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ABSTRAKT

Hlavnim cilem bakalafské prace byla ptiprava polysacharidovych pojiv z vybranych
druhti Skrobti (bramborového, kukuficného, pSeni¢ného, ryzového, kuzu), arabské gumy
a jejich barveni pomoci anorganickych pigmentd. Dale byly vzniklé vzorky
polysacharidovych pojiv pfipraveny Kk dal§imu zkoumani pomoci metody kapalinové
chromatografie standemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) a infracervenou

spektroskopii s Fourierovou transformaci (FT-IR).

Tato prace se rovnéz zabyvala historii vyroby Skrobu, jeho ptivodem, obsahovymi
latkami a péstovanim konkrétnich rostlin, ze kterych je ziskavan. Dale bylo do prace
zahrnuto pojednani o technologické vystavbé obrazii a jinych polychromovanych
uméleckych dél. Technicky charakter malby totiz uruji hlavné pojidla barev, a proto
z toho divodu zde byla kromé polysacharidovych pojiv popsana i olejova, proteinova a

olejovo-pryskyii¢na pojiva.

Kli¢ova slova: polysacharidova pojiva, Skrob, arabska guma, umélecka dila



ABSTRACT

The main aim of this bachelor thesis was to prepare polysaccharide binders from the
chosen kinds of starch (gained from potatoes, corn, wheat, rice and kuzu), Arabic gum and
to pigment them. The created samples of the polysaccharide binders were then prepared for
further investigation using liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry

(LC-MS/MS) and Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR).

This work is also focused on the history of the production of starch, its origin, contained
substances and growing of the specific plants, from which the starch is obtained from.
Furthermore, there is also described the technology process of paintings and other
polychromatic arts creation. The technical character of paintings is actually determined by
the binders, thus apart from the polysaccharide binders there are also described oil, protein

and oil-resin binders.

Key words: polysaccharidic binders, starch, Arabic gum, artworks
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1. UVOD

Cilem této bakalaiské prace bylo piehledné zpracovani vyroby konkrétnich
polysacharidovych pojiv pouzivanych v malifstvi. Polysacharidova pojiva byla vytvoiena
z vybranych druhii skrobu (bramborového, kukufi¢ného, pseni¢ného, ryzového, kuzu) a
arabské gumy, u kterych byly dale zkoumany vlastnosti a proteinové sloZzeni pomoci
analytickych metod kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii
(LC-MS/MS, Liquid Chromatography — Mass Spectrometry/Mass Spectrometry) a
infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci (FT-IR, Fourier Transform Infrared

Spectroscopy).

Prace se skladd ze dvou Casti, a to teoretické a experimentalni. V teoretické casti je
popséna vystavba obrazu a typu pojiv (polysacharidové, proteinovéa, olejova, olejovo-
pryskyfi¢na), kterd byla a jsou i dnes vyuzivana v umeéleckych oborech. Dale se prace
zabyva Skrobem; jeho historii a sou¢asnym vyuzitim ve svété. U vybranych druhd Skrobu
je popsan jejich pivod, sloZzeni a nasledna vyroba, ktera je ovSem v mnoha bodech
u riznych rostlin shodna. V této ¢asti jsou také shrnuty analytické metody (LC-MS/MS a
FT-IR), kterymi byla vybrana pojiva analyzovana.

V experimentalni ¢asti je shrnuta ptiprava péti polysacharidovych pojiv ze Skrobt, se
kterymi je mozné se bézné setkat 1 v domdacnosti (bramborovy, kukufi¢ny, pSeni¢ny a
ryzovy Skrob). Experimentalné byl vybran 1 kuzu Skrob, ktery ale dosud neni v naSich
podminkach pfili§ znamy. Dale byla provedena pfiprava pojiva z arabské gumy. Recepty
pro piipravu polysacharidovych pojiv byly ¢erpany z Formulas for painters [1]. VSechna
tato polysacharidova pojiva byla napigmentovana tfemi druhy pigmenti (oxidem
zelezitym, siranem vapenatym a uhliCitanem véapenatym) a ponechdna na podloZznich
sklickach, kdy jedna sada byla vystavena dennimu svétlu a druhd setrvala ve tmé&. (Tyto
pfipravené vzorky slouzi k doplnéni databdze referen¢nich vzorkdi na Vysoké Skole
chemicko-technologické v Praze). Vybrané vzorky byly dale podrobeny zkoumani
analytickymi metodami FT-IR a LC-MS/MS a nasledné vyhodnoceny.



2. TEORETICKA CAST

V této Casti je popsan teoreticky zaklad nutny pro porozuméni a pochopeni daného
tématu. Tato kapitola je rozd€lena na podkapitoly Umeélecka dila (oddil 2.1),
Polysacharidova pojiva (oddil 2.2), Proteinova pojiva (oddil 2.3), Pryskyfi¢na pojiva (oddil
2.4), Aditiva (oddil 2.5) a Pigmenty (oddil 2.6), ve kterych jsou popsany obecné vlastnosti
danych latek s pfihlédnutim na latky pouzité v této praci. V posledni podkapitole
Analytické metody (oddil 2.7) jsou popsany aplikované metody.

2.1 Umélecka dila
Kazdy umélec ma svij vlastni osobity styl malby, svoji oblibenou paletu barviv a

pigmentt i pouzivanych pojiv, a proto je kazdé umélecké dilo jak po strance umélecké, tak
I po strance chemické unikatni. Pfesto zejména zavésné obrazy vykazuji fadu spole¢nych
znakl, protoze jejich autofi jiz po staleti dodrzuji stejné zakladni technologické postupy

[2].

Z technologického hlediska neni obraz posuzovan pouze jako plosny ttvar, ale jako
trojrozmérné téleso. Na svém prifezu se obvykle sklada znékolika homogennich
barevnych vrstev (smési barviva ¢i pigmentd S pojivem (obr. 1)), jez jsou sefazeny
Vv odpovidajicim potadi vzniku malby. Pfimo na podloZce obrazu je nanesena podkladova
vrstva. Na tuto vrstvu je pak promitana tviréi prace malife. Barvy, které se ve vrstvach
nanaSeji na poklad, se nazyvaji malbou. Malbu kryje lak (prihledny natér), odpovidajici za
ochranou funkci. Tyto vrstvy nejsou v obraze ptitomny vzdy jednotlivé, ale mohou se
skladat z dalSich vrstev, kde se jejich pojmenovavani a usporddani méni podle typu
malifské techniky. Napiiklad podklad, zvysujici odolnost a pevnost malby, se sklada z vice
vrstev. Nejspodnéjsi vrstvou, jak jiz bylo zminéno, je podlozka, na které lezi cela malba.
Podlozka mize byt zhotovena z riznych materialt, napt. z dievénych desek, kovu, papiru,
platna, lepenky, kartonu, pergamenu, skla, kamene nebo umélych hmot. Na podlozce je
nanesen jednovrstevny nebo vicevrstevny pokladovy natér, kterym se vhodné upravi
struktura povrchu podlozky. Podkladové natéry, byvaji Casto rozdélovany podle druhu
pojivych latek na olejové, klihové, emulzni a disperzni, dale podle plnidel ¢i pigmentid na
sadrové, kiidové a bolusové, nebo podle svétlosti a barvy na tmavé, bilé nebo barevné.

Mezivrstva spojujici podlozku s podkladem podporuje soudrznost a odolnost obou slozek.
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Vyrabi se bud’ ze zelatiny, klihu nebo z pryskyti¢nych lakt. Povrch podkladového natéru
je pokryt takzvanou ,,izolaci, ktera zabranuje vniknuti pojidla barev do podkladu. Bilé
podklady jsou tonovany lazurni nebo polopruhlednou barvou tzv. imprimiturou z divodu
velké intenzity svitivosti, kterd ne vzdy vyhovuje umélcim. Imprimitura je nanasena na jiz

uschlou izolaci nebo je k ni pfimichavana pomoci oleje a klihu [2, 3].

Nejpodstatnéj$i ¢asti obrazu je malba. Sklada se z vétsiho poctu vrstev, kde
nejspodnéjsi vrstvu tvoii podmalba. Na ni lezi samotna malba, kterou kryje kryci vrstva
nanesen¢ barvy na hotovy obraz oznacovana jako ptemalba. Dal§i ochrannou vrstvu tvoii
lazura, ktera tvori prihledné nanosy barev. Kone¢nou povrchovou ochrannou vrstvu tvoii
lak. Laky délime podle povahy schnuti na olejové, t¢kavé, chemicky a fyzikalné schnouci a
teplem tvrditelné. Podle sloZeni je muzeme rozdé¢lit na olejo-pryskyfi¢né, bilkovinné,
syntetické, estercelulozové a étercelulézové. Dal§im faktorem pro jejich déleni mohou byt

rozpoustédla, kdy laky délime na lihové, terpentynové, acetonové a vodové [3].

Technicky charakter malby urcuji pojidla barev. Pojidla jsou koloidni latky, které se
vyznacuji vynikajici lepivosti a jsou povazovana ¢asto za lepidla. Podle slozeni Se pojidla
déli na polysacharidova pojiva (oddil 2.2) rostlinného ptivodu, mezi které fadime arabskou
gumu, Skrob, tragant a dal$i. Dale na proteinova (bilkovinna) pojiva (oddil 2.3)
zivocisného puivodu, mezi které fadime bilek, albumin, kozni, kostni a rybi klih. Je mozné
rozliSit i olejova a olejovo-pryskyfi¢na pojiva (oddil 2.4). Malitské techniky rozliSujeme
podle zptisobu provedeni: bud’ jde o tenké prihledné barevné nanosy malby, kdy se jedna o
akvarel, nebo jde o malbu skrycimi barvami nazyvanou kvas. Dale mame techniky
olejomalbou, temperou, pastely a eukaustikou. V dnes$ni dobé se pii malovani pouziva
vétsinou jednotna technika, ale diive nebylo vyjimkou pouzit hned nékolika rtznych

technik na jednom obraze [4].
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Obrazek 1. Prifez deskovym obrazem. A = lak, B = malba, C = podklad [4].

2.2 Polysacharidova pojiva

Polysacharidy jsou latky vysokomolekularni povahy, tvofené z monosacharidd, které
jsou mezi sebou spojeny glykosidovymi vazbami [5, 6]. Nékteré polysacharidy jsou ve
vodé dobie rozpustné, zatimco jiné ve vodé jen bobtnaji. Z pohledu funkce v télech
organismil je muzeme rozdélit na zasobni (rezervni) a stavebni. Zasobni polysacharidy
(Skrob, glykogen, atd.) jsou zastoupeny v zivych organismech, naptiklad v hlizach rostlin
nebo u zivoc€ichil v jatrech a svalech. Stavebni polysacharidy zpeviiuji a vyztuzuji tkané

rostlin (celulosa) a u Zivo¢ichti zpeviuji vnéjsi kostru (chitin) [5-7].

V uméleckych dilech se pouzivaji polysacharidovd pojiva, hlavné Skrob vyrobeny
z hliz brambor (oddil 2.2.2), semen pSenice (oddil 2.2.3), kukufice (oddil 2.2.4), ryze
(oddil 2.2.5) nebo kuzu (oddil 2.2.6).

2.2.1 Skrob
Se Skrobem se v ptirodé setkdvame v rostlinném materialu v podobé zrnek ulozenych

Vv kotenech, hlizadch, semenech a listech. Ve skrobu jsou prvky uhliku, vodiku a kysliku
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zastoupeny v poméru 6:10:5. Zakladnimi slozkami Skrobu je amylosa a amylopektin, coz

jsou makromolekuly slozené z a-D-glukopyranosy.

Amylosa (obr. 2) je linearni o-D-(1—4)-glukan (4-130), proto je povazovana za
disacharid maltosy. V malém mnozstvi dochazi k vétveni fetézce asi na deseti mistech
molekuly [8]. Amylosa je rozpustna ve vodé, v piitomnosti roztoku jodu se barvi do

modra. Molekulova hmotnost amylosy se udava v rozmezi od 40 000 do 150 000 g.mol™

[7].

CH,0OH CH,0OH CH,0H
O O O
OH OH OH
OH O O OH
OH L OH .0 600 OH

Obrazek 2. Strukturni slozeni amylosy [9].

Amylopektin (obr. 3) se sklada z D-glukosovych jednotek s a-(1—4) vazbami, z nichz
se piiblizné po 10-100 jednotkach vétvi postranni fetézce a-(1—6) [8]. Amylopektin je na
rozdil od amylosy nerozpustny ve vodé. Jeho molekulova hmotnost se obvykle udava
kolem 500 000 g.mol™ [7].

CH,OH
o)
‘ OH
O
CHOH L, CH,OH
o) o) o)
OH OH OH
0 o) 0 o
OH OH OH

Obrazek 3. Strukturni slozeni amylopektinu [10].
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Pomér amylosy a amylopektinu (tab. 1) se v jednotlivych rostlinach lisi, naptiklad
bramborovy Skrob obsahuje jiny pomér amylosy a amylopektinu nez Skrob kukufi¢ny.
Diky tomu je mozné podle tohoto poméru urcit i rostlinu, ze které byl Skrob vyroben.
U nékterych Skrobu, jako napf. pSeni¢ny Skrob, se miZzeme setkat jen s amylopektinem,

u jinych naopak jen s linearni amylosou [11].

