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MENTOR: Dr Jovan Vojinovi¢, redovni profesor, uza nauc¢na oblast Preventivna i djecija
stomatologija, Medicinski fakultet Univerziteta u Banjoj Luci

EFIKASNOST PRIRODNIH ZASLAPIVACA U
ZASTITI ZUBNE GLEPI OD GAZIRANIH NAPITAKA

Cilj istrazivanja u ovoj disertaciji je bio da se utvrdi dejstvo prirodnih zasladivaca
(ksilotola i stevie) u zastiti i oporavku gledi zuba usljed dejstva gaziranih napitaka. Ciljevi
istrazivanja bi bili usmjereni u sljede¢im pravcima: 1) Ispitati u kojoj mjeri prirodni
zasladivaci tipa ksilitola i stevie mogu da zaStite i oporave povrSinu gledi od ostecenja
izazvanih agresivnim gaziranim napitkom Coca Colom. 2) Da se uporede rezultati gledne
strukture 1 ultrastrukture dobijeni sa SEM-om i AFM tehnologijom. 3) Da se ispita
moguénost koriS¢enja parametara krive nosivosti u analizi promjena u povrsinskim slojevima
gledi i 4) Da se ispita tip mineralne akumulacije u prisustvu vjestackih zasladivaca u
poredenju sa vjeStackom pljuvackom. Metode. Istrazivanje ¢e se sprovoditi na zubima
covjeka izvadenim iz ortodontskih razloga koji su prikupljani u skladu sa etickim protokolom
koji je odobren od strane Medicinskog fakulteta Univerziteta u Banjoj Luci. Ukupno je
odabrano 96 zuba podijeljenih u tri grupe, u kojima je od svake grupe uzeto po 32 uzorka
gledi veli¢ine (3 mm x 2 mm x 2 mm). Ti uzorci su pripremljeni za analizu prema
standardnoj proceduri. Poslije tretiranja odgovaraju¢im, za tu vrstu istrazivanja, izvrSena je
njihova priprema za analizu pomoc¢u Skening elektronskog mikroskopa (SEM) 1 Mikroskopa
meduatomskih sila (AFM). Polovina u svakoj grupi ¢e biti ispitivana sa Skening elektronskim
mikroskopom (SEM), a druga polovina sa Mikroskopom meduatomskih sila (Atomic force
microscopy (AFM). Anliza je vrSena na SEM tipa SEM JEOL T220. Rezultati. Na vise
povrsina, razli¢itih zuba dejstvo ksilitola i stevije je uporedivano sa kontrolnom grupom koja
je bila izlozena samo dejstvu rastvora vjestacke pljuvacke. Kod ispitivanja pomoéu SEM-a,

kod stevie analizom mineralizovanih masa uoceno je da su kristali manji i usmjereniji. U



dubljim dijelovima gdje ocigledno nije bilo jaeg korozivnog uticaja Coca Cole naziru se
osnovne strukture prizmi. Osim toga, uo¢ene kristalne strukture se razvijaju iz sfrenih globula
na povrsini. Usmjerenost se primjecuje u dubljim slojevima gdje se deSava prelazak iz
amorfne mase u kristalnu. Kod ksilotola u mineralizovanoj masi je otkriven ve¢i broj vec
formiranih kristala vece veli¢ine koji su nepovoljniji za dobro upakivanje i remineralizaciju
gledi. Kod AFM ispitivanja hrapavosti povrsina gledi pra¢eno je devet parametara grupisanih
u tri grupe: Kontrolna grupa, Stevija i Ksilitol. U svakoj od grupa pracena su tri parametra:
Rk core, Rpk i Rvk. Za svaki od parametara izvrSeno je 32 mjerenja. Tako je minimalna
izmjerena hrapavost u grupi Stevija za Rpk je 1634, a maksimalna 1804 nm. Medijana je
1730.50, a prosjecno izmjerena hrapavost je 1728.50 nm, dok je standardna devijacija 51.301
nm. U grupi Ksilitol za Rk core minimalna izmjerena hrapavost je 44, a maksimalna 70 nm.
Medijana je 57, a prosje¢no izmjerena hrapavost je 57.09 nm, dok je standardna devijacija
6.962 nm. Jednofaktorskom analizom varijanse istrazivana je razlika hrapavosti [nm] triju
grupa (Kontrolna, Stevija i Ksilitol). Utvrdena je visoko statisticki zna¢ajna razlika (p < 0.01)
hrapavosti [nm] u rezultatima triju grupa: F (2, 93) = 29884.272, p = 0.000. Stvarna razlika
izmedu srednjih vrijednosti grupa je velika (n = 0.9984). Zakljucdak. Prisustvo zubne gledi u
kontaktu sa ksilitolom u in vitro uslovima pokazuje manje izrazenu hrapavost nastalu pod
korozivnim svojstvima Coca Cole §to je potvrdeno i AFM i SEM. AFM analiza povrSine
zuba tretiranog Steviom u in vitro uslovima pokazuje povrSinsku izrazeniju hrapavost, ali
organizovaniju kristalnu strukturu u pravcu formiranja apatita sto takode upuéuje na mogucu
zaStitnu ulogu pogotovo u fazi preparacije postojecih ostecenja. Ksilitol i stevia pokazuju
potencijal da kao zasladivaci u Cola napitcima mogu da preveniraju razvoj demineralizacije
gledi i potpomazu njen opravak.

Kljucne rijeci: prirodni zasladivadi, nagrizanje gledi, ksilotol, stevia, atomska

mikroskopija (AFM, SEM), remineralizacioni potencijal stevie i ksilitola.
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MENTOR: Dr. Jovan Vojinovié, Full Professor, Special Field of Study: Preventive and
Children Dentistry, Faculty of Medicine, University of Banja Luka

EFFICIENCY OF NATURAL SWEETENERS IN PROTECTION OF
DENTAL ENAMEL FROM CARBONATED BEVERAGES

In this dissertation, the aim of research was to determine the effect of natural
sweeteners (xylitol and stevia) in protection and recover of tooth enamel as consequence of
action of carbonated beverages. Therefore, the aims of the research were oriented in
following directions:

1) examine to which degree natural sweeteners may protect and recover tooth
enamel from damages caused by aggressive Coca Cola soda drink;

2) compare results of enamel structure and ultrastructure obtained by application of
SEM and AFM technology;

3) examine possibility of using parameters of load curves in analysis of changes of
enamel surface layers and

4) examine type of mineral acumulation in presence of artificial sweeteners in
comparison to artificial saliva.

Methods. The research was performed on human teeth, extracted because of
orthodontic reasons, which were collected according to the ethical procedure and verified by
Faculty of Medicine, University of Banja Luka. In total, 96 teeth were chosen, divided into
three groups, where 32 samples of enamel were taken from each group (3 mm x 2 mm x 2
mm sized). The samples were prepared for analysis according to the standard procedure.
After appropriate treatment for that kind of research, their preparation for analysis was
conducted with application of Skenning Electronic Microscopy (SEM) and Atomic Force

Microscopy (AFM). In each group, a half of samples were examined with Skenning



Electronic Microscopy (SEM) application, and the other half with Atomic Force Microscopy
(AFM). Analysis was performed using SEM, type SEM JEOL T220. Results On most
surfaces of different teeth, the effects of xylitol and stevia were compared to control group.
The control group was exposed to effect of artificial saliva solution only. In testing with
SEM, at stevia, using analysis of mineralised masses, it was detected that crystals were
smaller and more directed. In deeper parts, where obviously stronger corrosive Coca Cola
impact did not occur, the basic structure of the prisms emerged. Beside that, observed crystal
structures develop from spherical globules on surface. Orientation was notable in deeper
layers, where transition of amorphous mass to crystal occured. At xylotol in mineralised
mass, a greater number of already formed crystals of larger size was detected, and the crystals
were less appropriate for good packaging and remineralisation of enamel. With AFM
examination of tooth enamel roughness, nine parameters were followed, sorted in three
groups: Control group, Stevia and Xylitol. In each group, three parameters were followed: Rk
core, Rpk and Rvk. For each parameter, 32 measures were performed. Thus, minimal
measured roughness in Stevia group for Rpk was 1634, and maximal 1804. Medial
was1730.50, approximatelly measured roughness 1728.50 nm, while standard deviation was
51.301 nm. In Xylitol group, minimal measured roughness was 44 for Rk core, and maximal
70 nm. Medial was 57, and average measured roughness was 57.09 nm, while the standard
deviation 6.962 nm. Difference of roughness between three groups (Control, Stevia and
Xylitol) was examined with one-factor analysis of variance. Statistically, a highly significant
difference of roughness was found (p < 0.01) [nm] in results of three groups: F (2, 93) =
29884.272, p = 0.000. Real difference between medial values of groups was great (n =

0.9984).



Conclusion. In vitro conditions, presence of tooth enamel in contact with xylitol
shows less expressed roughness occurred under corrosive properties of Coca Cola. This was
proved after using AFM and SEM. AFM analysis of tooth surface treated with Stevia in vitro
conditions showed a more notable surface roughness, but more organized crystal structure in
direction of forming apatite, which also referred to a possible protective role of stevia,
especially in the phase of preparation of existing damage. Xylitol and Stevia, as sweeteners in
Cola drinks, reveal their potential to prevent development of demineralization of tooth
enamel, and support its recover.

Key words: natural sweeteners, enamel erosion, xylitol, stevia, atomic microscopy,
(AFM, SEM), remineralization potential of stevia and xylitol

Scientific area: Preventive and children dentistry

Scientific field: Dentistry

Classification code for Scientific Area according to CERIF codebook: B002

Type of chosen license: Creative Common: Attribution Non-Commercial No
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1. UVOD

Primjena gaziranih napitaka je u neprekidnom porastu Sirom svijeta. Pojedine novije
studije pokazuju da ih sve vise konzumiraju i djeca mlada od 5 godina, a da je sve veéi broj
osoba koji unose i po viSe puta dnevno pa cak i koli¢ine preko 1 litra. Jedna studija u
Kaliforniji je utvrdila da je 43% ispitivanih petogodisnjaka pilo najmanje jedno gazirano pice
dnevno, dok je 4% pilo 4 i viSe. I to je u skladu sa ranijom velikom studijom [1] koja je
pokazale da Kaliforniji preko 40% djece uzrasta 2-11 godina pije najmanje 1 gazirano pice
dnevno. Kao moguci opsti poremecaji spominju se gojaznost, povecana agresivnost i drugi
oblici poremecanog ponasanja [2, 3, 4].

Gazirani napitci isto tako pokazuju nepovoljne uticaje i na zubnu gled [5, 6, 7, 8]. To
su pokazala i na$a istrazivanja sprovedena u toku 2011 god. [9]. Tada smo otkrili postojanje
agresivnih uticaja prilikom in vitro izlaganja zubne gledi u gaziranom napitku. Oni su se
ogledali u narusenom integritetu kristalne reSetke ispitivanom pomocu AFM-a koji se

primjecuje ve¢ poslije 5 minuta drzanja gledi u rastvoru Coca Cole.

Gubitak zubne strukture inace predstalja znacajan klinicki problem savremenog
Covjeka 1 sve veCi broj istrazivanja je usmjeren ka otkrivanju faktora koji uticu na

biohemijske reakacije na povrsini gledi [10].

1.1. Struktura povrSine zuba

Zub je izgraden od dva veoma kompleksna visokomineralizovana tkiva, gledi i
dentina. Gledni omota¢ postoji oko dentinske mase zuba kao zastita od habanja; dentin
posjeduje elasti¢nost i otporan je na prelome, dok inace krta gled posjeduje izuzetnu ¢vrstocu
[11] .Kod sisara se debljina zubne gledi kre¢u od 0,05 mm do 5 mm kod nekih rijetkih vrsta
majmuna. Prosjecna debljina zubne gledi ¢ovjeka se kre¢e oko 1 mm—1,5 mm, najizrazenija

je na kvrzicama mladih molara, ali su izrazene razliite varijacije [12]. Zubna gled je
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najévrsée mineralizovano tkivo u zivotinjskom svijetu. PreraCunavanja na osnovu
trodimenzionalne rekonstrukcije su pokazala da su humani zubi u stanju da podnesu
opterec¢enje od preko 700 N, dok se kod nekih biljojeda moze da kre¢e i do 7000 N [13, 14,
15].

Po sastavu, kako volumenski tako i tezinski zubna gled najviSe sadrzi kristalni oblik
kalcijum apatit (96-98% w/v), koji se sre¢e u viSe oblika. Najve¢im dijelom se radi o
hidroksil apatitom koji je viSe ili manje karboniziran, a manjim dijelom fluoriziranom apatitu,

a najmmanje C¢istoj formi fluorapatita (slika 1.1).

O kiseonik
@ kalcijum

Ca;o(PO,)(OH), Cayo(PO,)F,

hidroksilapatit fluorapatit

Gledne prizme

Slika 1.1. Apatitna struktura mineralne faze zubne gledi

Apatitni kristali su sabijeni u cilindri¢ne strukture koje se pruzaju cijelom debljinom
gledi i nazivaju se gledne prizme (slika 1.1 i 1.2.). Izmedu cilindara prizmi, kod kojih se
razlikuju glava i rep, nalaze se kristali sabijeni u drugacijem pravcu koji cine

tzv.interprizmati¢nu gled, koja je po sastavu slicna prizmati¢noj [11, 13].
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Slika 1.2. Struktura gledne prizme koja predstavlja sabijene kristale apatita
Prizme se ne pruzaju pravolinijski kroz debljinu gledi ve¢ prave krivine 1 u
horizaontalnoj 1 vertikalnoj ravni, i time povecavaju mehani¢ku otpornost gledi (slika 1.3)
[11,13].

Gledno-dentinska
Egranica

‘ Gledne prizme

Slika 1.3. Pravac pruzanja glednih prizmi

Mineralnom strukturom gledi ¢eS¢e dominira karbonizirana varijanta apatita od ¢ega

zavisi 1 njena otpornost. Karbonizirani apatit nastaje zamjenom OH grupe hidroksila apatita
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sa karboksilnom grupom (slika 1.4.) Mineralna faza zubne gledi se smanjuje u dubljim
strukturama, blize gledno-dentinskoj granici, gdje se povecava sastav proteina i vode [11,

13].

#. s &/‘CGLD(POJOG(OH)E x 1

A Pozicija
Cam_x,c_z-(P-Oj)ﬁ—x(Cloﬁx(OH)z qu (PO.,)E(_C.:)_,(OH)E-E::

c/a v c/al

Slika 1.4. Karbonizirani hidroksil apatit koji ¢ine veliki dio sastava mineralne faze gledi

Gledne prizme se inace formiraju posebnim sekretornim aktivnostima, ektodermalnih
¢elija ameloblasta. One proizvode gledne proteine(prije svega amelogenina i enamelina) koji
formiraju mrezu pomocu koje se usmjerava talozenje i orjentacija osnovnih kristala apatita.
Svoju funkciju ameloblasti obavljaju tako Sto se na njithovom proksimalnom dijelu prema
povrsini na kojoj se stvara dentin stvaraju jedan protoplazmati¢ni nastavak oznacen kao
Tomesov nastavak. Povlacenje Celije suprotno od fronta formirajuceg denitna i postavljanje
nastavka odreduje 1 pravac izlu€ivanja i taloZenja kristala apatita. Tomesov nastavak se gubi
na samoj povrSini gledi i tu se viSe ne stvaraju prizme ve¢ se minerali taloze u jedan
homogeni sloj oznacen kao aprizmati¢na gled [11].

Svaka gledna prizma je oko 5 pum Siroka 1 9 um dugacka. Prektivena je sa, oko

nanometar debljine, slojem proteina enamelina i ona sadrzi oko milion pojedinacnih kristala
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hidroksil apatita. Apatit se talozi u osnovnim jedinicama nanokristala koje nisu vec¢e od 100
nm, mjerenja su pokazale oko prosjecno 70 nm duzine i izmedu 25-40 nm debljine [11, 13].

Gledne prizme se obi¢no opisuju da imaju izgled kljucaonice ili riblje krljusti i da se
razlikuje tijelo, glava i rep (slika 1.4.) [15].

Zubna gled je znacajno ¢vrséa(posjeduje vecu otpornost na deformacije) duz uzduzne
ose same prizme u odnosu na poprecni dio, mada dolazi i do ukrStanja prizmi (slika 1.1 1 1.3).
To je posebno znacajno kod preloma. Takva slika je posebno zastupljena u predijelu gledno-
dentinske granice. U odnosu na incizo-apikalni (dentinski) pravac, prizme su postavljene u
odnosu na gledno-dentinsku granicu pod uglom od 70 ° da bi u predijelu vrata zuba iznosio i
Gitavih 90 ° (slika 1.3), §to je od izuzetnog znaGaja za preparaciju zuba. Pravac pruzanja
prizmi ima isto tako znacaja kod gubitka gledne substance, jer se pokazalo da su otpornije na
poliranje prizme postavljene pod pravim uglom, u odnosi na one koje su paralelne prema
povrsini [16, 17].

Zanimljiv je fenomen da je periferna povrsina gledi i do 30% veca nego unutrasnja
prema gledno-dentinskoj granici. Za to postoji nekoliko objasnjenja[18,19]:

1. povecanje interprizmati¢ne gledi kako se prizme pruzaju vise periferno.

2. izgradnja ili grananje novih prizmi prema povr$ini u cilju da se popuni prostor

3. promjena ugla pruzanja prizmi prema periferiji Sto rezultuje u povecanju volumena
na zakrivljenoj povrsini.

Na slici 1.5. su prikazane ove teorije:
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Slika 1.5. Teorije koje objasnjavaju zasto je povrsina gledi veca na okluzalnoj povrsini u
odnosu na predio gledno-dentinske granice odakle polazi preuzeto od Fielda [20]. 1)
povecanje interprizmaticne substance,; 2) Sirenje novih prizmi; 3) promjene ugla pruzanja
prizmi sa zaobljenim prikazom na povrsini.

