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Abstract
Introduction. The presence of ‘Streptococcus
mutans’ is considered to be the main cause of carious
lesions. Ozone has, among others, antibacterial and
remineralisation potential. Pyruvic acid, produced
by cariogenic bacteria, is degraded by ozone to
carbon dioxide and acetate or other organic acids
of high pKa. Nuclear Magnetic Resonance (NMR)
can determine the character and degree of oxidation
of organic substances placed in the magnetic field.
1t is becoming more widely available as a diagnostic
technique, and is used in the chemical analysis of
various body fluids such as urine, serum, plasma,
cerebrospinal fluid, bile, seminal fluid, saliva, sweat,
tears and amniotic fluid. Aim of the study. To identify
metabolites characteristic of saliva, to determine
the connection between changes of its chemical
composition and applied ozone therapy, and to assess
the effectiveness of the said therapy in the treatment
of dental caries. Material and methods. The saliva
of patients undergoing ozone therapy (twenty-four
children aged 6-8) was examined by NMR. Before the
procedure, the state of the deciduous and permanent
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Streszczenie
Wprowadzenie. Obecnos¢ bakterii  Streptococcus
mutansuznawanajestzagtowngprzyczynepowstawania
ubytkow prochnicowych. Ozon posiada m.in. wiasc)
iwosci  przeciwbakteryjne iremineralizujgce. Kwas
pirogronowy produkowany przez bakterie kariogenne
jest rozkladany pod wplywem ozonu do dwutlenku
wegla i octanu Ilub innych kwasow organicznych
o wysokim pKa. W celu okreslenia charakteru i
stopnia utleniania substancji organicznych stosuje sie
magnetyczny rezonans jgdrowy (NMR), ktory technikq
uniwersalng, umozliwia badanie umieszczonych
w polu magnetycznym probek cieklych, stalych i
gazowych. Obrazowanie metodqg NMR jest coraz
powszechniej dostepng technikq diagnostyczng i
znajduje zastosowanie w chemicznej analizie takze
wielu plynow ustrojowych, w tym sliny. Cel pracy.
Celem podjetych badan bylo okreslenie metabolitow
charakterystycznych dla sliny i powigzania zmian jej
sktadu chemicznego z zastosowanq terapiq ozonem
oraz ocena efektywnosci ozonoterapii w leczeniu
prochnicy. Material i metoda. Badania laboratoryjne
produktow metabolizmu bakterii w slinie

HASEA INDEKSOWE:
préchnica, lina, ozonoterapia, magnetyczny rezonans jgdrowy
(NMR)
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teeth was assessed, as well as oral hygiene. After
ozone treatment and topical fluoridation, the resting
mixed saliva was collected from patients at four time
points. The saliva samples were then evaluated for the
presence of glucose, pyruvate, acetate, and formate
using NMR. The results were statistically analyzed.
Results. The conducted studies showed a decrease
in the signal intensity of glucose and pyruvate in
saliva after the application of ozone. The average
concentration of glucose was 0.311 mM before the
treatment, 0.172 mM after the ozone treatment, 0.113
after 15 minutes and 0.105 mM after 30 minutes. The
average concentration of pyruvate was 0.113 mM
before surgery, 0.082 mM immediately afterwards,
0.066 mM after 15 minutes, and 0.054 mM after 30.
In the case of acetate and formate, the results were not
identical with measurements under in vitro conditions.
Conclusions. NMR spectroscopy provides an insight
into the nature and extent of oxidation of chemical
compounds contained in saliva after the application
of ozone in the prophylactic treatment within the oral
cavity.

Introduction

Despite significant progress in preventive
dentistry, tooth decay remains one of the most
common diseases, causing irreversible changes
within the masticatory system. The presence of
Streptococcus mutans is considered to be the main
cause of cavities, and the majority of preventive
treatments are carried out with intent to eliminate
bacteria or to inhibit their virulence, by neutralizing
acids produced as a result of the fermentation of
S.mutans carbohydrates.!

Ozone has aroused great interest in recent years
due its wide spectrum of antibacterial effects and
the fact that approximately 99% of Streptococcus
mutans and Streptococcus sobrinus* can be
eliminated by its application lasting as short as
10 seconds. The construction of bacterial cells
makes them exceptionally susceptible to ozone.
The negative electric charge on the bacteria
attracts bipolar gas molecules with a positive
electric charge. The cell membrane of bacteria
suffers from absence of cholesterol which protects
it from the oxidative properties of ozone. Atomic
oxygen formed from the breakdown of ozone

przeprowadzono u 24 dzieci w wieku 6-8 lat. Przed
zabiegiem okreslano stan zg¢bow mlecznych i stalych
oraz higieny jamy ustnej. Po przeprowadzeniuzabiegow
ozonoterapii, a nastepnie fluoryzacji kontaktowej
pobierano od pacjentow spoczynkowq sling mieszang
w czterech punktach czasowych. Nastgpnie probki
sliny oceniano pod kqgtem obecnosci glukozy,
pirogronianu, octanu i mrowczanu z wykorzystaniem
NMR. Wyniki badan poddano analizie statystycznej.
Wyniki. W prowadzonych badaniach uzyskano
zmniejszenie intensywnosci sygnatu glukozy oraz
pirogronianu w Slinie po zastosowaniu ozonu. Srednie
stezenie glukozy przed zabiegiem wynosito 0,311
mM, zaraz po ozonoterapii 0,172 mM i nastepnie
po 15 i 30 minutach odpowiednio: 0,113 i 0,105 mM.
Wyjsciowosredniestezeniepirogronianuwynosito 0,113
mM, bezposrednio po zabiegu 0,082 mM i nastgpnie
spadlo do 0,066 mM i 0,054 mM. W przypadku octanu
i mrowczanu wyniki nie byly tozsame z pomiarami
w warunkach in vitro. Podsumowanie. Zastosowanie
spektroskopii NMR pozwala okresli¢ rodzaj i zakres
utleniania zwigzkow chemicznych zawartych w slinie
po zastosowaniu ozonu w zabiegach profilaktycznych
w_jamie ustnej.

Wstep

Pomimo znacznych postepéw w stomatologii
prewencyjnej, prochnica nadal pozostaje jedng
z najczestszych chorob wystepujacych u ludzi, po-
wodujac nieodwracalne zmiany w zakresie narza-
du zucia. Obecno$¢ bakterii Streptococcus mutans
uznawana jest za glowng przyczyng powstawa-
nia ubytkéw prochnicowych, a celem wigkszosci
zabiegoéw profilaktycznych obecnie stosowanych
jest eliminacja bakterii lub zahamowanie ich zja-
dliwosci, poprzez neutralizacje kwasow wytwa-
rzanych przez S.mutans w procesie fermentacji
weglowodanow. !

