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Streszczenie

1,8-diazafluoren-9-on (DFO) to czuta sonda luminescencyjna ukierunkowana na a-aminokwasy. W badaniu
wykorzystano jego wtasciwosci fizykochemiczne do utworzenia polimerowych folii DFO/PVA. W rezultacie
otrzymano materiaty, w ktérych DFO jest stabilny i reaktywny. Analiza spektroskopowa utworzonych filméw
wykazata, ze folie 0 najwyzszym stezeniu DFO odznaczajg sie najwiekszg reaktywnoscig. Otrzymano nowo-
czesne materiaty w postaci cienkich filméw DFO/PVA z potencjalnym zastosowaniem do ujawniania sladéw
linii papilarnych na podtozach niechtonnych.

Stowa kluczowe: folia polimerowa DFO/PVA, fluorescencja, linie papilarne

Wstep przeznaczony na podtoza chtonne (D’Elia i in., 2015;
1,8-diazafluoren-9-on jest aromatycznym zwigzkiemor-  Friesen, 2015). Roztwor DFO tworzony jest na bazie
ganicznym, ktéry tworzy kompleks z a-aminokwasami, metanolu i kwasu octowego, poniewaz wzmacniajg
dajgc fluorescencyjny produkt reakcji (Petrovskaiaiin.,  one efekt dziatania 1,8-diazafluoren-9-onu na $lady

2001). Dzieki temu od lat 90. XX wieku uzywany jest linii papilarnych (Costa Conniin., 2001). Do wytworze-
jako reagent do ujawniania sladéw linii papilarnych, nia roztworu DFO stosuje sie bardzo wysokie stezenia
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Ryc. 1. Procedura kryminalistyczna ujawniania $ladéw linii papilarnych za pomocg DFO.
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1,8-diazafluoren-9-onu w ilosci ok. 0,25g/L (ij. ok.
107" [mol/dm?)) (Bleay i in., 2018). Reagent aplikuije sie,
spryskujac $lad lub zanurzajgc w nim badane podtoze
(Ramotowski, 2013), a nastepnie ogrzewa w tempera-
turze ok. 100°C w czasie nieprzekraczajgcym 20 minut
(Browarny, 2014) —rycina 1.

DFO jest czgsteczka o niskiej wydajnosci kwanto-
wej fluorescenciji (Lewkowicz i in., 2019). Jednocze$nie
molekuta ta jest wysoce reaktywna oraz selektywna dla
a-aminokwasow, w rezultacie daje produkt o wysokiej
wydajnosci kwantowej fluorescencji, co jest gtbwnym
celem obecnie stosowanej procedury kryminalistycz-
nej stuzgcej do ujawniania sladéw linii papilarnych.
Uzywanie bardzo wysokich stezen gtéwnego reagenta
DFO moze jednak skutkowaé obserwacjg fluorescen-
cji pochodzacej od asocjatow 1,8-diazafluoren-9-onu,
a nie od kompleksu DFO z a-aminokwasami. Zjawisko
to obserwowano juz wczesniej wsrdéd innych molekut
zdolnych do luminescenciji, np. Rodaminy 6G (Lewko-
wicz i in., 2012; Lewkowicz i in., 2014). W przypadku
ketondw aromatycznych wczesniejsze doniesienia lite-
raturowe wskazujg réwniez na obecno$¢ dimeréw tych
molekut, chociazby na skutek cykloaddycji do wigzania
C=C w pierscieniu aromatycznym. Zjawisko przed-
stawiono jako efekt oddziatywania ketonéw w stanie
trypletowym, przyktadowo w procesie dimeryzacji cy-
kloheksanonu uczestniczy czgsteczka w stanie 3(m, *)
(Lam, Valentine, Hammond, 1967; Inhllsen, Kopf,
Margaretha, 2008; Parthasarathy, Samanta, Rama-
murthy, 2013). W niniejszym badaniu umieszczono
molekute DFO w innym no$niku niz obecnie stosowa-
ne w daktyloskopii roztwory. Materiatem, ktéry moze
stanowi¢ obiecujacg matryce dla DFO, jest alkohol
poliwinylowy (PVA). PVA jest bezwonnym, bezbarw-
nym oraz nietoksycznym polimerem. Ma wtasciwosci
higroskopijne oraz jest materiatem biokompatybilnym
i biodegradowalnym, dzieki czemu jest szeroko stoso-
wany w medycynie (Yang i in., 2021; Liu i in., 2014).
Dzieki zdolnosci do absorbowania wody utworzone
z PVA filmy peczniejg, co umozliwia uwolnienie zawar-
tej w nich molekuty do $rodowiska (Yang i in., 2021);
prawdopodobnie ten sam mechanizm pozwala na po-
chtoniecie czagsteczek ze srodowiska do wewnagtrz
polimeru.

