UNIVERZITET U NISU
MEDICINSKI FAKULTET

Radomir G. Barac

UTICAJ BEZALKOHOLNIH |
ALKOHOLNIH PICA NA HUMANU GLED I
ULOGA DENTALNE PELIKULE U ZASTITI

GLEPI OD EROZIJE: IN VITRO STUDIJA

DOKTORSKA DISERTACIA

Nis, 2021.



UNIVERSITY OF NIS
FACULTY OF MEDICINE

Radomir G. Barac

THE INFLUENCE OF SOFT AND
ALCOHOLIC DRINKS ON HUMAN
ENAMEL AND THE PROTECTIVE ROLE
OF DENTAL PELLICLE AGAINST ENAMEL
EROSION: AN IN VITRO STUDY

DOCTORAL DISSERTATION

Nis, 2021.



Mentor:

Naslov:

Rezime:

Naucna
oblast:
Naucna
disciplina:

Kljucne reci:

Podaci o doktorskoj disertaciji

Prof. dr Jovanka Gasi¢, redovni professor u penziji, Medicinski fakultet
Univerzitet u NiSu

Uticaj bezalkoholnih i alkoholnih pi¢a na humanu gled i uloga
dentalne pelikule u zastiti gledi od erozije: in vitro studija

Cilj ove studije je bio da se proceni erozivni potencijal 14 napitaka: 11
bezalkoholnih (pet gaziranih, od toga dva energetska), Sest negaziranih
(dva voéna soka, dva sportska i dva ¢aja) i tri alkoholna pica (pivo,
crveno i belo vino) i ustanovi doprinos pojedinih komponenti dentalne
pelikule u zastiti gledi od erozivnog ostecenja.

Erozivni potencijal je odredivan merenjem pH 1 titrabilne kiselosti
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pokazala najnizu, dok je sok od narandze imao najvisu TK.
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1. UvOD

Dentalna erozija, koja podrazumeva demineralizaciju zuba bez ucesc¢a bakterija, tokom
poslednjih godina postaje pravi izazov i za istrazivace i za klini¢are. Ovu €injenicu potkrepljuju
ne samo izvestaji iz stomatoloskih ordinacija, ve¢ 1 veliki broj akademskih publikacija na tu
temu. Dok je sedamdesetih godina proslog veka svake godine objavljivano manje od pet studija,
od 2000. godine taj broj progresivno raste i, u poslednje vreme, savremena literatura o
erozivnom o$teé¢enju zuba broji gotovo sto publikacija godis$nje [1]. Ovaj upecatljiv broj radova
na temu erozivnog oSte¢enja zuba u savremenoj literaturi odrazava vidan pad pojave karijesne
demineralizacije, $to je omogucilo da erozija dobije na znacaju.

Ipak, svest o erozijama zuba od strane Sire populacije jos uvek nije na dovoljno visokom
nivou. Na primer, jedna od epidemioloskih studija je pokazala da visok procenat anketirane
dece smatra da je redovno pranje zuba najbolja zastita od erozije. Ovo jasno ukazuje na
nedostatak pravih informacija i zamenu vaznih pojmova [2]. Za veéinu stanovnistva, erozivne
promene zuba u ranim fazama su samo kozmetic¢ki problem [1]. Takode, klinicari su Cesto
zbunjeni znacima i simptomima erozije, kao i njenim sli¢nostima i razlikama u odnosu na druge
oblike troSenja zuba - abraziju, atriciju i abfrakciju. Ova ¢injenica opravdava termin €rozivno
troSenje zuba koji podrazumeva demineralizaciju zubne supstance Kiselinama i sledstveni
gubitak povrSinskog tkiva, kao rezultat istovremenog i/ili naknadnog izlaganja mehanickim
silama [1,3,4].

Kisele supstance koje su odgovorne za eroziju zuba mogu imati interno ili eksterno
gazirana pica, sportski i energetski napici [5-8] ¢ija se potrosnja naglo povecala poslednjih
decenija. Prema najnovijoj internet bazi podataka, vodeci potrosaci bezalkoholnih (narocito
gaziranih) napitaka su Sjedinjene Americke Drzave sa 154 litara godiSnje potros$nje po
stanovniku. U Evropi, vode¢e zemlje u potrosnji bezalkoholnih pica su Belgija sa 109, koju
slede Nemacka 1 NorveSka sa po 98 litara godiSnje potrosnje po glavi stanovnika. Podaci iz
akademske literature ukazuju da je Evropa vodeci potrosa¢ energetskih napitaka, dok suu SAD
najpopularnija sportska pica [3].

Erozivno dejstvo moze imati 1 kisela hrana, kao 1 kiseli dodaci u ishrani (kiselo voce,
ukiSeljeno povrée, prelivi za salate, kisele bombone, tablete vitamina C za zvakanje itd.) [5,9].
Osim $to se moze javiti kod hroni¢nih alkoholi€ara, zubna erozija moZe predstavljati problem
kod osoba koje se bave degustacijom vina, jer prolongirani kontakt kiselog pica i gledi moze

rezultirati njenim oste¢enjem [10,11].



Kod endogenih erozija osnovni razlozi za dospevanje Zeludacne kiseline u usnu duplju
su: gastroezofagealni refluksna bolest (GERB) [12,13], vomitus u toku trudnoce, bulimija,
anoreksija neurosa, kserostomija i malapsorcioni sindrom [14,15].

U procesu rastvaranja gledi ucestvuju hemijski faktori: pH, puferski kapacitet, titrabilna
kiselost, kao i koncentracija kalcijuma, fosfata i fluorida u pi¢ima i hrani [16,17]. U ovom radu,
u cilju razumevanja hemijskog aspekta erozivnog ostecenja, u poglavlju Pregled literature bice
objasnjeni neki pojmovi koji su vazni za nastanak i razvoj erozivnog oStecenja, a na kojima
insistira savremena literatura [3,16,18]. Ovo se odnosi na ¢injenicu da ne postoji fiksna kriticna
pH vrednost za eroziju zuba kao za karijes, ve¢ se ona mora izraCunati na osnovu koncentracije
kalcijuma 1 fosfata iz erozivnog rastvora [1,5,19]. Dalje, erozivni rastvori, osim uklanjanja
povrsinskog sloja gledi, uti¢u na rastvaranje minerala i unutar omeksanog sloja - ispod povrsine
(,, near surface demineralization ”), slicno kao kod razvoja karijesnog procesa [1,16]. S druge
strane, kada se radi o fizickim parametrima koji utiCu na procese demineralizacije, isti¢e se
znacaj polu-statickog sloja rastvora u neposrednoj okolini gledne povrsine koji se naziva
Nernst-ov sloj. Muckanje ili zadrZavanje pic¢a u ustima obi¢no uzrokuje veéu eroziju, jer se 0vVaj
sloj kontinuirano obnavlja i ne dostize zasi¢enost koja bi usporila ili sprecila eroziju [3,20].

Podaci iz literature ukazuju da dentalna pelikula moze delimi¢no da zastititi povrSinu
gledi od promena nastalih izlaganjem kiselinama [21,22]. Osim $§to je preventivni potencijal
salivarne pelikule ogranicen, on individualno varira, pri ¢emu sastav pelikule igra vaznu ulogu
u ovoj varijabilnosti [23,24]. Poglavlje Pregled literature pruza informacije o fizickim
svojstvima dentalne pelikule, kao i o njenom sastavu, ukazujuci da jo§ uvek postoji odredena
polemika o uticaju razli¢itth komponenti pelikule (pljuvacnih jona i/ili proteina) na erozivnu
demineralizaciju [20,25-27].

Ovo istraZivanje je realizovano sa ciljem da se proceni erozivni potencijal razlicitih
napitaka, koja su Cesto sastavni deo svakodnevne ishrane, pri ¢emu, neka od njih konzumiraju
osobe gotovo svih generacija. Pored toga, napravljen je pokuSaj da se razjasni doprinos

pojedinih komponenti dentalne pelikule u zastiti gledi od erozivnog oStecenja.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Definicija pojmova ,,erozija zuba” i ,,erozivno tro$enje zuba”

,Erozija zuba” i ,.erozivno troSenje zuba” su termini koji se koriste u vezi uticaja
kiselina na zubnu povr$inu. Najcitiranija definicija erozije zuba je Imfield-ova (1996), koja
podrazumeva patolosko, hroni¢no i ireverzibilno rastvaranje tvrdih zubnih tkiva izazvano
kiselinama nebakterijskog porekla [28]. Ovo oboljenje se u potpunosti razlikuje od karijesa i
po etiologiji i po objektivnom nalazu. Ukoliko prvo usledi ,,napad” kiselom supstancom, dolazi
do gubitka strukturnog integriteta i pojave razmeksanog sloja na zubnoj povrsini koja postaje
osetljiva na dejstvo abrazivnih sila [19,29]. Ove abrazivne sile ukloni¢e razmeksani sloj sa
gledi, uzrokujuci gubitak ¢vrste supstance, dok njihov uticaj na zdravu povrsinu zuba nece imati
veliki znacaj [30]. Gubitak ¢vrstog zubnog tkiva moze uslediti i bez znacajnijeg oStecenja
abrazijom, a slucajevi dugotrajnog ponavljanja erozivnih izazova (na pr. GERB, hroni¢no
povracanje i sl.) mogu rezultirati erozijom zuba. S druge strane, dostupni dokazi sugeriSu da su
erozivni izazovi in vivo kratki i da sama erozija verovatno neée biti direktan uzrok gubitka
zubne povrsine. 1z tog razloga, Shellis i sar. su sugerisali da termin ,,zubna erozija” treba da
ukljucuje ne samo slucajeve pocetne demineralizacije (,,razmekSanja”) ve¢ 1 svaki gubitak
zubne povrSine izazvan iskljuéivo produzenim izlaganjem kiselinama, dok izraz ,,erozivno
troSenje zuba” treba da podrazumeva uticaj bilo koje mehanicke abrazivne sile posle primarnog
dejstva kiselina. Zbog toga bi termin ,,zubna erozija” trebalo koristiti za hemijske, a ,,erozivno
troSenje zuba” za hemijsko-mehanicke procese [1,4,29].

lako su kiseli izazovi u eksperimentima zubne erozije ¢esto dovoljni da izazovu gubitak
tkiva bez ukljuCivanja abrazije, ustanovljeni modeli erozivnog oSte¢enja zubnog tkiva
podrazumevaju i one koje nastaju samo hemijskim kao i one koje nastaju hemijsko-mehani¢kim
putem [29], bez obzira da li su po tipu jednokratnog (bez remineralizacije) [31,32] ili ciklus-

izlaganja (sa naizmeni¢nim periodima de- i remineralizacije) [7,33,34].

2.2. Savremeni koncept erozivnog ostec¢enja gledi

Zubni karijes predstavlja destrukciju tvrdih zubnih tkiva sa posledicama koje se
ispoljavaju ne samo na povrsini, nego i unutar podpovrsinske regije. Za razliku od toga, zubna
erozija se, do nedavno, definisala samo kao povrsinski fenomen [35]. lako se demineralizacija

uglavnom deSava na povrSini zuba, izgleda da je patofiziologija zubne erozije mnogo slozenija.



U pocetku, kada rastvor dospe u usnu Supljinu, mora da ,,prode” kroz steCenu glednu pelikulu
pre nego $to uopste stupi u interakciju sa samom povrSinom gledi [16,22]. Difuzijom kroz
glednu pelikulu, kiseli rastvor stize na povrSinu gledi, gde ¢e joni vodonika (H') poceti da
rastvaraju gledne kristale. Pod uticajem H* prvo se pokrece rastvaranje omotaca prizmi, kasnije
jezgara prizmi, pri ¢emu nastaje poznati izgled sa¢a [36]. Osim snaznog uticaja H* jona na
granici (interfejsu) rastvora i gledi, Featherstone and Rodgers su 1980-ih ukazali i na vaznost
nedisosovane (nejonizovane) forme organskih kiselina u karijesnom procesu. Kada su organske
kiseline prisutne u rastvoru, tj. pljuvacki, deo molekula kiseline ¢e ostati u svom nedisosovanom
obliku, dok ¢e drugi deo disosovati prema jednacini:
R-COOH (ag) 2 R-COO (aq) + H* (aq)

Tokom formiranja podpovrsinske lezije u procesu ranog karijesa, nedisosovani oblik
kiseline bi mogao brze prodirati u pore gledi od disosovanog oblika zbog nedostatka
naelektrisanja. Ulaze¢i u gled, nedisosovani molekuli se rastvaraju, pri ¢emu se obezbeduje
mobilni izvor H* jona koji pomaze u odrzavanju Kiselosti sredine koja podrZzava rastvaranje
[37].

Godine 2013., Shellis i sar. su eksperimentalno dokazali da ovi procesi vaze i za eroziju.
Erozivno rastvaranje se javlja ne samo na spoju (interfejsu) izmedu rastvora i gledi ve¢ 1 unutar
tankog, delimi¢no demineralizovanog omeksanog sloja gledi. Za ovaj proces predloZili su
termin ,,near-surface demineralization”. Otuda demineralizacija ,,u blizini povrSine” opisuje
proces omekSavanja tokom zubne erozije, naglaSavaju¢i Cinjenicu da zubna erozija nije
isklju¢ivo povrSinski fenomen, ve¢ se javlja i u ograniCenom opsegu podpovrSinskog
omeksanog sloja (nekoliko um) usled dejstva nedisosovane forme organskih kiselina. Autori
su takode zakljucili da ovaj proces prvenstveno zavisi od koncentracije nedisosovanog oblika
organske kiseline u porama gledi, a manje od puferskih osobina same kiseline [38].

Tokom demineralizacije na povrsini i ,,near-surface” podrucju izlazak jona iz zubnih
tvrdih tkiva naknadno ¢e dovesti do lokalnog porasta pH i jona u te€nom sloju u blizini minerala
zuba [19]. Ovaj polu-staticki sloj rastvora je izuzetno vazan u odrzavanju stabilnosti bliskog
okruzenja gledne povrsine i naziva se ,,Nernstov sloj”. Veca koncentacija ovih jona u Nernst-
ovom sloju povecava stepen zasi¢enja u neposrednoj blizini gledne povrsine i, u trenutku kada
postane zasicen, ne dolazi do dalje demineralizacije gledi. Medutim, na Nernstov sloj, u in vivo
uslovima, uti€u normalni pokreti tokom mastikacije i konzumiranja te¢nosti, tako da
kontinuirani protok kiselih napitaka preko zuba dovodi do stalnog obnavljanja (zamene)
Nernst-ovog sloja, bez mogucénosti dostizanja nivoa zasi¢enja [39]. Ovaj proces je od posebne

vaznosti kada je erozivna supstanca slabo zasi¢ena u odnosu na mineral zuba. Ukoliko takve
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supstance imaju brz i konstantan protok preko zubne povrsSine (muckanje ili zadrzavanje napitka
u ustima pre gutanja), Nernstov sloj ¢e se kontinuirano obnavljati, $to vodi snaznom rastvaranju
tvrdog zubnog tkiva. U svakom slucaju, kontinuiran izlazak jona iz zubnih tvrdih tkiva dovesce
do stvaranja razmekSanog sloja koji je osetljiv na spoljne mehanicke sile (npr. ¢etkanje zuba) i

posledi¢nog gubitka zubne supstance.

Q
; $ Q’b Navike konzumiranja ’b
\\ hrane/pica
) Oralna higijena Reflux/Povracanje
‘SY Medikacija Meka tkiva
© Pljuvacka Pelikula
=

O

Adhezija
Fosfati
Fluoridi

Slika 1. Interakcije razli¢itih faktora u razvoju erozije i erozivnog troSenja zuba [1]

lako je pretrpeo nekoliko modifikacija [19,40,41], Sematski prikaz interakcija razli¢itih
faktora u razvoju erozije i1 erozivnog troSenja zuba je zadrzao istu sustinu (Slika 1). Ucestali,
potencijalno erozivni faktori ishrane i faktori koji zavise od pacijenta vremenom ¢e stupiti u
interakciju sa povrSinom zuba, pri ¢emu ¢e se ona ili istrositi ili ¢ak zastititi, u zavisnosti od
ravnoteze izmedu spomenutih faktora. Povezanost ovih faktora je presudno i pomaZe u
objasnjenju zasto pojedine osobe imaju vece erozivno ostecenje od drugih. Interakcija faktora
navedenih u unutrasnjim krugovima na Slici 1 odredi¢e pocetak i tezinu zubne erozije. Vrlo je
moguce da, ¢ak iako su osobe izloZzene potpuno istom kiselom izazovu, njihovi pojedinaéni
bioloski faktori odigraju klju¢nu ulogu u razvoju erozivne lezije. Sli¢no karijesnom procesu,
faktori navedeni u spoljnom krugu uticace i na ceo proces erozije, bilo u razvoju ili odbrani od
erozivnog osteéenja [1].

Uzimajuéi u obzir ciljeve postavljene u ovom istrazivanju, naredna poglavlja ¢e se
fokusirati na pregled literature koja opisuje neke od Sematski prikazanih faktora (Slika 1) u

razvoju erozivnog oStecenja: faktore ishrane (parametre erozivnog potencijala hrane i pi¢a: pH,



tip Kiseline, puferska svojstva, nivo kalcijuma, fosfata i fluoride, adheziju i druge fizic¢ke
faktore), klasifikaciju ciljanih nutritivnih faktora (bezalkoholna, alkoholna pi¢a, ¢ajevi) sa
potencijalno erozivnim uticajem na povrSinu gledi, faktore koji zavise od pacijenta
(predispozicija za eroziju: histoloske karakteristike gledi, uloga pljuvacke i dentalne pelikule),

ukljucujudi 1 faktore koji zavise od navika konzumiranja erozivnih supstanci.

2.3. Dentalna erozija i ishrana

Erozivni potencijal hrane i pi¢a zavisi od njihovog sastava. Analizom mnogih proizvoda
utvrdeni su niska pH vrednost i visoka vrednost puferskih svojstava (puferski kapacitet i
titrabilna kiselost) kao glavni faktori rizika, a koncentracija kalcijuma kao glavni zastitni faktor
u odredivanju erozivnog potencijala [5]. Ne treba procenjivati erozivni potencijal samo na
osnovu pH jer ne postoji jedinstvena kriticna pH za eroziju, Sto ¢e u daljem tekstu biti detaljno
objasnjeno. Puferska svojstva supstance (odredena vrstom kiseline i vredno$¢u pH) uticu na
otpornost proizvoda da se neutraliSu pljuvackom [17,18,38]. Ukoliko erozivna supstanca sadrzi
neke dodatke, poput lepka, koji se adheriraju za zubnu povrSinu, moze se produziti erozivni
izazov [18,41]. Klini¢ki znacajan rizik od erozije postoji: kada su zubna tkiva izloZena
supstancama sa visokim erozivnim potencijalom, kada je to izlaganje ¢esto, i/ ili kada se desava

tokom duzeg perioda [42].

2.3.1. pH rastvora

Vrednost pH je pokazatelj inicijalne koncentracije vodonikovih jona u rastvoru, ali ne
daje informacije o ukupnoj kiselosti rastvora (pica ili hrane), tj. o prisustvu nedisosovanih
kiselina. Iako uti¢e na stepen zasi¢enja (odredivanjem aktivnosti POs* i OH" jona), ona
predstavlja vazan nezavisan faktor rastvaranja [17]. U studijama koje uporeduju raspon pH
vrednosti, odnos izmedu demineralizacije i pH moze biti linearan [38] ili nelinearan [43,44], u
zavisnosti od tehnike merenja koja se koristi za kvantifikovanje stepena demineralizacije.
Vazno je notirati da ne postoji fiksna ,kriticna pH” za eroziju, kao $to je opisano za karijes,
delimi¢no zbog vrlo promenljivog sastava erozivnih rastvora u oralnom okruzenju [1,5].

Kriti¢cna pH vrednost i erozija zuba. ,Kriticna pH” je pH vrednost pri kojoj je rastvor
zasi¢en u odnosu na odredenu Evrstu supstancu, npr. mineral gledi. Ukoliko rastvor ima pH
ispod kriticne vrednosti, smatra se nezasi¢enim u odnosu na ¢vrstu supstancu 1 moze izazvati

njeno rastvaranje. S druge strane, ukoliko je pH rastvora iznad kriti¢ne vrednosti, rastvor je tada
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prezasi¢en u odnosu na ¢vrstu supstancu i dolazi do taloZenja minerala [45]. Kriticna pH
vrednost zavisi 1 od rastvorljivosti ¢vrste supstance (gled, dentin) i od koncentracija (ili tacnije
od aktivnosti) relevantnih mineralnih sastojaka rastvora. U sluc¢aju zubnih minerala, glavni
relevantni sastojci su kalcijum, fosfat i, u manjoj meri, fluorid. Ovi minerali odreduju stepen
zasic¢enja rastvora koji ¢e pokrenuti ili rastvaranje ili precipitaciju (taloZenje) supstance [5,19].

U odnosu na karijes, tecnost plaka je relevantni ,,rastvor” za de- i remineralizaciju iz
koga se izracunava kriticna pH vrednost. Na osnovu prosecnih koncentracija kalcijuma i
fosfata, izraCunato je da je kriticna pH za gled - izmedu 5,5 1 5,7. Iako su koncentracije
kalcijuma 1 fosfata prilicno konstantne za odredenu osobu, one mogu varirati kod razlicitih
ljudi, vrSeci uticaj na kritiénu pH, $to delimi¢no objasnjava medu-individualne razlike u
kritiénim pH vrednostima [19].

Po definiciji, erozija zuba je rastvaranje minerala tvrdih zubnih tkiva u odsustvu plaka.
Stoga se gore pomenuta kriticna pH vrednost (odredena iz sastava te¢nosti plaka) ne moze
smatrati pokazateljem nastanka erozije zuba. Relevantan ,,rastvor” iz koga se moze izraCunati
kriticna pH vrednost je sama erozivna supstanca (a ne plak). Tacnije, kriticna pH vrednost za
zubnu eroziju zavisi¢e od koncentracije relevantnih mineralnih sastojaka u svakom erozivnom
rastvoru. Takode, koncentracija kalcijuma je najvazniji faktor koji odreduje kriticnu pH, ali i
koncentracije fluorida 1 fosfata, ¢e imati vaznu ulogu. Uzimaju¢i u obzir da ¢e se ove
koncentracije razlikovati od rastvora do rastvora i bi¢e razli¢ite od onih koje se nalaze u te€nosti
plaka, kriti¢na pH za gled Ce, i u slucaju erozije, takode varirati [1]. Objavljeno je da su kriti¢ne
vrednosti pH vrednosti (pHc) u odnosu na hidroksiapatit (za razli¢ite potencijalno erozivne
supstance) od 3,9 do 6,5. Ipak je vazno notirati da €e, kada je pH ispod 3,9, rastvor biti nezasi¢en
u odnosu na mineral gledi. To znaci da ¢e se mineral zuba rastvoriti nezavisno od njegove
koncentracije fluorida, fosfata ili kalcijuma, pri ¢emu kalcijum moze podeSavati brzinu
rastvaranja. Zbog toga se smatra da ne postoji fiksna kriti¢na pH vrednost u vezi sa erozijom

zuba [1].

2.3.2. Tip kiseline

Erozija zuba nastaje ili pomocu jona vodonika dobijenih iz razlicitih (jakih ili slabih
kiselina) ili anjona koji mogu vezati ili stvoriti komplekse sa kalcijumom. Vodonikov jon
napada kristale minerala zuba reagujuci sa karbonatnim ili sa fosfatnim jonom, §to dovodi do

direktnog nagrizanja povrSine zuba. Na primer, hlorovodoni¢na kiselina (jedina jaka kiselina)



potpuno disosuje na jone vodonika i hlora pri svim pH vrednostima. Na taj nacin, ona brzo i
direktno rastvara i uklanja minerale sa povrSine zuba, i, ukoliko je prisutna u manjoj koli€ini,
erozivni efekat ove kiseline ¢e biti znacajno ograni¢en zbog visokog stepena disocijacije.
Hloridni jon ne igra nikakvu ulogu u procesu rastvaranja minerala [16,40,46].

Sve ostale kiseline, potencijalni uzrocnici erozivnog ostecenja, su slabe kiseline koje su
pri niskim pH vrednostima u nedisosovanom obliku, ali postupno disosuju sa porastom pH. To
su kiseline koje se nalaze u hrani i pi¢ima: fosforna (Cola napici), limunska (voée, voéni sokovi,
sportska 1 energetska pica), siretna (sirce, prelivi za salate, kiseli krastavci), jabucna (jabuke,
ananas, grozde, sok od narandze, belo vino), vinska (grozde, Sampanjac, crveno vino), mlecna
(sir, jogurt, crveno vino) i askorbinska kiselina (vitamin C kao dodatak hrani i pi¢u, neka
gazirani napici -Sinalco, lzostar itd). Zbog svoje postupne disocijacije, slabe kiseline imaju
ulogu pufera i tako se suprotstavljaju promenama pH vrednosti [1,47].

U zavisnosti od toga koliko H+ jona moZe da obezbedi jedan molekul kiseline, one se
dele na mono (sir¢etna i mlecna), di (jabucna i vinska) i triprotonske (fosforna i limunska)
kiseline. Tako, na primer, limunska kiselina ima mogu¢nost da proizvede tri jona vodonika iz
svakog molekula koji direktno rastvara gledne minerale na ve¢ opisan nacin (reakcijom sa
karbonatnim ili fosfatnim jonima). Ipak, uticaj limunske kiseline na glednu povrSinu je mnogo
sloZeniji. Osim vodonikovih jona, u vodenom rastvoru limunske kiseline nalaze se kiseli anjoni
(citrati) i nedisosovani molekuli kiseline. S obzirom na broj jona vodonika u molekulu, ova
kiselina ¢e disosovati u tri faze i imace tri vrednosti konstante disocijacije (konstanta
disocijacije kiselina Ka, je kvantitativna mera jacine kiseline u rastvoru). S druge strane, citratni
anjon moze da gradi komplekse sa kalcijumom uklanjajuci ga sa povrSine kristala. Aktivnost
limunske kiseline zavisi 1 od pH. Pri nizim vrednostima pH, ova kiselina disocijacijom
obezbeduje jone vodonika koji direktno napadaju povr§inu minerala, a pri vis$im pH, citratni
jon izvla¢i kalcijum sa povrSine kristala. Kod srednjih vrednosti pH funkcioniSu oba
mehanizma. Limunska kiselina tako pokazuje dvostruko Stetno dejstvo demineralizujuci
povrsinu zuba [40].

Sli¢no limunskoj, i fosforna kiselina spada u klasu triprotonskih (trobaznih kiselina), sa
tri vrednosti konstante disocijacije, obezbedujuci jone vodonika pri nizoj pH i vezivanje sa
kalcijumom u rastvoru pri vecoj vrednosti pH. Razlika postoji u formiranju kompleksa sa
kalcijumom koji su kod citrata jaci i imaju trodimenzionalni oblik molekula [40].

Pri disocijaciji (slabe) sir¢etne kiseline joni vodonika se kontinuirano oslobadaju 1 trose
u interakciji sa glednim apatitom sve dok se ne iscrpi sva dostupna koli¢ina kiseline. Stvaranje

kompleksa kalcijuma/acetat je vrlo slabo i igra malu ulogu u eroziji [40].



S druge strane, mlec¢na kiselina se jace vezuje za kalcijum zbog bo¢no vezane OH grupe
u molekulu. Mlec¢na kiselina (pKa 3,86) je jaca od sircetne kiseline (pKa 4,76), pa tako lakSe
obezbeduje jone vodonika, proizvodeéi nizi pH u rastvoru. Medutim, laktat takode vezuje
kalcijum. Zanimljivo je da zbog toga mlecna kiselina moze da nagrize zubnu gled cak i pri pH
6-7, gde gotovo nema jona vodonika, a nagrizanje je posledica vezivanja kalcijuma sa laktatnim

jonom [40].

2.3.3. Puferska svojstva erozivnih supstanci

Puferska svojstva predstavljaju vazan faktor erozivnog potencijala, Sto je
dokumentovano u multivarijantnim analizama podataka o razli¢itim potencijalno erozivnim
supstancama [5,6,8,47]. Osim toga, puferovanje se smatra vrlo vaznim faktorom u kinetici
erozije. Sto je efikasnije puferovanje proizvoda, to ée erozivni izazov trajati duzZe, jer ¢e se
proizvod bolje odupreti neutralizujuéem efektu pljuvacke [16-18,38].

Puferska svojstva rastvora se mogu proceniti na dva nacina: puferskim kapacitetom (j3),
koji predstavlja meru otpornosti na promenu pH u odnosu na nativnu vrednost i titrabilnom
kiselos¢u (TK), koja meri ukupni pufer izmedu pocetne i definisane vece vrednosti pH. Oba
parametra se mogu proceniti titracijom: puferski kapacitet pomocu nagiba titracione krive pri
pH rastvora, dok se TK procenjuje koli¢inom baze koja je potrebna za povisenje pH do unapred
definisane vrednosti [16]. Vrednost TK se obi¢no meri na pH 5,5 ili pH 7,0. Iako je u mnogim
eksperimentima titracija erozivnih rastvora vr§ena do pH 7,0 (ili ¢ak 10,0) [5,7,44,48], mnogi
autori smatraju da je niza vrednost pH (5,5) pogodnija za istraZivanje erozivnog oStecenja, dok
je podrucje izmedu pH 5,5 i pH 7,0 manje vazno za proces erozije [6,8,38,49]. Titrabilna
kiselost je ukupna koncentracija svih kiselina koje disosuju daju¢i H* jone izmedu pocetne i
krajnje vrednosti pH. Ipak, mnogi radovi navode TK kao zapreminu dodate baze (u mililitrima)
za povisenje pH do odredene vrednosti. Da bi se omogucilo poredenje izmedu studija,
neophodno je, prvo, odrediti krajnji pH titracije i, drugo, rezultate prikazati kao vrednost TK.
U cilju jasnijeg prikazivanja rezultata, preporucuje se odredivanje TK u ,,mmol/L do pH 5,5”
[38].

Titrabilna kiselost, kao mera puferovanja rastvora, direktno je povezana sa
koncentracijom nedisosovanog oblika kiseline u erozivnoj supstanci [16]. Nedisosovani oblik
kiseline je od velike vaZnosti, jer nema naelektrisanje 1 moZe lakSe da difunduje u ,,near surface”
sloj gledi. Kako je ve¢ napomenuto, kada se tamo nade, ova vrsta disosuje delujuéi kao

protonski (H) nosa¢ u mineralu gledi i odrzava kiselo (nezasi¢eno) stanje koje pospesuje dalje
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rastvaranje [38,40]. To znaci da ¢e pH sredine duZe ostati niska, a rastvaranje gledi ¢e nastaviti
da napreduje. Drugim recima, supstance sa viSom titrabilnom kiselos¢u i visokim puferskim
kapacitetom imaju veéi erozivni potencijal. S druge strane, vece vrednosti TK predstavljaju
snazan pokazatelj vi§ih koncentracija nedisovanih vrsta kiseline, $to zauzvrat dovodi do vece
erozije gledi. Kako je TK u direktnijoj vezi sa koncentracijom nedisosovane kiseline u odnosu

na P, ona je prikladnija mera puferovanja u studijama erozivnog potencijala [38].

2.3.4. Koncentracija kalcijuma, fosfata i fluorida

Sadrzaj kalcijuma, fosfata i fluorida u hrani ili pi¢u su vazni faktori erozivnog
potencijala jer utiCu na stepen porasta ili pada koncentracije u lokalnom okruzenju povrsine
zuba. Nije neuobicajeno da se erozivni potencijal (izmedu ostalih parametara- pH, TK, puferski
kapacitet) izraCunava na osnovu stepena zasi¢enosti u odnosu na hidroksi- i fluorapatit
odredivanjem koli¢ine kalcijuma, fosfata i fluorida u napitku [17]. Ukoliko su koncentracije
minerala veée od vrednosti koje se nalaze u potencijalno erozivnoj te¢nosti, ona ne¢e moc¢i da
rastvori mineral zuba Cak i ako je njena pH ispod kriti¢ne vrednosti. Na primer, kiselo mleko
(sli¢no i jogurt) ima koncentraciju kalcijuma 69 mmol/L i sadrzaj fosfata 39,2 mmol/L. Stoga
se ovaj rastvor smatra prezasi¢enim u odnosu na gledne minerale i, ¢ak i sa pH od 4,2, nema
erozivni uticaj na gled. Sli¢no tome, sok od narandze (pH=4,0) kome su dodati kalcijum (42,9
mmol/L) i fosfat (31,2 mmol/L) nije erodovao glednu povrSinu i nakon sedmodnevnog
izlaganja, dok je ¢ist sok od narandze izazvao izrazito erozivno ostecenje [50].

