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SOUHRN

Ukolem mé diplomové prace bylo zjistit, jakym zptisobem ovliviiuji anorganické
pigmenty identifikaci kaseinové olejové tempery a klihové tempery pomoci hmotnostni
spektrometrie MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation — Time of
Flight Mass Spectrometry). Nejprve bylo potieba piipravit soubor modelovych barevnych
vrstev temper svybranymi deseti anorganickymi pigmenty. Pak metodou peptidového
mapovani ziskat hmotnostni spektra vzorki a porovnat peptidové Stépy obou temper.
Nakonec bylo mozné urcit charakteristické peptidové St€py pro obé proteinova pojiva
VvV temperach a zjistit, které pigmenty nejvice ovliviiuji identifikaci kaseinu a krali¢iho klihu
touto metodou.

Ziskané hodnoty m/z kaseinové olejové tempery a klihové tempery byly pouZity

ke zkvalitnéni a doplnéni databaze referen¢nich proteinovych pojiv, ktera slouzi k identifikaci

proteinovych pojiv v uméleckych dilech na Vysoké Skole chemicko-technologické v Praze.



SUMMARY

The task of this diploma thesis was to investigate the influence of inorganic pigments
on the identification of casein oil and animal glue tempera by mass spectrometry MALDI-
-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation — Time of Flight Mass
Spectrometry). First, it was necessary to prepare a set of model colour layers containing
casein and animal glue tempera together with ten inorganic pigments. Consequently, the
method of peptide mass fingerprinting was used to obtain mass spectra of the samples.
Finally, it was possible to compare and determine the characteristic peptide fragments for
both proteinaceous binders and find pigments that most affected the identification of casein

and rabbit glue temperas.

The obtained values of m/z casein oil tempera and animal glue tempera were used to
improve and complete reference database of protein binders that is used to identify protein

binders in works of art at the Institute of Chemical Technology in Prague.
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1. UVOD

Jiz od pradavna ¢lovek rad vyuzival rizné barvy ke zdobeni svého obydli, odévi i téla.
Ke spojeni sypkych barviv a pigmentd zacal pouzivat riizna, v dané dob¢ dostupna, pojiva.
Tyto pojiva se rozliSuji podle prevladajici sloZky na proteinova, olejova, polysacharidova
nebo pryskyfi¢na. V soucasné dobé¢ je Kk zachovani historickych uméleckych d¢l zapotiebi
rozpoznat ruzné malifské techniky, Kk ¢emuz nam napomaha spravna identifikace pouzitych
organickych materiald. Vzhledem k tomu, Zze vétSina malifti si michala barvy sama a své
receptury drzela v pfisné tajnosti, se mnoho historickych postupli malifskych technik

nedochovalo.

Pfesnou analyzou materiald, tj. pigmentd a pojiv, 1ze tyto metody malby znovu ozivit.
Znalosti technik nam umoznuji dila restaurovat stejnym zpisobem, jakym byla kdysi
vytvofena. Vysledky analyz mohou byt také vyuzity historiky k zatazeni uméleckého dila
do ¢asového obdobi, eventualné mohou napomoci s rozpoznanim nékteré malifské Skoly a
zakd jednotlivych Mistri. Mnoho uméleckych dél bylo kopirovano, napodobovéano a
vydavano za originaly slavnych a cenénych umélct. Piesna znalost technik vyuzivanych
danym autorem nam mize napomoci tyto falsifikaty ¢i kopie rozpoznat. Vzhledem ke kvalité
nékterych malifskych postupt, které provéfil ¢as, je mnoho starodavnych receptur vyuzivano i
dnesnimi malifi.

V soucasné dobé je jednou z nejmodernéjSich a nejpfesnéjSich metod analyzy
proteinovych pojiv hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonisation — Time of Flight). Tato metoda nam umoziuje rozpoznat proteinova

pojiva jakymi je napiiklad zloutek, celé vejce, kasein a klih.



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Struktura vrstev uméleckych dél

Struktura obrazu musi byt po technické strance diimysIn€ promysleny celek, aby se co
nejlépe zabranilo jeho zkaze. Technické typy vystavby jsou uzce spojeny s obdobim,

ve kterém vznikaly, protoze technicky styl se odviji od estetického slohu dané doby.

Nejspodnéjsi vrstvu tvoii podlozka (obr. 1), ktera mize byt z riznych materialt:
dfeva, platna, kovu, papiru, lepenky, kamene, skla, umélych hmot a podobné. Na ni byva
zpravidla nanesen podkladovy nétér, jimz se upravuje struktura podlozky. Podklad je sloZzen
z anorganickych plnidel, pigmenti a pojiva. Anorganickd slozka mtze byt pifirodni kiida
(uhli¢itan vapenaty), sadra (siran vapenaty) nebo riizné druhy pfirodnich hlinek. Pokud tyto
hlinky obsahuji oxidy Zeleza nebo maji cervenohnédé zbarveni, oznacCujeme pak tyto
podklady jako bolusové. Podle pojiva rozliSujeme podklady na klihové, olejové a emulsni.
Na podkladovou ¢ast se nanasi tenka vrstvicka izolace, ktera zabrafiuje vsakovani pojidel
barev do podkladu. Izolace mize byt natér Zelatiny nebo pryskytiéného ¢i olejového laku.
Nasledné se vytvaii samotnd malba, ktera se miiZze skladat z vétSiho poctu vrstev. Tyto vrstvy
mohou byt vytvofeny rtiznymi technikami. Hlavnimi slozkami malby jsou pigmenty a pojiva
pfipadné né&které dalsi piisady, které ovliviuji vlastnosti malby. Nakonec se nanasi ochranna

vrstva [1].

y — D

Obrazek 1. Struktura deskového obrazu: A — podlozka, B — podkladova vrstva, C — izolace,
D — barevna vrstva (smés pigmentt s pojivy), E — ochranna vrstva (lak, lazura,

vosk) [1].



2.2 Anorganické pigmenty
2.2.1 Bilé pigmenty
2.2.1.1 Plavena kiida

Plavena kiida (CaCOs3) vznikd rozpadem schranek moiskych mikroorganismd.
Nejcastéji jde o planktonické foraminifery a hlavné kokolity (schranky fas fadu
Coccolithophoridaea), ale i jiné organické zbytky (obr. 2) [2]. Pfirodni kiida se nalame
na kusy a necha se vétrat po dobu jednoho roku, pak se roztluc¢e a rozemele ve vod¢ a dale se

plavi [3].

Plavena kiida vynika svou bélosti, jemnosti a mékkosti, ale ma velmi nizkou kryvost,
proto se pouZzivala jako podkladovy material. Dnes se vyuziva jako plnivo, jako podkladovy

material a substrat pro vyrobu barev [3].

pKs: 8,35

Obrazek 2. 3D mikrofotografie kokolitu tasy Coccolithus pelagicus z elektronového

mikroskopu [4].
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2.2.1.2 Olovnata béloba

Olovnata béloba (zasadity uhli¢itan olovnaty: 2PbCO3.Pb(OH),) je jeden z prvnich
umeéle piipravenych pigmenta (4. stoleti pt. n. 1.). Zptsobt pfipravy tohoto pigmentu je vice.
Jeden z nich je srazeni roztoku octanu olovnatého roztokem uhli¢itanu sodného. Olovnata
béloba byla pouzivana ve vajeéné tempetfe, akvarelu a Vv klihovém pojivu. Vzhledem

ke svému silnému antikoroznimu G¢inku proti moiské vod¢ se vyuziva i na natéry lodi [3].

Olovnata béloba je jedovata, velmi stala na svétle a jeji kryci schopnost je velmi
vysoka obzvlasté v oleji. Pti styku se sulfanem ve vzduchu tento pigment ¢erna (vznika sulfid

olovnaty: PbS), ale v olejomalb¢ kryté lakem k tomu nedochazi.

2.2.1.3 Titanova béloba

Klasicka sulfatova vyroba oxidu titani¢itého (TiO2) vyuziva titanovou rudu ilmenit
(FeTiO3), ktera se louzi v koncentrované kyseling sirové (rov. 1). Podle zptsobu hydrolyzy je
produktem anatasova nebo rutilova béloba, které se 1iSi v usporadani, kryci mohutnosti,

indexem lomu a barvicimi schopnostmi [3].