Cel badan

Celem badan jest otrzymanie materiatow poli-
merowych o wysokiej trwatosci i selektywnosci
wzgledem a-aminokwaséw z mozliwoscig potencjal-
nego zastosowania do podtozy zarbwno chtonnych,
jak i niechtonnych podczas ujawniania $ladéw linii
papilarnych.

Materiaty i metody

Sprzet, wyposazenie i odczynniki chemiczne
Wszystkie odczynniki chemiczne uzyte w badaniu
byty czystosci analitycznej. Czysty spektroskopo-
wo (zawartos¢ barwnika 99%) 1,8-diazafluoren-9-on,

alkohol poliwinylowy oraz glicyne zakupiono od Aldrich
(Sigma-Aldrich Monachium, Niemcy). Wode dejonizo-
wang pozyskano z systemu HydrolLab.

Widma Ramana uzyskano wraz ze zintegrowa-
nym konfokalnym systemem mikro-Raman z LabRam
Aramis (Horiba Jobin Yvon) Spektrometr 460 mm.
Zrédtem wzbudzenia jest laser HeNe pétprzewodni-
kowy pompowany diodg (DPSS), emitujgcy czerwone
Swiatto przy 632 nm z mocg 50 mW. Widma absorp-
cji mierzono za pomocg spektrofotometru Shimadzu
UVmini-1240. Fluorescencje wzbudzano za pomo-
cg lampy UV UVITEC LF-206.LS LAMP 365/254NM
1X6W 230V EU oraz za pomoca o$wietlacza, przy dtu-
gosci fali wzbudzenia 465 nm. Widma emisji uzyskano
za pomocg spektrofluorymetru Horiba Jobin Yvon, mo-
del FluoroMax4TCSPC.

Przygotowanie folii PVA z zainkorporowanym DFO

Na rycinie 2 przedstawiono schemat otrzymywania
filméw polimerowych DFO/PVA. Filmy te powstaty
w procesie polimeryzacji w temperaturze pokojowej
i cisnieniu atmosferycznym. PVA i DFO rozpuszczono
w wodzie demineralizowanej. Otrzymano nastepu-
jace stezenia DFO w filmach PVA: 1075, 10, 1073,
5 - 10-3[mol/dmq].

Analiza strukturalna

Rycina 3 pokazuje widmo Ramana dla folii PVA. Potozenie
pikéw ramanowskich na widmie jest charakterystyczne
dla struktury tego polimeru, wystepujg one pomiedzy
750-1500 cm~" oraz 2500-3500 cm~" (Publicspectra.com;
Thomas, Stuart, 1997).

DFO/PVA —
1072 [mol/dm?]

Ryc. 2. Schemat otrzymywania filméw polimerowych
DFO/PVA.
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Ryc. 3. Widmo Ramana folii DFO/PVA.

Ryc. 4. Widmo absorpcji folii DFO/PVA
dla ¢y, =5 - 10 [mol/dmq].
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Ryc. 5. Procedura impregnacji wodnym roztworem glicyny folii polimerowych DFO/PVA.

Pomiaru widm absorpciji folii DFO/PVA dokonano
w temperaturze pokojowej i cisnieniu atmosferycznym.
Rycina 4 przedstawia widmo absorpciji dla najwyzsze-
go stezenia DFO w folii PVA i stanowi potwierdzenie
obecnosci 1,8-diazafluoren-9-onu w matrycy PVA —
charakterystyczne pasmo absorpcji z maksimum przy
dtugosci fali 385 nm. W przypadku najwyzszych ste-
zen DFO (108 oraz 5 - 103[mol/dm3]) zaobserwowano
wystepowanie drugiego pasma absorpcji z maksimum
przy dtugosci fali 570 nm. Pojawienie sie dodatkowego
pasma potwierdza powstawanie nowych struktur che-
micznych, prawdopodobnie sg to tzw. agregaty DFO.

Impregnacja folii DFO/PVA
Folie DFO/PVA impregnowano w dwoéch roztwo-
rach: woda (Slepa préba) oraz wodny roztwér glicyny

10*[mol/dmq]. Kazdg z prébek zanurzano na 30 sekund
w roztworze, a nastepnie wygrzewano w piecu — ryci-
na 5. Folie DFO/PVA o wysokich stezeniach, tj. 10
oraz 5 - 10-%[mol/dm?], ktére zostaty zaimpregno-
wane wodnym roztworem glicyny, zmienity kolor na
purpurowy.

Analiza spektroskopowa
Po impregnacji dokonano pomiaru widm absorpcji folii
DFO/PVA w zakresie spektralnym 250-700 nm, a na-
stepnie porédwnania widm absorpcji folii 0 najwyzszym
stezeniu 5 - 103 [mol/dm?®] impregnowanych w wodzie,
w wodnym roztworze glicyny 10~ [mol/dm?], a takze
niepoddanych impregnacji — rycina 6.