Modifikacija bezalkoholnih pi¢a niskim koncentracijama kalcijuma ili kombinacijom
kalcijuma, fosfata i fluorida moze imati znacajan zastitni potencijal na eroziju zuba [51]. Dok
su Attin i sar. sugerisali da dodavanje samo fosfata erozivnim pic¢ima (ili rastvorima kiselina)
takode smanjuje erozivni potencijal [51], Hemingvai i sar. nisu pronasli takvu korelaciju,
smatrajuci da su joni kalcijuma vazniji u zastiti jer se rastvaraju iz hidroksiapatita pre fosfatnih
jona [52]. U literaturi postoje podaci da bi u rastvoru mogle postojati Cetiri vrste fosfata (HsPOa,
H2PO4~, HPO4?™ i PO4*"), pri éemu na njihove koncentracije snazno uti¢e pH rastvora. Pri
kiseloj pH, ve¢ina fosfata je u obliku H2PO4™. Jedini oblik fosfata od znacaja za jonsku aktivnost
gledi, tj. onaj koji uti¢e na stepen zasi¢enja, je PO4>~. Medutim, koncentracije PO4>~ pri niskoj
pH u rastvoru su isuviSe niske bi uticale na efikasno ometanje demineralizacije gledi [5,52].

Fluoridi mogu pruziti izvestan zastitni efekat pi¢ima sa pH vecom od one koja je
naznacena krivom zasi¢enja fluorapatita pri datim koncentracijama Ca i PO4 [18]. Lussi i sar.

[41] i Mahoney i sar. [53] otkrili su obrnutu korelaciju erozivnog potencijala sa sadrzajem
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fluora u razli¢itim napicima. lako se moze videti da naslov rukopisa sugeriSe suprotno, Larsen
I Richards su objavili da je dodavanje fluorida (CaF2) smanjilo erozivni potencijal samo onim
bezalkoholnim pi¢ima koja imaju pH>3 i visoke ukupne koncentracije fluorida (7-26 mg/l)
[54]. Suplementacija fluorom verovatno se nije pokazala kao korisna strategija, jer je erozivni
izazov isuviSe agresivan, a koncentracija fluorida, koja se moze ukljuciti u proizvod za
potrosnju, je (isuvise) niska. Primena fluorida direktno na zub moze pruziti zastitu protiv erozije

(kao i protiv karijesa) [18].

2.3.5. Adhezivnost

Postoje razlike u sposobnosti napitaka da se adheriraju za gled u zavisnosti od njihovih
termodinamic¢kih osobina [18]. Sto je veéa adhezija kisele supstance, vrlo je izvesno da ¢e
vreme kontakta sa povr§inom zuba biti duze. Jedno istrazivanje je pokazalo je da je
,potiskivanje” pljuvacke sa povrSine zuba pomocu Cola napitka zahtevalo energiju od 14
mJ/m?, dok je za Diet Colu bilo potrebno samo 5 mJ/m?. Medutim, ,,potiskivanje” filma od
Cola napitka pomocu pljuvacke je zahtevalo ¢ak 45 mJ/m2, a za uklanjanje filma od Diet Cole
i veca energija (52 mJ/m2). Cini se da je teze izmestiti film bezalkoholnih pi¢a pljuvackom
nego film pljuvacke bezalkoholnim pi¢em, Sto dokazuje vaZnost adhezivnosti u povecanju

erozivnog potencijala kiselih supstanci [55].

2.3.6. Temperatura erozivne supstance

Literaturni podaci uglavnom potvrduju da je kiseli napitak koji se sluzi vru¢ erozivniji
od istog pi¢a koji se sluzi hladan [56,57]. Dve in vitro studije, koje su istrazivale uticaj
temperature na erozivnost limunske kiseline, utvrdile su znacajno povecanje erozije Ssa
porastom temperature kiseline na 5°, 35° i 60°C [56] i 4°, 20°, 35°C i 50°C [57]. Ovo, u
kombinaciji sa niskom pH, moze objasniti zasto neki biljni ¢ajevi mogu biti agresivni erozivni
agensi [58].

Medutim, u studiji Steiger-Ronay i sar., gde je ispitivan uticaj temperature erozivnih
pica u interakciji sa remineralizuju¢im delovanjem pljuvacke, porast temperature te€nosti nije
uzrokovao znacajno povecan gubitak supstance posle dejstva limunske kiseline, soka od
narandze i Coca-Cola-e Zero. Ipak, Sprite Zero i dva ispitivana voc¢na caja su dovela do

znacajno veceg gubitka gledi pri zagrevanju napitaka. lako metodologija primenjana u ovoj
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studiji predstavlja najpribliznije in vivo stanje, preporuka autora je da se temperatura za
pojedina erozivna pica pri konzumiranju odrzava §to je moguée nizom, zbog znatno veceg
erozivnog potencijala pri visSim temperaturama [33]. Autori su objasnili svoj rezultat cikliénim
eksperimentom koji je raden u interakciji sa remineralizuju¢im delovanjem pljuvacke.
Preciznije, uzorci gledi su bili naizmeni¢no podvrgnuti erozivnom izazovu i remineralizaciji
vestackom pljuvackom. Ova ¢injenica moze objasniti odstupajuée rezultate studije Steiger-

Ronay u poredenju sa drugim publikacijama koje istrazuju ovu materiju [33].

2.3.7. Viskoznost

Viskoznost moze uticati na ,,aktivnost” Nernstovog sloja, tankog, relativno stabilnog
sloja rastvora koji je najblizi povrsini gledi. Viskoznost napitka moze usporiti eroziju
usporavanjem zamene rastvora na povrsSini. Ova pojava bi takode mogla biti povezana sa
koeficijentom prodiranja tecnosti. Viskoznost pica, zajedno sa kontaktnim uglom i
povrsinskom napeto$¢éu, odreduje njegov koeficijent penetracije [59], meru sposobnosti
prodiranja te¢nosti u kapilarni prostor, kao $to su pore. Prema ovoj teoriji, pi¢e male viskoznosti

imace visok koeficijent prodiranja, Sto rezultuje ve¢im erozivnim potencijalom [60].

2.4. Klasifikacija napitaka

Pi¢a se mogu definisati kao ,,te¢nosti koja su u osnovi dizajnirana ili razvijena za ljudsku
upotrebu” [61]. Sastoje se od raznolike grupe prehrambenih proizvoda, od vode do Sirokog
spektra komercijalno dostupnih te¢nosti poput voénih sokova, sinteti¢kih napitaka, alkoholnih
pi¢a, mleka, mle¢nih napitaka, ¢aja, kafe, itd. Uprkos brojnim razlikama u sastavu i osobinama,
njihova zajedni¢ka karakteristika je sposobnost da deluju kao sredstvo za gasSenje zedi. S
obzirom da su heterogena, ne postoji opSteprihvacena uredba koja definiSe kako treba
klasifikovati pica [62]. Klasifikacija pica Se moze zasnivati na mnogim Kkriterijumima,
ukljucujuéi sastav, karbonizaciju, sadrzaj alkohola i fizioloske efekte [61,63].

Pica se prvenstveno mogu podeliti na prirodna i sinteticka. Prirodna pica su sva ona koja
se dobijaju upotrebom prirodnih sastojaka ili prirodnim procesom transformacije (mleko, voéni
sok i vino), dok se sinteticka pi¢a dobijaju dodavanjem vestackim jedinjenja, kao §to su

aromati¢ne supstance, boje ili SeCerni sirup [64].
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Druga vrsta klasifikacije pi¢a zasniva se na prisustvu ili odsustvu ugljen-dioksida.
Ugljen-dioksid se moze dodati vodi (gazirana voda), slatkim pi¢ima (Cola napici) ili se moze
prirodno proizvesti tokom procesa fermentacije, kao kod vina i piva [62].

Tre¢i kriterijum klasifikacije se zasniva na sadrzaju alkohola. Ova klasifikacija je
najcesce koris¢en nacin podele napitaka. Alkoholna pica karakteriSe prisustvo etanola koji se
stvara u procesu fermentacije. Ona su dalje podeljena u tri klase: pivo, vino i Zestoka pica. Pivo
je proizvod koji nastaje fermentacijom rastvorljivog dela je¢ma (slada) ili drugih proizvoda od
zitarica poput pirinéa i kukuruza. Vino se dobija fermentacijom grozda kvascima (npr.
Saccharomices cerevisiae) i mleénim bakterijama. Zestoka alkoholna pi¢a sadrze visoku
koli¢inu alkohola (> 15%). Alkoholna pi¢a se mogu proizvoditi od razli¢itih sirovina (npr.
biljaka, voca, zitarica) i podvrgavaju se destilaciji fermentisanih proizvoda ili maceraciji
sirovina u etil alkoholu. S druge strane, bezalkoholna pic¢a (poput voénih sokova i gaziranih
napitaka) ne sadrze etanol [61,62].

Slede¢i kriterijum za klasifikaciju pi¢a je temperatura serviranja. Odredena pica
konzumiraju se samo vruéa, na temperaturi iznad 65-70°C, (,,vruéi napicima” - Caj, kafa,
cokolada i mleko). Medutim, ledeni Caj i hladna kafa sluze se rashladeni. Veéina voénih,
mlec¢nih, alkoholnih i bezalkoholnih pi¢a su primeri ,,hladnih pi¢a” [61,62].

Dalje, pi¢a se mogu klasifikovati na osnovu fizioloskih efekata (npr. ekscitanata) koja
se mogu ocekivati od stimulativnih pi¢a (npr. kafe 1 ¢aja). Stimulativni efekti poticu od
biohemijskih komponenti (kofeina, teobromina, fenolnih jedinjenja, etanola) koje deluju na
nervni i cirkulatorni sistem. Suprotno tome, nestimulativna pic¢a nemaju fizioloski efekat (npr.
voéni sokovi, bezalkoholna pica). Stoga, u okviru ovih klasifikacija, bezalkoholna pi¢a mogu
biti: prirodna ili sinteticka, gazirana ili negazirana, mogu imati fizioloska dejstva ili biti bez
njih, a mogu se sluziti topla i/ili hladna [61,62].

U fokusu ovog istraZivanja su bezalkoholna i alkoholna pic¢a sa potencijalno erozivnim

svojstvima, kao 1 topli napici koji uklju¢uju dve vrste ¢aja.

2.4.1. Vrste bezalkoholnih pi¢a

Ne postoji dostupna jedinstvena definicija bezalkoholnih pica, ali opste je prihvaceno
da su to zasladeni napici na bazi vode, obi¢no sa balansiraju¢om kiselos¢u [65]. Aromatizovani
su upotrebom prirodnih ili veStackih supstanci, ¢esto su obojeni 1 sadrze izvesnu koli¢inu
vocnog soka, voc¢ne kase ili drugih prirodnih sastojaka. Preovladujuci sastojak je voda, tako da

je hidratacija organizma primarna funkcija ovih napitaka. Slatkoca i druge karakteristike
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poboljsavaju ukus i1 ¢ine ove proizvode privlacnijim potrosa¢ima. Opste je prihvaceno da
kategorija bezalkoholnih pi¢a ne podrazumeva ¢aj, kafu, mle¢ne napitke i, donedavno, alkohol.
Medutim, u mnogim bezalkoholnim pi¢ima mogu biti prisutne minimalne koli¢ine alkohola
(manje od 0,5%) koji sluzi kao rastvara¢ za dodate arome [65]. Postoje dve osnovne vrste
bezalkoholnih pica: gotovi proizvodi - spremni za koris¢enje (koji dominiraju na svetskom
trzistu) i koncentrovani koji se razreduju pre konzumacije. Tu spadaju sirupi i voéne kase. Bez
obzira da li su koncentrovana ili razblazena, bezalkoholna pi¢a, osim vode, sadrze zasladivaé
(saharozu, glukozu i fruktozu, mada su vestacki zasladivac¢i sve ¢e$¢i), kiselinu (limunsku,
jabuc¢nu ili fosfornu), aromu, boje i konzervanse [65].

Gazirana bezalkoholna piéa ve¢ decenijama dominiraju u potrosnji bezalkoholnih pi¢a
u svim zemljama sveta. Osim vode i1 ugljen-dioksida, koji se dodaje pi¢ima da bila gazirana,
ostali sastojci su uglavnom vestacki zasladivaci, ve¢ pomenute kiseline i aditivi u koje moze
spadati i vo¢ni sok, U ovoj kategoriji dominiraju varijante bez kalorija i sa nizom kalorijskom
vrednoscu [66].

Vocéni sok je 100% Ccisti sok koji se pravi od celog vocéa ili voéne pulpe. Po pravilu,
vo¢nom soku se ne dodaje Secer, zasladivaci, konzervansi, arome ili boje. Postoje varijante
bistrih sokova, sokova sa homogenom (gustom) strukturom, ili sa komadi¢ima voca, uz
dodatak vitamina C [66]. Zbog niske pH vrednosti i visokog puferskog kapaciteta, gazirana
bezalkoholna pi¢a i voéni sokovi mogu izazvati dentalnu eroziju [5,6,8,49].

Sportska pica se nazivaju i ,elektrolitska pica” jer nadoknaduju gubitak tecnosti i
elektrolita i trenutno obezbeduju energiju tokom vezbanja 1 sportskih aktivnosti. Osim vode,
sadrze ugljene hidrate (uglavnom glukozu i fruktozu) i elektrolite (natrijum, kalijum i hlorid)
[66]. Sportska pica imaju za cilj sprecavanje dehidracije i poboljSanje sportskih fizickih
performansi pre, tokom ili posle sportskih aktivnosti. Iako su ova pica, pre svega, dizajnirana
za potrebe sportista, poslednjih godina postala su popularna i kod onih koji se ne bave aktivno
sportom, naro¢ito kod osoba mlade generacije [66]. Postoje tri vrste sportskih napitaka koji
sadrze razlicite koli¢ine elektrolita 1 ugljenih hidrata.

e Izotonicna pica sadrze te€nost, elektrolite i 6-8% ugljenih hidrata. Ona brzo zamenjuju
tecnost izgubljenu znojenjem i obezbeduju snabdevanje ugljenim hidratima. Ova vrsta
pi¢a je izbor za vecinu sportista, posebno kod trkaca na srednje i duge staze, ali i za
ucesnike timskih sportova.

e Hipotonicna pica sadrZe te€nost, elektrolite i nizak nivo ugljenih hidrata. Imaju manje
natrijuma od izotoni¢nih napitaka 1 koriste ih sportisti kojima je potrebna te¢nost bez
ugljenih hidrata, poput gimnasticara.
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e Hipertoni¢na pi¢a imaju visok nivo ugljenih hidrata. Mogu se koristiti za dopunu
dnevnog unosa ugljenih hidrata nakon vezbanja (posebno zbog nadoknade zaliha
glikogena u misi¢ima). Mada se od svih sportskih napitaka najmanje koriste, mogu ih
uzimati oni koji imaju naporne i zahtevne treninge kako bi zadovoljili energetske
zahteve tokom vezbanja. Ukolioko se koriste tokom vezbanja, hipertoni¢na pica treba
da se uzimaju zajedno sa izotoni¢nim pi¢ima u cilju rehidratacije.

Suprotno tome, energetska pica sadrze veliku koli¢inu Secera i kofeina; stoga mogu
poboljsati mentalne i fizicke performanse, odzavati budnost, poboljsati koncentraciju,
izdrzljivost i raspolozenje [67]. Sadrzaj i koncentracija kofeina se u velikoj meri razlikuju medu
raznim brendovima.

Iako se potrosnja bezalkoholnih pic¢a povecala tokom poslednjih decenija, ali i zadrZala
na ovom visokom nivou tokom poslednjih 5-10 godina, potro$nja sportskih i energetskih pi¢a
je u poslednjoj deceniji izrazito porasla za (priblizno za 60% ) u odnosu na raniji period)
[66,68]. Ovo moze biti dodatni faktor rizika za eroziju. Erozivni potencijal sportskih i

energetskih napitaka je ispitivan u nekoliko studija [5,67,69-74].

2.4.2. Alkoholna pi¢a

Alkoholna pi¢a sadrze etil alkohol u razli¢itim koncentracijama. Proizvode se
postupkom prirodne ili kontrolisane fermentacije. Umerena konzumacija alkohola obi¢no ne
uzrokuje erozivno oS$tecenje zubnih tkiva. S druge strane, prekomerna koli¢ina alkohola
povezana je sa pojavom erozivnih lezija na zubnim tvrdim tkivima. Veliki broj alkoholnih pic¢a
su kisela i imaju pH oko 3,0, $to moze prouzrokovati eksternu eroziju [48]. Jo§ jedan problem
kod pacijenata sa alkoholizmom je Cesto povrac¢anje nakon $§to konzumiraju velike koli¢ine
alkohola [15,75]. Izvestava se da hroni¢ni alkoholizam uzrokuje oStecenje gastrointestinalnog
trakta, Sto rezultira GERB-om ili hroni¢nim gastritisom, dovodi do povecane kiselosti u usnoj
duplji i uzrokuje demineralizaciju gledi [15,76].

Na osnovu koriS¢enih sirovina i tehnologije obrade koja se koristi u proizvodnji,
alkoholna pi¢a mogu se klasifikovati u tri glavne grupe: pivo, vino i zestoka pica.

Pivo je trece pice na svetu koje se najvise konzumira (iza vode i ¢aja). Priprema se od
vort-a (rastvorljive te¢nosti je¢menog slada) sa odgovarajué¢im kvascem da bi nivo alkohola
dostigao raspon od 4-8%. Pored alkohola, pivo karakteriSe i ,,Sumecée” svojstvo, tj. pena koju
proizvodi ugljen-dioksid. Gorkom ukusu i aromi piva doprinose ¢vrste supstance hmelja

(Humulus lupulus) kao a-izo-kiseline, i mala koli¢ina polifenola. Postoji mnogo varijanti piva,
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ali dve su popularnije. Prva je ,Lager” varijanta koju fermentira donji kvasac, odnosno
Saccharomices pastorianus na nizoj temperaturi (7-12°C) tokom duzeg perioda, dok se ,,Ale”
varijanta proizvodi kvascem gornjeg vrenja, tj. Saccharomices cerevisiae na relativno visoj
temperaturi (18-25°C) [77].

Vina se proizvode od razliCitih vrsta voca, grozda, breskve, sljive ili kajsije. NajCesce
se koristi grozde (zeleno i crveno). Grozde se macerira da bi pustilo sok koji podleze
fermentaciji zahvaljujuéi Sirokom spektru kvasaca, ukljuc¢ujuci Saccharomices spp., Pichia
spp., Stellata spp. i odredenim bakterijama mle¢ne kiseline. Trajanje fermentacije je duze u
poredenju sa pivom i, da bi razvilo pozeljne karakteristike, potrebno je da prode duze vreme
(Sest do dvanaest meseci) [77].

Postoje dve glavne vrste vina, belo (napravljeno od zelenog grozda) i crveno (od
crvenog ili plavog groZda). Crveno vino sadrZi antocijanin (kao pigment za bojenje) 1
podvrgnuto je sekundarnoj fermentaciji nazvanoj ,,malolakticka fermentacija” kako bi dobilo
blazi ukus. Sadrzaj alkohola u vinu se kre¢e od 9-16% (v/v) [77]. Vina, narocito crvena, sadrze
veliku koli¢inu polifenola. Prema literaturnim podacima, polifenoli imaju afinitet da se
,ugraduju” u dentalnu pelikulu i povecavaju njenu protektivau ulogu u nastanku erozivnog
oStecenja [3].

Potencijal vina da izazove eroziju zuba zavisi od sadrzaja voénih kiselina, pri ¢emu su
najvise zastupljene vinska i jabucna [1,47]. Niska pH vina, za koju se izvestava da se kre¢e od
3,0 do 4,0 i niske koncentracije jona P i Ca [5], takode su vazni za erozivni efekat ovog napitka.
Pored kiselosti, navike medu degustatorima vina su dodatni faktor rizika za eroziju zuba.
Izvesna koli¢ina vina se drzi se u ustima nekoliko sekundi, zatim se blago ,,provalja” jezikom
tako da vino dopre do korena jezika, a zatim se proguta ili izbaci. Pored toga, svaka degustacija
traje satima i tokom sesije se moze testirati 2040 razli¢itih vrsta vina [76]. Uticaj vina na

dentalnu eroziju je istrazivan u nekoliko in vitro studija [10,11,44].

2.4.3. Cajevi

Caj je jedno od najées¢e konzumiranih pi¢a na svetu, a globalna potro$nja zauzima
drugo mesto, odmah nakon vode, a znatno ispred kafe, piva, vina i gaziranih bezalkoholnih pi¢a
[78]. Svi pravi Cajevi poticu od biljke Camellia sinensis i predstavljaju napitke sa prijatnim
ukusom, lekovitim svojstvima i jedinstvenim sociokulturnim karakteristikama [79]. Poslednjih
decenija intenzivno su istrazivani efekti ¢aja na promociju zdravlja. U odnosu na stepen

fermentacije, cajevi se mogu klasifikovati u Sest kategorija: zeleni ¢aj (nefermentisan), zuti ¢aj
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(blago fermentisan), beli ¢aj (srednje fermentisan), ulong (oolong) (polufermentisan), crni ¢aj
(potpuno fermentisan) i tamni (puerh) ¢aj (postfermentisan) [78,79]. Klini¢ka istrazivanja
ukazala su na preventivne i terapeutske efekte ¢aja na mnoge bolesti povezane sa stresom, poput
kardiovaskularnih bolesti, bolesti gastrointestinalnog trakta, jetre, dijabetesa tipa 2 itd. [79].
Stavise, nekoliko ispitivanja pokazalo je da su polifenoli i kofein glavni sastojci odgovorni za
razli¢ite bioaktivnosti i prepoznatljiva senzorna svojstva ¢ajeva [78,79].

Sa stanoviSta ove disertacije, interesantni su zeleni i crni ¢aj. Zbog razlika u nacinu
prerade 1 nivoima oksidacije, imaju vazne hemijske razlike, posebno u sadrzaju polifenola. U
zelenom ¢aju su najzastupljeniji polifenoli katehini, poput epigalokatehin-3-galata (EGCG),
dok u crnom ¢aju preovladuju teaflavini [80]. Uprkos ovoj razlici, veéina ostalih polifenola u
sastavu oba Caja je slicna. Dok su objavljeni podaci o erozivhom potencijalu biljnih i voénih
Cajeva [58], ustanovljeni su pozitivni efekti crnog i zelenog ¢aja na procese erozivnog ostecenja

zuba, upravo zbog prisustva polifenola [81].

2.5. Faktori koji zavise od pacijenta

Izgleda da postoje velike razlike izmedu individua u vezi njihove podloznosti prema
erozivnom oSte¢enju. Trenutno saznanje u vezi ,,predispozicije” prema eroziji sugerise da ove
varijacije postoje zbog razlika u osetljivosti tvrdih zubnih tkiva na rastvaranje, kao i razlika
koli¢ini, protoku, viskoznosti, puferskim karakteristikama pljuvacke i td. [82]. Pacijenti sa
smanjenom brzinom protoka pljuvacke ili smanjenim puferskim kapacitetom posebno su
podlozni erozivnom gubitku zuba [83]. Razli¢iti razlozi mogu smanjiti adsorpciju pljuvacnih
proteina na povrsinu gledi i ,,usporiti” formiranje pelikule koja uti¢e na smanjenje erozivnog
oSte¢enja [22]. Takode, pljuvacka obezbeduje manju ili vecu koli¢inu Kkalcijuma, fosfata i
fluorida koja je neophodna za odrzavanje prezasi¢enog stanja u blizini povrSine zuba i
omogucéavanje ponovnog o¢vrS¢avanja erodirane zubne supstance [83]. Osim spomenutih
predisponirajucih faktora, na razvoj i brzinu erozivnog oStec¢enja uticu i specifi¢na ponasanja

(lose navike) koja mogu povecati vreme kontakta izmedu zuba i kisele supstance.

2.5.1. Struktura tvrdih zubnih tkiva - gledi

Sa stanovista ove disertacije, gled ¢e biti u fokusu analize podloznosti tvrdih zubnih

tkiva na erozivno ostecenje.

17



Histologija zdrave gledi je opsezno istrazena. To je vitalna, gusto zbijena
mineralizovana struktura koja se uglavnom sastoji od kalcijuma i fosfata u obliku
nestehiometrijskog hidroksiapatita [84]. Mineral je organizovan u obliku prizmi (koje se u
literaturi nazivaju Stapovima ili Sipkama) heksagonalne strukture. Dimenzije ovih kristala je
teSko izmeriti, ali je objavljeno da su vrednosti Sirine i debljine od 50 do 70, odnosno 20 do 25
nm. Ostale komponente gledi su organski materijal (2 vol.%) i voda (11 vol.%) [84]. Visok
sadrzaj minerala ¢ini gled otpornom na fizicke uticaje. Vrednost tvrdoée gledi varira u
zavisnosti od mernog sistema i primenjenog optere¢enja [85], a takode se razlikuje u pogledu
regiona krunice zuba, kao 1 u odnosu na udaljenost od povrSine, tako da ne postoji fiksna
vrednost. Tvrdoc¢a gledi je dovoljna da izdrzi veéinu fizickih sila koje se javljaju tokom
fizioloskih procesa (npr. zvakanje) ili oralnih higijenskih mera. Stoga se pretpostavlja da ¢ak i
forsirane navike oralne higijene ne bi bile relevantne za trosenje zdrave gledi [86].

Pri erozivnoj demineralizaciji gledi dolazi do rastvaranje minerala sa povrsine, $to
stvara grubu nepravilnu strukturu, sliénu obrascu nagrizanja poznatom iz adhezivne
stomatologije [87]. Malo se zna o tome koliko duboko seZe delimi¢no demineralizovana zona;
zabeleZene su vrednosti u rasponu od nekoliko do oko 100 mikrona [88]. Kada se izlaganje
kiselini nastavi, dolazi do velikog gubitka gledi. Na takvim demineralizovanim glednim
povr§inama smanjuje se mikrotvrdoc¢a. Kao posledica toga, erodovana gled je manje otporna na
fizicke sile od zdravog tkiva 1, barem pod eksperimentalnim uslovima, gubitak gledi je znatno
povecan pod erozivnim/abrazivnim uslovima u poredenju sa erozijom ili samo abrazijom, a
koli¢ina abrazivnog troSenja je povezana sa gubitkom mikrotvrdoce [82].

Iako se nagada da se delimi¢no demineralizovana povrSinska zona lako uklanja fizickim
silama, studije skenirajuce elektronske mikroskopije otkrile su da su znaci demineralizacije i
stuktura prizmi koje su nagrizene kiselinom jos uvek vidljivi i nakon ¢etkanja zuba [89].

Histologija eksperimentalne erozije gledi, proizvedene na in situ ili in vitro modelima
je priliéno dobro shvacena, podrazumevajuci da je erozivna demineralizacija u takvim uslovima
intenzivnija u poredenju sa situacijom in vivo. Odgovarajuc¢i eksperimentalni dizajni mogu
sadrzati pojedinacne erozivne izazove ili cikluse erozije i remineralizacije tokom odredenog
vremena, $to rezultuje znatno vecim gubitkom tkiva nego u in vivo uslovima [90]. Stoga je
razumno pretpostaviti da su strukturne promene koje se javljaju u uslovima stvarnog Zivota
Mnogo manje izrazene - tim viSe §to erozivno habanje in vivo nije jednostavan proces, vec se
sastoji od ,,rafalnih* i ,,tihih* perioda, u zavisnosti od navika, nacina Zivota i opste zdravstvene

situacije [91].
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Shodno tome, rana studija replike otkrila je razli¢itu morfologiju erozivnog habanja, u
rasponu od nepravilnih i jamicastih struktura do vise ili manje glatkih povrSinskih lezija.
Nagadalo se da su prve povezane sa aktivnim lezijama, dok druge karakteriSu neaktivne
stadijume [91]. Za sada nema podataka o fizi¢kim svojstvima in vivo lezija, posebno u pogledu
mikrotvrdoce. Pretpostavlja se da je erozivna demineralizacija in vivo mnogo manje ozbiljna,
Sto takode moze vaziti i za gubitak mikrotvrdoce.

Da li su ove razlike izmedu eksperimentalnih i in vivo lezija relevantne za ,,prenosenje”

eksperimentalnih rezultata u uputstva za pacijente ostaje jo§ uvek nedovoljno razjasnjeno [91].

2.5.2. Potencijal pljuvacke u zastiti od dentalne erozije

Pljuvacka se smatra najvaznijim bioloskim faktorom u prevenciji zubne erozije zbog
svoje sposobnosti da deluje direktno na sam erozivni agens razredivanjem, ciS¢enjem,
neutralisanjem i puferovanjem kiselina. Takode igra vaznu ulogu u stvaranju dentalne pelikule,
smanjuje brzinu demineralizacije i pobolj$ava remineralizaciju ¢ineci kalcijum, fosfat i fluorid
dostupnim erodovanoj gledi i dentinu [2,92]. Najbolji Klini¢ki pokazatelj zastitnih svojstava je
protok pljuvacke, buduci da svi gore navedeni parametri zavise od toga [93]. Izvesteno je da je
prosecna brzina protoka nestimulisane pljuvacke od 0,3-0,5 ml/min i oko 1 ml/min stimulisane
pljuvacke, sa normalnom dnevnom proizvodnjom izmedu 0,5 i 1,5 litara [94]. Osobe kod kojih
je koli¢ina nestimulisane pljuvacke manja od 0,1 ml/min, kao 1 one kod kojih je izlu¢ivanje
stimulisane pljuvacke manje od 0,7 ml/min, rizicne su za nastanak karijesa, a verovatno, i za
nastanak erozije [83].

Aktivnost pljuvacke pre erozije. Pljuvacka zapocCinje svoj zastitni efekat protiv erozije
1 pre izazova kiselinom, povecanjem brzine protoka kao odgovorom na ekstraoralne stimuluse
poput mirisa [95,96] ili vida [97]. Kisela hrana ima snaZan uticaj na anticipativni protok
pljuvacke [95,97], koji se moze znacajno povecati u poredenju sa normalnim nestimulisanim
protokom [96]. Hipersalivacija se takode javlja pre povrac¢anja kao odgovor iz ,centra za
povracanje” u mozgu [98], sto se Cesto primecuje kod osoba koje pate od anoreksije i bulimije
nervose, ruminacije ili hroni¢nog alkoholizma. Pretpostavlja se da eliminacija ovih etioloskih
faktora moze minimizirati eroziju izazvanu kiselinama zeludacnog porekla. S druge strane,
pacijenti sa simptomima gastroezofagealne refluksne bolesti nemaju mogucnost ,,zastite” od
erozivnog ostec¢enja preko povecane koli¢ine pljuvacke pre regurgitacije, jer je ovo nehotican

odgovor koji ne koordini$e autonomni nervni sistem [99].
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Veca brzina protoka pljuvacke stvara povoljane uslove za sprecavanje ili minimiziranje
pocetnog erozivnog napada usled povecanja organskih i neorganskih sastojaka pljuvacke. Od
primarnog interesa za eroziju su: ugljena kiselina (H2COz3)/hidrogenkarbonat (HCOz"),
dihidrogen fosfat (H.PO4")/hidrogen fosfat (HPO4%"), kalcijum (Ca?*) i fluorid (F") [100,101].
Ovi joni su povezani sa povecanjem puferskog kapaciteta pljuvacke i odrzavanjem integriteta
zuba [102]. Vodonik-karbonat je glavni pufer pljuvacke i njegova koncentracija se povecava sa
oko 5 mmol/L u nestimulisanoj do 60 mmol/L u stimulisanoj ukupnoj pljuvacki. Koncentracija
dihidrogen fosfata regulise se u suprotnom smeru od 5 mmol/L nestimulisane pljuvacke do 3
mmol/L u stimulisanoj pljuvacki [103]. Proteinski puferski sistem takode moze biti od vaznosti
pri nizim nivoima pH (ispod 4,5). U klinickim studijama, pljuvacka je kod pacijenata sa
simptomima gastroezofagealne refluksne bolesti imala nizi puferski kapacitet od zdravih
kontrola, §to je moglo doprineti njihovom veéem broju erozivnih lezija [104-106].

Aktivnost pljuvacke tokom erozije. Kada kiselina dospe u usnu duplju, dolazi do
aktiviranja nekoliko pljuva¢nih mehanizama koji Stite zube. Intra-oralni stimulusi pljuvacke
uglavnom su posledica hemijske 1 mehaniCke stimulacije. Potencijalno erozivne namirnice i
pic¢a [5] izazivaju snazan odgovor. Nakapavanje 4 % limunske kiseline na jezik dovele su do
porasta srednje brzine protoka pljuvacke do znatno visih vrednosti od protoka nestimulisane
pljuvacke. Takode, Zvakanje moze da stimuliSe luCenje pljuvacke [107]. Pretpostavlja se da
stimulacija mehanoreceptivnih neurona u mekim tkivima usne duplje moze rezultovati
refleksnim lu¢enjem pljuvacke [27]. U zavisnosti od oralnih stimulusa, ,,aktiviraju se razlicite
pljuvaéne zlezde, $to dovodi do promena u protoku i sastavu pljuvacke i uticaja na njen nivo
zastite [96]. Zvakada guma povecava protok pljuvacke i trebalo bi da bude korisna u prevenciji
erozije zuba, izuzimajuéi kisele guma za zvakanje naroCito ako se ¢esto menjaju u relativno
kratkom vremenskom periodu. Niza brzina protoka smanjuje kapacitet pljuvacke u kiselinama
koje su u stanju da neutraliSu dejstvo pljuvacke svojim puferskim svojstvima i tako povecaju
mogucnost za razvoj erozije [108,109].

