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Streszczenie
Duża skala produkcji wyrobów bawełnianych, ich szerokie zastosowanie, jak również określone wła-

ściwości fizykochemiczne powodują, iż naturalne włókna bawełniane prawie zawsze występują wśród 
mikrośladów fizykochemicznych zabezpieczanych na miejscach zdarzeń przestępczych. 

Właściwy dobór metod ujawniania i zabezpieczania mikrośladów w postaci włókien, a następnie od-
powiednia metodyka badawcza i poprawna interpretacja uzyskanego wyniku dostarczają istotnych i wia-
rygodnych informacji o zaistniałym zdarzeniu przestępczym (Houck i in., 2009; Śmigiel-Kamińska i in., 
2019; Śmigiel-Kamińska i in., 2020; Wąs-Gubała, 2000; Wąs-Gubała, 2009; Zięba-Palus i in., 2015). 

Analityka badawcza stanowiąca narzędzie do identyfikacji i porównania włókien w pierwszej kolejności 
opiera się na wynikach uzyskanych z wykorzystaniem różnych technik mikroskopii optycznej, a następ-
nie mikrospektrofotometrii w zakresie UV-Vis. Oznaczanie składu chemicznego materiałów włókienni-
czych prowadzone jest głównie z wykorzystaniem spektroskopii w podczerwieni i spektroskopii Rama-
na, ale również wysokosprawnej chromatografii cieczowej, spektrometrii mas, chromatografii gazowej 
oraz licznych wariantów kombinacji powyższych technik. 

W niniejszym artykule dokonano przeglądu opublikowanych dotychczas wyników badań w zakresie 
identyfikacji i porównania barwników zastosowanych do wybarwienia bawełny, w szczególności tych na-
leżących do grupy reaktywnych, z wykorzystaniem metod spektroskopowych i chromatograficznych. 

Słowa kluczowe: bawełna, barwniki reaktywne, analizy kryminalistyczne, metody chromatograficzne, 
metody spektroskopowe 
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1.  Charakterystyka bawełny 
jako włókna naturalnego

Włókna bawełniane, należące do typu włókien na-
turalnych, powstają na skutek rozwoju komórek łupiny 
nasiennej bawełnicy (bawełny) – rośliny z rodziny śla-
zowatych. Bawełna jest bardzo wydajną rośliną, po-
nieważ podczas obróbki traci jedynie 10% masy. Pod-
stawowym elementem budulcowym włókien bawełny 
jest celuloza, która stanowi co najmniej 86%. Ponadto 
znajdują się tam również niewielkie ilości substancji do-
datkowych tj. woda, białka, woski, czy minerały (Houk 
i in., 2009). 

Celuloza należy do polisacharydów o nierozgałę-
zionej strukturze, a jej monomerem jest D-glukoza.  
D-glukoza zawiera sześcioczłonowy pierścień pirano-
zowy, budową podobny do heterocyklicznego piranu 
o konformacji krzesełkowej. Łańcuch celulozowy skła-
da się z 800 do 10 000 reszt glukozowych połączonych 
ze sobą wiązaniem β-1,4-glikozydowym (Korszak, 
1957; Lucia i in., 2018; Morisson, Boyd, 1985; Qiu, Hu, 
2013). Fragment takiego łańcucha przestawiono na ry-
cinie 1. W strukturze celulozy bardzo duże znaczenie 
odgrywa obecność wewnątrzcząsteczkowych wiązań 
wodorowych, które są trudne do rozerwania, co skut-
kuje nierozpuszczalnością celulozy w wodzie. Grupy 
hydroksylowe obecne w cząsteczce celulozy sprawia-
ją, iż  posiada ona właściwości higroskopijne, a więc 
absorbuje wodę z otoczenia (Hatakeyama, 2004; Qiu, 
Hu, 2013; Ross i in., 1991; Zugenmaier, 2008).

Ryc. 1.  Fragment łańcucha celulozy (Dey, 2021) 

Włókno bawełniane składa się z 20-30 warstw ce-
lulozy, budowa uwarunkowana jest jego dojrzałością. 
Włókno bawełniane rośnie wzdłuż do 30 dni osiągając 
długość do 30 mm, natomiast ścianka włókna przyrasta 
w drugim etapie, trwającym kolejne 35-40 dni, osiąga-
jąc grubości 6–7 μm. Opisane cechy oraz dojrzałość 
włókien bawełny w dużym stopniu zależą od czynników  

zewnętrznych, takich jak temperatura, wilgotność, 
czy nasłonecznienie (Jeziorny, Lipp-Symonowicz, 1980).

Wspomniany wyżej stopień dojrzałości włókien 
bawełny decyduje o ich kształcie. Włókno w począt-
kowym etapie przypomina płaską wstążkę, a w prze-
kroju porzecznym ma kształt fasolki o pustym kana-
le. W kolejnych etapach dojrzewania włókno zyskuje 
coraz większą liczbę skrętów. Skręty te zanikają, 
gdy włókno jest zbyt dojrzałe. Ukształtowane włókno 
ma kształt cylindryczny, a jego przekrój poprzeczny 
jest bardzo zbliżony do kołowego (Jeziorny, Lipp-Sy-
monowicz, 1980).