FeTiO3 + H,SO4 — FeSO4 + TiO;, + H,O Rovnice 1

Titanova béloba se zaala pouzivat jako pigment az v roce 1920 a v dnes$ni dob¢ patii
mezi nejuzivangjsi bilé pigmenty. Je nejbélejsi a ma nejvetsi kryvost z bilych pigmentu.
Na svétle je velmi stala a snasi se dobfe s ostatnimi pigmenty a pojivy. Je velice odolna viici
zfedénym kyselinam a zasadam a neni jedovata [3]. Vzhledem k tomu, Ze neni jedovata,

pouziva se jako bélici latka také v potravinafstvi a piidava se do zubnich past [5].



2.2.2 7Zluté pigmenty
2.2.2.1 Auripigment

Pfirodni mineral auripigment (As;S3) [6] se zpracovava mletim, promyvanim a
prosévanim. Synteticky auripigment se ptipravuje bud’ tzv. suchou cestou piimo z prvki a
poté se Cisti sublimaci (poprvé dolozeno roku 1758). Lze jej pfipravit také sraZenim z roztoku
tzv. mokrou cestou, ale takto vyrobeny minerdl se pravdépodobné nevyuzival jako
pigment.[3]. Byl vyuZivan jiz v Antice a v mnoha stfedovékych perskych a byzantskych
iluminovanych rukopisech. Déle se pouzival na nasténné malby ve stiedni Asii a Cing.
V Evropé se pouzival na deskové malby. Bézné z n€j spolu s indigem byla pfipravovana

zelena barva. V dnes$ni dobé se jiz nevyuziva [3].

M4 krasny zlatozluty odstin, dobrou kryvost a je staly na svétle. Je odolny vaci
zifedénym kyselinam i zdsadam. Neni misitelny s méd’natymi a olovnatymi pigmenty, s nimiz

vytvaii ¢erné sulfidy. Je prudce jedovaty [3].

pKs: 28,40

2.2.2.2 Kadmiova zlut’

Kadmiova zlut’ (CdS) se ptipravuje dvojim zptisobem. Mokry zptisob ptipravy spociva
ve sraZzeni kademnatych soli alkalickymi sulfidy nebo sulfanem a suchy zplisob je zahtivani
kovového kadmia, oxidu nebo uhli¢itanu kademnatého se sirou bez pfistupu vzduchu
pti 300-500 °C. Kadmiova Zlut se vyuzivd v malbé od roku 1829 a je vhodna ke vSem

malifskym technikam kromé¢ fresky, kde je pouziti sporné [3].

Kadmiovéa Zlut mlze mit rizné odstiny, coz zavisi na velikosti a tvaru castic,
krystalické struktufe, aglomeraci a pfitomnosti jinych mineralt [7]. Ma vysokou kryvost,
stalost na svétle je riznad. Kadmiovou Zlut' neni vhodné misit s méd’natymi a olovnatymi
pigmenty, protoze s nimi vytvaii ¢erné sulfidy a dochazi k Sednuti nebo hnédnuti barvy [1].
Ve vlhku muZe naopak blednout nasledkem oxidace [8]. Je nerozpustna ve ziedénych
mineralnich kyselinach, zasadach, kyselin¢ octové a teploty do 300 °C ji neovliviiuji. Neni
toxicka [3].



2.2.3 Cervené pigmenty
2.2.3.1 Rumélka

Pfirodni rum¢lka (HQS) se pfipravovala mletim mineralu cinabaritu, coz je Cerveny
nizkoteplotni mineral [6], a opakovanym promyvanim. Synteticka pfiprava probiha opét bud’
suchou cestou, sublimaci, nebo mokrou cestou, kterd je zaloZzena na preméné Cerné
modifikace sulfidu rtutnatého zahiivanim v roztoku sulfidu amonného nebo draselného.
Tento zpusob byl objeven v roce 1687 a je dnes jediny zptsob vyroby v Evropé. [3] Piirodni
rumélka byla znama jiz v 6. stoleti pfed nasim letopoétem v Recku a byla identifikovana
v mnoha evropskych malbach téméf z kazdého obdobi. Castéji se pouzivala v tempeie a

akvarelu nez v olejomalbé [3].

Odstin pigmentu mize byt od intenzivné Cervené az po ostfe cervenooranZzovou barvu.
Ma vysokou kryvost. Je odolny vii€i zasadam, zfedénym 1 koncentrovanym kyselinam kromé
lucavky kralovské. Ackoliv se jedna o sulfid, nereaguje s ostatnimi pigmenty. Je povazovany
za svétlostaly pigment, ale v nékterych piipadech doSlo k ztmavnuti (pfeména hexagonalni

rumélky na ¢erny kubicky cinabarit), které je vSak vratné [1].

pKs: 26,10

2.2.3.2 Zelezita &erven

Zelezita erven (Fe,O3) se pfipravuje srazenim z roztokii Zelezitych a Zeleznatych soli
nebo tepelnym rozkladem. Dalsi zptisob ziskani tohoto pigmentu je mleti pfirodniho mineralu
hematitu [3]. Pfipravu tohoto pigmentu uvadi jiz Plinius star$i (zil v 1. stoleti naseho
letopoctu) [9]. V dnesni dobé patii mezi nejvyznamnéjsi komeréné vyrabény pigment.

Odstin tohoto pigmentu je rtizny, od Cisté Cervené az po Cervenohnédou barvu, coz
zavisi napfiklad na dobé zihani. Na svétle je velmi stdly a md vysokou kryvost a

barvivost [1].



2.2.4 Zelené pigmenty
2.2.4.1 Chromoxid bezvody (tupy)

Chromoxid bezvody (Cr,O3) se pfipravuje se tepelnym rozkladem dichromanu
amonného (rov. 2) nebo redukci dichromanu draselného nebo sodného dievénym uhlim,
pilinami, melasou apod. Poprvé byl pouzit v roce 1809 v tovarné na porcelan. O néco pozdéji

byl vyuzivan i v malbé, ale mén¢ nez dihydrat oxidu chromitého [3].

(NH4)2CI’207 — No+Cr,03+ 4 H,0O Rovnice 2

M4 nevyrazny barevny odstin, ale ma velmi dobrou barevnou vydatnost a kryci
schopnosti [1]. Je stabilni a odolny k zdsadam, kyselinam i vysokym teplotam. Dobie se snasi
se vSemi pojivy i pigmenty [3]. U tohoto pigmentu vzniklo podezieni na karcinogenni a

alergenni ucinky [7].

2.2.4.2 Médénka

M¢dénka je oznaceni pro méd’naté octany rizného slozeni, jeji nejbéznéjsi sloZeni se
uvadi vzorcem Cu(CH3COO),.H,0. Jiz ve starém Recku a Rimé se médénka vyrabéla uméle
tak, Ze médéné desky polévali vinnou tresti, moc¢i a octem. Produktem byla smés zasadité a
neutrdlni médénky, kterd se rozdé€luje pomoci koncentrované kyseliny octové. Dale se
pfipravuje srazeci reakci roztoku siranu meédnatého a octanu olovnatého, barnatého a

vapenatého [3].

Diky svému riiznorodému sloZeni mize byt mé€dénka zelena, modrozelena az modra.
U zésadité¢ médénky dochdzi v oleji a vajené tempete ke zmeéné odstinu do zelena. Smési
medénky s pigmenty obsahujici siru ve vodném pojivu tmavnou (vznikd sulfid), kdezto
s olejovym pojivem se neméni. M4 dobrou odolnost viici svétlu. Je citliva na zahtati (rozklada
se na ¢erny oxid méd’naty) a zadsady (méni se na modry hydroxid). Miize plisobit destruktivné

na papir [3].



2.2.4.3 Svinibrodska zelen

Synteticka svinibrodska zelen (Cu(CH3COQ),.3Cu(AsOy),) se vyrabi srazenim a
krystalizaci. V minulosti byly dulezité dva zplsoby vyroby: sulfatovy a octanovy. Pouzivala

se k napodobeni patiny na bronzovych sochach, tisku tapet a v dekorativnim malifstvi [3].

Odstin pigmentu je zafivy, bledé az tmavé zeleny podle zptisobu vyroby. Ma dobrou
kryci schopnost, odolnost proti povétrnosti a je staly na svétle. Rozpousti se vV mineralnich
kyselinach a za horka se rozklada v zasadach. S pigmenty obsahujicich siru ¢ernd. Rozklada

organické laky a je prudce jedovata, proto uz se prakticky nepouziva [1].

2.3 Pojiva

Latky, tid$i nebo hust$i konzistence, které slouzi k dokonalému spojeni praskového
pigmentu tak, aby vznikla kaSovitd forma roztiratelnd Stétcem, nazyvame v malifstvi pojiva.

