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Abstrakt

Prirodni organicka barviva postupetasu degraduji a vyzaduji restauratorsky
zasah. Proto je vyvoj analytickych metod pro idédci barviv dilezity. Tato
prace srovnava moznosti identifikace organickychrviba separ&nimi a
spektrometrickymi metodami. Pro identifikaci orgaqich g@irodnich barviv
(akaroid, brazil, dréd krev, kamala, kampesSka, koSenila, kraplak, lalsamtal)
byly vybrany ti separani techniky (tenkovrstva chromatografie - TLC, kapii
zénova elektroforéza - CZE a micelarni elektrokoie€t chromatografie - MEKC)
a dw spektrometrické techniky (inféearvend mikrospektroskopie - IR a
Ramanova mikrospektroskopie).

V TLC se stacionarni fazi twenou oktadecylem navazanym na silikagel a
vyvijeci fazi 80/20 (v/v) MeOH/1% TEA v 0,1 mol-dhoctanovém pufru, pH 5 a
80/20 (v/v) MeOH/1% TEA v 0,025 mol-dietraboratovém pufru o pH 7 a 9 se
skvrny barviv santal, kampeSka, akaroid, ¢drkrev a brazil rozmyvaly.
Karminovou kyselinu, hematein a purpurin se nefituddetekovat.
Optimalizované podminky v MEKC, ktera je oproti CzZ#hodrgjSi pro
identifikaci barviv, byly 0,01 mol-dih tetraboratovy pufr o pH 8,5 s 0,015
mol-dm?® SDS, davkovani 20 mbar po 5 s, &20 kV, detekce ip 254 nm. Za
téchto podminek byla metoda validovana a&fema pro identifikaci firodnich
barviv a realnych vzoikbylin Rubia tinctorum, Rubia cordifolia a mycelia houby
Geosmithia lavendula.

IR a Ramanova mikrospektroskopie byla pouZita pebezeni vyznamnych
vibratnich pad barviv po srovnani se spektry jejich hlavnich bEoh slozek (IR
spektra: kamala 1551, 1346, 1167 a 1130, ckampeska 1503, 1476, 1293, 1209
a 1056 cnT, a laka 1715, 1378, 1309, 834, 812 a 774'cnSpecifické vibrani
pasy ostatnich barviv jsourgkryty vibracemi matricei jejich hlavni barvici
slozky nebyly komeme¢ dostupné. V Ramanév mikrospektroskopii Ize
jednoznéné identifikovat pouze barvivo kampeSka (1607, 156813, 1394 a
701 cm) a kamala (1626, 1600, 1573, 1552 a 100I%)cnOstatni barviva
vykazuji @ilis vysokou fluorescenci. @htechniky byly o¥ieny pro identifikaci
barviv v modelovych vzorcich olejové barevné vrstvybarvenych vinych a
visk6zovych viaken f&d a po urychleném starnuti. Metoda IR byla takédZja

pro identifikacicerveného barviva v realnych barevnych viaknech.



Abstract

Natural organic dyes suffer from degradation durthg time. Therefore, the
works of art need to be restored and the identibcaof dyes by analytical
methods is important here. The possibilities ohgdhree separation (thin-layer
chromatography - TLC, capillary zone electrophaesi CZE, and micellar
electrokinetic chromatography - MEKC) and two spaestopic (infrared
microspectroscopy - IR and Raman microspectroscopygthods for the
identification of red dyes (acaroid, brazil, dragbiood, kamala, logwood,
cochineal, madder, lac, and sandalwood) were stwatid critically discussed.

In TLC, under optimised conditions (silicagel withctadecyl, 80/20 (v/v)
MeOH/1% TEA in 0.1 mol-dif acetate buffer, pH 5, and 80/20 (v/v) MeOH/1%
TEA in 0.025 mol-dni tetraborate buffer, pH 7 and 9), the stain broadgof
sandalwood, logwood, acaroid, dragon blood, andilonaas observed. Carminic
acid, haematein and purpurin were not detected.

A comparison of CZE and MEKC showed that MEKC wapesior as it permits
separation of all analytes, using 0.015 moldsodium dodecy! sulfate in 0.01
mol-dm?® tetraborate buffer, pH 8.5, at a voltage of 20 K¥e developed method
was validated and applied to the identificatiordgés inRubia tinctorum, Rubia
cordifolia, and in the mycelium of fungseosmithia lavendula.

The IR and Raman microspectroscopic techniquesdfamtification of selected
dyes were studied. The specific vibrational barmlsé for the dyes in IR are
1715, 1378, 1309, 834, 812 and 774cior dye lac, 1551, 1346, 1167 and 1130
cm™ for dye kamala, and 1503, 1476, 1293, 1209 ané t&% for dye logwood.
The characteristic vibrational bands of the dyeslaea and cochineal are hidden
under the matrices of these dyes. The Raman miecogscopy permits only
reliable identification of kamala (with specificbvational bands at 1626, 1600,
1573, 1552 and 1001 éhhand logwood (1607, 1565, 1413, 1394 and 70%)cm
Other dyes exhibit pronounced fluorescence.

Both the microspectroscopic methods were appliedleatification of dyes in
model samples of the colour layers of oil paintiragel of the dyed wool and
viscose fibres before and after an acceleratechgg€inally, IR was verified for

the identification of red dyes in the real dyediteXibres, too.
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1 UVOD

Prirodni c¢ervend organicka barviva jsou diky své barevnosti
nerozpustnosti ve ved hojné vyuZivana pedevSim k tvor® organickych
pigmenti a laka, prevazig pak k barveni m@ného textilu. Pro barveni je oproti
synteticky gipravenym barvium poteba girodni barvivo extrahovat z rostlin
Zivocichti a nasled# vysrazet na vhodny anorganicky substrat. Podlaliyka
klimatickych podminek, ve kterych se hmyz a rogthyskytuji, girodni barviva
obsahuji rozmanité organické steminy, které jsou pro éntypické. Toho se
vyuZiva g potvrzovani pravosti, datace a mista vzniku él@rkych .
Postupemcasu tyto latky degraduji a naslédivyzaduji konzervatorskyi
restauratorsky zasah. Pro restauratorskou praakjpodstatna nejen identifikace
pojivovych latek, ale i pouzitych barviv. Proto ygvoj analytickych metod pro
identifikaci barviv dilezity.

Organick& pirodni barviva jsou ffgvazré derivaty indolu (modré odstiny),
fenolu (Zluté odstinygi chinonu ¢ervené odstiny). Jednotliva barviva maji velmi
podobnou strukturu, a proto se k jejich identifikaguzivaji &inné separi
techniky. Tyto metody ale vyzZaduji aftbvzorku a jsou fevazre destruktivni,

neba’ k jejich pouziti je ¥tSinou nezbytnéievést vzorek do roztoku. Vzhledem

a

k nedestruktivnosti jsou v peégdi zajmu spektroskopické metody, které jsou

dostaten¢ citlivé a umoauji identifikaci barviv gimoin situ.

Cilem této prace byla optimalizace a porovnani roetinidentifikace
organickych barviv sepafaimi metodami, jmenowttenkovrstvé chromatografie
— TLC, kapilarni zénové elektroforéezy — CZE a mdcal elektrokinetické
chromatografie — MEKC, a metodami spektroskopickyi infratervenou
spektroskopii — IR a Ramanovou spektroskopii. Tighnbyly nejprve
optimalizovany pro hydroxyderivaty anthrachinonu paté aplikovany pro
identifikaci vybranych frodnich, pevazg cervenych, organickych barviv,
jmenovig akaroidu, brazilu, dea krve, kamaly, kampesky, koSenily, kraplaku,
laky a santalu, jejichz majoritnimi slozkami jsouttaachinonové derivaty.
Metodiky byly owieny pro identifikaci barviv ve vybranych bylinacmyceliu
houby a realnych barvenych textilnich vlaknech.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 BARVIVA, PIGMENTY A BAREVNE LATKY

Barevné latky absorbuji elektromagnetickéend ve viditeln&asti spektra
v rozsahu 380 — 780 nmiiRabsorpci elektromagnetickéhoieai mize dojit ke
ttem jewaim: 1) molekuly latky absorbuji elektromagnetickéierd v celém
rozsahu viditelnéc¢asti spektra, pak latka méernou barvu; 2) vesSkeré
elektromagnetické #éni se odrazi, latka ma pak barvu bilou a 3) mayelaiky
absorbuji jencast viditelného spektra dané vinové délky a latkl ziskava
barevny odstin odrazeného elektromagnetickéhenzatzv. dopikové barvy.
Za barevnost latek jsou dle Wittovy teorie barewin¢$876) [1] odpo¥dny
systémy chromofdr. Jsou jimi pedevsSim nasobné vazby meziéoha uhliky a
funkéni skupiny (>C=0, >C=S, —N=0), k jejichz excitada$ slaba energie
viditelné ¢asti spektra. Vedle chromofork barevnosti fispivaji auxochromy,
tedy skupiny atorn s volnymi elektronovymi pary (amidové, hydroxylové
karboxylové, sulfonové skupiny a dalsi), které natgiji st elektrony a jsou
nezbytné pro vazbu barevnych latek k substratu. jevimda kombinace
chromofofi a auxochrom ovliviiuje intenzitu vysledného zabarveni.
K vyslednému odstinu igpiva i mezomerni efekt fipomnych kationi
piechodnych kofr, které se vyuzivaji k barveni vlaken ifidbovymi barvivy. Dle
elektronové a mezomerni teorie barevnosti je vysletarva latky zjsobena
selektivni absorpci, tedy Ze energie pro excitediteon je ,kvantovana“ a zavisi

na charakteru struktury molekulii jejich vazeb.

2.1.1 Pigmenty

Barevné latky mzeme rozdiit na pigmenty a barviva. Pigmenty jsou
praskove latky, které po rozptyleni ve vhodném tpeas, nefastji pojivu, maji
predevsim kryci a vybarvovaci schopnost. Kryvostfegnost pigmentu zabranit
prichodu s¥tla prostedim, ve kterém je dispergovan, a to difuznim rgept
(mnohonasobnym odrazem a lomendtkv na fazovém rozhrani me&asticemi
pigmentu a pojiva). Pigmenty jsou v pojivesihjinych prostedich, ve kterych se
aplikuji, nerozpustné. Mohou byttipdni, unglé, anorganické i organické.

Organické pigmenty, které vznikly vysrazenim orgkého barviva na
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anorganicky substrat, oztigeme za tzv. barevné laky. Barviva slouZzi k barven
textilii, dobarvovani lak, lazurnich vrstev apod. Barvivy jsou organickéyat
piirodni ¢i umgle vyrobené, které jsou na rozdil od pigntenmozpustné

v aplikatnim prostedi, tedy ve vo#l ¢i organickych rozpoustlech. Aplikuji se
tak v roztocich, jejichZ zbarveni je transparematpiroto se barviva musi vazat na
substrat. [1]

2.1.2 Barviva

Barviva nmizeme dale rozdit dle rady kritérii, nap. podle mvodu,
chemického slozeni, rozpustnosti, barevnosti anieehbarveni. RBrodni barviva
jsou zivaisnéhoci ¢astji rostlinného fivodu. Jsou znama jiz od 3. tisicileted
n. I., kdy se z rostlin a hmyzu ziskavala extrgka barveni textilii. Klimatické
podminky a ekosystémy, ve kterych se tyto rosthngivaiichové vyskytovali,
specificky ovlivnily zastoupeni organickych i ananickych latek v bugnych
tkanich. Bchto individualit se v satasnosti vyuZziva fgdevSim k ufovani
pravosti ungleckych &l a jejich dataci. Prvni synteticky vyrobené baoviv
alizarin bylo gipraveno az v druhé polowinl9. stoleti, fesrgji roku 1868 [2,3].
Dle rozpustnosti rozdujeme barviva na ve v@drozpustna, disperzni, rozpustna
v organickych rozpou&tllech a nerozpustna barviva. Nerozpustna barviva se
ozna&uji jako barviva kypova a vlastnostmi jsou velmdpbna pigmeriim.

Mofidlova barviva jsou neéastjSimi prirodnimi barvivy. Textilni viakna
se fed barvenimémito barvivy musi upravit tzv. nfenim. Mdeni je &j, pri
kterem se do struktury vldkna pomoci adheze navaZze maidlo, tedy sil
vicemocného kovu (Af, CU/*, CF*, F€"*, Fé* a dal$i). Tento kationtfpchodného
kovu M** reaguje s organickym barvivem za vzniku nerozpiisinbarevného
komplexu, tedy za vzniku laku. Vyhoda barvenifidlovymi barvivy je ve
stélosti barev &hem prani.

Prima barviva nevyzZadujitpdchozi Upravu textilnich vlaken, k barveni
dochéazi pimo v roztocich barviv. #fma barviva nmizeme rozdit na tzv.
substantivni barviva, ktera se poutaji na celulésa@kna (bavina, len, konopi)
pomoci vodikovych risstkii, a na barviva kyseldi zasadita dle igvladajicich

funkénich skupin, kterymi se vazi na proteinova vlaknag, hedvabi). [4,5]
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2.1.3 Malba a barevna vrstva

Pigmenty a barviva se vyuzivaly a vyuzivaji nejebakveni textilii, ale
také k dekoraci skla, keramiky, soch, v gasfjch malbach, v matbna devo,
papir, platno i k tvor® barevnych plastapod. K jiz zmigné dataci uleckych
dél neprispiva pouze identifikace pouzitych mateiidle i napiklad tahy Stce a
technika malby. Zakladem malby je barevna vrstveer& je nanesena na
podlozku, kterou bylo n&asgji dievo, pozdji platno, papir, kamen, kov, kosti a
dalsi. Orewené podlozky byly pouzivany pro temperovou barvypadlouhodobé
Gprak dieva. K tmto &elim se vyuZivaly rozéiné deviny podle krajové
zvyklosti a dostupnosti (€eskych zemich to bylipdevsim topol a buk), které se
upravovaly dlouhodobym nd@anim ve vod a posléze ¢kolikaletym suSenim,
obvykle minimalg po dobu pti let. Vyhodou dewené podlozky byla pevnost
podkladi, nevyhodou jeji reakce na Znu teploty a vihkosti &asté napadeni
plisnemi, drevokaznymi houbami aireévokaznym hmyzem. Od 16. stoleti se jako
podklad obrai vyuziva plakna podlozka, tviena rostlinnymi vliakny Inu, konopi,
juty a baviny a poziji také hedvabi. Plahé podlozky se nejprve impregnuji
klihem, ktery je chrani #ied vzdusSnou vlhkosti a prosaknutim pojiv, a poté
napinaji na ram. Platnaifeem ¢asu degraduje, ztraci svou pevnost, ale da se od
malby oddlit a poté malbu nazehlit na nové podkladové plathsowtasnosti se
vyuZiva snésnych platen, ktera jsou tkena girodnimi i syntetickymi viakny.

Pri tvorbé samotné malby se na podloZku nejprve nanaSejiladoke
vrstvy, jejichz kvalita ovliviuje trvanlivost obrazu. Naievo se vyuzivaikda ¢i
sadra v Kklihu, gkdy i s klizenym platnem proti popraskani barevingtwy. Hi
malbs na platno jsou podkladové vrstvy teoy take kidouci sadrou v klihu, ale
0 nizSich koncentraciclkkahto kElob, nebo se k sési pridavaji oleje, nejastji
Inény olej, v sodasnosti akrylatyi pryskyice. Na platno Ize malovat kimo bez
podkladovych vrstev, ale takto vznikla malba pakizeerestaurovat. Na
podkladové vrstvy se pak nanaseji samotna bagvipggmenty ve vice vrstvach,
jejichz prekryvanim ¢i transparentnosti autor docili vysledného barewnéh
odstinu. V pipad temperovédi olejové malby je barevna vrstva na &av
piekryta ochrannym lakem.ii¥e byly k tomuto delu vyuZivany pryskice a
dnes syntetické polymery jako polyakrylatové prysteg/ci se obrazy nelakuji a

jejich povrch je chrain v prachatsnych ramech.

15



Temperova malba je jednou z nejréegtjSich malfskych technik.
Tempera je emulzni barva teméd emulzi oleje ve veéddo které jsou fdany
pigmenty. Klasickou temperou je vajgé tempera, ktera zvySuje lesk malby,
nentni se bareva chrani malbufed vzdusnou vihkosti.

Z temperové malby ve 14. stoleti vznikla olejomakudy bylo do tempery
piidano hod# oleje, aby vysledna barva byla lesklejSi. Proantgjlbu se jako
pojivo pouzivaji pouze vysychavé oleje, tj. oldjeeré polymerizaci zaifstupu

kysliku v giitomnosti pigmerit tvori hladky elasticky film.

2.2 BARVIVA JAKO CHEMICKE LATKY

Informace o studovanych barvivech, tj. akaroidzbrarati krev, kamala,
kampesSka, koSenila, kraplak, laka a santal, lzeézbahejen v publikacich
tykajicich se analyz barviv, ale i v souhrnech [1Z&e kterych byla sepsana
teoretick&cast o barvivech.

Z chemického hlediska jsouimpdni organicka barviva sisi latek, které
byly extrahovany z rostlirti Zivocichi spole&né s tzv. hlavni barvici sloZzkou
barviva. Hlavni barvici sloZka je organicka latkeera je zodposdna za
barevnost barviva, tedy obsahuje chromofory a awaray. \etSina €chto
organickych latek pé&t predevSsim mezi polyenova, chinonova, indolova,
pyranovd, oligopyrrolova, pteridinovd a isochinokd barviva. Polyenova
barviva, napiklad lutein, karoteny, rhodoxanthin, krocin a kumkin, jsou tvéena
linearnimi nenasycenymi konjugovanymi uhlovodikjepch derivaty. Vytvéeji
Zluté, oranZové dervené odstiny a vyskytuji séeplevSim ve vajmém Zloutku,

v zelenirg, ovoci, obili, maskychtasach, houbach, rybach, krabech a v bylinach.
V Zivych organismech jak rostlinnych, tak Zz&&nych naleznemefadu
oligopyrrolovych barviv. Nejznagsimi oligopyrrolovymi barvivy jsou zelené
chlorofyly z rostlin, cerveny hem tviici hemoglobin a dale oxidovana forma
hemu billirubin, ktery je hlavnim barvivem Zu Dale sem pdit sterkobillin,
ktery se tvdi ve stevech a je dalSim metabolitem hemu, a barviva fy&oobilin

a fykoerythrobilin, ktera jsou zodp&ina za modréi ¢ervené zbarveni odtkni

fas Rhodophyta Cyanophyta a Cryptophyta Zlut¢ & ¢&erverg zbarvena
pteridinova barviva (erythropterin, leukopterin,ndaopterin a dalsi) nalezneme

predevsim u hmyzu, obojzivelnikplazi a ryb. [2]

16



Barviva pouZzivana v usteckych dilech, k barveni textilii, k dekorovani
riznych gedmeta apod. pai predevSim mezi pyranova, chinonova a indolova
barviva, tedy mezi derivaty flavonu (Zluté odstingnthrachinonu ¢ervené

odstiny) a indolu (modré odstiny).