Właściwości fizyczne i chemiczne włókna baweł-
ny wynikają z właściwości celulozy. W związku z tym 
bawełna charakteryzuje się znaczną odpornością 
na  działania czynników mechanicznych, takich jak 
rozciąganie i rozrywanie, aczkolwiek wykazuje małą 
sprężystość. Bawełna poddana działaniu alkaliów  
nie  ulega rozpuszczeniu, jednakże pęcznieje. Roz-
puszczalniki organiczne również nie powodują roz-
puszczenia włókna bawełnianego. Natomiast jest 
ono wrażliwe na działanie stężonych kwasów, takich 
jak kwas siarkowy (VI) (H2SO4), chlorowodór (HCl). 
Pod wpływem wspomnianych kwasów włókno baweł-
niane ulega zniszczeniu, co  spowodowane jest  de
gradacją celulozy (Śmigiel-Kamińska i in., 2014).

2.  Barwniki wykorzystywane 
do barwienia bawełny

W celu zabarwienia włókien celulozowych, jakimi są 
włókna bawełniane wykorzystuje się kilka klas barw-
ników: bezpośrednie, kadziowe, siarkowe i reaktywne 
(Broadbent, 2001).

Barwniki bezpośrednie to barwniki, które wykazują 
powinowactwo do włókien bez użycia środka wiążą-
cego nazywanego zaprawą (Önder, 2010). Barwniki 
bezpośrednie całkowicie rozpuszczają się w wodzie, 
za co odpowiadają obecne w strukturze barwników 
grupy sulfonianowe (-SO3

-) nadające im charakter hy-
drofilowy (Christie, 2015). Proces barwienia przebiega 
w temperaturze zbliżonej do temperatury wrzenia wody 
oraz w obecności elektrolitu (np. chlorku lub siarczanu 
sodu). W takich warunkach barwniki wykazują powino-
wactwo do cząstek celulozy przez wiązania wodorowe, 
siły van der Waalsa oraz oddziaływania typu dipol-dipol 
(Christie, 2015). Na rycinie nr 2 przedstawiono struktu-
rę przykładowego barwnika bezpośredniego.

Kolejną grupą barwników są nierozpuszczalne w wo-
dzie barwniki kadziowe (Önder, 2010). Przeprowadze-
nie procesu powszechnie zwanego vatting z dodatkiem 
ditioninu sodu w warunkach bardzo wysokiego pH po-
zwala uzyskać postać barwników, które są rozpusz-
czalne w wodzie (Shore, 2002). W tej postaci barwniki 
kadziowe wykazują bardzo duże powinowactwo do włó-
kien celulozowych i są przez nie wchłaniane. Na koniec 
są one ponownie przekształcane w formę nierozpusz-
czalną w wodzie, przez co barwniki te zostają w sposób 
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mechaniczny uwięzione w obrębie włókna. Wszystkie 
etapy barwienia sprawiają, że materiał tekstylny wy-
barwiony tym sposobem wykazuje odporność na wil-
goć, a w trakcie prania nie traci koloru (Önder, 2010). 
Charakterystycznym elementem budowy chemicznej 
barwników kadziowych są dwie grupy karbonylowe 
połączone układem sprzężonym. Bez tego ugrupowa-
nia nie byłyby możliwe procesy zachodzące w trakcie 
barwienia bawełny. Grupy karbonylowe (-C=O) ule-
gają redukcji do grup enolowych (w warunkach alka-
licznych). Ugrupowania te odpowiadają za zdolność  
do rozpuszczania się w wodzie barwników kadziowych. 
Do barwników kadziowych należą niezwykle popularne 
barwniki koloru niebieskiego z grupy Indygo (Christie, 
2015). Strukturę przykładowego barwnika kadziowego 
przedstawiono na rycinie nr 3.
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Ryc. 3.  Struktura barwnika kadziowego – Dibromoindygo 
(źródło własne)

Barwniki siarkowe są rodzajem barwników kadzio-
wych używanych do barwienia włókien celulozowych. 
Struktury chemiczne barwników siarkowych nie są 
do  końca poznane, wiadomo jednak, że stanowią je 
mieszaniny cząstek chemicznych zawierające różno-
rakie struktury z siarką: grupy siarczkowe, disiarczko-
we, polisiarczkowe oraz pierścienie heterocykliczne. 
Proces barwienia produktów włókienniczych polega 
na przekształceniu barwnika przez przeprowadzenie 
redukcji z wykorzystaniem siarczku sodu. Otrzymany 
związek staje się rozpuszczalny w wodzie i w wyni-
ku dyfuzji dostaje się do wnętrza włókna. W ostatnim 
etapie barwnik jest utleniany do postaci hydrofobowej 
(Christie, 2015; Önder, 2010). Barwniki siarkowe są 
bardzo tanie, jednak mają bardzo negatywny wpływ 
na  środowisko naturalne. Strukturę przykładowego 
barwnika siarkowego przedstawiono na rycinie nr 4.

S

N S
S N

S

S

O

O

S

Ryc. 4.  Przykładowy barwnik siarkowy-Sulfur Black I (źródło 
własne)

Barwniki reaktywne są najczęściej wykorzystywaną, 
nowoczesną grupą barwników syntetycznych do  bar-
wienia tekstyliów bawełnianych. Charakteryzują się 
one doskonałą trwałością, dużą gamą odcieni oraz ela-
stycznością użycia. Ich nazwa bierze się z faktu, posia-
dania w cząsteczce grup reaktywnych powstałych pod-
czas kilkuetapowej syntezy (Chistie, 2015). 

