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Vliv anorganickych pigmenti na identifikaci a starnuti
diterpennich a triterpennich pryskyri¢nych pojiv pouzivanych
v uméleckych dilech

/

1. Uvod )

Pfirodni pryskyfice se pii tvorbé uméleckého dila ¢asto pouzivaji jako zavérecné laky,
lazury nebo jako soucasti pojiv. Dekorativni kolorované laky byly pfipravovany ptidavkem
pigmentu do smési pryskyfice (nejcastéji kalafuny) s polymerovanym olejem [1,2]. Hlavnim
ucelem, ke kterému se pouzivaji pryskyfiéné zavére¢né laky, je ochrana umeéleckého dila pred
neptiznivymi vlivy prostfedi. Nepfiznivé okolni podminky zapfi€ifiuji starnuti pryskyfic,
které se projevuje hlavné zménou jejich chemického sloZeni a barvy. Pfevazné oxida¢nimi
procesy bezbarvy lak zeZloutne a muze i zkfehnout. Zména barevného toénu laku pak
negativné ovliviiuje celkovy charakter malby. Pryskyfice se pouZivaji i jako pojiva pro urcité
pigmenty, napf. pro méd’naté pigmenty. Nov€ vytvofena barvici latka se pak nazyva méd’naty
resinat. Nejstarsi recept na ptipravu méd'natého resinatu pochézi ze 17. stoleti od De Mayerna
[3]. Van den Berg [4] zaznamenal dva rozdilné postupy pfipravy zelené médnaté lazury.
Prvnim receptem je pfidani méd’'natého pigmentu (médénka, chlorid méd’naty atd.) k pfedem
pfipravenému olejovopryskyficnému laku. Druhou metodou je pfiddni méd’natého resinatu
pfimo do viskozniho vysychavého oleje. Resinatové pigmenty jsou komeréné vyrabény od
minulého stoleti dvéma zpisoby. Prvnim zplsobem je pfidani kovové soli do rozpusténé
pryskyfice a druhym je pfidani kovové soli do vafici zalkalizované pryskyfice, kterou byva
pfevazné kalafuna [5].

Kalafuna je diterpenni pryskyfice, ktera obsahuje pfevazné bicyklické latky zvané
lambdany a tricyklické kyseliny zvané pimarany a abietany [6]. Mezi triterpenni pryskyfice
fadime mexicky kopal, ktery, jak nazev napovida, pochazi z Mexika, kde se mu fika “copal”,
z rostliny t¥idy Burseraceae [7]. Tento pryskyfiény material je znam jiZ od dob starych Aztékt
pod obecnym nazvem “copalli” [7]. Mexiéti umélci [8] pouzivaji dosud kopal, ktery je tam
lehce dostupny, jako pojivo ve smési se Inénym olejem, voskem, nebo jinymi triterpennimi
pryskyficemi, jako je manilska elemi, damara a mastix. Mexickému kopalu se v Cechach fika
“kocarovy lak”, protoze diky své tvrdosti a vysoké odolnosti byl €asto pouzivan pravé na

lakovani kodaru.
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Strukturni a stereochemické vlastnosti triterpenti obsazenych napfiklad v mexickém
kopalu, damafe nebo mastixu jsou podrobné popsany v €lancich [9,10,11]. Jiné diterpenni
kopalové pryskyfice byly studovany pfevazné FT-Ramanovou spektroskopii a bylo zjisténo,
Ze rozdily mezi nimi jsou zplisobeny spise stupném jejich zrani neZ jejich pivodem z riznych
geografickych mist [12]. FT-Ramanova spektroskopie ale pfesto neni vhodna pro identifikaci
mexického kopalu v redlnych vzorcich z umeéleckych d€l kwvili velkému mnoZstvi
nehomogenit na mikroskopické drovni v méfeném vzorku a rtiznému stupni oxidacnich
procesu [13]. Na obrazku 1 jsou infraervena spektra triterpennich a diterpennich pryskyfic,
ze kterych je patrné, Ze ani FTIR neni vhodnou metodou k identifikaci pryskyfic, protoZe
jejich spektra jsou si natolik podobnda, Ze nelze dokonce rozliSit ani zastupce triterpenti
(mexicky kopal, mastix, damara, elemi) a diterpenti (kalafuna, sandarak). Oxida¢ni procesy
zpuisobené starnutim rovnéz nelze touto metodou podchytit, zvlasté pokud se jednd o smési
pryskyfic sdal§imi latkami at' organické nebo anorganické povahy. V laboratornich
podminkach bylo pfirozené starnuti pryskyfic simulovano ultrafialovym svétlem a zvySenou
teplotou [6,14] nebo venkovnimi podminkami vytvofenymi fluorescenénimi svétly a
viceméné piirozenou teplotou [6,15]. Zavérem téchto sofistikovanych testd bylo zjisténi, Ze
vysledky chemickych analys uméle starnutych a pfirozené starnutych pryskyfic jsou stejné
[6]. Analysy nestarnutych a starnutych pryskyftic byly provedeny vysokouc¢innou kapalinovou
chromatografii s chemickou ionizaci za atmosférického tlaku kombinovanou s hmotnostnim
spektrometrem. Tato metoda se ale piesto neosvédCila kvili kondenzaci nékterych frakci
u starnutych vzorku [16].

Nejpouzivanéjsi analytickou metodou ke studiu pryskyfic v béZné laboratorni praxi je
dnes plynova chromatografie s hmotnostnim detektorem (GC-MS) [17,18] nebo pyrolysni
plynova chromatografie s hmotnostnim detektorem (Py-GC-MS) [19-33], kde se dnes testuji
hlavné nova derivatisa¢ni ¢inidla pro ziskani nejleps§i mozné separace latek obsazenych ve
vzorku. Analysa plynovou chromatografii je zaloZena na tvorbé methylovych esteri vzniklych
reakci karboxylovych skupin pifitomnych na terpenovych latkach s derivatisaénimi ¢inidly,
jako jsou napf. trimethylsilyldiazomethan [34,35], diazomethan [7,36-39], jodmethan [40]
nebo chlormraven¢an [41]. Alternativou k methylaénim ¢inidlim jsou ¢inidla silanisaéni, jako
je napiiklad hexamethyldisilazan (HMDS) [42], trimethylchlorsilan [42] nebo
N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA) [43,44,45,46]. Dokonce byla zvefejnéna
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i dvoustupfiovd  derivatisatni  metoda  pouzivajici  ethylchlormravencan a
trimethylsilylimidazol [18].

PfestoZe byl mnohokrat studovan vliv pigmentd na proces starnuti v proteinovych a
olejovych pojivech [47-52], vliv pigmentd na kalafunu a mexicky kopal nebyl dosud popsan.
Pigmenty pfidavané k pryskyficim, napiiklad v lazurach, mohou ovlivnit jejich chemické
vlastnosti a zhorsit tak jejich identifikaci. Proto bude v dal$im textu pfedvedena analysa smési
pryskyfic s anorganickymi pigmenty pomoci plynové chromatografie za pouZiti
N-trimethylsilylimidazolu (TMSI) jako derivatisa¢niho ¢inidla [53,54]. Starnuti pryskyfic
rovnéZ nepiiznivé ovliviiuje jejich identifikaci, a proto byla polovina vSech vzorkl podrobena
umélému starnuti, které bylo zajiSténo vystavenim vzorkl ultrafialovému zéafeni. Teplota, pii
které byly vzorky uchovavany odpovidala normalnim podminkam, protoZze zmény zptisobené
zvySenou teplotou jiZz byly testovany zejména u kyselin abietové a pimarikové [55]. Pro
potlaceni vlivu anorganickych pigmentti bylo v druhé ¢asti této prace ptidano komplexacni
¢inidlo — sodna sil kyseliny ethylendiamintetraoctové (Na,EDTA). Stejna uprava vzorku
s ptidavkem Na,EDTA byla uspé$n¢ aplikovana jiz pfi analyse podobné pfipravenych
proteinovych pojiv s anorganickymi pigmenty [S6].

Identifikace pryskyfi¢nych lakli a pojiv je v restaurovani velmi duileZitd napf. pro
spravnou volbu rozpouétédel pro smyvani zavérecnych lakl nebo barevnych vrstev, aby tak
nedoslo k poskozeni uméleckého dila vybérem nevhodného nebo pfili§ agresivniho Eisticiho
prostfedku. V této praci je navrZen jednotny postup pro identifikaci jak diterpennich, tak
triterpennich pryskyfic pomoci plynové chromatografie a uvedena mozZnost zlepSeni jejich
identifikace i ve smésich s bézné pouzivanymi anorganickymi pigmenty. ProtoZe se béhem let
vlivem starnuti méni chemické sloZzeni a mnozstvi jednotlivych terpend v pryskyficich, coz
rovnéZ zasadn€¢ komplikuje identifikaci, je zde provedeno srovnani Cerstvych a uméle

starnutych vzorkda.
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Obrazek 1. InfraCervena spektra triterpennich (mexicky kopal, mastix, elemi, damara)
a diterpennich pryskyfic (kalafuna, sandarak). Spektra byla nameéfena na pfistroji Nicolet

Magna-IR 760 odrazovou technikou. Parametry méfeni 4000-600 cm™ s rozlifenim 4 cm™.
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2. Experimentalni ¢ast
2.1 Chemikailie a rozpoustédla

N-trimethylsilylimidazol (TMSI) (98%) (Sigma, Steinheim, Némecko), chloroform
(Cistota > 98%) pro GC (Acros, NJ, USA), absolutni ethanol a n-hexan p.a. (Fisher,
Loughborough, Velka Britanie) byly zakoupeny u firmy Panreac (Barcelona, Spanélsko).
Sodna sul kyseliny ethylendiamintetraoctové, amoniak a chlorid amonny byly zakoupeny
u firmy Probus (Badalona, Spanélsko). Terpentyn byl od firmy Guinama (Valencie,
Spanélsko).

2.2 Ostatni material

Mexicky kopal z rostliny Bursera cuneata byl dodan z Casa Sierra (Mexico, Mexiko).
Kalafuna (Talens) pochazi z RCM (Productos de Conservacién, Barcelona, Spanélsko).
Anorganické pigmenty: olovnata béloba (2PbCO;3;-Pb(OH),) (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko), neutralni médénka neboli verdigris (Cu(CH3COO),-H;0), Zluty okr a umbra
(Viguer, Valencie, Spanélsko).

2.3 Priprava a popis vzorku

Nejprve byly pfipraveny roztoky mexického kopalu v terpentynu (100 g mexického
kopalu ve 250 ml terpentynu) a kalafuny (2 g kalafuny ve 4 ml terpentynu a pro lepsi
rozpou$téni bylo pfidano né€kolik kapek ethanolu). Kazdy z roztokii byl v tenké vrstve,
prumémné 50-80 pm silné, nanesen na dvé sklenéna podlozni sklicka. Jednotlivé roztoky
mexického kopalu a kalafuny byly postupné smichany s anorganickymi pigmenty a natfeny
vZdy na dvé sklicka. Smési byly pfipraveny v nasledujicich hmotnostnich procentech: 14 %

olovnaté béloby, 34 % médénky, 34 % umbry a 32 % Zlutého okru. Polovina vzorkl byla
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vystavena umélému starnuti po dobu &tyf tydnd pii teplot€¢ kolem 20-25°C a relativni
vlhkosti 60%. Umélé starnuti probihalo vystavenim vzorki UV zafeni pod fluorescentni
lampou (36 w Osram L36/73) s maximalni intenzitou zafeni na vilnovych délkach 350
a 400 nm. Lampa byla od vzorki vzdélena pfiblizné 12 cm. Druhéd polovina vzorkid byla
analysovana jiz dva tydny po pfiprave.

Vybrané anorganické pigmenty obsahuji rizné kovové ionty. Bild olovnata béloba
obsahuje hlavn& kationty Pb®*, modrozelena m&dénka Cu®* a #luty okr Fe**. Analysou na
skenovacim elektronovém mikroskopu s energeticky dispersnim detektorem bylo zjisténo, Ze

hnéda umbra obsahuje 81,12 % Fe,03a 5,40 % MnO.

2.4 Plynovy chromatograf a podminky méFeni

Experimenty byly provedeny na plynovém chromatografu Agilent 6890N (Agilent
Technologies, Palo Alto, Kalifornie, USA) s kapilarni kolonou HP-5MS (5% fenyl-95%
methylpolysiloxan, 30 m x 0,25 mm, film o tloustce 0,25 pum, Agilent Technologies),
kombinovaném s hmotnostnim spektrometrem Agilent S973N (Agilent Technologies). Pro
vyhodnocovani vysledkti byl pouzit Agilent ChemStation software G1701CA MSD.
Chromatografické podminky: pocateéni teplota byla nastavena na 130°C s gradientem
30°C/min do 270°C, pak s gradientem 2°C/min az do teploty 295°C, ktera byla udrZzovana po
dobu 8 minut. Teplota injektoru byla 250°C. Nosnym plynem bylo helium o tlaku 72,5 kPa
a pomérem déli¢e 1:20. Konstantni prutok plynu byl udrzovan vakuovou kompenzaci.

Ionty byly generovany ionizaci elektrony o energii 70 eV vioniza¢ni komote
hmotnostniho spektrometru, ktery skenoval spektra v rozmezi m/z 20 do m/z 800 s frekvenci
1 s7. Spektrometr se ladil pomoci perfluorotributylaminu. Zdroj mél teplotu 150°C a interface
280°C. Pro identifikaci hmotnostnich spekter byla pouzita knihovna Wiley Library of Mass
Spectra.
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2.5 Priprava vzorku pro GC-MS

Off-line derivatisace

Ke vzorku o hmotnosti pfiblizn¢ 1 mg bylo pod dusikovou atmosférou pfidano 10 pl
N-trimethylsilylimidazolu (TMSI) a pak byl ponechan stat 15 minut pfi teploté¢ 60°C. Po
ochlazeni na laboratorni teplotu byl nadbytek derivatisaéniho ¢inidla eliminovéan pfidavkem
100 pul vody a derivatisované sledované latky byly extrahovany do 50 pl hexanu. Organicka

vrstva byla separovana do mikrozkumavky a 1 pl alikvot byl injektovan na kolonu.

