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streszczenie

Duza skala produkcji wyrobow bawetnianych, ich szerokie zastosowanie, jak rowniez okreslone wta-
sciwosci fizykochemiczne powoduja, iz naturalne witokna bawetniane prawie zawsze wystepujg wsrod
mikrosladow fizykochemicznych zabezpieczanych na miejscach zdarzen przestepczych.

Wiasciwy dobor metod ujawniania i zabezpieczania mikrosladéw w postaci wtokien, a nastepnie od-
powiednia metodyka badawcza i poprawna interpretacja uzyskanego wyniku dostarczajg istotnych i wia-
rygodnych informagii o zaistniatym zdarzeniu przestepczym (Houck i in., 2009; Smigiel-Kaminska i in.,
2019; Smigiel-Kaminska i in., 2020; Was-Gubata, 2000; Was-Gubata, 2009; Zieba-Palus i in., 2015).

Analityka badawcza stanowigca narzedzie do identyfikacji i porownania wtokien w pierwszej kolejnosci
opiera sie na wynikach uzyskanych z wykorzystaniem roznych technik mikroskopii optycznej, a nastep-
nie mikrospektrofotometrii w zakresie UV-Vis. Oznaczanie sktadu chemicznego materiatow wtdkienni-
czych prowadzone jest gtownie z wykorzystaniem spektroskopii w podczerwieni i spektroskopii Rama-
na, ale rowniez wysokosprawnej chromatografii cieczowej, spektrometrii mas, chromatografii gazowej
oraz licznych wariantow kombinacji powyzszych technik.

W niniejszym artykule dokonano przegladu opublikowanych dotychczas wynikow badan w zakresie
identyfikacji i poréwnania barwnikow zastosowanych do wybarwienia bawetny, w szczegoélnosci tych na-
lezacych do grupy reaktywnych, z wykorzystaniem metod spektroskopowych i chromatograficznych.

Stowa kluczowe: bawetna, barwniki reaktywne, analizy kryminalistyczne, metody chromatograficzne,
metody spektroskopowe
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1. Charakterystyka hawetny
Jako wiokna naturainego

Wiokna bawetniane, nalezace do typu widkien na-
turalnych, powstajg na skutek rozwoju komorek tupiny
nasiennej bawetnicy (bawetny) - rosliny z rodziny sla-
zowatych. Bawetna jest bardzo wydajng rosling, po-
niewaz podczas obrobki traci jedynie 10% masy. Pod-
stawowym elementem budulcowym wtokien bawetny
jest celuloza, ktora stanowi co najmniej 86%. Ponadto
znajduja sie tam rowniez niewielkie ilosci substancji do-
datkowych tj. woda, biatka, woski, czy mineraty (Houk
iin., 2009).

Celuloza nalezy do polisacharydow o nierozgate-
zionej strukturze, a jej monomerem jest D-glukoza.
D-glukoza zawiera szesciocztonowy pierscien pirano-
zowy, budowa podobny do heterocyklicznego piranu
o konformaciji krzesetkowej. Lancuch celulozowy skfa-
dasie z800do 10 000 reszt glukozowych potgczonych
ze sobg wigzaniem B-1,4-glikozydowym (Korszak,
1957; Luciaiin., 2018; Morisson, Boyd, 1985; Qiu, Hu,
2013). Fragment takiego tancucha przestawiono nary-
cinie 1. W strukturze celulozy bardzo duze znaczenie
odgrywa obecnos¢ wewnatrzczasteczkowych wigzan
wodorowych, ktore sg trudne do rozerwania, co skut-
kuje nierozpuszczalnoscig celulozy w wodzie. Grupy
hydroksylowe obecne w czasteczce celulozy sprawia-
ja, iz posiada ona wiasciwosci higroskopijne, a wiec
absorbuje wode z otoczenia (Hatakeyama, 2004; Qiu,
Hu, 2013; Rossiin., 1991; Zugenmaier, 2008).
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Ryc. 1. Fragment tancucha celulozy (Dey, 2021)

Witokno bawetniane sktada sie z 20-30 warstw ce-
lulozy, budowa uwarunkowana jest jego dojrzatoscia.
Wiokno bawetniane rosnie wzdtuz do 30 dni osiggajac
dtugosé do 30 mm, natomiast scianka wtokna przyrasta
w drugim etapie, trwajgcym kolejne 35-40 dni, osigga-
jac grubosci 6-7 ym. Opisane cechy oraz dojrzatos¢
widkien bawetny w duzym stopniu zalezg od czynnikéw

zewnetrznych, takich jak temperatura, wilgotnosg,
czy nastonecznienie (Jeziorny, Lipp-Symonowicz, 1980).

Wspomniany wyzej stopien dojrzatosci wiokien
bawetny decyduje o ich ksztatcie. Wtokno w poczat-
kowym etapie przypomina ptaska wstazke, a w prze-
kroju porzecznym ma ksztatt fasolki o pustym kana-
le. W kolejnych etapach dojrzewania wiokno zyskuje
coraz wiekszg liczbe skretow. Skrety te zanikaja,
gdy witokno jest zbyt dojrzate. Uksztattowane wtokno
ma ksztatt cylindryczny, a jego przekroj poprzeczny
jest bardzo zblizony do kotowego (Jeziorny, Lipp-Sy-
monowicz, 1980).

