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1. UVvOD

Barva piedstavuje diilezitou soucast lidského vjemu, umoznujici vyjadiovat ¢i vyvolavat
emoce. Kazdé barvé jsou historicky a kulturné piipisovany urcité vlastnosti, napt. cerna
barva obvykle ptredstavuje smutek ¢i smrt, bila barva byva povazovéana za symbol miru a
Cistoty, naopak Cervena barva symbolizuje nasili ¢i teplo. Um¢lci si po cela staleti byli
védomi této schopnosti barev a snazili Se ji vyuzivat. Volbou spravné kombinace a
kompozice barev se pokouseli zachytit své prchavé emoce ¢i vyvolavat emoce U
obdivovateli uméleckych dél. Barva, jako kazdy lidsky vjem, ma svij puvod. Barvu
uméleckym dilim zapajcuji pigmenty a organicka barviva. Tyto latky vSak podléhaji
nezadouci degradaci zptsobujici zménu samotné barvy. Aby dilo vypadalo stale stejné a
neztracelo S c¢asem na své kvalit¢ a vzhledu, je nutné dila skladovat ve vhodnych
podminkach. Kazdy z nés si jisté pamatuje téméf nedychatelny vzduch v muzeich, ktery by
m¢él zpomalit ¢i zamezit pfedcasné degradaci predmétu. Pres vSechny tyto pokusy jsou vSak
po urcité dob¢é potiebné vnéjsi zasahy restauratord. K tomu je nezbytna znalost barvici
sloZzky pouzité autorem a mira jeho degradace. K tomuto Gcelu je vyuZivana Sirokd paleta
analytickych metod.

V predklddané praci jsou kombinovany nedestruktivni Ramanova a infracervena
spektrometrie s destruktivni hmotnostni spektrometrii. Ta je navic spojena s iontovou
mobilitou, coZ je v oblasti materidlové analyzy kulturniho dédictvi zatim omezené
vyuzivana technika. Na vzorcich samotnych organickych barviv a barviv vystavenych
pusobeni ozonu bylo ovéfovano pouziti uvedenych technik, piedevs§im s cilem posoudit
vhodnost spojeni spojeni iontové mobility s hmotnostni spektrometrii pro uvedeny typ
analyz. RozSifovani portfolia analytickych technik vyuzivanych pfi zkoumani o ochrané
uméleckych dél, jako dulezité soucasti lidské kultury, ptispiva k jejich zachovani pro

budoucnost.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Pigmenty a barviva Vv historickych materialech
2.1.1. Historicky ptehled barvicich slozek

Barvy vzdy byly dilezitou soucésti lidského Zivota, a to jiz od samotného pocatku lidské
civilizace. Prvni ndznaky cileného vyuzivani barev vidime jiz v pravéku, kdy lidé vyuzivali
extrakty z rostlin, kofentl, semen, liejnikt, bobuli a rozdrcené mékkyse ¢i hmyz. Pouzivané
byly anorganické pigmenty ziskané rozdrcenim minerdli na jemny préasek, ktery byl poté
smichan s pojivem. Jednalo se o okry (pfedevsim oxidy Zeleza) poskytujici cervenou, Zlutou
nebo hnédou barvu.*®! Pro ziskani bilého &i éerného pigmentu bylo vyuzivano paleni kosti,
kdy pfi nepiistupu vzduchu je produkovana kostni ¢eri, naopak pii aerobnich podminkach
vznika kostni b&loba.l®! Tyto ptirodni barvy se vyuzivaly k zdobeni t&la, barveni oble¢eni a
k vytvateni jeskynnich maleb. 2]

Ve starov€ku miiZzeme pozorovat rozmach barvifstvi, objevuje se prvni synteticky
pigment, tzv. Egyptskd modi (CaCuSisO10). Vyuziti se dostava vysoce toxickym nerostim
arsenu a siry — zlatozluty auripigment (As2Ss) a oranzovy realgar (AssSs). Dale se vyuzivaji
nerosty médi — zeleny malachit a modry azurit. Pfichazi cilend produkce olovnaté béloby
(2PbCOg3- Pb(OH),) reakci olova s parami kyseliny octové a oxidem uhli¢itym."®! P¥ichazi
nova organicka rostlinna barviva, jako jsou indigo, poskytujici tmavé modrou barvu. Na trhu
se objevuje tyrsky (cisafsky) purpur, fialové barvivo extrahované ze schranek mékkysi.
Toto barvivo se diky své naro¢né a drahé vyrob¢ stalo symbolem bohatstvi a moci po desitky
stoleti.>®l Dullezitym zdrojem Gerveného barviva se stavaji Gervci. Z rostlinnych zdrojt
cervenych barviv je tfeba zminit evropskou rostlinu motenu barvifskou (Rubia tinctorium)
¢i jihoamericky strom sapan jezaty (Paubrasilia echinata).!

Uméle pfipravend organickd barviva byla poprvé syntetizovana az v poloviné 19.
stoleti (konkrétn¢ v roce 1856), kdyz Sir William Henry Perkin pfipravil tzv. Perkinovu
violet' (na trhu také znamou pod nazvem anilinova fialova ¢i mauvein). Zapocala tak
synteticka éra organickych barviv. Nasledovala dalsi anilinova barviva, napf. anilinova zlut
(4-aminoazobenzen) pfipravena v roce 1861, poté nasledoval chrysoidin a Orange I-IV.
Nejveétsi vyhody téchto syntetickych barviv byly nizka cena a snazsi primyslova vyroba nez
vyroba piirodnich barviv. Témét 50 let po objevu anilinové fialové se azobarviva stala

dominantnimi textilnimi barvivy a téméf 90 % vSech textilnich barev tvofila synteticka
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barviva.!

V prvni poloviné 20. stoleti byly poprvé syntetizovany ftalokyaniny, dilezité
organické pigmenty poskytujici intenzivni zelené a modré barvy.[?4 Za zminku stoji syntéza
barviv s 1,3,5-triazinylovou skupinou v roce 1954. Tato skupina barviv je specificka tvorbou
kovalentni vazby mezi barvivem a celulosovymi vlakny, coz zajistuje vysokou odolnost
vuci prani. V druhé poloving 20. stoleti se rychly nartst novych barviv zpomalil, nebot’ trh
s nimi byl nasycen a uspét s novym produktem jiz bylo naro¢né. Nicméné vyznamnym
prispévkem je syntéza nového chromoforu, a to diketopyrrolpyrrolu. S nastupem a vyvojem
vypocetni chemie pfisla moznost navrhnout strukturu molekuly o urcitych vlastnostech.
Technika dovoluje zjistit vinovou délku absorpéniho maxima, z ¢ehoz vyplyva barva latky,
a molarni absorp¢ni koeficient (intenzita zbarveni). U takto navrZenych novych barviv je

barva latky znama pred jeji syntézou.[

2.1.2. Chemicka podstata barevnosti latek

Barva je fyzikalni vlastnosti latek, kterou jsme schopni pozorovat nasim zrakem. Piesto, ze
uréeni barvy je subjektivni zaleZitost kazdého pozorovatele,® muize predstavovat dilezitou
vlastnost pii kvalitativni analyze, nebot pfi¢inu barevnosti latek je tfeba hledat v
jeji struktuie.[! Je diilezité zminit existenci objektivniho méteni barev, napt. kolorimetrické
metody™ a reflexni spektrofotometrie.’l Témto metodam viak neni v této praci vénovana
Vyznamna pozornost, nebot’ nebyly vyuzity pii méfeni.

Vlastnost latky zpusobujici jeji barevnost je absorpce viditelného zafeni, tedy
elektromagnetického zafeni v rozmezi vinovych délek 380-780 nm. Absorbujici latka se
nazyva chromogen a jevi se Vv doplitkové barvé oproti barvé absorbovaného zafeni.l>!

Absorbované zateni a k nim dopliikové barvy jsou uvedeny v Tabulce ¢.1.

Tabulka ¢.1: Vztah doplitkovych barev k absorbovanému zafenil*!

Rozsah vinovych délek Barva absorbovaného
Komplementarni barva
(nm) zateni
400-435 Fialova Zelenozluta
435-480 Modra Zluta
480-490 Zelenomodra Oranzova
490-500 Modrozelena Cervena
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500-560 Zelena Fialova
560-580 Zlutozelena Purpurova
580-595 Zluta Modra
595-605 Oranzova Zelenomodra
605-750 Cervena Modrozelen4

Uskupeni atomil zodpovédné za absorpci viditelného zareni se nazyvaji chromofory.
Obecné u téchto uskupeni dochazi k excitaci elektronli, obvykle z orbitali HOMO do
orbitald LUMO. MiizZe se jednat o skupiny s nasobnymi vazbami (excitace n-elektront) ¢i
nevazebnymi elektronovymi pary (excitace volnych elektront), napt. C=C, C=C, C=0,
N=N, C=N atd. Toto plati pro organicka barviva. Avsak samotné nasobné vazby nebo volné
elektronové pary obvykle nesta¢i k tomu, aby se latky jevily jako barevné. VInova délka
absorpéniho maxima (Amax) obvykle lezi v UV oblasti elektromagnetického zafeni (vétSinou
150-330 nm), tudiz se latka pro lidské oko nejevi jako barevna. Vinovou délku absorp¢éniho
maxima latky lze ovlivnit pozménim struktury latky ¢i zavedenim nové funkéni skupiny.
Jestlize se absorpéni maximum posouva k delSim vlnovym délkam, hovoii se o
batochromnim (€erveném) posunu, jestlize dochéazi k posunu ke kratSim vinovym délkdm
jde o hypsochromni (modry) posun. Prvnim faktorem, ktery silné ovlivituje barevnost, je
konjugace, protoZe konjugaci dvojnych vazeb dochézi k delokalizaci (rezonanci) elektrond,
coz ma za nasledek snizeni energie (zvySeni Amax) potiebné k excitaci elektront. Druhym
faktorem jsou auxochromni skupiny, které ovliviiuji absorpci chromofori. Jedna se
piedevSim o skupiny s mezomernim efektem, ktery zptisobuje posun m-elektront nebo
nevazebnych elektronovych parti ve struktute latky, a v disledku zvysuje Amax.

U pigmentt je za barevnost zodpovédny piechod d-elektroni. Pigmenty jsou
komplexni slouceniny, tudiz u nich dochazi k energetickému Stépeni d-orbitalti vlivem
krystalového pole na dvé a vice podhladin (o po¢tu podhladin rozhoduje geometricky tvar
komplexu). Elektrony z orbitalu o nizsi energii pfechazi vlivem absorpce do energeticky
vySe poloZenych orbitalt. Vysledkem je slabé zbarveni latky. Silng&jsi zbarveni poskytuji
komplexy s organickymi ligandy, které maji v struktufe m-elektrony. Prenos elektronu mezi

kovem ve dvou riiznych oxidagnich &islech se uplatiiuje u pruské (berlinské) modii.[4]
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2.1.3. Klasifikace barvicich slozek

Barvici latky (angl. colorants) délime na barviva (angl. dyes) a pigmenty (angl. pigments).
Barviva jsou vétsinou organické latky alespon Castecné rozpustné v médiu, ve kterém se
nand$i. To obvykle byvaji vysychajici oleje, voda ¢i organické rozpoustédla. Na rozdil od
toho pigmenty jsou v rozpoustédle zcela nerozpustné.>*8°1 Jedna se ve vétsiné ptipadech o
anorganické latky na bazi kovi, existuji vSak i organické pigmenty napf. ftalokyaniny.[?