Barwniki reaktywne zbudowane są z różnych frag-
mentów, co zaprezentowano na rycinie nr 5 i rycinie 
nr 6, przy czym każdy z tych fragmentów spełnia jasno 
określoną rolę (Blaus, 2014; Chakraborty, 2010; Chat-
topadhyay, 2011; Hoy, 2013; Lewis, 2011; Mahapatra, 
2016; Shang, 2013; Wiggings, 2017; Zollinger, 2003). 
Grupami tymi są: chromogen, grupa nadająca czą-
steczce właściwości rozpuszczalności w wodzie, grupa 
mostkująca oraz grupa reagująca z włóknami. 

Chromogen jest częścią cząsteczki, która nadaje 
kolor i może przyczyniać się do nadania jej różnych 
właściwości. Chromogeny zazwyczaj należą do związ-
ków azowych, karbonylowych lub ftalocyjanowych. 
Grupy mostkujące stanowi grupa atomów, która jest 
używana do łączenia chromogennej części cząstecz-
ki z grupą reaktywną. W większości przypadków gru-
py reaktywne mają bardzo proste struktury. Barwniki 
reaktywne muszą wykazywać odpowiednią reaktyw-
ność w kierunku bawełny, jednak niższą reaktywność 
w stosunku do wody, tak aby nie doszło do hydrolizy 
grupy reaktywnej barwnika. 

Chromoforowe grupy boczne wykazują bardzo du
żą zdolność do tworzenia wiązań kowalencyjnych  
z nukleofilowymi grupami wchodzącymi w strukturę  
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Ryc. 2.  Struktura barwnika bezpośredniego-Direct Brown 103 (źródło własne)
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chemiczną włókna m.in. bawełnianego. Wiązanie to po-
zostaje stabilne w warunkach prania (Lewis, 2014). 

Szczegółowy opis barwników reaktywnych przesta-
wiono w publikacji D. Śmigiel-Kamińska i in., 2020.

3.  Procedura wybarwiania bawełny 
barwnikami reaktywnymi

Proces barwienia włókien bawełnianych opiera się 
na tworzeniu silnego wiązania kowalencyjnego pomię-
dzy grupami reaktywnymi barwnika, a włóknem celu-
lozowym. Najczęściej wykorzystywana jest zdolność 
nukleofilowa grup hydroksylowych (-OH) obecnych 
w cząsteczce celulozy. Reakcja pomiędzy celulozą 
a barwnikami reaktywnymi zachodzi w środowisku sła-

bo alkalicznym, w którym następuje deprotonowanie 
grup hydroksylowych (ryc. 7). Powoduje to wytwarza-
nie silnych nukleofilowych anionów celulozowych, któ-
re przyjmują rolę aktywnych nukleofili w reaktywnym 
barwieniu celulozy (ryc. 8.) (Wiggins, 2017).

OH H 2 O+Cel CelO-OH -

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

Najczęściej stosowaną metodą barwienia baweł-
ny przy wykorzystaniu barwników reaktywnych jest 
tzw. metoda odciągania. Występują w niej następują-
ce fazy (Benkhaya i in., 2020): 

N

N

NSO3Na

N
N

NaO3S

NH2 ONaO3S
N
N

H

SO3Na

N Cl

Cl

NaO3S

HChromogen Struktura
mostkująca 

Grupa 
reaktywna 

S – grupa nadająca właściwości rozpuszczalności w wodzie 
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Ryc. 5.   Schemat budowy barwnika reaktywnego (Śmigiel-Kamińska i in., 2020)

Ryc. 8.  Reakcja barwnika reaktywnego z celulozą (Soleimani-Gorgani, Karami, 2016)

Ryc. 6.  Struktura barwnika reaktywnego REACTIVE BLUE 4 (Śmigiel-Kamińska i in., 2020)
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1)	faza wyczerpania – jest to zanurzanie tkaniny 
w kąpieli barwiącej, aby włókna wchłonęły barw-
nik. Proces ten zachodzi w środowisku obojęt-
nym. By zwiększyć efektywność farbowania do-
daje się chlorek magnezu lub siarczan magnezu, 
co zwiększa wysycenie włókien barwnikiem. 
Również stopniowe podwyższanie temperatu-
ry wpływa na zwiększenie migracji cząsteczek 
barwnika do wnętrza włókien;

2)	faza utrwalania – właściwe farbowanie w środo-
wisku podwyższonego pH (dodanie odpowied-
niej ilości alkaliów). Podczas tej fazy grupy hy-
droksylowe celulozy dysocjują i zachodzi reakcja 
z barwnikiem;

3)	faza prania – proces ten ma na celu usunięcie nad-
miaru barwnika, który został wchłonięty, ale  nie 
związał się z celulozą, ponadto usuwane są rów-
nież pozostałości soli i alkaliów. Pranie dzieli się 
na kilka etapów. Pierwszym etapem jest pranie 
wstępne, w którym usuwane są część nieutrwa-
lonych barwników, sole i alkalia. Wykorzystuje 
się do tego zimną i ciepłą wodę. Proces główny 
prania eliminuje barwniki niezwiązane, ale głę-
boko wchłonięte do wnętrza włókna celulozowe-
go. Usuwanie polega na tworzeniu kompleksów 
barwnika ze związkami kationowymi wchodzący-
mi w skład wykorzystywanych wrzących roztwo-
rów detergentów. Proces ten należy powtarzać 
w zależności od głębokości barwienia, a używany 
roztwór detergentu często wymieniać.

