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Abstract

Ivory and its products are in high demand in both national and international markets due to their charismatic qualities and exotic
values. However, increased law enforcement efforts and legal restrictions have limited the ivory trade and the preparation of its
products. To meet the market demand, fake ivory items are now being made from osseous materials, which have flooded the
market. This situation complicates identification efforts by frontline law enforcement and wildlife forensic laboratories. Current
ivory identification methods face several challenges, including inconsistent accuracy, high costs, slow turnaround times, and the
issue of destructive sample requirements. To address these issues, this study developed a simple, rapid, and accurate method for
identifying ivory products using FTIR spectroscopy combined with partial least squares discriminant analysis (PLS-DA). We
received seven (n = 7) carvings from law enforcement agencies to identify whether the carvings are of ivory origin. Initially, we
performed the FTIR analysis for all the carvings and compared the spectra with known FTIR spectra of Asian elephant ivory and
bone (served as internal reference). The results indicated that out of seven carvings, samples S1-S4 and S7 were found not to be
of ivory origin. In contrast, the FTIR spectra recorded for two carvings (S5 and S6) were identical to FTIR spectra of ivory and
bone. To confirm these results further, we employed PLS-DA to assess whether carvings S5 and S6 were indeed made of ivory
or a material with a similar chemical composition, likely bone. We also used a commercial IR library to identify the chemical
composition of carvings S1-S4 and S7. The PLS-DA analysis indicated that carvings S5 and S6 were crafted from bone-like
materials, whereas the IR library analysis showed that carvings S1-S4 and S7 were prepared using sheet molding compounds
and polymers. To further investigate the biological origin of the bone materials used in carvings S5 and S6, DNA analysis was
performed. The results indicated that the crafted materials were derived from Bubalus bubalis (domestic water buffalo). This
study demonstrated a simple, rapid and cost-effective method for identifying the origin of ivory in carvings. Additionally, it
opened new avenues for screening carvings using ivory-specific FTIR spectra, which have potential applications in wildlife
forensic analysis.
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1. Introduction have dramatically increased in recent years [1]. The
UNODC World Wildlife Crime Report 2024 docu-

Wildlife crimes involving the exploitation of a di- mented that between 2015 and 2021, a wide range of
verse range of species for societal/religious rites, species was recorded in seizures, i.e., corals (16%),

traditional medicine, and other financial benefits crocodilians (9%), elephants (6%), bivalve molluscs
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(6%), carnivores (5%), parrots and cockatoos (4%),
orchids (4%), turtles and tortoises (4%), snakes (4%),
rosewoods (4%), ginsengs (3%), costus root (3%),
aloes and other Liliales (3%), cacti (3%), even-toed
ungulates (2%), sturgeons and paddlefish (2%), pan-
golins (2%), sea snails (2%), lizards (2%), birds of
prey (1%) and others (16%). Additionally, the report
emphasised that the species most affected by wildlife
crime, elephants (with a 15% share in the standardised
seizure index), are listed as one of the top species af-
fected by wildlife crime [2].

Ivory is made of dense bone tissue surrounded
by enamel. Specifically, it consists of three compo-
nents: organic material (collagen), mineral material
(hydroxyapatite), and fluids (water) [3]. The overall
structure of the organic collagen filament network
contributes to the mechanical integrity and strength
of ivory. As a result, ivory is harder and more dura-
ble than wood or bone. It resists chipping, cracking,
and deteriorating even over long periods [4, 5]. Due to
these properties, ivory has been utilised for both prac-
tical (e.g., weaponry tools) and aesthetic (e.g., reli-
gious artefacts, artworks, and luxury goods) purposes
for over a thousand years [6].

Owning ivory and ivory carvings (all ivory prod-
ucts) is often viewed as a symbol of wealth and power.
This perception has led to a high demand for ivory,
which significantly contributes to the decline of el-
ephant populations due to poaching for their tusks
[7, 8]. To protect these populations, the Convention
on International Trade in Endangered Species of Wild
Fauna and Flora (CITES) banned the international
trade of Asian and African elephant species by list-
ing them in Appendix I in 1973 and 1989, respective-
ly [9]. However, driven by economic incentives and
market demand, traders often create counterfeit items
using bone, chemically synthesised substances, and
plant-based products [3]. This trend complicates law
enforcement efforts, as it is difficult to visually distin-
guish between artefacts made of ivory and those made
from alternative materials. Consequently, there is an
urgent need to develop an accurate, rapid, cost-effec-
tive, and user-friendly method for identifying ivory
products.

CITES has issued an Identification Guide for Ivory
and Ivory Substitutes and recommended several tech-
niques for identifying these materials, including mor-
phological examination, FTIR spectroscopy/Raman
spectroscopy, and mitochondrial DNA analysis [10].
Morphometric methods rely on the Schreger angles of
ivory but have limitations as their accuracy decreas-
es when the ivory is carved or damaged [11-13]. To
date, DNA-based species identification is considered

the ‘gold standard’ [14]. In light of this, studies have
shown the identification of ivory through DNA anal-
ysis [15-19]. However, it has drawbacks, including
high costs, lengthy processing times, and challenges
associated with extracting DNA from carved artefacts,
as the DNA may be denatured or fragmented during
the crafting process [15]. However, various studies
have explored alternative identification methods based
on the inorganic components of ivory, such as isotope
analysis, X-ray fluorescence, near-infrared spectros-
copy, and Raman spectroscopy [20-23].

Among these methods, FTIR spectroscopy has
gained considerable attention in wildlife forensic anal-
ysis due to its rapid, portable, cost-effective nature and
suitability for field deployment. Several FTIR studies
have successfully identified species from samples such
as hair, blood, nails, and claws [24-28]. Additionally,
a few studies have demonstrated the ability to trace the
origin of ivory in suspected artefacts [28]. However,
to enhance the practical applications of FTIR analysis
in wildlife forensics, it is crucial to develop a sam-
ple-specific IR library similar to a chemical IR library.
This would facilitate forensic analysis in two main
ways: 1) by screening whether the suspected items are
of biological origin and 2) by identifying the unknown
samples by comparing known FTIR spectra. So far,
minimal studies have focused on establishing FTIR
references for wildlife objects. For instance, Jose et al.
reported an FTIR reference library for Asian elephant
ivory and mongoose hair, but beyond that, there has
been limited research in this area [29].

One of the major challenges in wildlife forensic
analysis is identifying ivory origin in carvings seized
by law enforcement agencies. All carvings have al-
ready undergone processing and treatment with var-
ious chemical methods before they are received for
analysis. Consequently, identifying the carvings,
whether from ivory or not, becomes increasingly tricky
through conventional forensic analysis. To address
this challenge, Su et al. demonstrated the identifica-
tion of elephant and mammoth ivory using ultra-per-
formance liquid chromatography (UPLC) [30], while
Gilbert et al. [31] reported on the species identification
of ivory and bone museum objects using a proteomics
approach. However, these analytical methods require
high-end instrumentation and extensive sample prepa-
ration. Given these drawbacks, there is a need for sim-
pler methods to screen seized carvings and determine
whether they contain any ivory or other materials.

In light of this, the current study demonstrates FTIR
spectroscopy combined with chemometrics analysis to
identify carvings suspected of being made from ivo-
ry. Several carvings were received by the Institute
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From The Law Enforcement Agency to identify and
verify their ivory origin, and the following methods
were employed: 1) FTIR spectra were recorded for the
carvings, and the spectra were compared with known
ivory and bone samples (severed as reference spectra);
2) PLS-DA analysis was employed to differentiate ivo-
ry and bone (as both materials share a similar chemical
composition); 3) a commercial IR library was used to
identify non-biological materials that may have been
used in the carvings.

2. Materials and methods
2.1. Case history

The law enforcement agency sent seven carvings
(n = 7) to the Advanced Institute for Wildlife Con-
servation (Tamil Nadu Forest Department, Vandalur,
Chennai, India) to identify if ivory was used for carv-
ing preparation (Fig. 1). All samples were carefully
packed and sealed, and a chain of custody form was
included.

2.2. Preliminary screening

We initially recorded the height, width, and weight
of all carvings received for analysis (Table 1). To deter-
mine whether the carvings were made from biological
sources or chemical materials, we performed the FTIR
spectroscopy analysis. Below, we have described the
sampling method used for the FTIR analysis.