Odredena mesta na zubu, koja se slabo ispiraju pljuvackom, ili se ispiraju uglavnom
mukoznom pljuvackom, imaju vecu verovatno¢u da podlegnu eroziji u poredenju sa mestima
zastiCenim seroznom pljuvackom [110]. Lussi i sar. su pokazali znatno brzi oporavak pH na
drugom mandibularnom premolaru u poredenju sa maksilarnim centralnim sekuti¢em, nakon
konzumiranja soka od narandze [111]. Autori su ovo objasnili blizinom prvog premolara i
izvodnog kanala parotidne pljuvacne zlezde. Vreme potrebno da pljuvacka neutraliSe i/ili o€isti

kiselinu sa povrsine zuba izmereno je in vivo pH elektrodama i pokazano je da se kre¢e izmedu
2 1 5 minuta [112].
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Pljuvacka takode omogucava formiranje steCene pelikule koja Stiti od erozije
sprecavajuci direktan kontakt izmedu kiseline i povrSina zuba [113] (opisano u slede¢em
poglavlju). Ovaj zastitni efekat diktira sastav, debljinu i vreme sazrevanja pelikule i ogranicen
je agresivnos¢u erozivnog izazivaca.

Neki morfoloski aspekti mogu ometati delovanje pljuvacke i razvoj erozije. Razlicita
lokacija zuba u ustima moze ih uciniti podloznijim eroziji, ne samo zbog razlika u zastititi
pljuvackom ve¢ i zbog njihove izlozenosti mehanickim silama koje su rezultat kontakta sa
okolnim mekim tkivima [114] i jezikom [115].

Aktivnost pljuvacke nakon erozije. Kada se erozivno sredstvo neutralise ili ukloni sa
povrsine zuba, pljuvaéni kalcijum i fosfat mogu remineralizovati erodovanu gled [116,117].
Znacajno poboljsanje remineralizacije se deSava u prisustvu fluoridnih jona [118-120]. Jedna
studija in situ je analizirala obnavljanje mikrotvrdo¢e gledi i dentina koji su prethodno
erodovani kiselim napicima. Remineralizacija uzoraka gledi se dogodila nakon 24 sata izlaganja
oralnom okruzenju u 37,8% [121].

Iako je vazna, zastita pljuvacke (pre, tokom i nakon izlaganja kiselini) mozda nece biti
dovoljna da spreci eroziju zuba. Ovi, gore navedeni, bioloski zastitni faktori se najbolje mogu
razumeti ukoliko se smatraju fizioloskim odgovorom domacina na povremene ili blage epizode
izazova kiselim supstancama. Patoloske posledice se ne javljaju ukoliko erozivni izazov (Snaga
1/ ili uCestalost) ne prede odredeni prag, ili odgovor domacina nije adekvatan za suzbijanje
erozivnog napada. Prema Meurman-u i sar., ukoliko je erozivni izazov dovoljno jak, ¢ak ni
normalan protok pljuvacke i funkcija pljuvacke ne mogu zastititi zube. Kao posledica toga,
Zubna erozija moze biti dramati¢no pojacana visoko erozivnim izazovima 1/ili disfunkcijom

pljuvacke [108].

2.5.3. Dentalna pelikula i erozija

Stecena pelikula nastaje adsorpcijom proteina, peptida, lipida i drugih makromolekula
prisutnih u pljuvacki. Formiranje pljuvaéne pelikule je dinamican proces koji zapocinje odmah
sa adsorpcijom pojedinacnih peptida 1 proteina na ocis¢enu povrSinu zuba. U roku od 1 min na
povrsini gledi moze se otkriti elektron-gusti sloj pelikule (debljine 10-20 nm) [122].

Ova adsorpcija proteina pljuvacke na povrsini gledi nastaje usled elektrostatickih
interakcija izmedu naelektrisanih grupa makromolekula, s jedne strane, 1 jona fosfata i

kalcijuma na povrSini apatita s druge strane [122-125]. Pored jonskih interakcija, van der
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Vaalsove sile i hidrofobne interakcije doprinece adsorpciji proteina pljuvacke na povrSinu zuba
[124]. Naknadno formiranje pelikule karakteriSu proteinsko-proteinske interakcije i adsorpcija
pojedinac¢nih proteina, proteinskih aglomerata i drugih biomakromolekula, uglavnom iz
pljuvacke, ali i iz te€nosti gingivalnog sulkusa, krvi, bakterija, sluzokoze i hrane [122,124,126].
Iz objavljenih mikrografskih snimaka transmisionog elektronskog mikroskopa pretpostavlja se
da se pljuvacéna pelikula, formirana in vivo, sastoji od dva sloja: gusto zbijenog bazalnog sloja
inicijalno adsorbovanih proteina na koji se talozi slozeniji i heterogeniji globularni sloj,
sastavljen od heterotipskih proteinskih agregata [127].

Formiranje pljuvacne pelikule se smatra selektivnim procesom, jer se u pelikuli nalazi
samo ograni¢eni broj proteina koji se detektuju u pljuvacki [128]. Nedavna ispitivanja koja
koriste modernu proteomiku pokazala su da in vivo oblikovana gledna pelikula sadrzi vise od
130 proteina [129,130]. Pri kategorizaciji pelikulnih proteina na osnovu njihove moguce uloge
i funkcije, mogle bi se identifikovati tri glavne grupe, koje zajedno ¢ine vise od 60% svih
proteina pelikule [23,130]. Prva grupa ukljucuje proteine koji imaju sposobnost vezivanja jona
kalcijuma (npr. kiseli proteini bogati prolinom, histatini ili staterin). Drugu grupu ¢ine proteini
koji otkrivaju visoku tendenciju vezivanja fosfatnih jona. Tre¢u grupu karakteriSu proteini koji
su relevantni za interakcije sa drugim proteinima (protein-protein interakcije) [130,131].
Koriste¢i proteomske pristupe, moglo bi se vrlo brzo pokazati da postoji tendencija da salivarni
proteini sa velikim afinitetom za kalcijum ili fosfat budu obilniji u ranim fazama (5-10 min)
formiranja pelikule, dok proteini koji otkrivaju protein -protein interakcijska svojstva budu
obilniji u kasnijoj fazi (2 h) formiranja in vivo pelikula [131]. Ovi podaci potvrduju dvoslojni
model stvaranja in vivo pelikula sa biohemijske tacke gledista.

Iako bi proteom pelikule mogao uskoro biti detaljno okarakterisan, pocinju da se
pojavljuju informacije i o drugim komponentama pelikule. Gasnom hromatografijom i ESI-MS
analizom identifikovano je 11 masnih kiselina u uzorcima pelikula in vivo. Palmitinska,
stearinska 1 oleinska kiselina predstavljaju glavne kiseline 1 ¢ine vise od 80% masnih kiselina u
pelikuli [132]. Ovi podaci pruzaju neke vrlo dragocene uvide u vezi sa lipidnim sastavom
pljuvacne pelikule, ali kompletan lipidom pelikule jo§ uvek treba istrazivati.

Zagstitna svojstva pelikule od izazova kiselinama. Nekoliko studija in situ i in vivo
ukazuju da pelikula ima potencijal da zastiti povrSinu gledi od erozivne demineralizacije [133—
135]. U skladu s tim, ova ispitivanja otkrivaju da prirodno formirana pelikula pruza evidentan
inhibitorni efekat na promene koje izazivaju kiseline (npr. gubitak minerala, smanjenje
mikrotvrdoce i povecanje hrapavosti) na povrsini gledi tokom erozije. Medutim, efikasnost

pljuvacne pelikule da smanji demineralizaciju i zastiti povrSinu gledi od erozivnih kiselina
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snazno se razlikuje, zavisno od dizajna studije, pa je stoga teSko proceniti tatan nivo zastite
povrsine gledi fizioloski formiranom pelikulom. Pelikula je opisana kao polupropustljiva
membrana koja reguliSe i modifikuje procese demineralizacije na povrsini zuba [21,22,122].
Fizioloska pelikula smanjuje 1 usporava demineralizaciju gledi tokom izlaganja kiselini;
medutim, ona ne inhibira u potpunosti promene na glednoj povrsini izazvane kiselinama [133—
135]. Moglo bi se pretpostaviti da smanjenje gubitka kalcijuma uzrokovano in situ formiranom
glednom pelikulom iznosi oko 60% [135]. Medutim, pelikula ne moze zastititi povrSinu zuba
od snaznih erozivnih izazova (na pr. ispijanje 10 ml soka od narandze u trajanju od 15 sekundi,
40 puta, u roku od 10 minuta) [133]. Ovi nalazi in situ nedavno su potvrdeni podacima koji
pokazuju da in vitro formirani 15-Casovni sloj pljuvacne pelikule obezbeduje inhibiciju erozije
pri kratkotrajnom izlaganju limunskoj kiselini (<4 min) [23].

Mehanizam zastite koju pelikula pruza povr$ini zuba od erozije. Pretpostavljalo se da
je sloj pelikule nerastvorljiva mreza adsorbovanih pljuvaénih biopolimera [122,123].
Demineralizacija povrSine zuba se moze desiti samo nakon difuzije H" jona iz kiseline kroz
pelikulu ili nakon (delimi¢nog) rastvaranja i uklanjanja stecene pelikule izazvane interakcijom
sa kiselinom. Zbog svoje mrezaste strukture pelikula ne moze spreciti direktan kontakt izmedu
erozivnog agensa i povrSine zuba, medutim, moze Smanjiti i usporiti trenutnu interakciju
izmedu kiselina i gledne povrsine. Takode, proteini adsorbovani u sloju pelikule mogu delovati
kao pufer vezivanjem H* jona ili kiselina koji napadaju povrsinu zuba [122,123].

Do sada su specificne komponente pljuvacne pelikule, koje su uglavnom odgovorne za
smanjenje erozivnih oStecenja na povrsini gledi, identifikovane samo delimi¢no. Proteini koji
sadrze domene koji vezuju kalcijum (kao Sto su kiseli proteini bogati prolinom, histatini ili
staterin) igraju vaznu ulogu kao proteini prekursora pelikule [23,122] i smatraju se vaznim za
zaStitna svojstva pelikule protiv kiselina. Posle adsorpcije na zubnu povrSinu, ovi proteini koji
vezuju kalcijum mogu odrZavati visoke koncentracije kalcijuma unutar sloja pelikule 1 blizu
povrsine apatita, ¢ime stabilizuju povrsinu gledi i Smanjuju erozivnu demineralizaciju [22].

Obezbedeni su dokazi da sloj pelikule formiran in situ na porcelanskim diskovima sadrzi
kalcijum koji se moze rastvoriti izlaganjem limunskoj kiselini [134]. Ovo zapazanje podrzava
potencijalnu funkciju pelikule kao depoa za jone kalcijuma. Ovakvi rezultati ukazuju da jonski
sastav pljuvacke pojacava zastitne efekte demineralizacije pljuvacnih pelikula, verovatno
odrzavanjem stanja zasi¢enosti jona kalcijuma i fosfata unutar pelikule. Na taj na¢in dolazi do
suzbijanja demineralizacije gledi [25]. Noviji podaci in vitro ispitivanja takode sugeriSu da joni
kalcijuma mogu lako da difunduju u 1 izvan pelikule, omoguc¢avajuéi tako ,,slobodnu‘ razmenu

kalcijuma izmedu pljuvacke i adsorbovanih proteina pelikule u fizioloskim uslovima, §to ¢e biti
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vazno za procese remineralizacije [125]. Ovi nalazi sugeriSu da sloj pelikule igra vaznu ulogu
u odrzavanju integriteta i mineralne homeostaze povrsina zuba.

Prikazani su kontradiktorni rezultati u vezi sa odnosom izmedu debljine pelikule i
njenog zaStitnog potencijala od dejstva kiselina [136-138]. S jedne strane, prikazana je
korelacija izmedu debljine in situ pelikule i njenog zastitnog efekta od erozivnog rastvaranja
kiselinama [136]. S druge strane, nije primecen jasan uticaj debljine in situ pelikule i njenih
zastitnih svojstava [137,138]. Stoga su neophodne dalja istrazivanja kako bi se razjasnila
vaznost debljine pelike zbog njenih inhibicijskih efekata.

Dobar pristup prevenciji erozivne demineralizacije povrSine zuba bio bi pojacavanje
zastitnih svojstava pelikule modifikovanjem njenog sastava. Dijetetske komponente (kao $to su
kazein, polifenoli ili lipidi), koje imaju sposobnost da se adsorbuju i uklope u sloj pljuvacne
pelikule, trebalo bi da povecaju inhibicijoni potencijal pelikule u odnosu na erozivna oste¢enja
[22].

Sa aspekta ove disertacije od znacaja su polifenoli, S obzirom na to da su u radu
ispitivani napici koji sadrze ove supstance (crveno i belo vino, ¢ajevi). In vitro eksperimenti su
pokazali da tretman polifenolnim agensima uzrokuje povecanje debljine pelikule, kao 1
talozenje i nakupljanje pljuvaénih proteina [139,140]. Uticaj polifenolnih sredstava na

formiranje i funkciju pljuvaéne pelikule jos uvek nije detaljno istrazen u in situ studijama.

2.5.4. Navike konzumiranja erozivnih supstanci (napitaka)

Rizik od erozivnog ostecenja se znatno povecava sa koli¢inom i uéestalo§éu erozivnih
proizvoda koji se konzumiraju u toku dana. Takode su vazne i navike pri konzumiranju.
Opasnost koju predstavlja erozivno kiselo pi¢ée manja je ukoliko se ono proguta velikim
gutljajima za kratko vreme nego ako se pijucka tokom duzeg perioda; svako zadrzavanje
kiselog napitka u ustima pre gutanja povecava opasnost, posebno ukoliko se ,.kombinuje” sa
muckanjem. Klinicka zapaZanja sugeriSu da konzumiranje pica preko slamke koja se postavlja
palatinalno mozZe smanjiti rizik od erozije, ali ako se kisela pi¢a konzumiraju kroz slamku koja
je postavljena ispred zuba, moze do¢i do erozivnog oSteCenja sekutica [82]. Svako
,uznemiravanje” Nernstovog sloja moze da ubrza erozivni proces. Ovo je primeceno u dve
studije gde je istraZivana erozija mlecnih zuba koriste¢i razliCite brzine agitacije. Oba
eksperimenta su izvedena potapanjem mlecnih zuba u kisele napitke na 2 ili 4 min, na istoj

temperaturi od 30°C, ali uz koris¢enje dve razlicite vrste agitacije: u jednoj studiji [6] koris¢eno
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je nezno ,,meSanje” (kao kod pacijenata koji normalno ispijaju te¢nost), a u drugoj studiji [8]
primenjena je snazna agitacija (slicno pacijentima koji muckaju i zadrzavaju pic¢e u ustima).
Snazno mesanje uzrokuje znatno veéu erozije od blagog meSanja bez obzira na vreme agitacije.
Jedino se nisu primecivale znacajne razlike pri koriS¢enju bombona u spreju u trajanju od 4
minuta. Supstance poput spreja sa slatkiSima toliko su agresivne da ¢e uobicajeni unos (Cak
nezno ,,uznemirivanje”’) za malo duzi vremenski period (4 min) ve¢ naneti maksimalnu Stetu
zubima. Moze se zakljuditi da nacin unosa erozivne supstance igra znacajnu ulogu u pocetnoj
eroziji gledi, i pracena je znacajnim gubitkom povrSinske tvrdoce.

Ovaj efekat je primecen i1 kod pacijenata koji imaju usvojena specificna ponasanja koja
povecavaju vreme kontakta izmedu zuba i kisele supstance. U studiji kontrole slucaja,
O’Sullivan i Curzon, uporedivali su grupu pacijenata koji su imali erozivno troSenje zuba sa
grupom pacijenata koji su imali aktivne karijesne lezije i tre¢u (kontrolnu) grupu koja nije imala
ni zube sa erozijom ni karijes. Autori su primetili da je 43% pacijenata sa erozivnim troSenjem
zuba imalo neku vrstu ve¢ prihvaéene i usvojene navike konzumiranja, poput drzanja pica u
ustima, sisanja ili muckanja, dok je samo 15% pacijenata sa karijesom i 3% iz kontrolne grupe
imalo takve navike. Dakle, tokom klini¢ke procene pacijenata sa erozivnim troSenjem zuba,

vazno je proceniti njihovo ponasanje i navike pri konzumiranju pica [141].
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3. CILJISTRAZIVANJA

U ovom istrazivanju su postavljeni sledeci ciljevi:

1. ustanoviti erozivni potencijal ¢etrnaest napitaka: jedanaest bezalkoholnih (pet gaziranih,
od toga dva energetska napitka), Cetiri negazirana (dva voc¢na soka, dva sportska
napitka), tri alkoholna pica (pivo, crveno i belo vino) i dva ¢aja (zeleni i crni), merenjem
inicijalne pH i izraGunavanjem titrabilne kiselosti (TK);

2. ustanoviti povrSinsku hrapavost erodovane gledi nakon izlaganja napicima u razli¢itom
vremenskom trajanju merenjem parametara hrapavosti pomocu stylus profilometrije;

3. ustanoviti morfoloske promene na glednoj povrsini posle izlaganja razli¢itim napicima
pomocu skenirajuce elektronske mikroskopije koris¢enjem specifi¢ne score-skale;

4. ustanoviti razlike u zastiti od erozivnog osSteCenja potapanjem glednih uzoraka u:
prirodnu pljuvacku, koja sadrzi pljuvacne proteine i jone, vestacku pljuvacku koja sadrzi
samo jone i dve dijalizovane pljuvacke: prirodnu pljuvacku dijalizovanu vestackom
pljuvackom (sadrzi takode pljuvacne proteine i jone, ali u nesto drugacijem obimu od
nedijalizovane prirodne pljuvacke) i prirodnu pljuvacku dijalizovanu dejonizovanom
vodom (koja sadrzi samo pljuvaéne proteine) u ciklicnom in vitro modelu erozivnog

oSte¢enja sa limunskom kiselinom.

Takode su postavljene sledece hipoteze:

e pic¢a sa nizom inicijalnom pH vrednosc¢u i viSom TK imaju veci erozivni potencijal,

e picasa vecim erozivnim potencijalom dovode do intenzivnijih morfoloskih promena na
glednoj povrsini

e duze vreme izlaganja kiselim napicima dovodi do vece hrapavosti povrsine gledi

e ukljucivanjem dijalizovanih pljuvacki u eksperiment moze se ocekivati preciznije
odredivanje komponenti dentalne pelikule koje imaju ulogu u zastiti gledi od erozivnog

oStecenja
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4. MATERIJAL | METODE

U skladu sa postavljenim ciljevima istrazivanje je realizovano u tri pravca: od ispitivanja
erozivnog potencijala Cetrnaest razliCitih vrsta bezalkoholnih i alkoholnih napitaka, preko
analize hrapavosti 1 morfoloskih karakteristika erodovane gledne povrSine nakon izlaganja
ispitivanim pi¢ima u funkciji vremena, do procene uticaja razli¢itih komponenti pljuvacke na
zaStitni potencijal pelikule od erozijivnog ostecenja gledi.

Istrazivanje je odobreno od strane Etickog odbora Medicinskog fakulteta Univerziteta u
Nisu (br. 12-14250-2/5 od 18.12.2018) i Eti¢kog odbora Klinike za stomatologiju u Nisu (br.
01-1201/2 od 05.10.2018)

4.1. Ispitivanje erozivnog potencijala bezalkoholnih i alkoholnih napitaka

Ispitivanje erozivnog potencijala napitaka koji su koris¢eni u eksperimentu je

realizovano na Katedri Hemija i Katedri Farmacija Medicinskog fakulteta Univerziteta u Nisu.

4.1.1. Ispitivana pica

Za ispitivanje erozivnog potencijala napitaka, kao i njihovog uticaja na povrSinu
humane gledi koriS¢eno je 12 komercijalno dostupnih pi¢a i dve vrste €aja: tri gazirana
bezalkoholna pic¢a (Coca-Cola, Schweppes, Sprite), dva energetska pi¢a (Guarana i Red Bull),
dva voéna soka (narandza i aronija), dva sportska pic¢a (Aqua Viva Recharge Strong i Isodrinx
isotonic Sports Drink), dva ¢aja: (zeleni i crni) i tri alkoholna pi¢a: (pivo, belo i crveno vino).
Za svako pice koriS¢ena su po Cetiri komercijalna pakovanja. Tabela 1 daje prikaz koriS¢enih

napitaka, ime proizvodaca 1 supstance koje ulaze u njihov sastav.
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Tabela 1. Prikaz koriS¢enih napitaka i supstanci koje ulaze u njihov sastav

HBC — Srbija A.D.
Zemun, Srbija

Pice

Sastav
Proizvoda¢
1. Coca-Cola

Voda, $ecer, ugljen-dioksid, boja: karamel (E150d), fosforna kiselina, prirodne
arome ukljucujuéi i kofein

Crni ¢aj

2. Schweppes Bitter Lemon | v/oda, visoko fruktozni sirup, sok od limuna, ugljen-dioksid, ekstrakt limuna,
,,HBC — Srbija A.D. limunska kiselina, arome, konzervans kalijum-sorbat, antioksidans askrobinska
Zemun, Srbija kiselina, stablilizatori E 1450 i E 445, boja karoteni.

3. Sprite . .. . T - . .

HBC — Stbiia AD Voda, visoko fruktozni sirup, ugljen-dioksid, limunska kiselina, regulator kiselosti
» MaA.b. natrijum-citrati, prirodne arome limuna i limete, konzervans natrijum-benzoat.
Zemun, Srbija
4, Guarana . L Lo . .
; . Voda, 8ecer, ugljen-dioksid, limunska kiselina, taurin, aroma guarane, kofein,
,»,Knjaz Milos“ A.D., L = ] .. L
. vitaminska me$avina, konzervans: natrijum-benzoat, boja: E150d
Arandelovac, Srbija

4, Red Bull . - . L . .

Red Bull. GmbH Voda, saharoza, glukoza, limunska kiselina, ugljen dioksid, taurin, regulatori
’ . kiselosti, kofein, vitamini, arome, boje (karamel obi¢ni, riboflavin)

Fuschl am See, Austija

5 Iljsgi?ﬁlnx Isotonic Sports Voda, Secer, glukoza, regulator kiselosti, limunska kiselina, natrijum hlorid,

Nutrond™ natrijum citrat, bela emulzija (stabilizatori E1450 i E445), kalcijum glukonat,

i’D é‘ E:erﬁ/alkovice konzervans kalijum sorbat, kalijum glukonat, konzervans natrijum benzoat,
Republika Ceska magnezijum citratm, aroma, boja brilijant plava

6. Aqua Viva Recharge Voda, fruktoza, dekstroza, limunska kiselina, natrijumcitrat, kalijumfosfat,

magnezijumkarbonat, kuhinjska so, konzervansi: E202 i E211, stabilizatori E414

»KNJAZ MILOS“ AD, i E445, aroma crvene pomarandze, zasladiva¢ E960 — steviol glikozidi, boje E110
Arandelovac, Srbija i E122

7. Life Premium 100%
voéni sok pomarandza ., . ..
"Nectar D.0.O. Voda, koncetrisani voéni sok narandze, limunska kiselina
Backa Palanka, Srbija

8. Antocijani, proantocijanidini, fenolne kiseline, flavanoli, pektini, organske
Sok od aronije kiseline, proteini, ugljeni hidrati, vitamin C, vitamin E, karotenoidi, jod, kalijum,

kalcijum i magnezijum

10. | Zajecarsko Pivo
Heineken Srbija D.O.O. Voda, je¢meni slad, kukuruzna krupica, ekstrakt hmelja
Zajecar, Srbija

11. Tikves - KratoSija
Cl_assw Cr\(eno Ving Voda, alkohol 12%, glicerol, organske kiseline, tanini, fenoli, antocijanini, flavan-
Vinarska Vizba A.D. . .

. 3-oli, flavonoli
Skopje, Severna
Makedonija

12. | Royal Grozd - Rizling
Stono suvo belo vino Voda, alkohol 10,5%, mle¢na kiselina, jabu¢na kiselina, vinska kiselina, limunska
Vinarija Leva¢ D.O.O kiselina, jantarna kiselina, sir¢etna kiselina i sulfati
Rekovac, Srbija

13. Kofein, teofilin, teobromin, kemferol, kvercetin, hlorogenska kiselina, kafena
Zeleni ¢aj kiselina, galna kiselina, katehinski tanini, heterozidi terpenskih alkohola, masti,

proteini, minerali, vitamin C, vitamin B
14. Kofein, teofilin, teobromin, kemferol, kvercetin, kafena kiselina, galna kiselina,

masti, proteini, minerali, fluor, vitamin C, vitamin E
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4.1.2. Odredivanje inicijalne pH vrednosti pic¢a i titrabilne kiselosti

Pocetne pH vrednosti analiziranih pi¢a i1 ¢ajeva 1 njihova titrabilna kiselost su
odredivane pomoc¢u multifunkcionalnog elektronskog uredaja CONSORT C830 (Consort bvba,
Belgija) ¢ija je elektroda kalibrisana koris¢enjem standardnih puferskih rastvora (Consort
bvba, Belgija) pH 4,0 i pH 7,0 pre svake analize.

Nakon otvaranja pakovanja (limenke ili flaSice) ili pripreme Caja, u staklenu casu je
odmereno 50 ml analiziranog pica/¢aja na sobnoj temperaturi. Potom je u ¢aSu uronjena
prethodno kalibrisana elektroda uredaja i sadrzaj je meSan na magnetnoj mesalici sve dok nije
oCitana ustaljena pH vrednost na uredaju.

Titrabilna kiselost (TK) je odredena pH-metrijskom titracijom analiziranog uzorka
nakon merenja pocetne pH vrednosti. Uzorak je titriran standardnim rastvorom NaOH
koncentracije 0,9613 M, koji je dodavan u alikvotima od 0,3 ml (sem pri odredivanju titrabilne
kiselosti za crni ¢aj i zeleni ¢aj kada je standardni rastvor NaOH dodavan pazljivo iz birete u
kapima tj. u alikvotima od 0,05 ml., jer je 1 kap = 0,05 ml) uz stalno meSanje na magnetnoj
mesalici. Nakon dodavanja svakog alikvota titracionog sredstva ocitana je i zabelezena
ustaljena pH vrednost analiziranog uzorka. Titrabilna kiselost je izraZzena kao broj ml
titracionog sredstva (0,9613 M NaOH) potrebnog za povecanje pH vrednosti od pocetne
izmerene vrednosti do pH 5,5, pH 7,0 [142].

4.2. Ispitivanje hrapavosti i morfoloskih karakteristika gledne povrsine nakon izlaganja

ispitivanim pi¢ima u funkciji vremena

4.2.1. Uzorci gledi

Za analizu erodovane povrsine gledi koriSéene su krunice impaktiranih humanih trec¢ih
molara, hirurski ekstrahovanih od pacijenata starosti od 18 do 25 godina. Posle ekstrakcije,
zubi su dezinfikovani u 1% rastvoru timola, a zatim potopljeni u 1% NaOCI na 24 ¢asa. Nakon
pazljivog uklanjanja ostataka mekog tkiva, korenski deo zuba je odstranjen dijamantskim
svrdlom 1 cirkularnom Sajbnom, a krunice su Cuvane u fizioloSkom rastvoru do pocetka

eksperimenta. Od krunica su preparisani uzorci gledi za:
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e ispitivanje erozivnog uticaja bezalkoholnih i alkoholnih pi¢a u funkciji vremena i
evaluaciju promena na glednoj povrsini pomocu kontaktne profilometrije 1 skenirajuce
elektronske mikroskopije;

e igpitivanje protektivnog dejstva dentalne pelikule (tj. razliCitih inkubacionih rastvora)
pre erozivnog izazova limunskom kiselinom i evaluaciju promena na glednoj povrsini

pomocu mikroskopa atomskih sila.

4.2.2. Priprema uzoraka gledi za profilometrijsku analizu posle izlaganja erozivnim

rastvorima u razli¢itom vremenskom trajanju

Priprema uzoraka za profilometrijsku analizu izvrSena je u skladu sa prethodno
opisanim metodologijama [143-146] koje su modifikovane za ovu studiju. Krunice zuba su
dijamantskom testerom (sa vodenim hladenjem) preseCene na distalnu, mezijalnu, bukalnu i
lingvalnu "Cetvrtinu”. Tako je dobijeno 344 uzoraka od priblizno 86 zuba (ukoliko je neka
"Cetvrtina” bila ostecena u toku preparacije krunica, zamenjena je presecanjem novog uzorka).

Da bi se olakSalo merenje parametara hrapavosti, napravljeni su kruzni kalupi pre¢nika
16 mm i dubine 3 mm koji su ispunjeni akrilatom. Svaki uzorak je uronjen u smolu, tako da
povrsina gledi bude dostupna merenju. Posle ¢iS¢enja rotacionom cetkicom, uzorci su isprani
vodom i osu$eni vazduhom; zatim su nasumic¢no podeljeni u 14 eksperimentalnih grupa (Tabela
1.) i jednu kontrolnu. Svaka eksperimentalna grupa sastojala se od 24 uzorka, osam za svako
vreme izlaganja (15, 30 1 60 min); Osam kontrolnih uzoraka je cuvano u vestackoj pljuvacki.

Eksperimentalni uzorci su imali sledeci tretman: 1) potapanje u 50 ml napitka na sobnoj
temperaturi (22°C + 2°C) tokom 15, 30 i 60 min, uz povremeno muckanje; 2) ispiranje sa 5 ml
destilovane vode; 3) potapanje u vestacku pljuvacku u trajanju od priblizno 4h. Ovaj ciklus se
ponavljao tri puta dnevno tokom 10 dana. Uzorci su preko noéi ¢uvani u vestackoj pljuvacki.
Eksperimentalni rastvori (originalna pakovanja bezalkoholnih i alkoholnih napitaka), u koje su
potapani uzorci gledi, menjana su na 24 sata.

Po zavrSetku eksperimenta, uzorci su ispirani destilovanom vodom, potpuno osuseni i
pripremani za analizu hrapavosti erodovane gledne povrSine.

Hrapavost erodovanih  glednih povrSina je ispitivana  stilus-dijamantskim
profilometrom, Mitutoyo Surftest SJ-301, analizom parametara hrapavosti Ra, Rq, Rz, Ry koji su

prikazani u Tabeli 2 (International Standards Organization) [147].
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Tabela 2. Parametri za odredivanje hrapavosti povrSine erodovane gledi

Parametri Opis

Ra Aritmeti¢ki sredina svih odstupanja neravnina od srednje linije

Rq Geometrijski sredina svih odstupanja neravnina od srednje linije
Srednja visina neravnina - prosek od pet uzastopnih merenja

R maksimalnih i minimalnih vrednosti neravnina na referentnoj duzini
Najveca visina neravnina - udaljenost izmedu najvise i najnize tacke

Ry (max)

neravnina na referentnoj duzini

Tacke merenja hrapavosti su nasumi¢no izabrane na povrSini uzorka. Za svaki uzorak
su uradena tri merenja, a zatim je izraCunata srednja vrednost koja je ukljucena u dalju
statistiCku analizu.

Da bi se minimizirala merna sila skeniranja izabran je detektor za koga je
pretpostavljeno da odgovara materijalu i obliku predmeta koji se meri (povrsina gledi), od 0,75
mN i radijusom vrha merne igle (stilusa) od 2um, koji, prema Mitutoio Surftest SJ - 301
uputstvu, ne izaziva oSte¢enje na povrsini uzorka, a pin je kalibrisan neposredno pre testiranja.
Merenje je sprovedeno pod slede¢im uslovima: temperatura 25°C, brzina kretanja dijamantske
merne igle 0.25 mm/s, duzina merne linije 0.5 mm, prelomna tacka (cut-off 2.5mm) [143]. Da
bi se iskljucile moguce greske, merenje povrSinske hrapavosti je uradeno od strane samo jednog

ispitivaca.

4.2.3. Statisticka obrada podataka

Podaci dobijeni ovim istraZivanjem statisticki su obradeni programom SPSS 15.0
(Statistical Package for the Social Sciences Program — ver. 15.0). Rezultati su predstavljeni
tabelarno.

Kontinualne varijable u istrazivanju priprikazane su srednjim vrednostima (X) i
standardnim devijacijama (SD). Ispitivanje normalnosti distribucije kontinualnih varijabli
testirano je Sapiro-Vilk testom (Shapiro-Wilk test).

Poredenje srednjih vrednosti izmedu dve nezavisne grupe ispitanika vrSeno je
Studentovim t testom nezavisnih uzoraka (Student's' t Test for Independent Samples) u slucaju
normalnih raspodela, a, ako je distribucija vrednosti odstupa od normalne raspodele, Man-

Vitnijevim testom (Mann-Whitney test).
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Poredenje vrednosti ispitivanih kontinualnih varijabli izmedu svih tipova napitaka
vrseno je analizom varijanse (ANOVA) i sledstvenom Post Hok (Post Hoc) analizom (Tukey
HSD Test u slu¢aju homogenosti varijansi, a u suprotnom je primenjivan Dunnet Test).

