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1. UVOD

Pfi prizkumu uméleckych dél je dulezita jejich chemicka analyza. Pfi této analyze
se zjiStuje presné slozeni dila. Diky tomu se mize vybrat vhodny zptsob jeho
restaurovani a konzervace. Nemén¢ dilezity dtvod prizkumu dél a jejich analyzy je
poznani prace autor a jejich osobitého stylu, a tim i schopnost ovéfeni pravosti dél
a—odhaleni falsifikatd. Pfi analyze pojiv se vyuzivaji instrumentdlni metody, které
dokazou podat presné informace o slozeni dila. Tyto metody ale ¢asto vyzaduji Gpravu
vzorku podle toho, jaky typ pojiva se v dile nachazi. Ke spravnému rozhodnuti o postupu
analyzy mohou pftispét mikrochemické reakce, které potvrdi, nebo vyvrati ptitomnost

urc¢itého druhu pojiva.

Cilem této prace je ovéfeni dukazovych reakci organickych pojiv v kontextu
materidlové analyzy historickych a kulturnich pfedméta, kteréd je provadéna na Katedie
analytické chemie Pifirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.
Mikrochemické reakce byly testovany na standardech pojiv, modelovych a neznamych
vzorcich. Nasledn¢ byly zaznamenany vysledky reakci a pofizena fotograficka

dokumentace jako voditko pro budouci vyuziti reakci v analyze realnych vzorku.
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2. TEORETICKA CAST

2.1 Umélecké dilo
Existuje mnoho definic um¢leckého dila a nazori na to, co 1ze za umélecké dilo
povazovat. [1] Podle Cambridge Dictionary je umélecké dilo: ,,Objekt vytvoreny

umélcem s uméleckym nadanim. Jedna se obzvlasté o obraz, kresbu nebo sochu®. [2]

2.2 SloZeni obrazu
Obraz je vétsSinou dvourozmérné umélecké dilo, které se sklada z malby a laku na
pevném podkladu. Ten byva nejcastéji obdélnikovy nebo ¢tvercovy. [3] Podklad obrazu

tvoti podlozka, spojovaci mezivrstva, podkladové natéry, izolace a imprimitura.

Podlozka byva tvofend nejcastéji platnem, dievem nebo kovem (méd’, hlinik).
Miize byt hladka nebo zrnita. Pokryta je spojovaci mezivrstvou, ktera je tvofena vétsinou
klihem nebo Zelatinou, ale mohou se pouzit i pryskyfi¢né laky. Slouzi ke zmirnéni savosti
podlozky a zaroven zvySuje pfilnavost podkladovych natérti. Podkladové natéry
(pigmenty smichané s riznymi pojivy) upravuji strukturu povrchu, ovliviiuji savost,
zajiSt'uji trvanlivost malby, mohou ovliviiovat vysledny barevny dojem dila. Nad nimi se
nachdzi izolace. Je to tenkd vrstvicka na povrchu podkladovych natéri. Jeji funkce
spociva v oddéleni napft. olejovych pojiv od podkladu. Je tvofena pryskyficnym lakem
nebo Zelatinou. Imprimitura je poloprihlednd barevna vrstva a ¢asto slouzi k utlumeni
svitivosti bilych podkladovych natéri. MiiZe se nanaset na zaschlou izolaci nebo ji 1ze do

izolace ptimo pfimichat. Jako pojivo zde slouzi klih nebo oleje. [4]

Malba je nejpodstatngjsi ¢ast obrazu. Tvofi ji vlastni barevny natér skladajici se
ze smési nerozpustného pigmentu s pojivem nebo z organického barviva, které je v pojivu
rozpustné. Je-li vicevrstva, pak je nejspodnéjsi vrstvou podmalba. Podmalba mtze slouzit
jako jednobarevny natér podporujici vyslednou barevnost malby. Muze se vrstvit
a vytvaret plasticky dojem dila. Lazura je pruzraény povrchovy natér, ktery je kryty

pruhlednym lakem s ochrannou funkci. [4, 5]
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Obr 1: Slozeni obrazu. A — lak, B — malba, C — podklad, bl — podmalba, b2 — malba,
b3 — lazura, c1 — podlozka, c2 — spojovaci mezivrstva, ¢3 — podkladové natéry,

c4 — -izolace, c5 — imprimitura. Pievzato z cit. [4]

2.3 Vyznam pojiv v malbé

Pojiva udrzuji pigment pohromad¢ a umoznuji mu pilnout k podkladu. Jako pojivo
se mohou pouzit napt. oleje, vajecny zloutek, klihy nebo syntetické polymery. Jakmile
pojiva uschnou, vytvoii na natéru stabilni film. Pojiva se vybiraji podle maliiskych
technik a podle povrchu dila. Organicka pojiva miZeme rozdélit podle rozpustnosti ve
vodé nebo podle sloZeni. V této praci bude pouzito rozdéleni podle chemického sloZeni.

[3.4]

Tab. 1: Rozdéleni ve vod¢ rozpustnych pojiv, pievzato z cit. [3], upraveno

Pojiva ve vod¢ rozpustna

vajecny vajecny ) 7ivo€isné rostlinné
med kasein* )

bilek Zloutek klihy gumy**

lehce muze, nebo | rozpustné

rozpustny nerozpustny | rozpustny nemusi byt | v horké rozpustné

po po vysuSeni | po vysuSeni | rozpustny vode po | po vysusSeni

vyschnuti po vysuSeni | vysuSeni

* rozpustny ve vod¢ po zvySeni pH [6]

** nékteré rozpustné ¢asteCné (napf. tfeSnova a Svestkova guma) [7,8]
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Tab. 2: Rozdéleni ve vod¢ nerozpustnych pojiv, pievzato z Cit. [3]

Pojiva ve vod¢ nerozpustna

vysychavé oleje Vosky pryskyfice

Cerstvé  jsou rozpustné | rozpustné v organickych | vétSina je rozpustnych
Vv organickych rozpoustédlech, tavitelné | v organickych
rozpoustédlech, po rozpoustédlech, se stafim
vyschnuti nerozpustné klesa rozpustnost

Tab. 3: Rozdéleni organickych pojiv podle chemického sloZeni [3, 9] (upraveno)

Organicka pojiva Hlavni slozky
med monosacharidy
sacharidova pojiva rostlinné gumy, dextrin, _
polysacharidy
Skrob
zivocisné klihy kolagen
_ vaje¢ny bilek ovalbumin
proteinova pojiva i i
vajeCny Zloutek™* lipoproteiny [9]
kasein proteiny
vysychavé oleje triacylglyceroly
lipidova pojiva vosky estery
pryskyftice terpeny

* obsahuje velké mnozstvi lipidi

2.4 Druhy organickych pojiv

2.4.1 Sacharidova pojiva

Med

Hlavnimi slozkami medu jsou glukosa, fruktosa a maltosa. Obsahuje také malé
mnozstvi oligosacharida, proteiny a vodu. [9] Jako pojivo se pouzival ptfevazné ve
sttedoveku pii iluminaci rukopist, také se pouziva spolu s glycerolem v akvarelovych

barvach proti popraskani pfi vysychani. [3,6]
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Tab. 4: Zakladni slozeni medu (v %) [9]

Slozka Primérny obsah Rozmezi
voda 17,2 13,4-22,9
fruktosa 38,2 27,3-44,3
glukosa 31,3 22,0-40,8
sacharosa 1,3 0,3-7,6
maltosa 7,3 2,7-16,0
vy$§i cukry 15 0,1-8,5
proteiny (enzymy) 0,4 0,1-0,6
mineralni latky 0,17 0,02-1,03
Polysacharidy

Mnoho monosacharidovych jednotek se mlze vazat glykosidovymi vazbami do
velkych molekul, které se oznacuji jako polysacharidy. VétSinou byvaji nerozpustné ve

studené vod¢, nekteré tvoii koloidni roztoky nebo gely. [10]

Skrob

Skrob je zasobni polysacharid rostlin. Slouzi jako rychla zasoba energie.
Vyskytuje se v rostlinach ve formé& Skrobovych zrn v bunkach listd, semen a hliz,
konkrétn¢ v plastidech, kde probiha i jeho biosyntéza. Pfes den vznika v pletivech, kde
dochazi k fotosyntéze, tzv. prechodny Skrob, ktery slouzi jako zdroj sacharosy, ze které
se v noci v amyloplastech kofent, hliz, semen a plodu syntetizuje a skladuje rezervni

Skrob v podobé skrobovych zrn. [9]

Sklad4 se ze smési biopolymerti amylosy a amylopektinu, které jsou tvotfeny
glukosou. Amylosa obvykle ptedstavuje asi 20 % skrobového zrna, v zavislosti na druhu
rostliny. Sklada se z minimalné¢ rozvétveného fetézce, obsahujiciho glukosové jednotky,
které jsou spojeny O-glykosidovou vazbou o-(1—4). Retézec je Easteéné esterifikovany

kyselinou fosfore¢nou. U obilnych skrobti dochazi k tvorbé komplext s lipidy. [10, 11]
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Amylosa se ve vodé a neutralnim prostiedi formuje v levoto¢ivou Sroubovici,
Vv bazickém prostiedi pievazuji globularni struktury. [9] Ve vodé je rozpustna, pfi reakci

s jodem poskytuje modré zbarveni. [12]

OH OH OH
H OH H 0 OH H OH
OH H OH H OH H
HO e) 0O OH
H OH H OH H OH

Obr. 2. Struktura amylosy

Amylopektin je hlavni slozkou $krobu, vétSinou tvoti asi 80 % skrobového zrna.
Ma mnohem vétsi molekuly nez amylosa. Od amylosy se lisi rozvétvenym fetézcem
kazdych 20-30 glukosovych jednotek. Vétveni probiha vazbou o (1—6). Vyjimecné
mohou vznikat také vazby a (1—3). Zhruba na 400 glukosovych zbytki pripada jeden

zbytek esterifikovany kyselinou fosforecnou. [9]

OH

0
r H H

v _XOH H
O o
H OH
OH OH
H OH H OH H OH
R H H H R
. KOH' H H H OH H Y
0 0 0 o)
H OH H OH H OH

Obr. 3. Struktura amylopektinu

Ve studené vodé¢ je Skrob nerozpustny, ale v horké vodé bobtnd a tvofi tzv.
Skrobovy maz. Ten je nestaly a po n€kolika dnech se zacinaji zpét vytvaret bilé krystalky
Skrobu a maz zacina ztracet lepivost, proto se pfipravuje vzdy té€sné pied pouzitim.

Skrobovy maz poji pigmenty jen slabg, ale barvy jsou opticky stalé, trvanlivé a ve vodé
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nerozpustné. Skrobové natéry postupem casu ztraci pruznost a kiehnou, proto se do nich

ptidavaji zvlh¢ujici latky, napt. glycerol. [6]

Dextriny

Dextrin vznikd opatrnym prazenim nebo kyselou hydrolyzou skrobu. Ma stejny
sumarni vzorec, ale kratsi polysacharidové fetézce. Podle teploty prazeni Skrobu vznikaji
ruzné typy dextrint. Pridavaji se jako pojivo do barev na keramiku, tato barva ale po
vypaleni praska. [13] Adhezni schopnosti dextrini nejsou moc velké, navic jsou po

zaschnuti velmi kiehké.