4.  Metody spektroskopowe stosowane 
w badaniach kryminalistycznych 
do identyfikacji włókien bawełny 
barwionej barwnikami reaktywnymi

W laboratoriach kryminalistycznych do badań iden-
tyfikacyjno-porównawczych włókien tekstylnych sto-
suje się między innymi metody spektroskopowe. In-
formacji o barwie oraz zastosowanych barwnikach 
dostarczają przede wszystkim badania z wykorzysta-
niem mikrospektrofotometrii w zakresie ultrafioletu 
i światła widzialnego (MSP UV-Vis) oraz spektroskopii 
Ramana (Chalmers i in., 2012; Wiggins, 2017).

MSP UV-Vis służy do obiektywnych obserwacji kolo-
rowych włókien, ponieważ jest metodą niedestrukcyj-
ną, powtarzalną, a w przeciwieństwie do wielu innych 
metod nie wymaga ekstrakcji barwnika z włókien. Jed-
nakże metoda ta służy przede wszystkim do badań 
porównawczych tj. porównania widm otrzymanych 
dla poszczególnych próbek włókien, a nie do identyfi-
kacji barwników (Goodpaster, Liszewski, 2009).

Badania J. Wąs-Gubały i R. Starczak (2015) po-
twierdziły skuteczność różnicowania pojedynczych 
włókien bawełny barwionych barwnikami reaktywny-
mi pochodzącymi od tego samego producenta (nazwa 
handlowa Cibacron@) oraz możliwość oceny stężenia 
barwników z wykorzystaniem MSP UV-Vis. Granica 
wykrywalności wykorzystanej metody MSP UV-Vis 

wynosiła 0,18% stężenia barwnika w próbce tekstyl-
nej. Jednakże w trakcie prowadzonych badań zaob-
serwowano zmienność wewnątrzobiektową, między-
obiektową oraz efekt dichroizmu. 

W kolejnych badaniach J. Wąs-Gubała i R. Starczak 
(2015) przedstawiły ocenę użyteczności MSP UV-Vis 
oraz spektroskopii Ramana w analizie włókien tekstyl-
nych barwionych mieszaninami barwników syntetycz-
nych, w tym również reaktywnych. Próbki badawcze 
stanowiły włókna bawełny barwione dwu- i trójskładni-
kowymi mieszaninami barwników reaktywnych. Bada-
nia MSP UV-Vis wykazały ograniczone możliwości ana-
lizy włókien barwionej bawełny, gdy stosunek stężenia 
barwnika głównego do drugorzędnego był wyższy niż 
cztery. Otrzymane wyniki pokazały, iż obie zastosowa-
ne metody spektroskopowe posiadają podobną zdol-
ność rozróżnienia mieszanin barwników zastosowa-
nych do wybarwienia włókna. 

P. Buzzini i G. Massonnet w prowadzonych bada-
niach (2013) ocenili potencjał oraz ograniczenia spek-
troskopii Ramana w trakcie badań włókien różnych 
rodzajów i kolorów, w tym również wybarwionych barw-
nikami reaktywnymi. Próbki włókien zebranych ze 180 
tekstyliów przebadano przy użyciu spektroskopii Ra-
mana, mikroskopii optycznej techniką jasnego pola, 
podwójnej polaryzacji oraz mikroskopii fluorescencyj-
nej, porównano także przy użyciu MSP UV-Vis i chro-
matografii cienkowarstwowej (TLC). Badania wykazały, 
że spektroskopia Ramana może odgrywać uzupełnia-
jącą rolę w powszechnie stosowanych kryminalistycz-
nych badaniach włókien prowadzących do wykrywania 
i porównania, ewentualnie identyfikacji barwnika. Zbior-
cza analiza widm uzyskanych z wykorzystaniem lase-
rów o różnych długościach fali stosowanych w spektro-
skopii Ramana pozwoliła na rozróżnienie par włókien, 
które wcześniej nie zostały zróżnicowane za pomocą 
mikroskopii optycznej oraz MSP UV-Vis (Buzzini, Mas-
sonnet, 2015). 

J. Wąs-Gubała i W. Machnowski (2014) w prowadzo-
nych badaniach potwierdzili różnice pomiędzy baweł-
ną, a włóknami z regenerowanej celulozy (wiskozowy-
mi) wynikające ze zmian stopnia polaryzacji i struktury 
supramolekularnej przy zastosowaniu spektroskopii 
Ramana. W ponad 80% otrzymanych widm potwier-
dzono obecność pasm pochodzących od barwników. 
W próbkach włókien wybarwionych barwnikami o niż-
szych stężeniach dominowały pasma pochodzące od 
bawełny i wiskozy, natomiast wyższe stężenie użytych 
barwników skutkowało obecnością pasm charaktery-
stycznych dla poszczególnych barwników. Jednakże 
stężenie barwników we włóknach bawełnianych i wi-
skozowych nie wpłynęło zasadniczo na intensywności 
pasm charakterystycznych dla poszczególnych barw-
ników, widocznych w widmach ramanowskich otrzyma-
nych dla tych włókien.

