten, entspricht dieser Wert unserem Nullwert und ist bei Placebo- und Verum-
Produkt gleich.

Zum ersten Untersuchungstermin nach 3 Tagen kann bei den Verum-Produkten
gravimetrisch und radiographisch ein deutlicher Mineralzuwachs verzeichnet werden,
der zum GroBteil auf die in den Fruchtgummis enthaltene calciumhaltige
Salzhydratschmelze zurtickzuflihren sein durfte. Einen kleinen Teil steuert hier auch
die Remineralisationswirkung des Speichels bei.

Bei den Placebo-Produkten kann ebenfalls ein geringer Mineralzuwachs verzeichnet
werden, der aber wohl allein auf den remineralisierenden Einfluss des Speichels
zurlckzufahren ist. Die eher demineralisierende Wirkung des Placebos, das ja nur
zweimal taglich 20 min wirkt, wird durch die Wirkung des Speichels ausgeglichen. In

die Apatittabletten wird sogar etwas Mineral eingelagert.
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Auch nach 7, 10 und 14 Tagen sind wieder jeweils deutliche Mineralzunahmen bei
den Verum-Produkten und geringe bei den Placebo-Produkten festzustellen. Im
Crossover | des Radiographie-Diagramms wurde bei dem Placebo-Produkt sogar

eine Demineralisation in den letzten 4 Tagen gemessen (Abb. 15).

Der Kurvenverlauf im Crossover | ist dem des Crossover Il sehr &hnlich. Bei den
Placebo-Produkten fallt auf, dass das zuckerreduzierte Placebo etwas mehr
Remineralisation bewirkte als das zuckerhaltige. Bei den Verum-Produkten ist nach
3, 7 und 10 Tagen das zuckerhaltige Produkt sowohl radiographisch als auch
gravimetrisch noch leicht im Vorteil, am Tag 14 konnte jedoch das zuckerreduzierte
Produkt einen leicht héheren Mineralisationswert erzielen (Abb. 19).

Die Gewichtsbilanz fallt sowohl bei den Verum- als auch bei den Placebo-Produkten
hoéher aus als die, die man aus der Radiographie mit Hilfe des Aluminium-
Hydroxylapatit-Aquivalents und der Probenflache errechnet. Grund hierfiir sind die
organischen Auflagerungen auf den Proben, die zwar in der gravimetrischen
Untersuchung erfasst werden, réntgenologisch aber nicht messbar sind, da hierbei
nur anorganisches Material den Réntgenstrahl schwacht.

Die Massenbilanz zeigt beziglich der Lokalisation der Messstellen (dem Zahn bzw.
der Wange zugewandt) keinen bedeutungsvollen Unterschied. Zwar war in der
gravimetrischen Untersuchung Crossover | die dem Zahn zugewandte Apatittablette
leicht Uberlegen, aber auch hier dirfte der Grund in den organischen Auflagerungen
zu suchen sein. Bei der Burstenreinigung, die die Probandinnen nach Anweisung
durchfihrten, wurden die Tabletten, die der Wange zugewandt waren, mit der
ZahnbuUrste besser erreicht und gereinigt als die dem Zahn zugewandte, wodurch auf
letzterer mehr organische Ablagerungen verblieben, die nur gravimetrisch miterfasst

wurden.
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3.3.4. Auswertung der Ergebnisse

Folgendes kann festgestellt werden:

- Sowohl die gravimetrisch als auch die radiographisch gemessene Mineralbilanz
ist in allen Proben positiv.

- Die Gewichtsbilanz ist sowohl in Crossover | als auch in Crossover Il gréBer als
die aus der Rdntgenopazitat (mit Hilfe des Aluminium-Hydroxylapatit-Aquivalents
und der Probenflache) berechnete.

- Der Unterschied in der Gewichtsbilanz weist auf organische Ablagerungen hin.

- Dieser Unterschied ist bei der Probe, die zum Zahn hin gewendet war, kleiner als
bei der Probe mit offen liegender Oberflache.

- Die zuckerreduzierte Variante brachte beim Placebo tendenziell positivere
Ergebnisse.

- Das zuckerreduzierte Verum konnte erst nach 14 Tagen eine bessere

Remineralisation bewirken als die zuckerhaltige Variante.

