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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 dyestuffs, which is 
useful in their identification.

Keywords: natural organic dyes, analysis LC-DAD-MS, extraction, historical artistic 
paints
Słowa kluczowe: naturalne barwniki organiczne, analiza LC-DAD-MS, ekstrakcja, 
historyczne farby artystyczne
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WYKAZ STOSOWANYCH SYMBOLI I OZNACZEŃ

APCI 	 –	 jonizacja chemiczna pod ciśnieniem atmosferycznym 
(ang. atmospheric pressure chemical ionization)

C.I. 	 –	 numer koloru wg Międzynarodowego Indeksu Barw 
(ang. colour index) 

CID 	 –	 fragmentacja przez zderzenia (ang. collision – induced 
dissociation)

DAD 	 –	 detektor diodowy (ang. diode array detector)
DMF 	 – 	 dimetyloformamid (ang. dimethylformamide)
DMSO 	 – 	 dimetylosulfotlenek (ang. dimethyl sulfoxide)
EDTA 	 –	 kwas etylenodiaminotetraoctowy (ang. ethylenedia-

minetetraacetic acid)
ESI 	 – 	 jonizacja poprzez elektrorozpylanie (ang. electrospray 

ionization)
eV 	 – 	 elektronowolt
GC-MS 	 – 	 chromatografia gazowa sprzężona ze spektrometrią 

mas (ang. gas chromatography–mass spectrometry)
HPLC 	 – 	 wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high-

-performance liquid chromatography)
ICP-MS 	 – 	 spektrometria mas z jonizacją w plazmie sprzężonej 

indukcyjnie (ang. inductively coupled plasma mass 
spectrometry)

IT 	 – 	 pułapka jonowa (ang. ion trap)
m/z 	 –	 stosunek masy jonu (m) do jego ładunku (z) (ang. 

mass/charge ratio)
MECK 	 – 	 micelarna chromatografia elektrokinetyczna (ang. 

micellar electrokinetic chromatography)
MRM 	 – 	 monitorowanie reakcji złożonej (ang. multiple reac-

tion monitoring)
MS 	 – 	 spektrometria mas (ang. mass spectrometry)
MS/MS lub MSn 	 – 	 tandemowa spektrometria mas (ang. tandem mass 

spectrometry)
Q 	 – 	 pojedynczy analizator kwadrupolowy (ang. quadru-

pole)
QQQ 	 – 	 potrójny analizator kwadrupolowy (ang. triple 

quadrupole)
S/N 	 – 	 wartości stosunku sygnału do szumu (ang. signal-to-

-noise)
SCAN 	 – 	 tryb pracy spektrometru mas: monitorowanie jonów 

w wybranym zakresie stosunku m/z (ang. scan moni-
toring)
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SEM-EDS 	 – 	 mikroskopia skaningowa połączona z mikroanalizą 
rentgenowską (ang. scanning electron microscopy –
energy dispersive X-ray spectroscopy)

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

SPE 	 – 	 ekstrakcja do fazy stałej (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 barwników przez człowieka sięga czasów prehistorycz-
nych, kiedy to na ścianach jaskiń tworzono prymitywne malowidła. Używanymi 
barwidłami były wówczas pigmenty uzyskiwane ze startych minerałów lub też 
węgiel ze spalonego drewna. Najstarsze malowidło odkryte w Afryce powstało naj-
prawdopodobniej 70 000 lat temu [1]. Jednym z najwcześniej poznanych barwników 
jest indygo, wykorzystywane w Indiach już od około 4000 lat. Ekstrakty zwierzęce, 
roślinne oraz minerały były jedynym źródłem barwników aż do drugiej połowy 
XIX wieku [2]. Znalazły one zastosowanie przede wszystkim w barwieniu tkanin 
oraz w malarstwie do produkcji farb. Możliwość pełnej charakterystyki materiału 
malarskiego wykorzystanego przez artystę do stworzenia danego dzieła jest ważnym 
aspektem poznawczym w wielu dziedzinach nauki począwszy od historii sztuki po 
procesy konserwatorskie artefaktów, a także w wykrywaniu fałszerstw. Identyfika-
cja substancji barwiących i produktów ich degradacji obecnych w obiektach dzie-
dzictwa kulturowego dostarcza informacji stanowiących zasadniczą wiedzę, która 
pozwala określić pochodzenie i czas powstania dzieła, dobrać odpowiednią meto-
dykę konserwacji lub restauracji, jak i również określić stopień jego zniszczenia. Ze 
względu na skomplikowany skład naturalnych barwników organicznych oraz pro-
blematykę związaną z ich izolacją z tkanin lub farb artystycznych, identyfikacja sub-
stancji barwiących jest dużym wyzwaniem dla chemików i wymaga zastosowania 
zaawansowanych narzędzi analitycznych. 

Wysokosprawna chromatografia cieczowa sprzężona ze spektrometrią mas jest 
obecnie najbardziej rozpowszechnioną techniką analityczną służącą do identyfika-
cji barwników organicznych. W ciągu trzydziestu lat pojawiło się szereg artykułów 
naukowych na ten temat.  W niniejszym opracowaniu przedstawiony został prze-
gląd literaturowy (z naciskiem na ostatnie 15 lat) dotyczący procedur analitycznych, 
w tym: metod przygotowania próbki, chromatograficznego rozdzielania i rodzaju 
detekcji, stosowanych w izolacji i identyfikacji naturalnych substancji barwiących.  

