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I. Cel éwiczenia

Celem ¢wiczenia jest rejestracja oraz analiza widm Ramana powszechnie dostepnych lekéw, analiza
ich sktadu oraz oznaczenie zawartosci w nich substancji czynnej oraz substancji dodatkowych.

Pytanie organu procesowego: Czy dostarczone materiaty dowodowe w postaci tabletek pochodzg z
tego samego zrédta (od tego samego producenta), co leki znalezione w miejscu popetnienia
przestepstwa?

Wstep teoretyczny

Ekspertyza fizykochemiczna obejmuje badania identyfikacyjne i porownawcze oraz badania
wtasciwosci substancji chemicznych ujawnionych podczas ogledzin miejsca zdarzenia. Do substancji
tych naleza miedzy innymi S$rodki odurzajgce, substancje psychotropowe, draznigce
i obezwtadniajace, alkohole, leki, materiaty wybuchowe i tatwopalne oraz inne ujawnione mikroslady
(wtékna, lakiery, smary). Szczegdlne znaczenie w badaniach fizykochemicznych ma ich zastosowanie
w toksykologii, gdzie kluczowe staje sie ustalenie wptywu danej substancji na organizm cztowieka.
Badania identyfikacyjne polegaja na rozpoznaniu danej substancji poprzez pomiar jej
charakterystycznych cech (np. pasm ramanowskich w danym zakresie spektralnym) i poroéwnanie ich
z danymi literaturowymi lub zgromadzonymi w specjalnych bazach. Badania poréwnawcze majg na
celu okreSlenie podobienstwa miedzy cechami/wtasciwosciami materiatu dowodowego oraz
materiatu  poréwnawczego. Na podstawie przeprowadzonej analizy wynikébw badan
fizykochemicznych mozna réwniez okresli¢, czy materiat dowodowy pochodzi z tej samej grupy, serii
produkcyjnej czy od tego samego producenta co materiat poréwnawczy. Materiat poréwnawczy
powinien posiada¢ te same wiasciwosci (stan skupienia, konsystencje, barwe, potysk i inne) co
materiat dowodowy. Metody spektroskopowe (UV-VIS, IR, RAMAN) sg technikami wykorzystywanymi
do identyfikacji zwigzkow organicznych i nieorganicznych, mozna je stosowac¢ nawet w przypadku
posiadania niewielkiej ilosci materiatu dowodowego.

Spektroskopia ramanowska jest jedng z technik fizykochemicznych wykorzystywang do
identyfikacji i poréwnywania substancji chemicznych. W kryminalistyce stosuje sie te metode do
badania ptynéw ustrojowych (sliny, spermy, krwi) oraz w toksykologii do identyfikacji substancji
toksycznych (lekéw, narkotykdw, substancji psychoaktywnych), a takze do badania innych
materiatow dowodowych: klejéw, szminek, lakieréw samochodowych.

Spektroskopia Ramana nalezy do technik pomiarowych, w ktérych bada sie promieniowanie
rozproszone. Odpowiednie ustawienie detektora promieniowania pozwala na detekcje sSwiatta
rozproszonego i pomiar jego natezenia oraz dtugosci fali. Sktad oraz strukture czgsteczek badanych
substancji okresla sie w spektroskopii Ramana na podstawie analizy ruchéw oscylacyjnych, czyli
drgan atoméw czasteczki wokoét ich potozen réwnowagi. Ruchy te sg zwigzane ze zmiang dtugosci
wigzan oraz zmianami katéw miedzy wigzaniami. W metodzie tej wykorzystuje sie $wiatto z zakresu
widzialnego, ktére ulega rozproszeniu w wyniku oddziatywania pola elektrycznego fali
elektromagnetycznej z czasteczkami osrodka. Swiatto rozproszone jest emitowane przez indukowany
drgajagcy moment elektryczny, ktérego wielkos¢ zalezy miedzy innymi od polaryzowalnosci
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elektronowej czgsteczki. Promieniowanie elektromagnetyczne o czestosci v, indukuje w czasteczce
moment dipolowy Hing proporcjonalny do natezenia sktadowej elektrycznej E tego pola:

Wing = @E,

wspotczynnik proporcjonalnosci o jest polaryzowalnoscig elektronowg czasteczki. Wielkos¢
drgajagcego indukowanego momentu dipolowego opisuje nastepujgce wyrazenie:

u = aEycos(2mvyt),

w ktérym E cos(2my,t) opisuje pole elektryczne fali o czestosci vy padajacej na uktad czasteczek.
Polaryzowalnos¢ zmienia sie w trakcie ruchu drgajgcego atoméw, gdy zmianie ulegajg dtugosci
wigzan i katy pomiedzy nimi. Jest ona jest funkcjg wychylenia uktadu atomoéw z potozenia réwnowagi.
Zmieniajacy sie w czasie indukowany moment dipolowy emituje fale elektromagnetyczne o czestosci
rownej czestosci promieniowania padajgcego (rozpraszanie Rayleigha) oraz o czestosciach wyzszych
i nizszych od czestosci promieniowania padajgcego (rozpraszanie Ramana). Podczas rozpraszania
Rayleigha czasteczka przechodzi ze stanu podstawowego do tzw. stanu wirtualnego, ktdry znajduje
sie miedzy poziomem elektronowym podstawowym a pierwszym poziomem elektronowym
wzbudzonym. Energia, ktérg czgsteczka nabyta w wyniku oddziatywania z promieniowaniem
padajacym nie jest wystarczajgca, by osiggngc wzbudzony stan elektronowy. Gdy czgsteczka ze stanu
wirtualnego powraca do stanu podstawowego, to energia promieniowania rozproszonego jest taka
sama jak promieniowania padajgcego - rozpraszanie sprezyste (Rayleigha). Rozpraszanie Ramana jest
rozpraszaniem niesprezystym. Czasteczka przechodzi do stanu wirtualnego, ale powraca na wyzszy
poziom oscylacyjny i w ten sposdb generowane jest pasmo stokesowskie widma Ramana. Czasteczka
moze réwniez przechodzi¢ do stanu wirtualnego z wyzszego poziomu oscylacyjnego i powrdcié¢ do
stanu podstawowego — powstaje wéwczas pasmo antystokesowskie. Schemat przejs¢ pomiedzy
poziomami oscylacyjnymi na podstawowym poziomie elektronowym podczas zjawiska rozpraszania
promieniowania przedstawiono na Rys. 1.

Warunki (tzw. reguty wyboru), jakie muszg by¢ spetnione, by zaszto zjawisko rozpraszania
promieniowania sg nastepujgce: wzbudzenie odbywa sie za pomocg promieniowania widzialnego,
v~ 25000 cm™ w substancjach bezbarwnych, czyli w takich, w ktérych pierwszy wzbudzony poziom
elektronowy jest oddalony o v~ 30000 cm™ od poziomu podstawowego oraz gdy wystepuje zmiana
polaryzowalnosci czgsteczki w czasie jej drgania normalnego tj. (da /dg) # 0. Drganie normalne jest
definiowane jako jednoczesny ruch oscylacyjny atoméw lub grup funkcyjnych czasteczki wokét
potozenia rGwnowagi, odbywajacy sie w zgodnej fazie i z jednakowg czestoscig. Drgania normalne s3
wzajemnie niezalezne. W drganiu tym amplitudy wychyler atomow z potozenia rownowagi mogg by¢
rézne ale nie wystepuje przemieszczenie srodka masy czasteczki.
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Rys. 1. Schemat przejs¢ pomiedzy poziomami oscylacyjnymi na podstawowym poziomie elektronowym podczas zjawiska
rozpraszania promieniowani-.
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IIl. Zagadnienia do opracowania

NV EWNPR

Zjawisko rozpraszania Rayleigha i Ramana — podstawy fizyczne.
Drgania oscylacyjne.

Ramanowska mikroskopia wspétogniskowa (konfokalna).
Lasery jako zrédto wzbudzenia w spektroskopii Ramana.

Emisja spontaniczna.

Emisja wymuszona.

