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1. Einleitung

1.1 Allgemeine Einflihrung

Die epidemiologisch haufigsten Krankheitsbilder in der zahnmedizinischen Praxis,
Karies und Parodontitis, sind auch aus o©konomischer Sicht die bedeutendsten
pathologischen Geschehen des stomatognathen Systems [RKI, 2015].

Die Kosten fur restaurative und wiederherstellende MalRnahmen des durch Karies und
Parodontitis zerstdrten bzw. verlorengegangenen Zahnmaterials bilden den Hauptanteil
der insgesamt im Gesundheitssystem fir zahnarztliche Behandlungen entstehenden
Kosten. Diese Belastungen der Solidargemeinschaft in der BRD belaufen sich auf
jahrlich ca. 11 Mrd. Euro [Brauckhoff et al.,, 2009]. Die gesundheitsbkonomische
Relevanz ist somit immens. Eine Verminderung der Pravalenz dieser biofilmassoziierten
Erkrankungen durch weiterfihrende, zielgerichtete PraventionsmalRnahmen unter

effizientem Einsatz der Ressourcen ist erstrebenswert.

Archaologische Forschungen lassen die Schlussfolgerung zu, dass die Menschheit seit
der neolithischen Revolution der Jungsteinzeit und der sich daraus ergebenden
Umstellung der Erndhrung und im Weiteren auch der mikrobiologischen Flora der
Mundhdhle an Parodontitis leidet. Die Karies hingegen scheint sich erst signifikant seit
der industriellen Revolution des 19. Jahrhunderts ausgebreitet zu haben [Adler et al.,
2013].

Die insgesamt hohe Kariespravalenz der Gesamtpopulation in Deutschland [DMS V] ist
letztendlich eine Begleiterscheinung des zivilisatorischen Fortschritts [Jordan und
Micheelis, 2016]. Durch Préaventions- und frihzeitige Interventionsmafnahmen konnte
die Mundgesundheit in den letzten 50 Jahren zwar zunehmend verbessert werden, die
ehrgeizigen Ziele der DMS V konnen jedoch nur erreicht werden, wenn an den

verschiedenen Einflussfaktoren der Kariesatiologie angesetzt wird.

Die Entstehung der Karies basiert auf der Existenz verschiedener, sich gegenseitig
beeinflussender Parameter. Keyes beschrieb 1962 die priméren, kariesauslosenden
Faktoren. Zu ihnen gehoren Zahne, Mikroorganismen und Substrat [Keyes, 1962]. Da

der Umfang der Demineralisation von der Einwirkzeit der durch die oralen
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Mikroorganismen gebildeten Sauren auf die exponierte Zahnhartsubstanz abhangig ist,
erganzte Konig diese EinflussgroRen 1987 um den Faktor ,Zeit".

Die komplexen Beziehungen zwischen gesundem Milieu der mikrobiologischen Flora
und deren Veranderung hin zu einer Kariesinitialisierung bzw. Progression wurden 1990

von Fejerskov und Manji um einige soziookonomische Faktoren erweitert (Abb. 1).

Sozialer Status

Speichel RS
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» Zusammensetzung
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Abb. 1. Kariesauslésende Faktoren; auf das Individuum bezogene Faktoren im
auReren, Faktoren des oralen Milieus im mittleren Ring und direkt kariesbedingende
Faktoren im Zentrum der Grafik [modifiziert nach Fejerskov und Manji, 1990]
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Der fiir den Zahnschmelz (pH 5,5) bzw. fiir das Dentin (pH 6,5) kritische Wert der H*-
lonenkonzentration muss ausreichend lange erreicht oder unterschritten werden, um

Schaden durch Demineralisationsvorgédnge zu ermdglichen [Kdnig, 1987].

Karies entsteht und schreitet fort durch die Verstoffwechselung vorwiegend

niedermolekularer Kohlenhydrate durch in Biofilmen assoziierte, fakultativ pathogene

orale Mikroorganismen. Sie bauen die Uuber die Nahrung aufgenommenen

Kohlenhydrate hauptsachlich Gber anaerobe Glykolyse ab.

Die metabolischen Endprodukte dieses Abbaus sind organische Sauren, die nach einer
gewissen Zeit das pH-Milieu der Zadhne senken. Dies fihrt zur Herauslésung der
anorganischen Anteile und so zur kariésen Zerstérung der Zahnhartsubstanz. Moynihan
und Kelly zeigten 2014, dass es einen evidenzbasierten Zusammenhang zwischen der
Menge an aufgenommenen Zuckern und der Entstehung von Karies in allen

Altersgruppen gibt.
Aus dem Mundgesundheitsbericht der Weltgesundheitsorganisation (WHO) von 2003

wird deutlich, dass die Industrielander im Zeitraum zwischen 1980 und 2000 die
Kariesinzidenz deutlich verringern konnten [Petersen, 2003]. Dieser ,caries-decline”
wurde vor allem durch die Verwendung von Fluoriden insbesondere in Zahnpasten,
Speisesalz und Trinkwasser in den letzten Jahrzehnten erreicht [Ziller und Oesterreich,
2007]. Hinzu kommt die zunehmende Verbreitung von individual- und
gruppenprophylaktischen Leistungen sowie ein verbessertes Mundhygieneverhalten
[GUlzow et al., 2006; Marthaler, 2004; Pieper und Schulte, 2004].

In den Schwellenlandern beobachtet die WHO im selben Zeitraum einen deutlichen

Anstieg der ,Karieslast*

, der auf die Veranderungen der Nahrungsgewohnheiten,
insbesondere der gestiegenen Verfligbarkeit raffinierter Zucker bei gleichzeitig
schlechter zahnarztlicher Versorgung und dadurch mangelhafte Therapie- und
Prophylaxemdoglichkeiten zuriickzufiihren ist. Sozio6konomische Ungleichheiten bei der
Teilhabe an Gesundheitschancen (vergl. dazu auch Abb.:1) verstarken die

asymmetrische Krankheitsverteilung in der Weltbevolkerung [Baelum et al., 2007]. Die

! Folge/Schwere einer Karieserkrankung, nicht naher definierter Begriff im Zusammenhang mit
Mundgesundheitsstudien; in der englischsprachigen Literatur als ,burden of caries” bezeichnet
und in etwa mit der Beschreibung des DMF-T Index gleichzusetzen
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auf den vier Saulen Erndhrungsberatung und —lenkung, Mundhygiene, Fluoridierung und
Fissurenversiegelung basierende Kariesprophylaxe wird in Deutschland seit Jahren
erfolgreich umgesetzt. Vor allem seit der Einfuhrung der Individual- und
Gruppenprophylaxe, zu deren Mitfinanzierung seit 1989 die Krankenkassen durch § 21
und 22 Sozialgesetzbuch verpflichtet sind, konnte die praventive Versorgung der
Schulkinder strukturell effektiv verbessert werden [Pieper, 2009].

Trotzdem kann eine Kariespolarisation® bei Kindern und Jugendlichen in der BRD
beobachtet werden [Micheelis und Schiffner, 2006]. Die insgesamt positive Entwicklung
wird durch verschiedene Faktoren ermdglicht. Zum einen durch den bereits erwahnten
flachendeckenden Einsatz fluoridhaltiger Zahnpasten und Zahnpflegeprodukte [Gllzow
et al.,, 2006]. AuRerdem durch die Anwendung fluoridhaltigen Salzes und von
Fluoridtabletten, die, obwohl systemisch angewendet, nach Ablauf der
Zahnhartsubstanzbildung hauptséchlich lokal wirksam sind [Marinho et al., 2003] und
durch Diffusion Calcium-Hydroxylapatit gegen das stabilere Fluorid-Hydroxylapatit
austauschen. Die kariespraventive Wirkung der Fluoride ist in der Zahnmedizin
evidenzbasiert [Marinho, 2009].

Auch die Fissurenversiegelung kurz nach Durchbruch der bleibenden Molaren leistet
einen kariespraventiven Effekt zur Reduktion der héchsten Kariesgefahrdung im Kindes-
und Jugendalter. Ahovuo-Saloranta et al. zeigten 2008 anhand eines systematischen
Cochrane Reviews eine gesicherte Evidenz fur die kariesprotektive Effektivitat der

Fissuren- und Gribchenversiegelung.

Zum anderen verandert sich das kollektive, gesellschaftliche Bewusstsein durch
zahnarztliche  Aufklarung, jahrelange individual- und gruppenprophylaktische
Malinahmen und einen generellen Trend hin zu einem gesteigerten Gesundheits- und
auch Mundhygienebewusstsein [Bratthall, 1996]. Der durch verschiedene Medien,
insbesondere das Internet, vorinformierte Patient nutzt das Wissen um eine sorgfaltige
Mundhygiene und wird bei seinen regelméafigen Kontrolluntersuchungen darin bestarkt

und unterstitzend beraten.

Auch die Erndhrungsberatung und -lenkung spielt eine wichtige Rolle in den (zahn-)

arztlichen prophylaktischen Bemuhungen.

2 Krankheitsverteilung, bei der wenige Individuen eine hohe Karieslast auf sich vereinigen,
wahrend die grol3e Mehrheit gesund ist
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Das steigende Interesse an gesunder Ernahrung spiegelt sich unter anderem im stetig
wachsenden ,Bio“-Segment der Lebensmittelindustrie und der Nachfrage nach

zuckerreduzierten und zuckerfreien Produkten wider [Brand, 2006].

Die Verwendung von Zuckersubstituten vermindert die Menge und die Frequenz der
Zuckerimpulse und somit deren kariogenes Potential. Daher ist der Einsatz von

Zuckeraustausch- und Zuckerersatzstoffen ein wichtiger Bestandteil zahngesunder

Ernahrung [Gehring, 1990]. In der Vergangenheit sind verschiedene madgliche, nicht-

kariogene SufRstoffe erforscht und neue laborchemisch synthetisiert worden.

Die nicht kalorischen Zuckerersatzstoffe aus der Steviapflanze, Steviosid und
Rebaudiosid A, sind bisher aus Sicht der Zahnheilkunde nur wenig erforscht. Mit diesen,
in der Bundesrepublik Deutschland seit Dezember 2011 zugelassenen Stoffen,

beschéftigt sich die vorliegende Arbeit.

1.2 Zuckeraustausch / Zuckerersatzstoffe

1.2.1 Ubersicht Uiber Zuckerersatzstoffe

Um Zucker in der Nahrung zu ersetzen und so zum einen die Kohlenhydrataufnahme
insgesamt und zum anderen die Anzahl der Zuckerimpulse zu reduzieren, werden seit

Jahrzehnten siRRe Ersatzstoffe eingesetzt.

Der Begriff ,Zucker wird oftmals als Synonym flur Saccharose, also ublichen
Haushaltszucker verwendet [Zero, 2004], er ist eigentlich ein Sammelbegriff fur alle
Monosaccharide (Einfachzucker), Disaccharide (Zweifachzucker), Oligosaccharide

(Mehrfachzucker) und Polysaccharide (Vielfachzucker) unserer Nahrung.

Die fur die Ernahrung anteilsmaRRig wichtigsten Monosaccharide sind Glukose und

Fruktose.

Saccharose, Maltose und Laktose gehéren zu den oft eingesetzten Disacchariden.
Starke ist ein naturliches Polysaccharid. Alle Mono- und Disaccharide diffundieren leicht
in den Biofilm [Klimek und Hellwig, 1999]. Von den dort anwesenden Bakterien werden

sie dann
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Uber Glykolyse zu Pyruvat und weiter zu sauren Endprodukten, grof3tenteils Laktat
umgesetzt. ,Uber die Kariogenitat der Starke wird nach wie vor diskutiert. Der Verzehr
von roher, unbearbeiteter Starke fuhrt nur zu einem schwachen pH-Abfall in der Plaque®
[Klimek und Hellwig, 1999].

Um die verschiedenen Zucker und SdRBungsmittel und deren kariesauslosendes

Potential bewerten zu kdnnen, wurden verschiedene Versuchsmodelle entwickelt.
Zu ihnen gehoren:

In-vitro Modelle

Tierversuche

— In-vivo Monitoring (humane Plaque pH-Methode)

— Intraorale De- und Remineralisationsmodelle [Matsukubo, 2006].

Zur Forderung der Mundgesundheit muss die Kariogenitat der Substitute nicht
vorhanden oder als auf3erst niedrig zu bewerten sein. Bei den in der Bundesrepublik

zugelassenen ,SlRstoffen werden grundsatzlich zwei Gruppen unterschieden:

Zuckeraustauschstoffe haben einen gewissen kalorischen Wert; zu ihnen gehdren die

Monosaccharide Sorbose und Fruktose, sowie die Zuckeralkohole (Polyole).
Zuckeralkohole lassen sich chemisch durch Reduktion von Kohlenhydraten erzeugen.

Zu den am haufigsten verwendeten Zuckeralkoholen gehdren Xylit, Sorbit, Mannit,
Maltit, Lactit, sowie Lycasin® und Palatinit® [van Loveren, 2004].

Seit einiger Zeit gewinnt auch Erythrit an Bedeutung. Der Zuckeralkohol ist in der Lage
einen bitteren Beigeschmack z.B. von Steviosiden zu kaschieren, wodurch bessere
Geschmacksergebnisse erzielt werden [Matsukubo, 2006]. Erythrit zeigte in einigen
Studien eine ahnlich plaguehemmende Wirkung wie der seit Jahren bewéhrte
Zuckeralkohol Xylit [M&kinen et al., 2005], wobei der Wirkungsmechanismus von Xylit in
der effektiven Hemmung der extrazellularen Polysaccharidsynthese besteht [Sdderling,
2009]. Die genauen Effekte von Erythrit sind noch nicht im Detail bekannt.

Zuckerersatzstoffe haben keinen Energiewert, sie konnen chemisch synthetisiert oder

aus naturlichen, pflanzlichen Stoffen gewonnen werden. Der haufig verwendete
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Ersatzstoff Aspartam® wird chemisch synthetisiert. Es handelt sich dabei um einen
Dipeptidester aus den Aminosauren L-Asparaginsdure und L-Arginin [Ikeda, 1982]. Auf
dem Markt sind auch Kombinationen der Zuckerersatzstoffe, beispielsweise Acesulfam-
K und Aspartam, Aspartam und Saccharin oder Sucralose und Acesulfam-K
2011].

zugefugt, ist aber nicht fur den Endverbraucher im Einzelhandel verfugbar [Shwide

[Bloomgarden, Neotam wird zwar industriell hergestellten Lebensmitteln

Slavin et al., 2012]. Abbildung 2 gibt einen Uberblick Giber Zucker, Zuckeraustausch und

-ersatzstoffe.

SuRe Stoffe -
Sif
St

1Rungsmittel

l l
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l l
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niedermolekulare ;::kt::?::m:' Stistoffe,
Kohlenhydrate Bt ke : Zuckerersatz
Saccﬁanda Zuckerersatzstoffe
J l
l i } s L
Rohr, Ruben-, Koch-, Zuckeralkohole, Zucker, Synthetische, Nichtsynthetische,
Haushaltsgebrauchs- Polyalkohole, Polyole ~ Saccharide kuinstliche StBstoffe natiirliche StiRstoffe
zucker
! | ' ! !
Saccharose (1) Sorbit (0,5) Sorbose (0,9) Saccharin (300) Monellin (2500)
Glukose (0,7) Xylit (1,0) Tagatose (0,9) Cyclamat (30) Mirraculin (3500)
Fruktose (1,2) Mannit (0,7) Aspartam (200) Thaumatin | und I (3000)
Maltose (0,4) Lycasin (0,7) ® Acesulfam-K Talin, Katemfe
Laktose (0,3) Palatinit (0,5) ® (200) Dihydrochalcone (2500)
ua. Malbit Aldoxime (450) Hesperidine, Narigin
Maltit (0,7) Dulcin (250) Glycyrrhizin (70)
Lactit (0,5) Steviosid (300)
Erythritol (0,7-0,8) Rebaudiosid A (200-300)
T T I 7 T
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Abb. 2: Ubersicht Uber Zuckeraustausch- und Zuckerersatzstoffe in Relation zum
SufRungsgrad von Saccharose [modifiziert nach Einwag und Naujoks, 1993]

3

Die weitverbreitete Verwendung von Aspartam wird mitunter

aufgrund maoglicher

unerwunschter Wirkungen kritisiert. Das Scientific Comittee on Food (SCF) hat 2013 in einer
Veréffentlichung zum Thema ,Reevaluierung der Sicherheit von Aspartam® in dieser Hinsicht
bestehende Bedenken jedoch nicht bestatigt [EFSA, 2013].
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Steviosid und Rebaudiosid A gehdren zu den sogenannten naturlichen
Zuckerersatzstoffen, da die Wirkstoffe pflanzlichen Ursprungs sind. Sie werden durch

chemische Extraktion aus den Blattern der Steviastaude gewonnen.

