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Souhrn:

Archeologie ma pro odhaleni zivota v minulosti nezastupitelny vyznam. Proto je
dulezité hledat nové metody, které by poskytovaly spravné a presné vysledky pro hodnoceni
archeologickych nalezu. Prace byla zaméfena na zkoumani moznosti a vhodnosti pouziti
riznych ioniza¢nich technik hmotnostni spektrometrie na studium archeologickych artefakti.
Teoreticka Céast prace je zaméfena na uplatnéni jednotlivych technik na nejrtiznéjsi
archeologické nalezy (kosti, zuby, keramika, sklo, obsidiany, kovové ptredméty atd.).
Experimentalni ¢ast prace byla zaméfena na analyzu latek se stejnym sumarnim vzorcem -
fumarové kyseliny a produkti vzniklych dehydrataci jablecné kyseliny. Fumarova kyselina
muze byt markerem pfitomnosti vina ve starych nadobach, jablecna kyselina patii
k nejdilezitéjsim kyselinam ve vin€. Pfi experimentu bylo pouzito ionizace elektrosprejem a
sondy ASAP. Cilem bylo provéfit moznosti studovanych ionizacnich technik a kombinace
iontové mobility s hmotnostni spektrometrii pfi analyze uvedenych latek. Dosazené vysledky
ukazuji vyhodnost kombinace iontové mobility a hmotnostni spektrometrie pii odliSeni latek
se stejnym sumarnim vzorcem. Oba studované iontové zdroje dovoluji dosahnout potfebné
ionizace. Sonda ASAP byla testovana jako nastroj pro ziskani informaci o neupraveném

vzorku vina. Ukazalo se, zZe 1ze ionizovat fadu latek ve ving.

Kli¢ova slova: Hmotnostni spektrometrie, archeologie, elektrosprej, ASAP,

jable¢na kyselina, fumarova kyselina



Summary:

Archaeology has irreplaceable importance in detection of everyday life in history.
Therefore it is important to find new methods which can provide correct and accurate results
for evaluation of archaeological finds. The work was focused on suitability of various
techniques of mass spectrometry in study of archaeological artifacts. A theoretical part is
focused on the use of analytical techniques in investigation of various archeological finds
(bones, teeth, ceramics, glass, obsidians, metal objects etc.). An experimental part of the work
was focused on analysis of compounds with the same molecular formula - fumaric acid and
products of dehydration of malic acid. Fumaric acid can be a marker of presence of wine in
old containers. Malic acid belongs to the most important acids in wine. lonization by
electrospray and ASAP probe was tested. The aim was to use the ionization techniques and
combination of ion mobility with mass spectrometry to distinguish mentioned compounds.
The results demonstrate advantage of combination of ion mobility and mass spectrometry for
differentiation of compounds with the same molecular formula. Both studied ion sources
allow sufficient ionization. The probe ASAP was tested to obtain information on untreated

sample of wine. It could serve to get a finger print of wine samples.

Keywords: Mass spectrometry, archaeology, electrospray, ASAP, malic

acid, fumaric acid
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1. Uvod

Hmotnostni spektrometrie (MS) je fyzikalné-chemickda metoda, kterd se vyuziva
ke kvalitativni i kvantitativni analyze latek. Slouzi k identifikaci neznamych latek, ur€ovani
izotopového slozeni prvkl ve vzorku a zaroven je tato metoda schopna poskytnout informace
0 struktufe analyzované latky. Hmotnostni spektrometrie je rychlou, specifickou a citlivou

metodou a je ¢asto vyuzivana i ve spojeni s modernimi separacnimi metodami.

Hmotnostni spektrometrie ma velice Siroké vyuZiti. Je nepostradatelnd nejen
Z hlediska klinické biochemie pro analyzu organickych latek, ale také z hlediska deSifrovani
doposud skrytych informaci z archeologickych nalezti. Hmotnostni spektrometrii |ze
aplikovat na sklenéné artefakty, keramiku, lidské ostatky, kovové objekty, pigmenty atd.
Ze ziskanych dat se lze dopatrat nejen pivodu archeologického nélezu, ale také k cemu
nalezeny artefakt s nejvétsi pravdépodobnosti diive slouzil. Analyzy archeologickych nalezii

hraji diilezitou roli pfi studiu vyvoje lidské civilizace a vztahu ¢loveéka k zivotnimu prostiedi.

Vzhledem k dilezitosti archeologie a ¢asto nenahraditelnosti zkoumanych predméta je
nutné hledat vhodné metody, které 1ze na historické pfedméty aplikovat. Prace byla zaméfena
na uplatnéni hmotnostni spektrometrie v archeologickém vyzkumu. Na vybranych piikladech
je demonstrovana Sife uplatnéni této techniky. Prakticka ¢ast byla zaméfena na analyzu
fumarové kyseliny (marker pfitomnosti vina ve starych nadobéach) a produkti dehydratace
jable¢né kyseliny (jedna z vyznamnych kyselin ve ving), coz jsou latky se stejnym sumarnim
vzorcem, pfi¢emz byla testovdna ionizace elektrosprejem a sonda ASAP. Soucasné bylo

vyuzito kombinace iontové mobility s hmotnostni spektrometrii.



2. Teoreticka ¢ast

2.1 Analyticka chemie v archeologickém vyzkumu

Starodavné objekty, reprezentujici kulturni dédictvi minulych generaci, jsou casto
vyuzivany k odkryvani tajemstvi o zZivoté¢ pred davnymi lety. Analyza téchto materidlnich
pozustatki hraje nesmirn¢ dulezitou roli pii datovani, zjistovani ptivodu, ureni vyrobni
technologie, vyuziti a v neposledni fad¢ slouzi k objasnéni vztahu ptlivodni civilizace
k zivotnimu prostfedi [1]. Archeologie se ov§em nezabyva pouze vécmi, nybrz i lidmi. Nejen
studiem predmétl, ale i pid a sedimentii jsou védci schopni zrekonstruovat, jak piesné
vypadal kazdodenni zivot lidi pfed davnymi lety — ¢im se stravovali, jaké méli technické
dovednosti a kulturni sklony, jak vyuzivali pfirodnich zdroji atd. Z analyz keramickych
a sklenénych pozistatkii je napiiklad mozno usuzovat, kudy lidé vedli obchodni cesty,
rekonstrukce starodavnych meést pomahd poodhalit ekonomické rozloZeni spolecnosti,
vyspélost a kulturni sklony obyvatel [2]. Nabozensky a védecky bohaté nalezy nejéastéji
ukryvaji pohfebisté — zde se nenachdzeji pouze pohibena téla, ale i odévy a ritualni predméty,
které dokresluji mentalitu a viru tehdejsi civilizace. Stiipky do staroddvné mozaiky poskytuje
i analyza pozustatkl zvifat [3] — nejen domacich mazlickd a uzitkovych zvifat, ale napiiklad

1 hmyzu, ktera dokresluje environmentélni a ekologickou situaci dané doby.

Pro studium archeologickych nalezii je nesmirné dilezité pouziti techniky, ktera by byla
schopna poskytnout co nejvice informaci o daném predmétu. Metody analytické chemie, které
umoznuji kvalitativni 1 kvantitativni analyzu neznamého materidlu, jsou tedy
pro archeologicky vyzkum nepostradatelné. Vzhledem k velké rozmanitosti archeologickych
nalezi (zuby, kosti, sklo, keramika, kovové predméty, pisemnosti atd. [4]), existuje velké

mnozstvi technik, které jsou pouzivané k G€elim elementarni a molekulové analyzy.

2.2 Vybrané analytické metody v archeologii

Jak jiz bylo fecCeno, analytickych metod, vyuzivanych pro archeologické vyzkumy, je
celd fada a podle typu zkoumanych castic je lze rozdélit na techniky pouzivané

pro elementarni analyzu a metody molekulové analyzy.



e clementarni analyza

Své misto mezi metodami spadajicimi pod elementarni analyzu mé optickd emisni
spektroskopie (OES). Dnes je to jiz pro potieby archeologic zastarala technika, ktera byla
v 80. letech nahrazena atomovou absorpéni spektroskopii (AAS), ktera vSak patiila k prvnim
instrumentalnim technikdm pro analyzu geologickych, metalurgickych a archeologickych
vzorkli (pevné latky, kapaliny). Hlavni nevyhodou této metody byla neuspokojiva
reprodukovatelnost excitaénich podminek a nedostate¢na mez detekce. AAS je schopna
analyzovat nizké koncentrace kovu ve vodnych roztocich, coz se uplatituje pti analyzach kovi
napiiklad ve vodnich tocich, ale 1 v t¢€lnich tekutinach. Z hlediska aplikace 1ze AAS vyuzit
nejen pro analyzy archeologickych a geologickych vzorkt, ale i proklinicka vySetfeni
pfi analyze olova a dalSich stopovych prvkd v kostech, krvi a moc¢i. Ob¢é vySe zminéné
metody se vyuzivaji dodnes. Opticka emisni spektrometrie se vyuziva ve spojeni S buzenim
v indukéng vazaném plazmatu (ICP). Uginnost OES byla limitovana nizkymi teplotami
plamene, které vedly ke generovani malého poctu atomtl v excitovaném stavu. Pouzitim
plazmové hlavici, kde je dosahovdno mnohem vyssich teplot (8000 - 10000 °C), byl tento

problém eliminovan [2].