1. SUBSTANCJA BARWIĄCA

Substancja barwiąca według normy PN-EN ISO 4618:2007 to każda substan-
cja nadająca barwę innym materiałom. Pojęcie „substancja barwiąca” obejmuje 
pigmenty (nierozpuszczalne w stosowanym spoiwie) i barwniki (rozpuszczalne 
w stosowanym spoiwie) [3]. Substancjami barwiącymi są więc związki chemiczne, 
które zdolne są do selektywnej absorpcji promieniowania elektromagnetycznego 
w zakresie UV-vis. Możliwe jest to dzięki obecności w cząsteczce tak zwanego chro-
moforu. Chromofor, to część struktury cząsteczki ze sprzężonym układem elek-
tronów π (grupy nienasycone lub aromatyczne), które łatwo ulegają wzbudzeniu 
w wyniku pochłaniania promieniowania. Skutkuje to wykazywaniem barwy przez 
daną substancję [4]. Substancja barwiąca musi zawierać w swojej strukturze także 
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ugrupowanie atomów zwane auksochromem, które zwiększa intensywność barwy. 
Przykładowymi chromoforami są grupy: etylenowa, azometylenowa, karbonylowa, 
azowa oraz każda inna z wiązaniem wielokrotnym. Z kolei auksochromem są grupy 
elektronodonorowe np. hydroksylowa, alkoksylowa czy aminowa [5].

2. CHEMICZNA KLASYFIKACJA BARWNIKÓW ORGANICZNYCH

Klasyfikacja chemiczna barwników oparta jest na różnicach struktury chemicz-
nej chromoforu. Zgodnie z Międzynarodowym Indeksem Barw (ang. Colour Index 
International) substancje barwiące klasyfikuje się ze względu na ich pochodzenie 
oraz strukturę chemiczną. Każda substancja barwiąca w tej bazie danych posiada 
indywidualną nazwę generyczną (C.I.) oraz indywidualne oznaczenie jakim jest 
numer C.I. [6]. Ze względu na strukturę chemiczną barwnika dzieli się 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 barwiących naturalnie występujących w przy-
rodzie są barwniki antrachinonowe, indygoidowe, flawonowe, karoteinowe oraz 
pochodne: α-hydroksynaftochinonów, dihydropiranu i antocyjaniny [8]. Struktury 
chemiczne wyżej wymienionych substancji barwiących przedstawione są w Tabeli 1.

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

Z definicji laki to materiały barwiące mające właściwości pigmentów, otrzy-
mywane w wyniku działania solami metali na barwniki rozpuszczalne w wodzie 
[9]. Do tworzenia laków stosowane są głównie barwniki należące do klasy barw-
ników zaprawowych. Proces tworzenia laków polega na strącaniu rozpuszczal-
nego w wodzie barwnika zaprawami, w wyniku, czego tworzy się kompleks 
(barwnik-metal). Najczęściej stosowanymi zaprawami są: ałun potasowo-glinowy  
(KAl(SO4)2·12H2O), uwodniony siarczan żelaza (FeSO4·7H2O) oraz chlorek cyny 
(SnCl2). W zależności od metalu tworzącego kompleks (metal-barwnik) otrzymuje 
się laki o różnych barwach [10].

Tabela 2. 	 Zależność między metalem użytym do zaprawy a barwą laku
Table 2. 	 The dependence between the metal used for mordant and color of lake

surowiec barwierski
metal 

Al Sn Fe

koszenila karmazynowy szkarłatny purpurowy

drzewo brezylkowe czerwony różowy brązowy

jagoda perska brązowo-pomarańczowy jasno-pomarańczowy ciemno-oliwkowy

„young fustic” żółty pomarańczowy zielonkawo-żółty

Analiza metali wchodzących w skład laków prowadzona jest z zastosowaniem 
między innymi spektrometrii mas z jonizacją w plazmie sprzężonej indukcyjnie 
(ICP-MS) [11], rentgenowskiej spektroskopii fotoelektronów (XPS) i spektroskopii 
Ramana [12], mikroskopii skaningowej połączonej z mikroanalizą rentgenowską 
(SEM-EDS) [13] oraz rentgenowskiej spektrometrii fluorescencyjnej (XRF) [14].

4. TECHNIKI ANALITYCZNE STOSOWANE DO IDENTYFIKACJI 
BARWNIKÓW ORGANICZNYCH

Obecnie w analizie organicznych substancji barwiących oraz produktów 
ich degradacji wykorzystuje się techniki chromatograficzne sprzężone z techni-
kami spektralnymi. Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) połączona 
z detektorem diodowym (DAD) i spektrometrem mas (MS) jest najbardziej rozpo-
wszechnioną techniką analizy barwników organicznych. Znalazła ona zastosowanie 
w identyfikacji substancji barwiących obecnych w różnego rodzaju historycznych 
wyrobach tekstylnych [13, 15–34], w próbkach artystycznych farb malarskich pobra-
nych z obrazów i ikon [35–40], w surowcach barwierskich pochodzenia roślinnego 
i zwierzęcego [41–43], w tekstyliach modelowych [2, 44–47] oraz lakach modelo-
wych [12, 48, 47]. Technikami rzadziej stosowanymi w analizie barwników są: chro-
matografia gazowa sprzężona ze spektrometrią mas (GC-MS) [50–53], micelarna 
chromatografia elektrokinetyczna (MECK) [54] czy ultra szybka chromatografia 
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cieczowa (UHPLC) [55, 56]. Mimo, że technika UHPLC, ze względu na umiarko-
waną dostępność aparatury, stosowana jest w analizie chromatograficznej barwni-
ków rzadziej, niemniej jednak w porównaniu z klasyczną techniką HPLC wykazuje 
wyższą czułość i rozdzielczość, krótsze czasy analiz oraz mniejsze zużycie eluentów. 

Detektor diodowy UV był do niedawna najczęściej stosowanym detektorem w 
identyfikacji barwników. Niestety identyfikacja substancji barwiących występują-
cych często w skomplikowanych mieszaninach wymaga zastosowania bardziej mia-
rodajnych metod ich detekcji niż pozwala na to detektor diodowy. Przykładowo, 
aglikony flawonoidów i ich glikozydowe pochodne mają bardzo zbliżone widma 
UV-vis, to jednak zasadniczo różnią się budową i masą cząsteczkową. W związku 
z czym bardzo trudno jest je odróżnić za pomocą detektora diodowego. Z tego też 
względu coraz częściej w analizie substancji barwiących stosuje się techniki sprzę-
żone HPLC-DAD-MS, które dostarczą jednocześnie informacji zarówno w postaci 
widm absorpcyjnych jak i widm mas [21].

