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Nile Red — barwnik kontrastujacy cyjanoakrylan

Streszczenie

Slady linii papilarnych ujawniane metodg cyjanoakrylowg na podfozach niechtonnych w celu poprawy czy-
telnosci wymagajg dodatkowego kontrastowania barwnikami fluorescencyjnymi. Nile Red zaliczany jest do
jednych z nich. Skutecznos$¢ jego dziatania sprawdzono w warunkach zblizonych do codziennej praktyki
laboratoryjnej. Najwyzsza fluorescencja Nile Red wystgpita przy wzbudzeniu $wiattem niebieskozielonym
w dfugosci fali 505 nm. Analiza widm spektralnych wykazata, ze emisja $wiatta oscyluje w zakresie diugoéci
fali okoto 630 nm. W celu odcigcia $wiatta wzbudzajgcego fluorescencje mozna uzyé filtréw krawedziowych
dtugofalowych barw: zéttej, pomarariczowej lub czerwonej. Wybor filtra uzalezniony jest od charakterystyki
podfoza i mozna dobra¢ go do$wiadczalnie. Fluorescencja Nile Red nie ulega zmianie w dtuzszym przedziale
czasowym, co pozwala na wykonanie rejestraciji $ladéw w terminie dogodnym dla wykonujgcego badania,
bez obawy o utratg ich jakosci. Nile Red moze by¢ alternatywg dla innych barwnikéw fluorescencyjnych
wykorzystywanych w wizualizacyjnych badaniach daktyloskopijnych.

Stowa kluczowe Nile Red, barwniki fluorescencyjne, $lady linii papilarnych, widmo spektralne, system
CONDOR

Wstep

Odbitki linii papilarnych mozna réwniez odnalezé
na wielu starozytnych dokumentach. Pieczetowanie
pism palcem jako potwierdzenie waznosci dokumentu

Cztowiek interesowat sie liniami papilarnymi juz od
czasow prehistorycznych. Dowodem na to-sg zacho-

wane do dzi$ petroglify, czyli rysunki wyryte w ska-
tach przedstawiajgce m.in. uktady linii papilarnych.
Prawdopodobnie najstarszym petroglifem, ukazuja-
cym dfon z rysunkiem przypominajgcym bruzdy linii
zgigciowych i wzory linii papilarnych, jest petroglif zna-
leziony nad brzegiem jeziora Kejimkujik w kanadyjskiej
prowincji Nowa Szkocja (ryc. 1).

4

Ryec. 1. Jezioro Kejimkuijik.

miato najprawdopodobniej wymiar zarébwno prawny,
jak i duchowy.

Na praktyczne znaczenie linii papilarnych w XVII w.
zwrocit uwage angielski botanik Nehemiah Grew,
wskazujgc, ze poprawiajg one chwytno$é palcow.
Grew opisat rowniez ogéing budowe linii. Nie wspomi-
nat jednak o mozliwosci ich wykorzystania do identy-
fikacji osob.

Poczatki wspotczesnej daktyloskopii siegajg ostat-
nich dekad XIX w. Badania prowadzone m.in. przez
Henry’ego Fauldsa, Williama Herschela i Francisa
Galtona pozwolity na stwierdzenie, ze linie papilarne
sg niepowtarzalne, niezmienne i niezniszczalne. Te
trzy wtasciwosci, zwane zasadg 3N, staty sie funda-
mentem w identyfikacji oséb na podstawie linii papilar-
nych palcow rak lub dtoni.

Po raz pierwszy $lady linii papilarnych zostaty
uznane jako dowod rzeczowy w sprawie przeciwko
Thomasowi Jenningsowi w chicagowskim sadzie
w 1911 r. Jennings nakryty przez gospodarza domu
na wtamaniu $miertelnie postrzelit Clarence’a Hillera.
Zabojca, uciekajgc przez okno, pozostawit na $wiezo
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malowanej framudze cztery $lady linii papilarnych po-
chodzace od palcow lewej reki.

