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ABSTRACT

natural organic dyes are group of substances that belong to various
types of chemical compounds. The most commonly used in paintings and
dyeing textiles were naturally occurring dyestuffs from group of anthra-
quinones, flavones and indigoid dyes. Identification of coloring substances
present in historical artistic paints provides relevant information for a wide
range of specialists dealing with works of art and in the field of conser-
vation science. This research presents a review of analytical techniques
(mainly chromatographic and spectroscopic) used for identification of
dyes. It also describes the methods of colorants isolation from historical
artistic paints and textiles. Furthermore, the article presents a brief charac-
teristics of fragmentation reactions of selected groups of dyestufts, which is
useful in their identification.

Keywords: natural organic dyes, analysis LC-DAD-MS, extraction, historical artistic
paints

Stowa kluczowe: naturalne barwniki organiczne, analiza LC-DAD-MS, ekstrakcja,
historyczne farby artystyczne
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WYKAZ STOSOWANYCH SYMBOLI I OZNACZEN

APCI
C.L
CID
DAD
DMF
DMSO
EDTA
ESI

eV
GC-MS

HPLC
ICP-MS
IT

m/z
MECK
MRM

MS
MS/MS lub MS"

Q
QQQ

S/N

SCAN

jonizacja chemiczna pod ci$nieniem atmosferycznym
(ang. atmospheric pressure chemical ionization)
numer koloru wg Miedzynarodowego Indeksu Barw
(ang. colour index)

fragmentacja przez zderzenia (ang. collision — induced
dissociation)

detektor diodowy (ang. diode array detector)
dimetyloformamid (ang. dimethylformamide)
dimetylosulfotlenek (ang. dimethyl sulfoxide)

kwas etylenodiaminotetraoctowy (ang. ethylenedia-
minetetraacetic acid)

jonizacja poprzez elektrorozpylanie (ang. electrospray
ionization)

elektronowolt

chromatografia gazowa sprzgzona ze spektrometrig
mas (ang. gas chromatography-mass spectrometry)
wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high-
-performance liquid chromatography)

spektrometria mas z jonizacja w plazmie sprz¢zonej
indukcyjnie (ang. inductively coupled plasma mass
spectrometry)

putapka jonowa (ang. ion trap)

stosunek masy jonu (m) do jego tadunku (z) (ang.
mass/charge ratio)

micelarna chromatografia elektrokinetyczna (ang.
micellar electrokinetic chromatography)
monitorowanie reakcji ztozonej (ang. multiple reac-
tion monitoring)

spektrometria mas (ang. mass spectrometry)
tandemowa spektrometria mas (ang. tandem mass
spectrometry)

pojedynczy analizator kwadrupolowy (ang. quadru-
pole)

potrojny analizator kwadrupolowy (ang. triple
quadrupole)

warto$ci stosunku sygnatu do szumu (ang. signal-to-
-noise)

tryb pracy spektrometru mas: monitorowanie jonéw
w wybranym zakresie stosunku m/z (ang. scan moni-
toring)
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SEM-EDS — mikroskopia skaningowa potaczona z mikroanaliza
rentgenowska (ang. scanning electron microscopy -
energy dispersive X-ray spectroscopy)

SIM — tryb pracy spektrometru mas: monitorowanie wybra-
nych jonow (ang. selected ion monitoring)

SPE — ekstrakcja do fazy statej (ang. solid phase extraction)

THF — tetrahydrofuran

UHPLC — ultraszybka chromatografia cieczowa (ang. ultra
high-performance liquid chromatography)

UV-Vis — promieniowanie elektromagnetyczne w zakresach
widzialnym i nadfioletowym (ang. ultra violet visible)

XPS — rentgenowska spektroskopia fotoelektronowa (ang.
X-ray photoelectron spectroscopy)

XRF — spektrometria fluorescencji rentgenowskiej (ang.

X-ray fluorescence spectrometry)
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WPROWADZENIE

Historia stosowania barwnikéw przez czlowieka sigga czaséw prehistorycz-
nych, kiedy to na $cianach jaskin tworzono prymitywne malowidla. Uzywanymi
barwidlami byly wowczas pigmenty uzyskiwane ze startych mineraléw lub tez
wegiel ze spalonego drewna. Najstarsze malowidlo odkryte w Afryce powstato naj-
prawdopodobniej 70 000 lat temu [1]. Jednym z najwcze$niej poznanych barwnikow
jest indygo, wykorzystywane w Indiach juz od okoto 4000 lat. Ekstrakty zwierzece,
rodlinne oraz mineraly byly jedynym zrédlem barwnikéw az do drugiej potowy
XIX wieku [2]. Znalazly one zastosowanie przede wszystkim w barwieniu tkanin
oraz w malarstwie do produkcji farb. Mozliwo$¢ pelnej charakterystyki materiatu
malarskiego wykorzystanego przez artyste do stworzenia danego dziela jest waznym
aspektem poznawczym w wielu dziedzinach nauki poczawszy od historii sztuki po
procesy konserwatorskie artefaktow, a takze w wykrywaniu falszerstw. Identyfika-
cja substancji barwigcych i produktéw ich degradacji obecnych w obiektach dzie-
dzictwa kulturowego dostarcza informacji stanowigcych zasadnicza wiedze, ktdra
pozwala okresli¢ pochodzenie i czas powstania dzieta, dobra¢ odpowiednig meto-
dyke konserwacji lub restauracji, jak i rowniez okresli¢ stopien jego zniszczenia. Ze
wzgledu na skomplikowany sktad naturalnych barwnikéw organicznych oraz pro-
blematyke zwiazang z ich izolacjg z tkanin lub farb artystycznych, identyfikacja sub-
stancji barwigcych jest duzym wyzwaniem dla chemikéw i wymaga zastosowania
zaawansowanych narzedzi analitycznych.

Wysokosprawna chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometrig mas jest
obecnie najbardziej rozpowszechniong technika analityczng stuzaca do identyfika-
¢ji barwnikéw organicznych. W ciggu trzydziestu lat pojawilo sie szereg artykutow
naukowych na ten temat. W niniejszym opracowaniu przedstawiony zostal prze-
glad literaturowy (z naciskiem na ostatnie 15 lat) dotyczacy procedur analitycznych,
w tym: metod przygotowania probki, chromatograficznego rozdzielania i rodzaju
detekeji, stosowanych w izolacji i identyfikacji naturalnych substancji barwigcych.

