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Abstrakt

Predkladana prace predstavuje pokus o zjednoduSeni postupu upravy vzorkl historickych
uméleckych dé&l. Uprava postupu byla testovina na restauratorsky vyznamnych
materialech, jako jsou damarovd a kopalova pryskyiice, protoze doposud publikované
metody upravy vzorkti uméleckych dél se ukdzaly jako nevhodné. K tomuto ucelu byly
pouzity instrumentalni analytické metody, jako jsou HPLC-MS, HPLC-ELSD, GC-FID,
GC-MS a pyrolyzni GC-MS. Metodou GC-MS se podatilo porovnat zastoupeni mastnych
kyselin v realném vzorku vajicka a historického sousosi. Pro identifikaci monosacharidi v
klovatinach se jako wvyhodnad ukdzala metoda GC-MS s derivatizaci smési
hexamethyldisilazanu, trimethylchlorsilanu a pyridinu. Metodou GC-MS bylo potvrzeno
kvalitativni slozeni damarové pryskytice podle ocekavanych analytt ziskanych z
literarniho zdroje. Ve vzorku historického sousosi byla metodou GC-MS zji§téna
pravdépodobna pritomnost vajicka a Inéného oleje. Pro dalsi praci byl navrzen

zjednoduseny postup Gpravy vzorki.

Abstract

The simplification of the historical pieces of work samples” treatment is described in the
dissertation. The recent methods have been inappropriate therefore, modification of the
treatment was necessary. The dammar and copal resin, important restoration materials,
were used in the experiment. HPLC-MS, HPLC-ELSD, GC-FID, GC-MS and pyrolysis
GC- MS were applied. The concentration of fatty acids in the historical sculpture was
determined by GC-MS, and it was compared to the content of fatty acids inside an egg.

For identification of monosaccharide in the gum, GC-MS (hexamethyldisilazan,
trimethylchlorsilan, and pyridine) is the suitable method. GC-MS determines the same
composition of dammar resin as stated in the cited sources. The simple process for the

samples” treatment was designed.



Seznam zkratek

BSTFA
ELSD
FAME
HILIC
HMDS
HPSEC

N,O-bis(trimethylsilyl) trifluoracetamid

odparovaci detektor rozptylu svétla

methylestery mastnych kyselin (fatty acid methylester)

hydrofilni interakce v kapalinové chromatografii

hexamethyldisilizan

vysokotlaka chromatografie délici podle velikosti (High Pressure Size
Exclusion Chromatography)

MALDI-TOF laserova desorpce a ionizace za ucasti matrice s analyzatorem doby letu

TFA
TMCS
Pyr

trifluoroctova kyselina
trimethylchlorsilan

pyridin
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Uvod

K zachovani maleb nebo jinych historicky cennych predméti je nezbytna uzka spoluprace
restauratord s analytickymi chemiky, ktefi napomahaji identifikovat materidly pouzité pfi
tvorb¢ dila. Vzorky ptijaté pro identifikaci jsou po chemické strance pouze zaschlé smési
sacharidt, lipidd, kovl a bilkovin. Urceni jednotlivych slozek je pro restaurdtory cenou
informaci k jejich praci, ale slozitym tkolem pro analytické chemiky. Postupy pro urceni
pouzit¢ho materidlu k tvorbé daného dila se neobejdou bez extrakéni predipravy vzorku na
jednotlivé frakce. Metody zalozené na extrakci jsou pro chemickou analyzu komplexnich
vzorkli doposud nenahraditeIlné. Frakci ziskanych extrakci vzorkt miiZze byt nékolik podle
druhu pouzitych rozpoustédel K analyze jednotlivych frakei je vyuzivino mnoho postupt
s vyuzitim instrumentalnich chromatografickych a spektrometrickych metod. Casto mély
vSechny navrhované postupy jedno velké omezeni, které neumoznovalo identifikovat vice
analytti v jednom odebraném vzorku. Pokrok v analyze nastal rozdélenim vzorku do ti
zakladnich frakci umoznyjici identifikaci oleju, pryskytic a bilkovin v jediném odebraném
vzorku. Takovy postup pak umoznuje ve velmi heterogennim systému obrazu lépe zachytit
slozeni a zmenSuje potfebné mnozstvi vzorku k analyze.

Cilem diplomove prace je optimalizovat stavajici metodu pro analyzu pryskyfic, sacharida
a oleji, kde by zajiSténi optimalnich podminek napomohlo k urychleni doposud zdlouhavé
analyzy. Bilkoviny musely byt z celkové optimalizace vynechany z diivodu dlouhé doby
ptedipravy vzorku, kterou lze vyznamné zkratit, pokud budou bilkoviny analyzovany
zvlast'. Pro ziskani kvalitativnich idajt z nékolika ziskanych frakci malby, byly k dispozici
nasledujici metody: pyrolyzni plynovad chromatografie, kapalinova chromatografie s
hmotnostni detekci, plynova chromatografic s plamenovou ioniza¢ni detekci, plynova
chromatografie s hmotnosti detekci a vysokoucinnd kapalinovd chromatografie
S odpafovacim detektorem rozptylu svétla (ELSD). Na instrumentu zvoleném jako
optimalni byl zméfen i redlny vzorek natéru ziskaného ze vzicného portugalského sousosi.
K optimalizaci byly pofizeny standardy monosacharidl, methylesterit mastnych kyselin
(FAME mix 37) a dale damarova pryskyfice, kopalova pryskyfice, arabskd klovatina,
treStiova klovatina, klih a slepi¢i vajicko. Standardy byly zvoleny podle nejcastéji se
vyskytujicich materidld v nasténnych malbach. Ukolem analyzy vzorku bylo uréeni

pouzitého pojidla popiipad€ jinych komponentd.



1. Teoreticky Gvod

Extrakce je délici metoda, pfi které prechazi slozka z analyzovaného vzorku (pevného,
kapalného ¢i plynného) do extrakéni faze. Principem je rozd€leni analytu mezi dvé
vzajemné nemisitelné fize podle rozdélovaciho koeficientu daného analytu. Metoda se
vyznacuje jednoduchosti, rychlosti a ¢asto i1 u¢innosti. Extrakce lze rozdélit podle mnoha
kritérii, pfi¢emZ zdkladni déleni je podle druhu pouzitych f4z. Napfiiklad extrakci vodného
vzorku organickym rozpoustédlem lze pospat pro vybrany analyt Nernstovym

rozdélovacim zidkonem, ktery lze zapsat v této forme:

£ 100-D,

D, + Ve

org

kde E je procentualni vytézek extrakce analytu, D je rozdélovaci pomér analytu mezi obé
faze, Vaq je objem vodné faze (vzorku) a Vorg je objem extrakéniho rozpoustédla
(podrobnou teorii extrakce lze nalézt v uebnicich fyzikalni ¢ianalytické chemie). [6]
Extrakce je rovnéZ nenahraditelInou metodou pro separaci latek a smési, které jsou soucasti
historicky cennych objekti a uméleckych dél, napt. maleb, soch apod. Z dvodl veliké
komplexnosti chemického slozeni uméleckych dél je Casto nezbytné provest zakladni
frakcionaci komponent do jednotlivych skupin se stejnymi strukturnimi nebo chemickymi
vlastnostmi, které mohou byt ddle snaze podrobnéji analyzovany. Z obecného hlediska
jsou vSechna umélecka dila pouze kompozity sloZzené z anorganickych latek, sacharida,
lipidt, pryskytic, voskl a bilkovin. Pro jejich dikladnou analyzu jsou zapotrebi délici,
nejCastéji extrakéni, metody, pouzivané k frakcionaci uvedenych skupin. Podle uceluy,
zpisobu a cili analyzy je zapotiebi pfisluSnou extrakéni metodu nalezit¢ navrhnout,
vyzkouSet a optimalizovat. Dale jsou podrobnéji uvedeny nékteré jiz publikované metody,
které jsou vychozim bodem pro tuto praci.

Pro zskani lipidové, pryskyfiné a sacharidové frakce, byla podle permitivity urcena
nejvhodnéjsi rozpoustédla, kde pryskyricna a lipidova frakce ma podobnou permitivitu a
tim 1 rozpoustédlo. Z tohoto divodu je vhodnéj$i analyzovat pryskyfice a lipidy
dohromady. Obdobné separace bylo vyuzito i v literatufe [16], ktera je nize dikladnéji

popsana.
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1. Vprvnim kroku byl vzorek navdzen do sklenéné vialky a pfevrstven amonnym
roztokem (2,5 mol/l; 200-400 pl). Takto piipraveny vzorek byl zahfivan na 60°C
v ultrazvukové lazni po dobu 2 hodin. Nésledné byla odebrana amonna ¢ast do jiné vialky
jako polysacharidova-proteinova frakce. Vialka s nerozpusténymi ¢asticemi byla oznacena
jako lipido-pryskyri¢na frakce.

2. Amonny roztok byl odpafen pod proudem dusiku a nasledné rozpustén
Vv 1% trifluoroctové kyselin€ (100 pl). Po promichani byl vzorek tiikrat extrahovan pomoci
diethyletheru, kde nepolarni ¢ast byla prevedena do sklenéné vialky s lipido-pryskyii¢nou
frakci.

3. Polarni vyextrahovana ¢ast byla zbavena zbytku diethyletheru proudem dusiku a
nasledné prec¢istovana SPE kolonkou Omix C4, ktera byla promyta 0,1 % trifluoroctovou
kyselinou. Jako eluéni roztok byla pouzita smés kyseliny mravenci (0,1 %), metanolu

(75 %) a vody (25 %).

4. Promyvaci roztok byl smichan dohromady a odpaien pod proudem dusiku. Nasledné
bylo k roztoku pipetovdno 0,5 ml trifluoroctové kyseliny (2 mol/l). Kysela hydrolyza
probihala pti 120°C po dobu 20 minut. Po kyselé¢ hydrolyze byl roztok filtrovan pomoci
membrany a vysuSen vakuovou odparkou. K rozpusténi byl pouzit ptidavek (100 pl)
destilované vody. Z roztoku byla separovana sacharidova frakce na zeolitové pryskyfici
v 0,5 cm sklenéné kolonce. Sacharidova sloZka byla eluovana destilovanou vodou (2 ml),
kterd byla nasledné odpafena proudem dusiku a derivatizovana ve tfech krocich. Prvnim
derivatizaénim krokem byl pfidavek 25 pl ethanthiolu s trifluoroctovou kyselinou
vpoméru 2:1. Smés byla udrzovana 10 minut pii laboratorni teplot¢ s obfasnym
promichanim. Druhym derivatizaénim krokem byla silanizace BSTFA ¢inidlem (100 ul) a
zahtivani na 60°C po dobu 15 minut. Po druhém derivatizacnim kroku byl vzorek odpaien
a opct rozpustén v 50 ul BSTFA s pfimési jednoho procenta trimethylchlorsilanu a 100 pl
pyridinu. Tteti derivatizacni krok byl ukonfen udrZzovanim reakce pti 60°C po dobu 45
minut. Roztok byl zdvérem odpafen pod proudem dusiku a rozpuStén pomoci 50 pl
hexanu, ktery byl davkovan na kolonu plynové chromatografie s hmotnostni detekci.
Vysledek analyzované polysacharidové frakce vystihuje predevS§im moznosti pouzitého
tragantu, skrobu nebo klovatiny, které se nejcastéji vyskytuji v temperach nebo v riznych
vrstvach maleb jako pojidlo.