Jako pojidla se pouzivaji naptiklad rizné pryskyftice, vosky, oleje, emulse a vodové pojiva.

Ptirodni pryskyfice vznikaji z balzamii, coZ jsou sirupovité, husté siln¢ lepivé tekutiny
vylu¢ované z riznych rostlin. Mezi pryskyfice patii tfeba kalafuna, Selak, mastix a kopaly.
Vosky rozliSujeme na rostlinné, zivo¢isné a syntetické a jsou to estery vySSich mastnych
kyselin a vyssich alkoholli. Mezi nejznaméjsi vosky patii véeli vosk, parafin, japonsky vosk a
karnaubsky vosk. Oleje rostlinného plvodu jsou slozité smeési esterii glycerolu a vyssich
mastnych kyselin. Oleje délime na tuhnouci (napt. Inény, makovy), polotuhnouci (naptiklad
slunecnicovy, sdjovy) a netuhnouci (napt. olivovy, ricinovy). Emulse je kapalina, v niz jsou
rozptyleny velmi jemné ¢astice druhé kapaliny. Mezi emulse patii mléko a vajeény zloutek
(kap. 2.3.1). Vodova pojiva jsou koloidni latky, které maji velkou lepivost. Podle ptivodu je
rozdélujeme na rostlinné, napt. arabskd guma a Skrob, zivoc¢isné napt. klihy, zelatina, kasein,

bilek a albumin (kap. 2.3.1) [1].



2.3.1 Proteinova pojiva
2.3.1.1 Kasein

Kasein je sloZzena bilkovina takzvany fosfoprotein vyskytujici se v mléce ve formé
vapenatych soli [10]. V kravském mléce je 80 % proteini tvoieno pravé kaseinem, a to
a-kaseinem (42 %), B-kaseinem (25 %), y-kaseinem (4 %) a k-kaseinem (9 %). Zbylych 20 %
proteind tvofi a-laktalbumin, sérovy albumin, B-laktoglobulin, imunoglobulin a polypeptidy

[11]. Kasein v mléce vytvaii micely (obr. 3).

Obrazek 3. Micela kaseinu potizena elektronovym mikroskopem [12].

Kasein se pripravuje bud’ kyselym srazenim, které je zalozeno na pusobeni kyseliny
nebo sladkym srdZenim, které probiha plsobenim syfidla (nejcastéji enzym chymosin
z telecich zaludki). Pii obou postupech dochdzi na rtizném principu K poruseni stability
kaseinovych micel. Pak nasleduje promyti a vysuSeni [13]. Kaseinovy prasek je ve vodé
nerozpustny, pouze v ni bobtna. Nabobtnaly kasein lze rozpustit mirnym zahfanim s alkalii.
Kasein je typicky ireversibilni koloid, nebot’ po zaschnuti je ve vodé nerozpustny. Zaschly
kasein je velmi kiehky, proto neni pfili§ vhodny k pouziti na pohyblivych podlozkach
zejména na platno. Kasein je zndm jiz z antickych dob, jako silné a nerozpustné lepidlo. Jako
pojidlo barev se zacal vyuzivat v baroku v nasténnych technikach, vzhledem k tomu, Ze se

S nim poji nerozpustné soli a jeho mala pruznost zde také nevadi [1].



2.3.1.2 Klihy a Zelatina

Zelatina a klih jsou ¢asteéné hydrolyzaty kolagenu. Kolagentl je znamo 27 rozdilnych
typu a je to nejvetsi skupina zivociSnych bilkovin. Jeho ndzev je odvozen z feckého colagené,
coz znamend klihodarny. Kolagen se tvofi v buiikach vazivovych (fibroblastech),
chrupavkovych (chondroblastech), kosti (osteoblastech) a v epitelovych bunikach. Molekula
kolagenu je tvofena pfevazné aminokyselinami glycinem, prolinem, hydroxyprolinem a
hydroxylysinem. Sklada se zfetézct, které tvoii trojitou levoto¢ivou Sroubovici, kterou

nazyvame tropokolagen (obr. 4), diky niZ jsou kolagenni vlakna velmi pevna [14].

Obrazek 4. Schématické zobrazeni tropokolagenu [15].

Klihy a Zelatina jsou tvofeny dlouhymi fetézci vysokomolekularnich polypeptidu.
Tyto fetézce maji rozdilnou molekulovou hmotnost. Molekulovd hmotnost klihu se udava
mezi 20.000 a 250.000 [16] a u Zelatiny je v rozmezi 20.000 az 100.000 Da [17]. Ziskavaji se
vyvafenim materialli obsahujici kolagen jako napfiklad kosti, chrupavky, rohoviny a kiize
(obr. 5). Zelatina vznika del§im vyvafenim pii niz§ich teplotach, a proto obsahuje vice
nestépeny kolagen. [18]. Takto ziskany material neni Cisty, ale obsahuje jesté jiné bilkovinné

slozky (kreatin, elastin, mucin, chondrin) a riizné anorganické soli [1].
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Obrazek 5. Schéma vzniku Zelatiny [14].

Podle surovin, z nichz byl klih vyroben, rozlisujeme nekolik jeho typt, které se lisi
molekulovou hmotnosti, podilem necistot a svymi vlastnostmi. Mezi nejbézné&jsi typy kliha

patii kozni klih, kostni klih a rybi klih.

¢ Kostni klih je kysely, jeho pH se pohybuje v rozmezi mezi 5,8 az 6,3, a proto je potieba
jeho roztok neutralizovat. Vzhledem k tomu, Ze mize obsahovat tuky a lipidy je jeho

lepivost nizsi nez u kozniho klihu [1].

e Kozni klih je kvalitn€jsi nez kostni klih, jeho pH je v rozmezi 6,5 az 7,4 a ma vétsi
lepivost. Do obchodl ptichazi ve formé kraliciho klihu nebo Zelatiny. Jejich vyhodou
oproti kaseinu je relativné velka pruznost, pokud ovSem neztrati velké mnozstvi vody,
coz muze byt zplsobeno nadmémym suchem nebo vystavovanim pfili§ vysokym

teplotam. Pozlacovaci a ramafi povazuji krali¢i klih za nejlepsi [1].

e Rybi klih se pfipravuje z rybich kosti a chrupavek, je velmi jemny a €isty. Nejkvalitnéjsi
klih je vyzina (typ rybiho klihu), ktera je Cird, netmavne a mé nejsilné;si lepici ucinky.
Vyzina se ziskava ze susenych méchyit vyzy nebo jesetera. Jeji desticky maji perletovy
lesk. Slaby roztok se pouziva jako lepidlo zlata na sklo [19]. Vyznam a kvality vyziny
zminuje jiz Heraklius (10. stol) [20]. Povazuje ji za velmi vhodnou k lepeni zlaté folie

na slonovinu.

Klih se ve studené vodé nerozpousti, ale pouze bobtna. Takto nabobtnaly klih lze
zahfatim rozpustit na sirupovitou tekutinu, ktera vSak po vychladnuti opét rosolovati. Klih
patii mezi koloidy reversibilni, ale tuto vlastnost ztraci pfidavkem néekterych latek (kamence,

formalinu, taninu) nebo staiim [1].

Klih je jedno z nejstarSich adheziv vibec. Stafi Egyptané ho pouzivali jiz 4000 let

pred nasim letopoc¢tem. Prvni tovarni vyroba ve svété byla zalozena roku 1690 v Holandsku a
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dale se rozsifila do Anglie a nasledné¢ do USA. Roku 1754 ziskala Anglie patent na vyrobu
rybiho Kklihu [21].

2.3.1.3 Vaje€na pojiva

Hlavni slozkou vejce je voda, ktera tvoii bez skotapky asi 74 %. Kromé vody je vejce
tvofeno hlavné proteiny, lipidy a v malém mnozstvi organickymi latkami jako naptiklad

vitaminy, enzymy, kyselinami a barvivy [22].

Struktura zloutku je tvofena dvéma fazemi — plazmou a granulemi. Plazma obsahuje
predevsim lipidy (asi 75 % suSiny) a zbytek jsou hlavné proteiny. Je rozpustna ve vode¢.
V granulich pfevazuji proteiny (asi 64 % suSiny) a lipidy (asi 34 % suSiny). Granule jsou

rozpustné az pii vyssi iontové sile [23].