Bily dextrin vznika prazenim skrobu pii teplot¢ 79-120 °C. S horkou vodou
vytvati bily maz, ktery se po ochladnuti kvuli své tuhosti jako pojivo v obrazech
nepouziva. Zluty dextrin vznika praZenim $krobu pii vy$si teploté nad 150 °C. Je tplné

rozpustny v horké vodé a jeho roztok je tekuty i pii ochlazeni smési. [6, 14, 15]

Rostlinné gumy

Rostlinné gumy (klovatiny) jsou zpravidla lepivé §tavy vytékajici samovolné
z pletiv rostlin v dusledku puisobeni vnéjsich vlivi, naptiklad poranéni nebo napadeni
mikroorganismy. Jsou tvofeny pievazné riiznymi polysacharidy. Jsou hydrofilni, ve vodé
rozpustné z ¢asti nebo uplné. Disperze nebo roztoky jsou viskozni. [9] Pro malife maji
vyznam hlavné arabskd guma a gumy z ovocnych stromt, hlavné tfesné ptaci (Prunus

avium) a Svestky (Prunus domestica.). [,6, 9]

Arabska guma je klovatina z rostlin rodu Akacie (Acacia). Krom¢ akacie arabské
(Acacia nilotica) se v malbach vyuziva klovatin z akacie senegalské (Acacia senegal)
a akacie egyptské (Acacia seyal). Arabska guma je jedna z nejdéle znamych rostlinnych
gum. Pouzivala se uz ve 3. tisicileti pt. n. 1. ve starovékém Egypté€ jako pigmentové pojivo
v barvach pouzitych k tvorbé hieroglyfii nebo jako pomocna latka pii balzamovani

mumii. Ve vod¢ je plné rozpustna. [6, 16, 17]

Arabska guma je substituovany kysely arabinogalaktan. Za zakladni stavebni
jednotku se da povazovat D-galaktosa, L-arabinosa a a-L-rhamnosa. V riznych druzich

akacii je obsah téchto sacharidi razny. Hlavni fetézec tvoii jednotky p-D-
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galaktopyranosy spojené glykosidovymi vazbami (1—+3). Postranni fetézce se Casto
mnohonasobné vétvi jako u amylopektinu. Relativni molekulova hmotnost se pohybuje

piiblizn¢ od 260 do 1200 kDa, ale vyskytuji se 1 polymery s molekulovou hmotnosti az
do 2300 kDa. [9]

Tenka vrstva arabské gumy po vysuseni ztvrdne a ziska sklenény lesk. Kvtili jeji

velké kiehkosti se do ni pridavaji hygroskopické latky jako napiiklad glycerol. [6]

TreSnova a Svestkova guma maji velmi podobné vlastnosti, protoze ob¢
pochazeji ze stejného rodu rostlin (Prunus sp.). Obé se pouzivaly jako pojivo
v uméleckych dilech ve sttedovéku v Evropé€, hlavné kviili jejich lokalnimu vyskytu.
Casto nahrazovaly draz§i a méné dostupn&jsi arabskou gumu. Jejich nevyhoda je pouze
¢asteCna rozpustnost. Tresiiova guma se ve vodé rozpousti z 60 %, Svestkova ze 73 %.
TteStiova guma se nachédzi ve stromech rodu tfeSen, nejcastéji se vyuzivalo klovatin
z tfe$né ptaci (Prunus avium). Po zaschnuti je dokonale pruhledna a rozjasfiuje barvy.
Svestkova guma se pouZivala ze stromi slivond §vestky (Prunus domestica). Jeji

nevyhodou je tmavnuti pfi schnuti. Tomu se da ptedejit povafenim s ethanolem. [7, 8]

Ttesnova klovatina obsahuje D-glukuronovou kyselinu, D-xylosu, L-arabinosu,
D-galaktosu a D-mannosu v molarnim poméru 1 : 6,3 : 3 : 0,5 a stopy L-rhamnosy.
Polysacharid se sklada z jednotek D-galaktopyranosy vazanych vétSinou vazbami
B(1—6) vétvenymi na pozici 3 D-xylopyranosovymi jednotkami nebo az ¢tyiélennymi
fetézci L-arabinosy. Na pozici 6 galaktospyranosy jsou vazany D-glukuronové kyseliny.
[18]

Struktura Svestkové gumy je velmi podobna té ttesiiové. Hlavni fetézec se sklada
z vazanych B(1—6) D-galaktopyranosovych jednotek. Guma z Prunus domestica L.
subsp. domestica se sklada zkyseliny D-glukuronové, kyseliny 4-O-methyl-D-
glukuronové, D-galaktosy, D-mannosy, L-arabinosy a D-xylosy v molarnim poméru 4 :
6:32:10:34:10. Obsahuje také stopy L-rhamnosy. Guma z Prunus domestica L. subsp.
Insitia obsahuje D-galaktosu, D-mannosu a L-arabinosu v molarnim poméru2:1:3a 3
% D-xylosy. [19]

Zdrojem tragantu jsou rostliny rodu kozinec (Astragalus) rostouci pievazné

v Asii a Recku. Patii mezi né naptiklad kozinec slizodarny (Astragalus gummifer).
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Tragant ve vod¢ bobtna a rosolovati. Pfed pouzitim je potieba jej zahtat a protlacit
platnem, aby se zvysila jeho tekutost. V pozdnim stfedovéku se michal s barvami
ur¢enymi pro miniaturu. Nejcastéji slouzi jako zahust'ovadlo emulzi a disperzi, ziidka se

pouziva jako aditivum k temperam. [6]

Tragant se skladéa ze dvou frakci. Prvni je bassorin, ktery je ve vod€ nerozpustny,
ve vodé bobtna a tvoii gel. Druhou frakei je tragacanthin, ktery je ve vodé rozpustny.
Pomér rozpustné slozky je rizny u riznych druht rostlin rodu Astragalus a pohybuje se
od 35 % - 75 %. Kyselou hydrolyzou vznika D-galakturonova kyselina, D-galaktosa, L-
fukosa (6-deoxy-L-galaktosa), D-xylosa, L-arabinosa, L-rhamnosa. Piesny pomér

sacharidu se 1isi dle druhu a lokality rostliny. [20, 21]

2.4.2 Proteinova pojiva

Proteiny jsou makromolekuly tvofené aminokyselinami spojenymi peptidovymi
vazbami. Minimalni molarni hmotnost bilkovin je 10 000 Da; mensi oligomery
aminokyselin fadime mezi peptidy. [22]
Zivotisné klihy

Klihy jsou povazovany za dulezitd pojiva v ruznych kulturach. V Indii se
ptipravovaly klihy z buvoli kiize, v Tibetu z ja¢i kize. V ¢inskych a japonskych obrazech
se pouzivaly jako nejCastéjsi pojivo. [3] Klihy vznikaji hydrolytickou degradaci
kolagennich vldken a jsou ve vodé€ rozpustné. Jsou tvofeny kolagenem, hlavni slozkou
kiize a Slach zvirat. Kromé kolagenu obsahuji také kreatin, elastin, mucin, chondrin

a anorganické soli. [6, 23]

Vajetné proteiny

Vysu$eny vaje¢ny bilek obsahuje zhruba 90 % proteint. [3] Z nejvétsi Casti
obsahuje ovalbumin, dale ovotransferrin, ovomukoid, globuliny a dalsi proteiny. [9]
Vajecny bilek nebyl pravdépodobné Siroce vyuzivan jako pojivo. Jako piiklad jeho
vyuziti se mize uvést lepeni zlata, ale najdeme ho také ve stiedoveékych evropskych
rukopisnych iluminacich. Po zaschnuti vaje¢ného bilku je i nadale rozpustny ve studené
vodg¢. [3, 24]
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Tab. 5: Proteiny obsazené ve vaje¢ném bilku [9, 25, 26]

Proteiny bilku Podil v % | Pozn.

ovalbumin 54 hlavni vajeény alergen [25]

ovotransferrin 12 multifunkéni protein, antimikrobialni [25]

ovomukoid 11 inhibuje proteasy, alergen

ovomucin 1,5-3,5 zodpovédny za viskozitu a pénéni bilku [25]

lysozym 3,5 antibakteridlni latka proti bakteriim obsahujici

(globulin Gy) murein

globuliny G2, G3 | 8 pénéni bilku

flavoprotein 0,8 podporuje vyzivu embrya [25]

ovoglykoprotein 0,5 biologicky vyznam je nejasny [26]

ovomakroglobulin | 0,5 antimikrobialni vlastnosti [25]

ovoinhibor 1,0-1,5 inhibitor proteas

avidin 0,05 antibakterialni, vaze na sebe biotin, inhibitor proteas
[25]

cystatin 0,05 antimikrobialni vlastnosti [25]

Vajecny zloutek obsahuje 16,6 % proteind, 32,6 % tukd, 1,0 % sacharida, 1,1 %
minerdlnich latek a 48,7 % vody. Proteiny se vyskytuji ve formé lipoproteint,
glykoproteint, glykofosfoproteinti a glykofosfolipoproteinti. Hlavnimi proteiny Zloutku
jsou lipovitellin a fosvitin. Jako emulgaéni ¢inidlo slouZi lecitin. Jako pojivo se uziva
lehce rozfedény vajecny Zloutek vodou. Jakmile uschne, neni uZ rozpustny ve vodé, coz
ho odlisuje od ostatnich ve vod¢ rozpustnych pojiv. Jeho pouziti je prokazano u mnoha

kultur, nejznaméjsi pouziti je ve sttedoveéké a renesancni Evropé, hlavné v Italii [3,9]

Kasein

Kasein je hlavni mlé¢na bilkovina, tvoii 50-80 % celkového mnoZstvi proteini.
V mléce se vyskytuji 4 druhy fosfoproteinti fazenych do skupiny kaseinu: as-kasein (42
%), B-kasein (25 %), y-kasein (4 %) a k-kasein (4 %). Nevyskytuji se v monomerni formé,

ale agreguji do kaseinovych komplexti a micel. Srazi se okyselovanim mléka nebo
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syfidlem. Suchy kasein je ve vod¢ nerozpustny. Od antiky se pouzival jako pojivo barev

a jako lepidlo. [6, 9, 27, 28]

2.4.3 Lipidova pojiva
Lipidy jsou velmi heterogenni skupina organickych latek. Jsou omezené
rozpustné ve vodé, ale velmi dobie rozpustné v organickych rozpoustédlech. Mezi tzv.
jednoduché lipidy patii triacylglyceroly, vosky a terpeny. [29] Zivogisné triacylglyceroly
se oznacuji jako tuky. Vétsina tuki je za pokojové teploty tuha. [30]

Oleje

Nejstarsi malba s obsahem oleji se nasla v Afghanistanu a je datovand do
sedmého stoleti n. 1. Jednd se o nasténnou malbu jeskyné s vyobrazenim Buddhy
obsahujici Inény a ofechovy olej. [31] V Japonsku se pouzival v 8. stoleti n. 1. perilovy
a -konopny olej. [32] S oleji v obrazech se setkavame hlavné na konci tfinactého stoleti
na oltafnich malbach v Norsku. Nejvice se pouzival Inény a ofechovy olej. Béhem
devatenactého stoleti ziskal na popularité makovy olej. [3] Béhem 20. stoleti se ve velkém

mnozstvi pouzival tungovy ole;j. [32]

Oleje jsou estery glycerolu a vyssich mastnych kyselin rostlinného ptivodu. Jsou
kapalné, leh¢i neZ voda, na dotyk mastné a zanechavaji skvrny. Ve vod¢ jsou nerozpustné,
ale dobie se rozpousti v organickych rozpoustédlech. Reaguji s hydroxidy za vzniku
glycerolu a mydla. Jako pojivo se pouzivaji v olejomalbg. Ziskavaji se lisovanim nebo
extrakci semen. Lepsi vlastnosti maji oleje lisované za studena. Nékteré oleje v disledku
oxidace vzduchem tvofi tuhy film a nazyvaji se oleje vysychavé (Inény, makovy,
ofechovy, konopny, perilovy a tungovy). Oproti tomu nevysychavé oleje na vzduchu
netuhnou, jen houstnou (olivovy, mandlovy). Problematické zafazeni je
u polovysychavych olejii, které na vzduchu houstnou, ale mohou vytvofit 1 tuhou tenkou

vrstvicku (slunecnicovy, bavinikovy). Tyto oleje nemaji ustalené zatazeni. [6]

Lnény olej se ziskava ze semen Inu setého (Linum usitatissimum). Tato rostlina
je pe€stovana lidmi od doby kamenné. Mimo olej pouzivany v malifstvi nasel len vyuZiti
V tvorb¢ vlaken a provazu. Lnéna semena obsahuji 32-43 % oleje. Z mastnych kyselin je

vV ném zastoupena predevsim linolova kyselina, linolenova [33] a olejova kyselina. [32]
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Olejovy film je stabilni vii¢i vodé¢, ale neni stabilni vii¢i svétlu a mé tendence Zloutnout.

