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w skład nitek odzieży podej-
rzanego) dostarcza informacji 
pozwalającej na potwierdze-
nie lub odrzucenie założenia, 
że włókna mogą pochodzić 
z tego samego źródła. Porów-
nania barwy fragmentów po-
jedynczych włókien w sposób 
nieniszczący można dokonać 
z wykorzystaniem mikrosko-
pii optycznej, w tym głów-
nie fluorescencyjnej, a  także 
techniki mikrospektrofoto-
metrycznej (MSP) [6]. Ostat-
nia z wymienionych metod 
jest szczególnie cenna w ba-
daniach kryminalistycznych, 
gdyż spektrofotometr został 
w niej zestawiony z  wysokiej 
klasy mikroskopem biologicz-
nym, co umożliwia badanie 
fragmentów obiektów mikro-
skopowej wielkości. Sposób 
przygotowania próbek do ba-
dań z wykorzystaniem techni-
ki mikrospektrofotometrycz-
nej jest taki sam sposób jak 

nawzajem, wówczas frag-
menty włókien wchodzących 
w skład nitek odzieży ofiary 
ulegają odłączeniu i prze-
niesieniu na powierzchnię 
odzieży sprawcy i odwrotnie 
[4, 5]. Identyfikacja tego ro-
dzaju mikrośladu krymina-
listycznego polega na scha-
rakteryzowaniu jego cech 
budowy fizykochemicznej 
(barwy, długości, grubości, 
składu chemicznego, właści-
wości fluorescencyjnych) i za-
kwalifikowaniu go do okre-
ślonej klasy włókien  [4,  5]. 
Barwa odgrywa kluczową 
rolę w  dalszych badaniach 
porównawczych fragmen-
tów włókien stanowiących 
mikroślady kryminalistycz-
ne [6]. Porównanie widm włó-
kien stanowiących materiał 
dowodowy (np. ujawniony 
na powierzchni odzieży po-
krzywdzonego) i materiał po-
równawczy (np. wchodzący 

piół). Jako naturalny surowiec 
roślinny charakteryzuje się 
znaczną zmiennością cech bu-
dowy. Podstawowe właściwo-
ści włókien takie jak długość, 
dojrzałość, wytrzymałość, 
zależą od odmiany botanicz-
nej uprawianej bawełny oraz 
regionu uprawy, czyli od wa-
runków glebowych i pogodo-
wych, sposobu nawadniania 
i zbioru itp. [1, 2].
Kryminalistyczne badania 
mikrośladów, w tym badania 
włókien, opierają się na teorii 
sformułowanej po raz pierw-
szy przez Edmonda Locarda, 
która zakłada, że jeśli dwa 
obiekty stykają się ze sobą, 
zawsze pozostaną ślady tego 
kontaktu w postaci wzajem-
nie przeniesionego materiału, 
wchodzącego w skład obu 
obiektów [3]. A zatem, jeśli 
ofiara ma kontakt fizyczny ze 
sprawcą i powierzchnie ich 
odzieży ocierają się o siebie 

Wprowadzenie
Bawełna odgrywa znaczącą 
rolę w przemyśle włókien-
niczym, stanowiąc ok. 50% 
ogółu włókien przerabianych 
na świecie. Obok wełny, lnu 
i jedwabiu naturalnego zali-
czana jest do najbardziej roz-
powszechnionych włókien 
naturalnych stosowanych 
w  produkcji odzieży. Jej zna-
czenie przemysłowe wynika 
z niskiego kosztu uprawy 
i  łatwego przerobu na róż-
norodne produkty o wyso-
kich walorach higienicznych, 
związanych z wysoką higro-
skopijnością, chłonnością 
potu oraz komfortem użytko-
wania [1].
Bawełna to włókno nasienne, 
otrzymywane z roślin o  na-
zwie rodzajowej bawełnica, 
którego dojrzałe włókna za-
wierają ok. 94% czystej ce-
lulozy (resztę stanowią sole, 
białka, tłuszcze, woski oraz po-

Wykorzystanie mikrospektrofotometrii w zakresie UV-VIS 
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W pracy przedstawiono zastosowanie metody mikrospektrofotometrii (MSP), zarówno w zakresie UV jak i Vis 
do rozróżniania fragmentów włókien bawełnianych barwionych barwnikami reaktywnymi, pochodzącymi od 
jednego producenta. Omówiono również możliwości oceny stężenia barwnika w badanym włóknie na podsta-
wie analizy przebiegu otrzymanych widm, a także występowanie zjawiska dichroizmu w trakcie prowadzenia 
badań włókien.
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używając gliceryny (Sigma-Al-
drich Chemie GmbH, Niemcy) 
jako cieczy immersyjnej.
Pomiary fragmentów włókien 
w świetle przechodzącym, 
w  zakresie UV-Vis (200 nm – 
800 nm), zostały zarejestro-
wane przy użyciu mikrospek-
trofotometru 20/20 PV™ firmy 
CRAIC Technologies (na wy-
posażeniu Instytutu Ekspertyz 
Sądowych w Krakowie), w któ-
rym źródłem światła była lam-
pa ksenonowa. Pomiary pro-
wadzono stosując obiektyw 
40x firmy Zeiss; wielkość ob-
szaru pomiarowego wynosiła 
6,0 µm x 6,0 µm, liczba ska-
nów – 25, rozdzielczość – 2.
W czasie całego eksperymen-
tu rejestrowano widma trans-
misyjne fragmentów włókien 
wykonując po 10 pomiarów 
dla każdego z 5 włókien re-
prezentując ych zarówno 
wątek jaki i osnowę bada-
nej tkaniny. Ze względu na 
fakt, iż prowadzone pomiary 
 mikrospektrofotometryczne 
to pomiary jednowiązkowe, 
w pierwszej kolejności i przed 
każdym pomiarem rejestro-
wano widmo referencyjne 
z  obszaru znajdującego się 
tuż obok badanego włókna. 

