Wykorzystanie mikrospektrofotometrii w zakresie UV-VIS

Réznicowanie barwy
pojedynczych witdkien bawetnianych
w badaniach kryminalistycznych
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W pracy przedstawiono zastosowanie metody mikrospektrofotometrii (MSP), zarowno w zakresie UV jak i Vis

do rozrézniania fragmentéw wiékien bawetnianych barwionych barwnikami reaktywnymi, pochodzacymi od

jednego producenta. Oméwiono rowniez mozliwosci oceny stezenia barwnika w badanym wiéknie na podsta-

wie analizy przebiegu otrzymanych widm, a takze wystepowanie zjawiska dichroizmu w trakcie prowadzenia

badan widkien.

Wprowadzenie

Bawetna odgrywa znaczaca
role w przemysle wiodkien-
niczym, stanowiac ok. 50%
0go6tu wibkien przerabianych
na swiecie. Obok wetny, Inu
i jedwabiu naturalnego zali-
czana jest do najbardziej roz-
powszechnionych wtdkien
naturalnych stosowanych
w produkcji odziezy. Jej zna-
czenie przemystowe wynika
z niskiego kosztu uprawy
i tatwego przerobu na réz-
norodne produkty o wyso-
kich walorach higienicznych,
zwigzanych z wysoka higro-
skopijnoscia, chtonnoscia
potu oraz komfortem uzytko-
wania [1].

Bawetna to wtdkno nasienne,
otrzymywane z roslin o na-
zwie rodzajowej bawetnica,
ktérego dojrzate widkna za-
wieraja ok. 94% czystej ce-
lulozy (reszte stanowia sole,
biatka, thuszcze, woski oraz po-
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pidt). Jako naturalny surowiec
roslinny charakteryzuje sie
znaczng zmiennoscia cech bu-
dowy. Podstawowe wiasciwo-
$ci widkien takie jak diugosc,
dojrzatos¢, wytrzymatose,
zaleza od odmiany botanicz-
nej uprawianej bawetny oraz
regionu uprawy, czyli od wa-
runkéw glebowych i pogodo-
wych, sposobu nawadniania
i zbioruiitp. [1, 2].

Kryminalistyczne badania
mikro$ladow, w tym badania
widkien, opieraja sie na teorii
sformutowanej po raz pierw-
szy przez Edmonda Locarda,
ktéra zakfada, ze jesli dwa
obiekty stykaja sie ze soba,
zawsze pozostang slady tego
kontaktu w postaci wzajem-
nie przeniesionego materiatu,
wchodzacego w sktad obu
obiektow [3]. A zatem, jesli
ofiara ma kontakt fizyczny ze
sprawca i powierzchnie ich
odziezy ocierajg sie o siebie

nawzajem, wowczas frag-
menty widkien wchodzacych
w sktad nitek odziezy ofiary
ulegajg odtaczeniu i prze-
niesieniu na powierzchnie
odziezy sprawcy i odwrotnie
[4, 5]. Identyfikacja tego ro-
dzaju mikrosladu krymina-
listycznego polega na scha-
rakteryzowaniu jego cech
budowy fizykochemicznej
(barwy, dtugosci, grubosci,
sktadu chemicznego, wtasci-
wosci fluorescencyjnych) i za-
kwalifikowaniu go do okre-
$lonej klasy witodkien [4, 5].
Barwa odgrywa kluczowa
role w dalszych badaniach
poréwnawczych fragmen-
tow widkien stanowigcych
mikroslady kryminalistycz-
ne [6]. Poréwnanie widm wto-
kien stanowigcych materiat
dowodowy (np. ujawniony
na powierzchni odziezy po-
krzywdzonego) i materiat po-
rownawczy (np. wchodzacy

