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STRESZCZENIE

Przy badaniu obiektéw muzealnych, w tym obrazéw czy tez historycznych tkanin,
istotng role odgrywa identyfikacja materiatow uzytych do ich powstania. Stanowi to ogromne
wyzwanie dla badaczy i wymaga zastosowania zaawansowanych technik analitycznych.
Naturalne substancje barwigce sg komponentami wigkszosci dziet sztuki, a ich identyfikacja
dostarcza informacji istotnych dla szerokiego grona specjalistow zajmujgcych si¢ obiektami
muzealnymi. Znajomo$¢ sktadu barwnikow pomocna jest nie tylko w opracowaniu
odpowiedniej i efektywnej procedury konserwatorskiej, ustaleniu okresu powstania dzieta i jego
pochodzenia, ale takze W potwierdzeniu jego autentycznosci i w koncu utworzeniu rzetelnej
dokumentacji muzealnej. Izolacja i identyfikacja barwnikoéw obecnych w farbach artystycznych
jest pracochtonna i czgsto do$¢ skomplikowana. Farby w swoim sktadzie zawieraja bowiem nie
tylko barwniki, ale takze spoiwa malarskie i inne dodatki, ktoére utrudniaja prawidtowa
identyfikacje substancji barwigcych. Co wiecej, naturalne barwniki organiczne wystepuja
w farbach w postaci tak zwanych lakow, bedacych kompleksami substancji barwigcych
z metalami osadzonymi na no$nikach nieorganicznych. W tkaninach natomiast zwigzane sa
z wioknem za pomoca zapraw barwierskich. Procedura pobierania probek farb z obrazow jest
bardziej kontrowersyjna niz w przypadku wyciggania pojedynczych wiokien z tekstyliow.
W celu ustalenia, z jakiego surowca barwierskiego pochodza dane substancje barwiace
niezbedna jest identyfikacja nie tylko gtownych sktadnikow, ale i tych wystepujacych
w ilosciach §ladowych. Pozwala to bowiem na odroznienie surowcow barwierskich
pochodzacych z blisko spokrewnionych gatunkow.

Naturalne barwniki organiczne pozyskiwane z roslin, owadow czy tez skorupiakow wystepuja
czgsto w formie niestabilnych chemicznie glikozydow. W celu ich prawidtowej identyfikacji
W pierwszym etapie nalezy tak wyizolowac¢ je z danej matrycy, aby nie spowodowac ich zmian
strukturalnych. Z tego tez wzgledu zastosowanie tagodnej ale i efektywnej metody ekstrakcji
odgrywa kluczowa role. Barwniki organiczne rdéznig si¢ budowag chemiczna i maja czgsto
odmienne wilasciwosci fizykochemiczne, co powinno by¢ uwzglgdnione w trakcie analizy.
Problematyka badan barwnikow z probek muzealnych jest bardzo rozlegta. Sprawia to
konieczno$¢ opracowania optymalnej metodyki ich izolacji 1 identyfikacji.

W zwigzku z powyzszym celem niniejszej pracy doktorskiej bylo opracowanie uniwersalnej
metody izolacji i identyfikacji substancji barwigcych obecnych w réznego typu matrycach
z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzgzonej ze spektrometrem mas
(HPLC-MS).
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W ramach badan zrealizowano nastepujace cele badawcze:

e opracowano metodyke izolacji substancji barwigcych z farb, tkanin oraz surowcoéw
barwierskich;

e opracowano uniwersalng metod¢ identyfikacji substancji barwigcych z zastosowaniem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektroskopig UV-Vis i
spektrometrig mas;

e przeprowadzono petng identyfikacje substancji barwigcych obecnych w surowcach
barwierskich;

e przygotowano laki barwne oraz modelowe farby olejne na podstawie archiwalnych
przepisow;

o zidentyfikowano szereg substancji barwigcych oraz produktow ich naturalnej degradaciji
w historycznych probkach farb i tekstyliow;

e na podstawie analiz SEM-EDS oraz FTIR scharakteryzowano zaprawy barwierskie oraz
rodzaj widkien historycznych;

o ckstrakty z surowcOw barwierskich oraz farby modelowe poddano procesowi
naswietlania lampa ksenonowa;

e ustalono struktury chemiczne produktéw fotodegradacji.

Przeprowadzone badania przyczyniaja si¢ do poszerzenia wiedzy na temat barwnikow
stosowanych przez danych artystow. Pozwalaja przyblizy¢ ich warsztat artystyczny, jak
I pozna¢ preferencje W wyborze okreslonej palety barw. Dostarczaja réwniez cennych
informacji na temat rozpowszechnienia i stosowalno$ci danych barwnikow w konkretnym
okresie dziejowym. Przyczyni¢ si¢ t0 moze do pewniejszego datowania dzieta, a nawet
potwierdzenia jego autentycznosci. Istotne jest to zardwno dla historykow sztuki, jak i dla
catego rynku aukcyjnego oraz muzedéw gromadzacych swoje zbiory. Znajomos$¢ sktadu
substancji barwigcych obecnych w roznego rodzaju surowcach barwierskich dostarcza takze
cennych informacji przydatnych i innym dziedzinom nauki, w tym chemii konserwatorskiej,

chemii zwigzkéw naturalnych czy biologii.
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ABSTRACT

In the study of objects of cultural heritage such as textiles and paints, the identification
of the materials plays an important role. This is a huge challenge for scientists and requires
application of advanced analytical techniques. Natural organic dyestuffs are components of
many works of art. The identification of colouring substances present in historical objects
provides relevant information for a wide range of specialists dealing with works of art.
Knowledge about natural dyes in historical objects is helpful for the development of effective
and appropriate conservation strategies, to determine the origin of an artefact, as well as to
obtain historical information necessary for the purposes of documenting an artwork and
determining a work’s authenticity. The isolation and identification of dyestuffs from paints used
by artists is complicated and time-consuming. Paints, in their composition, contain not only
dyes and pigments but also painting binder and other additives which hinder the isolation and
identification of colouring substances. In addition, the natural organic dyes extracted from
paints, due to their origin, often exist in lake pigment form (complex of dye with metal). In
textiles dyes are bonded with fibre through the use of mordants. Moreover, the sampling of
paint from a painting is more controversial than the sampling of individual fibres from historical
textiles. Identification of a particular raw material of dye is usually based on the presence of its
main components, while minor components are important for differentiating between dyes
originating from closely related sources. The natural organic dyes extracted from plants, insects
or shellfish, due to their origin, often exist in glycosidic form. In order to properly identify
colouring substances, it is necessary to isolate them from the matrix without changing the
primary structure of the colouring substances. For this reason, the use of a mild and also
effective extraction method plays a key role. It should be added that a number of substances
with quite different physicochemical properties can be responsible for the colour of one natural
dye. This needs to be considered when the methods used for the extraction and chromatographic
separation of colouring substances are being developed. The analysis of dyestuffs present in art
works is a very broad field. It seems justified that an optimal and universal methodology of dyes
isolation and identification should be developed.

The aim of the PhD thesis therefore, was to develop a universal method of isolating and
identifying the dyestuffs’ different matrixes using high performance liquid chromatography
coupled with UV-Vis spectroscopy and mass spectrometry (HPLC-DAD-MS).

Over the course of the PhD research, basic tasks were performed:

¢ development of method for the isolation of colouring substances from paint, textiles and dye

raw materials
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development of a universal method of identification of colouring substances using high
performance liquid chromatography coupled with UV-Vis spectroscopy and mass
spectrometry

performing a spectrochromatographic analysis of dyestuffs present in extracts of dye raw
materials

preparation of lakes and oil paints according to historical recipes

identification of dyestuffs and its degradation products present in the historical paints and
textiles

identification of mordants and types of historical threads using SEM-EDS and FTIR
techniques

performing photodegradation process of the extracts of dye raw materials and paint samples

and identification of photodegradation products.

The conducted research contributes to broadening the knowledge about the dyes used by
given artists. It allows for characterising the dyer’s painting workshop, as well as the
determination of the artists’ preferences for specific colours. It also provides valuable
information on the prevalence and applicability of exact dyes in a particular historical
period. This may contribute to a more reliable dating of the work and even confirmation of
its authenticity. This information will be significant to the art history professionals, as well
as the art auction market and the museums that store their collections. The knowledge about
the dye raw materials’ composition will supply valuable information to other scientific

fields, including conservation chemistry, chemistry of natural compounds and biology.
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WYKAZ SKROTOW I AKRONIMOW

ACN- acetonitryl

Ala- alanina

DAD- Diode Array Detector, detektor z matrycg diodowsg

DMSO- dimetylosulfotlenek

EIC- Extracted lon Chromatogram, rekonstruowane chromatogramy jonowe
ESI- Electrospray lonization, jonizacja poprzez elektrorozpylanie

FT-IR- Fourier-transform infrared spectroscopy, Spektroskopii w Podczerwieni z

Transformacja Fouriera

G- kwas galusowy

Glu- glukoza

Gly- glicyna

HPLC- High Performance Liquid Chromatography, Wysokosprawna Chromatografia Cieczowa
Ksy- ksyloza

m/z- mass to charge ratio, stosunek masy do tadunku

MeOH- metanol

MS- Mass spectrometry, Spektrometria Mas

MS/MS- Tandem Mass Spectrometry, Tandemowa Spektrometria Mas
nzid.-niezidentyfikowany

Rha- ramnoza

RP- Reversed Phase, uktad faz odwrdconych

SCAN- Scan Monitoring, praca spektrometru mas w trybie przemiatania catego widma
SEM- Scanning Electron Microscopy, Skaningowa Mikroskopia Elektronowa

SPE- Solid Phase Extraction, ekstrakcja do fazy statej
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TFA- kwas trifluorooctowy
TIC- Total lon Current Chromatogram, chromatogram catkowitego pradu jonowego

XRF- X-Ray Fluorescence, Fluorescencyjna Spektroskopia Rentgenowska
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WPROWADZENIE

Juz od czasow prehistorycznych ludzie pozostawiali §lady w swoim otoczeniu w postaci
namalowanych obrazow. Upickszaly one ich $wiat i wyrazaty mysli oraz uczucia. Czgsto tez
znakowaly terytorium i byly sposobem wskazania na przyktad zrodta zywnosci lub wody.
Z czasem nasi przodkowie odkryli, Ze pigmenty dziataja bardziej efektywnie po zmieszaniu ich
z medium, takim jak woda Iub tluszcz zwierzecy. Pierwszymi obrazami byly malowidta
naskalne. Starozytne ludy ozdabialy Sciany jaskin farbg wykonang z btota lub wegla drzewnego
zmieszang z thuszczem lub $ling. Prehistoryczni malarze uzywali pigmentdw dostgpnych w ich
bezposrednim otoczeniu. Pigmenty te zwane pigmentami ziemnymi (z ang. earth pigments)
przyklejaty si¢ do §cian jaskin czesciowo dlatego, ze zostaly one uwigzione w porowatej $cianie
a czesciowo dlatego, ze srodki wigzace ($lina lub thuszcz) wysychaty i1 przywieraly z czasem do
$cian [1].

Dzieje barwnikow pozyskiwanych z naturalnych zrodet roslinnych lub zwierzecych sg znacznie
miodsze i siegaja czasow starozytnego Egiptu i Grecji [2, 3]. Jedng z najwczesniej poznanych
substancji barwigcych jest indygo, kraplak i koszenila stosowane juz od okoto 4000 lat [1, 4].
Ekstrakty roslinne i zwierzece, oraz mineraty byly jedynym zrédlem barwnikow i pigmentow
do drugiej potowy XIX wieku. Swoje =zastosowanie znalazty nie tylko w przemysle
barwierskim, ale i w malarstwie. Otrzymanie fuksyny, pierwszego syntetycznego barwnika
stato sie¢ momentem przetomowym w historii surowcow barwierskich [5]. Druga potowa XIX
wieku to okres, w ktorym barwniki naturalne zaczeto stopniowo zastepowaé barwnikami
syntetycznymi. Naturalne barwniki organiczne wcigz wzbudzaja zainteresowanie wsrod
konserwatorow i kustoszy dziel sztuki, gdyz to one wilasnie sa sktadnikami wigkszosci
artefaktow [6].

Przy badaniu obrazow i ich renowacji istotna role odgrywa identyfikacja materiatow malarskich
stosowanych przez danych artystow [4]. Na jej podstawie oceni¢ mozna cechy
charakterystyczne poszczegdlnych dziet sztuki. Wiedza na temat uzytych barwnikow pomaga
ustali¢ okres powstania dzieta, okresli¢ jego pochodzenie, a takze opracowaé odpowiednig
procedurg renowacji [7]. W tym miejscu zacytowaé mozna fragment opracowania Toniego
Rotha i Richarda Jacobiego - dwoch znanych niemieckich konserwatorow zabytkow: ,, Skoro juz
malarz, wolny tworca, ponosi okreslong odpowiedzialnos¢ za trwatos¢ swojego dziela, to coz
dopiero mowi¢ o konserwatorze, ktoremu czesto powierza si¢ ratunek najcenniejszych dobr
kultury. Doglebna znajomosé podstaw i prawidel techniki malarskiej jest alfg i omegq jego
zawodu. Mozna by nazwaé kwestig sumienia ow obowigzek konserwatora doktadania
najwigkszych staran w celu przyswajania sobie na biezqco wszelkich informacji dotyczqcych
badan i zdobyczy w zakresie technologii malarskiej” [8]. Fragment ten niewatpliwie

potwierdza, ze znajomos¢ materiatdw malarskich oraz precyzyjne ustalenie sktadu chemicznego
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substancji barwigcych dostarcza informacji na temat technologii tworzenia danych obiektow
artystycznych. Analizujac warsztat malarski danego artysty uwzgledni¢ nalezy jego preferencje
w wyborze sScisle okreslonej palety barw. Przytoczy¢ tu mozna z Kkolei fragment opisujacy
tworczos¢ Cézanne’a: ,, W portrecie przyjaciela jeszcze po roku pozostawato niewielkie miejsce
niezamalowane. Zapytany dlaczego tak jest, odpowiedzial, ze aby tamto miejsce uzupetnic,
musiatby caty obraz namalowaé na nowo. Do tego stopnia kazdy szczegot musi by¢ zestrojony
Z sieciq relacji catej struktury obrazu, do tego stopnia wrazliwe jest oko wielkich malarzy.”
Swiadczy on o subtelno$ci malarza w wyczuciu kompozycji, proporcji i ich wzajemnego
powiagzania [8]. Zachowanie pierwotnych zamierzen twoércy powinno by¢ uwzglednione
w trakcie prac konserwatorskich danego dzieta. Jednym z elementéw przydatnych przy
okreslaniu warsztatu malarskiego jest identyfikacja zawartych w farbach barwnikow.
Znajomos¢ petnego sktadu substancji barwigcych dostarcza istotnych informacji dla szerokiego
grona specjalistow zajmujacych si¢ tego typu dzietami sztuki. Co wigcej, umozliwia
przeprowadzenie renowacji dzieta w miar¢ mozliwosci zgodnie z decyzjami ideowymi
i estetycznymi podejmowanymi przez jego tworcg.

Izolacja substancji barwigcych z farb artystycznych jest zadaniem dos¢ skomplikowanym.
Farby w swoim sktadzie zawieraja nie tylko barwniki, lecz takze spoiwa malarskie
i wypelniacze. Ich obecnos$¢ utrudnia izolacje i poprawng identyfikacje barwnikéw. Naturalne
substancje barwigce, ze wzgledu na swoje pochodzenie wystepuja czgsto w formie glikozydow
[4]. Za kolor danego barwidta odpowiada¢ moze nawet Kilkanascie substancji. Moga one mieé
bardzo zblizone lub znacznie rdéznigce sie wiasciwosci fizykochemiczne, co powinno by¢
uwzglednione podczas opracowywania metod ich izolacji i identyfikacji. Naturalne barwniki
organiczne wystepuja W farbach w postaci tak zwanych lakéw. Sg to kompleksy substancji
barwigcych z metalami osadzone na no$nikach nieorganicznych. W zwigzku z tym, aby je
zidentyfikowa¢ nalezy najpierw wyizolowac barwnik z laku i ze spoiwa malarskiego. Nalezy to
przeprowadzi¢ w ten sposéb, aby nie spowodowa¢ zmian w ich pierwotnej strukturze
chemicznej. Ze wzgledu na skomplikowang budowe naturalnych barwnikow oraz problematyke
zwigzang z ich izolacja, analiza substancji barwigcych jest ogromnym wyzwaniem dla badaczy

I wymaga czgsto zastosowania zaawansowanych narzedzi analitycznych.
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I. CZESC TEORETYCZNA
1. Definicja barwy

Barwa jest wrazeniem zmyslowym wynikajacym Zz wizualnego postrzegania
promieniowania o danym sktadzie widmowym [9]. Proces wykazywania barwy przez dang
substancj¢ chemiczng wigze si¢ $cisle z wybidrczg absorpcja  promieniowania
elektromagnetycznego w zakresie $wiatlta widzialnego (400-780 nm). Jezeli substancja
absorbuje $wiatto niebieskie o dtugosci fali 480+30 nm, ktore jest barwg zasadnicza, to $wiatto
przechodzace przez dany przedmiot bedzie dawaé dopelniajacg barwe zottg [10, 11].
Wykazywanie barwy przez dang substancj¢ zwigzane jest z absorpcjg fotonéw promieniowania.
W wyniku absorpcji $wiatta nastgpuje zmiana energii konfiguracji elektronowej czasteczki.
Wzbudzanie polega na wzroscie energii elektronu przenoszonego z poziomu podstawowego na
poziom wzbudzony. Elektron zlokalizowany na orbitalu niewigzacym (elektron wolnej pary
elektronowej) czy na orbitalu wigzacym (elektron wigzan © lub o) znajduje si¢ w stanie
podstawowym, z ktorego zostaje przeniesiony na poziom wzbudzony czyli na orbital
antywiagzacy typu n* lub o* [12]. Wzbudzenie czasteczek nasyconych, a wiec tych
zawierajacych tylko pojedyncze wigzania ¢ wymaga duzej energii fotonow. Nie jest przy tym
wystarczajgca energia promieniowania $wiatta widzialnego, ani fioletowego. Wymagane jest
zastosowanie promieniowania nadfioletowego o znacznie wiekszej energii. Diugos¢ tej fali jest
niedostrzegalna dla ludzkiego oka. Substancje, ktore absorbuja promieniowanie nadfioletowe
wykazuja barwe biata, poniewaz odbija lub przepuszczaja fotony z zakresu promieniowania
widzialnego. Barwa zwiazku zwigzana jest z obecnoscia elektronéw sprzgzonych wigzan m,
ktore na skutek absorpcji waskiej wigzki promieniowania widzialnego ulegaja wzbudzeniu.
Niezaabsorbowana czg¢$¢ promieniowania zostaje wowczas odbita badZ przepuszczona przez

substancje, tworzac wrazenie barwy [12].
2. Podzial barwnikow

Wedhug normy PN-EN ISO 4618:2007 substancja barwiaca jest ,, kazda substancja
nadajgca barwe innym materiatom. Substancje barwigce obejmujq pigmenty (nierozpuszczalne
w stosowanym spoiwie) i barwniki (rozpuszczalne w stosowanym spoiwie)” [13]. Barwnikami
okreslamy zwigzki organiczne, a pigmentami zwigzki nieorganiczne [14]. W literaturze spotkac
mozna rdézne sposoby klasyfikacji naturalnych substancji barwigcych. Do dwodch
najwazniejszych nalezy ich podzial ze wzgledu na zastosowanie (podziat techniczny) oraz ze
wzgledu na struktur¢ chemiczng. Klasyfikacja techniczna obejmuje migdzy innymi barwniki
zaprawowe, kadziowe oraz bezposrednie, ktore sa stosowane zarowno w barwiarstwie tkanin

jak i farbach artystycznych [15]. Barwniki zaprawowe stanowia najwicksza grupe wsrod
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naturalnych barwnikéw. Sg to zwiazki rozpuszczalne, ktore wigza si¢ z materiatem barwionym
dzigki zastosowaniu zapraw barwierskich (soli metali), tworzac tak zwane laki barwne majace
wiasciwosci pigmentow. Naleza do nich miedzy innymi flawonoidy oraz antrachinony. Kolejna
grupa to barwniki kadziowe. Sa nimi nierozpuszczalne w wodzie zwiazki, ktére w srodowisku
zasadowym ulegajg redukcji do pochodnych rozpuszczalnych w wodzie (forma leuco). Te za$
sg nastepnie utleniane na widknie tlenem do pierwotnego nierozpuszczalnego barwnika. Naleza
do nich barwniki indygoidowe. Barwniki bezposrednie to substancje rozpuszczalne w wodzie,
stosowne glownie do barwienia welny i jedwabiu. Nie wymagajg one uzycia zapraw
barwierskich w celu zwigzania ich z wioknem. Wiaza si¢ one z podlozem sitami wigzan

wodorowych i sit van der Waalsa [16].

Podziat chemiczny barwnikow oparty jest na roznicach struktury chemicznej chromoforu.
Zgodnie z Migdzynarodowym Indeksem Barw (z ang. Colour Index International) substancje
barwigce klasyfikuje si¢ ze wzgledu na pochodzenie oraz ich struktur¢ chemiczng. Kazda
substancja barwigca w tej bazie danych posiada indywidualng nazwe generyczng (C.1.) oraz

indywidualne oznaczenie jakim jest numer C.1. [6, 17].

Ze wzgledu na struktur¢ chemiczng barwniki dzieli si¢ na: nitrozowe, nitrowe, azowe,
stilbenowe, karotenoidowe, difenylometanowe, triarylometanowe, ksantenowe, akrydynowe,
chinolinowe, metinowe, tiazolowe, indaminowe, indofenolowe, azynowe, oksazynowe,
tiazynowe, siarkowe, laktonowe, aminoketonowe, hydroksyketonowe, antrachinonowe,
indygoidowe i ftalocyjaninowe [18].

Barwniki naturalne wystepujace w §wiecie roslinnym lub zwierzgcym, ze wzgledu na charakter
uktadu chromoforowego, dzieli si¢ miedzy innymi na barwniki indygoidowe, karotenoidowe,
chinoidowe (antrachinonowe) oraz flawonoidy i ich glikozydy [19]. Ten tez podziat zostat

zastosowany w niniejszej dysertacji.

2.1. Flawonoidy i ich glikozydy

Flawonoidy to zwigzki chemiczne nalezace go grupy najbardziej rozpowszechnionych
substancji wytwarzanych przez rosliny wyzsze [20]. Do roku 2016 ustalone zostaty struktury
chemiczne niemal 10000 flawonoidow wystepujacych w roéznych gatunkach roslin [21].
Mozliwo$¢ modyfikacji w obrebie czasteczki flawonu w wyniku takich procesow, jak na
przyktad utlenianie, hydroksylacja, metylacja, glikozylacja itp. powodujg istnienie szerokiej
gamy tego typu zwigzkow. Nazwa ,,flawonoid” wywodzi si¢ od lacinskiego stowa flavus
oznaczajacego kolor zotty, ze wzgledu na barwe jaka one zazwyczaj posiadajg. Flawonoidy

moga jednak przyjmowac rowniez barwe od stomkowej, az do pomaranczowo-CZerwonej.
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Glownym elementem strukturalnym flawonoidow jest uktad dwoch pier§cieni benzenowych A
i B, migdzy ktorymi wbudowany jest heterocykliczny pier§cien C zawierajacy atom tlenu,
tworzgc w ten sposob uktad pironu (flawonole, flawanony, flawony, izoflawony) lub piranu
(flawanole, antocyjanidyny) [22]. Podziat flawonoidéw ze wzgledu na ich r6znice w budowie,

wraz z ich wzorami strukturalnymi i nazwami, przedstawiony zostat na Rysunku 1.

W naturze flawonoidy wystepuja gtownie w formie glikozydow, co sprawia, ze sa one bardziej
hydrofilowe i lepiej przepuszczalne przez blony komoérkowe [21]. W zaleznosci od atomu,
z ktérym lgczy sie reszta cukrowa wyrdznia si¢ C-glikozydy oraz O-glikozydy. Liczba
przytaczonych jednostek cukrowych moze by¢ przy tym roézna, w zwigzku z czym wyroznia si¢
di-, tri- czy tetra-glikozydy. Jednostki cukrowe moga si¢ ze sobg laczy¢ Szeregowo tworzac
tancuch prosty, badZ by¢ podstawione pojedynczo w roznych pozycjach aglikonu. Aglikony
moga by¢ zwigzane z rdznego typu jednostkami cukrowymi, np. heksozami (glukoza, galaktoza
i kwasem glukuronowym), deoksyheksozg (ramnozg), czy tez pentozami (ksylozg, arabioza,
apioza) [23]. Glukoza jest przy tym najbardziej rozpowszechnionym cukrem wsrod glikozydow
flawonoidoéw [24]. Na Rysunku la zaznaczone zostaly mozliwe pozycje przytaczenia jednostek
cukrowych do czasteczki aglikonu [25].

Do roslin powszechnie uprawianych w Europie, z ktorych pozyskuje sie substancje barwigce z
grupy flawonoidéw naleza: rezeda zoéttawa (Reseda luteola L.), janowiec barwierski (Genista
tinctoria L.), perukowiec podolski (Cotinus coggygria L.), sierpik barwierski (Serratula
tinctoria), rumian zo6tty (Anthemis tinctoria L.) oraz owoce roslin z rodziny szaktakowatych
(Rhamnus) [26].

Rezeda zéltawa uwazana jest za jeden z najstarszych i najczesciej stosowanych surowcoOw
barwierskich [27-31]. Barwnik ten znany byt plemionom afrykanskim juz w epoce neolitu,
zkolei uprawia¢ rezed¢ zaczeto w epoce hellenistycznej na obszarze krajow
srodziemnomorskich [32]. Obecnie rosnie ona dziko w Europie, ale jest tez specjalnie
uprawiana. Barwniki uzyskiwane z rezedy charakteryzuja si¢ intensywna i mocna z6ita barwa.
Kolejnym surowcem barwierskim znajdujaca szerokie zastosowanie w przemysle barwierskim
byta jagoda perska zwana tez francuska (Rhamnus spp.), ktora jest owocem kruszyny pospolitej
(szaktaka). Jagoda ta znana jest z bardzo duzej zawartosci roznorodnych flawonoidow.
Wymieni¢ tu mozna kwercetyne, kemferol, ramnetyne, ramnazyn¢, ramnocytryne oraz ich
glikozydy [26]. W zaleznosci od stopnia dojrzatoéci jagod oraz od rodzaju uzytej zaprawy
barwierskiej uzyskuje si¢ z6Oita, zielong lub purpurowo-czerwong barwe [33]. W malarstwie
artystycznym barwnik pozyskiwany z jagod rodzaju Rhamnus przyjat zwyczajowa nazwe Still
de Grain [34].

Z krzewu perukowca podolskiego (Cotinus coggyria L.) pozyskiwany jest zotty barwnik

0 angielskiej nazwie young fustic. Znany byt on juz w Sredniowieczu i stosowany do barwienia
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tkanin. W zalezno$ci od uzytej zaprawy barwierskiej, tkaniny przyjmowaty barwe od zotto-
pomaranczowej az do czerwono-bragzowej. Gtéwnymi substancjami barwnymi obecnymi w tym
barwniku s3: fisteina, mirycetyna oraz sulfuretyna.

Antocyjanidyny, nalezace rowniez do flawonoidow, znane sa W przemysle barwierskim od
starozytnosci. Jednym z barwnikow nalezacych do tej grupy zwiazkow jest smocza krew (z ang.
Dragon’s Blood). Ta naturalna zywica pozyskiwana jest z roznych gatunkow drzew, w tym:
Dracaena (Dracaenaceae), Daemonorops (Palmae), Pterocarpus (Fabaceae) oraz Croton
(Euphorbiaceae). Substancjami barwigcymi odpowiadajacymi za jego gleboki czerwony
kolor sg =zwigzki o tacinskich nazwach: dracohordin, nordracorhodin, dracorubin
i dracoflavylium [4, 35].
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antocyjanidyny

Rysunek 1. Podziat i

Nazwa zwiazku R
naringenina H
hesperetyna OH

Nazwa zwiazku R

luteolina OH
apigenina H
chryzoeriol OCHj,

Nazwa zwiazku R

fisteina OH
kwercetyna OH
kemferol H
ramnetna OH
Nazwa zwiazku R
2,3-dihydroksyfisteina OH
epikatechina OH
Nazwa zwiazku R!
genisteina OH
daidzeina OH
Nazwa zwiazku R
malwidyna OCH3
pelargonidyna OH

c) flawonole, d) dihydroflawanole, €) izoflawony, f) antocyjanidyny.
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2.2.Barwniki chinoidowe i ich glikozydy

Barwniki  chinoidowe, podobnie jak flawonoidy, s3a zwigzkami Sszeroko
rozpowszechnionymi w $wiecie ro§linnym. Naleza one do grupy cyklicznych nienasyconych
diketonéw. Barwniki chinoidowe podzieli¢ mozna na trzy zasadnicze grupy. Do pierwszej z
nich naleza benzochinony, a wigc zwigzki zawierajace prosty uktad chinoidowy. Druga grupa to
zwiazki zawierajace rdzen naftochinonu (uktad skondensowanych pierscieni chinonu
i pierScienia benzenowego). W zaleznosci od budowy chinonu wyréznia sie a- i f-naftochinony.
Trzecig grupg barwnikow chinoidowych stanowig antrachinony sktadajace sie z p-chinonu
skondensowanego z dwoma pier§cieniami benzenowymi [36]. Antrachinony, mimo iz nie
wykazuja wielkiej r6znorodnosci pod wzgledem budowy chemicznej, wystepuja w $srodowisku
naturalnym znacznie cze$ciej niz pozostate barwniki chinoidowe. Najwiekszg populacje
stanowig przy tym pochodne zawierajace antrachinon podstawiony grupami hydroksylowymi,
metylowymi, metoksylowymi, karboksylowymi, czy tez jednostkami cukrowymi [36]. Do
najbardziej znanych barwnikéw antrachinonowych naleza: alizaryna, purpuryna oraz kwas
karminowy. Alizaryna i purpuryna sa glownymi substancjami barwigcymi pozyskiwanymi
z korzeni marzanny barwierskiej z rodziny Rubiaceae. Barwnik ten nazywany jest tez
kraplakiem (z ang. madder lake). Naturalny kraplak znany jest juz od ponad 4000 lat i jako
barwnik stosowany jest do dzi$, cho¢ obecnie czesciej w formie syntetycznej [37]. Byt on
jednym z najbardziej popularnych czerwonych barwnikoéw stosowanych w przemysle
barwierskim i malarstwie [38, 39]. Naturalny kraplak uzyskiwany jest z korzeni réznego typu
gatunkow ro$lin z rodziny Rubiaceae, w tym: marzanny barwierskiej (Rubia tinctorum L.),
dzikiej marzanny (Rubia peregrina L.), jak i marzanny indyjskiej (Rubia cordifolia L.),
marzanki barwierskiej (Asperula tinctoria L.), przytulii whasciwej (Galium verum L.) i kilku
innych roslin z gatunku marzanowatych (Relbunium) [40]. Barwnik ten pochodzi z Indii, ale
rozpowszechniony byt rowniez na Bliskim Wschodzie. Substancjami barwigcymi znajdujacymi
sie¢ w tego typu roslinach sa gléwnie pochodne antrachinonu, w tym migdzy innymi: alizaryna,
purpuryna, pseudopurpuryna, ksantopurpuryna, rubiadyna, lucydyna, munistyna i ich glikozydy.
W zalezno$ci od pochodzenia i wieku ros$liny uzyskuje sie rézne odcienie kraplakéw, co
zwigzane jest odmiennymi proporcjami wyzej wymienionych substancji barwiagcych [4, 41].

Do cickawostek nalezy fakt, iz wojskowe peleryny oraz kurtki stanowigce umundurowanie
zolierzy armii francuskiej i angielskiej farbowane byty kraplakiem niemal az do I Wojny
Swiatowej [42] . Syntetyczng alizaryne po raz pierwszy otrzymano w 1868 roku. Procedure jej
uzyskania opracowali Carl Graebe oraz Carl Liebermann, bgdacy pracownikami niemieckiej
firmy chemicznej BASF. Byla to pierwsza synteza barwnika, ktory naturalnie wystepuje w
przyrodzie [43]. Barwniki antrachinonowe izoluje si¢ nie tylko z roslin, ale takze z samic i larw

owadéw z rodziny Coccidea. W zaleznosci od gatunku owada, wyrézni¢ mozna koszenilg
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amerykanska (Dactylopius coccus Costa), polska (Porphyrophora polonica L.), armenskg
(Porphyrophora hamelli Brandt), kermes (Kermes vermilio Planchon) oraz barwnik z ang. lac
dye (Kerria lacca Kerr) [26]. Koszenilg zaczgto powszechnie stosowac do barwienia tkanin juz
w XVIII wieku, jednakze zapotrzebowanie na nig gwattownie spadto w drugiej potowie XIX w.
[44]. Zwiazane to byto z pojawieniem si¢ nowych syntetycznych czerwieni, w tym na przyktad
czerwieni alizarynowej. W XX w. zaprzestano praktycznie jej pozyskiwania z surowcow
naturalnych, ale obecnie wznowiono ten proces dla potrzeb przemyshu kosmetycznego
i spozywczego. Glowng substancjg barwigca obecng w ekstrakcie koszenili jest kwas
karminowy. Zawiera¢ on moze réwniez niewielkie domieszki kwasu flawokermesowego
i kermesowego oraz izomerow kwasu karminowego. W zalezno$ci od gatunku owada zawarto$¢é
tych substancji barwigcych moze si¢ r6zni¢. Przyktadowo, koszenila armenska zawiera ponad
95% kwasu karminowego, podczas gdy w koszenili polskiej ilo$¢ tego kwasu nie przekracza
70%. [26]. Jedng z pierwszych wzmianek o czerwcu polskim zamiescit Maciej Miechowita
Chronicapolonorum z 1521 r., gdzie podkreslat znaczenie tego owada jako waznego surowca
barwierskiego eksportowanego niemal do catej Europy. Z barwnikiem tym wiaze si¢ rOwniez
geneza polskiej flagi. Pierwsze polskie choragwie panstwowe barwione byly wlasnie wyciggiem
z czerwca polskiego [45].

Struktury chemiczne wybranych barwnikoéw antrachinonowych przedstawione zostaty na

Rysunku 2.

Nazwa zwigzku R R R? R® R* R® R®
alizaryna H H H H OH OH H
pseudopurpuryna OH H OH OH H COOH OH
rubiadyna H OH CH;3 OH H H H
lucydyna H OH CH,OH OH H H H
damnakantal H OH CHO OCHg; H H H
2-prymwerozyd H H H H OH O-Glu- H
alizaryny Ksyl
kwas karminowy OH OH C-Glu OH CHs; COOH OH
Nazwa zwiazku R
Kwas lakkainowy A (CH,);NHCOCH;,
Kwas lakkainowy B (CH,),OH
Kwas lakkainowy C CH,CHNH,COOH
Kwas lakkainowy E (CH,),NH,

Rysunek 2. Struktury chemiczne wybranych barwnikow antrachinonowych.
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2.4.Karotenoidy

Karotenoidy sa zwigzkami polienowymi zbudowanymi z jednostek izoprenoidowych
nalezacymi do tetraterpenéw. Zbudowane sg one zazwyczaj z 40 atomow wegla tworzacych
dhugi tancuch sprzezonych wigzan podwojnych (CyoHse). Zwigzki te w zaleznosci od ilosci
wigzan podwdjnych w strukturze (przynajmniej siedem) przyjmuja barwe od zoltej do
czerwonej. Do karotenoidow zaliczane sa roéwniez zwigzki majace mniej niz 40 atomow wegla,
ale posiadajace co najmniej cztery podstawniki metylowe w tancuchu. W literaturze nazywane
sg one apo-karotenoidami. Ze wzgledu na réznice w obrgbie struktury chemicznej, karotenoidy
dzieli si¢ na karoteny (zbudowane tylko z atomow wegla i wodoru) oraz ksantofile (zwigzki
posiadajace w swojej strukturze dodatkowo co najmniej jeden atom tlenu w postaci grupy
hydroksylowej, karbonylowej lub epoksydowej) [46, 47]. Dotychczas zidentyfikowanych
zostato niemal 750 karotenoidow [48]. W $wiecie roslinnym do najpowszechniej wystepujacych
karotenow zalicza si¢ a-, - i y-karoten oraz likopen, z kolei do ksantofili zeaksantyng i luteing
[47]. Najczgsciej stosowanym zrodtem karotenoidow w przemysle barwierskim jest krokosz
barwierski (Carthamus tinctorius L.) i krokosz uprawny (Crocus sativus L.) zawierajace
krocetyng i krocyng, a takze annato (Bixa orellana L.) bogate w biksyng¢ [26]. Struktury
chemiczne wybranych karotenoidéw przedstawione zostaty na Rysunku 3.

Rysunek 3. Struktury chemiczne krocetyny i biksyny.