5. ROZDZIELENIE CHROMATOGRAFICZNE

Barwniki pozyskiwane z danego naturalnego surowca barwierskiego, pocho-
dzenia roślinnego lub zwierzęcego, zawierają w swoim składzie kilka a nawet kilka-
naście organicznych substancji barwiących, często o bardzo zbliżonych strukturach 
chemicznych, a tym samym zbliżonych właściwościach fizykochemicznych. Z tego 
też względu efektywne ich rozdzielenie na pojedyncze składniki jest zadaniem dość 
trudnym i pracochłonnym. Rozdzielenie chromatograficzne organicznych substan-
cji barwiących prowadzone jest jak dotąd przeważnie w układzie faz odwróconych. 
W zależności od polarności analizowanych związków stosuje się odpowiednie pro-
gramy elucji, różnego typu fazy stacjonarne oraz mieszaniny faz ruchomych [57]. Naj-
częściej używane są kolumny wypełnione żelem 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 wielkości złoża 5 µm. Rozmiary 
stosowanych kolumn chromatograficznych są do siebie zbliżone i wynoszą 250×3 
[25, 32, 33, 37, 38, 45], 250×4,6 [12, 35], 250×2,1 [21, 28], 150×2,1 [18, 28] oraz 
125×4 mm [27, 46]. Ze względu na małe ilości próbek barwników, szczególnie tych 
pobieranych z dzieł sztuki, te standardowe kolumny zastępowane są mniejszymi: 
150×4,6 ze złożem 3,5 µm [15, 17] oraz 100×2,1 ze złożem 3 µm [44, 60]. W analizie 
UHPLC korzysta się natomiast z kolumn wypełnionych złożem o wielkości ziaren 
1,7-1,8 µm [55, 56]. Niekiedy stosuje się również prekolumny [2, 17, 18, 35, 36].

Układy faz ruchomych stosowanych do analizy substancji barwiących nale-
żących do flawonoidów, antrachinonów i innych o podobnej polarności składają 
się przeważnie 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 
barwników np. indygoidowych, jako dodatek do fazy ruchomej stosuje się również 
np. tetrahydrofuran (THF) [20]. W celu zapewnienia efektywniejszego rozdziele-
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nia związków polarnych oraz poprawy symetrii pików chromatograficznych do faz 
ruchomych, stosowanych w chromatografii cieczowej bez detekcji MS, dodaje się 
niewielkie ilości (od 0,01% [50] do 1,5% [29]) kwasów, jako modyfikatorów pH, 
w tym: kwasu trifluorooctowego (TFA) [32, 37, 45], mrówkowego [15, 28, 56], octo-
wego [25], ortofosforowego [27, 56] czy kwasu metanosulfonowego [60]. Podczas 
stosowania kwasu TFA w analizie z wykorzystaniem detekcji MS należy pamiętać, 
że jest on agresywnym odczynnikiem i może powodować uszkodzenie spektrome-
tru mas oraz powodować supresję jonizacji [61, 62]. W związku z tym, kwas ten 
powinien być używany tylko w bardzo małych stężeniach (0,001%) [57] lub też być 
zastępowany przez inne kwasy np. HCOOH [27, 45]. Jako dodatki do faz rucho-
mych stosuje się również bufory zawierające np. octan amonu [43, 44] lub mrów-
czan amonu [38, 62].

6. SPEKTOMETRIA MAS

Spektrometria mas, jako technika chrakteryzująca się wysoką selektywnością 
i czułością, jest doskonałym narzędziem do identyfikacji substancji barwiących na 
niskich poziomach stężeń. Dobór odpowiedniej techniki jonizacji zależy przede 
wszystkim od polarności analizowanych związków [63]. Najczęściej stosowanymi 
technikami jonizacji są jonizacja chemiczna pod ciśnieniem 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 się wysoką wydajnością oraz należy do tak zwanych „miękkich” 
technik jonizacji, gdzie fragmentacja jonów jest niewielka. Pozwala to na określenie 
jonu pseudocząsteczkowego analizowanego związku, czyli wyznaczenie jego masy 
cząsteczkowej. Należy jednak pamiętać, że nie jest to wystarczająca informacja 
do ustalenia pełnej struktury chemicznej identyfikowanego związku. Metoda ESI, 
w odróżnieniu od innych metod jonizacji, nadaje się do analizy związków niestabil-
nych termicznie oraz związków o dużych masach cząsteczkowych. Obie metody, ESI 
jak i APCI dostosowane są zarówno do pracy w trybie jonizacji ujemnej i dodatniej. 
Do identyfikacji barwników z grupy antrachinonów i flawonoidów wykorzystywana 
jest głównie jonizacja w trybie tworzenia jonów ujemnych [2, 11, 13, 17, 21, 27, 
28, 38, 45], rzadziej stosowana jest jonizacja w trybie tworzenia jonów dodatnich  
[11, 16, 21, 28, 43]. Z kolei do identyfikacji barwników indygoidowych, ze względu 
na ich strukturę chemiczną, stosowana jest głównie jonizacja w trybie dodatnim 
[11, 15-17], a rzadziej w trybie ujemnym [16, 17].

