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Omdwienie osiggniec

Chemia analityczna jest dziedzing nauki z natury interdyscyplinarng. Charakter ten wynika nie
tylko z wykorzystywania w nowoczesnych technikach pomiarowych réznych zjawisk fizyko-
chemicznych, ale przede wszystkim z faktu udziatu chemii analitycznej w rozwoju wielu
dyscyplin naukowych. Trudno sobie wyobrazi¢c ochrone srodowiska, toksykologie czy
materiatoznawstwo bez obecnosci chemii analitycznej. A zatem z jednej strony wnosi ona
nowe elementy do metodologii badawczej, z drugiej zas nie moze istnie¢ bez praktycznych
zastosowan. Skutkiem tego chemia analityczna wkroczyta takie do $wiata sztuki,
odpowiadajgc na zapotrzebowanie zgtaszane przez przedstawicieli nauk humanistycznych, i
data tym samym poczatek nowej dziedzinie wiedzy jaka jest archeometria.

Jednym z najwiekszych wyzwan stojgcych przed wspdtczesnym muzealnictwem jest
systematyczne i powszechne stosowanie badan archeometrycznych w celu zgtebienia istoty
obiektéw, a nastepnie wykorzystania tak zdobytej wiedzy do przyblizenia ich masowemu
odbiorcy oraz ich ochrony. Stosowanie technik instrumentalnych do badania dziet sztuki wigze
sie jednak ze zmiang spojrzenia na przedmioty zabytkowe. Dotad byty one postrzegane jako
obiekty analizy historyczno-filologicznej, ktéra oddalata badaczy od przedmiotu badan,
pomijajac lub nie zauwazajac jego materialnego ksztattu. Rozwdéj nauk technicznych i metod
badawczych pozwolit na gtebsze wnikniecie w strukture przedmiotu i na zblizenie sie do jego
fizycznej istoty. Dzieto sztuki stato sie nie tylko swiadectwem stylu danej epoki, ale takze
odzwierciedleniem etapdéw rozwoju réznych technologii stosowanych przy jego tworzeniu.
Wspotczesne spojrzenie na obiekty dziedzictwa kulturowego pozwala zauwazy¢ nie tylko
poziom artystyczny, wartosSciujgcy jakos¢ dzieta, ale takie jego zaawansowanie
technologiczne, ktére czesto jest potwierdzeniem jakoSci warsztatowej, m.in. stosowanych
surowcow i materiatow poddawanych obrébce w procesie twdrczym. Tak wiec dzieto sztuki to
egzemplum technologiczne, zawierajgce w sobie, komplementarny wobec badan formalnych,
materiat analityczny, ktéry, przy zastosowaniu odpowiednich metod z zakresu archeometrii
oraz wtasciwej interpretacji wynikéw, pozwala na uzyskanie informacji waznych dla badacza
sztuki, konserwatora, historyka kultury materialnej lub technologa.

A zatem badania dziet sztuki nie ograniczajg sie obecnie do analizy historycznej badz
artystycznej wartosci dzieta. Zastosowanie nowoczesnych technik analitycznych do
identyfikacji barwnikdw w obiektach zabytkowych, a nastepnie konfrontacja otrzymanych
wynikéw z wiedzg historykdéw sztuki pozwalajg nie tylko na poznanie charakteru obiektu oraz
technologii jego produkgcji, ale takze na ustalenie zakresu prac konserwatorskich, okreslenie
jego wieku, pochodzenia czy autentycznosci (Rysunek 1).

Barwa — jako dopetnienie ksztattu — jest najistotniejszym sktadnikiem wrazen
wzrokowych. Stosowanie barwnikdow siega poczgtkow historii ludzkosci. Umiejetnos$¢ ta
rozwijata sie réwnolegle na wszystkich kontynentach®. Najcze$ciej uzywane byly preparaty
pochodzenia roslinnego, otrzymywane z korzeni, drewna, kory, lisci, kwiatéw, migzszu,
owocow, tupin, nasion oraz zywic, jednak zastosowanie znalazty réwniez niektére mieczaki,
owady, porosty oraz grzyby. Dominique Cardon w swojej ksigzce Natural dyes - sources,

LE. Trepka. Historia kolorystyki. Panstwowe Wydawnictwo Naukowe; 1960.
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tradition, technology, science (2007) wymienia ponad 600 réoznych gatunkéw organizméw
stanowigcych zrédto barwnikéw naturalnych na catym $wiecie?. Zawarte w nich zwigzki
barwigce to substancje organiczne w wiekszosci rozpuszczalne w wodzie, rozpuszczalnikach
organicznych lub ulegajace rozpuszczeniu w trakcie procesu barwienia, ktore posiadajg
zdolno$¢  intensywnej absorpcji i przeksztatcania energii promieniowania
elektromagnetycznego w zakresie $wiatta widzialnego3®. W$rdd nich mozna wyrdzni¢ m.in.
flawonoidy i antrachinony (oraz ich liczne O- i C-glikozydowe pochodne), chinochalkony,
naftochinony, alkaloidy, apokarotenoidy oraz kurkuminoidy, a takze prekursory indygoidéw
czy orsein. Jednak prawdziwa rewolucja w zakresie stosowania preparatéow barwigcych
dokonata sie w drugiej potowie XIX w., kiedy to do sprzedazy zostaty wprowadzone barwniki
syntetyczne. W krétkim czasie obok barwnikéw naturalnych pojawity sie setki nowych
preparatéw o nieosiggalnej dotychczas réznorodnosci barw, odcieni i wtasciwosci, chociazby
barwniki nitrozowe, azowe, difenylometanowe, trifenylometanowe, ksantenowe,
chinolinowe, azynowe czy tiazynowe.

Wybierajgc odpowiednig technike
analityczng do identyfikacji barwnikéw
organicznych musimy uwzgledni¢ nie
tylko specyfike i formg badanego obiektu,
ale takze jego kompozycje chemiczng i
nature komponentdéw. Zastosowanie
technik  nieinwazyjnych, takich jak
spektrofotometria w podczerwieni z
transformacjq fourierowska (ang. Fourier-
Transform Infrared Spectroscopy, FTIR)
czy spektroskopia Ramana, pomimo

Techniki swoich licznych zalet, w tym przypadku

analityczne nie zawsze pozwala uzyskaé

jednoznaczne wyniki. Z jednej strony

wyzwaniem jest rozrdznienie preparatéw

Rysunek 1. Technika HPLC-UV-Vis-MS o zblizonym skfadzie, czgsto

w badaniach archeometrycznych otrzymywanych z podobnych gatunkéw

roslin czy zwierzat, z drugiej zas

prawidtowa identyfikacja wszystkich sktadowych w przypadku mieszaniny barwnikéw.
Naprzeciw tym trudnosciom wychodzg techniki chromatograficzne fgczone z czutymi i
selektywnymi technikami detekcji, ktére to, mimo ze nalezg do technik niszczacych,
dostarczajg znacznie wiecej informacji na temat kompozycji wyekstrahowanych zwigzkéw
barwigcych przy bardzo niewielkiej ilosci materiatu niezbednej do pobrania z badanego
obiektu (rzedu mg, a nawet mniej). Najczesciej stosowana jest wysokosprawna
chromatografia cieczowa (ang. High-Performance Liquid Chromatography, HPLC) z detekcja
spektrofotometryczng (UV-Vis) lub z detekcjg spektrometrii mas (ang. Mass Spectrometry,

2D. Cardon. Natural dyes: sources, tradition, technology and science. London: Archetype; 2007.
3 W. Czajkowski. Nowoczesne barwniki dla widkiennictwa. Wydawnictwo Politechniki tédzkiej; 2006.
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MS) z jonizacjg poprzez elektrorozpraszanie (ang. Electrospray lonization, ESI), jednak
najlepsze efekty daje pofaczenie obu tych technik detekcji. | cho¢ system taki jest bardzo
wymagajacy, to, z uwagi na swoje liczne zalety, powoli wkracza do tworzonych przy muzeach
laboratoridw jako standardowa technika identyfikacji organicznych zwigzkéw barwigcych,
uzupetniajgc tym samym wachlarz narzedzi stosowanych w archeometrii. Technika HPLC
pozwala rozdzieli¢ réznorodng game zwigzkédw barwigcych charakteryzujacych sie szerokim
zakresem hydrofobowosci (od matych kwasdéw organicznych, po indygoidy i karotenoidy) bez
koniecznosci ich upochodniania. Detektor UV-Vis umozliwia prowadzenie detekcji
rozdzielonych skfadnikdw mieszaniny nie tylko w zakresie nadfioletu, ale réwniez swiatta
widzialnego (co jest szczegdlnie zasadne w przypadku badania zwigzkéw barwnych), jak
rowniez moze dostarcza¢ dodatkowych informacji analitycznych w oparciu o wartosci
maksimow absorbcji oraz intensywnosci poszczegdlnych pasm. Co wiecej petni on takze
funkcje kontrolng wzgledem detektora ESI-MS pozwalajac skonfrontowaé uzyskane
chromatogramy. Technika spektrometrii mas, zwtaszcza w wariancie tandemowym (ang.
Tandem Mass Spectrometry, MS/MS), nie tylko pozwala na detekcje zwigzkéw polarnych
czesto znacznie rdznigcych sie masg czasteczkowa, ale takze stanowi narzedzie umozliwiajgce
tworzenie metod celowanych, ukierunkowanych na detekcje wczesniej okreslonych
zwigzkdw, tym samym znaczgco podnoszgc czutosé catego uktadu wzgledem tych substancji.

Prace badawcze w zakresie badania barwnikdéw organicznych w obiektach dziedzictwa
kulturowego prowadzone sg w zaledwie kilku osrodkach naukowych na Swiecie. Jest to
tematyka niszowa. Baza Scopus® (www.scopus.com) indeksuje (w odniesieniu do szeroko
rozumianych dziet sztuki) zaledwie 3672 prace opublikowane do korica 2020 roku, w ktérych
hasto dyes pojawia sie w tytule, abstrakcie lub stowach kluczowych, z czego 1110 prac dotyczy
nauk chemicznych. Wsrdd nich jest 511 publikacji uwzgledniajgcych hasta dyes, mass
spectrometry i chromatography oraz 117 prac obejmujgcych jednoczesnie hasta natural dyes,
mass spectrometry i chromatography. Pierwsze publikacje dotyczgce zastosowania technik
chromatograficznych w badaniu barwnikdéw naturalnych pojawity sie w potowie lat 70-tych XX
w.%>. W roku 2000 opublikowano pierwsze wyniki badan, w ktérych detekcje zwigzkéw
barwigcych rozdzielonych za pomocg chromatografii gazowej (ang. Gas Chromatography, GC)
prowadzono z uzyciem spektrometru mas®, natomiast pierwsze doniesienie literaturowe o
uzyciu potaczenia wysokosprawnej chromatografii cieczowej ze spektrometrig mas (HPLC-MS)
w tego typu badaniach pojawito sie w lipcu 2003 roku’ i byto efektem prac prowadzonych w
naszym zespole (w Katedrze Chemii Analitycznej Wydziatu Chemicznego Politechniki
Warszawskiej). Od tego czasu zainteresowanie tg tematykg systematycznie wzrasta (Rysunek
2), a do rozwoju tego kierunku badan w znacznym stopniu przyczynity sie prace publikowane
z udziatem kolejnych cztonkéw naszego zespotu, a wsrdd nich réwniez mojego autorstwa. W
poczgtkowym okresie dotyczyty one opracowania metod analitycznych do identyfikacji dobrze

4 H. Schweppe. Fresenius' Zeitschrift fiir analytische Chemie. 1975; 276: 291-96, doi:10.1007/BF00430987.
5J.H. Hofenk de Graaf, W.G.T. Roelefs. American Dyestuff Reporter. 1976; 65: 32—34.

6 D. Fabbri, G. Chiavari, H. Ling. Journal of Analytical and Applied Pyrolysis. 2000; 56: 167-78,
doi:10.1016/50165-2370(00)00092-9.

7 M.A. Ackacha, K. Poteé-Pawlak, M. Jarosz. Journal of Separation Science. 2003; 26: 1028-34,
do0i:10.1002/jssc.200301484.
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znanych z literatury zwigzkdéw barwigcych obecnych w popularnych barwnikach naturalnych z
uzyciem przede wszystkim dostepnych komercyjnie wzorcéw analitycznych, co réwniez lezato
u podstaw znacznej czesc prac realizowanych przeze mnie w ramach mojej pracy doktorskiej.
Etap ten umozliwit mi odpowiednie zapoznanie sie z technikg spektrometrii mas i uzmystowit
mi potrzebe realizacji badan ukierunkowanych na charakteryzacje nowych barwnikéw
naturalnych, a co za tym idzie réwniez okreslenie tozsamosci ich zwigzkéw barwigcych.

30
5 hasta (wyszukiwane w tytule, abstrakcie lub stowach kluczowych):
5
= natural dyes, chromatography
I natural dyes, chromatography i mass spectrometry
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Rysunek 2. Liczba prac opublikowanych w latach 1975-2020 dotyczqca barwnikdw naturalnych
(w odniesieniu szeroko rozumianych dziet sztuki) wg bazy Scopus®

Mimo ze do potowy XIX wieku wszystkie surowce wykorzystywane do barwienia byty
pochodzenia naturalnego, to identyfikacja barwikéw nastrecza wielu trudnosci. Jak juz
wspomniatam, wynikajg one przede wszystkim z (1) mnogosci preparatéw (zaréwno
pochodzenia naturalnego, jak i syntetycznych), jakie byty stosowane na przestrzeni wiekdéw
przez réine cywilizacje i w rdéznych osrodkach artystycznych, (2) ztozonosci ich skfadu
chemicznego, (3) braku wzorcow analitycznych, ktore bytyby dostepne komercyjnie, oraz z (4)
nieznanej tozsamosci wielu markeréw barwnikdw naturalnych, ktérych jak dotad nie udato sie
zidentyfikowaé, ale takze z (5) podobieristwa kompozycji czesci barwnikéw utrudniajgcego ich
identyfikacje czy z (6) trwatego wigzania sktadnikéw barwnikéw bezposrednich z podtozem
skutkujgcego matg efektywnoscig ich ekstrakcji. Wyzwaniem dla analitykdw jest tez (7)
postepujgca w czasie degradacja substancji pod wptywem dziatania réznych czynnikow
Srodowiskowych — z jednej strony prowadzi ona do znacznego obnizenia zawartosci
poszczegdlnych zwigzkéw barwigcych, z drugiej zas skutkuje zmiang sktadu jakosciowego
probki w wyniku pojawienia sie nowopowstajgcych produktéw degradacji. Co wiecej ten stan
rzeczy moze dodatkowo komplikowac takze (8) obecnos¢ barwnikéw syntetycznych chetnie
stosowanych na przetomie XIX i XX w. do szybkiej, taniej i amatorskiej ,,renowacji”/, liftingu”
blakngcych obiektéw, zwtaszcza tekstylnych. Wszystko to sktada sie na ogrom potencjalnych
analitéw, z ktérym trzeba sie zmierzyé, by mdc prawidtowo zidentyfikowac barwniki
organiczne obecne w obiektach dziedzictwa kulturowego. Jednoczesnie nalezy podkresli¢, ze
(9) ilos¢ materiatu pobieranego z obiektu jest bardzo niewielka (czesto nawet ponizej 0,1 mg),
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przez co analiza zwigzkdw barwigcych staje sie w istocie analizg $ladowa, a co za tym idzie
wymusza ograniczenie objetos$ci uzyskiwanych ekstraktéow do kilkudziesieciu mikrolitrow i
stwarza konieczno$¢ zastosowania bardzo czutych technik, takich jak HPLC-UV-Vis-ESI-MS/MS,
umozliwiajgcych prowadzenie selektywnej analizy (celowanej) zwigzkéw na odpowiednio
niskich poziomach stezen.

Nie mniej jednak, by méc opracowaé metode celowang w pierwszej kolejnosci nalezy
wytypowac markery barwnikéw organicznych, poznac ich tozsamosé oraz scharakteryzowad
je z uzyciem uktadu HPLC-UV-Vis-ESI-MS/MS, co jest procesem ztozonym, czasochtonnym i
wymagajgcym szerokiej wiedzy. A zatem chcac kontynuowac podjetg tematyke badawczg,
musiatam zmierzy¢ sie z nowym wyzwaniem, jakim byta bezwzorcowa identyfikacja szerokiej
gamy niedostepnych komercyjnie zwigzkéw barwigcych i innych markeréw barwnikow
naturalnych. W ramach prowadzonych w tym zakresie badan dostrzegtam nowe kierunki
rozwoju obejmujgce m.in. (i) zastosowanie nisko- i wysokorozdzielczych technik tandemowe;j
spektrometrii mas (MS/MS) do ustalenia tozsamosci zwigzkédw barwigcych, (ii) okreslenie
Sciezek ich fragmentacji (czesto dotychczas niezdefiniowanych), a takze (iii) wyjasnienia
mechanizmoéw stojgcych za przebiegiem tych proceséw. Wyniki prac prowadzonych w tym
nowym obszarze zostaty przedstawione w cyklu publikacji stanowigcym podstawe niniejszego
whniosku habilitacyjnego. Nalezy w tym miejscu zdecydowanie podkresli¢, ze fragmentacja
jonéw parzystoelektronowych powstajgcych podczas jonizacji poprzez elektrorozpraszanie
(ESI) przebiega w inny sposéb niz jondéw nieparzystoelektronowych (czasteczkowych/
/molekularnych) powstajacych podczas jonizacji elektronami (ang. Electron lonization, El)
czesto stosowanej w pofaczeniu z GC. Jony czasteczkowe generowane podczas
bombardowania zwigzkéw strumieniem elektrondw charakteryzujg sie wysoka energia
wewnetrzng, przez co na ogot ulegaja one zaawansowanej, a zarazem charakterystycznej
fragmentacji, prowadzac do powstawania wysoce odtwarzalnych widma mas, ktdrych profil
jest niezalezny od stosowanego instrumentu®. W konsekwencji uzyskane widma EI stanowig
,odciski palcéw” badanych substancji wykorzystywany do ich rutynowej identyfikacji poprzez
poréwnanie z bibliotekami widm mas tworzonymi i weryfikowanymi od ponad 50 lat®. W
przypadku widm MS/MS jondéw parzystoelektronowych, ktérymi sie zajmowatam, nie istnieje
uniwersalna biblioteka widm mas, a jedynie niewielkie, dostepne komercyjnie katalogi
ograniczone do okre$lonego typu instrumentu i/lub okreslonej, waskiej klasy zwigzkéw. Dzieje
sie tak, gdyz widma MS/MS jondw parzystoelektronowych nie sg odtwarzalne, a ich ksztatt
zalezy od wielu czynnikbw (modelu i producenta instrumentu, rodzaju zastosowanej
dysocjacji, analizatora mas, warunkow eksperymentalnych czy obecnych zanieczyszczen, a w
przypadku czesto stosowanej dysocjacji indukowanej kolizyjnie (ang. Collisionally Induced
Dissociation, CID) — réwniez od energii zderzen). Co wiecej, potencjalna lista zwigzkéw, ktéra
musiataby by¢ ujeta w uniwersalnej bibliotece widm MS/MS jest znacznie wieksza niz w
przypadku lotnych i termicznie stabilnych substancji zawartych w bibliotekach widm EI. Oprdcz
dobrze zdefiniowanych grup substancji, takich jak np. pestycydy czy leki, ktdrych liczebnosé

8 M.T. Sheldon, R. Mistrik, T.R. Croley. J Am Soc Mass Spectrom. 2009; 20: 370-6,
doi:10.1016/j.jasms.2008.10.017.
9 E. Stenhagen, S. Abrahamsson, F. McLafferty. Atlas of Mass Spectral Data. Volumes 1, 2, and 3. 1969.
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ogranicza sie zazwyczaj do kilku tysiecy, istnieje tez szeroka grupa metabolitdw zwierzecych i
rodlinnych, ktdre zostaty dotychczas zidentyfikowane jedynie w niewielkiej czesci'®. Dlatego
tez, mimo ze w ostatnich latach publikowane jest coraz wiecej prac na temat badania
barwnikéw organicznych z uzyciem techniki HPLC-MS/MS, wazne jest prowadzenie dalszych
dziatan w tym zakresie. Co wiecej, szczegétowa analiza widm MS/MS jondéw
parzystoelektronowych oraz ich sciezek fragmentacji, cho¢ tak potrzebna, to z uwagi na
ztozonosc¢ procesu jest podejmowana przez nieliczne zespoty badawcze.