Od tego momentu dokonat sie ogromny postep
w mozliwosciach identyfikacji cztowieka na podstawie
linii papilarnych. Duzy przetom nastgpit szczegdlnie
w mozliwosciach ujawniania $ladéw. Wspotczesne la-
boratoria kryminalistyczne do ich wizualizacji wykorzy-
stujg szerokg game metod chemicznych, fizycznych
czy optycznych oraz zaawansowany technologicznie
sprzet.

Stosowane w praktyce metody ujawniania $la-
doéw linii papilarnych ukierunkowane sg gtownie na
bardzo czute reakcje barwne sktadnikéw substanciji
$ladotwérczej z substancjami chemicznymi. Jedng
z najpopularniejszych i najczesciej wykorzystywanych
w praktyce jest metoda cyjanoakrylowa. Stosuje sie
ja na podtozach niechtonnych, np. szklanych, meta-
lowych, plastikowych. Polega ona na polimeryzacii
cyjanoakrylanoéw na powierzchni sladow. Czagsteczki
estrow cyjanoakrylanéw pod wptywem wody zawarte;
w substancji potowo-ttuszczowej (Sladotworczej) taczg
sie, tworzgc polimer o szarobiatej barwie. Woda stano-
wi swoisty katalizator reakcji tgczenia sie mniejszych
czgsteczek estru (monomeru) w wigksze czgsteczki
polimeru.

CN
CH=——=C
2

COOR
cyjanoakrylan (bezbarwny)

polimeryzacja
CN CN
C——cCH G=—=CH C—— CH2
2 2
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Ryc. 2. Schemat reakcji polimeryzacji cyjanoakrylanow.

Metoda cyjanoakrylowa zostata opracowana przez
Criminal Identification Division of the Japanes National
Police Agency w 1978 r. W latach 80. metode wprowa-
dzono do praktyki w Stanach Zjednoczonych, a nastep-
nie w krajach europejskich. Ze wzgledu na szarobiatg
barwe tworzgcego sie polimeru cyjanoakryiowego kon-
trast miedzy ujawnionymi $ladami a podtozem nie
zawsze bywa dostateczny. W celu uzyskania poprawy
ich czytelnosci na podtoza nanosi sie barwniki fluore-
scencyjne, np.: Basic Yellow 40, Ardrox, Safraning O,
Basic Red 28. Barwniki adsorbujg sie (osadzajg) na
polimerze cyjanoakrylowym. Podczas o$wietlania
badanej powierzchni $wiattem z obszaru widzialnego
lub ultrafioletu nastgpuje absorpcja (pochtoniecie)

energii $wietlnej przez fluorescencyjny barwnik, po
czym jej emisja. Absorpcja $wiatta powoduje przejscie
czgsteczek barwnika na wyzszy stan energetyczny
i naruszenie stanu rownowagi. Czasteczki, dazgc do
powrotu na stan podstawowy, emitujg pochtonietg
energie. llos¢ oddawanej energii promienistej jest z re-
guty nizsza od energii zaabsorbowanej. Czg$¢ energii
pochtonietej jest oddawana w spos6b bezpromienisty.
Zgodnie z regutg Stokesa dtugos¢ fali promieniowania
fluorescencyjnego (energii oddawanej przez cza-
steczki) jest wieksza od dtugosci fali promieniowania
wzbudzajgcego, za$ czestotliwo$¢ nizsza. Dzigki
regule Stokesa mamy mozliwo$¢, poprzez zastoso-
wanie odpowiednich filtrow, odciecia promieniowania
wzbudzajgcego fluorescencje czgsteczek barwnika
i zaobserwowanie tylko oddawanej energii $wietinej.
Slady ujawnione cyjanoakrylanem, na ktérym zostat
zaadsorbowany barwnik fluorescencyjny, uwidacznia-
ja sie w postaci $wiecgcych linii. Ich kolor zalezny jest
od zastosowanego barwnika fluorescencyjnego. Slady
moga przybiera¢ barwe np.: z6ttg, pomaranczows,
niebieskg. Efektywno$¢ dziatania barwnikow fluore-
scencyjnych, a co za tym idzie — poprawa czytelnosci
sladow linii papilarnych, uzaleznione sg od adsorpcji
danego barwnika i intensywnosci jego S$wiecenia.
Nadal poszukuje sie barwnikéw w jak najwyzszym
stopniu spetniajgcych powyzsze kryteria.