W zależności od potrzeb oraz możliwości zespołów badawczych stosowane są 
różnego typu analizatory mas. Jednym z nich jest pojedynczy analizator kwadru-
polowy (Q). Analizator ten może pracować w trybie skanowania lub filtrowania 
(obserwacji wybranych jonów). Tryb skanowania w pełnym zakresie m/z widma 
stosowany jest w analizie jakościowej nieznanych substancji barwiących [25, 38, 45]. 
Zapewnia on możliwość monitorowania wszystkich tworzących się jonów. Niestety, 
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charakteryzuje się również relatywnie niską czułością i niską szybkością skano-
wania. W przypadku, gdy przypuszcza się, jakie substancje barwiące znajdują się 
w badanej próbce zastosować można tryb pracy SIM (selected ion monitoring), 
będący najbardziej selektywnym trybem pracy pojedynczego analizatora kwadru-
polowego. Bardziej miarodajnym narzędziem badawczym, dostarczającym dokład-
niejszych informacji o strukturze chemicznej identyfikowanej substancji barwiącej 
jest tandemowa spektrometria mas (MS/MS lub MSn). Technika ta umożliwia usta-
lić przypuszczalną strukturę chemiczną związku na podstawie nie tylko jonów pseu-
docząsteczkowych, ale i fragmentacyjnych. Jednym z analizatorów stosowanych 
w tandemowej spektrometrii mas jest analizator typu potrójny kwadrupol (QQQ) 
[28, 29]. Analizator ten może działać w kilku trybach pracy, spośród których MRM 
(multiple reaction monitoring) jest najczęściej stosowany ze względu na wysoką 
czułość i selektywność. Porównanie czułości trybów pracy SIM, SCAN (Scan Moni-
toring) oraz MRM (w obu trybach tworzenia jonów pozytywnym i negatywnym) na 
podstawie otrzymanych wartości stosunku sygnału do szumu S/N dokładnie prze-
analizowana została w pracy I. Surowiec i in. [28]. Wykazano, że praca w trybie SIM 
z jonizacją w trybie ujemnym jest najbardziej czułą metodą pracy analizatora mas 
i zarazem wystarczająco selektywną w identyfikacji substancji barwnych z grupy 
antrachinonów oraz flawonoidów. Innymi analizatorami dostarczającym widma 
MSn badanych związków są pułapka jonowa (IT) oraz analizator kwadrupolowy 
sprzężony z analizatorem czasu przelotu (Q-TOF), również stosowane w analizie 
substancji barwiących [2, 23, 26, 27].

7. CHARAKTERYSTYCZNE DROGI FRAGMENTACJI  
WYBRANYCH GRUP SUBSTANCJI BARWIĄCYCH

Zastosowanie tandemowej spektrometrii mas pozwala określić strukturę 
chemiczną związku w oparciu o jony pseudocząsteczkowe i powstające z prekursora 
jony fragmentacyjne. Poszczególne grupy substancji barwiących charakteryzują się 
przy tym specyficznymi ścieżkami fragmentacji. 

Antrachinony łatwiej ulegają jonizacji w trybie tworzenia jonów ujemnych. 
Główną ścieżką ich fragmentacji jest reakcja dekarbonylacji (Rys. 1),  a więc utrata 
ugrupowania CO (28 Da), co skutkuje tworzeniem się jonu [M-H-CO]–.  Kolejne 
procesy dekarbonylacji dają odpowiednio jony fragmentacyjne [M-H-2CO]– 
i [M-H-3CO]– itd. [2].
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Rysunek 1. 	 Ścieżka fragmentacji euksantonu w jonizacji ujemnej
Figure 1. 	 The fragmentation pathway of euxanthone in negative ionization mode

 W przypadku antrachinonów zawierających grupy karboksylowe, np. pseudo-
purpuryna, munistyna, i kwas kermesowy (Rys. 2) następuje najpierw ich dekarbok-
sylacja (-CO2) (44 Da), obserwujemy wówczas jon [M-H-CO2]

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

Zarówno w jonizacji ujemnej jak i dodatniej zaobserwowano, że aglikony 
antrachinonów fragmentują również poprzez utratę cząsteczki wody H2O oraz 
utratę obojętnej cząsteczki karbenu (C2H2O) w jonizacji pozytywnej [28]. Fragmen-
tacja O-glikozydów antrachinonów (Rys. 3) polega natomiast na utracie jednej bądź 
więcej jednostek cukrowych. 
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Figure 3. 	 The fragmentation pathway of anthraquinone O-glycoside (euxanthic acid)
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Z kolei w przypadku fragmentacji C-glikozydów antrachinonów nie obserwuje 
się rozerwania wiązania glikozydowego [12]. Dzieje się tak, ponieważ wiązanie 
węgiel-węgiel jest znacznie silniejsze niż węgiel–tlen. Fragmentacja C-glikozydów 
antrachinonów przebiega przede wszystkim poprzez rozerwanie wiązań w pierście-
niu jednostki cukrowej [17, 29]. 

Fragmentacja jonów pseudocząsteczkowych flawonoidów jest lepiej poznana 
i bardziej szczegółowo opisana w literaturze [64–66] niż w przypadku związków 
antrachinonowych czy indygoidowych. Badania przeprowadzone przez M. Trojano-
wicza i in. wykazały, że intensywności jonów pseudocząsteczkowych flawonoidów 
w dodatniej jonizacji ESI są niemal czterokrotnie wyższe niż w jonizacji ujemnej. 
Niemniej jednak przyjęto, że jonizacja w trybie ujemnym zapewnia mniejszy wpływ 
tła oraz ogranicza tworzenie się różnego typu adduktów [34]. 

