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I. Cel éwiczenia

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie sie z zjawiskiem fluorescencji i mozliwosciami jego

zastosowan w kryminalistyce.
Dodatkowo studenci bedg mogli zapoznac sie ze zjawiskiem chemiluminescencji.

Pytanie organu procesowego: Czy w sktad dostarczonych przez prowadzacego materiatéw
dowodowych moga wchodzi¢ te same fluorofory?

II. Wstep teoretyczny

Luminescencja jest jedng z form oddawania zaabsorbowanej energii przez atomy
czy czasteczki, ktérg mozemy zarejestrowaé w postaci widma. Jest bardzo czuta metoda
badawczg pozwalajgca zidentyfikowaé rézne substancije.

Luminescencja (lumen po facinie znaczy Swiatto), to promieniowanie, ktore nie jest
pochodzenia termicznego. Wedtug Wawitowa: , Luminescencja to nadwyzka promieniowania
ciata nad promieniowaniem temperaturowym tego samego ciata w danej czesci widmowej i
w danej temperaturze, ktéra ponadto charakteryzuje sie skornczonym czasem s$wiecenia, to
znaczy nie zanika natychmiast po przerwaniu wzbudzenia.”

W zaleznosci od tego w jaki sposdéb molekuta zostata przeniesiona do stanu
wzbudzonego wyrdzniamy fotoluminescencje, bioluminescencje, chemiluminescencije,
termoluminescencje, tryboluminescenje, eletroluminescencje, elektronoluminescencje lub
sonoluminescencje.

Fotoluminescencja jest wywotana przez pochtoniecie promieniowania
elektromagnetycznego z obszaru widzialnego lub ultrafioletu. Pochfonieta energia jest
nastepnie wyemitowana takze w postaci Swiatta, na ogdt o mniejszej energii niz energia
Swiatta wzbudzajgcego. Fotoluminescencje dzielimy na fluorescencje i fosforescencje.
Molekuty wykazujace zjawisko fluorescencji nazywamy fluoroforami i mogg by¢ pochodzenia
naturalnego (witamina B,, chlorofil) bgdz sztucznego (rodamina 6G, akrydon).

Kazda molekuta posiada charakterystyczny dla siebie uktad poziomdéw energetycznych —

elektronowych, oscylacyjnych i rotacyjnych. Jesli molekule dostarczymy odpowiednig
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energie, znajdzie sie ona np.: na wyzszych poziomach oscylacyjnych wzbudzonego stanu
elektronowego (w stanie wzbudzonym).

Zanim dojdzie do fluorescencji molekuta w stanie wzbudzonym przetrwa liczne zderzenia z
innymi molekutami. W wyniku tych zderzen straci nadwyzke energii wzbudzenia i osiggnie
stan rownowagi cieplnej z otoczeniem po ok 10" s. W stanie tym przebywa wystarczajgco
dtugo (10%-107 s), aby mogta nastapi¢ fluorescencja do oscylacyjnych poziomdéw stanu
podstawowego So.

Zgodnie z teorig Kashy fluorescencja nieomal zawsze nastepuje ze stanu S;, niezaleznie od

tego ktoéry stan singletowy zostat wzbudzony (S, S,...).
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ABSORPTION  FLUORESCENCE PHOSPHORESCEMNCE

CHARACTERISTIC TIMES
absarption 10 5
vibrational relaxation 10"-10™ s

litetime of the mecited state 5, 107107 5 — fluorescenca
Intersystam crossing 107°-10% &
niernal conversion  107-107 5
Ifetme of the excited state T, 10% -1 & —» phosphorescenca

Diagram Jabtorskiego, widma absorpdji, fluorescencji oraz fosforescencji [Zrédto: B. Valeur, Molecular Fluorescence

Principles and Applications, 2001, Wiley-VCH]
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Stokes i Lommel ustalili, ze:
a) pasmo fluorescencji i jego maksimum sg przesuniete w strone dtugofalowa wzgledem
pasma absorpcji;

b) pasma absorpcji i fluorescencji czesciowo sie nakrywaja.
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Przyktadowe widma absorpcji (po lewej stronie) i fluorescencji (po prawej stronie) DPH oraz DAPI [Zrédfto: J.R. Lakowicz,

“Principles of fluorescence spectroscopy”, zmienione]

Widma fluorescencji mogg zmienia¢ sie w zaleznosci od stezenia barwnika, uzytego

rozpuszczalnika (pH, lepkos¢), temperatury.
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Widma fluorescencji dla Rodaminy 6G dla réznych stezen zwigzku.
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Widma fluorescencji dla Nile Red w réznych rozpuszczalnikach.