Die Menge an Mineral, welche von den Proben aus standardisiertem, kinstlichem
Zahnschmelz wahrend der zweiwéchigen Tragezeit unter der Wirkung von Speichel
und geléstem Fruchtgummi aufgenommen worden ist, wurde sowohl

réntgenradiographisch als auch gravimetrisch bestimmt.

Dabei ergaben sich die folgenden Resultate, welche die Quantitdt an eingebautem
Mineral betreffen:

1. Der Effekt aller Salzhydratschmelze-haltigen Fruchtgummis ist signifikant
grdBer als der der Placebopraparate

2. Die Salzhydratschmelze-haltigen Fruchtgummis bewirken einen signifikant
groBeren Mineraleinbau als herkdmmliche fluoridhaltige Zahncremes, wie aus

frheren gleichgearteten Untersuchungen abgeleitet werden kann [59].

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, dass trotz
des Verzehrs von zuckerhaltigen Fruchtgummiprodukien das Gleichgewicht
zwischen Demineralisation und Remineralisation an der Zahnoberflache nicht nur
stationar gehalten wird, sondern sogar zugunsten der Remineralisation verschoben
wird, sofern die Fruchtgummiprodukte mit einer calciumhaltigen Salzhydratschmelze
angereichert sind.
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3.3.5. Hartemessung

Etwa 3 Monate nach Beendigung der Kklinischen Studie wurden an den
Probenkérpern nachtraglich die Vickers-Héarte bestimmt. Bis dahin waren sie trocken

in abgeschlossenen Behéltern unter Raumtemperatur aufbewahrt worden.

Die Hartemessung erfolgte mit dem Leitz-Durimeter (Abb. 25) und einem
Auflagegewicht von 2N. Die Diagonalenlangen wurden optisch vermessen und
addiert.

Wahrend der Hartebestimmung war dem
Untersucher nicht bekannt, welche Art von
Probenkorper vorlag.

Da die Daten normalverteilt waren, konnten sie
mit Hilfe der parametrischen Statistik bearbeitet
werden. Es zeigte sich auch bei der
Hartemessung eine hochsignifikante Verum-
Uberlegenheit mit einer zweiseitigen Irrtums-

wahrscheinlichkeit von kleiner als 0,001%.

Abb. 25: Leitz-Durimeter zur Hartemessung

Die Werte der addierten Diagonalenlangen (Mittelwert + Standardfehler des

Stichproben-Mittelwertes):
Verum: 83,71 + 0,421
Plazebo: 87,59 +0,57

Eine kirzere Diagonalenldange bedeutet einen héarteren Werkstoff, da die
Diamantpyramide weniger tief in ihn eindringen kann. Dies besagt im vorliegenden
Fall, dass die Verum-Probenkérper hochsignifikant harter waren als die Placebo-
Proben.
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4. Diskussion

Es ist bekannt, dass die Kariesaktivitat durch das Ungleichgewicht zwischen
Demineralisation (durch Zuckeraufnahme und Bakterien) und praventiven Faktoren
gekennzeichnet ist [6, 24, 43]. Inzwischen ist es weltweit gelungen, bei vielen
Kindern eine Neutralisation der kariogenen Angriffe durch praventive Faktoren zu
erzielen [58].

Das Mundgesundheitsverhalten in der Bevdlkerung hat sich gegenltber Befunden
einer kariesepidemiologischen Studie von Patz und Naujoks im Jahre 1980 bis heute
nachweislich verbessert [50]. Aus einer damaligen Studie von Gilzow et al., geht
eindeutig hervor, dass das Zahn- und Mundpflegeverhalten ausgesprochen
ungenltgend war und zudem beziglich Zeitpunkt, Zeitdauer und Putztechnik nicht
den heutigen Standards entsprach [26, 27].

Die Vierte Deutsche Mundgesundheitsstudie 2006 belegt nun eindrucksvoll, dass
sich die Zahngesundheit der deutschen Bevolkerung, insbesondere die der
Jugendlichen, seitdem erheblich gebessert hat [47]. Es putzen sich nach eigenen
Angaben heute 94 bis 98 Prozent aller Befragten wenigstens einmal taglich die
Zahne, 61 bis 90 Prozent sogar zweimal taglich [28].