Seit Dezember 2011 ist Stevia als erste Pflanze tUberhaupt der Novel-Food-Verordnung
der EU unterstellt. Steviolglykoside wurden als Lebensmittelzusatzstoff E 960 in der EU
und somit in Deutschland zugelassen [Amtsblatt der Europ. Union 2011, Verordnung
(EG Nr. 1131/2011)].

Gegeniber anderen Zuckerersatzstoffen verfligen Steviodside Uber gewisse Vorteile,
denn sie sind hitzestabil bis 200 °C, saurestabil und vergéaren nicht [Kinghorn und
Soejarto, 1991]. Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht der in der EU zugelassenen SiiRstoffe.

Tab. 1: Ubersicht lber in der Europaischen Union zugelassene SiiRstoffe [dge.de,
2007]; die hier untersuchten Steviolgykoside Steviosid und Rebaudiosid A sind als
Lebensmittelzusatzstoff E 960 aufgelistet.

SuRstoff E-Nr. ADI-Wert nach SCF Brennwert
[mg/kg Kérpergewicht] [kcal/g]

Acesulfam K E 950 0-9 0
Aspartam E 951 0-40 4
Cyclamat E 952 0-7 0
Saccharin E 954 0-5 0
Sucralose E 955 0-15 0
Thaumatin E 957 Keine Beschréankung 4
Neohesperidin E 959 0-5 -0
Steviolglykoside E 960 0-4 -0
Neotam E 961 0-2 -0

Aspartam-Acesulfamsalz E 962 Keine Beschréankung -0
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1.2.2 Quantitative Aspekte des Zuckerkonsums

Essen ist nicht nur Uberlebensnotwendig, sondern auch eine wichtige Quelle von
Bedurfnisbefriedigung im taglichen Leben [Westenhéfer und Pudel, 1993]. Das durch ein
sufRes Geschmackserlebnis hervorgerufene angenehme Genussgefuhl, das selbst
kleinste Kinder deutlich von anderen Geschmackssensationen unterscheiden kdnnen,
ist laut Steiner als ein (angeborener) Reflex zu betrachten [Steiner, 1979]. Daher ist es
nicht verwunderlich, dass der pro Kopf Verbrauch von Saccharose in Deutschland seit
ungefahr vierzig Jahren auf einem konstant hohen Niveau von ca. 35 kg pro Jahr
stagniert. Innerhalb Europas liegt Deutschland damit im oberen Mittelfeld. Der héchste
pro Kopf-Verbrauch der EU wird mit 48 kg jahrlich in Belgien erreicht [BMEL, 2016].

Die deutsche Gesellschaft fur Ernahrung empfiehlt Frauen taglich ca. 270 g und
Mannern 340 g Kohlenhydrate zu sich zu nehmen [DGE, 2015]. Aus der aktuellen WHO-
Stellungnahme ,Population nutrient intake goals for preventing diet-related chronic
diseases” geht hervor, dass von diesen Werten die Aufnahme von freien Zuckern
maximal 10 % des gesamten Kohlenhydratanteils ausmachen sollte [WHO, 2015]. Die
tatsachlich aufgenommene Menge an ,Zucker” liegt in der BRD mit ca. 96 g/d deutlich
Uber dem Erndhrungsziel von Frauen (27 g) bzw. Mannern (34 g). In den USA wird eine
durchschnittliche tagliche Einnahme von rund 130 g pro Person und Tag erreicht. Die
Nutzlichkeit eines Zuckerersatzstoffes darf nicht nur hinsichtlich der Kariogenitat dieses
Stoffes betrachtet werden, sondern sollte Erndhrungsaspekte, toxikologische,

O0konomische und technische Aspekte mit einbeziehen [Ma und Blanksma, 2015].
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1.3 Grundlagen der Kariesentstehung

Seit der Erstbeschreibung von Streptokokkus mutans durch Clarke 1924, wurde der
Zusammenhang zwischen oralen Mikroorganismen und der Entstehung karidser
Lasionen intensiv erforscht, so dass stetig mehr Faktoren der Pathogenese aufgeklart
werden konnten [Clarke, 1924].

Nach wie vor gelten Mutans-Streptokokken als sehr potente Kariesforderer. In der
Fachliteratur werden sie oftmals als ,Hauptverursacher® der Karies bezeichnet.
Daher gilt die durch Clarke gewonnene Erkenntnis als wichtiger Grundstein in der
zahnmedizinischen Literatur. Durch jahrelange Forschung konnten weitreichende
Einsichten Uber weitere kariesverursachende Faktoren erlangt werden. Tanzer et al.
fanden fir ihre Ubersichtsarbeit zum Thema ,Beweise fir die Beteiligung von
Mikroorganismen in friihen und etablierten Lasionen der Karies“ bereits im Jahr 2001
insgesamt 2.730 Veroffentlichungen [Tanzer et al., 2001]. Zur Aufklarung der genauen
Ablaufe vom gesunden Zustand bis zur klinisch sichtbaren, pathologischen Zerstérung
der Zahnhartsubstanz wurden, nach der chemo-parasitaren Theorie Millers aus dem
Jahr 1892, im 20. Jahrhundert neue Hypothesen zur Kariogenese aufgestellt [Miller,
1892]. Die beiden Haupttheorien wurden 1976 durch Loesches ,spezifische
Plaquehypothese® und 1986 durch Theilade ,unspezifische Plagquehypothese®
aufgestellt [Loesche, 1976; Theilade, 1986].

Die spezifische Plaguehypothese geht davon aus, dass nur wenige der zahlreichen
Mikroorganismen der menschlichen Mundhgdhle direkt an der Pathogenese der Karies
beteiligt sind. Diese Hypothese stutzt sich auf den Grundgedanken der Henle-Koch-
Postulate, wonach es eine direkte Ursache-Wirkungs-Beziehung zwischen einem, eine

Infektion auslésenden Erreger und dem daran erkrankten Wirt gibt.

Obwohl es einen unbestreitbaren Einfluss von Mutans-Streptokokken auf die
Entstehung und die Progression der Karies gibt, kann Karies tatsédchlich auch ohne

spezifische, besonders kariogene Mikroorganismen entstehen [Marsh, 1989].

In seine ,unspezifische Plaquehypothese“ wollte Theilade einbeziehen, dass die dentale
Plague als eine mikrobielle Gemeinschaft funktioniert. Der Fokus liegt hier mehr auf der

Quantitat der Plaque und den Interaktionen der in ihr organisierten Bakterienarten.
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Die residente Mikroflora unterhélt mitnichten eine rein passive Beziehung zum Wirt.
Sie ist direkt und indirekt an der reguléaren, physiologischen Entwicklung des Wirts und
der Aufrechterhaltung des gesunden Zustandes beteiligt, indem sie das Abwehrsystem
des Wirts unterstiitzt und die Kolonisation exogener Mikroorganismen hemmen kann
[Marsh, 2000]. Orale Biofilme existieren normalerweise im Gleichgewicht mit der
Wirtsabwehr [Stoodley et al., 2002]. Welche Faktoren fuhren also zu einer Verschiebung
dieses Gleichgewichtes? Marsh [1991, 1994] formulierte die ,0kologische
Plaquehypothese“, um klinische Beobachtungen mit Ergebnissen mikrobiologischer
Untersuchungen in Einklang zu bringen. Sie vereinen darin Ansétze sowohl aus der
unspezifischen, als auch aus der spezifischen Plaquehypothese. Eine Verdnderung
einer der Schlusselfaktoren kann eine Veranderung der residenten Plaquemikroflora hin
zu einer kariogeneren Flora fordern und so das Gleichgewicht in Richtung
Demineralisation verschieben [Marsh, 1991]. Die Grundpfeiler dieser Hypothese
besagen, die Selektion ,pathogener® Bakterien ist eine direkte Reaktion auf
Veranderungen in der Umgebung, die Krankheit (sowohl Karies als auch Parodontitis)
bendtigt keinen speziellen, die Krankheit ausldsenden Erreger, vielmehr ist eine Reihe
von Mikroorganismen mit entsprechenden Eigenschaften in der Lage, die Pathogenese
voranzutreiben [Marsh, 2003]. Wenn sich nun durch veranderte Rahmenbedingungen,
wie die haufige Zufuhr niedermolekularer Kohlenhydrate, das Milieu in der Plaque
verschiebt, kdnnen einige Bakterienarten einen Vorteil entwickeln. Bei neutralem pH-
Wert in der Plague machen potentiell pathogene Mikroorganismen nur einen kleinen
Anteil an den insgesamt vorhandenen Spezies aus, sodass sie klinisch nicht relevant
sind und sich der Re- und Demineralisierungsprozess im Gleichgewicht befindet. Der
nach der Zufuhr niedermolekularer Kohlenhydrate stattfindende Abfall des pH-Wertes
unter den kritischen Wert pH 5,5; kann bei hoher Frequenz dieser Zufuhr dazu fiihren,
dass eine pH-Wert-Absenkung Uber einen langeren Zeitraum stattfindet. Sauretolerante
und saureausscheidende  Mikroorganismen wie  Mutans-Streptokokken und
Lactobazillen entwickeln einen Standortvorteil. Sie kdnnen nun ihr kariogenes Potential

entfalten.

Die Adhasion ist ein wichtiger 6kologischer Schliisselfaktor fir das Bestehen der
Bakterien auf der Zahnoberflache und somit das Uberleben [Jenkinson & Lamont, 1997].
Streptokokkus mutans (S. mutans) kann Saccharose-abhangig und Saccharose-

unabhangig adharieren. Uber das Oberflachen-Adhesin P1 kdnnen Mutans-
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Streptokokken unabhdngig von der Verfugbarkeit von Saccharose Uber das
Glykoprotein gp 340 des erworbenen Pellikels auf der Zahnoberflache adharieren. Wenn
Saccharose verfugbar ist, kann diese Uber die bakterielle Glykosyltransferase (GTF) zu
wasserunloslichem Glukan verstoffwechselt werden. So kann eine Adhéasion an die

Zahnoberflache Gber Glukan-bindende-Proteine erfolgen [Ahn et al., 2008].

Kariogene Mikroorganismen wie S. mutans. sind in der Lage aus Kohlenhydraten extra-
und intrazellulare Polysaccharide zu synthetisieren. Intrazellulare Polysaccharide (IPS)
dienen als endogene Energiequelle in Zeiten geringer oder ausbleibender
Kohlenhydratzufuhr. Sie fordern die Kariesbildung, indem sie die Expositionszeit der
Séauren auf die Zahnhartsubstanz verlangern und einen schnelleren Abfall des pH-
Wertes in der Plaquematrix ermdglichen [Tanzer et al., 1976].

Karies wird heutzutage als multifaktorielle, biofilmassoziierte Erkrankung verstanden.

Fur die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuche wurden Bakterienstdmme
ausgewahlt, die potente Saurebildner und sauretolerant sind, mitunter verfiigen sie
zudem uUber eine Vielzahl zusatzlicher Virulenzfaktoren. Sie gelten alle als potente,

kariogene Mikroorganismen.

60 — 90 % der die gereinigten Zahnoberflachen besiedelnden Bakterien sind
Streptokokken [Nyvad und Kilian, 1987]. Die oralen Streptokokken sind in vier
Hauptgruppen unterteilt, die in Abbildung 3 dargestellt sind. Streptokokken sind
kugelformige bis ellipsoide, grampositive Zellen mit einem Durchmesser von 0,5 - 2,0

pm, die kettenférmig hintereinander gelagert sein kénnen [Miksits und Hahn, 2008].

Salivarius- )
Mutans- Anginosus

«S. mutans, +S. salivarius, +S. constellatus, » S. sanguinis,
«S. sobrinus, + S. vestibularis + S. intermedius, » S. gordonii,
S. rattus, *S. anginosus » S. parasanguis,
= S. ferus, » S. oralis,
= S. macacae, » S. mitis,
= S. downei » S. crista,

» S. peroris,

» S. infantis

Abb. 3: Die derzeit anerkannten Arten oraler Streptokokken; darunter die fur die
vorliegende Arbeit verwendeten Spezies -rot hervorgehoben- nach Marsh, 2003.
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Fur die Versuche der vorliegenden Arbeit wurden aus der Gruppe der Mutans-
Streptokokken: S. mutans Clarke 1924 und S. sobrinus sowie S. salivarius und S.

sanguinis (ehem. sanguis) aus der Gruppe der Mitis-Streptokokken ausgewahilt.

Sie besitzen jeweils spezielle Eigenschaften, (Virulenzfaktoren) die sie fur die

Initialisierung bzw. die Progression der Karies pradestinieren.

Extrazellulare Polysaccharide (EPS) spielen laut Paes Leme eine Hauptrolle in der
Entstehung der Karies. Sie fordern die selektive bakterielle Adhasion, dienen als
Matrixproteine des Biofilms und férdern die Azidogenitat innerhalb des Biofilms [Paes
Leme et al., 2006]. Mutans-Streptokokken, S. sanguis und S. salivarius sind in der Lage,
mit Hilfe ihrer bakteriellen Glykosyltransferase (GTF) bzw. Fruktosyltransferase (FTF),
aus Saccharose |6sliche und unldsliche extrazellulare Polysaccharide ,EPS* (Glukane
und Fruktane) zu bilden [Hamade und Slade, 1980]. Diese EPS fordern die bakterielle
Adhasion an die Zahnoberflache und die Akkumulation von Mikroorganismen, sie stellen
Masse fiur die integralen Strukturen zum Aufbau des Biofilms bereit und steigern die
Azidogenitat der Biofilmmatrix [Paes Leme et al., 2006]. EPS steigern die Masse und
Durchlassigkeit der Biofilmmatrix und erméglichen so, die Substratzufuhr per Diffusion
zu erhdhen [Dibdin und Shellis, 1988]. Mutans-Streptokokken und S. sanguinis sind
zudem in der Lage, glykogenahnliche Speicherpolymere, sogenannte Intrazellulére
Polysaccharide (IPS) als endogene Kohlenhydratquelle zu synthetisieren. Diese kdnnen
in Zeiten verminderter Substratzufuhr als Energiequelle genutzt werden [Busuioc et al.,
2009]. Diese Bildung von Sauren aus endogenen Substratquellen verursacht einen
verstarkten und verlangerten Abfall des pH-Wertes und férdert so die
Schmelzdemineralisation [Zero et al., 1986]. Lactobazillen und Mutans-Streptokokken
haben einen kompetitiven Vorteil gegenuber weniger kariogenen Arten im Bereich
niedriger pH-Werte [Bradshaw und Marsh, 1998]. Sie schleusen saure Metabolite ihres
Stoffwechsels aus der Zelle heraus und besitzen zudem eine membranstéandige H*-
ATPase, um aktiv Protonen zu sezernieren [Bender et al., 1986]. Zusatzlich verfligen
Mutans-Streptokokken Utber Bakteriozine, mit denen sie potentiell kompetitive Spezies
hemmen kdnnen [Van der Hoeven et al., 1979].
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1.4 Steviosid und Rebaudiosid A als Zuckerersatzstoffe

Stevia rebaudiana wurde Anfang des 20. Jahrhunderts erstmals durch Moses Bertoni
beschrieben. Das krautige Staudengewachs stammt urspriinglich aus der Grenzregion
zwischen Brasilien und Paraguay. In ihren Blattern enthalt die Steviapflanze eine
Vielzahl suf3er Stoffe, sogenannte Steviolglykoside. Steviosid und Rebaudiosid A
konnten 1931 von Bridel und Lavielle isoliert werden [Bridel und Lavielle, 1931].
Der chemische Aufbau aller Steviolglykoside leitet sich vom Steviol ab, sie
unterscheiden sich in den, dem Steviolkern in Position C - 13 (R1) und C - 19 (R2) als
Reste angehangten, Zuckern [Shibata et al., 1995], (Abb. 4).
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Abb. 4: Aufbau des Steviols; in Position R1 und R2 befinden sich Wasserstoffatome
[Geuns, 2002]
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Abbildung 5 zeigt die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Steviolderivate Steviosid
und Rebaudiosid A.

