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Odredivanje rastvaranja kalcija
u dentinskom tkivu*

Z. JUGOVIC-GUJIC

uvoD

Sekundarno dentinsko tkivo, kao i ostala tkiva u €ovjecjem organizmu, primje-
nom elektronske mikroskopije i drugih suvremenih dostignuéa, i nadalje zanima
sve veci broj istrazivaca.

Dentinsko tkivo nije stati¢no tkivo, ono je svakodnevno izloZzeno raznim insul-
tima (karijes, abrazija atricija, erozija itd), na koje mora biti sposobno odgovoriti,
stvarajuci zastitni sloj — sekundarni dentin (Symons', Langeland: Ber-
nick’, Tronstad!, Sauerwein’).

Sekundarno dentinsko tkivo je opcéenito jaGe mineralizirano, ima smanjen broj
dentinskih tubulusa, koji su nepravilno usmjereni i esto bez protoplazmatskog
nastavka. Prodiranje mikroorganizama i njihovih toksina je znatno smanjeno, to je
veoma vazno za zubnu pulpu. S druge strane, niti lijekovi nece imati onaj efekt,
koji se ocekuje od njihove aplikacije.

Konstantno deponiranje sekundarnog dentina, cijelog zivota, rezultira polaga-
nim ali stalnim reduciranjem pulpne komore (Njemirovskij® Scott’, Sel-
tzer®, Jenkins").

Osim navedenih insulta, koji djeluju na pulpu, postoje i drugi faktori, koji ée
uvjetovati stvaranje vece kolicine sekundarnog dentina, osobito donjih mezijalnih
sjekutica — to su funkcijske stimulacije (Philippas!), kao i mastikatorne sile
(McGhee', Philippas® Philippas i Appelbaum®). Seltzer®
tvrdi, da, ako su odontoblasti jace stimulirani, kao npr. prilikom bruSenja zubi ili
akutnog karijesa, cesto se dogodi da oni propadnu, jer nisu bili spremni odgovoriti
takvim drastiénim promjenama i na taj nacin nastaju prazni dentinski tubulusi.

Postoji jo$ jedan nacin zastite pulpe od akutnih i kroni¢nih insulta u Zivotu, a
to je ulaganje kristalnog apatita unutar dentinskog tubula, ¢ime dentinsko tkivo
propusno za toksine i bakterije (Handelman', McKay") i ostale tekucine,
postaje nepropusno, tj. pretvara se u tzv. skleroticno dentinsko tkivo (Brann-
strom?).

* Eksperimentalni dio rada je obavljen u IRB, OOUR-»IME« u Zagrebu.

120



Osim ulaganja minerala u dentinske tubule, moZe do¢i do mineralizacije nji-
hovih zidova, §to ¢e ovisiti o stupnju raznih iritacija zubi. Prema tomu, tu ne do-
lazi samo do ulaganja minerala unutar dentinskih kanali¢a, nego i do mineralizacije
njihovih zidova, ukoliko je stimulans bio prejak. Tako promijenjeni dentinski tubuli
imaju izjednacen indeks loma s okolnim nepromijenjenim dentinom pa se taj dio
dentina naziva transparentnim ili sklerotiénim dentinom. Ovaj se dentin ne stvara
kao odgovor na razlicite insulte zuba, nego je to redovita pojava, pra¢ena starenjem
organizma. Lokalizacija transparentnog dentina, najfrekventnija je na onim mjesti-

ma, gdje je reducirana debljina caklinskog tkiva, a to su fisure i udubine zuba
(Seltzer i Bender").
PROBLEM

U ovom smo radu htjeli ispitati, je |i emisijska spektrofotometrijska metoda
prikladna za ispitivanje vrlo malih kolicina kalcija, koje se rastvaraju djelovanjem
kiseline, iz primarnog i sekundarnog dentina. Vaganjem, prije eksperimenta, i nakon
njega, ustanovio bi se stvarni gubitak tezine dentinskih izbrusaka. U tu je svrhu
bila upotrijebljena mlijecna kiselina, s razlicitim pH vrijednostima, zato §to je stal-
no prisutna u usnoj Supljini, a u patoloSkim stanjima ima vaznu ulogu, kao de-
struktivni agens.

METODA RADA

Svjeze ekstrahirani, kariozni, abradirani, ili zdravi zubi, osoba starijih od 50
godina, pohranjeni su u polietilenske bocice, s dejoniziranom vodom.

SI. 1. Eksikator.

