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Réznice spektralne fluorescencji produktow reakcji wybranych
aminokwasoéw z DFO, 1,2-indanedione oraz 1,2-indanedione

z chlorkiem cynku

Wstep

Aminokwasy s3 naturalnymi sktadnikami substancii
tworzacej $lady daktyloskopijne. Typowy aminokwas zbu-
dowany jest z centralnie potozonego atomu wegla potaczo-
nego z grupg aminowa, grupa karboksylowa, atomem wo-
doru i zmiennym fafncuchem bocznym. Pierwsze wzmianki
dotyczace zastosowania substancii reagujacych z amino-
kwasami w daktyloskopii datuje sie na rok 1954 [1]. Wyko-
rzystano wéwczas do ujawniania $ladéw daktyloskopijnych
ninhydryne — zwigzek chemiczny, ktory reaguje z grupami
aminowymi aminokwaséw, dajgc barwny produkt zwany
purpurg Ruhemanna. Wraz z rozwojem techniki i pojawie-
niem sie mozliwosci wykorzystania bardziej zaawanso-
wanego sprzetu (oswietlacze kryminalistyczne, laser) do
barwienia aminokwaséw zaczeto uzywaé zwigzkow, takich
jak DFO i 1,2-indanedione, bedgcych produktami przejscio-
wymi w syntezie pochodnej ninhydryny i dajgcych w reakcii
z aminokwasami produkty wykazujgce fluorescencie [2, 3,
4, 5]. Przez kolejne lata opracowywano i ulepszano szereg
réznych receptur, starajac sie zoptymalizowa¢ metody wi-
zualizacji $ladow oparte na reakcji z aminokwasami [6, 7,
8, 9]. Metode ninhydrynowg udato sig udoskonali¢ poprzez
kompleksowanie ninhydryny solami cynku lub kadmu. Ba-
zujac na tych wynikach, podjeto prace nad zwigkszeniem
czutoéci metod fluorescencyjnych. Réwniez w tym przy-
padku uzyskano pozytywne rezultaty dzieki dodaniu do
roztworu ujawniajacego 1,2-indanedione odpowiednigj ilo-
éci chlorku cynku [10, 11, 12]. W celu poznania podstaw
reakgji zachodzacych w trakcie ujawniania Sladow linii papi-
larnych prowadzono réwniez badania aktywno$ci optycznej
produktdw reakcji substancji ujawniajgcych z aminokwasa-
mi pod kgtem charakterystyki spektralnej [13, 14, 15].

W ponizszym opracowaniu przedstawiono charak-
terystyke spektralna produktéw reakcji wybranych dzie-
wigciu aminokwaséw z DFO, 1,2-indanedione oraz 1,2-in-
danedione zZnCl, na podtozachchtonnych (papier biurowy,
bibuta filtracyjna) w funkcji czasu.

Cel badan

Celem przeprowadzonych badan jest okreslenie cha-
rakterystyk spektralnych fluorescencji produktow reakdji
wybranych aminokwaséw z DFO, 1,2-indanedione oraz
1,2-indanedione z chlorkiem cynku. Przy okreélaniu cha-
rakterystyk zostanie uwzgledniona funkcja czasu. Otrzy-
mane dane pozwola na okreslenie doktadniejszych pa-
rametréw filtracji widmowej podczas stosowania wyzej
wymienionych metod w praktyce.

Materiaty i metody
Odczynniki chemiczne

1,8-diazafluoren-9-on (DFO), 1,2-indanedione (IND)
otrzymano od BVDA (Holandia). Chlorek cynku, etanol
otrzymano od Stanlab (Polska). Alaning, waling, lizyne,
histydyne, leucyne, treonine, glicyng, seryne (wszystkie
w konformacji L), a takze kwas asparaginowy otrzymano
od Sigma-Aldrich (Polska). Octan etylu, eter naftowy, me-
tanol, kwas octowy, kwas octowy lodowaty otrzymano od
POCH (Polska). Wszystkie odczynniki chemiczne miaty
czystoéé analityczng i wykorzystano je bez pozniejszego
oczyszczania.

