 Analytické metody ve forenznianaljze
SCREENINGOVE METODY - CILENE A NECILENE

RYCHLA ANALYZA S MINIMALNI PRiPRAVOU VZORKU
APLIKACE DIAGNOSTICKYCH REAKCI

APLIKACE MODERNI INSTRUMENTACE

CIiLENA ANALYZA ZAMERENA NA OCEKAVANE SLOUCENINY

NECILENA ANALYZA ZAMERENA NA MONITORING (MARKERU)



Uvedeni ramce screeningu

Znamy citat (Donald Rumsfeld, 02/2002)

There are known knowns; there are things we know that we know.
There are known unknowns; that is to say, there are things that we now know we don't know.

But there are also unknown unknowns — there are things we do not know we don’t know.
Existuji(e) znamé znamé; tedy véci, o kterych vime, Ze o nich vime (Ze je zname).

Existuji(e) znamé neznamé; tedy véci, o kterych vime, Ze o nich nevime (Ze je nezname).

Ale existuji(e) také neznamé neznamé; tedy véci o kterych nevime, Ze o nich nevime (Ze je nezname).

Vztahy mezi hledanymi informacemi a zplisoby méreni

known knowns known unknowns unknown unknowns
N\ v N v
Targeted analysis Non — targeted screening
(Cilena analyza) (Necileny screening)

N e

Rutinni X nerutinni analyza



Definice

Screening — rychlé zjisténi potrebné informace ; tfidéni vzorkd
(obsah — pritomnost slouceniny v daném materialu)
s definovanou presnosti a spolehlivosti;
cileny X necileny

Monitoring — zjiSténi komplexni informace; cileny i necileny

Rutinni analyza — analyza pomoci dlouhodobé (prakticky) ovéreného postupu;
obvykle robustni a spolehliva metoda

Cilend analyza — zamérena na znamy analyt, predpokladany rozsah koncentraci, forma

Necilena analyza — zamérena na SirsSi spektrum analytu;
hledani neobvyklych kombinaci, koncentraci apod.



Moznosti modernich metod

Kontrola ocekavanych znamych sloucenin
— cilena rutinni analyza

Identifikace neocekavanych znamych sloucenin
— cilena nerutinni analyza nebo necilena analyza

Identifikace neocekavanych neznamych sloucenin
— necilena analyza

Retrospektivni vyhodnoceni (reanalyza jiz namérenych dat)
— Zpétné ovéreni pritomnosti puvodné neznamé slouceniny

(bez nutnosti reanalyzy vzorku)

Komplexni interpretacni informace
— profily, markery - pulivod, sloZzeni, zmény, zamény



Trideni informaci & posloupnost analyzy

Historie vzorku
Predpokladany stav, zmény, dostupné informace, hypotézy

Vzorkovani — definice materialu, na ktery se vztahuje
interpretace vysledku (koncentrace, obsah,
distribuce analytu apod.)

Primé méreni — kvalitativni charakterizace daného bodu
Cilena analyza X necilena analyza

Opakovana cilena analyza

Retrospektivni analyza jiz namérenych dat

Validace dat — interpretace / zhodnoceni hypotézy
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| Analytickémetodyve forenznianalize
Metody analyzy

1. Screeningové kity — chemicka, imunochemicka reakce
* rychlost vyhodnoceni, spolehlivost

2. Instrumentalni analyza — nedestruktivni X destruktivni

e prfima analyza, analyza extraktu, pyrolytické metody




1. Screeningové kity

a) Chemicka reakce — vznik barevného produktu
* selektivita, rychlost, spolehlivost

b) Imunochemicka reakce — vznik barevného produktu
* selektivita X cross reaktivita, rychlost, spolehlivost

Jednoznacnost podle navodu pouziti, zkusenost, ucelovost,

koncentracni rozsah, pouzitelnost
e garance funkénosti — testovaci verifikace pred mérenim
nebo paralelné pri méreni (zarazeni referencniho

materialu nebo kontrolni prouzek)



2. Instrumentalni analyza

a) Statické pristroje — laborator — doprava vzorkl — analyza
laboratorniho vzorku — kompletni dostupna zarizeni a pristroje

b) Pfenosné pristroje — terénni aplikace

J nedestruktivni vzorkovani - analyza kapalin, extrakti
* pfima analyza — napt. IC nebo Ramanova spektroskopie

1 (ne)destruktivni vzorkovani — typicky vypafovani / pyrolyza
* vyhrivany konec vzorkovaci trubice (,vysavace®)
nasati par vypareného / pyrolyzovaného vzorku
a porovnani s databazi (spektra - UV, VID, IC, MS)




Laboratorni vs. terénni analyza

Staticka vs. prenosna zarizeni
* rychlost, univerzalnost vs. spolehlivost, specifita

Laborator staticka - Sirsi moznosti, stalost podminek

Pojizdna laborator nebo prenosné pristroje

- kratsi cesta/cas vzorku k analyze
- nizsi riziko — zniceni/poskozeni, zmény pivodniho charakteru
- vice specializovany zabér, omezena vhodnost postupli



Typy screeningu

1. Cileny screening

Ucelové vyrobené kity
Standardni operacni postupy
Validované — akreditované metody

Vime co a kde hledame, predpokladame hladinu, stanovujeme
obsah, koncentraci, odchylku od normalu — predpokladu

Vyboceni do nizkych ¢i vysokych hodnot pri zachovani ostatnich

podminek méreni — neovérena presnost = moznost pouziti pri
ovéreni jinou metodou (oblast nededikovana vyrobcem)



Typy screeningu

2. Necileny screening

Cilem maximalni zachyt informaci

Prakticka volba sire zabéru — musime volit urcité omezeni
podle predpokladu

.....