Przyktadowe zastosowania fluorescencji w kryminalistyce:

- Slady krwi w warunkach laboratoryjnych mozna wykry¢ przy uzyciu luminolu, ktory
w reakcji z krwig w odpowiednich warunkach zaczyna swieci¢ (chemiluminescencja — pokaz
na zajeciach).

- Badania fluorescencyjne pozwalajg rowniez na ujawnianie $ladéw linii papilarnych
wykazujgcych fluorescencje wtasng lub z zastosowaniem chemicznych metod wizualizacji.
Fluorescencja wtasna moze by¢ wynikiem zanieczyszczenia $ladéw substancjami
fluoryzujacymi (np. narkotykami, atramentem, zwiekszong iloscia w pocie witaminy B,).
Drugg opcja jest ujawnienie $ladow pozostawionych na podtozach wykazujgcych
fluorescencje. Slady uwidaczniajg sie wéwczas w postaci ciemnych ksztattéw na tle
Swiecgcego podtoza.

Metody kontrastujgco — fluorescencyjne stosowane sg do sladéw ujawnionych
cyjanoakrylanem, wykazujg staby kontrast z podtozem, co utrudnia wfasciwg rejestracje
Sladu. Wymagaja one dodatkowego kontrastowania, przy uzyciu barwnikdéw
fluorescencyjnych: ardrox (nazwa handlowa barwnika fluorescencyjnego), rodamina 6G,
safranina.

Zjawisko fluorescencji stosowane jest rowniez szeroko w innych metodach badawczych, np.
w mikroskopii fluorescencyjnej, a takie w technikach zabezpieczern banknotow i

dokumentow.

@ Instytut Fizyki DoSwiadczalnej 4,

UNIWERSYTET GOANSKI


https://pl.wikipedia.org/wiki/Mikroskop_fluorescencyjny
https://pl.wikipedia.org/wiki/Banknot

i DLF Cwiczenie 9 : Zjawisko fluorescencji i jego zastosowanie w
~ DYDAKTYCZNE

dl o laboratoriach kryminalistycznych
FIZYCINE

IIl. Literatura

K.Pigon, Z.Ruziewicz, ,Chemia fizyczna”, PWN, Warszawa 1986r.
J. Kecki ,Podstawy spektroskopii molekularnej”, Warszawa, PWN 1998.

P.Borowski, ,Wybrane zagadnienia spektroskopii molekularnej” Wydawnictwo
UMCS, Lublin 2001.

B. Valeur- “Molecular Fluorescence. Principles and Applications”, 2001 Wiley-VCH
S. Paszyc, ,,Podstawy fotochemii”, Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 1992.
P. Suppan, ,,Chemia i Swiatto”, Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 1997.
J.R. Lakowicz, “Principles of fluorescence spectroscopy”, Springer 2006.

A. Kawski ,,Fotoluminescencja roztworéow”, Warszawa, PWN 1992.

I. Sottyszewski, P. Polak — ,,Badania kryminalistyczne”, Wyd. UMW. Olsztyn, 2007.

IV. Zagadnienia do opracowania

1. Energia wewnetrzna czasteczek wieloatomowych.
Oddziatywanie promieniowania elektromagnetycznego z molekutami
wieloatomowymi.
3. Procesy dezaktywacji standw wzbudzonych czgsteczek wieloatomowych. Zjawisko
fluorescenciji.
4. Reguta Stokesa.
5. Parametry pasma spektralnego.
6. * Dodatkowo podstawowe obserwable fluorescenciji:
— widmo emisji;
— wydajnos$¢ kwantowa emisji;
7. Budowa i zasada dziatania spektrofluorymetru.
@ Instytut Fizyki DoSwiadczalnej 5.
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V. Zestaw przyrzadow.
1. Spektrofluorymetr firmy Horiba Jobin Yvon, model FluoroMax 4 TCSPC.