Ze wzgledu na wilasciwosci zainteresowanie
ozonem w ostatnich latach wzrosto. Gaz ten po-
siada szerokie spektrum przeciwbakteryjne i juz
10-sekundowa aplikacja powoduje 99% elimina-
cje bakterii Streptococcus mutans 1 Streptococcus
sobrinus.>2 Budowa komorek bakteryjnych spra-
wia, ze s3 one wrazliwe na dzialanie ozonu.
Ujemny tadunek elektryczny bakterii przycigga
bipolarng czasteczke gazu z dodatnim tadunkiem
elektrycznym. Btona komorkowa bakterii nie po-
siada cholesterolu chroniacego przed utleniaja-
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reacts with unsaturated fatty acids, phospholipids
and proteins, leading to the almost immediate
destruction of microorganisms.3:*

In addition, isolated studies have shown that
ozone has remineralizing properties. Pyruvic acid
produced by cariogenic bacteria significantly
contributes to lowering the pH in the oral cavity.
It has been proven that under the influence of
ozone, pyruvic acid is decomposed to carbon
dioxide and acetate or other organic acids with
high pKa values, leading to impairment or even
destruction of the ecological niche required for
the development of cariogenic bacteria. Ozone
oxidizes the organic matter which has been changed
by dental caries, enabling faster incorporation of
calcium, phosphate and fluoride into the structure
of the enamel >

Nuclear Magnetic Resonance (NMR) can
be used to determine the nature and degree of
oxidation of organic substances.” It has previously
been used to determine the structures of chemical
compounds and biomolecules, and has recently
become increasingly popular in metabolomic
studies. Metabolomics is the branch of science
involved in the exploration of changes in
metabolic profile and in identifying markers that
appear at the onset of disease in the cells, tissues,
and body fluids that arise as a result of various
chemical reactions. NMR, a universal technique
of examining liquid, solid and gas samples placed
in a magnetic field, is becoming more and more
commonly available as a diagnostic technique.®?
Proton Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy
enables the concentration of any given substance
in the test area to be evaluated, and for metabolite
levels to be measured. In addition, NMR is used in
the chemical analysis of body fluids such as urine,
serum, plasma, cerebrospinal fluid, bile, seminal
fluid, sweat, tears, amniotic fluid, and saliva.l0-13

The aim of the study

The aim of the study was to perform a
quantitative and qualitative in vivo evaluation
by Nuclear Magnetic Resonance (NMR) of the
oxidative effect of ozone on organic compounds
present in human saliva favouring the development
of dental caries.

cymi wilasciwosciami ozonu. Tlen atomowy, po-
wstaly z rozpadu ozonu, reaguje z nienasyconymi
kwasami thuszczowymi, fosfolipidami i biatkami,
prowadzac prawie do natychmiastowej destrukcji
mikroorganizmow.3#

Poza tym, nieliczne badania dowodza, ze ozon
posiada wtasciwos$ci remineralizujace. Kwas piro-
gronowy produkowany przez bakterie kariogenne
znaczaco przyczynia si¢ do obnizenia pH w jamie
ustnej. Wykazano, ze pod wptywem ozonu kwas
ten rozktadany jest do dwutlenku wegla i octanu
lub innych kwaséw organicznych o wysokim pKa.
W ten sposob niszczona jest kwasna nisza ekolo-
giczna niezbedna do rozwoju bakterii prochnico-
tworczych. Ozon, utleniajac substancje organiczne
zmiany prochnicowej, umozliwia szybsze wbudo-
wanie jonow wapniowych, fosforanowych oraz
fluorkowych w strukture szkliwa.>-

W celu okreslenia charakteru i stopnia utlenia-
nia substancji organicznych stosuje si¢ magne-
tyczny rezonans jadrowy (ang. Nuclear Magnetic
Resonance, NMR).” Spektroskopia magnetyczne-
go rezonansu jagdrowego stosowana dotad gtownie
do okreslania struktury zwigzkow chemicznych
oraz bioczasteczek znajduje ostatnio coraz szer-
sze zastosowanie w badaniach metabolomicznych.
Metabolomika jest naukg zajmujacg si¢ poszuki-
waniem zmian w profilu metabolicznym i okre-
$leniem markerow pojawiajacych si¢ w momen-
cie zapoczatkowania choroby w komorkach, tkan-
kach oraz ptynach ustrojowych, ktére powstaja
w wyniku réznych reakcji chemicznych. NMR
jest technika uniwersalna, umozliwiajaca bada-
nie umieszczonych w polu magnetycznym probek
ciektych, statych i gazowych. Obrazowanie me-
toda magnetycznego rezonansu jadrowego (ang.
Magnetic Resonance Imaging, MRI) jest coraz
powszechniej dostgpng technika diagnostycz-
na.%? Protonowa spektroskopia magnetycznego
rezonansu jadrowego umozliwia badanie poziomu
metabolitu i1 okreslenie stezenia danej substan-
cji w badanym obszarze. Ponadto technika NMR
znajduje zastosowanie w chemicznej analizie pty-
néw ustrojowych, takich jak: mocz, surowica, oso-
cze, ptyn mézgowo-rdzeniowy, zot¢, ptyn nasien-
ny, pot, 1zy, ptyn owodniowy, a takze $lina.!0-13
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Materials and methods
Characteristics of the study group

Laboratory tests were performed on the saliva
of patients undergoing ozone therapy (24 children
aged 6-8 years) who reported to the Department of
Developmental Age Dentistry, Medical University
of Lodz in 2013-2014. In all the children, before
ozonation of the first permanent molars, the
state of the deciduous and permanent teeth was
determined and the state of oral hygiene evaluated
using the OHI by Greene and Vermillion. The
DMF and DMFT indices were calculated for each
child.

The DIAGNOdent pen 2190 (KaVo, Poland)
laser device was used to evaluate the condition of
the teeth, together with a standard visual-tactile
scale. Before examination, the subjects underwent
tooth cleaning with a brush on a slow handpiece.
After thorough drying, advancement and severity
of caries were assessed with tip A, designed for
testing occlusal surfaces. The evaluation was made
by observing the occlusal surfaces of teeth without
fillings and without the presence of a fissure
sealant. The tip of the device was brought towards
the tooth so that the beam was perpendicular to
its long axis. The highest value indicated by the
device was noted on the patient’s card.

