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ANDRZEJ WAWRZENCZAK

ZASTOSOWANIE CIENKOWARSTWOWEJ ANALIZY CHROMATOGRAFICZNEJ
DO IDENTYFIKACJI SPOIW MALARSKICH

Jednym z niezwykle istotnych zagadnien
technologii sztuk plastycznych jest problem
spoiw malarskich, decydujgcych niejednokrot-
nie o charakterze plastycznym obiektu. Roz-
norodno$¢ technik malarskich, eksperymenty
tworcow, a takze podZniejsze zabiegi poprawia-
nia oraz wlasciwe konserwacje powodujg do-
datkowe utrudnienia przy ddentyfikacji spciw.
Przv ustalaniu rodzaju spoiwa, wystepujacego
zarowno w warstwach malarskich, zaprawach,
jak 1 w pobiatach lezacych pod polichromia
§cienng, mozna postugiwaé sie — poza inny-
mi metcdami — réwniez analiza chromatogra-
ficzng, ktorej wielkg zaletg jest stosunkowo
wysoka czulos$é, jak réwniez nieskomplikowa-
na metodyka badan.

W Laboratorium Naukowo-Badawczym PKZ
w Warszawie prowadzone sg od pewnego cza-
su badania, ktéorych celem jest adaptacja cien-
kowarstwowej chromatografii rozdzielczej do
identyfikacji spoiw malarskich w badaniach
technologicznych. Badania te, majgce charak-
ter prob wstepnych, ograniczyly sie do zagad-
nien zwigzanych ze spoiwami biatkowymi
i czesciowo polisacharydowymi. Nie wykona-
no badan dotyczacych gum roslinnych, gumo-
zywie, jak réwniez spoiw olejnych. Tematyka
ta zostanie uwzgledniona w dalszym etapie
pracy.

Poniewaz analizy przy uzyciu metody chro-
matografii rozdzielczej wykonywane sg coraz
czesciej, dla latwiejszego zrozumienia zjawisk
zachodzgcych w czasie przebiegu procesu, w
artykule przedstawiono w skrocie teoretyczne
podstawy chromatografii rozdzielczej oraz
omowiono rezultaty dotychczasowych prac w
tej dziedzinie prowadzonych w wielu placéw-
kach konserwatorskich.

TEORETYCZNE PODSTAWY CHROMATOGRAFII
ROZDZIELCZEJ

Chromatografia jest to technika rozdzielania
mieszanin substancji na poszczegélne skladni-
ki lub grupy sktadnikow; stuzy celom anali-
tycznym lub preparatywnym. Opiera sie na

218

zasadzie podzialu poszczegdlnych skladnikéw
badanej mieszaniny pomiedzy dwie nie mie-
szajace sie fazy ukladu rozwijajacego, z kto-
rych jedna jest fazg cieklg, nieruchomg, za-
trzymywang mna podlozu zwanym nosnikiem
(bibula, zel krzemiocnkowy, proszek celulozo-
wy, tlenek glinu), a druga — ruchomgs, prze-
plywajgca przez podloze.

Technika wykorzystujgca ciecz jako faze ru-
choma nosi nazwe chromatografii rozdzielczej
i jest najcze$ciej stosowana, aczkolwiek ostat-
nio coraz wigksze zastosowanie majg tez i in-
ne metody.

Roéznica zdolnosci poszczegdlnych sklradnikow
do absorbcji znalazla zastosowanie w chroma-
tografii absorbcyjnej, roézinica trwalosci osa-
déw tworzgcych sie ze skladnikéw mieszaniny
z odczynnikiem, ktérym zaimpregnowano pod-
toze — w chromatografii osadowej, natomiast
réznica powinowactwa poszczegélnych sklad-
nikéw do jonitow, przez ktore przepuszcza sig
mieszaning — w chromatografii jonitowej.

Dodatkowym czynnikiem zwiekszajagcym zdol-
nosci rozdzielcze poszczegdlnych ukladéw mo-
ze by¢ przylozenie pola elektrycznego, powo-
dujgcego dodatkowg migracje jonow (elektro-
chromatografia, elektroforeza)!, oraz stosowa-
nie zmiany temperatury wzdluz kolumny, w
ktorej prowadzi sie proces rozdzialu (termo-
chromatografia).

Pod wzgledem techniki wykonania rozroéznia
sie chromatografie bibulowg, cienkowarstwo-
wa, gazowg i kolumnowa.

