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Abstrakt

Tézisté prace je ve vyhodnoceni depozice vldknovych aerosoli v dychacim traktu ¢lovéka.
Vldkna maji schopnost pronikat hloub¢ji do plic a zplsobovat vazné zdravotni problémy.
Soucasti prace je I rozdéleni aerosoli, zaklady anatomie plic a reSerSe metod pro méfeni
depozice se zaméfenim na Castice mikronové velikosti. Dale byl proveden experiment
S usazovanim vlaknitého aerosolu v silikonovém modelu plic a vyhodnoceni depozi¢ni frakce
a ucinnosti. K vyhodnoceni depozice byla pouzita novd metoda, kterd pracuje na principu
zpracovani obrazl z fazové-kontrastni mikroskopie. Vysledky nové metody byly porovnany
s manualni metodou postupujici podle metodiky NIOSH 7400.

Klicova slova

aerosol, depozice, plice, vlakna, depozi¢ni frakce, depozi¢ni Gi¢innost, zpracovani obrazu,
fazové-kontrastni mikroskopie

Abstract

This work is aimed at deposition of fibers, which are able to penetrate deeper in the human
respiratory airways and cause health hazards. Opening chapters are dedicated to classification
of aerosols, human lung anatomy basics and methods for measurement of micrometer-sized
aerosols. An experiment was carried out to investigate the deposition of fibers. Fibers were
delivered into the silicon cast of the human airways and data of deposition fraction and
efficiency were acquired. A new method was established to acquire the data. This method
works on a principle of image analysis. Results of the new method were compared with a
standard method, which follows a methodology NIOSH 7400.

Key words

aerosol, deposition, human lungs, fibers, deposition fraction and efficiency, image analysis,
phase-contrast microscopy
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vvvvvv

Kvalita vzduchu vSak neni dulezitd jen pro dobry subjektivni pocit Cloveéka, ale také
ze zdravotniho hlediska. Jednim z divodii neustéale se zvysSujiciho poctu plicnich onemocnéni
muze byt pravé vdechovani aerosoll a pobyt ¢lovéka ve znecisténém prostiedi. Ke zlepseni
1é¢by téchto onemocnéni je nutné pochopeni transportu ¢astic do plic a jejich nasledné
ulozeni. Nedostatek informaci je hlavné v oblasti Sifeni vlaknitych aerosoli v plicich. Ty maji
schopnost pronikat hloub¢ji do plic a zvySovat riziko rakoviny plic atd. Diive byla tato rizika
ptisuzovana hlavné azbestovym materialim, jejichz pouzivani je v dnes$ni dobé regulovano
zédkonem. Nejnovéjsi studie vSak ukazuji, ze podobné nebezpecéné jako azbest mohou byt
i uméle vyrabéna vlakna jako tfeba vldkna skelna, uhlikova aj. Poznatky ohledné Sifeni
aerosolll v dychacim traktu se daji dale uplatnit také v oblasti inhala¢ni 1éCby, ktera se jevi
jako velice perspektivni. LéCba onemocnéni vdechovanim terapeutickych aerosolil nezatézuje
travici systém jako bézné 1éky a oproti podavani 1éka formou injekci je ptfijemnéjsi. Navic
plocha plicnich sklipki, na kterych dochazi ke kontaktu vdechovaného aerosolu s krevnim
obéhem, je obrovska, a tudiz nabéh 1éku je velmi rychly. Oblast inhala¢ni 1é¢by je vSak
neustale ve vyvoji a jeji vrchol se teprve ocekava.
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Aerosol je heterogenni smés kapalnych nebo pevnych ¢astic v plynném médiu (v naSem
pfipad¢ vzduchu), vnémz jsou schopny se vznaset dostate¢n¢ dlouho vzhledem k dobé
sledovani, napt. kouf vznikajici pii spalovani nebo prach. Termin aerosol vznikl jako
ekvivalent k terminu hydrosol, ktery odkazuje na heterogenni smés Castic v kapaliné. Aerosol
je 2-slozkova smés, jejiz vlastnosti z velké ¢asti zavisi na velikosti ¢astic a jejich koncentraci
v plynu. Na téchto parametrech zavisi také stabilita dané smési. Castice hraji stéZejni roli
v tom, jak se bude vysledny aerosol chovat. Studium aerosoli se tedy zabyva jednotlivymi
Casticemi. Resi se, jaké sily na n& puisobi, jaky je jejich pohyb a interakce s plynnym médiem,
ve kterém jsou obsazeny.

Aerosoly mohou byt rozdéleny podle fyzikalnich vlastnosti ¢astic a podle zdroje téchto
¢astic. Toto rozd€leni se nemusi striktné dodrzovat, ale vSeobecné se pouziva. [Baron and
Willeke (2005)], [Hinds (1999)]

Bioaerosol ma biologicky pivod. Mtize obsahovat viry, pily, bakterie, plisiové spory
a jiné.

Oblak je aerosol s vysokou hustotou ¢astic, ktery ma viditelné hranice. Aerosol se da
povaZzovat za oblak, jestlize je jeho hustota o 1 % vétsi nez hustota Cistého

plynu.
Prach obsahuje pevné ¢astice, které vznikly erozi nebo mechanickym rozrusovanim

puvodniho materidlu. Obvykle se sklada s ¢astic o nepravidelném tvaru a vétSich nez
0,5 um.

Mlha je kapalny aerosol, ktery vznikl kondenzaci ptesycenych par.

Koui [Fume] obsahuje pevné Ccastice, které se vytvofily kondenzaci plynnych
produktti spalovani nebo jinych vysokoteplotnich procest. Castice Casto tvofi fetézce a
aglomeraty.

Opar je aerosol snizujici viditelnost.

Kouf [Smoke] je aerosol spevnymi nebo kapalnymi ¢asticemi, které vznikly
pii nedokonalém spalovani nebo kondenzaci piesycenych par. Tyto castice maji
velikost mensi nez 1 pm.

Smog znacéi aerosol obsahujici pevné nebo kapalné castice, jez jsou produkty
fotochemickych reakci UV zéfeni s uhlovodiky a oxidy dusiku. Termin smog je
kombinaci slov ,,smoke* a ,,fog* a ¢asto se pouziva pro oznaceni vSech znecistujicich
latek veetné plynnych slozek.

Sprej je aerosol vznikly mechanickym nebo elektrostatickym rozpadem kapaliny.

Podle velikosti ¢astic v plynném médiu se muzou aerosoly délit na monodisperzni a
polydisperzni. Monodisperzni aerosol obsahuje ¢astice o stejné velikosti. Takové aerosoly se
objevuji pouze V laboratofich a slouzi napi. Kk pochopeni vlivu rtiznych velikosti ¢astic
na chovani aerosolu. Pfirozen¢ se vyskytujici aerosoly jsou polydisperzni.

Dle vzniku se aerosoly mohou rozdé¢lit na primarni a sekundarni. Primarni aerosol je ten,
jehoz castice vznikaji pfimo ve zdroji a uvoliuji se do vzduchu. Castice sekundarniho
aerosolu vznikaji ve vzduchu chemickou reakci plynnych slozek.

vvvvv 4

Velikost &astic je nejdalezitéjsi parametr, ktery ovliviiuje chovani &astic aerosolu. Céstice
raznych velikosti se mohou nejen odlisn¢ chovat, ale mohou se fidit riznymi fyzikalnimi
zékony. Napftiklad mensi Castice se fidi pfi transportu Brownovym pohybem, zatimco vétsi
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jsou ovliviiovany pifedevsim setrvaénymi a gravitacnimi silami. Obecné se velikost Castic
pohybuje Vv rozmezi od 0,001 do 1000 um. Nekteré piiklady jsou uvedeny na obrazku 1.
V této tabulce je velikost vztahovéana k priméru castic.

{pm] 0,001 0,01 0.1 1 10 100 100(

Fime +
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eidins m * Sm
Smote - - Cloud Droplels —
e e Fe -—wo:j
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Typické priklady "'“M—L— Coal Py Agh e

aerosoll Wachiting Fhids ———>
iTMSllh » l

—Deslomi—  *—+ Pl
Aimospheric Aaroso e Nocli e Accumudalion Mo -se Coaree Paricle o=
Obrazek 1  Rozdéleni aerosolii podle velikosti [Hinds (1999)]

Kapalné castice jsou ve vétsSing piipadi sférické a jejich velikost vyjadiuje polomér,

vvvvvv

jednoduse definovat. Z tohoto diivodu se zavadi ekvivalentni primér. Ekvivalentni pramér je
primér kulové Castice, ktera ma stejnou hodnotu fyzikalni vlastnosti jako sledovana ¢astice.

Dulezité ekvivalentni primeéry:

Aerodynamicky ekvivalentni primér [d,] je pramér kulové Castice o hustoté 1000
kg/m®, ktera se usazuje stejnd rychle jako sledovana astice

Ekvivalentni pramér pohyblivosti [dy] je pramér kulové Castice, ktera ma stejnou
pohyblivost jako sledovana Castice

Hmotnostni ekvivalentni primér je primér kulové castice, kterd ma stejnou
hmotnost jako pfislusna castice

Objemovy ekvivalentni pramér [dye] je prumér kulové ¢astice, ktera ma stejny objem
jako sledovana castice.

Pfi studiu aerosoltl a jejich usazovani se Casto vyuzivaji jeste dalsi veli¢iny, napf.:

Stokestiv primér je prumér kulové Castice stejné hustoty a rychlosti usazovani jako
sledovana castice.

Stokesovo ¢islo je pomér brzdné drahy k charakteristickému rozméru piekazky.

12



Tvarovy faktor je pomér odporové sily plisobici na sledovanou ¢astici k odporové
sile pisobici na kulovou ¢astici o stejném objemu a stejné rychlosti.

vvvvvv

se dle tvaru daji ¢astice aerosoll rozdélit do 3 skupin:

Izometrické Castice, pro které plati, ze maji ve vSech tfech osach pfiblizné stejnou
velikost. Patii sem kulové, polyhedralni a jim podobné ¢astice. O chovani téchto ¢astic
se toho vi nejvic, ale v praxi se takové ¢astice zpravidla nevyskytuji. Ackoliv daji se
vytvorit laboratorné.

Destickovité castice jsou takové, které maji velkou délku a Sitku, ale rozmér ve treti
ose (tloustka) je maly. Sem patii Castice tvarové podobné listim, diskiim a;.
O chovani téchto ¢astic ve vzduchu se toho zatim moc nevi.

Vlaknité castice jsou tieti skupinou. Jsou dlouhé, ale jejich Sitka i tloustka je mala.
Radi se sem &éstice tvarové podobné hranolim, jehlam a vlakna samotna. V praxi jde
o asbestova vlakna, mineralni vlakna atd.

13



Sifeni aerosolu a jeho usazovani v dychacim traktu ¢lovéka je na jedné strané ovliviiovano
vlastnostmi aerosolu, na druhé strané také zavisi na anatomii a fyziologii dychaciho traktu
samotného. Pro pochopeni principti je tedy nutné mit alespon zékladni znalosti z této oblasti.

Primarni funkci dychaci soustavy je ptisun kysliku do téla a odvod oxidu uhlic¢itého. Mezi
dalsi funkce patii obrana pied cizorodymi latkami a organismy, které mohou ve vzduchu
vstupovat do téla aj. Dychaci cesty se déli na horni (obrazek 2) a dolni. Z hlediska funkce se

nosohltan

ustni ¢. hltanu

hrtanova piiklopka
hrtanova €. hltanu
hlasivky

hrtan

prudusnice

jicen

Obrazek 2 Horni cesty dychaci [Clarke (c 2012)]

rozdé€luji na respiracni a rozvodnou zonu. V respiraéni zoné dochazi k vyméné plynii mezi
vzduchem a krvi. Rozvodna zona slouzi k transportu vzduchu do respiracni oblasti. Dalsi
funkci rozvodné zoény je ohfev vzduchu na télesnou teplotu, jeho zvlceni a filtrace
nezadoucich ¢astic.

Vzduch vstupuje do téla tstni nebo nosni dutinou (cavum oris, cavum nasi). V nosni dutiné
probiha prvotni filtrace vzduchu. Castice se zachytavaji bud’ na nosnich chloupcich (&astice
vétsi 10 pm) nebo v hlenu, ktery pokryva stény nosni dutiny. Hlen s ¢asticemi je pomoci
pohybu fasinkovych bun¢k pozvolna odvadén do hitanu (pharynx), kde je polykan. Z nosni
dutiny vzduch proudi do hltanu, ktery se dle funkce rozliSuje na nosohltan (nasopharynx),
ustni (oropharynx) a hrtanovou cast (laryngopharynx). Zde je misto, kterym rozdélujeme
dychaci cesty na horni a dolni. Prvni ¢asti dolnich cest je hrtan (larynx). Jeho funkci je tvorba
hlasu, transport vzduchu a zamezeni ptistupu potravy do plic. K tomu ucelu slouzi hrtanova
priklopka (epiglottis), ktera se uzavira béhem polykani. Z hrtanu pokracuje vzduch do
prudusnice (trachea), ktera se dale déli na dvé prudusky pro levou a pravou plici (primarni
bronchy). Oblast rozdéleni se nazyva bifurkace a vrcholek mezi dcefinymi vétvemi carina.
Prava praduska je $ir§i a ma mens$i odklon od pradusnice, takze je zde vétsi prutok a vétSina
vzduchu s Casticemi se bude pohybovat do pravé plice. Prava plice je obecné vétsi, coz je
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zpusobeno polohou srdce. Hlavni pradusky se déale vétvi na priidusky pro jednotlivé laloky
(sekundarni bronchy) a ty se pak Cleni na segmentarni pridusky (tercidlni). Jednotlivych
Clenéni (generaci) je asi 23 [Weibel (1963)], pti¢emz prudusnice se bere jako nulta generace.

Rozvodna zona Respiracni zona

Terminalni Respira¢ni Alveolarni
Bronchioly Bronchioly kanalky

Trachea Pradusky

0 1123 |—>|10 |—>=| 16 |17 | 18 | 19 |20]21 |22 |23

Obrazek 3 Rozdéleni dychacich cest podle Weibela [Berne et al. (2008)]

S kazdou dal$i generaci se zmensuje pramér priadusek. Pokud je primér mensi nez 1 mm,
nazyvaji se pruduSinky (bronchioly). Nejmen$i pridusinky se oznacuji jako konecné
(terminalni), jejich primér je mensi nez 0,5 mm a oddéluji respiraéni a rozvodnou zénu
dychaciho systému. Stény trubic v respiracni zoné€ (priildusnice az termindlni bronchioly) jsou
pokryty epitelem s fasinkami, kde se tvofi hlen, na némz se zachycuji Castice. Tento hlen,
stejné jako v nosni dutiné, je pohybem fasinek piesunovan zpét smérem k hltanu, kde je
spolykan. Vrstva epitelu se postupné zmensuje, v nejmensich prudusinkach se nevyskytuje ani
hlen, ani fasinky. Respira¢ni zona zacina respiraénimi bronchioly, ve kterych jsou jiz dutiny
(plicni sklipky=alveoly) pro vyménu plynt. Respiracni bronchioly se vétvi do alveolarnich
kandalkd, které tsti do alveoldrnich vacka. Alveolarni vacky jsou posledni, 23. generaci, a jsou
posety plicnimi sklipky. Pocet sklipkii v plicich je okolo 300 milioni a jejich celkova plocha
je asi 80 m?. Po jejich sténach se pohybuji imunitni bunky (makrofagy), které poziraji
cizorodé Castice, které se neusadily v pfedchozich ¢astech plic. Makrofagy naplnéné ¢asticemi
se pohybuji po sténach plic vzhiiru a poté jsou unaseny fasinkami spolu s hlenem do hltanu.