Off-line derivatisace s predchozi upravou vzorku pomoci EDTA

Pfiblizn€ 1 mg pryskyfice s pigmentem byl rozpustén ve 25 pl ethanolu a k roztoku
bylo pfidano 25 pul EDTA v 0,2 M amoniaku o pH 9. K dikladné promichané smési bylo
pfidano 50 pl chloroformu. Po opétovném protiepani byla separovdna organicka faze
a odpafena do sucha. Dalsi pfiprava vzorku pokracovala podle vySe uvedené off-line
derivatisace. Stejnym postupem byly pfipraveny i slepé vzorky, tj. samotné kalafuny

a mexického kopélu bez ptidavku pigmentu, ke kterym pouze nebyl pfidan roztok EDTA.

2.6 Vypocet relativniho zastoupeni jednotlivych litek

Hodnoty normalizovanych ploch pikd N, tj. relativniho zastoupeni jednotlivych
terpenovych latek i, jsou definovany jako plochy pikii vyjadiené v procentech podle vzorce
(1), kde A4; je plocha piku sledované latky, ktera je dé€lena souctem ploch piki vSech
sledovanych latek.

A (1)




Plynova chromatografie

2.7 Vypocéet relativniho ibytku terpenovych litek po umélém starnuti

Pro lepsi vyhodnoceni zmén ve sloZeni analysovanych vzorkl je ubytek terpenovych
latek po umélém starnuti definovan podle vzorce (2) jako rozdil relativnich ploch pikd N;

pted a po vystaveni vzorkl ultrafialovému zafeni.

A N; (%) =N i, nestarnuta pryskyfice ~ Ni, starnuté pryskyfice (2)

Vysledné hodnoty relativniho ubytku AN; umoziuji vyhodnotit degradacni procesy

v testovanych vzorcich béhem umélého starnuti.

2.8 Vypoclet chromatografickych dat

Rovnice definyjici rozliSeni R : Rij=2 - (trj—tr;i) / (Yij— Yi,) ?3)
trj.....retencni ¢as latky j Yy;.....Sifka piku latky j pfi zakladné
tr;.....retencni ¢as latky i Yii.....Sifka piku latky i pfi zékladné

Pfi hodnoté rozliSeni R; = 1,0 se dva symetrické piky ptekryvaji asi 2 %.

2.9 Vypocet statistickych udaji

Rozpéti R, definované jako rozdil mezi nejvys$Si (x,) a nejniz$i (x;) hodnotou
jednotlivych vysledki v sérii méfeni:

R=x,-x; “4)
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Z rozpéti muzeme vypocitat odhad smérodatné odchylky s:

s = k,.R &)

Hodnoty koeficientu &, jsou tabelovany v béZnych statistickych tabulkach. Pro pocet méfeni
n =3 je k, rovno 0,5908.

Vypocet medianu.

Naméiené hodnoty se sefadi vzestupné podle velikosti. Pro lichy pocet méfeni se
median ztotoZni s prostfedni hodnotou setfidéného souboru. Pro sudy pocet méfeni je
medianem aritmeticky primér dvou stfednich ¢lend uspofadané posloupnosti. V nasem

pfipadé tfi méfeni je medidnem prostfedni hodnota.

gix)=X median neboli hodnota stiedu uspofadaného vybéru



Plynova chromatografie

3. Vysledky a diskuse

Derivatisaéni ¢inidlo trimethylsilylimidazol (TMSI) byl vybran k derivatisaci
terpenovych latek ve studovanych vzorcich ze tfi divodia: a) kvili Uplné derivatisaci
studovanych di- a triterpennich pryskyfic, b) dobré separaci vzniklych derivatt pti plynové
chromatografii a c) vysoké citlivosti k di- a triterpeniim.

TMSI byl pro derivatisaci terpenovych latek vybran i na zékladé jeho vysoké
rozpustnosti ve vodé. Tato jeho vlastnost byla vyuZita v poslednim kroku pfipravy, kdy je
nutné zbavit se pfebytku derivatisa¢niho €inidla pfevedenim do vodné faze kvuli detekci
v plynovém chromatografu.

Na obrazku 2 jsou vybrani zastupci diterpennich latek obsazenych v kalafuné. Na
obrazku 3 je chromatogram nestarnuté kalafuny a na obrazku 4 je nestdrnuty mexicky kopal.
Latky obsazené vtéchto pryskyficich jsou spolu s molekulovou hmotnosti a
charakteristickymi ionty uvedeny pro kalafunu v tabulce I (pfislusné rozliseni piki v tab. II) a
pro mexicky kopal v tabulce III (pfislu$né rozliSeni pika v tab. IV). V obou ptipadech bylo

dosazeno dobrého rozliseni pikti vSech sledovanych di- a triterpenti.

"'COOH "’COOH ""COOH
kys. pimarikova kys. sandarakopimarikova kys. isopimarikova
\ :OH
“COOH “COOH COOH " COOH
kys. abietova kys. dehydroabietova 6-dehydro- kys. 15-hydroxy-
dehydroabietova dehydroabietova

Obrizek 2. Strukturni vzorce nekterych diterpennich latek obsazenych v kalafuné.
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3.1 Analysa nestirnutych modelovych smési kalafuny s anorganickymi pigmenty

PouZitou metodou, jak je vidét v tabulce I, lze spolehlivé rozlisit (viz tabulka II) a
identifikovat fadu diterpennich latek obsaZenych v nestarnuté kalafuné (obr. 2 a 3): kyselinu
pimarikovou (1), sandarakopimarikovou (2), isopimarikovou (3) a abietovou (6) a dale
dehydrogenované a oxidované latky jako jsou kyseliny 6-dehydro-dehydroabietova (4),
dehydroabietova (5), 7B-hydroxydehydroabietova (7), 7a-hydroxydehydroabietova (8) a
kyselina 15-hydroxydehydroabietova (9). Chromatogramy ziskané ze smési kalafuny a
anorganickych pigmenti jsou kvalitativné stejné, ale vykazuji kvantitativni rozdily
v mnoZstvi jednotlivych diterpennich latek oproti chromatogramu ¢isté kalafuny.

2000000 WJ 6 7 8
1000000 &—M "

T T T T T T T T T

7.00 7.
Time (min)

Obrizek 3. Chromatogram nestarnuté kalafuny, ktery byl ziskdan za podminek popsanych
v Experimentalni ¢asti.
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Tabulka 1. V tabulce jsou identifikované slouteniny obsaZené v kalafuné, jejich retencni

¢asy, molekulova hmotnost a jejich charakteristické ionty.

Latka Mw Charakteristické ionty: m/z
Kalafuna
1 Kys. pimarikova, TMS ester 374 374, 359, 257,238, 121,73
2 Kys. sandarakopimarikova, TMS ester 374 374, 359, 257,241, 121,73
3 Kys. isopimarikova, TMS ester 374 374, 359,257,241,73
4  Kys. 6-dehydro-dehydroabietova, TMS ester 370 370, 255,237,195, 73
5  Kys. dehydroabietova, TMS ester 372 372,357,239,73
6  Kys. abietova, TMS ester 374 374, 359, 256, 241, 213, 185, 73
7 Kys. 78-hydroxydehydroabietova, TMS ether, 460 460, 445,417,237, 191,73
TMS ester
8 Kys. 7a-hydroxydehydroabietova, TMS ether, 460 460,445,417, 252,237, 191, 155, 73
TMS ester
Kys. 15-hydroxydehydroabietova, TMS ether,
9 TMS ester 460 445, 327,73
10 Kys. 7B,15-dihydroxydehydroabietova, di-TMS 548 548, 533, 458, 325, 73
ether, TMS ester
1 Kys. 7a,15-dihydroxydehydroabietova, di-TMS 548 548, 533, 458, 325,73

ether, TMS ester

" K identifikaci latek byla pouzita Willey Spectra Library.

V tabulce IV jsou uvedeny vysledné hodnoty N;, které byly ziskany analysou {isté

kalafuny a jejich smési se ¢tyfmi vybranymi anorganickymi pigmenty (olovnatou bélobou,
Zlutym okrem, umbrou a médénkou). Analysa kaZdého vzorku byla provedena celkem tfikrat.
Porovname-li hodnoty »; &isté kalafuny a jejich smési s pigmenty, zjistime vyrazné

rozdily v relativnim mnoZstvi jednotlivych diterpend, napfiklad pokles obsahu kyseliny
pimarikové, zvlasté ve smési kalafuny s médénkou. Obdobné zjistime mirny pokles obsahu

kyselin sandarakopimarikové, isopimarikové a dehydroabietové. Vyznamné se zvysil obsah

kyseliny abietové ve vzorku se Zlutym okrem. RovnéZ se zvysil obsah oxidovanych latek,
nejvice ve smésich kalafuny smédénkou a ambry, jako jsou kyseliny 6-dehydro-
dehydroabietova, 7a-, 7B-hydroxydehydroabietova a 15-hydroxydehydroabietova.

12
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Vysledky chromatografickych analys ukazuji, Ze oxidaéni procesy za danych
experimentalnich podminek ovliviiuji jak abietany, tak pimarany. Procesy zahrnujici oxidace
abietovych kyselin na vice oxidované latky a degrada¢ni procesy pimarani byly popsany
mnoha autory, napt. [28,32]. Degradace pimaranii jsou pak popsany jako polymeracni reakce
téchto latek. Popsané ubytky pivodnich diterpenti v kalafuné a zvySené mnoZstvi vice
oxidovanych molekul béhem experimentu jsou tak ve shod¢ s literaturou.

Ze ziskanych vysledkii vyplyva, Ze kovové ionty z anorganickych pigmentt zde hraji
ulohu katalysatori oxida¢nich a polymera¢nich procest béhem schnuti vzorki. Tato uvaha je
podpofena sniZzenym obsahem pimaranti a dehydrobietovych kyselin ve smésich kalafuny
s pigmenty a zvySenym mnoZstvim oxidovanych latek (dehydroabietovych latek). Katalyticka
uloha kovovych iontl, kterd se projevuje pfevazné oxidacnimi procesy, byla jiZ popsana

u vysychavych oleji [57].

Tabulka II. V tabulce jsou uvedené hodnoty rozliSeni mezi sousednimi piky diterpennich

latek identifikovanych v nestarnuté kalafuné.

Latka tR (min) Y (min) Rij
1 Kys. pimarikové4, TMS ester 6,49 0,06 1.41
2 Kys. sandarakopimarikova, TMS ester 6,57 0,06
1,27
3 Kys. isopimarikova, TMS ester 6,63 0,04
1,48
4  Kys. 6-dehydro-dehydroabietova, TMS ester 6,70 0,06
2,65
5  Kys. dehydroabietova, TMS ester 6,85 0,06
3,36
6  Kys. abietova, TMS ester 7,04 0,06
Kys. 7B-hydroxydehydroabietova, TMS ether, 742
7 7,46 0,06
TMS ester
Kys. 7a-hydroxydehydroabietova, TMS ether, 3,89
8 7,68 0,06
TMS ester
9 Kys. 15-hydroxydehydroabietova, TMS ether, 8,06 0,08 5,75
TMS ester

13
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Méd'naté kationty zmédénky vytvaii vazby smolekulami diterpennich nebo
triterpennich kyselin [58]. Ionty jsou koordinovany ligandy do oktaedrickych systému. Tyto
komplexy jsou prevazné tvotené CuR’, CuR", CuoR," a CusR,’, jak bylo dok4zano pomoci
hmotnostni spektrometrie FAB (fast atom bombardment) ve studii van den Berga [43].
Tvorba téchto oktaedrickych systémd ma dopad i na uUinek nékterych anorganickych
pigmentu, které se pfidavaly ke smésim pryskyfic s vysychavymi oleji jako sikativa — napft.
olovnata béloba. Pro tuhnuti oleji je nutné vytvofeni kovovych komplexti s karboxylovymi
skupinami mastnych kyselin [59], ale mnoho ionti tvofi ve smeési koordinacni systémy
s pryskyficnymi kyselinami, proto je ucinnost pigmentu jako sikativa sniZena. Komplexy
kovovych iontl s pryskyfi€énymi kyselinami jsou obzvlast' stabilni ve smésich pryskyfic

s médénkou.

3.2 Analysa nestirnutych modelovych smési mexického kopalu s anorganickymi

pigmenty 2

V triterpenové frakci obsazené v mexickém kopalu (tabulka III) jsou zastoupeny
amyriny v podobé B-amyrinu (1) a a-amyrinu (6), dale pak hop-22(29)-en-3B-ol (3) a v malé
mife je zastoupen i 3-keto-urs-12-en (5), viz obrazek 4. TMSI u¢inné derivatisoval
hydroxylové skupiny pfitomné v triterpennich latkach v €istém mexickém kopalu i v jeho
smésich s vybranymi anorganickymi pigmenty. V chromatogramech smési byl zjistén pouze
celkovy vyrazny ubytek obsahu sledovanych triterpend oproti Cisté pryskyfici, coz je
zpusobeno pomémné znaénym obsahem pigmenti ve vzorcich.

Ze ziskanych chromatografickych dat vzorkii mexického kopalu a jeho smési
s pigmenty lze vy¢ist, Ze N; hodnoty a-amyrinu a B-amyrinu v pigmentovanych smésich lehce
poklesly, zatimco N; hop-22(29)-en-33-olu naopak vzrostla. Nicméné tento poznatek plati
pouze pro smés s médénkou, N; hodnoty v ostatnich smésich zistaly viceméné zachovany
(tab. V). Méd’'naté ionty tak ptisobi jako nejucinnéjsi katalysatory oxidacnich procesu, kterym

nejvice podléhaji pravé a-amyrin a f-amyrin.

14
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1.6e+07 3
1.4e+07
1.2e+07

1eH07

9 10
2000000 5
\\_IM{A_AN \
0 = T T T T T T T T T T USRS U

T e
14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00 20.00 21.00 2200 23.00 24.00
Tirme (min)

Obrazek 4. Chromatogram nestarnutého mexického kopélu, ktery byl ziskan za podminek

popsanych v Experimentalni Casti.

Me
Me

B-amyrin ursan olean

Obrizek 5. Strukturni vzorce n€kterych triterpennich latek z mexického kopalu.
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Tabulka III. Identifikované slouceniny obsaZené v mexickém kopalu, jejich reten¢ni Casy,

molekulova hmotnost a jejich charakteristické ionty.