2. Zestaw komputerowy.

VI. Wykonanie doswiadczenia i opracowanie wynikéw

1. Zapoznaj sie z instrukcjg dziatania spektrofluorymetru dostepng w Dodatku B.

2. Zmierz widma fluorescencji przygotowanych prébek (do wyboru przez prowadzacego
zajecia). Wybierz dtugos¢ fali swiatta wzbudzajagcego na podstawie widm absorpcji
umieszczonych w Dodatku A. Dla danego zwigzku pomiary przeprowadz w tych
samych warunkach (szczeliny, kuweta).

a. badanie widma fluorescencji leku: np.: iwabradyna — lek na serce;
b. badanie widma fluorescencji barwnika uzywanego w wizualizacji $ladéw:
rodamina 6G (wptyw stezenia barwnika na widmo emisji);
c. badanie widma fluorescencji pochodnej witaminy B,;
d. badania widma fluorescencji toniku do picia. Sprébuj odpowiedzie¢ na
pytanie dlaczego tonik do picia ,$wieci”?
e. badania widma fluorescencji Nile Red w réznych rozpuszczalnikach (wptyw
rozpuszczalnika na widma fluorescenc;ji).
3. Nanie$ otrzymane widma fluorescencji dla danego podpunktu (a, b, c, d, e) na jeden
wykres .
4. Unormuj otrzymane widma do 1.

5. Przeanalizuj otrzymane wyniki. Mozna w tym celu postuzy¢ sie tabelkg zawierajaca

potozenia maksiméw pasm fluorescencji lub stworzy¢ wtasna.
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Zwroc¢ uwage na ksztatt widm.

6. Sprawozdanie ma mieé charakter przyktadowej opinii biegtego tzn.: zawierac takie
elementy jak:

— imie, nazwisko, stopien i tytut naukowy, specjalnosé 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;

— szczegbtowy opis nadestanego materiatu dowodowego, poréwnawczego
(sposdb zabezpieczenia podczas transportu, opis opakowania, jego cechy
ogolne i indywidualne)

i cytowane pytania organu procesowego;

— informacje o zastosowanych technikach i metodach;

— sprawozdanie z przeprowadzonych badan i obserwacji;

— interpretacje wynikow i wnioski;

— podpisy wszystkich biegtych, ktérzy uczestniczyli w wydaniu opinii.

Opinia powinna by¢ napisana zrozumiatym jezykiem, a wnioski powinny byé¢ bardzo
czytelne, zwtaszcza dla organdéw procesowych (dla prokuratury i sedziego).
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Dodatek A
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Dodatek B

Instrukcja obstugi stanowiska do pomiaru widm fluorescencji

1. Zapoznac sie z uktadem pomiarowym.

Zdjecie 1 Uktad pomiarowy z zaznaczong komorg pomiarowg.

2. Wiaczy€ zasilanie poszczegdlnych elementéw uktadu:

UWAGA!

Przed wigczeniem zasilania zamkng¢ komore prébek 2 na Zdjeciu 1!!!
Wartos¢ liczby zliczeri powinna by¢ nizsza od liczby 10°.

¢ wigczy¢ zasilanie spektrofluorymetru (wtgcznikiem po prawej stronie obudowy);
¢ wigczy¢ komputer (wtgcznikiem na przedniej ptycie obudowy);

3. Sprawdzi¢ czy w porcie USB znajduje sie klucz typu SENTINEL umozliwiajgcy uruchomienie
programu obstugujgcego spektrofluorymetr.

4. Uruchomi¢ gtéwng aplikacje pod nazwg FluorEssence V3 pozwalajgcg na gromadzenie danych
pomiarowych. Jej ikona umieszczona jest na pulpicie 1, Zdjecie 3.
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Zdjecie 2. Widok wnetrza komory pomiarowej: 1 — uchwyt do ciektych; 2 — miejsce na filtr w torze
emisyjnym.