5. Nepolarni lipido-pryskyti¢na frakce byla odpafena a nasledné zmydelnéna 300 pl
ethanolatem draselnym (10 %) a zahtfivana na 60°C po dobu 120 minut. Reakce byla

zastavena nafedénim destilovanou vodou na dvojnasobny objem a okyselena



trifluoroctovou kyselinou (1:1). Nasledné byl vzorek extrahovan tfikrat hexanem a
diethyletherem vzdy po 200 ul. Vysledny roztok byl odpafen proudem dusiku a znovu
rozpustén ve smeési acetonu a hexanu (1:1). K roztoku bylo pipetovano 5 pl tridekanové
kyseliny (IS) a poté byl odpaten proudem dusiku. Poslednim krokem byla derivatizace
ptidavkem 20 ul BSTFA a 200 pl isooktanolu pfi 60°C. Po 30 minutich zahtivani byl
vzorek zchlazen a zalit 5 pl hexadekanem. Isooktanovy roztok byl davkovan na kolonu a
analyzovan plynovou chromatografii s hmotnostni detekci. Vysledek analyzované lipido-
pryskyricné frakce vystihuje pouzité pryskyftice a oleje, které jsou zastoupené v hojné miie
v celé struktufe natéru vytvorené¢ho vrstevnatou technikou.

6. Eluovany roztok odpateny pod proudem dusiku byl kysele hydrolyzovan ptidavkem

30 ul kyseliny chlorovodikové (6 mol/l). Hydrolyza byla provedena v mikrovinné troubé
nastavené na 250 W po dobu 40 minut a ukon¢ena piidavkem destilované vody

(200-400 pl). Aminokyselinova frakce s 10 pl hexadekanem byla odpafena pod proudem
dusiku a nasledné¢ byla derivatizovana 20 pul MTBSTFA s 40 pl pyridinu a 2 ul
triethylaminem pti 60°C. Po 30 minutach byl roztok odpafen, rozpustén hexanem (200 pl)
a pouzit kanalyze na plynové chromatografii s hmotnostni detekci [3]. Vysledek
analyzované amino- kyselinové frakce vystihuje pouziti kaseinu, albuminu, bilku, klihu a

zelatiny, které se nejvice vyskytuji ve spojovaci mezivrstvé a podkladu.

1.1. Struktura malby a jeji sloZeni
Pro lepsi pochopeni celé problematiky chemické analyzy uméleckych maleb je zapotiebi
byt obeznadmen jednak s obecnou strukturou malby, tak 1 s pouzitymi materialy. Ze znalosti
struktury a material lze tak snaze odhadnout obtize, které musi analytik pfekonat. Obecné
se kazda malba sklada z rliznych vrstev, které maji svoje nezastupitelné role. Kazda vrstva
ma zvlastni vyznam at’ pro celkové citéni obrazu nebo z divodii izolace mezi jednotlivymi

vrstvami. Sled jednotlivych vrstev a jejich obsahové latky jsou nasledujici.

PodloZka — spojovaci mezivrstva — podklad — izolace — podmalba — imprimitura — malba —

ténovaci lazura — vrchni vrstva

Na piipravenou podlozku je nanaSena jedna vrstva po druhé a nechdvaji se postupné
zaschnout, aby bylo zabranéno sesuvu zaschlé vrstvy po nezaschlé vrstvé (krakelovani).
Spojovaci mezivrstva dle techniky miZe obsahovat klih, zelatinu nebo pryskyficny lak,

které¢ slouzi k lepsi pfilnavosti a izolaci mezi podloZzkou a podkladem. Brani tim i
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popraskani dalSich nanaSenych vrstev [2]. Podklad se d€li dle pouzitého pojidla na olejovy,
poloolejovy a klihovy. Je prvni vrstvou, ktera dodava homogenitu, stejnou hrubost, odstin,
savost a hustotu po celé plose malby. Obc¢as byva podklad obohacen bilym pigmentem,
naptiklad sadrou, kiidou, barytem, olovnatou bélobou, zinkovou bélobou, uhli¢itanem
hofe¢natym, kaolinem nebo bilou hlinkou. Mezi pouzivana pojidla patii Skrob, pSeni¢na
mouka, klih, Zelatina, kasein, vejce, vysychavé oleje nebo pryskytice [1]. Na pifipraveny
podklad je nandSena izolace, kterd izoluje podklad od podmalby a zabraiiuje tim
nezddoucim interakcim. U olejomaleb jsou vyuzivany olejopryskyticné laky, predevsim
damarovy a kopalovy. Pro ostatni malby se vyuziva klihové nebo zelatinové izolace [3].
Dalsi vrstvou je imprimitura, tenka olejova vrstva, ktera barevné tonuje cely obraz. Pro
klihovou nebo disperzni imprimituru je ptidavana trocha praskového pigmentu nebo
temperové barvy do Zelatinové vody, nebo zfedéné disperze. U olejopryskyfi€né
imprimitury se jedna o smés damarového laku s malym ptidavkem olejové barvy [2].
Podmalba je tvofena predevsim palenou, piirodni nebo bilou ambrou a u olejomalby
muzeme nalézt i smési damarového nebo mastixového laku s olejovou barvou [4].
Nasleduje vrstva malby, kterd ma az n€kolik vrstev na sob¢, kde je vykreslovdna a
dotvofena samotnd malba. NanaSeny jsou pfedevsim pigmenty rozetiené¢ ve vysychavém
oleji s piimési pryskyfic a rozpoustédel. Koneéné tonovani obrazu se dosahuje alkydovymi
pryskyficemi s pfimési oleji, které se nandSi rozpuSténé v organickém rozpoustédle,
predevsim lihu [2]. Vrchni vrstva chrani proti vn€jSim vliviim. VétSinou je slozeni odliSny
od jinych vrstev. Ptikladem jsou fermezové, akrylové nebo pryskyticné laky [5].

V ramci diplomové prace byly analyzovany oleje, tuky, pryskyfice a klovatiny, které lze
identifikovat ve dvou frakcich liSicich se polaritou, ziskanych z jedin¢ho vzorku [3].
Analyzované oleje jsou nejcastéji déleny na Zivoc¢isné a rostlinné podle ptivodu.

Zivodisné tuky obsahuji triacyglyceroly s vysokym obsahem nasycenych mastnych
kyselin. Nejvétsi zastoupeni zde maji kyselina stearovd, olejova a palmitova. Zivogiiné
tuky maji teplotu tani mezi 34 az 36°C, coz je zpusobeno vysokym obsahem dlouhych
nasycenych fetézcli. Samotné tuky jsou doprovazeny latkami, které jsou v tucich
rozpustné. Piikladem mohou byt alifatické alkoholy, uhlovodiky, steroidy, vitaminy a
barviva. V malifstvi jsou zivociSné oleje zmydeliovany pro ziskani glycerinu. Zbylé
mydlo je vyuzivano na vapenné omitky jako podklad klihové malby, kde reaguje vapno s
mydlem za vzniku vapenatych mydel, ktera jsou vhodna pro podklad. Neznamena to ale,
7ze se zivoCisné tuky nevyuzivaji k samotnému malovani. Jeden z nejrozSifenéjSich

materidlii je vajecny zloutek, ktery ma vysoky obsah tuku. Celé vajicko nebo jen jeho ¢asti
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tvotily zadklad dodnes hojné pouzivanych temper [41,42]. Rostlinné oleje jsou ve slozeni
velice rozmanité. Obsahuji triacylglyceroly s vy$§im obsahem nenasycenych mastnych
kyselin, které davaji olejim nizsi bod tani. Pocet dvojnych vazeb je kliCovy pro jejich
vyuziti. Kazda dvojna vazba mize reagovat s kyslikovym radikdlem, coz ma za nasledek
polymeracioleji. Dle poctu dvojnych vazeb je dale délime na vysychavé, polovysychavé a
nevysychavé oleje. Mezi nejvice vyuzivané patii Inény olej s vysokym obsahem dvojnych
vazeb. Nevyhodou olejii s vysokym obsahem dvojnych vazeb je jejich tmavnuti a nizsi
viskozita. Z téchto divodi je nezbytna variabilita oleju. Muzeme se setkat jeSté s jednim
druhem olejii nazyvanym jako éterické (silice). Ty na vzduchu a hlavné na svétle postupné
pomalu pryskyfi¢nati. Jejich zdkladem je isopren, ktery tvoifi zdkladni kdmen piitomnym
terpenim. Vyskytuji se ve velkém mnozstvi jako alkoholy, aldehydy, ketony a estery. Z
piitomnych uhlovodiki je dulezit¢ zminit limonen, sabinen, terpinen, pinen, kamfen a
fenchen. V maliistvi jsou vyuZivany hlavné terpentinova silice ziskana ze dieva, ktera je
slozena z98% pinenu. Silice je v praxi nejdiive rozdélena na dvé frakce: tékavou
terpentinovou silici a netékavou kalafunu. Nasledné se vyuziva terpentinova frakce jako
rozpoustédlo. Charakterem je fadime mezi pomalu schnouci oleje, které jsou vyuZzivany
piedevs§im k zabranéni schnuti obrazi pfed dokonfeni malby. Principem je reakce se
stejnym radikéalem jako u dvojnych vazeb mastnych kyselin [40].

Balzamy jsou pfechodnym stadiem mezi silicemi a pryskyficemi. Svym obsahem latek
jsou podobné castecné silicim a CasteCné pryskyficim. Znadmym zistupcem je napiiklad
kopaiva obsahujici 50-90% silic a 10-40% pryskytic, ktera se vyuziva k vyrobé fermez.
Dalsim pfikladem jsou balzdmy benatsky, Strasbursky, kanadsky a dalsi [2].

Po odpafeni rozpoustédla z balzami a ptipadnou polymeraci vznikaji pryskyfice.
Pryskyftice jsou rostlinného piivodu, vyjimku tvoii pouze Selak, ktery vznikd pretvafenim
mizy stromu cervcem lakovym. Obsahuji riizné alkoholy, kyseliny, estery terpent i
aromatd, které jsou doprovazeny cukry, barvivy, glykosidy a alkaloidy. Hlavni slozky jsou
déleny na mono-, di-, tri- a sesquiterpenoidy. Postupné maji 10, 15, 20 a 30 atomd uhliku
v molekule. Mono- a sesquiterpenoidy jsou za normalni teploty kapalné a slouzi jako
rozpoustédla pro di- a triterpenoidy. Mono- a sesquiterpeny se vyskytuji spole¢né, ale di- a
triterpenoidy se nikdy spole¢né nevyskytuji. Terpenové alkoholy jsou nazyvany resinoly,
fenoly terpenové resinotannoly a pryskyricné estery resiny [44].