1. SUBSTANCJA BARWIACA

Substancja barwigca wedlug normy PN-EN ISO 4618:2007 to kazda substan-
cja nadajaca barwe innym materialom. Pojecie ,substancja barwigca” obejmuje
pigmenty (nierozpuszczalne w stosowanym spoiwie) i barwniki (rozpuszczalne
w stosowanym spoiwie) [3]. Substancjami barwigcymi sg wiec zwiazki chemiczne,
ktore zdolne sa do selektywnej absorpcji promieniowania elektromagnetycznego
w zakresie UV-vis. Mozliwe jest to dzigki obecno$ci w czasteczce tak zwanego chro-
moforu. Chromofor, to cze$¢ struktury czasteczki ze sprze¢zonym ukladem elek-
tronéw 7 (grupy nienasycone lub aromatyczne), ktére tatwo ulegaja wzbudzeniu
w wyniku pochlaniania promieniowania. Skutkuje to wykazywaniem barwy przez
dang substancje [4]. Substancja barwigca musi zawiera¢ w swojej strukturze takze
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ugrupowanie atoméw zwane auksochromem, ktore zwigksza intensywno$¢ barwy.
Przykltadowymi chromoforami sg grupy: etylenowa, azometylenowa, karbonylowa,
azowa oraz kazda inna z wigzaniem wielokrotnym. Z kolei auksochromem sg grupy
elektronodonorowe np. hydroksylowa, alkoksylowa czy aminowa [5].

2. CHEMICZNA KLASYFIKACJA BARWNIKOW ORGANICZNYCH

Klasyfikacja chemiczna barwnikéw oparta jest na réznicach struktury chemicz-
nej chromoforu. Zgodnie z Miedzynarodowym Indeksem Barw (ang. Colour Index
International) substancje barwiace klasyfikuje si¢ ze wzgledu na ich pochodzenie
oraz strukture chemiczng. Kazda substancja barwigca w tej bazie danych posiada
indywidualng nazwe generyczng (C.I.) oraz indywidualne oznaczenie jakim jest
numer C.I. [6]. Ze wzgledu na strukture chemiczng barwnika dzieli si¢ je na: nitro-
zowe, nitrowe, azowe, stilbenowe, karotenoidowe, difenylometanowe, triarylometa-
nowe, ksantenowe, akrydynowe, chinolinowe, metinowe, tiazolowe, indaminowe,
indofenolowe, azynowe, oksazynowe, tiazynowe, siarkowe, laktonowe, aminoketo-
nowe, hydroksyketonowe, antrachinonowe, indygoidowe i ftalocyjaninowe [7].

Przedstawicielami substancji barwigcych naturalnie wystepujacych w przy-
rodzie s3 barwniki antrachinonowe, indygoidowe, flawonowe, karoteinowe oraz
pochodne: a-hydroksynaftochinonéw, dihydropiranu i antocyjaniny [8]. Struktury
chemiczne wyzej wymienionych substancji barwiacych przedstawione sa w Tabeli 1.

Tabela 1. Struktury chemiczne wybranych naturalnych substancji barwiacych
Table 1. Chemical structures of selected natural dyestuffs
o o o
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3. LAKI BARWNIKOWE

Z definicji laki to materialy barwigce majace wlasciwosci pigmentéw, otrzy-
mywane w wyniku dzialania solami metali na barwniki rozpuszczalne w wodzie
[9]. Do tworzenia lakow stosowane sg gléwnie barwniki nalezace do klasy barw-
nikéw zaprawowych. Proces tworzenia lakéw polega na stracaniu rozpuszczal-
nego w wodzie barwnika zaprawami, w wyniku, czego tworzy sie kompleks
(barwnik-metal). Najczesciej stosowanymi zaprawami sg: alun potasowo-glinowy
(KAI(SO,),-12H,0), uwodniony siarczan zelaza (FeSO,-7H,0) oraz chlorek cyny
(SnCl,). W zaleznosci od metalu tworzacego kompleks (metal-barwnik) otrzymuje
sie laki o réznych barwach [10].

Tabela 2. Zaleznos$¢ miedzy metalem uzytym do zaprawy a barwa laku
Table 2. The dependence between the metal used for mordant and color of lake
metal
surowiec barwierski
Al Sn Fe
koszenila karmazynowy szkartatny purpurowy
drzewo brezylkowe czerwony rézowy brazowy
jagoda perska brazowo-pomaranczowy jasno-pomaranczowy ciemno-oliwkowy
»young fustic” 261ty pomaranczowy zielonkawo-zolty

Analiza metali wchodzacych w skiad lakéw prowadzona jest z zastosowaniem
miedzy innymi spektrometrii mas z jonizacja w plazmie sprzezonej indukcyjnie
(ICP-MS) [11], rentgenowskiej spektroskopii fotoelektronéw (XPS) i spektroskopii
Ramana [12], mikroskopii skaningowej polaczonej z mikroanaliza rentgenowska
(SEM-EDS) [13] oraz rentgenowskiej spektrometrii fluorescencyjnej (XRF) [14].

4. TECHNIKI ANALITYCZNE STOSOWANE DO IDENTYFIKAC]I
BARWNIKOW ORGANICZNYCH

Obecnie w analizie organicznych substancji barwigcych oraz produktéow
ich degradacji wykorzystuje sie techniki chromatograficzne sprze¢zone z techni-
kami spektralnymi. Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) polgczona
z detektorem diodowym (DAD) i spektrometrem mas (MS) jest najbardziej rozpo-
wszechniong technika analizy barwnikéw organicznych. Znalazta ona zastosowanie
w identyfikacji substancji barwiacych obecnych w réznego rodzaju historycznych
wyrobach tekstylnych [13, 15-34], w prébkach artystycznych farb malarskich pobra-
nych z obrazéw i ikon [35-40], w surowcach barwierskich pochodzenia roslinnego
i zwierzecego [41-43], w tekstyliach modelowych [2, 44-47] oraz lakach modelo-
wych [12, 48, 47]. Technikami rzadziej stosowanymi w analizie barwnikéw sg: chro-
matografia gazowa sprze¢zona ze spektrometrig mas (GC-MS) [50-53], micelarna
chromatografia elektrokinetyczna (MECK) [54] czy ultra szybka chromatografia
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cieczowa (UHPLC) [55, 56]. Mimo, ze technika UHPLC, ze wzgledu na umiarko-
wang dostepno$¢ aparatury, stosowana jest w analizie chromatograficznej barwni-
kow rzadziej, niemniej jednak w poréwnaniu z klasyczng technika HPLC wykazuje
wyzszg czulo$¢ i rozdzielczosé, krotsze czasy analiz oraz mniejsze zuzycie eluentow.