Pro prvkovou analyzu Ize vyuZit rovnéZ rentgenovych technik. Rentgenova
fluorescen¢ni spektrometrie (XRF) patii mezi nedestruktivni metody a vyuzivé se pii studiu
povrchu vzorki. V archeologii je tato metoda aplikovana, jestlize je nutna rychla identifikace
a semikvantitativni analyza Siroké Skaly materidli zahrnujici kovy a jejich slitiny, sklo,
keramiku, glazury, pigmenty, drahé kameny a prumyslové necistoty [2]. Rentgenova
fluorescencni analyza byla naptiklad vyuzita pti studiu 44 archeologickych vzorka keramiky
pochézejici ze severozapadni Syrie. Celkem bylo stanoveno 17 rtiznych chemickych prvkd.
Studie méla odhalit sloZzeni vzorkd a na zaklad€¢ vysledkli méfeni méla urcit vztah mezi
jednotlivymi artefakty. Zastoupeni jednotlivych prvka hraje vyznamnou roli pfi urcovani
puvodu pifedmétu, eventudlné lze usuzovat, kudy vedly obchodni cesty [5]. Elektronova
mikroanalyza kombinuje vysoké rozliSeni elektronového mikroskopu s charakteristickym
rentgenovym zafenim ¢i elektrony produkovanymi pii bombardovani vzorku elektrony. Stejné
jako rentgenova fluorescencni spektrometrie poskytuje informace o ptitomnosti konkrétnich

prvkl v analyzované latce. Vyuziti nasla zeyména pti analyze artefaktli z keramiky a kovt.
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Ve 2. poloviné minulého stoleti doslo k nemalému vyuziti téchto metod, zejména
pfi analyze keramiky (pochazejici predeviim z Recka, Kypru a vychodniho Stiedozemi)
a kovovych predméti z doby bronzové pochazejicich z Evropy. Tyto rozsahlé rozbory
nevedly pouze K urceni chemického slozeni (zastoupeni jednotlivych prvku), ze ziskanych
informaci byla urcena ptiblizna doba a misto vzniku i metody vyroby vyuzivané v dané¢ dob¢.
Dalsim piikladem muze byt pouziti metody AAS, kdy byla uskutecnéna analyza 1200 stiept
pochézejicich z glazované islamské keramiky. Artefakty byly nalezeny v riznych oblastech
Egypta, franu, Irdku a Syrie. VSechny vzorky mapovaly obdobi 8. - 14. stoleti naseho
letopoctu. Pro méfeni byla kromé AAS pouzita i XRF (rentgenova fluorescenéni
spektrometrie). Vysledky métfeni odhalily, jaké latky byly pouzity pifi vyrobé glazur, zaroven
Ize podle jejich chemického slozeni rozlisit, odkud keramika s onou glazurou zhruba pochazi
a lze piiblizn¢ uréit statfi zkoumaného predmétu [2], [6]. Existuje mnoho dalSich rentgenovych
technik, z nichz nejvyuzivangjsi a nejznaméjsi je rentgenova fotoelektronova spektroskopie
(XPS) — znama také jako elektronova spektroskopie pro chemickou analyzu (ESCA). Vyuziva

se predevsim k analyze povrchu materialu [2].

Neutronova aktivacni analyza (NAA) je dal§i vyznamnou analytickou metodou
umoziujici uréeni koncentrace velkého poctu prvkil v Siroké skale archeologickych materiali.
Od 50. let patii tato technika ke standardnim metoddm pro multielementarni analyzu. Jednou
zjejich hlavnich vyhod =z hlediska archeologie je analyza pevnych vzorkil. Vzhledem
K variabilit¢ vychozich surovin a antropogennim vlivim je ur¢eni pivodu keramiky velmi
obtizné. NAA je schopna ptivod daného materialu urcit detekci stopovych prvki, které jsou
pro keramiku urc¢itého pivodu charakteristické. Je mozné dohledat piivod hliny zkoumané
keramiky. Neutronova aktivacni analyza poslouzila k ureni ptivodu keramiky napftiklad

ze Syrie, Mikronésie, Kypru, Egypta a Ciny [2].

e analyza molekul

Optické spektroskopické techniky slouzici k analyze molekul jsou zalozeny
na absorpci elektromagnetického zafeni v ultrafialové (UV), viditelné (VIS) a infraCervené
(IR) oblasti spektra (zaleZi na vlnové délce absorbovaného zafeni). Radime zde i Ramanovu

spektroskopii sledujici rozptyl. Vysledkem analyzy jsou molekulova spektra, kterd jsou
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UV/VIS spektrometrie nepostradatelna pii zkoumani zvysené koncentrace fosfatli v pide, coz
je vysledek lidské aktivity — jsou soucasti organického odpadu, ostatkli (kosti a mékkeé tkang)
nebo se do pudy dostaly hnojenim. InfraCervena spektrometrie nasla uplatnéni pii studiu kosti
objevenych na archeologickych nalezistich a charakterizovani zdroje jantaru pochazejiciho
z Evropy. Ramanova spektrometrie je prakticky vzato doplinkovou metodou IR spektrometrie
[2]. Ramanova spektrometrie a UV/VIS spektrometrie byly vyuzity pfi analyze modrych
a zelenych pigmentl pochézejicich z nasténnych maleb, masek, vaz atd. Tyto historické
artefakty byly objeveny pii archeologickych vykopavkach na tzemi starych Mayu - nalezisté
Calakmulu v Mexiku. Analyza byla zaméfena na objasnéni chemického slozeni a pivodu
téchto pigmenti [7]. InfraCervena spektrometrie je v dne$ni dob& vyuzivana zejména
pro analyzu obrazl.. Dovede odhalit, zda se pod aktudlni malbou neskryvéa malba jina, nebo
zda nebyl obraz na platné¢ n&jak poupraven. Infraervena spektrometrie byla mimo jiné
pouzita i pfi analyze dievéného ,kontejneru”, ktery slouzil k uchovani ostatki. Artefakt
pochazel z Cimitile v Italii (z nalezist¢ Complesso Basilicale), velky zajem archeologi
vzbudil ptfedevs§im z diivodu objevu ndpisu na jeho spodni vnéjsi strané. Napis nebyl uplné
¢itelny pouhym okem, a proto bylo vyuzito metody IR spektrometrie. Na zakladé vysledkii
analyzy dostali historikové a archeologové vice informaci o stfedovékém archeologickém
nalezisti Complesso Basilicale. Na nalezeném artefaktu bylo Citelnych pouze par pismen
a to ,,SCS* v prvnim fadkl. Jedna se o zkratku slova Sanctus (tj. svaty). Pismena byla
napsdna ¢ernym inkoustem. Infracervenou spektrometrii byl odkryt text na druhém fadku.
Jednalo se o pismena ,,MA®“. Spolu se znakem ,,+* a ve spojeni s ,,SCS* ma odkryty text
pro archeology nesmirny vyznam, nebot’ se zminuje o relikviich (z konce tietiho stoleti)

nolského biskupa — svatého Maxima. [8].

Dalsi technikou vyuZivanou pfi analyze molekul je rentgenova difrakce - ke zjiSténi
krystalové struktury, z ¢ehoz lze identifikovat, o jakou chemickou slouceninu se jedna.
Na rozdil od rentgenové fluorescencni spektrometrie a elektronové mikroanalyzy, které slouzi
ke stanoveni koncentrace zékladnich prvkl v artefaktech, rentgenova difrakce (XRD)
umoziuje identifikaci struktury dané latky. V nékterych ptipadech muize dale poskytnout
informaci o mechanickém a tepelném zpracovani artefaktu. Primarné se praSkové XRD
vyuziva pii identifikaci jilovych materidl v keramice (s cilem charakterizovat dany typ

keramiky) a k analyze zdroju surovin. Dalsi aplikace zahrnuje identifikaci pigmentu, glazur
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a nasténnych maleb. XRD se také bézn¢ pouziva pfi studiu koroznich produkti vzniklych
na povrchu kovli — to se tyka zeleza, médi a jejich slitin. Nekteré studie se zaméfily
na strukturni a chemické zmény, které se vyskytuji v pribéhu fosilizace, z cehoz vyplyva
aplikace pro datovani né€kterych materiali [2]. Rentgenova difrakce byla napiiklad pouzita
pfi analyze keramiky. Jednalo se o ulomky artefakti pochdzejicich z Coga Zanbil
v jihozapadni ¢asti franu. Studie byla zaméfena na charakterizaci keramiky vyrabéné v obdobi
1250 pted nasim letopoctem. Vysledky analyzy poskytly informace o surovinach, ze kterych
byla zkoumana keramika vyrabéna. Zaroven tato studie nastinila, jaka vyrobni technika byla
vyuzivana pii vzniku téchto historickych artefakti [9]. Dalsi analyza, kde byla vyuZzita metoda
rentgenové difrakce, se tykala ¢inského purpurového pigmentu. Pti této analyze byla kromé
XRD pouzita i termogravimetricka-diferencni termicka analyza (TG-DTA). Vyzkum se
zabyval otazkou, z jakého materialu byl pigment ve starovéké Cing vyrabén a v jakém stavu
vychozi material byl. Vysledky méfeni ukézaly, ze ¢insky purpurovy pigment je z ptirodniho

mineralniho zdroje - witheritu (Ba[COs3)), ktery je zdrojem barya [10].