Utvrdivanje zavisnosti ispitivanih kontinualnih varijabli od vremena izlaganja
utvdivano je ANOVOM, kada su za sve vrednosti kontinualnih parametara za sve tri duzine
ekspozicije raspodele varijabli bile normalne, a u suprotnom slucaju koris¢en je Kruskal —
Volisov (Kruskal-Wallis) test.

Kao prag statisticke znacajnosti kori$¢en je nivo greSke procene manji od 5% (p<0,05).

4.2.4. Priprema uzoraka gledi za skening elektron mikroskopsku analizu posle izlaganja

erozivnim rastvorima

Pocetne pripreme uzoraka za SEM analizu su bile sliéne pripremama uzoraka za
profilometrijsko ispitivanje, s tim $§to su krunice ekstrahovanih tre¢ih molara presecane u
mezio-distalnom pravcu na vestibularne i oralne polovine. Koriséeno je 120 uzoraka (60
krunica) koji su podeljeni u 14 eksperimentalnih grupa i jednu kontrolnu, tako da je svaka grupa
imala po 8 uzoraka. Eksperimentalni uzorci su podvrgavani samo jednom vremenu izlaganja
(15 minuta). Za razliku od pripreme za profilometrijsko ispitivanje, uzorci za SEM su odmah
po secenju krunica stavljani u UZ kupatilo sa vodom da bi se uklonio debris seCenja, a zatim
uranjani u kontrolni i eksperimentalne rastvore. Dalja procedura je bila slicna kao i kod
prethodne pripreme: uzorci su potapani u 50 ml ispitivanog napitka 15 min. na sobnoj
temperaturi, tri puta dnevno u trajanju od 10 dana, uz obavezno povremeno muckanje. Izmedu
ciklusa potapanja, uzorci su stajali u vestackoj pljuvacki, koja je sluzila i kao stalni medijum za
osam kontrolnih uzoraka.

Na kraju eksperimenta, uzorci su suseni na vazduhu, a zatim pri¢vrscéeni za cilindri¢ne
nosace sredstvom za fiksiranje (Dotite paint xc 12 Carbon JEOL, Tokio, Japan) uz nanosenje
tankog sloja zlata po povrsini uzorka u uredaju za jonsko rasprsivanje (JFC 1100E lon Sputter
JEOL) [148]. Povrsinska morfologija gledi je posmatrana i procenjivana na okluzalnim i
srednjim tre¢inama vestibularnih i oralnih strana krunica zuba pomoc¢u SEM (JEOL-JSM-5300)
na uvecanju od 500, 2000 i 3500x.

Analizirano je erozivno trosenje gledne povrsine (honeycomb, cobblestone-appearance,
atipi¢no nagrizanje) sa kvantitativnom procenom ostecenja prema scor-sistemu (Tabela 3):
[148,149].
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Tabela 3. Kriterijum ocenjivanja za evaluaciju SEM mikrografija

OCENA | PROMENE | OPIS PROMENA NA GLEPNOJ POVRSINI
Nepromenjena povrsina sa prisutnim perikimatama, plitkim
0 Odsutne . _ o
ulegnuc¢ima, neznatnom izbrazdanos¢u, razvojnim porama
Iregularna polja sa izrazenim ulegnué¢ima i zlebovima,
1 Blage naglasenim brazdama, ali bez demineralizacije prizmatske i/ili
interprizmatske gledi.
Iregularna polja sa ve¢im brojem pora koje imaju povecan
2 Umerene | dijametar, prisustna demineralizacija
prizmatske/interprizmatske gledi
Rastvaranje povrsine gledi sa dekompozicijom morfologije
3 TeSke o
prizmi

Kvantitativnu procenu erozivnih promena na mikrografijama su procenjivala tri

istrazivaca nezavisno jedan od drugog, ne znaju¢i unapred kojoj grupi uzorak pripada

(ocenjivanje na slepo). Ukoliko su isti uzorci dobili razli¢ite ocene, konatnom ocenom se

Smatrala ona sa veCom numerickom vrednoscu, pri ¢emu je bilo potrebno da je oznace najmanje

dva istrazivaca.

4.2.5. Statisticka obrada podataka

Statisticka analiza morfoloSkih promena gledne povrSine, koja je procenjena scor

sistemom, uradena je Kruskal-Wallis testom, a Mann-Whitney-U test je koris¢en za post hoc

poredenja (p<0.05).
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4.3. Ispitivanje uticaja razlic¢itih komponenti pljuvacke na zastitni potencijal pelikule od

erozivnog oSteéenja gledi

4.3.1. Uzorci pljuvacke

Uzorci pljuvacke, koja je stimulisana zvakanjem komada parafina u trajanju od 10
minuta, prikupljeni su od zdravih dobrovoljaca (studenti Medicinskog fakulteta u Nisu) u
jutarnjim satima, dva ¢asa nakon prvog obroka [150]. Volonterima je savetovano da dva puta
isperu usta destilovanom vodom pre sakupljanja pljuvacke. Stimulisana pljuvacka je sakupljana
u ohladene bocice koje su ¢uvane u frizideru dok je trajao postupak prikupljanja. Pljuvacka je,
zatim, objedinjena i centrifugirana u trajanju od 20 min na 4°C (4000 g) [151]. Posle
centrifugiranja, supernatant je podeljen u alikvote od 20 ml koji su zaledeni na - 80°C. Pre
upotrebe, zamrznuti uzorci prirodne pljuvacke su odmrzavani na sobnoj temperaturi od 22 +1
OC u toku istog vremenskog perioda (3 ¢asa) [20,26]. Odmrznuti uzorci pljuvacke su koriséeni
za izradu inkubacionih rastvora pomocu kojih je procenjivan uticaj razli¢itih komponenti na
za$titni potencijal pelikule od erozivnog oStecenja gledi.

Vestacka pljuvacka sa formulacijom: 1,5 mM Ca(NOs3)2, 0,90 mM KH2PO4, 130 mM
KCI 1 60 mM Tris pufera i sa vrednosé¢u pH= 7,4 [152], kori§¢ena je kao medijum za kontrolne
uzorke, kao medijum za eksperimentalne uzorke izmedu demineralizacionih ciklusa, kao
rastvor za dijalizu humane pljuvacke i kao jedan od inkubacionih rastvora za procenu zastitne

uloge dentalne pelikule.

4.3.2. Priprema uzoraka pljuvacke dijalizom ukupne stimulisane pljuvacke

Dijaliza ukupne humane stimulisane pljuvacke (HP) je sprovedena ca Mega Pur-A-
Lizer™ dijaliznim kompletom sa prorezima membrane od 1 kDa (PURG10020, Sigma Aldrich)
da bi se dobili uzorci razli¢itih vrsta pljuvacke, koji su ¢uvani zamrznuti do erozivnog izazova
glednih uzoraka limunskom kiselinom.

Uzorci od 20 ml humane pljuvacke su odledeni 1 dijalizovani sa veStackom pljuvackom
ili dejonizovanom vodom.

Dijaliza humane pljuvacke veStackom pljuvackom (VP) je izvedena u 2 litra veStacke
pljuvacke tokom 48 h na 4°C. Vestacka pljuvacka je menjana nakon 2, 8, 16 i 24h.

Dijaliza dejonizovanom vodom (DV) izvedena je u 5 litara dejonizovane vode u

vremenskom trajanju od 72h na 4°C. Voda je menjana nakon 2, 8, 16, 24 i 48h.
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Sakupljanjem humane pljuvacke, koris¢enjem vestacke pljuvacke i procesom dijalize
za ovaj eksperiment su bile dostupne cCetiri vrste pljuvacke pomocu kojih je procenjivan uticaj
razli¢itih komponenti na zaStitni potencijal pelikule od erozivnog oStec¢enja gledi. Kontrolni

inkubacioni medijum je predstavljala vlazna komora (Tabela 4) [26].

1. Ukupna humana stimulisana (centrifugirana) pljuvacka (HP)

2. Vestacka pljuvacka koja sadrzi samo jone (VP)

3. Humana pljuvacka dijalizovana sa veStackom pljuvackom koja sadrzi i1 salivarne
proteine i jone (HP/VP) i

4. Humana pljuvacka dijalizovana sa dejonozovanom vodom koja sadrzi samo salivarne

proteine bez jona (HP/DV)

Tabela 4. Distribucija jona i proteina u inkubacionim rastvorima

Inkubacioni rastvor - o Kalcijum i o
Grupa Metod dijalize L Proteini
pljuvacka fosfat joni

Kontrola Vlazna komora - - R

Humana stimulisana
HP - ++ +
(centrifugirana) pljuvacka

VP Vestacka pljuvacka - + -

Humana stimulisana )
HP/VP o ) Vestacka pljuvacka + +
(centrifugirana) pljuvacka

Humana stimulisana o .
HP/DV o ) Dejonizovana voda | U tragovima +
(centrifugirana) pljuvacka

Novopripremljeni uzorci pljuvacke su zaledeni na -80°C u koli¢inama od 1,85 ml i tako

cuvani sve do nastavka eksperimentalnog protokola.

4.3.3. Priprema uzoraka gledi za inkubacione rastvore i erozivni izazov limunskom

kiselinom i njihova analiza mikroskopom atomskih sila

Ukupno 40 uzoraka gledi je pripremljeno od impaktiranih umnjaka presecanjem krunica
zuba na bukalne i lingvalne polovine. Za razliku od pripreme za profilometrijsko ispitivanje,

gde su kalupi sa akrilatom sluzili kao ¢vrsta podloga koja spre¢ava pomeranje uzorka i olakSava
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merenje hrapavosti dijamantskim stilusom, u ovoj pripremi su koriS¢ena dva kalupa (identi¢nog
pre¢nika koji su postavljani jedan iznad drugog) sa ciljem obezbedivanja ravnomernog
poliranja uzoraka [26]. Uzorci (polovine krunica) su uranjani u kalupe ispunjene akrilatom sa
glednom stranom okrenutom prema gore. Tanji (gornji) kalupi (debljine 200 nm) su uklonjeni
1 uzorci su polirani koriS¢enjem rotacionih abrazivnih silicijum karbidnih Smirglica 1 Sajbni
finoc¢e 18,3, 10 i1 5-6 um. Poliranje je nastavljeno i nakon uklanjanja debljih kalupa primenom
dijamantske paste i fine tkanine, a vrSeno je pod stalnim hladenjem. Posle poliranja, uzorci su
cuvani u fizioloSkom rastvoru do slede¢eg postupka u eksperimentu. Pred sam nastavak
eksperimenta, uzorci su dodatno polirani dijamantskom pastom fino¢e Inm pod stalnim
hladenjem. Izmedu poliranja i nakon finalnog poliranja, svi uzorci sa akrilatnom podlogom su
dodatno c¢iS¢eni u vodenom ultrazvu¢nom kupatilu. Posle ispiranja, uzorci su nasumic¢no
podeljeni u 5 grupa (n=8) za svaki inkubacioni rastvor (Tabela 4): vlazna komora (kontrola, K
grupa), humana ukupna stimulisana (centrifugirana) pljuvacka (HP grupa), vesStacka pljuvacka
(VP grupa), HP dijalizovana sa vestackom pljuvackom (HP/VP grupa) i HP dijalizovana sa
dejonizovanom vodom (HP/DV grupa) [26].

Dalji eksperiment se sastojao od Cetiri ciklusa inkubacije-erozije. Jedan ciklus je
podrazumevao pojedina¢no uranjanje uzoraka gledi 1h u 1,8 ml odgovaraju¢eg inkubacionog
rastvora (pljuvacke) u vodenom kupatilu sa me$anjem (70 obrt/min) na 37°C (Gesellschaft fiir
Labortechnik mbH, Burgwedel, Germany). Kontrolna grupa je stajala u vlaznoj komori 1h na
37°C. Nakon toga, uzorci su ispirani dejonizovanom vodom i osuseni vazduhom.

Uzorci su zatim podvrgnuti erozivnom izazovu koji se sastojao od pojedinacnog
potapanja uzoraka u 10 ml limunske kiseline (1%, pH 3,6) u vodenom kupatilu sa meSanjem
(70 obrt/min) u trajanju od 3 min na 25°C (P-D Industriegesellschaft mbH Priifgeratewerk,
Dresden, Germany). Ukupno vreme izlaganja uzoraka kiselini je iznosilo 12 minuta. Nakon
toga, uzorci su ispirani teku¢om vodom i osu$eni vazduhom. [26].

Procena topografije povrSine uzoraka je vrSena pomocu mikroskopije atomskih sila
koris¢enjem MAS model AutoProbe CP-Research SPM (TM Microscopes-Bruker). Merenja
su radena u kontaktnom modu. Dobijene su slike u tri nasumi¢no odabrane oblasti za povrSinu
od 10 x 10 um?, brzinom 0,9 Hz, sa rezolucijom od 256 x 256 piksela, pomoéu maksimalne
kontaktne sile od 2,5 N. Na osnovu dobijenih slika, merene su prosec¢ne vrednosti hrapavosti
(Ra i Rq) za svaku skeniranu oblast. Za obradu rezultata korisceni su softveri Image Processing
and Data Analysis Version 2.1.15 i SPMLab Analysis, DI SPMLab NT Ver. 6.0.2.
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4.3.4. Institucije u kojima je obavljeno istrazivanje

1. Odeljenje za bolesti zuba, Klinika za dentalnu medicinu Ni§, Medicinski fakultet,
Univerzitet u NiSu

Naucnoistrazivacki centar za biomedicinu, Medicinski fakultet, Univerzitet u NiSu

Institut za biohemiju, Medicinski fakultet, Univerzitet u Nisu

Laboratorija za masSinske materijale, MasSinski fakultet, Univerzitet u Nisu

o &~ N

Centar za mikroelektronske tehnologije, Institut za hemiju, tehnologiju i metalurgiju,

Univerzitet u Beogradu
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5. REZULTATI

5.1. Rezultati merenjapH i TK

Pocetne pH vrednosti analiziranih napitaka i titrabilna kiselost su izrazene kao srednje

vrednosti trostrukog merenja + standardna devijacija (Tabela 5).

Tabela 5. Vrednosti inicijalne pH i titrabilna kiselost do pH 5,51 7,0

Titrabilna kiselost do pH
Analizirano pice Inicijalna pH
55 7,0

1. | Coca Cola 2,56+0,06 0,54+0,05 1,73+0,07
2. | Schweppes Bitter Lemon 2,54+0,03 2,72+0,05 4,37+0,05
3. | Sprite 2,71+0,04 1,87+0,03 2,85+0,06
4. | Guarana No Sleep 2,51+0,03 3,24+0,03 4,96+0,05
5. | Red Bull 3,32+0,08 3,27+0,05 5,21+0,04
6. | Isodrinx Isotonic Sports Drink 3,43+0,02 1,55+0,03 2,41+0,05
7. | Aqua Viva Recharge 318003 | 184+0,06 | 3,14+0,04

(crvena pomorandZza) Strong

- - .

g | Life Premium 100% 3824004 | 428+0,03  |583£0,05

voéni sok pomorandza
9. | Sok od aronije 4,04+0,04 0,71+0,03 1,08+0,05
10. | Zajecarsko svetlo pivo 3,96+0,05 0,64+0,05 1,59+0,07
11. | Crveno vino Kratosija 3,49+0,05 1,82+0,04 2,34+0,03
12. | Belo vino Rizling 3,02+0,06 2,69+0,03 3,18+0,05
13. | Zeleni ¢aj* 6,64+0,02 / 0,13+0,03
14. | Crni ¢aj* 6,61+0,04 / 0,12+0,02

Inicijalna pH vrednost za vecinu ispitivanih napitaka je bila ispod 5,5. Guarana No sleep
i Schweppes Bitter Lemon su imali najnize prose¢ne vrednosti pH (2,51+0,03 i 2,54+0,03).
Zeleni 1 crni ¢aj su pokazali neSto nize vrednosti pH od neutralne (6,64+0,02 1 6,61%0,04).
Kisela pi¢a sa najviSom izmerenom inicijalnom pH i statisticki znaajnom razlikom u odnosu

na neutralnu pH vrednost su vocni sokovi: Life Premium 100% vocni sok pomorandza
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(3,82+0,04) i sok od aronije (4,04+0,04). Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu napitaka

u okviru pojedinih grupa.

U okviru merenja TK Coca-Cola je pokazala brzi odgovor pri dodavanju NaOH od
samo 0,54 ml da bi se dostigla pH vrednost od 5,5 §to je i najniza izmerena vrednost TK i 1,73
ml da bi se dostigla pH do 7,0. Sok od narandze je imao najve¢u TK, sa 4,28 ili 5,83 ml NaOH

da bi se dostigle ekvivalentne vrednosti pH.

5.2. Rezultati merenja parametara hrapavosti erodovanih glednih povrsina stylus
profilometom

Kao $to smo ve¢ naglasili, podaci dobijeni ovim istrazivanjem statisticki su obradeni
programom SPSS 15.0 (Statistical Package for the Social Sciences Program — ver. 15.0). Rezultati
su predstavljeni tabelarno.

Kontinualne varijable u istrazivanju priprikazane su srednjim vrednostima (X) i
standardnim devijacijama (SD). Ispitivanje normalnosti distribucije kontinualnih varijabli
testirano je Sapiro-Vilk testom (Shapiro-Wilk test).

Poredenje srednjih vrednosti izmedu dve nezavisne grupe ispitanika vrSeno je
Studentovim t testom nezavisnih uzoraka (Student's' t Test for Independent Samples) u slu¢aju
normalnih raspodela, a, ako je distribucija vrednosti odstupa od normalne raspodele, Man-
Vitnijevim testom (Mann-Whitney test).

Poredenje vrednosti ispitivanih kontinualnih varijabli izmedu svih tipova napitaka
vrseno je analizom varijanse (ANOVA) i sledstvenom Post Hok (Post Hoc) analizom (Tukey
HSD Test u slucaju homogenosti varijansi, a U suprotnom je primenjivan Dunnet Test).
Utvrdivanje zavisnosti ispitivanih kontinualnih varijabli od vremena izlaganja utvdivano je
ANOVOM, kada su za sve vrednosti kontinualnih parametara za sve tri duzine ekspozicije
raspodele varijabli bile normalne, a u suprotnom slu¢aju kori$c¢en je Kruskal —VVolisov (Kruskal-
Wallis) test.

Kao prag statisticke znacajnosti koris¢en je nivo greske procene manji od 5% (p<0,05).
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Tabela 6. Vrednosti parametara hrapavosti povrsine gledi u odnosu na vrstu piéa -

vreme izlaganja 15 min

Parametri Vrsta pica
hrapavosti a. Coca-Cola b. Schweppes c. Sprite d. Guarana

Ra 3,90+0,86 3,60+0,86 3,60+0,51 3,55+0,52

Rq 4,33+1.16 4,29+1,12 4,32+0,72 4,55+1,34

R, 11,36+2.68 8,65+2,87 11,14+3,06 11,43+6,93

Ry 12,42+2.36 15,18+4,43 16,01+3,54 13,77+9,65

e. Red Bull f. Iso g. AquaViva  h. Sok od narandze

Ra 3,87+0.41 3,26+0,99 3,04+0,90 3,56+1,05

Rq 4,8610.86 4,01+1,45 3,82+1,27 4,12+1,12

R: 17,66+7.12 8,61+3,55 9,75+2,95 12,82+4,06

Ry 18,82+6.35 12,46+5,29 14,70+4,26 15,51+5,63

I. Sok od aronije j. Pivo k. Crveno vino l. Belo vino

Ra 2,33+0.47%¢ 2,37+0,95% 2,63+1,00 2,791£0,71

Rq 2,82+0.53¢™ 2,80+0,95°" 3,23+1,20 3,26+0,88

R; 7,18+2.25 6,99+2,48 11,12+5,29 7,71+1,84

Ry 9,92+1.88 10,01+£2,74 15,76+8,17 12,24+3,99

M. Zeleni Caj n. Crni ¢aj

Ra 1,9240.50bed™ae™ 2 13:+(0,350cdn"ae ™

Rq 2,54+0.71%¢0"™ 2,5140 4780 0™

R, 6,86+1.90 7,67+3,41

Ry 10,75+2.37 10,64+3,35
Parametri  hrapavosti su dati kao srednja  vrednost  (X)tstandardna  devijacija  (SD)
ANOVA: Fr.=6,39 (p<0,001), Frq=4,80 (p<0,001), Fr=4,49 (p<0,001), Fr,=2,22 (p<0,05)
(znagajnost zavisnosti parametra hrapavosti od tipa napitka — najvisa je za Ra, a najniza za Ry)

a—vs Coca Cola, b — vs Schweppes, ¢ — vs Sprite, d — vs Guarana, € — vs Red Bull, f — vs ISO,h — vs Sok od naranze
Post Hoc Tests (Tukey HSD Test, Dunnet Test): * — p<0,05, ** — p<0,01, *** — p<0,001
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U uzorcima koji su eksponirani 15 minuta generalno najvise vrednosti svih parametara
hrapavosti utvrdene su kod Red Bull napitka. Od ovog generalizovanog stanovista odstupa
parametar Ra koji je minimalno vise vrednosti kod Coca-Cole, ali sa znatno viSom vrednos$cu
standardne devijacije. Najnize vrednosti parametara Ra i R; su u uzorcima zelenog ¢aja, Rq
uzorcima crnog ¢aja, a Ry U uzorcima sa sokom aronije.

Parametar hrapavosti Ra statisti¢ki znacajno zavisi od tipa napitka, Fra=6,39, p<0,001
(ANOVA).

Zapaza se da je Ra visokih vrednosti kod uzoraka u gaziranim napicima (Red Bull, Coca-
Cola, Schweppes, Sprite, Guarana) slede uzorci u soku od narandze i 1SO sportskom napitku.
Nakon toga uzorci u sportskom napitku Aqua Viva Recharge, zatim u crvenom i belom vinu,
pa potom u soku od aronije, pivu, te crnom i zelenom ¢aju. Vrednosti Ra krecu se u rasponu od
1,92+0,50 (zeleni ¢aj) do 3,90+0,86 (Coca-Cola).

Sledstvenom Post Hoc analizom Tukey HSD testom utvrdene su statisticki znacajno
nize vrednosti Ra kod uzoraka u zelenom ¢aju u odnosu na aroniju (p<0,05), Schweppes, Sprite,
Guaranu i sok od narandze (p<0,01), a najizrazenije u odnosu na Coca-Cola i Red Bull
(p<0.001).

Statisticki znacajno nize vrednosti Ra kod uzorka u crnom ¢aju utvrdene su u odnosu na
Schweppes, Sprite, Guaranu i sok od narandze (p<0,05), a na nivou statisticke zna¢ajnosti
p<0,001 u odnosu na Coca-Colu i Red Bull.

Kod uzoraka u aroniji kao i pivu Ra je statisticki znac¢ajno nize vrednosti u odnosu na
uzorke u Coca-Coli i Red Bull-u (p<0,01).

Parametar hrapavosti Rq takode statisticki znacajno zavisi od tipa napitka, Frq=4,80,
p<0,001 (ANOVA).

Rq je visokih vrednosti kod uzoraka u gaziranim napicima (Red Bull, Guarana, Coca-
Cola, Sprite, Schweppes) slede uzorci u soku od narandze i ISO sportskom napitku. Nakon toga
uzorci u sportskom napitku Aqua Viva Recharge, zatim u crvenom i belom vinu, pivu, pa potom
u soku od aronije, zelenom i crnom ¢aju. Vrednosti Ra kre¢u se u rasponu od 2,51+0,50 (crni
¢aj) do 4,86+0,86 (Red Bull).

Tukey HSD testom u sledstvenoj Post Hoc analizi utvrdene su statisticki znac¢ajno nize
vrednosti Rq kod uzoraka u crnom ¢aju u odnosu na Coca-Colu, Schweppes i Sprite (p<0,05),
kao u odnosu na Guaranu i Red Bull (p<0,01). NiZe vrednosti ovog parametra utvrdene su i kod

uzoraka u zelenom ¢aju u odnosu na Coca-Colu, Sprite i Guaranu (p<0,05) i Red Bull (p<0,01).

41



Uzorci u soku od aronije imaju statisticki znac¢ajno nize vrednosti Rq U odnosu na one u Red
Bull-u (p<0,01).

| parametar hrapavosti R; takode statisticki znacajno zavisi od tipa napitka, Fr,=4,49,
p<0.001 (ANOVA), Ipak, sledstvenom Post Hoc analizom, Dunnet testom nisu utvrdene
statisticki znacajne razlike pri medusobnom poredenju uzoraka u razli¢itim napicima. R; je najvisi
kod uzoraka u Red Bull-u, soku od narandze, Guarani, Coca-Cola, Sprite, crvenom vinu, pa tek
potom u Aqua Viva Recharge, Schweppes, ISO, belom vinu. Vrednosti R; kre¢u se od 6,86+1,90,
kod zelenog ¢aja, do 17,66+7,12, kod Red Bull-a.

Parametar hrapavosti Ry takode statisticki znacajno zavisi od tipa napitka u kome su
uzorci, ali statisticki manje izrazeno Fry=2,22, p<0,05 (ANOVA). Ni u slucaju ovog parametra
Dunnet testom nisu utvrdene statisticki znacajne razlike pri medusobnom poredenju uzoraka u
razli¢itim napicima. I ovde je najvise vrednosti kod uzoraka u Red Bull-u (18.82+6.35), potom u
Sprite, crvenom vinu, soku od narandze, Schweppes-u, Aqua Viva Recharge-u, Guarani, ISO,
Coca-Coli, belom vinu, zelenom ¢aju, crnom ¢aju, pivu, a najmanja vrednost je kod uzoraka u
soku od aronije (9,92+1,88).

Na osnovu ANOVE, porede¢i vrednosti F, kao i nivoe znac¢ajnosti, mozemo konstatovati
da svi ispitivani parametri hrapavosti statisticki zavise od tipa napitka u kome su uzorci, ali da ta

zavisnost najizrazenija kod parametra hrapavosti Ra, a najmanje izrazena kod parametra Ry.
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Tabela 7. Vrednosti parametara hrapavosti povrsine gledi u odnosu na vrstu pica -

vreme izlaganja 30 min

Parametri Vrsta pica
hrapavosti]  a. Coca-Cola b. Schweppes c. Sprite d. Guarana

Ra 4,86+1,33 4,44+0,93 4,03+1,57 3,86+1,00

Rq 5,61+1,17 5,18+1,07 4,94+2,00 4,90+1,45

R; 14,31+4,74 17,03+£2,40 14,38+8,01 14,12+5,50

Ry 16,70+3,61 19,31+1,35 19,61+10,76 19,81+8,17

e. Red Bull f. 1ISO g. Aqua Viva  h. Sok od narandze

Ra 4,03+0,24 3,60+0,55 3,33+1,85 5,29+1,10

Rq 5,74+0,27 4,41+0,77 4,16+2,37 5,84+1,34

R: 13,95+2,36 14,53+5,39 11,72+4,39 19,61+7,33

Ry 18,70+2,68 17,56+3,76 16,66+8,50 20,01+7,46

I. Sok od aronije j. Pivo k. Crveno vino I. Belo Vino

Ra 2,380,697 253+0,79°"M"  2,73+0,89" 3,05+0,80™

Rq 2,81+1,10°"™ 2 80+1,10 % 3,30+0,95 " 3,52+1,04

R, 8,30+2,19°">" 8,19+3,01°™ 9,24+4,04° 10,45+2,34%™

Ry 10,93+2,01870™  11,59+2,76"™ 13,64+4,47 15,38+3,40

m. Zeleni Caj Nn. Crni ¢aj

Ra 2,28+0,172" ™ 2 31+1 1M

Rq 2,91+0,38 P a™e™ 5 80+1,30%"

R, 6,95+2,02¢"0" 7,80+3,52°™

Ry 10,37+2,82f¢™™  10,79+4,94
Parametri  hrapavosti su  dati kao srednja  vrednost  (X)tstandardna  devijacija  (SD)
ANOVA: Fr=7,25 (p<0,001), Frq=6,05 (p<0,001), Fr,=579 (p<0,001), Fgr,=3,57 (p<0,001)
(znadajnost zavisnosti parametra hrapavosti od tipa napitka — najvia je za Rs, a najniza za Ry)

a — vs Coca-Cola, b — vs Schweppes, e — vs Red Bull, f — vs ISO, h — vs Sok od narandZe
Post Hoc Tests (Dunnet Test): * — p<0,05, ** — p<0,01, *** — p<0,001
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Najvise vrednosti svih parametara hrapavosti u uzorcima koji su eksponirani 30 minuta
utvrdene su za sok od narandze. Najnize vrednosti parametara Ra, R; 1 Ry utvrdene su u
uzorcima sa zelenim ¢ajem, dok su veoma sli¢ne najnize vrednosti Rq dobijeni za uzorke u
pivu i crnom ¢aju.

Parametar hrapavosti Ra statisti¢ki zna¢ajno zavisi od tipa napitka, Fra=7,25, p<0,001
(ANOVA).

Pored uzoraka u soku od narandze, Ra je najvisih vrednosti kod uzoraka u gaziranim
napicima (Coca-Cola, Schweppes, Red Bull, Sprite, Guarana, 1SO), slede uzorci u sportskom
pic¢u Aqua Viva Recharge, a zatim u belom i crvenom vinu, potom pivu, soku od aronije, te
crnom i zelenom ¢aju. Vrednosti Ry krecu se u rasponu od 2,28+0,17 (zeleni ¢aj) do 5,29+1,10
(sok od narandze).

Sledstvenom Post Hoc analizom Dunnet testom utvrdene su statisticki znacajno nize
vrednosti Ra kod uzoraka u zelenom ¢aju u odnosu na Coca-Colu i Schweppes (p<0,05), ISO i
sok od narandze (p<0,01) i najizraZenije u odnosu na Red Bull (p<0,001).

Statisticki znacajno niZe vrednosti Ra kod uzorka u crnom ¢aju utvrdene su u odnosu na
sok od narandze (p<0,01).

Kod uzoraka u aroniji statisticki znacajno nize vrednosti Ra Su u odnosu na uzorke u
Coca-Coli i Schweppes-u (p<0,05), Red Bull-u i soku od narandze (p<0,01). Statisticki znac¢ajno
nize vrednosti Ra U uzorcima piva su u odnosu na uzorke u Schweppes-u i Red Bull-u (p<0,05),
kao i soku od narandze (p<0,01). U odnosu na uzorke u soku od narandze statisticki zna¢ajno
su nize i vrednosti Ra uzoraka u belom, kao i u crvenom vinu (p<0,05).

Rq parametar hrapavosti statisticki takode znacajno zavisi od tipa napitka, Frq=6,05,
p<0,001 (ANOVA).

Rq je osim kod uzoraka u soku od narandze visokih vrednosti i kod uzoraka u gaziranim
napicima (Red Bull, Coca -Cola, Schweppes, Sprite, Guarana, 1SO), slede uzorci u sportskom
pi¢u Aqua Viva Recharge, zatim u belom i vinu, pa potom u zelenom ¢aju, soku od aronije,
crnom ¢aju i pivu. Vrednosti Rq krec¢u se u rasponu od 2,80+1,10 (pivo), odnosno 2,80+1,30
(crni ¢aj) do 5,84+1,34 (sok od narandze).

Dunnet testom u sledstvenoj Post Hoc analizi utvrdene su statisti¢ki znacajno nize
vrednosti Rq kod uzoraka u crnom ¢aju i pivu u odnosu na Coca-Colu i sok od narandze, a u
slu¢aju uzoraka u pivu i u odnosu na uzorke u Coca-Coli (p<0,05). Kod uzoraka u zelenom ¢aju
utvrdene su statisti¢ki nize vrednosti ovog parametra u odnosu na uzorke u Schweppes-u, 1SO,

soku od narandze (p<0,05), Coca-Coli (p<0,01) i Red Bull-u (p<0,001). Uzorci u soku od
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aronije imaju statisticki znacajno nize vrednosti Rq u odnosu na one u Schweppes-u (p<0,05),
kao i u odnosu na one u Coca-Coli, Red Bull-u i soku od narandze (p<0,01). Rq U uzorcima sa
crvenim vinom statisticki je znacajno nizi u odnosu na ovaj parametar u uzorima sa Coca-
Colom i sokom od narandze (p<0,05).