CH;

Steviosid Rebaudiosid A

Abb. Nr. 5: Darstellung der Strukturformeln von Steviosid und Rebaudiosid A [Geuns,
2003], sie unterscheiden sich vom Grundgerist des Steviols durch die in Position R1
und R2 angehéngten Reste (vergl. Abb. 4 und Tab. 2).

Kennelly isolierte 2002 die suf3en Bestandteile Steviosid, Rebaudiosid A - F und
Dulcosid A [Kenelly, 2002]. Tabelle 2 zeigt die jeweiligen in Postition R1 und R2
angehangten Zuckerreste der verschiedenen Steviolglykoside.
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Tab. 2: Durch die in den Positionen R1 und R2 angehangten Reste an das Grundgerust

des Steviols entstehen die folgenden Steviolglykoside [Geuns, 2003a]

Trivialname des Steviolglykosids R1 R2
Steviol H H
Steviolbiosid H B-Glc B-Glc (2-1)
Steviosid B-Clc B-Glc B-Glc (2-1)
Rubusosid B-Glc B-Glc
Rebaudiosid A B-Glc B-Glc B-Glc (2-1)
B-Glc (3-1)
Rebaudiosid B H B-Glc B-Glc (2-1)
B-Glc (3-1)
Rebaudiosid C B-Glc B-Glc B-Rha (2-1)
(Dulcosid B)
B-Glc (3-1)
Rebaudiosid D B-Glc B-Gle (2-1) B-Glc B-Glc (2-1)
B-Glc (3-1)
Rebaudiosid E B-Glc B-Glc (2-1) B-Glc B-Glc (2-1)
Rebaudiosid F B-Glc B-Glc B-Xyl (2-1)
B-Glc (3-1)
Rulcosid A B-Glc B-Glc B-Rha (2-1)
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Steviosid und Rebaudiosid A sind aufgrund ihrer geschmacklichen Eigenschaften die fur
den Einsatz als Zuckerersatzstoff wichtigsten Steviolglykoside. Durch Ziichtung werden
Arten erzeugt, die einen besonders hohen Gehalt der gewilinschten Stoffe aufweisen.
Die Konzentration der Glykoside in den Blattern variiert zwischen 4 — 20 % der
Trockenmasse. Fur die Verwendung auf dem europaischen Markt muss ein Mindest-
Steviolglykosidgehalt von 10 % erreicht werden, um gleichbleibende Qualitat zu
garantieren. Die Reinheit der Steviolglykoside selbst muss, fur die Verwendung als
Lebensmittelzusatzstoff, laut der Europdischen Behorde fir Lebensmittelsicherheit
mindestens 95 % betragen [EFSA, 2010].

Die Zuckerreste, welche Uber B-glykosidische Bindungen an den Steviolkern gebunden
sind, kdnnen aufgrund ihrer zu grof3en Molekularstruktur intestinal nicht enzymatisch
gespalten werden [Geuns, 2004]. Erst im Kolon kdnnen sie bakteriell zu Steviol und
Zuckerresten abgebaut werden [Koyama et al., 2003a; Geuns, 2003a]. Steviol wird im
Dickdarm teilweise resorbiert, dann in der Leber in Steviolglucuronid umgewandelt und
groftenteils renal ausgeschieden [Koyama et al., 2003b]. Ein kleiner Teil wird in Form
von Steviolbiosid oder Steviol mit dem Stuhl ausgeschieden [Geuns, 2007]. Da die
einzelnen Steviolglykoside tber unterschiedliche Molekulargewichte verfugen, wird der
Begriff ,Steviolaquivalent” (Svaq) verwendet. Man misst die Menge des letztendlich im
Dickdarm entstehenden Steviols und zieht so Rickschlisse auf die urspriinglich
aufgenommene Menge an Steviolglykosiden. Durch den JECFA wurde 2008 ein ADI
aquivalent der erlaubten Tagesdosis (ETD) von O - 4 mg/kg Korpergewicht fir
Steviolaquivalente als unbedenklich festgelegt [JECFA, 2008], er wird durch die
folgende Formel bestimmt (1):

M(Steviol)
M(Steviolglykosid)

Steviolaquivalent =

1)
M = Molare Masse

M (Steviol) = 318,44 g/mol,

M (Steviosid) = 804,38 g/mol,

M (Rebaudiosid A) = 966,43g /mol (Molmassen nach Geuns, 2011)

Ausnahme ist der Einsatz von Steviolglykosiden in Tafelstf3en, er unterliegt keiner

expliziten Restriktion in Bezug auf die Hochstmenge [Besrukow, 2016].
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Es konnte bisher kein freies Steviol im menschlichen Blutkreislauf nachgewiesen
werden. Laut einer Studie von Terai et al. wirkt Steviol schwach mutagen auf bestimmte
Bakterienspezies [Terai et al., 2002]. Diese Wirkung konnte im Tierversuch [Sekihashi et
al., 2002] nicht nachgewiesen werden.

Steviolglykoside sind bis zu 300-mal suf3er als Saccharose in einer vergleichbaren 0,4

prozentigen wassrigen Losung [Brambilla et al., 2014].

In Japan wird Stevia sowohl als Blattextrakt, als auch in Form von extrahierten
Steviolglykosiden seit Jahren zum SifRen von Getranken, SuRwaren, Gemduse,

Meeresfriichten und anderen Lebensmitteln verwendet [Mizutani et al., 2002].

In Deutschland dirfen Steviolglykoside fur 30 Lebensmittelkategorien wie Schokolade,

Konfittire und Erfrischungsgetranke verwendet werden.

Trotz der bereits jahrzehntelangen Erfahrung mit Steviosiden existiert vergleichsweise

wenig Literatur mit zahnmedizinischem Forschungshintergrund.

1.4.1 Literaturtbersicht fur ihre Anwendung in der Zahnheilkunde

Wissenschaftliche Veroéffentichungen zum Thema ,Stevioside/Rebaudioside“ im
Zusammenhang mit ,Karies“ finden sich in den medizinischen Datenbanken erstmals
Ende der 1970er Jahre. Sie stammen aus Japan (Yabu M, Takase M, Toda K, Tanimoto
K, Yasutake A. Studies on Stevioside, natural sweetener. Effect on the growth of some
oral microorganisms. Hiroshima Daigaku Shigaku Zasshi 1977; 9 (1): 12-17 und lkeda T.
Okada H, Motada R. Effect of Stevioside of certain metabolisms of Streptococcus
mutans. Nihon Univ. J. Oral Science 1978; (4) 24). Dort werden bereits seit Jahrzehnten
Steviolglykoside als Zuckerersatzstoffe eingesetzt. Die genauen Inhalte sind nicht
offentlich zuganglich, lediglich die Abstracts der erstgenannten Studie wurden in
englischer Sprache, die vollstandige Arbeit ausschliel3lich auf Japanisch veroffentlicht.
Die Erforschung der fur die Zahnmedizin relevanten Eigenschaften von Steviosiden und
Rebaudiosiden wurde in den letzten Jahren intensiviert. Dies spiegelt sich in der

steigenden Anzahl der Veroffentlichungen wider. Zu den wichtigsten Arbeiten gehért in
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diesem Zusammenhang ,Evaluation of the cariogenic potential of the intense natural
sweeteners stevioside and rebaudioside A.“ (Das S, Das AK, Murphy RA, Punwani IC,
Nasution MP, Kinghorn AD. Caries Res 1992; 26 (5): 363-366.). Sie weist in vivo
anhand eines Tierversuchs mit Ratten nach, dass weder Steviosid, noch Rebaudiosid A

kariogen sind. Die Tabelle (3) gibt einen Uberblick zu bisherigen Veroffentlichungen.
Inhaltlich lasst sie sich wie folgt zusammenfassen:

- Steviosid wurde in vitro bzw. in vivo mit L. plantarum (,1.), L. casei (,1.%), S.

mutans (,1.% ,2.% ,3.% ,6.“) und S. sobrinus (,5.“) getestet

- Extrakte aus den ganzen Blattern von Stevia rebaudiana bertoni wurden an S.
mutans (,7.% ,9.% ,13.“) und L. azidophilus (,7.% ,9.“) und S. sobrinus (,9.%)

erforscht.

- Rebaudiosid A wurde in vivo sowohl mit S. sobrinus (,5.“) untersucht, als auch
auf die Wirkung von Multispezies-Biofilmformation und Plaque pH-Wert hin
uberpraft (,11.%).

- ,Stevia“, als im jeweiligen Text nicht naher definiertes Steviolglykosid wurde
hinsichtlich seiner Auswirkungen auf S. mutans hinsichtlich Biomasse,
Bakterienmenge, extra- und intrazellularer Polysaccharidsynthese in der Plaque
erforscht, auch die Mikroharte des mit diesem Biofilm belegten Zahnschmelzes

wurde ermittelt (,10.%).

- Effekte der Steviolglykoside auf Multispezies- (,4.% ,6.% ,8.% ,11.% ,12.) und

Monokultur-Biofilme (,5.%, ,10.“) wurden untersucht.

In keiner Veroffentlichung konnte nachgewiesen werden, dass Steviosid, Rebaudiosid A,
oder Stevia-Blattextrakte von oralen Mikroorganismen zu Sauren metabolisiert werden
kénnen. Mehrfach wurde vermutet, dass es eine Beeintrachtigung der intrabakteriellen

Polysaccharid-Synthese durch Steviolglykoside geben konnte (,1.%, ,2.%, ,4.%, ,10.%).

In fast allen Publikationen fehlen Angaben zur genauen chemischen Zusammensetzung
der fUr die Versuche verwendeten Steviolglykoside, bzw. sind die Angaben lickenhatft,
oft werden Begriffe wie ,nicht kariogen® gleichgesetzt mit einer Hemmung des
bakteriellen Wachstums, obwohl aus der Veroffentlichung nicht hervorgeht, dass dies

differenziert untersucht wurde.
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1977 1978 1981 1987 1992 2002 2008 2011 2012 2013 2014 2014 2014

Steviosid X X X X X X X X
Reb. A X X
,Blattextrakt" X X X X
,Stevia“ X
Plaque X X X
S. mutans X X X X X X X X
S. sobrinus X X
L.azido- X X X
philus
L.plantarum X X
L. casei X X
In vitro X X X X X X X X X
In vivo X X X X
Tierversuch X
pH-Wert X X X X X X
Anzahl d. MO X X
oD X X
Bemerkung Poster Poster
Oberflachen-
Mikrohdrte E X

Tab. 3: Bisherige Veroffentlichungen zum Thema ,Steviolglykoside und Karies“ (1977 - 2016)

8¢
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1.5 Ziel der Arbeit

In der bis heute verdffentlichten Literatur zum Thema ,Einsatz von Steviosiden in der
Zahnmedizin“ gibt es Hinweise darauf, dass Steviosid und Rebaudiosid A nicht kariogen
sind und eventuell sogar hemmend auf die oralen Mikroorganismen wirken kénnen. Das
Ziel der Untersuchungen ist es, die grundlegenden Effekte der Steviolglykoside auf
Wachstum und S&ureproduktion der potentiell dentalpathogenen Spezies S. mutans,
S. sanguinis, S. salivarius, S. sobrinus in vitro systematisch zu untersuchen. Von
Bedeutung war dabei auch die Kombination der natirlichen Zuckerersatzstoffe mit

niedermolekularen Kohlenhydraten, um maogliche bakteriostatische Effekte zu erfassen.

Zum Verhalten der Streptokokken interessierten fur die vorliegende Arbeit folgende

Fragestellungen:

inwieweit das Wachstum der Mikroorganismen in Steviosid- und

Rebaudiosidlésungen grundsatzlich stattfindet,

— inwiefern kann eine Kombination mit Glukose die Parameter des
bakteriellen Wachstumsverhalten beeinflussen,

— ob ein Abfall des pH-Wertes bei Zugabe von Steviosid oder Rebaudiosid A
beobachtet werden kann,

— ob in der Kombination mit Glukose und den zu testenden Steviolglykosiden
eine zeitliche Veranderung in einem moglichen Abfall des pH-Wertes
(Verzdgerung/Beschleunigung) erfasst werden kann,

— gibt es Unterschiede zwischen den einzelnen Spezies in den untersuchten

Medien?
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2. Material und Methode

2.1 Material

2.1.1 Mikroorganismen

Um die Effekte der Zuckerersatzstoffe auf Wachstum und S&ureproduktion oraler
Mikroorganismen zu untersuchen, wurden vier biofilm-assoziierte Bakterienspezies
ausgewahlt. Bei den verwendeten Mikroorganismen handelt es sich um die in dentalen
Biofilmen regelmafig anzutreffenden Spezies oraler Streptokokken: Streptokokkus
mutans Clarke 1924 (DSMZ, DSM 20523), Streptokokkus sanguinis White and Niven
1946 (DSMZ, DSM 20068), Streptokokkus sobrinus Coykendall 1983 (DSMZ, DSM
20742) und Streptokokkus salivarius Andrewes and Horder 1906 (DSMZ, DSM 20067)
Sie wurden allesamt bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen in Braunschweig (DSMZ) bezogen. Im automatischen Mikrobiologie-
Analysegerat BD Phoenix™ wurde die Reinheit der Kulturen gepruft.

Das Wachstum der Mikroorganismen wurde in funffacher Ausfihrung (n = 5) je Stamm
untersucht, die negative Kontrolle in doppelter Ausfiihrung. Die verschiedenen Gruppen

sind in Tab. 4 aufgezeigt.

Tab. 4: Versuchsgruppen und Wirkstoff/e in verwendeter Konzentration

Gruppe Nummer Wirkstoff/e Konzentration
Gruppe 1 Negative Kontrolle

Gruppe 2 Glukose 0,5 %

Gruppe 3 Glukose 0,5% + Steviosid 0,5 %
Gruppe 4 Glukose 0,5% + Rebaudiosid A 0,04 %
Gruppe 5 Steviosid 0,5 %

Gruppe 6 Rebaudiosid A 0,04 %
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2.1.2 Vorbereitende MaRnahmen

Die Mikroorganismen wurden zunachst als Vorkulturen in steriler ,Hirn-Herz-Bouillon*
(heipha Dr. Muller GmbH) kultiviert. Tabelle 5 zeigt die Zusammensetzung des Mediums

Hirn-Herz-Bouillon (BHI, engl.: Brain-Heart-Infusion).

Tab. Nr. 5: Zusammensetzung der Hirn-Herz-Bouillon, Fa. heipha Dr. Muller GmbH;
eine basale Glukosemenge von 2 g/l ist bereits enthalten

Zusammensetzung pro Liter

Hirninfusion 125¢
Herzinfusion 5g
Pepton 10g
NaCl 58
Phosphat 25g
Glukose 2g
pH7,4 + 0,2

In durch 20 min bei 121°C im Dampfsterilisator (Varioklav Dampfsterilisator, H+P
Labortechnik GmbH, OberschleiBheim, Deutschland) autoklavierte Reagenzglaser
wurden jeweils 5 ml Hirn-Herz-Bouillon pipettiert. Anschlie3end wurde die steril filtrierte
Glukose (Carl Roth GmbH &Co. KG), der Steviosid-Ansatz (Vita Natura Ltd. &Co. KG;
enthalt 62 % Rebaudiosid A, 25 % Steviosid, 6 % Rebaudiosid C, 6 % Rebaudiosid B,
D, F, 1 % andere Steviolglykoside) und der Rebaudiosid A-Ansatz (Stevia GmbH &Co.
KG, enthélt 97 % Rebaudiosid A), teilweise in Kombination, hinzugefigt (Tab. 6).
Wassrige Glukoselésungen von 0,4 - 0,5 % werden als angenehm suf3 empfunden
[Brambilla, 2014], daher wurde fur die vorliegende Arbeit eine 0,5 % Konzentration
gewéhlt. Rebaudiosid A wurde aufgrund seiner geringeren Ldoslichkeit auf eine
Endkonzentration von 0,04 % verdinnt. Negative Kontrollen wurden in doppelter
Ausfihrung (n = 2) durchgefihrt.
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Tab. 6: Die Bereitung der verschiedenen Testmedien aus dem angesetzten
Basismedium

Zucker/ Stocklosu Stockl6sung Zur Hirn-Herz-Bouillon Endkonzentration
Zuckerersatzstoff ng [%] (Zusammense hinzugefiigte Menge der [%]
tzung) Stocklosung [ul/50 ml]
Steviosid 50 5g /10 ml 500 0,5
Rebaudiosid A 0,4 200mg/ 50 5000 0,04
ml
Glukose 50 5g /10 ml 500 0,5
Glukose+Steviosid 50/50 5g/10 ml 500+500 0,5+0,5
+5g/10 ml
Glukose+ 50/0,4 5g/10 ml+ 500+5000 0,5+0,04
Rebaudiosid A 200 mg /50
ml

Die Vorkulturen wurden (nach 14 Stunden Wachstum) durch Hinzufiigen frischer Hirn-

Herz-Bouillon auf eine optische Dichte von 0,8 - 1,0 eingestellt.