Budowa spektrometru ramanowskiego.

Zastosowania spektroskopii ramanowskie;j.

IV. Zestaw przyrzaddw.

© ©® N o Uk~ W NoR

Spektrometr ramanowski LabRam Aramis firmy Horiba Yobin Yvon.

Kamera CCD Synapse firmy Horiba Yobin Yvon.

Joystick sterowania stolikiem XYZ mikroskopu.

Dwa oswietlacze mikroskopu dla prébek przezroczystych i nieprzezroczystych.
Transformator.

Zasilacz do stolika XYZ mikroskopu.

Zasilacz kamery CCD.

Zasilacze laseréow: He-Ne i YAG:Nd.

Zestaw komputerowy.

O
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V. Wykonanie doswiadczenia i opracowanie wynikow

1. Zapoznac sie z uktadem pomiarowym przedstawionym na Zdjeciach 1, 2 i 3.

Zdjecie. 1 Uktad pomiarowy — widok z przodu: 1 - spektrometr Ramana; 2 - komputer; 3 - kamera CCD; 4 - monitor
z klawiaturg; 5 - joystick sterujgcy stolikiem x,y,z mikroskopu; 6 - oswietlacz mikroskopu; 7 - oswietlacz mikroskopu dla
probek przeZroczystych; 8 - transformator; 9 - zasilacz do stolika x,y,z mikroskopu, 10 - zasilacz do kamery CCD.

Zdjecie 2. Uktad pomiarowy — widok z boku: 1 - Zdjecie 3. Komora spektrometru: 1 - stolik x,y,z
zasilacz lasera He-Ne; 2 - zasilacz lasera mikroskopu; 2 - obiektywy mikroskopu; 3 - Sruba
YAG:Nd: 3 - spektrometr Ramana. przesuwu w kierunku z; 4 - kondensor z polaryzatorem.

2. Zapoznac sie z instrukcjg obstugi stanowiska pomiarowego umieszczonego w Dodatku.
3. Zarejestrowac widma Ramana materiatu dowodowego: tabletek producenta A oraz B.

Zapisa¢ widmo w formacie *.ngs oraz *.txt.

@ Instytut Fizyki DoSwiadczalnej 5.
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4. Zarejestrowa¢ widmo Ramana materiatu porownawczego: substancji czynnej obecnej
w analizowanych lekach (widmo poréwnawcze).
5. Opracowac wyniki pomiarowe:

— przedstawi¢ widma Ramana dla materiatu dowodowego oraz widmo poréwnawcze na jednym
wykresie;

— wskaza¢ pasma ramanowskie (warto$¢ liczby falowej w cm™) pochodzace od drgar grup
molekularnych znajdujgcych sie w czasteczce substancji czynnej lekéw pochodzacych od
réznych producentéw i poréwnac ze wzorcem;

— wskaza¢ pasma ramanowskie (warto$¢ liczby falowej w cm™) pochodzace od substancji
dodatkowych zawartych w lekach - zaznaczy¢ podobierstwa i rdznice miedzy lekami
pochodzacymi od réznych producentéw;

— wykonaé analize poréwnawczg intensywnosci linii substancji czynnej dla wszystkich badanych

probek;
— wyniki analizy poréwnawcze]j potozenia oraz intensywnosci pasm ramanowskich przedstawi¢ w
tabeli:
Tabela 1. Potozenie pasm ramanowskich dla tabletek od réznych producentéw oraz dla substancji
poréwnawczej (wzorzec) .
Rodzaj drgania Potozenie pasma | Potozenie pasma | Polozenie pasma
grupa molekularna ramanowskiego ramanowskiego ramanowskiego
-1 -1 -1
[em™] [em™] [em™]
Producent A Producent B wzorzec

6. Sporzadzié opinie dla organu procesowego.

Sprawozdanie ma mie¢ charakter przyktadowej opinii biegtego tzn.: zawierac takie elementy jak:

— imie, nazwisko, stopien i tytut naukowy, specjalnos¢ i stanowisko zawodowe biegtego;

