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Abstrakt

Identifikaci osob na zakladé pachové stopy pomoci specialné cvicenych psu (olfaktoricky)
je v Ceské legislativé umoznéno predkladat v soudnim fizeni pouze jako podpurny dikaz.
Je proto vynakladana snaha podpofit tuto identifikaci pomoci instrumentalni analyzy —
olfaktronicky. Tato prace shrnuje vysledky z péti nezavislych studii provedenych v letech
2020-2022 na ptidé VSCHT Praha zabyvajicich se olfaktronickou analyzou lidského kozniho
pachu metodou dvoudimenzionalni plynové chromatografie s hmotnostni detekci
s analyzatorem doby letu (GCXGC-MS-TOF). Tyto studie byly zaméfeny jak na skupinovou
identifikaci osob (konkrétné etnické prislusnosti, krevnich skupin a Rh faktoru),
tak na identifikaci individudlni. Obdrzené vysledky poukazuji na moznosti budouciho
vyuziti olfaktronické analyzy lidského kozniho pachu nejen pro forenzni, ale napf.
i medicinské ucely.
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Abstract
Czech legislation accepts scent identification using specially trained dogs (olfactory
method) only as supporting evidence. Therefore, an effort is being made to support this
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identification with instrumental analysis — olfactronically. This paper summarizes the
results of five independent studies conducted in 2020-2022 at the UCT Prague, which
deals with the olfactronic analysis of human body scent using the two-dimensional gas
chromatography coupled with mass spectroscopy and time-of-flight analyser (GCxGC-
MS-TOF). These studies focused both on class identification (specifically ethnicity, blood
types, and Rh factor) and on individual identification. The obtained results support the
possibility of future use of olfactory analysis of human body scent not only for forensic
but also for medical purposes, for example.

Key words
odorology, human scent, class and individual identification, ethnic origin, blood type,
GCxGC-MS-TOF

DOI
http://dx.doi.org/10.37355/fvpk-2023/1-01

Uvod

V poslednich letech se chemickd analyza lidského pachu pro forenzni Ucely stava
predmétem zajmu. Vznik kriminalistickych ddkazl, napfiklad vzork DNA ¢i otiskd prstd,
Ize pomérné snadno ovlivnit, bud pachatelem samotnym, nebo druhou osobou. Vzniku
pachovych stop Ize zabranit velmi obtizné, jelikoZ uvolfiovani pachu z téla nelze ovlivnit.
Pach je obvykle emitovan do okolniho prostfedi nezavisle na pachateli. V sou¢asné dobé
jsou v Ceské republice pachové stopy zajistovany pomoci specialnich sorbentd (nejé¢astéji
pomoci textilie ARATEX") a nasledné je takto ziskany pach porovnavan s pachem
podezielého pomoci specialné vycvicenych psu (tzv. olfaktoricka metoda). Jedna se vsak
o dlkazy subjektivni a ve srovnani s DNA nebo otisky prstl maji tyto diikazy u soudnich
procest spise podplrnou hodnotu. Proto se v posledni dobé rozviji vyzkum, ktery
by sméroval k olfaktronické, a tedy objektivni identifikaci osob. Ziskané informace Ize
pak pouzit jak pro skupinovou, tak individualni identifikaci osob. Skupinovou identifikaci
je chapano napf. urceni pohlavi, etnické pfislusnosti, krevni skupiny, nemoci apod.
usledovaného jedince. Cilem predkladané prace je pravé olfaktronické zkoumani moznosti
jak skupinové (etnicka prislusnost, krevni skupiny, Rh faktor), tak individudIni identifikace
osob z lidského kozniho pachu.

Experimentalni ¢ast

Odbér a zpracovani vzorkt

Priprava sorbentu i odbéry vzork( probihaly dle certifikované metodiky." Vzorky byly
odebirany z dlani dobrovolnikll na sklenény sorbent ve formé kulicek. Ty byly predem