Uklad odpowiednio dobranych rozpuszczalni-
kéw decyduje w chromatografii rozdzielczej
o Tozdziale poszczegodlnych skladnikow bada-
nej mieszaniny. W celu wykazania réznic w
migracji réznych substancji stosuje sie¢ wspot-

1 Zastosowanie chromatografii w fotochemii, praca
zbiorowa, PWRIiL, Warszawa 1967; J. Opienska-
-Blauth, A. Smockiewiczowa, Vademecum
chromatograficzne, PWN, Warszawa 1968.



czynnik podzialu Rf, okre$lajacy stosunek
szybkoSci przesuwania sie czola pasma do
szybkosci przesuwania sie czola rozpuszczal-
nika, a w praktyce wyrazajgcy sie ilorazem od-
leglosci s$rodka plamy od miejsca naniesienia
(startu) substancji badanych w stosunku do od-
leglo$ci czola fazy organicznej od miejsca star-
tu 2,

Warto$ci wspolczynnika Rf poszczegélnych
sktadnikéw badanej mieszaniny wyrazajg w
duzym przyblizeniu stosunki ich podzialu mie-
dzy fazy danego ukiadu rozpuszczalnikéw. Sto-
sujgc pewne przyblizenie, bez wdawania sie w
szczegblowe rozwazania dotyczgce teorii chro-
matografii, w praktyce nalezy kierowa¢ sie za-
sadg, ktéra mowi, ze wspdiczynnik Rf danego
zwigzku jest wprost proporcjonalny do jego
rozpuszczalnosci w ruchomej fazie ukladu. Po-
niewaz aminokwasy, matoczasteczkowe peptydy
i polisacharydy sg rozpuszczalne w H,O, zatem
ich wartosci Rf w kazdym uktadzie rozpuszczal-
nikow wzrastajg w miare zwiekszania sie za-
wartosci wody w ukladzie.

Wielkos¢ wspoélczynnika Rf uzalezniona jest od
gatunku, stopnia czysto$ci i stanu nasycenia
nosnika przez faze organiczng, rodzaju sol-
wentu, jego czystosci i wieku, temperatury roz-
wijania chromatogramoéw, stanu wysycenia ko-
mory fazg organiczng, budowy czasteczki sub-
stancji analizowanej i szybkosci przeplywu fazy
ruchomej. Poniewaz na wartos¢ wspolczynni-
ka Rf sklada sie tak wiele elementow, a utrzy-
manie jednakowych warunkéw doswiadczal-
nych przy powtarzajgcych sie analizach jest
niezwykle trudne, analize chromatograficznag
przeprowadza sie w obecno$ci substancji wzor-
cowych, ktéore pozwalaja na identyfikacje
substancji badanych. Rozdzielone substancje,
szczegblnie po traktowaniu chromatogramoéw
barwnymi testami, tworzg plamy, ktére przy
dobrym podziale majg regularny ksztalt. Roz-
mieszczenie rozdzielonych substancji mozna
rowniez okre$la¢ na podstawie zjawiska fluo-
rescencji wywolanej promieniami ultrafioleto-
wymi.

® Chromatografia, praca zbiorowa, PWN, 1957, s. 47;
K. Ronderath, Thin Layer Chromatography,
Academie Press, New York, London i1963.

5J. 8. Mills, A. E. A. Werner, Paper Chromato-
graphy of Natural Resins, ,Natur”, t. CLXIX, 1952,
s. 1064; K. Macek, H Hamsik, Papirovd chroma-
tografia — movd methoda uféovdni pojidel, ,,Uméni”,
11, 1, 1954, s. 58.

4KMacek, H Hamsik, o.c.

5M. Hey, The Analysis of Paint Media by Paper
Chromatography, ,Studies in Conservation”, t. III,
nr 4, 1958, ss. 183—193.

6 G. N. Tomaszewicz Raspriedielitielnaja chro-
matogrufija na bumagie w analizie uglewodosodier-
2aszczich wieszczestw wstreczajuszezychsja w praktikie
restawracii proizwiedienij isskustwa i pamiatnikow
matierialnoj kultury, ,,Soobszczenija”, 14, 1965, ss. 5—32.

ROZWOJ METOD ANALIZY CHROMATOGRAFICZ-
NEJ DO IDENTYFIKACJI SPOIW MALARSKICH

Pierwsze badania spoiw malarskich za pomo-
cg chromatografii prowadzili J. S. Mils i K. Ma-
cek; stosowali oni technike chromatografii bi-
butowej 3,

K. Macek i H. Hamsik identyfikowali nie zna-
ne spoiwa biatkowe na podstawie poréwnan
chromatograméw tych spoiw z chromatograma-
mi wzorcow zawierajgcych hydrolizaty spoiwa
temperowego, kleju glutynowego oraz kleju
kazeinowego %. Identyfikacja uwzgledniata tyl-
ko podobienstwa lub réznice pomiedzy probka-
mi poddawanymi analizie a probkami wzorco-
wymi.

Przedmiotem badan prowadzonych przez
M. Hey, stosujgcg réwniez chromatografie na
bibule, byla analiza substancji biatkowych
i produktu hydrolizy olejéw -— gliceryny °.
Twierdzac, ze do XV w. w technologiach ma-
larskich najcze$ciej stosowanymi substancjami
wigzgcymi byly substancje biatkowe: kleje glu-
tynowe i spoiwa jajowe, pomineta ona w swo-
ich badaniach weglowodany, ktére stanowity
rowniez cze$¢ sktadowg spoiw malarskich.

Chromatografia jako jedna ze szczegOlnie czu-
tyeh metod mikroanalityeznych adaptowana
zostata szybko do potrzeb konserwatorskich w
wielu krajach.