Uz stalno hladenje destiliranom vodom, zubi su bili popreéno rezani karborund
kolutima, iznad podru&ja pulpne komore, sredinom i ispod dna pulpne komore, kako
bi se dobila §to veca koligina sekundarnog i dijelom sklerotiénog dentina. Od tako
dobivenog poprecnog reza, debljine oko 1 mm, odstranjeno je karborundnim ka-
mencicem caklinsko tkivo i dio primarnog dentina, sve do granice sekundarnog
dentina.
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Istim se postupkom dobio uzorak iz primarnog dentina. Dobiveni komadici se-
kundarnog i primarnog dentina, bili su oprani u dejoniziranoj vodi, da bi se uklonio
detritus s njihovih povrdina, lagano osu$eni filter papirom, a zatim umotani u po-
lietilensku foliju »parafil me.

Komadici dentina su nakon toga bili smjesteni u obiljezene kremene epruvete,
postavljene otvorene u eksikator. Sudilo se u vakuumu 5,5 sati, uz polsatno pum-
panje (sl. 1).

Sl. 2. Ultratermostat. — Sl. 3. Satni mehanizam ultratermostata.

Tako isuSeni izbrusci dentina su bili izvagani na Mettlerovoj poluauto-
matskoj petodecimalnoj vagi. Zatim su bili vraceni u kremene epruvete, u koje je
bilo naliveno 3,8 ml mlijeéne kiseline, s vrijednostima pH 2,75 i 6,70 (tab. 1). Epru-
vete nisu bile punjene do vrha kiselinom, da bi se mogle muckati u eksperimentu.
Sve su epruvete nakon toga bile zatvorene polietilenskim ¢epovima i postavijene
na stalak u ultratermostatu, koji je bio trajno izlozen brzom turbulentnom strujanju
vode, kako bi se u njemu postiglo §to brze izjednacivanje temperature fluida (sl.
2, 3). Ovo strujanje fluida je takoder ubrzalo otapanje kalcija iz dentina, uslijed vi-
bracije epruveta. U vrijeme eksperimenta, ultratermostat je hio svakodnevno kon-
troliran: satni mehanizam, temperatura, a epruvete su se cesto muckale. Cijeli
postupak polagane demineralizacije je trajao 34 dana, pri konstantnoj temperaturi
od 38* 0,05"C.

4 5
Sl. 4. Spektralni izvor ESF-metra. — Sl. 5. Galvanometar,
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Upotrijebili smo kremene epruvete, jer smo zeljeli izbjeci otapanje kalcija iz
staklenih epruveta, djelovanjem mlijeéne kiseline.

Ispitivanja su bila obavljena na emisijskom spektrofotometru (ESF) IRB 2, uz
direktno dotjecanje analiziranog uzorka u spektralni izvor (sl. 4). Elektricni izboj se
uspostavlja izmedu povr§ine otopine i metalne elektrode, pomocu visokog napona.
Svjetlost iz spektralnog izvora se monokromira pomocu uskopojasnog interferen-
cijskog filtra, a intenzivnost spektralne vrpce kalcija se.mjeri pomoc¢u fotomulti-
plikatora. Signal fotomultiplikatora, koji je proporcionalan intenzitetu vrpce, oci-
tava se s multifleks galvanometra (sl. 5). Osjetljivost ESF-a je bila odredena po-
mocu otopina poznate koncentracije (bazdarni dijagram).

Iz koncentrirane 1M otopine kalcija, koja je bila pripremljena otapanjem 0,55 g
kalcijevog hidroksida u dejoniziranoj vodi (250 ml), bile su priredene slijedece
molarne koncentracije: 0,0001, 0,00015, 0,0005, 0,0015, 0,003.

Tim je otopinama bila dodana jedna kap koncentrirane solne kiseline, radi po-
vecanja elektricke vodljivosti. Bazdarni dijagram za kalcij je bio izrazen kao odnos
signala galvanometra u mikroamperima (j1. A) prema koncentraciji kalcija u otopi-
nama (preracunato u . g). Na temelju podataka iz bazdarnog dijagrama i signala
koji je dobiven za pojedine uzorke, odreduje se koncentracija kalcija u ispitivanim
uzorcima.

Bilo je ukupno devet kremenih kuSalica, koje su bile razdijeljene u dvije sku-
pine: u prvoj su bile 4 obiljeZzene epruvete s primarnim, a 3 sa sekundarnim den-
tinom. Posljednje su dvije epruvete bile kontrolne.

