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Anotace

Tématem predlozené disertacni prace je vyuziti hmotnostni spektrometrie v analyze
hmotného kulturniho dédictvi. Teoreticka ¢ast je rozdelena do tii hlavnich kapitol, ve kterych
je pojednano o vybranych materialech vyuzivanych v oblasti kulturniho dédictvi a paméatkové
péce, roli hmotnostni spektrometrie (MS) v analyze uméleckych i archeologickych predméta
a teoretickych aspektech metody vyuzivajici pfimou sondu pracujici za atmosférického tlaku

(ASAP).

Prvni studie v experimentalni Casti disertacni prace byla zaméfena na analyzu pojivovych
materiall na bazi lipidi pomoci ASAP-MS. Do této skupiny latek se mimo jiné fadi rostlinné
oleje a zivoc¢isné tuky, které byly diky svym vlastnostem vyuzivany jako pojiva a laky pfi tvorbé
nasténnych maleb i obrazii na platné a dalSich vhodnych podkladech. Chemicky se jedna
predev§im o estery vysSich mastnych kyselin s glycerolem (acylglyceroly), volné mastné

kyseliny a dale latky na bazi steroidi, flavonoidu a dalSich polyfenolickych latek. Nejvice



zastoupenymi slozkami jsou acylglyceroly, a proto byla metoda optimalizovana pro tuto
cilovou skupinu. Po optimalizaci kliCovych parametri byla metoda testovana na moZznosti
odliSeni latek s rozdilnou kompozici acylglycerola (souboru riznych typt rostlinnych oleji).
Tyto oleje se podafilo odlisit na zaklad€ markert nalezenych pomoci statistické metody analyzy
hlavnich komponent. Nésledn¢ byla metoda rozSifena o separaci pomoci iontové mobility
a pouzita pro analyzu souboru modelovych temperovych barev nanesenych na vapenny podklad
ve dvou typech pojiva (vaje¢ném zloutku a Inéném oleji). Takto piipravené vzorky byly
analyzovany Cerstvé i po umélém stafeni v pristroji Solarbox. Testovany byly dva pfistupy
analyzy vzorkl, a to analyza extrakti a pfima analyza bez chemické upravy. Vyse zminéna
pojiva byla v obou pfipadech rozliSena na zakladé pritomnosti degradacniho produktu

cholesterolu a oxidovanych diacylglycerolti s vy$§im stupném nenasycenosti.

Druh4 studie byla zamétena na analyzu hrncifskych smési objevenych pii archeologickém
vyzkumu v Prost&joveé v lokalité Vodni ulice. Tii studované smési byly vytvoreny na pielomu
18. a 19. stoleti toufarskym mistrem Janem Skiivankem v jeho diln€ a jejich nalez je povazovan
za unikatni. Studie byla rozdé€lena na analyzu anorganickych a organickych slozek smési tak,
aby bylo mozné rekonstruovat ,recept na jejich pripravu. Pro anorganickou analyzu byly
zvoleny techniky rastrovaci elektronové mikroskopie s energiové disperzni spektroskopii
(SEM-EDX) a hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS). Analyza
organickych rezidui byla provedena technikami hmotnostni spektrometrie s ionizaci pfimou
sondou za atmosférického tlaku se separaci pomoci iontové mobility (ASAP-IMS-MS),
laserovou desorpcni ionizaci s hmotnostné spektrometrickou detekci (LDI-MS), pratokovou
injek¢ni analyzou s hmotnostné spektrometrickou detekci vyuzivajici k ionizaci elektrosprej
(FIA/ESI-MS) a Ramanovy spektrometrie. Vysledky odhalily chemické slozeni predlozenych
vzorkl a pfispély k objasnéni procesu produkce keramiky na uzemi Moravy na pocatku

19. stoleti.

Ve teti studii byly pfedmétem zkoumani odlévaci formy z doby fimské vyrobené ze slitiny
meédi. Kombinaci rentgenové fluorescencni spektrometrie (XRF), pyrolyzni chromatografie
s hmotnostné spektrometrickou detekci (Py-GC/MS), ASAP-IMS-MS a Ramanovy
spektrometrie byl chemicky popsan material forem, a navic bylo mozné charakterizovat rezidua
nalezena na povrchu predmétt. Vysledky této studie prispély k pochopeni procesu odlévani na

naSem uzemi na prelomu 2-3. stoleti naseho letopoctu.
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The dissertation thesis deals with the utilization of mass spectrometry in the analysis of
cultural heritage. The theoretical part is divided into three main chapters, which discuss selected
materials used in the field of cultural heritage and historic preservation, the role of mass
spectrometry (MS) in the study of art and archaeological objects and theoretical aspects of

a method using the atmospheric solids analysis probe (ASAP).

The first experimental part of the thesis was focused on the analysis of lipid-based artistic
binders by ASAP-MS. This group of materials includes vegetable and animal fats which, thanks
to their properties, were used as binders and varnishes in the creation of murals and paintings
on plains or other suitable substrates. Chemically oils and fats consist of esters of fatty acids
with glycerol (acylglycerols), free fatty acids and substances based on steroids, flavonoids, and
other polyphenolic substances. Acylglycerols belong among the most important components

and therefore the ASAP-MS method was focused on them. The method was tested for the



possibility of distinguishing substances with different acylglycerol compositions (a set of
different types of vegetable oils), after optimization of the key parameters. These oils were
distinguished based on the markers found using the statistical method of principal component
analysis. Subsequently, ion mobility separation was implemented to the method and used for
the analysis of a set of model tempera paints applied to a lime base in two types of binders,
namely egg yolk and linseed oil. The samples prepared in this way were analysed fresh and
after artificial ageing in the Solarbox device. Samples were analysed either after a solvent
extraction or directly with no sample pretreatment. The above-mentioned binders were
distinguished in both cases based on the presence of oxidized diglycerides with a higher degree

of unsaturation and cholesterol degradation product.

The second study was focused on the analysis of potter’s mixtures discovered during
archaeological research in Vodni ulice in Prostéjov. The three studied mixtures were created at
the turn of the 18th and 19th centuries by master Jan Skiivanek in his workshop and their
discovery is considered unique. The study was divided into the analysis of the inorganic and
organic components of the mixtures to allow reconstruction of the "recipe" for their preparation.
Scanning electron microscopy with energy dispersive spectroscopy and mass spectrometry with
inductively coupled plasma were chosen as techniques for inorganic analysis. Analysis of
organic residues was carried out by atmospheric solids analysis probe mass spectrometry with
ion mobility separation (ASAP-IMS-MS), laser desorption ionization mass spectrometry (LDI-
MS), flow injection analysis with electrospray mass spectrometry (FIA/ESI-MS), and Raman
spectrometry. The results revealed the chemical composition of the submitted samples and
helped to clarify the process of ceramic production in Moravia at the beginning of the 19th

century.

In the third study, casting molds from the Roman period made of copper alloy were
investigated. A combination of X-ray fluorescence spectrometry, pyrolysis chromatography
with mass spectrometric detection (Py-GC/MS), ASAP-IMS-MS, and Raman spectroscopy
revealed the material of the molds, moreover, it was also possible to characterize residues from
the surface of the objects. The results of this study helped to understand the casting processes

at the turn of the 2nd and 3rd centuries AD.
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1 Uvod

Chemicka a fyzikalni analyza historickych artefakti se v prubéhu casu stala nedilnou
soucasti archeologického a uménovédného vyzkumu. Ptirodovédné a humanitni obory, a¢ na
prvni pohled vzdalené, mohou spolupraci pfinést unikatni poznatky, které pomohou poodhalit
tajemstvi historie. Spoluprace téchto odvétvi je ve svété jiz pomerné béznou praxi a vznika fada
spolecnych védeckych tymu zabyvajicich se synergicky problematikou uménovédnych
a fyzikalné-chemickych analyz, které pomahaji pochopit umélecké dilo v SirSich souvislostech.
Vysledky vyzkum také poskytuji informace pro adekvatni sanacni a konzervacni zasahy, které

mohou pomoci artefakty zachovat i pro budouci generace.

Chemicka a fyzikalni analyza historickych materialt s sebou vzdy nese né€kolik zakladnich
uskali. V prvni tfadé je tfeba si uvédomit, ze historické dilo predstavuje objekt mimotadné
kulturni hodnoty, a proto je kazdy zasah do jeho fyzické struktury nezadouci. Snahou védct je
tedy aplikace nedestruktivnich technik, které nevyzaduji zadny odbér vzorku a je tak plné
zachovana integrita objektu. Pokud je nezbytny odbér, jedna se ve vétSiné piipada
o mikro-destruktivni zasah. Ziskané mnozstvi vzorku je tedy minimalni a tomu je tfeba celou
analyzu pfizpasobit. Druhym vyznamnym faktorem je stav studovaného objektu. Pasobenim
environmentalnich podminek dochazi k degradaci latek tvoricich tento objekt, a tim k ¢aste¢né
az uplné preméné vychoziho materidlu. Z pohledu analytické chemie je tedy nezbytné
degradacni procesy materialu popsat a definovat jejich produkty, které jsou nasledné
analyzovany. Neposlednim aspektem je vysoka heterogenita vzorku dana vyuzitim riznych

typu latek pii vytvareni uméleckého dila.

Hmotnostni spektrometrie zaujima v analyze kulturniho dédictvi nezastupitelnou roli.
Ackoliv MS vyzaduje odbér vzorku, diky vysoké citlivosti této techniky je zapottebi velmi malé
mnozstvi studovaného materialu. Zaroven muze MS v zavislosti na zvolené instrumentaci
poskytnout informace o elementarnim slozeni analyta a jejich struktufe. Ziskané vysledky poté
vedou k identifikaci pouZzitych materiali na zakladé stanoveni charakteristickych slozek

vzorku.

Mnoho konvenéné vyuzivanych metod pro stanoveni puvodu materialu je zaloZeno na
spojeni separacnich technik s hmotnostni spektrometrii. Stale vice popularni jsou vSak i metody
pfimé hmotnostni spektrometrie, které jsou atraktivni zejména diky nizkym narokim na Gpravu
vzorkd, i kdyz obvykle disponuji nizsi selektivitou nez spojené techniky. Z ptimych technik

vyuzivanych v oblasti analyzy uméni je mozné uvést napt. hmotnostni spektrometrii s matrici



asistovanou laserovou desorpci/ionizaci (MALDI-MS), hmotnostni spektrometrii s ionizaci
pomoci desorpcniho elektrospreje (DESI-MS) nebo hmotnostni spektrometrii pro pfimou
analyzu v realném case (DART-MS). Mezi piimé ionizacni techniky fadime 1 ionizaci
s vyuzitim pfimé sondy pracujici za atmosférického tlaku — ASAP, jejiz princip vychazi
z chemické ionizace za atmosférického tlaku (APCI), a je tedy vhodna zejména pro stiedné
poléarni az nepolarni analyty. Tato technika umoziiuje méfit vzorky pifimo nebo s minimalnimi
pozadavky na jejich upravu. Pfes vSechny své vyhody neni ASAP-MS v analyze

archeologickych nalezi a uméleckych dél prozatim piili§ vyuZzivana.



2 Teoreticka cast
2.1 Materialy vyuzivané pri tvorbé uméleckych dél

V prubéhu historie bylo vyuzivano velké mnozstvi pfirodnich a pozdé&ji i syntetickych
materiala, které slouzily pro fadu rozlicnych uceld, at’ jiz uméleckych nebo technologickych
viz tabulka 1. V nasledujicich kapitolach budou popsany predevs§im materialy, které byly
objektem zkoumani predlozené disertacni prace, a to materialy na bazi rostlinnych olejd,
zivoci$nych tukd, voskt a rostlinnych pryskyfic. Vedle zminénych latek byly historicky
vyuzivany i mnohé dalsi latky spadajici do skupiny proteint, polysacharidii nebo organickych
a anorganickych pigmentt. O téchto materialech detailné€ pojednavaji ve svych pracich autofi

Mills a kol., Giannossa a kol. a Colombini a kol. [1-3].

Oleje, tuky a pryskyftice byly diky své dostupnosti vzdy vyuzivany v fad¢ oblasti lidské
¢innosti. Lipidy byly zejména vyznamnou slozkou potravy, av§ak pouzivaly se i jako palivo do
lamp, slouzily pfi impregnaci materiald proti vodé, byly soucasti 1éCivych masti a kosmetickych
ptipravku a v neposledni fad€ byly vyuzivany pii tvorbé dekoraci a uméleckych dél. V uméni
se lipidy a pryskyfice vyuzivaly jako pojiva pro pigmenty, laky a rizné ochranné natéry.

Tabulka 1: Hlavni kategorie prirodnich materidlu, jejich zdroje a vyuZiti v objektech
kulturniho dédictvi [4, 5]

Kategorie Zdroj Vyuziti

Zivo&isné (mléko, vejce, klih),

Proteiny rostlinné (Gesnek)

Pojiva, adhesiva, mofidla

Zivodisné tuky a rostlinné oleje
Acylglyceroly (Inény, ofechovy, slunecnicovy,
ricinovy, tungovy, palmovy)

Pojiva, laky, ingredience do
kosmetiky

Polysacharidy Skrob, arabska guma, celuloza, med | Pojiva a adhesiva

Zivocisné (Selak), rostlinné

. ; ” , . Laky, ochranné naté
Pfirodni pryskyfice | (sandarak, damarova pryskyfice, ky, Y

jantar) pojiva

Zivodisné (v&eli a japonsky vosk), Laky, ochranné natéry,
Vosky rostlinné (karnaubsky vosk), fosilni | pojiva, ingredience do

(ozokerit, parafin) kosmetiky a 1éciv

Zivocisné (karmin), rostlinné

Pfirodni barviva (indigo, brazilin)

Barvici latky




2.1.1 Rostlinné oleje a zivocisné tuky

Z chemického hlediska jsou oleje a tuky tvoreny z 95 % acylglyceroly, tj. estery glycerolu
a vysSich mastnych kyselin (VMK). Priklad struktury triacylglycerolu je uveden na
obrazku 1A. Dlouhé fetézce VMK jsou nepolarni, a proto jsou i molekuly acylglycerolti
nepolarni a hydrofobni. Vedle téchto hlavnich konstituentd obsahuji oleje a tuky volné mastné

kyseliny, vitaminy, steroly, fytosteroly a rizné dalsi skupiny polyfenolt [6].

Acylglyceroly tvofi vyznamnou skupinu latek rostlinného i zivocisného ptivodu a jejich
analyze se veénuje pozornost z mnoha divodd. Jednou oblasti zajmu je i analyza
archeologickych a umeéleckych dél. Z pohledu archeologie se jedna nejcastéji o studie
zaméfujici se na detekci residui tukd v nadobach denni potieby jako napt. nadoby na potraviny,
kosmetické nebo 1écebné smési a lampy na osvétlovani. Z hlediska uméni se oleje a tuky
uplatnily pfedevsim v oblasti pojivovych materiali a vyzkum je zaméfen na studium jejich
degradace a stanoveni puvodu. Pojiva byla vyuzivana pro pfipravu disperzi pigmentt Ci
kolorantt, které nasledné slouzily jako barvy ve vytvarném uméni. Tyto materialy musely mit
vhodné vlastnosti jako je schopnost tvorby filmd, transparentnost a stalost. V Evropé se
nejCastéji vyuzivaly tzv. vysychavé (sikativni) oleje, pfipadné oleje semisikativni ziskavané
lisovanim semen riznych rostlin. Mezi historicky nejvyuzivanéjsi typy oleju fadime olej Inény,
ofechovy a makovy, které byly lisovany za studena a pfipadné podle ucelu ¢istény nebo
zahustovany. Z zivoCiSnych tukt se nejCastéji vyuzival vajeCny zloutek nebo celé vejce pro

ptipravu vajecnych temper [1].

Jednotlivé oleje se v nativnim stavu liSi svym slozenim acylglycerolt, tedy profilem
VMK [7]. Slozeni vybranych oleju je uvedeno v tabulce 2. Tyto rozdily jsou ale vyznamné
pozménény v pribéhu starnuti dila vlivem degradacnich reakci. Sikativni oleje jsou
charakterizovany vysokym stupném nenasycenosti a jsou pii vystaveni vzdusnému kysliku

typické formovanim polymerni struktury, kterd se navenek projevi vytvofenim pevného filmu.



Tabulka 2: Procentudlni zastoupeni vy$sich mastnych kyselin v Cerstvych rostlinnych olejich
a ve slepicim vejci [2, 7]

. Ostatni
Typ oleje Cie:0 Cis:o Cisa Cis:2 Cis:3 VMK
Lnény 68 3-6 14-24 14-19 48-60 -
Ofechovy 3-7 0.5-3 9-30 57-76 2-16 -
Makovy 812 2-3 12-17 55-65 3-8 -
Slunecnicovy 5-6 4-6 17-51 38-74 - -
Ricinovy 1-2 1-2 3-6 4-7 - 83-89 !
Ny , 13-16 %
Repkovy 2-6 1-3 20-30 17-22 6-10 20-40 3
Slepici vejce 25-27 9-12 3844 13-15 0-1 -

Cie0 kyselina palmitova; Cis:o kyselina stearova; Cis:1 kyselina olejova; Cis:2 kyselina linolova,
Cis3 kyselina linolenova,
! kyselina ricinoolejova,
2 kyselina gondoova,
3 kyselina erukova

Polymemi film vznika v dusledku radikalové oxidace konjugovaného systému dvojnych
vazeb, ktery je nachylny k autooxidaci a fotooxidaci. Béhem radikalovych reakci vznikaji
reaktivni hydroperoxidy [8-10], které¢ se nasledné rozkladaji za vzniku epoxy-, hydroxy-,
oxo- kyselin, aldehydi a uhlovodikt [11, 12]. Oxidativnim S$tépenim rovnéz vznikaji
charakteristické a, w-dikarboxylové kyseliny, jejichz struktury jsou uvedeny na obrazku 1 B,
C, D. Vzniklé produkty oxidace podléhaji polymerizaci a vytvaii vySe zminény film. Vznik

polymerni struktury je urychlen ve svétlém, teplém a suchém prostiedi.

Vedle oxidacnich reakci dochdzi beéhem starnuti rovnéz k hydrolytickému S§tépeni
esterovych vazeb v molekulach triacylglyceroli na nizemolekularni diacylglyceroly,
monoacylglyceroly a volné VMK. Snizeni molekulové hmotnosti ptivodnich latek hydrolyzou
a oxida¢nim $tépenim vede ke zvySeni t€kavosti a rozpustnosti degradacnich produktt ve vodé
(vzdusné vlhkosti), a proto je vétsi pravdépodobnost jejich detekce v predmétech, které byly

skladovany v suchém a chladném prostiedi.

Vedle degradace samotného pojiva dochazi v matrici uméleckého dila i k reakcim mezi
pojivem a dalsimi slozkami dila jako jsou naptiklad dvojmocné kationy kovii (Ca>*, Co**, Zn?*,
Pb?*), které mohou byt soucasti pigmentti nebo sikativii (1atky pfidavané pro urychleni schnuti).
Ionty kovi maji tendenci reagovat s mastnymi kyselinami a dochazi tak ke vzniku soli VMK

[13, 14].

Tyto procesy se navenek projevi zménou fyzikalnich vlastnosti dila, které popsal

B. Slansky v Technice malby II [15]. V dusledku oxidace dochazi ke zméné indexu lomu
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a zloutnuti polymerniho filmu. Rovnéz klesa kryci mohutnost dila (barva v priabéhu starnuti
zpruhlednuje) a vlivem ubytku objemu filmu se snizuje koheze materialu a tvori se praskliny

nazyvane krakely.

Z diivodu zachovani kvality uméleckych d€l jsou poté nutné sana¢ni a konzervacni zasahy,
které maji za cil dila ochranit. Aby byly tyto zasahy adekvatni a spravné, je nezbytné ziskat
informace tykajici se slozeni ptivodné vyuzitych a preménénych materialt. Analyza téchto latek
a interpretace vysledkd predstavuje i v dneSni dobé pro analytické chemiky stale narocnou
vyzvu [16]. Identifikace pivodu oleje ve fragmentu uméleckého dila se realizuje kvalitativne
a kvantitativné. Pro kvalitativni analyzu se rutinné vyuzivaji pfedev§im spojené techniky
plynové a pyrolyzni plynové chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci (GC/MS
a Py-GC/MS) a vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostné spektrometrickou
detekci (HPLC/MS). Principem je stanoveni degradac¢nich produkti jako jsou
a,o-dikarboxylové kyseliny, hydroxykyseliny a oxokyseliny. Oleje vyuzivané piedevsim
v moderni malb& obsahuji i velmi charakteristické mastné kyseliny, které umoziiuji jejich

pfimou identifikaci. Jedna se naptiklad o:

e tungovy olej obsahujici kyselinu a-eleostearovou (obrazek 1 F), ricinovou,
11-eikosenovou a 13-dokosanovou

e ricinovy olej obsahujici kyselinu ricinoolejovou [5, 17, 18] (obrazek 1 E) a jeji
degradacni produkt kyselinu 9,12-dihydroxyoktadekanovou [19]
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Obrazek 1: Priklad struktury triacylglycerolu, degradacnich produktit VMK a specifickych
markerii olejii; trioleylglycerol (A), kyselina azelaovd (B), kyselina suberovd (C), kyselina
sebakovd (D), kyselina ricinoolejova (E), kyselina a elaostearovd (F), degradacni produkt ve
slunecnicovém oleji (triacylglycerol se dvéema navdazanymi kyselinami azelaovymi a jednou
kyselinou stearovou) (G) [18]



Kvantitativni analyza zahrnuje stanoveni mastnych kyselin a jejich degrada¢nich produktt
po hydrolytickém S$tépeni acylglyceroli metodou GC/MS. Interpretace dat je zaloZena na
stanoveni pomért nasycenych VMK, které jsou odolné&jsi vii¢i degradaci a jejich pomér zlstava
v prubéhu starnuti oleje konstantni. Diky tomuto faktu odpovidaji poméry nasycenych VMK
ve stafenych olejich pomérim v olejich intaktnich. Konkrétné€ se jedna o pomér mezi kyselinou
palmitovou a stearovou [1]. Jejich pomér vSak muaze byt ovlivnén pfitomnosti jinych latek
obsahujicich kyselinu palmitovou a stearovou, vyuzitim smeési riznych oleju pii tvorbé dila,
kontaminaci dila, zmydelnénim VMK, mikrobialni degradaci a v neposledni fadé sublimaci

téchto kyselin, coz pouzitelnost tohoto jednoduchého poméru omezuje [20, 21].

Nenasycené VMK nejsou v degradovanych dilech obvykle detekovany, jelikoz dochazi
k jejich oxidativnimu §tépeni na vySe zminéné o,w-dikarboxylové kyseliny. Na zéklad€ poméru
kyseliny azelaové a palmitové (A/P) se odlisuji vajecné lipidy od lipidu pfitomnych ve
vysychavych olejich. Je rovnéz mozné odlisit lipidy z vaje¢ného zloutku od rostlinnych oleju
na zaklad¢ relativniho zastoupeni dikarboxylovych kyselin, jelikoz veskeré vysychavé oleje
obsahuji vétsi mnozstvi dikarboxylovych kyselin nez vajecny zloutek [22, 23]. Charakteristické
poméry pro vybrané oleje jsou uvedeny v tabulce 3.
Tabulka 3: Hodnoty pomérii kyseliny palmitové/stearové (P/S), azelaové/palmitové (A/P),

suma kyseliny azelaové, suberové a sebakové v % (D), kvalitativni pFitomnost cholesterolu
[24]

Vzorek P/S A/P D [%] Cholesterol
Lnény olej 1.5 1.0 24 Ne
Ofechovy olej 2.2 0.9 23 Ne
Makovy olej 3.8 1.1 33 Ne
Slepici vejce 3.0 <0.05 1.5 Ano




2.1.2 Jehli¢nanové pryskyrice

Rostlinné pryskyfice jsou produkovany raznymi druhy rostlin v pryskyfi¢nych kanalcich
a hraji dualezitou roli v obran€ rostlin proti Skidcim. Sekrece pryskyfic ma za cil odpuzovat,
usmrtit ¢i inhibovat parazitujici organismy nebo naopak pfivabit opylovace. Pti poSkozeni ¢i
napadeni rostliny dochazi k vyluCovani smeési tékavych a netékavych izoprenoidu (latek
odvozenych od 2-methyl-1,3-butadienu) a fenolickych latek [25]. Podle poctu izoprenovych
jednotek dé€lime terpenoidy na monoterpeny (obsahujici ve své strukture 5 uhliki),
seskviterpeny (15 uhlikd) diterpeny (20 uhliki), tetraterpeny (40 uhlikd) a polyterpeny
(vytvarejici dlouhé polymemi fetézce). Jednotlivé druhy rostlin produkuji pryskyfice o rizném

chemickém slozeni, coz umoziiuje jejich odliSeni [26].

V uméleckych dilech byly nejvyuzivangjsi diterpenové pryskyfice jehlicnant z Celedi
borovicovitych, cypfiSovitych a blahocCetovitych, znichz se ziskaval nebo pfipravoval

sandarak, kalafuna, Strasbursky a benatsky terpentyn [27].

Pfi poranéni produkuji jehli¢naté stromy olejové pryskyftice, které obsahuji priblizné stejné
mnozstvi monoterpentt a diterpenovych kyselin a mensi mnozstvi seskviterpend [26]. Po
odpareni tékavych latek dochazi k polymeraci netékavych komponent a tim tuhnuti pryskyfice
za tvorby ve vodé€ nerozpustné pevné a lepivé latky. Diky témto vlastnostem byly razné typy
pryskyfic vyuzivany pii vyrobé laka, lepidel, pojiv a vodu odpuzujicich natéra. Pryskyfice byly
rovnéz cenény jako surovina pro vyrobu vonnych smési a parfémid a v neposledni fade se
pryskyfice vyuzivaly v 1éCitelstvi a potravinafstvi, nebot’ obsahuji antiseptické a antioxidacni
slozky. Z pohledu analyzy historickych pfedméti jsou zajimavé predev§im latky netékavé,
které se kompletné neodpafily, nerozlozily a zistaly v intaktni, popfipadé oxidované nebo jinak

degradované formé.

Zakladnimi slozkami diterpenovych pryskyfic jsou kyseliny abietového, pimaranového
a v menS$i mife kyseliny labdanového typu viz obrazek 2. Jedna se o dvaceti uhlikaté bi- nebo
tricyklické karboxylové kyseliny s rozmanitou izomerni strukturou. Mezi vyznamné zastupce
abietani fadime kyselinu abietovou, dehydroabietovou, neoabietovou, levomirovou
a palustrovou. Z pimarani jsou vyznamné kyselina pimarova, sandrakopimarova
a isopimarova. Z bicyklickych kyselin je mozné uvést kyselinu agathovou nebo komunovou

[25, 26].
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Obrazek 2: Zleva kyselina abietovd (abietany), pimarova (pimarany), komunova (labdany)

Vlivem starnuti pryskyfic dojde v prvni ftadé kodpafeni tékavého podilu
(mono- a seskvi- terpent). Nasledné podléhaji diterpenové kyseliny degrada¢nim procesim
jako jsou fotooxidac¢ni a autooxidacni reakce, polymerizace, izomerizace a §tépici reakce. Ke
tvorbé polymerni struktury maji tendence predev§im kyseliny labdanového typu s dvojnou
vazbou v postrannim fetézci. Jelikoz obsahuji pryskyfice fadu borovicotvarych nizké mnozstvi
kyselin labdanového typu, nedochézi u nich k vyznamné polymerizaci. K izomeranim reakcim
ma tendence napt. kyselina levopimarova a neoabietova, které jiz pfi mirném zahfati

a vystaveni svétlu snadno izomeruji na kyselinu abietovou [1].

Jedny znejvyznamnéjSich degradacnich procesit jsou radikalova autooxidace
a fotooxidace. Pribéhem téchto dé€ju a detekci degradacnich produktd se zabyvaji napf. autofi
Scalarone a kol. a Pastorova a kol. [28, 29], ale presny mechanismus neni zcela objasnén.
Abietany obsahuji ve své struktufe konjugované dvojné vazby a jsou tak nachylné;si k oxidaci
a izomerizaci nez pimarany, u kterych jsou dvojné vazby izolované. Vysledkem oxidace je
inkorporace kysliku do molekuly a vznik hydroxylovych a karbonylovych funk¢nich skupin.
Procesem oxidace tak vznikaji polarnéjsi degradacni produkty. Pokud byly pryskyfice pred
vyuzitim tepelné zpracovany, dochazi navic k celé fadé degradacnich procest napf.
dekarboxylaci, dehydrogenaci nebo demethylaci. Jako stabilni produkt té€chto reakci je uvadeén

reten (viz obrazek 4 B) [30].