w sktad nitek odziezy podej-
rzanego) dostarcza informacji
pozwalajacej na potwierdze-
nie lub odrzucenie zatozenia,
ze widkna moga pochodzi¢
z tego samego zrodfa. Porow-
nania barwy fragmentéw po-
jedynczych wtékien w sposdb
nieniszczacy mozna dokonac
z wykorzystaniem mikrosko-
pii optycznej, w tym gtoéw-
nie fluorescencyjnej, a takze
techniki mikrospektrofoto-
metrycznej (MSP) [6]. Ostat-
nia z wymienionych metod
jest szczegdlnie cenna w ba-
daniach kryminalistycznych,
gdyz spektrofotometr zostat
W niej zestawiony z wysokiej
klasy mikroskopem biologicz-
nym, co umozliwia badanie
fragmentow obiektow mikro-
skopowej wielkosci. Sposéb
przygotowania prébek do ba-
dan z wykorzystaniem techni-
ki mikrospektrofotometrycz-
nej jest taki sam sposob jak
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Rys. 1. Obrazy mikroskopowe w $wietle zwyktym wybranych
witdkien bawetnianych barwionych barwnikami reaktywnymi
w réznych stezeniach, powiekszenie obiektywu 40x

w przypadku klasycznych ba-
dan mikroskopowych (szkiet-
ka mikroskopowe i ciecz im-
mersyjna), a pomiary mozna
prowadzi¢ w swietle przecho-
dzacym, w zakresie widzial-
nym (Vis) i ultrafioletowym
(UV). Celem zaprezentowa-
nych badan byta ocena moz-
liwosci zastosowania metody
mikrospektrofotometrii,
réwno w zakresie UV jak i Vis,
do rozrézniania fragmentéw
wibékien bawetnianych bar-
wionych barwnikami reak-
tywnymi.

Za-

Czes¢ eksperymentalna
Materiat badawczy stanowi-
ty probki tkanin wybarwione
barwnikami reaktywnymi,
jednosktadnikowymi, o na-
zwie handlowej
(obecnie Novacron®), w roz-
nych kombinacjach stezen
(tabela 1 orazrys.1), firmy Ciba
(obecnie BASF Schweiz AG).
Pomiary prowadzono dla lo-
SOWO
bawetnianych pochodzacych
zarébwno z watku, jak i osnowy

Cibacron®

wybranych  wtdkien

tkanin. Wtékna umieszczano
miedzy kwarcowymi szkiet-
kami mikroskopowymi: pod-
stawowym i nakrywkowym,

uzywajac gliceryny (Sigma-Al-
drich Chemie GmbH, Niemcy)
jako cieczy immersyjne;j.
Pomiary fragmentéw widkien
w Swietle przechodzacym,
w zakresie UV-Vis (200 nm -
800 nm), zostaty zarejestro-
wane przy uzyciu mikrospek-
trofotometru 20/20 PV™ firmy
CRAIC Technologies (na wy-
posazeniu Instytutu Ekspertyz
Sadowych w Krakowie), w kté-
rym zrodtem Swiatta byta lam-
pa ksenonowa. Pomiary pro-
wadzono stosujac obiektyw
40x firmy Zeiss; wielkos$¢ ob-
szaru pomiarowego wynosita
6,0 um x 6,0 um, liczba ska-
noéw - 25, rozdzielczos¢ - 2.

W czasie catego eksperymen-
tu rejestrowano widma trans-
misyjne fragmentéw witdkien
wykonujac po 10 pomiaréw
dla kazdego z 5 widkien re-
prezentujacych zaréwno
watek jaki i osnowe bada-
nej tkaniny. Ze wzgledu na
fakt, iz prowadzone pomiary
mikrospektrofotometryczne
to pomiary jednowiazkowe,
w pierwszej kolejnosci i przed
kazdym pomiarem rejestro-
referencyjne
z obszaru znajdujacego sie

wano widmo

tuz obok badanego widkna.