2.2.1 Indigo

NejznangjSim indolovym barvivem je kypové barvivo indigeZtperska
mod ¢i indigova mod) pouzivané k barveni viny a baviny, do doby nelo by
nahrazeno syntetickymi barvivy. Indigo se ziskavalorostlin indigovniku
Indigofera tinctoriaci I. suffraticosaa obsahuje hlavni barvici sloZzky indigotin
(téz indigo) a jeho izomer indirubigi indigo karmin (disodna ¢ 5,5'-
indigotindisulfonové kyseliny). Purpurdv zbarvené bromované derivaty
indigotinu: dibromindigo (6,6'-dibromindigotin), @;dibromindirubin a 6-
bromindigotin, se vyskytuji v n¥ekych ngkkySich Murex brandaris, M.
trunculus, Helix ianthin&i Purpura lapillusa P. patula Tyto hlavni barvici latky

muzeme také najit v barvivu tzv. punicin anticky §lyy purpur). [2-5]

2.2.2 Chinonova barviva

Chinonova barviva jsou zastoupena derivaty bennochi, naftochinonu a
anthrachinonu. &ch vlasSskyJuglans regia a dalSi #eSaky {. cinereaJ. nigra
obsahuiji ve slupcefechu juglon, hlavni barvici slozku tmavého bananamého
jako nucin (téz juglon, juglandova kyselina). DalShaftochinonem, struktugn
podobnym juglonu, je lawson, ktery je hlavni barvétoZzkou barviva henna
(hena) ziskavaného z vyhankefe Lawsonia inermisBarvivo alkana obsahuje
také naftochinovou hlavni barvici slozku alkanramchusin, alkanetovéervai),
kterd se fipravuje z kdene kamejniku barkského Alkanna tinctorid.
Strukturré podobnou latkou je lapachol, ktery je &asti barviva tecomin, tj.
smes pigmend ze devaBigonia tecoma

Anthrachinonova barviva patmezi barviva s dlouhou historii a diky své
rozmanitosti také mezi velmi petna barviva fevazi ¢ervenych odstiin Tato
barviva mizeme rozdlit podle rostlinnéhci Zivoc¢iSného fivodu do podskupin

barviv ziskavanych z hmyzu nsalect ¢ervai (Coccoided tzv. coccid dyestuffs
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(anglicky vyraz), poté menovych barviv ziskavanych z iemy barviské Rubia
tinctorum a dalSich rostligeledt marenovitych Rubiaceaga v neposledniad

do skupiny tzvéervenych dev.
2.2.2.1 Kermes

Mezi ¢ervena ZiveiSna barviva skupiny coccid dyestuffs ipabarvivo
kermes (angl. kermes frains), jehoZ hlavnimi bamicsloZkami jsou kermesova
kyselina (téz karmazinova kyselina) a flavokerméskyselina (lakaova kyselina
typu D). Kermesova kyselina je majoritni slozkoundto barviva. Kermes se
ziskava ze suSenyctl samiek Kermes vermiliai K. ilicis (dfive ozngovanych
Coccus ilicig, které ziji na stale zeleném evropském d@mercus coccifera
Kermes byl dive hojre vyuzivan jako nahrada drahého barviva karmin jiz
obyvateli Judeje a staréitima. V phibshu staleti rostla jeho obliba i v malb
v technice akvarelu, temfie oleji, k iluminovani a vyraborientalnich kobeic
az do 16. stoleti. Kermesova kyselina je rozpustridrké vod za vzniku
Zlutocerveného roztoku a v ethyletheru. Kermes jakt$ima anthrachinonovych
barviv je mdidlovym barvivem, které pro barveni textilii vyzgeyiz upravena
morena vldkna. Rzna mdidla pouzita k meeni textilnich vlaken, kterymi jsou
nejastji kamence (MN"(SQy),-12H0) & sirany frechodnych kof, ovliviiuji
vyslednou barvu vlakna. \fipact kermesu ziskame karminovou, tedy krvav
rudou barvu, pouzijeme-li jako midlo hlinitou sil. Pfi pouZziti chromitégi
Zelezité soli ziskameufovou barvu a v fpact cinicité soli gipravime

Sarlacho¥ (jasre cerverg) zbarvena textilni vidkna.
2.2.2.2 KoSenila polska a arménska

Z tél cervce Porphyrophora polonica(diive Margarodes polonicys
Zijiciho na k#enech chmelku vytrvaléhoS¢leranthis perennjsve vychodni
Evrop se ziskava barvivo zvané polska koSewtil&kermes pokostovy (angl.
Polish cochineal). Z&ervené zbarveni polské koSenily zodpovidéjihtavni
barvici slozky: karminova kyselina (62 — 88 %), rkesova a flavokermesova
kyselina (spolén¢ 12 — 38 %). Stejné hlavni barvici slozky obsahwgeménska
koSenila (angl. Armenian cochineal). Vzajehmse 1iSi v zastoupeni karminové
kyseliny, v gipadt koSenily arménské je to 95 — 99 %. Arménskd kddese

ziskava zdl Porphyrophora hameliktery Zije na kéenech a nizSichastech trav
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druhu Aeluropus littoralis celed lipnicovité rostouci pouze na arménskych a
azerbajdZzanskych planich. Poddbjako u barviva kermes zvolené fio
ovlivni vysledny barevny odstin barvené textiligoapro okt barviva stejnym
zpisobem jako u kermesu. Tedy pouziti kationu hlingkumoreni dava viaknu
po jeho barveni polskoti arménskou koSenilou radéervenou barvu, vifpads
kationti chromu a Zelena purpurovou barvu a §asarvenou barvu vifppad
iontd cinu. Krong barveni textilu byla ve sdowku a novo¥ku pouzivana i jako

barvivo nabytkovych lak
2.2.2.3 KoSenila

KoSenila, zvana téz Sarlat, karndinmagenta (angl. cochineal) §ervené
barvivo ziskdvané z rozdrcenyckl toplodrenych samiek hmyzu cervce
nopalového Dactylopius coccugiiive Coccus cacji Tento hmyz Zije naiznych
druzich opuncii (nap Opuntia cochenilliferp a kaktugé v Mexiku a Stedni
Americe. Tento druh hmyzu je v s@snosti pstovan unile s celkovou réni
produkci 300 — 350 tun. Hlavni barvici slozkou koBeje karminova kyselina
(obr. 1) a dale ii#e obsahovat stopy kermesové kyseliny a flavokeoiees
kyseliny. Karminova kyselina je jednim ze zastupgrirodnich tzv. -
glykosidi“. Je rozpustna ve vedkterou zbarvuj€ernaerverg, a v alkoholech a
roztocich kyselin, které barvi ztuaz fialow. KoSenila byla poprvéiwezena do
Evropy roku 1518 [4,5¢i 1516 [3] po objeveni Mexika a po roce 1523 owadl
Sparglskou médu. V pibéhu 16. stoleti se koSenila rofif po celé Evrop. Od
17. stoleti byla pouzivandipsyrobé viamskych gobléh a pozdji od 19. stoleti
na anatolskeéi perské koberce. Uziva seéepevSim pro barveni textilu (Ize i bez
moaridel) nacerveno, ©Zovo a purpurovo. Vifpad maoeni viaken ped barvenim
ziskdme vysledny odstin rickerveny (kation hliniku), purpurovy (kationty
chromu a Zeleza), jasrterveny (kation cinu) a vinovy (kationédi). Uplatreni
nasla dale v matkych technikach akvarelu, tenipe oleji a k iluminovani.
Akvarelova a olejova barva tiena hlinitovapenatou soli karminové kyseliny je
ozna&ovana jako ,karmin“, ktery sttm hrédne a bledne nafimném s¥tle.
KoSenila se dnes pouziva také ke kosmetickyfalitn a jako potravingke
barvivo (E120), naip do napoje Campari.
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Obr. 1 Karminova kyselina

2.2.2.4 Laka

Poslednim uvathym barvivem 2z podskupiny barviv ziskavanych
z €l hmyzu (coccid dyestuffs) je barvivo laka (téz,laagl. lac dye). Ziskava se
z vymeSki indického hmyzucervce lakového Kerria lacca diive Coccus
laccag. Tento hmyz Zije nadivich ¢i mladém listi strom rodu Ficus ¢i na
stromechCroton lacciferusa Butea monospermaBarvivo laka obsahujéadu
latek, @i¢emzZ majoritni zastoupeni nalezi hlavni barvici sbolakaoveé kyselif
ktera se vyskytuje sdéasré v nékolika formach. Nejhoj&Sim typem je lakaova
kyselina A (obr. 2), ktera je téz zvana ,karminanZna nazv a pojm v oblasti
barev a uréni viibec je dost matoucijgsto velmicasta.

Kromé typu A jsou znadmy dal&ityti typy: lakaova kyselina B, C, D a E
(obr. 2). Lakaova kyselina typu D (obr. 3) je amapodobna kermesoveé kysalin
a byva také ozrtavana jako flavokermesow xanthokermesova kyselina, ktera
se vyskytuje téz v barvivech kermes anznych druzich barviva koSenila, jak
bylo uvedeno vySe. Lakaova kyselina je rozpustn&od, kterou se z barviva
extrahujec¢i pomoci roztoku uhditanu sodného. Ve va@dnerozpustny zbytek
obsahuje chinony erythrolaccin, deoxyerythrolacidalSi. Nerozpustna residua
se dalecisti a vyuZivaji k ppraw Selaku. Selak je ifrodni pryskyice
z ochranného obalu larev. M&zné sloZeni dle druhu stromu, na kterém hmyz
parazituje, a pouziva se jako pojivo v m&lpolitura na nabytek,itve téz jako
izolacni material pro elektroniku a az do toku 1950 kolgr gramofonovych
desek. Prvni zminky o pouZiti barviva laka pochiazejstarovkého Japonska,
odkud se rozg&io do Evropy, kde se vyuzivalkkasté&né pro vyrobu pigmerit a
barveni KzZe. Pozdji naslo uplatgni i pii barveni textilii a vyrob koberd
(turecke, perské, turkmenské, mameluckeé), jakoibamabytkovych lalk a pro

barveni hedvabi a viny. | laka piatnezi mdidlova barviva s podobnymi odstiny,
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jaké tvai koSenila, tedy ruticervenym (maidlem je AP, jasre cervenym (SH)
a purpurovym (F&).

OH O CH; OH

N
HO OH

A: R = -CH,CH;NHCOCH; ©
B: R =-CHCH,OH
C: R =-CHCH(NH,)COOH
E: R = -CHCH;NH,
Obr. 2 Lakaova kyselinatyp A—C, E Obr. 3 Lakaova kyselina typ D

2.2.3 Motenova barviva

Dalsi velkou podskupinou anthrachinonovych bargeuj tzv. meéenova
barviva, tedy barviva ziskana z feay barviské a dalSich rostlin obsahujicich
alizarin, fevazrié celect Rubiaceae Mezi nejvyznamési zdroje &chto barviv
pafi rostliny rodi Rubig GaliumaRelbuniumdaleMorinda a Oldenlandia Tyto
rostliny obsahujitadu hlavnich barvicich sloZekfgaevSim alizarin, munjistin,
pseudopurpurin, purpurin, xanthopurpurin a rubiadigjich vzajemné pogry
v zastoupeni, ifpadre jejich absenceéi vyskyt, jsou specifické pro danou rostlinu
a klimatické podminky, ve kterych Zzije¢dhto specifikaci Ize tedy vyuzit nejen
pro ugovani pravosti, ale i k dataci wackych dil.

Moienova barviva péttéZz do skupiny miadlovych barviv, ktera vyzaduiji
Gpravu vlaken mienim solemi kotr. NejwtSi vyznam dosahla midla obsahujici

soli hliniku, Zeleza a vapniku, ktery se pouzivaidkani zévych stalych barev.

2.2.3.1 Morena

Motena,cili kraplak (angl. madder) pdAtmezi nejpouziva¥)si organicka
¢ervena barviva. Zdrojem tohoto barviva jsoutekty bylin roduRubig predevsim
koreny mdeny barviské Rubia tinctoruny, které byly jiz ve gedowku
vySlechény k vy$Simu obsahu barviva vilkemech. V kéenech se pak nachazeji
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velkA mnoZzstvi glykosid alizarinu a pseudopurpurinu, které se hydrolyzou
mineralnimi kyselinami z glykosidické formy uweiji. Pseudopurpurin dale
podléha dekarboxylaciethem skladovani vysuSenychikoil maeny a pechazi
tak na purpurin. Glykosid alizarinu byva oZosan jako tzv. ruberythrinovéi
ruberythrovd kyselina (603-B-D-xylopyranosylB-D-glukopyranosid) a je
rozpustna ve vad Alizarin (obr. 4) s purpurinem (obr. 5) jsou ngnamrgjSimi
hlavnimi barvicimi sloZzkami nienovych barviv. Spot&¢ s nimi nizeme

v marerg barviské naléztadu derivai anthrachinonu jako jsou xanthopurpurin
(obr. 6), a pseudopurpurin (obr. 7). Hlavni bargiczky davaji keenim maeny

barviiskécervené zbarveni.

O OH @] OH
CooT o
(0] O OH
Obr. 4 Alizarin Obr. 5 Purpurin
O OH 0 OH
OH
O‘O O‘O OH
OH
o o OH O
Obr. 6 Xanthopurpurin Obr. 7 Pseudopurpurin

Alizarin je vSak se svou fenolickou strukturotikbadem acidobazického
indikatoru, ktery v zavislosti na bazigiprostedi disociuje¢imz méni uspdadani
elektrori ve své struktie a nEni i tak své zbarveni vroztoku. V kyselém
prostedi pod pH 5,5 jsou @bhydroxylové skupiny alizarinu protonizovany a
roztok ma oranzové zbarveniii RvySeni bazicity roztoku k hodroppH ~ 7
dochazi k disociaci hydroxylové skupiny v poloza Patka se jevi jakdervena.
DalSim zalkalizovanim roztoku disociuje i hydroxyd#o skupina v poloze 1, a
roztok ziskava f» pH ~ 10 fialové zbarveni. Podobné chovani naleme u
purpurinu, ktery ma ve své strukéudokonceit hydroxylové skupiny v polohach
1, 2 a 4. Vysledny barevny odstin barvené textiti& zavisi nejen na pH

aplikaniho prostedi, ale také na kationu pouZzitého iidta a pohybuje se od
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cervené, fialové, oranzové barvyep lila az k hadé bar¢. K mateni vlidken byl
neiastji pouzivan tzv. alum, tedy alkalicky siran (¥eg€ji podvojny siran
draselnohlinity), ktery daval vémym vlakmim ve spojeni s alizarinem cihldv
cervenou barvu. Fialové barvy se docililo i@oim Zelezitymi a h@inatymi
ionty, modrého zbarveni menim barnatymi ionty. Pouzitim chromitych iant
vlakna ziskala h¥dofialovy odstin a odstinizovy byl docilen mienim kationty
cinu. Orive vSak médla byvala ziskavana Zipodnich mineral a nebyvala tedy
chemicky cista, ale obsahovala stopy ostatnich tkoVinéna vlakna pak po
moieni a barveni ziskala matné barvy. Pro roaisttchto barev se do barvici
lazre pridaval vinny kamen (hydrogenvinan draselny).i&woy mdeny tak byly
negasgji vyuzivany k barveni proteinovych (vina a hedyahi celulosovych
vlaken (len a bavlna). Historie vyuziti iiemy k barveni a ziskavani barviva ma
Své pa&atky jiz ve starovku.

Rostlinyéelect Rubiaceagostou ténit po celém sété a jsou vystavovany
raznym klimatickym a geografickym podminkam. Rozezmae takiadu druli
morenovych barviv, které obsahuji odliSné zastoupdéairich barvicich slozek
alizarinu, purpurinu, xanthopurpurinu, pseudopurpyrrubiadinu a munjistinu.
Podle vyskytu ziskala tato barviva i sva a@ard jako nafiklad kraplak chayaver,
pochazejici z Indie, Ceylonu a Barmy, ktery obsahgigvazi hlavni barvici
slozky alizarin a anthragalloldimethylether. Dal§etervert az hrgdé zbarveny
kraplak indicky, za jehoZ odstin jsou odpdmy derivaty anthrachinonu purpurin
a pseudopurpurin. Jako kraplak indicky je také ¢amano barvivo munjeet, které
krom¢ purpurinu a pseudopurpurinu obsahuje i stopy afimaa Fedevsim
munjistin (obr. 8). Munjeet je ziskavan z byliRybia cordifolia rostouci
v oblastech IndieCiny, Japonska a tropické Afriky. V Evrépr jizni Francii,
franu a Turecku rost®ubia peregrina ze které se ziskava barvivo tzv. wild
madder, které na rozdil od temy barviské obsahuje pouze stopové mnoZstvi
alizarinu. Hlavni barvici slozky tohoto barviva (sopredevsim purpurin,
pseudopurpurin a rubiadin (obr. 9). Rostieled morenovitych se na celém &
vyskytuje obrovské mnoZzstvi a s nimi roste i mneizstarenovych barviv liSicich
se odstinem, ipvladajicimi hlavnimi barvicimi sloZzkami a svou bhabu

historii barveni.
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Obr. 8 Munjistin Obr. 9 Rubiadin

2.2.4 Cervena teva

DalSi d¥ studovan&iervena organicka barviva santal a brazilskévd
paii do skupiny tzvéervenych dgev. Cervena deva mizeme dlit na dw skupiny
v zavislosti na rozpustnosti hlavnich barvicichzslove vod, tedy na rozpustna a
nerozpustn&ervena deva. Brazilské tkvo, obsahujici hlavni barvici slozku
brazilin (pati mezi neoflavonoidy), p&itdo skupiny rozpustnyctervenych dev,
obdobré jako sappanwood, pernambuco woodiaala dalSich, jeZz jsou takeé
tvoreny brazilinem. Nerozpustnéervena @eva obsahuji jako hlavni barvici
sloZzku santalin, ktery je zastoupen v barvivecht@aarwood, caliaturwood a

dalSich.
2.2.4.1 Brazilské devo

Mezi rozpustn&ervena teva pati i brazilské devo, zname téz jako brazil
(angl. brazilwood). Jeho hlavnimi barvicimi sloZkajgsou brazilin a brazilein,
ktery je oxidovanou formou brazilinu (obr. 10 a obt).

HO OH HO OH
O AT
@ T
OH OH
Obr. 10 Brazilin Obr. 11 Brazilein

Brazilin mizeme nalézt v rozlnych druzich strofin z rodu Caesalpinia
[3]. Bezbarvy brazilin je ve vadrozpustny a rozpousti se za vzniku Zlutého

roztoku, ktery vzdusnou oxidaci fermentaci pechazi do karmin@cerveného
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roztoku brazileinu, ktery dalSim stanim na vzdueBhrédne. Rchto barevnych
zmen Ize vyuZzit i k indikaci acidobazickéhejd.

Brazilské devo bylo pouzivano k vyr@bakvarelovych barev, v knizni
malbs, k mallé miniatur, k tvorlg inkousti a samoejmeé k barveni textilii. Brazil
pati mezi md@enova barviva, jehoz odstinyipominaly textilie barvené ntenou,

a proto byl gkdy piimo za moenu zamnovan. NefasgjSim mdidlem byla
hlinita maidla (Cerveny odstin), dale cififa (rizovy odstin) a Zelezita midla
(hredy odstin). B barveni Ignych a bavlanych viaken byla pouzivana jako

moridlo zlu¢ ¢i rostliny rodu SkumpaRhug. [5]
2.2.4.2 Santal

Do skupiny nerozpustnyctervenych déev Ize z#éadit barvivo santalove
dievo ¢i santal (angl. sandalwoodi red sanders wood). Jeho hlavni barvici
slozkou je ve vo# nerozpustna sés santalinu typu A, B a C, spoteé nazyvana
jako santalin. Chemické sloZeni santalinu A a Bl klasifikovano (obr. 12 a
obr. 13), oproti forma C, jejiz chemicka struktura neni dosud znama. &edl
santalinu nizeme v santalovéemieMé nalézt i santal, ktery patmezi flavonové

barvici sloZky Zlutych barviv.

Obr. 12 Santalin A Obr. 13 Santalin B

Barvici sloZzka santalin se ziskava z drceného jéro devaPterocarpus
santalinus P. indicus P. soyauxiia Baphia nitida DalSim barvivem obsahujicim
hlavni barvici slozky santalin A, B i C je barvieamwood (tzv. africky santal)
pochazejici z jadrovéha@vaBaphia nitida Z dieviny Pterocarpus indicufiojne
rostouci na Filipinach se ziskava barvivo narrawdeeté je opt velmi podobné

barvivu santal.
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Santal byl jiz starymi Indy pouZzivan k vyrbbdekor&niho nébytku,
vyrob¢ ndbytkovych lak, ale také k barveni textilu a to jakimym barvenim
baviny a viny, tak barvenim s pouzitim fitba (nefasgji soli cinicité). Pouziti
hlinitych ionti k maeni zaji¥uje textilii cervené zbarveni {fpadré oranZovo-
cervené p barveni africkym santalem), céité ionty poskytuji modréervené
(¢ervené) odstiny, chromité iontervenofialové (h&docervené) a Zelezité ionty
pii barveni santalem zajigji fialové zbarventi zbarveni kaStanovérippouZiti
afrického santalu. Nevyhodou barveni santalem j@ngp s¥¢tlostalost &chto

odstin.

2.2.5 Kampeska

DalSim studovanymifrodnim organickym barvivem je barvivo kampeska
(angl. logwood), které se ziskavd z jadrovéhdevd Haematoxylum
campechianum Hlavni barvici slozka kampesky je hematoxylin r(oli4).
Chemicka struktura hematoxylinu (7,11b-dihydig-®deno[2,1elchromene-
3,4,6a,9,10-pentol) velmifipomina hlavni barvici slozku brazilskéhdeda
brazilin (7,11b-dihydro-B-indeno[2,1€]Jchromene-3,6a,9,10-tetrol), liSi se pouze
jednou hydroxylovou skupinou v pozici 4. Hematoryje bezbarva slagnina,
kterd se oxiduje vzdusSnym kyslikem za vzniku hematdobr. 15), ktery je
barevny {ervené krystaly). Hematein se mirnozpousti v horké vada tvai
temrg ¢erveny roztok s kyselinou sirovou, v hydroxidu sémrse zbarvuje terin
fialové. Hematein, respektive hematoxylin lze také vyupko indikator
acidobazickych gua. 0,5% Roztok hematoxylinu v ethanolué¢mn zbarveni
z ¢ervené na Zlutou v rozsahu pH 0 — 1 a poté ze nhatalovou v rozsahu pH 5
- 6.

HO OH HO OH
A A
OH OH
g .
OH OH
Obr. 14 Hematoxylin Obr. 15 Hematein
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Barvivo kampeska barvierverg, fialove az mode, a proto se n&jst;ji
zarazuje mezi modraifrodni organicka barviva, také seijkd modré @evo.
Nektefi autdi [3] jej presto z#azuji mezi barvivacervena, dikycervenym
krystatim hlavni barvici slozky hemateinu.

Do Evropy byla kampeSka dovaZzena z centréini a Aameriky (stromy
Haematoxylum campechianumostou pevazié v Mexiku a Brazilii, dale i
v oblasti zapadni Indie) po jejim objeveni Spav 16. stoleti. V 17. — 19. stoleti
byla kampesSka n&gstji vyuzivana v akvarelu, k tisku na kaliko [4] ab&rveni
textilu, nefastji hedvabi a viny. V fipad moreni hlinitymi ionty ziskavame
modré zbarveni, sa’natymi ionty modréerné, cinditymi ionty fialové acerné

zbarveni docilime nfenim ionty Zeleza (barva je velmi odoln&swetiu).