Vyznamnym degradacnim produktem kyseliny abietové je kyselina dehydroabietova
(DHA), ktera vznika oxidativni dehydrogenaci za tvorby stabilnéj§iho aromatického kruhu. Pfi
vystaveni DHA vzdusnému kysliku a svétlu muze dochazet k oxidaci na reaktivnich pozicich
7 a 15, ptipadné 3 za vzniku 7-hydroxy DHA, 7-oxo DHA, 15-hydroxy-7-oxo DHA,
15-hydroxy-DHA a dihydroxy-DHA viz obrazek 3 B [30]. Tyto degradacni produkty jsou
povazovany za markery pryskyfic z fadu borovicotvarych [28, 29, 31].
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Obrazek 3: Procesy probihajici pri degradaci kyseliny abietové, izomeracni reakce (A),
oxidacni reakce (B) [32, 33]
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Déle je mozné borovicovou pryskyfici odliSit od ostatnich pryskyfic ztadu
borovicotvarych na zakladé poméra jednotlivych diterpenovych kyselin. Napiiklad pomér
kyseliny pimarové a sandrakopimarové < 2 je charakteristicky pro borovicovou pryskyfici a je
tak mozné ji odlisit od pryskyfice smrkové, jedlové a modiinové [32]. Aplikovani takovychto
pomérti pro rozliSeni pryskyfic miize byt problematické s ohledem na degradacni procesy, které
mohou pivodni poméry v intaktnich pryskyficich zménit. Mimo vyuZzivani zminénych pomért
byva modfinova pryskyfice identifikovana na zakladé detekce larixyl acetatu a laryxolu (viz

obrazek 4C) [32] a jedlova pryskyfice detekci cis-abienolu (viz obrazek 4 A) [30].

Obrazek 4: Degradacni produkty pryskyric: cis abienol (4), reten (B), laryxol (C) [30]
2.1.3 Vosky

Vosky predstavuji slozitou smes nepolarnich organickych latek, jez vytvareji za normalni
teploty tuhou hydrofobni hmotu, kterd pfi zahtivani mekne a stdva se plastickou. Mohou byt
zivocis$ného, rostlinného i fosilniho pivodu. Chemicky se jedna o komplexni smési volnych
mastnych kyselin, estert VMK a vysSich mastnych alkoholi, n-alkani a n-alkoholl [34].
Z historického hlediska byl nejbéznéji vyuzivanym voskem vceli vosk. Z vCeliho vosku se
vyrabély svice, sosky, smési pro impregnaci dieva a keramiky, byl soucasti smési pro
balzamovani mumii a rovnéz byl vyuzivany jako médium a pojivo pro techniku zvanou

enkaustika (malovani horkym voskem) [35, 36].

Vceli vosk ma pomérne konstantni slozeni a obsahuje volné mastné kyseliny se sudym
poctem uhlikd, liché n-alkany a charakteristické sudé estery kyseliny palmitové od C40—Cs2
(priklad struktury esteru viz obrazek 5). Dale jsou v men§im mnozstvi zastoupeny diestery,

triestery, polyestery, hydroxy-monoestery a hydroxy-polyestery [36, 37].
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Obrazek 5: Priklad struktury myricylpalmitatu (esteru vceliho vosku)

Estery obsazené ve voscich jsou odoln€jsi vié¢i degradaci v porovnani s nenasycenymi
tuky, avSak i vjejich pfipadé dochazi k hydrolyze esteri a uvoliovani volnych VMK
a alkoholt. V dusledku zvySené teploty mize dochazet k sublimaci n-alkani a VMK [2, 38].
Razné studie poukazuji na fakt, ze komponenty vceliho vosku mohou zustat zachovany po
tisicileti, zejména pokud jsou inkorporovany v neprodySnych cCastech dila (napf. porech

keramiky) [39].

Identifikace voskli v predmétech kulturniho dédictvi je zaloZzena na pritomnosti
charakteristickych homologickych fad alkant, alkent, alkoholti a esteri (viz tabulka 4)

a naslednym porovnanim s referenénimi materialy [31, 40, 41].

Tabulka 4: Vyuzivané typy vosku a jejich sloZeni [2, 3]

Puvod Nizev vosku Slozeni

Sudé estery C26—C36 (estery kyseliny
Vorvari obrovsky | Vorvaiovina palmitové a myristové), VMK a
alkoholy

. | Ovee domaci Lanolin Lanosterol, cholesterol, estery,
ZivocCisné terpeny

vosky Triacylglyceroly, vysoké zastoupeni
kyseliny palmitové, estery s

Cinsky vosk vyznamnym zastoupenim
hexakosanové kyseliny a
hexakosanolu

Liché n-alkoholy C2s—C3a, estery
Karnaubsky vosk kyseliny p-hydroxyskoficové a
p-methoxyskoficové

Liché n-alkany C29—Cs3i, estery,
volné kyseliny a alkoholy, terpeny
Série sudych a lichych n-alkana

s jednoduchou distribuci

- Ozokerit Série sudych a lichych n-alkana

Ceroplastes
ceriferus

Kopernice
Rostlinné | voskonosa
vosky

Prysec

voskodrny Kandelilovy vosk

Fosilni - Parafin
vosky
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2.2 Hmotnostni spektrometrie v analyze kulturniho dédictvi

Chemické analyzy materialti na bazi lipida a pryskyfic jsou konven¢né provadény pomoci
separaCnich technik jako jsou plynova a kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostné
spektrometrickou detekci. Hmotnostni spektrometrie jako detek¢ni technika vyhovuje vSem
pozadavkam kladenym na detektor v analyze heterogennich mikrovzorkt [42]. Mezi zakladni

vyhody MS patii:

e Vysoka citlivost

e Vysoka specificita a selektivita

e Kvantitativni odezva

e Pii vyuziti vysokorozlisujicich analyzatori moznost uréeni molekulového vzorce
e Stanoveni struktury neznamé latky na zakladé MS/MS, MS" experimentu

2.2.1 Plynova chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci

GC/MS a Py-GC/MS predstavuji konvencné nejvyuzivanéjsi techniky k identifikaci
materialll v oblasti kulturniho dédictvi [40, 43-48]. Rutinn€ jsou vyuzivany na analyzu
proteinovych, polysacharidovych a lipidickych pojiv, voskil i pryskyfic. Aplikacim GC/MS
v analyze uméleckych dél a kulturniho dédictvi se veénuji v prehledovych c¢lancich naptiklad

autori Colombini a kol. a Bonaduce a kol. [23, 49].

Materialy vyuzivané pro uméleckou tvorbu jsou Casto pfitomné ve formé makromolekul
nebo béhem jejich starnuti dochazi k sitovani a oligomeraci v dusledku vlivu environmetalnich
podminek. Pfed vlastni GC/MS analyzou je tedy nezbytné sledované analyty upravit na

nizkomolekularni tékavé latky. Standardni pfiprava vzorku zahrnuje nésledujici kroky:

e Pievedeni makromolekul na nizkomolekularni latky

e Extrakci analytd z hydrolyzatu

e Odstranéni interferenci

e Snizeni polarity a zvySeni volatility cilovych analyta

Poradi extrak¢éniho kroku zavisi na blizSich analytickych cilech. Je mozné extrahovat latky
pfimo z matrice, nebo se extrahuji rozlozené z hydrolyzatu. Stépeni makromolekul na
nizkomolekularni latky se bézné realizuje kyselou nebo zasaditou hydrolyzou. Nejbéznéji se
vyuziva alkalicka hydrolyza v prostfedi alkoholu, rovnéz ozna¢ovana jako saponifikace. Vedle
zasadité hydrolyzy se vyuziva i kysela hydrolyza [50], ktera vSak poskytuje nizkou névratnost
mastnych kyselin [24]. Hydrolyza ptfedstavuje zdlouhavy proces v fadech hodin a nékteré typy
latek jsou do zna¢né miry odolné rozkladu, jako napftiklad napt. estery vceliho vosku [51].

Z tohoto davodu muze byt rozklad podpofen napf. mikrovinnym ohfevem [51, 52].
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Z hydrolyzatu se nasledné cilové analyty extrahuji vhodnym rozpoustédlem. Vyuzivana jsou
rizna rozpoustédla a jejich smési v zavislosti na polarité analytd. Pro analyzu pryskyfic, voskt
a tukd se osvédcila rozpoustédla jako jsou diethylether, methanol, isooktan nebo smés
chloroformu s methanolem. Extrahované latky obsahujici polarni funkéni skupiny je nutné
derivatizovat za ucCelem snizeni polarity a zvySeni volatility. Z bézné vyuzivanych
derivatizaCnich reakci je mozné vyuzit napf. silylaci (¢inidlo BSTFA [35, 41], MTBSTFA [24,
53]) nebo transmethylaci, ktera prevede polarni latky na odpovidajici estery nebo ethery [31,
40]. Vedle extrakce, hydrolyzy a derivatizace se Casto pristupuje 1 k dalsi purifikaci za icelem
odstranéni kovovych kationtd nebo sulfatd, které pochazeji z matrice vzorku a mohou negativné
interferovat. Vyuzivany jsou napf. miniaturizované $picky se sorbenty typu C18 a C4 (extrakce

tuhou fazi) [54, 55].

Nevyhodou GC/MS analyz je jejich Casova naro¢nost a komplikovana piiprava vzorku. Ve
vétsing studii jsou metody vyvinuty pouze pro jednu cilovou skupinu analyti. Simultannimu

stanoveni nékolika skupin pojiv vedle sebe se doposud vénovalo méné autora [24, 52, 55-57].

2.2.2 Pyrolyzni plynova chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci

Alternativou k chemickému S$tépeni makromolekul pfed GC/MS analyzou je termalni
Stépeni za nepiistupu vzduchu nazyvané pyrolyza. Vyvoji Py-GC/MS metod pro analyzy
kulturniho dédictvi se vénuji ve svém piehledovém c¢lanku Degano a kol. [58]. Tato technika
se osvédcila pro celou fadu bézné vyuzivanych typt pojiv jako jsou pryskyfice, tuky, oleje [59]
1 vosky, jejichz estery jsou znacné odolné chemické hydrolyze, a predstavuji pro konvencni

GC/MS problém [51].

Vyuzitim pyrolyzy pied GC separaci se podstatné snizi naroky na pfipravu vzorku, a tim je
snizeno riziko ztraty analyti a kontaminace v dusledku pfipravy vzorku. Na rozdil od
hydrolyzniho $tépeni dochézi v pyrolyzni jednotce k termalnimu Stépeni makromolekul za
vzniku termalnich fragmenti. Tyto fragmenty maji nizkou volatilitu v disledku pfitomnosti
polarnich skupin (COOH, OH, NH») a mohou zptusobovat kontaminaci systému a silny
pamétovy efekt. Bézné se tedy pfistupuje k in situ derivatizaci fragmentl za ucelem snizeni
polarity. Nejbéznéj§imi technikami derivatizace je termalné asistovana methylace a termalné

asistovana silylace [49].

Ziskana spektra z Py-GC/MS (pyrogramy) mohou slouzit jako tzv. otisky prsti
(z anglického finger prints) jednotlivych materiald. Jejich interpretace je zaloZena na posouzeni

molekularniho profilu termalnich fragmentt vzniklych z prekurzort.
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V piipadé Py-GC/MS metod je nezbytna disledna optimalizace pyrolyznich podminek,
zejména teploty pyrolyzéru, koncentrace derivatizacniho cCinidla apod. V zavislosti na
experimentalnich podminkach a mnozstvi vzorku mohou vznikat rozdilné profily termalnich
fragmentt, coz snizuje reprodukovatelnost metody a ztézuje evaluaci dat. Béhem pyrolyzy
muze také dochazet k fadé nezadoucich reakci, vedoucich ke vzniku riznych izomera
a fragmentt, které komplikuji ziskana spektra a je velmi obtizné pfifadit je k pivodnim

molekulam.

2.2.3 Kapalinova chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci

Spojeni HPLC/MS predstavuje dalsi bézné vyuzivanou techniku v analyzach kulturniho
dédictvi. V soucasnosti je nejbézn€jsi aplikaci HPLC/MS techniky analyza piirodnich
i syntetickych barviv v archeologickych i uméleckych vzorcich. Prehledu aplikaci a HPLC/MS
metod v analyze pfirodnich barviv se vénuji autofi Pauk a kol. [60], Degano a kol. [61]
a Rosenberg [62]. Vedle analyzy barviv se HPLC/MS uspésné vyuziva i v analyze uméleckych
a historickych objektd pro identifikaci lipidickych i proteinovych pojiv a pryskyfi¢nych laku.
Velky potencial predstavuje 1 miniaturizovana verze kapalinové chromatografie, ktera nasla
uplatnéni v proteomice a v soucasnosti jsou jiz publikovany studie zaméfené na vyuziti

nanokapalinové chromatografie v analyze proteinovych pojiv [63, 64].

Vyuziti HPLC/MS pro analyzu lipidi ve vzorcich kulturniho dédictvi se v prehledovych
¢lancich vénuji autofi La Nasa a kol. [65] a Degano [66]. Typicka pfiprava vzorkd pro
HPLC/MS analyzu zahrnuje extrakci analytd z matrice vhodnym rozpoustédlem, purifikaci
extraktu a prekoncentraci. V zavislosti na stupni polymerizace lipidického materialu je nutné
vyuzit odpovidajici extrak¢ni techniku, tak aby byl dostateCné extrahovan podil acylglycerolu

z matrice vzorku.

Identifikace pojiv na bazi lipidi se HPLC/MS realizuje profilovanim VMK a intaktnich
a degradovanych acylglyceroli ve vzorku. Variabilita izomernich forem jednotlivych
acylglycerolt je mnohem vyssi nez variabilita VMK, a proto mize HPLC/MS poskytnout

markery/informace, které jsou v porovnani s daty z GC/MS vice specifické.

Vyuziti hmotnostni spektrometrie jako detektoru je pii analyze acylglycerola klicové,
nebot samotna kapalinova chromatografie neumoziiuje identifikaci polohovych izomera
triacylglycerold. Polohové izomery je mozné, v zavislosti na uspofadani experimentu,
identifikovat na zaklad¢ jejich APCI-MS/MS nebo ESI-MS/MS spekter. Napfiklad Autoti Hsu
a Turk ve svém clanku popisuji fragmentaci lithiovanych triacylglycerold v ESI-MS/MS
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spektrech pii pouziti analyzatoru typu trojitého kvadrupdlu. Tento pfistup jim umoznil urcit

nejen pozici acylového fetézce v molekule glycerolu ale 1 pozici dvojné vazby v tfetézci [67].

Profilovani acylglycerolt se tedy jevi jako velmi uzite¢ny nastroj pro studium degradace
oleju a rozliSeni oleju ve smésich, kde konvenéni pfistupy zalozené na GC/MS selhavaji [5, 17,

18].

2.2.4 Prima hmotnostni spektrometrie

Pfima hmotnostni spektrometrie piedstavuje v analyze historickych vzorka perspektivni
alternativu ke spojenym technikam. Prehled aplikaci pfimych technik v analyze vzorkt
kulturniho dédictvi je uveden v tabulce 5 a tabulce 6. Tyto techniky je mozné rozdé¢lit na dvé
zakladni skupiny. Prvni skupinou jsou techniky, pfi nichz ionizace probiha za vakua. Druhou
a stale Castéji vyuzivanou skupinou jsou techniky pracujici za ambientnich (atmosférickych)
podminek. Nejbéznéji vyuzivany jsou MALDI-MS a LDI-MS, které mohou pracovat za vakua

1 za ambientnich podminek.

V soucasnosti existuje okolo 80 typi ambientnich technik, které umoznuji analyzovat
Sirokou Skalu analytt z riznych typd matric. Aspektim ambientnich ionizaénich technik se
vénuje cela fada prehledovych clanka [68—73]. Z této Siroké skaly ionizacnich technik byly
v analyze kulturniho dédictvi vyuzity zejména desorpce elektrosprejem (DESI), ionizace
pomoci akustické viny (SAWN), papirova sprejova ionizace (PS) a pfima analyza v realném
case (DART). Schémata uvedenych ionizacnich technik jsou uvedena na obrazku 6. Nékteré
ambientni techniky maji potencidl i v miniaturizovanych a pifenosnych systémech [74]

a v budoucnu by tak mohly byt vyuzivany v in situ analyzéach kulturniho dédictvi.

Zasadnimi vyhodami pfimych technik jsou minimalni naroky na upravu a mnozstvi vzorku.
Eliminaci extrakéniho kroku je snizeno riziko ztraty a kontaminace analytd, ke kterym muze
dochazet pfi klasickém zpracovani vzorku. V porovnani s konvenénimi GC/MS a HPLC/MS
se jedna o velmi rychlé techniky s vysokou propustnosti vzorkd a s dostateCnou citlivosti.
Absence separac¢niho kroku vSak na druhou stranu snizuje selektivitu a spektra heterogennich

vzorkd jsou velmi naro¢na na interpretaci.
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Obrazek 6. Schémata ambientnich ionizacnich technik: DESI-MS (A), SAWN-MS (B),
PS-MS (C), DART-MS (D) [72, 75]
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Tabulka 5: Priklady aplikact ambientnich ionizacnich technik v analyze organickych ldtek ve vzorcich kulturniho dédictvi

Ionlza.cm ZKkratka Desorpce Ionizace Matrice Analyty Ref.
technika
Roztok a modelové nabarvené Organicka barviva (quercetin, 176]
textilie alizarin, indigotin)
Modelové nabarvené textilie In@oxyl/lt}dlrubln, ‘Ind'lgotln, [77]
isatin, indoxyl, indican
Studium degradace eosinu v
. C . - [78]
olejovém médiu
Krevni inkrusty na povrchu ,
africké Komo masky Permethylovany Hem [79]
Uhelné nasténné malby Mastné kyseliny, diterpenove | o),
v , . L kyseliny, estery v¢eliho vosky
Ptimé analyza Termalni Koronovy —; - = - 2 -
v redlném case DART Jesornce bor Rostlinny material a pfirodni Organicka barviva kurkumy a 81]
P vyl textilni vldkna santalového dieva
Analyza materiala urCenych pro
konzervaci pergament a modelové | Glycerol, slozky ricinového oleje | [82]
vzorky pergament
Koloranty (Orange 308, Red 314,
Akrylové barvy cervena karminova 319, svétla [83]
zluta 327, pastelova zluta 329)
Analyza textilnich
archeologickych a modelovych Antrachinony [84]

vlaken
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Tabulka 5: Priklady aplikaci ambientnich ionizacnich technik v analyze organickych latek ve vzorcich kulturniho dédictvi (pokracovani)

Tonizaéni

technika ZKkratka Desorpce Ionizace Matrice Analyty Ref.
) ] Mastné kyseliny,
Desorp¢ni DESI Desorpce Elektrosprej Olejomalba 17. stoleti dikarboxylové kyseliny (851
elektrosprej sprejem Referencni textilni vlakna Purpurin, alizarin, kurkumin | [86]
Néasténna malba Dikarboxylové kyseliny [87]
Analyza Historicka textilni vlakna Indigotin [88]
pevnou sondou Termalni Koronovy
za ASAP desorpee vboi Vzorek pidy z keramické Miliacin [89]
atmosférického nadoby
tlaku
., Modelové nabarvené textilie Keamfer‘ol, kaemp ferltln, [77]
Papl'rova Desorpee ‘ Isat‘ln A, afzelin
sprej ova PS sprejem Vysoké napéti Prirodni barviva Antrachinony, polyfenoly [84]
fontzace Vzorky historickych textilii Idg,(;:ﬁ nanIiZSniizr?(I)I\l:Zy, [90]
Zmlzovani . Textilni vzorky Syntetickd barviva [91]
, Zmlzeni . . -
pomoci SAWN pomoc Coulombické ‘ ‘ Mastné kysehny,‘
povrchové - exploze Vzorky moderni olejomalby dikarboxylové kyseliny, [92]
1 akustické viny
akustické viny acylglyceroly
Zmlzeni Veeli vosk Estery vceliho vosku [93]
Elektrosprej ESI sé)r(::?(l)(\)l(;ci Coz)l(;t;:)t;g:ke Nizkomolekularni malifské Oligomery ketonové a
kapilary pryskyfice (laky MS2A, aldehydové pryskyfice (941
Laropal A81)
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Tabulka 5: Priklady aplikact ambientnich ionizacnich technik v analyze organickych latek ve vzorcich kulturniho dédictvi (pokracovdani)

Ionizacni . .
technika ZKkratka Desorpce Ionizace Matrice Analyty Ref.
Zmlzeni
Nano . Nano ESI pomoci Coulombické | Rezidua tukii/oleju z olejovych Acylglyceroly [95]
elektrosprej sprejovaci exploze lamp
kapiléry
Nizkoteplotni Termalni D1ele':1,<trlcl,<y 2D zot)r,elvzq’vam 1V1,1kou,s tovych m/z 161, 83, 71
LTP bariérovy polstarkd vyuzivanych v . . 12 [96]
plazma desorpce o S (neidentifikované latky)
vyboj kaligrafii
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6: Priklady aplikaci vakuovych ionizacnich technik v analyze organickych latek ve vzorcich kulturniho dédictvi

Tonizacéni

technika Zkratka Desorpce Ionizace Matrice Analyty Ref.
Damarova pryskyfice Oxidovang triterpeny [97]
Damarova Egasfl;};r;ce, mastix, Di- a triterpeny 98]
Modelové vzorky (pigmenty a rizné
typy pojiv), realny vzorek (malba na Lipidy, proteiny [99]
dfevéném podkladu, 15. stol)
Modelové vzorky olejovych a
vajecnych barev, referencni Mastné kyseliny,
. o . [100]
materialy (riizné typy olejovych acylglyceroly
pojiv)
Matnc1 . Desorpce/ionizace Akrylové barvy a malby Surfaktanty na baZl,, [101]
asistovana AV poly(ethylen)glykola
, MALDI laserem za ucasti - <
laserqu matrice ‘ Degradacm produkty
desorpce/ionizace Modelové vzorky vaje€nych temper triacylglycerolt a [102]
diacylfosfatidilcholinu
Studium tradi¢nich metod Intaktni a oxidované
zpracovani vysychavych oleji- acylglyceroly, oligomery [103]
Inény olej vytvorene sitovanim
Degradacni produkty a
Vzorky maleb intaktni fosfolipidy, [104]
acylglyceroly
Modelové a redlné vzorky maleb Proteiny a lipidy [105]
Modelové a realné vzorky maleb Proteiny [106]
Modelové a realné vzorky maleb Proteiny [107]
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Tabulka 6: Priklady aplikact vakuovych ionizacnich technik v analyze organickych latek ve vzorcich kulturniho dédictvi (pokracovdani)

Ionizacni technika | Zkratka Desorpce Ionizace Matrice Analyty Ref.
Grafitem asistovana Desorpce/ionizace Damarova pryskyfice, Degradacni produkty
, AV . . X [108]
laserova GALDI laserem za ucasti - mastix triterpenu
desorpce/ionizace koloidniho grafitu Standardy triterpent Triterpeny [109]
Elektronova Dlterpeipove a tnterpenoye Dia trlt,erpeny,
v .. pryskyfice (damar, mastix, polymerni struktury
Piima sonda 1, ionizace, 1 , , [28]
o DIP Termalni desorpce oy kalafuna, manilsky kopal a odvozené od k.
pracujici za vakua chemicka . X
onizace sandarak) komunové a kadinenu
Vzorky maleb Diterpenové kyseliny [32]

23




2.3 Ionizace za atmosférického tlaku s vyuziti pevné sondy

Studie uvadéjici techniku ionizace vyuzivajici pfimou sondu za atmosférického tlaku byla
poprvé publikovana v roce 2005 védeckou skupinou prof. McEwena [110]. V publikaci autofi
demonstrovali moznosti vyuziti ASAP-MS pro rychlou kvalitativni analyzu kapalnych
i pevnych vzorkt bez narokt na apravu vzorku. Od uvedeni na trh nasla tato ionizacni technika
Siroké uplatnéni v mnoha analytickych odvétvich jako je petroleomika [111-114], analyza
polymert [115-117], uhli [118-120], biologickych vzorkt [121-123], forenznich vzorka [124,
125] a mnoha dalSich. Z prehledovych ¢lanka vénujicim se teorii a vyuziti ASAP sondy je
mozné uvést clanky zaméfené na analyzu potravin [126], polymery [127] a bioanalytické
aplikace [128]. Prestoze ASAP-MS piedstavuje techniku vhodnou predevsim k rychlému
kvalitativnimu screeningu, byla jiz v nékolika publikacich vyuzita ik semikvantitativnim

analyzam [123, 124, 129].

Principiadlné vychazi ASAP zpfimé sondy pracujici za vakua, ktera byla v analyze
kulturniho dédictvi Siroce vyuzivana [130-132]. V literatufe jsou popsany dva typy pfimych
sond pracujicich za vakua, liSici se predevsim zplsobem exponovani vzorku na sondu
a zpusobem termalni desorpce. V obou pfipadech jsou analyty pievedené do plynného stavu
a nasledné ionizovany elektronovou ionizaci nebo chemickou ionizaci. Na rozdil od sond
pracujicich za vakua je vzorek v ptipadé ASAP sondy viz obrazek 7 vhodné deponovan na
povrch nebo do sklenéné kapilary, odpafen proudem dusiku a ionizovan mechanismem

zalozenym na APCIL

Obrdzek 7: Sonda ASAP, pevné instalovand cast (A), odnimatelnd cast (B)

V ASAP-MS spektrech se bézné vyskytuji typické laboratorni kontaminanty jako jsou
napfiklad ftalaty a dalsi. Rovnéz je pomérné vysokeé riziko kiizové kontaminace (z anglického

carryover effect). Je tedy nutné pracovat, pokud je to mozné, s minimalnim mnozstvim vzorku,
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vénovat velkou peclivost Cistoté iontového zdroje a mezi jednotlivymi méfenimi kontrolovat
Cistotu méfenim slepych vzorki za ucelem eliminace falesné pozitivnich vysledkl. Pro snizeni
rizika kontaminace je vhodné pro kazdé meéfeni vyuzivat novou kapilaru, nebo dikladné
vycisténou kapilaru. Vzhledem k tomu, ze jsou vzorky analyzovany bez separacniho kroku,
dochazi viontovém zdroji rovnéz ke konkurenénim a bocénim reakcim napf. s reaktivnimi

formami kysliku a mize tak dochazet k nezadouci oxidaci analytu.

2.3.1 Technické provedeni

Technicky nevyzaduje instalace atmosférické sondy pfiliS velké zmény v geometrii
iontovych zdrojii urCenych pro ESI nebo APCI. Sonda je instalovana namisto ESI/APCI sondy
nebo ma samostatny vstup. Na rozdil od ESI je do iontového zdroje instalovana jehla generujici
koronovy vyboj (schéma viz obrazek 8). Ionizace pomoci piimé sondy je spojovana se vSemi
bézn€ dostupnymi typy analyzatori jako jsou trojity kvadrupol, hybridni kombinace
kvadrupolu a detektoru doby letu (QqTOF), sféricka, linearni i orbitalni iontova past a iontova
cyklotronova rezonance. Pi1 vyuziti pifimé sondy ve spojeni s vysoko rozliSujicimi analyzatory
umoziuji nékteré piistroje piivadét piidatnou fluidikou referencni latku, na jejiz m/z hodnotu

je poté mozné korigovat m/z hodnoty signalti v MS spektrech.

Manipulace se sondou je snadna a zahrnuje pouze naneseni, nebo pfichyceni kapalnych ¢i
pevnych vzorka na sklenénou kapilaru, ktera se do sondy vklada. Vhodné podminky méfeni
jsou dosazeny optimalizaci tii klicovych parametr. Jedna se o napéti vkladané mezi vybojovou
jehlu a vzorkovaci kuzel (sampling cone), teplotu desolvacniho plynu a rychlost jeho proudéni
[2]. Nejcastéji se jako plyn pro termalni desorpci voli dusik, ktery slouzi k odpafeni analytu
a zaroven se z n¢ korénovym vybojem tvofi reakéni ionty. Pozvolnym zvySovanim teploty
v prubéhu analyzy muze byt docileno ¢aste¢né separace na zakladé bodu varu analytt, obdobné
jako je tomu v procesu frakéni destilace [30]. Priklad optimalizace zminé€nych parametra je
uveden v experimentalni Casti predlozené prace. DalSim parametrem, ktery muze ovlivnit

ionizaci je pozice vzorku vici vstupu do MS.

Ionizace pfimou sondou je povazovana za velmi rychlou a nenaro¢nou techniku, avSak neni
doposud automatizovana a po kazdém méfenim je nutnd rucni vymeéna vzorku. Automatizace
by v budoucnu mohla byt realizovana obdobnym zptsobem, jako navrhuje Krieger a kol. pro
automatizaci vakuové ptimé sondy (tepelné programovatelnd sonda ,,push rod*“ v kombinaci

s autosamplerem ,,Combi Pal*) [133].
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[M+H]* H*(H,0),
e Ny* M+
[M+H]* & H,0

Obrdzek 8: Schéma iontového zdroje s ASAP sondou [134]
2.3.2 Ionizace a ioniza¢ni mechanismy

Ionizace vyuzivajici ASAP sondu je vhodna pro tékavé a stfedné tekavé latky v pevném
nebo kapalném stavu. Z hlediska polarity dochazi k ionizaci stfedné az méné polarnich latek

s Sirokym rozsahem molekulovych hmotnosti od malych molekul [135] az po polymery [136].

