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Abstrakt

Tato bakalaiska prace se zabyva analyzou organickych rezidui v archeologickych
keramickych nadobach. Prace se vedle teoretické charakterizace rezidui zabyva moznosti
jejich extrakce a nasledné analyzy, kterd je vyzkousena na redlnych vzorcich
z archeologickych nalezist. V praci jsou k analyzam pouzita dvé rizna derivatizacni ¢inidla
pro nasledné stanoveni pomoci techniky plynové chromatografie v kombinaci s hmotnostni
spektrometrii (GC/MS). Prace se cCastené snazi nastinit i moznou skladbu jidelni¢ku
uzivatelli analyzovanych keramickych nadob.

Abstract

The presented bachelor thesis deals with the analysis of organic residues in archaeological
ceramic vessels. Apart from theoretical characterisation of residues, the thesis focuses
on the possibility of the extraction of residues and subsequent analysis, which is executed
on real samples from archaeological sites. In the research, two different derivatizational
reagents were used for the subsequent determination using the technique of gas
chromatography in combination with mass spectrometry (GC/MS). The thesis endeavours
to certain extent to sketch the diet of the users of the analyzed ceramic vessels.
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1. UVOD

S neustdlym rozvojem stavajicich védnich disciplin vznika interdisciplinarita mezi
jednotlivymi obory vyzkumu, coz ssebou také nese vznik novych védnich disciplin
na pomezi jiz stavajicich. Zajem humanitnich véd o nové thly pohledu piivadi tyto veédy
na ktizovatku s védami technickymi ¢i ptirodovédnymi. A jedna se o velmi zajimavé spojeni.
Naptiklad aplikace statistiky Vv egyptologii, ¢i geofyziky pii piipravé terénnich
archeologickych vyzkumt, nebo ¢im dal uzsi spoluprace archeologli s chemiky. Na bazi této
spoluprace se objevila nova disciplina — analyza organickych rezidui.

Predkladana prace se pokousi o formulaci tohoto védniho oboru a jeho podstaty a snazi se
¢tenafe uvést do problematiky analyzy organickych rezidui a na praktickych vzorcich ukazat
jedno z moznych analytickych feseni.

V teoretické Casti prace je ¢tenafi v prvni kapitole piedstavena zakladni terminologie a s tim
souvisejici informace. Vymezeni pojmill archeologickd keramika a rezidua. Strucné
predstaveni praci, které vedly ke vzniku samostatné védni discipliny a jejich zakladnich
mysSlenek. V dalsi kapitole se prace zabyva jiz faktory, jez ovliviiuji zachovavani téchto
rezidui a tim, jak zamezit kontaminaci ¢i zniCeni informaci uchovanych v reziduich.
Nasleduje struény vycet latek, které je mozné v reziduich analyzovat, z nichz nejpocetné;si
jsou lipidy. Témi se poté tato prace zabyva dale. V posledni kapitole je na zakladé
prostudovani pfedchozich ¢lanki vénujicich se analyzam lipidi a mastnych kyselin navrhnuta
metoda analyzy od odbéru vzorku, ptes jeho Upravu az po finalni instrumentalni analyzu.

V experimentalni Césti, kterd byla zaméfena na analyzu mastnych kyselin, byl podrobné
popsan laboratorni postup této analyzy, jenz je doplnén 1 fotograficky.

Ve vysledcich prace pak ctenafi najdou piehledn€é zpracované chromatogramy
s identifikovanymi slou¢eninami jednak v modu TIC a jednak také v modu charakteristickych
hmot cilovych analyti. Vysledky vSech analyzovanych vzorkli jsou pak shrnuty v ¢asti
Diskuze.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Archeologie a rezidua

Archeologie jakozto véda zabyvajici se minulymi lidskymi spole¢nostmi vyuziva ke svému
studiu hmotné archeologické prameny [1]. Témi mohou byt jednak nemovité (terénni)
pozustatky (napf. sidlist¢, pozustatky domd, chramt a jinych staveb, opevnéni, ptikopy, cesty,
ob¢tisté, sypky, pece, odpadni jamy a jiné) a jednak movité (mobilni) pamatky dokladajici
lidskou femeslnou ¢innost. K témto, laikim ponékud znaméjsim, hmotnym pamatkam patii
hlavné kovové predméty, jakymi jsou Sperky, zbran¢, naddoby, rizné femeslné a zeméd¢elské
nadini a nastroje, dale také nastroje a vyrobky z kamene a jinych minerala (jantar, vzacné
kameny), vyrobky z kosti a parozi, ozdoby z musloviny. Témi nejvyznamnéjsimi hmotnymi
pamatkami jsou vSak vyrobky zhotovené z hliny — keramické nadoby, nebot’ pravé ty urcuji
danou archeologickou kulturu. [2]

2.1.1 Keramické nadoby

V Sir§im slova smyslu znamené keramika v archeologické terminologii veSkeré vyrobky
Z hliny, at’ uz palené ¢i nikoliv. Do tohoto SirSiho kontextu tedy patii i soSky, amulety,
stavebni material. Tato forma keramickych pamatek je znamé jiz od mladsiho paleolitu.
V uzsim slova smyslu se pojmem keramika rozumi pouze hlinéné nadoby, ty jsou znamy
zeny dodavaly kmenovy, resp. etnicky rdz, jsou jednim z nejcitlivéjSich prament k
poznatklim technologického a stylistického vyvoje. [2] V souvislosti s keramikou se
setkdvame s pojmem stiep. V SirSim slova smyslu se jedna o zakladni hmotu keramickych
vyrobku, v uz§im smyslu 0 zlomek stény nadoby (okraj, vydut/télo, dno). [3] Jednotlivé Casti
stén nadob popisuje Obrazek 1.

_-okraj

-ht, _/-1.'_‘_ B 1y 3
usti \\:i _ “ hrdlo okraj
r," plece
lu., spodek \ telo

dno

Obrazek 1: Casti nadob [5]
keramické nadoby s viditelnymi pozlstatky potravin ¢i jinymi uvnitf zachovanymi
komoditami, ovSem v této fazi (starozitnické/romantické) archeologie byly diilezité zejména
»poklady*, sbiraly se jen véci p&kné ¢i néjak zajimavé. Neziidka se stavalo, Ze obycejné
nadoby byly pfi vykopavkach ponechavany ¢i odhazovany v okoli nalezisté. V nékterych
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ptipadech byly dokonce i zamérn¢ ni¢eny. Postupné s tim, jak se archeologie pomalu stavala
samostatnym védnim oborem, rostl i zajem o (zvlasté¢ keramické) nadoby a jejich spojovani
S jednotlivymi kulturami. Celé nadoby, ale i jejich fragmenty byly vyzvedavany, studovany a
posléze uchovavany a nakonec i vystavovany v muzeich. Pfi vyzkumu nddob se v tomto
obdobi ale hledélo spiSe na tvar, vyzdobu a materialové slozeni nddoby. Pokud se uvnitt
nachazel né&jaky viditelny zbytek po potravindch, tak byl ve vétsin¢ ptipadti vybran ven a
nadoba od né&j byla peclivé ocisténa. [4] I kdyz alespon v urcitych piipadech, pokud zde byla
moznost rozeznat né¢jaky makrozbytek (napi. obilny kli¢ek, pecky a jadra plodu atd.), tak byla
informace o ném zaznamenana [1]. S rozvojem archeobotaniky byly tyto zbytky stale
peclivéji zkoumany. OvSem archeobotanika dokdze podat svédectvi o slozeni stravy
na zéklad¢ nalezenych makrozbytkti, studuje rostlinné druhy, ze kterych tyto makrozbytky
jsou [3], ale jiz se nezabyva chemickymi analyzami rezidui, které jsou amorfni a popisem
jejich ,,zédkladnich stavebnich kament“. Problematikou téchto organickych zbytka
v archeologickych néadobach se zabyva disciplina na pomezi archeologie a chemie
oznacovana zkratkou ORA — Organic residue analysis [6].

2.1.2 Rezidua

Pojmem reziduum (z latinského residuum) se obecné rozumi ,,zbytek® ¢i ,,zustatek* [7].
V archeologii se tento vyraz pouziva pro organicky zbytek zpravidla zachovany v nadobach.
Rozlisujeme 3 zakladni formy organickych rezidui v archeologickych nadobach [8]:

— puvodni in situ obsah — skute¢na napln, ktera se v ni zachovala od doby uloZeni
do nadoby, pfes pohibeni az po vyzvednuti ze zemé; tato forma rezidui je pomérné
vzacna a setkdvame se sni napiiklad v podobé obsahu egyptskych kanop,
kde nalézame pozustatky z mékkych tkani

— povrchové rezidua — jedna se o viditelné zbytky na vnéjSich i vnitinich sténach
nadob, jejichz plvod je spojen s hofenim. Na vnéjSich sténach napiiklad saze
(popt. 1 zbytky pryskyfic, které nam mohou napovédét vice o uzivaném dievu
k vytapéni) [9], nebo u kahanti se mize jednat o pozustatky paliva, pfip. knotu.
Ojedinéle se miize jednat o zbytky vyzdoby naddoby v podobé¢ organickych barviv.
Na vnittnich sténach pak nalézdme pozustatky po ,,nehodach® pii vafeni v podobé
karbonizovanych zbytkG potravy — pfiSkvarcich [10]. V anglické literatufe
oznacovanych jako ,.crusts® [11]. Nevyhodou té€chto povrchovych rezidui je,
7e mohou byt kontaminovany postdepozi¢nimi procesy pii uloZeni nadoby v zemi.