Poslednjih godina vrSena su nanoispitivanja povrsine gledi sa ciljem definisanja njene
tvrdo¢e 1 modula elasti¢nosti. Vrijednosti tvrdoce gledi se odreduju pomocu indentera koji se
pokrece preko povrSine uzorka na koju vrSe pritisak definisanom silom i mjeri u jedinici
vremena. Koriste se dva osnovna tipa jedinica tvrdo¢e prema tzv Knoop-ovoj i Vikers-ovoj
skali, pri ¢emu se prva ceS¢e koristi kod krtih materijala ili tankih sekcija uzorka zbog
njihovog plitkog zubca [21]. Pojedini istrazivaci su protivnici primjene metrickog utvrdivanja
tvrdoce, jer preraunavanje iz Vikers-ove skale podrazumijeva podjednaki kontakt vrha
indenta sa povrSinom uzorka, a provjere pomo¢u SEM sonde pokazuju da ne postoji potpuno
jasna povrsina i ¢esto nije jasno definisana sila kod ispitivanja gledi [22]. Ipak utvrdene su
vrijednosti prema Knoop-ovoj skali u rasponu od 272 do 440 za humanu gled pri ¢emu se

tvrdo¢a povecava u spoljas$njim slojevima [23].

1.2. Mehanizam gubitka zubne strukture

Danas se opisuju tri vrste gubitka zubne strukture: atricija, abrazija i abrifakcija [24,
25, 26].

1. Atricija, poznata i kao troSenje usljed kontakta dva tijela, je posljedica medusobnih
kontakata dva zuba. To se najprije dogada na incizalnim ivicama donjih sjekuti¢a, pa zatim

na okluzalnim povr§inama boc¢nih zuba.
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2. Abrazija nastaje kada se pored dva zuba koja su u medusobnom kontaktu pojavljuje
trece strano tijelo na povrSini zuba. Tipican primjer za to je Cetkica za zube ili zubna pasta sa
abrazivnim Cesticama. To mogu da budu i predmeti koji se drZze izmedu zuba, na primjer
keramicka lula, olovka, spajalica i sl.

3. Erozije nastaju kao posljedica dejstva korozivnih materija, prije svega razlicitih
kiselina nebakterisjkog porijekla, po ¢emu se razlikuju od dentalnog karijesa. One su
uglavnom lokalizovani proces u kome zubne strukture ulaze u sredinu sa poremecenom
ravnoteZom demineralizacije i remineralizacije.

4. Abfrakcija je Cetvrti tip gubitka zubne substance koji oznacava gubitak tvrdih
zubnih tkiva u cervikalnom predijelu zuba. Smatra se da je uzrok neprekidni ciklus
opterecenja i rastere¢enja kroz koje zub prolazi tokom Zvakanja, ali za to jo§ nema dovoljnih
naucnih dokaza.

Danas se uglavnom koristi naziv gubitak povrSine zuba jer nekadasni termin ,,troSenje
zuba“ upucuje na prisustvo neke abrazivne komponente. U stvarnosti u gubitku zubne
substance najceS¢e ucestvuje visSe razlic¢itih komponenti, a ne samo mehanicki abrazivni
faktori [23].

Kada je rije¢ o erozijama, najceSce se misli na dejstvo kiselina, mada postoje nalazi
ostecenja zubne gledi i pod dejstvom jakih alkalnih materija [27].

Pod dejstvom kiselina dolazi do rastvaranja mineralne faze (apatita) u gledi Sto
rezultuje u slabijoj, mekSoj povrsini, koja je osjetljivija na fizicke iritacije. SEM istraZivanja
su pokazala da prvo zapocinje atak na same prizme i njihove rubove, pa tek zatim na
interprizmati¢ni dio. To dovodi do izgleda pcelinjeg saca. Sam erozivni proces je
centripetalan, krece se od spoljasnjih dijelova prizme prema unutra. U pocetku je bez

uocljivog gubitka tkivne mase [28, 29, 30].
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Karakteristike erodirane povrSine zavise od oblika dejstva kiselog faktora. Kod
izrazene brzine prodora niskoviskozne tecnosti suzavaju se obodi prizmi, a povrSina gledi je
uglavnom ravnija. Kod manje brzine prodora, udruzene sa pokretanjem i duzim
zadrZavanjem, demineralizovani obod prizmi je S$iri i korodirana povrSina pokazuje veéi

defekt [20, 31] (Slika 1.6.).

Slika 1.6. Dejstvo kiseline na povrsinu prizme u zavisnosti od viskoziteta i brzine prodora
[28, 29, 30].
Samo dejstvo kiseline pocCinje od povrSine 1 napada bocCne dijelove prizmi,
odvajanjem nano blokova apatita veli¢ine maksimalno do 100 nm. Ispod skinutih slojeva se

nalazi zona razmeksale gledi i1 prelazne gledi koja ne pokazuje znacajne mahanicke promjene,

ali se uocava veca poroznost (Slika 1.7).
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Slika 1.7. Mehanizam dejstva kiseline na povrsini gledi (pozajmljeno od Chenga i sar. [31])

SEM studije pokazuju odredene razlike u erozivnom procesu u cervikalnoj gledi, ali
ne postoje dokazi o razlikama izmedu pojedinih vrsta humanih zuba [32].

Kada je rije¢ o dejstvu alkalnog agensa, proces nastanka erozivnog oSteéenja je
drugaciji u odnosu na kiseline. Tu prvo zapocinje razgradnja organskih komponenti gledi

koje podupiru apatitnu masu. Njihovom razgradnjom prakti¢no dolazi do kolapsa prizmi [33].

1.3. Mjerenje gubitka zubne strukture

Mineralizovana bioloska tkiva spadaju u kompleksnu grupu razli¢itih kombinacija
organskih i neorganskih molekula na nanonivou, koje odreduju njihove bioloske i mehanicke
osobine, zbog ¢ega je znacajna moguénost njihovog kvantitativnog i kvalitativnog mjerenja
[34].

In vivo klini¢ka i eksperimentalna vizuelizacija je veoma neprecizna i povrSna za
mjerenje nivoa oStecene gledi. Klasicne mikroskopske tehnike omogucavaju indetifikaciju
povrSinskih promjena, ali ne i1 njihovu kvantifikaciju. Kako sva oSteenja krunice zuba
pocinju od njene povrsine neophodno je poznavati istrazivacke i dijagnosticke metode koje bi
egzaktno pratile stepen oSte¢enja, oporavka mineralne faze i omogucile ranu dijagnozu. Do
sada je, prije svega u istrazivacke svrhe, sa viSe ili manje preciznosti primijenjeno vise

metoda pra¢enja promjena na povrsini gledi [20].
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Najcesce primjenjivane metode se mogu podijeliti u dvije grupe:

1. direktna tehnika i

2. mikro 1 nanoskopske tehnike.

Direktne tehnike vizuelnog posmatranja ne mogu i pored odredenih opti¢kih uvecanja
(stereoimagery) da otkriju pofetne promjene i gubitak minerala prije pojave defekta u gledi
(bijela mrlja, kavitet, erozija). Cak i ako se otkriju one nisu u stanju da razlu¢e povrsinske

osobine preostalog tkiva i njenu ¢vrstocu [38, 39].

Mikroskopske i nanoskopske tehnike koje se primjenjuju za pracenje povrSinske
strukture 1 ostecenja zubne gledi su [5, 20, 36]:

- Polarizacioni svjetlosni mikroskop (PLM),

— Interferometrija bijele svjetlosti (WLI),

— Laserski indukovana fluorescencija (QLF/LIF),

— Mikroradiografija,

— Skening elektronski mikroskop (SEM),

— Opticka koherentna tomografija (OCT),

- Kumulativno oslobadanje kalcijuma (CCR),

— Nanourezivanje (Nanoindentation),

— Propustljivost koda,

— Konofokalni skening laser mikroskopija (CSLM),

— Povrsinska profilometrija,

— Mikroskop meduatomskih sila (Atomic force microscopy — AFM).

Dvije metode danas dominiraju u istrazivatkom opusu promjena na zubnoj gledi.

Skening elektronska mikroskopija (SEM) je jedna od prvo uvedenih 1 jo§ uvijek
najcesc¢e koris¢enih tehnika za ispitivanje povrSine i resorpcije tvrdih zubnih tkiva. Ova
tehnika se zasniva na prikupljaju elektrona odbijenih refleksijom sa povrSine zuba i na
osnovu tog signala se formira topografija. Dobija se 3-D slika visoke rezolucije. Da bi se
elektroni odbijali od povrSine neophodno je da se ona presvuce elektroprovodljivim
materijalom, najées¢e zlatnom parom ili osmiumom. Postoji i varijanta gdje se bioloska

povrsSina ne presvlaci ve¢ se skenira ne pripremljena u posebnim komorama pod pritiskom
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koje sprecavaju elektrostati¢ko naelektrisanje. Nepovoljnost ove tehnike je $to se ispitivani
uzorak nepovratno unistava [44].

Vecina navedenih tehnika se bazira na kvantifikaciji koli¢ine izgubljenog tkiva zuba,
dok je vrlo malo onih koje pokuSavaju da opiSu karakteristike preostale povrsine. To su
omogucili tek savremena ostvarenja nanotehnologija. Nanotehnologije omogucavaju
detektovanje promjena na nanoskali od 1 do 100 nm. Pomocu specijalnih istrazivackih
nanosondi danas je moguce mjeriti rezolucije i pomjeranja na nivou nanometara i pikomolara
[45]. To omogucava i precizno registrovanje i fizickih svojstava zdrave — nepromijenjene
gledi, dentina i cementa korjena zuba, kao i sprovodenje takvih analiza hemijskih procesa 1

bioloskih transformacija koje do sada nije bilo moguce izvrsiti [44, 45].

Poseban napredak u analizi nanostruktura razli¢itih povrSina ostvaren je razvojem
mikroskopa atomskih i magnetnih sila (Atomic Force Microscopy — AFM i Magnetic Force
Microscopy — MFM). Ovaj sofisticirani aparat baziran je na visokoj rezoluciji svoje sonde
koja moze da detektuje frakcije u nanometrima i to mnogo bolje (1000 puta preciznije) nego

Sto je granica opti¢kog prelamanja [5, 44].

Tvorci ove tehnologije su naucnici Gerd Binning i Heinrich Rohree iz IBM
istrazivacke laboratorije u Riischlikonsu u Svajcarskoj. Oni su 1981. godine sa pronalaskom
skening tunel mikroskopije ostvarili vjekovni san nau¢nika —moguénost posmatranja
pojedinac¢nih molekula 1 atoma, zbog ¢ega im je i dodijeljena Nobelova nagrada 1986. godine

[44].

Osnovni princip rada AFM-a se ne razlikuje mnogo od funkcionisanja nekadasnjih
gramofona, kod kojih je oStra igla u gramofonskoj glavi prelazila i skenirala vinilnu
gramofonsku plo€u, prenosila mehanicke promjene u elektrini signal i reprodukciju zvuka.
AFM ne ,,vidi“ atome ve¢ ih praktino ,,0sjeca” tako Sto se ispitivana povrSina skenira

pomocu veoma oS$trog konusa od silikona ili silikon nitrida. Konus se nalazi na kraju
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fleksibilne konzole — ,kantilevera™ koji moze da prati ¢ak i najmanje detalje na povrsini.
Kada se vrh konusa, koji se sastoji od pojedinacnog atoma priblizi povrsini uzorka on se
pomjera pod dejstvom sila izmedu njih. To moZe da bude mehanicka sila, van der Waalsova
sila, kapilarna sila, hemijska veza, elektrostaticka sila, magnetna sila, Casimirova sila, 1 druge
u zavisnosti od vrste uzorka. Ovo si¢usno pomjeranje se mjeri pomocu mudrog trika (slika
10). Laserski snop se usmjerava na vrh kantilevera, od koga se snop odbija prema detektoru
osjetljivom na poziciju. Promjene polozaja laserskog snopa u odnosu na detektor (na slici
oznacene sa AH) kao posljedica pomjeranja kantilevera (na slici oznaeno kao Ah) je

proporcionalna razlici izmedu detektora i kantilevera.

Ukoliko je ta razlika dovoljno velika, ¢ak i minimalna pomjeranja mogu da se
registruju, ¢cime se omogucava ispitivanje promjene strukture povrsSine u visini atoma. Aparat
predstavlja mikroskope (nanoskop) najvece moci rezolucije. Na osnovu toga moze da se

formira mapa ispitivane povrsine [47].

Detektor osetljiv
na poloZaj

AH

Elektronika
za detekciju
&

feedback Laser

Kantelaver

Povriina uzorka

Slika 1.8. Princip funkcionisanja AFM
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Za AMF analizu nije potrebna priprema povrSine uzorka, ali se mora racunati i na
postojanje artefakata kao posledica necistoca ili zatupljenosti vrha kantelavera. Uglavnom se
koristi konstantno prisustvo sile na vrhu, mada kod mekSih uzoraka se prelazi na
naizmjenic¢ni mod. AFM je veoma zastupljen u ispitivanju erozija na humanoj gledi i pokazao

se kao vrlo koristan instrument za registrovanje pocetnih stadijuma demineralizacije [48].

Posljednjih godina su predloZene i neke nove tehnke za odredivanje debljine gledi
poput fokusiranog ultrazvuka ili ,,stereoimagery* koje neSto preciznije kvantifkuju gubitak
zubnog tkiva, ali ne i ta¢nu karakteristiku povrSnog ostecenja [35, 36].

Nase istrazivanje [5] je pokazalo da se pomo¢u AFM mogu uspjesno pratiti promjene
na povrsini gledi, tumaciti ultrastrukturna konfiguracija kristalne faze i oStecenje nastalo pod
uticajem razli¢itih spoljasnjih faktora. Slicne zakljucke su donijele i druge studije u kojima su
promjene na povrsini gledi registrovani pomo¢u AFM-a [47, 48]. Pojedini istrazivaci su naveli
odredene prednosti u analiziranju povrSinskih promjena na gledi pomoéu SEM-a [44, 45,

47-51].
1.3.1 Parametri za mjerenje gubitka zubne strukture

Promjene na nekoj povrsSini se oznacavaju kao hrapavost, a nauka koja to izucava se
naziva tribologija. Ta¢na definicija tribologije je: ,nauka koja proucava dogadanja na
povrSinama dva tijela u dodiru ili relativnim kretnjama (oznacavaju se kao triboelementi)®.
NajSe¢e promjene su trenje i troSenje, 1 prije svega je zastupljena u maSinstvu i drugim
inzinjerskim naukama, ali se prenosi i na bioloske ¢vrste strukture.

U prirodi, povrSine znacajno ostupaju od idealnog stanja, kako po obliku, tako i po
hemijskom sastavu i strukturi, Sto je od izuzetnog znacaja za pracenje njihovog stanja u
homeostazi kao i predvidanje daljih promjena ili terapijskih intervencija.

Svaki dio povrsine gledi sacinjen je od teksture 1 hrapavosti, koja pak varira u odnosu

na histolosku gradu i lokalizaciju. Na svakoj povrsini razlikujemo njenu topografiju i profil.
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U pocetnim triboloskim pracenjima se veca paznja posvecivala dvodimenzionalnoj
komponenti (2D), danas se sve viSe paznje posvecuje topografiji povrSine. Parametri za
mjerenje profila se oznaCavaju kao 2D parametri, a za mjerenje topografije kao 3D. Na slici

1.9. je prikazano prevodenje jedne povrSine u dvodimenzionalnu ravan [53].

I

Profil {z)

Vrh

Srednja linija

it Referentna liniga

Dalina

Slika 1.9. T opograﬁjahjédne povrsine predstavljena u presjeku. Pozajmljeno od Mitrovi¢a
[53].

Najzancajniji pojmovi koji se koriste u tribologiji definisani su prema standardima
ISO 4287 [54]:

Povrsinska hrapavost: skup mikrogeometrijskih nepravilnosti na povrSini predmeta
koje su mnogo manje od veli¢ine samog predmeta. Ove nepravilnosti na gledi mogu da
nastanu pod uticajem mehanickih ili hemijskih agenasa.

Profil povrSine: presjek stvarne povrSine sa odredenom ravni, Sto je najbolje

predstavljeno na slici 1.10.

Slika 1.10. Komponente 2D profilometrije. Modifikovano od Mitrovica [53]
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Profil valovitosti: profil koji prikazuje nepravilnosti vecih talasnih duzina(nepravilnosti
koje se nalaze na ve¢em rastojanju). Dobija se iz osnovnog profila primjenom profilnih filtera
A Ac.

Profil hrapavosti: prikazuje nepravilnosti manjih talasnih duzina(koje se nalaze na
manjem rastojanju). Dobija sa se iz osnovnog profila zanemarivanjem komponenti vec¢ih
talasnih duzina, a koriS¢enjem drugacijeg filtera A

Profilni filter razdvaja osnovni profil na kratke talasne duzine (hrapavost) i velikih

talasne duzine (valovitost) i definisan je ISO standardom 11562 [55, 56]. Sustina filtera je

izrazena preko Gaussianovove formule:

S = eV a = [T2=0.4697

al T

gde je A prekid talasne duzine.

Postoje tri filtera koji se koriste u uredajima kojima se mjeri hrapavost, valovitost i
primarni profil A, A¢, As (slika 1.11) i sve imaju isti prenosni znacaj definisan u ISO standardu
1156-2, ali razli¢ite grani¢ne talasne duzine. Sve pojave se inace analiziraju u pravougaonom
koordinatnom sistemu u kome su ose x i y smjeStene na promatranoj povrsini, a osa z

usmjerena prema susjednom medijumu. Osa X je pri tome usmjerena u smjeru profila

7Y

_ hrapavost profila fivalovitost profila

hrapavosti.

l

Lls = ‘j talasna duzina

Slika 1.11. Prenosne karakteristike profila valovitosti i hrapavosti
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Srednja linija profila se definiSe posebno za svaki profil (osnovni, valovitosti i
hrapavosti). Za osnovni profil se dobija metodom najmanjih kvadrata, tada srednja linija
profila dijeli profil tako da je unutar neke duzine 1 zbir kvadrata svih odstupanja od profila Z
od te linijje najmanji(slika 1.9.). U slucaju profila valovitosti i profila hrapavosti
upotrebljavaju se profilni filteri A1 Ay,

Posto je hrapavost odraz povrSinske strukture, ona utice i na nacin na koji se ta
povrsina troSi. Osnovna kvantifikacija se vrSi na osnovu vertikalnih odstupanja povrsine od
njene idealne forme. Trebalo bi da Sto je to odstupanje veée da je povrsSina neravnija, ali nacin
na koji se to interpretira moze da dovodi do pogreSnog tumacenja stvarnog stanja povrsine.
Na slici 1.12 su prikazana dva profila koja pokazuju istu prosjecnu hrapavost, a sustinski se
medusobno znacajno razlikuju u odnosu na realni izgled povrsine. Zbog toga je od uvodenja
internacionalnih standarda(ISO) 1984 godine, razvijeno preko 100 razli¢itih parametara za

mjerenje hrapavosti [20, 57].