Na widmie absorpcji ponownie widoczne sg dwa
pasma absorpcji dla probki niepoddanej impregnaciji
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Ryc. 6. Widmo absorpcji folii DFO/PVA
dla ¢, =5 - 10 [mol/dm?].

oraz impregnowanej wodg. W prébce impregnowanej
glicyng widoczne sg trzy pasma. Dwa skrajne pasma
absorpcji sg wspolne dla wszystkich folii: pierwsze
z maksimum przy dtugosci fali 385 nm oraz ostatnie
z maksimum przy dtugosci fali ok. 570 nm. Srodko-
we pasmo absorpcji charakterystyczne jest jedynie
dla proébki impregnowanej wodnym roztworem glicyny
z maksimum przy dtugosci fali 470 nm — specyficzne
dla kompleksu DFO z a-aminokwasami.

Probki otrzymane po impregnacji o$wietlono lampg
UV: 365 nm oraz o$wietlaczem 465 nm. Folie DFO/PVA
zaimpregnowane wodnym roztworem glicyny wy-
$wiecajg dla stezen 10, 10 oraz 5 - 10-% [mol/dm?q].
Fluorescencja byta widoczna réwniez dla stezenia
5 - 103 [mol/dm?® DFO/PVA po zaimpregnowaniu foli
woda.

W foliach DFO/PVA po impregnacji wodnym roz-
tworem glicyny wraz ze wzrostem stezenia ro$nie
intensywno$¢ emisji — tabela 1 i 2. Poréwnujgc filmy
dla stezenia 5 - 10-% [mol/dm?®] DFO/PVA, obserwuje
sie zblizong emisje mimo réznej impregnacji. Cechg
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Ryc. 8. Widmo fluorescenciji folii DFO/PVA dla
najwyzszego stezenia 5 - 10 [mol/dm?] przy wzbudzeniu
promieniowaniem o dtugosci fali 470 nm.

Ryc. 7. Widmo fluorescenciji folii DFO/PVA dla najwyzszych
stezen 5 - 10-%[mol/dm?] przy wzbudzeniu promieniowaniem
o dtugosci fali 380 nm.

nieznacznie réznicujacg folie jest barwa emitowane-
go $wiatta oraz intensywnos¢ emisji badanych filmow.
W prébkach wzbudzanych przy 365 nm wraz ze
wzrostem stezenia pojawia sie barwa zbéttopomaran-
czowa. Folia 5 - 10°[mol/dm?® DFO/PVA impregnowana
w wodzie wySwieca na z6tto, podczas gdy folia im-
pregnowana w glicynie na pomaranczowo. Natomiast
dla prébek o najwyzszym stezeniu przy wzbudzeniu
promieniowaniem o dtugosci fali 465 nm barwa jest
bardziej intensywna niz przy wzbudzeniu promieniowa-
niem o dtugosci fali 365 nm — pomaranczoworbzowa
przy impregnacji wodnym roztworem glicyny.

Na rycinie 7 zestawiono widma fluorescenciji fil-
méw 5 - 103 [mol/dm?® DFO/PVA dla poszczegbinych
impregnacji. Na widmie widoczne sg dwa pasma flu-
orescencji. Maksimum pierwszego pasma fluorescenciji
znajduje sie przy dtugosci fali 460 nm dla impregna-
cji wodnym roztworem glicyny i przesuwa w strone
dtugofalowg do 470 nm dla pozostatych folii. Nie za-
obserwowano istotnych zmian w profilu widmowym
fluorescencji dla pierwszego pasma. Drugie pas-
mo fluorescencji ma maksimum przy dtugosci fali
ok. 590-613 nm, najlepiej widoczne jest dla folii DFO/
PVA niepoddanej impregnaciji.

Zgodnie z otrzymanym widmem absorpcji fluo-
rescencje folii zmierzono przy wzbudzeniu promie-
niowaniem o dfugosci fali 470 nm. Pasmo absorpcji
o tym maksimum jest pasmem rdznicujgcym struktury
kompleksu DFO z aminokwasem i potencjalnymi agre-
gatami. Na rycinie 8 zestawiono widma fluorescenc;ji
dla poszczegolnych impregnacji. Na widmie widoczne
sg trzy pasma fluorescencji, z czego tylko jedno najle-
piej wyksztatcone jest dla folii impregnowanej wodnym
roztworem glicyny z maksimum fluorescencji pasma
przy dtugosci fali 606 nm. Struktura pozostatych pasm
fluorescencji pochodzacych od filméw bez impregnacii
oraz po impregnacji wodg jest bardzo stabo zarysowa-
na i pochodzi przede wszystkim od DFO z niewielkim
wkfadem po stronie dtugofalowej pasma fluorescenciji
potozonego spektralnie w tym samym miejscu co kom-
pleks DFO z glicyna.
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Tab. 1. Zestawienie prébek DFO/PVA po impregnacji — wskazanie réznic w emisji przy wzbudzeniu 365 nm i 465 nm.