Biorac pod uwage powyzsze informacje ptynace z analizy literatury przedmiotu, celem
moich badan, ktérych wyniki zaprezentowatam w cyklu prac wchodzacych w sktad rozprawy
habilitacyjnej pt. ,,Metodologie analityczne do charakteryzowania barwnikdw organicznych
stosowanych w obiektach dziedzictwa kulturowego”, byta identyfikacja zwigzkdw barwigcych
obecnych w barwnikach organicznych, a takze produktéw ich degradacji, w oparciu o widma
mas oraz opracowanie nowych metod analitycznych i utworzenie platformy badawczej
pozwalajgcych na identyfikacje szerokiego wachlarza barwnikéw naturalnych i wczesnych
barwnikéw syntetycznych w obiektach zabytkowych. Do zrealizowania powyzszych zadan
zastosowatam techniki oparte na pofgczeniu wysokosprawnej chromatografii cieczowej
((L)HPLC) z detekcjg spektrofotometryczng (UV-Vis) i/lub detekcjg tandemowej spektrometrii
mas z jonizacjg poprzez elektrorozpraszanie (ESI-MS/MS). Jak juz wspomniatam, uktad taki
moze by¢ stosowany do analizy réznych klas zwigzkéw o szerokim zakresie polarnosci, a poza
tym jest bardzo czuty i wykazuje sie daleko idgcg specyficznoscia.

BADANIA STANOWIACE PRZEDMIOT PRACY HABILITACYJNEJ

Cykl publikacji wchodzgcych w sktad rozprawy habilitacyjnej pt. ,, Metodologie analityczne do
charakteryzowania barwnikéw organicznych stosowanych w obiektach dziedzictwa
kulturowego” [H1-H11] obejmuje prace przedstawiajace wyniki badan realizowanych w
dwdch gtéwnych obszarach:

A. zastosowania techniki (u)HPLC-UV-Vis-ESI-MS/MS do identyfikacji markeréw
barwnikéw organicznych w oparciu o chromatogramy, widma MS/MS oraz $ciezki
fragmentacji,

B. opracowania i zastosowania metodyki analitycznej ukierunkowanej na identyfikacje
barwnikéw organicznych w obiektach dziedzictwa kulturowego i zastosowanie jej w
badaniach prébek muzealnych.

Badania prowadzitam zgodnie ze schematem przedstawionym na Rysunku 3. W ich ramach
stosowatam dwojakie podejscie analityczne, ktére mozina okresli¢ jako (1) profilowanie
markerdw barwnikéw organicznych (analize niecelowang) oraz (2) analize celowang
nastawiong na identyfikacje zdefiniowanych, na podstawie wczesniejszych badan, zwigzkéw
barwigcych. Oba postepowania byty oparte na réznych trybach pracy spektrometru mas
(SCAN, MS/MS oraz MRM), co warunkowato rodzaj uzyskanych informacji analitycznych. Prace

105, Stein. Anal Chem. 2012; 84: 7274-82, doi:10.1021/ac301205z.
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prowadzitam z uzyciem wzorcéw analitycznych, laboratoryjnych materiatéw odniesienia (t;.
wtdkien pochodzenia roslinnego i zwierzecego barwionych barwnikami naturalnymi zaréwno
bez zaprawy, jak i przy zastosowaniu réznych zapraw wg. Historycznych receptur) oraz prébek
pobranych z obiektow dziedzictwa kulturowego.
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Rysunek 3. Badania prowadzone w ramach pracy habilitacyjnej

A. IDENTYFIKACJA MARKEROW BARWNIKOW ORGANICZNYCH W OPARCIU O WIDMA MS/MS

Celem tej czesci badan bylo okreslenie kompozycji ekstraktéw rdéinych barwnikow
organicznych oraz wskazanie i charakterystyka ich zwigzkédw barwigcych lub produktéw
degradacji za pomocg techniki (u)HPLC-UV-Vis-ESI-MS/MS. Prace te miaty stanowié podstawe
dla opracowania metod analitycznych stosowanych do identyfikacji tych barwnikéw w
obiektach dziedzictwa kulturowego.

Gtéwnym zatozeniem badawczym byta mozliwo$é zastosowania spektometrii mas do
bezwzorcowej identyfikacji zwigzkéw organicznych, opartej na interpretacji widm MS/MS
jonéw parzystoelektronowych i okresleniu ich $ciezek fragmentacji. Widma mas, w zaleznosci
od rodzaju stosowanego spektrometru oraz trybu zbierania jondw, dostarczajg réinych
informacji na temat struktury zwigzku (Rysunek 4). Dzieki nim mozna okresli¢ (i) mase
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Masa
zwiazky

Rysunek 4. Informacje dostarczane za pomocq spektrometrii mas

czasteczkowq zwigzku (nominalng badz doktadng), (ii) sktad pierwiastkowy, (iii) parzystg lub
nieparzystg liczbe atoméw azotu (zgodnie z regutg azotu), (iv) obecnos¢ grup funkcyjnych i/lub
potgczenia pomiedzy atomami. Reakcje takie jak przegrupowania wodoru (ang. hydrogen
rearrangements), reakcja retro-Dielsa-Aldera (ang. retro-Diels—Alder reaction, RDA), reakcje
retro-enowe (ang. retro-ene reactions), reakcje retro-heteroenowe (ang. retro-heteroene
reactions), reakcje przemieszczenia (ang. displacement reactions), rozszczepienie indukcyjne
(ang. inductive cleavage), prosta eliminacja a (ang. a-elimination), eliminacje struktur
aromatycznych (ang. aromatic eliminations) czy homolityczne eliminacje rodnikéw (ang.
radical eliminations) powodujg utrate fragmentéw obojetnych i odgrywajg kluczowg role w
wyjasnianiu struktury matoczgsteczkowych zwigzkdédw naturalnych, przy czym przebieg
fragmentacji jest bezposrednio zwigzany z mozliwoscig stabilizacji powstajgcego jonu
potomnego przez rezonans. Jednak, jak juz wspomniatam, fragmentacja jondw
parzystoelektronowych uzyskiwanych za pomocg jonizacji poprzez elektrorozpraszanie (ESI),
cho¢ w wielu aspektach i generalnych zasadach podobna jest do fragmentacji jonow
nieparzystoelektronowych generowanych w toku jonizacji elektronami (El), to jest znacznie
mniej przewidywalna i powtarzalna, a uzyskiwane wyniki zalezg nie tylko od zdefiniowanych
warunkéw eksperymentalnych, ale takze od analizatora czy obecnych zanieczyszczen.
Wszystko to moze powodowaé réznice we fragmentacji tej samej czgsteczki, co nie sprzyja
katalogowaniu i tworzeniu bibliotek widm, ktére mozna by uzy¢ do identyfikacji nieznanych
substancji. Tak wiec, w celu okreslenia struktury zwigzkow barwigcych, dla ktérych nie
posiadatam odpowiednich wzorcow analitycznych, oparfam sie na szczegétowej analizie



Dr inz. Katarzyna Lech Zatgcznik nr 3:
— Whniosek w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego Autoreferat

informacji dostarczanych przez widma mas i chromatogramy zarejestrowane za pomocg
techniki (W)HPLC-UV-VIS-ESI-MS/MS. W przeciwienstwie do widm EI-MS, widma MS/MS
jonéw parzystoelektronowych ukazujg jon macierzysty poddawany fragmentacji, co znaczaco
pomaga w identyfikacji zwigzku. Ponadto zdolno$¢ do selekcjonowania wartosci m/z jonu
poddawanego fragmentacji eliminuje problem obecnosci na widmach sygnatow
pochodzacych od zanieczyszczen.

Badania prowadzitam z uzyciem dwdch wariantéw wysokosprawnej chromatografii
cieczowej, tj. za pomoca standardowego uktadu HPLC oraz chromatografii w wariancie
kapilarnym dla mikrolitrowych przeptywéw fazy ruchomej (uHPLC), pozwalajgcej na
ograniczenie objetosci uzywanych probek. Analizie byty poddawane roztwory
poekstrakcyjnych barwnikéw organicznych i ich modelowych wybarwien (na wtéknach wetny,
jedwabiu i bawetny). Do ekstrakcji zwigzkdéw barwigcych stosowatam trzy rézne ekstrahenty,
tj. (1) mieszanine metanolu, wody i kwasu chlorowodorowego, (2) mieszaniny metanolu, wody
i kwasu mréwkowego oraz (3) dimetylosulfotlenek (DMSO).

W pierwszej kolejnosci ekstrakty byty analizowane z uzyciem detektora
spektrofotometrycznego (jednowigzkowego UV-Vis lub z matryca diodowg — ang. Diode Array
Detector, DAD) oraz niskorozdzielczego detektora MS (ang. Low-Resolution Mass
Spectrometry, LR-MS) w trybie petnego przemiatania zakresu jondéw ujemnych i/lub
dodatnich, tj. w trybie skanowania (SCAN). Konfrontacja uzyskanych w ten sposdéb profili
chromatograficznych ekstraktéw pozwolita wstepnie wytypowaé potencjalne markery
barwnikéw oraz okreslié réwniez jony pseudoczgsteczkowe ([M+H]* i [M—H]7), ktére nastepnie
byty poddawane dysocjacji indukowanej kolizyjnie (ang. Collisionally Induced Dissociation,
CID) gtéwnie z uzyciem trybu przemiatania jonéw potomnych (MS/MS). W razie koniecznosci
analogiczne postepowanie byto prowadzone z uzyciem wysokorozdzielczego spektrometru
mas (ang. High-Resolution Mass Spectrometry, HR-MS). Rozdzielanie sktadnikow mieszanin
zwigzkéw  barwigcych  byto prowadzone przy zastosowaniu metod wczesniej
zoptymalizowanych z uzyciem gamy dostepnych wzorcéw analitycznych. Wzorce te postuzyty
takze do okreslenia i usystematyzowania sciezek fragmentac;ji tych zwigzkéw w zaleznosci od
ich przynaleznosci do odpowiedniej klasy.

Zakres badan prowadzonych w ramach tej czesci pracy habilitacyjnej obejmowat:

e barwniki naturalne:

o zawierajgce flawonoidy (rezeda, janowiec barwierski, jagody szaktaku, sierpik
barwierski, drzewo fustykowe, drzewo fizetowe, akacja katechu, zéttnica
pomaranczowa, drzewo brazylijskie, drzewo kampeszowe, drzewo sandatowe),

o zawierajgce antrachinony (marzana, czerwiec polski, koszenila amerykanska,
kermes, szelak),

o zawierajgce inne klasy zwigzkéw barwigcych (orlean, orselka, krokosz
barwierski, indygo),

e produkty degradacji indygo.
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Podczas identyfikacji nieznanych markeréw barwnikéw organicznych uwzgledniano
szereg informacji dostarczanych za pomocg techniki (u)HPLC-UV-Vis-ESI-MS/MS dla kazdego
zwigzku. Takie postepowanie byto stosowane w celu unikniecia fatszywie pozytywnych
wynikow. Brano pod uwage m.in.:

e czas retencji — dostarczat informacji na temat hydrofobowosci zwigzkdéw, a posrednio
(przez poréwnanie z dostepnymi wzorcami) rowniez ich przynaleznosci do okreslonej
grupy substancji;

e absorbcje promieniowania o okreslonej dtugosci fali (dla ktdrej byt rejestrowany
chromatogram) i/lub maksima absorpcji promieniowania z zakresu UV-Vis — w celu
okreslenia barwy zwigzku;

e podatno$¢ zwigzku na jonizacje w trybie ujemnym i/lub dodatnim $wiadczaca o
zdolnosci zwigzku do oddawania i/lub przyjmowania protonu — informowat obecnosci
kwasowych i/lub zasadowych grup funkcyjnych;

e jony pseudoczgsteczkowe ([M—-H]™ i [M+H]*), jony dwukrotnie natadowane (np. [M—
2H]?" i [M+2]%*), jony-addukty (np. [M+CI]~, [M+HCOO]", [M+Na]*, [M+NHa4]*) czy jony-
agregaty ([nM-H]"" i [nM+H]™) — po dekonwolucji dostarczaty informacji na temat
masy zwigzku (nominalnej lub doktadnej, w zalezno$ci od rozdzielczosci spektrometru
mas);

e zastosowanie reguty azotu — dostarczato informacji na temat zerowej/parzystej lub
nieparzystej liczby atoméw azotu w zwigzku;

o profil izotopowy — w przypadku HR-MS pozwalat okresli¢ sktad pierwiastkowy, a w
przypadku LR-MS pozwalat wykry¢ obecnos¢ atomoéw chloru, bromu czy ewentualnie
siarki (poréwnanie intensywnosci sygnatow +1 i +2 m/z wzgledem jonu
monoizotopowego);

e zastosowanie zasady RDBE (ang. Rings-and-Double-Bonds Equivalent) — okreslenie
liczby miejsc nienanyconych (gtownie dla zwigzkdéw zawierajacych C, H, O i N);

e utrata matych fragmentdw obojetnych oraz obecno$¢ na widmach MS/MS
charakterystycznych jonédw o m/z ponizej 100 (np. [NO2]-, [SOs3]"~ czy [HSOs]7) —
dostarczaty informacji na temat obecnosci grup funkcyjnych;

e charakterystyczna fragmentacja i obecnos¢ jondw diagnostycznych — dostarczaty
informacji o przynaleznosci zwigzku do danej grupy oraz o obecnosci grup funkcyjnych
w okreslonych pozycjach;

e wptyw ,efektu orto” na fragmentacje — dostarczat informacji o wystepowaniu
okreslonych grup funkcyjnych w pozycji orto wzgledem siebie.

Nalezy tu zaznaczy¢, ze w ramach ztozonego procesu identyfikacji kolejne uzyskiwane
informacje i wyciggane na ich podstawie wnioski nie mogty sie wzajemnie wykluczaé. Co
wiecej, widma MS/MS oraz krzywe absorbcji zidentyfikowanych w ten sposéb zwigzkéw byty
porownywane post factum z analogicznymi danymi dostepnymi w literaturze i/lub z
odpowiednimi wzorcami analitycznymi (o ile byto to mozliwe).
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Flawonoidy [H2, H8, H10]

Flawonoidy wystepujg powszechnie w roslinach. Stanowig one réwniez najwiekszg grupe
zwigzkow barwigcych obecnych w barwnikach naturalnych. Mozna je odnalei¢ przede
wszystkim w preparatach barwigcych na zétto, ale tez w barwnikach czerwonych czy
granatowych. Z uwagi na rdinice w budowie ich pietnastoweglowego szkieletu wsréd
zwigzkéw barwigcych mozna wyodrebni¢ szereg réznych klas flawonoidéw, m.in. flawony,
izoflawony, flawonole, flawan-3-ole, flawanony, aurony, chalkony i homoizoflawonoidy.
Wystepujg one w formie wolnej lub w postaci O- lub C-glikozyddéw (najczesciej w potaczeniu z
glukozg, rzadziej z galaktozg, ramnozg, ksylozg i arabinozg, sporadycznie z innymi cukrami),
ale takze ulegaja metylowaniu, acylowaniu oraz prenylowaniu (Rysunek 5).
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Rysunek 5. Generalna struktura flawonoidu (z pozycjami ewentualnych modyfikacji)
i homoizoflawonoiddw typu brazylinowego i protosappaninowego, a takze nomenklatura
i diagnostyczne jony potomne aglikonu flawonoidu oraz jego O- i C-glikozydoéw

Flawonoidy zawierajg jednak przede wszystkim liczne grupy hydroksylowe, przez co
tatwo ulegajg jonizacji w polaryzacji ujemnej Zrdédta ESI. Fragmentacja ich jondéw
parzystoelektronowych jest dos¢ dobrze poznana i zachodzi gtéwnie na dwa sposoby, (1)
poprzez rozpad lub oderwanie jednostek cukrowych w przypadku glikozydéw lub (2) przez
Srodkowy pierscien C szkieletu flawonoidu w przypadku form wolnych. Do ich opisu stosowana
jest nomenklatura zaproponowana przez dwa zespoty badawcze, Domon i innych w 1988
roku'! oraz przez Ma i innych w 1997 roku®? (Rysunek 5). Wbrew tym regutom cze$é
flawonoidéw, m.in. genisteina czy kemferol, ulega rozpadowi na drodze utraty kolejnych

11 B. Domon, C.E. Costello. Glycoconjugate Journal. 1988; 5: 397-409, doi:10.1007/BF01049915.
12y L. Ma, Q.M. Li, H. Van den Heuvel, M. Claeys. Rapid Communications in Mass Spectrometry. 1997; 11: 1357-
64, doi:10.1002/(sici)1097-0231(199708)11:12<1357::Aid-rcm983>3.0.Co;2-9.
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matych fragmentéw obojetnych, a przebieg tej fragmentacji moze byé warunkowany przez
kazdg z obecnych grup funkcyjnych oraz ich umiejscowienie. Z uwagi na olbrzymig mnogosc
flawonoiddw ich identyfikacja nadal jest przedmiotem licznych badan.