Archeologicka rezidua jsou casto smési puavodnich molekul, produkti rozkladu,
nedistot zachycenych pii vyrobé, skladovani atd. Chromatografie je metoda, ktera umoziuje
separovat smeési na jednotlivé komponenty. Pfi archeologickém vyzkumu bylo
chromatografickych metod vyuzito napftiklad v analyze vin. Bylo provadéno studium nejen
zbytkli vin, ale 1 amfor urcitého tvaru, u kterych se ptredpoklddalo, Ze ve své dob& vino
uchovavaly [2]. Dale bylo chromatografie vyuzito pifi analyze mastnych kyselin,
triacylglyceroli a sterold. Mastné kyseliny byly nalezeny ve velkém mnoZstvi
v archeologickych reziduich. Jejich vyskyt byl spojen s nadobami vyuzivanymi na vafeni,
lampami atd. Rozmisténi zbytkii v jednotlivych nadobach miuze poskytovat informace
0 pouziti nddoby. Mastné kyseliny byly taktéz nalezeny v dochovanych lidskych mekkych
tkanich a kostech. Terpenoidy jsou sekundarnim produktem rostlin. V minulosti byly lidmi
Siroce vyuzivany napiiklad jako dulezitd slozka pti vyrob& parfémi, [éka, lepidel
a hydroizolaénich prostfedkl. V porovnani s ostatnimi organickymi materialy nalezenymi
na archeologickych nalezistich, terpenoidy vykazuji dobrou stopu. Dochazi k jejich degradaci
na terpenoidy s niz§i molekulovou hmotnosti. K analyze terpenoidd se nejcastéji vyuziva
metoda GC (plynova chromatografie) - resp. GC/MS [2]. Polymerace monoterpenoidi
a diterpenoidii dala vzniknout jantaru (byl zkoumén IR spektrometrii). Chromatografii Ize

analyzovat a identifikovat borovicovou smolu a pryskyfice. Z archeologickych nalezl
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vyplyva, ze se tento material vyuzival na utésnéni amfor pii pieprave a zaroven dodaval chut’
vinu. Metoda GC/MS byla taktéz pouzita na studium a identifikaci véeliho vosku z obdobi
3700-3340 pi. n. 1. [2]. Uvedené naznaCuje vyznam dal$i analytické techniky, kterou je

hmotnostni spektrometrie.

2.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrii 1ze rozdélit na molekulovou a atomovou. Molekulovd MS
slouzi ke studiu molekul, naopak atomové MS se vyuziva pfi multielementarni prvkové

analyze.

Hmotnostni spektra podavaji informaci o slozeni a struktufe analyzované¢ho vzorku.
Z tohoto diivodu ma MS Siroké vyuziti. Tato technika je nepostradatelnd nejen v lékafstvi,
kriminalistice a toxikologii (napf. antidopingové kontroly), ale své vyuziti naSla
I v archeologii, geologii, potravinaiském a vojenském primyslu a v mnoha dalsich oblastech,

kde je potieba rychle a spravné identifikovat neznamé latky [11].

Soucasti kazdého hmotnostniho spektrometru je iontovy zdroj, hmotnostni analyzator,
detektor, vakuovy systém a fidici pocita¢ [12]. Zajimavou soucasti hmotnostnich

spektrometrl se v posledni dobé¢ stava iontova mobilita, kterd pfidava dalsi separacni rozmer.

2.3.1 Prvkové analyza

Z hlediska prvkové analyzy ma v analyze archeologickych artefakti dilezitou roli
LA-ICP-MS (laser ablation-inductively coupled plasma-mass spectrometry). Je to vykonna
analytickd metoda umoznujici multielementarni stopovou analyzu, mimo to je schopna urcit
I izotopové slozeni. Pomoci LA-ICP-MS lze zkoumat nejrozmanitéjsi archeologické
materidly, jako jsou lidské ostatky (kosti a zuby), obsididny a sklo, polodrahokamy, kovové
a keramické pfedméty, pisemné pamatky a dals$i materialy [13]. Co se tyce experimentalniho
uspofadani této metody, na povrch vzorku je namifen laser, plisobenim pulzl laseru vznikaji

Castice, které jsou proudem argonu (nebo helia) unaseny do plazmového hotraku, kde dochazi

ke generovani iontl. Z analyzy kosternich pozlstatkl Ize zjistit nejen jaké stravovaci navyky
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meély minulé populace, ale také jakymi chorobami trpély a zda nebyly vystaveny jedim
a znecCisténi prostiedi. Velice Casto (pokud je to mozné) se provadi analyza zubtl, vlast a kosti
[1]. Analyza zubt byla napiiklad provadéna na chilské mumii z mésta Arica a na zubech
egyptskych déti z populace zijici v nilské delté. Na téchto vzorcich byl méfen obsah olova,
stroncia, zinku a lithia v zubnich tkanich. Analyzou bylo zjisténo, ze obsah olova u vzorka
pochazejicich z Egypta byl v priméru o fad vyssi, nez obsah v zubni tkani z chilské mumie.
Vyssi zastoupeni olova bylo disledkem expozice antropogennim zdrojiim olova, piikladem
muze byt olovnaty benzin. Naopak obsah lithia byl vyssi v zubni tkani odebrané z chilské
mumie, divodem byl pfirozen¢ vyssi obsah lithia ve vodé, ktera se nalézala blizko pohtebiste,
kde byla mumie nalezena [14]. Ve vlasech dochazi k usazovani toxickych prvku, zaroven lze
analyzou zjistit, zda ¢lovek pfijima vice zivociSnou nebo rostlinnou stravu [2]. Zalezi
na zastoupeni médi, molybdenu, zinku, selenu a stroncia. LA-ICP-MS lze vyuzit taktéz
k analyze obsidiant a sklenénych artefaktd. Obsidian je pfirodni sklo (obsahuje mimo jiné
Si0,) vznikajici sopecnou ¢innosti (nékdy nazyvané jako sopecné sklo). Obsidiany vznikaji
rychlym tuhnutim magmatu. Pro svoji tvrdost a chemické vlastnosti byly vyuzivany jako
pracovni nastroje. Byla provedena rozsahld studie obsidianti pochazejicich z raného
neolitického obdobi a artefakty pochazely z n€kolika mist na Sardinii, Korsice a ze severni
Italie. Byla provedena komplexni analyza zdroji obsidiani a rekonstrukce obchodnich cest,
které se v té dob¢é vyuzivaly — tyto informace poskytly obraz o propojenosti mezi riznymi
kulturami, femesIné specializaci i tehdej$im osidleni [1], [15]. Pomoci LA-ICP-MS byly
taktéZ zkoumany vzorky obsidianli z oblasti centrdlniho Mexika. Studie prokazala, Ze tato
metoda je pro analyzu obsidiani vhodnd a poskytuje vysledky srovnatelné
s vysledky neutronové aktivaéni analyzy [16]. Analyza sklenénych artefaktd funguje
na stejném principu jako analyza obsididnd, nebot oba materidly maji velmi podobné
chemické slozeni. Vyroba skla zacala jiz ve starovéku — nejstar$i sklenéné artefakty byly
nalezeny v Egypt¢, jejich stati odpovida zhruba 4500 let [17]. Metoda LA-ICP-MS je schopna
identifikovat vedlejsi a stopové prvky, které se ve vzorku skla nachézeji. Informace ziskané
z analyz riznych vzorkl pochazejicich z riznych obdobi pomahaji urcit postup a nasledné
zmény Vv technologii vyroby skla. Tato technika byla pouzita naptiklad i1 k analyzam skla
z Benatek. Od 12. stoleti byla technologie vyroby benatského skla utajena. V 1. poloviné
16. stoleti doslo k rozsifeni téchto unikatnich predméti po celé Evropé. Stalo se tak