Latka Mw Charakteristické ionty: mv/z (%)
Mezxicky kopal
1 B-amyrin, TMS ether 498 73,190, 218, 279, 393, 498
2 Oxidovany oleanan 586? 73, 190, 306, 496, 571, 586
3 Hop-22(29)-en-3B-ol, TMS ether 498 73, 189, 369, 393, 398
4  Oxidovany ursan- typova molekula 586? 73,190, 306, 496, 571, 586
5  3-keto-urs-12-an? 424 55,218, 424
6  a-amyrin, TMS ether 498 73,190, 218, 279, 393, 498
7  Oxidovany oleanan/ursan 586? 73,306, 381, 496, 571, 586
8  Oxidovany oleanan/ursan 5129 22,613_, 135, 273, 383, 496, 512, 571,
9 Oxidovany oleanan/ursan 5129 2?22_7;, 135, 273, 383, 422, 469, 496,
10  Oxidovany oleanan/ursan 5127 43,173, 135, 273, 383, 469, 496, 512

* K identifikaci latek byla pouzita Willey Spectra Library.

V tabulce IV jsou uvedeny hodnoty rozli$eni mezi sousednimi piky triterpennich latek
identifikovanych v nestirnutém mexickém kopalu (obr. 4) bez pfidavku anorganickych

pigmenti. Z vypoctenych hodnot rozliSeni je patrné, Ze separace triterpennich latek

obsaZenych v mexickém kopalu byla uspé$na (R;; > 1,5).

16
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Tabulka IV. V tabulce jsou uvedené hodnoty rozliSeni mezi sousednimi piky triterpennich

latek identifikovanych v nestdrnutém mexickém kopalu.

Létka tR (min) Y (min) Rij

1 B-amyrin, TMS ether 15.25 021
’ ’ 1,99

2 Hop-22(29)-en-3B-ol, TMS ether 15,83 0,38
8,44

3 3-keto-urs-12-an? 17,94 0,13
1,53

4 a-amyrin, TMS ether 18,29 0,33
6,96

5 Oxidovany oleanan/ursan 20,03 0,17
19,84

6 Oxidovany oleanan/ursan 23,75 0,21
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Graf 1. Srovnani ubytka AN; diterpennich latek v kalafuné a jejich smésich s pigmenty pied a po vystaveni umélému starnuti.
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Plynova chromatografie

3.3 Analysa uméle starnutych vzorku kalafuny a jejich modelovych smési s pigmenty

Na obrazku 6 je znazornén chromatogram uméle starnuté kalafuny vystavené u¢inkim
ultrafialového zafeni. Srovnanim s chromatogramem nestarnuté samotné kalafuny (obr. 3)
vyplyva, Ze béhem umélého starnuti ubyva ve vzorku obsah diterpennich latek a naopak
ptibyva oxidovanych a dehydrogenovanych slou¢enin. V nestarnuté kalafuné jsou piky TMS
derivati kyseliny 7B-dihydroxydehydroabietové a 7a-dihydroxydehydroabietové (10, 11)
téméf neznatelné, zatimco ve starnuté kalafun€ jsou jejich piky velmi intenzivni, coz

naznacuje rozsahlé oxidaéni procesy bé€hem starnuti.

1700000
1600000
1500000
1400000
1300000 9
1200000
1100000

500000 4
400000 3 7 8
300000 10 11

5,00 550 6.00 6.50 7.00 7.50 800 8.50 9.00 9.50
Time (min)

Obriazek 6. Chromatogram uméle starnuté kalafuny, ktery byl ziskan za podminek popsanych

v Experimentalni Casti.

Tabulka VI shrnuje vysledky ziskané chromatografickou analysou starnutych vzorki
kalafuny a jejich Etyf smési s anorganickymi pigmenty. Kazda analysa byla provedena celkem

tiikrat.
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Ve starnutych vzorcich kalafuny oproti nestarnutym (tab. V a VI) byl zjistén nizsi
relativni obsah Kkyseliny pimarikové, sandarakopimarikové, isopimarikové a abietové,
s vyjimkou kalafuny s olovnatou bélobou v pfipadé¢ pimarikové a sandarakopimarikové
kyseliny. Také proto je ve starnutych vzorcich kalafuny i s pigmenty relativné vétsi obsah
7a-hydroxydehydroabietové, 7B-hydroxydehydroabietové a 15-hydroxydehydroabietové
kyseliny nez ve vSech jejich nestarnutych vzorcich. To je pfesny opak toho, co bylo zji§téno
u nestarnutych vzorkd. U nestarnutych vzorkid je vysSi relativni zastoupeni pimarand
a dehydroabietand neZ hydroxydehydroabietanti. Odpovédi na tento problém miZe byt napt.
snizena stabilita komplexti pimarant (kys. pimarikové, sandarakopimarikové a
isopimarikové) a dehydroabietand (kyselin dehydroabietové a 6-dehydro-dehydroabietové)
s kovovymi ionty pochézejicimi z anorganickych pigmentd wi¢i podminkdm umélého
starnuti. Obsah vice oxidovanych latek (15 a 7,a - a 7,B-hydroxydehydroabietovych kyselin)
je tak ve starnutych smésich relativné zvysen.

VSechny sledované diterpenni latky kromé kyseliny 15-hydroxydehydroabietové,
7,a-hydroxydehydroabietové a 7,3-hydroxydehydroabietové vykazuji ubytky béhem umélého
starnuti vyvolaného ultrafialovym zafenim. V tabulce VII jsou uvedené ionty, které
s diterpeny nejvice interaguji. V nestarnutych i starnutych vzorcich se jedna hlavné o kationty

Cu*" a Fe*', které pochazi z médénky a Zlutého okru.

Tabulka VII. V tabulce jsou uvedené ionty, které nejvice interferuji se sledovanymi

diterpennimi latkami, tj. nejvice méni obsahy jednotlivych kyselin.

Létka Nestarnuty vzorek Starnuty vzorek
Kys. pimarikova TMS ester Pb*, Mn**, Fe**, Cu®* Pb*
Kys. sandarakopimarikova, TMS ester Mn?, Fe**, Cu®* -
Kys. isopimarikova, TMS ester Mn?, Fe**, Cu® -
Kys. 6-dehydro-dehydroabietova, TMS ester - Fe**
Kys. dehydroabietova, TMS ester Fe*, Cu® -
Kys. abietova, TMS ester Mn?, Fe** Mn?, Fe**
:;(s)t/; 7B-hydroxydehydroabietova, TMS ether, TMS cu Mn?, Fe*, Cu®
L(Si'; 7a-hydroxydehydroabietova, TMS ether, TMS Cu?* P, Cu?*
Kys. 15-hydroxydehydroabietova, TMS ether, TMS Cu?* Cu?*
ester
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V grafu 1 je ukdzano srovnani hodnot AN, ziskanych ze vzorkl kalafuny a jejich smési
s pigmenty pfed a po vystaveni umélému starnuti. Negativni hodnoty AN; u kyseliny
pimarikové, sandarakopimarikové, isopimarikové a abietové ve smésich s médénkou znaci
relativni pfiristek nebo vysokou stabilitu téchto kyselin s méd’natymi kationty po vystaveni
umélému starnuti. Oxidované latky jako 7,a-, 7,B-hydroxydehydroabietitové kyseliny a
15-hydroxydehydroabietova kyselina a 6-dehydro-dehydroabietovd kyselina vykazuji téméf
ve vSech ptipadech zaporné hodnoty AN;. Z grafu je patrné, ze smés kalafuny s médénkou a
Zlutym okrem vykazuji b€hem starnuti nejmens$i zmény ve sloZeni vzorku, zatimco
nejdramati¢téjsi zmény se odehravaji ve vzorcich samotné kalafuny. Pfitomnost pigmentd
snizuje obsah oxidovanych latek ve smésich, kazdy pigment ovliviiuje sloZeni vzorki jinym

zpusobem.

3.4 Analysa uméle stirnutych vzorki mexického kopilu a jeho modelovych smési

s anorganickymi pigmenty

Chromatogram umeéle starnutého mexického kopalu je na obrazku 7. V triterpenni
frakci byl identifikovan B-amyrin (1), hop-22(29)-en-3-o0l (3), a-amyrin (6) a malé mnoZstvi
3-keto-urs-12-enu (5). Nékteré piky, které se vyskytuji v nestarnutém mexickém kopalu témert
neznatelng, jsou ve stairnutém kopalu mnohem intenzivnéjsi, a proto je opatrné pfisuzujeme
oxidovanym molekuldm typu oleanani/ursanti. Oxidované latky byly zji§tény u starnutych
vzorkli s olovnatou bé€lobou, Zlutym okrem a umbrou, ale ve smési s médénkou nebyly
spolehlivé identifikovany.

V tabulce VI jsou uvedeny vysledky chromatografické analysy starnutych vzorkl
mexického kopalu spolu s anorganickymi pigmenty. Hodnoty normalizovanych ploch pika N;
u vzorku kopalu s olovnatou bélobou a umbrou zistdvaji pfiblizné na stejné urovni jako
u samotného starnutého mexického kopalu. Ke slabému poklesu obsahu o-amyrinu a
B-amyrinu doslo zejména u smési se zlutym okrem. U vzorku s médénkou doslo k pfesné

opa¢nému jevu.
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Graf 2 ukazuje hodnoty AN, které vypovidaji o zménach ve vzorcich mexického
kopalu a jeho smésich pfed a po umélém starnuti. Z grafu vyplyva, Ze k samotnému
starnutému mexickému kopalu se nejpodobnéji chova jeho smés s umbrou. Naprosto odli§né
se chova smés s médénkou, coZ znamena, Ze méd’naté ionty maji nejvetsi stabilizujici vliv na
triterpenni latky, viz srovnani hodnot N; v tabulkach V a VI. Starnuty vzorek s médénkou méa

pfiblizné stejné hodnoty N, jako tentyZ nestarnuty vzorek.

1000000

MUEERASRRRASEENUEEAS RSSOV UR
13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 1900  20.00 21.00 200 23.00 24.00

Time (min)

Obrazek 7. Chromatogram uméle starnutého mexického kopélu, ktery byl ziskan za

podminek popsanych v Experimentalni Casti.

Béhem umélého starnuti vyvolaného ultrafialovym zafenim vykazuji ve vzorcich
mexického kopalu velké obsahové ztraty B-ar;yfih a a-amyrin. V téZe tabulce jsou rovnéz
uvedené ionty pochazejici z pfidanych anorganickych pigmentd, které s triterpeny nejvice
interaguji. V nestarnutych i starnutych vzorcich nejvice interferuji kationty Cu* a Fe**, které

pochazi z médénky a Zlutého okru (tabulka VIII).

25



Plynova chromatografie

Tabulka VIII. V tabulce jsou uvedené ionty, které nejvice sniZuji obsah sledovanych

triterpennich latek ve vzorcich mexického kopalu.

Latka Nestarnuty vzorek Starnuty vzorek
B-amyrin trimethylsilyl ester Ccu* cu®
hop-22(29)en-3-ol trimethylsilyl ester - Fe*
a-amyrin trimethylsilyl ester cu® Fe**

3.5 Analysa vzorki kalafuny s piimési médénky po pridavku EDTA

Z tabulky VII a grafu 1 je patrné, Ze nejvice interferujicimi kationty ve vzorcich
s nestarnutou a starnutou kalafunou jsou méd’naté ionty. Vliv Cu®* iontt zhorsuje identifikaci
kalafuny v modelovych vzorcich, a proto bylo nutné potlacit jejich vliv. Pfidavek
komplexaéniho ¢inidla EDTA mél jejich interakce omezit. Ptiprava vzorkd je popséna
v kapitole 2.4.

Pridavek roztoku EDTA téméf smazal rozdily v hodnotach N; u nestdrnutych vzorkt
samotné kalafuny a kalafuny s meédénkou. Starnuté vzorky se vyrazn€ odliSuji od
nestarnutych, protoze obsahuji vice oxidovanych latek vzniklych degradacnimi procesy
béhem vystaveni ultrafialovému zafeni, ale pfidavek EDTA v nich vyznamné omezil vliv
méd’natych iontd a hodnoty jednotlivych diterpeni pfibliZil k jejich hodnotam v nestarnutych
vzorcich, viz tabulka IX.

Pfiprava vzorkii oSetfenych pfidavkem EDTA sniZila obsah pimaranii a abietant
pfiblizné o 25 % oproti vzorkim bez oSetieni EDTA. Pfesto ale pfevazuje kladny vliv
komplexaéniho ¢inidla na identifikaci starnuté kalafuny, zvlasté v jeji smési s médénkou, kdy
se hodnoty jejich normalizovanych ploch pikti N; mirm€ vyrovnaly s obéma nestarnutymi

vzorky.
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Tabulka IX. Srovnani hodnot normalizovanych ploch pikti N; sledovanych latek v Cerstvé a

starnuté smési kalafuny s médénkou s pfidavkem roztoku EDTA.

Létka Samotn4 kalafuna-blank Kalafuna + médénka
nestirnuta starnuta nestarnuta starnuti

Kys. pimarikova TMS ester 16,73 + 5,85 7,28+0,99 16,31+4,08 12,20+2,11
Kys. sandarakopimarikova, TMS ester 3,04 + 0,83 2,11+0,22 3,11+0,77 3,36 £ 0,34
Kys. isopimarikova, TMS ester 6,78 = 0,79 2,07+0,22 6,14+ 0,89 4,09 £ 0,50
Kys. 6-dehydro-dehydroabietova, TMS ester 4,15+ 0,96 6,07+ 1,78 3,88+ 0,83 5,52+2,30
Kys. dehydroabietova, TMS ester 3727+ 1,77 21,00+2,47 34,65+3,41 2820+2,85
Kys. abietova, TMS ester 3,48+0,34 2,14+ 0,35 3,72+ 0,33 3,12+ 1,19
Kys. 7B-hydroxydehydroabietova, TMS ether, 4,19+ 0,50 11784175 485+053 8434072
TMS ester

Kys. 7o-hydroxydehydroabictovd, TMS ether, 1) g4, 450 17542251 11694332 13,76+ 1,32
TMS ester

Kys. 15-hydroxydehydroabietova, TMS ether, 1288462 2764+183 13954401 20,73+224

TMS ester

3.6 Analysa vzorki mexického kopalu s pFimési médénky po p¥idavku EDTA

S mexickym kopalem nejvice interferuje mé&dénka, tj. kationt Cu®*, jak je uvedeno

v tabulce VIII. Proto byly vzorky s médénkou podrobeny testu s pfidavkem roztoku EDTA.