Przygotowanie roztworéw aminokwasow

Roztwory sporzgdzano przez rozpuszczenie amino-
kwasdéw w demineralizowanej wodzie z wykorzystaniem
mieszadta magnetycznego. Stezenia roztworéw dobrano
na podstawie informacji zawartych w literaturze i przed-
stawiono w tabeli 1 [16].
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Tabela
Sktad wodnych roztworéw aminokwasow
Composition of aquaeous solutions of amino acids

; Woda
faskwas 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 mi
seryna (Ser) 245 mg 250 ml
treonina (Thr) 37 mg 250 ml
walina (Val) 25 mg 250 ml

Zrodto: opracowanie wlasne

Przygotowanie roziworu DFO

W pierwszej kolejnosci przygotowano roztwor kon-
centratu DFO. W zlewce rozpuszczono 0,5 g DFO w mie-
szaninie: 100 ml metanolu, 100 ml octanu etylu i 20 ml
kwasu octowego. Wszystkie sktadniki mieszano na mie-
szadle magnetycznym, az do catkowitego rozpuszczenia
sig DFO. Nastepnie sporzadzono roztwoér roboczy przez
zmieszanie 22 ml koncentratu DFO z 78 ml eteru naftowe-
go i mieszano przez 15 minut.

Przygotowanie roztworu 1,2-indanedione

W zlewce rozpuszczono 0,5 g 1,2-indanedione w mie-
szaninie: 5 ml kwasu octowego lodowatego, 45 ml octanu
etylu i 450 ml eteru naftowego. Wszystkie sktadniki miesza-
no, az do catkowitego rozpuszczenia sie 1,2-indanedione.

Przygotowanie roziworu 1,2-indanedione
z chlorkiem cynku

W pierwszej kolejnosci przygotowano roztwér koncen-
tratu chlorku cynku. W zlewce rozpuszczono 5 g chlorku
cynku w mieszaninie: 80 ml metanolu, 80 ml octanu etylu
i 10 ml kwasu octowego. Wszystkie sktadniki mieszano,
az do catkowitego rozpuszczenia sie chlorku cynku. Na-
stepnie sporzadzono roztwdr roboczy przez zmieszanie
20 ml koncentratu chlorku cynku z 98 ml eteru naftowego
i mieszano za pomoca mieszadta magnetycznego przez
15 minut. W kolejnym etapie przystapiono do przygotowa-
nia roztworu 1,2-indanedione z chlorkiem cynku. W tym
celu potaczono 10 ml roztworu 1,2-indanedione (receptu-
ra opisana powyzej) z 2 ml roztworu roboczego chlorku
cynku i mieszano przez 15 minut.

Przygotowywanie prébek

W badaniach wykorzystano typowy papier biurowy
o gramaturze 80 g/m? o wysokiej luminescencji podtoza
przy wzbudzeniu promieniowaniem UV oraz laboratoryj-
ng bibute filtracyjna o niskiej luminescencji podioza przy
wzbudzeniu promieniowaniem UV. Z arkuszy papieru i bi-
buty wycieto kwadraty o dtugosci boku 5 cm. Na powierzch-
nie kwadratéw naniesiono pipetg automatyczng krople
roztworéw aminokwaséw, a nastepnie pozostawiono do
wyschniecia w temperaturze pokojowej. Probki rozdzielo-
no na 3 grupy, ktdre przechowywano odpowiednio przez
1 dzien, 7 dni oraz 4 miesigce, w temperaturze pokojowe;j
przy wilgotnosci wzglednej ok. 80%. Nastepnie, po upty-
wie zatozonych okresow, probki kazdego z aminokwasow
(po 5 na kartkach papieru i po 1 na bibule) poddawano
procesowi ujawniania roztworami DFQ, 1,2-indanedione,
1,2-indanedione z ZnCl,. Ze wzgledu na stosowanie
w procesie produkcji papieru biurowego réznorodnych
dodatkéw, np. wybielaczy optycznych, zdecydowano sie
bada¢ kazdorazowo po 5 probek papieru, z ktérych na-
stepnie wyliczono $rednig arytmetyczng oraz odchylenie
standardowe. Poniewaz bibuta filtracyjna stanowi podtoze
bardziej jednorodne, bez dodatkéw, do pomiaréw na tym
podtozu wykorzystano po jednej probce. '