Ganz allgemein wurden in den letzten Jahrzehnten zahlreiche Untersuchungen zur
Epidemiologie, Kariesatiologie und den Risikofaktoren durchgefihrt [10]. Als eines
der herausragenden Ergebnisse wurde festgestellt, dass bei dem angesprochenen
Caries Decline der vergangenen 20 Jahre unzweifelhaft die kariespraventive
Wirksamkeit der Fluoride eine entscheidende Rolle gespielt hat [25, 41, 46].
Systematische Literaturlibersichten und Stellungnahmen von Experten zur Effektivitat
von MaBnahmen der Kariespravention belegen dies eindrucksvoll [9, 30, 42, 43, 44].
Nach heutiger Erkenntnis ist eine Reduktion der prophylaktischen MaBnahmen
automatisch mit dem Risiko verbunden, das entstandene Gleichgewicht wieder zu
Gunsten héherer Kariesaktivitét zu verschieben.

Von zusatzlicher Bedeutung fur das Kariesrisiko und fir dessen Bekampfung ist die
Tatsache, dass bei Jugendlichen ein ungleicher Kariesriickgang zu verzeichnen war:
etwas 25 % der sogenannten Karies-Hochrisikokinder entwickeln ungefahr 75 % der
registrierten kariosen Defekte [58].

Auf Grund Medline-basierter Literaturlibersichten darf geschlussfolgert werden, dass
zwar verschiedene Methoden zur Identifikation solcher Kariesrisikokindern entwickelt
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wurden, es jedoch haufig schwierig ist, diese in gezielte Programme umzusetzen [32,
54].

Als vermutlich bestimmende Faktoren fir den Karieszuwachs werden Erziehung und
Deprivation genannt [29]. In diesem Zusammenhang sollte nicht unerwédhnt bleiben,
dass z.B. deutsche Gymnasiasten nur halb so viel Karies erfahren haben wie Haupt-
oder Realschuler [46].

Inzwischen gibt es wieder Hinweise fur einen erneuten Kariesanstieg und Zunahme
der Behandlungsbediurftigkeit, insbesondere bei Milchzahnen. So kam es zwischen
2000 und 2004 in mehreren Bundeslandern zu einem geringen Kariesanstieg,
wahrend ein Rickgang in den anderen Bundeslandern nur minimal bzw. nicht
nachweisbar war.

Auch in der Gruppe der Sechsjahrigen kommt es derzeit wieder zu einem hohen
Kariesanstieg. Gerade der sich &ndernde individuelle Lebensstil und ein verandertes
Gesundheitsverhalten wirken sich direkt auf die Mundgesundheit aus. Und eine
schlechte Mundgesundheit kann wiederum gerade das Entstehen von chronischen
Erkrankungen beglnstigen

Zusammenfassend kann den obigen Ausfliihrung entnommen werden, dass wahrend
der letzten 20 Jahre zwar ein deutlicher Caries Decline stattgefunden hat, dass
dieser jedoch noch nicht alle Bevilkerungsgruppen erreicht hat und dass sogar erste
Hinweise darauf hindeuten, dass in bestimmten Bevdlkerungsgruppen eine Umkehr
der Kariesreduktion eingetreten ist. Aus diesem Grunde ist es ratsam, nicht nur die
bewéahrten Strategien der Kariesprophylaxe fortzufiihren, sondern auch nach
Alternativen bzw. Erganzungen zu forschen.

Ein neuer Ansatz der Kariesprophylaxe wurde in der vorliegenden Studie untersucht.
Das Vorgehen orientiert sich dabei am Vorbild der Natur, die uns unbemerkt vorfihrt,
was gezielte Mineralisation am frisch durchgebrochenen Zahn bewirken kann: Die
sog. primare und sekundare Schmelzreifung (vor dem Durchbruch des Zahnes in die
Mundhéhle) fahrt den Zahnschmelz nicht zum erwilnschten vollkommenen
Endzustand, der zeitlebens die uneingeschrankte Integritat des Zahnes garantieren
kénnte. Deshalb schlieBt sich nach dem Durchbruch der Z&hne die tertidre
Schmelzreifung im Sinne einer posteruptiven Mineralisation an. Diese geht ohne
sichtbare Grenze in die Phase der standigen Wechselbeziehungen zum

Mundhodhlenmilieu Uber. Sie endet erst mit dem Verlust des Zahnes.
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Die posteruptive Schmelzreifung ist durch Vorgange charakterisiert, die die
Zahnoberflache in ihrer Qualitat verbessern, wahrend sich die spater ablaufenden

und lebenslang andauernden Vorgange auf die Erhaltung dieser Qualitat orientieren.