Rezeda (Reseda luteola L., ang. weld), janowiec (Genista tinctoria L., ang. dyer’s broom)
i sierpik barwierski (Serratula tintoria L., ang. sawwort) nalezg do grupy zéttych barwnikéw
zaprawowych, czyli takich, ktérych zwigzki barwigce t3czg sie z podtozem za posrednictwem
kationu metalu pochodzacego z zaprawy (np. soli glinu, chromu(VI), zelaza(ll), miedzi(ll) czy
cyny(ll)), tworzac z nim kompleksy chelatowe o réznym zabarwieniu. Wszystkie trzy preparaty
sg uznawane za barwniki rodzime dla Europy i sg one czesto wymieniane w historycznych
recepturach barwierskich. Zgodnie z informacjami zawartymi w fachowej literaturze®3,
charakteryzujg sie one podobnym sktadem chemicznym. Jednak mimo tej wiedzy, jak i wbrew
powszechnosci stosowania sierpika barwierskiego, preparat ten nigdy dotychczas nie zostat
zidentyfikowany w zadnym obiekcie zabytkowym. Fakt ten sktonit mnie do podjecia badan w
zakresie scharakteryzowania zwigzkéw barwigcych wystepujacych w sierpiku barwierskim.

Materiat do badan, ziele sierpika barwierskiego, zostat mi podarowany przez dyrektora
Centrum Zachowania Rdéznorodnosci Biologicznej w Powsinie (Ogréd Botaniczny Polskiej
Akademii Nauk). W pierwszej kolejnosci zostata przygotowana préobka modelowa wetny
farbowanej sierpikiem barwierskim na zaprawie glinowej. Nastepnie niewielkie ilosci
barwionych widkien wetny poddano ekstrakcji z uzyciem kilku wariantdw mieszanin
ekstrakcyjnych:

e mieszaniny metanolu (lub etanolu) i stabego kwasu jakim jest kwas mrowkowy, ktéra
miata na celu zhydrolizowanie komplekséw chelatowych i uwolnienie zwigzkdéw
barwigcych bez hydrolizy potencjalnie wystepujgcych w nich wigzan O-glikozydowych,
co mogtoby powodowac utrate cennych informaciji analitycznych;

e mieszaniny metanolu (lub etanolu) i mocnego kwasu jakim jest kwas chlorowodorowy,
ktérej domniemane dziatanie miato polega¢ na hydrolizie nie tylko komplekséw metal-
zwigzki barwigce, ale takze wigzan O-glikozydowych w tych zwigzkach, generujac tym
samym ,wolne” aglikony.

Badania ekstraktow byty prowadzone zgodnie ze schematem przedstawionym na Rysunku 6.
Dwukrotne wykorzystanie w jednym eksperymencie fragmentacji indukowane;j kolizyjnie (ang.
Collisionally Induced Dissociation, CID) — najpierw w zrédle jondw (przy napieciu transmisji 240
V), a nastepnie w celi kolizyjnej — pozwolito uzyska¢ widma jonéw potomnych typu MS?3 (za
pomocg spektrometru mas z potréojnym analizatorem kwadrupolowym). Na podstawie
uzyskanych danych MS/MS scharakteryzowatam flawonoidy obecne w ekstraktach,
niezaleznie od ich formy chemicznej, a w konsekwencji okreslitam nieoczekiwany wptyw
procesu ekstrakcji na kompozycje roztworéw poekstrakcyjnych [H2].

13D. Cardon. Natural dyes: sources, tradition, technology and science. London: Archetype; 2007.
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Rysunek 6. Zastosowanie techniki ESI-MS/MS z potréjnym
analizatorem kwadrupolowym w badaniach glikozydéw flawonoidéw
w ekstraktach sierpika barwierskiego

Badania wykazaty, ze ekstrakty zawierajg niewielkg ilos¢ luteoliny oraz pieé
glukuronowych pochodnych flawonoidéw. Na podstawie widm ,MS3” ich aglikony zostaty
zidentyfikowane jako luteolina i metyloluteolina (w wyniku poréwnania z widmami wzorcéw
luteoliny i diosmetyny) oraz eridyktiol — flawanon, bedacy dihydroluteoling (opierajac sie na
jonach diagnostycznych 3A~ i 13B-, Rysunek 7). Co wiecej, obecno$¢ kwasu
chlorowodorowego w ekstrahencie nie powodowata hydrolizy wigzania O-glikozydowego
glukuronidéw, jak to ma miejsce w przypadku innych flawonoidowych O-glikozydow, lecz
skutkowata ich metylowaniem. W efekcie rowniez w tym roztworze zidentyfikowano pieé¢ O-
metylowanych pochodnych O-glukuronidowych flawonoiddw. Ich widma mas potwierdzity, ze
reakcji O-metylowania moze ulegaé zaréwno aglikon, jak i jednostka kwasu glukuronowego.

Nalezy podkresli¢, ze przedstawione wnioski zostaty potwierdzone przez poddanie
ekstraktu metanol-kwas mréwkowy symulacji ponownej ekstrakcji z uzyciem kwasu
chlorowodorowego. Koricowy roztwdr poekstrakcyjny zawierat wszystkie dziesiec
pochodnych flawonoiddw zidentyfikowanych uprzednio w obu ekstraktach (Rysunek 8). Co
wiecej, analogiczne ekstrakty przygotowane z uzyciem etanolu dowiodty, ze reakcja O-
alkilowania glukuronidéw w obecnosci kwasu chlorowodorowego nie jest reakcjg specyficzng
i zachodzaca jedynie w metanolu.

Wyniki moich badan przyniosty odpowiedz na pytanie, dlaczego sierpik barwierski
dotychczas nie zostat zidentyfikowany w obiektach historycznych. Byt to efekt niepoprawnie
zdefiniowanej listy markerow potgczonej z brakiem wiedzy na temat wptywu ekstrakcji na
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Rysunek 7. Sciezka fragmentacji flawondw i flawanonéw obecnych w ekstraktach sierpika
barwierskiego z zaznaczeniem jondéw diagnostycznych (pogrubienie)

kompozycje roztworu poekstrakcyjnego. W efekcie, szeroko stosowana przez lata ekstrakcja
mieszaning alkoholi z dodatkiem kwasu chlorowodorowego, zamiast prowadzi¢ do
spodziewanej hydrolizy i uwolnienia luteoliny z jej pochodnych cukrowych, skutkowata
pojawieniem sie dodatkowych nieznanych zwigzkéw barwigcych (O-metylowanych
pochodnych O-glukuronidowych flawonoidéw), ktére nie mogty byé zidentyfikowane za
pomocg techniki HPLC-UV-Vis. A zatem wyniki moich prac wymiernie przyczynity sie do
poznania kompozycji zwigzkdéw barwigcych sierpika oraz do wdrozenia zaktualizowanej gamy

P , markeréw do nowoopracowywanych

4 HCOOH/HCI PRI b é metod analitycznych (z uzyciem zaréwno
s SHITOgENONY ik techniki HPLC-UV-Vis, jak i HPLC-MS).
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............

tego preparatu w préobkach pochodzenia
historycznego, potwierdzajgc niniejszym

Odpowiedz detektora, cps
N
1

0_$$I|lllI]lllI|llIl|Illl|l CelOWOgcl [ pOpraWnOS,Cl

5 10 15 20 min - przeprowadzonych badari (o czym bedzie

Rysunek 8. Chromatogram BPC ekstraktu
z widkien wetny farbowanej sierpikiem
otrzymany z dodatkiem kwasu
mréwkowego i chlorowodorowego [H2] wykorzystane nie tylko w kontekscie

identyfikacji  sierpika w  obiektach

mowa w czesci B autoreferatu). Ponadto
opublikowane wyniki [H2] zostaty
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zabytkowych, ale réwniez postuzyly innym zespotom badawczym!* do potwierdzenia
tozsamosci O-glukuronidowych pochodnych flawonoidéw obecnych w réznych ekstraktach
roslinach (np. w szatwii, lawendzie, konopiach czy satacie).

Jako ze barwniki zawierajace flawonoidy stanowia najwiekszg grupe naturalnych
preparatéw barwigcych swoje badania ukierunkowatam réowniez na scharakteryzowanie
innych popularnych barwnikéw flawonoidowych. Badania ekstraktéw z akacji katechu
(Senegalia catechu P.J.H.Hurter & Mabb., ang. cutch), zéttnicy pomaranczowej (Maclura
pomifera Schneid., ang. Osage orange) i drzewa fustykowego (Maclura tinctoria Steud., ang.
old fustic) wykazaty, ze barwniki te zawierajg jedynie flawonoidy w stanie wolnym. Czes¢ z nich
zidentyfikowano w oparciu o dostepne wzorce analityczne, natomiast pozostate
scharakteryzowano na podstawie widm MS/MS. Dzieki charakterystycznej reakcji
rozszczepienia pierscienia C prowadzacej do utworzenia anionu floroglucynolu (m/z 125) oraz
reakcji RDA, rozpoznano cztery flawanonole (czyli dihydroflawanole) podstawione grupa
hydroksylowg w pozycji C-5i C-7. Potwierdzono takze obecnos¢ dimeru typu B (epi)afzelechiny
i (epi)katechiny. Ponadto badania wykazaty, ze kompozycja ekstraktéw préobek barwionych
26ttnicg pomaranczowa i drzewem fustykowym jest bardzo zblizona [H8], a gtdéwne rdznice
obejmuja zwigzki inne niz flawonoidy i zostang one przedstawione w dalszej czesci rozprawy.

Jednak flawonoidy nie obejmujg jedynie zwigzkéw obecnych w barwnikach zéttych.
Skondensowane uktady izoflawonoidéw, do ktérych nalezg santaliny i santarubiny obecne w
drzewie sandatowym (Pterocarpus santalinus L., ang. santalwood) odpowiadajg za jego
czerwone witasciwosci barwigce. To wtasnie skondensowana struktura tych zwigzkéw sprawia,
ze fragmentacji ulegajg jedynie grupy metoksylowe w wyniku czego tracone sg kolejne rodniki
metylowe, a w dalszym etapie réwniez czgsteczka CO z grupy karbonylowej [H10].

Inng waska grupe zwigzkéw stanowig homoizoflawonoidy odpowiadajgce za czerwone
i granatowe wybarwienia uzyskiwane przy uzyciu wodorozpuszczalnych barwnikéw
drzewnych, takich jak drzewo kampeszowe (Haematoxylum campechianum L., ang. logwood)
oraz tzw. drzewo brazylijskie (Paubrasilia echinata, Caesalpinia sappan i Haematoxylum
brasiletto L., ang. brazilwood). Ich gtdwne zwigzki barwigce sg ze sobg blisko spokrewnione i
réznig sie obecnoscia jednej grupy hydroksylowe;j.

Homoizoflawonoidy posiadajg w swej strukturze dodatkowy pieciocztonowy pierscien
D (Rysunek 5). Jego obecnos¢, jak i stopien wysycenia catego uktadu, wptywajg na sposob
fragmentacji zwigzkéw. W przypadku zwigzkéw typu brazylinowego zachodzi ona gtéwnie
przez rozerwanie pierscienia D (brezylina i hematoksylina), natomiast obecnos¢ dodatkowego
wigzania nienasyconego w pierscieniu D form utlenionych skutecznie zapobiega jego

14 C.L. Lopes, E. Pereira, M. Sokovic, A.M. Carvalho, A.M. Barata, V. Lopes, F. Rocha, R.C. Calhelha, L. Barros, .
Ferreira. Molecules. 2018; 23, doi:10.3390/molecules23051037.; I. Grzegorczyk-Karolak, A.K. Kiss. Molecules.
2018; 23, doi:10.3390/molecules23061468.; A.D. Assefa, S. Choi, J.E. Lee, J.S. Sung, O.S. Hur, N.Y. Ro, H.S. Lee,
S.W. Jang, J.H. Rhee. BMC Chem. 2019; 13: 56, d0i:10.1186/s13065-019-0570-2.; D.U. Nagy, K. Cianfaglione, F.
Maggi, S. Sut, S. Dall'Acqua. Chem Biodivers. 2019; 16: €1800562, doi:10.1002/cbdv.201800562.
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rozszczepieniu, przez co fragmentacja zachodzi przez heterocykliczny pierscien C (brazyleina i
hemateina). Prowadzone badania pozwolity mi réwniez zidentyfikowac inne zwigzki z grupy
protosappanin i okresli¢ ich sciezki rozpadu [H10]. Jednak budowa czesci zwigzkéw barwigcych
to problem nadal otwarty, ktory nalezy rozwija¢ w dalszych badaniach.

Badania wykazaty, ze w przypadku wiekszosci barwnikéw flawonoidowych dokfadna
analiza widm MS/MS pozwala okresli¢ budowe nieznanych zwigzkéw barwigcych. Dzieki
szczegotowe] znajomosci ich sciezek fragmentacji i wskazaniu jonéw diagnostycznych
charakterystycznych dla danej podgrupy flawonoidéw ustalitam grupy funkcyjne obecne
zarébwno w pierscieniu A, jak i B badanych zwigzkéw. Wykazatam, ze doktadne okreslenie
kompozycji flawonoidéw obecnych w poszczegdlnych barwnikach, a takze potencjalnych
modyfikacji jakim moga one ulega¢ podczas ekstrakcji, majg kluczowe znaczenie dla
poprawnej identyfikacji preparatu barwigcego.

C-glukozydy chinochalkonow [H11]

Krokosz barwierski (Carthamus tinctorius L.,
ang. safflower) to nietypowy barwnik
bezposredni  (niewymagajgcy stosowania
zadnych dodatkow w procesie barwienia),
gdyz z jednej strony mozna go stosowac do
uzyskania czerwieni, z drugiej zas umozliwiat
barwienie na z6tto. Ten dualizm koloréw
mozliwy jest do uzyskania dzieki réznym
wiasciwosciom zwigzkéw barwigcych

- ------——q
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rozpuszczalnych w wodzie, C-glukozydéw

chinochalkonéw, ktérych obecnos¢ w kapieli (1) deglukolizowana zofcien hydroksysaflorowa A, I]S:OH
wodnej warunkuje barwienie na z6tto lub m/z 449 [M-HJ oM T
pomaraiczowo, jednoczeénie zapobiegajgc (2 nieznany zwiazek ctX, m/z 476 [M-H] RI

6 CHN
mozliwosci barwienia na czerwono. 260 OH
(3) zolcien hydroksysaflorowa A, |

W swoich badaniach podjetam sie m/z 593 [M-H] ) T, _oH

kompleksowego badania z6ttych i czerwonych  (4) kartormina, “j/\N)._ff_ o0 o
. s m/z 574 [M-HJ

modelowych wybarwien rdinych witdkien Ho' %
uzyskanych z uzyciem krokosza barwierskiego Rysunek 9. Proponowana fragmentacja
w celu okreslenia kompozycji tworzacych je C-glikozydow chinokhalkonéw
zwigzkdw  barwigcych  [H11]. Poniewaz i wartosci powstajqcych jonow [H11]
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Rysunek 10. Proponowane mechanizmy popularnych fragmentacji C-glikozyddéw chinokhalkondéw
poprzez (a) przegrupowanie wodoru, (b) eliminacje y, (c) reakcje retro-heteroenu,
(d) reakcje RDA i (e) przegrupowanie wodoru z przywrdéceniem struktury
aromatycznej [H11]

© lub

R,

wiekszos¢ z nich nie byta dostepna komercyjnie, identyfikacje opartam o wnikliwg analize
mechanizméw ich fragmentacji. Z uwagi na mozliwos¢ utraty fragmentéw izobarycznych,
wynikajgca z jednej strony z obecnosci w strukturze badanych zwigzkéw grupy C-glukozydowej
oraz jednostki p-kumarylu, z drugiej zas z mozliwosci wystepowania atomu azotu oraz utraty
fragmentéw rodnikowych, w badaniach wspartam sie réwniez o wysokorozdzielcze widma
mas jondéw potomnych (HR-MS/MS) uzyskane za pomocg spektrometru wyposazonego w
analizator typu Orbitrap (w ramach wspotpracy z prof. dr. hab. inz. Stanistawem Popielem z
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Wydziatu Nowych Technologii i Chemii Wojskowej Akademii Technicznej). Na tej podstawie
zidentyfikowatam w ekstraktach dziesie¢ C-glikozydédw chinochalkonéw oraz ustalitam
podobieAstwa dotyczace przebiegu ich fragmentacji (Rysunek 9). Wskazatam jony oraz
fragmenty obojetne, ktére mogg petni¢ role diagnostyczng w réznicowaniu oraz identyfikacji
C-glikozydéw chinochalkondéw, tj. (1) jony wspdlne dla wiekszosci C-glikozyddéw
chinochalkonéw (m/z 119, 145 i 207), (2) charakterystyczne straty fragmentéw obojetnych
powstate w wyniku rozszczepienia szkieletu chinochalkonowego (120 Da (CsHsO), 146 Da
(CoH603), 188 Da (C11HsO3) i 208 Da (C7H1207)) oraz (3) charakterystyczne straty fragmentéw
obojetnych powstate w wyniku rozszczepienia ugrupowania C-glikozydowego (163 Da
(CéH110s5), 120 Da (CaHsOas), 150 Da (CsH100s) i 90 Da (CsHeOs)). Okreslitam réwniez
mechanizmy prowadzgce do ich powstania (Rysunek 10).

Innym waznym efektem tych prac byto wykazanie, ze kompozycja wybarwien zmienia
sie w zaleznosci od zastosowanych warunkéw barwienia i rodzaju wtdkna. Co wiecej
udowodnitam, ze kartamina, cho¢ rozpuszczalna w alkaliach, moze by¢ z powodzeniem
uwalniana z wtdkien z uzyciem tagodnej metody ekstrakcji, nie ulegajagc przy tym hydrolizie
[H11].