Wiasciwosci fizyczne i chemiczne witokna bawet-
ny wynikajg z wtasciwosci celulozy. W zwigzku z tym
bawetna charakteryzuje sie znacznag odpornoscia
na dziatania czynnikbw mechanicznych, takich jak
rozcigganie i rozrywanie, aczkolwiek wykazuje mata
sprezystosc. Bawetna poddana dziataniu alkaliow
nie ulega rozpuszczeniu, jednakze pecznieje. Roz-
puszczalniki organiczne réwniez nie powoduja roz-
puszczenia wiokna bawetnianego. Natomiast jest
ono wrazliwe na dziatanie stezonych kwasow, takich
jak kwas siarkowy (VI) (H,SO,), chlorowodor (HCI).
Pod wptywem wspomnianych kwasow wtokno bawet-
niane ulega zniszczeniu, co spowodowane jest de-
gradacja celulozy (Smigiel-Kaminskaiin., 2014).

2. Barwniki wykorzystywane
do barwienia bawetny

W celu zabarwienia witokien celulozowych, jakimi sg
widkna bawetniane wykorzystuje sie kilka klas barw-
nikéw: bezposrednie, kadziowe, siarkowe i reaktywne
(Broadbent, 2001).

Barwniki bezposrednie to barwniki, ktore wykazuja
powinowactwo do wiokien bez uzycia srodka wigzg-
cego nazywanego zaprawa (Onder, 2010). Barwniki
bezposrednie catkowicie rozpuszczajg sie w wodzie,
za co odpowiadajg obecne w strukturze barwnikow
grupy sulfonianowe (-SO;’) nadajace im charakter hy-
drofilowy (Christie, 2015). Proces barwienia przebiega
w temperaturze zblizonej do temperatury wrzenia wody
oraz w obecnosci elektrolitu (np. chlorku lub siarczanu
sodu). W takich warunkach barwniki wykazuja powino-
wactwo do czastek celulozy przez wigzania wodorowe,
sity van der Waalsa oraz oddziatywania typu dipol-dipol
(Christie, 2015). Na rycinie nr 2 przedstawiono struktu-
re przyktadowego barwnika bezposredniego.

Kolejna grupa barwnikow sa nierozpuszczalne w wo-
dzie barwniki kadziowe (Onder, 2010). Przeprowadze-
nie procesu powszechnie zwanego vatting z dodatkiem
ditioninu sodu w warunkach bardzo wysokiego pH po-
zwala uzyskac¢ posta¢ barwnikow, ktore sg rozpusz-
czalne w wodzie (Shore, 2002). W tej postaci barwniki
kadziowe wykazujg bardzo duze powinowactwo do wio-
kien celulozowych i sg przez nie wchtaniane. Na koniec
sg one ponownie przeksztatcane w forme nierozpusz-
czalng w wodzie, przez co barwniki te zostajg w sposob
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Ryc. 2. Struktura barwnika bezposredniego-Direct Brown 103 (zrédto wtasne)

mechaniczny uwiezione w obrebie wiokna. Wszystkie
etapy barwienia sprawiaja, ze materiat tekstylny wy-
barwiony tym sposobem wykazuje odpornos¢ na wil-
go¢, a w trakcie prania nie traci koloru (Onder, 2010).
Charakterystycznym elementem budowy chemicznej
barwnikéw kadziowych sg dwie grupy karbonylowe
potaczone uktadem sprzezonym. Bez tego ugrupowa-
nia nie bytyby mozliwe procesy zachodzace w trakcie
barwienia bawetny. Grupy karbonylowe (-C=0) ule-
gaja redukcji do grup enolowych (w warunkach alka-
licznych). Ugrupowania te odpowiadajg za zdolnos¢
do rozpuszczania sie w wodzie barwnikow kadziowych.
Do barwnikéw kadziowych naleza niezwykle popularne
barwniki koloru niebieskiego z grupy Indygo (Christie,
2015). Strukture przyktadowego barwnika kadziowego
przedstawiono na rycinie nr 3.

Ryc. 3. Struktura barwnika kadziowego — Dibromoindygo
(zrodto wiasne)

Barwniki siarkowe sa rodzajem barwnikéw kadzio-
wych uzywanych do barwienia wtokien celulozowych.
Struktury chemiczne barwnikdéw siarkowych nie sa
do konca poznane, wiadomo jednak, ze stanowig je
mieszaniny czastek chemicznych zawierajgce rozno-
rakie struktury z siarka: grupy siarczkowe, disiarczko-
we, polisiarczkowe oraz pierscienie heterocykliczne.
Proces barwienia produktow widkienniczych polega
na przeksztatceniu barwnika przez przeprowadzenie
redukcji z wykorzystaniem siarczku sodu. Otrzymany
zwigzek staje sie rozpuszczalny w wodzie i w wyni-
ku dyfuzji dostaje sie do wnetrza wtokna. W ostatnim
etapie barwnik jest utleniany do postaci hydrofobowe;j
(Christie, 2015; Onder, 2010). Barwniki siarkowe sag
bardzo tanie, jednak majg bardzo negatywny wptyw
na srodowisko naturalne. Strukture przyktadowego
barwnika siarkowego przedstawiono na rycinie nr 4.
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Ryc. 4. Przyktadowy barwnik siarkowy-Sulfur Black | (zrodto
wiasne)

Barwniki reaktywne sg najczesciej wykorzystywana,
nowoczesna grupa barwnikdw syntetycznych do bar-
wienia tekstyliow bawetnianych. Charakteryzujg sie
one doskonatg trwatoscig, duzg gama odcieni oraz ela-
stycznoscig uzycia. Ich nazwa bierze sie z faktu, posia-
dania w czgsteczce grup reaktywnych powstatych pod-
czas kilkuetapowej syntezy (Chistie, 2015).