na zaklad¢ dovozu skla piimo z Benatek, kde bylo centrum vyroby, nebo pochazelo z dilen,
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které v té dob& vznikly a fidily se vyhradné technologickym postupem vyroby specialné
zamétenym na benatské sklo [1], [18]. Pomoci LA-ICP-MS lze také zkoumat keramiku.
Metoda je schopnd poskytnout informace o chemickém a mineralogickém sloZeni
zkoumaného vzorku. Na vyrobu keramiky byly obvykle vyuzivany mistni suroviny, které
maji charakteristické zastoupeni jednotlivych prvki - toho se vyuziva pti ureni zdroje hliny,
eventualné 1ze vyvodit vztahy mezi minulymi populacemi a sméry migrace obyvatelstva [1].
Metoda LA-ICP-MS byla napiiklad pouzita pfi analyze 287 keramickych stiepti pochazejicich
z Papuy Nové Guiney a poslouzila k uréeni mista vyroby [19]. Dale byla provedena studie
keramiky pochazejici z Teotihuacan, coz bylo ve své dobé ekonomické centrum centralniho
Mexika. Byla vyuzita neutronova aktivaéni analyza (NAA), LA-ICP-MS, MS (termalni
ionizace) a petrografie. Studie prokéazala, Ze vétSina keramiky pochéazela z mistnich zdroja
a ze komplementarni metody mohou na zékladé kompozi€nich rozdild Iépe vykreslit
antropologicky vyznam [20]. Analyze byla také podrobena malovana keramika z Canosy.
Studium bylo zaméfeno na identifikaci pouzitého ptirodniho pigmentu a na technologii
vyroby téchto pfedméti. Analyzované predméty slouzily pfedevsim pii pohibivani, nebyly
uréeny ke kazdodennimu pouziti. K analyze byla pouzita Ramanova mikrospektroskopie
a LA-ICP-MS. Vysledky méfeni prokazaly, ze Cerveny a hnédy/Cerny pigment obsahuje
Zelezo a mangan, dale bylo potvrzeno, Ze Canosa byla (n€kolik stoleti pted n. l.) vyznamnym
centrem spojujici Blizky vychod s centralni Italii a Evropou [21]. Na zakladé vysledk méfeni
pomoci LA-ICP-MS byly dle mista vzniku (Anglie, Cina, Japonsko) rozlideny stiepy
porcelanu, mimo to je tato metoda vhodné pro ovéfeni pravosti daného artefaktu od padélku.
Kromé¢ LA-ICP-MS se pro prokazani autenti¢nosti artefaktu vyuzivad termoluminiscence
a rentgenova fluorescenc¢ni spektrometrie, ovsem metoda LA-ICP-MS (na rozdil od XRF)
muze analyzovany predmét nenavratné poskodit, ale spotieba vzorku je velmi mala [22].
Dal8im artefaktem, na ktery lze aplikovat LA-ICP-MS, je pisemné dédictvi. Zde se zkouma
zejména distribuce Zeleza, médi a manganu, prvkd pfitomnych v inkoustech. Vlivem jejich
katalytick¢ aktivity dochdzi kurychlovani degradacnich procesii, coz vede k niceni
dochovanych pisemnosti (nékdy oznacovano jako koroze inkoustu) [23]. Z archeologického
hlediska ma nesmirné velky vyznam studium kovi. Je zkouman nejen ptivod kovd, ale také
jejich zpracovani a vyrobni technologie pouzitd na vyrobu kovovych pfedmétd. Z toho lze
dale usuzovat, kudy vedly obchodni cesty mezi starovékymi civilizacemi. Zaroven je kladen

diraz na potvrzeni (¢i vyvrdceni) pravosti nalezenych artefaktli. Rozsahlé studie byly
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zaméteny zejména na zlato, stiibro a zelezo (v posledni dobé je Casto provadéna i analyza
meédi a jejich slitin) [1]. Nedavno probihal vyzkum v jihovychodni Kambodzi, podafilo se
zachranit posledni nedotené hroby jednoho 2z nejbohatSich prehistorickych mist
v jihovychodni Asii. Mnoho hrobi obsahovalo zlaté a stiibrné ozdoby, které poté byly
analyzovany pomoci LA-ICP-MS. Méfeni poskytlo informace nejen o obsahu majoritnich
prvki, ale byla zjiSténa i pfitomnost vedlejSich a stopovych prvkl. Analyza prokazala, ze
kromé zlata a sttibra artefakty obsahuji i nizké koncentrace médi a dalsi stopové prvky (Pt, Bi,
Ir) [24]. Technikou LA-ICP-MS lze zkoumat i kamenny material. Touto metodou byla
napiiklad zkouména monumentalni hrobka amerického namoiniho dustojnika Jeffersona
Page. Kamen byl vyroben z jednoho typu bélavého mramoru a byla na ném provedena studie,
jak je kamen ovlivilovan povétrnostnimi podminkami a rozpadovymi jevy [25]. Dal§im
pfedmétem vyzkumu byvaji velice ¢asto pigmenty. Jejich analyza miiZze prokazat, zda je dilo
autentické. Pigment, at’ uz ptirodni, ¢i synteticky je charakteristicky nejen pro umélce, ktery
jej pouziva, ale i pro unikatniho vyrobce daného pigmentu. SloZeni pigmentu je rovnéz
zavislé na pivodu jeho vzniku [1]. LA-ICP-MS byla spolu s rentgenovou fluorescenéni
spektrometrii pouzita k analyze modrych pigmentd dekorujicich valencijskou keramiku.
Meéfeni prokazalo, Ze pigmenty na keramice z riznych historickych obdobi, obsahovaly rizné
druhy kobaltovych pigmenti. Zaroven doSlo k porovnani obou metod — obé techniky se
ukazaly jako vhodné pro tuto analyzu. Pfenosna rentgenova fluorescencni spektrometrie je
zcela nedestruktivni, levna a spolehliva metoda. LA-ICP-MS nabizi naproti tomu nizsi meze
detekce a lepsi prostorové rozliSeni, ovSem dochazi k ¢astecné destrukci analyzovaného
vzorku [26]. Analyza glazur a pigmentd byla provedena také na keramice pochazejici
z Arizony z obdobi Pueblo IV. Jako analyzator byl pfi této studii pouzit priletovy analyzator
(LA-ICP TOF). M¢ifeni pomohlo odhalit, jak probihala femeslnd vyroba, jak se Casem

zménila technologie vyroby a jaka byla socialni organizace Vv té dobé [27].

Existuje také technika, ktera je na rozhrani mezi prvkovou a molekulovou analyzou.
Touto metodou se daji zkoumat 1 molekuly, ale zjiStuje se zastoupeni prvki. Jedna se
0 izotopovou analyzu, ktera poskytuje informace o poméru izotopd jednotlivych prvku.
V praxi se tato technika vyuzivd mimo jiné v potravinafstvi nebo pfi dopingovych kontrolach.
Stanoveni poméru izotopti bylo naptiklad vyuzito pfi studii starodavnych vinénych vlaken,

ktera byla postavena na analyze pomérii izotopli stroncia (87Sr/868r). Z archeologického

17



hlediska je analyza zastoupeni téchto izotopl zajimava, nebot’ muze prispét K rozlusténi

migracnich tras a to nejen lidskych, ale také zvitecich [28].

Aplikace elementdrni analyzy na archeologické néalezy muze poskytnout zasadni
informace tykajici se mista ptivodu, suroviny, ze kterého je dany artefakt vyroben, pouzité
vyrobni technologii, dale je analyza schopna prokazat, zda je dilo autentické, nebo se jedna
o pad¢lek. Spolu s vySetfenim chemické kompozice lidskych ostatkll je toto métfeni klicové
k odhaleni vztaht mezi davnymi populacemi a zivotnim prostiedim. Vysledky takto
provadénych analyz jsou nesmirn€¢ cenné zejména pro archeology a historiky. Metodu
LA-ICP-MS lze aplikovat na vzorek pfimo bez jakékoli piedupravy zkoumaného vzorku.
Vlivem laserové ablace dochazi k naruSeni povrchu zkoumaného materialu, ovSem ve vétsing
pfipadii neni poruseni viditelné pouhym okem. Celistvost zkoumanych archeologickych
nalezl tedy ziistdva zachovana a vzorek miize byt podroben dal§imu zkoumani. Vyhoda této
techniky rovnéz spociva v moznosti analyzovat jak homogenni, tak heterogenni vzorky.
Vzhledem k siroké Skale artefaktii, na které lze techniku LA-ICP-MS uplatnit, ma z hlediska

prvkové analyzy v archeologickych vyzkumech obrovsky vyznam [1].

2.3.2 Analyza molekul

Z hlediska archeologie je studium organickych molekul stejné diilezité jako prvkova
analyza. Typickym piikladem analyzy molekul je analyza amorfnich organickych rezidui,
které se dochovaly napiiklad na sténé staroddvné keramické nadoby. Mezi klicové metody,
poskytujici moznost studia téchto latek organické povahy, patii spojeni hmotnosti
spektrometrie s chromatografii. Velice ¢asto vyuzivanou technikou je GC/MS (gas
chromatography/mass spectrometry). Informace ziskané touto metodou mohou odkryt mnoha
tajemstvi — naptiklad jak probihala vyroba potravin, kudy vedly obchodni cesty, zaroven 1ze
vydedukovat, k ¢emu nadoba slouzila atd. Tato metoda byla napiiklad aplikovana na studium
organickych latek dochovanych na sténach starodavnych keramickych nadob. Zde byly
organické pozustatky uchovany jako zuhelnaténé zbytky nebo byly latky vstfebany
keramickymi nadobami. Vysledky métfeni odhalily, Ze analyzované organické zbytky
na sténach nalezenych artefaktd byly jak zivociSného, tak i1 rostlinného pivodu (naptiklad

kakao, vino, pryskyfice atd.). OvSem z provadénych analyz bylo zjisténo, ze organicka