Analyza makromolekul je realizovana pii vysokych teplotach plynu vyuzivaného pro
odpareni analyti a dochazi tak k teplotnimu S§tépeni. Podobné jako v pfipadé pyrolyzni
chromatografie jsou nasledné identifikovany termalni fragmenty. Fragmentace velkych
molekul muze byt zintenzivnéna pomoci fragmentace ve zdroji (tzv. in-source fragmentace),
které je dosazeno vlozenim vy§siho napéti na vybojovou jehlu [110]. Ackoliv tento typ
fragmentace zvySuje komplexnost spekter, byl v n€kolika studiich vyuzit pro studium struktury

sledovanych latek [137, 138].

Ionizani mechanismus je zalozen na tvorb& reakéni plazmy generované korénovym
vybojem obdobné jako v piipadé APCI a naslednou ionizaci vlastnich analyti. Na rozdil od
APCI vznikaji v ASAP-MS reak¢ni ionty pfes primarni ionizaci plynu, ktery je vyuzit pro
odpareni vzorku, nejcastéji dusiku a nasledné jsou tvoreny dal§i reakcni ionty dle mnozstvi
zbytkové vlhkosti ptfitomné ve zdroji. lonizacni reakce probihajici za podminek ASAP-MS jsou

diskutovany v fadé studii [135, 139, 139-141].
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NejcetnéjSimi ionty v ASAP-MS spektrech jsou protonované/deprotonované molekuly
[M+H]*/[M —H]~ a radikal kationty/radikal anionty M*/M~. Pomér signald
protonovanych/deprotonovanych analytl a radikal iontl zalezi na polarité sledovanych analyt
a podminkach ve zdroji. Uinnost ionizace zavisi predevsim na protonové a elektronové afinité

analytl a jejich ionizacni energii [111].

V pozitivnim mddu dochazi k elektronové ionizaci molekul dusiku, jak ukazuje rovnice
(2.1). Vzniklé radikal kationty mohou reagovat s dal§imi molekulami dusiku za vzniku N}~ dle
rovnice (2.2). Pokud je ve zdroji pfitomna zbytkova vlhkost, miize dochazet k reakci mezi N
a molekulami vody za vzniku radikal kationtu H,O™ dle rovnice (2.3). Reakci vzniklého
radikal kationtu s dalsi molekulou vody dochazi k pfenosu protonu a vzniku oxoniového
kationtu a hydroxylového radikalu a nasledné az ke tvorb& aduktd H* (H,0),, dle rovnice (2.4)
a (2.5). lonizace mechanismem pfenosu protonu je zaloZzena na acidobazické reakci, kde
molekula analytu vystupuje jako Bronstedova baze a reak¢ni ionty jako Bronstedova kyselina.
Analyty s dostateGnou protonovou afinitou jsou tak protonovany za tvorby [M+H]*, jak

ukazuje rovnice (2.6).

Za predpokladu, ze je iontovy zdroj zbaven zbytkové vlhkosti, mize byt zvyhodnén
mechanismus pfenosu naboje mezi N a analytem viz rovnice (2.7). Zbytkova vlhkost miize
byt odstranéna intenzivnim proudem horkého dusiku. Napftiklad autofi Farenc a kol. za timto
ucelem nechali iontovym zdrojem proudit horky dusik po dobu 2 hodin pfed vlastnim méfenim
[111]. K pfenosu naboje dochézi v piipadé, Ze je ionizacni energie analytu niz§i nez ionizacni
energie dusiku. Tento typ ionizace je typicky pro mén¢ polarni latky. Pfenos naboje muze byt
potlaten zamémym piivadénim protického rozpoustédla do prostoru iontového zdroje (napf.
moznost piivadéni referencniho roztoku nebo umisténim vialky s protickym rozpoustédlem do
prostoru iontového zdroje [142]). V pozitivnim moddu jsou typické jednou nabité ionty [113],

dvojnasobné nabité ionty byly pozorovany u hydroxychlorchinont [143].

Vedle pfenosu protonu a naboje byly v literatufe pozorovany i dal§i mechanismy tvorby
iont. Napiiklad pfi analyze polyalfaolefini dochazelo k abstrakci vodiku za tvorby [M — H]*,
inkorporaci dusiku [M+N]* a vzniku [M — 2H]* v dasledku ztraty H, z radikal kationtu M+
[144]. Tvorba aduktovych iontd, ktera je typicka pro ESI, byla v literatufe popsana pro
taurocholovou kyselinu [145]. Velmi Casto také vznikaji dehydratované molekuly [M — H,O]*
tvotici se z molekul s hydroxylovymi skupinami, které mohou byt snadno odstépeny jako

molekula vody [146].
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N, +e~ - N3 + 2e” 2.1

N7 + 2N, > N; + N, (2.2)

N/ +H,0 - H,0" + 2N, (2.3)
H,0" + H,0 —» H;0" + OH' (2.4)
H;0" + nH,0 - H*(H,0),, + H,0 (2.5)
H*(H,0),, + M - [M+H]" + n(H,0) (2.6)
Ny /NS + M- M+ +N,/2N, .7)

Negativni ionty vznikaji elektronovym zachytem pomalych termalnich elektrond z plazmy
viz rovnice (2.9), disociacnim elektronovym zachytem viz rovnice (2.11), abstrakci protonu viz

rovnice (2.12) a (2.13) a adici aniontu viz rovnice (2.14).

Elektronovy zachyt termalnich elektronti je mozny pro molekuly s kladnou elektronovou
afinitou, a dochazi tak ke vzniku radikal aniontu M. Radikal anionty mohou vznikat rovnéz
mechanismem popsanym ve studii autorti Dzidic a kol., ktefi popisuji vznik bazického radikal
aniontu O, mechanismem elektronové ionizace podle rovnice (2.8). Analyty mohou s O3
reagovat za vzniku intermediatu [MO];’, ktery dale podléha disociaci na M~ a O, podle

rovnice (2.10) [147].

Deprotonované ionty [M — H]™ vznikaji abstrakci protonu z molekuly analytu. Jednim
z moznych mechanismt vzniku [M — H]~ je reakce analytu s bazickym O3 viz rovnice (2.12).
V literatufe jsou diskutovany i rizné dal§i mechanismy vzniku [M — H]~. Napftiklad Song
a kol. ve své studii zaméfené na mechanismus vzniku negativnich iontl pii APPIionizaci uvadi
mechanismus dle rovnice (2.13), ve kterém je v prvnim kroku prenos elektronu nasledovan

prenosem vodiku [140].

Adice chloridu (2.14) byla popsana ve studii McEvena a kol., kde autofi podpofili vznik

aduktt privadénim methylenchloridu do iontového zdroje [141].

O, +e” - 03" (2.8)

M+e - M™ 2.9)
07 +M & [MO,]7 & M™ + 0, (2.10)
AM+e - A +M™ (2.11)
07+ M - [M—H]™ +HO, (2.12)
03 +M—->0,+M" - [M—H] +HO; (2.13)
X"+ M e MX™ (2.14)
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2.4 Vyuziti iontové mobilitni separace ve spojeni s hmotnostni spektrometrii

Snizena selektivita zptisobena absenci upravy vzorku a separa¢niho kroku u piimych
technik hmotnostni spektrometrie mize byt ¢aste¢né kompenzovana zafazenim post ioniza¢ni
separace pomoci iontové mobility. Tato technika separuje vzniklé ionty na zakladé tvaru,
velikosti a naboje. V souCasnosti existuje cela fada typt iontovych mobilitnich cel
a technickych feSeni spojeni iontové mobility s hmotnostni spektrometrii. Této problematice se
vénuje velké mnozstvi prehledovych c¢lanka [148-153]. Pro spojeni mobilitni separace

a hmotnostné spektrometrické detekce se bézné vyuziva ne€kolik typu zafizeni a to:

e Jontova mobilitni spektrometrie v driftové trubici (DTIMS)
e Jontova mobilitni spektrometrie s vysokonapét'ovou asymetrickou vinou (FAIMS)
e Jontova mobilitni spektrometrie s putujici vinou (TWIMS)
e lontova mobilitni spektrometrie se zachytem iont (TIMS)
e Cyklicka iontova mobilitni spektrometrie (cIM) s TW technologii
Na obrazku 9 je uvedeno schéma cely pro linearni iontovou mobilitu s vyuzitim putujici
viny Triwave od firmy Waters. Ionty vzniklé ionizaci jsou v tomto typu zafizeni zachyceny
a akumulovany v prvni ¢asti iontové mobility nazyvané Trap. Nasledné jsou ionty vpustény do
druhé casti cely, kde probiha vlastni separace. Mobilitni cela vyuziva pohybujici se napétoveé
pulzy (vlny) aplikované na sefazené prstencové elektrody. Tyto viny vedou ionty v protisméru
k proudu driftového plynu. Jak ionty putuji reaguji a koliduji s driftovym plynem, jsou
zpomalovany v zavislosti na svém tvaru, velikosti a naboji. To zplsobi, ze ionty s riznym
tvarem, velikosti nebo nabojem putuji mobilitni celou riznou rychlosti. Separované ionty jsou
prevadény pres druhou kolizni celu (Transfer) do TOF analyzatoru. Cely cyklus separace trva
pouze desitky milisekund a je tak plné kompatibilni s analyzatorem doby letu. Trap a Transfer
cely mohou byt operovany v modu koliznich cel a procesem kolizi aktivované disociace
produkovat z ionti analytd fragmenty, coz nabizi mnoho moznosti pro strukturni analyzu.
Iontova separace je optimalizovana zejména pomoci dvou parametrt, a to vysky napétové viny

a rychlosti jejiho putovani v ramci cely [152].

Spojeni ASAP ionizace a iontové mobility bylo poprvé realizovano v roce 2011 pfi analyze
necistot ve 2-naftalenaminech [154]. V soucasnosti je spojeni ASAP-IMS-MS bézné vyuzivané
pfi analyzach polymert a v petroleomice [111, 113, 155-157]. Jesté vyssi selektivity a rozliSeni
je mozné dosahnout s cyklickou iontovou mobilitou, kterd umoziiuje rovnéz provadét IMS"

separaci a vyrazné tak prispét ke spektralnimu rozliSeni [158].
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Tato technika nabizi moznost zvysSeni selektivity metod zalozenych na piimé hmotnostni
spektrometrii, coz je idealni pro vzorky umeéleckych dél, které jsou Casto velmi komplexni.
Navic vzhledem krychlosti separace nedochazi k prodlouzeni Casu analyzy. Ze studii
vyuzivajici spojeni IMS-MS v analyze kulturniho dédictvi je mozné uvést napt. studii Pauk

a kol., ktefi vyuzili spojeni FIA/ESI-IMS-MS pro stanoveni provenience indiga [159].
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Obrdzek 9: Schéma cely pro linedrni iontovou mobilitu TriWave (Waters)
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3 Cile disertac¢ni prace
3.1 Analyza lipidickych pojiv

e Vyvoj ASAP-MS metody pro klasifikaci rostlinnych olejt

e Aplikace Analyzy hlavnich komponent (Principal component analysis, PCA) pro
nalezeni latek, jejichz obsahy se v rostlinnych olejich vyznamné 1isi

e Vyuziti ASAP-IMS-MS metody pro analyzu modelovych vzorkd temper
pfipravenych ve dvou typech lipidickych pojiv, a to vaje€ném zloutku a Inéném
oleji

e Nalezeni markert, které by tato dvé pojiva rozliSily v degradovaném stavu
a v piitomnosti riznych pigmentt na neinertnim podkladu

e Prostudovani potencialu ASAP-IMS-MS pro rozliSeni téchto dvou typu pojiv
v autentickych pfedmétech kulturniho dédictvi

3.2 Analyza barevnych slozek

e Aplikace metody ASAP-IMS-MS na charakterizaci organickych materialt
v realnych archeologickych smésich pro dekoraci keramiky

e Vyuziti metod prvkové analyzy, FIA/ESI-MS a Ramanovy spektrometrie k uréeni
zdroje barevného pigmentu a charakterizaci matrice

e Rekonstrukce receptu na pripravu barevnych smeési na zakladé ziskanych vysledkt

3.3 Analyza historickych odlévacich forem z doby rimské

e Analyza materialu odlévacich forem metodou rentgenfluorescen¢ni spektrometrie
e Aplikace metod Ramanovy spektrometrie, Py-GC/MS a ASAP-IMS-MS na
charakterizaci organickych rezidui na povrchu odlévacich forem

4 Experimentalni ¢ast
4.1 Analyza pojiv na bazi lipidu metodou pfimé hmotnostni spektrometrie za vyuziti

pevné sondy

4.1.1 Vyznam a metodické aspekty studie v kontextu historického vyzkumu

a pamatkové péce

Identifikace pojiv ve vzorcich maleb poskytuje kliCovou informaci pro kazdy sanacni
a restauratorsky zakrok a napomaha pfti studiu tvorby daného umeélce v uménoveédnych oborech.
Z historického pohledu bylo v Evropé vyuzivano nékolik zakladnich typt pojiv a jejich smési,
jez je mozné rozdeélit do chemickych tfid na proteiny, pryskyfice, polysacharidy a lipidy [1-3].
Zakladni barevna vrstva tvorena disperzi pigmentu a pojiva byla navic ¢asto opatiena
ochrannym filmem, nejCastéji na bazi vosku a ptirodnich pryskyfic. Mimo zminéna pojiva

mobhla barevna vrstva obsahovat fadu aditiv jako napftiklad sikativa, stabilizatory a dalsi [160].
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Chemicka analyza takovychto vzorka je komplikovana jejich vysokou heterogenitou. Ve
vzorcich také dochazi k interakcim jednotlivych komponent napf. kovovych kationt, které
mohou s ostatnimi slozkami dila reagovat a ménit jejich chemickou strukturu, pfipadné
katalyzovat oxidacni reakce [32]. Vyznamnymi faktory, které ovliviiuji kvalitativni slozeni
pojiv jsou degradacni procesy. Ty probihaji vlivem mikrobialni aktivity a pusobenim
environmentalnich podminek jako jsou napf. teplota, relativni vlhkost, pH nebo UV zéfeni.
Dalsi komplikaci je Casto nizka koncentrace pojiva ve vzorku. Odebrany vzorek je obvykle
nepatrnych rozmérti v fadu jednotek milimetrt a pojivo piedstavuje pouze zhruba 10 % celkové

hmotnosti vzorku [1].

Identifikace pojiv je zalozena na detekci stabilnich latek, které zistaly v intaktnim stavu
a degradacnich produktt, které byly zachovany, respektive vznikly v delSim casovém
horizontu. To predstavuje naroCny ukol vyzadujici vysoce specifické a citlivé analytické
techniky [4]. Nejbéznéji se pro analyzu a klasifikaci pojiv na bazi acylglycerola vyuziva spojeni
separaCnich technik jako je plynova a kapalinovda chromatografie shmotnostné
spektrometrickou detekci [18, 52]. Tyto techniky jsou dostatecné specifické, citlivé, avsak

Casove€ narocné na piipravu vzorkl i samotnou analyzu.

Vedle praci vyuzivajici spojené techniky jsou stale vice publikovany studie, kde je analyza
provadéna technikami pfimé hmotnostni spektrometrie, a to zejména MALDI-MS [99, 100,
102, 104, 105], ionizace za vyuziti akustické viny (SAWN-MS) [92] nebo DESI-MS [85].
Technika ASAP-MS, piipadné ve spojeni siontovou mobilitou ASAP-IMS-MS, nebyla
doposud aplikovana na analyzu uméleckych pojiv a jejich degradacnich produkta za ucelem

nalezeni markeru, které by pojiva dokazaly odlisit i v degradovaném stavu.

Jak bylo popsano v teoretické Casti prace, ASAP-MS je ambientni ioniza¢ni technika
prozatim bez moznosti online spojeni s chromatografickou separaci. Je tedy nutné vzit v uvahu

jeji rysy pred samotnym hledanim markerd charakterizujicich jednotliva pojiva na bazi lipida.

e ASAP-MS neumoznuje separaci izomernich latek a jednotlivé signaly tak
odpovidaji sumé vSech izomernich struktur. Neni tedy obvykle mozné pfifadit
signalu konkrétni strukturu, a to ani za pfedpokladu zafazeni iontové mobility
v disledku nedostacujicich rozdili v koliznich prifezech ionti a nasledné
v iontovych mobilitach jednotlivych izomernich acylglycerolu

e U techniky ASAP-MS jsou nevyhnutelné konkuren¢ni a matricni efekty ve zdroji
z divodu simultanni ionizace velkého poctu komponent vjednom misté a ve
stejném Case, coz negativné ovliviiuje fadu analytickych parametra
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e ASAP-MS je primarné metodou kvalitativni analyzy a umoziiuje kvantifikaci
analyt s nizsi presnosti (obvykle na urovni semikvantitativni analyzy)

Vsechny tyto rysy ovliviiuji opakovatelnost naméfenych spekter. Je tedy nutné analyzovat
vzorek ve vice opakovanich vhodné zafazenych v celé mérené sekvenci vzorkl, aby byly
rozdily v profilu markeri v jednotlivych materialech spravné vyhodnoceny a spolehlivé
prokazany. Rovnéz je nutné jednotliva méfeni prokladat slepymi vzorky, aby byl kontrolovan
pfipadny pfenos analytd mezi méfenimi a byly vylouceny falesné pozitivni vysledky plynouci
z kfizové kontaminace. Neméneé dulezité je prizpuisobit mnozstvi vzorku, které je do iontového

zdroje pfivadeéno tak, aby nedoslo ke kontaminaci zdroje sledovanym analytem.

Cilem této studie bylo vyvinout ASAP-MS a ASAP-IMS-MS metodu pro analyzu pojiv na
bazi lipida a nasledné odlisit olejové pojivo od vajecného Zloutku ve stafenych vzorcich
modelovych temper na zakladé charakteristickych markerti. Dale poté prostudovat potencial

metody na autentickém vzorku nasténné malby.

4.1.2 Chemikalie

Aceton (HPLC grade, >99.8 %, Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) pro fedéni
a extrakci vzorkll. Roztok leucin enkefalinu (HPLC, > 95 %, Sigma Aldrich) pro korekci
nametfenych spekter. Mravencan sodny pro kalibraci QqTOF analyzatoru pfipraveny
laboratorng smichanim 100 uL 0.1 M hydroxidu sodného (Fluka, Buchs, Svycarsko), 200 ul
10% kyseliny mravenci (99-100 %, Avantor PA, USA) a 30 ml smési acetonitrilu (Honeywell,
Charlotte, NC, USA) a vysoce Cisténé vody Mili-Q (Merck) v poméru 80:20 (v/v).

Pro ovéfeni vhodnosti metody byly vyuzity nasledujici oleje zakoupené od raznych
dodavatelti: Inéné oleje za studena lisované znacky Kremer pigmente (Némecko), Rublev
colours (Kalifornie), Schmincke (Némecko), Inéné oleje bélené znacek Aurelio (Némecko),
Rublev colours, Lukas (Némecko), Winsor & Newton (Velka Britanie), saflorové oleje Umton
(Ceska republika), Lefranc bourgeois (Francie), Sennelier (Francie), Schmincke, konopny olej
zna&ky Solio (Ceska republika), Cerstvy olej z vlagskych ofechdl znatky Solio, oleje z vlasskych
ofechti zahusténé na slunci od Rublev colours, Kremer pigmente, makové oleje od Umton,
Solio, Schmincke, Sennelier, olivovy olej od znacky Sigma Aldrich (Missouri), hiebickové

oleje znacky Kremer Pigmente a Rublev colours.

Z pigmentd byly pro pfipravu temper zvoleny nasledyjici: indigo (indigofera), egyptska
modf a Cervena hlinka (vSechny od spolecnosti Zecchi, Italie), olovnato-cinicita zlut’ a okr

sienna od firmy Kremer pigmente.

33



4.1.3 Modelové vzorky temper

Malé kvadry s omitkou o rozméru 15x10x3 cm slouzici jako podklad pro tempery byly
ptipraveny z hrubsi podkladové vrstvy (jadrové omitky) a jemné povrchové vrstvy. Spodni
vrstva kvadru byla piipravena z bilého haseného vapna Certak (Vapenka Certovy schody,
Ceska republika) a kfemicitého pisku (Tomi-pisek, Ceska republika). Jadrova omitka byla
pfipravena smisenim hrubého pisku a haseného vapna v pomeéru 3:1. Takto pfipraveny podklad
schnul né€kolik dni ve vlhkém prostiedi do zatvrdnuti, ne vSak Uplného zaschnuti. Pied
nanesenim jemné vrstvy omitky byla svrchni vrstva jadrové omitky strzena. Jemna omitka
ptipravena z haseného vapna a jemnéjsiho pisku (Castice do 2 mm v poméru 1:2) byla nanesena
na pripraveny podklad jadrové omitky v tenké vrstvé a ponechana do mirného zaschnuti.
Nasledné byla vrstva filcovana jemnym filcem a kletovana hladitkem. Béhem tpravy povrchu

byla omitka jemné kropena vodou, aby se malta 1épe utahla a vapno vice vyvstalo na povrch.

Tempery byly pfipraveny smisenim pozadovaného pojiva a pigmentu. Jako olejové pojivo
byla vyuzita smés Inéného polymerovaného oleje znacky Umton a Inéného , CiSténého* oleje
(Leinol gereinight) od znacky Schmincke. Pro vaje¢né tempery byl vyuzit zloutek z vejce
pochazejiciho z domaciho chovu. Tempery byly michany s pojivem do pozadované
konzistence na sklenéné desce pomoci Spachtle a Stétcem nanaSeny na zaschlé modelové omitky

jako CtvereCky o strané cca 1 cm (obrazek 10).
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Obrazek 10: Modelové vzorky olejovych a vajecnych temper. Samotné pojivo rddek (A), smési
pojiva a barviva/pigmentu radky (B—F); indigo (B), egyptska modi’ (C), hlinka (D), okr (E),
olovnato-cinicita zlut (F)

4.1.4 Umélé stareni vzorku v pristroji Solarbox

Ume¢lé stafeni modelovych vzorka bylo provedeno pomoci pfistroje Solarbox 3000e RH
(CO.FO.ME.GRA, Ttalie) vybaveného xenonovou lampou. Podminky stareni byly nasledujici:
teplota 30 °C, vlhkost 75 %, vykon xenonové lampy 500 W/m?. Jednotlivé modelové fady byly
odebirany vzdy po 504 hodinach (3 tydnech) po dobu 9 tydnu.

4.1.5 Metodika

Analyza nativnich olejii i modelovych vzorkil byla realizovana na vysoko rozlisujicim
hmotnostnim spektrometru Synapt G2-S (Waters, Milford, MA, USA) vybaveném
pfisluSenstvim pro ionizaci pomoci pevné sondy (ASAP) a iontovou mobilitni celou (TriWave).
Data byla méfena a vyhodnocovana v programu MassLynx V4.2 SCN 1016, Markerlynx V4.1
SCN 639 (Waters, Manchester, UK) a EZinfo 3.0.3.0 (Umetrics, Umea, Svédsko). Hybridni
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analyzator QqTOF byl kalibrovan v rozsahu m/z 50-1200 pomoci ESI sondy pfimou infuzi
mraven¢anu sodného pred vyménou iontového zdroje za pevnou sondu. Na zacatku a na konci
kazdé analyzy byla v kratkych intervalech méfena spektra leucin-enkefalinu pro naslednou
korekci dat na presnou hmotu (m/z 556.2771 Da). Separace obou kanalti (ESI a ASAP) byla
zajisténa pomoci oto¢né stinici prepazky.

Pro optimalizaci metody byl vyuzit Inény olej za studena lisovany (Schmincke) fedény
acetonem v poméru 1:4 (v/v). Uginnost ionizace byla posuzovana na zakladé hodnoty sumy
celkového iontového proudu (TIC) a ionizacnich vytézkd vybranych tri- a diacylglycerolq,
které predstavuji hlavni slozky lipidickych pojiv. Kazdy bod optimalizace teploty a vybojového
proudu byl méfen v sedmi opakovanich, aby bylo mozné posoudit rozptyl méfeni (vypocet
smeérodatné odchylky). Optimalizace rychlosti pratoku dusiku byla méfena v péti opakovanich.

Experimentalni podminky byly po optimalizaci nastaveny nasledovné. Ionizaéni mod
pozitivni, délka analyzy: 2.2 min, kolizni energie na Trapu (trap collision energy): 4 eV, kolizni
energie na Transferu (transfer collision energy): 2 eV, teplota iontového zdroje (ion source
temperature): 100 °C, napéti na vzorkovacim kuzelu (sampling cone voltage): 80 V, vybojovy
proud (corona current): 2 pA, pritokové rychlost plynu (desolvation gas flow, N2) 500 1-h!,
mod rozliSeni: resolution (draha iontti v TOF analyzatoru ve tvaru jednoduchého pismene V).
Pro experimenty zahrnujici iontovou mobilitu byla nastavena délka analyzy 3 min, rychlost
pohybujici se vIny (travelling wave velocity) v iontové mobilitni cele: 550 m-s'. Rychlost
pohybujici se viny byla optimalizovana v jednom experimentu, kde kritériem byla separace
mono-, di- a triacylglycerolll za soucasného zachovani celé mobilitni separace v ramci jednoho
mobilitniho skenu (bez prestupu ionti mezi jednotlivymi skeny). Vyska viny (wave height)
v IM cele: 40V, driftovaci plyn (drift gas): helium, ostatni experimentalni podminky byly
nastaveny stejné jako pro sken bez iontové mobility. Pro MS/MS experimenty byla nastavena
LM hodnota (LM resolution) na 15. Kolizni energie byla nastavena pro jednotlivé molekuly
individualné a je uvedena u prislusSnych MS/MS spekter. Veskeré kolizni experimenty byly
provadény v kolizni cele Transfer, tak aby byla zachovana IM separace iontu prekurzoru.

Ovéfteni vhodnosti metody pro rozliSeni olejl s odliSnym profilem VMK bylo provedeno
analyzou souboru sedmi druhti olejui. Vybrané oleje byly zakoupeny od riznych dodavatelt tak,
aby byla zahrnuta biologicka a technologicka variabilita jednotlivych typt oleji. Vzorky oleja
byly zfedény acetonem v pomeéru 1:100 (v/v), Spicka testovaci kapilary (se zatavenym koncem)
byla vzdy ponofena do pfipraveného roztoku, po odpateni rozpoustédla upevnéna do ASAP
sondy a instalovana do iontového zdroje. Ziskana data byla vyhodnocena analyzou hlavnich

komponent.
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Pro analyzu modelovych vzorkt temper byly zvoleny dva pfistupy, a to analyza extraktd
a pfima analyza vzorka temper. Pii analyze extrakt byly pfiblizn€ 2 mg vzorku (smés tempery
s Casteckami jemné omitky, ktera byla odSkrabnuta z povrchu kvadru) extrahovany 1 ml
acetonu v ultrazvukové lazni po dobu 15 min. Nasledné byly vzorky centrifugovany po dobu
3 min pii 5 000 otackach/min. Ziskany supernatant byl odpaten do sucha a rekonstituovan na
vysledny objem 300 pl acetonu. Pro deponovani vzorku byly vyuzity komeréné dostupné
sklenéné kapilary se zatavenymi konci. Kapilara byla namocena do extraktu a po odpateni
acetonu upevnéna do ASAP sondy a instalovana do iontového zdroje. Aby bylo zabranéno
pfenosu latek mezi jednotlivymi analyzami, byla pro kazdé méfeni vyuzita vzdy nova kapilara.
Ta byla pfed analyzou vzorku vypalena ve zdroji pii 600 °C a nasledné€ bylo zméfeno spektrum

kapilary bez vzorku jako slepé stanoveni.

Ve druhém postupu byla testovana moznost méfit vzorky pfimo bez extrakéniho kroku.
Maly kousek odebraného vzorku obsahujiciho pojivo, pigment a zbytky omitky (pfiblizné
3 mm?) byl rozdrcen v achatovém hmozdifi na jemny prasek. Konec zatavené vzorkovaci
kapilary byl opakované otiran o rozdrceny vzorek a nasledné analyzovan stejnym zpusobem
jako extrakt. Pfed PCA analyzou byly manualné vylouCeny signaly pozadi a intenzity

vybranych markerti nasledné dohledany pomoci software (SW) Markerlynx XS.