Przedstawiciel w Polsce Firmy
IKA WERKE GmbH

Dziatalnosc firmy obejmuje doradztwo techniczne, dystrybucje
i handel sprzetem laboratoryjnym, pomiarowa-analitycznym i
produkcyjnym:

= sprzet laboratoryjny
— mieszadfa magnetyczne, mieszadta mechaniczne,
homogenizatory, wytrzasarki, miynki, faznie wodne
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= sprzet pomiarowo-analityczny
— zagniatarki, elektrolizery, termograwimetry, kalory-
metry, analizatory laboratoryjne C, S, N, O, H, C02

= sprzet produkcujny
~ pojemnosciowy - homogenizatory, turbotrony,
rototrony

— przeplywowy - homogenizatory, dispax reaktary,
miyny koloidalne
- emulgatory - mieszalniki ( o poj.of 10 - 4000 I)

- dla substancji o réznej lepkosci
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Badania prowadzono zacho-

wujac w wiekszosci przypad-
kéw stalg orientacje wtdkna
wzgledem potozenia lampy
(potnoc—potudnie), a miejsce
pomiarowe wybierano zgod-
nie z zaleceniami The Euro-
pean Textile and Hair Group,
dziatajacej w ramach Europej-
skiej Sieci Laboratoriow Nauk
Sadowych, ktérej cztonkiem
jest Instytut Ekspertyz Sado-
wych [7] (rys. 2). W trakcie ca-
tego eksperymentu wykona-
no ponad 1600 pomiaréw.

Aby zminimalizowa¢ efekt
blakniecia koloru badanych
widkien w trakcie prowadze-
nia badan z wykorzystaniem
$wiatta UV odcinano doptyw
Swiatfa do probki natychmiast
po zakonczeniu pojedyncze-
go pomiaru. W przypadku
badan pojedynczych wiékien
usrednione widmo wyznacza-
no z 10 pomiaréw, natomiast
w celu scharakteryzowania
barwy catej tkaniny — z 50 po-
miaréw. Do obrébki otrzyma-
nych danych/widm wykorzy-

Wyniki

Wybdr zakresu spektralnego
przy badaniu wiékien metodq
MSP

Widma w zakresie widzialnym
pozwolity na rozréznienie
miedzy soba wiekszosci wto-
kien stanowigcych materiat
badawczy. Rys. 3 przedstawia
transmisyjne
kien barwionych barwnikami
Reactive Blue 184 oraz Reac-
tive Blue 238 zarejestrowa-
ne w zakresie UV-Vis. W tym

widma wito-
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Rys. 2. Potozenie przysto-
ny podczas prowadzonych
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Rys. 3. Poréwnanie usrednionych widm transmisyjnych
w zakresie UV-Vis wtdkien barwionych barwnikami Reacti-
ve Blue 184 (A) i Reactive Blue 238 (B) - stez. 3%

przypadku jedynie zastoso-
wanie petnego zakresu spek-
tralnego pozwolito odréznic
prébki wykazujace zblizong
barwe.

Uzyskane wyniki wskazuja,
ze w kryminalistycznych ba-
daniach wtdkien nie zawsze
konieczne jest wykorzysty-
wanie petnego zakresu spek-
tralnego UV-Vis. Ogranicze-
nie sie jedynie do zakresu
widzialnego redukuje koszty
badania

oraz minimalizu-

Limit detekcji metody MSP

Rezultaty otrzymane dla
wszystkich badanych wié-
kien barwionych barwnika-
mi reaktywnymi wskazuja,
ze limit detekcji dla zastoso-
wanej metody MSP wynosit
w tym przypadku 0,18 % ste-
zenia barwnika we wiéknie.
Analizujac  widma widkien
o podanym powyzej steze-
niu obserwowano wszystkie
cechy widma (ksztatt, poto-

zenie maksimow, minimoéw)

