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Uvod

Clovék od nepaméti vyuZival piirodni barviva a pig-
menty pro zlepSeni estetické urovné svého okoli. Vytvarel
jeskynni malby (nejstarsi pochazi z doby ptiblizné 40 tisic
let pfed nasim letopoctem a nachazi se v jeskyni El Cas-
tillo ve Spanélsku') a barevné si zdobil své pracovni na-
stroje a Sperky. Pomoci pfirodnich barviv, ktera si napt.
pfipravil smichdnim rostlinnych §t'dv se zvifecim tukem, si
zkrasloval i své télo. Barviva nasla také znacné uplatnéni
pfi vzniku prvnich tkanin, jejichZ vyrobu a pouZiti popisuji
egyptské hieroglyfy (5000 pf. n. 1.)* a samoziejmé& nesmi-
me opomenout jejich vyuziti ve vytvarném umeéni. PouZzi-
vani pfirodnich organickych barviv v malif'stvi se v hojné
mife udrzelo az do 19. stoleti, kdy zacala byt postupné
nahrazovana syntetickymi, a to jak z divodu snadngjsi
dostupnosti, tak i jejich vyroby ve velkém mnoZzstvi za
niz§i cenu’.

Laboratorni pfistroje a postupy

Nejpouzivangjsi organicka barviva v oblasti vytvar-
ného uméni byla ziskdvana z rostlin nebo zivocichii. Podle
chemické klasifikace miizeme tyto barviva rozdé€lit do
nékolika skupin: /) antrachinonova barviva (alizarin, emo-
din, karminova kyselina, purpurin) poskytujici slouceniny
zluté, Cervené, hnédé az Cerné barvy; 2) barviva pyranova,
predevsim flavonoidova (apigenin, baicalein, chrysin, fla-
vanon, flavon, isorhamnetin, kvercetin, morin, rhamnetin),
ktera jsou bezbarva, svétle zluta, zlutd az oranzovohnéda
a 3) indolova barviva (indigo, purpur), ktera patii mezi
nejstarsi pouzivané modie a fialové. Mezi nejpouzivané;si
organicka, ale uméle pfipravena barviva, fadime naptiklad
modry ftalocyanin méd’naty, ktery patfi do skupiny pyrro-
lovych barviv'. Strukturni vzorce antrachinonu, flavonoi-
du, indolu a pyrrolu jsou na obr. 1.

Identifikace organickych barviv a pigmentd v kom-
plexnich vzorcich odebranych z uméleckych dél stale zi-
stava nedofeSenou otazkou, piestoze jejich uréeni muize
byt kli¢ové pii ovéfovani jejich pravosti. Udaje o slozeni
organickych barviv nejsou vzdy znamé a navic vétSina
analytickych metod vyzaduje rozpusSténi analyzované lat-
ky, coz je velmi problematické z hlediska stability barviv
v riznych organickych rozpoustédlech a jejich citlivosti na
zmény pH. Dosud nejpouzivanéjsimi metodami pro prove-
deni identifikace barviv jsou vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC) ahmotnostni spektroskopie
s elektrosprejem (ESI MS), pro které je ale nezbytné vzo-
rek rozpustit, jak bylo zminéno vyse’.

V nasi laboratofi na VSCHT v Praze byla k identifi-
kaci organickych barviv ve smésich s olejovymi a protei-
novymi pojivy poprvé pouzita metoda LDMS (laserova
desorpéni hmotnostni spektroskopie), ktera pracuje
s pevnymi vzorky a umoznuje rozliSeni povrchové analyzy
nepatrného mnozstvi materialu (priblizné desetin mikro-
grami) s rozliSenim az do 10 um.

LDMS by mohla byt vhodnou metodou pouzivanou
pro prizkum uméleckych dél pred jejich restaurovanim ¢i
konzervovanim. Umoziuje totiz zkoumat organicka barvi-
va a pigmenty pifimo z nejsvrchnéj§i vrstvy barevného
prufezu a identifikovat jak pigment samotny, tak i smés
pigmentl. Tato technika ma samoziejmé i sva omezeni,
jako je limitovany rozsah a specificnost laserového odbé-
ru, a proto jeji nejvhodnéjsi pouziti by bylo v kombinaci
sjinou analytickou metodou, jako je napf. kapalinova
chromatografie nebo opticka mikroskopie®.

antrachinon

pyran

Obr. 1. Strukturni vzorce antrachinonu, pyranu, indolu a pyrrolu

604

indol pyrrol



Chem. Listy 108, 604—609 (2014)

Experimentalni ¢ast

Modelové vzorky samotnych lakii a lakd v organic-
kych pojivech pouzitych k identifikaci metodou LDMS
byly ptipraveny v analytické laboratoti na Ustavu anorga-
nické chemie AV CR, v.v.i.

