Z PRAKTYKI

Tomasz Szczepanski

specjalista badawczo-techniczny w Zakladzie Daktyloskopii Centralnego Laboratorium Kryminalistycznego Policji

urszula.wieckiewicz@policja.gov.pl
Urszula Wieckiewicz

specjalista badawczo-techniczny w Zakladzie Daktyloskopii Centralnego Laboratorium Kryminalistycznego Policji

Krzysztof Klemczak

specjalista w Zaktadzie Daktyloskopii Centralnego Laboratorium Kryminalistycznego Policji

Anna Chyczewska

st.post. w Laboratorium Kryminalistycznym Komendy Stolecznej Policji

Badanie poziomu emisji fluorescencji produktow reakcji
wybranych aminokwasow z DFO, 1,2-indanedione oraz
1,2-indanedione z chlorkiem cynku

Streszczenie

W opracowaniu przedstawiono rezultaty pomiaréw intensywnosci emisji fluorescencji produktow reakgcji
wybranych aminokwaséw z DFO, 1,2-IND i 1,2-IND z chlorkiem cynku na podtozu chtonnym. W badaniach
uwzgledniono nastepujgce zmienne: odczynnik ujawniajgcy, rodzaj podfoza, rodzaj aminokwasu i czas prze-
chowywania probek. Przeprowadzone badania potwierdzity, ze na intensywnos¢ fluorescencji ujawnianych sla-
doéw linii papilarnych majg wptyw ww. czynniki. Potwierdzono, ze intensywnos¢ fluorescenciji produktow reakciji
aminokwasow 1,2-IND przechowywanych przez 1 badz 7 dni dla wiekszosci przebadanych probek wzrasta po
dodaniu do roztworu ujawniajgcego chlorku cynku. Dla probek przechowywanych przez 4 miesigce najwyzszy
poziom emisji fluorescenciji stwierdzono dla DFO. Nie stwierdzono zasadniczych réznic w charakterystyce spek-
tralnej fluorescencji badanych zwigzkéw w zaleznosci od dwoch badanych rodzajéw podtoza.

Stowa kluczowe DFO, 1,2-indanedione, 1,2-indanedione z ZnCl,, obrazowanie hiperspekiralne, aminokwasy,

powierzchnie chtonne.

Wstep

W daktyloskopijnych badaniach wizualizacyjnych
aminokwasy majg juz ugruntowang pozycje jako skfad-
nik substancji sladotworczej bedacy substratem reak-
cji chemicznych wykorzystywanych w laboratoriach
kryminalistycznych. W latach 50. ubiegtego wieku po
raz pierwszy zastosowano ninhydryne rozpuszczong
w acetonie jako odczynnik reagujacy z aminokwa-
sami. W wyniku reakcji chemicznej tworzy sie barwny
produkt pozwalajgcy na wzrokowg detekcje Sladow
linii papilarnych [1]. Pomimo stosowania od lat 30.
ubiegtego wieku metod fluorescencyjnych w postaci
proszkoéw daktyloskopijnych zawierajgcych antracen
z siarczanem cynku wzbudzanych promieniowaniem
UV do ujawniania sladow daktyloskopijnych, wyko-
rzystanie produktdw reakcji aminokwasow ze specy-
ficznymi zwigzkami chemicznymi wykazujgcymi flu-
orescencje datuje sie na poczagtek lat 90. XX wieku.
Wowczas to opublikowano wyniki badan przedstawia-
jace zastosowanie zwigzku o nazwie DFO (1,8-diaza-
fluoren-9-on) w procesie detekcji sladéw daktylosko-