W ZSRR pierwsze prace omawiajgce badania
spoiw 0 charakterze weglowodanowym wyko-
nano w technice chromatografii bibutowej
w 1963 r. 6

W Polsce stosowanie analizy chromatograficz-
nej dla potrzeb konserwatorskich zapoczatko-
wal Z. Brochwicz 7. Opierajac sie na gruntow-
nej znajomos$ci materialoznawstwa konserwa-
torskiego, stosuje on analize chromatografii bi-
butowej, czesto potaczong z elektroforezg i po-
miarami densytometrycznymi. Okres$la w ten
sposob technike i budowe technologiczng malo-

7Z. Brochwicz Zastosowanie analizy chromato-
graficznej do identyfikacji cukrowcéw w =zaprawach
i polichromiach, ,Materialy Zachodnio-Pomorskie”
t. VII, 1961, ss. 667—732; ten ze, Gumy ro§linne jako
spoiwa malarskie w $wietle dawnych traktatéw ma-
larskich, ich wlasciwosci oraz ich identyfikacja w za-
bytkowych polichromiach, ,Materialy Zachodnio-Po-
morskie”, t. IX, 1963, ss. 487—575; tenze, Analiza
chromatograficzna klejow roslinnych w zabytkowych
malowidtach $ciennych, ,,Materialy Zachodnio-Pomor-
skie”, t. X, 1964, ss. 427—536; tenze, Zastosowanie
bibutowej chromatografii rozdzielczej do badan zabyt-
kowych dziet sztuki, ,Materialy Zachodnio-Pomorskie”,
t. XI, 1965, ss. 769—1792; tenze, Badania nad iden-
tyfikacjq spoiw biatkowych w malarstwie S$ciennym,
,Biblioteka Muzealnictwa i Ochrony Zabytkow”,
ser. B, t. 34, 1973, ss. 119—127; tenze, Kleje roslin-
ne w polichromiach S$ciennych i ich identyfikacja,
,,Biblioteka Muzealnictwa i Ochrony Zabytkéw”, ser. B,
t. 11, 1973, ss. 79—95.
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widet Sciennych, sztalugowych i rzezby poli-
chromowanej 8.

Na szczeg6lng uwage zastuguje tez praca A. Le-
wandowskiego, w ktérej autor przedstawit me-
tode iloSciowego oznaczania srebra i miedzi w
obiektach zabytkowych (

W 1961 r. wprowadzono do chromatografii
technike rozdzielania substancji na ptytkach
szklanych powleczonych cienkg warstwg ad-
sorbentu. Technika ta nosi nazwe chromato-
grafii cienkowarstwowej 10 Kole nosnika zaste-
pujacego bibute odgrywa tu cienka warstwa
adsorbentu naniesionego na ptytke szklang. W
zaleznosci od sktadnikéw badanych mieszanin
stosuje sie rozne adsorbenty, produkowane
obecnie na skale przemystowa. Zelu krzemion-
kowego uzywa sie najczesciej do rozdziatu
zwigzkdéw o charakterze kwasowym, celulozy

1. Ptytki szklane pokryte warstwa zelu krzemionko-
wego; a — ptytka fabryczna, b — ptytka z naniesio-
nymi aminokwasami, wywotana testem izatynowym,
¢ — plytka traktowana testem Ehrlicha, po ktérym
znikaja wszystkie plamy aminokwaséw z wyjatkiem
hydroksyproliny

1 Glass plates coated with silica gel; a — a brand
new ex-works plate, b — plate with amino acids on
its surface developed by isatin test, ¢ — plate treated
with Ehrlich test after which are disappearing all
amino acid stains except for those of hydroxyproline

8Z Brochwicz, M. B. Wotk owa, Budowa
technologiczna XVIl-wiecznych malowidet $ciennych
w cerkwi Sw. Jerzego w Wielkim Tymowie (Butgaria),
»Ochrona Zabytkéw”, XXV (1972), nr 3, ss. 143—159;
Z. Brochwicz, Znaczenie badan technologicznych
w identyfikacji technik malarskich i diagnostyce kon-
serwatorskiej, ,Biblioteka Muzealnictwa i Ochrany
Zabytkow”, ser. B, t. 34, ,1973, ss 140—150.

9 Zastosowanie chromatografii w fitochemii, praca
zbiorowa, PWRdL, Warszawa 1967, s. 55.

DA Lewandowski, M. Tominska, Mikrochro-
matograficzne oznaczenie ilosciowe srebra i miedzi w
obiektach zabytkowych, ,Ochrana Zabytkéw”, XVI
(1963), nr 1, ss. 17—20.

NL Maschelein-Kleiner, Perspectives de la
chimie des liants pieturaux ancien, ,,Bulletin de I’In-
stitut Royal du Patrimoine Artistique”, VI, 1963,
ss. 109—126; L. Maschelein-Kleiner, R Kle-
ber, Contribution a l'analyse des composés resineux

220

i tlenku glinu w wypadku zwigzkéw o charak-
terze zasadowym, a ziemi okrzemkowej w wy-
padku zwigzkéw obojetnych.