— adsorbovana rezidua — nejrozsifencjsi forma rezidui; jedna se o latky, které se pfi
ptipravé a skladovani jidla ¢i jinych komodit dostavaji difuzi do porG keramiky.
Jsou tak relativné chranéna pied vnéjSim prostiedim, a tak se dochovavaji
ve velkém procentu nadob a stfepl. Pfi studiich na rozsahlém poctu keramickych
sttepli bylo zjisténo, ze ve vice jak 80 % byla nalezena n&jaké adsorbovana
rezidua. Pfi dalSich studiich pouze zhruba 10 % artefaktli nedokazalo poskytnout
z4ddna data. Pti laboratornich pokusech, kdy byly v rekonstruovanych nadobach



vareny v ¢asovych odstupech rozdilné suroviny, bylo zjisténo, ze i kdyz se do pora
keramiky naadsorbuji biomolekuly z jedné suroviny, pii vafeni dalsi suroviny
dochazi kadsorpci jejich biomolekul do volnych poéra a biomolekuly
charakteristické pro predchozi surovinu nejsou nijak posSkozeny. Proto tato forma
rezidui udava i1 informace o celkovém zivotu nadoby a jejim vyuziti. Analyzy
adsorbovanych rezidui mohou tedy poskytnout informace o tom, zda mély urcité
typy nddob konkrétni vyuziti pro specifické potraviny, ¢i to byly nadoby
univerzalni. [8], [12]

2.2 Analyza organickych rezidui - Organic residue analysis (ORA)

Organic residue analysis (ORA), Cesky analyza organickych rezidui, je interdisciplindrni
odvétvi archeologie zabyvajici se analyzou a interpretaci organickych zbytki nachazejicich se
ve zkoumanych archeologickych nadobach. ORA se zabyva hlavné analyzou zakladnich
stavebnich kamenli — tzv. biomarkerli, ze kterych je sloZena lidska potrava, ale i jiné
komodity organického pivodu. Témito zdkladnimi kameny jsou mySleny zejména lipidy
(analyzy lipidt jsou v tomto oboru nejpocetnéjsi), proteiny, sacharidy a nukleotidy. [6]

2.2.1 Vznik, historie, sou¢asnost

Ackoliv se muze zdat, Zze jde o mladou a pomérné moderné pojatou disciplinu (zvIasté
pfistrojovou vybavenosti), své pocatky ma jiz v roce 1976, kdy byla provedena prvni analyza
adsorbovanych rezidui z neglazovanych keramickych nadob pomoci plynové chromatografie,
kterou provedl Thomas Condamin a kol. [8]. Dalsim vyznamnym milnikem byl rok 1985, kdy
byly pro potfeby archeologie provedeny prvni analyzy stabilnich izotoptl, které se nyni
v analyzach potravinovych rezidui hojné vyuzivaji (nejcastéj$i metoda hned po kombinaci
plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC/MS)) [13]. Od devadesatych let
20. stoleti byly chemické analyzy keramickych nddob vyuZivany pro dal§i poznavani
archeologickych obdobi a kultur stile Castéji, coz ve velké mife jisté souvisi s rozSifenim
instrumentalni techniky, zejména jiz zminované GC/MS, ktera se postupné stala béznym
vybavenim vétSiny chemickych analytickych pracovist. Prikopnikem této védni discipliny
byl (a stale je) profesor Richard Evershed z University of Bristol, UK, ktery se ve své profesni
kariéfe zabyva chemickymi analyzami v archeologii, biogeochemii, biomolekularni
paleontologii a rekonstrukci paleoklimatu a paleoprostedi. Publikoval vice nez 300 studii,
Vnichz se témto tématim vénuje zejména na zaklad¢ analyz organickych rezidui (at’ uz
z keramiky, kosti, pidy ¢i jiného archeologického materialu). Byl jednim z prvnich védct,
kteti zacali bézn€¢ pouzivat plynovou chromatografii (GC), plynovou chromatografii
s hmotnostni spektrometrii (GC/MS), analyzu stabilnich izotopti (GC-C-IRMS) a kapalinovou
chromatografii (HPLC) pro studium organickych latek (zejména pak lipida)
v archeologickych materidlech. Od této doby vSechny vySe zminéné techniky zaZivaji ,,boom*
vV ORA analyzach, jsou publikovany tisice takovych studii a profesor Evershed je také
ve vétSing z nich citovan. Dalsi vyznamna jména z této védni discipliny jsou naptiklad Mark



S. Copley, Sven lIsaksson, Oliver E. Craig, A. J. Mukherjee a dalsi. Z ¢eského prostiedi se
problematice organickych rezidui =zabyvaji Mgr. Ing. Lubomir Prokes, Ph.D.
z Ptirodoveédecké fakulty Masarykovy univerzity a tym kolem Mgr. Jaroslava Pavelky, Ph.D.
a PhDr. Ladislava Smejdy, Ph.D. ze Zapado&eské univerzity v Plzni, kte¥i aplikuji zejména
imunochemické testovani na detekci plvodu organickych rezidui V archeologickych
keramickych nadobach.

2.2.2 Koncepce

Béhem vyvoje této védni discipliny byla polozena zdkladni koncepce nesouci nasledujici
(vyzkumem jiz potvrzené) myslenky [8]:

— Biomolekuly identifikované pri analyzach nemuseji byt témi puvodnimi obsazZenymi
V pripravované potrave. Velka ¢ast sloucenin jsou produkty degradacnich procest
(oxidace, mikrobialni rozklad atd.) at’ uz probéhnutych béhem pfipravy jidla,
¢i béhem postdepozicnich procestt po vyhozeni nadoby a jejim uloZeni v zemi.
Napi.: Obrazek 2 znazoriuje hydrolytickou degradaci (reakce A) triacylglycerolt
produkujici jejich mono- a di- substituované acyl-derivaty. Pfi zahtati
triacylglycerolt nad 280 °C dochdzi k jejich totalni hydrolyze na glycerol a volné
mastné kyseliny.

Obrazek 3 znazornuje oxidaci dvojné vazby MK (reakce B) a tvorbu a vznik
dihydroxykyselin, které jsou soucasné prekurzory jejich dodate¢né oxidace
na dikarboxylové kyseliny s krat§im uhlikovym fetézcem.

L )OK/\/\/\/\/\/\/\
HEC—OJK/\/\/\/\/\/\/\ H7C_O
s A s
J\/\/\/‘\/\/\/\/\ M\/\/\/\/\/\
HC-0O HC-0O
(o]
HEC—O)W\M/\ CH,OH
Diacylglycerol
o
Triacylglycerol H C"Ok/\/\/\/\/\/\/\
CHOH
CH,OH

Monoacyiglycerol
o
Il
N NN NN
HO

Free fatty acid

Obrazek 2: Priklad degradacnich procesi, pri kterych vznikaji zakladni biomarkery organickych rezidui.
Reakce predstavuje degradaci triacylglycerolu. Reakce B zachycuje oxidaci dvojné vazby. [8]
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Obrazek 3: Priklad degradacnich procesi, pri kterych vznikaji zakladni biomarkery organickych rezidui.

Reakce zachycuje oxidaci dvojné vazby. [8]

— Nutna znalost i paleoenvironmentu a archeologickych souvislosti. Jediné tak mohou
byt eliminovany zavadéjici vysledky analyz. Byla provedena studie, kdy byl stejny
vzorek rezidua odeslan do ruznych laboratofi bez udani lokace nalezu (Levanta).
Ani jedna z analyz neposkytla uzite¢né informace, prestoze se skladbou sloucenin
k identifikaci velbloudiho mléka velmi blizili.

— Kvantifikace pomoci internich standardii dokaze poskytnout cenné informace,
prestoze je dosud velmi mélo provadéna. Na zakladé koncentrace adsorbovanych
rezidui dokéaze naptiklad sdélit informace o zpisobu akumulace lipidi v nadobach
béhem uzivani, zivotnost nddoby a jeji postdepozi¢ni historii, ale také informaci o
ekonomickych aktivitich. Pro to je vSak potfeba vétSiho poctu systematicky
vybranych vzork.