Na plicni tkan naléh4d membrana, ktera se nazyva poplicnice. Hrudni dutinu vystyla jina
membrana, pohrudnice. Mezi témito membranami je tzv. pleurdlni dutina, ktera je vyplnéna
tenkou vrstvou pohrudni¢ni tekutiny za Gcelem snizeni tfeni mezi plicemi a hrudni sténou.
Spodni plocha plic dosedd na horni plochu branice. Pii nddechu jsou plice pomoci svali
(branice a meziZeberni svaly) roztaZeny, vznikne v nich podtlak a dovnitt proudi vzduch.
Vydech je pasivnim procesem. Svaly se uvolni a ochabnou, coz ma za nésledek pokles
objemu hrudniku i plic, v nichz vzroste tlak a vzduch proudi ven. [Marieb and Mallatt
(2005)], [Finlay (2001)], [Berne (2004)]
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Pfi pobytu ¢loveéka nejen ve znecisténém prostiedi, ale v dneSni dob¢ témeéft na jakémkoliv
misté¢ muze dojit ke vdechnuti riznorodych ¢&astic spolu se vzduchem. Kdyby na castice
nepusobily zadné vnéjsi sily a ¢astice by byly unaSeny pouze proudem vzduchu, nedochazelo
by pfi pruchodu dychacim traktem Kk téméf zadnému jejich ubytku a dorazily by az do plicnich
sklipkt. Na ¢astice vSak piisobi mechanické nebo elektrické sily a tim méni jejich trajektorie
od proudnic plynnych molekul. Pfi zméné sméru ¢astic tak mize dojit k jejich kontaktu se
sténami plic a naslednému zachyceni ¢astice. Mira usazovani ¢astic v dychacim traktu mtze
byt ovlivnéna vice faktory:

fyzikélni a chemické vlastnosti ¢astic

dychaci rezim a morfologie plic

zpuisob dychani (nosem, nebo usty)

RozloZeni ¢astic ve vzduchu (na zac¢atku nebo na konci vdechnutt, aj.)

S ohledem na putisobeni sil na ¢astice aerosolu se rozeznava 5 depozicnich mechanismut
(obrazek 4). Dominantnimi mechanismy jsou difuze, sedimentace a setrvacnost (tabulka 1).
Ve specialnich ptipadech muze jit o elektrostatickou precipitaci a zachyceni.

— -

Setrvacnost Sedimentace
—_/< —:_-:%<
% % :

Elektrostaticka Zachyceni
precipitace

Obrazek 4  Depozic¢ni mechanismy [Murray et al. (2001)]

Difuze prevlada u ¢astic mensich nez 0,5 um. Jedna se o princip Brownova pohybu, kdy se
Castice srazeji s molekulami plynu a dochazi k nahodné zméné jejich polohy. Vliv tohoto
mechanismu roste se snizujici se rychlosti dychani a klesajici velikosti ¢astic, av§ak neméni se
Vv zavislosti na hustoté. Dle [Murray, Nadel, Mason and Boushey (2001)] se ¢astice o praméru
0,1 um, respektive 0,01 pm Brownovym pohybem piemisti za 1 sekundu 0 29 um, respektive
260 pum. Pro porovnani, geometricky prumér alveoli je 200 az 300 um. Z tohoto Ize odvodit,
proc€ je usazovani v alveolarni ¢ésti plic u miniaturnich ¢astic dominantni.
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S rostouci velikosti ¢astic se snizuje ucinek difuze a na ¢astice zac¢ind mit vliv gravitace a
setrvacnost. Mechanismus, kdy se ¢astice pod vlivem gravitacni sily usazuji na sténach plic,
je nazyvan sedimentace. Mira sedimentace je nepiimo umérna rychlosti, pfimo umérna
velikosti ¢astic a jejich hustoté. Projevuje se pfedevsim v bronchiolech a alveolarni oblasti.

Setrvacnost se projevuje predevsim v hornich ¢astech plic. Hmotné&jsi ¢astice nedokazou
sledovat rychle se ménici smér a rychlost proudéni a pod ufinkem setrvacnych sil dochézi
K jejich depozici predevsim v oblastech vétveni. Uginek tohoto mechanismu roste s rychlosti
castic, jejich velikosti a hustotou.

Tabulka 1 Shrnuti depozicnich mechanismii

Mechanismus Velikost Castic Hustota Castic Dechova Hloubka
frekvence nadechu
Difuze Nepiimo Nezavisi Roste pii nizsich Nezavisi
umérné frekvencich
Sedimentace Piimo umérné Piimo umérné | Roste pii nizSich Nezavisi
frekvencich
setrvacnost Ptimo iimérné Ptimo timérné Nezévisi Roste s rychlosti

Elektrostaticka precipitace se projevuje u nabitych ¢astic aerosoli. Mezi €éstici a sténou
plic vznikne opacny naboj a Castice je pfitazena ke sténé. Tento mechanismus mé vliv
na castice o mensim priiméru nez 4 pm, u vétsich castic je zanedbatelny.

Mechanismus zachyceni je zavisly na geometrickém tvaru ¢astic a vyskytuje se predevsim
u vlaken. Castice se pii pohybu plicnimi kandlky dostane pfili§ blizko ke sténé€ a zachyti se
na ni.

Vice o depozi¢nich mechanismech v [Bisgaard et al. (2002)], [Hickey (2004)],
[Murray,Nadel, Mason and Boushey (2001)]

17




Mg¢feni depozice aerosolt v plicich miize byt provadéno 3 zpusoby [Lizal (2010a)]:

¢ in vivo (méfeni na lidskych dobrovolnicich)
e in vitro (méfeni v uméle vyrobenych modelech)
¢ in silico (pocitacové modelovani)

Jelikoz méfeni in vivo je z velké Casti legislativné omezeno a pro realistické pocitacové
modelovani zatim neni dostateCny vykon ve vypocetni technice, zlstava stale nejCastejsi
metodou méfeni v modelech plic. Jejich vyhodou je nizka cena oproti in vivo méfeni a dobra
opakovatelnost. Pfi métfeni aerosolll v plicich se pouziva stejnych principti jako pii bézném
méteni aerosoltl.

Jednou z nejcastéjSich metod pripravy vzorki pro méfeni aerosolu je filtrace. Pti filtraci se
oddéluji castice aerosolu od plynné fdze, aby mohly byt pozdé&ji podrobeny blizSimu
zkouméani pomoci analytickych metod (gravimetrické, mikroskopické, chemické aj.).
V zavislosti na zvolené analytické metod¢, zkoumanych Casticich aerosolu atd. se pouzivaji

razné filtry, napf. membranové. Vice se timto problémem zabyva [Baron and Willeke
(2005)].

5.1 Gravimetricka metoda

Gravimetrickd metoda funguje na principu vzristu hmotnosti filtru poté, co se na ném zachyti
Castice aerosolu. Pozaduji se filtry s vysokou ucinnosti a také, aby se jejich hmotnost
neménila se zménou teploty nebo vlhkosti. Na tyto zmény jsou méné citlivé teflonové
membranové filtry, naopak nedoporucuje se pouZziti membranovych filtrti z estert celulozy.
VEtsi presnosti méteni se da také dosdhnout, pokud vaZeni filtrG pfed a po usazeni Castic
aerosolu probiha za konstantni teploty a vlhkosti. Dal§im problémem u gravimetrické metody
byva vznik elektrostatického naboje, ktery mize mit za nésledek chyby v usazovani ¢astic na
filtru a béhem vazeni. Gravimetrickd metoda je jednoducha kvantitativni metoda, pomoci
které se da zjistit koncentrace ¢i mnozstvi aerosolu. Neudava vsak zddné informace o druhu ¢i
sloZeni aerosolu. [Chow and Watson (1999)], [Baron and Willeke (2005)]

5.2 Mikroskopické metody

U mikroskopickych metod je vzorek usazeny na filtru ostfelovan proudem ¢&astic, coz mohou
byt fotony, elektrony, protony, neutrony nebo ionty. Vzniklé zafeni po sraZce proudu ¢astic se
vzorkem je detekovano a pomoci ného se vytvoii obraz vzorku. [Baron and Willeke (2005)],
[Baron (2001)]

a) Opticka mikroskopie (Light microscopy=LM)

Je jednou z nejzakladngjSich mikroanalytickych metod. Ze zdroje svétla mikroskopu
vychazi svételny paprsek, ktery interaguje se vzorkem (muze dojit k lomu, rozptylu,
difrakci, odrazu aj.). Rozptylené svétlo prochazi systémem cocek objektivu, kde dochazi
K prvnimu zvétSeni. Svétlo pokracuje pres systém cocek okularu, kde se dale zvétSuje a
vysledny obraz je pfinasen k oku pozorovatele nebo do kamery. Vysledné zvétseni
dostaneme vynasobenim zvétSeni objektivu a okularu, maximem je zvétseni 1000x.

K pozorovani ¢astic mikroskopem je dulezity kontrast mezi pozadim a objektem a také
aby objekt alespon ¢asteéné pohlcoval svétlo. Pokud kontrast neni dostateény, da se zvysit
napi. vyuzitim fazového kontrastu (obrazek 5). Toho se vyuziva napf. u transparentnich
objektti, které nejsou pouhym okem v mikroskopu viditelné. Pfi prichodu svétla
transparentnim objektem dojde kvuli rozdilnému indexu lomu objektu a prostiedi
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k posunu svételné faze. Tu vSak lidské oko neni schopno zaznamenat. Podstata zafizeni
pracujiciho s fazovym kontrastem (phase contrast microscopy=PCM) spociva v tom, Ze
meéni fazové rozdily na zmény intenzity svétla, které uz cloveék vidi. Objekty s vétsim
indexem lomu se jevi svétlejsi vici pozadi (negativni fazovy kontrast), respektive tmavsi
vici pozadi (pozitivni fazovy kontrast). FAzového kontrastu se dosahne pridanim specialni
clony do kondenzoru a fazové desticky do objektivu mikroskopu. Vice o fazovém
kontrastu v [Ustav experimentalni biologie].

P ! 10 pm )

Obrazek 5  Pouziti fazového kontrastu u transparentnich cdstic
[Baron and Willeke (2005)]

Optickd mikroskopie je nedestruktivni metodou a jeji pouziti je pomérné jednoduché.
Na druhou stranu vysledny popis ¢astic neni piili§ detailni. Z pozorovani se daji zjistit
optické vlastnosti ¢astic (velikost, tvar, barva atd.), ale neda se urcit material nebo sloZeni.
Na zéaklad¢é zkuSenosti obsluhy mize byt druh castic aerosolu odhadnut. Minimalni
velikost ¢astic rozliSitelnych optickou mikroskopii je 5 az 10 um. Fazové-kontrastni
mikroskopie byva Casto vyuzivana k analyze vlaken., pficemz detekovana vlakna musi mit
tloustku minimalné 0,25 um.

Vzorky s ¢asticemi se ptipravuji podle toho, jestli mikroskop detekuje rozptylené svétlo
prochazejici skrz vzorek nebo odrazené svétlo. U rozptyleného svétla se ¢astice usazuji na
testovacim sklicku. U odrazeného svétla se Castice aerosolu mohou zachytit na filtrech.
Poptipad¢ jde filtry riznymi metodami zprihlednit nebo rozpustit a sledovat Castice
aerosolu pomoci rozptylené¢ho svétla. Na zédkladé mnozstvi ¢astic ve vzorku se potom da
urcit koncentrace ¢astic v aerosolu.

b) elektronova mikroskopie

Je podobna optické mikroskopii, ale namisto svétla vyuziva svazek elektroni. VIinova
délka elektronového zafeni je totiz kratSi neZ u svétla, a tudiZ se dosahuje vyssi rozliSovaci
schopnosti. Zdrojem elektroni mtze byt napt. zhavené wolframové vlakno. Elektrony
uniklé ze zdroje jsou urychlovany elektrickym polem a pomoci elektromagnetickych
c¢ocek usmeérinovany ke vzorku, kde dochazi ke sradzce. Po interakci elektronti se vzorkem
vznikd mnoho signalli (odrazené elektrony, proslé elektrony, rentgenové zareni aj.), které
se daji detekovat a ziskat z nich informace o vzorku. Svazek elektrond i vzorek jsou
umistény ve vakuu, aby nedochdzelo k reakcim mezi elektrony a vzduchem a tim
zkresleni vysledkd. Obecné lze elektronové mikroskopy (obrazek 6) rozdélit do 2
kategorii, transmisni elektronové mikroskopy (TEM) a skenovaci (fadkovaci) elektronové
mikroskopy (SEM).

TEM detekuje elektrony, které prochdzi vzorkem, a vyuziva se k zobrazeni vnitini
struktury. K tomu, aby elektrony vzorkem prosly, je nutné vysoké urychlovaci napéti 100-
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400 keV a také mald tloustka vzorku (maximaln€ 0,5 pm). Vyuziti TEM je tedy vhodné
u ¢astic s primérem mensim nez 0,5 um. Dokdze zobrazovat vzorek se zvétsSenim 1000x
az 10°%k a vystupem je zdznam vzorku na fotografickém materialu nebo zachyceny CCD
kamerou. Nevyhodou této metody jsou vysoké pozadavky na obsluhu, naro¢na piiprava
vzorki a reprodukce vysledkd.

'EM SEM
zdroj elektroni

svazek elektronn

- anoda .
e - QG ===

f - Lektromagnetické &/
1 Codky

Q + Skenovaci civka

: =

g -.nsc ) vzorek 3
\\__'_’_//w P — S

ﬁ detektor |
~ — kS \
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\

Nuorescendni stinitko ® m

——
Obrazek 6  Elektronové mikroskopy [Jager and Gartnerova (2008)]

SEM detekuje odrazené nebo sekundarni elektrony a vyuziva se k zobrazovani povrchi
vzorkll. Urychlovaci napéti elektronil se pohybuje od 1 do 30 keV. Elektronovy paprsek se
pohybuje po povrchu vzorku, jehoz plocha je rozdélena do neviditelného rastru. Povrch
vzorku je tak postupné skenovan a zobrazovdn na monitoru. DosaZitelné zvétSeni je
od 10x do 10°x. Vzorky pro SEM by mély byt stalé i ve vakuu a nemélo by na nich
dochazet k nabijeni vlivem dopadajicich elektronii. K zamezeni rlistu ndboje na povrchu
se zvysuje povrchova vodivost napt. pokrytim povrchu tenkou vrstvou zlata, platiny aj.

Pro komplexné&jsi analyzu vzorkli se daji u elektronovych mikroskopl vyuzit riizna
pridavnd =zafizeni vyuzivajici principti elektronové difrakce, energické disperzni
spektrometrie (EDS) nebo spektroskopie energetické ztraty elektroni (EELS).
Elektronova difrakce se da vyuzit u TEM. Sleduje se ohyb drahy elektront, které prolétaji
vzorkem a podle této zmény drahy se da urcit strukturni miiZzka vzorku. Energeticka
disperzni spektrometrie se pouzivd u SEM 1 TEM a méfi rentgenové zateni. Pfi dopadu
elektroni na vzorek je predavana atomim vzorku energie, ktera je pak odevzdana
ve formé zafeni. Podle energie tohoto zafeni se da zjistit prvkova skladba vzorku v daném
misté.

