Erozije humane cakline izazvane
kiselim napicima in vitro

Erosion of Human Enamel Caused by in vitro
Acid Beverages

Sazetak

Za istraZivanje je koristena caklina 4 humana impaktirana,
trajna molara. Od svakog zuba nacinjeno je po pet uzoraka pri-
zmatske i besprizmatske cakline. Po jedan uzorak iz svake grupe
bio je kontrolni, a ostali su drZani u zakiseljenom napitku (»Coca«
— pH 2,57) u trajanju od 15, 30, 60 i 120 minuta. Uzorci su zatim
priredeni za elektronsku mikroskopiju (SEM) i analizirani. Zapa-
Zene su bitne razlike erozijskog djelovanja fosforne kiseline na pri-
zmatsku i besprizmatsku caklinu sto se pripisuje morfoloskim raz-
likama. Na humanoj aprizmatskoj povrsini cakline vidljiv je ne-
pravilan oblik otapanja izraZen velikim erozijama grubo hrapavog
dna i neravnih rubova neposredno uz podrudja potpuno netaknute
cakline, ¢ak i kod uzoraka najduze izloZenosti djelovanju kiseline.
Na uzorcima prizmatske caklinske povrsine prve su promjene vid-
ljive nakon 30 minuta djelovanja kiseline. Najprije se otapaju sre-
dista prizama, zatim rubovi prizama (»prizmatska ovojnica«), a
kod uzoraka eksponiranih 120 minuta i interprizmatska caklina.

Autori zaklju¢uju da iz rezultata ovog istraZivanja proizlazi
da na razvoj i napredovanje erozije, osim vrste i pH kiseline, zna-
tan utjecaj imaju i bioloske varijacije grade humane cakline.
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Uvod

Zubna erozija je prema definiciji kemijsko
otapanje cakline bez udjela bakterija (1). Epi-
demioloski podaci o uestalosti erozija variraju
od 2 do 25% (1, 2, 3), a kod nekih grupa, kao
Sto su laktovegetarijanci, naden je ¢ak i visi po-
stotak (4). Ranije klasifikacije zasnivale su se
na industrijski uzro¢enim erozijama koje ni iz-
gledom, ni lokacijom, a niti opsegom ne naliku-
Ju na erozije izazvane napicima i hranom. Zbog
toga je Eccles 1979. godine (5) uveo novu kli-

nicku klasifikaciju na osnovi ja¢ine gubitka zub-
ne supstancije (ovisno o tome je li uklju¢ena sa-
mo caklina ili i dentin) i zahvaéenih povrsina
zuba. Diferencijalno dijagnosticki vrlo je tesko
razluditi erozije od abrazija i atricija, ali i od
razvojnih defekata cakline i dentina. Gubitak
zubne supstancije na istim mjestima ¢esto moze
biti prouzrocen i kemijskim (erozije) i meha-
ni¢kim (abrazije, atricije) ¢imbenicima (6, 7).
Na erozije se ¢esto superponira abrazija tako da
je nemogucée razaznati jasnu granicu izmedu ta
dva stanja.
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Uzroci erozija zuba mogu biti vanjski (kisela
hrana i napici, kiseline u udi§u¢em zraku) ili nu-
tarnji (regurgitacije povezane s anoreksijom
nervosom, hiatus hernijom i sl.) (7). U novije
vrijeme uzroci nastanka i razvoja erozija zuba
bili su istrazivani i in vitro i in vivo, pa nema
sumnje da raSirena konzumacija kiselih pica,
prehrambenih artikala ili medikamenata pred-
stavlja glavni eksterni uzrok erozije (8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20). Osobito su
klini¢ki slucajevi izoliranih velikih erozija kod
omladine bili povezivani s ucestalim konzumi-
ranjem zakiseljenih pica. Iz navedenih istrazi-
vanja takoder proizlazi da erozijski uc¢inak mo-
Ze bitno varirati zavisno od pH i kemijskog
sastava napitka.

Svrha ovog istrazivanja jest da se na humanoj
intaktnoj caklini koja do eksperimenta nije bila
ni u kakvom dodiru s oralnom sredinom ustano-
vi djelovanje napitka koji u svom sastavu ima
fosfornu kiselinu kao bitan sastojak.