2.5. Indygoidy

Barwniki indygoidowe to zwigzki organiczne zbudowane z dwdch jednostek indoksylu.
Naleza one do grupy barwnikéw kadziowych, ze wzgledu na sposéb ich wytwarzania.
W pierwszym etapie, pod wptywem czynnika redukujacego w $srodowisku zasadowym, grupy
karbonylowe ulegaja redukcji dajac forme leuco. Staja si¢ one wowcezas bezbarwne
i rozpuszczalne w wodzie. Barwniki te w formie leuco stosowane sg w procesie barwienia
tkanin, a w kolejnym etapie poddawane procesowi utlenienia na powietrzu [49]. Barwnik
indygo w przesztosci produkowato si¢ z urzetu barwierskiego (Isatis tinctoria L.) oraz

indygowca barwierskiego (Indigofera tinctoria L.).
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Indygo nalezy do najstarszych znanych barwnikow niebieskich. Jego pochodzenia, ze wzgledu
na réznorodnos$¢ form wystepowania roslin, nie da si¢ jednoznacznie okresli¢. Przypuszczalnie
wywodzi si¢ on z obecnych rejonéw Egiptu i z Indii [26]. Nazwa ,,indygo” pochodzi od
tacinskiego terminu indicum, czyli ,,pochodzacy z Indii”. W rzeczywistosci barwnik ten mozna
bylo otrzyma¢ rowniez z roslin wystgpujacych naturalnie w Chinach, Japonii, Indonezji oraz
Ameryce Srodkowej. Rosliny te bogate sa w substancj¢ o nazwie indykan, ktéra po obrobce
chemicznej przeksztatca si¢ w indygotyne. Urzet barwiarski oprocz indykanu zawiera¢ moze
znaczng ilo$¢ izatyny, a ta z kolei po przetworzeniu daje czerwony barwnik indyrubine [26].
Produkcja naturalnego indygo polegata na chemicznej obrobce ekstraktu z lisci indygowca.
Bezbarwny wodny roztwor indykanu (glikozydu) poddany fermentacji ulega hydrolizie do
glukozy i nietrwatego indoksylu, ten za§ w kontakcie z powietrzem utlenia si¢ dajac koncowsa
forme tego barwnika [50]. Opracowanie w 1878 roku metody otrzymywania syntetycznego
odpowiednika spowodowato gwaltowny spadek zainteresowania naturalng forma indygo [51].

Do grupy barwnikoéw indygoidowych nalezg réwniez purpurowe barwniki pozyskiwane
z mieczakow nalezacych do rodziny rozkolcow zyjacych w basenie morza Srodziemnego. Do
ich otrzymania réwniez konieczne jest chemiczne przetworzenie surowca. Enzymatyczna
hydroliza prekursoré6w obechych w ciele mieczakéw prowadzi do uzyskania pochodnej
indoksylu, ulega fotochemicznej konwersji do purpurowego produktu. Proces otrzymywania
tego barwnika jest wicloetapowy i do$¢ skomplikowany, a co wiecej Wydajnos¢ uzyskania
produktu koncowego jest bardzo niska [26]. W literaturze znalez¢é mozna informacje, iz
Z jednego migczaka otrzymaé mozna zaledwie 1 mg tego barwnika. Miato to w przesztosci
odzwierciedlenie w jego ogromnej cenie. Wyrdznia si¢ trzy grupy gatunkow mieczakow
z rodziny rozkolcow, z ktorych uzyskuje sie purpurowe barwniki. Do pierwszej grupy naleza
Bolinus brandaris L. (Murex brandaris), do drugiej Thais haemastoma L. (Stramonita
haemastoma), a do trzeciej Hexaplex trunculus L. (Murex trunculus) [52]. Z rozkolcow
nalezacych do grupy pierwszej i drugiej, dzigki zawartosci 6,6’-dibromoindygotyny, otrzymuje
si¢ purpury w odcieniu czerwonym. Z kolei z rozkolcow grupy trzeciej uzyskuje si¢ niebieskie
odcienie purpury, z powodu obecnosci bromoindygotyny i indygotyny [26]. Przyktadem
barwnika uzyskiwanego z migczakoéw jest purpura tyryjska. Centrum jej wytwarzania byt
przede wszystkim Tyr i Sydon, ale z biegiem czasu farbiarnie zaczety powstawa¢ w catym
obszarze morza Srodziemnego. Miejsca produkcji purpury rozpozna¢ mozna do dzi§ po
zwatowiskach muszli, tworzacych niemal prawdziwe gory [53]. Strukture¢ chemiczng purpury
tyryjskiej po raz pierwszy ustalit Paul Friedlander w 1909 roku. W tym celu uzyt az 12 000
rozkolcoéw, z ktorych po ztozonym procesie obrobki uzyskat jedynie 1.4 g czystego barwnika.
Za to odkrycie Friedlander otrzymal od Austriackiej Akademii Nauk prestizowg Nagrode

Liebena [54]. Purpura tyryjska jest bardzo trwaltym barwnikiem i moze utrzymac si¢ na witdknie
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nawet 2000 lat. Swiadcza 0 tym wyniki badan probek wetnianej tkaniny odkrytej w Iraku [55].

Struktury chemiczne barwnikéw indygoidowych przedstawione zostaly na Rysunku 4.

H o) Nazwa zwigzku R R!
R N \ indygotyna H H
— 6,6’-dibromoindygotyna Br Br
N R 6-bromoindygotyna Br H
Wk

Rl
H Nazwa zwiazku R R?
R N indyrubina H H
— 6,6’-dibromoindyrubina Br Br
\ / NH 6-bromoindyrubina Br H
o] o)

Rysunek 4. Struktury chemiczne barwnikow indygoidowych.

2.6. Inne barwniki z grupy polifenoli

Wsrod waznych barwnikow stosowanych zar6wno w przemysle barwierskim, jak i do
produkcji farb artystycznych wymieni¢ nalezy zotcien indyjska (z ang. Indian Yellow).
Gltéwnymi jej sktadnikami sg kwas euksantynowy oraz euksanton, nalezgce do ksantondw.
Struktury chemiczne ksantondéw przypominaja struktury flawonoidow, stad ich podobne
wlasciwosci fizykochemiczne. Flawonoidy sa bardzo rozpowszechnione w przyrodzie, podczas
gdy ksantony wystepuja w ograniczonej liczbie gatunkéw roslin [56]. Znanych jest zaledwie
okoto 200 pochodnych nalezacych do tej grupy zwiazkow, z czego az 40 wystepuje w owocach

mangostanu [57]. Struktura kwasu euksantynowego przedstawiona zostata na Rysunku 5.

OH
o HO OH

O |O 0
o~ No =
OH O OH

Rysunek 5. Struktura chemiczna kwasu euksantynowego.

Zbkcien indyjska jest naturalnym barwnikiem otrzymywanym z moczu kréw karmionych lis¢mi
mango [58]. Produkcja tego barwnika polegata na odparowaniu moczu do suchej masy, ktora
nastepnie oczyszczano i rafinowano. Najwigksza popularnoscia wsrod malarzy cieszyta si¢ ona

w okresie miedzy XVI a XIX wiekiem [58]. Ze wzgledu na fatwa rozpuszczalno$¢ zolkcieni
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indyjskiej w cieptej wodzie, stosowano ja takze do farbowania tkanin. Nie trwato to jednaj
dtugo ze wzgledu na przykry zapach wydobywajacy si¢ z fabryk wiokienniczych.

Wspomnie¢ tutaj nalezy, ze krowy zywione wylacznie lis¢émi mango zdychaty po pewnym
czasie w cierpieniach. Ze wzgledéw humanitarnych zakazano produkcji tego barwnika w 1908
roku. Jednakze dopiero w 1921 roku przestat on by¢ dostepny handlowo.

W 1966 roku udato si¢ Gettensowi i Soutowi ustali¢ wzor empiryczny zolcieni indyjskiej, jako
pieciowodnej soli magnezowej kwasu euksantynowego [58]. Barwnik ten wykazuje intensywng
i czysta barwe, a jego tekstura okre$lana jest przez znawcow jako I$nigca i pytowata. Zolcien
indyjska taczono z bielg olowiang w celu uzyskania jasniejszych odcieni; z indygo, by uzyskac
zielen; z cynobrem lub hematytem oraz domieszkami bieli otowianej, by uzyska¢ pozadang
barwe od ciemnego brazu do rézowawej zotcieni; jak i z minig otowiang, by otrzymac kolor
pomaranczowo-zolty [58].

Barwniki pozyskiwane z drzew dzieli si¢ powszechnie na dwie grupy: rozpuszczalne
w wodzie (gtownie neoflawonoidy) oraz w niej nierozpuszczalne (skondensowane
biflawonoidy). Pozyskiwane sg one glownie z drewna, kory oraz korzeni drzew z rodziny
brezylkowatych (Caesalpinia L.). Najwazniejszymi odmianami tego gatunku drzew sa: drzewo
brazylijskie (Caesalpinia echinata, z ang. brazilwood) oraz brezylka sappan (Caesalpinia
sappan, z ang. sappanwood). W celu uzyskania czerwonego barwnika brazilwood nalezy
najpierw wyizolowa¢ brazyline, ktorg poddaje sie nastepnie procesowi utlenienia do brazyleiny.
Ze wzgledu na niskg trwalo$¢ tego barwnika i jego tendencje do szybkiego blaknigcia,
w poréwnaniu do kraplaku czy koszenili powodowalo, iz czesto stosowano go w mieszaninie
z innymi, trwalszymi substancjami barwigcymi [4, 26].

Waznym zZroédtem brazowych i czarnych barwnikoéw sa tak zwane galasowki, czyli
patologiczne narosla roslin tworzace si¢ w wyniku rozrostu tkanki roslinnej na li§ciach, fodydze
lub Korzeniach. Szczegdlnym utworem sa galasy wytwarzane u roslin zaatakowanych przez
owady. Substancjami barwigcymi obecnymi w galasowkach sa pochodne zhydrolizowanych
tanin, np. kwas galusowy czy elagowy, a takze polimery katechiny i epikatechiny. Barwniki te
znano juz w czasie Imperium Rzymskiego i stosowano gtoéwnie w przemysle garbarskim [26].

Kurkume czyli ekstrakt ktaczy i korzeni ostryzu pozyskuje sie¢ z wielu gatunkéw roslin
zrodziny Curcuma. Do Europy trafita ona jako cenna przyprawa, a jej gtdownym eksporterem
byly Indie, Chiny, Bangladesz oraz Ameryka Potludniowa. Jako barwnik kurkuma nadaje
tkaninom ciepta zotto-pomaranczowa barwe. Barwnik ten cho¢ odporny na pranie, jest niestety
wrazliwy na stonce pod wptywem, ktorego dos¢ szybko blaknie [59]. Glownym sktadnikiem
kurkumy jest kurkumina, zbudowana z dwoch reszt feruloilowych potaczonych atomem wegla.
Struktura chemiczna kurkuminy okres$lona zostata przez Stanistawa Kostaneckiego i Wiktora

Lampe w 1910 roku [60]. Kurkuma jako barwnik bezposredni stosowana byta do barwienia
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bawelny, welny oraz jedwabiu. W starozytnych Indiach i innych krajach Azjatyckich uzywano

ja réwniez podczas réoznych rytualnych ceremonii [26].
3. Fotodegradacja barwnikow

Wiele dziet sztuki narazonych jest na niekorzystne dziatanie promieni stonecznych.
Warunki te sprzyjajg procesom fotodegradacji organicznych substancji barwigcych, ktore naleza
do jednych z najbardziej nietrwalych materiatbw malarskich. Okreslenie drog rozktadu
substancji barwiacych jest niezb¢dne w prawidlowym zrozumieniu procesu ich starzenia sig¢
powodujacego zmiang wyjsciowej barwy. Proces starzenia si¢ barwnikdéw organicznych polega
na rozktadzie chromoforéw substancji barwigcych, co objawia si¢ utrata badz zmiang
pierwotnej barwy.

Proces fotodegradacji polega na przemianie chemicznej zwigzkéw pod wptywem fotondéw lub
swiatta. Fotochemiczny rozpad substancji organicznych dzieli si¢ na procesy fotolizy posredniej
i bezposredniej. Fotoliza bezposrednia polega na wzbudzeniu czasteczki przez absorpcj¢ fotonu,
w wyniku czego zachodzi reakcja chemiczna, najczgséciej utlenianie. Bezposrednimi efektami
ekspozycji na promieniowanie UV moze by¢ tworzenie si¢ nowych zwiazkow chemicznych,
zrywanie wigzan chemicznych i w rezultacie catkowita degradacja substancji organicznej.
Fotoliza posrednia z kolei przebiega pod wpltywem reakcji z rodnikami hydroksylowymi OH’
lub ozonem czy NOj; [61]. Liczba oraz reaktywnos$¢ rodnikow OH" zalezy od intensywno$ci
promieniowania UV oraz ich koncentracji w ozonie i wodzie. W $rodowisku wodnym zar6wno
fotoliza posrednia jak i bezposrednia przebiegaja jednoczesnie. Wspomnie¢ przy tym nalezy, ze
obecnos¢ mikroorganizméw i substancji humusowych przyspiesza procesy fotochemiczne, ze
wzgledu na ich zdolnos$¢ do pochtaniania promieniowania stonecznego [61, 62].

Wsrod metod postarzania barwnikow naturalnych wyrdznia si¢ takie, ktore pozwalajg
odwzorowywac degradacj¢ zachodzaca w $rodowisku naturalnym. Do technik tych zaliczy¢
mozna degradacj¢ pod wplywem promieniowania UV. Przy$pieszone starzenie w komorze
emitujgcej promieniowanie, ktéorego zakres pokrywa sie¢ z zakresem promieniowania
stonecznego jest powszechna metoda stosowana do badania stanu zachowania materialow przy
ich dlugotrwalej ekspozycji na $wiatto stoneczne [63, 64]. Postarzane moga by¢ zarowno
roztwory substancji barwigcych, jak i barwione nici czy tez farby malarskie [65-67].
Identyfikacja produktow fotodegradacji substancji barwigcych pozwala zrozumie¢ reakcje
chemiczne zachodzace w wyniku dziata promieniowania stonecznego. Wiedza na temat tych
zmian zebrana w stosunkowo krotkim czasie, ktore w rzeczywistosci zachodzg na przestrzeni lat
lub wiekéw, pozwoli okreslic optymalne warunki przechowywania i ekspozycji obiektow
nalezacych do kolekcji dziedzictwa narodowego. Znajomos$¢ proceséOw fotodegradaciji
substancji barwigcych i okre$lenie budowy strukturalnej tworzacych si¢ z nich produktow

rozktadu znacznie utatwi ich identyfikacj¢ w probkach o nieznanym pochodzeniu.
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Identyfikacja produktow degradacji naturalnych substancji barwigcych jest zadaniem trudnym i
skomplikowanym. Spowodowane jest to brakiem informacji na temat struktury chemicznej
analizowanych zwigzkow. Najczestszym sposobem prowadzenia badan jest przyspieszone
postarzanie, a nastgpnie identyfikacja nowopowstatych zwigzkoéw za pomoca zaawansowanych
technik analitycznych umozliwiajacych ustalenie ich struktury chemicznej. Do najszerzej
stosowanych technik nalezy wysokosprawna chromatografia cieczowa sprzgzona ze
spektrometria mas, przy czym tandemowy spektrometr mas pozwala na identyfikacje
nieznanych substancji bez koniecznos$ci uzycia wzorcow [68, 69]. Majac informacje w postaci
widm UV-Vis i widm mas powstajacych produktéw fotodegradacji mozliwe bedzie okreslenie
substratu, z jakiego one powstaty. Znacznie ulatwi to identyfikacj¢ barwnikow pierwotnie

uzytych do tworzenia dzieta, ktorych kolor wyblakt pod wpltywem czasu.
4. Laki barwne i zaprawy barwierskie

Laki barwne sa materiatem wykazujacym wiasciwosci pigmentow. Otrzymywane sg
one w wyniku dziatania soli metali na barwniki rozpuszczalne w wodzie [4, 6, 70]. Do
tworzenia lakéw stosowane sga barwniki nalezace do klasy barwnikow zaprawowych. Proces
tworzenia lakow polega na strgcaniu rozpuszczalnego w wodzie barwnika zaprawami,
w wyniku czego tworzy si¢ kompleks typu barwnik-metal. Kompleks ten jest nastepnie
wytragcany jest na tlenku glinu, badz weglanie wapnia [71]. Zaprawami najczesciej stosowanymi
do wytwarzania lakéw sa atun potasowo-glinowy (KAI(SO,),-12 H,0), uwodniony siarczan
zelaza (FeSO,4 7H,0) oraz chlorek cyny (SnCly). W zalezno$ci od metalu tworzacego kompleks
otrzymuje si¢ laki o r6znych barwach. Struktura chemiczna lakoéw jest do$¢ ztozona. Jako
przyktad przedstawi¢ mozna chemiczng strukture laku wapniowo-glinowego z kwasem
karminowym (Rys. 6) uzyskany poprzez stragcanie tego barwnika atunem potasowo-glinowym

W obecnos$ci weglanu wapnia [4, 33, 72].
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Rysunek 6. Struktura chemiczna laku wapniowo-glinowego z kwasem karminowym.

5. Metody izolacji i identyfikacji substancji barwiacych z réznego typu matryc

Pierwsze udokumentowane badania analizy skladu pigmentéw w obiektach
historycznych opisane zostaty juz w 1807 roku i dotyczyly Sredniowiecznych malunkow
$ciennych na budynkach stojacych w dzielnicy Westminster w Londynie [73, 74]. Historia
analizy sktadu organicznych substancji barwiacych jest znacznie mtodsza. Za pioniera tego typu
badan uwaza si¢ Jana Woutersa, ktory jako pierwszy wykorzystal chromatografi¢ cieczowa do
identyfikacji substancji barwigcych obecnych w historycznych tekstyliach [75]. Szybki rozwoj
technik analitycznych oraz wzrastajaca dostepno$¢ specjalistycznej aparatury analitycznej
przyczynily si¢ do duzego zainteresowania naukowcow tego typu badaniami, wspomagajacymi
w rezultacie prace $rodowisk zajmujacych sie¢ historycznymi obiektami. W identyfikacji
barwnikow organicznych chromatografia cieczowa sprzgzona z technikami spektroskopowymi
i spektrometrycznymi wcigz wiedzie prym. W ostatnich dwoch latach ukazato si¢ kilkadziesiat
prac dotyczacych izolacji i identyfikacji substancji barwigcych obecnych zarowno w surowcach
barwierskich [76], tkaninach [77-84], farbach artystycznych i lakach [85, 86], jak i tapetach
sciennych [87], czy tez oprawach ksigzek [88]. W przypadku badan historycznych farb
artystycznych pismiennictwo nie jest jednak zbyt bogate. Spowodowane jest to zapewne
ograniczong dostepnoscig probek farb oraz problematyksa badawcza wynikajaca z ich ztozonego
sktadu. Farby malarskie, a w szczegdélnosci olejne, zawieraja bowiem w swym sktadzie nie

tylko barwniki organiczne, ale i rdéznego typu spoiwa malarskie, czy wypetniacze. Kwestia
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dostepnosci probek zwigzana jest z inwazyjnym charakterem badan, do przeprowadzenia
ktorych niezbedne jest pobranie probek farb z danego obiektu, np. z obrazu, w celu identyfikacji
poszczegolnych substancji barwigcych. Z tego tez wzgledu zaczeto poszukiwaé¢ nowych metod
analizy nie wymagajacych pobierania probek z badanych obiektow. Jedng z technik
nieinwazyjnych jest spektroskopia fourierowska w podczerwieni (FT-IR). Metoda ta pozwala
wprawdzie na identyfikacje rodzaju barwnika i jego grup funkcyjnych, jednakze nie umozliwia
okreSlenia jego doktadnej struktury chemicznej [89]. Jak dotad nie ma takich technik
analitycznych, ktore pozwolityby na peilng i doktadng identyfikacje barwnikow organicznych,
nie ingerujac przy tym w struktur¢ samego obiektu. Co wiecej, przed etapem identyfikacji
substancji barwigcych konieczny jest proces ich izolacji ze spoiwa malarskiego, a dopiero

potem proces rozdzielenia na poszczegolne sktadniki i koncowe;j ich identyfikacji.

Przeglad literaturowy dotyczacy metod izolacji substancji barwigcych z rdéznego typu
matryc oraz technik chromatograficznych i spektralnych stosowanych analizie barwnikow
zostal szczegdtowo opisany w artykule przegladowym pod tytutem IZOLACJA
I IDENTYFIKACJA NATURALNYCH SUBSTANCJI BARWIACYCH OBECNYCH W
PROBKACH FARB ARTYSTYCZNYCH I TKANINACH POCHODZENIA
HISTORYCZNEGO”, mojego wspotautorstwa, Wiadomosci Chemiczne, 70, 2016, 163-187
(ZALACZNIK 1)
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1. CEL | ZAKRES PRACY

Identyfikacja substancji barwiacych obecnych w farbach historycznych dostarcza
cennych informacji dla szerokiego grona specjalistow zajmujacych si¢ dzielami sztuki.
Znajomosc doktadnego sktadu substancji barwigcych pozwala na rozpoznanie rodzaju surowca
barwierskiego, z ktérego otrzymano dany barwnik. Wiedza ta pomaga nie tylko oszacowaé
okres powstania dzieta czy tez jego pochodzenie, ale takze opracowa¢ odpowiednig i efektywng
procedure konserwatorska.

Celem niniejszej Pracy Doktorskiej jest identyfikacja organicznych substancji
barwiacych pochodzenia naturalnego oraz produktéw ich degradacji obecnych w historycznych
farbach artystycznych, jak i tekstyliach stanowigcych polskie dziedzictwo kulturowe. Do
realizacji tego celu zastosowana zostata wysokosprawna chromatografia cieczowa sprz¢zona z
detektorem diodowym i spektrometrem mas (HPLC-DAD-MS).

Realizujac Prace Doktorska pod kierunkiem dr hab. Magdaleny Sliwka-Kaszynskiej

postanowitam:

opracowac uniwersalng metode izolacji substancji barwigcych z réznego typu matryc

(tkanin, farb artystycznych oraz surowcow barwierskich);

— Zzoptymalizowa¢ warunki prowadzenia procesu ekstrakcji, w tym okresli¢ wptyw
rodzaju i ilosci stosowanego ekstrahenta, czasu pracy tazni ultradzwigkowej oraz
temperatury na wydajno$¢ procesu ekstrakcji barwnikow;

— zoptymalizowa¢ chromatograficzne warunki procesu rozdzielenia i detekcji substancji
barwigcych, umozliwiajgce prawidtowa ich identyfikacje;

— sporzadzi¢ laki barwne i modelowe farby artystyczne na bazie starych receptur oraz
poddac¢ je procesowi fotodegradacii;

— podja¢ probe identyfikacji produktow degradacji barwnikow oraz okresli¢
przypuszczalne drogi ich rozktadu;

— utworzy¢ szczegdtowa baze danych naturalnych substancji barwiacych oraz produktéw

ich fotodegradacji zawierajaca biblioteke spektrochromatograméw, widm mas oraz

widm UV-Vis zidentyfikowanych zwigzkow.

27


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

I11. CZESC DOSWIADCZALNA

1.

Odczynniki

W trakcie realizacji czg$ci doswiadczalnej stosowano nastepujgce odczynniki:

kwas fluorowodorowy, Sigma Aldrich, USA
kwas solny, POCH, Polska

metanol do HPLC, LiChrosolv, Merck, Niemcy
acetonitryl do HPLC, LiChrosolv, Merck, Niemcy

woda dejonizowana, system do uzyskania wody dejonizowanej HLP5, HYDROLAB,
Polska

dimetylosulfotlenek, Merck KGaA, Niemcy

chlorek metylenu (cz.d.a), P.P.H. Stanlab Sp.J., Polska
kwas mrowkowy, Sigma Aldrich, Szwajcaria

kwas trifluorooctowy, Sigma Aldrich, USA

azot techniczny do odparowania nadmiaru rozpuszczalnika
weglan wapnia (cz.d.a.), Chempur, Polska

atun potasowo glinowy, (cz.d.a.), Chempur, Polska

olej Iniany, Roman Szmal ART, Polska

alizaryna, apigenina, chinizaryna, diosmetyna, fisteina, genisteina, kemferol, kwercetyna,
kwas galusowy, kwas karminowy, moryna, ramnetyny, emodyna, purpuryna, 7-O-
glukuronid luteoliny, 3-O-rutynozyd kemferolu, 3-O-rutynozyd-4-O-glukozyd kemferolu,
3-O-ramnozyd kwercetyny, Sigma Aldrich, USA

surowce barwierskie: indygo indyjskie Indigoferia tinctoria L., indygo europejskie Isatis
tinctoria L. (urzet barwierski), lac dye, koszenila, drewno kampeszowe, drewno
brazylijskie, rezeda zottawa, janowiec barwierski, lazur krapowy, kraplak o odcieniu
z6ttawym, krokosz barwierski, kraplak Perego, dojrzata francuska jagoda, galasowki,

kurkuma indyjska, Kremer Pigmente, Niemcy
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marzanna barwierska (Rubia tinctoria L.) i marzanka barwierska (Asperula tinctoria L.),

ogrdd botaniczny Arboretum, Bolestraszyce, Polska

2. Material badawczy

W ramach wspotpracy z Muzeum ltazienki Kroélewskie w Warszawie, Muzeum

Narodowym w Krakowie oraz Zaktadem Konserwacji i Restauracji UMK w Toruniu

przekazane nam zostaty:

probki farb pobrane z tubek nalezacych do Jana Matejki:

— Czerwien, oznaczona jako: Lagque de Garance,

—  Zblkcienie, oznaczone jako: Jaune de Indien, Laque de Robert 5, Laque de Robert 6, Still
de Grain

probki farb pobrane z palet nalezacych do Jana Matejki, Jacka Malczewskiego i Leona

Wyczoétkowskiego

probki farb pobrane z obrazow:

— Marcello Bacciarellego

Portret Stanistawa Augusta Poniatowskiego w stroju koronacyjnym

—  Jbzefa Pankiewicza

Targ na kwiaty przed kosciolem Sw. Magdaleny w Paryzu, Lato, Woz z sianem

— Henryka Siemiradzkiego

Pochodnie Nerona, Przyszie ofiary Koloseum, U zrédia, Odpoczynek, Chrystus i

Samarytanka, Cyganka, Z wiatykiem, Pofakt kobiety

— Maksymiliana Gierymskiego

Studium konia kasztana

probki widkien:
— jedenascie probek pobranych z XVI-wiecznego kobierca z motywami czintamani

— dwie probki pobrane ze $redniowiecznego arrasu
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Aparatura i sprzet laboratoryjny

Automatyczne pipety (20, 200, 1000 ul), Eppendorf, Niemcy

Chromatograf cieczowy (seria 1290) wyposazony W pompe binarng (G4220A),
automatyczny podajnik probek (G4226A), termostat (G1316C) potaczony z detektorem z
matrycg diodowa (G1315C) oraz spektrometrem mas (Seria G6460A) z analizatorem
kwadrupolowym, Agilent Technologies, USA

Chromatograf cieczowy Infinity (seria 1290) wyposazony w pompe¢ (G1316C), termostat
kolumny (G4220A), automatyczny podajnik probek (G4226A) potaczony ze spektrometrem
mas z kwadrupolowym analizatorem czasu przelotu QTOF-MS (6540 UHD Accurate Mass
QTOF), Agilent Technologies, USA

Dejonizator wody HLPS, Hydrolab, USA

Fotoreaktor wyposazony w lampe ksenonowsa, filtr wodny, kriostat, filtr optyczny,
mieszadlo magnetyczne oraz reaktor kwarcowy (25 mL). Temperatura pracy aparatu 20°C,
moc lampy ksenonowej 300 W, natezenie promieniowania 5000 V/m? LOT-Quantum
Design, Niemcy

Komora starzeniowa SUNTEST XLS+. Temperatura pracy aparatu 20°C, moc lampy
ksenonowej 550 W, promieniowanie w zakresie 290-900 nm, Atlas, USA

Kolumienki do SPE-C18 500 mg, 3 mL, UCT, UK

Kolumny chromatograficzne: Poroshell EC-C18 (150 x 3mm, 2.7 um), ZORBAX Eclipse
Plus C18 (100 x 3mm, 1.8 um), Agilent Technologies, USA

Komora do wykonywania ekstrakcji za pomocg techniki SPE, Grace, USA

Laznia ultradzwigkowa, Bandelin Sonorex, Niemcy

Skaningowy mikroskop elektronowy SEM typ 1430 VP (LEO Electron Microscopy Ltd.,
England), wyposazony w detektor elektronéw wtoérnych (SE), detektor elektronow
wstecznie rozproszonych (BSE) i spektrometr dyspersji energii promieniowania
rentgenowskiego (EDX) Quantax 200, XFlash 4010 firmy Bruker AXS Microanalysis
GmbH, Niemcy

Spektrometr IR z transformacjg Fouriera (FTIR), Nicolet iS50, USA

Urzadzenie z ptyta grzewcza, do odparowania probek w strumieniu azotu, TurboVap LV,
Caliper Life Sciences, USA

Waga analityczna XP50H, Mettler Toledo, Szwajcaria

Wiréwka (seria CM 70M-09), ELMI, Lotwa

30


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

4. Laki barwne i farby artystyczne

Na podstawie starych receptur i przepisow odnalezionych w Zrdédtach historycznych
sporzadzone zostaly laki barwne [90]. Do ich wykonania uzyte zostaty ekstrakty z wybranych
surowcow barwierskich, w tym koszenili, rezedy zoéttawej, drewna brazylijskiego, janowca
barwierskiego. Uzyskane laki utarto z olejem Inianym w celu otrzymania farby olejnej.
Wybrane farby poddane zostaty procesom fotodegradacji w celu okreslenia przypuszczalnych
drog rozkladu zawartych w nich substancji barwigcych, jak i okresleniu produktéw ich
fotodegradacji. Wykorzystane zostaty one rowniez podczas badan nad optymalizacja procesu

izolacji substancji barwiagcych z farb artystycznych.

Metoda przygotowania lakéw z rezedy Zottawej, janowca barwierskiego i jagody perskiej,

marzanny barwierskiej

10 g zmielonego surowca barwierskiego namoczono w 600 mL wody demineralizowanej na 24
godziny. Po tym czasie mieszaning ogrzewano przez 30 minut w temperaturze wrzenia.
Nastepnie roztwor odsgczono na goraco, a do przesaczu dodano 10 g atunu potasowo glinowego
KAI(SO,),; x 12 H,0. Catos¢ ogrzewano w temperaturze 80°C przez 30 min. Do cieptego
roztworu (50°C) dodawano porcjami 30 g CaCOs. Mieszaning pozostawiono W temperaturze
pokojowej na 24 godziny, a nastepnie odsgczono wytrgcony osad. Osad przemyto kilkakrotnie

woda i pozostawiono do wyschnigcia.
Metoda przygotowania lakéw z koszenili i lac dye

Do 1 g zmielonego surowca barwierskiego dodano 300 mL 0.1 M wodnego roztworu K,CO;
i ogrzewano w temperaturze wrzenia przez 20 minut. Zawiesing odsaczono na gorgco, a do
cieptego przesaczu dodawano porcjami 60% wodnego roztworu atunu potasowo glinowego do
ustalenia si¢ odczynu obojetnego (pH 6-7). Roztwor pozostawiono W temperaturze pokojowej

na 24 godziny. Wytracony lak odsaczono, przemyto woda i pozostawiono do wyschniecia.
Metoda przygotowania laku z twardzicy drzewa brazylijskiego

Do 10 g zmielonej twardzicy dodano 200 mL octu winnego i 5 g alunu potasowo glinowego.
Calo$¢ pozostawiono na 60 min w celu rozpulchniania, a nastepnie ogrzewano do wrzenia
przez 30 min. Mieszaning odsaczono na goraco, a do cieptego przesaczu dodano 20 g CaCOs,
Mieszaning pozostawiono na 24 godziny W temperaturze pokojowej, a nastgpnie odsaczono

wytrgcony osad. Osad przemyto kilkakrotnie woda i pozostawiono do wyschnigcia.

Zdjecia wykonane w trakcie procesu wykonywania lakow barwnych przedstawiono na Rysunku
7.
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Rysunek 7. Zdjgcie lakow barwnych w trakcie ich wytwarzania (po lewej stronie lak z drzewa
brazylijskiego, po prawej stronie lak z koszenili).

Przygotowanie farb olejnych z otrzymanych lakéw

Farby olejne przygotowane zostaly poprzez utarcie otrzymanych lakow z olejem Inianym
w proporcji 4:1. Gotowe farby rozprowadzono na szklanych plytkach i pozostawiono do

wyschniecia W temperaturze pokojowej. Zdjecia wykonanych farb przedstawiono na Rysunku
8.

Rysunek 8. Zdjecia farb modelowych wykonanych wedtug archiwalnych przepisow.
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5. Optymalizacja metody izolacji substancji barwiacych

Problematyka izolacji barwnikow z probek farb jest bardzo rozlegta. Zasadnym wydaje
sie wiec konieczno$¢ opracowania optymalnej i uniwersalnej metodyki ich izolacji. Naturalne
barwniki organiczne stosowane w malarstwie oraz przemysle barwierskim tkanin naleza
w wigkszosci do barwnikow zaprawowych. W farbach i tkaninach istnieja one w postaci lakow
barwnych, majacych wtasciwosci pigmentow, co sprawia, ze sg one nierozpuszczalne w wodzie
i wigkszo$ci rozpuszczalnikach organicznych. W celu identyfikacji substancji barwigcych,
konieczna jest ich izolacja z danej matrycy tak, aby nie spowodowa¢ zmian w obrebie ich
struktury chemicznej. Zwyczajowe metody ekstrakcji substancji barwigcych z farb i tkanin
opierajg si¢ na zastosowaniu mieszaniny metanolu z wodnymi roztworami kwasow siarkowego
lub solnego w temperaturze wrzenia rozpuszczalnikow. Warunki te sprzyjaja wprawdzie
hydrolizie kompleksu typu metal-barwnik, niestety powoduja rowniez hydrolize glikozydowych
fragmentow czasteczki barwnika. Pozwala to na identyfikacj¢ jedynie samego aglikonu,
wzwigzku z tym identyfikacja rzeczywistego skladu staje si¢ niemozliwa. Celem
przeprowadzonych badan bylo podjecie proby zastosowania lagodniejszych odczynnikow
umozliwiajacych izolacje substancji barwnych w niezmienionej formie. Przebadany zostat
wplyw stezenia wybranego ekstrahenta, czasu zastosowania fal ultradzwickowych oraz

temperatury na wydajnos¢ ekstrakcji i stan zachowania substancji barwigcych.

5.1. Wplyw rodzaju ekstrahenta
5.1.1. Farby modelowe

W celu opracowania optymalnej metodyki izolacji substancji barwiacych z farb
artystycznych zbadany zostat wptyw roznego typu ekstrahentow na sprawnos$¢ tego procesu. Do
badan wykorzystano farby modelowe sporzadzone z surowcoéw barwierskich zawierajacych
substancje nalezace do rdéznych klas zwigzkow: flawonoidéow (jagoda francuska),
antrachinonéw (marzanna barwierska), indygoidow (urzet barwierski). Kazda z farb
modelowych poddano procesom ekstrakcji z zastosowaniem 500 pL mieszaniny
rozpuszczalnikow (ACN/MeOH/DMSO, 1:1:1, viviv) z dodatkiem (50 puL) 4M wodnych
roztworé6w kwasow: mrowkowego (HCOOH), solnego (HCI) i fluorowodorowego (HF). Proces
ekstrakcji kazdej z wymienionych rodzajéow farb wykonano trzykrotnie i poddano analizie
chromatograficznej w trzech powtorzeniach. Wptyw zastosowania kazdego z kwasow na
efektywnos¢ ekstrakcji poszczegdlnych substancji barwigcych przedstawiony zostat w postaci
diagramow shupkowych. llos¢ wyekstrahowanych substancji barwigcych wyznaczona zostata na

podstawie pola powierzchni piku i przeliczona na 1 mg farby.