Bilkoviny vaje¢ného Zloutku se vétSinou nenachazi v Cisté formé, ale tvoii komplexy
se sacharidy a lipidy. Mezi vyznamné glykoproteiny ve zloutku patii fosfovitin. Viteliny a
vitelenin tvoii komplexy s fosfolipidy a fadi se mezi lipoproteiny. Lipoproteiny tvoii asi 63 %
proteint zloutku. Jsou tvofeny frakcemi rtizné hustoty (VLDL, LDL, HDL). Snadno podléhaji
denaturaci. Lipidy tvofi asi 33 % suSiny zloutku, z ¢ehoz pfiblizné dvé tfetiny piipadaji

na acyl glyceroly a jedna tfetina na fosfolipidy, steroly a cerebrosidy [22].

Bilek je znejvétsi Casti tvofen vodou (kolem 87 %). Z ostatnich latek prevazuji
proteiny, dale pak sacharidy, mineralni latky a ve stopovém mnozstvi lipidy. Bilek je smési
asi 40 raznych typd proteint, které strukturalné patii mezi fibrilarni i globularni proteiny.
Mezi sedm hlavnich, nejvice zastoupenych proteinti patii ovoalbumin (54 %), ovotransferin
(13 %), ovomukoid (11 %), lysozym (3,5 %), globuliny (4 %), ovomucin (2 %) a avidin
(méné€ nez 0,1%). VSechny proteiny vajecného bilku, s vyjimkou lysozymu, transthyretin
(TBP) a cystatinu, patii mezi glykoproteiny obsahujici kovalentné vazané oligosacharidy [22].

ey ee

ze starého Egypta. Nejvyznamnéjsi vyuziti ma Zloutek a celé vejce ve Zloutkové a vajecné
tempefe. Tyto tempery jsou velmi stalé viici vodé a organickym rozpoustédlim. Samotny
bilek se spiSe vyuzival v kniznich malbach (iluminacich) vzhledem k tomu, Ze po zaschnuti

byly barevné vrstvy pomérné kichké [1].
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2.4 Analyza uméleckych dél

Ke spravnému restaurovani umeéleckych dél je zapotiebi presné urCit veskeré
materidly, které umeélec pouzil. Tyto védomosti ndm mohou poslouzit nejenom k vhodné
renovaci dané¢ho dila, ale také k vylouceni falsifikat, pfipadné napoméhaji urceni autora
nepodepsanych ¢i neparafovanych dé¢l. Pfed vznikem moderni védecké analyzy, pti obnové
uméleckych dé€l, se vychéazelo pouze ze znalosti malifskych technik, které jsou
charakteristické pro dané obdobi. Moderni chemické metody identifikace umoznuji ur€ovani
anorganickych i organickych slozek barevnych vrstev. Analyzu nam velmi ztézuje vrstveni
materiall, rizné smési pojiv, nizkd koncentrace sledovanych latek a v neposledni fadé také

stari prisad.

2.4.1 Metody identifikace proteinovych pojiv

Jedna skupina metod identifikace pojidel jsou rizné typy chromatografii. Jsou to
naptiklad chromatografie na tenké vrstvé (TLC), vysokoucinna kapalinova chromatografie
sreverzni fazi (RP-HPLC), klasicka plynova chromatografie (GC-MS nebo GC-FID) a
pyrolyzni plynova chromatografie (Py-GC-MS).

Nejjednodussi, ale zaroven vhodna jen v nékterych piipadech k urceni kaseinu je
papirova chromatografie na tenké vrstvé (TLC). Zkouska je totiz zaloZena pouze
na ptitomnosti velkého mnozstvi fosforu, ktery kasein oproti ostatnim pojiviim obsahuje.
Pokud je fosfor obsazeny v pigmentu ¢i jiné slozce analyzovaného vzorku jsou vysledky

zkresleny [24].

Ostatni chromatografie jsou zaloZeny na sledovani poméri aminokyselin
Vv proteinovych pojivech. Nevyhodou téchto metod je nutnost pomérné velkého mnozstvi
studovaného vzorku. Napfiiklad pro vysokou¢innou kapalinovou chromatografii (RP-HPLC)
je zapotiebi 10-200 pg [25], pro plynovou chromatografii s hmotnostni spektrometrii (GC-
-MS) 50-100 pg [26], pro plynovou chromatografii s plamenovym ioniza¢nim detektorem
(GC-FID) 0,5 mg [27] a pro pyrolyzni plynovou chromatografii (Py-GC-MS) jen nékolik
mikrogrami [26]. DalSim problémem u vysokoté¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) a

plynové chromatografie (GC) je, ze vzorky vyzaduji ¢asové narocné upravy, jako napiiklad
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hydrolyzu, extrakci a derivatizaci (Maillardova reakce, ptirozené chemické reakce — oxidace,
prokfizeni, dehydratace, kondenzace), coz mize zpisobit ztratu aminokyselin [28]. Mimo
téchto ztrat dochédzi k vzajemnému ovliviiovani s vapenatymi, médnatymi a zelezitymi
kationty, které jsou obvyklou soucésti anorganickych pigmentl a slozek ostatnich materiali.
Tyto interferenci se mohou c¢asteéné eliminovat pfiddnim c¢inidla na vyvéazani kationt
Na,EDTA [29]. Tyto metody nam pomohou identifikovat zakladni proteinova pojiva jako
kasein, klihy a vejce, ale nerozlisi, vzhledem k obdobnému aminokyselinovému slozeni,

jednotlivé klihy jako kostni, krali¢i, kozni a rybi klih [30-32].

Neinvazivni (bez odbéru vzorku) metoda analyzy zkoumaného dila je infracervena
spektroskopie (FTIR). Tato metoda je zalozena na principu, ze ruzné chemické vazby
absorbuji infracervené zafeni riznych vlnovych délek, a tak mohou byt rozpoznany
na zakladé¢ porovnani FTIR spekter s komeréni databazi nebo s vlastnimi referen¢nimi
spektry [33]. Adsorbéni ¢ary v infraterveném spektru mohou byt piitazeny ur¢itym funkénim
skupinam v molekuldch organickych i anorganickych latek — typickym vysledkem je tak
urceni zakladni tfidy materialu (napf. lipid, protein), ne jeho blizsi specifikace [34]. Pokud je

dilo opatieno svrchnim ochrannym lakem, je identifikace pojiva prakticky vyloucena [35].

Dalsi nedestruktivni metodou analyzy pojiv je Ramanova spektroskopie. Tato metoda
méfi spektrum elektromagnetického zafeni rozptyleného diky Ramanové jevu. Ten zptsobuje,
Ze rozptylené zafeni ma nepatrné odliSnou délku od vstupujiciho zafeni. Jako zdroj svétla se
obvykle pouziva vykonny pulzni laser [36]. Ramanova spektra se porovnavaji metodou
hlavnich komponent (PCA) s referen¢ni knihovnou spekter, ktera je dostupna na internetu
[37] nebo s vlastnimi referen¢nimi spektry. Touto metodou skupina védct pod vedenim prof.
Austina Nevina dokazala identifikovat ve zkoumanych vzorcich néktera pojiva jako napiiklad

vyzinu, pergamen a hovézi kostni klih [38].

Jednou z neinvazivnich metod je také totalni emisni spektrometrie zalozena na méteni
fluorescenéniho elektromagnetického zafeni atomi v elektromagnetickém zafeni urcitych
vlnovych délek po excitaci pomoci zafeni laditelného laseru (LIV) [36]. Tato metoda je
pomérné citliva a proto je schopnd rozliSit pojiva i s malymi rozdily. Emisni spektrometrie
LIV byla uspésné vyzkousena na identifikaci samotnych proteinovych pojiv a povedlo se

rozli$it proteiny ve vejci a zvifecim klihu [39].
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Mezi novodobégjsi zpusoby identifikace proteinovych pojiv patii enzymova
imunoanalyzy s vazanym enzymem na imunosorbent (ELISA) [40]. Tato metoda je zaloZena
na pritomnosti protilatek k ur¢itému antigenu (Struktura, ktera prostiednictvim
nekovalentnich vazeb interaguje se specifickou protilatkou. Bilkovinné antigeny obsahuji
obvykle nékolik oblasti, na néz se vazi jednotlivé protilatky [10]), coz se projevi barevnou
zménou [41]. Enzymovou analyzou ELISA a imunofluorescen¢ni mikroskopii (IFM) se
podaftilo identifikovat vaje¢ny albumin ve vzorku odebraném s umélecké skiinky ze 17. stoleti

[42].