2.3 Faktory ovliviiujici stav a zachovani organickych rezidui

Svou roli pfi mozZznostech analyzy zékladnich stavebnich jednotek rostlinnych a
zivociSnych latek z organickych rezidui uvniti nadob hraje predev§im samotna nadoba (jeji
materidlové slozeni), stafi nadoby a stim souvisejici zachovalost, resp. degradace
organickych sloucenin a také prostiedi, ve kterém se nadoby pied analyzou nachazely [6].

2.3.1 Nadoba

Pro moznost analyzy rezidui hraje pravé nadoba velkou roli, nebot’ urcuje, jestli a v jakeé
mife a formé se zde organické reziduum zachova. V podstaté miizeme rozlisit dva typy nadob,
které pak udavaji i formu rezidua:

2.3.1.1 Nekeramické nadoby

Do této kategorie spadaji vSechny nadoby, ur¢ené pro uchovavani a pfipravu potravin
ajinych organickych surovin, vyrobené z jiného materialu, nez keramické hmoty. Muzeme
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sem zaradit tedy nadoby vyrobené z kamene, bronzu, cinu a jinych kovi, ¢i nddoby vyrobené
z minerald — napt. mramoru, anhydritu apod.

Kamenné a minerdlni nddoby vyuzivaly pro uchovavani surovin zejména starovéké
narody. Kamenné nadoby jsou typické napiiklad pro starovéky Egypt, kde se vyuzivaly
pro uchovavani kosmetickych surovin kraloven a ostatni nobility, nebo také na vyrobu kanop
(zejména z véapence a v obdobi Staré fise), které slouzily k uchovavani mumifikovanych
organti zemielého. Kamenné nadoby se zde vsak vyuzivaly i k mnoha dal$im ucelim [14],
[15].

Bronzové nadoby jsou poté typické pro evropsky pravék — presnéji dobu bronzovou, kde se
vyuzivaly pro pfipravu jidla naptiklad v podobé kotlikl, véder, amfor, nabéracek, Salku,
misek apod. [2]

Co maji vSak vSechny tyto nekeramické nadoby spolecného je to, ze pro své materialové
slozeni nemaji zadné pory, kam by se organicka rezidua mohla naadsorbovat. V tomto druhu
nadob mizeme nalézt jen dvé formy rezidui a to bud’ plivodni naplii, nebo na prvni pohled
viditelny organicky zbytek uchovany uvniti nadoby, ptipadné na sténach nadoby. Muze se
jednat jak o pavodni Casem degradovany pozustatek suroviny ¢i v piipadé tepelného
upravovani o ,,piiskvarek* uvnitt nadoby [16].

2.3.1.2 Keramické nadoby

Z vyse uvedeného textu vyplyva, ze v keramickych naddobach se mizeme setkat se vSemi
formami organickych rezidui. Keramické naddoby maji v§ak oproti nekeramickym nadobam tu
vyhodu, Zze dokazi adsorbovat relativné velké mnozstvi a velkou specificitu slou¢enin. Mira
adsorpce zavisi na velikosti a tvaru danych porhi v keramice. Velikost a tvar porh zase zaviseji
na kvalité Gipravy povrchu keramiky a podminkach vypalu pfi vyrobé nadoby [18]. N¢které
studie dokonce prokdzaly jistou miru adsorbovanych rezidui i v novov€kych glazovanych
keramickych nadobach [17].

2.3.2 Prostredi

Jelikoz velkou ¢ast archeologickych nadob nachazime pifi terénnim vyzkumu
archeologickych situaci pod zemi, hraje praveé ptida velkou roli pfi tom, jestli se dana rezidua
dochovaji, €1 nikoliv. Pifi volbé moZnych vzorki na testovani je proto vhodné znat podminky
vyzvednuti dané nadoby ¢i jejiho fragmentu. Behem doby, po kterou byly nadoby uloZeny
pod zemi, mohlo totiz dojit k riznym dekompoziénim procesim. Zejména k mikrobidlnim
rozkladnym procesim, dale u lipidi naptiklad k pyrolyze a autooxidaci. NejCastéjSimi
pudnimi faktory, které ovliviiuji zachovani rezidui, jsou pH, teplota, expozice svétlem, stupen
podmaceni a oxidaéné-redukéni podminky. V jistych ptipadech byly zaznamenany 1 ptipady
vysokého stupné zachovani rezidui v extrémné vysuSenych anebo naopak extrémné
podmacenych ptadach. [18]
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DalSim vnéj$im faktorem, ktery mize ovlivnit stav rezidui, je kontaminace. K ni miize
zpravidla dojit hned pfi vyzvednuti vzorku pii kontaktu nechranénych lidskych rukou
s povrchem vzorku. Pokud se jiz dopfedu vi, Ze dany vzorek piijde na analyzu organickych
latek, je vhodné pouzit ochranné rukavice a eliminovat tak ptipadné zkresleni vysledku.
Na povrchu lidskych rukou se totiz nachazi nékteré latky, které 1ze nevhodnou manipulaci se
vzorkem zaménit za slozky zivocisnych tukii diive uchovanych v dané nddobé — jedna se
napiiklad o cholesterol a skvalen. Cholesterol se dokdze zachovat po dlouha archeologicka
obdobi. Piestoze neni obvyklé identifikovat jeho velké mnozstvi v archeologickych nalezech,
Spatnou manipulaci se vzorky dochazi k jeho enormnimu navyseni. Skvalen naproti tomu
degraduje pomérné rychle, proto ho mizeme z vysledkli analyz vyloucit a jeho identifikace
ve vzorku poukazuje Cist¢ na Spatné zachazeni se vzorkem a s tim souvisejici kontaminaci
z lidskych rukou. [18]

2.3.3 Manipulace po vyzvednuti

Pak ale také zavisi na podminkéach, ve kterych je nadoba ¢i jeji fragment uchovan
po nalezeni a vyzvednuti z terénu, a diky kterym muze byt opét zkreslen vysledek analyz ¢i se
zadné reziduum nemusi viibec dochovat. Tato skutenost nastava nejcastéji v ptipadé€, Ze je
izolace biomolekul nastava v ptipadé dlouhodobého uchovani nadoby v muzeu ¢i depozitari,
nebot’ zde nejsou piili§ ptiznivé podminky, ale hlavné také proto, Ze se diive ke konzervaci
pouzivaly velmi drastické chemické latky, které jakékoliv organické zbytky dokonale znicily.
Dale muze vysledky analyz zkreslit uchovavani nadob v dfevénych Suplicich (riziko
kontaminace vzorku terpenoidy) ¢i plastikovych saccich a boxech (kontaminace ftalaty).
Z téchto divodu se jako nevhodnéjsi material k uchovavani vzorkii keramickych nadob
urenych pro analyzu na organické latky jevi papirové sacky, které jsou nasStésti také
ve vétsing piipadi pouzivany pii vyzvedavani archeologickych nalezli z terénu a pro jejich
nasledné uchovani. [18]

2.4 Biomolekuly identifikovatelné v reziduich

V archeologickych reziduich je v podstaté mozné identifikovat vSechny dilezité organické
biomolekuly tvofici zakladni stavebni kameny Zivych organismi. Jedna se tedy o nukleotidy,
proteiny, sacharidy a lipidy. Stabilita stanovovanych analyti je determinovéana jejich
fyzikélni, chemickou a biologickou odolnosti. NejlepSich stabilitnich parametri dosahuji
lipidy, nebot’ se jedna o hydrofobni latky, s klesajici pravdépodobnosti je nasleduji sacharidy,
Soucasny stav vyzkumu se zaméfuje predevSim na identifikaci lipida a proteini, jelikoz
umoznuji detailn€jsi rekonstrukci obsahu dané nddoby a také z divodu jejich vyssi
persistence ve vzorcich. [18], [20]
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2.4.1 Lipidy

Lipidy jsou ptirodni nepolarni slouceniny témét nebo zcela nerozpustné ve vode, které 1ze
izolovat z rostlinnych a zivocisSnych bunék extrakci nepolarnimi organickymi rozpoustédly.
Nejrozsitengjsimi lipidy jsou rostlinné oleje a zivocisné tuky. V obou ptipadech se jedna
o0 triacylglyceroly vysSich mastnych kyselin (TAG). V rostlinnych olejich ptevazuji
nenasycené mastné kyseliny, kdezto v zivociSnych tucich nasycené¢ mastné kyseliny. Déle
mezi lipidy patfi mnohé vitaminy a hormony, vosky, terpeny a vétSina nebilkovinovych
slozek bunéénych membran. [20]

Pii identifikaci slozek organickych rezidui se nejCastéji setkavame s triacylglyceroly
(TAG), fosfolipidy a steroly. V ptipadé jednotlivych sloucenin se jedné predevSim o mastné
kyseliny — zejména kyselinu palmitovou a stearovou, které jsou ale vSudypfitomné a tudiz
nejsou diagnostické. [18] Diagnostickymi se mohou stat v piipadé, kdy je po izolaci a
identifikaci z rezidui podrobime analyze stabilnich izotopd uhliku, kdy dokazeme rozlisit,
jestli dané kyseliny pochazi z tukl pfezvykavci ¢i nepiezvykavcu (rozdilnd strava a rozdéleni
jednotlivych izotopt uhliku), popt. mléénych tukt [19].