Detektor diodowy UV byl do niedawna najczeéciej stosowanym detektorem w
identyfikacji barwnikow. Niestety identyfikacja substancji barwiacych wystepuja-
cych czesto w skomplikowanych mieszaninach wymaga zastosowania bardziej mia-
rodajnych metod ich detekeji niz pozwala na to detektor diodowy. Przyktadowo,
aglikony flawonoidéw i ich glikozydowe pochodne majg bardzo zblizone widma
UV-vis, to jednak zasadniczo réznig sie¢ budowsa i masg czgsteczkowy. W zwigzku
z czym bardzo trudno jest je odrézni¢ za pomoca detektora diodowego. Z tego tez
wzgledu coraz czesciej w analizie substancji barwiacych stosuje sie techniki sprze-
zone HPLC-DAD-MS, ktére dostarcza jednoczes$nie informacji zaréwno w postaci
widm absorpcyjnych jak i widm mas [21].

5. ROZDZIELENIE CHROMATOGRAFICZNE

Barwniki pozyskiwane z danego naturalnego surowca barwierskiego, pocho-
dzenia roélinnego lub zwierze¢cego, zawieraja w swoim skfadzie kilka a nawet kilka-
nascie organicznych substancji barwiacych, czesto o bardzo zblizonych strukturach
chemicznych, a tym samym zblizonych wilasciwosciach fizykochemicznych. Z tego
tez wzgledu efektywne ich rozdzielenie na pojedyncze sktadniki jest zadaniem dos¢
trudnym i pracochlonnym. Rozdzielenie chromatograficzne organicznych substan-
cji barwigcych prowadzone jest jak dotad przewaznie w ukladzie faz odwrdconych.
W zaleznosci od polarnosci analizowanych zwigzkéw stosuje sie odpowiednie pro-
gramy elucji, roznego typu fazy stacjonarne oraz mieszaniny faz ruchomych [57]. Naj-
cze$ciej uzywane sg kolumny wypelnione zelem krzemionkowym modyfikowanym
grupami: oktadecylowymi C18 [17, 25, 27, 45, 48, 55], oktylowymi C8 [55, 58],
butylowymi C4 [21, 28, 30] i fenylowymi [29, 55] o wielko$ci ztoza 5 um. Rozmiary
stosowanych kolumn chromatograficznych sa do siebie zblizone i wynosza 2503
[25, 32, 33, 37, 38, 45], 250x4,6 [12, 35], 250x2,1 [21, 28], 150x2,1 [18, 28] oraz
125x4 mm [27, 46]. Ze wzgledu na mate ilosci probek barwnikéw, szczegélnie tych
pobieranych z dziel sztuki, te standardowe kolumny zastepowane s mniejszymi:
150x4,6 ze ztozem 3,5 um [15, 17] oraz 100x2,1 ze zfozem 3 pum [44, 60]. W analizie
UHPLC korzysta si¢ natomiast z kolumn wypelnionych ztozem o wielkosci ziaren
1,7-1,8 pm [55, 56]. Niekiedy stosuje si¢ rowniez prekolumny [2, 17, 18, 35, 36].

Uktady faz ruchomych stosowanych do analizy substancji barwigcych nale-
zacych do flawonoiddéw, antrachinondéw i innych o podobnej polarnosci skladajg
sie przewaznie z fazy wodnej z dodatkiem metanolu [27, 44, 49, 56], acetonitrylu
(28, 32, 45, 56, 59, 60] lub ich mieszanin [27]. W przypadku analizy niepolarnych
barwnikow np. indygoidowych, jako dodatek do fazy ruchomej stosuje si¢ réwniez
np. tetrahydrofuran (THF) [20]. W celu zapewnienia efektywniejszego rozdziele-



172 0. OTEOWSKA, M. SLIWKA-KASZYNSKA, A. KOLODZIEJCZYK

nia zwigzkow polarnych oraz poprawy symetrii pikéw chromatograficznych do faz
ruchomych, stosowanych w chromatografii cieczowej bez detekcji MS, dodaje si¢
niewielkie ilosci (od 0,01% [50] do 1,5% [29]) kwasdw, jako modyfikatoréw pH,
w tym: kwasu trifluorooctowego (TFA) [32, 37, 45], mréwkowego [15, 28, 56], octo-
wego [25], ortofosforowego [27, 56] czy kwasu metanosulfonowego [60]. Podczas
stosowania kwasu TFA w analizie z wykorzystaniem detekcji MS nalezy pamigtac,
ze jest on agresywnym odczynnikiem i moze powodowa¢ uszkodzenie spektrome-
tru mas oraz powodowa¢ supresje jonizacji [61, 62]. W zwigzku z tym, kwas ten
powinien by¢ uzywany tylko w bardzo matych stezeniach (0,001%) [57] lub tez by¢
zastepowany przez inne kwasy np. HCOOH [27, 45]. Jako dodatki do faz rucho-
mych stosuje sie rowniez bufory zawierajace np. octan amonu [43, 44] lub mréw-
czan amonu [38, 62].

6. SPEKTOMETRIA MAS

Spektrometria mas, jako technika chrakteryzujaca si¢ wysoka selektywnoscia
i czuloscig, jest doskonalym narzedziem do identyfikacji substancji barwigcych na
niskich poziomach stezen. Dobdr odpowiedniej techniki jonizacji zalezy przede
wszystkim od polarnosci analizowanych zwigzkéw [63]. Najczesciej stosowanymi
technikami jonizacji s3 jonizacja chemiczna pod ci$nieniem atmosferycznym (APCI
- atmospheric pressure chemical ionization) [34, 47, 63] oraz jonizacja poprzez elek-
trorozpylanie (ESI- electrospray ionization) [2, 13, 23, 27, 28, 37, 45]. Jonizacja typu
ESI charakteryzuje si¢ wysoka wydajno$cia oraz nalezy do tak zwanych ,,miekkich”
technik jonizacji, gdzie fragmentacja jonow jest niewielka. Pozwala to na okreslenie
jonu pseudoczasteczkowego analizowanego zwigzku, czyli wyznaczenie jego masy
czgsteczkowej. Nalezy jednak pamietal, Ze nie jest to wystarczajaca informacja
do ustalenia pelnej struktury chemicznej identyfikowanego zwigzku. Metoda ESI,
w odrdznieniu od innych metod jonizacji, nadaje si¢ do analizy zwigzkéw niestabil-
nych termicznie oraz zwigzkéw o duzych masach czasteczkowych. Obie metody, ESI
jak i APCI dostosowane sg zaréwno do pracy w trybie jonizacji ujemnej i dodatniej.
Do identyfikacji barwnikéw z grupy antrachinonéw i flawonoidéw wykorzystywana
jest glownie jonizacja w trybie tworzenia jonéw ujemnych (2, 11, 13, 17, 21, 27,
28, 38, 45], rzadziej stosowana jest jonizacja w trybie tworzenia jonéw dodatnich
[11, 16, 21, 28, 43]. Z kolei do identyfikacji barwnikéw indygoidowych, ze wzgledu
na ich strukture chemiczng, stosowana jest gtéwnie jonizacja w trybie dodatnim
[11, 15-17], a rzadziej w trybie ujemnym [16, 17].