Der Schmelz des durchbrechenden Zahnes ist noch nicht voll mineralisiert. Zwischen
den Kiristalliten befinden sich schmale Mikrospalten und Poren. Auch die Grenzen
der Schmelzprismen sind mit Spaltrdumen durchsetzt. Sie kénnen weit in die Tiefe
reichen. Kleinere Molekile kénnen diese Mikrokapillaren und Mikroporen passieren.
Entlang der Mikrokanale kénnen Substanzen dann aus der Mundhéhle bzw. dem
AuBenmedium des Zahnes in den Schmelz eindringen bzw. mit dem FlUssigkeits-
strom des Schmelzliquors, der von der ZahnauBenflache nach innen verlauft,
transportiert werden. Dadurch wird der fehlende Stoffwechsel des Schmelzes
teilweise ausgeglichen [7].

Es finden chemische Reaktionen statt, die seine Zusammensetzung verandern, seine
passive Widerstandkraft fordern oder auch schwachen. Der Anteil des
Carbonatapatits in den Oberflachenarealen des Schmelzes wird auf diese Weise
verringert. Die Mineralionen gelangen aus dem Speichel Uber Plaque und
Zahnoberhautchen in den Schmelz und wandeln dort auf dem Wege des
lonenaustausches die vorliegende leichter Iésliche Hartsubstanz in den schwer
I6slichen Hydroxylapatit oder gar Hydroxyfluorapatit um. Die Kristallite sind in der
Lage, durch Wachstum die Mikroporen zu verschlieBen. Die Mikrokapillaren werden
nach und nach verengt. Innerhalb weniger Wochen besitzt der Schmelz in der Regel
eine gentgend hohe Kompaktheit. Die entscheidenden abdichtenden Vorgange
finden weiterhin an der eigentlichen Oberflache ab, wo sie standig ablaufen. Es ist
jedoch darauf hinzuweisen, dass mit dieser Mineralisation lediglich Spalten im
submikroskopischen Bereich (Freiraume zwischen Kristalliten u. a.) geschlossen
werden kénnen. GrdBere Defekte kénnen nicht restauriert werden. Trotzdem nimmt
der Mineralgehalt des Schmelzes postnatal um etwa weitere 20% zu und gelangt in
ein Endstadium [7].

Wéhrend der standige Kontakt zu den lonen der Mundflissigkeit und des Speichels
an Glattflachen des Zahnes gewabhrleistet ist, entstehen im Kontaktbereich und im
Sulkusgebiet Schwierigkeiten durch die dort veranderten Strdmungsverhéltnisse.

Auch die Fissuren entziehen sich teilweise wegen ihrer anatomische Form und Lage
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der mineralisierenden Wirkung des Speichels. Der Fissurenschmelz gelangt

infolgedessen nie oder nur in breiten Fissuren zu volligen Ausreifung.

Es sei noch einmal verdeutlicht, dass diese unverzichtbare Mineralisation, die sog.
tertiare Schmelzreifung unreifer frisch durchgebrochener Zédhne durch den Speichel
bewirkt wird, dem die Zédhne nach ihrem Durchbruch ausgesetzt sind. Speichel stellt
bekanntlich eine etwa zweifach Ubersattigte L6sung an Calciumionen dar, die u. a.
fir die Kristallbildung bei der Mineralisation und ggf. bei der Remineralisation von
pords gewordenem Schmelz verantwortlich sind.
Es ist unstrittig, dass dem Calcium bei den chemischen Ablaufen einer De- und
Remineralisation von Zahnschmelz eine besondere Bedeutung zukommt. Was die
Auflésung von Zahnschmelz anbetrifft, so gehorchen die chemischen Reaktionen
dem Massenwirkungsgesetz. Caio(PO4)s(OH)2 wird sich umso schwacher lésen, je
hoher die Konzentration aller fur den (Wieder-)Aufbau in Frage kommenden lonen im
AuBenmedium ist [40]. Die lonen werden physiologischerweise aus dem Speichel
bzw. aus der Plaque an die Zahnoberflache gebracht und wirken dessen Auflésung
entgegen. Schon 1961 war es Ahrends [1] gelungen, signifikante Unterschiede
zwischen kariesfreien und kariesaktiven Individuen nachzuweisen: Die
Plaqueflissigkeit der Kariesfreien enthielt viel mehr Calcium und Phosphat, d.h. auch
bei starker S&urebildung konnte in ihrer Plaque noch lange Ubersattigung
aufrechterhalten werden [55]. Pearce u. Mitarb. konnten 1984 klinisch experimentell
an calcium-, phosphat- und fluoridreicher Plaque folgendes beobachten: erstens
fihre bakterielle Zuckervergarung gegenuber der Kontrollplaque zu geringerem pH-
Abfall; zweitens wurde die mineralreiche Plague trotz S&urebildung kaum
untersattigt, und drittens wurde der unterliegende Schmelz nicht entkalkt — im
Gegensatz zum Schmelz unter mineralarmer Kontrollplaque [51].
Fir alle Calciumphosphate ist die Sattigungskonzentration durch das Léslichkeits-
produkt bestimmt, im Falle von Hydroxylapatit

