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SOUHRN
Meéi'eni adhezivnich vlastnosti polymeru in vitro

Byla studovana adhezivita vétvenych oligoesterti v podminkach in vitro méfenim maximdlni sily potfebné
k odtrZeni testovaného vzorku od podkladu (F, ) za riiznych testovacich podminek. VEtvené oligoestery byly
syntetizovany z kyseliny mlé¢né a glykolové v moldrnim poméru 1:1 a mannitolu nebo dipentaerythritolu jako
vétvici slozky v koncentraci 3 %, 5 % nebo 8 %. Pro snizeni viskozity, a tim usnadnéni zpracovatelnosti
a aplikace byl pouZit triethyl—citrat (TEC) v koncentraci 30 %. Polymerni systémy pro méfeni adhezivity byly
pfipraveny tavenim oligoesteri v mikrovlnné troubé a dikladnou homogenizaci s TEC. Adhezivni sila byla
méfena na materidlovém zkuSebnim stroji T1-FROS0TH.A1K Zwick/Roell pfi nastavené rychlosti odtrZeni
10 mm/min nebo 100 mm/min, kontaktni sile 10 N nebo 20 N a dobé kontaktu vzorku s podkladem 5 s nebo
10 s. Bylo zjiSténo, Ze adhezivita vétvenych oligoestertl je vyznamné vyssi nez adhezivita gelt Zelatiny, methyl-
celulosy, karmelosy sodné soli nebo karbomeru sodné soli. Oligoestery vétvené dipentaerythritolem vykazovaly
vys8i adhezivni silu neZ oligoestery vétvené mannitolem. S rostouci koncentraci vétvici slozky v oligoesteru se
zvySovala hodnota adhezivni sily. Z testovanych zkuSebnich parametrii byl zjistén statisticky vyznamny vliv
rychlosti odtrZeni vzorku od podkladu na velikost F, . Vliv riizné doby kontaktu se projevil pouze u n€kterych
vzorki a vliv riizné kontaktni sily na hodnotu F, nebyl prokédzan u Zadného vzorku.
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SUMMARY
Measurement of Adhesive Properties of Polymers in vitro

Adhesive force of branched oligoesters under the in vitro conditions was studied by measuring the maximal
force necessary to separate the tested sample from the base (F, ) under different testing conditions. Branched
oligoesters were synthesized from lactic and glycolic acids in the molar ratio 1:1, and from mannitol or
dipentaery thritol as the branching components in concentrations of 3%, 5% or 8%. To decrease viscosity and
thus to facilitate the workability and administration, triethyl citrate (TEC) in a concentration of 30% was
employed. Polymeric systems for adhesive force measurements were prepared by melting oligoesters in a micro
oven and by homogenization with TEC. Adhesive force was measured on a material testing device
T1-FRO50TH.A1K Zwick/Roell at the set rate of separation 10 mm/min or 100 mm/min, contact force 10 N or
20 N, and a period of contact of the sample with the base of 5 s or 10 s. The adhesive force of branched
oligoesters was found to be significantly higher than the adhesive force of gelatine gels, methylcellulose,
carmelose sodium salt or sodium carbomer salt. Dipentaerythritol-branched oligoesters exerted higher adhesive
force than mannitol-branched oligoesters. The value of adhesive force was increased with growing concentration
of the branching component in the oligoester. Of the experimental parameters tested, a statistically significant
influence of the separation rate of the sample from the base on the magnitude of F was observed. The
influence of different periods of contacts was manifested only in some samples, and the influence of different
contact forces on F_value was not demonstrated in any sample.
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Uvod

Adhezivni polymery naSly Siroké uplatnéni pii for-
mulaci 1é¢ivych pfipravki. ,Prilepenim* adhezivniho
pfipravku na pokozku nebo sliznici je zajiSténa
lokalizace pfipravku v misté aplikace nebo v misté
upfednostiiované absorpce. Hlavni vyhodou pouziti
bioadhezivnich pfipravkl je potencidlni zvySeni biolo-
gické dostupnosti a compliance, kdy delsi rezidencni
¢as v absorpnim okné optimalizuje uUCinek 1éciva
a prodlouZeny davkovaci interval zlepSuje terapii
pacienta. Intenzivnéj§i kontakt mezi pfipravkem
a sliznici muze zvySit dostupnost jinak pouze par-
enterdlné aplikovanych 1éCiv, jako jsou peptidy nebo
proteiny. Pfimy kontakt s absorbujici sliznici umozni
nestabilnim 1é¢ivim vyhnout se pusobeni télnich
tekutin, proteas, esteras a jinych enzymd.