33


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Diagramy stupkowe na Rysunku 9 przestawiaja ilosci wyekstrahowanych substancji barwigcych
(alizaryny i jej prymwerozydu, hystazaryny, purpuryny oraz nordamnakantalu (z ang.
nordamnacanthal) z farby na bazie ekstraktu z marzanny barwierskiej. Najbardziej efektywnym
ekstrahentem w izolacji glikozydow okazat si¢ by¢ kwas mrowkowy, jednakze ilosci
pozostatych antrachinonow byly niezadawalajgce. Zastosowanie kwaséw HCI i HF umozliwito
wyizolowanie wszystkich antrachinonéw obecnych w tej farbie. Podczas ekstrakcji
z zastosowaniem kwasu fluorowodorowego hystazaryne i purpuryne udato si¢ wyizolowaé
w najwickszych ilosciach. Kwas solny okazal si¢ by¢ efektywniejszym ekstrahentem
w przypadku izolacji alizaryny oraz nordamnakantalu. Umozliwil on izolacj¢ zaréwno
glikozydu alizaryny, jak i pozostatych aglikonow. llos¢ wyizolowanego glikozydu alizaryny
w poroéwnaniu do samej alizaryny byta jednak zdecydowanie mniejsza. Spowodowane jest to
najprawdopodobniej czeSciows hydroliza wigzan glikozydowych w trakcie ekstrakcji kwasem
solnym. Uzycie kwasu fluorowodorowego, w przeciwienstwie do HCl umozliwilo izolacje

glikozydu alizaryny w wigkszej ilosci.

antrachinony i ich glikozydy

250

200 = M glikozyd alizaryny i
lucydyny
150 - M alizaryna
100 - purpuryna
50 - ® nordamnacanthal
=
0
4M HF 4AM HCI 4M HCOOH

Rysunek 9. Wplyw réznego typu kwaséw na wydajnos$¢ ekstrakcji antrachinonow i ich glikozydow
z farby na bazie marzanny barwierskiej.

Diagramy stupkowe na Rysunku 9 obrazujg iloSci wyekstrahowanych substancji barwigcych
(kwercetyny, ramnetyny, ramnazyny, kemferolu oraz ich glikozydéw) obecnych w farbie
wykonanej z jagody perskiej. Analizujac wykresy stupkowe zauwazy¢ mozna, iz kwas
fluorowodorowy okazat si¢ najbardziej efektywnym ekstrahentem do izolacji wszystkich
glikozydéw obecnych w tej farbie. Najwigksze ilo§ci kwercetyny, ramnetyny oraz ramnazyny
wyizolowane zostaly z uzyciem kwasu solnego. llosci wyizolowanych glikozydow tych
zwigzkéw byly niemniej jednak mniejsze niz w przypadku ekstrakcji kwasem
fluorowodorowym. Ulegaty one czg$ciowej hydrolizie, tak jak w przypadku prymwerozydu
alizaryny. Zastosowanie kwasu mrowkowego pozwolito wyizolowaé wszystkie substancje

barwigce obecne w probcee, jednak wydajnos¢ ekstrakcji byta nizsza niz dla HCI i HF.
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Rysunek 10. Wptyw roznego typu kwaséw na wydajnos¢ ekstrakcji flawonoidow i ich glikozydow
z farby na bazie jagody perskiej.

Wedtug doniesien literaturowych do izolacji barwnikow indygoidowych z r6znego typu matryc
nie ma koniecznosci stosowania kwasoéw [91-93]. Barwniki indygoidowe nalezg bowiem do
grupy barwnikoéw kadziowych i ich wilasciwosci fizykochemiczne roznig si¢ od barwnikdéw
zaprawowych. W celu uzyskania barwy zielonej w przesztosci indygo mieszano czesto
Z réznego typu zoOlcieniami, w tym barwnikami zaprawowymi np. z rezedy zottawej [33].
W zwigzku z tym, aby mie¢ pewnos¢, ze wszystkie substancje barwiagce zostang wyizolowane z
probek o barwie zielonej, zastosowaé nalezy taki ekstrahent, ktory byltby efektywny w stosunku
do obu klas barwnikoéw. Z tego tez wzgledu przebadany zostal wpltyw wyzej wymienionych

kwasow na efektywnos¢ ekstrakceji indygoidow.

Jak wida¢ na Rysunku 11, indygotyne¢ udato si¢ wyizolowaé z prébek farb przy uzyciu kazdego
z testowanych kwasow, jednakze w bardzo malych ilosciach. Najwigksza ilo$¢ indygotyny

wyekstrahowano przy zastosowaniu kwasu fluorowodorowego.

35


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Indygotyna

|

IS

~
CcU kLN WwL sV

w

B 4M HCOOH

= 4M HCI
4M HF

powierzchnia piku/1mg prébki
I

=)

Rysunek 11. Wptyw roznego typu kwaséw na sprawno$é¢ ekstrakcji indygotyny z farby na bazie indygo.

5.1.2. Historyczna farba Jaune de Indien

Wplyw roznego typu ekstrahentow na sprawnos¢ ekstrakcji barwnikow przebadany
zostal rowniez z wykorzystaniem historycznej farby olejnej na bazie zétcieni indyjskiej (Jaune
de Indien) zawierajacej substancje barwiagce z grupy ksantonow [94].

Probki farby (0.2 mg) poddane zostaty procesom ekstrakcji z zastosowaniem 500 pL
mieszaniny rozpuszczalnikow ACN/MeOH/DMSO (1:1:1, v/viv) z dodatkiem 50 pL dziewigciu
réznego typu reagentow: kwasu solnego, fluorowodorowego, trifluorooctowego, mrowkowego,
szczawiowego, winowego i cytrynowego, acetyloacetonu, a takze samych rozpuszczalnikow
organicznych (ACN/MeOH/DMSO). Wszystkie uzyskane ekstrakty poddane zostaty analizie
HPLC-DAD-MS. Celem eksperymentu byto wybranie nie tylko najbardziej efektywnej metody
ekstrakcji, ale rowniez okreslenie wptywu tych reagentdw na stan zachowania substancji
barwiacych obecnych w tej farbie.

Pierwsza metoda ekstrakcji polegala na zastosowaniu jedynie rozpuszczalnikéw organicznych
(ACN/MeOH/DMSO), bez dodatku kwasow. W jasnozottym ekstrakcie zidentyfikowane
zostaly dwie substancje barwiagce, kwas euksantynowy (12.9 min.) i euksanton (16.5 min.)
bedacych gtéwnymi sktadnikami zotcieni indyjskiej (Rys. 12a). W drugiej metodzie, oprocz
mieszaniny rozpuszczalnikow, dodany zostat kwas solny. Na chromatogramie otrzymanym
w trakcie analizy tego ekstraktu widoczne sa 4 piki chromatograficzne (Rys. 12b).
Intensywno$¢ piku eluujacego w czasie retencji 14.8 min. jest kilkakrotnie wyzsza od
pozostatych. Nie jest on obecny na chromatogramie probki przygotowanej metoda
z zastosowaniem samych rozpuszczalnikow organicznych. Na podstawie widma mas zwiazek
ten zidentyfikowany zostat jako ester metylowy kwasu euksantynowego (opisany w dalszej
czesci tego rozdziatu). W trzeciej metodzie ekstrakcji uzyto z kolei dodatku kwasu
fluorowodorowego. Na chromatogramie obecne sa dwa piki 0 czasach retencji 12.9 i 16.5 min.
(Rys. 12c) oraz pik o bardzo matej intensywnosci eluujacy w czasie 14.8 min. Byt on takze

obecny w ekstrakcie uzyskanym metodg z zastosowaniem kwasu solnego.
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Rysunek 12. Spektrochromatogramy ekstraktow farby Jaune de Indien z uzyciem: a) samych
rozpuszczalnikobw organicznych, b) kwasu solnego, c¢) kwasu fluorowodorowego, a takze
d) syntetycznego euksantonu [94].

W kolejnych szesciu metodach do ekstrakcji uzyta zostata mieszanina ACN/MeOH/DMSO
z dodatkiem acetyloacetonu, Iub kwaséw: mrowkowego, winowego, szczawiowego,
cytrynowego i trifluorooctowego. Na wszystkich uzyskanych chromatogramach widoczne sa
dwa gléwne piki pochodzace od kwasu euksantynowego oraz euksantonu (Rys. 13). W

zaleznosci od zastosowanej metody zwiazki te izolowane byly w roznych ilosciach.
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Rysunek 13. Spektrochromatogramy ekstraktow farby Jaune de Indien przygotowanych z uzyciem:
acetyloacetonu, kwasu trifluorooctowego (TFA), cytrynowego, Szczawiowego, winowego
i fluorowodorowego (HF) [94].

W celu poréwnania sprawnosci wyzej wymienionych metod ekstrakcji, wyliczony zostat
poziom odzysku euksantonu, kwasu euksantynowego oraz estru metylowego kwasu
euksantynowego. Poziom odzysku wyliczony zostal na podstawie znormalizowanej
powierzchni piku kwasu euksantynowego zarejestrowanego w analizie chromatograficznej
probki przygotowanej metoda 2z uzyciem samych rozpuszczalnikow organicznych
(ACN/MeOH/DMSO). Rysunek 14 przedstawia wptyw rodzaju uzytego ekstrahenta na
wydajno$¢ metody ekstrakcji. Sprawno$¢ ekstrakcji z zastosowaniem kwasu solnego byta
wprawdzie znacznie wyzsza od tej z uzyciem samych rozpuszczalnikow organicznych, jednakze
kwas euksantynowy ulegat estryfikacji w bardzo duzej ilosci, a takze byl hydrolizowany do
samego euksantonu. Pozostate metody ekstrakcji z dodatkiem acetyloacetonu lub kwaséw:
fluorowodorowego, mrowkowego, trifluorooctowego, cytrynowego, winowego oraz
szczawiowego nie powodowaty hydrolizy wiagzan glikozydowych ani zadnych innych zmian
W obrebie czasteczki kwasu euksantynowego. Procentowe zawarto$ci kwasu euksantynowego
we wszystkich otrzymanych ekstraktach (oprocz ekstraktu otrzymanego metoda z HCIl) byly
bardzo zblizone. Mozna wiec postawi¢ hipoteze, ze w probce historycznej farby zawartosé
kwasu euksantynowego stanowi okolo 93,6 + 0.3 % zawartych substancji barwigcych.
Przeprowadzone badania potwierdzily, ze metoda z uzyciem silnego mineralnego kwasu
solnego pozwala wprawdzie na izolacj¢ substancji barwigcych z probki farby, ale powoduje
przy tym hydroliz¢ wigzan glikozydowych oraz metylacj¢ ksantonow. Metody ekstrakcji
z uzyciem tagodniejszych odczynnikow okazaty si¢ bardziej efektywne niz metoda z kwasem

solnym i umozliwiaja izolacje¢ substancji barwigcych w niezmienionej formie.
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Rysunek 14. Wykres przedstawiajacy znormalizowang sprawnos$¢ ekstrakcji w zaleznoséci od rodzaju
ekstrahenta. Linia ciggta obrazuje wzgledng zawartosci kwasu euksantynowego w kazdym z uzyskanych
ekstraktow [94].

W przypadku zastosowania kwasdéw fluorowodorowego i mrowkowego poziomy odzysku
kwasu euksantynowego okazaty si¢ okoto dziesi¢ciokrotnie wyzsze niz w przypadku ekstrakcji
z samymi rozpuszczalnikami organicznymi (Rys. 14). Pozostate metody ekstrakcji byly rowniez

efektywne, nie mniej jednak poziomy odzysku kwasu euksantynowego byty znacznie nizsze.

Badania HPLC-DAD-MS pozwolity zidentyfikowaé zwigzki tworzace sie¢ w trakcie
ekstrakcji z zastosowaniem kwasu solnego. Na spektrochromatogramie (Rys. 12b) oprocz
kwasu euksantynowego i euksantonu widoczne sg dodatkowe piki 0 czasach retencji 14.8, 14.9
i 16.8 min.

Pik o czasie retencji 14.8 min. zidentyfikowany zostat jako ester metylowy kwasu
euksantynowego. Zwigzek ten wystepuje rowniez w $ladowej iloSci w probece ekstraktu
uzyskanego z uzyciem kwasu fluorowodorowego. W zarejestrowanym widmie mas widoczny
jest jon pseudoczasteczkowy o warto$ci m/z 417 oraz jon fragmentacyjny m/z 227. Jon m/z 227
pochodzi od euksantonu, z kolei jon m/z 417 rézni si¢ o 15 Da od anionu kwasu
euksantynowego, co sugeruje, ze podczas procesu ekstrakcji z uzyciem kwasu solnego dochodzi
do metylacji kwasu glukuronowego. Hipoteza ta podparta jest faktem, ze w widmie mas brak
jest sygnatu pochodzacego od dimeru kwasu euksantynowego m/z 807, widocznego w widmie

mas tegoz kwasu. Intensywno$¢ piku o czasie retencji 14.8 min. jest kilkakrotnie wigksza od
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pikéw pochodzacych od kwasu euksantynowego oraz euksantonu (Rys. 12b), co réwniez
potwierdza hipotezg o reakc;ji estryfikacji.

Kolejny zwigzek widoczny na spektrochromatogramie (Rys. 12b) w postaci piku o bardzo matej
intensywnosci eluowat w czasie 14.9 min. W widmie mas tego zwigzku widoczny jest jon
pseudoczasteczkowy m/z 433 oraz jony fragmentacyjne o warto§ciach m/z: 243, 227, 171.
Sygnat m/z 243, $wiadczy o utracie fragmentu odpowiadajacego czasteczce glukuranianu
metylu. Jon m/z 227 przypisany jest anionowi euksantonu po utracie neutralnej czgsteczki
metanu (16 Da). Natomiast sygnat o warto$ci m/z 171 powstaje w wyniku podwojnej
dekarbonylacji euksantonu (utrata 56 Da). Sciezka fragmentacji odpowiada czasteczce
euksantynianu metylu dodatkowo O-metylowanej w obrebie aglikonu. Pik o bardzo matej
intensywnos$ci eluujacy w czasie 16.8 min. rowniez zostal poddany szczegdtowej analizie.
Wystepowat on tylko na spektrochromatogramie uzyskanym po ekstrakcji HCI. Algorytm
dekonwolucji chromatogramu w oprogramowaniu MassHunter wykazal obecno$¢ dwoch
koeluujgcych substancji. W widmie mas jednego ze zwigzkow widoczny jest  jon
pseudoczasteczkowy o wartosci m/z 243 oraz jony fragmentacyjne m/z 227, 171 i 143. Z kolei
w widmie mas drugiego zwigzku obecny jest jon pseudoczasteczkowy m/z 271 oraz jony
fragmentacyjne m/z 257, 242, 214 i 170. Pierwszy zwiazek zidentyfikowany zostal jako mono-
O-metylowany euksanton, na podstawie jonéw fragmentacyjnych: m/z 227 [M-H-CH,J,
199 [M-H-CH,-COJ, 171 [M-H-CH4-2CO] i 143 [M-H-CH;-3CO]". Drugiemu zwigzkowi
przypisano strukture tri-O-metylowanego euksantonu o jonie pseudoczasteczkowym o wartosci
m/z 271. Jon fragmentacyjny m/z 257 $wiadczy o utracie karbenu :CH, (-14 Da), natomiast
sygnaty o warto$ci m/z 242 i 214 przypisane zostaty odpowiednio anionorodnikowi powstatemu
w wyniku utraty rodnika metylowego i nastepnie dekarbonylacji.

Struktury chemiczne zidentyfikowanych zwigzkéw potwierdzone zostaty na podstawie analizy
LC-QTOF-MS. Uzyskane dane spektrochromatograficzne (czasy retencji, maksima absorpcji
(Amax), WZOry sumaryczne, warto$ci m/z jonow pseudoczasteczkowych wraz z btgdem pomiaru
ich masy, wartosci m/z jonow fragmentacyjnych) oraz nazwy zidentyfikowanych zwiazkow

przedstawione zostaty w Tabeli 1.

Tabela 1. Dane spektrochromatograficzne zwiagzkoéw tworzacych si¢ podczas ekstrakcji farby Jaune de
Indien kwasem solnym [94].

Jony

. R Wzor - Blad . Mmax
Zwigzek (min) sumaryczny [M-H] (ppm) fragnzreT:}tZa)\cyjne (nm)
ester metylowy kwasu 14.8 CuHisOp  417.0844  -4.0 263, 227 286, 376
euksantynowego
metylowany kwas 149  CyuHpOp 4331154  -32 243,227,171 332,388
euksantynowy
metylowany euksanton 16.8 Ci4H1104 243.0668 2.1 221, 113% 171, -
trimetylowany euksanton 16.8 Ci6H150, 271.0973 1.1 271, 257, 214 -
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Na podstawie wnikliwej analizy otrzymanych wynikow zaproponowane zostaly $ciezki

fragmentacji zidentyfikowanych zwigzkoéw (Rys. 15).

% ’\/ O~
; - |
t 14.8 min HD/]—\ %
miz 417.08 miz 227 03
OH H
. — \
t 14.8 min — [ \
R Ho/l_\' T
H3C H3C
mfz 433.08 miz 243.07 miz 227.03 m/z 171 04
—\ o
s OA\_ Y S © LN <0 . o NS ~
i N R e T Ty 2 //“‘/ o e G o N R . (R
t. 14.8 min o LY o ) . {3/ P
o —{ g =/ /::/ Y \/_\,)
CHy OH oA "o o o
m/z 243.07 miz 227.03 m/z 199.04 m/z 171.04 m/z 143.05
/TN /TN
on & 4O o & °
) = S -
t 14.8 min y —= A ,
R o SN/ o
o _ —
0—CH3 0—CH3 0—CH3
m/z 271.09 m/z 257.08 miz 242.06 m/z 214.06

Rysunek 15. Zaproponowane struktury chemiczne i $ciezki fragmentacji zwigzkow tworzacych si¢ w
trakcie ekstrakcji farby Jaune de Indien kwasem solnym [94].

Na podstawie wszystkich przeprowadzonych eksperymentéw potwierdzi¢ mozna, iz
metoda ekstrakcji z uzyciem kwasu solnego powoduje zmiany strukturalne izolowanych
substancji barwiacych, uniemozliwiajac prawidlowa identyfikacje surowca barwierskiego.
Zastosowanie HF podczas ekstrakcji jest najbardziej efektywna metoda izolacji substancji
barwigcych nalezacych do roznych klas zwigzkoéw. Kwas fluorowodorowy nie powoduje
roOwniez zmian w obrebie struktury chemicznej barwnikoéw 1 z tego tez wzgledu, metoda ta

zostata poddana dalszym etapom optymalizacji.

5.2. Wplyw stezenia ekstrahenta

Kolejnym etapem optymalizacji metody izolacji substancji barwigcych z réznego typu
matryc byto dobranie odpowiedniego st¢zenia kwasu fluorowodorowego. W tym tez celu
przebadany zostat wptyw trzech wartosci stgzen molowych (2, 4 i 8M) na efektywnos¢ procesu

izolacji flawonoidow, antrachinonéw obecnych w probkach przygotowanych farb modelowych.

Wisrdéd badanych zwigzkdéw nalezacych do grupy antrachinondéw znajdowaly sig: prymwerozyd
alizaryny i lucydyny, alizaryna, purpuryna, hystazaryna oraz nordamnakantal. Uzycie 4M

roztworu kwasu fluorowodorowego okazato sie by¢ najbardziej optymalne w trakcie izolacji
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wigkszosci antrachinonow. Jedynie w przypadku ekstrakcji purpuryny zastosowanie 8M

roztworu kwasu HF zwigkszato sprawnos$¢ izolacji.

antrachinony i ich glikozydy

m glikozyd lucydyny i
alizaryny

M alizaryna

™ purpuryna

® nordamnacanthal

2M HF 4M HF 8M HF

Rysunek 16. Wplyw stgzenia kwasu fluorowodorowego na ilo$¢ wyizolowanych barwnikow z grupy
antrachinonéw.

Podobne rezultaty uzyskano w trakcie izolacji barwnikow nalezacych do grupy flawonoidow.
Uzycie 4M roztworu kwasu fluorowodorowego okazalo si¢ by¢ najbardziej odpowiednim.
Zastosowanie roztworu kwasu o nizszym st¢zeniu (2M) bylo niewystarczajace do izolacji
wszystkich substancji barwigcych z farby na bazie jagody francuskiej, natomiast zastosowanie
kwasu 0 wyzszym stezeniu (8M) powodowato zmniejszenie efektywnosci ekstrakcji

glikozydéw flawonoidow.
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Rysunek 17. Wptyw stezenia kwasu fluorowodorowego na ilosci wyizolowanych flawonoidow.
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5.3. Wplyw temperatury

Barwniki $wiata ro$linnego, podobnie jak i zwierzecego, naleza pod wzgledem swej
budowy chemicznej do polgczen bardzo zréznicowanych. Zazwyczaj nie wystepuja one
w formie wolnej, ale w potaczeniu z jednostkami cukrowymi. Wiazania glikozydowe ulegaé
moga hydrolizie pod wplywem silnych kwasow, enzymow, czy tez pod wpltywem wysokiej
temperatury. Jako, ze celem niniejszej pracy doktorskiej jej opracowanie uniwersalnej metody
izolacji substancji barwiagcych, nie powodujgc przy tym zmian w ich strukturze chemicznej,
postanowiono zbada¢ wptyw temperatury na ewentualny rozktad wigzan glikozydowych. Do
eksperymentu uzyto ekstrakt z jagody perskiej bogatej w O-glikozydy kwercetyny, ramnetyny,
ramnazyny oraz kemferolu. Ekstrakt ten ogrzewano w temperaturach 40°C, 60°C oraz 80°C
przez 15 minut. Proces przeprowadzono trzykrotnie, a uzyskane ekstrakty poddane zostaty
analizie chromatograficznej w trzech powtodrzeniach. Ilosci wyizolowanych substancji
barwigcych wyrazone za pomocg diagramow stupkowych przedstawione zostaly na Rysunku
18.
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Rysunek 18. Wptyw temperatury prowadzenia procesu ekstrakcji na ilos¢ wyizolowanych flawonoidow i
ich glikozydow.

Uzyskane wyniki wskazuja na to, ze prowadzac ekstrakcje w 60°C i 80°C (temperatura wrzenia
rozpuszczalnikow) glikozydy kwercetyny, ramnetyny, ramnazyny oraz kemferolu ulegaja
sukcesywnej hydrolizie do swoich aglikonow, przy czym O-diramnozo-glukozyd kemferolu
w stopniu najwigkszym. Proces ekstrakcji przeprowadzony w temperaturze 40°C umozliwit

izolacj¢ glikozydoéw w najwigkszej ilosci.
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Powyzsze wyniki wskazuja na zasadno$¢ prowadzenia procesu izolacji substancji
barwigcych w warunkach tagodnych (40°C), ktére umozliwiaja ekstrakcje barwnikow

W niezmienionej formie zapewniajac jednoczes$nie wystarczajacg efektywnosc tego procesu.

5.4.0czyszczanie ekstraktow technika ekstrakcji do fazy stalej

Ekstrakty substancji  barwigcych ze wzgledu na obecno$¢ pozostatosci
nieprzereagowanego kwasu fluorowodorowego oraz powstajacych w trakcie ekstrakcji jonow
fluorkowych poddane zostaly procesowi oczyszczania. W tym celu zastosowano technike
ekstrakcji do fazy statej (SPE). Do oczyszczania uzyto kolumienek ze ztozem oktadecylowym
(C18), ktére kondycjonowano poczatkowo 5 mL mieszaniny ACN/MeOH (1:1, v/v), a nastepnie
5 mL wody. Na tak przygotowane kolumienki naniesione zostalty wczesniej uzyskane ekstrakty
substancji barwigcych. Jony fluorkowe oraz substancje jonowe i polarne wyeluowano 3 mL
0,01% wodnego roztworu TFA, a substancje barwigce wymyto 1 mL 0,01 % roztworu TFA
w ACN/MeOH (1:1, v/v) [95]. Oczyszczony ekstrakt odparowano w strumieniu azotu
w temperaturze 40°C. Suchg pozostalo$¢ rozpuszczono W mieszaninie DMSO/ACN/MeOH
(2:1:1, viviv) i poddano analizie chromatograficznej.

Zastosowanie techniki SPE do oczyszczania i wzbogacania probek ekstraktéw zawierajacych
substancje barwigce okazato si¢ by¢ etapem zbednym, a w przypadku ekstraktow zawierajgcych
silnie polarne substancje barwigce wrecz niekorzystnym. Oczyszczanie ekstraktéw ha
kolumienkach SPE powodowalo bowiem ich utrate, a tym samym zmniejszato efektywnosé
ekstrakcji. Przyktadowo, w tym samym ekstrakcie z koszenili po oczyszczaniu zgodnie
Zpowyzej opisang procedurg, odzysk kwasu karminowego byl mniejszy o 30%, niz

w ekstrakcie, ktory poddano analizie chromatograficznej bez dodatkowego oczyszczania.

5.5. Wplyw czasu pracy lazni ultradZzwi¢kowej

Farby olejne zawieraja w swoim sktadzie nie tylko laki barwne, ale i spoiwa oraz inne
dodatki, ktore utrudniajg ekstrakcje¢ substancji barwiacych. Spoiwa malarskie sa bardzo czgsto
silnie spolimeryzowane. Ekstrakcja wspomagana falami ultradzwickowymi jest technika
umozliwiajgca szybsza homogenizacje wielosktadnikowych probek, co znacznie skraca proces
ekstrakcji, w porownaniu do metod klasycznych polegajacych na mechanicznym rozdrabnianiu
probki. Nieodzownym wydawalo si¢ zatem okresSlenie optymalnego czasu pracy tazni
ultradzwigkowe;j, niezb¢dnego do efektywnej izolacji substancji barwigcych z farb. W tym tez
celu analizie poddane zostaty farby modelowe wykonane na bazie lakéw barwnych z marzanny

barwierskiej (antrachinony), jagody perskiej (flawonoidy) oraz indygo (indygoidy).
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Przygotowane probki farb poddane zostaty dziataniu fal ultradzwigkowych odpowiednio przez
5, 15 i 30 minut. Proces eckstrakcji przeprowadzony zostal w trzech powtdrzeniach. Do
ekstrakcji  uzyto 4M  wodny roztwor kwasu  fluorowodorowego z mieszaning
ACN/MeOH/DMSO. W celu sprawdzenia zasadnos$ci zastosowania tazni ultradzwickowej
przygotowano rowniez probki odniesienia, ktore nie poddane zostaly dziataniu fal
ultradzwickowych. Wszystkie w ten sposéb przygotowane ekstrakty analizowano

chromatograficznie w trzech powtdrzeniach.
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Rysunek 19. Wplyw czasu pracy tazni ultradzwigkowej na efektywno$¢ ekstrakcji antrachinondw,
flawonoidéw i indygoidow.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze zastosowanie fal ultradzwigkowych w procesie izolacji
pozwala zasadniczo zwigkszy¢ jej sprawnos¢ w porownaniu do ekstrakcji bez zastosowania
fazni ultradzwickowej. Zaobserwowano, ze pigciominutowy czas pracy lazni ultradzwickowej
jest niewystarczajacy do catkowitej izolacji wszystkich substancji barwigcych z farb (Rys. 19).
Wydluzenie czasu pracy tazni ultradzwickowej o 10 minut pozwala na izolacje wigkszej ilosci
barwnikow, w szczegdlnosci aglikonow. Dalsze wydtuzenie czasu pracy tazni ultradzwigkowej

(30 min.) nie powodowato zauwazalnego zwigkszenia ilosci wyekstrahowanych zwigzkow.
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Pigtnastominutowy czas pracy tazni ultradzwigkowej uznano za najbardziej optymalny

i zarazem ekonomiczny w procesie ekstrakcji wszystkich analizowanych substancji barwiacych.

5.6. Metody izolacji substancji barwiacych z ré6znego typu matryc

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentow do izolacji substancji barwiacych
z surowcOw barwierskich oraz historycznych farb i nici zastosowane zostaly ponizej opisane

procedury.
e Procedura izolacji substancji barwiacych z tkanin i surowcoéw barwierskich.

Do probek nici (~1 cm dlugosci) lub surowca barwierskiego (~10 mg) dodano 500 pL
mieszaniny zawierajacej ACN/MeOH/DMSO (1:1:1, v/v/v) oraz 50 uL 4M HF. Cato$¢ poddano
dziataniu fal ultradzwigkowych przez 15 min., kontrolujac jednoczes$nie temperature, by nie
przekroczyla 40°C. W celu oddzielenia ekstraktu od stalych pozostatosci, probke odwirowano
(9000 rpm, 5 min), a roztwor znad osadu zdekantowano. Ekstrakt odparowano w strumieniu
azotu w temperaturze 40°C. Suchg pozostato$¢ rozpuszczano w mieszaninie zawierajgcej 300
uL DMSO/ACN/MeOH (1:1:1, viv/v) i poddano analizie chromatograficznej.

e Procedura izolacji substancji barwigcych z farb.

W celu rozpulchnienia spoiwa malarskiego, do rozdrobnionych mechanicznie probek
farb (~2 mg) dodano 300 pL chlorku metylenu i poddawano dziataniu fal ultradzwigckowych
przez 15 min. Nastepnie rozpuszczalnik odparowano w atmosferze azotu w temperaturze 40°C.
Do suchej pozostatosci dodano 500 pL mieszaniny zawierajacej ACN/MeOH/DMSO (1:1:1,
vIVIV) oraz 50 puL 4M kwasu fluorowodorowego. Przygotowang mieszaning ponownie poddano
dziataniu fal ultradzwickowych przez 15 min, kontrolujgc przy tym temperature tazni, by nie
przekroczyla 40°C. Calo$¢ odwirowano (9000 rpm, 5 min), a roztwér znad osadu
zdekantowano. Otrzymany ekstrakt odparowano do sucha w strumieniu azotu w temperaturze
40°C. Suchg pozostato$¢ rozpuszczano w mieszaninie zawierajacej 300 uL DMSO/ACN/MeOH
(1:1:1, vivlv) i poddano analizie chromatograficznej.

6. Optymalizacja warunkéw pracy chromatografu cieczowego i spektrometru mas

Trudno$ci z opracowaniem uniwersalnych metodyk analitycznych zwiagzane sg z
réznymi wlasciwosciami fizykochemicznymi zwiazkéw, ich rézng stabilno$cia, polarnoscia czy
rozpuszczalnos$cia, a tym samym wytrzymatoscig na warunki ekstrakcji, oczyszczania i analizy.

Problematyczny jest rowniez etap przygotowania probek ze wzgledu na zlozono$¢ matrycy.
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Naturalne barwniki organiczne pozyskiwane z surowcoéw barwierskich w swoim sktadzie
zawieraja od kilku do kilkunastu substancji barwigcych, o bardzo zblizonych lub znacznie
réznigeych si¢ wlasciwosciach fizykochemicznych, ktore w pierwszym etapie nalezy rozdzieli¢
na pojedyncze skladniki w celu ich dalszej identyfikacji. W ramach pracy doktorskiej
zoptymalizowane zostalty warunki pracy zaréwno ukladu chromatograficznego, jak
i spektrometru mas. Biorac pod uwage wiasciwosci fizykochemiczne analizowanych substancji
barwigcych zastosowano chromatografie cieczowg w ukladzie faz odwroconych (RP)
z programem elucji gradientowej. Optymalizacji poddano takie parametry, jak sktad fazy
ruchomej, program elucji, typ kolumny chromatograficznej, objeto$¢ dozowanej probki,
temperatur¢ kolumny chromatograficznej oraz napigcie fragmentacji. Istotny wplyw na
rozdzielenie analitbw ma rodzaj zastosowanej kolumny chromatograficznej. Ze wzgledu na
fakt, iz celem jest opracowanie szybkiej, prostej i czutej metodyki do identyfikacji substancji
barwigcych nalezacych do réznych klas zwigzkow, bardzo trudne jest uzyskanie catkowitego
rozdzielenia chromatograficznego. W ramach optymalizacji procedury analitycznej zastosowane
i poréwnane zostaty dwie kolumny chromatograficzne: Poroshell EC-C18 o wymiarach 150 mm
X 3 mm, 2.7 pm oraz ZORBAX Eclipse Plus C18 (100 x 3 mm, 1.8 pum). Obie kolumny
zawieraja wypelienie w postaci zelu krzemionkowego wysokiej czysto$ci modyfikowanego
grupami oktadecylowymi. Wstepne analizy chromatograficzne z zastosowaniem obu typu
kolumn wykazaty, iz obie sg wystarczajaco efektywne i umozliwiajg pelne rozdzielenie
analizowanych mieszanin substancji barwigcych w czasie nie dluzszym, niz 30 minut. Obie
kolumny charakteryzowaly si¢ rowniez niskim zuzyciem rozpuszczalnikow w trakcie jednej
analizy (jedynie 12 mL). Jednakze z uwagi na fakt, iz kolumna Poroshell EC-C18 generowata
nizsze ci$nienie zwrotne oraz mozna jg stosowaé¢ w szerokim zakresie pH fazy ruchomej (2-9),
to ona w rezultacie zostala wybrana do dalszych analiz. Jako fazy ruchome testowano
mieszaniny wody, acetonitrylu i metanolu z dodatkiem 1 mM wodnego roztworu octanu amonu
lub 0.1% wodnego roztworu kwasu mrowkowego. Zastosowanie lotnego buforu lub kwasu
organicznego, jako dodatku do fazy ruchomej polepsza symetri¢ pikow analizowanych
zwigzkow, a takze ich jonizacje i to zarowno w trybie rejestracji jonow dodatnich, jak
i ujemnych. Ze wzgledu na zr6znicowang hydrofobowo$¢ analizowanych substancji barwigcych

zastosowany zostat szeroki program elucji gradientowej umozliwiajacy petne ich rozdzielenie.

Analizy chromatograficzne prowadzono z uzyciem detektora spektrofotometrycznego UV-Vis
z matrycg diodowa sprzezonego ze spektrometrem mas. Do identyfikacji zwigzkoéw o nieznanej
masie zasadne jest zastosowanie spektrometru mas pracujacego W trybie przemiatania widma
(zang. Full SCAN). Typowym zakresem przemiatania widma dla tego rodzaju analizatorow
wynosi 50 do 2000 Da (m/z). Do analizy substancji barwigcych wybrany zostat zakres od 50 do

1000 Da, poniewaz masy czasteczkowe naturalnych organicznych substancji barwigcych
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mieszcza si¢ w tym wilasnie przedziale. Analizator kwadrupolowy charakteryzuje si¢ relatywnie
niska rozdzielczoscig, co nie pozwala na oznaczenie dokladnych mas czasteczkowych
(monoizotopowych). W zwigzku z tym konieczne byto wykonanie dodatkowych analiz
z zastosowaniem techniki o wigkszej rozdzielczosci mas, z uzyciem analizatora czasu przelotu
(TOF). Rownie waznym etapem optymalizacji metody identyfikacji substancji barwigcych byt
dobor odpowiedniej techniki jonizacji. Biorgc pod uwage fakt, iz analizie jakosciowej
poddawane sg ekstrakty o nieznanym sktadzie zdecydowano si¢ na jonizacj¢ poprzez
elektrorozpylanie (ESI). Technika ta nalezy do ,migkkich” technik jonizacji i tylko
W niewielkim stopniu powoduje fragmentacj¢ analizowanych zwigzkow [96]. Umozliwia to
obserwowanie jonoéw pseudoczgsteczkowych w zarejestrowanych widmach mas, a tym samym
na okre§lenic mas czasteczkowych wykrytych substancji. Technika ESI odpowiednia jest
réwniez do jonizacji zwigzkow termicznie niestabilnych np. glikozydéw [97]. Widma zbierano
w trybie rejestracji jondw dodatnich oraz ujemnych. Tryb rejestracji jonow ujemnych wybrany
zostat, jako optymalny do identyfikacji zarowno flawonoidéw i antrachinonow, jak i zwigzkoéw
indygoidowych, poniewaz generowal wigkszg intensywnos$¢ jonoéw pseudoczasteczkowych
i fragmentacyjnych tworzacych si¢ w wyniku rozpadu wigzan glikozydowych, reakcjach retro
Dielsa-Aldera oraz odszczepienia neutralnych czasteczek w obrgbie aglikonu (CO, CO,, H,0,
CH,0), jak i anionorodnikéw np. CH3". Istotnym parametrem analizy HPLC-MS jest potencjat
fragmentacyjny (napigcie fragmentacji). Dobor jego wartosci $cisSle zwigzany jest
z whasciwo$ciami fizykochemicznymi analizowanych substancji [98]. Z tego wiec wzgledu
kolejnym optymalizowanym parametrem byt dobor odpowiedniego napiecia fragmentacji. Jest
to parametr niezmiernie wazny, gdyz to on warunkuje prawidtowa identyfikacje zwigzku.
W tym celu testowano kilka réznych warto$ci napiecia: 100, 200 i 300 V. Do badan uzyte
zostaly ekstrakty surowcoéw barwierskich zawierajgce substancje barwiace z grupy
flawonoidéw, antrachinonow oraz indygoidow. Pierwszy ekstrakt sporzadzony z jagody
perskiej zawiera flawonoidy, w tym O-diramnozo-glukozyd ramnetyny, glukozyd kwercetyny,
ramnetyne, kwercetyne i kemferol. Drugi uzyskany z marzanny barwierskiej bogaty jest
w antrachinony, np. prymwerozyd alizaryny, hystazaryn¢ czy rubiadyne. W trzecim ekstrakcie
z urzetu barwierskiego (indygo) obecne sa indygotyna i indyrubina. W przypadku identyfikacji
flawonoidéw zastosowanie napigcia fragmentacji o wartosciach 100 V bylo zbyt niskie,
poniewaz umozliwitlo wykrycie jedynie glikozydow flawonoidéow i kemferolu. Pozostate
aglikony nie ulegaty jonizacji. Zastosowanie napiecia o wartosci 300 V okazato si¢ z kolei zbyt
wysokie, gdyz powodowato rozpad niektoérych z analizowanych zwigzkow (kemferolu,
ramnetyny i kwercetyny), co uniemozliwito detekcje ich jonow pseudoczgsteczkowych.