Od kilku lat holenderska firma BVDA International
b.v.,, zajmujgca sie sprzedazg materiatow techniki
kryminalistycznej, oferuje w sprzedazy barwnik flu-
orescencyjny o nazwie Nile Red (nazwa chemiczna:
9-diethylamino-5H-benzo[a]phenoxazine-5-one,  sy-
nonim: Nile blue oxazone).

Dane literaturowe donosza, ze barwnik ten pochta-
nia w wiekszosci przypadkow $wiatto niebieskozielone
o dtugosci fali od 450 do 500 nm i emituje $wiatto
o dtugosci fali 528 nm barwy zéttoztotej. W niektorych
przypadkach Nile Red absorbuje $wiatto o dtugosci fali
515-560 nm i emituje $wiatto o dtugosci fali 590 nm
barwy czerwonej.

Niniejsza praca ma na celu potwierdzenie mozli-
wosci wykorzystania barwnika fluorescencyjnego Nile
Red do kontrastowania sladéw linii papilarnych ujaw-
nionych metodg cyjanoakrylowa.

Metodyka prowadzenia badan

Badania przeprowadzono zgodnie z ponizej przedsta-

wionymi zatozeniami:
Podtoza
Wybrano 12 typowych podtozy o powierzchniach nie-
chtonnych, o r6znej strukturze oraz barwie (ryc. 3):
— folie (oktadke biurowg) z tworzywa sztucznego
koloru czerwonego,

— folie (oktadke biurowg) z tworzywa sztucznego
koloru zielonego,
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— jasng listwe meblowa,

— ciemng listwe meblows,

— folig aluminiows,

— ptytke metalowg pokrytg lakierem samochodo-
wym koloru granatowego,

— torebke foliowg z zapigciem strunowym,

- worek z tworzywa sztucznego koloru czarnego,

— nieklejgcg strong tasmy samoprzylepnej koloru
niebieskiego,

— nieklejgcg strong tasmy samoprzylepnej koloru
brgzowego,

— nieklejgcg strong tasmy montazowej koloru
szarego,

— ptytke szklana.

Ryc. 3. Podtoza wybrane do przygotowania probek

badawczych.
Materiat badawczy — $lady linii papilarnych

Slady linii papilarnych, pozostawione przez jednego
dawce (osoba pozostawiajgca $lady dobrej jakosci)
na ww. podfozach niechtonnych, byty ujawniane po
uptywie pigciu dni od pozostawienia (probki przecho-
wywano w temperaturze pokojowej, przy wilgotnosci
ok. 40 proc.). Dawca pozostawit po jednym $ladzie na
kazdym z przygotowanych podtozy. Przed naniesie-
niem sladéw na podfoza dawca myt, doktadnie optu-
kiwat i suszyt rece. Przez kolejne 45 minut nie uzywat
kosmetykéw do ragk, nie dotykat celowo obszaréw

Szkio Folia aluminiowa

twarzy lub ciata, gdzie znajdujg sie gruczoty tojowe,
zajmowat sie codziennymi czynno$ciami.

Ujawnianie $ladéw testowych

Slady linii papilarnych naniesione na ww. podtoza
poddano ujawnianiu metodg polimeryzaciji cyjanoakry-
lanéw i kontrastowaniu barwnikiem fluorescencyjnym
Nile Red.

Polimeryzacje  przeprowadzono w  komorze
Foster+Freeman MVC 3000, ustawiajgc parametry
pracy: wilgotno$¢ 80 proc., temperatura ptytki grzej-
nej 100 st. Celsjusza, czas naparowywania 5 min. Po
jednym dniu na prébki naniesiono metanolowy roztwér
Nile Red, przygotowany wedtug receptury:

— 100 mg Nile Red,

— 1000 ml metanolu.

Roztwor Nile Red mozna réwniez przygotowaé na
bazie rozpuszczalnikéw organicznych, takich jak: eta-
nol, ksylen, aceton, n-heptan.

Trwato$¢ roztworu wynosi okoto 6 miesigcy.

