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Uvod

Technika zlaceni uméleckych dél je znama jiz z doby
4000-3100 let pted n. 1., ze které pochazi kamenna vaza
nalezena v jiznim Egypté, na jejiz Gchytech bylo prvné
zaznamenano pouziti foliového zlaceni'. Dalsi zptisob
zlaceni, a to pomoci platkového zlata, rovnéz pochazi ze
starého Egypta, kde bylo kolem roku 2500 pf. n. 1. pouzito
k vyzdobd hrobek v Sakkare'. Aviak k nejvétsimu rozvoji
této umeélecké techniky doSlo aZ ve sttedovéku v Evropg,
odkdy se datuje rozvoj celé¢ fady riznych technik zlaceni
a s nimi spojeny vybér materialli. Pouzivalo se napriklad
platkové zlato, které se liSilo pfimésemi dalSich kovl
(napt. Ag, Cu)', nebo nahrazky zlata jako waschgold
(barevna zlatd lazura na stiibrné nebo cinové folii)
a zwischgold (zlato tepané se stfibrem). N&€kdy dokonce
»zlaceni“ neobsahovalo zlato vibec, ale byly aplikovany
jiné, sice barevné podobné, ale méné cenné kovy a jejich
slitiny (Cu, Sn, bronz, mosaz). Krom¢ kovové folie se také
pouzivaly pomocné materialy, na které se zlaceni nanase-
lo. V ptipad¢€ obrazi nebo polychromovanych soch se nej-
Castéji jednd o podkladové materidly, jako plavenou
(CaCO0:s) ¢i boloniskou (CaSOy,) kiidu a hlinky. Jako pojivo
se zde nejbéznéji pouzivaly klihy, vajecny bilek, oleje ¢i
pryskyfice.
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Zlaceni se ale pouzivalo i pfi povrchovych upravach
kovovych pfredméti. Pravdépodobné kolem 3. stoleti
pt.n. 1. se v Cing zaGala pro zlaceni kovii pouZivat rtut.
Tuto specialni techniku zlaceni kovu, ve které se rtut’ pou-
ziva jako lepidlo zlatych folii zminuje ve své encyklopedii
také Plinius Starsi (1. stoleti n. 1.)%. V moderni literatuie je
tato technika uvadéna obvykle v opozici s amalgamovym
zlacenim, pro néz se zlato ve form¢ prasku nejprve smisi
s kapalnou rtuti k ziskani amalgamu. Smés se poté aplikuje
na kovovy povrch a zahtiva na dostatecné vysokou teplotu
(cca 400 °C), aby doslo k odstranéni vétSiny rtuti odpate-
nim’. Tato zdravi nebezpetna technika zlaceni (tzv. zlace-
ni v ohni) byla pouZivana u kovi (stfibra a bronzu) az do
19. stoleti, kdy byla nahrazena elektrolytickym zlacenim.

Ve skutecnosti ale bylo zlaceni na bézi elektroche-
mickych pochodt (tzv. elektrochemické zlaceni) objeveno
davno pred elektrolytickym zlacenim. Bylo prokazéno, Ze
staré predkolumbovské jihoamerické civilizace (napf.
Vicus (300 ptf.n.l.—500n.1) aMochica (100 pf.n. 1. —
850 n. 1.))* vyuzivaly pro pozlacovani rozdilny elektroche-
micky potencidl mezi zlatem a médi pfi vloZeni m&dénych
$perkil a ritudlnich pfedmétd do roztokt obsahujicich soli
zlata'. Tato metoda bezproudového zlaceni se stale pouZi-
va v elektronickém primyslu. Mimo této techniky se ale
v souCasné dobé pouziva v primyslovych odvétvich
zejména galvanické zlaceni nebo zlaceni napafovanim.

Urceni anorganickych materialti v uméleckych objek-
tech je klicové pro zvoleni vhodného postupu restaurovani,
ale muze také poslouzit i jako nastroj pro zjisténi autorstvi
uméleckych dé>”’. Anorganické slozky jsou dnes uréova-
ny pfedevsim pomoci fadkovaciho elektronového mikro-
skopu spojeného s energiové-disperznim analyzatorem
(SEM-EDX)*’, Ramanovou spektroskopii® nebo rentgeno-
vou fluorescenéni spektroskopii (XRF)'. Dalsi nezastupi-
telnou metodou je rentgenova difrakce (XRD)', a to
zejména jeji obdoba, rentgenova mikrodifrakce'?. Tyto
metody jsou uzitecné pfi materidlovém prizkumu barev-
nych vrstev vzorkd pfipravenych do podoby nabrust, kdy
se v jednotlivych vrstvaich mohou rozliSit anorganické
materidly riizné pfirodni provenience a odhalit i jejich
degradacni produkty.