Retrospektivni analyza dat s modifikovanym zadanim

Pripadna cilena reanalyza ulozenych vzorku



TYP SCREENINGU - CiL INTERPRETACE — OCEKAVANE ODPOVEDI

A) Predikéni screening — identifikace latky / zjisténi charakteru

Je latka pritomna nebo testovana charakteristika
odpovida hledané matrici?

Ano - pripadné dalsi stupen testlu — kvantita, souvislosti

Ne - negativni stopa (posouzeni spolehlivosti — charakterizace
falesné pozitivnich a negativnich nalezti, LOD apod.)

Predikcni lokalizacni screening




TYP SCREENINGU - CiL INTERPRETACE — OCEKAVANE ODPOVEDI

B) Potvrzovaci (konfirmacni) / kvantifikacni screening

Jakeé je mnozstvi latky nebo charakteristické
matrice / materidlu?

Makro méritko X mikro mnozstvi X stopové koncentrace




TYP SCREENINGU - CiL INTERPRETACE — OCEKAVANE ODPOVEDI

C) Interpretace / validace

Spinuje provedeny test ocekavani?

Potvrzeni hypotézy

Vyvraceni hypotézy




PRAKTICKE APLIKACE
1A. PRIKLADY KLASICKYCH TESTU (napf. SCREENINGOVE KITY)

Pritomnost télnich tekutin: nespecificky po ozareni lampou (mozné
zameny sperma, moc, vaginalni tekutina nebo falesné negativni po
ovlivnéni podminkami—t, H,0, O,, MO)

- napr. specificky sperma: test na pritomnost kyselé fosfatazy
- reakce s a-naftylfosfatem za pritomnosti o-dianisinu

na rlzové az fialové zbarveni
Krev: skvrny — H,0,
Kastle-Meyer test - fenolftalein: bezbarva — rizovofialova (selekt.)
leukomalachitova zelen: bezbarva — zelena (selektivni)

o-tolidine: bezbarva — zelena (citlivy)
tetramethylbenzidin: bezbarva — modrozelena (citlivy)



PRAKTICKE APLIKACE
1B. PRIKLADY KLASICKYCH TESTU (napf. SCREENINGOVE KITY)

Kokain - kobalt thiokyanatovy test (Scottlv test):
modrd/rizova — [Co(SCN), + HCI + Glycerin + CHCI,]

Marihuana / hasis - Duquenois-Levine test
bezbarva — rlzovofialova

[vanilin + CH,CHO + EtOH + HCI + CHC,]

Narkotika (alkaloidy) - Marquisovo cCinidlo

razna zbarveni podle indikace konkrétni slouceniny
napf. heroin — nachoveé Cervena
[formaldehyd + H,SO,]



PRAKTICKE APLIKACE
2A. PRIKLADY INSTRUMENTALNiI ANALYZY - TERENNI

InfraCervena spektrometrie — identifikace slozek okolniho

prostfedi — IC spektrometr SIGIS (Bruker)

Ramanova spektrometrie — TruNarc (Thermo Scientific)

metamfetamin (pervitin), kokain, heroin adal.

Hmotnostni spektrometrie — primé nasavani okolni
atmosféry, vzorkovani povrchu / pomocné vyhtivani

(Bruker, Thermo Scientific)



PRAKTICKE APLIKACE

2B. PRIKLADY INSTRUMENTALNI ANALYZY - LABORATORNI
Analyza methanolu X zaména za ethanol

; ]
|
H-C-O-H H—C—C—O—H
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H H

1. Vzorkovani — zajisténi zdrojového materialu, vyrobkd,
nahradnich obal(, sklenic apod.
2. Laboratorni prijem vzorku — tridéni, charakterizace (objem,
ocekavana koncentrace, dalsi pfimeési)
3. Volba analytického postupu — rychla analyza: Ramanova spektr.
instrumentalni analyza: GC-FID nebo MS
(obé slouceniny — pomér)
klasicka analyza: oxidace na formaldehyd, reakce
s kyselinou fuchsinsificitou, SPFM pri 590 nm



PRAKTICKE APLIKACE
2C. PRIKLADY INSTRUMENTALNiI ANALYZY - LABORATORNI

Necileny screening — napr. pozadavek na zjisténi priciny
nezadouciho zapachu ve vyrobku

1. Vzorkovani — zajiSténi zdrojového materidlu / referen¢niho vzorku,
vyrobkU, nahradnich obald, sklenic apod.

2. Zhodnoceni vstupl ovliviiujicich konecny vyrobek

3. Laboratorni prijem vzorkl — tridéni, charakterizace (objem,
oCekavana koncentrace, dalsSi pfimési)

4. \Volba analytického postupu — zaméreni na tékavé latky
pfimda MS analyza - DART/MS
GC-MS analyza — primo vzorek nebo extrakt
SPME/GC-MS
|dentifikace: MS spektra, RT, RTI



