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ABSTRAKT

Pro vyuziti fluorescenéni spektroskopie jako metody detekce aerosolovych ¢astic v modelu
plic, bylo navrzeno nékolik experimentd. Jednim z experimentd bylo pouziti luminiscen¢nich
vlastnosti DEHS (bis(2-ethylhexyl)dekandioat), pro vypocet depozice aerosolu. Vystupem
tohoto experimentu bylo potvrzeni existence klastrii zptisobujicich luminiscenci DEHS. Tato
luminiscence vSak neni dostatecné zavisla na koncentraci a neni tedy vhodna pro vypocty
depozic aerosolu. Dalsi navrzenym experimentem bylo pouziti DEHS-fluoresceinovych ¢astic
generovanych pomoci kondenza¢niho generatoru monodisperzniho acrosolu (CMAG), kde
pro extrakci fluoresceinu byl nahrazen isopropylalkohol za vodu. Timto bylo dosazeno
odstranéni negativniho vlivu DEHS, vlivem jeho hydrofobniho chovani, ¢imZz doslo
k zptesnéni vysledkti depozic. Jako posledni navrzeny experiment byla generace cCastic
fluoresceinu sodného pomoci praskového rozprasovace (SSPD). Depozice timto zplisobem
vyustila v niz8$i depozi¢ni G€innost zptisobenou polydisperzitou ¢astic. Vysledky pak poskytly
1 obrazovy zidznam o ohniscich depozice. Vysledky prace jsou poznatky o vyuziti
fluorescencni  spektroskopie pro studii depozice aerosolu a moznostech generace
fluorescencnich Castic. Ziskané poznatky slouZzi k rozsifeni soucasnych znalosti o moznostech
detekce aerosolu v modelu plic a mohou slouzit pro validaci numerickych simulaci.

ABSTRACT

Several experiments were designed for utilization of fluorescence spectroscopy as a method
of aerosol particle detection in a model of lungs. One of the experiments was to arranged use
luminescent properties of DEHS (bis(2-ethylhexyl)decandioate) for calculating aerosol
deposition. The outcome of this experiment was confirmation of clusters existence, which
causes luminescence of DEHS. But the luminescence is not enough dependent on
concentration and as such is not suitable for calculation of aerosol deposition. As the next
experiment DEHS-fluorescein particles were generated by condensation monodisperse
aerosol generator (CMAG), where water was used instead of isopropyl alcohol as a solvent.
By this alteration the negative influence of DEHS was eliminated, which caused results
refinements of aerosol deposition. Generation of fluorescein sodium salt particles by small-
scale powder disperser (SSPD) was designed as a last experiment. The lower deposition
efficiency measured by this method was caused by particles polydispersion. Photo records
were used for documentation of Hot-spots. Outcomes of this study are new knowledge of
fluorescence spectroscopy utilization for study of aerosol deposition and possibilities of
fluorescent aerosol particles generation. Acquired data can serve for knowledge extension of
possible detection methods for aerosol particles in the model of lung and can serve for
validation of numerical simulations.
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1 UVOD

Tato prace vznikla na zaklad¢ projektu GAP105/11/1339 Oscila¢ni a ustalené turbulentni a
laminarni proudéni s poréznimi ¢asticemi v mnohacetnych vétvenich feseného na Fakulté
strojniho inzenyrstvi VUT, jehoZ zadavatelem je GACR. Cilem tohoto projektu je studium
transportu a usazovani aerosolovych ¢astic v lidském dychacim tstroji, kde jako model ¢astic
byl pouzit bis(2-ethylhexyl)dekandioat (dale jen jako DEHS) napafeny na jadro NaCl a dale i
pevné porézni Castice s ruznym typem povrchu. Latka DEHS se pak v praxi pouziva k
vytvareni aerosolovych castic diky tomu, ze je bezbarva, bez zapachu, daji se z ni vytvaret
pomérn¢ stabilni aerosoly s definovatelnymi rozméry a ma relativn¢ dlouhou dobu Zivota
acrosolovych kapicek (i za vySsSich teplot) [1],[2]. Divodem ke zkoumani je najit
nejvhodnéjsi tvar a velikost Castic pro inhalacni podani, coz by mohlo napomoci pii 1é¢be
nemoci spojenych s dychacim ustrojim nebo ptipadné pomoci ve vyzkumu ochrany pied
toxickymi u¢inky Skodlivych ¢astic. Prace pak navazuje na Bakalaiskou praci [3], kde byla
feSena vlastni fluorescence DEHS a to zejména ve sméru vyuZiti fluorescenéni spektroskopie
pro vyhodnoceni depozice aerosolu v realistickém modelu plic, za pouziti vlastni aerosol-
tvorné latky DEHS.

Pro detekci a vypocty depozic aerosolovych castic pak muze byt pouzito nékolik metod
jako je magneticka rezonance (MRI), kondenzaé¢ni ¢ita¢ ¢astic (CPC), vypocetni tomografie
(CT), pozitronova emisni tomografie (PET) a v neposledni fad¢ i fluorescen¢ni spektroskopie.
Fluorescencni spektroskopie pak poskytuje urcitou moznost jak nejen snizit néklady pii
vyhodnoceni, snazS§i manipulaci a vétsi flexibilnosti. Z tohoto diivodu je cilem prace
zhodnoceni pouzitelnosti fluorescen¢ni spektroskopie jako metody ziskani dat pro vypocty
depozic ¢astic aerosolu v modelu plic 7. generace vétveni.

Béhem prace jsou také pouzity dvé rizné metody generovani Castic a to pro kapalné
aerosolové Castice a pevné aerosolové Castice, vzhledem k faktu ze oba druhy lze nalézt
v okolnim ovzdusi.

Vyzkum aerosoll je pak dilezity z divodu vyzkumu doruceni 1é¢iv pro lé€bu nemoci
dychaciho ustroji, nebo vhodnéjsiho podani Iékové formy pacientovi. Vzhledem k negativnim
vlivim né¢kterych aerosolovych Castic je pak dulezity vyzkum depozice aerosolu, také pti
feSeni ochrany pfed Skodlivymi vlivy téchto Castic, coz mize zkvalitnit praci v nékterych
oborech.



2 TEORETICKA CAST

2.1 DEHS

Bis(2-ethylhexyl)dekandioat je diester kyseliny dekandiové (sebakové) a 2-ethylhexanolu,
jeho strukturni schéma lze vidét na Obrdzek 1. NejCastéji je vyrabén esterifikaci 2-
ethylhexynolu a kyseliny sebakové v poméru 1:1,6 a za pfitomnosti kyseliny sirové, ktera pak
zaujima 0,25 % z celkové hmotnosti 2-ethylhexynolu a kyseliny sebakové pro esterifikaci do
130 — 140 °C. Poté nasleduje dehydratace za 0,093 MPa vakua. Surovy ester je dale
neutralizovan 3 — 5% roztokem sody, promyvan pii 70 —80 °C a nasledné je odstranén
alkohol za 0,096 — 0,097 MPa vakua. Poslednim krokem je piecisténi za pomoci vakuové
destilace [1][4].

DEHS je pak pouzivan v Siroké skale aplikaci jako: mrazu odolny zmékcovac pro PVC
kabely, zmé&kcovac pro polymery, mrazu odolny film, aditivum, atd. Jeho hlavni pouziti ve
védecké oblasti je pak pro vytvareni aerosolovych c¢astic. Vyhodou téchto Castic je, ze se
z nich daji utvaret aerosolové Castice o definovatelnych vlastnostech, jsou pomérné ¢asove
i teplotné stabilni. DEHS je bezbarvy, bez zapachu, nerozpustny ve vod€, nehygroskopicky a
je netoxicky [1,2,8].

@)
O
O
O

2.1.1 Poznatky z bakalarské prace

Obrazek 1: Struktura DEHS

Béhem bakalatské prace [3], zabyvajici se luminiscenénimi vlastnostmi DEHS, bylo zjisténo
nékolik poznatkt, které jsou vyznamné z hlediska feseni problematiky vyuziti luminiscence
latky DEHS pro mozZné vyhodnoceni depozice aerosolu.

Jednim z prvnich poznatki je pak fakt, Ze byla zjiSténa vlastni luminiscence latky DEHS,
kterd je pfinejmenS$im nepravdépodobnad pii pohledu na strukturu latky. Pro vylouceni
kontaminace DEHS byla pouzita IC spektroskopie s metodou ATR a ziskana spektra se
neliSila od spektra ndlezici DEHS pofizené firmou Sigma-Aldrich, ktera je dodavatelem
DEHS. Stéle je tu ale také moznost, ze metoda ATR neni nejvhodnéj$i metodou pro malo
koncentrovany vzorek, v tomto pfipad€ kontaminaci.

Dalsim poznatkem je pak rozdilné chovani v prostfedi obsahujici hydroxylové skupiny jako
je izopropylalkohol, ethanol a methanol, kde dochazi k posunu K niz§im vinovym délkam, coz
1ze vidét pti srovnani Obrdzek 3 a Obrazek 2.
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Tento fakt poukazuje na interakci mezi DEHS a hydroxylovou skupinou, ktera pak vede
ke zvySeni intenzity fluorescence oproti ¢istému DEHS, ¢imZz by bylo mozné detekovat i
nizké depozice aerosolu pii pouziti vlastni luminiscence DEHS. Tuto interakci lze také vidét
pii porovnani IC spektra sumarniho se spektrem DEHS v IPA vinoget 1750 cm %, na Obrizek
4.
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Obrdzek 4: IC spektrum pro DEHS v IPA a jejich sumu spekter [3]

Dalsi spektra byla namétena v prostiedich chloroformu, xylenu a cyklohexanu, kde naopak
doslo k poklesu intenzity luminiscence.

Pii pouzivani DEHS v generatoru aerosolovych ¢astic dochazi postupné k jeho
,»degradaci“ neboli spise zméné. Tento fakt se projevuje zménou z bezbarvé kapaliny na lehce
Zlutohnédou, a také posunem k vy$§im vinovym délkam. Zména zabarveni pak byla
zpozorovana v praci Stephen M. Bowes |11 a David L. Swift [2], avSak divod této zmény
nebyl dale zkouman.

Z pozorovani zmény DEHS pfi pouZiti v generatoru se pak nabizi otdzka Casové stability a i
ta byla pfedmétem zkoumani bakalaiské prace. Casova degradace byla pozorovana po dobu
dvou mésicl, kdy byly vzorky uchovavéany pii laboratorni teploté¢ 25°C a pfi teploté 4°C.
Béhem této doby nebyly pozorovany vyznamné zmény ve spektrech, tedy lze uvazovat, ze
zména je vyvoland opakovanym vystavovanim DEHS vysoké teplot¢ béhem generace
aerosolu.

11



2.2 Molekularni absorp¢ni spektrofotometrie v UV/VIS oblasti

Metoda molekulové absorpéni spektrometrie v UV/VIS oblasti je zalozena na méfeni
absorpce elektromagnetického zateni, ke které dochazi pii interakci fotonu specifické vinové
délky s elektronovym obalem métené molekuly. Pii této interakci dochazi k energetickym
zménam v elektronovych orbitalech a dochazi tak k prechodu elektronu do excitovaného
stavu. V urcité oblasti molekuly jsou lokalizovany elektronové piechody v pribéhu absorpce
elektromagnetického zafeni, tato oblast se nazyva chromofor. Chromoforem mize byt
napiiklad komplex nebo seskupeni atomi v organické molekule, nebo i hydratovany kation

2.2.1 Transmitance
Transmitance, T, je relativni pomér ¢asti proslého zafeni ku dopadajicimu, ¢asto se vyjadiuje
Vv procentech:

7= neboT = Il -100(%), (1)

0 0
kde lo je dopadajici zativy tok a | je prosly zativy tok.

2.2.2  Absorbance
Absorbance je zaporny dekadicky logaritmus transmitance:
|
A=-logT =-log —.
g g I 2
Pokud je absorpce zatfeni nulova, pak transmitance je jednotkova (100%).

2.2.3 Lamber — Beertuv zakon

Lamber — Beertiv zakon udava vztah mezi intenzitou dopadajiciho a proslého zateni, délkou
absorbujici vrstvy a koncentraci méfeného vzorku viz Obrdzek 5. Absorbanci lze definovat
jako:

A=¢-l-c, (3)
kde & je molarni absorpéni koeficient (konstanta je charakteristickd pro danou latku za
danych podminek pii specifické vinové délce), | je tlousStka absorbujici vrstvy (naptiklad
tloustka kyvety) a c je koncentrace méfeného vzorku. Absorbance je bezrozmérna veli¢ina
a je ptimo timérna koncentraci a tloust'ce absorbujici vrstvy.

_l
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—— c, a I,
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/
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Obrazek 5: Absorpce svételneho paprsku prochazejiciho kyvetou, kde Iy je dopadajici zarivy
tok, |1 je prosly zarivy tok, c je koncentrace méreného vzorku, [ je optickd drdha (Sirka kyvety)
a o je absorpcni koeficient [5]

Lambert - Beeriv zakon plati pouze pro ziedéné roztoky za pouzité monochromatického
zafeni, a to v homogennich i heterogennich systémech. V homogennich i v né¢kterych
heterogennich systémech je zavislost absorbance na koncentraci vzorku linearni, ale
v nékterych heterogennich systémech (zejména v koloidnich roztocich) dochdzi k odchylkam
od linearniho pribéhu zavislosti absorbance na koncentraci vzorku vlivem diftizniho rozptylu
zafeni.

2.2.4 Absorp¢ni spektrum v UV/VIS

Absorpéni spektrum (kfivka) predstavuje zéavislost absorbovaného elektromagnetického
zateni na vlnové délce, vinoctu nebo kmitoctu. Nejobvyklejsi je pak kiivka zavislosti
absorbované slozky elektromagnetického zafeni na vinové délce Obrdzek 6. Oblasti extrému
na kiivce maji obvykle Gaussovsky (symetricky) prubéh a odpovidaji typickym elektronovym

piechodam v molekule.
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Obrazek 6: Absorpcni spektrum v UVIVIS

Vys§i pocet extrému Vv absorpénim spektru je dukazem vétsiho poctu elektronovych
piechodt v absorbujici molekule, existence vice strukturnich forem téze latky nebo vétsiho
poctu raznych absorbujicich latek v roztoku za danych podminek. Na absorpéni spektrum
maji vliv rizné faktory. Tyto faktory mohou byt, zvyseni teploty, které posouva Amax blize
k Cervené oblasti viditeIného spektra, vliv vysoké koncentrace inertnich soli, coz vede
k deformaci spekter, vliv tenzidu, vliv rozpoustédla a instrumentalni vlivy.

2.3 Luminiscen¢ni spektrometrie

2.3.1 Princip fluorescence

Pokud organicka molekula nachazejici se v zakladnim stavu (Sp) absorbuje elektromagnetické
zareni, dojde kexcitaci elektronu. Elektron pak prechazi z orbitalu o nizsi energii do
nejbliz§iho neobsazeného orbitalu 0 vyssi energii. Pfi excitaci elektronu pak muze dojit
k vytvofeni jednoho ze dvou elektronové rozdilnych stavi. V prvnim piipadé dochazi ke
vhiku singletového stavu (S;), kde jsou spiny obou elektront antiparalelni. Vytvofeni
singletového  stavu  piimou excitaci je z  kvantové-mechanického  hlediska
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nejpravdépodobnéjsi. V druhém piipadé dojde ke vzniku tripletového stavu (T1) a spiny obou
elektront jsou orientovany paralelné.

Obrdzek 7: Jablonskiho diagram

Excitovand molekula se mize zbavit prebytecné energie riznymi deaktivacnimi procesy
ato bud’ zafivymi, nebo nezafivymi. V Jabtonskiho diagramu Obrdzek 7 jsou znazornény
aktivacni 1 deaktivani procesy. V diagramu jsou aktivani a zafivé procesy oznaceny
rovnymi ¢arami a nezatrivé procesy jsou znazornény vinovkami.

Nezativé procesy jsou uskuteénovany mezi vibraéné-rotacnimi hladinami riznych
elektronovych stavi, pfi nichz se neméni celkova energie systému, nedochazi tedy k emisi
elektromagnetického zateni, ale ke zvyseni tepelné energie systému.

NejdalezitéjSimi deaktivacnimi procesy jsou procesy zaiivé, pii kterych dochazi k emisi
elektromagnetického zafeni, coz tedy znamena vyzafeni svételného kvanta. Tyto procesy jsou
obecné nazyvany luminiscence. Luminiscence se pak formalné rozd€luje do dvou kategorii
v zavislosti na charakteru excitovaného stavu, tyto kategorie jsou: fosforescence
a fluorescence. Fosforescence je kvantové-mechanicky ,,zakdzana* luminiscence, a jedna se
0 ptechod z energeticky vyssiho stavu T; do energeticky nizsiho stavu So. Fluorescence je
obvykle vyzatena nasledkem spinové dovoleného piechodu obvykle z rovnovazné hladiny
stavu S; do nekteré vibra¢ni hladiny zakladniho stavu So.