Na rozdil od dnes velmi dobie zvladnuté identifikace
anorganickych material, predstavuje vsSak identifikace
organickych pojiv a zmapovani jejich vyskytu v umélec-
kych dilech dosud znac¢nou vyzvu pro analytické chemiky.
Tento vyzkum je komplikovdn mnohovrstevnou strukturou
vzorku a moznosti analyzy jen velmi malého mnoZzstvi
vzorku ziskaného ze studovaného uméleckého objektu.
Konkrétné identifikace bilkovinnych pojiv v uméleckych
dilech je stale velmi obtiZn4, a to i pfes moZnost vyuZivani
pokrocilych analytickych metod, jakymi jsou napiiklad
plynova (GC-MS) nebo kapalinova (LC-MS/MS) chroma-
tografie, hmotnostni spektrometric MALDI-TOF'*™°,
spektrofluorimetrické®™'  a spektroskopické”  techniky,
imunochemické metody, ELISA (Enzyme-Linked Immu-
noSorbent Assay), imunofluorescen¢ni mikroskopie, nano-
SERS (nano-Surface and Tip enhanced Raman scattering)
& chemiluminiscence™ *’. V ojedinélych ptipadech, kdy



Chem. Listy 109, 864-869 (2015)

byly nékteré tyto techniky pouzity pfimo na nabrusech®?’,
bylo mozné lokalizovat proteiny v jednotlivych vrstvach
vzorku a soucasn¢ zmapovat riizné proteinové materialy ve
stejné vrstvé. VSechny vyse uvedené metody umoziuji
identifikovat a rozliSit alesponn vajecné, klihové
(kolagenni) a mlé¢né bilkoviny. Vyznamny potencidl pro
analyzu fragmentd uméleckych dél zalitych pryskyfici
a nasledné zbrousenych do formy nébrusu ma také mikro-
spektrofluorometrie, ktera umoziuje dokonce rozlisit mezi
riznymi zdroji bilkovin (vajeénym bilkem, Zzloutkem
a klihem) v barevnych vrstvach ve spojeni se specialnim
fluorescenénim barvivem Sypro Ruby?’.

Tato prace navrhuje inovativni protokol vyuzivajici
hmotnostni spektrometrii. MALDI-TOF MS (Matrix-
Assisted Laser Desorption/Ionisation — Time of Flight
Mass Spectrometry), fadkovaci elektronovou mikroskopii
SEM-EDX (Scanning Electron Microscope coupled to
Energy Dispersive X-ray spectroscopy) a barvici test
Sypro Ruby pro simultanni identifikaci a mapovani protei-
novych pojiv. Navrhovany protokol byl pouzit pro zjisténi
materialového sloZeni zlaceni, tj. pro identifikaci anorga-
nickych pigmentt a lokalizaci proteinovych pojiv pfimo na
nabrusech pochazejicich ze stfedovéké polychromované
plastiky ,,Oplakavani JeziSe Krista® (obr. 1). Tato drevo-
fezba vytvofend nezndmym autorem, kterd je datovana do
obdobi kolem roku 1510, ptedstavuje jeden ze vzéacné
zachovalych pozdné gotickych reliéfit Oplakavani Krista
azarovenn je jednim z nejvyznamngjSich polychromova-
nych figuralnich fezbaiskych d&l na nasem tzemi™?.
Existuji jasné indicie, Zze tento polychromovany reliéf
vznikl podle dfevorytu Albrechta Diirera snazvem
»Oplakavani Jezise Krista® z roku 1497-1498 (obr. 1).
Pravé materidlovy prizkum, ktery mohl pomoci
s autentifikaci dila, zahrnoval poznani mimotadné slozité
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vystavby mnohokrate opravované polychromie a pouZi-
tych malifskych technik. Bylo tak nutné provést identifika-
ci pouzitych pigmentt a pro urceni techniky malby i urceni
a lokalizaci organickych pojiv. Pfestoze jsou pojiva v ba-
revnych vrstvach (kombinace pigmentu ¢i barviva a dale
organického pojiva) zastoupena pouze minoritné, zodpovi-
daji za jejich kvalitu. Jejich hodnovérnéd identifikace je
proto velmi diilezitd, a to z hlediska posouzeni ptivodni
techniky malby, druhotnych pfemaleb, navrhu postupu
restaurovani nebo upfesnéni historie dila.