W zalezno$ci od potrzeb oraz mozliwosci zespotéw badawczych stosowane sg
réznego typu analizatory mas. Jednym z nich jest pojedynczy analizator kwadru-
polowy (Q). Analizator ten moze pracowaé w trybie skanowania lub filtrowania
(obserwacji wybranych jonéw). Tryb skanowania w pelnym zakresie m/z widma
stosowany jest w analizie jako$ciowej nieznanych substancji barwigcych [25, 38, 45].
Zapewnia on mozliwo$¢ monitorowania wszystkich tworzacych si¢ jonéw. Niestety,
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charakteryzuje si¢ rowniez relatywnie niska czuloscig i niska szybkoscig skano-
wania. W przypadku, gdy przypuszcza sie, jakie substancje barwigce znajdujg sie
w badanej préobce zastosowaé mozna tryb pracy SIM (selected ion monitoring),
bedacy najbardziej selektywnym trybem pracy pojedynczego analizatora kwadru-
polowego. Bardziej miarodajnym narzedziem badawczym, dostarczajacym doktad-
niejszych informacji o strukturze chemicznej identyfikowanej substancji barwiacej
jest tandemowa spektrometria mas (MS/MS lub MS"). Technika ta umozliwia usta-
li¢ przypuszczalng strukture chemiczng zwigzku na podstawie nie tylko jonow pseu-
doczasteczkowych, ale i fragmentacyjnych. Jednym z analizatoréw stosowanych
w tandemowej spektrometrii mas jest analizator typu potréjny kwadrupol (QQQ)
(28, 29]. Analizator ten moze dziata¢ w kilku trybach pracy, sposrod ktérych MRM
(multiple reaction monitoring) jest najczesciej stosowany ze wzgledu na wysoka
czulos¢ i selektywnos¢. Pordwnanie czulosci trybow pracy SIM, SCAN (Scan Moni-
toring) oraz MRM (w obu trybach tworzenia jondéw pozytywnym i negatywnym) na
podstawie otrzymanych warto$ci stosunku sygnatu do szumu S/N dokladnie prze-
analizowana zostala w pracy I. Surowiec i in. [28]. Wykazano, ze praca w trybie SIM
z jonizacja w trybie ujemnym jest najbardziej czuta metodg pracy analizatora mas
i zarazem wystarczajaco selektywng w identyfikacji substancji barwnych z grupy
antrachinonéw oraz flawonoidéw. Innymi analizatorami dostarczajacym widma
MS" badanych zwigzkéw sa pulapka jonowa (IT) oraz analizator kwadrupolowy
sprzezony z analizatorem czasu przelotu (Q-TOF), réwniez stosowane w analizie
substancji barwiacych (2, 23, 26, 27].

7. CHARAKTERYSTYCZNE DROGI FRAGMENTAC]I
WYBRANYCH GRUP SUBSTANCJI BARWIACYCH

Zastosowanie tandemowej spektrometrii mas pozwala okredli¢ strukture
chemiczng zwigzku w oparciu o jony pseudoczasteczkowe i powstajace z prekursora
jony fragmentacyjne. Poszczegolne grupy substancji barwigcych charakteryzuja sie
przy tym specyficznymi $ciezkami fragmentacji.

Antrachinony latwiej ulegaja jonizacji w trybie tworzenia jondéw ujemnych.
Gléwna $ciezka ich fragmentacji jest reakcja dekarbonylacji (Rys. 1), a wiec utrata
ugrupowania CO (28 Da), co skutkuje tworzeniem sie jonu [M-H-CO]". Kolejne
procesy dekarbonylacji daja odpowiednio jony fragmentacyjne [M-H-2CO]
i [M-H-3COJ itd. [2].
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Rysunek 1. Sciezka fragmentacji euksantonu w jonizacji ujemnej
Figure 1. The fragmentation pathway of euxanthone in negative ionization mode

W przypadku antrachinonéw zawierajacych grupy karboksylowe, np. pseudo-
purpuryna, munistyna, i kwas kermesowy (Rys. 2) nastepuje najpierw ich dekarbok-
sylacja (-CO,) (44 Da), obserwujemy woéwczas jon [M-H-CO,]".

o} OH (0]
HO OH O OH HO OH
OH OH
pseudopurpuryna munistyna kwas kermesowy

Rysunek 2. Struktury chemiczne pseudopurpuryny, munistyny i kwasu kermesowego
Figure 2. Chemical structures of pseudopurpurin, munjistin and kermesic acid

Zaréwno w jonizacji ujemnej jak i dodatniej zaobserwowano, ze aglikony
antrachinonéw fragmentuja réwniez poprzez utrate czasteczki wody H,O oraz
utrate obojetnej czasteczki karbenu (C,H,O) w jonizacji pozytywnej [28]. Fragmen-
tacja O-glikozydéw antrachinonéw (Rys. 3) polega natomiast na utracie jednej badz
wigcej jednostek cukrowych.

glikozyd aglikon

substancji barwigcej substancji barwigcej

Rysunek 3. Sciezka fragmentacji O-glikozydu antrachinonu (kwasu euksantynowego)
Figure 3. The fragmentation pathway of anthraquinone O-glycoside (euxanthic acid)
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Z kolei w przypadku fragmentacji C-glikozydéw antrachinonéw nie obserwuje
sie rozerwania wigzania glikozydowego [12]. Dzieje si¢ tak, poniewaz wigzanie
wegiel-wegiel jest znacznie silniejsze niz wegiel-tlen. Fragmentacja C-glikozydow
antrachinonéw przebiega przede wszystkim poprzez rozerwanie wigzan w pierscie-
niu jednostki cukrowej [17, 29].

Fragmentacja jonéw pseudoczasteczkowych flawonoidéw jest lepiej poznana
i bardziej szczegélowo opisana w literaturze [64-66] niz w przypadku zwigzkow
antrachinonowych czy indygoidowych. Badania przeprowadzone przez M. Trojano-
wicza i in. wykazaly, ze intensywnosci jonéw pseudoczasteczkowych flawonoidow
w dodatniej jonizacji ESI s3 niemal czterokrotnie wyzsze niz w jonizacji ujemne;j.
Niemniej jednak przyjeto, ze jonizacja w trybie ujemnym zapewnia mniejszy wpltyw
tla oraz ogranicza tworzenie si¢ roznego typu adduktow [34].