Cyfrowa rejestracja $ladéw

Cyfrowg rejestracje $ladow wykonano aparatem
fotograficznym NIKON D700 z obiektywem AF Micro-
Nikkor 60mm f/2.8D, z uzyciem filtréw krawedziowych
dtugofalowych barwy: zéttej, pomarafnczowej i czer-
wonej, odcinajgcych promieniowanie wzbudzajgce
fluorescencije Nile Red.

ejestracja hiperspektraln
Wybrane probki rejestrowano przy uzyciu hiperspek-
tralnego systemu obrazowania CONDOR Macroscopic
Chemical Imaging System™, wyposazonego w kame-
re CCD oraz dostrajalny filtr ciektokrystaliczny LCTF
(liquid crystal tunable filter).

Pomiar fluorescenc;ji
Do pomiaréw intensywnosci fluorescencji wybranych

probek wykorzystano system CONDOR. Pomiary wy-
konywano w trybie pracy systemu:

Przezroczysta torebka
foliowa z zapieciem
strunowym

Tasma montazowa
koloru szarego

Ryc. 4. Slady linii papilarnych utrwalone fotograficznie, w $wietle niebieskozielonym wzbudzajgcym fluorescencje,
z zastosowaniem filtra zé6ttego.
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Szkto
szarego

i ! i
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Tasma montazowa koloru

Przezroczysta torebka
foliowa z zapieciem
strunowym

Folia koloru zielonego

e NI

Ryc. 5. Slady linii papilarnych utrwalone fotograficznie, w $wietle niebieskozielonym Wzbudzajacym fluorescencje,
z zastosowaniem filtra pomaranczowego.

Tasma samoprzylepna
koloru szarego
— montazowa

Szkto

Przezroczysta torebka
foliowa z zapieciem
strunowym

Ciemna listwa meblowa

Ryc. 6. Slady linii papilarnych utrwalone fotograficznie, w Swietle niebieskozielonym wzbudzajgcym fluorescencje,
z zastosowaniem filtra czerwonego.

— zakres od 550 do 720 nm,

— S$wiatto wzbudzajgce fluorescencje — niebiesko-
zielone o dtugosci fali 505 nm,

— rozdzielczo$¢ spektralna 7 nm,

— czas naswietlania kamery CCD 10 s.

Zrodto $wiatta wzbudzajacego
— oswietlacz kryminalistyczny MiniCrimescope,
pracujgcy w zakresie 300-720 nm, ustawiony
na emisje $wiatta niebieskozielonego 505 nm
i okoto 25 proc. maksymalnej intensywno$ci.
W efekcie otrzymano hiperspektralne obrazy pro-
bek, sktadajgce sie kazdy z kilkudziesieciu pojedyn-
czych ujec.

Zbieranie i i
Wstepne badania wizualne przeprowadzono w zakre-
sie emisji Swiatta:
— niebieskozielonego o dtugosci fali 480-530 nm,
z uzyciem filtra: zéttego (515 nm), pomaranczo-
wego (550 nm) i czerwonego (570 nm),
— czerwonego o dtugosci fali 590 nm (bez filtra).

Stwierdzono, ze w przypadku wszystkich probek
najwieksza intensywnos$¢ fluorescencji wystapita pod-
czas o$wietlania $ladow $wiattem niebieskozielonym
o dtugosci fali 505 nm, z zastosowaniem filtréw krawe-
dziowych dtugofalowych: zéttego, pomaranczowego
i czerwonego. Przyktadowe obrazy cyfrowo zarejestro-
wanych $ladéw przedstawiono na ryc. 4-6.

W przypadku takich podtozy, jak: szkto, metalowa
ptytka pokryta warstwg lakieru samochodowego,
torebka foliowa, tasma samoprzylepna koloru niebie-
skiego, zaobserwowano réwniez odbicie $wiatta czer-
wonego (590 nm) od ww. powierzchni, pozwalajgce na
dobrg detekcje $ladéw linii papilarnych. Przyktadowe
obrazy zarejestrowanych $ladéw przedstawiono na
VG 7x

Pomiar fluorescencji wybranych prébek badaw-
czych przeprowadzono za pomocg systemu CONDOR,
typujac okreslony obszar w obrebie $ladu i podtfoza.
Uzyskane wyniki przedstawiono na ryc. 8-16.