Probki
Impregnowane wodnym roztworem glicyny Impregnowane woda
Wzbudzenie 365 nm Wzbudzenie 465 nm Wzbudzenie 365 nm Wzbudzenie 465 nm
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Tab. 2. Zestawienie histogramow prébek DFO/PVA po impregnacji — wskazanie roznic w emisji przy wzbudzeniu
promieniowaniem o dtugosci fali 365 nm i 465 nm.
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Folia PVA

Folia DFO/PVA
51073 [mol/dm?3]

Ryc. 9. Slady linii papilarnych ujawnione za pomoca folii DFO/PVA, przy wzbudzeniu promieniowaniem
o dtugosci fali 365 nm.

Podsumowanie i wnioski
Zmiana barwy oraz fluorescencja folii DFO/PVA po
impregnacji wodnym roztworem glicyny wskazu-
je na utworzenie kompleksu DFO z aminokwasem.
Zmiany te nastgpity jedynie w trzech prébkach, a ste-
zeniem granicznym DFO/PVA, dla ktérego zachodzi
reakcja, jest 10~ [mol/dm3]. Brak reakcji w prébce
0 najnizszym stezeniu 1075 [mol/dm3] DFO/PVA. Ma
to teoretyczne odwzorowanie w zaleceniach proce-
dury kryminalistycznej, ktéra operuje na wysokich
stezeniach 1,8-diazafluoren-9-onu w roztworze. Naj-
wyzsze stezenie DFO wykorzystane w badaniu
wynosito 0,09 g/L (5 - 10 [mol/dm?® DFO/PVA). Pro-
cedury kryminalistyczne podajg ilos¢ DFO >0,2 g/L
(107" [mol/dm?)]) jako niezbedng do zajscia reakcji
miedzy DFO a aminokwasem. To prawie dwukrotnie
wieksza ilos¢ 1,8-diazafluoren-9-onu niz uzyta w ni-
niejszym badaniu. Najnizsze stezenie, w ktdérym
zaobserwowano fluorescencyjny kompleks, wyno-
si ok. 0,0018 g/L (10* [mol/dm?® DFO/PVA). Oznacza
to, ze stezenie potrzebne do utworzenia komplek-
su z a-aminokwasami jest duzo nizsze niz obecnie
proponowane.

Podczas przygotowywania folii roztwér DFO/PVA
o stezeniu 1073 [mol/dm?] wylano na $lady linii papi-
larnych odcisniete na plastikowej powierzchni szalki
Petriego. W procesie polimeryzacji uzyskano film trwa-
le zwigzany z czytelnym luminescencyjnym $Sladem
daktyloskopijnym znajdujgcym sie na niechtonnym
podtozu. Folia DFO/PVA (ryc. 9) potwierdza zajscie
reakcji DFO z a-aminokwasami. Fluorescencje proé-
bek zmierzono przy wzbudzeniu promieniowaniem

o dtugosci fali 365 nm oraz 380 nm; te dtugosci fali po-
winny doprowadzi¢ jedynie do obserwaciji fluorescenciji
DFO. Wedle zatozen teoretycznych majg wiec wyswie-
cac wszystkie probki zawierajgce 1,8-diazafluoren-9-on
niezaleznie od sposobu impregnaciji. Po uzyciu oswiet-
lacza 365 nm nie wszystkie folie DFO/PVA wykaza-
ty zdolnos¢ do luminescencji. Jednak ta dtugos¢ fali
okazata sie wystarczajgca do zaobserwowania emi-
sji w przypadku prébek zawierajgcych kompleks DFO
z a-aminokwasami (tabela 1 i 2; rycina 9) oraz pré-
bek 5 - 103 [mol/dm3] DFO/PVA impregnowanych
wodg. Natomiast po uzyciu spektrofluorymetru i przy
wzbudzeniu promieniowaniem o dtugosci fali 380 nm
zarejestrowano widma fluorescencji dla wszystkich pro-
bek zawierajgcych 1,8-diazafluoren-9-on bez wzgledu
na rodzaj impregnaciji.