Mezi velmi pfesné metody hmotnostni spektrometrie patii MALDI-TOF (Matrix
Assisted-Laser Desorption/lonisation — Time of Flight). Je zaloZena na Setrné ionizaci peptida
za pomoci matrice. Peptidova smés, vznikld specifickym S$tépenim pomoci enzymi, je
charakteristi¢téjsi pro proteinové pojivo nez pomér jednotlivych aminokyselin [43]. Vyhodou
této metody je velmi nizka spotieba vzorku, piiblizné¢ 5 pg [44], protoze jeji detekéni limity
se pohybuji vitadech pikomoli a femtomolt. Napiiklad u p-kaseinu je tento limit 18
femtomola [45].

2.5 Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF

2.5.1 Historie

Profesor Tanaka zasadnim zptisobem pfispél k objevu metody Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization (MALDI), ktera v hmotnostni spektrometrii umoziuje pievést
biologické (makro)molekuly do plynné faze bez fragmentace, pfi¢emz naboj molekuly byva
obvykle +/- 1. Tato metodika se standardn¢ vyuziva pro identifikaci proteinti, a umoznila
proto prudky rozvoj proteomiky (védni obor, snazici se identifikovat vSechny bilkoviny a
vysvétlit jejich funkci). V pozdnich 80. letech se J. B. Fennovi podafilo zavést pro hmotnostni
spektrometrii metodu, kdy molekuly jsou pievedeny do plynné faze pomoci silného
elektrického pole (tzv. electrospray ionisation, ESI). Nedochazi tak k jejich fragmentaci a je
mozno piesné urcit molekulové hmotnosti i relativné velkych biologickych molekul. V roce

2002 ziskali japonsky védec Koichi Tanaka a americky chemik John Bennett Fenn (obr. 6)
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Nobelovu cenu za vyvoj nedestruujicich ioniza¢nich metod pro hmotnostni spektrometrii

biologickych makromolekul [10].

Obrazek 6. Koichi Tanaka a John Bennett Fenn [10].

2.5.2 Zakladni principy méfeni molekulovych hmotnosti

Hmotnostni spektrometrie je zaloZzena narozdéleni nabitych castic podle jejich
molekulovych hmotnosti v elektrickém/magnetickém poli. Dosavadni zplsoby ionizace
a detekce umoznovaly analyzovat latky jen s nizkou molekulovou hmotnosti (do tfi tisic).
Hmotnostni spektrometrii nebylo tedy moZno analyzovat latky s vy$§i molekulovou
hmotnosti. Po dvou desetiletich studia se zjistilo, ze k ionizaci vzorku laserem je tieba zajistit
efektivni a Kontrolovatelny pienos energie na vzorek azaroven zamezit jeho tepelnému

rozkladu. Obé podminky jsou splnény v téchto ptipadech:

e Molekula rezonancné absorbuje pii vlnové délce laseru, to znamend, Ze energie

fotont laseru je rovna energii potiebné k vybuzeni dané molekuly a tim i K jeji ionizaci.

e Prfenos energie se déje ve velmi kratkém cCase, fadoveé v jednotkach az desitkach

nanosekund [46].

Méteni molekulovych hmotnosti molekul (pfesnéji jejich rtizné nabitych iontl) ma

vZzdy nékolik krok:

1. Molekula musi byt pfevedena do plynné faze (do vysokého vakua), pficemz ziskava
charakteristicky naboj.
2. lon je urychlen. Z charakteru jeho pohybu vakuovanym prostorem lze vypocitat pomér

jeho hmotnosti a naboje.
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3. Pomoci detektoru se urc¢i parametry charakterizujici dréhu iontu.
4. Navazujici elektronicky systém umozni zpracovat signal vychdzejici z detektoru a

vypocitat pom¢&f hmotnosti a naboje piislusnych ionta [47].

Pii pouziti metody Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation (MALDI) se neché
studovana latka (nebo smés latek) vykrystalovat na kovové podlozni desce s tzv. matrici
(obr. 7). Tou byvaji derivaty nizkomolekularnich aromatickych kyselin, které mohou

absorbovat energii laserového zafeni ve viditelné nebo blizké ultrafialové oblasti [47].

= OH

HO

a-cyano-d-hydroxy- 3, 5-dimethoxy-4-hydroxy- 2 5-dihydroxy-
cinnamic acid cinnamic acid benzoic acid

Obrazek 7. Ukazky nejcastéji pouzivanych typi matrice [47].

Po ozafeni krystali zableskem laseru se latky prudce odpaii do vakua. lonty
studovanych latek se pak pohybuji samostatné a jsou urychleny stejnosmérnym elektrickym

polem.
Mozné zpisoby detekce parametrl iontl, které slouzi k urceni jejich hmotnosti:

e Doba letu iontu, ktery byl urychlen vysokym stejnosmérnym elektrickym napétim,
od mista ionizace k detektoru (obr. 8). lonty se stejnym nabojem ziskaji pfi pruchodu
elektrickym gradientem stejnou energii). Tento zptisob urCovani hmotnosti se nazyva
TOF (Time of Flight).

e Zaktiveni drahy v magnetickém poli, kolmém na pohyb iontu. Tento klasicky typ

detektoru vyuziva skute¢nosti, ze draha nabité Castice se v magnetickém poli zaktivuje
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tim vice, ¢im se Castice pohybuje pomaleji, ¢im ma vysSs$i ndboj a niz§i hmotnost.
V nejmodernéj$im provedeni vytvari magnetické pole supravodivy magnet; hledaji se
pak takové parametry pole, pii nichz jsou jednotlivé druhy iontd uvedeny
na staciondrni kruhovou drahu.

e Charakteristiky pohybu iontl v prostoru, tvofeném Ctyfmi nabitymi tyCemi. Hleda se
takové rozlozeni elektrického pole, pfi némz ionty prechdzeji do stacionarniho vinéni;
z parametrd pole 1ze pak urcit pomér m/z jednotlivych iontd.

e Zachyceni iontl v tzv. iontové pasti, tvofené prstencovou elektrodou (na kterou je
privedeno stfidavé napéti) a vstupni a vystupni elektrodou (na které je piivedeno
stejnosmérné napéti). Po nahromadéni iontd v pasti se postupné zvysSuje stiidavé

napéti, coz vede k postupnému vypuzeni iontd o vzristajici m/z [48].

ragulace
intenzity
hranol \Iaaeru \ / lasar

doska o %

se wzarkem

reflektorovy reflektor finverni
detekior (iontoveé zreadio)  detekior

‘ 1 deflekian -

lontovd l
urychlovaci bréna -
mapit )
elekiricks vakugve
Eolky pumpy

Obrazek 8. Schéma hmotnostniho spektrometru na principu MALDI-TOF [47].

Elektricka ¢ocka a deflektor umoziuji zaostfit ionty stejného poméru m/z a odklonit ty
ionty, které nas v daném pokusu "nezajimaji". Reflektor ma stejnou elektrickou polaritu jako
deska se vzorkem a obraci let iontl smérem k druhému detektoru; umoznuje zvysit piesnost
méfeni tim, ze prodluZzuje drahu letu, a také soustfedénim stejnych iontlh v duté casti

prstencovitych elektrod [47].
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2.5.3 Peptidové mapovani

Pouhé stanoveni molekulové hmotnosti proteinu neni dostacujici pro jeho piesné
urceni. S vysokou pfesnosti a relativné spolehlivé a snadno mtzeme identifikovat proteiny
pomoci peptidového mapovani (PMF). Tato metoda je zndma jiz od roku 1956, kdy stanovil
prvni peptidové mapy profesor Vernon M. Ingram [49]. Analyzovanou bilkovinu je nutné
rozStépit na mensi fragmenty. Aby probéhlo uplné a reprodukovatelné Stépeni, musime
vétsinou bilkovinu denaturovat, ¢imz se rozstépi jeji disulfidové mustky a alkyluji se thiolové
skupiny. Po té lze provést Stépeni bud’ enzymaticky nebo chemickymi ¢inidly. Nejcastéji

vyuzivanymi enzymy jsou trypsin, pepsin, chymotrypsin atd.

e Trypsin (EC 3.4.21.4) (obr. 9) je pankreaticka serinova proteaza, ktera §tépi proteiny
za lysinem a argininem. Tato reakce neprobiha, pokud je nasledujici zbytek prolin.
Trypsin neni inaktivovan piitomnosti vapniku ani jinych kovii [50]. Stépeni bilkoviny

trypsinem probiha pti pH 7-9 [51].