Dalsimi procesy, které konkuruji fluorescenci, jsou napiiklad: mezisystémovy piechod,
vnitini  konverze, nezafivé procesy (které mohou byt nasledovany fluorescenci),
intramolekularni pienos naboje a konformaéni zmény. Interakce s jinymi molekulami
v excitovaném stavu mohou také konkurovat fluorescenci. Prikladem takovych interakci
mohou byt piesuny elektronu a protonu, ptenos energie, tvorba excimeru nebo exciplexu.
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Tyto deexcitac¢ni procesy mohou konkurovat fluorescencni emisi v ptipadé, ze probihaji v
¢asovém méfitku, které je srovnatelné s dobou, béhem niz se molekuly vyskytuji v
excitovaném stavu.

Fluorescence je z kvantové-mechanického hlediska nejpravdépodobnéjsim deexcita¢nim
procesem. Fluorescenci Ize pozorovat po celou dobu buzeni, ale po ukonéeni buzeni prakticky
ihned zmizi doba Zivota (t9). Fluorescence je prumérny ¢as mezi excitaci a navratem do

vvvvvv

vyjadiena vztahem:
. 1
TSk @)
kde k; je rychlostni konstanta vyjadiujici deaktiva¢ni procesy.

vvvvvv

definovan jako podil intenzity fluorescence Ig a intenzity absorbovaného svétla Ia.
I Kk

T )

kde k; znaci rychlostni konstantu fluorescence. [9,10,11]

2.3.2 Emisni a excita¢ni spektrum fluorescence

Emisni spektrum vyjadiuje zavislost intenzity fluorescence na vinové délce pii konstantni
vinové délce budiciho zafeni. Excitaéni spektrum vyjadiuje zavislost intenzity fluorescence na
vlnové délce pii konstantni vinové délce emitovaného zaieni.

Stokesiiv posun

absorpce

| \ emise

Intenzita

Vinova délka
Obrazek 8: Priklad Stokesova posunu

Tvar emisniho spektra je charakteristicky pro dané slouceniny a casto byva zrcadlovym
obrazem spektra absorpéniho. To je zpisobeno tim, Ze absorpce i emise z odpovidajicich si
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vibra¢nich hladin maji stejnou relativni pravdépodobnost. Rozdil mezi energii maxima
prvniho absorpéniho pasu a maxima emisniho spektra se nazyva Stokesav posun Obrdzek 8.
Tento dulezity parametr mtize poskytnout informace o excitovaném stavu. Naptiklad, kdyz je
dipdlovy moment fluoreskujici molekuly vyssi nez v zakladnim stavu, Stokestiv posun
zvySuje polaritu rozpoustédla. S dusledky tohoto jevu se musi pocitat pii odhadu polarity
fluorescenénich sond [6][7][8].

2.3.3 Hlavni pravidla fluorescence

Fluorescence se fidi né€kolika pravidly. Prvnim z nich je Stokesiv posun, ktery fika, ze
vlnova délka emise fluorescence pii fotoluminiscenci je vzdy vétsi nebo rovna vinové délce

excitaéniho zafeni (A, <A, ). Vpraxi to tedy znamena, e dochizi ke ztrité energie

excitaéniho zafeni, coZ ma za nasledek snizeni energie emitovaného zaieni, tedy zvyseni jeho
vinové délky.

Druhym pravidlem je Kashovo pravidlo, podle néhoz dochazi pied emisi fluorescenc¢niho
kvanta k relaxaci vibra¢ni energie a vnitini konverzi, takZe nastava fluorescen¢ni piechod
z nejnizsi vibraéni hladiny prvniho excitovaného stavu S;. Diivodem je, ze energeticky rozdil
mezi vy$§imi excitovanymi stavy a stavem S; je maly, nezafivé pfemény z téchto stavi do
zakladniho stavu probihaji velmi rychle.

Tretim principem je Vaviliv zakon, ktery tvrdi, Ze kvantovy vytéZzek a doba Zivota
excitovaného stavu slozitych molekul v roztoku nezévisi na vinové délce budiciho zafeni.
Z toho vyplyva obecna vlastnost fluorescence a to, Ze emisni spektra jsou nezavisla na vinové

délce excitace [6][7][8].
2.3.4 Zhaseni

Kromé& unimolekuldrnich deaktivacnich procest, jako jsou emise nebo nezativa deaktivace,
existuji také neméné dulezité bimolekularni zhaseci procesy, které zahrnuji pfenos energie
Z jedné molekuly na druhou. Takovyto proces se obecné oznacuje jako zhdSeni. Zhaseni je
vsak velmi $iroky termin, ktery zahrnuje procesy odehravajici se riznymi mechanismy, jejich
zakladni princip Ize vystihnout nasledujicim schématem:

M*—2 5 M, (6)
kde M* vyjadiuje excitovany stav molekuly, M zakladni stav molekuly a Q je zhase¢. Pokud
je Q stejna molekula jako M, proces se nazyva samozhaSeni.

Hlavni fotofyzikalni procesy, které jsou zodpovédné za zhaSeni fluorescence, jsou kolize
s atomem tézkého kovu, ptenos elektronu, protonu nebo energie, a také tvorba excimeru nebo
exciplexu [6][7][8].

2.3.5 Excimery

V mnoha piipadech dochazi k tomu, ze zvySeni koncentrace latky je doprovdzeno snizenim
kvantového vytézku fluorescence. Je to zplsobeno tim, Ze dochdzi k vytvoteni
stechiometrickych komplext molekul, z nichz jedna je v zakladnim a druha v excitovaném
stavu. Tento komplex je nazyvan excitovany dimer tzv. excimer. V takovémto ptipadé plni
funkci zhaSeCe Q samotna molekula fluoreskujici latky M, a tudiZ se jednd o samozhaSeni.
Excimer je v emisnim spektru charakterizovan vlastnim emisnim pasem, ktery se objevuje pfi
vys$$ich vinovych délkach nez pas monomeru a postrada jakoukoliv vibra¢ni strukturu, jelikoz
slabé vazebné energie komplexu dovoluji rozdilnou orientaci i konformaci molekul. Jedna se
tedy o bimolekularni zhaseci proces, protoze k poklesu fluorescence monomeru dochazi za
narustu fluorescence excimeru [6][7][8].
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2.3.6 Instrumentace

Na Obrazek 9 1ze vidét schéma zndzornujici hlavni komponenty spektrofluorimetru. Zatizeni
tohoto typu maji nékolik hlavnich soucasti. Prvni z téchto soucasti je zdroj svétla, kterym je
vétSinou xenonova vybojka. Xenonové vybojky maji Siroké pouziti diky tomu, ze dosahuji
vysoké intenzity zafeni pii Sirokém rozsahu vlnovych délek zacinajicich jiz pii 250 nm.
Zateni vychazejici z vybojky pak prochazi dal$i soucasti pfistroje a to excitaénim
monochromatorem, ktery vymezuje konkrétni vinovou délku excitaéniho zéfeni, ktera poté
dopadad na vzorek. Vzorek je pak nejcastéji umistén v drzaku kyvety, kterd se v pristroji
nachazi na rohu pravého uhlu, ktery sviraji oba monochromatory. Zafeni emitované vzorkem
neni monochromatické a proto je jako tfeti soucasti emisni monochromator, ktery vymezuje
vlnovou délku zafeni, které ndsledné¢ dopada na detektor, jenz je tedy posledni hlavni soucasti.
Vystupem méieni je pak fluorescencni spektrum a to bud emisni, excitacni, ptipadné
synchronni.

V idedlnim piipadé by mély mit hlavni soucasti spektrofluorimetru nésledujici vlastnosti:
lampa by méla vyzatrovat konstantni pocet fotonu pfi vSech vinovych délkach, fotony by méli
prochazet monochromatory pii vSech vinovych délkach bez ztraty energie a detektor by mél
detekovat fotony vSech vinovych délek se stejnou G€innosti.

—

Xe vybojka

Cela se vzorkem

Excitacni
monochromator

PC

Emisni
monochromato

[FEEEE ERRY —

Detektor

Obrazek 9:Schéma spektrofluorimetru
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2.4 Dynamicky rozptyl svétla

Metoda dynamického rozptylu svétla (dale jen jako DLS), nazyvana také jako fotonova
korela¢ni spektroskopie je Siroce pouzivana metoda slouzici ke stanoveni velikosti koloidnich
¢astic. Vysledné hodnoty velikosti Castic jsou pak malo rozdilné od hodnot ziskanych
Z méteni na elektronovém mikroskopu. Nesrovnalosti ve vyslednych velikostech Céstic jsou
potom prisuzovany napft. rozdilu v hydrodynamickém poloméru, jenz je ovlivnén solvata¢nim
obalem, naadsorbovanou vrstvou na casticich a skutecnym polomérem. Pokud se jedna o
polydisperzni systém, pak musime vzit do uvahy i pohyb ¢astic rozdilnych velikosti,

Primérna velikost koloidnich castic ziskand touto metodou je vazena podle paté mocniny
(tzv. Z-average), tudiz dojde k nadhodnoceni velkych ¢astic a to i do takové miry, Ze dojde ke
ztrat€¢ malych Castic ve vysoké intenzité rozptyleného zafeni od velkych Castic.

2.4.1 Princip DLS

Principem metody dynamického rozptylu svétla je méfeni fluktuaci intenzity rozptylené¢ho
zateni molekulami nebo Casticemi, v Case. Pii rozptylu svétla na molekule dojde k rozptyleni
¢asti dopadajiciho zatreni. Pokud by se jednalo o stacionarni molekulu, mnoZstvi rozptylené¢ho
zafeni by pak bylo konstantni, ale vzhledem k faktu, ze vSechny molekuly V roztocich
difunduji Brownovym pohybem vzhledem k detektoru, dochazi ke vzniku interferenci
(pozitivnich i negativnich), které zptsobi zménu intenzity.

Se wvzrlstajici rychlosti difuze molekul roste i1 rychleji zména v intenzité rozptylené¢ho
zéateni. Rychlost zmén je pak tedy zavisla na rychlosti pohybu molekuly. Difize mtze byt
ovlivnéna témito faktory:

e Teplota — se vzristajici teplotou roste i pohyb molekul.
e Viskozita rozpoustédla — se vzristajici viskozitou klesa pohyb molekul.
o Velikost molekul — se vzristajici velikosti klesa pohyb molekul.

Pokud je teplota konstantni a zndme-li rozpoustédlo, zména intenzity rozptyleného zéteni je
pfimo umérma k velikosti molekuly. Tato velikost molekuly se nazyva hydrodynamicky
polomér Ry. Hydrodynamicky polomér, je polomér koule, jejiz hydrodynamické chovani je za
dané teploty v daném rozpoustédle stejné jako chovani pozorované molekuly.

Fluktuace intenzity rozptyleného zarfeni je zavisld na velikosti molekuly. Jeji okamzZitou
hodnotu v ¢ase t pro monodisperzni systém popisuje tzv. autokorelac¢ni funkce g(t), ktera je
definovana nasledujicim vztahem:

g(t)=exp [;—:J )

kde tc je relaxacni Cas. Relaxac¢ni Cas je charakterizovan, jako doba potiebna k navratu
fluktuace Kk primérné hodnoté rozptyleného zafeni. Pomoci hodnoty relaxa¢niho cCasu lze

vypocitat diftzni koeficient D rozptylujicich molekul dle vzorce:

o=t 8
¢ = ®)
kde g je rozptylovy vektor, jenz je funkci vlnové délky dopadajiciho zafeni, indexu lomu

disperzniho média n a thlu 6, pod kterym je intenzita rozptylené¢ho zafeni métena:
q= 4m sin 9 9
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Difuzni koeficient lze pfevést na velikost ¢astic pomoci Stokesovy-Einsteinovy rovnice:

R - KT
"= 6D’ (10)
kde D je translacni diftzni koeficient, k je Boltzmannova konstanta, T je termodynamicka
teplota a 7 je viskozita disperzniho prostiedi [9][10][11].

2.4.2 Meéreni velikosti ¢astic na DLS

Meéfeni velikosti ¢astic na DLS vyzaduje také méfeni Brownova pohybu, které je uvedeno do
vztahu s velikosti ¢astic. Brownovym pohybem dochazi k tomu, Ze malé ¢astice se pohybuji
rychleji a velké Castice naopak pomaleji. Méfeni vlastniho Brownova pohybu se provadi
ozafenim castic laserem a analyzou fluktuaci intenzity v rozptyleném svétle. Vysledkem
meéfeni je pak dle softwarového nastaveni napfi. distribuce velikosti Castic podle intenzity.
Intenzita je pak udavana v procentech a vyjadiuje, jakd cast intenzity dopadajiciho zafeni je
rozptylovana.

Typicka instrumentace pro DLS systém se sklada ze Sesti hlavnich soucasti, viz Obrdzek 10.
Jako zdroj zéfeni pro rozptyl se pouziva laser (1), ten dopadd na vzorek uvniti cely (2).
Vétsina paprskil laseru projde skrz vzorek, ale mala ¢ast je rozptylena do prostoru. Detektor
(3) se pouziva pro méfeni intenzity rozptyleného zafeni, v nasem piipad¢ je detektor nastaven
na detekci zpétného rozptylu a je tedy umistén do polohy v thlu 173°.

korelator

Obrdazek 10: Schéma zarizeni Zetasizer Nano pro méreni velikosti castic [12]

Detektor je poté schopen méfit intenzitu rozptylené¢ho zateni v ur€itém rozsahu, pokud by
byla intenzita pfili§ vysokd, mohlo by dojit k jeho ptetiZzeni. Z tohoto ditvodu je dalsi soucasti
zeslabovac¢ (attenuator) (4), ktery snizuje intenzitu laseru a tim tedy i intenzitu rozptylu.
Signal z detektoru nasledné prochazi do korelatoru (5), ktery srovnava intenzitu rozptylu
v n¢kolika po sob¢ jdoucich ¢asovych intervalech, aby vyhodnotil, s jakou rychlosti se méni
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intenzita rozptylu. Posledni soucasti je pak pocita¢ (6), ve kterém jsou pomoci softwaru
analyzovana data [12].

2.5 Aerosoly

Kolem nas se nachazi rtizné mikroskopické cCastice: prach, uvolnéné castice pudy, kout
Z automobill, fotochemicky zformované Castice, ¢astice soli u oceanti a atmosférické mraky
kapic¢ek vody nebo ledu. Tyto ¢astice se velmi lisi nejen v jejich vlivu na okoli (viditelnost,
klima apod.), ale 1 vlivu na nase zdravi.

Nejcastéji je aerosol popisovan v jeho nejjednodussi formé a to jako pevné nebo kapalné
Castice rozptylené ve vzduchu. Jedna se tedy o dvouslozkovy systém sestavajici z ¢astic a
plynu, ve kterém jsou rozptyleny. Takovyto aerosol ma mnoho forem jako je: prach, kouf,
mlha, opar, mraky a smog. Slovo aerosol pak bylo zavedeno jako analog v roce 1920
Kk terminu hydrosol, stabilni kapalna suspenze pevnych ¢astic. Vzhledem k faktu, ze aerosoly
Ize definovat dle jejich formy a vzniku a neni tedy striktni védecka klasifikace, mizeme tedy
klasifikovat aerosoly nasledujicim zptisobem [13]:

Aerosol, suspenze pevnych nebo kapalnych castic v plynu. Aerosoly jsou obvykle stabilni
alespon n¢€kolik sekund a v nékterych piipadech si mohou udrzet formu i né€kolik let. Termin
aerosol pak zahrnuje jak Castice, tak 1 plyn, kterym je obvykle vzduch. Velikost ¢astice je
v rozsahu 0,002-100 pum a vice.

Bioaerosol, aerosol biologického puivodu. Bioaerosoly zahrnuji viry, nékteré organismy jako
jsou bakterie a houby, a produkty organismu jako jsou vytrusy a pyl.

Mrak, viditelny aerosol s definovanymi rozméry.

Prach, pevné castice zformované mechanickym rozpadem matefského materialu, jako je
drceni nebo obrusovani. Velikost ¢astic je v rozsahu od 0,01-100 um a je velmi nepravidelné.
Dym, pevné ¢astice zformované kondenzaci par plynnych produkti spalovani. Velikost ¢astic
je vétSinou mensi nez 0,05 pm a i takto velké Castice jsou vzniklé klastrovanim.