Alizarinovy lak

4 g kamence (KAI(SOy),. 12 HO) bylo smichano
$ 200 ml vody a 2 ml zahtatého roztoku amoniaku (NH3).
Roztok byl ponechdnlQ min vafit. 125 mg alizarinu bylo
rozmichano v 50 ml vody se 2 ml NHj; a vse bylo ptidano
do predeslého roztoku. Celd smés byla 10 min povafena,
ponechana zchladnout a druhy den piefiltrovana.

Purpurinovy lak

125 g purpurinu se 3 ml NH; bylo ptidano do roztoku
kamence a cpavku. Celd smés byla 10 min povarena
a nechana zchladnout do druhého dne a poté prefiltrovana.

Kvercetinovy lak

91 mg kvercetin hydratu bylo rozpusténo ve 4 1 horké
vody, 1 g CaCOs;, 1 g PbCO; a 0,5 g kamence (KAI(SOy); .
12 H,0). Cela smés byla 10 min povaiena a ponechana do
druhého dne vychladnout a poté prefiltrovana.

Modelové vzorky barviv v oleji

Piiprava lakli v oleji spoc¢ivala ve smichani kazdého
modelového laku s Inénym olejem tak, aby bylo dosazeno
spravné konzistence, ve které by bylo mozné laky apliko-
vat na umélecké dilo.

Modelové vzorky barviv v tempete

Proteinové pojivo (zloutkova tempera) bylo priprave-
no smichanim vajec¢ného zloutku s Inénym olejem zahuste-
nym na slunci a vodou v poméru 3 : 1-2 : 1. Do naSlehané-
ho scezeného zloutku byla ptidana voda a postupné ptimi-
chavan Inény olej’. Piiprava laku v tempefe spocivala ve
smichani modelového laku se zloutkovou temperou, tak
aby bylo dosaZeno spravné konzistence.

Laboratorni pfistroje a postupy

Odebrané vzorky uméleckého dila

Z obrazu — oleje na platné od autora Josefa Capka
s ndzvem Prochdzka, ktery byl datovan do roku 1936, byly
z riznych mist odebrany dva vzorky modrych pigmentu.
Z datovani obrazu bylo moZné ve vzorcich ocekdvat pfi-
tomnost indiga.

Ptiprava vzorkd a analyza pomoci LDMS

Na ocelovou méfici desticku byl aplikovan 1 pl desti-
lované vody, do kterého bylo pfiddno nekolik zrnek analy-
zované latky a vSe bylo ponechano zaschnout. Ocelova
deska byla vloZena do hmotnostniho spektrometru Bruker-
Daltonics Biflex IV MALDI-TOF vybavenym dusikovym
laserem o vlnové délce 337 nm. Méfeni byla provedena pfi
napéti 19 kV na pristroji a 15,05 kV na elektrodé deflekto-
ru. Naméfena spektra byla zpracovana softwarem Bruker
Flex III a Bruker Xtof. Samotné méfeni probihalo
v pozitivnim a negativnim reflektorovém modu pii napéti
20kV a intenzit¢ laseru 50-60 % a s pfesnosti méfeni
+ 0,2 Da. Pro kvadratickou kalibraci byly pouzivany dvé
standardni smési peptidu M-Pep a Pepmix®. Vysledna
spektra byla vyhodnocovéna pocitacovym programem
mMass verze 2.4. (cit.”).

Vysledky a diskuse
Antrachinonova barviva a pigmenty

Experimentalné bylo zjisténo, Ze antrachinonova bar-
viva jsou velmi stabilni diky struktufe antrachinonového
kruhu, a proto byla vSechna antrachinonova barviva
(alizarin, emodin, kyselina karminova, purpurin) spolehli-
v¢ identifikovana dle svych molekulovych hmotnosti
(tab. I). V negativhim moédu se u emodinu vyskytovaly
malo intenzivni piky sjeho molekulovou hmotnosti, ale
v oblasti 540 m/z byl nalezen dimer tohoto barviva. U ky-
seliny karminové nebylo mozné v pozitivnim médu spo-
lehlivé detegovat zakladni pik (492,39 m/z), protoze zde
pravdépodobné dochdzi k fragmentaci molekuly. Mezi
nejcastéji se vyskytujici piky patii hodnoty 448 (ztrata
COZ)IO, 386, 364 a 322 m/z. U alizarinu, purpurinu a emo-
dinu byly zjistény sodné adukty [M+Na]" v oblastech 263