[33]

Makovy olej je obsazen v seminkach maku setého (Papaver somniferum). Mak
se péstuje ve stiedni a vychodni Evrop€, Holandsku, Indii a Malé Asii. Olej je téméf
bezbarvy. Pfi lisovani za horka je nacervenaly. Jeho hlavni mastné kyseliny jsou linolova
kyselina a olejova kyselina. Diky malému mnozstvi linolenové kyseliny méné Zloutne
a rychleji schne nez olej Inény. Nevyhoda makového oleje je rychlé zluknuti a nasledné
Zloutnuti. Tomu se dé& ptedejit pfidanim 5 % praskového vapna nebo bezvodé sody.
Makovy olej je drahy, a tak byva casto falSovan olejem fepkovym, konopnym, Inénym

nebo slune¢nicovym. [6]

Ofechovy olej se ziskava z rostlin ofesniku kralovského (Juglans regia). Nejvetsi
produkce vlasskych ofechti je v Cing, nasleduje Iran, USA, Turecko a Ukrajina. Jadra
vlasskych ofechii obsahuji az 71 % oleje. [34] Ten ma svétlou zlutozelenou barvu. Jeho
vyhodné vlastnosti jsou rychlé tuhnuti a nizk4 viskozita. Diky nizké viskozité pojme

ofechovy olej vice pigmentl nez ostatni oleje. Jeho nevyhodou je rychlé zluknuti. [6]

Konopny olej se ziskava ze semen konopi setého (Cannabis sativa), které se
péstuje pfevazné v zdpadni Evropé, Indii, Severni Americe, Japonsku a Turecku. Ma
nazelenalou barvu a velmi nizkou viskozitu. Schne velmi dobfe, pfili§ nezloutne, ale je

nachylny k vrasnéni. [6]

Perilovy olej se ziskava ze semen rostliny Perilla fructescens. Tato rostlina roste
pfevazné v Indii a Indoc¢ing. Jeji semena obsahuji 30-51 % oleje. Jeho sloZeni je podobné

sloZeni Inéného oleje. Vyznam perilového oleje je hlavné lokalni.

Tungovy olej se izoluje z jader ofecht rodu Aleurites, hlavné Aleurites fordii
v Ciné a Japonsku. Semena obsahuji 25-45 % oleje. Jeho hlavni slozkou je a-eleostearova
kyselina. Tungovy olej je po ztuhnuti vice elasticky nez Inény olej a také méné zloutne.
[4] Casto se tyto dva oleje michaji a vysledna smés rychleji schne, protoZe tungovy olej

pusobi jako susidlo a také zptisobi vétsi ztvrdnuti vysledného filmu. [6]
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Tab. 6: Procentualni obsah mastnych kyselin v riznych druzich oleji pouzivanych

v malifstvi, pfevzato z Cit. [34] a upraveno

Makovy | Ofechovy | Lnény Konopny | Perilovy | Tungovy
jadra
e semena
) ) jadra semena | semena ) plodi
zdroje oleje | semen rostlin )
vlasskych | Inu konopi rostlin
[6] maku rodu
ofechi setého setého _ rodu
setého Perilla _
Aleurites
palmitova
10 3-7 6-7 6-7 7 3
(C16)
Stearova
2 0,5-3 3-6 2-3 2 2
(C18)
olejova
11 9-30 14-24 12-17 13 11
(C18:1)
linolova
72 57-76 14-19 55-65 14 15
(C18:2)
a-linolenova
5 2-16 48-60 14-20 64 3
(C18:3)
a_
eleostearova 0 0 0 0 0 59
(C18:3)

Tuhnuti oleji

Vysychavé oleje obsahuji vétsi mnozstvi esterli nenasycenych mastnych kyselin
nez oleje netuhnouci. Pfi tuhnuti dochazi k oxidac¢ni polymeraci, béhem které olej
postupné houstne, az nakonec ztuhne. Cim vice nenasycenych mastnych kyselin olej
obsahuje, tim rychleji tuhne. Rychlost tuhnuti oleji Ize zhodnotit pomoci tzv. jodového
¢isla. To udava, kolik gramii jédu se muze adovat na 100 g oleje za stanovenych
podminek. Se zvySujicim jodovym ¢Cislem se zvySuje rychlost tuhnuti oleje.
U nevysychavych oleji se toto ¢islo pohybuje od 80-100, u polovysychavych 100-130
a -u vysychavych oleji 130-200. [6, 35, 36]
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Oxidace oleji vzdusnym kyslikem je radikdlova reakce. Po iniciaci teplem nebo
fotochemicky vznika homolytickym S§tépenim R-H vazby lipidovy radikal R-. Dal§im
krokem je reakce radikalu se vzdusnym kyslikem za tvorby peroxidového radikalu ROO-.
Peroxidovy radikal maze reagovat s dalsi mastnou kyselinou za vzniku hydroperoxidu
ROOH a dalsiho lipidového radikalu R-. Peroxidovy radikal miize také reagovat
sdvojnou vazbou molekul mastnych kyselin za vzniku dialkylperoxidu ROOR.
Peroxidové slouceniny nejsou stabilni a pasobenim svétla, tepla nebo kationtl
ptechodnych kovil se z nich stavaji peroxidové, alkoxylové nebo hydroxylové radikaly.
Alkoxylové radikaly mohou vedlejSimi reakcemi tvofit alkoholy, aldehydy, ketony nebo
dialkylethery. V disledku uvedenych procesii dochazi k zesiténi oleje. [37-39]

Starnuti vzniklého filmu se projevuje zménou fyzikaln¢ chemickych vlastnosti.
Jedna se o Zloutnuti, krouceni, ztratu pruznosti, snizeni adheze, praskani az rozpad. Oleje
obsahujici vétsi mnozstvi kyseliny linolenové, jako naptiklad Inény olej, Zloutnou
vice.[37] Jako mozné pfiCiny zloutnuti vysychavych oleji se udava tvorba
konjugovanych sloucenin vzniklych zrozkladu hydroperoxidi, tvorba 1,3-ketont
a slou¢enin obsahujicich karbonylové skupiny konjugované s dvojnou vazbou. Ke
Zloutnuti také ptispiva oxidace necistot Vv oleji. Precisténi oleji miiZze Zloutnuti sniZovat.

[38, 40]

Vosky

Podobnou skupinou latek jsou vosky, coZ jsou smési esterti vy$Sich mastnych
kyselin (cerotové, melissové, karnaubové) a vyssich alkohold (myricyl-, ceryl-, cetyl-
a karnaubylalkohol). Obsahuji také volné mastné kyseliny, uhlovodiky a alkoholy.
Existuji vosky zivoc¢isného, rostlinného a mineralniho ptivodu. Maliiska technika, ktera
pouzivé roztavené vosky jako pojivo, se nazyva enkaustika. Tato technika byla pouZzivana
ve starovékém Recku, Rimé a Byzantské isi. Enkaustikou se malovalo na zdi, dievo,
keramiku nebo platno. Nejstar§i dochované malby jsou Fajjumské mumiové portréty
z druhého stoleti pt. n. 1. nalezené v Egypté. Vosky se také vyuZzivaji v retusi barev na
obrazech a nasténnych malbach. Na rozdil od oleji jsou pevné a chemicky stalejsi.

Nezloutnou ani nezluknou. Ve vod¢ jsou nerozpustné. [3, 6, 42]

Mezi zivocisné vosky patii v€eli vosk, ktery se v malbach vyskytuje nejvice. [3]

Vyuziva se vosku od véel medonosnych (Apis mellifera) a véel vychodnich (Apis cerana).
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Cerstvy véeli vosk je téméf bily a asem tmavne. M4 antimikrobialni vlastnosti, a i proto
se spolu s mékkymi pryskyficemi pouziva jako soucast laku a temper. [6, 42] V¢eli vosk
obsahuje alkany, alkeny, mastné kyseliny, mastné alkoholy, monoestery,

hydroxymonoestery, diestery a dalsi latky. Jeho sloZeni se u riznych druht v¢el 1isi. [43]

Tab. 7: Slozeni véeliho vosku (Apis mellifera) [43]

Slozky Pocet uhlikt Obsah v %
alkany liché 23-31 12,8
alkeny liché 27-39:1 2,9

mastné kyseliny sudé 20-36 18,0
mastné alkoholy 33,35 0,6
monoestery 38-52*, 46-54** 40,8
hydroxymonoestery 40-54 9,2
diestery 54-64 7,4
nedefinované latky - 8,3

*estery kyseliny palmitové, **estery kyseliny olejové

Mezi dalsi zivociSné vosky patii lanolin, vorvanovina a ¢insky vosk. Lanolin je
vylu¢ovany mazovymi zldzami ovci. Obsahuje cholesterol a pravdépodobné diky tomu
je schopny vytvaiet emulze s vodou. [38] Vorvanovina se ziskava ochlazenim tekutiny
z lebe¢ni dutiny vorvané obrovského (Physeter macrocephalus). Kvuli nedostatku
piirodni vorvatioviny se vyrabi synteticky. [38] Cinsky vosk je produkovan hmyzem

Coccus ceriferus, ktery se kviili vosku v Cin& chova. [44]

Rada druhti rostlin také produkuje vosky. Karnaubsky vosk vyluéuje palma
Copernicia cerifera, ktera se vyskytuje v Brazilii. Z béznych voski ma nejvyssi teplotu
tani. Je kiehky a tvrdy. Micha se s jinymi vosky, pokud je potfeba zvysit jejich teplotu
tani nebo tvrdost. [38] Espartovy vosk se ziskava z travy Lygeum spartum vyskytujici se
v oblastech severni Afriky a Spanélska. Pouzivali ho Féni¢ané, Rekové i Rimané pro

enkaustické malby. Také se pouziva pro zvyseni teploty tani a tvrdosti jinych vosk. [38]

Fosilni vosky se nachazi hluboko pod zemskym povrchem a musi se tézit.
Ozokerit je pfirodni bitumin6zni vosk, ktery se vétSinou nachézi u nalezist’ ropy. Jeho

rafinaci vznika ceresin, ktery obsahuje rozvétvené a cyklické uhlovodiky. Ceresin bobtna
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Vv olejich za tvorby voskovych past. M4 podobné vlastnosti jako vceli vosk, a proto ¢asto
slouzi jako jeho néhrada. [38] Parafin se ziskava frakcni destilaci ropy. Obsahuje témer
jen nasycené slouceniny. Na rozdil od zivocisnych a rostlinnych voski je odolny vici

silnym kyselinam a bazim.