Barwniki reaktywne zbudowane sg z roznych frag-
mentow, co zaprezentowano na rycinie nr 5 i rycinie
nr 8, przy czym kazdy z tych fragmentéw spetnia jasno
okreslona role (Blaus, 2014; Chakraborty, 2010; Chat-
topadhyay, 2011; Hoy, 2013; Lewis, 2011; Mahapatra,
2016; Shang, 2013; Wiggings, 2017; Zollinger, 2003).
Grupami tymi sg: chromogen, grupa nadajgca cza-
steczce wlasciwosci rozpuszczalnosci w wodzie, grupa
mostkujgca oraz grupa reagujgca z widknami.

Chromogen jest czescig czasteczki, ktora nadaje
kolor i moze przyczynia¢ sie do nadania jej réznych
wiasciwosci. Chromogeny zazwyczaj nalezg do zwigz-
kéw azowych, karbonylowych lub ftalocyjanowych.
Grupy mostkujgce stanowi grupa atomow, ktora jest
uzywana do tgczenia chromogennej czesci czastecz-
ki z grupa reaktywna. W wiekszosci przypadkéw gru-
py reaktywne majgq bardzo proste struktury. Barwniki
reaktywne muszg wykazywac¢ odpowiednig reaktyw-
nosc¢ w kierunku bawetny, jednak nizszg reaktywnosc
w stosunku do wody, tak aby nie doszto do hydrolizy
grupy reaktywnej barwnika.

Chromoforowe grupy boczne wykazuja bardzo du-
23 zdolnosé do tworzenia wigzan kowalencyjnych
z nukleofilowymi grupami wchodzacymi w strukture
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S—grupa nadajgca wtasciwosci rozpuszczalnosci w wodzie
F —chromogen
B — struktura mostkujaca
RG—grupa reaktywna

Ryc. 5. Schemat budowy barwnika reaktywnego (Smigiel-Kaminska i in., 2020)

Cl Grupa
kt
4 SONa  NaO,S ) NENN e
n sl
NaO,S N NH, O N N N_C
Chromogen N N H| Struktura
mostkujgca
\_ NaO,S SONa

Ryc. 6. Struktura barwnika reaktywnego REACTIVE BLUE 4 (Smigiel-Kaminska i in., 2020)

chemiczng widkna m.in. bawetnianego. Wigzanie to po-

zostaje stabilne w warunkach prania (Lewis, 2014).
Szczegotowy opis barwnikow reaktywnych przesta-

wiono w publikacji D. Smigiel-Kaminska i in., 2020.

3. Procedura wyharwiania bawetny
barwnikami reaktywnymi

Proces barwienia wtokien bawetnianych opiera sie
na tworzeniu silnego wigzania kowalencyjnego pomie-
dzy grupami reaktywnymi barwnika, a widknem celu-
lozowym. Najczesciej wykorzystywana jest zdolnosc
nukleofilowa grup hydroksylowych (-OH) obecnych
w czasteczce celulozy. Reakcja pomiedzy celulozg
a barwnikami reaktywnymi zachodzi w srodowisku sta-

Cl
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N NHR
H
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bo alkalicznym, w ktérym nastepuje deprotonowanie
grup hydroksylowych (ryc. 7). Powoduje to wytwarza-
nie silnych nukleofilowych anionow celulozowych, kto-
re przyjmuja role aktywnych nukleofili w reaktywnym
barwieniu celulozy (ryc. 8.) (Wiggins, 2017).

OH "~

Cel—OH Cel0” + H,O0

Ryc. 7. Powstawanie anionu celulozowego (Soleimani-Gor-
gani, Karami, 2016)

Najczesciej stosowang metoda barwienia bawet-
ny przy wykorzystaniu barwnikow reaktywnych jest
tzw. metoda odciggania. Wystepuja w niej nastepuja-
ce fazy (Benkhayaiin., 2020):

j)\—c:en
H
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Ryc. 8. Reakcja barwnika reaktywnego z celuloza (Soleimani-Gorgani, Karami, 2016)
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1) faza wyczerpania - jest to zanurzanie tkaniny
w kapieli barwigcej, aby wtdékna wchtonety barw-
nik. Proces ten zachodzi w srodowisku obojet-
nym. By zwiekszy¢ efektywnosc¢ farbowania do-
daje sie chlorek magnezu lub siarczan magnezu,
co zwieksza wysycenie wtokien barwnikiem.
Réwniez stopniowe podwyzszanie temperatu-
ry wptywa na zwiekszenie migracji czasteczek
barwnika do wnetrza wtokien;

2) faza utrwalania — wtasciwe farbowanie w srodo-
wisku podwyzszonego pH (dodanie odpowied-
niej ilosci alkaliow). Podczas tej fazy grupy hy-
droksylowe celulozy dysocjuja i zachodzi reakcja
z barwnikiem;

3) faza prania — proces ten ma na celu usuniecie nad-
miaru barwnika, ktory zostat wchtoniety, ale nie
zwigzat sie z celulozg, ponadto usuwane sg row-
niez pozostatosci soli i alkaliow. Pranie dzieli sie
na kilka etapow. Pierwszym etapem jest pranie
wstepne, w ktorym usuwane sg czes¢ nieutrwa-
lonych barwnikow, sole i alkalia. Wykorzystuje
sie do tego zimng i ciepta wode. Proces gtowny
prania eliminuje barwniki niezwigzane, ale gle-
boko wchioniete do wnetrza witdkna celulozowe-
go. Usuwanie polega na tworzeniu kompleksow
barwnika ze zwigzkami kationowymi wchodzacy-
mi w sktad wykorzystywanych wrzacych roztwo-
row detergentow. Proces ten nalezy powtarzac
w zaleznosci od gtebokosci barwienia, a uzywany
roztwor detergentu czesto wymieniac.