Na odpowiednio przygotowang ptytke nanosi
sie roztwér badanej mieszaniny i zanurza kra-
wedzig w ukladzie rozpuszczalnikéw, zwanym
uktadem rozwijajacym lub solwentem. Roztwor
ten, przesuwajac sie wzdtuz piytki z nosnikiem,
powoduje rozdzielenie sktadnikéw badanej mie-
szaniny, posuwajgcych sie z rozng predkoscia,
zaleznie od ich wspotczynnika podziatu po-
miedzy wodg zaadsorbowang na nos$niku a roz-
puszczalnikiem organicznym solwentu.

Zaletg tej metody w pordéwnaniu do chroma-
tografii bibutowej jest Kkilkakrotnie krotszy
czas rozwijania, lepszy podziat i rozdziat ba-
danych mieszanin, mata powierzchnia chroma-
togramoéw oraz! uzyskiwanie mniejszych, nie
rozlewajgcych sie i pozbawionych ,,ogonow”
plam.

Bardzo wszechstronne badania spoiw malar-
skich, wystepujacychl zaréwno w malarstwie
Sciennym, jak i sztalugowym, prowadzi od
diuzszego czasu L. Maschelein-Kleiner wraz
ze wspotpracownikami 4 Badania te oprocz
chromatografii cienkowarstwowej obejmuja
analize spektralng w ultrafiolecie i w pod-
czerwieni. Uzyskane pozytywne rezultaty po-
zwolity na powszechne stosowanie metody
chromatografii cienkowarstwowej w badaniach
technologicznych w Institut Royal du Pa-
trimoine Artistique w Brukseli 2

Adaptacja techniki chromatografii cienko-
warstwowej zostata omoéwiona rowniez w pra-
cy Z. M. Zelenskiej, ktora objeta badaniami
zaroéwno spoiwa biatkowe, jak i weglowodano-
we 13

Ze wzgledu na duzg czuto$¢ analizy oraz mi-
nimalna ilos¢ materiatlu potrzebnego do ozna-
czen metoda ta znalazta rdéwniez zastosowa-

utilisés dans des cevres d’art, ,,Bulletin de I'Institut
Royal du Patrimoine Artistique”, VII, 1964, ss. 196—
218; L. Maschelein-Kleiner, F. Tricot-
Marc kx, La détection de polisacharides dans les
matériaux comstitutifs des ouevres d’art, ,,Bulletin de
I’Institut Royal du Patrimoine Artistique”, VIII, 1965,
ss. 180—192.

2R. Kléber, F. Tricot-Marckx, Essai d’iden-
tification d’une colle animale utilisée par Rubens,
»Bulletin de I'Institut Royal du Patrimoine Artistique”,
VI, 1963, ss. 57—62; R. Kléber, F. Tricot -
M arck x, ldentification d’un vernis moderne recouv-
rant la Descente de croix de Rubens, ,,Bulletin de
I'Institut Royal du Patrimoine Artistique”, VI, 1963,
ss. 63—68.

2Z M. Zelenski, Prisposoblenije mietoda tionko-
slojnoj chromatografii dla analiza bielkowych i ugle-
wodosodierzaszczych swiazuszczich ispolzujemych w
ziwopisu, ,,Soobszczenija”, 26, 1970, ss. 3—23.



nie do badania spoiw w iluminowanych reko-
pisach 14,

Bardzo ciekawg prace na temat wyzyskania
chromatografii cienkcwarstwowej steroli do
identyfikacji spoiw malarskich opublikowano
w USA 15, Jej autorzy stwierdzili, ze dysponu-
jac prostymi metodami ekstrakcji steroli
z probek malarskich mozna uzyskad za po-
mocg chromatografii cienkowarstwowej iden-
tyfikacje S$rodkéw wigzgeych, a szczegdlnie
olejow schngcych. Duzo latwiej jest stosowac
sterole jako element identyfikacyjny anizeli
opiera¢ sie mna frakcjach olejow, poniewaz
problem sprowadza sie do prostego jakoscio-
wego okreslania steroli w odréznieniu od ilos-
ciowych réznic miedzy skladem olejow.

Do identyfikacji spoiw malarskich zawierajg-
cych proteiny postuzono sie réwniez ilosciowa
analizg aminokwaséw 6. Metcda polegajaca na
rozdziale aminokwaséw w kolumnach zawie-
rajgcych zywice jonowymienne wykonywana
byla na automatycznym analizatorze amino-
kwasow.

W przeciwienstwie do zagranicznych osrodkow
konserwatorskich, gdzie metodyka chromato-
grafii cienkowarstwowej stosowana jest po-
wszechnie, a badania prowadzone sg przy
udziale wspoélpracujacych ze sobg chemikow
i technolocgow malarstwa, w Polsce do chwili
obecnej analizy przy uzyciu tej techniki wy-
kohywane byly wylgcznie w placéwkach nau-
kowo-badawczych, nie zwigzanych bezposred-
nio z o$rodkami konserwatorskimi !7.