Piidavkem EDTA se hodnoty »N; vyznamné zméni u vSech vzorkii kromé samotného

nestarnutého mexického kopalu, ktery ma oproti stejnému vzorku bez oSetfeni roztokem

EDTA veskeré hodnoty N; prakticky nezménény. Piidavkem EDTA jsou hodnoty N; u viech

ostatnich zkoumanych vzorkl ustéleny na pfiblizné€ stejnych hodnotach, proto se identifikace

mexického kopalu po oSetfeni ptidavkem EDTA zjednodu$uje (viz tabulka X).

Tabulka X. Srovnani hodnot normalizovanych ploch piki N; sledovanych latek v Cerstvé a

starnuté smési mexickém kopalu s médénkou s a bez pfidavku EDTA.

Létka Mexicky kopél-blank Mexicky kopél + méd&nka
nestarnuti starnuta nestarnuta starnuta
B-amyrin trimethylsilyl ether 12,01 £0,74 6,54+0,12 6,94 + 1,02 6,91 + 0,50

Trimethylsilyl ester hop-22(29)en-3-ol

a-amyrin trimethylsilyl

62,35+2,89 70,58 +0,32
25,78 £224 22,86+ 0,43

73,00+ 0,90 73,56 + 0,56
19,67+ 0,36 19,66 = 0,14
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4. Zavér

VysSe popsand metoda uréena k identifikaci di- a triterpenti pomoci plynové
chromatografie je velmi vhodna a citliva diky kompletni derivatisaci v§ech karboxylovych a
hydroxylovych skupin terpenovych latek obsazenych ve studovanych pryskyficich.

Ze ziskanych vysledki vyplyva, Ze existuji vyznamné rozdily mezi Ccerstvé
pfipravenymi a uméle starnutymi vzorky obou druhid pryskyfic. Rozdily jsou zpisobeny
probihajicimi oxida¢nimi a polymera¢nimi reakcemi, které méni sloZeni ptivodnich ¢erstvych
pryskyfic. Kovové ionty pochazejici z pfidanych anorganickych pigmentl tvoii komplexy
s terpenovymi latkami, podle chromatogramu tak sniZuji jejich obsah a naopak zvysuji podil
oxida¢nich produkti, protoZe kovové ionty katalysuji oxida¢ni reakce. Jiné vysvétleni zmény
obsahu jednotlivych terpenovych latek miiZze spo¢ivat v rizném afinit€ terpenovych komplexd
s kovovymi ionty k nepolarnimu rozpoustédiu béhem extrakéniho kroku.

Pigmenty, které nejvice negativn€ ovliviiovaly identifikaci, jsou v pfipad€¢ Cerstvé
i starnuté kalafuny m&dénka (Cu®") a Zluty okr (Fe’"). Uvedené kationty jsou pravdépodobné
nejucinnéj§imi katalysatory nebo tvofi pevnéjsi komplexy nez zbyvajici studované ionty.
Degradaci vyvolanou umélym starnutim, které bylo simulované ultrafialovym svétlem,
nejvice podlehly pimarany, tj. kyseliny isopimarikova, pimarikova a sandarakopimarikova.

Meédénka je také pigmentem, ktery nejvyznamnéji ovliviiuje identifikaci latek
obsaZenych v triterpenim mexickém kopéalu. Méd’'naté ionty katalysuji degradacni procesy
nebo tvoii pevnéjsi komplexy hlavné s a- a B-amyriny. Fotodegradaéni ucinek ultrafialového
zafeni postihuje opét nejvice latky ze skupiny amyrind.

Piidavek roztoku EDTA ke smésim pryskyfic s médénkou meél v obou piipadech
kladny vliv na identifikaci pryskyfic. Nestarnuté vzorky pryskyfic s i bez pfidavku médénky
po pfidani EDTA doséhly pfiblizné stejnych hodnot Ni jako nestdrnuté vzorky pryskytic
smichané s médénkou. Je mozné, Zze roztok EDTA nejenZze vytvofil komplex
s Cu’* ionty, ale rovnéz ovlivnil distribuci viech terpenovych latek mezi polarni a nepolarni
(hexanovou) fazi béhem extrakce. U starnutych vzorki neni tento jev tak markantni, pfesto se

ptidavek EDTA i v tomto pfipad¢ osvédcil.
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6. Seznam pouzitych zkratek

BSTFA
EDTA
FAB

g(x),x
GC-MS

HMDS

Na,EDTA
Py-GC-MS

TMS ester
TMSI

X]

Xn

Yii

Yy

N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid

kyselina ethylendiamintetraoctova

fast atom bombardment

median neboli hodnota stfedu uspofadaného vybéru
gas chromatography mass spectrometry (plynova
chromatografie s hmotnostnim detektorem)
hexamethyldisilazan

tabelovany statisticky koeficient

normalizované plochy pikd

relativni ubytek

sodna stl kyseliny ethylendiamintetraoctové
pyrolysis-gas chromatography mass spectrometry (plynova
pyrolysni chromatografie s hmotnostnim detektorem)
rozpéti

rozliSeni

smérodatna odchylka

retencni Cas latky i

retenéni Cas latky j

trimethylsilyl ester

N-trimethylsilylimidazol

nejnizsi hodnota

nejvyssi hodnota

Sitka piku latky i pfi zakladné

Sitka piku latky j pfi zédkladné
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Analysa ¢ervenych a modrych barviv a pigmenti obsaZenych
v barevnych vrstvach uméleckych dél

1. Uvod

V barevnych vrstvach uméleckych dél nalézame nékolik tiid organickych latek, jako
jsou napt. organické pigmenty a barviva, proteinova, olejova nebo polysacharidova pojiva a
ptirodni ¢i syntetické pryskyfice. Mezi soucasné analytické metody pouzivané k identifikaci
téchto latek se fadi hlavné klasickd plynova chromatografie a plynova pyrolysni
chromatografie (GC-FID, GC-MS a Py-GC-MS), vysokou¢inna kapalinova chromatografie
(HPLC) a infraervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR). Vétsina z téchto
metod se pomérné bé€zné pouziva v laboratofich slouzicich restauratorskym Skolam. Ostatni
méné béZné metody jsou spiSe pfedmétem védeckého zajmu a nejsou vyuzivany pfi rutinnich
analysach uméleckych d€l.

V odborné literatufe se pfi identifikaci modrych pigmentd miZeme setkat naptiklad
s PIXE (proton induced x-ray emission) nebo neutronovou aktiva¢ni analysou (NAA) [1].
Skenovaci elektronovy mikroskop s energeticky-disperznim detektorem (SEM-EDX) se sice
rutinné pouzZiva ke zjisténi prvkového slozeni, ale v pfipad€ identifikace organickych latek
véetné nemineralnich modrych pigmenti je naprosto neucinny kviili jejich prakticky stejnému
prvkovému sloZzeni (C, H, O); napfiklad pruskd modf nemlze byt pomoci SEM-EDX
jednoznaéné identifikovana podle obsahu Zeleza, protoZe Zelezo se vyskytuje téméf ve vSech
pigmentech. Ftalocyanin méd’naty nemtize byt rovnéZ uréen podle obsahu médi, protoze jeji
koncentrace ve svétlejSich odstinech tohoto jinak velmi tmavého a vydatného modrého
barviva je velmi nizka. Méd’'naty kation se navic opét hojné€ vyskytuje i v jinych pigmentech.
Identifikace modrych pigmentd jako je indigo, pruska modi a meédnaty ftalocyanin je
restauratory velmi Zadana, protoZe diky nim je mozZné alespoii pfiblizn€ datovat neznama
umélecka dila (tab. I).

V této praci se zabyvame identifikaci nemineralnich modrych pigmenti pomoci
infraCervené spektroskopie a hmotnostni spektrometrie na principu MALDI-TOF a
identifikaci pfirodnich ¢ervenych barviv pomoci MALDI-TOF MS. Identifikace tfi

nemineralnich modrych pigmentt nebyla vybrana nahodné. Pruska modf, indigo a ftalocyanin
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meéd’naty jsou jinymi metodami obtizn¢ detekovany, ale pfesto slouZi pfi ur€ovani pravosti

uméleckych d€l jako jedny z nejpfesnéji datovatelnych barviv (tab. I).

Tabulka I. Modré pigmenty pouzivané v Evrop€, jejich datovani a analytické metody,

kterymi se dnes pigmenty nejcastéji identifikuji.

Evropa

Datovani

Analytické metody slouZici k

identifikaci

indigo, mayskéa modf staroveék FTIR, Raman

méd’naté pigmenty starovék EDX, praskova rtg. difrakce
smalt sttedovek EDX
ultramarin stfedovék EDX, praskova rtg. difrakce
pruska modF 1704 objevena EDX, Raman, FTIR
1750 b&€zn¢ pouzivana
ftalocyanin mé&d’naty 1935-1938 FTIR, Raman

Cilem této casti disertacni prace bylo:

1) Zkvalitnéni infraCervenych spekter ziskanych z povrchd barevnych vrstev a odstranéni

2)

vzorki v lesténych nabrusech.

deformacnich efektti vybérem nejlepsi techniky méfeni tak, aby se mohla aplikovat na
béZzné vzorky malifskych d€l. Slabym ¢lankem infracervené spektroskopie je totiZ

deformace spekter zejména Christiansenovymi efekty, které Casto vznikaji pfi méfeni

Zjistit nejnizsi koncentrace vybranych modrych barviv jak v Cerstvych, tak i v uméle
starnutych vzorcich, pfi kterych by byla jejich detekce v odlisné ptipravenych vzorcich
jesté spolehliva. Vybrané nemineralni modré pigmenty byly studovany infracervenou

spektroskopii, ktera je jednou z nejperspektivnéjSich metod pro uréeni modrych
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pigmenti a zakladnich typd organickych pojiv, a hmotnostni spektrometrii MALDI-
TOF.

Identifikovat ¢ervena organicka barviva a pigmenty pomoci hmotnostni spektrometrie
na principu MALDI-TOF. Identifikace ¢ervenych organickych barviv a pigmentti touto
metodou je zaloZena na identifikaci molekulového iontu barvici latky a také na jeji
vysoké citlivosti vii¢i proteintim (tab. II), respektive jejich peptidovym §téptim. Barviva
pfirodniho ptivodu obsahuji ¢asto kromé molekul samotnych barviv také doprovodné
proteiny, které se li§i podle pivodu barviv. Porovnanim doprovodnych peptidu je tak
mozné zjistit, jaké barvivo bylo v uméleckém dile pouzito a jakého je pivodu. Jednou
z nejcastéji pouzivanych proteas ke specifickému §tépeni proteint je trypsin, ktery je

velmi obliben pro své unikatni vlastnosti (kap. 1.3).

Tabulka II. Analytické metody pouzZivané k identifikaci organickych barviv v malifskych

materialech.
Metoda Sledovand latka  MnoZstvi vzorku Detekeni limit
TLC-IR detekce purpurin - 20 - 10°ng/ml [12]
HPLC-UV detekce antrachinony - 100 ng/g [13]
RPHPLC-UV detekce antrachinony - 1-1,5- 10° ng/ml [14]
antrachinony,
voltametrie mikro¢astic flavony, indigo, <1mg 0,1 (hm. %) [15]
pruska modf - :

ESI-MS kombinovana s kapilarni

elektroforesou-UV/Vis detekce antrachinony 0,5 mg 100-500 ng/ml [16]
ESI-MSD antrachinony 0,6 mg 30-90 ng/ml [17]
peptidy 0,5 pg [18] 20 - 10° ng/ml [19]
MALDI-TOF MS
barviva - -

Pozn. ESI-MSD - elektrosprejova ionisatni hmotnostni detekce.
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1.1 Modré pigmenty

V nasledujicim odstavci je uvedeno nékolik piikladi identifikace nemineralnich modii
v uméleckych dilech. Pfitomnost pruské modii na iluminovaném rukopisu byla zji§téna
pouzitim kombinace metody LIBS (laser induced breakdown spectroscopy), hyper-
spektralniho zobrazeni a difusné reflexnich spekter [2]. V jiném prizkumu byla vyzkou$ena
energeticky-dispersni rentgenova fluorescence (EDXRF), optickd mikroskopie a Ramanova
mikrospektroskopie k identifikaci modii na péti feckych ikonach [3]; pouze Ramanova
mikrospektroskopie uspésné detekovala pruskou modf a indigo. V dal$im ptipadé opét pouze
Ramanova spektroskopie identifikovala pruskou modi a ftalocyanin méd’naty na Sesti
pad€lcich egyptskych papyrt [4]. Indigo v mayské modii bylo rovnéZ potvrzeno Ramanovou
spektroskopii [5,6]. Ramanova spektroskopie je tak jedinou metodou, ktera dokaze
identifikovat modré pigmenty v tenkych, ¢asto jednovrstvych vzorcich, jako tomu bylo
napiiklad v pfipad¢ identifikace pruské modfe a dalSich pigmentt na tapetach ze 30. let 19.
stoleti [7]. Identifikaci indiga se zabyva fada analytickych metod a mezi jinymi i hmotnostni
spektrometrie MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption-ionisation time of flight) [8] a
tenkovrstva chromatografie [9,10]. Studiem fotodegradace pfirodniho a syntetického indiga

pomoci HPLC spojeného s DAD — detektorem s diodovym polem — se zabyva publikace [11].

1.1.1 Pruska modr

Pruska modf byla poprvé vyrobena Diesbachem v roce 1704 a byla bézné pouzivana
do roku 1970, kdy byla nahrazena ftalocyaninem. Pigment neni svétlostidly a nesmi byt
pouzivan v alkalickém prostfedi, protoZze hnédne. Vzorec pruské modfe neni dosud

jednoznacné definovan, uvadi se Fes[Fe(CN)g]s-14-16H,0 nebo KFe[Fe(CN)g]-xH,O.
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1.1.2 Ftalocyanin méd’naty

Ftalocyaninova modf (obr. 1) je organické syntetické barvivo — ftalocyanin méd’naty —
které bylo vefejnosti poprvé piedstaveno na vystavé v Londyné v roce 1935 pod nazvem
monastralova modf [9]. V malifstvi se zacalo pouzivat az od roku 1938. Barvivo ma vysokou

barevnou vydatnost, je stalé na svétle a odolné vii¢i chemikaliim a rozpoustédlim.

N
N
/N— Cu—N
N
N

Obrazek 1. Strukturni vzorec ftalocyaninu méd’natého.