Existuji ¢tyfi zékladni teorie vysvétlujici podstatu
bioadheze ": teorie smaceni ?, teorie difuze ¥, elek-
tronova teorie ¥ a adsorpéni teorie Y. Obecné jde o pro-
ces probihajici ve dvou fazich. V prvni fazi dojde
k vytvoreni bezprostfedniho kontaktu mezi adhezivem
a substratem a ve druhé fazi nastdvd vzdjemné pro-
pleteni fetézcti adheziva a substratu. Na molekularni
urovni dochazi k vytvofeni vazeb rtizného charakteru,
zejména elektrostatickych a hydrofobnich interakci,
vodikovych vazeb a van der Waalsovych vazeb.

Stupeil adheze je ovlivnén fyzikdlnimi a chemickymi
vlastnostmi polymerd, zejména molekulovou hmotnos-
ti polymeru ¢, délkou a flexibilitou polymerniho
fetézce, stupném polarity a rovnéz stavem prostiedi, ve
kterém bioadheze probiha ” (napf. sloZeni a rychlost
obmény hlenu, pH, doba kontaktu, stupeni hydratace).

Testovidni bioadheze je nezbytné pii skrininku
velkého mnoZstvi potencidlnich bioadheziv a pfi studiu
jejich mechanizmu piasobeni ¥. V literatufe je popsin
velky pocet riznych zkuSebnich metod — in vivo, in situ
a in vitro. Metody vyuzivajici biologicky material vérné
odrazeji poméry v Zivém organizmu, ale nevyhodou je
bezesporu pracnost a ¢asova narocnost pfipravy biolo-
gického substratu ?. Pfi testovani bioadheze se pouZiva
nékolik modeld biologickych tkani, napf. mysi peri-
toneum, tenké stfevo potkana, krdli¢i Zaludek, hovézi
sublinguélni mukdza nebo prase¢i bukéalni mukdza 19,
Je obtizné ziskat mukoézu se standardnim povrchem

Tab. 1. Charakteristiky vétvenych oligoesteri

b

a konzistenci, coZ je pro reprodukovatelnost vysledkt
nezbytné'V.

Univerzdlni metoda pro testovani bioadheze ne-
existuje. Nejcastéji pouZivané in vitro testy adheze
jsou tahové zkousSky. Obvykle se k méfeni tazné sily
pouzivaji upravené vahy, tenziometry nebo tahové
testery 214, Pfi téchto zkouskach mohou byt k popi-
su adhezivnich vlastnosti polymert pouZity dva para-
metry: adhezni prace nebo maximdlni sila. Adhezni
préace je dana plochou pod kiivkou zavislosti sily na
draze, kterou vykond pohybliva kontaktni plocha
béhem zkousSky. Maximalni sila je sila potfebna
k odtrzeni adhezivniho materidlu od substratu. Oba
dva parametry poskytuji stejnou informaci o vazebné
sile mezi adhezivem a substratem.

Cilem této prace bylo zméfit adhezivitu vétvenych
oligoesteri pouzivanych k formulaci 1é¢ivych
pripravku s fizenym uvoliiovanim 1éCiv in vitro a porov-
nat ji s adhezivnimi vlastnostmi hydrogelti vybranych
polymeri zméfenych za stejnych podminek.

POKUSNA CAST

Materidl

Terpolymery kyseliny glykolové, mlééné a mannitolu resp.
dipentaerythritolu syntetizované na pracovisti autort (tab. 1),
triethyl-citrat (Merck), Carbomerum 940® (Noveon), Zelatina,
methylcelulosa a karmelosa sodna stl (Kulich).

Priprava vzorkii pro méreni adhezivity

Vétvené oligoestery kyseliny mlécéné a glykolové byly plas-
tifikovany 30% triethylcitratu. Plastifikovany systém byl
pripraven roztavenim oligoesteru v mikrovinné troubé pti
vykonu 600 W, pfimisenim triethyl-citritu a dbikladnou
homogenizaci; 15% glycerogel Zelatiny, 1% gel sodné soli
karbomeru, 6% gel methylcelulosy a 10% gel sodné soli
karmelosy byly pfipraveny zndmymi postupy bobtnani poly-
merl ve vod€ za danych podminek.