Balzamy a pryskyfice

Vétsina balzamil a pryskyfic je tvofena prevazné terpeny. Terpeny jsou slozené ze
dvou a vice molekul iSoprenu a podle poctu iSoprenovych jednotek se d€li na
monoterpeny (2 jednotky), seskviterpeny (3 jednotky), diterpeny (4 jednotky),
sesterterpeny (5 jednotek), triterpeny (6 jednotek) az polyterpeny. Mono- a seskviterpeny
jsou kapalné latky a vyuzivaji se jako rozpoustédla pro di- a triterpeny, které jsou tuhé.
[38, 45]

Balzamy jsou viskoézni, lepivé tekutiny. Jsou produkovany nékterymi stromy pii
poranéni. Tvofi je t€kavé silice spolu s netékavymi slozkami. Chemicky se jedna o smés
monoterpentt  nebo  seskviterpentt s diterpeny nebo  triterpeny.  Nejlevnéjsi
a nejdostupngéjsi je balzam z borovice (Pinus spp.). Borovice produkuje vice balzamu
oproti ostatnim jehli¢nantim rostoucim v Evropé a také je hojné rozsifena. Borovicové
balzdmy maji Sedozlutou barvu, jsou kalné a ¢asem hnédnou, takze nejsou pfili§ vhodné
pro pouziti v malifstvi. Z jejich balzdmil nebo pryskyfice se destiluje terpentyn, ktery
slouzi jako rozpoustédlo. Balzdmy vhodné pro malifstvi jsou opticky stalé a ciré,
naptiklad balzamy z modiinu opadavého (Larix decidua) nebo jedli (Abies spp.) V 17.
stoleti se pfidavalo minimalni mnozstvi modiinového balzamu do ztuhlého oleje spodnich

vrstev malby, kde zadrzoval vlhkost. Kvuli zadrZeni vlhkosti ale dochazelo

k nezadoucimu praskani nékterych svrchnéjsich barevnych vrstev. [6, 45]

Na vzduchu silice z balzamu odtékaji a naslednou oxidaci a polymeraci vznikne
pryskyfice. Mezi diterpenoidni pryskyrFice patii pryskyfice z jehlicnatych stromil
a ne¢kterych bobovitych rostlin. Nejvétsi vyznam ma pryskyfice z borovice (Pinus spp.)
neboli kalafuna. Hlavnimi slozkami jsou karboxylové kyseliny, estery a alkoholy
odvozené od pimaradienu a abietadienu. Jednid se napiiklad o kyseliny abietovou
a pimarovou. Nevyhodou kalafuny je jeji velka kiehkost a mala odolnost proti vilhkému
prostiedi. Z jehli¢natych stromt sandarakovniku ¢lankovaného (Callitris quadrivalvis)

vytéka sandarak. Tyto stromy rostou v oblasti Stiedozemniho mofe, v severni Africe
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a v Australii. Sandarak je kiehky, dava silné leskly a kiehky film, ale stafim Cervena.

Povarenim sandaraku s olejem se ziskaji olejové laky, které ale maji sklony k oranzovéni

a hnédnuti. [6,45]

Triterpenoidni pryskyrice jsou obsazené vétSinou v tropickych stromech.
Nepolymerizuji, ale jsou snadno oxidovatelné. Obsahuji tetracyklické a pentacyklické
slouceniny. Mezi malif'sky vyznamné patii damara a mastix. Damara vytéka zhruba z 500
druhti stromt ¢eledi Dipterocarpaceae, ktera se vyskytuje nejvice v Malajsii a Indonésii.
Je bezbarva, ale mize byt i mirné¢ nazloutla. Obsahuje kyselinu oleanovou, ursonovou
a dammarenolovou a od nich odvozené latky. Stafim vibec neZloutne, a proto je
nejvyhledavanéjsi pryskyftici pro tvorbu lakti. Mastix produkuje rostlina fe¢ik lentisSek
(Pistacia lentiscus), ktery roste okolo Stiedozemniho mofte. Na rozdil od damary je tplné
rozpustny v alkoholech, uhlovodicich a ketonech. Pryskyfice je elastickd a ma nazloutlou
az nazelenalou barvu. Neni ale tak trvanlivy jako damara, a proto neni moc pouzivany.

[6, 46, 47]

Selak je pryskyfice Zivo¢isného pivodu. Produkuje jej hmyz ervec lakovy
(Lacifer lacca). Neobsahuje terpenové kyseliny ani fenolické slouceniny. Obsahuje
hlavné laktony a laktidy vySSich alifatickych polyhydroxykyselin, hlavné kyseliny
aleuritové. Nejlépe se rozpousti v alkoholech a glykolech, ale ve vodé neni rozpustny.
Roztoky rozpusténého selaku v alkalickych vodnych roztocich se pouzivaly jako pojivo
¢inskych tusi. [37]

Obr. 6 kys. oleanova Obr. 7 kys. ursonova ~ Obr. 8.kys. dammarenolova
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V historickych malbach se vétSinou nachazi pojiva piirodniho ptivodu. Jedna se
0 pojiva sacharidova, proteinova a lipidova. Autofi vétSinou pouzivali dostupné suroviny,
prevazné lokalni. Existuji také synteticka pojiva, kterd se zaCala vyuzivat hlavné ve 20.
stoleti. Jedna se napf. o polyvinylacetat, polymethylmethakrylat, cyklohexanonové
pryskyfice, alkydy a derivaty celulosy. Pouzivaji se ve formé vodnych disperzi. Vysledné
barvy méné praskaji a zlistavaji stalé, kviili ¢emu se pouzivaji pti retusi obrazii. VétSinou
jsou odolné vi¢i mikrobialnimu ptisobeni. [4, 37, 48]

Analyza pojiv umoziuje urcit celkovy stav malby, piesné slozeni jednotlivych
Nésledné se miize zvolit optimalni postup restauratorského zasahu. Kromé stavu malby
muze analyza pomoci pii dataci a urceni autora. Pfedev§im znama umélecka dila byvaji
Casto falsifikovana, hlavné kvuli finanénimu zisku. Pad¢€latel se co nejvice snazi
napodobit osobity styl umélce, stejné tak jako materidly, které pouziva. Neni ale vzdy
uplné jednoduché napodobit piesné slozeni barev, ¢ehoz se pii odhalovani padélkl

vyuziva. [49, 50]

2.5 Chemicka analyza a odbér vzorku

Chemicka analyza organickych pojiv se provadi ¢asto mikroinvazivnim zasahem
do dila, kdy je odebiran mikrovzorek. K dispozici jsou ale také postupy neinvazivni, napf.
Ramanova a FTIR spektrometrie, které lze wvyuzit v uspofadani neinvazivnim
i invazivnim. 1 pfes ryhly rozvoj neinvazivnich metod mohou invazivni metody
poskytnout dulezité kvalitativni a kvantitativni informace o materialt danych piedmétt

a po peclivém zvazeni je pak potieba odebrat vzorek. [49, 51]

Velikost vzorku vétSinou nepiesahuje jeden milimetr. MnozZstvi a velikost vzorku
jsou ovlivnény stavem pfedmétu, cilem prizkumu a vysledky neinvazivni analyzy, diky
které 1ze vybrat efektivnéji misto odberu a minimalizovat také pocet a velikost odbért.
| pfes snahu o minimalni zasah do dila je vhodné zvazit mnozstvi odebiraného vzorku,

aby analyza byla spolehliva a vysledkt prizkumu reprezentativni. [3, 49]

K odbéru vzorkli se pouzivaji mista, kterd nejsou piili§ viditelnd. NejCastéji

k odbéru dochazi v rozich malby, které nejsou piili§ na ocich, nebo v misté poskozeni
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malby, kde bude dochézet k restaurovani. Je dilezité, aby byl vzorek pokud mozno
odebran pted jakymkoliv restauratorskym zasahem. Ten totiz mtiZze vzorek kontaminovat
a muze dochézet ke zkresleni nebo dokonce ke znemoznéni nasledné analyzy. Zaroven
se musi dbat na to, aby byl vzorek z vybraného mista z hlediska rozlozeni a rozvrstveni

vSech latek reprezentativni. [3, 51]

Odbér vzorku se provadi jehlami nebo skalpelem. Neméné dilezité je uschovani

vzorku, aby nedoslo k jeho kontaminaci. [49, 51]

2.6 Selektivni mikrochemické reakce

Mikrochemické reakce se vyuzivaji ke kvalitativni analyze zejména organickych
pojiv, ale i pigmentd. Identifikace probiha na zakladé charakteristickych reakci, které se
vyznaCuji ur€itym projevem pro danou skupinu podobnych latek. Sleduji se zmény
zbarveni, zkousky rozpustnosti nebo teploty tani. Stanoveni teploty tani se vyuziva hlavné
pfi orientacnim diikazu voskt a pryskyfic. Pfi vybarvovacich (histologickych) reakci se
da pozorovat i distribuce pojiv v jednotlivych vrstvach. Pouzivané reakce nejsou
specifické pro jednu konkrétni latku, ale jsou charaktristické pro urcitou skupinu latek

(oleje, proteiny apod.) a pouzivaji se pouze jako orienta¢ni dukaz. [51]

Tab. 8: Teploty tani vosku, pievzato z Cit. [38], ¢insky vosk z cit. [52] a upraveno

Vosk Teplota tani [°C]
vceli vosk 61-70
lanolin 36-41
vorvanovina 42-52
¢insky vosk 80-81
karnaubsky vosk 81-86
espartovy vosk 70-78
ceresin 55-80
parafin 55-58
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Tab. 9: Teploty tani pryskyfic, pievzato z Cit. [7]

Pryskyfice Bod m¢knuti [°C] Teplota tani [°C]
kalafuna 80 110

damara 55 85

mastix 80 95

Selak 65 80-120
sandarak 100 150

2.6.1 Dikazové reakce sacharidu
Na Molischovu zkousku davaji pozitivni reakci vSechny monosacharidy,
oligosacharidy i polysacharidy. Oligo- a polysacharidy se kysele hydrolyzuji na
monosacharidy a teprve ty reaguji s koncentrovanou mineralni kyselinou (napt. H2SOa).
Z pentos vznika furfural, z hexos 5-hydroxymethylfurfural. V dal$im kroku furfural nebo
jeho derivaty reaguji se dvéma molekulami 1-naftolu a vytvofi se fialové zbarveny

produkt. [53]

OH OH OH mineralni kyselina OI
@] O
HO Z -3 H,0 | )
OH OH
OH
(@]
| o 2 » H2304
>
W - 2H,0

OH

Obr. 9: Molischova reakce
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Bialova reakce se pouziva pii dikazu rostlinnych gum, které obsahuji pentosové
cukry. Pii zahiati s kyselinou chlorovodikovou se uvoliiuje furfural, ktery pii reakci
s orcinolem a chloridem Zelezitym tvofi modrozelené zbarveny produkt. U hexos uz pfi
dehydrataci vznika 5-hydroxymethylfurfural, ktery pii kondenzaci s orcinolem vytvaii
hnédy produkt. [47]

0
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-3 HQO \

HO O O
FeCl
T e O / ‘
- HQO

O"\
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Obr. 10: Bialova reakce

Diikazova reakce Skrobu se provadi Lugolovym ¢inidlem (I v KI).
Polyjodidové ionty se zachytavaji uvnitt Sroubovice amylosy a tvoii tmavé modie
zbarveny komplex. Amylopektin tvoii s Lugolovym roztokem ¢ervenohnédé az cervené

zbarveni, které ale pies tmavé modré zbarveni amylosy neni pfili§ pozorovatelné. [53]

2.6.2 Dikazové reakce proteini
Biuretova reakce dokazuje latky obsahujici peptidové vazby (-CO-NH-). Pii
obsahu proteint vznikne reakci s Biuretovym c¢inidlem (NaOH + CuSOg + tetrahydrat
vinanu sodno-draselného) fialové zbarveni v dusledku vzniku komplexni slouceniny

mezi méd’natymi kationty a amidovymi skupinami v peptidech a proteinech. [53, 54]

Pii dikazu proteinovych pojiv se mize vyuzit detekce pyrrolovych derivatu. Reakce
neni narusena jinymi pojivy. Pii termickém S§tépeni proteind se uvolfiuje pyrrol a jeho
derivaty, které jsou vétSinou tékavé. Reaguji s 4-(dimethylamino)benzaldehydem

Vv kyselém prostiedi za vzniku ¢ervenofialového zbarveni. [55]
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Obr. 11: Dukazova reakce pyrrolovych derivata

Diikazova reakce dusiku je dalsi reakce na pfitomnost proteind. Pfi pozitivni
reakci se z proteinu pomoci oxidu vapenatého uvolni dusik ve form& amoniaku. Amoniak
nasledné obarvi na modro indikatorovy pH papirek. Tuto reakci mohou ovlivnit nékteré

pigmenty jako napft. pruska modf nebo indigo. [55]