Tabulka 7: Zkratky VMK a acylglycerolit vyuzivané ve studii

Zkratky VMK Popis

Ciso Kyselina palmitova
Ciso Kyselina stearova
Cis:1 Kyselina olejova
Cis2 Kyselina linolova
Cis: Kyselina linolenova

* slozeni fétézcu tri-, di- a monoacylglycerolt je vyjadfovano formou uvedenych zkratek,
tedy diacylglycerol obsahujici fetézec kyseliny stearové a linolové je oznacen zkratkou
Ci8:0C1s:2. Inkorporace kysliku do molekuly je vyjadiena pfipsanim +0O, inkorporace dvou
kyslikl jako+20

4.1.6 Vysledky a diskuse

Pro analyzu acylglycerolti, jez predstavuji hlavni komponenty oleja a tukt, byly
optimalizovany tii kliCové parametry ionizace, a to teplota dusiku, rychlost prutoku dusiku

a proud mezi vybojovou jehlou a vstupem do MS. Pro optimalizaci byl vyuzit Inény olej za
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studena lisovany, zfedény acetonem v pomeéru 1:4 (v/v). Teplota dusiku byla optimalizovana
v rozsahu 100-600 °C s krokem 100 °C, kazdy bod byl méfen v sedmi opakovanich. Z grafu
zavislosti sumy celkového iontového proudu na teplote (obrazek 11 A) je patmé, Ze se zvySujici
se teplotou dochazi k rastu signalu. Tento trend byl nasledné€ ovéfen i pro vybrané acylglyceroly
viz obrazek 1P. Pii zvolené teploté 600 °C byla nejvyssi odezva signalu dosazena pii nizSich
hodnotach proudu mezi vybojovou jehlou a vstupem do MS. Pro dalsi optimalizaci byla zvolena
hodnota 2 pnA (obrazek 11 B pro TIC a obrazek 2P pro vybrané acylglyceroly). Optimalni
rychlost pritoku dusiku byla nasledné dosazena pti 500-700 1-h™!, niz§i smérodatna odchylka
méfeni byla docilena pii rychlosti proudéni 500 I'h! (obrazek 11 C a obrazek 3P), proto byla
tato hodnota pouzita pro dalsi experimenty.
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Obrdzek 11: Zavislost TIC na parametrech ASAP zdroje, vliv teploty N> (A), proudu vioZeném
na vybojovou jehlu (B), rychlosti priitoku N> (C)

Optimalizovana metoda byla testovana na souboru sedmi typu oleju (Inény, ofechovy,
konopny, saflorovy, makovy, olivovy a hiebickovy). Dva z téchto oleja byly navic rozdilné
technologicky upravené, jednalo se o Inény olej panensky a béleny (sluneCnim zafenim)
a ofechovy olej surovy a zahustény na slunci. Oleje byly pred analyzou stonasobné zfedény

acetonem a meéteny ve Ctyfech opakovanich.

Spektra ziskana méfenim souboru oleju byla korigovana na pfesnou hmotu leucinu
enkefalinu. Ptiklad MS spektra ziskaného analyzou Inéného oleje je uveden na obrazku 12. Ve
spektru jsou patrné tfi vyznamné oblasti, a to oblast intaktnich triacylglyceroli v protonované

formé [M+H]" a fragmentd vznikajicich po ztraté jednoho nebo dvou acylovych fetézcu,
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v disledku &ehoz vznikaji ionty typu [M —RCOO]" a [RCO +74]*. Tyto fragmenty
detekovali rovnéz van der Berg a kol. ve studii vyuzivajici pro analyzu oleju teplotné rozlisenou
pfimou hmotnostni spektrometrii (DTMS) s elektronovou ionizaci (energie elektronového
svazku 16 eV) [103]. Nejvyznamnéjsi molekularni ionty a fragmenty pifitomné ve spektrech
Inénych oleji jsou uvedeny v tabulce 8. Vedle vySe zminénych molekularnich iont
a fragmentu jsou pfitomny i signaly o 16 a 32 Da vyssi, nez jsou uvedené nominalni hmotnosti
iontl v tabulce 8, coZ poukazuje na inkorporaci jedné a dvou molekul kysliku do struktury
acylglycerolt v prub€hu starnuti materialu. Tato inkorporace byla rovnéz pozorovana ve

spektrech oleji metodou DTMS [103].

Na obrazku 13 je uvedeno MS/MS spektrum signalu m/z 873.6927 dominantniho ve
vzorcich Inéného oleje. Signal odpovida triacylglycerolu o slozeni Cig:3Ci83Cis:3. Uvedené
MS/MS spektrum rovnéz dokazuje vznik vySe zmin&nych fragmenti [M —RCOO],
[RCO + 74]% i za podminek kolizn& indukované disociace. Dale je zde patrny acyliovy iont

m/z 261.2195 odpovidajici kyseliné linolenové.

Fragmentacni MS spektra potvrzuji, Ze vedle oxidovanych produkti jsou piitomny i signaly
intaktnich diacylglycerolti a monoacylglycerolt. Naptiklad signal iontu s teoretickou hmotnosti
m/z 613.4854 muze odpovidat oxidovanému fragmentu diacylglycerolu s acylovymi fetézci
s riznym stupném nenasycenosti (odpovidajici izomerni formy), ale mize patfit i protonované
molekule diacylglycerolu se dvéma fetézci kyseliny linolenové typu [M+H]* (viz struktury na
obrazku 14). Jak je patrné z MS/MS spektra uvedeného signalu ve vzorku Cerstvého Inéného
oleje na obrazku 14, iont prekurzoru odstépi molekulu vody a vznika fragment s m/z 595.4678.
Nejintenzivng€jsim acyliovym iontem je m/z261.2153 odpovidajici kyseliné linolenové a signal
m/z 335.2560 poté odpovida fragmentu monoacylglycerolu s fetézcem kyseliny linolenové. Pri
porovnani MS/MS spektra nestafeného oleje s MS/MS spektrem stafeného oleje na obrazku 26
dale v diskusi je patrné, Ze druhym nejintenzivnéj§im acyliovym iontem stafeného oleje je m/z
277.2182, ktery odpovida hydroxylované kyselin€ linolenové (a moznym izomernim formam).
Nejintenzivngjsi acyliovy iont m/z 275.1989 poté muze odpovidat rovnéz oxidované kyseliné
linolenové s inkorporovanou ketoskupinou. Lauer a kol. rovnéz pozorovali v APCI-MS
spektrech ztratu dvou vodikl z acyliového iontu kyseliny linolenové za vzniku [F —2H]*
[161]. V iontovém zdroji muze také dochazet ke spontanni dehydrataci intaktnich molekul

+

di- a monoacylglycerolti za vzniku [M — H,0]™ v disledku vysoké teploty. Tento proces je

pozorovan i u jinych typu latek. Napt. Ray a kol. jej popisuji pfi analyze steroidnich latek [146].
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Tabulka 8: Nejintenzivnéjsi molekuldrni ionty a fragmenty v ASAP-MS spektrech [nénych oleju

Nominalni hmotnost [Da] Fragment/ iont Molekulovy vzorec
887, 885,....873 [M+H]" Cs57H1102,06, kde n=2-9
857, 855,...851 [M+H]" Cs5H1079,06, kde n=3-6
829 [M+H]" C53Hg7.5,06, kde n=3
607, 605, ....595 [M — RCOO]* C39H75.5,04, kde n=0-6
579, 577,575, 573 [M —RCOO]* C37H7,5,0y4, kde n=0-3
551 [M — RCOO]* C35Hg7,04
341, 339, 337, 335 [RCO + 74]* Cy1Hy41.0,05, kde n=0-3
313 [RCO + 74]* C19H3,0;

n oznacuje pocet dvojnych vazeb

R nasyceny/nenasyceny uhlikovy fetézec navazany na karboxylovou skupinu

... pokrac¢ovani homologické rady

28_05_20_a27e_02_AFAMM 41 (0.829) Cm (1:153) Tl'lﬂ('ylgl_\‘(‘el'()ly
1
100, 873.70437
877.7289
_879.7511
Diacylglyceroly
GG‘ -
e ! 881.7628
599.5066
595.4796
851.7155
601.5251 $82.7695
lx10 | T
Monoacylglyceroly 883.7768
335.2582,339.2023 573.4015|} 604.5383 884.7847
Jm M 613.4847
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Obrazek 12: ASAP-MS spektrum Inéného oleje
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Obrdzek 13: MS/MS spektrum Cis:3C18:3C1s:3, kolizni energie 40 V
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Obrazek 14: Fragmentace iontu s m/z 613.4854 v nativhim [néném olej, kolizni energie na
Transfer kolizni cele 30-60 V

Triacylglyceroly byly v ziskanych spektrech pfitomny ve formé& protonovanych molekul

[M+H]*, na rozdil od studie autorii Pizzo a kol., kteli v ASAP-MS spektrech pozorovali
triacylglyceroly dominantné ve formé radikal kationti M™ a v mensim zastoupeni protonované
ionty [M+H]* [162]. Pravdépodobnym vysvétlenim muize byt fakt, Zze v této studii byl

simultanné pfivadén do iontového zdroje vodny roztok leucin enkefalinu, coz zvysilo rezidualni
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vlhkost ve zdroji a zvyhodnilo tak pfenos protonu oproti pfenosu naboje, ktery je typicky pro

vice nepolarni latky.

Signaly anorganickych pigmentli nebyly ve spektrech modelovych temper detekovany.
Pozorovano bylo pouze organické barvivo indigotin, jehoZ signal [C;4H;oN,0,+H]* byl

ptitomen ve spektrech olejovych i vajeénych temper viz obrazek 15.

263.0836 1: TOFMS ASAP+ 263.0826 1: TOFMS ASAP+
100 - & 3.01e6  100- B o 1.59¢6
S S
263.2350
T T T T T T T mz T T T T T T T m/z
263.000 263.200 263.400 263.600 263.000 263.200 263.400 263.600

Obrazek 15: Signal indigotinu v extraktu olejové tempery (4), vajecné tempery (B) v ¢ase 13

Ze Score plotu PCA uvedeného na obrazku 16 je patrné, ze ASAP-MS metoda je schopna
odlisit nativni oleje na zakladé jejich charakteristickych spekter. Markery jednotlivych oleja
byly vyhledavany pomoci diskriminacni analyzy s vyuzitim ortogonalnich projekci do
latentnich struktur (jinak téz diskrimina¢ni analyzou s ortogonalni Caste¢nou metodou
nejmensich Ctvercu, orthogonal partial least squares method discriminant analysis; OPLS-DA).
Intenzity vybranych markeri ve spektrech byly dohledany pomoci SW Markerlynx 4.1.
Nalezené intenzity jednotlivych markera byly podéleny sumou vSech signalti (TIC) a nasledné
vyneseny do grafii ve formé box plotd. Jednotlivé oleje se lisi intenzitou signalti pfitomnych
acylglycerolu a jejich fragmentt s riznym poctem uhlikli a dvojnych vazeb v fetézcich jejich
VMK a vnékterych pripadech intenzitou degradacnich produktd vzniklych v disledku
technologického zpracovani oleji. U hiebickového oleje byl detekovan marker m/z 165.0923
(CioH1302", dtm 0.7 mDa) odpovidajici na zakladé presné monoizotopické hmotnosti
protonované molekule eugenolu. Je vhodné uvést, ze nalezené markery nejsou vylucéné
charakteristické pro jednotlivé oleje, ale lisi se mezi oleji vyznamné svou intenzitou. Ptiklad

markeru pro konopny a Inény olej je uveden na obrazku 17.
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Obrazek 16: Score plot PCA dat 7 ASAP-MS analyz studovanych rostlinnych olejii (Inéné
oleje bélené jsou symbolizovany cervenym ctvereckem)

1,20E-06

l’OOE.06 -

0,80E-06 B

m/z 937.8141

0,60E-06
0,40E-06

C ! E G
LA — $ —— =,=,F et H

——

0,00E+00

4.5E-02

4.0E-02 F m/z 873.6977

3.5E-02

x
3.0E-02 5

2.5E-02

2.0E-02

1.5E-02

1.0E-02

5.0E-03

0.0E+00 el = amiom,

Obrazek 17: Priklad markeru konopného oleje m/z 937.8141 (Cs1H1090s", dtm —8.3 mDa) a
Inéného oleje m/z 873.6977 (Cs7Ho30s*, dtm 0.5 mDa); Saflorovy olej (A), konopny olej (B),
olivovy olej (C), Inény olej (D), ofechovy olej (L), ofechovy zahustény (F), makovy olej (G),
hrebickovy olej (H)
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Po ovéfeni vyuzitelnosti metody pro odliseni vzorki s rozdilnou kompozici acylglycerolt
(j. riznych typu olejir) bylo dal§im cilem odlisit uméle stafené vzorky vajeCnych a olejovych

temper. Piiprava vzorkl temper je popsana v kapitole 4.1.3.

V prvnim kroku byla posouzena vhodnost ASAP-IMS-MS metody pro sledovani
degradacnich procest. Jednotlivé vzorky byly extrahovany a méfeny ve Ctyfech Casech stafeni
od Cerstvych (zaschnutych) vzorkt (TO), po vzorky stafené 3, 6 a 9 tydnt v testovaci komore
pfistroje Solarbox oznacené jako T1, T2 a T3. Ve spektrech byly jasné patrné zmény, které
probihaly béhem procesu starnuti modelovych vzorka temper. Jednalo se o pokles signalt
reprezentujicich acylglyceroly s mastnymi kyselinami s vy$Sim stupném nenasycenosti napf.
signaly s m/z 573.4845, 575.5021 nebo 577.5234 odpovidajici diacylglycerolim se slozenim
Ci6:0C18:3, C16:0C18:2, C16:0C1s:1. Rozdily v oblasti m/z 550-621 mezi spektry ziskanymi v Case
TO a T3 jsou demonstrovany na obrazku 18. Pozorovan byl rovnéz zvysujici se pomér signala
oxidacnich produkti k signalu odpovidajicimu jejich intaktni molekule. Piikladem potencialné
vyuzitelnym pro sledovani rozsahu oxida¢niho starnuti je pomér oxidovanych diacylglycerolt

(m/z 603.5352+2:15.9949 (C39H;,03+20) a m/z 603.5352+15.9949 (C,,H7 05+ 0)) ku

signalu jejich intaktni molekuly (m/z 603.5352, (C5oH7;0})) viz obrazek 19. Tento uvedeny
trend byl l1épe patrny u vzorkd vajeCnych temper v porovnani s olejovymi temperami. Dalsi
pozorovanou zmeénou mezi ¢asy stafeni TO a T3 byla rozsahla hydrolyza triacylglycerolt na

nizemolekularni produkty.
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Obrazek 18: Priklad spektra vajecné tempery olovnato-cinicité Zluti v case T0 a T3
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Obrazek 19: Oxidace diacylglycerolu C3oH7104% v pritbéhu stareni modelového vzorku
vajecné tempery,

(intenzita signalit m/z 619.5276 a 635.5234 podélend intenzitou intaktniho acylglycerolu
o m/7 603.5352; 10 nestareny vzorek, T1 stareny 3 tydny, T2 stareny 6 tydmi, T3 stareny 9
tydmnii)

Celkovy rozdil v chemické kompozici modelovych vzorkt temper v Case T3 je patrny ze
Score plotu PCA na obrazku 20. Data byla pfi tomto experimentu pied statistickou analyzou
filtrovana tak, aby do analyzy vstupovaly jen latky srozdilem mezi nomindlni a pfesnou
hodnotou m/z (mass defect) v rozmezi 0.11-0.57. Cilem tohoto kroku bylo zajistit, aby dataset
korespondoval pouze s vyznamnymi komponentami vzorkd a nebyl pfili§ zatizen signaly
pozadi. Z divodu vysokych rozdili mezi intenzitami fady signalt v jednotlivych vzorcich byla
navic zvolena logaritmicka transformace dat, kterd tyto rozdily tlumila a dovolila vyvazené
popsat strukturu celého datasetu. Pro srovnani je na obrazku 4P uveden score plot PCA
nefiltrovanych dat z extrahovanych vzorkl bez logaritmické transformace, na obrazku 5P score
plot PCA nefiltrovanych dat z extrahovanych vzorkt s logaritmické transformaci a na obrazku
6P poté score plot PCA filtrovanych dat z extrahovanych vzorkii bez logaritmické

transformace.
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Obrazek 20: Score plot PCA dat ziskanych ASAP-IMS-MS analyzou starenych modelovych
vzorki vajecnych a olejovych temper v case T3

Z uvedeného score plotu PCA na obréazku 20 jsou patrné rozdily mezi obéma typy pojiva,
a navic CasteCna separace jednotlivych pigmentd v ramci danych pojiv. To mize souviset
s rozdilnou rychlosti starnuti pojiv v pfitomnosti raznych anorganickych ionti pochazejicich
z pigmentt [163, 164]. Nékteré komplexy kovu (napf. Cua Pb) mohou v pfitomnosti UV zafeni
podpofit vznik reaktivniho singletového kysliku, ktery diky své vysoké elektrofilité ptimo
reaguje s dvojnou vazbou VMK, ¢imz dochazi ke vzniku hydroperoxidi a urychleni procesu

degradace [8, 10].

Standardné je v literatufe vajecné pojivo jednoznacné identifikovano na zakladé profilu
proteinti a pfitomnosti cholesterolu a jeho degradacnich produktd [165, 166]. Cholesterol
predstavuje za normalnich podminek pomérné stabilni molekulu. Vlivem ultrafialového zateni
vSak muize dochazet k fotooxidaci molekul cholesterolu na oxidacni produkty, obecné znamé
jako oxysteroly, obsahujici oproti molekule cholesterolu polarni skupinu jako je napf.
karbonylova, hydroxylova nebo karboxylova skupina. Vedle fotooxidace miize byt oxidace
indukovana i vyssi teplotou a enzymy, pokud jsou v materialu ptitomny. Oxidace probiha pies
tvorbu reaktivnich hydroperoxidu, které jsou nestabilni, a tak se pfemeénuji na néktery z mnoha
degradacnich produkti [167]. Ionizace APCI se ukazala byt vhodna pro analyzu vSech
oxida¢nich produkti cholesterolu [168] a rovnéz metoda ASAP-MS byla jiz vyuzita ve studiich
pro analyzu esterti anabolickych steroidu a zenskych pohlavnich hormont i vySe zminéného
cholesterolu [129,146]. Jako dals§i markery vajecného pojiva je mozné uvést hexadekanonitril

a oktadekanonitril, které jiz byly popsany v Py-GC/MS spektrech [169]. Spojené techniky jsou,

46



jak jiz bylo uvedeno, Casové€ naro¢né a vyzaduji vyuziti nakladnych materiala. Proto je vhodné
vyvijet i rychlé metody jako je napf. analyza uvolnénych plynti s hmotnostné spektrometrickou
detekci (EGA/MS), DTMS nebo pravé ASAP-MS, které mohou poskytnout informaci rychle
a charakterizovat vyuzité materialy pred narocnéjS§imi separa¢nimi technikami, které pak

mohou byt cilenéji vyuzity.

V ASAP-IMS-MS spektrech byl nejvyznamnéj§im rozdilem mezi vajeCnym a olejovym
pojivem signal m/z 401.3435, odpovidajici molekulovému slozeni C,,H,;50; (dtm 1.5 mDa).
Tento signal byl na zakladé presné monoizotopické hmotnosti, MS/MS experimentu viz
obrazek 21 a sledovani izotopového profilu viz obrazek 22 ptifazen molekule oxidovaného
cholesterolu, pravdépodobné 7-ketocholesterolu. MS/MS spektrum bylo ve shodé s publikaci
zaméfenou na studium fragmentacnich cest vybranych oxidovanych produkti cholesterolu a
struktury navrzenych fragmenti jsou uvedeny na obrazku 21 [168]. Spektrum z extraktu
modelového vzorku bylo zatizeno interferenci zejména na signalu druhého izotopického piku,
kterou se podafilo vyznamné eliminovat pomoci iontové mobility viz obrazek 22 B, C.
Mobilitni separaci vSak dochazi k ur¢itému snizeni citlivosti, coz se projevuje zejména na tfetim

izotopickém piku.
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Obrazek 21: MS/MS spektrum markeru m/z 401.3435 (kolizni energie: 35 V) s navrhem
struktur vznikajicich fragmentii
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Obrazek 22: Izotopovy model pro molekularni vzorec C27H4502%(A), izotopovy profil

C27H4502" v modelovém vzorku vajecné tempery ve smési s egyptskou modri po odseparovdni

necistoty pomoci IMS (B), bez IMS separace (C)

Intenzita signalu m/z 401.3435 normalizovana vuci sumé veskerych vybranych markerd
byla vyznamné vyssi ve vSech vzorcich obsahujicich vajeny zloutek jako pojivo oproti
vzorkim olejovych temper viz obrazek 23 A, B. To potvrzuje jeho praktickou vyuzitelnost jako
markeru pojiv obsahujicich vejce. Signal cholesterolu byl v ziskanych spektrech rovnéz

detekovan, ale tato molekula pfedstavuje velmi béznou chemikalii, ktera neprokéazala v této

studii potencial pro klasifikaci pojiva.
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Obrdzek 23: Marker ziskany jako normalizovany signadl iontu s m/z 401.3435 (1401,3435/ TIC)
PTi méreni extraktit (A) a pri primém méreni bez extrakce (B)

Pro sledovani degradacnich procest byla zajimava zejména oblast spekter v rozsahu m/z
600-650, ve které se nachazely i signaly oxidovanych diacylglycerolt. Piiklad MS spektra
ukazujiciho tento hmotnostni rozsah je uveden na obrazku 24. Zde jsou dobfe patrné signaly
s m/z 613.4810, 619.5276 a 621.5419. Z intenzit téchto signall je mozno ziskat kombinovany
marker reprezentovany boxplotem na obrazku 25 A, B. Tento marker byl navrzen na zékladé
uvahy, ze veskeré vysychavé oleje (zejména pak Inény olej) obsahuji vyssi mnozstvi
polynenasycenych VMK nez vajecny zloutek [170] a je vypocitan jako podil signalu s m/z
613.4810 (C39Hgs 0%, dtm —2.2 mDa) a sumy signald s m/z 619.5276 (C59H,, 03, —2.6 mDa)
a 621.5419 (C;oH,;05%, —3.9 mDa). Z boxplotu na obrazku 25 A, B je poté patrné, Ze tento
pomér je vyznamné vySsi pro olejovou temperu. MS/MS spektrum iontu s m/z 613.4810 je
uvedeno na obrazku 26. Ze spektra je patmé, ze dominantné jsou zastoupeny acyliové ionty
oxidované kyseliny linolenové a mozné izomerni formy s m/z 277.2182 a 275.1989. Fragment
s m/z 335.2514 poté odpovida fragmentu monoacylglycerolu substituovaného kyselinou
linolenovou a m/z 351.2473 jeho oxidované formé& MS/MS spektra signala
619.5276 a 621.5419 jsou uvedena v pfiloze na obrazcich 7P—8P). Ve spektru signalu m/z
619.5276 jsou vyznamné zastoupeny acyliové ionty odpovidajici oxidované kyseliné olejové
m/z 281.2436 a m/z 279.2329 (a moznym izomernim formam). Vedle téchto acyliovych iontd
je velmi intenzivni signdl m/z 341.3063 odpovidajici fragmentu monostearylglycerolu.
V MS/MS spektru signalu m/z 621.5419 jsou nejintenzivnéjsi acyliové ionty s m/z 281.2477
odpovidajici oxidované kyseliné olejové a s m/z 267.2701 odpovidajici kyseliné stearové.
Rovnéz jsou detekované signaly m/z 339.2844 a 341.3060 odpovidajici monooleylglycerolu

a monostearylglycerolu.
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Obrazek 24: Oblast oxidovanych diacylglycerolit v olovnato-cinicité tempere v case 13
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Obrazek 25: Kombinovany marker vypocitany z intenzit signalit s m/z 613.4810, 619.5276,
621.5419 (Is13.4810/(1619.5276+l621.5419) v extraktech (A) a pri primém méreni materialu bez
extrakce (B)
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Obrdzek 26: MS/MS spektrum m/z 613.4810, kolizni energie na transferu 30 V

Ve stejné oblasti spektra byl nalezen signal s m/z 611.4654 (-2.2 mDa) a pfilehly signal
m/z 611.5244 (0.7 mDa), které odpovidaji elementarnimu slozeni C39Hg;03 a C37H5;Og.
Pomér téchto signalti byl vyssi pro vSechny modelové vzorky olejovych temper, jak ukazuje
obrazek 27 A, B (MS/MS spektra jsou uvedena v pfiloze na obrazku 9P-10P). V MS/MS
spektru iontu s m/z 611.4654 jsou nejintenzivnéjsi signaly fragment s m/z 275.2029 a
277.2173 odpovidajici oxidované kyseliné linolenové (a moznym izomernim formam). Dale
jsou patmé fragmenty m/z 3352609 a 337.2734, které odpovidaji fragmentim
monoacylglyceroli s navazanou kyselinou linolenovou a linolovou. Ve fragmenta¢nim MS
spektru signalu m/z 611.5244 je dominantni signal s m/z 593.5175 vznikajici po ztraté molekuly
vody ziontu prekurzoru. Déle jsou pfitomny signaly s m/z 313.2762 odpovidajici
monopalmitylglycerolu a m/z 355.2859 odpovidajici oxidovanému monooleylglycerolu.
Z acyliovych iontil je patrny signal s m/z 281.2553 odpovidajici oxidované kyselin€ olejové.
Dominantnim acyliovym iontem je i m/z 263.2389 odpovidajici kyselin€ linolové. Je vSak

mozné, ze se jedna o fragment interferujici z ,,ptilehlého* iontu s m/z 611.4654.

Oba kombinované markery vypocitané zintenzit signali s m/z 613.4810, 619.5276,
621.5419, 611.4654 a 611.5244 tedy Isi3.4810/(I619.5276+1621.5419) a le11.4654/I611.5244 jsou
potencialné dobfe vyuzitelnymi indikatory piitomnosti olejovych pojiv, napfiklad pii odliseni
olejovych a vajeCnych pojiv. Zjisténi téchto marker navrhovanou metodou vsak vyzaduje
hmotnostni spektrometr s vysokym rozliSenim. Moznosti nasazeni metody v pamatkarské praxi
budou logicky limitovany obsahem rezidui pojiv v materialu, velikosti dostupného vzorku

i jeho spravnym odbérem.
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Obrazek 27: Kombinovany marker vypocitany z intenzit signali s m/z 611.4654 a 611.5244
(I611.4654/1611.5244) v extraktech (A) a pri primém méreni bez extrakce (B)

Obdobnych vysledki bylo dosazeno i pfimym meétrenim, kdy byl prasek pfipraveny ze
vzorku deponovan na kapilaru. Prebytek vzorku byl z kapilary odstranén Kimtech ubrouskem,
aby nedoSlo ke kontaminaci iontového zdroje odpadnutim prebytecného vzorku z povrchu
kapilary. Data ziskana pfimym méfenim jsou porovnatelna s daty z méfeni extraktd, coz je
patrné zobrazka 23, 25 a 27. Navic pii pfimém méfeni nebyly v pfipadé markeru
demonstrovaného boxplotem na obrazku 25 pfitomny odlehlé vysledky jako v pfipadé méfeni
extraktt. Odlehlé vysledky byly zptisobeny nizkou intenzitou vybranych signala ve vzorcich
olejové tempery s indigem. Je tedy zfejmé, e piimé méfeni zvysuje citlivost metody. Uprava

vzorku pfi pfimém meéfeni je vypusténim extrakéniho kroku sniZzena na minimum.

ASAP-IMS-MS spektra v porovnani s diive publikovanymi vysledky z MALDI-MS
analyzy neobsahuji signaly polarnéjsich latek jako jsou fosfolipidy a proteiny, které jsou pro
vajecné pojivo charakteristické. MALDI-MS metoda navic dokaze tyto dvé skupiny latek
simultanné sledovat béhem jednoho méfeni. Na druhou stranu navrzena MALDI-MS metoda
zahrnuje extrakci s malymi vytézky cholesterolu. Navic signaly cholesterolu a oxisterolt byly
ve spektru ovlivnény interferenty z matrice [104]. Obé metody maji tedy vyhody i nevyhody

a jsou do urcité miry komplementarni.

Nasledné byla vyvinutd ASAP-IMS-MS metoda aplikovana na autenticky vzorek
z mikroodbéru nasténné malby v kapli statniho hradu a zamku Be€ov nad Teplou v ramci jejiho
pruizkumu pred restauratorskym zasahem (Vychodni sténa, vyjev Smrti Panny Marie,
cervenohnéda svatozar, prava figura ve spodni fadé postav, odbér v praskling; vzorek DJ 17).

Pro méfeni realného vzorku byl zvolen pifimy zptisob méfeni bez extrakce tak, aby bylo
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docileno co nejvyssi citlivosti a spotteba autentického vzorku byla minimalizovana. Fragment
nasténné malby byl rozetien v achatové tfeci misce. Sklenéna kapildra byla otirdna o rozdrceny
vzorek a nasledné podrobena analyze. Signaly diagnostickych markerd vsSak nebyly
detekovany. Ve spektru byly pfitomny pouze signaly béznych stabilnéjsich diacylglycerola
jako jsou napiiklad Ci6:0Cie0, Ci6:0Cis:0, Ci6:0Cis:1. Signal 7-ketocholesterolu nepievySoval
interference z pozadi. Krome diacylglycerolt byly ve spektru pfitomny signaly s m/z 561.5635,
563.5726 a 565.5906, které na zakladé presnych monoizotopickych hmotnosti odpovidaji
fragmentim estert, pritomnym ve vcelim vosku (MS spektra realného vzorku a vceliho vosku
jsou uvedena na obrazku 11P v pfiloze). Detailni interpretace téchto struktur je predmétem

nasledujiciho vyzkumu presahujiciho ramec této prace.