Barviva jsou obvykle aplikovana zvodného roztoku a Vv minulosti nasli hojné
uplatnéni u barveni textilu. Naopak pigmenty jsou vyuzivany ve form¢ disperze a vyuzivany
byly ve velké mife u nasténnych obrazi.*® Z organickych barviv je mozné pfipravit
pigmenty, a to navazanim na bily nerostny pigment, napi. hydroxid hlinity ¢i sadrovec, ¢imz
dojde k omezeni rozpustnosti barviva.l!

Ptirodni organicka barviva jsou smési n¢kolika latek, které se déli predev§im podle
chromoforu (chemické struktury) do nékolika skupin (Kapitola 2.3.1.). Z vlastnosti
chromoforu vyplyva aplikaéni metoda a ptfedev§im barevné spektrum dané skupiny
barviv.[24%l Barviva je mozné dale délit podle pivodu na piirodni a synteticka nebo
z hlediska metody aplikace na textil (Kapitola 2.3.2.). V minulosti byla vyuzivana pfedev§im
pfirodni organickd barviva, avSak vlivem vyvoje primyslové vyroby po roce 1856
(Perkinova ptiprava mauveninu) byla pfirodni barviva postupné nahrazovana svymi
syntetickymi analogy.!>*! Narist dostupnosti syntetickych barviv na trhu dokonce koncem
19. stoleti zptsobil kolaps trhu pfirodnich barviv v Evropé a pozd&ji po celém svéts. [0

Vzhledem K rostoucimu mnozstvi syntetickych pigmenti a barviv bylo tfeba zavést
jejich jednotné pojmenovani. Pouzivané je nazvoslovi podle Color indexu, kdy je nazev
sloZen z aplika¢niho typu, barvy a identifikacniho ¢isla. U barvicich komponent, které jsou
na trhu dlouho se vSak toto oznaceni pfili§ neuchytilo a pouzivé se oznaceni pomoci barvy,
jména objevitele, mista objeveni ¢i charakteristické vlastnosti (napt. chromova Zzlut,

berlinska modf ¢i Perkinova violet).[*]
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2.2. Pigmenty v historickych materialech

Pigmenty je mozné délit podle barev nebo podle pivodu na anorganické a organické.
Rozdé€leni pigmentd podle barev s vybranymi zastupci je uvedeno v Tabulce ¢.2.
Anorganické pigmenty se Vyskytuji v piirodé¢ v podobé minerala (lapis lazuli, malachit,
azurit, hematit atd.), které byly mlety, prosévany a plaveny za ucelem vytvofeni jemnych
malych ¢astic pigmentu. Postupné vSak byly ptfirodni pigmenty kvili omezené stalosti

nahrazeny pigmenty syntetickymi s lep§imi vlastnostmi.[®l Organické pigmenty vykazuji

vvvvvvv

vvvvvv

Ftalokyaniny jsou makrocyklické latky s vysoce konjugovanym systémem m-elektrond,
z ¢ehoz vyplyva absorpéni maximum v rozmezi 650-750 nm, ale taktéz vysoka teplotni a
chemicka odolnost. Ftalokyaninova jednotka tvoii koordina¢ni komplexy s atomy kovu

(Obrazek ¢.1), s Cu, Fe a dalgimi.”!

Tabulka. &.2: Vybrané pigmenty podle barvy!®!

Barva pigmentu Nazev pigmentu (popt. chemicky vzorec)
Olovnata béloba (2PbCO3.Pb(OH)z>),
Bila zinkova béloba, titanova béloba (TiO2),
kiida (CaCOQg)

Okry (smési sloucenin Fe, Si a Al),

Oranzova kadmiova Zlut’ (CdS), barytova Zlut’

(BaCrQOs)

Cervené hlinky (oxidy Zeleza a

hlinitokfemicitany), ¢erveny bolus,

Cervena benatska a anglicka Cerven, kadmiova
cerven (CdS a CdSe), cinabarit (HgS),
sufik (Pb3Oa)
Kobalt, hlinitan kobaltnaty (CoO.Al203),
Modra pruska modi Fes[Fe(CN)s]s, ultramarin,

azurit (2CuCOz . Cu(OH)z2), egyptska modf

Zelené hlinky, oxid chromity bezvody
Zelena

(Cr203), oxid chromity ohnivy [Cr20
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(OH)a4], kobaltova zeleit (CoO.Zn0O),
médénka
Hnéda Kasselska hnéd’, sepie, bistr (dehet,
pryskyfice)
Cerna Slonova cerni, lampova ¢ern, zelezitd Cerit

Aplikace pigmentl U nasténnych obrazl je zalozend na rozmichani pigmentu v pojivech
(oleje, vajecné zloutky). Aglomeraty ¢i shluky pigmentu se tak rozdéli na primarni ¢astice,
nasledné dochazi k tuhnuti barvy vlivem odpatovani pojiva &i polymerizaci.l®!

Dulezitou vlastnosti pigmentt je kryci mohutnost, kterou definujeme jako schopnost
zakryt barvu podkladu, je pfimo umérna indexu lomu ¢éastic tvoticich pigment. U barev je
vysledna kryci mohutnost zavisla na rozdilu indexu lomu pigmentu a pojiva. Druhou
vlastnosti, kterou je dobré zminit, je zrnitost pigmentu. Ta se pohybuje od 1 pm pro velmi
mald zma do 10 pm pro velmi velka zrna. NejmensSi zrnitosti se vyznacuji pigmenty
ptipravené vyloucenim z roztoku, napt. chromova ¢i kadmiova zlut’, naopak nejvétsi zrnitost
je u pigmentu ziskanych mletim ¢i ¢aste¢nym tepelnym rozkladem, napf. lapis lazuli, azurit
¢i malachit.[®]

b)
a)

N 7\ X /R
/M ;o
/N N\I /N_>7:U‘N\I

Obrazek ¢.1: a) Struktura ftalokyaninu b) komplex ftalokyaninovy s navazanym kationtem

kovul?
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2.3. Organicka barviva pouZivana v historickych materialech

vvvvvv

2.3.1.1. Anthrachinony

Antrachinony tvoii jednu z nejpouzivanéjSich skupin barviv, maji pfirodni zastupce a jejich
pouzivani ma dlouhou historii (n€které predméty s témito barvivy maji staii az 4000 let).
V minulosti méli obrovské pouziti jako ¢ervena barviva. Mezi piirodni zdroje téchto barviv
patii bakterie, houby, lisejniky a rostliny, ale také hmyz.!?!

Skupinu barviv lze rozdélit na ptfirodni a syntetickd, ptirodni se dale déli podle
pivodu na rostlinna a Zivo€i§na. Z piirodnich zdroju byly v minulosti hojné vyuzivany
kofeny mofeny barviiské (Rubia tinctorium). Uplatnéni naSla uz ve starovékém Egyptu,
Rimé a Recku. Hlavni slozkou barviva ziskaného z této rostliny je alizarin, dale obsahuje
purpurin, pseudopurpurin aj. Dal§im zdrojem miZze byt napf. svizel syfistovy (Galium
verum), jehoz hlavni slozka je alizarin, nebo mafinka barviiska (Asperula tinctoria)
s lucidinem. Pravé obsah hlavnich a vedlejsich slozek rozliduje jednotlivé druhy rostlin.[®!
Mezi zivo€i$né zdroje fadime piedev$im hmyz ¢eledi puklicovitych (Coccidae). Historicky
byl v Evropé vyuzivan Cervec kermesovy (Kermes vermilion), z Indie ve stfedovéku piislo
barvivo z ¢ervce lakového (Kerria lacca). Mezi nejznaméjsi patfi barvivo karmin
pochazejici z Cervee nopalového (Dactylopius coccus), ktery byl domestikovan v Jizni a
Stiedni Americe. Prvni pouzivani barviva bylo zdokumentovano u Aztéku uz 700 let pf.n.l.
Aztékové dokonce tento hmyz povazovali za krev bozskych bytosti. Neni divu, ze Spanélé
po ovladnuti Aztécké fise dlouho vyrobni proces barviva uchovavali v tajnosti. Za svou
pronikavou &ervenou barvu barvivo vdééi kyseliné karminové.F!

Z chemického hlediska je zakladem téchto barviv anthra-9,10-chinon (Obrazek ¢.2).
Ze struktury vyplyvé, Ze vsechny atomy uhliku jsou v hybridizaci sp?, tudiz molekula je
planarni. Anthra-9,10-chinon je slabé barevna latka, nebot’ vinova délka jeho absorpcniho
maxima je 325 nm. Barevnost je zptisobena batochromnim posunem vlivem substituentt na

aromatickych jadrech.!!
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@)
Obrazek ¢&.2: Struktura anthra-9,10-chinonul!

Alizarin (Obrazek ¢.3) obsahuje dvé hydroxylové skupiny, které jsou donory
elektronti do aromatického systému, tim zptsobuji batochromni posun a vysledna barva je
oranzovodervena.[! Synteticky alizarin je znamy pod jménem CI Mordant Red 11 a poprvé
ho ptipravili Carl Graebe a Carl Liebermann v roce 1868 z antracenu ziskaného z uhelného
dehtu. Struktura alizarinu byla popsana az v roce 1874. Tento objev odstartoval ptipravu

novych barviv z ernouhelného dehtu.[*!

2 O OH b)

OH O
OH
‘O N -
0
/

OH O  CH; OH

O

Obrazek ¢.3: Struktura vybranych anthrachinonovych barviv a) alizarin b) kyselina
kermesova c) kyselina karminova d) purpurint!?
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2.3.1.2. Indigoidni barviva

Indigoidni barviva vdéc¢i za svilij nazev modrému barvivu indigu, jehoz extrakce je lidem
znama jiz pres 5000 let.> 131 V Asii indigo bylo po né&kolik tisicileti ziskavano fermentaci
listi indigovniku pravého (Indigofera tinctoria) ve vodném alkalickém prostiedi. V Evropé
byly vyuzivany listy borytu barviiského (Isatis tinctoria) k produkci barviva - woad.4°
Indigo a woad obsahuji indigotin (modré zbarveni), indirubin (nacervenalé zbarveni) a dalsi
vedlej§i komponenty,® napf. zbylé prekursory ve formé glykosidt.[*! Opét plati, ze pomér
téchto slozek mlze napomoct pii odliSeni, zda je barvivo syntetického ¢i ptirodniho
ptvodu,™ ale také rozligeni druhu rostliny8 171 a zptisobu piipravy.** Neni ptekvapenim,
ze s rozmachem chemie v druhé poloviné 19. stoleti bylo indigo syntetizovano (v roce 1880)
a zatatkem 20. stoleti se zacala vytracet jeho piirodni vyroba,®l coz je trend, ktery lze
pozorovat u vétSiny ptirodnich barviv minulosti. Syntetické indigo je zndmé pod nazvem CI
Vat Blue 1.1

Indigotin (Obrazek ¢.4) se sklada ze dvou indoxylovych skupin, které vznikaji pti
fermentaci z indikanu (glykosidicka forma indoxylu). Indoxyly nasledné podléhaji
oxidativni dimerizaci a vznika (E) — izomer. Zajimavou vlastnosti indiga je vyznamna zména
jeho zbarveni vlivem prostiedi, ve kterém se nachazi. V plynné fazi ma Cervené zbarveni,
Vv nepolarnich rozpoustédlech se jevi jako fialové, v polarnich roztocich a v pevné formé
nabyva svého typického modrého zbarveni. Tento fenomén lze vysvétlit na zdkladé
intermolekularnich vodikovych vazeb mezi molekulami barviva a molekulami rozpoustédla,
resp. mezi molekulami indiga u pevnych vzorka. Tim Ize také vysvétlit Spatnou rozpustnost
barviva.®!