5.3 Chemické metody

Chemické metody se nejcastéji vyuzivaji k méfeni koncentraci nebo k zjisténi chemického
slozeni atmosférickych aerosolt. [Baron and Willeke (2005)]
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a) iontova chromatografie

Je kvantitativni metoda, pomoci které se urcuji koncentrace aniontii a kationtli ve vodném
roztoku. Filtr s usazenym aerosolem se nejprve umisti do ultrazvukové Cisticky, kde dojde
K uvolnéni ¢astic do vodného roztoku. Je vhodné pouzivat hydrofilni filtry, hydrofobni
filtry se pred extrakci musi oSetfit etanolem. Vodny roztok (analyt) se poté umisti
do chromatografu. Iontova chromatografie pracuje na principu iontové interakce mezi
ionty analytu a ionty stacionarni faze. Stacionarni faze (iontovy meénic) nese ionty
opa¢ného znaménka, nez jsou ionty analytu. Kazdy ion je vazbou pfipojen na protiion,
ktery je vyménovan s ionty v analytu. Do vodného roztoku se jesté ptridava elu¢ni Cinidlo,
které je schopno konkurovat iontim vazanym na iontovém meénici. Pii analyze aniontl se
pouziva hydroxid sodny, pti analyze kationtl napft. kyselina chlorovodikova. K vysledné
detekci ionti nové navazanych na iontovy méni¢ se vyuziva detektorti, nejcastéji
vodivostnich. Pro zvySeni vodivosti analyzovanych iontli mize byt pouzit supresor. Tato
metoda se ¢asto pouziva k uréeni koncentraci napt. Cl, F, K¥, NH," atd. [Klouda (2003)],
[Baldrianova and Barath (2011)]

b) Kolorimetrie

Kolorimetrie je optickd kvantitativni metoda, kterd urcuje koncentraci konkrétni latky
v roztoku na zdklad¢é svételné pohltivosti. Pied pouzitim této metody je opét nutné
extrahovat ¢astice z filtru do vodného roztoku. Vysledna koncentrace latky se zjistuje
porovnavanim mnozstvi pohlceného svétla roztokem o neznamé koncentraci s mnozstvim
pohlceného svétla roztokem o znamé koncentraci. Tato metoda se pouziva pro urceni
koncentraci napf. SO4’, NOs-, CI” atd.

c) Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR)

FTIR (obradzek 7) je nedestruktivni metoda, kterd umoziiuje urcit molekularni slozeni
vzorku. Tato metoda funguje na principu méfeni pohlcovaného infracerveného zareni
sledovanym vzorkem. Infracervené zafeni prochazi vzorkem, ndsledné Michelsonovym
interferometrem a dopada na detektor. Vysledny interferogram je pomoci Fourierovy
transformace pfeveden na energeticky signdl. Podle chybg&jicich energii absorbovanych
fotonli lze zjistit slozeni vzorku. Bohuzel nelze piimo uréit mnozstvi danych prvki

ve vzorku.
pohybujici se
zrcadlo

polopropustné
zrcadlo
zdroj
stérbina ¢ocka fient
zrcadlo
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detektor '
Obrazek 7 Metoda FTIR [MEMC (c 2011)]
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d) Rentgenfluorescencni spektrometrie (XRF)

XRF je casta, nedestruktivni, kvantitativni metoda pro analyzu aerosoli uchycenych
na filtrech. Vétsinou se vyuziva teflonovych membranovych filtr, protoze jsou relativné
tenké a je pozadovano, aby se Castice usazovaly na povrchu filtru spiSe nez uvnitf jeho
struktury. U této metody se da zjistit i sloZzeni vzorku, pokud Se porovna vysledné
rentgenové spektrum se spektrem znamych prvka. Tato metoda dokaze rozpoznat asi
45 prvka periodické tabulky s atomovymi ¢isly mezi sodikem a uranem. PrvKky s niz§im
atomovym ¢islem maji nizky fluorescencni vytézek, a tudiz jejich rozpoznani neni mozné.
Vzorek je pfi XRF analyze ozafovdn rentgenovym zéfenim, pfiCemz atomy vzorku
piechazi do excitovanych stavii. Pfi navratu do plvodnich stavii atomy emituji
charakteristick¢é zafeni, které je detekovano. Rentgenofluorescencéni spektrometry
(obrazek 8) lze obecné délit na vinoveé disperzni (WDXRF) a energeticky disperzni
(EDXREF).

U vlnové disperznich spektrometrt je zafeni emitované vzorkem monochromatizovano
difrakénim krystalem do riznych smérti v zévislosti na vinové délce. Umisténim detektoru
do konkrétniho mista lze méfit intenzitu zafeni o konkrétni vinové délce neboli
konkrétniho prvku. Vyhodou vlnové disperznich spektrometri je dobrd rozlisitelnost
jednotlivych prvki. Nevyhodou je nizka citlivost, coz se da ¢asteéné vylepSit buzenim
rentgenovym zafenim o vysoké energii. Zateni o vysoké energii vSak muze pti dopadu
vzorek zahiivat a odstranit nékteré prvky.

U energeticky disperznich spektrometrii dopada na detektor zareni od vSech prvki
soucasn¢. K rozliSeni mezi jednotlivymi prvky se vyuZziva proporciondlnich vlastnosti
detektoru. Vyhodou je vysoka citlivost, jednoduchd konstrukce a kratka doba potifebna
pro analyzu. Nevyhodou je nizsi rozliSitelnost jednotlivych prvki.

| |
difrakéni

krvstal energeticky
rS . . - . 3
polykapilarni - polykapilarni disperzni
optika / N l optika detektor
/
detektor
| 7 | emitované
polykapilarni optika 4 re'{xtgc'move
vzorek vzorek zafeni

Obrazek 8 Vinové a energeticky disperzni spektrometr [ XOS 2007]

Déle se rentgenfluorescencni spektrometry rozd€luji podle zpiisobu ozafovani vzorku,
bud’ na pfimé, nebo nepiimé. U pfimé metody je buzené rentgenové zareni ze zdroje
prenaSeno pifimo na vzorek. U nepfimé metody rentgenové zafeni nejdiive dopada
na objekt, ktery je excitovan. Pfi navratu do plvodniho stavu vyzafuje rovnomérné
nizkoenergetické zareni, které teprve ozatfuje vzorek. Vyhoda nepiimé metody je vyssi
citlivost a niz§i zahiivani vzorku. [Cernohorsky and Pouzar]
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e) Protonova mikrosonda (PIXE)

Je obdobou metody XRF, ale misto rentgenového zaieni se k excitaci vzorku pouziva
svazek vysokoenergetickych protont 0 energie 1-3 MeV. Zakladem zafizeni je urychlovac
iontd napt. van de Graffiv a pouziva se energeticky disperzni detektor. Z vysledné¢ho
rentgenového spektra lze zjistit slozeni vzorku. Vyhodou metody je vysoka citlivost a
moznost pracovat i s malymi vzorky (prumér vzorku 2-3 mm). Nevyhodou je vysoka
energie proudu protont, které mohou pii delsi dobé ozafovéani poskodit filtr. Obecné se
jedna o nedestruktivni, kvantitativni a kvalitativni metodu. [Kral]

f) Instrumentalni neutronova aktivacni analyza (INAA)

Jedna se o nedestruktivni, kvantitativni a kvalitativni analyzu pro vétSinu prvka periodické
tabulky (krom¢ prvki s nizkym protonovym cislem). Presto, Ze je vysoce citlivd a ma
dobrou rozlisitelnost, neni moc vyuzivana. Divody jsou vysokd cena a také potiebny
ptistup ke zdroji termalnich neutronl, které se b&ézné pouzivaji v jaderném reaktoru.
Metoda INAA pracuje na principu ozafovani vzorku termdalnimi neutrony. Pfi reakci
neutront se vzorkem muze dojit ke vzniku radioaktivniho izotopu. Pti rozkladu izotopi je
emitovano charakteristické y-zateni, které je méfeno. Mnozstvi zafeni je imérné mnozstvi
prvku ve vzorku. Piestoze se jedna o nedestruktivni metodu, ozafovanim termalnimi
elektrony se vzorek stava radioaktivnim. PoloCasy rozpadu nékterych izotopi mohou byt 1
n¢kolik let, a tudiz analyza vzorku jinou metodou je prakticky nemozna.

g) Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS)

v

ICP-MS (obrazek 9) je v dne$ni dobé hodné rozsifena kvalitativni i kvantitativni
destruktivni analyza. Umoziuje stanovit mnozstvi a druh prvka jak v kapalnych, tak i
pevnych vzorcich. Vzorek, zpravidla v kapalné podobé, je rozprasen do mlzné komory,
odkud pokracuje do hotaku s plazmatem argonu. Zde je atomizovan a ionizovan. Vzniklé
ionty dale postupuji do vakuového prostoru s iontovou optikou, kvadrupélovym
hmotnostnim filtrem a elektronasobicovym detektorem. lonty jsou v kvadrupolovém filtru
rozdéleny podle poméru m/z (hmotnost k protonovému ¢islu). Na zakladé zmény napéti
na elektrodach kvadrupdlu prochazi k detektoru jen ionty o urcitém poméru m/z a
vyvolavaji na ném signal, jenz je zesilen a nasledné¢ zméten. Takto se daji méfit rtizné
nuklidy o relativni atomové hmotnosti od 3 do 256. Jedna se o rychlou metodu, kterd ma
vysokou citlivost a dokdze rozlisit velké mnozstvi prvkd. Nevyhodou této metody mizou
byt vysoké naklady na pofizeni a provoz.
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ZMLZOVANI ODPAROVANI ATOMIZACE IONIZACE ANALYZA
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Obrazek 9  Schéma postupu ICP-MS [Thomas (2008)]
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Ukolem praktické ¢asti bylo vyhodnotit méfeni, které vzniklo na Clarkson university. Byla
tam provedena aplikace sklenénych vlaken do modelu plic. JelikoZz jsou sklenéna vlakna
transparentni, byla zvolena metoda fazové kontrastni mikroskopie. Cilem této prace bylo
jednak vyhodnoceni depozi¢ni frakce a depozi¢ni ucinnosti vlaknitého aerosolu v modelu
dychaciho traktu, ale také vytvofeni automatizovaného postupu vyhodnoceni obrazii z fazové-
kontrastni mikroskopie.

6.1 Priprava vzorki

Vzorky vznikly na Clarkson university ve mésté Potsdam, New York. Byla méfena depozice
vlaknitého aerosolu pii prichodu modelem plic (obrazek 10). Model plic obsahoval Gstni
dutinu a dychaci cesty az do 7. generace vétveni. Samotny model ma 32 segmentt, pficemz
casti 1 az 22 predstavuji dychaci cesty a segmenty 23 az 32 piedstavuji svody k vystupnim
vétvim s filtry. Svod ¢. 23 byl umistén za segmentem 13, svod €. 24 byl umistén za
segmentem 14 atd. Vlaknity aerosol vznikl smichanim sklenénych vlaken JM 100/475 a
sklenénych zrnek (Ballotini impact beads, Potters Industries, Sample#: 229-562)
V hmotnostnim poméru 1:199. Smés bylo poté nutné prosit, aby se dosdhlo homogenity. Smés
vldken byla vloZena do zésobniku. Soucasti méfici traté (obrazek 11) byly dale: podavac
vlaken, disperzer vlaken, neutralizator elektrického naboje, zafizeni na tupravu vlhkosti
vzduchu, klasifikator vlaken, dilutor (pro miSeni vzduchu a vlaken), model plic, 10
vystupnich filtrti. 10 pratokomért, vyveva.

Obrazek 10 Model plic
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Pro experiment bylo nastaveno napéti na klasifikatoru 4 kV, pritok generatorem 1 I/min a
celkovy objemovy prutok modelem 30 1/min. Nastaveni napéti se miize pohybovat v rozmezi
2 az 6 kV, ¢imz se méni délka generovanych vldken. S rostouci hodnotou napéti se délka
vlaken zkracuje, napf. pi1 hodnoté napéti 2 kV je délka vlaken 30 um. Prltok generatorem je
obecné mozné nastavit od 0,5 do 1,5 lI/min, coz ovliviiuje monodisperzitu vldken. Se
stoupajicim prutokem se monodisperzita snizuje.

vzduch
I
' —e
. dilutor i 10 vystupnich filtri
generator viaken (\ & ': 2T 4
a klasifikator ( L 10 pritokometri
R ~ vyvéva

Obrazek 11  Zjednodusené schéma merici traté [Lizal (2012)]

Po kontrole nastaveni byl spustén generator a zapocal experiment. Vlakna proudila
modelem plic, kde dochazelo u nékterych vlaken k usazeni. Vlakna, ktera se v modelu
neusadila, pokracovala do vystupnich vétvi a zde se usadila na membrénovych filtrech
(membranovy celulozovy filtr AAWP02500). Po 30 minutach byl experiment pierusen a bylo
nutné filtry ve vystupnich vétvich ptekontrolovat. Pokud bylo na filtrech dosazeno uréité
hustoty usazenych vldken, filtry se vyménily (po kazdé ptl hodiné¢ doslo k vyméné). Pii
vyméné byl kazdy filtr vyjmut z plastového drzdku, umistén na podlozni sklicko a byl
vytvofen vzorek pro mikroskopovani pomoci pfistroje Quickfix (acetone vaporizer), coz je
»generator acetonovych par. Pary acetonu zprithlednily celulozovy filtr s vlakny a ptichytily
ho k podloznimu sklicku. Takto vyrobeny vzorek byl o¢islovan (podle svodu, za kterym byl
umistén), vloZzen do schranky na vzorky a pozdéji mohl byt prohlédnut mikroskopem
s fazovym kontrastem. Do plastového drzaku byl poté umistén novy filtr a tytéz ukony byly
provedeny u vSech zbylych vystupnich filtri. Po vyméné filtrd bylo piekontrolovano
nastaveni prutokii a experiment pokracoval dalSich 30 min, b&hem nichz se mohly
prohlédnout vytvotfené vzorky. Celkova doba experimentu byla 4 hodiny, ¢ili doSlo k 8
vyménam filtrii. Po ukonceni experimentu bylo jesté nutné vytvoftit vzorky ze samotnych ¢asti
modelu, kde se po celou dobu experimentu usazovala vldkna. Kazd4 €ast, pocinaje Ustni
dutinou s ¢islem 1, byla ponotfena do kadinky s izopropanolem a takto vloZzena na 1 min do
ultrazvukové Cisticky. Pusobenim vibraci se vladkna uvolnila z modelu do roztoku
isopropanolu. Segment modelu byl poté zkadinky vytahnut a isopropanol s vlakny byl
profiltrovan skrz filtr (stejny typ jako vystupni filtry). Filtr byl umistén na podlozni sklicko,
vysusen v exsikatoru a upraven v ptistroji Quickfix. Takto vytvoreny vzorek byl ulozen do
schranky se vzorky a predeslé operace byly zopakovany pro ostatni segmenty modelu.

Vystupem experimentu tedy bylo 80 filtri z pozic ve vystupnich vétvich (o¢islovany od
23 po £32), 22 filtrti z ¢asti segmentu piedstavujicich dychaci cesty (o¢islovany od 1 po 22) a
10 filtrt ze svodu (ocislovany od 23 po 32).