Technikami, które znacznie zwiększyły czułość 
spektroskopii Ramana, są: powierzchniowo wzmoc-
nione rozpraszanie ramanowskie (SERS) oraz po-
wierzchniowo wzmocnione rezonansowe rozpra-
szanie ramanowskie (SERRS). Jednakże techniki 
te są bardziej złożone i wymagają doświadczenia  
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w przygotowaniu próbek w porównaniu do klasycznej 
spektroskopii Ramana. W związku z tym nie ma wielu 
doniesień o ich zastosowaniu w badaniach krymina-
listycznych służących np. do oznaczania barwników 
reaktywnych we włóknach bawełny. Niemniej w bada-
niach naukowych prowadzonych w innych dziedzinach 
techniki SERS i SERRS są używane do analizy barw-
ników i tekstyliów (Casadio i in., 2010; Degano i in., 
2009; Pozzi i in., 2013; Puchowicz i in., 2019; Sciutto 
i in., 2017; Zaffiono i in., 2014). 

Spektroskopia w podczerwieni, jako metoda badaw-
cza pojedynczych włókien, stosowana jest głównie 
do identyfikacji polimeru włóknotwórczego. Jednakże 
istnieje możliwość wykorzystania jej również do iden-
tyfikacji barwników, ale tylko w przypadku silnie wy-
barwionych włókien (Kirkbride, 2018). Wynika to z ni-
skiej czułości absorbancji w podczerwieni w stosunku 
do  tych składników, których w barwionych włóknach 
jest mniej niż 5%, a właśnie na takim poziomie wystę-
pują barwniki, w tym reaktywne. M. C. Grieve oraz jego 
współpracownicy (1998) wnioskując na podstawie 
prowadzonych badań, wskazali na możliwość identyfi-
kacji barwników wykorzystywanych we włókiennictwie  
przy  zastosowaniu spektroskopii w podczerwieni, jed-
nak dotyczyło to szczególnego rodzaju włókien akrylo-
wych. Bardziej popularna w zakresie identyfikacji bar-
wionych włókien, w tym również włókien bawełnianych, 
okazała się technika spektroskopowego odbicia rozpro-
szonego w podczerwieni (DRIFTS) (Kokot i in., 1997).

Szczegółowy opis możliwości badań spektrosko-
powych barwionych włókien bawełny przestawiono 
we wspomnianej już publikacji D. Śmigiel-Kamiń-
skiej (2020).

5.  Metody chromatograficzne 
wykorzystywane do identyfikacji 
włókien bawełny barwionej 
barwnikami reaktywnymi

Chromatograficzne metody badania bawełny bar-
wionej barwnikami reaktywnymi składają się z dwóch 
głównych etapów: ekstrakcji barwników reaktywnych 
z włókna oraz analiz chromatograficznych uzyskanych 
ekstraktów z interpretacją uzyskanych wyników.

5.1.  Ekstrakcja barwników reaktywnych z bawełny

Ekstrakcja barwników reaktywnych z bawełny wy-
maga szczególnych warunków. Konwencjonalne meto-
dy ekstrakcji są zbyt słabe, aby rozerwać silne wiązanie 
kowalencyjne barwnik reaktywny – celuloza. Najczę-
ściej stosowanym odczynnikiem do rozszczepienia 
tego wiązania, opisywanym w dostępnej literaturze, 
jest 1,5% roztwór wodorotlenku sodu (NaOH) (Doc-
kery i in., 2009; Home, Dudley, 1981; Hoy, 2013; Sirén, 
Sulkava, 1995; Sultana i in., 2019; Xu i in., 2001). W tym 
celu stosuje się alkaliczną hydrolizę z wykorzystaniem 
wodnego roztworu mocnej zasady. W środowisku  

alkalicznym grupy alkoholowe celulozowego szkieletu 
bawełny zachowują się jak słaby kwas i ulegają jonizacji 
(Dockery i in., 2009). Podczas prowadzonej hydrolizy 
może dojść również do rozszczepienia innych wiązań 
chemicznych obecnych w cząsteczce barwnika, w wy-
niku czego może powstać wiele produktów. Mechanizm 
alkalicznej hydrolizy przestawia rycina nr 9.

Czas trwania hydrolizy alkalicznej wynosił 25 min 
(Sirén, Sulkava, 1995) lub 60 min (Hoy, 2013; Feng 
i in., 2020; Sultana i in., 2019), a temperatura ekstrak-
cji 80oC (Feng i in., 2020; Sultana i in., 2019) lub 100oC 
(Hoy, 2013; Sirén , Sulkava, 1995; Xu i in., 2001). W za-
leżności od wielkości próbek badawczych użyto 5 µl 
(Xu i in., 2001), 50 µl (Hoy, 2013), 500 µl (Dockery i in., 
2009) i 1 ml (Feng i in., 2020; Sultana i in., 2019) roz-
tworu NaOH.