(Kip)ap = f(Cca:)' " (Cro™)® " (Cow)?
wobei (C;) die Konzentration der betreffenden lonenart und f eine durch die
lonenstarke bestimmte Konstante darstellen. Damit ist die Stabilitdt z. B. der
Calciumphosphatphase HAP in Lésung auBer vom pH noch starker von der
Konzentration der Calcium- und der OH-lonen anhangig (Margolis u. Mitarb, 1985
[45].
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Aufgrund der Léslichkeitsprodukte hat ten Cate [13] die ,L&slichkeits-lsothermen® flr
die wichtigsten Calciumphosphatphasen berechnet (s. Abb. 4 auf Seite 8). Daraus
ergibt sich als wesentliche Aussage, dass die Sattigungskonzentration und somit
auch die Léslichkeit von Calciumphosphatverbindungen in entscheidendem MafBe
vom pH-Wert abhangig sind.

Aus der aufgefthrten Formelgleichung fir das Loslichkeitsprodukt von Hydroxylapatit
(Kip)nap = f(Ccar)'® " (Cro.™)° * (Cow)? ergibt sich, dass dem Calcium beziiglich der
Hemmung der Léslichkeit und somit auch bezlglich einer Diffusionsumkehr des
Calciums vom AuBenmedium in den Zahnschmelz hinein eine entscheidende Rolle
zukommt, da es mit dem Potenzfaktor 10 auftritt. Der Potenzfaktor des Phosphats ist
demgegeniber beinahe vernachlassigbar klein.

Die Erkenntnisse um die Bedeutung des Calciums und der Ldsungsisothermen
bezlglich Calciumphosphatverbindungen hatten ten Cate bereits 1982 [14]
veranlasst, Remineralisationsversuche mit sog. ,pH-Wechselbadern® durchzufihren.
Das bedeutet, dass er demineralisierte Schmelzproben abwechselnd stundenlang in
Demineralisationslésung bzw. anschlieBend in Remineralisationslésung einlegte. Er
kam u. a. zu dem Ergebnis, dass die Aufldsung von Schmelz durch Ca?* und andere
Kationen sowie durch Anionen in Abhéangigkeit vom Zeitprofii und den
Konzentrationen der verwendeten Losungen unterdriickt werden kann.

Die Ergebnisse der pH-Wechselbader stagnierten allerdings, weil ihnen ein
entscheidendes Element fehlte, das auch bei der angesprochenen tertidren
Schmelzreifung bedeutsam sein dirfte: die zyklisch-dynamische Veranderungen der
lonen-Konzentrationen an der Zahnoberflache. Es hat sich gezeigt [33], dass das
Zeitprofil sich dynamisch verandernder pH-Schwankungen zu ungleich besseren
Remineralisationsraten fihrt als das statische Modell von ten Cate [31].