Najbardziej charakterystycznymi drogami fragmentacji czasteczek flawono-
idow sa te, ktdre nastepuja z rozerwaniem dwoch wigzan wegiel-wegiel w pierscie-
niu C aglikonu flawonoidu (Rys. 4). Wigkszo$¢ z nich biegnie wedtug mechanizmu
reakcji retro Dielsa-Aldera. Tworzace si¢ jony YA i “B stanowig zrédto informacji
o ilosci i rodzaju podstawnikéw wystepujacych w obu pierscieniach A i B. Indeksy
gorne i oraz j okreslaja wiazanie w pierscieniu C, ktére ulegto rozerwaniu w wyniku
fragmentacji [64, 66]. W przypadku jonizacji w trybie tworzenia jonéw dodatnich
pierscien C moze ulec rozpadowi w pozycjach 1/3, 0/2, 0/3, 0/4 oraz 1/4. Sciezka
fragmentacji zalezy przy tym od rodzaju flawonoidu. Przykladowo, flawonole
w poréwnaniu do flawonéw charakteryzuja si¢ wiekszg iloscig mozliwych fragmen-
tacji. Typowe jony powstajace w trakcie fragmentacji flawonoli to : **A*, **A* - CO,
"A"+°H, "B" - °H, podczas, gdy w przypadku flawonéw sa to "’B*, *“B*, *B* - H,0.
Jon '*A" jest natomiast charakterystyczny dla wszystkich grup flawonoidéw.

OH |OH

Rysunek 4.  Struktura glikozydu flawonoidu wraz z oznaczeniami wykorzystywanymi do okreslania $ciezek
fragmentacyjnych [64, 66, 67]

Figure 4. The structure of the flavonoid glycoside with markings used to determine the fragmentation
pathway [64, 66, 67]
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Warto$¢ energii kolizji w fragmentacji przez zderzenia (ang. Collision - Indu-
ced Dissociation, CID) w trybie tworzenia jondw dodatnich ma znaczacy wplyw na
rodzaj tworzacych si¢ jondw fragmentacyjnych. Dla flawonoiddw szereg autoréw
(64, 66, 68] uznalo energie kolizji o wartosci 30 eV za najbardziej optymalng, pozwa-
lajaca obserwowa¢ charakterystyczne jony fragmentacyjne. Czesto monitorowana
fragmentacja flawonoidow jest utrata matych czasteczek lub rodnikéw z jonéw pre-
kursora [M + H]". Najcze$ciej obserwowana jest utrata czasteczek o masach: 28 Da
(CO), 18 Da (H,0) i42 Da (C,H,0), ktéra pomocna jest w potwierdzeniu obecnosci
specyficznych grup funkcyjnych w identyfikowanym zwigzku. Przykltadowo, utrata
rodnika metylowego (15 Da) z jonu prekursora [M + H]", powoduje tworzenie si¢
kationorodnika [M + H - CH,]", ktérego sygnal czesto dominuje w calym widmie
potwierdzajac tym samym obecnos¢ grupy metoksylowej. To dos¢ rzadkie dla joni-
zacji ESI przejscie z jondw parzystoelektronowych do jonéw nieparzystoelektrono-
wych jest jednak charakterystyczne dla eteréw fenylometylowych [64, 66, 68].

W przypadku analizy flawonoidéw z zastosowaniem jonizacji w trybie tworzenia
jonéw ujemnych otrzymuje si¢ widma trudniejsze do interpretacji niz w przypadku
jonizacji w trybie dodatnim [66]. Niemniej jednak tryb tworzenia jonéw ujemnych
jest bardziej czuly w analizie tej grupy substancji barwiacych [69, 70]. Rozerwanie
pierscienia C w obrebie czasteczki flawonoidu zachodzi wedlug mechanizmu retro
Dielsa-Aldera i prowadzi do powstania jonéw "A", "B™, ktdre dostarczaja informacji
o ilo$ci i rodzaju grup funkcyjnych znajdujgcych sie w pierscieniu A i B flawonoidu.
Gléwnym jonem fragmentacyjnym powstajacym podczas pracy w trybie tworze-
nia jonéw ujemnych jest najczesciej jon A7, natomiast dla izoflawonéw charak-
terystyczny jest jon *’B” [71]. Przy jonizacji ujemnej obserwuje sie rowniez utrate
malych czasteczek np. CO, (- 44 Da), CO (- 28 Da), C,H,O (- 42 Da). Ponadto,
mozna odrézni¢ flawonoidy podstawione w pierscieniu B od ich niepodstawionych
pochodnych (analogéw). Flawonoidy zawierajace w pierScieniu B grupy hydroksy-
lowe ulegaja bowiem fragmentacji tworzac jony [*A - H]™ i ["’B + H], podczas
gdy dla flawonoidéw niepodstawionych w pierscieniu B wymagana jest wigksza
energia kolizji, co z kolei prowadzi do powstawania wigkszej iloéci jonéw fragmen-
tacyjnych [64, 70]. W niektorych sytuacjach moze nawet dojs¢ do rozerwania wig-
zania pomiedzy pierscieniem B i C flawonoidu. W przypadku flawonoidow zawie-
rajagcych podstawniki metylowe obserwuje sie w jonizacji dodatniej utrate rodnika
metylowego (15 Da), w wyniku czego na widmie pojawia si¢ sygnal anionorodnika
[M - H - CH,] " [63, 70].

Pochodne flawonoidéw zawierajace reszty cukrowe moga ulega¢ fragmenta-
cji z rozerwaniem wigzan glikozydowych lub wigzan w obrebie czasteczki cukru.
Mozliwe drogi rozpadu tej grupy substancji barwigcych przedstawiono na Rysunku
1. Jony fragmentacyjne pochodzace od czgsteczki aglikonu oznaczone sg jako k’1)(j,
Y, i Z, gdzie dolny index j oznacza miejsce wigzania glikozydowe, ktore ulegto
rozerwaniu. Indeksy gérne k i1 oznaczajg natomiast miejsce wigzania w czasteczce
cukru, ktdre uleglo rozpadowi. Wigzanie glikozydowe wigzace jednostke cukrowa
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z aglikonem oznaczone jest numerem 0 (index j). Tworza sie réwniez jony typu “'A,,
B, i C, w ktorych tadunek zachowany jest na reszcie cukrowej. Dolny index i (= 1)
oznacza numer wigzania glikozydowego, ktdre zostalo zerwane liczac od ostatniej
jednostki cukrowej w czasteczce [64].