7 wr

Experimentalni ¢ast
Popis polychromovaného relié¢fu

Z figuralni polychromované dfevofezby s motivem
,,Oplakavani JeziSe Krista“, ktera je ve vlastnictvi klastera
Minoritd v Brné (obr. 1) bylo odebrano 12 vzorka (M1,
Mla az M11), ze kterych byly piipraveny nabrusy’. Poly-
chromovany reliéf o rozmérech 97 cm x 136 cm x 29 cm,
ktery pochazi piiblizné z roku 1510, pfedstavuje 12 soch
muzl a Zen a je slozeny ze Ctyf bloku lipového dieva
s nékolika fezbarskymi dopliiky. Na obr. la je vyobrazena
cela plastika s oznacenim jednotlivych postav: A — Jezis§
Kristus, B — Sv. Anna, C — Jan Kititel, D — Marie Magda-
lena, E — Marie Kleofasova, F — Panna Marie, G — Marie
Salome, H — Josef z Arimatie, I — Nikodém, J — ¢len syne-
dria, K — farizej (Simon z Kyrény), L — ¢len synedria.

Materiél a ptiprava vzorkl
Nabrusy a barvici testy

Nékteré vzorky byly zality do polyesterové pryskyfi-
ce a po zatvrdnuti upraveny do lesténych nébrusi. Na nich

Obr. 1. a — Reliéf ,,Oplakavani JeZiSe Krista® s vyznacenim odbéru 12 zkoumanych vzorki. (I. Fogas, 2011), b — Dievoryt

»Oplakavani JeZiSe Krista“ od A. Diirera
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byly pro zmapovani proteinovych pojiv provedeny barvici
testy pomoci fluorescenéniho barviva Sypro Ruby*’. Vzor-
ky byly zkoumany zobrazovacim binokularnim mikrosko-
pem Axioplan Zeiss 2 se zvétSenim (50x az 500x)
a vyfotografovany  digitdlnim  fotoaparatem  Nikon
DXMI1200F. Pro pozorovani fluorescence byly pouZity
fluorescencni filtry 8 (G 365, FT 395 a LP 420) a filtr 6
(BP 450-490, FT 510 a LP 515).

Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF

Nezalité fragmenty vzorkli o hmotnosti 5-50 mg byly
ponofeny do 20 pul roztoku trypsinu (1 pl trypsinu
o koncentraci 1 pg/ul v 50 ul 50mM NH4HCO;), aby se
rozstépily piitomné proteiny. Stépeni probihalo pii labora-
torni teploté po dobu 2 h a vzniklé peptidové smési byly
preCistény a zkoncentrovany na reverzni fazi C18
(ZipTip).

Nabrusy byly vlozeny a nésledné uzavieny do Petriho
misky, ve které byly po strandch umistény vlhké kousky
buni¢iny, aby se zamezilo vysychani §tépiciho roztoku (5
az 10 ul) umisténého na povrchu nabrusu®’. Po dvou hodi-
nach §tépeni byl roztok z povrchu odebran a jako v pripadé
analyzy nezalitych fragmentl byl purifikovan a zakoncen-
trovan na reverzni fazi C18.

Hmotnostni spektra byla ziskdna na hmotnostnim
spektrometru Bruker-Daltonics Biflex IV MALDI-TOF,
ktery je vybaven dusikovym laserem (337 nm) v reflekto-
rovém modu. NeZ byly vzorky naneseny na ocelovou vzor-
kovaci desticku, byly 2,4 pl nastépeného vzorku smichany
s 5,0 ul roztoku kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové (DHB)
(8,0 mg DHB bylo rozpusténo v 0,5 ml roztoku obsahuji-
cim 30 % acetonitrilu a 0,1 % kyseliny trifluoroctové).
Nasledné byly vzorky na desticku naneseny v objemu 2,2 pl,
a to vZdy na dva spoty, a ponechany vykrystalizovat.