Vice podrobnosti o pritbéhu experimentu lze nalézt v [Lizal (2010b)].

6.2 Automatizace manuailni analyzy

Obecné se se pii urcovani depozice vlaken vychazi z metodik NIOSH 7400 nebo WHO 1997,
které uréuji pravidla pro vyhodnoceni filtrii s azbestovymi a jinymi vlakny metodou fazové-
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kontrastni mikroskopie. Zjednodusen¢ se jedna o umisténi filtrii pod mikroskop a ru¢ni sé¢itani
jednotlivych vlaken, coz je zna¢né zdlouhava a rutinni prace. Proto bylo snahou
zautomatizovani této metody za pomoci kamery a softwaru, ktery by vyhodnocoval
snimky vlaken a dokazal urcit jejich pocet. Pro urceni ptesnosti vysledki vyhodnocenych
softwarem bylo nahodné vybrano 10 vzorkd, které se nejdiive prosly manualné podle vyse
zminénych metodik.

6.2.1 Manualni analyza

Pii manualni analyze (po¢itani) byl pouzit (obrazek 12) mikroskop Nikon Eclipse E200
s Walton-Beckettovym méfitkem (typ G22), objektivem pro fazovy kontrast a svételnou
clonou.

> .
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D 4 /’ i \ e
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|
3 5
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Walton-Beckettovo méfitko

Svételna clona

Obrazek 12 Mikroskop a dalsi komponenty
Podle metodiky WHO 1997 se postupovalo v nasledujicich krocich [W.H.O. (1997)]:

e Vzorek byl umistén na stolek mikroskopu a byla zaostiena vlakna pii pouziti objektivu
se zvétsenim 10x a svételnou clonou v pozici Phl. Byla provedena kontrola filtru
(rozloZeni vléken po plose filtru, pfitomnost necistot aj.).

e Po ukonceni kontroly byl vybran objektiv se zvétSenim 40x a svételna clona byla
nastavena do pozice Ph2. Byla nahodné vybrana oblast na filtru tak, aby nelezela 4
mm od okraje filtru a aby na ni nebylo pfili§ mnoho necistot. Vlakna byla zaostfena a
spoc¢itana. Vlakna byla pocitina na ploSe o priméru 300 pum, kterou vytycovalo
Walton-Beckettovo métitko (obrazek 12).

e Pro pocitani vlaken udavala metodika urcita pravidla:

o pocitané vldkno musi byt delsi neZ 5 um, Sitka nesmi pfesdhnout 3 um a pomér
délky k Sifce musi byt vétsi nez 3:1

o vlékno, které lezi na okraji pocCitané oblasti a v oblasti ma pouze 1 konec, se
pocita jako 0,5 vldkna

o vlékno, které lezi na okraji pocitané oblasti, ale oba jeho konce lezi mimo
oblast, se nepocita
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o vlékno, jehoZ oba konce zasahuji do oblasti, se pocita jako 1 vlakno
o shluk vlédken se pocita jako jedno vldkno, pokud se jednotliva vlakna nedaji
rozlisit

o adalsi
Po spocitani vldken byla vybrana jina oblast a postup se opakoval. Takto se
pokracovalo do dosazeni poctu 100 prozkoumanych oblasti nebo 100 spocitanych
vlaken. Minimaln¢ vSak muselo byt prozkoumano 20 oblasti.
Vysledny pocet vlaken na filtru byl urcen z rovnice 1

_A-N
_a-n

F (1)

kde  A...celkova uc¢inna plocha filtru
N...celkovy pocet spocitanych vlaken v prozkoumanych oblastech
a...plocha analyzované oblasti vymezena Walton-Beckettovym méfitkem

n...pocet prozkoumanych oblasti

Ucinna plocha filtru se nerovna celkové plose filtru, protoze komponenty plastového drzaku,
ve kterém je filtr béhem experimentu ulozeny, tuto plochu zmensuji. Proto byl proveden
experiment s tmavym prachem. Do drzéku filtru byl umistén novy filtr a drzak byl pomoci
plastové hadicky pripojen k vyvévé. Pres filtr byl profiltrovan tmavy prach a poté byly
zméteny posuvnym métitkem 3 priméry zasazené oblasti filtru. Primér a¢inné plochy filtru
byl spocitan jako aritmeticky prumér téchto 3 geometrickych primért a celkova Géinna
plocha (A) byl vypocitana podle rovnice pro vypocet obsahu kruhu. Ztéto rovnice byla
spocitana rovnéz plocha analyzované oblasti (a), pfi¢emz prumér této oblasti byl 300 um.

Tabulka 2 Plochy pro vypocet celkového poctu vidken

Priméry [mm] Obsahy ploch [mm?]
Celkova t¢inna plocha (A) 21,67 368,88
Plocha pocitané oblasti (a) 0,3 0,07

Vysledky manualniho pocitani u 10 vybranych vzorku jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3 Vysledky manudlni analyzy u 10 zkusebnich vzorkii

Ccvozbﬁi‘tll\ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 385 | 52 | 12 | 74 | 375 | 275 | 9 | 205 | 81 | 165
2 21 57 | 10 | 705 | 42 | 185 | 72 | 315 | 62 8
3 36 38 | 165 | 64 | 335 | 19 | 735 | 21 | 30 | 12
4 24 | 275 | 12 | 75 | 325 | 10 | 19 | 95 | 325 | 11
5 255 | 185 | 75 | 625 | 34 | 195 | 155 | 15 | 26 | 18
6 235 | 275 | 11 | 585 | 14 | 135 | 145 | 17 | 535 | 195
7 165 | 14 9 57 | 505 | 285 | 215 | 155 | 615 | 205
8 27 | 355 | 9 | 515 | 405 | 155 | 395 | 22 | 39 | 215
9 40 28 | 65 | 405 | 665 | 15 | 40 | 165 | 465 | 115
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10 18 45,5 195 24 14,5 50,5 16,5 27,5 9,5
11 24 18 47 45,5 18 62 3 40 19
12 30,5 27,5 5 38,5 37,5 24,5 42,5 18 34,5 18
13 30 37,5 4,5 57,5 35,5 25,5 23 11,5 36 12
14 23,5 33 7,5 69 26,5 26 20,5 17,5 235 20,5
15 21 62,5 4 82,5 37 25 47,5 16,5 64 18
16 23,5 63,5 5 64,5 37,5 21 77,5 32 36 13,5
17 18,5 44 8,5 63 37 21,5 46,5 27 26 13
18 27 33 9 69 40 12,5 29,5 17,5 29,5 12
19 18,5 19 10 104 29 16,5 40,5 16,5 52 14
20 17 36,5 55 78,5 35 195 43 23,5 55 19,5
N 523,5 718 165,5 | 1246,5| 7355 | 3915 | 8745 368 856 307,5
Pocet
vlaken na | 144665 | 198414 | 45734 | 344461 |203250 (108188241661 |101694 | 236549 | 84975
filtru (F)

Pro presnost méfeni spocitali vldkna na vzorcich nezévisle na sob¢ jest¢ dalsi 2 laboranti.
Jejich zdrojova data se nachazi v piiloze ¢. 1. Vysledné pocty vlaken u vSech laborantii jsou

v tabulce 4.

Tabulka 4 Vysledné pocty viaken u 3 laboranti

¢. vzorku 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
laborant 1 | 144665|198414 | 45735 |344461|203250|108188 | 241662 | 101694 | 236549 | 84975
laborant 2 | 137481182248 | 42971 |310333|190815| 96996 | 227568 | 86910|185841| 70053
laborant 3 | 176859 | 158621 | 34957 |220107|155996| 85943223561 | 71711|226463| 61348
pramérné

hodnoty 153002 | 179761 | 41221|291634|183353| 97042 |230931| 86772 |216284| 72125

Aritmeticky primér mezi laboranty byl povazovan za pfedpoklddanou spravnou hodnotu a
z rovnice 2 byla spoctena absolutni chyba pro kazdého laboranta (tabulka 5)

e=y—y* (2
kde y...naméfena hodnota (primérny pocet vlaken pro jednotlivé laboranty)
y*...pfedpokladana spravna hodnota
Tabulka 5 Absolutni chyby laborantii
¢. vzorku 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
laborant 1 8336 | 18653 | 4514 | 52828 | 19897 | 11146 | 10731 | 14923 | 20265 | 12850
laborant 2 15521 | 2487 | 1750 [ 18699 | 7461 | 46 | 3362 | 138 |30444| 2073
laborant 3 23858 | 21140 | 6264 | 71527 | 2735811100 | 7369 | 15061 | 10179 | 10777

Relativni chyby byly vypoc¢teny podle rovnice 3 a jsou uvedeny v tabulce 6.
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Tabulka 6 Relativni chyby laborantii v procentech

¢. vzorku 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
laborant 1 54 | 104 | 109 | 181 | 109 | 115 | 46 | 172 | 94 | 178
laborant 2 10,1 | 14 4,2 6,4 4,1 0,0 15 02 | 141 | 29
laborant 3 156 | 118 | 152 | 245 | 149 | 114 | 32 | 174 | 47 | 149

Relativni chyby se v priméru pohybuji okolo 10 % a kromé& zkusebniho filtru ¢. 4 neptesahuji
20 %.

Zrovnice 4 byly vypocteny smérodatné odchylky hodnot pocti vldken pro jednotlivé

zkuSebni filtry. Dale byly vypocteny variacni koeficienty podle rovnice 5. Vysledné hodnoty
jsou uvedeny v tabulce 7.

(4)

()

Tabulka 7

¢. vzorku 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
smérodatna odchylka | 17123 | 16340 | 4571 | 52461 | 20000 | 9082 | 7763 | 12241 | 21917 | 9757
variacni koeficient 0,11 009 | 0,11 | 0,18 | 0,11 | 0,09 | 0,03 | 0,24 | 0,10 | 0,14

Variaéni koeficient se pohybuje okolo 10 %, coz zna¢i nizkou variabilitu souboru dat.
Pfi malé variabilité souboru lze povazovat aritmeticky primér za typickou hodnotu datového
souboru, a tudiZ aritmetické priméry poctl vladken na zkuSebnich filtrech mezi laboranty
budou déle povazovany za referencni hodnoty. Na obrazku 13 je vynesena zavislost hodnot
laboranta 1 na hodnotach laboranta 2 a 3. Korela¢ni koeficient mezi laboranty 1 a 2 ma
hodnotu 0,98, coZ znai témét linearni zavislost a tedy, Ze pocty vlaken mezi témito 2
laboranty spolu dobie souhlasily. Korela¢ni koeficient mezi laborantem 1 a 3 je 0,81,
Vv ptipad¢ odstranéni hodnot pro vzorek ¢. 4 dosahuje hodnoty okolo 0,9. To je o néco horsi
nez v predchazejicim piipadg, ale stale se zavislost blizi linearni zavislosti.

Na obrazku 14 jsou vidét vysledné pocty vldken u jednotlivych laborantli. Ptestoze se
jedna o diskrétni hodnoty, byl pouzit graf spojnicovy, aby se zdlraznily trendy jednotlivych
laboranti. Odchylky mezi vysledky jednotlivych laborantl jsou s nejvétsi pravdépodobnosti
dany metodikou. Ta pfesn¢ neudava, jak vybirat mista na filtru, na kterych se pocitaji vlakna.
To se projevilo napt. u vzorku €. 4, kde je rozlozeni vldken na ploSe filtru siln€ nehomogenni,
a tudiz vybér mist byl dllezitym faktorem ovlivitujicim vysledny pocet vldken.
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Obrazek 13  Koeficient korelace
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Obrazek 14  Vysledné pocty vidken laborantii

6.2.2 Automaticka analyza

Pti automatické analyze byla k mikroskopu pfipojena kamera Atik 314E. Soucésti kamery
byly optické filtry, konkrétné UV-IR a green filtr. Pro snimkovani byl vybran UV-IR filtr,

A4

protoze tolik nesnizoval jas a na snimcich byl niz$i Sum. Pro pofizovani snimki byl pouzit
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software Artemis/ATK capture a nasledna analyza vlaken probéhla v programu Threads
Analyzer. Pouzit byl notebook dell.

Threads Analyzer je program pro zpracovani snimku s vlakny, ktery vznikl ve spolupraci
s matematickym tUstavem na FSI. Konkrétné se na vzniku programu podileli
Ing. Pavel Starha, Ph.D. a Ing. Hana Druckmiillerova. Po spusténi programu se otevie
zakladni uzivatelské prostiedi (obrazek 15), které bylo, stejné jako cely program, vytvoieno v
anglictin€. V horni ¢asti je menu s roletami a funkce pro manuélni Gpravu snimkii. Ve zbylé
¢asti je pracovni plocha, ktera je rozdélena do 6 dlazdic. V nich je zobrazena ¢ast snimku, na
které 1ze sledovat pribéh zpracovani.

Zpracovani na jednotlivych dlazdicich:

» zdrojovy snimek pofizeny programem Artemis Capture

» provede se homogenizace pozadi a nasledné metoda ,,Adaptive Contrast Control*,
ktera zvyrazni veskeré objekty (bohuzel i Sum)

* pomoci matematickych funkci se snizi Sum snimku (konkrétné rotacni ,,Gaussian
kernel*)

* probéhne segmentace metodou prahovani a provede se eliminace nezadoucich
artefaktl (na zakladé velikosti a tvaru)

» rozlisi se vldkna na zéklad¢ délky a tvaru (obdoba metodiky WHO 1997)

» program spocitd vlakna a jejich vysledny pocet vypise (v budoucnu by mohl program
méfit 1 délku a tloust’ku vlaken)

File Processing Editing Window

[xloefx] [-]-[-[-]- o]e]

width Num. of endings

é
a0

m

< | [ | »

Obrazek 15 Threads Analyzer

V horni ¢asti okna se nachazi 4 rolety s funkcemi programu Threads Analyzer. Prvni z nich je
roleta File. V roleté File (obrazek 16) jsou zakladni funkce programu. Piikaz Open otevira
nové snimky, Save ukldd4 analyzované snimky a piikazem Exit se zavird program Threads
Analyzer. Po kliknuti na piikaz Open se otevie rozsifena nabidka pro otevirani soubord Batch
Analysis (obrazek 17). V levé ¢asti se nachazi strom slozek a podsloZzek na vybraném disku.
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Processing  Editing  Window

Open Ctrl+0 1
Save Segrment Ctrl+5
Exit Alt+Fd

Obrizek 16  Roleta File

Ve stfedni Casti okna se nachazi snimky ulozené v aktualné¢ vybrané slozce. Program
U kazdého snimku vypisuje stav zpracovani formou cernych puntikii u jednotlivych kroku.
Tyto kroky jsou analogii dlazdicim v zédkladnim uzivatelském prostfedi programu. ACC znaci
probéhlou homogenizaci pozadi a metodu ,,Adaptive Control Contrast“. CFL znaci
matematické funkce omezujici Sum. SEG je krok s metodou prahovani a ANL oznacuje
vyslednou analyzu snimku a seCtenad vldkna. Toto je feSeno tak, Zze program uklada kazdy
krok do samostatného grafického souboru. V ptipadé potieby je tedy mozna kontrola
jednotlivych kroki nebo I1ze smazat soubor s danym krokem a provést ho v programu znovu.
V pravé casti okna je nékolik ptikazti. Ptikaz Open slouzi k otevieni vybraného snimku.
Ptikaz Show tree zobrazi vSechny snimky ve zvolené sloZce a vSech jejich podslozkach, coz
usnadiiuje orientaci pii vétsim objemu dat. Pomoci ptikazi Batch a Analyse se da provést
prvotni analyza snimki. JelikoZ program dokéaze oteviit v dany moment pouze jeden snimek,
bylo by pracné analyzovat timto zplisobem velké mnozstvi dat. V okné Batch analysis je
mozné oznacit vice snimku a ptikazem Batch u nich provést nékteré kroky analyzy, a to ACC,
CFL a SEG. Tyto kroky jsou ¢asové nejnaroc¢néjsi. Poté se daji otevfit individudlni snimky a
provést dalsi zpracovani, popiipade secteni vldken. Pokud by i toto bylo pfili§ casove naro¢né
a nebyla potieba kontrolovat jednotlivé snimky, pfikazem Analyse se daji provést kroky
vcetné spocteni vldken a vysledné pocty zobrazit.

|IEI o] j Index | FileMame ACC| CFL | SEG| AML | Status Open
== G

1

= Uszers 2
= Milda 3 shimek 8.4

4

shimek, 9.4if

shimek 7.kif . . +

Show tree

Batch
Analyze

x Exit

Obrazek 17  Batch Analysis

Roleta Processing (obrazek 18) obsahuje funkce pro zpracovani jednotlivych snimkd.
Piikazem Run se provedou vsechny kroky az po spocitani vlaken. Piikazy Adaptive contrast
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control, Circular filters, Segmentation a Analysis slouzi k provedeni jednotlivych kroka
zpracovani. Jejich vyznam byl zminovan vyse.