2.2.6 Kamala

Barvivo kamala se ziskava z ptodiééné zeleného stromuMallotus
philippensis rostouciho v Indonésii, na Filipinach, Thajsku aetfWamu a
z rostliny Rottleria tinctoriavyskytujici se \Wing. Jeho hlavni barvici slozkou je
rottlerin (obr. 16), ktery dava barvivu Zlutooramda barvu. Rottlerin je vSak
mére staly, a proto sitle oranZzové barva kamaly vystavena stunieau zdeni
postupi bledne. [3,4,6]

Kamala byla pouzivanargdevsim ve vychodoasijskych zemich k barveni
textilu a posléze v 19. stoleti byla exportovanaElwopy. Barvivo kamala se
extrahovalo z chloupk na vyzralych plodechMallotus philippensis které se
pomlely a prosivaly za vzniku hrubého praskdip&dré plody mohly byt
michany ve vodla usazeny prasek kamaly ze dna lsgfifirovan a usuSen.iesto
vytéZzek vysledneho praskového barviva z @ldyl pouhych 1,5 — 4 %. Pogd
byl extrahovan organickymi rozpot8ty piéimo krystalicky rottlerin. [6]

V sowasné dob neni s¥tova produkce firodni kamaly vyznamna,
jelikoz ji zastinila stalejSi a le¢j$i synteticka barviva. ilesto nachazi své

uplatreni v lékastvi [6,7], kosmetice a jako potraviiséé barvivo.
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Obr. 16 Rottlerin

2.2.7 Akaroid a drai krev

Akaroid je préSekcerveno-hgdé barvy gvodem ze strofn rodu
Xantothrearostouci v Tasmanii a Australii. Tato prysiog obsahuje 80 az 85 %
derivatu fenolu resinotannol s kumarovou kyselinétery je vyuZzivan jako
balzam. Jedna se o prysky rozpustnou v ethanolu a v etheru, kteratitvo
rychleschnouci pevny filméervené barvy, proto velmiasto tvdi piimes
Selakovych a kopalovych lakPryskyice a tisloviny jsou téz obsazeny v barvivu
drati krev. Jeji hlavni barvici slozky jsou pyryliovariva dracorubin (obr. 17) a
dracorhodin (obr. 18). Déa krev je ziskavana ze stramCalamus dracp
Xantothrea Pterocarpus draco (Venezuela), Croton draco (Mexiko),
Daemonorops dracdindie), Dracanea cinabarit(Sokotra) a drédnec obrovity
(D. dracg Kanarské ostrovy). Toto barvivo se vyuzivalo Zulevani na sibie a
cinu, ke knizni makbi jako lak na @evo a bylo dovazeno do Evropy z Indie od
18. stoleti. [3]

Obr. 17 Dracorubin Obr. 18 Dracorhodin

28



2.3 DEGRADACE

Degradace material predstavuje souhrn fyzikalnich, chemickych a
biologickych proces vedoucich ke zhorSeni vlastnosti daného mateiiddterial
se takcasto stava nesoudrznyniekkym, ztraci svégwodni zbarveni a jéasto
mechanicky a biologicky poskozen.

Fyzikalni degradace vznikaigpobenim relativni vihkosti vzduchu,éha a
teplotnimi  znénami. Chemickou degradaci zZ&pnuji prevazre roztoky
chemickych latek a s#si jak z okolniho prostdi, tak ze struktury samotného
umeleckého dila, jak uz z barvy, tak podlozky. Faktapfatiujici se v procesu
fyzikalni a chemické degradacésobi gevazié spol€n¢, protocasgji hovorime
o fyzikalré-chemické degradaci. V neposledadt k poSkozeni uéeckych d&l a
nejen jich pispivaji i biologické faktory. Mezi &imizeme zahrnoutipdevsim
pusobeni plisni, bakterii, hutas, hmyzu, hlodavg ptaki i samotnéhdglovéka.

Organicka barviva jsou éSinou chemicky stabilni, ztraceji vSak svou
barevnost paiasté pimé expozici sstelnym z&enim. NejcitliwjSi jsou barvy
k UV slozce viditelného zéni, kterA ma dostateou energii k radikalovému
Stpeni nasobnych vazeb, tzv. fotolyze. Degradaci gwjl taktéz pojiva,
ochranné laky a vosky, podkladové vrstvy malbymeta podlozka. PodloZzkami
byva nefastji platho a papir¢i diewena deska, které také maji organickou
matrici, avSak degradaci podléhaji sndedevsim fyzikalni a biologické.

2.4 IDENTIFIKACE PRIRODNICH BARVIV

Prirodni organicka barviva tvena snisi latek s majoritni hlavni barvici
sloZzkou jsou v barevnych vrstvac¢hv barvenych textiliich zastoupena ve velmi
malych mnozZstvich. Nizka koncentrace barviv Cistk ziskani pdebného
barevného odstinu diky jejich vysoké kryvosti, atZuje jejich identifikaci.
K pfesnému stanoveni pouzitého organického barviva fakupoteba vysoce
citivé analytické metody s nizkym deteidm limitem. DalSim omezenim je
vybér vhodné metody vzorkovani. Pro pelly restauratdrje odkEr vzorku a jeho
destruktivni analyza nezé&douci. Proto jsou wasné dob v popedi zgmu
nedestruktivni a neinvazivni metody oproti destrktn, které jsou vyuZzivany
v pripadech, kdy odiy vzorku 1) neposkodi wtteckeé dilo, 2) je nutny k vlastni
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analyzec¢i 3) pro gesnou identifikaci slozitych s¢mi. Organicka barviva je tak
nutnoc¢asto extrahovat néjxlad z barvenych textilnich vidken.

Identifikace organickych barviv je zaloZzena na deji fyzikalre-
chemickych vlastnostech. Tvorba barevnych kompkekovy se vyuziva k rychlé
orient&ni identifikaci barviv tzv. mikrochemickymi ttkazy. Tyto selektivni
vybarvovacici srdZeci reakce jsourgvdzré vyuzivany k rozliSeni organickych
a anorganickych barviv, respektive pigmef,8]. Organicka barviva, v jejichz
struktue jsou skupiny schopné redukée oxidace, Ize identifikovat pomoci
elektrochemickych metod. Autio[9] identifikovali pomoci voltametrie barviva
laka, koSenila, dia krev a mono- az tetrahydroxyderivaty anthrachin@retns
alizarinu a purpurinu) po hydrolyze kalka nasledné extrakci barviv kyselinou
sirovou. Elektrochemickou charakteristikou anthmagchovych barviv @izné
substituovanych, jejich barvici schopnosti a stalogrevnych odstinse zabyvali
autdi [10] pomoci voltametrie a metody zj@vani znény barevnosti CIELab.
Cyklicka voltametrie je vyuzZivana i k studiu intkca substituovanych
anthrachinoft s centralnim kovem v komplexech, které hydroxydyi
anthrachinonu ochotntvori. [11] K ureni struktury pirodnich barviv a studiu
komplexi maridlovych barviv je pouzivana nuklearni magneticlezanance
[12,13] a RTG fluorescence [14,15], kterou lzeniifé&kovat kation kovu, se
kterym mdidlové barvivo tvéi barevné komplexy. Komplexy anthrachinonovych
barviv s kovy naSly uplatmi i v Iékdastvi jako antioxidanty, v histologii
a cytologii. [16-19] Krom lécivych inka se studuji i fyzikal&chemické
vlastnosti anthrachindina jejich komplex, prevazré urcovani K, hodnot a jejich
vztahu Kk substitueitn [20,21], studie intramolekularnich vazeb #&enosu
protonu [22-26]¢i posuny barevnosti anthrachinonovych barviv v gigti na
substituentech a pouzitém rozp@adt a jeho pH [27]. Hodnoty pH roztbla K,
barviv jsou také spojovany jak s barvivosti a dioi barev, tak i s hydro-
fobicitou anthrachinonovych barviv [17,28], kteg& Zasadni pro separaécito

barviv pomoci sepataich analytickych metod.

2.4.1 Separani metody

Organickd barviva studovana v této praci jsotevpzre derivaty

anthrachinonu, k jejichz identifikaci je ®aptji vyuzivana chromatografie, tedy
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rozckleni latek mezi d¥ nemisitelné faze na zakkajkjich polarity. Pro separaci a
posléze identifikaci organickych barviv Ize ¢egtji uplatnit papirovou
chromatografii, tenkovrstvou chromatografii, plymov chromatografii ¢i v
chromatografie byla nahrazena tenkovrstvou chrogmafo (TLC) diky
variabilit¢ stacionarnich fazi nanesenych na vhodné desce.niatoda je diky
své nenarénosti na experimentalni vybaveni pouZzivana k rychléntifikaci
barviv a uteni jejichc¢istoty. Organicka barviva bylaride Usgsné separovana na
mikrokrystalické celuléze (jako stacionarni fazejysijecimi roztoky tvéenymi:
negasgji 35/6/45 (v/viv) tetrahydrofuran/octan ethylnatyda, dale 95/5 (v/v)
methanol/mravei kyselinaci 2/1/10 (v/viv)terc-butanol/mraveéi kyselina/voda
[4]. Alizarin a purpurin byly separovany po extrakgdrolyzovanych kgeni
moreny barviské na polyamidové desce roztokem 90/10 (v/v) tohamtova
kyselina s naslednou UV detektivybarvenim parami amoniaku [9]. Autorka [5]
uvadi jak pehled vyvijecich soustav pro TLC analyzu ji popsangrganickych
barviv modrych, Zlutych¢ernych atervenych odstiln stejre tak giklady analyzy
realnych vzork vysoko&innou kapalinovou chromatografii.

Plynova chromatografie (GC) vyZadujgepod analytu do plynné faze a je
tak castji vyuzivana k identifikaci ¢kavych latek. Pro peétby restaurovani se
uplatnila @i identifikaci nékterych organickych barviv, ipvazie pak pro
identifikaci pojiv. Chemické sloZeni Zlutého olgjskaného z nieny barviské
(Rubia tinctorumy bylo identifikovAno pomoci GC ve spojeni s hmatind
spektrometrii (MS) [29]. Miena, a dalSi barviva, byla identifikovana pomoci
metody Py-GC/MS (pyrolyticka plynova chromatografibBmotnostni detekci) po
derivatizaci a nasledné identifikaci trimethylsilgrivati alizarinu, purpurinu,
quinizarinu a xanthopurpurinu [30]. Adtd31] srovnavaji identifikaci v math
pouzivanych proteinovych pojiv metodami GC-MS aokgkinné kapalinové
chromatografie (HPLC) s fluoresagrim detektorem. Qb metody vykazuji
podobnou citlivost, limity detekce, ale dynamiclyelarni rozsah ma vyssi GC-
MS oproti HPLC. Metodou HPLC se ale paittaidentifikovat vSechny proteiny,
umoziuje pouZziti netoxickych derivatizaich ¢inidel a jecaso¥ mérgé nar@na.

K identifikaci organickych barviv Ize také vyuzimotnostni spektrometrii bez
spojeni se sepafai technikou. Metoda MALDI-TOF-MS (ionizace laserera
pifitomnosti matrice v kombinaci s hmotnostnim detekio doby letu) umaije
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nejen identifikaci, ale i kvantifikaci organickydsarviv (mdena, laka, koSenila,
dale naftochinonové a indolova barviva). [32,33]

Vysoko&inna kapalinova chromatografie je pro separaci ibarv
chinonového charakteru vyuzivanadasiji v reverznim sepataim uspaadani.
RPLC (kapalinova chromatografie s reverzni fazi)spejeni s UV-Vis a MS
detekci a kolonou Zorbax SB-C18 s mobilni fazi 80(2/v) methanol/voda +
0,2 % octoveé kyseliny byla U&gné pouzita pro identifikaci karminové kyseliny,
lakaové kyseliny, alizarinu a purpurinu [34]. Op#ilmované techniky aufd
owveérili i na extraktech koSenily a kraplaku (bemy). Mdena bandiskd Rubia
tinctorum) byla také pedmétem studia autdr [35]. Pomoci izokratické HPLC
s UV detekci @i 254 nm na kolo& Purospher RP-C18 s mobilni fazi tenou
smssi 45/55 (v/v) acetonitril/0,2 mol-doctanovy pufr (pH 4,2) identifikovali
v aglykonu Rubia tinctorum lucidin, purpurin, xanthopurpurin, rubiadin a
majoritni alizarin. Alizarin a purpurin byly takégarovany a stanoveny pomoci
gradientové HPLC na kolérnCosmosil 5C18-AR s mobilni fazi ttenou 70/30 —
5/95 (v/v) 0,2 mol-di KH,POy/methanol [36]. Identifikaci organickych barviv a
jejich extrakci z textilnich vlidken seswuji prace [37-41]. Novotna a kol. [37]
identifikovala a kvantifikovala pomoci HPLC s rexei fazi de¥t prirodnich
chinonovych barviv, mj. alizarin, purpurin, xanthuwpurin, karminovou kyselinu
a lakaovou kyselinu (forma A-E). Optimalizovanymbdminkami identifikace
alizarinu, purpurinu a xanthopurpurinu v facé barviské byla kolona Purospher
RP18e s mobilni fazi 75/25 (v/v) methanol/0,2 mul*doctanovy pufr (pH 4,3)
pii izokratické eluci. V extraktu z textilnich vlakgyo extrakci srési 50/25/25
(v/iviv) HCl/voda/methanol autpb identifikovali alizarin a purpurin. Stejné
extrakeni smési vyuzili i autdi [38] k identifikaci organickych barviv z vlaken
cirkevnich rouch teckého Mount Athos z 15. - 19. stoleti. ReverzniL@ma
kolor¢ Alltima HP C18 s gradientovou eluci a &n0,1 % TFA (trifluoroctova
kyselina) ve vod a 0,1 % TFA v acetonitrilu autio identifikovali alizarin,
purpurin a lakaovou kyselinu typu Aéervenych vlaknech roucha cfedoannis
Tsimiskis a praotce Dionysiou Mouselimi, a karmioovkyselinu v rouchach
praotce Kirylou a biskupa Velegradon leremiou. Tekbu SetrijSi extrakce
organickych barviv kyselinou fluorovodikovou se yad autorka [39].
V extraktech z barevnych vrstev keramického dzbamskych papirovych tapet

a malfskych platen autorka identifikovala mj. alizarinyrpurin, karminovou
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kyselinu, lakaovou kyselinu typu A, brazilein, pdepurpurin a munjistin pomoci
HPLC s kolonou Alltima HP C18 a gradientovou elkeartérni smisi tva‘enou
methanolem, 5 % acetonitrilem ve ¥®,1 % TFA v 50/50 (v/v) methanol/voda
a acetonitrilem. HPLC byla vyuZzita i v praci [40]okéteni strukturnich zgn
vinénych vldken barvenych menou (respektive alizarinem a purpurinem)
vystavenych firodnimu ¢i urychlenému (ulému) starnuti. Technika HPLC
byla doplrgna UV-Vis spektroskopii, ktera sledovalailpth urychleného starnuti
z hlediska zrany pozice absokmiho maxima, a tedy zny barevného odstinu.
Degradé&ni procesy jsou obe&nvysSi u purpurinu oproti alizarinu a jsou jimi
snizeni absorbance a intenzity emise jak barvakaylny, a modry barevny posun
barviva (posun fluorescence barvivagsem k nizSim vinovym délkam). Miallo
ma ochranny &inek na degradaci oprotifipomnosti kysliku, ktery vyznangn
ovliviiuje starnuti a celk@vdegradaci urychluje.

Mezi separéni techniky pai i metody elektromigreni, predevsim
kapilarni zonova elektroforéza (CZE) a micelarmkéiokineticka chromatografie
(MEKC). Autori [42] popisuji identifikaci pirodnich pigmerit pouZivanych jako
potravindska barviva. Laku a koSenilu lze identifikovat ndgo MEKC
v nepokryté kapilge s elektrolytem tv@nym mravetanem amonnym o pH 7,0
s pridavkem BBMA (sodna t¢ kopolymeru butyl akrylat-butyl metakrylat-
metakrylova kyselina) a 0,001 mol-dmEDTA (disodna &l ethylendiamin-
tetraoctové kyseliny) s dobrym rozliSenim dwnacti minut. Laku i koSenilu
identifikovali i v realnych vzorcich komé&mich napaj a Zelé. Alizarin a purpurin
byly identifikovany v methanolickém extraktu byliRhei Rhizomas nepokryté
kapilae s elektrolytem 10/90 (v/v) acetonitril/0,03 mait tetraboritan sodny
o pH 10,6 do dvaceti minutfipaplikovaném nagti 23 kV a UV detekci 260
nm [36]. WtSina literatury je zaftena na farmakologicky aktivni
anthrachinonové derivaty obsazené ¢inské bylik rhubarb Rheum
rhabarbarun), kterymi jsou aloe-emodin, rhein, emodin, phyacio
a chrysophanol. Separacichto latek pomoci sepaisich metod TLC, HPLC,
CZE, MEKC a mikroemulzni elektrokinetické chromatafie (MEEKC) se
vénuji autdi [43]. Tyto derivaty jsou velmi blizké alizarinu @urpurinu, proto
byly podminky stanoveni sloZzek bylin rodehein prevzaty i pro nalezeni
optimalnich podminek, nejlépe univerzalnich, prentifikaci anthrachinonovych

piirodnich barviv studovanych v této préaci. Aloe-einpdhein, emodin, physcion
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a chrysophanol byly stanoveny v extraktu byliRheuma v gipravcich ji
obsahujicich metodou CZE s rozliSenim az na zaklédi do dvaceti minut
v nepokryté kapilée s elektrolytem ti@nym 0,015 mol-difi tetraboritanem
sodnym (pH 9,30), 0,030 mol-dhp-cyklodextrinem, 20 % acetonitrilu a 1 %
ethandiolu p vloZzeném nagti 20 kV a detekci 254 nm [44]. VyuZiti
cyklodextrimi (CD) v CZE ¢i MEKC pro separaci derivat anthrachinonu se
zabyvaji i auté [45-48]. V extraktuRhei rhizomastanovili autéi [45] emodin,
chrysophanol, aloe-emodin, rhein a jejich glukosidy nepokryté kapilée
s 0,005 mol-dm a-cyklodextrinem ¢-CD) v 0,03 mol-dni tetraboritanu sodném
(pH 10,0) obsahujicim 20 % acetonitrilu, aplikovaraggti 20 kV a detekci f
254 nm. Krond a-CD, ktery byl nejvhodsi, autdi vyzkousSeli i hydroxypropyl-
p-CD, y-CD, hydroxypropyl»-CD a p-CD. V praci [46] byl nejvyhod§Sim
systémem separace emodinu, chrysophanolu, aloesematieinu a physcionu
0,035 mol-diif fosfatovy pufr (pH 11,0) obsahujici 0,020 mol:dm-CD
a 2 mol-driif matovinu @i aplikovaném nagii 20 kV a detekci ip 254 nm
v nepokryté kapilge. 0,05 mol-dil Hydroxypropyls-CD v 0,1 mol-dri
boratovém pufru (pH 9) stfslavkem 10 % acetonitrilu byl nalezen jako optinhaln
systém pro stanoveni chrysophanolu a emodinu valdxtrz rostlinyCassia
siameav nepokryté kapilé& @i viozenem nagti 20 kV a detekci $ 254 nm [47].
V této praci byl studovan i ternarni fazovy systémy vySe uvedeny elektrolyt
obsahoval fidavek 0,015 mol-dmSDS (dodecylsulfat sodnyimz byla vyuZita
metoda MEKC, ovSem aution se za d&chto podminek nepodito analyty
odseparovat s dostéteym rozliSenim. MEKC analyza tychz andlytyla usgsSna
v praci [48] za experimentalnich podminek: nepdkriapilara, nagi 15 kV,
detekce fi 254 nm, elektrolyt: 0,02 mol-dfboratovy pufr (pH 11) obsahujici
0,02 mol-dri* SDS a 0,02 mol-dthSTC (taurocholat sodny) s 0,015 mol-dpmh
CD. Dalsi autti uspesre vyuZili ke stanoveni chrysophanolu, emodinu amhei
v extraktech rostlin MEKC, kde povrchovou aktivrédtdou tvdici micelarni
systém byl deoxycholat sodny (SDC). Byl to 0,025|-0m*® SDC v 0,050
mol-dm?® boratovém pufru o pH 11 [49]; 0,02 mol-dn$DC v 0,02 mol-df
boratovém pufru o pH 9 sfdavkem 15 % acetonitrilu [50] a 0,02 mol-d&DC
v 0,05 mol-drit boratovém pufru (sBOs-NaOH) o pH 10 [51]. VyuZitim SDS,
ktery je v MEKC¢asgjSim anionogennim tenzidem, se zabyvalda autoi. Aby
viabec doSlo k tvord micel, je poteba dosahnout alespazv. kritické micelarni
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koncentrace SDS, ktera se liSi dle zvoleného ealbjktr a rozpougdla [52-55].
V préaci [56] byl sledovan vliv koncentrace SDS, taoérilu a pH elektrolytu na
separaci rheinu, emodinu a aloe-emodinu v extrakééaskych I€ivych bylin.
Optimalnim elektrolytem byl nalezen roztok 25/78/acetonitril/(0,01 mol-dif
SDS v 0,015 mol-di tetraboratu sodném s 0,0125 mol-drdihydrogen-
fosfore&gnanem sodnym, pH 9,34). Kapilarni elektroforéza éoyakeé ¢asto
spojovana s hmotnostni detekci pro vyssi citliietekce oproti UV-Vis detekci.
Autori [57] srovnavaji ob detekni techniky pro stanoveni karminové kyseliny,
lakaové kyseliny typu A, B a E, alizarinu, purpwrid emodinu v extraktech
komekn¢ dostupnych barviv laka, koSenila a imoa (kraplak). Kapilarni
elektroforeticka mafeni probihala v nepokryté kapias vliozenym nagpim 25 kV

a elektrolytem tvienym 0,005 mol-di fosfor&nanem sodnym (pH 8,5)
v pifpads UV detekce (i 260 a 270 nm), respektive 0,02 mol-dmhlicitanem
amonnym (pH 9,0) vifipad® hmotnostni detekce ionizaci elektrosprejem. Auto
uvadkji, ze hmotnostni detektor je selektivni a cifjsi nez detekce UV (DAD
detektor) a Ize jim identifikovat alizarin, purpui emodin i v gipac separace
analyti s nedostatmym rozliSenim. Technika MS je speciélpouzitelna pro
identifikaci vice polarnich analyt nagiklad karminové a lakaové kyseliny.
Navic spojeni CZE-MS umdaagje rozliSeni tyg lakaové kyseliny, coZz neni
mozné nafiklad v gipact HPLC. HPLC byla porovnavana i s metodou MEKC
se spektrofotometrickou detekci pro identifikaciir@dnich flavonovych
a anthrachinonovych barviv extrahovanych zwmfch vlaken. | zde dosahla
MEKC vySSi @innosti separace barviv [58]. MEKC byla pouzitae pdentifikaci
barviv z barevnych vrstev platen [59]. Pro separémivenych organickych
pigmenfi moreny, koSenily, santalu, brazilskéhieda, laky a dré krve byl jako
povrchow aktivni latka pouZit 0,02 mol-drSDS v 0,02 mol-di tetraboritanu
sodném sidavkem 10 % acetonitrilu. &leni probihala na nepokryté kapda
s vlozenym nagtim 20 kV a detekciip214 nméi 254 nm. VSechna barviva byla
separovana s dobrym rozliSenim na zakladni linii dignacti minut
a optimalizovana technika byla &ena na identifikacicerveného pigmentu
z olejové malby 17. stoleti, kterou byla fapa, v niz byly identifikovany hlavni
barvici slozky alizarin (majoritni slozka), a da@ainizarin a purpurin. Kapilarni

elektroforéza je vyuzivana také k forenznim anatyzmthrachinonovych barviv
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a jejich komplex na nylonovych vlaknech, ze kterych jsou extrahgvanmoci
mikroextrakce [60].