To interpret the results, the Hibst and Paulus
scale was used, covering four ranges of values:

(0-13) —no need to carry out preventive actions,

(14-20) — the need to perform intensified
preventive treatments by the patient at home,

(21-29) — the need to implement professional
preventive treatments or minimal dentistry
intervention depending on the risk factors for
development of dental caries.

(> 30) — dental intervention required, as well as
professional preventive treatments. !4

Clinical evaluation of the teeth was performed
using dental mirrors and a blunt probe. Fissures
were categorized as carious ifa lesion characteristic
of'the destruction of hard dental tooth structure was
discovered. Fissures were evaluated according to
the DIAGNOdent scale with one modification:
in the case when a DIAGNOdent value over 30
was found but visible changes were assessed as
initial or arrested caries (chalk-white or brown

Cel pracy

Celem pracy byta ilosciowa i jako$ciowa ocena
w warunkach in vivo utleniajacego wpltywu ozonu
na obecne w $linie ludzkiej zwigzki organiczne
predysponujace do rozwoju prochnicy z zastoso-
waniem techniki magnetycznego rezonansu jadro-
wego (NMR).

Material i metoda
Charakterystyka grupy badanej

Badania laboratoryjne $liny pacjentow podda-
wanych zabiegowi ozonoterapii przeprowadzono
w grupie 24 dzieci w wieku 6-8 lat zglaszajacych
si¢ do Zaktadu Stomatologii Wieku Rozwojowego
Uniwersytetu Medycznego w L.odzi w latach 2013-
2014. Przed przystapieniem do ozonowania pierw-
szych stalych zgbow trzonowych u wszystkich
dzieci wykonano badania wstepne, gdzie okre$la-
no stan zgbow mlecznych i statych oraz stan hi-
gieny jamy ustnej za pomocg wskaznika OHI wg
Greene’a 1 Vermilliona. Dla kazdego dziecka ob-
liczono wskaznik puw, puwp, PUW oraz PUWp.

Do oceny stanu zebow wykorzystano urzadze-
nie laserowe DIAGNOdent pen 2190 firmy KaVo
oraz standardowa skalg¢ wizualno-dotykowa po
uprzednim oczyszczeniu zebdw szczoteczka pro-
filaktyczng na mikrosilnik. Po dokladnym osu-
szeniu oceniano zaawansowanie ogniska proch-
nicowego za pomocg koncowki A, przeznaczone;j
do badania powierzchni zujacych. Oceny doko-
nywano na powierzchniach okluzyjnych zgbow
bez wypetnien oraz bez obecnosci laku szczeli-
nowego. Koncowke urzadzenia zblizano do zgba
w taki sposob, aby wigzka promieniowania byta
prostopadta do dtugiej osi zeba. W karcie pacjenta
odnotowano najwyzsza warto$§¢ wskazang przez
urzadzenie.

Do interpretacji wynikow postuzono si¢ skalg
Hibsta i Paulusa, obejmujaca 4 przedziaty war-
tosci:

(0-13) — brak koniecznosci przeprowadzania
zabiegoéw profilaktycznych,

(14-20) — potrzeba wykonywania zintensyfiko-
wanych zabiegdw profilaktycznych przez pacjenta
w domu,

(21-29) — koniecznos¢ wdrozenia profesjonal-
nych zabiegéw profilaktycznych lub minimalne;j
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stain, without interrupting the continuity of
enamel) during clinical examination, the tooth was
determined as only requiring observation during
the following check-up, after 3, 6 and 12 months
or, in special cases, more frequently.

Children and their caregivers were given
individual oral hygiene instructions, both during
every check-up and directly before ozone therapy.
The parents were familiarized with the plan of
the study, and were given written information
regarding therapy and the importance of oral
cavity hygiene, proper diet and prevention and
treatment methods. Lastly, they were asked to
complete a questionnaire. The results of the tests
were noted in the clinical study tab of own design.

Sampling and their preparation for testing

Resting mixed saliva was obtained from 24
children (12 girls and 12 boys) between 9:00
AM and 11:00 AM. In the period preceding the
collection of saliva, patient’s behavior did not
differ from previous hygiene and dietary habits.
The saliva was collected into polypropylene tubes
at four points in time: the first marked P (taken
before surgery), the second marked as N (taken
immediately after surgery), the third marked
as 15 (taken 15 minutes after surgery), and the
fourth as 30 (taken 30 minutes after surgery). The
samples were transported in ice, on the same day,
to the Nuclear Magnetic Resonance Laboratory
of the Institute of Organic Chemistry, Technical
University of Lodz.

The OzonyTron (Mymed) was utilized for
ozone treatment using an open system with a CA-
caries tip and an attached ground electrode. Ozone
was applied locally, and the time and intensity of
treatment was determined individually for each
patient by the surgeon based on an inductive table
developed and provided by the manufacturer.
Ozone emission on the surface lasted roughly
30 to 120 seconds for each tooth. The average
concentration of ozone was administered,
followed by local application of Fluor Protector
paint (Ivoclar Vivadent Poland).

Measurement of 'H NMR spectra
All TH NMR spectra were collected with

interwencji stomatologicznej w zaleznosci od
czynnikow ryzyka rozwoju prochnicy,

(>30) — wymagana interwencja stomatologicz-
na jak rowniez wykonanie profesjonalnych zabie-
gow profilaktycznych.!4

Klinicznej oceny stanu zgbow dokonywano
przy uzyciu lusterka stomatologicznego i tepego
zglebnika. Bruzdy uznawano za objgte proce-
sem prochnicowym, gdy wykryto zmiang cha-
rakteryzujaca si¢ destrukcja tkanek twardych
zgba. Do obowiazujacej oceny bruzd wg ska-
li DIAGNOdentu wprowadzono pewnag mody-
fikacje wilasna. W przypadku, gdy za pomoca
DIAGNOdentu odnotowano warto$¢ powyzej 30
jednostek, jednak w badaniu klinicznym zmiang
kwalifikowano do prochnicy poczatkowej lub
zatrzymanej (kredowo-biata Iub brunatna plama
bez przerwania ciaggtos$ci szkliwa), wowczas zab
oznaczano jako wymagajacy jedynie obserwacji
na kolejnej wizycie kontrolnej, przeprowadzanej
po 3, 61 12 miesigcach, a w wybranych przypad-
kach czescie;j.