In der vorliegenden Studie war versucht worden, mit den Erkenntnissen aus der
Remineralisationsforschung eine weitere erganzende Methode zur Kariesprophylaxe

zu untersuchen. Aufbauend auf den Erkenntnissen
e Speichel remineralisiert unreifen frisch durchgebrochenen Zahnschmelz
e Calcium ist der entscheidende Faktor bei der Remineralisierung

e Statischer Wechsel vom Remineralisationsmedium ist nicht so wirksam wie

dynamischer

e Das Ernahrungsverhalten hinsichtlich Zucker lasst sich nur schwer beeinflussen
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sollte versucht werden, eine remineralisierende StBware zu entwickeln und ggf. die

Grenzen der Remineralisierbarkeit initialer Karies zu verbessern [34].

Eines der wesentlichen Probleme bei der Entwicklung war die Antwort auf die Frage,
wie eine an ungebundenem Calcium hohe Konzentration in einem Lebensmittel
geschaffen werden kann. Die bekannten Calciumverbindungen sind entweder nicht
(Calciumcarbonat 0,014 g/l) oder nur schwer Ibslich (z.B. Calciumlactat 66 g/,
Calciumgluconat 30 g/l) oder sie besitzen einen abstoBenden, nicht Ubertinchbaren
Geschmack wie das Calciumchlorid.

In der vorliegenden Studie fand erstmals eine Salzhydratschmelze Anwendung, die
sich durch eine besonders hohe Calciumkonzentration auszeichnet, dabei angenehm
sauerlich schmeckt und extrem wasserarm ist. Bei der Salzhydratschmelze handelt
es sich um eine unterkihlte Schmelze aus den ehemals kristallinen Edukten
Calciumlactat, -gluconat, Milchsdure und Zitronensdure. Die Schmelze ist amorph,
damit unterliegen die darin enthaltenen Ca-lonen keiner Nahordnung und sind relativ
ungebunden und stehen flr Reaktionen zur Verflgung. Die Schmelze selber kann
mit einer Calciumkonzentration bis etwa 2,8 Mol hergestellt werden, was einem
Gehalt an freien Calciumionen von etwa 112 g/kg entspricht.

Mit Hilfe dieser Schmelze war es mdéglich Fruchtgummis herzustellen, die 8 ¢
Calciumionen/kg enthalten. Rdntgendiffraktometrische und polarisationsoptische
Untersuchungen hatten unzweifelhaft ergeben, dass auch in Fruchtgummis, denen
die Schmelze zugegeben war, keine Rekristallisation stattgefunden hatte und die
Calciumionen ungebunden vorlagen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie entsprachen den Erwartungen, die auf
Grund der zahlreichen in-vitro Studien gehegt wurden. Vergleichend getestet wurde
die Remineralisationswirkung von Fruchtgummis mit bzw. ohne Zugabe eines
Calciumkonzentrats. Da die Remineralisationswirkung gepruft werden sollte, konnte
nicht mit gesundem Zahnschmelz gearbeitet werden. Aus diesem Grund wurden die
Untersuchungen an kinstlichem Hydroxylapatit durchgefiihrt, der so eingestellt war,
dass er 40 Prozent Poren (vergleichbar den Poren im demineralisierten
Zahnschmelz) enthielt. Diese Methode ist seit Aoba und anderen [4, 48, 53] fUr diese

Fragestellung anerkannt.
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Es wurde bewusst darauf verzichtet, Phosphationen ebenfalls in hoher Konzentration
zuzuflgen. Zum einen wird immer wieder angefihrt, Phosphat verursache
Aufmerksamkeitsstorungen und Hyperaktivitat. Ein Beweis fur diese These steht
ebenso aus wie ein Gegenbeweis. Weiterhin sollte der Gefahr vorgebeugt werden,
dass Calcium und Phosphat vorzeitig reagieren und sich evtl. als Zahnstein
niederschlagen und drittens ist Phosphat im Speichel und insbesondere im
stimulierten Speichel, der bei Fruchtgummiverzehr unweigerlich auftritt, Gberreichlich
vorhanden. Zwar sinkt der Gehalt an anorganischem Phosphat mit Beginn der
Speichelstimulation auf etwas Uber die Halfte ab, um dann langsam und stetig wieder
anzusteigen, aber wegen der durch die Stimulation stark erhéhten FlieBrate (bis zum
5fachen gegeniber unstimulierten Speichel) erhdht sich automatisch der fur die
Remineralisation verfigbare Phosphatgehalt [12].

