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ANOTACE

Tato bakalarska prace rozebira otazku novych metod kriminalistické chemie v oblasti
zkoumani mikroskopického dlUkazniho materidlu. Nejprve zacind stru¢nym
priblizenim vyvoje a popisem této discipliny. Nasleduje detailnéjSi charakteristika
kriminalistickych mikrostop vyznamnych z hlediska jejich Cetnosti i specifity a posléze
se zaméruje na hlavni téma, kterym je zevrubny popis mechanismu a také vyhod a
nevyhod jednotlivych recentné hojné vyuzivanych a stézejnich metod kriminalistické

chemie. Zaveér prace kriticky zhodnocuje vyznam a spolehlivost jednotlivych metod.

KLICOVA SLOVA:

mikrostopy, kriminalisticka chemie, chemicka analyza, elektronova mikroskopie,

spektrometrie, chromatografie

ANNOTATION

This bachelor thesis discusses the issues of new methods of forensic chemistry in
the field of examination of microscopic evidence. It begins with a brief overview of the
development and description of this discipline. The thesis further deals with a more
detailed characteristics of forensic microtraces, important in terms of their frequency
and specificity and then it focuses on the main topic, which is a detailed description
of the mechanism, as well as the advantages and disadvantages of individual
recently abundant and key methods of forensic chemistry. The conclusion critically

evaluates the importance and reliability of individual methods.
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spectrometry, chromatography
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UVvoD

Rané pocatky chemie by se mohly hledat uz v dobach davné historie.
Schopnost oviadnout oheri nasim prfedchlidcem Homo erectus pied milionem let
byla jistou formou chemickych znalosti, i kdyz spise ryze intuitivnich. Rané
civilizace spise zkousSely metodu pokus — omyl a zkuSenosti byly poté peclivé
predavany dal. Mnoho tisicileti po vynadlezu ohné pak dlkazy extrakce kovu
z rud nebo tvorba keramiky, fermentace alkoholickych napojl, tvorba parfému a
mydel ukazovaly na daleko sofistikovangjsi znalosti moderniho Clovéka. Byli to
Rekové v dobach priblizné 2500 let pred nasim letopoétem, kdo jako prvni
ustanovil koncept systematické vedy a logické navaznosti experimentalnich
vysledk(l. Zaklady forenznich véd ale polozili starovéci Rimané, doba cisafli se
koneckoncl nechvalné proslavila specifickym zpUsobem vrazdy — otravou.
Tehdy se pfipady nahlych umrti s podezrelym napojem pobliz reSily jednoduse,
ovdovelym jedincim se dal vypit vlastni napoj. Spoléhalo se ¢asto na vypoveédi,
pfisahy a doznani. Zajimavy je patrné prvni pfiklad forenzni odontologie, kdy
Agrippina mladsi, zena cisare Claudia a matka pozdéjsiho cisare Nerona, podle
zubnich pozUstatk(l v roce 49 n. |. identifikovala télo byvalé Zeny pfedchoziho

cisare Caliguly, Lollie Pauliny.

Prikopnikem moderni forenzni metodiky byl Spanélsky chemik Mathieu
Orfila v 18. — 19. stoleti. Slavny pfipad Francouzky Marie Lafarge, ktera otravila
svého muze arsenem, by bez né&j nejspise skoncil nevyresen, ale jeho precizni
postup a komparace exhumované télesné tkané se vzorkem hliny z mista hrobu
dokazaly travicku usvédgit. Dalsi dulezity milnik se udal v roce 1892, kdy byl
oficialné zverfejnén postup pro klasifikaci otiski prstd — tedy pocatek

daktyloskopie.

Dosud nejzasadnéjsSim pokrokem v kriminalistice byl zrod metody analyzy
lidské DNA. Sir Alec Jeffreys vyvinul tuto metodu a prvné ji pouzil roku 1984
v pfipadu znasilnéni a vrazdy dvou patnactiletych divek a byl schopen urcit, ze

vzorky spermatu z obou mist €inu se geneticky shodovaly.



V poslednich par desetiletich jsou realizovany metody analyzy forenznich
vzorkU vyuzivajici nejnovéjSich a velmi sofistikovanych pfistrojli, které kladou
velké naroky na finance, ¢as a neposledné na preciznost lidského faktoru, a
nezbyva nez se vzrusenim Cekat, co za fascinujici nové techniky pfinese blizka

budoucnost.
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Obr. 1: Mathieu J. B. Orfila Obr. 2: Pojednani o jedech M. J. B. Orfily

1. KRIMINALISTICKA CHEMIE

Kriminalisticka chemie je obor aplikované analytické chemie pojici dva
zdanlivé vzdalené svéty — oblast védy a prava. Zahrnuje nejen kvalitativni a
kvantitativni analyzu, ale takeé kliCovy prvek analyzy komparativni. Bézné se déli
na kriminalistickou chemii a toxikologii, avSak je to spiSe tradiéni rozdéleni z
historie. Toxikologové vyzaduji nadstandardni znalost v toxikologii a farmakologii
a pracuji spiSe s biologickymi vzorky, jako jsou drogy nebo jedy. Obé expertizy
nicméné vyzaduji vysokou odbornost v analytickych a instrumentalnich

metodach.

Definice kriminalistické chemie podle Musila, Konrada a Suchanka (2001)



zni nasledovné: ,Kriminalisticka chemie se zabyva zkoumanim vlastnosti,
sloZeni, vnitini stavby a pfemény nejriznéjsich latek, které se vyskytuji
v kriminalistické praxi. PocCet téchto latek je obrovsky a nelze upiné vyjmenovat
vS8echny ukoly, které kriminalisticka chemie fe$§i. Jde napf. o zjiStovani
technickych pficin pozaru, zkoumani natérovych hmot, toxikologicka zkoumani,
zkoumani lé¢iv a drog, zkoumani motorovych pohonnych hmot a mazadel,
zkoumani vody, zkoumani ochrannych prostredki pouZivanych v zemédélstvi,

zkoumani pricin a nasledki ekologickych havarii apod.* ]

Forenzni chemici pracuji prevazné se vzorky inkoustu, barviv, rezidui po

pozarech, povystrelovych zplodin, ¢astic prachu, exploziv, polymeru a skla.

V pfipadé, ze forenzni chemik (anebo expert z jiné oblasti) obdrzi dikazni
material, je zapotfebi provést tfi kroky: identifikaci, klasifikaci a individualizaci.
Identifikace zahrnuje proces kvalitativni a nékdy také kvantitativni identifikace,
tedy napf. analyzu vlaken. Klasifikace je detailngjSi urceni materialu, tykajici se
délky polymerovych fetézcll obsazenych ve vzorku, jeho barvy, prifezu nebo
stafi. Cim vice otazek je expert schopen zodpovédét, tim vice se zuzuje pole
moznosti, kam vzorek spada. Poslednim krokem je individualizace, coz

znamena naprosto presné urceni vzorku.

Forenzni analyza je obvykle proces zuzovani moznosti, je tedy potfeba
zvolit systematicky postup examinace od kvalitativnich presumptivnich testl po
naslednou pfimou analyzu. Presumptivni testy spocivaji ve vizualnim nebo
mikroskopickém pozorovani a posuzuje se napf. vzhled, barva, tvrdost nebo tvar
vzorku (tzv. analyza na suché ceste), ale také mohou vyuzivat chemicka Cinidla
— tzv. analyza na mokré cesté. Slouzi ke zkoumani vzorkd drog, povystrelovych
rezidui nebo exploziv. Jedna se o presnéjsi metody, uréuje se pH, koncentrace,
konduktance, hustota, viskozita a jiné specifické vlastnosti vzorku. Spadaji sem

napf. gravimetrie, kolorimetrie nebo titrace. [?

[1] Musil, Jan, Konrad, Zdenék a Suchanek, Jaroslav. Kriminalistika. \Vydani prvni. Praha: C. H.
Beck, 2001. 512 stran. ISBN 9788071793625.



Po analyze potencialnich komponent nastava separace a izolace cilovych
komponent. Zde je typickou metodou chromatografie na tenké vrstvé (thin-layer
chromatography, TLC) vyuzitelnou napf. pfi zkoumani inkoustl nebo drog.
Nasleduje  detailngjSi  infraervena  spektrofotometrie  nebo  plynova
chromatografie s hmotnostni spektrometrii  (gas chromatography-mass
spectrometry, GC-MS). 12

Neni bez zajimavosti, ze vétSina materialu nevyzaduje zevrubnou
charakterizaci. Cili se napf. na ur€eni ilegalni drogy ve vzorku, identifikace

rozpoustédla uz nutna neni. Kriminalisté tak Setfi €as, penize a zdroje.

2. MIKROSTOPY

2.1.  Definice mikrostop

Mikrostopy tvofi vyznamnou skupinu stop zajisténych na mistech cCinu,
protoze pachatelé se na misté Cinu Casto cilené vyhybaji tvorbé béznych
kriminalistickych stop nebo se jiz vytvofené stopy snazi znicit, coz byva dlsledek
neustale se zvySujicich kriminalistickych znalosti pachatell (obzvlast v
pfipadech predem pfipravovanych trestnych ¢&ind). Jsou naroéné na odbér i
analyzu. VSezahrnujici definice mikrostop podle Strause, Suchanka a Porady
zni: ,Mikroskopické stopy neboli mikrostopy jsou kriminalisticko-technické stopy,
které pro své nepatrné geometrické rozméry, malé mnozstvi hmoty, nizkou
koncentraci na nebo v nositeli, malou zménu ve strukture nositele nebo maly
odraz funkénich a dynamickych viastnosti jsou prostym okem slabé viditelné
nebo neviditelné a pro ucely vyhledavani nebo fixace nebo zajiStovani nebo
zkoumani nebo vyhodnocovani vyzaduji pouziti sou¢asnych Spickovych metod a
prostredk(. Vznikaji bez védomého plsobeni pachatele a jsou tak nepatrné a

obtizné pozorovatelné, Ze uniknou jeho pozornosti. “ [l

[3] Straus, Jifi, Suchanek, Jaroslav, Porada, Viktor. KRIMINALISTICKE STOPY OBSAHUJICI INFORMACI
O VLASTNOSTECH VNITRNI STAVBY (STRUKTURY) NEBO VNITRNIHO SLOZENI OBJEKTU I[online].
Policejni akademie CR Praha, c2004 [cit. 2022-02-24] Dostupné z: http://www.sinz.cz/archiv/docs/si-2004-
03-131-145.pdf
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2.2. Historie mikrostop

Prvni zminky o mikrostopach a jejich praktické vyuziti mizeme vysledovat
jiz z obdobi zrodu moderni kriminalistiky, prvné tento termin pouzil rakousky
soudce a univerzitni profesor Hans Gross, znamy jako ,otec kriminalistiky“.
Popisuje je jako drobné castecCky, které mohou byt zachyceny na predmétu
zkoumani. Intenzivnéjsi narlst snahy pachatell po 2. svétové valce neponechat
na misté ¢inu zadny ddkazni material, popf. ho zni¢it, vyvinul tlak na nové
metody, postupy a operace, diky kterym by bylo mozné vyhledavat, zajistovat,
analyzovat a vyhodnocovat i mikrostopy. Uz tehdy se predpokladalo, ze
neexistuje dokonaly trestny ¢in bez dlkazniho materialu, resp. zmén majicich
charakter kriminalistickych stop — v teorii jde o tzv. Locardlv princip vymény
tvrdici, ze pfi kontaktu mezi dvéma body bude vzdy probihat vyména materialu

(byt’ jen mikroskopického).