File | Processing | Editing  Window

E_ Run F9

Adaptive contrast control

Circular filters

Segmentation

Analysis
Obrazek 18 Roleta Processing

Dalsi roletou je roleta Editing (obrazek 19). V této roleté¢ jsou funkce, které umoziuji
dodate¢nou Upravu analyzovanych snimk a tim zménu vysledného poctu vldken. Tyto
funkce je mozné pouzit jeding na snimku po provedeném kroku SEG. Uprava snimku je
nejjednodussi, protoZze snimek je Cernobily. Prikazem Select se vybiraji objekty, u kterych
program pfti jednotlivych krocich analyzy usoudil, Ze se nejedna o vlakna a nezapocital je
do vysledného pocétu. Naopak piikazem Draw lze dokreslit vlakna, ktera program
nerozpoznal, napi. z davodu malého kontrastu. Tloustka ¢ary pro piikaz Draw se da zménit
ve spodni ¢asti rolety Editing piikazy Pen width 1 az 8. Piikazy Erase a Unselect jsou si
hodné podobné. Jde o funkce, které odstranuji Spatné¢ vyhodnocené objekty, které nejsou
vlakna. Rozdil je v tom, Ze piikazem Unselect se da podrzenim levého tlacitka na mysi vybrat
vice objektl, které nemaji byt zapocitany do vysledného poctu vlaken. Ptikaz Erase funguje
spiSe jako guma, jejiz tloustka se opét meéni piikazy Pen width 1 az 8. Ptikazem Clear
changes se veskeré zmény odstrani a snimek se vrati do stavu, v jakém byl vyhodnocen
programem. Po provedeni Uprav lze v roleté¢ Processing pouzit funkci Analyse a program
vypise novou hodnotu poctu vlaken. Ikony funkci z rolety Editing jsou pro snadnéjsi ptistup
k nalezeni v listé pod roletami.

File Processing Window
|":% O i#| m  select

S

Draw D
Erase E
X

Unselect
Clear changes

Pen width 1
Pen width 2

Pen width 3
Pen width 4
Pen width 5
Pen width &
Pen width 7
Pen width 8

0O =] h kn = g ka2

Obrazek 19  Roleta Editing

Posledni roletou je roleta Window (obrazek 20). Zde jsou ptikazy pro zmény rozvrZeni
pracovni plochy v zakladnim uzivatelském prostiedi. Pfikaz Tile rozdéli pracovni plochu na 2
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poloviny. V levé Casti lze vidét danou ¢ast snimku po provedené segmentaci (krok SEG) a
V pravé casti lze vidét tutéz cast snimku, kde je provedena homogenizace pozadi a ACC.
V tomto rozvrzeni jsou nejcastéji provadény upravy snimki, protoze pravy snimek s hotovym
krokem ACC ma dobry kontrast objektl a pozadi a usnadiiuje identifikaci vldken a artefakta.
Dalsi ptikazy v roleté Window slouzi k zobrazeni snimkt jednotlivych krokl analyzy.

Window

Tile

v Compare C
Sourrce image Ctri+1
Adaptive contrast control Ctrl+2
Circular filter Ctrl+3
Segrnentation Ctrl+4
Thread analysis Ctrl+5
Result Ctrl+6

Obrazek 20 Roleta Window

Postup pii automatické analyze opét vychazel z metodiky WHO 1997, ale v nékterych
ptipadech byly provedeny drobné upravy:

Vzorek byl umistén na pracovni stolek, byl zvolen objektiv se zvétsenim 10x a
svételna clona byla nastavena do pozice Phl. Kamera byla pomoci USB konektoru
ptipojena k notebooku a spustil se program Artemis Capture.

Vlakna se zaostfila a byl nastaven expozi¢ni Cas tak, aby byla spravna expozice
snimku. Pro vétSinu potfizovanych snimka bylo vhodné nastavit expozicni ¢as na 0,1 s.
Pokud snimek neobsahoval vétsi necistoty nebo jiné artefakty, snimek byl ulozen,
nejlépe v néjakém nekomprimovaném formétu napt. soubor TIF.

Po vytvofeni snimku byla vybrana na filtru jind oblast a zopakovaly se kroky
Z minulého bodu.

Takto byly pofizeny snimky z 16 oblasti a analyzovaly se v programu Threads
analyzer, jehoZ vystupem byl pocet vldken v dané oblasti.

Pocty vlaken byly dosazeny do rovnice 1 a vypodital se vysledny pocet vlaken
na filtru.

Pfed dosazenim pocti vldken do rovnice 1 bylo nutné zjistit plochu analyzované
oblasti (a), kterou v tomto pfipad¢ tvotila plocha filtru nasnimana kamerou. K tomuto tGcelu
poslouzilo objektivové métitko (obrazek 21), coz je stupnice vyleptana na podloznim sklic¢ku,
V naSem piipad¢ odstupnovana po 0,01 mm. Objektivové méfitko bylo umisténo na stolek
mikroskopu, v programu Artemis Capture byla zaostiena stupnice a byly potizeny snimky
objektivového meéfitka pro horizontélni 1 vertikalni osu. Ze zndmého rozliSeni snimkt byla
poté spocitana celkova plocha oblasti, ktera je kamerou vyfocena. V metodice WHO 1997 se
vldkna pocitala jen na urCité oblasti kruhového tvaru vymezené Walton-Beckettovym
meéfitkem. Proto byla v programu Threads Analyzer vytvorena elipsa, ktera omezovala
plochu, na které byla vlakna poc¢itana (obréazek 22). Plocha této elipsy je 0,167 mm?.
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Obrazek 21 Objektivové méritko
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Obrazek 22 Pocitand oblast v programu Threads Analyzer

Vysledné pocty vlaken na 10 zkuSebnich filtrech jsou uvedeny v tabulce 8 a na obrazku 23 jde
vidét porovnani mezi hodnotami manudlniho pocitani vladken a hodnotami automatické
analyzy. V tabulce 9 jsou uvedeny hodnoty relativni chyby (rovnice 3) automatické analyzy
V porovnani s primérnymi hodnotami manualni analyzy.

Tabulka 8 Vysledky prvotni automatické analyzy pro 10 zkusebnich vzorkii

Filtry/

oblasti 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 108,5 167 53,5 212 102 81 271,5 56 151,5 51,5
2 83,5 108,5 53 57 79,5 64 83,5 52 140 52
3 86,5 94 45 297 73 52,5 93,5 63,5 125,5 37
4 74 131,5 42,5 262,5 147 75,5 108 67,5 96,5 41,5
5 136,5 | 157,5 45 362 156,5 84,5 225,5 107 189,5 55,5
6 80 99,5 50 188,5 99 63 71,5 74,5 114 60
7 92,5 71 37 46,5 154 70 64 66 170 42
8 77 117 33,5 118 88,5 45 70,5 45 101 62
9 71,5 99,5 54 80 66 53 108 30,5 107 60
10 71,5 77 43 96,5 74,5 78 81 56,5 148,5 49,5
11 91 37,5 67 80 166 31 73,5 63 105,5 47,5
12 125 139,5 44,5 295 149,5 79 117 51,5 122,5 55
13 51 65,5 41,5 73 73 27,5 223,5 78 96,5 10
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14 106 | 149,5 | 46 | 310,5 | 132,5 | 54,5 | 71,5 56 116 | 385
15 155,5 135 62 71 120,5 49 130,5 99,5 272 62
16 49,5 75,5 39,5 96 88 76,5 127,5 59 103 51,5
N 1459,5 | 1725 757 | 2645,5|1769,5| 984 | 1920,5 | 1025,5| 2159 | 775,5
F 211701 | 250213 | 109803 | 383732 | 256667 | 142730 | 278570 | 148749 | 313165 | 112487
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Obrazek 23 Porovnani vysledkit mezi manudlni a automatickou analyzou
Tabulka9  Relativni chyba prvotni automatické analyzy v procentech
¢. vzorku 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |prlmér
relativnichyba| 38,4 | 39,2 | 166,4 | 31,6 | 40,0 | 47,1 | 20,6 | 71,4 | 44,8 | 56,0 55,5

Trendy ve vyslednych poctech jsou stejné, ale absolutni pocty vldken u automatické analyzy
jsou vyssi. Relativni chyba je pies 55 %, pfi¢emz maximalni relativni chyba u vzorku ¢. 3
dosahuje 166 %. Jednim z dtivodti neptesnych hodnot vyslednych poéti vlaken byly chyby
vV rozpoznani vlaken programem Threads Analyzer. Nejcastéjsi chybou bylo rozdéleni
jednoho vlakna na vice vladken nebo zapocitavani artefakti do poctu vlaken. Ztoho lze
usuzovat, ze vysledné pocty automatickou analyzou byly nadhodnocené. Z tohoto divodu
bylo nutné projit kazdy snimek a pomoci editovacich funkci v programu odebrat ,,falesna*
vlakna, spojit rozdélena vladkna atd. Tyto ukony provedli nezavisle na sob¢ 3 laboranti a
vysledné pocty vlaken po upravach jsou v tabulce 10. Zdrojové data pro konkrétni oblasti na
filtrech se nachazi v ptiloze ¢. 1.

Tabulka 10  Upravené vysledky automatické analyzy

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
laborant 1 | 158396 | 213297 | 53596 | 359146 | 227948 | 100230 | 244701 | 100303 | 268997 | 67014
laborant 2 | 153870 | 249488 | 62198 | 507562 | 242757 | 109543 | 296136 | 96546 | 282211 | 69624
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laborant 3 | 160368 | 254361 | 64983 | 507562 | 243686 | 122307 | 297993 | 106758 | 283604 | 74498
pﬁgé‘;‘g‘t‘;e 157545 | 239049 | 60259 | 458090 | 238130 | 110693 | 279610 | 101202 | 278271 | 70379
Na obrazku 23 je vidét porovnani s referencnimi hodnotami manudlniho pocitani.
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g 400000 -
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Obrazek 24 Upravené vysledky automatické analyzy
Tabulka 11 Relativni chyby upravené automatické analyzy v procentech
¢. vzorku 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |pramer
relativni chyba| 3,0 | 33,0 | 46,2 | 57,1 | 29,9 | 14,1 | 21,1 | 16,6 | 28,7 | 24 25,2

Upravené vysledky pocti vlaken na filtrech byly piesnéjsi, relativni chyba klesla primérné na
25 %. Na obrazku 25 je vidét zavislost dat upravené automatické analyzy a manualniho
pocitani. Korelacni koeficient je 0,95, tedy veli€iny spolu koreluji, neboli existuje mezi nimi

linearni zavislost.
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Obrazek 25  Korelacni koeficient

Bylo tedy dosazeno podobnosti vysledkt automatické analyzy s manualni analyzou. Vysledky
byly ale stale vyssi nez vysledky manualni analyzy. Proto byly zavedeny korekce na snizeni
poctu vldken tak, aby odpovidaly poctim manuélni analyzy. Toho se dosahlo porovnanim
pramérnych hodnot poctu vlaken u manualni a automatické analyzy (rovnice 6).

k_B_ 155213 _ o078 ©)
T C 199323

kde k...korekéni faktor
B...primérny pocet vlaken na filtru pti manualnim pocitani
C...primérny pocet vlaken na filtru po upravach automatické analyzy
V tabulce 12 a na obrazku 26 jsou vidét vysledné pocty vlaken automatické analyzy.

Tabulka 12 Korigované vysledné pocty viaken automatické analyzy

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

manualni analyza | 153002 179761| 41221 291634| 183353| 97042 230931| 86772| 216284 72125

automaticka analyza
po korekci 122885 186458| 47002 357310| 185742| 86341 218096| 78938 217051( 54895

39



400000 -

=&o—manualni analyza
350000 -

300000 - =#i—korigovana automaticka analyza
250000 -
200000 -
150000 -
100000 -

50000 -~

Celkové pocty vlaken na filtru [-]

O T T T T 1

¢. vzorku [-]

Obrazek 26  Porovnani vysledki

Tabulka 13 Relativni chyba korigovanych vysledkii automatické analyzy v procentech

¢. vzorku 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |primer

relativni chyba| 19,8 | 36 | 13,8 | 223 | 1,1 | 11,2 | 57 9,2 02 | 240 111

Vysledné pocty vldken korigované automatické analyzy pomémé dobie odpovidaji
referenénim hodnotdm manualniho pocitani. Relativni chyba u jednotlivych vysledkt se
pohybuje v priméru okolo 11 %, coz je shodné s relativni chybou spoc¢itanou pro jednotlivé
laboranty u manudalni analyzy. Metodika opét neudavéd pravidlo pro vybér nasnimanych
oblasti, na kterych se vyhodnocuji vldkna, takze relativni chyba okolo 10 % je ptijatelna.

Snimky vlaken tedy byly analyzovany programem Threads Analyzer. Kazdy vyhodnoceny
snimek byl ptfekontrolovan a pfipadné chyby v rozpoznani vldken byly opraveny pomoci
editovacich funkci. Hodnoty vlaken byly dosazeny do rovnice 1 a byly spocitany poéty vlaken
na filtrech. Ty byly vynasobeny korekénim faktorem a doséhlo se kone¢nych poctii vldken na
filtrech pro automatickou analyzu.

6.3 Vyhodnoceni experimentu

Cilem experimentu v Clarkson University bylo vyhodnoceni depozi¢ni G€innosti a depozicni
frakce vlaknitého aerosolu na modelu plic. Jinymi slovy bylo nutné zjistit jak velka cast
z celkového mnozstvi vlaken, které vznikaly v generatoru, se usadila v modelu plic
(na segmentech 1 az 22) a konkrétné v kterych segmentech. K tomu se musely urcit celkové
poCty vlaken na filtrech ze segmentii modelu plic, ze svodl a také z filtri ve vystupnich
vétvich.