Obrazek €. 9. Schématické zobrazeni prostorového usporadani trypsinu [52].

e Pepsin (EC 3.4.23.1) je proteolyticky enzym slozeny z 306 aminokyselin. Tvofi se

Vv bunikach zaludecni stény obratlovel jako proenzym pepsinogen [53]. Tento enzym
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hydrolyzuje peptidové vazby za aromatickymi aminokyselinovymi zbytky a leucinem.

Nasleduje-li prolin, neni vazba $tépena [49]. Optimalni pH reakce je 1,5-2,5 [51].

e Chymotrypsin (EC 3.4.21.1) je serinova proteindza vyluCovanad slinivkou biisni a
pusobici v tenkém stieveé. Tento enzym S$tépi peptidy a bilkoviny na karboxylové strané
tryptofanu, tyrosinu, fenylalaninu, leucinu a metioninu. Jako u pfedeslych enzymi ani

zde nenastava §tépeni vazeb, nasleduje-li prolin [49]. Reakce probiha pii pH 7,8 [51].

Po nastépeni bilkovin je potieba peptidové Stépy izolovat. To je mozné napiiklad
pomoci mikrokolon Zip Tip, coz jsou vlastné specialni 10 pul $picky (nastavce) na automatické
pipety, které obsahuji reverzni fazi C18. Na reverzni fazi se zachycuji hydrofobni
biomakromolekuly a ostatni latky ztstavaji v roztoku. Z mikrokolony se daji nezadouci latky
vymyt. Chromatografické médium se nakonec promyje elu¢nim roztokem a tim se uvolni

izolované peptidové §tépy [54].

Smés peptidovych §tépli se poté analyzuji naptiklad hmotnostni spektrometrii pracujici
na principu MALDI-TOF (obr. 10). Hmotnosti peptidi odeftené ze spektra se zanesou
do tabulky a porovnaji se s daty obsazenymi v proteinovych databazich pomoci specialnich

programt [55].

Obrazek 10. Fotografie hmotnostniho spektrometru MALDI-TOF typ Biflex IV
na VSCHT (autor: Stépanka Kuckova).
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2.5.4 Sekvenovani bilkovin a peptida

Relativné pfesné ur¢eni hmotnosti peptidi nebo bilkovin také nic nevypovida o jejich
kovalentni struktufe. Tu lze zjistit sekvenovanim polypeptidu (obsahuji vice nez
25 aminokyselin) pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS) tak, ze peptidu,
jehoz sekvenci chceme urcit, je dodéna energie, kterd vyvola fragmentaci, a nasledné je
zméefeno hmotnostni spektrum fragmentd. Protoze vétSina peptidii a proteind jsou linedrni
polymery, pferusenim jediné kovalentni vazby v fetézci vznikaji rizné typy iontt v zavislosti
na misté pferuseni peptidového fetézce. Vznikaji tak samoziejmé dve Castice, obsahujici N- a
C-koncovou cast peptidu. K tomu, aby byla vznikla ¢astice detekovana, je tieba, aby nesla
alespoii jeden naboj.

Pti fragmentaci vSak mlze dojit k pferuSeni i1 vice nez jedné peptidové vazby; vznikaji
tak tzv. interni fragmenty. ZvlaStnim typem internich fragmentid jsou tzv. immoniové ionty,
obsahujici pouze jedinou aminokyselinu. Pfitomnost téchto iontd ve spektru jednoznaéné
potvrzuje vyskyt dané aminokyseliny v sekvenovaném peptidu.

Jednou z moznosti ziskani sekvence peptidi je pouziti Spektrometru na principu
MALDI-TOF (obr. 11). Ten vyuziva rozpadu ionizovanych molekul prekurzoru v letové
trubici jiz bez ptitomnosti elektrického pole; k rozpadu iontd tedy dochéazi az za zdrojem
(post-source decay, PSD). Nutna je vSak pfitomnost iontového selektoru (iontova brana, ion
gate, deflektor), ktery ze smési peptidii (prekurzorlt) vybere ten, jehoZ sekvenci chceme urcit.
K hmotnostni analyze fragmenti je dale tifeba, aby MALDI-TOF spektrometr byl vybaven
reflektorem, nebot’ fragmentové ionty maji stejnou rychlost, ale rozdilnou hmotnost. Cim

vvvvv

a tim delsi bude jeho doba letu k reflektorovému detektoru [56].
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Obrazek 11. Schéma sekvenovani peptida spektrometrem MALDI-TOF metodou

post-source decay [56].

PSD spektra obvykle obsahuji jen nékteré fragmenty a immoniové ionty jednotlivych
aminokyselin. Fragmentace vSak nebyva uplna, jednotlivé série iontl jsou tedy nekompletni a
interpretace spekter pomérné obtiznd. K piekonani této nesnaze byly vyvinuty nejrizné;si
metody napf. Stépeni proteinu v roztoku, do kterého byla pfiddna deuterovana voda. Jinou

cestou je navazani skupiny nesouci naboj na N- nebo C-konec peptidi [56].

2.5.5 Studium prostorového usporadani

Byla popsana fada metodik, které umoziuji pomoci hmotnostni spektrometrie studovat
jisté charakteristiky prostorového uspotfddani bilkovin. Hmotnostni spektrometrie
pochopitelné¢ nemtize poskytnout tak komplexni informace, aby bylo mozno vytvorit
trojrozmérny model neznamé bilkoviny, lze vSak pomémé jednoduse ziskat nekteré velmi
cenné, byt dil¢i strukturdlni tdaje; zejména lze pomérné spolehlivé zjistit, které

aminokyselinové zbytky jsou na povrchu bilkovinné globule a zmapovat tak jeji povrch.

Diky velké piesnosti ur¢ovani molekulovych hmotnosti 1ze sledovat rychlost vymény
vodiku za deuterium v pfipadé€, ze je do roztoku pridana tézka voda. Opét se predpoklada, ze

k této vyméné dochazi jen u téch skupin, které jsou v kontaktu s rozpoustédlem a nejsou
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pohibeny uvnitf bilkovinné ¢astice. Informaci o kvarterni struktuie bilkovin Ize ziskat pfimym
méfenim molekulové hmotnosti nativni bilkoviny. Vyuzivd se zde vétSinou ionizace
metodou ESI, ktera umoznuje méfit molekulové hmotnosti makromolekularnich latek pfimo

z roztoku [57].
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Chemikalie a pomticky

Trypsin TPCK
Trifluoroctova kyselina
2,5-dihydroxybenzoova kyselina

ZipTip C18

3.1.2 SloZeni promyvacich roztoku

Aktivacni roztok: 50% acetonitril v H20

Ekvilibra¢ni roztok: 0,2% trifluoroctova kyselina v H20

Promega Corporation
Sigma
Sigma

Millipore Corporation

Elu¢ni roztok: 50% acetonitril s 0,1 % kyseliny trifluoroctové v H20

3.1.3 Referen¢ni material

Zelatina (PedF UK, pivod neznamy), krali¢i klih (Deffner&Johann, spol. s.r.o.),
kasein (Deffner&Johann, spol. s.r.o.), CaCOsz (Reachim, p.a.), TiO, (PedF UK, ptvod
neznamy), As,;S3 (PedF UK, ptivod neznamy), CdS (PedF UK, ptivod neznamy), HgS (PedF
UK, ptvod neznamy), Fe,O3 (Lachema Brno), Cr,O3 (Polskie Od CZYnniky Chem-Gliwice),
Cu(CH3C00),.H,0 (Lachema Brno), Cu(CH3COO),.3Cu(AsO,), (Deffner&Johann, spol.
s.r.0.), CaS04.2H,0 (Lachema Brno), KAI(SO,)2.12H,0 (Lachema Brno), Inény olej

(UMTON Barvy, Décin).
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3.1.4 Priprava modelovych vzorku

3.1.4.1 Priprava podkladové vrstvy

Podklad v modelovych vzorcich barevnych vrstev byl piipraven smichanim dvou
objemovych dilt bolonské kiidy (CaS0O4.2H,0) a jednoho objemového dilu roztoku
vzniklého rozpusténim Zzelatiny (80 g) ve vodé (1000 ml). Pak byly provedeny dvé vrstvy
natéru na smrkova diivka o rozmérech 10,5 x 3,5 x 1,5 cm. Po zaschnuti byl podklad
zbrousen a na podklad byla nanesena izola¢ni vrstva z 235 ml Zelatinové vody (4%) a 2,3 g
kamence (KAI(SO4)2.12H,0). Izola¢ni vrstvu bylo nutné aplikovat jesté vlaznou. lzolace byla

nanesena ve dvou vrstvach [1].