Detekcja glikozydow takich, jak O-diramnozo-glukozydu ramnetyny i O-ramnozydu

kwercetyny byla mozliwa przy zastosowaniu napigcia zarowno o wartosciach 100, 200 jak
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i 300V. Przyktadowe chromatogramy jonowe EIC ekstraktu z jagody perskiej, z zastosowaniem

réznych wartos$ci potencjatu fragmentacji przedstawione zostaty na Rysunku 20.

a) b) c) d) e)

x10 2 |+-ESIEIC(769.0000) .. | x102 |-ESIEIC(315.0000) Sc ... | x102 |-ESI EIC(301.0000) Sc .. | x10 2 |-ESIEIC(447.0000) Sc ... | x10 2 |-ESI EIC(285.0000) Sc ...
1 1 1 1 1
0.87 0.8 0.87 0.8+ 087
100V  osq 0.6 0.6 0.6 061
041 041 041 04 047

0.21 0.2 0.2A/\/\/\/ 0.2 0.2—J\f/
0 o= " —— o] 0 04

x10 2 |+-ESIEIC(769.0000) .. | x102 |-ESIEIC(315.0000) Sc ... | x102 |-ESI EIC(301.0000) Sc .. | x10 2 |-ESIEIC(447.0000) Sc ... | x10 2 |-ESI EIC(285.0000) Sc ...
1 1 1 1 1
0.87 0.8 0.8 0.8+ 0.8
0.67 0.6 067 0.6 067
200V 044 041 041 041 041
021 021 021 0.2 021
0 0 0- 0 0

x10 2 |-ESIEIC(769.0000) Sc ... | x102 |-ESIEIC(315.0000) Sc ... | x10 2 |-ESI EIC(301.0000) Sc .. | x10 2 |-ESIEIC(447.0000) Sc ... | x10 2 |-ESI EIC(285.0000) Sc ...
1 1 1 1 1
087 0.8 0.8 0.8+ 087
0.6 0.6 0.6 0.6 0.6
300V o4 0.4 0.4 04 041
021 021 021 0.2 021

0- 0—\\—/\/\—’ 0 0- o T

B 14 15 5 17 175 ‘ 14 145 15 12 125 13 " 15 155 16
Czas [min]

Rysunek 20. Chromatogramy EIC: a) O-diramnozo-glukozydu ramnetyny, b) ramnetyny, c) kwercetyny,
d) glukozydu kwercetyny i e) kemferolu uzyskane przy réznych napieciach fragmentacji.

W przypadku antrachinonow zastosowanie napiecia fragmentacji 100 i 300 V rowniez nie
przyniosto zadowalajacych rezultatdow. Po przylozeniu napigcia do fragmentatora o wartoSci
100 V zar6éwno hystazaryna, jak i prymwerozyd alizaryny nie zostaty wykryte. Widoczny byt
jedynie pik pochodzacy od rubiadyny. Zastosowanie z kolei potencjalu o wartosci 300 V
pozwolito obserwowaé piki pochodzace od prymwerozydu alizaryny i rubiadyny, podczas gdy
hystazaryny nie udato si¢ wykry¢. Zastosowanie napigcia 200 V umozliwito natomiast detekcje
wszystkich analizowanych antrachinonéw. Przyktadowe chromatogramy EIC antrachinonéw
uzyskane w trakcie analizy ekstraktu z marzanny barwierskiej z zastosowaniem roznych napigé

fragmentacji (100, 200 i 300 V) przedstawiono na Rysunku 21.
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a) b) c)

x10 2 |-ESI EIC(533.0000) Sc ...| x102 |-ESIEIC(239.0000) S ... | x10 2 |-ESI EIC(253.0000) S ..
1 1 1
0.8 0.8 0.8
100V 0.6 0.6 0.6
0.4+ 0.4 0.4
0.2 0.2 0.2
0+ o —— 0

x10 2 | -ESI EIC(533.0000) Sc ..| x10 2 |-ESIEIC(239.0000) S ... | x10 2 | -ESI EIC(253.0000) S
14 1 1

0.8 0.8 08

0.6 0.6 0.6

200V ] 04 04
0.27 ] ” MJ\VW\_/\
o— : 0
x10 2 |-ESIEIC(533.0000) Sc .| x102 |-ESIEIC(239.0000) S .. | x10 2 | -ESI EIC(253.0000) S .
1 1 1

0.8 0.8 08
Vv 0.6 0.6 0.6
300 0 0.4 04
0.2 0.24 0.2
10 12 14 16 15 155 16 1 20 21 22
Czas [min]

Rysunek 21. Chromatogramy EIC: a) prymwerozydu alizaryny, b) hystazaryny, c) rubiadyny przy
zastosowaniu roznych napig¢ fragmentacji.

W przypadku indygotyny zastosowanie napig¢ fragmentacji o wartosciach 100, 200 i 300 V
umozliwito detekcje tego zwiazku. Niemniej jednak najwyzsza intensywno$¢ piku uzyskano
przy zastosowaniu potencjatu o wartosci 200 V. Przyktadowe chromatogramy EIC indygotyny
uzyskane w trakcie analizy ekstraktu indygo, z zastosowaniem réznych napigé fragmentacji

przedstawiono na Rysunku 22.

x10 2 |+/-ESI EIC(261.0000).

100V 46l
0.4
0.2

x10 2 |+/-ESI EIC(261.0000)..

0.8
0.6
0.4
0.2

200V

x10 2 [+1-ESI EIC(261.0000)..
0.8

0.6
300V 0.

0.2

17 175 18 185
Counts (%) vs. Acquisiti.

Czas [min]

Rysunek 22. Chromatogramy EIC indygotyny przy zastosowaniu r6znych napie¢ fragmentacji.
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Napigcie fragmentacji o wartosci 200 V wybrano, jako optymalne w detekcji substancji
barwigcych nalezacych zaré6wno do grupy antrachinonéw, flawonoidow, jak i indygoidow.

W Tabeli 2 przedstawione zostaty zoptymalizowane warunki pracy uktadu HPLC-DAD-MS
stosowane podczas rozdzielania i detekcji substancji barwigcych obecnych w surowcach

barwierskich, historycznych farbach i tekstyliach.

Tabela 2. Parametry pracy uktadu HPLC-DAD-MS.

Warunki chromatograficzne

Kolumna chromatograficzna dhugosé 150 mm
Poroshell EC-C18, Agilent

Technologies Srednica wewngtrzna 3 mm
wielko$¢ czastek 2.7 um
wypehienia

Temperatura kolumny 40°C

Objetos¢ dozowanej probki 2 ul

Natezenie przeptywu strumienia 0.4 mL/min
fazy ruchomej

Sklad fazy ruchomej

Faza ruchoma (A) H,0z0.1% HCOOH
(B) ACN/MeOH (1/1 v/v) z 0.1% HCOOH

Program elucji

Gradient Czas (min) % A % B
0 90 10
20 0 100
30 0 100
Czas trwania analizy 30 min

Warunki pracy spektrometru mas
QQQ QTOF

Jonizacja ESI Tryb tworzenia jonow dodatnich

Tryb tworzenia jonow ujemnych

Tryb pracy Przemiatanie widma 50-1000 m/z
Napiecie fragmentacji [V] 200 200
Temperatura gazu ostonowego [°C] 250 350
Natezenie przeptywu strumienia gazu ostonowego [L/min] 11 10
Temperatura gazu suszacego [°C] 300 325
Nategzenie przeptywu strumienia gazu suszgcego [L/min] 5 10
Ci$nienie nebulizatora [psi] 45 35
Napigcie przytozone do kapilary [V] 3500
Napigcie tadowania [V] 500 1000
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7. Analiza prébek o znaczeniu historycznym

Wstepna identyfikacja substancji barwiacych przeprowadzona zostala z uzyciem
chromatografu cieczowego sprzezonego ze spektrometrem mas z analizatorem kwadrupolowym
QQQ wyposazonym w zrodto jonow ESI pracujacym w trybie przemiatania widma, z jonizacja
w trybie ujemnym. W celu potwierdzenia uzyskanych wynikéw dla wybranych zwiazkéw
przeprowadzono dodatkowo badania z uzyciem kwadrupolowego analizatora czasu przelotu
(HPLC-QTOF-MS/MS) pracujacego w trybie przemiatania widma mas produktow reakcji
jonéw (Product lon Scan), z jonizacja w trybie ujemnym. Analiza HPLC-QTOF-MS/MS
pozwolita na identyfikacje zwigzkéw na podstawie widm MS/MS wybranych jonéw oraz ich
doktadnych mas monoizotopowych. Uzyskane dane spektrochromatograficzne pordéwnane
zostaty z wynikami otrzymanymi dla ekstraktow z surowcow barwierskich w celu okreslenia
pochodzenia substancji barwigcych obecnych w badanych obiektach muzealnych.

Do okreslenia rodzaju widkna oraz rodzaju zaprawy barwierskiej uzytej w procesie barwienia
tkaniny i produkcji lakow barwnych zastosowana zostata skaningowa mikroskopia elektronowa
sprzezona ze spektrometrem dyspersji energii promieniowania rentgenowskiego (SEM-EDS).
Technika EDS pozwala na identyfikacje¢ sktadu pierwiastkowego analizowanych materiatow.
Zdjecia wykonane skaningowym mikroskopem elektronowym umozliwiajacym z Kolei
obserwacj¢ topografii ich powierzchni, co pozwolilo okresli¢ migdzy innymi mikrostrukturg
oraz stopien ich zniszczenia. Spektroskopia w podczerwieni FT-IR umozliwita rozpoznanie

rodzaju wiokien pobranych z historycznych tekstyliow.

7.1. Substancje barwigce obecne w tkaninach historycznych

7.1.1. Wiékna pochodzace z XVI-wiecznego kobierca

Kobierzec z motywami czintamani wykonany zostat w drugiej potowie XVI wieku w
warsztacie tureckim mieszczgcym si¢ w Kairze. Do zbioréw Muzeum Narodowego w Krakowie
trafit z kosciota Bozego Ciata w Krakowie, ktoremu zostal ofiarowany przez Stanistawa
Jabtonowskiego, putkownika krola Jana Sobieskiego, po jego powrocie ze zwycigskiej bitwy
pod Wiedniem. Dywan jest szczegolnie wyjatkowy ze wzgledu na swoja wielkos¢. Jego
powierzchnia to prawie 40 m?, co czyni go jednym z najwigkszych zachowanych dywanéw na
swiecie.

Analizie spektrochromatograficznej poddano jedenascie probek widkien pobranych z réznych
miejsc dywanu (Rys. 23). Wsérod nich znajdowaty si¢ nici zabarwione na kolor zotty, czerwony,

niebieski, zielony, bragzowy oraz bezowy.
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Rysunek 23. Zdjgcie fragmentu kobierca z motywami czintamani wraz z zaznaczeniem miejsc poboru
probek (kolekcja MNK-X1X-8950).

Wiokna Zolte

Cztery wiokna oznaczone symbolami F2, F3, F10 i F11 mialy barwe zo6tta o réznych
odcieniach. Spektrochromatogramy ekstraktow uzyskanych z tych nici przedstawione sa na
Rysunku 24.

100-| ) va Y7
a Y5, Y6 vs Y9 Vi1
50 - Viva v3 w / Yiol/ viz Y13
0,
120-| va Y7
b Y5, Y6 Y9
60 - ) Yiv2 Xli /YS Ylol/Y11 Y12 Y13
5 v3 \/ vy
< o
E
£ 100- v -
£ C) Y5, Y6 vi1
2 50- Y8 Y9 VY10 Y12 Y13
ko Yiy2 v3 X/i v
S .l / / U
2
§_1007 16 vig
o d)
© 50- v17
Y14 Y4 Y15 Y9 Y19
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100-|
e Y5, Y6
0 ) Yiv2 I X/Yjvs N Ylo,/Yll
. V.
‘ 7 8 9 0 1 12 13 14 15 16 17 18
Czas (min)

Rysunek 24. Spektrochromatogramy ekstraktow nici: a) F2, b) F3, ¢) F10, d) F11 oraz e) ekstrakt
z rezedy zottawej [99].
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Struktury chemiczne i widma mas wszystkich zidentyfikowanych zwigzkéw umieszczone
zostaty w Suplemencie pracy. Uzyskane spektrochromatogramy ekstraktow nici poréwnane
zostaty do profili chromatograficznych ekstraktow otrzymanych z surowcow barwierskich
dajacych zottag barwe. W probkach wiokien oznaczonych symbolami F2, F3, F10 wykryto
8 glikozydow flawonoidow oraz trzy aglikony. Pierwszy zwigzek Y1 eluujacy w czasie 9.5 min.
zostat zidentyfikowany jako C-diglukozyd apigeniny. W widmie mas obecne sa sygnaty jonu
pseudoczasteczkowego m/z 593 oraz jonow fragmentacyjnych m/z: 503 [M-H-C3HgOs],
473 [M-H-C4HgO,] i 575 [M-H-H,0]". Utrata czasteczek o masach 120 Da (C;HgO,) i 90 Da
$wiadczy o rozpadzie wigzan W obrebie czasteczki glukozy, co jest reakcja charakterystyczna
dla C-glukozydow [96]. Z Kolei jon o warto$ci m/z 575 powstaje W wyniku odejscia czgsteczki
wody. ldentyfikacja C-diglukozydu apigeniny potwierdzona zostata na podstawie analizy
HPLC-ESI(-)-QTOF (m/z 593.1513, btad pomiaru masy -0.17 ppm). W widmie mas zwiazku
Y2 widoczny jest sygnat jonu pseudoczasteczkowego m/z 609 z jego jonami fragmentacyjnymi
m/z 447 [M-H-Glu] oraz m/z 285 [M-H-2Glu] (aglikon) tworzacymi si¢ w wyniku
sukcesywnej utraty czasteczek glukozy. Na podstawie widma UV-Vis oraz §ciezki fragmentacji
zwigzek ten zidentyfikowany zostat jako O-diglukozyd luteoliny. Substancja oznaczona
symbolem Y3 posiada takg sama mase czgsteczkows, co zwigzek Y2. W jego widmie mas
widoczny jest sygnat o wartosci m/z 447 odpowiadajgcy jonowi po odszczepieniu jednej
czgsteczki glukozy oraz sygnal o wartosci m/z 285 tworzacy si¢ po odejSciu dwoch czasteczek
tego cukru. Duza intensywno$¢ sygnatu jonu powstatego po odszczepieniu jednej czasteczki
glukozy [M-H-Glu]" wskazuje na podstawienie jednostek cukrowych w réznych pozycjach
aglikonu [23, 101]. Na podstawie widma mas oraz danych literaturowych zwigzek ten
zidentyfikowany zostal jako 3,7’-O-diglukozyd Iluteoliny [28]. Substancje o0znaczone
symbolami Y4 i Y8 posiadajg takie same masy czasteczkowe. Na widmach mas obu zwigzkow
widoczne sg sygnalty pochodzace od jonu pseudoczasteczkowego m/z 447 i fragmentacyjnego
m/z 285. W widmie mas substancji Y8 dodatkowo widoczny jest sygnat o wartosci m/z 284
pochodzacy od jonu nieparzystnoelektronowego (anionorodnika) [aglikon-H]". Zwiazki Y4
i Y8 zidentyfikowane zostaly, jako O-glukozydy luteoliny. Obecno$¢ sygnatu anionorodnika
pozwala stwierdzi¢, ze zwigzek Y8 to 4’-O-glukozyd luteoliny i tym samym odrozni¢ go od
jego izomeru (7-O-glukozydu luteoliny - zwiazek Y4) [24]. Pik chromatograficzny eluujacy w
czasie 12.2 min. wykazywal dos¢ skomplikowane widmo mas. Algorytm dekonwolucji
chromatogramu wykazat obecnos¢ dwoch koeluujacych substancji Y5 i Y6. W widmie mas
zwiazku Y5 widoczny jest sygnatl jonu pseudoczasteczkowego m/z 447 oraz jon o wartosci m/z
285 [M-H-Glu] pochodzacy od aglikonu. Zwiazek ten zidentyfikowany zostat jako O-glukozyd
luteoliny, niestety pozycja jednostki cukrowej nie jest znana. Zwigzek Y6 0 masie
deprotonowanej czasteczki 431 Da zidentyfikowany zostat jako O-glukozyd apigeniny. Sygnat

jonu %*X" o wartosci m/z 311 (utrata 120 Da) obserwowany w widmie mas $wiadczy
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0 rozpadzie glikozydu w obrebie wigzan 0,2 czasteczki glukozy. Jest to typowe miejsce rozpadu
czasteczki cukru dla 7-O-glukozydow flawonoidow [24]. Zwiazek Y6 ostatecznie
zidentyfikowany zostatl jako 7-O-glukozyd apigeniny. W widmie mas zwiazku Y7 obecny jest
sygnat jonu pseudoczasteczkowego m/z 461 oraz sygnaly jonow fragmentacyjnych m/z 299
[M-H-GIu] (aglikon) i m/z 284 [M-H-Glu-CH3]". Odejscie rodnika metylowego (utrata 15 Da)
wskazuje na obecnos¢ grupy metoksylowej w czasteczce, co swiadczy, ze zidentyfikowanym
zwigzkiem jest O-glukozyd chryzoeriolu. Zwigzki oznaczone symbolami Y9, Y10, Y11 to
flawonoidy bez jednostek cukrowych. W widmie mas substancji Y9 widoczny jest sygnat jonu
pseudoczagsteczkowego m/z 285 oraz jonoéw fragmentacyjnych o wartosciach m/z: 257
[M-H-CQJ, 217 [M-H-C50,]’, 199 [M-H-C,H,0-CO,] i 175 [M-H-C;0,-C,H,0]". Ponadto, w
widmie mas obecne sg takze sygnaty jonow powstatych w wyniku reakcji retro Dielsa-Aldera
(RDA): jon **B" m/z 133 oraz jon A" m/z 151. Wymienione jony pseudoczasteczkowe
i fragmentacyjne sa charakterystyczne dla czasteczki luteoliny [102]. Zwigzek Y10 posiada
podobna $ciezke fragmentacji do luteoliny. W widmie mas widoczne sa odejscia neutralnych
czgsteczek: CO, CO,, C,H,0, C;0, (jony fragmentacyjne podane w Tabeli 3) oraz jony
powstate w reakcji RDA: “*B"m/z 117 i “*A” m/z 151. Zwiazek ten zidentyfikowany zostal jako
apigenina. Identyfikacja  luteoliny i apigeniny  poparta  zostata  danymi
spektrochromatograficznymi uzyskanymi dla ich syntetycznych wzorcéw. Substancja Y11
0 jonie [M-H] m/z 299 ulega fragmentacji w wyniku utraty rodnika metylowego CH3’, tworzac
jon o warto$ci m/z 284 oraz jon m/z 256 powstaly w wyniku odej$cia czasteczki tlenku wegla
[103]. Substancja ta zidentyfikowana zostata jako chryzoeriol. Wszystkie zidentyfikowane
substancje barwiace obecne w ekstraktach nici F2, F3 oraz F10 wskazuja na to, ze zostalty one
zabarwione wyciggami z rezedy zottawej i jagody perskiej.

W ekstraktach tych nici wykryte zostaty dwie dodatkowe substancje (Y12 i Y13) nieopisane
jak dotad w literaturze. W widmach mas obu zwiazkow obserwuje si¢ jon pseudoczasteczkowy
o wartosci m/z 313. Sugerowac to moze, iz zwiazki te sg swoimi izomerami konstytucyjnymi.
Ich widma fragmentacyjne sg prawie identyczne. Widoczne sg sygnaly jonow o wartosciach
m/z: 285 [M-H-COJ’, 243 [M-H-CO-C,H,0]’, 201 [M-H-CO-2C,H,0] oraz 179 [M-H-134]
i 133 [M-H-180]". Sygnaty m/z 179 oraz m/z 133 odpowiadaja jonom A" i *B’, powstatym
w wyniku reakcji RDA w obrebie czgsteczki flawonoidu. Jon m/z 133 ma takg samg wartos¢
m/z, co jon “°B czasteczki luteoliny, natomiast jon m/z 179 ma mase wicksza od jonu “3A°
luteoliny o 28 Da. Réznica mas migdzy jonami “*A° zwiazkéw Y12 i Y13 a jonem “*A’
luteoliny $wiadczy¢ moze o obecnosci dodatkowego podstawnika, prawdopodobnie grupy
formylowej w pierscieniu A flawonoidu (Rys. 25). Odmienne czasy retencji obu substancji
(17.4 1 18.0 min.) wskazuja na to, ze grupy te podstawione sa w réznych pozycjach pierscienia
A flawonoidu. Zaproponowana struktura chemiczna zwiazkéw Y12 i Y13 zostata potwierdzona

na podstawie analizy QTOF. Substancje te nie zostaly wykryte w ekstraktach roslinnych
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zrezedy zottawej ani jagody perskiej, co $wiadczy¢ moze, iz powstaly one w wyniku

naturalnego starzenia tego zabarwionego wtdkna.

313.0

Intensywno$¢

0.5 133.0 179.0
7o | 120 199.0 243.0 2850 325.0

L L . L
e e

110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330 350 ‘( "
m/z

Rysunek 25. Widmo MS/MS oraz przypuszczalna struktura chemiczna substancji Y13.

Uzyskane dane spektrochromatograficzne (czasy retencji, maksima absorpcji (Amax), Wzory

sumaryczne, jony pseudoczasteczkowe wraz z blgdem pomiaru ich masy oraz jony

fragmentacyjne), a takze nazwy zidentyfikowanych zwiazkow przedstawione zostaty w Tabeli
3.
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Tabela 3. Substancje barwiace zidentyfikowane w z6ttych wtdknach.

Pik A:”__»:v H_A/\_B.\_MVH. o _n_.mmﬁww:moﬁ.:m su BMNWMN:V\ MMWMV Nazwa zwigzku Aw:%xv

Y1 9.56 593.1513 503, 473, 383, 353 Cy7H30015 -0.17 C-diglukozyd apigeniny 272,335
Y2 9.87 609.1442 447, 285 Cy7H30015 3.12 O-diglukozyd luteoliny 268, 336
Y3 10.56 609.1462 447, 285 Cy7H30015 -0.16 3,7’-O-diglukozyd luteoliny 268, 341
Y4 11.32 447.0923 285 Cy1H20011 2,24 7-O-glukozyd luteoliny 268, 349
Y5 12.20 447.0932 285 Cy1H2011 0.24 O-glukozyd luteoliny 268, 337
Y6 12.20 431.0989 311, 269, 268 Cy1H20019 -1.16 7-O-glukozyd apigeniny 266, 348
Y7 12.40 461.1072 341, 299, 284, 283 CyoH201; 3.68 O-glukozyd chryzoeriolu 266, 348
Y8 12.76 447.0936 285 Cy1H20011 -0.67 4’-0-glukozyd luteoliny 268, 342
Y9 14.16 285.0407 257,217,199, 175, 151, 133 CisH1006 -1.05 luteolina 266, 349
Y10 15.28 269.0454 225,151, 117 C15H1005 0.37 apigenina 267, 337
Y11 15.54 299.0563 284, 256 Ci6H1206 -0.67 chryzoeriol 266, 347
Y12 17.42 313.0349 285, 243, 201, 179, 133 C16H1007 1.6 pochodna luteoliny 248, 346
Y13 18.01 313.0342 285, 243, 201, 179, 133 C16H1007 3.83 pochodna luteoliny 284, 346
Y14 9.37 349.0028 371, 338, 269, 225, 213, 177, 165, 149, 135, 121 - - nzid. 261, 392
Y15 11.99 243.0294 215,199, 187, 175, 145, 113 C13HgOs 2.06 “zwigzek typu C” 310, 346
Y16 12.39 269.0448 241, 225, 201,185, 169, 149, 133,121 C15H1005 2.60 isomer sulfuretyny 316, 343
Y17 12.68 285.0407 269, 227, 179, 149, 135, 121 C1sH100¢ -1.05 fisteina 320, 360
Y18 13.55 269.0459 241, 225, 213, 197, 135, 133 C15H1005 -1.47 sulfuretyna 256, 396
Y19 14.95 314.0302 267, 239, 217, 199, 163, 135 - - nzid. 292, 342
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Ni¢ F11 w odréznieniu od pozostatych nici (F2, F3, F10) wykazywala soczysta zotto-
pomaranczowg barwg. Sklad substancji barwigcych obecnych w ekstrakcie tego witdkna rdznit
si¢ tez zasadniczo. Na spektrochromatogramie zaobserwowaé mozna dwa intensywne piki
oznaczone symbolami Y16 i Y18. Sa to gléwne substancje barwigce. W widmie mas zwiazku
Y18 obecny jest sygnat jonu pseudoczasteczkowego m/z 269 i sygnaty jondéw fragmentacyjnych
0 warto$ciach m/z: 241 [M-H-CQJ’, 225 [M-H-CO,], 213 [M-H-2COJ’, 195 [M-H-2CO-H,OT,
oraz 1351 133. Jony m/z 135 i m/z 133 powstaty najprawdopodobniej w wyniku reakcji RDA
zachodzacej w obrebie pierscieni A i B szkieletu auronu (pochodna flawonoidu). Widmo
UV-Vis tego zwigzku wykazuje maksima absorpcji (Amax) przy dlugosci fali 256, 275 i 396 nm.
Uzyskane wyniki oraz dane literaturowe pozwolity stwierdzi¢, iz wykrytg substancjg jest
sulfuretyna [100-102]. Substancja barwigca oznaczona symbolem Y16 posiada zblizone do
sulfuretyny widmo mas. Widoczne sg na nim sygnaty o wartosciach m/z: 269, 241, 225, 135
i 133, obecne rowniez w widmie sulfuretyny. Swiadczy¢ to moze, ze zwiazek ten jest jej
izomerem, ale niestety dokladna jego struktura chemiczna nie jest znana. Z kolei substancja
Y17, w widmie ktorej widoczne sg sygnaty jonu pseudoczasteczkowego m/z 285 oraz jonow
fragmentacyjnych o wartosciach m/z: 241 [M-H-CO,], 229 [M-H-2COJ, 149, 135 i 121
zidentyfikowana zostata jako fisteina. Potwierdzajg to dane spektrochromatograficzne uzyskane
dla wzorca tego zwigzku. W probcee ekstraktu nici F11 wykryto takze substancje oznaczone
symbolami Y14, Y15 i Y19. Zwigzki te nie byly obecne w pozostatych widknach ani w
ekstraktach z rezedy zottawej i jagody perskiej. W widmie mas zwigzku Y15 widoczne sa
sygnaty jonu pseudoczasteczkowego m/z 243 i jonow fragmentacyjnych o wartosciach m/z: 215
[M-H-COJ, 199 [M-H-CO,], 187 [M-H-2CQO]J oraz 175 i 113. Widmo UV-Vis zwigzku Y15
wykazuje maksima absorpcji przy dlugosciach fali 258, 308 i 336 nm. Po poroéwnaniu
uzyskanych wynikow z danymi literaturowymi zwigzek ten zidentyfikowany zostat jako
produkt fotodegradacji brazyleiny, substancji barwiagcej obecnej w drzewie brazylijskim
[7, 107]. Produkt ten znany jest w literaturze jako ,,zwigzek typu C” (z ang. compound type C).
Jest on uznawany za marker wskazujacy na uzycie wyciagu z drzewa brazylijskiego W procesie
barwienia [108, 109]. Jest to jedyna wykryta substancja, ktéra pochodzi z drzewa
brazylijskiego. Biorac pod uwage fakt, iz czerwone substancje barwigce obecne w korze
i twardzicy drzewa brazylijskiego tatwo ulegaja fotodegradacji i podatne sg na blaknigcie
przypuszcza si¢, ze widokno F11 pierwotnie mialo barwe pomaranczowo-czerwona, ktora
zblakta w naturalny sposob na skutek dziatania promieni stonecznych [7]. Spowodowato to
zmian¢ barwy nici na kolor zoélto-pomaranczowy. Wszystkie zidentyfikowane substancje
barwigce w tym wioknie §wiadcza o tym, ze do barwienia uzyta zostala mieszanina wyciaggéw
z trzech surowcow barwierskich young fustic, rezedy zottawej oraz drzewa brazylijskiego. Dane
spektrochromatograficzne wszystkich zidentyfikowanych substancji barwiacych przedstawione

zostaty w Tabeli 3.
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Wiokna czerwone

Analiza HPLC-DAD-MS ekstraktow z wiokien czerwonych oznaczonych symbolami
F6 i FI12 wykazala obecno$¢ osmiu substancji barwiacych 0znaczonych na
spektrochromatogramach symbolami od R1 do R8 (Rys. 26). Profile chromatograficzne
ekstraktow nici porownane zostaty do profilu ekstraktu otrzymanego z surowca barwierskiego
lac dye, zawierajacego czerwone substancje barwigce. Dane spektrochromatograficzne oraz

nazwy zidentyfikowanych substancji barwiacych przedstawione zostaty w Tabeli 4.

Opowiedz detektora (mAU)

8 9 10 11 12 13
Czas (min)

Rysunek 26. Spektrochromatogramy ekstraktow nici: a) F6, b) F12 i ¢) ekstraktu lac dye [99].

Najwigkszy pik chromatograficzny eluujacy w czasie 11.2 min. ma do$¢ skomplikowane widmo
mas. Algorytm dekonwolucji chromatogramu wykazat obecnos¢ dwoch koeluujacych substancji
oznaczonych symbolami R6 i R7. W widmie mas sktadnika pierwszego R6 widoczny jest jon
pseudoczasteczkowy [M-H]™ o wartosci m/z 536, a takze jony fragmentacyjne o wartosciach
m/z: 518 [M-H-H,O], 492 [M-H-CO,], 474 [M-H-CO,-H,0], 448 [M-H-2CO,], 430
[M-H-2C0O,-H,0] oraz 420 [M-H-2CO,-CO]". Taka $ciezka fragmentacji charakterystyczna jest
dla kwasow lakkainowych. Sktada si¢ na nig naprzemienna utrata dwutlenku wegla i czasteczki
wody [110]. Wnikliwa interpretacja widma mas pozwolita zidentyfikowaé zwigzek R6 jako
kwas lakkainowy A. W widmie mas zwigzku R7 obecny jest jon pseudoczasteczkowy

0 wartosci m/z 495, ktory fragmentuje dajac jony o wartosciach m/z: 477 [M-H-H,QO]’, 451
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[M-H-CO,]’, 433 [M-H-CO,-H,QJ’, 407 [M-H-2CO,]’, 389 [M-H-2CO,-H,O]". Substancja ta
zidentyfikowana zostata jako kwas lakkainowy B. Obecnos¢ tych obu substancji pozwolita
stwierdzi¢, ze do barwienia widkien uzyty zostat wyciag z insektow Kerria lacca Kerr (lac dye).
Poréwnanie profili chromatograficznych ekstraktow z surowca barwierskiego i czerwonych nici
utatwito dalsza identyfikacj¢ pozostatych antrachinonéw. W widmie mas zwigzku oznaczonego
na spektrochromatogramie symbolem R2 widoczny jest jon pseudoczasteczkowy m/z 538 oraz
jony fragmentacyjne o wartosciach m/z: 520 [M-H-H,O], 494 [M-H-CO,], 476
[M-H-CO,-H,0], 450 [M-H-2CO,]" i 432 [M-H-2CO,-H,0]". Zwigzek ten na podstawie
charakterystycznego szlaku rozpadu zidentyfikowany zostat jako kwas lakkainowy C. Kolejng
wykrytg substancja barwiacg jest zwigzek oznaczony symbolem R3. Widmo mas tego zwiagzku
przedstawia sygnal czgsteczki deprotonowanej o wartosci m/z 494 oraz sygnaly jonow
fragmentacyjnych m/z: 476 [M-H-H,0], 450 [M-H-CO,], 432 [M-H-H,O-CO,], 406
[M-H-2CO,] i 388 [M-H-2CO,-H,0]. Jony te, podobnie jak we wczesniej omawianych
$ciezkach fragmentacji, utworzone zostaly w wyniku naprzemiennej utraty czasteczek
dwutlenku wegla i wody. Zwigzek R3 to kwas lakkainowy E. Substancja oznaczona na
spektrochromatogramie symbolem R5 posiada mase¢ czasteczkowa 0 16 Da mniejsza od kwasu
lakkainowego A. Jon pseudoczasteczkowy tego zwiazku (m/z 520) fragmentuje tworzac jony
0 warto$ciach m/z: 476 [M-H-CO,], 458 [M-H-H,0-CO,] oraz 432 [M-H-2CO,]". Substancja
ta zidentyfikowana zostala jako kwas ksantolakkainowy A, ktory niezmiernie rzadko
identyfikowany jest w obiektach historycznych [111]. Zwigzek R1 eluujagcy z kolumny
chromatograficznej tuz przed kwasem lakkainowym C daje mato intensywny pik. W widmie
mas tego zwigzku obecny jest jon pseudoczasteczkowy m/z 522 oraz jony fragmentacyjne
0 wartosciach m/z: 478 [M-H-CO;] i 434 [M-H-2CO,] (Rys. 27). Masa czasteczkowa tego
zwigzku jest mniejsza o 16 Da od masy kwasu lakkainowego C. Bioragc powyzsze pod uwage
przypuszcza¢ mozna, ze zwiazek R1 jest pochodng kwasu lakkainowego C, ubozsza o grupe
hydroksylowa. Analiza QTOF pozwolita wyznaczy¢ doktadng mase monoizotopowa jonu tego
zwigzku i jego wzor sumaryczny (522.0656 Da, C,sHi;NOj,, btad pomiaru 4.02 ppm). Na
podstawie uzyskanych informacji zwiazek ten zostal przeze mnie nazwany ,kwasem
ksantolakkainowym C” analogicznie do kwasu ksantolakkainowego A. Wedlug mojej wiedzy

substancja ta, nie zostala jak dotad opisana w literaturze.
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Rysunek 27. Widmo MS/MS i prawdopodobna struktura chemiczna substancji R1.

Widmo mas (Rys. 28) zwigzku oznaczonego na spektrochromatogramie symbolem R4,
przedstawia sygnaly jonu pseudoczasteczkowego m/z 552 oraz jonéw fragmentacyjnych m/z:
534 [M-H-H,O], 508 [M-H-CO.], 490 [M-H-CO,-H,O], 464 [M-H-2CO,], 446
[M-H-2CO,-H,0]". Zwiazek ten zidentyfikowany zostat jako pochodna kwasu lakkainowego A,
posiadajaca dodatkowa grupe hydroksylowa w obrebie czasteczki. Analiza QTOF pozwolita
wyznaczy¢ doktadng jego mas¢ monoizotopowa, wzor sumaryczny oraz btad pomiaru masy
(552.0769 Da, CysHigNOy3, btad pomiaru 2.54 ppm). W zwigzku z tym, ze substancja R4
obecna jest jedynie w ekstraktach historycznych widkien, a nie wystepuje W surowcu
barwierskim lac dye przypuszcza sie, ze jest ona produktem naturalnego starzenia sie tego
barwnika. Potwierdza to analiza ekstraktu lac dye poddanego sztucznemu procesowi

fotodegradacji (Rozdziat 8.1). Substancja ta nie zostala jak dotad opisana w literaturze.

3
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Rysunek 28. Widmo MS/MS i prawdopodobna struktura chemiczna substancji R4 .

Ostatnig substancjg barwigca wykrytg w ekstraktach czerwonych wiokien jest zwigzek
oznaczony symbolem R8. W jego widmie mas widoczne sg sygnaly jonu

pseudoczasteczkowego m/z 606 oraz jony fragmentacyjne o wartosciach m/z: 588 [M-H-H,O0],
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562 [M-H-CO,], 545 [M-H-CO,-H,O], 518 [M-H-2CO,]" oraz 500 [M-H-2CO,-2H,0].
Zmierzona masa monoizotopowa deporotonowanej czgsteczki tego zwigzku wynosi
606.1184 Da. Sciezka fragmentacji tej substancji, podobnie jak widmo UV-Vis z maksimum
absorpcji przy dhugosci fali 288 i 492 nm, jest typowa dla kwasoéw lakkainowych. Niestety nie

udato si¢ okresli¢ struktury chemicznej tego zwiazku.

Tabela 4. Substancje barwiace zidentyfikowane we widknach barwy czerwonej pobranych z kobierca.