Wsrod dzieci i ich opiekunow przeprowadzono
takze, przed zabiegiem ozonoterapii oraz podczas
kazdej wizyty kontrolnej, indywidualny instruktaz
higieny jamy ustnej. Rodzicéw zapoznano z pla-
nem badan, wyjasniono oraz przekazano pisemna
informacj¢ na temat przeprowadzanego zabiegu,
ZWrocono uwage na istotnos¢ przestrzegania hi-
gieny jamy ustnej i wlasciwej diety, u§wiadamia-
no o znaczeniu podjetych dziatan profilaktyczno-
-leczniczych oraz poproszono o uzupetnienie an-
kiety. Wyniki badan odnotowano w karcie badania
klinicznego wilasnego projektu.

Pobieranie probek i ich przygotowanie do
badania

Mieszang $ling spoczynkowg uzyskano od 24
dzieci (12 dziewczynek i 12 chlopcow) pomie-
dzy godzing 9.00 a 11.00. W okresie poprzedza-
jacym zbieranie §liny zachowanie pacjenta nie
roznito si¢ od dotychczasowych nawykow higie-
niczno-zywieniowych. Sling pobierano do poli-
propylenowych proboéwek w czterech punktach
czasowych: pierwszy oznaczony jako P — probka
pobrana przed zabiegiem, drugi oznaczony jako
N — probka pobrana bezposrednio po zabiegu,
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the use of a 700 MHz Bruker Avance II Plus
spectrometer equipped with a 5 mm Z-gradient
broadband decoupling inverse probe. The standard
proton spectra with water presaturation (zgpr pulse
program, Bruker) were acquired over a spectral
width of 0-10 ppm at 25°C. The relaxation delay
enabling a return to the equilibrium state d1 was
3 seconds. There were 256 scans, collecting 64 K
data points in acquisition time AQ = 2.3 s with the
total experiment time for each sample was 23 min.
3-(trimethylsilyl)-2,2’,3,3’-tetradeuteropropionic
acid sodium salt (TSP) was used for calibration
of chemical shifts and determining concentrations
of glucose, pyruvate, acetate, and formate.!d
Samples were prepared by mixing 0.5 ml saliva
(after centrifugation) with 0.1 ml deuterium oxide
with TSP- .

Statistical Analysis

The results were subjected to statistical analysis.
The method used was statistical inference based on
12 ANOVA test of Friedman ranks.

Results
Figure 1 shows the 'H NMR spectrum recor-

trzeci oznaczony jako 15 — probka pobrana 15
min po zabiegu oraz czwarty 30 — probka po-
brana 30 min po zabiegu. Probki byty transpor-
towane w lodzie tego samego dnia do Pracowni
Magnetycznego Rezonansu Jadrowego Instytutu
Chemii Organicznej Politechniki Lodzkiej.

Do zabiegu ozonoterapii wykorzystano urza-
dzenie OzonyTron firmy Mymed, emitujace ozon
W systemie otwartym za pomocg koncowki CA-
caries z dolaczong elektroda uziemiajaca. Ozon
byta aplikowany miejscowo, a czas oraz intensyw-
no$¢ zabiegu ustalat lekarz indywidualnie w pro-
cesie leczenia dla kazdego pacjenta na podstawie
tabeli indukcyjnej opracowanej przez producen-
ta. Emisja ozonu trwata od 30 do 120 sekund na
powierzchnie zeba, stosujac $rednig koncentracje
0zonu, a nastepnie stosowano miejscowa aplikacje
preparatu fluorkowego Fluor Protector.

Pomiary NMR

Widma '"H NMR zostaty zarejestrowane za po-
mocg spektrometru NMR Bruker Avance II Plus
700 MHz wyposazonego w szerokopasmowa son-
de gradientowg typu ,,inverse” z gradientem w osi
Z. Standardowe widma protonowe z presaturacja

SACHAROZA

GLUKOZA

PIROGRONIAN

BURSITYNIAN
GLICYNA \

OCTAN

PROPIONIAN

PROPIONIAN

MLECZAN

ETANOL
MASLAN

W .

T T T T T T T
a0 3.5 3.0 2.6 2.0 15 1.0 ppm

MROWCZAN

HISTYDYNA

FENYLOALANINA

9.0 85 8.0 7.5 7.0 6.5 ppm

Fig. 1. TH NMR spectrum for saliva sample immediately after ozone treatment (700MHz).
Widmo 'H NMR zarejestrowane dla prbki sliny bezposrednio po ozonowaniu (700 MHz).
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Table 1. Assessment of statistical significance between pairs of glucose samples taken at various time points

Comparison of pairs of mean glucose values

Value of Z stafistics according to Wilcoxon

from four time points regarding ranks of differences for the pairs P
Glucose P & Glucose N 24 2442857 0.014572
Glucose P & Glucose 15 24 42 0.000027
Glucose P & Glucose 30 24 3.914286 0.000091
Glucose N & Glucose 15 24 2.114286 0.034492
Glucose N & Glucose 30 24 2.114286 0.034492
Glucose 15 & Glucose 30 20 0.485325 0.627446
Table 2. Assessment of statistical significances between pairs of pyruvate samples taken at various fime points
Comparison of pairs of average pyruvate values Value of 7 statistics according to Wilcoxon
from four time points regarding ranks of differences for the pairs P
Pyruvate P & Pyruvate N 24 0.457143 0.647569
Pyruvate P & Pyruvate 15 24 2.6 0.009323
Pyruvate P & Pyruvate 30 24 3.8 0.000145
Pyruvate N & Pyruvate 15 24 3 0.0027
Pyruvate N & Pyruvate 30 24 3.428571 0.000607
Pyruvate 15 & Pyruvate 30 24 2.014286 0.04398
Table 3. Assessment of statistical significances between pairs of acetate samples taken at various time points
Comparison of pairs of average acefate values Value of 7 statistics according to Wilcoxon
from four time points regarding ranks of differences for the pairs P
Acetate P & Acetate N 24 3 0.0027
Acetate P & Acefate 15 24 2.771429 0.005581
Acetate P & Acetate 30 24 3.257143 0.001126
Acetate N & Acefate 15 24 1.828571 0.067465
Acetate N & Acetate 30 24 1.971429 0.048676
Acetate 15 & Acefate 30 24 1.8 0.071862

ded for a saliva sample immediately after ozone
administration (700 MHz). The changes in signal
intensity of various compounds (glucose, pyruva-
te, acetate, and formate) in human saliva before
and after ozone treatment, measured with NMR

wody 'H NMR (sekwencja zgpr, Bruker) zostaly
wykonane w zakresie spektralnym od 0-10 ppm
w temperaturze 25°C. Czas opoznienia relaksa-
cyjnego umozliwiajacy powrot obserwowanego
uktadu spinow do stanu podstawowego d1 wyno-
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Fig. 2. Average concentration of glucose measured with NMR at four
time points after ozone freatment (vertical axis — average glucose
amount, horizontal axis — time scale)

Srednie stezenie glukozy badane metody NMR w czterech punkfach czaso-
wych od zabiegu ozonoterapii.