4.1.7 Zavér

V predlozené studii bylo optimalizovano nastaveni ASAP ionizace pro analyzu
acylglycerolt obsazenych v rostlinnych olejich. Optimalizace zahrnovala nastaveni teploty
dusiku, rychlosti prutoku dusiku a vybojového proudu v iontovém zdroji. Optimalizovana
ioniza¢ni metoda byla aplikovana na analyzu sedmi typa rostlinnych oleji. Ziskana spektra byla
zpracovana pomoci PCA a OPLS-DA. Na zakladé ziskanych vysledkti bylo mozné nalézt latky,
v jejichz obsahu se tyto oleje vyznamné odliSuji. Metoda ASAP-MS tedy umoznila rozliSeni
studovanych oleju a ziskana data mohou byt pouZita pro jejich klasifikaci v riznych oblastech

vcetné materialovych vyzkumi v pamatkové péci.

Hmotnostni spektrometrie s ionizaci ASAP rozSifena o post ionizacni separaci pomoci
iontové mobility byla aplikovana na modelové vzorky temper pfipravenych ve dvou typech
lipidickych pojiv, vajecném Zloutku a smeési Inénych olejii nanesenych na vapennou omitku.
Navrzené experimenty zahrnuji interakci temper s omitkou, a maji tak blize k redlnym
podminkam nasténnych maleb, nez je tomu u dfive publikovanych studii, kde bylo stafeni
temper a pojiv provedeno na inertnich sklech [18, 104]. Vzorky byly analyzovany bez
urychleného stafeni a nasledné po 3, 6 a 9 tydnech stafeni v testovaci komote pfistroje
Solarbox, kde byly kontrolované vystaveny UV zafeni, teploté 30 °C a vlhkosti 75 %.
Chemicka kompozice obou pojiv byla v pribéhu stafeni vyznamné zménéna procesem oxidace
a hydrolyzy intaktnich acylglyceroli. Ziskana spektra byla zpracovana statistickou metodou
PCA na zakladeé jejichz vysledki byly vyhledany latky, které tato pojiva odlisily
i v degradovaném stavu. Vyznamnym markerem umoziujicim odliSeni vajecné tempery od

olejové byl oxidovany cholesterol (pravdépodobné 7-ketocholesterol), ktery poskytnul signal
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m/z 401.3435. Dale byly nalezeny dva kombinované markery se strukturou oxidovanych
diacylglyceroli, které byly vyznamné zvySené v olejovych smeésich oproti vajeCnym
I613.4810 /(I619.5276+1621.5419) @ I611.4654/1611.5244. Porovnani absolutnich signald markert poskytlo,
i vzhledem k pomérné vyznamnému rozptylu dat, jen velmi omezené moznosti rozliSeni
stafenych lipidickych pojiv. Vyrazné lepsSich vysledkii bylo dosazeno, pokud se pouzily
normalizované signaly vztazené na TIC nebo na vhodné volenou sumu vybranych signald.
Timto pfistupem byla podstatné zvySena statisticka vyznamnost a robustnost pouziti

navrzeného markeru.

Nasledné byla metoda aplikovana na analyzu realného vzorku. Kvili mnozstvi a rozméru
vzorku byla zvolena pfimd metoda méfeni bez extrakce. V realném vzorku vSak nebyly
sledované markery detekovany. Pficinou je patrné velmi nizka koncentrace rezidui pojiv nebo
vysSi stupen degradace pojiva zahrnujici i rozklad vySe popisovanych markerd. Autenticky
vzorek byl odebran z nasténné malby, umisténé v prostorach hradu Beov (vychodni Cechy).
Malba byla po staleti vystavena ambientnim podminkam, které je naro¢né v laboratornich
podminkach simulovat. V redlném vzorku byly detekovany pouze signaly stabilnich

diacylglyceroll a signaly pravdépodobné odpovidajici reziduim vosku.

Vysledky této studie byly prezentovany na konferenci Ceské spole¢nosti pro hmotnostni
spektrometrii 2019 a Chiranalu 2022 [171, 172]. Vysledky jsou rovnéz podkladem
k publikovani v rdmci chystané komplexni studie zahrnujici vysledky analyz ASAP-IMS-MS
ASAP-cIMS-MS a GC/MS (P. Krej¢i, K. Slavikova, J. Nadvornikova, P. Bartak, K. Lemr,

P. Bednat, v pfiprave).

4.2 Chemicka analyza historickych keramickych glazur

4.2.1 Vyznam a metodické aspekty studie v kontextu historického vyzkumu

a pamatkové péce

Béhem archeologického prazkumu lokality Vodni ulice (tehdejsi Wassergrasse)
v Prosté€jove se archeologiim podafilo v roce 2016 nalézt dve stiepovisté, ktera nasvédcovala
pfitomnosti keramickych vyrobkt. Nalezeno bylo velké mnozstvi artefaktl od hrncifskych
pomiucek az po rizné fragmenty meziprodukti a hotovych vyrobkt typt fajans, jak ukazuje

obrazek 28. Nalezy byly datovany na ptelom 18. a 19. stoleti.
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Zcela unikatnim nalezem byl zlomek kameninové misky se zbytky smési pro bilou polevu
a dva fragmenty nadob se stopami pigmentd modré a rizové barvy (viz obrazky 29 a 30). Podle
cechovnich knih zminénych v publikaci Moravska lidova keramika bylo mozné dohledat
majitele pivodneé zde stojiciho domku, kterym byl toufarsky mistr Jan Skfivanek. Mimo n¢j
pracovalo v Prostéjové na prelomu 18. a 19. stoleti nejméne osm dalSich toufarskych mistru.
Kvili vysoké konkurenci drzeli mistii své technologické postupy arecepty na pripravu

pigmentl, polev a dalSich smési v tajnosti [173, 174].

Obrazek 28: Archeologické ndlezy z dilny toufarského mistra Jana Skrivdanka [174]
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Obrazek 30: Odebrané vzorky modré, bezbarvé a riizové smési

Chemicka charakterizace keramickych nalezii predstavuje naroCny ukol, nebot je
k dispozici obvykle pouze malé mnozstvi unikatniho vzorku se slozitou matrici. Jednotlivé
komponenty vzorku jsou navic nenavratné transformovany procesem vypalu. V literature je
mozné nalézt celou fadu rozsahlych studii charakterizujici keramické nalezy [176—-185]. Cilem
uvedenych studii byla charakterizace keramické matrice, identifikace pigmentd a aditiv

glazury, rekonstrukce vyrobniho procesu a ureni pivodu nalezu.

Pro prvkovou charakterizaci se v materidlovém prizkumu obvykle vyuziva SEM-EDX
a rentgenova fluorescencni spektrometrie (XRF). Nevyhodou téchto metod je jejich nizka
citlivost. Pro detekci stopovych prvka s vysokou citlivosti je vyhodné vyuzit hmotnostni
spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem. Spojeni ICP-MS s laserovou ablaci navic
umoziuje prostorové zobrazovani (tzv. imaging), ktery se hojné€ vyuziva pii analyze nabrusu
[3, 6, 11-13]. Mimo vySe zminéné techniky se v literatufe setkdvame 1 s hmotnostni
spektrometrii s termalni ionizaci [182, 183], hmotnostni spektrometrii sekundarnich iontt

[186], spektroskopii laserem buzeného plazmatu [187], neutronovou aktivacni analyzou nebo
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metodou c¢asticové indukované emise rentgenového a gama zafeni [179, 180]. Pro
mineralogickou charakterizaci se vyuzivaji metody molekularni spektrometrie jako jsou
Ramanova a infraervena spektrometrie [188, 189]. Doposud vSak nebyla publikovana prace,
zjejichz vysledki by mohl byt rekonstruovan kompletni technologicky postup vyroby
keramickych glazur, jelikoz jsou k analyzam dostupné pouze finalni produkty. Ve vypalenych
predmeétech jiz neni mozné stanovit organicka aditiva, ktera byla nenavratné pfeménéna béhem
procesu vypalu. Zaremba a kol. pii analyze misy datované do obdobi Ptolemaiti detekovali
pomoci termalni analyzy CO> a amoniak. Autofi predpokladaji, ze pfitomnost téchto plynu
v porech keramiky poukazuje na mozné vyuziti organickych latek béhem vyroby. Ani v tomto

ptipadé vSak nebylo mozné identifikovat zdroj a ptivod organické hmoty [190].

Cilem této studie byla chemicka charakterizace vySe zminénych dekorac¢nich smési za
ucelem odhaleni jejich recepti a doplnéni informaci tykajicich se technologické produkce
keramiky na prelomu 18. a 19. stoleti. Naplanovany byly analyzy anorganickych i1 organickych
slozek vSech tii nalezenych smési. Prvkové analyzy byly realizovany metodou SEM-EDX
a ICP-MS. Identifikace organickych slozek byla provedena metodami piimé vysokorozliSovaci
hmotnostni spektrometrie se dvéma typy ionizacnich technik, a to ASAP a LDI. Identifikace

modrého pigmentu byla navic provedena metodou Ramanovy spektrometrie a FIA/ESI-MS.

4.2.2 Chemikalie a vzorky

Pro studii byly pouzity nasledujici chemikalie: kyselina abietova (Lachema, Brno, CR)
a kyselina dehydroabietova (Sigma Aldrich, St. Louis, MI, USA) pro méteni referenénich MS
a MS/MS spekter, aceton (HPLC cistota > 99.8 %, Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) pro
pfipravu suspenzi vzorki, roztok leucin enkefalinu (HPLC > 95 %, Sigma Aldrich) pro korekci
naméfenych spekter, kyselina chlorovodikova (Analpure, 34-37%, Analytika, Praha, Ceska
republika), kyselina fluorovodikova (Analpure, 48%) a kyselina dusi¢na (Analpure, 67-69%)
pro rozklad vzorkt pred ICP-MS analyzou. Methanol (LC-MS > 99.9 %, Honeywell), vysoce
Cisténa voda vyrabéna v laboratofi pomoci Mili-Q systému (Merck), hexakyanozeleznatan
zelezity pfipraveny laboratorné z hexakyanozeleznatanu draselného (Lach-Ner, p.a.)
a hexahydratu chloridu Zelezitého (Lach-Ner, p.a.), hydroxid sodny (Penta, p.a., Brno, Ceska
republika) pro FIA/ESI-MS experimenty. Cerven;’z fosfor (Sigma Aldrich) pro kalibraci
analyzatoru QqTOF Synaptu G1. Mravencan sodny pro kalibraci QqTOF analyzatoru Synaptu
G2 (ptipraveny viz kapitola 4.1.2 Chemikalie). V¢eli vosk a borovicova pryskyfice (Kremer

pigmente, Némecko) pro méfeni referencnich MS a MS/MS spekter.
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Vzorky hrnifskych smési laskavé poskytl PhDr. Pavel Fojtik z Ustavu archeologické
pamatkové péce Brno. Vzorky pro jednotlivé analyzy byly odebrany pracovniky katedry

analytické chemie.

4.2.3 Metodika

Prima hmotnostné spektrometricka analyza organickych slozek vzorku

ASAP-IMS-MS a FIA/ESI-MS analyzy hrnc¢ifskych smési byly realizovany na

vysokorozliSujicim hmotnostnim spektrometru Synapt G2-S (Waters, Milford, MA, USA)
vybaveném celou pro iontové mobilitni separace (TriWave). Detailni popis pfistroje je uveden
v kapitole 4.1.5 Metodika.

LDI-MS analyzy byly provedeny na vysokorozliSujicim hmotnostnim spektrometru
Synapt G1 vybaveném hybridnim QqTOF analyzatorem a vakuovym MALDI iontovym
zdrojem (Waters, Milford, MA, USA). Na obou pfistrojich bylo pracovano v resolution modu.
> ASAP-IMS-MS: Vzorky pro ASAP-IMS-MS analyzu byly pfipraveny ve formé

acetonové suspenze o koncentraci 5 mg-ml~!. Tato suspenze byla nasata kapilarni elevaci do
sklenéné kapilary s otevienym koncem. Po odpareni acetonu byla pfipravena kapilara upevnéna
do ASAP sondy, instalovana do iontového zdroje a podrobena analyze. Pred kazdou analyzou
vzorku bylo naméfeno spektrum kapilary bez vzorku. Experimentalni podminky méfeni jsou
popsany v kapitole 4.1.5 metodika pro ASAP-IMS-MS analyzu.

> FIA/ESI-MS: Tento typ ionizace byl vyuzit pro identifikaci rozlozeného modrého
barviva ze vzorku modré smeési. Priprava vzorkd a metodika byly prevzaty ze studie [191].
Parametry ionizace byly nastaveny nasledovné: ionizacni mdd negativni, napéti na kapilare
2.30 kV, napéti na vzorkovacim kuzelu 30 V, délka analyzy 2 min, energie na Trap kolizni cele
4V, energie na Transfer kolizni cele 2 V, teplota iontového zdroje 120 °C, teplota dusiku
250 °C, rychlost proudéni dusiku 360 1-h™!, tlak zmlzovade 6 barti, hmotnostni rozsah méfenych
spekter m/z 50-600, rychlost skenovani 1 s, smés methanolu a vody 1:1 (v/v) byla vyuzita jako
nosna kapalina, objem nastiiku vzorku 5 pl. Zlaboratorné¢  syntetizovaného
hexakyanozeleznatanu Zelezit¢ého byl pfipraven standardni roztok o koncentraci
0.05 mg-ml™' v 0.04 M roztoku NaOH. Rozklad komplexu pruské modfi v roztoku NaOH byl
podpoten ultrazvukovou lazni po dobu 30 min. Pro rozklad barviva ze vzorku bylo navazeno
2.5 mg smési a barvivo bylo rozlozeno v 10 ml 0.04 M NaOH. Roztoky standardu i vzorku byly
pred analyzou desetkrat zfedény a prefiltrovany pres stfikackovy filtr. Jako slepy vzorek byl
zmeéfen 0.04 M roztok NaOH.
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> LDI-MS: Vzorky smési byly na MALDI desti¢ku fixovany pomoci oboustranné lepici
pasky. Jako lock-mass byla wvyuzita suspenze Cerveného fosforu v acetonu
(10 mg-ml™!) deponovana na vybrané pozice MALDI desticky. Parametry ionizace byly
nastaveny nasledovné: ionizani mod pozitivni 1 negativni, sample plate 10 V, hexapol bias 10,
energie na Trap kolizni cele 6 eV, energie na Transfer kolizni cele 4 eV, energie laseru
500 (arb), pritok chladiciho plynu 10 ml'min~!, pritok kolizniho plynu v Trap kolizni
cele 1.5 ml-min’!, laser firing rate 200. Zamé&feni laseru bylo provadéno manualné bodovs.

Prvkova analyza

> ICP-MS: Pro mineralizaci vzorku byl vyuzit mikrovinny rozkladny systém MLS
1200 Mega (Italie). Pfed rozkladem byly vzorky manualné rozemlety a homogenizovany.
Nasledné bylo pfiblizné 20 mg vzorku rozlozeno smési HNOs; (1 ml), HCI (3 ml) a HF
(0.125 ml) za vyuziti sedmikrokového rozkladného programu. Po rozkladu a ochlazeni byly
vzorky ziedény deionizovanou vodou na objem 10 ml, pfevedeny do PE zkumavek a uchovany
v lednici pti 4 °C. Slepé vzorky byly pfipraveny ze smési vyse uvedenych kyselin za stejnych
podminek. ICP-MS analyzy byly provedeny na pfistroji 7700x ICP-MS (Agilent Technologies,
Tokyo, Japonsko) vybaveném autosamplerem ASX-520, mikrokoncentrickym zmlzovacem
(MicroMist), chlazenou mlznou komorou dle Scotta a oktapolovou kolizni/reakéni celou.
Podminky semikvantitativni analyzy byly nastaveny nasledovné: RF power 1600 W, plazmovy
plyn argon, pritokova rychlost plazmového plynu 15.0 1-min~!, pritok pomocného plynu
(argonu) 0.61 1-min!, prittok zmlzovaciho plynu (argonu) 0.36 1-min~!, préitok kolizniho plynu
(helia) 5 ml-min~'. Veskeré ICP-MS analyzy byly provedeny v Sesti opakovanich. Data byla
vyhodnocena v SW MassHunter (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA).

> SEM-EDX: Vzorky hrncifskych smési byly naneseny na uhlikovou folii (tloustka
uhlikové vrstvy 25 nm). Analyzy byly realizovany na pfistroji SEM-EDX (JEOL JXA-8600).
U minerall, které bylo mozné zaméfit laserem, bylo stanoveno chemické slozeni. V pripadé
velmi jemné namleté rizové smeési byla zameéfena vétsi plocha vzorku a vysledky tak
odpovidaji celkovému slozeni smési. Podminky méfeni byly nastaveny nasledovné: urychlujici
napéti 15 kV, proud paprsku 10 nA, rozliSeni paprsku 1-5 pm, délka méteni 60 s. Kvantifikace
vysledku byla provedena pomoci SW IdFix software (remX GmbH) a vyuzity byly nasledujici
standardy: albit (Na), diopsid (Mg, Ca), mikroklid (Si, Al, K), apatit (P), baryt (Ba, S), ilmenit
(Ti, Fe), strontianit (Sr) od Smithsonian Institution a olovo (Pb) od Astimex scientific Ltd
standards.

> Ramanova _spektrometrie: Ramanova spektra byly naméfena na Ramanové

mikroskopu DXR2 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Parametry analyzy byly
59



nastaveny nasledovné: vinova délka laseru 785 nm, vykon laseru 1 mW, apertura 50 um, délka
expozice 2s, pocet expozic 16. Pro vyhodnoceni dat byl vyuzit SW Omnic 9 (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA).

4.2.4 Vysledky a diskuse

Identifikace pigmentu zpusobujici rizové zbarveni dekorac¢ni smési byla realizovana
metodami SEM-EDX a ICP-MS. Pomoci SEM-EDX se nepodafilo jednozna¢né odhalit
mineral, ktery byl vyuzit pro dosazeni rizového odstinu, jelikoz nebylo mozné v dusledku
jemného namleti smési zaméfit jednotlivé krystaly. Ziskané vysledky SEM-EDX a ICP-MS

analyz jsou shrnuty v tabulce 9 a tabulce 10.

Jednim z nejvyuzivanéjsich typu Cervenych pigmentt v glazurach a smeésich pro fajans byl
hematit o-Fe2Os, diky kterému bylo mozné docilit Cervenych az hnédych odstini podle
podminek béhem vypalu keramiky. Cervenych odstind bylo dosaZeno pii oxida¢nich
podminkach a teplotach vyssich nez 700 °C [192]. Dal§imi mineraly, kterych bylo vyuzivano
k dosazeni cCervenych barev byly napf. kuprit Cu20, krokoit PbCrOs nebo oxid
olovnato-oloviCity Pb3O4 [192-194]. Na zakladé vysledki ICP-MS i SEM-EDX piipada
v uvahu, Ze vyuzitym mineralem byl oxid Zelezity. Obsah zeleza byl pomoci ICP-MS stanoven
na 0.50 mg-g~!. Mé&d’ ve formé kupritu nebo nano¢astic médi byla rovnéz vyuzivana jako zdroj
cervené barvy pii vyrobé skel [195, 196]. V takovych ptipadech byl ale obsah médi priblizné

stokrat vy$§i nez v rizové smési, ve které bylo mnozstvi médi stanovené ICP-MS 0.26 mg-g™".

ZvySeny obsah olova ve vSech tfech smésich byl zptusoben pravdépodobné zamérnym
pfidavanim minerald olova jako tavidla nez jako pigmentu. Pfitomnost olova byla v barevnych
smesich rovnéz potvrzena metodou LDI-MS. Ptiklad ziskaného spektra v pozitivnim moédu je
uveden na obrazku 31 (pro rizovou smeés) a na obrazku 12P (pro modrou smés). V LDI-MS
spektrech byly v pozitivnim moédu detekovany signaly iont olova Pb™, Pby*, Pbs*, Pbs™ a Pbs*
a fady ionti o slozeni PbxOyH,". V negativnim modu byly vedle ionti o slozeni PbxOyH,~
pfitomny 1 ionty obsahujici nejspiSe uhli¢itanovou skupinu napi. PbCO4H™ viz obrazek 13P
(pro modrou smés). Detailné€ je tvorba téchto iontli popsana v diplomové praci T. Zavodné
[175]. Tavidla byla pfidavana do glazur za ti€elem snizeni teploty tani a slinuti smési, zvySeni
lesku, hladkosti a odolnosti proti praskéani. Tavidlo také napomahalo vytvofit spojeni mezi
pigmentem a glazurou [178, 186, 197]. Zdrojem olova mohl byt sekundarni mineral
galenitovych rud lithargit (oxid olovnaty), ktery vznika rovnéz jako vedlejsi produkt pfi taveni

olovnato-stfibrnych rud [198]. Nevyhodou olova jako tavidla v glazurach je jeho toxicita.

60



V pripadé kontaktu olovnaté glazury s potravinami mohlo dochazet k uvolfiovani olova, coz

zvySovalo u populace jeho pifijem a mohlo vést az k intoxikaci [199].
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Obrdzek 31: LDI-MS spektrum riizové smési v pozitivaim modu ([200], Supplementary
Material)

Vedle oxida olova obsahovala rizova smés i oxidy P2Os, CaO a MgO. Jejich mnozstvi vSak
bylo nizsi, nez bylo nalezeno v habanské keramice z prizkumt na Moravé v lokalité obce
Strachotin [197]. V citované studii autofi na zakladé stanoveni téchto oxidi predpokladali
vyuziti kostniho popelu, nebo popelu z parozi jako kalidla. Bez vyuziti kalidel jsou glazury po
vypalu spiSe prahledné.

Analyza organickych komponent pomoci ASAP-IMS-MS odhalila ptitomnost tfi skupin
latek, a to diterpenovych kyselin, diacylglycerolt a esterti kyseliny palmitové. Na obrazku 32
je zobrazen detail oblasti diterpenovych kyselin ve vzorku rizové smeési (A) a v borovicové
pryskyfici (B). Signaly o m/z 299.2004, 301.2145 a 303.2305 pfifazuji ve své studii Scalarone
a kol. [98] protonovanym molekulam dehydro-DHA, DHA akyselinam abietanového
a pimaranového typu. Signal m/z 299.2004 mize také vznikat vlivem oxida¢nich podminek ve
zdroji (pfitomnost hydroxylového radikalu OH’), kdy dle Bai a kol. dochazi k abstrakci vodiku
z molekuly DHA [201]. Signaly o m/z 315.1953 a 317.2009 reprezentuji oxidacni produkty
DHA po inkorporaci kysliku ve formé keto- a hydroxyskupiny. Dalsi inkorporaci kysliku
vznikaji ionty s m/z 331.1900 a 333.2047, které byly v ASAP-IMS-MS rovnéz detekovany (MS
spektrum je uvedeno v pfiloze na obrazku 14P). Fragmentani spektra Kkyseliny
dehydroabietové (C20H2002"301.2145 Da, dtm —2.3 mDa) ve vzorku a standardu jsou uvedena
na obrazku 32 C, D. Spektrum odpovida vysledkim, které ziskali van der Berg a kol. pfi
fragmentaci kyseliny dehydroabietové metodou HPLC-APCI-MS/MS.
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Obrdzek 32: MS spektrum oblasti diterpenovych kyselin ve vzorku (A), MS spektrum
diterpenovych kyselin v borovicové pryskyrici (B), MS/MS spektrum signdlu m/z 301.2145 ve
vzorku, kolizni energie 20 V (C), MS/MS spektrum signalu m/z 301.2145 ve standardu
kyseliny dehydroabietové, kolizni energie 20 V (D)

Fragment o m/z 255.2105 odpovida iontu [M+H-H2CO2]" po ztraté karboxylové skupiny
z iontu prekurzoru. Fragment m/z 133.1010 je ve studii [33] oznacen jako isopropyl-tropyliovy
kation. Tvorba tohoto fragmentu vyzaduje rozstépeni dvou vazeb uhlik-uhlik v cyklu B viz
obrazek 33. Fragment s m/z 173.1324 vznika v dasledku ztraty 128 Da z iontu prekurzoru. Tato
ztrata byla rovnéz pozorovana pii fragmentaci 7-oxo-DHA a 15-OH-7-oxo-DHA. V citované
studii autofi predpokladaji, ze fragmentacni proces probiha na kruhu A a naboj ziistava na strané

aromatického cyklu. Vznikly fragment je pravdépodobné bicyklicky (kruh B a C).

CH CHg CH e
= CHs 3 \
00 (D)
+ \

HO m/z 255 m/z 133

Obrazek 33: Struktura molekuly DHA a navrzenych fragmentu m/z 255.2105 a m/z 133.1010
[33]
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Dale byly ve spektrech pfitomny signaly s m/z 463.4858,491.5186 a 519.5491 odpovidajici
elementarnim slozenim C3He301*, CaHgO1t a C3H7101" s odchylkou od teoretické
monoizotopické hmotnosti —2.1, —0.6 a —1.4 mDa. Tyto latky jsou na zékladé porovnani s MS
spektrem vceliho vosku (porovnani presnych monoizotopickych hmotnosti) pravdépodobné
fragmenty esterti kyseliny palmitové. Primym dikazem pfitomnosti vCeliho vosku byla detekce
signalu s m/z 619.6357 (dtm -3.6 mDa), ktery podle pfesné monoizotopické hmotnosti
a MS/MS spektra odpovida esteru kyseliny palmitové s dlouhym fetézcem mastného alkoholu
Ca6 (MS/MS spektrum je uvedeno v prilohach na obrazku 15P). Signal protonované molekuly
[M+H]* esteru se 42 uhliky by teoreticky mél odpovidat hodnoté m/z 621.6706. Detekovana
molekula C4Hg4O>" vSak obsahovala o dva vodiky méné¢, a odpovidala tak iontu typu [M — H]*.
Moznym vysvétlenim je, ze se pfi ionizaci nepolarnich molekul uplatiiuje i mechanismus
abstrakce vodiku, ktery pii ASAP-MS analyzach polyalfaolefini popisuje Mendéz a kol. [144].
Na obrazku 34 B je zobrazeno pfiblizeni oblasti sledovaného signalu m/z 619.6357 ve vzorku
razové smesi po mobilitni separaci. Ze spektra je zde patrné, ze v iontovém zdroji mohou byt
ptitomny i formy M*" a [M+H]* sledované molekuly. V uvedeném spektru ale signaly forem
M* a [M+H]" interferuji s prvnim a druhym izotopickym pikem signalu m/z 619.6357. Pomér
intenzit mezi druhym a prvnim izotopickym pikem v izotopickém modelu je 0.46 a mezi tfetim
a prvnim 0.11. V redlném vzorku jsou tyto pomery 0.59 a 0.26 a v referen¢nim vzorku véeliho
vosku potom 0.53 a 0.34. Vzhledem k vyssi hodnoté pomér izotopickych pikd v realném
vzorku a ve vzorku vCeliho vosku 1ze ocekavat, ze pod izotopickymi piky formy [M — H]* jsou

pfitomny i formy M*™ a [M+H]".

Signal m/z 619.6357 a dalsi signaly odpovidajici esterim kyseliny palmitové byly v MS
spektru vzorku pfitomny s nizkou intenzitou, a navic hned vedle mnohem vys$Sich signald, se
kterymi interferovaly. V tomto piipadé se vyznamné uplatnila mobilitni separace viz
obrazek 35, kde je patrné, ze se podafilo z puvodniho spektra signaly esterti izolovat a zlepsit

tak spolehlivost urceni jejich molekulové hmotnosti i v pomérné komplexnim vzorku.
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Obrazek 34: Teoreticky izotopovy profil molekuly C42Hs402%, m/z 619.6393 (A), signal m/z
619.6357 v riizové smési (B) a signdl m/z 619.6396 v referencnim vzorku vceliho vosku (C)
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Obrazek 35: Odseparovani interferujicich sloZzek pomoci iontové mobility, signdly esterii
vceltho vosku po IM separaci (Al, Bl, Cl), signdly esteru bez IM separace (A2, B2, C2)

Ze skupiny 607.5640 (C39H7504%,
dtm —2.5 mDa), odpovidajici molekule Cis.0Cis:0, m/z 579.5327 (C37H7104, dtm —2.5 mDa),
odpovidajici Cie0Cis:0 a m/z 551.4991 (C3sHe704%, dtm —4.8 mDa) odpovidajici Ci6:0Ci6:0.

acylglyceroli byly pfitomny signaly m/z

MS/MS spektra jsou uvedena v pfiloze na obrazcich 16P—18P. Diky separaci na zakladé
rozdilnych koliznich prafezi v iontové mobilité je mozné, stejné jako v pripadé estert, odstranit

ze spektra té€chto latek interferujici signaly viz obrazek 36.
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Obrazek 36: Odseparovani interferujicich sloZzek pomoci iontové mobility, detekované
diacylglyceroly po IM separaci (Al, Bl, Cl1), detekované diacylglyceroly bez IM separace
(A2, B2, C2)

Z latek identifikovanych ve vzorku je tedy mozné predpokladat, ze mistr Jan Skiivanek
ptidaval do rizové smési jehli¢nanovou pryskyfici, vCeli vosk a tuk nebo olej. Smés byla tedy
pravdépodobné pripravovana obdobnym zpusobem jako olejové barvy. B. Slansky v knize

Technika malby popisuje pripravu olejové barvy jako smiseni anorganického pigmentu a oleje

s dal§imi prisadami, Casto vCelim voskem a pryskyfici [15].