Oficialni uznani mikrostop jako plné vyuzitelného dikazniho materialu se
udalo roku 1972 na mezinarodnim kriminalistickém sympoziu ve Varsavé a
definitivné roku 1973 na sympoziu v Berliné. Velky rozvoj vyzkumu mikrostop
prisel s vyvojem pokrocCilejSich laboratornich metod, primarné skenovaciho
elektronového mikroskopu (SEM), infratervené spektrofotometrie a hmotnostni

spektrometrie.

2.3. Déleni mikrostop

Déleni mikrostop je velmi rlznorodé, daji se délit napf. z hlediska jejich
stalosti na mikrostopy stalé, pomé&mé stale, nestdlé a zcela nestalé. Cim
nestalejsSi jsou mikrostopy, tim vétsi vyznam ma v€asné odebrani a zkoumani

vzorku. B!

Dale se mikrostopy konvenéné déli podle nachylnosti na pusobeni
externich vlivi. Obecné pUsobici externi vlivy se vyskytuji v podstaté u vsech

mikrostop a pusobi od vzniku az po konec analyzy mikrostop. Selektivné

11



pusobici externi vlivy se vyskytuji vétsSinou pouze u konkrétnich druh mikrostop.
Tyto vlivy pusobi ve tfech ¢asové odliSitelnych obdobich, b&éhem kterych vznikaji
zmény negativné ovliviuji informaéni hodnotu mikrostop. Zaprvé zmény
neovlivnitelné a existuijici jiz v dobé vzniku mikrostopy (tzv. ,primarni znecisténi:
neuplné vrstvy natérovych systému, znecisténa vlakna, pfitomnost toxickych
latek v moci atp.). Zadruhé zmeény vytvorené v dobé od vzniku mikrostopy po jeji
zajisténi (,sekundarni znecisténi“: biologicky rozklad, koroze), kterym jde
alespori ¢aste¢né zamezit véasnym a dUslednym ohledanim mista ¢inu a
rychlym zajisténim mikrostop. Posledni ¢asovy usek vzniku zmén je v dobé od
zajisténi po vyhodnoceni mikrostop (,terciarni znecisténi“: nespravny pracovni
postup, necisté laboratorni nastroje, nepresnost prace). Témto zménam se da

naprosto predejit spravnou manipulaci. Bl

Podle organizace jejich hmoty je Ize délit samostatné utvary v pevné
formé a na materialy, které nezaujimaji pevny tvar (tekutina, prasek). Mazeme je
délit i na zakladé druhu trestné Ccinnosti, napf. z hlediska terorismu na
mikrostopy, které vznikaji béhem ilegalni tvorby, ziskani, ulozeni nebo prodeje

vybusnin, na mikrostopy vzniklé tésné pred explozi a na ty vzniklé po vybuchu.

2.4. Zasady prace s mikrostopami

Béhem procesl vyhledavani, zajistovani a pfevozu mikrostop existuji tfi
zasady. Zasada optimalnosti hovofi o dulezitosti vyhledavani a zajistovani
mikrostop z mist nejpravdépodobnéjSiho kontaktu s osobami nebo vécmi
spojenymi s trestnou €innosti. Zasada priority zdUrazriuje nutnost zajistit a misté
¢inu mikrostopy prednostné z dvodu mozného zaneseni nezadoucich zmén na
misté €inu béhem procesu ohledavani. Zasada efektivity popisuje podminky

zhodnoceni, zda v konkrétnim pripadé mikrostopy vyhledavat a zajistovat. [l

12



2.5. Manipulace s mikrostopami

Procesy odebirani vzorkl z mista ¢inu zahrnuji sbirani (vlakna), zvedani

(adhezivnim substratem jako je lepici paska — prach, pyly), seskrabavani (krevni

skvrny, rezidua barev), vysavani, stfihani (potencialni stopy napf. za nehty) a
vy€esani (stopy zvlast apod.). Co se tyCe vybavy, pro nalezeni a odebrani
mikrostop jsou nutné rlzné klasické i alternativni svételné zdroje (UV, lasery),
standardni optickd pomucka v podobé lupy a fada laboratornich nastroju jako
pinzety, kopisté a jehly. K zachyceni mikrostop v laboratofi (napf. na odévu) jsou
vhodné binokularni stereoskopické mikroskopy nebo zdroje ultrafialového zareni.
K zajisténi mikrostop pfi ohledani mista Cinu slouzi transparentni
daktyloskopické folie nebo transparentni lepici pasky. V laboratofi Ize pouzit
specialné upraveny vysava¢ umoznujici vysati vzorkl z obtizné pfistupnych

mist. K analyze se mikrostopy zasilaji podobné jako jiné stopy. [ 3]

2.6.  Druhy mikrostop

Mikrostopy maji pavod v Sirokém spektru materiall, prominentni jsou
fragmenty textilnich vlaken, skel, zeminy, cementu, uhli, brusnych materiall,
vlasl, termogenetické ¢astice (povystrelové a povybuchové zplodiny, ¢astice z
airbagll), pramyslové prachy, ¢astice natérovych hmot a pigmentd. Bl Dal$imi,
spise atypickymi mikrostopami mohou byt dale kovové nebo drfevéné piliny,
pylova zrna nebo fragmenty hmyzu. Anorganicka analyza a mikroanalyza
zkouma vybusniny, neznamé nebo nebezpecné latky, jedy, rezidua z zarovek
atd. Organicka analyza zahrnuje zkoumani syntetickych a pfirodnich drog a

|éCiv. 1©

2.6.1. Termogenetické Castice

Do této skupiny patfi hlavné povystrelové zplodiny (gunshot residue,

13



GSR), povybuchové zplodiny (post blast residue, PBR) a ¢astice vzniklé aktivaci

airbagu.
Povystielové zplodiny

GSR jsou velmi hodnotnymi stopami z duvodu naprosto specifickych
chemickych a fyzikalnich vlastnosti. Mohou mit formu plynného, kapalného i
pevného produktu. Anorganické vzorky zahrnuji charakteristické kovové
Castice iniciatoru, k jejichz analyze staCi doslova par ¢astic (mnozstvi nad 100
pg). Tradiéni strelivo obsahuje typicky riznou kombinaci tfi tézkych kovU: olova,
antimonu a baria (Pb-Sb-Ba). DalSi mozna kombinace je barium, vapnik a
kiemik (Ba-Ca-Si), v pfipadé identifikace téchto Sesti prvk( Ize s vysokou

pravdépodobnosti uréit plvod vzorku ve vystfelu z palné zbrané.

30 pm

Obr. 3: Vzorek GSR s PbSbBa. Obr. 4: GSR s PbCaBaSi.

GSR mohou obsahovat také prvky z nabojnice jako méd, nikl, zinek,
zelezo atd. Kinetika procesu exploze a nasledné rychlé ochlazeni kapek roztaté

smési kovU jsou specifickymi ukazateli. []
GSR Ize zajistit 5 nasledujicimi zpUsoby:

e ruce, tvare, mensi hladké plochy: ter€iky s hlinikovou adhezni vrstvou
e veétsi, zahnuté, drsné plochy: stér vatovym tamponem
e velké plochy ve volném terénu: specialni vysavac s nastavcem ELAVAK

e vlasy, vousy: hifeben s vpletenou gazou navih¢enou lihem
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e vzorky in natura: do laboratofe tak, jak jsou, v polyetylenovém pytli (€
Pro analyzu GSR se voli hlavné metoda SEM/EDX (viz dale).
Povybuchové zplodiny

PBR jsou nevybuchlé submikroskopické cCastice, které béhem vybuchu
nezreagovaly nebo se nerozlozily. Oproti produktim vzniklym béhem exploze
(vypary, anorganické soli) maji pravé PBR velky kriminalisticky vyznam. Tyto
mikrocastice mohou poskytnout dulezité informace o chemickém sloZeni a tim

urcit pavod vybusniny — primyslovou vyrobu nebo nelegalni vyrobu po domacku,

jestli pochazi z tuzemské vyroby nebo z ciziny, nebo jestli jsou pfimo spojené
s n€jakou zlocineckou organizaci. Nevybuchlé Castice se nemusi vzdy podobat
puvodni struktufe vybusniny, po zchlazeni se roztavené vybusniny mohou
dokonce vyrazné morfologicky zmeénit. | pfesto jsou ale velmi charakteristické pro

konkrétni vybusninu. [

Exploze nastava po rychlém sledu silné exotermickych reakci s narlstem
entropie. Zazehem chemikalii ve vybusniné externim stimulem (tfeni, zar, Sok)
se zvySi teplota vybusniny, az se zacnou tvofit lokalizovana mista, tzv.
,hotspots“. Principem jejich vzniku je adiabatickd komprese malych plynovych
bublin, tfeni mezi povrchy ¢astic vybusniny, anebo zhrouceni okolniho materialu.
PFi tepelném rozkladu se z reaktantl vytvori velmi stabilni atomy plynU jako oxid

uhelnaty (CO), oxid uhli¢ity (COz2) a dvojdusikaté molekuly. [

Doted se pfesné nevi divod nedokonalosti spalovaciho procesu pfi
vybuchu, PBR ale nejpravdépodobnéji pochazeji z povrchové vrstvy vybusniny.
Mnozstvi PBR je proménlivé na zakladé velikosti naloze, priméru, rychlosti
detonace a mnozstvi styCnych ploch v nalozi. Vétsi naloze nejspise tvofi méné
PBR v poméru s mensimi nalozemi, protoze mnozstvi rezidui bude podle teorie
proporéni velikosti povrchu naloze. RychlejSi exploze patrné produkuji méné
PBR. [

Existuji dvé teorie distribuce PBR. Jedna fika, ze distribuce PBR, které

ulpély na fragmentech, zalezi na pohybu fragmentl. Rychlost fragmentl je
15



specificka pro obsah vybusnin a hraje v ni klicovou roli distribuce energie mezi
kovovym obalem a detonacnimi plyny. Druha teorie popisuje Sifeni PBR stejnou

rychlosti, nezavisle na obsahu naloze. [

Extrémni teplota pfi vybuchu mize také zapficinit odpareni a naslednou
kondenzaci PBR po okolnich predmétech, odkud mohou byt také odebrany a

analyzovany.