Cistény pomoci chromsirové smési, ethanolu a hexanu. Pfed samotnym odbérem byl
dobrovolnik pozadan o diikladné omyti rukou pomoci neparfemovaného mydla Amadeus
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NEUTRAL (Cormen s.r.0, CR). Po dilkladném oplachnuti tekouci vodou byly ruce ponechéany
volné uschnout. Nasledné dobrovolnik tfel dlanémi o sebe pro aktivaci pachovych zlaz.
Nasledné mu bylo do dlani vlozeno pfiblizné 70 sklenénych kulicek o priiméru 3,6 mm
(odpovida objemu 4 ml), které trel mezi dlanémi po dobu 10 minut. Takto navzorkované
kulicky byly vloZzeny do sklenéné 10ml vialky a kozni pach na nich zachyceny byl extrahovan
do 1 ml ethanolu. Extrakce byla podporena tfepanim na tfepacce Edmund Biihler GmbH,
typ KL2 (420 kyv{/min; 10 min) a nasledné vlozenim do ultrazvukové lazné Fisherbrend
FB 15059 (10 min). Vznikly extrakt byl pfeveden do mensi 1,1 ml vialky a odparen do sucha
pomoci vakuové rotacni odparky Genevac EZ-2. Extrakce probéhla 2x, pficemz vzniklé
odparky byly spojeny do jedné vialky a nasledné rozpustény v 70 pl ethanolu. Ve studii?
byl k vlastnimu vzorku pfidan 1-bromeikosan o koncentraci 0,1099 mg/ml jako vnitini
standard.

Analyza vzorki

Analyza probihala pomoci dvoudimenzionalniho plynového chromatografu 7890B GC
(Agilent, USA) s analyzatorem doby letu Pegasus® 4D-C (LECO, USA). Zapojeni kolon bylo
v reverznim usporadani, pficemz primarni kolona byla stfedné polarni Rtx-200MS (30 m + 2m
predkolona, Restek, USA) a sekundarni kolona byla nepoldrni TG5-HT (1,1 m, Thermo Fisher
Scientific, USA). Vsechny pouzité kolony mély primér 0,25 mm a tloustku stacionarni faze
0,25 um. Optimalni zapojeni kolon véetné vhodného GCxGC-MS programu bylo popsano
Pojmanovou a kol.?

Nastrik vzorkd (1 pl) probihal metodou splitless (2 min) pii teploté 280 °C. Teplotni program
analyzy zacinal na 40 °C, na které byl drzen 2 min, nasledné se teplota zvedala rychlosti
5°C/min azna konecnou teplotu 320 °C, pfi které byla drzena 10 min. Teplota na sekundarni
koloné byla vzdy o 5 °C vy3$si nez na primarni. Teplota na moduldtoru byla vzdy o 15 °C
vyssi nez na sekundarni koloné. Byla pouzita kryogenni modulace pomoci suseného
vzduchu (-80 °C). Analyza byla rozdélena na 3 modula¢ni periody - 6, 8 a 10 s (viz tab. 1).

Jako nosny plyn bylo pouzito helium (¢istota 5.5, Linde CR) s pritokem 1,5 ml/min. Teplota
transfer line mezi GC a MS byla 280 °C. Pouzity hmotnostni detektor vyuzival elektronovou
ionizaci (El) s energii ionizujicich elektronl 70 eV, teplota iontového zdroje byla 250 °C.
Sbér dat probihal v rezimu Total lon Current (TIC), v intervalu hmotnosti 29-800 m/z,
rychlost sbéru dat byla 200 spekter/s. Acquisition delay bylo nastaveno na 500 s (doba
potfebna k eluci rozpoustédla, az poté je zapnuto Zhaveni vldkna viontovém zdroji), napéti
na detektoru bylo pro zvyseni citlivosti detekce nastaveno o 200 V vys$si oproti ladéni.

Tab. 1: Modulac¢ni periody pro analyzu pachovych vzorkli pomoci GCxGC-TOF

Retencni ¢as Modulaéni perioda Horky pulz Studeny pulz
s s s s
1. perioda 500-1704 6 1,8 1,2
2. perioda 1704-2592 8 24 1,6
3. perioda 2592-4080 10 33 1,7
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Zpracovani namérenych dat

Ziskané chromatogramy byly zpracovavany pomoci komer¢niho softwaru ChromaTOF
(verze 4.72.0.0 a verze 5.51.06.0, LECO Corp., USA) — nalezeni pik{, odecet pozadi, integrace
a srovnani s knihovnou. Nasledné byla data prevedena do textového formatu (.txt) a dale
zpracovana pomoci skriptl*napsanych v programovacim jazyku Python 3.