pijnych [2, 3, 4]. Wczesniejsze wzmianki w literaturze
dotyczyty mozliwosci uzyskania fluorescencyjnego
kompleksu produktu reakcji ninhydryna-aminokwasy
z chlorkiem cynku badz azotanem kadmu. Jednak
reakcja kompleksowania byta reakcjg wtdrng w sto-
sunku do reakcji w uktadzie aminokwasy—ninhydryna
[4]. Pod koniec lat 90. XX wieku zastosowano nowy
srodek o nazwie 1,2-IND (1,2-indanedione), ktérego
produkt reakcji z aminokwasami, podobnie jak z DFO,
wykazywat wtasciwosci fluorescencyjne [5, 6]. Poz-
niejsza aktywnos¢ naukowa w tym zakresie skupiata
sie na optymalizacji sktadu roztworow, wykorzysta-
niu nowych rozpuszczalnikéw [7, 8, 9, 10, 11]. War-
tym podkreslenia osiggnieciem prowadzonych prac
nad zwiekszeniem czutosci metod byto zastosowanie
chlorku cynku (ZnCl,) w roztworze roboczym 1,2-IND
[12].

W niniejszym opracowaniu przedstawiono wyniki
prac nad badaniem intensywnosci fluorescencyjnych
produktow reakcji wybranych dziewieciu aminokwa-
séw z DFO, 1,2-indanedione oraz 1,2-indanedione
z chlorkiem cynku na podtozu chtonnym w postaci
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papieru biurowego i bibuly filtracyjnej. Jednoczesnie
artykut ten stanowi kontynuacje prac zwigzanych
z okre$leniem charakterystyki widmowe;j fluorescencji
produktow reakcji aminokwasow z DFO, 1,2-indane-
dione oraz 1,2-indanedione z chlorkiem cynku na pod-
tozu chtonnym w funkciji czasu [13].

Cel badan

Celem przeprowadzonych badan jest poréwnanie
intensywnosci emisji fluorescencji produktéw reak-
cji wybranych aminokwaséw z DFO, 1,2-IND oraz
1,2-IND z chlorkiem cynku. Zaktada sie, ze na inten-
sywnos$¢ emitowanej fluorescencji wptywajg takie
zmienne, jak: odczynnik ujawniajgcy, rodzaj podfoza,
rodzaj aminokwasu i czas przechowywania probek.
Otrzymane dane spektralne pozwolg na sprawdzenie,
czy rodzaj podifoza w postaci papieru biurowego oraz
bibuty filtracyjnej ma znaczacy wptyw na charaktery-
styke widmowg oraz zweryfikowanie tezy wskazujgcej
na efekt zwigkszania emisji fluorescencji po zastoso-
waniu metody 1,2-IND z dodatkiem chlorku cynku.
Zmierzony poziom emisji fluorescencji ujawnianych
sladow linii papilarnych pozwoli na okreslenie wptywu
aminokwasow zawartych w substancji Sladotwoérczej
na jej intensywnosc.

Materiaty i metody

Odczynniki chemiczne

DFO (1,8-diazafluoren-9-on), 1,2-IND (1,2-inda-
nedione) otrzymano od BVDA (Holandia). Chlorek
cynku (ZnCl,) i etanol otrzymano od Stanlab (Polska).
Aminokwasy: alanine, kwas asparaginowy, glicyne,
histydyne, leucyne, lizyne, seryna, treonine i waling
(w konformaciji L) otrzymano od Sigma-Aldrich (Pol-
ska). Octan etylu, eter naftowy i metanol otrzymano
od POCH (Polska). Wszystkie odczynniki chemiczne
miaty czystos¢ analityczng i wykorzystano je bez poz-
niejszego oczyszczania.

Przygotowanie roztworéw aminokwasow

Aminokwasy rozpuszczono w demineralizowanej
wodzie, uzywajgc do tego mieszadta magnetycznego.
Stezenia tak przygotowanych roztworéw dobrano
analogicznie do prowadzonych wczesniej badan doty-
czgcych okreslania charakterystyk widmowych na
podstawie informacji zawartych w literaturze i przed-
stawiono w tabeli 1. Zatozono, ze stezenia roztworow
powinny odzwierciedlaC w przyblizeniu usredniony
sktad aminokwasowy naturalnej ekrynowej substanciji
Sladotworczej [13, 16].