Jon
) tr [M-HY Y ] Wzor Blad Amax
Pik . fragmentacyjne Nazwa zwigzku
(min) (m/z) sumaryczny (ppm) (nm)
(m/z)
kwas
R1 8.55 522.0656 478, 434 Cy5H17NO;y, 4.02 . 293, 425
ksantolakkainowy C
520, 494, 476, )
R2 9.04 538.0626 CysH17NOy3 0.19 kwas lakkainowy C 288,490
450, 432,
476, 450, 432, .
R3 9.48 494.0723 C,4H17NOyg 1.21 kwas lakkainowy E 288, 490
406, 388, 378
534, 508, 490, pochodna kwasu
R4 1099 552.0769 Co6H1gNOy3 2.54 ) 285, 504
464, 446 lakkainowego A
502, 476, 458, kwas
R5 1112  520.0854 CoeH1gNOyy 5.96 ) 294, 430
432, 414 ksantolakkainowy A
518, 492, 474, .
R6 1129 536.0836 Co6H1gNOy, -0.37 kwas lakkainowy A 288, 490
448, 430, 420
477, 451, 433,
R7 1129  495.0568 C,4H16NO;, 0.2 kwas lakkainowy B 288,490
407, 389
R8 1255 606.1184 562,518 - - nzid. 288, 492

Widkna niebieskie, zielone i brgzowe

Analiza HPLC-DAD-MS ekstraktu z niebieskiego wtdkna oznaczonego symbolem F5
wykazata obecnos¢ dwoch substancji B1 i B2 (Rys. 29a). W widmie mas zwigzku B1 widoczny
jest jon pseudoczasteczkowy m/z 261 oraz dwa mniej intensywne jony fragmentacyjne o
warto$ciach m/z 233 [M-H-CO] oraz 217 [M-CONH;]". Zwiazek ten zidentyfikowany zostat
jako indygotyna. Substancja B2 posiada widmo mas bardzo podobne do indygotyny
i zidentyfikowana zostata jako indyrubina. Oba te zwiazki sa swoimi izomerami
konstytucyjnymi, ale fatwo je rozrézni¢ na podstawie odmiennych czaséw retencji (18.1 1 19.2
min.) oraz widm UV-Vis. Indygotyna wykazuje maksimum absorpcji przy dlugosci fali 620 nm,
podczas gdy indyrubina przy 550 nm [112]. Obecno$¢ tych dwoch zwigzkéw wskazuje na
uzycie indygo do barwienia widkna F5. Trudno jednak doktadnie okre$li¢, jaki gatunek rosliny
(Isatis tinctoria L. czy Indigoferia tinctoria L.) zostat uzyty w procesie barwienia. Bioragc pod

uwage Wyniki ostatnich badan (Rozdziat 7.3.3.), ktore wykazaly obecnosé¢ $ladowych ilosci
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apigeniny i chryzoeriolu w ekstrakcie z Isatis tinctoria L., domniema¢ mozna, ze to raczej

Indigoferia tinctoria L. zostata uzyta do zabarwienia tej nici.

120 1 a) Bl
~100- Y4
2
g b) Y7 Y9
E 5- Y5, Y6
] Y8 Y11 B1
g Yiy, Y3 \ J vio B2
3
Z
<100 Y4
5] 0
2 Y7 Y9
§ 50+ v3 Y5, Ys v8 y11 51
Y1 Y10 B2
g v2 Vi v
100 d) B1
50 Y8 Y10
YA vg $ Y9 \ B2

T
9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Czas (min)

Rysunek 29. Spektrochromatogramy ekstraktow nici: a) F5, b) F8, c) F9, d) F4 oraz e) F1 [99].

Wiokna oznaczone symbolami F4, F8 i F9 maja barwi¢ zielona w r6znych odcieniach. Profile
chromatograficzne ekstraktow nici F8 i F9 sg bardzo do siebie zblizone (Rys. 29b i 29c¢)
i wskazujg na obecno$¢ trzynastu substancji barwigcych. Zidentyfikowane zostaty substancje
barwigce pochodzace z rezedy zottawej: C-diglukozyd apigeniny (Y1), O-diglukozyd luteoliny
(Y2), 3,7°-O-diglukozyd luteoliny (Y3), 7-O-glukozyd luteoliny (Y4), O-glukozyd luteoliny
(Y5), 7-O-glukozyd apigeniny (Y6), O-glukozyd chryzoeriolu (Y7), 4’-O-glukozyd luteoliny
(Y8), luteolina (Y9), apigenina (Y10) oraz chryzoeriol (Y11), a takze te wystepujace w indygo:
indygotyna (B1) i indyrubina (B2). W ekstraktach wiokien F8 i F9 ilo§¢ barwnikéw zottych
przewaza nad niebieskimi, stad ich jasnozielony kolor. Z kolei w ekstrakcie wtokna F4
indygotyna (B1) wystepuje w przewazajacej ilosci w porownaniu do zottych barwnikow. Ma to
niewatpliwie wplyw na jego intensywnag ciemnozielong barwe. Wsrod zottych barwnikoéw
obecnych w ekstrakcie tego wiokna zidentyfikowane zostaty sladowe ilosci: 7-O-glukozydu
luteoliny (Y4), 7-O-glukozyd apigeniny (Y6), 4’-O-glukozyd luteoliny (Y8) oraz ich aglikony,

luteoling (Y9) i apigening (Y10). Wiele gatunkéw roslin barwierskich posiada w swoim
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sktadzie luteoling, jak i apigening, Trudno jest wigc stwierdzi¢, ktory doktadnie gatunek zostat
uzyty do barwienia witokna F4. Markerami potwierdzajagcymi uzycie rezedy zottawej sa
luteolina, apigenina i chryzoeriol [26]. Poniewaz chryzoeriol nie zostat zidentyfikowany
W probce, nie ma wigc pewnosci Czy to wlasnie rezeda zoéttawa uzyta zostala w procesie
barwienia. Doniesienia literaturowe wskazuja jednak, ze rezeda zottawa w potaczeniu z indygo

stosowana byta najczesciej W celu uzyskania barwy zielonej [28, 33, 113].

Spektrochromatogram ekstraktu wiokna bragzowego F1 (Rys. 28e) wskazuje na obecnosé¢
szeSciu substancji barwigcych. W ekstrakcie zidentyfikowano 7-O-glukozyd luteoliny (Y4),
7-0O-glukozyd apigeniny (Y6), O-glukozyd luteoliny (Y5) oraz luteoling (Y9). Sa to substancje
barwigce obecne w wielu gatunkach roslin, w tym w rezedzie zottawej. W probcee nie wykryto
jednak chryzoeriolu, dlatego tez nie mozna stwierdzi¢ jaki doktadnie gatunek wykorzystany
zostat w trakcie procesu barwienia [60]. W ekstrakcie tej nici wykryto rowniez indygotyne (B1)
oraz kwas elagowy (BR1), ktorych obecno$¢ wskazuje na uzycie indygo oraz garbnikow
ro$linnych (tanin). Taniny dodawane do welny zaprawionej zelazem powoduja przygaszenie
barwy prowadzac nawet do uzyskania brazu lub czerni [114].

Ze wzgledu na to, ze w ekstrakcie bezowego wiokna F7 nie wykryto zadnych organicznych
substancji barwiacych, przypuszcza si¢, ze widkno to w naturalnej postaci zostato uzyte do

utkania kobierca.

Analiza budowy widkien (SEM-EDS)

Stan fizyczny wtokien okreslié mozna bezposrednio na podstawie analizy ich
morfologii. Badania mikrostruktury wtokien przeprowadzone zostaty przy uzyciu skaningowej
mikroskopii elektronowej SEM. Zdjecia SEM (Rys. 30) powierzchni nici wykazaty ich
cylindryczny ksztalt (srednice wtokien od 20 do 40 pum), tuskowatos¢ i guzkowate zgrubienia na
catej ich dlugosci. Powyzsze cechy sa charakterystyczne dla struktury wetny pochodzenia
zwierzecego [115]. W niektorych fragmentach widoczne sg uszkodzenia struktury wiokna
W postaci przerwania ich ciggtosci, licznych spekan i chropowatych powierzchni. Powstaty one

najprawdopodobniej w wyniku zuzycia lub naturalnego procesu ich degradacji.
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Rysunek 30. Zdjgcia SEM probek wiokien pobranych z kobierca: a) wiokno F2 (powigkszenie 2500x),
b) wtékno F1 (powiekszenie 2500x). ¢) widkno F2 (powiekszenie 100x) oraz d) widmo SEM-EDS
widkna F2 [99].

Technike skaningowej mikroskopii elektronowej sprz¢zonej z spektroskopia dyspersji energii
promieniowania rentgenowskiego (SEM-EDS) zastosowano do oznaczenia sktadu
pierwiastkowego historycznych nici. Wegiel, tlen i siarka wystepujg w najwiekszych ilosciach.
Analiza SEM-EDS wykazata rowniez obecnos¢ sladowych ilosci innych pierwiastkow takich
jak: Fe, Cu, Al, Ca, Na, Si. Glin, Zzelazo i miedz mogg pochodzi¢ od zaprawy barwierskiej
uzytej w procesie barwienia. O ile sole glinu nie zmieniaja barwy farbowanych tekstyliow, to
sole zelaza i miedzi powoduja ciemnienie barwnikow oraz samej welny. Rodzaj i ilo$¢ uzytych
zapraw wplywa na ostateczne zabarwienie i odcien wiokna [116]. Probki nici pobrane
z kobierca nie roznity si¢ radykalnie sktadem pierwiastkowym, jednakze wzglgdne ich ilosci
byly na r6znym poziomie stezen. Brazowe widkno F1 pokryte jest najwicksza iloscig soli zelaza
i wapnia, co doskonale wida¢ na jego zdjeciu SEM (Rys. 30b). Wapn, krzem i s6d moga
pochodzi¢ od zanieczyszczen powstatych w trakcie przechowywania i uzytkowania kobierca.
Nie mozna jednoznacznie potwierdzi¢, ze sa one sktadnikami zaprawy barwierskiej. Obecno$é¢

siarki nie jest zaskakujaca, poniewaz pierwiastek ten tworzy mostki disulfidowe w biatkach
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bedacych budulcem wetianych wiokien. Zaskakujacy jest natomiast fakt, iz w zadnej
z badanych probek nici nie wykryto chromu, cho¢ wiadomo, ze w przesztosci jego sole byly
powszechnie stosowane jako zaprawy barwierskie [116]. W Tabeli 5 przedstawiony zostat sktad

pierwiastkowy wszystkich analizowanych wtokien.

Tabela 5. Sktad pierwiastkowy wiokien.

A\ MOST

Oznaczenie
Wiékna F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12
Pierwiastek
c 58 70 64 65 71 72 66 64 62 76 67 69
0 33 27 33 33 27 27 32 34 36 22 31 26
Al. 0.6 0.5 0.6 0.3 0.1 0.1 0.3 0.3 0.9 0.2 0.1 0.5
Si 0.9 0.2 0.3 0.1 0.1 - 0.1 0.4 0.4 - 0.1 0.6
S 35 0.8 05 0.5 0.6 0.7 0.7 0.5 0.6 1.0 0.7 2.7
Ca 2.1 05 05 0.4 0.5 1.0 0.4 0.3 0.5 0.4 0.4 0.6
Fe 1.6 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 0.2 0.1 <0.1 <0.1 - 0.15 0.1
Mg 0.2 0.2 0.2 <0.1 0.1 <01 <01 <01 0.1 0.2 0.1 0.3
Na - - 0.5 - - - - - - - - 05
Sladowe ilosci - P, Cu P P - Cu Cu Cu P Cu Cu Cu Cu
Analiza FT-IR

Spektroskopia IR jest technikg umozliwiajaca identyfikacje wiokien i na podstawie
charakterystycznych pasm absorpcyjnych pozwala je odréznié¢ od siebie. Widma IR wszystkich
analizowanych wiokien wykazuja silne pasmo absorpcyjne przy 3275 cm™, odpowiadajace
drganiom rozciagajacym wigzania -N-H grup aminowych oraz wigzania -O-H grup fenylowych.
Pasma absorpcyjne przy 2925 i 2880 cm™ pochodza od drgan rozciagajacych wigzan -C-H.
Pasmo przy 1225 cm™ pochodzi od drgan rozciagajacych wigzania -C-N. Stabe pasmo
adsorpcyjne w obszarze 1040 cm™ wskazuje z kolei na obecno$¢ wiazan eterowych.
W widmach IR wszystkich analizowanych nici zaobserwowano sygnaty w zakresie 1700-1600
cm? $wiadczace o obecnoéci pierwszorzedowych grup amidowych oraz sygnaly przy
1550-1500 cm™ charakterystyczne dla drugorzedowych grup amidowych. Ponadto, widoczne sa
pasma w obszarach 640-650 cm™ i 590-525 cm™ pochodzace od drgan rozciagajacych grup C-S.

Obecnos¢ wigzan amidowych i sulfidowych §wiadczy o biatkowej strukturze nici [117, 118].
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7.1.2. Wiékna pochodzgce ze Sredniowiecznego arrasu

Analiza HPLC-DAD-MS

Analizie spektrochromatograficznej poddano ekstrakty dwoch wiokien 0 barwie
czerwonej i fioletowej. Wiokna te pobrane zostaty ze $redniowiecznego arrasu nalezacego do
prywatnego kolekcjonera. Spektrochromatogramy (Rys. 31) obu ekstraktow sg niemal
identyczne, co wskazuje na taki sam sktad substancji barwigcych. W widmie mas zwiazku
oznaczonego symbolem T1 widoczne sg Sygnaty jonu pseudoczgsteczkowego o wartosci m/z
239 oraz jonéw fragmentacyjnych tworzacych si¢ w wyniku utraty czasteczek tlenku wegla
i dwutlenku wegta o wartosciach m/z: 211 [M-H-CO], 195 [M-H-CO,], 183 [M-H-2CO], oraz
167 [M-H-CO,-CO]. Zwigzek ten zidentyfikowany zostat jako alizaryna. W widmie mas
substancji barwigcej T2 widoczny jest jon pseudoczagsteczkowy m/z 255 wraz z jonami
fragmentacyjnymi o warto$ciach m/z 227 [M-H-CO] oraz 183 [M-H-CO-CO,]". Na postawie
czasu retencji, $ciezki fragmentacji oraz widma UV-Vis zwigzek ten zidentyfikowany zostat

jako purpuryna.
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Rysunek 31. Spektrochromatogramy ekstraktow z nici a) czerwonej, b) fioletowe;.

Obecno$¢ alizaryny i purpuryny w obu ekstraktach $wiadczy o uzyciu marzanny barwierskiej w
procesie barwienia. Mimo znacznej réznicy barw tych nici nie stwierdzono obecnosci
niebieskich barwnikéw indygoidowych (indygotyny czy indyrubiny) ani barwnikow
purpurowych (bromopochodnych indygotyny i indyrubiny) w ekstrakcie nici o barwie
fioletowe;j.
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Analiza budowy wildkien (SEM-XPS)

Zdjecia SEM (Rys. 32) obrazujace mikrostruktur¢ powierzchni analizowanych nici
wykazaty ich ciaglos¢ na catej dlugosSci 1 zréznicowang S$rednice (od 10 do 20 pm)
pojedynczych wiokien. Ich powierzchnia jest gladka i charakteryzuje si¢ wysoka
potyskliwoscig. Powyzsze cechy sg typowe dla wiokien jedwabnych [119].

Rysunek 32. Zdje¢cia SEM fioletowego widkna pobranego z arrasu: a) powigkszenie 100 x,
b) powigkszenie 1000 x.

Ze wzgledu na to, ze w zaleznos$ci od rodzaju zaprawy barwierskiej tkaniny przyjmuja rézne
zabarwienie przeprowadzono analize sktadu pierwiastkowego obu nici. Analiza wykonana
zostala przy zastosowaniu rentgenowskiej spektrometrii fotoelektronow XPS. Zawartosci
procentowe wegla, tlenu, zelaza i glinu przedstawione zostaly w Tabeli 6. W probce nici
fioletowej zidentyfikowano Zelazo oraz znaczne ilosci glinu, z kolei w nici czerwonej zelaza nie
wykryto. Wedtug doniesien literaturowych barwiac tkaniny ekstraktem z marzanny barwierskiej
zastosowanie soli glinu prowadzi do uzyskania barwy czerwonej, soli cynku barwy roézowe;j,
a uzycie soli zelaza daje barwe fioletowa [33]. Wyjasnia to wigc roznice w zabarwieniu obu

analizowanych wtokien mimo ich identycznego sktadu substancji barwiacych.

Tabela 6. Sktad procentowy pierwiastkow obecnych w nici czerwonej i fioletowe;.

zawarto$¢ % fioletowa ni¢ czerwona nié

wegiel 57.68 60.97

tlen 25.16 27.18

zelazo 0.53 brak

aluminium 1.65 0.51
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Analiza FT-IR

W widmie IR (Rys. 33) obu nici obserwuje si¢ silne pasmo absorpcyjne przy 3274 cm™,
odpowiadajace drganiom rozciggajagcym wigzania -N-H grup aminowych oraz wiazania -O-H.
Kolejne silne sygnaty obserwowane w zakresie 1700-1600 cm™ éwiadcza o obecnosci
pierwszorzedowych grup amidowych, a sygnalty w obszarze 1550-1500 cm™ s
charakterystyczne dla drugorzedowych grup amidowych. Obecno$¢ wigzan amidowych
$wiadczy o biatkowej strukturze nici (wldkno zwierzece) [117, 120]. Dodatkowo mato
intensywne sygnaty przy 995 oraz 975 cm™ charakterystyczne sa dla sekwencji aminokwasow
Gly-Ala w strukturze biatka fibroiny, co wskazuje na to ze analizowane witdkna sg jedwabne

[117, 121].

AN e R S
\ Ve e
\\\\\\ /_’/ - 7
\% /// \V\ // / )
\ AV 7,,
N /
= A\ o~
g \
£ Voo
é \R J
I /
= Vo
= k /
\/ e
Y
/ I rzgdowe grupy &
vOH 5 amidowe H I rzgdowe grupy

amidowe

Liczby falowe (cm 1)

Rysunek 33. Widma FT-IR wlokien pobranych ze $redniowiecznego arrasu (linia czerwona-wiokno
czerwone, linia niebieska-wtdkno fioletowe).

7.2.Substancje barwiace obecne w farbach historycznych

Analizowane probki farb pobrane zostaty z roznego typu obiektow muzealnych, w tym
z tubek farb oraz palet malarskich nalezacych do Jana Matejki | Leona Wyczotkowskiego oraz z
obrazow wybitnych polskich XIX wiecznych malarzy: Jozefa Pankiewicza, Henryka
Siemiradzkiego, Maksymiliana Gierymskiego, Jacka Malczewskiego oraz wloskiego malarza
Marcello Bacciarellego. Identyfikacja naturalnych barwnikéw organicznych obecnych
w probkach farb przeprowadzona zostata na podstawie ich czaséw retencji, widm UV-Vis oraz
widm mas (Suplement pracy). Otrzymane wyniki zostaly dodatkowo poréwnane z danymi
uzyskanymi dla ekstraktow wybranych surowcow barwierskich, a takze roztwordéw substancji

wzorcowych.
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7.2.1. Farby pochodzace z tubek Jana Matejki

W Domu Matejki (oddziat MNW w Krakowie) zgromadzona zostata niezwykla
kolekcja jego materiatow malarskich. Zawiera ona blisko trzysta tubek farb, siedem palet oraz
inne pamigtki po arty$cie. Tubki obejmujg glownie farby produkowane przez francuska firme
Richard Ain¢é o czym $wiadcza czeSciowo zachowane papierowe etykiety na tubkach. Etykiety
te pozwalaja taczy¢ poszczegdlne farby z ich nazwa handlowa, cho¢ nie zawsze pokrywa sig¢

ona z sugerowanym przez producenta sktadem [122].
Farba Jaune de Indien

Czeéciowo zachowana etykieta na tubce farby, oznaczona przez producenta Jaune de

Indien sugeruje, ze barwnikiem uzytym do jej produkcji byta zétcien indyjska.

Spektrochromatogram ekstraktu tej farby wykazat obecnos¢ dwoch glownych substancji
barwigcych (Rys. 12.c, Rozdz. 111.5.1.2). W widmie mas zwigzku pierwszego eluujgcego
w czasie 12.9 min. widoczne sg trzy intensywne sygnaly o wartosciach m/z 807, 403 i 227
(Rys. 34a). Sygnat m/z 403 odpowiada deprotonowanej czasteczce kwasu euksantynowego,
z kolei jon m/z 227 to euksanton [M-H-176]". Sygnat o warto$ci m/z 807 odpowiada dimerowi
kwasu euksantynowego [2M-H]’, a pik m/z 829 to jon adduktu dimeru kwasu euksantynowego
zsodem [2M-2H+Na]. Mniej intensywny sygnal o wartosci m/z 425 odpowiada z kolei
adduktowi kwasu euksantynowego z sodem [M-2H+Na]". Jony fragmentacyjne o wartosciach
m/z 199, 171 i 143 tworza si¢ W wyniku sukcesywnej utraty czasteczek tlenku wegla (-28 Da).
W widmie mas (Rys. 34b) zwiazku eluujacego w czasie 16.5 min. obserwuje si¢ sygnat
0 warto$ci m/z 227 odpowiadajacy jonowi euksantonu z charakterystycznymi dla tego zwiazku
jonami fragmentacyjnymi m/z: 199, 171 i 143. Widma mas oraz zaproponowane $ciezki

fragmentacji kwasu euksantynowego i euksantonu przedstawiono na Rysunku 34 .
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Rysunek 34. Widma mas oraz zaproponowane S$ciezki fragmentacji: a) kwasu euksantynowego i
b) euksantonu [94].

Niektore naturalne barwniki organiczne s3 obecnie trudno osiggalne, a wrecz
niedostepne. Przyktadem takiego barwnika jest zétcien indyjska, ktorej produkcje wstrzymano
na poczatku XX wieku. Ze wzgledu na to, ze kwas euksantynowy nie jest obecnie dostgpny a
metoda jego otrzymywania nie zostata jak dotad opracowana, przeprowadzono syntez¢ jego
aglikonu (euksantonu).

Synteza euksantonu
Reakcja otrzymywania euksantonu przebiegata dwuetapowo na podstawie zmodyfikowanych
procedur Carta i Patela [123, 124].

Synteza 2,6-dihydroksybenzoesanu metylu

Do mieszaniny kwasu 2,6-dihydroksybenzoesowego (5 g, 0.032 mol) i metanolu (75 mL, 1.856
mol) wkraplano w temperaturze 0°C chlorek tionylu (10 mL, 0.138 mol). Cato$¢ mieszano przez
30 min. Nastepnie mieszaning reakcyjng ogrzewano W temperaturze wrzenia w atmosferze

azotu (30 h). Otrzymang mieszaning poreakcyjng schtodzono, a rozpuszczalnik oddestylowano
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pod zmniejszonym ci$nieniem. Sucha pozostatos¢ rozpuszczono w octanie etylu i przemyto
nasyconym wodnym roztworem NaHCO;. Warstwe organiczng suszono bezwodnym MgSQy,
rozpuszczalnik oddestylowano do sucha, Surowy produkt oczyszczano z zastosowaniem
chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym. Faze¢ ruchoma stanowita mieszanina
AcOEt/n-heksan (3:7, v/v). Produkt otrzymano w postaci biatych krysztaldow z wydajnoscia
55%, R=0,67 (faza  ruchoma: AcOEt/n-heksan (30/70, viv)), t=59-63°C,
'H NMR (MeOD-d4): § 4.05 (s, 3H, CH3), 6.45 (dd, 2H, J=9.2; 1.6, ArH), 7.30 (m, 1H, ArH).

Synteza 1,7-dihydroksyksantonu

Mieszaning hydrochinonu (1.62 g, 0.015 mol), 2,6-dihydroksybenzoesanu etylu (2.5 g, 0.15
mol) i eteru difenylowego (7.5 mL, 0.05 mol) ogrzewano w atmosferze azotu przez 48 h.
Otrzymang mieszaning poreakcyjng schlodzono, a rozpuszczalnik oddestylowano pod
zmniejszonym ci$nieniem. Surowy produkt w postaci brgzowego oleju 0czyszczano
z zastosowaniem chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym. Fazg¢ ruchomg stanowita
mieszanina AcOEt/n-heksan (15:85, v/v). Po rekrystalizacji z 2-propanolu otrzymano produkt
W postaci zottych krysztatow z wydajnoscia 9.09%, R=0,43 (faza ruchoma: AcOEt/n-heksan
(30:70, V/v)), 'H NMR (MeOD-d4): § 6.56 (dd, 1H, J=9.0; 2.0, ArH), 6.77 (s, 1H, ArH), 6.87
(d, 1H, J=9.1, ArH), 6.95 (dd, 1H, J=9.1; 1.8, ArH), 6.98 (dd, 1H, J=9.2; 1.9 ArH), 7.34 (t, 1H,
J=5.3, ArH), 12.9 (brs, 2H, -OH).

Uzyskany na drodze syntezy organicznej euksanton poddany zostat analizie HPLC-DAD-MS
w tych samych warunkach chromatograficznych, co ekstrakt farby Jaune de Indien. Na
podstawie czasow retencji, widm UV-Vis oraz widm mas potwierdzono, ze w probce

historycznej farby obecny jest sktadnik zo6tcieni indyjskiej (Rys. 35).
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Rysunek 35. Widma UV-Vis euksantonu a) wyizolowanego z farby Jaune de Indien, b) wzorca
syntetycznego oraz widm mas euksantonu c¢) wyizolowanego z farby Jaune de Indien, d) wzorca
syntetycznego.

Farby Laque de Robert 5 i Laque de Robert 6

W probkach farb pobranych z tubek o nazwach producenckich Laque de Robert 5 i
Laque de Robert 6 zidentyfikowano lacznie dwadzie$cia substancji barwigcych, w tym 8
aglikonéw i 12 glikozydow (Tab. 7). Profile chromatograficzne obu ekstraktow farb poréwnano
z danymi uzyskanymi dla ekstraktow jagody perskiej (Rhamni maturi L.) i rezedy zottawej
(Reseda luteola L.) (Rys. 36).
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Rysunek 36. Spektrochromatogramy ekstraktow: a) Laque de Robert 5, b) Laque de Robert 6, c) Still de
Grain, d) jagody perskiej, e) rezedy zottawej [125].

Jak wida¢ na Rysunku 36 a i b, profile chromatograficzne ekstraktow obu farb sg bardzo do
siebie zblizone. W widmie mas zwigzku 1 eluujagcego w czasie 9.4 min. widoczny jest jon
pseudoczasteczkowy [M-H]™ o wartosci m/z 609 z jonami fragmentacyjnymi m/z 447 i m/z 285,
powstatymi w wyniku utraty odpowiednio jednej i dwodch jednostek glukozy. Zwigzek ten
zidentyfikowany zostat jako O-diheksozyd kemferolu. Substancja ta nigdy wczesniej nie zostata
wykryta w ekstraktach z rezedy zottawej ani jagody perskiej. Jej obecnos¢ stwierdzono

natomiast w ekstrakcie roslinnym z rodziny Tamus communis [126]. W widmie mas substancji
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oznaczonej na spektrochromatogramie numerem 2 obserwuje si¢ charakterystyczng dla
O-glukozydow flawonoidow $ciezke fragmentacji. Substancja o jonie pseudoczasteczkowym
m/z 609 ulega rozpadowi tworzac jony o wartosciach m/z 447 (utrata 162 Da) i m/z 285 (utrata
324 Da). Jony te powstaja W wyniku oderwania jednej, a nastgpnie dwoch czasteczek glukozy.
Zwiazek 2 zidentyfikowany zostat jako 3°,7-O-diglukozyd luteoliny. W widnie mas zwiazku 3
obecny jest jon [M-H]" m/z 755 i sygnaty pochodzace od jondéw fragmentacyjnych [M-H-Rha]
m/z 609, [M-H-2Rha]" m/z 463 oraz [M-H-2Rha-Glu]” m/z 301, odpowiadajace utracie jednej,
anastepnie dwoch jednostek ramnozy i w koncu czasteczki glukozy. Zwiazek ten
zidentyfikowany zostat jako O-diramnozo-glukozyd kwercetyny. Substancja oznaczona na
spektrochromatogramie numerem 4 0 masie czasteczkowej 448 Da, na podstawie S$ciezki
fragmentacji zidentyfikowana zostata jako 7-O-glukozyd luteoliny. Jest to jeden z gtownych
sktadnikow obecnych w ekstrakcie z rezedy zottawej. Zwigzek 5 pojawiajacy si¢ na
spektrochromatogramie w formie piku o czasie retencji 11.6 min. wykazywal maksimum
absorpcji (Amax) przy dtugosci fali 350 i 266 nm. W widmie mas tego zwigzku obecny jest jon
pseudoczasteczkowy [M-H] o wartosci m/z 739. Jony fragmentacyjne m/z 593, 447 i 285
odpowiadaja odejsciu jednej, a nastepnie dwoch czasteczek ramnozy i ostatecznie utracie
glukozy. Identyfikacja tego zwigzku jako O-diramnozo-glukozydu kemferolu zostata
potwierdzona na podstawie poréwnania widm UV-Vis czystego kemferolu i luteoliny. Cho¢ oba
te aglikony majg t¢ samg mase czgsteczkowa, to jednak ich maksima absorpcji majg rdzne
wartosci. W widmie mas zwigzku 6 widoczny jest sygnat jonu pseudoczasteczkowego m/z 609
oraz jony fragmentacyjne m/z 447 i m/z 301. Jony te tworza si¢ W wyniku sukcesywnej utraty
czasteczek ramnozy i glukozy. Zidentyfikowana substancja to O-ramnozo-glukozyd
kwercetyny. Kolejny zwigzek 7 wykazuje widmo mas, na ktorym obecny jest jon
pseudoczasteczkowy m/z 447 i jon fragmentacyjny m/z 301, powstaly w wyniku utraty
czagsteczki ramnozy. Substancja ta zidentyfikowana zostata jako O-ramnozyd kwercetyny.
Najwiekszy pik na obu spektrochromatogramach ekstraktow farb Laque de Robert 5 i Laque de
Robert 6 pochodzi od substancji 8. Jon macierzysty tego zwiagzku (m/z 769) ulega fragmentacji
dajac jony potomne m/z 623 [M-H-Rha], m/z 477 [M-H-2Rha] oraz jon aglikonu m/z 315
[M-H-2Rha-Glu] tworzace si¢ w wyniku utraty odpowiednio jednej czasteczki ramnozy, dwoch
czasteczek ramnozy oraz dwoch czasteczek ramnozy i glukozy jednoczes$nie. Substancja ta
zidentyfikowana zostata jako O-diramnozo-glukozyd ramnetyny. W widmie mas zwiazku 9
eluujacego w czasie retencji 13.7 min. widoczny jest jon pseudoczasteczkowy o wartosci m/z
623 oraz dwa jony fragmentacyjne m/z 447 i m/z 301 powstajace w wyniku odejscia czasteczki
kwasu glukuronowego i nastgpnie czasteczki ramnozy. Zwiazek 9 to O-ramnozo-glukuronid
kwercetyny. Widmo mas tego zwiazku oraz prawdopodobna s$ciezka jego fragmentacji

przedstawiona zostata na Rysunku 37.
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Rysunek 37. Widmo mas oraz $ciezka fragmentacji O-ramnozo-glukuronidu kwercetyny [125].

Identyfikacja tego zwiazku poparta zostata szczegdtowa analiza HPLC-QTOF-MS/MS
(C7H26017, 623.1253 Da, btad 0.16 ppm). Zwiazek ten obecny jest tylko w historycznych,
ponad stuletnich farbach, ktére uleglty najprawdopodobniej naturalnemu procesowi zestarzenia.
Nie wystepuje on natomiast w ekstraktach z jagody perskiej czy rezedy zottawej. O-ramnozo-
glukuronid kwercetyny powstat przypuszczalnie ze swojego prekursora O-ramnozo-glukozydu
(zwiazek 6) w wyniku utleniania. W obu probkach farb Laque de Robert intensywno$¢ piku 9
przewyzsza intensywno$¢ piku 6, podczas gdy w ekstrakcie z jagody perskiej jest on jednym
z najbardziej intensywnych sygnatow. Zwigzek ten nie zostal dotychczas opisany
w literaturze. Kolejng wykryta Substancjg barwigca oznaczong numerem 10 jest kwercetyna,
zidentyfikowana na podstawie widm UV-Vis i mas oraz czasu retencji. W widmie mas zwigzku
11 widoczny jest jon pseudoczasteczkowy m/z 285 oraz jony fragmentacyjne o wartosciach
m/z: 197, 151, 133. Zwiazek ten zidentyfikowany zostat jako luteolina. W widmie mas zwigzku
12 obserwuje si¢ Sciezke fragmentacji jonu macierzystego m/z 783 prowadzaca do utworzenia
jonéw potomnych o wartosciach m/z: 637 [M-H-Rha], 491 [M-H-2Rha], 329
[M-H-2Rha-Glu]” oraz 299 [M-H-2Rha-Glu-2CH3]. Jon m/z 299 tworzy sie W wyniku
odszczepienia trzech jednostek cukrowych oraz dwdch rodnikow metylowych CH;' i wskazuje
on na obecnos¢ dwoch grup metoksylowych w obregbie czasteczki aglikonu. Grupy
metoksylowe w porownaniu z grupami hydroksylowymi sg bardziej hydrofobowe, z tego tez
wzgledu substancja ta eluuje z kolumny po kwercetynie i luteolinie. Zwiazek 12

zidentyfikowany zostat jako O-diramnozo-glukozyd ramnazyny. Zwiazek 13 eluujacy w czasie
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14.5 min. ma widmo mas, na ktorym widoczny jest jon [M-H]" m/z 637 oraz jony
fragmentacyjne: m/z 329 [M-H-RhaGlu] (utrata 308 Da), m/z 314 [M-H-RhaGlu-CH;]™ oraz
m/z 299 [M-H-RhaGlu-2CH;]". Zwigzek 13 to O-ramnozo-glukozyd ramnazyny, co zostato
potwierdzone analiza HPLC-QTOF-MS/MS (CyH3,056, 637.1794 Da, btad -3,14 ppm).
W widmie mas zwiazku 14 obserwuje si¢ Sciezke fragmentacji jonu macierzystego m/z 623
prowadzacg do utworzenia dwoch glownych jondéw potomnych m/z 461 i m/z 315. Pierwszy
Z tych jonéw tworzy si¢ w wyniku odejscia glukozy, a drugi glukozy i ramnozy jednoczesnie.
Zidentyfikowanym zwigzkiem jest O-ramnozo-glukozyd ramnetyny. Substancje oznaczone
numerami od 15 do 19 sg aglikonami flawonoidow. Na podstawie danych
spektrochromatograficznych uzyskanych dla zwigzkéw 15, 16 i 19 zidentyfikowane zostaty one
odpowiednio jako apigenina, kemferol oraz ramnazyna. Substancja 17, w widmie ktorej
widoczny jest jon pseudoczasteczkowy o wartosci m/z 315 oraz jony fragmentacyjne m/z 300
[M-H-CHs]", m/z 272 [M-H-CH;-CO]", m/z 244 [M-H-CH;-2CO]" zidentyfikowana zostata
jako ramnetyna. Zwigzek 18 wykazuje do$¢ skomplikowane widmo mas, na ktorym widoczny
jest jon pseudoczasteczkowy m/z 299 oraz jony fragmentacyjne o wartosciach: m/z 284
[M-H-CH;]", 271 [M-H-CQJ, 256 [M-H-CH5-CO]", 243 [M-H-2CO] i 228 [M-H-CH3-2CO]".
Zwiazek ten to ramnocytryna. Ostatnig zidentyfikowang substancja 20 jest emodyna nalezaca
do grupy antrachinondéw. Substancja ta pochodzi z ekstraktu z jagody perskiej i posiada
charakterystyczne widmo, w ktorym widoczne sg sygnaty pochodzace od jonéw utworzonych
w reakcjach dekarbonylacji i dekarboksylacji: m/z 241 [M-H-COJ’, m/z 225 [M-H-CO,] oraz
m/z 197 [M-H-CO,-CO].

Ma podstawie uzyskanych danych wnioskowa¢ mozna, iz do produkcji obu farb Laque de
Robert 5 i Laque de Robert 6 uzyto ekstraktow z jagody perskiej oraz z blizej nicokreslonego
gatunku ro$liny nalezgcej do rezedowatych, zawierajacej duze ilosci luteoliny. Nie mozna
jednak potwierdzi¢, ze w procesie barwienia uzyty zostal ekstrakt z rezedy zo6ttawej, poniewaz

w zadnych zanalizowanych ekstraktach farb nie zostat wykryty chryzoeriol.
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Tabela 7. Substancje barwigce obecne w zottych farbach Laque de Robert 5, Laque de Robert 6 i Still de Grain.