Um die Versuche zu starten, wurde zum Zeitpunkt 0, unmittelbar vor der Messung der
optischen Dichte, jeweils eine Menge von 50 pl der Suspension mit den vorbereiteten
Mikroorganismen in die, im Schittelwasserbad auf 37°C vorgewarmten, Rohrchen mit
den Testmedien pipettiert. Jede einzelne Probe enthielt demnach 50 pul in Hirn-Herz-
Bouillon kultivierte Mikroorganismen mit einem jeweiligen Zusatz von Glukose, Steviosid
oder Rebaudiosid A, beziehungsweise eine Kombination von Suf3stoffen mit einem
Volumen von insgesamt 5 ml Flussigmedium. Die Versuche wurden in funffacher
Ausfihrung n = 5 durchgefiihrt. Die Proben wurden tber den beobachteten Zeitraum
von 52 h bei 37°C im Schuttelwasserbad (Memmert GmbH &Co KG Schwabach,
Deutschland, Abb. 6) kultiviert. Als Blankwert diente BHI-Medium.
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Abb. 6: Das fir die Wachstumsversuche verwendete Schittelwasserbad mit
Kulturréhrchen, Fa. Memmert

2.2 Verhalten von Mikroorganismen in einer Batch-Kultur

In den fur die vorliegende Arbeit durchgefiihrten Versuchen wird das Verhalten der
Mikroorganismen in einem statischen System, einer sogenannten Batch-Kultur,
betrachtet. Deren ideale Wachstumskurve ist in Abbildung 7 aufgezeigt. Wahrend der
Kulturzeit bleibt das Medium durch auf3ere Einflisse unberthrt. Die Temperatur des
Wasserbads in den Versuchen betrug konstant 37°C. Zunéchst herrscht fur die
Bakterien ein Uberangebot an Substrat. In der ersten Phase des Wachstums, Lag-
Phase, setzen Regulationsprozesse ein. Enzyme wund Transporter fir die
Nahrungsaufnahme und —verwertung werden induziert [Cypionka, 2010]. Die Biomasse
nimmt nur leicht zu. Im Gegensatz zu hoher differenzierten Lebewesen sind die oralen
Mikroorganismen in der Lage, mit ihrer gesamten Oberflache Nahrung aufzunehmen
[Gehring, 1990], sodass sie sehr effektiv Subtrat aufnehmen und verstoffwechseln
konnen. Diese Anlaufphase dauert an, bis die maximale Teilungsrate erreicht ist. Die
Bakterien wachsen mit einer fir die vorliegenden Bedingungen charakteristischen
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Wachstumsphasen in der Batch-Kultur

Zellzahl/
optische Dichte
Lag Phase = Log-Phase = Stationare Phase Absterbephase
Latenzphase  Exponentielle
Phase
I | i l
1 b, 3 L 4 Zeit
Start

Abb. 7: Ideale Wachstumskurve einer Batch Kultur

Generationszeit (ty). Das Wachstum wahrend der Log-Phase erfolgt exponentiell. Die
Zellteilungsrate ist nun maximal. Wahrend des exponentiellen Wachstums der Log—
Phase kann die Wachstumsrate p als ein MalR fur die Geschwindigkeit des
Zellwachstums der Zellkultur in dieser Phase berechnet werden. Sie wird

folgendermal3en bestimmt (2):

u= (Inxt —Inx0)/(t — t0) (2)

M = Wachstumsrate

X; = optische Dichte der Zellkultur zum Zeitpunkt t

Xo = optische Dichte der Zellkultur zum Zeitpunkt to

t = Zeitpunkt des maximalen exponentiellen Wachstums

to = Zeitpunkt des Beginns der exponentiellen Phase
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Die Generationszeit (Verdopplungszeit) ty ist die Zeitspanne, innerhalb derer sich die

Zellmasse innerhalb der Kultur verdoppelt (3):
td = In2/p (3)

Die Wachstumsrate und tq sind fur jeden Stamm spezifische Gro3en, sie sind abhangig

von den Kulturbedingungen und vom verwendeten Medium.

Die bakterielle Proliferation endet, wenn essentielles Substrat zur Neige geht, oder sich
anreichernde Stoffwechselprodukte die weitere Vermehrung hemmen. In der station&ren
Phase wachst die Kultur effektiv nicht mehr. Es stellt sich ein dynamisches
Gleichgewicht zwischen sterbenden und durch Zellteilung neu entstehenden Zellen ein.
Wenn die vorhandenen Nahrstoffe endgiltig verbraucht sind, die maximale
Populationsdichte der Spezies erreicht ist, der Sauerstoffgehalt des Mediums sinkt oder

sich bakterielle Toxine anhaufen, beginnt die Absterbephase [Cypionka, 2010].

2.3 Bestimmung der optischen Dichte

Unter Wachstum versteht man die Zunahme der lebenden Masse, bestehend aus
Zellmasse und Zellzahl. Bei einzelligen Organismen besteht das Wachstum in einer
Zunahme der Zellzahl. Prokaryonten vermehren sich durch Zellteilung, wobei die
Tochterzellen die gleiche GroRe wie die urspriingliche Mutterzelle aufweisen. Bei
Standardzellen mit ausgeglichenem Wachstum kann man statt der Zellzahl auch die
Zellmasse oder eine ihr proportionale Grol3e wie die Tribung (optische Dichte=
Extinktion) bestimmen [Fuchs, 2014]. Die Messung der Zelldichte erfolgte durch das
optische Verfahren der Extinktionsmessung mit dem Zelldichte-Messgerat (Biochrom
WPA CO8000 Biowave Zelldichte-Messgerat, Biochrom AG) bei einer optischen Dichte
von 600 nm (ODegoonm)- INsgesamt wurden Werte zu Wachstum und S&ureproduktion
Uber einen Zeitraum von 52 h erfasst. Das Wachstum der Mikroorganismen wurde in
den ersten 24 Stunden stundlich und danach zu den Zeitpunkten 28 h, 32 h, 40 h, 44 h,
48 h und 52 h bestimmt. Optische Dichten gré3er als 2.0 kbnnen vom Photometer nicht
bestimmt werden. Vor jeder Messreihe wurde das Zelldichtemessgerat mit einem

Kulturréhrchen, welches lediglich BHI-Medium enthielt, ,geblankt®.
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2.4 Bestimmung des pH-Wertes

Die Saureproduktion wurde mit einer pH-Elektrode (Mettler Toledo FEZ20-Kit -
FiveEasy™ pH electrode, Abb. 8) gemessen. Im Zeitraum O - 24 h wurde der pH-Wert
der Kulturen alle zwei Stunden gemessen. Danach zu den definierten Zeitpunkten 28 h,
32 h, 40 h, 44 h, 48 h und 52 Stunden. Vor der Messung wurde die pH-Elektrode des
pH-Meters jeweils mit Pufferldosungen der definierten pH-Werten 4 und 7 kalibriert. Die
Messung erfolgt dann durch Eintauchen in das Kulturréhrchen. Nach jeder Messung

wurde die Elektrode mit Aqua dest. gereinigt und mit Ethanol 70 % desinfiziert.

Abb. 8: pH-Elektrode Fa. Mettler Toledo, kalibriert auf pH 7,0 vor Anwendung in
den Kulturréhrchen



37

2.5 Datenerfassung, Auswertung, Statistik

Zur digitalen Bearbeitung der erhobenen Messdaten wurden Wertetabellen und
Wachstumskurven, sowie die Graphen zur Bestimmung der pH-Werte mit ,Microsoft
Excel 2010 erstellt. Die Darstellungen anhand von ,Box-Whisker-Plots“ und die
Balkendiagramme fur die statistische Auswertung wurden mit ,Prism5“ von ,,Graph Pad"
erarbeitet. Die statistische Auswertung der pH-Werte zu den Zeitpunkten 4, 8 und 24
Stunden erfolgte Uber einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit folgendem Tukey-Test

bei einem Signifikanzniveau von p<0,05.
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3. Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Wachstumsversuche

Die Ergebnisse der Wachstumsversuche zeigen keine Anhaltspunkte fir Fremd- oder
Kreuzkontamination. Nachdem die Reinheit der Spezies vor Beginn der Untersuchungen
vollautomatisiert in BD Phonix™ sichergestellt wurde, wurden sie im Nachhinein durch

Ausstreichen auf Blutagarplatten erneut auf Reinheit Gberprift.

3.1.1 Streptokokkus sobrinus

Abb. 9 zeigt das Wachstumsverhalten von Streptokokkus sobrinus in Hirn-Herz-Bouillon
mit den jeweiligen untersuchten Zusatzen. Die Medianwerte der optischen Dichte bei
600 nm wurden gegen die Zeit aufgetragen. Das Wachstum der Kultur zeigt eine
Gliederung in Lag-, Log-, stationdre und Absterbephase. Die Gruppen (3) und (5) mit
Steviosidzusatz zeigen eine, im Vergleich zu den anderen Gruppen, etwa doppelt so
lange Lag-Phase von ca. zehn Stunden. Die Gruppen negative Kontrolle (1), Glukose
0,5 % (2) sowie Glukose 0,5 % und Rebaudiosid A 0,04 % (4) erreichen die Phase des
exponentiellen Wachstums bereits nach 4 — 5 h. Die Messung zum Zeitpunkt 10 h nach
Inokulation zeigt im Median aller Gruppen eine verringerte optische Dichte. Dieser
Einbruch in der Wachstumskurve wird im weiteren Verlauf in allen Gruppen
Uberwunden. Die Gruppen (3) und (5) erreichen die Log-Phase nach 10 h, die Dauer
des exponentiellen Wachstums ist in allen Gruppen &ahnlich und liegt zwischen 5 - 6 h.
Die in der Log-Phase bestimmten Wachstumsraten zeigen die kleinsten Werte in
Gruppe (3) (1 =0,31 h™*) und (5) (1 = 0,33 h™), gefolgt von den Kulturen mit Zusatz von
Rebaudiosid A (Gruppe (6): p = 0,45 h™* und Gruppe (4): p = 0,48 h™), wie Tabelle 7
zeigt. Die Generationszeit ty in der Flussigkultur ist mit ty = 2,16 h in Gruppe (3) und
ta= 2,04 h in Gruppe (5) am langsten.
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G 1 —¢—negative Kontrolle G2 —— Glukose 0,5%
G3 Glukose 0,5% + Steviosid 0,3% G 4 ==>¢=Glukose 0,5% + Rebaudiosid 0,04%
G5 === Steviosid 0,5 % Gb Rebaudiosid 0,04%
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Abb. 9: Bestimmung der optischen Dichte fur S. sobrinus (n = 5), G(ruppe) 1 — G(ruppe)
5. Gut ersichtlich ist die, in den Gruppen (3) und (5) im Vergleich zu den anderen
Gruppen, etwa doppelt so lange Lag-Phase von ca. 10 Stunden.

Die stationdre Phase ist zwischen 16 h und 24 h in allen Gruppen recht stabil, in Gruppe
sechs sind die erreichten Medianwerte der optischen Dichte hier am kleinsten. Ab dem

Zeitpunkt 28 h sinkt die optische Dichte, alle Gruppen gehen in die Absterbephase tber.

Tab. 7: Dargestellt sind die Léange der Lag-Phasen, Wachstumsraten und
Verdopplungszeiten von S. sobrinus. Die Wachstumsraten zeigen die kleinsten Werte in
Gruppe (3) (1 = 0,31 h™*) und (5) (1 = 0,33 h™), den Gruppen mit Steviosidzusatz.

S. sobrinus Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5 Gruppe 6
Lange der Lag-Phase (h) 4 4 10 4 10 5
Wachstumsrate p(h™) 0,56 0,6 0,31 0,48 0,33 0,45
Verdopplungszeit t4 (h) 1,24 1,23 2,16 1,46 2,04 15
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3.1.2 Streptokokkus mutans

Die Latenzphase der Flissigkulturen von S. mutans erstreckt sich in allen sechs
Gruppen uber die ersten funf Stunden der Wachstumsmessungen, dies wird in
Abbildung 10 verdeutlicht. Im Zeitraum von 5 h bis 10 h durchlaufen sie die Log-Phase,
wobei die Gruppen (3) und (5) mit Steviosidzusatz bei anfanglich langsamerem
Wachstum nach 11 h OD Werte vergleichbar mit den Ubrigen Testmedien ~1,8 OD
erreichen. Die Wachstumsraten aller Gruppen liegen im Bereich zwischen p=0,36 h™in
Gruppe (3) und p = 0,52 hin Gruppe (5). Die Generationszeit t4 erreicht in Gruppe (5)
mit mit ty = 1,34 h die schnellste Verdopplung, dargestellt in Tab. 8.

G1 —&— negative Kontrolle G 2 —®—Glukose 0,5%
G3 Glukose 0,5% + Steviosid 0,5% (3 4 —=<—Glukose 0,5% + Rebaudiosid 0,04%
G5 —s— Steviosid 0,5% G6 Rebaudiosid 0,04%

2,5

1,5

oD 600nm

0,5

0 1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 16 17 18 23 24 28 32 40 44 48 52
Zeit (h)

Abb. 10: Gezeigt wird die Bestimmung der optischen Dichte fir S. mutans (n = 5),
G(ruppe) 1 — G(ruppe) 6. Die Lag-Phase ist in allen Gruppen &hnlich ausgepragt, sie
dauert circa 5 Stunden an.
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Tab. 8: Aufgezeigt wird die Lange der Lag-Phasen, Wachstumsraten und
Verdopplungszeiten von S. mutans. Die Wachstumsraten dieses Stamms sind in allen
Medien vergleichsweise dhnlich, sie liegen im Bereich zwischen p = 0,36 h™ in Gruppe
(3) und p = 0,52 h' in Gruppe (5).

S. mutans Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5 Gruppe 6
Lange der Lag-Phase (h) 5 5 5 5 5 5
Wachstumsrate p(h™) 0,43 0,43 0,36 0,48 0,52 0,41
Verdopplungszeit t4 (h) 1,57 1,56 1,92 1,4 1,34 1,62

Die statische Phase unterliegt in allen Gruppen deutlichen Schwankungen im Median

der OD. Sie endet nach ca. 30 h fir alle Kulturen mit dem Beginn der Absterbephase.

3.1.3 Streptokokkus salivarius

Wahrend in den Gruppen (1), (2), (4) und (6) das exponentielle Wachstum der Log-
Phase nach ca. 4 - 5 h einsetzt, zeigen Gruppe (3) und (5) ahnlich langere
Latenzphasen (8 - 9 h), wie bereits bei S. sobrinus fur die Gruppen (3) und (5) mit
Steviosidzusatz  beobachtet (vergl. dazu Abb. 11). |In allen getesteten
Zusammensetzungen sind die Wachstumsraten von S. salivarius hdher als bei den
anderen getesteten Spezies. Innerhalb eines im Vergleich zu den anderen Spezies recht
kurzen Zeitraumes von ca. 1 h werden in Gruppe (3) und (5) in der exponentiellen

Phase deren maximale Werte der optischen Dichte erreicht.