Povrimma A Povriina B

Slika 1.12. Dva profila sa istom Ra vrijednosti, ali sa znacajno razlicitim povrsinskim
karakteristikama. Crveno oznacena povrsina odreduje ,,idealni* oblik povrsine. Profili imaju
istu vrijednost parametra Ra jer je odstupanje od idealne forme iste velicine [20)].

Najpoznatiji 2D (dvodimenzionalni) parametri za prikazivanje hrapavosti su [20, 57,
63]:

1. Prosjecna hrapavost Ra predstavlja aritmeticku sredinu odstupanja profila od
srednje linije. I ona se izraCunava prema formuli:

Re=7 [, 12 0)|dx
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2. Srednja vrijednost kvadratnog odstupanja Rq (rms) predstavlja prosjecnu
vrijednost kvadratnog odstupanja profila od srednje linije. [zrainava se prema formuli:

1 L
= — 2
R, \/L fo 72 (x)dx
Na slici 1.13. je graficki prikazano porijeklo parametara Ra i Rq.

- , ) ¥ \

&
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Slika 1.13. Parametri Ra i Rq. L (valuaciona duZina) predstavlja duzina profila na kojoj se
vrsilo ispitivanje hrapavosti. M (srednja linija) je referentna linija oko koje dolazi do
devijacije

3. Srednja vrijednost rastojanja izmedu najviSe i najniZe tacke profila Rz(ili
R10z) definiSe se kao prosjecna vrijednost rastojanja pet najvisih i pet najnizih tac¢aka profila
(slika 1.14.). Izracunava se prema formuli:

__P14P2++++P5-V1-V2—+-=V5
5

R,

R-(ISO)

Pl

B3

P4

PS5

V5 |
va L I'fl I'r'l

w3 -
vz V

I L
Slika 1.14. Izracunavanje parametra Rz
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Danas je usavrSen veci broj tehnika koje mogu da izvrSe 3D mjerenja vec¢ih zona
jedne povrsine. Tu spadaju npr. opticka profilometrija sa bijelom svjetlos¢u, i razlicita
laserska mjerenja gdje spadaju i AFM tehnike. Moderni uredaji omogucavaju karakterizaciju
povrsine od 50 kvadratnih milimetara u jednom mjerenju i mogu se detektovati detalji u
rasponu od 0,1 nm do 8 mm. Na osnovu takvih 3D mjerenja mogu se donositi mnogo
precizniji zakljucci o stanju povrsine nego sa dvodimenzionalnim tumacenjima. U pocetku su
se pri 3D mjerenjima koristili isti gore navedeni parametri samo §to im je umjesto oznake R
dodavana oznaka S (Sa, Sq, Sz). Za razliku od parametara R koji se odnose samo na jednu
liniju, S parametri se odnose na cijelu povrsinu [20, 53, 57, 58, 63].

Kasnije se uvode parametari koji mogu da opisuju funkcionalne karakterizacije
povrsine koje su od velikog znacaja za odnose sa okolnim medijima. Ovi funkcionalni
parametri su izvedeni iz tzv. krive nosivosti (bearing curve) koja se jo§ oznacava i kao Abe-
Fajerstonova kriva (Abott-Firestone curve), po autorima koji su je prvi opisali. Prvobitna
namjena je bila da se ovaj princip koristi za testiranje novobradenih povrSina [58] .Kriva
nosivosti fizi¢ki predstavlja udio nose¢e povrSine(dio povrSine koja nosi opterecenje) na
razli¢itim visinama(od najviSeg vrha do najnize doline). Kriva nosivaosti i izvodenje
funkcionlnih parametara se vr$i prema ISO 13565 stadardu Sto je predstavljeno na (slici 1.
15). Povlaci se horizontalna linija za vrijednosti udijela nose¢e povrsine 5% 1 80%, neki ove
linije obiljezavaju sa Z s 1 Z o3 . Nastale zone nazivaju se zone pikova, centralna zona(zona

jezgra) i zona dolina [20, 59-63].
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Slika 1.15. Formiranje krive nosivosti prema Miletic¢u [53]

U osnovi kriva zone nosivosti predstavlja zbirnu distribuciju duzina pojedinacnih
platoa koja bi nastala ukoliko bi povrSina bila abradirana do nivoa ravni na toj visini. Kriva
prati nivo ravni od najviSeg pika do najnize doline, na svakom nivou profila. Koli¢ina
materijala obuhvacenog presjekom se prikazuje kao proporcija (dio) cjelokupne povrSine
(slika 1.16.).

Indeks nosivosti povrSine (Sbi) pokazuje koji dio gornje zone povrSine ucestvuje u
habanju. On predstavlja odnos RMS devijacije 1 visine Zg os koja odgovara 5% udjelu nosece

povrsine. Izra¢unava se prema formuli:

1

Spi=9 =

Zo.05 ho.os

Na osnovu krive nosivosti se odreduju funkcionalni parametri. Prvo se trazi segment
krive nosivosti koji ima najmanji nagib, pa se zatim metodom najmanjeg kvadrata odreduje
prava linija koja prolazi kroz pomenuti segment. Veli¢ina segmenta mora biti 40% od
veli¢ine krive nosivosti. U tackama presjeka nastale linije i vertikalnih linija na pozicijama
0% 1 100% x ose, ucrtavaju se horizontalne linije. Zatim se ucrtava linija sa pocetkom u tacki

presjeka krive nosivosti i gornje horizontalne linije i krajem na vertikalnoj liniji 0%. Polozaj
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krajnje tacke treba da je takav da povrSina oformljenog trougla odgovara povrsini izmedu
krive nosivostii gornje horizontalne linije. Na sli¢an nain se ucrtava linijja od donje

horizontalne linije do vertikalne linije 100% (slika 1.16.) [20, 57, 59-63].
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Slika 1.16. Funkcionalni parametri proistekli iz krive nosivosti

Najznacajniji parametri proistekli iz krive nosivosti, a definisani prema ISO 13565-
2[61-63] su:

Rk (hrapavost u srednjoj zoni — “Core Roughness”) je mjera nominalne
hrapavosti, odnosno rastojanja od najviSe do najnize tacke koja bi nastala nakon uklanjanja
dominantnih vrhova i1 dolina. Predstavlja hrapavost povrSine koja nosi opterecenja nakon
pocetnog uklanjanja vrhova. On se odreduje na Y osi postavljanjem 40% linije na krivu
nosivosti na minimalnoj tacki pada 1 presjekom sa produzenim linijama 0% 1 100% (slika
1.16.).

Rpk (redukovana visina vrhova) predstavlja mjeru visine vrhova koji se nalaze
iznad nominalne hrapavosti povrSine, odnosno vrhova koji izviru iznad glavnog platoa
povrsine. Pokazatelj je materijal koji se prvi uklanja pri mehani¢kom dejstvu. Vise vrijednosti

Rpk ukazuju da je povrsina kontakta mala zbog visokih vrhova. U vecini slucajeva je
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potrebna niza vrijednost Rpk kako bi se smanjio broj Cestica nastalih prilikom trenja.
Odreduje se na osnovu Seme prikazane na (slici 1.16). Predstavlja visinu desnog trougla na Y
osi od 0% do tacke M1.

Rvk (redukovana dubina doline) predstavlja mjeru dubine doline ispod nominalne
hrapavosti, tj. doline ispod glavnog platoa povrSine. NajviSe se koristi za procjenu
sposobnosti zadrzavanja fluida i zarobljavanja Cestica habanja. Odreduje se isto na osnovu
(slike 1.16.) i to kao visina lijevog trougla. Osnovica nastalog trougla se ¢esto oznacava i kap

Sr2-. Razlika 100-Mr1 predstavlja udio povrsSine koju sacinjavaju najdublje doline.

1.4. Reparacija oSteCenja na zubnoj gledi

Malo je istrazivanja do sada koja su imala za cilj da ispitaju mogucnost i stepen
reparacije oStecenog tkiva gledi poslije dejstva gaziranog napitka. Uglavnom su ispitivane
pojedine zubne paste sa fluoridima, argininom 1 kazein-fosfopeptidom u amorfnom kalcijum
fosfatu (CPP-ACP) [64, 65]. Stepen oporavka gledi je bio razliitog intenziteta i najviSe
izrazen kod arginina i CPP-ACP. Nismo pronasli studije koje bi ispitivale u kojoj mjeri
prethodni tretman sa pojedinim preparatima smanjuje intenzitet promjena [65, 66].

U poslednje vrijeme se sve viSe spominje uloga polalkohola(poliola)
Ksiltiola(Xyilitol), ne samo u inhibiciji razvoja kariogenih mikroorganizama (S. mutans), ve¢
1 u remineralizaciji zubne gledi. Ksilitol spada u acikli¢ne polialkohole koji predstavljaju
takode grupu ugljenih hidrata, ali za razliku od Secera slabije se razlazu i1 absorbuju znatno
sporije u digestivnom traktu. Hemijski se polioli jos nazivaju i1 SeCerni alkoholi jer
predstavljaju jedinjenja sli¢na ugljenim hidratima kod kojih je karboksilna grupa zamijenjena
sa reaktivnom hidroksilnom. Dijele se u dvije velike grupe acikli¢ne alkohole ALDITOLE 1

cikli¢ne poliole (slika 1.17.) .
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ALDITOLI(glycitol1)

Aciklicnajedinjenja CIKLICNT POLIOLI

OH o
HD/‘\\__,)\‘__/OH Eritritol

4 C atoma Inositol
OH
Xylitol 6 OH OH4
"D/T'\!_/\CH 5 C atoma HO 5 OH
HO
¢ ¢ Sorbitol e O
| D-glucital

6 C atoma

Slika 1.17. Polioli (preuzeto od Vojinovic¢ i sar. [71]

Polioli se nalaze u laguminozama, pojedinom vocu(Sljive), pecurkama, Zitaricama i
drugim namirnicama bogatim sa vlaknima. U hrani obi¢no zamjenjuju Secere u odnosu 1:1.
Imaju slabiji uticaj na podizanje glukoze u krvi i stvaraju od 0 (eritrol) do 3 kcal/g. Bakterije
usne duplje, posebno kariogene iz oralnog biofilma, ne mogu ili minimalno razlazu poliole, a
samim tim ne stvaraju kiseline uzro¢nike gledne demineralizacije. Ksilitol je uveden u
stomatologiju 70-tih godina prosloga vijeka i brojne studije su ukazale na sposobnost
smanjenja karijesa [67, 68].

Ksilitol (sinonimi: xylitol, xylit, Kylit, newtol, Klinit; kannit, eutrit, Meso-X, E967)
spada u grupu alditola sa 5 ugljenikovih atoma. Izolovan je jo§ davne 1881. god. nezavisno
od nijemca Fisher-a (iz kore breze) i1 francuza Bertrand-a (iz slame pSenice i ovsa). Ipak tek
1950. godine biohemicar Touster otkriva da ksilitol predstavlja regularni sastojak

metabolickog procesa kod ¢ovjeka (pentozni Sant) [69, 71].
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Osnovna svojstva ksilitola su (Slika 1.18.):

Hemisjke osobine Fizicke osobine
CB broj CB4353243 | Rastvorljivost u vodi | 169g/100ml na 20 oC
Formula C4H1205 Tacka topljenja 92 °C
Gustina 1,52 g/cm? Tacka kljucanja 216 °C
Hemisjke osobine Fizicke osobine
Molarna masa 152.15 g/mol Opticka aktivnost nema

MOL file 87-88-0 mom
Slatkoc¢a 1,6 glukoze
Energija 2,4 keca/g

Ne rastvara se u:

dioxinu, dietiletru,

estrima, alkalnim
halogenima

ugljovodonicima,

propanolu, butanolu

Pored zamjene za SecCere kod dijabeticara, ksilitol je

Slika 1.18. Osobine ksilitola

nema dovoljno, na dokazima zasnovanih studija, da to i potvrde [72—75].

imao i druge manje ili vise

uspjeSne medicinske primjene posebno u prevenciji infekcija srednjeg uha, mada jo§ uvek

Pojedine eksperimentalne i klinicke studije su ukazale na sposobnost ksilitola da vrsi

remineralzaciju kariozne lezije [69, 70].

Stevia je nova vrsta prirodnog nepoliolonog zasladivaca koji pokazuje citav niz

koji se ve¢ vjekovima koristi kao zasladiva¢ kod domorodaca Juzne Amerike [76, 87].

pozitivnih svojstava na zdravlje organizma. Stevija je rod od oko 240 biljnih vrsta iz porodice
suncokreta (familja Asteraceae/Compositae) porijeklom iz tropskih predijela sjeverne i Juzne
Amerike (najvise Brazil 1 Paragvaj). Vrsta Stevia rabundiana je poznata i kao slatki ili Se¢erni

(medni) list (slika 1.19.). 1z biljke se izdvaja aktivni ingredijent u obliku kristalne substance
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Slika 1.19. Biljka Stevia rebundiana u cvijetu. List je osnovni nosilac aktivnih principa

Slatkoc¢a stevijnih listova je intenzivnija i dugotrajnija (i do 300 puta veéa) od
saharoze. I pored hiljadugodi$njeg koriS¢enja postojala je do skora sumnja u vezi njene
masovne primjene, bazirana na nekim eksperimentima na zivotinjama. Ipak u Japanu se
koristi ve¢ decenijama, u SAD je dozvoljena kao dodatak ishrani, u EU je dozovljena od
2010 godine [80, 87].

Hemijska jedinjenja odgovorna za prirodnu slatkocu, ali i sva ostala dejstva, je
raznolika grupa glikozoida koji nose zajednicko ime steviol glukozoidi. Svi oni nose

zajednicko osnovno steviol jezgro (slika 1.20.) [76, 77].

Slika 1.20. Steviol jezgro. Na oznacenim mjestima sa zvjezdicom karboksilne grupe (R1) i
hidroksilne grupe (R2) se vezuje jedan ili vise molekula monosaharida

34



Za osnovno jezgro se na odredenim mjestima (Slika 1.20.) vezuju molekuli glukoze i

u zavisnosti od njihovog broja imamo razaliCite glikozide. U ekstraktu iz biljke Stevia
rebundiana se nalazi nekoliko klju¢nih glikozida. Najvazniji su (u zagradama je navedena
njihova procentalna zastupljenost) [75, 76, 77]:

e Stevioside (5-10%)

e Rebaudioside A (2—4%)

e Rebaudioside C (1-2%)

e Dulcoside A (0.5-1%)

e Rebaudioside B

e Rebaudioside D
e Rebaudioside E

Steviosid posjeduje vezane dvije molekule glukoze na mjestu hidroksil grupe (R2 na
slici 1.20), dok rebadioside A posjeduje tri molekula glukoze gdje se veza ostvaruje preko sa

srednjom u nizu (slika 1.21.). Ostali stevioli se nalaze u tragovima [75, 76, 77]:

HO
VAN
HO=T~ (M 0 ™
HDM Ft-ﬁ-l,. HOT el 'D"’WEH
W, 4
-

“‘@ .

J,:.g, Stevioside { i

Staviel m o 41-#”1 i)
OH HO. 0

OH

Rebaudiaside A

Slika 1.21. Osnovni glikozoidi koji daju biohemijska svojstva ekstraktu stevie rebundiane

Raniji rezultati ispitivanja slatkoce su pokazali da su rebaudiosid A 150 do 320 puta,
steviosid 10-270 puta, rabaudiosid C 40-60 puta i dulcosid 30 puta sladi od glukoze. Noviji
nalazi pak ukazuju da su te vrijednosti neSto manje i iznose za rebaudioside A 240 puta, a
steviozid 140 puta vecu slatkocu. Rebaudiosid A pokazuje najmanju naknadnu gorcinu.

Relativna slatkoca inace varira u zavisnosti od koncentracije, pri ¢emu je mjeSavina svih
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stevioil glukozoida koja se nalazi u prirodnom ekstraktu oko 150 puta slada od 3% rastvora
saharoze, ali samo 10 puta slada ako se poredi sa 10% rastvorom [79, 82, 87].

Steviol glikozoidi su rastvorljivi u vodi, posjeduju temperaturnu i pH stabilnosti i ne
podlijezu fermentaciji. lako izazivaju izrazenu slatkocu ne dovode do glikemi¢nog odgovora
kada se progutaju, zbog cega su zanimljivi kod osoba sa glikemi¢nim poremecajima.
Preporucena dnevna doza unosa (ADI) se krece oko 4 mg/kg tezine [87].

Poslednjih godina vise studija ukazuje da pored svoje klju¢ne uloge kao zamjene za
Secer 1 uloge u regulisanju hiperglikemije, steviosidi iz biljke stevie rebundiane mogu da imju
i dodatna terapeutska dejstva. Spominju se jos 1 antiinflamatorni, antimikrobni, antioksidtivni,
antiviralni, imunomodulatorni, diureticki, gastroprotektivni, pa ¢ak i1 antitumorski efekti [76,
80,82, 83, 86].

U postoje¢im bazama podataka vrlo je malo objavljenih istrazivanja o dejstvu
steviosida na oralne strukture i njihovom potencijalnom uticaju na oralno zdravlje. Glikozoidi
ne pokazuju kariogene potencijale ve¢ naprotiv, postoje odredeni podatci o kariostatskim
efektima. Pokazano je da ekstrakti iz stevije mogu da djeluju na kariogene bakterije iz roda S.
mutans 1 S. sobrinus i da uti¢u na smanjenje produkcije kiselina u dentalnom plaku [80, 83,
84]. Nismo uspijeli da pronademo istrazivanja o uticaju steviozida na procese

remineralizacije zubne gledi.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Osnovni cilj istrazivanja je utvrditi dejstvo ksilotola i stevie u zastiti 1 oporavku gledi
zuba usljed dejstva gaziranih napitaka.Brojne studije u svijetu, kao i naSe istrazivanje su
nedvosmisleno pokazale dejstvo gaziranih napitaka, posebno kola tipa na povrSinsku
strukturu gledi. Isto tako potrosnja kola napitaka je u sve veéem porastu, posebno kod
mladih, pa pojedine ankete biljeze da ih koriste ¢ak i djeca od 2 godine. Zbog toga je
znacajno da se preispitaju sve mogucnosti dodatne zastite gledi zuba.