Materijali i metode

Za eksperimentalni materijal koristili smo ca-
klinu 4 treca, trajna, impaktirana molara koji
do ekstrakcije nisu bili u dodiru s usnom Suplji-
nom. Nakon separacije od korijena dijaman-
tnim brusnim tijelom, krune zuba su ocis¢ene
od ostataka tkiva rotiraju¢om cetkicom. Zatim
su stavljene u 5%-tnu otopinu NaOCl kroz 2 sa-
ta i podvrgnute 15 minuta djelovanju ultra-
zvuénih vibracija kako bi se odstranile sve or-
ganske naslage. Nakon dezinfekcije klorheksi-
din glukonatom i vi§esatnog ispiranja redestili-
ranom vodom, nacinjeno je od svakog zuba po
pet uzoraka srednjeg, prizmatskog dijela cakli-
ne (izmedu kuspidalne i cervikalne cakline), di-
menzija 3x3 mm i po pet uzoraka cervikalne
besprizmatske cakline dimenzija 2x2 mm.

U eksperimentalnom postupku po jedan uzo-
rak srednje i cervikalne cakline svakog zuba
ostavljen je u redestiliranoj vodi kao kontrolni
uzorak. Ostali uzorci su bili izloZeni djelovanju
»Cola« napitka u kojem je bitni sastojak fosfor-
na kiselina (pH 2,57). Prvi uzorak bio je potop-
ljen 15 min, drugi 30 min, treci 60 min, a cetvrti
120 min. Uzorci su zatim viSekratno ispirani u
redestiliranoj vodi, te dehidrirani prenoSenjem
kroz razli¢ite koncentracije alkohola sve do ap-
solutnog alkohola. Nakon toga su napareni u
vakuum-aparatu (S 150 Sputter Coater-Ed-

wards) slojem zlata debljine 10-15 nm. Slijedilo
je scanning elektronsko mikroskopiranje ca-
klinske povrSine uzoraka aparatom Stereoscan
Cambridge 600 i fotografiranje nalaza.

Rezultati

a) Erozije na prizmatskoj caklini

Na uzorcima koji su bili izloZeni djelovanju
»Cola« napitka 15 minuta nije bilo nikakvih
vidljivih promjena u usporedbi s kontrolnim
uzorcima cakline. Na povrs$ini uzoraka eksponi-
ranih 30 minuta vidjele su se grupe prizama s

Slika 1. Uzorak povrsine prizmatske cakline nakon 30
min. djelovanja kiseline. Pojacano otapanje sredi-
Sta prizama (x 1000)

Figure 1. Sample of prismatic enamel surface after 30-mi-
nute acid exposure. Increased dissolution of
prism centres (x 1000)

Slika 2. Uvecani detalj sa slike 1. Demineralizacija sredista
prizama (x 2000)

Figure 2. Enlarged detail from Fig. 1. Demineralisation of
prism centres (x 2000) '
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Slika 3. Uzorak povrsine prizmatske cakline nakon 60
min. eksponiranosti. Rupicasto srediste prizama i
pocetno otapanje »prizmatske ovojnice« (strelica)
(x 2000)

Figure 3. Samples of prism enamel surface after 60-minute
exposure. Perforated prism centre and initial dis-
solution of prismatic casing (arrow) (x 2000)

Slika 5. Demineralizirana sredista i periferija priéama iin-
terprizmatska caklina nakon 120 minuta eksponi-
ranosti uzorka (x 2000)

Figure 5. Demineralised centres and peripheries of prisms
and interprismatic enamel after 120-minute expo-

sure (x 2000)

Slika 4. Uzorak cakline nakon 120 minuta djelovanja kise-
line. Osim otapanja sredista i periferije prizama,
vidi se i pocetak otapanja interprizmatske cakline
(strelica) (x 2000)

Figure 4. Sample of enamel after 120-minute exposure.
Besides the dissolution of the centre and peri-
phery of the prisms, the interprismatic enamel is
beginning to dissolve as well (x 2000)

jace udubljenim i ponegdje rupiastim sredisti-
ma kao prvi znak demineralizacije. Na uzorci-
ma od 60 minuta sredi$nja su otapanja prizama
bila jos§ izraZenija, ali su uocene i perforacije na
rubovima prizama kao znak pocetka otapanja
tzv. prizmatskih ovojnica. Sve navedene pro-
mjene, ali jo§ jae izraZene, bile su i u grupi
uzoraka eksponiranih djelovanju napitka 120
minuta, ali su zapaZene i prilicno velike po-
vrSinske erozije na rubovima perikimata.