42

G1 —&— negative Kontrolle G2 —— Glukose 0,5%
G3 Glukose 0,5% + Stevia 0,5% G 4 —Glukose 0,5% + Rebaudiosid 0,04%
G5 —¥— Steviosid 0,5 % G6 Rebaudiosid 0,04%
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Abb. 11: Dargestellt ist hier die Bestimmung der optischen Dichte fir S. salivarius

(n =5), fur die G(ruppe) 1 — G(ruppe) 6, analog zu den Ergebnissen mit S. sobrinus
zeigen auch hier die Gruppen (3) und (5) &hnlich langere Latenzphasen (8 - 9 h) als die
der Vergleichsmedien.

Die Wachstumsraten fir die Gruppen (3) und (5) sind mit p = 4,58 h™* (3) und
i = 4,08 h™ (5) am groRten. Tab. 9 zeigt die Langen der einzelnen Lag-Phasen, der
Wachstumsraten und Verdopplungszeiten von S. salivarius.

Tab. 9: Lange der Lag-Phasen, Wachstumsraten und Verdopplungszeiten von S.
salivarius. Die Wachstumsraten von S. salivarius sind insgesamt grol3er als die der
anderen getesteten Spezies, insbesondere die der Gruppen (3) und (5) sind mit p = 4,58
h™* (3) und p = 4,08 h™* (5) deutlich erhoht.

S. salivarius Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5 Gruppe 6
Lange der Lag-Phase (h) 4 5 9 5 8 5
Wachstumsrate p(h™) 0,82 1,03 4,58 1 4,08 0,8
Verdopplungszeit ty (h) 0,82 0,65 0,14 0,68 0,17 0,87
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Die Auftragung des Medians in der Wachstumskurve erlaubt zunéchst keine Aussage
Uber die Verteilung der Werte. Der Interquartilsabstand als Maf3 fur die Streuung
ermdglicht in der Darstellung mit Bloxplots eine Aussage zur Verteilung der Messdaten,
der Median ist als Querstrich in der Box dargestellt. Die erhobenen Werte sind
insgesamt recht homogen. Allerdings ist die Abweichung der einzelnen Messwerte
wahrend der Log-Phase gro3er als in den tbrigen Wachstumsphasen. Dies wird in der
Darstellung anhand von Box-Whisker-Plots verdeutlicht, exemplarisch fur die Gruppen
(1) und (6) im Zeitraum 0 - 9 h in Abb. 12 und 13 dargestellt.
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Abb. 12: Box-Whisker-Plots von S. salivarius fiur Gruppe (1), die Darstellung anhand
von Box-Whisker-Plots verdeutlicht hier die, wahrend der exponentiellen
Wachstumsphase auftretende, etwas hohere Streuung der Werte flr die optische
Dichte.
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Abb. 13: Box-Whisker-Plots von S. salivarius fur Gruppe (6), auch hier zeigt sich in der
Darstellung anhand von Box-Whisker-Plots eine etwas erhdhte Streuung der Werte fir
die optische Dichte wahrend der Log-Phase des bakteriellen Wachstums. Insgesamt
ergeben die gemessenen Werte ein einheitliches Bild.

Gruppe (2) und (4) erreichen nach bereits 7 h den maximal messbaren Wert von
ODnax =2 in dem hier verwendeten Versuchsaufbau und halten die statische Phase im
Vergleich zu allen anderen Kulturen stabil bis zum Beginn der Absterbephase, die nach

ca. 48 h einsetzt.

3.1.4 Streptokokkus sanguinis

Die Lag-Phase der Bakterienkulturen mit Steviosidzusatz in Gruppe (3) und (5) ist, wie
in Abb. 14 dargestellt, &hnlich wie in den Testreihen mit S. sobrinus und S. salivarius,
verlangert. Die Latenzphase der Gruppen (1), (2), (4) und (6) endet nach 4 - 5 h, die
exponentielle Phase geht in diesen Gruppen zum Zeitpunkt 9 h nach Animpfung in die
stationdre Phase tber, wahrend Gruppe (3) und (5) die Log-Phase nach 10 h verlassen.
Die Wachstumsraten aller Kulturen unterscheiden sich nur geringfiigig, sie liegen
zwischen p = 0,52 h™ in Gruppe (3) und p = 0,66 h™ in Gruppe (5), Tabelle 10 gibt einen
Uberblick der Wachstumsparameter von S. sanguinis.
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G1 —4&— negative Kontrolle G 2 —8—Glukose 0,5%
G3 Glukose 0,5% + Stevia 0,5% G 4 —<=Glukose 0,5% + Rebaudiosid 0,04%
G5 —— Steviosid 0,5 % G6 Rebaudiosid 0,04%
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Abb. 14: Bestimmung der optischen Dichte fur S. sanguinis (n = 5), G(ruppe) 1 —
G(ruppe) 6, auch hier ist analog zu den Beobachtungen der Kulturen von S. sobrinus
und S. salivarius die Lag-Phase der Gruppen (3) und (5) etwas verlangert (6 - 7 h).

Die Generationszeiten sind ebenfalls &hnlich, sie liegen zwischen ty= 1,03 h. in Gruppe

(5) und tg = 1,31 in Gruppe (3). Die Kulturen gehen nach 24 h in die Absterbephase
uber.

Tab. 10: Lange der Lag-Phasen, Wachstumsraten und Verdopplungszeiten von S.
sanguinis; die Wachstumsraten aller Kulturen sind relativ homogen, sie liegen zwischen
1= 0,52 h™ in Gruppe (3) und p = 0,66 h™ in Gruppe (5).

S. sanguinis Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5 Gruppe 6
Lange der Lag-Phase (h) 4 4 6 5 7 5
Wachstumsrate p(h™) 0,6 0,58 0,52 0,54 0,66 0,57
Verdopplungszeit tq (h) 1,1 1,2 1,31 1,29 1,03 1,21




46

3.1.5 Gegeniberstellung der Ergebnisse der Wachstumsversuche

Die Lange der Lag-Phase ist fur alle Mikroorganismen in der negativen Kontrolle fast
identisch, sie liegt bei 4 - 5 h. Mit Zusatz von Glukose (2) und Rebaudiosid (4), (6) liegen
die Anlaufphasen ebenfalls im Bereich von 4 - 5 h, mit Zusatz von Steviosid (3), (5)
verlangern sich die Lag-Phasen der untersuchten Spezies teilweise deutlich.

Die Wachstumsraten aller getesteten Bakterienarten sind in den Gruppen der negativen
Kontrolle (1), mit Glukose (2), sowie mit Rebaudiosid (4) und (6) sehr ahnlich und liegen
zwischen 0,43 - 1,03 (h ). Mit Zusatz von Steviosid (3) und (5) ist die Wachstumsrate
von S. salivarius stark erhont.

Die Verdopplungszeiten der negativen Kontrolle liegen zwischen 0,82 - 1,57 h, sie sind
ahnlich der Zeiten fir alle Mikroorganismen mit Glukose (2) 0,65 - 1,56 h, genauso in
Gruppe (4) 0,68 -1,46 h und (6) 0,87 - 1,62 h. Mit Steviosid (3) und (5) sind die
Generationszeiten fur S. sobrinus, S. mutans und S. sanguinis verlangert, fur S.
salivarius sind sie verkirzt 0,14 h und 0,17 h. Tabelle 11 a - ¢ zeigt eine Ubersicht der

ermittelten Wachstumsparameter.

Tab. 11: Vergleich der Wachstumsparameter der untersuchten Mikroorganismen in den
Gruppen 1 - 6, stark abweichende Werte sind fett markiert

Tab. 11 a: Lange der Lag-Phasen

S. sobrinus S. mutans S. salivarius  S. sanguinis
negative Kontrolle 4 5 4 4
Glukose 0,5 % 4 5 5 4
Glukose 0,5 % + Steviosid 0,5 % 10 5 9 6
Glukose 0,5 % + Rebaudiosid A 0,04 % 4 5 5 5
Steviosid 0,5 % 10 5 8 7

Rebaudiosid A 0,04 % 5 5 5 5
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Tab.11b:  Wachstumsrate p (h ?)
S. sobrinus S. mutans S. salivarius  S. sanguinis

negative Kontrolle 0,56 0,43 0,82 0,6
Glukose 0,5 % 0,6 0,43 1,03 0,58
Glukose 0,5 % + Steviosid 0,5 % 0,31 0,36 4,58 0,52
Glukose 0,5 % + Rebaudiosid A 0,04 % 0,48 0,48 1 0,54
Steviosid 0,5 % 0,33 0,52 4,08 0,66
Rebaudiosid A 0,04 % 0,45 0,41 0,8 0,57

Tab. 11 c: Verdopplungszeit td (h)

S. sobrinus S.mutans  S.salivarius  S. sanguinis

negative Kontrolle 1,24 1,57 0,82 1,1
Glukose 0,5 % 1,23 1,56 0,65 1.2
Glukose 0,5 % + Steviosid 0,5 % 2,16 1,92 0,14 1,31
Glukose 0,5 % + Rebaudiosid A 0,04 % 1,46 14 0,68 1,29
Steviosid 0,5 % 2,04 1,34 0,17 1,03

Rebaudiosid A 0,04 % 15 1,62 0,87 121
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3.2 Ergebnisse der pH-Wert-Messungen

3.2.1 Streptokokkus sobrinus

Der pH-Wert-Verlauf der S. sobrinus-Kulturen im BHI-Medium mit den jeweiligen
Zuséatzen ist in Abb. 15 zu sehen. In den Gruppen (5) und (3) mit Steviosid, sinkt der pH-
Wert im Messbereich zwischen 8 und 12 h langsamer als in der Gruppe der negativen
Kontrolle (1). In allen Medien wird der geringste pH-Wert im Median nach 14 h erreicht.
Gruppe 5 (Steviosid 0,5 %) unterschreitet mit einem pH-Wert von 5,18 im Median den
der Gruppe (1), negative Kontrolle, mit einem pH-Wert von 5,24 geringflugig.

G 1 = negative Kontrolle G 2 —B—Glukose 0,5%
G3 Glukose 0,5% + Steviosid 0,3% G 4 ——Glukose 0,5% + Rebaudiosid 0,04%
G5 Steviosid 0,5 % G6 Rebaudiosid 0,04%

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 28 32 40 44 48 52
Zeit (h)

Abb. 15: Bestimmung des pH-Wertes von S. sobrinus (n = 5), G(ruppe) 1 — G(ruppe) 6,
die Gruppen ohne Glukosezusatz etablieren nach circa 16 h einen recht konstanten pH-
Wert im Breich von >pH 6, der pH-Wert der Gruppe (3) fallt langsamer im Vergleich mit
den Ubrigen Kulturen, denen Glukose 0,5 % zugesetzt wurde.
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Nach circa 16 h stabilisieren sich die pH-Werte von Gruppe (5), Gruppe (6) und Gruppe
(1) bei Werten uber pH 6. Wahrenddessen bleiben die Gruppen (2), (3) und (4), die
zugesetzte Glukose enthalten, bis zum Ende der zeitlichen Erfassung im pH-Bereich

unter 5.

Die Auswertung der pH-Wert-Anderungen nach 4, 8 und 24 Stunden ergab hoch
signifikante Unterschiede nach acht Stunden in den Gruppen (3) und (5). In den
Gruppen (2), (3) und (5) zeigte sich nach 24 Stunden eine signifikante pH-Wert-
Anderung, wobei sie in den Gruppen zwei und drei ApH signifikant erhoht, in Gruppe 4
erniedrigt sich ApH. Die Gruppen funf und sechs zeigen nach 24 Stunden einen dem
Referenzwert der negativen Kontrolle sehr ahnlichen Verlauf (vergl. dazu Abb. 16, die
die Anderungen des pH-Wertes von S. sobrinus in den Gruppen 1 - 6 nach 4, 8 und 24 h

zeigt).
4 h 8h 24 h
L 1L ] L []
I 11 11 1
0_
1 G 1 Negative Kontrolle
’ 1 G 2 Glukose 0,5 %
— BN G 3 Glukose 0,5% + Steviosid 0,5 %
**%%
T - Bl G 4 Glukose 0,5 % + Reb. A 0,04 %
(o R -2 *kk [ | ..
< G 5 Steviosid 0,5 %
= Bl ¢ Rebaudiosid A 0,04 %
-3 —
**%
| I |
**%k%
| S
-4- F*kk

Abb. 16: Anderungen des pH-Wertes von S. sobrinus in den Gruppen 1 - 6 nach 4, 8
und 24 h Inkubation. Signifikante Unterschiede bei einem Signifikanzniveau von p<0,05
sind mit ,*“ markiert, bei p<0,01 sind sie mit ,** und bei einem Signifikanzniveau von
p<0,001 mit ,**** markiert. Die Auswertung von ApH ergab signifikante Unterschiede
nach acht Stunden in den Gruppen (3) und (5).
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3.2.2 Streptokokkus mutans

Abb. 17 zeigt den Verlauf des pH-Wertes der Flussigkultur von S. mutans mit den

verschiedenen Zusatzen der Gruppen (1) bis (6). In Gruppe (3) und (5) und sinkt der
pH-Wert langsamer als in den anderen Gruppen.

Gl —®—negative Kontrolle G2 —— Glukose 0,5%
G3 Glukose 0,5% + Steviosid 0,5% G 4 =>¢=—Glukose 0,5% + Rebaudiosid 0,04%
G5 Steviosid 0,5% G6 Rebaudiosid 0,04%

0 2 4 6 8 10 12 16 24 28 32 40 44 48 52
Zeit (h)

Abb. 17: Bestimmung des pH-Wertes fur S. mutans (n = 5), G(ruppe) 1 — G(ruppe) 6,
auch hier zeigt sich der pH-Wert in den Gruppen ohne Glukosezusatz nach circa 16 h
stabil bei Werten tber pH 6. Der niedrigste pH-Wert in diesen Medien fallt im Vergleich
weniger stark ab.

Dies zeigt auch die statistische Untersuchung der pH-Wert-Anderung, die in Abb. 18
aufgezeigt ist. Die Auswertung von ApH ergibt nach 4 h keine signifikanten Unterschiede
in allen Gruppen. Nach 8 h zeigen sich signifikante Veranderungen in den Gruppen (3),
(4), (5) und (6), die Gruppen (3) und (5) zeigen dabei signifikant kleinere Werte fur ApH

im Vergleich zur Referenz (zum Start der Messungen) und zur negativen Kontrolle.
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Zwischen 8 und 10 h und sinkt der pH-Wert in den Lésungen mit Glukosezusatz bis zum
Ende der Messung nach 52 h auf Werte um pH 4,6. Zu diesem Zeitpunkt hat sich der
pH-Wert der negativen Kontrolle (1), der Steviosidlosung 0,5 % (5) und der
Rebaudiosidlésung 0,04 % (6) bei Werten lber pH 6 stabilisiert. Die Analyse der pH-
Wert-Anderung nach 24 h ergibt signifikant erhohte Werte in den Gruppen (2), (3) und
(4). Die Kulturen mit Steviosid 0,5 % (5) und Rebaudiosid A 0,04 % (6) verhalten sich zu

diesem Zeitpunkt nicht signifikant anders als der Referenzwert der negativen Kontrolle

().

4 h 8 h 24 h
L | L ] L ]
I 11 LI | 1
0_ .
[1 G 1 Negative Kontrolle
[] G2 Glukose 0,5 %
A4 B G 3 Glukose 0,5 % + Steviosid 0,5 %
T B G 4 Glukose 0,5 % + Reb. A 0,04 %
| S )
< *kk Bl G 5 Steviosid 0,5%
-2+ 5% Bl ;6 Rebaudiosid A 0,04 %
*%k%
[ I
*% I
_3- v
Ceed
*%k%
| I

*k*

Abb. 18: Anderungen des pH-Wertes von S. mutans in den Gruppen 1 - 6 nach 4, 8 und
24 h Inkubation. Signifikante Unterschiede bei einem Signifikanzniveau von p<0,05 sind
mit ,* markiert, bei p<0,01 sind sie mit ,*** und bei einem Signifikanzniveau von
p<0,001 mit ,***“ markiert. Die Analyse der pH-Wert-Anderung nach einem Tag zeigt
signifikant erhéhte Werte in den Gruppen (2), (3) und (4).
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3.2.3 Streptokokkus salivarius

Abb. 19 zeigt den Verlauf des pH-Wertes der Flussigkultur von S. salivarius mit den
verschiedenen Zusatzen der Gruppen eins bis sechs. In Gruppe (3) und (5) sinkt der
pH-Wert langsamer als in den anderen Gruppen, dies zeigt sich auch in der statistischen
Untersuchung der pH-Wert-Anderung, die in Abb. 20 aufgezeigt ist.