Ciljevi istrazivanja bi bili:

1. Ispitati u kojoj mjeri prirodni zasladivaci ksilitol i1 stevia mogu da zastite i
oporave povrsinu gledi od oStecenja izazvanih agresivnim gaziranim napitkom
Coca Colom.

2. Da se uporede rezultati gledne strukture i ultrastrukture dobijeni sa SEM-om i
AFM tehnologijom.

3. Da se ispita mogucnost koriS€enja parametara krive nosivosti u analizi
promjena u povrSinskim slojevima gledi.

4. Da se ispita tip mineralne akumulacije pod uticajem vjestackih zasladivaca u

poredenju sa vjeStackom pljuvackom.
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3. HIPOTEZA

Prirodni zasladivaci ksilitol i stevia imaju znacajne zaStitne efekte smanjujudi
oste¢enja gledi pod dejstvom gaziranog napitka i kao takva mogu da se preporuce kao

preventivna svakodnevna sredstva bez potencijalnih Stetnih efekata.
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4. MATERIJAL I METOD

Istrazivanje je sprovedeno na zubima Covjeka izvadenim iz ortodontskih razloga,
dobijenim uz saglasnost pacijenta iz Medunarodnog centra za stomatoloSku edukaciju,
konsultativno-konzilijarne analize 1 savjetodavno stru¢nu pomo¢ u sudskomedicinskim
sporovima iz oblasti stomatologije u Novom Sadu.

Zubi su prikupljani u skladu sa etickim protokolom koji je odobren od strane
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Banjoj Luci. Prije vadenja, sa zuba su uklonjene meke
naslage 1 naslage kalkulusa. Pomoc¢u dijamantske Sajbne, primjenjujuci mali broj obrtaja, uz
hladenje vodom, razdvojen je korijen zuba od krunice. Zatim su zubi stavljeni u sterilni
fiziolo$ki rastvor na temperaturi od 4 °C.

Ukupno je odabrano 96 zuba podijeljenih u tri grupe, u kojima je od svake grupe
uzeto po 32 uzorka gledi veli¢ine (3 mm x 2 mm x 2 mm). Ti uzorci su pripremljeni za
analizu prema standardnoj proceduri.

Svaki uzorak je fiksiran za nosa¢ mikroskopa pomocu cijanoakrilatnog adheziva. Zubi
su podijeljeni u 3 grupe sa po 32 zuba u svakoj gdje ¢e jedna biti treirana 10% rastvorom
ksilitola praha (Miradent®, Njematka Hager & Werken GmbH & Co. KG, Duisburg,
proizvodni broj 35015031904), druga 10% rastvorom prirodnog praha Stevia rebaundiana
(Njemacka, Kriiger GmbH & Co. KG, Bergisch Gladbach, proizvodni broj 046746708530) i
treca eksperimentalna bez dejstva bilo kakvog sredstva.

Prva grupa je tretirana 24h u 10% rastvoru ksilitola, druga u 10% rastvoru stevie
rebaudiana, a tre¢a drzana u rastvoru vjestacke pljuvacke. Poslije toga perioda su sve grupe
drzane u rastvoru Coca Cole na temperaturi od 37 C u trajanju od 12h §to je u literaturi [5]
pokazalo kao period kada pocinju najizrazenija oStecenja. Poslije toga su zubi ponovo

vraéeni u prvobitne rastvore.
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Kao vjestacka pljuvacka koriSc¢en je rastvor napravljen prema formuli datoj od strane

Shellisa-a [167]:

Sastojci Koncentracija(mg/l)
Amonijm hlorid 233
Kalcijum hlorid dehidrata 210
Magnezijum hlorid heksahidrat 43
Kalijum hlorid 1162
Kalijum dihidrogen ortofosfat 354
Kalijum tiocijanat 222
Natrijum citrat 13
Natrijum vodonik karbonat 535
Dinatrijum vodonik ortofosfat 375
pH 6,8

— Poslije tretiranja odgovaraju¢im, gore navedenim agensima, izvrSena je njihova
priprema za analizu pomoc¢u Skening elektronskog mikroskopa (Scanning Electrone
Microscopy SEM) i Mikroskopa meduatomskih sila (Atomic force microscopy AFM).
Polovina u svakoj grupi je ispitivana sa Skening elektronskim mikroskopom (SEM), a druga
polovina sa Mikroskopom meduatomskih sila (Atomic force microscopy (AFM).

Anliza je vrSena na SEM tipa SEM JEOL T220 koji se sastoji 1 od Naprasivaca

BLAZERS SDC-050.

Navedena analiza izvrSena je u NanoLab, Biomedicinsko inZenjerstvo na Univerzitetu
u Beogradu.

Da bi se pojedinacni uzorak mogao skenirati elektronskim mikroskopom mora biti
elektricno provodljiv. Ovo je vazno zbog $to manje distorzije dobijene slike, Sto boljeg
prijema snopa elektrona na povrSinu uzorka kao i postizanje bolje emisije sekundarnih
elektrona. PovrSine uzoraka koje po prirodi nisu provodljive, pomocu ovog uredaja moraju
biti naprasene prikladnim elektricnim provodljivim slojem. Uslov za napraSivanje je da

uzorak bude Cist a dodatno se tretira argonom pod pritiskom 0.05-0.1 mbara da bi se
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odstranili kondenzovani gasovi, posebno vodena para. NanoSenje tanke provodljive prevlake
se vrSilo naparavanjem u vakumskim uslovima zbog S$to preciznije prevlake visoko
strukturiranih uzoraka. NapraSivanje se vr$ilo ne samo metalno provodljivim slojem zlata,
nego se prevlaka na povrsini uzorka nacinila karbonskim vlaknom. Visina topa naprasivaca
od uzorka je bila  optimalno 5cm, a napraSivanje zlatom se vrSilo pri naponu 300V i
optimalno traje 40 sekundi pri struji 40mA za provodljivi sloj zlata debljine 10nm. Zatim se
sa iste radne distance sa argonom, naprasio uzorak, slojem zlata, pri struji od 60mA, debljina
sloja je 33nm po minuti.

Veli¢ina uzorka koju se moze skenirati je bila pre¢nika od 10-32mm i visine do
10mm. Rezolucija snimka je maksimalno Snm, mogude uveéanje je u rasponu od 15 do 200
000 puta, napon akceleracije: 0.5-30 kV. Mikroskop trosi 2L u minuti rashladne vode i snage
iz mreze 100 V AC 50/60Hz 2kW, stalne struje 20A, gdje je struja pokretanja mikroskopa
60A.

Koris¢en je slede¢i protokol za naprasivanje: Priprema dvoslojne ljepljive folije i
stavljanje na nosa¢ — stub; postavljanje pripremljenog uzorka zuba na nosac; gaSenje
napraSivaca kad je vakum pumpa dovoljno zagrijana;ventiliranje konzole za napraSivanje i
otvaranje kupole napraSivaca; postavljanje uzorka zuba u kupolu za napraSivanje; pritiskom
na SPUTTERING ubacujemo argon za $to bolju pripremu uzorka 1 §to bolje izvlacenje vlage
pod vakumom pumpe (pritisnut nekoliko puta u razmacima od 30 sec).

Protokol za skeniranje je bio: postavljanjem stubi¢a sa uzorcima zuba na nosac
stubi¢a;ventiliranje elektronskog topa mikroskopa i1 postavljanje konzole sa uzorcima;
pokretanje vakum pumpe mikroskopa sa PUMP DOWN; aktivitanje topa sa potenciometrom
H Voltage do maksimalne vrijednosti i Filamenta do pozicije oznacene linijom; prikaz uzorka
pomocu osnovnih komandi mikroskopa (SPOT SIZE, BRIGHTNES, CONTRAST, FOCUS,

FILE FOCUS, MAGNIFICATION itd); pokretanje programa za prikaz slike mikroskopa na
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racunaru ORION; podeSavanje dijela uzorka koji se posmatra po svim osama pomocu
komandi na elektronskom topu mikroskopa ,fokusiranje dijela uzorka FOCUS i snimanje
slike u Photo modu na uvecéanju koje je prethodno namjesteno SHUTTLE i pohranjivanje na
lokalni racunar.

Za AFM ispitivanje je koriS¢en nanotehnoloSki uredaj JSPM-5200. Radi se o
integrisanom nanosistemu sa vise radnih modova kod kojeg je moguce realizovati sljedece
funkcije: STM, AFM, MFM, ECSPM. JSPM-5200 se sastoji od AFM baze, anti-vibracionog
stola, AFM pojacivaca, SPM kontrolora, raunara, i opcionih komponenti kao $to su
mikroskopski sistem sa CCD kamerom, vakuum sistem itd. Ovaj sofisticirani aparat baziran
je na visokoj rezoluciji svoje sonde koja moze da detektuje frakcije u nanometrima i to
mnogo bolje (1000 puta preciznije) nego Sto je granica optickog prelamanja.

Analiza slike vrSena je sa upotrebom programa WinSPM (Processing). Ovaj
programski paket omogucava korisniku obavljanje razli¢itih funkcija za obradu, kako bi se
poboljsao kvalitet slike dobijene programom za skeniranje. Te funkcije ukljucuju: nivelisanje
slike, prilagodavanje osvijetljenosti 1 kontrasta, primjenu raznih filtera itd. Analiza profila na
slici skenirane povrSine moze se raditi na viSe nacina: Single, Multi, Extra i Multiple Images.
Kod Single analize jedna proizvoljna linija moZe biti postavljena u bilo kom smjeru unutar
slike, a mjere se udaljenosti izmedu dvije tacke i visinska razlika izmedu do tri para markera.
Kod Multi analize moze biti postavljeno do pet proizvoljnih linija u bilo kom smjeru unutar
slike. Kod Extra analize se unutar postavljene pravougaone oblasti mjeri hrapavost skenirane
povrsine 1 kod Multiple Images analize mogu biti postavljene do tri slike, a profil se analizira
na istoj liniji.Ovdje je koriStena Multi analiza profila.

Ovaj program, WinSPM (Processing), omoguc¢ava i generisanje trodimenzionalnih
slika skenirane povrSine (pti¢ija perspektiva). Parametri koji se mogu podesavati su Position

(smjer prikaza), Zoom (visina po Z-osi) 1 Centering (centriranje povrSine u odnosu na ekran).

42



KoriS¢ena je funkcija kreiranja izvjeStaja, koja se koristi za prikazivanje slika,
mjerenja, profila i 3D slika u obliku izvjeStaja za Stampanje koji ¢e biti prikazani u
rezultatima istrazivanja. Podrazumijeva se da je format stranice A4 u vertikalnom polozaju.
Mogu biti prikazani podaci o mjerenju za izabranu 2 D sliku.

Posto se pomo¢u AFM-a mogu mjeriti razlicite sile, primjena te tehnologije je veoma
Siroka i popularna medu razli¢itim nau¢nim istrazivanjima i to ne samo u bioloskim naukama
i tehnickim naukama (ispitivanjima materijala). U svim slucajevima, sila koja izaziva
pomjeranje je tanana i proporcionalna udaljenosti vrha od povrsSine. Kada se ispituje povrsina
uzorka neophodno je da sila bude nepromijenjena, Sto se oznacava kao ,,constance force
mod”. Istovremeno se kao posljedica torzione fleksije (torziono savijanje) dobijaju i
informacije o frikcionim svojstvima (trenje) ispitivane povrSine. Ipak, za veoma meke
povrsine, frikcioni efekti nisu poZzeljni tako da je uveden i pulsiraju¢i rezim kantilevera —
tepping mode. Ovo stanje se izaziva pomocu oscilirajuceg piezo kristala koji frikcione efekte
pretvara u elektri¢ne oscilacije.

Ispitivanja nanoureza (nanoindentation) pomo¢u AFM-a je vrlo selektivna i
nedestruktivna metoda za izracunavanje tvrdoce 1 modula elasti¢nosti. U stomatologiji, ¢iji je
razvoj velikim dijelom uslovljen poznavanjem i pracenjem bioloskih 1 mehanickih
karakteristika tvrdih (mineralizovanih) tkiva, tek su posljednjih godina zapoceta istrazivanja
sa ovom preciznom tehnikom. Rezultati tih analiza tkiva usne duplje uvela su i stomatolosku
nauku u nanoeru.

Slike su radene sa veoma usporenim skeniranjem na povrini od svakih 25,0 um?,
frekvencijom skeniranja od 0,1 Hz sa 256 linija po uzorku, kako bi se izbjegla oStec¢enja
sonde.

Softer samo aparata je izbacivao obradene podatke krive nosivosti ispitivanog profila

sa analizom trodimenzionalnih parametara Rk, Rpk 1 Rvk.
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Statisticka obrada dobijenih parametara krive nosivosti je vrSena pomoc¢u SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences). IzraCunavane su vrijednosti Deskriptivna
statistika na osnovu minimalno i maksimalno dobijenih vrijednosti poput raspona, aritmeticke
sredine, medijane, standardne devijacije i koeficijanta varijacije.

Za testiranje medusobnog odnosa koriS¢eni su sljedeci testovi Kolmogorov-Smirn-ov
test, a pri grani¢nim vrijednostima kori$¢en je Shapiro-Wilk’s-ov test. Pri nivou znacajnosti
ve¢em od 0.05 prihvata se nulta hipoteza da obiljezje potice iz normalne distribucije.

Korelacija je odredivana sa Pearson-ovog koeficijenta korelacije, a znacajnost sa One-
Sample Test (t — test za jedan uzorak).

Meduzavisnost dobijenih parametara je odredivana pomocu analize varijanse

(ANOVA) i Tukey-ev HSD test za istrazivanje razlika izmedu nivoa.
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5. REZULTATI

Isptrazivanje je sprovedeno u dva dijela. Skening elektronska mikroskopija je imala
za cilj da ukaze na osnovne kvalitativne promjene povrSine gledi prije svega u smislu
postojanja kalcificiranih depozita 1 erozivnih polja, dok je AFM trebalo da kvantifikuje

stepen hrapavosti.

5.1. Ispitivanja pomo¢u SEM-a

Na viSe povrSina, razliCitth zuba dejstvo ksilitola i stevije je uporedivano sa

kontrolnom grupom koja je bila izlozena samo dejstvu rastvora vjestacke pljuvacke.

5.1.1. Kontrolna grupa

Na slici 5.1. je prikazana uobicajena slika povrSine zuba koji je bio izloZzen dejstvu
Coca-Cole 1 zatim izloZen rastvoru vjestacke pljuvacke. Primjecuju se ostrije naznaceni

rubovi glednih prizmi kao znaci po¢etne demineralizacije.

WD: 12.38 mm

View field: 217 pm
SEM MAG: 1.67 kx

Slika 5.1. Povrsina gledi kontrolnog uzorka
Slika br 5.2. prikazuje vece uveliCanje djelimi¢no demineralizovanog otvora prizmi.
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SEM HV: 20 kV WD: 12.22 mm - MIRA3 TESCAN
View field: 21.7 um
SEM MAG: 16.7 kx

Slika 5.2 Demineralizovani zavrsetci glednih prizmi

Na pojedinim mjestima su izrazeni depoziti amorfne minaralizovane mase (Slika 5.3.15. 4.)

SEM HV: 20 kV WD: 12.23 mm MIRA3 TESCAN
View field: 20.2 pm
SEM MAG: 17.9 kx

Slika 5.3. Mineralizovani depoziti na povrsini gledi
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3

SEM HV: 20 kV WD: 12.38 mm v MIRA3 TESCAN

View field: 10.8 ym
SEM MAG: 33.3 kx

Slika 5.4. Amorfni mineralni depoziti na povrsini gledi kontrolne grupe

Mineralni depoziti se skupljaju na obodu prizmi popunjavajuci djelimicno defekte

nastale korozivnim dejstvom gaziranog napitka (sL.5. 5.).

/ por®)

MIRA3 TESCAN

View field: 42.3 pm
SEM MAG: 8.565 kx

Slika 5.5. Kontrolna grupa. Mineralni depoziti na rubovima glednih prizmi

Depoziti nisu usmjereni i vise su formirani u zrelije kristalne forme.
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5.1.2. Stevija grupa

Generalno se primjecuje na povrSini viSe amorfne mase u pocetnim fazama
kristalizacije, sa viSe organskih komponenti 1 sa manje prostora izmedu u odnosu na

kontrolnu grupu (slika 6.6.).

1
e e -

v e 1] =
e el N e

S Y B Y Wik 1.4 mem
Vs fisld: 7.0 o
RN HA: 80 s

Kontrolna Stevia

Slika 5.6. Amorfne mineralizovane mase na povrsini

Analizom mineralizovanih masa uoceno je da su kristali manji i usmjereniji. U
dubljim dijelovima gdje ocigledno nije bilo jaceg korozivnog uticaja Coca Cole naziru se

osnovne strukture prizmi (slika 5.7.).
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SEM HV: 20 kV [ MIRA3 TESCAN
View field: 15.2 pm
SEM MAG: 23.8 kx

SEM HV: 20 kV WD: 11.20 mm MIRAZ2 TESCAN

View field: 1.64 pm 500 Nnm
SEM MAG: 220 kx

Slika 5.8. Usmjerena kristalizacija kod prisustva stevije
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Veli¢ina pocetnih kristala u amorfnoj formi mineralnog pokrivaca poslije dejstva
stevije ne prelazi 100 nm Sto bi moglo da odgovara nanoapatitima. Isto tako se uocava

prisustvo pravilnih vlakana ispod te povrSine (slika 5.9. aib).

.