Table 1
Geometric measurements for the carvings

S. no | Sample name Sample | Height x width | Weight

ID* | (cm) (kg)

1 | Elephant carving S1 17 x 25 2.296
2 | Elephant carving S2 16 x 21 1.684
3 |Elephant carving S3 16.5 x 22 1.580
4 | Elephant carving S4 1517 1.350
5 | Pendant chain S5 Unmeasurable |0.012
6 |Box S6 15.15%x7.15 0.429
7

Krishna carving S7 11.43 x 30 1.327

* In the manuscript, sample ID is used to describe.
2.3. Sampling for FTIR analysis

Before sampling, all carvings were wiped with
70% isopropanol (AR grade) and air-dried for 5 to
10 minutes. To understand what materials are used in
carvings’ surface coating and what materials are inside
(interior) of carvings, we used two types of sampling:
1) surface scraping using sterile surgical blades (Glass
Van) and 2) drilling 7 to 15 mm into the carvings to
collect interior samples (Bosch Professional 1 mm drill
bit). We collected surface samples from S1-S7, tak-
ing two samples from two different locations for each
carving. For S1-S4, we drilled and collected samples
from the interior, with two samples taken from differ-
ent locations for each carving. However, samples S5,
S6, and S7 were too thin, so we only collected sur-
face samples. Hence, for FTIR analysis, we collected

Fig. 1. Carvings suspected of ivory were received for analysis (n = 7; numbered S1-S7) from the Law Enforcement Agency.
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a total of 22 samples (surface sampling: 7 x 2 = 14;
interior sampling: 4 x 2 = 8), and all samples were
analysed using FTIR as described below.

2.4. FTIR analysis

Before FTIR analysis, all samples were individu-
ally minced using a sterile mortar and pestle to obtain
a fine powder. Subsequently, 1 g of potassium bro-
mide (KBr) (IR spectroscopy grade, CAS: 7758-02-3)
was added, blended, and the 13 mm KBr pellets were
prepared for all samples. Additionally, a blank KBr
pellet without any sample was prepared and used as
a blank before recording the spectrum for the samples.
The FTIR analysis was conducted using an Alpha II
spectrometer (Bruker Optics, Ettlingen, Germany)
equipped with a ZnSe crystal accessory and a deu-
terated triglycine sulfate (DTGS) detector. Initially,
a blank KBr pellet was analysed to obtain a back-
ground scan before recording the FTIR spectra of the
samples. The spectra were acquired in the mid-infra-
red range of 4000-500 cm’!, with a spectral resolution
of 4 cm’!. Each sample was analysed in triplicate, re-
sulting in a total of 66 spectra (42 spectra from 14 sur-
face samples and 24 spectra from 8 interior samples).
At the end of each sample analysis, the sample holder
and instrument accessories were cleaned with acetone
(AR grade) to prevent cross-contamination between
samples.

2.5. Identifying the origin of the carving using
the internal FTIR reference library for bone,
ivory and commercial IR reference library

Initially, to evaluate whether ivory was used to
prepare the carvings, we visually examined all FTIR
spectra, particularly the spectral patterns and wave-
numbers, and compared them with the FTIR internal
reference library for ivory [29]. If we found that the
FTIR spectra of the carving matched those of ivory, we
proceeded to compare them with the internal reference
library for bone. This was important as bones have
similar chemical compositions to ivory and have often
been used as a substitute for ivory in carvings [3] (the
development of the FTIR reference library for bone
is provided in the Supplementary information 1). Fur-
ther, if we identified that the carving’s FTIR spectra
were identical to the internal FTIR reference library
for bone and ivory, we used chemometric analysis to
confirm whether the carvings were prepared using ivo-
ry or bone materials. Furthermore, the carving FTIR
spectra did not match either bone or ivory; we used
the commercially available IR reference libraries to

identify the materials used in the carving (Bruker pol-
ymer ATR crystal spectral library).

2.6. Chemometric analysis to distinguish carvings
from ivory or bone (similar chemical
compositions to ivory)

Studies have shown that FTIR spectroscopy com-
bined with chemometric analysis, such as principal
component analysis (PCA) or partial least squares dis-
criminant analysis (PLS-DA), can effectively discrim-
inate between species based on the infrared absorb-
ance variations of the chemical compounds present in
the samples [32, 33]. In this study, we employed the
PLS-DA model to identify whether the FTIR spectra
of the carvings were identical to ivory or bone based
on the difference in IR absorbance.

To construct the PLS-DA model, we used six FTIR
datasets from Asian elephant ivory (data reproduced
from our previous study) [29] and bone samples (Sup-
plementary information 1). Then, the FTIR spectra
was selected in the range of 3500 cm™! to 500 cm’!,
and the spectral data underwent pre-processing steps:
1) conversion of transmittance data into absorbance,
2) smoothing using a second-order Savgol filter (Sav-
itzky-Golay algorithm), and 3) normalisation and
mean-centering. After these preparations, we con-
structed the PLS-DA model to discriminate the ivory
and bone.

To validate the PLS-DA model, we tested it us-
ing two FTIR datasets from ivory (data also sourced
from a previous study) [29]. Furthermore, the model
was used for external blind validation with carving
FTIR spectra identical to ivory and bone. All PLS-DA
analyses were performed using MATLAB R2020b,
equipped with PLS Toolbox 8.2.

2.7. DNA analysis for the identification
of carving’s origin

Based on the PLS-DA results, we analysed the
DNA to identify the biological source of the carvings
(i.e., species identification). Samples for DNA extrac-
tion were collected from carvings, as detailed in sec-
tion 2.3.

2.7.1. Decalcification

Approximately 150 mg of powdered samples were
obtained from the carvings for the decalcification
process. To accomplish this, 700 pl of EDTA (0.5 M,
pH 8.0) was added to the samples and incubated in
an Eppendorf thermomixer at 58°C with shaking at

Problems of Forensic Sciences 2025, vol. 142, 143, 185-205
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600 rpm. The EDTA was replaced with fresh EDTA
every hour to effectively remove chelated calcium
ions, with a total incubation time of 12 hours. After the
final incubation, the EDTA was completely removed,
and DNA was extracted from the decalcified pellet.

2.7.2. DNA extraction

We performed DNA extractions on the decalcified
pellet using the QIAamp DNA Investigator Kit (cata-
logue number: 56504), following the manufacturer’s
instructions with minor modifications to the lysis step.
The extracted DNA was then quantified using a Na-
noDrop spectrophotometer (Thermo Fisher Scientif-
ic Inc., Massachusetts, United States), and stored at
—20°C for future use.

2.8. Polymerase chain reaction (PCR) and DNA
sequencing

To identify the biological source of the carvings,
we amplified partial fragments of the mitochondrial
genes 128 ribosomal RNA (12S rRNA) and 16S ri-
bosomal RNA (16S rRNA) using reported universal
primers [34], viz. 12S rRNA, F: 5’-CCCAAACTG
GGATTAGATACCC-3’, 5 -GTTTGCTGAAGATG
GCGGTA-3’; 16S rRNA, F: 5’-GCCTGTTTACCA
AAAACATCAC-3’, 5’CTCCATAGGGTCTTCTC
GTCTT-3". PCR experiments were performed in
25uL reaction, with 12.5puL IX red dye master mix
(Ampligon, MgCl, 1.5 mM and 2.0 mM Taq DNA
polymerase), 10 pM of each primer, 20 ng DNA and
final volume adjusted with RT-PCR grade water (In-
vitrogen, Thermo Fisher Scientific). The PCR reac-
tion was conducted using a thermocycler (Eppendorf
Private Limited, Hamburg, Germany) with a total of
35 cycles. The PCR conditions were as follows: for
the 12S rRNA, the settings were 95°C for 5 minutes,
followed by 95°C for 45 seconds, 60.8°C for 1 minute,
and 72°C for 1 minute, with a final extension at 72°C
for 10 minutes. For the 16S rRNA, the conditions were
95°C for 5 minutes, then 95°C for 20 seconds, 60.5°C
for 25 seconds, and 72°C for 32 seconds, and a final
extension for 72°C for 10 minutes. After complet-
ing the PCR, the amplicons were analysed on a 2%
agarose gel; then the PCR amplicons were extracted
using a QIAquick Gel Extraction Kit (catalogue num-
ber 28704) following the manufacturer’s protocol.
Subsequently, the amplicons were sequenced bidirec-
tionally using an Applied Biosystems 3500 Genetic
Analyzer (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
United States).

2.9. DNA sequencing results, BLAST analysis
and phylogenetic construction

The raw DNA sequences (12S rRNA and 16S
rRNA) were examined for quality, errors, miscalls,
and background noise. Subsequently, gene-wise con-
catenated sequences were generated, and these re-
sulting sequences were then analysed using the basic
local alignment search tool (BLAST) on the NCBI
database to identify the species. Based on the BLAST
results, we retrieved the following 12S rRNA and 16S
rRNA DNA sequences from NCBI: Bubalus bubalis
NC _049568.1, Bos indicus NC_005971.1, Bos tau-
rus NC _006853.1, Axis porcinus 12s JN632600.1,
Rusa unicolor ORO077747.1, Axis axis OR143296.1.
Additionally, we also used DNA sequences from our
internal genomic repository.