Meéreni adhezivity

Adhezivni vlastnosti plastifikovanych oligoesterti a vod-
nych disperzi vybranych polymerd byly testoviany na mate-

Oznaceni nosice sloZeni nosice
DLLA:GA:M(D) M, (g/mol) M, (g/mol) Tg (°C)

M 48,5:485:3 2600 3800 23,7
M 475:475:5 1600 2200 21,0
SM 46,0:46,0:8 1400 1600 19,2
3D 48,5:485:3 3600 5300 27,3
5D 475:475:5 1900 2300 16,3
8D 46,0:46,0:8 1400 1700 12,5

DLLA - kyselina D,L-mlé¢nd, GA — kyselina glykolova, M — mannitol, D — dipentaerythritol, Mn — Ciselné stfedni molarni hmotnost, MW — hmot-

nostné stfedni molarni hmotnost, T, — teplota skelného prechodu
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ridlovém zkuSebnim stroji T1-FRO5S0TH.A1K firmy
Zwick/Roell, ktery je vhodny jak pro rutinni testovéni, tak pro
studium mechanickych vlastnosti materidli. UmozZiuje
tlakové, tahové a ohybové testy. Software Master test 1ze pro
nejcastéji pouzivané testy predem definovat a v pribéhu
studie ménit pouze parametry, jejichzZ vliv je studovan.

Adhezivita riznych materiald byla testovana pfi konstantni
hmotnosti vzorkii 1,00 g. Po rozprostfeni vzorku na dolni
fixni kontaktni plochu byla zaji§téna relativné konstantni vrst-
va adheziva. Horni kontaktni plocha se svislym pohybem se
béhem zkouSky adheze pfiblizila k méfenému vzorku
rychlosti 200 mm/min na vzdilenost 5 mm. Potom se pohyb
zpomalil na 10 mm/min, aby nedo$lo v okamziku kontaktu se
vzorkem k ndrazu. Po dosaZeni nastaveného predzatiZzeni 3 N
byl zaznamenavan prubéh zkousky. Doba kontaktu vzorku
s podkladem byla zvolena 5 s nebo 10 s a kontaktni sila byla
10 N nebo 20 N. Poté byla horni plocha odtrZzena od vzorku
rychlosti 10 mm/min nebo 100 mm/min. Byla registrovana
maximalni sila F, v jednotkich Newton potfebnd pro
odtrzeni vzorku od podkladu jako mira adhezivity materidlu
za danych podminek.

Byl testovan vliv rychlosti odtrzeni vzorku od podkladu,
vliv doby kontaktu a kontaktni sily na . Kazdy testovany
adhezivni materidl byl pfi dané kontaktni dobg, kontaktni sile
a rychlosti odtrZzeni zméfen pétkrat, byla vypoctena primérna
hodnota F| _a smérodatnd odchylka priméru. Pro statistické
vyhodnoceni vlivu testovanych faktord na hodnotu F, byl
pouZit neparovy t-test.

VYSLEDKY A DISKUZE

Na katedfe farmaceutické technologie Farma-
ceutické fakulty UK v Hradci Kralové byly synteti-
zovany terpolymery kyseliny D,L-mlé¢né, glykolové
a mannitolu, resp. dipentaerythritolu ve funkci vétvici
slozky. V reakéni smési bylo pouzito 3%, 5% nebo 8%
mannitolu nebo dipentaerythritolu. Jednotlivé oli-
goestery se liSi stupném vétveni, molekulovou hmot-
nosti a teplotou skelného prechodu (tab. 1). Oli-
goestery jsou urceny jako nosie pro fizené
uvolilovani a cilenou distribuci 1é¢iv. Doposud byla
testovana liberace acikloviru, terbinafinu, flukonazolu
a kyseliny listové. Tyto polymerni systémy mohou byt
aplikovany topicky (na k0Zi nebo do dutiny ustni)
nebo parenterdlné (implantaty in situ), a to ve formé
malych matric, mikroc¢astic nebo nanodéstic.