Substancje barwigce nalezace do indygoidow latwiej ulegaja jonizacji i frag-
mentacji w trybie tworzenia jonéw dodatnich. Na widmach mas tego typu zwiaz-
kow widoczne sg gtéwnie sygnaly pochodzace od jonu macierzystego [M + H]"
[57]. Indygotyna i indyrubina (Rys. 5) posiadajgce takie same masy czgsteczkowe
rozrozniane sg na podstawie czasow retencji, ich widm UV-vis oraz jonéw fragmen-
tacyjnych.

H NH
0 \
0] 0]
indygotyna indyrubina

Rysunek 5. Struktura chemiczna indygotyny i indyrubiny
Figure 5. Chemical structure of indigotin and indirubin

Zaréwno na widmie mas indygotyny jak i indyrubiny pojawiaja sie¢ sygnaly
pochodzace od jonéw [M + H]", [MH - COJ", [MH - CONH,]"i [MH - CO - HCO]",
podczas gdy na widmie mas indygotyny obserwuje si¢ dodatkowo sygnal o masie
132 Da, pochodzacy od dwukrotnie naladowanego jonu pseudoczgsteczkowego
[M + 2H]*" (jon ten nie jest obserwowany w innych zwigzkach indygoidowych).
W przypadku 6,6’-dibromoindygotyny (Rys. 6) obserwuje si¢ sygnat pochodzacy od
jonu pseudoczasteczkowego [M + H]" wraz z pikami izotopowymi charakterystycz-
nymi dla atoméw bromu odpowiednio o masach: 419, 421, 423 Da oraz pik o masie
205 Da pochodzacy od jonu fragmentacyjnego [M + H - 2Br - 2CO]" [15].

o
H
Br l N l
\ N Br
H
(0]

6,6'- dibromoindygotyna

Rysunek 6. Struktura chemiczna 6,6’- dibromoindygotyny
Figure 6. Chemical structure of 6,6’- dibromoindigotin
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8. METODY IZOLACJI SUBSTANCJI BARWIACYCH Z WEOKIEN
I ZE SPOIW MALARSKICH

W celu identyfikacji naturalnych barwnikéw obecnych w tekstyliach i farbach
artystycznych nalezy je uprzednio wyizolowaé z matrycy. Stosowane sa w tym
celu metody ekstrakcji z uzyciem réznorodnych ekstrahentéw i proceséw wspo-
magajacych. Podczas doboru odpowiedniej metodyki pod uwage brany jest fakt,
ze substancje te sg w wigekszo$ci barwnikami zaprawowymi. W farbach malarskich
wystepuja w postaci lakéw (komplekséw metal — organiczna substancja barwiaca,
osadzonych na no$nikach nieorganicznych). W przypadku tekstyliow mamy do czy-
nienia z kompleksami: substancja barwigca — metal — wldkno. Metody ekstrakeji
podzieli¢ mozna na fagodne, a wigc niepowodujgce zmian pierwotnej struktury izo-
lowanych zwigzkdw, oraz na metody agresywne, ktdre powodujg chemiczne zmiany
w obrebie struktury substancji barwigcych, w wyniku reakcji barwnika z uzytymi
odczynnikami. Stosowanymi ekstrahentami sa najczesciej mieszaniny sktadajace sie
z rozpuszczalnikow organicznych, wody oraz kwaséw lub odczynnikéw komplek-
sujacych jony metali, zmieszanych w réznych proporcjach. Kwasy oraz odczynniki
kompleksujgce majg na celu rozerwanie wigzan pomiedzy metalem pochodzgcym
od zastosowanej zaprawy a substancjg barwigcg. W przypadku izolacji barwnikéw
z grupy antrachinonéw oraz flawonoidéw najczesciej stosowanymi rozpuszczalni-
kami organicznymi sa mieszaniny metanolu i wody [25, 27, 28, 37] oraz acetonitrylu
i metanolu [72, 73]. Natomiast do ekstrakcji niepolarnych substancji barwiacych np.
indygotyny, indyrubiny (indygo) stosuje si¢ dimetyloformamid (DMF) [18, 45, 73],
pirydyne [20], tetrahydrofuran [55] oraz dimetylosulfotlenek (DMSO) [15, 25, 45].
Ze wzgledu na to, ze indygo jest barwnikiem kadziowym, a nie zaprawowym, doda-
tek kwasow lub odczynnikéw kompleksujacych nie jest konieczny, a wrecz moze
mie¢ negatywny wplyw na stan zachowania barwnika powodujac jego degradacje
[45].

Uzyskane ekstrakty zawierajace substancje barwigce odparowywane sg nastep-
nie do sucha, a pozostalos$¢ rozpuszczana jest najczesciej w mieszaninie MeOH/H,O
[18, 25, 28, 74], samym metanolu [12], badz tez w DMSO [38] lub DMF [27, 32, 33,
60, 75]. DMSO i DMF sg coraz szerzej stosowane, ze wzgledu na lepszg rozpuszczal-
no$¢ mniej polarnych substancji barwigcych.

Pierwotna metoda ekstrakeji polegala na zastosowaniu 3 M wodnego roztworu
kwasu solnego (HCI) w mieszaninie z metanolem [74, 76]. Niestety, w procesie eks-
trakcji zwigzkow zawierajacych grupy karboksylowe (np. pseudopurpuryna, muni-
styna) zaobserwowano uboczne skutki stosowania tego kwasu. Kwas solny w meta-
nolu powoduje dekarboksylacje [43, 74], estryfikacje grup karboksylowych [77] lub
metylowanie grup hydroksylowych [78], co uniemozliwia prawidtowa identyfikacje
oryginalnych skfadnikéw badanych barwnikéw. Co wigcej, powoduje on réwniez
rozerwanie wigzan glikozydowych, a wiec pozwala jedynie na identyfikacje samych
aglikonow [28]. Podobne niekorzystne dziatania wykazuje kwas siarkowy(VI)
(H,SO,) [79]. W zwigzku z efektami ubocznymi towarzyszacymi przy stosowaniu
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silnych kwaséw mineralnych poszukiwane byly lagodniejsze metody, niepowodu-
jace destrukcji analizowanych substancji barwigcych. Badano wplyw wodno-meta-
nolowych roztwordéw kwaséw: mréowkowego (HCOOH) [17, 28, 73], cytrynowego
[25], szczawiowego [25, 73, 78], trifluorooctowego (TFA) [25], fluorowodorowego
[35, 36, 78], kwasu etylenodiaminotetraoctowego (EDTA) [28] i soli tego kwasu
Na EDTA [73], oraz mieszaniny HCOOH/EDTA [25], metanolowego roztworu
trifluorku boru [39] i pirydyny [73] na efektywnos¢ ekstrakeji i stan zachowania
substancji barwigcych. Odczynniki te stosowane byly przede wszystkim do ekstrak-
cji zwigzkow z grupy antrachinondéw i flawonoidow. Podczas ekstrakeji z uzyciem
kwaséw cytrynowego, szczawiowego, TFA, HCI oraz mieszaniny EDTA-HCOOH
zaobserwowano roznice w efektywnosci ekstrakeji antrachinonéw, flawonoidéw i
ich glikozydéw, kurkuminoidéw oraz indygoidéw [25]. Niemniej jednak nie udato
sie opracowa¢ uniwersalnej metody izolacji, ktéra bylaby efektywna w stosunku
do wszystkich grup substancji barwiacych. Stwierdzono, ze za wyjatkiem kwasu
solnego, wszystkie sposoby okazaly si¢ by¢ odpowiednie do ekstrakeji glikozydow
flawonoidéw i kurkuminoidéw. Natomiast uzycie do ekstrakcji HCI, podobnie jak
mieszaniny HCOOH/EDTA oraz TFA dalo najlepsza efektywnos¢ podczas izolacji
flawonoidéw oraz antrachinonéw. Z kolei kwas cytrynowy i szczawiowy wykazaty
umiarkowang efektywno$¢ w ekstrakcji wyzej wymienionych zwiazkow.