Fig. 3. Average concentration of pyruvate measured with NMR at four
time points after ozone treatment (vertical axis — average pyruvate
amount, horizontal axis — time scale)

Srednie stezenie pirogronianu badane metody NMR w czferech punktach
czasowych od zabiegu ozonoterapi
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Fig. 4. Average concentration of acetate measured with NMR af four
time points after ozone treatment (vertical axis — average acetate amo-
unt, horizontal axis — time scale)

Stednie stezenie octany badane metodg NMR w czterech punktach czaso-
wych od zabiegu ozonoterapii.

spectroscopy, are illustrated by figures 2, 3, 4 and
5. A comparison of the metabolites detected in sa-
liva at various time points after ozone application
is presented in Tables 1, 2 and 3.

The mean concentration of glucose in saliva
was 0.311 mM prior to treatment, 0.172 mM
immediately after treatment, 0.113 mM after 15
minutes and 0.105 mM after 30 minutes (Fig. 2).
The significance of the differences between the
mean values of the four treatment groups (P, N, 15
and 30) was evaluated using the ANOVA test with

Fig. 5. Average concentration of formate measured with NMR at four
time points after ozone treatment (vertical axis — average formate
amount, horizontal axis — time scale)

Stednie stezenie midwezanu badane metodg NMR w czterech punkfach
czasowych od zabiegu ozonoterapi.

sit 3 s. Zastosowano 256 cykli pomiarowych po
impulsie o czestosci radiowej w celu otrzymania
odpowiedniego stosunku sygnal/szum. Czas zbie-
rania danych po impulsie o czgstotliwosci radio-
wej, tj. czas akwizycji AQ = 2,3 s, natomiast catko-
wity czas pomiaru pojedynczej probki wynosit 23
min. Do kalibracji przesuni¢¢ chemicznych oraz
oznaczania st¢zen glukozy, pirogronianu, octanu
oraz mrowczanu zastosowana zostata s6l sodowa
kwasu trimetylosilo-2,2,3,3-tetradeuteropropio-
nowego (TSP).!15 Analizie poddano 0,5 ml §liny
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Friedman ranks. Post-hoc multiple comparisons by
Dunette revealed significant differences between
samples for glucose (p=0.00000). Statistically
significant differences in glucose level were noted
between all compared pairs, with the exception of
that between samples 15 and 30 (Table 1).

The greatest differences in signal intensities
between the samples were obtained for pyruvate:
0.113 mM at baseline, 0.082 mM immediately
after surgery, 0.066 mM after 15 minutes and
0.054 mM after 30 (Fig. 3). Significant differences
in pyruvate concentration were found between
all pairs apart from between samples P and N
(Table 2).

The average level of acetate was 3.165 mM
before surgery, 2.277 mM immediately after,
2.519 mM after 15 minutes, and 2,621 mM after
30 (Fig. 4). Significant differences were found
between P and N, P and 15, P and 30, and N
and 30, while no significant differences were
noted between samples N and 15, and samples
15 and 30 (Table 3).

In the case of formate, no significant differences
were noted between any samples (p=0.46768).
The signal intensity of formate was 0.101 mM
before treatment, 0.076 mM immediately after
treatment, 0.095 mM after 15 minutes, and 0.078
mM after 30 minutes (Fig. 5).

Nosignificantrelationships were foundregarding
gender and signal intensity. Also, with regard to
caries intensity and oral hygiene indicators: dmf,
dmft, DMF, DMFT and OHI, it was found that
the signal intensity of acetate 30 minutes after
treatment elevated in cases where the surface
DMF was higher. Children with higher DMF and
DMEFT values demonstrated significantly higher
glucose concentrations before therapy, and 15 and
30 minutes afterwards. Children with good oral
hygiene (measured with OHI) demonstrated lower
levels of pyruvate in saliva collected immediately
after treatment than in children with poorer OHI
scores.

Statistical analysis also included survey
questions about children’s health, health awareness,
eating habits and lifestyle in conjunction with
obtained concentrations values of tested chemical
compounds. Statistically significant differences

(po uprzednim odwirowaniu) do ktérej dodano 0, 1
ml roztworu D,O z TSP-,

Analiza statystyczna

Wyniki badan poddano analizie statystyczne;j.
Wykorzystano wnioskowanie statystyczne oparte
na tescie x> Anova rang Friedmana.

Wyniki

Rycina 1 przedstawia widmo 'H NMR zareje-
strowane dla probki $liny bezposrednio po ozono-
waniu (700 MHz) (Fig. 1). Wyniki badan dotycza-
ce zmian intensywnos$ci sygnatu zwiazkéw che-
micznych (glukozy, pirogronianu, octanu i mrow-
czanu) w §linie ludzkiej przed i po ozonowaniu
za pomocg spektroskopii NMR ilustruja ryciny 2,
3, 4, 5. Porébwnanie par stgzen metabolitow wy-
krywanych w §linie w poszczegdlnych punktach
czasowych po miejscowej aplikacji ozonu przed-
stawiajg tabele 1, 21 3.

Badajac zawarto$¢ glukozy w $linie przed za-
biegiem $rednie stezenie tego zwigzku chemicz-
nego wynosito 0,311 mM, zaraz po ozonoterapii
0,172 mM i nastepnie po 15 i 30 minutach odpo-
wiednio: 0,113 i 0,105 mM (Fig. 2). Za pomoca
testu ANOVA rang Friedmana oceniano, czy roz-
wazane wartosci przeci¢tne w czterech porowny-
wanych grupach: P, N, 15, 30 r6znig si¢ w sposob
istotny statystycznie. Dla glukozy uzyskano po-
ziom istotnosci p=0,00000, zatem nastgpnie za
pomocg testu post-hoc poréwnan wielokrotnych
Dunetta okreslono réznice istotne statystycznie.
W niniejszych badaniach dla glukozy uzyskano
roznice istotne statystycznie dla wszystkich po-
rownywanych par, poza stgzeniem glukozy po
15 minutach od aplikacji ozonu w poréwnaniu
z probka $liny otrzymang po 30 minutach (Tab. 1).

