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Streszczenie
W ostatnich latach obserwuje się istotny wzrost liczby badań nad erozjami zębów. Skutki oddziaływania kwasów 
na zmineralizowane tkanki zębów oceniano rozmaitymi metodami. Niejednokrotnie na podstawie tych badań oce-
niano skuteczność różnych związków przeciwerozyjnych i formułowano kliniczne zalecenia dotyczące profilaktyki 
erozji zębów. Celem artykułu jest krytyczny przegląd metod służących do jakościowej i ilościowej oceny zmian ero-
zyjnych. Obok tradycyjnych, omówiono także nowe i rzadziej stosowane techniki. Szczególny nacisk położono na 
ograniczenia i przydatność każdej z nich w odniesieniu do stadium zmiany, rodzaju tkanki (szkliwo, zębina), charak-
teru dostarczanych danych (jakościowe, ilościowe), wymogu preparatyki próbek, możliwości wielokrotnych pomiarów, 
a także rodzaju eksperymentu (in vitro, in situ, in vivo). Zebrane w artykule informacje mogą ułatwić zaplanowanie przy-
szłych doświadczeń nad erozją zębów oraz pozwolić na uzyskanie wiarygodnych wyników. 
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Abstract
In recent years, an increasing number of research into dental erosion is observed. A variety of methodological ap-
proaches have been used to determine the effects of acids on dental mineralized tissues. Based on these studies, the 
effectiveness of different antierosive agents are often evaluated and clinical recommendations for prevention are for-
mulated. The aim of the article is to critically review the methods that are used to quantitatively and qualitatively assess 
erosive lesions. Along with traditional, several novel and less frequently used approaches are also discussed. Particular 
emphasis was placed on limitations and applicability of each method with regard to stage of the lesion, type of the 
tissue (enamel, dentin), type of the data to be obtained (quantitative, qualitative), specimen preparation requirements, 
possibility for repeated measurements, character of the experiment (in vitro, in situ, in vivo). The information gathered 
in this review could aid to design a research into dental erosion as well as to reach a reliable results. 
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Wstęp
Erozja zębów to proces chemicznego rozpusz-
czania ich zmineralizowanych tkanek przez kwasy 
niebędące produktem metabolizmu bakterii płyt-
ki nazębnej. Z jednej strony, obok atrycji i abrazji, 
jest to naturalne zjawisko zużywania się zębów [1], 
z drugiej strony erozja zaliczana jest do niepróch-
nicowych procesów destrukcyjnych [2]. Erozja pro-
wadzi do rozmiękczenia i zwiększonej podatności 
powierzchni zęba na działanie sił mechanicznych 
w postaci abrazji lub atrycji, czego rezultatem 
jest tzw. erozyjne starcie szkliwa (ang. erosive 
tooth wear). Główną przyczyną erozji są kwasy 
obecne w produktach spożywczych, szczególnie 
w kwaśnych napojach. Stale wzrastające ich spo-
życie na przestrzeni ostatnich 25 lat spowodowało 
istotny wzrost częstości występowania i nasilenia 
erozyjnej utraty tkanek zębów [3].

Zarówno próchnica, jak i erozja są rezultatem 
oddziaływania kwasów na tkanki zęba, jednak 
mechanizm powstania i morfologia obu zmian 
się różnią. Charakterystyczną cechą początkowej 
zmiany próchnicowej jest demineralizacja pod ok. 
30-μm warstwą względnie niezmienionego szkli-
wa. Erozja prowadzi początkowo do deminerali-
zacji, a następnie stopniowej utraty tkanki zęba, 
warstwa po warstwie. Przebieg erozji szkliwa i zę-
biny nie jest jednakowy z powodu różnej zawar-
tości substancji nieorganicznej w obu tkankach. 
W tworzeniu się zmiany erozyjnej można wyodręb-
nić następujące stadia (Rycina 1):
– stadium I: demineralizacja wierzchniej warstwy 

tkanki prowadząca do zmniejszenia twardości 
tkanki (rozmiękczenia) i zwiększenia chropo-
watości powierzchni, bez obniżenia poziomu 
powierzchni;
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– stadium Ia: zmiany nieprzekraczające 1 μm 
zewnętrznej warstwy (zmiany na poziomie 
nanostrukturalnym);

– stadium Ib: zmiany obejmujące od 1 do 5 
μm zewnętrznej warstwy bez jej utraty pro-
wadzące do zmniejszenia twardości (roz-
miękczenie) i zwiększenia chropowatości 
powierzchni; tkanka staje się podatna na 
działanie czynników fizycznych (abrazja, 
atrycja); w zębinie rozpuszczanie zacho-
dzi pierwotnie na granicy zębiny około- 
i wewnątrzkanalikowej, czego konsekwen-
cją jest poszerzenie światła kanalików; 

– stadium II: mikroskopowa utrata poziomu 
tkanki; w zębinie utrata substancji nieorganicz-
nej powoduje odsłonięcie matrycy organicznej, 
głównie włókien kolagenowych;

– stadium III: makroskopowo (klinicznie) wi-
doczny ubytek (objętości) tkanki zęba.
Najbardziej obiektywną ocenę ogniska erozyj-

nego umożliwiają metody laboratoryjne. Najczę-
ściej bada się je w stadium I i II. Ocena wzrokowa 
(kliniczna), możliwa tylko w przypadku zmian bar-
dziej zaawansowanych (stadium III), jest w dużej 
mierze subiektywna i mało precyzyjna, co ogra-
nicza jej zastosowanie w badaniach porównaw-
czych. Rozległość, głębokość i umiejscowienie 
ubytków erozyjnych w stadium III są brane pod 
uwagę we wskaźnikach epidemiologicznych erozji, 
m.in.: Tooth Wear Index (TWI wg Smitha i Knighta), 
wskaźnikach Ecclesa, Lussiego, Larsena i wsp. 
czy Basic Erosive Wear Examination (BEWE). Do-

kładność oceny można zwiększyć dzięki zastoso-
waniu komputerowej analizy zdjęć cyfrowych [4].