Pro jednotlivé studie byla data zarovnavana (tzv. data alignment) individudlné, riznymi
metodami (napf. metodou kotevnich bodl*> ¢ DISCO algoritmem?” apod.). Nicméné
vysledkem byla vzdy matice dat, pficemz fadky reprezentovaly jednotlivé nalezené
latky a sloupce reprezentovaly jednotlivé vzorky. U nékterych studii byla data dale
redukovdana pomoci neparametrického Mann-Whitneyho testu® (studie®® ' '5). Néktera
data byla normalizovana prevedenim na vzdjemné poméry ploch pikd. Jedna studie? byla
normalizovana na poméry ploch pikl k plose piku vnitiniho standardu. Ziskané matice
pomérl byla dale zpracovavany pomoci statistickych metod patficich jak do skupiny
metod uceni bez ucitele (ndhledové metody, konkrétné byla pouzita analyza hlavnich
komponent (PCA™) a klastrova analyza (Complete linkage'?)), tak mezi klasifikacni metody
uceni s ucitelem (konkrétné metody Nearest Neighbor'> a metoda podpUrnych vektor(
(SVM™), Pro tyto ucely byly pouzity programy Unscrambler X (verze 10.5.1, CAMO Software,
Norsko) a Statistica 13.1 (StatSoft, USA).

Skupinova identifikace
Etnicka prislusnost - mongoloidni versus europoidni

Vzorky pro tuto studii® byly odebirany od mongoloidnich a europoidnich dobrovolnikd,
pficemz od kazdého dobrovolnika bylo odebrano minimalné 10 vzork(. Pomoci
Mann-Whitneyho testu bylo vybrano 8 latek vyznamnych pro rozdéleni vzorkd na
zdkladé etnické pfislusnosti. Byl vytvofen PCA model (viz obr. 1) majici celkem 7 hlavnich
komponent (dohromady vysvétlovaly 99 % rozptylu), na kterém lIze vidét castecné
rozdéleni dobrovolnikd dle jejich etnické prislusnosti. Prvni dvé hlavni komponenty
popisovaly celkem 91 % z celkového rozptylu, nicméné pro vizualizaci rozdilu na obr. 1
byly vybrany komponenty PC1 a PC4.

Dale byla data rozdélena na trénovaci (108 vzork() a testovaci sadu (47 vzork(). Pomoci
klasifika¢ni metody Nearest Neighbor (pocet nejblizsich sousedl 3, metoda Euklidovskych
vzdalenosti, 10nasobnd kfizova validace) byla Uspésnost kiizové validace 84,25 %
a testovaci vzorky byly pfifazeny s uspésnosti 95,75 %.
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B Mongoloid ® Europoid

Obr. 1: Graf komponentniho skdre PCA ukazujici rozdily mezi mongoloidni a europoidni
etnickou pFisludnosti. Ctvercem jsou vyzna¢eny mongoloidni vzorky, te¢kou jsou
zobrazeny europoidni vzorky. Hotellingova elipsa vyznacuje hladinu a = 0,05.

Etnicka prislusnost - negroidni versus europoidni

Pro tuto pilotni studii’™ byly odebirdny vzorky od 4 negroidnich a 7 europoidnich
dobrovolnikd, kdy od kazdého dobrovolnika bylo odebrano minimalné 6 vzorka. Opét byl
sestaven model PCA o 7 hlavnich komponentach (dohromady popisovaly 93 % rozptylu),
ktery ukazal miru rozdéleni dobrovolnik(i na zékladé etnické pfislusnosti. Pro vizualizaci
rozdéleni byly potieba tfi hlavni komponenty, které dohromady popisuji 88 % z celkového
rozptylu. Rozdéleni vyniklo predevsim v grafu komponentniho skoére pro prvni a treti
hlavni komponentu, kde doslo k rozdéleni dle osy prvniho a tretiho kvadrantu (obr. 2).
Dale bylo rozdéleni skupiny zobrazeno pomoci klastrové metody Complete linkage (viz obr.
3). Pomoci metody Nearest Neighbor (pocet nejblizsich sousedd 2, metoda Euklidovskych
vzdalenosti, 10nasobna kfizova validace) byla presnost kiizové validace 95,89 % a vzorky
byly pfifazeny s presnosti 92 %.
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Obr. 2: Graf komponentniho skére PCA ukazujici rozdily mezi negroidni a europoidni

etnickou pfisludnosti. Trojuhelnikem jsou vyznaceny negroidni vzorky, te¢kou zobrazeny
europoidni. Hotellingova elipsa vyznacuje hladinu a = 0,05.
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Obr. 3: Dendrogram ukazujici rozdéleni vzorkd do dvou skupin odpovidajicich
dobrovolnikiim s europoidni (horni obdélnik) a negroidni etnickou pfislusnost (spodni
obdélnik).
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Krevni skupiny - A vs 0