Opar, atmosféricky aerosol ovlivitujici viditelnost.

Mlha, aerosol kapalnych &astic formovany kondenzaci nebo atomizaci. Castice jsou sférické a
velikostni rozsah je od 0,01-200 um.

Smog, aerosol vznikly v atmosféfe fotochemickou reakci slunecniho zafeni, uhlovodiki a
oxidil dusiku. Velikost Castic je obvykle mensi nez 1 nebo 2 yum.

Kou¥, viditelny aerosol vznikly nedokonalym spalovanim. Castice mohou byt kapalné nebo
pevné, velikost je obvykle mensi nez 1um a ¢astice mohou aglomerovat podobné jako ¢astice
dymu.

Sprej, kapicky aerosolu zformované mechanickym rozpadem kapaliny. Velikost Castic je
vetsi nez nekolik mikrometrt.

2.5.1 Velikost ¢astic

V predeslé Casti jsme mohli vidét, Zze existuje mnoho druhii aerosolti riznych pavodda,
vlastnosti a velikosti. Velikost Castic je velmi dalezitym parametrem pro charakterizaci
chovani aerosolii, vzhledem k faktu, Ze mnoho vlastnosti je pravé ovlivnéno velikosti Castic
napf. opticka hustota. Méfitkem ve velikostech €astice je mikrometr (um) nebo star§i mikron
(1), coZ je 10°m, 102 mm, ten uZ ale neni akceptovany jako SI jednotka. Jako velikost
Castice je vétSinou uvadeén jeji pramer.

Déle se mtizeme setkat s pojmem velmi jemné Castice (ultrafine particles), které maji
velikost kolem 100 nm (0,001-0,1 um) a maji n¢které vlastnosti molekul. Pro ¢astice mensi
jak 50 nm se pouziva ozna¢eni nano¢astice. Castice vétsi jak 10 pm maji pouze limitovanou
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stabilitu v atmosféte, ale i pres tento fakt hraji dilezitou roli, jako zdroj ¢astic, jimiz je ¢lovek
vystaven pii praci, vzhledem k jeho blizkosti ke zdroji ¢astic. Nejveétsi aerosolové ¢astice jsou
viditelnd zrna, kterd maji vlastnosti popsatelné Newtonskou fyzikou. Z téchto divoda je
dalezité pro vypocty depozic znat velikost Castic, ktera bude v ptipad¢ této prace ovlivnéna
zpusobem generace ¢astic a jejich zdrojovym materiadlem [13].
2.5.2 Generace aerosolovych castic
Z dostupnych informaci tedy vidime, Ze generované ¢astice mohou byt kapalné i pevné. Pro
jejich generaci se vsak uziva riznych metod a v této sekci si uvedeme dvé metody, které byly
nize pouzity pro generaci fluorescencnich ¢astic.

Generace kapalnych castic byla provedena pomoci kondenza¢niho generatoru
monodisperzniho aerosolu (CMAG 3475 TSI, déle jako CMAG), jehoz schéma lze vidét na
Obrazek 11.
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Obrdazek 11: Blokové schéma generdtoru aerosolovych castic (CMAG)[14]

Vlastni generace aerosolu zacind vloZenim zasobniho roztoku do atomizéru, odkud je
nasledné roztok rozprasovan pomoci trysky pro vytvoreni kapicek o velikosti 1-3 um. Ty jsou
poté vysuSeny v difuznim suSi¢i a dojde k vytvoreni krystalickych jader o velikosti 10—
100 nm, velikost zavisi na koncentraci pouzitého roztoku. Takto vytvofena jadra prochazi
pfes filtraéni oblast, kde miZze byt koncentrace jader snizena pied jejich pouZitim jako
kondenzacnich jader. Vysledna koncentrace Castic je pak pfiblizné stejna, jako koncentrace
jader a mize byt tedy upravena pomoci toku pies filtr vramci mezi heterogenniho
kondenzac¢niho procesu. Po prichodu jader filtrem vstupuji do saturdtoru a jsou zde
probublavany pfes aerosol-tvorny material, v nasem piipad¢ se jedna o DEHS, pfi konstantni
teploté. Koncentrace par Vv bublinach je umérna nastavenému tlaku a teploté. Velikost
aerosolovych ¢astic je pak odvisld od koncentrace par na jednotlivé jadro. Pfed vlastnim
vznikem aerosolovych ¢astic vSak prochazi smés par a jader do ohtivace aby bylo docileno, ze
nedojde ke kondenzaci mimo kondenzacni komin. Po vstupu smési do kondenza¢niho kominu
dojde k ochlazeni smési v laminarnim proudéni ¢imz je dosazeno ptesyceni, které zpisobi
kondenzaci par na jadrech. Je doporuceno nechat generator v provozu po urcitou dobu a
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zkontrolovat velikost vzniklych ¢astic pro mozné upraveni nastaveni. Timto zplisobem je
mozné generovat ¢astice priblizné o velikostech 0,1-8 um[14].

Aerosoly vsak nejsou pouze slozené z kapalnych castic a lze tedy generovat i pevné
acrosolové Castice a to pomoci praskového rozprasovacée (small-scale powder disperser SSPD
3433 TSI, dale jen SSPD). Cely proces generace pevnych Céstic aerosolu vV SSPD zacina
nanesenim praskové formy castic, které chceme rozprasit. Tyto Castice pak musi byt jemné
naneseny na kotou¢ z brusného papiru v co nejrovnomérnéjsi vrstvé pro stejnomérnou
generaci castic. Prasek je pak za provozu odsan pomoci kapilarni trubice, jejiz dolni konec je
umistén tésné nad povrchem kotouce a horni konec je napojen na venturiho trubice. Vzristem
rychlosti toku vzduchu skrz venturiho trubici dojde k vytvofeni nizkého tlaku a nasledného
nasati cCastic. Ve venturiho trubici dochazi k deaglomeraci ¢astic proudem vzduchu
prochazejicim pies venturiho trubici diky smykovym silam. Smykové sily jsou vytvofeny
mezi rychle proudicim vzduchem a pomalu proudicim tokem ¢éstic z kapilarni trubice. Tento
proud také slouzi jako ochranny proud (sheath flow) kolem proudu castic a tim dochazi
k men$im ztratdm castic, které by se mohly usadit na stény.

Vysledkem generace jsou ziedéné deaglomerované aerosolové Castice. Z metody generace
lze vidét, ze velikost jader nezavisi na vlastnostech generatoru ale vlastnostech pouzitého
vychoziho materidlu, generator pak zvladne generaci castic v rozsahu priamérit 0,5-30 pm
[15]. I v tomto ptipad¢ je vhodné zkontrolovat velikost astice pomoci APS.
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Obrazek 12: Schéma vnitiniho usporddadni generdatoru aerosolovych castic SSPD[15], kde
Lpm je I'min”*

2.5.3 Méreni velikosti ¢astic

Jak bylo vySe uvedeno pro vypoéty depozice, je dulezité znat velikost Castic. Vzhledem
k dostupnym metodam byl pouzit aerodynamicky spektrometr Castic (APS 3321 TSI dale
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uvadén jako APS). Vystupni hodnotou APS je pak aerodynamicky primér, jedna se o prumér,
ktery by méla ekvivalentni sféricka &astice s hustotou 1000 kg'm > (1g'em ) a stejné
usazovaci rychlosti jako métena Castice [13].

Meéieni na APS je zalozend na métfeni doby letu ¢astice (time of flight) pomoci akcelerace
aerosolovych ¢astic, které je provedeno akceleraci toku ¢astic pies trysku. Zrychleni Castice je
nepfimo umérné jeji velikosti, vétsi Castice maji veétsi setrvacnost a proto dosahuji nizsiho
zrychleni. Pti prichodu ¢astice tryskou je zaznamenan Cas pruchodu mezi dvéma laserovymi
paprsky a je pieveden na acrodynamicky prumér dle kalibraéni kiivky. Pouzité lasery se
pomoci optické soustavy piekryvaji a dochdzi tak ke vzniku jednoho kontinudlniho signalu pii
priachodu castice paprskem. Takto vznikly signal pak méa dvé€ maxima, castice s jednim
maximem (phantom particles) nebo vice nez dvéma maximy (konciden¢ni chyba, coincidence
error) nejsou pocitany do vypoctl distribuce velikosti ¢astic.

Vysledkem je velmi pfesna pocetni distribuce, kterd je téméf neovlivnéna pozadim a
Sumem pro vypocet hmotnostni distribuce. Zaroven je provadéno meéteni rozptyleného zateni
na Casticich pro dopliiujici informace 0 koncidenci. Pfi méfeni je nasavany aerosol rozdélen
na vzorek (sample flow) a ochranny tok vzduchu branici usazeni ¢astic (sheath flow), z n€hoz
jsou pomoci filtri odstranény Castice. Sheath flow prochézejici filtry je méfen pomoci clony,
kde se vyuziva znamé zavislosti tlakové ztraty pii priichodu clonou na pritoku, méfi se tedy
tlakova ztrata na cloné€, ktera je prepoctena na prutok. Pomoci sheath flow jsou castice
umistény ve stiedu proudového toku vzniklého prichodem pies trysku. Poté jsou méfeny
rychlosti ¢astic v detek¢éni oblasti, kde jsou detekovany pomoci polarizovanych lasert, jeden
horizontalné a druhy vertikalné polarizovany, a detektoru. Schéma APS je vyobrazeno na
Obrazek 13. Vystupem je pak pocetni nebo hmotnostni rozlozeni velikosti ¢astic [16].
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Obrazek 13: Schéma aerodynamického spektrometru castic (APS 3321 TSI)[16]
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2.6 Soucasny stav reSené problematiky

Vyzkum 1€kt a nosiCovych systémil se vyvijel n¢kolika fazemi a to od botanické faze na
pocatcich lidské civilizace, ptes syntetickou chemii v poloving 20 stoleti az po moderni éru
biotechnologii v 21. stoleti [17]. Velky duraz je kladen zejména na cilené nosice 1é¢iv a na
schopnost interagovat na specificky cileném misté. Dalsi sledovanou vlastnosti pfi vyvoji
1é¢iv je to, aby béhem degradace 1éciva nevnikaly toxické latky pro organismus, které by
naopak mohly piipadny stav zhorsit, nebo by mohlo dojit k jejich ukladani [18].

Jednou z moznych cest jak dopravit 1é¢iva do lidského organismu je oronasalni podani.
Tato 1éCiva pak maji formu aerosolu, ktery pronika do dychacich cest. Dnes se miizeme bézn¢
setkat s pouzitim inhalace bronchodilata¢nich latek pii astmatu, nebo antibiotik pro 1é¢bu
lokalnich infekci dychacich cest. Podani Iéku aerosolovou formou je zajimavé i z pohledu
vstiebani dané latky, pokud by pronikl aerosol az k alveolarnimu epitelu, jenz poskytuje
velkou plochu a je siln¢ prokrveny, doslo by k okamzitému vstiebani G¢inné latky. Pfi
nékterych lokalnich onemocnéni plic je pak dilezit¢ dopravit ucinnou latku pravé na
postizené misto, a tedy dosahnou cilené¢ dodavky 1é¢iva (targeted drug delivery). Dosazeni
cileného podani 1é¢iva ma pak za nasledek snizeni nakladt pti pouziti drahych 1éCiv a nizsi
zatéze pro organismus, vzhledem k sniZeni vysoké davky lé¢iva. Z tohoto diivodu je vyzkum
transportu a depozice aerosolu predmétem zajmu jiz mnoho let [17][18].

Jednou z mnohych aerosol-tvarnych latek je DEHS, ktery se pouziva pfi vyvoji cilenych
1éciv pro dychaci cesty jako modelovy aerosol. Je tak tomu diky faktu, Ze neni toxicky a
dokaze vytvaret unimolekularni vrstvu, coZ je velmi pfiznivé pro experimentalni stanoveni
depozice aerosolovych ¢astic [1][2][14]. A tudiz byly nashromazdény poznatky, které jsou
Vv nasledujicich odstavcich.

Stephen M. Bowes 11l a David L. Swift [2] se zabyvali usazovanim ¢astic v oralnim

dychacim ustroji béhem oronasalniho dychani. DEHS v tomto pfipadé byl pouzit jako obal
pro fluorescenéni jadro, kterym byl uranin (fluorescein sodny). Tato kombinace slouZila jako
nahrada za pouziti radioaktivnich latek. Vytvofeny aerosol pak byl dobrovolniky pfimo
vdechovan pfes naustek a nasledné vydechovan za simulace tézkého a lehkého cviceni.
Aerosol pak byl zachycen na filtru a byla stanovena mira depozice Castic. Jednim ze
stéZejnich vysledkli bylo stanoveni miry ztraty aerosolu v Ustni dutiné. Vysledkem bylo, ze
k vétsimu usazovani castic dochazi se zvétSenim velikosti ¢astic. Ke snizeni depozice pfi
tézkém cviceni oproti leh¢imu dochazi diky tomu, Ze organismus potiebuje vice kysliku a
tudiz jsou otevirana usta pro lepsi nasavani vzduchu.
K.D. Horton a spol. [19] zkoumali nové predstaveny kondenzacni typ aerosolového
generatoru MAGE (monodisperze aerosol generator), jehoz vyrobcem je Lavoro ¢ Ambiente
scrl. Princip tohoto generatoru je zalozen na evaporaci DEHS a jeho kondenzaci na jadrech
fluorescenéni latky (zvolena latka vSak nemusi byt fluorescenéniho charakteru). MAGE jim
tedy dovoloval velmi rychle vytvofit monodisperzni aerosol o velikostech castic kolem 0,1
um a veétSich nez 2um, aerosoly téchto parametrii nejsou snadno reprodukovatelné jinymi
metodami. A dale dosli k zavéru, ze tento typ generatoru aerosolovych castic je téZze vhodny
pro aerosolové Castice, které jsou tvotreny sodnou soli fluoresceinu, neboli uraninem (jadro) a
DEHS (obal) diky vzniku dostate¢né detekovatelné fluorescence jadra.

B. Grgic a spol. [20] studovali usazovani aerosolovych ¢astic DEHS a jejich proudéni
v replice idealizovanych ust a krku. Studie byla provadéna pro oblast st a krku hlavné
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z diivodu, ze vétSina 1€kt podavanych pro 1écbu dychaciho ustroji prochazi ptes usta a krk
nikoliv nos. Umély model pak byl zvolen kvili nakladnosti, komplexnosti experimenta
provadénych in vivo vykazujicich velmi rozdilna data u riznych subjektd. Tento model
zachovaval geometrii ust a krku. Princip generace aerosolu byl stejny jako u MAGE.
Vysledkem jejich prace bylo zjisténi, ze rychlost proudéni i velikost ¢astic zna¢n€ ovliviuji
depozici ¢astic. K depozici ¢astic pak dochazelo v laryngalni oblasti a v hornich pradusnicich.
Dale bylo zjisténo, Ze sevieni nosohltanu a hlasivek je klicovy faktor, ktery ovliviiuje
nasledné proudéni, a tedy i depozici.

P. Mikuska a Z. Veceia [21] zkoumali novy typ aerosolového kolektoru pro kontinudlni
odbér vzorkl atmosférickych castic, tedy kolektor pouzivajici dvé protiproudé trysky a
kapalinu ke kontinualni analyze aerosolovych castic (ACTJU), DEHS byl pak pouzit jako
modelovy aerosol. M¢cfeni depozice a chemického slozeni aerosolu v atmosféte je obvykle
provadéno sbérem aerosolu na filtrech ¢i télech s néslednou analyzou ziskanych ¢astic. Tento
postup sice zaznamenava data v priib&hu &asu, ale dochazi také ke vzniku nepfesnosti. Castice
nasbirané na filtrech se totiz mohou vypatit béhem sbéru, nebo mize dojit k absorpci plynd.
Filtry se dale musi promyvat a asem dochazi také k akumulaci vodou nerozpustnych latek
popiipadé i k desintegraci filtrit samotnych. Desintegrace filtri by pak mohla zpUsobit
zachytavani vléken z filtri v pfistrojich.

ACTIJU pouzivd membranové pumpy k nasavani vzduchu do kolektoru z nerezové oceli.
V tomto kolektoru je nasaty vzduch veden pies Venturiho trysky do kolizni komory. Uvnitf
Venturiho trysek je kapildra z nerezové oceli vedouci kapalinu (deionizovanou vodu).
V kolizni komote pak srazkou kapicek kapaliny a aerosolu dojde k zachyceni aerosolu a tato
smés je dale vedena do cyklony, ve které dojde k oddéleni vzduchu a kapaliny. Vysledkem
potom je, Ze ACJU je velmi vhodny aparat pro analyzu aerosolovych ¢astic pfi kontinudlnim
nastavenim diky tomu, Ze ma vysokou ucinnost sbéru c¢astic, maly mrtvy objem
a jednoduchou udrzbu.