METODYKA BADAN

Metodyke badan prowadzonych w Laborato-
rium Naukowo-Badawczym PKZ w Warsza-
wie oparto wylacznie na chromatografii cien-
kowarstwowej, postlugujagc sie poczatkowo
szwajcarskim zestawem firmowym CAMAG
do powlekania szklanych plytek, a nastepnie
fabrycznie przygotowanymi ptytkami szklany-
mi, pokrytymi warstwg zelu krzemionkowe-
go ,Kieselgel 60 Fq3,” 0 grubosci 0,25 mm i ce-
lulozg ,,Cellulose F”’ o grubo$ci warstwy
0,1 mm. Plytki te, o wymiarach 20X20 cm,
wykonane w firmie MERCK — NRF, mozna
dowolnie przycinaé¢, zaleznie od wymiaréw ko-
mory chromatograficznej.

% F. Flieder, Mise au point des techniques d’ana-
lyse des liants contenus dans la couche picturale das
enluminures de manuscrits, ,,Studies in Conservation”,
13, 1968, ss. 49—86.

5 M. Johnson, H. E. Rosenberg, R. P. Sko-
wronski, Thin-Layer Chromatography of Sterols on
Magnesium Trisilicate, ,,Studies in Conservation”, 16,
1971, ss. 165—167.

S Keck, T. Peters, Identification of Protein —

Poniewaz analiza chromatograficzna znajduje
zastcsowanie przy zwigzkach podstawowych,
substancje bialkowe oraz wielocukry nalezato
w trakcie badan przeksztalci¢c w forme zwigz-
kéw prostych, bedacych skitadnikami poli-
zwigzkéw. W tym celu wykonywano hydro-
lize, tzn. rozszczepienie polizwigzkow mna
zwigzki proste pod wplywem kwaséw. Proces
ten wykcnywano w zatopionych probowkach,
w ktérych znajdowala sie badana substancja
craz kwas, najczeséciej siarkowy. Na intensyfi-
kacje procesu hydrolizy wplywa stezenie kwa-
su, temperatura i czas trwania zabiegu. W
naszym przypadku we wszystkich badaniach
stosowano temperature t=105°C, natomiast
zmieniano stezenie kwasu od 1n do 6n oraz
czas trwania hydrolizy. Polisacharydy trakto-
wano najczeSciej kwasem 2n w czasie okoto
6 godzin; zwiazki bialkowe kwasem o wyz-
szym stezeniu (4n i 6n) w czasie okolo 24 go-
dzin.

FPozostatos¢ po hydrolizie neutralizowano BaCO;
do pH="7, przesgczano oddzielajgc osad, nato-
miast przesacz poeddawano odparowaniu w
t=50°C. Nie dysponujac wymieniaczami jo-
nowymi typu Amberlit JR—120, Dowex 50,
nie poddawano wodsoleniu probek malarskich
zawierajacych spoiwa, co cze$ciowo spowodo-
walo pewne trudnosci w interpretacji wyni-
kow.

W wypadku aminokwaséow suchg pozostalosé
rozpuszezano w 0,5 ml 75% CyH;CH i w
0,5 ml HyO destylowanej, natomiast w wy-
padku spoiw weglowodanowych stosowano
rozpuszczanie w alkoholu etylowym i w piry-
dynie.

Tak przygotowane roztwory badanych spoiw
oraz substancji wzorcowych nanoszono na
plytki szklane pokryte nosnikiem. Nosnik
przygotowywano po wymieszaniu z wodg des-
tylowang, zgodnie z instrukcjg firmows, i na-
noszono na plytki szklane za pomocg powle-
kacza wedlug projektu Stahla. Zwracano
szczeg6lng uwage, aby cala powierzchnia plyt-
ki byla pokryta jednakowej grubosci warstwg
nosnika, poniewaz wplywa to na wynik ana-
lizy. Wysuszone plytki poddawano aktywacji,
umieszczajge je na 2 godziny w suszarce w
t=50°C.

Przygotowano kilka rodzajow ukladéw rozwi-
jajacych. Sposréd ukladéw stosowanych do

Containing Paint Media by Guantitative Amino Acid
Analysis, ,,Studies in Conservation”, 14, 1969, ss. 75—82.

17 W. Szyszko, Badania technologiczne trzech na-
grobnych stel egipskich ma podlozu drewnianym 2
Muzeum Narodowego w Krakowie (cze$é I), ,Ochrona
Zabytkoéw, XXV (1972), nr 3, ss. 178—180;G. Korpal,
Badania technologiczne szeéciu italskich malowidel
Sciennych z Muzeum Narodowego w Krakowie
(cze§é¢ 1I), ,,Ochrona Zabytkow”, XXV (1972), nr 3,
ss. 249—250.
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rozwijania cukrow:

1) izopropanol — octan etylu — woda (27:3,5:1)
2) izopropanol — octan etylu — woda
(23,5:6,5:11,5)

3) benzen — kwas octowy (1:1:2)
4) octan etylu — pirydyna — woda (2:1:2)
5) metyloetyloketon — kwas octowy -—

alkohol metylowy (3:1:1)
6) metyloetyloketon — kwas octowy —

alkohol metylowy (1:1:2)
Najlepszy okazal sie solwent nr 5, gdyz proces
rozwijania przebiegal najszybciej, uzyskiwano
wyrazny rozdzial cukréow, a plamy pozbawione
byty ,,ogonéow’.