For the phylogenetic analysis, all DNA sequences
were aligned using ClustalW multiple alignments in
BioEdit (version 7.7). Based on the Bayesian infor-
mation criterion (BIC) score, we identified the best-
fit models: for 12S rRNA, T92 = Tamura 3-parame-
ter + G +1and TN93 + G; for 16S rRNA, GTR + G +1,
respectively. Phylogenetic trees were constructed using
the maximum likelihood (ML) method in MEGA 11.0
with default parameters, and the consistency of the
internal branches was tested through 1,000 bootstrap
replications.

3. Results and discussion

Wildlife forensic laboratories frequently receive
several samples for analysis (e.g., tissue to carvings).
Through conventional forensic analysis (amplification
of the partial fragments of the mitochondrial genes or
morphometric analysis), it is very difficult to identify
the taxonomic origin. Most of the time, the samples
received for forensic analysis are below the average
quality, and getting amplifiable DNA from the sam-
ples has become more challenging for forensic profes-
sionals. Another important issue in forensic analysis is
discrimination between genuine wildlife articles and
counterfeit ones; nowadays, numerous items are mim-
icked as originating from wild animals, using chemi-
cal composition or materials from domestic animals.
Therefore, it is crucial to develop methods to address
these challenges and accurately identify the taxonomic
origin of the samples. Accurate identification will en-
able effective legislative action and support conserva-
tion efforts for endangered species.

Problems of Forensic Sciences 2025, vol. 142, 143, 185-205
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3.1. FTIR spectroscopy, PLS-DA analysis
and IR spectral library examination for the
identification of carvings origin

The current study aimed to identify the origin of
ivory using FTIR spectroscopy combined with chemo-
metrics analysis. Initially, the carvings were analysed
through FTIR spectroscopy, and their spectra were
visually examined and compared to known FTIR spec-
tra of ivory, which served as a reference. The results
indicated that out of seven carvings, five carvings’
(S1-S4 and S7) spectral patterns and wavenumbers
(1732 cm’!, 1445 cm™, 1283 cm™!, 1020 cm™!, 883 cm™!,
801 cm!, and 744 cm™) did not match with the in-
ternal ivory reference peaks at 1658 cm’!, 1547 cm™!,
and 1242 c¢m’!, which are attributed to proteins in
ivory. The peaks at 1453 cm™, 1027 cm’, 965 cm™!,
871 cm™!, and 600 cm! correspond to hydroxyapatite

in ivory [29] (Fig. 2a and 2b). The results confirmed
that these carvings (S1-S4 and S7) were not ivo-
ry-made. To further investigate the materials used in
these carvings we utilised a commercially available
infrared (IR) reference library. The findings indicated
that sheet molding compounds (consist of a mixture
of glass fiber, epoxy resin, curing agents, thickening
agents, calcium carbonate, bentonite and other addi-
tives) [35] and polymers were used in their crafting
(Supplementary information 2).

In contrast, the FTIR spectra for two carvings (S5
and S6) were identical to ivory. However, minor vari-
ations were observed in the amide-III region (Fig. 2b).
Nevertheless, visual examination of the spectra may
introduce observer bias. To address this, we further
confirmed our findings with our internal FTIR spec-
tral library for bone (due to ivory and bone having
similar chemical compositions and frequently being

used as a substitute for ivo-
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such as proteins and hydroxyapatite found in bone,
ivory, and carvings. Based on these IR absorption var-
iations, the PLS-DA model successfully discriminated
the samples into two distinct groups: bone and ivory
(as shown in Fig. 3a). The PLS-DA model achieved
a high level of accuracy, with an R-square value of
0.98 for calibration and demonstrated 100% accura-
cy in distinguishing between ivory and bone samples.
The PLS-DA model was then validated using two
ivory datasets, with the results shown in Fig. 3b. The
validation data was grouped as ivory and achieved an
R-square value of 0.93. This R-square value confirms
the robustness of the PLS-DA model in predicting and
differentiating between ivory and bone. Additionally,

Surface material analysis

we used datasets from carvings (S5 and S6) for blind
and external validation. The results in Fig. 3¢ showed
that the carving datasets (S5 and S6) were classified as
bone samples. This result indicates that the carvings
(S5 and S6) were likely crafted from bone material,
not ivory. Overall, FTIR spectroscopy combined with
PLS-DA analysis showed that among the seven carv-
ings, carvings S1-S4 and S7 were made from sheet
molding compounds and polymers. In contrast, carv-
ings S5 and S6 were likely crafted from bone materials.
Furthermore, we reviewed the existing literature

to understand the detailed chemical composition of
ivory and bone, which are reported to have similar
composition, and how these factors influence infrared
(IR) absorbance [13, 38—42]. We found that the
organic collagen matrix in ivory is complex,
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based on its chemical properties through FTIR spec-
troscopy combined with chemometric analysis. Ivory
exhibits unique infrared absorption patterns, which
can be utilised to identify ivory and its products.

3.2. DNA analysis to identify the biological origin
of bone

The FTIR analysis indicated that carvings S5 and
S6 were likely to be made from bone material. This
prompted us to investigate the biological origin of the
bone, which will also help identify if any wild animal
bones were used in their creation. DNA was extracted
from these carvings, and two RNA genes (12S rRNA
and 16S rRNA) were amplified and sequenced. Initial-
ly, the BLAST analysis revealed that the carvings (S5
and S6) were identical to Bubalus bubalis, commonly
known as the domestic water buffalo. The 12S rRNA
showed 100% similarity for S5 and 92.98% for S6,
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while the 16S rRNA exhibited 98.75% similarity for
S5 and 100% for S6 to Bubalus bubalis, respectively.
Furthermore, the phylogenetic analysis indicated that
carvings S5 and S6 demonstrated 100% bootstrap sup-
port with Bubalus bubalis for the 12S rRNA (Fig. 4).
In contrast, the 16S rRNA showed 100% bootstrap
support for S6 and 98% for S5 with Bubalus buba-
lis (Fig. 5). A pairwise comparison of nucleotides also
confirmed the highest similarity with Bubalus bubalis
(Supplementary information 3). Overall, this study ef-
fectively identified the carvings through FTIR spec-
troscopy combined with PLS-DA, and examination
of the IR library. The results indicated that among the
seven carvings, S1 to S4 were made from sheet mold-
ing compounds, carving S7 was made from a polymer,
and carvings S5 and S6 were likely to be crafted from
bone material derived from Bubalus bubalis. Further-
more, it was confirmed that the carvings analysed do
not contain any components from wild animal species.
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The results also indicated to wildlife forensic experts
that a combination of techniques is essential for iden-
tifying carvings or objects that may contain wildlife
articles.

3.3. Future perspective on developing an article-
specific FTIR library to combat illegal trade

The UNODC World Wildlife Crime Report 2024
documented that illegal trade in protected species is
increasing globally, with nearly all species diversity

recorded in seizures [2]. The report also indicated
that one of the demand sectors for wildlife articles
listed amongst others, is exclusive market in goods
for adornment, display and demonstration of sta-
tus. In light of this, wildlife articles are used for the
above-mentioned purposes and are subjected to var-
ious physical/chemical treatments to alter their origi-
nal structure or are modified to get the desired visual
appeal. This makes it challenging for forensic labs to
identify whether suspected objects contain any wild-
life products. Additionally, items made from domestic
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Fig. 4. The maximum likelihood phylogenetic trees were constructed using a partial mitochondrial 12S rRNA gene, amplified
and sequenced from the carvings S5 and S6 and other wild animals, including Asian elephants, were obtained from AIWC
in-house repository and NCBI. The results confirmed that the carvings were likely crafted using bone materials from Bubalus
bubalis. a) AIWC Case 117 = carving S5 and b) AIWC Case 119 = carving S6.
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animals are frequently used to imitate those from wild
animals and different chemical compositions are often
employed to create various products.

When modified articles such as carvings, paint-
ings, and artefacts are received for forensic analysis,
it is crucial to first screen them for possessing any bi-
ological or other materials. This preliminary screening
helps reduce the costs, time, and workload associated
with conventional forensic analysis. In previous work,
we demonstrated the importance of developing an
FTIR spectral library for ivory. In the current study,
we showcased the practical forensic application of
this FTIR spectral library to determine whether carv-
ings are made from ivory. Our findings confirm that
FTIR-based analysis allows for rapid, cost-effective,
and minimally invasive examination (current study
used KBr pellet). Therefore, this study advocates for

63

the development of article-specific FTIR spectral li-
braries, which will address the following parameters:
1) identifying whether suspected articles originate
from biological or non-biological sources, 2) using
known FTIR spectra to identify suspected articles, and
3) applying chemometrics (especially PLS-DA) anal-
ysis to discriminate between articles that may have
similar chemical compositions.

Conclusion

In wildlife forensic laboratories, identifying wheth-
er carvings are made from ivory through DNA anal-
ysis poses significant challenges. This study demon-
strated a method for identifying ivory in carvings
using FTIR spectroscopy combined with PLS-DA.