2.4.2 Spektralni metody

V popredi z4jmu jsou vSak nejvice spektrometrické metddgré jsou
rychlé, nedestruktivni a mnohdy nevyzaduji Zadngeodzorku ¢i odbér pouze
malého mnoZstvi Nezastupitelnou roli zde fpdstavuje mikroskopie pod
viditelnym i ultrafialovym s¥tlem. Ol techniky jsou v praxi restaurator-
konzervatoit jiz samozejmym rutinnim postupem identifikace feglevsim
anorganickych pigmeft ale také skterych pigment organickych. Molekulova
absorgni spektrofotometrie je *azovana spiSe jako detek metoda spojena
s rekterou vySe uvedenou sepama technikou, ale iedstavuje nezbytnou
techniku pro zji&ni vinové délky pisluSejici maximalni absorbanci studovaného
barviva v daném rozpousltie. JelikoZ organicka barviva podléhaji de/pratani,
zavisi jejich absormi maximum také na pH rozpowadla a pojiv, cehoz se
vyuzZiva nejen v math ale také k stanoveni hodnoKgpbarviv. Autai [12]
studovali zrény vinové délky absokmiho maxima hematoxylinu, hemateinu
a jeho komplexu s hlinikem v methanolu a &qai raiznych hodnotach pH jak
molekulovou spektrofotometrii v oblasti UV-Vis, tak infracervenou
spektroskopii (IR) pro zji8hi pozice a okoli C-O skupiny. UV-Vis a inéervena
spektra komplexu platiny s quinizarinem (1,4-dilogdr-9,10-anthrachinon) jsou
uvedena a interpretovana v praci [13]. Alizarirebg komplexyi krystaly jsou
negasgji studovany pomoci RTG analyzy v kombinaci s itévenou
spektroskopii a pdjfpac s elektronovym mikroskopem [61-63]. Alizarin,
purpurin a quinizarin byly nejen separovany pondeLC, ale také byl studovan
vliv jejich intramolekularni vodikové vazby na i spektroskopické vlastnosti
metodami UV-Vis a infréervené spektroskopie [24]. Infi@rvena spektra barviv
byla mgtena transmish v bromidovych tabletach (KBr) a UV-Vis spektra
v methanolickém roztoku barviv. Inffarvend spektroskopie je v s@snosti
vyznamnou nedestruktivni technikou pouZzivanotedpvSim { identifikaci
ploSnych barevnych vrstev, jak uz ohrazak i fresek, nashnych tapet a
tapisérii. Organicka barviva sinabsorbuji infréervené zgeni, proto k jejich

identifikaci byla zvolena technika zeslabené tatakflektance, tedy na ATR
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krystalu [64,65]. Auté [64] sledovali také homogenitu koncentrace alimara
dalSich dvou pigmefitv modelovém vzorku barevné vrstvy nanesené nadlat
pro predikci vylgru odlErovych mistéi mista néteniin situ. Barevnou vrstvou
zde byla sms pigmentu a kného oleje. V praci [65] auitiorozSiili mapovani
pigmenti na povrchové barevné olejové vrstvy po urychlerséannuti zajigneé
expozici UV zé&eni. V infraerveném spektru wte starnutého alizarinu védném
oleji nedoSlo ke zrné pozice vibrénich pad oproti nestarnutému vzorku.
Barviva, ktera nevykazuji ifiS silnou fluorescenci, jsou identifikovana také
Ramanovou spektroskopii. FT-Raman (Ramanova spidpie s Fourierovou
transformaci) byla pouzita pro nalezeni oblastigérprint” brazilinu a brazileinu,
hlavnich barvicich slozek barviva brazil [66]. Tywtbrace C=0 a C=C vazeb
v spektralni oblasti mezi 1700 a 1500 tiwyly pouZity pro owieni identifikace
brazilu v 80 let starém brazilskénfedu Caesalpinia echinataTechnika byla
ovéiena i pomoci infréervené spektroskopie. Spektroskopické chovani &eeriv
alizarinu ARS (8 1,2-dihydroxy-9,10-anthrachinon-3-sulfonovée kysg)
sorbovaného na fluorittpriaznych hodnotach pH je studovano takeé technikou FT-
Raman a metodou DRIFT (FTIR s difuznim odrazem) ].[6Ramanova
mikroskopie je vyuZivana k analyze pojiv a podklagh vrstev malby, které
jsou pgevazre proteinové povahy, ndiklad vaje&ny bilek, vajény Zloutek,
mléko, kasein a klih [68]. Identifikace pojiv bylporovnana v firodnich

a urychleg starnutych vzorcich. Ramanova mikroskopie orgambk barviv
navazanych na vémé vlakno je pedmétem studia autdr [69]. Frirodni viréna
vlakna a vlakna barvena ifemou, borytovou mdd a rezedou barigkou byla
podrobena urychlenému starnuti pod lampou similsfjimeni z&eni (150 klux)
po dobu 200 — 800 hodin. Byl tak sledovan vliv stéir na sloZeni proteinovych
vlaken viny bez barviv a vlaken barvenych. Vlakremviené meéenou vykazuje
v Ramano¥ mikroskopii (excitace 532 nm) silnou fluorescersamotného
barviva, ktera zcela zakryva vikird pasy vigného vlakna, a to i po urychleném
starnuti po dobu 800 hodin, a nedochazi k vyraagratiaci vliakna. iRomnost
anthrachinonovych barviv, konkrétrkomplexu mdeny (respektive alizarinu)
sionty mdidla, ve virtném vlaknu zvySuje jeho &elnou stalost. Vysoka
fluorescence anthrachinonovych barviv zneipe jejich identifikaci pomoci
Ramanovy spektroskopie, proto se k jejich ideraifikvyuziva nejastji metoda

SERS (povrchem zesileny Ranianrozptyl). Alizarin tak byl identifikovan
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technikou SERS [70] s pouzitimrigirnych nangastic rozpu&nych ve vodném
roztoku dusinanu dtibrného. Tato technika tak umofe identifikaci
anthrachinonovych barviv v utieckych gedmetech, textilnich vlaknech,
potravinach a obe¢nv plosnych vzorcichn situ, v pfipace umiseni barviva na
hydrofilni substrat. $ibrné ionty mohou byt vSak nahrazeny polymerem Zr-
Ormosil (organicky modifikovany silikat), ktery bylkyuzit v praci [71]
k identifikaci sn&si alizarinu a karminové kyseliny (excitace 785 nRydminky
meéieni byly optimalizovany pro identifikaci alizarimuZr-Ormosilu v fiznych
rozpou&tdlech, hodnotach pH a koncentracich barvivaé@anbarevnosti byla
také sledovana UV-Vis spektrofotometrii alizarirkarminové kyseliny v roztoku
50/50 (v/v) 0,001 mol-dhDMSO (dimethylsulfoxid)/vodaiphodnotach pH 3, 6
a 12. Autai [72] vyuzili k semikvantitativni analyze a vzajeému rozliSeni
alizarinu a purpurinu metodu SERRS (povrchem zegitezonatini Ramaiv
rozptyl) s koloidnim gtbrem i excitaci 514 nm a 632 nm prézné hodnoty pH.
Alizarin, karminova kyselina a barvivo laka bylyemifikovany metodou SERS
na substratu téeném gtibrnym filmem nanesenym na nastice aluminy (oxid
hlinity) pti excitaci 632 nm a 785 nm [73]. Adtauvadsji srovnani Ramanovy
spektroskopie a SERS vSedh barviv, z nichz v Ramanevspektroskopii je
patrna vysoka fluorescence samotnych barvekgyvajici vliastni vibréni pasy.
Identifikace alizarinu byla za optimalizovanych pudek validovana a @vena
na hedvabné textilii barvené extraktem zidtee mdeny barviské. Barviva
alizarin, purpurin, lakaova kyselina, karminova dys, brazilin, brazilein,
hematoxylin a hematein byly analyzovany metodou SER4] obsahujici
koloidni stibro redukované citronovou kyselinduhydroxylaminem, Tollensovo
zrcadlo a vakuoy napaeny stibrny film (Ag nanoisland film) p excitaci 785
nm. Autdi dale optimalizovali extrakci barviv z textilnichlaken a vyvinuli
bezextrakni hydrolyzu vlaken zafwvanim v parach kyseliny fluorovodikové,
¢imz dojde k odstrami uhlicitand a usnadéni FTIR analyzy barviv. Technika
byla owiena i analyzecerveného vliakna z holandské tapisérie ze 16. stoket
kterém byl identifikovan alizarin. Technice SER$eA uplatréni v restaurovani
a konzervovani jsouénovany i prace [75,76]. Prvni prace smuwje identifikaci
jak syntetickych barviv alizarinu, purpurinu a kanavé kyseliny, tak i firodnich
historickych pigmenit moreny, koSenily, brazilu, kermesu a laky. Ke snizeni

fluorescence barviv autiovyuZili stiéibrny film (Ag island film) [75] a pi excitaci
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632 nm ziskali velmi kvalitni detailni Ramanova ldpe barviv aplikovanych
v rozlicnych pojivech a podloZkach. Technika byla¢opwvéiena na reélnych
vzorcich barvenych textilii. Druha prace srovnayaaiti stibrného filmu (Ag
island film) a AgFON (silver film over nanosphere sfibrny film na
kiemiitanové vrst¥) pro identifikaci alizarinu, purpurinu, karminokgseliny a
laky obsahujici lakaovou kyselinu typu A-E. VyuiitiAgFON byla ziskana
spektra s vysSim rozliSenim &pnosti nez u Ag island filmdehoz Ize vyuzit
nejen k identifikaci jednotlivych barviv, ale i s barev jiz od koncentraci
15 ng-uL [76]. V sotasnosti také vznikaji knihovny spekter obsahujici
infracervend a Ramanova spektra samostatnych pigimentganickych barviv
[77,78]. Jednotliva spektra vSak nezolilgd podlozky barevnych vrstev, pojiva,

podkladové vrstvy maleb &imeési, které tvéi velmi slozitou matrici.

2.5 PRINCIPY METOD

2.5.1 Tenkovrstva chromatografie — TLC

Tenkovrstva chromatografie (TLC) patmezi zakladni analytické
separaéni metody. Diky své instrumentélni nen&rosti, rychlosti a v neposledni
fad® nizké cenl se vyuziva fevazrié k urtovanicistoty a k orienténi identifikaci
Siroké skaly latek anorganického i organickélieqau. Je vhodnaipdevsim pro
barevné latky, kdy jiz neni petba nasledného vybarvovani, ktereho $paualre
vyuziva k detekci bezbarvych latek.

Principem separace analyimetodou TLC je rozdilnd migrace latek
v systému dvou fazi. Jednou je tzv. stacionarrkdzend) faze a druhou je faze
vyvijeci (pohybliva), ktera s sebou unasi analygy startovaci linie. Vzlinani
vyvijeci faze je podpgeno nasycenymi parami vyvijeci faze, které tak &ytv
pomyslnou iteti fazi. K samotné separaci latek dochazi na dékigich rozdilné
polarity, adsorpce, rozpousi (rozclovani), vynené ionti, efektu molekulového
sitaci pripadre jejich kombinace. V této préaci byla vyuzita adsmoipTLC, u niz
je stacionarni faze twena tuhym sorbentem nanesenym v tenké &rsta
vhodnou desku, a vyvijeci faze se skladad zessmozpousidel, obvykle
s pridavky kyselin, bazi nebo tlumivych roztokPodle polarity tuhého sorbentu

rozliSujeme ,normalni fazi“, kdy sorbent (zde sildel) je polar®Si nez vyvijeci
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faze, a fazi ,reverzni®, kdy sorbent (zde silikagahavazanym oktadecylem) je
mére polarni nez vyvijeci faze.

VétSina vybranych ¢ervenych organickych barviv obsahuje derivaty
anthrachinonu, které jsouqvazrt nepolarnii slake polarni. K jejich separaci Ize
tedy vyuzit normalni méd, kdy stacionérni faziifvpolarrgjSi silikagel a mé#
polarni vyvijeci fazi sis organickych rozpouidel. Poteba vysokécistoty
organickych rozpoustlel a pouziti #iznych vyvijecich soustav pro jednotliva
barviva analyzu Z¢uje jakc¢asow (v pripadt destil&niho ¢isténi), tak gedevsim
finanéné. Z tohoto dvodi byl hledan novy ,univerzalni“ elni systém pro
separaci organickych barviv s vyuzitim silikagelolystacionarnich fazi.

2.5.2 Kapilarni elektroforéza — CZE a MEKC

Kapilarni elektromigréni metody se pouzivaji diky své vysok@&niosti
separace, velké rychlosti analyzy a malé igi®tvzorku acinidel. Nevyhodou
téchto technik je destrukce vzorku, menSi reprodutelmast a pdeba slozijsi
instrumentace, kterd se odrazi ve&amalyzy. Pro analyzy anthrachinonovych
barviv se vyuzivaji kapilarni zénova elektroforézamicelarni elektrokineticka
chromatografie.

Elektromigr&ni metody jsou zaloZzeny na pohybu nabitych molekul
v elektrickém poli. Kapilarni zénova elektroforég@aZE) je vhodna pro separaci
a stanoveni kladni zaporg nabitych molekul v homogennim elektrickém poli
souasrt behem jednoho experimentu.é@ni nabitych latek je zaloZzeno na
rozdilnych elektroforetickych pohyblivostech (matdith) analyli, tedy jejich
rozdilného pohybu v zakladnim elektrolytu. Tato wyalvost je zavisla na
velikosti naboje a velikosti molekuly. Analyzovaldéky se pohybuji v elektrolytu
nejen vlastni pohyblivosti, ale jsou unaSenyérem k detektoru samotnym
elektrolytem, tzv. elektroosmotickym tokem.

Micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC) gibdobou kapilarni
zonove elektroforézy. Slouzi fgdevSim k separaci nenabitych igpazre
hydrofobnich) molekul na zakladejich rozdilnych roz8lovacich koeficient
mezi vodnou a pseudo-stacionarni féazi, ktera jeretv micelami. Micely
vytvareji povrcho¢ aktivni latky (kationogenni, anionogenni, neionuge

tenzidy), které jsou fidavany do elektrolytu (vodna faze) ve vysSi koricen
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nez je tzv. kritick& micelarni koncentrace, tedyéentrace nutna k tva¢bmicel.
NejpouzivagjSim anionogennim tenzidem je dodecylsulfat soddpSg), ktery
tvoii zaporg nabité micely a ma tudiz vlastni elektroforetickpahyblivost.
Separované latky se ra#dji mezi micely a nosny elektrolyt podle své palar
Analyt, ktery je Gpl& rozpustny v micelach, vytyiatzv. horni mez ekniho okna,
tedy k detektoru doputuje nejpomaleji, naopak dolmiez je uwena
neinteragujicimi latkami, které migruji s elektroagickym tokem.

Téchto vysoce &innych separnich technik lze vyuzit kidentifikaci
barviv ve slozitych organickych matricich barevnyetstev ungleckych dl.
Identifikace je zaloZzena na porovnani elektrofatgith pohyblivosti neznamych
analyti s elektroforetickymi pohyblivostmi standéardznamych pirodnich ¢i
syntetickych organickych barviv za optimalizovanyotperimentalnich podminek

méienti.

2.5.3 Infracervena spektroskopie a Ramanova spektroskopie

Spektroskopické metody, igdevsSim infréervena spektroskopie (IR)
a Ramanova spektroskopie, jsou v i@ zamu pro svou rychlost
a nedestruktivnost. NevyZaduji Zadny &dzorku i posta&uje odkEr jen malého
mnozstvi, které se¢chem analyzy nezti. Nevyhodou dchto metod je strukturni
slozitost organického vzorku oproti vzérk anorganickym. Ta &ktuje
identifikaci latky na zaklagl porovnani nagienych spekter s knihovnou spekter,
ktera obsahujeipdevsim spektra jednoduchych matric.

Tyto metody jsou zaloZeny na interakci elektromaigkého zdéeni
s molekulami¢i atomy analyzovanych latek, kdy dochazi k enecgétiznéné
puvodniho zéeni (dojde k absorpati emisi z&eni) nebo k odrazudi rozptylu
z&eni. Molekuly latek p absorpci zéeni gijmou energii a dojde ke zvySeni
energetického stavu molekuly spojeného sénom rot&niho a vibraniho stavu
molekul ¢i s preskokem elektrain z nizSich energetickych hladin do hladin
vysSich vedouci az k ionizaci molekul (podle mneizgtijaté energie). B emisi
naopak dochazi k vy#ni energie molekul a kjejich navraceni do nizSiho
energetického stavu. MnoZstvi absorbov@nhémitované energie je pro dany
elektronovy systém, potazmo pro jednotlivé molekuspecificky. Toho se

vyuziva k identifikaci latek, ij@devSim barviv, ktera absorbuji feai ve
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viditelném spektru a k jejichZz excitaci &tanizSi energie zéni, tedy v oblasti
infracervenéhai viditelného spektra.

Identifikace historickych frodnich organickych barviv v realnych
vzorcich barevnych vrstewi barvenych textilii spektralnimi technikami je
zaloZzena na nalezeni aceni specifickych vibréich pas jednotlivych barviv,
které jsou pro & jedingné a Ize jimi tato barviva rozliit i ve $8i na fiznych
typech podlozek. Hlavni barvici sloZzky studovanywdrviv obsahuji fevazr
chinoidni struktury, liSici se prostorovym ugpdanim a p&iem aromatickych
kruhi, hydroxylovych a alkylovych skupin. #h infratervenych spekter barviv
prevazre ovliviji jejich hlavni barvici slozky, jejichz vib&ai pasy jsou

vyuzivany k identifikaci samotného barviva.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 POUZITE CHEMIKALIE

3.1.1 Barviva

Barviva akaroid, kamala a kraplak byla zakoupenafiody Kremer
Pigmente GmbH & Co KG, &mecko. Barviva drd krev, koSenila (susené
zadeky oplodréné samiky cervce nopalového) a santal byla ziskana od firmy
Sandragon s.r.oGR. Dalsi barviva brazil, kampeska a laka byla p@auzé zdraj
Ustavu chemické technologie restaurovani pamat8iCIWT Praha.

Nedeklarovan&istoty barviv byly zjis¢ény pomoci prvkové réntgenové

fluorescekini analyzy.

3.1.2 Standardy

Standardy hlavnich barvicich latek karmin, karméndayselina, lakaova
kyselina (Natural red 25), hematein a rottlerinybgakoupeny od firmy Sigma-
Aldrich, Némecko. Purpurin (1,2,4-trihydroxy-9,10-anthrachinen95,0 %) byl
poskytnut firmou Fluka Chemie, Svycarsko, obdbdako quinizarin (1,4-
dihydroxy-9,10-anthrachinon, > 95,0 %). Alizarin ,Z4dihydroxy-9,10-
anthrachinon), 2-hydroxy-9,10-anthrachinon, 1-de2i,5,7-tetrahydroxy-9,10-
anthrachinon a 1-acetyl-2,4,5,7,8-pentahydrox@@dthrachinon byly dodany
Mikrobiologickym Ustavem AVCR o gistots > 98,0 % [35,79]. 1-hydroxy-9,10-
anthrachinon {istota 95,0 %) byl ziskan od firmy Tokyo Chemicaldustry,
Japonsko.

3.1.3 Reélné vzorky

Extrakt Rubia tinctorum(ve forn® aglykonu) byl zakoupen u firmy Timus
Avid Co. v iranu (batch No. 11 702 — 11 704) a dé&deny Rubia cordifolia
byly zakoupeny od Chakrapani Ayurveda Clinic & Rasé Center (Indie). Dale
mycelium houbyGeosmithia lavendul&ostouci na agaru po 10 dni) bylo dodano
Mikrobiologickym Ustavem AVCR [79]. Ctyii realné vzorky iizré ervers

zbarvenych vianych vlaken z barokni kasule ze sbirky Viagiiveho muzea Dr.
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HostaSe v Klatovech byly zageny z Narodniho muzea v Praze Ing. dicu

Drozenovou.