W analizie aminckwaséow stosowano jeden
uklad rozwijajacy, skladajacy sie z n-butano-
lu — kwasu octowego 1 wody destylowanej w
stosunku objetosciowym 30:3,5:12,5. Uklad ten
pozwolit na uzyskiwanie dobrego rozdziatu
aminokwasdw.

W celu sprawdzenia granic wykrywalnosci
aminokwasow i cukrow wybrano kilka zapraw
wzorcowych, zawierajacych oprocz kredy —
odgrywajacej role wypelniacza — spoiwa bial-
kowe 1 polisacharydowe: klej skorny, zéttko
kurze, karuk i miéd. W zaprawach tych udziatl
spoiwe 'w stosunku do wypelniacza i pigmentu
byl rozny. Na plytki, ktéore pokrywano zelem
Silica Gel — TLC firmy CAMAG, nanoszono
okobo 10% rozpuszczonej pozostalosci po odpa-
rowaniu probki. Plytki po rozwinieciu i wy-
suszeniu spryskiwano testem izatynowym (0,2%0
acetonowy roztwor izatyny zawierajacy 4% do-
datek kwasu octowego), po ktorym pojawily sie
barwne plamy aminokwaséw. Nastepnie plytki
traktowano odczynnikiem Ehrlicha, skladajg-
cym sie z 1 g aldehydu paradwumetyloamino-
benzoesowego, rozpuszczonego w 10 ml stezo-
nego kwasu solnego rozcienczonego acetonem.
Obserwujgc zmiany kolorystyczne w plamach
aminokwasow, zwrécono szczegdlng uwage na
plame hydroksyproliny, ktéra po dzialaniu od-
czynnika Ehrlicha przybiera charakterystyczne
karminowofioletowe zabarwienie.

W zaprawie wykonanej z kredy i kleju sto-
larskiego, w ktérej zawartos¢ kleju wynosila
7/, bez wzgledu na ilo$¢ naniesionego na ptyt-
ke spoiwa uzyskano wyrazny rozdzial amino-
kwasow (tab. 1).

Tabela 1
Zaprawa kredowo-klejowa

Neprooi | 1 | 2 | 3 | 4| s | e
llo$¢ zaprawy pod-
danej hydrolizie 50 40 30 20 10 5

w mg
Ilos¢ spoiwa w
prébece zaprawy 3,5 2,8 2,1 1,4 0,7 0,35

w mg

Ilos¢ spoiwa na-
niesionego na plytke| 0,35 0,28 0,21 0,14 0,07 0,035
w mg
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Wykonano réwniez dwie zaprawy z dodatkiem
pigmentow: malachitu i glejty. W pierwszej
zaprawie, w ktorej malachit stanowil 22,5%6
wagowych, a czysty klej 3,25% wagowych, wy-
razny rozdzial plam aminokwaséw uzyskano
dla trzech pierwszych probek; pozostale dwie
daty stabo czytelne plamy, natomiast nie uzys-
kano rozdziatu przy mnaniesieniu na plytke
0,016 mg kleju (tab. 2). W wypadku zaprawy

Tabela 2

Zaprawa kredowo-klejowa z dodatkiem malachitu

Nr probki {'1|2f3|4(sf_6

Hos¢ zaprawy z

malachitem pod-

danej hydrolizie
w mg

50 40 30 20 10 5

Ilo$¢ spoiwa
w probece 1,625 1,3 0,975 | 0,65 0,325 | 0,162
w mg

Ilos¢ spoiwa nanie-
sionego na plytke 0,16 0,13 0,097 0,065 0,032 0,016
w mg

z glejta, stanowigcg 36,5%0 wagowych zaprawy,
w ktorej klej stanowil 2,7% wagowych, do-
brze czytelne plamy aminockwaséw pozbawio-
ne ,,ogonéw’” uzyskano wylgcznie w wypadku
czterech pierwszych probek, natomiast spoiwo
naniesione w ilosci ponizej 0,03 mg nie dalo
plam (tab. 3).

Tabela 3

Zaprawa kredowo-klejowa z dodatkiem glejty

l1|2|3'415}6

Nr prébki

Ilos¢ zaprawy z
glejta poddanej
hydrolizie

50 40 30 20 10 5
w mg {

Ilos¢ spoiwa w ‘
prébee 1,35 0,94 0,81 0,54 0,27 0,13
w mg

Ilos¢ spoiwa nanie-
sionego na plytke 0,135 0,094 | 0,081 0,054 | 0,027 0,013
w mg

W wypadku zapraw zawierajacych klej skorny
mozna wyraznie stwierdzi¢, ze czulos¢ reakcji
identyfikacyjnej wynosi 0,03 mg; spoiwo na-
niesione w zbyt matej ilo$ci nie dato plam ami-
nokwasow.