RozliSujeme nasycené (obsahuji ve svych molekulach pouze jednoduché vazby) a
nenasycené (obsahuji jednu a vice dvojnych vazeb) mastné kyseliny.

Nejcastéji nalézané mastné kyseliny pfi analyze organickych rezidui:

— kyselina palmitovd C16:0" — nachazi se téméf ve vSech potravindch — mase, masle,

mléce, rostlinnych olejich, obilovinach, lusténinach atd. [21]
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Obrazek 4: Kyselina palmitova [21]

— kyselina stearovd C18:0 — stejné jako kyselina palmitova je vSudypiitomna [22], proto
nam pii analyzach mtze podat informace pouze v kombinaci s ostatnimi slou¢eninami
a jejich pomérech ve vzorku
0]

WMOH
Obrazek 5: Kyselina stearova [22]

— kyselina myristova C14:0 - tieti nejvice zastoupena kyselina v béznych potravinach
[23]

— kyselina olejova C18:1 — nachdzi se napiiklad v pSenici, je¢menu, prosu, ale také
Vv olivovém, hroznovém a makovém oleji [24]

1 Oznaceni mastnych kyselin podle po&tu uhlikii v fetézci a podle poétu dvojnych vazeb. Cislo pied dvojtedkou

vyjadiuje pocet uhliki a ¢islo za dvojteckou pocet dvojnych vazeb.
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2.4.2 Proteiny

Proteiny jsou velké biomolekuly slozené z a-aminokyselin, které jsou vzajemné spojeny
amidovymi (peptidovymi) vazbami. Aminokyselinové fetézce spojeny z méné nez 50
aminokyselin (AK) se nazyvaji peptidy, pro fetézce obsahujici vice nez 50 aminokyselin se
pouziva termin bilkoviny (proteiny). [20] V bilkovinach se bé&zné vyskytuje dvacet
aminokyselin. Nejvyznamnéj§imi proteiny pro analyzu organickych rezidui pomoci
imunochemickych metod jsou gluten a kasein. Dale jsou vyznamné analyzy
na imunoglobuliny (Ig), nazyvané také jako protilatky. Jedna se o glykoproteiny krevniho séra
a nejcastéjSimi identifikovanymi imunoglobuliny jsou p-laktoglobulin skotu a kozi
imunoglobulin. [26], [27]

2.4.3 Ostatni

Mezi dalsi casto identifikovand rezidua patii rostlinné vosky a pryskyfice zastoupené
hlavné terpeny a derivaty kyseliny abietové. Tato rezidua se nejcastéji stanovuji také pomoci
GC/MS. Dale lze stanovovat napiiklad aDNA, rezidua po kakau ¢i viné (zde je
charakteristickym biomarkerem kyselina tartarova). [20]

2.5 Detekce organickych rezidui pomoci analytickych metod

V soucasné problematice identifikace organickych latek v reziduich jsou nejpopuldrng;si
analyzy pomoci testt ELISA a analyzy pomoci plynové chromatografie v kombinaci
s hmotnostni spektrometrii (GC/MS) kombinované stale Cast&ji také s analyzou stabilnich
izotopu (IRMS). V zasad¢ se jedna o velmi rozdilnou metodologii identifikace, nebot’” ELISA
testy jsou ur¢ené pro analyzu proteini a jedna se o metodu biochemickou, kdy k identifikaci
dochazi pomoci biochemické reakce. Tato metoda je vyhodna z hlediska jednoduchosti, kdy
nam k analyze staci pouze testovaci sada (kit) a analyzu tak muze provést i laik v oblasti
chemie. S tim souvisi i to, Ze na rozdil od jinych metod k této analyze nepotfebujeme zadné
ptistroje a jedna se tedy o metodu relativné levnou a lehce proveditelnou. Naproti t€émto
analyzdm stoji metody instrumentalni, které vyZzaduji pomérn¢ sloZitou pfistrojovou

vewr

pristrojové rozmanitéjsi. [16], [17], [18], [29],[34].

Nejcastéjsimi ptistroji pro tyto analyzy jsou plynovy chromatograf, pouzit bud’ samostatné
(GC), nebo v kombinaci s hmotnostnim spektrometrem (GC/MS). Dale je také velmi ¢asto
pouzivana technika pro analyzu poméru stabilnich izotopi — IRMS (Isotope ratio mass
spectrometry). Mén¢ castymi pak napiiklad vysokoucinna kapalinova chromatografie
(HPLC), nuklearni magneticka rezonance (NMR) a infracervena spektroskopie (FTIR), nebot
NMR ani FTIR nedokéZi podat tak detailni informace o struktufe biomolekul jako prvni tii
vySe zminéné techniky [20] Pii detekci zavisi také na tom, v jaké formé se reziduum dochova
— zda-li ve formé ptiskvarku ¢i jako zbytek potravy na povrchu nadoby, nebo zda se snazime
detekovat adsorbovand rezidua v porech keramickych nadob. Testovaci kity urcené
pro imunochemické testovani pfitomnosti proteinti 1ze vyuzit hlavné na povrchova viditelna
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rezidua, ovSem je mozné skalpelem seSkrabnout i ¢ast keramického prasku ze stény nadoby
zaucelem identifikace bilkovin v pérech keramiky [30] Naproti tomu pokud chceme
analyzovat §irsi skalu analytt v porech keramiky, je vhodné pouzit instrumentalni techniky
Vv podobé GC/MS ¢i IRMS. OvSem nutnym piedstupném téchto technik je extrakce, kdy se
vhodnymi extrak¢nimi c¢inidly a extrakéni technikou snazime o co nejlepsi izolaci
organickych rezidui z keramické matrice. Pro identifikaci mastnych kyselin pomoci GC/MS,
na kterou se soustied’'uje experimentalni ¢ast této prace, je pak nutné pristoupit k derivatizaci
—upravé MK na Iépe stanovitelné derivaty — napiiklad methylestery ¢i trimethylsilyl derivaty.

2.5.1 Vybér a odebrani vzorku a jeho homogenizace

Pro co nejlepsi vysledky analyzy je v prvni fadé¢ nutné hlavné zvolit vhodné vzorky
pro analyzu. Pokud se ndm jedna naptiklad o obecnou analyzu rekonstrukce stravy obyvatel
na konkrétni lokalité ¢i sidlisti, mély by vzorky byt zvoleny z riiznych objekt a ndlezovych
situaci, aby dokézaly reprezentativné zastoupit danou lokalitu ¢i sidlisté. Pokud se snazime
rekonstruovat funkci pouze jedné nadoby, méli bychom spravné zvolit, ktery z jejich
fragmentt bude pro co nejlepsi vysledky analyzy nejvhodnéjsi. To znamena vybrat fragment,
kde dochazelo nejvice ke styku organického obsahu nadoby s povrchem nadoby. Takze
napiiklad pii analyze nadob, které¢ slouzily k vateni, je vhodné vybrat okraj nadoby, kde jsou
pusobenim Archimedova zdkona lipidy nejvice koncentrované. Pokud ndm naopak jde
0 analyzu zasobnich nddob nebo naptiklad lamp atd., je vhodnéj$im keramickym fragmentem
spiSe dno, popt. st€¢na nddoby nez okraj.
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Obrazek 6: Koncentrace lipidi v pug na gram stifepu v riiznych ¢astech nadoby pri experimentalnim

vafeni (vlevo) a p¥i extrakei z archeologické nadoby (vpravo)

Co se tyCe odebrani vzorku pro analyzu, tak opé€t zalezi na typu analyzovaného rezidua.
V ptipadé¢ povrchového rezidua (krusty, pfiSkvarku) stac¢i potfebné mnozstvi Cistym
skalpelem ¢i Spachtlickou jednoduse seskrabnutim navzorkovat. Pro analyzu adsorbovanych
rezidui musime odebrat c¢ast keramického fragmentu — zase plati odebrani v misté,
kde dochézelo k nejpravdépodobnéjSimu kontaktu s organickou latkou, a proto se vzorek
odebira spise z vnitini st€ény nadoby. Odbér probihd bud’ malym vrtakem nebo pomoci tieci
misky s tlouc¢kem, popi. v hmozdifi, kdy se snazime keramicky stfep rozdélit na vice
fragmentll a nékteré z nich nésledné rozdrcenim homogenizovat. Vysledkem by ve vSech

16



ptipadech m¢l byt keramicky prasek obsahujici i pfipadnd organicka rezidua. Ojedinéle se
dtive extrahovaly rezidua i z celych stiept, ¢i nadob, ale tento zpisob byl zna¢né nevyhodny
— jak z hlediska spotieby rozpoustédla a Casové narocnosti, tak i z hlediska nevelkych vytézka
vzhledem ke spotiebé rozpoustédla [35][36].V soucasné dob¢ se proto dava piednost spise
extrakci z nadrceného/namletého keramického prasku. [6][11]