Parametar hrapavosti R; takode statisticki znacajno zavisi od tipa napitka, Fr,=5,79,
p<0,001 (ANOVA). Vrednosti R; krecu se od 6,95+2,02, kod zelenog ¢aja, do 19,61+7,33, kod
soka od narandze. Sledstvenom Post Hoc analizom, Dunnet testom u uzorcima zelenog caja
utvrdene su statisticki znacajne razlike pri poredenju sa uzorcima Red Bull-a (p<0,05) i
Schweppes-a (p<0,001), dok su vrednosti R; u uzorcima soka od aronije statisti¢ki znac¢ajno nize
no u uzorcima Red Bull-a (p<0,05) i Schweppes-a (p<0,001). U odnosu na vrednosti R; u
uzorcima sa Schweppes-om, statisticki su takode znacajno nize vrednosti ovog parametra u
uzorcima sa crvenim vinom (p<0,05), kao i u uzorcima sa pivom, belim vinom i crnim ¢ajem
(p<0,001)

Kao i prethodna tri i parametar hrapavosti Ry takode statisti¢ki znacajno zavisi od tipa
napitka u kome su uzorci, Fry=3,57, p<0.001 (ANOVA). I ovde je najvise vrednosti kod uzoraka
u soku od narandze (20,01+7,46), slede uzorci sa Guaranom, Sprite, Schweppes-om, Red Bull-
om, ISO, Coca-Colom i sportskim pi¢em Aqua Viva Recharge, a potom sa belim vinom, crvenim
vinom, pivom, te crnim i zelenim ¢ajem, $to je najniza vrednost pd 10,37+2,82. Dunnet testom
utvrdeni je da su u uzorcima u zelenom caju statisti¢ki znac¢ajno nize vrednosti u odnosu na uzorke
sa napitkom 1SO (p<0,05), Red Bull-om (p<0,01) i Schweppes-om (p<0,001). Ry u uzorcima sa
pivom statisti¢ki je znacajno nizi u odnosu na uzorke sa Red Bull-om (p<0,01) i Schweppes-om
(p<0,001). Ry u uzorcima sa pivom, kao i sa sokom aronije statisticki je zna¢ajno nizi u odnosu
na uzorke sa Red Bull-om (p<0,01), kao i Schweppes-om — p<0,01 pri poredenju sa uzorcima sa
pivom, odnosno p<0,001 pri poredenju sa uzorcima sa sokom aronije.

Porede¢i vrednosti F (ANOVA), moze se konstatovati da svi ispitivani parametri
hrapavosti statisticki zavise od tipa napitka u kome su uzorci i da je ta zavisnost najizraZenija za

parametar hrapavosti Ra, a najmanje izrazena za parametar Ry.
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Tabela 8. Vrednosti parametara hrapavosti povrsine gledi u odnosu na vrstu pica -

vreme izlaganja 60 min

Parametri Vrsta pica
hrapavosti]  a. Coca-Cola b. Schweppes c. Sprite d. Guarana
Ra 6,06+1,97 4,52+1,02 4,32+0,32 5,30+1,47
Rq 7,31+2,71 5,9411,40 5,09+0,32 7,23+£2,94
R, 22,35+13,39 14,67+4,60 11,87+2,97 19,91+7,61
Ry 26,87+13,01 22,39+8,52 12,7042 42" 23,51+10,88
e. Red Bull f. 1ISO g. AquaViva  h. Sok od narandze
Ra 5,32+1,01 4,09+1,61 3,81+1,59 6,03+1,53
Rq 5,84+1,53 4,90+1,85 4,53+1,99 6,89+1,80
R: 14,22+3,02 15,64+6,76 12,72+7,38 22,06+5,42¢
Ry 22,76+4,84 20,63£8,58 17,49+8,54 23,71+6,27
I. Sok od aronije j. Pivo k. Crveno vino l. Belo vino
Ra 3,5940,55 2,65+1,04M¢ 2,91+1,34"™ 3,53+0,41
Rq 4,51+0,62 3,67+1,47 3,56+1,51 3,89+0,45°"
R 13,79+2,80 16,69+3,39 10,48+4,33"™ 10,31+1,78""
Ry 17,43+.2,90 15,91+7 54 15,11+547 11,38+2,020"™
m. Zeleni Caj Nn. Crni ¢aj
Ra 2,4040,5430dIe™c™ 2 4640, 71200 ce™
Rq 3,02:£0,680¢n"c™ 3,37+1,66
R, 8,55+2,24"™ 9,75+4,25™
Ry 11,3443 13" 13,38+6,92
Parametri  hrapavosti su  dati kao srednja  vrednost  (X)tstandardna  devijacija  (SD)
ANOVA: Fr=8,92 (p<0,001), Frq=592 (p<0,001), Fr,=4,70 (p<0,001), Fgr,=4,01 (p<0,001)
(znadajnost zavisnosti parametra hrapavosti od tipa napitka — najvia je za Rs, a najniza za Ry)

a — vs Coca-Cola, b — vs Schweppes, e — vs Red Bull, f — vs ISO, h — vs sok od narandZe
Post Hoc Tests (Dunnet Test): * — p<0,05, ** — p<0,01, *** — p<0,001

46



Medu uzorcima koji su eksponirani 60 minuta najviSe vrednosti svih parametara
hrapavosti utvrdene su za Coca-Colu, a najnize za zeleni Caj.

Ra parametar hrapavosti zavisi statisticki znacajno od tipa napitka, Fra=8,92, p<0,001
(ANOVA).

Posle uzoraka u Coca-Coli, gde je najvisa vrednost (6,06£1,97). Ra je visokih vrednosti
u uzorcima u soku od narandze, a potom kod gaziranih napitaka Red Bull-u, Gaurani,
Schweppes-u, Sprite, ISO, te u sportskom pic¢u Aqua Viva Recharge, posle ¢ega slede uzorci u
soku od aronije, po vrednosti vrlo blisko njemu u belom vinu, a potom u crvenom vinu, pivu,
crnom i na Kraju najnize vrednosti je u zelenom ¢aju 2,40+0,54 (zeleni Caj).

Sledstvenom Post Hoc analizom Dunnet testom utvrdene su statisticki znacajno nize
vrednosti Ra kod uzoraka u zelenom ¢aju u odnosu na Coca-Colu, Schweppes, Guaranu, sok
od aronije i crveno vino (p<0,05), Red Bull i sok od narandze (p<0,01) i najizraZenije u odnosu
na Sprite (p<0,001).

Statisticki znacajno nize vrednosti Ra kod uzorka u crnom ¢aju utvrdene su u odnosu na
Coca- Colu, Schweppes i Guaranu (p<0,05), kao i u odnosu na Sprite, Red Bull i ISO (p<0,01).

Kod uzoraka u pivu statisticki su znacajno nize vrednosti Ra U odnosu na uzorke u soku
od narandze (p<0,05) i Red Bull-u (p<0,01). Vrednost Ra u uzorcima belog vina statisticki
znacajno su nize no u uzorcima soku od narandze (p<0,05).

Parametar hrapavosti Rq takode statisticki znacajno zavisi od tipa napitka, Frq=5,92,
p<0,001 (ANOVA).

Rq je najvise vrednosti kod uzoraka u Coca-Coli (7,31£2,71), posle ¢ega slede sok od
narandze, a zatim Red Bull, Guarana, Schweppes, Sprite, 1SO, a potom uzorci u u mineralnoj
vodi te u soku od aronije, belom vinu, pivu, crvenom vinu, crnom ¢aju, dok je najniza vrednost
u uzorcima zelenog ¢aja (3,02+0,68).

U sledstvenoj Post Hoc analizi, Dunnet testom, utvrdene su statisticki znacajno nize
vrednosti Rq kod uzoraka u zelenom ¢aju ¢aju u odnosu na Schweppes, Red Bull, sok od
narandze i sok od aronije (p<0,05), kao i u odnosu na uzorke u Sprite (p<0,01). Rq u uzorcima
belog vina statistiki je znacajno nize vrednosti u odnosu na uzorke u napitku Sprite (p<0,01).

Takode, parametar hrapavosti R; statisticki znacajno zavisi od tipa napitka, Fr,=4,70,
p<0,001 (ANOVA). Vrednosti R; krecu se od 8,55+2,24, kod uzoraka zelenog Caja, do
22,35+13,39 kod uzoraka u Coca-Coli. Posle Coca-Cole, najvise vrednosti su u soku od
narandze, Guarani, pivu, I1SO, Schweppes-u, Red Bull-u, soku od aronije, Aqua Viva Recharge,

crvenom 1 belom vinu, te u crnom i zelenom caju. Sledstvenom Post Hoc analizom, Dunnet
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testom u uzorcima zelenog ¢aja utvrdene su statisti¢ki nize vrednosti soka od narandze i piva
(p<0,01). U odnosu na uzorke soka od narandze statisticki znac¢ajno su nize vrednosti i u uzorcima
crnog €aja, crvenog i belog vina (p<0,05). R; u uzorcima belog vina statisticki je znacajno nizi i
u odnosu na uzorke u pivu (p<0,05).

| parametar hrapavosti Ry takode statisticki znacajno zavisi od tipa napitka u kome su
uzorci, Fry=4,01, p<0,001 (ANOVA). Kao $to je vec receno, najvise vrednosti je kod uzoraka u
Coca-Coli (26,87+13,01), slede uzorci sa sokom od narandze, Guaranom, Red Bull-om,
Schweppes-om, ISO, Aqua Viva Recharge-om, sokom od aronije, pivom, crvenim vinom, crnim
Cajem, Sprite, belim vinom, a najniza vrednost je u uzorcima sa zelenim ¢ajem (11,34+3,13).
Dunnet testom, u sledstvenoj Post Hoc analizi kod uzoraka sa zelenim ¢ajem, ali i belim vinom
utvrdene su statisticki znacajno nize vrednosti u poredenju sa uzorcima u soku od narandze
(p<0,05) i Red Bull-om (p<0,01). NiZe vrednosti u uzorcima sa belim vinom su i odnosu na uzorke
sa sokom od aronije (p<0,05). Ry u uzorcima sa Sprite takode je statisti¢ki zna¢ajno nize vrednosti
u odnosu na uzorke u Red Bull-u (p<0,01).

I u ovom slucaju se na osnovu vrednosti F (ANOVA), moze konstatovati da svi ispitivani
parametri hrapavosti statisticki zavise od tipa napitka u kome su uzorci i1 da je ta zavisnost

najizrazenija za R, @ najmanje izrazena za parametar Ry.
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Tabela 9. Vrednosti parametra hrapavosti povrsine gledi R, u odnosu na vreme izlaganja pié¢u

Vreme Vrsta pica
izlaganja a. Coca-Cola b. Schweppes c. Sprite” d. Guarana
15 3,90+0,86%™ 3,60+0,86%™ 3,60+0,51%™ 3,55+0,52¢
30 4,86+1,33%" 4,44+0,93%™ 4,03+1,57% 3,86+1,00%™
60 6,06+1,97 3" 4,52+1,02%™ 4,32+0,328"0* 5,30+1,473 0"
e. Red Bull™ f. 1SO g. Aqua Viva h. Sok od narandze™
15 3,87+0,41%™ 3,26+0,99%™ 3,04+0,90%™ 3,56+1,05%"
30 4,03+0,24 %™ 3,60+0,55%" 3,33+1,85%™ 5,29+1,1030™
60 5,32+1,01 &b 4,09+1,61% 3,81+1,59%™ 6,03+1,533"
i. Sok od aronije™ j. Pivo k. Crveno vino . Belo vino
15 2,33+0,473" 2,37+0,95%" 2,63+1,00%™ 2,79+0,71%"
30 2,38+0,69% 2,53+0,79%" 2,73+0,89%™ 3,05+0,80%™
60 3,59+0,55 3™ ¢ 2,65+1,04 2,91+1,34% 3,53+0,413™"
m. Zeleni ¢aj n. Crni ¢aj Kontrolna grupa
1,68+0,18
15 1,92+0,50 2,13+0,35%"
30 2,28+0,17 2,31+1,12
60 2,40+0,54% 2,46+0,71%

a — vs Control group, b — vs 15 min, ¢ — vs 30 min
(ANOVA, Kruskal-Wallis Test, Student's' t Test for Independent Samples, Man-Whitney test)
* — p<0,05, ** — p<0,01, *** — p<0,001

Parametri hrapavosti su dati kao srednja vrednost (X)+standardna devijacija (SD)

49




Vrednost koeficijenta hrapavosti Ra generalno su veée kada je vreme izloZenosti duze.
StatistiCki znaCajna zavisnost Ra od vremena izloZenosti utvrdena je kod uzoraka u Sprite
(p<0.05), soku od narandze (p<0,01), a narocito soku od aronije i Red Bull-u (p<0,001).

Poredenjem koeficijenata Ra izmedu uzoraka istog napitka, ali razliCitog vremena
izlozenosti utvrdena je statisticki znacajna razlike izmedu uzoraka soka od narandze izlozenih 30
u odnosu na one izloZzene 15 minuta (p<0,01). Najznacajnije statisticke razlike uoc¢avaju se pri
poredenju uzoraka izlozenih 15 min. u odnosu na one izlozene 60 minuta. To je sluc¢aj kod
uzoraka Coca-Cole, Guarane, soka od narandze, soka od aronije i belog vina (p<0,05), potom
Sprite i Red Bull-a (p<0,01), a najznacajnija je kod soka od aronije (p<0,001). Uocavaju se i
razlike izmedu uzoraka izlozenih 30 i 60 minuta i to kod uzoraka u Red Bull-u i soku od aronije
(p<0,01).

Izuzev u slucaju uzoraka u crnom ¢aju koji je izloZzen 30 minuta i zelenog istog trajanja
izlozenosti, zelenog Caja izloZenog 15 i uzoraka u pivu izlozenih 60 minuta, vrednosti koeficijenta
hrapavosti statisti¢ki su znacajno vise u odnosu na kontrolu, sa nivoima zna¢ajnosti datim u Tabeli

9.
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Tabela 10. Vrednosti parametra hrapavosti povrsine gledi Rq u odnosu na vreme izlaganja pi¢u

Vreme Vrsta pica

izlaganja a. Coca-Cola b. Schweppes c. Sprite d. Guarana*
15 4,33+1,162™ 4,29+1 12 4,32+0,723™ 4,55+1,343™
30 5,61+1,17&" 5,18+1,07 & 4,94+2,00™ 4,90+1,45%™
60 7,31+2, 718" 5,54+1,402™ 5,09+0,32 &b 7,23+2,94 @b

e. Red Bull f.1SO g. AquaViva  h. Sok od narandze™
15 4,86+0,86 2" 4,01+1, 452" 3,82+1,273™ 4,12+1 123
30 4,740,273 4,41+0,773 4,16+2,378 5,84+1,34 &b
60 5,84+1 530 490+1,85™ 4,53+1,998™ 6,89+1,81 &b
i. Sok od aronije™ j. Pivo k. Crveno vino . Belo vino
15 2,82+0,53%" 2,80+0,95 3,23+1,20%™ 3,26+0,882™
30 2,81+0,79% 2,80+1,10%" 3,30+0,95™ 3,52+1,04%
60 4,5140,62 8™ 3,67+1,47% 3,56+1,51%" 3,89+0,45 30"
M. Zeleni ¢aj N. Crni ¢aj Kontrolna grupa
2,09+0,24

15 2,53+0,71 2,51+0,472"
30 2,91+0,38 2,80+1,30
60 3,02+0,68%™ 3,37+1,66

a — vs Control group, b — vs 15 min, ¢ — vs 30 min
(ANOVA, Kruskal-Wallis Test, Student's' t Test for Independent Samples, Man-Whitney test)
* — p<0,05, ** — p<0,01, *** — p<0,001

Parametri hrapavosti su dati kao srednja vrednost (X)+standardna devijacija (SD)
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I u slucaju koeficijenta hrapavosti Rq njegove vrednost su vece kada je vreme izloZenosti
duze. Statisticki znacajna zavisnost Rq od vremena izlozenosti utvrdena je kod uzoraka u
Guarane, (p<0,05), soka od narandze (p<0,01), a posebno u soku od aronije (p<0,001).

Poredenjem koeficijenata hrapavosti Rq izmedu uzoraka istog napitka, razli¢itog vremena
izlozenosti, utvrdena je statistiCki znacajna razlike izmedu uzoraka izloZenih 30 u odnosu na one
izloZene 15 minuta za SOk od narandze (p<0,05). Najznacajnije statisticke razlike uo¢avaju se pri
poredenju uzoraka izlozenih 15 min. u odnosu na one izlozene 60 minuta, kod uzoraka Sprite,
soka od narandze, i belog vina (p<0,05), a jo$ znacajnija je kod Red Bull-a (p<0,01) i soka od
aronije (p<0,001). Postoje i razlike izmedu uzoraka izlozenih 30 i 60 minuta: kod uzoraka
Guarane, Red Bull-a (p<0,05) i soku od aronije (p<0,001).

Izuzev u slu¢aju uzoraka u pivu trajanja izloZzenosti 15 min, zelenog ¢aja 15 i 30 minuta i
crnog ¢aja 30 i 60 minuta vrednosti koeficijenta hrapavosti Rq statisti¢ki su znacajno vise u

odnosu na kontrolu, sa nivoima znacajnosti datim u Tabeli 10.
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Tabela 11. Vrednosti parametra hrapavosti povrsine gledi R; u odnosu na vreme izlaganja pi¢u

Vreme Vrsta pica

izlaganja a. Coca-Cola” b. Schweppes™ c. Sprite d. Guarana
15 11,364+2,68 ™ 8,65+2,872™ 11,1443,06 11,43+6,932
30 14,31+4,74% 17,03+2,40%™"  14,38+8,013™" 14,12+5,50%"
60 22,35+13,39 ™ 14,67+4,6020™  11,87+2 972 19,91+7,612™

e. Red Bull f.1SO" g. AquaViva  h. Sok od narandze”
15 17,667,122 8,61+3,552 9,75+2,95™* 12,82+4,06 2
30 13,9542 36 %™ 14,53+5,39a™"  11,72+4,392™ 19,61+7,332"
60 14,22+3,02 & 15,64+6,76 8™ 12,72+7,382™ 22,06+5,42 a0
i. Sok od aronije™ j. Pivo™ k. Crveno vino . Belo vino”
15 7,18+2,25a" 6,99+2 482 11,12+529a 7,71+1,848
30 8,30+2,19&™ 8,19+3,012™ 9,24+4,043™ 10,45+2, 34 ab*
60 13,79+2,802b™  16,69+3,392 ™  10,48+4 332" 10,31+1,78 0™
M. Zeleni ¢aj N. Crni ¢aj Kontrolna grupa
472+1,23

15 6,86+1,90" 7,673,413
30 6,95+2,028" 7,80+3,522"
60 8,55+2,24 & 9,75+4 253"

Parametri hrapavosti su dati kao srednja vrednost (X)+standardna devijacija (SD)

a — vs Control group, b — vs 15 min, ¢ — vs 30 min
(ANOVA, Kruskal-Wallis Test, Student's' t Test for Independent Samples, Man-Whitney test)
* — p<0,05, ** — p<0,01, *** — p<0,001
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Vrednosti hrapavosti R; su u vecini uzoraka vece kada je vreme izloZenosti duze, ali ne u
slucaju svih ispitivanih napitaka. Naime uocava se da to nije u potpunosti slucaj kod uzoraka u
Schweppes-u, Sprite, Red Bull-u, crvenom vinu, pa delimi¢no i u belom vinu. Statisticki znac¢ajna
zavisnost R; od vremena izloZenosti ustanovljena je kod Coca-Cole, 1SO, soka od narandze i
belog vina na nivou od p<0.05, zatim kod soka od aronije (p<0,01), a najizraZenije u slucaju
Schweppes-a i piva (p<0,001).

Poredenjem koeficijenata R; izmedu uzoraka istog napitka, razli¢itog vremena izlozenosti
utvrdena je statistiCki znacajna razlike izmedu uzoraka izloZenih 30 u odnosu na one izlozene 15
minuta 1SO, belo vino (p<0,05), a najznacajnije za Schweppes (p<0,05). Statisticki razlike
uocCavaju se pri poredenju uzoraka izloZzenih 15 u odnosu na one izlozene 60 minuta za
Schweppes, 1SO, sok od narandze, sok od aronije, pivo i belo vino (p<0,01). U slucaju soka od
aronije 1 piva utvrdene su statisticki znacajne razlike izmedu uzoraka izlozenih 30 i 60 minuta
(p<0,01).

U slucaju uzoraka svih napitaka, bez obzira na trajanje izloZenosti vrednosti koeficijenta
hrapavosti R; statisticki su zna¢ajno viSe u odnosu na kontrolu, sa nivoima znacajnosti datim u

Tabeli 11.
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Tabela 12. Vrednosti parametra hrapavosti povrsine gledi Ry, u odnosu na vreme izlaganja pi¢u

Vreme Vrsta pica
izlaganja |  a. Coca-Cola™ b. Schweppes c. Sprite d. Guarana™
15 12,4242 36 15,18+4,432™ 16,01+3,54 & 13,7749,65™
30 | 16,7043,61%"  1931+1,35%™Y 1961+10,76%™  19,81+8,172™*
60 26,87+13,01 20" 22,3948 52 12,70+2,42a0" 23 51+10,88 80"
e. Red Bull f. 1so g. Aqua Viva h. Sok od narandze
15 18,82+6,352" 12,4645,292 14,70+4,26 2 15,5145 63
30 18,70+2,68 %™ 17,56+3,76 & 16,66+8,50 2 20,01+7,46 ™
60 22,764,845 20,63£8,58™™"  17,49+854%™  23,71+6,27
i. Sok od aronije™ j. Pivo k. Crveno vino . Belo vino
15 9,92+1,882 10,01+2,747  1576+8,172" 12,24+3,992
30 10,93+2,01 & 11,59+2 768 13,6414 473 15,38+3,402
60 | 17432902 1591+754a* 151145472  11,38+2,028"
M. Zeleni ¢aj N. Crni ¢aj Kontrolna grupa
7,31+1,28
15 10,75+2 378" 10,64+3,352"
30 10,37+2,828™ 10,79+4,94
60 11,34+3,138" 13,38+6,92 "

Parametri hrapavosti su dati kao srednja vrednost (X)+standardna devijacija (SD)

a — vs Control group, b — vs 15 min, ¢ — vs 30 min
(ANOVA, Kruskal-Wallis Test, Student's' t Test for Independent Samples, Man-Whitney test)
* — p<0,05, ** — p<0,01, *** — p<0,001
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lako su vrednosti hrapavosti Ry u vecini uzoraka vece kada je vreme izloZzenosti duze, to
ipak nije slucaj kod uzoraka u Red Bull-u, crvenom i belom vinu, delimi¢no i kod zelenog ¢aja.
StatistiCki znacajna zavisnost Ry od trajanja izlozenosti ustanovljena je kod Coca-Cole, Guarane
(p<0,01) i soka od aronije (p<0,001).

Poredenjem koeficijenata Ry izmedu uzoraka istog napitka, ali razli¢itog vremena
izloZenosti utvrdena je statisticki znacajna razlike izmedu uzoraka izloZenih 30 i 15 minuta za
Coca-Colu, Schweppes i Guaran-u (p<0,05). Pri poredenju uzoraka izloZenih 15 u odnosu na one
izloZene 60 minuta za utvrdene su statisti¢ki znacajne razlike za Coca-Colu, Sprite, 1SO, sok od
narandze (p<0,05), a posebno za sok od aronije (p<0,05). Statisti¢ki znacajne razlike izmedu
uzoraka izlozenih 30 1 60 minuta utvrdene su kod uzoraka u belom vinu (p<0,05) i soku od aronije
(p<0,001).

Izuzev u uzorcima u crnom ¢aju koji su izlozeni 30 minuta u slucaju uzoraka svih ostalih
napitaka, za sva trajanja izloZenosti vrednosti koeficijenta hrapavosti Ry statisticki su znac¢ajno

vise u odnosu na kontrolu, sa nivoima znacajnosti prikazanim u Tabeli 12.
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5.3. Rezultati SEM istrazivanja

Srednja ocena morfoloskuh promena ustanovljenih na glednoj povrsini posle razlicitih

erozivnih izazova prikazana je na Tabeli 13.

Tabela 13. Srednja ocena morfoloSkuh promena na glednoj povrsini posle razli¢itih
erozivnih izazova

c E
£ £ ~ |2 °
J & | &8 |8 )
— Q c = (= o
2z > 2 < g © = =
= oy o 9 = N [5) (0]
oM n 2 & S £2 = g
< o S 2 © % 2 B S o 2 X
° =% < = - = &0 | E ¢ s 4 > e 5] *
O & c > 2 S e Z o g = g o = 9 =
@ = 2 S o =X s 50| ~ & ) S c > = O
S| 5| 5| £ | 8 |8€ |3z g x| % | 2| 2|3 |E
o o) %) o X | 20| <8w|[ 08| & N @) o N S
2,625 | 2,5 2,5 2,375 | 2,75 | 2375 | 2,25 2,5 1,75 0,75 1,25 | 1,375 | 0,125 | 0,25
+0,52 | 0,53 | £0,53 | £0,52 | £0,46 | £0,74 | 0,71 +0,53 | +0,46 | +0,46 | £0,46 | 0,52 | £0,35 | £0,46

Ustanovljeno je da najvecu proseénu ocenu imaju uzorci koji su bili izlozeni Red Bull
napitku (2,75+0,46), a najmanju oni koji su potopljeni u zeleni ¢aj (0,125+0,35).

Kruskal Wallis test (neparametrijska ANOVA) pokazuje da se svi uzorci izlozeni
ispitivanim napicima (ukljucujuci i kontrolnu grupu) znacajno razlikuju.

Srednje ocene morfoloSkih promena na svim uzorcima su pojedinacno testirane u
odnosu na kontrolnu grupu koris¢enjem Mann-Whitney testa, koji ukazuje da se samo uzorci

izloZeni zelenom i crnom ¢aju ne razlikuju znacajno od kontrolne grupe (Tabela 14).
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Tabela 14. Statisticka znacajnost srednjih ocena morfoloskih promena na uzorcima gledi

eksperimentalnih grupa u odnosu na kontrolnu grupu

. Statisticka znacajnost u odnosu
Eksperimentalne grupe
na kontrolnu grupu
Z p

I Coca-Cola 3,664 p<0,0001
I Schweppes Bitter Lemon 3,651 p<0,0001
" Sprite 3,651 p<0,0001
IV | Guarana No Sleep 3,664 p<0,0001
\ Red Bull 3,703 p<0,0001
Vi Isodrinx Isotonic Sports Drink 3,633 p<0,0001
VIl | Aqua Viva Recharge (crvena pomorandza) 3,633 p<0,0001
VI | Life Premium 100% voéni sok pomorandza 3,651 p<0,0001
IX | Sok od aronije 3,703 p<0,0001
X Zajetarsko svetlo pivo 3,001 p<0,005

Xl Crveno vino 3,703 p<0,0001
XIl | Belo vino 3,664 p<0,0001
XIH1 | Zeleni ¢aj* 1,001 p>0,05 n.s.
XIV | Crni ¢aj* 1,464 p>0,05 n.s.

Srednje ocene morfoloSkih promena na uzorcima svih grupa su pojedinacno testirane u

odnosu na uzorke sa najvecom prosecnom ocenom (Red Bull) i uzorke sa najmanjom

prosec¢nom ocenom (zeleni caj). Mann-Whitney test je pokazao da ipak nije postojala znacajna

razlika izmedu uzoraka potopljenih u Coca-Colu, Schweppes, Sprite, Guaranu, Isodrinx

Isotonic Sport Drink, Aqua Viva Recharge (crvenu pomorandzu) i Life Premium 100% vocni

S0k od pomorandze, kao ni ovih uzoraka pojedina¢no u odnosu na Red Bull. Statisticki znacajne

razlike su postojale izmedu uzoraka potopljenih u sok od aronije, pivo, crveno i belo vino u

odnosu na Red Bull, dok, izmedu nabrojanih uzoraka nije ustanovljena znacajna razlika. Zeleni

i crni ¢aj nisu erodovali povrSinu gledi i srednje ocene uzoraka potopljenih u ove napitke se

nisu medusobno znacajno razlikovale, ali je postojala statisti¢ka znacajnost u odnosu na sve

ostale eksperimentalne grupe (Tabela 15).
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Tabela 15. Statisticka znacajnost srednjih ocena morfoloskih promena na uzorcima gledi
eksperimentalnih grupa u odnosu na uzorke izloZene Red Bull-u i zelenom caju

Eksperimentalne grupe

Statisticka znacajnost u odnosu na

Red Bull Zeleni ¢aj
Z P Z p

| Coca-Cola 0,522 p>0,05 n.s. 3,578 p<0,0001
I Schweppes Bitter Lemon 1,001 p>0,05 n.s. 3,566 p<0,0001
Il Sprite 1,001 p>0,05 n.s. 3,566 p<0,0001
IV Guarana No Sleep 1,464 p>0,05 n.s. 3,578 p<0,0001
\% Red Bull 3,614 p<0,0001
VI Isodrinx Isotonic Sports Drink 1,108 p>0,05 n.s. 3,496 p<0,0001
VII Aqua Viva Recharge (crvena pomorandza) 1,554 p>0,05 n.s. 3,496 p<0,0001
VIII Life Premium 100% voéni sok pomorandza 1,001 p>0,05 n.s. 3,366 p<0,0001
IX  Sok od aronije 3,009 p<0,005 3,510 p<0,0001
X Zajecarsko svetlo pivo 3,554 p<0,0001 2,440 p<0,05
Xl Crveno vino 3,354 p<0,005 3,335 p<0,005
X1l Belo vino 3,229 p<0,005 3,340 p<0,005
XIII Zeleni ¢aj* 3,614 p<0,0001

XIV Crni ¢aj* 3,554 p<0,0001 0,620 p>0,05n.s.

Ovo istrazivanje je pokazalo sve tipove nagrizanja kiselinom koji su opisani u literaturi

(88,202), osim tipa 5 (demineralizacija povrsine gledi sa dominacijom ravnih, glatkih polja).

Prisutan je bio tip 1 - demineralizacija centara prizmi koja daje gledi izgled péelinjeg saca -

honeycomb appearance, tip 2 - demineralizacija periferije prizmi koja daje gledi izgled kaldrme

ili riblje krljusti - cobblestone appearance; tip 3 - kombinacijatipa 1 i 2, i tip 4 koji daje povrSini

atipiCan izgled, bez morfoloskih osobina karakteristi¢nih za gledne prizme, tako da gledna

povrsina ima izgled mape, slagalice, mreze (slike 2 i 3).

a tipom 1
mikrografija gledne povrSine sa dominacijom tipom 2 nagrizanja (1SO sports drink); uvecanje 2000x
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a) B Dol $ ke g : Y b & . ) !
Slika 3. @) SEM mikrografija gledne povr§ine sa tipom 3 nagrizanja (kombinacija tipa 1 i 2). Sitnozrnasti kristali
prekrivaju veliko polje demineralizovane i prizmatske i interprizmatske supstance (Red Bull), uveéanje 3500x; b)
SEM mikrografija gledne povrSine sa tipom 4 nagrizanja: gingivalna tre¢ina gledne povrsine posle erozivnog
dejstva napitka Life Premium 100% voéni sok pomorandza, uvecanje 2000x.

Da bi se odredio intenzitet nastalih morfoloskih promena, bilo je potrebno uvesti scor —
skalu sa deskriptivnim ocenama koje bi omogucile procenu ostec¢enja na glednoj povrsini posle
razli¢itih erozivnih izazova. Na osnovu literaturnih podataka [153] usvojen je scor-sistem
ocenjivanja (od 0 do 3) koji je modifikovan 1 prilagoden ciljevima postavljenim u ovoj studiji
(opisan u poglavlju Materijal i metode).

Scor-sistem se nije "poklapao” sa tipovima nagrizanja (koji su prikazani kroz
kvalitativnu analizu), ve¢ su predstavljali pokusaj "kvantitativnog” prikaza promena na glednoj
povrsini koja je bila izloZena razli¢itim, manje ili vise kiselim rastvorima (slike od 6-9). U
istrazivanju su procenjivane samo srednje i okluzalne tre¢ine; mikrografije gingivalnih tre¢ina

su samo notirane i nisu dobijale ocene po scor sistemu.

& & <
Y

- b) X
Slika 4. SEM mikrografije gledne povrSine sa ocenom 0; a) povrSina gledi je neizmenjena; jedva uo¢ljivo
prisustvo perikimata, plitkih ulegnuéa, razvojnih pora (2000x); b) Uzorak sa izrazenim ulegnué¢ima i porama, bez
znakova ikakve erozije (2000x);
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Slika 5. SEM mikrografija gledne povrsine sa ocenom 1; a) iregularno polje sa ulegnu¢ima poveéane dubine,
ali bez demineralizacije prizmati¢ne i interprizmati¢ne gledi, uve¢anje 2000x; b) osim povecane dubine glednih
iregularnosti, uo¢ava se prisustvo zlebova i brazdi, uvec¢anje 2000x

18pm 17817F

Slika 6. SEM mikrografije gledne povr$ine sa ocenom 2; Izrazena iregularnost sa znacima erozije; a)
demineralizacija intrarprizmatske supstance, uvecanje 2000x; b) demineralizacija interprizmatske supstance,
uvecanje 1000x.

BT VA S o

Slika 7. SEM mikrografije gledne povrsine sa ocenom 3. Difuzna demineralizacija gledi sa dekompozicijom
morfologije prizmi a) jasno vidljivi globularni kristali u interprizmatskim poljima i "vlaknasti” kristali u centralnim
delovima prizmi, uve¢anje 2000x; b) intenzivno ostecenje gledne povrSine sa rastvaranjem inter i intraprizmatske
supstance, uvecanje 2000x
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Kontrolna grupa

Na glednim povrSinama, koje nisu bile izlozene eksperimentalnim rastvorima, uocavale su se

tipi¢ne strukture zdrave gledi: perikimate, pritke brazde i udubljenja, gledne pore (Slika 8).