We wszystkich probkach zaprawy zawierajg-
cej zoltko kurze (czysty klej stanowil tu 3,9%)
uzyskano rozdzial aminokwasow; trzy pierwsze
daly wyrazne plamy, natomiast pozostale byly
stabo widoczne. Czulo$¢ reakcji mozna okresli¢
na okolo 0,02 mg (tab. 4).



Tabela 4
Zaprawa kredowo-temperowa (zottko kurze)
Neprobi | 1 | 2 | 3 ] & ] s | e
Ilos¢ zaprawy
poddanej hydrolizie 50 40 30 20 10 5
w mg
11o$¢ spoiwa w
prébee 1,95 1,56 1,17 0,78 0,38 0,19
w mg
Ilosé spoiwa nanie-

sionego na plytke 0,195 0,156 0,117 0,078 0,038 0,019
w mg |

Poniewaz w warstwach malarskich na podtozu
drewnianym, szczegoélnie przy ikonach, jako
spoiwo czesto wystepuje klej rybi — karuk,
wykonano réwniez badania okreslajgce czulo$é
analizy chromatograficznej w wypadku tego
spoiwa. Zawartos$¢ czystego kleju w przygoto-
wanej zaprawie kredowo-karukowej wynosilta
6,1%0. Wszystkie probki po naniesieniu na plyt-
ke daly plamy aminokwaséw (tab. 5).

Tabela §
Zaprawa kredowo-karukowa
{
Nrprébki|1l2]3l4’s|6
Nadwazka zaprawy
kredowo-karukowej 50 40 30 20 10 5

w mg

Ilo$¢ spoiwa w
probee 3,05 2,44
w mg

1,83 1,22 0,61 0,305

Iloé¢ spoiwa nanie-
sionego na plytke 0,305 0,244 0,183 0,122 0,061 0,03
w mg

W identyfikacji spoiw biatkowych oparto sig
gltownie na do$éwiadczeniach M. Hey, ktéra w
swojej metodyce badan wyzyskata fakt, ze
w kazeinie i w spoiwach jajowych nie spotyka
sie hydroksyproliny, naturalnego aminokwasu
wystepujacego wylacznie w klejach glutyno-
wych. Pozwala to tatwo identyfikowac kleje
glutynowe, bowiem obecno$¢ hydroksyproliny
jest niezbitym dowodem ich wystepowania jako
spoiwa w malowidlach sciennych, sztalugowych
i w rzezbie polichromowanej. W przyszto$ci w
celu precyzyjniejszego okreslenia rodzaju spoiw
biatkowych, m.in. rozrbéznienia kazeiny od
spoiw jajowych, badania zostang uzupelnione
analizg stosunkow ilosciowych proliny do grup
aminokwaséw, podobnie jak to czyni Z. Broch-
wicz 18,

Przygotowano rowniez probki monochromii
wzorcowych, zawierajgce jako gléwne spoiwo —

8Z Brochwicz, O. Kozanecka, Badania nad
identyfikacjqg spoiw kazeinowych i jajowych w malo-
widtach $ciennych przy pomocy bibulowej chromato-
grafii rozdzielczej metodg krgzkowgq, ,Materialy Za-
chodnio-Pomorskie”, t. XVI, 1970, ss. 601—636,

substancje bialkowe z niewielkim' dodatkiem
miodu. Wykonano analizy chromatograficzne
hydrolizatoréw prébek o nastepujgcych skla-
dach wagowych (w gramach):

1) klej skérny 3 3) klej skérny 2,5
kreda 15 gips 25
H,O dest. 25 mi6d 1
mio6d 0,8 HyO dest. 45

2) klej skérny 1 4) zéitko kurze 9,5
ZnO 4,5 kreda 15
Hy0 dest. 18 Hy0O dest. 25
miéd 0,4 mi6d 1

Uzyskano wyrazny rozdzial aminokwasow

oraz cukrow, bedgcych skladnikiem miodu,
z tym Ze plamy nie byly wyrazne — wystepo-
waly charakterystyczne ,,ogony”.

Wykonywane oznaczenia opieraly sie w za-
sadzie na poréwnywaniu wizualnym i ocenie
rodzaju oraz wielko§ci plam uzyskanych po
ich wywolywaniu testami barwnymi. Poréw-
nywano roéwniez wielko$ci Rf plam préobek
wzorcowych zawierajgcych hydrolizaty spoiwa
kazeinowego, temperowego i klejow glutyno-
wych (skérny i rybi) z wielkoSciami Rf plam
aminokwasow odpowiednich badanych spoiw.
Poniewaz jednak na wielko$¢ Rf ma wplyw
wiele czynnikéw, pordéwnania takie odnosié
sie mogg tylko do scisle okreslonych warun-
kéw wykonywanej analizy, dotyczgcej zarow-
no substancji wzorcowych, jak i badanych proé-
bek zawierajgcych nie znane spoiwa.

Aby uzyska¢ wyniki w pelni przekonywajgce,
nalezaloby uzupelni¢ metodyke chromatografii
cienkowarstwowej pomiarami densytometrycz-
nymi. Réwniez zastosowanie analizy spektral-
nej w ultrafiolecie i w podczerwieni niewatpli-
wie uzupelniloby wyniki badan chromatogra-
ficznych.