5. W oparciu o widma absorpcji probek umieszczonych w Dodatku A ustali¢ obszary dtugosci fal

Bsar| & (3 LA B

Zdjecie 3. Widok ekranu po uruchomieniu systemu: 1 — ikona programu FluoroEssence V3.

wzbudzenia oraz luminescencji obu prébek.

6. W komorze préobek, zamontowac wybrang prébke w specjalnym uchwycie przeznaczonym do
montowania prébek ciektych 1, Zdjecie 2.

7. Kat potozenia uchwytu prébek ustali¢ na okoto 45 stopni.

8. Z paska przyciskdow przy pomocy ikony [™] 1, Zdjecie 3 lub poprzez wybdr Experiment Setup
w menu Collect uruchomic program pozwalajacy na wybdr jednego z trybdw pracy urzadzenia.
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pulpicie: 1 —ikona uruchomiajqca program pomiarowy. programu.
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Zdjecie 7. Widok ekranu po wybraniu z menu Main
Experiment Menu, Spectra: 1 — menu wyboru typu
eksperymentu.

Zdjecie 6. Widok ekranu po uruchomieniu ikony E; 1-
menu wyboru sprzetowej konfiguracji urzqdzenia do
pomiardw widm wzbudzenia oraz emisji.

9. Skonfigurowac spektrofluorymetr do pomiaru widm emisji poprzez nastepujgce kroki:

z menu Main Experimental Menu, nalezy wybrac¢ kolejno: Spectra 1 (Zdjecie 6) a nastepnie
Emission 1 (Zdjecie 7).

10. Ustawié konfiguracje uktadu wzbudzajgcego i detekcyjnego w zaktadce Monos (1, Zdjecie 8).
W obszarze Excitation 1 (2, Zdjecie 9), wpisa¢ dtugos¢ fali wzbudzajacej, okreslong na
podstawie maksiméw pasm absorpcji wybranych prébek, natomiast w obszarze Emission 1
(3, Zdjecie 9) wpisac zakres dtugosci fal skanowania emis;ji.

11. Dobrac filtr krawedziowy lub pasmowy do obserwowanego zakresu dtugosci fal i wstawic¢ go
w tor detekcji w miejsce 2 na Zdjecie 3.

Ustawi¢ parametry detektora w zaktadce Detectors (1, Zdjecie 9). W obszarze Select (2, Zdjecie
8) wiaczy¢ detektor S1 z korekcja widmowa Correction. Integration time ustawi¢ na 1 ms,
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wiaczy¢ korekcje tta Dark Offset, zas w obszarze Signal Algebra (3, Zdjecie 10) klikajgc na sygnat
S1cidalej przy pomocy przycisku Add umies¢ go w oknie Formulas.

Wskazowka

W trakcie pomiarow widm emisji szerokos¢ szczeliny monochromatora wzbudzajgcego
ustawi¢ na 5 nm, szerokos¢ szczeliny monochromatora detekcyjnego na 0,5 nm, krok
skanowania na 0,25 nm natomiast w pomiarze widm wzbudzenia szerokosci szczelin
ustawi¢ odwrotnie. Zdolno$¢ spektralna urzadzenia wynosi 4,25 nm/1 mm.
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Zdjecie 8. Widok okna eksperymentalnego Zdjecie 9. Widok okna eksperymentalnego
pozwalajgcego na ustawienie parametrow pozwalajgcego na ustawienie parametrow detektora w

eksperymentu do pomiaru widm emisji: 1 — konfiguracja trakcie pomiaréw widm emisji: 1 — konfiguracja

uktadu wzbudzajgcego i detekcyjnego; 2 — ustawienie
dtugosci fali wzbudzajgcej oraz szerokosci szczeliny
monochromatora wzbudzajgcego; 3 — konfiguracja
uktadu emisyjnego: poczgtku i korica skanowania, kroku

detektora; 2 — ustawienie parametrow czasu ekspozycji
detektora oraz wyboru sygnatéw; 3 — okno
algebraicznych operacji na mierzonym sygnale; 4 —
przycisk Run uruchamiajgcy pomiar.

skanowania oraz szerokosci szczeliny monochromatora
emisyjnego.