Tabulka 1. Obsah skrobu a jeho slozeni (obsah amylosy) u vybranych druhi potravin [8].

Potravina Skrob [%] Amylosa [%6]*
Brambory 17-24 20-23
Kukufice 65-75 24-26
Psenice 59-72 24-29
Ryze 70-80 8-37

* Obsah amylopektinu se dopocitava vzdy do 100 %.

Skrobova zrna (obr. 4) neboli granule $krobu se li§i podle typu rostliny, ze které
pochazi. Maji ale sviij spolecny stavebni model, skladaji se zradidln€ uspotfddaného
amylopektinu ve tvaru disku. MlZeme rozeznavat ¢tyfi typy polymorfni formy Skrobu
podle stupné krystalinity na A, B, C a V. Forma A je nejstabilnéjSi a je obsaZena
v cerealnich Skrobech. Nejméné stabilni forma B je obsazena u Skrobu kofenové zeleniny a
brambor. Forma C je obsazena v luSténinach (nejspiSe se jednd o spojeni forem A a B).
U zelatinovych $krobi, obsahujicich lipidy s interakci amylosy a mastnych kyselin, se

setkavame s formou V [8].

Skrobova zrna jsou ve studené vodé nerozpustna, stejné tak ale i napiiklad v
chloroformu a alkoholu [4, 7], proto je dulezité k disperzi dospét pomoci zahtati Skrobu.
V ptitomnosti horké vody se ze Skrobu vytvaii tzv. Skrobovy maz, ktery méa vysokou
viskozitu a propujcuje Skrobu gumovitou a kohezni texturu [8]. V analytické chemii se
Skrobovy maz vyuziva jako indikétor pfi titracni metodé zvané jodometrie. V uméleckych
oborech je ale vyuzivan jako lepidlo pro dekorativni a restauratorska dila, kde se do né&j pro
zvyseni lepicich schopnosti ptidava klihova voda [3, 4, 11]. V obchodech se skrob prodava

Vv podobé bilého prasSku bez urcité charakteristické chuti nebo viing.
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Obrazek 4. Schematické znazornéni Skrobovych zrn, A — Skrobové zrno jednoduché,

B — slozena skrobova zrna.

2.2.1.1 Syntéza a odbouravani Skrobu

Skrob je syntetizovan (obr. 5) v plastidech, chloroplastech a ve vsech rostlinnych
tkanich, kde neprobiha fotosyntéza, jako jsou semena, kofeny a hlizy. Ve fotosyntetickych
tkanich, tj. chloroplastech, je syntetizovany Skrob degradovan na maltosu a glukosu béhem
temnostni faze fotosyntézy. Tyto cukry jsou pak exportovany do cytosolu a pouzivany dale
k syntéze sacharosy. Sacharosa miize byt snadno ptrepravovana po nefotosyntetizujicich
tkanich, kdy podporuje rist rostlin, nebo slouzi jako podpora syntézy Skrobu
v amyloplastech. Biosyntéza $krobu zahrnuje jak chloroplastické tak amyloplastické drahy.
Vychozim bodem pro chloroplastické drahy je fruktosa-6-fosfat, produkt fotosyntetické
fixace uhliku. Vychozim bodem pro amyloplastické drahy je glukosa-1-fosfat, produkt
rozkladu sacharosy [12, 13]. Glukosa-1-fosfat je aktivovana ADP-glukosapyrofosforylasou
za vzniku ADP-glukosy. ADP-glukosa se dale pouZziva pro syntézu $skrobu s enzymy, které
glukose ptidavaji jednotky na konec rostouciho polymerniho fetézce k vytvotreni molekuly

Skrobu [14].
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Obrazek 5. Schéma syntézy Skrobu [14].

Odbouravani Skrobu

Odbouravani skrobu (obr. 6) probiha pomoci enzymt a-amylosa a f-amylosa. Rostlina
pottebuje pokryt energetickou potiebu pomoci Skrobu, ktery ale nemiize pfijmout
Vv puvodnim stavu, nybrz v podob¢ jednoduchych cukri, které muize organismus dale
metabolizovat. a-amylosa je enzym katalyzujici $tépeni ,,uvniti“, na libovolném misté
amylosy a amylopektinu (oddil 2.2.1). Amylopektin lze odstépit jak z vétvené struktury za
vazbami a-(1-6), tak i z volnych koncovych fetézct. Optimalni pH pro tuto enzymatickou
reakci je 5,3 az 6,0. Druhy enzym, f-amylasa, pusobi téz na amylosu a amylopektin, ale
z vnéjsku molekuly. Postupné odstépuje maltosu z konce fetézcii. Amylopektin podléha
hydrolyze B-amylosou, kterd ale neni schopna Uplné hydrolyzy vazeb. Pro dokonalou
hydrolyzu je zapotiebi obou zminénych enzymul. Optimalni hodnota pH pro tuto
enzymatickou reakci je 4,3 [15].
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syntéza sacharosy

Obrazek 6. Schéma odbouravani Skrobu. 1 — f-amylosa, 2 — a-amylosa, 3 — fosforylasa,

4 — glukosidasa, 5 — hexokinasa, 6 — fosfoglutamosa, 7 — glukosa-6-fosfat isomerasa [16].

2.2.1.2 Historie vyroby Skrobu

Pocatek vyroby Skrobu se ptisuzuje do Malé Asie. K vyrobé byla od poéatku pouzivana
nejcastéji pSenice, ale 0 konkrétnim zpisobu vyroby se dochovalo velmi malo zprav. Do
18. stoleti se pouzivala k vyrobé Skrobu stale hlavné pSenice, ale pozdé&ji i brambory.
V 19. stoleti se zvlasté¢ v Némecku, Rusku a Francii zacal vyrabét bramborovy Skrob.
V' Americe se rozvinula vyroba Skrobu z kukufice, ktera byla s rozmachem péstovani
kukufice v evropskych podminkach pozdgji pfenesena i na tento kontinent. V poloving
19. stoleti se skrob zacal vyrabét z ryze a tato produkce se pozdéji také dostala do Evropy

[11].

2.2.1.3 Produkce $krobu ve svété

V prumyslové oblasti méa skrob nejvétsi uplatnéni pii vyrobé zasypt, pudri a dalSich
technickych produktii. Ro¢ni produkce Skrobu ve svété je odhadovéna ptiblizné na 12
milion® tun. Nejvyssi produkce pfipada na kukuficny (85 %), déle pak na bramborovy (10
%) a pSenicny skrob (5 %). Dalsi druhy skrobu jako jsou napiiklad ryzovy, jecny, batatovy,

kuzu nebo maniokovy $krob se vyrabéji ve velmi malém mnozstvi [17].
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V Ceské republice se piiblizné za rok vyrobi kolem 18 tisic tun bramborového a 15 tisic
tun pSeni¢ného Skrobu. Nejvétsimi odbérateli Skrobu jsou textilni, potravinafsky a

papirensky pramysl [17].

2.2.2 Bramborovy $krob a jeho vyroba

Dilezitou surovinou pro vyrobu bramborového Skrobu jsou podzemni hlizy lilku
bramboru (Solanum tuberosum). Mezi odrudy péstované pro vyrobu $krobu fadime rané
(Tegal, Protiva), polorané (Rustica, Calla) a polopozdni brambory (Borka, Amylax, Javor,
Panda, Saturna). Tyto odrudy primyslovych brambor obsahuji v hlize pfiblizné 23-24 %
susiny a podil Skrobu je 8-29 % v bramboie (tab. II) [17].

Tabulka I1. Latkové slozeni bramborové hlizy [17].

Latka Obsah latky [%6]
voda 75,38
suSina 24,62
sacharidy (Skrob + ostatni) 20,60
bilkoviny 1,95
lipidy 0,15
vlaknina 0,95
popeloviny 0,98

Tato tabulka obsahuje primérné zastoupeni vody a susiny v brambofe. SuSina zahrnuje sacharidy, bilkoviny,
lipidy, vlakninu a popelovinu.

Lilek brambor (Solanum tuberosum), ¢eled’ lilkovité (Solanaceae)

Aroma syrovych brambor tvofi slouceniny 2-isopropyl-3-methoxypyrazin a
2,5-dimethylpyrazin. Aroma vafenych brambor tvoii jako hlavni slozka methional (obr. 7).

Krom téchto sloucenin se dale uplatiiuji i nékteré alkoholy a karbonylové slouceniny [18].
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Obrazek 7. Vzorce A — 2-isopropyl-3-methoxypyrazinu B — 2,5-dimethylpyrazinu,
C — methionalu.

Vyroba bramborového Skrobu

Prvnim krokem pfi vyrob&é bramborového skrobu (obr. 8) je brambory rozttidit a odd¢lit
od hrubych necistot. V dal$im kroku putuji brambory do takzvané pracky, v které se o sebe
operou a zbavi zbylych necistot. Z pracky dale pokracuji do struhacky, kde se rozstrouhaji
na jemnou kaSi. Pomoci Cerpadel se kase procedi pies sito a zde se pomoci vody Skrob
z kaSe vypere. Vzniklad kaSe neboli tfenicka padd do rozmélnovaciho mlynku, kde se
pomoci vody znovu procedi. Pfebytecna voda odtékd kanalem pry¢ a tfenicka se susi nebo
lisuje. Z vypiracich sit odtéka takzvané skrobové mléko, které se shromazd’uje v nadobé.
Odtud dal pokracuje na rafinacni sita, kde se zbavuje zbytkli proslych necistot, uchycujici
se na hedvabném situ. Ziskané skrobové mléko se pumpuje do usazovacich zlaba, kde se
nechd Skrob usadit a pfebytecnad voda se odpousti ven mimo tovarnu, nejbéznéji do feky.
Usazeny Skrob je dopraven k ptecisténi do misidla, kde se znovu smiché s vodou a necha
usadit. Tento proces se provede jesté jednou a poté se ze svrchni vrstvy usazeného Skrobu
seSkrabnou necistoty. Po zbaveni necistot se znovu skrob smichd s malym mnoZstvim vody
a putuje do nadrzek s odstfedivkami. Vznikly Skrob putuje pomoci vytahu do prvniho
poschodi a odtud pada do plechovych krabic, poté se susi v suSicich piistrojich a

suSarnach.

V poslednim kroku se ziskany ptecistény Skrob rozmichéd s vodou. Putuje do nadrzek,
kde se zfedi s Cerstvou vodou a proseje ptes sito s hedvabnou latkou. Vzniklé Skrobové
mléko se nechd usadit v usazovacich zlabech. Z usazeného Skrobu se piecisténim stane

kone¢ny surovy Skrob [11].
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Obrazek 8. Schéma vyroby bramborového Skrobu [19].

2.2.3 PSeni¢ny Skrob a jeho vyroba
Surovinou pro vyrobu pseni¢ného Skrobu je pSenicna mouka. PSenice obsahuje pifiblizné

85 % susiny, 14 % vody a obsah §krobu v pSenici se pohybuje kolem 63 % (tab. 111) [17].
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Tabulka I11. Latkové slozeni pseni¢né mouky [17].

Latka Obsah latky [%6]
voda 14,0 %
Skrob 68,4 %

niz$i sacharidy 0,8 %
vlaknina 1,2 %
bilkoviny 13,5 %
tuky 1,5%
popelovina 0,6 %

PSenice seta (Triticum aestivum), ¢eled’ lipnicovité (Poaceae)

Psenice seta obsahuje zasobni latky prolaminy a gluteniny. Dale gliadiny a gluteniny,

které za pritomnosti kysliku tvofi, tzv. lepek. Krom vitaminu B1, B2 a B6 ma také kyselina

pyridin-3- karboxylové (niacin) a kyselinu pantotenovou (obr. 9) [20].

0
H OH
N OH NH
HO %ﬂ/ W\OH
o
N H H O o
A B

Obrazek 9. Vzorce A — kyseliny pyridin-3-karboxylové, B — kyseliny pantotenové.

Vyroba pSeni¢ného Skrobu

Vyrobu pseni¢ného skrobu (obr. 10) Ize provést dvéma nize popsanymi zpisoby.
a) Vyroba pseni¢ného Skrobu za pomoci kvaseni.
Nejdiive se psenice namoci, aby mohla byt 1épe rozemleta. V 1été€ se namaci po

dobu tii az ¢tyf dnt, v zimé 8 az 12 dnt. Dikaz, ze je zrno dostatecné rozmoceno,

lze provést rozmacknutim mezi prsty. Voda, ve které byla zrna namocena, se
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b)

vypusti a sliz utvotfeny na povrchu zrn se splachne Cistou vodou. Rozmocené zrno
putuje mezi litinové valce, které jej nestejné rychlym otacenim mackaji.