Pro tuto predbéznou studii'® byly odebirany vzorky od 7 dobrovolnikd (10 vzork
od kazdého). 4 dobrovolnici méli krevni skupinu A, dal3i 3 méli krevni skupinu 0. Rozdily
v pachu téchto dvou skupin byly viditelné jiz v chromatogramech (obr. 4), kdy skupina
0 méla chromatogramy celkové méné intenzivni, pficemz nejvétsi rozdily byly u méné
tékavych slozek (estery vyssich mastnych kyselin a vyssi alkany). Tento rozdil v intenzitach
byl ndsledné potvrzen i statistickou analyzou.

Po zpracovani namérenych dat byla vytvorena matice pomérd ploch pod piky sloucenin
v jednotlivych vzorcich, z nichz byly vybrany pouze slouceniny, které se vyskytovaly
minimalné v 75 % vzorkd dané skupiny. Data byla rozdélena na 2 skupiny - trénovaci
(66 vzork() a testovaci (4 vzorky). Pomoci klastrové analyzy byly 4 testovaci vzorky
(oznaceny jako neznamé), pfitazeny do spravné skupiny ve viech pripadech. Na obr. 5 Ize
vidét ziskany dendrogram s vyznacenim danych skupin a pfifazenych neznamych vzork.

Na obr. 6 Ize vidét graf komponentniho skére PCA, ktery je tvofen opét 7 hlavnimi
komponentami popisujici celkové 91,7 % rozptylu, z toho pomoci prvnich dvou hlavnich
komponent je vysvétleno 52 % z celkového rozptylu). Dle tohoto PCA modelu jsou si
vzorky odebrané dobrovolnikiim s krevni skupinou A navzajem velmi podobné, az na
jednu vyjimku tvofi tésny shluk ve ¢tvrtém kvadrantu. Vzorky odebrané dobrovolnikdim
s krevni skupinou 0 jsou pak velmi nesourodé a je mezi nimi i mnoho odlehlych vysledku
(jsou mimo oblast vyznacenou Hotellingovou kruznici pro hladinu spolehlivosti 0,05).

Pomoci neparametrického Mann-Whitneyho testu bylo vybrano 20 pomérq, které byly
vyznamné pro rozdéleni vzorkU dle krevni skupiny. Pomoci metody podpurnych vektort
(polynomicky; stupen 2; C=0,1; y = 0,1) byla pfesnost kfizové validace 97,02 %, pficemz
testovaci vzorky byly pfifazeny spravné ve 100 %.

Pomoci metody Nearest Neighbor (pocet nejblizsich sousedl 2, metoda Euklidovskych
vzdélenosti, 10ndsobnd kfizova validace) byla tispésnost kiizové validace 100 % a testovaci
vzorky byly pfifazeny s ispésnosti 75 %.

Z tohoto experimentu tedy vyplyva, ze lidsky kozni pach je ovlivnén typem krevni skupiny

svého nositele, nicméné je tfeba mit na paméti, ze prezentovana studie je mald a vysledky
bude tfeba potvrdit na statisticky vyznamném souboru dat.
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Obr. 4: Rozdily mezi krevnimi skupinami: vizualni rozdily v chromatogramech, hlavné
oblast méné tékavych latek
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Obr. 5: Dendrogram ukazujici rozdéleni vzork( do dvou skupin odpovidajicich krevni
skupiné A (horni obdélnik) nebo 0 (spodni obdélnik). CtyFi neznamé vzorky Nx byly
pfifazeny do spravné skupiny (N1 a N2 pochézely od dobrovolnikd s krevni skupinou A,
N3 a N4 od dobrovolnik( s krevni skupinou 0).
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Obr. 6: Castecné rozdéleni vzork(i na zakladé krevni skupiny zobrazené pomoci PCA
modelu. Hotellingova elipsa vyznacuje hladinu a = 0,05.
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Krevni skupiny - Rh faktor