stano oprogramowanie CRAIC pomiaréw MSP UV-Vis po- je ewentualny efekt blaknie- charakterystyczne dla za-
MSP Data Acquisition Softwa-  jedynczych widkien bawet- Cia koloru widkien pod wply- stosowanego barwnika
re i GRAMS/AI. nianych wem $wiatta UV. (rys. 4).
Tabela 1. Witékna bawetniane analizowane metodg MSP UV-Vis
Nazwa Przyblizone stezenie barwnika
Wiékno Grupa Podgrupa handlowa Indeks barwy we widknie [%]
barwnika barwnika . (C.1.)
barwnika 0,18 | 0,75 | 1,50 | 3,00 | 4,50 | 6,00
Blue FN-R Reactive Blue 235 v v v v
Brilliant Blue FN-G Reactive Blue 268 v v v v
Navy FN-B Reactive Blue 238 v v v v
Novacron
ol FN® )
£ Reactive, Red FN-2BL Reactive Red 271 v v v v
g Novacron®
= (Cibacron®) Red FN-R Reactive Red 238 v v v v
Orange FN-R Reactive Orange 135 v v v v
Navy F-G Reactive Blue 184 v v v v
Novacron
®
F Orange F-BR Reactive Orange 133 v v v v
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Rys. 4. Porédwnanie widm transmisyjnych UV-Vis wi#o-
kien barwionych barwnikiem Reactive Blue 235 - stez.

Rys. 5. Poréwnanie widm absorpcyjnych UV-Vis wié-
kien barwionych barwnikiem Reactive Blue 184 - stez.

0,18% (A), 0,75 % (B), 1,5% (C) i 3% (D)

Zastosowanie prawa Beera
w przypadku widkien

W celu zbadania zwigzku pomie-
dzy absorbancja, a stezeniem
barwnika we wtdknie uzyskane
widma transmisyjne przeksztatco-
no na widma absorpcyjne (rys. 5).

W kazdym badanym przypad-
ku wartos$¢ absorbancji wzra-
stata wraz ze wzrostem steze-
nia barwnika we widknie, ale
zalezno$¢ ta nie byta wprost
proporcjonalna, a zatem pra-
wo Beera nie zostato spetnio-

0,75% (A), 3,0 % (B), 4,5% (C) i 6,0% (D)

ne. Zjawisko to moze wynikac
przede wszystkim z réznicy
grubosci analizowanych frag-
mentéw pojedynczych wié-
kien bawetnianych oraz ze
sposobu rozpraszania $wiatta
we ich wnetrzu [6,7].

Efekt dichroizmu

Aby zaobserwowac efekt di-
chroizmu witdékna analizowa-
no nie zachowujac statej ich
orientacji wzgledem potoze-
nia lampy (rys. 6). Charakte-
rystyczne pasma w widmie
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Rys. 6. Widma transmisyjne uzyskane dla 5 réznych obszaréw tego samego widkna ba-
wetnianego barwionego barwnikiem Reactive Blue 184 - stez. 0,75%, ilustrujgce efekt

dichroizmu

zostaty przesuniete w kierun-
ku wyzszych (efekt batochro-
mowy, ANmax < 0) lub niz-
szych (efekt hypsochromowy,
ANmax > 0) dlugosci fal.  Za-
obserwowane zjawisko jest
zwigzane z chemicznga struktu-
ra barwnika uzytego w proce-
sie barwienia.

Whnioski

Eksperymentalnie wykazano,
ze wszystkie tkaniny bawetnia-
ne barwione barwnikami reak-
tywnymi pochodzace od jed-
nego producenta, stanowigce
materiat badawczy, byty roz-
réznialne miedzy soba w opar-
ciu o wyniki uzyskane metoda
mikrospektrofotometrii, gtow-
nie w zakresie widzialnym.
Limit detekcji dla tej techniki
wyniost 0,18% stezenia barw-
nika wewnatrz wtékna.
Przeprowadzone badania wy-
kazaty, ze fundamentalne pra-
wo spektroskopii—prawoBeera
nie jest spetnione w przypadku
widkien — wartos¢ absorbangji
nie jest wprost proporcjonal-
na do stezenia barwnika we
witdknie.

W celu zminimalizowania
efektu dichroizmu zaleca sie
utrzymywanie statej orientacji

widkna wzgledem potozenia
lampy podczas catego proce-
su prowadzenia badan.
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