3.1.4 DalSi chemikalie

Pro gipravu vyvijeci faze v TLC a elektrofytv CZE a MEKC byl pouzit
methanol (MeOH), dodecylsulfat sodny (SDS) a ad&ibACN), vSechny od
firmy Sigma-Aldrich (Nmecko), dale triethylamin (TEA, Fluka Chemie,
Svycarsko), tetraboritan sodny dekahydrat, dihydndgsforénan sodny,
hydrogenfosforénan sodny a octan sodny trihydrat (vSechny od fittaghema,
CR), kyselina chlorovodikova od firmy Peni@R), dichlormethan (ngsteny) a
hydroxid sodny, oba od firmy Lach-Ne€R). Thiomaovina (CS(NH),, Fluka
Chemie, Svycarsko) a Sudan Il (1-[4-(fenylazo)lemy]-2-naftol, Sigma-
Aldrich, Némecko) byly pouzity k ueni elektroosmotického toku, respektive
k uréeni mobility micel.

Pro cisteni ocelové podlozky i meéieni infra&ervenych a Ramanovych
spekter byl pouzit chloroform (Sigma-Aldrich,éidecko) a dale pro ifpravu
modelovych vzork barvené textilie siran draselnohlinity dodekahy@itachema,
CR), uhliitan sodny bezvody (Lachem@R) a octova kyselina (PentdR). Pro
piipravu modelovych vzoik olejové malby na skléné podloZzce byl pouzit
polymerovany lany olej (Umton barvyCR) a zinkova Bloba (ZnO), titanova
béloba (TiQ,), olovnata Bloba (2PbC@Pb(OH)) a Kida (CaCQ) ze zdrof
Ustavu chemické technologie restaurovani pamatSiGNT Praha.

K ptipraw vSech vodnych rozték a k promyvani byla pouzita
deionizovana voda. Jednotlivé analyty byly préremi na TLC, CZE a MEKC
rozpusény v methanolu [41,80]. &hem giprav modelovych vzork barvené

textilie byla pouZzita destilovana voda.

3.2 POUZITE RISTROJE

Mikroskopicka spektroskopickd dreni v infra&ervené oblasti v modu
reflexni absorpce (rozsah vité 650 — 4000 cm pii rozliSeni 4 crit) byla
provadna v Centralnich laboratich VSCHT Praha natstrojich Bruker IFS 66v
s IR mikroskopem Hyperion s automatickym skenovastolkem a na FTIR

spektrometru Nicolet 6700 (Thermo-Nicolet, USA) spojeni s mikroskopem
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Continuum. Disperzni Ramanova spektroskopie bydagmEna v rozsahu vintii

300 — 2500 cr pro dva budici laserycérveny oA = 785 nm a zeleny & =

532 nm) na fistroji Jobin-Yvon Labram HR Raman spectrometeorsfékalnim
mikroskopem Olympus a CCD detektorem éopr Centralnich laboratéch

VSCHT, Praha. K vyhodnocovani ziskanych spektermplyizit software OMNIC
7.3.

Elektroforetick& mifeni byla provagha na Katetk analytické chemieiP
UK na pgistrojich HPPCE systém s diode-array detektorem (Agilent
Technologies, Bmecko) a PrinCE 250 autosampler (PrinCE TechnotoBi&/ .,
Nizozemsko) s UV-Vis spektrofotometrickym detektar&pectra 100 (Therma
Separation Products, USA). &kni byla provagha @i teplog 25 °C na
nemodifikované temenné kapii@ firmy CACO s.r.0. (Slovensko) o
parametrech: vnibi primér di = 75um, vrgjSi pamér d, = 380um, délka
kapilary k deteknimu okénku_p = 55,8 cm a celkova délka kapildcy = 70 cm.
Kapilara byla na zstku nefeni promyvana deionizovanou vodou (5 min),
1 mol-dm® NaOH (10 min), ot vodou (5 min) a elektrolytem (10 min)&Bem
analyz byla kapilara promyvana 0,1 mol®d@ 1,0 mol-dn® NaOH (2 min),
deionizovanou vodou (3 min) a elektrolytem (3 min).

Pfi separaci metodou TLC byly pouzity dva typy d&skti aluminiové
desttky se silikagelem a fluoresa@mim indikatorem pro 254 nignormalni faze,
tlou¥’ka 0,2 mm, Silica gel/TLC-cards, Fluka Chemie, wgko) a aluminiové
destéky se silikagelem s navazanym oktadecylem (RP-18Wlyoresceénim
indikatorem pro 254 nm (reverzni faze, tltkes 0,15 mm, Nano-Silica gel RP-
18W on alu-foil, Fluka Chemie, Svycarsko). K deiek&JV oblasti (i 254 nm)
byla pouzita UV lampa a scaner HP Scanjet 4670 (etewackard Development
Company, USA).

Navazky byly navazovany na analytickych vahach iBee262 SMA-FR
(Precisa Instrument AG — Dietikon, Svycarsko), pyobméteno pH metrem
JenWay 4330 Conduktivity & pH Meter (JenWay Ltdelka Britanie) a roztoky
analyti a elektrolyty byly sonifikovani v ultrazvukové BizULTRASONIC LC
30 H (EIm&, Némecko).

Modelové vzorky olejové malby na skigré podloZzce a barvené textilie

byly podrobeny urychlenému starnuti tmeanim zévkou Philips TL20W/09N
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ve viditelné a blizké ultrafialové oblasti (cca 363450 nm) po dobu 300 hodin
v osvitové komeée v Narodnim archivu v Praze dle [65,69]. Teplotavrphu
vzorki béhem oz#éovani byla piblizné (25 £ 2) °C a relativni vihkost vzduchu

v osvitové jednotce byla (15 £ 5) %.

3.3 PRIPRAVA MODELOVYCH VZORKU OLEJOVE MALBY

Na sklegné mikroskopické sklo byla nanesena tenka vrstvasism
polymerovaného kného oleje s barvivem rozmichané do formy hustéypas
Zastoupeni barviva ve sisi se liSilo podle kryvosti daného barviva nasledov
brazil 24 % (obj.), kampesSka 17 %, kamala 24 %tad&@0 %, kraplak 13 %, laka
5 %, akaroid 13 %, karmin 24 % a &irarev 21 %.

Dale byly gipraveny vzorky smsi barviva kamala adoby (zing&natd,
titanova, olovnata arkda) s polymerovanym émym olejem v porirech 1:2:5 a
1:2:10 (objemoveé dily). Tyto stai byly opit naneseny vtenké vrstvna

mikroskopicka skla.

3.4 PRIPRAVA MODELOVYCH VZORKU BARVENE TEXTILIE

Pro gipravu modelovych vzoftk barvené textilie byla pouzita vina
s viskézou, ktera byla niena bd siranem draselnohlinitym (vina bilé barvy),
siranem Zeleznatym (Zlutzbarvena vina) a nebo siranengdmatym (mode
zbarvena vina). Textilie byla rozgtana na obdélniky cca 3,4 x 2,7 cm a posléze
barvena v barvicich laznich podlévednich navod [81] vSemi barvivy vyjma

akaroidu a dré krve, pro které nebyla barvici receptura ziskana.

3.4.1 Barveni koSenilou

Zadeky suSenych oplodmych samiek c¢ervce nopalového byly
rozdrceny viteci misce a navazeny (0,3091 g) do bavéino hatiku, ktery byl
svazan do svazku a ponéen do kadinky s 30 ml destilované vodgpnoc. Poté
byl extrakt s bavlenym svazékem giveden k varu a ponechan vrouci po dobu
15 minut. Poté byl svaZek vyndan a extrakt zchlazen na teplotu 40 °Geatn
destilovanou vodou na objem 30 ml. Obd&tgiviny omyté pod proudem vody

byly vloZeny do barvici 1421 kterd byla udrZzovana na te@d0 °C po dobu
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jedné hodiny. Poté byla lazezchlazena, obarvena vina vyndaadré omyta

tekouci vodou a ususSena na vzduchu.

3.4.2 Barveni kraplakem

Kraplak byl navazen (1,0242 g) na bawvidm hatiku, ktery byl svazan
do svazéku a pontden do kadinky s 60 ml destilované vodsep noc. Poté byl
extrakt s bavldinym svazeékem pgiveden k varu a nechan vrouci 10 minut, pak
byl zchlazen, svazek vyndan a extrakt dopin destilovanou vodou do
celkového objemu 600 ml. Do barvici I&zalaté na teplotu 40 °C byly vloZzeny
vodou omyté obdéltky viny a sngs byla fi teplog€ 75 °C ponechana po dobu 30
minut. Poté byla laze zchlazena, obarvena vina omyta pod tekouci vodou a

ponechana k vyschnuti na vzduchu.

3.4.3 Barveni santalem

Navazené mnozstvi santalu (2,0101 g) bylo v kadipgdito 15 ml
methanolu s fiddavkem dvou kapek srédla (Jaru) a ponechano stéép noc.
Druhy den byla promichan& gmsantalu s methanolentefiltrovana ges platgny
hadik a zachyceny santal byl znovu promyitep platno 10 ml methanolu.
K filtratu bylo pridano 25 ml destilované vody &kolik kapek sméedla (Jaru).
Smes byla zakata na teplotu 50 °C a bylo k nfiggno 0,2 ml Fecéné octové
kyseliny (30%) ke sniZzeni hodnoty pH na rozmezi 8.-Odmasiné a omyté
obdélnéky viny byly viozeny do barvici 1azno teplot 90 °C a ponechanytip
této teplot po dobu jedné hodiny. Poté byla lAzechlazena, vina vyndana,

omyta vodou i Jarem a usuSena ¥aha vzduchu.

3.4.4 Barveni brazilem

1,0025 g Brazilu bylo ponechano v kadince s 50 estitbvané vody ies
noc. Extrakt byl dale fiveden k varu a ponechan po dobu jedné hodiny vrouc
Smes byla Zedtna 5 ml destilované vody agdiltrovana ges bavigny hadik.

K filtratu bylo pridano 5 ml destilované vody a ldzéyla zalidta na teplotu
85 °C, kdy byly do ni viozeny vémé obdélniky omyté ve vod a ponechané po
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téi minuty ve vo@ o teplo¢ 50 °C. Barvici lazg s vinou byla udrZovanaiip
teplog& 80 °C po dobu 45 minut agizre k ni byla gidavana destilovana voda.
Poté se lazenechala vychladnout, vzorky barvené viny byly opnytd proudem

vody a usuSeny na vzduchu.

3.4.5 Barveni kampeSkou

Do bavireného hatiku bylo navazeno 1,2000 g kampesky a zZ'ikadbyl
vyroben svaz&ek, ktery byl ponten do kadinky s 40 ml destilované vodie®
noc. Druhy den byl extrakt se svékem giveden k varu a nechan vrouci po
dobu jedné hodiny. Velmi zahégly extrakt byl zchlazen, svamk vyndan a
objem extraktu dopkn destilovanou vodou na 40 ml, &ahbylo odebrano 20 ml
k samotnému barveni. \né obdélniky omyté proudem vody byly viozeny do
barvici lazi a ta pak byla zahta na teplotu 90 °C a ponechatiat¢to teplo& po
dobu 30 minut za staléhdigavani destilované vody (asi 10 ml). Laz®yla poté

zchlazena, vina vyndan&dré omyta proudem vody a usuSena na vzduchu.

3.4.6 Barveni kamalou

Navazené mnozstvi kamaly (0,3354 g) spades 1,2113 g uhditanu
sodného bylo rozpu&to v 25 ml destilované vody. Ss1byla zakéata na teplotu
90 °C a byly do ni vlozeny vémé obdélnikyradre omyté vodou. Sks byla
ponechana po dobu 15 minut peplot 90 °C, pak k ni bylo fidano 0,3198 g
siranu draselnohlinitého (dodekahydrat) a dale pglaechana dalSich 15 minut
pii teplo& 90 °C. Poté byla lazezchlazena, vigtné obdélniky umyty pod

proudem tekouci vody a nechany schnout na vzduchu.

3.4.7 Barveni lakou

Laka (0,5457 g) byla rozpu$ta v 300 ml destilované vody a zata na
teplotu 40 °C. VIgné obdélniky byly fadré omyty teplou vodou se siégdlem
(Jar), vloZzeny do barvici lagra @i teplo& 90 °C ponechany po dobu 75 minut.
Poté se laze nechala vychladnout, obarvena vina byla vyjmutayta ve vod

s Jarem a ponechana na vzduchu schnout.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

V této préaci budou diskutovany vysledky, jez jsalmuty v publikacich:

Svobodova E., Bosakova Z., Lokajova J., Tesa E., Coufal P.: Use of
Capillary  Zone Electrophoresis and Micellar Elekinetic
Chromatography for Separations of Anthraquinoneivaéres; LANL-
2010-0677.R1, imato ktisku 28.7.2010casopisemAnalytical Letters
(volume 44, issue 10, 2011).

Svobodovéa E., Bosakova Z.: Micellar Electrokinefibromatography of
Natural Organic Dyes; In:Proceedings 6th International Students
Conference ,Modern Analytical Chemistry”, Praha @04tr. 87-91, ISBN
978-80-7444-005-2

Svobodovéd E., Ohlidalova M., Novotna M., Bosdkova Zrovnani
separénich a spektroskopickych technik pro identifikagiganickych
barviv; In: Sbornik z Konference konzervatgestauratori Uherské
Hradiste 201Q Technické muzeum v BénBrno 2010, str. 98-103, ISBN
978-80-86413-72-3

Svobodova E., Bosakova Z., Ohlidalova Mgniec |., Novotna M.: A
Critical Evaluation of the Potentialities of Infett and Raman
Microspectroscopy for Identification of Some Redy@nic Dyes in Model
Colour Layers of Works of Art; DYPI-S-11-00539, Fa® 2011 do
casopisluDyes and Pigments

Svobodova E., Ohlidalovd M., Novotna M.: Moznostentifikace
¢ervenych organickych barviv; IfMluzea, pamatky a konzervace 2009
Technické muzeum v Bén Brno 2009, str. 45-47, ISBN 978-80-86413-
68-6
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4.1 SEPARACNI METODY

4.1.1 CZE a MEKC (publikace I-111)

Pro identifikaci organickych barviv kapilarni zérmv elektroforézou a
micelarni elektrokinetickou chromatografii byly peje optimalizovany
podminky separace pro analyzu éim hydroxyderivali anthrachinonu: 1-
hydroxy-9,10-anthrachinon (1-HA), 2-hydroxy-9,10damachinon (2-HA), 1,2-
dihydroxy-9,10-anthrachinon (alizarin, 1,2-DHA), 44dihydroxy-9,10-
anthrachinon  (quinizarin,  1,4-DHA), 1,2,4-trihydse®,10-anthrachinon
(purpurin, 1,2,4-THA), 1l-acetyl-2,4,5,7-tetrahydye®,10-anthrachinon (tetra-
HA) a l-acetyl-2,4,5,7,8-pentahydroxy-9,10-anthmach (penta-HA). Separace
nabitych analyt je popsana elektroforetickou mobilitou, ktera jak zavisla
stejre jako elektroosmoticky tok na experimentalnich paddach (teplota,
viskozita, iontova sila, tedy slozeni elektrolyplH separéniho pufru a vlozené
napsti), a proto byva v praxi #fena tzv. efektivni elektroforeticka pohyblivost
(mobilita) fés :

1 1 (L
Hetj =| T~ E’u’
tmig,i teof U

kde et je efektivni elektroforeticka pohyblivost (ro2mm®-V™'-sY), teo & tmig,
jsou migr&ni ¢asy neutralniho zikovate elektroosmotického toku a i-té nabité
latky (rozmer min), Lc je celkova délka kapilarylp je délka kapilary od
vstupniho konce k detektoru (ro#gmm) a U je nagti viozené mezi elektrody

(rozmer V).

4.1.1.1 Derivaty anthrachinonipublikace 1)

Pro studované hydroxyderivaty anthrachinonu bylyjpmve pomoci
vypacetniho programu Pallas vygteny hodnoty K, a logP, jez jsou spolu
s chemickymi strukturami uvedeny v tabulce 1. Zerpatrné, Ze analyty disociuji
v neutralniméi alkalickém prostedi. Z tohoto dvodu byl jako elektrolyt vybran
0,01 mol-drt fosfatovy a 0,01 mol-drhtetraboratovy pufr o pH 6,5 — 10,8. 1-HA
a quinizarin, které maji hydroxylové skupiny v Bidsti chinoidnich kyslik, coz

umoziuje tvorbu silné intramolekularni vodikové vazby,igmiji ve shod
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s vypaitanymi disocianimi konstantami s elektroosmotickym tokenii pH
nizs§im nez 8,5. V alkalickém prasti ziskavaji zaporny néboj, a tak i vlastni
elektroforetickou mobilitu. Ostatni derivaty jsouvineutralnim pHcasténe
nabity a jejich elektroforetickd mobilita vista s rostouci alkalitou elektrolytu az

do jejich celkové disociace.

Tabulka 1 Chemicka struktura hydroxyderivatanthrachinonu a jejich hodnotyKp a log P
vypoétené softwarem Pallas 3.0.

analyt R pKa:i R pKaz Rs pKaga Ri pKas Rs pKas Rs pKas Ry pKay logP
1-HA OH 95 . - - - . . 2,6
2-HA - OH 7,3 - - - - - 2,8
alizarin OH 119 OH 7,2 - - - - - 2,2
quinizarin OH 9,1 - - OH 11,3 - - - 2,2
purpurin OH 10,5 OH 7,0 - OH 13,4 - - - 1,7
tetra-HA OH 11,3 - OH 54 COCH - . OH 7,0 OH 9,2 11
penta-HA  OH 11,2 - OH53 COCH - OH 142 OH 69 OH 9.1 0,5

Na obr. 19 jsou uvedeny dva elektroferogramysnhydroxyderivai
anthrachinonu v neutralnim (pH 7,6) a alkalickémosgedi (pH 10,1).
Hydroxyderivaty anthrachinonu obsahujici hydroxgowkupinu v pozici R(2-
HA, alizarin a purpurin) vykazuji vzajeraisi podobné elektroforetické chovéani, a
proto tyto derivaty zejména v rozmezi hodnot pH 9 ¢asto komigruji (viz obr.
19A). i hodnot pH > 10 dochazi k disociaci i hydroxylové skuppwyrpurinu
Vv pozici R, purpurin ziskava&si ndboj a migruje rychleji nez alizarin a 2-HA,
které stale komigruji (viz obr. 19B). Jak je &tid obr. 19B, byla &Sina analyi
separovana s dostatg/m rozliSenim, avsSak s p@mé¢ vysokou hodnotou Sumu

zakladni linie a s nizkou citlivosti detekce.
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Obr. 19 CZE zaznam &eni smdsi hydroxyderival anthrachinonu:1) 2-HA, (2) alizarin, @)
purpurin, @) tetra-HA, 6) penta-HA, 6) quinizarin, ¥) 1-HA, (8) 1,8-DHA a EOF)
elektroosmoticky tok. BGE:A) 0,01 mol-drii fosfatovy pufr (pH 7,6) [82], nai 15 kV; (B)
0,01 moldn® tetraboritan sodny (pH 10,1), r&p20 kV.
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Pro zlepSeni rozpustnosti andlybyl studovan i micelarni systém, tedy
micelarni elektrokineticka chromatografie. Vzhleddémn struktie studovanych
analyti byl vybran dodecylsulfat sodny (SDS) jako vhodmjoaogenni tenzid o
koncentraci 0,01 — 0,02 mol-dinktera ve vodném roztoku tetraboritanu sodného
¢i fosforectnanu a hydrogenfosfateanu sodnéhoipsahuje kritickou micelarni
koncentraci 8 mmol-dih [53,55]. Kron# vlivu koncentrace SDS na separf
chovani hydroxyderivatanthrachinonu byl také studovan vliv samotné desmc
analyti v rozsahu hodnot pH 6,5 — 10,8 (obd®élako u CZE). Rozélovani mezi
vodnou a micelarni fazi zavisi na hydrofohiaitedisociovanych a disociovanych
analyti (viz tabulka 1). Ziskané vysledky jsou sumarizgvanabulce 2, ktera
uvadi souhrn mmérnych efektivnich elektroforetickych  pohyblivosti
hydroxylovanych derivdét anthrachinonu v sepdrdch systémech ourné
hodnot pH a koncentraci SDS. S rostouci alkalitou eldittro je disociace
protoni snazSi¢imz jejich hydrofobicita klesa, a separace studgghranalyt se
vice podoba separaci v CZE. Vliv micelarniho systée tak nejvice projevuje
pii nizSich hodnotach pH, zvl&pak u 1-HA a quinizarinu, které vykazuji
vysokou elektroforetickou pohyblivostkoliv nejsou disociovany.