Dalsi vyznamny zastupce této skupiny je tyrsky (cisaisky) purpur. Ve staroveéku byl
vyrabén ve Fénicii ve mésté Tyr (odtud pochéazi dané pojmenovani). Zdrojem prekursoru
barviva byla ostranka jaderska (Bolinus brandaris),®® konkrétné jeji hypobranchialni
714za.11 Jeden jedinec ve vysledku poskytl jednu kapku barviva. To mélo za nasledek
vysokou cenu barviva a mohli si ho tak dovolit pouze ti nejbohatsi.[l Hlavni slozkou je 6,6'-

dibromindigotin (Obrazek ¢.4), ktery je pti¢inou fialového zbarveni.1l
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Obrazek ¢.4: Struktura vybranych slozek indigoidnich barviv a) indigotin b) 6,6'-
dibromindigotin c) indirubin’

2.3.1.3. Flavonoidni barviva

Flavonoidy ptedstavuji rozsahlou skupinu Zlutych barviv. Zakladnim chromoforem téchto
barviv jsou flavon a flavonol (3-hydroxyflavon) (Obrazek ¢.5). Vlivem substituce lze ziskat
I zbarveni Cervené, modré ¢i fialové. V piirodé se vyskytuji piedev§im ve formé¢ glykosidu
u velkého mnoZstvi rostlin. Z tohoto ditvodu je v této skupin€ obrovské mnozstvi barviv,
ktera nasla uplatnéni podle piivodniho vyskytu rostliny.[®! Znagnou nevyhodou této skupiny
je nachylnost k fotooxida¢nim degradacnim procestum, v historickych materialech je tedy
obvykle jejich obsah nizky.[*°]

V minulosti byl v Evropé hojné vyuzivan ryt barvitsky (Reseda luteola). Jako hlavni
komponenty obsahuje luteolin (Obrazek &.5) a jeho glykosidy.%. Dalgimi vyuzivanymi
rostlinami byly - srpice barviiska (Serratula tinctoria L. Gaud.), ktera obsahuje luteolin a
apigenin,’?!! krug¢inka barviiska (Genista tinctoria L.) slatkami — luteolin, apigenin a
genistein,?? ruj vlasata (Cotinus coggygria Scop.) obsahujici jako hlavni komponenty fistin,
myricetin a fustin.[?®!

Z barviva rytu barvifského je mozné pfipravit jezerni pigment — arzica. Vzhledem
k prihlednosti Ize pigment vyuzit jako soucast glazury. Ve stiedoveéku byl ¢asto kombinovan

s modrymi barvivy/pigmenty pro ziskani zelenych odstint.!
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Obrazek ¢.5: Struktura dulezitych slozek flavonoidnich barviv a) flavonol b) luteolin

¢) apigenin d) genisteint*2

2.3.1.4. Taniny

Taniny, n¢kdy také ttisloviny, piedstavuji polyfenolické latky Siroce zastoupené v rostlinné
fiSi. Pro tuto skupinu je typickd vyssi relativni molekulovd hmotnost barviv, napt u
gallotanini. Nasledkem rozsahlé struktury jsou tmavé barvy — hnéda a ¢ernd. Skupinu tvoii
hydrolyzovatelné taniny (gallotaniny a ellagitaniny), které se ve vod¢ rozkladaji za uvolnéni
kyseliny gallové, resp. kyseliny ellagové (Obrazek ¢.6). Dale sem patii proantokyanidiny
(kondesované taniny). Rostliny produkuji velké mnozstvi tanind, které se 1i$i slozenim podle
&asti rostliny.!

Gallotaniny jsou tvofeny kyselinou gallovou navazanou na latku s velkym
mnozstvim alkoholovych skupin (polyol), typicky glukosa.’! Sbirany byly napt. halky ze
stromd, coz jsou utvary kulovitého tvaru, které strom tvofi jako ochranu pfi napadeni
hmyzem. Poskytuji intenzivni ¢erné barvivo, které bylo v Evropé od 5. stoleti pouzivano
jako inkoust na psani. Dal$im zdrojem byly seschlé ¢erné slupky z vlasskych ofechu, které
byly extrahovany a vysledkem bylo tmave hnédé barvivo. V historii bylo barvivo pouzivané

napf. pro barveni textilii.l®!
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Obrazek ¢.6: Struktura latek uvolfiujicich se hydrolyzou tanint a) kyselina gallova

b) kyselina ellagoval®

2.3.1.5. Dalsi organicka barviva v historickych materialech

Dulezitou ptirodni skupinou jsou barviva s konjugovanym systémem dvojnych vazeb v trans
orientacich. Nejznaméj$imi zastupci jsou karotenoidy, napi. B-karoten (Obrazek ¢.7a)
obsahuje 11 konjugovanych dvojnych vazeb a vykazuje absorpcni maximum kolem 460 a
480 nm, coz zpisobuje jeho oranzové zbarveni.!! P¥irodni karotenoidy nejsou pouze
barvivem rostlin ¢i plodu, ale vykazuji také biochemické vlastnosti, jako jsou antioxida¢ni
vlastnosti, ¢i protinadorové aktivita, ktera je jim v posledni dobé& pfipisovana.?l Do této
skupiny se fadi crocetin (Obrazek ¢.7b), hlavni slozka barviva Safranu setého (Crocus
sativus).[®! Safran byl vyuzivan uz od starovéku pro barveni textilu, jako piisada do jidla &i
kosmetiky.F

V neposledni fad¢ je duleZité zminit azobarviva (Obrazek ¢.7¢,d), ktera sice nemaji
rozsahlou historii, av§ak v dne$ni dob¢ piedstavuji Siroce vyuzivanou skupinu barviv. Tvofi
az 60 % vSech pouzivanych textilnich barviv. Nejvétsi vyuziti maji v této skupiné barviva
7luta, oranzova a Gervena.l>*l Azobarviva jsou zcela syntetické povahy, existuji viak piipady
polosyntetické p¥ipravy z fenolickych p¥irodnich latek.[?! Azobarviva se mohou vyskytovat
v pfedmétech, které vznikly az po druhé polovin€ 19. stoleti. Dostala ndzev od své
chromoforni azo-skupiny (R-N=N-R). Substituenty R mohou byt stejné nebo rozdilné, avsak
vzdy je alespon jeden znich aromaticky. Vyznacuji se snadno reprodukovatelnou
prumyslovou vyrobou, ktera zahrnuje dva reakéni kroky - diazotaci a kopulaci. Maji vyborné
vlastnosti (intenzita, jasnost, odolnost vigi svétlu, teplu a vodé).”! V novodobé historii je
Casto zminovan jejich negativni dopad na Zivotni prostiedi, predevsim jejich toxicita pro
vodni zivogichy.!?®! Vznika velka fada studii zabyvajicich se nalezenim novych metod pro

snizeni jejich mnoZstvi v odpadnich vodach.[272]
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Obrazek ¢.7: Struktura vybranych zastupct barviv a) f-karoten b) crocetin ¢) methyléerven

d) methyloranz[Z, 9,12]

2.3.2. Aplikace organickych barviv na textil

Z hlediska aplikace ¢i navazani barviva na textil se rozliSuji tfi hlavni skupiny — pfima,
mofidlova a vatova. Pfima barviva jsou rozpustna ve vodé¢ a vaZou se pfimo na vlakno, coz
ma za nasledek pouze slabé interakce a nizkou odolnost viiéi prani.*? Barveni obvykle
probiha v lazni s elektrolytem za postupné se zvysujici teploty.[?!

Moridlova barviva ke své aplikaci vyzaduji pouziti mofidla, ¢asto ho predstavuje sil
kovu (napf. hlinik, méd’, zelezo, zinek nebo cin). Role iontu kovu je utvofit koordina¢né
kovalentni vazbu s vldknem a barvivem, a dat tak vznik komplexnim slouéeninam. 2 Timto
zptisobem navazani dochazi ke zlep$eni odolnosti barviva viiéi prani &i svétlu.? vV minulosti
byla tato skupina barviv ¢asto vyuZzivana pro tvorbu tzv. jezernich pigmenti, kdy dochéazelo
k vysrazeni barviva (napf. u antrachinond, flavonoidi a tanint).[!

Posledni skupinou jsou vatova barviva, kterd se za normalnich okolnosti
nerozpousteji v rozpoustédlech. Jejich aplikace spoc¢iva v redukci nerozpustného pigmentu

v alkalickém prostiedi (Obrazek ¢.8), kdy vznikd ve vodé rozpustna bezbarva leuko
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formal®1?l's afinitou k vlaknu (vodikové vazby a van der Waalsovy sily).% Na vzduchu poté
dochazi k oxidaci barviva a navraceni ptivodni barvy a nerozpustnosti.[2123% Do této skupiny

spadaji indigoidni barviva - indigo, woad a tyrsky (cisaisky) purpur.i*

NaOH O Na
Redukce
NH
)< |
Oxidace NH
O_Na+

Obrazek ¢.8: Oxidovana (nerozpustna) a redukovana (rozpustna) forma indigotinu*?
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2.4. Degradace organickych barviv v historickych materialech

Umélci se po cela staleti snazili vyuzivat pigmenty a barviva té nejlepsi kvality, predevsim
nejstabilnéjsi, aby jejich dila mohly obdivovat generace za nckolik stovek let. To se ve
vétsing pripadech nepodafilo a kvalita historického materialu tak zacala s ¢asem upadat.
Pravost historickych pfedméti byla jednou z prvnich zkoumanych vlastnosti po rozmachu
analytické chemie. DileZitou vlastnosti historickych materiali je jejich stafi, nebot
starnutim vSech pfedmétt dochazi k nevyhnutelné a samovolné degradaci nékterych
slozek.BY. Lze pozorovat napf. blednuti textilie vlivem rozkladu barviv,®? ale také
degradace textilie samotné (interakce aminokyselin s UV zafenim).3l U nasténnych obrazii
je pozornost vénovana prasklindm / trhlinam v malb&®* a dochazi i ke zméné zbarveni asti
obrazu. U textilii je zdokumentovana zména zeleného zbarveni na modré. 53!