100 — AIWC Case 117

L Bubalus bubalis NC 049568.1

76

{ Bos indicus NC 005971 .1
93

Bos taurus NC 006853.1

Muntaicus muntjak 16sL AIWC2249

74

95

Rusa unicolor AIWC 16s OR077747 1

—szl: Axis axis AWC 16s OR143296.1

— Sus scrofa cristatus 16SL AIWC2313

99 L———— Sus scrofa domesticus 16sL AIWC2335

Elephas maximus 16sL AIWC2410

Pavo cristatus 16sL NC 024533

Varanus salvator 16s AB980995.1

el E— AMC Case 119

L Bubalus bubalis NC 049568.1

—

Bos indicus NC 005571.1
Bos taurus NC 006853.1

—

Muntaicus muntjak 16sL ANVC2249
Rusa unicolor AMC 16s OR077747.1

Axis axis AWC 16s OR143296.1

[ Sus scrofa cristatus 165L AMWC2313
1

" Sus scrofa d ticus 16sL AMVC2335

Elephas maximus 16sL AIWC2410

Varanus salvator 165 ABS80595.1

Pavo cristatus 18sL NC 024533

Fig. 5. The maximum likelihood phylogenetic trees were constructed using a partial mitochondrial 16S rRNA gene amplified
and sequenced from the carvings S5 and S6 and other wild animals, including Asian elephants were obtained from AIWC
in-house repository and NCBI. The results confirmed that the carvings were likely crafted using bone materials from Bubalus
bubalis. a) AIWC Case 117 = carving S5 and b) AIWC Case 119 = carving S6.
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The results showed that out of seven carvings, four
(S1-S4) were made from sheet molding compounds,
carving S7 was made from a polymer, and carvings S5
and S6 were likely to be crafted from bone material
(further research is needed to confirm this). DNA anal-
ysis was used to identify the biological source of the
bone, which was Bubalus bubalis. Overall, this study
provides a simple, rapid, and cost-effective method for
identifying the origin of carvings. Additionally, the
findings suggest the potential for developing a spe-
cific FTIR spectral library, which could significantly
enhance wildlife forensic analysis.
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Supplementary information 1

1. Development of FTIR spectral library for
bone

1.1. Sample collection

To establish the spectral library for bone samples,
we collected six bone samples (five bone samples from
Trachypithecus johnii — specifically, one rib, two thigh
bones, one elbow bone, and one vertebra — and one
thigh bone from Panthera tigris) from the Morphome-
try Lab, Advanced Institute for Wildlife Conservation,
Vandalur, Chennai, India. Prior to analysis, bone sam-
ples were wiped with 70% Isopropanol (AR grade)
and air-dried for 5 to 10 minutes, and we drilled 5 to
10 mm in two different locations of the bones and col-
lected the samples. For this study, we took 12 samples
(6 bone samples x 2 sampling sites for each bone) and
the FTIR analysis was performed as described below.

1.2. FTIR analysis

The FTIR spectra for all bone samples were re-
corded as described in Section 2.4. of the manuscript.
For the development of the FTIR spectral library for
bone, we recorded 12 FTIR spectra, which were used
as internal references in the current study.

1.3. Chemometric analysis

Before the chemometric analysis, 1) the sample
spectra were averaged (2 spectra recorded for each
sample) and 2) the transmission data were converted
into absorbance. These six datasets were then utilized
to construct the PLS-DA model as described in the
manuscript.
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Suppl. Fig. 1. The FTIR spectra for carvings S1-S4 were similar; thus, we presented one representative result from the com-
mercial IR library.
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Suppl. Fig. 2. A partial 12S rRNA gene was amplified from carvings S5 and S6 and compared pairwise nucleotides similarity.

The results indicated the highest similarity to the Bubalus bubalis. a) AIWC Case 117

carving S6.

carving S5 and b) AIWC Case 119 =
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SZYBKA IDENTYFIKACJA GATUNKOW ZA POMOCA FTIR
I CHEMOMETRII W CELU ZWALCZANIA NIELEGALNEGO HANDLU

1. Wprowadzenie

W ostatnich latach dramatycznie wzrosta liczba
przestepstw przeciwko dzikiej przyrodzie polegajacych
na wykorzystywaniu réznorodnych gatunkéw do celow
spotecznych, w obrzadkach religijnych i medycynie tra-
dycyjnej oraz czerpaniu z nich innych korzysci finanso-
wych [1]. Wedtug raportu Biura ONZ ds. Narkotykow
i Przestgpczosci (UNODC) z 2024 r. o przestgpstwach
przeciwko dzikiej przyrodzie popelianych na catym
$wiecie w latach 2015-2021 skonfiskowano wiele roz-
nych gatunkdéw, tj. koralowce (16%), krokodyle (9%),
stonie (6%), matze (6%), drapiezniki (5%), papugi i kaka-
du (4%), storczyki (4%), zotwie morskie i ladowe (4%),
weze (4%), palisandry (4%), zen-szen (3%), korzen ko-
stowca (3%), aloesy i inne liliowce (3%), kaktusy (3%),
parzystokopytne (2%), jesiotry i wioslonosowate (2%),
pangoliny (2%), $limaki morskie (2%), jaszczurki (2%),
ptaki drapiezne (1%) i inne (16%). Raport podkresla, ze
jednym z najbardziej dotknictych przestepstwami tego
typu gatunkow sa stonie (15% udziat w standaryzowa-
nym wskazniku konfiskat) [2].

Ko$¢ stoniowa sktada si¢ z gestej tkanki kostnej
otoczonej szkliwem. W szczegélnosci tworza ja trzy
elementy: materia organiczna (kolagen), mineraty (hy-
droksyapatyt) i plyny (woda) [3]. Budowa ogoélna sieci
wtokien organicznego kolagenu odpowiada za spdjnosé
mechaniczng i wytrzymato$¢ kosci stoniowej, dzigki cze-
mu jest ona trwalsza niz drewno czy zwykla kos¢. Jest
odporna na odlupywanie i pgkanie, a takze niszczeje
bardzo powoli z uptywem czasu [4, 5]. Z powodu tych
wlasciwos$ci kos¢ stoniowa od ponad tysigca lat stosuje
si¢ do wytwarzania towarow zaréwno praktycznych (np.
broni, narzedzi), jak i estetycznych (np. parafernalia reli-
gijne, dzieta sztuki, dobra luksusowe) [6].

Posiadanie kosci stoniowej i wykonanych z niej rzezb
(wszelkich produktéw z kosci sloniowej) jest czgsto
uznawane za symbol bogactwa i wtadzy. Doprowadza to
do duzego zapotrzebowania na kos$¢ stoniowa, co z kolei
istotnie wptywa na zmniejszanie si¢ populacji stoni z po-
wodu klusownictwa w celu uzyskania ich ktow [7, 8]. Za-
tacznik I z 1973 i 1989 roku Konwencji o migdzynarodo-
wym handlu dzikimi zwierzg¢tami i ro§linami gatunkow
zagrozonych wyginieciem (Convention on International
Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora,
CITES) zakazuje handlu migdzynarodowego gatunkami
stoni odpowiednio azjatyckich i afrykanskich [9]. Wie-
lu handlarzy, motywowanych przez bodzce ekonomicz-
ne i popyt, tworzy jednak falsyfikaty kosci stoniowej
ze zwyklych kosci, substancji otrzymanych chemicznie

i produktow roslinnych [3]. Trend ten komplikuje $ci-
ganie przestepcow, poniewaz produkty wykonane z au-
tentycznej kosci stoniowej sa trudne do odréznienia
wzrokowo od falsyfikatow. Powstaje wigc pilna potrzeba
opracowania trafnej, szybkiej i tatwej w uzyciu metody
identyfikacji produktéw wykonanych z kosci stoniowe;j.

CITES opublikowato ,,Przewodnik po identyfika-
cji kosci stoniowej i jej substytutow”, w ktorym zaleca
stosowanie kilku technik identyfikacji, w tym badania
morfologiczne, spektroskopi¢ FTIR/Ramana i analize¢
DNA mitochondrialnego [10]. Metody morfometrycz-
ne, wykorzystujace katy Schregera w kosci stoniowej,
maja ograniczone zastosowanie z powodu utraty trafno-
$ci w przypadku probek rzezbionych lub uszkodzonych
[11-13]. Jak dotad za standard uznaje si¢ identyfikacje
gatunkow na podstawie analizy DNA [14], stad tez wiele
prac wykorzystato t¢ metode do identyfikacji kosci sto-
niowej [15-19]. Analiza DNA ma jednak pewne wady,
w tym duze koszty, dtugi czas przetwarzania i utrudniong
ekstrakcje DNA z towarow rzezbionych z powodu jego
denaturacji lub fragmentacji w trakcie wytwarzania [15].
Z drugiej strony w réznych pracach badano metody iden-
tyfikacji wykorzystujace sktadniki nieorganiczne kosci
stoniowej, takie jak analiza izotopowa, fluorescencja
w promieniowaniu X, spektroskopia w bliskiej podczer-
wieni czy spektroskopia Ramana [20-23].