Najbardziej charakterystycznymi drogami fragmentacji cząsteczek flawono-
idów są te, które następują z rozerwaniem dwóch wiązań węgiel-węgiel w pierście-
niu C aglikonu flawonoidu (Rys. 4). Większość z nich biegnie według mechanizmu 
reakcji retro Dielsa-Aldera. Tworzące się jony i,jA i i,jB stanowią źródło informacji 
o ilości i rodzaju podstawników występujących w obu pierścieniach A i B. Indeksy 
górne i oraz j określają wiązanie w pierścieniu C, które uległo rozerwaniu w wyniku 
fragmentacji [64, 66]. W przypadku jonizacji w trybie tworzenia jonów dodatnich 
pierścień C może ulec rozpadowi w pozycjach 1/3, 0/2, 0/3, 0/4 oraz 1/4. Ścieżka 
fragmentacji zależy przy tym od rodzaju flawonoidu. Przykładowo, flawonole 
w porównaniu do flawonów charakteryzują się większą ilością możliwych fragmen-
tacji. Typowe jony powstające w trakcie fragmentacji flawonoli to : 0,2A+, 0,2A+ - CO, 
1,4A+ + 2H, 1,3B+ - 2H, podczas, gdy  w przypadku flawonów są to 1,3B+, 0,4B+, 0,4B+ - H2O. 
Jon 1,3A+ jest natomiast charakterystyczny dla wszystkich grup flawonoidów.
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Rysunek 4. 	 Struktura glikozydu flawonoidu wraz z oznaczeniami wykorzystywanymi do określania ścieżek 
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Figure 4. 	 The structure of the flavonoid glycoside with markings used to determine the fragmentation 
pathway [64, 66, 67]
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Wartość energii kolizji w fragmentacji przez zderzenia (ang. Collision – Indu-
ced Dissociation, CID) w trybie tworzenia jonów dodatnich ma znaczący wpływ na 
rodzaj tworzących się jonów fragmentacyjnych. Dla flawonoidów szereg autorów 
[64, 66, 68] uznało energię kolizji o wartości 30 eV za najbardziej optymalną, pozwa-
lającą obserwować charakterystyczne jony fragmentacyjne. Często monitorowaną 
fragmentacją flawonoidów jest utrata małych cząsteczek lub rodników z jonów pre-
kursora [M + H]+. Najczęściej obserwowana jest utrata cząsteczek o masach: 28 Da 
(CO), 18 Da (H2O) i 42 Da (C2H2O), która pomocna jest w potwierdzeniu obecności 
specyficznych grup funkcyjnych w identyfikowanym związku. Przykładowo, utrata 
rodnika metylowego (15 Da) z jonu prekursora [M + H]+, powoduje tworzenie się 
kationorodnika [M + H - CH3]

+•, którego sygnał często dominuje w całym widmie 
potwierdzając tym samym obecność grupy metoksylowej. To dość rzadkie dla joni-
zacji ESI przejście z jonów parzystoelektronowych do jonów nieparzystoelektrono-
wych jest jednak charakterystyczne dla eterów fenylometylowych [64, 66, 68]. 

W przypadku analizy flawonoidów z zastosowaniem jonizacji w trybie tworzenia 
jonów ujemnych otrzymuje się widma trudniejsze do interpretacji niż w przypadku 
jonizacji w trybie dodatnim [66]. Niemniej jednak tryb tworzenia jonów ujemnych 
jest bardziej czuły w analizie tej grupy substancji barwiących [69, 70]. Rozerwanie 
pierścienia C w obrębie cząsteczki flawonoidu zachodzi według mechanizmu retro 
Dielsa-Aldera i prowadzi do powstania jonów i,jA−, i,jB− , które dostarczają informacji 
o ilości i rodzaju grup funkcyjnych znajdujących się w pierścieniu A i B flawonoidu. 
Głównym jonem fragmentacyjnym powstającym podczas pracy w  trybie tworze-
nia jonów ujemnych jest najczęściej jon 1,3A−, natomiast dla izoflawonów charak-
terystyczny jest jon 0,3B− [71]. Przy jonizacji ujemnej obserwuje się również utratę 
małych cząsteczek np. CO2 (– 44 Da), CO (– 28 Da), C2H2O (– 42 Da). Ponadto, 
można odróżnić flawonoidy podstawione w pierścieniu B od ich niepodstawionych 
pochodnych (analogów). Flawonoidy zawierające w pierścieniu B grupy hydroksy-
lowe ulegają bowiem fragmentacji tworząc jony [1,2A - H]− i  [1,2B + H]−, podczas 
gdy dla flawonoidów niepodstawionych w pierścieniu B wymagana jest większa 
energia kolizji, co z kolei prowadzi do powstawania większej ilości jonów fragmen-
tacyjnych [64, 70]. W niektórych sytuacjach może nawet dojść do rozerwania wią-
zania pomiędzy pierścieniem B i C flawonoidu. W przypadku flawonoidów zawie-
rających podstawniki metylowe obserwuje się w jonizacji dodatniej utratę rodnika 
metylowego (15 Da), w wyniku czego na widmie pojawia się sygnał anionorodnika  
[M - H - CH3]

−• [63, 70].
Pochodne flawonoidów zawierające reszty cukrowe mogą ulegać fragmenta-

cji z rozerwaniem wiązań glikozydowych lub wiązań w obrębie cząsteczki cukru. 
Możliwe drogi rozpadu tej grupy substancji barwiących przedstawiono na Rysunku 
1. Jony  fragmentacyjne pochodzące od cząsteczki aglikonu oznaczone są jako k,lXj, 
Yj i  Zj, gdzie dolny index j oznacza miejsce wiązania glikozydowe, które uległo 
rozerwaniu. Indeksy górne k i l oznaczają natomiast miejsce wiązania w cząsteczce 
cukru, które uległo rozpadowi. Wiązanie glikozydowe wiążące jednostkę cukrową 
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z aglikonem oznaczone jest numerem 0 (index j). Tworzą się również jony typu k,lAi, 
Bi  i Ci, w których ładunek zachowany jest na reszcie cukrowej. Dolny index i (≥ 1) 
oznacza numer wiązania glikozydowego, które zostało zerwane licząc od ostatniej 
jednostki cukrowej w cząsteczce [64]. 