PFi analyze PBR hraji vyznamnou roli tzv. microtaggants — ¢astice slouzici

jako markanty konkrétnich vybusnin. Vyuzitelné jsou jak pfi detekci pfitomnosti
(nevybuchlé) vybusniny a k identifikaci vybusniny po explozi. 1%

K detekci pritomnosti vybusniny slouzi tékavé plynné slou€eniny, které se
postupné odparuji a jsou tedy detekovatelné ve vzduchu. V mnoha zemich je
jejich prfimés vyzadovana. Existuji Ctyfi markery: 2,3-dimethyl-2,3-dinitrobutan
(DMDNB), pouzivany ve Spojenych statech americkych, ethylenglykoldinitrat
(EGDN), orto-mononitrotoluen (o-MNT) a para-mononitrotoluen (p-MNT). Pro
analyzu téchto markerl se vyuzivaji iontové mobilni spektrometry a specialné

vycviceni psi. [0

K identifikaci vybusniny po explozi slouzi nej¢astéji polymerni nebo
kovové mikrocastice, které musi preCkat explozivni déj v nezménéném stavu.
Jsou to mnohovrstevnaté a mnohobarevné casteCky na prvni pohled
pfipominajici pepf, ale jsou az z 10 vrstev melaminu s magnetickymi vrstvami.
Jejich barevné kombinace slouzi jako unikatni identifikator plvodu (misto vyroby,

varka, datum atd.). ['1]
Castice vzniklé aktivaci airbagC

Aktivované airbagy samoziejmé prichazi do kontaktu s tély a obleCenim
posadky vozidla za pfenosu pevnych ¢astic — mohou to byt vlasy, vlakna nebo
obtisky airbagl na pasazérech. Z téchto stop Ize napf. urcit, kdo byl fidicem a
kdo spolujezdcem. Zdrojem anorganickych mikrostop pfimo z airbagl auta jsou
chemikalie z plynového generatoru. Lze najit stopy zirkonu, drasliku, chloru nebo

titania, stroncia, hliniku atd. ["]
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2.6.2. Natérové hmoty

Natéry jsou na povrchu neprfeberného mnozstvi véci. Slouzi prevazné
k ochrané materialu nebo dekoraci, kazdy ucel pochopitelné zahrnuje odlisné
chemické slozeni. Do této kategorie patfi napf. automobilové natéry,
architektonické natéry, natéry jizdnich kol, kosmetické natéry (lak na nehty),

natéry lodi atd. Fragmenty natérovych hmot jsou pomérné Casté mikrostopy,

drobné &astice natérl jsou bézné zajiStované napft. pfi dopravnich nehodach (lak
auta), napadenich (odstépek z utocné zbrané) a loupezich (barva z vypacenych
dvefi). Casto maji nepatrné rozméry v fadech mm?2 i méné. Pfi analyze vzork(
natérovych hmot se urCuje stupen podobnosti mezi vzorkem odebranym z mista
Cinu a vzorkem ze znameho zdroje. Identifikuje se typ natéru podle ramcového
slozeni hmoty, barva podle standardizované vzorkovnice, pusobeni vnéjsich
vlivl na vzhled natéru s ohledem na ¢as, ktery uplynul od pouziti natérové hmoty
do jejiho zkoumani atd. Ke zkoumani natérl se vyuziva primarné metoda

infracervené spektralni analyzy. [- 12, 13]

2.6.3. LéCiva a drogy

Této skupiné stop je pochopitelné vénovana extrémni pozornost nejen
kvuli frekvenci jejich vyskytu, ale kvuli zavaznosti trestni ¢innosti. Tyto stopy
mohou mit plvodni charakter (tovarni forma I|éCiva, zajisténd pilulka drogy),
formu zbytku (v injekéni stfikacce, v kapse odévu), nebo v rizné fazi pfirozené
degradace v organismu (krev, mo¢). PFi zajiStovani materialu je dulezité jednat
opatrné kvUli moznému prfenosu nemoci nebo pripadné intoxikace (napfr.
transdermalnim prenosem). Tyto vzorky se mohou na misté Cinu posuzovat
pouze vizualné. Vzdy se zajistuje celé mnozstvi, pokud je nalezen enormni
objem substanci, ¢ast se odebere na analyzu a zbylé mnozstvi se uschova na
policejnim pracovisti. Analyzuje se pfitomnost, pfesna identita a mnozstvi

zajisténé substance ve vzorku.
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Lécdiva

LéCiva se mezi dikaznim materidlem mohou vyskytnout v pfipadech
podezfeni na padélky nebo pfi zasahu na nelegalni varny, kdy slouzi jako
prekurzory drog (IéCiva obsahujici pseudoefedrin k vyrobé metamfetaminu).
Padélani |éCiv je stale CastéjSim a velmi nebezpeCnym jevem. V nejlepsSim
pfipadé mulze obsahovat minimum uc&inné latky, pfipadné ,lék“ neobsahuje
danou slozku vlbec. V horS§im pfipadé obsahuje jiné latky, které mohou byt i
Zivotu nebezpetné. V rozvojovych zemich se mnozstvi padélanych [ékU

pohybuje az kolem 50 %. [14]
Drogy

Drogy, tedy nelegalni omamné a psychotropni latky (OPL), tvofi
bezpochyby jednu z hlavnich skupin zkoumaného materialu v kriminalistickych
laboratorich. Historicky se vyznamné neliSily od IéCiv, az postupem Casu doslo
k vyraznému odstépeni této masivni skupiny chemickych latek. Mezi nelegalni
substance patfi konopné drogy (THC, hasis), halucinogeny (LSD, psilocybin,
meskalin), opiaty (heroin, morfin) a stimulanty (amfetaminy, kokain).
V poslednich dekadach je velmi problematicka nelegalni vyroba novych
psychoaktivnich latek. Ty se z varen velmi rychle rozsifuji zejména na tanecni
scéné a pusobi celosvétové mnoho pfipadu vaznych intoxikaci. Mezi hlavni
ddvody jejich oblibenosti na drogové scéné patfi nizka cena, pomérné snadna
dostupnost (daji se koupit pfes internet, nékteré s ozna¢enim ,sul do koupele®) a
nulové pravni postihy, nez je zachyti kriminalisté a zavedou se do seznamu
OPL. Patfi mezi né napf. syntetické kanabinoidy, opiaty nebo latky ze skupiny
2C psychedelik (NBOMe halucinogeny). 19

Zajisténi materialu

V pfipadech podezieni na drogovou kriminalni ¢innost probiha zajisténi
podezielych chemikalii, nadob i vyrobnich zafizeni. Chemikalie se zajistuji
Z nejrtznéjSich povrchl, nadob atd. — v takovém pfipadé mohou mit podobu
tablet, prasku, tekutiny, rostlinného materialu (palice marihuany, susené houby
rodu Psilocybe), krystall anebo savych papirkl (,blotter). Dale se vzorky mohou
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zajistit od osob (podezreli a obéti), tehdy se jedna o odbér vzorku vlasl, modi,

slin nebo krve. [17]

Vlasy jsou dobrym indikatorem opakovaného uziti drogy, navic se jeji
pfitomnost da detekovat az 3 mésice nazpét. Zvlasu lze detekovat napf.

marihuanu, kokain nebo opiaty.

V moci se nejCastéji nachazi vzorky marihuany, kokain, opioidy a
amfetaminy. Obsah drogy v mo¢i ndm nefekne mnoho o pfesném casu uziti
drogy a jejim pusobeni, pfesto je i obecna informace o uziti drogy hodnotna
(zjisténi mnozstvi parentalni drogy a pfipadnych aktivnich metabolitt) a odbér je

jednoduchy a neinvazivni.

Zajisténi materialu ze slin je jednoduché a neinvazivni, ale Sance na
detekci pritomnosti drog z ustni dutiny je velmi kratkodoba (max. 48 h). Obsah

drogy ve slinach koreluje s jejimi fyziologickymi efekty.

Krev je extrémné uziteCny biologicky material k detekci drog. Pokud je
droga pfitomna v krvi, znamena to, ze byla absorbovana. Navic existuje korelace

mezi obsahem latky v krvi a behavioralnim a farmakologickym plsobenim. [16]

Vzorky musi byt zabaleny tak, aby byly zachovany a nepodléhaly
degradaci, vzdy se bere ohled na jejich podstatu. Rostliny se tedy nemohou
zabalit do vzduchotésného pytle, injekéni stfikacky nepatfi do mékkého obalu
apod. Vhodna ulozna nadoba je klicova, pouzivaji se zapeceténé obalky,
vzduchotésné a vodotésné plastové obaly, kapalné vzorky je vhodné nechat
v plvodni nadobé, pokud jsou dostate¢né tésné uzavieny, pfipadné se vlozi do
radné utésnéné nadoby svikem znereaktivniho materialu, aby se
minimalizovala evaporace. Ve sklenénych nadobach se inertnim uzavérem se
skladuji drogy, které se nemohou dlouhodobé prechovavat v plastovych obalech
z dvodu mozné reakce. Chemikalie potfebné k vyrobé drog byvaji velmi toxicke,

proto se podezielé vzorky bali v malych objemech do specialnich nadob. [16.17]
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Analyza materialu

Postup analyzy téchto stop se déli na dvé cCasti: predbézné testy a
potvrzujici testy. Zkouma se pritomnost nelegalni drogy a nasledné se presné
identifikuje, zjiStuje se pritomnost a mnozstvi rdznych pfimési, necistot a

fedicich latek. Nékdy vzorky obsahuji pouze stopové mnozstvi aktivni drogy.
Predbézny test

Pfedbézné (presumptivni, screeningové) testy jsou kvalitativni testy
schopné detekovat pfitomnost drogy prakticky okamzité po zajisténi, tedy Casto
ihned na misté Cinu. Typicky se jedna o kolorimetrické metody, kdy se v
pfitomnosti drogy tvofi konkrétni barva. V pfipadé spravného provedeni a
interpretace jsou velmi rychlou a spolehlivou metodou potvrzeni pritomnosti
drogy (az 90% presnost). MUze ale dojit k falesné pozitivnimu vysledku napf.
vlivem nedostateéné specifity testu. Pozitivitu muUze vyvolat zakonem
nekontrolovana substance (coz neznamena, ze vzorek neni drogou). PFilis
vysoka koncentrace analyzované drogy muze naopak zpusobit fale$né negativni
vysledek vlivem tzv. efektu prozény (,hook effect’) kvali vzniku extrémné

nevyvazeného poméru protilatka:antigen v testu. I8l

Mezi pfedbézné testy se radi makroskopicka analyza (pozorovani okem),
mikroskopicka analyza (polarizaéni mikroskop, test detekce mikrokrystall) a
enzymoveé zesilena imunoesej (enzyme multiplied immunoassay, EMIT).
V Ceské republice se vyuziva terénni D-test s deviti druhy detekénich trubigek,

které jsou schopny urcit témér vsechny bézné se vyskytujici drogy. [3 13,18, 19]
Komplementarni analyza

Nasleduje potvrzujici analyza, coz zahrnuje kvalitativni i kvantitativni testy.
Kvalitativni analyza je vysoce citliva a identifikuje konkrétni nelegalni substanci a
jeji metabolity, z kvantitativni analyzy se ziskavaji informace o mnozstvi a Cistoté
drogy a také se odhali pfipadna falesna pozitivita screeningového testu. Bud se

déla screeningovy i potvrzujici test dohromady, nebo rovnou detailni analyza.
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Mezi primarni metody komplementarni analyzy patfi plynova
chromatografie/hmotnostni spektrometrie (gas chromatography/mass
spectrometry, GC/MS), plynova chromatografie (GC) a vysokoucinna kapalinova
chromatografie (high-performance liquid chromatography, HPLC) a infralervena

spektrometrie s Fourierovou transformaci (Fourier transform infrared, FTIR).