2.5.2 Extrakce

Extrakce je separacni metoda, kterd se vyuziva k rozdélovani a zakoncentrovani cilovych
latek od matrice vzorku. Pouzitim extrakéniho ¢inidla jsou analyty odd€leny od matrice dle
rozdilné afinity chemickych sloucenin ve vzorku ve prospéch faze s vyssi afinitou k analytu.
Dle zvoleného typu extrakéniho média je mozné rozdélit extrakce na rozd€lovaci (napf.
tuhy/kapalny vzorek a kapalné rozpoustédlo) nebo adsorpéni (kapalny/plynny vzorek a tuha
faze s chemicky aktivnim povrchem). [37]

V pfipadé¢ analyz organickych rezidui z archeologického materidlu je extrakce
nejdilezitéjSim krokem v téchto analyzach, nebot’ spravné zvoleny zplisob extrakce nam
dokaze poskytnout dostate¢ny objem analytu pro nasledné instrumentalni analyzy. Naopak
Spatné€ zvolena technika extrakce ndm nemusi dat analyt viibec Zadny, a to i1 v pfipadé Ze se
ve vzorku analyty nachazi. Jako piiklad lze uvést studii, kdy byly analyzovany velmi staré
vzorky o velmi malém mnozstvi. Jednalo se o vibec jedny z nejstarSich archeologickych
nalezli keramiky vytvofené modernim ¢lovékem, datovanych do obdobi zhruba 13 900 —
13 300 BP (before present - ,,pted soucasnosti) nalezicich kultufe Jomon v Japonsku. V této
studii byly provedeny dva zptisoby extrakce, pti¢emz prvni zpisob — konven¢ni ultrazvukova
lazen za pouziti smési rozpoustédel chloroformu (CHCI3) a methanolu (CH3OH) v poméru
2:1 (obj.) neposkytla zadné méfitelné analyty. A naopak druhy zpusob — extrakce
a transesterifikace methanolem s ptfidanim kyseliny sirové (H2SOs4) jako Kkatalyzatoru
anasledném povafeni (4h, 70°C), poté pfidani n-hexanu, protiepani a oddé¢leni fazi
(methanolova faze a faze s methylovanymi mastnymi kyselinami) pomoci centrifugace
(5 min) — ptinesl uspokojivé mnozstvi lipidového extraktu pro moznost jeho analyzy pomoci
GC/MS (a nasledné¢ IRMS). [29]

Kromé dvou vySe zminénych zplsobli extrakce existuje celd tfada kombinaci jak
rozpoustédel, tak extrakénich technik, které 1ze na analyzy organickych rezidui vyuzit. Casto
také dochédzi ke kombinaci dvou technik aplikovanych kontinuadln€ po sob¢, pfipadné
opakovana extrakce pro zajiSténi co mozna nejucinnéjsi extrakce. Obecné totiz plati, ze
opakovand extrakce né€kolika mensimi davkami rozpoustédla je ucinnéjsi nez jedina extrakce
celym mnozstvim rozpoustédla. [37]

Kaluzna-Czaplinska porovnala témét stovku studii zabyvajici se analyzou organickych
rezidui v archeologickych keramickych nadobach pomoci GC-MS a ve své studii shrnula
nejcastejsi metody extrakce (a také derivatizace, pfip. i saponifikace). Ve vétsiné piipadi se
jednalo o extrakci ultrazvukem s pomoci rozpoustédla dichlormethanu nebo trichlormethanu
a methylaci pomoci NaOH ¢i KOH v methanolu, nebo trimethylsilylaci pomoci BSTFA. [13]
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2.5.3 GC/MS

Analytickd technika hmotnostni spektrometrie v kombinaci s plynovou chromatografii
(GC/MS) je vposledni dobé vibec nejpouzivanéjsi technikou pro analyzu organickych
rezidui z archeologickych keramickych nadob. Setkdvame se sni ve vétSin¢ studii
z poslednich let ztohoto oboru. [8],[9],[12], [13], [16], [17], [19], [20], [28], [29], [34].
Ackoliv se jedna o destruktivni techniku — vzorek je pifi analyze nenédvratné znicen — autory
studii je tato technika velmi vyhleddvana a to zejména diky vysoké citlivosti a selektivnosti.
Diky kombinaci plynové chromatografie a hmotnostni spektrometrie 1ze nejprve pomoci
plynové chromatografie oddélit jednotlivé slozky ve smési a nasledné pomoci hmotnostniho
spektrometru analyzovat na zéklad¢ fragmentace analytu a vyslednych hmotnostnich spekter
kazdou sloufeninu smési a zjistit tak nejen jeji molekularni hmotnost, ale i strukturu
stanovované slouceniny. [31] Nejvétsi vyhoda této techniky pro pouziti v analyzach
organickych rezidui tkvi v stanoveni latek ve velmi nizkych koncentraci a je tedy mozné
analyzovat vzorky o velmi malych mnozstvich, n€kdy fadove€ i setinach grami. Je proto
mozné analyzovat i velmi vzacné vzorky — at’ uz velmi staré, ¢i raritni, nebot’ pro analyzu
spotfebujeme jen nepatrné mnozstvi. Tato technika se v mnoha ptipadech ukazala jako idealni
pro zjisténi pivodu téchto organickych rezidui a potencidlniho ucelu studované nadoby
a Vv fadé vyzkumi se podaftilo také ¢astecné rekonstruovat stravu tehdejSich uzivateld nadob.
[25]

2.5.4 IRMS

IRMS - Isotope ratio mass spectrometry — v ¢estiné bohuzel neexistuje doslovny pieklad
této techniky. Nicméné jednd se o techniku hmotnostni spektrometrie slouzici k urceni
poméru stabilnich izotopt jednotlivych prvkla ve vzorku. Stanovovanymi prvky mohou byt
uhlik, dusik, kyslik, vodik nebo tieba také stroncium. V souvislosti s rekonstrukci stravy
minulych populaci se nejcastéji vyuziva stanovovani izotopt uhliku a dusiku (napiiklad i pfi
stanovovani z kostniho kolagenu lidskych poziistatki). [25]

U stanovovani technikou IRMS se sleduje pomér dvou stabilnich izotopti daného prvku,
u uhliku izotopy *2C a ¥C, u dusiku N a N. P#i analyzach lipid& a mastnych kyselin
nachazi vyuziti hlavné izotopy uhliku, protoze jejich struktura je tvofena dlouhymi
uhlikovymi fetézci. V praxi to vypada tak, ze se nejprve pomoci GC/MS separace stanovi
mastné kyseliny a vybrané jsou dale podrobeny analyze na izotopy. NejCastéji se vybiraji
kyseliny C16:0 (palmitova) a C18:0 (stearova) zddvodu jejich zastoupeni v Siroké
Skale potravin. [25]

Pomér stabilnich izotoptl je vyjadfen jako 8'°C a vyjadiuje pomér izotopu BC ku 2C
ve vzorku, vztazeném k mezindrodnimu standardu Pee Dee Belemnite (vapencova motska
fosilie z Jizni Karoliny) uloZzenému ve Vidni:
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13
o~ vzorku
§®C=1000-| & -1

1
12gstandardu @)

Standard obsahuje oproti vétsiné pfirodnich materiali méné izotopu *2C a vice izotopu °C.
Z toho vyplyva, ze hodnoty 83C vzorki jsou obvykle negativni. Rozdily mezi vzorky jsou

velmi malé, proto jsou hodnoty udavany v %o (promile) a obvykle se vyskytuji v rozmezi
—37%0 aZ —8%o.

Producent Primdrni konzument Sekundarni konzument
rostlina pfervykavec nepfezvykavec

Producent

; Primdrni konzument Sekund4drni konzument
rostlina

piezvykavec nepfezvykavec

Obrazek 7: Primérna izotopicka frakcionace mezi rostlinami, tkanémi piteZvykavcii a nepiezvykavei [25]

Pomér izotopt v analytu poskytuje informace o podminkach, za kterych se vytvofil, nebot’
urc¢ité biochemické procesy upiednostiiuji jeden izotop (obvykle ten leh¢i) oproti druhému,
diky ¢emuz dochazi kizotopové frakcionaci. To vede k méfitelnym rozdilim mezi
izotopickym slozenim vychozich reaktanti (napf. potrava, kterou zvife spotiebuje)
a vyslednych produktl (napt. zivocisné tkané vytvorené z této potravy). Lze tedy zjistit, ktera
kyselina palmitova pochazi z rostlinného zdroje, ktera kyselina palmitova ze zivocisného
apod. [25] Nasledn¢ napiiklad 1ze pomoci analyzy vice stfepu z jedné lokality zjistit pomé&r
rostlinnych olejii a masnych a mléénych tukii ve stravé jejich obyvatel.