2.6.3 Dikazové reakce lipidi
Vysychavé oleje se daji dokazat kyselou hydrolyzou, pti niz vznika glycerol. Ten
dale reaguje s hydrogensiranem draselnym za vzniku akroleinu. Akrolein se da dokazat
reakci s fuchsinovym barvivem, které¢ se pfedem odbarvilo hydrogensifi¢itanem sodnym.
Pfi pozitivni reakci se z akroleinu vytvoii adi¢ni sloucenina se sifi¢itanem a vzorek se

zbarvi. [55]

Pti diikazové reakci vosku v malbé se vyuziva 1% fuchsinového barviva. Tim
se nasakne filtra¢ni papir, ktery se poté vysusi. Na takto upraveny filtracni papir se nanese
vzorek a zaCne se zahtivat. Kdyz obsahuje vosk, tak se roztavi a vsdkne se do filtraéniho
papiru. Nakonec se pfidat 10%ni roztok sifi¢itanu sodného, ktery odbarvi fuchsinové

barvivo, ale skvrna po vosku zlistane nacervenala. [55]

Storch-Morawského reakce slouzi k dtikazu pryskytic. Probiha pomoci koncentrované
kyseliny sirové a anhydridu kyseliny octové. Aby nedoslo k zuhelnaténi vzorku vlivem
ptfipadného vyskytu sacharidl, rozpusti se vzorek nejdiivé v chloroformu a pfenese se
do kapilary. Odd¢len€ vzduchovou bublinou se ptida stejné mnozstvi anhydridu kyseliny
octové a za dal$i vzduchovou bublinou stejné mnozstvi kyseliny sirové. Dale se zatavi

konec kapilary smétujici ke vzorku a Cinidla se centrifuguji k roztoku pryskyftice. Pokud
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je pfitomna kalafuna, ma chloroformova vrstva fialovou barvu, ostatni pryskyfice barvi

hnédo-¢ervené. [55]

2.7 Instrumentalni metody v analyze organickych pojiv

Spolehlivéjsi identifikaci dostaneme pomoci instrumentalnich metod. Tyto
metody poskytuji kvalitativni i kvantitativni vysledky pro rizné vrstvy malby.
Kvalitativni analyza je neméné dilezitd, protoze muize napomoci vodnému vybéru
analytické metody. K analyze organickych pojiv se vyuzivaji spektralni, elektroforetické

a chromatografické metody. [49]

Mezi spektralni metody patii IR spektrometrie ¢asto v kombinaci s Fourierovou
transformaci (FTIR). VéEtSinou neni potieba pied analyzou vzorek upravit. Lze také odlisit
tenké vrstvy vzorku, které jsou mimo moznosti jinych metod. Mnoho organickych latek
ma podobna IR spektra a na spektralni metfeni pak musi navazovat dal§i metody, aby bylo
mozné rozhodnout konkrétnéji o jaké pojivo (napt. jaky olej) se jedna. Pomoci IR
spektrometrie se daji identifikovat proteiny, triacylglyceridy, mastné¢ kyseliny

I pryskyfi¢né kyseliny a produkty jejich degradace. [3, 49, 56, 57]

V poslednich dekesetileti se pii analyze organickych latek v historickych
artefaktech uplatituje nuklearni magneticka rezonance (NMR) . DokaZze charakterizovat
molekulové struktury, ale ma omezené pouziti u komplexnich smési pojiv, které se bézne
vyskytuji ve vzorcich barev. Je vhodna pro analyzu polymernich pojiv, ale mize se pouzit

také napf. pro analyzu Inéného oleje nebo vajecnych proteint. [58, 59]

K detailni analyze proteinovych, pfipadné pryskyticnych pojiv se vyuzZiva
technika hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF. Hmotnostné spektrometricka detekce
S jinymi iontovymi zdroji (elektronova ionizace, elektrosprej atd.) se casto kombinuje

S riznymi separa¢nimi metodami, napt. plynovou nebo kapalinovou chromatografii. [60]

Ruzné druhy klihu bylo mozné odlisit kapilarni elektroforézou [58], ale mnohem
Castéji se v analyze pojiv vyuziva chromatografie. Orientacni dikaz zajisti tenkovrstva
chromatografie. Je to jednoducha a levna metoda, ktera se vyuziva pro orientacni diikaz
bilkovin, cukrii, voskili nebo terpenovych pryskyftic. Vyzaduje odbér a rozpusténi vzorku,

znalost typu latky, coz urCuje vybér stacionarni a mobilni faze, a znalost retenc¢nich
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faktorti nebo moznost jejich porovnani se standardy. Pfed pouzitim této metody se musi

vzorek upravit a odstranit latky, které by mohly analyzu rusit. [58]

Velkou vyhodou chromatografickych metod je schopnost separace jednotlivych
organickych latek ze smési jednotlivych vrstev. VEtSinou se pouziva kombinace plynové
chromatografie (GC) nebo vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC)
S hmotnostni spektrometrii (MS). Analyza pomoci GC-MS se zatim pouZziva Castéji nez
HPLC pfi analyze pojiv, at’ jiz sacharidovych, proteinovych nebo lipidovych. [3, 58, 61,
62]

Pted pouzitim chromatografickych metod je potfeba provést vhodnou upravu
vzorku. Pfed separaci monomeri je nutné provést hydrolyzu polymernich struktur.
Kysela hydrolyza je nejrozsitenéjsi. Proteinova pojiva se mohou hydrolyzovat roztokem
kyseliny chlorovodikové. K hydrolyze polysacharidl se pouziva kyselina trifluoroctova,
protoze ma oproti mineralnim kyselindm vyhodu, Ze je dostateéné tékava a mize byt
odstranéna lyofilizaci. Lipidova pojiva podléhaji alkalické hydrolyze. K tomu se pouziva

hydroxid draselny v methanolu. Terpenoidy neni tieba hydrolyzovat. [58]

Uvedeny struény piehled instrumentdlnich metod vyuZivanych v materidlové
analyze uméleckych dé€l pouze naznacuje jejich moZznosti. Instrumentalni metody dnes
V této oblasti analytické chemie dominuji, pfesto je vyhodné ovéfovat a vyuZivat
mikrochemické reakce. Mnohdy to totiz dovoli nésledné zvolit vhodny postup
instrumentalni analyzy. Naptiklad informace o pfitomném pojivu umozni vhovnou volbu
ptipravy vzorku pro plynovou chromatografii. Neni tfeba odebirat vétsi mnozstvi vzroku
pro testovani riznych pojiv ptimo plynovou chromatografii. Na druhou stranu vysledky

reakct je tfeba vnimat jako orientacni a uvédomovat si jejich omezeni.
Cil prace

Cilem prace je ovéfeni mikrochemickych reakci a zavedeni postupli pro jejich
provedeni, coz je umozni zaclenit do systému analyzy uméleckych a historickych
pfedméti na Katedie analytické chemie Pfirodovédecké fakulty Univerzity Palackého
v Olomouci. Reakce vsak bude také mozné vyuzit pro didaktické ucely, napf. jako
demonstraéni experimenty ¢i V laboratornim cviceni stfedoSkolskych studentl

zaméfeném na analyzu maleb.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

V experimentech popisovanych v této praci byly pouzity nasledujici chemikalie:

e 1-naftol p. a. (Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika)

e ethanol 96% p. a. kyselina sirova 96% p. a., Kyselina chlorovodikova 35% p. a.,
chlorid Zelezity ¢isty, glycerin p. a., jod p. a. ACS, jodid draselny p. a., vinan
sodno-draselny tetrahydrat p. a., 4-(dimethylamino)benzaldehyd p. a., kyselina
octova 99% p. a., chloroform p. a., anhydrid kyseliny octové p. a. (vSe PENTA
Chemicals Unlimited, Praha, Ceska republika)

e orcinol (zasoby — Katedra analytické chemie)

e siran méd’naty pentahydrat p. a., hydrogensiran draselny cisty, hydroxid sodny p.
a., Sifi¢itan sodny p. a., fuchsin basicky indikator (vSe Lach-Ner, Neratovice,
Ceska republika)

3.2 Pouzité analytické pristroje a metody

K vazeni byly pouzity analytické vahy znacky Mettler Toledo, model AB204
Analytical Balance (Mettler Toledo, Columbus, USA). Vysouseni nékterych vzorki
atani vosku probihalo v $usarné Memmert UN260 (Memmert, Svabach, Némecko).
K ptipravé roztokli ze Spatn€ rozpustnych latek byla pouzita Cisticka ultrazvukova
Bandelin Sonorex Digitec DT100H (Bandelin electronic, Berlin, Némecko). K méfeni
byl pouzit spektrometr Thermo scientific Nicolet iS50 FTIR (Thermo Fisher Scientific,
Basilel, Svycarsko). Mé&feni bylo provedeno pii rozsahu 4000-350 cm™ technikou ATR
(diamantovy krystal). Pocet skent kazdého méfeni byl 25.

Ke vSem reakcim bylo pouzito bézné laboratorni sklo z laboratofe pro kvalitativni
analyzu. K reakcim V kapilarach byla pouzita mikropinzeta, prepara¢ni jehla a injekéni

stiikacky.
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3.3 Pracovni postup

3.3.1 Priprava standardi sacharidovych pojiv

Nejprve byl na standardech ovéren prubéeh reakce. Standardy byly pfipraveny podle
knihy Technika malby I, ve které jsou popsané obvykle pouzivané poméry slozek
V barvach, které se bézn¢ v malbach vyskytuji. Jelikoz v knize nebylo specifikovano, zda
se jedna o poméry hmotnostni, objemové nebo smisSené, proto byly piiparveny ve
smiSenych procentech (w/v). Kreakcim byl z obvyklych rozmezi pouzit pomér

odpovidajici mensimu zastoupeni pojiva.

Klovatiny se rozpoustély pomalu, proto bylo rozpousténi provadéno v ultrazvukové

lazni vyhtaté na teplotu 40°C. Skrob byl zahiivan k varu a po povareni se rozpustil.

Tab. 10: Ptiprava sacharidovych standardt s vodou (w/v)

Pojivo Mnozstvi pojiva Pomér pojivo : voda
arabska guma 0,0645 g 1:10
tragant 0,0796 g 1:40
skrob 0,0701 g 1:30

3.3.2 Reakce sacharidovych pojiv

Molishova reakce

Odebral se 0,5 ml standardu a ptikaplo se k nému nékolik kapek 10% (w/v) 1-
naftolu v 96% ethanolu. Nasledné byl po sténach zkumavky pfidan 1 ml koncentrované

kyseliny sirové.

Bialova reakce

Bialovo ¢inidlo bylo piipraveno smichanim 0,005 g chloridu Zelezitého s 0,5 ml
destilované vody a tento roztok se smichal s 0,5 g orcinolu v 200 ml koncentrované
kyseliny chlorovodikové. Nasledné se vzala tenci kapilara se zazenym koncem, kvili
potiebé zataveni. Do kapilary se umistil vzorek (standard) spolu s Bialovym ¢inidlem
a zuzeny konec se nad plamenem zatavil. Kapilara se vlozila do glycerolové lazné

(glycerol ve zkumavce), ve které se nad plamenem asi minutu opatrné zahiivala.
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Diikazova reakce Skrobu

Lugoluv roztok byl namichan z 5 ¢ jodu a 10 g jodidu draselného pifidanych do
100 ml destilované vody. Na filtra¢ni papir byl nanesen Skrob a po zaschnuti na n¢j bylo
naneseno Lugolovo ¢inidlo. Po zaschnuti ¢inidla se pozorovaly vysledky. Reakce byla

také provedena na kapkovaci desticce.

3.3.3 Priprava standardu proteinovych pojiv
Standardy proteinovych pojiv (kozni klih, kasein, vaje¢ny bilek a vaje¢ny zloutek)
byly smichany s vodou. Ke kaseinu se pfidalo kvuli rozpustnosti 0,004 g hydroxidu
sodného. Literatura uvadi kvili rozpustnosti pfidat amoniak, ¢emuz se bylo nutné
vyhnout kvili ovlivnéni ditkazové reakce dusiku. Klihové pojivo se rozpoustélo ve vodé
velmi pomalu. Klihové a kaseinové pojivo se rozpoustély v ultrazvukové lazni vyhiaté
na 35° C. Standardy vaje¢nych pojiv byly pfipravovany z Cerstvych vajec. Potfebné

mnozstvi zloutku nebo bilku se nafedilo vodou a dalo do mikrozkumavky.