Wiązanie kowalencyjne barwnik reaktywny – baweł-
na próbowano również rozszczepić przy użyciu: mie-
szaniny siarczek sodu – woda – poli(vinylopirolidon) 
(PVP) (Home, Dudley, 1981), bromowodoru (Home, 
Dudley, 1981), 60% H2SO4 (Home, Dudley, 1981), 
29,7% wodorotlenku amonu (Dockery i in., 2009) i wo-
dorotlenku baru (Dockery, 2009). Dane mówiące o uży-
tych objętościach pozostałych czynników ekstrahują-
cych nie zostały przedstawione. 

Wyżej opisane badania przeprowadzono na ma-
teriale badawczym w postaci: fragmentów odzieży 
bawełnianej o powierzchni 0,25-5,5 cm2 (Sirén, Sul-
kava, 1995), 3 mg bawełny (Feng i in., 2020; Sulta-
na i in., 2019), 10 cm bawełnianej nitki (Dockery i in., 
2009) oraz pojedynczych włókien o długości 1-15 mm 
(Hoy, 2013).

Kolejną metodą wykorzystywaną do ekstrakcji barw-
ników reaktywnych z włókien bawełnianych jest eks-
trakcja enzymatyczna (Carey i in., 2013; Feng i in., 
2020; Góra , Wąs-Gubała, 2019; Schotman i in., 2017). 
Pierwszy etap tej ekstrakcji jest podobny do hydrolizy 
alkalicznej przestawionej powyżej z wyjątkiem zasto-
sowanych objętości roztworu NaOH. Były one nastę-
pujące: 10 µl (Carey i in., 2013; Schotman i in., 2017), 
50 µl (Góra, Wąs-Gubała, 2019) oraz 100  µl (Feng 
i in., 2020). Po tym etapie materiał badawczy zwykle 
był płukany w kwasie octowym (CH3COOH) i roztwo-
rze celulazy (Carey i in., 2013), roztworze celulazy 
w CH3COOH o pH 5 (Schotman i in., 2017) lub  roz-
tworze celulazy w buforze octowym o pH 5 (Feng i in., 
2020; Góra, Wąs-Gubała, 2019). Następnie do próbek 
dodawano roztwór celulazy i przeprowadzano eks-
trakcję enzymatyczną według różnych procedur: 20 h 
z mieszaniem (500 rpm) 50oC (Carey i in., 2013; Schot-
man i in., 2017), 20 h w łaźni wodnej lub z wykorzy-
staniem ultradźwięków w temperaturze 50, 55 i 60oC 
(Góra, Wąs-Gubała, 2019) oraz 24 h w łaźni z wytrzą-
saniem w 50oC (Feng i in., 2020). Jako materiał badaw-
czy użyto: 3 mg tkaniny bawełnianej (Feng i in., 2020), 
1 cm bawełnianej nitki (Góra, Wąs-Gubała, 2019) 
oraz włókno bawełniane o długości 10 mm (Carey i in., 
2013; Schotman i in., 2017). W zależności od wielkości 
próbki bawełny objętość roztworu celulazy wynosiła 
10 µl (Carey i in., 2013; Schotman i in., 2017), 150 µl 
(Góra, Wąs-Gubała, 2019) i 1 ml (Feng i in., 2020).
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Podsumowując, najlepsze wyniki ekstrakcji barwni-
ków reaktywnych z bawełny otrzymano dla 1,5% roz-
tworu NaOH (hydroliza alkaliczna) i roztworu celulazy 
(ekstrakcja enzymatyczna). Jednakże czas prowadze-
nia hydrolizy alkalicznej jest krótszy od procedury z wy-
korzystaniem ekstrakcji enzymatycznej.

Szczegółowy opis warunków ekstrakcji barwników 
reaktywnych z bawełny przestawiono w publikacji 
D. Śmigiel-Kamińska i in. (2020).

5.2.  Analiza chromatograficzna barwników 
reaktywnych wyekstrahowanych z barwionej bawełny 

Włókna jako ślady kryminalistyczne najczęściej ma
ją długość nie większą niż kilka milimetrów i zawierają 
od 2 do 200 ng barwnika (Dorrien, 2006). W związku 
z tym metody chromatograficzne stosowane do iden-
tyfikacji barwników reaktywnych izolowanych z włó-
kien bawełny muszą być bardzo czułe. Z tego powo-
du najczęściej stosowanymi technikami identyfikacji  

są wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) 
sprzężona z następującymi detektorami: spektrofoto-
metrycznym UV-Vis (Zotou i in., 2002), matrycą diodo-
wą (DAD) (Carey i in., 2013; Chemchame i in., 2010; 
Chemchame i in., 2012; Feng i in., 2020; Schotman 
i in., 2017; Sultana i in., 2019), spektrometrem mas wy-
sokiej rozdzielczości (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 pokazują, iż aparaty 
HPLC-MS zazwyczaj były wyposażone w dwa syste-
my detekcji (Carey i in., 2013; Feng i in., 2020; Schot-
man i in., 2017; Sultana i in., 2019).