Rozmackana hmota podléha kvaseni, jehoz hlavni funkce je rozrusit Skrob, aby
se dale lépe stépil. Rozmocend hmota putuje do nadoby, ve které se smicha
S kyselou vodou za vzniku kaSe. Dukazem, Ze¢ opravdu probiha kvaSeni, jsou
vystupujici bubliny CO,. Nejdiive probiha kvaseni lihové (polysacharidy jsou za
pomoci kvasinek pfeménovany na alkohol) a dale pfechazi v kyselé kvaseni. KaSe
se musi v prubéhu kvaseni pravidelné¢ michat. Samo kvaSeni konci pti dosazeni
teploty 15 °C az 20 °C, a to za 10 az 14 dni. Ukonceni kvaSeni se pozné podle
slizkosti kase, dalSim ukazatelem je, jestli 1ze procedit pies sito. Dale se kyselad
voda odpusti a zbyla hmota se pfepere v médéném dérovaném valci.

Skrobové mléko z valeti putuje do nadob, kde se necha usadit po dobu 4 az 5
dnti. Naspodu je usazeny Skrob. Nad skrobem se vydéluji vrstvy s lepem (neboli
gluten, coz je smés bilkovin obsazenych v obilnych zrnech, je rozpustny ve vodé,
proto se v této fazi vyde€luje do roztoku) [21], spodni tmavsi vrstva je smés Skrobu a
lepu a nejsvrchngj$i vrstvu tvoii pouze tzv. kysely lep. Po odpusténi vody se obé
svrchni vrstvy obsahujici lep seSkrabnou a zbyly Skrob se znovu smicha s vodou.
Vzniklé mléko se proseje pies sito, aby se zbavilo piebytecnych necistot. Poté se
znovu necha Skrob usadit a oddé€li se svrchni vrstvy. Je-li zadouci Cisty bily Skrob,

musi se ditkladné odstranit lepek. Konecny Skrob se po suSeni rozpada na tyCinky.

Vyroba pSeni¢ného Skrobu bez pomoci kvaseni.
Zacatek ptipravy se shoduje s pfedeSlym postupem, jen se Castéji vyméiuje
kvaSeni. Vzniklou kasi umistime do platéné¢ho pytle a zaSijeme. Pytel se umisti

mezi vélce, kde se obCas vyménuje voda.
Cisténi a suSeni Skrobového mléka probiha stejn€ jako u predchoziho postupu.

Skrobové mléko z valc putuje do nadob, kde se necha usadit po dobu &étyf az
péti dnli. Naspodu je usazeny Skrob. Nad Skrobem se vydéluji vrstvy s lepem,
spodni tmavsi vrstva je smés Skrobu a lepu a nejsvrchnéjsi vrstvu tvoii pouze
kysely lep. Po odpusténi vody se ob¢ svrchni vrstvy obsahujici lep seSkrabnou a
zbyly Skrob se znovu smicha s vodou. Vzniklé mléko se proseje pies sito, aby se

zbavilo necistot. Znovu se necha skrob usadit a odd¢li se svrchni vrstvy. Jestlize je
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zadouci Cisty bily skrob, musi se ditkladné odstranit lepek. Konecny Skrob se po

suSeni rozpada na tyCinky.

Pseni¢na mouka

'

Voda —— Kontinudlni hnétac
Voda — Vypiraci stanice _+

Rotaéni sito

'

Lavér ~— NsOH

'

Ultrarotor  Rafinaéni odstredivky

| '

Vysévani Pneumaticka susrna

! ;

Baleni Vibvani
L l ¥
Vitalni lepek Baleni Zemni usazovaci nadrz

| |

Suchy A-skrob Vlhky B-skrob

Obrazek 10. Schéma vyroby pseni¢ného Skrobu [19].

2.2.4 Kukutiény Skrob a jeho vyroba

Surovinou pro vyrobu kukufi¢ného Skrobu je kukuficné zrno ziskané z kukutice seté
(Zea mays), naptiklad z téchto kukufi¢nych odrid: Reventador, Duro, Blando. Kukufice
obsahuje pfiblizné 88 % suSiny, 14 % vody a obsah Skrobu v kukufici je 72 % suSiny
(tab. IV) [17].
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Tabulka 1V. Latkové slozeni kukufi¢ného zrna [17].

Latka Obsah latky [%0]
voda 18,0 %
vlaknina 2,4 %
skrob 56,0 %
bilkoviny 8,0%
pentozany 5,0 %
tuky 3,0%
popeloviny 1,5%

Vyroba kukufi¢ného Skrobu

Vyroba kukuficného Skrobu (obr. 11) je velmi podobna vyrobé pSeni¢éného Skrobu
pomoci kvaSeni. DéEli se na maceni, mackani, uvoliiovani Skrobu z kaSe chemickymi

¢inidly (NHs, NaOH), vypirani kase, ¢iSténi surového Skrobu a suseni.

Po precisténi sity se kukufi¢na zrna maci ve vod¢ tak dlouho, dokud nejdou rozmélnit
mezi prsty. Déale se nechaji mezi valci co nejjemnéji rozmackat na kasi a za ptridavku vody
se proseji pres sito. Prosla kase pokracuje do nddob, kam se pfida za obfasného michani
amoniak. Po usazeni se voda odd¢li a zbyla usazenina se piepere v dérovanych valcich a

necha se ususit [11].
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Obrazek 11. Schéma vyroby kukufi¢ného skrobu [19].

2.2.5 RyzZovy $krob a jeho vyroba

tabulce V. Pouziva se bud’ loupana, neloupana, nebo jako ryzova mouka. Muze se také
zkvaSovat a vyrabét se z ni alkoholové napoje, nejzndméjsi je ryzove pivo, vino nebo arak.
Neloupana ryze ma zastoupeni mezi léCebnymi piipravky. Bylo zjisténo, ze stabilizuje
hladinu krevniho cukru (glykémii), snizuje krevni tlak a zlepSuje zdravotni stav pacientil
trpici lupenkou. Zevni aplikace ryZové Skrobu zlepSuje hydrataci pokozky a zmirfiuje jeji

podrazdéni [22].
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Tabulka V. Latkové sloZeni ryze [23].

Latka Obsah latky [%6]
voda 11,5%
bilkoviny 7,2%
Skrob 80,4 %
vlaknina 1,7%
popelovina 0,5%

RyzZe seta (Oryza sativa), ¢eled’ lipnicovita (Poaceae)

Aroma vatfené ryze tvofi slouCena 2-acetyl-1-pyrrolin pfipominajici vini prazené
kukufice. Dale se v ni vyskytuji aldehydy vznikajici oxidaci mastnych kyselin, jako
nonanal, hexanal, 2,4-deka-dienal a (2E)-non-2-ena, nebo 4-vinylfenol vznikajici degradaci
fenolovych kyselin (obr. 12) [18].
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Obrazek 12. Strukturni vzorce: A — nonalu, B — hexanalu, C — 2,4-dekadienalu,

D — (2E)-non-2-enu, E — 4-vinylfenolu, F — 2-acetyl-1-pyrrolinu.

Vyroba ryzového Skrobu

RyZova zrna se ponechaji 18 aZ 20 hodin namocena v hydroxidu sodném (NaOH). Po
rozmoceni se louh odpusti a zbyld hmota se necha dvakrat za sebou promyt vodou. Dale se
tato hmota rozemele mezi mlynskymi kameny na jemnou kaSi. Dal§i zpracovani kaSe
probiha v misidlech po dobu péti hodin, kdy se opakuji stejné postupy (zfedénim stejnym

mnozstvim vody jako u kase a ponechanim 30 minut v klidu). Na dné se usadi $krob
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s lepem, svrchni vrstvu tvoii $krobové mléko, které se opatrné oddéli. Skrobové mléko se

proseje pies sito a $krob se necha usadit béhem dvou dnd.

Dile se pokraduje jako u pSeniéného $krobu. Skrobové mléko z vélct putuje do nadob,
kde se necha usadit po dobu ¢tyt az péti dnti. Naspodu je usazeny Skrob. Nad Skrobem se
vydéluji vrstvy s lepem, spodni tmavsi vrstva je smés Skrobu a lepu a nejsvrchnéjsi vrstvu
tvoti pouze kysely lep. Po odpusténi vody se obé svrchni vrstvy obsahujici lep seSkrabnou
a zbyly skrob se znovu smicha s vodou. Vzniklé mléko se proseje pies sito, aby se zbavilo
piebyte¢nych necistot. Znovu nechame skrob usadit a oddélime svrchni vrstvy. Jestlize
chceme disty bily skrob, musime dikladné odstranit lepek. Kone¢ny skrob se po suseni

rozpada na ty¢inky [11].

2.2.6 Kuzu

Kuzu je dievnata liana (Pueraria lobata) rostouci v Japonsku, Cing, Koreji a v Americe,
kde je znama pod pojmem ,,Kudzu“ [24]. V USA se vyskytuje jako plevelna rostlina, ktera
se velmi rychle roz$ifuje a jeji denni pfirGist mize byt az 30 cm. Kofeny kuzu obsahuji
Skrob, ktery se ziskava z kofene rostliny vyplavovanim a naslednym susenim na slunci.
Dale obsahuje kromé& skrobu (tab. VI) i izoflavonoidy (napf. puerarin, daidzein) 0
pramérném mnozstvi od 2 % do 12 % v susing, které maji o€istné a 1é¢ivé ucinky. Kofen

kuzu muze rist az do hloubky 1,5 metru [25].

Pii klinickych testech bylo zjiSténo, Ze kuzu ma velmi dobry vliv na lidsky organismus.
Pomaha snizovat nebo Uplné odstranovat bolesti hlavy, coz je zpusobeno zlepSenim
pratoku krve. Dale ma ptiznivé kardiovaskularni G¢inky, podporuje produkci hormonil
(serotoninu, dopaminu) a doporucuje se I pifi onemocnénich traviciho traktu, protoze

zabraiuje prekyseleni zaludku [25].
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Tabulka V1. Latkové slozeni kuzu [26].

Latka Obsah latky [%0]
suSina 19,4 %
vlaknina 33,0%
bilkoviny 19,3%
etherové extrakty 21%
ostatni latky 26,2 %

Kuzu (Pueraria lobota)

Aktivni slozky kuzu jsou daidzin, daidzein, puerarin, genistin, genistein a mnoho
dalsich (obr. 13) [27]. Diadzein je isoflavon, ktery ma anti-oxidaéni, anti-karcinogenni a

anti-aterosklerotické funkce. Puerarin fidi vstiebavani v gastrointestinalnim traktu [28].

OH

Obrazek 13. A —daidzin, B — daidzein, C — puerarin

2.2.7 Arabska guma

Arabska guma patii také mezi oblibend polysacharidova pojiva. Jiz ve stfedovéku byla
vyuzivana jako pojidlo barev, zejména pro tvorbu kniznich iluminaci (obr. 14). Je to
koloidni latka ziskdvana z rtiznych druhti akacii, které rostou v tropech a subtropech celého

svéta.
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Obrazek 14. Piiklad knizni iluminace, kde mohla byt jako hlavni pojivo barev pouzita

prave arabska guma [29].

Arabska guma obsahuje draselné a vapenaté soli kyseliny arabové (CsHgO,4)n. V chladné
vode¢ tvoii husty, lepivy roztok. V suchém prostiedi je velice stila, nezvétrava, nezloutne a
nezakaluje se. Je ale velmi kiehka, a proto je k ni nutné ptidavat naptiklad glycerin, cukr,
med nebo glukosu jako zmékcovadla. Roztoky arabské gumy jsou mirné kyselé a snadno
podléhaji plisni. Pro desinfekéni uéinky se do nich ptidava naptiklad borax (tetraboritan

sodny) nebo zrnicka kafru [3].

V soucastné dobé je arabskd guma nejvice vyuZzivand v 1ékafstvi a potravinafstvi, kde se
pouziva pii stabilizaci nebo emulgaci riznych potravin. Ve zmrzlinach pfispiva k jemné
konzistenci a v cukrovinkach brani vlhnuti polev a krystalizaci cukrt, diky stabilizaci
emulze, kdy absorbuje kapky oleje pomoci pfitomnych proteini vazanych na
polysacharidy. Arabskou gumu Ize dobte kombinovat s dalsimi gumami, sacharidy, Skroby

nebo zelatinou [3, 4, 8].

2.3 Proteinova pojiva

Proteinova pojiva (vajecnd, klihova nebo mlécna) jsou tvoiena bohatymi smésmi
proteint. Proteiny (bilkoviny) jsou polypeptidické fetézce, jejichz zakladni stavebni
jednotkou jsou aminokyseliny. Pofadi aminokyselin v fetézci je zakddovano do dédi¢né

genetické informace, DNA (deoxyribonukleové kyseling). V bunice muzeme najit az

29



nekolik tisic riznych bilkovin, které se liSi svym chemickym slozenim, prostorovym

uspofadanim a funkci [30, 31].

Proteiny Ize rozd¢lit podle jejich rozpustnosti ve vod¢ na rozpustné (napt. krevni
albuminy, histony) a nerozpustné (keratin, kolagen atd.). Existuji vSak i proteiny, které
jsou bézné nerozpustné, ale v pfitomnosti nékterych anorganickych latek se mohou

rozpoustét (napt. globuliny) [32].