Badane folie réznicuje widmo absorpcji ukazane
na rycinie 6, gdzie charakterystyczne pasmo absorp-
cji z maksimum przy dtugosci fali 470 nm w prébkach
impregnowanych wodnym roztworem glicyny wskazuje
na utworzenie kompleksu DFO-a-aminokwas, ktéry nie
wystepuje w pozostatych filmach DFO/PVA. Dodatko-
wo wszystkie folie niezaleznie od sposobu impregnacii
cechuje zblizona struktura widm fluorescencji przy
wzbudzeniu promieniowaniem o dtugosci fali 380 nm
(ryc. 6), natomiast dla wzbudzenia promieniowaniem
o dtugosci fali 470 nm zaobserwowano dobrze wy-
ksztatcone pasmo fluorescenciji jedynie w odniesieniu
do probki impregnowanej wodnym roztworem glicy-
ny — rycina 8. Wzbudzenie folii oswietlaczem 465 nm
skutkuje emisjg dla DFO/PVA od 10 [mol/dm?3] do
5 - 1078 [mol/dm3] po impregnacji wodnym roztworem
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Ryc. 10. Reakcja DFO (1) z a-aminokwasem (2).

glicyny. Fluorescencyjna odpowiedz dla powyzszego
wzbudzenia widoczna jest rowniez dla 5 - 103 [mol/
dm?] DFO/PVA impregnowanej wodg — tabela 1. Wy-
Swiecanie filméw, na ktérych brak jest kompleksu
DFO-a-aminokwas, 5 - 10-% [mol/dm3] DFO/PVA impre-
gnowanych wodg przy wzbudzeniu promieniowaniem
o dtugosci fali 465 nm (tabela 1 i 2), a takze powsta-
wanie dodatkowych pasm przesunietych w strone
dtugofalowg na widmie absorpcji (rycina 6), sugeruje
wystepowanie asocjatéw 1,8-diazafluoren-9-onu w fo-
liach o wysokich stezeniach. Dodatkowo tworzenie sie
agregatéw DFO w matrycy PVA potwierdza intensywna
fluorescencja oraz zblizona barwa emitowanego $wiat-
ta z catej powierzchni prébek o najwyzszym stezeniu
5 - 108 [mol/dm?® DFO/PVA wzbudzanych promienio-
waniem o dtugosci fali 365 nm. Zjawisko to potwierdzajg
rowniez tozsame widma fluorescencji 5 - 103 [mol/dm?]
DFO/PVA przy wzbudzeniu promieniowaniem o dtugo-
&ci fali 380 nm bez wzgledu na impregnacije.
1,8-diazafluoren-9-on zawarty w matrycach utwo-
rzonych z PVA jest stabilny i petni funkcje sondy
luminescencyjnej dla a-aminokwaséw. Impregnacja
folii DFO/PVA w wodnym roztworze glicyny umozliwia
utworzenie kompleksu DFO—glicyna (Lewkowicz i in.,
2020; Wilkinson, 2000; Kotek-Kaczanowska, Kreczko,
Mackiewicz, 2014) —rycina 10. Nalezy jednak podkres-
lic, ze jedynie folie PVA o najwyzszych stezeniach
DFO wykazujg odpowiednio wysokg reaktywnos$¢ oraz
pozwalajg zaobserwowaé okiem nieuzbrojonym utwo-
rzenie sie kompleksu DFO-a-aminokwas. Otrzymane
polimery DFO/PVA sg sondami a-aminokwasow, a ba-
dania przedstawione w ramach niniejszej pracy majg
charakter wstepny z wskazaniem na potencjalne zasto-
sowanie podczas ujawniania $ladéw linii papilarnych.

Zrodto rycin i tabel: autorzy
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Summary

1,8-diazafluoren-9-one (DFO) is a sensitive luminescent probe targeting a-amino acids. The study described
herein exploited its physicochemical properties to form DFO/PVA polymer films. As a result, materials with
stable and reactive DFO were obtained. Spectroscopic analysis of the formed films showed that the films with
the highest concentration of DFO exhibited the highest reactivity. Novel materials in the form of thin DFO/PVA
films with potential applications for revealing fingerprints on non-porous surfaces were obtained.

Key words: DFO/PVA polymer film, fluorescence, fingerprints

Introduction

1,8-diazafluoren-9-one is an aromatic organic compound
that forms a complex with a-amino acids to yield
a fluorescent reaction product (Petrovskaia et al., 2001).
Owing to its properties, it has been used since the 1990s
as a fingerprint-revealing reagent for porous surfaces
(D’Elia et al., 2015; Friesen, 2015). The DFO solution is
prepared based on methanol and acetic acid because
they enhance the effect of 1,8-diazafluoren-9-one

on the fingerprints (Costa Conn et al., 2001). Very high
concentrations of 1,8-diazafluoren-9-one at about
0.25 g/L (i.e., about 10-' [mol/dcm?®]) are used to make
the DFO solution (Bleay et al., 2018). The reagent is
applied by spraying the trace or immersing the test
surface in it (Ramotowski, 2013), and then heated to
approximately 100°C for no more than 20 minutes
(Browarny, 2014) — Figure 1.