SEM HV: 20 kV WD: 11.19 mm
View field: 4.33 pm
SEM MAG: 83.3 kx

L3 =471380mm

‘ 42—20,918m m

#L1 =45.02 nm

- ATy

Mg
SEM HV: 20 kV WD: 11.19 mm
View field: 0.918 pm
SEM MAG: 394 kx

Slika 5.9 b Velicina usmjerenih kristalnih struktura

Uocene kristalne strukture se razvijaju iz sfrenih globula na povrSini. Usmjerenost se

primjecuje u dubljim slojevima gdje se deSava prelazak iz amorfne mase u kristalnu.
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SEM HV: 20 KV WD 11.74 mm MIRAZ TESCA
Wi field: 9,14 pm
SEM MAG: 39.5 kx

Slika 5.10. Prelazak amorfne mase u usmjerenu

5.1.3. Ksilitol grupa

Na povrsini se nalazi tanji sloj mineralizovane mase $to je blize nalazu kod kontrolne

grupe (slika 5.11.). Uocljiviji su dijelovi demineralizovanih prizmi (slika 5.12.).

o "-\
SEM HV: 20 kV WD: 12.67 mm MIRA3 TESCAN
iew field: 21.7 ym S5 um
SEM MAG: 16.7 kx

Slika 5.11. Mineralne mase na povrsini gledi tretirane ksilitolom
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SEM HV: 20 kV WD: 12.66 mm
View field: 43.3 pm
SEM MAG: 8.33 kx

Slika 5.12. Prekrivene demineralizovane prizme
U mineralizovanoj masi je otkriven veci broj ve¢ formiranih kristala vece veli¢ine koji

su nepovoljniji za dobro upakivanje i remineralizaciju gledi (slika 5.13.).

SEM HW: Z0 kW WD: 13.36 mm | MIRAZ TESCA
“Wiews field: 14.5 pm

Slika 5.13.a Povrsina gledi tretirana ksilitolom
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SEM HV: 20 kV WD: 13.36 mm MIRA3 TESCAN
View field: 4.02 ym
SEM MAG: 89.8 kx

Slika 5.13.b Formirana kristalna povrsina tretirana ksilitolom

5.2. Ispitivanje hrapavosti pomo¢u AFM mikroskopa

Tokom istrazivanja pra¢eno je devet parametara grupisanih u tri grupe: Kontrolna
grupa, Stevija i1 Ksilitol. U svakoj od grupa pracena su tri parametra: Rk core, Rpk i Rvk. Za

svaki od parametara izvrSeno je 32 mjerenja.

5.2.1. Kontrolna grupa

Na kontrolnim povr§inama se uocavaju zone demineralizacije kao udubljenja u
predijelu glave prizmi, prekriveni sa amorfnom masom.Veca uvecanja pokazuju da se radi o

globularnim tvorevinama (slika 5.14.).
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Slika 5.14. AFM prikaz povrsine kontrolnih zuba

U kontrolnoj grupi za Rk core minimalna izmjerena hrapavost je 145, a maksimalna

166 nm. Medijana je 157, a prosjecno izmjerena hrapavost je 157.66 nm, dok je standardna

devijacija 6.136 nm.

Kontrolni Rk core [nm]
N Minimum | Maksimum | Raspon | Medijana| Srednja Standardna
vrijednost|  devijacija

32 145 166 21 157.00 | 157.66 6.136
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Kontrolni RK core [mm]

170

165

160

155+

150

145- ——

Primjenom One-Sample Test-a dobijena je statisticki znacajna razlika hrapavosti (t = -
2.161, p = 0.039) za kontrolni Rk core [nm] u odnosu na referentnu vrijednost (160 nm) uz
napomenu da je prosjecna vrijednosti hrapavosti posmatranog uzorka za kontrolni Rk core

[nm] niza od referentne vrijednosti.

One-Sample Test

Testna vrijednost = 160
t df S.Z. Srednje 95% Razlika intervala
(dvostrana) | odsupanje pouzdanosti
Donji Gornji
hrapavost | -2.161 31 .039 -2.344 -4.56 -.13

Minimalna izmjerena hrapavost u kontrolnoj grupi za Rpk je 119, a maksimalna 145
nm. Medijana je 136, a prosjecno izmjerena hrapavost je 134.91 nm, dok je standardna

devijacija 7.541 nm.
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Kontrolni Rpk [nm]

N

Minimum

Maksimum

Raspon

Medijana

Srednja
vrijednost

Standardna
devijacija

32

119

145

26

136.00

134.91

7.541

Kontrolni Rpk [nm]

140

130

120

Primjenom One-Sample Test-a dobijena je visoko statisticki znaCajna razlika
hrapavosti (t = 2.930, p = 0.006) za kontrolni Rpk [nm] u odnosu na referentnu vrijednost
(131 nm) uz napomenu da je prosjecna vrijednosti hrapavosti posmatranog uzorka za

kontrolni Rpk [nm] visa od referentne vrijednosti.

One-Sample Test

Testna vrijednost = 131
t df S.Z. Srednje 95% Razlika intervala
(dvostrana)| odstupanje pouzdanosti
Donji Gornji
hrapavost| 2.930 31 .006 3.906 1.19 6.62

56



Maksimalna izmjerena hrapavost u kontrolnoj grupi za Rvk je 124, a minimalna 96
nm. Medijana je 110, a prosje¢no izmjerena hrapavost je 109,63 nm, dok je standardna

devijacija 8.702 nm.

Kontrolni Rvk [nm]

N Minimum | Maksimum | Raspon |Medijana| Srednja Standardna
vrijednost devijacija
32 96 124 28 110.00 [ 109.63 8.702
Kontrolni RvKk [nm]

125

120

115

110

105

100

05— -

Primjenom One-Sample Test-a dobijena je visoko statisticki znafajna razlika
hrapavosti (t = 2.930, p = 0.006) za kontrolni Rpk [nm] u odnosu na referentnu vrijednost
(131 nm) uz napomenu da je prosjeCna vrijednosti hrapavosti posmatranog uzorka za

kontrolni Rpk [nm] niza od referentne vrijednosti.

One-Sample Test

Testna vrijednost = 110
t df S.Z. Srednje 95% Razlika intervala
(dvostrana) | odstupanje pouzdanosti
Donji Gornji
hrapavost] -.244 31 .809 -.375 -3.51 2.76
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5.2.2. Stevija grupa

Stevija grupa pokazuje manje izrazene doline 1 prekrivenost prizmati¢nih udubljenja

sa debljim slojem mase nesto organizovanije strukture(slika 5.15.).

Slika 5.15. Stevija grupa AFM snimci
U grupi Stevija za Rk core minimalna izmjerena hrapavost je 3095, a maksimalna

3249 nm. Medijana je 3170, a prosje¢no izmjerena hrapavost je 3165.28 nm, dok je
standardna devijacija 43.774 nm.
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Stevija Rk core [nm]
N Minimum | Maksimum | Raspon |Medijana| Srednja | Standardna
vrijednost| devijacija
32 3095 3249 154 | 3170.00 | 3165.28 43.774
Stevija Rk core [nm]
3,250 —_
3,200
3,150
3,100 e
3,050

Primjenom One-Sample Test-a nije dobijena statisticki znacajna razlika hrapavosti (t

= 1.458, p = 0.155) za Stevija Rk core [nm] u odnosu na referentnu vrijednost (3154 nm).

One-Sample Test

Testna vrijednost = 3154
t df S.Z. Srednje 95% Razlika intervala
(dvostrana) | odstupanje pouzdanosti
Donji Gornji
hrapavost] 1.458 31 155 11.281 -4.50 27.06

Minimalna izmjerena hrapavost u grupi Stevija za Rpk je 1634, a maksimalna 1804

nm. Medijana je 1730.50, a prosje¢no izmjerena hrapavost je 1728.50 nm, dok je standardna

devijacija 51.301 nm.

Stevija Rpk [nm]

N Minimum | Maksimum | Raspon |Medijana| Srednja | Standardna
vrijednost| devijacija
32 1634 1804 170 | 1730.50 | 1728.50 51.301
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Stevija Rpk [nm]
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Primjenom One-Sample Test-a nije dobijena statistiCki znacajna razlika hrapavosti (t

=-0.055, p =0.956) za Stevija Rpk [nm] u odnosu na referentnu vrijednost (1729 nm).

One-Sample Test

Testna vrijednost = 1729
t df S.Z. Srednje 95% Razlika intervala
(dvostrana)| odstupanje pouzdanosti
Donji Gornji
hrapavost| -.055 31 956 -.500 -19.00 18.00

Maksimalna izmjerena hrapavost u grupi Stevija za Rvk je 1773, a minimalna 591
nm. Medijana je 658, a prosjecno izmjerena hrapavost je 674,78 nm, dok je standardna

devijacija 61.556 nm.

Stevija Rvk [nm]
N Minimum | Maksimum |Raspon | Medijana | Srednja Standardna
vrijednost]  devijacija
32 591 773 182 658.00 | 674.78 61.556
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Stevija Rvk [nm]
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Primjenom One-Sample Test-a nije dobijena statisticki znacajna razlika hrapavosti (t

=-0.847, p = 0.403) za Stevija Rvk [nm] u odnosu na referentnu vrijednost (684 nm).

One-Sample Test

Testna vrijednost = 684
t df S.Z. Srednje 95% Razlika intervala
(dvostrana)| odstupanje pouzdanosti
Donji Gornji
hrapavost]| -.847 31 403 -9.219 -31.41 12.97
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5.2.3. Ksilitol grupa

Amorfna masa je tanja i u njoj se nalaze brojne kristalne tvorevine koje poti¢u samo

od ksilitola.

400nm
T

U grupi Ksilitol za Rk core minimalna izmjerena hrapavost je 44, a maksimalna 70

nm. Medijana je 57, a prosjecno izmjerena hrapavost je 57.09 nm, dok je standardna

devijacija 6.962 nm.
Ksilitol Rk core [nm
N Minimum | Maksimum | Raspon |Medijana| Srednja Standardna
vrijednost devijacija
32 44 70 26 57.00 57.09 6.962
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Ksilitol RK _core [nm]

‘:.!'u— —
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Primjenom One-Sample Test-a nije dobijena statistiCki znacajna razlika hrapavosti (t

=0.889, p =0.381) za Ksilitol Rk core [nm] u odnosu na referentnu vrijednost (56 nm).

One-Sample Test

Testna vrijednost= 56
t df S.Z. Srednje 95% Razlika intervala
(dvostrana)| odstupanje pouzdanosti
Donji Gornji
hrapavost| .889 31 381 1.094 -1.42 3.60

Minimalna izmjerena hrapavost u grupi za Rpk je 89, a maksimalna 119 nm.
Medijana je 106, a prosje¢no izmjerena hrapavost je 105.78 nm, dok je standardna devijacija

9.019 nm.
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Ksilitol Rpk [nm]

N Minimum | Maksimum | Raspon |Medijana| Srednja Standardna
vrijednost devijacija
32 89 119 30 106.00 | 105.78 9.019
Ksilitol RpK [nm]
120 -
110
100+
90— 1
80

T
Primjenom One-Sample Test-a nije dobijena statisticki znacajna razlika hrapavosti (t

=1.117, p=0.272) za Ksilitol Rpk [nm] u odnosu na referentnu vrijednost (104 nm).

One-Sample Test

Testna vrijednost = 104
t df S.Z. Srednje 95% Razlika intervala
(dvostrana)| odstupanje pouzdanosti
Donji Gornji
hrapavost| 1.117 31 272 1.781 -1.47 5.03

Maksimalna izmjerena hrapavost u grupi Ksilitol za Rvk je 113, a minimalna 985 nm.
Medijana je 102, a prosjecno izmjerena hrapavost je 99,78 nm, dok je standardna devijacija

8.404 nm.
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Ksilitol Rvk [nm]

N

Minimum

Maksimum

Raspon

Medijana

Srednja
vrijednost

Standardna
devijacija

32

85

113

28

102.00

99.78

8.404

Ksilitol RvKk [nm]

110

100

00—

85

|
Primjenom One-Sample Test-a nije dobijena statisticki znacajna razlika hrapavosti (t

=-0.147, p = 0.884) za Ksilitol Rvk [nm] u odnosu na referentnu vrijednost (100 nm).

One-Sample Test

Testna vrijednost = 100
t df S.Z. Srednje 95% Razlika intervala
(dvostrana)| odstupanje pouzdanosti
Donji Gornji
hrapavost] -.147 31 .884 -.219 -3.25 2.81
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5.2.4. Poredenje izmedu grupa

Rk core

Jednofaktorskom analizom varijanse istraZivana je razlika hrapavosti [nm] triju grupa
(Kontrolna, Stevija 1 Ksilitol). Utvrdena je visoko statisticki znacajna razlika (p < 0.01)
hrapavosti [nm] u rezultatima triju grupa: F (2, 93) = 149564.161, p = 0.000. Stvarna razlika

izmedu srednjih vrijednosti grupa je velika (n = 0.9997).

ANOVA
hrapavost
Zbir kvadrata df Sredina F S.Z.
kvadrata
[zmedu grupa 199645338.583 2 99822669.292 | 149564.161 | .000
Unutar grupa 62070.406 93 667.424
Ukupno 199707408.990 95

Naknadno poredenje uz pomo¢ Tukey-evog HSD testa ukazuje da se srednje
vrijednosti sve tri grupe visoko statisticki znacajno razlikuju (p = 0.000) u sva tri poredenja:
izmedu Kontrolne grupe (M = 157.66, SD = 6.136) i Stevije (M = 3165.28, SD = 43.774);
Kontrolne grupe i Ksilitol (M = 57.09, SD = 6.962) i Stevije i Ksilitola.

Visestruka poredenja
Tukey HSD test

95% Interval

Srednje Stand. pouzdanosti
(I) Grupa (J) Grupa odstupanje (I-J)| greska S.Z. Donja Gornja
Granica | Granica
Kontrolni Rk core  Stevija Rk core [nm] | -3007.625" | 6.459 |.000 [-3023.01| -2992.24

[nm] Ksilitol Rk core [nm] 100.563" 6.459 |.000| 85.18 115.95

B Kontrolni Rk core 3007.625° | 6.459 |.000|2992.24| 3023.01
Stevija Rk core [nm] [nm]

Ksilitol Rk core [nm] 3108.188" 6.459 |.000 [3092.80| 3123.57

Kontrolni Rk core *
-100.563 6.459 |.000|-11595| -85.18
Kisilitol Rk core [nm] [nm]

Stevija Rk core [nm] | -3108.188" | 6.459 |.000 [-3123.57| -3092.80

* Srednje odstupanje je znacajno i iznosi 0.05.

66



Rpk

Jednofaktorskom analizom varijanse istrazivana je razlika hrapavosti [nm] triju grupa
(Kontrolna, Stevija 1 Ksilitol). Utvrdena je visoko statisticki znacajna razlika (p < 0.01)
hrapavosti [nm] u rezultatima triju grupa: F (2, 93) = 29884.272, p = 0.000. Stvarna razlika

izmedu srednjih vrijednosti grupa je velika (n = 0.9984).

ANOVA
hrapavost
Zbir kvadrata df Sredina F S.Z.
kvadrata
[zmedu grupa 55185124.771 2 27592562.385 |29884.272 | .000
Unutar grupa 85868.188 93 923.314
Ukupno 55270992.958 95

Naknadno poredenje uz pomo¢ Tukey-evog HSD testa ukazuje da se srednje
vrijednosti sve tri grupe visoko statisticki znacajno razlikuju u sva tri poredenja: izmedu
Kontrolne grupe (M = 134.91, SD = 7.541) i Stevije (M = 1728.50, SD = 51.301), p = 0.000;

Kontrolne grupe i Ksilitol (M =105.78, SD =9.019), p = 0.001 i Stevije i Ksilitol, p = 0.000.

Visestruka poredenja

Tukey HSD test
. 95% Interval pouzdanosti
(I) Grupa (J) Grupa odstlsllr)zclil?ee(l—]) :ﬁi‘?fg S.Z.| Donja |  Gomja
Granica Granica
. Stevija Rpk [nm] -1593.594° 7.597 1.000| -1611.69 -1575.50
Kontrolni Rpk .
ontrolni Rpk [nm] o001 Rpk [nm] 29.125 7597 |.001| 11.03 47.22
Kontrolni Rpk .
Stevija Rpk [nm] [hm] 1593.594 7.597 1.000| 1575.50 1611.69
Ksilitol Rpk [nm] 1622.719° 7.597 1.000| 1604.63 1640.81
Kontrolni Rpk *
-29.125 7.597 |.001| -47.22 -11.03
Ksilitol Rpk [nm] [nm]
Stevija Rpk [nm] -1622.719" 7.597 1.000| -1640.81 -1604.63

*. Srednje odstupanje je znac¢ajno i iznosi 0.05.

Rvk

Jednofaktorskom analizom varijanse istraZivana je razlika hrapavosti [nm] triju grupa

(Kontrolna, Stevija 1 Ksilitol). Utvrdena je visoko statisticki znacajna razlika (p < 0.01)
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hrapavosti [nm] u rezultatima triju grupa: F (2, 93) = 2643.116, p = 0.000. Stvarna razlika

izmedu srednjih vrijednosti grupa je velika (n = 0.9827).

ANOVA
hrapavost
Zbir kvadrata df Sredina F S.Z.
kvadrata
Izmedu grupa 6934650.521 2 3467325.260 | 2643.116 | .000
Unutar grupa 122000.438 93 1311.833
Ukupno 7056650.958 95

Naknadno poredenje uz pomo¢ Tukey-evog HSD testa ukazuje da se srednje
vrijednosti Kontrolne grupe (M = 109.63, SD = 8.702) i Stevije (M = 674.78, SD = 61.556)
visoko statisticki znacajno razlikuju (p = 0.000), kao 1 Stevije i Ksilitola (M = 99.78, SD =
8.404), p = 0.000, dok se srednje vrijednosti Kontrolne grupe i Ksilitola statisticki ne
razlikuju (p = 0.524).