Antrachinony [H4, H5, H10]

Antrachinony, podobnie jak flawonoidy, sg wigzane z podtozem za posrednictwem kationu
metalu, co klasyfikuje je jako zwigzki barwigce obecne w barwnikach zaprawowych.
Wystepujg one zarédwno w preparatach pochodzenia roslinnego (gtéwnie z rodziny
marzanowatych), jak i zwierzecego (przede wszystkim osobnikéw zenskich niektérych
pluskwiakow), ktére to mozna odnalezé na wszystkich kontynentach. Byty one stosowane
gtdéwnie do barwienia na czerwono badz, wraz z innymi barwnikami, do uzyskiwania koloréw
mieszanych.

Dwojakie pochodzenie antrachinonéw ma odzwierciedlenie w ich réznorakiej formie.
W barwnikach roslinnych mozna je odnalez¢ gtéwnie w postaci O-glikozyddw, ktére to jednak
tatwo ulegajg hydrolizie do wolnych aglikondw. Natomiast preparaty zwierzece zawierajg
przede wszystkim antrachinony w formie kwaséw karboksylowych, ktére mogg wystepowac
w stanie wolnym lub jako C-glikozydy, a takze w postaci blisko spokrewnionej grupy zwigzkéw
dikarboksylowych, ktére w pozycji C-7 sg podstawione tyrozyng lub jej pochodnymi
(dihydroksyfenyloalaning, dopaming i hydroksytyrozolem) otrzymanymi z tyrozyny w
reakcjach enzymatycznych.

Pierwsze proby petnej charakterystyki kompozycji zwigzkéw barwigcych w
czerwieniach zwierzecych podjeli Wouters i Verhecken na przetomie lat 80-tych i 90-tych XX
w. W trzech publikacjach? zaprezentowali oni obszerne badania pordwnujgce sktad
preparatéw z uzyciem techniki HPLC-DAD i przedstawili widma absorpcji rozdzielonych

15 J. Wouters, A. Verhecken. Studies in Conservation. 1989; 34: 189-200, doi:10.1179/sic.1989.34.4.189.; J.
Wouters, A. Verhecken. Annales de la Société entomologique de France (N.S.). 1989; 25: 393—-410.; J. Wouters,
A. Verhecken. Belgian Journal of Zoology. 1991; 121: 211-25.
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zwigzkow. Autorzy zaproponowali tez sposéb kodyfikacji nomenklatury zwigzkéw, gdyz
tozsamos¢ wiekszosci z nich pozostawata nieznana. Dopiero w 2013 udato sie zidentyfikowac¢
zwigzki okreslane mianem dcll, dclV, cdVIl i dcOfka, wystepujgce w koszenili amerykanskiej'®.
Jednak badania zmierzajagce do identyfikacji markeréw czerwca polskiego (Porphyrophora
polonica L., ang. Polish cochineal), okreslone przez Woutersa i Verheckena jako ppl, pplli pplll,
nie byty prowadzone. Barwnik ten, mimo ze w okresie sredniowiecza stanowit polskie
bogactwo naturalne (rocznie na terenie Polski zbierano okoto 190 ton?’), to aktualnie uchodzi
on za gatunek zagrozony i jest chroniony w wielu krajach Europy, jednak nie podlega takiej
ochronie w Polsce. Pozyskanie go ze Zrédet naturalnych jest do$¢ trudne, co ogranicza
powszechno$¢ prowadzenia badan z jego udziatem.

Wouters i Verhecken zwrécili uwage na duze podobienstwo kompozycji zwigzkdw
barwigcych koszenili amerykanskiej (Dactylopius coccus Costa, ang. American cochineal),
czerwca polskiego (Porphyrophora polonica L., ang. Polish cochineal) oraz czerwca
armenskiego (Porphyrophora hamelii Brandt, ang. Armenian cochineal). Przektada sie to na
trudnosci w jednoznacznym okresleniu proweniencji barwnikéw. Ich prawidtowa identyfikacja
jest jednak niezmiernie istotna, gdyz moze mie¢ kluczowe znaczenie dla datowania obiektow
z przetomu XV i XVI w.

W Swietle tych informacji swoje badania ukierunkowatam na okreslenie petnego
profilu chromatograficznego czerwca polskiego, w celu wytypowania jego markeréw i
poréwnania go z koszenilg amerykaniska. W wyniku dtugotrwatych staran, a takze dzieki
uprzejmosci Pana Jerzego Holca z Pracowni Konserwacji Tkanin Zamku Krélewskiego na
Wawelu pozyskatam do badan jedng samice czerwca polskiego o masie ok. 2 mg. Badania
ekstraktow obu barwnikdw (czerwca polskiego i koszenili amerykanskiej) byty
przeprowadzone z uzyciem techniki HPLC-DAD-ESI-MS/MS (Rysunek 11), dzieki czemu obok
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Rysunek 11. Chromatogramy ekstraktdw czerwca polskiego i koszenili amerykariskiej
zarejestrowane za pomocq detektora spektrofotometycznego przy dtugosci fali 287 nm

16 K. Stathopoulou, L. Valianou, A.L. Skaltsounis, |. Karapanagiotis, P. Magiatis. Anal Chim Acta. 2013; 804: 264-
72,doi:10.1016/j.aca.2013.09.053.

17 E. Trepka. Historia kolorystyki. Paristwowe Wydawnictwo Naukowe; 1960.
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chromatograméw otrzymano zaréwno widma MS/MS, jak i UV-Vis. W pierwszej kolejnosci
scharakteryzowatam znane markery koszenili amerykanskiej (kwas kermesowy, dclV i dcVIl) i
okreslitam szczegdtowo sciezki ich fragmentacji (Rysunek 12) [H4], co stanowito punkt wyjscia
do dalszych badan. Nastepnie na podstawie widm MS/MS scharakteryzowatam strukture 22
zwigzkdw obecnych w metanolowym ekstrakcie czerwca polskiego, ktére do tej pory
pozostawaty nieznane, w tym trzech markeréw (ppl, ppll and pplll) wskazanych przez
Woutersa i Verheckena. Jedynie sze$¢ z nich wystepowato réwniez w ekstrakcie z koszenili
amerykanskiej, a zatem szesnascie zwigzkéow stanowito potencjalne markery czerwca

polskiego [H5].
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Rysunek 12. Proponowana sciezka fragmentacji kwasu karminowego [H4]

Na podstawie analizy uzyskanych danych wykazatam, ze obserwowane zwigzki
fragmentowaty wedtug trzech gtéwnych Sciezek. W pierwsze]j kolejnosci dochodzito do (1)
rozpadu grupy karboksylowej, ktory skutkowat utratg czasteczki CO,. Na tej postawie
wiekszos¢ badanych zwigzkéw zostata zidentyfikowana jako kwasy karboksylowe. W
przypadku czesci z nich obserwowany byt rowniez (2) heterolityczny lub homolityczny rozpad
wigzania O-glikozydowego i oderwanie jednostki heksozy z utworzeniem jondw Y~ i/lub Y*~.
Zaréwno to, jaki (3) rozpad jednostki cukru z utratg kolejnych fragmentéw obojetnych o masie
90, 120 i 148 Da, pozwolito zidentyfikowac badane zwiazki jako mono- i di-, C- i O-heksozydy
deoksyerytrolakcyny, kwasu kermesowego oraz kwasu flawokermesowego. Wsréd nich udato
sie rozpozna¢ markery okreslane mianem ppl, ppll i pplll.
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Duza liczba zidentyfikowanych O-glikozydow (stosunkowo tatwo ulegajacych
hydrolizie) wyjasnia wiekszg zawartos¢ kwasu kermesowego i flawokermesowego w czerwcu
polskim w stosunku do koszenili amerykanskiej. Dlatego tez nalezy zaznaczy¢, ze dla detekcji
tych markeréw kluczowe sg warunki, w jakich prowadzona jest ich ekstrakcja; musza by¢ tak
dobrane, aby nie powodowaty utraty cennej informacji analitycznej.

Prace moje nie ograniczaty sie do
czerwca polskiego i koszenili
amerykanskiej, a ich przedmiotem byty
takze inne czerwienie pochodzenia

zwierzecego i roslinnego. Dane

kwas lakkainowy A X=0H } . A
; R: N-acetylotyramina . .
kwas ksantolakkainowy A X=H Yoy chromatograficzne i spektrometryczne
kwas lakkainowy B X=0H } : i i
kwas ksantolakkainowy B X=H | I yrosol uzyskane dla ekstraktu z wetny barwionej
kwas lakkainowy C X=0H R:tyrozyna czerwienig z szelaku (Kerria lacca Kerr,
kwas lakkainowy E X=0H R:tyrami (i
it it ang. lac dye) wykazaty obecnos¢ kilku
0 NH2 7 .
J s kwasow lakkainowych oraz
H4C NH HO HzN . . .
s ksantolakkainowych. Poniewaz s3 one
kwasami dikarboksylowymi (utlenionymi
@ @ @ @ . .
pochodnymi kwasu kermesowego i
OH OH OH OH X . _
podstawnik podstawnik podstawnik podstawnik ﬂaWOkermesowego)r to ich jony [M_H]
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Rysunek 13. Struktury kwasow lakkainowych

fragmentacji w zasadzie ograniczone do
i ksantolakkainowych [H4]

utraty kolejno dwéch czgsteczek CO;
pochodzacych z dwdch grup karboksylowych. Dodatkowo, obecnos¢ duzego podstawnika w
pozycji C-7 z grupa hydroksylowa w pozycji C-2’ (Rysunek 13) skutkowata eliminacjg czgsteczki
wody pomiedzy dwiema grupami hydroksylowymi, pierwsza — wtasnie w pozycji C-2’ oraz
drugg - w pozycji C-6 lub C-8 antrachinonu. Oprécz kwaséw lakkainowych i
ksantolakkainowych ekstrakt szelaku zawieraty tez kwas kermesowy oraz flawokermesowy
oraz ich dekarboksylowane pochodne, tj. erytrolakcyne i deoksyerytrolakcyne [H10].

Chromatogramy ekstraktu wetny barwionej kermesem (Kermes vermilio Planchon,
ang. kermes) zawieraty dwa gtéwne piki odpowiadajgce kwasowi kermesowemu i kwasowi
flawokermesowemu oraz slady dezoksyerytrolakcyny. Nastepnie dwa niewielkie piki
korespondowaty ze zwigzkami pp6 (O-heksozyd kwasu flawokermesowego) i pp9 (O-heksozyd
kwasu kermesowego), wczeséniej zidentyfikowanymi w czerwcu polskim [H10].

W przypadku ekstraktow z wtdékien wetny barwionej marzang barwiersky (Rubia
tinctorum L., ang. madder) cze$¢ zwigzkéw (alizaryna, purpuryna i rubiadyna) zostata
zidentyfikowana przez poréwnanie ich z dostepnymi wzorcami, podczas gdy pozostate
opieraty sie na analizie i poréwnaniu widm MS/MS. Ksantopurpuryna, lucydyna, i
nordamnakantal réznig sie od siebie jedynie podstawnikiem w pozycji C-2, ktory to ulega
fragmentacji w pierwszej kolejnosci (Rysunek 14). Poza tym niemal wszystkie inne sygnaty w
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obu widmach sg takie same. Ponadto zarejestrowano tez obecnos¢ zwigzku
charakteryzujacego sie znacznie dtuzszym czasem retencji (oznaczonego jago rtl), ktéry to na
postawie jego widm MS/MS zostat zdefiniowany jako dimer alizaryny i lucydyny.
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Rysunek 14. Ogdlny schemat fragmentacji antrachinonéw obecnych w marzanie barwierskiej

Chromatogram ekstraktu marzany zawierat takze piki odpowiadajgce pochodnym
glikozydowym wymienionych juz antrachinonow, tj. O-primewerozydowi lucydyny, kwasowi
ruberytynowemu i O-primewerozydowi rubiadyny. Zidentyfikowano je gtéwnie dzieki
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charakterystycznej stracie fragmentu o masie 294 Da odpowiadajgcej ugrupowaniu
primewerozydu oraz przez pordwnanie fragmentacji ich aglikonéw z fragmentacjg
analogicznych wolnych antrachinonéw, tj. lucydyny, alizaryny i rubiadyny [H10].

Wyniki moich badan przyczynity sie to do rozwoju wiedzy na temat chemicznego
aspektu czerwieni stosowanych w dzietach sztuki, zwtaszcza czerwieni pochodzenia
zwierzecego. Na ich podstawie udato sie ustali¢ nature szerokiej gamy zwigzkéw barwigcych
obecnych w czerwcu polskim, ktéra to dotychczas pozostawata nieznana (w tym trzech
markeréw wskazanych ponad ¢wieré wieku wczesniej przez Woutersa i Verhecken). Byto to
mozliwe dzieki wysokiej czutosci, jakg daje potaczenie techniki HPLC z detekcjg ESI-MS/MS. Co
wiecej opracowatam Sciezki fragmentacji kwasu karminowego (i jego pochodnych), jak i
antrachinondw wystepujacych w roslinach z rodziny marzanowatych.

Barwne alkaloidy [H6]

Alkaloidy to bardzo zrdinicowana grupa zwigzkéw, z ktérych niewielka czesé¢ wykazuje
wiasciwosci barwigce. W swej strukturze zawierajg one co najmniej jeden atom azotu, ktory
nie zostat do niej wprowadzony w sposéb sztuczny, tak jak to ma miejsce chociazby w
przypadku orselki czy indygo. Wystepujg one w réznych preparatach pochodzenia drzewnego,
jednak tylko czes¢ z nich (przede wszystkim pochodzacy z Azji korkowiec amurski oraz
wywodzgca sie z Ameryki Pétnocnej mahonia) miata rzeczywistg wartos¢ uzytkowsq i byta
stosowana jako barwnik naturalny. Mozina je odnalezé przede wszystkim w obiektach
zabytkowych pochodzgcych z Dalekiego Wschodu, najczesciej w mieszaninie z innymi
barwnikami. Dlatego celem tej czesci prac byto opracowanie metody do identyfikacji i
oznaczania alkaloidéw z korkowca amurskiego (Phellodendron amurense Rupr., ang. Amur
cork tree), mahonii (Mahonia aquifolium Nutt. , ang. Oregon grape) i berberysu europejskiego
(Berberis vulgaris L., ang. European barberry), okrslenie ich profili chromatograficznych oraz
sprawdzenie, ktére z alkaloidéw biorg rzeczywisty udziat w procesie barwienia naturalnych
wiékien zwierzecych (wetny i jedwabiu). Badania byty prowadzone z uzyciem wysokosprawnej
chromatografii cieczowej o mikrolitrowych przeptywach fazy ruchomej (WHPLC) potgczonej z
detekcja spektrofotometryczng typu DAD oraz detekcjg ESI-MS/MS [H6].

Jako ze zawarty w alkaloidach atom azotu wchodzi w sktad struktury trzecio- lub
czwartorzedowej aminy badania tych zwigzkdw z uzyciem techniki ESI-MS/MS byty
prowadzone w dodatnim trybie jonizacji. Analiza uzyskanych widm mas wykazata, ze kazda z
grup badanych alkaloidéw fragmentuje w inny,
charakterystyczny dla siebie sposéb.

Alkaloidy z grupy protoberberyn (Rysunek
15), do ktérych nalezg berberyna i atroryzyna,

ulegaja fragmentacji poprzez eliminacje matych
czgsteczek  obojetnych  lub  rodnikowych, ) o
Rysunek 15. Szkielet alkaloidow z grupy
(a) protoberberyn oraz
homolitycznego rozpadu wigzan w obrebie grup (b) tetrahydroprotoperberyn

najczesciej na skutek heterolitycznego Ilub
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funkcyjnych. Nalezy zauwazyé, ze niesparowany elektron moze by¢ stabilizowany przez jego
delokalizacje w strukturze rezonansowej szkieletu protoberberyny, co sprzyja utracie
rodnikow takich jak °CHs. Obserwowano réwniez eliminacje czasteczki wodoru poprzez
rozszczepienie dwoéch wigzan C-H w pierscieniu B z zachowaniem tadunku przy atomie azotu.

Aporfiny, podobnie jak protoberberyny, ulegajg fragmentacji gtdwnie w obszarze grup
funkcyjnych co skutkuje utratg matych fragmentéw obojetnych lub matych rodnikow. W
pierwszej kolejnosci dochodzi jednak do charakterystycznej eliminacji czasteczki (CH3);NH z
czwartorzedowe] grupy amoniowej (Rysunek 16), podobnie jak podczas fragmentacji
benzylotetrahydroizochinolin. W przypadku tetrahydroprotoberberyn rozpad czgsteczek
przebiega zupetnie inaczej. Z uwagi na wysycenie wigzan podwodjnych pierscienia C
fragmentacja nastepuje przede wszystkim na skutek reakcji RDA w obrebie tego pierscienia.
Dopiero w drugim etapie zachodzi homolityczna eliminacja rodnika metylowego. Ponadto
stwierdzono obecnos¢ dwdch izomerycznych bisbenzylioschinolin ulegajgcych fragmentacji w
wyniku charakterystycznego rozszczepienia dwoch wigzan C-C, a nastepnie demetylowaniu
grupy metoksylowej podstawionej do pierscienia aromatycznego.
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Rysunek 16. Proponowana sciezka fragmentacji aporfin oraz widmo MS/MS menisperyny

Na podstawie uzyskanych danych chromatograficznych potwierdzitam, ze berberyna
jest gtéwnym zwigzkiem barwigcym obecnym we wszystkich badanych ekstraktach. Oprdcz
niej potwierdzitam rowniez obecnos¢ jatroryzyny i magnofloryny. Wytypowatam takze
markery korkowca amurskiego oraz mahonii. Ponadto zauwazytam, ze efektywnos¢ procesu
barwienia w przypadku berberysu europejskiego byta niska (prawdopodobnie z uwagi na
niewielkg zawartosc¢ alkaloidéw w tym preparacie), co ttumaczy jego minimalng stosowalnos¢
na przestrzeni wiekdéw.
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Orceiny [H10]

Orselka (Roccella, ang. orchil) to purpurowy barwnik bezposredni stanowigcy mieszanine
réznych orcein (zwigzkdw na bazie szkieletu fenoksazyny). Zwigzki te s3 one otrzymywane na
skutek reakcji pomiedzy amoniakiem a pochodnymi kwasu orselinikowego zawartymi w
porostach z rodzaju Roccella. W wyniku tego orselka jest jednym z niewielu barwnikéw
naturalnych, ktérego zwigzki barwigce zawierajg atomy azotu. Ich obecnos¢ w strukturze
orcein determinuje stosowanie dodatniego trybu jonizacji podczas badan z uzyciem techniki
ESI-MS/MS. Jednak z uwagi na duzg trwatos¢ struktury orcein (stabilizowang rezonansem), ich
fragmentacja z jednej strony wymaga zastosowania duzych energii kolizji, z drugiej za$
skutkuje powstawaniem licznych jonéw potomnych o matej intensywnosci.