19



Na zakladé¢ poméru pomeéra stabilnich izotopti uhliki ve skeletech kyseliny palmitové
(C16:0) a kyseliny stearové (C18:0) lze zjistit zdroj ptivodnich lipidi. Vysledny graf pak
vypadé jako na obrazku nize, kdy soutadnice X a y udavaji dany zdro;j.

8"Cig0 (%o)

—-32 —30 —28 —26 —24 —22
S S —22
— Lipidy z tukové - —24
i tkané vepiového i
- - 26
| Teoretické miseni smési ] —28
lipidi z tuku piezvykach
L avepfového i
= — =30
- Lipidy z ]
| tukovych — =
e 32
| piezvykaved 4
B mlééné tuky - =34
| piezvykaven i
L l L L | ! l L l -36

Obrazek 8: Graf znizoriujici pomér mezi izotopickou frakcionaci kyseliny palmitové a izotopickou

frakcionaci kyseliny stearové [12]

8'°C1g.0 (%)
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3. EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni Cast prace zahrnovala analyzu 9 riznych stfepl, rtznych velikosti,
poréznosti, stafi a puvodu. Analyza byla zaméfena na identifikaci mastnych kyselin.
Na zakladé toho byla vybrana analyticka metoda GC/MS, ¢emuz byly podminény i piedchozi
upravy vzorku. Vzorky byly nejdiive homogenizovany na keramicky prasek pomoci ruéni
vrtaci brusky a v jednom ptipadé pomoci oscilatniho mlyna. Poté byly vzorky podrobeny
ultrazvukové extrakci a centrifugaci. Jako extrakéni ¢inidlo byl pouzit dichlormethan.
Pted vlastni analyzou pomoci pfistroje GC/MS od firmy Briiker byly vzorky derivatizovany
dvéma zpisoby. Prvni zpisob pifedstavoval methylaci katalyzovanou pomoci roztoku KOH
Vv methanolu. Druhym zpiisobem byly z mastnych kyselin pomoci derivatiza¢niho ¢inidla
BSTFA vytvoteny jejich trimethylsilylaty. Celkové bylo tedy podrobeno analyze 18 vzorkd.

3.1 Seznam pouZzitych chemikalii a plynu
— Hydroxid draselny, p.a. (Penta s.r.0),

— N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid (BSTFA) s Trimethylchlorosilanem (TMCS)
Vv poméru 99:1, 99% cistota pro GC derivatizaci (Sigma Aldrich, s.r.o, Némecko),

— Dichlormethan, LiChrosolv® pro kapalinovou chromatografii, gistota >99,8% (Sigma
Aldrich, s.r.0, Némecko),

— Isooktan, SupraSolv® pro GC (Supelco — Merck KGaA, Némecko),
— Dusik 4.7 (Siad Czech spol. s.r.0., Ceska republika).

3.2 Seznam pouzitych laboratornich pomiicek a pristroji

— Ruéni vrtaci bruska (Proxxon, Némecko),

— Mikropipety (100 ul, 200 pl, 1000 ul, 5 ml),

— Bé&Zné laboratorni vybaveni — plastova 1zicka, Spachtlicka, vialky, suSarna,
— Ultrazvukova lazei TESON 4 ultrasonic washing (Tesla, Ceska republika),
— Analytické vahy HR-120-EC (A&D Instruments, Japonsko),

— Koncentrator EVATERM (Labicom s.r.0., CR),

— Centrifuga EBA 20 (Hettich zentrifugen, Némecko),

— Oscilaéni mlyn MM 200 (Retsch Verder s.r.0., Ceska republika)

— Plynovy chromatograf v kombinaci s hmotnostnim spektrometrem Bruker EVOQ TQ
(Bruker, s.r.0)
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3.3Vzorky

Tabulka 1: Analyzované vzorky

Vzorek €. | Nazev vzorku/lokality Datace odbér
1 Petrov_1 13.-14. stol. exkavace (Bativ kanal, 2014)
2 Petrov_2 13.-14. stol. exkavace (Bativ kanal, 2014)
3 Hrady 1 11.stol. povrchovy sbér (Sudoméfice)
4 Hrady 2 11.stol. povrchovy sbér (Sudoméfice)
5 Mikul¢ice Valy 9.-10.stol. exkavace (sidlist¢ u VI. kostela)
6 Mikuléice piedhradi | 9.stol. exkavace (hradba, vyzkum 2018)
7 Tell Lachish 1550-1200 pt.n.l. | exkavace (Area S, vyzkum 2017)
8 Ashkelon 2000-1550 pf.n.l | povrchovy sbér (canaanite city gate)
9 Pohansko 9.stol. exkavace (SV ptedhradi, 2018)

3.4 Homogenizace

Homogenizace byla na prvnich 8 stfepech provedena pomoci ru¢ni vrtaci brusky, kdy byla
obrusovana keramicka hmota z vnitiniho povrchu stiepu. Keramicky prasek byl odebiran
V mnoZstvi 0 rozmezi 1-2 g. Posledni vzorek byl pfili§ maly na mozné odebrani pomoci ru¢ni
vrtaci brusky, a proto byl rozemlet pomoci oscila¢niho mlyna.

Obrazek 9: Odebirani vzorku pomoci ruéni vrtaci brusky
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Obrizek 11: Oscilaéni mlyn MM 200 (Retsch Verder s.r.o., Ceska republika)

3.5 Extrakce

Keramicky prasek byl pteveden do zkumavky, kde k nému bylo pfidano 5 ml extrakéniho
¢inidla v podobé dichlormethanu. Nasledné byla zkumavka upevnéna do stojanu
nad ultrazvukovou lazni TESON 4, ktera byla naplnéna zhruba 3,5 litry vody té€sné pod okraj.
Zkumavka byla ponotfena do vodni lazné tak, aby vyska sloupce rozpoustédla ve zkumavce
byla rovna surovni hladiny ¢i pod jeji hladinou a zajistila se tak co nejvyssi ucinnost
ultrazvukovych vIn. Lazen byla nastavena na 15 minut. Poté byla zkumavka pfenesena
do centrifugy a centrifugovana po dobu 3 minut pii 6000 ot/min. Cira odstiedéna faze
obsahujici methylestery MK byla pomoci Pasteurovy pipety prenesena do vialky. K usazené
keramické hmoté bylo opét pfidano 5 ml dichlormethanu a cely proces extrakce se opakoval
stejnym zpusobem. Odstiedény extrakt s methylestery MK byl pfidan k prvnimu extraktu a
ponechan k odpafeni pod dusikem na koncentratoru EVATERM. Po odpateni do sucha bylo
ke koncentrovanému vzorku ptiddno pomoci mikropipety 450 ul isooktanu.
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Obrazek 12: Extrakce v ultrazvukové lazni

wewrs

Obrazek 13: Priprava vzorku k centrifugaci. Na protéjsi pozici zkumavka s ¢istou vodou.
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Obrazek 14: Odparovani vzorku do sucha na koncentratoru EVATERM

3.6 Derivatizace

Z kazdého vzorku bylo odebrano do dvou vialek po 200 ul MMK rozpusténych
v isooktanu. Prvni ¢ast pro derivatizaci pomoci KOH v methanolu, druha ¢ast pro derivatizaci
pomoci BSTFA.

3.6.1 Methylace pomoci methanolického roztoku KOH

Ke 200 pl vzorku ve 4 ml vialce bylo pfidano 200 ul KOH v methanolu a 1 ml isooktanu.
Vialka byla zaSpuntovana a po dobu 8 minut rucné tiepana. Poté se nechala 5 minut stat, nez
doslo k oddéleni vrstev. Horni vrstva s methylestery mastnych kyselin byla pomoci
Pasteurovy pipety odebrana do 2 ml vialky pro analyzu pomoci GC/MS.

3.6.2 BSTFA

Ve 2 ml vialce bylo 200 pl vzorku odpateno pod dusikem na koncentratoru EVATERM, poté
Kk nému bylo pfidano 100 ul derivatizacniho ¢inidla BSTFA a vialka dana na 1 hodinu
do susarny na 70 °C. Po vyjmuti ze susarny byl vzorek opét odpaien pod dusikem do sucha a
pridano 200 pl hexanu. Jelikoz se jednalo o velmi mald mnozstvi, musela vialka obsahovat
insert, ktery umoznil dostate¢nou vySku hladiny pro odbér jehlou pii analyze na GC/MS.
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Obrazek 15: Odebirani horni vrstvy s vyextrahovanymi methylestery MK

Obrazek 16: Vzorek Petrov_1 po derivatizaci KOH v MeOH (vlevo) a po derivatizaci BSTFA (vpravo) -

pouZiti insertu
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3.7 Analyza na GC/MS

Identifikace derivati mastnych kyselin byla provedena na pfistroji Briiker EVOQ
disponujicim autosamplerem a trojitym kvadrupolem jako analyzatorem. Nosnym plynem je
zde hélium. Data byla vyhodnocena pomoci Briiker Daltonics MS Workstation verze 8.2.1
v modu TIC (Total lon Chromatogram).