Tabela 1 Stezenia wodnych roztworéw aminokwasow

. Woda
Aminokwas . .
demineralizowana

alanina (Ala) — 73 mg 250 ml
kwas asparaginowy (Asp) — 37 mg 250 ml
glicyna (Gly) — 147 mg 250 ml
histydyna (His) — 37 mg 250 ml
leucyna (Leu) — 25 mg 250 ml
lizyna (Lys) — 98 mg 250 ml
seryna (Ser) — 245 mg 250 ml
treonina (Thr) — 37 mg 250 ml
walina (Val) — 25 mg 250 ml

Przygotowanie roztworu DFO

Na poczatku sporzgdzono koncentrat DFO poprzez
rozpuszczenie 0,5 g DFO w 100 ml metanolu, a nastep-
nie dodanie 100 ml octanu etylu oraz 20 ml kwasu
octowego. Na koncu wszystkie sktadniki mieszano
na mieszadle magnetycznym, az do catkowitego roz-
puszczenia sie DFO. Roztwér roboczy sporzadzono
poprzez zmieszanie 22 ml koncentratu DFO z 78 ml
eteru naftowego i mieszano go przez 15 minut.

Przygotowanie roztworu 1,2-IND

Rozpuszczono 0,5 g 1,2-IND w mieszaninie 5 ml
kwasu octowego lodowatego, 45 ml octanu etylu i 450
ml eteru naftowego. Nastepnie wszystkie sktadniki
mieszano na mieszadle magnetycznym, az do catko-
witego rozpuszczenia sig 1,2-IND.

Przygotowanie roztworu 1,2-IND z chlorkiem
cynku

Roztwor ujawniajgcy z chlorkiem cynku przygotowy-
wano w trzech etapach. W pierwszej kolejnosci przy-
gotowano roztwér koncentratu chlorku cynku poprzez
rozpuszczenie 5 g chlorku cynku w mieszaninie: 80 ml
metanolu, 80 ml octanu etylu i 10 ml kwasu octowego.
Wszystkie sktadniki mieszano na mieszadle magne-
tycznym, az do catkowitego rozpuszczenia sie chlorku
cynku. W drugim etapie sporzgdzono roztwér roboczy
poprzez zmieszanie 20 ml koncentratu chlorku cynku
z 98 ml eteru naftowego i mieszano go za pomocg
mieszadta magnetycznego przez 15 minut. W trzecim
etapie przystgpiono do przygotowania roztworu 1,2-
IND z chlorkiem cynku. W tym celu potgczono 10 ml
roztworu 1,2-IND (receptura wczesniej opisana) z 2
ml roztworu chlorku cynku i mieszano na mieszadle
magnetycznym przez 15 minut.

Przygotowywanie probek

Badaniom poddano podioza chtonne w postaci
papieru biurowego (gramatura 80 g/m?) charakteryzu-
jacego sie wysokg luminescencjg przy wzbudzeniu UV
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oraz laboratoryjng bibute filtracyjng charakteryzujgcg
sie niskg luminescencjg podtoza przy wzbudzeniu UV.
Z arkuszy papieru i bibuty wycieto kwadraty o dtugosci
boku 5 cm. Na powierzchnie kwadratow nanoszono
pipetg automatyczng krople roztworow aminokwasow,
a nastepnie pozostawiono do wyschniecia w tempera-
turze pokojowej. tgcznie przygotowano i przebadano
1782 probki papieru biurowego i takg sama liczbe pro-
bek bibuly filtracyjnej. Prébki rozdzielono na 3 grupy,
ktore przechowywano odpowiednio przez okres 1 dnia,
7 dni i 4 miesiecy w temperaturze pokojowej przy wil-
gotnosci wzglednej 80%. Po tym czasie wybierano po
jednej z probek kazdego aminokwasu nakropionego
na kartke papieru i po jednej prébce kazdego amino-
kwasu nakropionego na bibute filtracyjng. Nastepnie
poddawano je odpowiednio dziataniu roztworéw DFO,
1,2-IND oraz 1,2-IND z chlorkiem cynku. Do pomiarow
wycinano waskie paski z podtozy w miejscach prze-
reagowania aminokwasow z odczynnikami ujawniaja-
cymi i poddawano je pomiarom emisji fluorescenciji.
Kazdorazowo w jednym cyklu pomiarowym jednocze-
Snie badano w tych samych warunkach wzbudzania po
jednej z przygotowanych prébek dla kazdej z metod
w wypadku podfoza z papieru i z bibuty (ryc. 1).