Cel
Celem niniejszego artykułu jest przegląd labora-
toryjnych technik badania zmian erozyjnych w sta-
diach I lub II. Świadomie pominięto szczegółowy 
opis zasady działania poszczególnych urządzeń, 
skupiając się bezpośrednio na aspektach metro-
logicznych, ograniczeniach i przydatności każdej 
z metod.

Część ogólna
W większości technik pomiarowych lub obrazo-
wych wymagane lub zalecane jest wcześniejsze 
przygotowanie próbek usuniętych zębów w celu 
zwiększenia dokładności i standaryzacji pomia-
rów. Preparatyka zasadniczo nie odbiega od 
wstępnych czynności stosowanych przy przygoto-
wywaniu zgładów do badań materiałograficznych, 
mianowicie: wycinania, zatapiania (inkludowania) 
w żywicy, szlifowania i polerowania. Powierzchnia 
gotowej próbki powinna być płaska i gładka. Na-
leży zauważyć, że erozja takich próbek zachodzi 
zwykle szybciej niż w rzeczywistości, ponieważ 
utracona wierzchnia warstwa zawiera na ogół 
mniej węglanów, a znacznie więcej fluoru [5].

Podstawową ilościową metodą badania I sta-
dium erozji jest pomiar mikrotwardości powierzch-
ni (SMH, surface microhardness). W celu ilościo-
wego określenia stopnia porowatości zmiany 
stosowana była również metoda wsiąkalności jod-

Rycina 1. Etapy tworzenia się zmiany erozyjnej w szkliwie i zębinie (pominięto stadium III)

Figure 1. Stages of the formation of erosive lesion in enamel and dentine (stage III omitted) 
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ku potasu (IPT, iodide permeability test). Dokładną 
ocenę jakościową zmiany w I stadium można prze-
prowadzić w mikroskopie sił atomowych (AFM, 
atomic force microscopy) lub w skaningowym 
mikroskopie elektronowym (SEM, scanning elec-
tron microscopy). W badaniach obrazowych sto-
pień demineralizacji określa się niekiedy na pod-
stawie odpowiednio zaprojektowanych skal. AFM 
i SEM umożliwiają obrazowanie najwcześniejszych 
oznak demineralizacji (stadium Ia), a pomiary na-
notwardości – pierwsze zmiany właściwości me-
chanicznych. Techniki określane dalej jako analiza 
chemiczna nie polegają na bezpośrednim badaniu 
próbki zęba, lecz produktów rozpuszczenia hydrok-
syapatytu [Ca10(PO4)6(OH)2] w kwaśnym roztworze, 
tj. stężenia jonów Ca2+, PO4

3- lub jonów OH-.
Utratę tkanki zęba (stadium II/III) mierzy się 

najczęściej w stosunku do fragmentu powierzchni 

zasłoniętej przed działaniem kwaśnego roztworu. 
Pomiaru dokonuje się profilometrycznie lub w ska-
ningowym laserowym mikroskopie konfokalnym 
(CLSM, confocal laser scanning microscopy). 
Mikroradiografia jest często stosowana w ocenie 
profilu mineralnego i utraty mineralnej początko-
wych zmian próchnicowych, w badaniu zmian ero-
zyjnych ma jednak ograniczone zastosowanie.

Ponieważ w postawaniu zmian erozyjnych 
istotny wpływ mają również czynniki biologiczne 
(obecność śliny, błonki nabytej) oraz behawioralne 
(sposób przyjmowania produktu erozyjnego), po-
żądana byłaby precyzyjna metoda pomiaru zmian 
erozyjnych w stadium I/II bezpośrednio w jamie 
ustnej (in vivo). Przeważnie jednak pomiary prze-
prowadza się w warunkach laboratoryjnych (in vi-
tro), gdyż dokładność pomiaru jest największa dla 
przygotowanych próbek. Uważa się, że bardziej 

Tabela 1. Porównanie metod badania zmian erozyjnych zębów

Table 1. A Comparison of methods for assessment of dental erosion

Metoda Pomiary zmian 
w stadium Charakter pomiaru

Przydatność w za-
leżności od rodzaju 

tkanki

Preparatyka 
próbek

Możliwość wielokrot-
nych pomiarów/longitu-
dinalnych (niedestruk-

cyjność pomiaru)

Przydatność 
w badaniach

Pomiary mikrotwar-
dości Ib ilościowy szkliwo ***

zębina * wymagana tak in vitro 
in situ

Pomiary nanotwar-
dości Ia ilościowy szkliwo***

zębina***
niewymagana 

(zalecana) tak in vitro
in situ

Test wsiąkalności 
jodku potasu Ib ilościowy szkliwo**

zębina x niewymagana
tak (po dokładnym wy-
płukaniu próbki z jodku 

potasu)
in vitro

Profi lometria

II, III
ilościowy 

(pomiar utraty 
powierzchni)

szkliwo***
zębina**

profi lometria 
kontaktowa:
- zalecana

profi lometria 
laserowa:
- zalecana

tak (metoda „split-plot”)
nie (pomiary zębiny 
po użyciu czynników 

proteolitycznych)

in vitro 
in situ

metoda replik
Ia, Ib

jakościowy/półilo-
ściowy 

(ocena geometrii 
powierzchni)

Skaningowa 
mikroskopia 
elektronowa:
- tradycyjna (SEM)
- środowiskowa 
  (ESEM)