Obrazek 17: Briiker EVOQ GC-TQ MS

Total Ion Chromatogram poskytl komplexni informace o veskerych slouceninach (tedy
nejenom derivatlh mastnych kyselin) ve vzorcich, ovSem tim se podstatné snizila citlivost pro
hledané derivaty MK v dusledku vysokych hodnot kontaminaci vzorku. Proto byla data dale
vyhodnocovdna manualné¢ porovnavanim jednotlivych pikti vybranych charakteristickych
hmot se softwarovou knihovnou NIST, kterou Bruker EVOQ disponuje.

Pro vyhodnocovani vzorkl derivatizovanych pomoci KOH v MeOH byly vybrany hmoty
74 a 87, které jsou charakteristické pro methylestery mastnych kyselin.

Pro vyhodnocovani vzorki derivatizovanych pomoci BSTFA byly vybrany hmoty 73 a 75,
které jsou charakteristické pro trimethylsilyl derivaty.
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4.

4.1.1 Methylace pomoci KOH v methanolu

MCps

VYSLEDKY

4.1 Vzorek €. 1 —Petrov_1

Velmi porézni keramicky stiep s viditelnymi stopami po vafeni na vnéj§im povrchu téla.

PETROV-A

Obriazek 18: Vnéjsi (vlevo) a vnitini vybrouseny (vpravo) povrch stiepu
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769

]
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% 3
minutes

Obriazek 19: Chromatogramy identifikovanych sloucenin ve vzorku Petrov_1 ziskanych derivatiza¢ni

metodou KOH v MeOH
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4.1.2 Silylace pomoci BSTFA
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Obrazek 20: Chromatogramy identifikovanych slou¢enin ve vzorku Petrov_1 ziskanych derivatiza¢ni

metodou pomoci BSTFA
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4.2 Vzorek €. 2 — Petrov_2

Okraj nadoby s viditelnym zdobenim, po obrouseni viditelné vétsi pory ve sténach nadoby.

PETROV_L

wewrs

Obrazek 21: Vnéjsi (vlevo) a vnitini vybrouseny (vpravo) povrch stiepu

4.2.1 Methylace pomoci KOH v methanolu
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1254 =

MCps

1003 E

74.0 (TIC); 2018_07_18 Petrov_2_KOH001.xms; Filtered

MCps
I
hH

MCps
/
¥
g
! H
El
g
E

Kk 15-methylpalmitovi  §
1

},_ ke 12 i
-k Zmethylmargarov
[

Vi hexadeke11-cnova
xylozs

20 25 30 _
minutes

Obrazek 22: Chromatogramy identifikovanych slou¢enin ve vzorku Petrov_2 ziskanych derivatizaéni
metodou KOH v MeOH
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Obrazek 23: Detail identifikovanych slou¢enin z Obrazku 15
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4.2.1 Silylace pomoci BSTFA
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Obrazek 24: Chromatogramy identifikovanych sloucenin ve vzorku Petrov_2 ziskanych derivatiza¢ni

metodou pomoci BSTFA
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4.3 Vzorek ¢. 3— Hrudy 1

Mensi fragment téla nadoby, ne piili§ kvalitni.

HRODY _1

5cm

HRODY _1

[ —
0 5cm

Obrazek 25: Vnéjsi (vlevo) a vnitini vybrouSeny (vpravo) povrch stiepu

4.3.1 Methylace pomoci KOH v methanolu
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Obrazek 26: Chromatogramy identifikovanych sloucenin ve vzorku Hridy_1 ziskanych derivatiza¢ni

4.3.2 Silylace pomoci BSTFA

Meéfeni nevyslo z divodu malého mnoZstvi vzorku.

metodou KOH v MeOH

33

i

inutes



4.4 Vzorek ¢. 4 — Hrudy 2

Maly fragment okraje nddoby s vyzdobou, velké mnozstvi anorganickych piimési.

HRODY_L HRODY_L

wewr

Obrazek 27: Vnéjsi (vlevo) a vnitfni vybrouSeny (vpravo) povrch stiepu
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4.4.1 Methylace pomoci KOH v methanolu
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Obrazek 28: Chromatogramy identifikovanych slou¢enin ve vzorku Hridy_2 ziskanych derivatiza¢ni

4.4.2 Silylace pomoci BSTFA

metodou KOH v MeOH

Me¢teni nevyslo z dlivodu malého mnozstvi vzorku.
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4.5

4.5 Vzorek €. 5 — Mikulc¢ice Valy

Zdobeny fragment nadoby z Casti tésn€ pod okrajem nadoby.

MIKULCICE _VALY
(G-kostel)

MIKULEACE VALY
(6. kestel)

5cm

Obrazek 29: Vnéjsi (vlevo) a vnitini vybrouSeny (vpravo) povrch stiepu

.1 Methylace pomoci KOH v methanolu
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Obrazek 30: Chromatogramy identifikovanych slou¢enin ve vzorku Mikul¢ice Valy ziskanych
derivatiza¢ni metodou KOH v MeOH
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4.5.2 Silylace pomoci BSTFA
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Obrazek 31: Chromatogramy identifikovanych slou¢enin ve vzorku Mikul¢ice Valy ziskanych

derivatiza¢ni metodou pomoci BSTFA
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4.6 Vzorek ¢. 6 — Mikul¢ice predhradi

Stiep V horni ¢asti zdoben velkomoravskou vinici, pochazejici z pod okraje nadoby.

- ~ !
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Obrazek 32: Vnéjsi (vlevo) a vnitini vybrouseny (vpravo) povrch stiepu

4.6.1 Methylace pomoci KOH v methanolu
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Obrizek 33: Chromatogramy identifikovanych sloucenin ve vzorku Mikul¢ice_piedhradi ziskanych
derivatiza¢ni metodou KOH v MeOH
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4.6.2 Silylace pomoci BSTFA
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Obrazek 34: Chromatogramy identifikovanych sloucenin ve vzorku Mikul¢ice piedhradi ziskanych

derivatiza¢ni metodou pomoci BSTFA
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4.7 Vzorek €. 7 — Tel Lachisch

Cast téla nadoby, velmi hutny stfep, malo porézni, problém s brousenim a ziskanim
dostate¢ného mnozstvi keramického prasku.

Obrazek 35: Vnéjsi (vlevo) a vnitini vybrouseny (vpravo) povrch stiepu

4.7.1 Methylace pomoci KOH v methanolu
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Obrazek 36: Chromatogramy identifikovanych slou¢enin ve vzorku Tel Lachish ziskanych derivatizaéni
metodou KOH v MeOH
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4.7.2 Silylace pomoci BSTFA
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Obriazek 37: Chromatogramy identifikovanych slou¢enin ve vzorku Tel Lachish ziskanych derivatizaéni

metodou pomoci BSTFA
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4.8 Vzorek €. 8 — Ashkelon

Stfep z povrchového sbéru, vnéj§i povrch nese zndmky opotiebeni v disledku vnéjSich
vlivl prostiedi.

wewr

Obrazek 38: Vnéjsi (vlevo) a vnitini vybrouseny (vpravo) povrch stiepu

4.8.1 Methylace pomoci KOH v methanolu
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Obrazek 39: Chromatogramy identifikovanych sloucenin ve vzorku Ashkelon ziskanych derivatiza¢ni
metodou KOH v MeOH
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4.8.2 Silylace pomoci BSTFA
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Obrazek 40: Chromatogramy identifikovanych slou¢enin ve vzorku Ashkelon ziskanych derivatiza¢ni

metodou pomoci BSTFA
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4.9 Vzorek €. 9 — Pohansko

Velmi maly fragment, podle zdobeni vinici pochéazi ziejmé z ¢asti nddoby pod okrajem.

V PREDHRADY

POUANSEO — SV PREDHRAD!

Obrazek 41: Vnéjsi (vlevo) a vnitini vybrouseny (vpravo) povrch stiepu

4.9.1 Methylace pomoci KOH v methanolu
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Obrazek 42: Chromatogramy identifikovanych slou¢enin ve vzorku Pohansko ziskanych derivatizaéni

metodou KOH v MeOH

43



4.9.2 Silylace pomoci BSTFA
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Obriazek 43: Chromatogramy identifikovanych slou¢enin ve vzorku Pohansko ziskanych derivatiza¢ni

metodou pomoci BSTFA
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5. DISKUSE

Tabulka 2: Shrnuti vysledkia analyzy

. Pocet MK a ] diagnostické ., ,
Vzorek ¢. | . .. . kontaminace L. zajimavé
jejich alkoholt slouCeniny
1 10 Isopropyl myristat,
skvalen, DHMA
Homosal holesterol
2 22 omosatat, cholesterol, xyléza
isopropyl myristat
3 8 Skvalen
4 6 -
5 19 Cholesterol
6 9 Cholesterol Petroselinic acid
Ftalat, homosalat,
7 12 dioktyl sebacat, B-alanin
cholesterol
Ftalat, homosalat, trans-
8 9 farnesol, fosfat, dioktyl
sebacat, fosforitan
Cholesterol, UV .
9 18 e, , falcarinol
stabilizator, fosfat

Ve vSech vzorcich byla nalezena organické rezidua souvisejici s pfedchozim ulozenim ¢i
zpracovavanim potravy. Tato rezidua jsou zastoupena piedev§im mastnymi kyselinami a
od nich odvozenymi alkoholy. VétSinou se jedna o mastné kyseliny se sudym poc¢tem uhliki —
kyselina palmitova, stearova, olejova, myristova, erukové, sebakova, laurova, palmitoolejova,
kaprinova. Jejich obsah v potravinach se rizni a pro detailné&js$i rekonstrukei jidelnicku by
byly potfeba dalsi analyzy — hlavné kvantifikace a nésledné izotopové analyzy.