Warunki przeprowadzania reakcji aminokwasoéw
z DFO, 1,2-IND, 1,2-IND z chlorkiem cynku

Przygotowane probki podtozy z naniesionymi roz-
tworami aminokwasow po odczekaniu zatozonego
w badaniach czasu poddawano dziataniu roztworow
ujawniajgcych. Probki wygrzewano w temperaturze
okoto 90°C przez 20 minut.

Pomiary emisyjnych widm fluorescencyjnych
i analiza danych

Pomiaréw intensywnosci emitowanej fluorescenciji
badanych powierzchni dokonywano przy uzyciu sys-

1,2-IND z chlorkiem cynku|

Ryc. 1. Przyktadowy obraz przygotowanych do pomiaru
prébek — widoczna emisja fluorescencji w miejscach przere-
agowania aminokwasow z odczynnikami ujawniajgcymi.

temu makroskopowego obrazowania hiperspektral-
nego wykorzystujgcego ciektokrystaliczny dostrajalny
filtr LCTF (liquid crystal tunable filter) o nazwie: CON-
DOR Macroscopic Chemical Imaging System™ (Che-
mimage, Stany Zjednoczone Ameryki). Do pomiarow
typowano przereagowane powierzchnie w ksztaicie
czworokata, ktore obrazowano i analizowano przy
uzyciu oprogramowania ChemXpert (ryc. 2). W trakcie
typowania powierzchni unikano krawedzi przereago-
wanych plam ze wzgledu na tendencje do krystalizo-
wania aminokwasow w rejonie obwodki, co w bezpo-
Sredni sposob przektadato sie na wieksze stezenie
aminokwasu oraz mocniejszy sygnat. Dane zbierano
w zakresie od 550 nm do 720 nm przy rozdzielczosci
spektralnej 7 nm, wzbudzajgc fluorescencje przy 515
nm o$wietlaczem kryminalistycznym Mini Crimescope
(Ybon, Stany Zjednoczone Ameryki).

Analizie poddano usrednione wyniki z pieciu serii
pomiarowych. Dane liczbowe z otrzymanych obsza-
row pomiaru przeniesiono do arkusza kalkulacyjnego
programu Microsoft Excel, w ktérym dokonano wstep-
nej weryfikacji danych poprzez obliczenie odchylenia
standardowego. Zatozono, ze w sytuacji gdy otrzy-
many wynik danej probki bedzie roznit sie od sredniej
arytmetycznej bardziej niz wartos¢ odchylenia stan-
dardowego, bedzie odrzucany.

W celu okreslenia roznicy w charakterystyce spek-
tralnej emitowanej fluorescencji badanych zwigzkéw
w zaleznosci od rodzaju podtoza obliczono wartosci
wspotczynnika korelacji i przedstawiono je w formie
tabel.

Wyniki i dyskusja

Alanina (Ala)

Wyniki pomiaréw w formie wykreséw intensywno-
&ci fluorescencji w funkcji dtugosci fali przereagowa-
nej alaniny z DFO, 1,2-IND oraz 1,2-IND z chlorkiem
cynku na dwoch rodzajach badanych podtozy przed-
stawia rycina 3.
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Ryc. 2. Przyktad wyznaczenia obszaréw pomiarowych

w miejscach przereagowania aminokwasow z odczynnikami
ujawniajgcymi wraz z widmem emisyjnym.
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Ryc. 3. Widma fluorescencji dla produktow reakcji alanina (Ala) z DFO, 1,2-IND oraz 1,2-IND z ZnCl, na papierze biurowym
i bibule filtracyjnej — wzbudzanie przy 515 nm.

W przypadku papieru intensywnos¢ emitowanej
fluorescenciji probek 1- i 7-dniowych byta poréwny-
walna w odniesieniu do wszystkich metod, jednak
dw wypadku bibuly zarejestrowano znaczne odstep-
stwo w postaci silniejszej emisji probek przereago-
wanych z 1,2-IND z chlorkiem cynku. Probki 4-mie-
sieczne wykazaly wyraznie silniejszg emisje podiozy
przereagowanych z DFO. Dodatek chlorku cynku
w roztworze 1,2-indanedione powodowat wyrazny
wzrost fluorescenciji takze w wypadku prébek 4-mie-
siecznych.