Najwigksze réznice w intensywnos$ci sygna-
hu pomiedzy prébkami uzyskano dla pirogronia-
nu. Wyjsciowo srednie stezenie wynosito 0,113
mM, bezposrednio po zabiegu 0,082 mM i na-
stepnie spadto do 0,066 mM i 0,054 mM (Fig. 3).
Porownujac zawarto$¢ pirogronianu w czasie
przebiegu badan roznic istotnych statystycznie nie
uzyskano jedynie pomiedzy $ling pobrang przed
zabiegiem a otrzymang natychmiast po zabezpie-
czaniu powierzchni zgryzowych (Tab. 2).
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were obtained between acetate values in sample
15 and the frequency of sweet consumption during
the day, as well as between the concentration of
salivary glucose in sample 15 and the presence
of a snacking habit after evening tooth brushing.

Discussion

Caries on occlusal surfaces of newly erupted
molars still presents a considerable challenge for
dentists. This condition is primarily attributed to
the increased susceptibility of the immature ena-
mel fissures of permanent teeth to demineraliza-
tion processes caused by organic acids, such as
lactic acid and pyruvic acid, produced by bacte-
ria, mainly Streptococcus mutans. A reduction in
calorie intake, local application of fluoride medi-
cines and elimination of the microbial flora con-
tributes to preventing the development of cario-
us lesions.!® However, another method of redu-
cing the level of bacteria in the mouth is ozone
therapy. Ozone (O;) exerts potent antimicrobial
properties against cariogenic microorganisms and
other pathogens, which may significantly affect
the formation and development of dental caries.!”
By reacting with the unsaturated fatty acids con-
structing the cell membrane, ozone radically de-
stroys bacteria, viruses and fungi in a very short
time, thus preventing the formation of resistance.
Therefore, the application of ozone in dental sur-
geries can serve as a viable, cost-effective, simple
and convenient way of treating tooth decay, which
supports conventional treatments that are currently
widely used.”

Many studies have evaluated the effectiveness
of ozone in oxidation of bacterial metabolites
using Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy.
However, these focus on the use of O; in vitro.
By contrast, the present study determines the
concentration of glucose and its metabolic products
characteristic to human saliva after ozone therapy
in vivo, via saliva collection from patients before
and after ozone treatment of the occlusal surfaces
of their first permanent molars.

Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy is a
technique that offers many advantages and is an
alternative to labour-intensive and time-consuming
analytical methods, enabling quick and non-

Srednia zawarto$¢ octanu przed zabiegiem wy-
nosita 3,165 mM, natychmiast po 2,277 mM, 15
minut od ozonoterapii wzrosta do 2,519 mM i 30
minut od zabiegu podwyzszyla si¢ do 2,621 mM
(Fig. 4). Znamienne statystycznie okazaty si¢ ana-
lizy danych pomigdzy parami probek octanu: P a N,
Pa 15, P a 30, N a 30, natomiast nieistotne staty-
stycznie byly r6znice w stezeniach octanu pomig-
dzy prébkami pobranymi natychmiast po zabiegu
i w odstepie 15 minut od zastosowania gazu oraz
w parze 15 i 30 minut od ozonoterapii (Tab. 3).

W przypadku mréwczanu cztery warto$ci w po-
szczegolnych przedziatach czasowych nie rozni-
ly si¢ w sposob istotny statystycznie pomiedzy
soba (p=0,46768), dlatego nie sprawdzano za-
lezno$ci pomiedzy stgzeniami $rednich wartosci
tego zwigzku. Intensywno$¢ sygnatu mrowczanu
przed zabiegiem wynosita 0,101 mM, natychmiast
po zabiegu 0,076 mM, po 15 minutach otrzymano
0,095 mM 1 po 30 minutach ponownie spadta do
0,078 mM (Fig. 5).

Analizujac zalezno$¢ miedzy plcia a intensyw-
no$cig sygnalu badanych zwigzkoéw organicz-
nych nie uzyskano roéznic istotnie statystycznych.
Oceniano rowniez wptyw intensywnosci proch-
nicy i higieny jamy ustnej (puw, puwp, PUW,
PUWp oraz OHI) na stezenie badanych zwigz-
koéw. Stwierdzono, ze im puw powierzchniowe
bylo wyzsze, tym intensywnos$¢ sygnatu octanu
po 30 minutach od zabiegu byta wyzsza. Wyzszym
wartosciom PUW oraz PUWp odpowiadaty istot-
nie wyzsze stezenia glukozy przed ozonoterapia,
po 15 oraz 30 minutach od zastosowania gazu.
U dzieci z dobrym stanem higieny jamy ustnej,
ocenianym za pomocg wskaznika OHI, obserwo-
wano nizsza zawartosci pirogronianu w slinie po-
branej natychmiast po ozonowaniu w porownaniu
do probek uzyskanych od 0séb z wyzszymi war-
tosciami tego wskaznika.

Analizg statystyczng objeto réwniez pytania
ankietowe dotyczace stanu zdrowia dzieci, Swia-
domosci prozdrowotnej, nawykow zywieniowych
oraz stylu zycia w potaczeniu z uzyskanymi stgze-
niami badanych zwigzkéw chemicznych. Roznice
istotne statystycznie otrzymano w zawartosci
octanu 15 w powigzaniu z czgstoscig spozywania
stodyczy w ciagu dnia oraz zalezno$¢ pomigdzy
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invasive identification of many of the ingredients
present in bioliquids with precise determination
of their concentrations. High-resolution 'H NMR
spectroscopy provides valuable information on
the breakdown of biomolecules and is a unique
contribution to the analysis of biological processes
and the functioning of the human body.!® This
technique has revealed the interaction of ozone
with organic compounds contained in human
saliva. Decarboxylation of pyruvate by O,
serves as an important example of its cariostatic
properties. Pyruvic acid is a proton donor (Ka=
3.20 mM), and is much more reactive than lactic
acid (Ka = 0.14 mM), and therefore may play
an important role in the initiation process of
demineralization of the teeth. According to an in
vitro study, pyruvate is oxidized into acetate and
CO,. Lactate is converted into pyruvate, which is
an intermediate product, which then also degraded
to acetate and carbon dioxide. Greater formate
concentrations are associated with oxidative
damage to carbohydrates such as glucose, sucrose
and fructose.”-13.19

Silwood et al.'°, Chang et al.” and Grootveld
et al.13 report a high degree of decarboxylation of
pyruvic acid under the influence of ozone acetate
and carbon dioxide. Reduced pyruvate signal
intensities were accompanied by increased acetate
concentrations, while the decline in blood glucose
resulted in an increase in formate. Our own results
indicate a reduction of pyruvate and glucose signal
intensity after using ozone in a clinical setting,
but in the case of acetate and formate, the results
were not consistent with those of other in vitro
studies. In the present in vivo study, acetate content
significantly decreased immediately after ozoning,
yet rose again 15 minutes later. In the case of
formate, differences in the average concentration
between samples were not significant.