. tr [M-HT Jony . Wzor Blad Rmax
Pik . fragmentacyjne Nazwa zwiazku
(min) (m/z) sumaryczny (ppm) (nm)
(m/z)
1 9.4 609.1458 447, 285 Cy7H30045 0.49 O-diglukozyd kemferolu 268, 325
2 10.6 609.1479 447, 285 Cy7H30015 -2.95 3°,7-O-diglukozyd luteoliny 267, 342
3 11.0 755.2050 609, 463, 301 Cs33H4009 -1.32 O-diramnozo-glukozyd kwercetyny 256, 356
4 11.4 447.0941 327, 285, 151 Cy1H20011 -1.79 7-O-glukozyd luteoliny 255, 340
5 11.6 739.2096 593, 447, 285 C33H40019 -0.68 O-diramnozo-glukozyd kemferolu 266, 348
6 11.9 609.1462 447, 301 Cy7H30045 -0.16 O-ramnozo-glukozyd kwercetyny 256, 350
7 12.2 447.0935 301, 211, 151 Cy1Hy0011 -0.45 O-ramnozyd kwercetyny 257, 349
8 134 769.2191 623, 447, 315 Cz4H4202 0.78 O-diramnozo-glukozyd ramnetyny 257, 357
9 13.7 623.1253 447, 301 Cy7H25047 0.16 O-ramnozo-glukuronid kwercetyny 260, 357
10 14.0 301.0360 232,151,121 Ci5H1007 -1.99 kwercetyna 255, 360
11 14.1 285.0400 197, 151, 133 Ci5H1006 1.75 luteolina 254, 348
12 14.2 783.2357 637, 491, 329, 314, 299 Cs5H4409 -0.5 3-O-diramnozo-glukozyd ramnazyny 256, 356
13 145 637.1794 329, 314, 299 Cy9H34045 -3.14 O- ramnozo-glukozyd ramnazyny 250, 355
14 14.8 623.1612 461, 315 CagH3,016 0.80 3-0O-glukozo-ramnozyd ramnetyny 257, 347
15 15.1 269.0457 227,225, 151 Ci5H1005 -0.74 apigenina 267, 337
16 15.2 285.0414 257,151 C15H100¢ -3.16 kemferol 266, 354
17 16.7 315.0509 300, 272, 244, 165, 121 C16H1207 0.32 ramnetyna 256, 371
18 18.0 299.0563 284, 271, 256,243, 228 C16H1206 -0.67 ramnocytryna 266, 367
19 18.2 329.0667 314, 301, 299, 286, 271, 258 C17H1407 0.00 ramnazyna 256, 371
20 20.1 - 241, 225, 197 Ci5H1005 - emodyna 252, 286
21 12.9 447.0928 285, 225, 151 Cy1H20011 0.89 O-glukozyd luteoliny 268, 342
22 15.4 299.0568 284, 256, 243, 227,199, 151 C16H120¢ -2.34 chryzoeriol 267, 348
78
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Farba Still de Grain

Farba z handlowa nazwa Still de Grain na etykiecie tubki posiada zblizony sktad
substancji barwigcych do farb Laque de Robert 5 i Laque de Robert 6 (Rys. 36 c). W jej
ekstrakcie oprocz zwiazkow oznaczonych numeracja od 1 do 20 (Tab. 7) wykryto dwie
dodatkowe substancje 21 i 22. Zwiazek 21 eluowat z kolumny chromatograficznej w czasie 12.9
min. W jego widmie mas widoczny jest jon pseudoczasteczkowy m/z 447 oraz dwa gtowne jony
fragmentacyjne o warto$ciach m/z 285 i 151. Pierwszy z nich tworzy si¢ W wyniku utraty
czasteczki glukozy, drugi (**A") powstaje z kolei w wyniku reakcji RDA w obrebie pierécienia
aglikonu. Zwigzek 21 zidentyfikowany zostatl jako O-glukozyd luteoliny, niestety nie da si¢
ustali¢ miejsca podstawienia czasteczki cukru. Pik 22 o matej intensywnosci ma widmo mas
z jonem pseudoczasteczkowym m/z 299 i jonami fragmentacyjnymi o wartoSciach m/z: 284
[M-H-CHs]", 271 [M-H-CO]" oraz 256 [M-H-CO-CHs;]". Na podstawie danych
spektrochromatograficznych zwiazek ten zidentyfikowany zostat jako chryzoeriol.

Wykryte substancje barwigce $wiadcza, ze do produkcji farby Still de Grain uzyto dwoch

surowcow barwierskich, jagody perskiej oraz rezedy zottawe;.

Farba Laque de Garance

W czerwonej farbie Laque de Garance zidentyfikowanych zostalo sze$¢ substancji
barwiacych. Zwiazki te 0znaczono na spektrochromatogramie numerami od 23 do 28 (Rys.38 a)
i wymieniono w Tabeli 8. Otrzymane wyniki zostaly dodatkowo poréwnane z danymi

uzyskanymi dla ekstraktu z marzanny barwierskigj.
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Rysunek 38. Spektrochromatogramy ekstraktow a) farby Laque de Garance oraz b) marzanny
barwierskiej [125].

Alizaryna i purpuryna sa glownymi substancjami barwigcymi wigkszosci gatunkow marzanny
barwierskiej nalezgcej do rodziny Rubia. Na widmach mas wykrytych substancji barwigcych
widoczne sg sygnaly pochodzace od jondow tworzacych si¢ w typowych dla antrachinonéw
reakcjach fragmentacji polegajacych na odszczepieniu czasteczek tlenku wegla oraz dwutlenku
wegla. Pik oznaczony numerem 27 ma najwicksza intensywnos$¢ i stanowi glowny sktadnik
analizowanej probki. W jego widmie mas widoczny jest jon pseudoczasteczkowy m/z 255 oraz
jego jony fragmentacyjne o warto$ciach m/z: 227 [M-H-CO]" oraz 183 [M-H-CO-CO,].
Substancja ta zidentyfikowana zostata jako purpuryna. W analizowanej probce wykryte zostaty
takze trzy zwiagzki 23, 25 i 26 o takich samych masach czgsteczkowych 240 Da. Substancje te
majg bardzo podobne widma mas. Eluujg one jednak z kolumny o réznych czasach retencji,
aich widma UV-Vis roznig si¢ nieznacznie. W widmie mas zwigzku 23 widoczne sg sygnaty
jonow fragmentacyjnych o wartosciach m/z: 211 [M-H-CO], 195 [M-H-CO,], 183
[M-H-2CO] oraz 167 [M-H-CO,-CO]J. Jony fragmentacyjne m/z 211 i 167 obecne sg roéwniez
w widmach mas zwigzkow 25 i 26. Zidentyfikowane one zostaty jako alizaryna (25) oraz jej
izomery Kkonstytucyjne 23, 26. Identyfikacja alizaryny mozliwa byta dzigki poréwnaniu jej
czasu retencji (16.8 min.) i widma mas z danymi uzyskanymi dla jej syntetycznego
odpowiednika. Zwiazki 23 i 26 wymywane byly z kolumny w czasach 15.2 i 18.1 minut.
Roznice retencji tych substancji spowodowane sg ich rozng hydrofobowosciag wynikajgca
z odmiennego potozenia grup hydroksylowych w czgsteczce. Alizaryna posiada grupy

hydroksylowe w pozycji orto, podczas gdy w izomerze 26 ulozone sg one wzgledem siebie
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w pozycji meta, Co czyni ja bardziej hydrofobowa. Na tej podstawie zwigzek 26
zidentyfikowany zostat jako ksantopurpuryna [127]. Z kolei substancja 23 eluujaca najszybciej
zidentyfikowana zostata jako hystazaryna [128]. Zwiazek 24 obecny jest w probece
w niewielkiej ilosci. W jego widmie mas, podobnie jak w widmie mas purpuryny, widoczny
jest jon pseudoczasteczkowy m/z 255 oraz jony fragmentacyjne m/z 227 i m/z 183. Substancja
ta ma jednak odmienne widmo UV-Vis oraz krétszy czas retencji. Réznice te wynikaja
najprawdopodobniej z odmiennego potozenia trzech grup hydroksylowych w czasteczce
w poréwnaniu do purpuryny. Zwigzek 24 obecny jest rowniez w probce ekstraktu marzanny
barwierskiej. Zostat on zidentyfikowany jako 1,2,3-trihydroksyantrachinon (z ang.
anthragallol). Substancja 28 eluujaca z kolumny chromatograficznej jako ostatnia ma widmo
mas, na ktorym widoczny jest jon pseudoczasteczkowy m/z 253 wraz z jonami
fragmentacyjnymi o warto$ciach m/z: 225 [M-H-CO]J’, 211 [M-H-C,H,0]’, 197 [M-H-2CQ]J.
Zwiazkiem tym jest rubiadyna.

Tabela 8. Substancje barwigce obecne w czerwonej farbie Laque de Garance.

Jony

Pik (n,t]?n) [?/r:{/;')]_ frag rrzt;?/tza)lcyj ne sum‘Z:)?;zny (g:)?,ﬁ) Nazwa zwigzku (7;] mn?s

23 15.2 239.0352 211, 195, 183, 167 C14HgO4 -0.91 hystazaryna 282,413
24 15.9  255.0295 227,183 C14HgOs 1.57 antragallol 279, 405
25 16.8  239.0348 211, 167 C14HgO4 -0.84 alizaryna 280, 427
26 18.1 239.0342 211, 195, 167 C14HgO4 -3.35 ksantopurpuryna 251, 422
27 18.3 255.0296 227,183 C14HgOs -1.18 purpuryna 255, 480
28 19.8  253.0503 225, 211, 197 Ci15H100,4 -1.18 rubiadyna 244, 409

Substancje barwigce wykryte w tym ekstrakcie swiadczg o uzyciu marzanny barwierskiej do

wytworzenia farby Laque de Garance.

7.2.2. Farby pochodzace z palet malarskich

Palety Jana Matejki

Analizie spektrochromatograficznej poddano probki farb pobranych z palet nalezacych
do Jana Matejki. Te XIX-wieczne palety wykonane zostaly z drewna orzechowego i maja
wymiary 45x33 cm. Naniesione na nie farby utozone sg przewaznie stozkowo od koloréw

jasnych ku ciemnym (Rys. 39).
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Rysunek 39. Zdjgcia palet malarskich z pracowni Jana Matejki: a) paleta 2, b) paleta 3 i c) paleta 5 (zdjecie
M. Wachowiak).

Probki farb, ktore zawierajg przypuszczalnie organiczne substancje barwigce 0znaczone zostaty
przez konserwatorow symbolami okre$lajgcymi numer palety (P) oraz numerami wskazujgcymi
punkt ich pobrania. Zidentyfikowane na podstawie analizy HPLC-DAD-MS substancje

barwigce oraz zrédto ich pochodzenia (surowiec barwierski) zebrane zostaty w Tabeli 9.

Tabela 9. Wyniki analiz HPLC-DAD-MS probek farb pobranych z palet malarskich Jana Matejki.

82

Oznaczenie . . [M-H] i jony fragmentacyjne Surowiec
probki Substancja barwiaca miz barwierski
P2-16 kwas euksantynowy metylowany kwas 403 (227) z6kcien indyjska
417 (227)
euksantynowy
p2-22 kwas euksantynowy 403 (227) z6lcien indyjska
glikozyd alizaryny i lucydyny 563,533 (269, 239)
hys_tazaryna 239 (211, 195) marzanna
P2-36 alizaryna 3
239 (211, 193) barwierska
purpuryna
nordamnakantal 255 (227, 199)
267 (239, 211)
O-diramnozo-glukozyd kwercetyny 755 (609, 463, 301)
O-ramnozo-glukozyd kwercetyny 609 (301)
O-ramnozyd kwercetyny 447 (301)
P2-37 O-diramnozo-glukozyd ramnetyny 769 (315) jagoda perska
O-ramnozo-glukuronid kwercetyny 623 (447, 315, 301) 301
kwercetyna (285, 173, 151)
kemferol 285
ramnetyna 315 (300, 287, 272)
P2-42 brak barwnikéw organicznych - -
hystazaryna 239 (211, 195)
P3.17 ksantopurpuryna 239 (211, 195) marzanna
alizaryna 239 (211, 183) barwierska
purpuryna 255 (227, 211)
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P3-20
P3-24 brak barwnikéw organicznych - -
p2-25
p2-28
kwas euksantynowy 403 (227)
P5-4 metylowany kwas euksantynowy 417 (227) zbkcien indyjska
euksanton 227(199, 171)
O-diramnozo-glukozyd kwercetyny 755 (609, 463, 301)
O-ramnozo-glukozyd kwercetyny 609 (301)
O-ramnozyd kwercetyny 447 (301)
O-diramnozo-glukozyd ramnetyny 769 (315)
P5-8 O-ramnozo-glukuronid kwercetyny 623 (447, 315, 301) jagoda perska
kwercetyna 301 (285, 173, 151)
kemferol 285
ramnetyna 315 (300, 287, 272)
O-diramnozo-glukozyd kwercetyny 755 (609, 463, 301)
O-ramnozo-glukozyd kwercetyny 609 (301)
O-ramnozyd kwercetyny 447 (301) .
O-diramnozo-glukozyd ramnetyny 769 (315) Jagoda perska
P5-11 O-ramnozo-glukuronid kwercetyny 623 (447, 315, 301)
kwercetyna 301 (285, 173, 151)
kemferol 285
ramnetyna 315 (300, 287, 272)
kwas euksantynowy 403 (227,199) i6kcien indyjska
P5-19 kwas euksantynowy 3(1)3 83%199)
P5-20 metylowany kwas euksantynowy zbkcien indyjska
P5-21 euksanton 227 (199,171)
glukozyd lucydyny i alizaryny 563, 533 (269, 239)
hystazaryna 239 (211, 195) marzanna
P5-25 alizaryna 239 (211, 171) barwierska
purpuryna 255 (227, 183)
nordamnakantal 267 (239, 211,195)

Paleta Leona Wyczétkowskiego

A\ MOST

Analizie poddane zostaty dwie probki czerwonych farb oznaczone przez konserwatoréw
numerami 6 i 16. Profile chromatograficzne ekstraktow obu farb sg niemal identyczne
i wskazuja na obecno$¢ trzech substancji barwigcych oznaczonych symbolami Carm,

izoCarm1 oraz izoCarmz2 (Rys. 40).
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Rysunek 40. Spektrochromatogramy ekstraktow a) probki farby 16, b) probki farby 6, c¢) ekstraktu
z koszenili.

W widmie mas zwigzku Carm bedacego glownym sktadnikiem ekstraktu widoczne sa
dwa intensywne sygnaly o warto$ciach m/z 491 i 447. Jon m/z 491 odpowiada deprotonowanej
czgsteczce kwasu karminowego, z kolei jon m/z 447 tworzy si¢ po utracie dwutlenku wegla
[M-H-CO,]. W widmie mas widoczny jest rowniez sygnal o wartosci m/z 983 pochodzacy od
dimeru kwasu karminowego [2M-H]". Sygnaly m/z 357, 327, 299 maja warto$¢ nizsza od jonu
m/z 447 [M-H-CO,] odpowiednio 0 90 Da (C3H¢O3), 120 Da (C4HgO,), i 148 Da (CsHgOs).
Wskazuje to na fragmentacj¢ w obrgbie czasteczki glukozy prowadzacej do utworzenia jonow
[**X-H-CO,], [**X-H-CO,], [*'X-H-CO,]. Przedstawiona fragmentacja jest typowa dla
C-glukozydow [24]. Dwa pozostate zwiazki izoCarml i izoCarmz2 maja takie same widma mas
jak kwas karminowy, eluuja jednak w roznych czasach (Tab. 10). Sg to najprawdopodobniej
izomery kwasu karminowego (7-C-a-D-piranozydu kwasu kermesowego) roznigce si¢
jednostkami cukrowymi. Zwigzek izoCarml to 7-C-a-D-furanozyd kwasu kermesowego,
a izoCarm2 to 7-C-a-D-piranozyd kwasu kermesowego [127]. Wykryte substancje barwigce

swiadcza, iz do produkcji obu farb uzyto ekstraktu z koszenili.

Tabela 10. Substancje barwiace obecne w probkach czerwonych farb z palety Leona Wyczotkowskiego.

Jony

) tr  [M-HJ ) Wzér . Komax
Pik min)  (m/2) frag nzmgcyj ne sumaryczny Nazwa zwigzku (nm)
Carm 10.1 491 447, 357, 327, 299 CoHy0013 kwas karminowy 276, 490
lzoCarml  11.6 491  447,357,327,299  CpHyOs 7-C-o-D-furanozyd kwasu 276, 490
kermesowego
lzoCarm2 123 491  447,357,327,299  CypHyOs 7-C-a-D-piranozyd kwasu 276, 490
kermesowego
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7.2.3. Farby pochodzace z obrazéw X1X wiecznych malarzy
Obrazy Jozefa Pankiewicza

W prébkach farb pobranych z obrazéw Jozefa Pankiewicza zidentyfikowano szereg
substancji barwigcych. W Tabeli 11 wymienione zostaty tytuty obrazow oraz zidentyfikowane
substancje barwigce wraz z prawdopodobnym zrodtem ich pochodzenia oraz jonami
pseudoczasteczkowymi i fragmentacyjnymi. Nadmieni¢ nalezy, iz probki te pobrane zostaty
Z obrazow w bardzo matych ilosciach i dodatkowo oprécz barwnikéw zawieraly rowniez
spoiwa, werniksy i inne komponenty olejnego malunku, dlatego tez identyfikacja barwnikow

byta wyjatkowo problematyczna.

Tabela 11. Substancje barwigce obecne w probkach farb pobranych z obrazow Jozefa Pankiewicza.

Jon [M-H] i jony

Oznaczenie . . . Surowiec

Obraz probki Substancja barwiaca fragmreTr:/tZacyjne barwierski
=

3 kwas euksantynowy 403 (227) i e o
2 E metylowany kwas 417 (227) Zolcien indyjska
2 2 . euksantynowy

= n;: baldachim euksanton 227 (199)

5]

N .

E E indygotyna 262 (261) indygo
—E § kwiat 14 kwas karminowy 491 (447) koszenila
g s karmi

B - Was karminowy 491 (447) .
s czerwien dwa izomery kwasu 491 (447) koszenila

karminowego

(@)

E lato 14-blekit kwas karminowy 491 (447) koszenila
N E

~§ % woz 7 kwas karminowy 491 (447) koszenila

‘B

Obraz Marcello Bacciarellego

W probkach czerwonych farb pobranych z obrazu Portret Stanistawa Augusta
Poniatowskiego w stroju koronacyjnym oznaczonych przez konserwatora numeracjg 120/2,
120/5¢ 120/9a, 1501/1, 1502/3 zidentyfikowany zostal kwas karminowy. Jego obecno$é

wskazuje na uzycie ekstraktu z koszenili do produkcji farb. W prébee 120/5¢ zidentyfikowana
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zostata takze katechina, bedaca skladnikiem tanin stosowanych w celu przygaszenia barwy
[114].

Obrazy Henryka Siemiradzkiego

Rozpoczety w 2012 roku projekt ,,Analiza warsztatu Henryka Siemiradzkiego na
podstawie dziet znajdujacych si¢ w zbiorach MNK i innych kolekcji" ma na celu rozpoznanie
warsztatu malarskiego tego artysty. W ramach wspotpracy z muzeum przekazane nam zostaly
probki pobrane z o$miu wytypowanych obrazéw H. Siemiradzkiego. Podkresli¢ warto, iz
w 1879 roku ofiarowujac polskiemu narodowi obraz Pochodnie Nerona malarz ten
zapoczatkowat zbiory Muzeum Narodowego w Krakowie - najstarszego z polskich muzedow
[129]. W Tabeli 12 przedstawione zostaly wyniki spektrochromatograficznych analiz probek

farb z tych obrazow.

Tabela 12. Wyniki analizy HPLC-DAD-(ESI-)-MS préobek farb pobranych z obrazow Henryka
Siemiradzkiego.

Jon [M-H] i jony

Obraz Probka Substancja barwigca fragmentacyjne bSaL:‘\I;\(/)i\gl!gﬁi
m/z
19° ramnoi);dm I;Z\:g:cetyny 447 (3;%% 301) jagoda perska lub
jasna zielen kwercetyna 301 dab barwierski
- glukozo-ramnozyd 593 (285)
S kemferolu ramnozyd 447 (300,301) .
o 20 i agoda perska lub
% ciemna zielen kwercetyny ramnozyd 431 (285) J (?qb bfrwierski
© kemferolu kwercetyna 301
= kemferol 285
= kwas karminowy
<
< dwa izomery kwasu 491 (447) koszenila
g . 491 (447)
5 karminowego
czerwien alizaryna 239 (211) marzanna
ksantopurpuryna 239 (211) barwierska
purpuryna 255 (227)
L IS kwas euksantynowy 403 (227, 213, 199)
i c § s6tcich metylowany kwas 417 (227, 213, 199) s6lcich indviska
N5 2 euksantynowy 227 (1213, 199, Y
A v euksanton 183, 169)
=< czerwich alizaryna 239 (211) marzanna
2 § purpuryna 255 (227) barwierska
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kwas karminowy

izomer kwasu 491 (447)
karminowego 491 (447) koszenila
<
_:éc czerwieh hystazaryna 239 (211) marzanna
= purpuryna 255 (227) barwierska
O
kwas euksantynowy 403 (227) 70kcien indyjska
metylowany kwas 417
euksantynowy
g
‘@ = kwas euksantynowy 403 (227, 213, 199)
22 metylowany kwas 417(227,213,199) . L
o3 euksantynowy 227 (213, 199, M
O g euksanton 183, 169)
[%2]
GEJ hystazaryna
N = fiolet yur ur 3:]& 239 (211) marzanna
% purpury 255 (227) barwierska
=
[}
= hystazaryna 239 (211)
=
:E fiolet alizaryna 239 (211) br;]?vrvzizgl?a
= purpuryna 255 (227)
X
e kwas euksantynowy 403 (227, 213, 199)
§ ciemna zielen metylowany kwas 417 (227, 213, 199) zolcien indyjska
S euksantynowy 227 (1213, 199,
8 euksanton 183, 169)

Indyjskie X1X-wieczne obrazy

W zbiorach Zaktadu Konserwacji i Restauracji Sztuki Nowoczesnej znajduja si¢ dwa
indyjskie  obrazy  nieznanego autorstwa datowane na @ XIX  wiek.  Wyniki
spektrochromatograficznych analiz probek farb pobranych z tych obrazow przedstawione

zostaty w Tabeli 13.
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Tabela 13. Substancje barwigce obecne w probkach farb pobranych z indyjskich obrazow.

Oznaczenie . . Jon [M-H] i jony Surowiec
Obraz probki Substancja barwigca fragmentacyjne m/z barwierski
. . indygotyna 262 (261) .
biekit krawiec indyrubina 261 indygo
—
§ k k
5 metylovany kas. 403 (227)
kufer ylowany 417 (227) z6lcien indyjska
euksantynowy 297
(199)
euksanton
N kwas euksantynowy 403 (227) z6kcien indyjska
~ metylowany kwas 417 (297
o szwacze euksantynowy (227)
S 227 (199)
) euksanton 262 (261)
indygotyna indygo

A\ MOST

7.3. Substancje barwiacych obecne w wybranych surowcach barwierskich

Struktury chemiczne i widma mas wszystkich zidentyfikowanych zwigzkow
w ekstraktach réznych surowcow barwierskich umieszczone zostaty w Suplemencie pracy.

7.3.1. Zolcienie
Janowiec barwierski

Janowiec barwierski (Genista tinctoria L.), podobnie jak rezeda zo6ttawa, jest surowcem
barwierskim bogatym we flawonoidy [26]. W jego ekstrakcie wykryto dziesig¢ substancji
barwigcych (Rys.41, Tab. 14).

x10 2

0.8
0.6
0.4+

0.2

Rysunek 41. Spektrochromatogram ekstraktu janowca barwierskiego.

W widmie mas zwigzku 1 obecne sa dwa intensywne sygnaty o warto$ciach m/z: 415
[M-H] oraz 253 [M-H-Glu]". Zwiazek ten zidentyfikowany zostat jako O-glukozyd chryzyny.

Widmo mas zwigzku 2 przedstawia charakterystyczng dla C-glukozydéw fragmentacje jonu m/z
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447 [M-H] prowadzaca do utworzenia jondéw potomnych o wartosciach m/z: 387
[M-H-C,H,0;], 357 [M-H-C3HO3] oraz 327 [M-H-C4HsO4]. Na ich podstawie zwigzek ten
zidentyfikowany zostat jako C-glukozyd luteoliny. W widmie mas substancji 3 widoczny jest
jon pseudoczasteczkowy o wartosci m/z 431 oraz jony fragmentacyjne m/z 341 [M-H-C3HgOs]’,
311 [M-H-C4HgO4],, 269 [M-H-Glu]. Substancja ta to C-glukozyd genisteiny. Zwiazek 4
posiada takg samg mase czasteczkowa co zwigzek 3, jednakze ma odmienne widmo mas
i widmo UV-Vis. Jego jon pseudoczgsteczkowy o wartoSci m/z 431 fragmentuje tworzac jony
m/z 311 [M-H-C4HsO4], 269 [M-H-GIu]. Wykryta substancjg jest O-glukozyd genisteiny,
poniewaz w przeciwienstwie do apigeniny ma ona maksimum absorpcji przy dlugosci fali 260
nm. Gtéwna substancjg barwiaca obecna w janowcu barwierskim jest zwiazek oznaczony
numerem 5. W jego widmie mas widoczny jest jon pseudoczasteczkowy m/z 461 oraz jony
fragmentacyjne 443 [M-H,Q0]’, 371 [M-H-C3HsOs]", 341 [M-H-C4HsO,]", 299 [M-H-GIu]’, 284
[M-H-Glu-CH;]". Na ich podstawie zwigzek ten zidentyfikowany zostat jako C-glukozyd
chryzoeriolu. Kolejnymi zidentyfikowanymi substancjami sg luteolina 9 (m/z 285) i genisteina
10 (m/z 269). W ekstrakcie obecne sa rowniez substancje 0znaczone numerami 6, 7 i 8. Jony
pseudoczasteczkowe zwigzkow 6 i 7 majg identyczng warto$¢ (m/z 503) i sg 0 42 Da wigksze
od C-glukozydu chryzoeriolu. Na ich widmach mas widoczne sa sygnaly jonow
fragmentacyjnych o warto$ciach m/z: 473 [M-2CHs]", 461 [M-3CHs]", 443 [M-4CHs]", 417
[M-3CH;-CO,] ", 341 [M-H-GIu]". Odejscie trzech rodnikow metylowych $wiadczy o obecno$ci
trzech grup metoksylowych w obrebie tych czasteczek. Sugeruje to, ze wykrytymi substancjami
sa pochodne glukozydu chryzoeriolu zawierajace dwie dodatkowe grupy metylowe. Polozenia
tych grup nie mozna jednak ustali¢. Z kolei w widmie mas substancji 8 widoczny jest jon
pseudoczagsteczkowy o wartosci m/z 545, wiekszy o 84 Da od C-glukozydu chryzoeriolu.
Widoczne sg rowniez jony fragmentacyjne m/z: 503 [M-3CHjs] ", 485 [M-H,0-3CHs] " oraz 443
[M-H,0-6CHjs]". Ten ostatni sugerowa¢ moze odejscie szesciu rodnikow metylowych, jednakze
nie mozna tego potwierdzi¢ i z tego tez wzgledu nie udato si¢ okresli¢ struktury chemicznej

tego zwigzku.

Tabela 14. Substancje barwigce obecne w ekstrakcie janowca barwierskiego.

Pik b [M-HT Jony fragmentacyjne hmax Nazwa substancji
min m/z m/z nm
1 10.2 415 253 290, 330 O-glukozyd chryzyny
2 10.5 447 387, 357, 327 260, 330 C-glukozyd luteoliny
3 11.0 431 341, 311, 269 267, 338 C-glukozyd apigeniny
4 11.4 431 863, 311, 269, 133 259 O-glukozyd genisteiny
5 11.6 461 923, 443, 371, 341, 299, 285, 284 267, 348 C-glukozyd chryzoeriolu
6 12.0 503 461, 443, 417, 353, 341, 311 267,348 pochodne glukozydu
chryzoeriolu z trzema
7 12.3 503 485, 461, 443, 371, 341, 298, 269 267, 348 dodatkowymi grupami
metylowymi

8 12.6 545 503, 485, 443, 353, 323, 269 256, 345 nzid.

9 14.2 285 151, 133 266, 349 luteolina

10 14.9 269 241,133, 107 260 genisteina
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Galasowki

Galasowki sa zrédlem brazowych i czarnych barwnikow zaprawowych bedacych
zhydrolizowanymi pochodnymi tanin, np. kwas galusowy. W ekstrakcie z tego surowca
barwierskiego zidentyfikowanych zostato pie¢ substancji barwiacych, w tym kwas galusowy,
trzy taniny powstate w wyniku polimeryzacji kwasu galusowego i kwas elagowy (Rys.42, Tab.
15).

x10 2

Odpowiedz detektora [mAU]

Czas [min]

Rysunek 42. Spektrochromatogram ekstraktu z galasowek.

Pierwszy ellujacy zwiazek to kwas galusowy. W jego widmie mas widoczny jest jon
pseudoczasteczkowy o warto$ci m/z 169 wraz z jonami fragmentacyjnymi m/z 125 [M-H-CO,],
107 [M-H-CO,-H,0] oraz 79 [M-H-CO,-H,0-CO]". Na widmach mas czasteczek oznaczonych
numerami 2, 3 i 4 widoczne sa jony pseudoczasteczkowe o wartosciach m/z 321, 787 i 939
(Tab. 15). Powstajg one w wyniku rozpadu polimeréw kwasu galusowego (G) i opisywane sa
w literaturze jako jony [2G-H-H,O]' (m/z 321), [M-H-6(G-H,0)]" (m/z 787) oraz
[M-H-5(G-H,0)]" (m/z 939) [130]. W ekstrakcie obecny jest rowniez kwas elagowy o jonie
pseudoczasteczkowym m/z 301.

Tabela 15. Substancje barwigce obecne w ekstrakcie z galaséwek.

Pik t [M-HT Jony fragmentacyjne Amax

min m/z m/z am Nazwa substancji
1 26 169 125,107, 79 216, 272 kwas galusowy
2 7.8 321 183, 169, 155, 140. 139, 124, 111 216, 272 dukt d li X
3 10.2 787 635, 465, 317, 241, 169, 125 218, 278 pro iwgéjzgﬁugolxe“gemw
4 10.8 939 787,617, 433, 335, 183, 169, 125 220, 280 Y Y
5 11.4 301 245,183, 169, 139, 140, 125, 124 275, 365 kwas elagowy
Kurkuma

Kurkuma to barwnik pozyskiwany z ostryzu diugiego (Curcuma longa L.).
W ekstrakcie tego surowca barwierskiego zidentyfikowane zostaly trzy substancje barwigce

z grupy kurkuminoidéw (Tab. 16, Rys. 43).
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Rysunek 43. Spektrochromatogram ekstraktu z kurkumy.

Gloéwnag substancjg barwiagcg jest kurkumina | oznaczona na spektrochromatogramie numerem
3. W jej widmie mas widoczny jest sygnat m/z 217 [M-H-CgHyO,] charakterystyczny dla tego
typu zwigzkow [131]. Jon ten ulega dalszej fragmentacji dajac sygnaty o wartosciach m/z: 202
[M-H-CgHs0,-CH3] ", 173 [M-H-CyHg0,-CO,]", 158 [M-H-CyH0,-CH;-CO,]". Z kolei jon m/z
149 powstaje w wyniku odszczepienia fragmentu C;,H1;04 0d jonu macierzystego i ulega on
dalszej fragmentacji w wyniku odejscia rodnika metylowego tworzac jon m/z 134. Widmo mas
kurkuminy | wraz z zaznaczeniem charakterystycznej $ciezki fragmentacji przedstawione sa na
Rysunku 44.

x10*
134.2 m/z 217
87 —
i HO OH
2
g 6
g | 158.1 o P X o
Z \ | \
8 4 149.2 CH, o o CH,
= 1732 217.1 AN 367.2
m/z 149
2
202.2
4 265.2
il H\ \‘\ 19\12 H\ I 2081 6\\5 2811 309.1 3372 3521 ‘
doo oo PR PP R | PR | [T [EETEYPUTN P RPRN1 | P - . Lot o o s e RETERIERTN T F T TR TR RTRTENT IR RTU PR | (P TR Y

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T —— T T T T
130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370

m/z

Rysunek 44. Widmo mas i struktura chemiczna kurkuminy I.

Zwiagzkiem oznaczonym numerem 2 jest kurkumina Il, posiadajaca w swojej strukturze jedna
grupe metoksylowa. Substancja ta fragmentuje analogicznie do kurkuminy | dajac jony
potomne wymienione w Tabeli 16. W ekstrakcie kurkumy obecna jest rowniez kurkumina IIT
(bis-demetoksykurkumina) wystepujaca w najmniejszych ilosciach. W jej widmie mas
widoczny jest jon pseudoczasteczkowy m/z 307 oraz jony fragmentacyjne m/z: 265, 247, 217,
187, 173, 143 i 1109.
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Tabela 16. Substancje barwiace obecne w ekstrakcie z kurkumy.

Pik b M-HY Jony fragmentacyjne hamax Nazwa substancji
min m/z m/z nm
1 18.0 307 265, 247, 217, 187, 173, 143, 119 260, 420 kurkumina Il
2 18.2 337 322,299, 217, 201, 173, 158, 149, 143, 134, 119 255, 420 kurkumina Il
3 184 367 352. 337, 265, 217, 202, 173, 158, 149, 143, 134 250, 415 kurkumina |

7.3.2. Czerwienie

Kraplaki

Analizie spektrochromatograficznej poddane zostaly ekstrakty uzyskane z Kkorzeni
marzanny barwierskiej (Rubia tinctoria L.) oraz marzanki (Asperula tinctoria L.) pochodzace
z polskich upraw, a takze ekstrakty z korzeni marzanny uprawianej w Iranie. Sktad substancji

barwigcych obecnych w ekstraktach z marzanny i marzanki znaczaco si¢ rozni (Rys. 45).

x10 2 R7

x10 2 R1iR2

0.87 R14iR15

. R13 R16 R7
0.4
0.2 X/ Xj R6 R10

Odpowiedz detektora [mAu]
o
il

x102 R19
1 R1iR2 R13
081 R14iR15
0.6
0.4 R17iR11
0.21
o
7‘ é é 1b 1‘1 1‘2 1‘3 1‘4 1‘5 1‘6 1‘7 1‘8 1‘9 2‘0 2‘1 2‘2 2‘3
Czas [min]

Rysunek 45. Spektrochromatogramy ekstraktow z: a) Rubia tinctoria L., b) Rubia tinctoria L. z upraw
iranskich, ¢) Asperula tinctoria L. z upraw polskich.

Marzanna barwierska (Rubia tinctorum L.) z upraw polskich

W ekstrakcie z marzanny barwierskiej Rubia tinctoria L. zidentyfikowanych zostato
ogdtem dziesie¢ substancji barwigcych, w tym trzy glikozydy i siedem aglikonéw (Tab. 17).
Widmo mas pierwszej substancji (Rys. 45a) eluujagcej w czasie 11.2 min jest dosé

skomplikowane. Algorytm dekonwolucji chromatogramu wykazal obecnos¢ dwoch
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koeluujacych zwigzkéw o0znaczonych symbolami R1 i R2. W widmie mas sktadnika
pierwszego R1 widoczny jest jon pseudoczasteczkowy [M-H] o wartosci m/z 533, a takze jon
fragmentacyjny m/z 239, ktory utworzony zostat w wyniku oderwania czasteczki ramnozo-
ksylozydu (294 Da). Zwiazek ten zidentyfikowany zostat jako prymwerozyd alizaryny. Widmo
mas drugiej koeluujacej substancji R2 przedstawia sygnaly pochodzace od jonu
pseudoczasteczkowego m/z 563 1 od jonu fragmentacyjnego m/z 269 (utrata 294 Da). Zwigzek
ten zidentyfikowany zostat jako prymwerozyd lucydny. Na widmie mas zwigzku oznaczonego
sygnatem R3 obecne sg sygnaly jonu pseudoczasteczkowego m/z 417 oraz dwoch jonow
fragmentacyjnych m/z 255 i 227. Pierwszy z nich (m/z 255) powstaje w wyniku oderwania
czasteczki glukozy (-162 Da), drugi natomiast (m/z 227) tworzy si¢ w wyniku dekarbonylacji
aglikonu. Zwigzek ten to glukozyd purpuryny. W analizowanej probee zidentyfikowano trzy
zwigzki o takich samych masach czasteczkowych (R4, R5, R6). Zwiazki te posiadajg bardzo
podobne widma mas z jonem pseudoczasteczkowym m/z 239 i jonami fragmentacyjnymi m/z:
211 [M-H-CQJ, 195 [M-H-CO,], 183 [M-H-2CO] oraz 167 [M-H-CO,-COJ, ale r6znig si¢
czasami retencji. Substancjami tymi sa alizaryna R6 oraz jej izomery konstytucyjne. Zwiazek
R4 zidentyfikowany zostat jako hystazaryna, natomiast struktura R5 nie zostata jednoznacznie
okreslona. Najwyzszy pik (R7) na spektrochromatogramie =zidentyfikowany zostat jako
purpuryna na podstawie jonu pseudoczasteczkowego m/z 255 i charakterystycznych dla niej
jonéow fragmentacyjnych. W widmie mas zwigzku R9 obserwuje sie sygnal jonu
pseudoczasteczkowego m/z 253 oraz sygnaty jonow fragmentacyjnych m/z: 225 [M-H-CQT,
211 [M-H-C,H,0], 197 [M-H-2CQO]J". Substancja ta zidentyfikowana zostata jako rubiadyna.
Ostatnig eluujgca substancjg barwigca jest zwigzek R10, w ktorego widmie mas widoczne sg
reakcje fragmentacji polegajace na odejsciu czasteczek CO oraz CO, prowadzace do
utworzenia jonow o wartosciach m/z: 239 [M-H-COJ, 211 [M-H-2COJ i 195 [M-H-CO,].