Sposrod tych metod szczegdlnym zainteresowaniem
w kontekscie kryminalistycznej analizy dzikiej przyrody
cieszy si¢ spektroskopia FTIR dzigki szybkosci, przeno-
$nosci, niskim kosztom i przydatnosci do badan tereno-
wych. W kilku pracach za pomocg FTIR zidentyfikowa-
no gatunki na podstawie probek siersci, krwi, pazurow,
szponow itp. [24-28]. Innym autorom udato si¢ rowniez
ustali¢ pochodzenie kosci stoniowej w produktach po-
tencjalnie z niej wykonanych [28]. Aby jednak posze-
rzy¢ praktyczne zastosowania FTIR w kryminalistyczne;j
analizie dzikiej przyrody, nalezy koniecznie opracowac
biblioteke IR obejmujaca konkretne probki, podobnie
jak ma to miejsce w chemicznej bibliotece IR. Utatwi
to badania kryminalistyczne na dwa gléwne sposoby:
1) mozliwo$¢ sprawdzenia, czy podejrzewane towary sa
pochodzenia biologicznego, 2) mozliwos¢ identyfikacji
nieznanych probek przez poréwnanie ze znanymi wid-
mami FTIR. Jak dotad bardzo niewiele artykutéw sku-
piato si¢ na tworzeniu wzorcow FTIR na potrzeby ana-
lizy probek dzikiej przyrody. W jednym z nich Jose i in.
podaja bibliotek¢ wzorcoéw FTIR dla kosci stoni azjatyc-
kich i siersci mangusty, ale oprocz niego badania w tym
zakresie sg ograniczone [29].
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Jednym z najpowazniejszych wyzwan w krymina-
listycznej analizie dzikiej przyrody jest identyfikacja
pochodzenia kosci stoniowej w rzezbach konfiskowa-
nych przez organy $cigania. Wszystkie takie produk-
ty sita rzeczy jeszcze przed analiza kryminalistyczng
przechodza obrobke réznymi metodami chemicznymi,
co znacznie utrudnia ustalenie metodami konwencjo-
nalnymi, czy zostaty one wykonane z kosci stoniowej,
czy nie. W odpowiedzi na te problemy Su i in. przepro-
wadzili identyfikacj¢ kosci stoniowej i mamuciej za po-
moca wysokosprawnej chromatografii cieczowej, UPLC
(ang. ultra-performance liquid chromatography) [30],
a Gilbert i in. [31] — identyfikacj¢ gatunkéw na podsta-
wie przedmiotéw wykonanych z kosci stoniowej 1 kosci
pochodzacych z kolekcji muzealnej metoda protemicz-
ng. Takie metody analityczne wymagaja wysokiej klasy
sprzetu i przygotowania probek. Wymienione wady po-
wodujg potrzebe opracowania prostszych metod analizy
skonfiskowanych produktow pod katem zawartosci kosci
stoniowej i innych materiatow.

Dlatego w niniejszej pracy zastosowano spektrosko-
pi¢ FTIR w potaczeniu z analiza chemometryczna do
analizy rzezb podejrzewanych o zawieranie ko$ci sto-
niowej. Kilka takich produktéw otrzymat nasz Instytut
od Agencji Scigania Przestepczosci z prosbg o ustalenie,
czy wykonano je z kosci stoniowej. Dokonano tego za
pomoca nastepujacych metod: 1) zarejestrowano widma
FTIR produktow, a nastgpnie poréwnano je z probkami
kosci stoniowej i kosci o znanych widmach, 2) przepro-
wadzono analiz¢ PLS-DA w celu odrdznienia kosci sto-
niowej od zwyklej kosci (poniewaz oba materialy maja
podobny sktad chemiczny), 3) na podstawie komercyjne;j
biblioteki IR zidentyfikowano materialy niebiologiczne,
ktore mogty znajdowac si¢ w badanych produktach.

2. Materialy i metody

2.1. Historia przypadku

Organy $cigania dostarczyly Zaawansowanemu In-
stytutowi Ochrony Dzikiej Przyrody (Wydziat Lesnictwa
Stanu Tamilnadu, Vandalur, Madras, Indie) siedem rzezb
(n =7) z prosba o ustalenie, czy wytworzono je z kosci
stoniowej (Ryc. 1). Wszystkie probki byty starannie za-
pakowane i zapieczetowane. Dotaczono do nich formu-
larz tancucha dowodowego.

2.2. Badania wstepne

Analize rozpoczeto od zmierzenia wysokosci, szero-
kosci 1 wagi wszystkich otrzymanych probek (Tabela 1).
Zastosowano spektroskopi¢ FTIR w celu ustalenia, czy
probki byly wykonane z materialow biologicznych, czy
chemicznych. Ponizej opisano metod¢ probkowania uzy-
ta w ramach analizy FTIR.

2.3. Probkowanie na potrzeby analizy FTIR

Przed probkowaniem wszystkie rzezby przetarto 70%
izopropanolem (klasy AR) i pozostawiono do wyschnig-
cia na powietrzu na 5-10 minut. Uzyto dwoch typow
probkowania w celu ustalenia, z jakich materiatow wy-
konano powloke rzezb i ich wnetrze: 1) powloke zeskro-
bano za pomoca sterylnych ostrzy chirurgicznych (Glass
Van), 2) probki z wngtrza uzyskano, wiercagc otwory
o $rednicy od 7 do 15 mm (wiertlo Bosch Professional
1 mm). Z powloki rzezb S1-S7 pobrano po dwie probki
z dwoch réznych miejsc. Rzezby S1-S4 wiercono i po-
brano po dwie probki wnetrza z ré6znych miejsc. Rzezby
S5-S7 byly bardzo cienkie, dlatego pobrano z nich tylko
probki powtoki. Ostatecznie uzyskano wige 22 probki
(7 x 2 =14 probek powtoki i 4 x 2 = 8 prébek wnetrza).
Wszystkie probki zanalizowano metoda FTIR zgodnie
Z ponizszym opisem.

2.4. Analiza FTIR

Przed analiza FTIR kazda probke zmielono sterylnym
mozdzierzem na drobny proszek. Nastgpnie dodano 1 g
bromku potasu (KBr) (klasa spektroskopii IR, nr CAS:
7758-02-3), wymieszano 1 przygotowano 13-milime-
trowe pelety KBr dla wszystkich probek. Dodatkowo
przygotowano pusty pelet KBr, niezawierajacy zadnej
probki, ktory stosowano jako pustg probke przed pomia-
rem widm. Analiz¢ FTIR przeprowadzono za pomoca
spektrometru Alpha II (Bruker Optics, Ettlingen, Niem-
cy) wyposazonego w krysztat ZnSe i wykrywacz DTGS
(deuterowanego siarczanu trojglicyny). Poczatkowo za-
nalizowano pusty pelet KBr, otrzymujac w ten sposob
skan tta przed pomiarem widm probek. Widma otrzy-
mano w zakresie $redniej podczerwieni (4000-500 cm™)
przy rozdzielczo$ci widmowej 4 cml. Poszczegdlne
probki analizowano trzykrotnie, co dato razem 66 widm
(42 widma z 14 probek powtlok i 24 widma z 8 probek
wnetrza). Po zanalizowaniu kazdej probki trzymak do
probek i akcesoria pomiarowe czyszczono acetonem
(klasy AR), zeby zapobiec zanieczyszczaniu krzyzowe-
mu materiahu.

2.5. Ustalanie sktadu rzezb na podstawie
wewnetrznej biblioteki wzorcow FTIR dla kosci
stoniowe;j i kosci oraz komercyjnej biblioteki
wzorcow IR

Aby ustali¢, czy rzezby wykonano z kosci stoniowe;j,
poszczegodlne widma FTIR najpierw badano wzrokowo,
zwracajac szczeg6lng uwage na wzory widmowe i licz-
by falowe, a potem poréwnywano je z wewngtrzng bi-
blioteka wzorcow FTIR dla kosci stoniowej [29]. Jesli
widmo FTIR danej rzezby pokrywato si¢ z widmem ko-
$ci stoniowej, poréwnywano je z wewnetrzng biblioteka
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wzorcow dla kosci. Bylo to o tyle istotne, ze zwykta kos¢
ma sktad zblizony do kosci stoniowej i dlatego jest cze-
stym jej zamiennikiem w rzezbach [3] (proces opraco-
wywania biblioteki wzorcow FTIR dla kosci przedsta-
wiono w cze¢sci Informacje uzupetniajace 1). Nastepnie,
jesli widmo FTIR danej rzezby i widmo z wewng¢trzne;j
biblioteki wzorcéw FTIR dla kosci i kosci stoniowej oka-
zaly si¢ identyczne, za pomoca analizy chemometryczne;j
ustalano, czy rzezbg¢ t¢ wykonano z kosci stoniowej, czy
kostnych zamiennikow. Jesli z kolei widmo FTIR rzezby
nie pokrywato si¢ z widmem kosci ani ko$ci stoniowe;j,
jej sktad ustalano na podstawie komercyjnej biblioteki
wzorcow IR (biblioteka widm polimerowych krysztalow
ATR, Bruker).