Podobnym materidlem jsou pfirodni klovatiny ziskdvané podobnym zplsobem jako pti
sbéru pryskytic. Li8i se v§ak od nich svym chemickym sloZenim. Jedna se o komplikované

polysacharidy znecisténé bilkovinami, fenolickymi latkami, glykosidy a jim podobnymi
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latkami. V malifské praxi jsou vyuzivany piedevs§im arabské klovatiny, tragantu a
klovatiny ovocnych stromt. Jednotlivé klovatiny se 1i§i rozmanitosti monosacharidovych
slozek. Nejcastéji se muzeme setkat s L-arabinosou, D-xylosou, D- ribosou, D-glukosou,
D-mannosou, D-galaktosou, L-fukésou, L-ramnosou, D-fruktosou a manitolem. Z téchto
diivodii jsou vyuzivany v Cisté form¢ jako standardy pro analyzu téchto latek. Vyznamnou

vlastnosti ptirodnich klovatin je, ze zlstavaji rozpustné ve vodé i po dlouhém casovém

obdobi. Dtive byly vyuzivany ptedevsim jako pojivo vodovychbarev [18].

1.2.Matrice

Vzorek malby obsahuje i latky, které nejsou cilem identifikace. Patii mezi né sikativa,
pigmenty, podloZka, bilkoviny, rozpoustédla, pojiva a vosky. Svou pfitomnosti komplikuji
predupravu vzorku a identifikaci vybranych slozek malby. Pro komponenty jednotlivych
matri¢nich sloZzek bylo nezbytné zaclenit n¢které kroky v piedupravé vzorku. Sikativa jsou
nezbytnou soucasti kazdé malby, ktera obsahuje oleje nebo alkydové pryskyfice. Jejich
funkci je katalytické urychleni oxidace dvojnych vazeb oleji. Kobaltové a manganové soli
zpusobuji ptedevSim zasychani na povrchu. Soli zirkonia, vapniku a zinku jsou vyuzivany
predevS§im jako pomocnd suSidla pro rovnomérné zakaleni olejového filmu. Olovo je
navzdory jeho jedovatosti a moznosti nahrady stale vyuziva jako pomocné susidlo [8, 9].
Pigmenty existuji organické nebo anorganické, které jsou nasledné déleny na piirodni nebo
syntetické. Mezi pfirodni anorganické pigmenty fadime rtizné druhy hlinek naptiklad okry,
sieny a umbry. Déle i latky minerdlniho ptvodu, jako je sddrovec, té¢zivec, kiida, kaolin a
dalsi. Vétsina ptirodnich pigmenti je dnes nahrazeno umélymi. Napftiklad:

Chrom — Zluté a zelené pigmenty, chromova Zlut (PbCrO4), chromoxid tupy (Cr.0s),
chromoxid ohnivy (Cr,03 . H,0O)

Kobalt — Kobaltova modi (CoO-ALOs3), kobalt fialovy (CoCl, . 6H,0), Célinova modf
Zelezo — Pafizska modi, riizné druhy hlinek obsahujici oxid Zelezity

Zinek — Zinkova béloba (ZnO) a zinkova zlut’ (ZnCrO4)

Kadmium — Sulfid kademnaty (CdS) s piidavkem selenidu kademnatého (CdSe) vytvafi
nejruznéjsi odstiny zluté, cervené a oranzové

Uhlik — Rozeznavame ¢ern kostni, révovou nebo lampovou

Titan — Béloba titanova (TiO2)

Olovo — Béloba kremzska (Pb3(OH) 2(CO3),), neapolska zlut'(Pb,Sb,07)

Rtut’ — Rumélka ¢ervena (HQS)
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Z organickych pfirodnich pigmentl zndAme napiiklad Safranovou zlut' (z kvétt Safranu),
brazilsky purpur (z barevnych diev), karmin (z nachovych mSic) nebo draci krev (z
Dracince rumélkového) [10]. Identifikace zminénych pigmentt je provadéno casto
metodou ,fiber optics diffuse reflectance spectroscopy” (FORS), ktera je pfimo uréena na
analyzu malifskych d¢él Principem jsou dvé optickd vldkna zamifend na malbu, kde jedno
vlakno poskytuje zdroj polychromatického zifeni a druhé vldkno odvadi odraz
nepohlceného zifeni do detektoru. Mezi dalsi pouZitelné techniky mlzeme zafadit
skenovaci elektronovou mikroskopii s energeticky disperznim rentgenovym analyzatorem
nebo mikro-ramanovu spektrometrii [43]. Organické syntetické pigmenty lze rozdélit do
tiid na monoazo pigmenty zastoupené¢ arylidem kyseliny acetoctové (HanuSova Zlutd), -
naftolem, naftolem AS (3-Hydroxy-2-naftanilid) a benzimidazolonem. Tiida diazo
pigmentil ziskané z diazo kondenzace jako diarylidy, bisacetoacetarylidy nebo pyrazolon.
Mezi dalsi azo pigmetny patii azomethin kovové komplexy. U polycyklickych pigmentii
jako jsou ftalocyaniny, diketopyrrolo-pyrroly, peryleny a perinoneny, chinakridony,
isoindolinony, polykarbocyklické antrachinony a dioxaniny se azo skupina nevyskytuje
[11]. V piipadé podlozky jako dal§i soucasti matrice se mize jednat o dievo, papir nebo
nejriznéjsi druhy tkaniny. Podlozky se skladaji pfedev§im ze sacharidd, mastnych kyselin,
terpenovych kyselin a jinych skupin latek. Od zacatku 16. stoleti se zacaly pouzivat
prevazné tkané podklady, jejichz strukturou je celulézovy polymer obsahujici dale hemi-
celuldzu, pektin, lignin a vosky. Lze tedy pfedpokladat ovlivnéni identifikace jednotlivych
komponentti obrazu [12]. Mezi proteinova pojiva nachazejici se v obrazech patii zvireci
klih, vejce, mléko nebo kasein. Obtiznost identifikace proteinti je stupniovana v dus ledku
pritomnosti anorganickych latek ve velmi vysoké koncentraci. Pigmenty mohou reagovat s
médiem zejména prostiednictvim tvorby silnych komplext. Napfiklad ionty médi v
pigmentech, jako je azurit, maji velkou afinitu k aminokyselindm. Ostatni ionty kov,
véetné rtutnatych, Zelezitych, nikelnatych, vépenatych a hofe¢natych, mohou pusobit
stejnym zplsobem jako ionty médi. Kazda aminokyselina se 1iSi svou afinitou k danému
kovu, z téchto diivodi budou proteiny podrobené stirnuti reagovat odliSné. Analyza
komplext, volnych aminokyselin nebo dlouhych peptidovych fetézct, by pii analyze
vybranych slozek komplikovala predapravu vzorkt [13]. Hlavni zistupce bilkovin je
vajecny bilek a Zloutek, které jsou svym slozenim zna¢né rozdilné. Vajecny bilek je bohaty
predevsim na bilkoviny, narozdil od Zloutku, ktery obsahuje tukovou ¢ast. V malifstvi jsou
vyuzivany jak jednotlivé €asti zvlast, tak i celé vajicko. Z bilkovin jsou nejzndméjsi

ovoalbumin, ovotransferin, ovomukoid a mnoho dalsich. Identifikaci lze provést pomoci
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pomérti mastnych kyselin, které jsou uvedeny v tabulce 8 [17,31]. Doprovodnou latkou
zminénych vajenych bilkovin jsou i1 tenzidy, které se vyskytuji v pouzivanych pojivech
stejné jako 1 v nékterych éterickych olejich. Tenzidy neboli povrchoveé aktivni latky zvySuji
antimikrobialni efekt a solubilizaci, ale zhorSuji viditelnost fazového rozhrani pti extrakci
rozpoustédlem [34]. Mezi pojivové materidly fadime také klih a Zelatinu, které jsou
piirodnim lepidlem vyrabénym ze zbytkti hospodaiskych zvifat. Podstatou jsou bilkoviny
rozpusténé ve vodég, které tvoii v ptipadé klihu koloidni roztok. V umélecké tvorbé byl
nejrozsifencjs$i zajeci klih, jehoZ ptiblizné sloZeni je nasledujici : glycin (17 %), valin (1
%), serin (3 %), asparagin (4 %), prolin (20 %), hydroxyprolin (22 %), glutamin (18 %) a
fenylalanin (14 %).

Hlavni slozkou lepidla je glutin ziskany ¢asteCnou hydrolyzou kolagenu v zivo¢iSnych
tkanich. V klihu jsou Casto obsazeny, na rozdil od Zelatiny, jest¢ dalsi vedlej$i produkty po
Stépeni kolagenu. Proces vyroby Zelatiny je mirn¢jsi nez u klihu, a naruSovany jsou jen nad
molekularni vazby v kolagenu. Hlavni fet€¢zce v molekulach se pfili§ neméni, proto je
zelatina pruhlednd narozdil od klihu, ktery je zakaleny. Ve studené vodé oba pouze
bobtnaji, po zahtati na 35 °C se rozpousti a tvoti viskézni roztoky, pti ochlazeni ptechaz
reverzibilné v gel Pii nadmérném zahidti nad 55 °C klesd viskozita a molekulova
hmotnost, a tim jsou zhorSovany pojivové vlastnosti. Stépeni je urychlovino piisobeni
kyselin nebo alkalii. Natfeny film je pomérné elasticky a lze jej dale plastifikovat pfidanim
zmekcovadel. Dale jsou také aplikovany latky jako kamenec, formaldehyd nebo chromany
zabranujici bobtnani [7].

Rozpoustédla jsou délena predevsim dle polarity a teploty varu. I kdyz mezi nejznamé;si
jsou fazeny lihova a terpentynova rozpoustédla, existuje i1 celd fada uhlovodikovych
rozpoustédel (chlorované, hydrogenované, éterické, estery a mnoho dalSich). Idedlni jsou
rozpoustédla, kterd maji bod varu mezi 140-180°C z dlivodu, Ze jsou zcela odpaieny.
Rozpoustédla jako benzin nebo petrolej s vySSim bodem varu zistdvaji v malbé a zvySuji
jeji pruznost. Pouzivana rozpoustédla jsou velmi variabilni, a proto komplikyji identifikaci
oleju a pryskyfic, s nimiz mohou koeluovat [2]. Ve stejné frakci mizeme ocekavat i vosky,
jejichz struktura je velmi podobnd olejim nebo tuktim. Popisovany jsou jako dlouhé
alkoholy vazané esterovou vazbou s mastnymi kyselinami, mezi nimichz ¢asto prevlada
palmitova kyselina. Mastné kyseliny dosahuji délky C16 - C50 uhlikd, a proto se bod tani
pohybuje az okolo 70°C. Samotny bod tdni ma vliv na pouziti v malifstvi, kde jsou
vyuzivany piedevsim v enkaustice nebo pro wyrobu vosko-klihovych temper. Mezi

nejznaméjsi zivocisné vosky patii véeli, lanolinovy, karnaubsky a spermacet z vorvané. Z
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rostlinnych voskl je vhodné jmenovat japonsky vosk ziskdvany z plodt lakového stromu.
Doprovodné latky voski byvaji rozdilné a ¢asto 1 neznamé. Pro jejich identifikaci jsou

Casto voleny metody ,,finger print®, ktera je schopna vosky identifikovat [14].