Nejdiive probéhla analyza 80 vystupnich filtrii. K jejich vyhodnoceni byl pouzit program
Threads Analyzer zpusobem, ktery byl popsan v ptedchozi kapitole. U kazdého filtru bylo
udélano 16 snimku. Ty byly analyzovany programem a poté byl kazdy snimek zkontrolovan a
ptipadné chyby byly opraveny pomoci editovacich funkcei. Jelikoz by analyza vsech filtrd byla
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casove zdlouhava, byly vyhodnoceny jen nékteré filtry a pocet vlaken na ostatnich filtrech byl
statisticky dopocitan.

Pocty vlaken u analyzovanych filtri jsou v tabulce 14. Byly vyhodnoceny filtry ve 4
Casovych intervalech a filtr 25 ve vSech ¢asovych intervalech. Filtr 25 byl zvolen proto, Ze se
na ném ukladdalo dostatecné mnozstvi vlaken. Pii volbé filtru s niz§im poctem vldken by
mohlo dojit ke zkresleni vysledkl. Zdrojova data k jednotlivym filtriim jsou v ptiloze ¢. 1.

Tabulka 14 Pocty vidken na vybranych filtrech

¢asovy interval [min]| 0-30 | 30-60 | 60-90 | 90-120 | 120-150 [150-180| 180-210 [210-240
F23 112124 120102 125469 20307
F24 105742 127355 105162 29300
F25 371403 | 294163 | 303882 | 199300 | 305840 | 345366 | 85725 | 138741
F26 155205 124816 142585 36045
F27 324624 319402 283285 76224
F28 414773 424564 486288 151361
F29 351459 324987 379816 99215
F30 190742 173191 204014 52436
F31 272043 246152 288797 78835
F32 235490 216126 250663 71293
d::;?;;gi;ﬁ::i?ial 2533606 - |2380577| - |2571918| - |7007413| -

Védélo se, ze pocet vlaken proudicich z generatoru s klasifikatorem kolisal v ¢ase, proto
celkovy pocet vldken v jednotlivych casovych intervalech nebyl stejny. Piedpokladalo se ale,
ze kolisani poctu vldken se projevovalo ve vSech vystupnich vétvich stejné a soucasné, a tudiz
poméry pocti vlaken mezi jednotlivymi vystupnimi filtry mély byt stejné. Pocty vldken
na neprozkoumanych filtrech se vypocetly ze zavislosti v rovnici 3, kdy napf. pomér poctu
vlaken na filtru 23 k poctu vlaken na filtru 25 v ¢asovém intervalu 0-30 (vyhodnoceny ¢asovy
interval) se rovna poméru poctu vlaken na filtru 23 Kk poctu vlaken na filtru 25 v intervalu 30-
60 (nevyhodnoceny Casovy interval). Pro zpfesnéni byly pocty vldken na levé stran€ rovnice
zprimérovany pro vSechny vyhodnocené casové intervaly. Pocty vldken na filtrech
z vystupnich vétvi jsou uvedeny v tabulce 15.

Fio0-30 + Fis0-00 + Fi120-150 + Fi 180210 F
4 _ Yy

()

F35,0-30 + F25,60-90 *+ F25,120-150 + F25,180-210  Fys5;
4

kde i...¢islo filtru (23,24,26,27,28,29,30,31,32)
j...&asovy interval (30-60,90-120,150-180,210-240)

Tabulka 15  Pocty vidken na filtrech z vystupnich vetvi

¢asovy interval [min]| 0-30 30-60 | 60-90 | 90-120 |120-150 | 150-180 | 180-210 | 210-240
F23 112124 | 98419 | 120102 | 66680 | 125469 | 115550 | 20307 | 46419
F24 105742 | 101538 | 127355 | 68794 | 105162 | 119212 | 29300 | 47890
F25 371403 | 294163 | 303882 | 199300 | 305840 | 345366 | 85725 | 138741
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F26 155205 | 125866 | 124816 | 85276 | 142585 | 147775 | 36045 | 59364
F27 324624 | 274606 | 319402 | 186050 | 283285 | 322405 | 76224 | 129517
F28 414773 | 426348 | 424564 | 288857 | 486288 | 500559 | 151361 | 201086
F29 351459 | 322129 | 324987 | 218247 | 379816 | 378200 | 99215 | 151931
F30 190742 | 172443 | 173191 | 116833 | 204014 | 202459 | 52436 | 81332
F31 272043 | 248554 | 246152 | 168399 | 288797 | 291818 | 78835 | 117230
F32 235490 | 218520 | 216126 | 148051 | 250663 | 256556 | 71293 | 103064

Pro ziskani findlnich korigovanych hodnot bylo nutné vynésobit pocty vldken korekénim
faktorem, kde k=0,78 (rovnice 6). Kone¢né pocty vlaken jsou uvedeny v tabulce 16.

Tabulka 16 ~ Konecné pocty vidken na filtrech z vystupnich vétvi

Casovy interval [min]| 0-30 30-60 60-90 | 90-120 |120-150 | 150-180 | 180-210 | 210-240
F23 87457 | 76767 | 93680 | 52011 | 97866 | 90129 | 15840 | 36207
F24 82479 | 79200 | 99337 | 53659 | 82026 | 92985 | 22854 | 37354
F25 289694 | 229447 | 237028 | 155454 | 238555 | 269386 | 66866 | 108218
F26 121060 | 98176 | 97357 | 66515 | 111216 | 115264 | 28115 | 46304
F27 253207 | 214193 | 249134 | 145119 | 220962 | 251476 | 59455 | 101023
F28 323523 | 332551 | 331160 | 225308 | 379305 | 390436 | 118061 | 156847
F29 274138 | 251261 | 253490 | 170233 | 296256 | 294996 | 77388 | 118506
F30 148779 | 134506 | 135089 | 91130 | 159131 | 157918 | 40900 | 63439
F31 212194 | 193872 | 191998 | 131351 | 225261 | 227618 | 61491 | 91439
F32 183682 | 170446 | 168578 | 115479 | 195517 | 200114 | 55608 | 80390

Jako dalsi krok se méla spocitat vlakna na filtrech ze segmenti modelu a svodi. Program
Threads Analyzer ale nedokdzal vlakna na téchto filtrech rozliSit. Mohlo to byt zplisobeno
prib&hem vakuové filtrace a naslednym zvrasnénim filtru na podloZznim sklicku nebo napf.
usazenim mastnoty. Bylo tudiz nutné ptistoupit k manualni analyze a vlakna na téchto filtrech
spocitat ruéné podle pravidel pro manualni pocitani. Pocty vlaken ze segmentii jsou uvedeny
v tabulce 11 a zdrojova data jsou uvedena v ptiloze €. 1.

Tabulka 17 Pocty vidken usazenych v segmentech modelu
¢islo pocet cislo pocet cislo pocet Cislo pocet

segmentu vlaken segmentu vlaken segmentu vlaken segmentu vlaken
1 7028 9 9673 17 4217 25 82162
2 3142 10 4465 18 3307 26 45887
3 2728 11 21186 19 22013 27 2315
4 3307 12 12815 20 22985 28 23315
5 8371 13 5374 21 15089 29 3638
6 4878 14 2150 22 14882 30 128048
7 4051 15 17363 23 1654 31 9343
8 1736 16 17776 24 9198 32 15916

Pro uréeni depozicni frakce a depozi¢ni ucinnosti bylo nutné secist vlakna, ktera se neusadila
Vv ¢astech modelu, které predstavovaly dychaci cesty. Mezi tyto vlakna patiila vlakna, ktera se
usadila béhem celého experimentu na vystupnich filtrech a svodech (tabulka 12).
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Tabulka 18

Pocty viaken, které se usadily ve vystupnich vetvich

segment | pocet vlaken na vystupnich filtrech (0-210 min) vlakna z vyplachi svodl celkem
23 549956 1654 551610
24 549895 9198 559093
25 1594649 82162 1676810
26 684007 45887 729894
27 1494569 2315 1496884
28 2257192 23315 2280507
29 1736267 3638 1739905
30 930892 128048 1058940
31 1335224 9343 1344567
32 1169815 15916 1185731

Po zjisténi poctit vlaken na vSech filtrech se mohlo pfistoupit k vypoctu depozicni frakce a
depozi¢ni Gi¢innosti.

Depozi¢ni frakce je pomér mnozstvi zachyceného aerosolu v uvazovaném segmentu plic
k celkovému mnozstvi aerosolu vstupujicimu do plic. Piedpokladalo se, ze filtry ve
vystupnich vétvich zachyti veSkery aerosol, ktery proSel modelem plic. Tudiz celkové
mnozstvi aerosolu vstupujiciho do plic se rovnalo aerosolu usazenému ve vSech Castech
méfici traté (model plic, svody a vystupni filtry) a dostalo se z rovnice 8. Depozi¢ni frakce se
poté urcila z rovnice 9. Vysledné depozi¢ni frakce jsou v tabulce 19.

kde

Fi...vlakna usazena v segmentech plic

22 32
FC = ZFL + z F}
i=1

j=23

Fe...celkové mnozstvi aerosolu vstupujiciho do modelu plic

F;...vlakna usazena za segmenty plic (svody a vystupni filtry)

Tabulka 19 Depozicni frakce

pF =i
o

(8)

9)

Cislo depozi¢ni frakce ¢islo depozi¢ni frakce ¢islo depozi¢ni frakce
segmentu [%] segmentu [%6] segmentu [%]

1 0,055 9 0,075 17 0,033
2 0,024 10 0,035 18 0,026
3 0,021 11 0,165 19 0,172
4 0,026 12 0,100 20 0,179
5 0,065 13 0,042 21 0,118
6 0,038 14 0,017 22 0,116
7 0,032 15 0,135

8 0,014 16 0,139
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Depozi¢ni uéinnost je pomer mnoZzstvi zachycené¢ho aerosolu v uvazovaném segmentu plic
k mnozstvi aerosolu vstupujiciho do tohoto segmentu. Pro ilustraci byly uvedeny rovnice pro
vypocet depoziéni ucinnosti nékterych segmentti model. Analogicky se pak daji ur€it rovnice
pro vypocet depozi¢ni ucinnosti ostatnich ¢asti. Pro segment ¢. 1 (astni dutina) byla depozi¢ni
ucinnost vypocitana z rovnice 10. Jde o mnozstvi usazen¢ho aerosolu v tomto segmentu
k mnozstvi aerosolu vstupujiciho do tohoto segmentu neboli veskerého aerosolu vstupujiciho
do modelu plic.
Fy

[+

Rovnice 11 udava depozi¢ni Gcinnost pro segment ¢. 2 (pradusnice). Aerosol vstupujici do
tohoto segmentu byl veskery aerosol vstupujici do plic mimo ten, ktery se usadil
Vv segmentu ¢. 1.

DE, = (11)

Fe—F

Rovnice 12 uréuje depozi¢ni Gcinnost pro segment ¢. 13. Aerosol vstupujici do tohoto
segmentu (obrazek 10 Model plic) je ten, ktery se usadil v tomto segmentu a aerosol, ktery se
usadil v navazujici vystupni vétvi €ili vétvi €. 23 (svod a vystupni filtry ¢. 23).

Fi3
DEj; = — 3 (12)
13 Fi3+ Fy3

Vysledné depoziéni Gi¢innosti se nachazi v tabulce 20. Depoziéni frakce i depoziéni G€innost
byly dale vyneseny do grafu na obrazku 27.

Tabulka 20  Depozicni ucinnost

¢islo depozi¢ni u¢innost cislo depozi¢ni ucinnost Cislo depozi¢ni uinnost
segmentu (%) segmentu (%) segmentu (%)

1 0,055 9 0,309 17 0,281
2 0,024 10 0,073 18 0,145
3 0,021 11 0,814 19 1,249
4 0,092 12 0,366 20 2,124
5 0,234 13 0,965 21 1,110
6 0,216 14 0,383 22 1,240
7 0,310 15 1,025

8 0,019 16 2,378
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Obrazek 27  Vysledky depozice pro model plic

Pro vyhodnoceni depozice byly dale spocitany aerodynamicky ekvivalentni primér a
Stokesovo Cislo, které jsou dilezitymi faktory ovliviiujicimi depozici. Vzorec pro vypocet
aerodynamického ekvivalentniho priméru existuje v mnoha podobach. V tomto piipadé byl
pouzit vzorec v rovnici 13.

Pr (13)

dg = dye -
© o

kde
dve...objemovy ekvivalentni pramér
pp...hustota ¢astice
%r...dynamicky tvarovy faktor pro nahodné orientovana vldkna
po...hustota vody (po= 1000 kg/m°)
Experiment probihal se sklenénymi vlakny, jejichZ vlastnosti jsou zapsany v tabulce 21.

Tabulka 21 Viastnosti vidken

pramér vlakna d délka vlakna | hustota (‘:ésgice Pp Pomér délky a Sitky
[um] [pm] [kg/m’] vlakna f [-]
1 10 2560 10

Vzorec pro objemovy ekvivalentni primér mé obecné podobu rovnice 14. Pro zjednoduseni
byla uvazovana vlakna valcovitého tvaru, takze objem ¢astice byl nahrazen objemem valce.




V_36 n-dz-l_33d21_3312 0
P m 4 2 ~ 2 (14)

= 2,47 um

kde  V,...objem castice
d...primér vldkna

l...délka vldkna

U tvarového faktoru zalezi na tom, jestli jsou pohybujici se vldkna natoCena paralelné
(rovnice 15) se smérem proudu nebo kolmo na smér proudu (rovnice 16). Pokud neni jasné

dana orientace vlaken v proudu, pouziva se tvarovy faktor pro nahodné orientovana vlakna
(rovnice 17).

4-(B*-1)

X = S'W

2-pB 7
{\Wl(ﬁ'*‘\/ﬁ ) ,3}

(15)
4-(102 — 1)
2-10 el =123
2 —
{\/102_1(10+\/10 1) 10}
8-(B*—-1)
_ 3-3V10
N T T
Sl 2 +/B7 -1 +[>’}
VBE -1 (16)
8- (102 — 1)
2-10 el =L77
2 _
{\/1071(10+\/1O )+10}
! ! 1,54
Xr =77 2 1 2 (17)
34 31 312373177

Dosazenim vysledkti z rovnic 14 a 17 do rovnice 13 byl vypocten vysledny aerodynamicky
ekvivalentni primér pro vlakna.

d,=d Pr_ _ 47 2560 = 3,18
e 1000 - 1,54 O HT
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Stokesovo ¢islo bylo spo¢itano z rovnice 18.

U
Stk = pg - d?  —— (18)
pO a 18 . n . do
kde  U...rychlost ¢astice
n...dynamicka viskozita vzduchu (n=1,51.10"° kg/(m.s))
dp...primér kanalu
Rychlosti ¢astic byly ureny z objemovych pratokd. Pfi experimentu byly za vystupnimi

vétvemi méfeny objemové prutoky plovakovymi prutokoméry (tabulka 22).

Tabulka 22  Objemové priitoky ve vystupnich vétvich

¢. vystupni vétve 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

objemové prutoky (I/min)| 1,4 1,7 4 2 3,6 47 3,8 3,1 3,1 3

Jelikoz byly znamy objemové pritoky ve vystupnich vétvich a vstupni objemovy pritok, daly
se dopocitat (obrazek 10) objemové priutoky v jednotlivych segmentech modelu plic. Déle byl
znam pramér kanalku na vstupu kazdého segmentu. Z objemovych prutokti segmenty a jejich
vstupnich primért se daly dopocitat primérné rychlosti proudu neboli primérné rychlosti
Castic (tabulka 23).