1. skupina: prva je epruveta sadrzavala primarni dentin sasvim mlade osobe,
a u ostale 3 epruvete su se nalazili komadic¢i primarnog dentina starijih osoba.

2. skupina: prve su dvije epruvete sadrzavale sekundarni dentin, dok je u tre-
¢oj bio sklerotiéni dentin (tab. 1).

Redni bro! Oznaka pﬁl.. - Zul Eroj dic Tes
edni broj mlijec. ub omadica ez/
ERIUVELS kisel. dentina ’
| Pd/m 2,75 molar 3 veca 0,1731¢
I Pd/1 6,70 molar 1 veci 0,06699
1 Pd/2 2,75 molar 1 veci 0,12544
IV Pd/3 2,75 molar 1 vedi 0,09328
2 sitna
A Sd/1 2,75 molar 1 veci 0,08743
\ Sd/2 6,70 molar 1 vedi 0,10098
VIl Skd/3 2,75 molar 1 veci 0,09618
i nesto
sitnih
VI A 6,70 mlijec.
kiselina
1X B 2,75 mlijec.
kiselina
Tab. 1.

Eksperiment je bio prekinut nakon 34 dana, i istog su dana bili izvadeni koma-
di¢i dentina iz epruveta, oprani u dejoniziranoj vodi, osuSeni i stavljeni u eksikator.
U svaku smo epruvetu dodali 1 kap koncentrirane solne kiseline, radi elektricke
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vodljivosti, dobro promuckali i ispitali vrijednosti kalcijevih iona emisijskim spek-
trofotometrom.

; &
QO
] D N3} = . .
T =2 = © s o > 2
= <2 ES  EB= o5 =g 8. = £,
T Sz 0 = ~ = Ny § 5 °Jx
= oF e = L E c8 &£z o £
| Pd/m 2,75 3 velika 0,16883 4,36 25 528,2 12,1
1l Pd/1 6,70 1 veci 0,08527 1,72 26 1046 6
1 Pd/2 2,75 1 veci 0,12270 2,74 2,2 1045 6
v Pd/3 2,75 1 veci i 0,09173 1,55 1.7 2128 137
2 sitna
A Sd/t 2,75 1 veci 0,084456 2,97 34 0,76 u tragovima
Vi Sd/2 6,70 1 veci 0,09916 1,82 1.8 0,38 u tragovima
VII Skd/3 2,75 1 veci i 0,09380 2,38 2.5 475 =0
nesto sit.
VI A 2,75 u tragovima
IX B 6,70
Tab. 2.

Komadice dentina smo ponovno sudili u vakuumu 5,5 sati, s polsatnim pumpa-
njem. Nakon suSenja u vakuumu, izbrusci dentina su bili ponovno izvagani na
Mettlerovoj vagi. Odbijanjem sadasnje tezine od ranije dobili smo razliku
izrazenu u miligramima (tab. 2).

REZULTATI

1. skupina: Uepruveti (Pd'm), koja je imala komadice dentina mlade osobe,
pH mlijecne kiseline je bio 2,75. Ovaj je mladi dentin izqubio 4,36 miligrama na te-
zini, tj. 2,5"v svoje pocetne tezine. Koli¢ina kalcija ispitana na emisijskom spektro-
fotometru (ESF) iznosila je 528,2 mikrograma, §to je oko 12" ukupne otopljene
tvari.

Sadrzaj kuSalice Pd/1, nakon eksperimenta, pokazao je gubitak tezine 1,72 mg,
tj. 2,6% pocetne tezine. Kolicina rastvorenog kalcija je iznosila 1046 pg, 5to je
6° od otopljene tvari.

U epruveti Pd’2 demineraliziralo se 2,74 mg supstancije, §to iznosi 2,2% od
njene pocetne tezine. Kalcija je bilo 104,5 1.9, a to je 6% otopljene tvari.

U cpruveti Pd'3 demineraliziralo se ukupno 1,55 mg, tj. 1,7% teZine izbrusaka,
cd toga se rastvorilo 212,8 g kalcija (13,7%).

2. skupina. Sekundarni dentin, sa oznakom Sd'1, nakon eksperimenta je
izgubio na tezini 2,97 mg, tj. 3,4% pocetne tezine. Vrijednosti kalcija u ovoj epruve-
ti, kao i u epruveti Sd/2, bile su u tragovima.