Rozdzielenia chromatograficzne najczęściej prowa-
dzi się przy wykorzystaniu faz krzemionkowych mo-
dyfikowanych grupami C18 (faza odwrócona) (Chem-
chame i in., 2010; Chemchame i in., 2012; Feng i in., 
2020; Hu i in., 2018; Sultana i in., 2019; Zotou i in., 
2002) i długości kolumn od 50 do 150 mm. W przypad-
ku badań prowadzonych przez A. Carey wraz ze współ-
pracownikami (przypis 2013) oraz T. G. Schotman  
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ze współpracownikami (przypis 2017) zastosowana zo-
stała kolumna chromatograficzna Grom-sil 120 ODS-5 
ST o długości 150 mm.

W większości przypadków rozdzielenie chromato-
graficzne barwników reaktywnych prowadzi się w pro-
gramach gradientowych przy użyciu takich faz rucho-
mych jak: wodny roztwór mrówczanu amonu i HCOOH 
(pH 4) oraz MeOH/ACN 70/30 (Sultana i in., 2019); oc-
tan amonu w mieszaninie MeOH/H2O (95/5) oraz octan 
amonu w mieszaninie ACN/MeOH (50/50) (Carey i in., 
2013; Schotman i in., 2017), wodny roztwór mrówcza-
nu amonu i HCOOH (pH 4) oraz MeOH/ACN (70/30) 
(Feng i in., 2020), octan amonu w mieszaninie H2O/
ACN (90/10) (pH 6) oraz octan amonu w mieszaninie 
H2O/ACN (10/90) (Chemchame i in., 2012; Hu i in., 
2018), mieszanina CH3COOH z H2O oraz zakwaszony 
ACN (Hu i in., 2018). W jednym przypadku zastosowa-
ne zostały warunki izokratyczne przy użyciu fazy rucho-
mej w postaci mieszaniny ACN i octanu amonu (47:53, 
v/v). Jako środek parujących jony zastosowano bufor 
zawierający bromek trimetyloamoniowy (CTAB) (Zotou 
i in., 2002).

Szybkość przepływu faz ruchomych mieściła się 
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 
i in., 2017); a objętość nastrzyku od 10 do 20 µl. 

Kolejną techniką chromatograficzną, stosowaną 
do  identyfikacji barwników reaktywnych na potrze-
by kryminalistyki, jest ultrasprawna chromatogra-
fia cieczowa (UPLC) sprzężona z detektorami DAD 
oraz MS/MS (Hoy, 2013). Rozdzielenia analitów doko-
nywano za pomocą kolumny C18 o długości 50  mm. 
Jako fazy ruchome zastosowano: roztwór wodny 
10 mM octanu amonu (pH 9,3) oraz ACN. Analiza pro-
wadzona była w warunkach gradientowych. Szybkość 
przepływu faz wynosiła 0,4 ml/min, czas analizy 5 min, 
a objętość nastrzyku 10 µl (Hoy, 2013).

Jak wspomniano wyżej, rozerwanie wiązania ko-
walencyjnego utworzonego pomiędzy barwnikiem re-
aktywnym a włóknem bawełny, za pomocą hydrolizy 
alkalicznej lub ekstrakcji enzymatycznej, może skutko-
wać pojawieniem się zmienionych struktur barwników 
oraz  powstaniem wielu produktów reakcji z pojedyn-
czej cząsteczki tegoż barwnika. Z tego powodu bardzo 
przydatna, przed analizami, okazała się synteza czę-
ściowo i całkowicie zhydrolizowanych form poszcze-
gólnych barwników reaktywnych (Feng i in., 2020; 
Nayar, Freeman, 2008; Sultana i in., 2019) lub/i uzyska-
nie produktów ekstrakcji enzymatycznej zawierających 
jednostki celobiozy (Wąs-Gubała, Machnowski 2014).

Szczegółowy opis warunków analiz chromatogra-
ficznych barwników reaktywnych ekstrahowanych 
z bawełny przestawiono w publikacji pt. D. Śmigiel-Ka-
mińskiej i in. (2020).

5.3.  Identyfikacja barwników obecnych w bawełnie 
barwionej różnymi rodzajami barwników

Przedstawione powyżej warunki analiz odnoszą się 
do włókien bawełnianych wybarwionych barwnikami 

reaktywnymi. Jednakże poszczególne włókna mogą 
być również barwione mieszaninami różnych rodzajów 
barwników. W związku w tym, w dostępnej literaturze, 
można znaleźć algorytmy bardzo pomocne w identyfi-
kacji barwników lub ich mieszanin przy wykorzystaniu 
reakcji charakterystycznych lub zastosowaniu TLC 
(Laing i in., 1991; Lewis, 2009; Wiggins, 2017).

Jako jedni z pierwszych, schemat identyfikacji barw-
ników reaktywnych, poprzez wykluczenie, zapropono-
wali D. K. Laing oraz współpracownicy (1991). W przed-
stawionej procedurze barwniki nie były ekstrahowane 
organicznymi rozpuszczalnikami. Włókna poddawano 
działaniu środka redukującego jakim jest ditionin sodu 
w wodorotlenku sodu. Jeżeli barwniki miały charakter 
azowy to ulegały odbarwieniu. Ta nieodwracalna re-
akcja pozwalała odróżnić azowe barwniki reaktywne 
od pozostałych klas barwników.

Eksperci z byłego Forensic Science Service w Anglii 
opracowali schematy ekstrakcji barwionych włókien, 
w tym również bawełny w celu izolacji oraz identyfika-
cji różnych klas barwników (Laing i in., 1991). Schemat 
taki również został przedstawiony przez D. M. Lewi-
sa (2009) w jednym z rozdziałów książki pod tytułem 
„Identification of Textile Fibres” (ryc. 10).