Kerstin Lahnstein a spol. [22] studovali plicni absorpci aerosolu fluorescenénich sond,
jako modelu lé¢iva Vv izolovanych plicich kralika. Jako hlavni model 1é¢iva byl pouzit 5(6)-
carboxyfluorescein (CF). Depozice aerosolu DEHS pak zavisela na proudéni aerosolovych
Castic, velikosti Castic a frekvenci dychani. Plicni absorpce byla ovliviiovana riznymi
fyzikaln&-chemickymi a biologickymi faktory, v€etné velikosti molekul, pH roztoku 1éciva a
lipofility. CF tedy byla experimentalné vyhodnocena, jako nejlepsi model 1é¢iv diky rychlé,
vysoké a reprodukovatelné absorpci, stabilni koncentraci v perfizatu, kterd je nezéavisla na
tlaku v plicich, cévnim prosakovani ¢i edému.

FrantiSek Lizal a spol. [23] se zaméfuji na vyzkum piepravy a depozice aerosolu
v modelu do 7 generace vétveni dychacich cest ¢lovéka. Pro vyzkum byly pouzity dva
modely. Prvni z tenkovrstvého prithledného silikonu umoZnujici méfeni rychlosti a velikosti
¢astic za pomoci fazoveé dopplerovského anemometru (PDA). Druhy model je pak urcen pro
méfeni depozice Castic Obrazek 14. Vysledky PDA méfeni jsou ty, Ze intenzita fluktuaci
rychlosti je vyssi pii vydechu vzhledem k sméSovani proudéni vzduchu z decefinych vétvi, a
dale bylo také prokazano, ze rychlostni profily jsou velmi zavislé na geometrii ale méné
zavislé na rezimu dychani.
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Obrdazek 14: Model plic do 7 generace vétveni[23]

Ke stanoveni depozice byl pouzit zprvu DEHS (obal) a fluorescein (jadro) a poté bylo
pouzito NaCl misto fluoresceinu. Depozice aerosolu byla méfena pro rizné velikosti ¢astic
apro rizné prutoky. Stanoveni bylo provedeno pomoci luminiscencni spektrofotometrie.
K vysoké depozici castic pak doslo u ¢asti 13 az 22, coZz mohlo byt také zplisobeno tim, ze
plocha téchto casti je vétSi a posledni Casti také obsahuji vice bifurkaci. DalSim divodem
mize byt, Ze jsou zminéné Casti vyrobeny z jiného materialu nez zbytek modelu, aby se
predeslo této moznosti pii dalSich experimentech, byl vyroben cely model ze stejného
materialu.

Abychom mohli vyhodnotit depozici aerosolovych ¢éstic, je nutné nalézt metodu, ktera
nam dovoli detekovat ¢astice a kvantifikovat jejich koncentraci. Jednim z moznych postupti je
pouziti koncentra¢niho ¢itae ¢astic (CPC), nebo znalosti poméru proslého aerosolu pies
blank a model.

Kuo-Hsi Cheng, a spol [24] studovali depozici velmi jemnych ¢astic (0,004-0,15 pum).
Castice 0,004-0,02 um byly generovany ze stiibrné vlny (Sigma-Aldrich) pomoci
kondenzacni metody a Castice o velikosti 0,15 um byly z polystryren-latexovych ¢astic (Duke
Scientific), které byly generovany Retec X-70 nebulizérem. Koncentrace aerosolu pied a po
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experimentu byla méfena pomoci kondenzac¢niho ¢itace castic (CPC 3040 TSI). Exponovani
byli dobrovolnici, piedstavujici primérnou populaci a zaznam z usazenych Castic byl poiizen
pomoci magnetické rezonance (MRI) a akustické rhinometrie (AR). Vysledné depozice pro
Castice mensi jak 0,15 um se velmi liSily a to az o 60 %, Castice o velikosti 0,15 um pak méli
odchylky pod 10 %. Z vyslednych dat pak byly sestaveny matematické modely pro nadech a
vydech. Studie tedy poskytuje nejen matematicky model ale i informaci o rozdilech subjektt,
které by méli byt zahrnuty pfti ptiprave 1éCiv.

J. Storey-Bishoff a spol [25] zkoumali depozici mikrocastic v nosnich dychacich cestach
nemluvnat. Nejprve byly provedeny tomografické skeny (CT) nemluviat, z jejich dat byly
vyhotoveny repliky. Model byl poté vyroben z akrylového plastu pomoci 3-D tiskarny
(Invision SR 3-D printer from 3D Systems, Rock Hill, SC). Pro depozici byly pouzity ¢astice
o prumérech 0,8-5,3 um a byly generovény ze slunecnicového oleje pomoci kolizniho
nebulizéru (BGI, Inc. Waltham, MA), pouzity pritok byl 30 I-min"*. Pomoci elektronického
nizkotlakového impaktoru (Dekati Ltd.,, Tampere, Finland) byla ziskdna primérna
koncentrace ¢astic. Po zpracovani dat bylo zjisténo, Ze i pies podobnou geometrii nosnich cest
jsou individudlni detaily dostate¢né U¢inné na to, aby se vysledné depozice znatelné lisily.
Vyslednd matematickd rovnice popisujici depozici byla vice zavisla na objemu cest nez na
jejich povrchu. Béhem prace byl vytvofen model nosnich cest nemluvnat, ktery je mozné
pouzit pro studii depozic aerosolii.

Dalsim postupem je vyuziti fluorescencni spektroskopie, pro méteni intenzity luminiscence
aerosolovych ¢astic. V nasledujicich €lancich byly pouZity hotové fluorescenéni ¢éstice pro
experimentalni uréeni depozice, a spojeni téchto vysledkli s matematickymi modely.

Yung-Sung Cheng a spol. [26] se zamé&fily na studii depozice aerosoli v lidském
dychacim ustroji. Cilem bylo zkoumat vliv velikosti ¢astic a rychlosti dychdni na depozici
castic. Béhem této studie byl vytvoifen model plic, ktery obsahoval redlnou ustni dutinu
vytvofenou z dentdlniho otisku dobrovolnika. Celkovy model se skladal z ustni dutiny,
oropharynx (tstni ¢ast hltanu), hrtanu, prudusnice a tfi generaci vétveni pradusek. Model byl
vytvoien z Dow-E silikonové pryze, jez byla oSetiena elektricky vodivou slozkou pryze (KE-
4576 GemTech), pro minimalizaci elektrostatické depozice. Pro méfeni pritoku byl pouzit
termoanemometr se zhavenym vldknem. Néasledné byla provedena depozice modelu
fluorescen¢né znacenymi ¢asticemi 0,93-30 um (Polysciences, Interfacial Dynamics a Duke
scientific), ¢astice pod 5 um byly generovany pomoci SSPD (3433 TSI) a castice nad 5 pm
byly generovany pomoci Respiraguard Il (Marquest Medical Products). Po depozici modelu
byly modely nafezany na Casti a ¢astice byly extrahovany acetonem a nasledné byla zméfena
intenzita fluorescence na fluorescencnim spektrometru (Hitachi, Danbury, CT). Po
vyhodnoceni dat byla nalezena rovnice popisujici depozi¢ni mechanismus:

7 =1—exp(— 2,24aStk), (11)
kde a = 6,66+0,418. Vysledky depozic lze vidét na Obrdzek 15.
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Obrazek 15: Depozicni frakce v riiznych castech modelu [27], kde deposition efficiency je
depozicni ucinnost, oral cavity je ustni durina, pharynx je hitan, larynx je hrtan, TB jsou
priidusnice a filter jsou filtry

Timto byl ziskdn model plic, ktery mize byt pouzit pro vyzkum depozice aerosoli,
farmaceuticky vyzkum a vyzkum pracovnich rizik. Model pak reprezentuje ¢astecné oteviena
usta, do kterych 1ze zasunout trubici o praméru 1,5-2 cm.

Zhou Y. a spol [27] studovali vliv velikosti ¢astic a rychlost dychani na depozici ¢astic
Vv dychacich cestach. Jejich model zahrnoval Ustni dutinu, hrtan, pridu$nici a tii generace
vétveni prudusek. Model byl vyroben z Dow-E silikonové pryze, ¢astice 0,93-30 um pak byly
fluorescenéné znaceny (Polysciences, Interfacial Dynamics a Duke scientific). Vysledky
jejich studia ukazaly, ze depozice se zvySovala se zvySujicim se prutokem a velikosti Castic.
Data byla také ve shod¢ s jiz predeslymi vysledky Balashazy [28][29].

Zhou Y. a spol [30] studovali depozici ¢astic v tracheobronchialnich dychacich cestach, za
ucelem vyzkumu, pro inhalaéni podéni 1é¢iv a zamezeni rizika inhalace Skodlivych latek. Pti
vyzkumu depozice byl pouzit model plic, ktery byl vyvinut jiz béhem jejich prace [27]. Nové
je pak segment rozdélen do vice oblasti (36) pro zptesnéni lokalnich depozic ¢astic. Pouzité
Castice byly fluorescenéné znaceny a byly v rozmezi velikosti 0,93-30 um (Polysciences,
Interfacial Dynamics a Duke scientific). Castice pak byly vyhodnoceny stejnym zpiisobem,
jako je popsano v ¢lanku [27]. Depozice v trachealni ¢asti pak byla zavisla na toku, ktery byl
turbulentni. Depozice v horni bronchialni ¢asti byly nejvyssi na bifurkacich a shodovali se
svysledky od Chan and Lippmann [31]. Na zakladé empirickych dat byl vytvoien
matematicky model pro dalsi studie depozice aerosoli.

Cist¢ matematicky pfistup pro hodnoceni chovani a depozice aerosolovych &astic
v dychacim ustroji byl pouzit v nésledujici praci

Zhang Z. a spol [32] se zaméfili na vyvoj a studii modelu od ust po tracheu pro
porozumeéni filtraCniho efektu v hltanu a hrtanu, pomoci matematickych programi. Jejich
model obsahoval mekké patro, silny ohyb a hladkou trubkovou sténu vedouci k prudusnici a
byl ovéfen pomoci experimentalnich udaji. Zkoumany byly rychlostni rozloZeni, distribuce
castic, trajektorie ¢astic a jejich depozice. Pomoci matematického programu, ve kterém byly

A%

objemt, byly vyfeSeny proudové rovnice. Pomoci stejného programu byly vyfeSeny i
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transportni rovnice. Pfi pozorovani rychlostniho rozlozeni v modelu bylo zjisténo, ze
V napojeni hrtanu na pradusnici (Stérbina mezi hlasivkami) dochéazi k velkému naristu
rychlosti. Po prichodu $térbinou mezi hlasivkami, také dochazi k velké zmén¢ v distribuci
¢astic vlivem vysoké turbulence. Pfi pozorovani trajektorie a depozice cCastic pak bylo
zjisténo, ze Castice uvolnéné kolem honi nebo dolni ¢4sti vstupni roviny se snadnéji usazuji na
zakiiveném ustnim povrchu dychacich cest. Vysledky simulaci pak ukazuji na to, ze proudéni
¢astic je lamindrné- prechodné-turbulentni.

Zkoumané aerosoly, vSak byly monodisperzniho charakteru. Aerosolové Castice v nasem
okoli jsou ale polydisperzniho charakteru a jejich chovani se muze liSit od striktné
monodisperznich ¢astice. Této problematice se vénuji nasledujici odstavce.

C.K. Diu a spol [33] zkoumali polydisperzni aerosol vzhledem k faktu, ze kolem nas se
nenachazi monodisperzni ¢astice, ale jedna se o polydisperzni ¢astice a z tohoto hlediska je
dobré studovat jejich depozici. U malo koncentrovanych aerosolt Ize pocitat depozici jako
soucet depozic jednotlivych velikostnich frakci o riznych koncentracich. Diky tomuto faktu
byl upraven stavajici matematicky model pro depozici monodisperznich aerosold. Béhem
prace bylo zjisténo, Ze pro castice velikosti 0,04—2,0 um dochéazi ke zvySeni depozi¢ni
uc¢innosti, diky vlivu Brownova pohybu a turbulence, setrvacnosti a gravitaéni sedimentaci
(average mobility effect). Avsak pokud je velikost ¢astic mensi nez 0,04 pm, nebo vyssi nez
2,0 um dochdzi k reverzni situaci a celkovd depozicni ucinnost se snizuje vlivem nizSich
depozi¢nich ucinnosti jednotlivych frakci (deposition limitation effect). Pro Castice vétsi nez
6 um pak dochazi ke sniZeni depozicni frakce také diky sekvenénimu filtracnimu efektu
(sequential filtration effect), tato fakta byla také potvrzena béhem prace C. S. Kim[34]. Vliv
polydisperuity na depozi¢ni frakci pti dychani Gsty lze vidét na Obrdzek 16. Rozdily mezi
depozici monodisperznich a polydisperznich aerosoll jsou také vice zavislé na hmotnostnim
medianu priméru (MMD).
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Obrazek 16: Regiondlni hmotnostni depozicni frakce pro dychani usty[33], kde mass
deposition fraction je hmotnostni depozicni frakce a Dy, je priimér castic
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J. A. Rosati a spol [35] se zabyvali vyzkumem depozice polydisperznich aerosolti. Béhem
této prace byl vyvinut inhala¢ni systém pro méfeni depozice polydisperznich ¢astic.
Polydisperzni aerosol mél rozlozeni velikosti ¢astic 0,015-15,4 pm, veskera méteni Castic
probéhla na aerodynamickém spektrometru castic (APS 3310 TSI) s elektrostatickym
klasifikatorem (model 3071 TSI) a kondenza¢nim c¢itaem ¢astic (CPC 3022 TSI). Data
depozic byla také porovnana mezi monodisperznimi cCasticemi a uzkému oddilu
Z polydisperznich ¢astic o priméru 3 um a geometrickou standardni odchylkou 2,0. Srovnéani
probéhlo pii nizkych a vysokych depozi¢nich urovnich. Vysledna data méli velmi malé
odchylky a coz je zptisobeno vybranim pouze malého oddilu polydisperzniho aerosolu.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

DEHS (bis(2-ethylhexyl)dekandioat) Fluka GmbH, CAS: 122-62-3,
¢istota 97 %, Sarze 0001392821

Isopropylalkohol (IPA) Lachner s.r.o., CAS: 67-63-0,
¢istota 99,9 %, Sarze 30703
Chlorid sodny (NaCl) Penta, CAS: 7674-15-5,
Cistota 99,9%, Sarze 1611281111
Fluorescein sodny Sigma-Aldrich, CAS: 518-52-8,
Cistota 99,9%. Sarze 0001440598
Kumarin 6 Sigma-Aldrich, CAS: 38215-36-0,

Cistota 98%, Sarze 442631-16

Dihydrat riboflavinu 5-monofosfatu Sigma-Aldrich, CAS: 6184-17-4,

sodného Cistota 95%, Sarze 118k1140

Silikonovy olej Dow Corning, CAS: 63148-62-9,
Cistota 99%, $arze 0005978136

Fluorescen¢né znacené ¢astice 3 um  Duke Scientific, ozn. Green-fluorescing polymer
microspheres, Sarze 33625

Fluorescenc¢né znacené Castice | um  Duke Scientific, ozn. FluoroMAX, Sarze 35413

Fluorescen¢né znacené ¢astice 7 um  Duke Scientific, ozn. Red-fluorescing polymer
microspheres, Sarze 34204

3.2 DEHS

3.2.1 Charakterizace DEHS v riznych prostiedich

Jedna se o doplnéni chovani DEHS v rliznych prostedich, kterd nebyla uskute¢néna béhem
bakalatrské prace [3]. Pro kazdy roztok bylo ve vialkach rozpusténo 0,1 ml DEHS v 4,9 ml
ptislusného prostiedi. Takto byla ptipravena sada pro DEHS v H,O, DMSO, NaOH a ve
vodnych roztocich moc€oviny. Zvolend koncentrace NaOH byla 0,1 mol1™. Koncentrace
mocoviny pak byla v rozmezi 1-10 mol'l1™" s krokem 1 mol'l™". Veskeré vzorky byly michany
po dobu 24 h. Nasledn¢ byla detekovana luminiscence na luminiscen¢nim spektrometru
Fluorolog HORIBA Jobin Yvon.

3.2.2 Hustota, viskozita a index lomu DEHS

Vzorky degradovaného a nedegradovaného DEHS byly proméfeny pii laboratorni teploté
25°C na hustoméru Anton Paar DMA 4500 Density meter, kulickovém viskozimetru Anton
Paar Amwn a refraktometru.