Slika 6. Uzorak besprizmatske cakline nakon 60 min. dje-
lovanja kiseline. Erozija nepravilna oblika i gru-
bog dna pored gotovo netaknute susjedne cakline
(x 2000)

Figure 6. Sample of aprismatic enamel after 60-minute ex-
posure. Erosion of irregular forms and rough
bottom close to the intact neighbouring enamel
(x 2000)

b) Besprizmatska caklina

Promjene nastale djelovanjem eksperimen-
talnog napitka na cervikalnoj caklini bitno se
razlikuju od navedenih na srednjem dijelu ca-
kline. Uglavnom su na povrs$ini cakline vidljive
manje ili veée erozije nepravilna oblika i grubo
neravna dna, to opseZnije §to je vremenski in-
terval djelovanja napitka na povrsinu ove cakli-
ne bio duzi. Ove erozije su Cesto bile videne po-
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Slika 7. Uzorak povrsine besprizmatske cakline nakon 120
minuta eksponiranosti. Multiple erozije povrsine
okruzene netaknutom caklinom (x 2000)

Figure 7. Samples of aprismatic enamel surface after 120-
-minute exposure. Multiple erosion of surface
surrounded by intact enamel

red podruéja potpuno netaknute caklinske po-
vrsine, ¢ak i kod uzoraka najduze eksponirano-
sti.

Rasprava

Nas$ eksperiment je prvo morfolosko istrazi-
vanje nastajanja i napredovanja erozije u intak-
tnoj humanoj caklini i promjena povrSinske ul-
trastrukture u odnosu na zdravu caklinu kon-
trolnih uzoraka. Gubitak zubne supstancije
nismo kvantificirali mjerenjem kalcija i fosfata.
Originalnost nasSeg pristupa jest u koriStenju
potpuno intaktne humane cakline impaktiranih
zuba koja do eksperimenta nije bila u doticaju s
oralnom sredinom. Na taj su se nacin iskljucili
svi drugi prethodni vanjski utjecaji na povrsinu
cakline, a eksperimentalno stvorene erozivne
promjene mogu se pripisati jedino djelovanju
fosforne kiseline iz koriStenog napitka. Naime,
u svim dosadasnjim sli¢nim istrazivanjima kori-
Stena je humana caklina zuba predvidenih za
ekstrakciju iz ortodontskih ili parodontoloskih
razloga (10, 19, 20) ili pak animalna caklina (14,
15, 18, 19) koja drukcije reagira na djelovanje
kiselina i ¢ak je tri puta topljivija od humane
cakline (21). Zbog toga su nasi rezultati tesko
usporedivi s rezultatima navedenih autora, ¢ak i
ako se zanemare razlike u gradi i kemijskom sa-
stavu svakog pojedinog zuba.

Iz rezultata naSeg istrazivanja vidljiva je veli-
ka razlika izmedu djelovanja zakiseljenog na-

pitka na sredi$nji segment cakline 1 na cervikal-
nu, besprizmatsku caklinu. Kod prizmatske ca-
kline proces otapanja, u morfoloSkom smislu,
ide odredenim redoslijedom prema kojem su
najprije zahvaéena sredista prizama, zatim peri-
ferija prizama, tzv. »prizmatske ovojnice«, da
bi kod uzoraka s najduzom ekspozicijom fosfor-
noj kiselini iz napitka zapocelo i otapanje inter-
prizmatske cakline. Naprotiv, kod cervikalne
cakline, vjerojatno zbog morfoloskih razlika u
gradi karakteristi¢nih za aprizmatsku povrsinu,
proces otapanja minerala stvara opsezne po-
vrsinske erozijske defekte razlicite veli¢ine i du-
bine, grubog hrapavog dna i nepravilna oblika.
Za erozije ne postoje znanstveni pokazatelji,
ali je kod karijesa pokazano da besprizmatska
caklina iskazuje iregularan tip otapanja i oCi-
gledno se ne otapa na isti nacin kao prizmatska
caklina (22, 23). Eksperimentalni nalaz, da se i
na uzorcima najduze izlozenosti djelovanju fos-
forne kiseline mogu pored opseznih erozija vi-
djeti podrucja potpuno intaktne cakline, moze-
mo pripisati ¢injenici da cervikalni dio cakline
ipak nema uvijek i u cijelosti besprizmatsku po-
vr$inu.