w przypadku klasycznych ba-
dań  mikroskopowych (szkieł-
ka mikroskopowe i  ciecz im-
mersyjna), a pomiary można 
prowadzić w świetle przecho-
dzącym, w zakresie widzial-
nym (Vis) i ultrafioletowym 
(UV). Celem zaprezentowa-
nych badań była ocena moż-
liwości zastosowania metody 
mikrospektrofotometrii, za-
równo w zakresie UV jak i Vis, 
do rozróżniania fragmentów 
włókien bawełnianych bar-
wionych barwnikami reak-
tywnymi.

Część eksperymentalna
Materiał badawczy stanowi-
ły próbki tkanin wybarwione 
barwnikami reaktywnymi, 
jednoskładnikowymi, o na-
zwie handlowej Cibacron® 
(obecnie Novacron®), w róż-
nych kombinacjach stężeń 
(tabela 1 oraz rys.1), firmy Ciba 
(obecnie BASF Schweiz AG). 
Pomiary prowadzono dla lo-
sowo wybranych włókien 
bawełnianych pochodzących 
zarówno z wątku, jak i osnowy 
tkanin. Włókna umieszczano 
między kwarcowymi szkieł-
kami mikroskopowymi: pod-
stawowym i nakrywkowym, 

Rys. 1. Obrazy mikroskopowe w świetle zwykłym wybranych 
włókien bawełnianych barwionych barwnikami reaktywnymi 
w różnych stężeniach, powiększenie obiektywu 40x
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Badania prowadzono zacho-
wując w  większości przypad-
ków stałą orientację włókna 
względem położenia lampy 
(północ–południe), a miejsce 
pomiarowe wybierano zgod-
nie z zaleceniami The Euro-
pean Textile and Hair Group, 
działającej w ramach Europej-
skiej Sieci Laboratoriów Nauk 
Sądowych, której członkiem 
jest Instytut Ekspertyz Sądo-
wych [7] (rys. 2). W trakcie ca-
łego eksperymentu wykona-
no ponad 1600 pomiarów. 
Aby zminimalizować efekt 
blaknięcia koloru badanych 
włókien w trakcie prowadze-
nia badań z wykorzystaniem 
światła UV odcinano dopływ 
światła do próbki natychmiast 
po zakończeniu pojedyncze-
go pomiaru. W przypadku 
badań pojedynczych włókien 
uśrednione widmo wyznacza-
no z 10 pomiarów, natomiast 
w celu scharakteryzowania 
barwy całej tkaniny – z 50 po-
miarów. Do obróbki otrzyma-
nych danych/widm wykorzy-
stano oprogramowanie CRAIC 
MSP Data Acquisition Softwa-
re i GRAMS/AI. 

Wyniki
Wybór zakresu spektralnego 
przy badaniu włókien metodą 
MSP
Widma w zakresie widzialnym 
pozwoliły na rozróżnienie 
między sobą większości włó-
kien stanowiących materiał 
badawczy. Rys. 3 przedstawia 
widma transmisyjne włó-
kien barwionych barwnikami 
 Reactive Blue 184 oraz Reac-
tive Blue 238 zarejestrowa-
ne w  zakresie UV-Vis. W tym 

Tabela 1. Włókna bawełniane analizowane metodą MSP UV-Vis

Włókno Grupa 
barwnika

Podgrupa 
barwnika

Nazwa 
handlowa 
barwnika 

Indeks barwy
(C.I.) 