FOr die durchgefihrten in-vitro und in-situ Versuche gelangten vier verschiedene
Fruchtgummiprodukte zum Einsatz: Placebo (ohne Zusatz der calciumhaltigen
Schmelze), Verum (mit calciumhaltiger Schmelze) sowie jeweils eine
zuckerreduzierte Variante dazu.

Die radiographisch und gravimetrisch durchgefihrten Untersuchungen zeigten
deutlich, dass die Verumprodukte den Testschmelz signifikant besser reminerali-
sieren als die Vergleichsprodukte ohne Wirkstoff. Das ist auch nicht verwunderlich,
betrachtet man die Tatsache, dass der menschliche Speichel physiologischerweise
etwa doppelt mit Calcium Ubersattigt ist, die Fruchtgummilésung jedoch 100- bis 200-
fach. Zwar konnten auch bei den Placeboversuchen leicht positive Werte ermittelt
werden, diese durften vorwiegend der Remineralisationsleistung des Speichels zu
verdanken sein.

Vergleicht man zuckerreduziertes und zuckerhaltiges Verum, so entfaltete das
zuckerreduzierte Produkt bis zum 10ten Versuchstag eine leicht geringere
Remineralisationwirkung als das zuckerhaltige, am 14ten Versuchstag jedoch
erbrachte es leicht héhere Werte. Grinde fir den nicht signifikanten Unterschied
dirften in der Streuung der Messergebnisse begrindet sein, so dass man sagen
kann, dass zuckerhaltiges und zuckerreduziertes Verum vergleichbare Remineralisa-
tionswirkung haben.

Ahnlich verhalt es sich beim Vergleich der beiden Placebo-Produkte. Die
zuckerreduzierte Form ist stets leicht im Vorteil, wobei auch hier der Unterschied
vernachlassigbar klein ist.
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Um mdglichst reale Verhéltnisse nachzuahmen, wurde ein zu testender Prufkérper
der Wange und ein zweiter im Abstand von ca. 0,5 mm dem Zahn zugewandt, um so
den schwer zu reinigenden Zahnzwischenraum zu simulieren. Die Untersuchungen
ergaben, dass bezlglich der Lokalisation keine signifikanten Unterschiede bezlglich
der Remineralisationsleistung bestehen, d. h. der ,empfindliche* Zahnzwischenraum
wird durch das calciumhaltige Fruchtgummi ebenso gut erreicht wie die
AuBenflachen. Zwar zeigten sich bei den gravimetrischen Analysen h6here Werte an
den zum Zahn gewandten und damit schwer zuganglichen Proben, diese sind aber
auf vermehrte organische Ablagerungen zurlckzufihren, da ja dieser Bereich auch
mit der Zahnbirste nur schwer erreicht wurde. Dabei ist zu bedenken, dass die
aussagekraftigere Mikroradiographie nur die Massenbelegung durch anorganische
Feststoffe, nicht jedoch die organischen Ablagerungen erfassen kann. Diese werden
bei der Gravimetrie jedoch mitbestimmt.

Nach Abschluss aller Untersuchungen wurden an allen Tabletten Hartemessungen
mit einem Leitz-Durimeter durchgefihrt. Die Ergebnisse bestatigen die Wirksamkeit
der Verum-Produkte. Proben, die mit Verum behandelt wurden, waren anschlieBend
harter als die, die dem Placebo ausgesetzt waren.

Die vorgestellten Untersuchungen belegen, dass mit Salzhydratschmelze
angereicherter Fruchtgummi beim Verzehr por6se Hydroxylapatitproben réntgen-
dichter, harter und schwerer macht als Fruchtgummi ohne Calciumkonzentrat. Alle
Befunde sprechen daflr, dass dadurch der zu schitzende Schmelz hérter,

mineralreicher und somit resistenter gegen Karies wird.
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In der vorliegenden Studie wurde die Remineralisationswirkung von Fruchtgummi-
produkten, die mit einer neuartigen calciumhaltigen Salzhydratschmelze angereichert
waren, vergleichend in-vitro und in-situ getestet. Als Vergleich diente in der in-vitro
Untersuchung ein handelstbliches Fruchtgummiprodukt ohne Zusatz der zu
testenden Salzhydratschmelze. In der klinischen Studie wurde zusétzlich ein zucker-
reduziertes Fruchtgummiprodukt getestet, dem zum Teil ebenfalls eine calciumreiche
Salzhydratschmelze zugefligt worden war.