Jak dotad opublikowano tylko dwie prace méwigce o identyfikacji orcein w obiektach
zabytkowych z uzyciem techniki HPLC-ESI-MS'*°, | cho¢ w obu przypadkach stosowano
tandemowe spektrometry mas, to jednak w zadnej z nich nie pokuszono sie o probe
interpretacji uzyskanych widm. Stagd moja praca badawcza skupita sie na szczegétowej analizie
widm mas orcein w celu okreslenia ich $ciezek fragmentacji, co stanowitoby podstawe do
poznania proceséw rozpadu fenoksazyn w fazie gazowej i mogtoby by¢ pomocne w ich
identyfikacji z uzyciem techniki spektrometrii mas.

Probki wetny barwionej orselka (uzyskang z porostu Roccella tinctoria DC.) otrzymatam
od dr Dominuque Cardon z laboratorium CIHAM Narodowego Centrum Badan Naukowych
(CNRS, Lyon, Francja). Na zarejestrowanych chromatogramach odnotowano dziewieé pikow
pochodzace od a-, B- i y- aminoorcein, aminoorceinimin i hydroksyorcein. Mimo ze ich widma
mas jondw potomnych (MS/MS) uzyskane za pomocg spektrometru mas z potréjnym
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Rysunek 17. Wysokorozdzielcze widmo MS/MS zarejestrowane dla jonu [M+H]
a-aminoorceiny [H10]

18 B, Witkowski, M. Ganeczko, H. Hryszko, M. Stachurska, T. Gierczak, M. Biesaga. Microchemical Journal. 2017;
133:370-79, doi:10.1016/j.microc.2017.03.049.

B E. Cala, M. Benzi, F. Gosetti, A. Zanin, M. Gulmini, A. Idone, I. Serafini, A. Ciccola, R. Curini, |. Whitworth, M.
Aceto. Microchemical Journal. 2019; 150: 104140, doi:10.1016/j.microc.2019.104140.
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analizatorem kwadrupolowym byty bardzo podobne do siebie (Rysunek 17), to identyfikacja
poszczegdlnych sygnatéw byta bardzo trudna, z uwagi na mozliwos¢ utraty réznorodnych
fragmentow izobarycznych. Ze wzgledu na strukture zwigzku strata 17 Da mogta odpowiadaé
oderwaniu *OH lub NHs, podczas gdy fragment o masie 29 Da mdgt korelowaé z oderwaniem
*CHO, °CyHs, °CH2N lub CH;NH. Utrata tych fragmentdw obojetnych jest niemozliwa do
rozrdznienia za pomocy niskorozdzielczego spektrometru mas, dlatego ekstrakty wetny
barwionej orselkg byty réwniez poddane badaniom z uzyciem tandemowego spektrometru
mas z analizatorem czasu przelotu (QToF-MS) w ramach wspotpracy z prof. dr hab. Emilig
Fornal z Katedry i Zaktadu Patofizjologii Uniwersytetu Medycznego w Lublinie [H10].

Na podstawie wysokorozdzielczych widm mas okreslitam $ciezki fragmentacji orcein
(Rysunek 18). W pierwszej kolejnosci zachodzi (1) oderwanie matych rodnikéw (°CHs, *OH,
*NH;), co jest generalnie rzadko spotykane w dysocjacji jonéw parzystoelektronowych, jednak
w tym przypadku mozliwe dzieki stabilizacji niesparowanego elektronu przez strukture
rezonansowg orcein. Dodatkowo towarzyszy jej takze (2) utrata matych fragmentéow
obojetnych (takich jak H,0, CH4, CO). W nastepnym etapie nastepuje (3) dalsza eliminacja tych
samych matych czasteczek (neutralnych i rodnikowych) z pierwotnych jondw potomnych, jak
rowniez oderwanie nowych fragmentéw (np. *CHO czy °*CH:;N, a takze °CsH30; i C4H402)
obejmujagcych podstawniki w pozycji C-8 fenoksazyny. Fragmentacja orcein zachodzi réwniez
na skutek (4) homolitycznego rozszczepienia wigzania C-C pomiedzy pierscieniem fenylowym
a szkieletem fenoksazyny, co prowadzi do oderwania rodnika 2,4-dihydroksy-6-
metylofenylowego (*C;7H70;). Obserwuje sie takze (5) rozerwanie szkieletu fenoksazyny z
oderwaniem struktury pomiedzy atomami 3 i 5 (*CsH302 i C3H20; lub C3H3NO).

Whnikliwe studium fragmentacji orcein, ktére przedstawitam na podstawie
wysokorozdzielczych widm mas jonéw potomnych (MS/MS), dostarcza cennych informacji nie
tylko w kontekscie identyfikacji barwnikdw naturalnych, ale takze badania barwnikéw
syntetycznych z grupy oksazyn (o numerach Color Index 51000-51999), ktére sg uzywane m.in.
do barwienie lipidow, mikroorganizmodw czy tkanek.

Inne markery barwnikoéw naturalnych [H8, H11]

Niektdre barwniki naturalne oprdécz zwigzkéw barwigcych zawierajg réwniez bezbarwne
komponenty, ktére wspomagajg proces barwienia lub mu towarzysza. Zwiazki takie, mimo, ze
nie wykazujg zdolnosci pochtfaniania promieniowania z zakresu $wiatta widzialnego, to moga
stanowi¢ markery tych barwnikéw.

Jak dotad, wedtug mojej najlepszej wiedzy, nie byto zadnych doniesien o identyfikacji
drzewa fustykowego (Maclura tinctoria Steud., ang. old fustic) czy 26ttnicy pomaranczowej
(Maclura pomifera Schneid., ang. Osage orange) w obiektach historycznych. Co wiecej, jak juz
wspomniatam, oba barwiki majg bardzo podobng kompozycje zwigzkdéw barwigcych, co tym
bardziej utrudnia ich identyfikacje. Zrédta literaturowe moéwig jedynie o zawartych w nich
flawonoidach (morynie, ewentualnie kemferolu), jednak te nie pozwalajg rozrdézni¢ obu

| 43



44 |

Zatqcznik nr 3: Dr inz. Katarzyna Lech
Autoreferat — Whiosek w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego

30 Zoltnica  preparatow. Przeprowadzone badania
2 10 pomaranczowa  \yykazaty, ze zwiazki z grupy stylbenoidéw i
& F6 F7 ksantonéw mogg stanowi¢ markery drzewa
jfzg 0‘, ———————vv-v-v—vrr fustykowego oraz zoéttnicy pomaranczowej
s ! 10 2 30 min (Rysunek 19).

g | Najbardziej intensywny pik w ekstrakcie
© drzewa fustykowego odpowiadat

50_ o Drzewo . . 7 s . . ..

F4F5 fustykowe  pikeatannolowi, ktérego sciezke fragmentacji
P+F1 okreslita wczesniej Stella i inni%C. Towarzyszyty
Rysunek 19. Chromatogramy ekstraktéw mu inne dwa dimery pikeatannolu, ktérych

barwnikdow naturalnych zarejestrowane za
pomocq detektora spektrofotometycznego;
F1-7 — flawonoidy, S1-2 — dimery stylbenowe, ~ 2definiowana. W przypadku  zdttnicy
P — pikeatannol (stylbenoid), X — ksanton pomaranczowe;j odnotowano obecnos¢

struktura nie zostata jednak jednoznacznie

ksantonu. Na podstawie jego widm MS/MS, w
tym sygnatéw powstajgcych w wyniku reakcji RDA, okreslono liczbe i rodzaj grup funkcyjnych
obecnych w jego strukturze [H8].

Innymi zwigzkami niewykazujgcymi absorpcji promieniowania w zakresie Swiatta
widzialnego jest grupa bezbarwnych izomeréw okreslanych mianem komponentéw ct (ctl-
ct4). Zwigzki te zostaty zdefiniowane przez Woutersa i innych?! jako markery krokosza
barwierskiego, gdyz sg obecne zaréwno w wybarwieniach z6ttych, jak i czerwonych, bez
wzgledu na ich stan zachowania czy stosowang metode ekstrakcji. Zwigzki te, w
przeciwienstwie do wyzej opisanych C-glukozyddéw chinochalkondw, nie sg podatne ani na
fotodegradacje, ani na hydrolize. Dotychczas na ich temat wiadomo byto jedynie, ze s3
izomerami o masie nominalnej 583 Da, a zatem zawierajg nieparzystg liczbe atoméw azotu,
mimo to ich struktura nie zostata dotychczas ustalona. Z tego powodu, w toku prowadzonych
przeze mnie prac poswieconych markerom krokosza i ich zréznicowaniu z uwagi na rodzaj
barwionego wtdkna oraz stosowang procedure barwienia, swoje wysitki skupitam réwniez na
prébie identyfikacji komponentéw ct. Badania opartam przede wszystkim na nisko- i
wysokorozdzielczych widmach MS/MS, ale takze krzywych absorpcji uzyskanych dla zwigzkéow
rozdzielonych przy uzyciu techniki HPLC [H11].

W przeciwienstwie do Woutersa i innych autorow, na chromatogramie stwierdzono
obecnosé co najmniej szesciu pikéw pochodzacych od komponentéw ct (oznaczone jako ctl-
ct6), choé nie wszystkie one byty w petni rozdzielone. Na podstawie wysokorozdzielczych
widm MS ustalono, ze zwigzki te zawierajg po trzy atomy azotu, ale mimo tego tatwo ulegaty
one jonizacji ESI w trybie jondw ujemnych. Ich widma MS/MS byty prawie identyczne i

20|, Stella, M. De Rosso, A. Panighel, A.D. Vedova, R. Flamini, P. Traldi. Rapid Communications in Mass
Spectrometry. 2008; 22: 3867-72, doi:10.1002/rcm.3811.

21 ), Wouters, C.M. Grzywacz, A. Claro. Studies in Conservation. 2010; 55: 186-203,
doi:10.1179/sic.2010.55.3.186.
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= ct1 § zawieraty kilka wyraznych sygnatéw (Rysunek
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Rysunek 20. Widmo MS/MS zwigzku ct1 (typowe dla fragmentacji grupy p-kumarylowej,
(trvb jondw ujemnych) jak w przypadku C-glikozydéw chinochalkonow).

Wszystkie te informacje pozwolity mi stwierdzié, ze zwigzki okreslane jako komponenty
ct to w rzeczywistosci stereoizomery N, N°, N0-tri-p-kumaroilospermidyny (ZZZ, ZZE, ZEZ, EZZ,
ZEE, EZE, EEZ i EEE), ktére rdznig sie od siebie geometrig trzech wigzan podwdjnych grupy p-
kumarylowej. Proponowang Sciezke fragmentacji przedstawitam na Rysunku 21. Poréwnujac
ich krzywe absorpcji oraz dostepne w literaturze widma N, N°, N%-tri-p-kumaroilospermidyn
ustalitam, ze jako pierwszy kolumne chromatograficzng w odwréconym uktadzie faz opuszcza
izomer ZZZ, natomiast jako ostatni izomer EEE. Co wiecej N%,N°, N10-tri-p-kumaroilospermidyny
wykazujg zdolnosci do fotoizomeryzacji, a zatem intensywnos¢ poszczegdlnych pikdow
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Rysunek 21. Proponowana sciezka fragmentacji zwigzkdw ct na przyktadzie
N, N°, N0-tri-p-(ZEE)-kumaroilospermidyny w trybie jonéw ujemnych
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odpowiadajgcych zwigzkom ct zalezy od natezenia promieniowania?? jakie na przestrzeni
wiekéw padato na dany obiekt.

Wyniki uzyskane w toku moich badan wykazaty, ze technika spektrometrii mas jest
bardzo pomocna w identyfikacji struktury nieznanych substancji pochodzenia naturalnego (w
tym po raz pierwszy NL,N°, N%-tri-p-kumaroilospermidyny), ktére nie przynaleza do zadnej z
grup zwigzkéw barwiacych, jednak sg waznymi diagnostycznie zwigzkami towarzyszacymi.
Niemniej jednak interpretacja uzyskanych danych jest procesem bardzo skomplikowanym i
wymaga duzej wiedzy na temat fragmentacji zwigzkédw organicznych. Dlatego tez nieoceniona
jest mozliwos¢ zastosowania do badan uktadu wysokorozdzielczego MS, ktéry dostarcza
komplementarnych informacji na temat sktadu pierwiastkowego poszczegdinych
fragmentow.

Indygoidy oraz produkty ich degradacji [H3, H10]

Obiekty zabytkowe ulegajg z czasem degradacji pod wptywem wielu czynnikéw zewnetrznych,
takich jak dziatanie tlenu, wilgoci i temperatury, jednak to ekspozycja na promieniowanie
stoneczne jest gtdwnym czynnikiem blakniecia wynikajacym ze zmian strukturalnych zwigzkow
barwnych. Zrozumienie mechanizmu tego procesu jest wazne, poniewaz pozwala okreslié
stopien degradacji obiektu, a takze pomaga w ustaleniu sposobdw jego ochrony.

Indygo byto jednym z najbardziej popularnych barwnikéw naturalnych na swiecie.
Preparat ten byt stosowany do barwienia na niebiesko, ale takze uzywano go do uzyskiwania
koloréw mieszanych, takich jak zielony czy fioletowy. Choé jest to barwnik pochodzenia
roslinnego, to jego zwigzki barwigce nie wystepujg bezposrednio w materiale roslinnym, lecz
powstajg w wyniku reakcji enzymatycznych, a nastepnie utleniania ich prekursoréw. W
procesie tym, obok niebieskiej indygotyny mogg powstawaé réwniez jej izomery (gtéwnie
indyrubina, rzadziej izoindygotyna) charakteryzujgce sie kolorami przesunietymi w kierunku
czerwieni®®. | choé¢ indygo jest barwnikiem wzglednie stabilnym, z czasem ulega
fotodegradaciji.

Celem tej czesci badan byta identyfikacja produktéw fotodegradacji indygoidéw, a w
konsekwencji opracowanie metody posredniej identyfikacji naturalnych barwnikow na
podstawie produktéw ich degradacji. Probki indygo byty poddawane przyspieszonemu
fotostarzeniu w komorze wyposazonej w lampe ksenonowa. Badania byty prowadzone przede
wszystkim z uzyciem techniki WHPLC-UV-Vis-ESI-MS/MS, ale takze wsparto sie
wysokorozdzielczym spektrometrem mas typu ESI-QToF-MS w ramach wspotpracy z prof. dr.
hab. inz. Witoldem Danikiewiczem z Instytutu Chemii Organicznej Polskiej Akademii Nauk,
stosujgc zarowno jonizacje w trybie jonédw dodatnich, jak i ujemnych [H3].

22 Natezenie promieniowania jest silnie zalezy od lokalizacji i od warunkéw atmosferycznych. Najczesciej jest
wyrazane w W-m~2 i odpowiada wartosci gestosci mocy promieniowania padajgcego na powierzchnie 1 m?;

M.T. Sarniak, P.W.0O. Wydawnicza. Systemy fotowoltaiczne. Oficyna Wydawnicza Politechniki Warszawskiej;

2019.

23 ), Balfour-Paul. Indigo. British Museum Press; 1998.
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Oprocz dobrze znanych produktéw degradacji indygoidéw, takich jak izatyna,
bezwodnik izatowy i kwas antranilowy, zidentyfikowano takze siedem innych zwigzkéw
powstajgcych w wyniku degradacji indygoidéw. Wiekszo$¢ z nich charakteryzowata sie
niewielkg masg czasteczkowg i zawierata jeden atom azotu. Doktadna analiza ich widm MS/MS
wykazata, ze z jednej strony jony [M—H]/[M+H]* tych produktéw degradacji tatwo tracity
czasteczki CO; i CO pochodzgce z grup karboksylowych i karbonylowych, ktére to jednak nie
dostarczaty wielu informacji analitycznych w przypadku tej grupy zwigzkéw, z drugiej zas
dochodzito do oderwania bardziej charakterystycznych fragmentéw, takich jak formaldehyd,
aldehyd szczawiowy, etenon czy metanol. To witasnie na ich podstawie zaproponowano
struktury badanych zwigzkéw. Poprawnos¢ identyfikacji potwierdzono w oparciu o doktadne
masy czasteczkowe i sktady pierwiastkowe zwigzkéw okreslone na podstawie
wysokorozdzielczych widm mas zarejestrowanych za pomoca techniki UHPLC-ESI-QTOF-MS.
Ponadto przeprowadzono réwniez synteze kwasu N-metoksykarbonyloantranilowego dzieki
czemu potwierdzono obecnos$¢ tego zwigzku wsrdd produktow degradacji indygo.

Kolejne trzy zwigzki powstajace w procesie fotostarzenia charakteryzowaty sie nieco
wiekszymi masami czgsteczkowymi, a przy tym zawieraty dwa atomy azotu. Nie kazdy z nich
byt jednak obecny w przypadku degradacji wszystkich indygoidéw, co moze stanowic
podstawe do ich rozréznienia. Obserwowana fragmentacja tych zwigzkéw przebiegata w
dwojaki sposdb, tj. (1) przez utrate matych fragmentdéw obojetnych oraz (2) przez rozerwanie
wigzania pomiedzy dwoma pierscieniami w ich strukturze (Rysunek 22).
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Rysunek 22. Schemat fragmentacji jednego z produktow degradacji indygotyny
(kwasu N,N'-oksalilo-diantranilowego) [H3]

Na podstawie zidentyfikowanych produktow degradacji indygotyny zaproponowano
mechanizm jej fotodegradacji z udziatem aktywnych form tlenu [H3].
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Inne badania prowadzone z udziatem indygo wykazaty, ze, oprdcz indygotyny i
indyrubiny, indygo moze zawier¢ rowniez inne zwigzki barwigce. Na podstawie widm mas
ustalono, ze, podobnie jak indygotyna i indyrubina, sg to substancje bedgce izomerami o
skfadzie pierwiastkowym C16H11N30 i strukturze bardzo zblizonej do wspomnianych zwigzkéw,
w ktorych najprawdopodobniej jeden z atomdw tlenu zostat zastgpiony przez atom azotu
[H10]. Wydawato sie jednak, ze zwigzki te nie majg kluczowego znaczenia dla identyfikacji
indygo w obiektach historycznych.