G1 —&— negative Kontrolle G2 —— Glukose 0,5%
G3 Glukose 0,5% + Stevia 0,5% G4 == Glukose 0,5% + Rebaudiosid 0,04%
G5 =¥ Steviosid 0,5 % G6 Rebaudiosid 0,04%

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 28 32 48 52
Zeit (h)

Abb. 19: Bestimmung des pH-Wertes fur S. salivarius (n = 5), G(ruppe) 1 — G(ruppe) 6,
veranschaulicht wird hier das langsamere Absinken des pH-Wertes in den Gruppe (3)
und (5) verglichen mit den anderen Medien. Gruppe (3) erreicht nach circa 24 h dhnlich
niedrige pH-Werte wie die anderen glukosehaltigen Losungen.

Nach 8 h zeigt sich in den Gruppen (2), (3), (4) und (5) ApH signifikant verandert, wobei

die Werte in den Gruppen mit Steviosid (3) und (5) signifikant niedriger sind, als in den
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Gruppen (2) und (4). Nach 24 h sind die Werte fur ApH in den Gruppen (2), (3), und (4)
signifikant hoher als die Referenz. Zwischen 8 und 10 h sinkt der pH-Wert in
Kombination mit Glukose bis zum Ende der Messung nach 52 h auf pH 4,25; zu diesem
Zeitpunkt hat sich der pH-Wert der negativen Kontrolle (1), der Steviosidlésung 0,5 %
(5) und der Rebaudiosidlésung 0,04 % (6) bei Werten Uber pH 6 stabilisiert.

4 h 8 h 24 h

[ G 1 Negative Kontrolle
1 [] G 2 Glukose 0,5 %

i B G 3 Glukose 0,5 % + Steviosid 0,5 %
T B G 4 Glukose 0,5 % + Reb. A 0,04 %
< l u T B G 5 Steviosid 0,5 %

Bl G 5 Rebaudiosid A 0,04 %

-3 ._. i

**k%*
| I |
*k%k —
-4- [ SR *hk
*%k% | I
L ) *%k%
e

Abb. 20: Anderungen des pH-Wertes von S. salivarius in den Gruppen 1 - 6 nach 4, 8
und 24 h Inkubation. Signifikante Unterschiede bei einem Signifikanzniveau von p<0,05
sind mit ,** markiert, bei p<0,01 sind sie mit ,**“ und bei einem Signifikanzniveau von
p<0,001 mit ,**** markiert. Die Auswertung nach 8 h dokumentiert, dass sich 4pH in (2),
(3), (4) und (5) signifikant verandert, wobei die Werte in den Gruppen mit Steviosid (3)
und (5) signifikant niedriger sind, als in den Gruppen (2) und (4).
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3.2.4 Streptokokkus sanguinis

Der Verlauf des pH-Wertes von S.sanguinis ist in Abb. 21 dargestellt. Wie in den
Flassigkulturen von S. mutans, S. sobrinus und S. salivarius ebenfalls beschrieben, sinkt
der pH-Wert in den Gruppen (3) und (5) im Zeitraum zwischen 8 - 10 h langsamer als
die negative Kontrolle (1). Nach 10 h gleicht der Verlauf dem aller anderen
glukosehaltigen Losungen und stabilisiert sich bei Werten unter pH 5. Die Gruppen (1),
(5) und (6) zeigen den geringsten pH-Wert-Abfall und stabilisieren sich bei Werten um
pH 6.

G1 —&— negative Kontrolle G2 —— Glukose 0,5%
G3 Glukose 0,5% + Stevia 0,5% @ 4 ==>¢—Glukose 0,5% + Rebaudiosid 0,04%
G5 =¥ steviosid 0,5 % G6 Rebaudiosid 0,04%

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 28 32 40 44 48 52
Zeit (h)

Abb. 21: Bestimmung des pH-Wertes fur S. sanguinis (n = 5), G(ruppe) 1 — G(ruppe) 6,
die Kulturen mit Zusatz von Glukose 0,5 % erreichen nach ca. 10 h einen konstant
niedrigen, den Wert pH 5 knapp unterschreitenden, Medianwert.
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Die in Abb. 22 gezeigte Auswertung der pH-Wert-Anderung in den Fliissigkulturen mit S.
sanguinis zeigt nach 8 h eine signifikante Veranderung von ApH in den Gruppen (2), (3)
und (5). Ahnlich wie in Kulturen der anderen getesteten Spezies zeigen die Gruppen mit
Steviosidzusatz (3) und (5) signifikant erniedrigte pH-Wert-Veranderungen zu diesem
Zeitpunkt. Nach 24 h zeigen sich signifikante Veranderungen in den Gruppen (2), (3), (4)
und (5). AuBer in Gruppe (5) sind die Veranderungen des pH-Wertes signifikant erhoht.
Auch Gruppe (3) zeigt zu diesem Zeitpunkt eine deutlich erhohte pH-Wert-Anderung.
Fur Gruppe (6) werden in keiner Kultur signifikante Verdnderungen des pH-Wertes zur

Referenz der negativen Kontrolle statistisch ermittelt.

4 h 8 h 24 h
L 11 ] L ]
I 11 LI } 1
0 .
] G 1 Negative Kontrolle
[1 G 2Glukose 0,5%
-1 Il G 3 Glukose 0,5 % + Steviosid 0,5 %
T Bl G 4 Glukose 0,5 % + Reb. A 0,04 %
Q o] .
< - Bl G 5 Steviosid 0,5 %
- L Bl G 6 Rebaudiosid A 0,04 %
-3- *kk —
— *k%k
*k% e
*%k%
-4- *kk
Le——

Abb. 22: Anderungen des pH-Wertes von S. sanguinis in den Gruppen 1 - 6 nach 4, 8
und 24 h Inkubation. Signifikante Unterschiede bei einem Signifikanzniveau von p<0,05
sind mit ,*“ markiert, bei p<0,01 sind sie mit ,** und bei einem Signifikanzniveau von
p<0,001 mit ,**** markiert. Nach 24 h zeigen sich hoch signifikante Veranderungen in
den Gruppen (2), (3), (4) und (5).
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3.2.5 Vergleich der pH-Wert-Anderung der einzelnen Mikroorganismen
untereinander

Wie in Abb. 23 gezeigt, sind nach 4 h keine signifikanten Unterschiede in ApH zwischen
den Spezies in BHI-Medium ohne Zusétze erkennbar. Nach 8 h ist ApH zwischen den
Spezies signifikant verschieden. Nach 24 h hebt sich S. salivarius im Vergleich mit den
weiteren untersuchten Mikroorganismen signifikant ab, die anderen Spezies verhalten

sich statistisch ahnlich.

4 h 8h 24 h
T - S. mutans
U ] S salivarius
14 @ S. sobrinus
T B s sanguinis
o
=]
2 — I
e (s
3 = e
. —
A

Abb. 23: Anderungen der pH-Werte der Mikroorganismen nach 4, 8 und 24 h Inkubation
im Vergleich untereinander im Medium der negativen Kontrolle. Signifikante
Unterschiede bei einem Signifikanzniveau von p<0,05 sind mit ,* markiert, bei p<0,01
sind sie mit ,*** und bei einem Signifikanzniveau von p<0,001 mit ,***“ markiert. Nach 8
h ist ApH zwischen allen untersuchten Spezies signifikant verschieden, zu diesem
Zeitpunkt werden in allen Medien (Gruppen 1 - 6) ahnliche Beobachtungen gemacht.

Nach 4 h im Medium mit Glukosezusatz sind keine signifikanten Unterschiede
ersichtlich, nach 8 h zeigt sich in der Statistik ein heterogenes Bild die Spezies
unterscheiden sich untereinander signifikant; S. salivarius zeigt die groéf3te Veranderung
von ApH , wéhrend S. sobrinus den geringsten ApH zeigt. Nach 24 h verhalten sich
S. mutans, S. sobrinus und S. sanguinis ohne statistisch relevante Abweichungen

zueinander.
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Die pH-Wert-Anderung im Medium mit 0,5 % Glukose ist nach 24 h fir S. salivarius
signifikant erhoht im Vergleich zu den anderen eingesetzten Mikroorganismen, wie Abb.
24 zeigt.

4 h 8h 24 h
I r——=m ] S mutans
1 [ S. salivarius
E  s. sobrinus
5 24 B s sanguinis
=]
k& 3 I -
3 |
ey -
=
-4 |?|
I — I ik
ik

Abb. 24: Anderungen der pH-Werte der Mikroorganismen nach 4, 8 und 24 h Inkubation
im Vergleich untereinander im Medium mit Zusatz von 0,5 % Glukose. Signifikante
Unterschiede bei einem Signifikanzniveau von p<0,05 sind mit ,** markiert, bei p<0,01
sind sie mit ,*** und bei einem Signifikanzniveau von p<0,001 mit ,**** markiert.
Veranschaulicht wird hier, dass S. salivarius die grof3te Veranderung von ApH und S.
sobrinus den geringsten ApH in der Messung nach 8 h aufweist.

Auch im Medium mit Zusatz von Glukose 0,5 % und Steviosid 0,5 % zeigen sich nach
4 h keine signifikanten Unterschiede, nach 8 h ergibt sich statistisch ein uneinheitliches
Bild; wie in Abb. 25 gezeigt. Die statistische Untersuchung nach 24 h zeigt signifikante
Abweichungen von ApH des S. salivarius im Vergleich mit den anderen untersuchten

Spezies.
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4 h 8h 24 h
=== [_J — ] S.mutans
1 ] S. salivarius
B s sobrinus
:E--E— B = S. sanguinis
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Abb. 25: Anderungen der pH-Werte der Mikroorganismen nach 4, 8 und 24 h Inkubation
im Vergleich untereinander im Medium mit Zusatz von Glukose 0,5 % und Steviosid 0,5
%. Signifikante Unterschiede bei einem Signifikanzniveau von p<0,05 sind mit ,**
markiert, bei p<0,01 sind sie mit ,**“ und bei einem Signifikanzniveau von p<0,001 mit
»*“ markiert. Auch hier wird eine signifikante Abweichung von 4ApH des S. salivarius im
Vergleich mit den anderen untersuchten Spezies nach 24 h ermittelt.

Auch in der Untersuchung des Mediums mit Zusatz von Glukose 0,5 % und Rebaudiosid
A 0,04 % sind nach 4 h keine signifikanten Unterschiede aufgetreten. Nach 8 h jedoch
zeigt sich eine nicht einheitliche Verteilung zwischen den Spezies; S. salivarius und S.
sanguinis zeigen grol3ere Werte fur ApH, die sich signifikant von den weiteren Spezies
unterscheiden. Ihr pH-Wert sinkt im Vergleich mit den anderen Stammen starker ab.
Nach 24 h zeigt sich, wie Abb. 26 aufzeigt, statistisch ein geringer ApH fur S. sobrinus

im Vergleich zu allen anderen Mikroorganismen und fur S. salivarius ein erhdhter ApH.
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Abb. 26: Anderungen der pH-Werte der Mikroorganismen nach 4, 8 und 24 h Inkubation
im Vergleich untereinander im Medium mit Zusatz von Glukose 0,5 % und Rebaudiosid
0,04 %. Signifikante Unterschiede bei einem Signifikanzniveau von p<0,05 sind mit ,**
markiert, bei p<0,01 sind sie mit ,**“ und bei einem Signifikanzniveau von p<0,001 mit
»*“ markiert. Statistisch wird nach 24 h ein geringerer ApH fir S. sobrinus im Vergleich
zu allen anderen Mikroorganismen festgestellt, wahrend ApH fir S. salivarius erhoht ist.

Auch im Medium mit Steviosidzusatz 0,5 % sind nach 4 h keine statistischen
Unterschiede erkennbar. Nach 8 h zeigt sich ApH von S. salivarius signifikant niedriger,
als die pH-Wert-Anderung der anderen Spezies. Nach 24 h zeigt S. salivarius ein

signifikant h6heren und S. sanguinis einen niedrigeren ApH als alle anderen Spezies der

|_|
|_|
[ B

it

Untersuchungen (Abb. 27).
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Abb. 27: Anderungen der pH-Werte der Mikroorganismen nach 4, 8 und 24 h Inkubation
im Vergleich untereinander im Medium mit Zusatz von Steviosid 0,5 %. Signifikante
Unterschiede bei einem Signifikanzniveau von p<0,05 sind mit ,** markiert, bei p<0,01
sind sie mit ,** und bei einem Signifikanzniveau von p<0,001 mit ,**** markiert. In dieser
Analyse zeigt sich nach 24 h ApH fir S. salivarius signifikant erhdht, S. sanguinis weist
nach einem Tag einen im Vergleich niedrigeren ApH auf.

Im Medium mit Zusatz von Rebaudiosid A kdnnen, dhnlich wie in allen anderen Medien
nach 4 h, keine signifikanten Veranderungen von ApH zu diesem Zeitpunkt beobachtet
werden. Nach 8 h unterscheiden sich die pH-Wert-Anderungen von S. salivarius und
S. sanguinis signifikant von S. mutans und S. sobrinus (vergl. Abb. 28); nach 24 h ist

ebenfalls fir S. salivarius und S. sanguinis 4ApH signifikant erhéht.
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Abb. 28: Anderungen der pH-Werte der Mikroorganismen nach 4, 8 und 24 h Inkubation
im Vergleich untereinander im Medium mit Zusatz von Rebaudiosid A 0,04 %.
Signifikante Unterschiede bei einem Signifikanzniveau von p<0,05 sind mit ,*“ markiert,
bei p<0,01 sind sie mit ,** und bei einem Signifikanzniveau von p<0,001 mit ,***“
markiert. FUr S. salivarius und S. sanguinis ist ApH jeweils nach 24 h signifikant erhoht.

3.2.6 Zusammenfassende Darstellung des speziesbezogenen Vergleichs
der pH-Wert-Veranderung in den verschiedenen Testmedien

Negqative Kontrolle (1):

Nach 4 h sind keine signifikanten Unterschiede in ApH zwischen den Spezies ersichtlich,
nach 8 h st ApH in (1) zwischen den Spezies signifikant verschieden.
S. salivarius hebt sich nach 24 h im Vergleich signifikant ab, die anderen Spezies

verhalten sich statistisch &hnlich.

Glukose 0,5 % (2):

Im Medium mit Glukose treten nach 4 h keine signifikanten Unterschiede auf, nach 8 h
zeigt sich ein heterogenes Bild, die Spezies unterscheiden sich untereinander

signifikant;
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S. salivarius zeigt die groRte pH-Wert-Anderung, der pH-Wert sinkt starker als bei den
anderen Spezies. S. sobrinus weist den geringsten ApH auf.

Nach 24 h zeigen sich keine statistisch relevanten Abweichungen zwischen S. mutans ,
S. sobrinus und S. sanguinis. S. salivarius zeigt eine signifikante Abweichung von den

anderen Spezies in ApH.

Glukose 0,5 % und Steviosid 0,5 % (3):

In diesem Medium zeigen sich ebenfalls nach 4 h keine signifikanten Unterschiede in
der Anderung des pH-Wertes. Nach 8 h ist eine nicht einheitliche Verteilung zwischen
den Spezies ersichtlich; S. salivarius und S. sanguinis zeigen grof3ere Werte fur ApH,
sie unterscheiden sich signifikant von den weiteren Spezies. Ein geringer ApH flr
S. sobrinus im Vergleich zu allen anderen Mikroorganismen und ein erhdhter ApH fur
S. salivarius wird nach 24 h Inkubation ermittelt. Auch hier sinkt der pH-Wert flr

S. salivarius starker als fur die Gbrigen eingesetzten Bakterienstamme.

Glukose 0,5 % und Rebaudiosid A 0,04 % (4):

Auch im Medium mit Glukose 0,5 % und Rebaudiosid A 0,04 % sind nach 4 h keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Mikroorganismen ersichtlich. Nach 8 h zeigt
sich eine inhomogene Verteilung zwischen den Spezies; S. salivarius und S. sanguinis
zeigen grolRere Werte flir ApH, sie unterscheiden sich signifikant von den weiteren
Spezies. S. sobrinus weist im Vergleich zu allen anderen Mikroorganismen nach 24 h
einen geringeren ApH auf, wahrend fur S. salivarius ein erhéhter ApH nach 24 h ermittelt

wird.