Warunki przeprowadzania reakcji
aminokwaséw z DFO, 1,2-indanedione,
1,2-indanedione z chlorkiem cynku

Przygotowane probki podtozy z naniesionymi roz-
tworami aminokwasdw, po uptywie okreslonego czasu,
poddawano dziataniu roztworéw ujawniajgcych w postaci
aerozolu. Po odparowaniu roztworu probki umieszczano
w wygrzewarce, w temperaturze okoto 90° C, na 20 minut.
Po wygrzaniu prébki poddawano pomiarom emisji fluore-
scenciji.

Pomiary emisyjnych widm fluorescencyjnych
Poddane procesowi wizualizacji powierzchnie kwa-

dratéw papieru i bibuty w miejscach naniesienia roztwo-
ru aminokwasow obrazowano i analizowano przy uzyciu

~ systemu makroskopowego obrazowania hiperspektralne-

go opartego na technologii LCTF (liquid crystal tunable
filter — LCTF): The VIS CONDOR Macroscopic Chemical
Imaging System™ (Chemlmage, Stany Zjednoczone
Ameryki). Dane spektralne odczytywano w zakresie pracy
systemu 550-720 nm, z rozdzielczoécig spekiralng 7 nm.
Luminescencje wzbudzano oéwietlaczem kryminalistycz-
nym Mini Crimescope (Ybon, Stany Zjednoczone Amery-
ki) przy diugosci fali 515 nm. Zebrane dane poddano nor-
malizacji, wykorzystujac oprogramowanie ChemXpert.
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Wyniki i dyskusja

Widma luminescencji reakcji aminokwaséw z DFO
przedstawiono na rycinie 1. Nie stwierdzono wyraznych
réznic w widmach emisyjnych fluorescenciji dla poszcze-
géinych aminokwasow, jak rowniez nie stwierdzono wy-
raznych roznic wynikajgcych z rodzaju podioza w postaci
papieru biurowego i bibuty filtracyjnej. Jedynie w przypad-
ku probek naniesionych na bibute filtracyjna, pozostawio-
nych na 4 miesigce, stwierdzono rozszerzenie piku fluore-
scencji w kierunku czerwieni.
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Prébki w miejscach pomiaréw na podtozu W postaci
papieru biurowego charakteryzowaty sie duzag powtarzal-
noécia, co potwierdza obliczone odchylenie standardowe
nieprzekraczajace maksymainie wartosci: 0,02 (Leu — 1
dzien), 0,05 (Gly — 7 dni), 0,03 (Lys — 4 miesigce).

Otrzymane fluorescencyjne charakterystyki spektral-
ne badanych aminokwaséw na papierze i bibule w duzej
mierze pokrywajg sig z danymi otrzymanymi na obojgtnym
chemicznie podtozu celulozowym do chromatografii cien-
kowarstwowej TLC [15].
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Ryc. 1. Widn:na Juminescenciji produktéw reakcii dziewigciu aminokwaséw z DFO na arkuszach papieru i bibule filtracyjnej — wzbudzanie przy 515 nm
Fig. 1. Luminescence spectra of products of reaction of 8 amino acids with DFO on sheets of paper and filtration paper — 515 nm excitation

Zrodto (ryc. 1-3): autorzy
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Widma luminescencji reakcji aminokwaséw z 1,2-in-
danedione przedstawiono na rycinie 2. Zauwazalne jest
splaszczenie piku w wypadku 1-dniowych i 7-dniowych
prébek lizyna—papier oraz asparagina—hibuta. W pozosta-
tych probkach nie stwierdzono wyraznych rdznic w wid-
mach emisyjnych fluorescencji poszczegéinych amino-
kwaséw. Stwierdzono wystepowanie dwoch wyraznych,
blisko wystepujacych maksiméw pikéw (przy ok. 570
i ok. 610 nm) w wypadku prébek jednodniowych zaréwno
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papieru, jak i bibuty. Prébki przechowywane dtuzej wyka-
zywaty zanikanie piku z maksimum przy okoto 610 nm.
W przypadku prébek przechowywanych przez 4 miesigce
pik ten ulegat sptaszczeniu.