Ia, Ib jakościowy
szkliwo***/***
zębina**/***
SEM/ESEM

niewymagana 
(ESEM)

zalecana (SEM, 
analiza składu 

pierwiastkowego)

nie (SEM)
tak (ESEM)

in vitro 
in situ

metoda replik

Skaningowa lase-
rowa mikroskopia 
konfokalna

I, II

jakościowy
ilościowy: 

stadium I – geometria 
powierzchni

stadium II – utrata 
tkanki

szkliwo***
zębina*** zalecana tak

in vitro 
in situ

metoda replik

Mikroskopia sił 
atomowych

Ia, Ib
II (rzadko)

ilościowy, jako-
ściowy

szkliwo ***
zębina*** niewymagana tak in vitro 

in situ

Mikroradiografi a Ib (częściej)
II (rzadziej) ilościowy szkliwo***

zębina** wymagana tak (LMR)
nie (TMR)

in vitro 
in situ

Metody chemiczne I ilościowy szkliwo***
zębina** wymagana

tak (możliwość oceny ero-
zji w czasie rzeczywistym 
lub w krótkich odstępach 

czasu)

in vitro

Asteryski określają stopień przydatności: * niski, ** umiarkowany, ***wysoki; symbol x oznacza brak przydatności 
(asteriscs denote applicability level: * low, ** medium, ***high; x denotes inapplicability)
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odpowiednie są eksperymenty in situ, tzn. badania 
przygotowanych próbek zębów, przeniesionych 
następnie do jamy ustnej na określony czas, po 
upływie którego są oceniane w laboratorium. Do 
mocowania próbek w jamie ustnej stosuje się naj-
częściej szyny nazębne, indywidualne płytki pod-
niebienne lub pierścienie ortodontyczne. Metody ex 
vivo, tj. badanie zmian powstałych na naturalnych 
zębach, usuniętych następnie w celu oceny labo-
ratoryjnej nie są powszechnie stosowane z uwagi 
na łatwość uszkodzenia badanego obszaru w cza-
sie ekstrakcji zęba. Szczególnym rodzajem badań 
ex vivo jest metoda replik, polegająca na ocenie 
zmian erozyjnych utworzonych pierwotnie w jamie 
ustnej (in vivo), które są następnie odwzorowywa-
ne za pomocą masy wyciskowej i przenoszone do 
laboratorium, gdzie są oceniane (in vitro) na mo-
delach względem powierzchni zęba, na której był 
naklejony kwasoodporny znacznik referencyjny.

Część szczegółowa

Pomiary mikrotwardości
W badaniach zmian erozyjnych w stadium I sto-
suje się pomiary mikrotwardości powierzchni 
(SMH, surface microhardness). Technika po-
miarów mikrotwardości przekroju poprzecznego 
zmiany (CMSH, cross-sectional microhardness) 
ma większe zastosowanie w ocenie początko-
wych zmian próchnicowych, które cechują się 
demineralizacją podpowierzchniową. Badanie 
mikrotwardości polega na pomiarze wielkości od-
cisku wykonanego najczęściej z użyciem diamen-
towego wgłębnika Vickersa lub Knoopa. Wgłęb-
nik Vickersa penetruje na 1/7 długości odcisku, 
natomiast wgłębnik Knoopa na 1/30,5 szerokości 
odcisku. Zaletą wgłębnika Knoopa jest zatem 
tworzenie dłuższych odcisków (zwiększających 
precyzję odczytu) przy mniejszej penetracji [6]. 
Na przykład, by uzyskać odcisk o długości 35 
μm wierzchołek wgłębnika Vickersa musi dojść 
na głębokość ok. 5 μm, wgłębnik Knoopa zaś – 
na tylko 1,15 μm [7]. Obciążenie powinno być tak 
dobrane, by penetrator nie przebił się i nie oparł 
o warstwę nierozmiękczoną. Do badania zmian 
erozyjnych najczęściej stosuje się mniejsze ob-
ciążenia niż przy ocenie początkowych zmian 
próchnicowych, mieszczące się w zakresie od 25 
g do 100 g (0,245 – 0,98 N). Warto pamiętać, że 
na pomiar może wpływać warstwa innego mate-
riału na powierzchni próbki (pomiar nie odzwier-
ciedla wówczas twardości badanego materiału) 
[6]. Pomiarów nie można wykonywać w tym sa-
mym punkcie, lecz w bezpiecznej odległości od 
siebie. Błędy pomiarowe mogą powstać przy 
mierzeniu bardzo małych odcisków (pomiary ma-
teriału o dużej twardości w małym powiększeniu), 
a także wgłębień w tkance o bardzo małej twar-
dości (odciski mają zatarte granice i są trudne do 
zmierzenia). Zaleca się wcześniejsze przygoto-

wanie próbek, gdyż wgłębienia na wygładzonych 
i wypolerowanych próbkach są wyraźniejsze. Po-
nadto powierzchnia próbki musi być ustawiona 
prostopadle do długiej osi penetratora. Skonstru-
owano wprawdzie urządzenie do badania mikro-
twardości szkliwa in vivo [8], ale jego dokładność 
i wiarygodność nie zostały zweryfikowane i są 
kwestionowane ze względu na istnienie natural-
nych krzywizn powierzchni zębów.

SMH ma ograniczone zastosowanie w badaniu 
zmian erozyjnych zębiny. Pomiar twardości utrud-
nia gąbczasta sieć włókien kolagenowych, która 
pozostała na powierzchni po rozpuszczeniu części 
nieorganicznej (sposoby jej usunięcia znajdują się 
przy opisie metody profilometrii). Drugą trudno-
ścią jest naturalna sprężystość zębiny i jej skurcz 
wynikający z wysuszenia części organicznej [6]. 
Wymiary dużych odcisków mogą się zmniejszyć 
nawet o 30% w ciągu 24 godz. [9]. Konieczne są 
więc pomiary z kontrolą wilgotności lub po upływie 
ściśle określonego czasu (dokładność drugiego 
sposobu nie jest sprawdzona). Należy zauważyć, 
że pomiary mikrotwardości dają możliwość oceny 
jedynie odkształcenia plastycznego, nie zaś sprę-
żystego.