Podle tvaru a stavby molekul rozliSujeme proteiny:

e globularni — tvar pfipominajici rotacni elipsu, rozpustné ve vodé, s velikou Skéarou
funkci a uplatnéni.

o fibrilarni (vlaknité) — protahlé, vlaknité molekuly, vétSinou nerozpustné ve vode.
K této skupiné patii skleroproteiny, latky vlaknitého tvaru, nerozpustné a casto se

podilejici na stavbé cytoskeletu, protoze maji podpirnou a strukturni funkei [32].

Do skleroproteint fadime kolagen, keratin a elastin. Elastiny nachazime v elastickych
vlaknech rtiznych zivoc¢icht. Keratin je velmi odolné bilkovina, jejiz vlaknitd Sroubovita
struktura pfipomina lano. Vlakna keratinu se vyskytuji napiiklad ve vlasech, chlupech,
nehtech, nebo v ovéi viné [7]. Kolageny jsou latky tvofici stavebni podpurnou jednotku
bilkovin. Déle jsou tvofeny z tzv. tropokolagenu, ktery tvoii provazce ze tii navzajem
sto¢enych fetézcu. V teplém prostiedi za ptitomnosti alkalickych latek dochazi k degradaci
kolagenu a vznika zelatina. Tento proces nachazi uplatnéni pii vyrobé klihu, respektive

klihovych pojiv [7].

Klih

Klih (obr. 15) je tvofen z bilkoviny zvané kolagen, jenz je ziskavan z kosti, chrupavek a
z kuze. Patii mezi koloidni latky a tato vlastnost mu umoznuje pojmout mnozstvi vody
stejné jako je jeho hmotnost. Klih se ve vodé nerozpousti, nybrZz pouze bobtna. Jeho
nerozpustnost dale podporuji latky jako naptiklad kamenec (podvojna stl kyseliny sirové,
klihové vody se piimichava v mnozstvi jedné tietiny vahy daného klihu. Zatimco formalin

zpusobuje nepropustnost vici vode [4].
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Pii zahtati nabobtnalého klihu na 35 °C az 50 °C, ztraci klih sviij puvodni tvar, ktery
pozdéji po vychladnuti znovu ziska. Jedin€¢ v poméru 1:50 svého objemu zlstane klih
v kapalném stavu i za bézné teploty. Nespornou vyhodou tohoto materialu je jeho pruznost

a stalost, diky ¢emuz drzi napiiklad lepené ¢asti soch i cela staleti [3].

Kwvalita klihu je zavisld na pivodu a druhu produktu, z n€hoz byl vytvoien. Mezi klihy
patii kozni klih, krali¢i, kostni klih a rybi klih, jinak téz také oznaCovany jako vyzina
3, 4].

e Kozni klih je mozné zakoupit v obchodech v podobé zelatiny nebo kraliciho klihu. Od
kostniho klihu ho Ize rozlisit pomoci kamence KAI(SO.),, kdy se po jeho pfidani vodni
roztok nezakali.

e Zelatina se bézné prodava v tenkych, prithlednych a bezbarvych listcich, které se daji
dobfe svinovat. Vzhledem ke své vynikajici pruznosti a elasticit¢ je zelatina
nenahraditelnd ve vyrobé kiidovych podklada.

e Krali¢i klih je dovazen z Francie. Prodava se v podobé tabulek c¢tvercového az
obdélnikového tvaru s vystouplymi okraji a hnédoSedého zabarveni. Krali¢i klih je
hodnocen ramati a pozlacovaci jako nejlepsi [4].

e Kostni klih neboli klih obyCejny ma o trochu nizs$i lepici ucinky, nez klih kozni.
Najdeme ho v podobé¢ silnych tabulek nebo v hnédych perlickach. Tyto perli¢ky se daji
velmi téZko roztlouci, jejich lom je lasturovy az sklovité leskly.

e Rybi klih se vyrabi z kosti a kizi ryb. Je snadno rozpustny ve vod¢ a ma nizsi lepici
ucinky nez klih obycejny. Mezi jeho nejkvalitnéjsi druhy patii vyzina. Setkavame se s ni
Vv podobé prisvitnych, plochych a vldknitych kouski, které se v horké vodé postupné
rozpoustéji. Vyzina patii k nejsilngjSim lepivym latkam pouzivanym v malifskych

oborech. [4]
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Obrazek 15. Klih v podob¢ granuli [33].

Vew r

2.4 Pryskyri¢na pojiva

Pryskyfice jsou ptirodni, organické, nekrystalické pevné latky vznikajici z balzamu
samovolnym odpafenim silic, jejich polymerizaci a okysli¢enim [3, 34]. Jsou to vétSinou
zakalené, n¢kdy ciré, dozluta az hnéda zabarvené latky Slozené ze smési pryskyfi¢nych
kyselin, esterd, fenolt, uhlovodiki a alkoholt [34]. Pryskyfice nejsou pfili$ rozpustné ve
vodé, ale pomérné snadno se rozpoustéji Vv toluenu, xylenu, benzenu, acetonu nebo

Vv terpentynové silici [3, 4, 34].
Podle piivodu sbéru délime pryskyrice na:

e Recentni pryskyfice — jsou ziskavany zporanéné kury stromui; napf.
kalafuna, damara, dra¢i krev, mastix a nékteré mékké kopaly.
e Fosilni pryskyfice — jsou ziskavany zpudy, odumfelych stromu; napf.

jantar, kopaly [3].

Podle tvrdosti délime pryskyrice na:

e  M¢ckké — zahrnuji vétSinu recentnich pryskyfic

e Tvrdé — zahrnuji vétSinu fosilnich pryskyftic
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Dulezitymi vlastnostmi pryskyfic jSou zejména stalost, neuréity bod tani, rozpustnost

v organickych rozpoustédlech, pruznost a vysoky stupen kyselosti.

Stalost mekkych pryskyfic neni pfili§ velka, jelikoz podléhaji atmosférickym vliviim,
zejména puasobenim svétla respektive ultrafialovymi paprsky, vihkosti nebo oxidaci,
urychlujici jejich rozpad. Mékké pryskytice, jako napt. mastix, kalafuna a damara, se
rozpoustéji v terpentynu. Mastix je povazovan za nejkvalitngj$i pryskyfici, vytékajici
z kary rostlin, rostouci na pobiezi Stfedozemniho moie. Kalafuna vznika usazenim
pevného zbytku pii destilaci terpentynového balzamu z riznych druht borovic. Selak,
mékké manilské pryskyfice a sandarak se rozpoustéji v lihu. Selak je jediny druh
pryskyfice, kterd nevytéka samovolné z poranéné kiry stromt, ale je produktem cervci.
Z jehli¢natych stromt rostouci na pobieZi sttedomoii vytéka sandarak, ktery se komeréné

dodava v podobé Zlutych kousk [4].

Tvrdé pryskyfice jsou nepomérné stalejsi, ale nelze je dostatecné vyuzit pii vyrobé
lakd, protoze jsou obtizné rozpustné. Rozpoustéji se bud’ ve velmi silnych rozpoustédlech,
nebo v jejich ptitomnosti jen bobtnaji. Ve skute¢nosti se jedna spiSe o vzajemnou disperzi,
kdy pryskyftice rozpoustédlo absorbuje. Z tohoto ditvodu se tvrdé pryskyfice pouzivaji pro
vyrobu olejovych laku, na rozdil od laku te¢kavych [3, 4].

Pryskyfice postupnym zahiivani méknou a taji. Jejich bod tani je udavan v rozmezi
nékolika stupii. Bod tani se liSi u mékkych a tvrdych pryskyfic. Bod tani mé&kkych
pryskyfic je udan v tabulce VII. Bod tani tvrdych pryskyfic je mnohem vyssi, uvadi se az
190 ¢i 300 °C [3, 4].

Tabulka V1I1. Bod tani a m¢knuti mékkych pryskytic [3].

Pryskyfice Bod méknuti * [°C] Bod tani [°C]
Selak 65 80-120
damara 55 85
mastix 80 95
kalafuna 80 110
sandarak 100 150
manilské mekké kopaly 50-80 110-190

* Bod méknuti je primérné teplota, pfi které vzorek zméni svou konzistenci.
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S termoplasticnosti pryskyfic souvisi jejich tvrdost a pruznost, ktera se méni podle
teploty. S pribyvajici teplotou tvrdosti ubyva a naopak piibyva pruznost. Pro zvySeni
pruznosti se pridava do pryskyficnych pojiv Casto pifisada oleji nebo balzami. Nyné&jsi
moderni zvlacnovadla pfidavana do praimyslovych laki se ale na umélecka dila nehodi [4].
V pryskyficich je pfitomno mnoho volnych kyselin, a proto je pii miseni pryskyfice
s pigmenty tyto kyseliny nutné zneutralizovat. JelikoZz pigmenty maji obvykle zasadity

charakter, tvofi s pryskyficemi srazeniny [4].

Lom svétla je u pryskyiic dosti vysoky, jeho index lomu rGznych druhti je udavéan
v rozmezi 1,515-1,540. Také proto davaji pryskyftice na rozdil od ostatnich pojidel barvam

veétsi intenzitu [4].

Pryskyfice mély diive nezastupitelné postaveni v malifstvi. Byly pfidavany do
obrazovych laki, balzami a olejovych barev. V restauratorstvi byly nepostradatelné do
neddvna, jako soucast lepidel, tmelii a penetracni smési, kterymi se opravuji narusené

materialy pamatek [34].

Damara

Damara je pryskyfice ptivodem ze stromu damaroné jizniho (Agathis Australis) [35],
ktery roste na tizemi Nového Zé¢landu, Malajsie a Indie. Damara patii mezi recentni
pryskyfice, tj. na jeji poranéné kiife nachdzime husté charakteristické tvary kapek, ty¢inek
nebo valounkli. Samotnd pryskyfice mlzZe vytékat samovolng, ale také pfi umyslném
poranéni kury nebo kofenti rostliny. V obchodech ji muzeme zakoupit v podobé
beztvarych, prithlednych hrudek (obr. 16) [3, 4].

Damara je rozpustna v terpentynové silici, ale i v organickych rozpoustédlech, kdy se
rozpousti za normalnich podminek (0 °C, p = 101,325 kPa). Bod tani je udavan v intervalu
85-120 °C. Velikou vyhodou je jeji opticka stalost, kdy se stafim jeji zabarveni témeéf
nemeéni, a proto se vyuziva pro piipravu zaveére€nych laki na uméleckych dilech. Diky
témto vlastnostem je nejvyhledavangjsi vychozi latkou pro piipravu lakd. Pro veétsi

optickou trvanlivost se k pryskyficim pfidava tuhnouci olej nebo vosk [3, 4].
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Obrazek 16. Damara v podob¢ granuli [36].

2.5 Aditiva

Terpentyn
Terpentyn neboli terpentynova silice je ziskavana destilaci z dfevin jehli¢natych stromt
nebo destilaci balzadmu. Terpentynova silice je sloZzena z uhlovodikil a terpent, ¢aste¢né

z pryskyfi¢nych zbytka a vody. Obsah silic zavisi na druhu borovic [3, 4].

Terpentynova silice se v uméleckych dilech pouziva jako tedidlo olejovych barev.
Dulezité je, aby byl terpentyn dostateéné rektifikovan a neobsahoval zpryskyfi¢natélé

podily, jez v ném vznikaji samovolnou polymerizaci a oxidaci [3].

2.6 Pigmenty

Pigmenty jsou pevné latky anorganického nebo organického ptivodu, které se pouzivaji
k vyrobé barev [34]. Historie pouziti pigmentu v uméleckych dilech je datovano uz od
pravéku. Znalost chronologie pouzivani jednotlivych pigmentd muze napomoci

s ur¢ovanim pravosti a datovanim uméleckych dél [3].

V pravéku se jako pigmenty pouzivaly nejbéznéji ptirodni hlinky, grafit, kostni nebo
slonova Cern atd. Ve starovéku byly oblibenymi pigmenty azurit, kiida a asfalt. Tehdy také
doslo k pouzivani Sir§iho okruhu pigmentd, zacaly se pouzivat nové pigmenty jako

napiiklad olovnato-cini¢ita zIut’, horska modf, barytova zlut', kadmiova oranz a Cerven.
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Postupem vyvoje se star§i pigmenty zacaly nahrazovat novéj$imi a také se zacalo s jejich

syntetickou vyrobou [34].
Pigmenty lze rozd¢lit do skupin podle raznych kritérii [34].
Podle sloZeni je délime na:

e Anorganické

e Organické — délime je dale do tii skupin na laky (v nichz miZeme rozpustit
organickd barviva), nerozpustné soli (vznikaji srdzenim soli vapniku, hliniku,
manganu, zinku, atd. ve vodném roztoku), pravé pigmenty (nerozpustnost je udana
V jejich molekulové struktute) [34].

e Kovové — neboli bronze, se pouzivaly pro nahrazkové zlaceni, vyrabé&jici se

z bronzového prachu a rozmélnénych bronzovych Supin [34].
Podle piivodu:

e Prfirodni - které se ziskavaji pfimo z pfirody, vétSinou jako oxidy, sirany a
uhli¢itany. Také se pfipravovaly z rostlinnych nebo zivocisnych barviv (napf.
karmin z nachovych msSic, brazilsky purpur z barevnych difevin).

e Syntetické — uméle vyrabéné, které nyni nahrazuji pfirodni pigmenty [3].