Przybliżone stężenie barwnika 
we włóknie [%]

0,18 0,75 1,50 3,00 4,50 6,00

b
aw

eł
n

a

Reactive,
Novacron® 
(Cibacron®)

Novacron 
FN®

Blue FN-R Reactive Blue 235 ✓ ✓ ✓ ✓

Brilliant Blue FN-G Reactive Blue 268 ✓ ✓ ✓ ✓

Navy FN-B Reactive Blue 238 ✓ ✓ ✓ ✓

Red FN-2BL Reactive Red 271 ✓ ✓ ✓ ✓

Red FN-R Reactive Red 238 ✓ ✓ ✓ ✓

Orange FN-R Reactive Orange 135 ✓ ✓ ✓ ✓

Novacron 
F®

Navy F-G Reactive Blue 184 ✓ ✓ ✓ ✓

Orange F-BR Reactive Orange 133 ✓ ✓ ✓ ✓

Rys. 2. Położenie przysło-
ny podczas prowadzonych 
pomiarów MSP UV-Vis po-
jedynczych włókien baweł-
nianych

Rys. 3. Porównanie uśrednionych widm transmisyjnych 
w zakresie UV-Vis włókien barwionych barwnikami Reacti-
ve Blue 184 (A) i Reactive Blue 238 (B) – stęż. 3%

przypadku jedynie zastoso-
wanie pełnego zakresu spek-
tralnego pozwoliło odróżnić 
próbki wykazujące zbliżoną 
barwę. 
Uzyskane wyniki wskazują, 
że w kryminalistycznych ba-
daniach włókien nie zawsze 
konieczne jest wykorzysty-
wanie pełnego zakresu spek-
tralnego UV-Vis. Ogranicze-
nie się jedynie do zakresu 
widzialnego redukuje koszty 
badania oraz minimalizu-
je ewentualny efekt blaknię-
cia koloru włókien pod wpły-
wem światła UV.

Limit detekcji metody MSP
Rezultaty otrzymane dla 
wszystkich badanych włó-
kien barwionych barwnika-
mi reaktywnymi wskazują, 
że limit detekcji dla zastoso-
wanej metody MSP wynosił 
w tym przypadku 0,18 % stę-
żenia barwnika we włóknie. 
Analizując widma włókien 
o  podanym powyżej stęże-
niu obserwowano wszystkie 
cechy widma (kształt, poło-
żenie maksimów, minimów) 
charakterystyczne dla za-
stosowanego bar wnik a  
(rys. 4).
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ne. Zjawisko to może wynikać 
przede wszystkim z różnicy 
grubości analizowanych frag-
mentów pojedynczych włó-
kien bawełnianych oraz ze 
sposobu rozpraszania światła 
we ich wnętrzu [6,7].

W każdym badanym przypad-
ku wartość absorbancji wzra-
stała wraz ze wzrostem stęże-
nia barwnika we włóknie, ale 
zależność ta nie była wprost 
proporcjonalna, a zatem pra-
wo Beera nie zostało spełnio-

Zastosowanie prawa Beera 
w przypadku włókien
W celu zbadania związku pomię-
dzy absorbancją, a stężeniem 
barwnika we włóknie uzyskane 
widma transmisyjne przekształco-
no na widma absorpcyjne (rys. 5).

Rys. 4. Porównanie widm transmisyjnych UV-Vis włó-
kien barwionych barwnikiem Reactive Blue 235 – stęż. 
0,18% (A), 0,75 % (B), 1,5% (C) i 3% (D)

Rys. 5. Porównanie widm absorpcyjnych UV-Vis włó-
kien barwionych barwnikiem Reactive Blue 184 – stęż. 
0,75% (A), 3,0 % (B), 4,5% (C) i 6,0% (D)

Efekt dichroizmu
Aby zaobserwować efekt di-
chroizmu włókna analizowa-
no nie zachowując stałej ich 
orientacji względem położe-
nia lampy (rys. 6). Charakte-
rystyczne pasma w  widmie 
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zostały przesunięte w kierun-
ku wyższych (efekt batochro-
mowy, Δλmax  <  0) lub niż-
szych (efekt hypsochromowy, 
Δλmax > 0) długości fal. Za-
obserwowane zjawisko jest 
związane z chemiczną struktu-
rą barwnika użytego w proce-
sie barwienia. 

Wnioski
Eksperymentalnie wykazano, 
że wszystkie tkaniny bawełnia-
ne barwione barwnikami reak-
tywnymi pochodzące od jed-
nego producenta, stanowiące 
materiał badawczy, były roz-
różnialne między sobą w opar-
ciu o wyniki uzyskane metodą 
mikrospektrofotometrii, głów-
nie w zakresie widzialnym. 
Limit detekcji dla tej techniki 
wyniósł 0,18% stężenia barw-
nika wewnątrz włókna.
Przeprowadzone badania wy-
kazały, że fundamentalne pra-
wo spektroskopii – prawo Beera 
nie jest spełnione w przypadku 
włókien – wartość absorbancji 
nie  jest  wprost proporcjonal-
na do stężenia barwnika we 
włóknie.
W celu zminimalizowania 
efektu dichroizmu zaleca się 
utrzymywanie stałej orientacji 

włókna względem położenia 
lampy podczas całego proce-
su prowadzenia badań.
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Rys. 6. Widma transmisyjne uzyskane dla 5 różnych obszarów tego samego włókna ba-
wełnianego barwionego barwnikiem Reactive Blue 184 – stęż. 0,75%, ilustrujące efekt 
dichroizmu
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