Acetylované hydroxyderivaty anthrachinonu - tetrA-Ha penta-HA
(produkty houbyGeosmithia lavendu)aa purpurin vykazuji zvySeni efektivni
elektroforetické pohyblivosti s rostouci koncenir&DS @i pH 6,5 a nejvyssi
pohyblivosti dosahuji i pH 8,5. Oproti tomu pohyblivost 2-HA s rostouci
hodnotou pH klesa pro vSechny koncentrace SDS.
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Tabulka 2Pramérné efektivni elektroforetické pohyblivostiy hydroxyderival anthrachinonu v
MEKC pri riaznych pH a koncentracich SDS. BGE: 0,01 mot*detraboratovy pufr (pH 8,5 —
10,8) a 0,01 mol-drhfosfatovy pufr (pH 6,5 — 7,5).
pufr pH _Her (105? mz V._l s) .
1-HA 2-HA  alizarin quinizarin purpurin tetra-HA penta-HA
6,5 -3959 -3503 -3481 -40,79 -30,53 -31,01 -31,43
75 -3863 -333 -30,71 -41,33 -27,80 -33,81 -35,26
lomMm SDS 85 -40,18 -28,99 -23,13 -4257 -2890 -37,00 -38,23
95 -36,35 -2558 -2324 -3491 -30,17 -33,54 -34,22
10,8 -28,85 -24,28 -24,15 -28,15 -33,94 -3457 -34,62
6,5 -42,14  -40,60 -41,23 -43,86 -3507 -37,28 -34,35
75 -42,13 -39,15 -35,79 -44,16 -31,63 -30,50 -34,86
15mM SDS 8,5 -40,63 -29,11 -22,77 -42,94 -26,97 -38/41  -37,92
95 -3748 -2547 -2332 -3532 -30,10 -34,95 -34,05
10,8 -29,22  -24,17 -2528 -28,33 -3531 -3508 -34,48
6,5 -43,34 42,15 -42,25 -4530 -37,89 -39,43 -38,60
75 -43,33 -41,60 -39,73 -4488 -29,77 -34,49 -35/43
20mM sSDS 85 -43,21 -29,31 -23,17 -4421 -29,10 -39,57 -38,91
95 -39,06 -2589 -2339 -37,79 -32,21 -33,30 -33,95
10,8 -29,70  -25,07 -25,10 -28,53 -3543 -3495 -34,84

Pro separaci sési tvorené vSemi sedmi hydroxyderivaty anthrachinonu
byla vybrana koncentrace SDS 0,015 mol*dm0,01 mol-drii tetraboratovém
pufru o hodnotach pH 8,5 a 9,5t RySSi hodnat pH 9,5 (viz obr. 20A) doSlo
k separaci vSech analytlo 14-ti minut, ale K4st&né komigraci dvojice alizarinu
a 2-HA a dvojice tetra-HA a penta-HA, které nejsoacileny az na zakladni
linii. Pfi hodnot pH 8,5 (viz obr. 20B) bylo docileno lepSiho roeh$ mezi tetra-
HA a penta-HA a to aZz na zé&kladni linii, doSlo tde zlepSeni rozliSeni mezi
alizarinem a 2-HA, ale naopak ke komigraci 2-HA wpurinu a prodlouZeni
analyzy k 16-t¢é mingt Jelikoz se, oproti dvojici tetra-HA a penta-HAHA a
alizarin, resp. purpurin, nevyskytuji v barvivechpokng, byl jako
optimalizovany sepatai systém zvolen 0,01 mol-dhtetraboritan sodny o pH
8,5 s 0,015 mol-dm SDS i davkovani 20 mbar po 5 s, r&p20 kV a detekci
pii 254 nm.
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Obr. 20 MEKC zaznam é&teni sngsi hydroxyderivai anthrachinonu:1) 2-HA, (2) alizarin, @)

purpurin, @) tetra-HA, 6) penta-HA, 6) quinizarin, ) 1-HA a EOF) elektroosmoticky tok.
BGE: 0,01 mol-dri tetraboritan sodny, pH 9,5A) ¢ pH 8,5 @) s 0,015 mol-di SDS,
davkovani 20 mbar po 5 s, riip20 kV, detekce ih 250 nm.

Validace metody MEKC byla provedena za optimalizoidn podminek
meéieni. Byl ugen linearni dynamicky rozsah, ktery byl pro quimniza purpurin
1-10° - 5.10" mol-dm® a 5-10 — 5-10 mol-dm® pro ostatni derivaty.
Koncentr&ni zavislosti byly zpracovany metodou linearni esgr jak pro
zavislost plochy, tak i vySky pikna koncentraci analytu. Dale bylacemna
opakovatelnost efektivnich elektroforetickych poliwdisti vSech analyit béchem
Sesti méteni v rdmci jednoho a Sesti po 8atasledujicich dni a meze detekce a
stanovitelnosti. Jak jednodenni, tak i Sestidepakovatelnost vyjadeéna relativni
smerodatnou odchylkou se pohybovala v rozmezi 1,15-%, NejvySSi relativni
smerodatnou odchylku pro &teni v Sesti po sabnasledujicich dnech d&a
pohyblivost 2-HA (4,5 %). Meze detekce (LOD) a meatanovitelnosti (LOQ),
vypoétené z regresnich rovnic pro zavislost vysky pilka koncentraci, jsou
uvedeny v tabulce 3. Meze stanoveni jednotlivychlyh (fadow 10° — 107
mol-dm®) jsou dostatné nizké pro stanoveni malych mnoZstvi organickych
barviv v barvenych vidknech po extrakci, ktera viekasto vykazuje nizkou

vytéZnost.
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Tabulka 3Mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ) hyguderivati anthrachinonu
uréené z regresnich rovnic zpracovanych pro zavisigsSky piku na koncentraci analytu. BGE:
0,01 mol-dri¥ tetraboratovy pufr, pH 8,5 gipavkem 0,015 mol-drSDS, davkovani 20 mbar po
5 s, napti 20 kV, detekce i 254 nm.

LOD LO

analyt o1 dni®) (mol-c?m3)
1-HA 50010  1,66-1¢
2-HA 2,20:.10 7,41.10
alizarin 4,00-10  1,33-10
quinizarin 1,28:1F  4,25.1¢
purpurin 1,16-1¢  3,86-1CF
tetra-HA 42110  1,40-10

penta-HA 2,10.10  6,99-10

4.1.1.2 Realné vzorkypublikace I)

Optimalizovana metoda MEKC byla aplikovana na analyealnych
vzorkil. Za optimalizovanych podminekstieni (0,01 mol-dii tetraboritan sodny
o pH 8,5 s 0,015 mol-dhSDS g davkovani 20 mbar po 5 s, rip20 kV a
detekci @i 254 nm) byly promdteny methanolické extrakfgubia tinctorum(zdroj
alizarinu a purpurinu)Rubia cordifolia (zdroj 2-HA a quinizarinu) a mycelia
houby Geosmithia lavendulézdroj tetra-HA a penta-HA). Na obr. 21 je uveden
zadznam analyzy extraktu rfemy barviské Rubia tinctorun), jehoz majoritni
slozkou je alizarin, vykazujici v elektroferogramejintenzivigjSi pik, a dale
purpurin, ktery je zde minoritni sloZzkou. Zaznansafwje jest jeden pik, ktery
by mohl gisluSet xanthopurpurinughré se vyskytujicimu spote¢ s alizarinem
a purpurinem v bylinach rodRubicae[35]. Z divodu nedostupnosti standardu
vSak nemohla byt jeharpomnost v readlném vzorku potvrzena.

Kvantifikace alizarinu a purpurinu vychazela z hnei z4vislosti plochy
piku na koncentraci analytu. Obsah alizarinu a ump byl stanoverttyimi
nezavislymi analyzami methanolického extrakRubia tinctorum Primérna
koncentrace alizarinu v extraktu byla 399 pmol*diRSD = 4,0 %), purpurin byl
zastoupen o nizsi koncetraci 3,8 pmol*fRSD = 1,5 %).
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Obr. 21 MEKC elektroferogram methanolického extaRubia tinctorum— (1) alizarin, @)
purpurin, ¢) pravaspodobré xanthopurpurin. BGE: 0,01 mol-dirtetraboritan sodny, pH 8,5
s 0,015 mol-dm SDS, davkovani 20 mbar po 5 s, &#&20 kV, detekce i) 254 nm.

Elektroferogram methanolického extrakRubia cordifolia (viz obr. 22)
obsahuje &kolik piki, z nichZ identifikovan byl pouze majoritni pik eaici 2-
HA. DalSi barvici slozka, tedy quinizarin, nebylaextraktu nalezena.
V methanolickém extraktu mycelia houlfyeosmithia lavendulgviz obr. 23)
byly identifikovany ol barvici latky tetra-HA a penta-HA s rozliSenim na
zakladni linii do finacti minut. Extrakt mycelia obsahoval 31,5 pmoitanalytu
penta-HA (RSD = 4,2 %) a 5,0 pmol-dranalytu tetra-HA (RSD = 4,0 %).

Vytéznosti extrakce analyt (vypocteny z plochy pik) ziskanych
z redlnych vzork byly stanoveny pro dv koncetr&ni hladiny, a to 1,0-10
mol-dm® pro tetra-HA a purpurin, a 1,0-10mol-dm® pro majoritni analyty
alizarin a penta-HA. Ziskana nost alizarinu byla 97,8 % (RSD = 2,4 %),
91,6 % (RSD = 6,0 %) pro purpurin, 86,4 % (RSD 4 %) pro penta-HA a pro

HA a tetra-HA z mycelia houbgeosmithia lavendulanohla byt zgsobena vysSi

soudrznosti organické matrice.

56



3,5

3,0

2,54

2,0 1

1,5

1,0 +

odezva detektoru (mAU)

0,54

0,0 4

T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16

migraéni ¢as (min)
Obr. 22 MEKC analyza methanolického extraktiRabia Cordifolia— (1) 2-HA. BGE: 0,01

mol-dm® tetraboritan sodny, pH 8,5 s 0,015 mol-48DS, davkovani 20 mbar po 3 s, &#&20
kV, detekce #i 254 nm.
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Obr. 23 MEKC analyza methanolického extraktu z nigg8eosmithia lavendula (1) penta-HA,
(2) tetra-HA. BGE: 0,01 mol-dthtetraboritan sodny, pH 8,5 s 0,015 mol48DS, davkovani 20
mbar po 5 s, nai 20 kV, detekceip 254 nm.
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4.1.1.3 Barviva(publikace II-lII)

Za optimalizovanych podminek, tedy 0,01 moltatraboritan sodny o
pH 8,5 50,015 mol-drh SDS pi davkovani 20 mbar po 5 s, rp20 kV a
detekci @i 254 nm, bylo proréfeno elektroforetické chovani samotnych barviv a
jejich hlavnich barvicich sloZek. Hlavni barvicdo&ky jsou majoritnimi sloZzkami
barviv, mély by se tedy v elektroferogramech barviv zobraadjoritnim pikem,
coz potvrzuje identifikace majoritnich gikednotlivych barviv. V pipac drai
krve, akaroidu a brazilu nebyly jejich hlavni ba&ivslozky komefné dostupné,

proto je nebylo mozno v elektroferogramech idekWat (viz obr. 24).

brazil

N —— ‘“”W“””kam

g - akaroid i

odezva detektoru (mAU)
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g draci krev /\
o] '
\\

Oy——— ETTEY. SN Jon s S—

T T T T
0 4 8 12 16 20
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Obr. 24 MEKC zéznamy &eni barviv brazil, akaroid a dfakrev. BGE: 0,01 mol-di
tetraboritan sodny, pH 8,5 s 0,015 mol4®DS, davkovani 20 mbar (wipads drasi krve 30
mbar) po 5 s, nagi 20 kV a detekceip254 nm.

Elektroferogram barviva laka (viz obr. 25) obsahtie piky, které
odpovidaji zaznamu &reni samotné komeéme ziskané lakaové kyseliny. Barvivo
laka tedy v naSem ffpact tvori smes ti forem lakaové kyseliny, fgemz
majoritnim prvnim pikem budergm¢ forma A, ktera je népsgjSi. Potvrzeni
piitomnych forem lakaové kyseliny by vyZzadalo kombinamotnostni detekce a

zadznamu r&eni nuklearni magnetické rezonance, ktera nebgiaeplena.
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Obr. 25 MEKC zaznamy #heni barviva laka a jeji hlavni barvici slozky lakédyseliny, kterou
tvori smss aZ pti forem A-E (zde patrnyit formy). BGE: 0,01 mol-dif tetraboritan sodny, pH
8,5 s 0,015 mol-dmSDS, davkovani 20 mbar po 5 s, &#20 kV a detekceip254 nm.

Na obr. 26 jsou zobrazeny jednotlivé elektroferagyamethanolickych
roztoki barviv, kterymi jsou kamala, kampesSka, koSenilac€dé zadeky
oplodrenych samiek cervce nopalového) a kraplak. Ve vSech uvedenych
barvivech se pod#o identifikovat jejich hlavni barvici sloZzky. Rierin (hlavni
barvici slozka kamaly) ma nepolarni charakter, yktenu umozuje snazSi
inkorporaci do micel, a proto migruje a# A5-t¢é minu¢ (viz obr. 26A). Oproti
nému hematein (hlavni barvici slozka kampesky), kaowa kyselinati karmin
(hlavni barvici slozky koSenily) a alizarin (hlavbarvici slozka kraplaku) se
pohybuji rychleji diky vlastni disociaci hydroxyieh skupin. Ze zaznaim
meéieni je patrna slozitost matrice barviv, ve kteryebu gesto jejich majoritni
sloZzky identifikovany jako jejich hlavni barvicitky. Metoda MEKC je tak
vhodnou technikou pro identifikaci i sloZitych & s barvivy po extrakci ve

vhodném rozpoustlle.
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Obr. 26 MEKC zaznamy #teni barviv a identifikace jejich hlavnich barvicistozek: A) barvivo kamala —

pik 1 rottlerin, B) barvivo kampeska — pik 1 hematei@) parvivo koSenila — pik 1 karminova kyselina, pik
karmin a D) barvivo kraplak — pik 1 alizarin. BGE: 0,01 maid tetraboritan sodny, pH 8,5 s 0,015 mol-:dm
SDS, davkovani 20 mbar po 5 s, 820 kV a detekceip254 nm.

4.1.2 TLC (publikace IlI)

Pro separaci

studovanych organickych barviv byl dée vhodny

Luniverzalni* elni systém s vyuzitim silikagelovych stacionarnichzif

Obdobre jako u kapilarni elektoforézy byla technika optimavana pro tytéz

hydroxylované derivaty anthrachinonu (viz tabulfa 1

4.1.2.1 Derivéaty anthrachinonu

K separaci nepolarnicti slake polarnich hydroxyderivatanthrachinonu

byl nejprve vyuzit normalni méd. Stacionarni fazitl silikagel a jako vyvijeci

faze byla zvolena iznd kombinace hexanu, octanu ethylnatého, ethanolu,

dichlormethanu a trichlormethanu. Zvolené vyvijsaiistavy vSak nebyly vhodné
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pro studované analyty, které séaek pripadi nepodélo detekovatgi dochazelo
k rozmyvani skvrn. Normalni méd byl tedy nahrazewerznim modem, kdy
stacionarni fazi tvial silikagel s navazanym oktadecylem a vyvijeciifayla
smeés methanolu (MeOH) a vodného roztoku pufrdizné hodnat pH s obsahem
triethylaminu (TEA), ktery blokuje volné silanolovekupiny, a tim omezuje
nechéné silanofilni interakce vedouci k rozmyvani jetlingch skvrn analyi.

V navaznosti na praci [83] byla jako vyvijeci fazeolena smis 60/40¢i 80/20
(viv) MeOH/1% TEA v 0,1 mol-dif octanovém pufru, pH 2 — 6 a dale 6040
80/20 (v/v) MeOH/1% TEA v 0,025 mol-dfrtetraboratovém pufru o pH 7 — 10.
S rozdilnou hodnotou pH se¢nila disociace jednotlivych molekul, a tim i jejich
polarita a elani chovani. Na obr. 27 jsou vyneseny retandafaktory Rr)
hydroxyderival anthrachinonu v zavislosti na zvoleném pH vyvijigade. Zona
piislusejici penta-HA se diky vysoké polard snadné disociaci analytu siln
rozmyvala jiz v kyselém pragdi, a proto nebylo moznéditrretard&ni faktor.
Methanolicky roztok 1-HA je na stle nestabilni a &dhem stani degraduje za
vzniku dvou dalSich derivét Tuto nestabilitu potvrzujitit skvrny gisluSejici
davkovanému roztoku 1-HA. Do zavislo&t na hodnat pH vyvijeci faze byly
zaznamenany retarétdi  faktory nejintenziv§Si  skvrny  risluSejici

nedegradovanému 1-HA.
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Obr. 27 Zavislost retardaich faktofi R na pH vodné slozky vyvijeci ssi (A) 60/40 (v/v)
MeOH/pufr a B) 80/20 (v/v) MeOH/pufr. Pufimimi roztoky byly 0,1 mol-di octan sodny s
1% TEA pro hodnoty pH 2 - 6 a 0,025 mol-dtetraboritan sodny s 1% TEA pro hodnoty pH 7 —
10; detekce { 254 nm.

V kyselém prostdi pro hodnoty pH 2 — 4 dochazelo ke koeluci tetfas
alizarinem, resp. s 2-HA. Ke koeluci dvojice alimar purpurin a dvojice tetra-
HA — 2-HA dochazelo i v neutralnim prestli, zvla& pak @i nizSim obsahu
methanolu ve vyvijeci fazi. Alkalické pH 10 ustiage disociaci molekul
studovanych derivaf coz vede nejen ke zvySemi-, ale také Kk sil§Simu
rozmyvani zon analyt které znemaiuje ukeni R u tetra-HA a purpurinu ve

> v,

vyvijeci fazi obsahujici 60 obj. % MeOH. NizSi obskleOH ve vyvijeci fazi

TLC separaci zpomaloval a ved! k nizSim hodnotatard&nich faktofi, které
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nepekrasily hodnotu 0,40. Oproti tomu ve vyvijeci fazi temé z 80 obj. %
MeOH maji analyty retardai faktory v rozmezi 0,40 — 0,90.

Z vySe uvedenych vysledk byl pro TLC separaci mén polarnich
anthrachinonovych barviv vybran e&hi systém s reverzni fazi temou
aluminiovou deskou s oktadecylem navazanym naasjék a vyvijeci fazi 80/20
(viv) MeOH/1% TEA v 0,1 mol-dih octanovém pufru, pH 5 a 80/20 (v/v)
MeOH/1% TEA v 0,025 mol-drhtetraboratovém pufru o pH 7 a 9.

4.1.2.2 Barviva

Pro separaci akaroidu, brazilu, &rkrve, kamaly, kampeSky, koSenily,
kraplaku, laky a santalu a jejich hlavnich banhci&lozek byla tedy zvolena
vyvijeci faze 80/20 (v/v) MeOH/1% TEA v 0,1 mol-droctanovém pufru, pH 5
a dale 80/20 (v/v) MeOH/1% TEA v 0,025 mol-drretraboratovém pufru, pH 7
a 9. Vyssi obsah methanolu umoznil separaci karaatgttlerinu, kdy naopak
v niz8im pordru methanolu (60 obj. %)astaly oba analyty na startu. Na obr. 28
jsou uvedeny naskenované zaznamy tenkovrstvé chognadie studovanych
¢ervenych organickych barviv separovanych na revefami s vyvijeci fazi
obsahujici 80 obj. % MeOH a o hodnotach pH 5, 7 Zeéinotlivé barevné skvrny
jsou zvyrazgny v mistech neptsi intenzity fluorescence po deai UV lampou
pii 254 nm. Rirodni organicka barviva jsou $Bi vice latek, jak potvrzuje
mnozstvi barevnych skvrn (viz obr. 28). Zdznamyelakaroidu (9) a déakrve
(10) jsou si vzajem$) az na intenzitu skvrn, velice podobné. Ve strigkkamaly
(1) 1ze snadno rozeznat skvrnu ifeit rottlerinu (2) a steghtak i v barvivu laka
(11) Ize nalézt @ lakaové kyseliny (12), pouze vSak pro pH Bedtoze lakaova
kyselina se vyskytuje soasre v péti formach, na zaznamu je pouze jedina skvrna
majoritni formy A, viz obr. 28A (MEKC elektroferogm téhoZ roztoku laky a
lakaové kyseliny obsahujé piky, viz obr. 25).

V tomto systému se vSak poldj$i analyty stale rozmyvaly a aniti yySsi
hodnot pH 7 a 9 se jejich eluce nezlepSila. Vyuziti siiklovych stacionarnich
fazi tedy nefineslo oproti dive pouzivané mikrokrystalické celul6ze [4] ani

zjednoduseni, ani vyrazné zlepSeni separace vytinarganickych barviv.
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Obr. 28 TLC separace barviv a jejich hlavnich beioh slozek: kamalalj, rottlerin @), karmin
(3), karminova kyselinadj, santal $), kraplak 6), alizarin ), purpurin 8), akaroid 9), dra:i
krev (10), laka (1), lakova kyselinaX2), kampeSkal3), hematein 14), brazil (L5) a snés (16):
kampeska, laka, déakrev, akaroid. Vyvijeci faze 80/20 (viv) MeOH/Qyiol-dm® acetatovy pufr
s 1% TEA, pH 54), 80/20 (v/v) MeOH/0,025 mol-dftetraboritan sodny s 1% TEA, pH B)(
a pH9 Q).

4.1.3 Dilci zawr

Separani metody jsou univerzalnimi, vysocé&inymi metodami, kterymi
muzeme separovat jednotlivA barviva ve ésma identifikovat je. Podle
stanovenych ngstot a gimesi Ize rozliSit pirodni a synteticky vyrobena barviva.
Tyto metody jsou vSak destruktivnitgrvazre negenosné a finameé nakladjsi.
TLC je vhodnd k orientani identifikaci vybranych barviv a &eni jejichcistoty.