methanol

Surface
application

100°C/20 min

§

Fluorescent
reaction product

Excitation

Colorful
complex

Fig. 1. Forensic procedure for revealing fingerprints using DFO.
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DFO is a molecule with low fluorescence quantum
yield (Lewkowicz et al., 2019). At the same time, this
molecule is highly reactive and selective for a-amino
acids, resulting in a product with high fluorescence
quantum yield, which is the main pursuit of the current
forensic procedure used to reveal fingerprints. Using
very high concentrations of the main DFO reagent,
however, may result in the generation of fluorescence
by 1,8-diazafluoren-9-one associations rather than by
the DFO-amino acid complexes. This phenomenon
has been previously observed for other luminescent
molecules, such as Rhodamine 6G (Lewkowicz et al.,
2012; Lewkowicz et al., 2014). In the case of aromatic
ketones, previous literature findings also indicate the
presence of dimers of these molecules, formed as
aresult of cycloaddition to the C=C bond in the aromatic
ring. This phenomenon is considered to be the effect
of ketones interacting in the triplet state, for example,
the dimerization of cyclohexanone involves a molecule
in the 3(m, m*) state (Lam, Valentine, Hammond, 1967;
Inhilsen, Kopf, Margaretha, 2008; Parthasarathy,
Samanta, Ramamurthy, 2013). In this study, the DFO
molecule was placed in a different carrier than the
standard dactyloscopic solutions. A material that may
be a promising matrix for DFO is polyvinyl alcohol (PVA).
PVA is an odorless, colorless and non-toxic polymer.
This biocompatible and biodegradable material with
hygroscopic properties is widely used in medicine
(Yang et al., 2021; Liu et al., 2014). Due to their ability
to absorb water, PVA-formed films swell, allowing
the molecule they contain to be released into the
environment (Yang et al., 2021); presumably the same
mechanism facilitates the absorption of molecules from
the environment into the interior of the polymer.

Aim of the study

The aim of this study was to obtain polymeric materials
with high durability and selectivity towards a-amino
acids and with potential application to both porous and
non-porous substrates to reveal latent fingerprints.

Materials and methods

Equipment, supplies and chemical reagents

All chemical reagents used in the study were of
analytical grade purity. Spectroscopically pure (99% dye
content) 1,8-diazafluoren-9-one, polyvinyl alcohol, and
glycine were purchased from Aldrich (Sigma-Aldrich
Munich, Germany). Deionized water was obtained from
HydroLab system.

Raman spectra were obtained with the integrated
confocal micro-Raman system from a LabRam Aramis
(Horiba Jobin Yvon) 460 mm spectrometer. The
excitation source was a diode-pumped semiconductor
laser (DPSS) HeNe, emitting red light at 632 nm with
a power of 50 mW. Absorption spectra were measured
using a Shimadzu UVmini-1240 spectrophotometer.
Fluorescence was excited using a UVITEC LF-206.
LS LAMP 365/254NM 1X6W 230V EU UV lamp and

an illuminator at an excitation wavelength of 465 nm.
Emission spectra were obtained using a Horiba Jobin
Yvon spectrofluorimeter, model FluoroMax4TCSPC.

Preparation of PVA film with incorporated DFO
Figure 2 shows a scheme for obtaining DFO/PVA polymer
films. These films were formed by polymerization at room
temperature and atmospheric pressure. PVA and DFO
were dissolved in demineralized water. The following
DFO concentrations in PVA films were obtained: 1075,
10%, 1073, 5 - 103 [mol/dm?].

Structural analysis

Figure 3 shows the Raman spectrum for PVA film.
The position of the Raman peaks on the spectrum
are characteristic of the structure of this polymer, i.e.
occurring between 750-1500 cm~' and 2500-3500 cm™
(Publicspectra.com; Thomas, Stuart, 1997).

The absorption spectra of the DFO/PVA films were
measured at room temperature and atmospheric
pressure. Figure 4 shows the absorption spectrum for the
highest concentration of DFO in the PVA film and provides
confirmation of the presence of 1,8-diazafluoren-9-one
in the PVA matrix — a characteristic absorption band
with a maximum at 385 nm. For the highest DFO
concentrations (10 and 5 - 10 [mol/dm?]), a second
absorption band was observed with a maximum at
570 nm. The appearance of an additional band confirms
the formation of new chemical structures, probably the
so-called DFO aggregates.

Impregnation of DFO/PVA film

DFO/PVA films were impregnated with two solutions:
water (blank) and 10~*[mol/dcm?®] aqueous glycine
solution. Each sample was immersed in the solution

DFO/PVA —
1073 [mol/dm?3]

Fig. 2. Scheme for obtaining DFO/PVA polymer films.
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Raman spectra of DFO/PVA
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Fig. 3. Raman spectrum of DFO/PVA film.

Fig. 4. Absorption spectrum of DFO/PVA film
for ¢po =5+ 10 [mol/dm?].

Impregnation with water

80°C/20 min

Impregnation with
aqueous glycine
solution

- O O

PVA film DFO/PVA film

5+ 1073 [mol/dm?]