3.2.3 Dynamicky rozptyl svétla

Meéfeni probéhlo na piistroji DLS Zetasizer Nano spolecnosti Malvern Instruments pfi
laboratorni teploté 25 °C. Pro DEHS a jeho roztoky v IPA o koncentracich: 1071, 1073, 1075,
107, a 10°°. Jako disperzni prostedi byl nastaven IPA a jako disperzni ¢éastice byl nastaven
DEHS. Za pomoci této techniky byla zjisténa polydisperzita roztoku a rozmezi velikosti
&astic. Udaje o viskozité a indexu lomu byly ziskany v ramci feSeni &asti 3.2.2.
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3.2.4 Casové rozliSens fluorescence DEHS

Pomoci ¢asové rozlisené¢ho fluorescencniho spektrometru Fluorocube HORIBA Jobin Yvon
byl zhotoven zdznam vyhasinani fluorescence pro nedegradovany a degradovany DEHS a
jeho roztoky v IPA o koncentracich: 1, 107,10, 10" a 10 g%, Nastaveni pro roztoky bylo
dle kapitoly 3.4.2 nasledujici: ¢asovy rozsah TAC 50 us, frekvence vyslanych pulzi 25 KHz,
a o byla udrzovana pod 2 % kvili intenzit¢ dopadajiciho emisniho zareni. Nastaveni pro
DEHS s filtrem i bez filtru bylo nasledujici: ¢asovy rozsah TAC 100 ns, frekvence vyslanych
pulzi 1 MHz, Coaxial delay 95 ns, Synchronous dealy 15 ns, a a byla udrzovana pod 2 %.
Cut-off filtr byl zvolen zluty 400 nm.

3.2.5 Koncentraéni rada DEHS

Byly vytvoreny kalibra¢ni fady pro zjisténi koncentrace usazenych castic v modelu plic. Tyto
kalibra¢ni fady byly vytvofeny v Sirokém fadovém rozpéti a maji slouzit jako orientacni fady,
s jejichz pomoci by $lo dale piesnéji ur¢it koncentraci ¢astic po depozici. Pro zhotoveni
kalibra¢ni fady byl pfipraven zasobni roztok DEHS v IPA o koncentraci 1 gl™ a objemu
100 ml, zasobni roztok byl michdn 48 h. Dale byly pfipraveny fedénim vzorky
v koncentraénim rozmezi 1az 10 gl a byly michany po dobu 24 h. Koncentra¢ni fady
byly nékolikrat opakovany pro upiesnéni. Nasledné¢ byly provedeny emisni skeny na
fluorescenénim spektrometru Fluorolog HORIBA Jobin Yvon s nastavenim: emisni sken
v rozmezi 300-600 nm, bandpass 5 nm a emisni a excita¢ni polarizatory byly nastaveny tak,
aby sviraly thel 90°.

3.3 Depozice

Depozice aerosolovych ¢astic probihala na Fakulté strojniho inZenyrstvi VUT v Brn¢ a to na
realistickém modelu plic, ktery byl vyvinut vramci vyzkumu transportu a depozice
acrosolovych castic. Vlastni realisticky model plic se sklada z 32 ¢asti modelu samotného a
13 filtra¢nich drzaka s filtry. Na Obrdzek 17 1ze vidét realisticky model pouzity béhem této
prace, Cisly 1 az 22 jsou oznaceny piislusné ¢asti modelu.

Pro generaci aerosolovych jader pomoci CMAG bylo pouZito nasledujici zapojeni, které je
schematicky znazornéno na Obrdzek 18. Generator byl pfipojen k procesnimu monitoru
aerosolu (PAM 3375 TSI), pro on-line kontrolu koncentrace a velikosti ¢astic. V piipadé
zapojeni SSPD jako generatoru aerosolovych ¢astic nebyl pfipojen SSPD k PAM, vzhledem k
zpusobu generace. PAM byl poté ptipojen k smeéSovaci aerosolu a vzduchu, diky nutnosti
pfisavani vzduchu pro dosazeni pratoku 30 I'min *. Na smé&Sovad byl dale napojen model, ke
kterému byly pfipojeny filtry na segmentech 13-22. Jako posledni byla k filtrim napojena
olejova rotacni vyvéva. Sestaveni experimentalniho zapojeni bylo v souladu s F. Lizal [40].
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Obrazek 17: Realisticky model s oznacenim segmentii [36]
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Obrazek 18: Schématické zapojeni pro generaci aerosolu[40]
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3.3.1 DEHS-fluoresceinové ¢astice

Nejprve byl piipraven zasobni roztok fluoresceinu sodného o koncentraci 0,3 gl
fluoresceinu sodného a koncentraci 0,02 gl™* NaCl dle &lanku P. Mikusky [21].
Z piipraveného zasobniho roztoku pak bylo odebrano cca 60 cm™® do atomizéru, ktery byl
nasledn¢ uzavien a do saturatoru bylo dodéano piislusné mnozstvi DEHS.

Dale byl pfipojen model plic K acrosolovému generatoru CMAG. Na generatoru byl
nastaven prutok dusiku na 5 I'min?, saturaéni tok na 4,5 l'min %, teplota saturatoru byla
nastavena na 200 °C a teplota ohtivace (reheater) byla nastavena na 230 °C. Nasledné byla
zapnuta vyvéva s nastavenym pratokem 30 I'min * a PAM pro provozni kontrolu velikosti
castic. Doba depozice modelu byla 10 min. Experiment byl opakovan tfikrat pro vypocet
moznych odchylek. Sestavu model-generator 1ze vidét na Obrdzek 44 v piiloze.

Po skonceni experimentu byl po vypnuti vyvévy a generatoru odpojen model plic.
Deponovany model byl rozlozen na ¢asti a ty byly nasledné sonifikovany po dobu 15 min
Vv piislusném mnozstvi H,O, ¢imz byl extrahovan fluorescein. Stejnym zplisobem byla
provedena extrakce u filtrii. Po ziskdni roztoki byl odebran vzorek pro kazdou ¢ast modelu i
filtr pro zméfeni luminiscence na fluorescencnim spektrometru Fluorolog HORIBA Jobin
Yvon.

3.3.2 Kalibraéni rada

Byla ptipravena kalibra¢ni fada fluoresceinu sodného pro vyhodnoceni depozice aerosolu
v modelu plic. Pro zhotoveni kalibra¢ni fady byly vytvofeny zasobni roztoky fluoresceinu
sodného o koncentracich 110t gl 1103 gl™?, 110°gl"a 1107 gl™, nasledng byla
fedénim zéasobnich roztokli pfipravena kalibracni fada v rozmezi 510 %z 110° gl™.
Kalibra¢ni tada byla tfikrat opakovana pro upfesnéni moznych odchylek. Métfeni byla
provadéna na fluorescen¢nim spektrometru Fluorolog HORIBA Jobin Yvon.

3.3.3 APS DEHS-fluoresceinovych c¢astic

Velikost a rozloZeni aerosolovych castic vytvorenych pomoci generatoru CMAG bylo
promé&feno na aerodynamickém spektrometru ¢astic APS. Po experimentu byl pofizen zaznam
pocetniho a hmotnostniho rozlozeni ¢astic.

3.3.4 Znacené Castice

Znacené Castice od firmy Duke scientific by mohli byt pouZity pro generaci aerosolu pomoci
SSPD, avsak prvnim krokem je potvrzeni excitanich a emisnich maxim pro dodané ¢astice o
velikostech 1,3 a 7 um, vzhledem k faktu, ze vyrobce neudava pouzité fluorescenéni barvivo.
Castice byly rozpustény v acetonu pro extrakci fluorescenéniho barviva a pro aceton nejsou
uvedena excitacni ani emisni maxima.

1 a 3 um castice byly dodany ve formé suspenze a 7 um ¢astice byly ve formé jemného
prasku. Pro charakterizaci luminiscen¢nich vlastnosti ¢astic bylo odebrano: 10 pl 1 pm ¢astic,
5pul 3 um ¢astic a 10 ug 7 um ¢astic, které pak byly rozpustény v 5 ml acetonu. Zhotovené
vzorky byly michany po dobu 2 h. Charakterizace luminiscenc¢nich vlastnosti byla provedena
na fluorescenénim spektrometru Fluorolog HORIBA Jobin Yvon.

Po charakterizaci ¢astic byl proveden experiment s 7 um ¢asticemi, které byly generovany
pomoci SSPD. Generované Ccastice pak byly analyzovany pomoci aerodynamického
spektrometru ¢astic APS.
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3.3.5 Nahrazeni ¢éastic

Pfi feSeni ¢asti 3.3.4 doslo ke komplikacim, které jsou popsany v sekci 4.2.3. Moznému feSeni
se pak vénuje tato sekce, ve které jsou pouzity dostupna fluorescencni barviva jako zdroj
acrosolovych castic pro generaci ¢astic za pouziti SSPD. Fluorescenéni barviva byla postupné
umisténa na brusny kotouc, ktery byl zasunut do SSPD. Nasledn¢ byl otevien piivod vzduchu
a nastavena regulace tlaku na 20 psi (138 kPa), dale byl nastaven priatok (sheath flow) na
41'minta kapilarni Ap na 162, jedna se o optimalni nastaveni pro SSPD.

Pro vybrani fluorescen¢niho barviva s vhodnou distribuci byla proméfena velikostni a
hmotnostni rozloZeni aerosolovych ¢astic fluoresceinu, kumarinu 6 a dihydratu riboflavinu 5-
monofosfatu sodného vytvofenych pomoci generatoru SSPD na aerodynamickém
spektrometru ¢astic APS.

3.3.6 Fluoresceinové ¢astice

Byl vybran fluorescein jako zdroj aerosolovych c¢astic pro depozici za pouziti SSPD, tento
fakt je diskutovan v sekci 4.2.4. Fluorescein byl nanesen v rovnomérné vrstvé na brusny
kotou¢ kolem stfedové Casti, tak aby dostateéné pokryl povrch kotouce. Nasledné byl kotoué
umistén do SSPD, a byl pfipojen model plic, ktery byl vnitiné povrstven silikonovym olejem
pro uchyceni ¢astic. Po otevieni ptivodu vzduchu byla nastavena regulace tlaku na 20 psi
(138 kPa), pritok (sheat flow) byl nastaven na 4 I'min* a kapilarni Ap na 162. Pro
rovnomérnost odsavani fluoresceinu bylo spusténo otaceni kotouce. Nasledné byla zapnuta
vyvéva snastavenym pritokem 30 I'‘min'. Doba depozice modelu byla 30 min. Cely
experiment byl proveden tfikrat pro vypocet moznych odchylek.

Po ukonceni experimentu byla vypnuta vyvéva a generator, po jejichz vypnuti byl odpojen
model plic. Po depozici byl pofizen obrazovy zaznam o tzv. hot-spotech. Deponovany model
byl rozlozen na ¢asti a ty byly nasledné sonifikovany po dobu 15 min v pfislusném mnozstvi
H,0, ¢imz byl extrahovan fluorescein. Stejnym zplisobem byla provedena extrakce u filtra.
Po ziskani roztoki byl odebran vzorek pro kaZdou ¢ast modelu i filtri pro zméfeni
luminiscence na fluorescenénim spektrometru Fluorolog HORIBA Jobin Yvon.

3.4 Metody méreni

3.4.1 Fluorescence
Ve vsech piipadech méteni byly vialky uzavieny a ponechany protiepavat do ptislusné doby.
Po uplynuti ptislusné doby byly sejmuty vialky z tfepacky a bylo provedeno jejich méfeni na
luminiscen¢nim spektrometru Fluorolog HORIBA Jobin Yvon. Méfeni bylo vzdy provadéno
pii laboratorni teploté 25,0 £0,1°C. Stala teplota byla udrzovana v mistnosti pomoci
klimatizace. Néktera méfeni byla provadéna se zapojenim polarizatoru pro omezeni vlivu
lampy. Detailni nastaveni jsou popsana u danych méfeni.
Pro vSechna meéfeni byla provedena korekce na UV/VIS spektrometru. Korekce emisnich
spekter se pak provadi z diivodu vnitiniho filtracniho efektu, ktery zptisobuje snizeni intenzity
pozorované fluorescence oproti skuteéné intenzité. Vzhledem k faktu, Ze tento efekt muize
zkreslit vysledné udaje, je tfeba provést korekci dle nasledujiciho vztahu:

Fcor = I:obs '100'5-(&%%%[“)’ (12)
kde Fcor je korigovana intenzita fluorescence, Fops pozorovana intenzita fluorescence, Aex j€
absorbance pfi excita¢ni vinové délce a Aey je absorbance pii emisni vinové délce.
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3.4.2 Casové rozliSena fluorescence

Ptfi méfeni Casoveé rozliSené fluorescence dochdzi k vyslani laserového pulzu, kterym je
excitovan vzorek a zaroven je vysilan signéal do excita¢niho constant function diskriminatoru
(CFD), ktery zaznamenava ¢as dopadu excitacniho pulzu. Signal nasledné prochazi do time-
to-amplitude convertoru (TAC), jenZz generuje napéti linearné rostouci s Casem. V emisnim
kanalu je pozorovan foton, ktery pfijde do emisniho CFD, kde se zaznamend ¢as ptichodu
fotonu a signal je poslan do TAC, kde dojde k zastaveni zvySovani napéti. Na TAC se timto
ziskd napéti umérné ¢asovému rozdilu mezi excitatnim pulzem a ptichodem emitovaného
fotonu. Cely proces je opakovan neustdle dokola a jednotlivé Casy jsou zaznamenany do
histogramu do skonéeni méfeni. Dale mize byt pouzit programable gain amplifier (PGA), pro
zesileni signalu. Zesileny signal je poté konvertovan na numerickou hodnotu pomoci analog-
to-digital konvertoru (ADC). Schéma zapojeni lze vidét na Obrdzek 19. Mgéifeni byla
provadéna na Fluorocube HORIBA Jobin Yvon. Specificka nastaveni jsou uvedena u danych
méfeni.
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Obrdazek 19: Schéma pro casové rozlisenou fluorescenci[7]

Vyhodnoceni dat probéhlo pomoci programu DAS6 Fluorescence Decay Analysis Sfotware
od spolecnosti HORIBA Scientific. Pro analyzu doby Zivota mohou byt data proloZena 1 az 5
exponencialnimi funkcemi, pro které plati obecny vztah:

F@}:A+B@n{%J, (13)

I
kde t predstavuje Cas, A je fitovaci parametr, B predstavuje predexponencialni funkci, jenz je
spojena s mnozstvim emitujici latky ve vzorku a T je doba zivota [37].

3.4.3 UVIVIS spektrometrie

UVIVIS spektrometrie slouzi pro méfeni absorpce zafeni v UV a VIS oblasti svételného
spektra. Zaznamem ztéchto meéfeni jsou pak absorpcni spektra prislusnych vzorkt.
Spektrometr se sklada ze zdroje zafeni, monochromatoru, ktery zaji§t'uje monochromati¢nost
zéateni (zéafeni o urcité vlnové délce), cely pro kyvetu se vzorkem a detektoru. Pomoci
detektoru pak dochazi k ziskdni zdznamu absorpéniho spektra vzorku. Typické zapojeni
jedno-paprskového UV/VIS spektrometru 1ze vidét na Obrdzek 20. UV/VIS spektra pak byla
pouzita pro korekci emisnich spekter
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Detektor

Obrazek 20: Schema UV/VIS spektrometru

3.4.4 Hustota

Mg¢feni hustoty bylo provedeno na hustoméru Anton Paar DMA 4500 Density meter, jedna se
0 hustomér s oscilacni U-trubici, jenz je schopen méfit s vysokou ptresnosti v Sirokém rozsahu
viskozit a teplot. Jedna se o méfeni rezonanéni frekvence f, pro kterou plati:

27 \m+ pV
kde m je hmotnost rezonatoru, K je soucinitel tuhosti materialu pruziny, p je hustota vzorku a
V je objem vzorku. Vzhledem k neménnému objemu rezonatoru lze vidét, ze rezonanéni
frekvence je funkci hustoty. Usporadani vibraéniho snimace hustoty s kmitajici U-trubici je
schematicky zndzornéno na Obrdzek 21. Trubka s méfenou latkou, kterd je nejCastéji
rozkmitdvana elektromagneticky, tvoii rezonan¢ni soustavu elektromechanického oscilatoru,
jejiz rezonanéni frekvence je ovlivnéna hustotou méfené latky.