Modrych odstinii bylo v glazurach obvykle dosazeno pfidavanim minerali obsahuyjicich
chrom, kobalt nebo méd’ [11, 26, 38], ale ani jeden prvek nebyl v modré smési detekovan. Podle
vysledki SEM-EDX a ICP-MS byla ve smési zvySena koncentrace zeleza, pfiblizné 4 mg-g~".
Zelezo mize byt rovnéz zdrojem modrého barviva, a to ve form& komplexu
hexakyanozeleznatanu zelezitého Fes[Fe(CN)g]3 zndmého pod nazvem pruska modt, ktery ale
v glazurach nebyl bézny. Jde tedy o pomérné zajimavy nalez. Pruskd modf byla néasledné

prokazana metodami FIA/ESI-MS a Ramanovy spektrometrie.

Spektrum laboratorn€ piipravené pruské modii ziskané FIA/ESI-MS obsahovalo
nejintenzivngjsi signal [Fe(CN)3]™ s m/z 133.9450. Tento signal byl néasledné detekovéan i ve
vzorku modré smési m/z 133.9434 s odchylkou od teoretické hmoty —0.8 mDa viz obrazek 37.
Tyto vysledky byly potvrzeny naméfenim Ramanova spektra, které je uvedeno na obrazku 38.
Pozice pasu se shoduje se studii Morretiho a kol., ktefi se zaméfili na studium fotosenzitivity
1

pruské modii. Nejintenzivnéj§i pas 2154 cm™

2090 cm! nalezi vibraci v(C=N) vibraéniho stavu [Fe(Il), Fe(IlI)]. Pasy v oblasti nizsich

odpovida valenc¢ni vibraci v(C=N). Pas
vInoétt 527 a 275 cm™! jsou interpretovany jako vibrace miizky v(Fe—C) a deformadni vibrace

vazeb 8(Fe—CN-Fe) [202]. Ziskané spektrum bylo rovnéz porovnano se spektrem laboratorné

ptipravené pruské modfi a jednotlivé pasy se shodovaly.
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Obrdzek 37: FIA/ESI-MS spektrum referencniho vzorku pruské modri (A), vzorku
pripraveného z modré smési (B)
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Obrazek 38: Ramanovo spektrum vzorku modré smési (A), referencniho vzorku pruské modri

(B)
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Zvyseny obsah siry ve vzorku modré smési, ktery byl stanoven ICP-MS i SEM-EDX by
mohl poukazovat na tradicni vyrobu pruské mofti, pfi které byl vyuzivan zeleny vitriol
(FeSO4-7H20) a susena dobyt¢i krev [192]. Hlavnim divodem, pro¢ nebyla pruska modf
vyuzivana v glazurach je jeji termalni nestabilita. Komplex by za vysokych teplot vypalu
podlehl rozkladu. V redukénich podminkach vypalu by vsak mohl vznikat iont Fe?*, ktery
poskytuje v glazurach modry odstin [192]. Je tedy mozné, ze mistr Jan Skfivanek sice pfipravil
glazuru s pigmentem, ktery pro barveni glazur neni vhodny, ale nakonec modrého zbarveni
dosahl redukénim vypalem. Pristup kysliku k vypalovanému predmeétu urcuje prevazujici typ
atmosféry v peci, ktera ma vyznamny vliv na barvu stiepu a glazury [203]. Typ vypalu je mozné
na zakladé podminek v peci délit na oxidacni, redukcni nebo smiSeny. Jako redukcni vypal se
oznacuje vypal, kdy je obsah kysliku v peci udrzovan pod 1 %. V realné hrncifské peci nebylo
ovSem mozné dosahnout cist¢ oxidacnich a redukénich podminek. Proto je v souvislosti
s typem vypalu vhodné uvadét spiSe termin prevladajici typ atmosféry. Vliv na prubéh
a atmosféru vypalu ma podoba vypalovaciho zafizeni, kterych historicky existovala cela fada,
od otevienych ohnist az po vypaly provadéné v riznych typech milifd a peci. Podobu
toufarskych peci vyuzivanych historicky na Moravé detailné popisuje K. Cernohorsky [204].
K. Tésnohlidkova ve své disertacni praci uvadi, ze atmosféru v peci je mozné také ovlivnit
typem paliva. Pfevazujici redukéni podminky byly dosahovany v uzavienych systémech peci
vyhtivanych spalovanim dieva nebo vétvi s listim [205]. Redukcnich podminek mohlo byt
docileno 1 v otevienych vypalovacich zafizenich, pokud se zamezilo pfistupu vzduchu
k pfedmétim izolaci pomoci vrstvy z nehoflavého nebo tézce horlavého materialu jako jsou

drny, mokra slama nebo zetlelé listi [206].

Dle literatury pfichazi v Gvahu i moznost, ze byla modra smés vyuzivana k dekoraci
produktti po druhém vypalu az na vypalenou polevu. Tato dekora¢ni technika byla na Moraveé
dobfe znama zhruba od 60. let 18. stoleti pod némeckym nazvem Uberglasumalerei (neboli
barva na polevu) a pouzivala se pro barvy, které byly nestabilni za vySSich teplot. Takto
dekorovany predmét bylo nutné vypalit jesté potieti a k tomuto ucelu se vyuzivaly tzv. mufle
(hlinéné schranky), které chranily predmét pred piimym zarem pece nebo byly pouzity specialni

muflové pece [204].

Na rozdil od rizové smési byl v modré smési detekovan i zvySeny obsah barya ve formeé
barytu. Baryt byl stejné jako mineraly olova vyuzivan jako tavidlo, napomaéhal zvySit lesk

vysledné glazury a snizoval mnozstvi bublinek v taveniné [207, 208].
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Analyza rezidui organickych latek byla provedena metodami ASAP-IMS-MS a LDI-MS.
V porovnani s rizovou smesi obsahovala modra smés vyrazné méné latek organického ptivodu.
Metodou ASAP-IMS-MS byly detekovany pouze stabilni diacylglyceroly o slozeni Cis:0Cis:0,
Ci18:0C16:0, C16:0Ci6:0, jejichz MS/MS spektra jsou uvedena v pfiloze na obrazcich 19P-21P.
Metodou LDI-MS v negativnim ioniza¢nim moédu byly detekovany kyselina olejova, stearova

a palmitova (spektra jsou uvedena v ptiloze na obrazcich 13P a 22P).

Na zakladé SEM-EDX vysledka se bezbarva smés skladala z rozdrcenych kouskt skla.
Diky hrubsi struktute smési bylo mozné pomoci SEM-EDX zaméfit jednotlivé fragmenty skla
a urcCit jejich slozeni. Na zaklad¢€ vysledka bylo zjisténo, Ze se bezbarva smés sklada minimalné
ze dvou typu skel. Jedna se o sklo s vy§§im obsahem olova a téméf Cisty SiO>. Takovéto smési
skla se vyuzivaly jako tzv. frity, které se nasledné smichaly s pigmenty a vodou a byly nanaseny
na keramiku pfed druhym vypalem [207]. ZvySeny obsah olova byl potvrzen i pomoci ICP-MS.
Na rozdil od rizové a modré smési neobsahovala bezbarva smés zadné komponenty

organického pavodu.
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Tabulka 9: Vysledky ICP-MS analyz v mg-g!

Vzorek P| S Ca [ Na Mg |Al|Si | K| Ti |V |[Mn|Fe|[Cu|Zn | Ga | Sr | Sn | Sb | Ba| Hg |Pb
lsan‘jzts’ar"a 03] 06 | <LOD |346| 08 |32 31752 |086|0.02 00220008 |001]002]|002]|044|001| 03 | <LOD| 6
ROZova smés | 32| 33 | 44 | 1.1 | 13 |51 [223]4.0]0.07]003]0.01]05[026]0.02]022]0.15[002]0.05] 43 | 001 | 35
Modra smés | 0.6 | 140 | 140 | 1.2 | 06 | 11 | 101 ] 0.9 ] 0.04 [ 0.03]0.03 |40 [ 0.13]0.10 | 484 | 352|017 ] 0.10 | 86.0 | 043 | 232
Tabulka 10: Vysledky SEM-EDX v hmotnostnich procentech

Cislo . .

, Vzorek Na Mg Al Si P S K Ca Ti Fe Sr Ba Pb Suma

analyzy

1 098 | 0.17 | 852 [ 6521 ] 005 [ 022 242 [ 022 [ND| 094 | ND | 027 | 11.76 | 90.76

2 Bezbarva | 0.85 | 027 | 640 | 6654 | 005 | 0.15 | 1.87 | 027 | ND| 130 | ND | ND | 18.13 | 95.82

3 smés 036 | 028 | 062 [101.83] 042 | 043 | 0.11 | 005 [ND| 005 | ND | ND | 0.13 [104.26

4 137 | 069 | 921 | 7592 | 054 | 065 | 216 | 033 [145] 170 | ND | ND | 6.59 |100.62
1 (celek) l;llg‘sm 026 | 0.60 | 2095 | 3858 | 139 | 131 | 1.69 | 421 [069] 060 | ND | ND | 197 | 72.24
1 (celek) <LOD | <LOD | 423 | 9.17 |[<LOD| 851 | 0.04 | 0.83 | ND | 133 | 0.19 [2034] 922 | 53.84
3 (celek) | Modra 003 | 032 [ 21923399 | 267 | 1.11 | 1.08 | 422 | ND| 785 | 067 | 027 | 821 | 82.34
2 (baryt) | smés ND | ND | ND | ND | ND |1781| ND |<LOD| ND | <LOD | <LOD | 52.60 | <LOD | 70.40
4 (baryt) <LOD | <LOD | <LOD| ND | ND |27.83|<LOD | <LOD | ND | <LOD | <LOD | 56.26 | <LOD | 84.09

ND nedetekovano, <LOD pod limitem detekce dané metody
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4.2.5 Zavér

Chemické slozeni tifi hrnlifskych smési bylo analyzovano za ucelem identifikace
anorganickych i organickych sloucenin. Zdrojem rtizového zbarveni smési byl pravdépodobné
cerven¢ zbarveny hematit, bézn€ vyuzivany jako pigment, ktery pii oxida¢nim vypalu
poskytuje Cervené odstiny. Obdobné barvy surové smési mohlo byt dosazeno pritomnosti oxidu
meéd'ného Cux0. Méd’ vsak byla metodou ICP-MS a SEM-EDX stanovena v pomérné nizkém
mnozstvi a pravdépodobnéji se tak jevi vyuziti Fe>O3. Razova smés byla bohata na obsah
organickych slouc¢enin. Metodou ASAP-IMS-MS byly stanoveny diterpenové kyseliny a jejich
degradacni produkty, které indikuji ptitomnost jehlicnanové pryskytice ve vzorku. Kromé
téchto latek byly identifikovany residua tukt anebo oleji (diacylglyceroly o slozeni Cis.o Cis.0,
Ci60 Cieo a Cig0 Cieo) a tieti skupinou organickych latek byly fragmenty dlouhych fetézca
estert, které byly rovnéz nalezeny ve vCelim vosku. Pfitomnost véeliho vosku byla potvrzena
nalezenim signalu m/z 619.6357 ktery dle ziskaného fragmentacniho spektra odpovida esteru
kyseliny palmitové. Tyto vysledky dokazuji, ze byly organické slozky pfidavany do
dekoracnich smési vyuzivanych pfi tvorbé keramiky a mohly pravdépodobné plnit funkci

pojiva.

Ve vSech tfech smésich byl stanoven vysoky obsah olova a v modré smési bylo navic
nalezeno baryum. Oba tyto prvky ve formé svych minerala byly historicky bézné ptidavany do
glazur jako tavidla [178, 186, 207, 208]. Nizky obsah kalicich mineralti znamena, ze se jedna

o glazury s niz§i kryvosti.

Pivod modrého zbarveni smési byl uren jednozna¢né metodou FIA/ESI-MS a Ramanovy
spektrometrie. Po alkalickém rozkladu ve vodném prostifedi bylo modré barvivo rozlozeno
a naslednou analyzou FIA/ESI-MS byl modry pigment na zakladeé signalu m/z 133.9434
([Fe(CN)3]") identifikovan jako pruska modf. Pritomnost pruské modii byla potvrzena
naméfenim Ramanova spektra standardu a vzorku. Jedna se tak viibec o prvni stanoveni pruské
modii ve smeési urCené pro dekoraci keramiky. Oproti rizové smési obsahovala modra smés
podstatné niz§i obsah organickych latek. Metodou ASAP-IMS-MS byly stanoveny pouze
stabilni diacylglyceroly. Pfitomnost rezidui tukii/oleja byla potvrzena i v LDI-MS spektrech,
ve kterych byly detekovany signaly mastnych kyselin.

Bezbarva smés byla sloZena z fragmentt riiznych typt skel a neobsahovala zadna organicka
rezidua. Tato smés pravdépodobné slouzila jako tzv. frita, kterd byla pozde€ji smisena

s pigmentem a nanaSena na keramické vyrobky po prvnim vypalu.
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Vysledky této studie byly publikovany v praci K. JagoSova, M. Monik, J. Kapusta, R.
Pechancova, J. Nadvornikova, P. Fojtik, O. Kurka, T. Zavodna, P. Bednaf, L. Richtera, L.
Kucera, Secret recipe revealed: Chemical evaluation of raw colouring mixtures from early 19th

century Moravia, Molecules 27 (2022) 5205.

4.3 Chemicka analyza odlévacich forem z doby rimské

4.3.1 Vyznam a metodické aspekty studie v kontextu historického vyzkumu

a pamatkové péce

Studium produkce nezeleznych predméti na barbarském tzemi v Centralni Evropé je
jednim z cilt soutasného vyzkumu Rimské éry [209-211]. Vyuziti hmotnostni spektrometrie
v analyze odlévacich forem (neboli kadlubti) neni pfili§ bézné. Prikladem je prace Baronové
akol., ktefi analyzovali povrch médéného kadlubu datovaného do obdobi kultury
popelnicovych poli 1000900 pted n.l. nalezeného v Polsku pobliz vesnice Gaj Olawski.
Povrch kadlubu byl pokryt patinou typickou pro bronzové predmeéty a na vnitini strané byla
nalezena tmava vrstva. Tato vrstva byla analyzovana metodou infraCervené spektrometrie
a GC/MS. Vysledky odhalily pfitomnost linearnich fetézcti n-alkant a volné fetézce vyssich
primarnich alkohold. Na zakladé ziskanych dat autofi predpokladaji, ze vrstva pravdépodobné
obsahovala vceli vosk a mohla slouzit k ochrané formy od slinuti s roztavenym materialem
[212]. Autofi Wang a kolektiv studovali rezidua na vnitfnim povrchu keramickych forem pro
odlévani bronzovych pfedmétd nalezenych na jihozapadé provincie Shanxi v Cing. Metodou
Py-GC/MS detekovali alifatické alkany, ethery a estery a rovnéz ve studovanych vzorcich
predpokladaji pfitomnost vceliho vosku, nebo zivocisnych tuk( [213]. Chastain ve své

disertacni praci uvadi rizné hypotézy davodu aplikace téchto vrstev [214]:

e Ochranna funkce formy
e Zvyseni kvality povrchu odlitého produktu

e Snazsi oddé€leni hotového vyrobku od formy

Mimo tyto nalezy byly smési voska v metalurgii rovnéz vyuzivany jako soucast forem pro

techniku odlévani nazyvanou metoda ztracen¢ho vosku [215].

Predmétem této studie byla chemicka analyza kadlubti nalezenych na Gizemi jizni Moravy,
kde ve druhém a tfetim stoleti naseho letopoctu sidlily germanské kmeny. Tyto formy byly
vyuzivany germanskymi femeslniky k odlévani kovovych predméti. Kadlub 1 (obrazek 39)
nalezeny v lokalité Klenovice na Hané slouzil k vyrobé spony opaskového kovani, tzv. ndkonci
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a kadlub 2 (obrazek 39) nalezeny v lokalit€¢ Mikulov Muslov byl vyuzivan k odlévani soucasti
konského postroje. Cilem studie bylo ziskat informace o prvkovém slozeni materiadlu
nalezenych kadlubii metodou rentgenfluorescencni spektrometrie a charakterizovat material

ulpély na povrchu kadlubti pomoci Ramanovy spektrometrie, Py-GC/MS a ASAP-IMS-MS.

4.3.2 Chemikalie a vzorky

Pro kalibraci QqTOF analyzatoru hmotnostniho spektrometru Synapt G2-S byl vyuzit
mravencan sodny (pfipraveny viz kapitola 4.1.2 Chemikalie). Vzorky pro ASAP-IMS-MS
analyzu byly extrahovany acetonem (Penta, p.a., CR). Pro korekci namé&fenych spekter byl
vyuzit roztok leucin enkefalinu (HPLC > 95 %, Sigma Aldrich). Vzorek ceresinu byl poskytnut
ze sbirky material® Narodniho pamatkového ustavu CR pani dott. Janou Michal&akovou, Ph.D.

et Ph.D. Kadluby k analyzam laskave poskytl pan PhDr. Jan Jilek Ph.D.

Kadlub 1 Kadlub 2

Obrazek 39: Kadlub 1 (délka 57.0 mm, $iika 23.0 mm tloustka 9.6 mm) nalezeny v lokalité
Klenovice na Hané, kadlub 2 (délka 38.0 mm, $itka 45.0 mm, tloustka 11.0 mm) nalezeny
v lokalité Mikulov Muslov [216]

4.3.3 Metodika

> Rentgenfluorescen¢ni spektrometrie: Pro XRF analyzu byly z kazdého kadlubu
odebrany tii vzorky z intaktni vrstvy predmétu. Celkové mnozstvi Cinilo zhruba 100 mg.
Vzorky byly odvrtany vrtackou Proxxon Micromot 60/EF s karbidovym vrtakem 0.75 mm
a zméfeny prenosnym rentgenfluorescenénim spektrometrem Vanta (Olympus, Southborough,
MA, USA). Parametry méfeni byly nastaveny nasledovné: mod pfistroje analyticky, excitacni
energie v rozsahu 8—40 kV, délka expozice 310 s.

> Ramanova spektrometrie: Cerné Gastecky nalezené na povrchu kadlubd byly
analyzovany metodou Ramanovy mikroskopie na piistroji DXR2 (Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA). Parametry analyzy byly nastaveny nasledovné: vinova délka laseru 785 nm, vykon
laseru 1 mW, apertura 50 pm, délka expozice 2 s, poCet expozic 16. Pro vyhodnoceni dat byl
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vyuzit SW Omnic 9 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Jako standard bylo vyuzito
aktivni uhli (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA).

> Py-GC/MS: Analyzy vzorki byly provedeny na plynovém chromatografu Agilent 8890
spojeném s hmotnostnim detektorem Agilent 5977B (Agilent, Santa Clara, CA, USA). Pro
pyrolyzu byl vyuzit pyrolyzér EGA/PY-3030D (Frontier Lab, New Ulm, MN, USA). Vzorek
byl podroben pyrolyze pti 500 °C po dobu 0.5 min. Separace byla realizovana na kapilarni
koloné¢ Ultra Alloy (30 m x 0.25 mm x 0.25 um) UAS5-30M-0.25F 20072108S (Frontier
Laaboratories Ltd., Fukushima, Japonsko). Jako nosny plyn bylo vyuzito helium s konstantnim
pritokem 1.2 ml-min™!. Dusik byl vyuzit jako kolizni plyn, jeho priitok byl nastaven na
1.5 ml-min™!. Teplotni program termostatu kolony byl nastaven nasledovné: pocatedni teplota
termostatu 70 °C byla drzena po dobu 1 min, néasledné byla teplota zvySena teplotnim krokem
30 °C-min™! na 320 °C. Finalni teplota byla drzena 10 min. Dale byly nastaveny nasledujici
parametry: teplota inletu 300 °C, pomér dé€lice nastfiku 50:1, délka sbéru dat 19.3 min. Celkové
mnozstvi vzorku k analyze 10 mg. Ziskana data byla zpracovana v SW Mass Hunter (Agilent
technologies, Palo Alto, Ca, USA).

> ASAP-IMS-MS: Necilena analyza vzorki byla provedena na vysokorozliSujicim
hmotnostnim spektrometru Synapt G2 S (Waters, Milford, MA, USA) vybaveném mobilitni
celou (TriWave). Vzorky byly zpracovany néasledovné: 5 mg vzorku bylo extrahovano 300 pl
acetonu za vyuziti ultrazvukové lazn€ po dobu 15 min. Vzorky byly nasledné centrifugovany
S min pfi 5000 otackach za minutu. Odebrany supernatant byl odpafen proudem dusiku
a odparek byl rekonstituovan ve 100 pl acetonu. Extrakt byl nasledné deponovan na sklenénou
kapilaru a podroben analyze. Pro zvySeni citlivosti byla vyuzita i modifikovana kapilara
s otevienym koncem, do niz byl extrakt nadavkovan kapilarni elevaci. Detailni nastaveni
metody je popsano v kapitole 4.1.5 Metodika. Parametry pro kolizni méteni byly nastaveny

nasledovné: LM hodnota 15, kolizni energie na Transfer kolizni cele 30 V.

4.3.4 Vysledky a diskuse

Vzorky odebrané zintaktni vrstvy kadlubt byly podrobeny XRF analyzam za ucelem
zjisténi elementarniho slozeni. Pfi tomto typu analyzy je nutné kvalitné odebrat vzorek z vrstvy,
kterd neni pokryta patinou a ovlivnéna korozi tak, aby bylo zajisténo, ze je meéfen
nedegradovany material [217]. Z vysledkt je patrné, ze oba kadluby jsou vyrobeny z médi
a obsahuji pomérné vysoké zastoupeni olova, zinku a dale také cinu viz tabulka 11. Obdobné
vysoké mnozstvi olova bylo stanoveno i u fragmentu médéného vylitku usti odlévaciho kanalku

nalezeného v lokalit€ BorSov na Svitavsku (10.25 % Pb) [218] a v bronzové formé slouzici
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k odlévani kolénkovité spony typu Algrem 132 nalezené ve Vychodnich Cechach u Chrudimi
(19.70 % Pb) [219]. Slitiny se zvySenym obsahem olova byly v Rimské fi§i vyuzivany pro
vyrobu soch, masivnich soucasti toreutickych produktt (toreutika — vytvarna technika zdobeni
kovovych predmétt) [209, 210, 220] a urcitych typa spon a jejich soucasti [220, 221]. Olovo
se do slitin pfidavalo za ucelem zlepSeni vlastnosti taveniny (vyssi tekutost), ktera pak 1épe
vyplnila odlévaci formu [222, 223]. Slitiny olova vSak nebyly na barbarském tizemi Germanie
prili§ vyuzivané pro produkci malych kovovych predméti jako jsou spony a opaskové kovani,
protoze nemély pozadovanou odolnost viici naslednému zpracovani [210]. Pfi uvazeni obliby
olovénych slitin na tzemi Rimské fige [210] (zejména pak ve 2—4. stoleti nageho letopo&tu) je
mozné predpokladat, ze analyzované kadluby byly vyrobeny pietavenim fimskych predméta.

Tabulka 11: Vysledky XRF analyz vzorki odebranych z kadlubu 1 a kadlubu 2
(normalizovand procenta, priumér ze 3 mérent)

Kadlub 1 Kadlub 2
prvek Prumér (%) S?ﬁ;ﬁ;ﬁ::a Prumér (%) S?g:ﬁ;ﬁ::a
Cu 88.64 3.62 79.33 4.15
Pb 5.35 2.33 14.61 2.93
7n 2.82 0.06 1.62 0.06
Sn 2.69 1.55 3.97 1.21
Fe 0.37 0.19 0.13 0.02
Ni 0.06 0.01 0.05 0.01
Ti 0.04 0.03 0.08 0.00
Co 0.01 0.02 <LOD -
Au <LOD - <LOD -
7r <LOD - 0.01 0.00
Cr <LOD - 0.01 0.00
Sr <LOD - <LOD -
Nb <LOD - <LOD -
Bi <LOD - 0.03 0.01
Mn <LOD - 0.01 0.01
S <LOD - <LOD -
Ag <LOD - 0.15 0.11

Cerné &astetky, které se nachazely na vnitini strand kadlub®, byly odebrany pomoci
skalpelu a zméfeny na Ramanové spektrometru. Naméfena spektra vzorki jsou uvedena na
obrazku 40 a, b a jsou na nich patrné dva absorpéni pasy s maximy 1589 cm™ a 1328 cm™..
Sadecky a kol. interpretovali tyto absorpcni pasy ve vzorcich sazi jako vibrace vazeb uhliku

[224]. Vysledky byly nasledné potvrzeny analyzou standardu aktivniho uhli viz obrazek 40 c.
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Obrazek 40: Ramanova spektra cernych cdstecek odebranych z povrchu kadlubu 1 (a),
kadlubu 2 (b) a standardu aktivniho uhli (c)

Vzorky krusty odebrané z povrchu kadlubu 1 a 2 byly podrobeny Py-GC/MS analyze za
ucelem detekce organickych rezidui na povrchu téchto kadlubti. Na obrazku 41 je uveden
pyrogram ziskany analyzou vzorku odebraného z kadlubu 2. Ve spektrech byly identifikovany
signaly n-alkant a rozvétvenych alkant v rozsahu C14—C19. Vyssi alkany nebyly ve spektrech
patrné. Moznym vysvétlenim absence vyssich alkant je, ze delsi fetézce byly béhem pyrolyzy
termalné rozstépeny. V pyrogramu byl rovnéz detekovan naftalen, ktery potvrzuje pfitomnost
organickych latek ve vzorku. Ziskana data byla vyhodnocena pomoci programu F-Search
(verze 3.6.3, Frontier Lab, New Ulm, MN, USA), ktery umoznuje porovnat kombinované
spektrum ze vSech detekovanych latek sinterni databazi polymert. Vyhledavanim byla
nalezena shoda mezi kombinovanym spektrem vzorku a spektrem ozokeritu (tzv. zemniho
vosku) viz obrazek 42. Ve vzorku odebraném zkadlubu 1 nebyla metodou Py-GC/MS

detekovana zadné organicka rezidua.
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Obrdzek 42: Kombinované hmotnostni spektrum vsech detekovanych latek v pyrogramu
v rozsahu 8.0—-19.0 min ze vzorku odebraného z kadlubu 2 (A), referencni hmotnostni
spektrum ozokeritu z databdze C1-C40 (B)

Jako konfirmac¢ni metoda byla zvolena technika ASAP-IMS-MS. Spektra ziskana analyzou
vzorkt byla v prvnim kroku porovnana se spektry ziskanymi analyzou vc¢eliho vosku. Estery
kyseliny palmitové, které jsou v archeologickych nalezech spolehlivé markery v€eliho vosku

a v ASAP-MS spektrech jsou dobfe patrné, nebyly ve spektrech vzorka kadlubt detekovany.
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Hypotézu, ze byl pii technologickém procesu vyuzit zemni vosk, podpotila detekce signalu m/z
321.3122 (C22H410%, dtm 3.5 mDa) v MS spektru kadlubu 2 (viz obrazek 23P, B). Tento signal
byl detekovan rovnéz jako soucast ceresinu (viz obrazek 23P, C), ktery je precist€énym
produktem zemniho vosku. V MS/MS spektru kadlubu 2 uvedeném na obrazku 43 E je patrna
ztrata molekuly vody za vzniku fragmentu s m/z 303.2983. Dalsi fragmenty vznikaji St€penim
jednotek CoHy (ztrata 28 Da). Shodnost signalu ve vzorcich a ceresinu potvrdil 1 driftovy Cas

viz obrazek 43 A—C.

Ackoliv je ozokerit oznacovan jako mineralni vosk (v zavislosti na geologickém puvodu
obsahuje n-alkany v §irokém rozsahu molekulovych hmotnosti s riznym stupném nasycenosti
a vétveni [225, 226]), v jeho precisténém produktu ceresinu stanovili Vicente a kol. 1 kyslikaté
slozky, napt. VMK [227]. Signal m/z 321.3181 (dmt —2.4 mDa) byl s nizsi intenzitou detekovan
v MS spektru vzorku z kadlubu 1 (viz obrazek 23P, A).
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Obrdzek 43: Extrahovany mobilogram ze vzorku kadlubu 1 (A), kadlubu 2 (B), ceresinu (C),
ASAP-IMS-MS/MS spektrum kadlubu 1 (D), kadlubu 2 (E), ceresinu (F)

Identifikace organickych latek a jejich degradac¢nich produkta ve vzorcich archeologickych
nalezt, které byly po staleti umistény v pudé je komplikovana mnoha faktory. Vlivem
environmentalnich podminek dochazi k degradaci, migraci a dalsim procestim, které snizuji
mnozstvi puvodnich slozek a vedou k vyznamnym zmeénam v chemickém slozeni nalezu.
Rezidua vosku také nemusela ulpét na kadlubu béhem technologického procesu odlévani
rovnomeérne. Nasledné podminky ulozeni predmétti mohly nehomogenitu jesté zvysit. Tento
fakt mize byt divodem absence alkant v pyrogramu vzorku odebraného z kadlubu 1. Kontakt
kadlubl s roztavenym kovem mohl v disledku vysoké teploty rovnéz zapficinit vyznamné

chemické zmény. Dle Baronové a kol. mohou zbytky vosku na vnitinim povrchu formy
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poukazovat na fakt, ze kadlub nebyl pro Gcely odlévani vyuzit [212]. Rovnéz je mozné, ze
nalezené kadluby slouzily jako formy pro vyrobu voskovych modeld, které byly nasledné

vyuzity pro metodu liti na vytavitelny model (metoda ztraceného vosku).