1.1.3 Indigo

Indigo je barvivo ptirodniho ptivodu ziskavané ptedevsim z listt rostlin rodu Indigofera
[10]. Teprve po fermentaci a nasledné oxidaci vzduchem pivodné bezbarvé barvivo zmodra.
Objevem vyroby umélého indiga zisatinu (obr. 2) vroce 1870 se postupné ukoncilo

pouzivani pfirodniho indiga.
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Obrazek 2. Strukturni vzorec a) indiga a b) isatinu.

1.2 Cervené pigmenty a barviva

Identifikace Cervenych organickych barviv a pigmentd (organicky pigment vznikne
vysraZzenim organického barviva na anorganicky substrat) v komplikovanych heterogennich
smésich vrealnych vzorcich uméleckych dé€l neni dosud uspokojivé vyfeSena. VétSina
pouzivanych analytickych metod vyZaduje vzorek v kapalném stavu. Extrakty
z antrachinonovych barviv jsou ¢asto analysovany tenkovrstvou chromatografii [20],
kapalinovou chromatografii [21,22] nebo reversni kapalinovou chromatografii [13,14,23-31]
¢i hmotnostni spektrometrii s elektrosprejem (ESI-MSD), ktera ma vyssi selektivitu a citlivost
nez RP-HPLC s UV-detekci. Detekéni limity jsou shrnuty v tabulce II. Standardy kyseliny
karminové, emodinu, purpurinu, alizarinu a lakaové kyseliny, typickych ptirodnich ¢ervenych
barviv liSicich se pouze v rizné substituovaném 9,10-antrachinonovém skeletu (obr. 3a), byly
studovany kapilarni elektroforesou v kombinaci s elektrosprejem [16]. Nové testovana metoda
hmotnostni  spektrometrie na principu MALDI-TOF a hmotnostni spektrometrie
s elektrosprejovou ionisaci byly — ob€ v negativnim modu — pouzity k pfimému potvrzeni
kyseliny karminové v kapalnych smésich se Inénym olejem [32]. Kapalné vzorky barviv,
které jsou pro tyto analytické metody nezbytné, jsou ziskany rozpusténim realnych vzorki
v kyselinach s naslednou extrakci. Nevyhodou rozpousténi vzorku je rozklad nékterych

¢ervenych barviv, ktera nejsou stabilni v kyselém prostredi [15,33].
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Metody zabyvajici se analysou pevnych vzorkii mohou poskytovat dopliiujici informace
jako v pfipadé infraCervené spektroskopie kombinované s viditelnou spektroskopii. Obé
spektralni metody diky pfitomnosti proteinu v éervené malbé na Byzantském rukopisu [34]
nepiimo potvrdily pfitomnost antrachinonu hmyziho ptivodu. Pfimé identifikace ¢ervenych
organickych barviv podle obsahu charakteristickych proteinti zavislych na ptivodu barviva a
podle molekulovych iontd barvicich latek mutZe byt uskuteénéna pomoci hmotnostni

spektrometrie na principu MALDI-TOF.

1.2.1 Kyselina karminova

Kyselina karminova (obr. 3b) je zdkladni slozkou cerveného barviva nazyvaného
koSenila nebo karmin. Ziskava se z usuSeného hmyzu ¢ervce nopalového (Coccus cacti),
ktery ve svém téle obsahuje 10-14 % barviva [35]. Do Evropy se barvivo zafalo dovazet
ze Stfedni a JiZzni Ameriky v 16. stoleti. Kyselina karminova se pouZiva i dnes, napt. jako

potravinaiské barvivo s ozna¢enim E120.

O OH
S
o
a) b)

Obrazek 3. a) Strukturni vzorec zakladniho 9,10-antrachinonového skeletu antrachinonovych
barviv.

b) Strukturni vzorec kyseliny karminové.

39



Infragervend spektroskopie a MALDI-TOF MS

1.2.2 Kyselina lakaova

Kyselina lakaova je vlastni barevnou slozkou organického barviva Zivocisného
puvodu zvaného lac dye nebo lakaova Cerven. Pod ndzvem kyselina lakaova se skryva pét
podobnych derivati antrachinonu (obr. 4). Cervené barvivo se ziskava jako smés téchto
derivatu z pryskyfi¢natych skotfapek obsahujicich sekret a t€lo uhynulé matky hmyzu Coccus
lacca. Tento hmyz Zije na stromech Gemus ficus rostoucich pfedev§im v jihovychodni Asii

(Indii, Bengalsku) [10].

. -CHz-NH-CO-CH3

: -CH,-OH

: -CH-Nle-COOH
COOH

E: -CHz-NHz

QW >

OH O CH,

COOH
kyselina lakaova D
HO OH

o)

Obrizek 4. Chemicka struktura riiznych forem (A, B, C, D a E) kyseliny lakaové.

1.2.3 Pyronova barviva
Dracorubin a dracorhodin (obr. 5) jsou souéasti cerveného barviva zvaného draéi krev.

Barvivo se ziskéva z pryskyfi¢naté Stavy palmy rotanu draé¢iho (Calamus draco) pivodem

z vychodni Asie. Od starovéku se toto barvivo velmi €asto pouzivalo jako lakovy pigment
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v malbé [9]. Dfive bylo pouZivano i pfimo jako barvivo. Od 18.-19. stoleti se uzivalo jen
omezené, zejména na laky, politury na nabytek, jako pigment pro iluminaci knih, pro lazury

na sttibrné folie a jiné kovy [36].

Obrazek 5. Chemicka struktura pyronového barviva dracorhodinu.

1.3 Identifikace bilkovin metodou peptidového mapovani

Metodou MALDI-TOF MS lze studovat nejen celé proteiny, ale Castéji peptidové
St€py, které nam mohou pomoci s identifikaci bilkoviny (vyhleddnim v internetovych
databasich) a také mohou poskytnout cenné informace o struktufe bilkoviny. Peptidové §tépy
ziskdvame bud’ specifickym enzymovym anebo chemickym S§té€penim. Jednou z nejéastéji
pouzivanych proteas je trypsin (EC 3.4.21.4), ktery $té€pi za aminokyselinovymi zbytky lysinu
a argininu. Za témito bazickymi aminokyselinami ne§tépi pouze v piipadé, kdyZ po nich
nasleduje prolin. ProtoZze trypsin podléha autokalytickému Stépeni, objevuji se
ve spektrech jeho autokatalytické §té€py, piky s hmotnostnim pomérem 842, 1045 a 2211 m/z.
Optimalni pH trypsinu je 7-9, inaktivovan je az pfi pH vy$§im nez 11. Trypsin neni

inaktivovan pfitomnosti vapniku ani jinych béznych kovovych iontd.
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2. Chemikalie a material

2.1 Cerveni organicka barviva a pigmenty

V tabulce III jsou popsana vybrana Cervend barviva a pigmenty nebo piirodni
materidly, ze kterych jsou tradiéné vyrabény. Produkty uvedené v tabulce III byly
analysovany infracervenou spektroskopii a hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF. Jsou
oznaceny tradiénim nazvem barviva a charakterizovany katalogovym ¢islem. V tabulce IV je
pak uvedeno jejich sloZeni zjisténé rentgenovou difraktometrii. Pigmenty a barviva byly
zakoupeny u firmy Georg Kremer, Farbmiihle, Aichstetten/Allgdu, Némecko. Kyselina

karminova byly dodana firmou Aldrich.

Tabulka III. Charakteristiky komer¢nich produkti.

Katalogové

Nézev Forma Piivod Barvici latka/y
Lislo
lakaova Cervefi 36020 hotové barvivo Coccus lacca smés laka_o vych
(lac dye) kyselin
. , gervec nopélovy R
kogenila 36040 su$eny hmyz (Coceus cacti) kys. karminova
oo, . ; . Cervec nopélovy P
kogenilovy karmin 42100 hotové barvivo (Coceus cacti) kys. karminova
. ; . rotan draci dracorhodin a
dragi krev 37000 hotové barvivo (Calamus draco) dracorubin
 xgons . moftena barviiska N .
kraplak 37200B suSené &asti rostlin (Rubia tinctoria) alizarin a purpurin
rotholzextrakt 36160 extrakt rod Caesalpinia brasilein
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Tabulka IV. Praskova rentgenova difraktometrie (XRD) komeréné dostupnych cervenych

barviv a pigmentt.

Latka Popis Prokazané krystalické faze

10-0423 berlinit (AIPO,)
46-1045 kifemen

dradi krev vysoké pozadi — amorfni faze

. krystalické organickeé faze,
karmin bez identifikace

ko3enila (Coccus cacti) krystat.:;czkied:naérfli(]);f;r:l; faze, -

. krystalické faze, )
lakaova Cerveil bez identifikace

kraplak - -

amorfni faze,
rotholzextrakt bez identifikace )

Cisla pfed ndzvem prokazanych krystalickych fazi jsou katalogova &isla z databaze
rentgenovych difraktogrami JCPDS PDF2, Sets 1-50, International Centre for Diffraction
Data, Newtown, Pennsylvania, USA, 2000.

2.2 P¥iprava modelovych vzorku nemineralnich modii

Modelové barevné vrstvy byly pfipraveny z pruské modfe, pfirodniho indiga (natural
indigo, produkt ¢islo 36000, Georg Kremer, Farbmiihle, Aichstetten/Allgdu, Némecko)
a méd’natého ftalocyaninu (Sigma-Aldrich). Pruskd modf byla vyrobena podle tradi¢niho
receptu pana Diesbacha z roku 1731 [37]: smichanim 300 ml vodného roztoku ptipraveného
223,70 g KAI(SO4),:12 H,0 a 2,78 g FeSO4-7 H,0 a 150 ml roztoku pfipraveného z 2,60 g
KCN a 5,52 g K,COs;. Roztok bylo nutné michat Sest hodin na vzduchu. Fazové sloZeni
pruské modie Fes[Fe(CN)g]s bylo zkontrolovano praskovou rentgenovou difrakci.

Indigo a ftalocyanin méd’naty byly smichany v koncentra¢ni fadé€ (0,01; 0,03; 0,1; 0,3;
1; 3; 10 a 30 hm. %) a pruska modf byla smichana v koncentraé¢ni fadé (0,1; 0,3; 1; 3; 10 a
30 hm. %) s olovnatou bélobou (cerusitem, 2PbCO;-Pb(OH),), které bylo ve vzorku vzdy
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8 hm. %, a zbytek do 100 % byl dopnén plavenou kiidou (kalcitem, CaCOs). Smési byly
spojeny par kapkami Inéného oleje (Umton, Dé&¢in, CR), pak byly natfeny na dfevéné
desti¢ky, které byly oSetfeny bilym kiidovym podkladem (CaCOs) s Zelatinovym pojivem,
a nasledné byly ponechény schnout za laboratornich podminek (Obrazova ptiloha, obr. I). Po
zaschnuti byly desticky rozfezany na dvé poloviny. Jedna polovina byla vystavena
simulovanému starnuti a druha sada slouzila jako kontrolni standard. Umé¢lé starnuti probihalo
v suSarn¢ po dobu 20 tydnd pfi teplot¢ cca 60°C za soucasného pusobeni UV lampy
vyzafujici zafeni o vinovych délkach 365 nm a 405 nm. Vykon UV lampy byl 370 pW.cm'z.
Po této dob€ byla proméfena infracervena spektra starnutych a nestarnutych vzorkd metodou
FTIR a difusné€ reflexni spektrofotometrie ve viditelném svétle. Pfi nasledném porovnani
spekter obou sad modelovych vzorkti byly sledovany zmény, které byly zpisobeny

simulovanym starnutim.

2.3 Priprava modelovych vzorki organickych ¢erveni

Modelové vzorky byly pfipraveny pro analysu infraéervenou spektroskopii.
Vyjmenované slozky jednotlivych pojiv byly smichany dohromady a tim bylo pojivo
pfipraveno ke smichani s karminem (42100, Kremer), se kterym se pojiva tradi¢né pouZivala.
MnoZstvi pojiva pfidavaného k pigmentu ¢i barvivu bylo odhadnuto na zakladé zkusenosti.

1) Akvarelové pojidlo (akvarel) [38]

13,5 g arabské gumy (2430, Kremer) 9 g medu (neznamy ptivod)

2 g volské Zlu¢i (neznamy piivod) 26 g vody
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2) Kaseinova olejova tempera (kasein) [39]

100 obj. dilt kaseinu kasein (2410, Kremer)

100 obj. dila Indného oleje (Umton, D&&in, CR)

8 obj. dili ¢pavku (24% vodny roztok) (p.a., min. 25%, Lachema Brno)
250 obj. dild vody

3) Kvasové pojidlo (kvas) [38]

10 g arabské gumy (2430, Kremer) desinfikované zrnkem kafru (neznamy ptivod)
20 g vody 4 g medu (neznamy ptivod)

2.4 Realné vzorky

Realné vzorky uméleckych dél byly poskytnuty Akademii vytvarnych uméni v Praze.
Prvni vzorek pochazel z pfemalby obrazu Panny Marie Ochranitelky (olej na dfev€, ptivodni
datace do roku 1500), viz Obrazova pfiloha, obr. II. Druhy vzorek pro infraervenou
spektroskopii a hmotnostni spektrometrii  MALDI-TOF pochazel zobrazu c¢eského
kubistického malife (oznaden nazvem Kubismus), ktery byl datovan do roku 1930 a u které¢ho

nebyla jista jeho pravost.
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3. Priprava vzorki a analytické metody

3.1 Priprava vzorkua

Mikrotomové Fezy

Vzorky byly zality do polyesterové prykyfice a nafezany sklenénymi noZi v tloustce
2 um na ultramikrotomu Pyramitom umisténém na 1. lékatské fakulté UK v Praze. Rezy byly
pfeneseny na kfemikovou desti¢ku a narovnany povrchovym napétim na kapkach teplé vody.
Ackoliv kiemikové desticky nejsou oproti jinym materidlim (napi. KBr, NaCl, CaF,, AgCl
atd.) pouZivanym v infraCervené spektroskopii nejvhodnéjsi, protoze pohlcuji (pfipadné
odrazeji) znacnou Cast energie pouzitého zafeni, byly vybrany kvili jejich nerozpustnosti

v teplé vodé, tepelné stabilité a snadné dostupnosti.