Buduéi da je na$ eksperiment izveden in vi-
tro, on ipak ne moze vjerno reproducirati situa-
ciju in vivo, jer u ustima djeluju i zaStitni meha-
nizmi caklinske povrsine: slina, pelikula i pro-
ces remineralizacije. Zbog toga se moZe pretpo-
staviti da je pocetak stvaranja erozijskih lezija
in vivo sli¢an ili identi¢an ovome izvedenom in
vitro, ali znacajno usporen zastitnim mehaniz-
mima.

Klinic¢ki je Cesto vrlo tesko razluditi je li gubi-
tak zubne supstancije uzrocen erozijom, atrici-
jom ili abrazijom, jer se anamnesticki moze us-
tanoviti istovremeno postojanje uzro¢nika svih
triju pojava, a i lokacija im moze biti istovjetna.
Zato mozemo kemijski uzro¢enu eroziju sma-
trati inicijalnim na¢imanjem intaktne caklinske
povrsine na koje se kasnije superponiraju me-
hanicki uzrocene atricija i abrazija, povecavaju-
¢i daljnji gubitak zubne supstancije. Eksperi-
mentalno je dokazan i obrnuti tijek dogadanja,
pri ¢emu je mehanicki abradirana caklina bila
mnogo podloZnija erozijama (19).

Prema in vitro istrazivanjima na bovinoj ca-
klini napredovanje erozijskih lezija iznosi 1,5
do 6 um/sat, a nakon 2 sata proces otapanja ca-
kline postaje linearan (14). Sukladno tome, te
bi vrijednosti za humanu caklinu trebale biti
otprilike trostruko manje zbog navedene razli-
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ke u topljivosti dviju caklina. Velika sli¢nost iz-
gleda povrSinske erozijske lezije s najranijim
manifestacijama karijesa, tzv. povrSinskim
omekSanjem, upucuje na slican ili isti mehani-
zam nastajanja. Razlike nastupaju vjerojatno u
kasnijim stadijima razaranja cakline kada se
kod karijesa oblikuje povrsinska zona, a glavni-
na demineralizacije seli u potpovrSinsko pod-
rucje, dok se kod erozija zbog stalnog procesa
samociS¢enja i ¢is¢enja povrsine, a time 1 aktivi-
ranja abrazije, proces demineralizacije Siri li-
nearno u dubinu. Zasto je to tako, tesko je ob-
jasniti samo Cinjenicom da kod karijesa postoji
na caklini trajna naslaga plaka kao izvora kiseli-
ne, a kod erozije kiseline dospijevaju na zub
povremeno aerosolima, hranom i napicima.
Mnogo vjerodostojnije objas$njenje pruza Lar-
sen u svojim istrazivanjima (24, 25, 26, 20). Us-
tanovljeno je da povrSinska erozija cakline na-
staje kada je vodena faza (kiselina + slobodni
ioni) podzasi¢ena u odnosu prema fluorapatitu i
hidroksilapatitu. Kada je pak vodena faza pod-
zasiCena prema hidroksilapatitu, a prezasi¢ena
prema fluorapatitu, tada nastaje lezija nalik na
karijes s potpovrsinskom demineralizacijskom
zonom prekrivenom priliéno dobro mineralizi-
ranim povrSinskim slojem. Demineralizacijski
sustav u kojem se vodena faza stalno obnavljala
prije negoli je postignuto zasiéenje naspram
fluorapatita stvarao je lezije nalik na erozije,
Cak 1 u prisutnosti fluorida u vodenoj fazi.
Razmatrajuci uzroke erozija cakline, nesum-
njivo je da vaznu ulogu ima kemijski sastav i
pH napitka. Dokazano je da je kemijski sastav
napitka bitan jer razli¢ite kiseline (fosforna, ja-
bucna, limunska) imaju razli¢iti demineralizira-
judi u¢inak (11, 12, 14, 15, 16, 17, 19), ali da su
od utjecaja i drugi sastojci. Tako npr. kiseli mli-
jecni proizvodi ne djeluju erozivno zbog viso-
kog sadrzaja kalcija i fosfata (8, 13, 16).
Erozijski uc¢inak izgleda da je obrnuto pro-
porcionalan pH vrijednostima; nizi pH napitka,
vell kapacitet otapanja apatita (17). Napitak
koji smo mi upotrijebili (»Cola«); osim Secera i