2.6.4. Zeminy

Zeminy jsou tzv. pedologické stopy pouzivané k lokalizaci zdroje
materialu. Lze podle nich odhadnout, kde se doty¢ny Clovék (podezrely, obét)
pohyboval. Zkouma se chemické slozeni plUdy, obsah pyll, rostlinnych
fragmentl a dalSich organickych slozek ve vzorku. Vyuzivaji se napfr.
v pfipadech ekologickych havarii (spolu s nimi se zkoumaji i vzorky vody, rostlin,

pfip. uhynulych zvirat). [13]

2.6.5. Polymery a vilakna

Polymery jsou vyznamnym dukaznim materidlem, ktery mulze nést
informaci sam o sobé&, nebo ji skytat jako podlozi pro hlavni stopu, napf. kdyz

jsou vlakna papiru potfisnéna barvou.

Polymery jsou tvofeny fadou spojenych monomerd. Ty mohou byt bud
vSechny stejné, nebo rtzné (kopolymery nebo také heteropolymery). Existuje
také celd rada spojll mezi monomernimi jednotkami. Polymery reaguji na narust
okolni teploty méknutim a mohou ménit své skupenstvi, tyto reakce se obecné
oznacuji jako termoplastické chovani. Co se tyka jejich chemického slozeni,
Casto obsahuji pfimési pro vylepSeni jejich vlastnosti, standardné zmék&ovadla
proti popraskani vlaken. Typicky u natérd aut nechceme, aby barva popraskala
pfi roztahovani a smrstovani kovu auta v reakci na stfidani teplot. Naopak
polymery zadrzujici napoje sycené oxidem uhliCitym musi byt velmi pevné a
nepoddajné. Déli se do dvou skupin na polymery pfirodni (biopolymery) a
syntetické. 2
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Biopolymery

Biopolymery se ziskavaji z pfirodnich zdroju (rostliny, zZivoCichové). Patfi
sem hlavné celuldéza, polysacharid a zakladni stavebni prvek papirovych a
bavinénych viaken. Patfi sem také polysacharid chitin, ktery slouzi napf. jako
vnéjsi kostra vétsiny ¢lenovcl (hmyz, krabi, aj.). Chitin ma zvlastni vyznam ve
forenzni entomologii. DalSi biopolymery jsou slozené z molekul glukdzy nebo ji

pribuznych latek. Patfi sem Skrob a glykogen, které maji funkci zasobnich latek.

Biopolymery tvori zaklad pfirodnich vilaken, které se dale mohou délit na
rostlinna (bavina, kapok, len, konopi, juta), zivo€isna (vina, srst, korské zine,

hedvabi) a anorganicka (azbest).

Bavinéna vlakna jsou ze vSech pfirodnich vlaken nejCastéjsSim forenznim
materialem. Bavina je tzv. semenné vlakno, protoze vznika v tobolkach baviniku.
V laboratofi se jednoduse identifikuje pomoci polarizacniho mikroskopu, maji
tvar tenkych masliCek s tzv. konvolucemi — az nékolikanasobnym stoenim

vlakna. [

o

Obr. 5: Detailni pohled na vlakna baviny pod mikroskopem. Napravo jsou

pozorovatelné charakteristické maslicky s konvolucemi.
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Polosyntetické polymery

Polosyntetické polymery stoji logicky mezi biopolymery a syntetickymi
polymery, jsou tvofeny regenerovanou celulézou. Jejich zastupci jsou napfiklad
umeélé hedvabi (rayon, napf. viskoza), celofan nebo nitroceluldéza (stfelna

bavina). 2
CH,OH CH,OH CH,OH

¢—0O H C—O
I/H \ Lt \I\ |/H \l\

0 O\ OH H C OH H C o
\I ?/’ NG \J\c—c

H OH H OH H OH

Obr. 5: chemicka struktura celulézy.
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Obr. 6: chemicka struktura rayonu.
Syntetické polymery

Nejznamejsim syntetickym polymernim vilaknem je patrné nylon. Mezi
dalsi zastupce se fadi polyamidy, polyestery, polypropyleny, polyuretany,

polyvinylchloridy apod. 2 1°]
Zajisténi viaken

Vlakna se uvoliuji samovolné nebo pfi mechanickém pusobeni (kradez

aut, vloupani, prepadeni, znasilnéni). Prokazuji kontakt textilie s jinym

pfedmétem, vzajemny kontakt textilii nebo kontakt textilie — télo. Distribuce

vlaken urcuje plsob pachani trestného &inu.

Vzorky se odebiraji z vozidel, odévl, casti téla a plosné. Vyuziva se

k tomu pinzety a lupy, vytfepani nosiCe stopy nebo specialni nastavce na
vysava¢. Vldkna mlzeme odebrat také pomoci daktyloskopické folie,
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pruhledné/nepruhledné lepici pasky, hiebene ¢i gazy. Sbiraji se do plastovych
nebo sklenénych vialek, papirovych oball, sacku atd. K vlaknu se vzdy musi

zajistit i porovnavaci vzorek. 19
Analyza viaken

Pfi zkoumani vzork( vldken se sleduji nejriznéjsi vlastnosti jako
morfologie (tvar, pficny fez, matovani), fyzikalni vlastnosti (teplota tani, index
lomu), chemické slozeni (druh polymeru, zuslechtovani, barviva) a barva. Ve
vetsim méfitku Ize zkoumat vlastnost textilie, jeji vazba (platnova, keprova,
atlasova), vlakna osnovy a uUtku a dalsi dllezité markanty. U textilnich viaken
muUzeme sledovat tzv. barevnou metamerii, kdy dva pigmenty s riznymi

absorpénimi kifivkami mohou tvorit stejny barevny viem. [°]

3. Metody zkoumani mikrostop

Mikrostopy jsou z podstaty tvofeny naprosto minimalnim mnozstvim
materidlu (vaha nékdy pouze v fadech pikogramu), ktery se navic ¢asto jen velmi
obtizné oddéluje od substratu. Navic by se béhem analyzy nemél zpracovat
uplné cely a tim potazmo znicit. Proto jsou analytickymi metodami prvni volby
vzdy primarné nedestruktivnino charakteru, jako napf. opticka a elektronova
mikroskopie, mikrospektrometrické metody (UV-VIS, infracervena spektrometrie),
rentgenova fluorescence nebo rentgenova difrakéni analyza. Tyto metody

umozriuji stanoveni chemického slozeni vzorku a jeho strukturu. []

V nasledujicich podkapitolach jsou popsané jednotlivé analytické metody,

jejich princip, vyznam ve zkoumani mikrostop, a také jejich klady a zapory.

vvvvvv

testy.
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3.1.  Skenovaci elektronova mikroskopie
3.1.1. Princip SEM

SEM je metoda uréena predevsim k pozorovani povrchu vzorkd, k éemuz
vyuziva zuzeny a pohyblivy svazek elektront. Jde o nepfimou zobrazovaci
metodu, protoze obraz se tvofi pomoci sekundarniho signalu (sekundarni a
odrazené elektrony). Elektrony interaguji s atomy na povrchu vzorku i produkuji
rizné signdly obsahujici informaci o povrchu zkoumané stopy a jeji slozeni.
Poloha paprsku elektrond v kombinaci s intenzitou sekundarniho signalu
postupné tvofi obraz s velkou hloubkou ostrosti SEM se vyuziva napf. pfi

analyze povystielovych zplodin nebo ¢astic z airbagu. 19 20

3.1.2. Mechanismus SEM

SEM vyuziva detektory sekundarnich a odrazenych elektront. Metoda detekce
sekundarnich elektronl vyuzivd neelastickych interakci mezi paprskem
primarnich elektronll a vzorkem, sekundarni elektrony pochazeji z povrchu
vzorku a blizkého okoli, maji nizsi energii a intenzita jejich signalu zavisi na uhlu
paprsku primarnich elektronl. NejCastéjsim typem je Everhart-Thorneyuv
detektor se scintilatorem ve Faradayové kleci, ktera je lehce pozitivné nabita a
pfitahuje sekundarni elektrony. Detektor je umistén po strané komory
k efektivngjsi detekci elektronl s nizs$i energii. Scintilator tyto elektrony
akceleruje, nasledné jsou konvertovany na fotony a jejich signal je amplifikovan
fotonasobicem. Tato metoda je velmi vhodna na detailni sledovani povrchu
vzorku a da se pouzit také u BSE modelu, kdyz se odstrani efekt Faradayovy

klece.

Oproti tomu odrazené elektrony (backscattered electrons, BSE) vyuzivaji
elastickych kolizi primarnich elektronl s atomy vzorku, coz plsobi zménu jejich
trajektorie. U BSE metody je sila signalu pfimo umérna protonovému Cislo, vétsi
atomy tvofi mnohem silngjSi signal. BSE poskytuji informaci o topografii,

krystalické struktufe a magnetickém poli vzorku.
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Zdrojem elektronl je elektronova tryska (jinak také elektronové délo).
SEM muze mit termoemisni nebo autoemisni zdroj. U termoemisniho zdroje se
vlivem prlchodu elektronl zahtiva specialni viakno a nasledné dochazi k uniku
elektrond. VIakno muze byt wolframové nebo z hexaboridu lathnatého (LaB6). U
studené emise jsou elektrony emitovany studenym wolframovym vilaknem
vyleptanym do hrotu, anebo Schottkyho diodou. Ta je narozdil od hrotovych
zdroju vice odolna a ma kratsi zotavovaci dobu. Schottkyho zdroj se sklada z

monokrystalickeého wolframového dratu, ktery je vyleptany do hrotu.