Probki w miejscach pomiaréw na podtozu w postaci
papieru biurowego charakteryzowaty sie duza powtarzal-
noscig, co potwierdza obliczone odchylenie standardowe
nieprzekraczajgce maksymalnie wartosci: 0,04 (Leu — 1
dzien), 0,04 (Leu — 7 dni), 0,04 (Val — 4 miesiace).
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Ryc. 2. Widma luminescenciji produktow reakgji dziewieciu aminokwaséw z 1,2-indanedione na arkuszach papieru i bibule filtracyjnej — wzbudzanie przy 515 nm
Fig. 2. Luminescence spectra of products of reaction of 9 amino acids with 1,2-indanedione on sheets of paper and filtration paper — 515 nm excitation
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Widma luminescencji reakcji aminokwasow z 1,2-in-
danedione z ZnCl, przedstawiono na rycinie 3. Stwierdzo-
no dwa wyrazne, blisko wystepujace maksima pikow (przy
ok. 570 i ok. 610 nm) w wypadku prébek jednodniowych
zaréwno papieru, jak i bibuty. Probki przechowywane
diuzej wykazywaty zanikanie piku z maksimum przy ok.
610 nm. W przypadku probek przechowywanych przez
4 miesiace pik ten ulegat wyraznemu sptaszczeniu. Za-
uwazalne jest sptaszczenie piku w wypadku 1-dniowych
prébek lizyna—papier. W wypadku probek 1-dniowych:
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niu do 1,2-indanedione i 1,2-indanedione z ZnCl,. W po-
zostatych prébkach nie stwierdzono wyraznych réznic
w widmach emisyjnych fluorescencji dia poszczegdinych
aminokwaséw. Zastosowanie w roztworze ujawniajacym
1,2-indanedione chlorku cynku wptyneto na zwigkszenie
intensywnoéci emisji fluorescencii.
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Ryc. 3. Widma luminescenciji produktéw reakciji dziewieciu aminokwaséw z 1,2-indanedione z chlorkiem cynku na arkuszach papieru i bibule filtracyjnej —

wzbudzanie przy 515 nm

Fig. 3. Luminescence spectra of products of reaction of 9 amino acids with 1,2-indanedione and zine chloride on sheets of paper and filtration paper — 515 nm

excitation
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Prébki w miejscach pomiaréw na podtozu w postaci
papieru biurowego charakteryzowaty sie duzg powtarzal-
noscia, co potwierdza obliczone odchylenie standardowe
nieprzekraczajgce wartosci maksymalnie: 0,04 (Thr —
1 dzien), 0,03 (Lys — 7 dni), 0,02 (Leu — 4 miesiace).

Dostepne publikacje wskazuja na wystepowanie réz-
nic w widmach prébek na papierze biurowym oraz bibule
filtracyjnej. W wypadku prébek dziewieciu aminokwasow
przereagowanych z ninhydryng na bibule filtracyjnej oraz
ptytkach TLC widma absorpcyjne byly bardzo zblizone.
Widma otrzymane z prébek przygotowanych z papieru
biurowego znaczgco sie roznity, co moze potwierdzac
wptyw dodatkéw w papierze na wtasciwosci spektralne
[15]. Zbieznos¢ absorpeyjnych charakterystyk spektral-
nych otrzymywanych z prébek w postaci celulozowych
ptytek TLC i bibuly filtracyjnej (obydwu obojetnych che-
micznie i niemajgcych aktywnosci optycznej), pozwala na
poréwnywanie takze widm emisyjnych innych substancji.
Otrzymane emisyjne widma produktow reakcji DFO i ami-
nokwaséw nakfadajg sie na widma przedstawione w lite-
raturze [15].