Kazdé spektrum vzniklo nasbiranim alespon
200 laserovych pulsii a nasledné bylo vyhodnoceno soft-
warem Bruker Flex III a Bruker XTof. Pfistroj byl pro
kazdé meéteni externé kalibrovan peptidovou smési
MhPepmix (2,0 ul Mh Pepmix/4,0 ul DHB). Zméfena
spektra obsahujici piky v intervalu 900-2000 Da byla vy-
hodnocena programem mMass’' a nasi vlastni referenéni
databazi proteinovych pojiv’> s presnosti pfifazeni hmot-
nosti peptidovych stépi 0,4 Da.

Radkovaci elektronovy mikroskop s energiové-
disperznim analyzatorem (SEM-EDX)

Pro zjiSténi prvkového slozeni anorganickych pig-
mentl obsazenych v barevnych vrstvach nabrust byl pou-
zit skenovaci elektronovy mikroskop VEGA II LSH
(TESCAN) spojeny s energiové-disperznim analyzatorem
QUANTAX QX2 (Bruker). Energiové disperzni analyza-
tor Quantax QX2 vyuzival detektor tfeti generace Xflash,
ktery nepotfebuje chlazeni kapalnym dusikem a je 10x
rychlejsi nez klasicky detektor Si(Li). Analyzy byly prove-
deny za nasledujicich podminek: napé&ti 20 a 30 kV; 1-10
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Pa; pracovni vzdalenost 11-20 mm (16,6 mm pro EDX)
ase zvétSenim 78x az 1000x. Néabrusy byly pro meéteni
pokryty tenkou vrstvou grafitu.

Vysledky a diskuse

Pozorovéani ndbrusti pod viditelnym a fluorescen-
¢nim svétlem ukazalo jejich odlisnou strukturu a pocty
vrstev v zavislosti na misté odbéru vzorkd. U inkarnatd,
napft. vzorku M2, ktery byl odebran z palce u nohy JeziSe
Krista, se jednalo o dvé wvrstvy (obr.2a,b), zatimco
ujinych odbérovych lokalit se obvykle jednalo o pét ¢i
Sest barevnych vrstev, stejné jako u vzorku M5 (obr. 2¢,d)
odebraného zlemu plast€ Jana Kititele, a vzorku M10
odebraného z mista blizko spodniho pravého lemu Nikodé-
mova Satu (obr. 3). V t&hto mistech byly v minulosti
pravdépodobné provedeny piemalby, které byly behem
restaurovani odstranény.

Pritomnost bilkovinnych pojiv v barevnych vrstvach
bylo mozné detegovat prostfednictvim jejich charakteris-
tické edomodré autofluorescence pod UV zatenim'®, ale
barvivo Sypro Ruby. Jak je patrné z obr. 2, nabrus ziskany
ze vzorku M2 vykazuje po aplikaci fluorescencniho barvi-
va zménu zabarveni typickou pro pozitivni detekci bilko-
vin. Pod mikroskopem je toto zabarveni jasn¢ oranZové,
ale v Cernobilém provedni obrazkl se jedna pouze o ze-
svétleni silné spodni bilé vrstvy. U vzorku M5 je zesvétle-
na hlavné bila vrstva svelmi jasnym hornim okrajem
a tmava vrstva nad zlacenim.

Hmotnostni spektrometriec MALDI-TOF byla apliko-
vana na vzorky M5 a M10, a to jak na nabrusy, tak i na
nezalité fragmenty. Z hmotnostnich spekter ziskanych
z obou typu vzorkll pro M5 (obr. 3.) je mozné identifiko-
vat ptitomné bilkovinové pojivo, prestoze spektrum pocha-

Pred barvenim Po barveni Syprem Ruby

b

Pred barvenim

Po barveni Syprem Ruby

Obr. 2. Lokalizace proteinovych pojiv pomoci sledovani flu-
orescence pied barvenim a po barveni Syprem Ruby ve vzor-
cich M2 (a, b) a M5 (c, d). (I. C. A. Sandu, 2011)
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Obr. 3. Srovnani hmotnostnich spekter ziskanych z fragmentu (I) a nabrusu vzorku M5 (2). Sipkami jsou oznageny kolagenni
a kolecky vajecné proteiny
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Obr. 4. Detaily nabrusi vzorkia M5 a M10 obsahujici zlaceni (0znac¢ené Sipkou), EDX spektrum zlaté folie ve vzorku M5 a lokali-
zace odbéru vzorku M10. Oznaceni prvkti v EDX spektru: 1 —S,2 —Ca, 3 —Fe, 4— Al 5-Si,6— Au, 7— Pb

zejici  znezalitétho fragmentu poskytuje intenzivngjsi jejich peptidy zde vykazuji stejné hodnoty m/z jako pepti-
a tudiz i Iépe odecitatelné piky, resp. hodnoty m/z. U obou dy kolagenniho pojiva.