Tabulka 23 Primérné rychlosti castic v jednotlivych segmentech

¢. segmentu [-] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11

prutoky segmenty [I/min] | 30,05 |30,05|30,05|8,95|8,95|5,65|3,30(21,10|6,85| 14,25 6,65

priméry segmentti do [cm]| 2 1,78 | 1,47 [1,21] 0,7 [055| 0,6 | 1,21 [0,78] 0,85 | 0,65

rychlosti U [m/s] 1,59 201|295 (1,30{3,88|3,96|195| 3,06 |2,39| 4,19 |3,34

¢. segmentu [-] 12 13 14 | 15|16 | 17 |18 | 19 | 20 | 21 | 22

prutoky segmenty [I/min] 7,6 135 |165| 4 |195(355(465| 3,8 | 3,1 3,05 2,95

pruméry segmenti do [cm] 0,7 05| 04 (065/0,33| 0,4 (0,61 0,55 |0,38| 0,32 |0,37

Rychlosti U [m/s] 3,29 1,15 | 2,19 |2,01|3,80|4,71|2,65| 2,67 |4,56| 6,32 | 4,57

Stokesova ¢isla jsou vysledkem dosazeni do rovnice 18 a vysledné hodnoty pro ptislusné
segmenty jsou uvedeny v tabulce 24.

Tabulka 24  Stokesova ¢isla

¢. segmentu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

2,96 4,20 | 7,45 1398 | 2,06 | 268 | 1,20 | 9,38 | 1,14 | 1,83 | 1,91

Stokesovo eislo [-1) - £'ns | Elo3 | EL03 | E-03 | E-02 | E02 | E.02 | E-03 | E-02 | E-02 | E-02

¢. segmentu 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

1,75 851 (203| 115|428 |437|161 180|445 | 7,33 4,59

Stokesovoeislo [-1)  £'oy | Elog | ELo2 | EL02 | E-02 | E02 | E-02 | E-02 | E-02 | EL02 | E-02

47




6.4 Vysledky

Pti analyze depozi¢ni frakce a ucinnosti se piihlizelo k zavérim Su a Chenga, ktefi
sledovali depozici uhlikovych, titanovych a sklenénych vlaken v modelu plic od ustni dutiny
az po Ctvrtou generaci vétveni. Vice o jejich experimentech v [Su and Cheng (2006)] a [Su
and Cheng (2009)]. Su a Cheng uvedli n¢kolik faktd. Vldkna se obecné dokazi natodit
paralelné¢ ke sméru proudéni, a tudiz dobie sledovat zmény sméru proudu pii pruchodu
plicemi. Pfidepozici ¢astic v modelu plic existuji mista, kde se Castice Castéji usazuji,
takovym mistam se fika ,,ohniska“. U vlaken s velkou hybnosti (uhlikova) muze jit v hornich
cestach dychacich napt. o nosohltan, kde ¢astice po vstupu ustni dutinou musi zménit smér o
90° z horizontalniho sméru do vertikalniho. V dolnich cestach dychacich to mazou byt cariny
(vrcholky vétveni). U vlaken s malou hybnosti (sklenéna aj.) vSak zadna vyznamna ohniska
nalezena nebyla a vétSina vlaken dokazala proniknout modelem plic bez usazeni. Hlavnim
mechanismem ovliviiuyjicim depozici je v hornich ¢éastech plic setrvacnost, kterda zavisi
na Stokesové Cisle neboli na rychlosti ¢astic a jejich rozmérech, u vldken jde o aerodynamicky
ekvivalentni pramér. V dolnich cestach dychacich zaciné vzrustat vliv zachyceni, kdy se delsi
vlakno zachyti jednim svym koncem o sténu v oblasti vétveni.

Schopnost vldken sledovat sméry proudu a také nizké depozicni Uc¢innosti pro sklenéna
vlakna se potvrdily i ve vysledcich, kdy pies 95 % vlaken proslo modelem plic a usadilo se az
ve vystupnich vétvich. Tento fakt jen potvrzuji nizkd Stokesova ¢isla, ktera byla ve vSech
ptipadech mens$i nez 0,1. Mirné zvySend depozi¢ni frakce byla namétfena v Ustni dutiné a
hltanu. Naopak je minimalni depozi¢ni frakce v segmentu cislo 3, coz je oblast prvni
bifurkace. V pokrodilejSich generacich depozi¢ni frakce roste, coz je dano rostoucim
Stokesovym c¢islem. Vyjimkou jsou segmenty s ¢islem 17 a 18. Primarnim mechanismem pro
vlakna s nizkou hybnosti je zachyceni, aby vSak doslo k vyrazné&jsi depozici, musel by model
obsahovat dalsi generace vétveni, aby se pruméry kanala blizily rozmérum vlédken alespon
fadové. V tomto piipadé¢ jsou rozméry kandli minimalné nékolik mm, zatimco rozméry
vlaken pouze né€kolik um. Experiment dokazuje, Ze sklenénd vldkna mohou lehce pronikat do
hlubsich oblasti dychacich cest, kde roste riziko vzniku plicnich onemocnéni. Obrazek 28
ukazuje zavislost depozi¢ni G€innosti na Stokesové Cisle. Depoziéni u€innost by méla rlst
s rostoucim Stokesovym ¢islem, coz se d4 potvrdit.
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Obréazek 28  Zavislost depozicni ucinnosti a Stokesova cisla

Vysledky experimentu se dale porovnaly s vysledky, kterych dosahli Zhou a Cheng. Vice
v [Zhou and Cheng (2005)]. Ti testovali depozici sférickych ¢astic na modelu plic od ustni
dutiny az po Ctvrtou generaci vétveni. V grafech jsou dale vidét vysledky Chana a Lipmanna,
Schlesingera a kol., Kima a Fischera. Kfivkami jsou zde vyneseny teoretické modely
pro depozici sférickych castic. Na obrazku 29 je zobrazena depozice ve Etvrté generaci
vétveni. Vysledky soucasného experimentu jsou Vv upravenych grafech vyznaceny plnym
zlutym trojuhelnickem. Depozice vldken je oproti sférickym casticim spise nizsi, coz se dalo
o¢ekavat vzhledem k vlastnostem vldken. Vysledky depozice ve ¢tvrtych generacich vétveni
navazuji na vysledky Kima a Fischera. Ti sice pouzili sférické Castice, ale depozici meftili
na idealizovaném symetrickém sklenéném modelu plic, ktery m¢l hladké stény, takze se u néj
predpoklada také nizsi depozice oproti méfeni na realistickém modelu.

Na obrazku 30 Ize vidét zavislost poctu usazenych vlaken ve vystupnich vétvich
na objemovém pritoku vétvemi. Vysledné hodnoty mohou byt proloZeny linedrni spojnici
trendu se soucinitelem spolehlivosti R=0.9383, coZ znamend, Ze jednotlivé veli¢iny spolu
koreluji. Samotna existence néjaké zavislosti znaci fakt, Ze model byl dobfe utésnén. Kdyby
se v nékterém misté modelu ptisadval okolni vzduch, vysledné pocty vldken v dané vystupni
vétvi by byly extrémné nizké, coZ se nestalo.

49



1e+0
. 3 o £ 3 FS ol
U 1e-1 nuﬂi ’ .
Eg ! 3Tt ¢
. '
.§ . o ' . */,!"r
E 1e-2 o oK S Y A
b [ | &
) 22K + %(34L) + %(35L)
8_ 33K + %(36L) + %(37L)
O @ Chan and Lippmann (1980)
o le-4 + [Kim and Fisher (1999)
Cheng et al. (1999)
Cai and Yu (1988)
. Balashazy et al. (1990)
1'. I T 1 T L] LI ll T | L] 1 LI ll L] L] L] ’ LI
0.001 0.01 01 1

Stokes Number

Obrazek 29  Depozice pro ctvrtou generaci vétveni [Zhou and Cheng (2005)]

Graf byl modifikovan a byla pridana data soucasného experimentu-zluté trojuhelniky
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Obrazek 30  Zavislost poctu castic na pritoku ve vystupnich vétvich
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Cilem této diplomové prace bylo urCit depozicni frakci a depozi¢ni ucinnost vlaknitého
aerosolu pfi pohybu modelem plic. K vyhodnocovéani depozice byla vyvinuta a odzkousena
novd metoda, ktera pracuje na principu vyhodnocovani snimkl z fazové-kontrastni
mikroskopie.

Testovanym aerosolem transportovanym do plicniho modelu byla sklenéna vlakna. Byl
pouzit silikonovy model, ktery obsahoval dychaci cesty od ustni dutiny az po 7. generaci
vétveni. Potvrdilo se, ze vldkna dokazou dobie nasledovat zmény proudu a proniknout
hloubéji do dychaciho traktu, kde potom roste riziko vzniku plicnich onemocnéni. Pies 95 %
vlaken proslo modelem plic, aniz by se usadilo. Dalsim divodem malé depozice byly nizké
hodnoty Stokesova Cisla, které je jednim z hlavnich faktort ovliviiujici depozici setrvacnosti,
coz je primarni depozi¢ni mechanismus v hornich ¢astech plic. S rostoucim Stokesovym
¢islem se mira depozice vldken zvétSovala, avSak pro model po 7. generaci vétveni nedosahla
vyrazngj$ich hodnot.

Odzkousena byla novd metoda pro vyhodnocovéni filtri s vldkny fazové-kontrastni
mikroskopii. Nyni se filtry s vldkny vyhodnocuji manudlné podle metodiky NIOSH 7400, coz
je znacn¢ zdlouhavé a rutinni prace. Byla tedy snaha o zautomatizovani metody na principu
vyhodnocovani snimki vlaken potizenych kamerou a tim zrychleni a zjednoduseni postupu.
Stejné jako u jinych pokust o pocitacové vyhodnocovani obrazl vlaken, i1 u této metody se
objevil problém u identifikace vladken, které mohou mit nejriznéj§i tvary, usazovat se
V shlucich atd. Pro dosazeni ptesnéjSich vysledkli bylo nutné kazdy analyzovany snimek
kontrolovat a pfipadné opravit chybné identifikace vldken. Pro kontrolu byly filtry s vlakny
vyhodnoceny i metodou manualni analyzy a byla zjistétna pomérné dobra shoda. Nova
automatizovana metoda tedy pitinasi vysledky, ale ¢asové vyhodnéjsi zatim neni. Nicmén¢
V oblasti pocitatového zpracovani obrazu se daji o¢ekavat pokroky, zatimco manudlni metoda
se uz nema kam dale vyvijet.
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Znacka Nazev Jednotka
a plocha analyzované oblasti mm?
A celkova u¢inna plocha filtru mm?

pramérny pocet vlaken na filtru pfi manualnim pocitani

pramérny pocet vlaken na filtru pii upravené automatické

¢ analyze )
d prumér vlakna um
da acrodynamicky ekvivalentni praimér m
dp ekvivalentni primér pohyblivosti m
dve objemovy ekvivalentni primér um
do pramér kanalu m
DE depozi¢ni Gi¢innost -
DF depozi¢ni frakce -
F celkovy pocet vlaken na filtru -
k korekéni faktor -
| délka vlakna um
n pocet prozkoumanych oblasti -
N celkovy pocet vldken v prozkoumanych oblastech na filtru -
S smérodatna odchylka -
Stk Stokesovo ¢islo -
U rychlost ¢astice m/s
v variacni koeficient -
Vo objem castice um3
y nameétfend hodnota -
y* pravdépodobnd spravnéd hodnota -
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Recké
pismeno

B

€

Po
Pp
Xr
XJ_

X

Nazev

pomér délky a Sitky vldkna
absolutni chyba
dynamicka viskozita vzduchu
relativni chyba
hustota vody
hustota ¢astice
dynamicky tvarovy faktor pro ndhodn¢ orientovana vldkna
tvarovy faktor pro vldkna orientovana kolmo na smér proudu

tvarovy faktor pro vldkna orientovana paralelné na smér proudu
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Ptilohy &. 1
Tabulka 1 Data manudlniho pocitani u laboranta 2

¢. vzorku/

. oblasti 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 42 58,5 8 36,5 135 | 195 | 295 | 125 | 16,5 7,5
2 37 57 11,5 35 33,5 0 40 15,5 15 9,5
3 19,5 50,5 5 43 30 9,5 26,5 10 27,5 18
4 30 52,5 6 32,5 32 5 21 0 23 9
5 14 17 1 31 25,5 21 22 10 37 13
6 22 8 0 38,5 215 | 115 33 115 | 325 17
7 27,5 18,5 8 23 27,5 19 32,5 | 105 65 3
8 37 30,5 9 41,5 43 145 | 355 | 275 | 375 5
9 16 17,5 18 49,5 60 12 28,5 21 23 5
10 12 65 8 170 62,5 16 40 19,5 18 13,5
11 20 36,5 | 10,5 72 21 26 85,5 17 23,5 16
12 295 | 415 1 43 40,5 22 57 10 60,5 | 17,5
13 58,5 25,5 10 103 52 26,5 | 375 12 42 9
14 6,5 49,5 11 58,5 | 345 16 29 33 26,5 21
15 13,5 52,5 7,5 46 36,5 19 13,5 34 275 | 16,5
16 32 14 5 47,5 21 47 25 14 355 | 245
17 25 4 4 115,5 24 26 161,5 20 62,5 14
18 21 16 11 52 49 14,5 60 20,5 | 345 13
19 18 11 8 60,5 32 14 205 | 135 40 15,5
20 16,5 34 13 24,5 31 12 25,5 2,5 25 6
N 4975 | 659,5 | 1555 | 1123 | 690,5 | 351 | 8235 | 3145 | 672,5 | 253,5

137481 |182248 | 42971 | 310333 | 190815 | 96996 | 227568 | 86910 | 185841 | 70053

Tabulka 2 Data manudlniho pocitani u laboranta 3

¢. vzorku/
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
¢. oblasti
1 28 35 10 52 32 18 101 15 67 13
2 20 23 3 33 29 13 37 19 17 11
3 28 44 8 54 22 11 27 15 21 7
4 19 33 3 10 13 12 23 6 22 16
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5 40 12 4 37 17 23 22 14 39 16
6 32 32 6 9 27 16 34 21 57 4
7 43 30 1 39 35 10 88 15 53 16
8 41 33 8 58 38 7 26 6 25 12
9 19 48 14 33 21 28 49 8 28 15
10 35 45 9 28 15 5 17 16 12 18
11 48 42 9 28 38 14 23 15 28 18
12 23 18 6 19 50 10 20 13 41 0
13 20 16 5 56 50 19 30 12 58 10
14 31 15 11 56 25 8 36 16 30 16
15 45 23 8 65 22 19 52 5 83 4
16 44 10 5 33 17 25 43 16 32 10
17 47 9 3 63 15 18 118 11 38 7
18 36 12 6 70 12 24 17 14 104 14
19 18 47 8 26 67 11 22 13 41 7
20 29 53 5 34 23 26 28 14 29 14
N 640 574 |1265| 796,5 | 5645 | 311 809 | 259,5| 8195 | 222
176859 | 158621 | 34957 | 220107 | 155996 | 85943 | 223561 | 71711 | 226463 | 61348
Tabulka 3 Upravend data u automatické analyzy-laborant 1
¢. vzorku\
€. oblasti 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 75,5 145 27,5 191 91 55 265,5 46 138,5 31
2 53,5 82,5 30 46 68 40,5 78 35,5 129 28
3 66 79 21,5 286 66 40,5 83,5 22 1015 25
4 53 100 24,5 255 132 49,5 94 54,5 80,5 24,5
5 111,5 151 35,5 359 142 63,5 216,5 76 161,5 40
6 54,5 93,5 15 187,5 81 53 62 57,5 80 38
7 72,5 56,5 20 32 1415 54 53 48 156 36,5
8 58 98 20,5 101 78,5 27 55 38 80 34
9 44,5 81,5 17 79 63 20,5 75,5 13,5 86 26
10 43,5 61 22 83,5 63,5 46,5 67,5 38,5 137 5
11 52 32,5 10 77 151 18 55,5 16 83,5 18,5
12 107,5 117 25,5 276 135,5 60 1045 | 335 109,5 40
13 32 49 18,5 66,5 64 15,5 196 47,5 78,5 27
14 93 139,5 22 296,5 | 1185 42 56,5 44 91 35,5
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15 139,5 122 38,5 53 105 43 1225 | 79,5 262 30