Przedstawiona technika chromatografi cienko-
warstwowej znalazta zastosowanie praktyczne
m.in. przy identyfikacji spoiw tynkow i zapraw
malowidel éciennych w kaplicy Sw. Tréjcy w
Lublinie. Oproécz tej metody, ktora wykazala
obecno$¢ kazeiny z niewielkg blizej nie okres-
long substancjg biatkowg, postuzono sig¢ tu réow-
niez roéznicowg analizg termiczng, polegajaca
na rejestracji efektow cieplnych zachodzgcych
w czasie ogrzewania badanej substancji, zwig-
zanych 2z pochlanianiem ciepta 19, Zarowno
probki tynkéw 1 zapraw oryginalnych, jak
i wzorcowa zaprawa kazeinowo-wapienna wy-
kazaly efekt endotermiczny z maksimum w za-
kresie temperatur 310—340°C, zwigzany z roz-
kladem spoiwa organicznego. Na podstawie
ubytkéw masy, towarzyszacych rozkladom za-

19 Badanie prébek tynkow, zapraw i cegly pochodzqcej
z kaplicy zamkowej — opracowanie wykonane w La-
boratorium Naukowo-Badawczym PKZ w Warszawie,
1973.

223



chodzgcym w czasie analizy termicznej, zostatl
réowniez okre$lony przyblizony stosunek spoiwa
organicznego do spoiwa mineralnego — wegla-
nu wapnia, wynoszacy 1:27,6.

WNIOSKI

Na podstawie przeprowadzonych w Laborato-
rium Naukowo-Badawczym PKZ w Warszawie
badan dotyczagcych zastosowania cienkowar-
stwowe]j analizy chromatograficznej do identy-

fikacji spoiw malarskich mozna stwierdzi¢, ze
przyjeta metodyka ze wzgledu na wysokg czu-
los$¢, szybko$¢ wykonania oraz minimalng ilos¢
prébki pobierang z malowidla winna znalezé
szerokie zastosowanie w tego typu badaniach
technologicznych. Celowe jednak wydaje sie jej
tzupelnienie badaniami densytometrycznymi
i analizg spektralng.

mgr inz. Andrzej Wawrzenczak
FP PKZ — Warszawa

APPLICATION OF THE THIN-LAYER CHROMATOGRAPHY FOR IDENTIFICATION

OF BINDERS USED IN PAINTINGS

In the wabove article reported are the results of
investigations -carried out in research laboratory of
the state-owned Ateliers fcr Conservation of Cultural
Property, Warsaw with the purpose to adapt the thin-
-layer partition chromatography to identification of
binders used in paintings. These investigations,
preliminary as to their character, were confined to
problems connected chiefly with protein and to some
extent also with polysaccharide binders. No investiga-
tions have been conducted of plant gums, gum resins
or oil-based hbinders. All these prcblems will be
included to the other part of the present work.

As the analyses using partition chrcmatography are
conducted more and more often, to make the phreno-
mena occurring during the process more easily under-
standable, dealt with briefly within the article are
also the theoretical backgrounds of partition chromato-
graphy and discussed the results obtained until
recently from investigations carried out in several
conservation laboratories.

The methods adopted in tinvestigations dealt with
were based on those typical for thin-layer chromato-
graphy with the use of the manufacturer’s set
“CAMAG” for coating the glass plates with a carrier
layer of Swiss make, then with the use of ex-works
glass plates coated with silica gel (Kieselgel 60 Fas;)
layer 0.25 mm thick and “Cellulose F” layer 0.1 mm
thick. The above plates manufactured by MERCK Co.
(West Germany) and having standard size of 20X20 cm
can be readily cut to measure, according to the size
of chromatographic chamber.
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The samples were subjected to acid hydrolysis at
105°C with simultaneous changes of both sulphuric
acid concentration and duration of hydrolysis. The
hydrolytic residue was neutralized with BaCO; to
pH=17 then filtered with precipitation of deposit and,
finally, the filtrate was evaporated at 50°C.

To have settled the limits of detectability of amino
acids and saccharides a certain number of model
binders was prepared containing, in addition to chalk
playing the role of a filler, the protein and poly-
saccharide binders as, e.g. hige glue, egg yolk, egg
white, isinglass and honey. Proportion of the binder
proper to filler in the above binders varied within
a comparatively wide range. While identifying the
protein binders were chiefly utilized the results of
experiments carried out by M. Hey who based her
methcds on the fact that mor in casein neither in
egg-based binders can be found hydroxyproline being
a natural amino ac'd present exclusively in glutin
containing glues. Also the model monochromatic
samples were prepared containing, in addition to
protein binders, quite negligible admixture of honey.

The results of investigations carried out have shown
that in view of its high sensitivity, the speed with
which it an be carried out and quite negligible
amount of samples required for analysis the method
basing on the thin-layer chromatography should find
its as wide as possible application in technological
tests. However, to obtain the entirely satisfactory
results the above methcd should mnecessarily be
supported by densitometric technique whose results
are fully satisfying the needs.