It should be noted, however, that the above
experiments were carried out in different
environments. Silwood et al.'® and Grootveld
et al.!3 conducted their studies in vitro, where
non-stimulated human saliva was obtained
from 12 patients, collected into test tubes and
then centrifuged. Following this, 2.5-milliter
samples of purified saliva were treated with a

stezeniem glukozy w $linie rdGwniez pobranej po
15 minutach a istnieniem nawyku pojadania po
wieczornym myciu zebow.

Dyskusja

Prochnica powierzchni zujacych nowo wyrznie-
tych zebow trzonowych stanowi nadal ogromne
wyzwanie dla lekarza dentysty. Stan ten przypi-
sywany jest przede wszystkim zwigkszonej podat-
nos$ci niedojrzatego szkliwa bruzd zebow statych
na procesy demineralizacyjne powodowane przez
kwasy organiczne (np. kwas mlekowy i kwas pi-
rogronowy) wytwarzane przez bakterie, gtownie
Streptococcus mutans. Zmniejszenie podazy we-
glowodandw, miejscowe zastosowanie prepara-
tow fluorkowych oraz eliminacja flory bakteryjnej
przyczyniajg si¢ do zatrzymania rozwoju zmiany
prochnicowej.'® Jednym ze sposobow obnizenia
poziomu liczebnosci bakterii w jamie ustnej jest
ozonoterapia. Ozon (O;) wywiera silne dziatanie
bakteriobodjcze wobec drobnoustrojow prochnico-
tworczych i innych patogendw, co moze istotnie
wplywaé na powstawanie i zahamowanie rozwoju
procesu prochnicowego.!” W reakcji z nienasyco-
nymi kwasami thluszczowymi btony komorkowej
ozon niszczy radykalnie bakterie, wirusy i grzyby
w bardzo kréotkim czasie, tym samym zapobie-
gajac powstawaniu opornosci. Zatem zastosowa-
nie ozonu w gabinetach stomatologicznych moze
stuzy¢ jako trwaty, oszczedny, prosty i wygodny
sposob leczenia prochnicy zgbow, wspomagajacy
konwencjonalne metody leczenia, ktore aktualnie
powszechnie sg stosowane.”

Ocena efektywnos$ci ozonu w utlenianiu me-
tabolitow bakteryjnych przy zastosowaniu spek-
troskopii magnetycznego rezonansu jadrowego
zostata wykazana w publikacjach wielu autorow.
Jednak dotychczasowe doniesienia przedstawiaja
wyniki badan wykorzystujacych O; w warunkach
in vitro. W niniejszej pracy okreslano stezenie
glukozy i produktow jej metabolizmu charaktery-
stycznych dla ludzkiej $liny po zabiegu ozonotera-
pii w warunkach in vivo, pobieranej od pacjentow
przed i po ozonowaniu powierzchni zgryzowych
pierwszych staltych zgbow trzonowych.

Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadro-
wego jest technika, ktéra ma wiele zalet. Stanowi
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HealOzone ozone disinfector for 10 seconds,
which corresponds to providing 4.484 mmol of
oxidant. However, Chang et al.” studied the effect
of' ozone on aqueous solutions of sodium pyruvate,
a-glucose and also using the same batch of saliva,
the generator and the time and concentration of
applied gas as Silwood et al. and Grootveld et
al.. The authors note that their results were not
surprising considering the large amounts of ozone
used, although the effectiveness of the gas can be
limited by its solubility in water, which affects
the rate and level of dissociation of compounds
binding to O;.

The intention of the present study was to evaluate
the effect of ozone on the organic compounds
found in saliva without specification of test
conditions. From an ethical point of view, it is
difficult to require school children to refrain from
eating foods that might interfere in the analysis
of saliva samples. It is also possible to assess
the effectiveness of ozone regardless of hygienic-
dietary habits and acquire the most reliable results
of'standard clinical procedures using ozone therapy.
Relationships were observed between dmft, DMF,
DMEFT, OHI and frequency of carbohydrate intake,
the presence of snacking following tooth brushing
and the signal intensity of the tested chemical
compounds. However, according to Grootveld
and Silwood?Y, patients recruited to participate
in the study should completely abstain from any
activities within the oral cavity (such as eating,
drinking, brushing teeth and rinsing the mouth)
for at least four hours prior to sample collection
to avoid disturbances in measurements.

As  demonstrated, NMR  significantly
contributes to evaluating the interaction of multiple
biomolecules with ozone in human saliva. The
presence of some discrepancies between in vivo
and in vitro studies suggests that larger studies
based on a higher number of samples from more
subjects are required to obtain fully reliable results.
It also seems important to develop standards of
conduct when collecting saliva for NMR analysis.

Conclusions
1. NMR spectroscopy enables determining the
nature and extent of oxidation of chemical

alternatywe dla pracochtonnych i czasochtonnych
metod analitycznych, umozliwiajgc szybka i nie-
inwazyjna identyfikacje wielu sktadnikéw obec-
nych w bioptynach z doktadnym okresleniem ich
stezen. Wysokiej rozdzielczo$ci spektroskopia 'H
NMR dostarcza wielu cennych informacji doty-
czacych rozpadu biomolekut i stanowi unikalny
wklad w analiz¢ procesow biologicznych oraz
funkcjonowanie ludzkiego organizmu.!8 Stosujac
te technike wykazano interakcje ozonu ze zwigz-
kami organicznymi zawartymi w ludzkiej $linie.
Dekarboksylacja pirogronianu przez O, stuzy jako
wazny przyktad znaczacych wilasciwosci kario-
statycznych tego gazu. Kwas pirogronowy jest
poteznym donorem protonu (Ka=3,20 mM) i jest
znacznie bardziej reaktywny niz kwas mlekowy
(Ka=0,14 mM), zatem moze odgrywac istotng
role w inicjacji procesu demineralizacji zebow.
Zgodnie z prowadzonymi badaniami in vitro, pi-
rogronian utleniany jest do octanu i CO,. Mleczan
przeksztatcany jest do pirogronianu, bedacego
produktem posrednim, ktéry nastgpnie roéwniez
rozktadany jest do octanu i dwutlenku wegla.
Natomiast wzrost stezenia mréwczanu zwigza-
ny jest z oksydacyjnym uszkodzeniem weglowo-
dandw, takich jak glukoza, sacharoza i frukto-
72.7:13.19