Dalsi casti mikroskopu jsou elektromagnetické Cocky, které zmensSuji
primér paprsku primarnich elektrond. Je to soustava prstenct z Cistého,

mékkého Zeleza zasazené v civkach a funguji pouze ve vakuu. 20

3.1.3. Zpracovani vzorku

Nevodivé vzorky (napr. biologické) musi byt vysuSené, zafixované proti
post mortem zménam, pied vlastnim pozorovanim potazené tenkou vrstvou kovu
(typicky zlato, stfibro) o par desitkdch nm s dobrou elektrickou a tepelnou
vodivosti, ktera zajistuje odvod zaporného naboje a tepla, ve které se premeéni
vétSina energie urychlenych primarnich elektront. Néktera rezidua primarnich
elektronl se ale mohou odklonit, spojit se sekundarnim signdlem a pusobit

artefakty na obrazu. 20

3.1.4. Vyhody a nevyhody SEM

SEM je velmi verzatilni nastroj pro zkoumani Sirokého spektra vzorku.
Primarné slouzi k ziskani informaci o povrchové strukture stop. Vyhody této
metody tkvi v nedestruktivnosti metody a ve velké hloubce ostrosti snimaného
obrazu. RozliSovaci schopnost SEM muze byt dokonce pod 1 nm. Navic existuje
fada variant specializovanych detektort podle typu zkoumaného objektu. Dalsi
vyhodou je goniometricky stolek v pfistroji, na kterém je vzorek umistén, se

kterym Ize pohybovat do mnoha sméru.
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Nevyhodou této metody je nutnost prfipravy preparatu pfi
vysokovakuovém SEM, specifické pozadavky jednotlivych emisnich vidken na
hodnoty vakua a u nékterych viaken jejich nizsi zivotnost. Mohou vznikat
artefakty, pfip. popraskani vzorku vlivem tepla z narazu primarnich elektron.
Vady se mohou tykat i soustavy elektromagnetickych cocCek (sféricka vada,

chromaticka vada, osovy astigmatismus). 2%

3.1.5. SEM s energiové disperzni rentgenovou spektrometrii

Princip metody

Energiové disperzni rentgenova spektrometrie (EDXS) v kombinaci se
SEM je patrné nejrozsifenéjsi metodou pro povrchovou analyzu vzorku zalozena
na detekci rentgenového (RTG) zareni. EDXS vyuziva interakci zkoumaného
vzorku a elektronového paprsku zdroje. Kazdy vzorek, resp. kazdy prvek ma své
charakteristické chovani, atomovou strukturu, pocet elektron v jednotlivych
valenénich vrstvach s urCitou energii. V klidu jsou atomy v zakladnim stavu a
jejich elektrony neexcitované. Kdyz se vSak na vzorek zacili paprsek primarnich
elektronu ze zdroje, elektrony ve spodnim plasti atomd vzorku se odstépi a misto
po nich vyplni elektrony z vnéjsiho plasté s vyssi energii. Tento rozdil energie je
uvolnén ve formé RTG zéareni. S EDXS je mozné urcit prvky pocinaje borem
(Z=5), idealné ale az od sodiku (Z=11). Tato metoda se pouziva napf. pfi

analyze natérovych hmot.

Energie emitovanych RTG paprskiu Ize méfit a urcit prvkové slozeni
vzorku i jejich relativni mnozstvi, tato energie je totiz charakteristicka pro kazdy

atom. Specifické pribéhy emisnich kfivek jsou odvozeny od Moseleyho zakona.

Dfive byl béznym detektorem kiemikovy detektor dotovany lithiem (Si Li)
a chlazeny kapalnym dusikem. Ty funguji na principu zachyceni RTG zéareni ze
vzorku, poté se tvofi nabojové pulzy proporéné k energii zareni, které jsou

nasledné konvertovany na proporCni napétové pulzy, které jsou sefazeny a
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analyzovany podle napéti. Podle energie jednotlivych RTG paprsku se

vyhodnocuje pfitomnost konkrétnich prvku.

Nyni jiz existuje novéjsi kfemikovy driftovy detektor (SDD) z vysoce
odolného kfemikového Cipu. Zde jsou elektrony hnany na malou sbérnou anodu,
ktera ma extrémné nizkou kapacitu, kratSi dobu zpracovani, velmi vysokou
propustnost a lepsi rozliseni nez tradi¢ni detektory. Navic minimalizuje proud
paprsku a snizuje poskozeni vzorku. SDD jsou velmi vhodné k analyze tézkych
kovl. Oproti Si (Li) detektoru ma vy$si rozliSeni a chlazeni probiha za pomoci

Peltierova ¢lanku.

Vyhody a nevyhody EDXS

Vyhody EDXS jsou mnohé: dokaze zméfit tloustku jednotlivych vrstev
vicevrstvého povrchu (napf. u kovu a slitin), ma vybornou hloubku ostrosti diky
velmi presné zamérenému primarnimu paprsku, jesté detailnéjsi kvantitativni a
kvalitativni informace. Navic se mnozstvi analyzovaného vzorku muze
pohybovat uz kolem jednotek pm3. Je to rychld, pomérné levna a nedestruktivni

analyticka metoda povrchu a prvkového slozeni mikrostop. 122 23, 24]

Nevyhoda EDSX tkvi hlavné v tom, ze nékteré prvky mohou mit podobna
maxima emisnich spekter a vysledky se mohou pomérné snadno
misinterpretovat. To Ize odstranit provedenim spektralni dekonvoluce v kazdém
bodé k odstranéni prekryvl. Prekryv spekter muze nastat napf. u dvojic fosfor-
zirkonium, zinek-lanthan, hlinik-lanthan atd. DalSi moznou komplikaci je, ze RTG
paprsky jsou ze vzorku vyzarovany izotropicky a vSechny tak nemusi byt

detekovany, pokud neni signal dostatecné silny. [22.23.24]

3.1.6. SEM s vinové disperzni spektrometrii

SEM s vinové disperzni spektrometrii (WDXS) funguje na podobném
principu jako SEM/EDXS, ale oproti analyze celého vyzafeného spektra
sekundarniho signalu hodnoti prvek po prvku na zakladé prvkové specifickych

vinovych délek. WDXS metoda dokaze urcit prvky uz od beryllia (Z=4).



Nesporné vyhody skytaji vétSi presnost, nizsi detekéni limity a
nedestruktivita metody. Nevyhodou je asova naroénost méreni (desitky minut) a

vysoka cena i objemnost pristroje. 24

3.2. Rentgenova fluorescencni spektrometrie
3.2.1. Princip metody

Rentgenova fluorescenéni spektrometrie (X-Ray fluorescence, XRF) je
metoda pouzivana k detekci prvkového slozeni vzorkl. K analyze se vyuziva
kratkovinného RTG zafeni ze zdroje a nasledné interakci s materidlem. Je
vhodna pro chemickou analyzu kovd, slitin, hornin, skla a rlznych pigmentuU.

Opét se obvykle pracuje ve vakuu. 2

Princip XRF je podobny jako EDXS, elektrony ve vnitfnim obalu atom(
vzorku kompenzuji elektrony uniklé z vnéjsiho obalu po zasahu RTG zafenim a
vyzari tak energii ve formé fotonu. Tato fluorescenéni energie je opét

charakteristicka pro kazdy prvek.

Podobné jako u EDXS/WDXS se da analyzovat detekovany signal dvéma
zpUsoby. MUze se kvantifikovat energie vzorkem vyzafeného paprsku metodu
disperzni energie, ktera je rychla, velmi pfesna a nedestruktivni. Druhou
moznosti je méreni vinové délky emitovaného paprsku metodou disperzni vinové
délky, kdy se fotony prfed snimanim na detektoru separuji difrakci. Tato metoda
ma ovsem destruktivni charakter, navic vyzaduje specifickou formu vzorku

(stlaceny prasek).

Existuji také mobilni XRF analyzatory pro rychlé predbézné testy, kdy
neni nutna zadna pfiprava vzorku. Ty maji pochopitelné nizsi detekeni limity a

nejsou vhodné pro analyzu lehkych prvkd nebo tenkych povrch(. 2]
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3.2.2. Vyhody a nevyhody XRF

Je to velmi rychlda a nedestruktivni metoda, ktera nevyzaduje slozitou
pfipravu vzorku. Poskytuje analyzu Sirokého spektra materidll, ke které u

nékterych materiall (sklo) staéi velmi mala tloustka vzorku v fadech mm.

Naopak pfi zkoumani kovl je potifeba odstranit pfipadnou korozi a mit co

nejméné poruseny vzorek. 29

3.3.  Rentgenova difrakéni spektrometrie
3.3.1. Princip metody

Rentgenova difrakéni spektrometrie (XRDS) zkouma a charakterizuje
strukturu praskovych nebo tenkych mikrokrystalickych materiald, jejich chemické
slozeni a krystalickou orientaci. Takto se daji analyzovat napf. chemické

substance a nejrtiznéjsi polymery.

Krystalicky material ma charakteristické opakujici se usporadani atomu.
Po dopadu RTG paprsku konkrétni vinové délky s nim elektrony zkoumaného
vzorku reaguji oscilaci a vznika elektronovy mrak, fungujici jako sekundarni zdroj
informace, protoze generuje elektromagnetickou radiaci se stejnou frekvenci a
fazi jako dodané RTG zareni. Kazdy atom emituje radiaci, ktera podstoupi bud
konstruktivni nebo destruktivni interferenci. Konstruktivni inference se da
analyzovat, konkrétné jeji difrakéni maximum, a tak urcit konkrétni vlastnosti

vzorku. 201

3.3.2. Vyhody a nevyhody XRDS

Tato metoda poskytuje precizni analyzu krystalické struktury a typu
slouc¢enin mineralniho charakteru. Je jednoducha a spolehliva, pfinasi dulezité

kvantitativni informace a ma nedestruktivni povahu.
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Nevyhodou je, ze pro urCeni struktury organickych makromolekul je treba

zajistit krystalickou strukturu vzorku, coz maze byt limitujicim faktorem. [26]

3.4. Infracervena spektrometrie
3.4.1. Princip metody

Metoda infraCervené spektrometrie (infrared, IR) je zalozena na interakci
IR zareni se vzorkem. IR spektrometrie se podle rozsahu vinovych délek déli na
dalekou, stfedni a blizkou IR oblast elektromagnetického spektra, pro identifikaci
chemické struktury vzorkd je nejvyznamnéjsi stiedni IR oblast (4000-400 cm-').
Oblast mezi cca 1400-650 cm™! je tzv. ,oblasti otisku prstu, protoze obsahuje
informace o vibracich molekul, podle kterych lIze urcit prvkové slozeni vzorku.
Vyuziva se zde principu, ze neexistuji dvé slouceniny se stejnym vzorem IR
spektra v této oblasti. Touto metodou se identifikuje chemicka struktura vzorku
pevného, kapalného i plynného skupenstvi jako polymery (jejich degradace a

stupen polymerace), barviva atd.