1.3.Komponenty vzniklé degradaci
V historickych uméleckych dilech se Casto vyskytuji latky vzniklé z chemické nebo
mikrobialni degradace. Postupné $t€peni a pfeména na jiné komponenty, které maji jiné
chemické a fyzikalni vlastnosti nez pavodni slouceniny, komplikuji tak identifikaci
puvodnich slozek. Tyto degradacni procesy se mohou projevovat praskdnim, bobtndnim,
odlupovanim, ztratou intenzity barvy a podobné. Identifikace ptivodnich slozek obrazu ze
zoxidovanych a caste¢né¢ degradovanych analytil, je zaloZzena na znalostech degradacnich
mechanismtl [18]. Degradace oleji patii mezi nejrychlej$i znehodnoceni malby, kterou
zpisobuje vzduSnd vlhkost a kyslik, kdy molekula vody napada esterovou vazbu mezi
mastnymi kyselinami a glycerolem. VVznikajici karboxylové a alkoholové skupiny mohou
poskytovat dalsi moZnosti degradace zvySovanim polarity. Kyslik napad4 pfevazné pficné
peroxidové vazby mezi mastnymi kyselinami. Vznikaji tak v prvni fazi hydroperoxidy,
které jsou dale §tépeny svétlem na alkoxylové a hydroxylove radikaly. Ty mohou napadat
dvojné vazby a opét zvySovat polaritu. Mohou také vznikat chromogeny (1,3-ketony nebo
konjugované slouceniny s karbonylovou skupinou), které davaji klasické nazloutlé az
hnédé zbarveni [19]. Proces starnuti a degradace pryskyfic pouzivanych v malifstvi nebyl
doposud dostate¢né pochopen. Piestoze bylo dosazeno pokroku tykajiciho se cesty procesu
starnuti, doposud ziistdvaji oteviené otazky rozdilné oxidace na svétle a ve tme, nebo
zloutnuti vlivem oxidace. U zestarlych vzorkd bylo zji$t€no pomoci infracervené
spektroskopie s Fourierovou transformaci zjistény zmény z vibraci dvojnych vazeb mezi
uhliky na vibraci jednoduché vazby. Dale také vibrace mezi uhlikem a vodikem v
aromatickém kruhu byly zménény na vibraci alkoholové skupiny. Piiklad oxidacnich

produktti a piivodni slozeni damarové pryskyfice jsou v nasledujici tabulce 1.
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Tabulka 1 Srovnani kvalitativniho slozeni n€kterych latek obsazenych v piivodni a uméle

oxidované damarové pryskyfici [20].

Zakladni sloZky damarové pryskyftice

Pavodni sloZzeni Zoxidované slozeni

Dammara-20,24-dien-3-on Hexakis nor-dammaran-3,20-dion
20,24-epoxy-25-hydroxy-3,4-seco-4(28)-
nor-p-Amyron )
Dammaren-3-ova kyselina*
3,4-seco-2-carboxy-25,26,27-trisnor-4(28)-

Dammareno-24,20-lakton*

Dammaradienol

nor-o-Amyron 20,24-epoxy-25-hydroxy-dammaran-3-on

Dammarenolova kyselina* 20,24-epoxy-25-hydroxy-dammaran-3-ol
) 3-0%0-25,26,27-trisnordammarano-24,20-

a-amyrin lakton

Oleanonova kyselina* 17-hydroxy-11-o0xo-nor-B-amyron

Hydroxydammarenon 11-oxo-oleanonova kyselina*

Aldehyd oleanonové kyseliny 17-hydroxy-11-0xo-nor-a-amyron

Dammarenediol 11-oxo-ursonova kyselina*

Ursonova kyselina*
Aldehyd ursonovoveé kyseliny
Hydroxyhopanon

* Latky, které byly methylovany v rdmci analyzy.
K dal$im pfeménam latek miize dochazet biodegradaci, u které se opét mizeme setkat se

vznikem hydroxylovych a karboxylovych skupin.

Ptitomné monosacharidy z degradovanych klovatin nejcastéji potka osud enzymatického
Stépeni a vyuZiti energie ve prospéch bakterii, plisni nebo Zivoc¢ichl. Klovatiny vytékajici
z gumovnikl jsou obohaceny o fenolické latky, derivaty cukrii a jiné latky, které maji
pusobit antioxida¢né a antimikrobialné. Pfikladem muize byt chitosan a chitooligosacharidy
S prokdzanymi antimikrobidlnimi uc¢inky. S ptitomnymi latkami vrostlinné klovating je
degradace zpomalena, a i pies Siroké pouziti klovatin a jejich historické vyuziti, neni
doposud zndm zplsob rozkladu téchto latek [21]. Dalsi postup v degradaci mohou
sacharidy zpusobit za tcasti pfitomnych bilkovin, které spolu reaguji pomoci
Maillardovych reakci. Reakce jsou iniciovany neenzymatickou kondenzaci redukujiciho
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cukru a aminu za vzniku nestabilni Schiffovy baze, kterd podléha presmyku az na vysledny
Amadoriho (aldosy) nebo Heynsoviv (ketosy) produkt. Amadoriho produkt se miize
nevratné oxidovat na N-karboxymethylalkylamin nebo dojde k jeho rozkladu na ptvodni
amin a 1-, 3-, nebo 4-deoxyglukoson. Pti vy$sim pH Amadoriho produkty enolyzuji mezi
druhym a tfetim uhlikem a eliminuji amin z prvniho uhliku za vzniku 1-deoxyglukosonu.
Pfi niz8§im pH ketoaminy pfesmykuji a enolyzuji v pozici mezi prvnim a druhym uhlikem
za vzniku 3-deoxyglukosont. Deoxyglukosony jsou velmi reaktivni slouceniny, které opét
reaguji s volnou aminoskupinou. Maillardovy reakce tak zpusobuji nenavratné molekularni

zmény [15].

1.4.Analyza vybranych slozek

Oleje

Oleje jsou identifikovany na zdkladé¢ pomerl jednotlivych mastnych kyselin vztaZzenych
nejéastéji na palmitovou nebo olejovou kyselinu. Mezi vhodné metody pro separaci fadime
izotachoforézu, plynovou chromatografii a vysokoucinou kapalinovou chromatografii.
Izotachoforéza je vhodna pouze pro krat$i mastné kyseliny. Diivodem omezeného vyuziti
je pfedevsim rozpustnost delSich mastnych kyseliny v methanolu. Plynova chromatografie,
hojné¢ vyuzivana komer¢nimi laboratofemi, vyzaduje pro zplynéni a naslednou separaci
jednoduchou derivatizaci narozdil od vysokouc¢inné kapalinové chromatografie, ktera
derivatizaci nevyzaduje. Samotnou detekci lze zajistit plamenové ioniza¢nim detektorem,
hmotnostnim spektrometrem, spektrofotometrem, odpafovacim detektorem rozptylu svétla

a dalsimi.

Tabulka 2 Poméry hlavnich mastnych kyselin u nejpouzivanéjsich olejt.

Oleje C18:1/C16 C18/C16
Lnény 0.18 0.62
Makovy 0.06 0.22
Ofechovy 2.21 0.28
Saflorovy 2.57 0.36
Tungovy 2.83 0.72
[33, 35-38]
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Pryskyrice

NejvhodnéjSim zpusobem identifikace pryskyfic ve vzorku je ureni kyseliny specifické
pro piislusnou pryskyfici nesouci pfimo jeji nazev (napt. damarova pryskyfice - damarova
kyselina). Samotné pryskyiice jsou Casto separovany pomoci plynové a pyrolyzni plynové
chromatografie a kapalinové chromatografie (fenolické pryskyfice). Z daSich lze vyuZit
MALDI-TOF metodou ,.finger print*, dielektrometrie , ramanovy spektroskopie, skenovaci
kalorimetrie, a mnoho dalsich. Polymerni struktura pryskyfic vyzaduje u vétSiny metod
rozruseni struktury pomoci kyselin nebo zasad a naslednou derivatizaci. Detekce je

zajisténa obdobnymi detektory jako pro analyzu olejt. [25, 32]

Klovatina

Klovatiny jsou identifikovany na zaklad¢ zastoupeni jednotlivych sacharidd. Stejné jako u
pryskyfic je nezbytné strukturu rozrusit pomoci kyseliny nebo zisady. Nasledné jsou
sacharidy separovany nejCastéji pomoci kapalinové chromatografie, plynové
chromatografie, elektroforeticky, HPSEC a dalsimi. Detekce je zajist€éna nejcastéji
hmotnostni spektrometrii, refraktometricky, pulzni ampérometrickou detekci, MALDI-

TOF, ELSD nebo po nasledné derivatizaci spektrofotometricky v ultrafialové oblasti.

Tabulka 3 Relativni sloZeni nejpouzivanéjsich klovatin [%]

Monosacharidy Arabs-ké Tragant Tfeéﬁo-vé gvestkc-)vé Broskv-ové
klovatina klovatina klovatina klovatina
Kys.glukuronova 7,0 3,5 13,0 13,0 14,0
Kys. galakturonova - 13,8 - - -
Arabinosa 37,2 34,7 35,1 36,0 34,0
Galaktosa 44,7 10,8 37,0 36,0 38,0
Rhamnosa 11,2 3.4 2,8 2,8 2,8
Xylosa - 14,9 6,6 6,9 6,1
Manosa - - 5,5 5,3 51
Fukosa - 7,4 - - -
Glukosa - 11,5 - - -

[23]
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1.5.Derivatizace

Oleje a pryskyfrice

Principem derivatizace je pfevedeni stanovované¢ho analytu na jeho derivat, ktery se Iépe
separuje nebo deteguje. V piipadé plynové chromatografie jde o prevedeni na 1épe
zplynitelné, pripadné termolabilni na termostabilni, a vibec nejcastéji o prevedeni
polarnich latek na méné polarni. Podstatnou slozkou olejii a pryskyfic jsou mastné
kyseliny, které je nutné prevést do t€kavé formy. Prvnim krokem derivatizace byva kysela
hydrolyza zptsobujici rozruseni matrice nebo polymerni struktury. Nasledné se mohou
nepolarni latky extrahovat napiiklad diethyletherem nebo hexanem. K odpafené nepolarni
frakci je pfidavan methanolat sodny, ktery v nevodném methanolickém roztoku reaguje
transesterifikaci s esterovymi vazbami. Pro posunuti rovnovahy ve prospéch methylestert
kyselin, byva smés Casto obohacena o druhé derivatiza¢ni ¢inidlo reagujici s volnymi
karboxylovymi kyselinami. Piikladem muZe byt napiiklad methyl-chlormraven¢nan nebo
tetramethylamonium hydroxid. Celd smés se na zavér vyextrahuje n€kolikrat do

rozpoustédla, poté jsou frakce spojeny a pfipraveny pro analyzu methylestertt mastnych
kyselin [22].

Klovatina

Monosacharidy jsou derivatizovany pfedevsim pomoci pfitomnych hydroxylovych skupin
na methylethery, acetaty, trifluorované acetaty nebo trimethylsilyl éthery. V piipadé
silanyzace jsou vyuzivany trimethylchrolsilany nebo smés hexamethyldisilazanu
trimethylchlorsilanu  a pyridinu  jako rozpoustédla. Dale lze také pouzit N-
trimethylsilylimidazol, N-methyl-N-trimethylsilylacetamid, N-trimethylsilyldiethylamine,
N-trimethylsilyldimethyl-amine,  N-methyl-N-trimethylsilyl-trifluoroacetamide, = N,O-
bis(trimethylsilyl) acetamid a N, O-bis(trimethylsilyl)trifluoracet-amid [23, 26].