Substancje barwiące należące do indygoidów łatwiej ulegają jonizacji i frag-
mentacji w trybie tworzenia jonów dodatnich. Na widmach mas tego typu związ-
ków widoczne są głównie sygnały pochodzące od jonu macierzystego [M + H]+ 
[57]. Indygotyna i indyrubina (Rys. 5) posiadające takie same masy cząsteczkowe 
rozróżniane są na podstawie czasów retencji, ich widm UV-vis oraz jonów fragmen-
tacyjnych. 
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Rysunek 5. 	 Struktura chemiczna indygotyny i indyrubiny
Figure 5. 	 Chemical structure of indigotin and indirubin

Zarówno na widmie mas indygotyny jak i indyrubiny pojawiają się sygnały 
pochodzące od jonów [M + H]+, [MH - CO]+, [MH - CONH2]

+ i [MH - CO - HCO]+, 
podczas gdy na widmie mas indygotyny obserwuje się dodatkowo sygnał o masie 
132 Da, pochodzący od dwukrotnie naładowanego jonu pseudocząsteczkowego  
[M + 2H]2+ (jon ten nie jest obserwowany w innych związkach indygoidowych). 
W przypadku 6,6’-dibromoindygotyny (Rys. 6) obserwuje się sygnał pochodzący od 
jonu pseudocząsteczkowego [M + H]+ wraz z pikami izotopowymi charakterystycz-
nymi dla  atomów bromu odpowiednio o masach: 419, 421, 423 Da oraz pik o masie 
205 Da pochodzący od jonu fragmentacyjnego [M + H - 2Br - 2CO]+ [15].
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Rysunek 6. 	 Struktura chemiczna 6,6’- dibromoindygotyny
Figure 6. 	 Chemical structure of 6,6’- dibromoindigotin
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8. METODY IZOLACJI SUBSTANCJI BARWIĄCYCH Z WŁÓKIEN  
I ZE SPOIW MALARSKICH

W celu identyfikacji naturalnych barwników obecnych w tekstyliach i farbach 
artystycznych należy je uprzednio wyizolować z matrycy. Stosowane są w tym 
celu metody ekstrakcji z użyciem różnorodnych ekstrahentów i procesów wspo-
magających. Podczas doboru odpowiedniej metodyki pod uwagę brany jest fakt, 
że substancje te są w większości barwnikami zaprawowymi. W farbach malarskich 
występują w postaci laków (kompleksów metal – organiczna substancja barwiąca, 
osadzonych na nośnikach nieorganicznych). W przypadku tekstyliów mamy do czy-
nienia z kompleksami: substancja barwiąca – metal – włókno. Metody ekstrakcji  
podzielić można na łagodne, a więc niepowodujące zmian pierwotnej struktury izo-
lowanych związków, oraz na metody agresywne, które powodują chemiczne zmiany 
w obrębie struktury substancji barwiących, w wyniku reakcji barwnika z użytymi 
odczynnikami. Stosowanymi ekstrahentami są najczęściej mieszaniny składające się 
z rozpuszczalników organicznych, wody oraz kwasów lub odczynników komplek-
sujących jony metali, zmieszanych w różnych proporcjach. Kwasy oraz odczynniki 
kompleksujące mają na celu rozerwanie wiązań pomiędzy metalem pochodzącym 
od zastosowanej zaprawy a substancją barwiącą. W przypadku izolacji barwników 
z grupy antrachinonów oraz flawonoidów najczęściej stosowanymi rozpuszczalni-
kami organicznymi są mieszaniny metanolu i wody [25, 27, 28, 37] oraz acetonitrylu 
i metanolu [72, 73]. Natomiast do ekstrakcji niepolarnych substancji barwiących np. 
indygotyny, indyrubiny (indygo) stosuje się dimetyloformamid (DMF) [18, 45, 73], 
pirydynę [20], tetrahydrofuran [55] oraz dimetylosulfotlenek (DMSO) [15, 25, 45]. 
Ze względu na to, że indygo jest barwnikiem kadziowym, a nie zaprawowym, doda-
tek kwasów lub odczynników kompleksujących nie jest konieczny, a wręcz może 
mieć negatywny wpływ na stan zachowania barwnika powodując jego degradację 
[45]. 

Uzyskane ekstrakty zawierające substancje barwiące odparowywane są następ-
nie do sucha, a pozostałość rozpuszczana jest najczęściej w mieszaninie MeOH/H2O 
[18, 25, 28, 74], samym metanolu [12], bądź też w DMSO [38] lub DMF [27, 32, 33, 
60, 75]. DMSO i DMF są coraz szerzej stosowane, ze względu na lepszą rozpuszczal-
ność mniej polarnych substancji barwiących. 

Pierwotna metoda ekstrakcji polegała na zastosowaniu 3 M wodnego roztworu 
kwasu solnego (HCl) w mieszaninie z metanolem [74, 76]. Niestety, w procesie eks-
trakcji związków zawierających grupy karboksylowe (np. pseudopurpuryna, muni-
styna) zaobserwowano uboczne skutki stosowania tego kwasu. Kwas solny w meta-
nolu powoduje dekarboksylację [43, 74], estryfikację grup karboksylowych [77] lub 
metylowanie grup hydroksylowych [78], co uniemożliwia prawidłową identyfikację 
oryginalnych składników badanych barwników. Co więcej, powoduje on również 
rozerwanie wiązań glikozydowych, a więc pozwala jedynie na identyfikację samych 
aglikonów [28]. Podobne niekorzystne działania wykazuje kwas siarkowy(VI) 
(H2SO4) [79]. W związku z efektami ubocznymi towarzyszącymi przy stosowaniu 
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silnych kwasów mineralnych poszukiwane były łagodniejsze metody, niepowodu-
jące destrukcji analizowanych substancji barwiących. Badano wpływ wodno-meta-
nolowych roztworów kwasów: mrówkowego (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 
Na2EDTA [73], oraz mieszaniny HCOOH/EDTA [25], metanolowego roztworu 
trifluorku boru [39] i pirydyny [73] na efektywność ekstrakcji i stan zachowania 
substancji barwiących. Odczynniki te stosowane były przede wszystkim do ekstrak-
cji związków z grupy antrachinonów i flawonoidów. Podczas ekstrakcji z użyciem  
kwasów cytrynowego, szczawiowego, TFA, HCl oraz mieszaniny EDTA-HCOOH 
zaobserwowano różnice w efektywności ekstrakcji antrachinonów, flawonoidów i 
ich glikozydów, kurkuminoidów oraz indygoidów [25]. Niemniej jednak nie udało 
się opracować uniwersalnej  metody izolacji, która byłaby efektywna w stosunku 
do wszystkich grup  substancji barwiących. Stwierdzono, że za wyjątkiem kwasu 
solnego, wszystkie sposoby okazały się być odpowiednie do ekstrakcji glikozydów 
flawonoidów i kurkuminoidów. Natomiast użycie do ekstrakcji HCl, podobnie jak 
mieszaniny HCOOH/EDTA oraz TFA dało najlepszą efektywność podczas izolacji 
flawonoidów oraz antrachinonów. Z kolei kwas cytrynowy i szczawiowy wykazały 
umiarkowaną efektywność w ekstrakcji wyżej wymienionych związków. 