Pomiary szkliwa wykonywane są najczęściej 
na próbkach suchych. Wymiary odcinków w szkli-
wie, zarówno zdrowym, jak i zdemineralizowanym, 
nie zmieniają się w czasie [9]. Metodę wykonywa-
nia odcisków wykorzystano również w badaniach 
nad abrazyjną utratą szkliwa [10, 11, 12], w któ-
rych utratę tkanki mierzono na podstawie wizual-
nej bądź ilościowej oceny szybkości zmniejszania 
się wcześniej wykonanych wgłębień tej samej lub 
różnej wielkości. Należy zauważyć, że metoda 
powyższa nie może być stosowana w badaniach 
efektu erozyjno-abrazyjnego, ponieważ czynnik 
erozyjny oddziałuje także na odciski: pogłębia je 
i zniekształca kontury [7]. Badanie mikrotwardości 
nie nadaje się do pomiaru erozyjnej utraty szkliwa 
(zmian w stadium II/III). 

Pomiary nanotwardości
Pomiary nanotwardości umożliwiają badanie naj-
wcześniejszego stadium zmiany erozyjnej (Ia). Po-
miary dokonywane są najczęściej w mikroskopie 
sił atomowych z zastosowaniem wgłębnika Ber-
kowicza pod bardzo małymi obciążeniami (0,25 
μN – 50 mN) [13, 14], pozwalającymi na badanie 
tylko wierzchniej warstwy materiału na głęboko-
ści mniejszej od 1 μm (zwykle rzędu 100–200 nm) 
[15]. Przy pomiarach nanotwardości siła i prze-
mieszczenie wgłębnika są rejestrowane w sposób 
ciągły. W ten sposób można badać zarówno od-
kształcenie plastyczne, jak i sprężyste (na pod-
stawie krzywej obciążenie-przemieszczenie) wraz 
z czasem relaksacji, modułem Younga, krzywą 
pełzania, a także wytrzymałość na kruche pękanie 
[5, 6]. Pośrednio można oszacować gęstość mine-
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ralną szkliwa wyrażoną jako zawartość pryzmatów 
HAP w jednostce objętości [16].

Ocena parametrów odkształcenia sprężystego 
jest istotna w badaniach zębiny. Pomiary związane 
są jednak z trudnościami opisanymi już przy po-
miarach mikrotwardości, w szczególności dotyczy 
to pomiarów wysuszonych próbek, które nie od-
zwierciedlają rzeczywistego stanu fizjologicznego 
[17]. Utrata wody powoduje bowiem wysuszenie 
włókien kolagenowych i utratę naturalnych wła-
ściwości lepkosprężystych tkanki [18]. Ponadto 
konieczna jest kontrola miejsca pomiarowego. Zę-
bina nie jest materiałem homogennym: poszcze-
gólne rodzaje zębiny różnią się stopniem minera-
lizacji i właściwościami biomechanicznymi (zębina 
okołokanalikowa jest najsilniej zmineralizowana, 
wewnątrzkanalikowa – najsłabiej) [13, 19]. Zale-
cane jest wygładzenie i polerowanie próbek, jed-
nak ze względu na bardzo mały wymiar końcówki 
wgłębnika (ok. 2 μm) nie jest to konieczne [7].

Profilometria
Profilometria jest jedną z najczęściej używanych 
technik pomiaru zmian w stadium II i III. Pomia-
ry profilometryczne można wykonać za pomocą 
dwóch rodzajów profilometrów: stykowych lub bez-
stykowych (laserowych). Mierzoną wielkością jest 
pionowa utrata tkanki względem nieeksponowa-
nej powierzchni referencyjnej. W celu stworzenia 
powierzchni odniesienia część próbki jest zwykle 
zasłaniana taśmą klejącą lub pokrywana lakierem 
kwasoodpornym. Podzielenie powierzchni próbki 
na kilka pól, zaklejenie ich odrębnymi fragmen-
tami taśmy, a następnie odklejanie ich umożliwia 
wielokrotne pomiary tej samej próbki po różnych 
czasach ekspozycji (metoda split-plot) [20]. Inny 
sposób polega na stworzeniu profilu wyjściowe-
go i nałożeniu go w programie komputerowym 
na profil zmierzony po ekspozycji (konieczne jest 
jednak bardzo dokładne pozycjonowanie prób-
ki) [7]. W metodzie replik znaczniki referencyjne 
mogą być naklejane na zębach w jamie ustnej [21, 
22]. Zalecana jest preparatyka próbek, ponieważ 
naturalna krzywizna i nierówności powierzchni 
zaburzają dokładny pomiar. Przygotowanie pró-
bek nie jest konieczne, jeśli celem jest pomiar du-
żych odchyleń profilu (> 50 μm) [23]. Profilometria 
zmian erozyjnych I stadium (Ia, Ib) ma charakter 
jakościowy lub półilościowy i jest rzadziej stoso-
wana. Oceniana jest w nich struktura geometrycz-
na powierzchni. Wykorzystywane są w tym celu 
parametry chropowatości i falistości, najczęściej 
Ra i Rq (odpowiednio: średnia arytmetyczna i geo-
metryczna odchylenia profilu nierówności od linii 
średniej). Trzeba jednak zwrócić uwagę, że pomiar 
jedynie parametru Ra nie daje wyczerpującej infor-
macji o geometrii powierzchni, gdyż dwie próbki 
o takich samych wartościach Ra mogą mieć iden-
tyczną średnią wartość odchyłek, ale w odwrot-
nych kierunkach (zamiana dolin w szczyty profilu) 

[24]. Ocena innych parametrów, w szczególności 
parametrów nośności oraz krzywej nośności Ab-
botta-Firestone’a pozwala uzyskać więcej informa-
cji o powierzchni próbki [25]. Sugeruje się, że na 
podstawie dodatkowych parametrów można prze-
widzieć podatność powierzchni na erozję [24].