V elwnim systému sestavajiciho se z reverzniho méduestldch RP-18W
s vyvijeci fazi 80/20 (v/iv) MeOH/1% TEA v 0,1 mahd octanovém pufru o
pH5 se vSak skvrny barviv santal, kampeSka, a#lardr&i krev a brazil
rozmyvaji. Hlavni barvici slozky karminova kyselifeematein a purpurin, se za

stejnych eldnich podminek nepotifo detekovat.

64



Metoda MEKC je vhodna kipsné identifikaci vSech studovanych barviv
jiz o koncentracicltadow 0,1 mg-mL. Diky své vysoké sepafai (innosti Ize
za optimalizovanych podminek (0,01 mol-drtetraboratovy pufr o pH 8,5 s
0,015 mol-driii SDS, davkovani 20 mbar po 5 s, &R0 kV, detekce i
254 nm) nejen identifikovat vybrana barviva, aleszajemrt rozliSit barviva
akaroid a dré krev. Optimalizovand metodika byla &ena i identifikaci
alizarinu, purpurinu, 2-HA, tetra-HA a penta-HAeainych vzorcich bylilRubia
tinctorum Rubia cordifolia a mycelia houbyGeosmithia lavendula Diky
piesnému uteni gimési Ize tuto metodu vyuZzit i k potvrzeni datace,alok a
pravosti ungleckych cl.

4.2 SPEKTROMETRICKE METODY

Identifikace pirodnich organickych barviv v barevnych vrstvach
uméleckych &l ¢i v barvenych vlaknech mikroskopickymi technikami
infratervené a Ramanovy spektroskopie je zaloZena wganurspecifickych
vibratnich pés, které pisluSeji vibracim hlavni barvici slozky jednotlivéh

barviva.

4.2.1 IR spektroskopie barviv (publikace 111-V)

Hlavni barvici slozky studovanych organickych barysou pevazri
anthrachinonové povahy obsahujici aromaticka jabyaroxylové a alkylové
skupiny (viz kapitola 2.2 Barviva jako chemickékit Tyto majoritni slozky
ovliviuji pribéh infratervenych spekter barviv, kterd jsou si podobné&jiahz
vyznamnych vibrénich pas Ize vyuZzit k identifikaci samotného barviva.

Hlavni barvici sloZkou barviva laky je $sné lakaova kyselina s majoritni
formou A. Vinfraéerveném spektru lakaové kyseliny (Natural Red Z5) [se
projevuji nejvice deformmi vibrace CH a CH skupin v oblasti 1450 —
1230 cn, vibrace skupin C=0 ve skugirCOO a v konjugaci s vazbami C=C
aromatického jadra v oblasti 1720 — 1570 cen vibrace OH skupiny &etns
vazby C-O ve skupihOH v oblasti kolem 3300 cfha 1100 — 1050 cth Barvivo
koSenila obsahuje hlavni barvici slozku karminokgselinu (gFipadré karmin).

Karminova kyselina oproti karminu obsahuje i glykakou skupinu, ktera

65



zvySuje intenzitu vibrénich pas v oblasti 1100 — 1000 cipifslugejici vibracim
OH skupin [77,84]. Dalsi intenzivni pasy lze nalézblastech 1620 — 1550 €m
a 1450 — 1250 cth Barvivo kraplak obsahuje dvchemicky podobné hlavni
barvici slozky alizarin a purpurin. Infrarvené spektrum majoritniho alizarinu
obsahuje velmi ostré pasy odpovidajici vibracimpskiC-H, C=0, C=C a C-O,
piicemz nejvyraz#si jsou pasy C-H a C=C (1463, 1350, 1331, 1308012712
cm?). Hlavni barvici sloZkou barviva kampeska je hesimat Vibrasni pasy
hemateinu 1607, 1537, 1514, 1441, 1418, 1377, 12985, 1207, 1171 a
1066 cmi* [77] jsou velmi intenzivni aifsluSeji jevazr vibracim C=C, C=0 (ve
skupire COQ) a C-H vazeb. Barvivo kamala je temo hlavni barvici sloZkou
rottlerinem. V infr&erveném spektru rottlerinu lzecekavatfadu intenzivnich
pasi v oblasti kolem 3300 ctha 1700 — 1000 crh[77] spojenych s vibracemi
skupin OH, C=C, C-H a C=0 [84]. Pro dalSi barvikarmid, brazil, dré krev a
santal nejsou jejich hlavni barvici slozky kowreér dostupné. festo Ize diky
zname struktie hlavnich barvici sloZek brazilinu [66], dracomli dracorhodinu
a santalinu A a B iedpokladat podobné vikfiai chovani jako u ostatnich vySe
uvedenych organickych barviv.

Sourhnny pehled nalezenych vib¥aich pad vSech studovanych barviv a
jejich komeen¢ dostupnych hlavnich barvicich slozZek je uvedeabulkce 4, ktera
uvadi nejen vin&y jednotlivych vibr&nich pas, ale i jejich intenzity. Tabulka 4
dale obsahuje orientai prifazeni ziskanych vibéaich pad vibracim
jednotlivych strukturnich skupin obsazenych v chek@i struktie hlavnich
barvicich latek. Téné vyznaené vingty daného barvivafedstavuji vyznamné
pasy, jejichz kombinaci lze vyuzit k identifikadudovanych organickych barviv
v realnych vzorcich.

Barvivo koSenila bylo dostupné pouze ve férrauSenych zadku
oplodrenych samidCoccus cactiproto jeji infr&ervené spektrum obsahuje velmi
intenzivni pasy organické matrice skeletu hmy#wlmoctech 1627, 1566, 1462,
1414, 1078, 1051 a 1024 cirkteré pekryvaji vibrani pasy karminové kyseliny.
K identifikaci koSenily tak Ize vyuzit pouze intewzi negekryté vibr&ni pasy
samotné karminové kyseliny. Vildrd pasy barviv kraplaku a santalu jsou
v oblasti 1150 - 1000 chpiekryty intenzivnimi pasy iofitSQ;> anorganického

substratu, na kterém jsou tato barviva vysrazena.
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Tabulka 40rient&ni pritazeni vibraci [84] studovanych barviv a jejich ah barvicich slozek (kom&w dostupnych) v infréervené spekroskopii. Intenzity gasw = velmi slaba, w = slaba,
m = stedni, s = silna, vs = velmi silna

. . - . . . S~ karminova - . lakaova
kamala rottlerin UV . brazil kampeska  hematein | draéi krev akaroid santal koSenila . kraplak alizarin purpurin laka ;
cmt cmt Orientaini prifazent cmt cmt cmr cmt cmt cmt cmt k)::srﬁlllna cmt cmt cmt cmt kycsre]:ql_llna
- 3416 w v(OH)N(C=0) v - - - - - - - - - - - - -
intramolecularni H-vazh
3295 w,br 3243 w,br v(OH) 3355 vs,br | 3388 vs,br 3329 s,b 3349 s,pbr 3386 w,b8401 m,br | 3299 mbr 3442 w,b) 3335s,br 3380 vw,I8386 vw,br| 3404 m,br 3366 w,br
2965 vw 2974 vw V4(CHg) - 2970 w - 3025w 3000 vw - - - - - 3071 vw - 2952
2922 w 2933 vw V4(CHy) 2928 m 2937 w - 2936 w 2938 w 2925 wy 2918 vs 2907 2928 vw - 2923 vw 2921w 2926 w
2851 vw 2854 vw Vo(CHs+CHy) 2848 sh 2848 sh - 2831 vw| 2839 wi 2848 sh 2850 s - - - - 2851 sh 2854 vw
1724 vw - - - - - - 1737 vw 1730 w 1720 w - - - 1715w 1718 m
- - - - 1697 vw - - - 1703 w - - - - - -
- - - - - 1649 w - - - 1673 vw | 1669w 1665 w 1669 w - -
- 1623 s v(C=0) v konjugaci s - - - - - - 1627 s - 1629 w 1634 w - 1623 m 1622 s
C=C a v intramolekular amide |
H-vazke/v(C=C) fenyl
1604 vs 1605 vs C=C konjugované| 1611s 1611 m 1607 s 1600 vs 1599 vs - - 1617 w - - 1618 m - -
(aromaticka jadra)
- 1590 s C=0 ve skupirtCOO - - - - - 1594 w - - 1588 w 1591 m 1581 vs - -
1551 m 1551's C=0 ve skupinCOO - - 1537 s - - 1549 vw 1566 m 1576 m - - - 1575 m 1571 s
amide Il
1512 m - v(C=C) fenyl, akcepto 1497 s 1503 m 1514 s 1511 vs 1513 s 1506 m - - - - - 1507 w 1501 w
1463 w 1475 m  y(C=C) fenyl, akcepto - 1476 s - - - 1461 m 1462 m - - 1463 vs 1456 m - -
1449 m 1451 m 04(CH3+CHy) 1449 s 1445 m 1441 vs 1453 m 1443 m - 1437 m 1452 - - 1433 s 1453 vs 1443 vs
1424 sh 1425w 8(CH,) rovinna 1424 s - - - - 1424 m - - - - - - -
- 1404 m 3(CHy) rovinna 1412 sh - 1418 vs - - - 1414 s - 1411 m - - 1409 s 1406 vs
- 1373 w O(CHs+CHy) 1374 s - 1377 s - - 1369 m 1380 s 1380 m - 1401 vw 1382 w 1378 s 1375 vs
1365w - 1363 m 1362 m - 1359 w 1365 m - - - 1361 m - - - -
1346 m 1348 s O(C-H) - - - 1341w 1340 w - - 1350 s - 1350 s - - -
- 1331 m 34(C-H), skelet - 1323 sh - - - 1327 m - - - 1331 vs 1329 m - -
- 1300 w 3(C-H), skelet - 1293 s 1298 vs - - - - - 1297 w 1303 vs - 1309 vs 1294 vs
1284 w 1285 m v(C-0) +Vv(C-C) 1281s - - 1283 m - - - - - - 1279 vs - -
+d (CHy)
- 1267 w  v(C-H) rovinnd +v(C-O)| 1250s 1261s - - 1263 m 1266 m - 1271 vs 1263 w 1268 m - - -
1231w - - - 1246 m - - - 1240 m - - - 1246 s 1843  1237vs
- - - - 1225s 1225s - 1226 s - - - - - - -
- 1215w C-H rovinna, p- - 1209 s 1207 s 1205 s 1204 m - - - - 1200 m 1201 m - -
substituovany benzen
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Tabulka 4 pokréovéani

. . “ . . . o karminova - . lakaova
kamala rottlerin UV . brazil kampeska  hematein | draéi krev akaroid santal koSenila . kraplak alizarin purpurin laka ;
cmt cm? Orientani prirazen cmt cm? cm? cmt cm? cm? cmt k)::srﬁlllna cm? cnt et cm? kycsre]:ql_llna
- - - - - - - - - - - 1183w - 1190 m 1184 sh
1167 m 1172 m  y(C-0) ve skupit OH 1163 m 1169 m 1171 s 1171 s 1161 m 1155 s 1153 m 1154 w - 1162 w 1167 s 1163 m 1169 sh
- - - - - - - - - - 1146 m - - 1148 w 1142 sh
1130 m 1132 m  v(C-O) ve skupia OH - - 1138w - - - - - - - - 1127 w 1127 sh
1103 w 1103w  v(C-0) ve skupit OH 1113 m - 1104 w 1116 m 1115w 1115s - - 1103 m - - 1099 m 1097 w
- - - 1086 m 1086 w - - - 1078 s 1085 vs 1074 s - - - -
1056 vw 1061 vw C-H rovinna, p- 1047 m 1056 s 1066 m - - 1053 vs 1051 s 1046 vs - 1047 vw 1063 1052 s 1049 w
substituovany benzen
1027 vw - - - 1034 w 1036 w - 1032 vs 1024 s - 1022 vs 1032 vw 1027 w - -
- 1014 vw C-H rovinna, p- - - - - 992 vw - - 1006 m 996 vs 1013w - 1011 m 080w
substituovany benzen
982 vw 979 vw 3(C-H) - - 977 vw - - - - 979 m - - - - -
- 958 vw 3(C-H) - - 942 vw 954 vw - - - 956 w - - 963 vw 962 m 962 vw
- 949 vw 3(C-H) - - - - - - - - 928 w - - 943 m -
- 887 vw - - - - - 896 vw - 891 w - 895 vw - 899 m -
- - - - - - - - - - - - - 873 m 880 vw
- 837 vw nespecificka 855w 866 vw 854 w 834 m 835s 834 vw - 848 w - 849 vw - 834 vs 834 w
mimorovinna vibrace
- - nespecificka - - - - - - - 818 w - 828 vw 813 vw 812 vs 815 vw
mimorovinnd vibrace
- - nespecificka - 794 vw 794 w - - - - - - - 780 vw - -
mimorovinnd vibrace
767 vw 767 vw nespecificka - 777 vw 764 vw - - - - 770 w - 764 vw - 774 s 773 vw
mimorovinna vibrace
- 754 vw nespecificka - - - - - - - - - 748 w 746 vw 742 m 739 vw
mimorovinna vibrace
- 724 vw nespecificka - - 722 vw - - - - - - 712's 727 vw - -
mimorovinna vibrace
699 w 694 vw nespecificka - 702 vw 697 vw - - - - - - - 700 vw 700 m -
mimorovinnd vibrace
- 677 vw nespecificka - - - - - - - - - 675 vw - - -
mimorovinnd vibrace
- 658 vw nespecificka - - 656 w - - - - - - 659 vw - 656 w -

mimorovinna vibrace
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4.2.1.1 Sn¥s barviva s lanym olejen{publikace IV-V)

Navrzena metodika byla aplikovana na modelové wzotkjovych barev,
tedy smési barviva s lgnym olejem ve formd husté pasty nanesené na skle.
Infracervené spektrum polymerovanéhoéngho oleje, ktery byl historicky
neiastji pouzivan jako pojivo tviici jemny pfihledny film, je mnohem chudsi a
tvori jej predevsim intenziw)si vibratni pasy odpovidaji vibracim C=0 a C-H
vazeb [64,84], a to jak valénim, tak i deforménim (3004, 2935, 2855, 1749,
1627, 1464, 1377, 1233, 1167, 1101, 968, 723)c®&hem urychleného starnuti
nedochéazi k spektrérvyrazné degradaci éného oleje, festoze jim tvieny film
viditeln¢ popraska. Mikroskopicka identifikace barviva wetéém vzorku je
oproti atekavani snazsi. Praskliny v starnutéraném oleji usnaiuji nalezeni
zrn samotného barviva, fokusaci paprsku na barvavoprongieni jeho
infraterveného spektra. Na obr. 29 je pro ukazku uvedspektrum kamaly
s polymerovanym knym olejem po urychleném starnuti (obr. 29A) a spek
samotného barviva kamala (obr. 29B) a jeji hlavarivigi slozky rottlerinu (obr.
29C) v rozsahu vingi 650 — 4000 ci. Pro identifikaci kamaly Ize vyuZit
vibraéni pasy 1606, 1551, 1360, 1281, 1165 a 1129.cm

1350

1281
1165
1129

©
Q
©
-

Abso

1604

Absi

Ab:

Obr. 29Infracervena spektrad() snesi kamaly s polymerovanymdnym olejem po urychleném
starnuti, B) barviva kamala aQ) jeji hlavni barvici slozky rottlerinu; rozsah welfid 650 —
4000 cn', spektralni rozlieni 4 cfn
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Jak v nestarnutém, tak v starnutém modelovém vzerkisi kampeSky
s polymerovanym knym olejem lIze v infréerveném spektru identifikovat
barvivo kampeSka pomoci vildrsich pad pro vinaity 1612, 1504, 1321, 1285 a
1059 cn'. Ve spektru sisi kraplaku s olejem nalezneme pougeibrasni pasy,
které fisluseji alizarinu P vinoctech 1595, 1337 a 1268 &mTytéZ vibr&ni
pasy nalezneme i ve spektru urycklestarnutého modelového vzorku. Ve spektru
starnuté siesi laky s olejem identifikujeme laku pomoci pgsi vinoctech 1625,
1573, 1509, 1409, 1309, 1057, 1014, 830, 810 ac#r¥ K tvorbs modelového
vzorku barevné vrstvy koSenily byl diky absenciamgké matrice pouZzit karmin.
Ve spektru starnuté sisi karminu s olejem nalezneme viémapasy karminu pro
vinotty 1645, 1605, 1566, 1417 a 1292 tmVe spektrech starnutého
modelového vzorku barevné vrstvy lze nalézt i pagviv, jejichz pasy nelze
porovnat se spektry jejich hlavnich barvicich sloZzdraii krev (1650, 1600,
1511, 1278, 1205 a 835 & akaroid (1605, 1513, 1339 a 835 BYmbrazil
(1612, 1502, 1242 a 853 &ina santal (1595 a 1318 &in

Pomoci mikroskopické fokusace paprsku idéraeného z@ni lze
barvivo kamala identifikovat také ve &sn Inéného oleje s#obou podrobené
urychlenému starnuti (obr. 30).

3500 3000 2500 2000 &0

Obr. 30 Infratervené spektrum sfai kamaly s Blobou a polymerovanym &mym olejem po
urychleném starnuti;A) ZnO, B) TiO,, (C) 2PbCQ-Pb(OH), (D) CaCQ; a E) kamala; rozsah
vino&ti 650 — 4000 cih, spektralni rozliseni 4 ¢
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4.2.1.2 Barvena textiligpublikace V)

Metodika mikroskopické infigervené spektroskopie byla daleétsna na
identifikaci studovanych barviv v barvenych texitin vlaknech viny s viskézou.
VIn&na vldkna miena ionty Af* (vina zbarvena bile), Ee(vina swtle hnsda) a
CU* (vina swtle zelend) obsahuji ve svém spektru intenzivniy pasblasti
2800 — 3600 c pifslusejici vibracim OH, N-H a C-H skupin [84]. Dva
nejintenzivigjSi proteinové pasy (amid | a amid IlI) s vitp kolem 1650 a
1550 cn* pifslugeji vibracim C=0 vazby, resp. N-H a C-N vaf@¥]. Visk6zova
vlakna jsou sacharidového skeletu, coz se projezuspektru silnymi pasy
v oblastech vin&i 1200 - 1000 ci a 1500 — 1300 cth Bshem urychleného
starnuti samotna vdna mdena vlakna tmavnou, v inarvenych spektrech se to
vSak projevi pouze v posunu vibrach pad OH skupin k niz§im vingam (z
3341 cm' na 3311 cif) a v intenzig vibrasni pas.

Ve spektrech barvenych viskdézovych vidken nalezngméze vibrani
pasy pislusejici visk6zovému viaknu. Zadné ze studovarbaiiv se nepodao
identifikovat ve vlaknech viskdzy, coz je také&igpbeno neochotou visk6zovych
vlaken inkorporovat do své struktury ionty fittha, na které se organicka barviva
vazi. Na obr. 31 jsou zobrazena igBFavenad spektra starnutych viskézovych
vlaken barvenych kamalou pro vSechity druhy pouzitych miidel. Barvivo
kamala nelze v Zzadném z uvedenych spekter ideowidilk obdob# jako ostatni
barviva. V infra&erveném spektru vémého vlakna (mieného ionty A1)
barveného kamalou lze najit vibra pasy, které se odliSuji od spektra nebarvené
viny, a to pro vineéty 1738, 1167 a 1130 c¢h Tyto pasy nalezneme i
v infracerveném spektru kamaly, respektive rottlerinu (likdbu4). Ostatni
vyznamné vibreni pasy kamaly (1551 chm a 1346 crit) jsou prekryty
intenzivrejSimi pasy vigného vlakna. Ve spektru starnutého &vého vidkna
barveného kamalou (meného ionty Al") Ize pes sniZeni intenzity vibéaich
pasi vyuzit pas odpovidajici vigau 1121 crt k identifikaci kamaly.
Infracervena spektra starnutych #trych viaken menych vSemiiemi pouzitymi
moaridly a barvenych kamalou jsou znazémg na obr. 32 spobeé se spektrem
samotného barviva kamala (obr. 32D). |fippE ostatnich barviv je jejich
identifikace ve vignych vldknech ztizena intenzivnimi pasy proteinavelakna.

Presto lze barviva identifikovat pomoci vilirach pas lezicich v oblasti nizSich
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vinocta, které nejsou iekryty vibra&nimi pasy vignych vlaken, a vyuZitim
matematickych Uprav spekter.

Absorbance

Absorbance

Absorbance

Absorbance

3500 3000 2500 2000 1800 1800 1400 1200 1000 800

Wavenumbers (cm-1)
Obr. 31 Infr&ervend spektra viskdzovych vidken barvenych kamadowrychleném starnuti, kde

vlakno bylo maeno ionty &) Al*, (B) CU**, (C) F€¢* a (D) spektrum samotného barviva kamala;
rozsah vinéti 650 — 4000 ci, spektralni rozliseni 4 cm
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Obr. 32 Infr&ervena spektra vémych vlaken barvenych kamalou po urychleném stériude

vlakno bylo ma@eno ionty A) AlI**, (B) C/#*, (C) Fe&*a (D) spektrum samotného barviva kamala;
rozsah vinéti 650 — 4000 ci, spektralni rozliseni 4 cm
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4.2.1.3 Realné vzorkypublikace V)

Metodika identifikace organickych barviv pomoci ragervené
spektroskopie (reflexni absorpce) byla¢@na nactyrech ¢ervenych vlaknech
z barokni kasule. Ze ziskanych infeavenych spekter, ktera jsou uvedena na obr.
33, lze sjistotou identifikovat pouze typ pouziehlakna - vina. Proteinova
vinéna vldkna obsahuji dva intenzivni péasii pinoctech kolem 1650 cth
a 1550 crit, které nalezneme ve spektru vietyi redlnych vzori. Tyto pasy
vSak pekryvaji vyznamné vibgai pasy studovanych organickych barviv,
k jejichz identifikaci tak lze vyuZzit pouze pasyprdnocty 1410, 1065 a 1012 ¢m
! Porovnanim ziskanych spekter s tabulkouieme redlnym vzorkn pritadit
barvivo koSenila, kraplaki laka. Obliba alizarinu k barveni textilii iZzové
zbarveni dvou vlaken (na obr. 33 ozely A a B) napovida vyuziti kraplaku jako
pouzitého barviva v redlnych vzorcich. Zbyl&di#akna (na obr. 33 ozteny C
a D) byla ¢ervend, coz by ukazovalo na barvivo koSenila, ov3gmsiedny
barevny odstin zavisi i na typu pouzitéhotiia. K presné identifikaci pouzitého
barviva k barveni uvedenych realnych vidken je tedyeba matematickych

Uprav spekteti extrakce barviva z vlaken.