Pigmenty jsou nerozpustné ve vysychavych olejich, v organickych rozpoustédlech a
ve vodé. Kazdy pigment by mél také prokazat svou stabilitu v prostiedi, v némz se
vyskytuje. Mé&l by byt chemicky neaktivni latkou, na kterou neptisobi kyseliny ani zasady.
Nejlépe tedy musi byt staly na svétle, na vzduchu a v kontaktu s jinymi pigmenty nebo
pojivy [3, 4].

Dalsi dualezitou schopnosti pigmentu je jeho kryci mohutnost, tim rozumime zakryti
barevného podkladu. Kryci mohutnost zavisi ptimo na lomu svétla. To znamena, ze ¢im
vyssi je lom svétla pigmentt, tim vyssi je jeho kryci schopnost a naopak. U barev, to zavisi
na rozdilu mezi indexy lomu pigmentu a pojidla. Cim je vétsi rozdil indexu lomu, tim je

lepsi kryci schopnost [3, 37].

Pigmenty jsou definovany, také podle velikosti zrna, coz ovliviiuje jejich jemnost.

Hrub§im zrnem jsou vyznaCovany pigmenty ziskavané castecnym rozkladem nebo
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chemickou zménou pii vysoké teploté. Jemna zrna jsou ziskdvana mletim nebo vyloucenim

z roztoku [3].

Pro natér je velmi dulezité, aby se konkrétni pigment spojil s pojidlem a vytvoiil pastu.
Mnozstvi pojidla se 1isi druhem pigmentu. U téZkych pigmentl je spotfeba pojidla nizsi
nez u pigmentl leh¢ich. Absorpce daného pojidla zalezi na velikosti, tvaru, rozvrstveni a

povrchu pigmentovych ¢astic [3].

V neposledni fad¢ je dilezitou vlastnosti barvici mohutnost. Udava se jako schopnost
zménit barevny odstin jiného pigmentu [37]. V této praci byly vybrany pigmenty — oxid
zelezity (oddil 2.6.1), siran vapenaty (oddil 2.6.2) a uhli¢itan vapenaty (oddil 2.6.3).

2.6.1 Oxid zelezity (Fe,O3)
Oxid zelezity (Zelezita Cerven), (obr. 17), se vyrabi ze zelené skalice, ktera odpadava pii

mofeni skla (v mnozstvi asi 1 % z hmotnosti moteného skla).

Stupnice odstinu zelezitych ¢erveni obsahuje barevné tony od svétlé az po tmavohnédo-
¢erveny. Jsou to jednoduché, velmi jemné pigmenty, dodavajici dostatek sytosti barev s
dokonalym krytim. PouZivaji se na venkovni natéry, pokud je zelezitd Cervenn dostate¢né

zbavena zbytku siranu, hodi se i do natéru na zelezo [37].

Obrazek 17. Oxid Zelezity [38].
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2.6.2 Siran vapenaty (CaSO,)

Siran vapenaty (sadrovec, bolofiska kiida), (obr. 18), je krystalicka latka. V pfirodni
formé se nejvice vyskytuje na izemi Némecka, Polska, Anglie a v Ceské republice pak
zejména u Opavy. Sadrovec je zékladem pii vyrobé palené sadry a pouziva se také jako

pfisada v cementaistvi [37].

Obrazek 18. Siran vapenaty [39].

2.6.3 Uhlicitan vapenaty (CaCQO5)

Uhli¢itan vapenaty (plavena kiida), (obr. 19) je Cista, jemné porovita latka tvorena
z odumfelych tél moiskych jednobunéénych zivocichu (foraminifera). Nejcastéji se tézi na
pobfezi Némecka, Anglie a Francie. Po té se postupné upravuje pomoci drceni, mleti,
plaveni a sedimentaci. Kvalita se hodnoti podle fyzikalnich vlastnosti, napt. barva, textura
a jemnost (¢im je kiida jemnéjs$i, tim je cennéjsi). Plavena kiida se Casto pouZzivala pro
ptipravu podkladi malby, nebo se také misila se zinkovou (ZnO) i olovnatou
(2 PbCO3.Pb(OH),) bélobou [37, 40].
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Obrazek 19. Uhlicitan vapenaty [41].

2.7 Analytické metody
K identifikaci polysacharidi a proteint je potieba provést kyselou hydrolyzu, kdy se
proteiny $tépi na jednotlivé aminokyseliny a polysacharidy na jednoduché cukry, podle

kterych pak lze latku identifikovat pomoci analytickych metod [42].
Pti identifikaci pojiv se uplatiuji analytické metody:

e Plynova chromatografie (GC), kterou mizeme vyuzit u vSech typl pojiv, také ji
muzeme kombinovat s hmotnostni spektrometrii pro piesnéjsi identifikaci.

e Kapalinovéa chromatografie (HPLC), ktera 1ze vyuzit pro analyzu proteind.

e Hmotnostni spektrometrie (MS) je vyuzivana ve spojeni s kapalinovou nebo
plynovou chromatografii, kdy mizeme identifikovat detailni slozeni pojiv.

e Infracervena spektrometrie (IR) umoziuje identifikaci jen o jednotlivych typech

pojiv. Nesnadno se identifikuji spektra smési nebo pojiv podobného chemického

slozeni [42].

2.7.1 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je metoda zaloZzena na poméru hmotnosti (m) a naboje (2).
Pouziva se pro métfeni hmotnosti ¢astic, molekul nebo chemické struktury vzorku. Princip
hmotnostni spektrometrie spo¢ivd v pievodu vzorku na plynnou ionizovanou fazi a

nasledné ionty separuje podle jejich m/z (pomér hmotnosti iontu a naboje) [43-45].

39



Historie hmotnostni spektrometrie

Védni obor hmotnostni spektrometrie saha az do roku 1897 [46], kdy Wilhelm Wien
analyzoval vychyleni magnetického pole a v roce 1899 postavil prvni zafizeni s paralelnim
magnetickym polem, které oddélovalo paprsky podle jejich m/z (pomér hmotnosti iontu a
naboje) [47]. Pozdg&ji Joseph Joen Thomson se svou praci zaloZenou na analyze nabitych
castic zlepsil W. Wienovu praci a polozil zéklad pro vystavbu prvniho hmotnostniho
spektrometru. Pozdé&ji byl hmotnostni spektrometr vyuzivan pro méfeni hmotnosti nabitych
¢astic pomoci paralelnich elektrickych a magnetickych poli. Na zacatku 20. stoleti byla
hmotnostni spektrometrie pouzita k méfeni hmotnosti atomt, diky ¢emuz byla prokazana
existence izotopa [48]. Také Francis William Aston vyznamné piispél k objevu izotopt. Za
svou praci obdrzel v roce 1922 Nobelovu cenu za chemii [46]. Tento objev oteviel debaty
o struktufe atomu. V roce 1940 byly hmotnostni spektrometry uz komeréné vyuzivany a
byly velmi uzite¢nou technikou v chemickém prumyslu. Védci a chemici zac¢ali hmotnostni
spektrometrii vyuzivat i pro kvalitativni acely, aby zjistili sloZeni latek ve smési. Moznosti

vyuziti hmotnostni spektrometrie byly vSak znaéné omezené [48].

V 60. letech se spojila hmotnostni spektrometric s dalsi analytickou metodou —
plynovou chromatografii a nasledné v 70. letech i s kapalinovou chromatografii. Tyto
poznatky vedly k Sirokému vyuziti v multikomponentni analyzy slozitéjsich organickych

smési [49].

Princip hmotnostni spektrometrie

Vsechny typy hmotnostnich spektrometra se skladaji z iontového zdroje, analyzatoru a

detektoru Castic.

Iontovy zdroj je nezbytnou souéasti hmotnostniho spektrometru. lonty se zde ptevadi do
plynné faze do vakua a ionizuji na kladné nebo zaporné. V této fazi se mohou ionty
rozpadat (fragmentovat). lontovych zdroji je v soucasné dob¢ velké mnozstvi a lze je
rozdélit do dvou zékladnich skupin podle dodané energie na mekké nebo tvrdé. Mezi
zastupce tzv. tvrdych ionizaci patii elektronova ionizace (El — elektron impact) [49]. Tato
metoda ionizace se Casto pouziva ve spojeni plynové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie. Dal$im typem ionizace je mekka ionizace, tzv. chemicka ionizace. Tato

technika je zalozena na ionizaci reakéniho plynu (napt. methanu) a pak nasledné molekul
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analytd. Pfi této ionizaci je predavano méné energie a nedochazi k tak velké fragmentaci
jako u tvrdé ionizace. Existuje mnoho dalSich ioniza¢nich technik pomoci napt. UV zéieni,
elektrického vyboje, nebo vysokého napéti. Dale 1ze provadét desorpci pomoci laseru
(MALDI — Matrix-Assisted Laser Desoption/lonisation), metastabilniho plynu (DART —
Direct Analysis in Real Time) nebo elektrospreje (ESI — Electro-Spray lonization) [49].

Hmotnostni analyzator je dilezitou soucasti hmotnostniho spektrometru, dochazi v ném
za vakua k separaci iontu na zakladné poméru hmotnosti a naboje (m/z). Vyvinuto bylo
mnoho druhti analyzatoru, vyuzivaji dynamické, statické, elektrické nebo magnetické pole,
poptipad¢ jejich kombinaci. Analyzatory rozdélujeme do nékolika skupin. Prvni skupina
zahrnuje skenujici analyzatory, které separuji a vysilaji ionty S ur¢itou hodnotou m/z piimo
k detektoru. Typickymi zastupci jsou sektorové piistroje nebo kvadrupolové analyzatory.
Druhd skupina zahrnuje analyzéatory s transmisi iontd, které dale pokracuji do letové
trubice, kde dochazi k separaci na zaklad¢ jejich rozdilné doby letu k detektoru. Jeden
z detektoru, ktery lze vyuzit, je Time-of-Flight (TOF), ktery zahrnuje separaci ionti podle
jejich letového Casu, zavisi na jejich molekulové hmotnosti. Pfedpoklddame-li, Ze vSechny
potenciondlni energie jsou pfeménény na kinetické energie, je rychlost vyjadiena na

zaklade¢ zakona o zachovani energie podle rovnice [42 ]:

V= ZZVO

Treti skupina zahrnuje analyzatory zachycujici ionty v pasti, cele nebo elektrostatické

iontové pasti [49].

Detektorem jsou zaznamenavany ionty, které projdou pies analyzator, a jejich signal je
pieveden do digitalniho formatu. Detektory délime do dvou skupin, Vv prvni skupiné jsou
detektory zaznamenavajici vSechny ionty bez ohledu na velikost m/z. Jsou zaloZeny na
méfeni elektrického proudu, ktery vznikne pii srazce iontu s dynodou (elektroda uvniti
fotonasobice) a po té je zesilen nejcastéji pomoci elektronového nasobice. V druhé skupiné
jsou detektory zalozené na komplexni detekci vSech piitomnych iontd s odliSnymi
hodnotami m/z [49].
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2.7.2 Chromatografické metody

Chromatografie je fyzikalné-chemicka separatni metoda, ve které se komponenty
selektivné rozd€luji mezi dvé nemisitelné faze. Mobilni faze je pohybliva, stacionarni faze
je nepohybliva [50]. Vzorek umistény na zacatku kolony ve stacionarni fazi je pohybem
mobilni faze posunovan. Casti vzorku mohou byt zachycovéany stacionarni fazi, tim se od

sebe slozky separuji [44].

Historie chromatografie

Védni obor chromatografie saha az do 19. stoleti, kdy byl neocenitelnym nastrojem pro
analytickou a organickou chemii. Chromatografii ve stile vétSi mife vyuzivd mnoho
dalsich oboru jako biologie, botanika, biochemie a souvisejici 1€katské védy. Zakladatel
moderniho chromatografu, Michail Semjonovi¢ Cvéta, byl sam botanik [51]. Archer
Martin a Richard L.M. Syngen v roce 1941 polozili zaklad k procesu separace a sledovali
prakticky vyznamu chromatografie. Oba ziskali Nobelovu cenu v roce 1952. S rozvojem
chemického priimyslu po druhé svétové valce doslo k velkému rozvoji separa¢nich metod

a jednotlivé chromatografické metody se udrzely dodnes [52].
Princip chromatografie

Princip chromatografie spociva v opakovaném ustanoveni rozdilnych rovnovah mezi
staciondrni a mobilni fazi. Pomoci mobilni faze je vzorek unéasen prostorem, kde dochéazi
k separaci. Stacionarni faze piedstavuje nepohyblivy separacni prostor. Casti vzorku jsou

pfi svém pohybu v separa¢nim prostoru brzdény [49].