Urceni ¢i ovéteni staii predmétu, vSak neni tak ptfimocaré, jak se z pocatku muize
zdat. Degradace artefaktu je komplexni a zavisi na riznych faktorech, které se daji rozdélit
do t#i hlavnich skupin: 1) slozeni barvy, 2) povaha materialu vzorku, 3) skladovaci
podminky. U skladovacich podminek to je piistup vzduchu (kysliku) a vzdusné vlhkosti,
teplota, vystaveni svétlu, necistoty a pfitomnost mikroorganismi schopnych degradovat
slozky historického materialu.323¢%71 Dalsim dilezitym parametrem je obsah tékavych
organickych slouc¢enin (VOCs) ve vzduchu. Jednim zastupcem VOCs je kyselina octova,
ktera vznika degradaci plasti ¢i acetylované celulosy a mtize ptispivat k degradaci okolnich
materiali.®8 Nasledkem rozdilnych podminek uloZeni dila je, Ze podobné staré predméty &i
&asti jednoho predmétu mohou byt v riznych fazich degradace.*® U kazdého jednotlivého
faktoru je zavislost rozdilnd, z toho vyplyva slozitost problému uréeni stai predmétu. ']

U sloZeni barvy mé velky vliv druh pouzitého barviva (pfedev§im skupina), napf.
Zluta barviva blednou rychleji nez barviva ¢ervena ¢i modra.[1®31 Velky vliv ma symetrie
molekuly barviva. Symetrictéjsi molekuly jsou stabiln&jsi, a proto jsou indigoidni barviva
stabilngj§i neZ anthrachinonova.®l U anthrachinonii byl vypozorovan trend, kdy s rostoucim
poctem navazanych hydroxylovych skupin klesa stabilita vici degradaci, a tudiz purpurin
degraduje ochotné&ji nez alizarin.[®?l Na stabilitu ma vliv velikost astic barviva, se stoupajici
velikosti ¢astic klesa povrch nachylny k reakci se vzduinym kyslikem a stoupa stabilita.[3!
Motidlovy ion obecné zvysuje stalost barviva . U riiznych iontd je zavislost odlisna. 3]

Z hlediska textilnich artefaktl pozorujeme rozdilnou rychlost degradace barviv u
raznych textilii, napt. u hedvabi a viny.[64%

Skupinou exogennich faktord jsou skladovaci podminky. Pfi studiu degradace barviv
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Vv inkoustu bylo prokazano, ze rozdil mezi modelovym vzorkem osvétlenym a uchovanym
bez piistupu svétla byl po stejnou dobu degradace markantni. Zateni urychluje degradaci
barviva, pficemz dulezity vliv méla, jak intenzita, tak doba vystaveni zafeni. V letnich
mésicich barvivo degradovalo rychleji. Rozsahlost degradace autofi Kklasifikovali podle
relativni plochy piku barviva (RPA), kterou pocitali jako podil plochy piku pfi m/z barviva
a celkové plochy viech pikil.B"1 Vliv zafeni Ize vysvétlit tim, Ze pro excitované molekuly se
snaze piekona energicka bariéra pro vznik produktd.®] Druhym vyznamnym faktorem je
pristup vzduchu ke vzorku, konkrétné ptistup kysliku. Vysledek studie vénované mimo jiné
degradaci alizarinu a purpurinu ukazal, ze pfitomnost kysliku zptisobuje vyznamnéjsi pokles
barevného jasu (blednuti), ktery autofi posuzovali pomoci kolorimetrickych metod.?! M.
Koperska a kol. se zabyvali srovnanim vlivu kyslikové atmosféry na riizna barviva. VIivy
vyhodnocovali podle zmén tvaru a intenzity pasi v Ramanovych a infraéervenych spektrech,
které méfili s pomoci techniky zeslabeného uplného odrazu (ATR). Zjistili, Ze bezkyslikova
atmosféra u indiga, kurkuminu a draci krve zptsobila méné vyznamné zmény ve spektrech
nez kyslikova atmosféra. Naopak u antrachinonovych barviv vystavenych bezkyslikové
atmosféte byly pozorovany rozsahlejsi zmény v Ramanovych spektrech.®!

Rychlost degradace roste s teplotou, coz bylo pozorovano u alizarinu ve vodném
roztoku.[*!l Teplotni degradace barvené slozky (bazicka violet 4) byla pozorovana u
inkoustu na papife, zde viak byl nartist degradace barviva mirny.E”]

Srovnani riznych podminek poskytuje stézejni informace pro ochranu kulturniho
dédictvi.BY Optimalizace skladovacich podminek pak snizuje frekvenci restauratorskych
zasaht, cozZ je jeden z divodu, pro¢ se zkouma degradace véetné urychlené degradace v
kontrolovanych laboratornich podminkach. Hlavni vyhodou urychlené degradace je doba
starnuti pfedmétu. Narozdil od samovolné degradace, které byl pfedmét vystaven po n¢kolik
desitek, set az tisice let, umélym starnutim Ize cely proces urychlit na dobu hodin, dnt, tydni,
popt. mésici.lP333%41 Experiment spodiva v piipravé modelovych vzorkii ve formé
roztoki, ! suspenzit? ¢i obarvenych textilii,*? které byvaji vystavené riznym podminkam.
U takto upravenych vzorku se sleduji a charakterizuji degradacni produkty barviv. K tomu
jsou potieba vhodné analytické metody, které umoznuji identifikovat barviva i jejich

degradacni produkty.
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2.5. Analytické metody pro analyzu organickych barviv v historickych
materialech

2.5.1. Odbér a piiprava vzorka

Analyza organickych barviv v historickych materidlech vzdy ptfedstavovala naro¢ny tkol
pro analytické chemiky. Dtilezitym faktorem znacné zt¢zujicim analyzu je mnozstvi vzorku,
které je mozné odebrat z materialu, aby nebyl cenny piedmét poskozen. Odebirany byvaji
vlakna textilie ¢i odlomky zaschlé barvy z obrazu. Moderni je odebrani barviva pomoci
obtisknuti na material s vhodnym rozpoustédlem, ¢imz se Ize vyvarovat odebirani vzorku
pomoci skalpelu.?? Hmotnost vliakna & barvy obvykle nepiesahuje jednotky
miligram.'243] MnoZstvi organického barviva v piivodnim materialu je potom jesté niZsi.
Analyzu ztéZuje i zminéna degradace, ktera jestd vice snizuje mnozstvi barviva.[!24344]
Z téchto diivodi je nutné pro analyzu vyuzivat vysoce selektivni a citlivé instrumentalni
techniky.

Po odbéru vzorku nasleduje méfeni nedestruktivnimi metodami (Kapitola 2.5.2.), a
pak je barvivo extrahovano. Nejpouzivanéjsi jsou 3 extrakéni metody: 1) hydrolyza s HCI
ve vodé a methanolu, 2) extrakce s komplexujicim ¢inidlem (napi. EDTA), 3) extrakce za
vyuziti organickych rozpoustédel (napt. DMSO, DMF a pyridin). Kazdé extrakéni metoda
ma své vyhody a nevyhody. Extrakce pomoci HCl umoZiiuje rozrusit vazbu mezi kovem a
barvivem u moftidlovych barviv (anthrachinony). Jeji nevyhodou je hydrolyza vazeb
nachylnych viéi kyselé hydrolyze, napf. glykosidické vazby.*?l To piedstavuje problém
napf. u flavonoidii, nebot’ z aglykonil neni mozné urceni rostlinného piivodu barviva. Mozné
feSeni spociva ve vyuziti jemnéjSich extrakénich podminek, napf. kyseliny mravenci
v methanolu, nebo EDTA v methanolu a acetonitrilu.*®l Ob& metody nejsou vhodné pro
extrakci malo rozpustnych indigoidnich barviv. U této skupiny se pouzivaji extrakce pomoci
organickych rozpoustédel (DMSO, DMF a pyridinu), Vv ostatnich rozpoustédlech jsou
barviva rozpustna ve velmi omezené mire. Extrakce byva provadéna za mirné zvysené
teploty, nasledné je extrakt odfoukan do sucha a reziduum je op&tovné rozpusténo ve
vhodném rozpoustédle.'? Takto pripraveny extrakt je nachystany pro analyzu pomoci

instrumentalnich metod.
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2.5.2. Prehled instrumentalnich metod pro analyzu barviv Vv historickych materialech

Analytické metody lze rozd¢lit na invazivni a neinvazivni. Invazivni metody
potiebuji odebrani vzorku. Neinvazivni techniky umoziiuji méfit historicky material na
misté (in situ), nevyzaduji zadny odbér vzorku, poskytuji vysledky v realném Case a zamezi
se tak rizikiim spojenymi s transportem objektu.8! Pravé u neinvazivnich metod je dilezité
vénovat pozornost matrici artefaktu, jeho vlivu na analyzu organickych barviv. Invazivni
metody se rozliSuji na destruktivni a nedestruktivni. Jak nazev napovida, destruktivni
metody ni¢i vzorek, nedestruktivni metody umozinuji méfeni bez poskozeni vzorku.

Typickym postupem pii analyze vzorkl kulturniho dédictvi je vyuziti neinvazivnich
metod pro prvotni analyzu, ve snaze minimalizovat mnozstvi odebraného vzorku.
Neinvazivni metody spolu s vizualni analyzou identifikuji mista pro odebrani vzorku. Poté
nésleduji nedestruktivni a nakonec destruktivni, resp. mikrodestruktivni metody."4

Rentgenova fluorescenéni spektrometrie (XRF) je nedestruktivni (v pienosném
provedeni i1 neinvazivni) metodou poskytujici informaci o prvkovém sloZeni materialu.
Ukaézala se efektivni pro analyzu pigmentii v obrazech.3*4748] Pro analyzu barviv neni tato
technika vhodn4,[*d mize vsak slouzit k uréeni motidlového iontu,*®! nebo identifikaci
barviva obsahujiciho specificky ion, napft. tyrsky purpur.’% Dale mize technika odlisit
zpiisoby piipravy textilii nebo pouZitou extrakéni metodu.!!

Dalsimi neinvazivnimi metodami jsou UV-Vis spektrometrie a fluorimetrie. Tyto
metody se daji vyuzit pro analyzu pigmentd nebo analyzu barviv s charakteristickymi
fluorescenénimi spektry.[*651 Nevyhodou je omezena selektivita a &asto nedostate¢na
informace o struktuie.l*?! Pro identifikaci barviva byvaji obvykle tieba spektra referenénich
materialt.[5?]

FTIR nasla uplatnéni pii analyze pojiv a pigmenti.[*! Pro analyzu barviv
v historickych materialech je uplatnéni minimalni,®®! a to vzhledem k silné interferenci
matrice.* Spolu s Ramanovou spektrometrii je tato technika uzite¢na pii studiu degradace
barviv, kde jsou pozorovany zmény intenzit charakteristickych pasti barviv.[*142

Ramanova spektrometrie ptedstavuje rychle se rozvijejici metodu, ktera je
komplementarni k IR spektrometrii. Pro analyzu barviv byla tato metoda vyuzita pouze
ziidka. Problémy nastavaji u barviv se silnou fluorescenci,®® navic maze dochazet
k zahtivani a fotodegradaci materialu. To se da do jisté miry vyfeSit vyuzitim laseru

v infratervené oblasti (1064 nm).[%1 Povrchem zesilend Ramanova spektrometrie (SERS)

vvvvvv
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vzorku.