:':- o .‘, 4 3 N:.‘

a) Yori o T ; & g Nt b) s B
Slika 8. SEM mikrografije povrSine gledi kontrolnog uzorka; a) prisutna je neznatna povr§inska iregularnost,
plitka udubljenja i razvojne pore. UoCavaju se i perikimate, uvecanje 500x; b) isti uzorak na uvecanju 2000x.

Grupa I — Coca-Cola

Povrsina gledi izlozena Coca-Cola napitku pokazala je znatne promene strukture (Slika
9). Nakon 450 minuta ukupnog izlaganja ovom erozivhom rastvoru moze se uoCiti
"honeycomb” model povrsinske erozije, §to ukazuje na predominantno rastvaranje jezgara
glednih prizmi. Pet uzoraka ove grupe je dobilo najvi§u ocenu. Prema Mann-Whitney testu,
srednje vrednosti ocena ove grupe su se statisticki razlikovale od ocena koje su dodeljene

uzorcima grupa od IX do XIV, kao i od uzoraka kontrolne grupe.

Lk Dalredh,

3 e

DAL .

b) b o Nt B
izlaganja Coca-Cola napitku; a) "honeycomb” model
povrsinske erozije sa preteznom razgradnjom jezgara prizmi uz izlaganje interprizmatske gledi (500x); b) isti
uzorak na uvecanju 2000x
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Grupa Il - Schweppes Bitter Lemon

U ovoj grupi su zapazene promene koje su po scor-sistemu bile sli¢ne promenama
nadenim na uzorcima | grupe, ali je morfoloski model ovih promena bio drugaciji; iregularnost
gledne povrsine se ogledala u povecanju broja 1 veli¢ine pora, kao 1 prisustvu brojnih pukotina.
Na vecem uvecanju dobijena je slika aprizmati¢ne gledi sa sitnozrnastom strukturom i brojni
"krateri” sa oSte¢enim obodom i delimi¢no razorenim srediStem (Slika 10). Sa Cetiri uzorka

kojima je dodeljena najvisa ocena, Schweppes grupa spada u grupu uzoraka sa agresivno

erodovanom povrsinom gledi.

: b) BT %

Slika 10. SEM mikrografija povrsine gledi nakon izlaganja Schweppes Bitter Lemon napitku; a) povecanje
dubine gledne iregularnosti, povecanje veli¢ine pora i brojne pukotine, uveéanje 500x; b) na uvecanju 2000x se
uocava gubitak aprizmati¢nog sloja, sitnozrnasta povrsina gledi i ¢esta pojava "kratera”

/ s =

Grupa Il - Sprite

Uzorci gledi ove grupe su pokazali sli¢ne morfoloske karakteristike kao 1 uzorci grupe
II. Karakteristicne promene su uglavnom zapazene na veéim uvecanjima: difuzna
demineralizacija Citave povrSine gledi sa sitnozrnastim kristalima koji prekrivaju i
interprizmatsku i intraprizmatsku supstancu (Slika 11). I u ovoj grupi ¢etiri uzorka su dobila

ocenu 3.
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Slika 11. SEM mikrografija povr$ine gledi nakon izlaganja Sprite napitku. a) erodovana povrsina gledi
pokazuje rastvaranje uglavnom u oblastima ko$uljica prizmi; b) dominacija difuzno rasporedenih kristala zrnastog
oblika, koji formiraju neravni sloj "maskiraju¢i” erodovanu povrsinu gledi

Grupa IV — Guarana - No Sleep

Uzorci ove grupe pripadaju agresivno erodovanim povrSinama gledi, zajedno sa
uzorcima prethodnih grupa (I, 111 1) (Slika 12). Na uveéanju 2000x zapazaju se globularni i

rod-sharped kristali u poljima kosuljica prizmi (strelice). Ocenu 3 su dobila tri uzoraka.

—_—
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Slika 12. SEM mikrografije povrsine gledi nakon izlaganja Guarana — No Sleep napitku; a) erozija koja je
zahvatila ovojnice (koSuljice) prizmi. b) osim kristala zrnastog oblika na interprizmatskim poljima i na "ulazu” u
pojedine prizme, uocavaju se i kristali izduzene, vlaknaste strukture (strelice)

Grupa V - Red Bull

Na SEM mikrografijama, uzorci potopljeni u Red Bull su pokazali intenzivno erozivno
ostecenje koje je po morfoloskim karakteristikama bilo blize promenama zapazenim kod Coca-
Cola uzoraka u odnosu na uzorke ostalih gaziranih napitaka. Gledna povrs$ina je pokazala tip 1
1 tip 2 nagrizanja, a na veem uvecanju i sitno zrnaste kristale koji prekrivaju inter i

intraprizmatsku supstancu. Ova grupa je imala Sest uzoraka koji su dobili ocenu 3 (Slika 13).
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Slika 13. SEM mikrografije povrsine gledi nakon izlaganja Red Bull napitku; a) uo¢ljiv honeycomb tip erozije,
uvecéanje 500x; b) snazno rastvaranje inter i intraprizmatske supstance koja je prekrivene sitno zrnastim Kristalima:
bela strelice pokazuju tip 1 model erozije glednih struktura; crna strelice oznagavaju tip 2, uvec¢anje 2000x

Grupa VI - Isodrinx isotonic sports drink

Osim Cetiri uzorka ove grupe koji su imali ocenu 3, ostali uzorci su pokazali ocuvanje
centralnih delova prizmi. U njihovoj neposrednoj blizini zapaZena su i1 ulegnuca centara prizmi,
oznacena kao promene "koje lice na otisak kopita", ("hoof-like” forma prizme) jasno vidljiva

na vec¢em uvecanju (Slika 14).

18¢m 17E173

a) e lups : Ny e .
S)Iika 14. SEM mikrografije povrsine gledi nakon izla)ganja Isodrinx Isotonic Sports Drink napitku. a) u
pojedinim delovima se uocava rastvaranje interprizmatske supstance sa o¢uvanim centralnim delovima prizmi
(coblestrone tip) (strelice). Neposredno ispod ovog polja zapaza se ulegnuée centara prizmi, bez njihovog
kompletnog razaranja uvecanje 500x; b) polje sa "utisnutim” prizmama koje imaju razli¢itu dubinu (”hoof-like”
forma prizme), uvecanje 2000x.

Grupa VIl - Aqua Viva Recharge (crvena pomorandzZa)

Morfoloske promene na glednoj povrsini posle imerzije u Aqua Viva Recharge su na
manjem uvecanju jasno pokazale kombinovanu demineralizaciju sa dominacijom honeycomb

tipa. Na ve¢em uvecéanju je prikazana regija sa slicnom morfologijom koja je nadena i u grupi
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uzoraka uronjenih u drugo ispitivano sportsko pice (grupa VI) (Slika 15). Tri uzorka ove grupe

su dobila najvecu ocenu.

% : P ciclc < 18R
a) ATy R ‘s b) &% : : S
Slika 15. SEM mikrografije povrsine gledi nakon izlaganja Aqua Viva Recharge napitku. a) Kombinovani
model (tip III nagrizanja gledi) bele strelice pokazuju tip I, a crne strelice oznacavaju tip II model nagrizanja,
uvecanje 500x; b) uocljive "hoof-/ike" prizme koje su blago prekrivene kristalima zrnastog oblika, uve¢anje 2000x

Grupa VIII - Life Premium 100% voéni sok od narandze

Povrsina gledi izloZzena soku od narandze je na veéini uzoraka ispoljila atipi¢nu
strukturu, u literaturi poznatu kao tip 4. Na Slici 16 prikazan je deo srednje treé¢ine gledne
povriine sa dominantnim i dubokim brazdama i pukotinama. Cetiri uzorka ove grupe su

dobila ocenu 3.

)
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Slika 16. SEM mikrografije povrsine gledi nakon izlaganja napitku Life Premium 100% voéni sok
pomorandZa. a) atipi¢no nagrizanje povrsine gledi sa dubokim brazdama i pukotinama, uveéanje 500x; b) detalj
sa prethodne slike na uvecanju 2000x
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Grupa IX - Sok od aronije

Uzorak gledi prikazan na Slici 17a posle imerzije u sok od aronije pokazuje sve
morfoloske karakteristike erozivnog oste¢enja gledi kome se dodeljuje ocena 1. Medutim, na
veéem uveéanju zapaZzena je i demineralizacija centara pojedinih prizmi. Cak Sest uzoraka ove

grupe je dobilo ocenu 2.

4 L. S "‘ ‘.‘ S —
Slika 17. SEM mikrografije povrSine gledi nakon izlaganja soku od aronije. a) blago erodovana gled pokazuje

naglaSena ulegnuc¢a, duboke pore i centralnu demineralizaciju pojedinih prizmi, uveéanje 500x; b) isti uzorak na
uvecanju 2000x

30KV XS00.

Grupa X - Zajecarsko svetlo pivo

Od osam ispitivanih uzoraka tretiranih pivom, dva uzorka su imala ocenu 0, a Sest
uzoraka ocenu 1. Slika 18 pokazuje SEM mikrografije sa neznatnom iregularnoscu

morfologije gledne povrsine, uocljivim perikimatama i plitkim udubljenjima.

C zeku WS
£

a) . A b) e 574
Slika 18. SEM mikrografije povrsine gledi nakon izlaganja pivu. a) uo¢ljive perikimate, nekoliko dubokih pora
i plitka udubljenja, uvecanje 500x; b) slabo izrazena iregularnost, neznatna poroznost i jedno manje polje atipi¢nog

nagrizanja (strelica), uvec¢anje 2000x
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Grupa XI — Crveno vino

Uzorci uronjeni u crveno vino su pokazali blazi stepen erozivnog oStec¢enja. UoCena su
pli¢a udubljenja koja su dala gledi sacast izgled. Na pojedinim mestima uocavao se tipi¢an
raspored glednih prizmi u obliku "klju¢aonice” (Slika 19). Dva uzorka ove grupe su imala

ocenu 2.
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Slika 19. SEM mikrografije povrsine gledi nakon izlaganja crvenom vinu. a) plitka udubljenja sa naglasenom
"honeycomb"” strukturom, uvecanje 500x; b) detalj sa prethodne slike, uvecanje 2000x. Strelica pokazuju "key-

hole" uredenje glednih prizmi

Grupa XII - Belo vino

Tri uzorka sa erozivnim o$tecenjem gledne povrsine posle potapanja u belo vino su
pokazala polja demineralizacije prizmati¢ne gledi i ocenjena su ocenom 2. Na vecem uvecanju,

uocavalo se nekoliko manjih pukotina, uz dominaciju "hoof-/ike"” forme prizmi.

c3akuy

) & et SATER b
Slika 20. SEM mikrografije povrsine gledi nakon izlaganja belom vinu. a) iregularna polja sa naglasenim
konturama prizmi, ali i prisutna demineralizacijom prizmati¢ne gledi, uve¢anje 500x; Na ve¢em uvecanju uocljiva
"hoof-like" forma prizmi, ali na povrsini koja nije prekrivena kristalima zrnastog oblika, uvecanje 2000x.
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Grupa X111 — Zeleni ¢aj

Svi uzorci ove grupe, osim jednog sa ocenom 1, bili su sli¢ni kontrolnim uzorcima. I

na manjim (500x) i na ve¢im uvecanjima (2000x) uocavale su se perikimate i razvojne pore
(Slika 21).

a) s a8 R 1) .
Slika 21. SEM mikrografije povrsine gledi nakon izlaganja zelenom éaju. a) perikimate i razvojne pore na
intaktnoj glednoj povrsini, 500x; b) uzorak iz iste grupe na uve¢anju 2000x.

Grupa X1V — Crni ¢aj

Iako su dva uzorka potopljena u crni ¢aj dobila ocenu 1, na vecini mikrografija gledne
povrsine uzoraka ove grupe uocavale su se morfoloske promene definisane ocenom 0, sa

ulegnué¢ima i malim brojem izraZenih pora (Slika 22).

o o
- 4 ¥ . ':fi P b) 3 ’ -
Slika 22. SEM mikrografije povrSine gledi nakon izlaganja crnom ¢&aju. a) povrSina gledi sa plitkim
nepravilnim udubljenjima i nekoliko izraZenih pora, uveéanje 500x; b) uzorak iz iste grupe na uvecanju 2000x.

a)
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5.4. Rezultati merenja parametara hrapavosti erodovanih glednih povrsina

posmatranjem pod MAS

U Tabeli 16 predstavljene su proseéne vrednosti Ra parametra kod uzoraka koji su
potapani u razli¢ite imerzione rastvore pre i posle erozivnog izazova limunskom kiselinom.
Najmanja prose¢na vrednost (a i medijalna vrednost) Ra je zabeleZena kod kontrolnih uzoraka,
a najveca u uzorcima imerzovanim sa prirodnom pljuvackom dijalizovanom pomocu vestacke
pljuvacke (HP/VP). Najvecu disperziju u izmerenim vrednostima Ra pokazali su uzorci

potopljeni u HP/DV (koji imaju i najveéu standardnu devijaciju).

Tabela 16. Prosecne vrednosti parametra Ra po grupama

Grupa Mean Median Std. Deviation
KONTROLA 38,1767 35,2100 10,50870
HP/DV 71,3950 61,0450 34,96278
VP 86,8400 89,2900 13,99004
HP 90,3000 88,4750 12,08007
HP/VP 105,3483 101,4300 21,29339
Opsti prosek 78,4120 85,3250 30,10080

Testiranje znacajnosti razlike u prose¢nim vrednostima Ra izmedu uzoraka izvrSeno je
primenom Kruskal-Volis-ovog (Kruskal-Wallis H) testa, koji je otkrio statisticki znaéajnu
razliku u prose¢nim vrednostima Ra izmedu uzoraka. Izra¢unata vrednost iznosi 15,256, a
realizovani nivo znacajnosti je 0,004 (Sto je znatno manje od 0,05).

Dalja analiza znacajnosti razlika izmedu parova uzoraka izvrSena je primenom

neparametarskog Mann-Whitney U testa (Tabela 17).
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Tabela 17. Analiza znac¢ajnosti razlika izmedu parova Ra parametra

] Realizovani
Razlika u Vrednost _
_ o nivo
Parovi proseénim | statistike
] znacajnosti
vrednostima | testa )
(Sig.)
KONTROLA | HP/DV | -23,26 -2,082 0,041
VP -48,66* -2,882 0,002
HP -52,12* -2,882 0,002
HP/VP | -81,03* -2,882 0,002
HP/DV VP -25,39 -0,801 0,485
HP -28,85 -0,961 0,394
HP/VP | -57,76 -1,601 0,132
VP HP -3,46 -0,160 0,937
HP/VP | -32,36 -1,441 0,180
HP HP/VP | -28,91 -1,441 0,180

Pri donoSenju zakljuaka o znacajnosti razlike u prosenim vrednostima, nivo
znacajnosti testa (alfa) koji je u svakom testiranju 0,05, u ovom slucaju je podeljen sa brojem
sprovedenih testova (Bonferonijevo prilagodavanje), tako da se realizovani nivoi zna¢ajnosti u
testiranju (Sig.) porede sa 0,005. Prema tom Kriterijumu, statisticki znacajna razlika u
proseénim vrednostima Ra postoji izmedu kontrolnih uzoraka i uzoraka potapanih u VP,
kontrolnih uzorka i uzoraka imerzovanih u HP i kontrolnih uzorka i uzoraka imerzovanih u
HP/VP. U svim ostalim poredenjima razlika u proseénim vrednostima merenja Ra parametra
nije statisticki znacajna.

Najmanja razlika u proseénim vrednostima Ra je zabeleZena izmedu uzoraka koji su
potopljeni u VP i HP, dok je najveéa izmedu kontrolnih uzorka i uzoraka potopljenih u HP/V/P.

U Tabeli 18. predstavljene su prose¢ne vrednosti Rq parametra hrapavosti na uzorcima
koji su potopljeni u razli¢ite inkubacione medijume. Najmanja prose¢na vrednost (a i medijalna
vrednost) Rq je zabelezena kod kontrolnih uzoraka, dok je najveca u uzorcima imerzovanim sa
HP/VP.

Najvec¢u disperziju u izmerenim vrednostima Rq pokazali su uzorci koji su stajali u

HP/DV (tu je izraunata najveca standardna devijacija).
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Tabela 18. Prose¢ne vrednosti parametra Rq po grupama

Grupa Mean Median Std. Deviation
KONTROLA 47,9100 46,2950 14,35246
HP/DV 91,3333 79,1950 42,77114
VP 111,6700 113,5500 17,65492
HP 115,7983 115,5200 14,15821
HP/VP 134,3300 128,0950 27,28967
Opsti prosek 100,2083 110,5950 38,31662

Kruskal-Wallis test je otkrio statisti¢ki zna¢ajnu razliku u prose¢nim vrednostima Rq
parametra izmedu uzoraka potopljenih u razli¢ite pljuvacne medijume. Izracunata vrednost
testa je 15,247, a realizovani nivo znacajnosti je 0,004 (Sto je znatno manje od 0,05).

Dalja analiza znacajnosti razlika izmedu parova uzoraka izvrSena je takode primenom

Mann-Whitney U testa (Tabela 19).

Tabela 19. Analiza znacajnosti razlika izmedu parova Rq parametra

Razlika u Vrednost Realizovani
Parovi proseénim | statistike nivo

vrednostima | testa znacajnosti

(Sig.)

KONTROLA | HP/DV | -31,22 -2,082 0,041

VP -63,76* -2,882 0,002

HP -67,88* -2,882 0,002

HP/VP | -91,82* -2,882 0,002

HP/DV VP -32,53 -0,801 0,485

HP -36,66 -0,967 0,394

HP/VP | -60,59 -1,601 0,132

VP HP -4,13 -0,160 0,937

HP/VP | -28,06 -1,441 0,180

HP HP/VP | -23,93 -1,441 0,180

I u ovom slucaju je primenjeno Bonferonijevo prilagodavanje, pri ¢emu se realizovani

nivoi znacajnosti u testiranju (Sig.) porede sa 0,005. Prema tom kriterijumu, statisticki znacajna
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razlika u prose¢nim vrednostima Rq postoji izmedu kontrolnih uzorka i uzoraka potopljenih u
VP, kontrolnih uzoraka i uzoraka potopljenih u HP i kontrolnih uzoraka kao i uzoraka
potopljenih u HP/VP. U svim ostalim poredenjima razlika u prosecnim vrednostima Rgq
parametra nije statisti¢ki znacajna.

Najmanja razlika u proseénim vrednostima Rq je zabeleZzena izmedu uzoraka
potopljenih u VP i HP, dok je najvecéa izmedu kontrolnih uzorka i uzoraka potopljenih u HP/VP.

Na slikama 23.-27. dat je 2D i 3D MAS prikaz kontrolnog glednog uzorka i uzoraka
potapanih u humanu pljuvacku, vestacku pljuvacku i dve dijalizovane pljuvacke (HP/VP i
HP/DV).
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Slika 23. 2D i 3D MAS prikaz kontrolnog uzorka sa izraGunatim parametrima hrapovosti
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Slika 24. 2D i 3D MAS prikaz tipi¢énog glednog uzorka potapanog u humanu pljuvacku
dijalizovanu sa dejonozovanom vodom (HP/DV) i izra¢unatim parametrima hrapavosti

74



10pm

(68.6) x:2.66 um v: 02344 um z:0.1873 um

105.nm
523 nm

418.nm
471.nm

77.91 nm

59.75 nm

219.6 nm

Median Ht

214.3 nm

Bearing
Ratio

Slika 25. 2D i 3D MAS prikaz tipi¢nog glednog uzorka potapanog u vestacku pljuvacku (VP)
1 izraCunatim parametrima hrapavosti
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Slika 26. 2D i 3D MAS prikaz tipi¢nog glednog uzorka potapanog u humanu pljuvacku (HP) i
izraCunatim parametrima hrapovosti
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Slika 27. 2D i 3D MAS prikaz tipi¢nog glednog uzorka potapanog u humanu pljuvacku
dijalizovanu sa vestackom pljuvackom (HP/VP) i izraCunatim parametrima hrapovosti
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6. DISKUSIJA

6.1. Diskusija rezultata ispitivanja erozivnog potencijala bezalkoholnih i alkoholnih
napitaka

Erozivni potencijal neke supstance (sposobnost izazivanja zubne erozije) zavisi od
nekoliko hemijskih parametara, kao Sto su: pH 1 puferska svojstva, koncentracija kalcijuma i
fosfata (stepen zasi¢enja) i sadrzaj fluorida. Da li ¢e erozivni potencijal napitka uspeti da se
ispolji kroz erozivno oSte¢enje zuba, zavisi¢e od faktora domacina i uslova izlozenosti
[1,3,4,18]. Puferska svojstva vodenog rastvora predstavljaju meru otpornosti na promenu pH i
mogu se izraziti kroz titrabilnu kiselost (koli¢ina baze u mmol/L, potrebna za podizanje pH na
definisani nivo od 5,5 i/ili 7,0) 1 puferski kapacitet (odredivanje koliko baze moze da podnese
rastvor bez promene pH vrednosti) [16-18]. U ovom istrazivanju, kori§¢enim pi¢ima je merena
inicijalna pH koja predstavlja meru kiselosti supstance i vazan je pokazatelj zubne erozije: sa
smanjenjem pH ispitivane supstance, povecava se erozivno oStecenje, nezavisno od nacina
kojim se meri erozija [50]. Ipak, moguce je da u situacijama kada rastvor ima nisku pH, neki
drugi uticaji budu dovoljno snazni i sprece eroziju, ali isto tako, erozija moze da napreduje i u
rastvoru sa relativno visokom pH u odsustvu olaksavajucih faktora. Stoga je sugerisano da ne
postoji fiksna kriticna pH za eroziju zuba [45,47]. Ova vrednost se izraCunava na osnovu
koncentracije kalcijuma i fosfata u samom erozivnom rastvoru (poglavlje Pregled literature).
Lussi i sar. (2014) su objavili kriti¢ne vrednosti pH (pHc¢) u odnosu na hidroksiapatit za razlicite
napitke, kisele dodatke ishrani i medikamente i ustanovili da su se one kretale od 3,9 do 6,5. 1z
tih podataka izdvojene su kriticne vrednosti pH nekoliko napitaka ¢iji je erozivni potencijal
odredivan u ovoj doktorskoj tezi (Coca Cola 5,1; Sprite 6,5; sok od narandze 3,6; pivo 5,0;
crveno vino 5,1; belo vino 5,1, crni ¢aj 5,6) [1].

Veliki broj studija koje su proucavale erozivni potencijal kiselih napitaka i hrane
izraCunavalo je inicijalnu pH vrednost [5,7,8,10,154]. U ovo istrazivanje je bilo ukljuc¢eno 14
napitaka: 11 bezalkoholnih (pet gaziranih, od toga dva energetska napitka), cetiri negazirana
(dva voc¢na soka i dva sporska napitka i dva Caja), tri alkoholna pica (pivo, crveno i belo vino)
1 dva Caja (zeleni i crni). Dobijeni rezultati su sli¢ni izveStajima pH vrednosti pi¢a publikovanih
od strane drugih istrazivaca; na primer: pH Coca Cola napitka 2,56 u poredenju sa 2,45 [5],
2,55 [6], 2,67 [7], 2,37 [154], 2,55 [8], 2,44 [153]; pH vrednost Red Bull energetskog pic¢a bila
je 3,32 u poredenju sa 3,30 [5], 3.81 [70], 3,35 [8], pH soka od narandZe 3,82 u poredenju sa
3,56 [5], 3,63 [6], pH belog vina 3,02 u odnosu na 2,99 [10], 3,60 [5], pH zelenog ¢aja 6,64 u
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poredenju sa 6,30 [146], 5,45 [155], 5,4 [81]. Od sportskih napitaka, ovo ispitivanje je ukljucilo
domace brendove - Isodrinks Isotonic Sports Drink (pH =3,43) i Aqua Viva Recharge
(pH=3,18), koji su mogli da se porede jedino sa sportskim napicima onih brendova koji su
objavljeni u literaturi, kao $to je Gatorade sa pH=3,17 [5], 2,89 [8] ili Isostar (pH=3,87) [5].
Takode, ne postoje podaci u literaturi o ispitivanju erozivnog potencijala soka od aronije.

U ovom istrazivanju, opseg ustanovljenih pH vrednosti se kretao od 2,51+0,03
(Guarana No Sleep) do 6,64+0,02 (zeleni ¢aj). Vrednosti pH su merene na sobnoj temperaturi
neposredno po otvaranju pakovanja (flasice ili limenke) sa napitkom, uklju¢ujuéi i pripremljene
cajeve koji su ohladeni do temperature 22°C £+ 2°C. Merenje pH odmah nakon otvaranja
ambalaze gaziranih napitaka je bilo posebno vazno jer oslobadanje ugljen-dioksida uti¢e na
porast pH vrednosti [50,156,157].

Reddy i sar. su objavili jednu opseznu studiju izraCunavanja pH vrednosti 380
komercijalno dostupnih bezalkoholnih pi¢a u SAD [154]. Na osnovu krive rastvorljivosti
glednih apatita, za koju su Larsen i Nyvad ustanovili da pokazuje logaritamski porast sa padom
pH u laboratorijskim ravnoteznim uslovima, Reddy i sar. su predlozili da se hemijski erozivni
potencijal pi¢a razdvoji u 3 zone: zona izuzetno erozivnih napitaka sa pH <3, zona erozivnih
(pH od 3,0 do 3,99) i zona minimalno erozivnih napitaka (pH > 4,0). Prema pomenutoj
preporuci, u ovom istrazivanju, sva gazirana pi¢a osim Red Bull-a bi spadala u izuzetno
erozivne napitke, zoni erozivnih bi pripadali: sok od narandZe, sportska i alkoholna pica, kao i
Red Bull, a minimalno erozivna pica bi bila: sok od aronije, zeleni i crni ¢aj [50,154].

Bez obzira na ovaj naglaSen teoretski pristup rastvorljivosti apatita u funkciji pH, niska
vrednost pH erozivne supstance (napitka) nikako ne znaci 1 nuzno rastvaranje gledi. Erozivni
potencijal napitka ¢e zavisiti i od sadrZaja jona kalcijuma i fosfata, koji se mogu smatrati
zastitnim faktorima [1,6,18,50]. Jedan od primera je jogurt koji ima pH oko 4, ali nije erozivan
zbog visokih koncentracija ovih jona [5,7].

Od puferskih svojstava, ova studija se orijentisala na odredivanje titrabilne kiselosti,
parametra erozivnog potencijala koji se smatra pogodnijim od puferskog kapaciteta jer duze
odrzava koncentraciju vodonikovih jona dostupnim za interakciju sa zubnom povr§inom, tj. ima
"blizi” odnos sa koncentracijom nedisosovane kiseline [38]. U odnosu na pH, Jensdottir i sar.
su ustanovili zna¢ajnu korelaciju izmedu TK 1 rastvaranja zubnog tkiva nakon duZzeg izlaganja
bezalkoholnim pi¢ima (24 sata), dok je nakon kratkotrajne izloZenosti (3 min) erozija bila
povezana sa pH, ane i sa TK. Stoga su sugerisali da je TK bolji pokazatelj erozivnog potencijala

tokom duzih erozivnih izazova, a pH je precizniji za kratku izloZenost [158].
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Titrabilna kiselost ispitivanih pi¢a u ovom istrazivanju se kretala od 0,54+0,05 (Coca-
Cola) do 4,28+0,03 (Life Premium100% voc¢ni sok od narandze) zatitraciju do pH 5,5, odnosno,
od 1,08+0,05 (sok od aronije) do 5,83+0,05 (Life Premiuml100% vocéni sok od narandze) za
titraciju do pH 7,0. Zbog visoke pH c¢ajeva (iznad 5,5), njihova TK je izraCunavana samo do
pH 7,00 i iznosila je 0,13+0,03 za zeleni 1 0,12+0,02 za crni Caj.

Vrednosti TK izmerene u ovoj studiji bile su slicne rezultatima drugih autora
[7,32,44,49,156,159], kada se porede vrednosti u mililitrima dodate baze do dostizanja pH na
5,51li 7,0. Savremena literatura sugeriSe da TK treba izracunavati kao koncentraciju u mmol/L,
Sto je hemijski ispravnije i omogucava lakSe poredenje [3,16,18]. Stoga je u ovom istrazivanju
bilo teze komparirati dobijene vrednosti TK napitaka sa podacima iz studija koje su koristile
preporucene jedinice [5,6,8,160,161]. Ipak, nivoi vrednosti ovog parametra erozivnog
potencijala u literaturi su se gotovo uvek uklapale sa dobijenim nivoima vrednosti u ovom
istrazivanju, bez obzira na nacin izrac¢unavanja TK.

Profilometrijski parametri i nalaz morfoloskih promena na glednoj povrsini nisu uvek
pratili izracunate vrednosti pH ili TK pi¢a u ovom istrazivanju, ukazujué¢i na sloZenije

mehanizme nastanka erozije, Sto ¢e biti predmet diskusije u slede¢im podpoglavljima.

6.2. Diskusija rezultata ispitivanja hrapavosti gledne povrSine nakon izlaganja uzoraka

bezalkoholnim i alkoholnim pi¢ima u funkciji vremena

Metodologija proucavanja erozivnog oStecenja gledne povrSine varira u velikoj meri.
Ne samo da ovo otezava poredenje ve¢ i nije utvrdena validnost razli¢itih metoda [17,159].
Vecina studija je koristila jednokratnu ekspoziciju, ali sa razli€itim vremenima izlaganja
uzoraka erozivnim supstancama, od 15 s do 15 min [19,159,162], zavr$no sa 24 h i vise. [158].
U klini¢kim situacijama izlaganje zubne povrsine erozivnim supstancama je relativno kratko,
do nekoliko minuta, nakon Cega se stanje u oralnoj sredini vra¢a u normalu. Medutim,
konzumiranje uobi€ajene zapremine napitka (npr. limenke ili flasice od 300 ml) verovatno traje
duze. Trenutno nema saznanja o klinicki najrelevantnijoj izlozenosti [159]. Budu¢i da je
erozivno ostecenje rezultat kumulativnog izlaganja kiselinama, vreme izloZenosti od 15 i 30
minuta moze biti opravdano, dok se izlaganje od 60 minuta moZze smatrati predugim, ali klinicki
vrlo mogucim. Iako vecina istrazivanja ne precizira ucestalost, pojedine studije su primetile da
je erozivno troSenje zuba povezano sa Cetiri ili viSe porcija kiselih proizvoda dnevno [34,163].
Ovo istrazivanje je podrazumevalo desetodnevni tretman, pri ¢emu su uzorci gledi potapani u

erozivne rastvore tri puta dnevno u trajanju od 15, 30 i 60 minuta.
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Osim in vitro erozivnih promena na povrSini gledi koje mogu biti uzrokovane
jednokratnim izlaganjem kiselim rastvorima [142,164,165], primenjuju se i ciklus-erozivni
eksperimenti u kojima se uzorci naizmeni¢no podvrgavaju demineralizujuéim i
remineralizuju¢im rastvorima [7,33,34,155]. U ovom istrazivanju je koris§¢en ovaj drugi model,
gde je moguce vernije imitirati in vivo uslove pod kojima se odvija erozija: potapanje uzoraka
u bezalkoholne i alkoholne napitke ukljucujuéi povremenu agitaciju, zatim, izlaganje uzoraka
atrificijelnoj pljuvacki, ponovni erozivni izazov itd.

Vestacka pljuvacka je, kao medijum za remineralizaciju, ¢esto koriS¢ena u ciklus-
eksperimentima, ukljucujuci i ¢isto erozivne [34] i erozivno-abrazivne modele istrazivanja
[166,167]. Nekoliko studija je procenjivalo i razli¢ite formulacije veStacke pljuvacke u
ekperimentima sa erozivnim izazovima [168] i ustanovilo da postoje formulacije koje sadrze
samo elektrolite [81], elektrolite sa karboksimetilcelulozom [169] i elektrolite sa mucinom
[166,167]. Prema sugestiji iz literature, u in vivo uslovima, neki proteini pljuvacke vezuju
kalcijum, tako da ¢e vestacke pljuvacke na bazi elektrolita i bez proteina verovatno imati visok
stepen zasi¢enja i mogucu sklonost ka precipitaciji prekomernih koli¢ina kalcijum fosfata [29].
Preporucuje se da se stepen zasicenja veStacke pljuvacke u eksperimentima sa erozijom
prilagodi korigovanim koncentracijama kalcijuma kojima ¢e se izbeci taloZenje minerala [29].
U ovom delu istrazivanja koriS¢ena je veStaCka pljuvacka sa elektrolitima iste ili slicne
formulacije kao u nekoliko studija koje su se bavile slicnom tematikom [20,26,33].

Za in vitro eksperimente erozije i erozivnog zubnog troSenja vrlo je vazno obezbediti
izvestan protok kiselih napitaka preko uzoraka da bi se obezbedilo stalno obnavljanje
Nerstnovog sloja (videti pregled literature). Na ishod eksperimenta u velikoj meri mogu uticati
varijacije u brzini me$anja erozivnog rastvora [29]. Sta vise, protok moze varirati od potpunog
"mirovanja”, preko blage agitacije, do kontinuiranog meSanja pri razli¢itim brzinama
(kalibrisana mesalica) [170], ili upotrebom komore kroz koju se erozivni rastvor pumpa
poznatom brzinom [51]. U ovom istrazivanju je primenjeno povremeno i blago protresanje
bocica sa rastvorima sa ciljem da se "imitira” uobi€ajen nacin konzumiranja napitka u ustima
(bez muckanja ili zadrzavanja).