&tnovazebni mofic
szeso.lf:/a% elektronické —  displej
: obvody

elektromagneticky
generator oscilaci

magnet
meéfici U-trubice

ochranné pouzdro

pfivod a odvod
kapaliny

Obrazek 21: Schéma U-trubicového oscilacniho hustomeru [38]
Teplota a rezonan¢ni frekvence jsou kontrolovany ptes kontrolni jednotku, kterd je dale

prevadi do digitalni formy. Referen¢ni oscilator pak zajiSt'uje stabilitu méfeni. Teplota je pak
meéfena pomoci platinovych termoclanka [38].
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3.45 Viskozita

Meéfeni viskozity probehlo na viskozimetru Anton Paar AMWNn.

Hopplertiv neboli padovy viskozimetr se sklada z trubice o poloméru R odklonéné o 5 az 10°
od svislé polohy, kterd je naplnéna roztokem vzorku, a kulicky o poloméru r, ktera klesa
roztokem. Po kratké dobé zrychleni kulicky se jeji rychlost ustali. Tento stav zna¢i rovnovahu
mezi tfeci a gravitacni silou. M¢fi se Cas t padu kuli¢ky v trubici ve vzdalenosti | mezi dvéma
oznac¢enymi body. Vypocet viskozity je zaloZen na Stokesové¢ zakonu:

Fo=6x-1m-r-v, (15)
a da se vypocitat podle vzorce:
_2-g-r*-Ap-t (16)
- 9-1 ’

kde g je gravita¢ni konstanta, r polomér kuli¢ky, 4p rozdil hustot kapalin, t ¢as padu kulicky a
| délka drahy, kterou kuli¢ka urazila v dob&é méfeni. Mezi tzv. padové viskozimetry se tadi
viskozimetr Stokestv ¢i Hopplerav [40]

3.4.6 Index lomu

Méfeni indexu lomu probéhlo na Abbeové polokulovém refraktometru s prochazejicim
svétlem. Mé&Fici soustava tohoto pfistroje je tvofena sklenénou polokouli ze silné lamavého
skla, umisténou svou rovnou, po okrajich zabrouSenou plochou vzhiiru. Polokoule je ulozena
na podstavci otocném kolem svislé osy o nastavitelny uhel. Proti oblé plose polokoule je
umistén dalekohled D oto¢ny kolem vodorovné osy prochdzejici stfedem polokoule O.
Dalekohled je spojen s délenym kruhem, na kterém noniem odecitame piesné thel otoceni
dalekohledu. Nastavenim nitkového kiize dalekohledu na rozhrani lze na déleném kruhu
odecist mezni thel ay urCujici relativni index lomu mezi vzorkem a sklenénou polokouli
refraktometru [39].

Obrazek 22: Schéma Abbeova polokulového refraktometru

3.4.7 Dynamicky rozptyl svétla

Me¢teni pro DLS byla provedena na Zetasizer Nano od Malvernd Instruments. U vSech vzorka
byla méfena distribuce ¢astic v systému. Pii méfeni distribuce byl sledovan tvar korelaéni
funkce a pocet detekovanych fotonti za sekundu (count rate). Tyto parametry vypovidaji
0 kvalité vzorku a detekovatelnosti Castic. Reprezentativni prib¢hy lze vidét na Obrazek 23
a Obrazek 24.
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Obrdazek 24: Count rate v zavislosti na stavu vzorku[12]

3.4.8 APS

Meteni velikosti ¢astic probéhla na aerodynamickém spektrometru castic model 3321 firmy
TSI. U vSech méfenych vzorkti byla méfena pocetni distribuce castic v zavislosti na
aerodynamickém priméru. U vzorka z CMAG a fluoresceinu sodného SSPD byl proveden
| pfepoCet na hmotnostni distribuci. Veskeré vzorky byly méfeny pfii laboratorni teploté a se
zapnutou pumpou pro davkovani aerosolu. Data byla vyhodnocena pomoci softwaru z PC
ptipojeného k APS pro kolekci dat.

Vysledny udaj velikosti Castice je medidn pruméru vazeny poctem castic (CMD) pro
pocetni rozlozeni a medidn priméru vaZeny hmotnosti castic (MMD) pro hmotnostni
rozlozeni. Cetnost ¢astic je pak vypo¢itdna dle distribuéni funkce rozdéleni etnosti, jejiz
forma je v zapisu pro fadovy rozsah:

dN =n(ind, dind (17)

kde dN je pocet castic v intervalu od dy, do dy+ddp a dp je primér Castice[16].
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

41 DEHS

4.1.1 Charakterizace DEHS v riiznych prostiedich

DEHS se rozpustil pouze v DMSO. V ostatnich prostiedich pak neni DEHS rozpustny a
vykazuje tedy hydrofobni chovani. Diky nerozpusténi DEHS v NaOH a koncentra¢ni fadé
mocoviny pak nelze s jistotou urcit, zda dochazi k interakci klastrii a hydroxylovych skupin
pomoci vodikové vazby a tim k zvySeni vytézku fluorescence pii interakci IPA a DEHS, nebo
stabilizaci klastrti samotnych také pomoci vodikovych vazeb.

4.1.2 Hustota, viskozita a index lomu DEHS

Vyslednd data z méfeni hustoty, viskozity indexu lomu pro nedegradovany a degradovany
DEHS lze vidét v tabulce Tabulka 1. Zajimavym faktem je, Ze degradovany DEHS ma lehce
vys$§i viskozitu oproti nedegradovanému DEHS. Za ptedpokladu, Ze by dochdzelo
pravdépodobné dochazi ke zméné ve strukture DEHS nikoliv k rozkladu. Vysledna data byla
pouzita jako vstupni hodnoty pro méteni na DLS

Tabulka 1: Souhrnna tabulka dat viskozity, hustoty a indexu lomu pro DEHS

nedegradovany DEHS degradovany DEHS
Hustota 0,9142 gcm™ 0,9144 gcm™
Viskozita 18,7124 mPa's 19,1517 mPa's
Index lomu 1,448 1,448

4.1.3 Dynamicky rozptyl svétla

V grafech na Obrazek 26 a Obrdzek 28 jsou znazornény intenzitni distribuce velikosti ¢astic
v systému, ktery obsahuje DEHS o koncentraci 10°° g™ v prosttedi IPA. Z grafi korelagnich
funkci Obrdzek 25 a Obrazek 27 je pak patrné, Ze jejich prib¢h je vice neZ neidedlni a to 1 po
filtraci, ktera by odstranila mozné zneciSténi, coZ poukazuje na nemoznost spravné
interpretace dat ziskanych pomoci dynamického rozptylu svétla. Z grafii distribuce velikosti
castic lze také vidét, Ze doslo k razantni zméné€ poméru Castic po filtraci, kde nefiltrovany
vzorek vykazoval vétsi pocet Castic v Sirokém rozmezi 100—1000 nm a mensi pocet ¢astic nad
1000 nm, a po filtraci byl detekovan mensi podil ¢astic 100-1000 nm a vétsi podil pro Castice
nad 1000 nm. Pokud bychom mohli oznadit vysledné idaje za relevantni, pak pro vzorek po
filtraci plati, ze polydisperzita byla stanovena na 0,904 a rozmezi velikosti ¢astic kolem
110 nm a nad 1000 nm.
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Obrazek 28: Distribuce velikosti castic v zavislosti na rozptyleném svétle pro filtrovany
DEHSVIPAoc=10"gl™

4.1.4 Casové rozliSena fluorescence DEHS

Z vyslednych dat zaznamu vyhasinani fluorescence pro roztoky DEHS VvIPA o
koncentranim rozmezi 1-1 10° g™, které je moZno vidét v souhrnné tabulce dat Tabulka 2,
je patrné, Ze existuji dvé doby Zivota fluorescence a to 2:107' s a 6:10°' s. Z Hodnot B1 a B2
pak lze vygist jejich relativni zastoupeni, kde dobé& Zivota vyhasinajici fluorescence 2-107
piipada 11 % ze zaznamu a &asu 610" piipada 89 %. Pokud vezmeme v potaz udaje z DLS,
pak tyto ¢asy mohou piipadnout dvou velikostnim oddilam (110 nm a 1000 nm), které by pak
nalezely vzniklym klastrim DEHS v IPA.
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Tabulka 2: Zdznam z Fluorocube pro roztoky DEHS v IPA

1glt 110° gI* 110° gl* 1107 gI* 110° gl*
T1 1.7338:10 " s 2.0641:10 " s 1.8750-10" s 1.8592:10 s | 1.6484:10 s
T2 6.0297-10 ' s 6.0681-10 ' s 5.7989-10's 5.9108:10 's | 5.7408:10's
B1 0.3594 0.3724 0.3816 0.3606 0.3698
[11.09 Rel. Ampl] |[13.24 Rel. Ampl]| [6.87 Rel. Ampl] |[12.05 Rel. Ampl]|[11.18 Rel. Ampl]
B2 0.8287 0.8299 0.8810 0.8279 0.8434
[88.91 Rel. Ampl] |[86.76 Rel. Ampl]| [93.13 Rel. Ampl] |[87.95 Rel. Ampl]|[88.82 Rel. Ampl]
CHISQ 1.1105 0.7782 1.1572 0.9605 1.1686

Souhrnna data ze zaznam® vyhasinani luminiscence pro nedegradovany a degradovany
DEHS lze nalézt v tabulkach Tabulka 3 a Tabulka 5. Pro nedegradovany a degradovany
DEHS byl také potizen zdznam vyhasinani luminiscence s pouzitim Cut-off filtru 400 nm
Tabulka 4 a Tabulka 6. Pii porovnani ¢asii pro nedegradovany a degradovany DEHS, lze
vidét, ze data jsou piiblizn¢ shodna pro excitaci 280 a 300 nm laserem. Tento fakt je zfejmé
zpusoben nepiili§ velkou rozdilnosti ve spektrech degradovaného a nedegradovaného DEHS
naméfenych béhem bakalaiské prace [3]. Pti vzrustajicich vlnovych délkach excitace vSak
dochézi k posunu K vys§im vlnovym délkam pro degradovany DEHS, coz muze mit za
vysledek rozdilnost v zaznamech vyhasinani fluorescence.

V zaznamech vyhasinani fluorescence, lze také najit doby Zivota, které pfipadaji spise
fosforescenci, ptipadné zpozdénou fluorescenci, kterou by zapficinily klastry DEHS (v
tabulkach jsou oznaCeny cCervenym pismem). Tyto doby se pak vyskytuji vice u
degradovaného DEHS, u nedegradovaného byla zjisténa pouze jedna doba Zivota Vv fadech
10 s a je tedy mozné, Ze se jedna o odchylku. S pouzitim Cut-off filtru pak byly nalezeny
dalsi doby Zivota v fadu 10™* s pro degradovany DEHS.

Vzhledem k ziskani riznych dob Zivota luminiscence, lze tvrdit, Ze existence klastra DEHS
je mozna a zpusobuje fluorescenci, kterd je ptistrojové metitelna.

Tabulka 3: Zdznam z Fluorocube pro nedegradovany DEHS

exc 280 exc 300 exc 330 exc 360
T1 1.4874-10°s 3.0372:10°s 2.8178:107°s 5.4917-10 s
T2 5.2146:10 °s 6.4800-10 ¢ 5.5654-10 s 2.7094:10°s
T3 2.4260-108%s 1.1803:108%s 9.8464-107°s 2.0795-10*s
T4 2.0615-1071°¢ 7.9955-10°s
B1 9.2477-102 6.8632:10 2 7.1993-102 0.1192
[30.13 Rel. Ampl] [52.12 Rel. Ampl] [55.52 Rel. Ampl] [0.56 Rel. Ampl]
B2 3.6846-10 2 0.1618 0.1588 7.9351-102
[42.08 Rel. Ampl] [26.22 Rel. Ampl] [24.19 Rel. Ampl] [1.84 Rel. Ampl]
B3 3.1887-10°° 7.3381:10-3 7.5289-10°° 5.424810°°
[16.94 Rel. Ampl] [21.66 Rel.Ampl] [20.29 Rel. Ampl] [96.49 Rel. Ampl]
B4 0.2402 1.6242-102
[10.85 Rel. Ampl] [1.11 Rel.Ampl]
CHISQ 0.9575 1.2460 1.5825 1.1036
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Tabulka 4: Zdznam z Fluorocube s filtrem pro nedegradovany DEHS

exc 280 exc 300 exc 330 exc 360
T1 4.5512:10°s 3.1781-10°s 2.7387-10°s 1.4700-10 s
T2 9.3899-10 °s 6.6395-10 °s 6.0789-:10 °s 1.3255-10 °s
T3 2.2015-10 %s 1.1031-10 %s 9.2032:10 °s 1.1840-10 %s
T4 4.1510-10°s
B1 5.8136-10* 6.9370-10* 0.0719 0.2585
[52.25 Rel. Ampl] [50.86 Rel. Ampl] [52.96 Rel. Ampl] [9.11 Rel.Ampl]
B2 0.1210 0.1508 0.1472 0.0851
[22.45 Rel. Ampl] [23.11 Rel. Ampl] [24.07 Rel. Ampl] [27.04 Rel. Ampl]
B3 5.8205-10 ° 1.0228-10°2 9.2827-10°° 4.9674-10°°
[25.30 Rel. Ampl] [26.03 Rel. Ampl] [22.98 Rel. Ampl] [14.10 Rel. Ampl]
4.9976-10 2
B4 [49.74 Rel. Ampl]
CHISQ 1.5146 1.3860 1.3699 1.2095
Tabulka 5: Zdznam z Fluorocube degradovany DEHS
exc 280 exc 300 exc 330 exc 360
T1 2.1430-10 °s 35722:10°s 4.4176-10 s 6.1036:10 s
T2 6.2860-10 °s 8.2888:10 s 2.4524-10°s 2.8295-10 °s
T3 2.0749-10 %s 1.3015-10° % s 5.0675-10 *s 6.9421-10 *s
T4 3.3722-10 ¢ 8.4877-10°s 8.4697-10 °s
B1 6.9496-10 2 7.0455-10 2 0.1418 0.1054294
[24.25 Rel. Ampl] [52.14 Rel. Ampl] [0.14 Rel.Ampl] [0.09 Rel.Ampl]
B2 4.8302-10°? 0.12524 8.8068-10 * 8.126109-102
[49.44 Rel. Ampl] [21.51 Rel.Ampl] [0.47 Rel.Ampl] [0.33 Rel.Ampl]
B3 6.2335-10°° 9.7748:10 8.944110° 9.94651110°
[21.06 Rel. Ampl] [26.36 Rel. Ampl] [99.10 Rel.Ampl] [99.37 Rel.Ampl]
B4 9.5422:1072 1.5477-1072 1.718937-102
[5.24 Rel.Ampl] [0.29 Rel.Ampl] [0.21 Rel.Ampl]
CHISQ 0.9704 1.3393 1.0988 1.0174
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Tabulka 6: Zdznam z Fluorohub s filtrem pro degradovany DEHS

exc 280 exc 300 exc 330 exc 360
T1 6.8695-10 s 4.8151-107%0¢ 3.2641-107°s 6.1507-10 s
T2 3.6199-10°s 2.8014:10°s 7.6576-1071°° 2.8754-10°%s
T3 1.1439-10%s 1.0784-10*s 1.1293-108s 3.8043-10*s
T4 9.6099-10“s 9.3382:10°s 8.7294-10°s
B1 0.08426 0.1306 7.0386-1072 0.10312
[0.00 Rel.Ampl] [0.26 Rel.Ampl] [54.87 Rel. Ampl] [0.18 Rel.Ampl]
B2 7.7358-10 2 8.4777-10 2 0.1261 8.2506-102
[0.00 Rel.Ampl] [0.99 Rel.Ampl] [23.07 Rel. Ampl] [0.66 Rel.Ampl]
B3 2.2489-1072 2.16810™* 8.1778-107° 9.325810°°
[0.00 Rel.Ampl] [97.87 Rel. Ampl] [22.06 Rel. Ampl] [98.77 Rel. Ampl]
B4 3.020010* 2.2203-1072 1.6107-1072
. el. Amp . el.Amp . el.Amp
[100.00 Rel.Ampl] [0.87 Rel. Ampl] [0.39 Rel. Ampl]
CHISQ 1.0305 1.0350 1.1121 1.1436

41,5 Koncentraéni fada DEHS

Na Obrdazek 29: Pribéh kalibracnich 7ad A-D lze vidét pribéh jednotlivych orientacnich
koncentra¢nich fad a jejich vysokou nekonzistenci. Primérna data, 1ze vidét na Obrazek 30,
pak vykazuji jen velmi malou zavislost koncentrace na intenzité fluorescence. Odchylky
vysledné tfady jsou pfrili§ velké pro moznou interpretaci depozicnich dat za pouziti pouze
luminiscen¢nich vlastnosti DEHS. Také je mozné vidét jen velmi maly pokles intenzity oproti
ziedéni o nékolik adl, kde bychom ¢ekali prudsi pokles v celé koncentra¢ni kiivce.