Priprava vzorku pro hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF

7 i

Vzorky modrych barviv a pigmenti byly nejprve michdny s 5 pl roztoku
2,5-dihydroxybenzoové kyseliny (DHB, Sigma) (6,7 mg DHB ve smési 30% acetonitrilu
(Lachema Brno) a 0,1% trifluoroctové kyseliny (Sigma) (1/2; v/v)), ale ptidavek matrice se
béhem méfeni neosvéd¢il (kap. 4.3.1), proto byl pfidavany roztok zjednodusen na roztoku
30% acetonitrilu a 0,1% trifluoroctové kyseliny (1/2; v/v). Smési pevnych ¢&astic s kapalinou
byly ponechany uschnout na ocelové vzorkovaci destice a pak byly zméfeny.

Pro identifikaci komeréné dostupnych c&ervenych barviv a pigmentl pfirodniho
pivodu podle jejich doprovodnych proteind byly jejich vzorky specificky §tépeny trypsinem
zakoupenym od firmy Promega Corporation. Kazdy vzorek o hmotnosti né¢kolika mikrogramii
byl §t€pen v 6 pl trypsinového roztoku (100 pl 50 mM roztoku NH4HCO;3 s 1 pl trypsinu
o koncentraci 1 pg/ml), ktery byl aplikovan p¥imo na vzorek. Stépeni probihalo
v mikrozkumavkach pfi laboratorni teploté¢ po dobu dvou hodin [19,40]. Ziskana peptidova
smés v roztoku nad vzorkem byla nejprve precisténa a zahu$téna na reversni fazi C18 ZipTip

od firmy Millipore Corporation (Bedford, MA 01730, USA), viz kap. 3.2. 1,5 pl ptecisténého
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roztoku bylo smichano s5 pl roztoku 2,5-dihydroxybenzoové kyseliny (DHB, Sigma)
(6,7 mg DHB ve smési 30% acetonitrilu a 0,1% trifluoroctové kyseliny (1/2; v/v)). Vysledna
smés o objemu 1,5 pul byla nanesena na ocelovou vzorkovaci desticku a ponechana uschnout.
V piipadé identifikace Cervenych barviv a pigmentt podle molekulovych ionta jejich
barvicich latek bylo nékolik mikrogramti barviva ¢i pigmentu smichdno s roztokem
30% acetonitrilu a 0,1% trifluoroctové kyseliny (1/2; v/v). Smési pevnych ¢astic s kapalinou
pak byly opét ponechany uschnout na ocelové vzorkovaci destice a nasledné byly zméfeny.
Kazdé spektrum bylo vysledkem nejméné 200 laserovych pulst. Pfistroj byl pro kazdé

méfeni externé kalibrovan komeréni peptidovou smési MPep.

3.2 Promyvaci a zahu$t’ovaci roztoky pro reversni fazi ZipTip

Promyvaci roztoky:

1. aktiva¢ni roztok 50% acetonitril v H,O

2. ekvilibraéni roztok 0,2% trifluoroctova kyselina v H,O

3. elucni roztok 50% acetonitril s 0,1 % kyseliny trifluoroctové v H,O
Postup:

1. Reversni faze je nejprve aktivovana pétindsobnym promytim po 10 ul aktivaéniho
roztoku.

Reversni faze je ekvilibrovana pétinasobnym promytim 10 pl ekvilibraéniho roztoku.
Navazani peptidi: 10x promyt 10 pl analysovaného roztoku.

Ekvilibrace: 5x promyt 10 ul ekvilibraéniho roztoku.

b -

Eluce: 10x promyt jednorazové odebranymi 6 pl elu¢niho roztoku. (Celkovy objem
analysovaného vzorku po eluci je 6 pl.)

5. Eluce: zbyvajici navazané peptidy jsou odstranény desetinasobnym promytim 10 pl
eluéniho roztoku.

6. Cely postup je mozné n€kolikrat opakovat od bodu 2.
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3.3 Popis pouzitych analytickych metod

Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci

Spektra byla namétena na infraCerveném mikroskopu Continuum™ se spektrometrem
Nexus od firmy ThermoNicolet, USA umisténém na Polymer Institutu v Brné€, v oblasti
4000-650 cm™ s rozlisenim 4 cm™. Méfeni bylo rovnéz provedeno na pfistroji Magna 760
ThermoNicolet, USA s mikroskopem Inspect IR plus od firmy Spectra Tech, Wisconsin, USA
na Katedfe anorganické chemie Pfirodovédecké fakult¢ UK. Spektra byla zpracovana
softwarem Omnic verse 6. Metoda ODRAZ byla definovéna 256 skeny, rozlisenim 8 cm™
a mé&ficim rozsahem 4000-600 cm™. Metoda DRIFTS byla definovana 128 skeny, rozlisenim
4 cm” a méficim rozsahem 4000-400 cm™. Vzorky pro méfeni metodou DRIFTS byly
michany s KBr v poméru 1:50 az 1:100.

AR !

Difusné reflexni spektrofotometrie ve viditelném svétle

Spektra byla naméfena z povrchu pevnych vzorkiti (Obrazova ptiloha, obr. I) na
spektrofotometru LAMBDA 35, UV-VIS od firmy Perkin Elmer instruments (USA) se
systémem UV WINLAB na Ustavu anorganické chemie AV CR v Rezi. Spektra byla mé&fena

v rozsahu 200-900 nm s rozliSenim 1 nm.

Hmotnostni spektrometrie na principu MALDI-TOF

Hmotnostni spektra byla ziskana v reflektorovém modu na hmotnostnim spektrometru
Bruker-Daltonics Biflex IV  MALDI-TOF na VSCHT Praha vybaveném standardnim
dusikovym laserem (337 nm). Spektra byla zpracovana softwarem Bruker Flex III a Bruker

XTof. Postup ptipravy vzorki je uveden v kapitole 3.1.
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4. Vysledky a diskuse

4.1 Infracervena spektroskopie

Mezi nejspolehlivéjsi analytické metody pouZivané k identifikaci organickych a
nemineralnich sloZzek barevnych vrstev uméleckych dél patii infracervend spektroskopie a
Ramanova spektroskopie. Obé metody byly testovany na obdobné pfipravenych modelovych
vzorcich [41,42]. Nevyhodou FTIR byva komplikovanost spekter zapfi¢inénd smiSenim
spekularni a difusni reflexe, pfi kterém vznika reflexni zkresleni, tzv. derivacni pasy, ptipadné
inverse pikd. Kritickym bodem této metody je tedy ziskani kvalitnich spekter. Jinym casto
ptehlizenym problémem je nedostateéné mnozstvi studii modelovych vzorki pfipravenych

s technologicky smysluplnymi kombinacemi pigmentt a matric, tj. plniv a pojiv.

V této praci byly zkouméany modelové vzorky tfi modrych pigmenti (ftalocyaninu
méd’'ntého, pruské modie a indiga) a matrice bliZici se tradi¢ni olejové technice. Vzorky byly
méfeny dvojim zpisobem. Nejdiive byl méfen hladky povrch barevnych vrstev (Obrazova
ptiloha, obr. I), ktery mé podobné vlastnosti jako vylestény povrch nébrusi (Obrazova
ptiloha, obr. IIIA). Dale byly zméfeny mikrotomové fezy odrazovou technikou, protozZe
transmisni méfeni (obr. 6a) poskytlo velmi nekvalitni spektra, coZ bylo zpisobeno nizkym
vykonem infralerveného spektrometru a silnou absorpci (reflexi) kfemikové desticky.
Kvalitni spektra z mikrotomovych fezli vznikla diky absorpéni reflexi, ke které doslo diky
odrazu infraCerveného zafeni po prichodu mikrotomovym fezem na povrchu kiemikové
desti¢ky (obr. 6b). Problémem vsak stale pfetrvava ziskani kvalitnich mikrotomovych fezi

z realnych vzorkd, viz Obrazova pfiloha obr. II1IB.

Zjisténé nejniZsi koncentrace modrych barviv v riznych typech nestarnutych vzorka,
pii kterych lze pigmenty identifikovat, jsou shrnuty v tabulce V. U pruské modie byla nejnizsi
identifikovatelna koncentrace extrémné nizka, protoZe pod infraervenym mikroskopem bylo

v mikrotomovém fezu velmi lehké najit dostateéné velké zrno Cistého pigmentu.
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infradervené zafeni

mikrotomovy fez

Obrazek 6. a) Transmisni méfeni infracervenych spekter mikrotomovych fezi.

b) Absorp¢ni reflexe mikrotomovych fezi.

4.1.1 Nestarnuté vzorky

Na obr. 7 je ukazka deformovaného infraerveného spektra ziskaného z hladkého
vné€j§iho povrchu barevné vrstvy. Jedna se o derivaCni a inversni pasy anorganickych
pigmentid. Podobné jevy systematicky zhorSuji moznost spolehlivé detekce u dvou tfetin
vSech takto ziskanych spekter (tab. V). U mikrotomovych fezii nedoSlo k vyraznym
deformacim spekter. Moznym vysvétlenim zlepSeni kvality spekter je mensi vliv spekularni
reflexe, ktera predevsim zpusobuje vySe uvedené deformacni jevy. Zaznamy ziskané reflexni
absorpci poskytuji vysledky, které by byly témér totozné se zaznamy transmisnich spekter
méfenych skrz dvojnasobné silny vzorek (viz obr. 6), pfesto se i zde projevuje spekularni
reflexe, viz inversni pasy uhligitanti u 1450 cm™ (obr. 7).

Na obr. 8 je patné, jak dramaticky se méni infraervena spektra nestarnutych
modelovych vzorkt o obsahu 10 a 3 % hm. ftalocyaninu méd’natého. Prestoze je 3% barevna
vrstva ftalocyaninu méd’natého velmi intenzivné zbarvena, viz Obrazova piiloha obr. I, zacina

zde byt detekce barviva infraCervenou spektroskopii velmi obtizna.
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Obrazek 7. Srovnani infraCervenych spekter modelovych vzorkd pruské modie o koncentraci
0,3 % hm. Spektrum povrchu barevné vrstvy bylo naméfeno odrazovou technikou a spektrum
mikrotomového fezu bylo ziskano reflexni absorpci. Deriva€ni pasy jsou patrné zejména ve

spektru modelové barevné vrstvy. Pik pruské modfe u 2090 cm™ je zakrouzkovan.

Tabulka V. Nejniz§i koncentrace modrych barviv (v hmotnostnich %), pii kterych lze
pigmenty jesté spolehlivé identifikovat pomoci infracervené spektroskopie technikou ODRAZ

na nestarnutych hladkych vnéjsich povrsich a mikrotomovych fezech.

Litka Vinotet (cm™) Hladky povrch (%)  Mikrotomovy Fez (%)

pruska modf 2094 1 0,3
745 1 1

755 1 0,3

indigo 1128 1 0,3
1191 3 1

1626 0,1 0,3
756 0,1 1
ftalocyanin méd’naty 1090 3 !
1122 0,1 1
1165 0,3 1
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4.1.2 Starnuté vzorky

Po vystaveni modelovych vzorkii umélému starnuti (20 tydnt pii teploté cca 60°C
a za soucasného pusobeni UV zafeni) byly modelové barevné vrstvy opét studovany
infraervenou spektroskopii — metodami DRIFTS a ODRAZ. Jen u vzorkid pruské modie se
nejnizsi koncentrace nutna pro spolehlivou detekci pigment obéma typy metod ve vzorcich
nezvysila, ale naopak sniZila (tabulka VI). Moznost identifikace indiga metodou ODRAZ se
u starnutych vzorkd vyrazné zhorsila, a to nejméné o jeden fad. Metodou DRIFTS se moZnost
identifikace také zhoSila, ale nejniz$i koncentrace nutnd pro identifikaci se vétSinou stale
pohybuje v jednotkach procent. Ftalocyanin méd’naty je vysoce stabilni barvivo, pfesto se
jeho identifikace ve starnutych vzorcich metodou ODRAZ zhorsila o jeden fad. Metodou

DRIFTS zustala nejniZsi koncentrace barviva nutna pro jeho identifikaci zachovéna.

Tabulka VI. Nejnizsi zjiSténé koncentrace nemineralnich modii (v hmotnostnich %), pfi
kterych lze pigmenty v olejovém pojivu jesté spolehlivé identifikovat odrazovymi metodami

infracervené spektroskopie.

. Nestirnuté vzorky Starnuté vzorky
Latka VInolet (cm™)
DRIFTS (%) ODRAZ (%) DRIFTS (%) ODRAZ (%)
2094 3 1 1 0,3
pruskd modf
610 10 - 3 -
755 3 0,1 1 10
1071 1 0,3 3 30
1128 1 0,1 3 30
1174 1 1 3 30
indigo
1191 1 3 10 10
1585 1 1 3 3
1613 1 0,3 1 3
1626 1 0,1 3 3
756 10 0,1 10 3
1090 10 3 3 3
1122 3 0,1 3 3
ftalocyanin méd’naty

1165 3 0,3 3 10
1287 3 1 10 3
1333 3 10 3 10
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Jednim z mozZnych vysvétleni zvySeni hodnoty nejniz§i koncentrace u starnutych
modelovych vzorku nutné pro spolehlivou identifikaci barviv v piipadé metody ODRAZ, je
sedimentace barviv v dosud nezatuhlych, byt velmi viskoznich, barevnych vrstvach do
vzdalenéjSich mist od povrchu. Tato pfifina by vysvétlovala i zachovani nejnizsi koncentrace
pruské modfe potiebné k identifikaci po umélém starnuti, protoZe jeji barevna vrstva byla
nanesena v jediné, a to velmi tenké vrstvé. Dal§im vysvétlenim mize byt rozklad molekul
barviv v povrchové vrstvé béhem starnuti, napf. indigo se miZe rozpadnout na isatin [43,44].