Innym kwasem stosowanym do ekstrakeji substancji barwigcych z lakow jest
kwas fluorowodorowy (HF) [35, 36]. Ekstrakcja z zastosowaniem 4 M wodnego
roztworu tego kwasu nalezy do metod mniej agresywnych niz z uzyciem kwasu
solnego i siarkowego. Jest ona efektywna w izolacji glikozydéw oraz nie powoduje
zmian w strukturze badanych zwiazkéw. Kwas fluorowodorowy wystepuje w roz-
tworach wodnych w formie zdysocjowanej i dzigki temu doskonale kompleksuje
kationy metali, w tym Al, Ba, Sn, Fe, Cr, Cu, Pb, Zn i Ca. Izolacja substancji barwia-
cych z laku z zastosowaniem tego kwasu opiera si¢ wlasnie na reakeji ich komplek-
sowania. W przypadku uwalniania barwnika antrachinonowego z laku glinowego
jony F~ konkurujg z heteroatomami (np. atomami tlenu w czasteczce antrachinonu)
o kation glinu AI’* w laku, skoordynowany z czasteczkami substancji barwiacej.
Podobnie jest w przypadku zastosowaniu EDTA, jako odczynnika kompleksujacego.
Tworzy si¢ wéwczas kompleks EDTA z A", w wyniku czego substancja barwigca
zostaje uwolniona z kompleksu z glinem. Natomiast w przypadku kwasu solnego
jony H' konkurujg z jonami AI’* o heteroatomy czasteczki substancji barwigcej (np.
o atomy tlenu w czasteczce antrachinonu) [36]. Wszystkie wymienione powyzej
reakcje skutkuja uwolnieniem substancji barwiacej z laku. Nalezy jednak pamieta¢
o minusach stosowania silnych kwaséw. Wada uzycia kwasu HF jest koniecznos¢
usuwania resztek niezmienionego kwasu oraz powstatych w trakcie procesu eks-
trakcji aniondéw fluorkowych. Stosuje sie w tym celu metode ekstrakeji do fazy sta-
tej SPE (np. kolumienki wypelnione oktadecylosililowym zelem krzemionkowym
C18) lub odparowuje si¢ ekstrakt niemal do sucha [35]. Innym sposobem izolacji
substancji barwigcych z lakow i farb, fagodniejszym od tego z zastosowaniem kwa-
sow mineralnych, jest ekstrakcja z uzyciem metanolowego roztworu trifluorku boru
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(BF,/MeOH) [39]. Niestety uzycie tego odczynnika powodowalo réwniez niepo-
zadane reakcje uboczne polegajace na estryfikacji grup karboksylowych obecnych
w obrebie czasteczki substancji barwigcej.

Zaproponowano takze wielostopniowe metody ekstrakcji majace na celu efek-
tywne wyizolowanie wszystkich obecnych w prébce substancji barwiacych. Jedna
z tych metod ekstrakeji polegata w pierwszym etapie na uzyciu kwasu mréwkowego,
jako fagodnego odczynnika pozwalajacego na izolacje glikozydowych form substan-
cji barwiacych, a nastepnie w drugim etapie na zastosowaniu kwasu solnego w celu
izolacji samych aglikonéw tych zwigzkéow [17]. Kolejny sposob majacy na celu
wyizolowanie zaréwno polarnych, jak i niepolarnych substancji barwigcych sklada
sie rowniez z dwoch etapow. Pierwszy polegal na tradycyjnej metodzie z zastoso-
waniem kwasu solnego w celu wyizolowania barwnikéw z grupy antrachinonéw
i flawonoidéw, natomiast w drugim etapie uzyto goragcego DMF-u (80°C) w celu
wyekstrahowania z pozostalo$ci barwnikéw indygoidowych [33].

Na efektywnos¢ procesu ekstrakcji wplyw majg nie tylko stosowane ekstra-
henty, ale réwniez procesy wspomagajace izolacje substancji barwiacych takie jak
np. podwyzszona temperatura, czy sonifikacja (fale ultradzwickowe). Temperatura
ma istotny wplyw na podwyzszenie efektywnosci procesu ekstrakeji. Przyktadowo,
prowadzenie ekstrakeji z zastosowaniem wodno-metanolowego roztworu kwasu
solnego w temperaturze 100°C [18, 32, 33, 38] znacznie podwyzsza wydajnos¢
izolowania zwigzkéw, jednak powoduje rowniez rozklad analizowanych substancji
barwigcych np. hydrolize glikozydéw do aglikonow, dekarboksylacje i inne [45].

Koncowym etapem przygotowania probek do analizy jest oczyszczanie ekstrak-
tow ze stalych zanieczyszczen. W tym celu stosuje sig filtracje przy uzyciu propy-
lenowych filtrow [28] lub odwirowywanie, a nastgpnie ich dekantacje [27, 38, 45].