Studie? se zucastnili 4 dobrovolnici, pficemz od kazdého bylo odebrdno minimalné
7 pachovych vzork(. Jeden dobrovolnik mél Rh faktor pozitivni, dva negativni a u jednoho
nebyl Rh faktor znamy. P¥i pfipravé vzorkl byl oproti pfedchozim prezentovanym studiim
do kazdého z nich pfidan vnitini standard 1-bromeikosan. Vzorky byly zpracovany
a vyslednd matice dat obsahovala seznam latek a plochy pikd v jednotlivych vzorcich
vztazené k plose piku vnitfniho standardu. Dale bylo pracovdno pouze s latkami, které
se u jedné ze skupin vyskytovaly minimalné v 50 % vzorkd. Takto vybrana data byla déle
statisticky zpracovana.

Pomoci klastrové analyzy byl ziskan dendrogram, ktery rozdélil data na dvé hlavni skupiny
- negativni a pozitivni. Jeden vzorek s pozitivnim Rh faktorem byl chybné zafazen do
skupiny s negativnim Rh faktorem (v obr. 7 vyznaceno slabsi elipsou). VSech 8 nezndmych
vzorkd bylo zafazeno do skupiny s negativnim Rh faktorem (viz obr. 7). Déle byla data
rozdélena na trénovaci (24 vzorkd) a testovaci (8 vzorkd s neznamym Rh faktorem) sadu.
Pomoci trénovacich dat byl sestaven model SVM (polynomicky, stupen 3,C=2,y=0,0028),
na zakladé kterého byly poté vSechny testovaci vzorky pfifazeny do skupiny s negativnim
Rh faktorem. Pomoci metody Nearest Neighbor (pocet nejblizsich soused 2, metoda
Euklidovskych vzdalenosti, 10ndsobna kfizova validace) byla Uspésnost kfizové validace
64 % a testovaci vzorky byly pfifazeny v 80 % do skupiny s negativnim Rh faktorem.

Jelikoz vysledek, ze dobrovolnik s nezndmym Rh faktorem mé Rh faktor negativni, byl
potvrzen tfemi nezavislymi metodami, Ize tento vysledek pfijmout jako spravny. Vysledky
vsak budou v budoucnu podpofeny DNA analyzou.
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Obr. 7: Dendrogram rozdéleni dobrovolnik(i podle Rh faktoru. Horni obdélnik oznacuje
vzorky patfici do skupiny s pozitivnim Rh, spodni do skupiny s negativnim Rh, tlusté
vyznacenou elipsou je oznacen Spatné zafazeny vzorek, svétlymi elipsami jsou oznaceny
vzorky s neznamym Rh faktorem pritazené k negativni skupiné.
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Individualni identifikace

Tato studie probéhla ve spolupraci s policejnim prezidiem CR v rezimu double blind.
Vzorky byly odebirdny od 6 osob, pficemz 2 vzorky od kazdého dobrovolnika byly
,znamé” (urcené pro sestaveni zakladni databdze) a jeden vzorek na osobu byl pouzit jako
,neznamy” (ulozeny na policejnim prezidiu, jeden z nich byl nasledné dodan na VSCHT
Praha). Téchto 13 vzorkl bylo zpracovano a zanalyzovano obvyklym postupem popsanym
v experimentalni ¢asti.

Ve statistické analyze bylo pracovano pouze s latkami, které se vyskytovaly u daného
dobrovolnika v obou vzorcich. Tim bylo omezeno zafazeni ndhodnych kontaminantt do
zpracovani a doslo k redukci velkého objemu dat. Pomoci klastrové analyzy byl sestaven
dendrogram, ktery rozdélil vstupni data na 6 hlavnich klastrd - odpovida rozdéleni dle
6 osob, pficemz nezndmy vzorek byl pfifazen k dobrovolnikovi 3 (viz obr. 8). Nasledné
byl pomoci 12 ,zndmych” vzork( sestaven model SVM (polynomicky, stupen 3, C =3,y
= 0,00012), na zékladé kterého byl neznamy vzorek opét pfifazen k dobrovolnikovi 3.
Pomoci metody Nearest Neighbor (pocet nejblizsich sousedl 2, metoda Euklidovskych
vzdalenosti, 10ndsobnd kfizova validace) byla Uspésnost kfizové validace 67 % a neznamy
vzorek byl opét pfifazen k dobrovolnikovi 3.