Chromatografie se da roztfidit podle nékolika hledisek. Nejbéznéjsi je déleni podle
skupenstvi na plynovou (GC — Gas Chromatography) a kapalinovou chromatografii
(LC — Liquid Chromatography). Dale podle ulozeni stacionarni faze na kolonovou
chromatografii, kde je stacionarni faze uloZena v koloné, a na tzv. plo$né techniky, které
zahrnuji papirovou a tenkovrstvou chromatografii. V neposledni fad¢ Ize chromatografii
délit podle povahy dé&je, ktery prevlada pti separaci, na rozdélovaci, adsorpéni, iontove-

vyménnou, gelovou a afinitni [44, 52].
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2.7.3 Kapalinova chromatografie standemovou hmotnostni spektrometrii
(LC-MS/MS)

V poslednich letech nastal velky pokrok ve spojeni separacnich a spektralnich metod,
jako je tomu u spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS,
Liquid chromatography — Mass Spectrometry/Mass Spectrometry) [53]. Tato metoda mize
byt aplikovana na Sirokou skalu biologickych molekul. Navic je mozné pouziti tandemové
hmotnostni spektrometrie a stabilnich izotopti vnitfnich standardd umoznujicich velmi
citlivé a presné testy. Je ovSem nutné nékteré metody optimalizovat, aby se minimalizovalo
potlaceni u¢inku iontl. Vysoka rychlost skenovani umoziuje vysoky stupeit multiplexnosti
u mnoha slouc¢enin, mohou byt méfeny pii jednom analytickém béhu. Vyhodou spojeni
hmotnostni spektrometrie s chromatografickymi metodami je citlivost a vysoka specifita ve
srovnani s chromatografickymi detektory. Spojeni plynové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie (GC-MS) bylo dosazeno v roce 1950, komeréné dostupnou se stala od roku
1970. Relativné levné a spolehlivé systémy GC-MS jsou nyni rysem mnoha klinickych
biochemickych laboratofi a jsou nepostradatelné v mnoha oblastech, kde se vyzaduje
analyza komplexnich smési a jednozna¢né identifikace, naptiklad vzorky screeningu moci
na vrozené chyby metabolismu, nebo analyza drog. Spojeni kapalinové chromatografie a
hmotnostni spektrometrie (LC-MS) bylo po mnoho let omezeno vzhledem k relativni
neslucitelnosti stavajicich zdroji MS iontl s kontinualnim proudem kapaliny. Tato situace
se zménila s rozvojem elektrosprejové iontového zdroje od J. B. Fenna v roce 1980. J. B.
Fenn ziskal Nobelovu cenu v roce 2002 s Koichi Tanakou, ktery vyvinul matrici
napomocnou laserové desorp¢ni ionizaci, coz je dalsi velmi uziteéna ioniza¢ni technika pro

analyzu biologickych molekul. Existuje cela fada dalsich aplikaci LC-MS [54].

Princip kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii

Metoda LC-MS/MS obsahuje kapalinovou chromatografii spojenou se dvéma
hmotnostnimi  spektrometry, jako je kvadrupdlovy hmotnostni spektrometr
(Q — Quadrupole) a detektor pruletovy (TOF — Time-of-Flight), neboli spojeni LC a ESI-
Q-TOF  (ionizace  elektrosprejem  uskute¢iovana  tandemovymi  analyzatory,

kvadrupolovym a pruletovym).

Vyhodou pouziti ESI-Q-TOF analyzy pro stanoveni hmotnosti proteind je, Zze vzhledem

k vysokému stavu nabiti proteinti jejich m/z méfeni je obvykle mensi nez 2000 Da, a
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detektor TOF mé velmi dobré rozliSeni a hmotnostni pfesnost v tomto rozsahu skenovani.
Diky tomu je mozné piesnéj$i méfeni hmotnosti proteinti v ESI-Q-TOF [55]. Analyzatory
jsou soucasti spektrometru a jsou ulozeny ve vakuu, kdy separuji ionty na zaklad¢ podilu
m/z. Nejcastéji se pouzivaji analyzatory na méfeni doby priletu iontii (TOF), kvadrupolovy
analyzator (Q), které se daji pouzivat v kombinaci tandemovou hmotnostni spektrometrii
[56].

Pii metod¢ ESI (ionizace elektrosprejem) je vzorek rozpustény v roztoku vstiikovan
kapilarou do iontového zdroje, kde v ptitomnosti elektrického zdroje vznikaji nabité
kapky, které se vlivem vyssi teploty nebo za pomoci vysusujiciho plynu odpatuji. Nabité
kapky zmenSuji svou velikost tzv. Coulombickou explozi, kdy se kapky rozpadnou a
vzniknou z nich vicenasobné nabité ionty, které dale pokracuji do spektrometru k analyze.
Vyhoda ionizace pomoci elektrospreje je jeho Setrnost a priub&h za atmosférického tlaku,
proto je snadno spojitelna s kapalinovou chromatografii. Pro zvySeni citlivosti a zmenseni

priméru chromatografickych kolon byly vyvinuty nanospreje [56].

Kvadrupolovy analyzator (Q) je sloZzen ze &ty paralelnich kovovych ty¢i tvoficich
elektrické pole. Dv¢ protilehlé tyCe maji vzdy stejné napéti se stejnosmérnou a stridavou
slozkou. Napéti je nastaveno tak, aby v urcitém okamziku propoustélo jen ionty o uréitém
m/z. Touto plynulou zménou napéti miiZzeme zjistit analyzu vSech iontl v urcitém rozmezi
m/z. Kvadrupdlové analyzatory se nejcastéji pouzivaji pii analyze anorganickych ¢i stfedné

tézkych organickych sloucenin [56].

Pruletovy analyzator (TOF) je jeden z nejjednoduseji postavenych analyzatort. Je
tvofeny priletovou trubici, kde ionty ptelétavaji po dodani urcité kinetické energie, ktera je
pohybuji pomaleji nez ionty leh¢i. Soucasti téchto analyzatord také byva iontové zrcadlo
umisténé na konci trubice, které prodluzuje délku jejich letu a srovna drobné rozdily

Vv kinetické energii dodané iontim [56].

2.7.4 Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci

FT-IR je zkratka pro infracervenou spektroskopii s Fourierovou transformaci. Metoda je
zalozena na interakci infracerveného zareni (IR) se vzorkem [57]. Tato metoda ptedstavuje
vykonny nastroj pro identifikaci typi chemickych vazeb v molekule tim, Ze produkuje

infradervené absorp¢ni spektrum, které je povazovano za molekularni "otisk prstu” [58].
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InfraCervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (FT-IR) je velmi uzite¢na pro
identifikaci chemickych latek, které jsou bud’ organické, nebo anorganické. Muze byt
pouzita k analyze pevnych latek, kapalin a plyn. Termin Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FT-IR) se vztahuje na relativné nedavny vyvoj ve zpusobu, ve kterém se
data shromazd'uji a jsou pfevedena z interferenéniho vzorku na spektrum. Dnes$ni pfistroje
FT-IR, jsou vybaveny Michelsonovym interferometrem a navic spojeny s pocitaéi, coz

z nich déla rychlejsi a citlivéjsi nez starsi disperznich piistroju [58].

Pivodni infracervené piistroje byly disperzniho typu. Tyto nastroje oddélovali
jednotlivé frekvence energie od infracerveného zdroje, toho bylo dosazeno za pomoc
hranolu nebo mtizky. Infracerveny hranol funguje stejné jako viditelny hranol, ktery
oddéluje viditelni svétlo od jeho barev (frekvenci). Miizka je vice disperzni a 1épe se
odd¢luje frekvence infraerveného zafeni. Detektor méfi mnozstvi energii v kazdé
frekvenci, ktera prosla vzorkem. Fourierova transformace infracervené spektroskopie
probiha disperzn¢é nebo pres filtraéni metodu infracervené spektralni analyzy z né€kolika
diavodt. Poskytuje pfesné metody méfeni, které nevyzaduji zadné externi kalibrace, to

wrwe

zapiiéini zvyseni rychlosti, dale zvySuje citlivost a ma vétsi optickou propustnost [57].

Princip infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci

FT-IR se opird o skutecnost, Ze molekuly absorbuji svétlo v infracervené oblasti
elektromagnetického spektra. Infradervena energie je vyzafena ze zaticiho zdroje
elektricky Zhavené ty€inky z kifemiku nebo jinych materialll (keramické materialy, oxidy
kovli vzacnych plyni). Paprsek nasledné prochazi otvorem, ktery fidi mnozstvi proslé
energie. Po té paprsek vstupuje do interferometru, kde probéhne tzv. spektralni kodovani.
Vysledny signal vstupuje do vzorku, kde je dale bud’ pfenaSen, nebo odrazen z povrchu
vzorku, v zavislosti na typu analyzy. Paprsek nakonec projde do detektoru pro finalni
méfeni. Detektory jsou nastaveny tak, aby snimali signal z interferometru. Nasledny
méteny signdl je digitalizovan a odeslan do pocitace. Kone¢né infracervené spektrum je
graficky znazornéno jako funkéni zavislost energie uvadéné v procentech transmitace (T)
nebo v jednotkéch absorbance (A) na vinové délce. Transmitace (propustnost) je pomér
intenzity zateni, které projde vzorkem (I) aZ k nasledné intenzité zafeni vychoziho zdroje

(lo). Absorbance je dekadicky logaritmus 1/T [59, 60].
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material a chemikalie

Acetonitril

Arabské guma

Damara

Kyselina mravenci
Kyselina trifluoroctova
Olej Inény

Oxid zelezity (Fe,O3)
Siran vapenaty (CaSQOy)
Skrob bramborovy
Skrob kukufi¢ny

Skrob kuzu

Skrob p3eni¢ny

Skrob ryzovy
Terpentyn

Trypsin

Uhlic¢itan vapenaty (CaCOs3)

Zip Tip C18

Lachema n.p. Brno
Sklad PedF UK
Sandmayer F.O.
Penta

Sigma

Sklad PedF UK
Lachema n.p. Brno
Lachema n.p. Brno
Natura, a.s.

Natura, a.s.

Country life s.r.o
Bezglutens.c
Vivacomex spol s r.0
Chema, n.p.
Promega Corporation
Lachema n.p. Brno

Milipore Corporation
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3.2 Pouzité analytické pristroje a chemikalie

Infracerveny spektrometr: Omnic Impact 410, firma Nicolet, USA

Hmotnostni spektrometr: LC-MS/MS (Luquid Chromatrography-Mass
Spectrometry /Mass Spectrometry), firma

Bruker, Némecko

Analyza proteinového slozeni byla provedena na kapalinovém chromatografu
s tandemovou hmotnostni spektrometrii na Ustavu biochemie a mikrobiologie Vysoké
$koly chemicko-technologické v Praze (VSCHT Praha). Vyrobcem piistroje je firma

Bruker, Némecko.

3.3 Priprava polysacharidovych pojiv

3.3.1 Roztok arabské gumy

Recept byl ¢erpan z Formulas for painters [1]. K6 g damary bylo pfidano 15 ml
terpentynu. S touto smési pak bylo kazdy den tfepano, az do doby nez se pryskyfice uplné
rozpustila. Déle byl pfipraven roztok arabské gumy, ktery obsahoval 50 ml rozdrcené
arabské gumy rozpusténé ve 100 ml vrouci vody. Takto vznikla smés byla ponechana dva
dny vklidu a nasledné¢ smichana sroztokem terpentynu s damarou a 30 ml oleje.

Roztokem bylo tfepano az do vytvoieni emulze.

3.3.2 Vyroba Skrobovych mazi

Ke skrobim (bramborovému, kukufi¢nému, pSeniénému, ryzovému a kuzu) bylo
ptidano pottebné mnozstvi vody uvedené v tabulce VIII. K této vzniklé smési bylo za
ob¢asného michani pfidano dal$i mnozstvi zahtaté vody (tab. VIII). Po zhoustnuti smési

byl skrobovy maz az do vychladnuti ponechan v klidu [1].
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Tabulka VIII. Ptiprava Skrobového mazu.

Skrobové pojivo Mnozstvi §krobu [ml] Voda [ml] Tepla voda [ml]
Bramborovy skrob 10,0 70,0 30,0
Kukufiény skrob 10,0 50,0 30,0
Kuzu $krob 10,0 40,0 30,0
PSeniény skrob 10,0 30,0 30,0
Ryzovy skrob 10,0 40,0 30,0

3.4 Piiprava barevnych vrstev polysacharidovych pojiv
Ke skrobtim ptipravenych podle receptur (oddil 3.3.2) byly ptidany tfi riizné pigmenty
(oxid zelezity, siran vapenaty, uhli¢itan vapenaty). Navazka Skrobového pojiva byla vzdy

3 g, s vyjimkou kuzu, kdy byla navazka vzdy 3,5 g, viz tabulka 1X.