ViSestruka poredenja
Tukey HSD Test

06 06 Srednje Stand. <y 95;/)0 In.terval pO(l;Zdal"IOSti
rupa rupa : y Z. onja ornja
’ ’ odstupanje (I-))} - greska Grangca Granijca
Kontrolni Rvk [nm] Stevija Rvk [nm] -565.156" 9.055 [.000]| -586.72 -543.59
Ksilitol Rvk [nm] 9.844 . 9.055 |.524| -11.72 31.41
Stevija Rvk [nm] Kon.tr.olni Rvk [nm] 565.156* 9.055 |[.000| 543.59 586.72
Ksilitol Rvk [nm] 575.000 9.055 [.000| 553.43 596.57
Kasilitol Rvk [nm] Kontrolni Rvk [nm] -9.844 ) 9.055 [.524] -31.41 11.72
Stevija Rvk [nm] -575.000 9.055 [.000]| -596.57 -553.43

* Srednje odstupanje je znacajno i iznosi 0.05.
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6. DISKUSIJA

Odabrana tema istrazivanja ima izuzetni znacaj, jer povecana primjena gaziranih
napitaka pokazuje rastuci trend. Pojedine novije studije pokazuju da ih sve vise konzumiraju i
djeca mlada od 5 godina, a da je sve veci broj osoba koji unose i po vise puta dnevno pa cak i
koli¢ine preko 11. U jednoj studiji u Kaliforniji utvrdeno je da je 43% ispitivanih
petogodisnjaka pilo najmanje jedno gazirano pi¢e dnevno, dok je 4% pilo 4 i viSe. I to je u
skladu sa ranijom velikom studijom [1] koja je pokazale da u Kaliforniji preko 40% djece
uzrasta 2-11 godina pije najmanje 1 gazirano pi¢e dnevno. Kao moguéi opsti poremecaji
spominju se gojaznost, povecana agresivnost i drugi oblici poremecanog ponaSanja [2, 4].
Isto tako su ubjavljene studije koje povezuju konzumaciju gaziranih napitaka sa
kardiovaskularnim oboljenjima, prije svega infarktom miokarda i mozdanim insultom [6, 7,
88]. Prema istrazivanju tima sa Harvarda iz 2015 godine dvije bocCice gaziranog napitka
dnevno povecavaju rizik za dobijanje infarkta za 1/3 i Sloga 1/6. Pri tome slicna korealcija
nije zabiljeZzena kod drugih napitaka poput sa kofeinom poput crnog i zelenog caja [88, 89].
Svedska studija iz 2012 godine, koja 15 godina pratila osobe koje su pili najmanje 300 ml.
gaziranih pi¢a dnevno, registruje za 40% veci rizik od razvoja kancera prostate. Isto tako
pojedine studije ukazuju na uticaj gaziranih pica na fertilitet [90, 91, 92].

Znacaj postavljenih ciljeva su u skladu sa novijim nalazima koji pokazuju da su
neinfektivna (karijes) oSte¢enja zuba (erozije) u porastu posebno u industrijalizovanim
sredinama. Novije epidemioloSke studije pokazuju prevalencu koja se krec¢e od 2% do 57%
[95]. Posebno su znacajna oSte¢enja gledi u adolescenciji koja pokazuju tendenciju porasta
prevalence za tri godine (od 11 do 14 godine) kod istih osoba sa 1,8% na 23,8% [96]. Larsen
1 sardnici objavjuju da 14 do 15% 17 godis$njaka ima viSe od 3 povrSine zuba sa erozijama, a
da je najCeSce zahvacena lingvalna povrsina u gornjoj vilici [97]. Veoma su zabrinjavajuci

podatci da 1 u uzrastu od 2-7 godina je zabiljeZena prevalenca glednih erozija od ¢ak 32%
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[98]. Ispitivanja u Velikoj Britaniji su kod vise od 50% 5-6- godiSnjaka otkrila znacajna
ostecenja gledi, prije svega povezana sa konzumiranjem kiselih napitaka. Studija iz 2015
godine biljezi i povecani rad u opstoj anesteziji kod male djece kao posljedica konzumacije
napitaka [99-101]. Najnovija studija u SAD takode biljezi porast oboljenja tvrdih zubnih
tkiva, kako karijesa tako i erozija, i to do 79% kao posljedicu konzumacije voénih i kola
napitaka [102]. Veoma izrazenu zastupljenost erozija jaceg stepena (preko 89%) kod 15-
ogodiSnjaka biljezi i najnovija studija u Kini, Japanu i Indiji [103—-105].

Kod izazivanja promjena na gledi najveceg uticaja imaju pH, vrsta kiseline i titrovane
kiselost i koncentracija jon kalcijuma fosfata i fluorida koji odreduju stepen zasi¢enosti
mineralima u okruzenje. Ukoliko je stepen veéi smanjanje sila izvladenja jona
(demineralizacija). U vecem broju studija sprovedenih in vitro pokazano je da je nezavisno
od vrste kiseline koja je ispitivana(limunska, malei¢na, mlec¢na, fosforna) postoji slican odnos
predstavljen krivom korelacije izmedu poveéanja pH i stepena erozije, ali da ta povezanost
nije 1 iskljuciva, ve¢ da su ukljuceni i neki drugi faktori [106]. Znacajnu ulogu tu svakako
igraju vrsta napitka koji se konzumira, nacin na koji se unosi i svakako ucestalost unosenja.
Pojedina istrazivanja su pokazala da pojacano ,,muckanje* napitka u ustima moze da pojaca i
sam proces rastvaranja minerala u zubnoj gledi [106, 107]. Pojedini lijekovi, koji uti¢u na
smanjenje lucenje pljuvacke posebno ingalaciona sredstva protiv astme), koja je inace klju¢na
u puferskom sistemu doprionse stepenu demineralizacije. Patogenesa dentalnih erozija je
direktno povezana sa puferskim kapacitetom i stepenom sekrecije salive [108, 109].

Kod izazivanja promjena na gledi najveceg uticaja imaju pH, vrsta kiseline i titrovane
kiselost 1 koncentracija jon kalcijuma fosfata i fluorida koji odreduju stepen zasi¢enosti
mineralima u okruZzenje. Ukoliko je stepen veéi smanjanje sila izvlacenja jona
(demineralizacija). U veéem broju studija sprovedenih in vitro pokazano je da je nezavisno

od vrste kiseline koja je ispitivana (limunska, malei¢na, mlije¢na, fosforna) postoji sli¢an
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odnos predstavljen krivom korelacije izmedu poveéanja pH i stepena erozije, ali da ta
povezanost nije i iskljuciva, ve¢ da su ukljuceni i neki drugi faktori [106, 110, 111].

Neki autori su pokazali da ne postoji direktna povezanost sa pH, ve¢ da znacajnu
ulogu moze da igra i prisustvo komponente gaziranosti u vidu CO2. Ona moze da povecava
puferske kapacitete u smislu stvaranja produzenog pada pH, Sto je veéi puferski kapacitet
napitka, duze je potrebno salivi da neutraliSe kiselost. To pojacava proces rastvaranja jona, jer
je potrebno vise jona minerala da zasiti slobodne hidroksilne jone. Smatra se da kada sadrze
polibazi¢ne kiseline (one koje imaju dva ili vise H+ jona koji mogu da se oslobode) duze se
zadrazva kisela sredina i veéa je moguénost demineralizacije. Ovakve kiseline mogu da grade
tri vrste soli, dihidrogen (zamjenom jednog vodonikovog atoma metalom, npr. NaH,POy,),
hidrogen (zamenom dva vodonikova atoma metalom, npr. Na,HPO,) i neutralne soli
(zamjenom sva tri vodonikova atoma metalom, mpr. NazPO,) [112, 113].

Zbog toga Jensdottir i sar [114] smatraju da gazirani napitci, sportska i energetska
pi¢a se lakSe neutraliSu i pored toga $to im je pH niZi u odnosu na voéne sokove. Smatraju da
je ukupna tzv. titrativan kiselost(suma svih vezanih i isparljivih kiselina prisutnih u napitku,
koja se odreduje procesom titracije) presudniji faktor za izazivanje oSte¢enja na povrsini gledi
od samoga pH. U prilog tome govore i neka novija istrazivanja [115].

S obzirom da erozivni gubitak zuba, postaje sve viSe zabrinjavajuci problem ukupne
dentalne patologije, sve vec¢i broj istrazivanja se usmjerava ka njihovoj prevenciji u
najranijem stadijumu. Poslednjih godina se intenzivno proucavaju mogucénost neutralisanja
erozivnih oStecenja izazvanih gaziranim napitcima, pomocu razli¢itih agenasa [116—-120].
Sva ona su pokazala da su pocetna oSte¢enja gledi zna€ajno izraZenija od pocetne kariozne
lezije koja je isto tako izazivano hroni¢nim dejstvom organskih kiselina iz dentalnog biofilma
(plaka) [118]. Podsticanje remineralizacije preparatima na bazi fluora, arginina, kazeinskih

kompleksa(CPP-ACP), samo djelimi¢no vrSe oporavak gledne strukture. Chunmuang i sar.
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[118] zakljucuje da prisustvo fluorida ili ksilitola, bilo da je kombinovan sa napitkom ili se
zubi ispiraju sa njim poslije napitka ne moze da sprije¢i demineralizaciju, ali moze da je
umanji. Lam 1 sar. [119] su ispitivali uticaj razli¢itih zubnih pasta na povrSinu gledi i
registrovali sa SEM istrazivanjem neznatne promjene na pocetne promjene gledi. Poggio i
sar. [120] su pokazali da zubna pasta koja pored fluorida sadrzi i arginin stvara homogenu
mineralizovanu strukturu bez jasnijih naznaka prizmi, a kod CPP-ACP paste prizmatic¢ne
strukture se naziru i smatraju da se formira globularnim taloZenjem mineralne substance. U
nasem istrazivanju smo se opredijelili za ispitivanje uticaja ksilitola 1 stevije, kao
potencijalnih zamjena za Sefere u gaziranim napitcima (posebno stevia). Ksilitolu se
poslednjih godina pridaju i odredene remineralizacione sposobnosti i vrSena su odredena
ispitivanja u vezi sa oporavkom zubne gledi poslije dejstva kiselog napitka [117, 119], dok je
stevia tek pocela da se ispituje u dentalnim istrazivanjima, i pregledom najvaznijih baza
podataka nismo uspijeli da pronademo radove koji obraduju uticaj na procese
remineralizacije.

U odabiru tehnologije ispitivanja promjena na zubnoj gledi smo se opredijelili za
primjenu AFM kao metode koja poslednjih godina sve viSe dominira u studijama zubnih
mineralizovanih tkiva [120, 121, 122]. Ovom tehnikom je moguce analizirati topografske
aspekte povrsinskih dijeova uzorka. Posto su promjene u kristalnoj reSetci na nano nivou, ovo
je 1 jedina tehnika koja omogucava direktno pracenje povrSinskih promjena i sloZene
mineralne grade kristala glednih prizmi. Ni jedna od brojnih pojedina¢nih tehnika koje se
koriste nije pruzala sveobuhvatni prikaz preostale povrSine zuba, i1 svaka ima svoje
nedostatke (bilo da se radi o uniStavanju uzorka, nemoguénosti da se zabiljeze odredene
povrSinske karakteristike ili teSko¢e u tumacenju rezultata). Za ono $to je od najveceg
klinickog znacaja, kako ¢e se povrSinska promjena mijenjati u buducnosti, podaci su

uglavnom nejasni. Kako se promjene u kristalnoj resetci deSavaju na nanonivoima, do skora
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nije bilo tehnoloskih moguénosti da se one skeniraju u potpunosti, pa je i tumacenje bilo
indirektnog tipa koja nisu mogla da nam ukazu koji su dijelovi gledne strukture najpodlozniji
rastvaranju [5].

Na povrsini zuba se dogadaju slozeni procesi koji se mogu myjeriti na vise nacina. Ni
jedna od brojnih pojedinacnih tehnika koje se koriste nije pruzala sveobuhvatni prikaz
preostale povrsine zuba, i svaka ima svoje nedostatke (bilo da se radi o uniStavanju uzorka,
nemogucnosti da se zabiljeze odredene povrSinske karakteristike ili teSko¢e u tumacenju
rezultata). Za ono Sto je od najveceg klinickog znacaja, kako ¢e se povrSinska promjena
mijenjati u buduénosti, podaci su uglavnom nejasni. AFM ima nekoliko znacajnih prednosti
za ispitivanje dentalnih tkiva u odnosu na druge tehnike, a posebno SEM (Scanning Electrone
Microscopy), a osnovna je moguénost dobijanja trodimenzionalnog profila ispitivane
povrsine [20, 123]. AFM obezbjeduje mnogo veca uvecanja i moze se porediti sa uvecanjima
koje daje TEM (transmisiona elektronska mikroskopija). Velika prednost je i da uzorci ne
zahtijevaju bilo kakav prethodni tretman i pripremu pa je dobijena slika bioloskog materijala
najpribliznija realnoj. AFM sasvim dobro funkcioniSe u prisustvu vazduha i vode pa ga ¢ini
pogodnim cak i za izu€avanje Zivih organizama in vivo [124]. AFM je pogodno za pracenje
strukture gledi od pojedinac¢nih kristala do prizmi (nano do mikro nivoa). Na niZim
uvecanjima pokazuje gledne prizme kao duboka udubljenja. Individualni kristali su
postavljeni paralelno i1 pokazuju izduzenu ravan hidroksilapatita. PovrSine kristala su
neravnomjerno zbijene formiraju¢i na taj nacin hrapavost gledne povrSine. Na vecim
uvecanjima kristali pokazuju karakteristi¢an heksagonalni izgled medusobno postavljeni pod
uglom od 60 stepeni [124].

Postoje dve vrste AFM skeniranja, kontaktni 1 vibriraju¢i (tapping) mod, od kojih se
za ispitivanja gledi uglavnom primenjuje ovaj drugi kod koga je omogucena blaga

pokretljivost kantalavera [126]. Zbog velike rezolucije koja se ispoljava na nanonivou, za
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razliku od mehanickih metoda profilometrije omogucéena je kvantifikacija gubitka glednog
tkiva [127]. AFM nanoindetitkacija omogucava i registrovanje promjena povrsinske ¢vrstoce,
1 registrovanje neravnina nivoa manjih od 100 nm $§to je na nivou veli¢ine glednih kristala.
Zbog toga su pojedine studije uspjesno registrovale i mehanicka svojstva razmeksale zubne
gledi u veoma ranim stadijumima razvoja erozija [128, 129].

Upravo rezultati istrazivanja koja se sprovode sa AFM nanoindentitacijonom
metodologijom sticu sve vecu primjenu u pokusaju razvoja gaziranih i negaziranih napitaka
sa smanjenim erozivnim potencijalom [127, 130].

Pojedine studije ukazuju i na odredene nedostatke AFM tehnike ispitivanja
povrSinskih primjena na zubnoj gledi. Vitkov i sar [125] smatraju na osnovu svojih
ispitivanja nagrizanja povrSine gledi sa kiselinom da sama AFM slika u pojedinim
slucajevima ne odrazava u potpunosti morfologiju promjenjene gledne povrsine zbog visoke
strmine glednih kristala Sto utie na stvaranje torzije, Sto pak moze da vodi do laznog
prikazivanja (umanjenja) profilometrickih parametara. Zbog toga preporucuju korSéenje i
SEM analize da bi se docarale prave vrijednosti. Isto tako i drugi autori ukazuju da je
kombinacija razli¢itih profilometrickih metoda preporucljiva u ovakvim osjetljivim
pracenjima [20].

SEM metodologija omogucava subjektivno i kvalitativno opisivanje povrSine i takode
se Cesto primjenjuje u istraZzivanju povrSinskih promjena na gledi izloZzenoj razliitim
agresivnim atacima. PoSto se, radi omogucavanja odbijanja snopa elektrona, ispitivana
povrsina se mora prekriti (napariti) sa slojem provodnika, uglavnom se radi o zlatu, tako da
se uzorak ne moze dalje upotrebljavati. Ovako tretirane povrSine se ne mogu podvrgnuti
kvantitativnim mjerenjima nivoa promjena. Sa SEM-om se uglavnom prate morfoloSke
strukture depozita, kao i oblik 1 raspored kristala i njihovih prekurzora, ¢iju veliinu je

moguce odrediti [129, 131].
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Zbog toga smo pored AFM ispitivanja ukljucili i SEM ispitivanje.

lako je vecina studija u tumacenju povrSinskih promjena na gledi koristila
dvodimenzionalne parametre, u ovome istrazivanju smo se opredijelili za trodimenzionalna
tumacenja izvedena iz krive nosivosti. U triboloskim istrazivanjima povrsinskih promjena na
razliitim materijalima i mehanickim uredajima glavni problem kod primjene osnovnih
dvodimenzionalinih parametara je sloZzeni odnos izmedu najvisih vrhova i najnizih udubljenja
odgovarajuceg profila. Neiskusni istraziva¢i mogu da imaju teskoca u tumacenju podataka u
tabelarnom obliku [20, 132]. U istrazivanjima koja su ispitivala povrSinske promjene na
dentalnim tkivima i1 stomatoloskim materijalima, detaljnim pregledom dostupnih baza
podataka smo utvrdili da je dominantno kori$¢eni parameter bio Ra (prosjecna povrsinska
rapavosti) 1 Rq (srednja vrijednost kvadratnog odstupanja). Oba parametra mjere visinska
odstupanja profila od srednje linije koja prolazi duz njega, pri ¢emu Ra predstavlja
aritmeticki prosjek hrapavosti, a Rq geometrijski prosjek. Svaka vrijednost koristi iste
pojedinacne mjere visine vrhova i dolina na profile, pri ¢emu pojedinacno jako izraZeni
vrhovi koji odska¢u mogu da uticu na rezultat u smislu podizanja vrijednosti i to vise kod Rq
nego Ra [132]. Istrazivanja koje je sproveo Mirjani¢ [5] prate¢i uticaj Coca Cole na povrSinu
gledi registruju¢i dvodimenzionalne parmametre Ra, Rq i Rz su pokazala znacajno povecanu
hrapavost sa dominacijom Rq parametara.