Po predani vysledkd policejnimu prezidiu bylo sdéleno, Zze neznamy vzorek opravdu
pochazel od dobrovolnika 3. Pfifazeni tedy bylo spravné.

Dobrovolnik 1
Dobrovolnik 1

Dobrovolnik 2 ‘

Dobrovolnik 2 J

| Neznamy vzorek

priFazeni k dobrovolnikovi 3 -
Dobrovolnik 3
Dobrovolnik 3

Dobrovolnik 4

Dobrovolnik 4
Dobrovolnik 5 -
Dobrovolnik 5 -

Dobrovolnik 6 - ‘

Dobrovolnik 6 - |

Felatve sistance

Obr. 8: Dendrogram s rozdélenim vzorkd dle dobrovolnikll, pomoci obdélniku je
vyznaceno pfifazeni nezndmého vzorku k dobrovolnikovi 3.
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Zaveér

V této praci bylo shrnuto nékolik olfaktronickych experimentd, které demonstruji potencial
instrumentalni analyzy lidského kozniho pachu jak pro individualni, tak i skupinovou
identifikaci osob. Nejprve byl zkouman vliv etnické prislusnosti na pach, kdy na zékladé
klasifika¢ni analyzy Nearest Neighbor bylo mozné s presnosti 95,75 % spravné zaradit
testovaci vzorky do skupiny k mongoloidnim (85 vzork), ¢i europoidnim (70 vzork()
dobrovolnikim. Mezi skupinou negroidnich (37 vzork(l) a europoidnich dobrovolnikd
(61 vzork) byly také nalezeny rozdily, kdy na zdkladé klastrové analyzy i PCA modelu byly
vzorky téchto dvou skupin rozdéleny a na zakladé metody Nearest Neighbor byly vzorky
pfifazeny do spravné skupiny s Uspésnosti 92 %.

V dalsi ¢asti prace byly srovnavany chromatogramy dobrovolnikl s krevni skupinou A
(40 vzorkd) a 0 (31 vzork(), pficemz vzorky dobrovolnikd s krevni skupinou 0 byly relativné
méné intenzivni nez vzorky od dobrovolnik( s krevni skupinou A. Data byla déle rozdélena
na 2 skupiny - trénovaci (66 vzork() a testovaci (4 vzorky). Pomoci klastrové analyzy byly
vsechny 4 vzorky zafazeny do spravné skupiny. Pomoci metody Nearest Neighbor byly
vzorky zafazeny do spravné skupiny s Uspésnosti 75 %, pfi pouziti metody podplrnych
vektor(l pak se 100% Uspésnosti.

Dale byl zkouman vliv Rh faktoru. V dil¢im experimentu bylo 8 vzorkl s pozitivnim,
17 vzork( s negativnim a 8 vzork(l s neznamym Rh faktorem. Na zakladné klastrové
analyzy, metody podpUrnych vektord i metody Nearest Neighbor byly vzorky s neznamym
Rh faktorem ptifazeny ke skupiné s negativnim Rh faktorem. Tento vysledek bude
v budoucnu ovéren genetickou analyzou.

V posledni casti je uvedena identifikace individudlni, kdy na zakladé malé databaze
pachovych vzorkl (12 vzork(i od 6 dobrovolnik() a pomoci klastrové analyzy, metody
podpurnych vektorl a metody Nearest Neighbor byl jeden neznamy vzorek spravné
pfifazen k dobrovolnikovi v databazi.

Autofi si uvédomuiji, Ze vsechny dil¢i experimenty obsahovaly maly pocet vzork, takze
vysledky nejsou dostatecné statisticky vyznamné, nicméné obdrZzené vysledky poukazuji
na moznosti budouciho vyuzZiti olfaktronické analyzy lidského kozniho pachu nejen pro
forenzni, ale napf. i medicinské Gcely.

Podékovani

Tento vyzkum byl podpofen projekty Ministerstva vnitra Ceské republiky (VJ01010123,
VJ01030005-2 a VI20172020075).
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