Steviosid 0,5 % (5):

Nach 4 h sind auch in diesem Medium mit Steviosidzusatz keine statistischen
Unterschiede ersichtlich. Weiterhin ist A4pH von S. salivarius nach 8 h signifikant
niedriger, als die der anderen Spezies zu diesem Zeitpunkt. Schlie3lich zeigt S.
salivarius nach 24 h ein signifikant hoheren und S. sanguinis einen signifikant

niedrigeren ApH als alle anderen Spezies.
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Rebaudiosid A 0,04 % (6):

Es zeigen sich keine signifikanten Veranderungen von ApH zum Zeitpunkt 4 h nach
Beginn der Inkubation. Hiernach unterschieden sich die pH-Wert-Anderungen von S.
salivarius und S. sanguinis nach 8 h signifikant von S. mutans und S. sobrinus. Bei der
Untersuchung von ApH nach einem Tag sind die Werte fur S. salivarius und

S. sanguinis signifikant erhdht.
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4. Diskussion

4.1 Bakterielles Wachstum unter Zusatz von Steviosid- bzw.
Rebaudiosid A-Produkten

Kalorienarme Zuckerersatzsoffe finden fir den taglichen Gebrauch immer mehr
Beachtung. Daher ist es aus zahnéarztlicher Sicht wichtig herauszufinden, welche
Auswirkungen diese Stoffe auf das orale Mikrobiom, insbesondere die
kariesverursachenden Spezies haben. Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu
untersuchen, ob grundsatzlich Wachstum der Mikroorganismen in Steviosid- bzw.
Rebaudiosidlosungen stattfinden kann. Dazu wurden vier Arten oraler Streptokokken
bei, fur die Spezies optimalen, Bedingungen untersucht. Sie sind an das fur sie
besonders gunstige Habitat der menschlichen Mundhéhle angepasst. Die
Korpertemperatur beim gesunden Erwachsenen liegt zwischen 36,5 und 37,2°C. Fur
den vorliegenden Versuchsaufbau wurden die Mikroorganismen bei 37°C kultiviert, dies
ermoglicht eine optimale Enzymaktivitat. Die Anzucht erfolgte in Monokulturen und nur
das planktonische Wachstum wurde in den FlUssigkulturen untersucht. Die Fahigkeit zur
Aggregation und die Bildung komplexer Biofilme ist aber grundsatzlich auch bedeutend

fur das kariesverursachende Potential der vorliegenden Spezies [Borges, 2013].

Da die Anzucht der getesteten, anspruchsvollen Keime ohne Zusatz einer
Kohlenhydratquelle nicht méglich ist, enthalten alle Gruppen, auch die Gruppen der
negativen Kontrollen, einen geringen Glukosezusatz Uber das verwendete Medium Hirn-
Herz-Bouillon (vergl. Tab. 5). Aufgrund dieser basalen Glukosekonzentration wird in
allen Gruppen eine Ansauerung beobachtet, dies gilt es bei der Auswertung der
Ergebnisse zu bertcksichtigen. Die beschriebenen Experimente wurden unter aeroben
Bedingungen durchgeftihrt. Obwohl die oralen Streptokokken fakultative Anaerobier sind
und in der Plague oftmals wenig Sauerstoff zur Verfigung steht, konnte in der Literatur
kein Unterschied im Glukoseabbau beobachtet werden [Bramstedt und Trautner, 1971].

Daher ist die aerobe Anzucht als Fehlerquelle vernachlassigbar.

Die Untersuchung der Mikroorganismen in diskontinuierlichen Batch-Kulturen zeigt
einen idealen Entwicklungsverlauf mit deutlich abgenzbaren Phasen der bakteriellen

Wachstumsprozesse, die in der dentalen Plaque standig nebeneinander ablaufen. Die
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Anzucht der kariogenen Mikroorganismen gelang in allen Kulturen. Die Ergebnisse
lieBen sich durch die kontinuierliche Untersuchung Uber einen Gesamtzeitraum von 52 h
deutlich herausarbeiten und die verschiedenen Stadien des bakteriellen Wachstums

anschaulich machen.

4.2 Beeinflussung der Wachstumsparameter durch Zusatz von
Steviosid- und Rebaudiosid A-Produkte

Es zeigte sich weiterhin, dass die Parameter des Bakterienwachstums durch Zugabe
von Steviosidpraparaten fur alle untersuchte Spezies beeinflusst wurden. Die
Latenzphase war in den Gruppen mit Steviosidzusatz teilweise langer als im Vergleich
zu glukosehaltigen Medien und der negativen Kontrolle, fur S. sobrinus und S. salivarius
circa doppelt so lang wie in den anderen Medien. Die Wachstumsraten werden durch
Steviosidzusatz bei S. sobrinus und S. mutans teilweise verringert (vergl. Tab. 7 und 8).
Es konnte aber beobachtet werden, dass dieses inital verlangsamte Wachstum
.2aufgeholt* werden kann. Die Streptokokken scheinen nach einer gewissen
Anpassungsphase Glukose ahnlich schnell verstoffwechseln zu kdénnen wie die
Vergleichskulturen ohne Steviosidzusatz. Sind Steviolglykoside in der Lage, die
Enzyminduktion in der Lag-Phase zu beeinflussen? Es gibt keine Nachweise in der
Literatur, dass Streptokokken Stevioside aufspalten oder ins Zellinnere aufnehmen
kénnen. Dies wurde von einigen Autoren vermutet (vergl. 1.3.2). Oder werden
womdglich die Zuckertransportmechanismen der Bakterienzellen beeintrachtigt? Auch
die Kulturen der negativen Kontrollen erreichen die stationédre Phase. Diese ist in den
Ansatzen mit Steviosid- und Rebaudiosid A-Zusatz weniger stabil und der maximale
Wert der optischen Dichte (ODwax) ist geringer ausgepragt. Im Moment des starksten
bakteriellen Wachstums, wahrend der exponentiellen Wachstumsphase, sind die
Mikroorganismen nicht in der Lage ausschlie3lich mit Steviosid- oder Rebaudiosid A-
Zusatz ihr volles Wachstumspotential zu entfalten. In dieser Messung wird lediglich
erfasst, dass in diesem Fall die maximal gemessene optische Dichte niedriger ist, als im
Vergleich mit den Medien, denen Glukose zugesetzt wurde. Nicht erfasst werden Werte
oberhalb von ODnax = 2, das bedeutet, das Wachstum kdnnte in einigen Kulturen

bedeutend starker ausgefallen sein.
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Es zeigen sich unterschiedliche Effekte von Steviosid auf die einzelnen
Mikroorganismen, wahrend alle Spezies unter Zusatz von Steviosid eine verlangerte
Lag-Phase aufweisen sind die Verdopplungsraten fur S. sobrinus, S. mutans und S.
sanguinis im mit Steviosid angereicherten Medium verlangert; ihre Wachstumsraten
weitestgehend ahnlich der negativen Kontrolle. S. salivarius zeigt mit Zusatz von

Steviosid eine hohere Wachstumsrate und eine verkirzte Generationszeit.

Zu bedenken ist hierbei, dass kommerziell erzeugte Steviaprodukte nicht hochrein sind.
Zu einem spateren Zeitpunkt fand fir einen weiteren Versuchsaufbau eine HPLC-
Analyse eines der in der vorliegenden Untersuchung verwendeten
Steviolglykosidproduktes statt. ,VitaNatura® (Vita Natura, Bonn) enthdlt 62 %
Rebaudiosid A, 25 % Steviosid, 6 % Rebaudiosid C, 6 % Rebaudiosid B, D und F und
zu einem Prozent andere Steviolgykoside [Frentzen et al. 2015a]. Zum Zeitpunkt der
Untersuchung war es das freiverkaufliche Produkt mit der hochsten erhaltlichen Reinheit
fur Steviosid in Deutschland. Die Untersuchung ist insofern relevant, als dass es in

dieser Form dem Endverbraucher zur Verfiigung steht und konsumiert wird.

4.3 Einfluss von Steviosid- und Rebaudiosid A-Produkten auf den
pH-Wert der Kulturen

Der pH-Wert lag in allen Medien zum Start der Messungen im Bereich pH 7,4; dies liegt
etwas oberhalb des mittleren pH-Wertes im Gesamtspeichel, der zwischen pH 6,75 -
7,25 angegeben wird, im pH-Bereich von stimuliertem Speichel [Marsh, 2003]. Fur die
Gruppen mit Steviosidzusatz konnte in allen untersuchten Stammen ein im Vergleich zur
Referenz der negativen Kontrolle signifikant langsamerer Abfall des pH-Wertes im
Zeitraum von 8 — 12 h festgestellt werden. Bei allen Mikroorganismen zeigt sich nach ca.
16 Stunden der pH-Wert der Gruppen mit Steviosid 0,5 % (5) und Rebaudiosid A 0,04 %
(6) stabil bei Werten um pH 6, &hnlich der negativen Kontrolle und oberhalb des fiir den
Zahnschmelz kritischen Wertes von pH 5,7. Die vorliegenden Untersuchungen zeigen,
dass das Wachstum und die Saureproduktion der getesteten Spezies durch

Steviolglykoside nicht vollstandig verhindert, aber verzogert werden kann. Steviosid und
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Rebaudiosid A sind nicht kariogener als die negative Kontrolle, wobei die erwahnte
basale Glukosekonzentration des BHI-Mediums hier fur das notwendige Wachstum und
die damit verbundene Anséuerung wahrscheinlich hauptverantwortlich ist. Steviosid mit
einer Konzentration von 0,5 % verlangsamt auch in Kombination mit Glukose das
Absinken des pH-Wertes in einem bestimmten Zeitraum signifikant. Dies ist ein Hinweis
auf einen Uber die nicht-kariogene Eigenschaft hinausgehenden, mdglichen
kariostatischen Effekt. Steviosid konnte hier hemmend auf den bakteriellen Stoffwechsel
wirken. Dies konnte fiur Rebaudiosid A in der verwendeten 0,04 prozentigen
Konzentration nicht gezeigt werden. Die Resultate sind grof3tenteils vergleichbar mit
denen der negativen Kontrolle. Die geringere Konzentration geht auf die niedrige
Loslichkeit von Rebaudiosid A in 37°C warmem, destiliertem Wasser zurtick. Hier ware
eine weitere Untersuchung von hoher konzentriertem Wirkstoff interessant, um die

Effekte mit denen von aquimolaren Steviosidldsungen vergleichen zu kdnnen.

Beim Vergleich der Mikroorganismen untereinander ergeben sich nach 4 h
Inkubationszeit keine signifikanten Unterschiede in ApH zwischen den einzelnen
Spezies. Nach 8 h liegt ein statistisch inhomogenes Bild vor, es gibt grof3e Unterschiede
in der pH-Wert-Anderung der analysierten Bakterien. Die statistische Untersuchung
nach 24 h zeigt ein fur S. salivarius in allen Medien signifikant gréReren ApH, dies zeigt
das, nach extrem niedrigem Wachstum in den ersten acht Stunden, gesteigerte
Wachstum der Kultur und eine hohere Saureproduktion von S. salivarius nach

Vollendung der Anpassungsphase als durch die anderen Keime.

Verstandlicherweise lassen sich die im vorliegenden in-vitro-Versuch mit isolierten
Stammen erlangten Ergebnisse nicht direkt auf die Verhaltnisse in der menschlichen
Plaque Ubertragen. Sie geben aber Hinweise auf die Fahigkeiten und das mégliche
kariogene  Potential der untersuchten  Bakterien bei  Anwendung der

Zuckeraustauschstoffe in vivo.
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4.4 Ausblick

Der Abbau von Steviolglykosiden durch die Kolonflora ist bereits aufgeklart (vergl. 1.3).
Zum jetzigen Zeitpunkt gibt es noch keine Nachweise fiur die Aufnahme und
Verstoffwechselung von Steviolglykosiden durch das orale Mikrobiom. Aktuelle
Untersuchungen von Besrukow deuten an, dass Steviolglykoside vielleicht
konzentrationsabhangig von oralen Streptokokken aufgenommen werden konnen
[Besrukow, 2016]. Von dem weitverbreiteten Zuckerersatzstoff Xylitol ist aufgeklart, dass
er zwar in die (Bakterien-) Zelle aufgenommen wird, dort aber durch kompetitive
Hemmung der fur die Glykolyse obligatorischen Phosphofruktokinase die weitere
Glykolyse verhindert [Assev und Rolla, 1986]. Ware ein &hnlicher Weg, also die
Hemmung der Glykolyse selbst oder der Zuckertransportsysteme der Mikroorganismen
durch Steviolglykoside denkbar? Hierzu wére es von grol3em Interesse, die genaueren
intrabakteriellen Mechanismen der beobachteten Hemmung durch Steviolglykoside zu
erforschen.

Im Sinne einer gewinschten Entwicklung von der kurativen hin zu einer noch starker
praventiv ausgerichteten Zahnheilkunde gewinnt die individuelle Risikoanalyse und
Beratung des Patienten fiur die tagliche klinische Praxis durch Zahnarzte und
zahnmedizinisches Fachpersonal an Bedeutung. In Ubereinstimmung mit friiheren
Beobachtungen, die von einer durch die Anwendung von Fluoriden beglnstigten
Entwicklung berichten, wonach das Auftreten von Kavitaten sich in ein hohreres
Lebensalter verlagert [Sheiham, 2001], zeigen die neuesten epidemiologischen
Untersuchungen der Gesamtbevélkerung [DMS V, 2016] einen Trend auf, hin zu einer
bis ins hohe Lebensalter erhaltenen, vollstandigen Dentition [Jordan und Micheelis,
2016]. Dies geht einher mit einer Zunahme der Inzidenz von Wurzelkaries. In
systematischen Querschnittsanalysen konnte gezeigt werden, dass in allen
Altersgruppen ein direkter Zusammenhang zwischen der Menge an aufgenommenen
Zuckern und der Entstehung von Karies existiert [Monyhan und Kelly, 2014].
Freiliegende Wurzeloberflachen sind, aufgrund ihres gegentber Schmelz und Dentin
verminderten kritischen pH-Wertes von 6,7 [Laurisch, 2004], durch (bakterielle)
Saureangriffe besonders geféhrdete Pradilektionsstellen. Auf individueller Ebene sollte

im Hinblick auf eine alternde Population tber die Beziehung zwischen Erndhrung und
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(Wurzel-) Karies in der zahnarztliche Erndhrungsberatung und —lenkung bei Patienten
mit erh6htem Risiko aufgeklart werden. Uber die Fluoridierung hinaus sollte auch auf die
Maglichkeit der Substitution von freien Zuckern hingewiesen werden. Gleiches gilt fur
die Entwicklung der ,hidden caries®. Als solchermal3en ,versteckte Karies“ werden
Lasionen bezeichnet, die, obwohl sie bereits das Dentin infiltriert haben, eine
makroskopisch intakte Oberflache zeigen und vorwiegend erst durch rontgenologische
Kontrolle diagnostiziert werden kénnen [Lussi und Schaffner, 2002]. Diese, im klinischen
Alltag schwierig zu erfassende Art der Karies, ist ein erhebliches Problem fir die
Zahnheilkunde, da es kaum mdglich ist sie in standardisierten Verfahren zu
diagnostizieren und einen entsprechenden genormten Behandlungsplan zu etablieren
[Weerheijm et al., 1989]. Daruber hinaus kann die ,hidden caries® in epidemiologischen

Studien nicht erfasst werden.