4.3.5 Zavér

XRF analyza vzorkd odebranych z kadlubti odhalila jako hlavni material pfedmétd med’.
Cin byl detekovan v pomérné nizkém mnozstvi na to, aby mohla byt slitina oznacena jako
bronz. Krom¢ uvedenych prvka byl ve vzorcich detekovan zvySeny obsah olova a zinku. Na
zakladé archeologické reserSe je mozné, ze kadluby byly vyrobeny pietavenim predméta
fimského puvodu, u kterych je vysoky obsah olova a zinku v médénych slitinach bézny.
Metodou Ramanovy spektrometrie byly analyzovany cerné CasteCky odebrané z povrchu
kadlubt. Na ziskanych spektrech byly patrné dva intenzivni absorp¢ni pasy, které odpovidaji
vibracim uhlikovych vazeb. Tyto vysledky poukazuji na pfitomnost sazi ulpélych na povrchu

kadlubu.

Na zakladé vysledka Py-GC/MS a ASAP-IMS-MS analyz je mozné predpokladat, ze na
povrchu nalezenych kadlubii byla nalezena rezidua mineralniho vosku ozokeritu. Pro dalsi
podpofteni této hypotézy by bylo ov§em vhodné provést experimenty zahrnujici i analyzy naleza

ozokeritu, ktery ale bohuzel nebyl pro nasi studii dostupny.

Vysledky této studie byly publikovany v praci K. Jagosova, J. Jilek, P. Foijtik, I. Cizmaf,
M. Popelka, O. Kurka, L. Kucera, First evidence of , earth wax* inside the casting molds from

the Roman era, Molecules 26 (2021) 4259.
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5 Zavér disertacni prace
Pfima ionizacni technika vyuzivajici pevnou sondu pracujici za atmosférického tlaku ve
spojeni s hmotnostné spektrometrickou detekci a separaci iontovou mobilitou prokazala

vyuzitelnost v analyzach vzorka kulturniho dédictvi.

V prvni studii bylo mozné navrzenou a optimalizovanou ASAP-MS metodou odlisit sedm
typu rostlinnych oleja, které byly a jsou vyuzivany jako pojiva pro uméleckou tvorbu. Nasledné
byla metoda roz§ifena o post-ionizacni separaci pomoci iontové mobilitni spektrometrie
(ASAP-IMS-MS). Tato metoda byla aplikovana na analyzu modelovych vzorkt temper, které
byly pfipraveny ve dvou typech pojiva a podrobeny urychlenému stafeni v testovaci komofte
pfistroje Solarbox vyuzivaného pro studium odolnosti materiald vuci vlhkosti, teploté¢ a UV
zateni. Ziskana data byla vyhodnocena statistickou metodou PCA. Na zakladé¢ vysledku bylo
mozné odlisit vajecné pojivo od olejového 1 v degradovanych modelovych vzorcich.
Navrhované markery vSak nebyly detekovany v dostupném autentickém vzorku nasténné
malby, coz poukazuje na mozna omezeni metody ve vztahu k velmi starym uméleckym dilim.
Urceni rozsahu pouziti metody vyzaduje jeji dalsi testovani v SirSich Casovych i geografickych

kontextech.

Ve druhé studii byla metoda ASAP-IMS-MS aplikovana na analyzu organickych rezidui
v realnych archeologickych nalezech hrn¢ifskych smési z prelomu 17. a 18. stoleni. Simultanné
se podafilo metodou ASAP-IM-MS v jednom vzorku identifikovat tfi typy organickych latek.
Jednalo se o acylglyceroly, dlouhé estery kyseliny palmitové a diterpenové kyseliny.
Kombinaci metod prvkové analyzy, Ramanovy spektrometrie a FIA/ESI-MS bylo mozné
identifikovat pruskou modt jako zdroj modrého zbarveni jedné dekoracni smési. Jedna se tak o

vubec prvni detekovani toho pigmentu ve smésich pro dekoraci keramiky.

Ve treti studii byla metoda ASAP-IMS-MS wvyuzita jako konfirmacni technika
k Py-GC/MS pro analyzu vzorki odebranych z povrchu médénych kadlubi datovanych do
obdobi fise Rimské. Vysledky Py-GC/MS a ASAP-IM-MS shodn& poukazuji na
pravdépodobné vyuziti ozokeritu pii procesu odlévani kovovych predméti na barbarském
uzemi.

Na zakladé ziskanych vysledki je mozné o technice ASAP-IMS-MS uvést nasledujici:

e ASAP-IMS-MS je technika vhodna pro rychly, cileny, kvalitativni screening,
poskytujici informace o kompozici vzorku
e Umoziiuje pfimou analyzu kapalnych i pevnych vzorkt
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Jedna se o techniku vhodnou pro simultanni stanoveni nékolika typt chemickych latek,
jak ukazuje studie v kapitole 4.2 (acylglyceroly, estery vyssich mastnych kyselin,
diterpenové kyseliny)

Ve spojeni s metodami vicerozmérné statistiky (PCA a OPLS-DA) je mozné urcit
markery vhodné pro klasifikaci pfedméti hmotného kulturniho dédictvi a pro ucely
materialového 1 historického vyzkumu

S vyuzitim iontové mobility je mozné snizit Sum, odstranit ¢ast matri¢nich efektu
a ziskat Cist&jsi MS spektra

Spojeni ASAP-IMS-MS/MS umoznuje roz§ifit moznosti usporfadani MS/MS
experimentu
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7 Seznam zKkratek

APCI Chemicka ionizace za atmosférického tlaku

ASAP-IMS-MS Hmotnostni spektrometrie s ionizaci pfimou sondou za atmosférického tlaku se
separaci pomoci iontové mobility

ASAP-MS Hmotnostni spektrometrie s ionizaci pfimou sondou za atmosférického tlaku

BSTFA N,O-bis(trimethylsilyl)-trifluoracetamid

ClI Chemicka ionizace

cIM s TW Cyklicka iontova mobilitni spektrometrie s technologii putujici viny

DART-MS Hmotnostni spektrometrie pro pfimou analyzu v realném Case

DESI-MS Hmotnostni spektrometrie s ionizaci desorpénim elektrosprejem

DHA Kyselina dehydroabietova

DIP Pfima sonda pracujici za vakua

DIP-MS Hmotnostni spektrometrie s ionizaci pfimou sondou za vakua

DTIMS Iontova mobilitni spektrometrie v driftové trubici

dtm Odchylka od teoretické monoizotopické hmotnosti

DTMS Teplotné rozli§ena pfima hmotnostni spektrometrie

EGA Analyza uvolnénych plynt s hmotnostné spektrometrickou detekci

EI Elektronova ionizace

FAIMS Iontova mobilitni spektrometrie s vysokonapétovou asymetrickou vinou

FIA/ESI-MS Prutokovou injekéni analyza s hmotnostné spektrometrickou detekci
vyuzivajici k ionizaci elektrosprej

GALDI-MS Hmotnostni spektrometrie s grafitem asistovanou laserovou desorpci/ionizaci

GC-MS Plynova chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekei

HPLC-MS Vysokoucinna kapalinova chromatografie s hmotnostné spektrometrickou
detekei

ICP-MS Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

IMS Iontova mobilitni spektrometrie

LDI-MS Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci/ionizaci

LOD Limit detekce

LTP Nizkoteplotni plazma

MALDI-MS Hmotnostni spektrometrie s matrici asistovanou laserovou desorpci/ionizaci

MS Hmotnostni spektrometrie

MTBSTFA N-(t-butyldimethylsilyl)-N-methyltrifluoroacetamid

OPLS-DA Diskrimina¢ni analyza ortogonalnich projekci do latentnich struktur

PCA Analyza hlavnich komponent

PE Polyethylen

PS Papirova sprejova ionizace

Py-GC/MS Pyrolyzni plynova chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci

QqTOF Hybridni kombinace kvadrupolu a detektoru doby letu

SAWN-MS Hmotnostni spektrometrie s ionizaci pomoci akustické viny

SEM-EDX Skenovaci elektronova mikroskopie s energiové disperznim analyzatorem

SW Software

TIC Celkovy iontovy proud

TIMS Iontova mobilitni spektrometrie se zachytem iontd

TWIMS Iontova mobilitni spektrometrie s putujici vinou

uv Ultrafialové zafreni

VMK Vys§8i mastné kyseliny

XRF Rentgen fluorescencéni analyza
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Piiloha ¢. 2 K. Jagosova, M. Monik, J. Kapusta, R. Pechancova, J. Nadvornikova, P.
Fojtik, O. Kurka, T. Zavodna, P. Bednaf, L. Richtera, L. Kucera, Secret
recipe revealed: Chemical evaluation of raw colouring mixtures from
early 19th century Moravia, Molecules 27 (2022) 5205.

Priloha ¢. 3 K. Jagosova, J. Jilek, P. Fojtik, L. Cizméf, M. Popelka, O. Kurka, L.
Kucera, First evidence of ,,earth wax* inside the casting molds from the
Roman era, Molecules 26 (2021) 4259.
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Obrazek 1P: Intenzita signdlu vybranych acylglycerolu v zavislosti na teploté dusiku; m/z 873
(A), m/z 601 (B), m/z 877 (C)
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Obrazek 2P: Intenzita signalit vybranych acylglycerolii v zavislosti na vybojovém proudu; m/z
873 (A), m/z 601 (B), m/z 877 (C)
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Obrazek 3P: Intenzita signdlu vybranych acylglycerolii v zdvislosti na

dusiku; m/z 873 (A), m/z 601 (B), m/z 877 (C)
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logaritmické transformace
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Obrazek 5P: Score plot PCA dat z extrahovanych vzorkit — nefiltrovana data, zobrazeni s
logaritmickou transformaci
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Abstract: An archaeological excavation in Prostéov (Czech Republic) revealed a workshop of
a local potter with colourless, pink, and blue powders presumably used to produce faience/surface
decoration. A comprehensive analytical study, which combined elemental and molecular analysis
techniques, was performed to shed light on the chemical composition of these unique findings.
Scanning electron microscopy with energy dispersive X-ray spectroscopy (SEM EDX), inductively
coupled-plasma mass spectrometry (ICP MS), flow injection analysis (FIA) with electrospray ioni-
sation mass spectrometry (ESI MS), laser desorption ionisation mass spectrometry (LDI MS), and
Raman spectroscopy were applied to reveal the elemental composition of the powders and identify
the colouring agents in the pink and blue powders. The colouring agents in the pink powder were
probably iron and the agent in the blue powder is Prussian blue. On top of that, it was also possible
to determine the organic additives in these powders through pyrolysis gas chromatography with
mass spectrometric detection (Py GC/MS), atmospheric solids analysis probe ion mobility mass
spectrometry (ASAP IM MS), and LDI MS. The organic constituents were identified as plant resin,
beeswax, and fats. These results point to the preparation of faience/pigment mixtures as oil paint.

Keywords: Faience; direct mass spectrometry; elemental analysis; inorganic pigments; mass
spectrometry; organic additives

1. Introduction

The chemical analysis of glazed pottery findings remains a big challenge because
of usually minute amounts of unique samples available for analysis, the complexity of
the matrix, and the transformation of the individual components during manufacturing
processes. Many comprehensive studies on archaeological glazed pottery have been car-
ried out combining microinvasive and non-invasive analytical techniques [1-10]. The
main goal of these studies was to reveal the composition of the ceramic matrix, determine
the colouring agents and additives in the glazed layers (faience), reconstruct the manu-
facturing technology, and estimate the provenance of the pottery. Electron microscopy
combined with energy dispersive X-ray spectroscopy (SEM-EDX) and X-ray fluorescence
spectrometry are often the methods of choice for the determination of elemental com-
position. The disadvantage of SEM-EDX and XRF is their lower sensitivity. Due to this
limitation, ICP-MS is preferred when the pattern of trace elements needs to be determined.
For the analysis of cross-sections, it is advantageous to use laser ablation coupled with
ICP-MS since it has a suitable resolution (i.e., tens of micrometres) [3,6,11-13]. Among
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other techniques of elemental analysis, thermal ionisation mass spectrometry [7,8], sec-
ondary ion mass spectrometry [14], particle induced X-ray or gamma ray spectroscopy [4,5],
X-ray diffraction [1,9], laser induced breakdown spectrometry [15], neutron activation anal-
ysis [16] or X-ray photoelectron spectrometry [17] have been applied for glaze/faience
analyses. Methods of molecular spectroscopy, such as Raman spectroscopy or infrared
spectroscopy, are often utilised for the determination of the mineralogical structure of stud-
ied materials [18,19]. Until the present day, no study revealed the complete manufacturing
technologies of faience production since only final products or fragments are available for
physicochemical analysis using modern analytical techniques. The reason is the thermal
degradation of organic additives during the firing of faience on ceramics. It should be
noted that Zaremba et al. [20] observed the emission of CO, and ammonia during the
thermal analysis of the glazed and underglazed layer of the faience Ptolemaic bowl. They
assumed that the evolved gases were decomposition products of organic matter trapped
in the pores of the object. However, even in this case, it was not possible to determine the
original organic additives.

The technique of faience was applied to Moravian pottery (Czech Republic) from
the 16th century onwards [21,22]. It consists of applying a glassy layer on fired sherd to
make it harder, impenetrable, and easier to paint on. It was brought to the Czech lands
by Anabaptists in the 16th century, probably from southern Germany, and remained in
use after their expulsion from Bohemia and Moravia (1622 AD) after the Battle of White
Mountain 1620 AD [21]. In 2017, a rescue archaeological excavation in Vodni ulice Street
(Wassergasse) in Prostéjov (Moravia, Czech Republic) discovered the house of pottery master
Jan Skfivének, born in 1773 and active in Prostéjov after 1802 [23]. Three powder samples
were found inside preparative ceramic vessels, i.e., colourless/white (sample 1), pink
(sample 2), and blue (sample 3) powders (Figure 1).

Sample 2 Sample 3

Figure 1. From the left: colourless, pink, and blue powders.

The aim of the presented study is to identify the inorganic and organic components
of the powders since their recipes were kept secret and formed a part of the “arcane”
knowledge of folk alchemists [21]. Although a number of recipes for such powders are
known to historians, ibid., these were also often written in “secret” language so that no
other pottery master could make use of them. In this way, this study helps to decode
this language and understand the beginning part of the manufacturing process of faience.
Untargeted analyses of powders were performed by ASAP-MS with ion mobility (IM),
FIA /ESI-MS, Py-GC/MS, LDI-MS, and Raman spectroscopy. For elemental composition,
SEM-EDX and semiquantitative ICP-MS analyses were performed. To the best of our
knowledge, this is the first-time the analysis of raw faience materials has been conducted
by modern instrumental analytical techniques.

2. Results

The morphological characterisation of inorganic grains of particular minerals was
performed using SEM/EDX (Table 1). Based on the morphology of fragments observed
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with SEM and their chemical composition, the colourless powder is formed by crushed
glass, one of the components of a so-called frit (Figure 2a) [24]. In practice, it is later mixed
with water and colourants and applied to the pottery surface before the second firing. Some
fragments are enriched in Pb (EDX analyses 1, 2, and 4 in Table 1 and Figure 2a,b), ranging
from 6 wt% to 18 wt% of PbO while others (analysis 3) are almost pure silica. Sulphur
is present in small quantities (<0.3 wt% of SO3) in all analysed samples, probably linked
with the Pb mineral (galena). A variability in chemical composition within single pieces of
crushed glass/frit was observed (Figure 2b), indicating the mixing of several types of glass.
Notably, a high amount of lead in various forms was confirmed by LDI-MS as well. The
signals of clusters with different elemental compositions dominate the LDI-MS spectra in
both ionisation modes (see Supplementary Material Figures S1-S3).

Figure 2. BSE images of the powders encountered in Vodni ulice Street. Crushed glass or frit
(a,b) composed of glass of variable chemistry, pink powder (c), and blue powder (d). The numbers in
red indicate the points of SEM-EDX analysis and correspond to the numbers of analyses in Table 1.

The pink-coloured powder turned out to be very fine-grained (Figure 2c) so only
“bulk” SEM-EDX analysis was performed. Apart from the predominant SiO, and Al,O3
oxides, we encountered CaO, PbO, and K,O in the mixture; (hydr)oxides of P,Os, FeO,
TiO,, MgO, and Na,O, together with SO3, were present in amounts < 1 wt%. The blue
powder comprises abundant baryte crystals (EDX analyses), a common additive in faience
manufacture which served as flux, increased the brilliancy of the glaze, and reduced the
number of bubbles during melting [24,25]. The remaining matter also contains SiO,, Al,O3,
PbO, and FeO, and in lesser or trace amounts CaO, P05, MgO, SrO, or NayO as well. With
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regard to the manufacturing technology, the addition of Pb both in the crushed glass and
in the two coloured powders is obvious. The slightly elevated values of KO and Na,O
indicate that we have mixtures for lead glazes with low amounts of alkalis [3]. Though
elevated, the amounts of Pb (wt% from SEM-EDS) in the powders from Prostéjov are still
much lower than in Modern Age glazes published by Tite et al. or Gregerovd et al. [3,22];
therefore, it can be assumed that another Pb-rich mixture, not found during excavation,
was added. Lead was probably available in the form of litharge (PbO), either a secondary
mineral from outcrops of galena ores, or a by-product from smelting (lead-) silver ores [26].
Similar to baryte, litharge served as a flux in glazes, increasing their brilliance, smoothness,
density, and resistance to cracking [3,14]. Its disadvantage was the release of lead in
meals, resulting in higher Pb-intake by the early Modern Age population, with potentially
poisonous effects [27,28]. Most of the analysed mixtures, especially the pink powder and
crushed glass, contain small amounts of P,Os, CaO, and MgO, but their amounts are lower
than in the Anabaptist pottery from Strachotin (Moravia) where the use of bone ash from
calcined bones or antlers was conjectured [22]. As it stands, the mixtures from Prostéjov
would probably result in translucent rather than opacified glazes. Only the joint presence
of TiO,, SOz, and FeO in the pink powder may potentially indicate the use of titanium
oxide opacifiers, manufactured by soaking ilmenite (FeTiSiO3) in green vitriol, i.e., ferrous
sulphate (FeSOy).

Table 1. EDX results of the three samples in wt%.

No. of Analysis Sample Na Mg Al Si P S K Ca Ti Fe Sr Ba Pb Sum Other Minerals
1 #1 098 017 8.52 65.21 005 022 242 022 ND 094 ND 027 1176 9076
2 #1 0.8 027 6.40 66.54 005 015 187 027 ND 1.30 ND ND 18.13 95.82 uartz
3 #1 036 0.28 0.62 101.83 042 043 011 005 ND 005 ND ND 013 10426 9
4 #1 1.37  0.69 9.21 7592 054 065 216 033 145 170 ND ND 659 100.62
baryte,

Na-feldspar,

1 (bulk) #2 026 0.60 2095 38.58 139 131 169 421 069 060 ND ND 197 7224 X
chlorite, and
aluminosilicate
1 (bulk) #3 0 0 423 9.17 0 851 0.04 083 ND 133 019 2034 922 5384
3 (bulk) #3 0.03 032 2192 33.99 267 111 1.08 422 785 0.67 027 821 82.34 Quartz and
2 (baryte) #3 17.81 0 0 0 5260 O 70.40 aluminosilicate
4 (baryte) #3 0 0 0 2783 0 0 0 0 5626 0 84.09

In addition to SEM-EDX, ICP-MS analyses were performed to obtain an exact con-
centration of elements in the studied powders and reveal the colour origin (Table 2).
One of the most common red pigments used in glazes/faience was hematite x-Fe,O3 (or
maghemite y-Fe;O3) which causes red to brown shades depending on the conditions during
firing. The red hue was achieved under oxidising conditions at a temperature higher than
700 °C [29]. Red glazes were also achieved by the use of other minerals, for example,
cuprite Cu,0O, crocoite (PbCrOy), or red lead (Pb3O;) [29-31]. Based on the results of the
ICP-MS analysis, though, we hypothesise that the colouring agent in the pink powder was
Fe found in concentrations of 0.50 mg-g ™!, probably in the form of hematite. Copper, e.g.,
in the form of cuprite or copper nanoparticles, was also used as a red colourant in historical
glassmaking [32,33], but the amount of Cu used in such cases was about 100x greater than
in the red powder from Prost&jov (0.26 mg-g~!, Table 2).

Table 2. ICP-MS results in mg-gfl.

Sample P S Ca Na Mg Al Si K Ti v Mn Fe Cu Zn Ga Sr Sn Sb Ba Hg Pb
1 03 06 <LOD 346 08 32 317 52 08 002 002 20 008 001 002 002 044 001 03 <LOD 6
2 32 33 44 1.1 1.3 51 223 40 007 003 001 05 026 002 022 015 0.02 005 43 0.01 35
3 06 14.0 14.0 12 06 11 101 09 004 003 003 40 013 010 484 352 017 0.10 86.0 0.43 232

Py-GC/MS analysis revealed the presence of organic additives in the pink faience
powder, i.e., diterpene resin acids of the abietane and pimarane types (Figure 3a). Abietic
acid, dehydroabietic acid, pimaric acid, and levopimaric acid are significant components of
resins produced by conifers (gymnosperms), e.g., pine (Pinus), larch (Larix), spruce (Pices),
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and fir (Abies). [34,35]. ASAP-IM-MS did not allow the separation of individual resin acid
isomers but confirmed the presence of the resin as a sum of all isomers. A compound with
m/z 301.2145 (CyoH290;*) corresponds to the structure of protonated dehydroabietic acid
with the deviation from theoretical mass (dtm) of —2.3 mDa. The fragmentation spectra of
dehydroabietic acid in the pink powder and in the standard are presented in Figure 3b,c,
respectively. In addition to the signals belonging to the resin, the signals at m/z 463.4858,
491.5186, and 519.5491 correspond to the ions of molecular formula C3;Hg30,1*, C34Hg,O1 %,
C36H71O1* with dtm —2.1, —0.6 and —1.4 mDa, respectively (for fragmentation spectra
see Supplementary Material Figures S4-56). Those signals were assigned as thermal/ion
fragments of beeswax components based on a comparison with the mass spectrum of
a standard of beeswax. As further evidence of beeswax presence, we also identified
molecule C4pHg3O,* (619.6393 Da) with dtm —0.8 mDa as an ester of palmitic acid, which
is a typical component of beeswax [36] (for fragmentation spectra see Supplementary
Material Figure S7). In addition, diglycerols also were found with m/z 607.5640 (C39H7504™;
dtm —2.5 mDa; distearoyl glycerol, SS), 579.5327 (C3yHy;04*; dtm —2.5 mDa; palmitoyl-
stearoyl glycerol; PS), and 551.4991 (C35Hg;O4*; dmt —4.8 dipalmitoyl glycerol, PP). (for
fragmentation spectra see Supplementary Material Figures S8-510). Those compounds
are present in high concentrations in fatty materials (originating from both plants and
animals) [36]. The pink powder was probably prepared in a similar way as pigments for
traditional oil paintings. According to Slansky, the preparation of traditional oil paints
includes pigment(s) and oil as main components with the frequent presence of resin, wax,
or balms [37].
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Figure 3. Pyrogram of the pink powder (1: pimaric acid TMS, 2: isopimaric acid TMS, 3: unknown
compound, 4: dehydroabietic acid TMS, and 5: abietic acid TMS) (a); ASAP IM MS fragmentation
spectra of compound m/z 301.2152 in pink powder (collision energy 20 V) (b) and in the standard of
dehydroabietic acid (collision energy 20 V) (c).

The blue colour in glaze making is normally achieved by the addition of Cr, Co,
or Cu [11,26,38], but none are present in the powder from Prostéjov—Vodni ulice Street.
According to the ICP-MS results, the bulk of the blue powder contained an increased
amount of iron (approximately 4 mg-g~!) which could be the source of the blue colour
as hexacyanoferrate pigment Fes[Fe(CN)4]3, commonly known as Prussian blue. The
presence of PB was consequently identified and proved by the means of FIA /ESI-MS
and Raman spectroscopy. The FIA /ESI-MS spectrum of PB standard contained the most
intense signals of [Fe(CN)3] ™ at m/z 133.9443 Da (Figure 4a). In the spectrum of the blue
powder, this signal was found as well (m/z 133.9434), with dtm —0.8 mDa (Figure 4b).
These results were consequently supported by Raman spectra of the reference material and
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sample (see Figure 4c). Four significant signals were found in Raman spectra, i.e., 2154,
2090, 527, and 275 cm~!. The vibration at 2154 cm ™! corresponds to v(C=N) stretching
vibration and [Fe(Il), Fe(Ill)] vibrational state. This peak is followed by a shoulder of
a characteristic CN~ vibration, and signal at 2090 cm ™! that corresponds to the v(C=N)
stretching vibration of the [Fe(Il), Fe(Ill)] state. The remaining two signals at 527 and
275 cm ™! refer to Fe-C stretching vibrations of the lattice and Fe~CN-Fe bond deformation
vibrations, respectively [39]. Note that the high concentration of sulphur, which was found
in the sample of blue powder by SEM-EDX and ICP-MS (Tables 1 and 2), points to the
traditional preparation of PB, i.e., the usage of green vitriol (FeSO4-7 H,0) and dried cattle
blood as the source of cyano or/and ferrocyanide groups [29]. The problem with PB,
though, is that it would probably not have survived the sintering process in glaze melts. In
oxidising conditions, the ferrocyanide bonds would have broken and disassembled (and
likely oxidised) into Fe>*. We assume that in reduction conditions, PB possibly formed
Fe?* which can cause the aqua blue colour of the glaze. [29]. It would seem that the potter
from Prostéjov manufactured a mixture based on Prussian blue which he ultimately did
not achieve but was left with a perfectly viable alternative. Throughout the 18th century,
PB was not used for pottery glazes from other parts of the world either, as it was mostly
used for paintings [26]. According to Cernohorsky, the blue powder could be utilised for
decorative purposes after the second firing. This decorative technique was well known in
the Moravia region since approximately the 1760s and was known under the German term
Uberglasumalerei [21]. In the findings of Anabaptist faience from 17th century Hungary,
another blue colourant based on CoO+As; O3, FeO, and NiO was used [1]. This was applied
on tin-based glazes whereas Prostéjov potter Jan Skfivanek either manufactured lead glazes
(see Table 1) or his tin mixtures were not found during excavation.
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Figure 4. MS spectrum of the PB standard (a), MS spectrum of analysis of the blue powder (b), Raman
spectrum of the blue powder, and the PB standard (c).



Molecules 2022, 27, 5205

7 of 12

Analysis of the organic binders in blue powder was performed by ASAP-IM-MS
and LDI-MS. The content of organic additives was substantially lower in this sample
compared to the sample of the pink powder. In the blue powder, we identified only the
same diglycerols as in the case of the pink powder, SS, SP, and PP with dtm 1.2, 1.2, and
1.3 mDa, respectively (for fragmentation spectra see Figures S11-513). The LDI-MS in the
negative ionisation mode detected three common fatty acids, i.e., palmitic, stearic, and oleic
acid in the blue faience powder, further confirming the presence of fatty material in the
faience materials (see Figures S14 and S15). We hypothesise that the blue mixture also was
prepared similarly to oil paints. None of the aforementioned compounds were found in
colourless powder.

3. Materials and Methods
3.1. Chemicals

Abietic acid (Lachema, Brno, Czech Republic), acetone (HPLC grade > 99.8%, Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA), acetonitrile (Honeywell, Charlotte, NC, USA), dehydroa-
bietic acid (Sigma Aldrich, St. Louis, MI, USA), hydrochloric acid (Analpure, 34-37%,
Analytika, Praha, Czech Republic), hydrofluoric acid (Analpure, 48%), leucine enkephalin
(HPLC > 95%, Sigma Aldrich), methanol (LC-MS > 99.9%, Honeywell), Mili-Q water
(Merc), nitric acid (Analpure, 67-69%), N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide (BSTFA)
(>99.0%, Sigma Aldrich), Prussian blue (laboratory prepared), red phosphorus (Sigma
Aldrich) for the mass calibration of LDI-MS), sodium formate for the TOF calibration
(prepared by mixing 100 pL 0.1 M sodium hydroxide (Fluka, Buchs, Switzerland) with
200 pL 10% formic acid (99-100%, Analar Normapur) and diluted with a mixture of ace-
tonitrile/water (80:20, v/v), and sodium hydroxide (Penta, p.a., Brno, Czech Republic)
were used.