Fotodegradaci indiga se zabyva publikace [45].

i
¢

A~

1600 ’ " 1400 ) " 1200 ’ " 1000 800
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Obrazek 8. Srovnani infraCervenych spekter ziskanych metodou DRIFTS cistého
ftalocyaninu (modré spektrum) a nestarnutych modelovych vzorki o koncentracich

ftalocyaninu 10 hm. % (zelené spektrum) a 3 hm. % (Cervené spektrum).
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4.1.3 Analysa reilnych vzorki pomoci infraéervené spektroskopie

Citlivost infralervené spektroskopie ke studovanym modrym pigmentuim
v olejomalbach byla nejprve ovéfena na modelovych vzorcich. V realném vzorku premalby
odebraném z oleje na dievé obrazu Panny Marie Ochranitelky se podafilo jednoznaéné
identifikovat pruskou modf (vzorek M0116-3). Ackoliv je ve spektru pruské modie pouze
jeden diagnosticky pik pfi vino&tu 2090 cm™ [37], je velmi charakteristicky, protoZe pochazi
od -CN skupiny a nebyva pfekryty jinou vyraznou anorganickou komponentou (obr. 9).
Druhy pas pfi 607 cm”, ktery je projevem valenénich vibraci skupin Fe — N [37], nebyva
v realnych vzorcich prili§ zfetelny. Pfitomnost sirani ve vzorku samotné pruské modie je
ve spektrech doloZena jejich intenzivnim pasem u 1100-1200 cm™. Sirany pravdépodobng
pochazi z KAI(SO4);-12 H,O nebo FeSO47 H;O, které byly piidany béhem piipravy pruské

modfe.

CN
prusk& modf - DRIFTS
€
A
pruska modf - odraz
g
=
3
realny vzorek M0116-3
~ mikroskop
&
-
3 C
o ©ammo’ T s’ " Cambe” 20" " e’ Yoo T
Wavenumbers (am1)

Obrazek 9. Infraervena spektra vzorku obsahujicich pruskou modf, jejiz jediny diagnosticky
pik (2090 cm™) je zakrouzkovan. Popis spekter shora: A - samotna pruska modf méfena
metodou DRIFTS, B - samotna pruska modf méfena odrazovou technikou a C - realny vzorek
pfemalby z obrazu na difevé Panny Marie Ochranitelky. U realného vzorku se u vinoctu

1450 cm™ objevuje inversni pas uhli¢itanové skupiny.
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V realném vzorku oznaCeném Kubismus byl identifikovan ftalocyanin (obr. 10)
(756 cm’, 1290 cm™, 1340 cm?, 1507 cm™, 1724 cm”, 2576 cm”, 2647 cm™), siran barnaty
(626 cm’, 656 cm”, 958 cm’, 1178 cm”’, 1966 cm”, 2064 cm”, 2139 cm”, 2190 cm™),
uhli¢itany (728 cm”’, 1387 cm’', 1736 cm’, 1795 cm’', 1966 cm’, 2139 cm’,
2514 cm™), olej (1745 cm™, 2856 cm’, 2928 cm™). Nalezeny ftalocyanin doklada, Ze dilo
nemohlo byt namalovano v roce 1930, ale nejdfive vletech 1935-1938. Je proto

pravdépodobné, Ze zkoumany obraz je padélek.

Kubismus

g
=R
4

Ftalocyanin 30%

" 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumbers (cm- 1)

Obrazek 10. Porovnani reflexnich infraCervenych spekter realného vzorku oznaeného
Kubismus a modelové barevné vrstvy sobsahem 30 % hm. ftalocyaninu médnatého.

V realném vzorku byl nalezen ve velmi nizké koncentraci ftalocyanin.

V obrazku 11 je srovnani infraCerveného spektra realného vzorku Kubismus se
spektry v ném obsaZeného siranu barnatého, ktera byly naméfena metodami DRIFTS a
ODRAZ. Porovnanim spekter lze zjistit, Ze odrazové spektrum realného vzorku a siranu
barnatého ziskaného metodou ODRAZ, na rozdil od siranu barnatého méfeného metodou
DRIFTS, si jsou velmi podobna. Siroky pas u 1950-2250 cm™ je pro siran barnaty

charakteristicky a odliSuje jej od jinych siranii. Tyto specifické pasy je sice moZné sloZité
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interpretovat, ale zaroven slouzi k jeho jednozna¢né identifikaci. Obrazek 11 nazorné
dokazuje vyhody méfeni infracervenych spekter odrazovymi technikami a jejich porovnani

s obdobné méfenymi (nejen modelovymi) vzorky.

E _ siran barnaty (BaSO,) DRIFTS

g :;slran barnaty (BaSO,) ODRAZ
1k
g N A\

‘2500 2000 “1s00 1000
Wavenumbers (cm-1)

Obrazek 11. Porovnani odrazového spektra realného vzorku oznaceného Kubismus a spekter

siranu barnatého naméfenych metodami DRIFTS a ODRAZ.
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4.2 Vliv umélého starnuti na spektrofotometrické vlastnosti modrych vrstev

4.2.1 Ftalocyanin méd’naty

Srovnanim difusné reflexnich spekter ve viditelné oblasti zafeni nestarnutych (obr. 12)
a uméle starnutych (obr. 13) barevnych vrstev s ftalocyaninem méd’'natym bylo zjisténo, Ze
umélé starnuti nemélo na ftalocynin zadny vliv. Pouze u nestarnutého vzorku o koncentraci
0,3 hm. % barviva ve vzorku doslo k chybnému naméfeni spektra. Ostatni spektra jsou po
umélém starnuti takika totoZnd, protoZe ftalocyaninova barviva jsou velmi odolna viici

starnuti. p

4.2.2 Pruska modF
U nestarnutych vzorkt pruské modfe je v obrazku 14 dobfe vidét zména reflektance
s pifidavkem modrého barviva. Nejvétsi rozdil ve tvaru spekter mezi dvéma po sobé

nasledujicimi koncentracemi barviva je u 0,1 a 0,3 hm. % barviva ve vzorku.

Starnutim vzorkt doslo ve vSech ptfipadech k vyblednuti modfe, nejvétsi zmény jsou
patrné u nejniZSich koncentraci 0,1, 0,3 a 1 hm. % (obr. 14 a 15). Ve spektru vzorku
o koncentraci 0,1 % hm. barviva neni vidét téméf ani naznak modré barvy. Podobna situace

nastala i u vzorku s koncentraci 0,3 hm. % pruské modfi.

4.2.3 Indigo

Ze vSech tii studovanych modii jsou zmény vyvolané umélym starnutim nejpatrné;jsi
u pfirodniho indiga (viz obr. 16 a 17). U nejniZsich koncentraci 0,01 a 0,03 hm. % barviva ve
starnutém vzorku doslo k téméf Gplnému vyblednuti barviva. V jejich spektrech na obr. 17

neni ani naznak pfitomnosti modré barvy — zadny pokles reflektance v oblasti 600-700 nm.
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Obrazek 12. UV-Vis spektrum nestarnuté barevné vrstvy ftalocyaninu méd’natého

s olejovym pojivem.
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Obrazek 13. UV-Vis spektrum uméle starnuté barevné vrstvy ftalocyaninu méd’natého
s olejovym pojivem.
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Obrazek 14. UV-Vis spektrum nestarnuté barevné vrstvy pruské modfe s olejovym pojivem.
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Obrazek 15. UV-Vis spektrum umeéle starnuté barevné vrstvy pruské modfe s olejovym

pojivem.
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Obrizek 16. UV-Vis spektrum nestarnuté barevné vrstvy indiga s olejovym pojivem.
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Obrizek 17. UV-Vis spektrum uméle starnuté barevné vrstvy indiga s olejovym pojivem.
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4.3 1dentifikace modrych barviv pomoci MALDI-TOF MS

Studované modfe — ftalocyanin méd’naty, indigo a pruskd modf — byly analysovany
hmotnostni spektrometrii na principu MALDI-TOF. S vyjimkou pruské modfe barviva
poskytla kvalitni hmotnostni spektra s identifikaénimi piky. Pro ftalocyanin méd’naty jsou
monoisotopické piky monomeru 575 m/z, dimeru 1150 m/z a v né€kterych ptfipadech se
dokonce objevuje i pik trimeru 1725 m/z (obr. 18). Klastr pikt u ftalocyaninu méd’natého 1ze
vysvétlit isotopovou distribuci, kterd byla matematicky vypocitana a jeji vysledek je na
obrazku 19. Indigo se vyskytuje pouze v monomerni form¢ s pikem u 262 m/z a se svym
sodikovym aduktem pii 284 m/z (obr. 20) [46]. Vypoctena isotopova distribuce v molekule
indiga je zobrazena na obrazku 21. K pruské modfi nebylo moZzné v jejim hmotnostnim
spektru pfifadit Zadny charakteristicky pik. Pruskd modf miZe byt komplexni slou¢eninou
hydratu hexakyanoZeleznatanu draselno-Zelezitého KFe[Fe(CN)g]-xH,O nebo se také uvadi
Fe4[Fe(CN)g]s-14-16H,0. Koordinatni komplex [Fe(CN)s]* byl patrné zasahem laserového
svazku rozbit, a proto se ve spektru neobjevil pik 212 m/z.
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Obrazek 18. Hmotnostni spektrum MALDI-TOF ¢istého ftalocyaninu méd’natého. Oznacené
piky odpovidaji isotopové distribuci v monomeru (vlevo) a dimeru (vpravo).
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Obrazek 19. Vypoctena distribuce hmotnosti molekul ftalocyaninu méd’natého podle

zastoupeni jednotlivych isotopu.
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Obrazek 20. Hmotnostni spektrum MALDI-TOF samotného indiga.
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Obrazek 21. Vypoctena distribuce hmotnosti molekul indiga podle zastoupeni jednotlivych

isotop.

4.3.1 Nestarnuté vzorky

Po zméfeni samotnych barviv nasledovala analysa jejich suchych smési s uhliitanem
vapenatym a olovnatou bélobou (2PbCOs;'Pb(OH);). Obé modie byly detekovany
i ve smésich s nejniz§im obsahem barviva, tj. pfi 0,01 hm. % (viz kap. 2.2). Pfidana matrice
2,5-dihydroxybenzoova kyselina, ktera méla napomoci ionisaci molekul barviva a tim
i zlepSeni detekce, neméla na detekci barviv vliv, a protoZe spektra spiSe komplikovala,
nebyla pozdéji k dal§im vzorkum pfidavana.

Dale byly analysovany nestarnuté barevné vrstvy ftalocyaninu méd’natého a indiga,
které byly pfipraveny smichanim jejich suchych smési se Inénym olejem. Mikrovzorky byly
seSkrabnuty z povrchu barevnych vrstev a na vzorkovaci desticku byly naneseny spolu
s roztokem 30% acetonitrilu s 0,2% trifluoroctovou kyselinou. Pik odpovidajici monomeru
ftalocyaninu méd'natého se podafilo identifikovat pii koncentraci 0,03 %, dimer byl nalezen
az pii koncentraci 0,1 % (obr. 22). Indigo bylo nalezeno dokonce pii koncentraci 0,01 %

barviva v suché smési (obr. 23).
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Obrizek 22. Hmotnostni spektrum MALDI-TOF ftalocyaninu méd'natého o koncentraci

0,1 hm. % v olejovém pojivu. Dimer ftalocyaninu je modie zakrouzkovan.
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Obrazek 23. Hmotnostni spektrum MALDI-TOF nestarnutého vzorku barevné vrstvy
obsahujici 0,01 hm. % indiga.
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4.3.2 Starnuté vzorky

Stejnym zpusobem byly pfipraveny k méfeni i vzorky uméle starnutych barevnych
vrstev ftalocyaninu méd’natého a indiga. Ac¢koliv nejméné koncentrované vzorky indiga byly
zabarvené pouze doZluta zpolymerovanym Inénym olejem a viditelnou spektrofotometrii ani
lidskym okem nebylo mozné zachytit naznak modré barvy, hmotnostni spektrometrie
MALDI-TOF dokazala i v takovych vzorcich detekovat pfislusné barvivo. Ftalocyanin
meédnaty a indigo (obr. 24) se podafilo detekovat ve starnutych vzorcich barevnych vrstev
dokonce pfi koncentraci barviva 0,01 %. Ve hmotnostnim spektru starnutého indiga se
podafilo nalézt pouze velmi malé mnoZstvi molekulovych ionti isatinu 147 m/z a témér zZadné
molekulové ionty anhydridu kyseliny isatoikové 163 m/z, které jsou podle publikace [45]
degradacnimi produkty indiga. Zato u starnutych vzorka se vyrazné zvysil pik pfi 137 m/z,
coz by podle obrazku 25, prevzatého z publikace autori Muraganandam a Buttacharya [47],
mé] byt molekulovy iont kyseliny anthranilové.
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Obrazek 24. MALDI-TOF hmotnostni spektrum starnutého vzorku barevné vrstvy obsahujici
0,01 hm. % indiga.
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Obrazek 25. Schéma vzniku kyseliny anthranilové z isatinu ve starnutych vzorcich.

Vypracovana metoda identifikace modrych barviv byla aplikovana na realny vzorek
pojmenovany Kubismus, ktery obsahoval velmi maly fragment modré barevné vrstvy. Pro
uspésnou identifikaci ftalocyaninu méd’natého v redlném vzorku bylo zapotiebi odhadem
méné nez 1 pg (Obrazovéa piiloha obr. IV). Ve vzorku se podafilo bezpecné prokazat

ftalocyanin méd’naty (obr. 26).
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Obrazek 26. Hmotnostni spektrum MALDI-TOF realného vzorku Kubismus s dobie

odlisenym signalem dimeru ftalocyanin méd’naty.
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4.4 Identifikace pFirodnich ¢ervenych barviv a pigmentu

4.4.1 Identifikace ¢ervenych barviv a pigmenti infradervenou spektroskopii

Pfirodni Cervena barviva a pigmenty byly analysovany nejprve infraCervenou
spektroskopii. Ukazalo se, Ze infraCervena spektroskopie neni pro identifikaci Cerveni vhodna,
protoZe je touto metodou velmi obtizné rozliSit i jen samotna jednotliva antrachinonova
barviva kwili jejich podobnému zakladnimu skeletu (kap. 1.2). Navic jsou pasy minoritné
zastoupenych barvicich latek prekryty intenzivnimi pasy anorganickych latek, na které jsou
barviva vysraZena nebo jsou snimi smichana jako plniva. Problematika identifikace

organickych Cervenych barviv pomoci FTIR je podrobné fesena v mé diplomové praci [48].
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Obrazek 27. Infraervena spektra ziskana metodou ODRAZ karminovych latek.

Ve spektrech Sipkou je ozna&en jediny spole&ny pik u 772 cm™.