4. Metody spektroskopowe stosowane
w badaniach kryminalistycznych

do identyfikacji wiokien bawetny
barwionej barwnikami reaktywnymi

W laboratoriach kryminalistycznych do badan iden-
tyfikacyjno-porownawczych widkien tekstylnych sto-
suje sie miedzy innymi metody spektroskopowe. In-
formacji o barwie oraz zastosowanych barwnikach
dostarczaja przede wszystkim badania z wykorzysta-
niem mikrospektrofotometrii w zakresie ultrafioletu
i Swiatta widzialnego (MSP UV-Vis) oraz spektroskopii
Ramana (Chalmersiiin., 2012; Wiggins, 2017).

MSP UV-Vis stuzy do obiektywnych obserwagiji kolo-
rowych wiokien, poniewaz jest metodg niedestrukcyj-
na, powtarzalng, a w przeciwienstwie do wielu innych
metod nie wymaga ekstrakcji barwnika z widkien. Jed-
nakze metoda ta stuzy przede wszystkim do badan
porownawczych tj. poréwnania widm otrzymanych
dla poszczegolnych probek widkien, a nie do identyfi-
kacji barwnikéw (Goodpaster, Liszewski, 2009).

Badania J. Was-Gubaty i R. Starczak (2015) po-
twierdzity skutecznos$¢ roznicowania pojedynczych
wiokien bawetny barwionych barwnikami reaktywny-
mi pochodzacymi od tego samego producenta (nazwa
handlowa Cibacron®@) oraz mozliwosc¢ oceny stezenia
barwnikéw z wykorzystaniem MSP UV-Vis. Granica
wykrywalnosci wykorzystanej metody MSP UV-Vis

wynosita 0,18% stezenia barwnika w probce tekstyl-
nej. Jednakze w trakcie prowadzonych badan zaob-
serwowano zmiennos¢ wewnatrzobiektowa, miedzy-
obiektowg oraz efekt dichroizmu.

W kolejnych badaniach J. Was-Gubata i R. Starczak
(2015) przedstawity ocene uzytecznosci MSP UV-Vis
oraz spektroskopii Ramana w analizie widkien tekstyl-
nych barwionych mieszaninami barwnikow syntetycz-
nych, w tym réwniez reaktywnych. Prébki badawcze
stanowity widkna bawetny barwione dwu- i trojskfadni-
kowymi mieszaninami barwnikow reaktywnych. Bada-
nia MSP UV-Vis wykazaty ograniczone mozliwosci ana-
lizy wtokien barwionej bawetny, gdy stosunek stezenia
barwnika gtownego do drugorzednego byt wyzszy niz
cztery. Otrzymane wyniki pokazaty, iz obie zastosowa-
ne metody spektroskopowe posiadajg podobna zdol-
nos¢ rozréznienia mieszanin barwnikéw zastosowa-
nych do wybarwienia widkna.

P. Buzzini i G. Massonnet w prowadzonych bada-
niach (2013) ocenili potencjat oraz ograniczenia spek-
troskopii Ramana w trakcie badan widkien roznych
rodzajow i kolorow, w tym rowniez wybarwionych barw-
nikami reaktywnymi. Probki wtokien zebranych ze 180
tekstyliow przebadano przy uzyciu spektroskopii Ra-
mana, mikroskopii optycznej technikg jasnego pola,
podwaojnej polaryzacji oraz mikroskopii fluorescencyij-
nej, porownano takze przy uzyciu MSP UV-Vis i chro-
matografii cienkowarstwowej (TLC). Badania wykazaty,
ze spektroskopia Ramana moze odgrywaé uzupetnia-
jaca role w powszechnie stosowanych kryminalistycz-
nych badaniach wtokien prowadzacych do wykrywania
i poréwnania, ewentualnie identyfikacji barwnika. Zbior-
cza analiza widm uzyskanych z wykorzystaniem lase-
réw o roznych diugosciach fali stosowanych w spektro-
skopii Ramana pozwolita na rozréznienie par widkien,
ktore wczesniej nie zostaty zréznicowane za pomoca
mikroskopii optycznej oraz MSP UV-Vis (Buzzini, Mas-
sonnet, 2015).

J. Was-Gubata i W. Machnowski (2014) w prowadzo-
nych badaniach potwierdzili r6znice pomiedzy bawet-
na, a wibknami z regenerowanej celulozy (wiskozowy-
mi) wynikajgce ze zmian stopnia polaryzac;ji i struktury
supramolekularnej przy zastosowaniu spektroskopii
Ramana. W ponad 80% otrzymanych widm potwier-
dzono obecnos¢ pasm pochodzacych od barwnikow.
W probkach wiokien wybarwionych barwnikami o niz-
szych stezeniach dominowaty pasma pochodzace od
bawelny i wiskozy, natomiast wyzsze stezenie uzytych
barwnikow skutkowato obecnoscia pasm charaktery-
stycznych dla poszczegolnych barwnikow. Jednakze
stezenie barwnikéw we witdknach bawetnianych i wi-
skozowych nie wptyneto zasadniczo na intensywnosci
pasm charakterystycznych dla poszczegolnych barw-
nikéw, widocznych w widmach ramanowskich otrzyma-
nych dla tych wiokien.