Pomiar profilometryczny demineralizacji zębi-
ny zaburza sieć włókien kolagenowych. Zaleca 
się usunięcie jej za pomocą roztworu kolagenazy, 
gdyż niespecyficzne czynniki proteolityczne mogą 
nie usunąć całkowicie warstwy włókien kolageno-
wych (pepsyna, trypsyna) albo dodatkowo rozpu-
ścić część warstwy zdemineralizowanej (NaClO) 
[6, 26]. Rekomenduje się użycie profilometru sty-
kowego, gdyż jest mniej czuły na pozostałości or-
ganiczne [27].

Profilometrami stykowymi można badać zarów-
no duże, jak i niewielkie powierzchnie. Mapowanie 
całej powierzchni dużej próbki jest jednak czaso-
chłonne i rzadziej stosowane. Do małych próbek 
(1 mm2) stosuje się głowice pomiarowe o mniejszej 
średnicy. Dokładność pomiaru profilometrem sty-
kowym zależy od:
1) wielkości, rodzaju (metalowy, diamentowy) 

i kształtu ostrza głowicy pomiarowej (stoso-
wano ostrza o średnicy od 1,5 μm do 20 μm; 
duża średnica uniemożliwia dotarcie ostrza do 
wszystkich wgłębień profilu) [28];

2) szybkości przesuwu (1–10 mm/min);
3) kierunku przesuwu (od powierzchni niżej poło-

żonej na wyższą albo odwrotnie), w tym prosto-
padłości przesuwu względem linii granicznej 
między dwoma poziomami;

4) siły nacisku ostrza pomiarowego do próbki 
(0,05–100 mg); duża siła nacisku prowadzi do 
wdzierania się ostrza w rozmiękczoną tkankę, 
w związku z czym pomiary mogą być zawyżo-
ne [6, 7];

5) stosowania ślizgacza;
6) warunków otoczenia (wibracje, zakłócenia elek-

tryczne) [7].
Profilometry optyczne z wykorzystaniem 

światła laserowego mają większą rozdzielczość 
pomiarową [28]. Wykorzystując zasadę inferfero-
metrii pozwalają na stworzenie mapy przestrzen-
nej powierzchni, a tym samym – na pomiar nie 
tylko pionowej utraty tkanki, ale również pola lub 
objętości ubytku [29]. Dolna granica oznaczalno-
ści różnicy wysokości poziomów powierzchni jest 
szacowana na ok. 0,3–0,4 μm [7]. Dużą zaletą 
jest bezkontaktowy pomiar podatnej na abrazję 
tkanki. Stosunkowo często przy badaniu próbek 
nieprzygotowanych lub zanieczyszczonych wystę-
pują artefakty typu overshoot (pojedyncze strome 
szczyty) spowodowane z reguły ostrymi uskokami 
powierzchni [7].

Profilometria jest również często wykorzy-
stywana w pomiarach replik zmian erozyjnych. 
Oprócz źródeł błędów pomiarowych wymienio-
nych wyżej dołączają się tu również przyczyny 
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związane z procedurą wykonania repliki, przede 
wszystkim zmiana wymiaru, rodzaj i ilość wypeł-
niacza w masie wyciskowej (przeszacowanie od-
chyleń profilu), a także jakość i barwa materiału, 
z którego jest wykonana replika (próbki przezier-
ne, ciemne i silnie załamujące światło zaburzają 
odczyt profilometrem laserowym) [30]. Do tworze-
nia replik z reguły stosowane są żywice epoksy-
dowe. W różnych modyfikacjach profilometrycznej 
metody replik dolna granica oznaczalności utraty 
szkliwa jest szacowana na 15–20 μm [6, 22, 31]. 
Technika ta jest zatem przydatna tylko do badania 
zaawansowanych zmian (stadium II/III).

Skaningowa mikroskopia elektronowa
Skaningowa mikroskopia elektronowa służy do ja-
kościowej, trójwymiarowej oceny topografii zmian 
erozyjnych stadium Ia, Ib w bardzo wysokiej roz-
dzielczości. Możliwe jest również obrazowanie 
wnętrzna zmiany na przełomach próbek, a także 
obserwacja wytrącających się produktów rozpusz-
czania szkliwa lub zębiny [32]. Precypitaty te prze-
ważnie jednak zasłaniają powierzchnię właściwej 
tkanki. W celu eliminacji tych precypitatów propo-
nowano stopniową neutralizację roztworu erozyj-
nego przed wyjęciem z niego próbki [33]. Sposób 
ten ogranicza wszakże precyzyjną kontrolę czasu 
ekspozycji erozyjnej i zmienia jej warunki [6]. Pre-
paratyka próbek do badania obrazowego nie jest 
wymagana. Jednakże wysoka próżnia w badaniu 
SEM powoduje wysuszenie próbek i powstanie ar-
tefaktów, na co szczególnie wrażliwa jest zębina 
i erozyjnie zmieniona powierzchnia szkliwa. Za-
lecane jest zatem napylanie próbek (złoto, grafit) 
albo zamrożenie próbki (ciekły azot, izopentan). 
Napylenie pozwala na obniżenie napięcia przy-
spieszającego (wysokie napięcie powoduje znisz-
czenie ocenianego miejsca próbki). Problematycz-
ne jest obrazowanie zębiny z powodu wysuszenia 
matrycy organicznej i jej skurczu [7]. Skurczowi 
zębiny w pewnym stopniu może zapobiec wcze-
śniejsza liofilizacja próbki lub suszenie w punkcie 
krytycznym [34].