Nicméng, co se tyce ran¢ stiedovékych a stiedoveékych vzorkt (vzorky ¢. 1 — 6, 9) z naseho
uzemi, tak si na zdkladé¢ nalezenych mastnych kyselin a srovnanim archeobotanickych a
archeozoologickych dat 1ze predstavit, zZe strava se skladala jak z rostlinné potravy zastoupené
hlavné obilovinami, znichZz dominovalo proso a pSenice (kyselina palmitovd, olejova,
palmitoolejova, myristova), tak zde byly zastoupeny i mlécné (kyselina kaprinova, mlécna,
laurova) a zivociSné tuky (kyselina mlécnd, stearovd). Pro zivociSné tkdné jsou pak
charakteristické kyseliny s lichym poctem uhlikd (kyselina pentadekanova, heptadekanova,
pelargonova). Tyto mastné Kyseliny se v télech prezvykavcl vyskytuji v mnozstvi nad 5 %.
[23][24][38]
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Kyselina erukova se nachazi také v brukvovitych, je tedy mozné, ze ve stfepu z Pohanska se
nékdy nachazela né&jaka brukvovita rostlina. Naptiklad fepka a hoicice obsahuje 40-50 %
kyseliny erukové z celkového mnozstvi MK. [39]

Dale je zajimavé nalezeni mastného alkoholu zvaného falcarinol, ktera se nachazi v kofenech
mrkve, kde jej chrani pied plisnovymi chorobami. [40] Falcarinol byl nalezen také ve stiepu
z Pohanska a diky praci archeobotanicky z mikul¢ického hradist¢ (které je pohanskému
soucasné) vime, ze se na velkomoravskych lokalitdch nalézala plané rostouci mrkev. Analyza
tedy podporuje myslenku, Ze byla sbirana a vyuzivana pii pfipravach pokrmd. [38]

Dale byla ve stiepu ¢. 6 z MikulCic nalezena kyselina vyskytujici se v petrzeli (petrosilinic
acid). Z archeobotanickych nalezl jsou v Mikul¢icich znama semena petrzele v poc¢tu 6 kusu.
Odhaduje se, ze jeji listy a nat’ byly vyuzivany jako kofeni pro dochucovani riznych kasi.
Zajimava je také identifikace alizarinu, coz je Cervené barvivo, které se pouzivalo od
staroveéku az do 19. stol. a ziskavalo se z moreny barvitské. [38]

Ve vSech vzorcich byla nalezena n&jaka kontaminace, at’ uz z plastikovych sacku, ve kterych
byly stfepy uchovany, ¢i potu béhem vyzvedavani stiept (skvalen, cholesterol, DHMA —
metabolit noradrenalinu [26], nebo opalovacich krémi ¢i jiné kosmetiky (homosalat [41],
isopropyl myristat [42]). Ve vétSingé vzorkd se nachazely i siloxany, coz je kontaminace
z kolony plynového chromatografu. Dale byla prokazana i kontaminace mikrobialni (2,4-di-
terc-butylfenol — bakterialni metabolit [43]). Nejvyssi kontaminaci mél stiep z Ashkelonu,
coz je logické, nebot’ pochdzi z povrchového sbéru a je také nejstarsi a tudiz byl vystaven
vlivu prostiedi nejdelsi dobu. Obsahoval ftalat, fosfat a fosforitan (povrchova kontaminace z
prostiedi), trans-farnesol (kosmetika) [44], homosalat (opalovaci krémy) a dioktyl sebacat
(plastifikator) [45]. Rovnéz identifikaci cholesterolu mizeme brat spiSe jako kontaminaci
z rukou pfi manipulaci se stfepem, protoZze cholesterol se pii vafeni v kombinaci s volnymi
mastnymi kyselinami nedochovava [46].

Porovnanim vysledkt z obou zptsobu derivatizace se zda tprava na TMS derivaty pomoci
BSTFA o néco lepsi, nicméné methylace pomoci KOH objevila latky, které pomoci BSTFA
nebyly identifikovany. Do budoucna bych doporuéila, pokud to bude mozné, Gpravu a
identifikaci kazdého vzorku pomoci obou derivatiza¢nich cinidel, nicméné pokud by to
napiiklad z ekonomickych divodi nebylo mozné, rozhodné bych doporucila spise metodu
BSTFA.
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6. ZAVER

Analyza organickych rezidui v archeologickych keramickych nadobach je komplexni véda,
ve které nestaCi poznatky pouze zjedné ¢i druhé discipliny. Literarni reSerSe se snazila
poukazat na problematiku téchto analyz a piedlozit zakladni vhled do védniho oboru.

Na zéklad¢ dostupného instrumentalniho vybaveni byla navrzena metoda pro co mozna
nejcitlivéjsi stanoveni analytl z organickych rezidui, ktera byla zaméfena hlavné na stanoveni
mastnych kyselin ve vzorcich.

V experimentalni C¢asti byl podrobné popsan laboratorni postup, ktery je doplnén i
fotografickou dokumentaci. Mize tedy pomoci novym zajemciim o analyzy adsorbovanych
rezidui s prvnimi laboratornimi kroky, nebot’ dosud neexistuje zddny ,,manudal®, publikace ¢i
¢lanek v Cesting, kde by byly popsany jednotlivé kroky analyzy. Zaroven v nékterych
ptipadech nejsou tyto postupy uvedeny ani Vv zahrani¢nich publikacich a vtom spatiuji
nejvetsi piinos této prace.

Analyze bylo podrobeno devét redlnych vzorkl ziskanych od archeologickych instituci
béhem participace na vyzkumech jimi vedenymi. Jelikoz se jednalo o prvni analyzy, nebyly
na né pouzity zadné vzacnéjsi vzorky. Jedna se tedy o vzorky bez kontexti, ale pro potieby
prvnich chemickych analyz nejsou potieba, nebot’ cilem prace bylo hlavné navrhnout
optimalni moznosti analyzy. Vzhledem k tomu, Ze se ve vSech vzorcich podatilo identifikovat
biomarkery dokladajici pfitomnost rezidui, 1ze metodu povazovat za vhodnou i pro nasledné
analyzy. OvSem pro dal$i analyzy navrhuji pfi méfeni na GC/MS jiz dopfedu vybrat
charakteristické hmoty ¢i jiné rozmezi pro citlivéjsi detekci a lepsi softwarové zpracovani a
pokusit se zajistit 1 ndsledné analyzy pomoci hmotnostniho spektrometru IRMS.

Rovnéz by bylo vhodné vypracovat metody vzorkovani pro smysluplnéjsi ziskavani a
vyhodnocovani informaci z organickych rezidui a také na eliminaci neZzadouci kontaminace
zpusobenou nezaskolenym personalem a nevhodnymi skladovacimi moznostmi.

Experimentalni ¢asti bylo prokazano vse vyse popsané — tedy, Ze opravdu zéalezi na materialu,
ze kterého je keramika vyrobena (stfepy s porézné&jsim povrchem mély lepsi vysledky), také
na ¢asti nadoby, odkud fragment pochazi (stiepy blizko okraje obsahovaly vice analytll). Déle
bylo prokéazano, ze dochéazi k degradacnim procesiim a tudiz je slozité rekonstruovat pavodni
obsah nadob, nebo to, jaké konkrétni potraviny v nich byly pfipravovany. Ve vzorcich, které
neobsahovaly zadné diagnostické slouceniny, Se bez znalosti z dalSich pfibuznych obort
popisujicich paleoprostfedi zkoumanych lokalit a bez dalSich (izotopickych) analyz

------

kvantifikace ziskanych analyt(, ale ta nebyla do rozsahu bakalatské prace zahrnuta.
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8. SEZNAM ZKRATEK

aDNA
BSTFA
GC/MS
IRMS
FT-IR
KOH
MeOH
MK
MMK
TAG
TMS
NMR

ancient DNA (starobyla DNA)
N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid

Plynova chromatografie v kombinaci s hmotnostni spektrometrii
Isotope ratio mass spektrometry

Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
Hydroxid draselny

Methanol

Mastné kyseliny

Methylestery mastnych kyselin

Triacylglycerol

Trimethylsilyl

Nuklearni magneticka rezonance

52