Tabulka IX. Piiprava barevnych vrstev polysacharidovych pojiv s uvedenymi navazkami

anorganickych pigmentd.

Skrobové pojivo Navazka Fe,O3 [g] Navazka CaCO;[g] Navazka CaSOq [g]

Bramborovy skrob 1,0 1,0 1,0
Kukufti¢ny skrob 1,0 1,0 1,0
Kuzu 8krob 1,0 1,0 1,0
Pseni¢ny Skrob 1,0 1,0 1,0
Ryzovy skrob 1,0 1,5 1,5

Na sklenéna podlozni skli¢ka byla nanesena jak samotné polysacharidové pojiva, tak i
pigmentované Skroby. Kazdy vzorek byl pfipraven dvakrat. Jedna sada sklicek byla
vystavena puisobeni slunecniho zéafeni a druhé byla uloZzena na tmavé misto. Kazdy vzorek
byl oznaCen trojmistnym koédem. Prvni symbol oznacuje misto ulozeni (¢. 1 — vzorek
vystaveny slune¢nimu zafeni, ¢. 2 — vzorek uloZeny ve tmé), druhy symbol urcuje druh

polysacharidového pojiva (K — Skrob kuzu, P§ — pSeni¢ny Skrob, KK — kukufi¢ny Skrob,

48



Br — bramborovy skrob, R — ryZovy skrob, A — roztok z arabské gumy) a tfeti symbol

oznacuje pridany pigment (P — uhli¢itan vapenaty, B — siran vapenaty, O — oxid Zelezity).

3.5 Identifikace metodou FT-IR

Polysacharidova pojiva byla métena infracervenym spektrometrem Nicolet, ovladanym
pomoci softwaru Omnic Impact 410. Timto programem lze pozménit nastaveni vlastniho
méfeni, ale také upravit a podrobné analyzovat naméfena spektra. K dispozici je

1 knihovna, ktera umoziiuje porovnani neméienych spekter.

Jednotlivé vzorky polysacharidovy pojiv byly v podobé jemného prasku vloZeny do

meéfticich kaliski. Nasledné byly prométeny odrazovou metodou (ODRAZ).

3.6 Identifikace proteinii metodou peptidového mapovani

3.6.1 Stépeni trypsinem

Proteiny obsazené ve vzorku byly $tépeny pomoci enzymu trypsinu. Nejdiive byl
pfipraven $tépici roztok, ktery obsahoval 2 pl trypsinu (o plivodni koncentraci 1pg/pl) ve
100 pl 50mmol/l NH4HCO;3 . Ke kazdému vzorku byl pfiddn roztok trypsinu o objemu
15 ul. Stépeni proteini probihalo po dvé hodiny pii laboratorni teploté.

¥ Wew

3.6.2 Precisténi a zkoncentrovani peptidovych $tépii na reverzni fazi
Pomoci reverzni faze obsazené v mikrokoloné Zip Tip C18 (C18 - oktadekan) bylo
provedeno precisténi a zakoncentrovani vzniklych peptidovych §tépi. Nize je uvedeno

sloZeni promyvacich roztoku:

= Aktivaéni roztok: 50% acetonitril v H,O
= Ekvilibra¢ni roztok: 0,2% kyselina trifluoroctova v H,0O

»  Elucni roztok: 50% acetonitril s 0,1% kyselinou trifluoroctovou v H,O
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Pracovni postup:

= Aktivace reverzni faze C18 za pomoci desetinasobného promyti 10 pl aktiva¢niho
roztoku.

» Ekvilibrace desetinasobnym promytim 10 ul ekvilibra¢niho roztoku.

» Navazani peptidl desetindsobnym promyvanim 10 pl vzorku.

» (Qdsoleni navdzanych peptidi prostfednictvim desetindsobného promyti 10 ul
ekvilibra¢niho roztoku.

= Eluce peptidii opetovnym jednorazovym promytim 10 ul elu¢niho roztoku.

* Eluce zbylych navazanych peptidi desetindsobnym promytim 10 pl elu¢niho

roztoku.

3.6.3 Identifikace proteini pomoci LC-MS/MS

M¢éfeni probihalo za pouziti kapalinového chromatografu (UHPLC Dionex
Ultimate3000 RSLC nano) spojeného s hmotnostnim spektrometrem ESI-Q-TOF Maxis
Impact. Vzorky, rozpusténé ve smési o poméru 97:3:0,1 voda:acetonitril:kyselina
mravenci, byly naneseny na zachytavaci kolonu Acclaim PepMap 100 C18 (100 pm x
2 cm, velikost Castic reverzni faze 5 pum) s pritokem 5 pl/min po dobu péti minut.
Naésledovala chromatografie na reverzni fazi, ktera byla provedena s prutokem 0,3 pl/min
prostiednictvim komeréné vyrabéné kolony Acclaim PepMap RSLC C18 (75um x 250
mm, velikost ¢astic reverzni faze 2 um). Gradient m¢l nasledujici pribéh: 0 min 3 % B,
5 min 3 % B, 85 min 50 % B, 86 min 90 % B, 95 min 90 %B, 96 min 3 % B, 110 min 3 %
B, mobilni faze A byla 0,1% kyselina mravenci ve vod€, mobilni fdze B byla 0,1%
kyselina mravenci v acetonitrilu. Méfeni probihalo v DDA modu s vybérem prekurzoru

v rozsahu 400—2200 Da.

Peaklisty byly ze zamétenych dat extrahovany programem Data Analysis 4.1. Proteiny
byly identifikovany pomoci softwaru Mascot verze 2010-12 s nasledujicimi parametry:
oxidovany metionin a hydroxylace prolinu jako variabilni modifikace, pfesnost 50 ppm

V MS modu a MS/MS piesnost pfifazeni hmotnosti peptidovych §tépt 0,05 Da.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Identifikace polysacharidovych pojiv metodou infracervené
spektroskopie (FT-IR)

Metodou FT-IR byly méfeny vzorky samotnych, nepigmentovanych polysacharidovych
pojiv za ucelem jejich identifikace. AvsSak jak je patrné z obrazku 20, spektra zkoumanych
vzorkll jsou témeét vSechna totozna. Jediné spektrum, které se mirn¢ odliSuje je spektrum
kuzu s mén¢ vyraznym pasem vilnoctu s hodnotou 1100 cm™. Spektra vSech Skrobi si jsou
velmi podobna z divodu obsahu stejnych zakladnich slozek (amylosy a amylopektinu),

proto tato metoda pii pokusu o rozliSeni jednotlivych polysacharidovych pojiv nebyla

uspeésna.

Absarbance

Roydorey Shoroh 1 M, e For

| M, Kkl Sech ||

Brambom sy Skorak |

371N ] =] 250 i 150 Lo i
Winodat (cm™)

Obr. 20. Spektra modelovych vzorku polysacharidovych pojiv. Absorpéni spektrum kuzu

je znazornéno zelenou barvou, pSeni¢ného Skrobu ¢ernou, bramborového skrobu Cervenou,

kukufti¢ného skrobu zlutou a ryzového skrobu modrou barvou.
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4.2 Vyhodnoceni pomoci LC-MS/MS

Kapalinovym chromatografem spojenym s tandemovou hmotnostni spektrometrii
(LC-MS/MS) byla ziskana data potfebna k identifikaci proteinit obsazenych
Vv polysacharidovych pojivech. Vysledky jsou uvedeny v tabulkach X—XV, kde jsou vzdy
vV prvnim sloupci uvedeny pfistupové kody proteinti, pod kterym jsou uvadény
Vv proteomickych databazich (napf. Uniprot). Ve druhém sloupci jsou nazvy nalezenych
proteind, ve tfetim sloupci jsou pak uvedeny jejich molekulové hmotnosti a v poslednim
sloupci pocty peptidl, které urcuji, jak spolehlivé byl dany protein urcen. Pro spolehlivou
identifikaci jsou v soucasné dobé renomovanymi protecomickymi ¢asopisy vyzadovany
alesponn dva peptidy. Nazvy proteinii byly ponechdny v anglickém jazyce, protoze ne

vSechny identifikované proteiny maji sviij Cesky nazev.

Vtabulce X jsou uvedeny vysledky proteinové analyzy vzorku obsahujiciho
bramborovy Skrob. Nalezené proteiny skute¢né pochazi z lilku bramborového (Solanum
tuberosum) a maji vétSinou souvislost stvorbou (granule-bound starch synthase 1,
chloroplastic/amyloplastic, 1,4-alpha-glucan-branching enzyme, soluble starch synthase 3,
chloroplastic/amyloplastic) nebo degradaci $krobu (alpha-glucan water dikinase,

chloroplastic) v bramborové hlize.

Tabulka X. Identifikované proteiny ve vzorku polysacharidového pojiva obsahujicim

bramborovy skrob.

Molekularni Pocet
Kéd proteinu Protein hmotnost identifikovanych
[kDa] peptidii
SSG1 _SOLTU Granule-bound starch
synthase 1,
40
chloroplastic/amyloplastic 66,5
SSY2 SOLTU Granule-bound starch
sythase 2, _ 85,2 39
chloroplastic/amyloplastic
GWD1_SOLTU  Alpha-glucan water dikinase,
chloroplastic 163,1 18
API11 SOLTU Aspartic protease inhibitor
11 20,6 6
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Molekularni Pocet
Kéd proteinu Protein hmotnost identifikovanych
[kDa] peptidiu

GLGB_SOLTU 1,4-alpha-glucan-branching

enzyme 99,0 6
SSY3 SOLTU Soluble starch synthase 3,
chloroplastic/amyloplastic 1390 5

CPI10_SOLTU Cysteine protease inhibitor
10 (Fragment) 20,9 4

CPI6_SOLTU Cysteine protease inhibitor 6
(Fragment) 15,7 4

CPI9_SOLTU Cysteine protease inhibitor 9 24,7 3

V tabulce XI jsou shrnuty vysledky analyzy vzorku pfipraveného za pouziti
kukufi¢ného Skrobu. Ve vzorku byly nalezeny proteiny pochazejici z kukufice seté (Zea
mays L.), které se rovnéz vétSinou podileji na syntéze Skrobu (granule-bound starch
synthese 1, chloroplastic/amyloplastic, 1,4-alpha-glucan-branching enzyme 2,
chloroplastic/amyloplastic, adenine nucleotide transporter BT1,
chloroplastic/amyloplastic/mitochondrial) nebo na odbouravani sacharidd (fructose-
bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme, triosephosphate isomerase, cytosolic nebo
Sucrose synthase 1). Nekteré nalezené proteiny maji ale i jiné funkce, a to naptiklad
zastaveni proteosyntézy (ribosome-inactivating protein 3) nebo se podili na obrané rostliny

proti Skiidclim (endochitinase A).
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Tabulka XlI. Identifikované proteiny ve vzorku polysacharidového pojiva

obsahujicim kukufi¢ny Skrob.

Molekulova Pocet
Kéd proteini Proteiny hmotnost identifikovanych
[KDA] peptidi
SSG1 _MAIZE Granule-bound starch
synthase 1,
chloroplastic/amyloplastic 659 49
GLGB_MAIZE 1,4-alpha-glucan-branching
enzyme 2,
chloroplastic/amyloplastic 0.5 37
SUS1_MAIZE Sucrose synthase 1 917 14
G3PC3_MAIZE  Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase 3, cytosolic 36,4 6
RIP3_MAIZE Ribosome-inactivating
protein 3 33,2 6
BT1-MAIZE Adenine nucleotide
transporter BT1,
chloroplastic/amyloplastic/mi 46,6 4
tochondrial
TPIS_MAIZE Triosephosphate isomerase,
cytosolic 27,0 3
CHIA_MAIZE Endochitinase A 291 3
ZEB1-MAIZE Zein-beta 195 5
ALF _MAIZE
Fructose-bisphosphate
aldolase, cytoplasmic 38,6 2

isozyme

Vysledky ziskané analyzou vzorku obsahujiciho pseni¢ny $krob jsou uvedeny v tabulce
XIl. Zde bylo nalezeno nejméné proteint, jen dva, ale zato byly identifikovany vysokym
poc¢tem peptidi (35 a 23) a oba jsou spojeny se syntézou Skrobu (granule-bound starch
synthase 1, chloroplastic/amyloplastic 1, starch synthase 1, chloroplastic/amyloplastic).
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Tabulka XII. Identifikované proteiny ve vzorku polysacharidového pojiva

obsahujicim pSeni¢ny Skrob.