Podsumowujac te czes¢ badan nalezy podkredli¢, ze zastosowanie technik tgczonych,
czyli technik rozdzielania (HPLC lub pHPLC) zestawionych z technikami tandemowej
spektrometrii  mas (ESI-MS/MS), umozliwito profilowanie barwnikéw organicznych
stosowanych w obiektach historycznych. W oparciu o uzyskane wyniki badan okreslono, a
takze szczegdtowo scharakteryzowano ich markery. Zdefiniowano takze udziat ekstrahenta w
modyfikowaniu struktury O-glukuronidowych pochodnych flawonoidéw w procesie ich
ekstrakcji. Uzyskane wyniki badan stanowity podstawe dla dalszych prac ukierunkowanych na
opracowanie postepowania analitycznego do identyfikacji barwnikéw organicznych w
obiektach zabytkowych.

B. OPRACOWANIE | ZASTOSOWANIE METODYKI ANALITYCZNEJ UKIERUNKOWANEJ NA IDENTYFIKACIE
BARWNIKOW ORGANICZNYCH W OBIEKTACH DZIEDZICTWA KULTUROWEGO [H1, H3-H5, H7-H11]

Od samego poczatku prowadzone przeze mnie prace badawcze z uzyciem techniki HPLC-UV-
Vis-ESI-MS/MS dotyczgce charakterystyki barwnikdw naturalnych stosowanych w obiektach
zabytkowych budzity zainteresowanie muzealnikédw i konserwatoréw sztuki. Zgtaszali oni
potrzebe identyfikacji materii barwnej w powierzonych im obiektach, ktdra z jednej strony
miata byé pomocna w analizie artystycznej i historycznej tych dziet, a z drugiej zas w
zaplanowaniu dziatan ukierunkowanych na ich ochrone. Zainteresowanie to przetozyto sie na
wspotprace z licznymi instytucjami kultury i nauki w Polsce (m.in. Muzeum Narodowym w
Warszawie, Muzeum Patacu Kréla Jana Ill w Wilanowie, Muzeum Narodowym w Krakowie,
Uniwersytetem Papieskim Jana Pawta Il w Krakowie), w zakresie badania barwnikéw
organicznych w obiektach dziedzictwa kulturowego.

Identyfikacja barwnikdow w prébkach muzealnych wymaga jednak w pierwszej
kolejnosci opracowania skutecznej metody analitycznej obejmujgcej ekstrakcje zwigzkow
barwigcych i ich identyfikacje z uzyciem techniki HPLC-UV-Vis-ESI-MS/MS. Stad tez wyniki
uzyskane w ramach prowadzonych przeze mnie prac badawczych opisanych w czesci A
rozprawy stanowity podstawe do opracowania postepowan analitycznych, ktére uwzgledniaty
nie tylko dostepne komercyjnie zwigzki barwigce, ale takze inne, zdefiniowane przeze mnie w
toku badan (a czesto wczesniej nieznane), markery barwnikédw naturalnych. Badania
prowadzitam dla kilku grup prébek pobranych z obiektow muzealnych, wsrdad ktérych byty:
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(1)  witdkna pobrane z tapiserii ,,Sceny z opery” (1771-1773 r., Francja, warsztat Audran w
manufakturze Les Gobelins w Paryzu, obiekt z kolekcji Muzeum Patacu Kréla Jana Ill w
Wilanowie, wspdtpraca w ramach projektu NCN) [H3];

(2)  wtbékna pobrane z tkanin pre-kolumbijskich pochodzgcych z kultury Inka oraz
Chuquibamba (z Panstwowego Muzeum Etnograficznego w Warszawie oraz z kolekcji
prywatnej udostepnionej przez mgr Ewe Soszko z Akademii Sztuk Pieknych w
Warszawie) [H4];

(3)  nici pobranych z wyrobdw tekstylnych pochodzenia polskiego datowanych na XVI-XIX
w. (wtasno$¢ Muzeum Narodowego w Warszawie) [H5];

(4) fragmenty banknotéw kosciuszkowskich z 1794 r. pochodzace z pieciu réznych
nominatéw (z kolekcji Muzeum Narodowego w Krakowie) [H7];

(5) 323 witdkna pobrane z jedwabnych tkanin (wtoskich, francuskich, niemieckich i
pochodzacych z Bliskiego Wschodu) datowanych na XV-XVIII w. i stosowanych w
szatach i paramentach liturgicznych z zasobéw koscielnych Krakowa (wspotpraca w
ramach projektu realizowanego przez Uniwersytet Papieski Jana Pawta Il w Krakowie)
[H8, H9, H10, H11];

(6)  nici jedwabne pobranych z wiosennej palety barw Lioriskiego Cechu Farbiarzy z 1930
roku (La Chambre Syndicale des Teinturiers) ze zbioréw Muzeum Narodowego w
Warszawie [H1].

Nalezy podkresli¢, ze postepowanie analityczne stosowane przeze mnie podczas
badania prébek pobranych z obiektow dziedzictwa kulturowego ewoluowato w czasie i byto
udoskonalane w celu stworzenia optymalnego podejscia analitycznego, ktdre uwzgledniatoby
wiasciwosci  fizykochemiczne potencjalnych analitébw. Podczas jego opracowywania
kierowatam sie jedenastoma podstawowymi kryteriami, wsrdd ktérych byty:

(i)  ograniczenie niezbednej do badan ilosci prébki do minimum, a jednoczesnie

(ii)  uzyskanie na podstawie tego materiatu jak najwiekszej ilosci informacji
analitycznych;

(iii)  ograniczenie objetosci ekstraktu;

(iv)  zastosowanie efektywnej metody ekstrakcji dostosowanej do wtasciwosci
fizykochemicznych wyodrebnianych zwigzkéw barwigcych, a przy tym

(v)  zastosowanie uniwersalnej metody ekstrakcji wzgledem jak najszerszej gamy
analitéw (co niejako wymuszata mata ilos¢ prébki);

(vi)  mozliwos¢ rozdzielenia jak najwiekszej liczby markeréw barwnikéw
organicznych (o szerokim wachlarzu hydrofobowosci) przy zachowaniu jak
najlepszej rozdzielczosci chromatograficznej, zwtaszcza wzgledem zwigzkdow
obecnych w poszczegdlnych barwnikach;

(vii)  uzyskanie wysokiej czutosci i selektywnosci wzgledem analitéw poprzez:

e zastosowanie trybu dynamicznego monitorowania wybranych reakcji
fragmentacji (ang. dynamic Multiple Reaction Monitoring, dMRM),
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(viii)

(ix)

(x)

(xi)

ktéry pozwala na prowadzenie analizy celowanej, ukierunkowanej na
detekcje zdefiniowane;j listy zwigzkéw o okreslonym czasie retencji,
e wybdr od 2 do 5 najbardziej intensywnych i/lub charakterystycznych

transmisji jonéw dla kazdego analitu;
prowadzenie detekcji MS/MS zaréwno w trybie jonéw dodatnich jak i
ujemnych w celu identyfikacji petnego wachlarza zwigzkéw barwigcych,
réowniez tych zdolnych do jonizacji tylko w jednym z trybdw;
uzyskanie za pomocg detektora spektrofotometrycznego (jednowigzkowego
i/lub typu DAD) jak najwiekszej liczby informacji na temat absorpcji
promieniowania przez anality;
weryfikacja sktadu jakosSciowego ekstraktéw przez poréwnanie profili
chromatograficznych uzyskanych za pomoca detektora
spektrofotometrycznego i MS/MS (rola kontrolna), a w konsekwencji
mozliwos¢ detekcji zwigzkédw barwigcych nie ujetych w metodzie dMRM oraz
mozliwos¢ okreslenia ich tozsamosci za pomocy techniki HPLC-UV-Vis-ESI-
MS/MS (na podstawie dodatkowych eksperymentéw).

W efekcie opracowatam sekwencyjng metode ekstrakcji zwigzkdédw barwigcych z

probek (z zastosowaniem rozpuszczalnikéw protonowych i aprotonowych), ktéra ograniczyta

niezbedng do kompleksowych badan ilos¢ probki [H8], a takze zaproponowatam protokét ich

analizy, obejmujacy detekcje UV-Vis (dostosowang w zakresie widzialnym do barwy analitéw)

i MS/MS (uwzgledniajgca rozne typy trybdw jonizacji dla poszczegdlnych ekstraktow) (Rysunek

23) [H10].
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Rysunek 23. Podejscie analityczne obejmujqce ekstrakcje zwigzkdw barwigcych oraz ich analize
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Opracowane postepowanie analityczne, wraz z uzyskanymi w wyniku moich prac
chromatogramami i widmami MS/MS (zaréwno dla wzorcow analitycznych, jak i dla
ekstraktow otrzymanych z laboratoryjnych materiatéw odniesienia), stato u podstaw
utworzenia platformy badawczej do identyfikacji barwnikow naturalnych w obiektach
dziedzictwa kulturowego. Wyniki badan otrzymane dla prébek muzealnych potwierdzity jej
statecznos¢, a wskazane przeze mnie markery barwnikéw naturalnych miaty kluczowe
znaczenie dla identyfikacji wielu preparatéw.

Barwniki naturalne [H3-H5, H7-H11]

Wsrod barwnikéw rozpoznanych w badanych préobkach widkien byty m.in. jagody szaktaku
(zidentyfikowane na podstawie obecnosci zdefiniowanych O-glikozydéw oraz emodyny),
drzewo fizetowe, kermes, czerwien z szelaku czy marzana [H8-H11]. W przypadku tej ostatniej
badania wykazaty, ze do barwienia stosowano trzy rézne preparaty pozyskiwane z korzeni
Rubia tinctorum L., Rubia peregrina L. i Galium. Swiadczyly o tym réinice w kompozyciji
ekstraktow, np. nordamnakantalu, alizaryny i rubiadyny [H10]. Barwnik ten zidentyfikowano
rowniez w dwdch najwyzszych nominatach banknotéw kosciuszkowskich (czerwonym i
réozowym), w tym réwniez w towarzystwie drzewa fustykowego [H7]. Ponadto w ponad
czterdziestu préobkach pobranych z tkanin zabytkowych zidentyfikowano orselke, ktéra jednak
nigdy nie byta stosowana samodzielnie, lecz zawsze w potgczeniu z innymi barwnikami (jak np.
indygo, kermes, marzana) [H10].

Jednym z najczesciej spotykanych barwnikéw byto indygo, ktére byto otrzymane z
urzetu lub z innej rosliny indygoidowej (np. z indygowca). Preparat ten zostat zidentyfikowany
w ponad 130 badanych prébkach wtdkien [H8-H11]. Co wiecej w zielonych i brgzowych
widknach pobranych z tapiserii ,Sceny z opery” stwierdzono obecnos¢ nie tylko indygotyny,
ale takze nowozdefiniowane produkty jej degradacji [H3]. Nalezy podkresli¢, ze zastosowana
w tych pracach technika pHPLC w potaczeniu z tandemowg spektrometrig mas pozwolita
zminimalizowac objetosé ekstraktu potrzebnego do wykonania pojedynczej analizy do 0,1 pL,
zapewniajgc przy tym efektywne rozdzielenie jej sktadnikdw oraz ich detekcje. Jest to
szczegblnie istotne w przypadku badania obiektéw dziedzictwa kulturowego, gdzie czesto z
uwagi na warto$¢ dzieta (i/lub stan jego zachowania) istotne jest ograniczenie ilosci
pobieranego do badan materiatu.

Ponadto zarowno w prdébkach tekstyliow polskich, jak i w tkaninach jedwabnych
stosowanych w szatach liturgicznych zidentyfikowano czerwiec polski [H5, H10]. Jego
obecno$é okreslono gtdwnie na podstawie obecnosci zwigzku pp6, choc jego pik byt niewielki.
Jednak przewazajgca liczba badanych prébek byta barwiona przy uzyciu koszenili
amerykanskiej. Zidentyfikowano jg w ponad 130 prdébkach pobranych z tkanin polskich,
wtoskich i tureckich [H5, H10]. W toku badan okazato sie, ze w przypadku tkanin
prekolumbijskich barwionych czerwienig zwierzecg, obok dobrze znanych markeréw koszenili,
takich jak kwas karminowy, dcll, dclV, dcVIl, dcOfka, odnotowano obecno$é dziewieciu innych
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zwigzkow, ktdéra znalazta swoje odbicie na chromatogramach, réwniez tych zarejestrowanych
w zakresie Swiatta widzialnego (Rysunek 24) [H4]. W ramach dodatkowych prac podjetam
prébe zidentyfikowania tych substancji za pomoca techniki HPLC-UV-Vis-ESI-MS/MS. Jako ze
badania prowadzono na prébkach pobranych z obiektéw muzealnych, jak zawsze w tego typu
przypadkach, istotne ograniczenie stanowita objetos¢ ekstraktu pozostata po
przeprowadzeniu podstawowych badan wynikajgcych z postepowania analitycznego. Z tego
tytutu kolejne eksperymenty musiaty by¢ starannie przygotowane pod kontem detekcji
MS/MS, tak, aby pozyskac¢ jak najwiekszg ilos¢ informacji strukturalnych na temat badanych

3 zwigzkéw. Dlatego tez dodatkowo w
badaniach wsparto sie
wysokorozdzielczym spektrometrem mas z
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pochodne kwasu karminowego. Same
Rysunek 24. Chromatogramy ekstraktu z wtékna

pobranego z tkaniny prekolumbijskiej barwionej
koszenilg amerykariskq zarejestrowane za
pomocq detektora spektrofotometrycznego (linia moégt on ulec (Tabela 1). Ponadto na
czerwona) oraz detektora ESI-MS/MS w trybie widmach MS/MS odnotowano obecno$¢
jonow ujemnych zrekonstruowane dla
wybranych wartosci m/z (linie niebieskie) [H4]

wartosci m/z ich jonéw [M-H]~ dostarczaty
informacje na temat modyfikacji jakim

charakterystycznych sygnatéw
odpowiadajacych (1) utracie CO; (44 Da) z
wolnej grupy karboksylowej, (2) oderwaniu czgsteczek CsHeO3 (90 Da), C4HsO4 (120 Da) i
CsHgOs (148 Da) z C-podstawionej heksozy oraz (3) eliminacji H.O pomiedzy dwoma
podstawnikami hydroksylowymi w pozycji C-2”" reszty cukru i w pozycji C-5 lub C-7 aglikonu,
ktorej nastepnie towarzyszy utrata C;H40; (60 Da) z reszty heksozy, ktére sg rowniez typowe
dla kwasu karminowego. Towarzyszyty im bardziej specyficzne fragmentacje, takie jak utrata
kwasu hydroksybenzoesowego (138 Da), czgsteczki C;H40; (120 Da) i glikolu etylenowego (62
Da), niosgce informacje na temat modyfikacji jakie zaszty w strukturze tego kwasu. Jednakze
jedynie dzieki zastosowaniu wysokorozdzielczego detektora ESI-QIT/ToF-MS zaobserwowano
rzadko spotykang utrate czgsteczki O, (32 Da), $wiadczgcej o wystepowaniu mostka
tlenowego w strukturze jednego ze zwigzkéw [H4].

Cze$¢ pochodnych kwasu karminowego scharakteryzowanych w tkaninach
prekolumbijskich byta tez obecna w innych prébkach wtékien barwionych koszenilg [H10].
Wyniki moich prac pozwalajg wysnu¢ wniosek, ze zwigzki te sg produktami degradacji kwasu



Dr inz. Katarzyna Lech

Zatqcznik nr 3:

— Wniosek w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego Autoreferat

karminowego, choé¢ na tym etapie trudno jest okresli¢ czynniki srodowiska odpowiedzialne za

ich powstawanie.

Tabela 1. Transformacje i zmiany masy obserwowane dla poszczegdlnych pochodnych kwasu
karminowego zidentyfikowanych w tkaninach prekolumbijskich [H4]

TR R Zm.iana n:lasy Zmiana r:nasy .Zmia.ny sktadu
nominalnej, ADa doktadnej, ADa pierwiastkowego
0 0 kwas karminowy
Deglukozylowanie + dehydroksylowanie -178 -178,0477 - CgH1005 - O
Deglukozylowanie -162 -162,0528 - CsH100s
Dekarboksylowanie -44 -43,9898 - CO2
Dehydroksylowanie -16 -15,9949 -0
Utlenianie -2 -2,0157 -H>
Dehydroksylowanie + aminowanie -1 -0,9840 -0+NH
Aminowanie +15 +15,0109 +NH
Przytgczenie mostka metyleneoksylowego +28 +27,9949 +CO
Demetylowanie + karboksylowanie +30 +29,9747 - CH2 + CO2
Przytgczenie hydroksyetylu +44 +44,0262 + C2H40
Przytaczenie kwasu hydroksybenzoesowego +120 +120,0211 + C7H40;

Innym waznym wynikiem tych badan byto potwierdzenie faktu stosowania sierpika
barwierskiego do barwienia tkanin w Europie. Jak juz wspomniatam, informacje na ten temat
pochodzity jedynie ze zrédet historycznych, jednak, o ile mi wiadomo, nigdy nie udato sie ich
potwierdzi¢ na drodze badania obiektéw dziedzictwa kulturowego. Zdefiniowanie na nowo
markeréw sierpika barwierskiego (gtéwnie O-glukuronowych flawonoidéw) pozwolito mi
zidentyfikowa¢ go w siedmiu wtdknach pobranych z tkanin jedwabnych datowanych na XV-
XVIl w [H8, H9]. W badanych prébkach byt on stosowany w potaczeniu z janowcem
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Rysunek 25. Chromatogramy zarejestrowane za
pomocq detektora MS dla ekstraktow banknotow
kosciuszkowskich o nominatach 5zt (barwiony
rezedq, szelakiem i drzewem brazylijskim ) oraz
50 zt (barwiony marzangq i drzewem fustykowym)

barwierskim i/lub indygo, zawsze do
uzyskania wybarwien zielonych.