Die remineralisierende Wirkung der calciumreichen Salzhydratschmelze beruhte auf
dem Prinzip der forcierten dynamischen Remineralisation, die sich grundlegend von
der remineralisationsférdernden Wirkung von Fluorionen unterscheidet: Durch
Absenken des pH-Wertes im AuBenmedium des Zahnes kann entsprechend dem
Massenwirkungsgesetz sowie des Léslichkeitsprodukies der beteiligten Stoffe die
Konzentration an Mineral um ein Vielfaches erhOht werden, ohne dass die
Sattigungsgrenze Uberschritten wird.

Nach Beendigung des Verzehrs des gelésten sauren Fruchtgummis, der zusatzlich
mit weiterer Saure und einer amorphen Salzhydratschmelze angereichert ist, steigt
durch die Speichelclearance der pH-Wert in dem Umgebungsmilieu des Zahnes
dynamisch wieder an, gleichzeitig aber sinkt die Mineralkonzentration drastisch ab.
Dadurch bedingt diffundieren aus dem porésen Zahnschmelz sowohl Protonen als
auch ein Teil des wahrend der Applikation des Fruchtgummis eingeschleusten
Minerals in die Mundhdéhle zuriick. Wegen der sehr groBen Beweglichkeit der H und
des nichtlinearen Zusammenhangs zwischen Diffusionszeit und —strecke verarmt der
oberflachennahe Bereich schneller an Mineral als die tiefer gelegenen Schichten. In
diesen ist das Mineral nach Abzug der H* gefangen und schlagt sich wegen des
angestiegenen pH-Wertes an den Porenwanden nieder. Auf diese Weise werden
durch das zeitliche Konzentrationsprofil, das durch die Applikation vorgegeben ist,

sowohl der Ort als auch die Menge des Mineraleinbaus beeinflusst.

Untersuchungen in-vitro dokumentieren einen signifikanten Anstieg der
Remineralisationsrate mit dem Fruchtgummiprodukt, das mit der Salzhydratschmelze

angereichert war.
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Eine anschlieBende klinische Studie mit 10 Probanden bestatigte dieses Ergebnis:

Der Fruchtgummimasse wurden wiederum 200 mmol/kg Calcium in Form einer
speziell zusammengesetzten amorphen Salzhydratschmelze zugegeben. Diese
Schmelze kann Lebensmitteln entweder bei erhdéhter Temperatur direkt als nicht
kristalline aufgeschmolzene FlUssigkeit oder bei Raumtemperatur als glasartig
erstarrte, ebenfalls nicht kristalline unterkiihlte Schmelze zugegeben werden. Wegen
ihrer besonderen Eigenschaften bilden solche Salzhydratschmelzen innerhalb der
Salz-Wasser-Systeme mit steigender Salzkonzentration einen eigenstandigen
Stoffzustand: Sie sind nicht kristallin, sondern amorph, sie sind leichter I8slich als
kristalline Salze und sie sind hochkonzentriert und dabei wasserarm, was bei der

Herstellung von Lebensmitteln bedeutsam sein kann.

Die Menge an Mineral, die von den Proben aus standardisiertem kinstlichen
Zahnschmelz wahrend der zweiwdchigen Tragezeit unter der Wirkung von Speichel
und geléstem Fruchtgummi wurde réntgenradiographisch, gravimetrisch und mittels

Hartemessung bestimmt.

Dabei ergaben sich zusammengefasst folgende Resultate, die die Quantitat an

eingebautem Mineral betreffen:

1. Der Effekt aller salzhydratschmelzehaltigen Fruchtgummis ist signifikant gréBer

als der der Plazebopraparate

2. Die schmelzehaltigen Fruchtgummis bewirken einen signifikant grdéBeren
Mineraleinbau als herkdmmliche Fluoridpraparate in Zahnpasten, wie aus
frheren gleichgearteten Untersuchungen abgeleitet werden kann.

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, dass trotz
des Verzehrs zuckerhaltiger Fruchtgummiprodukte das Gleichgewicht zwischen
Demineralisation und Remineralisation an der Zahnoberflache nicht nur stationar
gehalten wird, sondern sogar zugunsten der Remineralisation verschoben wird,
sofern die Fruchtgummiprodukie mit einer calciumhaltigen Salzhydratschmelze

angereichert sind.
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