Technikami, ktére znacznie zwiekszyly czutosc
spektroskopii Ramana, sg: powierzchniowo wzmoc-
nione rozpraszanie ramanowskie (SERS) oraz po-
wierzchniowo wzmocnione rezonansowe rozpra-
szanie ramanowskie (SERRS). Jednakze techniki
te sa bardziej ztozone i wymagaja doswiadczenia
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w przygotowaniu probek w porownaniu do klasycznej
spektroskopii Ramana. W zwigzku z tym nie ma wielu
doniesien o ich zastosowaniu w badaniach krymina-
listycznych stuzgcych np. do oznaczania barwnikow
reaktywnych we wtoknach bawetny. Niemniej w bada-
niach naukowych prowadzonych w innych dziedzinach
techniki SERS i SERRS sg uzywane do analizy barw-
nikow i tekstyliow (Casadio i in., 2010; Degano i in.,
2009; Pozzi i in., 2013; Puchowicz i in., 2019; Sciutto
iin., 2017; Zaffionoiin., 2014).

Spektroskopia w podczerwieni, jako metoda badaw-
cza pojedynczych widkien, stosowana jest gtownie
do identyfikacji polimeru witoknotworczego. Jednakze
istnieje mozliwos¢ wykorzystania jej rowniez do iden-
tyfikacji barwnikow, ale tylko w przypadku silnie wy-
barwionych widkien (Kirkbride, 2018). Wynika to z ni-
skiej czutosci absorbancji w podczerwieni w stosunku
do tych skfadnikow, ktorych w barwionych wtoknach
jest mniej niz 5%, a wtasnie na takim poziomie wyste-
puja barwniki, w tym reaktywne. M. C. Grieve oraz jego
wspotpracownicy (1998) wnioskujac na podstawie
prowadzonych badan, wskazali na mozliwos¢ identyfi-
kacji barwnikow wykorzystywanych we wtokiennictwie
przy zastosowaniu spektroskopii w podczerwieni, jed-
nak dotyczyto to szczegolnego rodzaju wiokien akrylo-
wych. Bardziej popularna w zakresie identyfikacji bar-
wionych widkien, w tym réwniez widkien bawetnianych,
okazata sie technika spektroskopowego odbicia rozpro-
szonego w podczerwieni (DRIFTS) (Kokotiin., 1997).

Szczegotowy opis mozliwosci badan spektrosko-
powych barwionych wtokien bawetny przestawiono
we wspomnianej juz publikacji D. Smigiel-Kamin-
skiej (2020).

5. Metody chromatograticzne
wykorzystywane do identyfikaciji
wiokien bawetny barwionej
barwnikami reaktywnymi

Chromatograficzne metody badania bawetny bar-
wionej barwnikami reaktywnymi skfadajg sie z dwoch
gtownych etapow: ekstrakciji barwnikéw reaktywnych
z wtokna oraz analiz chromatograficznych uzyskanych
ekstraktow z interpretacjg uzyskanych wynikow.

5.1. Ekstrakcja barwnikow reaktywnych z bawetny

Ekstrakcja barwnikow reaktywnych z bawetny wy-
maga szczegoblnych warunkow. Konwencjonalne meto-
dy ekstrakcji sg zbyt stabe, aby rozerwac silne wigzanie
kowalencyjne barwnik reaktywny — celuloza. Najcze-
sciej stosowanym odczynnikiem do rozszczepienia
tego wigzania, opisywanym w dostepnej literaturze,
jest 1,5% roztwor wodorotlenku sodu (NaOH) (Doc-
keryiin., 2009; Home, Dudley, 1981; Hoy, 2013; Sirén,
Sulkava, 1995; Sultanaiin., 2019; Xuiin., 2001). W tym
celu stosuje sie alkaliczna hydrolize z wykorzystaniem
wodnego roztworu mocnej zasady. W srodowisku
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alkalicznym grupy alkoholowe celulozowego szkieletu
bawetny zachowujg sie jak staby kwas i ulegaja jonizacji
(Dockery i in., 2009). Podczas prowadzonej hydrolizy
moze dojs¢ rowniez do rozszczepienia innych wigzan
chemicznych obecnych w czasteczce barwnika, w wy-
niku czego moze powstac wiele produktow. Mechanizm
alkalicznej hydrolizy przestawia rycina nr 9.

Czas trwania hydrolizy alkalicznej wynosit 25 min
(Sirén, Sulkava, 1995) lub 60 min (Hoy, 2013; Feng
iin., 2020; Sultana i in., 2019), a temperatura ekstrak-
cji 80°C (Fengiin., 2020; Sultanaiin., 2019) lub 100°C
(Hoy, 2013; Sirén, Sulkava, 1995; Xuiin., 2001). W za-
leznosci od wielkosci probek badawczych uzyto 5 pl
(Xuiin., 2001), 50 pl (Hoy, 2013), 500 pl (Dockery i in.,
2009) i 1 ml (Feng i in., 2020; Sultana i in., 2019) roz-
tworu NaOH.

Wigzanie kowalencyjne barwnik reaktywny — bawet-
na probowano rowniez rozszczepi¢ przy uzyciu: mie-
szaniny siarczek sodu — woda — poli(vinylopirolidon)
(PVP) (Home, Dudley, 1981), bromowodoru (Home,
Dudley, 1981), 60% H,SO, (Home, Dudley, 1981),
29,7% wodorotlenku amonu (Dockery i in., 2009) i wo-
dorotlenku baru (Dockery, 2009). Dane méwigce o uzy-
tych objetosciach pozostatych czynnikow ekstrahujg-
cych nie zostaty przedstawione.