Na obrazku 27 jsou uvedena infrafervena spektra ziskana metodou ODRAZ kyseliny
karminové a materiali, ve kterych je obsaZena. Obsah kyseliny karminové lze ve v§ech

spektrech potvrdit pouze podle jednoho malo intenzivniho pasu pfi 772 cm™. Ve spektrech
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ziskanych metodou DRIFTS vsak nebylo mozné nalézt ani jeden jeji pas (obr. 28). Na zakladé
jediného prikazného pasu v odrazovych spektrech nelze karmin ve smésich s pojivy
spolehlivé identifikovat. Vybrany pas lze proto pouZit pouze jako dopliiujici nastroj

v kombinaci s dal§imi analytickymi metodami [42].
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Obrazek 28. Infraervena spektra ziskana metodou DRIFTS karminovych latek.
Ve spektrech nebyl nalezen jediny spolecny pik.

4.4.2 Identifikace ervenych barviv a pigmenti pomoci MALDI-TOF MS

Hmotnostni spektrometrie na principu MALDI-TOF byla v této praci poprvé pouzita
k identifikaci Cervenych organickych barviv a pigmentu piirodniho pivodu: dradi krve,
karminu, koSenily, kraplaku, lakaové Cervené a rotholzextraktu. Z uvedenych barviv a
pigmentu se i bez piedeSlého enzymového §tépeni barviv podafilo nalézt molekulovy iont
barvici latky u draci krve, karminu, koSenily a lakaové Cervené (obr. 29 a 30). Neuspéch
v pfipadé rotholzextraktu je pravdépodobné zplisoben silnou adsorpci barviva na anorganicky

substrat. U karminu je barvici latka nejspiSe v nadbytku, proto se barvivo dostalo do roztoku a
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mohl tak byt ve spektru identifikovan jeji molekulovy iont. Kraplak byl enzymové §tépen
v podobé ususenych rostlinnych &asti, pravdépodobné proto se do roztoku neuvolnila Zadna
barvici latka; napf. alizarin a purpurin. Bohatou smés peptidu pochazejicich z doprovodnych
proteind, ktera vznikla po enzymovém rozkladu, se podafilo zméfit jen u koSenily a karminu —
pigmenti Zivo¢i§ného ptivodu.

Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF byla pouzita pro identifikaci Cerveného
antrachinonového barviva — koSenilového karminu, ktery je tradicn€ vyrabén z hmyzu.
Identifikace barviva je zaloZena na porovnani peptidovych §tépt vzniklych trypsinovym
Sté€penim proteini asociovanych s barvivem obsaZzenym v usuSenych télech hmyzu Coccus
cacti, které doprovazi barvivo s peptidovymi fragmenty komeréné dodavaného barviva —
karminu (obr. 31). KoSenilovy karmin byl posléze zjistén v barevné vrstvé realného vzorku
(obr. 32) odebraného zopony Karlinského divadla postizeného povodni vroce 2002.
Hmotnostni spektra jsou spolehlivéj§im diukazem nez pouha pfitomnost proteint
asociovanych k barvivu, jak je popsano v ¢lanku [34]. Tento vysledek je také mnohem
cennéjSi neZ identifikace Cerveni diky podobnosti UV-Vis spekter 9,10-antrachinonovych

barviv, ktera se ovSem li§i na zakladé€ pivodu barviva.
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Obrazek 29. Hmotnostni spektrum MALDI-TOF drafi krve s molekulovym iontem

dracorhodinu (m/z 266) o vzorci Cy7H;40s5.
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Obrazek 30. Hmotnostni spektrum MALDI-TOF lakaové ¢ervené s molekulovym iontem

kyseliny lakaové formy A (m/z 537) o vzorci C;6H19NOj 5.
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Obrazek 31. Hmotnostni spektrum MALDI-TOF trypsinového §tépeni komeréné dodavaného

karminu 42100. Ozna¢ené hmotnosti odpovidaji proteinovym $tépim z Coccus cacti.
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Obrazek 32. Hmotnostni spektrum MALDI-TOF trypsinového S$t€peni Karlinské opony.

Oznacené hmotnosti odpovidaji proteinovym §t€pim z Coccus cacti.
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5. Zavér

Jednim z cilti této prace bylo pomoci FTIR a hmotnostni spektrometrie na principu
MALDI-TOF gzjistit nejniZsi koncentrace nemineralnich modrych barviv jak v Eerstvych, tak i
v uméle starnutych vzorcich, pfi kterych by byla detekce indiga, pruské modie a ftalocyaninu
méd’natého v odlisné pfipravenych vzorcich jesté spolehliva. Identifikace nemineralnich
modrych pigmentl je jinymi analytickymi metodami téméf neuskute€nitelnd, ackoliv jejich
detekce je restauratory velmi Zadana. Vybrand modrd barviva totiZz umozZiuji alespoii

pfibliznou dataci uméleckych dél, a tim mohou napomoci i k ovéfeni jejich pravosti.

FTIR je vhodna pro identifikaci tfi béZn¢ pouZivanych nemineralnich pigmenta:
indiga, pruské modife a méd’natého ftalocyaninu, které jsou velmi dtleZité pro mozZnost
datovani uméleckych dél. Problémy s deformacemi infraervenych spekter derivaénimi pasy
je mozZné vytesit pfipravou mikrotomovych fezi. Mikrotomové fezy jsou sice nejvhodnéjsi
pro méfeni transmisni technikou, ale v naSem pfipad¢€ se vice osvédcilo reflexné absorpéni
méfeni. V ptipadé¢ modelovych vzorkd lze mikrotomové fezy ziskat pomémé snadno, ale u
realnych vzorkl je vétSinou neni mozné ziskat, protoZe byvaji ¢asto velmi nehomogenni a
tudiz 1 kiehké. ProtoZe by se b&€hem pokusi o pfipravu kvalitniho mikrotomového fezu
spotiebovala zna¢na ¢ast vzacného realného vzorku, ktery je ale nutné archivovat, a navic by
se po kazdém odkrojeni fezu musela znovu délat podrobna stratigrafie barevnych vrstev,
nedoporucujeme fesit kvalitu infratervenych spekter touto komplikovanou upravou vzorku.
Nejjednodus$im feSenim této svizelné situace je proto odrazové méfeni povrchu
neupravenych vzorki. Dodate¢né matematické zpracovani naméfenych spekter -—
Kramersovou-Kronigovou transformaci — pro snadnéjsi identifikaci pouzitych malifskych
materialti v§ak neni vhodné, protoZe odrazova spektra jsou smési spekularni a difusni reflexe,
které nelze od sebe jednoduse oddélit. Identifikaci je proto nejlépe provadét porovnanim
odrazovych spekter zkoumanych realnych vzorki s odrazovymi spektry nami pfipravenych
modelovych vzorkd, ve kterych nastavaji obdobné typy deformaci.

Nejniz§i mozné koncentrace pevnych vzorkii modrych pigmentu, které bylo mozné
zjistit infracervenou spektroskopii u nestarnutych vzorki, jsou pro indigo 0,3-1 hm. %,
ftalocyanin méd’naty 0,3-1 hm. % a pruskou modt 1-3 hm. %. U starnutych vzork se detekce
posunula k vy$§im hodnotam u indiga na 3-10 % hm. a u ftalocyaninu méd’natého na 3 hm. %

barviv v suchych smésich. Barevné zmény vyvolané umélym starnutim byly sledovany
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spektrofotometrii ve viditelném svétle. Posun nejniZSi koncentrace nutné ke spolehlivé
identifikaci k vy$§im hodnotam je u indiga mozZné vysvétlit rozkladem molekul, coZ by mohlo
souviset 1 se zménou barevnosti béhem umélého starnuti pozorované difusné reflexni

spektrofotometrii, a u ftalocyaninu méd’natého nejspise sedimentaci jeho molekul do vétsich

Cwwr

*wwr

spolehlivou identifikaci pfiblizné o jeden fad na 0,3-1 hm. %. Tento jev lze vysvétlit
pravdépodobnym rozpadem komplexu Fes[Fe(CN)g]3-14-16H,0 ¢i KFe[Fe(CN)g]-xH,O se
zachovanim skupiny —CN, kterou ve spektru detekujeme a kterou povazujeme za dikaz
pfitomnosti pruské modie (jiné latky pouzZivané v umeéleckych dilech tuto skupinu
neobsahuji). ZlepSeni detekce lze pficist velmi tence nanesené barevné vrstvé a rovnéz ubytku
olejového pojiva, které se vsaklo do podkladové vrstvy. Poznatky ziskané na modelovych
vzorcich byly aplikovany na redlné vzorky. Pruskou modi se podafilo uspésné detekovat
v pfemalbé deskového obrazu datovaného do roku 1500 a ftalocyanin méd’'naty v modernim
obrazu, ktery byl ptivodn€¢ datovan do obdobi pfed komerénim roz§ifenim tohoto barviva,
tj. pred roky 1935-1938.

Vysledky ziskané infracervenou spektroskopii byly vyrazné pfekondny hmotnostni
spektrometrii na principu MALDI-TOF. U nestdrnutych modelovych vzorkd nemineréalnich
modrych barviv, byt pouze u ftalocyaninu méd’natého a indiga, se podatilo sniZit nejnizsi
koncentraci nutnou pro jejich spolehlivou identifikaci na setiny hmotnostnich procent barviva
ve vzorku. U starnutych vzorkd se ob€ barviva podatilo identifikovat jiz pfi 0,01 hm. %.
BohuZel se porovnanim spekter starnutych a nestarnutych vzorkid indiga nepodafilo nalézt
zadny hmotnostni pik, ktery by indikoval rozpad molekuly indiga. U modelovych vzorkid
pruské modfe se pravdépodobné zasahem laseru rozbil jeji koordinaéni komplex, a tak pro
pruskou modf nebylo mozné nalézt ve spektru Zadny identifikaéni pik. U redlnych vzorku se
podafilo jednozna¢né identifikovat ftalocyanin méd’naty ve vzorku o hmotnosti mens$i nez
1 pg, ktery jiz byl ve vét§im mnozstvi zkouman infraervenou spektroskopii. Potvrdilo se tak,
Ze analysovany obraz nevznikl v dobé&, do které byl ptivodné datovan.

V ptipadé hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF bylo také cilem ukazat mozZnosti této
metody pii identifikaci pfirodnich ervenych organickych barviv a pigmenti. Pomoci
MALDI-TOF MS je mozné né€ktera barviva identifikovat podle jejich doprovodnych proteind

pomoci enzymového Sté€peni, ale Castéji lze barviva i pigmenty identifikovat podle
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molekulového iontu jejich barvici latky, a to dokonce bez jakékoliv predchozi Gpravy vzorku.
Doprovodné proteiny sice vypovidaji o pfimém ptivodu barviva a hmotnostni spektrometrie je
vuci nim velmi citliva, ale protoZe jsou detekovatelné pouze u barviv a pigmentd Zivo¢isného
puvodu, nehodi se pro identifikaci vSech druhii ptirodnich Cerveni. Peptidové §t€py vzniklé
enzymovym rozkladem lze snaze ziskat z ZivoCiSnych materiali neZ z rostlinnych. Proto by
bylo pravdépodobné vhodné pfed samotnym tryptickym §t€penim upravit rostlinné materialy
jinymi enzymy, napf. amylasami, aby se mohly jejich proteiny obsazené v tkanich uvolnit do
roztoku. V ptipadé¢ enzymového rozkladu, ackoliv pro identifikaci Cervenych barviv a
pigmenti neni nutny, lze soucasné identifikovat barvivo a urcit proteinova pojiva, ktera

mohou byt rovnéZ obsaZena v analysované barevné vrstve.

Vysledky této casti disertatni prace ukazuji, Ze pro spolehlivou identifikaci
nemineralnich modrych pigmentd je vhodné kombinovat infraervenou spektroskopii a
hmotnostni spektrometrii na principu MALDI-TOF. Infracervena spektroskopie ma sice vyssi
nejniz§i koncentrace nutné pro spolehlivou identifikaci nemineralnich modti, avSak dokaze
vSechny studované modte identifikovat. Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF je mnohem
citlivéj$i nez infraCervend spektroskopie, ale zatim se ji nepodafilo identifikovat pruskou
modf.

Néami vyvinutou metodu identifikace organickych modrych a Cervenych barviv
a pigmentli pomoci MALDI-TOF MS lze v budoucnu aplikovat i na jina pfirodni barviva a
pigmenty, napiiklad organické Zluté. Velmi zajimavé vysledky by rovnéZz mohlo pfinést
srovnani vSech pfirodnich organickych barviv a pigmentt, pouzivanych v uméleckych dilech,

z hlediska nejnizsi koncentrace nutné pro jejich spolehlivou identifikaci touto metodou.
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7. Seznam pouzitych zkratek

ESIMSD
GC-FID

HPLC

MALDI-TOF
MS

TPCK
MTBSTFA
Py-GC-MS

SEM/EDX

elektro-spray ionizace v hmotnostné detekéni spektrometrii

gas chromatography-flame ionisation detector (plynova
chromatografie s plamenovym ionisa¢nim detektorem)

high performance liquid chromatography (vysoko ucinna
kapalinova chromatografie)

matrix-assisted laser desorption-ionization time of flight

mass spectrometry (hmotnostni spektrometrie)
L-1-tosylamid-2-fenylethylchloromethylketon
N-tert-butyldimethyl-silyl-N-methyltrifluoroacetamid
pyrolysis-gas chromatography mass spectrometry (pyrolysni
plynova chromatografie)

fadkovaci elektronovy mikroskop s energeticky-disperznim

analysatorem rentgenového zafeni
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8. Obrazova priloha

indigo pruska modi ftalocyanin méd’naty
nestarnuté  starnuté nestarnuta  starnuta nestarnuty  starnuty

Obrizek 1. Fotografie nestarnutych a starnutych modelovych barevnych vrstev indiga, pruské
modfe a ftalocyaninu méd’natého.

Obrizek II. Obraz Panny Marie Ochranitelky datovany do roku 1500 a studovany fragment
s analysovanou modrou pfemalbou. (Foto archiv AVU Praha.)
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Obrazek III. A: Fotografie ultramikrotomového fezu modelové barevné vrstvy obsahujici
30 % hm. ftalocyaninu méd’natého. B: Fotografie ultramikrotomového fezu realné barevné

VIStvy.

Obriazek IV. Fotografie spotu na méfici ocelové desti¢ce béhem méfeni hmotnostniho
spektra metodou MALDI-TOF. Fragment realného vzorku nazvaného Kubismus obsahujici
ftalocyanin méd’naty je oznacen Sipkou.
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