Sila IR zareni nestaci k vybuzeni elektronu, ale zpUsobi zménu rotaéniho
nebo vibraéniho stavu molekul. IR spektrum vzorku je zachyceno prochazejicim
monochromatickym paprskem z pristroje. Pokud je frekvence IR stejna jako
vibracni frekvence molekul, paprsek je absorbovan. Analyza proslého paprsku
odhali, kolik energie bylo absorbovano a v jaké Casti spektra a vysledek se poté
porovnava s referenénimi materialy. Spektrometr je schopen uréit frekvencni
spektrum vzorku béhem vtefiny, proto je IR spektrometrie vhodna i pro ménée

stabilni vzorky. 1271

3.4.2. Techniky méreni spekter pevnych vzork(

Pevné vzorky se daji méfit vicero zpusoby. K méreni spekter se mlze

pouzit pfima (transmisni) technika nebo odrazova (reflexni) technika méreni.
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Pfimé méreni

Pfimé méreni je nejlepsSi pro ziskani absorpénich spekter z pevnych
vzorkU, jde vS§ak pouzit jen u samonosnych vrstev polymert. Variantou je vytvorit
ze vzorku slisovanou tabletu ze vzorku a vhodného optického materialu (napf.
bromid draselny). U této techniky mize nastat chyba v pfipadé reakce vzorku

s pfimichanym optickym materialem.
Odrazové méfeni

DalSi variantou je odrazova technika méreni vzorku, ktera se uziva u
pevnych, kapalnych nebo velmi viskéznich vzorkd. Téchto technik je vicero, pro
nastin zminuji dvé vybrané. Existuje metoda difuzni reflexe (diffuse reflectance
infrared Fourier transform spectroscopy, DRIFTS), vhodna pro pevné vzorky ve
formé prasku. Je nedestruktivni, vzorky se nemusi mlit ani lisovat. Navic staci
malé mnozstvi vzorku. Je vysoce citlivd a dokaze analyzovat i témér
neprUhledné a slabé absorbujici povrchy. Dal$i moznosti je metoda zeslabené
totalni reflexe (attenuated total reflectance, ATR), ktera je zvlast vhodna pro
analyzu povrchi silné absorbujicich kapalnych ¢&i viskdznich vzorkl (pasty, gely,

prasky apod.) a vyuziva ATR krystalu s velkym indexem lomu. [27]

3.4.3. Vyhody a nevyhody IR spektrometrie

Mezi vyhody IR spektrometrie patfi jeji jednoduchost, spolehlivost,
rychlost méreni a nedestruktivita. IR spektrometrie poskytuje pfesnou identifikaci

neznamych vzorku v§ech skupenstvi, ale také moznost charakterizace novych.

Nevyhodou je neaplikovatelnost na vzorky obsahujici vodu vlivem jeji
silné absorpce IR zarfeni. Také ji nelze pouzit pro prvky v krystalickém stavu. Je
potieba vzorky pred analyzou upravit (drceni na prasek, tvorba tablet). Také je
dalezité zminit, Ze IR spektra jsou velmi komplikovana a jejich analyza vyzaduje
jisté zkuSenosti. ObCas se také stava, ze vzorek nelze definitivné urCit na
zakladé jediného IR spektra, potom je vhodna IR spektrometrie s Fourierovou

transformaci (viz dale), pripadné dalsi metody jako je hmotnostni spektrometrie.
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Kvantitativni analyza mulze byt problematickd, pokud je vzorek pfili§ malo nebo

naopak az prili$ koncentrovany. [27]

3.4.4. Infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci

Metoda infracervené spektrometrie s Fourierovou transformaci (FTIR) pouziva
oproti klasické IR spektroskopii Michelsonlv interferometr, ktery pouziva
polychromaticky paprsek a je tak schopen zachytit mnohem detailngjsi signal
(rozliseni az 0,1-0,005 cm), takze si poradi i s komplexnéjsimi vzorky. Navic
k detekci stadi extrémné malé mnozstvi vzorku (1% g). V kombinaci s ATR
metodou navic neni potfeba jakékoliv pfipravy vzorkd. Metoda je idedlni pro

zkoumani vzorkd polymerd, drog, chemikalii a neznamych materiald. [27: 28l

3.4.5. Blizka infracervena spektrometrie

Blizka infracervena spektrometrie (near-infrared, NIR) je metoda analyzy
blizké IR oblasti (12500-4000 cm-') z elektromagnetického spektra vzorku.
Dokaze proniknout hloubégji do vzorku, ale je méné citliva. Vyhodou NIR metody
je, ze pro ni neni tfeba vzorek upravovat a nenici se. Je to vhodna metoda napr.

pro analyzu potravin. [?°]

3.5. Ultrafialovo-viditelna spektrometrie
3.5.1. Princip metody

Ultrafialovo-viditelna (UV-VIS) spektrometrie funguje na principu vystaveni
zkoumaného materialu primarnimu paprsku UV/VIS Zzafeni, zméfi se mira
absorpce primarniho paprsku pfi prichodu vzorkem, resp. pomér intenzity
svételného paprsku proslého vzorkem a intenzity paprsku pred prlchodem.
RUzné vzorky opét absorbuji svétlo odliSné na zakladé svého chemického

slozeni a mohou tak napovédét, co je vdaném materidlu pfitomno.
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Spektrofotometr mUze méfit také tzv. odrazivost, coz je pomér intenzity svétla
odrazeného od vzorku ku intenzité svétla odrazeného od referen¢niho materialu.
UV-VIS se pouziva primarné pro méfeni kapalnych vzorku, ale absorbance plyn(
a pevnych latek Ize zméfit také. Metodou Ize napr. sledovat degradaci drog.
Vinovéa délka bezbarvych vzorkl se pohybuje kolem 10-380 nm (UV oblast), u

viditelné barevnych vzorkU je kolem 380-780 nm (VIS oblast). (0]
UV-VIS spektrofotometr obsahuje nasledujici ¢asti:

Zdroj elektromagnetického zareni — wolframova zarovka (350-3000 nm,
VIS oblast), deuteriova vybojka (190-400 nm, UV oblast), xenonova vybojka
(160-2000 nm) nebo v soucasnosti také LED dioda (VIS oblast).

Monochromator — k rozptylu polychromatického paprsku na jednotlivé

monochromatické paprsky, kdy se pusti dale na vzorek jen jeden.

Kyveta s méfenym vzorkem — transparentni nadoba tvaru kvadru, idealné
z taveného oxidu kiemicitého nebo z kiemenného skla. Sklenéné nebo plastové
se daji pouzit pouze omezene, protoze absorbuji v UV spektru. Stény kyvety

musi byt naprosto Cisté.

Detektor — zafizeni muze mit fotondsobi¢, fotodiodu, fotodiodové pole
nebo detektory CCD. Ty ve spojeni s pevné nastavenym monochromatorem jako

jediné mohou méfit vice vinovych délek simultanné. (20

3.5.2. Pfiprava vzorku

Vzorek pro UV/VIS spektroskopii musi byt naprosto propustny pro
paprsek ze zdroje. Nesmi obsahovat zadné pevné Castice, proto je tfeba pouzit
vhodné rozpoustédlo (solvent). Nékdy je vhodné pouzit k rozpusténi vzorku

sonikator. Rozpoustédlo musi byt opticky Cisté. 3%
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3.5.3. Vyhody a nevyhody UV/VIS spektrometrie

UV/VIS spektrometrie je kvantitativni analyza koncentraci organickych &i
anorganickych latek (barviva). Je to rychla, jednoducha a velmi pfesna metoda, i

malé spektrometry poskytuji excelentni vysledky.

Vv

okolniho svétla, vibraci okolnich elektronickych zafizeni), omezené pole
pouzitelnosti z divodu absorpce zareni nékterymi analyty, destruktivita metody,
kyvety jsou pomeérné drahy spotfebni material, levné maji zase pomeérné
omezené pouziti (napf. jen pro VIS). Vzorky s neznamou kombinaci latek mohou

byt velmi naro¢né na urceni. 301
3.6. Ramanova spektrometrie
3.6.1. Princip metody

Ramanova spektrometrie (RS) je nedestruktivni metoda analyzy vzorku
komplementarni k IR spektroskopii — RS je také metoda zalozena na rozdilu
energii vibracnich hladin molekul. RS ale méfi neelasticky rozptyl svétla, IR
spektrometrie se zaméruje na absorpci fotonl. Vyuzivda Ramanova rozptylu, coz
je jev pozorovany pfi interakci fotonU primarniho paprsku s pohybem molekul.
Rozptylené zareni slouzi ke urCeni specifickych zmén vibracni energie latek
(Ramanuv ,fingerprint‘). RS se pouziva pro identifikaci drog, analyzu vlaken,
inkoustl, vybusnin, biologického materidlu atd. Poskytuje detailni informace o
chemické strukture, fazi, krystaliénosti a molekularnich interakcich vzorkd.
Vzhledem ke komplexité namérenych spekter se vyuziva knihoven se znamymi

spektry konkrétnich latek.

Vzorky se ozafuji paprskem fotonU ze zdroje, pfi této interakci se da
pozorovat energeticky prechod molekul vzorku. Molekuly vzorku mohou po
stimulaci fotony emitovat foton o stejné vinové délce (Rayleighlv rozptyl, jediny

elasticky, nenese Zzadnou informaci), foton o del§i vinové délce (Stokeslv

Vv
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StokesUv rozptyl. Stokesuv rozptyl je statisticky pravdépodobnéjsi a intenzivnéjsi

nez anti-Stokeslv rozptyl, takze se méfi pri RS prakticky vzdy. 31]

Raman Scattering

' >)

Obr. 8: Znazornéni interakce molekuly vzorku s paprskem fotonu pfi RS.

3.6.2. Vyhody a nevyhody Ramanovy spektrometrie

RS je vysoce specificka kvalitativni i kvantitativni analyza, kterou Ize
vyuzit i vterénu. Je to precizni, rychla, a hlavné nedestruktivni analyza bez
potfeby pripravy vzorku. Toho navic sta¢i velmi malé mnozstvi a muze

obsahovat vodu.

Hlavni nevyhodou metody je, Ze Raman(v efekt je velmi slaby, proto je
potfeba peclivé a precizné nastavit veSkeré komponenty. RS je navic mnohem
drazsi nez napr. IR spektroskopie vzhledem k vyuziti vysoce vykonnych laserU.
Dale se vlivem zahfivani mohou narusit vzorky. RS nelze pouzit k analyze kov(
a neni moc vhodna k méreni komplexnich smési, protoze poskytne fuzi vSech
spekter jednotlivych molekul dohromady, coz mulze znaéné =ztizit praci.
V takovém pfipadé je vhodné pouzit chemometrické metody k identifikaci

konkrétnich molekul. B
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3.7. Mikrospektrofotometrie

Mikrospektrofotometrie (micro-spectrophotometry, MSF) je nedestruktivni
metoda pojici pozitiva mikroskopie a spektrometrické analyzy. Muze mérit
transmitanci, absorbanci, odrazivost nebo fluorescenci vzorku podle nastaveni.
Je extrémné detailni, mize méfit plochy s primérem pod 1 um a mikroskopem
se da velmi pfesné kontrolovat zkoumana oblast. Vyuziti nalézaji
v kriminalistické analyze vladken, barviv nebo pigmentl (napf. komparace
barevnosti), da se snimi sledovat chovani vzorkl pfi raznych typech

prachodu/odrazu svétla. 132

Konkrétni typy MSF mohou byt mikroskopem doplnéné jiz zminované
metody jako mikro-UV/VIS (nedestruktivni analyza vidken, pigmentl, inkoustl),
mikro-ATR (analyza drog, pigmentd) nebo mikro-RS (analyza pigmentd,

inkoust).