razli¢itih drugih ingredijenata, sadrzi i fosfornu
kiselinu s pH 2,57 koji je dosta nizi od kriticnog
pH za caklinu od 5,5 s kojim zapocinje proces
demineralizacije. Ono §to je jo§ vaznije, ova
fosforna kiselina je nezasi¢ena naspram kalcije-
vog hidroksilapatita i fluorapatita. Za erozijsku
djelotvornost nekog napitka vazna je i ukupna
koli¢ina kiseline otopljene u nekom napitku, tj.
titar kiseline (16, 19). Erozivno djelovanje ne-
kog kiselog napitka znacajno ovisi i 0 ucestalo-
sti pijenja tog napitka. Zakiseljeni napici nisu
toliko Stetni ako se uzimaju normalno, a ne
kontinuirano i u kratkim vremenskim razmaci-
ma. Medutim, potencijalno jako erozivni mogu
biti za pacijente s poremecajima u salivaciji
(11). Prema istrazivanjima Meurmana i sur.
(13), nakon pijenja kiselih napitaka pH vrijed-
nosti na povrsini jezika vracaju se na normalu
ve¢ nakon nekoliko minuta, a za »Cola« napit-
ke to iznosi 2-3 minute. Ali, piju li se ti napici
kontinuirano, onda su ti vremenski intervali du-
7i, pa je i caklina duZe s njima u dodiru.

Kao olakSavajucu okolnost treba spomenuti
da kiseli napici stimuliraju jace lucenje sline, a
to mijenja i puferski kapacitet kiseline u napit-
ku. Dodavanje slini fluorida izgleda da ne dje-
luje na smanjenje erozija i ne prevenira demi-
neralizaciju ili je reparira remineralizacijom
kao u slucaju karijesne demineralizacije (15,
19).

Zakljucak

Zaklju¢no treba re¢i da iz rezultata naseg
istrazivanja postaje oCigledno da je pored kise-
linskog sadrzaja 1 pH vrijednosti potencijalno
erozivnog napitka znacajna i grada cakline pri
kemijskim promjenama njezine povr§inske ul-
trastrukture i napredovanju erozije. Te biolo-
Ske varijacije grade cakline izgleda da su od pri-
marne vaznosti i da ih treba uzeti u obzir u istra-
zivanjima svih vrsta razaranja cakline, a ne sa-
mo kod onih povezanih s nastankom erozija.
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EROSION OF HUMAN ENAMEL
CAUSED BY IN VITRO ACID BEVERAGES

Summary

The enamel of four human impacted permanent molar teeth
was used in the study. Five samples of prismatic and aprismatic
enamel were made for each tooth. One sample from each group
served as control, while the others were kept in the acidulated
beverage (»Cola«-pH 2.57) for 15, 30, 60 and 120 minutes. Samples
were then prepared for electronic microscopy (SEM) and analysed.
Essential differences were noticed in the erosive effect of the phos-
phoric acid on the prismatic and aprismatic enamel, which is attri-
buted to morphological differences. An irregular form of dissolu-
tion was noticed on the aprismatic surface of the enamel, expressed
by extensive erosions of the rough bottom and irregular margins
close to the intact enamel, even in samples with the longestexposure
to acid. On samples of prismatic enamel surfaces the first changes
occurred 30 minutes after the acid exposure. The first to dissolve
are the centres of prisms, followed by prism margins and in samples
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Zavod za dentalnu patologiju

with 120-minute exposure even the interprismatic enamel.

Key words: human enamel, acid beverage, erosion, SEM
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