W obrazie spektralnym warto$¢ ROl 1 przedstawia
wykres emisji promieniowania podfoza w wybranym
punkcie oznaczonym znakiem plus koloru czerwonego,
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warto$¢ ROl 2 przedstawia wykres emisji promienio-
wania Nile Red w wybranym punkcie $ladu, oznaczo-
nym znakiem plus koloru niebieskiego. Linia pozioma
uktadu XY przedstawia dtugo$¢ fali emitowanej przez

Przezroczysta torebka
foliowa z zapigciem
strunowym

Szkto

LLTHEEEEEE L LR

barwnik fluorescencyjny oraz podtoze, linia pionowa —
intensywnos$¢ fluorescenciji wyrazonej w jednostkach
umownych.

Metalowa ptytka pokryta
lakierem samochodowym

Folia aluminiowa

Ryc. 7. Slady linii papilarnych utrwalone fotograficznie, oSwietlone swiattem czerwonym.

Folia aluminiowa
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Ryc. 8. Slad zarejestrowany
fotograficznie.

Metalowa ptytka pokryta lakierem samochodowym

® Image Camera - Multi Frames9
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Ryc. 11. Slad zarejestrowany
fotograficznie.

Ryc. 9. Slad zarejestrowany
systemem CONDOR.

Ryc. 12. Slad zarejestrowany
systemem CONDOR.

Ryc. 10. Widmo fluorescenc;ji Nile Red.
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Ryc. 13. Widmo fluorescencji Nile Red.
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Ryc. 14. Slad zarejestrowany
fotograficznie.

Utrzymywanie si¢ fluorescenciji w czasie

Ujawnione na réznego rodzaju podfozach niechton-
nych metodg cyjanoakrylowg i skontrastowane barwni-
kiem fluorescencyjnym Nile Red $lady linii papilarnych

Folia aluminiowa

Ryc. 15. Slad zarejestrowany
systemem CONDOR.

Ryc. 16. Widmo fluorescenciji Nile Red.

przechowywano w warunkach laboratoryjnych przez
okres trzech miesigcy. Po zatozonym czasie prébki
ponownie poddano badaniom wizualnym i stwierdzo-
no, ze intensywno$c¢ fluorescencji nie ulegta zmianie
(ryc. 17).

Ryc. 17. Slad linii papilarnych skontrastowany Nile Red, utrwalony fotograficznie
bezposrdnio po naniesieniu barwnika (po lewej) i po uptywie trzech miesiecy od
przechowywania (po prawe;j).

Whioski

Nile Red jest efektywnym barwnikiem fluorescen-
cyjnym do kontrastowania $ladéw linii papilarnych
ujawnionych metodg cyjanoakrylowg na podtozach
niechtonnych. Najwyzsza fluorescencja wystepuje
przy wzbudzeniu $wiattem niebieskozielonym o dtu-
gosci fali 505 nm. Charakterystyka widm spektralnych
nie wykazuje zasadniczych odmiennosci dla r6znych
podfozy niechtonnych. Na podstawie analizy widm
mozna stwierdzi¢, ze emisja $wiatta oscyluje w zakre-
sie dtugosci fali okoto 630 nm.

W celu odcigcia $wiatta wzbudzajgcego fluorescen-
cjg mozna uzy¢ filtrow krawedziowych dtugofalowych
barw: zottej, pomaranczowej lub czerwonej. Wybér
filtra uzalezniony jest od charakterystyki podtoza
i mozna dobra¢ go doswiadczalnie.

W przypadku niektérych podtozy podczas badan
wizualnych w Swietle czerwonym (bez zastosowania
filtra ogledzinowego) réwniez uzyskuje sie dobrg ja-
kos¢ $laddw linii papilarnych.

Fluorescencja Nile Red nie ulega zmianie w dtuz-
szym przedziale czasowym, co pozwala na wykonanie
rejestraciji sladéw w terminie dogodnym dla wykonujg-
cego badania, bez obawy o utrate ich jako$ci.

Nile Red moze by¢ alternatywg dla innych barwni-
kéw fluorescencyjnych wykorzystywanych w wizuali-
zacyjnych badaniach daktyloskopijnych.

Zrédta rycin

Ryciny 1-17: autorki.
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