18



rezidua zivocisného plivodu se na sténach keramickych nadob nachazeji nejcastéji. Mezi
odhalené Zivocisné organické zbytky pattila rezidua tukdt koz, ovci, prasat, koni, zdroveii byla
také identifikovana pfitomnost mlécnych produkti, rybiho tuku a véeliho vosku. Na zékladé
zastoupeni mastnych kyselin, monoacylglycerolt, diacylglycerolti, triacylglycerol a steroli
1ze rozlisit, zda je latka skutecné zivoc¢isného ptivodu (eventudlné z tukovych zasob kterého
zvitete latka pochazi) a zaroven lze identifikovat ptitomnost mlé¢nych produktd. Vysledky
méieni vSech téchto materiali jsou schopny védciim poskytnout informace nejen o vyuzivani
pfirodnich latek napiic¢ dé&jinami, ale d& se naptiklad zjistit i piivod, zplisob zpracovani,
spotieby a skladovani nebo princip biochemického procesu, kterym ptivodni organicka latka
prosla [29]. GC/MS bylo vyuzito i pii studiu artefaktd z 13. stoleti (hrnce, dzbany a panve)
pochazejicich z kostela Sant'Antimo v Piombinu v Italii. Identifikace organickych rezidui
Vv riiznych naddobach odhalila, Ze nékteré organické poziistatky byly zivocisného piivodu, jiné
byly ptvodu rostlinného. Vysledkem bylo zjisténi, Ze neexistuje pfimy vztah mezi tvarem
nadoby a jeho specifickym pouzitim. To znamenalo, ze vice nadob plnilo jednu funkci
a nedochazelo k rozliSovani, na co kterd nddoba ptesné slouzi. Vysledky této studie poslouzily
K lepsimu pochopeni stravovacich navykd a pouzivani keramickych potieb ve stfedovéku
Vv oblasti stfedni Italie [30]. Technika GC/MS nemusi slouzit pouze k analyze organickych
rezidui dochovanych v nddobéch na vateni. Byla provedena studie keramickych nadob, které
slouzily k uchovani a ptepravé vina (tzv. amfory). Analyza byla zaméfena na identifikaci
kyseliny vinné, vinnych markerd a jejich derivati. Studie se tykala vin z oblasti
Stfedozemniho mofte a bylo prokazano, ze ve vinech nebyly pfitomny pouze hrozny, ale 1 jiné
ovocné plody. Dale bylo zjisténo, Ze ve vSech analyzovanych vzorcich vin se nachazi kyselina
vinnd, jablecna, fumarova a jantarova. Na zaklad¢ slozeni jednotlivych analyzovanych
vzorkd, 1ze od sebe vina odlisit a urcit jejich ptivod [31]. Dalsi velice zajimavou analyzou,
kde nasla uplatnéni metoda GC/MS, byla studie bitumenu. Bitumen (resp. Zivice) je organicka
kapalina a jeho vznik je spojen s biodegrada¢nimi procesy ropy. Mezi nejznaméjsi a nejcastéji
se vyskytujici formy Zivic patéi dehet a asfalt. V antickém obdobi mél bitumen obrovské
vyuziti - naptiklad jako tésnéni na keramické nddoby a prouténé kose, lepidlo pii vyrobé
Sperki, lak na dfevo atd. Bitumen byl taktéZ objeven na starovékych egyptskych mumiich,
kde byl pouzit jako latka slouZzici ke konzervaci téla. Plivodni predpoklad byl, Ze bitumen se
nachazi pouze v oblasti Mrtvého mote spadajiciho pod Palestinu. Analyzou bitumenu

pochézejiciho zné€kolika starovékych artefakti z oblasti Mrtvého mote bylo skute¢né
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potvrzeno, ze slouceniny terpenll a sterani obsazené ve vzorcich, jsou svym charakterem
opravdu typické pro Mrtvé mote. Teprve analyza mumie z Gebel Zeit potvrdila, ze bitumen
pouzity pii konzervaci tohoto téla pochazi z domacich - egyptskych - zdroji. Bylo zjisténo, ze
Egyptané sice me¢li piistup k vlastnim zdrojim bitumenu, ovSem casto davali piednost
bitumenu dovazenému od Mrtvého mote. Na zakladé vysledkit méfeni bylo mapovano, kudy
vedly pobiezni obchodni trasy [32]. Za pomoci plynové chromatografie byla téz provedena
analyza oleji nalezenych v egyptskych keramickych lampach. Na zaklad¢ vysledki méteni
vzorkli a po porovnani s referencnimi vzorky dosli védci k zavéru, Ze organicka rezidua
nalezena v keramickych nadobach byly pozustatky oleji ze semen Brassicaceae. Oleje
Vv nalezenych egyptskych lampach byly v davné dobé pouzivany ke sviceni. ldentifikace
téchto latek z archeologického hlediska vyznamné pfispéla k poodhaleni znalosti femesel
a technologii pouzivanych v davnych dobéach. Zarovei Ize dle stupné degradace zkoumanych
dochovanych latek usuzovat, jakymi biologickymi transformacemi latka za celou dobu prosla.
Povaha latek, které vznikly biologickou preménou, zavisi nejen na slozeni ptvodniho
materialu, ale také na charakteru nddoby, ve které¢ se latka nachéazela (tedy k jakym ucelim
nadoba slouzila) a na podminkach, kterym byla nddoba vystavena a diky kterym se uchovala
[33]. Identifikace organickych latek za pouziti GC/MS byla také provedena v bronzovych
nadobkach, které slouzily k uchovani 1ékli. Organickd rezidua odpovidala pozistatkiim
davnych piipravkil a byla nalezena na vnitinich sténach nadob pochéazejicich z Rima.
K charakterizaci anorganickych latek, obsazenych ve zkoumaném materialu, byla aplikovana
rentgenova fluorescencni spektrometrie a Ramanova spektrometrie. Vysledky analyzy
odhalily, Ze nadobky obsahovaly rezidua masti a praski. Byla potvrzena ptitomnost v¢eliho
vosku, pryskyfice, tukli a sacharidi. Tato studie poskytla cenné informace o 1éebnych
procedurach v historii Rima [34]. GC/MS poslouzila k analyze prehistorickych organickych
lepidel. Rezidua lepidel byla nalezena na keramickych nadobach a na spojich nastrojt. Tato
rozséhla studie zkoumala 90 vzorkii z 8 mist, kde probihaly archeologické vykopavky.
Analyze byly podrobeny vzorky, které mapuji obdobi od neolitu do starsi doby zelezné. Studii
bylo napiiklad zjisténo, Ze nejcastéji pouzivané lepidlo V neolitickém obdobi bylo
triterpenoidniho piivodu a pochazelo z bilé bfezové kiiry. Na vyrobu lepidel byly samoziejmée
vyuZzivany 1 jiné materialy - kiry jinych stromi nebo organické fosilni latky. V nésledujicich
historickych obdobich byla kompozice lepidel, co se tyCe pouzitych vychozich materiali,

pestiej$i. Vysledky méfeni artefaktl pochézejicich z doby bronzové prokdzaly piitomnost
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diterpenové borovicové pryskytice. Ve vzorcich dochovanych z doby zelezné bylo potvrzeno
pouzivani lepidel z biezové kury, které ovSem obsahovaly vceli vosk - ten slouzil jako
zmekcovadlo. Vyzkumy tohoto typu jsou velice zajimavé jak pro archeology, tak
pro historiky. Na zaklad¢ vysledkt analyzy lze usuzovat o vynalézavosti a manualni zru¢nosti
femeslnikt v pribéhu dé&jin [35]. Dalsim vyzkumem, kde bylo vyuzito GC/MS
pfi archeologickych vyzkumech, byla studie rezidui pochézejicich z kosmetickych
a farmaceutickych pfipravki, ptikladem mohou byt masti a balzamy. Jelikoz jde o velice
slozit¢ smési obsahujici nejen latky organického, ale také anorganického ptvodu, bylo
pfi analyze pouzito vice metod. Krom¢ GC/MS byla pfi analyze vyuzita infracervena
spektrometrie s Fourierovou transformaci, Ramanova spektrometrie, rentgenova difrakce
a HPLC/MS. S cilem zlepSeni celkové analytické strategie a ve snaze 0 co mozna
nejspravngjsi  charakterizaci takto slozitych rezidui védci vyrobili piesné ty samé
farmaceutické produkty, které se vyrabély diive, a spolu se vzorky je podrobili analyze.
Postup pii vyrobé téchto replik probihal ptfesné stejnou metodou, kterd byla pouzivana
v 17. stoleti, na zakladé dochovanych dokumentd. Studie napomohla k objasnéni
a zrekonstruovani starodavné lékarské a farmaceutické praxe [36]. Dale probihala studie
star§ich kosmetickych a terapeutickych nalezli. Kosmetickd a farmaceuticka rezidua lze
prokazat na sténach keramickych, kamennych ¢i sklenénych nadob, které slouzily k jejich
uchovani. Studium téchto vzorkli mlze napomoci pii objasnéni vzdé€lanosti starovékého
obyvatelstva v oblasti chemie a farmacie, zaroven lze odpovédét na otazku, jakym zptisobem
tyto znalosti vyuzili v praxi. DilleZité informace mohou taktéZ poskytnout samotné predméty
nalezené v odkrytych hrobkach - typickym ptikladem jsou hrobky v Egypté, kde byly
objeveny piedméty slouzici k péc¢i o plet’ a nadobky na make-up. Z riznych studii vyplyva, ze
kosmetické vyrobky a licidla v této starov€ké civilizaci neslouzily pouze ke kazdodennim
estetickym procedurdm, mély také nabozenskou a lékatskou roli. Vysledky takovéto studie
maji pro archeologické pracovisté obrovsky vyznam, nebot’ pomahaji ziskavat piehled o vite,
ritudlech, zvycich a pohiebnich obfadech, které provazely zivoty lidi ve starovékém Egypte.
Stejné jako tomu bylo v pfipad¢ studia balzamt a masti ze 17. stoleti i v tomto pfipadé jsou
zkoumany slozité smési organickych a anorganickych latek. Na zaklad€ zjisténi, Ze pouziti
jediné metody by nemohlo odhalit sloZitou chemickou kompozici zkoumanych latek, bylo
pro toto studium krom& GC/MS vyuzito vice metod. Kromé infraervené spektrometrie