Zidentyfikowanym zwigzkiem jest nordamnakantal.

Tabela 17. Substancje barwiace obecne w ekstrakcie marzanny barwierskiej z upraw polskich.

Pik t [M-HT Jony fragmentacyjne Amax Nazwa substancji

min m/z m/z nm
R1 12.9 533 239 254, 418, prymwerozyd alizaryny
R2 12.9 563 269 254, 418, prymwerozyd lucydyny
R3 14.6 417 255, 227, 226, 211, 195 - glukozyd purpuryny
R4 15.1 239 211, 195 290, 420 hystazaryna
R5 15.4 239 211, 195 255, 440 izomer alizaryny
R6 16.9 239 211,183 280, 430 alizaryna
R7 18.6 255 239, 227,199, 183 255, 480 purpuryna
R8 194 265 237,221, 209, 181 285, 415 nzid.
R9 20.2 253 225,211, 197 280, 412 rubiadyna
R10 20.5 267 265, 239, 211, 195 300, 425 nordamnakantal
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Marzanna barwierska (Rubia tinctorum L.) z upraw iranskich

Sktad substancji barwigcych obecnych w ekstrakcie z iranskiej marzanny barwierskiej
rézni sie od marzanny barwierskich pochodzacej z upraw polskich. W obu ekstraktach
zidentyfikowano wprawdzie prymwerozyd alizaryny i lucydyny, alizaryne, purpuryng oraz
nordamnakantal, jednakze w ekstrakcie marzanny iranskiej wykryto pie¢ dodatkowych
substancji oznaczonych symbolami od R11 do R16 (Rys. 45b, Tab. 18). Zwigzek R11 eluuje
jako pierwszy z kolumny chromatograficznej w czasie 9.8 min. W jego widmie mas widoczne
sg sygnaty jonu pseudoczasteczkowego m/z 593 wraz z dwoma jonami fragmentacyjnymi m/z
549 oraz m/z 255. Jon m/z 549 wskazuje na fragmentacje tego zwiazku w wyniku odejscia
czasteczki CO,, co $wiadczy 0O obecnosci grupy karboksylowej (nhajprawdopodobniej
w jednostce cukru). Drugi jon o warto$ci m/z 255 utworzony zostal w wyniku jednoczesnej
utraty dwutlenku wegla oraz glukozy i kwasu glukuronowego. Na podstawie $ciezki
fragmentacji zwigzek ten zidentyfikowany zostat jako glukozo-glukuronid purpuryny. Masa
czasteczkowa zwigzku R12 jest wigksza 0 16 Da od masy czasteczkowej rubiadyny. W widmie
mas obserwuje si¢ sygnaly jonoéw fragmentacyjnych o wartosciach m/z 251 i m/z 239,
utworzonych w wyniku odejscia czasteczki wody oraz tlenku wegla. Zwiazek ten
zidentyfikowano jako pochodng rubiadyny posiadajacg dodatkowsg grupe hydroksylows.
Kolejng wykryta substancja jest zwiazek oznaczony symbolem R13. Sciezka fragmentacji tego
zwigzku jest charakterystyczna dla prymwerozydow antrachinonow. Obserwuje si¢ tu odejscie
jednostki cukrowej i nastepnie reakcje fragmentacji aglikonu polegajace na odejsciu CO
z utworzeniem jonéw o wartoSciach m/z 253 (aglikon) oraz m/z 225. Zwiazek ten
zidentyfikowany zostat jako prymwerozyd rubiadyny. W widmie mas zwigzku R14, oprocz
jonu pseudoczasteczkowego m/z 299, obserwuje si¢ fragmentacje poprzez odszczepienie
czasteczki dwutlenku wegla m/z 255 [M-H-44], a nastgpnie odejsécie tlenku wegla (m/z 227).
Zwiagzkiem tym jest pseudopurpuryna. Na widmie mas substancji R15 widoczne sa sygnaty
jonu pseudoczasteczkowego m/z 283 oraz dwa jony fragmentacyjne m/z 239 [M-H-CO,] i 211
[M-H-CO,-COJ]". Substancja ta zidentyfikowana zostata jako munistyna. W widmie mas
zwigzku R16 obecny jest jon m/z 269 [M-H] oraz jony fragmentacyjne m/z 251 [M-H-H,0]
i 239 [M-H-CH,0]’, $§wiadczace ze jest to lucydyna.
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Tabela 18. Substancje barwigce obecne w ekstrakcie iranskiej marzanny barwierskiej.

t [M-H] Jony fragmentacyjne Amax

Pik : Nazwa substancji
min m/z m/z nm

R11 9.8 593 549, 299, 255 290, 430 prymwerozyd pseudopurpuryny

R1 12.9 533 239 254,418 prymwerozyd alizaryny

R2 12.9 563 269 254,418 prymwerozyd lucydyny

R12 13.7 269 251, 239 225,415 hydroksyrubiadyna

R13 15.2 547 253, 225 270, 408 prymwerozyd rubiadyny

R14 154 299 255, 227 287, 492 pseudopurpuryna

R15 15.4 283 239,211 287,492 munistyna

R16 16.8 269 251, 239 280, 419 lucydyna

R6 17.0 239 211, 183, 155 280, 430 alizaryna

R7 18.5 255 239, 227, 199, 183 255, 480 purpuryna

R10 20.55 267 265, 239, 211, 195 300, 425 nordamnakantal

Marzanka barwierska (Asperula tinctoria L.) z upraw polskich

W  ekstrakcie z marzanki barwierskiej wykrytych zostatlo dziesi¢¢ substancji
barwigcych. Zwiazki takie jak prymwerozydy lucydyny R1 i alizaryny R2, prymwerozyd
pseudopurpuryny R11, prymwerozyd rubiadyny R13, pseudopurpuryna R14 oraz munistyna
R15 zostaly zidentyfikowane takze w ekstraktach z marzanny barwierskiej. Substancje
oznaczone na spektrochromatogramie symbolami R17-R20 obecne sa jedynie w ekstrakcie
z marzanki barwierskiej (Rys. 45c, Tab. 19). Widmo UV-Vis zwigzku R17 wykazuje maksima
absorpcji przy dtugosciach fali 290 i 360 nm. Wskazywac to moze, ze jest on flawonoidem.
W widmie mas widoczne sg sygnaly jonu pseudoczasteczkowego m/z 609 oraz jonow
fragmentacyjnych o wartosciach m/z 447 [M-H-Glu]" i 315 [M-H-Glu-Ksyl]. Zwiazek ten
zidentyfikowany zostat jako prymwerozyd nieznanego flawonoidu, w ktéorym aglikon ma masg
316 Da. W widmie mas substancji R18 obecny jest jon pseudoczasteczkowy m/z 593 wraz
z jonami fragmentacyjnymi m/z: 299 [M-H-Glu-Ksyl] i 269 [M-H-CHO-Glu-Ksyl]". Zwiazek
ten fragmentuje analogicznie do wczesniej wykrytych glikozydow antrachinonow i zostat
zidentyfikowany jako prymwerozyd nieznanego aglikonu. Gtéwng substancjg barwigca jest
zwigzek oznaczony symbolem R19. W jego widmie UV-Vis obserwuje sie maksima absorpcji
charakterystyczne dla flawonoidow (290 i 355 nm). Jon pseudoczasteczkowy substancji R19
(m/z 497) fragmentuje z utworzeniem jonow o wartosciach m/z 453 [M-H-CO,]" i 203
[M-H-Glu-Ksyl]. W widmie mas widoczny jest rowniez sygnatl m/z 955 pochodzacy od jonu
dimeru tego zwigzku. Na podstawie danych spektrochromatograficznych przypuszcza sig, ze
substancja ta to prymwerozyd flawonoidu posiadajacy przypuszczalnie grupe karboksylowa
Niestety nie udato si¢ ustali¢ struktury chemicznej tego zwigzku. Substancja oznaczona na
spektrochromatogramie jako R20 posiada maksimum absorpcji zblizone do substancji R17.
W widmie mas R20 widoczny jest jon pseudoczasteczkowy m/z 315, ktory fragmentuje tworzac
jony o wartoSciach m/z: 297 [M-H-H,0O], 282 [M-H-H,O-CHs]", 271 [M-H-CO,], 254
[M-H-H,0-CH;-CO]™ i 226 [M-H-H,0-CH3-2CO]". Substancja tg jest flawonoid o nieznanej

strukturze, ktory w tym ekstrakcie wystgpuje rowniez w formie prymwerozydu (zwigzek R17)
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Analiza spektrochromatograficzna ekstraktu z Asperuli tinctorii L. nie zostata jak dotad opisana

w literaturze.

Tabela 19. Substancje barwiace obecne w ekstrakcie z marzanki barwierskiej.

Pik t, [M-H] Jony fragmentacyjne Amax

Nazwa substancji
min m/z m/z nm
R17 9.7 609 447, 315 290, 360 prymwerozyd flawonoidu
R11 9.8 593 549, 299, 255 290, 430 prymwerozyd pseudopurpuryny
RI8 108 593 341,299, 269, 340, 400 prymwerozyd nieznanego
antrachinonu

R19 114 497 i;g 245, 231, 227, 213, 203, 202, 171, 290, 355 nzid.
R20 11.9 315 297, 285, 282, 270, 271, 254, 242, 226 290, 360 nzid.
R1 12.9 533 239 254,418 prymwerozyd alizaryny
R2 12.9 563 269 254,418 prymwerozyd lucydyny
R13 15.2 547 253, 225 270, 408 prymwerozyd rubiadyny
R14 154 299 255, 227,183 287, 492 pseudopurpuryna
R15 15.4 283 239, 211 287, 492 munistyna

Kraplaki firmy Kremer

Analizie spektrochromatograficznej poddane zostaly ekstrakty uzyskane z trzech
kraplakéw: lazuru krapowego, kraplaku zottawego oraz kraplaku Perego. Ekstrakty te roznity
si¢ zarowno barwa, jak i sktadem. Lazur krapowy ma odcien r6zowo-czerwony i w swym
sktadzie zawiera dziewie¢ Substancji barwigcych: prymwerozyd alizaryny i lucydyny,
hystazaryng, antragallol, alizaryne, Kksantopurpuryng, purpuryng, rubiadyne oraz
nordamnakantal (Tab. 20). W czerwono-pomaranczowym ekstrakcie kraplaku zottawego
zidentyfikowano tylko pig¢ substancji barwigcych, W tym: antragallol, alizaryne,
ksantopurpuryne, purpuryn¢ oraz nordamnakantal. Nie wykryto natomiast prymwerozydu
lucydyny i alizaryny ani hystazaryny. Z kolei w purpurowym ekstrakcie z kraplaku Perego,

oprocz zwiazkéw obecnych w lazurze krapowym, zidentyfikowano réwniez lucydyne.

Tabela 20. Substancje barwiace obecne w ekstraktach z kraplakow firmy Kremer.

Pik b [M-HT Jony fragmentacyjne hamax Nazwa substancji
min m/z m/z nm
1 12.9 533 239 418, 254 prymwerozyd alizaryny
2 12.9 563 269 418, 254 prymwerozyd lucydyny
3 15.3 239 211,195 420, 290 hystazaryna
4 15.9 255 239,227,211, 199 410,282 antragallol
5 16.7 269 251, 239, 223, 211, 195 420, 282 lucydyna
6 16.9 239 211, 183, 155 430, 280 alizaryna
7 18.2 239 211,195 251, 422 ksantopurpuryna
8 184 255 239, 227,199, 183 255, 480 purpuryna
9 19.8 253 225, 211, 197 244, 409 rubiadyna
10 20.5 267 265, 239, 211, 195 425, 300 nordamnakantal

Krokosz barwierski

W ekstrakcie z krokosza barwierskiego zidentyfikowanych zostalo pig¢ substancji

barwigcych (Rys. 46).
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Rysunek 46. Spektrochromatogram ekstraktu z krokosza barwierskiego.

Zwiazki te to C-glukozydy flawonoidow. W Tabeli 21 przedstawione zostaty ich dane
spektrochromatograficzne oraz nazwy. W widmie mas pierwszej substancji barwigcej
0znaczonej humerem 1 widoczny jest sygnat jonu pseudoczasteczkowego m/z 611 wraz jonami
fragmentacyjnymi m/z 521 [M-H-C3HgOs]" i 491 [M-H-C,HgO,4]", charakterystycznymi dla
rozpadu C-glukozydow. Zwiazek ten zidentyfikowany zostat jako hydroksysafflor A. Pik 2 o
mniejszej intensywnos$ci to pochodna hydroksysaffloru A ubozsza 0 jedng czasteczke glukozy.
Potwierdza to jon pseudoczasteczkowy o wartosci m/z 449. Kolejnym zidentyfikowanym
zwigzkiem jest safflor A oznaczony na spektrochromatogramie numerem 4. Jest to rowniez
pochodna hydroksysaffloru A. W widmie mas tego zwigzku widoczne sg sygnalty pochodzace
od jonu pseudoczasteczkowego o wartosci m/z 593 oraz jony fragmentacyjne m/z: 575
[M-H-H,0]’, 447 [M-H-Rha] i 431 [M-H-Glu]". Gt6wng substancja barwigca w analizowanym
ekstrakcie jest zwigzek 3. Jego masa czgsteczkowa jest wieksza 0 162 Da od saffloru A, co
$wiadczy o obecnosci dodatkowej czasteczki glukozy. W widmie mas tego zwiazku obserwuje
si¢ jon pseudoczasteczkowy m/z 755 oraz jony fragmentacyjne m/z: 673, 611, 593, 447, 285.
Ostatnig substancja barwiaca wykryta w ekstrakcie z krokosza barwierskiego jest prekartamina

(5) o masie czasteczkowej 956 Da.

Tabela 21. Substancje barwiace obecne w ekstrakcie z krokosza barwierskiego.

Pik t [M-H] Jony fragmentacyjne Mmax

! Nazwa substancji
min m/z m/z nm
1 8.27 611 521, 491, 437, 293 224, 402 hydroksysafflor A
2 9.57 449 419, 359, 338, 329, 299 297, 400 hydroksysafflor A - Glu
3 114 755 673, 611, 593, 447, 285 415 safflor A + Glu
4 124 593 575, 447, 431 412 safflor A
5 12.9 955 977, 613, 487, 447, 175 290, 420 prekartamina
Koszenila

W ekstrakcie z koszenili oprocz kwasu karminowego 1 i jego dwoch izomerow (4, 5)
opisanych juz w rozdziale 7.2.2. niniejszej dysertacji wykryto trzy dodatkowe substancje

barwigce 0znaczone numerami 2, 3 i 6. Substancje te obecne sg w ekstrakcie w niewielkich
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ilo§ciach. Zwigzek 2 o jonie pseudoczasteczkowym m/z 490 ulega fragmentacji tworzac gtowny

jon potomny m/z 446 [M-H-CO,]". Zwiazek ten ma mas¢ czasteczkows mniejszg jedynie 0 1 Da

od kwasu karminowego, co wskazywa¢ moze, ze jest to kwas 5-aminokermesowy [127]. Z kolei

zwiazek 3 (M/z 475) ma mas¢ mniejsza 0 16 Da od kwasu karminowego. Ulega on reakcji

fragmentacji w wyniku odejscia czasteczki dwutlenku wegla dajac jon potomny o wartosci m/z

431. Zwiazek ten zidentyfikowany zostat jako glukozyd kwasu flawokermesowego. Ostatnim

wykrytym w ekstrakcie zwigzkiem jest substancja 6 o masie deprotonowanej czgsteczki 313 Da.

Ulega ona fragmentacji w wyniku utraty kolejno czagsteczek CO, CO, i CO tworzac

odpowiednio jony o wartosciach m/z 285, 269 i 241. Zwiazek ten zidentyfikowany zostat jako

kwas flawokermesowy.

Tabela 22. Substancje barwigce obecne w ekstrakcie koszenili.

Pik t_r [M-H] Jony fragmentacyjne Amax Nazwa substancji
min m/z m/z nm
1 10.1 491 983, 473, 447, 429, 357, 327, 299, 285 276, 490 kwas karminowy
2 11.2 490 446 - kwas 5-aminokermesowy
3 115 475 431 - glukozyd kwasu flawokermesowego
4 11.6 491 g;g 455, 447, 429, 380, 357, 321, 299, 210, 276,490  7-C-o-D-furanozyd kwasu kermesowego
473, 455, 429, 413, 393, 371, 357, 339, 327, .
12.2 491 299, 285, 270, 255 276,490  7-C-a-D-piranozyd kwasu kermesowego
6 14.4 313 285, 269, 241 - kwas flawokermesowy

Drzewo brazylijskie (brazilwood)

Glowng substancja barwigca obecng

w ckstrakcie z drzewa brazylijskiego jest

protosappanina B (z ang. protosappanin B) oznaczona na spektrochromatogramie numerem 2
(Rys.47, Tab.23].

Odpowiedz detektora [mAU]
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Rysunek 47. Spektrochromatogram ekstraktu brazilwood.

W widmie jej mas obserwuje si¢ intensywny Sygnat jonu pseudoczasteczkowego

m/z 303 wraz jonami fragmentacyjnymi m/z 273 i 229. W ekstrakcie wystepuja réwniez

sladowe ilo$ci brazyleiny 1 o masie czasteczkowej 284 Da.

A\ MOST
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Tabela 23. Substancje barwiace obecne w ekstrakcie z drzewa brazylijskiego.

Pik tr [M-H] Jony fragmentacyjne Amax Nazwa substancji
mn m/z m/z nm
1 8.9 283 271, 255, 229, 211 290, 440 brazyleina
2 9.3 303 273,229 287, 255 protosappanina B

7.3.3. Blekity
Indygo

Naturalne indygo uzyska¢ mozna z urzetu barwierskiego (indygo europejskie) oraz
indygowca barwierskiego (indygo indyjskie). W zaleznosci od gatunku rosliny, z ktorej jest ono
wytwarzane, ekstrakt rozni si¢ sktadem substancji barwigcych (Rys. 48a i b).

2
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Rysunek 48. Spektrochromatogramy ekstraktow: a) urzetu barwierskiego, b) indygowca barwierskiego.

Umozliwia t0 rozroéznianie tych surowcow barwierskich. Odmiana indyjska zawiera
w swoim sktadzie indygotyn¢ 4 oraz $ladowe ilosci indyrubiny 5. Indygo europejskie jest
natomiast bogatszym Zréodtem barwnikow organicznych. W ekstrakcie obecne sg nie tylko
indygotyna i indyrubina, ale rowniez apigenina 1 oraz chryzoeriol 2. Problem w okresleniu
zrodta pochodzenia indygo pojawia si¢ W trakcie identyfikacji barwnikow w probkach
o0 odcieniu zielonym. Kolor ten uzyskiwano najczgsciej W wyniku mieszania indygo z rezeda
z6ltawa, a ta ostatnia zawiera w swoim sktadzie rowniez apigening i chryzoeriol. Z tego wiec

wzgledu ciezko jest stwierdzié, ktora z ro$lin jest zrodtem pochodzenia tych zwigzkéw. Widma
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mas indygotyny oraz indyrubiny sa praktycznie identyczne. Obecne sa w nich jony
pseudoczasteczkowe o wartosci  m/z 261 oraz fragmentacyjne o wartosciach m/z 233
[M-H-COJ, 217 [M-H-CO;], 175 [M-H-CO-C,H,O], 146 [lza-H]  (jon izatyny), 131
[Iza-H-NH] (Tab. 24).

Tabela 24. Substancje barwigce obecne w ekstrakcie z urzetu barwierskiego.

Pik b M-HY Jony fragmentacyjne hamax Nazwa substancji
min m/z m/z nm
1 15.2 269 225,151, 117 267, 337 apigenina
2 15,5 299 284, 256 266, 347 chryzoeriol
3 16.6 259 231, 175 490, 390 nzin.
4 18.0 261 233, 217, 175, 162, 146, 131 619, 286 indygotyna
5 19.1 261 233,217,175, 162, 146, 131 540, 289 indyrubina
Kampesz

Kolor niebieski mozna uzyska¢ rowniez z drewna kampeszowego Hamatoxylon
campechianum L. Sg to drzewa rosngce na Jamajce i W Hondurasie. Kampesz w Europie
zaczeto stosowaé w barwierstwie juz na poczatku XV w. Z ekstraktu rdzenia pnia tej rosliny
uzyska¢ mozna szeroki wachlarz barw. Przyktadowo, z alunem potasowo-glinowym daje on
barwg fioletowa lub granatowa, z solami zelaza szaro$ci i czernie, a z Solami cyny odcienie
zblizone do purpury [59].

W ekstrakcie kampeszu obecne sa dwie substancje barwigce. W widmie mas zwigzku 1
widoczny jest jon pseudoczasteczkowy m/z 299 wraz z jonami fragmentacyjnymi o wartos$ciach
m/z: 281 [M-H-H,0], 271 [M-H-CQ]J’, 253 [M-H-CO-H,0] oraz 225 [M-H-2CO-H,0] i 173.
Zwigzek ten zidentyfikowany zostal jako hemateina. Kolejng eluujacg substancja jest
hematoksylina. W widmie jej mas obserwuje si¢ jon pseudoczasteczkowy m/z 301 oraz jony
fragmentacyjne o warto$ciach m/z: 283 [M-H-H,0]’, 259 [M-H-C,H,0] i 179. Identyfikacja
hematoksyliny potwierdzona zostala na podstawie danych spektrochromatograficznych

syntetycznego wzorca.

Tabela 25. Substancje barwigce obecne w ekstrakcie z kampeszu.

Pik t [M-HT Jony fragmentacyjne Amax Nazwa substancji
min m/z m/z nm
1 35 299 281,271, 253, 225, 173 285, 440 hemateina
2 5.8 301 299, 283, 271, 259, 179, 137 290 hematoksylina
100


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

8. Fotodegradacja barwnikéw

W celu zbadania proceséw fotodegradacji naturalnych barwnikow organicznych
przeprowadzone zostaly badania starzeniowe zaré6wno roztworow barwnikow. jak i farb
modelowych wykonanych wedtug historycznych przepisow. Badania przeprowadzono
w komorze wyposazonej w lampe ksenonowa emitujagca promieniowanie pokrywajace si¢
z zakresem promieniowania stonecznego. Parametry pracy aparatu opisane sa w czgsci 111.3
niniejszej dysertacji. Probki ekstraktow z rezedy zoltawej, lac dye, kraplaku, koszenili
i purpuryny pobierane byly po 48, 96 i 168 godzinach. Ekstrakty z drzewa brazylijskiego,
jagody francuskiej oraz kwercetyny pobierane byly co godzing, natomiast ekstrakt z indygo
pobierano co 10 minut przez godzing. Probki farb pobierano z kolei po 168 i 332 godzinach.
Ekstrakty barwnikéw wykorzystane w badaniach fotodegradacji wykonane zostaty wedtug

ponizej opisanych procedur:

e Wozorce purpuryny oraz kwercetyny (5 mg) rozpuszczono w 20 mL mieszaniny zawierajacej
H,O/ACN/DMSO (1:1:0.5, v/v/v) i poddano naswietlaniu.

e Zhomogenizowany surowce barwierskie (10 gr) umieszczono w kolbie okragtodenne;,
zawieszono w mieszaninie H,O/ACN (100 mL) i ogrzewano przez 1 h w temperaturze
60°C. Ostudzong zawiesine zdekantowano, a nastepnie poddano naswietlaniu. W przypadku
indygo, surowiec zawieszono w 20 mL DMSO, poddano dziataniu fal ultradzwiekowych

przez 5 minut i poddano naswietlaniu.

8.1.Identyfikacja produktéw fotodegradacji barwnikow w ekstraktach surowcow

barwierskich

Badaniom poddane zostaly ekstrakty z rezedy zottawej, kraplaku, lac dye, koszenili,
jagody francuskiej, drzewa brazylijskiego i indygo oraz roztwory syntetycznej kwercetyny i
purpuryny (Rys. 49). W celu identyfikacji produktéw fotodegradacji w pierwszej kolejnosci
przeprowadzono analiz¢ spektrochromatograficzng w trybie przemiatania catego widma mas.
Pozwolito to na okreslenie przyblizonych mas tworzacych si¢ zwiazkoéw. Z kolei analizy QTOF
oraz MS/MS, dzigki znajomosci doktadnych mas monoizotopowych i jonéw fragmentacyjnych,
umozliwily ich identyfikacje. Wykrytym produktom fotodegradacji przypisane zostaty

odpowiednie symbole wraz z liczba porzadkowa odpowiadajaca kolejnosci ich retencji.
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Rysunek 49. Zdjecia ekstraktow surowcoOw barwierskich a) przed naswietlaniem i b) po naswietlaniu.
Produkty fotodegradacji w ekstrakcie z rezedy zottawej

Probki ekstraktow z rezedy zottawej pobierano z fotoreaktora odpowiednio po 48, 96 i
168 godzinach naswietlania. Zmiany zachodzace w roztworze w trakcie naswietlania zostaty

przedstawione na ponizszych spektrochromatogramach (Rys. 50).
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Rysunek 50. Spektrochromatogramy ekstraktow z rezedy zoltawej: a) bez naswietlania oraz
naswietlanych przez: b) 48 h, c) 96 h, d) 168 h. (Rez1 i Rez2 - produkty fotodegradacji).

[lo$¢ chryzoeriolu i jego glukozydu sukcesywnie malata wraz z dtugo$cia naswietlania prébki,
a po uptywie 168 godzin zaobserwowano catkowity ich zanik (Rys. 51). Degradacji ulegata tez
luteolina i jej glukozyd, cho¢ okazaly si¢ one bardziej fotostabilne i mozna je bylo wykry¢
jeszcze po 168 godzinach ekspozycji na promieniowanie. W przypadku apigeniny i jej
glukozydu po 48 godzinach naswietlania zaobserwowano ponad trzykrotny wzrost pola
powierzchni ich pikéw chromatograficznych. Powodem tego zjawiska jest najprawdopodobniej

proces polegajacy na oderwaniu jednej grupy hydroksylowej z czgsteczki luteoliny i jej
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glukozydu, prowadzacy do utworzenia produktéw o masie identycznej z masg apigeniny i jej
glukozydu. Po uptywie 96 godzin naswietlania zaobserwowano spadek stgzenia tych zwigzkow,
a po 168 godzinach nie byly juz one wykrywalne. W wyniku ekspozycji na promieniowanie po
48 godzinach pojawily si¢ w ekstrakcie dwie nowe substancje oznaczone symbolami Rezl

i Rez2. Ich st¢zenie wraz ze wzrostem dtugosci naswietlania sukcesywnie rosto.

1100 \\
900 \\\ = Glukozyd luteoliny
== Glukozyd apigeniny
700 A
W\\ e Glukozyd chryseriolu
500 == Luteolina
%\ o
300
?\\»\\ Chryzoeriol

Powierzchnia piku

100 === Rezl

Rez2

-100
0 48 96 168

Czas naswietlania (min)

Rysunek 51. Wptyw czasu na$wietlania ekstraktu z rezedy zottawej na stezenie substancji barwigcych i
ich produktow degradacji.

W widmie mas zwigzku oznaczonego symbolem Rezl obserwuje si¢ jon pseudoczasteczkowy
0 wartosci m/z 339 oraz jony fragmentacyjne m/z: 177, 151, 133, 105. Najbardziej intensywny
sygnat m/z 177 tworzy sie w wyniku oderwania czgsteczki glukozy (utrata 162 Da). Dalsza
fragmentacja, podobnie jak w przypadku luteoliny, przebiega poprzez przegrupowanie retro
Dielsa-Aldera i prowadzi do powstania jonow: **B” m/z 133 oraz "*A” m/z 151. Zwiazek Rezl
tworzy si¢ przypuszczalnie w wyniku odejscia pierscienia B flawonoidu od glukozydu
luteoliny. W widmie mas zwigzku Rez2 widoczny jest jon pseudoczgsteczkowy o wartosci m/z
221 oraz jon fragmentacyjny m/z 177 powstaly w wyniku odszczepienia czasteczki dwutlenku
wegla [M-H-CO,]. Wysoka intensywno$¢ sygnalu m/z 177 $wiadczy najprawdopodobniej
0 obecnosci grupy karboksylowej. Dalsze reakcje fragmentacji nastgpuja w wyniku

przegrupowania retro Dielsa-Aldera dajac jony “*B” m/z 133 oraz **A” m/z 151.
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Tabela 26. Dane spektrochromatograficzne produktow fotodegradacji zidentyfikowanych w ekstrakcie z

rezedy zottawe;.
a1 . Masa Wz6r sumaryczny
Pik rrtﬁn [I\fn/'?] Jony fragnrvsntacyjne monoizotopowa Bl?: i
Da PP strukturalny
Ci5H1509
177 [M-H-Glu] on
1, -
Rezl 47 339 15112 A 0.29 ° O Ot
133 4B 339.0720 L o
105 [M-H-Glu-C0,.-COJ I
Ci10Hs0¢
177 [M-H-CO,J" oH o
Rez2 92 221 151 1% A 221.0086 2.26
133 B .
105 [M-H-2CO,-CQOY] HO o =

Zaproponowane struktury chemiczne zwigzkow Rezl i Rez2 powstatych podczas naswietlania

wraz z danymi, na podstawie ktorych dokonano identyfikacji zestawiono w Tabeli 26. Na

Rysunku 52 przestawione zostaty prawdopodobne $ciezki fragmentacji tych zwigzkow.

Rezl

o}
m/z 151 m/z 177

Rez2
-H
o ,o -
L o
Hom4
m/z 221 OH

_ -H
(0] — -
-co, -co N
=
HO

m/z 133 m/z 105

Rysunek 52. Struktury chemiczne zwigzkéw Rezl i Rez2 oraz ich $ciezki fragmentacji.

Produkty fotodegradacji w ekstrakcie z drzewa brazylijskiego

W ekstrakcie z drzewa brazylijskiego, juz po pierwszej godzinie ekspozycji na

promieniowanie, wykryty zostal gtéwny produkt fotodegradacji. W widmie mas (Rys. 53) tego

zwiazku widoczne sa sygnaly jonu pseudoczasteczkowego o wartosci m/z 243 1 jonow
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fragmentacyjnych m/z: 215 [M-H-CO], 199 [M-H-CO;], 187 [M-H-2CQOJ], 175, 159
[M-H-3COJ, 113. W widmie UV-Vis widoczne sg trzy maksima absorpcji przy dtugosciach fali
258, 308 i 336 nm. Zwiazek ten w literaturze nazywany jest ,,zwigzkiem typu C” (z ang.
compound type C) i jest on uwazany za glowny produkt fotodegradacji brazyleiny [132].
W miar¢ wzrostu stezenia zwigzku typu C malaly sygnaly pochodzace od brazyleiny
i protosappaniny B. Po 28 godzinach naswietlania ich ilo$¢ spadta o ponad polowe. Zwiazek
typu C zostal rowniez wykryty w ekstrakcie widkna pochodzacego z XVI-wiecznego kobierca,
co zostalo przeze mnie opublikowane roéwnolegle z pracg innych autoréw, ktorzy

zaproponowali strukture chemiczna tego zwigzku [107, 134].

x104
243.2
4
ié 3: a4
2 COZ
z 2 28 28
2 co co 28
= 1] co
] 113.1 1451 1591  175.2 1§7-2 199.2 215.2 1l

100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250
(m/z)

Rysunek 53. Widmo mas i struktura chemiczna urolityny (zwigzku typu C).
Produkty fotodegradacji w ekstrakcie z lac dye

W ekstrakcie z lac dye zidentyfikowano jeden produkt fotodegradacji. Zwiazek Lacl
wykryty zostal po 48 godzinach naswietlania, a jego stezenie nieznacznie rosto w miarg
dhugosci czasu ekspozycji na promieniowanie. Z Kolei ilo§¢ pozostatych substancji barwigcych
obecnych w tym ekstrakcie nieznacznie malata. Widmo UV-Vis substancji Lacl z maksimami
absorpcji przy dhugosciach fali 285 i 504 nm ma bardzo zblizony profil do widma UV-Vis
kwasoéw lakkainowych. W jego widmie mas widoczne sg sygnaty pochodzace od jonu
pseudoczasteczkowego m/z 552 oraz od jondow fragmentacyjnych m/z: 534 [M-H-H,O]’, 508
[M-H-CO,], 490 [M-H-CO,-H,0], 464 [M-H-2CO,] i 446 [M-H-2CO,-H,0]". Jony te tworza
si¢ w wyniku naprzemiennej utraty czasteczki wody i dwutlenku wegla. Jest to typowa dla
kwaséw lakkainowych $ciezka fragmentacji. Analiza HPLC-ESI(-)-QTOF umozliwita
wyznaczenie dokladnej masy monoizotopowej (552.0769 Da), ktoérej wartos¢ odpowiada
substancji o wzorze sumarycznym CysH;gNO;3 z bledem pomiaru masy 2.54 ppm. Zwiazek ten
jest najprawdopodobniej pochodng kwasu lakkainowego A posiadajaca dodatkowa grupe
hydroksylowa w obrebie czasteczki. Zwigzek ten wykryty zostat rowniez w ekstrakcie wtokna

pochodzacego z  XVI-wiecznego  kobierca.  Struktura  chemiczna oraz  dane
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spektrochromatograficzne tej substancji przedstawione zostaty w Tabeli 4 i na Rysunku 28

umieszczonych w rozdziale 7.1.1.
Produkty fotodegradacji w ekstrakcie z koszenili

W trakcie naswietlania ekstraktu z koszenili po 48 godzinach na$wietlania zawartos$¢
kwasu karminowego zmalata o potowg. Po 194 godzinach nie byt on juz wykrywalny.
W ekstrakcie zidentyfikowano natomiast pie¢ nowych substancji (Tab. 27). Pierwszy produkt
fotodegradacji K1 zarejestrowany =zostat po 48 godzinach naswietlania. Jest to
najprawdopodobniej gtéwny produkt fotodegradacji, poniewaz jego stezenie wzrastato w miare
dhugosci naswietlania. W widmie mas tego zwigzku widoczny jest jon pseudoczasteczkowy
owartosci m/z 239 oraz sygnaly jonow fragmentacyjnych m/z: 221 [M-H-H,0OJ,
195[M-H-CO,], 151 [M-H-2CO,]" i 107 [M-H-3CO,]. Utrata trzech czasteczek dwutlenku
wegla sugeruje na obecnos¢ trzech grup karboksylowych w obrebie czasteczki K1. Odejscie
wody wskazuje z kolei na obecnos¢ grupy hydroksylowej. Wszystkie te podstawniki wplywaja
na polarnos$¢ czasteczki, stad tak krotki jej czas retencji (2.7 min.). Zaproponowana struktura
chemiczna substancji K1 oraz prawdopodobne $ciezki jej fragmentacji przedstawione zostaty na
Rysunku 54.

OH O T - OHHO T -
o= OH o= —0
-H,0 -CO,
H,C - HyC - >
[0F— OH
// (o]
miz221 © \_ M miz 239/ m/z 195
-H,0-CO, H -2 .CO, \ H 2CO, J
OH T - T -
o= H3C %
HaC o= OH HsC
OH m/z 151
o= OH
miz 177 y© H.O
(e} Rl OH
J m/z151

HaC -H
5 m/z 133 HsC T
& m/z 107

Rysunek 54. Struktura chemiczna zwigzku K1 oraz jego prawdopodobne $ciezki fragmentacji..
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Zwiazek oznaczony symbolem K2 wykryty zostat w ekstrakcie dopiero po 168 godzinach
naswietlania. W widmie mas tego zwigzku widoczny jest jon pseudoczasteczkowy o wartosci
m/z 253 oraz jony fragmentacyjne m/z: 209 [M-H-CO,], 191 [M-H-CO,-H,0], 165
[M-H-2CO,],, 147 [M-H-2CO,-H,0], 137 [M-H-2CO,-CO], 121 [M-H-3CO,], 103
[M-H-3CO,-H,0]". Sygnaly o warto$ciach m/z 209, 165 i 121 maja najwyzsza intensywno$¢
itworza si¢ w wyniku sukcesywnej dekarboksylacji. Znajomo$¢ doktadnej masy
monoizotopowej tego zwigzku oraz uzyskane widma MS/MS umozliwity ustalenie struktury
chemicznej produktu K2 (Tab. 27).