Badania potwierdzity jednoczesnie,
ze duzo bardziej popularne byly inne, zétte
barwniki  flawonoidowe, takie jak
wspomniany juz janowiec czy rezeda. Ich
profile chromatograficzne zdefiniowane w
toku prowadzonych badan rozpoznano w
okoto osiemdziesieciu wtéknach [H8, H9,
H10]. Rezeda stanowita tez jeden z
barwnikéw zidentyfikowanych w
najnizszych nominatach (o najjasniejszej
barwie) banknotow kosciuszkowskich
(Rysunek 25) [H7].

| 53



Zatqcznik nr 3: Dr inz. Katarzyna Lech
Autoreferat — Whiosek w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego

Jednak nie tylko barwniki flawonoidowe byty stosowane w roli barwnikéw zéttych. W
toku prac potwierdzono réwniez uzycie orleanu (Bixa orellana L., ang. annatto), preparatu
zawierajgcego apokarotenoidy, gtdéwnie biksyne. Z uwagi na (1) typ barwnika, ktory zaliczany
jest do barwnikéw bezposrednich, oraz (2) liniowg budowe jego zwigzkdéw barwigcych, ktére
tacza sie z wtdknem, a takze miedzy sobg, m.in. za pomoca wigzan van der Waalsa, tworzac
agregaty, preparat ten jest bardzo trudny do ekstrakcji. Nie mniej jednak dzieki szczegétowej
analizie Sciezek fragmentacji biskyny (Rysunek 26) i starannemu przygotowaniu metody
analitycznej zidentyfikowatam orlean w jedenastu badanych prébkach [H8, H9, H10, H11].
Nalezy podkresli¢, ze dotychczas nie byto doniesien literaturowych méwiacych o identyfikacji
tego preparatu w obiektach zabytkowych. Tym samym po raz pierwszy potwierdzitam
zastosowanie orleanu do barwienia tkanin historycznych [H8]. Najczesciej byt on uzywany w
potgczeniu z drzewem brazylijskim.
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Rysunek 26. Widmo MS/MS biksyny (m/z 395, [M+H]")
i proponowana sciezka fragmentacji
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Krokosz barwierski zostat zidentyfikowany w jedenastu prébkach pobranych z tkanin
pochodzacych z Wioch, Turcji oraz Persji [H11], gtéwnie w oparciu o wystepowanie
zidentyfikowanych przeze mnie izomeréw E/Z N,N°,N0-tri-p-kumaroilospermidyn oraz
réznych C-glikozydéw chinochalkondw. Choé krokosz byt stosowany gtéwnie w roli preparatu
barwigcego na z6tto i pomaranczowo, nie mniej jednak w kilku przypadkach w badanych
ekstraktach potwierdzitam réwniez obecnos¢ czerwonej kartaminy, co wskazuje, ze tagodna
metoda ekstrakcji z uzyciem kwasu mréwkowego chroni kartamine przed jej szybkg hydroliza.
Co wiecej w toku badan zdefiniowano dwa dotychczas nieznane C-glikozydy chinochalkonéw,
ktdre moga by¢ wynikiem stosowania okreslonej metody barwienia lub mogg powstawaé na
skutek degradacji innych zwigzkdw barwigcych obecnych w krokoszu.

Ponadto w okoto czterdziestu prébkach pobranych z tkanin zabytkowych stwierdzono
zastosowanie drzewa brazylijskiego. Obok brazyliny, brazyleiny i urolityny C zidentyfikowano
protosappanine B, a takze inne wskazane przeze mnie w toku badan markery tego barwnika
[H10, H11]. Drzewo brazylijskie byto tez sktadnikiem mieszaniny stosowanej do barwienia
banknotu kosciuszkowskiego o nominale 5 ztotych (Rysunek 25) [H7].

Wyniki badan uzyskane dla 323 wtdkien pochodzacych z tkanin jedwabnych swiadcza
o uniwersalnosci i skutecznos$ci opracowanej przeze mnie celowanej metody analitycznej do
identyfikacji barwnikdw naturalnych. Ostatecznie obejmowata ona 196 zwigzkéw barwigcych
oraz bezbarwnych markeréw barwnikéw naturalnych, z czego 62 stanowity wzorce analityczne
dostepne komercyjnie. Ponadto opracowane postepowanie okazato sie by¢ wysoce
efektywne. Sposrdd wszystkich widkien tylko w przypadku siedmiu stwierdzono, ze byty one
barwione preparatami, ktére do tej pory nie stanowity dotychczas przedmiotu moich badan.
Nalezy jednak zaznaczy¢, ze wszystkie probki wtékien, w ktérych stwierdzono obecnosé
nieznanych preparatéw pochodzity z tkanin perskich i tureckich, a zatem prawdopodobnie
stosowane barwniki rowniez wywodzity sie z Bliskiego Wschodu. Niemniej jednak w oparciu o
zarejestrowane chromatogramy i widma MS/MS uzyskatam dodatkowe informacje na temat
kompozycji tych nieznanych preparatéw [H8, H9].

W przypadku pierwszego z nich zidentyfikowano wszystkie zwigzki barwigce
obserwowane na chromatogramie zarejestrowanym za pomocg detektora UV-Vis. Jego profil
chromatograficzny obejmowat przede wszystkim hyperozyd, 3-O-glukozyd kempferolu oraz 3-
O-glukozyd izoramnetyny, a takze rutyne, kwercytryne i 7-O-glukozyd luteoliny. Wymieniony
zestaw zwigzkow odpowiadat prezentowanej w literaturze kompozycji ostrézki (Delphinium
semibarbatum, ang. larkspur)?*.

Rowniez dla drugiego barwnika zidentyfikowano wszystkie zwigzki barwigce (luteolina,
7-0-glukozydu luteoliny, O-glukuronidu luteoliny i C-heksozyd luteoliny). | cho¢ byt to preparat
sktadem przypominajgcy sierpik barwierski, to jednak jego tozsamosci nie udato sie ustali¢. Co

24 N. Shibayama, M. Wypyski, E. Gagliardi-Mangilli. Heritage Science. 2015; 3: 12, d0i:10.1186/s40494-015-
0037-2.
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wiecej na podstawie gtebokiej analizy otrzymanych chromatogramoéw ustalitam, ze barwnik
ten stosowano réwniez w potgczeniu z trzecim preparatem nieznanego pochodzenia. Obok
wczesniej wymienionych zwigzkéw zidentyfikowano takze rutyne, hyperozyd i kwas elagowy,
a takze stwierdzono obecnos$¢ czterech nieznanych flawonoidéw (w tym trzech O-
diheksozyddw). Ponadto dzieki doktadnej analizie widm ustalono, ze razem z luteoling eluowat
rowniez inny izomeryczny zwigzek, tj. datiscetyna. To wtasnie w oparciu o jej obecnosc¢
zatozono, ze ostatnim nieznanym barwnikiem byfa konopnica (Datisca cannabina L., ang.
bastard hemp) [H8, HI].

Wczesne barwniki syntetyczne [H1]

Pod koniec XIX i na poczgtku XX wieku barwniki syntetyczne byty czesto wykorzystywane do
poprawienia walorow estetycznych starych i wyblaktych, lecz drogocennych tekstyliéw o
znaczeniu historycznym. Jednakze identyfikacja barwnikdw syntetycznych stwarza wiele
probleméw, przede wszystkim z uwagi na réznorodnos¢ preparatdw oraz niespdjng
nomenklature handlowa. W pokonaniu tych trudnosci pomocna moze by¢ technika
tandemowej spektrometrii mas, ktéra dostarcza informacji o budowie badanych zwigzkéw.
Dlatego celem podjetych badan byto sprawdzenie przydatnosci uktadu HPLC-UV-Vis-ESI-
MS/MS do bezwzorcowej identyfikacji barwnikéw syntetycznych stosowanych do barwienia
wtékien. Przedmiotem badan byto osiem nici

jedwabnych pobranych z wiosennej palety Tabela 2. Najczesciej tracone fragmenty obojetne

barw Lionskiego Cechu Farbiarzy z 1930 roku Masa, Tracony

Da R Pochodzenie

(La Chambre Syndicale des Teinturiers)

udostepnionej mi do badar przez Muzeum — 1° ‘CHs  aromatyczne N-metyloaminy
Narodowe w Warszawie. Badane wiékna byty ~ 1° CHa  aromatyczne N-metyloaminy
na ogot z6tte o odcieniach od zielonkawego 28 co Zvi'élék' 2 grupa karbonylowa
do pomaranczowego [H1]. 28 C2Ha estry etylowe —COOC:Hs lub

aromatyczne N-etyloaminy lub

Chromatogramy rejestrowano przy i !
N,N-dietyloaminy

(1) réznych dtugosciach fal (gtdwnie z zakresu

28 N2 zwigzki azowe -N=N—
Swiatfa widzialnego), dobranych 29 ‘CaHs aromatyczne N-etyloaminy
indywidualnie na podstawie wczesniej 29 CHi=NH  aromatyczne N-metyloaminy
uzyskanych krzywych absorpcji, oraz (2) w 30 CzHe aromatyczne N,N-dietyloaminy
trybie skanowania jondw dodatnich i 30 “NO aromatyczne nitrozwiazki ~NO;

ujemnych. Na podstawie wszystkich 31 CH3-NH: aromatyczne N-metyloaminy

zebranych informaciji (m.in. barwy 43  CH2=N-CHs aromatyczne N,N-dimetyloaminy
analizowanych ekstraktow, trybu jonizacji, w 44 co, kwasy karboksylowe

ktorym  obserwowane  byly  sygnaly, 45  (CHs),NH aromatyczne N,N-dimetyloaminy
nominalnej masy jondw, liczby atomow azotu 46 *NO; aromatyczne nitrozwigzki —-NO;
w czgsteczce, obecnosci potencjalnych grup 64 SO kwasy sulfonowe —SO,0H
funkcyjnych okreslong w oparciu o tracone 74 HCOOC:Hs estry etylowe —COOCHs
fragmenty obojetne (Tabela 2) oraz wzoréw 80 SO; kwasy sulfonowe —-SO,0H




Dr inz. Katarzyna Lech Zatqcznik nr 3:
— Wniosek w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego Autoreferat

sumarycznych jonéow [M—H]/[M+H]* uzyskanych za pomocg wysokorozdzielczego detektora
ESI-QToF-MS) zaproponowatam struktury barwnikéw syntetycznych (Rysunek 27): dwdéch
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Rysunek 27. Postepowanie podczas badania wczesnych barwnikéw
syntetycznych z wiosennej palety barw Lioriskiego Cechu Farbiarzy z 1930
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malachitowa) i dwdéch czerwono-fioletowych (IV — rodamina B i V — rodamina 6G). Ich
tozsamos¢ zostata potwierdzona z uzyciem substancji wzorcowych. Ponadto w wiekszosci
ekstraktéw byfa tez obecna zétciert acetochinonowa 5JZ (VI). Tylko jeden barwnik nie zostat
zidentyfikowany; na podstawie jego widm MS/MS stwierdzono, ze zawierat on atom chloru i
grupe sulfonowa.

Badania wykazaty, ze tandemowa spektrometria mas stanowi potezne narzedzie
analityczne i daje wiele mozliwosci w zakresie potwierdzenia tozsamosci blizej
niezdefiniowanych barwnikdéw syntetycznych. Opierajgc sie na charakterystycznej
fragmentacji typowych dla tych zwigzkéw grup funkcyjnych, takich jak grupa sulfonowa,
nitrowa czy trzecio- lub czwartorzedowa grupa aminowa, a takze na nominalnej wartosci m/z
jondéw oraz profilach izotopowych stanowigcych odzwierciedlenie obecnych w strukturze tych
zwigzkéw heteroatomoéw (takich jak siarka czy chlor), mozna przeprowadzi¢ bezwzorcowa
identyfikacje barwnikéw syntetycznych, czego dowiodtam w swojej pracy [H1]. Uzyskane
wyniki pozwolity przypuszczaé, ze okoto 1930 r. farbiarze lionscy prawdopodobnie stosowali
waska game barwnikdéw syntetycznych, ktére to mieszali ze sobg w réznych proporcjach w
celu uzyskania okreslonych odcieni.

Podsumowujgc te cze$¢ badan nalezy podkreslié, ze wykazaty one analityczng
uzytecznos$¢ techniki HPLC-UV-Vis-ESI-MS/MS do identyfikacji zwigzkéw barwigcych, a co za
tym idzie barwnikéw naturalnych w prébkach pobranych z obiektow historycznych. Potgczenie
tej techniki z efektywna, lecz zarazem tagodng ekstrakcjg sekwencyjng, a takze opracowanie
postepowania analitycznego uwzgledniajgcego wtasciwosci analitdow, typy ekstraktow oraz
warunki prowadzonej detekcji, doprowadzito do zmaksymalizowania ilosci informacji
uzyskiwanych w oparciu o minimalne ilosci dostepnego do badan materiatu, zwtaszcza jesli
mamy do czynienia z cennymi obiektami dziedzictwa kulturowego. Zastosowanie
mikroprzeptywowych technik rozdzielania pozwala ograniczy¢ objetos¢ ekstraktu bez utraty
informacji analitycznej. Co wiecej, istotng zaletg opracowanej metodyki jest réwniez
mozliwos¢ prowadzenia dodatkowych badan ewentualnych, nieznanych zwigzkéw barwigcych
(nieujetych w metodzie analitycznej, a obecnych w badanych ekstraktach) z uzyciem techniki
MS/MS. Ponadto postepowanie to zostato z sukcesem zaimplementowane do badania
licznych obiektéw dziedzictwa kulturowego i stanowi obecnie narzedzie, po ktére coraz
czesciej siegajg muzealnicy i konserwatorzy stuki.

PODSUMOWANIE | DALSZE KIERUNKI ROZWOJU

Z punktu widzenia chemika analityka, posiadajgcego wiedze zaréwno na temat natury
obiektéw zabytkowych, jak i z dziatania i mozliwosci jakie niesie zastosowanie techniki
(L)HPLC-UV-Vis-ESI-MS/MS, oraz zdajgcego sobie sprawe z ogromnego potencjatu, ale tez z
ograniczen metod niecelowanych, szczegdlnie istotne jest podejmowanie dziatan
prowadzacych do scharakteryzowania preparatow barwigcych w celu opracowania
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standardowej procedury ich identyfikacji i rekomendowanie tego protokotu analitycznego do
badania cennych obiektéow dziedzictwa kulturowego. Z zatozenia prace te majg charakter
interdyscyplinarny i tgczg w sobie badania podstawowe oraz wiedze z zakresu technologii i
historii sztuki, co stanowi warto$¢ dodang. Z tej perspektywy za najwieksze osiggniecia
przedstawione w cyklu publikacji [H1-H11], stanowigce istotny wkfad w rozwdj nauk
chemicznych, uwazam:

e wykazanie uniwersalno$ci opracowanych metodyk analitycznych do okreslenia
tozsamosci nieznanych substancji barwigcych pochodzenia naturalnego i
syntetycznego, a takize scharakteryzowanie kluczowych markeréw barwnikow
naturalnych oraz produktéw fotodegradacji indygoidéw;

e okreslenie mechanizmdéw i/lub S$ciezek fragmentacji réinych grup zwigzkéw
organicznych (m.in. fenoksazyn, C-glukozyddw chinochalkondéw, antrachinonéw);

e utworzenie platformy badawczej bazujagcej na zebranych widmach mas,
chomatogramach oraz opracowanym postepowaniu analitycznym obejmujgcym
ekstrakcje, rozdzielanie i detekcje zwigzkéw barwigcych, z uwzglednieniem koloru
probek oraz whasciwosci zwigzkéw barwigcych;

e wdrozenie opracowanego postepowania bazujgcego na technice (u)HPLC-UV-Vis-ESI-
MS/MS do badania ponad 350 prébek pobranych z cennych obiektéw polskiego
dziedzictwa kulturowego, co pozwolito m.in. po raz pierwszy zidentyfikowaé sierpik
barwierski oraz orlean w obiektach zabytkowych.

Podsumowujgc, wyniki badan opublikowane w cyklu prac [H1-H11] dostarczajg wiedzy
na temat mozliwosci wykorzystania zaawansowanej techniki analitycznej, jaka jest
wysokosprawna chromatografia cieczowa potgczona z detekcjg spektrofotometryczng oraz z
detekcja tandemowej spektrometrii mas, (L)HPLC-UV-Vis-ESI-MS/MS, w szeroko rozumianej
archeometrii, a jednoczes$nie przyczyniajg sie do wprowadzania tej techniki w poczet
standardowych narzedzi stosowanych w laboratoriach archeometrycznych. A zatem
pracowana przeze mnie procedura analityczna, poza rozszerzaniem stosowalnosci nowych
metodologii badawczych, moze by¢ skutecznie stosowana do identyfikacji barwnikéw
organicznych w obiektach dziedzictwa kulturowego, niezaleznie od stanu ich zachowania.

Jako ze badania barwnikdéw organicznych z uzyciem technik spektrometrii mas sg
tematyka interesujgcg i wielowatkowg w ramach realizacji kolejnych celéw naukowych
planuje kontynuacje i rozszerzanie podjetych dotychczas tematdw, a takze rozpoczecie prac
w nowych obszarach. W najblizszej przysztosci moje badania bedg dotyczyty m.in.:

(i) zastosowania metod chemometrycznych do analizy danych uzyskanych za pomoca
techniki HPLC-UV-Vis-ESI-MS/MS w celu rozrdznienia czerwonych barwnikéw
drzewnych (pochodzacych z Azji i obu Ameryk) okreslanych ogdélnym mianem
drzewa brazylijskiego;

(ii) opracowania metody identyfikacji kompleksow i zapraw w oparciu o ekstrakty
wtokien (pozostate po badaniach  HPLC-UV-Vis-ESI-MS/MS  barwnikéw
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organicznych) za pomocg technik tgczonych z detekcjg ICP-MS/MS i ESI-MS/MS
oraz wykorzystania postepowan w badaniach obiektéw zabytkowych;

(iii) opracowania metod analitycznych majgcych na celu zwiekszenie czutosci uktadu
HPLC-UV-Vis-ESI-MS/MS dla barwnikdw apokarotenoidowych (orlean, szafran,
gardenia).