Innym kwasem stosowanym do ekstrakcji substancji barwiących z laków jest 
kwas fluorowodorowy (HF)  [35, 36]. Ekstrakcja z zastosowaniem 4 M wodnego 
roztworu tego kwasu należy do metod mniej agresywnych niż  z użyciem kwasu 
solnego i siarkowego. Jest ona efektywna w izolacji glikozydów oraz nie powoduje 
zmian w strukturze badanych związków. Kwas fluorowodorowy występuje w roz-
tworach wodnych w formie zdysocjowanej i dzięki temu doskonale kompleksuje 
kationy metali, w tym Al, Ba, Sn, Fe, Cr, Cu, Pb, Zn i Ca. Izolacja substancji barwią-
cych z laku z zastosowaniem tego kwasu opiera się właśnie na reakcji ich komplek-
sowania. W przypadku uwalniania barwnika antrachinonowego z laku glinowego 
jony F– konkurują z heteroatomami (np. atomami tlenu w cząsteczce antrachinonu) 
o kation glinu Al3+ w laku, skoordynowany z cząsteczkami substancji barwiącej. 
Podobnie jest w przypadku zastosowaniu EDTA, jako odczynnika kompleksującego. 
Tworzy się wówczas kompleks EDTA z Al3+, w wyniku czego substancja barwiąca 
zostaje uwolniona z kompleksu z glinem. Natomiast w przypadku kwasu solnego 
jony H+ konkurują z jonami Al3+ o heteroatomy cząsteczki substancji barwiącej (np. 
o atomy tlenu w cząsteczce antrachinonu) [36]. Wszystkie wymienione powyżej 
reakcje skutkują uwolnieniem substancji barwiącej z laku. Należy jednak pamiętać 
o minusach stosowania silnych kwasów. Wadą użycia kwasu HF jest konieczność 
usuwania resztek niezmienionego kwasu oraz powstałych w trakcie procesu eks-
trakcji anionów fluorkowych. Stosuje się w tym celu metodę ekstrakcji do fazy sta-
łej SPE (np. kolumienki wypełnione oktadecylosililowym żelem krzemionkowym 
C18) lub odparowuje się ekstrakt niemal do sucha [35]. Innym sposobem izolacji 
substancji barwiących z laków i farb, łagodniejszym od tego z zastosowaniem kwa-
sów mineralnych, jest ekstrakcja z użyciem metanolowego roztworu trifluorku boru 
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(BF3/MeOH) [39]. Niestety użycie tego odczynnika powodowało również niepo-
żądane reakcje uboczne polegające na estryfikacji grup karboksylowych obecnych 
w obrębie cząsteczki substancji barwiącej. 

Zaproponowano także wielostopniowe metody ekstrakcji mające na celu efek-
tywne wyizolowanie wszystkich obecnych w próbce substancji barwiących. Jedna 
z tych metod ekstrakcji polegała w pierwszym etapie na użyciu kwasu mrówkowego, 
jako łagodnego odczynnika pozwalającego na izolację glikozydowych form substan-
cji barwiących, a następnie w drugim etapie na zastosowaniu  kwasu solnego w celu 
izolacji samych aglikonów tych związków [17]. Kolejny sposób mający na celu 
wyizolowanie zarówno polarnych, jak i niepolarnych substancji barwiących składa 
się również z dwóch etapów. Pierwszy polegał na tradycyjnej metodzie z zastoso-
waniem kwasu solnego w celu wyizolowania barwników z grupy antrachinonów 
i flawonoidów, natomiast w drugim etapie użyto gorącego DMF-u (80°C) w celu 
wyekstrahowania z pozostałości barwników indygoidowych [33].

Na efektywność procesu ekstrakcji wpływ mają nie tylko stosowane ekstra-
henty, ale również procesy wspomagające izolację substancji barwiących takie jak 
np. podwyższona temperatura, czy sonifikacja (fale ultradźwiękowe). Temperatura 
ma istotny wpływ na podwyższenie efektywności procesu ekstrakcji. Przykładowo, 
prowadzenie ekstrakcji z zastosowaniem wodno-metanolowego roztworu kwasu 
solnego w temperaturze 100°C [18, 32, 33, 38] znacznie podwyższa  wydajność 
izolowania związków, jednak powoduje również rozkład analizowanych substancji 
barwiących np. hydrolizę glikozydów do aglikonów, dekarboksylację i inne [45]. 

Końcowym etapem przygotowania próbek do analizy jest oczyszczanie ekstrak-
tów ze stałych zanieczyszczeń. W tym celu stosuje się filtrację przy użyciu propy-
lenowych filtrów [28] lub odwirowywanie, a następnie ich dekantację [27, 38, 45].