Pro zlepSeni zpracovatelnosti, aplikovatelnosti
i ovlivnéni liberace inkorporovaného 1éCiva se oli-
goestery plastifikuji. Byly testovany adhezivni vlast-
nosti oligoesterovych nosiél plastifikovanych tri-
ethyl—citratem (TEC) v koncentraci 30 %. Jedna se
o béZné pouzivany plastifikator polymeri, jehoZ
vyhodou je neSkodnost provéfend dlouhodobym
pouzivdnim a vysokd ucinnost pfi sniZovani teploty
skelného prechodu alifatickych oligoestera !> 19, TEC
je misitelny s vétSinou oligoesterovych nosict a mize
byt pouZzit téméf bez omezeni. Stejny plastifikator se
osvédcil pfi formulaci matric s 1é¢ivy a 30% koncen-
trace byla nejvhodnéj$i jak z hlediska konzistence
matric, tak z hlediska liberace inkorporovanych léCiv.
Meéfteni adhezivity neplastifikovanych oligoestert nelze
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Tab. 2. Porovndni adhezivnich vlastnosti vétvenych
oligoestert s hydrogely vybranych polymert

Adhezivum aF, (N) S ADH,, (%)
15% gel zelatiny 6,72 0,55 13
10% gel

karmelosy sodné soli 43,36 1,95 86
1% gel

karbomeru sodné soli 50,66 0,80 100
6% gel

methylcelulosy 70,84 2,95 140
3M 97,25 8,49 192
M 114,78 9,14 227
3D 118,29 10,61 233
8M 122,59 7,73 242
5D 130,57 12,22 258
8D 132,77 0,54 262

podminky méfeni: doba kontaktu 10 s, kontaktni sila 20 N, rychlost
odtrzeni vzorku od podkladu 10 mm/min
@ F (N)- pramérna maximalni sila (5 méfeni) pii odtrzeni

max

adheziva od substrétu, s — smérodatnd odchylka priméru, ADHM (%)
— relativni adhezivita vztaZzend k 1% gelu sodné soli karbomeru,

3M ... 8D - oligoestery vétvené 3, 5 nebo 8% mannitolu (M)

nebo dipentaerythritolu (D)

technicky realizovat, protoZe se jednd vétSinou o tuhé
kiehké materidly, tvarovatelné pouze za tepla .

Pfi testovani adheze byl pouzit nemékceny PVC jako
modelovy standardni podklad pro naneseni testovanych
vzorkl. Naméfené hodnoty F, nelze brit jako abso-
lutni vyjadfeni bioadheze testovanych materidli, ale
jako hodnoty relativni, pouzitelné (pfi uvedeni testo-
vacich parametri) k porovnani a pripadné normovani
adhezivity riznych materidld. Dal§im divodem, proc¢
nebyl pouzit biologicky substrat, je skuteCnost, Ze
prvotnim zdjmem bylo zjistit vhodné podminky méteni.
Z literatury je zndmo, Ze pravé piiprava biologického
podkladu pro méfeni adheze je nejnarocnéjsi fazi
zkousek, a to jak z hlediska ¢asové narocnosti, tak
i z hlediska pracnosti pfipravy podkladu pro adhezi.
Vlastni méfeni F_je v porovndni s tim relativné snad-
né a rychlé.

V tabulce 2 jsou uvedeny F,  vodnych disperzi
vybranych polymeri a testovanych oligoestert pfi dobé
kontaktu 10 s, kontaktni sile 20 N a rychlosti odtrzeni
vzorku od substratu 100 mm/min. Adhezivni sila 1%
gelu sodné soli karbomeru F, = 50,66 N byla pouZita
pro relativni vyjadfeni adhezivity méfenych vzorki
ADH , v %. V3echny terpolymery kyseliny mlécné,
kyseliny glykolové a mannitolu, resp. dipentaerythri-
tolu vykazovaly 2x az 2,5x vyss$i adhezivni silu.

Nejnizsi hodnota F|_byla zjiSt€na u 15% vodného
gelu Zelatiny. Gely Zzelatiny, na rozdil od roztokl
Zelatiny, které jsou velmi ulinnymi tenzioaktivnimi
systémy, se vyznacuji velice rigidni strukturou '”. Maji
hydrofobni povrch, proto se neprojevuji prakticky zad-
nou adhezivitou. V 15% gelu probihd vyrazné exoter-
micky renaturacni proces, ktery ma v pocatecni fazi
kinetiku 3. fadu ™. Je to proces trvaly, ktery nikdy
nedosahne rovnovahy '?. I v takto koncentrovaném gelu
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probihd restrukturalizace smérem k ternarni rigidni
struktufe kolagenu, vznikaji nejen jednoduché, ale
i dvojité a dokonce i trojité Sroubovice 2. Rozsédhla
vaznd mista maji povahu krystalitl, zahrnuji asi 142
monomernich jednotek a pfiblizné 16 zavita V. Je tedy
mozno shrnout, Ze na velmi malé adhezivité povrcht
geli Zelatiny ma podil jejich vysoce organizovana,
kompaktni a rigidni struktura.