W dalszej perspektywie mam nadzieje rowniez opracowac i wdrozy¢ mikroniszczgce metody
bezposredniej analizy obiektéw zabytkowych w czasie rzeczywistym z uzyciem techniki
jonizacji takiej jak DART (ang. Direct Analysis in the Real Time) potgczonych z
wysokorozdzielczg spektrometria mas. Z uwagi na zastosowanie zjonizowanego gazu
szlachetnego do desorpcji zwigzkdw, ilos¢ materiatu pobranego za jego pomoca z powierzchni
obiektu bytaby znikoma, a powstajgce ubytki bytyby na poziomie mikrometréw. W efekcie
mogtabym uzyskac informacje analityczne niemalze bez uszczerbku na badanym obiekcie.
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5. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnos$cia naukowa albo artystyczng
realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w
szczegolnosci zagranicznej

Od poczatku dziatalnosci naukowej (2006) realizuje badania w oparciu o wspétprace
prowadzone z naukowcami z innych jednostek w kraju i z zagranicy oraz z przedstawicielami
instytucji kultury. W trakcie studiéw doktoranckich badania czesciowo realizowatam we
wspotpracy z Narodowym Instytutem Lekdw w Warszawie (w osobie mgr Janiny Witowska-
Jarosz) oraz Muzeum Narodowym w Warszawie (w osobie mgr Ewy Orlinskiej-
Mianowskiej). Do trwajacych od wielu lat nalezg takze wspodtprace z dr Natalig Krupa
(Uniwersytet Papieski Jana Pawtfa Il w Krakowie, Instytut Historii Sztuki i Kultury, 2008-
obecnie) —w zakresie badania barwnikéw w zabytkowych tkaninach jedwabnych oraz z mgr
Magdaleng Ozgg (Katedra na Wawelu, 2015-obecnie) — w obszarze badania kolekcji 135
arraséw Krdéla Zygmunta Augusta. W ostatnim okresie nawigzatam kontakty naukowe z
profesorem Pawtem Ciborowskim (University of Nebraska Medical Center (UNMC), Omaha,
NE, USA, 2018-obecnie) w zakresie badania metabolitéw za pomocga technik HPLC-MS/MS
i HPLC-HR-MS/MS, co skutkowato réwniez odbyciem stazu na UNMC, Omaha, NE, USA
(02.2018-06.2019, kopia potwierdzenia odbycia stazy stanowi Zatacznik 7 do wniosku), a
takze z profesorem Stanistawem Popielem (Wojskowa Akademia Techniczna, Wydziat
Nowych Technologii i Chemii, 2019-obecnie) w ramach realizacji wspdlnych prac z
zastosowaniem technik spektrometrii mas. Ponadto w ramach Polskiego Konsorcjum dla
Badan nad Dziedzictwem Kulturowym (E-RIHS.PL) podejmuje wspétprace zaréwno z innymi
cztonkami konsorcjum, jak i z instytucjami kultury w ramach oferty MOLAB PL/FIXLAB PL o
dostepie do infrastruktury Konsorcjum.

Szczegdty dotyczace moich badan, prowadzonych z innymi niz Politechnika
Warszawska jednostkami naukowymi lub instytucjami kultury, a zakorczonymi
opublikowaniem wspodlnych prac, znajdujg sie w Tabeli 3. Kopie oswiadczen o
utrzymywaniu najwazniejszych wspodtprac z instytucjami naukowymi lub instytucjami
kultury znajdujg sie w Zatgczniku 8 do wniosku.

Tabela 3. Aktywnosc¢ naukowa w ramach wspdtprac z innymi osrodkami

Naukowiec/ La’t a Liczba
Jednostka ey wspdlnej Pole badawcze publikacji Publikacje*
dziatalnosci (w tym JCR)

Wojskowa

Akademia dr hab. inz.

Techniczna, Stanistaw 2019- identyfikacja markeréw 1(1) [H11]

Wydziat Nowych Popiel, obecnie barwnikédw naturalnych
Technologii i prof. WAT
Chemii
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Naukowiec/ Lata Liczba
Jednostka /pracownik wspolnej Pole badawcze publikacji Publikacje*
P dziatalnosci (w tym JCR)
University of badania metabolitow
Nebraska Medical dr Pawet 2018- wydzielanych przez makrofagi
) . . o . 1(1) [PH1]
Center (UNMC), Ciborowski obecnie w obecnosci metamfetaminy za
Omaha, NE, USA pomoca HPLC-MS i HPLC-HR-MS
mgr Ewa
Orliska-
Muzeum Narodowe Mianowska 2006— badania r.1|elb|esk|ch i c'zerwor'lych [H1, RH5,
w Warszawie obecnie barwnikow — badania tkanin 4(1) RHS,
mgr jedwabnych i wetnianych RD2]
Elzbieta
Rostoniec
Muzeum Narodowe dr Anna badania barwnikéw naturalnych
. Klisinska-  2016-2017 L . y 1 [H7]
w Krakowie w Banknotach Kosciuszkowskich
Kopacz
.Uni\{versytet badania barwnikéw naturalnych
Papieski Jana P'aw’fa i syntetycznych w ponad 350 [H8-H11
Ihw Krak‘?w'e; dr Natalia 2008—- probkach widkien pochodzacych 7(5) D1 RH6’
Instyt.u.t Historii Krupa obecnie z tkanin jedwabnych z zasobow R'H7] ’
Sztuki i Kultury koscielnych Krakowa
Katedra na Wawelu (XIV-XVIlTw.)
mar badania barwnikéw naturalnych
Zamek Krélewski na Magdilena 201ST (i synt'etycznych) w arrasach 1(0) [H2)
Wawelu obecnie wawelskich z kolekcji Zygmunta Il
Ozga
Augusta
mgr Janina spektrometria mas barwnikow
N | H1, D2
arodowy’ nstytut Witowska- 2006-2013 naturalnych i syntetycznych, 3(2) [H1, D2,
Lekow . L RD2]
Jarosz interpretacja widm mas

* —zgodnie z oznaczeniami zastosowanymi z Zatgczniku 4

6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujgcych nauke

lub sztuke

6.1. Osiqgniecia dydaktyczne

Moje osiggniecia dydaktyczne na Politechnice Warszawskiej obejmujg dziatania w

czterech gtdwnych obszarach:

e prowadzenie zaje¢ dydaktycznych dla studentéw — dotychczas prowadzitam 20
roznych zajeé: wyktadéw (z czego dwa, Spektrometria mas oraz Praktyczne
zastosowanie spektrometrii mas, sy w petni autorskie), ¢wiczen, projektéw i

laboratoriow (Tabela 4);

e petnienie funkcji promotora pomocniczego prac doktorskich (2 prace, Tabela 5);
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kierowanie lub opieka naukowa nad pracami dyplomowymi na stopien inzyniera
lub magistra (tgcznie 22 prace, w tym 19 po uzyskaniu stopnia naukowego
doktora) — dotychczas bytam promotorem 4 prac magisterskich i 9 inzynierskich,
a ponadto sprawowatam opieke naukowg nad 7 pracami magisterskimi oraz 2
pracami inzynierskimi;

prowadzenie w jezyku polskim i angielskim zaje¢ laboratoryjnych (pt.
Zastosowanie HPLC UV-Vis i ESI-MS do identyfikacji barwnikéw) i wyktadéw (na
temat techniki LC-MS) w ramach:

o kursu specjalistycznego HPLC i techniki sprzezone, bedacego czescia
projektu
przyrodniczych Uniwersytetu

,Program rozwoju kompetencji studentéw  wydziatéw

Wydziatu
Politechniki Warszawskiej” finansowanego w ramach inicjatywy Wiedza

Warszawski i Chemicznego

Edukacja Rozwdj Europejskiego Funduszu Spotecznego (2017-2019);

o kursu specjalistycznego Szkofa HPLC i technik fgczonych organizowanego na
Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej dla studentéw Wydziatu
(2010-2016) oraz dla pracownikéw
farmaceutycznego (2007-2009).

przemystu chemicznego i

Tabela 4. Zajecia dydaktyczne prowadzone dla studentéw Politechniki Warszawskiej

Kierunek i stopien

Lp. Funkcja Rodzaj zaje¢ Nazwa przedmiotu studiéw Okres
1  kierownik wyktad Spektrometria mas Technologia od 2014
przedmiotu Chemiczna, Il
2 kierownik wyktad Praktyczne zastosowanie spektrometrii Technologia 2017
przedmiotu mas Chemiczna, |
3 kierownik projekt + Projektowanie metod bioanalitycznych Biotechnologia, I 2017
przedmiotu laboratorium
4  prowadzacy  wyktad + Optymalizacja i walidacja metod Technologia 2014
¢wiczenia analitycznych Chemiczna, Il
5 prowadzacy wyktad Dobra praktyka laboratoryjna Biotechnologia, Il 2017
6 prowadzacy wyktad Instrumental Techniques in Medical Technologia 2017
Laboratory Diagnostics Chemiczna, Il
7  prowadzacy  wyktad Techniki instrumentalne w medycznej Technologia 2017
diagnostyce laboratoryjnej Chemiczna, Il
8 prowadzacy laboratorium Chemia — laboratorium Inzynieria Chemiczna od 2019
i Procesowa, |
9 prowadzacy laboratorium Chemia analityczna Inzynieria Chemiczna od 2019

i Procesowa, |

10 prowadzacy

laboratorium

Chemia analityczna —laboratorium

Biotechnologia, |

od 2010
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Kierunek i stopien

Lp. Funkcj R j zajec N i ki
p. Funkcja odzaj zajec azwa przedmiotu studiéw Okres
11 prowadzacy laboratorium Laboratorium nowoczesnych metod Technologia 2010
kontroli analitycznej Chemiczna
12 prowadzacy laboratorium Laboratorium projektowania proceséw Technologia 2010
technologicznych Chemiczna
13 prowadzacy laboratorium Laboratorium analizy ilosciowej Technologia od 2012
Chemiczna, |
14 prowadzacy laboratorium Laboratorium analizy instrumentalnej  Technologia od 2007
Chemiczna, |
15 prowadzacy laboratorium Laboratorium charakteryzacji Technologia od 2020
materiatow Chemiczna, Il
16 prowadzacy laboratorium Chemia analityczna laboratorium Zarzadzanie i 2012
Inzynieria Produkgji
17 prowadzacy laboratorium Laboratorium technik Technologia 2011
spektroskopowych Chemiczna
18 prowadzacy laboratorium Metrologia biochemiczna oraz Biotechnologia, Il od 2010
akwizycja pomiarowa
19 prowadzacy laboratorium Podstawy chemii nieorganicznej i Inzynieria 2012
analitycznej Biomedyczna
20 prowadzacy wykfadi Zajecia wyktadowe i warsztatowe z Biotechnologia, | 2013
warsztaty bazy SciFinder (w ramach szkolen
realizowanych przez Biblioteke Gtéwna
PW)

Tabela 5. Promotorstwo pomocnicze prac doktorskich realizowanych na Politechnice Warszawskiej

Dane doktoranta Status studiéw/przewodu doktorskiego Okres

dr inz. Katarzyna Witkos Uzyskanie stopnia doktora: 10.11.2015; tytut: 2010-2015
Identyfikacja produktéw degradacji barwnikéw
naturalnych za pomocq wysokosprawnej chromatografii
cieczowej sprzezonej z detektorem spektrometrii mas

mgr inz. Damian Dgbrowski Otwarcie przewodu doktorskiego: 16.04.2019; tytut: od 2015
Zastosowanie nowoczesnych metod rozdzielania
sprzezonych ze spektrometrig mas do identyfikacji
barwnikow organicznych

Ponadto prowadzitam zajecia réwniez w innych jednostkach naukowych i edukacyjnych:

e na Wydziale Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego — wyktady pt. Identyfikacja
barwnikow i pigmentow w obiektach zabytkowych dla studentéw studiow
podyplomowych ,Nowoczesne Techniki Analityczne dla Konserwacji Obiektow
Zabytkowych” (czterokrotnie, w latach 2016-2020);
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e w Wyiszej Szkole Zawodowej Kosmetyki i Pielegnacji Zdrowia — zaje¢ z chemii
ogolnej, chemii organicznej oraz laboratorium chemii ogdlnej (2008—-2009).

6.2. Osiqgniecia organizacyjne

1.

W roku 2013 bytam cztonkiem komitetu organizacyjnego miedzynarodowej
konferencji XVII EuroAnalysis 2013, European Conference on Analytical
Chemistry;

Cztonek Zarzadu (Skarbnik) Polskiego Towarzystwa Spektrometrii Mas (PTSM) —
od 2018; cztonek Komisji Rewizyjnej w latach 2014-2018;

Udziat w pracach Zespétu Miniaturyzacji i Analizy Sladowej Komitetu Chemii
Analitycznej Polskiej Akademii Nauk (ZMiAS) w latach 2016-2018.

6.3. Osiggniecia popularyzujgce nauke

1.

Udziat jako ekspert w czterech warsztatach MOLAB/FIXLAB PL organizowanych
dla muzealnikéw, historykdw sztuki i konserwatorow przez Polskie Konsorcjum dla
Badan nad Dziedzictwem Kulturowym (E-RIHS.PL) — wygtoszenie wyktadu na temat
zastosowania chromatografii cieczowej ze spektrometria mas (HPLC-MS) w
badaniach barwnikéw naturalnych (2016, 2017, 2020, 2021);

Udziat w audycji radiowej Ciekawe dwie godziny red. Wiktora Niedzickiego w
Halo.Radio (21.11.2020);

Udziat w przygotowaniu materiatu promocyjnego oraz w spotkaniu w ramach
projektu Noc Innowacji 2020 z Wydziatem Chemicznym (10.10.2020);

Wygtoszenie wyktadu Chemia w stuzbie sztuki w ramach cyklu Wieczoru dla
dorostych, Odstona 38: ,Eviva I'arte!” w Centrum Nauki Kopernik, Warszawa
(31.03.2017);

Artykut w dzienniku Rzeczpospolita na temat wynikow badan identyfikacji
barwnikéw naturalnych w Arrasach wawelskich (K. Lech, M. Jarosz: Identyfikacja
barwnikéw w arrasach, w: dodatku pt. “Wielokulturowa Rzeczpospolita w czasach
Zygmunta Augusta” do dziennika Rzeczpospolita z dnia 22.04.2016, ss. Q3);

Prezentacja sylwetki w ramach panelu wystawy Maria Sktodowska-Curie w
stuzbie nauki wczoraj i dzis prezentowanej w siedzibie Parlamentu Europejskiego
w Brukseli (4-6.10.2011) i w réznych miastach Polski w ramach obchodéw Roku
Marii Sktodowskiej-Curie w zwigzku z setng rocznicg przyznania jej Nagrody Nobla
w dziedzinie chemii.
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7. Inne informacje (niewymienione w pkt. 1-6), wazne z punktu widzenia wnioskodawcy,

dotyczace jego kariery zawodowej

7.1. Udziat w konsorcjach badawczych

1.

Od 2015 roku jestem zaangazowana w tworzenie Polskiego Konsorcjum dla
Badan nad Dziedzictwem Kulturowym (E-RIHS.PL), w ktérego sktad wchodzi 13
instytucji, w tym Politechnika Warszawska. Od 2016 roku biore czynny udziat w
Radzie Konsorcjum. W styczniu 2020 roku Konsorcjum E-RIHS.PL zostato
wprowadzone na Polskg Mape Drogowq Infrastruktur Badawczych i zabiega o
akces do powstajgcej europejskiej infrastruktury E-RIHS, w ktérej polskie
Konsorcjum bedzie petni¢ role wezta narodowego (ang. National Node).

7.2. Odbyte kursy i szkolenia naukowe

1.
2.

10.

11.

Szkolenie QToF Training, Sciex, Omaha (NE), USA (15-17.08.2018)

Warsztaty w ramach 4. Konferencja Polskiego Towarzystwa Spektrometrii Mas,
Trzebnica (25-26.05.2014)

Warsztaty LCMS, Perlan Technologies, Zegrze (27-28.09.2010)

Szkolenie Spektrometria mas — LC/MS/MS i MALDI/MS, najnowsze rozwigzania i
aplikacje, Applied Biosystems, Warszawa (09.2009)

Szkolenie LC-ChipCube-QQQ MS trening, Agilent Technologies, Waldbronn, Niemcy
(24-26.11.2008)

Szkolenie techniczne z chromatografii gazowej GC/MS Training Seminar, Warszawa
(1.10.2007)

Kurs 5th Training Courses on Analytical Quality Control and method validation in
support to the Water Framework Directive (TAQC-WFD), Warszawa (31.05-
2.06.2007)

Seminarium Pedagogiczne dla doktorantéw Politechniki Warszawskiej
(26.10.2006-14.02.2007)

Kurs szkoleniowy Chemometria, Poznan (28.11.2006)

Szkolenie Spektrometria mas. Najnowsze rozwiqzania i przyktady praktycznego
zastosowania, Applera Polska, Warszawa (11.2006)

Szkolenie Chromatografia i spektrometria mas, Perlan Technologies, Warszawa
(10.2006)

7.3. Otrzymane nagrody i wyréznienia

1.
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2.

10.

1k L

Nagroda Zespotowa | stopnia JM Rektora PW (K. Jankowski, S. Kus, N. Obarski, M.
Balcerzak, S. Oszwatdowski, E. Swiecicka-Fuchsel, K. Lech, |. Grabowska-Jadach, K.
Tokarska, A. Zuchowska, J. Kruszewska, D. Dabrowski) — nagroda dydaktyczna
(2019)

Nagroda Zespotowa stopnia Il Rektora PW (M. Jarosz, K. Pawlak, K. Lech, L. Ruzik,
M. Matczuk, J. Legat) — nagroda za osiggniecia naukowe (2017)

Nagroda Zespotowa stopnia Il Rektora PW (M. Jarosz, K. Pawlak, K. Lech, M.
Matczuk) — nagroda za osiggniecia naukowe (2015)

Best Poster Award (K. Lech, D. Dgbrowski, M. Jarosz, Identification of tannins by
HPLC-UV-Vis-ESI MS in plant dyestuffs) na 33rd Informal Meeting on Mass
Spectrometry, Szczyrk (2015)

Nagroda Zespotowa stopnia Il Rektora PW (M. Jarosz, L. Ruzik, K. Lech) — nagroda
za osiggniecia naukowe (2013)

Best Poster Award (K. Witkos, K. Lech, M. Jarosz, Unknown anthraquinone
colorants — investigation by tandem mass spectrometry) na konferencji XVII
EuroAnalysis, Warszawa (2013)

Best Poster Award (K. Witkos, K. Lech, M. Jarosz, Fading of natural dyes —
separation and identification of degradation products by using capillary HPLC UV-
vis ESI MS/MS) na 29th International Symposium on Chromatography, Torun
(2012)

Stypendium naukowe Centrum Studiéw Zaawansowanych (CSZ), projekt Program
Rozwojowy Politechniki Warszawskiej w ramach Programu Operacyjnego Kapitat
Ludzki wspotfinansowanego z Europejskiego Funduszu Spotecznego (2009-2011)

Stypendium w ramach projektu Mazowieckie Stypendium Doktoranckie
realizowany jest przez Urzad Marszatkowski Wojewddztwa Mazowieckiego w
Warszawie (2009)

Nagroda za najlepszy plakat (K. Lech, M. Puchalska, E. Rostoniec, K. Pote¢-Pawlak,
M. lJarosz, ICP MS w badaniach zabytkowych tkanin) na Xl Konferencji
,Zastosowanie metod AAS, ICP-AES i ICP-MS w analizie srodowiskowej”, Warszawa
(2006)

/{podpis wniéskodawcy)
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