Największym ułatwieniem w obrazowaniu zę-
biny, a także szkliwa, gdy nie ma możliwości jego 
napylenia, jest środowiskowy skaningowy mikro-
skop elektronowy (ESEM, environmental scanning 
electron microscope), który umożliwia badanie 
próbek w wilgotnym środowisku, w niskiej próż-
ni [6, 7]. Obrazy zębiny w ESEM wydają się niż-
szej rozdzielczości niż w SEM, co wynika raczej 
z obecności substancji organicznej i innych wła-
sności materiału badanego niż z samej zasady 
działania urządzeń [35]. Z drugiej strony ESEM 
umożliwia wielokrotne pomiary tej samej próbki. 
SEM używano także do pomiaru demineralizacji, 
niemniej ze względu na nieregularną powierzchnię 
przełomu (konieczność jej dokładnego polerowa-
nia) i możliwość błędu pomiarowego wynikającego 
z nachylenia powierzchni [6], SEM rzadko był sto-

sowany w charakterze metody ilościowej. Z kolei 
demineralizację zębiny można również ocenić na 
podstawie stopnia otwarcia kanalików zębinowych 
[36]. SEM wyposażony w spektroskopowy system 
analizy promieniowania rentgenowskiego pozwa-
la na mikroanalizę składu i rozkładu pierwiastków 
(m.in. węgla, fosforu i wapnia) w kilkumikrometro-
wej przypowierzchniowej warstwie próbki [7] lub 
jej przełomu, jednakże nierówności powierzchni 
zaburzają pomiary [6]. Granica wykrywalności 
w systemie energo-dyspersyjnym (EDS, energy di-
spersive spectroscopy) wynosi ok. 0,08 wt%, na-
tomiast w systemie falowo-dyspersyjnym (WDS, 
wavelength-dispersive spectroscopy) – ok. 0,01 
wt% [37].

Skaningowa laserowa mikroskopia konfo-
kalna
Skaningowa laserowa mikroskopia konfokalna 
umożliwia jakościową ocenę geometrii powierzch-
ni zmian w stadium I oraz ilościowy pomiar utraty 
tkanki w przypadku zmian II/III [38]. Odwzorowa-
nie powierzchni może być dwu- lub trójwymiarowe 
w wysokiej rozdzielczości (< 300 nm w osiach x i y 
oraz < 20 nm w osi z) [6]. W zależności od rodzaju 
mikroskopu górny limit obrazowania w osi z wy-
nosi od 4 do 50 μm (duża różnica poziomów może 
nie zostać dokładnie uwidoczniona) [24]. Pomiary 
utraty mineralnej są teoretycznie możliwe na pod-
stawie zmiany rozpraszania i załamania światła, 
jednak w badaniu zmian erozyjnych były tylko raz 
stosowane [39]. W celu lepszej wizualizacji zmia-
ny demineralizacyjne są wybarwiane barwnikami 
fluorescencyjnymi (np. rodaminą B, fluoresceiną, 
błękitem metylenowym).

Mikroskopia sił atomowych
Mikrokopia sił atomowych (AFM – atomic force 
microscopy) jest szczególnie przydatna w ocenie 
jakościowej i ilościowej zmian w stadium Ia lub Ib 
(pomiar grubości warstwy zdemineralizowanej, 
stopnia utraty mineralnej w jej obrębie); rzadziej na-
tomiast jest stosowana w ocenie zmian w stadium 
II (pomiar utraty tkanki) [40]. Umożliwia obrazowa-
nie materiałów przewodzących i nieprzewodzą-
cych w bardzo wysokiej rozdzielczości. Preparacja 
próbek nie jest wymagana, mogą być badane na 
sucho bądź wilgotno. Stosowane są trzy tryby po-
miarowe: 1) kontaktowy (CM-AFM, contact mode 
AFM), 2) bezkontaktowy (NCM-AFM, non-con-
tact mode AFM) oraz 3) tryb kontaktu przerywa-
nego (TM-AFM, tapping mode AFM). Największe 
zastosowanie w badaniu zmian erozyjnych mają 
NCM-AFM i TM-AFM [16], gdyż sonda pomiarowa 
w tych trybach w najmniejszym stopniu ma kontakt 
z rozmiękczoną powierzchnią próbki (ponadto pra-
ca w trybie kontaktowym stwarza ryzyko uszko-
dzenia sondy). Możliwość pracy w wilgotnym 
środowisku ułatwia obrazowanie próbek zębiny 
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[6, 41]. AFM z komorą do obrazowania w cieczy 
(LC-AFM, liquid cell AFM) pozwala na obserwację 
demineralizacji w czasie rzeczywistym [42]. Z po-
wodu wysokiej rozdzielczości wadą metody jest 
niewielki obszar skanowania (zwykle 50 μm x 50 
μm), co utrudnia wybór miejsc reprezentatywnych 
do obrazowania i pomiaru (czasochłonne jest ba-
danie dużej powierzchni próbki) [6, 16].

Mikroradiografia
Mikroradiografię wykorzystuje się do jakościowej 
i ilościowej oceny zmian w stadium Ib (pomiar 
grubości warstwy zdemineralizowanej, stopnia 
utraty mineralnej) lub II (pomiar utraty tkanki). 
Pomiary dokonywane są na podstawie osła-
bienia promieniowania rentgenowskiego, które 
może być skierowane prostopadle do powierzch-
ni zmiany (LMR, longitudinal microradiography) 
bądź prostopadle do jej przekroju poprzeczne-
go (TMR, transversal microradiography) [43]. 
Ponieważ promieniowanie to jest monochro-
matyczne i niskoenergetyczne, konieczne jest 
przygotowanie próbek w formie cienkich płytek 
(grubość próbek szkliwa do TMR: 50–200 μm, 
do LMR: 400–4000 μm; grubość próbek zębiny 
do TMR: ok. 200 μm, do LMR: ok. 800 μm) [6, 
7, 44, 45]. Całkowita grubość próbki zęba może 
być oceniona z użyciem wysokoenergetycznego 
polichromatycznego promieniowania X (metoda 
obecnie rzadziej stosowana) [46]. Przygotowa-
nie powierzchni próbek (polerowanie) nie jest 
konieczne; przy badaniu zębiny nie jest wyma-
gane usunięcie warstwy organicznej [6]. Roz-
dzielczość obrazów mikroradiograficznych jest 
mniejsza niż w innych technikach obrazowania 
zmian erozyjnych. Niezbędne jest uwzględnienie 
współczynnika pochłaniania promieniowania lub 
określenie gęstości optycznej (stopnia szarości 
obrazu) względem stopnia pochłaniania z uży-
ciem wzorca (aluminiowy klin schodkowy) [47]. 
Pomiary są czasochłonne: czas ekspozycji pró-
bek na promieniowanie rentgenowskie wynosi od 
10 do 65 min [6, 7, 48].