Dal$im testovanym vzorkem s nepfili§ vysokou hod-
notou F(tab. 2) je gel karmelosy sodné soli. Tento
polysacharid neni povrchové aktivni, m4 v roztoku
zna¢éné méné ohebné fetézce neZ Zelatina. Retézce jsou
imobilizovany odpudivymi silami danymi vysokou hus-
totou ionizovanych karboxyld. Parcidlni Zelezita stl
karmelosy byla dokonce s uspéchem vyzkousSena ve
funkci antiadheziva na modelové situaci po chirurgic-
kém oSetfeni Achillovy $lachy kralika 2. Methylcelu-
losovy gel mél vyznamné vyS8i hodnoty F, — nez
karmelosovy. To lze vysvétlit povrchovou aktivitou
methylcelulosy. Je velmi pravdépodobné, Ze adhezivita
bude silné zaviset na teploté. Hydrogely tohoto typu
znacné méni strukturu. Pfi zahfivani se postupné
uplatiiuje intermolekuldrni odpudivost hydrofilnich
blokti a rovnéz hydrofobni vazné interakce vyrazné
vice methylovanych apolarnich pseudobloka 2.

Sodna sl karbomeru ma fetézce specificky sifované
do mikrogel. Ma také vysokou hustotu ziporné
nabitych karboxyld. Tyto dva faktory predurcuji gely
k malé adhezi na hladké tuhé povrchy, jakym je pouZity
modelovy polyvinylchlorid. U karbomeru je mozZno
predpokladat vyssi bioadhezi na mukézu, protoze
v tomto pripadé by se uplatnila misitelnost volnych
fetézcll se stejné nabitou visk6zni mukopolysachari-
dovou vrstvou 24,

Velikost adhezivni sily oligoesteri je ovlivnéna
typem a koncentraci vétvici slozky (tj. mannitolu nebo
dipentaerythritolu). Terpolymery kyseliny mlécné,
kyseliny glykolové a dipentaerythritolu vykazuji vyssi
adhezivni silu nez terpolymery s mannitolem. Divodem
je pravdépodobné pravidelné vétveni oligoesterti
s dipentaerythritolem dané rovnocennosti vSech Sesti
hydroxylt dipentaerytritolu pfi polykondenzacni reakci.

DalS§im zajimavym zjiSténim je zvySovani adhezivity
s rostouci koncentraci vétvici slozky. Uvedeny trend
plati pro dipentaerythritol i pro mannitol. U oligoestert
vétvenych mannitolem byl statisticky vyznamny rozdil
v adhezivité prokazan jiz pfi zvySeni koncentrace man-
nitolu ze 3 % na 5 %, u oligoestert vétvenych dipen-
taerythritolem az pfi zvySeni koncentrace na 8 %.
Z uvedeného plyne, Ze pro zvyseni adhezivity je vhod-
néjsi vice hydrofilni material s vy$si koncentraci vétvici
sloZky, a tedy i vyssi koncentraci koncovych hydroxyla
a niz8i koncentraci karboxyld. K vysoké adhezivité
vétvenych terpolymerd rovnéZz pfispivd jejich povr-
chova aktivita. V systému voda/toluen se snizily hod-
noty mezipovrchového napéti z 30 mN/m vlivem 1%
vysoce vétvenych kopolymert az na 7,5 mN/m. Prici-
nou povrchové aktivity je jednak polarita koncovych
skupin, déle zna¢né flexibilita polyesterovych fetézct
a patrné také pseudoblokovost fetézcl zpisobena vyssi
reaktivitou kyseliny glykolové. Bloky prevazné

b
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typ oligoesteru

Obr. 1. Viiv kontaktni sily na velikost adhezivni sily — doba
kontaktu 10 s, rychlost odtrZeni vzorku od podkladu 100
mm/min