Hrapavost povrSine zuba je sveukupnost mikro-geometrijskih nepravilnosti na povrsini
dentalnog tkiva, koje mogu nastati zbog erozivnog dejstva razli€itih supstanci, a profilometrija
predstavlja tehniku kojom se mere varijacije nepravilnosti povrsine datog objekta [171].
Hrapavost erodovanog objekta se meri na dva nacina: direktno, pomoc¢u kontaktne igle ili
indirektno, pomocu profilometrijskog lasera. Direktna metoda podrazumeva prevlacenje

profilometrijske igle preko povrsine pri c¢emu se registruju sve neravnine na odredenoj mernoj
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duzini. Iako u literaturi postoje podaci o nekim nedostacima ove metode (nemoguénost
registrovanja udubljenja koja su uza od vrha igle, rizik da dijamantski vrh dovede do oste¢enja
uzorka) [171], ova tehnika se odlikuje visokim stepenom preciznosti i vazeéi standardi o
merenju povrSinskih tekstura se definiSu koriS¢enjem ove metode [171-173]. Veliki broj
istrazivanja je koristio ovu metodu za procenu uticaja erozivnih supstanci na tvrda zubna tkiva
[7,33,74,155,174,175]. U prilog ovome, vredno je spomenuti istrazivanje Heurich i sar. koji su
pokazali da, ¢ak i kada se uzmu u obzir dubine "ogrebotina” nastalih mernim uredajem tokom
ispitivanja povrSine uzorka, one ne mogu imati znacajan uticaj na vrednost povrSinske
hrapavosti erozivno osteé¢enih uzoraka. Profilometar kori§¢en u prisutnoj studiji primenio je silu
od samo 0,75 mN i imao je polupreénik vrha dijamantske "olovke” od 2 pm. Oba parametra su
priblizna onima koje su Heurich i sar. koristili u svom eksperimentu (0,87 mN i1 2 pm). Sli¢no
zapazanje su objavili Gurkovié i sar. 2017. godine [174].

Jedan od mogucih problema u vezi diskusije dobijenih rezultata ti¢e se ograni¢enog
broja studija koje su pomocu stylus profilometrije analizirali povrSinsku hrapavost glednih
uzoraka posle izlaganja istim supstancama koje su koris¢ene u ovom istrazivanju. Uzimajuci u
obzir moguénost da razliite metode razli¢ito registruju erozivne promene (mikrotvrdoca,
povrsinska hrapavost, gubitak kalcijuma iz tkiva), ¢ak i da razliciti uredaji za istu metodu mogu
rezultirati razli¢itim apsolutnim vrednostima erozivnog oStec¢enja [174], u ovom israZivanju je
jedini mogu¢i nacin bio da se porede relativne vrednosti koje bi rezultate razliCitth metoda
mogle uciniti uporedivim. To znaci da je, u ovom istraZivanju, napravljen pokuSaj da se na
osnovu izracunatih parametara erozivnog potencijala, "uparenih” sa vrednostima dobijenih
parametara hrapavosti 1 ocena morfoloskih promena, proceni erozivno oStecenje gledne
povrsine (na odredeni erozivni izazov) komparacijom sa rezultatima drugih autora, bez obzira
na primenjenu metodologiju.

Ovo istrazivanje je ukazalo da su bezalkoholna gazirana pica, ukljucujuci energetska
pic¢a (Red Bull, Guarana No Sleep), voéne sokove, sportska, kao i alkoholna pica prouzrokovala
povecanje parametara hrapavosti na uzorcima gledi, pri ¢emu je, za vecinu od njih, to povecanje
bilo statisticki znacajno u odnosu na kontrolu. Zeleni i crni ¢aj nisu Stetno uticali na glednu
povrsinu.

U ovom istrazivanju nisu se svi profilometrijski parametri povecavali sa vremenom
izloZzenosti. Parametar Ra je u svim sluc¢ajevima pokazivao linearan odnos izmedu vremena
izlaganja i erozije, §to je u skladu sa podacima iz literature [146]. IzraCunavanje Ra je
uobicajeno u analizi povrSine dentalnih tkiva i1 materijala posle dejstva erozivnih supstanci

(kiselih napitaka, sredstava za izbeljivanje i td.) [10,74,146,175-178]. Ovaj parametar pokazuje
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prosecnu vrednost hrapavosti, ali ne daje informacije o karakteristikama nepravilnosti povrsine,
pri ¢emu i veoma izrazene i minimalne neregularnosti mogu pokazati iste Ra vrednosti [171].
Stoga, ovo istrazivanje je ukljucilo i odredivanje drugih parametara, Rq, R, 1 Ry, sa ciljem
dobijanja preciznijih rezultata [7,143]. Takode parametar Rq, koji predstavlja geometrijsku
sredinu svih odstupanja od srednje linije je pokazao linearan odnos vremena izlaganja i erozije,
osim za Red Bull i sok od aronije (15 i 30 minuta), ali bez statisticke znacajnosti, dok je kod
piva ovaj parameter za izlozenost od 15 i 30 minuta bio gotovo identi¢nih vrednosti.

Kod nekih uzoraka (Schweppes, Sprite, Red Bull, crveno i belo vino) ustanovljen je
nelinearan odnos izmedu R; i Ry parametara i vremena izlaganja, kao i najvise vrednosti ovih
parametara u najkra¢em vremenu izlozenosti (Red Bull, crveno vino). Ovi parametri imaju vise
"kvalitativan” prilaz povrSinskoj hrapavosti jer ukazuju na velika odstupanja neravnina od
medijalne linije. Ustanovljene Siroke varijacije na erodovanim povrsinama pojedinih uzoraka
(na koje ukazuje narocito Ry parametar) mogu odrazavati razlike u rastvaranju usled razlicite
orijentacije glednih prizmi i razli¢ito mineralizovanih regija gledi [179].

Sva gazirana pi¢a su pokazala snazan erozivan uticaj na povrSinu glednih uzoraka.
Njihova pH je bila izmedu 2,51 (Guarana No Sleep) i 3,32 (Red-Bull), a TAss izmedu 0,54
(Coca-Cola) i 3,27 (Red Bull). U literaturi postoje podaci da gazirana pi¢a imaju veci erozivni
efekat u poredenju sa negaziranim [158,180,181]. Objasnjenje za ovu konstataciju (bar kad su
u pitanju in vivo istrazivanja) lezi u ¢injenici da se gazirana pica duze zadrzavaju u ustima u
odnosu na negazirane napitke zbog prijatnog "reskavog” ukusa [74] a duzi kontakt gledi sa
erozivnim izazovom dovodi do jaceg oStecenja. Takode, sva gazirana pic¢a sadrze ugljenu
kiselinu koju stvara ugljen-dioksid u rastvoru, ali erozivni efekat ovih napitaka najverovatnije
potiCe od dodatnih kiselina [74]. Fosforna kiselina se dodaje Cola napicima zbog
karakteristinog ukusa i da bi se "suprotstavila” slatko¢i. Ostala gazirana pica (uostalom, kao i
negazirana) sastoje se od organskih kiselina kao Sto su limunska, vinska, jabu¢na ili
askorbinska. One doprinose kiselosti napitka, ali se mogu koristiti kao modifikatori ili sredstva
za puferovanje i aromatizaciju [182]. Gazirana pic¢a "pocinju” sa niskim pH (odmah po
otvaranju pakovanja), ali je utvrdeno da ne zahtevaju veliku titraciju natrijum hidroksidom, kao
Sto je slucaj kod negaziranih napitaka, tj. pi¢a na bazi voca koja, pak, sadrze viSe rafinisanih
ugljenih hidrata [183]. Neke studije su pokazale da su bezalkoholna pica koja sadrze limunsku
kiselinu erozivnija od onih koja sadrze fosfornu kiselinu [184], dok su druga pokazala suprotno
[181]. Jedan od zanimljivih podataka iz literature je da mnoga ispitivana pica sadrze i fosfornu
i limunsku kiselinu u svom sastavu, kao $to je Diet-Coke [71,74], Coca-Cola Light [1,5] i Pepsi-

Cola [1,6]. Neslaganja u pogledu davanja prednosti u erozivnom potencijalu jednoj od ove dve
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kiseline lezi u Cinjenici da su obe trobazne (triprotonske) i mogu da oslobode do tri jona
vodonika. Na taj nac¢in, one postepeno disosuju dozvoljavaju¢i H* jonima da stalno budu
aktivni i o$tecuju povrsinu zuba. Ipak, kompleksi koje anjoni ovih kiselina grade sa kalcijumom
se razlikuju. Anjon citrata se ponaSa kao helator izvlace¢i kacijum iz tvdih zubnih tkiva, a
fosfatni anjon je aktivan samo u obliku PO4* i, izgleda, manje sposoban da izdvoji jone
kalcijuma iz rastvora [16,40].

Najintenzivniju eroziju gledne povrsine, tj. povecanje svih parametara hrapavosti,
pokazali su uzorci potopljeni u Red Bull u vremenskoj izlozenosti od 15 minuta, u sok od
narandZe u vremenskoj izlozenosti od 30 minuta i u Coca-Cola napitku u vremenskoj
izlozenosti od 60 minuta. Red Bull se pokazao veoma erozivnim, iako je ovo pi¢e imalo visu
vrednost pH (3,32) od Coca Cola-e, Schweppes-a, Sprite-a, Guarana-e, sportskog napitka Aqua
Viva Recharge i belog vina, i visu TAss (3,27) u odnosu na sve napitke, osim soka od narandze.
Prema podacima iz literature, nezasi¢ene supstance sa niskim pH i visokom titrabilnom
kiselos¢u (i visokim puferskim kapacitetom) imaju veci erozivni potencijal, dok supstance sa
visokim koncentracijama Ca?* i fosfata uzrokuju manju demineralizaciju [18]. Bez obzira na
ustanovljenu, relativno visoku pH vrednost (3,32) po kojoj Red Bull ne spada u izuzetno
erozivne supstance [50,154], snazan erozivni potencijal ovog energetskog napitka potvrden je
i u prethodnim studijama [185], uzrokujuéi promene na gledi [8], dentinu [32], povrs$ini korena
zuba [165], ¢ak i gledno-cementnoj granici [44]. Ovakav erozivni potencijal moze biti povezan
sa prisustvom limunske Kiseline i visokom koncentracijom rafinisanih ugljenih hidrata
(saharoza, glukoza) koji podsti¢u stvaranje kiselina [185]. Ve¢ je napomenuto (poglavlje
Pregled literature) da je limunska kiselina veoma erozivna, i zahvaljuju¢i helatnom kapacitetu,
uzrokuje sekvestraciju kalcijuma iz pljuvacke i zubnih minerala. Preciznije, Red Bull sadrzi
natrijum citrat, pufersko sredstvo za koje se smatra da pomaZe u odrZavanju nivoa pH, a takode
je i supstanca koja se moze izdvojiti i vezati za kalcijum [74].

U ovom istrazivanju je ustanovljeno da sok od narandze ima najvisu titrabilnu kiselost,
Sto je u skladu sa nalazima iz literature [5-8,44], pa bi se mogla ocekivati ve¢a demineralizacija
glednih uzoraka. Medutim, dobijeni rezultati su pokazali da su sva gazirana pi¢a izazvala ve¢u
eroziju posle izloZenosti od 15 minuta u odnosu na sok od narandze. Svi parametri hrapavosti
osim R; su bili nizi od istoimenih parametara gaziranih napitaka. Ovaj parametar, Kkoji
izracunava prosek od pet uzastopnih merenja maksimalnih i minimalnih vrednosti neravnina na
referentnoj duzini, pokazivao je visoke vrednosti koje su bile nize jedino kod uzoraka uronjenih
u Red Bull. Moze se pretpostaviti da je povrsina glednog uzorka uronjenog u sok od narandze

bila manje oStecena, ali "hrapavija” u odnosu na uzorke uronjene u gazirane napitke. Kada su
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u pitanju duzi erozivni izazovi, rezultati su drugaciji; posle 30 minuta cikli¢ne izlozenosti, svi
parametri hrapavosti su imali najviSe vrednosti kod uzoraka izlozenih soku od narandze. Ovi
rezultati su u skladu sa rezultatima drugih autora i objasnjavaju pozitivnu korelaciju TK i gledne
demineralizacije u funkciji vremena [5,158,159]. Stavise, TK je povezana sa nedisosovanim
molekulima kiseline koji su nenaelektrisani i sposobni da vode proces demineralizacije ka
dubljim slojevima tkiva, disosuju¢i u podpovrsSinskoj glednoj zoni [16,38] (videti Pregled
literature). U ovom eksperimentu, uzorci gledi su uronjeni dovoljno dugo u supstance (sok od
narandze) da bi se neutralisala kiselina, odnosno da bi molekuli kiseline disosovali do te mere
da to utiCe na proces demineralizacije. Ipak, neslaganje u odnosu na rezultate drugih istazivaca
se odnosi na najduze vreme izlozenosti soku od narandze, ne toliko u pogledu stepena
erozivnosti (svi parametri hrapavosti imaju oc¢ekivano visoku vrednost) nego u ¢injenici da je
Coca-Cola posle cikli¢ne izloZenosti od 60 minuta pokazala najvise vrednosti svih parametara
hrapavosti, §to, iako bez statisticke znacajnosti, nije uobicajen nalaz. Coca-Cola ima najnizu
TA od svih ispitivanih napitaka i pH koja je visa i od pH Sprite i Guarana napitaka. Stoga se
ovaj rezultat ne moze objasniti vezom sa molekulima nedisosovane kiseline. Moze se
pretpostaviti da koli¢ina Ca u napitku utice na dobijene rezultate. Ve¢ je naglaSeno da veca
koncentracija Ca povecava stepen zasi¢enja u rastvoru, smanjujuci tako njegov erozivni efekat
[1,17]. U ovom istrazivanju nisu odredivane koncentracije Ca, fosfata i fluorida, ali, prema
podacima iz literature Coca- Cola (kao, uostalom i sva gazirana pica), sadrzi tri do Cetiri puta
manju koncentraciju Ca u odnosu na sok od narandZe. Istovremeno, koli¢ina neorganskih
fosfata je dva do tri puta visa u Cola napicima u odnosu na druga ispitivana pica (izuzimajuci
crveno i belo vino [3,5]. Lussi i saradnici su u svojim istraZivanjima objavili da su vece
koncentracije fosfata u erozivnim supstancama povezane sa vec¢im gubitkom povrSinske
tvrdo¢e na mle¢nim zubima [6]. Ovakav rezultat autori su obrazlozili ¢injenicom da su najvise
vrednosti fosfata izmerene upravo u visokoerozivnim supstancama, kao §to su Coca-Cola,
Pepsi, Rivella, Gatorade, a da neka od njih, poput Coca-Cole i Pepsi, imaju visok sadrzaj
fosforne kiseline i, shodno tome, visoke koncentracije fosfata [6].

Sa ustanovljenim pH vrednostima (3,43 i 3,18), a prema preporuci iz literature [50]
ispitivana sportska pica Isodrinx Isotonic Sports Drink i Aqua Viva Recharge pripadaju
(srednje) erozivnim napicima. Svi profilometrijski parametri su pokazali nize vrednosti u svim
vremenima izloZenosti u odnosu na gazirana pica, ali bez statisticke znacajnosti. Nije bilo
moguce porediti rezultate ovog nalaza sa drugim istraZivanjima, posSto su analizirana pica
domacih brendova. Erozivni potencijal sportskih napitaka je ve¢ potvrden u nekoliko studija

[5,69,71]. Poredenjem sastava ispitivanih pica (prema proizvodacu) sa sastavom sportskih
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napitaka iz literature (limunska kiselina, natrijum ili magnezijum citrat, niska koncentracija
kalcijuma) [69] moze se ustanoviti velika slicnost, S$to, pored visokih vrednosti
profilometrijskih parametara, potvrduje erozivnost ispitivanih sportskih napitaka.

Za sok od aronije je, u ovom radu, karakteristican Rq parameter koji je bio statisticki
znacajan ¢ak na nivou p<0,001 pri poredenju uzoraka izloZzenih 15 min. u odnosu na one od 60
min. Ve¢ je napomenuto da ovaj parameter ukazuje na velika odstupanja krive hrapavosti od
medijalne linije 1 "nepravilnije "oSte¢enje uzorka u kvalitativnom smislu. Ustanovljeno je da
sok od aronije ima pH 4,04 i nisku vrednost TK, i, po tim karakteristikama, spada u minimalno
erozivne supstance. Osim polifenola, o kojima sledi diskusija u daljem tekstu, bobice aronije
sadrze 1 druge bioaktivne sastojke, ukljucujuci vitamine, bioelemente, karotenoide, tanine,
pektine, organske kiseline, proteine i bioaktivne ugljene hidrate, ali se javljaju u manjim
koli¢inama od polifenolskih jedinjenja. Najvazniji medu njima su antioksidativni vitamini (C i
E), karotenoidi 1 minerali kao §to su jod, kalijum, kalcijum i magnezijum. Od organskih
kiselina, pasterizovani sok aronije sadrzi jabu¢nu u najveéoj koli¢ini (¢ak 11 g/1) i limunsku u
koli¢ini od oko 250mg/1 [186]. U literaturi ne postoje podaci o erozivhom potencijalu soka od
aronije, tako da nije bilo moguée uporediti rezultate ovog istrazivanja sa drugim studijama.
Dobijeni parametri (pH, TK, povrSinska hrapavost i morfologija povr$ine tretiranih uzoraka),
kao 1 prisustvo zasStitnih supstanci (polifenoli, Ca), opravdavaju zaklju€ak ove studije da sok od
aronije ne oStecuje znacajno glednu povrsinu.

Dok je erozivni potencijal bezalkoholnih napitaka dobro dokumentovan, nema dovoljno
podataka o uticaju alkoholnih pi¢a na eroziju dentalnih tkiva. Iako postoji stalni trend povecanja
potroSnje bezalkoholnih pica, crvena i bela vina, kao 1 pivo se mogu smatrati popularnim pi¢ima
i kod mlade i kod starije populacije.

Zannata i sar. su ispitivali mikrotvrdo¢u govede gledi posle potapanja uzoraka u tri
razli¢ita brenda piva u trajanju od 5, 30 i 60 min [187]. Ustanovili su da je samo pivo Haineken
pokazalo smanjenje mikrotvrdo¢e nakon izlaganja od 60 minuta, iako je njegova pH bila
neznatno visa (pH=4,35) od druga dva ispitivana piva, ali ipak niza od kriti¢ne (kriti¢na pH za
pivo iznosi 5,0 [5]. Pretpostavili su da je razlog tome vecéa koli¢ina citrata stvorenog u toku
fermentacije jecmenog slada, koji nije u potpunosti potroSen za vreme procesa kuvanja,
Erozivna sposobnost (Haineken) piva se moze objasniti sposobnoscu citrata da helira kalcijum
prisutan u hidroksiapatitu gledi. Ipak, sva ispitana piva su imala mali potencijal da izazovu
eroziju gledi u poredenju sa Coca-Colom. U nedavno objavljenom istrazivanju, potvrden je
erozivni potencijal piva Haineken, ali samo na osnovu merenja inicijalne pH i TK [48]. Prisutna

studija je pokazala da pivo ne predstavlja snaznu erozivnu supstancu. lako Zajecarsko pivo ima
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relativno nisku pH (3,9) i TKs5=0,64, profilometrijski parametri su bili statisticki znac¢ajno nizi
od parametara svih gaziranih napitaka, kao i od soka od narandze. Sustinski, ovi rezultati se
uklapaju u konstataciju Meire i sar. [48] i Zanate i sar [187] da, u odnosu na vrste i brendove
piva, postoje jasne razlike izmedu njihovih erozivnih potencijala.

Degustatori vina koji svakodnevno konzumiraju preko 20 vrsta ovog pica, kao 1 hronic¢ni
alkoholicari imaju veci rizik od erozije na zubnim tkivima nego osobe koje povremeno uzivaju
u vinu [11,188]. Podaci u literaturi o produzenom delovanju crvenog i belog vina pokazuju
njihov visok erozivni potencijal, dok se mali broj istrazivaca bavio umerenim delovanjem vina,
ili drugih alkoholnih pic¢a na povrsinu zuba. [10].

Willershausen i sar. su u svojoj in vitro studiji ispitivali uticaj belih i crvenih vina na
uzorke humane gledi u vremenskom trajanju od 24 sata [10]. Koli¢ine oslobodenog kalcijuma
odredene su kolorimetrijski, srednja vrednost povrSinske hrapavosti (Ra) izmerena je
profilometrom, a kvantitativna analiza elemenata, tj. moguc¢i gubitak minerala - kori§¢enjem
mikroanalizatora sa elektronskom sondom. Rezultati su pokazali da je belo vino sorte Rizling
imalo najnizu pH vrednost i najvisu TK i da je prouzrokovalo statisticki znaCajno vece
oslobadanje Ca iz erodiranih uzoraka [11]. U trenutnoj studiji, takode, belo vino iste vrste je
imalo nizu pH (3,02 u odnosu na 3,49) i viSu vrednost TK (2,69 u odnosu na 1,82) od crvenog
vina (Kratosija). Svi parametri hrapavosti u svim vremenima izlozenosti su imali vec¢e vrednosti
za belo u odnosu na crveno vino, osim parametara R; (izlozenost 15 min.) i Ry (izlozenost 15 i
60 min.) koji su bili visi za crveno vino, ali bez statisticke znacajnosti.

Nedavno je (2021. godine) objavljena jedna studija sa ciljem da se proveri uticaj crvenog
vina, soka od narandZe, soka od jabuke i limunske kiseline na kinetiku erozije gledi i1 analizira
erozivni potencijal ovih supstanci u prisustvu i odsustvu steCene gledne pelikule [139]. Sa
stanovi$ta diskusije u ovom poglavlju disertacije, interesantni su rezultati dobijeni izlaganjem
uzoraka gledi (koji nisu imali dentalnu pelikulu) odgovaraju¢im erozivnim rastvorima.
Priprema takvih uzoraka je podrazumevala inkubaciju u vlaznoj komori 2 €asa na 37°C,
ispiranje u dejonizovanoj vodi 1 suSenje pre erozivnog izazova. Autori su zapazili da su crveno
vino i sok od narandze prouzrokovali znatno manju eroziju u odnosu na sok od jabuke i
limunsku kiseline, bez obzira na sli¢nu inicijalnu i odredenu kriticnu pH vrednost za svaku
supstancu. To je objasnjeno ¢injenicom da su hrana i pica bogata polifenolom u stanju da
direktno na povrSini gledi naprave tanku zastitnu "oblogu” u odsustvu dentalne pelikule [189].
Nasuprot Cinjenici da precizan mehanizam delovanja ovih polifenolskih "obloga” nije u
potpunosti razjasnjen, mnogo je razumljivija povezanost polifenola sa glednom pelikulom, $to

je od znacaja za in vivo uslove. Molekuli polifenola mogu lako da reaguju sa proteinima
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pljuvacke, formirajuci proteinsko-polifenolne komplekse koji se vezuju sa proteinima stecene
gledne pelikule. U steCenoj glednoj pelikuli modifikovanoj crvenim vinom, koliine
adsorbovanih proteina su 10 puta veée od koli¢ine proteina u nemodifikovanoj pelikuli
[140,190], pri ¢emu se povecava i njena debljina i otpornost na uklanjanje. Prema internetskoj
bazi podataka o polifenolima (Phenol-Exlorer) [191], crveno vino sadrzi najvecu koli¢inu
polifenola, oko 215 mg razli¢itih vrsta polifenola/100 ml vina, dok belo vino sadrzi primetno
manje polifenola (32,1 mg polifenola/100 ml), Sto moze objasniti zasto je belo vino erozivnije
od crvenog [5].

Konzumacija ¢ajeva povoljno deluje na zdravlje ljudi zbog dokazanih antioksidativnih
svojstava. Cajevi sadrze §irok spektar hemijskih jedinjenja, ali njihova aroma i brojni korisni
efekti uglavnom poticu od, ve¢ spomenutih, polifenola. U literaturi postoji malo studija vezanih
za procenu erozivnog potencijala komercijalno dostupnih ¢ajeva preko izracunavanja pH
vrednosti i titrabilne kiselosti, §to se uglavnom odnosi na biljne i voéne ¢ajeve [58,192]. U ovoj
studiji, svi profilometrijski parametri na glednim uzorcima tretiranim ¢ajevima su se znac¢ajno
razlikovali od parametara ostalih eksperimentalnih uzoraka. Ipak, pojedini parametri nisu
pokazali znacajnu razliku u odnosu na kontrolu. Ovo je bio o¢ekivan nalaz, s obzirom da postoji
opravdana pretpostavka da prisustvo polifenola u supstancama moze da pruzi zastitu gledi od
erozije i u in vitro uslovima, kada nije prisustna gledna pelikula [139]. Druga istrazivanja su
dokazala da zeleni i crni ¢aj, slicno crvenom vinu, mogu modifikovati dentalnu pelikulu i
poboljsati njen zastitni efekat od erozije gledi [81]. Takode, nekoliko publikacija je navelo da
su polifenoli inhibitori aktivnosti razli¢itih metaloproteinaza i, u tom smislu, mogu imati zastitni
efekat kod erozije dentina [193]. Dalje, crni i zeleni ¢aj sadrze i fluorid, ali u koncentraciji koja
moze imati protektivan efekat u odnosu na karijes, ali ne 1 znac¢ajnu ulogu u zastiti od erozivnog
oStec¢enja [81].

U ovom istrazivanju je koriS¢ena stylus profilometrija za ispitivanje povrSinske
hrapavosti tretiranih uzoraka gledi. Ova metoda registruje samo nepravilnosti povrSine, a ne i
koli¢inu izgubljene gledi [145,194]. Na ovaj nain se moze objasniti neocekivan nalaz
hrapavosti u pojedinim slucajevima, kao i niZe vrednosti pojedinih parametara kod duzih
izlaganja ispitivanim pi¢ima u poredenju sa kra¢im izlaganjem (30 u odnosu na 15 minuta i 60

u odnosu na 30 minuta).
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6.3. Diskusija rezultata ispitivanja morfoloskih karakteristika gledne povrSine nakon

izlaganja uzoraka bezalkoholnim i alkoholnim pi¢ima

U ovom poglavlju diskutovani su rezultati dobijeni skeniraju¢om elektronskom
mikroskopijom uzoraka gledi koji su izlozeni ciklicnom modelu erozije sa naizmeni¢nim de- i
remineralizacionim izazovima, uz koris¢enje samo jednog vremenena izlaganja (15 minuta).
Ovom tehnikom se mogu analizirati nepolirane povrSine uzoraka gledi koje su bile izlozene ne
samo dejstvu potencijalno erozivnih rastvora, ve¢ 1 sredstvima za izbeljivanje,
remineralizuju¢im supstancama itd, pri ¢emu je omogucena kvalitativna procena
demineralizacije (ili remineralizacije) povrSine na osnovu posmatranja specificnih morfoloskih
i strukturnih karakteristika gledi [171-173].

Skeniraju¢a elektronska mikroskopija radi na principu rasprSivanja elektrona na
povrSini uzorka i dobijeni signal daje informacije o topografiji i sastavu povrSine. SEM
mikrografije imaju veliku dubinu polja (svi njihovi delovi su u fokusu, uprkos razli¢itoj dubini),
pa stoga mogu da daju 3-D slike visoke rezolucije. Za konvencionalni SEM, povrs§ina mora biti
presvucena materijalom koji je elektricno provodljiv kako bi se sprecilo nakupljanje
elektrostati€¢kog naelektrisanja. Ovaj materijal je obi¢no zlato, a uzorci ¢e nesumnjivo biti trajno
izmenjeni tokom procesa isuSivanja i naparavanja [171,172].

Iz tog razloga se efekti tretmana ne mogu proucavati konvencionalnim SEM-om, jer
serijska merenja nisu moguca. Ograni¢enje u smislu serijskih merenja se moze se delimicno
prevazi¢i kori§¢enjem ,,environmental” SEM-a, (ESEM) koji koristi nizi vakuum i omogucava
posmatranje u vlaznim uslovima, tako da uzorci ne moraju biti osuSeni ili naparavani.
Rezolucija je niza od one kod konvencionalnog SEM-a, ali ESEM se pokazao korisnim u
studijama gde je potrebno ponoviti ispitivanje i porediti ga sa prethodnim [85]. Zbog toga, SEM
moze biti odli¢na dopuna neke od kvantitativnih metoda, pogotovu ukoliko se koristi opisna
score-skala [172]. Postoji moguénost pripreme uzoraka za SEM pomocu ,,replika tehnike”, ali
je tada prisutan rizik od njihovog uniStavanja, uz prikazivanje nedovoljno preciznih rezultata
[171].

U ovom istrazivanju, gledni uzorci koji su bili izloZeni erozivnom izazovu pokazali su
velike varijacije u morfologiji povrsine. Pri koriS¢enju SEM analize pozeljno je pridrzavati se
preporuka iz literature, koje podrazumevaju neka ,,pravila”. U cilju postizanja uporedivosti
izmedu studija trebalo bi u eksperimentima koristiti uvek istu vrstu zuba (sekuti¢i, o¢njaci,
premolari ili molari), koji su uporedivi u §to veéem broju aspekata [195]. Za ovaj deo studije

koriS¢eno je 120 glednih uzoraka koji poticu od tre¢ih, impaktiranih molara. Njihove povrSine
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su bile potpuno intaktne (nisu bile izloZzene ni mastikatornim silama ni mehanickim silama
zubne cetkice), bez ikakvih promena na povrSini (ogrebotine, urezi i sl.) koje su inace
karakteristi¢ne za zube u funkciji. Takode, ista procedura izlaganja erozivnoj supstanci (npr.
etching priprema gledne povrsine u adhezivnoj stomatologiji ili ortodonciji) dovodi do znatne
razlike u ultrastrukturnom modelu erozivnog oStecenja, ne samo izmedu razliitih zuba, nego i
na susednim poljima jednog istog zuba [196].

U ovom istrazivanju, morfologija povrSine erodovane gledi je posmatrana i
procenjivana samo na okluzalnim i srednjim tre¢inama vestibularnih i oralnih strana krunica
zuba. U cilju bolje kvalitativne analize i opisivanja stepena oSteCenja na gledi i njenim
pojedinim delovima, uklju¢ena je modifikovana skala sa ocenama od 0-3. Ocena 0 je dodeljena
nepromenjenoj povrSini sa prisutnim perikimatama, plitkim ulegnuéima, neznatnom
izbrazdanos$¢u i razvojnim porama, dok je ocenom 3 okarakterisano rastvaranje povrSine gledi
sa dekompozicijom morfologije prizmi. U tom smislu, gingivalne tre¢ine zuba, koje su takode
analizirane, nisu procenjivane pomoc¢u scor-sistema, jer se njihova morfologija, u vecini
slucajeva, znatno razlikovala od morfologije okluzalnih i centralnih regija bo¢nih povrSina
krunica.

Prema podacima iz literature, erozivno oste¢enje u prizmaticnoj gledi se prvo deSava u
perifernim delovima prizmi, a zatim se rastvaranje nastavlja u njihovim jezgrima. Kasnije su
zahvacena 1 interprizmatska podrucja. Aprizmati¢na gled podleZe iregularnom tipu rastvaranja.
Kao rezultat gubitka minerala i na periferiji i u centralnim delovima prizama dobija se povrSina
sa tankim, odvojenim snopovima kristala [197].

U ovom istrazivanju, morfoloske promene na glednim uzorcima, tretiranim razli¢itim
rastvorima, nisu uvek bile istovetne po svom erozivnom potencijalu sa svojim ,,parovima”
kojima su odredivani pH, TA 1 profilometrijski parametri. Ovo je ocekivan rezultat, s obzirom
da je ispitivan erozivni potencijal relativno velikog broja (razli¢itih) supstanci, ali sa malim
brojem uzoraka po supstanci.

Tako, na primer, Red Bull je dobio najveci broj ocena 3 (Sest od osam uzoraka) i time
pokazao najveci erozivni potencijal. Na glednoj povrsini, sa tipom nagrizanja 1 i 2, na ve¢em
uvecanju su se uocavali i sitno zrnasti kristali koji prekrivaju inter i intraprizmatsku supstancu.
Nije bilo moguce porediti ultrastrukturu povrsine gledi sa drugim studijama koje su istrazivale
erozivnost ovog napitka. Ipak, snazan erozivni potencijal Red Bull-a je dokazan drugim
metodama kao $to su mikrotvrdoca gledi [5,8], visok sadrzaj Secera [185], dubina lezije u gledi
i dentinu [32], profilometrija [74]. Sva ova istrazivanja su uzela u obzir i pH 1 TK. Nedavno je

objavljena morfoloska studija gledno cementne granice posle uranjanja u erozivne napitke 1
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ustanovljen je snazan erozivni potencijal Red Bull-a, sa ,,cepanjem” CGG, jasno vidljivim
otvorenim dentinskim tubulima i nepravilnos¢u morfologije cementa [44].