Tab. 11: Ptiprava proteinovych standardt s vodou (w/v)

Pojivo Mnozstvi pojiva Pomér pojivo : voda
kasein 0,1g 1:15

kozni klih 01g 1:25

vajecny bilek 0,33 ml 1:10

vajecny zloutek 0,5ml 2:1

3.3.4 Reakce proteinovych pojiv
Zéakladni dikaz proteinti Biuretovou reakci byl testovan na kapkovaci desticce.
Biuretovo ¢inidlo bylo pfipraveno rozpusténim 0,15 g pentahydratu siranu méd’natého
a 0,6 g tetrahydratu vinanu sodno-draselného v 50 ml destilované vody. Po ptidavku
30 ml 10 % (m/m) hydroxidu sodného byl roztok doplnén vodou do 100 ml. Na desticku
byly dany pomoci Pasteurovy pipety kapky pojiv. Roztoky se nechaly 30 minut zaschnout
pod proudem vzduchu a poté k nim byly pfidany dvé kapky Biuretova ¢inidla. Pfi

pozitivni reakci Biuretovo ¢inidlo zfialovélo.
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Pti zkousce na pritomnost dusiku se suchy vzorek smichal se stejnym mnozstvim
oxidu vapenatého a vlozil do kapilary. Z druhé strany kapilary se vlozil acidobazicky
indikatorovy papirek navlhéeny destilovanou vodou. VVzorek se Zihal nad kahanem. Kdyz

vzorek obsahoval proteiny, zbarvil se indikatorovy papirek modre.

Detekce pyrrolovych derivati probihala podobné. Vzorky pojiv (pfipravené
standardy i neznamé vzorky) se samotné vlozily do kapilary. Z druhé strany se vlozil
filtracni papir namoceny v nasyceném roztoku 4-(dimethylamino)benzaldehydu
Vv koncentrované kyseliné¢ octové. Vzorek se 3 minuty zihal. Pii detekci bilkovin se

filtra¢ni papirek zbarvil do rizovo-fialova.

3.3.5 Priprava standardu lipidovych pojiv
Jako standardy lipidovych pojiv byly zvoleny Inény olej lisovany za studena, véeli
vosk a z pryskytic kalafuna a damar. Zatimco se olej a vosk pouzily jako standardy
samostatné, pryskyfice se nechaly rozpustit v chloroformu (3 mg pryskytice ve 3 ml

chloroformu).

3.3.6 Reakce lipidovych pojiv

Diikaz vysychavych oleji

Do jednoho konce kapilary se vlozila smés vzorku a hydrogensiranu draselného,
do druhého klin filtra¢niho papiru, ktery se nejprve obarvi 1% (w/v) roztokem fuchsinu
ve vod¢ a poté se odbarvi nékolika kapkami 1% (w/v) roztoku hydrogensifi¢itanu
sodného. Vzorek se opatrné zahtival ve vrchni ¢asti plamene. Pokud obsahuje vysychavé

oleje, pti zahtivani se uvolni akrolein, ktery obnovi riZzovou barvu na filtraénim papiru.

Diikaz vosku

Nejdiive se nachystal filtracni papir, ktery se namocil v 1% (w/v) roztoku
fuchsinu a umistil se na hodinové sklicko. Na néj se polozil vosk a dal se do susarny
nastavené na 70 °C na 7 minut. Po této dobé se vzorek vyjmul a nakapnul se na n¢j
10% (w/v) roztok siti¢itanu sodného. V piipadé pfitomnosti voskt nedoslo k odbarveni

filtra¢niho papiru sifi¢itanem v misté, kde se vzorek nachézel.

37



Storch-Morawkého reakce

Injekeni stiikackou se naplnila kapilara (v pilce) piiblizné€ 0,3 ml koncentrované
kyseliny sirové. Asi ve vzdalenosti 1 cm od kyseliny sirové se aplikoval stejny objem
anhydridu kyseliny octové. Ze stejné strany se opét asi 1 cm od anhydridu aplikoval stejny
objem pryskyfice rozpusténé V chloroformu. Nelze pouzit pevny vzorek. Jeho

rozpusténim ve chloroformu se eliminuje pfitomnost sacharidi, které rusi reakci.

3.3.7 Ovéreni reakci na modelovych vzorcich
Dostupné modelové vzorky slouzily jako dalsi krok pro ovéfeni ovéfovanych
reakci. Tyto vzorky pochéazely z Katedry analytické chemie. Kazdy vzorek obsahoval dvé
barvy (Cerveny pigment (Fe203) Bolo Armeno (Zecchi, Florencie, Italie); Zluty pigment
(PbO) Massicot (Kremer Pigmente, Aichstetten, Némecko)) Srozdilnym pojivem
(viz tab. 12). Jednalo se o vaje¢ny zloutek, Inény a ofechovy olej. Podklad malby tvotila

omitka.

Obr. 12: Modelové vzorky ¢. 1-6
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Tab. 12: Obsazena pojiva v jednotlivych modelovych vzorcich

Vzorek | Barva Pojivo Barva Pojivo

¢. 1 zluta vajecny zloutek cervena ofechovy olej
¢.2 cervena vajecny Zloutek zluta Inény olej
¢.3 zluta vajecny zloutek cervena Inény olej
¢.4 zluto-zelena | Inény olej cervena ofechovy olej
¢.5 Sedo-zelend ofechovy olej cervena Inény olej
¢.6 cervena vajecny Zloutek Sedo-zelend ofechovy olej

3.3.8 Testovani mikrochemickych reakci na vzorcich temper a akvarel
Vzorky dvou temper a dvou akvarel slouzily jako ,,nezndmé* vzorky. Nebylo
u nich uvedeno, ktera pojiva obsahuji, proto byly otestovany na vSechny typy pojiv. Dvé
tempery znatky KOH-I-NOOR HARDTMUTH, odstiny Zelend tmava a Rumélka
¢ervena, a dvé barvy akvarelové od vyrobce Winsor & Newton, Cotman Watercolours
odstiny Prussian blue a Burnt umber byly zakoupeny v bézném obchod¢ s vytvarnymi

potiebami.

Obr. 13.: Barvy pouzité k testovani reakci jako neznamé vzorky

Neznamé vzorky byly testovany jednotlivymi reakcemi (viz Schéma I). Pro kazdou reakci

byla pouzita nova navazka vzorku.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Pii vétsingé reakci provadénych v kapilafe se pracuje v uspofadani s jednim
zatavenym koncem. Kvili silné tloust’ce skla pouzivanych kapilar konce nebyly
zatavovany. Z tohoto diivodu byla kapilara nad plamenem drzena zezacatku vodorovng.
S postupnym piitavenim vzorku ke kapilafe se mohla kapilara naklonit, aby doslo

K vyvinu plynu smérem K pozadovanému konci kapilary.

4.1 Reakce standardi sacharidovych pojiv

Molishova reakce

Nejrychlejsi a nejintenzivngjsi reakce byla pozorovana u arabské gumy, vybarveni
probéhlo do 1 minuty. Nasledoval tragant, ktery poskytoval mén¢ intenzivni zbarveni
a vybarveni prob&hlo do 3 minut. Zbarveni vzniklé reakci Skrobu bylo nejmén¢ intenzivni

a projevilo se za 5 minut.

Obr 14: Vysledky Molishovy reakce s arabskou gumou (a), tragantem (b) a skrobem (c)

Bialova reakce

Pti zahtivani kapilar se vzorek a Bialovym ¢inidlem dochazelo k bouilivé reakcei

a reak¢ni smés unikala z kapilary. Bylo potieba drzet kapilaru spise vys$ nad plamenem,
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kde je mensi teplota. I tak ale dochazelo k uniku latek jesté pied tim, nez stacily reagovat.

Pomoci preparacni jehly bylo nutné zajistit, aby stekly zpét dolii do kapilary.

Tragant se zbarvil zelené uz béhem zatavovani kapilary, i pies to byla kapilara
vlozena do glycerolové lazné€ a zahiivana nad plamenem. Vzorek asi po minuté zmodral.

Arabské guma béhem taveni kapilary nereagovala, zména barvy prob¢hla az pti zahtivani

Vv glycerolové 1azni. Pozitivni vysledek reakce je na obrazcich oznacen Sipkou.

/

Obr. 15: Vysledek Bialovy reakce s tragantem (a) a jeho dal$i zahtivani v glycerolové
lazni (b)

Obr. 16: Vysledek Bialovy reakce s arabskou gumou
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Dikazova reakce Skrobu

Lugolovo ¢inidlo reagovalo okamzité se Skrobovym mazem za tvorby tmavé
modrého zbarveni. Reakce byla provedena na kapkovaci desticce 1 na filtraénim papifte.
Vysledek reakce se zaschlym Skrobem na filtraénim papife byl viditelny az po zaschnuti

Lugolova ¢inidla. Pro porovnani bylo ¢inidlo smichano i s tragantem.

Obr. 18: Diikazova reakce zaschlého $krobu na filtra¢nim papiie

4.2 Reakce standardi proteinovych pojiv

Biuretova reakce

Témeét okamzité se fialové zbarvil vaje¢ny bilek nasledovany kaseinem a koznim
klihem. Vaje¢ny zloutek se zbarvil az za 4 minuty. To mohl zptsobit fakt, Ze je Zloutek
po vyschnuti ve vodé nerozpustny, coz mohlo ovlivnit prubéh reakce s Biuretovym

¢inidlem.
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Obr. 19: Vysledek Biuretovy reakce s proteinovymi standardy na kapkovaci desti¢ce

Diikaz dusiku

Vzorky se susily 20 minut pod proudem vzduchu. Po 1-2 minutach taveni suchého
vzorku byl vidét pozitivni vysledek reakce. pH indikatorovy papirek se zbarvil intenzivné
modfe. Rychlost reakce u viech standardi byla téméf stejna. Zloutku bylo odebrano vétsi

mnozstvi, a proto se zbarvilo vice papirku.

Obr. 20: Pozitivni diikazova reakce na dusik u Zloutku
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Obr 21: Pozitivni dtikazova reakce na dusik u kaseinu

Obr. 22: Pozitivni dukazova reakce na dusik u vaje¢ného bilku
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Obr. 23: Pozitivni duikazova reakce na dusik u kozniho klihu

Diikaz pyrrolovych derivata
Po zhruba 2 minutach zihani se zacal filtra¢ni papir obarvovat na riZzovo-fialovo.
Nejvyraznéjsi reakce byla pozorovana u vaje¢ného bilku a koZniho klihu a nejméné

vyrazné u vajecného zloutku.

Obr. 24: Pozitivni reakce na pyrrolové derivaty u kaseinu
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Obr. 25.: Pozitivni reakce na pyrrolové derivaty u kozniho klihu

Obr. 26: Pozitivni reakce na pyrrolové derivaty u vajecného zloutku
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Obr. 27: Pozitivni reakce na pyrrolové derivaty u vajeéného bilku

4.3 Reakce standardu lipidovych pojiv

Diikaz vysychavych oleji

Kwvili nedostupnosti hydrogensificitanu sodného se k odbarveni fuchsinového
barviva pouzil nejprve 1% (w/v) roztok sifi¢itanu sodného, ktery ale fuchsin neodbarvil.
Proto byl pfipraven 10% (w/v) roztok sifi¢itanu sodného. Jelikoz znovu nedoslo
k odbarveni 1% (w/v) fuchsinu, byl pfipraven 0,01% (w/v) roztok fuchsinu. Ten se jiz
10% (w/v) roztokem sifi¢itanu odbarvoval. Oba roztoky se na filtra¢ni papir nanasely
Pasteurovou pipetou. V budoucnu by bylo rozhodné dobré otestovat odbarevni
1% fuchsinu roztokem hydrogensifi¢itanu sodného. Roztok sifi¢itanu musi byt Cerstvy,
zhruba po 4-5 hodinach ptestava fuchsin odbarvovat.