30 3000 2600 2000 1600 1600 1400 1200 1000 600

Wavenumbers (cm-1)

Obr. 33 Infr&ervena spektractyt reélnych vzorlk cervenych vlaken barokni kasule
z Vlastivkdného muzea Dr. HostaSe v Klatovech; rozsah &in650 — 4000 ciy spektralni
rozligeni 4 crit.
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4.2.2 Ramanova spektroskopie barviv (publikace 111-V)

Hlavni barvici sloZky organickych barviv vestsiné piipadi vykazuji
vysokou fluorescenci, ktera neémeé zvySuje pozadi aipkryva tak vibrani pasy
samotné barvici slozky, potazmo samotného bandvaéna intenzity energie
paprsku tuto fluorescenci neovlivnila. NizSi energieni dostatma k excitaci
molekul (pouze $ vinové délce 785 nm a 352 nm), naopak vySSi eaerzprky
spaluje.

V Ramano¥ spektru rottlerinu nalezneméadu vyznamnych pés
odpovidajici vinétaim 1627, 1597, 1551, 1476, 1300, 1206, 1178, 11080,1
998, 971, 860, 753, 580, 556, 478, 447, 400 a 868 Barvivo kamala vykazuje
v Ramanov¥ spektroskopii obdobna spektra jako rottlerin, kuBjvyrazmjSimi
pasy jsouif vibragni pasy pro vindty 1626, 1600 a 1552 c¢h které jsou pro
kamalu, respektrive rottlerin specifické. Ramanapektrum hemateinu tyio
vibra¢ni pasy pro vingéty 1607, 1566, 1415, 1396, 1252, 1172, 770, 703, 634
a 478 cril, a to pouze po excitaci 532 nm. Tyto pasy se shadRamanovym
spektrem kampesky. Spektrum alizarinu je oprotikspepurpurinu bohatSi na
poset vibrasnich pas v oblasti 1100 — 1660 ch Nalezneme zde vibtai pasy
1658, 1632, 1587, 1568, 1457, 1401, 1294, 1216111862, 682, 660, 468, 418,
359 a 345 cm pro alizarin (shoda s [71]), a 1466, 1330, 125268l 453 a
417 cm* pro purpurin. Vysoka fluorescence barviva kraplak Ramanow
spektroskopii pro excitaci éma dostupnymi lasery znemaie jeho identifikaci.
V piipace Ramanovy spektroskopie lakaové kyseliny po excitaserem o
532 nm je pozadi takérgvySeno vysokou fluorescenciii Bxcitaci laserem 785
nm ziskame vibri pasy pi vinostech 1574, 1463, 1234, 1097, 454 a 408'cm
Opet diky vysoké fluorescenci se samotné barvivo lagpod#io zn¥fit ani pro
jeden laser. Obdoknjako v gipad® lakaové kyseliny, vykazuji karminova
kyselina i karmin spektra pouze po excitagi85 nm. Karminovou kyselinu Ize
identifikovat pomoci vibranich pas pri vinostech 1466, 1220, 452 a 430 ¢m
Ramanovo spektrum karminu je bohatSi, obsahujedribrpasy pi vinoctech
1487, 1423, 1358, 1316, 1252, 1110, 567, 471 acA?4 Samotna koSenila viak
Ramanovo spektrum 8pneposkytuje. Barviva déakrev, akaroid, santal a brazil
opét nejsou identifikovatelné pro oba excivd lasery. Souhrn vibtaich pas a

jejich orient&ni prifazeni [84] je uvedeno v tabulce 5.
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Tabulka 5Orient&ni pritazeni vibraci [84] studovanych barviv a hlavnich/tzdch slozek, které vykazuji Ramanovo spektrumtenzity pas: vw = velmi slaba, w = slaba, m Fatini, s = silna,

vs = velmi silna

VInoéty v rozmezi 1700 cth— 1140 crit

VInaity v rozmezi 1140 cih— 300 crit

kamala rottlerin Orientani oiif . [kampeska hemateir| karminové karmin alizarin purpurin Iakaqvé kamala rottlerin T, . [kampeska hemateinkarmir.m\/é1 karmin  alizarin  purpurin Iakaqvé
et ent rient&ni piitazeni enth entt kyselllna 1 ont J kyselllna et ont Orienta&ni prifazeni enth entt kyselllna 1 ont ent kyselllna
cn cm cn cm
- - - - - 1658 w - - - - - - - 1110 vw - - -
1628 vs 1630 vs v(C=0) v konjugaci § - - - - 1632w - - 1062 vw 1064 w  v(C-O) skupiny OH - 1058 vw - - - 1068 m 1097 w
C=C a v intramoleky- 1003 vw 1001 vw v(C-H) mimorovinnd - - - - - - -
larni H-vazkg/u(C=C) 972 vw 976 vw - - - - - 968 w -
fenyl - - - - - - 903 vw -
1602 vs 1600 m  C=C konjugované 1607 m 1607 m - - 1587 s - - 865 vw 863 vw - 84 - - - 831 vw -
(aromaty) - 805 vw - - - - - - -
1554s 1555 m C=O skupiny COQ 1565vs 1566 V3 - 1527w 1568 m - 1574 s - 757 vw 771vw 770 vw - - - - -
- - - - 1497 m - - - - - - 701w 703 vw - - 68%/ - -
1469 vw 1480 vw v(C=C) fenyl - - 1475sh 1487 m - - - - - 633vw 633 - - 066 657 vw -
- - - - 1466 vs - 1457 m 1466 vs 1463 |vs| 585 vwa3 Bw - - - - - - -
- - - - 1459 s - - - - - 554 vw 543vw 544w - 567w 568 vw - -
1451w - - - 1451 s - - - - - - - 516 vw - - - - 513 vy
- - - - 1443 sh 1423 m - - - 484 vw 483w mimonmé a 477 vw 478 w - 471 m 484 w - 475 W
rovinné vibrace
1422 vw - 1413sh 1415 m - - - - - substituovanéh
- - 1394s 1396 s - - 1402 vw - - benzenu
1380 vw - - - - - - - 1379 m 458 w 450 w mimorovinné a| 442 vw 452 vw 452 m - 468 vs 453 m 454
rovinné vibrace
- - - - - 1358 m - 1330s 1326 m substituovaného
1304 vw 1303 vw - - - 1316 vs 1294 wvw - - benzenu
- - - 1252 vw| - 1252s - 1252 vs - - - - - 430 m 424 w - - -
- - 1248 vw - 1227 m - - - 1234 | 403vw 404 w nespecifické mimota - - - - 418 w 417 m 408 m
- - - - 1220 m - - - - rovinné vibrace
1208 vw 1209 vw - - 1213 m - 1216 w - - - 371 vw nespecifické rim - - - - 388w - -
1177 vw 1183 vw v(C-O) skupiny OH - - - - 1191s - - rovinné vibrace
- - - 1172 vw - - 1162 w - - - - - - - - 345w - -
- 1147 vw v(C-O) skupiny OH - - - - - - - - - 307vw 310w - - - - -
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4.2.2.1 Sn¥s barviva s lanym olejen{publikace IV-V)

Pritomnost starnutého polymerovaného oleje s dloulig#eci C-C vazeb
piekvapiv sniZzuje fluorescenci barviva, coz umoje detekci vibranich pag
piislusejicich lakaové kyselinpro vinaty 1585, 1459, 1236, 1095, 453 a
410 cm'. Ramanovo spektrum starnutého modelového vzorkmika s olejem
obsahuje vibréni pasy pro vingty 1525, 1485, 1442, 1309, 1255, 1224 a
462 cn', které nalezneme i ve spektru samotného karmirampesku lze
identifikovat také v starnutém modelovém vzorkuep@itaci 532 nm. Spektrum
smesi je identické se spektrem kampesky, respektivedteinu. Ve sisi kamaly
s Intnym olejem je identifikace barviva jednozna pro vibrani pasy 1625,
1601, 1550, 1000 a 454 &nodpovidajici spektru rottlerinu (obr. 34). Obdsbn
jako u IR i v Ramanay mikrospektroskopii Ize diky fokusaci paprsku laser
nizkym vina@tam vibratnich pad bélob jednoznané identifikovat vibr&ni pasy
kamaly ve smssi s olejem a #dobou po urychleném starnuti. Ve vSedchto
spektrech (viz obr. 35) jsou pouze vilmapasy pislusejici kamale pro vikoy
1625, 1600, 1550 a 998 &midentifikace kraplaku, akaroidu, brazilu, drarve a
santalu v modelovém vzorku $si barviva s polymerovanym olejem technikou

Ramanovy mikrospekroskopie po excitaci 785 nm ariizhebyla U§Ena.
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Obr. 34 Ramanova spektraAj snesi kamaly a polymerovanéhoéimého oleje po urychleném
starnuti, B) barviva kamala aQ) jeji hlavni barvici slozky rottlerinu po excitapti 785 nm;
rozsah vinéti 300 — 2000 cify, spektralni rozliseni 4 ch

76



Raman intensity Raman intensity Raman intensity Ramanintensity Raman intensity
=
I 1 1
1552 1552
1003 1003 1000 1001 1001

Wavenumbers (cm-1)

Obr. 35Ramanova spektra $si kamaly s lobou a polymerovanym olejem v pém 1:2:10
(v/viv) po urychleném starnuti, kdélbbou byl @) ZnO, B) TiO,, (C) Pb(OH) - 2 PbhCQa D)
CaCQ, a [E) spektrum samotného barviva kamala po excitécb®2 nm; rozsah vinai 300 —
2000 cnt, spektralni rozliseni 4 ¢

4.2.2.2 Barvena textiligpublikace V)

lonty maidla obsazené v barvenych whych vlaknech stabilizuji
navazané barvivo,ipdevsim byla-li vina miena ionty Cé" a Fé*, a tim sniZuji
jeho fluorescenci v Ramanovych spektrech. K idéadi kamaly i kampeSky ve
vinénych vidknech doSlo pouze po excitaci laserem orifba to i pro barvena
vlakna podrobena urychlenému starnuti. Na obr. 2 juvedena Ramanova
spektra kamaly a vimého vlakna mi@ného vSemi typy pouzitych idel, tedy
KAI(SO,),, CuSQ a FeSQ, po urychleném starnuti a dale spektrum samotného
barviva kamala po excitaci 785 nm. Barvivo kamate kedy identifikovat
nalezenim specifickych vibkmich pag pro vinaity 1625, 1600 a 1000 ¢
Obdobre Ize v starnutych vknych viaknech identifikovat barvivo kampeska po
nalezeni specifickych vibtaich pad pro vinaity 1607, 1565, 1413, 1394 a
701 cm'.

Ostatni barviva vykazuji stale vysokou fluorescehtera zvySuje pozadi
Ramanovych spekter, a nebylo je tak mozné ideptrk ani v barvenych

vinénych vlaknech. Pro barviva koSenila, laka a krapdak nepoddlo touto
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technikou ziskat Zadné spektrum, a proto pro vidednych barvenych textilii
nebyla Ramanova spektroskopie vyuzita.
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Obr. 36 Ramanova spektra #hych viaken barvenych kamalou po urychleném stgrivae
vlakno bylo méeno ionty A) F&*, (B) C#*, (C) Al*" a (D) spektrum samotného barviva kamala
po excitaci pi 785 nm; rozsah vinii 300 — 2000 cffy, spektralni rozlideni 4 ¢

4.2.3 Dilci zawr

Infracervenou mikrospektroskopii Ize identifikovat bawilaka, kamala a
kampesSka i ve spektru starnutého modelového vzoldjové malby. Vyznamné
vibragni pasy jednotlivych barviv jsou pro kamalu 155348, 1167 a 1130 cf
kampesku 1503, 1476, 1293, 1209 a 1056'@maku 1715, 1378, 1309, 834, 812
a 774 cm. U barviva kraplak jsou vibtai pasy pislusejici pasm jeho hlavnich
barvicich slozek slity do Sirokych pas NejintenzivigjSi pasy odpovidaji
anorganické matrici, na kterou byl kraplak vysrédZehdobg intenzivni vibr&ni
pasy barviva koSenila nejsou specifické, odpovidafiracim proteinové a
sacharidové slozky skeletu hmyzu. Viemé pasy barviv drd krev, akaroid,
brazil a santal nebylo moznédinadit vibracim jejich hlavnich barvicich slozek,
protoze nebyly koméné dostupné. Metodika inféarvené spektroskopie byla
dale o¥iena na modelovych vzorcich barvenych textilniclketé Vibrani pasy
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vinénych viladken pekryvaji pasy samotnych barviv, které Ize identifiit pouze
po matematické Uprawspekter.

Disperzni Ramanova mikrospektroskopie je vhodna jeonoznénou
identifikaci jen ®ch barviv, ktera nemaji ipiS vysokou fluorescenci.
Z testovanych barviv jsou to pouze barviva kamaB26, 1600, 1573, 1552 a
1001 cnt) a kampeska (1607, 1565, 1413, 1394 a 70%)ctdentifikace &chto
barviv je jednoznéna nejen ve sisi s polymerovanym knym olejem ped i po
urychleném starnuti, ale také v barvenych viakndaly. Vyhodou Ramanovy
mikrospektroskopie oproti inféervené mikroskopii je nevyznamny vliv matrice
(polymerovany olej, vliena vlakna, Bloby) na tvar spektra, a tim jednoZna

identifikace barviva.
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5 ZAVER

Cilem této disertani prace bylo porovndni moznosti identifikace
organickych barviv sepafaimi a spektrometrickymi metodami pro ety
restauratar. Studovanymi organickymiifgodnimi barvivy byly akaroid, brazil,
drati krev, kamala, kampesSka, koSenila, kraplak, lakasaatal. Pro jejich
identifikaci byly vybrany i separéni techniky (tenkovrstva chromatografie,
kapilarni zénova elektroforéza a micelarni elekimekickd chromatografie), a dv
spektrometrické techniky (infearvenad a Ramanova mikrospektroskopie).

V tenkovrstvé chromatografii se silikagelovymi ste@rnimi fazemi byly
studovany eléni systémy pro identifikaci hydroxyderivét anthrachinonu
v normalnim i reverznim modu v rozsahu pH 2 - 10o0lgny el&ni systém
sreverzni fazi tv@nou aluminiovou deskou s oktadecylem navazanym na
silikagel a vyvijeci fazi 80/20 (v/v) MeOH/1% TEAOy1 mol-dri? octanovém
pufru, pH 5 a 80/20 (v/v) MeOH/1% TEA v 0,025 naiolv® tetraboratovém pufru
o pH 7 a 9 byl pouzit pro identifikaci samotnychnba V optimalizovanych
eluenich systémech se vSak skvrny barviv santal, kakapeskaroid, dré krev
a brazil rozmyvaji. Hlavni barvici sloZzky karmindkgselina, hematein a purpurin
se za stejnych etnich podminek nepotito detekovat.

Metody kapilarni zénové elektroforézy a micelarnek&okinetické
chromatografie byly off optimalizovany pro identifikaci hydroxylovanych
derivati anthrachinonu. Bylo zji8ho, Zze MEKC je vhod¥)Si pro separaci a
kvantifikaci antrachinonovych deriviatJako elektrolyt byl vybran 0,01 mol-&m
fosfatovy a 0,01 mol-drh tetraboratovy pufr o pH 6,5 — 10,8 ¥davkem
dodecylsulfatu sodného o koncentraci 0,00 — 0,02-dn©¥. Optimalizované
podminky, tj. 0,01 mol-di tetraboratovy pufr o pH 8,5 s 0,015 mol-di8DS,
davkovani 20 mbar po 5 s, r&ip20 kV, detekce ip 254 nm, byly pouzity pro
validaci metody a pro identifikaci samotnyckirpdnich barviv a redlnych vzark
bylin Rubia tinctorum Rubia cordifoliaa mycelia houbyGeosmithia lavendula
obsahujici studovana barviva.

Infracervend a Ramanova mikrospektroskopie byla nejpw&Zia pro
nalezeni vyznamnych vibmaich pé&8& hlavnich barvicich slozek (alizarin,
purpurin, rottlerin, hematein, karminova kyselikarmin a lakaova kyselina).

Spektra hlavnich bavicich sloZzek byly porovnanysgektry samotnych barviv a
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byly nalezeny spolmé vibrani pasy, které jsou vhodné k identifikaci barviva.
Vyznamné vibrani pasy kamaly jsou v inféarvené mikroskopii 1551, 1346,
1167 a 1130 cih kampesky 1503, 1476, 1293, 1209 a 1056 amlaky 1715,
1378, 1309, 834, 812 a 774 ©mVibratni pasy barviv kraplak a ko$enila jsou
piekryty vibra&nimi pasy matrice. Spektra barviv drkrev, akaroid, brazil a
santal nebylo mozno porovnat se spektry jejich thletv barvicich slozek, které
nebyly kome&n¢ dostupné. V Ramanévmikrospektroskopii Ize jednozéa
identifikovat pouze barvivo kampeska s vibrami pasy 1607, 1565, 1413, 1394 a
701 cmi' po excitaci i 532 nm a barvivo kamala s vilirdmi pasy 1626, 1600,
1573, 1552 a 1001 chpro oba pouZité lasery 785 nm a 532 nm. Ostatvivza
vykazuji @ili§ vysokou fluorescenci, ktera nedmé zvySuje pozadi arpkryva
tak vlastni vibrani pasy barviv.

Obke techniky byly o¥teny pro identifikaci barviv v modelovych vzorcich
olejové barevné vrstvy (sfa barviva s polymerovanymdnym olejem, v fipact
kamaly s pidavkem ¢tyt druhi bélob) a barvenych vinych a visk6zovych
vlaken mdenych temi typy mdidel (siranem Zeleznatym,&dinatym a draselno-
hlinitym). Modelové vzorky byly také podrobeny uhyenému starnuti pod
viditelnym z&enim a z&enim blizkym UV. Barviva kamala, kampeska a lala 1z
identifikovat infra&¢ervenou mikrospektroskopii i ve starnutych modebtbvy
vzorcich olejové malby. Obdobn ostatni barviva lze identifikovat ve starnuté
smési barviva s Ignym olejem pifazenim vibrénich pad smeési vyznamnym
vibratnim padém jednotlivého barviva. Infigervend spektra textilnich vidken
polysacharidové (viskéza) struktury vlaken oproizkeé intenzié pas barviv.
Barviva tak |ze identifikovat pouze po matematickgaw spekterci po extrakci
vhodnou sepatai technikou, nafklad MEKC. Ramanova mikrospektroskopie
se os¥dcila také pro identifikaci kampesky a kamaly, jeZ lpdnoznéné
identifikovat také v modelovych vzorcich barvengtitee a olejové malby (i ve
smesi kamaly s olejem aémbami: titanovou, zingnhatou, olovnatou aifdou)
pied a po urychleném starnuti. Urychiestarnuty polymerovany olejrigkvapiv
snizuje fluorescenci samotnych barviv. Metoda igraené mikrospektroskopie
byla také pouzita pro identifikactervenych barviv pouzitych pro barveni

textilnich vlaken z barokni kasule. Pouzitym baevivje pravépodobr kraplak.
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Pro poteby restauratdr jsou vyhodné neinvazivni nedestruktivni
mikroskopické metody inftgervené a Ramanovy spektroskopie, pomoci nichz,
nejlépe jejich kombinaci, Ize identifikovat orgakécbarviva také v urychlen
starnutych modelovych vzorcich olejové malby. V mlogych vzorcich
barvenych textilnich vlaken neni identifikace barvitak jednozn&na.

V infracervené spektroskopii je identifikace ztizena s@#kim chovanim
matrice. V Ramana¥ mikrospektroskopii je naopak vliv matrice (polyroeany
olej, vikna vlakna, Bloby) nevyznamny. Pokud vSak organicka barviva
nevykazuji Ramanovo spektrum, je nutno barvivoxtltého vlakna extrahovat a
identifikovat pomoci destruktivnich sepanéch metod, najklad tenkovrstvé
chromatografie, kapilarni zénové elektroforézy acetérni elektrokinetické
chromatografie. Tyto metody jsou univerzalni, vyso&inné a lze jimi
identifikovat jednotliva barviva i ve stai. Metoda MEKC je vhodna kigsné
identifikaci vSech studovanych barviv jiz o konagesichiadow 0,1 mg-mL*.
MEKC lze také dle stanovenychdmot a gimési pouzit k rozliSeniifrodnich a
synteticky vyrobenych barviwi vyuZzit k potvrzeni datace, lokace a pravosti
umgleckych dl.

VySe uvedené zdéwy disert&ni prace tedy potvrzuji vyuzitelnost
studovanych metod pro analyzu organickych barviez ¢e velmi pinosné

piedevsim pro restauratorskou praxi.
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