Kao $to se o¢ekivalo, povrsina gledi potopljena u Coca-Colu pokazivala je dominaciju
demineralizacije tipa 1. Erozivno rastvaranje je obuhvatilo jezgro prizme (Stapa), uz potpunu
izmenu morfologije: prizme su bile ozbiljno pogodene i veée rastvaranje jezgra prizmi u
poredenju sa onim u interprizmatskim oblastima dalo je gledi ,,honeycomb” izgled. Sa pet
uzoraka koji su imali najvisu ocenu, Coca Cola, zajedno sa Red Bull-om spada u grupu
najerozivnijih supstanci sa nesto drugacijim modelom demineralizacije od drugih gaziranih
napitaka. U literaturi postoji nekoliko radova koji su ispitivali erodovanu glednu povrsinu posle
dejstva Coca-Cole. Ovaj nalaz se generalno uklapa sa nedavno objavljenim istrazivanjem
ultrastrukture glednih uzoraka uronjenih u Coca-Cola napitak koji takode ukazuje na centralni
tip demineralizacije prizmi kod kracih izloZenosti [157]. Ipak, u trenutnoj studiji postojao je
ciklican model erozije sa naizmeni¢nim erozivnim izazovima i ,,remineralizacijom” u vestackoj
pljuvacki, sa ukupnim vremenom izlozenosti napitku od 450 ¢asova. U studiji Torres i sar. gde
je takode primenjeno ciklus potapanje (3 puta po 5 minuta u trajanju od sedam dana) i
procenjivanje pomoc¢u SEM, demineralizacioni proces je zahvatio celu povrSinu gledi, ali je bio
izraZeniji u interprizmatskoj regiji [198].

Ostala gazirana pica (Guarana, Schweppes, Sprite) su pokazala sli¢an erozivni
potencijal u morfoloSkom smislu, sa rastvaranjem u oblasti koSuljica prizmi 1 zrnastim
kristalima na ,,ulazu” u pojedine prizme. Ovakav, gotovo umeren, nalaz nije u skladu sa
izracunatim vrednostima pH i TK kod Guarane, s obzirom da je kod ovog napitka ustanovljena
najniza pH, tako da je mogla da se ocekuje snaznija demineralizacija, u odnosu na ,,samo” tri
dobijene najvise ocene.

Kod sportskih napitaka uocena je jedna specifi¢na struktura nastala rastvaranjem prizmi
koja je u literaturi oznacena kao ,,hoof-like” forma [199]. Razliéita ,,dubina” kod ovakve
morfoloske forme moze ukazati na razli¢it gubitak minerala u razliitim delovima prizmi.
Cheng i sar. (2009) su na AMF zapazili ovu pojavu, koja je postajala izrazenija sa vremenom
izlaganja kiselini [199].

Erozivni izazov soka od narandze je dao atipi¢nu sliku demineralizacije sa obrisima
prizmi i glednom povrSinom koja je pokazivala duboke brazde i pukotine. Ovaj nalaz je mogao
da se uporedi sa SEM rezultatima studije koja je komparirala morfoloSke promene izmedu soka
od narandze i gasticnog soka. Rezultati su vrlo usaglaSeni, s obzirom da je u obe studije

eksperiment raden pod (gotovo) istim uslovima [34].
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Kod uzoraka koji su morfoloski izrazavali visok ili relativno visok erozivni potencijal
(gazirana pica, sportski i energetski napici) u veéini slu¢ajeva su primecene skupine globularnih
ili vlaknastih kristala koje su prekrivale ili potpuno maskirale erodovanu povrsinu gledi.

Sok od aronije, sva alkonolna pica, kao i ¢ajevi nisu dobili ni jednu najviSu ocenu na
SEM mikrografijama gledi, mada je sok od aronije imao Sest uzoraka sa ocenom 2. Od
alkoholnih napitaka, belo vino se pokazalo najerozivnijim. Skening mikrografije uzoraka posle
potapanja u ¢ajeve se nisu razlikovale od kontrole, iako su njihovi profilometrijski parametri
ukazivali na izvesno oStecenje.

U ovoj tezi je samo profilometrijski (a ne 1 morfoloski) ispitivana zavisnost erodovanih
povrsina gledi i vremena izloZenosti. Podaci iz literature ukazuju da SEM izgled morfoloskih
promena u prirodno erodovanoj gledi zavise od stadijuma zubne erozije [200]. Stavise, SEM
ekstrahovanih zuba sa klini¢ki dijagnostikovanom erozijom ukazao je na postojanje razlika u
morfologiji susednih erodovanih podrucja. Erodovana gled je, u nekim oblastima, pokazala
rastvaranje samo u delu omotaca, a u drugim - rastvaranje i jezgra i omotaca prizama. To znaci
da se i rane i uznapredovale erozivne lezije mogu istovremeno pojaviti na istim povr§inama

zuba, §to naglasava ,,nepredvidivu” prirodu klini¢ki ispoljene erozije [200].

6.4. Diskusija rezultata ispitivanja uticaja razli¢itih komponenti pljuvacke na zastitni

potencijal pelikule od erozivnog oStecenja gledi

Pljuvacka koriS¢ena u ovoj studiji je skupljena od viSe donora, objedinjena i
pripremljena za dalji eksperiment. Ovakva, objedinjena pljuvacka je ve¢ koriS¢ena u nekoliko
eksperimenata [26,81]. Postoji polemika oko toga da li je bolje koristiti pljuvacku od jednog
davaoca ili objedinjenu pljuvacku uzetu od nekoliko pojedinaca. Prvi pristup se moZze opravdati
obezbedivanjem doslednosti, a drugi - izbegavanjem pristrasnosti [29]. Prema podacima iz
literature, izgleda da se zastitni efekat in vitro pelikule (nastale uranjanjem uzoraka gledi i
dentina u individualnu nestimulisanu i necentrifugisanu pljuvacku) znatno razlikuje izmedu
pojedinaca [201]. Medutim, sastav pljuvacke se menja sa stepenom i na¢inom stimulacije, sa
vremenom stimulacije i sa vremenom u toku dana. Stoga, presudno je standardizovati metod i
vreme sakupljanja bez obzira da li je ukljucen jedan ili vise donora [29], §to je ispoStovano u
ovom eksperimentu. Ova objedinjena pljuvacka je imala odreden tretman (opisan u poglavlju
Materijal i metode) do zamrzavanja i odreden protokol pri odmrzavanju. Na osnovu podataka

iz literature, mogucée je da zamrzavanje i odmrzavanje pljuvacke dovede do precipitacije
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odredenih proteina [202]. Ipak, u ovom istrazivanju, nije prime¢ena ni zamucenost niti bilo
kakav talog nakon odmrzavanja pljuvacke. Cak i da je postojala precipitacija, ona bi
podjednako uticala na sve grupe, tako da se mogu iskljuciti razlike izmedu grupa uzrokovanih
zamrzavanjem i odmrzavanjem [26]. Odledena pljuvacka se zatim koristila za formiranje dve
dodatne grupe: jedna grupa je dijalizovana veStatkom pljuvackom, $to je za rezultat imalo
jednak sadrzaj jona kao u vestackoj i sli¢an sadrzaj proteina kao u humanoj pljuvacki, a druga
grupa je dijalizovana dejonizovanom vodom, $to je rezultovalo rastvorom sa (samo) salivarnim
proteinima i odsustvom ili vrlo niskom koncentracijom jona. Iako u ovom istraZivanju nisu
mereni kalcijumovi i fosfatni joni, pretpostavlja se da nije bilo moguce ukloniti u potpunosti
sve jone iz pljuvacke posle dijalize dejonizovanom vodom. Ova pretpostavka je opravdana zbog
¢injenice da salivarni proteini i peptidi imaju afinitet da vezuju kalcijumove i fosfatne jone [26].
Bez obzira na tu Cinjenicu, usvojena je sugestija Baumman-a i sar. da se humana pljuvacka
dijalizovana sa dejonizovanom vodom (HP/DV) smatra sredinom koja ne sadrzi slobodne jone,
ve¢ samo salivarne proteine [26].

Shodno ciljevima koji su postavljeni za ovaj deo studije, pristupilo se prvo izlaganju
uzoraka (jednoj od pripremljenih) pljuvacki, a nakon toga i erozivnom rastvoru. Da bi se
formirala pelikula koja ¢e pruziti (izvesnu) zastitu od erozivnog izazova neophodno je da se
gled izlozi pljuvacki u trajanju od najmanje 60 minuta [24]. Zatim je usledio erozivni ,,napad”
(limunska kiselina u trajanju od 3 minuta), sto je predstavljalo jedan ciklus. Eksperiment je
zavrSen posle Cetiri ciklusa sa ukupnim izlaganjem kiselini od 12 minuta.

Prema preporuci iz literature, za dijalizu je odabrana membrana sa prorezima takve
veli¢ine kroz koje je moguéa samo difuzija jona i molekula mase manje od jednog kDa, tako
da sadrZaj proteina uglavnom ostane u dijalizovanom rastvoru [26]. Dalton je jedinica atomske
mase, a, s obzirom da su proteini veliki molekuli, njihova atomska masa se obi¢no izrazava u
kilodaltonima. Medutim, pojedini salivarni peptidi imaju masu manju od 1 kDa i mogli su
difundovati iz pljuvacke. Osim toga, neki salivarni proteini su mogli da se ,,zalepe” za dijaliznu
membranu i da budu uklonjeni iz dijalizovane pljuvacke. lako bi ovo predstavljalo izvesno
ogranienje, Baumman i sar. smatraju tolerantnom ovu nemogucnost apsolutno precizne
koli¢ine proteina u dijalizovanim pljuvackama [26]. Prema tome, za HP/VVP i HP/DV se moze
pretpostaviti da su imale isti sadrzaj proteina (jer su obe dijalizovane), ali bi bilo logi¢no da on
bude nizi od sadrzaja proteina u nedijalizovanoj HP. Sto se ti¢e jonskog sastava, humana
stimulisana pljuvacka dijalizovana sa dejonizovanom vodom (HP/DV) ne bi trebalo da sadrzi

jone, ili bi oni morali da se nadu samo u tragovima.
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Pored dijalizovanih saliva 1 HP, koriS¢ena je i1 vestacka pljuvacka (VP) da bi se procenio
samo uticaj prisutnih jona. S obzirom da koncentracija jona u vestackoj pljuvacki nikako nije
mogla da bude identi¢na koncentraciji jona u HP, dijaliza humane stimulisane pljuvacke sa
vestackom pljuvackom (HP/VP) je omogucila da ona ima (gotovo) isti sadrzaj proteina kao HP,
ali i iste koncentracije jona kao VP. Ovo je obezbedilo direktno poredenje uticaja veStacke
pljuvacke (tj. samo mineralnih jona) sa onom pljuvackom koja sadrzi i mineralne jone i proteine
(HP/VP).

Rezultati povrsSinske hrapavosti posle imerzije uzoraka u VP su, u ovoj tezi, pokazali
nize vrednosti u odnosu na ostale medijume, a statisticka znac¢ajnost je jedino ustanovljena u
odnosu na kontrolne uzorke. Druge studije, koje su koristile duze periode uranjanja glednih
uzoraka u VP, pokazale su oc¢vrs¢avanje erodovanih povrsina [169,203].

Posle obavljenih ciklusa re i demineralizacije sa pripremljenim pljuvackama i
limunskom kiselinom uzorci su posmatrani na MAS. Pomo¢u MAS je moguce ispitivanje
razlicitih supstanci u visokoj rezoluciji, uklju¢ujuéi povrsinu tvrdih zubnih tkiva, polimere,
keramiku, metale, biomolekule itd [31,204—-206]. Razli¢iti reZimi rada omogucéavaju merenje,
pre svega, povrsinske topografije, ili razlika u elasti¢nosti [172]. Mikroskop atomskih sila je
koriS¢en u studijama erozije za kvalitativan pristup poredenja povrsine tvrdog zubnog tkiva i
gledne pelikule nakon izlaganja razli¢itim erozivnim agensima [20,31]. Generalno, MAS je u
stanju da meri razlike u visini nepravilnosti povrsine - reda veliine jednog atoma, ¢ineci
tehniku pogodnom za otkrivanje vrlo ranih faza gubitka supstance usled erozivnih i abrazivnih
napada [199]. Takode, pogodan je za izradu grafija erozivno izmenjenih povrSina tvrdog
zubnog tkiva ili za merenje povrSinske hrapavosti [20,204].

Topografija povrSine glednih uzoraka, u ovom istrazivanju, dobijena je u kontaktnom
modu, snimanjem naizmeni¢nim rezimom (rezimom tapkanja), koji minimizira habanje
povrsine zuba. Procenjivana su dva parametra: Ra (srednja vrednost hrapavosti) i Rq (kvadratni
koren srednje vrednosti hrapavosti), §to je omogucilo potpunije razumevanje promena
povrsinske teksture uzrokovane svakim od pljuvaénih rastvora [207].

Najvecu prosecnu vrednost i Ra I Rq parametara pokazali su uzorci u HP/VP, a najmanju
u HP/DV. To znaci da su najmanju prosecnu hrapavost pokazali uzorci gledi koji su ,,zasti¢eni”
pljuvackom koja je sadrzavala samo pljuvacne proteine. Ovaj nalaz je u skladu sa rezultatima
Baumann-a i sar., koji su uzorke gledi tretirali istim erozivnim izazovom i istim pljuvacnim
medijumima, s tom razlikom §to su ispitivali povrSinsku tvrdo¢u umesto povrsinske hrapavosti
[26]. Merenje povrsinske tvrdoce, kao i koli¢ine izgubljenog kalcijuma je vrseno posle svakog

ciklusa (i posle erozivnog izazova i posle potapanja u inkubacione rastvore). Ustanovljen je pad
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vrednosti mikrotvrdoce posle svakog erozivnog ,,napada”, ali i blagi porast mikrotvrdoce posle
potapanja u inkubacione rastvore. ,,O¢vrséavanje” gledi je zavisilo od vrste remineralizujuceg
medijuma. Najbolji rezultati su dobijeni sa pelikulom sastavljenom od HP/DV, koja je pokazala
najmanje ukupno smanjenje mikrotvrdoe i najmanju koli¢inu oslobadanog kalcijuma.
Rezultati dobijeni u ovoj tezi sugeriSu da najniza vrednost povrSinske hrapavosti gledi kod
inkubacije sa HP/DV ukazuje na bolju zastitnu ,,mo¢” pelikule u odnosu na druge medijume.
Vazno je istaci da je fokus istrazivanja ovog dela disertacije bio ustanoviti (samo) zastitni efekat
ispitivanih medijuma, a ne i njihovu remineralizuju¢u sposobnost, koja je bila jedna od ciljeva
studije Baummann-a i sar. lako se metodom povrsinske hrapavosti mogu registrovati samo
nepravilnosti na povrsini uzorka, bez koli¢ine izgubljene gledi [145,194], vreme izloZenosti
kiselini od (samo) 12 minuta bi trebalo da bude dovoljno kratko da ne izazove ,,zaravnjavanje”
povrsine uzoraka i pruZzi realan uvid u procenjivanje zastite pojedinih inkubacionih rastvora.

Rezultati dobijeni u ovoj studiji su u suprotnosti sa rezultatima Martins-a i sar. [25], koji
su zakljucili da dijalizovana pljuvacka nije pruzala dobru zastitu od demineralizacije gledi i da
je celokupna pljuvacka bila efikasnija u zastiti od erozije. Ipak, rezultati spomenute studije su
dobijeni pod razli¢itim uslovima u odnosu na uslove u kojima je raden eksperiment u okviru
ove disertacije.

Na temu uloge razliCitth komponenti pljuvacke/dentalne pelikule u zastiti gledi od
erozije, Mutahar i sar. su objavili dva rada. U jednom je pokazano da jednodnevno izlaganje
prirodnoj pljuvacki (kombinaciji minerala i proteina) pruza bolju zastitu od erozivnog troSenja
u poredenju sa veStackom pljuvackom (koja sadrzi samo minerale) i dejonizovanom vodom
[20]. U drugom istrazivanju je ustanovljeno da proteini ukupne pljuvacke pruzaju bolju zastitu
od erozija od proteina pljuvacke iz (samo) parotidne Zlezde [27].

Rezultati dobijeni u ovoj tezi (kao i rezultati dobijeni u studiji Baummenn-a i sar.) ¢ine
se vrlo neobi¢nim; rastvor bez slobodnih jona (HP/DV), u kome su samo proteini, dali su bolje
rezultate u zastiti jedne visoko mineralizovane supstance kakva je gled. Ve¢ je objavljeno da
organske komponente (proteini) pljuvacke, bilo samostalno ili interakcijom sa hemijskim
svojstvima pljuvacke, mogu imati znacajan uticaj na osetljivost povrSine zuba na
demineralizaciju [83]. U slu¢aju HP/DV, vecina jona, posebno kalcijuma i fosfata, uklonjena
je iz pljuvacke. Kada su u pljuvacki prisutni joni kalcijuma i fosfata, oni ¢e se takmiciti za mesta
vezivanja na proteinima koji vezuju kalcijum i fosfat sa jonima koji se nalaze na povrsini gledi.
U nedostatku kalcijumovih i fosfatnih jona u pljuvacki, moze se dogoditi da se proteini koji
vezuju kalcijum i fosfat u HP/DV bolje vezu za povrSinu gledi. Zbog toga je bazni sloj salivarne

pelikule koji se formira od HP/DV verovatno vise vezan za povrsinu gledi i stoga je vise Stiti
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od erozije. Takode, postoji pretpostavka da salivarni proteini penetriraju u gledne pore koje su
se otvorile zbog erozivnog izazova. Na taj nacin, oni deluju kao premosc¢ujuéi ligamenti izmedu
susednih prizmi, ¢ime se ojacava gled [208].

Iako su prirodna pljuvacka (HP) i HP/VVP imale ve¢i ili isti sadrzaj proteina u odnosu na
HP/DV i sadrzavale su i ve¢u koncentraciju kalcijuma i fosfata, pokazale su znac¢ajno manji
zastitni efekat od HP/DV [26].

Slike dobijene koris¢enjem MAS u ovoj tezi potvrduju da erozivno osteéenje pokazuje
razlike izmedu povrSina gledi koje su potopljene u razli¢ite vrste pljuvacke. lako su podaci o
povrsinskoj teksturi u literaturi jo§ uvek kontradiktorni, opste je prihvaceno da erozivni izazovi
povecavaju hrapavost gledi do odredenog nivoa, pre nego Sto povrSina postane potpuno
,»zagladena” [207]. U ovoj studiji, MAS slike kontrolnih uzoraka gledi pokazale su relativno
ravnu povrsinu sa vidljivim tragovima poliranja. Uzorci uronjeni u prirodnu pljuvacku pokazali
su znake erozije, pri ¢emu su se pojavljivale strukture nalik prizmama; medutim, ovaj efekat je
bio znatno manje jasan od onog na uzorcima uronjenim u prirodnu pljuvacku dijalizovanu
vestackom pljuvackom (HP/VP). Utvrdeno je da su ove povrsine bile najhrapavije od svih
uzoraka, pri ¢emu se centri prizama nisu uocavali, dok je periferija ostala relativno neostecena.
Ovo je dovelo do pojave visokih, ostrih pikova koji su uo¢eni na 2D profilu. Sli¢an nalaz je ve¢
saopSten u literaturi [209] kao tip 1 model nagrizanja vidljiv na MAS. Uzorci gledi uronjeni u
veStaCku pljuvacku su pokazali tipicno erodovanu povrSinu sa uo€ljivim prizmama i
interprizmatskom supstancom. Ovaj nalaz nije u skladu sa predhodno saopstenim [20]. U
uzorcima sa HP/DV uocavala su se znatno ravnija polja u kojima je daleko teZe bilo da se
definiSu njihove strukture poput prizmi 1 interprizmatske supstance. U prisutnom istraZivanju,
povrsinska hrapavost nije merena posle svakog ciklusa, ve¢ samo na kraju eksperimenta, posle
12 minuta izloZenosti limunskoj kiselini. Metodologija koja je koriS¢ena u ovom delu
disertacije potvrduje da je ovaj vremenski period cikli¢nog izlaganja erozivnom izazovu spada
u optimalne, pri prouc¢avanju ranih erozija [26].

Zbog mnogih razlika izmedu in vitro i in vivo stvorenih pelikula, jo§ uvek ne postoji
pogodan in vitro model erozivnog ostecenja i erozivnog troSenja zuba koji moze verno da opise
klini¢ku situaciju. To podrazumeva jedinstvene karakteristike oralnog okruZenja kao §to su:
dinamika protoka pljuvacke, aktivnost enzima, debljinu stecene pelikule, osobine povrsine koja
sadrzi minerale, kao i zdravlje i starost pacijenata [124,210]. Pored toga, in vitro studije koriste
brusene i polirane povrSine gledi koje su osetljivije na delovanje kiseline 1 sadrzaj minerala je
drugaciji u poredenju sa spoljnim prirodnim slojem gledi [82,211]. Medutim, pouzdan, tacan,

klini¢ki relevantan in vitro model erozivnog troSenja zuba za proucavanje uloge dentalne
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pelikule u zastiti od erozije bio bi od velike koristi; smanjilo bi skupe i dugotrajne in situ
modele.

Mnogi autori sugerisu slozenost erozivnog procesa i ¢injenicu da in vitro istrazivanja ne
mogu u potpunosti da reprodukuju klini¢ka stanja. In vitro studije treba tumaciti samo kao
moguénost predvidanja erozivnog potencijala kiselih supstanci [5,164]. Erozija je
multifaktorsko stanje, a njen nastanak i razvoj zavise od mnogih rizi¢nih i zastitnih faktora, kao
I od njihove medusobne interakcije [1,3]. Zbog toga je potrebno vise vrsta analiza. Dalje studije
su neophodne kako bi se poboljSalo razumevanje preciznih mehanizama koji ucestvuju u
napredovanju erozije, kao i u njenoj zastiti. lako ova studija ne moze u potpunosti da pokaze
slozeno oralno okruzenje, ona potvrduje erozivni potencijal nekih bezalkoholnih i alkoholnih
napitaka u odnosu na vreme izlaganja i ukazuje na moguénost najbolje ,,opcije” pomocu koje

dentalna pelikula pruza zastitu gledi od erozivnog oStecenja.
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu ispitivanja erozivnog potencijala Cetrnaest napitaka, merenjem inicijalne pH
i titrabilne kiselosti zakljuceno je sledece:
e Najnize inicijalne vrednosti pH su ustanovljene kod napitaka Guarana No Sleep i
Schweppes Bitter Lemon, a najvisa vrednost je zabelezena kod zelenog i crnog Caja.
e Najnizu vrednost titrabilne kiselosti do pH 5,5 su imale Coca-Cola i sok od aronije, a

najvisu Life Premium 100% vo¢ni sok pomorandza i Red Bull.

Analizom ustanovljenih parametara hrapavosti povrsine gledi (Ra, Rg, Rz i Ry) posle
potapanja u ispitivane napitke, pomocu stylus profilometrije, u ciklicnom modelu eksperimenta
sa povecanjem vremena izlozenosti, zakljuceno je sledeée:

e Najintenzivniju eroziju gledne povrSine pokazali su uzorci potopljeni u Red Bull u
vremenskoj izlozenosti od 15 minuta, u Life Premium sok od narandze od 30 minutaiu
Coca-Cola napitku od 60 minuta.

e Parametri hrapavosti Ra i Rq su za sve napitke pokazivali poveéanje vrednosti sa
porastom vremena izlozenosti glednih uzoraka.

e Parametar hrapavosti R; je pokazivao za sve napitke poveéanje vrednosti sa porastom
vremena izlozenosti glednih uzoraka, osim za Schweppes Bitter Lemon, Sprite, Red Bull
I crveno vino.

e Parametar hrapavosti Ry je pokazivao za sve napitke povecanje vrednosti sa porastom

vremena izloZenosti glednih uzoraka, osim za Red Bull, crveno i belo vino.

Analizom erodovanih glednih uzoraka pomocu skenirajuce elektronske mikroskopije
zakljuceno je sledece:

e ustanovljena su Cetiri od pet morfoloskih tipova nagrizanja kiselinom: tip 1 (honeycomb
model), tip 2 (cobblestone) model, tip 3 - kombinacija tipa 1 i 2, kao i tip 4, koji daje
povrsini atipic¢an izgled, bez karakteristicnih osobina za glednu morfologiju.

e honeycomb model je najcesce ustanovljen model erozije (Coca Cola, Red Bull, sportska
pica, sok od aronije, belo vino)

e lako je dominirao tip 1, sportski napici (a kod nekih uzoraka i Red Bull) su erodovali
glednu povrsinu i kombinovanim tipom nagrizanja, pri ¢emu su se na ve¢em uvecanju
uocavala erodovana polja sa ,,utisnutim” prizmama koje imaju razli¢itu dubinu ("hoof-

like" forma prizme).
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Sok od narandze je uzrokovao atipi¢no nagrizanje povrsine gledi sa dubokim brazdama
i pukotinama.

Na vec¢em uvecanju, vecina ispitivanih napitaka sa ustanovljenim erozivnim
potencijalom (Schweppes Bitter Lemon, Sprite, Guarana - No Sleep i, u izvesnoj meri,
sportski napici) pokazala je prisustvo globularnih i vlaknastih kristala, koji su manje ili
viSe maskirali erodovanu povrsinu gledi.

Uzorci gledi potopljeni u Red Bull su imali najveéu prose¢nu ocenu (ustanovljenu
skalom od 0 do 3), a uzorcima potopljenim u zeleni ¢aj su dodeljene ocene koje su u
proseku bile najnize.

Profilometrijski parametri i nalaz morfoloskih promena na glednoj povrsini nisu uvek

pratili izraCunate vrednosti pH ili TK pica.

Analizom ustanovljenih parametara hrapavosti povrSine gledi (Ra i Rq) u cikliénom

modelu eksperimenta sa limunskom kiselinom i dijalizovanim pljuvackama, koris¢enjem

mikroskopa atomskih sila zakljuceno je sledece:

Uzorci gledi, koji su potapani u humanu pljuvacku dijalizovanu sa dejonizovanom
vodom (HP/DV) i formiranom pelikulom sastavljenom od pljuvacnih proteina bez
pljuvacnih jona, pokazali su najniZe prosecne vrednosti parametara hrapavosti.

Uzorci gledi, koji su potapani u humanu pljuvacku dijalizovanu sa vesStackom
pljuvackom (HP/VP) i formiranom pelikulom sastavljenom od pljuvacnih proteina i
jona, pokazali su najvise vrednosti parametara hrapavosti.

Uzorci potopljeni u vestacku pljuvacku (VP) (koja sadrzi samo jone) su pokazali nize
vrednosti parametara hrapavosti u odnosu na ostale medijume, osim za kontrolne uzorke
gde je zabeleZena statisticki znacajna razlika.

Prosecne vrednosti parametara hrapavosti se nisu zna¢ajno razlikovale izmedu pelikula
stvorenih u HP (proteini i joni) i VP (samo joni), ali su pokazali zna¢ajnu razliku od
parametara hrapavosti kontrolnih uzoraka, pri ¢emu je prosecna vrednost Rq parametra
za HP bila znacajno veca u odnosu na pelikulu stvorenu u HP/DV.

Moguce je ocekivati da pelikula koja sadrZi samo pljuvacne proteine pruza bolju zastitu
gledi u in vitro uslovima, u odnosu na pelikulu stvorenu prirodnom pljuvackom,
vestackom pljuvackom i prirodnom pljuvackom dijalizovanom pomocéu vestacke
pljuvacke, Sto se moZe objasniti jacim vezivanjem proteina koji vezuju kalcijum i fosfat

za povrSinu gledi u sluc¢ajevima kada u pljuvacki nedostaju slobodni joni.
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e Ovakav nalaz, koji nije kompatibilan sa in vivo situacijom (s obzirom da se razlikuje od
prirodnog medijuma), sugeriSe da je neophodno ustanoviti tacan sastav pelikule (ne
samo proteina, ve¢ i jona) koji bi mogao da pruzi najbolju zastitu od erozije.

e Rezultati ove studije mogu doprineti razradi nekih preventivnih mera u pokusaju
usporavanja erozivnih izazova in vivo i usmeravanju buducih istrazivanja ka koris¢enju
imerzionog rastvora u kome zubna gled, pri in vitro izlaganju erozivnim supstancama,

moze imati najefikasniju zastitu.
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Ms3jaBa 1.

N3JABA O AYTOPCTBY

M3jaBrbyjeM na je AOKTOpCKa AucepTauuja, noa HaAcnN0BOM

YTULUAIJ BE3AJIKOXOJIHUX N AJTIKOXOJTHUX MUKRA HA XYMAHY TNNIEB U
YNIOIA AEHTAJIHE NENMUKVYNE VY 3AWUTUTU NMEBUN O4 EPO3WUIE: IN VITRO

CTYAUIA

Koja je oabparbeHa Ha MeanUMHCKOM aKynTeTy YHuBep3uTeTa y Huwy:

e pe3ynTaT COMCTBEHOI UCTPaXuBayKor paaa;

e [a OBY AMCepTauunjy, HW y UEeNnHU, HUTU Yy AesI0OBUMaA, HUCaM Mpujas/bmBao/na Ha
Apyrum dakyntetuma, HUTU YHUBEpP3UTeTMMa;

e [a HMCaM noBpeauo/na aytopcka npasa, HWUTU 310ynoTpebuo/na uHTenekTyasnHy
CBOjUHY Apyrux nuua.

Jo3BosbaBaM Aa ce objaBe MOjU IMYHKM Mojauu, KOju Cy y BE3W ca ayTOpCTBOM U
AobujarbeM akafeMCKOr 3Baka AOKTOpa HaykKa, Kao WTOo CYy UMe 1 npe3nMe, roanHa u MecTto
pohewa wn patym opbpaHe paga, M TO Yy Kartanory bubnuoTteke, [AurntanHom
peno3nTopunjymy YHuBep3uTeTa y Huwy, kao n y nybnmkauumjama YHuBepauTteta y Huuwy.

Y Huuwy,

lMoTnuc ayTopa auceprauunje:

(Ume, cpenrbe COBO M Npe3nme)



N3jaBa 2.

MU3JABA O UICTOBETHOCTWU ENIEKTPOHCKOI' U LULTAMIMNAHOTI OBJIMKA
AOKTOPCKE ANCEPTALMIE

Hacnos anceptaunje: YTULIAJ BESAJIKOXOJTHUX U AJTIKOXOJTHUX MATKA HA
XYMAHY NME® U YJIOTA OEHTANTHE NEJTIUKYNE Y 3AWUTUTU TNEBU o4
EPO3WMIE: IN VITRO CTYAUIA

M3jaB/byjeM pa je enekTpoHCKM O06/IMK MOje AOKTOpCKe guceprtaumje, Kojy cam

npegao/na 3a yHowewe y [AuWrntanHu penosvtopmjym YHuBep3uTeta y Huuwy,
NCTOBETAH WTaMnaHoM 06numKy.

Y Huuwy,

lMoTnuc ayTopa auceprauunje:

(Mme, cpenre cNOBO U Npe3nMe)



M3jaBa 3:

N3JABA O KOPULLREWDY

Osnawhyjem YHuBep3uTeTtcky 6bubnuoteky ,Hukona Tecna“ gpa y OurmtanHu
peno3nTopujyMm YHuBepaunTeTa y Huwy yHece Mojy AOKTOPCKY AucepTauujy, nog HacloBOM:

YTULUAJ BE3AJIKOXOJIHUX N ATIKOXOJTHUX NMUKRA HA XYMAHY ITNIEB U
YJIOrA AEHTAJIHE NENMUKYNE Y 3AWLTUTU TMEBU O4 EPO3VUNIE: IN VITRO
CTYAUIA

OvcepTaumjy ca CBMM npunosvMa npenao/na caM y €eeKTPOHCKOM 06unKy,
NOroAHOM 3a TpajHO apxXMBupame.

Mojy AOKTOpPCKY AucepTauujy, yHeTy y AurntanHu peno3ntopujym YHuBepsuTeTa y
Huwy, Mory KopuctuTh CBU Koju nowTyjy oapenbe cagpxkaHe y ogabpaHoM Tuny nAnueHue
KpeaTtuBHe 3ajegHuue (Creative Commons), 3a KOjy caMm ce oany4uo/na.

1. Aytopcteo (CC BY)

2. AytopcTtBo — HekoMmepuujanHo (CC BY-NC)

3. AyTOopCTBO — HekoMepuujanHo — 6e3 npepaage (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMepuUujanHo — agenutu nog nctmm ycnosmma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo - 6e3 npepage (CC BY-ND)

6. AyTOpCTBO — AenuTu nog uctum ycnosmma (CC BY-SA)?

Y Huuwy,

MoTnuc ayTopa aucepTtaumnje:

(Ume, cpegrbe cnoBO M Npe3nMe)

L AyTop ancepraumje o6aBesaH je na usabepe u 03HauM (3A0KPYXKM) CAMO jeaHy Of LWeCT NoHyHeHUX
JIMLEHUM; OMUC NIMLEHUM AAT je y HacTaBKy TeKcTa.