Filtra¢ni papir se zacal zbarvovat rizovo-fialové po par minutach zihani.
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Obr. 28: Pozitivni reakce Inéného oleje (znovuzbarveni filtra¢niho papirku s fuchsinem)

Diikaz vosku

10% (w/v) sifi¢itan sodny neodbarvil 1% (w/v) roztok fuchsinu, byl pouzit
0,01% (w/v) roztok fuchsinu, ktery se sifi¢itanem odbarvil.

Roztaty vosk pfilnul na filtra¢ni papir. Roztok sifi¢itanu sodného se pies tuhou
vrstvicku vosku nedostal k filtracnimu papiru, okamzité se vSak odbarvilo okoli, kde vosk

nebyl. Olej se az na drobné skvrnky tplné odbarvil.

/

4

Obr. 29: Srovnani negativni a pozitivni reakce na diikaz voski s olejem a voskem (a)

pied piidanim sifi¢itanu, (b) po pfidavku syfi¢itanu

Storch-Morawského reakce
Pfi vnaseni roztoku pryskytice do kapilary dochazelo snadno k vysttiknuti roztoku
a promichani vSech slozek v kapilafe jesté piedtim, neZ mohlo dojit k zataveni jednoho

konce. Reakce v takovém piipadé neprobéhla.
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Z tohoto diivodu byl postup upraven tak, Ze se ve zkumavce smichaly 2 kapky
roztoku pryskyfic s 1 ml anhydridu kyseliny octové. Tato smés se zahtivala nad kahanem
do doby, nez zacala vatit. Po povareni (1-2 minuty) vznikl svétly zluto-oranzovy roztok.
Ten se odstavil z plamene a asi 20 minut se nechal chladnout. Nasledné se po kapkach
pfidavala koncentrovana kyselina sirova a doSlo v ptipad¢ pozitivni reakce ke zbarveni
roztoku. Damaru zbarvila po par kapkach do hnédo-Cervena, kalafuna vytvoftila po par
kapkach tmavé fialovo-hnédé zbarveni, které se zesililo s pfidanim vétstho mnozstvi

kyseliny sirové.

Obr. 30: Pozitivni reakce na dikaz pryskyfic se standardy damarou (a) a kalafunou (b)

4.4 Dikazové reakce na modelovych vzorcich

Odebirani vzorkli z povrchu omitek a nasledné vloZzeni do kapilar bylo
problematické. Barevna vrstva neSla odloupnout, musela byt seSkrabnuta po malych
Casteckach, které se Spatné nabiraly i mikropinzetou. V odebranych vzorcich se nachazely
I vetsi casti omitky.

Ovétovaci chemické reakce byly provadény se vzorky z ,velkych®“ ploch
modelovych vzorkt. U ,malych® ploch vzorkii ¢. 1 a 2 byly reakce negativni
pravdépodobné kvili malému mnozstvi malby, které mohlo byt odebrano. Z tohoto

duvodu nebyly na dalsich modelovych vzorcich ,,malé“ plochy analyzovany.

Vzorek ¢. 1 obsahoval plochu ,malby“ s vajeénym zloutkem a plochu
s ofechovym olejem. Ze Zloutkové ¢asti byl odebran 1 mg barevné vrstvy, ptidano stejné
mnozstvi oxidu vapenatého a byla provedena dikazova reakce na dusik, ktera byla

pozitivni. Z olejové ¢asti bylo mozné odebrat ~ 0,3 mg a byla provedena dikazova reakce
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na oleje. Tato reakce byla negativni, protoze mnozstvi pojiva bylo pravdépodobné pod

limitem detekce.

Obr 31: Pozitivni dikazova reakce na dusik ze zloutkového pojiva vzorku ¢. 1 ~1 mg

Vzorek ¢. 2 obsahoval plochu s vajeénym Zloutkem a plochu se Inénym olejem.
Ze zloutkové ¢asti byl odebran 1 mg a byla provedena diikazova reakce dusiku, které byla
pozitivni. Z olejové ¢asti vzorku bylo odebrano 0,4 mg vzorku. Dtikazova reakce oleju

byla negativni nejspise opé&t kviili malému mnozstvi vzorku.

Obr. 32: Pozitivni diikazova reakce na dusik ze Zloutkového pojiva vzorku €. 2 ~ 1 mg
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Vzorek ¢. 3 obsahoval vaje¢ny zloutek a Inény olej. Protoze nebylo mozné
Z olejové casti odebrat potfebné mnozstvi vzorku k diikazové reakci, zacaly se odebirat
vzorky pro reakce pouze ze Zloutkové Casti, ktera méla vétsi plochu. Ze Zloutkové ¢asti
se podatilo odebrat 8,8 mg a vzorek byl podroben diikazové reakci na dusik, ktera byla

pozitivni.

Obr. 33: Pozitivni dikkazova reakce na dusik ze Zloutkového pojiva vzorku ¢. 3 ~9 mg

Cast se Inénym olejem vzorku ¢. 4 byla podrobena ditkazové reakci vysychavych
oleju. Bylo odebrano 3,1 mg. Filtra¢ni papir se nepatrné zbarvil do svétle rizova. Okem
bylo zbarveni vidét 1épe nez na fotografii. Dtikazova reakce vysychavych oleju nebyla

u ¢asti s ofechovym olejem kviili malému mnozstvi vzorku provadéna.

52



Obr. 34: Pozitivni ditkazova reakce na vysychavé oleje ze vzorku ¢. 4 ~ 3 mg

Z ¢asti vzorku €. 5 s ofechovym olejem bylo odebrano 4,4 mg a byla provedena
ditkazova reakce na pritomnost vysychavych oleji. Filtra¢ni papir se zbarvil o trosku vice,
nez U vzorku ¢. 4, ale zbarveni bylo nejvice patrné uprostied zamotaného filtracniho
papiru. Reakce c¢asti vzorku se Inénym olejem se kvuli malému povrchu malby

neprovadéla.

Obr. 35: Detail vysledku diikazové reakce vysychavych oleju vzorku ¢. 5 ~ 4 mg

Zloutkova &ast vzorku ¢&. 6 se odebirala lépe, protoze byla mnohem méné kieh¢i
nez barevné vrstvy piedchazejicich vzorku. Nejprve bylo odebrano 4,8 mg vzorku a toto
mnozstvi bylo podrobeno dikazové reakci na dusik. Indikatorovy papirek se zbarvil
zeleng, coz naznaCovalo vznik malého mnozstvi produktu, tedy bylo k dispozici malé

mnozstvi vzorku. Reakce byla zopakovana s 10 mg. S timto mnozstvim vzorku se zbarvil
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zacatek indikatorového pH papirku modfe, dale byla barva zelena. K vybarveni
indikatorového papirku do modra bylo potfeba vEétSi mnoZstvi vzorku nez
u predchazejicich reakci. To by mohlo byt dano napt. mensim mnozstvim pojiva v barvé

a popt. obsahem jinych latek ovliviiujicich vysledek reakce.

Obr. 36: Vysledek dikazové reakce na dusik u vzorku ¢. 6 z 5 mg vzorku

Obr. 37: Vysledek dukazové reakce na dusik u vzorku ¢. 6 z 10 mg vzorku

Modelové vzorky obsahujici Zloutek byly podrobeny Biuretové reakci. Hmotnost
odebranych vzorkl se pohybovala okolo desetiny miligramu. S touto navazkou reakce

probihala velmi pomalu a zména zbarveni nebyla pfili§ intenzivni. U vzorku €. 1 bylo
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zbarveni pozorovatelné za 30 minut. Za dal$i 3 minuty se zbarvil vzorek ¢. 3. Zbarveni
vzorkl €. 2 a €. 6 bylo nevyrazné pravdépodobné kvili interferujicimu zbarveni pigmenta

(vzorek €. 6 poskytl o néco vyraznéjsi zbarvent).

va. 4 uR.2 v D wa.4 N2 vx.%

>

- . g
- 07 P! O
S oLk B 4 p P
’ h 3 vilpd . \ L e ] i =
X ' o ! . .
« v ] Al .

¢ o

wy w5 w6 Bay w5 w6

¢ § = T

a) b)
Obr. 38 Biuretova reakce modelovych vzorku obsahujicich zloutek (a) pied pridanim

Biuretova ¢inidla, (b) po zreagovani Biuretova ¢inidla se vzorky

4.5 Dikazové reakce pii analyze neznamych vzorki

Duikazové reakce na neznamych vzorcich byly provedeny podle schématu na stran¢ 37.

Mikrochemické reakce temperovych barev

Temperové barvy se po vysuSeni snadno odebiraly. Nejdiive byla provedena
zkouska na dusik, ktera byla negativni, stejn¢ jako dikaz pyrrolovych derivati
a Biuretova reakce. Nebyla tak prokazana pfitomnost proteini. Zkouska vysychavych
oleju byla pozitivni, i kdyz vysledné zbarveni filtracniho papiru nebylo moc vyrazné.
Reakce na ditkaz voskl byla negativni. Nasledoval diikaz sacharidi. Molishova reakce
byla pozitivni, vysledné fialové zbarveni bylo intenzivni. Dlkaz rostlinnych gum byl
pozitivni, ale 1 tady se Spatné pozoroval vysledek u zelené tempery, protoZze zeleny
pigment piekryval barvu reakéni smési. Reakce byly nejdiive provadény ve vétSich
kapilarach bez zataveni, ale kvili velmi bouflivé reakci vzorkiu s Bialovym ¢inidlem
musely byt provadény v malé kapilafe se zatavenym koncem. Pies to byla reakce bouftliva

a reak¢éni smés unikala z kapilary. Bylo potieba ji drZzet vys nad plamenem nékolik minut
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a poté kapilaru zahtivat v glycerolové 1azni. Dikazova reakce Skrobu byla negativni pfi
2,2 mg zelené tempery a pii 1,9 mg Cervené tempery smichanych vzdy se 100 ul vody.
Negativni byla rovnéz diikazova reakce na pryskyftice, pti které po pridani kyseliny sirové
roztok zménil barvu z oranzové na rizovou, ale to bylo zplisobené nejspise interakci

ostatnich latek v barvé.

Obr. 39: Negativni reakce cervené tempery pii dikazu dusiku pti ~ 10 mg vzorku

Obr. 40: Negativni reakce zelené tempery pii dikazu dusiku pii ~ 10 mg vzorku
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Obr. 41: Negativni dikaz ¢ervené tempery na pyrrolové derivaty pii ~ 7 mg vzorku

Obr. 42: Negativni dikaz zelené tempery na pyrrolové derivaty pii ~ 9 mg vzorku

Obr. 43: Negativni Biuretova reakce ¢ervené (~ 21,1 mg) a zelené tempery (~ 28,6 mg)
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Obr. 44: Pozitivni reakce temper na vysychavé oleje (a) Cervené tempery ~ 28 mg

vzorku, (b) zelené tempery ~ 13 mg vzorku

Obr. 45: Negativni reakce na pfitomnost voski (a) u ¢ervené tempery ~ 0,5 g,

(b) u zelené tempery ~ 0,4 g

Obr. 46: Pozitivni Molishova reakce (a) ¢ervené tempery pii 22,3 mg (b) zelené
tempery pii 43,1 mg
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Obr. 47: Pozitivni Bialova reakce u (a) ¢ervené tempery pii ~ 0,8 mg, (b) zelené

tempery pii ~ 2,2 mg, pozitivni vysledek je oznacen Sipkou

Obr. 48: Negativni reakce dikazu skrobu u zelené tempery pii ~ 2,2 mg a Cervené

tempery pii ~ 01,9 mg
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Obr. 49: Negativni reakce (a) ¢ervené tempery pii 51,1 mg, (b) zelené tempery pii
64,4 mg na pritomnost pryskyfic

V temperovych barvach byla mikrochemickymi reakcemi prokazana ptitomnost

vysychavych oleju a rostlinnych gum. Dalsi druhy pojiv nebyly detekovany.