1.6.0Optimalizace
Obecné existuji dva pristupy optimalizace. Pfi optimalizaci metodou ,one-factor-at-time"
(OFAT) se vzdy optimalizuje jeden experimentdlni parametr postupu po druhém, kde
vzajemné interakce mezi jednotlivymi experimentalnimi parametry nejsou zahrnuté do
optimalizace. Druhou nevyhodou OFAT metody je potfeba vice analyzk optimalizaci.
U chemometrickych metod (napf. metody odezvové plochy, response surface method) je

pomoci softwaru navrzeny postup optimalizace, pfi kterém je ménéno vice parametrii
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najednou. Timto postupem jsou snizovany pocty nezbytnych experiment. Metoda rovnéz
umozinuje zkoumat vzajemné interakce zvolenych parametrii a optiméalni nastaveni celého
postupu. Podrobnou teorii lze vyhledat v odborné literatute [45].

Prvnim bodem optimalizace byl vybér vhodného instrumentu, nasledné teplotni program a
jako posledni pfeduprava vzorku. Mezi vyzkouSené instrumenty patiila kapalinova
chromatografie s hmotnostni detekci a detekci odpafovaciho rozptylu svétla, plynova
chromatografie s plamenové ioniza¢nim detektorem, plynova chromatografie s hmotnostni
detekci a pyrolyzni plynova chromatografie. Pieduprava vzorku byla pievzata z ¢lanku [3]
a optimalizovana vyloucenim krokl potfebnych k separaci aminokyselin. Nasledné dalsi

zmény byly vyvolany piedevSim potifebou snizeni doby predapravy vzorku.
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2. Experimentalni ¢ast

2.1. Chemikalie

Tabulka 4 Pouzité chemikalie

Latka Vyrobce Cistota [%]
Trifluoroctova kyselina Sigma-Aldrich 99
Diethylether Fluka >99
Hexan Sigma-Aldrich >97
Chloroform Penta >99
Methanol Penta Cistota pro HPLC
Fluorid bority Sigma-Aldrich >99
Hydroxid sodny Penta -
Chlorid sodny Penta -
Amoniakalni roztok 25% Merck Neznamé
Trimethylchlorsilan Fluka >99
Hexamethyldisilazan Sigma-Aldrich >99
Pyridin Sigma-Aldrich >99
Arabinosa Sigma-Aldrich >08
Xylosa Sigma-Aldrich >99
Ribosa Sigma-Aldrich >99
Glukosa Sigma-Aldrich >99
Mannosa Sigma-Aldrich >99
Galaktosa Sigma-Aldrich >99

Nize uvedené umélecké materialy byly dodany firmou Manahuna zakoupené v potitebach

pro restauratorské ucely : tfeStiova klovatina, zajeci klih, kopél, damara

Roztoky

Methanolat sodny byl piipraven rozpusténim 2 g hydroxidu sodného ve 100 ml

methanolu.

Zasobni roztok FAME mix 37 neat byl pfipraven rozpusténi 10 mg standardu ve 100 ml

hexanu.
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2.2. Pristroje a zarizeni

Vysokoucdinna kapalinova chromatografie

Separace byla provedena na kapalinovém chromatogramu HPLC 1200 series vybavenym
autosamplerem (Agilent). K separaci sacharidové frakce byla zvolena HPLC kolona YMC-
Triart dioFHILIC (3 um, 150 x 2,0 mm, Agilent). Mobilni faze se skladala z acetonitrilu a
destilované vody (75:25). Separace zakladnich standardd monosacharidi probihala pfi
prutoku 2 ml/min s hmotnostni detekci v modu scan v rozsahu 160-800 m/z (ESI 2 KV s
napétim na kapilafe 3,2 kV). Po ndsledné piipravé komplexnéjSich latek musela byt z
divodu pritomnosti sikativ zménéna detekce z hmotnostni spektrometrie na odpaiovaci
detektor rozptylu svétla (Alltech 3300), ktery byl provozovan pii 38°C a prutoku dusiku
1,5 /min. Podminky byly upraveny na celkovy pritok 0,2 ml/min mobilni faze s

izokratickou eluci acetonitril : voda (90:10).

Plynova chromatografie s plamenové ioniza¢nim detektorem

Separace byla provedena na plynovém chromatografu GC 2010+ vybavenym
autosamlerem AOC-20i (Schimadzu, Japan). K separaci byla pouzita kolona DB-23
((50%-kyanopropyl)-methylpolysiloxan, Agilent) vhodna pro separaci methylestert
mastnych kyselin. Po celou dobu probihala analyza za konstantniho prutoku helia 0,4
ml/min (99,999%, Linde). Teplotni program zac¢inal na 50°C po dobu 3 minut, nasledné s
krokem 25°C/min stoupala teplota az na 175°C/min, déle se zvySovala teplota s krokem
4°C/min aZ na teplotu 230°C, kterd byla udrZzovana 5 minut. Pro ziSténi retennich Cast
methylestertt mastnych kyselin byl vyuzit komeréné dostupny standard FAME Mix 37
Supelco neat, kterym byla ovéfena linearita, opakovatelnost a robustnost mefeni. VSechna

méfeni byla provadéna minimalné v dubletech.

Pyrolyzni plynova chromatografie s hmotnostni detekci

V experimentu byla zajiSt€tna pyrolyza zafizenim Pyroprobe CDS 5000, separace
plynovym chromatografem GC trace ultra (Thermo) vybavenym autosamplerem. K
separaci byla pouzita kolona se stacionarni fazi difenyl (5%) dimethyl (95%) polysiloxan
(30 m, 0,25 mm i. d., 0,25 mm film). Detekce byla zajisténa a hmotnostni detektorem v
rezimu EI (70 eV) a ve scan moédu v rozsahu 20 — 800 m/z. Prutok nosného plynu helia
(99,999%) byl nastaven na 10 ml/ min. Teplotni program zac¢inal na 50°C po dobu 5 minut,
nasledn¢ s krokem 10°C/min byla teplota zvysena az na 325°C, ktera byla drzena 10
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minut. Vzorek byl pyrolyzovan pti 600°C.

Plynova chromatografie s hmotnostni detekci

Separace byla provedena na plynovém chromatografu GC 2010+ vybavenym
autosamlerem AOC-20i (Schimadzu, Japan). Jako kolona byla pouzita kapilarni kolona
RTx- 200MS (20 m, 0,25 mm i. d., Restek). Stacionarni fazi byla trifluoropropylmethyl
polysiloxan o tloust’ce 0,25 um. Teplotni program zacinal na teploté 50°C, ktera se drzela
3 minuty, pokracuje 25°C/min na teplotu 175°C s ndslednym zvySovanim teploty rychlosti
4°C/min az na teplotu 230°C, kterd se drzi 5 minut. Hmotnostni detektor v reZimu ionizace
El (70 eV) skenoval hmoty v rozsahu od 35 - 800 m/z. Vzdy byl davkovan 1 ul ve split
modu 1:10 pii teplot¢ 250°C. Pritokova rychlost na kolon¢ byla nastavena na 2 ml/min
helia (99,999%). Za stejnych podminek byl na plynové chromatografii s hmotnostni
detekci upraven pro dalsi postup teplotni program nasledovné: program za¢inal na teploté
50°C, ktera byly udrzovana po dobu 3 minuty. Rampa pokracovala 25°C/min na teplotu
175°C s naslednym zvySovanim teploty rychlosti 4°C/min az na teplotu 230°C, ktera byla

udrzovana po dobu 5 minut. Dale byla teplota zvySena az na 310°C krokem 20°C/min.

2.3. Uprava vzorkii

Plynova chromatografie s plamenové ioniza¢nim detektorem

Vzorek o hmotnosti fadové jednotek miligramii byl tfikrat extrahovan ve sklenéné baice
diethyletherem a extrakt samovolné odpafen v digestofi. K nepolarni frakci bylo
pipetovano 5 ml bezvodého methanolatu sodného (0,5 mol/lI). Batnika byla nasledné
pfipojena na zpétny chladi¢ a zahfivala na teplotu 60°C, 15 minut. Dale bylo k roztoku
pipetovano pies zpétny chladi¢ nékolik mililitrt fluoridu borit¢ho (20 % v methanolu) a
roztok byl zahfivan dalSich 15 minut. Reakce byla ukoncena pfilitim velkého mnozstvi
studené¢ho, nasycené¢ho roztoku chloridu sodného a vytfepanim do hexanu, ktery byl

davkovan na kolonu. Touto metodou byly stanoveny mastné kyseliny.

Pyrolyzni plynova chromatografie s hmotnostni detekci

Analyzovany material byl navazen vitadech jednotek miligrami do sklenéné vialky a
prevrstven roztokem amoniaku (2,5 mol/l; 100 pl). Sklenénd vialka byla uzaviena a
zahtivana na ultrazvuku pii 60°C po dobu 60 minut. Zahrata smés byla nasledné¢ odpafena

pod proudem dusiku a znovu rozpusténa v 1 % roztoku trifluoroctové kyseliny. Pfipraveny
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roztok byl extrahovan postupné hexanem a diethyletherem a rozdélen na polarni a
nepolarni frakci, které byly odpafeny pod proudem dusiku. Tato metoda se ukézala jako

vhodna pouze pro stanoveni nepolarnich frakci.

vzorek + NH,OH (2,5mol/l; 100 pl)

2

solubilizace (100 pl, TFA 1%)

l

extrakce diethyl etherem a hexanem (3 x 200 pl)

Polarni frakce Nepolarni frakce odpagena dusikem
odpaeend dusikem

peevrstveni sylanizaénim €inidlem

l l

pyrolyza pyrolyza

Schéma 2 Postup pfipravy vzorku na pyrolyzni plynovou chromatografii.

Plynova chromatografie s hmotnostni detekci

Jednotky miligramit vzorku byly navdZeny do sklenéné¢ vialkky, pfevrstveny roztokem
amoniaku (2,5 mol/l, 100ul) a v ultrazvukové lazni zahtiviny 1 hodinu na 60°C.
Amonikdlni roztok by mél dobfe naruSovat strukturu malby a vytvaret solubilizovany
roztok vzorku. Redlny vzorek vSak nebylo mozné dle literarniho zdroje [16] jednoduse
extrahovat amonnym roztokem, protoze s amoniakalnim roztokem vytvafel nehomogenni
smés, ze které neSla oddeélit extrakéni kapalina. Proto byl cely vzorek wvcetné
amoniakédlniho roztoku odpafen pod proudem dusiku. Odparek byl rozpustén piidavkem
trifluoroctové kyseliny (1%, 100 pl). Roztok byl tfikrat extrahovan diethyletherem (200 pl)
a nasledné tfikrat hexanem (200 pl). Spojenim diethyletherové a hexanové frakce ziskame
nepolarni frakci, zatimco zbyvajici roztok predstavuje polarni frakci Zakladni rozdéleni
vzorku na poldrni a nepolarni ¢ast byla nezbytna kvilli mozné koeluci monosacharidii a
mastnych kyselin ve vysledném chromatogramu a potfebé pouziti rozdilnych

derivatiza¢nich ¢inidel
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vzorek + NH,OH (2,5 mol/I; 100 pl)

2

solubilizace (100 pul, TFA 1%)

l

extrakce diethyl etherem a hexanem (3 x 200 pl)

Nepolarni frakce odpagena dusikem

'

HMDS:TMCS:Pyr (3:1:9) Methanolat sodny (100 ul)
60°C, 30 min iNz 1
60°C, 30 miniHCl 60°C, 30 min

extrakce hexanem
(200 pl) methyl-
chloroformiat (10pl)

'

nasyceny roztok hydrogen nasyceny roztok chloridu
uhligitanu sodného (10 pl)  sodného (10 ul)

: :

extrakce hexanem extrakce hexanem
(200 pul) (200 ul)

fluorid bority
(10 uh

Y
Polarni frakce

acetylchlorid: 80°C, 3h HMDS:TMCS:Pyr 60°C, 30min  extrakce hexanem

—_—
methanol (1:37,5) (3:1:9) N (1200 pl)
2
TFA (2M, 100 I;&O"C, 3hH|\/|DS:TMCS:Pyr 60°C, 30 min extrakce hexanem
) W) —> a4
(3:1:9) N, (200 pl)

Schéma 3 Postup piipravy vzorku na plynovou chromato grafii.
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Polarni frakce
Frakce byla predupravena dvéma rliznymi postupy.