- O @

Fig. 5. Procedure for impregnation of DFO/PVA polymer films with an aqueous glycine solution.

for 30 seconds and then heated in an oven — Figure 5.
DFO/PVA films with high concentrations, i.e. 10 and
5 - 10*[mol/dm?], impregnated with aqueous glycine
solution, changed their color to purple.

Spectroscopic analysis

After impregnation, the absorption spectra of the DFO/
PVA films were measured in the spectral range of
250-700 nm, and next the absorption spectra of the
films with the highest concentration of 5 - 10-% [mol/dm?]
impregnated with water, with 104 [mol/dm?] aqueous
glycine solution, and unimpregnated, were compared —
Figure 6.

The absorption spectrum again shows two absorption
bands for unimpregnated and water-impregnated
sample. Three bands are visible in the glycine-
impregnated sample. The two extreme absorption
bands are common to all films: the first with a maximum
at 385 nm and the last with a maximum at about
570 nm. The middle absorption band is characteristic
only for the sample impregnated with aqueous glycine
solution with a maximum at 470 nm - specific for the
DFO-a-amino acids complex.

The samples obtained after impregnation were
illuminated by a UV lamp at 365 nm and an illuminator
at 465 nm. DFO/PVA films impregnated with aqueous
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Fig. 6. Absorption spectrum of DFO/PVA film
for cyeo = 5 - 10° [mol/dm?].

glycine solution showed fluorescence for concentrations
of 104, 10 and 5 - 10~% [mol/dm?]. Fluorescence was
also visible for the concentration of 5 - 103 [mol/dm?]
DFO/PVA after impregnating the film with water.
DFO/PVA films impregnated with aqueous glycine
solution show an increase in emission intensity
with increasing concentration — Tables 1 and 2. At
a concentration of 5 - 103 [mol/dm?], all the films
exhibit similar emission, regardless of the method of
impregnation. The feature that slightly differentiates the
films is the color of the emitted light and the emission
intensity. A yellow-orange color appears in samples
excited at 365 nm as the concentration increases.
The 5 - 103 [mol/dm?3] DFO/PVA film impregnated with
water illuminates yellow while the film impregnated with
glycine illuminates orange. Samples with the highest
concentration, impregnated with aqueous glycine
solution, exhibit more intense color — orange-pink —
when excited at 465 nm than when excited at 365 nm.
The fluorescence spectra of 5 - 102 [mol/dm?] DFO/
PVA films for each type of impregnation are summarized

1500 T T T T
5107 [M] DFO/PVA

water

water+glicyne
e filM

1250

1000 +

Fluorescence Intensity [arb. u.]

T T T T - T T T ¥ T T T
560 580 600 620 840 660 680 700
Wavelenght [nm]

Fig. 8. Fluorescence spectrum of DFO/PVA films for
the highest concentration of 5 - 10 [mol/dm?] —
excitation at 470 nm.

Fig. 7. Fluorescence spectrum of DFO/PVA films for
the highest concentration of 5 - 103 [mol/dm?] —
excitation at 380 nm.

in Fig. 7. Two bands of fluorescence are visible on the
spectrum. The maximum of the first fluorescence band
is at 460 nm for impregnation with aqueous glycine
solution and it shifts in the long-wave direction to 470 nm
for the other types of impregnation. No significant
changes were observed in the fluorescence spectral
profile of the first band. The second fluorescence band
has a maximum at about 590 — 613 nm and it is best
visible for unimpregnated DFO/PVA film.

According to the obtained absorption spectrum,
the fluorescence of the films was measured at 470 nm
excitation. The absorption band with this maximum
differentiates the DFO-amino acid complexes and
potential aggregates. The fluorescence spectra for
each type of impregnation are summarized in Fig. 8.
Three fluorescence bands are visible, of which one is
best developed for the film impregnated with aqueous
glycine solution with the fluorescence maximum at
606 nm. The structure of the remaining fluorescence
bands originating from unimpregnated and water-
impregnated films is very poorly delineated and comes
primarily from DFO with a small contribution on the
long-wave side of the fluorescence band coinciding
spectrally with the DFO-glycine complex.

Summary and conclusions

The color change and fluorescence of DFO/PVA films
after impregnation with aqueous glycine solution
indicate the formation of DFO-amino acid complexes.
These changes were observed in only three samples,
and the limiting concentration of DFO/PVA for which the
reaction occurred was 10~* [mol/dm?]. No reaction was
observed in the sample with the lowest concentration
of 1075 [mol/dm3] DFO/PVA. This has a theoretical
representation in the recommendations of forensic
procedures that provide for high concentrations
of 1,8-diazafluoren-9-one in solution. The highest
concentration of DFO used in the study was 0.09 g/L
(5 - 1078 [mol/dm3] DFO/PVA). Forensic procedures
report an amount of DFO >0.2 g/L (10~' [mol/dm3]) as
necessary for the reaction between DFO and amino
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Tab. 1. A comparison of DFO/PVA samples after impregnation — indicated emission differences for 365 nm

and 465 nm excitations.