Tabulka I

Hlavni charakteristické ionty zjisténé pii analyze antrachinonovych barviv pomoci metody LDMS v pozitivnim a negativ-

nim modu

Antrachinonova barviva/ Mr M™/M" zakladni [M+Na]" [m/z] [IM+K]" [m/z] dimer analytu [m/z]
piky [m/z]

Alizarin / 240,21 240,2 263 - -

Emodin / 270,24 270,2 293 - 540

Karminova kyselina / 492,39 492 4 - - -

Purpurin / 256,21 256,2 279 295 -
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Laboratorni pfistroje a postupy
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Obr. 2. Porovnani hmotnostnich spekter s isotopovym rozliSenim alizarinu (1), alizarinového laku (2) a alizarinového laku v oleji

(3). Spektra byla zmétena v negativnim modu

Tabulka II

Vyjadfuje hlavni charakteristické ionty pii zkoumani pyranovych barviv pomoci LDMS v pozitivnim a negativnim modu

Pyranova barviva/ Mr M/ M zakladni piky [M+Na]" (m/z) [M+K]" (m/z) dimer analytu (m/z)
(m/z)

Apigenin / 270,24 270,2 293 - 540
Baicalein / 270,24 270,2 293 - -
Chrysin 254,24 2542 277 - -
Chromon / 146,14 146,1 - - -
Flavanon / 224,25 2243 - - -
Flavon / 222,24 2222 245 261 444
Isorhamnetin / 316,26 316,3 339 - -
Kvercetin / 302,24 302,2 325 341 -
Morin hydrat / 302,24 302,2 325 - —
Rhamnetin / 316,26 316,3 339 355 -
Xanthon / 196,21 196,2 - - 392

a 292 m/z. Purpurin také tvofil draselné adukty [M+K]"
v oblasti 294 m/z. Molekulové adukty byly identifikovany
pouze v pozitivnim moddu. Vyskyt sodnych a draselnych
aduktti koresponduje s nejvétsi pravdépodobnosti s alkalic-
kymi ionty navazanymi v oblasti laserové ablace.

Pomoci LDMS byly zkoumany modelové vzorky
alizarinovych a purpurinovych lakd. Samotny alizarin
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(240 m/z) byl v negativnim mo6du nalezen jak v samotném
alizarinovém laku, tak i alizarinovém laku pojeném olejem
(obr. 2). V pozitivnim moédu se podafilo barvivo stanovit
pouze v samostatném laku, ale byly zde detegovany sodné
a draselné adukty v oblastech 262 a 278 m/z. Zatimco ali-
zarin byl snadno identifikovatelny, v ptipadé purpurinu
v purpurinovych vzorcich (purpurinovy lak, purpurinovy
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Laboratorni pfistroje a postupy
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Obr. 3. Srovnani hmotnostnich spekter s isotopovym rozliSenim chrysinu (1) s piky v oblasti 253-255 m/z, chrysinového laku (2),
chrysinového laku v oleji (3) a chrysinového laku v tempefe (4). Ve spektru chrysinového laku je oznacen sodny adukt o velikosti

276 m/z. Spektra byla zmétena v pozitivnim modu

lak v oleji a purpurinovy lak v tempefe) to téméf nebylo
mozné. Podafilo se identifikovat pouze sodny adukt
v oblasti 278 m/z pti pozitivnim modu.

Pyranova barviva a pigmenty

Pyranové barviva jsou ve své molekulové struktufe
stabilni, a proto se vSechny méfené vzorky (apigenin, bai-
calein, flavanon, flavon, chromon, chrysin, isorhamnetin,
kvercetin, morin, rhamnetin a xantin) podafilo
v pozitivhim médu identifikovat pomoci pfislusnych mole-
kulovych hmotnosti (tab. IT). U kazdého vzorku byly za-
znamenany radikaly — zakladni piky, jen u chromonu se
vyskytoval v pozitivnim médu maly signal zakladniho
piku. U vzorki flavonu a flavonolu byly nalezeny sodné
adukty a u flavonu, kvercetinu a rhamnetinu také adukty
draselné v oblasti 260, 340 a 354 m/z, které byly zazname-
nany v pozitivnim modu méteni. U vzorkt xanthonu, fla-
vonu a apigeninu se tvofily také dimery.