Bezkonkurenéné nejpouzivanéjsi technikou pro analyzu barviv v historickych
materialech se stala vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC), ktera ptekonala diive
pouzivanou tenkovrstvou chromatografii (TLC). Pro analyzu barviv poprvé HPLC pouzil J.
Wouters v roce 1985, kdy se vénoval antrachinontim Vv textiliich.®”1 Pozdgji analyzoval
taniny, flavonoidni a indigoidni barviva.’®! V roce 2003 M. Akacha a kol. prokézali
efektivitu spojeni HPLC s hmotnostni spektrometrii (MS). Vyhodou tohoto spojeni byla
vyssi selektivita oproti UV-VIS detektoriim a piiblizné desetkrat niz§i meze detekce.> Pro
potvrzeni ptitomnosti a kvantifikaci barviva je vsak stale velmi pouzivany UV-VIS detektor
s diodovym polem (DAD). MS detektory jsou vyhodnéjsi pro analyzu neznamych slozek
barviv ¢i latek, kde mohou poskytnout stézejni informace pro identifikaci degrada¢nich
produktt barviv.[!

Plynova chromatografie vzhledem k vysoké molekulové hmotnosti analyti vyzaduje
derivatizaci predchazejici analyze (obvykle silylaénimi &inidly)® nebo vyuziti
pyrolyzy.[38:43]

Iontova mobilita s hmotnostni spektrometrii (IMS-MS) byla pouzita pii analyze
potravindiskych barviv. Pfi analyze tfi azobarviv se podafilo autorim dosdhnout meze
detekce 0,05-0,2 ng/ 1. Nejveétsi vyhodou vSak byl ¢as analyzy, ktery byl pod 1 minutu a byl
tak mnohem kratsi oproti HPLC &i plynové chromatografii (GC).®* V roce 2020 byla
srovnana Géinnost piistroji SYNAPT G2-S a SELECT SERIES Cyclic IMS. Autorovi se
podafilo prokazat prenositelnost vysledkll iontové mobility mezi pfistroji pro méieni
riznych potravindiskych barviv. Pfinos metody pro analyzu barviv v potravinach byl
potvrzen detekci kurkuminu v komeréné dostupnych bonbonech.%?l V roce 2022 byla
publikovana prace zabyvajici se rozliSenim rostlinného ptivodu indiga podle obsahu
charakteristickych slozek pomoci IMS-MS.H! Jiné vyuziti iontové mobility Vv analyze
barviv pouzivanych v historickych materialech ¢i jejich degradaénich produkti vsak nebylo

V literatufe nalezeno.

2.5.3 Sledovani degradac¢nich produkti barviv pomoci instrumentalnich metod

Co se ty¢e vyzkumu degradace pomoci umélého starnuti, drtiva vétina studii je zamétena
na sledovani rychlosti blednuti a faktorti ovliviiujicich tyto procesy. Velmi malo studii je

zamé&ieno na identifikaci degrada¢nich produkti organickych barviv v modelovych vzorcich

podrobenych umélému starnuti.
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Nejvice byla vénovana pozornost degradaci flavonoidi.[363¢4 Ferreira a kol.
studovali fotodegradaci morinu a quercetinu. Pomoci kapalinové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii (LC-MS) a referen¢nich materialtt byla identifikovana 3,4-
dihydroxybenzoova kyselina jako degrada¢ni produkt quercetinu a 2,4-dihydroxybenzoova
kyselina jako degrada¢ni produkt morinu. Dale autofi zjistili, Ze extrakce pomoci HCI
v methanolu zplsobila methylaci dihydroxybenzoovych kyselin a dekarboxylaci druhého
degrada¢niho produktu — 2,4,6-trihydroxybenzoové kyseliny.[®®! V roce 2004 byly pomoci
plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) identifikovany Ctyfi
degradacni produkty alizarinu vystavené¢ho aerobnim degradacnim podminkam. Pfi termalni
degradaci vznikaly jako hlavni degrada¢ni produkty kyselina benzoova a 2.4-
ditercbutylfenol, pii vystaveni UV/H20; pak ftalanhydrid a dimethylftalat.*!] Pozdgji se
podafilo dokazat dilezitou roli ozonu pii degradaci alizarin karminu (alizarin s sulfonovovu
skupinou) v plasmatu DBD reaktoru. Byla prokazana tvorba *OH, HO>’, O, a *Os” radikalu
zprostiedkovavajicich degradaci.l®® V roce 2015 byl proveden vyzkum indigoidi, kdy se
autorm podafila identifikace primérnich a nékterych sekundarnich degradacnich produktt
indigotinu vznikajicich fotooxidaci. Vzorky byly méfeny pomoci u-HPLC UV-Vis MS/MS.
Navrhli 10 degradacnich produkti, vcetné jejich pravdépodobného vzniku. Podatilo se
odlisit indigo, isoindigo a indirubin pomoci umélého starnuti a analyzy degradacnich
produkti. 8]

Z literatury je ziejmé, ze vyzkum v této oblasti je s ohledem na velké mnozstvi
barviv, jejich komponent a moznou variabilitu degradacnich podminek probadan pouze
vV malé mife. Pfitomnost charakteristickych degrada¢nich produktd (markert) v historickych
textiliich miize slouzit k identifikaci skupiny barviva nebo barviva samotného.®%7 Znalost
pouzitého barviva je dulezitd pro restauratory, poskytuje informaci o ptivodu materidlu a
muze (spolu s dal§imi faktory) pomoci pii odhaleni ptipadnych padéelkii.

Jak pifi analyze samotnych barviv, tak pii sledovani jejich degradace mitize
V budoucnu hrat vyznamnéjsi roli spojeni iontové mobility s hmotnosti spektrometrii. Pilotni
experimenty s vyuzitim této techniky zaméfené na analyzu vybranych barviv jsou popsany

v dalsi ¢asti bakalarské prace.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pristroje a pomtcky

K méfeni vzorkd barviv byl vyuzit ptistroj DXR2 Raman (Thermo Scientific, Madison,
Wisconsin USA) s laserem o vinové délce 785 nm. Proméieni IR spekter bylo provedeno na
ptistroji Thermo Scientific Nicolet iS50 (Thermo Scientific, Madison, Wisconsin USA)
vV ATR modu. Hmotnostni spektra byla pofizena na pfistroji SYNAPT G2-S (Waters,
Manchester, USA). Byla vyuzita ionizace elektrosprejem (ESI). Piistroj je vybaven
kvadrupdlem a analyzitorem doby letu (ToF), mezi néZ je zatazena linearni iontova mobilita
S putujici vinou. Navazovani latek bylo provadéno na vahach Mettler Toledo XSE205 Dual
Range (Mettler-Toledo, Praha, Ceské republika). Pro ozonolyzu roztoki byl pouzit ozonovy
generator PROFIZON X (UVC Servis, Praha, Ceska republika) dopInény teflonovou reakéni
komiurkou vyrobenou na Katedfe analytické chemie PfF UP. Pfi ptipravé roztokl byl vyuzit

ultrazvuk S40H Elmasonic (Elma Schmidbauer GmbH, Singen, Némecko).

3.2. Pouzité chemikalie

Alizarin (C14HgO4) a purpurin (C14HgOs) byly zakoupeny od Cayman Chemical (Ann Arbor,
USA) a jejich cistota je minimalné 95 %. Indigotin (C16H10N202, Cistota min. 95 %) a
dimethylsulfoxid (min. 99,7 %) byly dodany firmou Sigma Aldrich (Praha, Ceska
republika). Chloroform (min. 99,88 %) byl zakoupen od firmy Lach-ner, methanol (min.
99,9 %) od firmy Honeywell. Voda potiebné kvality byla pfipravena pomoci pfistroje
Millipore Direct Q 3 UV (Merck, Praha, Ceska republika).

3.3. Pracovni postup
3.3.1. Ptiprava standardnich roztokt barviv

Standardni roztoky barviv v DMSO byly pfipraveny navazenim piiblizn¢ 5 mg standardd
barviv do vialek o objemu 10 ml. Toto mnozstvi barviv bylo rozpusténo v 5 ml DMSO.
Roztoky byly umistény do ultrazvukové lazni na dobu 15 minut pii teploté 30-35 °C.

Pro purpurin a alizarin bylo pfipraveno 5 ml nasycenych roztokt barviva

v chloroformu. Roztoky byly v ultrazvukové lazni po dobu 30 minut pti teploté 30-40 °C.
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3.3.2. Priprava skli¢ek s barvivy

Standardni roztoky alizarinu a purpurinu v DMSO byly naneseny na sklicka
s teflonovou vrstvou. Sklicka se nechala schnout na okné pfi laboratornich podminkach po
dobu jednoho dne.

Dale byly standardni roztoky barviv . v DMSO a chloroformu naneseny na
mikroskopicka skli¢ka (jeden roztok barviva na jedno skli¢ko). Pro roztoky DMSO byl
nanaSen objem 1 ml a sklicka se nechala schnout do sucha pfi laboratorni teploté po dobu 5
dnt. Pro roztoky chloroformu byl nanaSen objem 0,25 ml celkem 10-krat, jednotlivé vrstvy
byly nandSeny vzdy az po zaschnuti té pfedchozi. Doba schnuti jedné vrstvy byla ptiblizné

5 minut.

3.3.3. Uméla degradace modelovych vzorki pomoci ozonolyzy

Barviva na sklicku byla postupné umisténa do teflonové reakéni komurky, kterd byla
utésnéna a pripojena ke generatoru 0zonu pomoci teflonové hadi¢ky a sklenéné trubicky.
Piebyteény ozon byl veden do promyvacky s roztokem Kl o koncentraci 3 mol/l. Aparatura
je zobrazena na Obrazku ¢.9. Barviva byla ozonolyzovana po dobu 2 hodin (kvili nestalému
proudéni vzduchu z centralniho systému nebylo mozné nastavit stabilni prutok vzduchu do

piistroje, a tedy ozonu do nadobky, opakovan¢ bylo nutné provadét regulaci).

3.3.4. Méteni modelovych vzorki pomoci Ramanovy a infracervené spektrometrie

Ze zaschlych barviv na mikroskopickych sklickach pted ozonolyzou bylo pomoci skalpelu
odebrano malé mnoZzstvi, které bylo analyzovano pomoci Ramanovy spektrometrie a
infratervené spektrometrie (FTIR-ATR). U Ramanovy spektrometrie bylo seSkrabnuté
barvivo umisténo pfimo na duralovou desticku. Pevné nastavené parametry pftistroje jsou
uvedeny v Tabulce ¢.3. Proménnymi parametry byly pocet skentl, vykon laseru a Sitka
Stérbiny, Kterou prochazi svételny paprsek. Parametry byly voleny tak, aby vysledna spektra
byla hladka a odezva detektoru se pohybovala v rozmezi 1000-10000. Spektra barviv byla
siln¢ zatizena fluorescenci, tudiz byla vyuzita korekce pomoci polynomické funkce Sestého
fadl. U FTIR-ATR pak bylo barvivo umisténo na ATR nastavec (diamant). Obdobny postup
byl proveden se sklicky po jejich degradaci ozonem. Zaschla barviva na teflonovém povrchu
byla méfena Ramanovym spektrometrem. Méfeni IC u teflonovych sklidek nebylo mozné,

nebot’ sklicko s teflonem se nepodatilo dostate¢né pfitisknout ke krystalu.
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U obou technik nebylo mozné analyzovat konstantni mnozstvi barviva. U Ramanova
spektrometru se navic méteni liSila vykonem laseru. Z téchto divodi byl vyhodnocovan

pouze rozdil relativnich intenzit past ve spektrech nedegradovanych a degradovanych

barviv.