Posljednja epruveta Sd/3, sa skleroticnim dentinom, pokazala je gubitak den-
tinske supstancije od 2,38 mg, a to je 2,5% ukupne teZine dentina. Kalcija se ra-
stvorilo 475 g, odn. 20% otopljene tvari.
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Sama mlijecna kiselina je pokazala stanoviti otklon na galvanometru pa je,
prilikom pripremanja uzoraka, bilo uzeto u obzir, da koncentracija mlijecne kiseline
bude u odredenim granicama, tako da se pogreske uvjetovane njenom prisutnoscu
poniSte. Rezultati su prikazani na tab. 2.

RASPRAVA | ZAKLIUCAK

Rezultati ovog istraZivanja su pokazali, da se emisijskom spektrofotometrij-
skom metodom mozZe dokazati prisutnost kalcijevih iona u jako niskim koncentra-
cijama i u maloj koli¢ini uzoraka.

Zapazen je najveci gubitak na tezini primarnog dentina mlade osobe; on je
iznosio 4,36 mg. Usporedo s gubitkom teZine, rastvorena je veca koliina kalcijevih
iona; ona je iznosila 5282 n g.

Ako se ovaj primarni dentin usporedi sa starijim dentinom iz epruvete Pd/2,
mogu se vidjeti razlike izmedu gubitka tezine i vrijednosti kalcijevih iona (tab. 2).

Ako je rije¢ o sekundarnom dentinu Sd/1 i Sd/3, a uz iste vrijednosti pH (2,75),
s priblizno jednakom teZinom, pokazala se veca razlika u dekalcinizaciji. U epruve-
ti Sd/1, vrijednosti kalcija su bile nadene u tragovima (0,76 . m), dok je u epruveti
Sd/3 bilo 475 1. g kalcija.

Moze se pretpostaviti, da je do pojatanog otapanja kalcija iz ovog posljednjeg
dentina doslo zbog prisutnosti veceg dijela skleroticnog dentina.

Ako se analiziraju sadrzaji epruveta Sd/1 i Sd/2, priblizno jednake teZine, a ra-
zlicite vrijednosti pH mlijeéne kiseline, opazamo, da je u prvom uzorku doslo do
veceg gubitka na tezini (2,97 mg), nego u drugoj epruveti, koji je iznosio 1,82 mg
od poéetne tezine. Vrijednosti kalcijevih iona u obim epruvetama nisu bile bitne.

Za proistekle razlike u tezini dentinskog tkiva, moglo bi se reci, da je odgovor-
na nejednaka povrsina ploha, na kojoj se vréi demineralizacija. Naime, u ovom radu
nije se mjerila povrdina pojedinog komadica dentina, ve¢ samo njihova tezina. Bu-
duéi da se demineralizacija vréi na cijeloj povrgini uzorka, moze se dogoditi, da uz
jednaku tezinu djelovanje vodikovih iona ne bude jednakomjerno izrazeno na da-
tom izbrusku, radi razli¢ite povrsine.

Zbog toga se ne moze sa sigurno$cu tvrditi, da je dobivena koli¢ina kalcija, u
odnosu na koncentraciju vodikovih iona sekundarnog i primarnog dentina, potpuno
toéna, dok god se ne uzme u obzir | povr§ina uzoraka, kao jedan od bitnih parame-
tara, koji sudjeluju u procesu demineralizacije.

Pri odredivanju temperature i koncentracije vodikovih iona, nije bilo potesko-
¢a. Medutim, u priredivanju uzoraka se pokazalo, da iz tehni¢kih razloga nismo
mogli izbrusiti iste tezine i iste povrSine uzoraka.

Da bi se mogli usporedivati rezultati pojedinih uzoraka, trebalo bi standardizi-
rati sve parametre koji sudjeluju u procesu demineralizacije, a to su: temperatura,
tezina, vrijednost pH i povrdina izbrusaka.



Das Experiment erfolgte am priméren, sekundaren und an einem Stlckchen von jun-
gem Dentin. Die Autoren betonen dass es notig ist ausser den pH-Werten, der Temperatur
und des Gewichts auch die Dentinoberfliche zu beriicksichtigen, da die Oberflache ein
wichtiger Faktor im Prozess der Dentindemineralisation ist.

Aufgrund der erhaltenen Resultate beschliesst der Autor, dass die emissione spektro-

fotometrische Methode tiir die Bestimmung von sehr niedrigen Ca-lonen-Konzentrationen
aus sehr kleinen Mustern, geeignet ist.
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