Modelové vzorky pyranovych barviv byly zastoupeny
chrysinovymi laky (chrysinovy lak, chrysinovy lak v oleji,
chrysinovy lak vtempefe) a kvercetinovymi laky
(kvercetinovy lak, kvercetinovy lak v oleji, kvercetinovy
lak v tempete). V pozitivnim modu byl identifikovan podle
své relativni molekulové hmotnosti chrysin
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v chrysinovém laku, v chrysinovém laku v oleji
avtempefe byly také nalezeny sodné adukty v oblasti
276 m/z (obr. 3). Kvercetin bylo mozné nalézt v samotném
kvercetinovém laku a v kvercetinovém laku v oleji.
U kvercetinového laku byly také identifikovany sodné
a draselné adukty v oblastech 324 a 340 m/z v pozitivnim
moédu meéteni. U kvercetinového laku v tempefe nebylo
mozné nalézt zadné spektralni projevy.

Indolova a pyrrolova barviva a pigmenty

Pii méfeni vzorkt z obrazu Prochazka z roku 1936 od
Josefa Capka bylo restauratory piedpokladano, Ze obraz
obsahuje organické barvivo indigo, které bylo nejrozsite-
néjs§im modrym organickym barvivem v té dobé. Porovna-
nim hmotnostnich spekter odebranych vzorkld a indiga
(obr. 4), bylo zjisténo, ze se spektra vzorkld neshoduji se
spektrem pfirodniho indiga, zato se ale shoduji
s hmotnostnim spektrem modrého pigmentu ftalocyaninu
médnatého. Tento synteticky pigment byl ale poprvé pred-
staven na vystavé v Londyné roku 1935 a jeho rozsiteni do
uméleckych kruhii nastalo teprve od roku 1938 (cit.'"). Ze
ziskanych vysledkd tedy vyplyva, Ze zkoumany obraz
nemohl byt origindlnim uméleckym dilem, nybrz falzem.
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Obr. 4. Porovnani hmotnostnich spekter s isotopovym rozliSenim vzorku odebraném z obrazu s ftalocyaninen méd’natym. Spektra

byla zméfena v negativnim modu

Zavér

Pomoci metody LDMS bylo mozné spolehlivé identi-
fikovat vybrana organickd barviva a pigmenty s relativni
molekulovou hmotnosti iontli do 500 Da. Vyjimku tvofila
pouze kyselina karminova s molekulovou hmotnosti
492,39 g mol™'. Podafilo se oviem detegovat ftalocyanin
méd’naty i1 pies svoji relativné vysokou molekulovou
hmotnost (576,07), coz mozna souvisi s jeho dobrou ioni-
sovatelnosti a hlavné stabilitou. Pfi méteni vzorkl barviv
byly zaznamenany sodné a draselné adukty, pouze ale
v pozitivnim modu.

V hmotnostnich spektrech bylo mozné také pozorovat
dimery nékterych analytd. Z antrachinonovych barviv tvo-
fil dimer jenom emodin, u pyranovych barviv xantin, fla-
von, apigenin a zindolovych barviv indigo. Barviva ¢i
pigmenty v modelovych vzorcich lakt jiz ale dimery ne-
tvoftila.

LDMS je rychla a spolehliva metoda pro identifikaci
vzorkil organickych barviv a pigmenti bez chemickych
a Casové narocnych predbéznych osetfeni. Tato metoda
muze byt také vyuzita k ovéfeni pravosti uméleckych dél
a pro materialovy prizkum pied samotnym restaurovanim
uméleckych objektl, protoze je povazovana za témét ne-
destruktivni metodu, ktera k analyze potiebuje velmi malé
mnozstvi vzorku (desetiny mikrogramu).
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Za pripravu a poskytnuti modelovych vzorkii (lakii
a lakii v organickych pojivech) k identifikaci pomoci meto-
dy LDMS dékujeme panu RNDr. Tomdsovi Matysovi
Grygarovi, CSec. a analytické laboratoii na Ustavu anor-
ganické chemie AV CR, v.v.i.

Za poskytnuti vzorkii z obrazu Prochazka z roku 1936
od Josefa Capka dékujeme pani akademické maliice Zuza-
né Poldakové.
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I. K¥izova®, M. Styblova®, L. Coufalova®,
R. Hynek®, and S. Ku¢kova™ (“ Department of Bioche-
mistry and Microbiology, Institute of Chemical Technolo-
gy, Prague, " Charles University in Prague, Department of
Teaching and Didactics of Chemistry, Prague): Analysis
of Organic Dyes and Pigments Used in Works of Art by
Laser Desorption Mass Spectrometry

The subject of the article is the identification of some
natural organic dyes and pigments by the title method
(LDMS). The advantage of LDMS is a rapid and reliable
identification of low-molecular-weight dyes or pigment
without chemical modification of samples. This method
can be used for analysis of works of art or verification of
their authenticity. The method was tested on organic dyes
and pigments (e.g. alizarin, apigenin, baicalein, flavone,
xanthone), four laks (alizarin, purpurin, chrysin, quercetin
laks) and laks mixed with organic binders.