Whnioski

Otrzymane wyniki wskazujg na nieznaczne rdznice
spekiralne produktéw reakcji poszczegdlnych amino-
kwaséw ze wszystkimi badanymi roztworami ujawniajg-
cymi. Potwierdza to, ze reakcja chemiczna DFO, 1,2-in-
danedione i 1,2-indanedione z chlorkiem cynku, tak jak
w przypadku ninhydryny, zachodzi z grupami aminowymi
aminokwasow. Grupa boczna aminokwaséw ma niewiel-
ki wptyw na charakterystyke spektralng produktu reakcji
z badanymi substancjami ujawniajacymi.

W przypadku DFO nie stwierdzono znaczacych zmian
w widmach fluorescencyjnych prébek przechowywanych
w badanych przedziatach czasu. Nieznaczne odstepstwo
wykazaly 4-miesieczne probki bibuta—DFO, w wypadku
ktdrych zauwazono rozszerzenie widma emisyjnego w kie-
runku czerwieni.

Widma fluorescencyjne prébek przechowywanych
przez 1 dzien, 7 dnii 4 miesigce, poddanych dziataniu 1,24n
-danedione i 1,2-indanedione z chlorkiem cynku wykazuja
wigksze réznice. Probki diuzej przechowywane miaty ten-
dencje do zanikania piku z maksimum przy ok. 610 nm.

Otrzymane dane spektralne wskazujg na mozliwosé
stosowania w praktyce tych samych filtrow obserwacyj-
nych dla metod: DFO, 1,2-indanedione oraz 1,2-inda-
nedione z chlorkiem cynku.

Prace dotyczace przedstawionego zagadnienia beda
kontynuowane w kierunku poréwnan intensywno$ci emito-
wane;j fluorescenciji w produktach reakcji badanych zwigz-
kow z wybranymi aminokwasami.

BIBLIOGRAFIA

1. Oden S., von Hofsten B.: Detection of Fingerprints
by the Ninhydrin Reaction, ,Nature”, 173 (1954) 449—-450.

2. Grigg R., Mongkolaussavaratana T., Pounds C.A.,
Sivagnanam S.: 1,8-Diazafluoren-9-one and related com-
pounds. A new reagent for the detection of alpha amino
acids and Latent Fingerprints, ,Tetrahedron Letters”, 31,
49 (1990) 7215-7218.

3. Grigg R., Mongkolaussavaratana T., Pounds C. A.,
Sivagnanam S.: The use 1,8-Diazafluoren-9-one (DFO)
for the fluorescent detection of latent fingerprint on paper.
A preliminary investigation, ,Journal of Forensic Scien-
ces”, 35,1 (1990) 169-175.

4. Ramotowski R., Cantu A.A., Joullié¢ M.M., Petro-
vskaia O.: 1,2-Indanediones: A preliminary evaluation of
a new class of amino acid visualising reagents, ,Finger-
print Whorld”, 23, 90 (1997) 131—140.

5. Hauze D.B., Petrovskaia O., Taylor B., Joullié M.M.,
Ramotowski R., Cantu A.A.: 1,2-Indanediones: new
reagents for visualizing the amino acid components of la-
tent prints, ,Journal of Forensic Sciences”, 43, 4 (1998)
744747,

6. Merrick S., Gardner S., Sears V.G. and Hewlett, D.F.:
An operational trial of ozone-friendly DFO and 1,2-
indandione formulations for latent fingerprint detection,
~Journal of Forensic Identification”, 52, 5, (2002) 595-605.

7. Didierjean C., Debart M.H., Crispino F.: New formu-
lation of DFO in HFE-7100, ,Fingerprint Whorld”, 24, 94,
(1998) 163-167.

8. Hardwick S., Kent T., Sears V., Winfield, P.: Im-
provements to the formulation of DFO and the effects of
heat on the reaction with latent fingerprints, ,Fingerprint
Whorld”, 19, 73 (1993) 65—69.