Molekulova Pocet
Kod proteinu Protein hmotnost identifikovanych
[KDA] peptidi
SSG1 WHEAT Granule-bound starch
synthase 1,

chloroplastic/amyloplastic 1 67.7 3

SSY1 WHEAT Starch synthase 1,
chloroplastic/amyloplastic 71,0 23

Nejvice proteinil, a také jako jedny z nejspolehlivéji identifikovanych, bylo nalezeno ve
vzorku pfipraveném za pouziti ryzového skrobu (tab. XIII). Kromé proteinti, které se V ryzi
set¢ (Oryza sativa L.) podili na syntéze nebo odbouravani $krobu (vétSina z nich byl
uvedena jiz vySe) zde byly nalezeny zasobni proteiny (glutelin type-A 1, glutelin type-A 2,
glutelin type-A 3, glutelin type-B 1, glutelin type-B 5), proteiny spojené s proteosyntézou
(40S ribosomal protein S10, 40S ribosomal protein S4, 40S ribosomal protein S16, 60S
ribosomal protein L3, elongation factor 1-beta a elongation factor 1-gamma 3), dychacim
fetézcem a tvorbou ATP (ATP synthase subunit beta, mitochondrial), sekreni protein
zplisobujici alergii (seed allergenic protein RAS5) a proteiny s odezvou na stresové

podminky (napft. heat shock protein 81-3).

Tabulka XIII. Identifikované proteiny ve vzorku polysacharidového pojiva

obsahujicim ryZovy Skrob.

Molekulova Pocet
Kéd proteinu Protein hmotnost identifikovanych
[KDA] peptidia
SSG1_ORYGL Granule-bound starch synthase 1,
chloroplastic/amyloplastic 66,4 41
GLGB_ORYSJ  1,4-alpha-glucan-branching enzyme,
chloroplastic/amyloplastic 93,2 46
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Molekulova Pocet
Koad proteinu Protein hmotnost identifikovanych
[KDA] peptidi
GLUB5_ORYSJ Glutelin type-B 5
56,8 23
GLUA3_ORYSJ Glutelin type-A 3
56,0 20
GLUAL1_ORYSJ Glutelin type-A 1
56,2 18
GLGS _ORYSJ Glucose-1-phosphate
adenylyltransferase small subunit,
) ] 56,1 18
chloroplastic/amyloplastic
SSY23 ORYSI Soluble starch synthase 2-3,
chloroplastic/amyloplastic 88,3 21
GLUB1 ORYSJ Glutelin type-B 1
56,5 20
SUS2_ORYSJ Sucrose synthase 2
92,1 20
SUS3 _ORYSJ Sucrose synthase 3
93,1 16
G3PC3_ORYSJ Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase 3, cytosolic 36,5 13
PDI11_ORYSJ Protein disulfide isomerase-like 1-1
56,8 13
SSY1 ORYSJ Soluble starch synthase 1,
chloroplastic/amyloplastic 70,9 13
TOC75-ORYSJ Protein TOC75, chloroplastic
87,6 10
AATC ORYSJ Aspartate aminotransferase,
cytoplasmic 44,5 11
AGLU_ORYSJ Probable alpha-glucosidase 9.3 9
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Molekulova Pocet
Kod proteinu Protein hmotnost identifikovanych
[KDA] peptidi
EF1A-ORYSJ Elongation factor 1-alpha O
49,3 10
G3PC1_ORYSJ Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase 1, cytosolic 36,4 9
ENO_ORYSJ Enolase 2 47.9 8
SUS4 ORYSJ Sucrose synthase 4 92.2 9
IF4A1_ORYSJ Eukaryotic initiation factor 4A-1 471 7
MDHC_ORYSJ Malate dehydrogenase, cytoplasmic 355 7
TBB7_ORYSJ Tubulin beta-7 chain 498 6
ALF _ORYSJ Fructose-bisphosphate aldolase
cytoplasmic isozyme 38,8 4
EF1G3_ORYSJ Elongation factor 1-gamma 3 474 6
ILV5_ORYSJ Ketol-acid reductoisomerase,
chloroplastic 62,3 4
ATPBM_ORYSJ ATP synthase subunit beta,
mitochondrial 58,9 2
PDI14_ORYSJ Protein disulfide isomerase-like 1-4 629 4
ATPBM_ORYSJ ATP synthase subunit beta,
mitochondrial 58,9 2
PDI14_ORYSJ Protein disulfide isomerase-like 1-4 622 4
LGUL_ORYSJ Lactoylglutathione lyase 325 2
RIC1_ORYSJ Ras-related protein RIC1
22,5 3
HSP83 ORYSJ Heat shock protein 81-3
80,1 3
RS10_ORYSJ 40S ribosomal protein S10 203 3
RS4-ORYSJ 40S ribosomal protein S4 208 3
RS16-ORYSJ 40S ribosomal protein S16 16,8 3
REHYA_ORYSJ 1-Cys peroxiredoxin A 24,0 3
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Molekulova Pocet

Kod proteinu Protein hmotnost identifikovanych
[KDA] peptidia
GBLPA ORYSJ  Guanine nucleotide-binding protein
subunit beta-like protein A 36,2 3
EF1B_ORYSJ Elongation factor 1-beta 23.8 )
PIP21-ORYSJ Probable aquaporin PIP2-1 303 )
RAO5_ORYSJ Seed allergenic protein RA5 173 )
TPIS_ORYSJ Triosephosphate isomerase, cytosolic 270 5
RL52 ORYSJ 60S ribosomal protein L5-2 34,6 2
NDK1 ORYSJ Nucleoside diphosphate kinase 1 168 5
RL3_ORYSJ 60S ribosomal protein L3 44,4 2

V tabulce XIV jsou shrnuty vysledky analyzy vzorku ptipraveného ze Skrobu,
vyrobeném z kKuzu. Ve vzorku byly nalezeny proteiny spojené se syntézou $krobu, ale neni
mozné z nich zjistit biologicky ptivod tohoto Skrobu. Ani jeden z nalezenych proteint totiz
neodpovidal proteinim pochazejicim z této rostliny, zato zde byly identifikovany (dle
ptistupovych kodil) proteiny pochézejici zejména z kukutice (MAIZE) a ryze (ORYSJ).
Podobnost proteint, které se podili na syntéze Skrobu, je mezi riznymi rostlinami
ocekavana, nebot’” se jednd o proteiny se stejnou funkci, které se fadi mezi vysoce
konzervativni (jejich primarni struktura je velmi podobnd). Pfesny rostlinny ptivod neni
mozné urc¢it pravdépodobné z diivodu, Ze proteiny této rostliny (kuzu, Pueraria lobata)
nebyly dosud piidany do databazi, proti kterym jsou peptidy nalezené ve vzorcich

porovnavany.

58



Tabulka XIV. Identifikované proteiny ve vzorku polysacharidového pojiva obsahujici

Skrob vyrobeny z kuzu.

Molekulova Pocet
Kod proteinu Protein hmotnost identifikovanych
[kDa] peptida

SSG1_ORYGL Granule-bound starch synthase 1, 66,4 21
chloroplastic/amyloplastic

SSG1_MAIZE Granule-bound starch synthase 1, 65,9 20
chloroplastic/amyloplastic

TRYP_PIG Trypsin 24,4 5

SSG1_MANES Granule-bound starch synthase 1, 66,9 7
chloroplastic/amyloplastic

SSY2_ARATH Starch synthase 2, 87,5 5
chloroplastic/amyloplastic

GLUA1_ORYSJ Glutelin type-A 1 56,2 7

SSG1 PEA Granule-bound starch synthase 1, 66,3 4
chloroplastic/amyloplastic

GLUA2_ORYSJ Glutelin type-A 2 56,3 6

SSG1 IPOBA Granule-bound starch synthase 1, 66,6 4
chloroplastic/amyloplastic

SSG2_PEA Granule-bound starch synthase 2, 83,6 3
chloroplastic/amyloplastic

GLGB_MAIZE  1,4-alpha-glucan-branching enzyme 90,5 3

2, chloroplastic/amyloplastic
GLGB_SOLTU  1,4-alpha-glucan-branching enzyme 99,0 2

V tabulce XV jsou uvedeny vysledky ziskané analyzou pojiva obsahujicim arabskou
gumu piipraveném dle receptu popsaném v oddilu 2.2.7. Ani jeden z nalezenych proteind
neodpovidal proteinu z této rostliny (ze stejného duvodu, jaky byl popsan u kuzu). Navic
je pravdépodobné, ze v piripadé této analyzy doslo ke kontaminaci vzorku, protoze zde

byly nalezeny proteiny obsazené v Zivoc¢isnych organismech (laktoglobuliny a kaseiny).
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Tabulka XV. Identifikované proteiny ve vzorku, ktery obsahoval arabskou gumu.

Molekulova Pocet
Kod proteinu Protein hmotnost identifikovanych
[kDa] peptidi
LACB _BOVIN Beta-lactoglobulin 19,9 6
Granule-bound starch synthase 1,
SSG1_ORYGL ) ] 66,4 9
chloroplastic/amyloplastic
CASK_BOVIN Kappa-casein 21,3 4
CASA1 BOVIN Alpha-S1-casein 24,5
Glycosylation-dependent cell
GLCM1_BOVIN ) 17,1 3
adhesion molecule 1
CASB_CAPHI Beta-casein 24,8 2
GP_RVFVZ Envelope glycoprotein 130,7 2
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5. ZAVER

Piipravou vybranych polysacharidovych pojiv (z bramborového, kukufi¢ného,
pSeni¢ného, ryzového a kuzu Skrobu a také z arabské gumy) byl ziskan piehled
o naro¢nosti a technice jejich pfipravy. Samotna vyroba $krobového mazu nebyla nijak
naro¢nd. Naopak pfiprava polysacharidového pojiva z arabské gumy byla ponc¢kud
zdlouhav¢jsi. Po smichdni kazdého ze Sesti pfipravenych polysacharidovych pojiv
soxidem zelezitym (Cervenym okrem), siranem vapenatym (boloniskou kiidou) a
uhlicitanem vapenatym (plavenou kiidou) byly vzorky naneseny na podlozeni sklicka ve
dvou provedenich; jedna sada vzorki byla vystavena dennimu svétlu a druhd byla
ponechana ve tmé. VéEtSina takto pripravenych vzorkt slouzila k doplnéni databaze

referenénich vzorkd pro Vysokou $kolu chemicko-technologickou v Praze.

Pigmentovana polysacharidovd pojiva byla zkouména nejdiive infracervenou
spektroskopii FT-IR a dale metodou kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni

spektrometrii (LC-MS/MS).

Vysledna absorpéni spektra ziskana pomoci FT-IR byla navzajem porovnana a bylo
zjisténo, ze touto metodou nelze mezi sebou rozliSit pojiva piipravena z riznych druha
Skrobil. Spektra si jsou pfili§ podobnd, a to kvili prevladajici sloZce pfitomné ve vSech
druzich Skrobu, kterou je amylosa. Tato metoda se tedy ukazala byt pro rozliSeni

biologického piivodu polysacharidovych pojiv jako nevhodna.

Pomoci analytické metody LC-MS/MS byly zkoumany vzorky polysacharidovych
pojiv, u kterych byly Gspésné identifikovany proteiny obsazené v daném polysacharidovém
pojivu. Na zaklad¢ ziskanych informaci, se miizeme dokonce v téchto ptipadech pokusit
i 0 zpétné urceni druhu Skrobu a rostliny, ze které byl pravdépodobné vyroben. U dalSich
zkoumanych pojiv ptipravenych kuzu a arabské gumy nebyly nalezeny zadné proteiny,
podle kterych by mohly byt tyto latky spolehlivé identifikovany. Nicméné se podatilo
prokdzat, Ze technika LC-MS/MS muze byt pouzita pro detekci a dokonce i pro urceni
biologického plvodu alespont zékladnich polysacharidovych pojiv pouzivanych
v uméleckych dilech, coZ mize mit znany vliv na uréeni pouZzité malifské techniky, pfi

urceni technologickych postupti tvorby umeéleckych dél a také pti ovétovani jejich pravosti.
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7. SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

DDA

DART
DNA
El

ESI

ESI-Q-TOF

FT-IR

GC

GC-MS

LC

LC-MS

LC-MS/MS

Absorbance

Data Dependent Acquisition — zptisob ziskavani dat

V hmotnostni spektrometrii

Direct Analysis in Real Time — Pfima analyza v realném Case
Deoxyribonukleova kyselina

Elektron Impact — Elektronova ionizace

Electro-Spray lonisation — Ionisace pomoci elektrospreje
Elestrospray lonisation-Quadrupole-Time-of-Flight

Ionizace elektrosprejem uskute¢iiovana tandemovymi

analyzatory, kvadrupolovym a analyzatorem doby letu
Fourier Transform Infrared Spectroscopy

Fourierova transformace infracervené spektroskopie
Gas Chromatography — Plynova chromatografie

Gas Chromatography-Mass Spectrometry — — Plynova

chromatografie spojena s hmotnostnim spektrometrem
Infracervené zafeni

Liquid Chromatography — Kapalinova chromatografie
Lugiud Chromatography-Mass Spectrometry
Kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Luquid Chromatography-Mass Spectrometry/Mass
Spectrometry , Kapalinova chromatografie s tandemovou

hmotnostni spektrometrii
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MALDI

m/z

MW

TOF

Mastix-Assisted Laser Desoption/lonisation — Matrici

asistovana desorpce pomoci laseru
Pomér hmotnosti a naboje iontt
Molekulova hmotnost

Transmitace

Time-of-Flight — Priletovy analyzator

Quadrupole — Kvadrupolovy analyzator
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