1. Zpolarni frakce byly odpafeny proudem dusiku zbylé ¢asti hexanu a diethyletheru.
K roztoku bylo pipetovano 100 pl trifluoroctové kyseliny ve vodé (2 mol/l), roztok
zahtfivan na 80°C po dobu 3h a nasledn¢ odpaien proudem dusiku do upIné¢ho
vymizeni trifluoroctové kyseliny. Takto ptipraveny vzorek byl derivatizovan
silanizaa¢ni smési. Silaniza¢ni sm¢s je sloZena z pyrydinu, hexamethydisilyzanu a
trimethylchlorsilanu v poméru 9:3:1 na celkovy objem 130 pl Reakce probihala se
vzorkem pii 60°C po dobu 30 minut, ktery byl nasledné¢ odpaten pod proudem
dusiku. Silanizované latky byly rozpustény v hexanu (200 pl), ktery byl davkovan
na kolonu.

2. Celd polarni ¢ast byla vysuSena pod proudem dusiku. Do vialky byl posléze
pipetovan acetylchlorid v methanolu (1:37,5) o objemu 200 pla nasledné 3 hodiny
zahtfivan na teplotu 80°C. Dale byla smés odpafena proudem dusiku a
sylanizovana kombinaci hexamethydisilyzanu, trimethylchlorsilanu a pyridinu
jako rozpoustédla. Reakce probihala se vzorkem pti 60°C po dobu 30 minut, ktery
byl nasledné odpaien pod proudem dusiku. Silanizované latky byly rozpustény v
hexanu (200 pl), ktery byl davkovan na kolonu.

Nepolarni frakce
Spole¢na frakce s diethyletherem a hexanem byla odpafena proudem dusiku a nasledné
derivatizovana tfemi rozdilnymi postupy.

1. Odparek byl prevrstven 100 ul roztoku methanolatu sodného (2 mol/l) a
tranesterifikace probihala pti 60°C po dobu 30 minut. Nasledné byl pfidan fluorid
bority (10 pl), kterym byl katalyzatorem reakce. Reakce byla ukon€ena piidavkem
nasycené¢ho roztoku chloridu sodného (10 pl). Methylované a nepolarni latky byly
extrahovany (200 pl) hexanem.

2. Odparek byl pievrstven 100 pl roztoku methanolatu sodného (2 mol/l) a
tranesterifikace probihala ptfi 60°C po dobu 30 minut. Nésledné¢ byl ptidan
methylchloroformiat (10 pl) se kterym zreagovaly volné karboxyové skupiny.
Reakce byla ukoncena pridavkem nasyceného roztoku hydrogenuhlic¢itanu sodného
(10 pl). Methylované a nepolarni latky byly extrahovany hexanem (200 pl).

3. Odparek byl prevrstven smesi hexamethyldisylazanu, trimethylchloroformidtu a
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pyridinu a silanizace probihala pti 60°C po dobu 30 minut. Nasledné byl roztok

odparen proudem dusiku a extrahovan hexanem (200 p).

Plynova chromatografie s hmotnostni detekci
Postup byl aplikovan na kopal a damarovou pryskyfici, které byly navazeny v
jednotkach miligramu a pfevrstveny amonnym roztokem. Roztok byl zahfivan na 60°C
Vv ultrazvukové lazni a po jedné hodin€ byl vzorek vysusen proudem dusiku. Nasledné
byl vzorek opét rozpustén v 1% rozoku trifluoroctové kyseliny a postupné extrahovan
diethyletherem, hexanem, chloroformem s hexanem (1:2) a methanolem s
chloroformem (1:2). Extrakce byla provedena téikrat kazdym rozpoustédlem, a to vzdy
jednou minutou na vortexu. Jednotlivé frakce vcetné zbylého roztoku byly odpaieny
pod proudem dusiku a nasledné derivatizovany smeési hexamethyldisilazanu,
trimethylchlorsilanu a pyridinu, pficemz reakce trvala 30 minut pii 60°C.
Derivatizované frakce byly odpafeny proudem dusiku a extrahovany hexanem (200 pl),

ktery byl ddvkovan na kolonu.
vzorek + NH,OH (2,5 mol/I; 100 pl)

l60°C, 1h, sonikace

pddavek TFA (1%; 100 pl)

N, [extrakce N, lextrakce hexanem N, [extrakce N, [extrakce

diethyl etherem chloroform : hexan |methanol : chloroform

N, zbytek roztoku

HMDS : TMCS : Pyr
N2i60°c, 30 min

extrakce hexanem

Schéma 4 Postup ptipravy vzorku na plynovou chromatografii s upravenym teplotnim

programem
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3. Vysledky
3.1. Sacharidy v klovatinach

Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Za pouziti HILIC kolony bylo mozné v syst¢ému HPLC-MS uspésné separovat galaktozu a
manozu. Po zji§t€ni, Ze realné vzorky obsahuji nezanedbatelné mnozstvi sikativ bylo jasné,
ze z divodu nebezpeci kontaminace nebude mozné proméfit i redlné vzorky, bylo od dalsi
prace s HPLC-MS upusténo. VSechny pokusy o separaci pouzitych standardti sacharidu v
systtmu HILIC- HPLC-ELSD selhaly. Divodem byla potfeba pouziti mensiho prutoku
mobilni faze pro ELSD, kterd zplsobila nedostate¢nou separaci sacharidi. Dalsim
divodem byla nizkéd citlivost ELSD. Uvedené¢ divody znemoznili dalsi pouziti HPLC

systému.

Méreni z plynové chromatografie s hmotnostni detekci

Polarni frakci pti pouziti acetylchloridu v methanolu se nepodafilo dostatecné rozstépit na
monosacharidy. Svédéi o tom piitomné disacharidy, predeviim malt6za. Stépenim
trifluoroctovou kyselinou se podafilo identifikovat patficné monosacharidy analyzovanych
Klovatin.

Nepolarni frakce pti pouziti methanolatu sodného poskytla ve vysledném chromatogramu
jeden velky a neidentifikovatelny pik. Reakéni cesta nepolarni frakce ve schématu 3 se
smeési hexamethyldisilazanu, trimethylchlorsilanu a pyridinu, byla pozitivni na pfitomnost
monosacharidi. Kazdy jednotlivy monosacharid vsak eluoval ve vice retenénich Casech, a
proto jsou uvedené vysledky relativniho zastoupeni monosacharidii v tabulce 6 rovny
souctu ploch odpovidajicich pikii a jsou pouze priblizné. Jinym zplsobem upravou vzork
a derivatizace by asi bylo mozné dosahnout lepsich vysledkl. Z téchto vysledkd vyplyva,

7e pouzita GC-MS neni ptili§ vhodnou metodou pro tyto ucely.
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Tabulkka 6 Procentudlni zastoupeni monosacharidii v poldrnich frakcich ptislusnych

vzorki.
Monosacharidy Arabs-ké Damara Tfeéﬁo_Vé Kopal Klih
klovatina klovatina

Kys.glukuronova 3.9 - - - -
Arabinosa 14.1 - 3.6 25.8 13.8

Galaktosa 34.6 38.6 - 0.3 -

Xylosa 36.5 - 5.0 51 -
Manosa 3.3 - 14.0 27.6 8.7
Glukosa - 3.0 - 30.9 63.9

Plynova chromatografie s plamenové ioniza¢nim detektorem
Vzhledem ke komplexnimu sloZeni rostlinnych klovatin a vlivli matrice by nebylo mozné
identifikovat jednotlivé monosacharidy pouze z reten¢niho ¢asu. Od realizace samotného

experimentu bylo tedy upusténo.

3.2. Mastné kyseliny

Plynova chromatografie s plamenové ioniza¢nim detektorem

Piediiprava vzorku byla provedena podle postupu uvedeného v normé CSN ISO EN 5508 a
5509, kterym byl méfen standard FAME mix 37. Chromatogram separace standardu
mastnych kyselin je zobrazen v obrazku 1.
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Tabulka 7 Linearita a smérodatna odchylka kalibraénich zavislosti methyletsterti mastnych

kyselin separovanych na GC-FID

Poradi ) RSD
Smérnice Usek Retenéni  Regresni loch

Methylestery A(0)  B0)  cas koeficlnt pikd

[%]

1 Butanova k. 15 1.3 5.7 0.9999 1.10
2 Kapronova k. 1.9 32.3 7.4 0.9998 0.39
3 Kaprylova k. 2.0 96.9 8.8 0.9995 0.37
4 Dekanova k. 2.0 109.7 9.9 0.9994 0.37
5 Undekanova k. 2.0 51.4 10.4 0.9994 0.42
6 Laurova k. 2.0 58.5 10.9 0.9995 0.62
7 Tridekanova k. 2.0 -8.5 115 0.9995 0.32
8 Myristova k. 2.0 -21.6 12.1 0.9994 0.43
9 Myristoolejova k. 2.0 -8.5 12.4 0.9995 0.34
10 Pentadekanova k. 2.0 -27.6 12.9 0.9992 0.48
11 cis-10-pentadekanova k. 2.0 -19.3 13.2 0.9993 0.46
12 Palmitova k. 2.1 -141.6 13,7 0,9990 0.67
13 Palmitoole jova k. 2.1 -44.7 14.0 0.9990 0.61
14 Heptadekanova k. 2.2 -63.6 14.7 0.9987 0.89
15 Heptadecenova k. 2.1 -41.6 15.0 0.9987 0.69
16 Stearova k. 2.2 -136.3 15.7 0.9987 0.78
17 Elaidova k. 2.2 -67.3 15.9 0.9988 0.82
18 Olejova k. 2.2 -121.9 16.0 0.9989 0.81
19 Linolelaidova k. 2.2 -61.0 16.3 0.9989 0.82
20 Linolova k. 2.2 -63.1 16.6 0.9989 0.99
21 Arachova k. 11 -60.5 16.9 0.9989 0.71
22 gama-linolenova k. 2.1 -62.8 17.3 0.9988 0.78
23 Cis-11-eikosenova k. 4.7 -144.1 18.1 0.9987 0.91
24 Alfa-linolenova k. 2.3 -45.3 18.4 0.9983 0.83
25 Heneikosanova k. 2.2 -77.2 19.1 0.9989 0.97
6 el dekosadienova 24 996 194 09985 093
27 Behenova k. 1.0 -83.8 19.5 0.9988 1.10
28 ﬁIS-8,11,14-e icosatrienov 19 784 19.7 0.9986 0.39
29 Erukova k. 2.1 -64.6 19.9 0.9989 0.37

30 Cis-11,14,17-

15-11,14,17- 2.1 -76.8 20.5 09990  0.37
eicosatrienova k.