3.1.4.2 Priprava kaseinové olejové tempery

100 objemovych dili vody 100 ml
40 objemovych dilt kaseinu 2449
40 objemovych dilti Inéného oleje 40 ml

3,2 objemovych dilt 24% vodného roztoku ¢pavku 3,2ml

Tuto smés bylo nutné zahtat a propasirovat pres sitko. K zakladni smési kaseinové
tempery byly pfidany jednotlivé pigmenty (tab. 1), tak aby pfipravené smési mély vhodnou
konzistenci a bylo mozné s nimi dale pracovat. U médénky a Zelezité Cervené bylo nutné
temperu natredit malym mnozstvim vody. Tempera s médénkou jesté utvotila hrudky, které
byly rozetfeny v tieci misce. Na podkladovou vrstvu na diivkach byly pétkrat naneseny

barevné vrstvy [1].
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Tabulka I. Piiprava modelovych barevnych vrstev s kasinovou olejovou temperou.

Navazka kaseinové

Pigmenty Navazka pigmentu (g)
olejové tempery (g)

CaCOs; 2,5 6,0
2PbCO;3 . Pb(OH), 2,5 10,0
TiO, 2,5 10,0
As,S; 2,5 10,0
CdS 2,5 10,0
HgS 2,5 10,0
Fe,05 2,5 10,0
Cr,03 2,5 7,0
Cu(CH3C00),.H,0 2,5 10,0

Cu(CH3C00),.3Cu(AsO,), 3,0 10,0




3.1.4.3 Priprava klihové tempery

Kralic¢i klih (20 g) se nechal bobtnat v destilované vodé (200 ml) do druhého dne, kdy

se rozpustil ve vodni lazni. Nasledné byl rozpustény klih smichan s pigmenty (tab. 1), a takto

pfipravena vlazna tempera se nanesla na podkladovou vrstvu na diivkach [58].

Tabulka Il. Pfiprava modelovych barevnych vrstev s klihovou temperou.

Navazka klihové

Pigmenty Navazka pigmentu ()

tempery (9)
CaCOg3 3,0 18,0
2PbCO; . Pb(OH), 3,0 18,0
TiO, 3,0 18,0
ASyS3 3,0 18,0
Cds 3,0 18,0
HgS 3,0 18,0
Fe20s3 3,0 18,0
Cr203 3,0 18,0
Cu(CHsC0O0), . H,0 3,0 18,0
Cu(CHsCOO0), . 3Cu(AsO,), 3,0 18,0
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3.2 Zahustovani a preciSténi peptidovych $tépii na reversni fazi

1. Reversni faze je nejprve aktivovana pétinasobnym promytim po 10 pl aktiva¢niho roztoku.
2. Reversni faze je ekvilibrovana pétinasobnym promytim 10 ul ekvilibra¢niho roztoku.

3. Navazani peptidi: 10x promyt 10 ul analyzovaného roztoku.

4. Ekvilibrace: 5% promyt 10 pl ekvilibra¢niho roztoku.

5. Eluce: 10x promyt jednordzové odebranymi 6 pl eluéniho roztoku. (Celkovy objem

analyzovaného vzorku po eluci je 6 pl).

6. Eluce: zbyvajici navazané peptidy jsou odstranény desetindsobnym promytim 10 pl

eluéniho roztoku.

7. Cely postup je mozné zopakovat od bodu 2.

3.3 Analyza vzorka pomoci MALDI-TOF MS

Stépeni proteinii trypsinem bylo provedeno za pouziti §tépiciho roztoku
(2,0 wl trypsinu o koncentraci 1,0 pg/ul ve 100 pl 50 mmol/l roztoku NH;HCO;
0 pH pfiblizn¢ 7,5). Ke vzorkiim bylo pfidano 10,0 ul $tépiciho roztoku tak, aby v ném byly

ponofeny. Stépeni probihalo v uzavienych mikrozkumavkach po dobu dvou hodin.

2,4 ul nastépeného vzorku bylo smichano s 5,0 ul kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové
(DHB) (8,0 mg DHB v 0,5 ml roztoku 30% acetonitrilu s 0,1% kyselinou trifluoroctovou).
1,2 ul takto upraveného vzorku bylo naneseno na dva spoty na ocelové vzorkovaci desticce.
Na desticce se nechaly vzorky vykrystalizovat. Po zaschnuti se vzorkovaci desticka umistila
do hmotnostniho spektrometru Bruker-Daltonics Biflex IV MALDI-TOF. Tento pfistroj je
vybaven dusikovym laserem (337 nm) a méteni probihalo v reflektorovém modu. Ptistroj byl
pro kazdé méteni externé kalibrovan peptidovou smési Mh Pepmix (2 pl Mh Pepmix + 4 pl
DHB). Kazdé hmotnostni spektrum bylo vytvofeno alesponn 270 laserovymi pulzy. Spektra

byla zobrazena pomoci softwaru Bruker Flex 111 a Bruker XTof.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Modelové vzorky, které byly pfipraveny smichanim kaseinové olejové tempery a
klihové tempery s deseti rtiznymi anorganickymi pigmenty, byly zkoumany metodou
peptidového mapovani. Po zaschnuti temper s pigmenty byly odebrany vzorky, které se
nechaly dvé hodiny S§té€pit enzymem trypsinem. Peptidové $tépy byly izolovany pomoci
mikroextrakce na reverzni fazi (TipTip C18) a analyzovany hmotnostni spektrometrii
pracujici na principu MALDI-TOF. Namétena spektra byla vyhodnocena pomoci programu
mMass. U vSech vzorkd byly hodnoty m/z naméteny alespon pétkrat. Z namétenych hodnot
byly ziskany relativni intenzity m/z. Veskeré hodnoty relativni intenzity u jednotlivych pojiv a
pigmenti byly zaneseny do tabulek. Z téchto tabulek byly posléze eliminovany hodnoty m/z,
které se vyskytovaly v méné nez 80 % (tabulky 111 a 1V).
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Tabulka I11. Piky vyskytujici se v hmotnostnich spektrech kaseinové tempery. Nalezené
hodnoty m/z peptidovych §tépt S pfitazenymi intenzitami nalezenych v barevnych vrstvach
pojenych kaseinovou olejovou temperou. Hodnoty m/z jsou uvedeny s piesnosti +0,2 Da.

(X — nizka intenzita, xx — Stfedni intenzita, xxx — vysoka intenzita signalu).

Pig:/eznty épb?ggi CaCOs | Cds C“(Cﬂzgoo)z' Fe,0; | Cr 0, ?g(ccuk('gfooz?z)z As;S; | Hgs | Tio,
979,6 X XX X X XX | X

987,1 X X X
1137,6 X X X XX X XX X | Xx

1195,6 XX X | XX XX XX X XX XX | XXX [ XX
1251,7 | XXX | XXX |XXX XX XXX | XXX XX XXX [ XXX | XXX
1267,7 | XXX | XXX |XXX XX XXX | XXX XXX XXX [ XXX | XXX
1283,7 XX X | XXX X XX | xx XX XXX | XX | XX
1289,7 X | XX XX | xx X XXX | XX | XX
1307,7 X X X X X X X
1367,7 X X | XX XX X X XX | X | X
1384,7 | xxx X | XXX XX XXX XXX XXX XXX
1400,8 X X X X X X X
1406,7 X | XX X X XX | XX [ XX
1592 X XX X XX [ XX X XX | X | Xx
1760 XXX XXX X XXX | XX XX XXX | XXX [ XXX
1952 XX X XX XX [ XX X XX | XX | XX
1980 XX XX | XXX X XXX | XX XX XXX | XXX [ XXX

Z tabulky III jednoznacné vyplyva, ze nejméné kvalitni spektra s kaseinovou olejovou
temperou poskytl pigment médénky [Cu(C,H30,),.2Cu(OH),] a svinibrodské zelené
[Cu(CHCOO0),.3Cu(AsO,);]. Nejkvalitnéjsi spektra naopak ma auripigment (As,S3) a
kadmiova zlut' (CdS). Pro porovnani kvality hmotnostnich spekter médénky a auripigmentu

s kaseinovou olejovou temperou je piilozen obrazek ¢islo 12.
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Obrazek 12. Spektra kaseinové olejové tempery smichané s As,S3 (modré spektrum)

a [Cu(C,H305),. 2Cu(OH);] (zelené spektrum).