Kolejne zwigzki K3 i K4 wykryte zostaly dopiero po 168 godzinach ekspozycji na
promieniowanie. Zwiazek K3 utworzytl si¢ z kwasu karminowego (m/z 491) w wyniku
utlenienia glukozy do kwasu glukuronowego (m/z 505). W widmie jego mas, poza
charakterystycznymi dla antrachinonow reakcjami fragmentacji (odszczepienie czasteczek CO,,
fragmentacyjny %*X o wartoci m/z 299 powstaje w wyniku rozerwania wiazan 0 i 1 w obrebie
pier§cienia kwasu glukuronowego. Jon ten ulega dalszej fragmentacji polegajacej na odejsciu
neutralnych czasteczek CO oraz CO,, tworzgc jony o wartosciach m/z 255 i m/z 227. Struktura

chemiczna zwigzku K3 oraz jego $ciezki fragmentacji przedstawione zostaty na Rysunku 55.
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HO,

HO

m/z 443 OH

m/z 417

OH

m/z 255 D Hs miz 227

HO OH

Rysunek 55. Struktura chemiczna oraz zaproponowane $ciezki fragmentacji zwigzku K3.

Ostatnim wykrytym produktem fotodegradacji jest zwigzek oznaczony symbolem K4. Powstaje
on najprawdopodobniej z kwasu karminowego w wyniku odejscia jednej grupy hydroksylowe;.
W widmie mas tego zwigzku widoczny jest intensywny sygnat jonu pseudoczasteczkowego
0 wartosci m/z 475 oraz jony fragmentacyjne m/z: 457, 431, 413, 341, 311, 283, 282 i 255
(Tab. 27). Sciezka fragmentacji tej substancji podobna jest do $ciezki fragmentacji kwasu
karminowego. Szczegolnie charakterystyczne sa przemiany zachodzace w obrgbie czasteczki
glukozy, znane w literaturze jako rozpady °'X, ®*X, °3X. Polegaja one na sukcesywnym
odejsciu czasteczek CsHgOs (148 Da), C4HgO4 (120 Da) oraz C3HOs (90 Da). Na Rysunku 56
przedstawiona zostata zaproponowana struktura chemiczna produktu K4 oraz prawdopodobne

$ciezki jego fragmentacji.
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CHjy

m/z 413 OH

-Cco,

OH

HO,

m/z 283
m/z 431

-CO

m/z 255 1z 311
m/z
m/z 282 OH

Rysunek 56. Struktura chemiczna oraz zaproponowane $ciezki fragmentacji zwigzku K4.
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Tabela 27. Dane spektrochromatograficzne produktow fotodegradacji zidentyfikowanych w ekstrakcie z
koszenili.

. Masa . ;
tr [M-H]- Jony fragmentacyjne monoizotopowa Blad Wz6r sumaryczny |

Pik min m/z m/z Da ppm strukturalny

221 [M-H-H,0] CioH707
195 [M-H-CO,] He
177 [M-H-CO2-H,0] o
151 [M-H-2C0.] 239.0202 -2.09 o y
133 [M-H-2C0,-H,0] oH

107 [M-H-3CO,] -

K1 2.7 239

209 [M-H-CO,]
191 [M-H-CO,-H,0] O CHy O
165 [M-H-2CO,]
K2 4.2 253 147 [M-H-2C0O,-H,0] 253.9991 0.79 Ho ‘ ?
137 [M-H-2CO,-COJ HO °
121 [M-H-3CO,]" &l
103 [M-H-3CO,-H,0]

487 [M-H-H,0
461 [M-H-CO,]
443 [M-H-CO,-H,0]
K3 9.7 505 417 [M-H-2CO,] 505.0621 0.59
299 [**X-H-CO,]"
255 [**X-H-2C0,]
227 [**X-H-2C0,-COJ

457 [M-H-H,0T
431 [M-H-CO,]
413 [M-H-CO,-H,0T
341 [**X-H-CO,]
311 [**X-H-CO,]
283 [**X-H-CO,]"
282 [**X-H-CO,]"
255 [**X-H-CO,-COJ

K4 10.2 475 475.0882 0

Produkty fotodegradacji w ekstrakcie z jagody perskiej

W ekstrakcie z jagody perskiej poddanym ekspozycji na promieniowanie
zidentyfikowane zostaly cztery nowe produkty. Zwiazek Jag4 pojawit si¢ juz po 6 godzinach
naswietlania, z kolei substancje Jagl, Jag2 i Jag3 wykryte zostaty dopiero po 38 godzinach.
W widmie mas zwigzku Jag4 widoczny jest jon pseudoczasteczkowy o wartosci m/z 183 wraz
z jonami fragmentacyjnymi m/z: 165, 139, 121 tworzacymi si¢ W wyniku utraty odpowiednio
czasteczki wody, dwutlenku wegla oraz ponownie wody. Jony o warto$ciach m/z 150 oraz 124
wskazuja odpowiednio na odejscie rodnika metylowego i czasteczki wody [M-H-H,O-CH;]™
oraz dwutlenku wegla i rodnika metylowego [M-H-CO,-CHs]". Jest to charakterystyczna
reakcja fragmentacji zwigzkow zawierajacych w swojej strukturze grupy metoksylowe. Zwigzek
Jag4 zidentyfikowany zostat jako metoksylowa pochodna kwasu galusowego (Tab. 28).
Substancja Jagl eluowata z kolumny chromatograficznej jako pierwsza. W jej widmie mas
obecny jest jon pseudoczasteczkowy o wartosci m/z 197 oraz jony fragmentacyjne m/z: 169,
153, 151, 133, 125 i 109 powstate w wyniku utraty czasteczek tlenku wegla, dwutlenku wegla
oraz wody. Jony o warto$ciach m/z 153 i 109 tworzace si¢ w wyniku utraty czasteczek

dwutlenku wegla $wiadcza o obecnosci dwoch grup karboksylowych. Substancja ta
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zidentyfikowana zostata jako kwas dihydroksyftalowy. Kolejny produkt fotodegradacji Jag2
posiada widmo mas, w ktorym widoczny jon pseudoczasteczkowy m/z 153 oraz jeden glowny
jon fragmentacyjny o wartosci m/z 109. Tworzy si¢ on w wyniku dekarboksylacji jonu
macierzystego. Zwiazek Jag2 to kwas dihydroksybenzoesowy. Zostal on rowniez wykryty
w XVI-wiecznych tkaninach barwionych ekstraktem z jagody perskiej [133]. W widmie mas
zwiazku Jag3 widoczna jest charakterystyczna dla C-glukozydow $ciezka fragmentacji. Jon
macierzysty o wartosci m/z 393 ulega fragmentacji w wyniku utraty 90 Da i 120 Da tworzac
odpowiednio jony potomne o warto$ciach m/z: 303 %*X" i 273 %2X". Widoczne sa rowniez jony
m/z: 245 [**X-H-COJ, 231 [M-H-Glu], 203 [M-H-Glu-CO] oraz [M-H-Glu-CO,]". Zwiazek
ten posiada maksima absorpcji przy dtugosciach fali 255 i 300 nm. Analiza QTOF pozwolita na
wyznaczenie dokladnej masy tego zwigzku i ustalenie jego wzoru sumarycznego (Tab. 28).

Niestety nie udato si¢ jednak okresli¢ jego struktury chemiczne;.

Tabela 28. Dane spektrochromatograficzne produktow fotodegradacji zidentyfikowanych w ekstrakcie z

jagody perskiej.
t [M-HT Jony fragmentacyjne Masa Blad Wzér sumaryczny i
Pik 2 yirag Yl monoizotopowa 2 ZOr Sumaryczny
min m/z m/z Da ppm struktura
CgHsOs
169 [M-H-COJ on
153 [M-H-CO,] HO
Jagl 3.6 197 151 [M-H-CO-H,0] 197.0088 2.03
133 [M-H-CO-2H,0] 0
125 [M-H-CO,-COJ o
109 [M-H-2CO,J" o o
C7HeO6
o
Jag2 47 153 109 [M-H-CO,] 153.0190 1.96 ) %\CEDH
OH
0,3y/-
ggg 0,2;((- Ci19H2209
JagS 8.0 393 245 [O’ZX-H-CO]-, 393.1185
231 [[M-H-Glu]’ 2
203 [M-H-Glu-COJ"
187 [M-H-Glu-CO,]
165 [M-H-H,0]
150 [M-H-H,0-CH3]" CaHsOs
Jagd 10.1 183 139 [M-H-CO,] 183.0299 0.54 " C/O o
124 [M'H'COZ'CH3]J {0}
121 [M-H-CO,-H,0] r
109 OH OH

Produkty fotodegradacji w roztworze purpuryny i ekstrakcie kraplaku

W roztworze purpuryny jak i ekstrakcie kraplaku, ktore poddane zostaty ekspozycji na
promieniowanie UV zidentyfikowano jeden produkt fotodegradacji. Zwigzek Purl pojawit si¢
po 48 godzinach naswietlania. W widmie mas tego zwigzku obecny jest jon

pseudoczasteczkowy o wartosci m/z 165 wraz z jonem fragmentacyjnym m/z 121, tworzacym
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si¢ w wyniku utraty dwutlenku wegla (Rys.57). Substancja Purl zidentyfikowana zostata jako
kwas ftalowy, powstaty prawdopodobnie w wyniku utlenienia czasteczki purpuryny. Zwiazek
ten zostal juz zidentyfikowany jako produkt fotodegradacji zwiazkow nalezacych do grupy
antrachinon6éw [134-135].
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Rysunek 57. Widmo mas i zaproponowana struktura chemiczna zwiazku Purl.

Produkty fotodegradacji w roztworze kwercetyny

W roztworze kwercetyny wykryte zostaly trzy produkty fotodegradacji. Pierwszy
zidentyfikowany produkt Q1 pojawit si¢ po 24 godzinach naswietlania. W jego widmie mas
widoczny jest jon pseudoczasteczkowy m/z 197 wraz z jonami fragmentacyjnymi o wartos$ciach
m/z: 179 [M-H-H,0] oraz 153 [M-H-CO,]". Intensywnosci tych sygnatow sa porownywalne.
W widmie mas obecne sa rowniez sygnaly o mniejszej intensywnosci, ktore tworzg sie
w wyniku odczepienia czgsteczek tlenku wegla czy tez karbenu. Na podstawie Sciezki
fragmentacji i doktadnej masy monoizotopowej zwigzek ten zostal wstepnie zidentyfikowany
jako kwas okso-trihydroksyfenylooctowy (Tab. 29). Substancja wymywana z kolumny
chromatograficznej w czasie 9.8 min. oznaczona zostata symbolem Q2. Powstala ona
najprawdopodobniej w wyniku utlenienia czasteczki kwercetyny powodujac przy tym rozpad
pierécienia C. W widmie mas tego zwigzku widoczny jest jon deporotonowanej czgsteczKi
0 wartosci m/z 317, ktéry ulega fragmentacji dajac jony m/z: 299 [M-H-H,0], 273 [M-H-CO,]
, 271 [M-H-H,0-COJ], 255 [M-H-H,0-CO;], 231 [M-H-CO,-C,H,0] oraz 207 i 191.
Szczegodlnie charakterystyczne sg jony m/z 191 i 207 tworzace si¢ W wyniku odszczepienia
odpowiednio pierscieni A i B. Ostatnim zidentyfikowanym produktem degradacji kwercetyny
jest zwigzek Q3. Warto$¢ jego jonu pseudoczasteczkowego (m/z 299) jest mniejsza jedynie
02Da od jonu kwercetyny. Substancja ta powstala w wyniku utlenienia dwoch grup
hydroksylowych (prawdopodobnie w pierscieniu B) analizowanego flawonoidu. Wskazuje na to

obecnosé jonu m/z 151 A" tworzacego si¢ W wyniku przegrupowania RDA w obrebie
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pierscienia C czasteczki Q3. Zwiazki te byly juz opisane w literaturze jako produkty
fotodegradacji kwercetyny [136]. Czasy retencji, warto$ci m/z jonu pseudoczasteczkowego
i jonow fragmentacyjnych, wzory sumaryczne i struktury produktéw fotodegradacji kwercetyny

przedstawione sa w Tabeli 29.

Tabela 29. Dane spektrochromatograficzne produktow fotodegradacji zidentyfikowanych w roztworze
kwercetyny.

Pik tr [M-H] Jony fragmentacyjne mono'?ggfgpowa Blad Wz6r sumaryczny i struktura
min m/z m/z Da ppm chemiczna
179 [M-H-H,0]
169 [M-H-COJ CsHsOs
153 [M-H-CO,]
Q1 9.0 197 137 [M-H-H,0-C,H,0] 197.0088 2.03 He oy
125 [M-H-CO,-COJ o
109 M-H-H,0-C,H,0- &b
cor
299 [M-H-H,0]
273 [M-H-COy]
271[M-H-H,0-COJ CisH100s
255 [M-H-H,0-CO,| .
Q2 9.7 317 245 [M-H-CO,-COJ 317.0301 0.63 O o, 0 oH
227 [M-H-H,0-CO-CO,] HO O
217 [M-H-CO,-2COJ o /[
207 [M-H-110] on
191 [M-H-126]°
271 [M-H-CO] CsHs0r
03 106 299 255 [M-H-CO,]

243 [M-H-2CO]
151 B°A

299.0200 -1.00 °:

Produkty fotodegradacji w ekstrakcie indygo (indygowiec barwierski i urzet barwierski).

Niebieskie ekstrakty z indygowca i urzetu barwierskiego naswietlane byty przez
1 godzing, a probki pobierano w 10 minutowych odstgpach. Zaobserwowano bardzo szybka
zmiang barwy tych ekstraktow, o obrazujg zdjecia na Rysunku 58.
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Rysunek 58. Zdjecia a) fotoreaktora w trakcie naswietlania ekstraktu indygo oraz probek ekstraktow
pobieranych w 10 minutowych odstgpach b) z urzetu barwierskiego i ¢) z indygowca barwierskiego.

W préobee ekstraktu z indygowca barwierskiego zidentyfikowanych zostato pig¢ produktow

fotodegradacji, natomiast w ekstrakcie z urzetu wykryto tylko jeden (Tab. 30).

Tabela 30. Dane spektrochromatograficzne produktow fotodegradacji zidentyfikowanych w ekstrakcie z
indygowca barwierskiego.

Pik tr [M-H] Jony fragmentacyjne Masa monoizotopowa Blad Wzér
min m/z m/z Da ppm sumaryczny
C3H4N02
v
In1 9.4 146 118 [M-H-CQO] 146.0243 2.74 @70
o
C3H4NO3
N. /o
In2 10.1 162 118 [M-H-CO,] 162.0191 3.08 Q;;/
o
[e]
C3H5N03
136 [M-H-CO] o
In3 11.2 164 120 [M-H-CO,] 164.0350 1.83 .
NH, O
CgHgNO3
0. /o
In4 11.9 178 134 [M-H-CO,] 178.0507 1.68 o
CH,
CyHsNO,4
176 [M-H-H,0] o o
In5 147 194 162 [M-H-CH;OH]' 194.0455 2.06 s
150 [M-H-CO,] O\‘(NH

118 [M-H-CH;OH-CO,]"
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W obu ekstraktach zaobserwowano szybki rozktad indygotyny. W ekstrakcie z indygowca
barwierskiego juz po 10 minutach byta ona niewykrywalna, z kolei w ekstrakcie z urzetu jej
zawarto$¢ zmniejszylta si¢ o 70%, a po 20 min. ulegta catkowitej degradacji. Glownym
produktem fotodegradacji wykrytym w obu ekstraktach jest izatyna Inl. W jej widmie mas
widoczny jest jon pseudoczgsteczkowy o wartosci m/z 146 oraz jon fragmentacyjny m/z 118
powstaly w wyniku utraty czasteczki tlenku wegla. Stezenie izatyny poczatkowo Wwzrastato

W miare nas§wietlania, jednakze po 20 minutach zaczeto stopniowo sie¢ zmniejsza¢ (Rys. 59).

izatyna

600
5 500 = —
a [ .
o
@ 400 / \
-Ff 300 - indygowiec
5 / barwierski
£ 200 —F
% /\ === urzet barwierski
2 100 /

o
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czas naswietlania [min]

Rysunek 59. Wykres przedstawiajacy zmiany stezenia izatyny w obu ekstraktach indygo w trakcie ich
naswietlania.

Kolejnym wykrytym produktem fotodegradacji jest zwiazek In2, w ktéorego widmie mas
obserwuje si¢ jon pseudoczasteczkowy m/z 162 oraz jon fragmentacyjny m/z 118 powstaty
w wyniku odejécia czasteczki CO,. Zaproponowana struktura chemiczna substancji In2
przedstawiona zostala w Tabeli 30. W widmie mas zwiazku In3 0 masie jonu
pseudoczasteczkowego m/z 164 obserwuje si¢ jony fragmentacyjne m/z 136 [M-H-COJ i 120
[M-H-CO,]. Masie tej odpowiada wzér sumaryczny CgHgNOz; i moze to by¢ kwas
2-aminofenylo-1-oksooctowy. Substancja In4 o masie czasteczkowej 179 Da ulega
fragmentacji w wyniku odejécia dwutlenku wegla tworzac jon o wartosci m/z 134. Substancjg tg
jest przypuszczalnie kwas 2-(acetyloamino)benzoesowy. Ostatnim produktem fotodegradacji
zidentyfikowanym w ekstrakcie z indygowca barwierskiego jest zwigzek In5. W jego widmie
mas widoczny jest jon pseudoczasteczkowy m/z 194 (CgHgNO,, btad pomiaru 2.06 ppm) oraz
jony fragmentacyjne o wartosciach m/z 176, 162, 150 i 118. Jony te tworzg si¢ W wyniku
odejécia odpowiednio czasteczki wody, metanolu, dwutlenku wegla oraz metanolu wraz z
dwutlenkiem wegla. Wszystkie zidentyfikowane produkty fotodegradacji indygo znane sg juz w
literaturze [137].

W ekstrakcie z urzetu barwierskiego, oprocz indygotyny, obecne sa takze $ladowe ilosci
indyrubiny, apigeniny oraz chryzoeriolu. Stezenia tych substancji zmniejszaly sie w trakcie

na$wietlania, a po 30 minutach nie byly juz one wykrywalne.
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8.2.Identyfikacja produktow fotodegradacji barwnikéw w farbach

Fotodegradacji poddane zostaty farby wykonane z rezedy zottawej, kraplaku, lac dye,

koszenili, jagody francuskiej, janowca barwierskiego i drzewa brazylijskiego. Farby te okazaty
si¢ by¢ wysoce fotostabilne. Jedynie w tych na bazie ekstraktu z drzewa brazylijskiego oraz lac
dye zaobserwowano zauwazalne zmiany w sktadzie substancji barwiacych. W farbie z drzewa
brazylijskiego wyraznie wzrastato stgzenie urolityny (zwigzku typu C), ktéra obecna byta
rowniez w probce farby nie poddanej sztucznemu naswietlaniu. Tworzyla si¢ ona juz
najprawdopodobniej na etapie dlugotrwalego suszenia farby na powietrzu z dostepem $Swiatla.
Stezenie tego zwigzku wzrosto trzykrotnie po dwoch tygodniach ekspozycji na promieniowanie
lampa ksenonowa, z kolei stezenie brazyleiny oraz protosappaniny B nieznacznie si¢
zmniejszylo.
W ekstrakcie farby na bazie lac dye po dwoch tygodniach naswietlania utworzyt si¢ zwigzek
Lacl o masie czasteczkowej 553 Da. Zwiazek ten wykryty zostal rowniez w ekstrakcie tego
barwnika poddanemu procesowi fotodegradacji, jak i w ekstrakcie z wtdkna pochodzacego
z XVI-wiecznego kobierca (Rozdz. 7.1.1i 8.1).
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9.

Podsumowanie i wnioski koncowe

W ramach badan naukowych prowadzonych w trakcie Studium Doktoranckiego

zrealizowano nastgpujace zadania badawcze:

Opracowana zostata metoda izolacji i identyfikacji substancji barwigcych obecnych
w surowcach barwierskich, historycznych farbach artystycznych oraz tkaninach.
Optymalizacja metody izolacji barwnikéw organicznych polegata na doborze takich
parametréw jak: rodzaj ekstrahenta i jego st¢zenie, czas pracy tazni ultradzwigkowej,
temperatura procesu ekstrakcji oraz sposob oczyszczania analizowanych probek. Wybor
odpowiedniego ekstrahenta umozliwiajacego izolacje barwnikow okazal si¢ parametrem
kluczcowym i majacym zasadniczy wplyw na ich prawidlowa identyfikacje. Kwas
fluorowodorowy okazat si¢ by¢ ekstrahentem najbardziej efektywnym w izolacji
barwnikow nalezacych do roznych klas zwigzkéw. Umozliwia on ich izolacj¢
w niezmienionej formie. Oczyszczanie ekstraktow z wykorzystaniem techniki SPE okazato
si¢ etapem niekorzystnym, ze wzgledu na straty substancji barwigcych o wysokiej
polarnosci. Etap ten uznany zostat za zb¢dny z uwagi na ograniczone ilosci dostgpnych
probek historycznych. Ogélny schemat izolacji barwnikow z farb, wtokien, jak i surowcow
barwierskich przedstawiony zostat na Rysunku 60. Kolorem zottym zaznaczono parametry,
ktore okazaly si¢ by¢ optymalnymi. W wyniku przeprowadzonych eksperymentow
opracowana zostala uniwersalna metoda izolacji substancji barwigcych z r6znego typu

matryc.

SPOSOB
0OCZYSZCZANIA
PROBKI

SPE

CZAS PRACY tAZNI

DOBOR STEZENIA ULTRADZWIEKOWE)
KWASU

2M
4M
8M

WYBOR
EKSTRAHENTA

Kwas solny 0 min

5 min

Analiza
HPLC-DAD-MS

Odparowanie w

strumieniu azotu

Odwirowanie od
statych pozostatosci

Kwas mrowkowy
WES
fluorowodorowy

15 min
30 min

Rysunek 60. Og6lny schemat izolacji substancji barwiacych.

Zoptymalizowane zostaly parametry pracy uktadu chromatograficznego oraz spektrometru
mas umozliwiajace rozdzielenie substancji barwigcych na pojedyncze sktadniki i ich
detekcje. Optymalizacji poddane zostaty takie parametry jak: program elucji, temperatura
kolumny, objetos$¢ nastrzyku, sktad fazy ruchomej oraz warunki pracy spektrometru mas.

Opracowana metodyka analityczna zastosowana zostala w pierwszym etapie do
identyfikacji substancji barwigcych obecnych w roznego typu surowcach barwierskich.
Uzyskane dane spektrochromatograficzne stanowia swego rodzaju ,.chemiczne odciski

palca” badanych ekstraktow. Wsérod analizowanych surowcoéw barwierskich znalazty sig:
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janowiec barwierski, galasowki, kurkuma, trzy odmiany marzanny barwierskiej, krokosz
barwierski, koszenila, drzewo brazylijskie, kampesz, urzet barwierski, indygowiec
barwierski, rezeda zottawa oraz jagoda perska. W surowcach tych zidentyfikowanych
zostato kilkadziesigt substancji barwiacych nalezacych do réznych klas zwigzkow.
Otrzymane widma mas i widma UV-Vis zgromadzone zostaly w bibliotece utworzonej
w oprogramowaniu NIST MS Search oraz Agilent.ChemStation. Dane te utatwiajg analize
probek o0 nieznanym sktadzie.

Szczegotowej analizie spektrochromatograficznej poddane zostaty réwniez probki pobrane
z tubek farb i palet malarskich Jana Matejki, Leona Wyczotkowskiego i Jacka
Malczewskiego oraz obrazow Jozefa Pankiewicza (Targ na kwiaty przed kosciolem SW.
Magdaleny w Paryzu, Lato, Woz z sianem), Maksymiliana Gierymskiego (Studium konia
kasztana) i Henryka Siemiradzkiego (Pochodnie Nerona, Przyszte ofiary Koloseum,
Cyganka, Pétakt kobiety, Z wiatykiem, Chrystus i Samarytanka, U Zrédia, Odpoczynek),
Marcelego Bacciarellego (Portret Stanistawa Augusta Poniatowskiego w stroju
koronacyjnym). W materiatach malarskich tych artystow zidentyfikowane zostaty
substancje barwigce wystgpujace naturalnie w marzannie barwierskiej, koszenili, rezedzie
z6ttawej, z6tcieni indyjskiej, indygo, galasowkach oraz jagodzie perskiej.

Przebadane zostaly takze probki wiokien pochodzacych ze $redniowiecznego arrasu oraz
XVI-wiecznego kobierca. Na podstawie uzyskanych wynikow ustalono, ze do barwienia
wiokien na kolor zotty i pomaranczowy zastosowane zostaty ekstrakty z rezedy zottawej
oraz drzewa brazylijskiego i perukowca podolskiego; do uzyskania czerwonej i fioletowej
barwy nici uzyto ekstraktow lac dye oraz marzanny barwierskiej; natomiast niebieskie
wiokna farbowane byly wyciagiem z indygo; w celu uzyskania barwy zielonej uzyto
mieszaning indygo i rezedy zottawej; z kolei barwe brazowa widkien osiggnieto W wyniku
ich kapieli w wyciagu z rezedy i tanin.

Z wykorzystaniem technik SEM-EDS oraz FT-IR przeprowadzone zostaly takze badania
morfologii wtokien oraz sktadu zapraw barwierskich oraz lakow barwnych.
Przeprowadzono proces fotodegradacji naturalnych substancji barwigcych. W tym celu
ekstrakty surowcoOw barwierskich oraz farby modelowe poddano naswietlaniu lampa
ksenonowa emitujacg skondensowane promieniowanie, ktorego zakres pokrywa si¢
z zakresem promieniowania stonecznego. Badania prowadzone byly w fotoreaktorze
SUNTEST XLS. Fotodegradacji poddane zostaty ekstrakty z drzewa brazylijskiego, rezedy
z6ttawej, jagody francuskiej, koszenili, lac dye, janowca barwierskiego oraz marzanny
barwierskiej. Farby malarskie charakteryzowaty si¢ znacznie wigksza fotostabilnoscia niz
ekstrakty surowcow barwierskich. Jedynie w farbach na bazie drzewa brazylijskiego oraz
lac dye zaobserwowano niewielkie zmiany w ich sktadzie. W obu farbach wykryto po

jednym produkcie fotodegradacji. W farbie z drzewa brazylijskiego zidentyfikowano
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urolityne, natomiast w farbie z lac dye pochodng kwasu lakkainowego A z dodatkowa grupe
hydroksylowa. W ekstraktach surowcéw barwierskich zidentyfikowano szereg produktow
fotodegradacji. W ekstrakcie z rezedy zottawej wykryto dwa produkty rozktadu glukozydu
luteoliny o masach czasteczkowych 340 i 222 Da. Z kolei w wyciagu z koszenili wykryto
cztery nowe zwiazki. W ekstrakcie z jagody perskiej juz po szesciu godzinach naswietlania
pojawit si¢ pierwszy produkt fotodegradacji, a po 38 godzinach wykryto kolejne trzy.
Dwudziestoczterogodzinna ekspozycja roztworu kwercetyny na promieniowanie
spowodowala utworzenie si¢ trzech produktéow rozktadu tej substancji. Roztwér indygo
okazal si¢ by¢ najmniej odporny na promieniowanie. Juz po 10 minutach zaczat blaknac,
a po 60 minutach ulegl praktycznie catkowitemu odbarwieniu. W ekstrakcie tym wykryto
pie¢ produktéw rozktadu indygotyny. Wigkszosci nowopowstatym zwigzkom udato si¢
przypisac¢ struktur¢ chemiczng oraz zaproponowac Sciezki ich fragmentacji. W rezultacie
zidentyfikowano i zaproponowano struktur¢ chemiczng ponad dwudziestu zwigzkoéw
powstatych w wyniku naturalnego lub wymuszonego procesu fotodegradacji. Kilka z nich
zostalo juz opisanych w literaturze, co potwierdza poprawno$¢ opracowanej metodyki.
Pozostale produkty fotodegradacji zidentyfikowane zostaly po raz pierwszy. Dwie
substancje powstale w wyniku sztucznego naswietlania wykryte zostaly takze w wtoknach

historycznych tkanin.

Zrealizowane cele badawcze pozwolity na utworzenie uniwersalnej metody izolacji
i identyfikacji réznego typu barwnikow organicznych oraz produktow ich fotodegradacji.
Wyniki analiz stanowig cenne informacje dla szerokiemu grona specjalistow zajmujacych si¢
dzietami sztuki. Wiele z nich zostalo juz wykorzystanych przez kustoszy do opracowania

katalogow muzealnych oraz do wdrozenia odpowiedniej procedury konserwatorskiej.
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Rysunek S. 3. Chinizaryna (m/z 239).
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Rysunek S. 11. Apigenina (m/z 269).
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Rysunek S. 15. Kemferol (m/z 285).

132


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

x103

135.0

285.0
*

m I}Ud: ‘ L

80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Rysunek S. 16. Fisteina (m/z 285).

151.0030

3 1739983
133.0291 196.9849
24 112.0405

N L
o) Ll
0 1o 1o 120 10 1o 1m0 60 170 ho %0 200 200 2o 250 200 280 200 20 200 2% 3k
Counts vs. Mass4o-Charge (m/z)

2191398 2410505 2570448

M. \;.I\IJ . [ T |lh. .Ill_

163.0029

PRI 1 1 PR [CORPUYORYIP NP T I

Rysunek S. 17. Luteolina (m/z 285).

x10%

1.3 +284.0355
12
1.1

03
03
05
044 256.0381
0.3
024
014 199.0008 227.0353 2430287
0 L L I

10 120 130 140 1m0 160 170 130 150 200 200 20 230 240 250 260 o B0 250 o 30 o 3W
Courts vs. Masso-Charge (m/z)

299.0568
*

Rysunek S. 18. Chryzoeriol (m/z 299).
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133


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

6 255.1000
5 oH
o
: !
= 7
sf o
é OH
21
226.9000
183.2000 299.0000
A | !

T T - T T T T T T T T T T T T T T - T T T T T T T T T T T T T T
175 180 185 190 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300 305 310 315
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Rysunek S. 20. Pseudopurpuryna (m/z 299).

4 173.7000 280.7000
o1 1025000 124.8000 1448000 } it 204.8000  225.0000 252.8000 | [,

90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Rysunek S. 21. Hemateina (m/z 299).

x10%

1.84 1510040
1.6
14 ° O
1.24 i O \

1 2319824

089 1785983

0.64 121.0298 301.0360
*

0.4 165.9731
273.0411

02 139.0765 [ 195, 1087 2450465
wll Ll | il L I

0 1o 120 130 %0 150 180 170 180 1% 200 2l0 20 2% 280 20 200 20 200 2% o0 o 3k
Counts vs. Massto-Charge: (m/2)

Rysunek S. 22. Kwercetyna (m/z 301).
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Rysunek S. 26. Ramnetyna (m/z 315).
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Rysunek S. 27. Niezidentyfikowany zwigzek obecny w ekstrakcie z marzanki barwierskiej (m/z 315).
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Rysunek S. 28. Produkt rozpadu polimeru kwasu galusowego (m/z 321).
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Rysunek S. 30. O-glukozyd chryzyny (m/z 415).
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Rysunek S. 31. O-glukozyd genisteiny (m/z 431).
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Rysunek S. 32. 7-O-glukozyd apigeniny (m/z 431).
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Rysunek S. 33. C-glukozyd apigeniny (m/z 431).
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Rysunek S. 34. O-glukozyd genisteiny (m/z 431).
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Rysunek S. 35. O-glukozyd luteoliny (m/z 447).
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Rysunek S. 36. 7-O-glukozyd luteoliny (m/z 447).
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Rysunek S. 37. C-glukozyd luteoliny (m/z 447).
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Rysunek S. 38. 4’-O-glukozyd luteoliny (m/z 447).

138


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

X108
114 *300,0291

0.5 CHjy
084 HO

074
064
054
044
0.3

0.24
151.0035 7
014 211.0409 71835
| Ll

0 I\
900 150 200 250 300 350 400 450 500 550 GO0 G50 700 750 BOD 850 900 850 1000
Courts vs. Massto-Charge (m/z)

Rysunek S. 39. O-ramnozyd kwercetyny (m/z 447).
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Rysunek S. 40. O-glukozyd luteoliny (m/z 447).
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Rysunek S. 41. Hydroksysafflor pomniejszony o czgsteczke glukozy (m/z 447).
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Rysunek S. 42. O-glukozyd chryzoeriolu (m/z 461).
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Rysunek S. 43. C-glukozyd chryzoeriolu (m/z 461).
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Rysunek S. 44. Kwas lakkainowy E (m/z 494).
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Rysunek S. 45. Kwas lakkainowy B (m/z 495).

x10 6

0.8

0.6+

044

0.2

o

201.9000
158.9000

230.9000 275.1000

497.0000
*

Rysunek S. 46. Niezidentyfikowany zwiazek obecny w ekstrakcie z marzanki barwierskiej (m/z 497).
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Rysunek S. 47. C-glukozyd pochodnej chryzoeriolu z trzema dodatkowymi grupami metylowymi (m/z
503).
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Rysunek S. 48. Kwas ksantolakkainowy A (m/z 520).
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Rysunek S. 50. Kwas lakkainowy A (m/z 536).
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Rysunek S. 51. Kwas lakkainowy C (m/z 538).
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Rysunek S. 52. Prymwerozyd rubiadyny (m/z 547).
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Rysunek S. 53. C-diglukozyd apigeniny (m/z 593).
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Rysunek S. 54. O-glukozo-ramnozyd kemferolu (m/z 593).

142


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

144 593.0000
-

0.8
0.6

047

255.0000 54p.1000

299.2000

0.2+

0- T T T T T T ! T T ”\ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740 760
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Rysunek S. 55. Prymwerozyd pseudopurpuryny (m/z 593).
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Rysunek S. 56. Prymwerozyd nieznanego antrachinonu obecny w ekstrakcie z marzanki barwierskiej
(m/z 593).
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Rysunek S. 57. O-diglukozyd kemferolu (m/z 609).
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Rysunek S. 58. O-ramnozo-glukozyd kwercetyny (m/z 609).
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Rysunek S. 59. O-diglukozyd luteoliny(m/z 609).
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Rysunek S. 60. Prymwerozyd nieznanego flawonoidu obecny w ekstrakcie z marzanki barwierskiej (m/z

609).
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Rysunek S. 61. 3°,7-diglukozyd luteoliny (m/z 609).
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Rysunek S. 62. Hydroksysafflor A (m/z 611).
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Rysunek S. 63. O-ramnozo-glukuronid kwercetyny (m/z 623).
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Rysunek S. 64. 3-O-ramnozo-glukozyd ramnetyny (m/z 623).
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Rysunek S. 65. O-ramnozo-glukozyd ramnazyny (m/z 637).
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Rysunek S. 66. O-diramnozo-glukozyd kemferolu (m/z 739).
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Rysunek S. 67. O-diramnozo-glukozyd kwercetyny (m/z 755).

344 315.0508

800

7682191
2384 *

064 623.1611
4771018
0.2
L |

850 9o

350

1000

1we 150 200 250 300 350 4o 450 500 550 GOD 650 700 750
Courts vs. MasstoCharge {m/z)

Rysunek S. 68. O-diramnozo-glukozyd ramnetyny (m/z 769).
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Rysunek S. 69. O-diramnozo-glukozyd ramnazyny (m/z 783).
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Rysunek S. 70. Produkt rozpadu polimeru kwasu galusowego (m/z 787).
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Rysunek S. 71. Produkt rozpadu polimeru kwasu galusowego (m/z 939).

PRODUKTY FOTODEGRADACIJI SUBSTANCJI BARWIACYCH
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Rysunek S. 72. Produkt fotodegradacji Rez1 (m/z 221).
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Rysunek S. 73. Produkt fotodegradacji Rez2 (m/z 339).
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Rysunek S. 74. Produkt fotodegradacji K1 (m/z 239).
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Rysunek S. 75. Produkt fotodegradacji K2 (m/z 253).
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Rysunek S. 76. Produkt fotodegradacji K3 (m/z 505).
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Rysunek S. 77. Produkt fotodegradacji K4 (m/z 475).
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Rysunek S. 78. Produkt fotodegradacji Jagl (m/z 197).
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Rysunek S. 79. Produkt fotodegradacji Jag2 (m/z 153).
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Rysunek S. 80. Produkt fotodegradacji Jag3 o nieznanej strukturze (m/z 393).
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Rysunek S. 81. Produkt fotodegradacji Jag4 (m/z 183).
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Rysunek S. 82. Produkt fotodegradacji Q1 (m/z 197).
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Rysunek S. 83. Produkt fotodegradacji Q2 (m/z 317).
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Rysunek S. 84. Produkt fotodegradacji Q3 (m/z 299).
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Rysunek S. 85. Produkt fotodegradacji In1 (m/z 146).
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Rysunek S. 86. Produkt fotodegradacji In2 (m/z 162).
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Rysunek S. 87. Produkt fotodegradacji In3 (m/z 164).
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Rysunek S. 88. Produkt fotodegradacji In4 (m/z 178).
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Rysunek S. 89. Produkt fotodegradacji In5 (m/z 194).
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