2.6. Zastosowanie analizy chemometrycznej w celu
odréznienia kosci stoniowej od zwyktej kosci
(z powodu ich zblizonego sktadu chemicznego)

Badania pokazuja, ze spektroskopia FTIR w potacze-
niu z analizg chemometryczng, w tym analiza glownych
sktadowych (principal component analysis, PCA) czy
analiza dyskryminacyjna metoda czastkowa najmniej-
szych kwadratow (partial least squares discriminant
analysis, PLS-DA), pozwala skutecznie rozrozniaé ga-
tunki na podstawie zmian absorpcji w podczerwieni
zwigzkow chemicznych obecnych w probkach [32, 33].
W niniejszym badaniu zastosowaliémy model PLS-DA
do wykrycia widm FTIR tych rzezb, ktore byty identycz-
ne z widmami kosci stoniowej i ko$ci na podstawie roz-
nicy w absorbancji IR, a tym samym ustalenia materiatu,
z ktorego probki byly wykonane.

Model PLS-DA skonstruowano za pomocg szesciu
zestawow danych FTIR pozyskanych z kosci stoniowe;j
stoni azjatyckich (dane te pochodzily z naszej wczesniej-
szej pracy) [29] i probek kosci (Informacje uzupetnia-
jace 1). Nastepnie wybrano widmo FTIR w zakresie od
3500 cm™ do 500 cm!, a dane widmowe poddano prze-
twarzaniu wstepnemu zgodnie z nast¢pujaca kolejnoscia:
1) dane dotyczace przepuszczalno$ci przeksztalcono na
dane dotyczace absorpcji, 2) wygladzono za pomoca
filtra Savgola drugiego rzedu (algorytm Savitzky’ego-
Golaya), 3) znormalizowano i wycentrowano wzglgdem
sredniej. Po przetwarzaniu wstepnym skonstruowano
model PLS-DA pozwalajacy odrézni¢ ko$¢ stoniowa od
zwyklej kosci.

Model zwalidowano, sprawdzajac go za pomoca
dwoch zestawow danych FTIR dotyczacych kosci sto-
niowej (dane te pochodzily z naszej wczesniejszej pra-
cy) [29]. Model ten wykorzystano rowniez do zewngtrz-
nej $lepej walidacji na podstawie widm FTIR identycz-
nych z koscia stoniowg i koscig. Wszystkie analizy PL-
S-DA przeprowadzono w programie MATLAB R2020b
z dodatkiem PLS Toolbox 8.2.

2.7. Analiza DNA w celu ustalenia pochodzenia
rzezb

Na podstawie wynikéw PLS-DA zanalizowano DNA
w celu ustalenia biologicznego zrdédia rzezb (tj. w celu
identyfikacji gatunku). Probki do ekstrakcji DNA pobra-
no z rzezb zgodnie z procedura opisang w czesci 2.3.

2.7.1. Dekalcyfikacja

Z rzezb pozyskano sproszkowane probki o wadze
ok. 150 mg na potrzeby dekalcyfikacji, ktora przeprowa-
dzono, dodajac do probek 700 ul EDTA (0.5 M, pH 8.0),
a nastepnie inkubujac je w termomikserze firmy Eppen-
dorf w temperaturze 58°C i przy predkosci wytrzasania
600 obr./min. Co godzing wymieniano EDTA na §wiezy,
zeby skutecznie usuwaé chelatowane jony wapnia. Cat-
kowity czas inkubacji wynosil 12 godzin. Po ostatniej
inkubacji usuwano caty EDTA, a z dekalcyfikowanego
peletu ekstrahowano DNA.

2.7.2. Ekstrakcja DNA

Do ekstrakcji DNA z dekalcyfikowanych peletow
uzyto zestawu QIAamp DNA Investigator (numer kata-
logowy 56504) zgodnie z zaleceniami producenta przy
niewielkich modyfikacjach na etapie lizy. Nastepnie zli-
czano wyekstrahowane DNA za pomoca spektrofotome-
tru NanoDrop (Thermo Fisher Scientific Inc., Massachu-
setts, USA) i przechowywano w temp. —20°C do dalsze;j
analizy.

2.8. Reakcja tancuchowa polimerazy (PCR)
i sekwencjonowanie DNA

Aby zidentyfikowa¢ biologiczne zrodlo rzezb,
wzmocniono fragmenty gendw mitochondrialnych 12S
rybosomalnego RNA (12S rRNA) i 16S rybosomalnego
RNA (16S rRNA) za pomocg raportowanych uniwersal-
nych starterow [35], tj. 12S rRNA, F: 5>-CCCAAACT
GGGATTAGATACCC-3°, 5’-GTTTGCTGAAGATG
GCGGTA-3’, 16S tRNA, F: 5’-GCCTGTTTACCAAA
AACATCAC-3’, 5’CTCCATAGGGTCTTCTCGTC
TT-3’. Analizy PCR przeprowadzono w reakcji o objeto-
$ci 25 pl, z uzyciem 12,5 pl mieszanki barwnika IX red
(Ampligon, MgCl, 1,5 mM i 2,0 mM polimerazy DNA
Taq), 10 pM kazdego startera i 20 ng DNA, koncowa
objetos¢ dostosowano woda klasy RT-PCR (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific). PCR przeprowadzono za po-
mocg termocyklera (Eppendorf Private Limited, Ham-
burg, Germany). Zastosowano lacznie 35 cykli. Warunki
PCR byty nastepujace: w przypadku 12S rRNA — 95°C
przez 5 minut, nastepnie 95°C przez 45 sekund, 60,8°C
przez 1 minute i 72°C przez 1 minut¢ oraz dodatkowo
przez 10 minut na koncu w 72°C. W przypadku 16S
rRNA warunki byly nastepujace: 95°C przez 5 minut,
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nastepnie 95°C przez 20 sekund, 60,5°C przez 25 sekund
1 72°C przez 32 sekundy, oraz dodatkowo przez 10 minut
na koncu w 72°C. Po zakonczeniu PCR zanalizowano
amplikony na 2% zelu agarozowym, po czym ekstraho-
wano za pomocg zestawu QIAquick Gel Extraction Kit
(numer katalogowy 28704) zgodnie z zaleceniami produ-
centa. Nastepnie amplikony zsekwencjonowano dwukie-
runkowo za pomoca analizatora genetycznego Applied
Biosystems 3500 (Thermo Fisher Scientific, Massachu-
setts, USA).

2.9. Wyniki sekwencjonowania DNA, analiza
BLAST i konstrukcja filogenetyczna

Badano surowe sekwencje DNA (12S rRNA i 16S
rRNA) pod wzglgdem jakosci, bledow, nieprawidtowych
odczytow i szumu. Nastepnie wygenerowano sekwen-
cje potaczone wedlug gendéw i poddano je analizie przy
uzyciu podstawowego narzedzia do wyszukiwania lo-
kalnych dopasowan (basic local alignment search tool,
BLAST) w bazie danych NCBI w celu identyfikacji
gatunkow. Wyniki analizy BLAST pozwolity wyodreb-
ni¢ nastegpujace sekwencje DNA 125 rRNA i 16S rRNA
z bazy NCBI: Bubalus bubalis NC 049568.1, Bos in-
dicus NC _005971.1, Bos taurus NC _006853.1, Axis
porcinus_12s_JN632600.1, Rusa unicolor_ ORO077747.1,
Axis axis OR143296.1. Wykorzystano rowniez se-
kwencje DNA z wlasnego wewng¢trznego repozytorium
genomowego.

Na potrzeby analizy filogenetycznej wszystkie se-
kwencje DNA dopasowano za pomoca narzedzia Clu-
stalW do dopasowywania wielu sekwencji w programie
BioEdit (wersja 7.7). Na podstawie Bayesowskiego kry-
terium informacyjnego (Bayesian information criterion,
BIC) zidentyfikowano najlepiej dopasowane modele:
T92 = Tamura 3-parameter + G + 11 TN93 + G dla 12S
rRNA oraz GTR + G + I dla 16S rRNA. Skonstruowano
drzewa filogenetyczne metoda najwigkszego prawdo-
podobienstwa (maximum likelihood, ML) w programie
MEGA 11.0 przy domyS$lnych warto$ciach parametrow.
Spojnosc¢ gatezi wewngtrznych sprawdzano na podstawie
1000 replikacji bootstrapowych.