Obrazek ¢.9: Aparatura pouzita pro ozonolyzu vzorku (zleva generator 0zonu, uprostied

teflonova komtirka se sklickem s barvivem, vpravo promyvacka s roztokem Kil)

Tabulka ¢.3: Konstantni parametry Ramanova spektrometru

Vlnové délka laseru 785 nm
Mrtizka 400 linii/mm
Odhadované rozliseni 2,3-43cm?
Odhadovana velikost spotu 3,1 um
Rozsah 3383 -32cm*
Objektiv mikroskopu MPIlan 10x/0,25 BD
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3.3.5. Ptiprava pracovnich roztokil pro iontovou mobilitu s hmotnostni spektrometrii

Pracovni roztoky nedegradovanych barviv byly pfipraveny odpipetovanim 1 pl standardniho
roztoku barviva (koncentrace pfiblizn¢ 1 mg/ml) v DMSO do 999 ul smési methanol
(MeOH) a voda (1:1, v/v). Roztoky byly promichany na vortexu a nasledné¢ analyzovany.
Pracovni roztoky degradovanych barviv byly pfipraveny seSkrabnutim
ozonolyzovaného barviva z mikroskopickych skli¢ek a rozpusténim v 1 ml DMSO. Z takto
ptipravenych roztokl (koncentrace <0,2 mg/ml) bylo odpipetovano 10 pl do 990 ul smési
MeOH avoda (1:1, v/v). Roztoky byly promichany na vortexu a podrobeny analyze.

3.3.6. Méteni modelovych vzorkl pomoci iontové mobility s hmotnostni spektrometrii

Ptistroj IMS-MS byl na zacatku méteni kalibrovan roztokem mravencanu sodného o
koncentraci 5 mmol/l. Rozsah kalibrace byl 50 — 1200 Da.

Pracovni roztoky byly zavadény do pfistroje pfimou infuzi s pratokem 5-10 pl/min.
Vsechny pracovni roztoky byly méfeny v pozitivnim i negativnim modu. Parametry zvolené

pro méfeni na ptistroji SYNAPT G2-S jsou v Tabulkach ¢.4-¢.7.

Tabulka ¢.4: Parametry zvolené pro méfeni alizarinu a purpurinu na pfistroji SYNAPT

G2-S pro pozitivni mod

Parametr (jednotka) Zvolena hodnota
napéti na sprejovaci kapilate (KV) 1,8
teplota zdroje (°C) 100
napéti na konusu (V) 30
offset zdroje (V) 80
desolvatacni teplota (°C) 400
prutok plynu kénusem (I/h) 46
pratok desolvata¢niho plynu (I/h) 600
rychlost putujici viny (m/s) 400
vyska viny (V) 40
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Tabulka ¢.5: Parametry zvolené pro méteni alizarinu a purpurinu na piistroji SYNAPT

G2-S pro negativni méd

Parametr (jednotka)

Zvolena hodnota

napéti na sprejovaci kapilare (kV) 1,8
teplota zdroje (°C) 100

napéti na konusu (V) 40

offset zdroje (V) 100
desolvatacni teplota (°C) 600
pratok plynu kénusem (1/h) 100
pratok desolvata¢niho plynu (I/h) 600
rychlost putujici viny (m/s) 800
vyska viny (V) 40

Tabulka ¢.6: Parametry zvolené pro méteni indigotinu na piistroji SYNAPT G2-S pro

pozitivni mod

Parametr (jednotka)

Zvolena hodnota

napéti na sprejovaci kapilare (kV) 1,8
teplota zdroje (°C) 100

napéti na koénusu (V) 30

offset zdroje (V) 80
desolvatacni teplota (°C) 400
pratok plynu kénusem (1/h) 30
pritok desolvatacniho plynu (1/h) 600
rychlost putujici viny (m/s) 400
vyska viny (V) 40

Tabulka €.7: Parametry zvolené pro méteni indigotinu na pfistroji SYNAPT G2-S pro

negativni mod

Parametr (jednotka)

Zvolena hodnota

napéti na sprejovaci kapilare (kV)

3

teplota zdroje (°C)

100
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napéti na kénusu (V)

40

offset zdroje (V) 100
desolvatacni teplota (°C) 600
pritok plynu kénusem (1/h) 100
pratok desolvatac¢niho plynu (1/h) 600
rychlost putujici viny (m/s) 700
vyska viny (V) 40

Teoretické hodnoty m/z barviv v pozitivnim a negativnim modu jsou uvedeny v Tabulce ¢.8.

Tabulka ¢.8: Teoretické hodnoty m/z barviv

Barvivo Pozitivni mod Negativni mod
[MH]* [M-H]
Alizarin 241,0501 239,0344
Purpurin 257,0450 255,0293
Indigotin 263,0821 261,0664
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

4.1. Vysledky z méreni Ramanovou a infracervenou spektrometrii
4.1.1 Degradace alizarinu

Ramanova spektra barviva na teflonu byla siln¢ ovlivnéna Ramanovym rozptylem teflonu a
nebylo mozné pozorovat pasy barviva. Teflon tedy neni vhodny podkladovy material pro
Ramanovu spektrometrii, a tudiz byl postup s méfenim teflonovych sklicek opustén a méteni
probihalo pouze pro seskrabnuta barviva.

Ramanova spektra alizarinu nanaseného na sklicka jako roztok v DMSO pied
starnutim a po starnuti jsou uvedena na Obrazku ¢.10. Ramanova spektra alizarinu pti
pouziti chloroformu jsou na Obrazku ¢.11.

Naméftena infrac¢ervena spektra alizarinu (DMSO) jsou na Obrazku ¢.12, spektra

alizarinu (chloroform) jsou na Obrazku ¢.13.
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Obrazek ¢.10: Ramanovo spektrum alizarinu (DMSQO) (Cervené nedegradovany, tyrkysoveé

degradovany)

U Ramanovych spekter alizarinu jsou viditelné pasy pii 1659 (1658) naznacujici ptitomnost

keto skupiny, 1589 (1587), 1568 (1569) a 1479 (1478) odpovidaji aromatickym kruhtim.
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Spektra se piiblizné shoduji se spektry z literatury®®l a spektrem standardu (Piiloha -

Obrazek ¢.Al). U zadného z past nenastaly pozorovatelné zmény vlivem degradace.
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Obrazek ¢.11: Ramanovo spektrum alizarinu (chloroform) (¢ervené nedegradovany, modie

degradovany)

U FTIR-ATR spekter nedegradovaného alizarinu lze vidét vibrace pti 3350 (3356) cm™,
jedna se 0 valen¢ni vibraci hydroxy skupin alizarinu. Vodikova vazba je zodpovédna za
Siroky charakter pasu. Pasy pfi vlnodtech 1661 (1662) cm™ a 1634 cm™ (1630 cm™) jsou
valen¢ni vibrace karbonylovych skupin anthrachinonil. Pasy pii 1584 (1583) a 1450 (1449)
cm™ odpovidaji valenénim vibracim vazeb C=C v aromatickych kruzich. Spektra se shoduji
stémi dostupnymi v literatuie®® " a se spektrem standardu (Pfiloha — Obrazek &.B1).
Spektrum degradovaného a nedegradovaného alizarinu se pfili§ nelisi. Nebyl pozorovan
o&ekavany pokles pasu -OH skupiny, ani vznik nového pasu pii 1625 cm™ a zanik dvou past

karbonylovych skupin, jak tomu bylo v predeslé studii.["”
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Obrazek ¢.12: FTIR-ATR spektrum alizarinu (DMSO) (Cervené nedegradovany, zelené
degradovany)
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Obrazek ¢.13: FTIR-ATR spektrum alizarinu (chloroform) (¢ervené nedegradovany,

fialové degradovany)
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4.1.2. Degradace purpurinu
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Obrazek ¢.14: Ramanovo spektrum purpurinu (DMSO) (Cervené nedegradovany, modie

degradovany)
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Obrazek ¢.15: Ramanovo spektrum purpurinu (chloroform) (¢ervené nedegradovany,

fialove degradovany)

Narozdil od alizarinu jsou u Ramanovych spekter purpurinu v rtiznych rozpoustédlech
viditelné rozdily v oblasti 3000-2800 cm™ (Obrazek ¢&.14 a &.15) Po srovnani obou spekter
s literaturoul®® a spektrem prasku purpurinu (P¥iloha - Obrazek ¢.A2) odpovida purpurinu
spektrum pii  pouziti DMSO. Vzorek purpurinu Vv chloroformu byl pravdépodobné

kontaminovan. U Ramanovych spekter purpurinu vidime po degradaci vyznamny nartist
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intenzity pii 1800 -1200 cm™, coz vsak mohlo byt zpiisobeno vétsi vrstvou vzorku. V této

oblasti jsou pasy karbonylové skupiny a aromata.
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Obrazek ¢.16: FTIR-ATR spektrum purpurinu (DMSO) (Cervené nedegradovany, zelené
degradovany)
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Obrazek ¢.17: FTIR-ATR spektrum purpurinu (chloroform) (¢ervené nedegradovany,

modie degradovany)

U infracervenych spekter purpurinu (Obrazky ¢.16 a ¢.17) jsou vibrace pii vinoétech
3243 cm? (hydroxy skupiny), 3067, 2921 a 2850 cm™. Déle jsou piitomny pasy
aromatickych kruhti -1620, 1584, 1434 cm™. Po degradaci vidime nartst past C-H vazeb a
narist pasu pfi 1714 (1753) cm™. Za piedpokladu, Ze purpurin a alizarin budou podléhat
analogické degradaci (dusledek podobné struktury), narist intenzity pasu pii 1714 (1753)
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cm™ by mohl nazna¢ovat vznikajici karboxylovou kyselinu.*%" Je dilezité podotknout, Ze

pas karbonylu je pfitomny i ve spektru standardu (Pfiloha — Obrazek ¢.B2).

4.1.3. Degradace indigotinu
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Obrazek ¢.18: Ramanovo spektrum indigotinu (DMSO) (Cervené nedegradovany, fialové

degradovany)

U Ramanovych spekter indigotinu (Obrazky ¢€.18) jsou pozorovany nejintenzivnéjsi pasy pii
vlnoétech 1585 a 1573 cm? odpovidajici aromatickym kruhim a heterocykléim.
Konjugovany systém C=C, C=0, N-H je zodpovédny i za vibraci pii 1368 cm™.["] Spektrum
standardu je uvedeno v Piiloze - Obrazek ¢.A3. Zadné zmény ve spektru vlivem degradace
nebyly pozorovany.