Kwas asparaginowy (Asp)

Wyniki pomiaréow w formie wykresdw intensywnosci
fluorescencji w funkcji dtugosci fali przereagowanego
kwasu asparaginowego z DFO, 1,2-IND oraz 1,2-IND
z chlorkiem cynku na dwdch rodzajach badanych
podtfozy przedstawia rycina 4.

Zaréwno w przypadku papieru, jak i bibuty inten-
sywnos¢ emitowanej fluorescencji prébek 1- i 7-dnio-
wych byfa najwieksza dla przereagowanych z 1,2-IND
z chlorkiem cynku. Probki w postaci bibuty wykazaty
znacznie wigkszy przedziat pomigedzy poziomem emi-
sji niz prébki papieru w odniesieniu do tej metody.
Probki 4-miesieczne wykazaly wyraznie silniejszg
emisje podtozy przereagowanych z DFO. Dodatek
chlorku cynku w roztworze 1,2-IND powodowat nie-
wielki wzrost fluorescencji wytgcznie w wypadku proé-
bek 4-miesigcznych papieru.

Glicyna (Gly)

Wyniki pomiaréow w formie wykreséw intensywnosci
fluorescencji w funkcji dtugosci fali przereagowane;
glicyny z DFO, 1,2-IND oraz 1,2-IND z chlorkiem cynku
na dwoch rodzajach badanych podtozy przedstawia
rycina 5.
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Ryc. 4. Widma fluorescenciji dla produktéw reakcji kwas asparaginowy (Asp) z DFO, 1,2-IND oraz 1,2-IND z ZnCl, na papierze
biurowym i bibule filtracyjnej — wzbudzanie przy 515 nm.
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Ryc. 5. Widma fluorescencji dla produktow reakcji glicyny (Gly) z DFO, 1,2-IND oraz 1,2-IND z ZnCl, na papierze biurowym
i bibule filtracyjnej — wzbudzanie przy 515 nm.

W przypadku glicyny dla probek 1- i 7-dniowych
najlepsze efekty osiggnieto w odniesieniu do metody
1,2-IND z chlorkiem cynku. Stwierdzono wyraznie gor-
sze efekty metody 1,2-IND bez chlorku cynku dla tych
dwoch przedziatéw czasowych w wypadku bibuty.
Podtoza w postaci papieru wykazywaty nieznacznie
gorszg emisje niz roztwor z dodatkiem chlorku cynku.
Probki 4-miesieczne wykazaty wyraznie silniejszg emi-
sje probek przereagowanych z DFO. Dodatek chlorku
cynku w roztworze 1,2-IND powodowat minimalny
wzrost fluorescencji wytgcznie w odniesieniu do pro-
bek 4-miesiecznych papieru.

Histydyna (His)

Wyniki pomiaréw w formie wykreséw intensywno-
sci fluorescencji w funkcji diugosci fali przereagowa-
nej histydyny z DFO, 1,2-IND oraz 1,2-IND z chlorkiem
cynku na dwoch rodzajach badanych podtozy przed-
stawia rycina 6.

Podtoza w postaci papieru z histydyng wykazy-
waly najlepsze efekty po przereagowaniu z DFO. O ile
prébki 1- i 7-dniowe wykazywaty nieznacznie nizszg
emisje, to w wypadku probek 4-miesiecznych roznica
byta znaczna. Zauwazalnie wigkszg emisje zanotowano
w wypadku probek bibuty zaréwno w odniesieniu do 1,2-
IND z chlorkiem cynku, jak i w odniesieniu do roztworu
bez dodatku chlorku cynku, w dwdch pierwszych prze-
dziatach czasowych. Odmiennie do pozostatych proé-
bek dodatek chlorku cynku w roztworze 1,2-IND powo-
dowat minimalne obnizenie fluorescencji w wypadku 4
miesiecznych oraz 7-dniowych prébek papieru.