Samples

Impregnated with aqueous glycine solution

Impregnated with water

Excitation 365 nm

Excitation 465 nm Excitation 365 nm Excitation 465 nm
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Tab. 2. Histograms of DFO/PVA samples after impregnation — indicated emission differences for 365 nm
and 465 nm excitations.

Histogram
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PVA film

DFO/PVA film
5-1072 [mol/dm?3]

Fig. 9. Fingerprints revealed using DFO/PVA film — excitation at 365 nm.

acids to occur. This is almost twice the amount of
1,8-diazafluoren-9-one used in the present study.
The lowest concentration at which a fluorescent com-
plexes were observed was approximately 0.0018 g/L
(10~* [mol/dm®] DFO/PVA). This means that the
concentration needed to form complexes with a-amino
acids is much lower than that currently proposed.

During film preparation, a 102 [mol/dm3 DFO/PVA
solution was poured over the fingerprints imprinted on
the plastic surface of the Petri dish. The polymerization
process yielded a film permanently bonded to a legible
luminescent fingerprint deposited on a non-absorbent
surface. The DFO/PVA film (Fig. 9) confirms the
occurrence of reaction between DFO and a-amino acids.
The sample fluorescence was measured at 365 nm
and 380 nm excitations; these wavelengths should
specifically identify DFO fluorescence. Thus, according
to theoretical assumptions, all samples containing
1,8-diazafluoren-9-one should illuminate, regardless
of the type of impregnation. Under an illuminator with
365 nm excitation wavelength, not all DFO/PVA films
showed luminescence. However, this wavelength was
sufficient to observe emission for samples containing
a DFO-a-amino acid complex (Tables 1 and 2; Figure 9)
and for 5 - 1078 [mol/dm?® DFO/PVA water-impregnated
samples. When using a spectrofluorimeter and 380 nm
excitation, fluorescence spectra were recorded for all
samples containing 1,8-diazafluoren-9-one, regardless
of the type of impregnation.

The films tested in this study were differentiated
by the absorption spectrum shown in Fig. 6, in which
the characteristic absorption band with a maximum at
470 nm in samples impregnated with aqueous glycine
solution indicated the formation of a DFO-a-amino

acid complex that was not present in other DFO/PVA
films. In addition, all films, regardless of the type of
impregnation were characterized by a similar structure
of fluorescence spectra when excited at 380 nm
(Fig. 6), while at 470 nm excitation a well-developed
fluorescence band was observed only for the sample
impregnated with aqueous glycine solution — Figure 8.
Excitation of the film with a 465 nm illuminator resulted
in emissions for DFO/PVA concentrations ranging from
10 [mol/dm?] to 5 - 108 [mol/dm?®] and impregnation
with aqueous glycine solution. The fluorescent response
for the above wavelength was is also seen in 5 - 1078
[mol/dm?3] DFO/PVA film impregnated with water — Table
1. The illumination of films lacking the DFO-a-amino acid
complex, 5 - 103 [mol/dm?® DFO/PVA films impregnated
with water, upon excitation at 465 nm (Tables 1 and 2),
as well as the formation of additional bands shifted to the
long-wave side of the absorption spectrum (Figure 6),
suggest the presence of 1,8-diazafluoren-9-one
associations in films with high DFO/PVA concentrations.
In addition, the formation of DFO aggregates in the
PVA matrix was confirmed by the intense fluorescence
and similar color of the emitted light in samples
with the highest concentration of 5 - 103 [mol/dm?]
DFO/PVA, excited at 365 nm. This phenomenon was
also confirmed by the identical fluorescence spectra of
5 - 107 [mol/dm3] DFO/PVA films excited at 380 nm,
regardless of impregnation type.
1,8-diazafluoren-9-one contained within the
matrices formed from PVA is stable and acts as
a luminescent probe for a-amino acids. Impregnation of
DFO/PVA films with aqueous glycine solution enables
the formation of a DFO-glycine complex (Lewkowicz
et al., 2020; Wilkinson, 2000; Kotek-Kaczanowska,
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Fig. 10. Reaction of DFO (1) with a-amino acid (2).

Kreczko, Mackiewicz, 2014) — Figure 10. It should be
emphasized, however, that only PVA films with the
highest DFO concentrations exhibit sufficiently high
reactivity and support the formation of DFO-a-amino
acid complexes to be observed with the unaided eye.
The obtained DFO/PVA polymers are a-amino acid
probes, and the research findings presented in this
article are preliminary with an indication of their potential
application in revealing fingerprints.

Source of Figures and Tables: authors
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