Mikrochemické reakce akvarelovych barev

Akvarelové barvy vykazovaly negativni reakce na piitomnost bilkovin. Modra
akvarela davala ale pozitivni zkouSsku na dusik. Obsahuje jako pigment
hexakyanozeleznatan zelezity, o kterém je znamo, ze rusi reakci. Na rozdil od barev
temperovych byly suché vzorky pfi odebirdni velmi tvrdé. Jiz to naznacuje, Ze barvy
neobsahuji oleje. Zkouska na vosky byla negativni. Tomu rovnéz odpovidala velmi dobra
rozpustnost barvy ve vodé a nasledné odbarveni filtraéniho papiru pii dikazu voskd.
Dtikaz sacharidi byl pozitivni, stejné tak i Bialova reakce, kterd ale probihala velmi
boufilive a barvy pii nékterych pokusech vysttikly z kapilary. Dikaz Skrobu byl negativni
pii 3,2 mg modré akvarely a 4,1 mg hnédé akvarely rozpusténych ve 100 ul vody. Dikaz
pryskyfic neprobéhl z divodi nerozpustnosti vzorku v chloroformu, tim byla pfitomnost

pryskyftic vyloucena.
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Obr. 50: Pozitivni dikazova reakce modré akvarely na dusik (pii ~2,2 mg)

Obr. 51: Negativni dikazova reakce hnédé akvarely na dusik (pfi ~ 5,4 mg)
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Obr. 52: Negativni dikazova reakce modré akvarely na pyrrolové derivaty (pii ~ 30,1
mg)

Obr. 53: Negativni dikazova reakce hnédé akvarely na pyrrolové derivaty (pti ~ 25,1
mg)
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Obr. 54: Negativni Biuretova reakce s modrou akvarelou pii 3,3 mg (2) a hnédou
akvarelou pii 8,7 mg (b)

Obr. 55: Negativni dtikazova reakce modré akvarely na vysychavé oleje (pii ~ 34,1 mg)

Obr. 56: Negativni diikazova reakce hnédé akvarely na vysychavé oleje (pfi ~ 54,1 mQ)
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Obr. 57: Negativni dikazova reakce na vosky (a) v modré akvarele (pti ~41,8 mg), (b)
v hnédé akvarele (pii ~ 53 mg)

Obr. 58: Pozitivni dukazova reakce na rostlinné gumy (2) v modré akvarele pii ~ 3 mg,

(b) v hnédé akvarele pii 7 mg, pozitivni vysledek je oznacen Sipkou
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Obr. 59: Negativni reakce akvarelovych barev pii ditkazu §krobu pii ~3 mg u modré

akvarely a ~4 mg u hnédé akvarely

Akvarelové barvy byly podrobeny diikazovym reakcim na pfitomnost pfirodnich
pojiv. Byly v nich detekovany rostlinné gumy Bialovou reakci. Ostatni diikazové reakce
pojiv byly negativni. Vyjimka nastala u modré akvarelové barvy pti dikazové reakci
dusiku. Kvuli pfitomnosti pigmentu Pruské modfi, ve které se dusik vyskytuje, dala

pozitivni reakci.

4.6 Analyza modelovych vzorki pomoci FTIR spektrometrie
Mikrochemické reakce mohou byt pfinosné jako orientaéni zkouSky. Pro

potvrzeni pfitomnosti pojiv se vyuZivaji instrumentalni analytické metody, pfedevSim

spektralni a separacni. Pro porovnani s vysledky diikazovych rekci byla v této praci

vyuzita FTIR analyza.

Bylo provedeno méteni suSeného Zloutku a surového Inéného oleje, aby se mohlo
porovnat spektrum samotného pojiva se spektry vzorkil, které mimo pojiva obsahuji
i dalsi latky. V ATR spektrech se nachazi piky pii vIinoétu 3500-3200 cm™, které
odpovidaji O-H a N-H vibracim. Piky p#i vinoétu 3000-2800 cm™ odpovidaji valenéni
vibraci vazby C-H. V rozmezi 1750-1730 cm™ ukazuji piky na ptitomnost esterti. Signal
v rozmezi 1650-1630 cm™ resp. kolem 1540 cm™ ukazuje na pfitomnost amidd.
U Zloutkovych pojiv se daji pozorovat vyrazné signaly C-H vazeb a esterd kviili lipidiim,
které¢ se ve Zloutku vyskytuji. Vyrazny je signdl amidd, které potvrzuji piitomnost

proteind. Zloutkové pojivo obsahuje také na rozdil od Inéného oleje polarni O-H skupiny
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a N-H skupiny interagujici vodikovymi mustky. Olejova pojiva maji vysoky signal
odpovidajici C-H vazbam a esterim. Amidy se u nich nevyskytuji. Vzorky obsahujici
oleje poskytovaly signal O-H a N-H skupin interagujicich vodikovymi mustky. Jedna se

pravdépodobné o signal jinych latek ve smési barev.
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Obr. 60: ATR spektrum suseného Zloutku
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Obr. 61: ATR spektrum Inéného oleje
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Obr. 62: ATR spektrum modelového vzorku €. 1 s obsahem vaje¢ného Zloutku
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Obr. 63: ATR spektrum modelového vzorku €. 2 s obsahem vaje¢ného Zloutku
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Obr. 65: ATR spektrum modelového vzorku €. 4 s obsahem Inéného oleje
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Obr. 67: ATR spektrum modelového vzorku ¢. 6 s obsahem vaje¢ného zloutku

Ve spektrech modelovych vzorkt s obsahem proteinovych nebo olejovych pojiv
1ze pozorovat signdly O-H a N-H vazeb zapojenych do vodikovych interakci a také
signaly C-H vazeb. Proteinovda a olejova pojiva lze od sebe odlisit

pfitomnosti/nepfitomnosti signalti amidové skupiny.
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4.7 Analyza neznamych vzorki pomoci FTIR spektrometrie

U neznamych vzorki byly pozorovany signaly O-H nebo N-H vazeb pfi vinoétu
3600-3000 cm™. Jedna se pravdépodobné o O-H skupiny, protoze pii mikrochemickych
reakcich vyslo, ze vSechny neznamé vzorky obsahuji rostlinnou gumu. Infracervena
spektra vSech neznamych vzorki ukazala vibrace C-H vazeb. Modra akvarela obsahovala
vysoky pik pii 2078,3 cm™, ktery souvisi s piitomnosti CN" jako soucasti pigmentu, ktery

se v barvé nachazi — hexakyanozeleznatan zelezity.
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Obr. 68: ATR spektrum vzorku ¢ervené tempery
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Obr. 70: ATR spektrum vzorku modré akvarely
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Obr. 71: ATR spektrum vzorku hnédé akvarely

ATR spektra nezndmych vzorkli zobrazuji signdly O-H vazeb zapojenych do
vodikovych interakci. N-H vazby to pravdépodobné nebudou, protoze byly vzorky
negativni na pritomnost dusiku (kromé modré akvarely s Pruskou modii) a nebyly
pozorovany ani amidové signaly. Ve spektru modré akvarely je vyrazny pik C=N vazby,
ktery potvrzuje spravnost pozitivni dikazové reakce na dusik. Spektra také obsahuji
signaly C-H vazeb. Hnéda akvarela ma podobné spektrum jako modra akvarela, 1isi se

barevnymi pigmenty. Signaly pojiv jsou téméf stejné.

Temperové barvy mély pozitivni reakci na pfitomnost vysychavych oleja, ale ve
spektrech nejsou ptitomny vysoké signaly esterti, Coz miize souviset s tim, ze vysledky
mikrochemickych reakci na pfitomnost vysychavych oleji nemély pfili§ intenzivni
zbarveni. Problematické je pfedevSim spektrum Cervené tempery, kde pfitomnost esteri
neni patrna. Kromé olejli se v temperach nachézi rostlinné gumy a nelze urci pomér mezi
témito pojivy. Oleje mohlo byt v barvé mnohem méné, a proto mohly mit estery slaby

signal.

Po analyze bylo na webovych strankach vyrobce temperovych barev nalezeno,
7e obsahuji oleje. Obsah rostlinnych gum nebyl vyrobcem uveden, ale je znamo, Ze
tempery arabskou gumu mohou obsahovat. [6] Vyrobcem akvarelovych barev bylo

potvrzeno, ze se v barvach nachézi arabskd guma.
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5. ZAVER

V teoretické cCasti prace byl podan piehled ptfirodnich pojiv pouzivanych
v malbdch a zikladni metody jejich prizkumu. Detailngji byly zpracovany
mikrochemické reakce uréené k diikazu jednotlivych typl pojiv. V experimentalni Casti
byly tyto reakce ovéfeny na standardech, modelovych vzorcich, a nakonec na neznamych
vzorcich temperovych a akvarelovych barev. Vysledky reakci byly fotograficky
zdokumentovany. K doplnéni mikrochemickych reakci slouzila ATR spektra, ktera

pomohla ovéfit spravné vysledky reakci.

Mikrochemické reakce nachazeji uplatnéni diky pomérné rychlému pribéhu a
dobfe pozorovatelnému pozitivnimu vysledku. Na zikladé¢ toho mohou piedchazet
mnozstvi vzorku V porovnani s instrumentélni analyzou. Pfi malém mnozstvi vzorku neni
vysledek pozitivni reakce v nékterych pripadech piili§ vyrazny. Mikrochemické reakce
nedokazi urcit konkrétni pojivo (napt. kasein versus vajecné proteiny), mohou vsak urcit

skupinu, do které pojivo patii.

Z testovanych reakci byla nejméné prikazna Biuretova reakce. Na standardech
byl pozitivni vysledek reakce vidét jasné a okamzité, ale u modelovych vzorkt byla
reakce pomald a vysledek nebyl moc dobfe viditelny. Hiife viditelna byla také pozitivni
reakce vysychavych oleju, ktera byla zietelna u standardd, ale na testovanych vzorcich
uz méné a v nékterych ptipadech témét vubec. Naopak nejlépe viditelny diikaz proteint
na standardech poskytovala dikazova reakce dusiku, a proto byla pouZita pii ovéreni
ptitomnosti proteinovych pojiv v modelovych vzorcich. Ostatni dikazové reakce (diikaz
pyrrolovych derivati, Molishovu reakci, Bialovu reakci, dikaz skrobu, voski a Storch-

Morawského reakci) Ize k analyze doporucit.

Doporucené reakce lze zatadit do systému analyzy uméleckych a historickych
pfedméti na Katedfe analytické chemie Ptirodovédecké katedry Univerzity Palackého
v Olomouci. Reakce by mohly najit také uplatnéni pii popularizaci chemie napf. pfi
demonstracnich reakcich na dni otevienych dvetfi. Dale mohou byt zakladem

laboratorniho cviceni, které by propojilo vytvarnou vychovu s chemii. Studenti stfednich
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Skol by mohli vytvofit ,,umélecké dilo*, které by nasledné bylo podrobeno analyze s cilem

prokazat pouzita pojiva.
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7. SEZNAM ZKRATEK

ATR - zeslabeny tplny odraz, attenuated total reflection

FTIR — infraervena spektroskopie s Fourierovou transformaci, Fourier-transform

infrared spectroscopy
GC - plynova chromatografie, gas chromatography

GC-MS - plynova chromatografie-hmotnostni spektrometrie, gas chromatography-mass
spectrometry

HPLC - wvysokoucinna kapalinovd chromatografie, high performance liquid

chromatography
IR — infracervené, infrared

MALDI-TOF - desorpce/ionizace laserem za ti¢asti matrice S pruletovym analyzatorem,

matrix—assisted laser desorption/ionization with time of flight detector

NMR — nuklearni magneticka rezonance, nuclear magnetic resonation
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