31  Arachidonova k. 4.9 -101.7 20.6 09990  0.42

32 Trikosanové k. 23 -55.8 21.0 09990  0.62

3 cedddb-dokosadienova 2.3 61.9 217 09990 032

34 Lignocerova k. 1.2 -44.5 22.0 0.9988 0.72

3  cis58111417- 4.9 -36.6 23.4 09990  0.80
eicosapentaenova k.

36 Nervonova k. 2.0 -48.8 23.7 09993  0.95

37 ¢is-4,7,10,13,16,19- 2.4 122 23.9 09994 096

docosahexaenova k.
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Stejnym postupem bylo zachdzeno i s redlnym vzorkem pochazejicim ze souso$i a
vzorkem vajicka pro identifikaci pojidla v redlném vzorku. Relativni zastoupeni mastnych

kyselin vajicka bylo porovnano nejdiive s literaturou [5] v tabulce 8 a nasledné s redlnym
vzorkem souso$i v tabulce 9.

T A TR

Intenzita signah

]

ng H
2100, 13 1445 i ¥ 21 2 25 627 i-'
|

1]

1
-"'\,___4L, E.J,.|-—L_..,~4__.|_.JLL_.-JH~-1‘LJ|‘—J;4-|'—F1|LL LU

Cﬁsm[min]
Obréazek 1 Separace standardi methylestertt mastnych kyselin (FAME mix 37) na plynové

chromatografii s plamenové ionizaénim detektorem. Experimentalni podminky jsou

uvedeny v kapitole stroje a zatizeni (Ke kazdému Cislu je pfifazen ndzev mastné kyseliny z
tabulky 7.)
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Tabulka 8 Porovnani vysledkti méfeni nepolarni frakce vajicka s literaturou [5].

Vzorek vajicka

Obsah mastné kyseliny Relativni zastoupeni mastnych
vztazeny ke k. palmitové kyselin ve vajicku [%0]
Slepice  Voln¢ Slepice z
Nézev Vajicko vajicko Volng zijici*
zklece*  zijici* klece*
Palmitova 1 1 1 5.78 23.06 23.06
Stearova 0.29 0.37 0.40 1.68 8.57 9.20
Palmitolejova 0.11 0.14 0.15 0.65 3.30 3.47
Olejova 0.46 1.89 1.92 12.65 43.54 44.29
Gama-Linolenova 0.03 0.65 0.55 0.18 15.07 12.65
Alfa-linolenova 0.01 0.02 0.03 0.08 0.42 0.65
Arachidonova 0.00 0.11 0.10 0.00 2.62 2.28
Eicosapentaenova 0.00 0.00 0.00 0.01 0.01 0.05
Docosapentaenova - 0.01 0.01 - 0.17 0.34
Docosahexaenova 0.00 0.05 0.06 0.00 111 1.47

Hodnoty ziskané z literatury byly stanoveny s nejistotou do 10 %

*Vysledky ziskané z literatury [5]
Z tabulky je viditelna shoda obsahu kyseliny stearové, palmitolejové a alfa-linolenovée

vztazené na kyselinu palmitovou. U kyseliny olejové a gama-linolenové bylo zjisténo

mensi zastoupeni nez je v uvedeng literature.
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Tabulkka 9 Porovnani vysledkl zastoupeni mastnych kyselin v redlném vzorku a vajicku

ziskané plynovou chromatografii s plamenove ioniza¢nim detektorem.

Obsah mastné kyseliny vztazené Relativni zastoupeni mastnych
ke k. palmitove

kyselin
Nézev Vajicko Sousosi Vajicko Vzorek sousosi
Palmitova 1 1 5,78 7.32
Stearova 0.29 0.72 1.68 5.28
palmitolejova 0.11 0.00 0.65 -
Olejova 0.46 0.87 12.65 6.40
Gama-Linolenova 0.03 0.00 0.18 -
Alfa-linolenova 0.01 0.36 0.08 2.64
Arachidonova 0.00 0.00 0.00 -
Eicosapentaenova 0.00 0.00 0.01 -
Docosahexaenova 0.00 0.00 0.00 -

Mastné kyseliny obsazené ve vzorku vajicka, pfedevsim kyselina alfa-linolenova, se svym
obsahem od vzorku sousosi zna¢né lisi. Jelikoz je vzorek komplexni material a jedna se 0
smés, muze byt neshoda poméri mastnych kyselin s vajickem zpilisobena pfitomnosti
jinych oleji. Nalezené pomérné velké zastoupeni alfa-linolové kyseliny ve vzorku sousosi
ukazuje na moznou pfitomnost Inéného oleje. Vysledky ziskané méfenim methylestert
mastnych kyselin ve vzorku, nebyly z plamenové ionizatniho detektoru dostate¢né

intenzivni a neni tedy tato metoda vhodna pro tak malé mnozstvi vzorku.

Plynova chromatografie s hmotnostni detekci

Z postupu pro plynovou chromatografii s hmotnosti detekci byly ziskavany
trimethylsilylderivaty mastnych kyselin, a proto se reten¢ni ¢asy neshodovaly s pouzitym
standardem FAME mix 37, ktery byl pouzit na zvoleni vhodného teplotniho programu a
pratoku nosné¢ho plynu. Za optimalizovanych podminek byl méfen vzorek sousosi a
vajicko, ve kterych se zdafilo mastné kyseliny pouze identifikovat, ne vSak kvantifikovat.
V polarni frakci: L-galaktopyranosa, mannosa, D-glukosa, D-galaktosa, L-alanin

V nepolarni frakci: borneol, enanthona k., oxid kyseliny linaloové, kaprilova k.,
levandulol, nonanova k., terbutol, nervonova k., laurova k., palmitova k., L-alanin N-

isobutoxycarbonyl-, butyl ester, globulol, lupenon, camphor

34



Lepsi vysledky lze ofekavat zmé&nou stacionarni fize na vhodnéjsi (DB-1, DB-23), kterou
se béhem méfeni diplomové prace nepodatilo zajistit. Divodem byla soub&ézné méfena
diplomova prace, pii které zaména kolony nebyla mozna. Pti experimentdInim méfeni
mastnych kyselin v podobé methylesterti se nezdatilo separovat standardy bez koeluce, a
proto byly méfeny jako sylilderivaty, které vsak také do zna¢né miry koeluovaly. Metodu

by bylo po dalsi optimalizaci mozné doporucit.

3.3. Pryskyfrice
Plynova chromatografie s plamenové ioniza¢nim detektorem
Vzhledem ke komplexnimu sloZzeni pouzitych pfirodnich materiala k op timalizci by nebylo
mozné urcit jednotlivé analyty v chromatogramu pouze zretenéniho ¢asu. Z téchto diivodt

nebyly na plynové chromatografii s plamenove ionizacni detekci méfeny zadné pryskytice.

Plynova chromatografie s hmotnostni detekci

Pro optimalizaci teplotniho programu byla méfena damarova a kopalova pryskyfice,
nejdiive podle schématu 3 . Priklad chromatogramu vzorku damarové pryskyfice je uveden
na obrazku 2. Dale byl za stejnych podminek zméfen i redlny vzorek sousosi.
Identifikované analyty z méfeni pryskyfic jsou uvedené v tabulce 10 a rozdéleny podle
reakéni doby, a vysledky z redlného vzorku v tabulce 11. Nasledn€ byl teplotni program
analyzy pozménén podle postupu s upravenym teplotnim programem uvedeného na strané
24. Ditvodem bylo odhaleni eluce daich analytd damarové pryskytice s delSim retencnim

Casem. Za stejnych podminek byl opét zméien vzorek sousosi.
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Obrazek 2 Nepolarni frakce damarové pryskyrice zméfena na GC-MS.
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Tabulka 10 Identifikované latky v nepolarni frakci damarové pryskytice, ziskané GC-MS a
porovnané s literaturou.

Doba zahtivani pfi silanizaci

3h 2h 20 min
Ocekavané sloZeni dle literatury [30] termoblok  termoblok  mikrovinka
Elemen ano ano Ano
Cubeben - - -
Acifyllen ano ano )
Copaen ano ano Ano
Bourbonen ano - Ano
Caryofyllen ano ano Ano
Muurolen - ano )
Humulen - - -
Germacren D ano - Ano
Viridifloren - ano
Germacren B - - Ano
Cadinen ano ano Ano
Spathulenol ano - )
Caryofyllen oxid - - -
Longifolen-12 - - -
2,6-dimethyl-1,2,3,4-tetrahydro nafthalen - - )
3H-3a,7-methanoazulen-2,4,5,6,7,8-hexahydro-1 ano ano )
Dimethyl nafthalen - - )
Dihydro-ar-curcumen - - )
Methylionen + 4-Isoproply-1,6-dimethyl-1 ano - .
2,3,4,4a,5,6,8a-oktahydro nafthalen - - )
Selinen - - -
Calamenen - - -
Calacoren - - -
5,6,7,8-tetrahydro cadalen ano - )

Ursa-9(11),12-diene-3-on - - -
Ursa-9(11),12-diene-3-ol - - -
Nor-p-amyron - -
B-Amyrin - -
Lupenon - -
Hop-22(29)-en-3B-0l - - -
Hydroxydammarenon - -
Aldehyd kyseliny oleanonové - -
Aldehyd kyseliny ursonoveé - -
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Z vySe uvedené tabulky vysledkid je patrnd shoda zskanych dat méfenim damarové
pryskyfice s literirnim zdrojem. Podle zminéné literatury byl reakéni cas 24h.
Experimentdln¢ zméfené hodnoty s pozménénou reakéni dobou potvrzuji, Ze se
prodluzyjici reakéni dobou se zvySuje pocet identifikovanych latek charakterickych pro

danou pryskytici

Plynova chromatografie s hmotnostni detekci a upravenym teplotnim programem
Pouziti stejného postupu aplikovaného jako pii analyze damarové pryskyfice neposkytla
analyza kopalové pryskytice pouzitelné vysledky. Z diivodu podezieni na netplnou eluci
vSech slozek vzorku z kolony, byl teplotni program upraven do formy uvedeného v
postupu pro plynovou chromatografii s prodlouzenym teplotnim programem. Ze
zméfenych péti frakci ziskanych podle schématu 4 byla na analyty pozitivni pouze
diethyletherova frakce, ve které byl z otekavaného sloZeni nalezen copaen, bourbonen,
caryofyllen, humulen, germacren B, cadinen, dihydro-ar-curcumen, selinen, ursa-9(11),12-
diene-3-on, ursa-9(11),12-diene-3-ol, amyrin a lupenon.(procen z publikovanych)

Vysledky a o¢ekavané analyty kopalové pryskyfice jsou uvedeny v tabulce 11.