Z tabulky IV je patrné, ze médénka [Cu(C,H30,),.2Cu(OH),] s klihovou temperou
op¢t poskytuje nejméné kvalitni spektra. Vyrazné lepsi spektra poskytuje klihova tempera
s plavenou ki#idou (CaCOgs), kadmiovou zluti (CdS), auripigmentem (As,S3) a titanovou
bélobou (TiO2). Porovnani kvality hmotnostnich spekter klihové tempery s médénkou a

auripigmentem je vidét na obrazku ¢islo 13.
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Tabulka IV. Piky vyskytujici se v hmotnostnich spektrech klihové tempery. Nalezené

hodnoty m/z peptidovych §tépt s pfitazenymi intenzitami nalezenych v barevnych vrstvach

pojenych kaseinovou olejovou temperou. Hodnoty m/z jsou uvedeny s piesnosti +0,2 Da.

(X — nizka intenzita, xx — Stfedni intenzita, xxx — vysoka intenzita signalu).

Pigmenty

2PbCO; .

Cu(CH,COO), .

Cu(CH,C00), .

o Pb(OH), CaCO; | CdS H,0 Fe,O3 | Cry,04 3CuU(AsO,), As,S; | HgS | TiO,
1105,4 X X X X X X | XXx
1267,4 X X XX XXX | XXX XX X | xXx
1312,4 X X XX X XX X XX | X | X
1328,4 X X XX X XX X XX | X | x
14276 XXX XXX | XXX XXX XXX | XXX XXX XXX | XXX | XXX
1453,6 XXX XXX | XXX XXX XXX | XXX XXX XXX | XXX | XXX
1469,6 X XX | XX X XX XX XX | XX | XX
1562,6 XX XXX | XXX XX XX | XXX XX XX [ Xxx
1586,6 XXX | XXX XX XX | XXX XX XXX XXX
1710,6 XXX XXX | XXX X XX | XXX XXX XXX | XXX | XXX
1726,6 XXX XXX | XXX XX | XXX XXX XXX | XXX | XXX
1872,7 XXX XXX | XXX XX XXX | XXX XXX XXX | XXX | XXX
1888,7 XXX XXX | XXX XX XXX | XXX XXX XXX | XXX | XXX
1975,7 X XX | X XXX X XX XX | XX | XXX
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Obrazek 13. Spektra klihové tempery smichané s As;S3 (modré spektrum) a
[Cu(C3H30,),.2Cu(OH);] (zelené spektrum).

Na obrazku ¢islo 14 je vidét srovnani nejlepSich hmotnostnich spekter kaseinové a
klihové tempery a auripigmentem (As,;S3). Jednotliva spektra se od sebe navzajem lisi nejen
pozici piki, ale také mnozstvim pikt. V pozici s hodnotou m/z, po zaokrouhleni na cela Cisla,
dochazi k prekryvu v misté 1267. Proto tento pik nemiizeme povazovat za charakteristicky ani
pro jedno proteinové pojivo. Podle umisténi charakteristickych pikt lze rozliSit proteinova
pojiva v temperach. Vétsi pocet prikaznych peptidovych stépt u kaseinu (17 pikt) nez
u krali¢iho klihu (14 pikt) mize byt zpisoben mensi reaktivitou kaseinovych proteint
s kovovymi ionty, které jsou obsaZeny v anorganickych pigmentech, a tim padem nebylo

ovlivnéno natolik trypsinové Stépeni.

S obéma pojivy vychazi nejméné vyrazna hmotnostni spektra s pigmenty obsahujici
meédnaté kationty, které podle publikace Michaela Greena a Hanse Neurtha [59] piisobi jako
enzymové inhibitory trypsinu. Také mé vysledky u kvalitnich spekter dvojmocnych kationt
kovii (Cd**, Ca**) se shoduji stouto praci, podle niZ tyto kationty kovii zvySuji aktivitu

trypsinu [59].
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Obrazek 14. Spektra kaseinové olejové tempery smichané s As;S3 (modré

spektrum) a klihové tempery smichané s As,S3 (zelené spektrum).
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5. ZAVER

Hlavnim ukolem této diplomové prace bylo piripraveni modelovych vzorkl barevnych
vrstev kaseinové olejové tempery a klihové tempery s deseti anorganickymi pigmenty
(plavenou kiidou, olovnatou bélobou, titanovou bélobou, auripigmentem, kadmiovou Zluti,
rumélkou, Zelezitou Cerveni, chromoxidem bezvodym, médénkou a svinibrodskou zeleni).
Dale pak ziskat hmotnostni spektra modelovych vzorkli za pomoci metody hmotnostni
spektrometrie MALDI-TOF. Tato spektra poté vyhodnotit metodou peptidového mapovani a

pfifadit jim relativni intenzitu m/z.

Z téchto vysledkl je patrné, Ze kasein je charakterizovan Sestnacti peptidovymi S§tépy
(979,6; 987,1; 1137,6; 1195,6; 1251,7; 1283,7; 1289,7; 1307,7; 1367,7; 1384,7; 1400,8;
1406,7; 1592,0; 1760,0; 1952,0; 1980,0), zatimco pro krali¢i klih je prikaznych tfinact piki
(1105,4; 1312,4; 1328,4; 1427,6; 1456,6; 1469,6; 1562,6; 1586,6; 1710,6; 1726,6; 1872,7;
1888,7; 1975,7). Na zakladé rozdilnosti charakteristickych hodnot m/z Ize touto metodou
s jistotou rozlisit mlééné a kolagenové pojiva pouzivané v barevnych vrstvach uméleckych
dél. Naméfené hodnoty m/z také rozsitily knihovnu referencnich spekter proteinovych pojiv

na VSCHT.

Pfi analyze modelovych vzorkd bylo zji§téno, ze m&dnaté kationty (Cu®") nejvice
ovlivnily §tépeni mlécného 1 kolagenového pojiva. Nejmensi vliv na $tépeni krali¢iho klihu a

kaseinu mély prekvapive kationty tézkych kovt a to kademnaté (Cd2+) a arsenité (As3+).

V budoucnu by bylo zajimavé tyto vysledky ovéfit na realnych vzorcich z uméleckych
dél a snizit vliv m&d’natych kationtl na trypsinové $tépeni kaseinu a kraliciho klihu, které je
nezbytné ke spravné identifikaci proteinového pojiva v barevnych vrstvach metodou
hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF. Tento vliv by mohl byt snizen naptiklad ptidanim
chelata¢niho ¢inidla (EDTA) ke vzorku.
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7. SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

DHB

ESI
ELISA

FTIR

GC
GC-FID

GC-MS
HDL
HPLC

IFM
LDL
LIV
MALDI-TOF MS

PCA
PMF
PSD
Py-GC-MS

RP-HPLC

TBP
TLC
TOF
VLDL

2,5-dihydroxybenzoova kyselina

Electrospray lonization (metoda tvorby iontt)
Enzyme-Linked Imuno Sorbent Assay (enzymova imunoanalyzy
S vazanym enzymem na imunosorbent)

Fourier-Transform Infrared (infracervend spektrometrie s Fourierovou
transformaci)

Gas Chromatography (plynova chromatografie)

Detektor

Gas  Chromatography-Flame  lonisation

(plynova
chromatografie s plamenovym ioniza¢nim detektorem)

Gas Chromatography-Mass Spectrometry (plynova chromatografie)
High Density Lipoproteins (lipoproteiny s vysokou hustotou)
High-Performance Liquid Chromatography (vysokou¢inna kapalinova
chromatografie)

Immunofluorescence Microscopy (imunofluorescen¢ni mikroskopie)
Low Density Lipoproteins (lipoproteiny s nizkou hustotou)

Laser Induced Fluorescence (laserem indukovana fluorescence)
Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation — Time of Flight Mass
Spectrometry

Principal Component Analysis (metoda hlavnich komponent)

Peptide Mass Fingerprinting (peptidové mapovani)

Post Source Decay (pozdni rozpad)

Pyrolysis-Gas Chromatography Mass Spectrometry (pyrolyzni plynova
chromatografie)
Reversed-Phase High-Performance Liquid Chromatography
(vysokoucinna kapalinova chromatografie s tzv. obracenymi fazemi)
Thyroxin Binding Prealbumin (transportni protein)

Thin Layer Chromatography (chromatografie na tenké vrstve)

Time Of Flight (doba letu ¢astice)

Very Low Density Lipoproteins (lipoproteiny o velmi nizké hustot¢)

40