F (N)-primérnd maximdlni sila (5 méfeni) pii odtrZeni
adheziva od substrdatu, 3M ... 8D - oligoestery vétvené 3, 5
nebo 8% mannitolu (M) nebo dipentaerythritolu (D), 10 N,
20 N - kontakini sila

160
140 mss
L110s

100

80

Fmax [N]

60

40 I [

20

3M 5M 8M 3D 5D 8D
typ oligoesteru

Obr. 2. Viiv doby kontaktu adheziva s podkladem na velikost
adhezivni sily — kontaktni sila 20 N, rychlost odtrZeni vzorku
od podkladu 100 mm/min

F  (N)-primérnd maximdlni sila (5 méfeni) pii odtrZeni
adheziva od substrdatu, 3M ... 8D - oligoestery vétvené 3, 5
nebo 8% mannitolu (M) nebo dipentaerythritolu (D) 5's, 10 s
— doba kontaktu adheziva s podkladem

140 [ 10 mm/min
[71100 mm/min
120

100

80

Fmax [N]

60 1

40

20

3M 5M 8M 3D 5D 8D

typ vétveného oligoesteru

Obr. 3. Vliv rychlosti odtrZeni adheziva od podkladu na
velikost adhezivni sily — kontaktni sila 20 N, doba kontaktu
10 s

F (N) - primérnd maximdlni sila (5 méfeni) pii odtrZeni
adheziva od substratu, 3M ... 8D - oligoestery vétvené 3, 5
nebo 8% mannitolu (M) nebo dipentaerythritolu (D),

10 mm/min. 100 mm/min — rychlost odtrZeni adheziva

od podkladu
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z kyseliny glykolové tvofi polarnéjsi centralné situo-
vané segmenty fetézce. Bloky, v nichZ ptevladaji
nepolarni stavebni jednotky kyseliny DL-mlé¢né, jsou
umistény periferné.

O pouziti sloucenin daného typu pro adhezi nebo
bioadhezi nebyly v literatufe nalezeny zadné informa-
ce.

Vysoka adhezivita materiald daného typu je velmi
cennd predevsim z divodu jejich nerozpustnosti ve
vodé a pomérné rychlé a kontinudlni degradace po
aplikaci. Pozoruhodnd je niZ§i variabilita namétenych
dat u materiald s 8%, tedy s nejvyssim podilem vétvici
slozky (8M a 8D).

Adhezivita souboru Sesti vétvenych nosict byla stu-
dovéana z hlediska tfi proménnych veli¢in — kontaktni
sily, doby kontaktu a rychlosti odtrzeni adhezivni
vrstvy. Zvolené testovaci schéma pokladame za tGplné.
Jiné potencidlni faktory jsou v literatufe popisovany
jako nevyznamné, coZ plati napfiklad pro rychlost
zatéZzovani neporéznich materiali.

Na obrédzku 1 je porovnana adhezivni sila F, _testo-
vanych oligoestertt pfi dvou rtznych kontaktnich
silach: 10 N a 20 N. Je patrné, Ze tento parametr nepatii
mezi vyznamné faktory. Vyjimkou miZe byt vysoce
hydrofilni vysoce vétveny nosi¢ oznaceny 8D.

Doba kontaktu realizovand na hladinich 5 sekund
a 10 sekund neméla u vétSiny vzorkd vliv na naméfené
hodnoty adhezivni sily (obr. 2). Z vysledki je moZno sou-
dit, Ze v intervalu mezi 5. a 10. sekundou je$té dochézi ke
strukturalizaci adheziva na kontaktni ploSe poly-
vinylchloridu.

Nameéfené hodnoty F, jsou prokazatelné ovlivnény
rychlosti odtrzeni vzorku od podkladu. U vSech testo-
vanych oligoesterti byla prokazana statisticky vyznamné
vyssi adhezivni sila pti vyssi rychlosti odtrZeni (obr. 3).
Tyto vysledky souhlasi s literarné zjisténymi ddaji >.
Nastaveni vyssi rychlosti odtrzeni adheziva od podkladu
pri méfeni adhezivni sily se jevi vyhodnéjsi z hlediska
eliminace vlivu riizné konzistence vzorkda.

Prace vznikla za podpory vyzkumného zaméru MSM 0021620822
a grantu GA UK 150/2004/C/FaF.
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