9. ZASTOSOWANIE TECHNIK CHROMATOGRAFICZNYCH  
I SPEKTRALNYCH W ANALIZIE BARWNIKÓW POBRANYCH  

Z OBIEKTÓW MUZEALNYCH

Identyfikacja barwników stosowanych do barwienia tkanin czy też otrzymy-
wania laków pozwala na określenie stosowalności barwników w danych okresach 
dziejowych oraz określenie ram chronologicznych wprowadzania lub wycofywania 
danych barwideł, a także do wykrywania fałszerstw. Do identyfikacji organicznych 
substancji barwiących najczęściej wykorzystywana jest chromatografia cieczowa 
z detektorem diodowym i/lub z spektrometrem mas. Badania z wykorzystaniem 
HPLC do badania składu substancji barwiących w surowcach naturalnych oraz 
obiektach dziedzictwa kulturowego przeprowadził po raz pierwszy Wouters [74] 
w 1985 roku. Badania te dotyczyły izolacji i identyfikacji antrachinonów będą-
cych substancjami barwiącymi pozyskiwanymi z roślin marzanny barwierskiej 
i owadów (kermes i koszenila) oraz z tekstyliów (współczesnych i XV-wiecznych) 
barwionych tymi substancjami. W swojej pracy przedstawił metodę ekstrakcji 
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z zastosowaniem wodno-metanolowego roztworu kwasu solnego jako odczynnika 
ułatwiającego izolację substancji barwiących z tkanin. Opisał on również nieko-
rzystne hydrolizujące działanie kwasu w stosunku do substancji niestabilnych w 
środowisku silnych kwasów. Wouters z czasem rozwijał swoje badania w tematyce 
izolacji i identyfikacji barwników naturalnych [80–82]. W jednej z prac przedstawia 
wyniki jakościowej analizy HPLC-DAD substancji barwiących z egipskich tkanin 
pochodzących z II tysiąclecia p.n.e. [83]. W próbce tkaniny o kolorze fioletoworó-
żowym zidentyfikował alizarynę i purpurynę pochodzące z marzanny barwierskiej 
Rubia tinctorum, a w tkaninie o kolorze czerwonym oprócz alizaryny i purpuryny 
zidentyfikował kwas elagowy należący do tanin. W późniejszych latach pojawiają 
się prace skupiające się na porównaniu wyników badań większej liczby obiektów. 
Przykładowo w pracy I. Surowiec i in. [18] przedstawiono wyniki analiz dotyczące 
aż 36 próbek tkanin pobranych z historycznych szkockich szat pochodzących naj-
prawdopodobniej z XVI lub XVII wieku. W próbkach zidentyfikowano alizarynę, 
purpurynę, indygotynę oraz luteolinę i apigeninę. Autorka porównuje również tra-
dycyjną metodę ekstrakcji z kwasem solnym ze zmodyfikowaną metodą z użyciem 
dodatkowo dimetyloformamidu (DMF), który miał zwiększyć wydajność ekstrakcji 
substancji barwiących, w szczególności barwników indygoidowych. Wraz z rozwo-
jem techniki zaczęto wykorzystywać spektrometry mas jako detektory substancji 
rozdzielonych na kolumnie chromatograficznej, co pozwoliło na pewniejszą iden-
tyfikację substancji barwiących na podstawie otrzymanych widm mas.

Pomocne w identyfikacji substancji barwiących są również próbki referen-
cyjne w postaci ekstraktów z surowców barwierskich. Przykładowo, Karapanagio-
tis i współpracownicy [28] w ekstrakcie pochodzącym z koszenili wyizolował sześć 
nieznanych dotąd substancji barwiących. Budowę chemiczną tych związków okre-
ślono przy użyciu spektroskopii magnetycznego rezonansu jądrowego (NMR) oraz 
spektrometrii  mas (MS). Zidentyfikowane związki okazały się pochodnymi kwasu 
karminowego, flawokermesowego i kermesowego. W analizie historycznych pró-
bek pobranych z XVI wiecznej ikony z kolekcji Muzeum  Benaki oraz próbki jedwa-
biu z tekstyliów religijnych pochodzących z okresu między XVIII a XIX wiekiem 
udało się określić budowę chemiczną czterech nowo zidentyfikowanych związków. 
Identyfikacji dokonano na podstawie analizy LC-DAD porównując otrzymane 
widma UV-vis z widmami wcześniej otrzymanymi podczas identyfikacji związków 
z ekstraktu z koszenili. W celu uzyskania odpowiedniego koloru tkaniny bądź laku 
często stosowano mieszaniny ekstraktów pochodzących z różnych źródeł, zarówno 
roślinnych jaki i zwierzęcych. W pracach dotyczących analizy składu substancji 
barwiących w różnego rodzaju artefaktach identyfikowano mieszaniny związków 
pochodzące z różnych surowców barwierskich. Inne przykłady zidentyfikowanych 
substancji barwiących w obiektach historycznych podane są poniżej w Tabeli 3.
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UWAGI KOŃCOWE

Identyfikacja naturalnych barwików organicznych pochodzących z obiektów 
dziedzictwa kulturowego dostarcza ważnych informacji dla szerokiego grona spe-
cjalistów, w tym historyków oraz konserwatorów sztuki. Naturalne barwniki orga-
niczne to skomplikowane mieszaniny substancji barwiących należących do różnych 
klas związków. Izolacja substancji barwiących z badanego materiału (farby, tkaniny) 
a następnie ich rozdzielenie na pojedyncze składniki to proces skomplikowany 
i pracochłonny. Znaczna część przytoczonych doniesień literaturowych wskazuje, 
że najczęściej stosowaną metodą rozdzielenia substancji barwiących jest przede 
wszystkim chromatografia cieczowa. Do identyfikacji barwników wykorzysty-
wane jest głównie spektrometria mas w połączeniu z detekcją UV, dostarczającymi 
informacji odpowiednio w postaci widm mas oraz widm UV-Vis. Zaproponowane 
metody ekstrakcji substancji barwnych oraz próby optymalizacji rozdzielenia chro-
matograficznego i detekcji substancji barwiących prowadzone na przestrzeni ostat-
nich lat przez wiele grup badawczych stanowią kompendium wiedzy nie tylko dla 
historyków sztuki, muzealników czy ekspertów zajmujących się badaniem auten-
tyczności obrazów, ale również dostarczą cennych informacji  przydatnych innym 
dziedzinom nauki, w tym chemii konserwatorskiej, chemii związków naturalnych, 
czy inżynierii materiałowej [57, 84-86]. Podkreślić przy tym należy, że analiza 
historycznych naturalnych barwników organicznych nadal pozostaje wyzwaniem 
dla chemików, chociażby ze względu na potrzebę poznania produktów degradacji 
substancji barwiących powstałych w trakcie starzenia się barwników, o których jak 
dotąd mało pisze się w literaturze.  
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