Pawlus 1 Grabon [133] takode isticu da je najve¢i nedostatak dvodimenzionalnog
parametara (Ra) §to ne pruza informacije o diretkno teksturnim odlikama povrSine, a samim
tim 1 sklonosti ka troSenju u buduénosti kao 1 otporu prema troSenju ili potencijalu povrsine
da zadrzava te€nosti (vazno kod podmazivanja). Sve to znafajno ograniava utvrdivanje
kvalitativnih osobina povrsine 1 svodi na kvalitativni opis. Zbog toga je i uvedena i nova
mogucnost, trodimenzionalnog pracenja profilnih karakteristika, koje mogu da budu

ubjedljivije kvalitativno 1 kvantitativno uporedivana izmedu razli¢itih povrSina. Ti parametri
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se nazivaju parametri nosivosti koji se izvode iz krive tzv. Abbott i Firestonove krive
nosivosti [20, 63, 132]. Ovaj pristup opisa profila zasniva se na predstavljanju povrsinskih
pojedinacnih karakteristika u krivoj funkcije koja se kao takva moZze porediti sa drugim
profilima. Prema Abbott i Firestono [58—62] ova kriva predstavlja kumlulativnu distribuciju
visina pojedinacnih platoa koja bi se postigla kada bi se povrSina abradirala do tog nivoa.
Osnova je da se profil ispituje na nivou ravni od najviSeg vrha do najnizeg udubljenja na
svakom nivou profila, a koli¢ina materijala koja se nade u tome presjeku se prikazuje kao
proporcija (odnos) u odnosu na ukupnu povrsinu. Ova kriva se uskladuje sa utvrdivanjem
totalne duzine. Funkcija ovog odnosa sa visinom uzorka predstavlja tzv krivu nosivosti iz
koje se izvlaCe njeni prarametri. Abbott i Firestone su postavili krivu nosivosti kako bi
ispitivali novobruSene povrSine u industriji masina. To je bilo vazno jer ima uticaja na
medusobno osteéenja povrsina u prvobitnim kontaktima. Stréeéi vrhovi koji predstavljaju
rani gubitak materijala se uklanjaju sa ciljem da obrade povrSinu i ostave vise predvidivu i
otporniju strukturu masSine. Isto tako povrSina predstavljena ovom krivom prikazuje raspored
primarnih udubljenje(dolina) koje mogu da predstavlaju rezervoare za lubrikante ili
zadrzavanje fluida [20, 132].

Field i sar [132] smatraju da kriva nosivosti ne moze da ima istovjetnu ulogu u opisu
povrSine zuba u smislu njegovog direktnog troSenja. Ali ukoliko bi se odredivala poslije
dejstva agresivnog faktora na povrSinu, moze da obezbijedi mnogo detaljnije objasnjenje
koliko je povrSina gledi bila napadnuta i1 kakvu tendenciju ¢e imati da se mijenja tokom
bududih erozivnih, abrazivnih ili mjeSovitih izazova. To se posebno odnosi na trajanje
povrSine zuba kod ranih gubitaka, obezbjedivanja trajnije otpornosti i sposobnosti da
zadrzava tecne komponente pod uslovima razliCitih opterec¢enja, kako poslije mehanickih

tako 1 hemijskih faktora.
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Pawlus and Grabon [133] takode smatraju da su parametri krive nosivosti povoljniji
od Ra vrijednosti za opisivanje povrSina koje su izlozene razliCitim optere¢enjima. Drugi
autori [134, 135] smatraju da u realnim odnosima izmedu povrsina dolazi do uklanjanja
ispupcenja (vrhova), ali da se na novo uspostavljenom platou mogu stvarati dodatne strukture
pri ¢emu se ne remete izraZenija udubljena, ali da vijrednost Ra to ne moze registrovati
dovoljno efikasno takva iskrivljenja. Tako se dobija tzv ,,multi-slojevita“ povrSina.

Kori$¢ene krive nosivosti nije potpuno novo u medicinskim istrazivanjima, posebno
kod pracenja ostec¢enja zglobova kuka [136].

Kaidonis i sar. [137] smatraju da je kriva nosivosti pogodna za tumacenje povrSinskih
promjena na zubnoj gledi jer moze da prikazuje mjeSovite uticaje poput erozija i abrazija.
Ova kriva je u stanju da prikaze bi-faznu trend gubitka povrSine gledi. Whitehead 1 sar. [138]
su medu prvima koristili krivu nosivosti za tumacenje erozivnih promjena na vestibularnim
povrSinama frontalnih zuba. Las Cases i sar. [139] su opisali moguénost primjene krive
nosivosti kod vizuelnih poredenja nativne povrSine zuba.

Sama kriva nosivosti inace proistice iz tzv. Amplitude Distributivne funkcije (ADF)
koja spada u grupu funkcija vjerovatnoce i prikazuje vjerovatnocu da odgovarajuéi profil
posjeduje odredenu visinu z, na bilo kojoj poziciji x. ADF posjeduje karakteristi¢ni oblik
zvona, kao vecina funkcija vjerovatnoce i govori nam koji dio profila se nalazi na odredenoj
visini prikazano u vidu histiograma. Kriva nosivosti je integralni dio ADF (od vrha na dolje) i
odgovara kumulativnim distribucijama vjerovatno¢a. Ona prakticno se matematicki izvodi
kao integral amplitude distribucije funkcije jer predstaavlja kumulativnu distribuciju
vjerovatnoce. Uobicajeno se integral izvodi od najviSeg vrha pa na dolje, tako da svaka tacka
ove krive ima 1 svoj fizicki znacaj jer pokazuje koja linearna frakcija ispitivanog profila lezi
iznad odredene visine. ADF pak govori koji deo povrSine lezi na odredenoj visini [57, 58,

133]. U naSim istrZivanjima smo Kkoristili parametre izvede iz same krive nosivosti. Svi
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proracuni su direktno obezbijedeni sa programom povezanim sa AFM c¢itaCem. Ti parametri
se nazivaju Rk parametri (slika 1.16.).

Postoji znacajna koliina podataka izrazenih u obliku krive nosivosti za povrSinu.
Nedavno ulozeni napori u zavr$noj obradi pokusali su da sazmu te podatke u nekoliko
parametara. Ry parametri predstavljaju jednostavan pristup u kome je kriva nosivosti
koljenastog oblika priblizena skupom pravih linija.

Ry konstrukcija je kreirana da krivu nosivosti podijeli u tri dijela: male vrhove iznad
glavnog platoa, platoi, i duboke doline izmedu platoa.

Prvi korak jeste kliziti ,,prozorom* preko krive nosivosti traze¢i minimalnu sekantu
nagiba. Prozor je 40% tp Sirine. Kako prozor klizi preko krive sijece dvije tacke na istoj. Cilj
je pronaci polozaj gdje je nagib izmedu dvije tacke minimalan, ili obzirom da prozor ima
konstantnu Sirinu, gdje je visina Hy, izmedu dvije tacke minimalna. U daljem tekstu su
predstavljena 3 koraka u ovom procesu.

Kada se pronade prozor sa minimalnom sekantom nagiba, pocinje prilicno
komplikovana konstrukcija. Na slici ispod pronasSli smo prozor sa minimalnim nagibom i
tatke A 1 B gdje prozor sijece krivu nosivosti. Zatim treba povu¢i liniju kroz ove dvije tacke
kako bi pronasli presjecanja na 0% 1 100%, tacke C 1 D. Najveca visina izmedu C i D je prvi
parametar, Ry Zatim treba povu¢i horizontalnu liniju od tacke C do krive nosivosti, tacke E.
Pronaci povrsinu ispod krive nosivosti 1 iznad linije CE, koja je osjencena u gornjem dijelu
slike. Dalje, izracunati Ry kao visinu trougla CEG koji ima isti prostor kao 1 osjenceni dio.
Za doline povu¢i horizontalnu liniju od tatke D do tacke F na krivoj. Izracunati povrSinu
preostalog prostora ispod linije DF 1 iznad krive nosivosti (koji je osjenc¢en u donjem dijelu
slike). Zatim izracunati visinu Ry, trougla DFH koji ima istu povrSinu kao 1 osjenceni dio.

Parametar Ry, je najveca visina izmedu lijevog 1 desnog presjecanja — linije koja ide

kroz krajeve minimuma Hy, 40% prozora.
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Rk se poklapa sa dubinom radnog dijela povrSine, ravnim dijelom krive nosivosti.
Nakon pocetnog perioda razrade (tj. nakon $to se vrhovi predstavljeni sa Rpxsmanje), ovaj dio
povrsine nosi teret 1 najblizi je odgovaraju¢oj povrsini. Ponekad se ovaj dio povrSine naziva

,jezgro hrapavosti“ ili ,,kernel“ (otuda slovo k u subskriptu).
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Slika 1.16. Napredna statisticka analiza hrapavosti — Bearing Ratio roughness

Parametar R,k procjena malih vrhova iznad glavnog platoa povrSine. Ovi vrhovi
tipicno nestaju (ili se smanje) tokom pripremnog perioda u prvom dijelu razrade. Uopsteno,
pozeljno je da je ovaj Ry parametar prilicno mali.

Parametar R,y je procjena dubine dolina koje zadrzavaju analizirane i tretirane
povrsine u svom funkcionalnom dijelu.

Pojedini autori smatraju da kriva nosivosti posjeduje i odredene nedostatke,
prvenstveno u tome jer ne opisuje prostorne situacije koje se odnose na broj izolovanih

udubljenja i vrhova. Udubljenja ili praznine, kombinovane sa duzinom svojih ivica mogu da
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imaju uticaja na ponaSanje prilikom trenja o drugu povrSinu, da utiu i na samu ukupnu
hrapavost, tok tecnosti i povezanost izmedu vrhova, ali se to moze korigovaati sa
izratunavanjem tzv Eulerovih karakteristika namijenjenih za izolovane vrhove 1 doline. Ipak
tolika preciznost nije neophodna kod pracenja erozivnih promjena na zubnoj gledi [20, 140].

U razli¢itim in vitro modelima ispitivanja izlaganje erozivnom agensu je bilo prilicno
raznoliko i uglavnom se kretalo oko nekoliko minuta [101]. Novije studije govore da
izlaganje kiselini je dovoljno da bude i 30 sekundi da bi se primetile pocetne destrukcije gledi
[141-143]. U naSem istrazivanju smo se opredelili da zube podvrgnemo erozivnom dejstvu
Coca Cole u trajanju od 12h, jer se taj period pokazao sa najveéim oSteenjima u naSim
prethodnim istrazivanjima [5, 92].

Uzorci zdrave humane gledi su uvani u rastvoru vjestacke pljuvacke, jer istrazivanja
pokazuju da odlaganje uzoraka gledi i dentina u dekonizovnoj vodi ili kiselim rastvorima u
toku 24h mogu znacajno da umanje mehanicku otpornost, a u duzem periodu smanjuje i do
polovine orginalne vijrednosti. Zbog toga je 1 preporuceno odlaganje u balansiranom
mineralnom rastvoru koji ima osobine pljuvacke i podrzava ravnotezu minerala [144].
Humana saliva je inafe najznacajniji =zaStitni faktor u usnoj duplji 1 izvor svih
remineralizacionih mehanizama. Ona moZe da ispira, rastvara i djeluje puferski na agresivne,
korozivne komponente, ali potpomaze i remineralizaciju prije svega kao izvor jona kalcijum,
fosfata 1 fluorida [145, 146]. Da je mineralna faza u salivi veoma znaCajna za
remineralizacione procese potvrduje viSe istrazivanja u kojima je postignut djelimic¢an
oporavak erozivnih lezija sa mineralnim rastvorima vjesStacke pljuvacke [20, 147, 148]. Ipak
nikada nije registrovana kompletna remineralizacija u ovakvim rastvorima [149].

Pored neorganskog dijela pljuvacke, smatra se da i njena organska komponenta
predstavljena sa mucinima moZe da ima znacajnu ulogu u zastiti zubne gledi. Sijalomucini se

taloZe na povrSinu zuba stvaraju¢i dentalnu pelikulu. To se dogada odmah po ciScenju
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povrSine zuba i veza proteina (sijalomucija) se ostvaruje viSestruko preko, jonskih,
hidrofobnih i van der Waals-ovihs sila i u njemu ucestvuju samo odredena grupa salivarnih
proteina, posebno slatherini 1 proteini bogati u kiselom prolinu [150]. Ove grupe proteina
koje lako vezuju kalcijum, ne samo da omogucavaju povezivanje sa povrSinom gledi, ve¢
mogu vezivati slobodne jone kalcijuma i drzati ih kao rezervoar za potrebe remineralizacije.
Na taj nacin pelikla se ponaSa kao selektivna membrana izmedu zuba i salive koja reguliSe
mineralnu homeostazu na pvrsini gledi [145, 148—150]. Istrazivanja su potvrdila djelimi¢nu
sposobnost pelikle da zastiti oStecenja gledi pri dejstvu kiseline, ali je to njeno preventivho
svojstvo ipak ograni¢eno i dosta zavisno od individualnog sastava pelikle [150-153]. Vise
razli¢itih studija je pokazalo da je zaStitno i1 remineralizaciono dejstvo izrazenije kod
kompletne pljuvacke sa punim mineralnim sastavom, za razliku od dijalizirane gde su
uklonjeni joni [145, 150-153]. Pojedina ispitivanje strukture pelikle kod pacijenata sa
izrazenim erozijama su pokazale da ona sadrzi manje koli¢ine kalcijuma i proteina iz grupe
sthaterina povezanih za transport kalcijuma [151]. Isto tako postoje i1 suprotni nalazi koji nisu
mogli da dokazu povezanost izmedu osjetljivosti na erozivne atake i sadrzaja jona kalcijuma
u salivi [145, 149]. Batista 1 sar. [155] su pokazali da se u in vivo eksperimentima gubi
znacajnije manje kalcijuma nego u in vitro (gdje nisu otkrili ve¢e razlike imedu raznih oblika
medija) 1 smatraju da bez obrzira da li se koristi vjeStacka ili sakupljena humana saliva kao
medij in vitro eksperiment ne moZe u potpunosti odraziti stvarno stanje. U najnovijoj studiji
Baumann i sar. [145] su pokazali da znacaja u zastiti zubne gledi od erozivnih dejstava imaju
1 proteinska 1 mineralna komponenta, ali da nije uo¢ena znacajnija razlika i prednost kod bilo
koje komponente kao medijuma za ¢uvanje uzoraka gledi prilikom in vitro ispitivanja. Na
osnovu takvih razmis$ljanja opredijelili smo se da nase uzorke cuvamo u formulu vjestacke

pljuvacke koja sadrzi samo mineralne jone sli€éne njenom nativnom sastavu.
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Rezultati AFM analize pokazuju znacajni opseg izmjerenih vrijednosti pojedinih
hrapavosti unutar svakoga uzorka, sa znacajno viSim vrijednostima pikova u odnosu na
udubljenja, Sto ide u prilog, nalazu zabiljezenom sa SEM-om o dominantnijim
demineralizacijama unutar centralnih dijelova prizmi, sa manjim gubitkom interprizmaticnog
dijela. Sli¢ne nalaze su dobili i drugi autori u tumacenju erozivnih efekata kiseline na
povrsinske slojeve zubne gledi [6. 128, 173, 174].

Prema Lussi 1 sar. [176] erozija se odigrava sa kontinuiranim uklanjanjem sloja po
sloja kristala vode¢i prvo do razmekSavanja gledi, a zatim i gubitka integriteta tkiva. AFM
upravo omogucava kvantifikaciju tog gubitka, a ne samo biljezenje topogrfskog izgleda sa
veoma visokim rezolucijama.

Darceli 1 sar. [174] su u svojim AFM analizama promjena na gledi pod dejstvom
hlorovodini¢ne kiseline, Sto se javlja kod pacijenata sa GERD sindromom (ucestala
povracanja) su pokazali da se najveée promjene dogadaju ve¢ u periodu izmedu 30-40
sekundi, a da se kasnije, se stepen gubitka tkiva beznac¢ajno smanjuje. Oni smatraju da je
ovakav trend posljedica prisustva veceg broja kristala hidroksil apatita malog dijametra u
glednim prizmama koji obezbjeduju vecu kontaktnu povrsinu sa agresivnom noksom. Kada
se u prvom napadu uklone manji kristali, preostaju oni ve¢ih dimenzija sa veéim prostorom
izmedu njih ¢ime je smanjena kontaktna povrSina i stepen demineralizacije. Pojedini autori
takode smatraju da su ovaki kristali ve¢ih dimenzija dijelom i otporniji na kiseline [177, 178].
Tu se takode spominje i heterogenost glednih kristala, kao i njhova razli¢ita usmjerenost u
prizmati¢nom 1 interprizmati¢nom dijelu [179, 180]. Ovakvi nalazi ukazuju da je sam proces
demineralizacije cikliCan i1 da se usporava u odnosu na pocetni zamah. Ipak, po uklanjanju

vecih kristala dolazi do ponovnog ubrzavanja procesa.
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Poggio i sar. [64] su pronaSili da se vrijednosti poc¢etnih demineralizacija kre¢u u
opsegu od 148-261 nm, Sto je slicno nasim nalazima gde je kod kontrolnih uzoraka
zabiljezena vrijednost od 145-166 nm.

Lippert i sar [204] su ispitivali pomo¢u AFM tehnologije reakcije na povrSini
demineralizovane gledi poslije njenog izlaganja vjeStackoj pljuvacci. Njihovi rezltati se
podudaraju sa nasSima, jer su zabiljezili naglaSenu prizmati¢nu strukturu sa granuliranom
povrSinom. Poslije izlaganja vjeStackoj pljuvacci pojavljuju se haoti¢no orjentisani depoziti
meineralne faze.

Dobijeni rezultati AFM analize povrSine gledi izlagane rastvoru ksilitola prije i poslije
dejstva Coca Cole pokazuju znacajno manje vrijednosti parametara hrapavosti izvedenih iz
krive nosivosti u poredenju sa dejstvom vjesStacke salive. To se posebno odnosi na
vrijednosti Rk kao pokazatelja srednje vrijednosti neravnina, dok su najmanje izrazene
razlike u udubljenjima, ali ipak pokazuju statisticku znacajnost.

Ksilitol se ve¢ duze vreme ispituje i kao remineralizacioni agens. ViSe novijih
klinickih 1 laboratorijskih studija je pokazalo da pojedini, tzv. Secerni alditoli ili alkoholi
(prije svega sorbitol 1 ksilitol) pokazuju povezanost sa ocvrS¢avanjem vjestacki ili prirodno
izazvane kariozne lezije. Ranije studije koje su povezivale ksilitol sa smanjenjem incidence
karijesa nisu spominjale takvu moguénost ve¢ su se prije svega koncentrisali na njihove
antimikrobne efekte. Posljednjih godina se pojavljuju i rezultati vezani i za treCeg zastupnika
ove grupe eritrol [183].