Tyto metody poskytuji moznost zkoumat vzorky do jesté vétsiho detailu,
vzorek proveri strukturné i spektralné, jsou schopny rozliSit jednotliva absorpéni
spektra komplexniho mikroskopického obrazu. Nevyhodou MSF metod je horsi

opakovatelnost méreni. 2

3.8. Plynova chromatografie
3.8.1. Princip metody

Plynova chromatografie (gas chromatography, GC) je metoda analyzy
vzorkl zalozena na prevedeni vzork( do plynné faze a teplotni separaci
odliSného obsahu vzorku. Zkoumané vzorky mohou mit plynné, kapalinné i
pevné skupenstvi. GC ma velmi Siroké vyuziti, je vhodna ke studiu
anorganickych i organickych latek, k identifikaci IéCiv a drog, rozpoustédel,
pfimési, a to i ve stopovych koncentracich. Zcela bézné se také pouziva jako

predbézna metoda k oddéleni slozek pro jiné testy. 133l
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PFistroj je slozen z nasledujicich komponent:

Zdroj nosného plynu: tlakova lahev s heliem, vodikem, dusikem nebo
argonem. Plyn musi byt inertni a extrémni Cistoty (min. 99,99 %). Plyn je mobilni

faze vedouci vzorek GC kolonou.

Davkovaci systém: tudy se malé, prfesné definované mnozstvi
zkoumaného vzorku vpravuje do systému. Analyzované vzorky musi mit plynny
charakter, takze pevné latky se nejdfive rozpoustéji v rozpoustédle (dostaneme
kapalny vzorek) nebo se zahfivaji, ¢imz se ziska volatilni (plynna) slozka vzorku.

Kapalina se pred vstupem do kolony nejprve musi ve vyhfivané nastfikové
komore odparit.

ZLikladni éasti plynového chromatografu

detektor

davkovaci systém — ™ |

s Y

R e =

zdroj nosného plynu  —

kolona termostat

Obr. 9: Jednoduché schéma plynové chromatografie.

Kolona: v ni je umisténa stacionarni faze, ktera zapficini separaci vzorku
hnaného mobilni fazi (nosnym plynem) na jednotlivé chemické slozky na zakladé
rozdilnych chemickych a fyzikalnich vlastnosti, tyto rozdélené fragmenty vzorku
potom putuji kolonou s rozdilnou rychlosti. Existuji dva typy kolon: naplriova —
velmi tenka trubice (jednotky mm) o délce v fadech jednotek metrli, vyplnéna
sloupcem jemné zrnéné stacionarni faze. Kapilarni kolona je o néco Sirsi trubice
(desetiny mm) s délkou v desitkach metrl. Stacionarni fazi je tenka vrstva na
vnitini sténé kapilary ve formé adsorbentu, nosiCe s kapalinou, nebo filmu
kapaliny. (3
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Detektor: zachycuje a digitalizuje signal z jednotlivych chemickych
podslozek vzorku postupné prichazejicich z kolony. Existuje cela rada detektoru
specializovanych na konkrétni latky. Napr. plameno-ionizacni (FID) detektor se
Sirokym rozsahem a vysokou citlivosti na uhlikaté slouceniny, tepelnévodivostni
detektor detekujici véechny latky s nizsi citlivosti, detektor elektronového zachytu
(ECD) pro detekci halogenu, plamenofotometricky detektor pro detekci sirnych

nebo fosfor obsahujicich latek a;.

Analyza: vyhodnoceni chromatogramu, coz je soubor vsech signall
z detektoru v podobé fady ,pik“. Casovy pribéh a intenzita jednotlivych signald
se porovna s referenCnimi latkami a presné se identifikuji jednotlivé chemické

slozky i jejich koncentrace. [33]

3.8.2. Vyhody a nevyhody plynové chromatografie

GC je hlavni analytickou metodou pro separaci volatilnich latek — plyn,
kapalin i pevnych latek (organickych sloucenin). GC je rychla, pomérné
jednoduchd, opakovatelna, diky Siroké nabidce specializovanych detektorll ma
Siroké spektrum vyuziti a pfinasi precizni kvantitativni vysledky. Velkym

pozitivem je schopnost odlisit i jednotlivé slozky velmi komplexnich slouéenin.

Nevyhoda GC je, ze je omezena na volatilni vzorky, které nesmi vlivem
tepla degradovat. Nosny plyn musi byt velmi Cisty, popf. se musi docistit.
Detektory musi byt nosnym plynem neustale promyvany, nesmi se k nim dostat
kyslik, aby neoxidoval jejich povrch a neposkodily se. GC je vétSinou destruktivni
metodou (zalezi na pouzitém detektoru) a nelze ji pouzit k separaci tézkych

makromolekul vzhledem k nutnosti volatility slozek. [33]

3.9. Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie (LC) je metoda latkové separace podobna GC,

ale namisto nosného plynu vyuziva jako mobilni fazi kapalinu. Logicky tedy
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nezahrnuje nutnost odpareni vzorkl, namisto toho musi byt kapalné. Tento

princip vyuziva vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC).

LC muzeme rozdeélit podle mechanismu separace na adsorpéni (liquid-
solid, LSC, popf. liquid-liquid, LLC), gelovou (gel permeation, GPC), ionexovou
(ion-exchange, IEC) aj. LSC vyuziva k separaci interakce molekul vzorku
s povrchem sorbentu, LLC interakce se zafixovanou stacionarni fazi. GPC
vyuziva rtzné velikosti ¢astic a velikosti pért analytického gelu a IEC funguje na

principu interakce s nabitym nosi¢em a nasledné separace iontd ze vzorku. [34]

3.9.1. Vysokouc€inna kapalinova chromatografie

HPLC je extrémné ucinna metoda latkové separace organickych latek,
jako jsou kyseliny, bilkoviny, [é¢iva, drogy, rizné metabolity apod. Vyuziva se i
pfi analyze PBR. Ve srovnani s klasickou sloupcovou chromatografii je separace
latek mnohem efektivnéjsi. VétsSina analytickych separaci nizkomolekularnich
latek se provadi touto metodou. Zkoumané vzorky musi byt rozpustné ve vodé

nebo v organickych rozpoustédlech.

HPLC systém je podobny GC systému. HPLC ale vzhledem k vyuziti
obsahuje pumpu s odplyriovaéem mobilni faze. Pumpa mlze mit rizny pocet
privodnych kanall s nosnou kapalinou podle vybraného typu eluce. Isokraticka
eluce znamena, ze slozeni mobilni faze bude konstantni po dobu separace, coz
vede ke stabilni zakladni linii chromatogramu, ale také k Sir§im pikim pozdéji
eluovanych frakci. Isokratické cerpadlo tvofi vysoky tlak, je pouze jednokanalové
a mobilni faze se musi pfedem pfipravit a promichat. Slozeni mobilni faze je
stejné po celou dobu méreni. Nevyhodou je nutnost neustale proplachovat

kolonu rozpoustédlem pod vy$sim tlakem, aby se prodistila od v§ech slozek. (9]

U gradientové eluce je proménlivé slozeni mobilni faze a vede k tomu, ze
piky na chromatogramu jsou uzsi a také muze byt dosazeno separaci slozek
nizSich koncentraci, kterych bychom s isokratickou eluci nedosahli. Gradientni

eluce probiha rychleji. Nevyhodou je drift zakladni linie, nezbytny ¢as na
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vyCisténi kolony na originalni slozeni kapaliny a nemoznost pouziti nékterych
detektorl. U gradientové eluce se pouziva bud kvarterni nizkotlaké gradientové
Cerpadlo, které je Ctyfkanalové a tvofena smés az ze Ctyf rozpoustédel je
softwarové ovladana a proménliva v ¢ase. Druhym typem pumpy je binarni
vysokotlaké gradientové cerpadlo, které ma dva kandly. Az étyfi rizné mobilni

faze se posléze misi ve smésovacim ventilu. 3]

Stacionarni faze mohou mit podobné jako u GC podobu adsorbentd nebo jsou
zakotvené na nosici. Mobilni fazi je nejCastéji voda, mohou se pouzit i organicka
rozpoustédla a jejich smési. Vzorek je davkovan do kolony pod vysokym tlakem,
interaguje s obéma fazemi. Dale je veden do chromatografické kolony spojené

s detektorem. Eventualné muize byt zapojen jesté sbérac separovanych frakci. 2]
Vyhody a nevyhody HPLC

HPLC je vysoce univerzalni, robustni, ucinna, pfesna, rychla a
opakovatelna metoda separace a analyzy méné tékavych kapalnych a tuhych
latek  organické povahy rozpustnych ve vodé nebo v organickych
rozpoustedlech. Je z vétSiny zautomatizovana, takze je pomérné nenarocna na

provedeni. Je vhodna pro material citlivy na vyssi teploty (kontrast s GC).

Nevyhodou je, ze je to velmi draha metoda (,high-priced LC*) a nehodi se
pro véechny typy vzorkl, navic v pfipadé vyskytlého problému je zapotrebi mit

hlubsi znalosti k ,troubleshootingu*. 2]

3.10. Chromatografie na tenké vrstvé

Chromatografie na tenké vrstvé (thin layer chromatography, TLC) je
snadnou a rychlou metodou analyzy vzorku. Opét obsahuje mobilni a stacionarni
fazi, se kterymi vzorek interaguje. TLC se vyuziva napf. pro analyzu barvenych

vlaken. [3€]

Stacionarni faze je opét sorbent (nejcastéji silikagel), kterym je potazena

sklenéna, hlinikova nebo plastova desticka. Mobilni fazi tvofi organické

41



rozpoustédlo (ethanol, chloroform s ethanolem). Na desticce se oznaci
horizontalni ¢arou vespod mista naneseni vzorkl. Kapky testovanych vzork( se
aplikuji na definované misto a desticka se vlozi do vyvijeci komory s malym
mnozstvim mobilni faze (hladina musi byt tésné pod nanesenymi vzorky).
Komora se musi rychle zavrit, protoze organické solventy se rychle odparuiji.
Rozpoustédlo zaéne vzlinat po desti¢ce vzhlru, interaguje se vzorky a separuje
jednotlivé slozky podle afinity k solventu. Jakmile mobilni faze dosahne cca 1 cm
pod horni okraj desticky, destiCka se vynda a rychle se oznaci, kam rozpoustédlo
doputovalo. Poté se rozlozené vzorky vizualizuji napf. pod UV lampou nebo se
provadi specialni nastfik pro zviditelnéni aminokyselin apod., nékdy jsou
rozlozené vzorky barevné a viditelné pouhym okem. Poté se méfi retencni
faktor, coz je pomér vzdalenosti doputovaného vzorku ku vzdalenosti, kam

doputoval solvent. Retencni faktor je pomérné charakteristicky pro kazdou latku.

Silikagel je velmi polarni, proto vzorky spiSe vespod budou vice polarni,
protoze byly atrahované k silikagelu. Naopak vzorky, co vystoupaly vySe jsou

spise méneé polarni.