U FTIR- ATR spekter barviva (Obrazek €.19) jsou pozorovatelné pasy pii vinoctu
3267 (amino skupina), 1731 cm™ (karbonylova skupina) a 1587 cm™ a 1484 cm
(aromaticky kruh).["*l Spektrum standardu je uvedeno v Piiloze — Obrazek ¢.B3. Nejsou
pozorovany zadné rozsahlé zmény ve spektru v dusledku degradace. To koreluje s vysledky
autorti, zabyvajicich se mimo jiné degradaci indiga v kyslikové a bezkyslikové atmosfére.
Autofi u vzorkil indiga nepozorovali téméf zadné zmény v Ramanovych a FTIR-ATR
spektrech barviva. Také to odpovida poznatku o rostouci stabilit¢ vlivem symetrie

molekuly.H
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Obrazek ¢.19: FTIR-ATR spektrum indigotinu (DMSQO) (¢ervené nedegradovany,

oranzové degradovany)

Z vysledkt pro alizarin a purpurin je patrné, ze nezalezi na pouzitém rozpoustédle pii
ptipravé standardnich roztokti. Ani u jednoho z barviv nebyla zaznamenana zména ve

spektrech, kterou by bylo mozné ptisoudit k degradaci barviv.

4.2. Vysledky z méreni iontové mobility s hmotnostni spektrometrii

4.2.1. lontova mobilita a hmotnostni spektrometrie alizarinu

v

Ackoliv 1ze odekavat efektivngjsi ionizaci alizarinu v zdporném modu,[’? s ohledem na
snahu zachytit degradacni produkty byla provadéna ionizace v obou moédech, kladném i
zaporném. Ze stejného diivodu byl v obou modech méten purpurin a indigotin.

V pozitivnim modu alizarin (teoreticka hodnota m/z 241,0501) dava velmi nizky
signal (Obrazek ¢.20). Zakladni pik pii m/z 301 lze ptisoudit kontaminaci ftalatem (adukt
dibutylftalatu se sodnym kationtem).[”’]

Ve spektrech degradovaného alizarinu je vidét pouze jediny relevantni signal pti m/z
285,0316, ktery by mohl odpovidat degrada¢nimu produktu (Obrazek ¢.20c). Tento ion se
lisi od iontu alizarinu o 44 (ptesnéji ze spekter vyplyva diference 43,9674 pro experiment
s DMSO a 43,9680 pti pouziti CH3Cl). Uvedené rozdily byly vypocteny ze spekter na
Obrazku ¢€.21, kdy po jejich vycentrovani byl ion 301,1557 pouzit jako interni standard pro
m/z (,,Jock mass*) umoziujici vzajemné porovnani hodnot m/z téchto spekter. Hodnota m/z
pro ion alizarinu (241,0576) byla ziskana ze spektra na Obrazku ¢.21a, hodnoty pro ion 285
(285,0250 a 285,0256) ze spekter na Obrazku ¢.21b,c. Neni-li uvedeno, spektra na obrazcich
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jsou vzdy uvadéna necentrovana a bez korekce na interni standard. Zjisténé diference se lisi
od teoretické hodnoty pro COz (43,9898) o 22 mDa. Jinou moznosti miize byt nahrazeni
dvou protoni v molekule alizarinu dvéma sodnymi Kkationty (+2Na-2H). Tomu by
odpovidala teoretickd diference 43,9638. Experimentalni hodnoty se od ni lisi 0 4 mDa. Je
pravdépodobnéjsi, ze se u iontu 285 nejedna o produkt degradace, ale o ion alizarinu, kdy
dva protony jsou nahrazeny sodnymi kationty. Uvedeny piiklad doklada, zZe pfi interpretaci
dat je nutna obezietnost, a v tomto piipad¢ také to, ze vysoka rozliSovaci schopnost pfistroje
umoziuje piedejit chybnym zavérim o studovanych procesech. Mobilogram iontu (m/z
285,0316) je uveden na Obrazku ¢.22, detail spekter srovnavajici efekt mobilitni separace
(Obréazek ¢.23) doklada moznost zlepseni selektivity. O¢ekavané degradaéni produkty™t —
ftalanhydrid (m/z 149,01239), dimethylftalat (m/z 195,0657), popi. benzoova kyselina (m/z

123,0446) a 2,4-ditercbutylfenol (m/z 207,1749) nebyly detekovany.
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Obrazek ¢.20: Hmotnostni spektrum alizarinu V pozitivhim modu a) nedegradovany

b) degradovany (DMSO) ¢) degradovany (chloroform)
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Obrazek ¢.21: Hmotnostni spektrum alizarinu Vv pozitivnim modu v rozsahu m/z 220-320
po vycentrovani piki a aplikaci korekce hodnot m/z pomoci interniho standardu (m/z

301,1557) a) nedegradovany b) degradovany (DMSO) ¢) degradovany (chloroform)
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Obrazek ¢.22: Mobilogram iontu pozorovaného v pozitivnim médu pti m/z 285,0316 ze

vzorku alizarinu (CHCIs)
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Obrazek ¢.23: a) Hmotnostni spektrum alizarinu (degradovany - chloroform) v pozitivnim
modu bez mobilitni separace vV rozsahu m/z 100-300 b) spektrum pro mobilitni pik iontu
(285,0316) v pozitivnim modu v rozsahu m/z 100-300

V negativnim médu byl alizarin snadno detekovan v nedegradovaném (m/z 239,0444) i
degradovaném (m/z 239,0512) barvivu. V mobilogramech zobrazenych pro celkovy iontovy
proud je pik alizarinu nejintenzivngjsi (driftovy ¢as 2,71 (2,77) ms, Obrazek ¢.24), ve
spektrech je jeho ion zakladnim iontem ve spektru (Obrazek ¢.25). Je zfejmé, Ze ionizace
V negativnim modu je dle o¢ekavani vyhodnéjsi neZ v pozitivnim. Pro ion barviva (m/z 239)
byl vykreslen mobilogram (Obrazek ¢€.26). lon m/z 239 byl izolovan v kvadrupolu a
fragmentovan V kolizni cele za iontovou mobilitou pfi 45 V. Fragmentacni hmotnostni
spektrum s naznacenoOu ztratou je na Obrazku ¢.27. Ztrata 28 odpovida odstépeni CO. lonty
pfim/z 211, 210, 167, 155, 127 a 101 se shoduji s fragmenty v literatuie.[®® 7“1 Je potvrzeno,
Ze ion pii m/z 239,0444 (239,0512) nalezi alizarinu.

Zmény v hmotnostnim spektru vlivem degradace nebyly pozorovany, coZ rovnéz
naznacuje, ze ion pii m/z 285 v kladném modu nebude degradacni produkt. Diference CO-
(viz vySe) by ukazovala na pfitomnost karboxylu, ktery by mél byt dobie ionizovatelny

v zaporném modu. Signély V literatuie popsanych produktii rovnéz nebyly viditelné. 1]
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Obrazek ¢.24: Mobilogram pracovnich roztoku alizarinu (¢erven¢) V negativnim modu pro

celkovy iontovy proud a) nedegradovany b) degradovany (DMSO) c¢) degradovany

(chloroform)
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Obrazek ¢.25: Hmotnostni spektrum pracovnich roztoku alizarinu v negativnim médu

a) nedegradovany b) degradovany (DMSQO) c) degradovany (chloroform)
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Obrazek ¢.26: Mobilogram pro ion alizarinu v negativnim médu (m/z 239,0512) pro

vzorek alizarinu (CHCI5)
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Obrazek ¢.27: Fragmentace alizarinu (nedegradovany vzorek) v negativnim modu

(izolovan ion m/z 239) pti napéti kolizni cely 45 V
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4.2.2. lontova mobilita a hmotnostni spektrometrie purpurinu

V pozitivnim moédu purpurin neposkytoval signal s dostatecnym odstupem od pozadi
(Obrazek ¢.28), coz ukazuje na podobné chovani s alizarinem.

K purpurinu nebyly v literatufe nalezeny degradacni produkty. Ve spektrech
degradovaného barviva nebyly nalezeny signaly, které by naznaCovaly piitomnost

degradacnich produkta.
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Obrazek ¢.28: Hmotnostni spektrum pracovniho roztoku purpurinu v pozitivnim modu

a) nedegradovany b) degradovany (DMSO) c) degradovany (chloroform)

V negativnim modu byl purpurin detekovan, jak Vv nedegradovaném, tak
v degradovanych vzorcich. Na mobilogramu (Obrazek ¢.29, driftovy ¢as 2,82 ms) i ve
spektrech poskytoval nejintenzivngjsi pik (Obrazek ¢.30, m/z 255,0480, 255,0549 (DMSO),
255,0480 (chloroform)). Pro ion barviva (255 m/z) je znazornén mobilogram na Obrazku
¢.31, ze kterého lze odecist odpovidajici driftovy cas. Fragmentace izolovaného iontu
barviva v kolizni cele za iontovou mobilitou pii 40 V poskytla spektrum (Obrazek ¢.32)
v dobré shods s literaturou!®® ™ (ionty s m/z 227, 183, 171, 143, 129 a 101), coz doklada
identitu latky.

V hmotnostnim spektru (Obrazek ¢.30) se neprojevily vyznamné zmény v souvislosti
s degradaci. Pozorovan byl slaby nartist intenzity piku pii m/z 271,0375. Mohlo by se jednat
0 navazani dalsi hydroxy skupiny na aromatické jadro, vyslednd latka by méla m/z 271,0243
(teoreticka hodnota). Mobilogram iontu (271,0375) je uveden na Obrazku ¢.33. Je dulezité
podotknout, Zze pik je pfitomny i ve spektru nedegradovaného barviva. Vyuziti iontu
purpurinu jako interniho standardu pro m/z (,,lock mass®) poskytlo hodnotu m/z pro
diskutovany signal 271,0161 (Obrazek ¢.34). Od teoretické hodnoty se li§i o 8 mDa, chyba

je tak 30 ppm. Takovato hodnota neumoziiuje potvrdit hypotézu o hydroxy derivatu
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purpurinu. Neni tedy ziejmé, zda K nartstu intenzity piku doslo vlivem degradace. Dalsi

rozdilny pik je pti m/z 473,3029. Jedna se pravdépodobné o kontaminaci, kteréd se projevila

uz v Ramanové a infracerveném spektru purpurinu pii pouziti chloroformu. P#i pokusu o

fragmentaci iontu k ni dochazelo pii napéti 60 V. Mobilogram a fragmentace necistoty jsou

uvedeny v piiloze (Obrazek ¢.C1 a Obrazek ¢.C2). Produkty analogické k degrada¢nim

produktiim alizarinu®! ve spektru nebyly detekovény.
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Obrazek ¢.29: Mobilogram pracovnich roztokt purpurinu (¢erven¢) v negativnim modu

pro celkovy iontovy proud a) nedegradovany b) degradovany (DMSO) c) degradovany

(chloroform)
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Obrazek ¢.30: Hmotnostni spektrum pracovnich roztokt purpurinu v negativnim modu

a) nedegradovany b) degradovany (DMSO) c¢) degradovany (chloroform)
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Obrazek ¢.31: Mobilogram purpurinu (DMSO) v negativnim modu (m/z 255,0549)
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Obrazek ¢.32: Fragmentace purpurinu (nedegradovany vzorek) v negativnim modu

(izolovan m/z 255) s napétim Vv kolizni cele 40 V
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Obrazek ¢.33: Mobilogram iontu pii m/z 271,0375 v negativnim modu ze vzorku
purpurinu (DMSO)
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Obrazek ¢.34: Hmotnostni spektrum purpurinu V negativnim médu v rozsahu m/z 200-300
po vycentrovani pika a aplikaci korekce hodnot m/z interniho standardu (m/z 255,0293)

a) nedegradovany b) degradovany (DMSO) ¢) degradovany (chloroform)