16 35,5 62,5 21,5 87 71 62,5 | 1015 | 415 80 23

N 1092 | 1470,5| 369,5 | 2476 | 15715 | 691 1687 | 6915 | 1854,5| 462

158396 | 213297 | 53596 | 359146 | 227948 | 100230 | 244701 | 100303 | 268997 | 67014

Tabulka 4 Upravena data u automatické analyzy-laborant 2

¢. vzorku/

¢ oblasti 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 86,5 | 1555 29 210 90 58 270,5 47 1415 34
2 61,5 99,5 33,5 46 69,5 45,5 81,5 38,5 139 31
3 74,5 86 20,5 295 69 34 90,5 20,5 | 107,5 26
4 575 | 1155 | 255 | 2575 143 51,5 100 50,5 88,5 24,5
5 51,5 81 25,5 285 151,5 47 95,5 515 | 1315 | 345
N 3315 | 5375 134 | 10935 | 523 236 638 208 608 150
F 153870 | 249488 | 62198 | 507562 | 242757 | 109543 | 296136 | 96546 | 282211 | 69624

Tabulka 5 Upravena data u automatické analyzy-laborant 3

¢. vzorku/

€. oblasti 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 91,5 163 32 207 98 62 271,5 48 1415 35
2 65,5 97,5 32,5 49 68,5 46,5 80,5 38,5 137 38
3 81 87 24,5 294 67 41,5 89,5 22,5 | 108,5 27
4 56 1205 | 235 | 262,5 141 61,5 102 64,5 88,5 26,5
5 51,5 80 27,5 281 150,5 52 98,5 56,5 | 1355 34
N 345,5 548 140 | 1093,5| 525 263,5 642 230 611 160,5
F 160368 | 254361 | 64983 | 507562 | 243686 | 122307 | 297993 | 106758 | 283604 | 74498

Tabulka 6 Data automatické analyzy pro vystupni filtry v intervalu 0-30 min

¢. filtru/
23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
¢. oblasti
1 86 39 140 116 115,5 | 3345 180 93 89 173,5

51 52 1395 | 595 | 1235 | 2495 325 101 1735 | 1455

38 39 156 51,5 128 124 1575 60 49 77

2
3
4 43,5 24 192 57 66,5 88,5 | 1075 85 77,5 71
5 42,5 49 206 70 167 270,5 96 85,5 126 30
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6 51 46 2325 42 129 111 112 52 68 63,5
7 32,5 31 66,5 56,5 148,5 61,5 52,5 55 58,5 58
8 38,5 43,5 98 58 97,5 148 72,5 65 75 150,5
9 38,5 74 280 65,5 113,5 | 3455 | 2455 | 905 | 210,5 93
10 52 62,5 165,5 | 67,5 138 1275 80 92,5 111 131
11 39,5 46 122 52 124 247 62,5 715 | 2375 | 435
12 60 45,5 159 52,5 106 118,5 263 106 111 182
13 74,5 50,5 248,5 88,5 84,5 243,5 158 101,5 165 123,5
14 11,5 48 137,5 59 280 90 2635 | 86,5 93,5 110
15 49,5 44,5 91,5 81,5 122,5 | 1415 | 153,5 63 79,5 62,5
16 64,5 34,5 126 93 294 158,5 94 107 151 109
N 773 729 | 2560,5| 1070 2238 | 28595 | 2423 1315 | 1875,5 | 1623,5
1121241105742 | 371403 | 155205 | 324624 | 414773 | 351459 | 190742 | 272043 | 235490

Tabulka 7 Data automatické analyzy pro vystupni filtry v intervalu 60-90 min

¢. filtru/

. oblasti 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
1 68,5 69,5 123 100 1425 | 2645 | 2255 88 124,5 142
2 50 61 100,5 84,5 109,5 227 1455 | 116,5 194 55,5
3 47 54,5 89,5 55,5 57,5 113 87 67 455 | 127,5
4 50,5 45 106 72 76 129,5 81 66,5 55 74,5
5 43,5 73,5 155 84 175 278 143,5 85 171,5 76
6 33 42,5 91 50,5 118,5 103 75,5 64 93 69,5
7 44,5 29 88,5 21 98,5 75 88,5 73,5 60,5 58
8 34 34,5 103 31,5 90 214 129 50 61,5 48
9 81,5 53,5 154 60 173,5 276 138 45,5 243 69,5
10 30,5 64,5 93,5 45 89,5 148 68 1145 76 98
11 70,5 47,5 168 28,5 109 130 73,5 63,5 57,5 29
12 49,5 24 116 23 271 100 64,5 81 1035 | 825
13 74,5 87,5 147 84,5 268,5 252 305,5 89 149 146,5
14 57 38,5 180,5 51 180,5 | 198,5 149 56 117,5 | 152,5
15 50 61 201,5 28,5 139,5 163 126,5 34,5 75,5 96
16 43,5 92 178 41 103 255,5 340 99,5 69,5 165
N 828 878 2095 | 860,5 | 2202 2927 | 22405 | 1194 1697 | 1490

120102 | 127355 | 303882 | 124816 | 319402 | 424564 | 324987 | 173191 | 246152 | 216126

59




Tabulka 8

Data automatické analyzy pro vystupni filtry v intervalu 120-150 min

¢. filtrw/

. oblasti 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
1 75 39 1605 | 62,5 203 361 180 113,5 159 123,5
2 64 50 140 78,5 87 302 165 100 174,5 | 182,5
3 49,5 39 189,5 | 50,5 62 1455 | 183,5 65 63,5 | 116,5
4 41,5 42,5 168 50 89,5 109 124 51 94,5 92,5
5 57,5 49 135 68,5 169 226,5 | 1125 119 319 68,5
6 49 32 93 81,5 73 158,5 58 66,5 120 61,5
7 37,5 32,5 122 62 80,5 140,5 98 74,5 80,5 65,6
8 445 53,5 58,5 58,5 103,5 66,5 92 52 69,5 46
9 81,5 71 122 63,5 247 342,5 264 1155 | 135,55 | 1185
10 50,5 44,5 133,5 42,5 95,5 226,5 102 83,5 103,5 76
11 52,5 36,5 88 50 123,5 312 406,5 72,5 85,5 | 1185
12 68 62 151,5 80 188 186,5 89 138 112,5 | 1145
13 67 51 173 84 172 366,5 | 1145 | 1825 145
14 25 43,5 58,5 27,5 74 295,5 103 54,5 107 163
15 51 33,5 122 51 1115 | 1675 | 1915 108 109 103,5
16 51 45,5 193,5 72,5 74 103 83 78,5 75 132,5
N 865 725 | 2108,5| 983 1953 | 3143 | 2618,5 | 1406,5| 1991 |1728,1

125469 | 105162 | 305840 | 142585 | 283285 | 486288 | 379816 | 204014 | 288797 | 250663

Tabulka 9 Data automatické analyzy pro vystupni filtry v intervalu 180-210 min

¢. filtru/

¢ oblasti 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
1 9,5 13 43,5 25 39,5 120 110 33 33 36,5
2 13 8 47 21,5 35 72,5 43 23 35,5 31
3 3 10 25 8,5 19 35,5 36,5 13 17 27
4 3,5 9,5 12 12 25,5 35 36 13 20,5 18
5 15,5 20 52,5 22 14,5 1345 29 35 59,5 | 33,5
6 9 12,5 37,5 11,5 26,5 61,5 47,5 28 31,5 50
7 4 3,50 15 17,5 19,5 27 17 10,5 23 67
8 3,5 11 27 13 55,5 8,5 36 10 29,5 | 20,5
9 11 25 63,5 21 32 90,5 45,5 22,5 34 25
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10 8,5 17 39,5 10 445 126 92 53 59,5 15
11 7 4 34,5 22,5 10,5 47 14 26 17,5 31
12 14,5 10,5 58,5 15,5 42,5 445 26 18 22 31
13 14,5 20,5 53,5 12,5 54,5 88 60,5 45 38,5 | 20,5
14 5 13,50 22 15,5 36 53 25 9 66 29
15 11,5 10 26,5 13 32 54,5 43 12 23,5 37
16 7 14 33,5 7,5 38,5 45,5 23 10,5 33 19,5
N 140 202 591 248,5 | 525,5 | 1043,5 684 361,5 | 5435|4915
20307 | 29300 | 85725 | 36045 | 76224 | 151361 | 99215 | 52436 | 7883571293
Tabulka 10  Data automatické analyzy pro vystupni filtr 25 v riznych intervalech
¢. filtru (Cas. interval)/
. oblasti 25 (30-60) 25 (90-120) 25 (150-180) 25 (210-240)
1 99,5 103,5 182 83,5
2 131 139,5 142 79,5
3 76 83,5 101 44
4 90,5 66,5 119,5 38,5
5 204 122 173 87
6 118 84,5 200 36
7 132 45 179,5 35
8 94,5 37,5 84 28
9 172,5 118 227 58,5
10 151 80,5 127 93,5
11 120 59,5 269 58,5
12 134 1425 186,5 73,5
13 1215 106,5 78 80,5
14 135,5 51,5 108,5 24
15 128,5 70,5 99 46,5
16 119,5 63 105 90
N 2028 1374 2381 956,5
294163 199300 345366 138741
Tabulka 11  Data manudlniho pocitani vidken ze segmentii modelu plic ¢. 1 az 10

¢. segmentu/

¢. oblasti

10
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1 15 1 0 0,5 2,5 1 1 0 4 1
2 1 1 0 1 4 1 3 15 2 0
3 2 15 15 1 3 1 0 0 3,5 2
4 0 0 0 0 2 1 1 0 2 1,5
5 1 0 2 0 3 15 0 1 3 1
6 3 1 4 1 1,5 2 3 2 2 1
7 55 2 0 1 1 0 1 1 2 2
8 1 2 0 2 2 1 0 0 3 3
9 3,5 0,5 0 1 45 3 1 2 4,5 0
10 3 0 1 1 2,5 0 2 0 2 2
11 2 0,5 2 1 1 3 2 0 2,5 1
12 0 3 0 3 2 3 1 1 2 2
13 2 0,5 0 2 4 1 0 0 0 3,5
14 2 1 0 0 1 0,5 1 0 4 2
15 3 0 1 0 3 2,5 1 1 4 1
16 3 1 0,5 1 3,5 1 0,5 0 2 0
17 1 2 1 1 2 3 0 6 1
18 3 1 15 15 1 1 1 1 2
19 2 1 0 0 2 1 0 6 0
20 3 0 2 2 2 2 0 3 1
pocet vlaken (N) | 42,5 19 16,5 20 40,5 | 295 24,5 10,5 | 58,5 27
pocet oblasti (n) 20 20 20 20 16 20 20 20 20 20
vlakna na filtru (F)| 7028 | 3142 | 2728 | 3307 | 8371 | 4878 | 4051 | 1736 | 9673 | 4465
Tabulka 12  Data manudlniho pocitani vidken ze segmentit modelu plic ¢. 11 az 21
C. segmentu/ 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
¢. oblasti
1 125 | 55 1 0 7,5 2,5 0 15 6 7,5 7,5
2 6,5 7,5 3 0,5 5 4 1 1 3,5 6,5 5
3 4 1 3 1 55 3 1 2 8 55 4,5
4 6 6,5 4 1 6 6 2 0,5 5 7 3
5 8,5 5 2 1 6 8 0 3 7 12 3,5
6 6 4,5 1 0 6 4 1 0 6,5 4 2
7 7 3 0 1 5 6,5 0 0 6,5 11 2,5
8 7,5 5 3 15 3 8 2 0 5 8,5 4
9 4,5 0 3 0 7,5 3 2 0 7,5 3,5 1,5
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10 8 4,5 1 0 3,5 5 2 1 9 4 6
11 5 2 3 0 55 2,5 1 15 55 3
12 7 4 15 2 2 6 2 15 7 9
13 7 4 3 2 6 7 1 1 7,5 5
14 5 2 0 0 8 7 1 2 4 8
15 5 3,5 1 0 3 55 1 1 9,5 4,5
16 3 4 15 1 4,5 8 2 1 9 4
17 0,5 1 15 0
18 1 0 2 1
19 0 1 1 0
20 0 0 2 2
N 1025 | 62 32,5 13 84 86 25,5 20 |106,5| 69,5 73
n 16 16 20 20 16 16 20 20 16 10 16
F 21186 |12815| 5374 | 2150 | 17363 | 17776 | 4217 | 3307 | 22013 | 22985 | 15089

Tabulka 13 Data manudlniho pocitani vidken ze segmentii modelu plic ¢. 22 az 32

¢. segmentu/
¢ oblasti 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

1 3,5 1 2 24 8 0 7,5 0 39,5 0,5 4
2 3 0 3,5 28 14 0 6,5 4 42,5 3 4,5
3 3 0 6 22,5 15 0 9,5 1 38 0 4
4 4 1 3 205 | 12,5 1 9,5 1 33 3 5
5 4 0 2 26,5 7 1 9 2 34 3 3,5
6 2,5 0 2,5 29 16 1 6,5 0 38,5 2 6,5
7 7 0 5 26 20 1 7 1 38 4 6
8 55 2 1 26,5 | 115 0 9 2 34 5 4,5
9 3 0 0 29 12 0 10 1 36,5 4 3,5
10 5 0 3 22 12,5 2 4 2 31,5 3 5
11 6,5 2 2 26 13 2 10 0 53 2,5 5
12 6 0 3 21 11 3 6,5 1 46 3,5 7
13 55 1 25 | 195 20 0 55 1 36 2 4
14 3 2 15 29 16 0 2 1 42 0 5
15 6,5 0 3 21 14 0,5 8 0 38 4 55
16 4 1 4,5 27 19,5 0 10 2 39 5 4
17 0 0 45 1 2
18 0 15 5 1 2
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8,5 1 15

0 0 2,5 0 6,5

72 10 | 445 | 3975 222 14 141 22 | 6195 | 565 | 77

16 20 16 16 16 20 20 20 16 20 16

14882 | 1654 | 9198 | 82162 |45887 | 2315 | 23315 | 3638 | 128048 | 9343 | 15916
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