W TMR pomiar utraty mineralnej jest wiarygod-
ny tylko w niższych warstwach. Przypowierzch-
niowy obszar próbki (5–10 μm) jest niewyraźny, 
ponieważ promienie wychodząc ze źródła nie 
przebiegają równolegle i na krawędzi próbki pada-
ją pod mniejszym kątem [7]. Z tego powodu TMR 
jest rzadziej używany do oceny zmian erozyjnych, 
a częściej do badania początkowych zmian próch-
nicowych, w których nad ogniskiem demineraliza-
cji jest zachowana pozornie nienaruszona warstwa 
tkanki grubości 20–50 μm [47]. TMR umożliwia 
ocenę:
1) profilu mineralnego (stopień mineralizacji 

w funkcji głębokości zmiany);
2) całkowitej utraty mineralnej (ΔZ);
3) głębokości zmiany (ld, lesion depth) – zwykle 

do punktu, w którym zawartość mineralna osią-

ga 95% zawartości mineralnej zdrowej tkanki 
[7, 43].
Porównanie powyższych parametrów jest moż-

liwe po zakryciu fragmentu szkliwa przed ekspo-
zycją erozyjną oraz wykonaniu przekroju tak, by 
obejmował zdrową i zdemineralizowaną część 
tkanki [45, 49, 50]. Pomiar utraty tkanki jest do-
kładny tylko dla zmian większych niż 20 μm [7]. 
Wiarygodność pomiarów longitudinalnych w TMR 
jest niska z uwagi na: wymóg bardzo cienkich, 
delikatnych próbek, konieczność pomiaru refe-
rencyjnego profilu mineralnego; eksponowanie 
erozyjne przekroju poprzecznego próbki (a nie jej 
powierzchni, jak to jest w rzeczywistości) [7, 51]; 
trudności w repozycjonowaniu próbek w stałej 
odległości od tubusa. Zaletą TMR w porównaniu 
z LMR jest większa czułość na zmianę stopnia 
mineralizacji [6]. LMR nie pozwala ocenić profilu 
mineralnego, lecz tylko status mineralny na po-
wierzchni; umożliwia jednak wielokrotne pomiary 
tej samej próbki [7]. Dokładność pomiarów me-
todą LMR jest większa dla cieńszych próbek [6]. 
Granice oznaczalności dla szkliwa wynosi ok. 20 
μm, zębiny – ok. 50 μm [27, 44, 52].

Metody chemiczne
Polegają na pomiarze stężeń produktów rozpusz-
czania hydroksyapatytu (HAP) w roztworze erozyj-
nym: Ca10(PO4)6(OH)2 � 10Ca2+ + 6PO4

3- + 2OH-.
Do oznaczania jonów Ca2+ wykorzystuje się: 

atomową spektrometrię absorpcyjną (AAS, ato-
mic absorption spectrophotometry), spektrofoto-
metryczne metody kolorymetryczne (najczęściej 
z odczynnikiem Arsenazo III) oraz elektrodę jono-
selektywną (Ca-ISE, calcium ion selective electro-
de). Należy pamiętać, że pomiar mogą zaburzać: 
kwasy o właściwościach kompleksujących wapń 
(np. powszechnie używany kwas cytrynowy) [7]; 
jony fosforanowe (w analizie AAS interferujący 
wpływ jonów PO4

3- tłumi dodatek chlorku lantanu 
lub strontu); Ca-ISE działa dokładnie tylko w prze-
dziale pH 3,0–10,0 [6]; na pomiary w metodach 
kolorymetrycznych mogą wpływać także inne 
składniki roztworu oraz jego pH. O ile w metodach 
Ca-ISE i AAS potrzeba co najmniej 100 μm roz-
tworu, o tyle w metodzie z odczynnikiem Arsena-
zo wystarczy 10 μL. Spośród powyższych metod 
najniższą granicę oznaczalności ma AAS, niesie to 
jednak zarazem trudności przy oznaczaniu wyso-
kich stężeń jonów [7]. 

Powszechnie używanymi metodami oznaczeń 
jonów fosforanowych są metody kolorymetryczne 
z molibdenianem amonu [53] oraz z zielenią ma-
lachitową (czułość tej ostatniej jest 10 razy więk-
sza) [54].

Ilość jonów OH- oznacza się w sposób po-
średni metodą pH-stat, polegającą na pomiarze 
objętości dodanego kwasu jednowodorowego 
(jonów H+) potrzebnego do utrzymania stałej war-
tości pH kwaśnego roztworu (OH– + H+ � H2O). Po-
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miarów dokonuje się z użyciem automatycznego 
titratora [16].

We wszystkich metodach chemicznych nie-
zbędna jest standaryzacja pola eksponowanego 
(trudności w badaniach in vivo), a także składu 
roztworu erozyjnego (obecność innych składni-
ków zakłócających pomiar); najczęściej stosowany 
jest czysty roztwór kwasu cytrynowego. Ponadto 
w badaniach in vivo (dotychczas przeprowadzono 
tylko jedno – [55]) roztwór erozyjny nie może mieć 
kontaktu ze śliną. Pełna preparatyka próbek nie 
jest wymagana, a jedynie ich dokładne oczysz-
czenie. Ewentualne zanieczyszczenia (warstwa 
mazista) na powierzchni próbek zawyżają pomiary 
[7]. W celu standaryzacji materiału rozpuszcza-
nego stosowano również krążki z syntetycznego, 
czystego HAP [56]. Podkreśla się, że granice wy-
krywalności lub oznaczalności podawane przez 
producentów zestawów analitycznych mogą nie 
być adekwatne do tkanek zęba [7, 54, 57]. 