Wyzej opisane badania przeprowadzono na ma-
teriale badawczym w postaci: fragmentow odziezy
bawetnianej o powierzchni 0,25-5,5 cm? (Sirén, Sul-
kava, 1995), 3 mg bawetny (Feng i in., 2020; Sulta-
naiin., 2019), 10 cm bawetnianej nitki (Dockery i in.,
2009) oraz pojedynczych widkien o dtugosci 1-15 mm
(Hoy, 2013).

Kolejng metoda wykorzystywang do ekstrakciji barw-
nikéw reaktywnych z witokien bawetnianych jest eks-
trakcja enzymatyczna (Carey i in., 2013; Feng i in.,
2020; Gora, Was-Gubata, 2019; Schotmaniin., 2017).
Pierwszy etap tej ekstrakgiji jest podobny do hydrolizy
alkalicznej przestawionej powyzej z wyjatkiem zasto-
sowanych objetosci roztworu NaOH. Byly one naste-
pujace: 10 ul (Carey i in., 2013; Schotman i in., 2017),
50 pl (Gora, Was-Gubata, 2019) oraz 100 pl (Feng
i in., 2020). Po tym etapie materiat badawczy zwykle
byt ptukany w kwasie octowym (CH,COOH) i roztwo-
rze celulazy (Carey i in., 2013), roztworze celulazy
w CH,;COOH o pH 5 (Schotman i in., 2017) lub roz-
tworze celulazy w buforze octowym o pH 5 (Feng i in.,
2020; Gora, Was-Gubata, 2019). Nastepnie do probek
dodawano roztwér celulazy i przeprowadzano eks-
trakcje enzymatyczng wedtug réznych procedur: 20 h
zmieszaniem (500 rpm) 50°C (Careyiin., 2013; Schot-
man i in., 2017), 20 h w fazni wodnej lub z wykorzy-
staniem ultradzwiekdéw w temperaturze 50, 55 i 60°C
(Gora, Was-Gubata, 2019) oraz 24 h w tazni z wytrzg-
saniemw 50°C (Fengiin., 2020). Jako materiat badaw-
czy uzyto: 3 mg tkaniny bawetnianej (Fengi in., 2020),
1 cm bawetnianej nitki (Gora, Was-Gubata, 2019)
oraz wtokno bawetniane o dtugosci 10 mm (Carey iin.,
2013; Schotmaniin., 2017). W zaleznosci od wielkosci
probki bawetny objetosc¢ roztworu celulazy wynosita
10 pl (Carey i in., 2013; Schotman i in., 2017), 150 pl
(Gora, Wags-Gubata, 2019) i 1 ml (Fengiin., 2020).
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Ryc. 9. Mechanizm alkalicznej hydrolizy barwnika reaktywnego (Smigiel-Kaminska i in., 2020)

Podsumowujac, najlepsze wyniki ekstrakcji barwni-
kow reaktywnych z bawetny otrzymano dla 1,5% roz-
tworu NaOH (hydroliza alkaliczna) i roztworu celulazy
(ekstrakcja enzymatyczna). Jednakze czas prowadze-
nia hydrolizy alkalicznej jest krotszy od procedury z wy-
korzystaniem ekstrakcji enzymatyczne;.

Szczegotowy opis warunkow ekstrakeji barwnikow
reaktywnych z baweiny przestawiono w publikacji
D. Smigiel-Kaminska i in. (2020).

5.2. Analiza chromatograficzna barwnikow
reaktywnych wyekstrahowanych z harwionej bawetny

Witokna jako slady kryminalistyczne najczesciej ma-
ja dtugosc nie wieksza niz kilka milimetrow i zawieraja
od 2 do 200 ng barwnika (Dorrien, 2006). W zwigzku
z tym metody chromatograficzne stosowane do iden-
tyfikacji barwnikow reaktywnych izolowanych z wto-
kien bawetny muszg by¢ bardzo czute. Z tego powo-
du najczesciej stosowanymi technikami identyfikacji

sg wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC)
sprzezona z nastepujacymi detektorami: spektrofoto-
metrycznym UV-Vis (Zotou i in., 2002), matryca diodo-
wa (DAD) (Carey i in., 2013; Chemchame i in., 2010;
Chemchame i in., 2012; Feng i in., 2020; Schotman
iin., 2017; Sultanaiin., 2019), spektrometrem mas wy-
sokiej rozdzielczosci (HRMS) (Carey i in., 2013; Feng
i in., 2020; Schotman i in., 2017; Sultana i in., 2019)
lub tandemowym spektrometrem mas (MS/MS) (Hu
i in., 2018). Dane literaturowe pokazujg, iz aparaty
HPLC-MS zazwyczaj byty wyposazone w dwa syste-
my detekgiji (Carey i in., 2013; Feng i in., 2020; Schot-
maniin., 2017; Sultanaiin., 2019).

Rozdzielenia chromatograficzne najczesciej prowa-
dzi sie przy wykorzystaniu faz krzemionkowych mo-
dyfikowanych grupami C18 (faza odwrocona) (Chem-
chame i in., 2010; Chemchameii in., 2012; Fengi in.,
2020; Hu i in., 2018; Sultana i in., 2019; Zotou i in.,
2002) i dtugosci kolumn od 50 do 150 mm. W przypad-
ku badan prowadzonych przez A. Carey wraz ze wspot-
pracownikami (przypis 2013) oraz T. G. Schotman
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ze wspotpracownikami (przypis 2017) zastosowana zo-
stata kolumna chromatograficzna Grom-sil 120 ODS-5
ST o diugosci 150 mm.