3. Wyniki i dyskusja

Laboratoria kryminalistyczne zajmujace si¢ bada-
niem dzikiej przyrody czesto otrzymujg kilka probek
do analizy (tkanki, rzezby itp.). Ustalanie pochodzenia
taksonomicznego za pomoca konwencjonalnych metod
kryminalistycznych (amplifikacji fragmentow genow
mitochondrialnych czy analizy morfometrycznej) jest
bardzo trudne. W wigkszosci przypadkéw jakos¢ pro-
bek otrzymanych do analizy jest ponizej przecigtnej,
a uzyskanie z nich DNA nadajacego si¢ do amplifikacji

stanowi coraz wicksze wyzwanie dla kryminalistykow.
Innym istotnym aspektem analizy kryminalistycznej jest
odroznianie autentycznych probek dzikiej przyrody od
falsyfikatow. Ostatnio pojawia si¢ wiele towar6w udaja-
cych swoim sktadem chemicznym pochodzenie natural-
ne lub pochodzacych od zwierzat domowych. Jest zatem
niezwykle wazne, aby opracowa¢ metody pozwalajace
sprosta¢ powyzszym problemom i trafnie ustala¢ pocho-
dzenie taksonomiczne probek. Taka trafna identyfikacja
umozliwi podjecie dziatan legislacyjnych i wspomoze
ochrong¢ gatunkéw zagrozonych wyginigciem.

3.1. Spektroskopia FTIR, analiza PLS-DA
i pordwnanie z bibliotekg widm IR na potrzeby
ustalania pochodzenia rzezb

Celem niniejszej pracy bylo ustalenie pochodzenia
kosci stoniowej za pomoca spektroskopii FTIR pota-
czonej z analiza chemometryczng. Analiz¢ rozpoczeto
od spektroskopii FTIR. Uzyskane widma siedmiu rzezb
badano wzrokowo i porownywano ze znanymi widma-
mi FTIR kos$ci stoniowej, ktore postuzyly za wzorce.
Otrzymane wyniki wskazaly, ze wzory widmowe rzezb
S1-S4 1 S7 oraz ich liczby falowe (1732 cm’!, 1445 cm!,
1283 cm!, 1020 cm’!, 883 cm!, 801 cm™! i 744 c¢cm™)
nie pokrywaty si¢ z pikami w widmie kosci stoniowe;j
dla wzorca wewnetrznego, tj. 1658 cm’!, 1547 cm!
i 1242 cm’!, ktore przypisuje si¢ biatkom zawartym
w koSci stoniowej. Piki przy 1453 cm!, 1027 cm’!,
965 cm™, 871 cm' 1 600 cm! odpowiadaja hydroksyapa-
tytowi w kosci stoniowej [29] (Ryc. 2a i 2b). Wyniki
potwierdzity, ze rzezby S1-S4 i S7 nie bylty wykonane
z kosci stoniowej. Rzezby poddano dalszym badaniom
z uzyciem komercyjnej biblioteki wzorcow IR. Otrzy-
mane wyniki pokazaly, ze wykonano je ze zwiazkow
chemicznych przeznaczonych do formowania arkuszy
(tj. mieszanki wldkna szklanego, zywicy epoksydowe;j,
srodkow utwardzajacych, srodkow zageszczajacych, we-
glanu wapnia, bentonitu i innych dodatkow) [35] oraz
polimeréw (Informacje uzupehiajace 2).

W przeciwienstwie do nich, widma pozostatych
dwoch rzezb (S5 i1 S6) byly identyczne z koscia stonio-
wa, z wyjatkiem niewielkich réznic w pasmie Amide-III
(Ryc. 2b). Badania wzrokowe widm mogg jednak wpro-
wadzi¢ btedy obserwatora. Dlatego uzyskane wyniki do-
datkowo potwierdzono, poréwnujac je z wewnetrzng bi-
bliotekg widm FTIR dla kosci (poniewaz ko$¢ i kos¢ sto-
niowa majg zblizony sktad chemiczny, przez co ta pierw-
sza jest czgstym zamiennikiem tej drugiej) [3, 36, 37].
Stwierdzono, ze badaniem wzrokowym widm FTIR nie
udato si¢ odrézni¢ kosci stoniowej od kosci, co z kolei
nie pozwolito ustali¢, czy rzezby S5 i S6 wykonano z ko-
$ci stoniowej, czy zwyklej kosci. Aby sprosta¢ temu pro-
blemowi, materiat, z ktérego wykonano te dwie rzezby,
ustalano metoda PLS-DA.
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Wyniki przedstawia Ryc. 3, w tym wykres tadunku
czynnikowego na Ryc. 3d, pokazujacy produkty macie-
rzy dla zmiennej ukrytej (latent variable, LV) dla kosci
stoniowej, kosci (stosowanej tu jako wzorce wewnetrzne)
oraz rzezb S5 1 S6. Zaobserwowano rdznice w absorp-
cji podczerwieni w zakresie od 2000 cm™ do 500 cm™,
odpowiadajace sktadowi chemicznemu, np. biatkom
i hydroksyapatytowi obecnym w kosci, kosci stoniowej
i rzezbach. Na podstawie tych réznic w absorpcji IR mo-
del PLS-DA pozwolit na podzielenie probek na dwie gru-
py: ko$¢ oraz kos¢ stoniowa (Ryc. 3a). Model PLS-DA
wykazal si¢ duza trafho$cia (wspolczynnik determina-
cji R? dla kalibracji wyniost 0,98), w tym 100% trafno-
$cig w odroznianiu probek kosci stoniowej od probek ko-
$ci. Model PLS-DA nastepnie zwalidowano za pomoca
dwoch zestawoéw danych dotyczacych kosci stoniowe;.
Wyniki walidacji przedstawiono na Ryc. 3b. Po pogrupo-
waniu danych walidacyjnych jako ko$¢ stoniowg uzyska-
no R? o wartos$ci 0,93, co potwierdzito solidno§¢ modelu
PLS-DA w odniesieniu do przewidywania i odr6ézniania
kosci stoniowej od kosci. Dodatkowo na podstawie ze-
stawow danych uzyskanych z rzezb (S5 i S6) do prob
$lepych i walidacji zewnetrznej. Zgodnie z wynikami
przedstawionymi na Ryc. 3¢ oba zestawy zostaty zakla-
syfikowane jako probki kosci. Wskazuje to, ze rzezby S5
i S6 prawdopodobnie wykonano z materiatu kostnego,
a nie kosci stoniowej. Spektroskopia FTIR w potaczeniu
z analiza PLS-DA pokazata, ze sposrdd siedmiu bada-
nych rzezb probki S1-S4 oraz S7 wykonano ze zwigz-
kéw chemicznych przeznaczonych do formowania arku-
szy i polimeréw. W przeciwienstwie do nich rzezby S5
i S6 prawdopodobnie wykonano z materiatu kostnego.

Dokonano réwniez przegladu literatury w celu usta-
lenia szczegdtowego sktadu chemicznego kosci stonio-
wej 1 kosci, ktory wedhug roznych badaczy jest podobny,
i wptywu tych czynnikdéw na absorpcje w podczerwieni
[13, 38-42]. Okazalo sig¢, ze krysztaly mineralnego apa-
tytu zawartego w matrycy organicznego kolagenu w ko-
$ci stoniowej sa niesferyczne, oraz ze zawarte w niej
krysztaty hydroksyapatytu sa mniejsze niz te w innych
typach zegbiny i ko$ci. Dzigki tej charakterystycznej ma-
trycy hydroksyapatytowej, sktadowi chemicznemu oraz
réznicom we wzroscie, w powstawaniu i strukturze kos¢
stoniowa jest drobniejsza i ggstsza niz ko$¢ i inne zeby.

Vollrath i in. [3] w swoim badaniu stwierdzili wigksza
zawarto$¢ mineratéw i mniejsza zawartos¢ wody w ko-
$ciach w poréwnaniu do kosci stoniowej, co odpowiada
za roéznice we wlasciwosciach mechanicznych pomigdzy
tymi dwoma materiatami. Peknigcia powstajace w ko-
Sci stoniowej sg uzupetniane widknistym kolagenem,
zwigkszajacym jej spojnos¢ strukturalng. Natomiast ko-
$ci maja skomplikowang strukture zlozona z osteonow,
ktore zapobiegajg rozprzestrzenianiu si¢ pekniec 1 w ten
sposob wzmacniaja wytrzymatos¢ kosci. Ogodlnie rzecz
ujmujac, z powodu swojej zhierarchizowanej i $cisle

zorganizowanej mikrostruktury kos$¢ stoniowa jest ma-
teriatem anizotropowym, tzn. wykazuje rozne wlasciwo-
$ci w zalezno$ci od kierunku. Te niepowtarzalne cechy
wyrdzniaja kos¢ stoniowa sposrdd innych materiatow,
w tym skorup, ko$ci, materiatdéw roslinnych i sztucznych
substancji stosowanych jako substytuty, takich jak celu-
loid czy rézne tworzywa sztuczne. Dodatkowo potwier-
dzono, ze ko$¢ stoniowag mozna zidentyfikowac na pod-
stawie jej wlasciwos$ci chemicznych przy uzyciu spektro-
skopii FTIR i analizy chemometrycznej. Kos$¢ stoniowa
wykazuje niepowtarzalne wzory absorpcji podczerwieni,
na podstawie ktorych mozna zidentyfikowac ja oraz pro-
dukty z niej wykonane.