Tabulka 11 SloZeni frakci vzorku kopalové pryskytice ziskanych podle schématu 4 a jeji
publikované slozeni z plynové chromatografie.
Chloroform Methanol:  Polarni

Sl Auand <labent diethylether  Hexan
Ocekavané sloZeni [29]  hexan chloroform  frakce

Communova k. - - - - -
Agathova k. - - - - -
Totarol - - - - .
Manool - - - - -
Acetoxy agatholova k. - - - - -
Primarova k. ano ano ano ano -
Sandarakopimarova k. - - - - -
Isoprimarova k. - - - ano -

Laevoprimarova k. - - - - -

Pfes provedné tupravy teplotniho programu se jevi, Ze pouZity postup neposkytuje
o¢ekavané sloZeni kopalové pryskyfice, protoze se podafilo identifikovat pouze kyselinu

primarovou ve C&tyfech frakcich a kyselinu isoprimarovou v methanol-chloroformové
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frakci. Dlivodem miZe byt nedostateCnd uc¢innost extrakce nebo odlisné slozeni pouzité

pryskytice oproti publikované.

I ptes uvedena zjisténi byl stejnym postupem jako kopalova pryskyfice upraven a zméfen

za stejnych podminek irealny vzorek sousosi a vysledky jsou uvedeny v tabulce 12.

Tabulka 12 Latky identifikované v jednotlivych frakcich vzorku sousosi pti méfeni na GC-

MS s upravenym teplotnim programem.

Nero zdélitelné
. Methanol :
Diethylether Hexan Chloroform : hexan Polarni frakce
chloroform
Undekanova k.* L-Alanine, N-

Tridecylester kyseliny
propionoveé
Hexy lester kyseliny
salicylové
Kyseliny suberova*
Tetradekanova kyselina
Hexylaldehyd kyseliny
skoficové
Methylester kyseliny
jasmonové
Azelaova kyselina*
Sebakova kyselina *

Palmitova kyselina*

Olejova kyselina

Stearova kyselina

1-Oxa-spiro[4.5]deka-6,9-
dien-2,8-dion, 7,9-di-tert-
butyl-
Palmitoolejova kyselina
Kyselina nervonova

Dilauryl thiodipropionét

Tridecyl ester

kyseliny propionové

Palmitova kyselina

L-Alanine, N-
isobutoxycarbonyl-,

butyl ester

1-Oxa-
spiro[4.5]deca-6,9-

diene-2,8-dione, 7,9-

di-tert-butyl

Dodecyl ester

kyseliny stearové

Dilauryl
thiodipropionat

isobutoxycarbonyl-, butyl

Tridecyl ester ester

kyseliny
propionové

Palmitova kyselina

1-Oxa-
spiro[4.5]deca-6,9-
diene-2,8-dione,
7,9-di-tert-butyl

Dilauryl
thiodipropionat

*zméfeny jako trimethylsiliderivaty stavu

Jak je vidét z tabulky 12, podafilo se ve vzorku identifikovat podstatné vétsi mnozstvi latek

nez v ptipad¢ kopalové pryskytice. Bohuzel se jedna v pfevazné mife o mastné kyseliny a
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jejich derivaty, které se do znacné miry opakuji ve vSech frakcich extrakce. Z vysledku lze
tedy usoudit, ze provedena extrakce nebyla dostate¢né uc¢inna a ziskané frakce nemély pro
analyzu zadny vyznam. JelikoZ metoda nebyla spolehliva pro vSechny pryskyfice, neni pro

analyzu realnych vzorki pouZitelna.

Pyrolyzni plynova chromatografie

Na ziklad¢ literarnich zdroji byla v rdmcei optimalizace vyzkouSeny metoda pyrolyzni GC
s pouzitim dvou druht silaniza¢nich ¢inidel (BSTF A a HM DS :TMCS :Pyr). Byl pozorovan
ubytek identifikovanych analytt u vzorka s krat$i reak¢ni dobou a s méné reaktivnim

silaniza¢nim ¢inidlem.

BSTFA

Cinidlo N, O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacet amid je silné silaniza¢ni ¢inidlo, které je
schopno lehce derivatizovat méné¢ reaktivni skupiny. Vzhledem k rozmanit¢ému sloZeni
ptirodnich pryskyfic bylo zvoleno jako vhodné derivatiza¢ni ¢inidlo. Vysledky pyrolyzy

damarové pryskytice jsou uvedeny v tabulce 13.

HMDS : TMCS : Pyr

Vyuzitim derivatizaéni trojkombinace bylo dosdZeno ekonomicky pfiznivéjSich podminek
analyzy. Vzhledem k niz§i reaktivit¢ Cinidla byl pfizpUsoben potiebny cas k silanizaci
funkénich skupin, kterd se ukazala jako nezbytna. Vysledky pyrolyzy damarové pryskyiice

a jeji srovnani s pyrolyzou pomoci BSTFA jsou uvedeny v tabulce 13.
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Tabulka 13 Srovnani kvalitativnich udaju ziskanych pyrolyzni plynovou chromatografii z

nepolarni frakce damarové pryskytice

BSTFA
(1 min,bez ohfevu)

HMDS : TMCS : Pyr
(1 min, bez ohtfevu)

HMDS : TMCS : Pyr
(30 min, 60°C)

Copaen
Caryofyllen
3H-3a,7-methanoazulene-
2,4,5,6,7,8-hexahydro-1
Elemen
Viridifloren
Caryofyllen
2,3,4,4a,5,6,8a-octahydro
naphthalen
Candinen
Cubenen
2,3,4,4a,5,6,8a-octahydro
nafthalen
Selin

Spathulenol

Copaen
Caryofyllen

Copaen

Bourbonen
3H-3a,7-methanoazulene-

2,4,5,6,7,8-hexahydro-1

Elemen

Caryofyllen
Calamenen

Cubenen

Longifolen-12

Z uvedenych vysledkd je zifejmé,

HMDS:TMCSPyr. U pouzité trojkombinace lze dosdhnout vyssi i€innosti zahfatim na

vyssi teplotu a prodlouzenim reakéniho Casu.

% BSTFA je ¢ingjs
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4. Diskuze

Pouzit¢ umélecké materidly jsou slozitymi heterogennimi soustavami, které¢ se lisi
slozenim podle druhu a zemé¢ pivodu. Degradace a stupen poskozeni redlnych vzork
narusuyje pomér zastoupenych latek oproti nedegradovanych materialim. Rozsah od
oiginalniho slozeni miize byt zplisoben i z divodu rizné reaktivity jednotlivych slozek. Z
téchto diivodl nelze tedy predpokladat uplnou shodu vysledkt ziskanych z pryskyfic a
realnych vzorkl nebo s vysledky z literatury. V ramci diplomové prace bylo navrzeno
n€kolik moznych postupti pro identifikaci velkého poctu pritomnych latek. Pozorovatelné
jsou vedlejSi, nechténé, reakce s matrici, které rovnéz snizuji pravdépodobnost shody
vysledkl s literaturou. Z vysledkli méfeni rtiznymi postupy lze doporucit pro dalsi
Zkoumani nasledujici postup znazornény schématem 5, které nebylo mozné v rdmci

casového limitu diplomové prace ovéfit.

Vzorek + NH,OH ( 100ul, 2,5M)
60°C, 1h, sonikace|N,
extrakce rozpousti dlem ( 3x 200ul)

diethylether ‘ methanol:chloroform (1:2)
Nzi TFA (zml iNZ

100pl)

TMCS:HMDS:Pyr (3:1:9) TMCS:HMDS:Pyr (3:1:9)

80°C, 3h
. " "
hexan (200 pl) H,0 (200 pl) hexan (200 pl)
Schéma 5

Pro uvedenou a zjednoduSenou Upravu vzorku navrhuji, aby vzorek byl sonikovan v
amonném roztoku po dobu 1 hodiny pii 60°C. NaruSeny vzorek bazickym prostiedim by
byl nasledn¢ odpaten proudem dusiku a opét rozpustén v 1 % trifluoroctové kyseling. Déle
by se vzorek extrahoval tiikrat 200 pl diethyletherem a nasledné¢ smési methanolu s
chloroformem (12). Vzniklé dvé nepolarni frakce by byly derivatizovany smési
trimethylchlorsilanu : hexamethyldisilazanu : pyridinu (3:1:9) hned po odpaieni
rozpoustédla proudem dusiku. Reakce by probihala pti 60°C po dobu 30 minut. Zbytky
derivatizacniho Cinidla by byla odpafena a suché sylanizované analyty rozpustény Vv
hexanu. Takto pfipraveny roztok by se davkoval na kolonu plynové chromatografie s

hmotnostni detekci. Zbyla vyextrahovana frakce trifluoroctové kyseliny, oznacovanou jako
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polarni frakce, je nezbytné zahtivat na 80°C po dobu 3 hodin s pfidavkem trifluoroctové
kyseliny (2 mol/l), aby byly pfitomné polysacharidy rozstépeny na monosacharidy.
Roztépend, polarni frakce by se odpafila pod proudem dusiku a opét rozpustila v
destilované vodé&. Ptipravena frakce by byla centrifugovana a roztok by byl davkovan na
kolonu vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci.

Doporuc¢ené podminky pro dalsi analyzu vychazeji ze ziskanych dat v této diplomové
praci. Rozpoustédla z divodd velké rozdilné permitivity, ve kterych bylo potvrzeno
rozdilného slozeni latek vyextrahovanych ze smési. Derivatiza¢ni ¢inidlo bylo doporuceno,
jelikoz vysledky ziskané silanizaci dosahovaly lepSich vysledkli nez jiné pouZzité
derivatiza¢ni Cinidla v této diplomové praci. Piediprava a analyza polarni frakce je
zminéna postupem, ktery by byl pravdépodobné mozny v piipad¢€, ze obsazené sole ve
vzorku by eluovali s mrtvym ¢asem. Sole by tak mohli za podminky eluce v mrtvém Case,

byt odstranény jest¢ pred hmotnostnim detektorem a nedochazelo by k jeho znecisténi.

42



5. Zavér
U zkouSenych postupti pro pfedupravu vzorku se v piipadé schématu 4 nedokazalo
pouzitim vice extrak¢nich krokli dosdhnout lepsSiho rozdéleni latek podle polarity.
Postupem podle schématu 3 bylo dosazeno viditelného rozdilu mezi polarni a nepolarni
frakci z vyextrahované smési. Pryskyfice zméfené uvedenymi postupy bylo mozné do jisté
miry identifikovat podle analyti uvedenych v literatufe. U redlného vzorku nebylo
pomérem mastnych kyselin vajicko potvrzeno jako pojivovy material. Avsak relativné
vysoky obsah alaninu napovida, ze vaji¢ko pozité byti mohlo. Dale byla ve vzorku sousosi
nalezena linolova kyseliny a jeji produkty, ktera je ve velké mife zastoupena v Inéném
oleji. Z pryskyfic byly nalezeny nékteré analyty, které vSak vzhledem k malé databézi

zméfenych pryskyfic nebylo mozné s jistotou urcit.
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