4.2.3. Tontova mobilita a hmotnosni spektrometrie indigotinu

Indigotin byl detekovan v pozitivnim médu v nedegradovaném 1 degradovaném
vzorku (Obrazek €.35 a 36). Pro ion barviva o m/z 263 byl znazornén mobilogram (Obrazek
¢.37) dokladajici driftovy ¢as indigotinu 1,79 ms. Fragmentace izolovaného iontu barviva za
mobilitni celou pfi napéti 40 V je na Obrazku ¢.38. Fragmenty pii m/z 235, 219, 206, 132 a
77 odpovidaji fragmentam uvadénym vV literatute.[®® Zajimavé je, 7e ve fragmentacnim
spektru je vidét signal odpovidajici degradacnimu produktu indigotinu pii m/z 235, ktery byl
popséan v literatute.[®! V tomto pripadé fragmentace a degradace vedou patrné ke stejnému
iontu, coz bylo mohlo komplikovat identifikaci degradac¢nich produkti, pokud by
k fragmentaci dochazelo naptiklad jiz v iontovém zdroji. Degrada¢ni produkt indigotinu
(m/z 235) v hmotnostnim spektru vSak nebyl pozorovan. Pravdépodobna struktura iontu
degradacniho produktu (235 m/z) je zobrazena na Obrazku ¢.39. Ion podleha fragmentaci se
ztratou 18, odpovidajici ztrate H2O, vznikly ion (m/z 217) déle fragmentuje se ztratou 27
(HCN). Druhou ztratou iontu pii m/z 235 je 29, coz odpovidd ztraté CHO.[®!

V hmotnostnim spektru nebyly, a to také vzhledem k vysokému pozadi pozorovany

nové signaly.
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Obrazek ¢.35: Mobilogram pracovnich roztoki indigotinu v pozitvnim médu pro celkovy
iontovy proud a) nedegradovany b) degradovany (DMSO)
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Obrazek ¢.36: Hmotnostni spektrum pracovnich roztoki indigotinu v pozitivnim méodu

a) nedegradovany b) degradovany (DMSO)
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Obrazek ¢.37: Mobilogram iontu barviva (m/z 263) v pozitivnim modu pro degradovany

100+
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Obrazek ¢.38: Fragmentace iontu indigotinu (nedegradovany vzorek, m/z 263)

V pozitivnim modu pii napéti 40 V

O

Obrazek &.39: Struktura degrada¢niho produktu (m/z 235)6!
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Indigotin se podatilo detekovat v negativnim moédu (Obrazek ¢.40 a ¢.41). V pracovnim
roztoku nedegradovaného i degradovaného barviva je vidét majoritni ion barviva pfi m/z
262, odpovidajici anion radikalu (M*"). Naopak o¢ekavany ion pii m/z 261 ([M-H]’) je pouze
minoritni a v roztoku degradovaného barviva je intenzita jeho signalu nizka. Pro oba ionty
(m/z 261 a 262) byl potfizen mobilogram (Obrazek ¢.42). Je patrné, Ze ionty maji stejny
driftovy ¢as, jedna se o stejnou latku, pouze jiny ion. Dale byla provedena fragmentace iontu
sm/z 261 (Obrazek ¢.43). Fragmenty sm/z 233, 217 a 156 se shoduji s fragmenty
z literatury. Autofi ¢lanku pouzili fotoionizaci za atmosférického tlaku (APPI) v negativnim
modu. [

V hmotnostnim spektru jsou viditelné zmény ve spektru, avSak zadny ziontl
neptedstavuje relevantni degrada¢ni produkt indigotinu. Nebyl pozorovan ani jeden

ze sedmi degradagnich produktii indigotinu uvadénych v literatute.[®®]
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Obrazek ¢.40: Mobilogram pracovnich roztokl indigotinu v negativnim modu pro celkovy

iontovy proud a) nedegradovany b) degradovany (DMSO)
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Obrazek ¢.41: Hmotnostni spektrum pracovnich roztoki indigotinu vV negativnim méodu

a) nedegradovany b) degradovany (DMSO)
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Obrazek ¢.42: Mobilogram pro ionty indigotinu (nedegradovany vzorek)
V negativnim modu a) m/z 262 b) m/z 261
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Obrazek ¢.43: Fragmentace iontu indigotinu (nedegradovany vzorek, m/z 261)

V negativnim médu pii napéti 40 V

54



5. ZAVER

Stac¢i pouhych nékolik sekund na uvédoméni si, v jak barevném svété zijeme. Existuje
nepieberné mnozstvi barev, a tudiZ i organickych barviv, které za nimi stoji. S barvivy jsou
nerozluéné svazany degrada¢ni produkty, jejichz zkoumani a identifikace je
nepostradatelnou soucasti ochrany kulturniho dédictvi.

K analyze barviv a degrada¢nich produktl jsou nezbytné moderni, vysoce selektivni
a citlivé analytické metody. Bezesporu nejpouzivangjsi technikou v tomto odvétvi je
vysokouéinna kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii, ktera je destruktivni a
vyzaduje optimalizaci  chromatografickych  podminek. K  neinvazivnim  resp.
nedestruktivnim technikdm patii v analyze uméleckych dél vyuzivand Ramanova
a infracervena spektrometrie. Takovéto techniky jsou z pohledu minimalizace zasaht do dila
vyhodné;jsi, ale ne vzdy poskytnou potiebné informace. K ziskani pozadovanych informaci
je Casto nezbytné pouzit rizné typy technik.

V predkladané praci jsou kombinovany uvedené dvé spektralni metody s technikou
destruktivni, a to iontovou mobilitou spojenou s hmotnostni spektrometrii pfi analyze
alizarinu, purpurinu a indigotinu. Pfi nedestruktivnich experimentech vyvstal problém
s interferenci, jejiz pfi¢inou byl podkladovy material vzorku (teflon). Tento problém by se
dal vyfesit rozsahlejsim zkoumanim vhodnych podkladovych materialt. Dalsi zlepSeni by
mohlo nastat pii vyuziti techniky SERS, ktera by zesilila sledovany signal, a tudiz umocnila
rozdily mezi Zadanym signdlem a interferenci. Nakonec ziskand Ramanova a infracervena
spektra dobfe charakterizovala studovand barviva. Po degradaci pozorovand zména
Vv Ramanové€ spektru byla pfisouzena necistoté, signaly degradacnich produktd nebyly
zjistény.

Ptfi analyze iontovou mobilitou ve spojeni shmotnostni spektrometrii byly
pozorovany signaly, které by pfi vyuziti pfistroje S nedostate¢nym rozliSenim mohly vést
k chybnému oznaceni jako signaly degradacnich produktu. Diference 44 by mohla byt
pfisouzena elementarnimu slozeni CO2, coz by mohlo ukazovat na degradacni produkt, ale
experimentalni data ziskand hmotnostnim spektrometrem s vysokou rozliSovaci schopnosti
ukazuji na nahrazeni dvou protonii dvéma sodnymi kationty Vv iontu alizarinu. lontova
mobilita s hmotnostni spektrometrii se ukéazala jako vyhodna pro analyzu studovanych
barviv. Degrada¢ni produkty nebyly zjistény. Zvoleny postup degradace ozonolyzou nebyl
dostate¢n¢ G€¢inny a zde se otevira prostor pro dalsi vyzkum zaméteny na postupy laboratorni

degradace studovanych barviv. Spojeni iontové mobility s hmotnostni spektrometrii miize v
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budoucnosti predstavovat zakladni stavebni pilif pro metody zabyvajici se analyzou barviv
ajejich degradacnich produktt. Nabizi se pfedevsim spojeni s desorpcnimi technikami, napft.
ionizace desorp¢nim elektrosprejem (DESI), coz by dovolilo selektivni analyzu barviv a
jejich degradacnich produkti pfimo z povrchu vzorku. Studium moznosti tohoto spojeni
(DESI-IMS-MS) pii vyzkumu degradace barviv mize navazat na ziskané poznatky a bude

mu vénovana intenzivni pozornost v nasledujicich letech.

56



6. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

APPI — atmospheric pressure photoionization, fotoionizace za atmosférického tlaku
ATR — attenuated total reflection, zeslabeny tplny odraz

DAD - diode array detector, detektor diodového pole

DESI — desorption electrospray ionization, ionizace desorp¢nim elektrosprejem

DESI-IMS-MS — desorption electrospray ionization — ion mobility spectrometry — mass
spectrometry, ionizace desorpénim elektrosprejem siontovou mobilitou a hmotnostni

spektrometrii

DBD - dielectric barrier discharge, dielektricky bariérovy vyboj

DMSO - dimethylsulfoxid

DMF - dimethylformamid

EDTA — ethylendiamintetraacetic acid, kyselina ethylendiamintetraoctova
ESI — electrospray ionization, ionizace elektrosprejem

FTIR — Fourier transform infrared (spectrometry) — infraervena spektrometrie

S Fourierovou transformaci

FTIR-ATR — Fourier transform infrared (spectrometry) — attenuated total reflectance,
infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci — technika zeslabeného uplného

odrazu
GC — gas chromatography, plynova chromatografie

GC-MS — gas chromatography — mass spectrometry, plynova chromatografie s hmotnostni

spektrometrii

HOMO - highest occupied molecular orbital, energeticky nejvyssi obsazeny molekulovy

orbital

HPLC — high performance liquid chromatography, vysokou¢innd kapalinova

chromatografie
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IMS-MS — ion-mobility spectrometry — mass spectrometry, spektrometrie iontové

pohyblivosti s hmotnostni spektrometrii
IR — infrared, infraervené

LC-MS - liquid chromatography — mass spectrometry, kapalinova chromatografie

s hmotnostni spektrometrii

LUMO —lowest unoccupied molecular orbital, energeticky nejnizsi neobsazeny molekulovy

orbital

MS — mass spectrometry, hmotnostni spektrometrie

MS/MS — tandem mass spectrometry, tandemova hmotnostni spektrometrie
RPA - relative peak area, relativni plocha piku

SERS - surface enhanced Raman spectrometry, povrchem zesilena Ramanova

spektrometrie

TLC — thin layer chromatography, tenkovrstva chromatografie

ToF — time of flight, doba letu

UV — ultraviolet, ultrafialové

UV-Vis — ultraviolet — visible, ultrafialova — viditelna (napf. oblast spektra)
VOC:s — volatile organic compounds, tékavé organické slouceniny

XRF — X-ray fluorescence, rentgenova fluorescencni spektrometrie
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8. PRILOHY

8.1 Ramanova spektra standardui
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8.2 Infracervena spektra standardi
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8.3. Iontova mobilita s hmotnostni spektrometrii pro necistotu (purpurin)

2: TOF MS ES-
7.11 472.922_473.607 0.1000Da
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Obrazek €.C1: Mobilogram necistoty z degradovaného purpurinu (chloroform)
2: TOF MSMS 473.00ES-
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Obrazek ¢.C2: Hmotnostni spektrum fragmentace iontu (m/z 473,3029) z degradovaného
purpurinu (chloroform) pti napéti 60 V
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