12. Uruchomié pomiar poprzez nacisniecie klawisza Run (4, Zdjecie 9). Po zakonczeniu pomiaru
dane zostang automatycznie przestane do programu Origin.

13. Na podstawie zmierzonego widma emisji wyznaczy¢ maksimum luminescencji, dobrac filtr
krawedziowy lub pasmowy przepuszczajacy wyznaczong dtugos¢ fali oraz wstawi¢ go w tor
detekcji (2, Zdjecie 3).

14. Zmierzy¢ widmo wzbudzenia wykonujac kolejno nastepujgce kroki: z paska menu przy pomocy
ikony ] 1, Zdjecie 4 lub poprzez wybdr Experiment Setup w menu Collect a nastepnie z menu
Main Experimental Menu, wybraé kolejno: Spectra (1, Zdjecie 4), Excitation (1, Zdjecie 3).
W zaktadce Monos (1, Zdjecie 5) w obszarze Excitation 1 (2, Zdjecie 10) wpisa¢ zakres dtugosci
fal wzbudzajacych prébke: Start 250 nm, End 550 nm zas$ w obszarze Emission 1 (3, Zdjecie 11)
w pozycji Wavelength peak nalezy wpisa¢ wyznaczong wielkos¢ maksimum pasma.

15. Ustawié¢ parametry detektora w zaktadce Detectors (1, Zdjecia 9 i 11). W obszarze Select (2,
Zdjecie ) wtgczy¢ detektory S1 z korekcjg widmowag Correction i R1. Integration time ustawi¢ na
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1 ms, wtaczy¢ korekte tta Dark Offset, zas w obszarze Signal Algebra (3, Zdjecie ) klikajac
kolejno na sygnat Sic podzielony przez sygnat Ric i dalej przy pomocy przycisku Add iloraz
umies¢ w oknie Formulas.

16. Uruchomié pomiar poprzez nacisniecie klawisza Run (4, Zdjecia 9 i 11). Po zakoriczeniu pomiaru

dane zastang automatycznie przestane do programu Origin

17. Ustawié parametry detektora w zaktadce Detectors (1, Zdjecia 8 i 10). W obszarze Select (2,
Zdjecie ) wtgczy¢ detektory S1 z korekcjg widmowag Correction i R1. Integration time ustawi¢ na
1 ms, wtaczy¢ korekte tta Dark Offset, zas w obszarze Signal Algebra (3, Zdjecie ) klikajac
kolejno na sygnat Sic podzielony przez sygnat Ric i dalej przy pomocy przycisku Add iloraz
umies¢ w oknie Formulas.

18. Uruchomié pomiar poprzez nacisniecie klawisza Run (4, Zdjecia 8 i 10). Po zakoriczeniu pomiaru

dane zastang automatycznie przestane do programu Origin.
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Zdjecie 10. Widok okna eksperymentalnego Zdjecie 11. Widok okna eksperymentalnego
pozwalajgcego na ustawienie parametrow pozwalajgcego na ustawienie parametréw detektora w

eksperymentu do pomiaru widm wzbudzenia: 1 — trakcie pomiaréow widm wzbudzenia: 1 — konfiguracja

konfiguracja uktadu wzbudzajgcego i detekcyjnego; 2 —
ustawienie zakresu dfugosci fal monochromatora
wzbudzajgcego: poczqtku i korica skanowania oraz
szerokosci szczeliny monochromatora wzbudzajqgcego; 3
— ustawienie dtugosci fali emisyjnej oraz szerokosci
szczeliny monochromatora emisyjnego.

detektora; 2 — ustawienie parametrow czasu ekspozycji
detektora oraz wyboru sygnatéw; 3 — okno
algebraicznych operacji na mierzonym sygnale; 4 —
przycisk Run uruchamiajgcy pomiar.
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