9. Bickell D.E., Ramotowski R.S.: Use of an optimised
1,2-indanedione process for the development of latent
prints, ,Journal of Forensic Sciences”, 53, 5 (2008) 1-9.

10. Conn C., Ramsey G., Roux C., Lennard C.: The
effect of metal salt treatment on the photoluminescence
of DFO-treated fingerprints, ,Forensic Science Internatio-
nal’, 116, 2 (2001) 117—123.

11. Sears V., Batham R., Bleay S.: The effectiveness
of 1,2-indandione-zinc formulations and comparison with
HFE-based 1,8-diazafluoren-9-one for fingerprint deve-
lopment, ,Journal of Forensic Identification”, 59, 6 (2009)
654—678.

12. Stoilovic M., Lennard C., Wallace-Kunkel C., Roux C.:
Evaluation of a 1,2-indanedione formulation containing
zinc chloride for improved fingermark detection on paper,
~Journal of Forensic Identification”, 57, 1 (2007) 4—18.

13. Wilkinson D.: A study of the reaction mechanism
of 1,8-diazafluoren 9-one with the amino acid L-alanine,
»Forensic Science International”, 109, 2 (2000) 87—102.

14. Cantu A.A., Leben D.A., Joullie M.M., Heffner R.J.,
Hark R.R.: A comparative examination of several amino

PROBLEMY KRYMINALISTYKI 282(4) 2013



Z PRAKTYKI

acid reagents for visualising amino acid (glycine) on paper,
_Journal of Forensic Identification”, 43, 1 (1993) 44-67.

15. Spindler X., Stoilovic M., Lennard C., Lennard A.:
Spectral variations for reaction products formed between
different amino acids and latent fingermark detection
reagents on a range of cellulose-based substrate, ,Journal
of Forensic Identification”, 59, 3 (2009) 308-324.

16. Schwarz L.: An amino acid model for latent finger-
prints on porous surfaces, ,Journal of Forensic Sciences”,
54, 6 (2009) 1323-1326.

Streszczenie

W artykule przedstawiono charakterystyke widnmowaq fluorescen-
cji produktéw reakcji wybranych dziewigciu aminokwaséw z DFO,
1,2-indanedione oraz 1,2-indanedione z chlorkiem eynku. W bada-
niach wykorzystano podioza chlonne w postaci arkuszy papieru biu-
rowego i bibuly filtracyjnej. Badaniom poddano prébki przechowy-
wane w trzech przedzialach czasowych. Dane spektralne otrzymano
przy wykorzystaniu systemi makroskopowego obrazowania hiper-
spektralnego. Otrzymane wyniki potwierdzajg, ze reakcja chemiczna
DEO, 1,2-indanedione i 1,2-indanedione z ZnCl, zachodzi z grupami

aminowymi aminokwasdw. Grupa boczna aminokwaséw w niewielkim
stopniu wplywa na charakterystyke spektralng. Stwierdzono réznice
w charakterystyce widmowej emitowane] fluorescencji badanych pré-
bek w funkcji czasu.

Stowa kluczowe: DFO, 1,2-indanedione, 1,2-indanedionez ZnCl,,
obrazowanie hiperspektralne, aminokwasy, powierzchnie chlonne

Summary

The paper presents fluorescence spectral characteristics of reaction
products of chosen nine amino acids with DFO, 1,2-indanedioneand 1,2-
indanedione with zinc chloride. Absorptive substrates, siich as sheets of
paper and filtration paper were used in examination. The examination
involved samples, which were stored over three time intervals. Spectral
data were obtained with the use of macroscopic hyperspectral imaging
systen. Findings confirm that a chemical reaction between DFO, 1,2-
indanedione and 1,2-indanedione + ZnCl, takes place with amino
groups of amino acids. A pendant group of amino acids only slightly
influences the spectral characteristics. The authors concluded on the
differences in spectral characteristics of the fluorescence emitted from
examined samples over time.

Keywords: DFO, 1,2-indanedione, 1,2-indanedione + ZnCl,,
hyperspectral imaging, amino acids, absorptive surfaces
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