Remineralizaciona svojstva ksilitola se opisuju kao posljedica pasivnog i aktivnog
dejstva. Kao najznacajnije pasivno dejstvo se spominje povecanje salivacije, kao i uklanjanje
izvora stvaranja kiselina u dentalnom plaku, poput rastvorljivih monosaharida. Kao
posljedica toga dolazi do inhibicije razvoja kariogenih mikroorganizama i produkcije

elemenata sazrijevanja plaka poput dekstrana i levana [183].
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Naucna literatura ima sve viSe podataka i o tzv. aktivnom dejstvu ksilitola na procese
remineralizacije. Ve¢ ¢uvena Turky studija, koja je prva pokazala da koriS¢enje ksilitola
dovodi do smanjenja razvoja karijesa je zabiljezila kariostaticke efekte ksilitol Zvakace gume
i u prisustvu poveéanih koli¢ina heksoza (glukoza i fruktoza). Zvakaéa guma sa ksilitolom i
bez njega izaziva povecano lucenje pljuvacke, ali je samo kod prve zabiljezena znacajno
manja incedenca karijesa [184]. Sli¢ni zakljucci su izvedeni i iz drugih istorijski poznatih
longitudinalnih studija u vezi primene ksilitola u prevenciji karijesa [185], ali i u
eksperimentima izvedenim na Zzivotinjama. U svim tim studijama je pokazano da ksilitol
umanjuje razvoj karijesa i pored snaznih kariogenih izazova, i da je dejstvo ksilitola
izrazenije od sorbitola [186, 187].

Moguce mehanizme, kojima polioli ili Se¢erni alkoholi kojima pripada i ksilitol, mogu
da podsti¢u procese remineralizacije na zubnoj gledi je detaljno opisao Mékinen [183]. Oni
obuhvataju:

1. Odsustvo redukcionih karbonil grupa $to ih ¢ini manje hemijski reaktivnim. Zbog
toga se smatra da transportni mehanizmi kariogenih bakterija ne prepoznaju ksilitol [188].

2. Secerni alkoholi posjeduju dodatnu broj hidrogenih jona koji mogu da se vezuju
sa drugim metabolitima kao Sto su na primjer razli¢iti koenzimi (npr. NADP i NAD) ili
drugim donorima i tako stvaraju hemijski redukovane produkte i intermediarne metabolite.
Kao posljedica toga neznatno uticu na kiselost u dentalnom plaku [183].

3. Stvaranje kompleksa zahvaljuju¢i polioksi strukturi ksilitola i tridentatnim
vezama (H-C-OH). Na taj nafin mogu da vezuju razli¢ite metalne jone i oksi-acide. Za
remineralizaciju su posebno znacajni kompleksi sa dvovalentnim Ca, kao mogucéim
rezervoarima za potrebe ugradnje toga minerala u kristalnu reSetku [183]. Kao nosac
kalcimuovih jona kompleks omogucava njihovo prodor u dublje slojeve demineralizovane

gledi [198].
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4. Hidrofilnost kao posljedica velikog broja hidroksilnih grupa, ¢ini veéinu Sec¢ernih
alkohola (alditola ili poliola) rastvorljivih u salivi. Hidrofilni molekuli alditola su u
kompeticiji sa molekulima vode za hidratacioni sloj bio-molekula (npr. proteini i metalni
katjoni). Posljedica toga moze da bude i jacanje hidrofobnih interakcija izmedu molekula
proteina §to se manifestuje u zasStiti proteina od termalnih i drugih denaturacionih ili
destrukcionih procesa. To moze da se odnosi i na stabilizaciju salivarnog Ca fosfatnog
sistema koji predstavlja osnovu za uspjeSnu remineralizaciju. Ovom mehanizmu doprinosi i
stvaranje kompleksa sa molekulom ksilitol [183].

5. Kao posljedica relativno niske molekularne tezine i hidrofilne prirode alkoholnih
Secera mogu da poseduju osmoregulatornu ulogu u razlic¢itim bioloskim sistemima [189].

6. Ksilitol 1 neki drugi Secerni alkoholi poseduju sposobnost ,,¢is¢enja“ slobodnih
radikala u bioloskim i eksperimentalnim sistemima [190].

Gore navedena ,,Turku studija“ [184, 191] je prva pokazala sposobnost ksilitola da
vr$i oporavak postojecih pocetnih karioznih lezija, Sto je potvrdeno i nizom drugih klinickih
istrazivanja. Remineralizacija pocetnih karioznih lezija je zabeiljeZena kako na bukalnim tako
1 na aproksimalnim povrSinama zuba. Ovi rezultati su podstakli vlasti u Finskoj i nekim
azijskim zemljama da se zvanicno preporuci unosenje 6.7 g ksilitola dnevano kao preventivna
mjera [183, 192, 193].

Leach i1 sar. [194] su pokazali slicne remineralizacione efekte na okluzalnim
povrSinama kod pacova.

Featherstone [195] je registrovao remineralizaciju eksperimentalnog karijesa pomocu
rastvora koji je sadrzao 2,5% ksilitola uz ostale sastojke poput 0.6 mM NaF i soli K, Ca, Sr, 1
Zn. U poredenju sa grupe sa salivom, kod koje je tokom 14 dana doSlo do o¢vrS¢avanja samo
20 mikrona unutrasnjeg sloja, kod ksilitola je remineralizovano 40-50 mikrona lezije debljine

160 mikrona.
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Vissink 1 sar. [196] su ispitivali remineralizacione sposobnosti razlicitih vrsta salive,
mjere¢i mikrotvrdo¢u prethodno razmeksale gledi. Najbolji oporavak je postignut sa 2%
rastvorom ksilitola u niskoviskoznoj zamjeni za pljuvacku u kojoj je bilo i mucina ili
karboksilmetilceluloze.

Arends 1 sar. [197] su vrSili in vitro ispitivanja kombinovanog uticaj fluorida i
ksilitola na govedoj gledi. Ona je bila izlagana mlije¢noj kiselini u puferu na
demineralizacionom pH od 4,5. Ksilitol i1 fluoridi su pokazali slicnu mo¢ redukcije lezije.
Sli¢ni rezultati su zabiljeZeni od strane Miake i sar. [199].

Scheinin i sar. [200] su uzorke govede gledi ugradene u posebnu protezu postavljali u
usta djece sa progresivnim karijesom. Jedna grupa djece je imala do tada uobicajenu ishranu
dok su druga uzimala po 20 g ksilitola u obliku bombona. UnoSenje ksilitola je znacajno
o¢vrscavalo gled sto je potvrdivano testiranjem mikroc¢vrstoce.

Vise studija je pokazalo da prisustvo ksilitola u zubnoj pasti moze da podstice procese
remineralizacije gledi [201-203]. Ipak postoje i drugaciji nalazi koji govore da prisustvo
samo ksilitola nema efekta [204, 205]. Hicks 1 sar. [198] smatraju da su ovakvi konfliktni
rezultati posljedica same postavke eksperimenta (in vitro ili in vivo), vrste eksperimentalnog
substrata (humana ili goveda gled), same koncentracije ksilitola koje se u razliitim
eksperimentima kre¢u od 10% pa sve do 70%, ali i tehnike kojom se prate remineralizaciono-
demineralizacioni procesi (polarizacioni mikroskop, SEM, mikroradiografija, AFM). U
njihovom istrazivanju dejstva kombinovanih zubnih pasti pronasli su da koncentracija
ksilitola preko 10% moze da pokazuje remineralizacione efekte, smatraju¢i da prisustvo
ksilitola moze da potpomaze iskoristljivost fluorida i zahvatanja kalcijuma i fosfata iz salive,
a time omogucava pojacani stepen remineralizacije erodiranih povrsina.

Amaechi 1 sar. [203, 204] su uporedivali efikasnost ksilitola i natrijum fluorida u

remineralizaciji erozija na povrsini gledi nastalih pod dejstvom soka od pomorandze. Uzorci
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govede gledi su potapani 6 puta u toku 24 h u trajnju od 5 minuta u ¢ist sok od pomorandze,
sok sa 25% ksilitola, sa prisustvom 0,5 ppm natrijum fluorida i kombinovanim prisustvom
ksilitola i fluorida. Mjerenja gubitka minerala su pokazala da kombinacija ksilitola i fluorida
ispoljava sinergi¢ko dejstvo u redukciji erozija. Isti autori su takode dokazali da samo
prisustvo ksilitola ne pokazuje znaCajna antidemineralizaciona svojstva. U sli¢noj studiji
Chunmuang i sar. su pokazali da dodatak ksilitola, fluorida ili kombinacije ksilitola i fluorida
moze da umanji stepen erozije izazvane sokom od pomorandze, ali ne i da je u potpunosti
sprijeci [210].

Vise razliCitih studija je pratilo kristalografske promjene tokom procesa
remineralizacije u prisustvu ksilitola [183]. Yanagisawa i sar. [207] su pratili u acetatnom
puferu (pH 4,0) demineralizovane uzorke humane gledi. Oni su zatim potapani tokom dvije
nedjelje u remineralizacionom rastvoru koji je sadrzavao kalcijum, fosfate i 20% ksilitol.
Remineralizacioni rastvor kontrolne grupe nije sadrzavo ksilitol. Kontaktna mikroradiografija
je pokazala da se u odsustvu ksilitola, remineralizacija dogada pretezno u povrSinskim
slojevima, dok je u prisustvu ksilitola remineralizacija neSto slabija u najpovrSnijim
slojevima, ali je izrazita u srednjim 1 dubljim ispod 10 mikrona. Ovakvi rezultati su potvrdeni
1 analizom slike multiporoznosti. Mike 1 Yanagisawa [208] na osnovu tog zakljucuju da
ksilitol djeluje kao nosa¢ kalcijuma, odrzavaju¢i konstantan nivo njegove koncentracije,
preuzimajué¢i minerale iz povrSinske zone koja je zbog toga slabije remineralizovana.
Takahashi 1 sar. [209] su pokazali da ksilitol posjeduje najsnazniju ulogu nosaca u odnosu na
ostale polialkohole poput sorbitola, eritrola, maltitola.

Uticaj ksilitola u zastiti zubne gledi od erozivnih dejstava ispitivala je 1 najnovija
studija Kabil 1 sar. [211]. Oni su pomo¢u SEM-a konstatovali da je u odnosu na agresivno

dejstvo hlorisane vode prisustvo fluorida viSe efikasno u prevenciji ostecenja, ali da ksilitol
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povoljnije oporavlja zubnu gled po nastanku pocetnih oste¢enja. PovS$ina gledi je ravnija, §to
je potkrijepljeno statisticCkom obradom rezultata EDXA jonske analize.

Dobijeni rezultati AFM analize povrsine gledi izlozene ksilitolu poslije erozivnog
dejstva Coca Cole su sli¢ni studijama koje su ispitivale druge remineralizacione agense,
posebno nosioce kalcijuma kao $to je CPP-ACF [64, 212-215].

Kada je rije¢ o rezultatima uticaja stevie u naSem istrazivanju dobijeni su
kontradiktorni nalazi izmedu SEM i AFM analize. SEM analiza biljezi veoma usmjerenu
akumulaciju novih kristala sli¢nih hidroksil apatitu, za razliku od vise amorfnih formi kod
ksilitola i kontrolne grupe. S druge strane AMF upucuje na znacajno izraZeniju hrapavost u
svim parametrima, koja je 1 viSe desetina puta veéa od zabiljeZene kod ksilitola i kontrolne
grupe. Najizrazenije vrijednosti Rk, kao i vece vrijednosti pikova (Rpk) ipak ukazuju da se
vjerovatno radi o veéim naslagama samog pokrivaca gledi, koji vjerovatno predstavlja
depozite same stevie 1 odrazava njenu sposobnost prekrivanja povrsine u debljim slojevima.

Ovakvi rezultati nisu do sada zabiljeZeni u literaturi, ondosno nismo uspijeli da
pronademo istrazivanje koje je pratilo remineralizacione efekte stevie, odnosno njenih
aktivnih principa steviosida. Vec¢ina dosadasnjih istrazivanja uticaja stevie je bila usmjerena
prema njenom antimikrobnom dejstvu [80, 84, 216].

Ferrazzano 1 sar. [84] u svojoj preglednoj studiji iznijeli veliki broj dokaza
objavljenih u posljednjih 10 godina o direktnom uticaju razli¢itih steviozida koje se nalaze u
ekstraktu biljke stevie rebaudioside na inhibiciju razvoja kariogenih i drugih
mikroroganizama u usnoj duplji.

Singh 1 sar. [218] istiCu prednosti stevie kao zasladivaca koji prakticno ne posjeduje
kalorijske vrijednosti, a ima baktericidna svojstva koja imaju koristi po oralno zdravlje.
Ekstrakti stevije 1 svih njegovih sekundarnih metabolita steviozida (steviol, isosteviol,

stevioside 1 rebaudio-side A, B, C i E) nisu kariogeni i ne izazivaju erozivne promjene na
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gledi. Suprotno tome je pronadeno da inhibiraju agregaciju mikroorganizama potpomognutu
od strane glukana u dentalnom plaku.

Rezaei-Soufi 1 sar. [220] smatraju da biljka stevija ima sposobnost da usporava karijes
na viSe nacina, prije svega smanjujuéi produkciju kiselina u ustima pod uticajem kariogenih
mikroorganizama; smanjujuéi hidrofobnost bakterijskih ¢elija Sto utice na njihovu agregaciju
na povrSini gledi 1 sazrijevanje zubnog plaka inhibiraju¢i stvaranje ekstracelularnih
polisaharida, ali o onemogucavanjem bakterija za vezivanje za same produkte biljke.
Antimkrobni efekti su povezani sa koncentracijom, ali da je uticaj stevijinih polifenolnih
ekstrakata (steviozida) uglavnom izrazeniji i da djeluje i na mikroorganizme poput
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, i Vibrio cholera.
Isto tako Ajaanovor i sar navode da vodeni ekstrat stevie ima najslabije dejstvo u odnosu na
etanolski, acetatni ili heksanski rastvor. [214].

Istrazivanja su isto tako pokazala da je prosjecna dubina demineralizacije na povrSini
gledi koja je bila izlozena ekstraktu stevije bila znafajno manja od onih koje u
eksperimentalnom in vitro karijes modelu izazivaju glukoza i fruktoza [220].

Ipak, do sada objavljena istrazivanja se nisu bavila samim procesom remineralizacije,
kao S$to je bio slucaj sa ksilitolom i ¢itavim nizom drugih sredstava, pa na osnovu pregleda
literature teSko moZzemo da objasnimo nalaz usmjerene i uznapredovane kristalizacije kod
stevijinih uzoraka. Utoliko je ovaj nalaz zanimljiviji jer u naSem eksperimentu nisu bili
prisutni mikroorganizmi kao ni pelikla.

Donekle analogiju bi mogli da pronademo u istraZzivanju Saeki i sar. [221]. Oni su
ispitivali remineralizacione sposobnosti funorana (polisaharida iz ekstrakta morske trave
Gloipeltis furcata). Njegovo prisustvo u kombinaciji sa ksilitolom 1 hidrogenfosfatom je

pokazivao znaCajno vece remineralizacione sposobnosti od pojedina¢nih komponenti, §to
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moze da govori u prilog i odredenog usmjeravaju¢ih efekata. Inace funoran pokazuje
dokazane efekte u inhibiciji agregacije streptokoka [222].

Poggio i sar. [64] su ispitivali uticaj zubnih pasti sa argininom i kalcijum karbonatom
i CPP-ACP kompleksa gdje kod drugoga, prije dolazi do taloZzenja mineralnih globula i
popunjavanja erodiranih dijelova prizmi, dok se kod argininskog kompleksa stvara vise
kompaktni i usmjereni sloj.

Ne postoje objavljeni podatci o slicnom dejstvu stevizoida na formiranje i
organizaciju kristla hidroksil apatita. To se donekle uklapa i u tumacenja Vitkov i sar. [223]
koji su uporedivali nalaze AFM sondiranja hrapavosti povrsine i SEM sliku topografije.
Njihovi rezultati govore da AFM slika ne moze precizno da prikaze kiselinom nagrizanu
povrsinu gledi, i to prije svega zbog izrazene strmosti glednih kristala koja moze da utic¢u na
stvaranje zakrivljene slike. Ona pak moze da vodi do =znaCajnog potcjenjivanja
profilometrijskih parametara. Zbog svega toga ovi nalazi zahtijevaju dodatna ispitivanja o
mogucéem uticaju stevie na procese remineralizacije gledi.

U svakom slucaju dodatna ispitivanja su neophodna kako bi se prihvatili brojni
pokusaji da se umanje erozivna svojstva pojedinih gaziranih i negaziranih napitaka dodavanje
remineralizacionih sredstava [223, 224]. Stevia je tu posebno zanimljiva kao zasladivac,
zamjena za Secere, ali 1 sve viSe optuzivane vjeStacke zasladivace poput saharina i aspartama.
Zanimljivost stevie je beznacajna kalorijska vrijednost i prirodno porijeklo, a naravno

antikariogeni i remineralizacioni efekti bi jo§ viSe ucvrstili njenu kandidaturu [219].
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7. ZAKLJUCAK

Na osnovu postavljenih ciljeva, provedenog istrazivanja i izvrSene analize dobijenih

rezultata mozemo da dovedemo sljedeée zakljucke:

1.

AMF i SEM analiza pokazuju da je zubna gled u in vitro uslovima izlozena
ksilitolu otpornija na dejstvo Coca Cole i pokazuje manju povrsinsku hrapavost.
AFM analiza povrSine zuba tretiranog steviom u in vitro uslovima pokazuje
povrsinsku izraZeniju hrapavost, ali organizovaniju kristalnu strukturu u pravcu
formiranja apatita Sto takode upucuje na mogucu zastitnu ulogu pogotovo u fazi
preparacije postojecih ostecenja.

Tumacenje samo AFM nalaza u objaSnjavanju promjena na povrsini gledi,
pogotovu kod demineralizaciono-remineralizacionih mehanizama nije uvijek
dovoljno pa je pozeljnije kombinovati viSe metoda sa ukljuivanjem SEM
analize kristalne strukture.

Nalazi potvrduju remineralizacione potencijale ksilitola, povezanih sa
sposobnosti vezivanja jona kalcijuma i stvaranja njegovih rezervoara koji
ucestvuju u mineralizaciji.

Stevioidi ucestvuju u usmjeravanju akumulacije i1 organizovanja kristala
hidroksil-apatita, koja do sada nisu zabiljezena. Neophodna su dodatna
suptilnija ispitivanja radi potvrdivanja ovakve hipoteze.

Primjena trodimenzionalnih parametara krive nosivosti moze da se uspjesno
primjenjuje u analizi povrSinskih promjena na gledi u odnosu na
dvodimenzionalne.

Ksilitol 1 stevia pokazuju potencijal da kao zasladivaci u Cola napitcima mogu

da preveniraju razvoj demineralizacije gledi i potpomazu njen opravak.
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