s Fourierovou transformaci (ktera je schopna podat informace jak o organické, tak mineralni
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sloZce obsazené ve vzorku) byla na vzorky aplikovana Ramanova spektrometrie, rentgenova
difrakce a HPLC/MS. Spojenim chromatografickych metod s hmotnostni spektrometrii mohly
byt ve vzorcich kosmetiky separovany (chromatograficka cast) a identifikovany (MS)
biomaterialy, pfikladem mohou byt pryskyfice, polysacharidy, organicka barviva atd. Pfitom
analyza biomateriali je velice obtizna vzhledem k tomu, Ze se jedna se o komplexni smési
nejruznéjSich organickych a anorganickych latek s Sirokym rozsahem molekulovych
hmotnosti. Chemické slozeni kosmetickych rezidui je zavislé na pivodu — lze rozlisit,
ze kterého zivocicha ¢i rostliny organicka latka pochazi. Vyuzitim vSech vyse uvedenych
technik je mozné zjistit, které latky mély ve starovéku mimo jiné kosmeticky a farmaceuticky
vyznam, eventualné pro jaké ritualy byly nékteré latky pouzivany [37]. Dalsim zajimavym
objektem, ktery byl zkouman GC/MS spolu s infraervenou spektrometrii, bylo
unguentarium. Jedna se o malé sklenéné ¢i keramické nadobky, které v davnych dobach
slouzily pro uchovani kapalnych a praskovych latek. Zkoumany artefakt byl vyroben
z alabastru, pochézel z Egypta z obdobi 150/125-100 pted nasim letopoctem. Nadobka byla
ovSem nalezena na pohiebisti Etruscan v Chiusi (Toskansko, Itdlie). Analyza této historické
pamatky byla zaméfena na odhaleni chemického slozeni latek nachézejicich se v nadobce.
Uvniti zkoumaného unguentaria se nalézaly pozistatky masti, kterou v davnych dobach
pouzivali Etruskové. Vzhledem k tomu, Zze nadobka byla po cela staleti ulozena v hrobce
pod velkymi nanosy hliny, doSlo ke zpomaleni degradacnich procesi a mast uvnitt
unguentaria zustala témét v pivodnim stavu. Na zaklad¢é vysledki méfeni GC/MS a FTIR
byly v masti identifikovany dva druhy pryskyfic a rostlinny olej (s nejvétsi pravdépodobnosti
Moringa). Ziskané informace vypovidaji o vychozich surovinach, zdrojich vychozich
organickych latek a stavu uchovavani materialt, které Etruskové vyuzivali v davnych dobach

[38].

Dalsi technikou, kterda mulze poslouzit v analyze organickych latek, je kapalinova
chromatografie spojend s hmotnostni spektrometrii. Stejné jako GC/MS, kapalinova
chromatografie slouzi k separaci latek a v hmotnostnim spektrometru dochazi k identifikaci
téchto oddelenych latek. V tadé¢ studii byly vyuzity obé tyto metody zaroven. Mimo jiné
kapalinova chromatografie ve spojeni s MS (HPLC-ESI-MS/MS) byla spolu s infracervenou
spektrometrii pouZzita pfi analyze archeologicky vyznamné pryskyfice. Pryskyfice méla jiz

k zavieni amfor s vinem, které pievazeli v lodich pies moie. Nejen, Ze vino neprosakovalo
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a nedochazelo Kjeho vylévani, ale pryskyfice zaroven umoziovala zachovani vina
(nedochazelo k jeho degradaci). Nékteré studie uvadi, ze pryskyfice se v nékterych piipadech
piidavala do vin imysIné jako konzervacni latka. Velice znamé je fecké vino “Retsina®,
do kterého je pridavéana pryskyfice ziskdvana ze stromi borovice Aleppo. Na zakladé této
studie 1ze vyhodnotit rozdily mezi pryskyficemi ve starovéku a pryskyficemi v dnesni dobé
[39].

Dalsi velice zajimavou metodou, kterd je schopna urcit stafi objektu a ma tedy
pro archeologické vyzkumy obrovsky vyznam, je akceleraéni hmotnostni spektrometrie
(AMS). Nejdalezitéjsim nuklidem, ktery je touto technikou zkouman, je radiouhlik '*C.
Na zékladé jeho zastoupeni lze uréit stafi zkoumaného artefaktu [40]. Metody AMS bylo
vyuzito k analyze historickych pamatek nalezenych pobliz Tell el-Daba, coz je oblast delty
feky Nil. Vysledky naméfené pomoci AMS se ovSem uplné neshodovaly s obdobim,
ze kterého mé&ly predméty pochazet (na zakladé egyptské historické chronologie). Rozdil mezi

datovanim podle zastoupeni **C a archeologickymi dikazy byly kolem 120 let [41].

Hmotnostni spektrometrii lze také vyuzit k analyze mykolickych kyselin, které jsou
soucasti mykobakterii. Bunééné obaly mykobakterii obsahuji starovéké piivodce tuberkulozy
a lepry. K analyze byla pouzita technika MALDI TOF MS. Vysledky téchto méfeni maji

obrovsky vyznam pro biomolekularni paleopatologii a biomolekularni archeologii [42].

Nejen z hlediska archeologie je technika hmotnostni spektrometrie velice vyznamnou
metodou. Lze ji vyuzit nejen k analyze jednotlivych prvkd, ale ve spojeni s dal§imi

analytickymi metodami, ji 1ze vyuZit 1 pro analyzu molekul.

Prakticka cast bakalaiské prace byla na zakladé nalezenych ¢lankd zaméfena
na analyzu vina. Konkrétné byla sledovana jable¢na kyselina (Obr. 1), piesnéji jeji degradacni
produkty vzniklé dehydrataci, a fumarova kyselina (Obr. 2). Jedna se o latky, které maji
stejny sumarni vzorec (C4H4O4), zaroven podléhaji stejné fragmentaci a neni je mozné rozlisit
ani na zéklad¢ vzniklého fragmentu. Produkty degradace mohou tak interferovat se signalem
fumarové kyseliny. K jejich rozliSeni nesta¢i pouze aplikace samotné hmotnostni
spektrometrie, ale je nutné zkoumat moznost separace. Efektivni by mohla byt iontova
mobilita, kterd je pfimo soucdsti hmotnostniho spektrometru. Cilem prace bylo zjistit

moznosti hmotnostni spektrometrie pii odliSeni uvedenych latek za pouziti elektrospreje a
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sondy ASAP (Atmospheric Solids Analysis Probe). Zkoumano bylo vyuziti fragmentace a
iontové mobility. Analyze bylo rovnéz podrobeno vino (Frankovka) s cilem ovéfit moznosti

ziskani "otisku palce" dané¢ho vzorku.

OH O

H
° OH

O

Obr. 1: Jable¢na kyselina

O

O oH

O

Obr. 2: Fumarova kyselina
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Ptistrojové vybaveni

Veskeré méfeni probihalo na pfistroji SYNAPT G2 — S (Waters, Manchester, Velka
Britanie). Méfilo se v zaporném moédu. Pii pouziti metody ionizace elektrosprejem byl
do pfistroje kontinualné zavadén roztok vzorku pritokem 5 pl/min, pii aplikaci metody ASAP
byl pouzit 1 pl vzorku naneseny na sklenénou tyCinku. Pfi analyze ASAP technikou se vzdy
vyuzival teplotni gradient (vrozmezi 50 — 550 °C). Navazené vzorky standardi byly
rozpoustény ve smési voda - methanol (1 : 1, v/v). Kontinualni zavadéni vzorki bylo

realizovano linearni pumpou integrovanou do hmotnostniho spektrometru.

3.2 Chemikalie

Pii pfipravé vzorkiu bylo pouZito standardi jable¢né a fumarové kyseliny. Standard
jable¢né kyseliny (p. a. (99%), C4HgsOs, monoizotopickd hmotnost produktu dehydratace
116,0110, m/z 115,0031) a standard fumarové Kkyseliny (p. a. (99,5%), C4H4O4,
monoizotopicka hmotnost 116,0110, m/z 115,0031) byly dodany spole¢nosti Sigma Aldrich
(Praha, Ceska republika). Dale byl pii ptipravé vzorkli potfebny methanol (HPLC SG,
Lab_Scan, Gliwice, Polsko) a voda pro HPLC pfipravena systémem na tpravu vody (direct Q
UV Millipore, MA, Bedford, USA). Vzorek vina (Frankovka) byl zakoupen v mistni

vinotéce.
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4. Vysledky a diskuze

4.1 Analyza s vyuzitim elektrospreje

Pro analyzované latky bylo testovano vhodné nastaveni pfistrojovych parametrii
s cilem dosahnout co nejveétsi intenzity signalu deprotonovanych molekul kyselin. Zvolené
nastaveni bylo nasledujici: napéti na sprejovaci kapilare -2,7 kV, teplota zdroje 100 °C, napéti
na vstupnim konusu 10 V, offset zdroje 20 V, teplota desolva¢niho plynu 200 °C, pritok
plynu vstupnim konusem 100 1/hod, prutok desolva¢niho plynu 600 1/hod, tlak zmlzujiciho
plynu 6 bar, kolizni energie v kolizni cele trap 1 eV, kolizni energie v kolizni cele transfer
1 eV, pratok kolizniho plynu — argonu 2 ml/min, pritok dusiku v mobilitni cele 90 ml/min,
vySka viny v mobilitni cele 40 V, jeji rychlost 1200 m/s (neni-li uvedeno jinak). Nejprve byla
provedena analyza vzorku degradac¢niho produktu/a (standard jableéné kyseliny o koncentraci
100 pg/ml methanol : voda = 1 : 1 (v/v), produkt dehydratace). V hmotnostnim spektru lze
pozorovat dva ionty (Obr. 3). Hodnota m/z = 115,0111 odpovida deprotonované molekule
produktu dehydratace, ion s pomérem m/z = 71,0156 odpovida fragmentu, ktery vznikl

odstépenim molekuly CO; z deprotonované molekuly degrada¢niho produktu.