TLC je velmi rychld, levna a jednoducha orientacni metoda pro urceni
pfitomnosti nevolatilnich latek ve vzorku. Nevyhodou je, ze funguje pouze pro
nevolatilni latky a musi se vybrat vhodné rozpoustédlo, aby se v ném vzorek

nerozpoustél az prilis, a tak cely vyvzlinal spolu s rozpoustédlem. [3€]

3.11. Hmotnostni spektrometrie
3.11.1. Princip hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry, MS) je kvalitativni i
kvantitativni analytickd metoda komplementarni k mnoha metodam, obzvlast
separacnim (GC-MS, LC-MS). Je také vhodna napf. k IR spektroskopii pro
spektru). Z nazvu vyplyva, ze se uziva ke stanoveni hmotnosti ¢astic, ale také

prvkového slozeni a pro objasnéni chemickych struktur vzorku. MS Ize pouzit
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volatilni vzorky, pro méné volatiini vzorky se musi rozpustit ve vhodném
solventu. MS je idealni pro komplexni analyzu Ié€iv a metabolitl, analyzu drog a

fady dal$ich latek. 7]

Princip MS je zalozen na ionizaci separovanych slozek vzorku primarnim
proudem elektronl a jejich rozliSeni podle intenzity poméru hmotnosti a naboje
(m/z). Metoda pracuje se vzorky ve vysokém vakuu pro odstranéni kolize rychle
proudicich vzork( s molekulami kysliku. Molekuly se vzdy rozpadaji stejné
vlivem chemické struktury. Hmotnostni spektra Ize nasledné porovnat s databazi

znamych spekter.

Hmotnostni spektrometr obsahuje iontovy zdroj ionizujici molekuly vzorku,
iontovou optiku akcelerujici ionty a zamérfujici je do paprsku, hmotnostni
analyzator rozdélujici plynné ionty podle m/z poméru a detektor detekujici ionty

podle m/z a urCujici jejich relativni intenzitu.

Techniky ionizace molekul jsou rtzné, tzv. tvrdé ionizacéni techniky (El)
dodaji iontim nadbytek vnitini energie, takze se rozpada na mensi fragmenty.
Mekke ionizacni techniky dodaji molekule mensi energii, takze je ve spektru
viditelné minimum fragmentl. lonizaéni technika se vybird podle vlastnosti

vzorku a podle separaéni metody.

Analyzator rozdéluje ionty podle m/z. Existuje fada druh( analyzator(
(kvadrupolovy, praletovy, magneticky sektorovy). Podle zplsobu rozdéleni ¢astic
se déli na skenujici, iontové pasti, prlletové a na analyzatory pohyblivosti ionty,
které vyuzivaji nékolik fyzikalnich principl jako napf. zakfiveni drahy letu

v magnetickém/elektrickém poli, doba rychlosti letu atp.

Detektor nasledné naméri vSechny hodnoty m/z a prevede je do digitalni
podoby. Signal vSech pfitomnych iontl je dale zpracovan Fourierovou

transformaci a ziskavaji se data koncentrace kazdého iontu v realném case. 127]
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Ohfivac vzorek prevede
Sem vloZzime  do plynného skupenstvi
vzorek

lonty se urychli

Zdroj elektront

Magnet nejvice
vychyli nejlehéi ionty
Detektor

Obr. 10: Znazornéni zakladniho mechanismu hmotnostniho spektrometru.

3.11.2. Vyhody a nevyhody MS

Mezi vyhody MS patii extrémné vysoka citlivost, automatizace a moznost
,large scale” analyzy. Je to komplexni kvalitativni a kvantitativni analyza schopna
identifikovat neznamé komponenty a potvrdit pritomnost znamych. OdliSuje i
pfibuzné molekuly na zakladé molekulové hmotnosti, a pfitom spotrfebuje velmi

nepatrné mnozstvi vzorku.

Mezi jeji nevyhody patfi velmi draha porizovaci cena a celkovy provoz.
Navic se fadi mezi destruktivni metody, coz mUze byt pfi forenzni analyze
problematické. Neni moc silnd v identifikaci uhlovodikl, které produkuji stejné
ionty, stejné tak neodliSi izomery molekul. Tomuto se da zamezit pouzitim

vhodné kombinace metod (napi. GC-MS). B7]

4. Kritické zhodnoceni metod ve zkoumani mikrostop

Samotna podstata mikrostop vyzaduje pfi jejich analyze pouziti velmi

citlivé analytické testy. Nékteré jsou v$ak natolik precizni, Ze se mlzeme potykat
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s problematickym urCenim toho, co je jesté relevantni informace pro resenou
kriminalni ¢innost, a co sni uz nesouvisi. Je tfeba byt obezfetni ve

spravné interpretaci vysledkl a ziskavani podstatnych informaci. @

Zkoumani vzork( prevazné pro uréeni jejich morfologickych struktur se
provadi metodami optické mikroskopie a skenovaci elektronové mikroskopie
(napr. technologie vyroby vlaken). Pokud se SEM rozsifi o metodu EDXS, Ize
zkoumat i materialové slozeni. Takto se zkoumaji napf. hutnicka vlakna.
Vyhodou EDXS oproti napf. XRD je jednoduchost, neni potieba velké expertizy
ani mnoho informaci o vzorku. Nevyhodou metody je mnozstvi pozorovanych

artefaktll a pomérné malé rozliseni.

Sofistikované konfirmacni testy zahrnuji metody separace, identifikace,
detailni charakterizace prvkového slozeni a koncentraci jednotlivych slozek

vzork( mikrostop. Obvykle je to dvoustupnovy proces.

Spektroskopické  metody  zahrnuji  interakci  mezi  paprskem
elektromagnetického zareni (fotony svétla) a atomy zkoumaného materialu.
Spektroskopicka analyza slouzi k rychlé analyze, z ¢eho je vyroben napf. vzorek
vlakna. Kriminalistické laboratore tyto metody upfednostriuji, protoze nepotrebuji
pfipravu vzorku pred experimentem a jsou nedestruktivni. IR spektrometrie, RTG
spektrometrie, Ramanova spektroskopie a mikrospektrofotometrie jsou metody
Siroce pouzivané k charakterizaci a srovnani vzorkU barviv, lak(, natérQ,
polymer( atp. Nicméné je potfeba mit referenéni vzorek k uréeni presné identity

barviva, proto je vhodné je doplnit specifi¢téjSimi metodami.

Chromatografické metody funguji na principu separace vzorkl podle jejich
fyzikalné-chemickych vlastnosti. Mezi nepouzivanéjSi metody k separaci
slou€enin ve vzorku patfi jednozna¢né LC a GC. Jejich nevyhodou je vysoka
cena pfistroju a jejich chodu. LC je upfednosthovanéjsi ve vétsiné laboratofi,
protoze je oproti GC univerzalnéjsi, extrémneé rychla a ucinna, navic pro analyzu
staCi opravdu miniaturni mnozstvi vzorku, i kdyz ani GC neni naro¢na na jeho
objem. Naopak GC je vhodnéjsi metodou pro separaci vzorkl volatilni povahy.
Nicméné jsou to metody destruktivnino charakteru. Mobilni faze v LC navic

obsahuji latky toxické pro zivotni prostfedi. V tomto ma vyhodu ,zelenéjsi“ GC,
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ktera jako mobilni fazi vyuziva nejCastéji vodik nebo helium. Pokud se metody
kombinuji napf. s infraCervenou spektroskopii nebo hmotnostni spektrometrii,
vznika silna kombinace ke specifické detekci a identifikaci jednotlivych slozek

vzorku.

TLC je opét destruktivni metodou, ktera srovnava barviva a polymery.
Jedna z méla dostate¢né senzitivnich metod k detekci a separaci miniaturniho
mnozstvi barviv obsazenych ve vlaknech, a zaroven je extrémné jednoducha a
levna. Analyza barviv je v§ak omezena kvuli nutnosti komparace s knihovnou
znamych vzorkl, retenéni faktor neni pro identifikaci latek dostate¢nym
ukazatelem. Slabym mistem TLC je fada faktorl ovliviujicich opakovatelnost
experimentu jako je vybér vhodné desticky, stabilita mobilniho nosice, pre-eluce
apod.

Po separaci jednotlivych slozek vzorkl nasleduje detailni spektrometrické
méreni k identifikaci kazdé slozky porovnanim jejiho chemického podpisu s
referenénimi materialy. MS je nebo neni destruktivni podle zpUsobu ionizace.

Velmi detailné charakterizuje organické latky.

Existuji rizné kombinace chromatografickych a spektrometrickych metod,
jedna z nejbéznéjSich je kombinace plynové chromatografie/lhmotnostni
spektrometrie (GC/MS). Ta ma zvlastni vyznam v separaci, identifikaci a
kvantifikaci napf. vzorkl drog. Neni ale vhodna pro analyzu v§ech vzorkd (napf.
vlakna). V posledni dobé se ale stava metodou hlavni volby tandemova
hmotnostni spektrometrie (MS-MS) v kombinaci napf. s LC (LC-MS/MS).
Poskytuji jesté vétsi citlivost a flexibilitu pro detekci vétsich a polarnich
sloucenin, které je obtizné nebo nemozné analyzovat metodami ,prosté“ plynové
chromatografie. Pfi MS-MS se déji dvé Casticové fragmentace za sebou. Prvni
fragmentacni reakce vygeneruje ionty, z téch se vybere konkrétni iont naseho
zajmu. Ten se nasledné podrobi druhé fragmentaci a z néj vzniklé dceriné ionty
se analyzuji. Fragmentace, pfesnéji déj kolizni disociace, jsou srazky s koliznim

plynem, nejcastéji argonem.
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Analyticka chemie poskytuje kvalitativni i kvantitativni udaje, které jsou
nutné k zodpovézeni dllezitych otazek plvodu vzorku a jeho vyznamu ve vztahu

s mistem é&inu.

5. Zaveér

Tato prace se zabyva tématem vyznamnych metod kriminalistické chemie
spojenych s analyzou, identifikaci a charakterizaci mikrostop. Protoze je to
velmi slozité téma, vybrala jsem si k rozboru nékolik dulezitych metod, kterym
jsem poskytla pfimo umeérné prostor podle vyznamnosti pfi zkoumani

mikroskopického forenzniho materialu.

Téma jsem si vybrala pomérné ambiciézné vzhledem k tomu, ze nepracuiji
na zadném pracoviéti Policie CR, natoz na Kriminalistickém Ustavu nebo
OKTE. Nicméné téma mikrostop a kriminalistika celkové je natolik zajimava
oblast, Ze mi stalo za to potykat se s velkym mnozstvim zdroji a novych
informaci, zalozenych prevazné na technickych principech fungovani velmi
slozitych pfistroji. Snahou této bakalafské prace je zevrubny, ale
nevycerpavajici popis principu dulezitych analytickych metod a jejich vzajemné

srovnani.

Techniky pro chemickou analyzu se neustale posouvaji dopfedu ruku
v ruce s védeckym pokrokem a nasimi stale se rozsSifujicimi se védomostmi o
zakonitostech ve sveété mikroskopickych struktur. To, co bylo jesté pred
nékolika dekadami nemysliteln€, je nyni dosazitelné ve standardné vybavené
chemické laboratofi i s pfipravou vzorku v Fadech desitek minut. Tyto metody

jiz v souCasnosti poskytuji minimum prostoru pro nerozlusténé kriminaini €iny.
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