Badania Silwood i wsp.,'° Chang i wsp.,’
Grootveld i wsp.!3 wykazaly znaczny stopien
dekarboksylacji kwasu pirogronowego pod
wptywem ozonu do octanu i dwutlenku wegla.
Zmniejszeniu intensywnos$ci sygnatu pirogronia-
nu towarzyszyt wzrost stezenia octanu, natomiast
spadek stezenia glukozy skutkowal wzrostem
mrowczanu. Zgodnie z zatozeniami, w prowa-
dzonych badaniach wtasnych, zaobserwowano
zmniejszenie intensywnosci sygnatu pirogronia-
nu oraz glukozy po zastosowaniu ozonoterapii w
warunkach klinicznych, jednak w przypadku octa-
nu i mréwczanu wyniki nie byty zgodne z innymi
badaniami, ztym ze przeprowadzonymi w wa-
runkach in vitro. W obecnych badaniach in vivo
bezposrednio po ozonoterapii zawartos¢ octanu
znacznie zmalata, jednak w 15 minut od zabie-
gu obserwowano ponowny wzrost sygnatu tego
zwigzku. W przypadku mrowczanu réznice w
srednim stezeniu pomigdzy poszczegolnymi prob-
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compounds contained in the saliva following
ozone application.

2. Examination by NMR spectroscopy confirmed
the therapeutic properties of ozone as a
cariostatic agent.

3. The environment of the oral cavity is the
site of many complex biochemical processes
and the effectiveness of ozone depends on
the composition and characteristics of an
individual’s saliva.

4. Ozone therapy can be a modern alternative
serving as an adjunct to traditional preventive-
conservative procedures.

kami nie byly znaczace. Nalezy jednak nadmienic,
iz ww. doswiadczenia prowadzone byly w roz-
nych $rodowiskach. Silwood i wsp.,'° Grootveld
i wsp.!3 prowadzili badania w warunkach in vitro,
gdzie niestymulowana ludzka $ling pobierano od
12 pacjentow do probowek i nastepnie wirowano.
2,5-mililitrowe probki oczyszczonej §liny podda-
wano dzialaniu ozonu z urzadzenia HealOzone
w czasie 10 sekund, co odpowiada dostarczeniu
4,484 mmol tego utleniacza. Z kolei Chang i wsp.”
badali wptyw ozonu na wodne roztwory piro-
gronianu sodu i a-glukozy réwniez z zastosowa-
niem tej samej porcji sliny, generatora oraz czasu
i stezenia aplikowanego gazu jak Silwood i wsp.
oraz Grootveld i wsp. Jak donoszg sami badacze,
otrzymane przez nich wyniki nie byly zaskakujace
z uwagi na duzy nadmiar zastosowanego ozonu,
chociaz skuteczno$¢ zastosowanego stezenia gazu
moze by¢ ograniczana rozpuszczalnoscig ozonu w
wodzie, co wptywa na wydajno$¢ i poziom dyso-
cjacji zwigzkow wigzacych O;.

Zamystem autorow powyzszej pracy byla ocena
wplywu ozonu na zwigzki organiczne znajdujace
si¢ w §linie bez specyfikacji warunkéw badania.
Z etycznego punktu widzenia trudno jest wyma-
gac, aby dzieci w wieku wczesnoszkolnym do go-
dzin potludniowych powstrzymywaty si¢ od spo-
zywania pokarmow, ktore mogltyby wywolywac
zaktocenia w analizie probek $liny. Jednocze$nie
dzigki temu mozna oceni¢ skuteczno$¢ ozonu nie-
zaleznie od nawykow higieniczno-zywieniowych
oraz uzyska¢ mozliwie najbardziej wiarygodne
wyniki dla standardowego postepowania klinicz-
nego wykorzystujacego terapi¢ ozonem. Zgodnie
z powyzszymi zalozeniami zaobserwowano za-
lezno$¢ migdzy wartosciami wskaznikdéw: puwp,
PUW, PUWp, OHI oraz czgsto$cia spozywania
weglowodandw i obecnoséciag nawyku pojadania
po wieczornym myciu z¢gbow a intensywnoscia sy-
gnatu badanych zwigzkéw chemicznych. Jednak
zdaniem Grootveld i Silwood 2° pacjenci rekruto-
wani do badan powinni calkowicie powstrzymac
si¢ od wszystkich dziatan w obrebie jamy ustnej
(jedzenie, picie, szczotkowanie zgbow, plukanie
jamy ustnej itp.) przez co najmniej 4 godziny
przed pobraniem probki §liny, aby unikna¢ zabu-
rzen pomiarow.
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Jak wykazano, technika NMR wnosi wiele w
zakresie oceny wielosktadnikowych interakcji
ozonu z biomolekutami ludzkiej $liny. Uzyskane
pewne rozbieznosci pomigdzy badaniami in vivo
a in vitro sugeruja, ze powinny by¢ prowadzone
pomiary probek wigkszej liczby pacjentdw, aby
uzyska¢ w petni wiarygodne wyniki. Istotnym wy-
daje si¢ rowniez opracowanie standardow poste-
powania przy pobieraniu §liny do analizy NMR.

Podsumowanie

1. Zastosowanie spektroskopii NMR pozwala
okresli¢ rodzaj i zakres utleniania zwigzkow
chemicznych zawartych w §linie po zastosowa-
niu ozonu.

2. Badanie spektroskopia magnetycznego rezo-
nansu jadrowego potwierdza terapeutyczne
wlasciwosci ozonu w aspekcie kariostatycz-
nym.

3. Srodowisko jamy ustnej jest miejscem, gdzie
zachodzg rownocze$nie skomplikowane pro-
cesy biochemiczne, a efektywno$¢ ozonotera-
pii zalezy od osobniczego sktadu i wlasciwosci
$liny.

4. Ozonoterapia moze by¢ nowoczesng alterna-
tywa wspomagajaca tradycyjne postepowanie
profilaktyczno-zachowawcze.
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