— imiona i nazwiska oraz pozostate dane innych oséb, ktére uczestniczyty w przeprowadzeniu
ekspertyzy, ze wskazaniem czynnosci dokonanych przez kazdg z nich, w przypadku opinii
instytucji - takze petng nazwe i siedzibe instytucji;

— czas przeprowadzonych badan oraz date wydania opinii;

— szczego6towy opis nadestanego materiatu dowodowego, poréwnawczego (sposdb zabezpieczenia
podczas transportu, opis opakowania, jego cechy ogdélne i indywidualne)
i cytowane pytania organu procesowego;

— informacje o zastosowanych technikach i metodach;

— sprawozdanie z przeprowadzonych badan i obserwacji;

— interpretacje wynikéw i wnioski;

—  podpisy wszystkich biegtych, ktorzy uczestniczyli w wydaniu opinii.

Opinia powinna by¢ napisana zrozumiatym jezykiem, a wnioski powinny by¢ bardzo czytelne, zwtaszcza dla
organow procesowych (dla prokuratury i sedziego).

@ Instytut Fizyki Doswiadczalnej 6.
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Dodatek

Instrukcja obstugi aparatury pomiarowej

1. Wiaczy¢ zasilanie spektrometru Ramana, kamery CCD i stolika xyz mikroskopu konfokalnego
wytgcznikiem na listwie zasilajacej.

2. Wiaczy¢ laser He-Ne — przez przekrecenie kluczyka na obudowie zasilacza lasera (1 na Zdjeciu 2)
(na obudowie zapali sie zielona dioda).

3. Wigczy¢ komputer. Na ekranie monitora pojawi sie pulpit Windows XP. Uruchomic
oprogramowanie ,LabSpec 5” (zaznaczona ikona na Zdjeciu 4).

' start

Zdjecie 4. Widok ekranu monitora przed rozpoczeciem pomiardw. Zaznaczono program
do mierzenia widm Ramana.

Na ekranie pojawi sie okno jak na Zdjeciu 5.

@ Instytut Fizyki Doswiadczalnej 1.
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Zdjecie 5. Widok ekranu monitora z zaznaczonym trybem pracy Video. Zaznaczono
ikone trybu pracy video (u gory) oraz menu ustawienia parametréow pomiaru (na dole).

4. Witaczy¢ kamere — (ikona tryb pracy video zaznaczona na Zdjeciu 5).

Na ekranie pojawi sie tryb pracy video (Zdjecie 6).
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Zdjecie 6. lkona wyboru obiektywu mikroskopu konfokalnego. Dla Si i C wybra¢
obiektyw x50LWD.
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5. W komorze spektrometru (Zdjecie 3) wybraé obiektyw x 50 LWD. Ten sam obiektyw wybraé w
oknie ,menu ustawienia parametréw pomiaru” (Zdjecie 6).

6. Wigczy¢ oswietlacz gérny KL 1500 (6 na Zdjeciu 1). Wytgcznik znajduje sie w dolnej czesci
panelu. Ustawié¢ pokretto lewe w pozycji 4 natomiast pokretto prawe w pozycji C.

7. Umiesci¢ wybrang prébke na stoliku mikroskopu. Pokrecajgc pokrettem ,,z” stolika mikroskopu
(3 na Zdjeciu 3) zogniskowac wigzke Swiatta na prébce az do uzyskania obrazu powierzchni
probki na monitorze (Zdjecie 7).

8. Uzyska¢ ostry obraz powierzchni badanej prébki poprzez delikatne pokrecanie pokrettem
joysticka lewo-prawo. Wtasciwy obraz powierzchni prébki przedstawia Zdjecie 8.

Zatwierdzi¢ aktualng pozycje stolika z probke w oprogramowaniu spektrometru naciskajac trzy
czerwone przyciski w ikonie XYZ Coords. Wspétrzedne x, vy, z stolika (XYZ Coords) przyjma wtedy
wartosci zerowe.

Wskazowka

W przypadku pogorszenia ostrosci obrazu mozna powréci¢ do poprzedniego
obrazu wpisujac zera w wartosciach X, Y, Z w okienku XYZ Coords.