6.  Porównanie potencjału metod chro-
matograficznych i spektroskopowych 
do identyfikacji włókien bawełnianych 
do celów sądowych

Badania kryminalistyczne muszą dostarczyć możli-
wie najwięcej informacji na temat badanego materiału 
dowodowego. Identyfikacja i badania porównawcze 
mikrośladów w postaci włókien opierają się na meto-
dach mikroskopowych, spektroskopowych, jak również 
chromatograficznych.

Pierwszym etapem badań barwionych włókien tek-
stylnych w laboratoriach kryminalistycznych są ba-
dania wykorzystujące mikroskopię optyczną. Obraz 
mikroskopowy uzyskany w ten sposób daje istotne 
informacje o budowie i właściwościach fizykochemicz-
nych włókien, w tym o ich kolorze. Wykorzystuje się 
wówczas mikroskopię: stereoskopową (ze światłem 
odbitym), badawczą (ze światłem przechodzącym bia-
łym, spolaryzowanym i ultrafioletowym (UV)) oraz flu-
orescencyjną. 

Po etapie badań mikroskopowych następuje faza 
analizy składu chemicznego włókien, w której wykorzy-
stuje się przede wszystkim techniki spektroskopowe, 
zdecydowanie rzadziej chromatograficzne. Wybór me-
todyki badawczej uwarunkowany jest postacią i ilością 
materiału zarówno dowodowego, jak i porównawczego, 
ale również dostępnym odpowiedniego wyposażeniem 
laboratoriów kryminalistycznych. 

Stosowane techniki spektroskopowe należą do tych, 
które w większości przypadków nie wykazują destruk-
cyjnego wpływu na badane próbki, co jest bardzo 
ważne w badaniach kryminalistycznych. Otrzyma-
ne wyniki to widma z pasmami charakterystycznymi  
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dla polimerów włóknotwórczych, barwników bądź obu 
tych składników włókien. Uzyskane dane zależą od ro-
dzaju wybranej do badań spektroskopii (MSP UV-Vis, 
FTIR, spektroskopia Ramana) oraz parametrów po-
miarów (np. długość linii wzbudzenia). 

Uzupełnieniem prowadzonych badań włókien mogą 
być również te przeprowadzone przy wykorzystaniu 
skaningowego mikroskopu elektronowego, zwłaszcza 
kiedy jednym z aspektów analizy włókien są ich uszko-
dzenia. Jednakże uzyskany obraz jest biało-czarny, 
w związku z tym technika ta nie nadaje się do identyfi-
kacji barwników. 

Techniki chromatograficzne są niszczące w sto-
sunku do materiału badawczego, ale wyniki takich ba-
dań mogą dostarczyć istotnych informacji na temat 
zastosowanych barwników. Identyfikacja taka opiera 
się nie tylko na czasach retencji, ale często również 
na  widmach mas oraz wyselekcjonowanych, charak-
terystycznych dla danych barwników wartościach m/z. 

Techniki te umożliwiają porównanie barwników wyeks-
trahowanych z włókien stanowiących materiał dowo-
dowy z analogicznie przygotowaną próbką z materiału 
porównawczego. Często możliwe jest również określe-
nie struktury chemicznej analizowanych barwników.

Kolejnymi parametrami różnicującymi techniki spek-
troskopowe i chromatograficzne są: czas przygotowa-
nia próbki oraz czas analizy. Oba te czasy są dłuższe 
w przypadku chromatografii. 

W trakcie badań z wykorzystaniem technik spektro-
skopowych włókno traktowane jest jako gotowa próbka, 
jednak w niektórych przypadkach warunki analizy muszą 
być ustalane indywidualnie (spektroskopia Ramana).

W technikach chromatograficznych badanie można 
podzielić na etapy:

1)	ekstrakcja barwnika/ów z próbki włókien, czy też 
włókna, 

2)	analiza otrzymanego ekstraktu, 
3)	analiza otrzymanych wyników. 

 
Rysunek 10. Schemat ekstrakcji barwników z włókien bawełnianych i celulozowych (Lewis, 

2009) 

Etap 1 

Lodowy kwas octowy 
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Etap 2: 

Pirydyna/woda (4 : 3) 

100°C, 20 min 

BARWNIKI 
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Etap 3: 

Ditionit/poliwinylopirolidyna* 

100°C, 20 min 
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plamki inny niż kolor 
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kolor włókien 

BARWNIKI 
INGRAINOWE 

Zmieniony kolor włókien 

Kolor plamki taki sam jak 
kolor włókien 

Etap 4: 

Nowe włókna 

10-14% podchloryn sodu 

100°C, 20 min 

Zmieniony kolor 
włókien 

BARWNIKI 
SIARKOWE 

Niezmieniony kolor 
włókien 

BARWNIKI 
KADZIOWE 

* ditionian sodu (80 mg), poliwinylopirolidyna (30 mg), NaOH (10%, 450 µl), 
   woda (9 ml); użyć natychmiast 

Ryc. 10.  Schemat ekstrakcji barwników z włókien bawełnianych i celulozowych (Lewis, 2009)
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