Diky poznatkiim ziskanym b&hem této casti diplomové prace pak Ize konstatovat, Ze DEHS
a jeho fluorescenci nelze vyuZzit pro méteni depozice aerosoll diky vysoké nekonzistentnosti
ziskanych dat. Tento fakt je také podpofeny ¢lankem F. Lizala, ktery je uveden v piiloze.
V uvedeném clanku jsou i vyhodnocené data depozi¢nich hustot, ziskané pomoci méteni
intenzit fluorescence DEHS pro jednotlivé segmenty, data jsou uvedena v grafu Fig. 7. Tyto
data pak nejsou v souladu s namé&fenymi daty depozic publikovanymi diive [27].

Vzhledem k hydrofobnimu chovani DEHS ve vodném prostiedi vSak I1ze navrhnout tpravu
extrakce aerosolovych ¢€astic, kde DEHS tvofi aerosol a fluorescein tvoii fluorescenéni jadro.
Stavajici metoda vyuzivala IPA jako rozpoustédlo, které efektivné rozpouSti DEHS a
extrahuje fluorescein do IPA. Tato metoda je vSak zatizena chybou, kterd je zpisobena
fluorescenci DEHS, at’ jiZ se jedna o jeho zneéiténi nebo vlastni fluorescenci. Uprava pak
spo¢iva v nahradé¢ H,O za IPA, jako rozpoustédla, kde diky hydrofobnimu chovani DEHS
nedojde k jeho rozpusténi a vlivu nechténé fluorescence. Timto zpisobem dojde k extrakci
fluoresceinu sodného do H20 a jsme pak schopni pfesnéji ur€it depozici aerosolu
generovaného pomoci CMAG.

Dal§i moznosti pro zjisténi depozice aerosolu je pak vyuziti hotovych fluorescenc¢nich
¢astic, poptipadé fluorescencniho praSku a jejich aplikovani do modelu pomoci generatoru
pevnych aerosolovych ¢astic SSPD, této moznosti se pak vénuje cast 4.2.3-4.2.5.
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Obrazek 29: Prubéh kalibracnich 7ad A-D
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4.2 Depozice

4.2.1 DEHS-fluoresceinové ¢astice

Na Obrdzek 31 lze vidét intenzitu fluorescence v zavislosti na koncentraci fluoresceinu
sodného, ktera byla pouzita pro vypocet depozice aerosolu generovaného pomoci CMAG.
Vzhledem k velmi nizkym hodnotam odchylek, jsou chybové tsecky témét nepozorovatelné.
Kalibra¢ni fada pak byla proloZzena mocninnou funkci, jejiz tvar lze vidét na Obrdzek 31.
Pomoci této rovnice byly vypocteny piislusné depozicni frakce Obrazek 32 a depozicni
ucinnosti Obrdzek 33 pro depozici DEHS-fluoresceinovych castic. Tato data byla vlozena do
grafii depozi¢nich hustot od F. Lizala [36] pro porovnani dat ziskanych z depozice DEHS-
NaF radioaktivnich ¢astic. Depozice radioaktivnich c¢astic byla vyhodnocena pomoci
pozitronové emisni tomografie (PET) viz [36].

Z vyslednych zavislosti 1ze vidét podobny prubéh pro DEHS-fluoresceinové castice, jako
vykazuji data potizend pomoci PET. Nizs8i depozi¢ni frakce a u€innost je zplisobena vlivem
velikosti Castic, jedna se o Castice o velikosti 1,44 pm se standardni geometrickou odchylkou
1,66, histogram velikostniho rozloZeni Castic lze vidét na Obrdzek 34. Diky velikosti
pronikaji ¢astice hloubé&ji do segmentli modelu plic a neusazuji se ve velké mife na
segmentech, ale jsou témé&f vSechny zachyceny na filtrech. Depozice téchto ¢astice je fizena
mechanismem difuze a setrvacnosti [36], jenZ je ovlivnén turbulenci, a filtranim efektem
[30]-[34].
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Obrdzek 31: Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci fluoresceinu sodného s
prolozenim mocninnou funkci
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4.2.2 APS DEHS-fluoresceinovych castic

Pomoci APS byla stanovena pocetni velikost (CMD) DEHS-fluoresceinovych ¢astic na
1,44 um se standardni geometrickou odchylkou (og) 1,66 dle pocetniho rozloZeni, které lze
vidét na Obrazek 34. Zaroven byla stanovena i velikost ¢astic dle hmotnostniho rozloZzeni na
3,95 um (MMD) se standardni geometrickou odchylkou 1,85. Intenzita naméfené
luminiscence, vSak bude souviset s pocetni distribuci vzhledem ke zplisobu generace
aerosolovych castic z CMAG, hmotnostni distribuce pak poukazuje na jistou polydisperznost
aerosolu, ktera mohla byt zptisobena ucpanim filtri v generatoru béhem generace ¢astic.
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Obrazek 34: Histogram pocetniho rozlozeni DEHS-fluoresceinovych cdstic

4.2.3 Znacené Castice

Pro depozici modelu byly zvoleny polystyrenové c¢astice od firmy Duke scientific o
rozmérech 1,3 a 7 um. Tyto castice maji vSak nevyhodu, vzhledem k faktu, Ze vyrobce
nedodava daj o pouzitém fluorescen¢nim barvivu. Udana je pouze excitacni a emisni vlnova
délka maxim pro pouziti ¢astic ve vodném prostiedi, ale pro ur¢eni depozice by bylo nutné
Castice rozpustit v acetonu. Vzhledem k témto faktim byl pfemeéten idaj o excitaci a emisi ve
vodném prostiedi a navic byl doplnén o excitaci a emisi v acetonu. Vysledné excitaéni a
emisni délky pro vodné prosttedi se mirné lisily, coz je pravdépodobné zpiisobeno rozdilnou
instrumentaci. Souhrnné idaje pro emisni a excitaéni maxima fluorescen¢niho barviva 3 pm
castic jsou uvedeny v Tabulka 7. Na Obrazek 35 pak 1ze vidét polohu excita¢niho a emisniho
maxima a celkovy prabéh 3-D skenu.
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Tabulka 7: Tabulka souhrnnych udajii pro castice 3 um

Data od vyrobce Duke scientific
Rozmér: 3,0 pm ND: 1,59 (25 °C) p: 1,05 g-cm™
Excitace: 468 nm Emise voda: 508 nm Emise aceton: neudana
Experimentalné zjisténa data
Excitace: 440-460 nm | Emise voda: 488 nm | Emise aceton: 500 nm
700000

600000

500000

400000

300000

200000

Intenzita (CountsIuA)

100000

Obrazek 35: 3-D sken fluorescencniho barviva 3 um castic

Tabulku souhrnnych 0daji pro fluorescencni barvivo 1 pum a 7 um castic najdeme na
Tabulka 8 a ptislusny 3-D sken na Obrdzek 36. Dalsim rozdilem oproti dodanym tdajim byl
fakt, Ze spektra ve vodném prostiedi vykazovala deformace vzniklé pohybem fluorescencnich
¢astic, coz je také jednim z diivodul, pro¢ by po depozici byly Castice rozpustény v acetonu.

Rozpusténim ¢astic by se dosahlo eliminace pohybu ¢astic, prodifundovani barviva do celého
objemu vzorku a také by bylo mozné tidit koncentraci vzorku (odpatenim/fedénim).

Tabulka 8: Tabulka souhrnnych udajii pro castice L um a 7 um

Data od vyrobce Duke scientific
Rozmér: 1,0 um, 7,0 pm

ND: 1,59 (25 °C) p: 1,05 g-cm’

Excitace: 542 nm Emise voda: 612 nm Emise aceton: neudana
Experimentalné zjiSténd data

Excitace: 530 nm | Emisevoda: 566 nm |

Emise aceton: 604 nm
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Obrazek 36: 3-D sken fluorescencniho barviva 1 um a 7 um castic

Po spektralni charakterizaci bylo pfikro¢eno ke zkousSce generace Castic pomoci SSPD.
Vzhledem k malé velikosti a koncentraci ¢astic (proud ¢astic nelze pozorovat) byl pouzit APS
pro detekeci Castic a jejich koncentraci. Pfi generaci vSak bylo zjiSténo, Ze nelze generovat tyto
Castice ve stavajici instrumentaci SSPD. Jednou z pfi¢in by mohly byt elektrostatické sily,
které by drzely ¢astice pohromadé¢ (dochézi k nalepovani ¢éstic na kovové povrchy) a mozné
vys§i pfilnavost k povrchu kotouce. Vzhledem k faktu, Ze nelze nasdvat ¢éstice do generatoru
a ¢asové narocnosti vlastniho experimentu bylo pfikroceno k nahrazeni fluorescencnich ¢astic
za generovatelny material. Dal§im zptisobem jak obejit tento problém, by mohla byt generace
¢astic ze suspenze pomoci medicinského nebulizéru, nebo pouZiti jiného kotouce pro naneseni
castic.

4.2.4 Nahrazeni ¢astic

Vzhledem k nemoznosti pouzit hotové fluorescencni Castice, bylo rozhodnuto pouzit dostupné
fluorescenéni barvivo jako zdroj aerosolovych castic generovanych z SSPD. Nejlépe by
generované ¢astice mély mit podobny priibéh histogramu jako ¢astice generované z CMAG a
mély by vykazovat co nejmensi polydisperzitu. Z tohoto divodu byly vygenerovany cCastice
fluoresceinu, kumarinu 6 a dihydratu riboflavinu 5-monofosfatu sodného a poté byly
proméfeny jejich pocetni distribuce pomoci APS. PfisluSné histogramy lze vidét na Obrdzek
37,0brazek 38 a Obrazek 39, po srovnani s histogramem DEHS-fluoresceinovych ¢astic, 1ze
vidét, Ze nejpodobnéjsi prabeh histogramu a nizsi polydisperzitu vykazuji ¢astice fluoresceinu
sodného. Pocetni velikost ¢astic (CMD) fluoresceinového prasku byla stanovena na 1,29 pm s
oc 1,76, kumarinového prasku na 1,86 um a og 2,54 a riboflavinového prasku na 1,8 8um a
o 3,24. Pro dalsi experimenty byl pouzit fluorescein sodny jako vychozi material.
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Obrazek 37: Histogram pocetniho rozlozeni fluoresceinovych castic
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Obrazek 38: Histogram pocetniho rozlozeni riboflavinovych castic
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Obrazek 39: Histogram pocetniho rozlozeni kumarinovych cdstic

4.2.5 Fluoresceinové ¢astice

Z vyhotovenych vzorkli a rovnice kalibracni kfivky byly vypocteny jednotlivé depozi¢ni
frakce a depozicni ucinnost, které 1ze vidét na Obrdzek 40 a Obrdazek 41. Pti interpretaci dat
pak také nesmime zapomenout na fakt, Ze se jedna o Cisty fluorescein sodny a na rozdil od
aerosolovych c¢astic z CMAG, kde intenzita fluorescence souvisi s poctem jader, coz je dano
metodou piipravy [14], u fluoresceinovych castic bude zaviset intenzita naméfené
fluorescence na hmotnostnim rozlozeni Castic, téz8i Castice budou mit vy$si intenzitu
fluorescence, avSak vyslednd intenzita bude ovlivnéna 1 leh¢imi ¢asticemi. Z tohoto divodu
byla zméfena i hmotnostni distribuce ¢astic a MMAD byl stanoven na 6,37 um s 64 1,97.

Pii pohledu na histogram hmotnostniho zastoupeni Obrazek 42, 1ze vidét, ze generované
aerosolové castice fluoresceinu sodného byly polydisperzni, coz muize ovlivnit vysledné
depozi¢ni udaje. Data pak byla vloZena do spole¢ného grafu, abychom mohli vidét porovnani
jak s vysledky z PET tak i zCMAG. Z porovnani lze vidét vyssi depozi¢ni ucinnost oproti
CMAG, tento fakt je zpusoben velikosti ¢astic, kde vetsi Castice se usadi v hornich Castech
dychacich cest. Pribéh zavislosti depozice ma podobny trend jako PET i CMAG, vzhledem
VvV tomto piipadé je mnohem markantngjsi. Depozice na filtrech jsou pak v obou piipadech
(SSPD i CMAG) velmi podobné a souhlasi snaméfenymi daty z PET. Pti depozici
fluoresceinovych castic také doSlo k usazeni ¢astic na bifurkacich, ¢imZz vznikly lokalni
depozi¢ni ohniska (Hot-spot), ty je mozno shlédnout na Obrdazek 45, Obrazek 46 a Obrazek

vrwe
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Obrazek 42: Histogram hmotnostniho rozloZeni fluoresceinovych cdstic

Pro jednozna¢né porovnani dat, byl pouzit graf zavislosti depozi¢ni U€innosti na Stokesoveé
Cisle Obrazek 43, ve kterém jsou porovnany vysledky DEHS-fluoresceinovych c¢astic
(CMAG) a fluoresceinovych ¢astic (SSPD) s diive publikovanymi vysledky. Zhou a Cheng
[30] provadéli méfeni na realistickém modelu, ktery obsahoval 4. generaci vétveni a mél tedy
mensi rozsah oproti modelu se 7. generacemi vétveni pouzitym pii disertacni praci F. Lizala
[36] a této praci. Vysledky jsou vsak v dobré shod¢ s dostupnymi udaji. Rozptyl z ¢astic
DEHS-fluorescein (CMAG) je také podobny s vysledky z PET, coz mize byt dano metodou
pripravy castic, v obou piipadech byl pouzit stejny generator monodisperznich aerosolovych
castic (CMAG). Fluoresceinové ¢astice pak vykazuji niZsi depozicni ucinnost, tento fakt je
pravdépodobné zpiisoben polydisperzitou ¢astic. V1iv polydisperzity na depozici ¢astic byl
popsan literatufe od autorit C. K. Diu [33] a C. S. Kim [34]. Se zvysujici se polydisperzitou
aerosolu klesa depozi¢ni frakce pro Castice S aerodynamickym primérem nad 2,0 pm a pod
0,04 um, tento pokles je pak velmi vyrazny pro Castice nad 6,0 pm, coZ je piipad Castic
fluoresceinu sodného generovanych z SSPD.
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5 ZAVER

Cilem prace byla reserSe, navrzeni a vyhodnoceni experimentii depozice aerosolu za pouziti
fluorescen¢ni spektroskopie. Hlavnim tématem prace byla pouzitelnost fluorescencni
spektroskopie pro studium depozice aerosolu, coz by zjednodu$ilo vyhodnocovani dat
depozice, nebo snizilo naklady spojené s metodami pro vyhodnoceni (PET).

Nejprve bylo pokracovano ve studii luminiscenc¢nich vlastnosti DEHS a jejich pouzitelnosti
pro vyhodnoceni depozice, prace tedy navazuje na vlastni bakalarskou praci [3]. Béhem prace
byly ziskdny informace vice ¢i méné relevantni o existenci Klastri, které by mohly
zpusobovat luminiscenci. Nejlépe dokumentuji tento jev zaznamy z vyhasinani luminiscence,
kde bylo mozné zjistit dvé doby zivota a to 2:10"s a 610 's. Tyto ¢asy pak mohou
pripadnout dvéma velikostnim oddilim (110 nm a 1000 nm) zjisténym pomoci DLS. Vlastni
luminiscenc¢ni vlastnosti jsou ale velmi malo zavislé na koncentraci vzorku, zde znovu mohou
mit vliv klastry DEHS. Tento fakt zptisobuje nepouzitelnost vlastni luminiscence DEHS pro
vyhodnoceni depozice, coz je také podpoieno ¢lankem F. Lizala [40]. Vlastni fluorescence
DEHS vsak neni stale uspokojivé vysvétlena a mohla by byt dalSim zajmem vyzkumu
vzhledem ke struktute DEHS, jenz neobsahuje chromofory.

Z vySe popsanych diivodu byla navrzena zména stavajici metody pro extrakci fluoresceinu
sodného z aerosolovych ¢astic, kde byl nahrazen IPA za vodné prostiedi, coz mé za nésledek
rozpusténi fluoresceinu sodného ve vodé a eliminaci negativniho vlivu luminiscence DEHS
vzhledem K jeho hydrofobni povaze. Timto zptisobem byly ziskany tdaje o depozici DEHS-
fluoresceinovych ¢astic v modelu plic generovanych z CMAG. Vysledky depozice pak byly
ve shodé¢ svysledky ziskanymi pomoci PET, jez byly pofizeny a vyhodnoceny,
béhem disertacni prace F. Lizala[36].