Leucyna (Leu)

Wyniki pomiaréw w formie wykreséw intensywno-
&ci fluorescencji w funkcji ditugosci fali przereagowa-
nej leucyny z DFO, 1,2-IND oraz 1,2-IND z chlorkiem
cynku na dwoch rodzajach badanych podtozy przed-
stawia rycina 7.
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Ryc. 6. Widma fluorescenciji dla produktow reakciji histydyny (His) z DFO, 1,2-IND oraz 1,2-IND z ZnCl, na papierze biurowym
i bibule filtracyjnej — wzbudzanie przy 515 nm.
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Ryc. 7. Widma fluorescenciji dla produktow reakcji leucyny (Leu) z DFO, 1,2-IND oraz 1,2-IND z ZnCl, na papierze biurowym
i bibule filtracyjnej — wzbudzanie przy 515 nm.

Najwyzszy poziom emisji fluorescencji dla pod-
tozy papierowych z leucyng zanotowano dla proé-
bek przereagowanych z DFO (prébki 1-, 7-dniowe,
4-miesieczne), natomiast w przypadku bibuty byta
to metoda 1,2-IND z chlorkiem cynku (probki 1-
i 7-dniowe). Intensywnos¢ emisji w wypadku probek
7-dniowych dla badanych podtozy byta podobna
w odniesieniu do wszystkich metod. Prébki 4-mie-
sieczne wykazujg wyraznie silniejsza emisje podfozy
przereagowanych z DFO. W odrdznieniu od 4-mie-
siecznych probek papieru dodatek chlorku cynku do
roztworu 1,2-IND na bibule praktycznie nie wptywat
na poziom emisji.

Lizyna (Lys)
Wyniki pomiaréw w formie wykresdw intensywnosci

fluorescencji w funkcji diugosci fali przereagowanej
lizyny z DFO, 1,2-IND oraz 1,2-IND z chlorkiem cynku

na dwoch rodzajach badanych podtozy przedstawia
rycina 8.

Podtoza w postaci papieru nasgczonego lizyng
wykazaty w wypadku wszystkich przedziatow czaso-
wych najwyzszg emisje dla odczynnika DFO. Prébki
bibuty przechowywane 1 i 7 dni charakteryzowaty
sie najsilniejszg fluorescencjg dla 1,2-IND z chlor-
kiem cynku. Prébki 4-miesieczne bibuty wyka-
zaly wyraznie silniejszg emisje po przereagowaniu
z DFO. Dodatek chlorku cynku w roztworze 1,2-IND
nie wplywat na fluorescencje 1-dniowych prébek
papieru, a takze 4-miesiecznych probek papieru
i bibuty.

Seryna (Ser)

Wyniki pomiarow w formie wykreséw intensywnosci
fluorescencji w funkcji diugosci fali przereagowanej
seryny z DFO, 1,2-IND oraz 1,2-IND z chlorkiem cynku
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Ryc. 8. Widma fluorescenciji dla produktéw reakcii lizyny (Lys) z DFO, 1,2-IND oraz 1,2-IND z ZnCl, na papierze biurowym
i bibule filtracyjnej — wzbudzanie przy 515 nm.
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Ryc. 9. Widma fluorescenciji dla produktow reakcji seryny (Ser) z DFO, 1,2-IND oraz 1,2-IND z ZnCl, na papierze biurowym
i bibule filtracyjnej — wzbudzanie przy 515 nm.

na dwoéch rodzajach badanych podtozy przedstawia
rycina 9.

W przypadku seryny probki 1-dniowe wyraznie
wskazaly najsilniejszg fluorescencje metody 1,2-IND
z chlorkiem cynku. Probki bibuty 1- i 7-dniowe prze-
reagowane z 1,2-IND wykazaty podobng intensyw-
nosc¢ fluorescenciji jak probki przereagowane z DFO.
W odréznieniu od innych badanych aminokwa-
séw 4-miesigczna probki bibuty z seryng osiggnety
podobny poziom fluorescencji w wypadku metody
DFO i 1,2-IND z chlorkiem cynku. Dodatek chlorku
cynku nie wptyngt praktycznie na fluorescencje 4-mie-
siecznych prébek papieru.

