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Rozprawa doktorska pt. ,.Zastosowanie nowoczesnych metod rozdzielania sprzezonych
ze spektrometriag mas do identyfikacji barwnikéw organicznych” jest poswiecona opracowaniu
postgpowan  analitycznych  shuzacych do  identyfikacji  barwnikéw organicznych
wykorzystywanych do barwienia obiektow historycznych.

Dzieta sztuki, takie jak obrazy czy barwione tkaniny, s3 jednymi z najcenniejszych
i najwazniejszych obiektéw dziedzictwa kulturowego cztowieka. Pomyslne przeprowadzanie
ich proceséw konserwacji oraz renowacji wymaga m.in. poznania doktadnej struktury oraz
skfadu chemicznego zastosowanych do barwienia Zwigzkow.

Dzieta sztuki retrospektywnie badane sg z wykorzystaniem dwoch grup technik — niszczacych
oraz nieniszczacych. Zaletg technik nieniszczacych jest fakt, ze nie wymagaja ingerencji w
dziela sztuki, jednak nie dostarczajg tez szczegdtowych informacji o sktadzie chemicznym i
strukturze uzytych zwigzkow. Ze wzgledu na ten fakt konieczne jest, w uzasadnionych
przypadkach, uzycie metod niszczacych. Checac zminimalizowa¢ ingerencj¢ w badany obiekt,
dazy si¢ do opracowania metod analitycznych charakteryzujacych si¢ jak najwickszg czutoscia
i wykorzystujacych tym samym jak najmniejszg ilo$¢ badanego materiatu.

Celem badan bylo opracowanie metod analitycznych, ktére w przyszlosci moga zostaé
wykorzystane do badania zwigzkéw barwiacych w dzietach sztuki, z wykorzystaniem
nowoczesnych rozwigzan analitycznych bazujacych na réznych wariantach wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) potaczonej z detekcja tandemowej spektrometrii mas
z jonizacjg poprzez elektrorozpraszanie (ESI MS/MS). Ze wzgledu na warto$é obiektow
i ograniczony dostgp do probek rzeczywistych, metody te rozwinigto z wykorzystaniem
wzorcowych zwigzkéw barwigcych oraz barwnikow pozyskanych ze Zrédet ro$linnych.
Opracowane metody pozwalaja na rozdzielenie i detekcje zwigzkow barwnych przynaleznych
do réznych grup chemicznych, a co za tym idzie na identyfikacje uzytych barwnikow
organicznych (pochodzenia naturalnego i syntetycznego), umozliwiajac jednoczesnie
ograniczenie niezbednej objeto$é badanych roztworéw (np. ekstraktéw z probek pobranych

z obiektéw zabytkowych) do absolutnego minimum, nawet rzedu 1 pL. Dzieki temu mozliwe



bedzie zmniejszanie ilo$ci materiatu niezbednego do badan bez strat dla jakosci uzyskiwanych
informacji analitycznych.

Badania alkaloidowych zwigzkéw barwigcych wystepujacych w trzech z6ttych barwnikach
pochodzenia roslinnego prowadzono z zastosowaniem kapilarng wysokosprawng
chromatografi¢ cieczowa potaczong z tandemowa spektrometria mas z jonizacja poprzez
elektrorozpraszanie pHPLC-DAD-ESI MS/MS. Z braku wiasciwych substancji wzorcowych
identyfikacje 11 zwiazkow barwigcych, w tym berberyny, Jatroryzyny, magnofloryny,
przeprowadzono na podstawie widma mas tych substancji. Okreslono réwniez, ktére sposrod
nich biorg udzial w procesie barwienia wiékien jedwabiu i welny oraz wytypowano tzw.
markery, mogace postuzy¢ do okreslenia proweniencji  barwnikow alkaloidowych
zastosowanych w probkach rzeczywistych. W efekcie opracowano metode analityczng
rozdzielania i identyfikacji protoberberyn pozwalajacg obnizy¢ objetosci badanego ekstraktu
do I uL przy jednoczesnej detekcji analitéw na poziomie stezen rz¢du pojedynczych ng-mL!.
Zminiaturyzowany uktad nanoprzeptywowy Chip-Cube-HPLC, zaprojektowany w konwencji
lab-on-chip oraz skladajacy sie z dwéch kolumn, zatezajacej i analitycznej, zastosowano do
badania rozcieniczonej mieszaniny barwnikow syntetycznych. Przeprowadzono proces
zatezania on-line analitow znajdujacych sie we wprowadzanej probee, a nastepnie dokonano
ich analizy za pomocg spektrometrii mas. Mimo, Ze nie uzyskano satysfakcjonujgcej
rozdzielczosci chromatograficzna wzgledem badanych zwigzkow, to wykazano, ze wysoka
selektywnos¢ detektora MS/MS w  trybie dynamicznego monitorowania wielu reakcji
fragmentacji (AMRM) oraz niskie granice detekcji barwnikow syntetycznych (ponizej 0,1
ng'-mL™"), jakie oferuje uktad Chip-Cube-HPLC-ESI MS/MS, rekompensujg niepelne
rozdzielenie analitow. Opracowana metoda moze by¢ stosowana do identyfikacji wczesnych
barwnikow syntetycznych w obiektach zabytkowych, nawet jesli wystepuja w nich one na
sladowym poziomie lub ilo$¢ dostepnego do badan materiatu jest bardzo ograniczona.
Ponadto przy pomocy klasycznego uktadu HPLC-UV-Vis-ESI MS/MS, wykorzystujac
kolumng wykonang w technologii rdzef-powloka, opracowano metode pozwalajacg w krotkim
czasie (niespetna 30 minut) rozdzieli¢ i zidentyfikowa¢ jednoczesnie ponad 50 zwigzkoéw
barwnych z takich grup, jak flawonoidy, antrachinony, indygoidy, taniny czy protoberberyny.
Metoda ta moze postuzy¢ do przesiewowej detekcji réznych grup barwnikéw w probkach
rzeczywistych pobranych z obiektow zabytkowych. Zauwazono, ze niepolarne zwigzki z grupy
apokarotenoidéw nie ulegajg jonizacji poprzez elektrorozpraszanie w  warunkach

zaproponowanych w metodzie. Dlatego w oparciu o dodatkowe badania wykazano, ze



modyfikujac warunki rozdzielania tych zwiazkéw mozliwa Jest ich detekcja za pomoca ESI
MS, co swiadczy o szerokiej wszechstronnosci tej techniki jonizacji.

Opracowane w tej pracy metody analityczne pozwalaja identyfikowa¢ barwniki organiczne w
probkach rzeczywistych. Z powodzeniem zastosowano nowoczesne warianty chromatografii
cieczowej, uzyskujac jednoczesnie niskie granice wykrywalnosci zwiazkow barwigcych dla
wszystkich metod, tym samym przyczyniajac si¢, do przysztego ograniczenia ilosci

pobieranych materiatéw z dziet sztuki.
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