LEMR_ACID_130420_09 32 (0.558) Cm (15:47) TOF MS ES-
115.0111 1.17e7
1004
D\O_
71.0156
0 ‘ ‘ | ‘ r r = — ‘ ‘ T : r m/z

65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120

Obr. 3: Hmotnostni spektrum degrada¢niho produktu standardu jable¢né kyseliny, elektrosprej
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Vznik fragmentu byl ovéfen metodou MS/MS pfii pouziti kolizni energie 5 eV. Ve
spektru Ize pozorovat tii ionty (Obr. 4). Metoda MS/MS potvrdila ptitomnost fragmentu
degrada¢niho produktu jable¢né kyseliny (m/z = 71,0156). lon, jehoz m/z = 115,0814, je

dusledkem chemického Sumu.

LEMR_ACID_130420_10 24 (0.423) Cm (2:58) TOF MSMS 115.05ES-
115.0111 3.58e4
100,
71.0156
D\o_
115.0814
0 ‘ r ‘ ‘ r IH.‘L ‘ ‘ ; ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ mf'Z

60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 10 115 120 1256 130

Obr. 4: Hmotnostni spektrum degrada¢niho produktu standardu jable¢né kyseliny, MS/MS

Degradacni produkt standardu jable¢né kyseliny byl podroben méteni iontové mobility
(Obr. 5). V hmotnostnim spektru po mobilitni separaci lze pozorovat mnozstvi vzniklych
iontd. Ion s m/z 115,011 patii deprotonované molekule degradacniho produktu, ion s m/z
71,0156 je produktem jeho fragmentace. Doba pohybu iontu m/z 115,011 je patrna z Obr. 5.
V mobilitnim zaznamu se objevuji tfi piky, coZ naznacuje pfitomnost rtiznych produkth
degradace, ale se stejnym sumarnim vzorcem (viz odpovidajici hmotnostni spektra nize). Tato
skutecnost je zajimava pro dalsi vyzkum (vliv experimentalnich podminek na zastoupeni

produktt degradace, vypocet jejich uc¢inného pritezu a jeho porovnani s experimentem).
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Obr. 5: Mobilitni zaznam pro produkt degradace standardu jable¢né kyseliny (ion m/z 115,011)

Obr. 6 znazornuje zastoupeni iontl ve vzorku standardu fumarové kyseliny
o koncentraci 100 ug/ml voda : methanol 1 : 1 (v/v). lon s pomérem m/z = 115,0111 nalezi
deprotonované molekule fumarové kyseliny. Je ziejmé, Ze spektrum se podoba hmotnostnimu
spektru produktu degradace standardu jable¢né kyseliny o stejné koncentraci (viz Obr. 3),

pouze ucinnost ionizace fumarové kyseliny je mensi (nizsi absolutni intenzita signalu).

LEMR_ACID_130420_06 4 (0.085) Cm (3:24) TOF MS ES-
2.87e6
100- 115.0111 e
sl
92.9322\ 96.9628 111.0130
0 \ \ \ - T \ + \ I \ \ T | — ; m/fz
50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125

Obr. 6: Hmotnostni spektrum standardu fumarové kyseliny, elektrosprej
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Obr. 7: Hmotnostni spektrum standardu fumarové kyseliny, MS/MS

Méteni MS/MS potvrdilo pfitomnost fragmentu, vznikajicimu eliminaci CO, s m/z
71,0156. (Obr. 7). lon s m/z 115,0111 patii deprotonované molekule fumarové kyseliny.
Mobilitni zdznam pro fumarovou kyselinu ukazuje odliSnou dobu pohybu iontu m/z 115,0111
u fumarové kyseliny (Obr. 8). Pozorovany jsou dva piky, coz by odpovidalo dvéma
konformacim fumarové kyseliny. Na zakladé MS a MS/MS spekter nelze produkty degradace
jable¢né kyseliny a fumarovou kyselinu rozlisit. OvSem iontova mobilita latek se vyznamné
lisi. V dalsi casti experimentu probéhla analyza vzorku, ktery obsahoval jable¢nou i
fumarovou kyselinu (Obr. 9). Koncentrace obou kyselin ve vzorku byla stejna (50 pg/ml).
Vzhledem kmensimu G¢innému prifezu iontd degradacnich produktl, vykazuji veétsi

pohyblivost nez ion fumarové kyseliny, tedy jejich ionty maji krat$i dobu pohyblivosti.
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Obr. 8: Mobilitni zaznam pro standard fumarové Kyseliny (ion m/z 115,011)
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Obr. 9: Produkty degradace jable¢né kyseliny + fumarova kyselina, iontova mobilita

Obr. 10 znazorfuje zastoupeni ionti v jednotlivych picich z Obr. 9. Ze ziskanych
hmotnostnich spekter je patrné, Zze vzorek obsahuje ionty o stejném poméru m/z (115,0111).

Pomér m/z fragmenti rovnéZ nedovoluje jejich odliseni. Rozdilna je pouze iontova mobilita.
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Obr. 10: Hmotnostni spektra smési produkti degradace jableéné kyseliny a fumarové kyseliny, IMS

Lze shrnout, ze kombinace separace iontovou mobilitou a nasledné fragmentace se
ukazala jako vhodny piistup pro odliSeni a identifikaci studovanych latek, a to i v jejich

smési.

4.2 Analyza s vyuzitim sondy ASAP

RovnéZ pro sondu ASAP bylo testovano vhodné nastaveni pfistrojovych parametra.
Zvolené parametry byly nasledujici: vybojovy proud 5 pA, teplotni program uveden
u jednotlivych experimentli, ostatni podminky jako u elektrospreje. Stejné jako Vv ptipadé
pouziti elektrospreje byla nejprve provedena analyza vzorku standardi obou kyselin (Obr. 11
a 12). Koncentrace kyselin byla 1 mg/ml a na ptimou sondu byl nanasen 1 pl tohoto roztoku.
V piipadé degradacnich produktt jablecné kyseliny byl pouzit teplotni gradient od 100 °C do
450 °C. Teplotni program byl zvolen na zakladé série méteni, kdy byl sledovan vliv zmény
teploty na vzhled spektra. Zvoleny gradient byl odstartovan po ptl minuté, béhem které byl
vzorek vysusen pii 100 °C. lon s pomérem m/z = 115,0111 nalezi produktim degradace.

Slepy vzorek tento ion neobsahoval (Obr. 11).
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Obr. 11: Hmotnostni spektrum a) produktu degradace jable¢né kyseliny a b) slepého vzorku, ASAP

Obdobn¢ probihala analyza vzorku standardu fumarové kyseliny a slepého vzorku
(Obr. 12). Koncentrace fumarové kyseliny ve vzorku byla 1 mg/ml a pro analyzu byl pouzit
1 pl. Vysledné spektrum fumarové kyseliny obsahovalo deprotonovany ion kyseliny

s pomérem m/z rovnym 115,0111. Slepy pokus tento ion neobsahoval.
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Obr. 12: Hmotnostni spektrum a) fumarové kyseliny a b) slepého vzorku, ASAP

32



U obou latek byla proméfena i iontova mobilita. Vzhledem k nizsi transmisi iontd bylo
nutné  pouzit v  téchto  experimentech  koncentrovanéjsi  roztoky  kyselin
(5 mg/ml methanol : voda 1 : 1, v/v). Mobilitni separace byla zachovana, ale pro ion fumarové
kyseliny byla pozorovana delsi doba pohybu 4,23 ms misto 3,96 ms. Tento posun by mohl byt

zpusoben ohfevem iontu, tedy zvySenim jeho vnitini energie a v diisledku jinou konformaci.

Dale byla provedena analyza vzorku, ktery obsahoval obé sledované kyseliny — tedy
jable¢nou a fumarovou kyselinu. Koncentrace kyselin ve vzorku nebyla stejna. Koncentrace
jable¢né kyseliny byla 0,05 mg/ml, koncentrace fumarové kyseliny byla 2,5 mg/ml. Divodem
bylo zjiSténi, ze pii stejné koncentraci je odezva fumarové kyseliny vyrazné nizs$i (mozna
konkurence pfi ionizaci). Na sondu byl nanasen 1 pl vzorku. Prvni pik souvisi s jable¢nou
kyselinou, druhy pik nalezi fumarové kyselin¢ (viz Obr. 13). Z vysledkti méfeni vyplyva, ze
latky jsou separovany na zakladé mobility bez vlivu ioniza¢ni techniky. Ve spektru ma ion
produktu degradace mnohem vétsi intenzitu nez ion fumarové kyseliny a to i piesto, Ze
koncentrace jable¢né kyseliny v analyzovaném vzorku byla mensi nez koncentrace fumarové

kyseliny. Teplotni gradient byl 100 — 450 °C.
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Obr. 13: Mobilitni zaznam smési jableéné kyseliny a fumarové kyseliny, ASAP
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Hmotnostni spektra pro latky rozdélené iontovou mobilitou jsou na Obr. 14. Potvrdilo
se, podobné jako u ESI, ze Ize uspésné separovat latky se stejnym sumarnim vzorcem a

nasledné potvrdit jejich identitu fragmentacnim spektrem.
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Obr. 14: Hmotnostni spektrum smési po separaci iontovou mobilitou a) produkt degradace jable¢né kyseliny,
b) fumarova kyselina, ASAP