vzorki M5 a M10 bylo zjisténo kolagenni pojivo (klih, Pozistatky zlaceni, které bylo dle restauratorského
zelatina), ale nebyla zcela vyloucena ani pfitomnost vajec- prizkumu pouzito na vétsin¢ postav stiedoveékého reliéfu,

nych proteind, které ale nelze spolehlivé prokazat, jelikoz byly nalezeny i ve vzorcich M5 a M10 (obr. 4). U obou
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vzorkl se tloustka zlaté vrstvy pohybovala v rozmezi 5 az
8 um. Ve vzorku M5 byla pod zlacenim metodou SEM-
EDX identifikovana tenka vrstva bolusového podkladu
(ALO5-S10,) a déle vrstva plavené kiidy a olovnaté béloby
(2PbCO3-Pb(OH),). U vzorku M10 byla zlata folie apliko-
véna pfimo na bily podklad (plavenou kiidu (CaCO3)).
Distribu¢ni diagram prvka ukazal u vzorku M5 nad zlatym
platkem vrstvu obsahujici rtut’ a siru (rumélku, HgS)
s malou piimési olova (snad pfimés PbS ¢i minia — Pb;Oy),
a nad ni dale tenkou vrstvu obsahujici Zelezo
(pravdépodobné jeho oxidy, Cerveny okr).

Zavér

Tato prace predkladd novou, jednoduchou a relativné
rychlou moZnost identifikace a lokalizace organickych
pojiv ve vzorcich dfevéné polychromie z pocat-
ku 16. stoleti s nazvem ,,Oplakévani JeziSe Krista* za pou-
ziti hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF a barviciho
testu Sypro Ruby. Ve vzorcich byla jednozna¢né identifi-
kovana pritomnost kolagenniho pojiva (klihu nebo zelati-
ny) a bylo také zjist€no, ze kvalitni hmotnostni spektra lze
ziskat jak z nezalitych fragmentti odebranych vzorkd, tak
iz jejich nabrust. Nébrusy navic mohou byt po probéh-
lych analyzach archivovany pro pozdéjsi vyuziti.

Metoda SEM-EDX potvrdila ve vybranych vzorcich
ptitomnost zlaté¢ folie a bézné pouzivanych pigmentt, jako
plavené kiidy (CaCOs), olovnaté béloby (2 PbCOs- Pb(OH),),
bolusu (Al,05:Si0;) a ve svrchni barevné vrstvé rumélku
(HgS) a okr (hlinku s pfimési oxidi zeleza). Zjisténi téchto
bézné pouzivanych materiald ve zkoumané stredoveké
polychromii ,,Oplakavéani JeziSe Krista* nepfispélo k urce-
ni autorstvi vzacného reliéfu ani ke zjisténi, zda zlaté vrst-
vy jsou plivodni ¢i druhotné. V kazdém piipadé vSak pfi-
nasi konkrétni informace o puavodnich materidlech
a technikéach, které mohou byt v budoucnu zakladem pro
dalsi vyzkum, a usp&$né podpofilo naro¢nou restaurator-
skou realizaci.

Financovano z ucelové podpory na specificky vysoko-
Skolsky vyzkum (MSMT ¢.20/2015) a projektu GILT-Teller
(¢. PTDC/EAT/116700/2010, FCT-Portugal).
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This paper proposes an innovative protocol using
MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/
Tonisation Time of Flight Mass Spectrometry),
SEMEDX (Scanning Electron Microscope coupled to En-
ergy Dispersive X-ray spectroscopy), and fluorescence test
Sypro Ruby for simultaneous identification and mapping
of protein binders in the ground and adhesive under-layer
of the gildings on polished cross-sections. The proposed
protocol was used to identify gold foils, inorganic pig-
ments and for localization protein binders on the samples
derived from the polychrome sculpture ,,Mourning of Je-
sus Christ™ from the early 16th century, whose pattern was
the woodcut made by Albrecht Diirer.