Treonina (Thr)

Wyniki pomiaréow w formie wykresow intensywno-
Sci fluorescencji w funkcji dtugosci fali przereagowa-
nej treoniny z DFO, 1,2-IND oraz 1,2-IND z chlorkiem

cynku na dwéch rodzajach badanych podtozy przed-
stawia rycina 10.

Podtoza papierowe zawierajgce treoning nie wyka-
zaty znacznych roznic pomiedzy roztworem 1,2-IND
z chlorkiem cynku i bez jego dodatku. W wypadku
papieru przechowywanego 1 bgdz 7 dni te dwie
metody pozwolity na uzyskanie najwyzszego poziomu
fluorescenciji. Jednak w wypadku probek 4-miesigcz-
nych zaréwno papieru, jak i bibuty najwyzszy poziom
emisji osiggnieto przy wykorzystaniu odczynnika DFO.
W wypadku 1- i 7-dniowych probek bibuty najlepsze
efekty osiggnieto w odniesieniu do roztworu 1,2-IND
z chlorkiem cynku.

Walina (Val)

Wyniki pomiarow w formie wykreséw intensywnosci
fluorescencji w funkcji dtugosci fali przereagowanej
waliny z DFO, 1,2-IND oraz 1,2-IND z chlorkiem cynku
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Ryc. 10. Widma fluorescencji dla produktow reakcii treoniny (Thr) z DFO, 1,2-IND oraz 1,2-IND z ZnCl, na papierze biurowym
i bibule filtracyjnej — wzbudzanie przy 515 nm.
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Ryc. 11. Widma fluorescenciji dla produktow reakcji waliny (Val) z DFO, 1,2-IND oraz 1,2-IND z ZnCl, na papierze biurowym
i bibule filtracyjnej — wzbudzanie przy 515 nm.

na dwoch rodzajach badanych podtozy przedstawia
rycina 11.

Probki papieru zawierajgce waling wykazaty najwyz-
szy poziom emisji w wypadku metody DFO dla wszyst-
kich przedziatow czasowych. W dwoch pierwszych
przedziatach czasowych roznice byly jednak znacznie
mniejsze. Natomiast w wypadku prébek bibuty prze-
chowywanych przez 1i 7 dni najwyzszy poziom fluore-
scencji zarejestrowano dla metody 1,2-IND z chlorkiem
cynku. W wypadku probek 4-miesiecznych najwigkszg
fluorescencje zanotowano dla DFO.

Dodatkowo przeprowadzone badania nie wykazaty
zasadniczych réznic w charakterystyce spektralnej
emitowanej fluorescencji badanych zwigzkow w zalez-
nosci od rodzaju podtoza. Najwigkszg zmiennosc
otrzymano w przypadku probek 1-dniowych, w odnie-
sieniu do ktoérych wyliczony wspotczynnik korelaciji

osiggnat najnizsze wartosci w wypadku DFO-Asp
(0,56), DFO-His (0,60), DFO-Leu (0,82) oraz 1,2-IND-
-Leu (0,81) (ryc. 12). W przypadku prébek 7-dniowych
najnizszg wartos¢ otrzymano w odniesieniu do DFO-
-His (0,81), a w odniesieniu do DFO-Gly, DFO-Ser,
DFO-Thr oraz 1,2-IND z ZnCl,-Ser nie przekraczaty 0,9
(ryc. 13). W przypadku prébek 4-miesiecznych wspot-
czynnik osiggnat najnizsze wartosci w odniesieniu do
1,2-IND+2ZnCl,-Ser (0,81), DFO-Ser (0,87) — rycina 14.
Wspotczynnik korelacji w wypadku wszystkich pozo-
statych probek przekraczat wartosc 0,9.