W wiekszosci przypadkéw rozdzielenie chromato-
graficzne barwnikow reaktywnych prowadzi sie w pro-
gramach gradientowych przy uzyciu takich faz rucho-
mych jak: wodny roztwor mréwczanu amonu i HCOOH
(pH 4) oraz MeOH/ACN 70/30 (Sultanaiin., 2019); oc-
tan amonu w mieszaninie MeOH/H,O (95/5) oraz octan
amonu w mieszaninie ACN/MeOH (50/50) (Carey i in.,
2013; Schotman i in., 2017), wodny roztwor mrowcza-
nu amonu i HCOOH (pH 4) oraz MeOH/ACN (70/30)
(Feng i in., 2020), octan amonu w mieszaninie H,O/
ACN (90/10) (pH 6) oraz octan amonu w mieszaninie
H,O/ACN (10/90) (Chemchame i in., 2012; Hu i in.,
2018), mieszanina CH,COOH z H,O oraz zakwaszony
ACN (Huiin., 2018). W jednym przypadku zastosowa-
ne zostaty warunkiizokratyczne przy uzyciu fazy rucho-
mej w postaci mieszaniny ACN i octanu amonu (47:53,
v/v). Jako srodek parujgcych jony zastosowano bufor
zawierajacy bromek trimetyloamoniowy (CTAB) (Zotou
iin., 2002).

Szybkos¢ przeptywu faz ruchomych miescita sie
w zakresie od 0,3 ml/min do 0,8 ml/min; czas analizy
od 9,5 min (Sultana i in., 2019) do 78 min (Schotman
iin., 2017); a objetosc¢ nastrzyku od 10 do 20 pl.

Kolejng technika chromatograficzng, stosowang
do identyfikacji barwnikow reaktywnych na potrze-
by kryminalistyki, jest ultrasprawna chromatogra-
fia cieczowa (UPLC) sprzezona z detektorami DAD
oraz MS/MS (Hoy, 2013). Rozdzielenia analitow doko-
nywano za pomoca kolumny C18 o dtugosci 50 mm.
Jako fazy ruchome zastosowano: roztwor wodny
10 mM octanu amonu (pH 9,3) oraz ACN. Analiza pro-
wadzona byta w warunkach gradientowych. Szybkos¢
przeptywu faz wynosita 0,4 ml/min, czas analizy 5 min,
a objetosc nastrzyku 10 pl (Hoy, 2013).

Jak wspomniano wyzej, rozerwanie wigzania ko-
walencyjnego utworzonego pomiedzy barwnikiem re-
aktywnym a wiéknem baweiny, za pomoca hydrolizy
alkalicznej lub ekstrakcji enzymatycznej, moze skutko-
wac pojawieniem sie zmienionych struktur barwnikow
oraz powstaniem wielu produktéw reakcji z pojedyn-
czej czasteczki tegoz barwnika. Z tego powodu bardzo
przydatna, przed analizami, okazata sie synteza cze-
sciowo i catkowicie zhydrolizowanych form poszcze-
golnych barwnikow reaktywnych (Feng i in., 2020;
Nayar, Freeman, 2008; Sultanaiin., 2019) lub/i uzyska-
nie produktow ekstrakcji enzymatycznej zawierajgcych
jednostki celobiozy (Was-Gubata, Machnowski 2014).

Szczegbdtowy opis warunkow analiz chromatogra-
ficznych barwnikow reaktywnych ekstrahowanych
z bawetny przestawiono w publikagii pt. D. Smigiel-Ka-
minskiej i in. (2020).

5.3. Identyfikacja barwnikéw obecnych w bawetnie
harwionej roznymi rodzajami barwnikow

Przedstawione powyzej warunki analiz odnosza sie
do widkien bawetnianych wybarwionych barwnikami
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reaktywnymi. Jednakze poszczegoblne wiokna moga
by¢ rowniez barwione mieszaninami réznych rodzajow
barwnikéw. W zwigzku w tym, w dostepnej literaturze,
mozna znalez¢ algorytmy bardzo pomocne w identyfi-
kacji barwnikow lub ich mieszanin przy wykorzystaniu
reakcji charakterystycznych lub zastosowaniu TLC
(Laingiin., 1991; Lewis, 2009; Wiggins, 2017).

Jako jedni z pierwszych, schemat identyfikacji barw-
nikéw reaktywnych, poprzez wykluczenie, zapropono-
wali D. K. Laing oraz wspotpracownicy (1991). W przed-
stawionej procedurze barwniki nie byty ekstrahowane
organicznymi rozpuszczalnikami. Widkna poddawano
dziataniu srodka redukujgcego jakim jest ditionin sodu
w wodorotlenku sodu. Jezeli barwniki miaty charakter
azowy to ulegaty odbarwieniu. Ta nieodwracalna re-
akcja pozwalata odrézni¢ azowe barwniki reaktywne
od pozostatych klas barwnikow.

Eksperci z bytego Forensic Science Service w Anglii
opracowali schematy ekstrakcji barwionych widkien,
w tym réwniez bawetny w celu izolacji oraz identyfika-
cji roznych klas barwnikow (Laing i in., 1991). Schemat
taki rowniez zostat przedstawiony przez D. M. Lewi-
sa (2009) w jednym z rozdziatéw ksigzki pod tytutem
yldentification of Textile Fibres” (ryc. 10).

6. Porownanie potencjatu metod chro-
matograficznych i spektroskopowych
do identyfikacji wtokien bawetnianych
do celow sgdowych

Badania kryminalistyczne musza dostarczy¢ mozli-
wie najwiecej informacji na temat badanego materiatu
dowodowego. Identyfikacja i badania porownawcze
mikrosladow w postaci wtokien opierajg sie na meto-
dach mikroskopowych, spektroskopowych, jak rowniez
chromatograficznych.