3.2. Analiza DNA jako sposob ustalania
pochodzenia ko$ci

Analiza FTIR pokazata, ze rzezby S5 i S6 byly praw-
dopodobnie wykonane z materiatu kostnego. Sktonito to
autorow niniejszej pracy do zbadania jego pochodzenia
biologicznego, co pomogloby tez ustali¢, czy rzezby wy-
konano z kosci zwierzegcych. Z obu rzezb wyekstrahowa-
no DNA, a dwa geny RNA (12S rRNA oraz 16S rRNA)
zamplifikowano i1 zsekwencjonowano. Przeprowadzona
w pierwszej kolejnosci analiza BLAST ujawnita, ze rzez-
by S5 1 S6 byty identyczne z gatunkiem Bubalus bubalis,
znanym powszechnie jako wot domowy. 12S rRNA wy-
kazato 100% podobienstwa do Bubalus bubalis w przy-
padku S5 oraz 92,98% podobienstwa w przypadku S6,
a 16S rRNA — odpowiednio 98,75% oraz 100%. Ponadto
analiza filogenetyczna wskazata na 100% zgodnos¢ boot-
strapowa rzezb S5 i S6 z Bubalus bubalis dla 12S rRNA
(Ryc. 4), podczas gdy dla 16S rRNA rzezba S6 mia-
fa 100% zgodnos¢ bootstrapowa, a S5 — 98% (Ryc. 5).
Porownanie par nukleotydow roéwniez potwierdzito
najwigksze podobienstwo do Bubalus bubalis (Infor-
macje uzupehiajace 3). Podsumowujac, w niniejszym
badaniu skutecznie zidentyfikowano rzezby przy uzyciu
spektroskopii FTIR w potaczeniu z analiza PLS-DA i po-
réwnaniem do biblioteki IR. Uzyskane wyniki wskazuja,
ze sposrdd siedmiu badanych rzezb, rzezby S1-S4 wy-
konano ze zwiazkéw chemicznych przeznaczonych do
formowania arkuszy, S7 — z polimeru, a S5 i S6 — praw-
dopodobnie z materiatu kostnego pochodzacego z gatun-
ku Bubalus bubalis. Co wigcej, udowodniono, ze badane
rzezby nie zawieraty zadnych zwigzkoéw pochodzacych
od dzikich zwierzat. Wyniki dostarczaja rowniez waz-
nej informacji kryminalistykom zajmujacym si¢ analiza
dzikiej przyrody, tj. wskazuja, ze potaczenie réznych
technik jest niezbedne do identyfikacji rzezb lub innych
przedmiotow mogacych zawiera¢ materiaty pochodzenia
zZwierzecego.
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3.3. Perspektywy opracowania biblioteki widm
FTIR konkretnych towarow w celu zwalczania
nielegalnego handlu

Wedhug raportu UNODC z 2024 r. na catym $wiecie
wzrasta nielegalny handel gatunkami chronionymi, na
co wskazujg konfiskaty gatunkow o ogromnej roznorod-
nos$ci [2]. Raport informuje réwniez, ze jednym z sek-
torow popytu na produkty pochodzace z dzikiej fauny
i flory jest ,,ekskluzywny rynek towarow stuzacych jako
ozdoby, elementy wystawy i oznaki statusu”. Dlatego
produkty te wykorzystuje si¢ do wyzej wymienionych
celow i poddaje si¢ roznym formom obrobki fizycznej
i chemicznej, zeby zmieni¢ ich pierwotng strukture badz
w inny sposob je zmodyfikowac i osiggnaé w ten sposob
zamierzony efekt estetyczny. Utrudnia to laboratoriom
kryminalistycznym wykrywanie zawartosci dzikiej fau-
ny i flory w badanych produktach. Co wigcej, produkty
pochodzace od zwierzat domowych czesto stuza jako
imitacje produktéw pochodzacych od zwierzat dzikich,
a w samym procesie produkcji bierze udziat wiele roz-
nych sktadnikéw chemicznych.

Po otrzymaniu do analizy kryminalistycznej towarow
takich jak rzezby, obrazy i inne wytwory kulturowe, bar-
dzo wazne jest, zeby najpierw sprawdzi¢, czy nie zawie-
raja one zadnych materialow biologicznych lub innych.
Taka wstepna analiza pozwala zmniejszy¢ wymiar czasu
i pracy oraz koszty zwigzane z konwencjonalnymi meto-
dami kryminalistycznymi. W naszej poprzedniej publi-
kacji pokazaliSmy, jak wazne jest stworzenie biblioteki
widm FTIR dla kosci stoniowej. W obecnym badaniu
zademonstrowalismy praktyczne zastosowanie takiej bi-
blioteki w celu ustalenia, czy rzezby zostaty wykonane
z kosci stoniowej. Otrzymane wyniki potwierdzity, ze
spektrometria FTIR to szybka, tania i prawie nieinwa-
zyjna metoda analizy kryminalistycznej (w tym przy-
padku uzywano peletu KBr). Dlatego autorzy niniejsze-
go badania sugeruja tworzenie bibliotek gromadzacych
widma FTIR konkretnych produktéw umozliwiajacych:
1) stwierdzenie, czy dane produkty pochodza ze zrédet
biologicznych, czy niebiologicznych, 2) identyfikacje
badanych artykulow na podstawie znanych widm FTIR,
3) stosowanie analizy chemometrycznej (zwlaszcza
PLS-DA) w celu rozréznienia produktow, ktore moga
mie¢ zblizony sktad chemiczny.

‘Whioski

Ustalanie, czy dane probki wykonano z kosci sto-
niowej za pomocg analizy DNA stanowi powazne wy-
zwanie dla laboratoriow kryminalistycznych zajmu-
jacych sie badaniami dzikiej przyrody. W niniejszym
badaniu przedstawiono metode¢ identyfikacji kosci sto-
niowej w rzezbach wykorzystujaca spektroskopi¢ FTIR

w potaczeniu z PLS-DA. Otrzymane wyniki pokazaly,
ze cztery sposrod siedmiu analizowanych rzezb (S1-S4)
wykonano ze zwigzkoéw chemicznych przeznaczonych
do formowania arkuszy, rzezbg¢ S7 — z polimeru, a rzezby
S5 1 S6 prawdopodobnie wykonano z materiatu kostnego
(potwierdzenie tej obserwacji wymaga dalszych badan).
Po zanalizowaniu DNA zawartego w probce kosci, oka-
zalo si¢, ze pochodzita ona z gatunku Bubalus bubalis
(wot domowy). Podsumowujac, niniejsza praca dostar-
cza prostej, szybkiej i taniej metody ustalania pochodze-
nia rzezb. Ponadto uzyskane wyniki sugeruja mozliwosc
stworzenia wyspecjalizowanej biblioteki widm FTIR,
ktora potencjalnie znacznie usprawni analiz¢ kryminali-
styczng dzikiej przyrody.

Dostepnos$¢ danych i materiatléw

Wszystkie dane przedstawiono w artykule i w informa-
cjach uzupetniajacych.

Oswiadczenie o Swiadomej zgodzie

W badaniu nie wykorzystano probek zwierzgcych ani
ludzkich.

Konflikt interesow
Autorzy o$wiadczaja brak konfliktow interesow.

Finansowanie

Badanie dofinansowano ze $rodkéw Rzadu Tamilnadu
w ramach programu ,,Modernizacja Stuzb Lesniczych”.

Podziekowania

Autorzy pragng podzigkowaé pani Premie Murugesan
z Laboratorium Morfometrii w Zaawansowanym Insty-
tucie Ochrony Dzikiej Przyrody za jej cenng pomoc przy
poborze probek do analizy FTIR. Autorzy dzigkujg tez
panu Sasipriyanowi P., mtodszemu stypendyscie i pra-
cownikowi naukowemu w Centrum Nauczania o Ochro-
nie Przyrody w Zaawansowanym Instytucie Ochrony
Dzikiej Przyrody za udokumentowanie fotografii rzezb.

Wklad

SAJ i PS: tworzenie danych, analiza formalna i przygo-
towanie wykreséw. KR i UMR: badania molekularne.
KBT: pomyst na badania, opracowanie metodologii, ana-
liza danych, badania molekularne, sporzadzenie pierw-
szej wersji manuskryptu i nadzor. CBA: sekwencjono-
wanie DNA i redakcja manuskryptu. CB: analiza chemo-
metryczna i redakcja manuskryptu. AU: redakcja manu-
skryptu i pozyskanie dofinansowania. Wszyscy autorzy
przeczytali manuskrypt i zgodzili si¢ na jego publikacje.
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