3.2. Scanning Electron Microscopy—Energy Dispersive X-ray Spectrometry (SEM/EDX)

Raw faience materials were mounted on carbon foil, carbon coating (25 nm), analysed
with SEM-EDX (JEOL JXA-8600), and the chemical composition of single minerals or frag-
ments of glass were established. In other instances, and in the case of the very fine-grained
pink powder, “bulk” analyses were performed by targeting a larger area to determine
the composition of the whole mixture. The conditions of analysis were set as follows:
accelerating voltage 15 kV, beam current 10 nA, beam diameter 1-5 um, and counting time
60 s per spectrum. Acquired spectra were quantified by IdFix software (remX GmbH) and
the following set of standards: albite (Na), diopside (Mg, Ca), microcline (Si, Al, K), apatite
(P), barite (Ba, S), ilmenite (Ti, Fe), strontianite (Sr), and lead metal (Pb).

3.3. Inductively Coupled Plasma—Mass Spectrometry (ICP-MS)

A microwave digestion unit MLS 1200 Mega (Milestone, Italy) was employed for
sample mineralisation. Prior to the mineralisation step, the powder samples were man-
ually milled and homogenised. Subsequently, approximately 20 mg of homogenised
samples were digested with a mixture of concentrated HNOj (1 mL), HCI (3 mL), and HF
(0.125 mL) according to a seven-step digestion program consisting of 2 min at 250 W, 2 min
at0O W, 5 min at400 W, 2 min at 0 W, 2 min at 500 W, 2 min at 0 W, and 6 min at 600 W. After
digestion and cooling, the samples were diluted with deionised water to 10 mL, transferred
into polypropylene tubes and stored at 4 °C until ICP-MS analysis. Blank samples were
prepared by digestion of the mixture of acids but without the presence of the sample.

All measurements were carried out using an inductively coupled plasma mass spec-
trometer 7700x ICP-MS (Agilent Technologies, Tokyo, Japan), fitted with an ASX-520
autosampler, a MicroMist concentric nebuliser, a cooled Scott-type double pass spray
chamber, and an octopole reaction cell operating in Helium mode to overcome spectral
interferences. The instrumental conditions for the semi-quantitative analysis of selected
isotopes (up to 70 elements) by ICP-MS were set as follows: RF power of 1600 W, plasma
gas Ar flow rate of 15.0 L-min~!, an auxiliary gas Ar flow rate of 0.61 L-min~?, nebuliser
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gas Ar flow rate of 0.36 L-min~!, collision gas He flow rate of 5 mL-min~! (He mode) or
0 mL-min~! (No Gas mode). All ICP-MS analyses were performed in six replicates. Ob-
tained data were evaluated in MassHunter (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA).

3.4. Pyrolysis—Gas Chromatography/Mass Spectrometry (Py-GC/MS)

Gas chromatographic analysis was carried out on an Agilent 8890 coupled to a mass
detector Agilent 5977B (Agilent, Santa Clara, CA, USA). Pyrolysis of samples was per-
formed with a multi-shot pyrolyzer EGA/PY-3030D (Frontier Lab, New Ulm, MN, USA)
at 500 °C for 0.5 min. A capillary column Ultra Alloy UA5(MS/HT), 30 m x 0.25 mm
x 0.25 pm (Frontier Laboratories Ltd., Fukushima, Japan) was operated with helium as
a carrier gas at a constant flow rate of 1 mL-min~!. The oven program was as follows:
50 °C for 4 min followed by a 20 °C/min ramp to a final temperature of 320 °C and held
for 15 min. The total run time was 32.50 min. The injection was performed in a split mode
with a 60:1 split ratio. MassHunter Qualitative Analysis software (Agilent Technologies,
Palo Alto, CA, USA) was used for data evaluation. A microsample of the potter’s pink
powder was put into a pyrolyzer cup. Derivatisation was carried out with 2 uL. of BSTFA
prior to Py-GC/MS analysis.

3.5. Direct Mass-Spectrometric Analysis

ASAP-IM-MS and FIA /ESI-MS analyses were performed on Synapt G2-S (Waters,
Milford, MA, USA) equipped with an atmospheric solid analysis probe (ASAP) and elec-
trospray ionisation (ESI) source, a hybrid QqTOF mass analyser, and an ion mobility cell
(TriWave). Exact masses of analytes were obtained by correction to the mass of leucine
enkephalin (556.2771 Da) at a concentration of 2 ng-mL~! in water/ACN 80/20 (v/v) with
0.1% formic acid, which was measured during each run. Data acquisition and processing
were performed by MassLynx (Waters, Manchester, UK). LDI-MS analyses were done using
a high-resolution tandem mass spectrometer Synapt G1 equipped with a Q-TOF analyser
and vacuum MALDI ion source (Waters). Obtained spectra were treated using MassLynx
4.2. In all cases, the TOF analyser was set to resolution mode (V-mode).

3.5.1. Atmospheric Solids Analysis Probe Ion Mobility Mass Spectrometry (ASAP-IM-MS)

Analyses of the three powders were performed by means of ASAP-IM-MS. This ion-
isation technique utilises a stream of hot nitrogen to evaporate analytes deposited on
a glass capillary tube and ionises them in corona discharge [40]. Since this approach does
not require extensive sample preparation, samples were prepared in a form of acetone sus-
pension (5 mg-mL ™) that was introduced into an open-ended glass capillary by capillary
elevation. After evaporation of the solvent, roughly 10 ug of the solid sample was subjected
to analysis. The glass capillary was transferred to the mass spectrometer ion source and
the analytes were evaporated by a stream of nitrogen and finally reached the tempera-
ture of 600 °C. Evaporated analytes were subsequently ionised in the plasma created by
a corona discharge, and the ionised species were additionally separated according to their
shape, size, and charge in the ion mobility cell. The experimental conditions were set as
follows: Ionisation mode positive, analysis time 3 min, trap collision energy 4 eV, transfer
collision energy 2 eV, source temperature 100 °C, sampling cone 80 V, corona current 2 pA,
nitrogen flow rate 500 L-h~!, nitrogen temperature of 500-600 °C, IM wave velocity of
550 m-s~1, IM wave height of 40 V, and helium drift gas. The parameters for the fragmenta-
tion experiments were as follows: LM resolution 15, and transfer collision energy (transfer
CE) values are listed in Supplementary Material Figures 5S4-S13 for each compound.

3.5.2. Flow Injection Analysis Electrospray lonisation Mass Spectrometry (FIA /ESI-MS)

FIA /ESI-MS was utilised for the analysis of the decomposed blue pigment in an
alkaline solution. Sample preparation and method parameters were adopted from [41].
The parameters were set as follows: lonisation mode negative, capillary voltage 2.30 kV,
sampling cone 30 V, analysis time 2 min, trap collision energy 4 V, transfer collision energy
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2V, source temperature: 120 °C, desolvation gas 250 °C at a rate of 360 L-h— 1, nebuliser
6 bar, mass range 50-600 Da, and scan time 1 s. A mixture of methanol and water (1:1,
v/v) at a flow rate of 0.075 mL-min~! was used as a mobile phase, and 5 uL of the sample
was injected.

The sample of standard Prussian Blue (PB, synthesised in our laboratory by mixing
a solution of 1 M iron(III) chloride with a 1 M solution of a hexacyanoferrate(II) salt) was
prepared at a concentration of 0.05 mg-mL~! in 0.04 M solution of NaOH. The decompo-
sition was supported by sonification in an ultrasound bath at laboratory temperature in
sweep mode for 30 min. The blue powder sample was decomposed in the same way, i.e.,
approximately 2.5 mg were weighed and dissolved in 10 mL of 0.04 M NaOH. A blank
sample was prepared from a 0.04 M solution of NaOH. All samples were diluted ten times
and filtered with syringe filters before injection into the system.

3.5.3. Laser Desorption-lonisation Mass Spectrometry (LDI-MS)

Raw faience materials were fixed on a standard stainless steel MALDI plate using
double-sided tape (Ulith, Prague, Czech Republic) and the MALDI plates were inserted
into the MALDI chamber for analysis. Mass calibration for the LDI-MS experiments was
done by the measurement of red phosphorus which was deposited as acetone suspension
(10 mg-mL~!) on a selected position on the MALDI plate. Samples were analysed in both
positive and negative ionisation modes without the application of a matrix. Parameters
of LDI-MS were set as follows: sample plate 10 V, hexapole bias 10, source gas flow
0 mL-min~}, trap collision energy 6 eV, cooling gas flow 10 mL-min~!, transfer collision
energy 4 eV, laser energy 500 (arb), trap gas flow 1.5 mL-min~!, and laser firing rate 200.
Manual laser aiming was used.

3.6. Raman Spectroscopy

Raw faience materials were analysed using a DXR2 Raman microscope (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA). The parameters were as follows: laser wavelength 785 nm,
laser power 1 mW, aperture 50 mm slit, collect exposure time 2 s, and 16 sample exposures
16. Omnic 9 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) was used for data evaluation.

4. Conclusions

Modern analytical techniques were used to evaluate historical raw faience materials.
The colouring agent in the pink powder was probably iron in the form of Fe;O3. The
colourant in blue powder is Prussian blue. To the best of our knowledge, this is the
first evidence of PB in faience materials. Additionally, Py-GC/MS and ASAP-IM-MS
determined constituents of plant resin, beeswax, and fats in the pink powder. The blue
powder contained only fat constituents (according to ASAP-IM-MS and LDI-MS). Both
coloured powders were probably prepared in a manner also used for the preparation
of oil paints [37]. The colourless powder consists of various glass materials, lead as the
glaze-forming ingredient, and possibly opacifiers. An obvious difference is observable
between the technology used by Hungarian Anabaptists from the 17th century [1] and the
potter from early 19th century Prostéjov, especially regarding the glazes and blue colour,
but it is possible that some parts of the glaze mixture from Prostéjov are missing. Some
minerals present in the potter’s powders, or crushed glass, must have been imported from
other parts of Moravia, Silesia, Bohemia, or elsewhere. Baryte (BaSOy), the source of Ba in
the blue powder, is known from several polymetallic ore deposits in the Bohemian Massif
such as Horni Benesov, Zlaté Hory (then Zuckmantel) in Silesia (83 km from Prostéjov [42])
or the suburbs of Jihlava (110 km) in the Bohemian-Moravian Highlands. The latter
two sources comprise galena mineralisation [42,43], a possible source of Pb in the pink and
blue powders and the crushed glass. As major mining activities around Jihlava occurred
in the Middle Ages, the deposits from Zlaté Hory (or elsewhere) are more likely to be the
sources [42] to have supplied the pottery masters in Prostéjov. This seems more likely,
as Zlaté Hory was a traditional source of chalcopyrite and other Cu-ores [44], potential
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colourants of the analysed pink powder. Apart from Zlaté Hory, a possible source of the
lead (litharge) is the deposit at P¥ibram-Zlaté hory, a major source of Central European
lead and silver in the 19th century [45], albeit somewhat distant from Prostéjov (225 km). If
green vitriol (FeSO,) was indeed used in the glaze mixtures, it could have been acquired
from any pit water of the mentioned deposits (i.e., Zlaté Hory or another). To the best of
our knowledge, this is the first study describing the composition of raw faience materials
by modern analytical techniques and the obtained results help to understand the early part
of the manufacturing process in the Central European region.
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607.5640 Da in pink powder, Figure S11: MS/MS spectra of 551.4991 Da in blue powder, Figure S12:
MS/MS spectra of 579.5327 Da in blue powder, Figure S513: MS/MS spectra of 607.5677 Da in blue
powder, Figure S14: LDI-MS spectra of the blue powder in negative ion mode (zoomed range
250-270 Da; lock-mass correction using PbO,H™ clusters), Figure S15: LDI-MS spectra of the
blue powder in negative ion mode (zoomed range 280-290 Da; lock-mass correction using
PbO,H™ clusters).
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Abstract: This research was focused on the analysis of material composition and organic residues
present in three molds found in the Moravian region (Czech Republic) belonging to the Roman
era. X-ray fluorescence spectroscopy pointed out the possible remelting of Roman objects in Bar-
barian territory. The analysis of organic residues retrieved from the internal part of mold #2 by
pyrolysis-gas chromatography/mass spectrometry proved the presence of ozokerite wax (“earth
wax”). Consequent analysis of this organic residue by Atmospheric Solids Analysis Probe—ion mobil-
ity spectrometry-high-resolution mass spectrometry (ASAP-IMS-HRMS) confirmed the presence
of ceresin, the main component of ozokerite. Ceresin was also detected in a sample of the organic
residue from mold #1. Note that this is the first application of ASAP-IMS-HRMS in archaeological
research. The remains of earth wax in molds suggest the production of wax models as an intermediate
stage for the production of lost-wax ceramic casting molds.

Keywords: earth wax; ceresin; soot; X-ray fluorescence; gas chromatography; Roman era; mold; mass
spectrometry; ion mobility

1. Introduction

The study of the production of non-ferrous metal objects in Central European Bar-
baricum is one of main tasks in the current research of the Roman era [1-6]. The recent
chemical analysis of a metal mold belonging to Urnfield culture (1300-800/750 BC) proved
the presence of carbon and beeswax in the inner part of the mold using infrared spec-
troscopy and gas chromatography/mass spectrometry (GC/MS). Authors hypothesize
that carbon coating in the inner part of the casting mold could have been used as a layer
preventing the mold from welding with the liquid metal poured into it [7]. Note that
molds made of copper alloys are typical for the Barbarian region in the Roman era, where
we register more findings than in the area of the former Roman Empire [8]. Another
study, describing the usage of wax in metallurgical processes, was focused on GC/MS
analysis of lost-wax ceramic casting molds in southern Levant [9]. This study revealed
that not only animal waxes (such as beeswax), but also mineral ones were used. These
waxes are commonly considered mineraloids (i.e., non-crystalline substances). The main
representative of the group of mineraloids is ozokerite, also called “earth wax” [10,11].
This mineraloid can be found in bituminous deposits of Miocene age, close to oil-bearing
deposits (including huge natural deposits in southeastern Poland and the northwestern
Ukraine) [12]. Note that the extraction of ozokerite (specifically ceresin) is performed
by boiling bituminous earth in water, and floating wax is collected [10]. The usage of
wax in prehistory is well known, but its chemical detection in ancient artefacts is not so
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common, and the application of earth wax in prehistory was not detected at all. The main
area in which wax materials were studied in more detail is art history. For that purpose,
GC/MS [13-16], pyrolysis-GC/MS [13,17] and vibrational spectroscopy [12] were used.

The aim of this article is to perform detailed chemical analysis of three casting molds
originating in the Roman era using pyrolysis-gas chromatography/mass spectrometry (Py-
GC/MS), Atmospheric Solids Analysis Probe—ion mobility spectrometry-high-resolution
mass spectrometry (ASAP-IMS-HRMS) and X-ray fluorescence spectrometry (XRF). To the
best of our knowledge, there is no article dealing with the chemical analysis of organic
compounds in casting molds from the Roman period. Moreover, this is the second evidence
of application of Atmospheric Solids Analysis Probe-mass spectrometry in archaeological
research, but it is being recorded for the first time in combination with ion mobility
mass spectrometry.

2. Results and Discussion

Three molds from locations Klenovice na Hané (mold #1), Mikulov (mold #2) and Velké
Hostéradky-Dambotice (mold #3) were analyzed using XRF for the determination of their
elemental composition (Figure 1). Table 1 shows that molds #1 and #2 contain high amount
of Pb, i.e., 5.35% and 14.61%, respectively. Note that a similar chemical composition (high
content of Pb) was also found in the case of objects related to metallurgy, i.e., a drainage
channel of a damaged mold (10.25% of Pb) [18] and a mold of a knee-shape fibula (19.70%
of Pb) [19]. In contrast, mold #3 contains only trace amounts of Pb (0.64%). This suggests
that an alloy different from the Roman type was used in the melting process [18]. Lead was
mainly used in the Roman Empire for the preparation of alloys for the production of statues,
small statuettes, massive parts of toreutic products (e.g., attaches and protomes of bronze
vessels) [1,6,20] and certain types of fibulae and their components [20,21]. The advantage
of lead addition to alloys was the improved “flowability” of the metal, which provides
homogeneous infilling of the mold [22,23]. However, in the Barbarian territory (Germania
Magna), lead alloys were not very popular for the production of small metal objects (fibulae,
belt fittings, etc.). High lead content in alloys was undesirable due to a higher risk of object
damage during their consequent manual modification [6]. Considering the significant
popularity of lead in the Roman Empire [6] and its addition to alloys (especially from the
beginning of the second century to the fourth century AD [20]), we hypothesize that molds
#1 and #2 were made by the remelting of objects of Roman origin [6,18]. The origin of alloy
of mold #3 cannot be specified.

Figure 1. Map of the Moravian region with the locations of finds (A), photos and drawings of studied molds (B).
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Table 1. XRF analysis of alloy samples from the examined mold samples (avg—average; SD—
standard deviation).

Mold #1 Mold #2 Mold #3
Element avg SD avg SD avg SD
Cu 88.64 3.62 79.33 415 98.17 0.70
Pb 5.35 2.33 14.61 2.93 0.64 0.25
Zn 2.82 0.06 1.62 0.06 0.00 0.00
Sn 2.69 1.55 3.97 1.21 0.56 0.36
Fe 0.37 0.19 0.13 0.02 0.20 0.09
Ni 0.06 0.01 0.05 0.01 0.05 0.01
Ti 0.04 0.03 0.08 0.00 0.04 0.03
Co 0.01 0.02 <LOD - <LOD -
Au <LOD - <LOD - <LOD -
Zr <LOD - 0.01 0.00 <LOD -
Cr <LOD - 0.01 0.00 0.01 0.01
Sr <LOD - <LOD - <LOD -
Nb <LOD - <LOD - <LOD -
Bi <LOD - 0.03 0.01 <LOD -
Mn <LOD - 0.01 0.00 0.01 0.00
S <LOD - <LOD - 0.32 0.23
Ag <LOD - 0.15 0.11 0.00 0.00

Subsequent experiments were focused on the analysis of the solid material from molds
#1 and #2 (there was no infill present in mold #3) by pyrolysis-gas chromatography/mass
spectrometry (Py-GC/MS) for the determination of organic compounds. Bonaduce and
Colombini found long-chain alkanes indicating beeswax in their sample of the wax sculp-
ture “The Plague” (1691-1694) by Gaetano Zumbo during their studies of works of art by
Py-GC/MS [13]. A pyrogram of mold #2 also shows the presence of a higher amount of a
long-chain alkane. Long-chain alkanes were found only in C14-C19 range—this could be
caused by the pyrolysis of alkanes with longer carbon chains. Additionally, the detection
of naphthalene in the chromatogram confirms the presence of organic compounds in the
sample (Figure 2). Subsequently, the obtained pyrogram was evaluated using the F-Search
program, version 3.6.3. (Frontier Lab, New Ulm, MN, USA). This program allows one
to compare the pyrogram (i.e., its combined spectrum from all peaks) with the internal
database of polymers in the program. The results point to the presence of ozokerite wax
C1-C40 in mold #2 (Figure S1). Note that no long-chain alkanes were detected in pyrogram
of mold #1.

The identification of detected compounds (long-chain alkanes) solely using an MS
spectra database can be insufficient for the analysis of archaeological samples. For that
reason, the ASAP-IMS-HRMS technique, allowing the measurement of the exact m/z
value and drift time, was used. ASAP-IMS-HRMS data, obtained by a different ion-
ization technique (at atmospheric pressure conditions), support the obtained results
(Figure S2). The ASAP-IMS-HRMS technique (in the MS scan mode) detected a compound
with m/z value 321.3122 that was identified as ceresine (deviation from the theoretical
mass, dtm 3.5 mDa, CypHy;0%). The presence of this compound strongly supports the
identification of the source material as earth wax. The analysis of the ceresine standard
provided the same peak profile in the mobilogram as the compound found in mold #2
(Figure 3A,B). Furthermore, fragmentation patterns of the ceresine standard and the com-
pound correspond well with each other. The first fragment (m/z 303.2983, dtm 6.3 mDa,
CypHjo™) arises by the loss of water from the parent ion. The consequent fragments arise
by cascade losses of CoHy molecules (see A28 Da in spectra) (Figure 3C,D). Note that
compound m/z 321.3181 (dtm—2.4 mDa) was also found in the sample from the mold
#1 (Figure S2B) and displayed the same fragmentation pattern as the ceresine standard.
However, ceresine is present in a low concentration in this mold, which results in the lower
intensity of its MS/MS spectrum (Figure 3D). We can, therefore, suppose that mold #1
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contained ozokerite wax as well (Figure 3). To the best of our knowledge, this is the first
application of the ASAP-IMS-HRMS technique for the analysis of archaeological samples.

120
100

80

TIC (counts)
(<)
<)

5 6 7 8 9 10 11 12 13
Retention time (min)

Figure 2. Pyrogram of the solid sample from mold #2 (a—furfural, b—naphtalene, c—tetradecane, d—pentadecane,
e—hexadecane, f—2,6,10-trimethyl-pentadecane, g—heptadecane, h—octadecane, i—nonadecane).
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Figure 3. ASAP-IMS-HRMS extracted ion mobilograms (A—C) and ASAP-IM-MS/MS fragmentation spectra for m/z 321.316
(D-F), i.e., detected in mold #1 (A,D), mold #2 (B,E) and ceresin standard (C,F).

The internal part of all three molds contained black pigment that was analyzed by
Raman microscopy. The spectra reveal two major signals at 1328 and 1589 cm ! (Figure 4).
Sadezky et al. ascribe these very strong and broad signals to soot [24]. Raman analysis of
standards of activated carbon confirms these results (Figure 4d).
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Figure 4. Raman spectra of the black solid material attached to the surface of molds #1 (a), #2 (b) and #3 (c), and activated

carbon as the standard material (d).

Advanced chemical analysis of three molds from the Roman era provides important
information on barbaric metallurgy. Baron et al. (2016) proposed that the presence of
compounds related to wax in the mold points to the fact that the mold has never been used
for casting [7]. However, we hypothesize that the remains of wax detected in molds #1 and
#2 point to their use for the production of wax models. Such models could be used as an
intermediate stage in the production of final objects, which were produced using lost-wax
casting molds [25]. Note that carbon layers in the internal parts of molds allow the direct
casting of metal objects [7].

3. Materials and Methods
3.1. Archaeological Samples

The research was focused on the analysis of three molds found in the Moravian
region (Czech Republic) belonging to the Roman era. The first mold was found at the
location Klenovice na Hané, Prostéjov district (mold #1, length 57.0 mm, width 23.0mm,
thickness 9.6 mm, stored in the Museum and Gallery Prostéjov, inv. no. 310926, Uniform
Trigononometric Cadastral Network, UTCN X: 1141119, Y: 552620). The mold was used
for the production of strap ends of Raddatz O/12-14 type [26] and Madyda-Legutko type
2/6 [27]. This category of artifacts includes a wide range of strap ends, horse harness
belts and sword belt fittings [28,29]. All products belonging to the Raddatz O group fall
within the range of years 150/160-240/250 AD [30]. The second mold from the location
Mikulov-Muslov”, Bfeclav district (mold #2, length 38.0 mm, width 45.0 mm, thickness
11.0 mm, stored in the Moravian museum in Brno, inv. no. 170560, UTCN X: 1205577,
Y: 598456) represents a mold used to produce rings—a part of the Vimose-type bridle
chain [28,31-33]. These harnesses were popular in the middle Danube region, especially in
the second half of the 2nd century, and in the first decades of the 3rd century AD [33,34].
The third mold was found in the location Velké Hostéradky-Dambofice at the area of
Zdénicky les, Bfeclav and Hodonin district (mold #3; length 46.0 mm, width 30.0 mm,
thickness 10.0 mm, stored in the Moravian Museum in Brno, inv. no. 170697, UTCN X:
179421, Y: 578652) This mold was used for the production of a barbaric knee-type fibula,
type A 132. These products were popular in the territory of Germania Magna in the second
half of the 2nd century AD [19,35-37].
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3.2. X-ray Fluorescence Spectrometry (XRF)

A total of 100 mg of sample was taken from the intact core of each mold
(three samples from each) using a 0.75 mm carbide drill and Proxxon Micromot 60/EF drill
(Proxxon GmbH, Fohren, Germany). Elemental analysis of the samples was performed
using an X-ray fluorescence spectrometer Vanta (Olympus, Southborough, MA, USA).
The measurement parameters were as follows: analytical mode, excitation energy range:
8-40 kV, acquisition time: 310 s.

3.3. Pyrolysis-Gas Chromatography/Mass Spectrometry (Py-GC/MS)

Pyrolysis-gas chromatography/mass spectrometry was used for the determination of
organic compounds in the solid infill of molds #1 and #2. Agilent 8890 GC system combined
with Agilent 5977B MS system with Mass Hunter software (Agilent Technologies, Palo
Alto, CA, USA) was used for the analysis. Separation was performed on UA5-30M-0.25F
20072108S Ultra Alloy (30 m x 0.25 mm x 0.25 um) with a constant flow of 1.2 mL-min—!.
Nitrogen (Messer Group GmbH, Bad Soden, Germany) was used as the collision gas with
a flow rate of 1.5 mL-min~—!. The initial oven temperature was 70 °C for 1 min; then, the
oven was warmed up at the rate of 30 °C-min~! to the value of 320 °C, which was held for
10 min; acquisition time: 19.3 min, inlet temperature: 300 °C, injection in split mode—ratio
50:1. The pyrolysis of 10 mg of the solid material was performed prior to analysis in an
EGA /PY-3030D (Frontier Lab, New Ulm, MN, USA) pyrolysis unit at 550 °C for 0.5 min.

3.4. Atmospheric Solid Analysis Probe-Ion Mobility Spectrometry-High-Resolution Mass
Spectrometry (ASAP-IMS-HRMS)

A Synapt G2-S (Waters, Torrance, CA, USA) mass spectrometer equipped with an
Atmospheric Solids Analysis Probe, atmospheric pressure chemical ionization and ion
mobility (ASAP-IMS-HRMS) was used for the untargeted analysis of individual samples
taken from molds #1 and #2. A total of 5 mg of each sample was extracted by 300 pL of
acetone (Penta, p.a., Czech Republic) in an ultrasound bath for 15 min. Consequently, the
samples were centrifuged for 5 min at 5000 x ¢ RPM and liquid part was evaporated with
a fine stream of nitrogen gas. Samples were dissolved in 100 pL of acetone. The glass stick
was dipped into the individual acetone extracts. The same clean ASAP glass stick was used
as a blank. The glass stick was subsequently fixed to the ASAP probe and inserted to the
ion source. A new glass stick was used for each analysis, reducing the risk of the carryover
effect. The probe was then gradually heated and desorbed compounds were ionized in a
discharge. In order to increase the signal of analytes, approximately 2 pL of extract was
loaded into the open-ended glass stick and analyzed in the same manner. The method
parameters were as follows: ASAP Mode: positive, time of analysis: 3 min (initial probe
temperature, PT: 400 °C, final PT: 600 °C), trap collision energy: 4 eV, transfer collision
energy: 2eV, IMS wave velocity: 550 m-s~!, IMS wave height: 40 V, source temperature:
100 °C, sampling cone: 30 V, corona current: 2uA, corona voltage: 3 kV. Lock mass correc-
tion of the high-resolution mass spectrometer was performed using a leucine-enkephalin
mixture (i.e., m/z 556.2771 in positive mode).

3.5. Raman Microscopy (RM)

The black particles found on the surface of molds were analyzed using a DXR2 Raman
microscope (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). The parameters of measurement were
the following: laser wavelength: 785 nm, laser power: 1 mW, aperture: 50 mm slit, collect
exposure time: 2 s, amount of sample exposures: 16. A commercially available activated
carbon (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) was used as the standard.

4. Conclusions

Three copper alloy molds from the Moravia region belonging to the Roman era were
analyzed by XRF, Raman microscopy, Py-GC/MS and ASAP-IMS-HRMS. The elemental
composition (i.e., higher content of Pb and Zn) of molds #1 and #2 points to the possibility
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of the production of “barbarian” alloys from remelted Roman objects. Mold #3 was made
from pure copper, and therefore, it is not possible to further specify its origin. The internal
part of all three molds contained a thin black layer that was identified as soot by Raman
microscopy. Moreover, molds #1 and #2 contained solid material that was identified as a
residue of ozokerite (earth wax). We hypothesize that the remains of earth wax in these
molds point to their use for the production of wax models and the consequent use of these
models for lost-wax ceramic casting. This first application of ASAP-IMS-HRMS to the
analysis of archaeological samples brings new evidence on Barbarian metallurgy and the
usage of earth wax in the past.

Supplementary Materials: The following are available online: Figure S1: combined mass spectrum
of all detected peaks in pyrogram of the solid sample from mold #2 (A) and the database reference
mass spectrum of ozokerite wax C1-C40 (B); Figure S2: ASAP-IMS-HRMS spectrum in MS mode of
blank (A), sample from mold #1 (B), mold #2 (C) and ceresin standard (D) in mass range 300-360 Da.
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