9. ZASTOSOWANIE TECHNIK CHROMATOGRAFICZNYCH
I SPEKTRALNYCH W ANALIZIE BARWNIKOW POBRANYCH
Z OBIEKTOW MUZEALNYCH

Identyfikacja barwnikéw stosowanych do barwienia tkanin czy tez otrzymy-
wania lakéw pozwala na okreslenie stosowalnos$ci barwnikéw w danych okresach
dziejowych oraz okre$lenie ram chronologicznych wprowadzania lub wycofywania
danych barwidel, a takze do wykrywania falszerstw. Do identyfikacji organicznych
substancji barwigcych najczesciej wykorzystywana jest chromatografia cieczowa
z detektorem diodowym i/lub z spektrometrem mas. Badania z wykorzystaniem
HPLC do badania sktadu substancji barwigcych w surowcach naturalnych oraz
obiektach dziedzictwa kulturowego przeprowadzit po raz pierwszy Wouters [74]
w 1985 roku. Badania te dotyczyly izolacji i identyfikacji antrachinonéw beda-
cych substancjami barwigcymi pozyskiwanymi z roslin marzanny barwierskiej
i owadow (kermes i koszenila) oraz z tekstyliow (wspotczesnych i XV-wiecznych)
barwionych tymi substancjami. W swojej pracy przedstawit metode ekstrakcji
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z zastosowaniem wodno-metanolowego roztworu kwasu solnego jako odczynnika
utatwiajacego izolacje substancji barwigcych z tkanin. Opisal on réwniez nieko-
rzystne hydrolizujace dziatanie kwasu w stosunku do substancji niestabilnych w
srodowisku silnych kwasow. Wouters z czasem rozwijat swoje badania w tematyce
izolacji i identyfikacji barwnikow naturalnych [80—82]. W jednej z prac przedstawia
wyniki jakosciowej analizy HPLC-DAD substancji barwigcych z egipskich tkanin
pochodzacych z II tysiaclecia p.n.e. [83]. W prébee tkaniny o kolorze fioletoworo-
zowym zidentyfikowat alizaryng i purpuryne pochodzace z marzanny barwierskiej
Rubia tinctorum, a w tkaninie o kolorze czerwonym oprocz alizaryny i purpuryny
zidentyfikowal kwas elagowy nalezacy do tanin. W pdzniejszych latach pojawiaja
si¢ prace skupiajace si¢ na porownaniu wynikow badan wigkszej liczby obiektow.
Przyktadowo w pracy 1. Surowiec i in. [ 18] przedstawiono wyniki analiz dotyczace
az 36 probek tkanin pobranych z historycznych szkockich szat pochodzacych naj-
prawdopodobniej z X VI lub XVII wieku. W probkach zidentyfikowano alizaryne,
purpuryne, indygotyne oraz luteoline i apigening. Autorka poréwnuje rowniez tra-
dycyjna metode ekstrakcji z kwasem solnym ze zmodyfikowang metoda z uzyciem
dodatkowo dimetyloformamidu (DMF), ktéry miat zwigkszy¢ wydajnos¢ ekstrakeji
substancji barwigcych, w szczegodlnosci barwnikow indygoidowych. Wraz z rozwo-
jem techniki zaczgto wykorzystywac spektrometry mas jako detektory substancji
rozdzielonych na kolumnie chromatograficznej, co pozwolito na pewniejszg iden-
tyfikacje substancji barwigcych na podstawie otrzymanych widm mas.

Pomocne w identyfikacji substancji barwigcych sg réwniez probki referen-
cyjne w postaci ekstraktéw z surowcow barwierskich. Przyktadowo, Karapanagio-
tis 1 wspotpracownicy [28] w ekstrakcie pochodzacym z koszenili wyizolowat sze§¢
nieznanych dotad substancji barwigcych. Budowe chemiczng tych zwiazkow okre-
slono przy uzyciu spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) oraz
spektrometrii mas (MS). Zidentyfikowane zwigzki okazaty si¢ pochodnymi kwasu
karminowego, flawokermesowego i kermesowego. W analizie historycznych pré-
bek pobranych z XVI wiecznej ikony z kolekcji Muzeum Benaki oraz probki jedwa-
biu z tekstylidw religijnych pochodzacych z okresu migdzy XVIII a XIX wiekiem
udato si¢ okresli¢ budowe chemiczng czterech nowo zidentyfikowanych zwigzkow.
Identyfikacji dokonano na podstawie analizy LC-DAD poréwnujac otrzymane
widma UV-vis z widmami wcze$niej otrzymanymi podczas identyfikacji zwigzkow
z ekstraktu z koszenili. W celu uzyskania odpowiedniego koloru tkaniny badz laku
czesto stosowano mieszaniny ekstraktow pochodzacych z réznych zrédet, zaréwno
rodlinnych jaki i zwierzecych. W pracach dotyczacych analizy skladu substancji
barwigcych w réznego rodzaju artefaktach identyfikowano mieszaniny zwigzkéw
pochodzace z réznych surowcoéw barwierskich. Inne przykiady zidentyfikowanych
substancji barwiacych w obiektach historycznych podane sa ponizej w Tabeli 3.
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UWAGI KONCOWE

Identyfikacja naturalnych barwikéw organicznych pochodzacych z obiektow
dziedzictwa kulturowego dostarcza waznych informacji dla szerokiego grona spe-
cjalistow, w tym historykéw oraz konserwatoréw sztuki. Naturalne barwniki orga-
niczne to skomplikowane mieszaniny substancji barwigcych nalezgcych do rdznych
klas zwigzkow. Izolacja substancji barwigcych z badanego materiatu (farby, tkaniny)
a nastepnie ich rozdzielenie na pojedyncze skladniki to proces skomplikowany
i pracochtonny. Znaczna cze$¢ przytoczonych doniesien literaturowych wskazuje,
ze najcze$ciej stosowang metodg rozdzielenia substancji barwigcych jest przede
wszystkim chromatografia cieczowa. Do identyfikacji barwnikéw wykorzysty-
wane jest glownie spektrometria mas w polaczeniu z detekcjg UV, dostarczajacymi
informacji odpowiednio w postaci widm mas oraz widm UV-Vis. Zaproponowane
metody ekstrakeji substancji barwnych oraz proby optymalizacji rozdzielenia chro-
matograficznego i detekcji substancji barwigcych prowadzone na przestrzeni ostat-
nich lat przez wiele grup badawczych stanowia kompendium wiedzy nie tylko dla
historykow sztuki, muzealnikdw czy ekspertow zajmujacych si¢ badaniem auten-
tycznosci obrazdw, ale réwniez dostarcza cennych informacji przydatnych innym
dziedzinom nauki, w tym chemii konserwatorskiej, chemii zwigzkéw naturalnych,
czy inzynierii materialowej [57, 84-86]. Podkresli¢ przy tym nalezy, ze analiza
historycznych naturalnych barwnikéw organicznych nadal pozostaje wyzwaniem
dla chemikéw, chociazby ze wzgledu na potrzebe poznania produktéw degradacji
substancji barwigcych powstalych w trakcie starzenia si¢ barwnikéw, o ktorych jak
dotad malo pisze si¢ w literaturze.
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