/ LabSpec - [Video : Video *]
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Zdjecie 7. Nieostry obraz powierzchni badanej probki na monitorze.
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Zdjecie 8. WyraZzny obraz powierzchni probki. Zaznaczono: ikone Stop (u gory); ikony
przestony mikroskopu (Hole) oraz kontroli pozycji stolika mikroskopu (XYZ Coords),
temperature detektora (na dole).

9. Sprawdzi¢ temperature detektora - powinna by¢ nizsza niz - 60°C (Zdjecie 8).
10. Wytaczy¢ oswietlacz gérny (6 na Zdjeciu 1) wytgcznikiem w dolnej czesci panelu.
Wytaczy¢ tryb video przez uaktywnienie ikony Stop (Zdjecie 8). Odczekac okoto 10 sekund.

UWAGA!

Nalezy bezwzglednie wylaczy¢ tryb pracy wideo podczas pomiaru widma. W
przeciwnym razie moze nastapic¢ uszkodzenie kamery video.

11. W celu rejestracji widma nalezy przejs¢ do trybu pracy w czasie rzeczywistym (Real Time
Domain - RTD). Przed przejsciem do trybu RTD nalezy sprawdzi¢ ustawienia w oknach
dialogowych ,,menu ustawienia parametréw pomiaru” na dole ekranu (Zdjecie 9):

e laser - wybrac laser He-Ne;

e Filter — ustali¢ D1;

e Hole —wpisaé¢ 50um i nacisnac enter;

e Siatka — wybra¢ 600l/mm;

e Obiektyw — wybrac x50 LWD;

e Acquisition — w kolejnych oknach wpisaé parametry pomiaru widma: 1,1,1 lub 1,1,10;

@ Instytut Fizyki Doswiadczalnej 10.
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e Upewnic sie, ze dla XYZ Coords we wszystkich oknach wpisane sg wartosci 0, 0, 0;
o Wigczyc laser przez uaktywnienie okna Aramis;

e Spectrometer — wpisa¢ warto$é¢ 0 cm™.
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Zdjecie 9. Wybor parametrow przy rejestracji widma w czasie rzeczywistym RTD. Zaznaczono: ikony trybu RTD
i Stop (u gory) oraz ikony wybor lasera, zerowego rzedu widma, siatki, wigczania — wylqczania lasera (na dole).

12. Wigcz tryb RTD przez uaktywnienie ikony RTD na gdrze ekranu (Zdjecie 9).
Jesli przesuniecie linii na ekranie nie jest wieksze niz 1 nm przystapic¢ do dalszych pomiardéw.

13. Wytaczyé pomiar przez wcisniecie ikony Stop, ustali¢ w oknie Spectrometer wartos¢ 1000,
nastepnie powtérnie wigczyc tryb RTD przez uaktywnienie ikony RTD na gorze ekranu.

W celu uzyskania optymalnego sygnatu skorzysta¢ z menu ustawienia z lewej strony ekranu
(Zdjecie 10).
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Zdjecie 10. Przyktadowe widmo Ramana. Zaznaczono: zapis widma (File), Acquisition i
Menu ustawiania obrazu (u gdéry) oraz ikone przestony mikroskopu (na dole).

14. Zarejestrowaé widma. W tym celu zapisa¢ widma przez uaktywnienie zaktadki ,File” w menu
gtéwnym a nastepnie poprzez wybdr opcji ,Save as”.

Zapisa¢ widmo w dwaéch plikach: jedno w formacje *.ngs; drugie w formacje *.txt (format txt
nadaje sie do obrébki przy pomocy programéw Microcal Origin i MS Excel).

15. Wytaczyé spektrometr. W tym celu zamkngé otwor przestony mikroskopu okno ,Hole” w menu
pomiarowym. Z menu gtdwnego w zaktadce , Acquisition” uaktywnic¢ opcje ,Heat detector”.
Odczekaé az temperatura detektora wzroénie powyzej 0°C.

16. Wytaczy¢ komputer. Wytaczy¢ spektrometr (wytgcznikiem na listwie zasilajacej).
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