Otrzymane wyniki wskazujg na duze rozbieznosci
w poziomie emitowanej fluorescencji w odniesieniu do
trzech badanych metod. Jej intensywnosc¢ zalezy od
nastepujgcych zmiennych: rodzaj aminokwasu, roz-
twér reagenta, rodzaj podfoza, czas przechowywania
prébek.
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Ryc. 12. Wartos¢ wspoétczynnika korelacji dla prébek papieru biurowego i bibuly filtracyjnej przechowywanych przez 1 dzien.
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Ryc. 13. Warto$¢ wspoiczynnika korelacji dla probek papieru biurowego i bibuty filtracyjnej przechowywanych przez 7 dni.
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Ryc. 14. Wartos¢ wspotczynnika korelacji dla prébek papieru biurowego i bibuty filtracyjnej przechowywanych przez 4 mie-
sigce.

Analizujgc otrzymane wyniki, mozna wywniosko-
waé, ze metoda 1,2-IND z chlorkiem cynku generuje
wysoki poziom fluorescencji w wypadku s$wiezych
prébek. Wszystkie badane 1-dniowe probki bibuty
wykazatly najwyzszy poziom emisji. Otrzymane wyniki
prébek papieru nie byty juz tak jednoznaczne.

W przypadku probek przechowywanych przez 4 mie-
sigce najbardziej efektywne okazato sie¢ DFO. Wytgcznie
w przypadku seryny w odniesieniu do prébek 4-miesiecz-
nych osiggnieto poréwnywalny poziom fluorescenciji
w wypadku DFO i 1,2-IND z chlorkiem cynku na bibule.

Dodatek chlorku cynku w roztworze ujawniajgcym
1,2-IND powodowal wyrazny wzrost intensywnosci
fluorescenciji. Jony cynku prawdopodobnie stabilizujg
produkt reakcji wykazujacy silne wtasciwosci fluore-
scencyjne [14].

Nalezy podkresli¢, ze wyniki badan w duzym stop-
niu zalezaty od rodzaju podtoza, a w szczegdlnosci
duzy wptyw miafo podfoze w postaci papieru biuro-
wego. Mniejsza chtonno$¢ papieru powodowata dtuz-
sze zaleganie roztworu aminokwasu na powierzchni.
Stopniowe wysychanie skutkowato tendencjg do
zbierania sie wigkszych ilosci aminokwaséw na kra-
wedziach plam i tworzenie swoistej obwodki w postaci
korony. W miejscach tych wystepowata wyraznie
wyzsza emisja fluorescencji po reakcji z odczynni-
kami ujawniajgcymi. O ile do pomiaréw wyznaczano
srodkowg czes¢ plamy, to nie mozna wykluczy¢
duzej zmiennosci w liczbie dostgpnych dla reagen-
téw czasteczek aminokwasow. Zjawisko to byto mniej
widoczne na podtozu w postaci bibuty ze wzgledu na
wiekszg chtonnosc.
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Whnioski

Przeprowadzone badania potwierdzajg, ze na
intensywnos¢ fluorescencji ujawnianych sladow linii
papilarnych majg wptyw takie czynniki jak: odczynnik
ujawniajgcy, rodzaj podioza, rodzaj aminokwasu, czas
przechowywania prébek.

Doswiadczalnie potwierdzono, ze w wypadku wiek-
szos$ci badanych podtozy i aminokwasow przechowy-
wanych przez 1 bgdz 7 dni dodatek do roztworu ujaw-
niajgcego 1,2-IND chlorku cynku powoduje wyrazny
wzrost intensywnosci emitowanej fluorescenciji.

Badania wskazaty, ze w przypadku podtozy prze-
chowywanych przez 4 miesigce najwiekszy poziom
emisji fluorescencji zmierzono w odniesieniu do
metody DFO. Jedyne odstepstwo zanotowano
w odniesieniu do aminokwasu seryna (Ser) na pod-
tozu w postaci bibuty, gdzie fluorescencja produktu
reakcji z 1,2-IND z chlorkiem cynku byfa poréwny-
walna do DFO.

Nie stwierdzono zasadniczych réznic w charakte-
rystyce spektralnej fluorescencji badanych zwigzkow
w zaleznosci od dwéch badanych rodzajow podtoza.

Zrédta rycin i tabel

Ryciny 1-14: autorzy
Tabela 1: opracowanie wtasne
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