Pierwszym etapem badan barwionych wtokien tek-
stylnych w laboratoriach kryminalistycznych sg ba-
dania wykorzystujace mikroskopie optyczng. Obraz
mikroskopowy uzyskany w ten sposob daje istotne
informacje o budowie i wlasciwosciach fizykochemicz-
nych witokien, w tym o ich kolorze. Wykorzystuje sie
wowczas mikroskopie: stereoskopowa (ze swiattem
odbitym), badawczg (ze swiattem przechodzacym bia-
tym, spolaryzowanym i ultrafioletowym (UV)) oraz flu-
orescencyjna.

Po etapie badan mikroskopowych nastepuje faza
analizy sktadu chemicznego widkien, w ktérej wykorzy-
stuje sie przede wszystkim techniki spektroskopowe,
zdecydowanie rzadziej chromatograficzne. Wybér me-
todyki badawczej uwarunkowany jest postacia i iloscig
materiatu zarowno dowodowego, jak i porownawczego,
ale réowniez dostepnym odpowiedniego wyposazeniem
laboratoriéw kryminalistycznych.

Stosowane techniki spektroskopowe naleza do tych,
ktore w wiekszosci przypadkow nie wykazujg destruk-
cyjnego wptywu na badane probki, co jest bardzo
wazne w badaniach kryminalistycznych. Otrzyma-
ne wyniki to widma z pasmami charakterystycznymi
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Etap 1

Lodowy kwas octowy

100°C, 20 min

Dobra ekstrakcja

BARWNIKI
AZOWE

I Staba ekstrakcja lub jej brak

Etap 2:
Pirydyna/woda (4 : 3)
100°C, 20 min

Staba ekstrakcja lub jej brak

Dobra ekstrakcja

Etap 3:

Ditionit/poliwinylopirolidyna*

100°C, 20 min

BARWNIKI
BEZPOSREDNIE

Ekstrakt natozy¢ na ptytke TLC

Zmieniony kolor wlokien

Niezmieniony kolor

Zmieniony kolor widkien

wiokien

Brak barwnej plamki / kolor
plamki inny niz kolor

Brak barwnej plamki /

Kolor plamki taki sam jak
kolor wtokien

wiokien kolor plamki inny niz
kolor wiokien
BARWNIKI
REAKTYWNE BARWNIKI
INGRAINOWE

Etap 4:

Nowe wiokna
10-14% podchloryn sodu
100°C, 20 min

]

Zmieniony kolor
widkien

BARWNIKI
SIARKOWE

Niezmieniony kolor
wiokien

BARWNIKI
KADZIOWE

* ditionian sodu (80 mg), poliwinylopirolidyna (30 mg), NaOH (10%, 450 pl),

woda (9 ml); uzy¢ natychmiast

Ryc. 10. Schemat ekstrakcji barwnikow z wtokien bawetnianych i celulozowych (Lewis, 2009)

dla polimerow widknotworczych, barwnikow badz obu
tych skfadnikow witokien. Uzyskane dane zaleza od ro-
dzaju wybranej do badan spektroskopii (MSP UV-Vis,
FTIR, spektroskopia Ramana) oraz parametrow po-
miarow (np. dtugosé linii wzbudzenia).

Uzupetnieniem prowadzonych badan wtokien moga
by¢ réwniez te przeprowadzone przy wykorzystaniu
skaningowego mikroskopu elektronowego, zwiaszcza
kiedy jednym z aspektow analizy widkien sg ich uszko-
dzenia. Jednakze uzyskany obraz jest biato-czarny,
w zwigzku z tym technika ta nie nadaje sie do identyfi-
kacji barwnikow.

Techniki chromatograficzne sg niszczace w sto-
sunku do materiatu badawczego, ale wyniki takich ba-
dan moga dostarczy¢ istotnych informacji na temat
zastosowanych barwnikéw. Identyfikacja taka opiera
sie nie tylko na czasach retencji, ale czesto rowniez
na widmach mas oraz wyselekcjonowanych, charak-
terystycznych dla danych barwnikow wartosciach m/z.

Techniki te umozliwiaja poréwnanie barwnikow wyeks-
trahowanych z wiokien stanowigcych materiat dowo-
dowy z analogicznie przygotowang probka z materiatu
porownawczego. Czesto mozliwe jestrowniez okresle-
nie struktury chemicznej analizowanych barwnikow.

Kolejnymi parametrami roznicujgcymi techniki spek-
troskopowe i chromatograficzne sa: czas przygotowa-
nia probki oraz czas analizy. Oba te czasy sa dtuzsze
w przypadku chromatografii.

W trakcie badan z wykorzystaniem technik spektro-
skopowych wiokno traktowane jest jako gotowa probka,
jednak w niektérych przypadkach warunki analizy musza
by¢ ustalane indywidualnie (spektroskopia Ramana).

W technikach chromatograficznych badanie mozna
podzieli¢ na etapy:

1) ekstrakcja barwnika/éw z prébki wiokien, czy tez

widkna,

2) analiza otrzymanego ekstraktu,

3) analiza otrzymanych wynikow.
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Ponadto proces przygotowania wymaga uzycia
dodatkowych odczynnikéw oraz specjalnych sprze-
tow, niemniej jednak warunki analiz poszczegol-
nych barwnikow sg state. Jak wspomniano, iden-
tyfikacja tych barwnikow opiera sie na parametrze
chromatograficznym (czas retenciji) oraz widmie mas
(wartosci m/z).

Podsumowujac, zastosowanie metod i technik pek-
troskopowych oraz chromatograficznych w analizie
identyfikacyjno-poréwnawczej materiatu dowodowe-
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