Steviolglykoside kdnnen in dieser Hinsicht einen wichtigen Beitrag leisten. Auch fur die
Reduktion der Zuckeraufnahme beim Genuss von Erfrischungsgetranken bieten sich die
bereits auf dem Markt erhaltlichen Produkte mit ,Stevia“ durchaus an, hier sollte der
Verbraucher aber auf den niedrigen pH-Wert und die dadurch mdglichen Erosionen

aufmerksam gemacht werden [Frentzen et al., 2015b].
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5. Zusammenfassung

Die Effekte von Steviosid- und Rebaudiosid A-Produkten auf das Wachstum und die
Saureproduktion der oralen Streptokokken S. mutans, S. sanguinis, S. sobrinus und
S. salivarius wurden in vitro, in planktonischen Kulturen, tber einen Zeitraum von 52 h
untersucht. Das Wachstum wurde durch Extinktionsmessung, Bestimmung der
optischen Dichte, mit einem Zelldichte-Messgerat erfasst. Es wurde in den ersten 24
Stunden stuindlich und danach zu den Zeitpunkten 28 h, 32 h, 40 h, 44 h, 48 h und 52 h
bestimmt. Die Entwicklung des pH-Wertes wurde mit einer pH-Elektrode gemessen. Im
Zeitraum O - 24 h wurde der pH-Wert der Kulturen alle zwei Stunden gemessen, danach
zu den definierten Zeitpunkten 28 h, 32 h, 40 h, 44 h, 48 h und 52 Stunden.

Es konnte gezeigt werden, dass sich das bakterielle Wachstum initial fir alle getesteten
Spezies verlangsamt und die Maximalwerte der optischen Dichte unter Verwendung von
Steviolglykosiden geringer ausgepragt sind als in den Vergleichsgruppen. Auch die
Wachstumsrate und die Generationszeit werden beeinflusst. Die Generationszeiten von
S. sobrinus, S. mutans und S. sanguinis sind durch Zusatz von Steviosid verlangert, ihre
Wachstumsraten liegen im Bereich der negativen Kontrolle. S. salivarius reagiert auf
Steviosidzusatz mit einer erhfhten Wachstumsrate und verkirzten Generationszeiten,
er ist der potenteste Saurebildner nach 1 Tag Wachstum. Es wurde ein langsamerer pH-
Wert-Abfall bei Zusatz von Steviosid und Rebaudiosid A in den Bakterienkulturen
festgestellt. Im Zeitraum bis 12 h war dieser Abfall signifikant langsamer flr alle Spezies
mit Zusatz von Steviosid. Bei allen Mikroorganismen zeigt sich nach ca. 16 h der pH-
Wert der Gruppen mit Steviosid und Rebaudiosid A stabil bei Werten um pH 6, ahnlich
der negativen Kontrolle und oberhalb des fur den Zahnschmelz kritischen Wertes von
pH 5,7. Es zeigt sich ein hemmender Effekt auf das planktonische Wachstum und die
Saureproduktion sowie ein Hinweis auf mégliche kariostatische Wirkung von Steviosid in
der hier verwendeten Konzentration, der fir Rebaudiosid A nicht beobachtet werden
konnte. Die Ergebnisse der Versuchsreihen geben aufschlussreiche Anhaltspunkte zur
Bewertung des kariogenen Potentials der untersuchten Zuckerersatzstoffe. Sie erwiesen
sich als nicht kariogener als die negative Kontrolle und mdglicherweise kariostatisch. Die
weiterfihrende Analyse und Aufklarung der genauen intrabakteriellen Prozesse, auch
maogliche klinische Untersuchungen in vivo, waren sicherlich aus zahnheilkundlicher

Sicht von grol3em Interesse.
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6. Anhang
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6.1 Abbildungsverzeichnis

Kariesauslosende Faktoren; auf das Individuum bezogene Faktoren
im &ul3eren, Faktoren des oralen Milieus im mittleren Ring und direkt
kariesbedingende Faktoren im Zentrum der Grafik [modifiziert nach
Fejerskov und Maniji, 1990]

Ubersicht Uber Zuckeraustausch- und Zuckerersatzstoffe in Relation zum
SuRungsgrad von Saccharose [modifiziert nach Einwag und Naujoks,
1993]

Die derzeit anerkannten Arten oraler Streptokokken; darunter die fur die

vorliegende Arbeit verwendeten Spezies -rot unterlegt- nach Marsh, 2003

Aufbau des Steviols; in Position R1 und R2 befinden sich

Wasserstoffatome [Geuns, 2003]

Darstellung der Strukturformeln von Steviosid und Rebaudiosid A [Geuns,
2003], sie unterscheiden sich vom Grundgertist des Steviols durch die in
Position R1 und R2 angehangten Reste (vergl. Abb. 4 und Tab. 2).

Das fur die Wachstumsversuche verwendete Schiuttelwasserbad mit
Kulturrbhrchen, Fa. Memmert

Ideale Wachstumskurve einer Batch Kultur

pH-Elektrode Fa. Mettler Toledo, kalibriert auf pH 7,0 vor Anwendung in

den Kulturrohrchen Text

Bestimmung der optischen Dichte fur S. sobrinus ( n =5),G (ruppe) 1 - G
(ruppe) 5. Gut ersichtlich ist die, in den Gruppen (3) und (5) im Vergleich
zu den anderen Gruppen, etwa doppelt so lange Lag-Phase von ca. 10
Stunden.

Gezeigt wird die Bestimmung der optischen Dichte fir S. mutans ( N =
5),G (ruppe) 1 — G (ruppe) 6. Die Lag-Phase ist in allen Gruppen ahnlich
ausgepragt, sie dauert circa 5 Stunden an.
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Nr. 11: Dargestellt ist hier die Bestimmung der optischen Dichte fur S. salivarius

12:

13:

Nr.

Nr.

Nr.

Nr.

14:

15:

16:

17:

(n =05), fur die G (ruppe) 1 — G (ruppe) 6, analog zu den Ergebnissen mit
S. sobrinus zeigen auch hier die Gruppen (3) und (5) &hnlich langere
Latenzphasen (8 - 9 h) als die der Vergleichsmedien

Box-Whisker-Plots von S. salivarius fur Gruppe (1), die Darstellung anhand
von Box-Whisker-Plots verdeutlicht hier die, wahrend der exponentiellen
Wachstumsphase auftretende, etwas hohere Streuung der Werte fur die
optische Dichte

Box-Whisker-Plots von S. salivarius fur Gruppe (6), auch hier zeigt sich in
der Darstellung anhand von Box-Whisker-Plots eine etwas erhohte
Streuung der Werte fur die optische Dichte wahrend der Log-Phase des
bakteriellen Wachstums. Insgesamt ergeben die gemessenen Werte ein
einheitliches Bild.

Bestimmung der optischen Dichte fir S. sanguinis ( n = 5),G (ruppe) 1 - G
(ruppe) 6, auch hier ist analog zu den Beobachtungen der Kulturen von S.
sobrinus und S. salivarius die Lag-Phase der Gruppen (3) und (5) etwas
verlangert (6 - 7 h).

Bestimmung des pH-Wertes von S. sobrinus ( n = 5),G (ruppe) 1 — G
(ruppe) 6, die Gruppen ohne Glukosezusatz etablieren nach circa 16 h
einen recht konstanten pH-Wert im Breich von >pH 6, der pH-Wert der
Gruppe (3) fallt langsamer im Vergleich mit den tbrigen Kulturen, denen
Glukose 0,5 % zugesetzt wurde.

Anderungen des pH-Wertes von S. sobrinus in den Gruppen 1 - 6 nach 4,
8 und 24 h Inkubation. Signifikante Unterschiede bei einem
Signifikanzniveau von p<0,05 sind mit ,** markiert, bei p<0,01 sind sie mit
. und bei einem Signifikanzniveau von p<0,001 mit ,**** markiert. Die
Auswertung von ApH ergab hoch signifikante Unterschiede nach acht
Stunden in den Gruppen (3) und (5).

Bestimmung des pH-Wertes fur S. mutans ( n = 5),G (ruppe) 1 — G (ruppe)
6, auch hier zeigt sich der pH-Wert in den Gruppen ohne Glukosezusatz
nach circa 16 h stabil bei Werten Uber pH 6. Der niedrigste pH-Wert in
diesen Medien fallt im Vergleich weniger stark ab.
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Anderungen des pH-Wertes von S. mutans in den Gruppen 1 - 6 nach 4, 8
und 24 h Inkubation. Signifikante Unterschiede bei einem

K

Signifikanzniveau von p<0,05 sind mit ,** markiert, bei p<0,01 sind sie mit
»“und bei einem Signifikanzniveau von p<0,001 mit ,***“ markiert. Die
Analyse der pH-Wert-Anderung nach einem Tag zeigt hoch signifikant
erhdhte Werte in den Gruppen (2), (3) und (4).

Bestimmung des pH-Wertes fiur S. salivarius (n = 5), G(ruppe) 1 —
G(ruppe) 6, veranschaulicht wird hier das langsamere Absinken des pH-
Wertes in den Gruppe (3) und (5) verglichen mit den anderen Medien.
Gruppe (3) erreicht nach circa 24 h ahnlich niedrige pH-Werte wie die

anderen glukosehaltigen Losungen.

Anderungen des pH-Wertes von S. salivarius in den Gruppen 1 - 6 nach 4,
8 und 24 h Inkubation. Signifikante Unterschiede bei einem

K

Signifikanzniveau von p<0,05 sind mit ,** markiert, bei p<0,01 sind sie mit
. und bei einem Signifikanzniveau von p<0,001 mit ,**** markiert. Die
Auswertung nach 8 h dokumentiert, dass sich ApH in (2), (3), (4) und (5)
hoch signifikant verandert, wobei die Werte in den Gruppen mit Steviosid

(3) und (5) signifikant niedriger sind, als in den Gruppen (2) und (4).

Bestimmung des pH-Wertes fur S. sanguinis ( n = 5),G (ruppe) 1 — G
(ruppe) 6, die Kulturen mit Zusatz von Glukose 0,5 % erreichen nach ca.
10 h einen konstant niedrigen, den Wert pH 5 knapp unterschreitenden,

Medianwert.

Anderungen des pH-Wertes von S. sanguinis in den Gruppen 1 - 6 nach 4,
8 und 24 h Inkubation. Signifikante Unterschiede bei einem
Signifikanzniveau von p<0,05 sind mit ,*“ markiert, bei p<0,01 sind sie mit
,*“ und bei einem Signifikanzniveau von p<0,001 mit ,**** markiert. Nach
24 h zeigen sich hoch signifikante Veranderungen in den Gruppen (2), (3),
(4) und (5).
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Anderungen der pH-Werte der Mikroorganismen nach 4, 8 und 24 h
Inkubation im Vergleich untereinander im Medium der negativen Kontrolle.
Signifikante Unterschiede bei einem Signifikanzniveau von p<0,05 sind mit
. markiert, bei p<0,01 sind sie mit ,**“ und bei einem Signifikanzniveau
von p<0,001 mit ,**** markiert. Nach 8 h ist 4A4pH zwischen allen
untersuchten Spezies signifikant verschieden, zu diesem Zeitpunkt wurden

in allen Medien (Gruppen 1 - 6) ahnliche Beobachtungen gemacht.

Anderungen der pH-Werte der Mikroorganismen nach 4, 8 und 24 h
Inkubation im Vergleich untereinander im Medium mit Zusatz von 0,5 %
Glukose. Signifikante Unterschiede bei einem Signifikanzniveau von
p<0,05 sind mit ,** markiert, bei p<0,01 sind sie mit ,** und bei einem
Signifikanzniveau von p<0,001 mit ,**** markiert. Veranschaulicht wird hier,
dass S. salivarius die grofdte Veranderung von ApH und S. sobrinus den

geringsten ApH in der Messung nach 8 h aufweist.

Anderungen der pH-Werte der Mikroorganismen nach 4, 8 und 24 h
Inkubation im Vergleich untereinander im Medium mit Zusatz von Glukose
0,5 % und Steviosid 0,5 %. Signifikante Unterschiede bei einem
Signifikanzniveau von p<0,05 sind mit ,** markiert, bei p<0,01 sind sie mit
. und bei einem Signifikanzniveau von p<0,001 mit ,***“ markiert. Auch
hier wird eine hoch signifikante Abweichung von ApH des S. salivarius im

Vergleich mit den anderen untersuchten Spezies nach 24 h ermittelt.

Anderungen der pH-Werte der Mikroorganismen nach 4, 8 und 24 h
Inkubation im Vergleich untereinander im Medium mit Zusatz von Glukose
0,5 % und Rebaudiosid 0,04 %. Signifikante Unterschiede bei einem
Signifikanzniveau von p<0,05 sind mit ,** markiert, bei p<0,01 sind sie mit
. und bei einem Signifikanzniveau von p<0,001 mit ,**** markiert.
Statistisch wird nach 24 h ein geringerer ApH fur S. sobrinus im Vergleich
zu allen anderen Mikroorganismen festgestellt, wahrend ApH flr

S. salivarius erhoht ist.
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Anderungen der pH-Werte der Mikroorganismen nach 4, 8 und 24 h
Inkubation im Vergleich untereinander im Medium mit Zusatz von Steviosid
0,5 %. Signifikante Unterschiede bei einem Signifikanzniveau von p<0,05
sind mit ,*“ markiert, bei p<0,01 sind sie mit ,*** und bei einem
Signifikanzniveau von p<0,001 mit ,**** markiert. In dieser Analyse zeigt
sich nach 24 h ApH fur S. salivarius signifikant erhoht; S. sanguinis weist

nach einem Tag einen im Vergleich niedrigeren ApH auf.

Anderungen der pH-Werte der Mikroorganismen nach 4, 8 und 24 h
Inkubation im Vergleich untereinander im Medium mit Zusatz von
Rebaudiosid A 0,04 %. Signifikante Unterschiede bei einem
Signifikanzniveau von p<0,05 sind mit ,** markiert, bei p<0,01 sind sie mit

. und bei einem Signifikanzniveau von p<0,001 mit ,**** markiert. Fur

S. salivarius und S. sanguinis ist ApH jeweils nach 24 h signifikant erhoht.

6.2 Tabellenverzeichnis

Tab. Nr.

Tab. Nr.

Tab. Nr.

Tab. Nr.

Tab. Nr.

Tab. Nr.

Ubersicht Gber in der Europaischen Union zugelassene SiiRstoffe
[dge.de, 2007]; die hier untersuchten Steviolgykoside Steviosid und
Rebaudiosid A sind als Lebensmittelzusatzstoff E 960 aufgelistet.

Durch die in den Positionen R1 und R2 angehangten Reste an das
Grundgerist des Steviols entstehen die folgenden Steviolglykoside
[Geuns, 2003a]

Bisherige Veroffentlichungen zum Thema ,Steviolglykoside und Karies®
(1977 - 2016)

Versuchsgruppen und Wirkstoff/e in verwendeter Konzentration

Zusammensetzung der Hirn-Herz-Bouillon, Fa. heipha Dr. Miller GmbH,;
eine basale Glukosemenge von 2 g/l ist bereits enthalten
Die Bereitung der verschiedenen Testmedien aus dem angesetzten

Basismedium
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Tab. Nr.
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Dargestellt sind die Lange der Lag-Phasen, Wachstumsraten und
Verdopplungszeiten von S. sobrinus. Die Wachstumsraten zeigen die
kleinsten Werte in Gruppe (3) (1 = 0,31 h™) und (5) (p = 0,33 hY), den

Gruppen mit Steviosidzusatz.

Hier aufgezeigt wird die Lange der Lag-Phasen, Wachstumsraten und
Verdopplungszeiten von S. mutans. Die Wachstumsraten dieses Stamms
sind in allen Medien vergleichsweise &hnlich und liegen im Bereich
zwischen p = 0,36 h™ in Gruppe (3) und p = 0,52 h in Gruppe (5).

Lange der Lag-Phasen, Wachstumsraten und Verdopplungszeiten von
S. salivarius. Die Wachstumsraten von S. salivarius sind insgesamt grof3er
als die der anderen getesteten Spezies, insbesondere die der Gruppen (3)
und (5) sind mit p = 4,58 h™* (3) und p = 4,08 h™* (5) deutlich erhoht.

Lange der Lag-Phasen, Wachstumsraten und Verdopplungszeiten von
S. sanguinis; die Wachstumsraten aller Kulturen sind relativ homogen, sie
liegen zwischen p = 0,52 h™ in Gruppe (3) und p = 0,66 h™ in Gruppe (5).
Vergleich der Wachstumsparameter der untersuchten Mikroorganismen in

den Gruppen 1 - 6, stark abweichende Werte sind fett markiert
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