Dalsi méfeni iontové mobility probihalo pfi rozdilném nartstu teploty (Obr. 15).
Koncentrace jable¢né kyseliny ve zkoumaném vzorku byla 0,24 mg/ml, koncentrace
fumarové kyseliny ve vzorku byla 4,8 mg/l. Z prvniho mobilitniho zaznamu je patrné, ze
odezva fumarové kyseliny byla vétsi, jak odpovidd i jeji vyssi koncentraci ve vzorku.
U druhého mobilitniho zaznamu (nizsi teplota) 1ze naopak pozorovat vétsi odezvu pro vzorek
jable¢né kyseliny i ptesto, ze jeji obsah ve vzorku byl nizsi nez koncentrace fumarové
kyseliny. Rozdil v odezvach latek byl zplisoben pouZitym teplotnim programem. Zatimco pik
souvisejici s jable¢nou kyselinou je vyssi pfi postupném zahtivani, pik fumarové kyseliny je
vy$8§i pfi pouziti rychlého nariistu teploty. Méteni pii prudkém nértstu teploty bylo provedeno

z dtvodu zlepseni signalu fumarové kyseliny.
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Obr. 15: Mobilitni zaznam smési jableéné kyseliny a fumarové kyseliny, a) narist teploty ze 100 °C na 550 °C,
b) ze 100 °C na 450 °C, ASAP

Po analyze standardii jablecné Kyseliny, fumarové kyseliny a jejich smési, byla metoda
ASAP pouzita pro analyzu vina. Zkoumanym vzorkem byla Frankovka (Obr. 16). Teplotni
gradient dosahoval teploty 550°C. Z vysledného hmotnostniho spektra je patrné, ze vzorek
vina obsahoval velké mnozstvi nejriznéjsich latek. Ve spektru byl nalezen ion, jehoz pomér
m/z odpovidal pfiblizné hodnoté 115,01 (Obr. 17). Ptedpokladem pro dalsi analyzu bylo, Ze

se jedna 0 ion souvisejici s jednou ze studovanych kyselin.

frankovka_24_04_13_00 41 (0.829) Cm (12:57) 1: TOF MS ASAP-
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Obr. 16: Hmotnostni spektrum vina, ASAP
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Obr. 17: Hmotnostni spektrum vina, hledany ion m/z 115, ASAP

Dalsim krokem bylo provedeni ASAP MS/MS analyzy. Diivodem byla snaha zjistit, zda
nalezeny ion poskytuje (stejné¢ jako standardy kyselin) fragment, jehoz pomér m/z by

odpovidal ztrat¢ CO, (Obr. 18). Analyzou bylo zji§téno, Ze sledovany ion tento fragment
poskytuje (m/z 71,0180).
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Obr. 18: Hmotnostni spektrum hledaného iontu ve viné, MS/MS, ASAP
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Nasledné byla provedena ASAP IMS analyza vina a slepého vzorku pii teplotnim
gradientu 50 - 550°C (Obr. 19).
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Obr. 19: Hmotnostni spektrum a) vina a b) slepého vzorku, iontova mobilita, ASAP

V naméfeném ASAP IMS spektru jsme hledali ion, jehoz pomér m/z by se pohybovat
kolem hodnoty 115,01 (Obr. 20).
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Obr. 20: Hmotnostni spektrum po separaci iontovou mobilitou a) vina, b) slepého vzorku
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Jelikoz po provedené analyze bylo zfejmé, ze vzorek vina poskytuje signal
odpovidajici jablecné kyselinu (jeji pfitomnost ve vin¢ je ocekavana), signal iontu m/z 115
byl pozorovan v case 1,94 ms, byla provedena ASAP analyza vina bez a s pfidavkem
standardu (Obr. 21). Pik v ¢ase 1,94 ms odpovida sledovanému degrada¢nimu produktu
jable¢né kyseliny (produktu dehydratace). Pik v ¢ase 2,70 ms nalezi jiné latce s blizkou
hodnotou m/z (viz dva ionty na Obr. 20a). Ke vzorku vina byl pfidan standard jable¢né
kyseliny (k 1 ul vina bylo pfidano 0,25 ul jableéné kyseliny o koncentraci 1 mg/l). Vzhledem
Kk narastu piku v ¢ase 1,94 ms (Obr. 21a), souvisi tento pik skute¢né s jable¢nou kyselinou.
Detail hmotnostniho spektra vina bez pfidavku a po pfidavku standardu dle ocekavani

potvrzuje navyseni signalu produktu dehydratace (Obr. 22).
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Obr. 21: Mobilitni zaznam iontu m/z 115.01 ve vzorku vina, a) s pfidavkem jable¢né Kyseliny, b) bez pfidavku, ASAP
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Obr. 22: Detail hmotnostniho spektra vzorku vina, a) s pfidavkem jable¢né kyseliny, b) bez pfidavku, ASAP

Uspé$nou mobilitni separaci lze dolozit i hmotnostnimi spektry ziskanymi pro
jednotlivé mobilitni piky. Ve spektru bez mobilitni separace se objevuji dva ionty s blizkou
hodnotou m/z (obr. 23a). Po mobilitni separaci spektrum pro pik v ¢ase 2,65 ms odpovida

interferujici latce (obr. 23b), pik v ¢ase 1,89 ms pak sledovanému produktu dehydratace (obr.
25¢).
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Obr. 23: Hmotnostni spektrum a) iontd pii m/z 115 bez mobilitni separace, b) po mobilitni separaci pro interferujici
latku (2,65 ms), ¢) po mobilitni separaci pro ion produktu dehydratace jable¢né kyseliny (1,89 ms), ASAP
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5. Zavér

Vzhledem k nepiebernému mnozstvi artefaktt, které l1ze podrobit vyzkumu, je nezbytné
najit vhodnou metodu, kterou by bylo mozné na dané pfedméty aplikovat. V teoretické ¢asti
byly shrnuty techniky, které lze pouzit pro analyzu nalezenych artefaktl. Zaroven byly
popsany analyzy, pfi nichZ bylo vyuzito piedev§im hmotnostni spektrometrie. Studie byly
vybrany tak, aby postihly aplikaci MS na co nejsir$i Skalu archeologickych artefaktu.

Dokladaji zna¢ny vyznam této analytické metody pro zkoumani nasi historie.

Experiment byl zaméten na identifikaci a separaci fumarové kyseliny a degradaénich
produktti jable¢né kyseliny. Divodem je fakt, Ze obé& kyseliny jsou Vv souvislosti s analyzou
vina dulezité. Naptiklad fumarova kyselina mize byt markerem vina ve starych nadobach.
Jable¢na kyselina patfi k vyznamné zastoupenym organickym kyselindm ve viné. Jeji signal
resp. signal produkti jeji dehydratace mize interferovat s fumarovou kyselinou (ta by se
mohla i samotnou dehydrataci tvofit, coz vSak nebylo alespont ve vyznamngj$i mife béhem
experimentli pozorovano). Sledované latky (m/z 115.0111) maji stejny sumarni vzorec a
poskytuji stejny fragment, nelze je tedy odlisit hmotnostni spektrometrii. Pro feSeni tohoto
problému byla Gspé$né vyuzita iontova mobilitni separace. Latky je moZzné odliSit a potvrdit
jejich identitu na zakladé¢ doby pohybu, po separaci iontt pak zjisténim jejich presné a
spravné hmotnosti a fragmentacniho spektra. Ionizace latek byla provadéna elektrosprejem a
pfimou sondou ASAP. U ni byl zaznamenan zna¢ny vliv teplotniho gradientu na vzhled
spektra (odliSnd efektivita vzniku iontu m/z 115.0111 pro produkt dehydratace jablecné
kyseliny a fumarové kyseliny). Je zfejmé, ze volbé teplotniho gradientu je nutné vénovat

nalezitou pozornost a testovat jeho vliv na vzhled spektra.

Pfi analyze Frankovky technikou ASAP byla zkoumana zejména tvorba degradacnich
produktl jable¢né kyseliny, které mimo jiné indikuji pfitomnost této kyseliny. Fumarova
kyselina ve Frankovce identifikovana nebyla. Presto se ve vzorku nalézat mohla avsak pod
mezi detekce. Z vysledku analyzy vyplyva, Ze méfeni pomoci piimé sondy ASAP je vhodné

pro analyzu vin a miiZe poskytnout ,,otisk prstu‘ pro vzorek vina.
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Seznam pouzitych zkratek

OES - Opticka emisni spektroskopie

AAS — Atomova absorp¢ni spektroskopie

XRF — Rentgenova fluorescencni spektrometrie

XPS — Rentgenova fotoelektronova spektroskopie

NAA — Neutronova aktivacni analyza

IR — Infracervena spektrometrie

XRD — Rentgenova difrakce

TG-DTA — termogravimetricka-diferencni termické analyza
GC — plynova chromatografie

MS — hmotnostni spektrometrie

LA-ICP-MS — Laser ablation-inductively coupled plasma
HPLC - High-performance liquid chromatography

AMS — Akceleracni hmotnostni spektrometrie

ASAP — The Atmospheric Solids Analysis Probe

ESI - Elektrospej
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