Dal$im moZnym zplsobem generace bylo pouZiti praskového rozpraSovace (SSPD). Pro
tuto metodu méli byt pouzity hotové fluorescencni Castice, u kterych vsak nebyly dostate¢né
udaje pro mozné vyhodnoceni. Z tohoto divodu byly zhotoveny 3-D zaznamy emisné-
excitatnich spekter a byly preméfeny a doplnény uvedené Gidaje o luminiscenci. Udaje byly
hlavné doplnény o excitani a emisni maxima Vv acetonu, vzhledem k nevhodnosti pouziti
¢astic ve vodném prostfedi a lepsi moZnosti kontroly vzorku v acetonu. Diky komplikacim
popsanym vySe vSak nebylo mozné uskutecnit experimenty s pouzitim zminénych
fluorescencnich Castic. Tyto Castice by vSak mohly byt generovany ze suspenze za pouZziti
medicinského nebulizéru a susiciho kominu, nebo tpravy kotouce, ktera by pomohla k nasati
¢astic do SSPD. Vzhledem k casové narocnosti vSak nebyly tyto moznosti prozkoumany.

Vzhledem knemoznosti pouziti hotovych fluorescencnich castic bylo pfikroceno
K navrhnuti zmény v pouzitém materialu pro generaci Castic. Bylo tedy navrzeno pouzit
fluorescencni barviva pro generaci aerosolovych ¢astic. Pouzitelna fluorescenéni barviva byla
klasifikovana pomoci APS. Vysledkem klasifikace byla volba nejvhodnéjsi latky, ktera by
meéla mit podobnou distribuci Castic jako aerosolové castice z CMAG. Jako latka pro
experimenty s SSPD byl vybran fluorescein sodny. Po ptfekonani prvotnich pfekazek byla
provedena depozice modelu plic fluoresceinovymi ¢asticemi, ktera byla nasledné
vyhodnocena a porovnéna s predeslymi vysledky.

Pro porovnani metod byl zvolen graf zavislosti depozi¢ni t¢innosti na Stokesové Cisle ve
kterém byly kromé experimentdlné¢ ziskanych dat béhem této prace i1 vysledky diive
publikované. Vysledky depozice u CMAG i SSPD byly ve shodé se ziskanymi udaji autorii
Zhou a Cheng [30] a F. Lizal [36], vzhledem k pouzit¢ému modelu a metodam generace a
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detekce castic. Rozptyl u ¢astic generovanych pomoci CMAG byl ve shod¢ s vysledky PET, a
je tedy dan metodou generace castic. Vysledky depozic SSPD byly ovlivnény
polydisperzitou, kterda méla negativni vliv na depoziéni UCinnost. Tato vlastnost
polydisperznich aerosolovych ¢astic byla dokumentovana v ¢lancich autoru C. K. Diu [33] a
C. S. Kim [34].

Byla tedy uspé$né navrZzena, provedena a vyhodnocena experimentalni depozice Castic
vV modelu plic za pouziti generatort ¢astic CMAG a SSPD a fluorescen¢ni spektroskopie. Lze
tedy tvrdit, ze fluorescencni spektroskopie je pouzitelnd metoda pro detekci a vyhodnoceni
depozice castic usazenych v modelu plic a podava vysledky, které jsou ve shodé s
predchozimi méfenimi depozice aerosolovych ¢astic.

Zavérem lze tedy konstatovat, Ze cile prace byly splnény. Vlastni prace poskytuje pohled na
spojeni fluorescence a aerosolu. Chovani aerosolu a metody detekce céstic pak budou
rozvijenym tématem i v dalSich letech, at’ se bude jednat o bioaerosol, nanocastice ¢i jejich
spojeni.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

7.1 Seznam zkratek

zkratka
DEHS
IPA
NaCl
NaF

IC
DLS
CMAG
SSPD
APS
CMD
MMD
CF
PET
MRI
CT
PDA
AR
CPC
H,O
UV/IVIS
TAC
CFD
ADC
PGA

vyznam
bis(2-ethylhexyl)dekandioat
isopropylalkohol

chlorid sodny

fluorid sodny

infracervena spektroskopie
dynamicky rozptyl svétla
kondenzacni generator monodisperzniho aerosolu
praskovy rozprasovac (small-scale powder disperser)
aerodynamicky spektrometr ¢astic
pocetni medidn primeéru castic
hmotnostni median praméru ¢astic
5(6)-carboxyfluorescein
pozitronova emisni tomografie
magnetickd rezonance

vypocetni tomografie

doplerovsky anemometr

akusticka rhinometrie
kondenzacni Citac ¢astic

voda

ultrafialové / viditelné spektrum
time-to-amplitude convertor
constant function diskrimindtor
analog-to-digital konvertor
programable gain amplifier

7.2 Seznam symbolu

symbol
Ia

I

ki

Kr

M

M*

vyznam

intenzita absorbovaného svétla

intenzita fluorescence

rychlostni konstanta reprezentujici deaktivacni procesy
rychlostni konstanta fluorescence

zékladni stav molekuly

excitovany stav molekuly

zhasec

zékladni stav molekuly

prvni excitovany singletovy stav molekuly
prvni excitovany tripletovy stav molekuly
vlnova délka luminiscen¢ni emise

vlnova délka excitovaného zafeni

doba Zivota fluorescence

kvantovy vytézek fluorescence
autokorelacni funkce
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relaxacni ¢as

difuzni koeficient

rozptylovy vektor

index lomu

uhel lomu

hydrodynamicky polomér
Boltzmanova konstanta
Termodynamicka teplota
viskozita

Stokesovo cislo

korigovana intenzita fluorescence
pozorovana intenzita fluorescence
absorbance pii excita¢ni vinové délce
absorbance pii emisni vinové délce
cas

fitovaci parametr
predexponencialni funkce

doba Zivota

frekvence

hmotnost rezonatoru

objem

hustota

soucinitel tuhosti materialu
rychlost

gravitaéni konstanta

polomér kulicky

rozdil hustot kapalin

draha

pocet Castic
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9 Prilohy

9.1 Clanek F. Lizal
AEROSOL TRANSPORT IN A MODEL OF HUMAN LUNGS

Frantisek LIZAL', Jan JEDELSKY, Josef LIPPAY?, Tereza HALASOVA, Filip MRAVEC,
Miroslav JICHA

Abstract: Complex flow structures emerging in human lungs significantly affect
deposition of inhaled particles. Therefore flow measurements alongside with
deposition measurements have to be performed on the same model geometry.
Amount of deposited aerosol particles in different regions of lungs could be
measured by several methods. Gamma detection of radioactive tagged particles is
subjected to strict regulations and is expensive; gravimetry and fluorometry are
thus preferred in current studies.

Novel methodology for fluorometric measurement of aerosol transport in models of
human lungs was developed. Some previously published experiments were
performed using condensation of di(2-ethylhexyl) sebacate (DEHS) vapours on
fluorescein nuclei. Their authors assumed that fluorescein is necessary for
generation of fluorescent particles and they neglected possible fluorescence of
DEHS itself. Our analysis of DEHS characteristics indicated that DEHS
fluorescence could be detected apart in sufficient rate to evaluate aerosol
deposition. Consequently experiments in standard setup of condensation
monodisperse aerosol generator with sodium chloride nuclei instead of fluorescein
were performed. Results demonstrating applicability and limitations of DEHS
particles for fluorometric deposition measurements are presented and discussed.

INTRODUCTION

Treatment of different lung diseases requires targeted delivery of medication to specific
regions within human lungs [1]. Cancer develops usually in upper respiratory airways [2,
3], whereas asthma, chronic obstructive pulmonary disease (COPD) or cystic fibrosis (CF)
requires targeting of aerosolized medication to lower respiratory airways [4-6]. There is
also a great potential for delivery of systemic medication directly to the blood circulation
across alveoli [7].

Fate of inhaled particles depends on many factors such as shape and density of particles,
airway dimensions and their constrictions caused by lung diseases, chemical properties of
particles and mucus, method of inhalation and others. Many different methods are
available to study absorption and deposition of particles [8]. Our work was focused on
investigation of aerosol deposition in human lungs. Experiments were performed on the
same geometry as phase Doppler anemometry measurements of particles velocity [9]
and numerical simulations of flow and deposition [10].

! Frantisek Lizal, Jan Jedelsky, Miroslav Jicha, Brno University of Technology, Faculty of Mechanical
Engineering, Technicka 2, 616 69 Brno, Czech Republic, ylizalo0@stud.fme.vutbr.cz

2 Josef Lippay, Tereza Halasova, Filip Mravec, Brno University of Technology, Faculty of Chemistry,
Purkynova 118, 612 00 Brno, Czech Republic, xchalasova@fch.vutbr.cz

65



Deposition of aerosol could be measured by radiolabelling of particles with consequent
measurement of radioactivity in particular regions of lungs. This method can be used for
both, in vivo and in vitro experiments. However using radioactive material is subjected to
strict regulations and also financial expenses are higher compared to other methods.
Therefore we decided to use fluorometry to measure regional deposition in a model of
human lungs.

METHODOLOGY

Fluorometry is based on measurement of fluorescence intensity in samples created by
rinsing of particular segments of the model containing deposited luminiscent aerosol.
Formerly published experiments were performed using di(2-ethylhexyl) sebacate (DEHS)
particles with fluorescein sodium salt (uranin) cores as fluorescent tracer [11, 12]. Our
preliminary experiments indicated that there is a possibility to detect the fluorescence of
DEHS itself and therefore standard setup of aerosol generator with sodium chloride cores
could be used, which is effortless and cleaner. To confirm aplicability of DEHS
fluorescence for evaluation of aerosol deposition, we have performed a set of tests which
are presented herein.

——DEHS degrad A
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Fig. 1 Infrared spectrum of distilled and degraded DEHS [13]

The first question that arises is what causes the fluorescence of DEHS. Fluorescence is an
emission of light caused by relaxation of an orbital electron to a ground state after
excitation to a higher quantum state by light at smaller wavelength. Regrettably DEHS is
not a typical fluorophore and there is no obvious reason for its fluorescence, neither a
note in the literature. Therefore we had to exclude a possibility of occurence of
fluorescent impurities.

DEHS was distilled in low pressure atmosphere to remove possible impurities and put to
test on infrared spectroscopy at Nicolet Impact 400 with ATR crystal. The infrared
spectrum of a sample is recorded by passing a beam of infrared light through the sample.
When the frequency of the IR light is the same as the vibrational frequency of a bond,
absorption occurs. Examination of the transmitted light reveals how much energy was
absorbed at each wavelength. From this, a transmittance or absorbance spectrum can be
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produced, showing at which IR wavelengths the sample absorbs. Analysis of these
absorption characteristics reveals details about the molecular structure of the sample
[14]. IR spectrometry is an instrument for highly sensitive detection of different
chemical elements and is often used in forensic science. We can expect that IR
spectrometry will easily detect possible impurities in DEHS. However Fig. 1 illustrates
that IR spectrum of distilled and original DEHS does not differ; therefore we can assume
that there are no significant organic impurities present in the samples.

It follows from our experience that DEHS changes its colour from almost transparent with
a tinge of yellow to yellow color during experiments due to heating in aerosol generator.
There is obviously some kind of degradation which should be recorded by fluorometry or
possibly by infrared spectroscopy. Regrettably infrared spectroscopy gave the same
spectra for degraded and non-degraded DEHS, therefore these two DEHS types can not
be distinguished by this method. 3D fluorescent spectrometry was used for verification of
the supposition that there are two types of DEHS: non-degraded and degraded.
Excitation scans were performed for wavelengths 250 nm to 500 nm with 5 nm step and
emission scans were performed for wavelengths 250 nm 600 nm with 10 nm step.
Resulting scans are presented in

Fig. 2 and

Fig. 3.

The methodology of aerosol deposition measurement requires usage of suitable solvent
to dissolve DEHS deposited on each segment. Seven solvents were tested: isopropanol,
ethanol, methanol, dimethyl sulfoxide (DMSO), cyclohexane, xylene and chloroform.
Fluorescence characteristics of DEHS in different solvents was investigated by
fluorescence spectroscopy on AMINCO Bowman Series 2 spectrometer. Samples were
created by dissolving of 0.5 ml of DEHS in 4.5 ml of solvent and mixed for 24 hours. The
samples were 3D scanned afterwards.

The best yield was achieved with isopropanol, the worst in xylene (see Fig. 4 and Fig.
5). Isopropanol therefore appears as the best solvent for DEHS.

As these tests confirmed detectability of DEHS-isopropanol solution fluorescence, we
decided to perform deposition experiments with DEHS aerosol in standard setup of
aerosol generator with sodium chloride nuclei.

67



u)

Fluorescence intensity (a

600

400 1/ E 450
5

3507 2 400
’ £
300 1 i

300 350 400 450
Excitation (nm)

500

Fluorescence intensity (a.u.)

600

€
£
=
9
9
300 2
ui
250
200
150 300 350 400
Excitation (nm)
100

400
450
'7f77) 500

Fig. 3 Fluorescence spectrum of degraded DEHS [13]

68



600

550
500 | ] st e
|
E 450 | . | 160 _
& | [ s
5 \ ‘ ‘ 140 g
2 400 ‘ ‘ <
E i i—120 =
i Ty S 2
350 i S
[ -4,?100 §
Q
~80
300 ~ 8
—60 &
250 ~ 5
350 400 —40 S
o

Excitation (nm)

300 - B il
400 - \
& /SS' 450 e 400 d-\\o(\
/0, N\
/7(,7,77 550 450 @*0\
) 600 500

Fig. 4 Fluorescence spectrum of DEHS in xylene [13]

Emission (nm)

\

w & A
S o o
S © ©

350 400 500
Excitation (nm)

Fluorescence intensity (a.u.)

0(/7/)7/ 500 250 eﬁ\.\s

Fig. 5 Fluorescence spectrum of DEHS in isopropanol [13]



RESULTS

Experiments were performed on a test rig consisting of
aerosol generator, aerosol monitor, air-aerosol mixer, AIR CMAG
segmented model of human lungs [15], ten filters at ten
output branches of the model, adjustable flowmeters and a
vacuum pump (see Fig. 6).

Aerosol generator was set to produce 3 um monodisperse
particles with concentration 1.10° P/cm>. Flowrates were set
individually on each flowmeter to fit the same flow conditions
that were wused for Phase Doppler Anemometry
measurements. Total flowrate through the model was set to
15 LPM (resting conditions) and 30 LPM (deep breath).
Experiments were performed in inhalation regime.

The model was dismounted to segments after the experiment
and each segment was sonicated in isopropanol to
dissolve the deposited DEHS aerosol. Samples created by
sonication were analyzed on AMINCO Bowman Series 2 spectrometer and resulting
fluorescence intensity for each segment was recorded. We assumed that the fluorescence
intensity is directly proportional to the amount of deposited aerosol. The ratio of the
segment fluorescence intensity and the sum of intensities of all segments was divided by
inner surface area of the segment which equals to aerosol deposition density in the
segment. The resulting deposition densities for all segments are presented in Chyba!
Nenalezen zdroj odkazi.. However the results did not match published data acquired
using different methods (Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.).

Fig. 6 Scheme of the test rig
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Fig. 7 Deposition density results acquired using DEHS fluorescence
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Fig. 8 Comparison with published data (modified from [16])

DiscussioN

The reason of the difference in our and published data is probably caused by diverse
measuring methods, as the lung models are similar. In our case we did the assumption
that the fluorescence intensity is directly proportional to the amount of deposited aerosol,
which might be wrong. This was confirmed by present calibration experiments, which
demonstrated that there is a very low increase in fluorescence intensity with increasing
concentration of DEHS, which leads to inaccurate results in our range of concentrations.
Increasing of concentration range is impossible in our case, therefore new suitable
fluorescent tracer should be used. Essential characteristic of the new tracer is high
resistance to heat, as we need to produce monodisperse particles by condensation in the
generator at high temperature.

SUMMARY

Preliminary experiments confirmed detectability of DEHS by fluorescence spectroscopy.
Infrared spectrometry excluded the possibility that the fluorescence is caused by organic
impurities in DEHS batch, but the real cause of DEHS fluorescence remains unclear.
Isopropanol appears as the most suitable solvent according to 3D fluorescence scan
analysis. Aerosol deposition measurement performed using DEHS fluorescence analysis
showed considerably different results than expected. The reason is probably very low
increase of DEHS fluorescence with increasing concentration. For future measurements of
aerosol deposition is therefore necessary to use different fluorescent tracer, however our
analysis of DEHS characteristics might be useful in other applications where larger
concentration ranges occur.
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9.2 Dopliujici informace

Obrazek 44: Laboratorni zapojeni pro generaci aerosolu z CMAG
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Obrazek 46: Detailnéjsi zobrazeni Hot-spotii v levém vétveni modelu plic
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Obrazek 47: Detailnéjsi zobrazeni Hot-spotii v pravém vétveni modelu plic
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