Zaletą metod chemicznych jest możliwość śle-
dzenia na bieżąco lub w krótkich odstępach czasu 
rozpuszczania próbki (przydatność w badaniu ki-
netyki i termodynamiki reakcji).

Metody chemiczne mają charakter ilościowy. 
Nie dają informacji o morfologii powierzchni. Umoż-
liwiają za to oszacowanie utraty mineralnej [44]:

(ułamek masowy Ca w HAP ≈ 0,399; ułamek ma-
sowy P w HAP ≈ 0,185). 

Na podstawie ilości utraconych jonów, moż-
na pośrednio oszacować przybliżoną głębokość 
zmiany według poniższego przelicznika [44]:

wymagana, gdy jednak w próbce jest obecny frag-
ment zębiny, należy pokryć go lakierem. Kolejne 
pomiary tej samej próbki są możliwe tylko po do-
kładnym jej wypłukaniu z jodku potasu. 

Metody badania pierwiastków śladowych
Na wykrywanie pierwiastków śladowych i ich izo-
topów w zmianach demineralizacyjnych pozwalają 
m.in. spektroskopia mas jonów wtórnych (SIMS, 
secondary ion mass spectroscopy), spektrosko-
pia rentgenowska wzbudzona cząsteczkami nała-
dowanymi (PIXE, particle-induced X-ray spectro-
scopy) czy elektronowa mikroskopia transmisyjna 
(TEM, transmission electron microscopy) wypo-
sażona w system wykrywania promieniowania X 
(analytical-TEM). Granica wykrywalności dla me-
tody PIXE wynosi ok. 0,02–1 ppm (tylko pierwiast-
ki o masie atomowej większej niż glin), dla SIMS 
może wynosić nawet 0,001–0,1 ppm (wszystkie 
pierwiastki) [7, 16]. SIMS nie umożliwia jednak do-
kładnych oznaczeń stężeń jonowych (metoda półi-
lościowa) ani wielokrotnych pomiarów; gromadzą-
cy się na powierzchni ładunek utrudnia pomiary 
[16]. TEM stosowano głównie w badaniach wpływu 
erozji na ślinową błonkę nabytą oraz zmian erozyj-
nych zębiny na poziomie ultrastrukturalnym.

Inne metody
Ilościowy pomiar fluorescencji wzbudzonej świa-
tłem (QLF, quantitative light-induced fluorescence) 
pozwala na szybką i nieinwazyjną ocenę demine-
ralizacji. Preparatyka próbek nie jest konieczna. 

Przy dokładnym ich repozycjonowaniu możliwe są 
wielokrotne pomiary. Otrzymywane obrazy są jed-
nak niskiej rozdzielczości [61]. 

Dzięki interferometrii światła białego (WLI, whi-
te light interferometry) oraz optycznej tomografii 
koherencyjej (OCT, optical coherence tomogra-
phy), opierającej się na zasadzie interferencji fal 
elektromagnetycznych z zakresu podczerwieni, 
można zobrazować podpowierzchniową warstwę 
szkliwa lub zmierzyć grubość tkanki oraz stopień 
utraty mineralnej na podstawie analizy odbicia 
i absorbancji światła. OCT nie umożliwia jednak 
wglądu w geometrię powierzchni próbki. Podob-
nie jak tradycyjna mikroskopia polaryzacyjna, OCT 
i WLI wydają jest bardziej przydatne w badaniu 
zmian próchnicowych szkliwa, choć pozwalają na 

(gęstość HAP ≈ 3,15 g/cm3; gęstość szkliwa ≈ 
2,89–3,12 g/cm3; gęstość zębiny ≈ 2,35 g/cm3). 

Metoda wsiąkalności jodku potasu
Metoda ta polega na zanurzeniu badanej próbki na 
określony czas (kilka minut) w roztworze jodku po-
tasu, który wnika w obszar zdemineralizowany, na-
stępnie wypłukaniu próbki, przesączeniu roztworu 
przez sączek membranowy i oznaczeniu ilości 
jodku odzyskanego z próbki [58]. Technika ta nie 
nadaje się do badania zębiny z powodu naturalnej 
porowatości. Dane uzyskane z badania informują 
jedynie o łącznej objętości porów w szkliwie, nie 
zaś o morfologii zmiany [59, 60]. Zaliczana jest do 
technik ilościowych. Preparatyka próbek nie jest 
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rozróżnienie częściowo i całkowicie zdeminera-
lizowanej erozyjnie zębiny. Wymagane są jednak 
próbki transparentne o niewielkim współczynniku 
załamania światła [24]. 

Podobne zalety do powyższych metod (szyb-
kość i niedestrukcyjność) mają pomiary metodą ul-
tradźwiękową. Znalazła ona jednak zastosowanie 
tylko do oceny grubości szkliwa (odległości połą-
czenia szkliwno-zębinowego od powierzchni), przy 
czym do precyzyjnych pomiarów grubość szkliwa 
powinna wynosić ponad 0,33 mm [62, 63].

Podsumowanie
Coraz lepsze rozumienie złożoności procesu ero-
zji, w szczególności zębiny, powoduje ciągłe udo-
skonalanie i modyfikację wielu tradycyjnych spo-
sobów oceny zmian demineralizacyjnych, a także 
wprowadzanie nowych technik badawczych. 
Wciąż najdokładniejsze są metody laboratoryjne. 
Chociaż niektóre z nich wydają się mieć potencjal-
ne zastosowanie również w warunkach in vivo, to 
jednak nie zostały jeszcze poddane pełnej walida-
cji w odniesieniu do zmian erozyjnych (QLF, OCT, 
WLI). Zestawienie metod tradycyjnych zamiesz-
czono w tabeli 1. Pomijając technikę replik, która 
jest pośrednią metodą badania zaawansowanych 
ognisk erozyjnych utworzonych w jamie ustnej, 
nie istnieje obecnie dokładna metoda pomiarowa 
zmian w stadium I/II bezpośrednio w jamie ustnej, 
w warunkach in vivo. 
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