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Molekularné-specificka radiouhlikova analyza hraje diilezitou roli v novych metodickych postupech radiouhlikového
datovani. Diky modernim analytickym moznostem Ize molekularné-specifickym piistupem urcit stafi u vzorki, které by
jinak byly, at’ uz kvili své heterogenni povaze ¢i vlivu sekundarni kontaminace, nedatovatelné. Cilem tohoto ptispévku je
pribliZit problematiku molekularné-specifického pfistupu v radiouhlikovém datovani a ukédzat nékteré konkrétni aplikace,
které jiz byly v ramci této metodiky vyzkouseny a zavedeny.

Klicova slova: molekularné-specificka radiouhlikova analyza, preparativni plynova a kapalinova chromatografie, AMS,
radiouhlikové datovani, lipidy

Obsah tvofeny smési organickych latek® a v nékterych piipadech
pochézeji tyto latky z riiznych zdroji a rezervoari®
1. Uvod a datovani celkového vzorku by tak nepfineslo relevantni
2. Molekularng-specificka radiouhlikovéa analyza vysledek, jelikoz neni jasné, jaka udélost ve vzorku je
3. Preparativni plynova chromatografie v molekularng- vlastn¢ datovana. V takovych piipadech je nutné zvazit,
specifické radiouhlikové analyze zda by k presnéjSimu urceni staii zkoumaného vzorku
4. Preparativni kapalinova chromatografie v molekularné- nemohl pfispét molekularné-specificky pfistup, ve kterém
specifické radiouhlikové analyze je mozné tyto rusivé vlivy odstranit™*.
5. Hlavni aplikace molekularné-specifické radiouhlikové
analyzy
5.1. Molekularng-specificka radiouhlikova analyza 2. Molekularné-specificka radiouhlikova
lipidti v archeologické keramice analyza
5.2. Molekularné-specificka radiouhlikova analyza
sedimentérnich vrstev Molekularné-specificka radiouhlikova analyza
5.3. Molekulémé-speciﬁcké radiouhlikova anal}'fza pf“l (Compound Speciﬁc Radiocarbon Analysis, CSRA) patf“i
datovani kostniho kolagenu mezi relativné nové metodické postupy v problematice
6. Zaver radiouhlikového datovani’. Rozvoj této aplikace umoznil

v poloviné 90. let minulého stoleti zejména technicky
vyvoj potifebného pfistrojového vybaveni v oblasti kapali-

1. Uvod nové a plynové chromatografie, a moznost koncového
uréeni mnozstvi atomti '*C v datovaném vzorku metodou
Metoda radiouhlikového datovani vyuziva pfemény urychlovaéové hmotnostni spektrometrie (accelerator
radioaktivniho izotopu “C k urleni stafi materialii sloze- mass spectrometry, AMS)®, diky které lze v relativné krat-
nych z uhliku a jeho sloucenin. Diky polo¢asu premény kém Case s vysokou piesnosti méfit i mikrogramy uhliku
1C (11, = 5700 + 30 let)' 1ze urdit staif uhlikatych materi- obsazeného ve zpracovaném vzorku"’.
alt utvofenych v Casovém horizontu poslednich 55 tisic Klasické predupravy vzorkd za ucelem radiouhliko-
let'. Vhodné vzorky pro radiouhlikové datovani musi spl- vého datovani zahrnuji pfecisténi a izolaci dil¢i frakce ze
novat princip uzavfenosti, cozZ znamena, ze vymeéna dato- vzorku, napf. izolaci bilkovinové frakce z kosti ¢i zuba®.
vané chemické formy uhliku mezi vzorkem a okolnim Princip CSRA spociva v rozd€leni heterogenni smési izo-
prostiedim musi byt zanedbatelna®. Vzorky jsou viak &asto lované ze vzorku ptimo na jednotlivé reprezentativni mo-
Chem. Listy /17, 100-106 (2023) https://doi.org/10.54779/ch120230100
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V. Brychova a spol.

lekuly, tzv. biomarkery, které maji pifimou souvislost se
vzorkem a mohou byt nasledné datovany™’. Piistup CSRA
zaroven vyzaduje technicky i finanéné nékladné pfistrojo-
vé laboratorni vybaveni’.

V pftirodnich vzorcich jsou vétSinou biomarkery pii-
tomny v relativné malych koncentracich (typicky v fadu
jednotek az desitek pg g celkového vzorku), CSRA pii-
Vzorky jsou nejprve extrahovany nebo hydrolyzovany,
nasledné je celkovy extrakt chromatograficky (na pfistroji
¢i kolonovou chromatografif) separovan na tfidy sloucenin
(obr. 1). Pokud je pozadovéna jen tfidni specificita, mohou

Separované
biomarkery
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se datovat pouze tyto frakce’'!. Datovanim frakei, v nichz
je pritomno potencialné vyssi mnozstvi datovatelného
uhliku, v8ak ve vétSin¢ pfipadi nelze ziskat relevantni
vysledek stafi. Divodem je, ze méfeni je zatizeno vyssi
chybou (kontaminace ,,mlad$im®/,,star§im“ uhlikem po-
chazejicim z riznych zdroji a rezervoart), nez kdyz je
separovana pouze jedna individualni sloucenina reprezen-
tujici konkrétni zdroj*'2. Pro separaci individualnich slou-
Cenin v Cistoté a mnozstvich dostatecnych pro AMS jsou
celkové extrakty i dil¢i frakce dale separovany metodou
kapilarni plynové chromatografie (preparative capillary
gas chromatography, PCGC) nebo semi-preparativni kapa-

SEPARACE POMOCI PCGC
Biomarker Priméarni zdroj
n-alkany Vy33i rostliny
n-alkoholy Zooplankton, vy33i rostliny
mastné kyseliny  Ubikvitni
C40isoprenoidy  Archaea
steroly Eukaryota

SEPARACE POMOCI SEMI-PREP. LC

ANANANANNAS
Biomarker Primérni zdroj
z GDGTs Archaea
Celkovy vzorek Aminokyseliny  Ubikvitni
Sacharidy Ubikvitni

Rozdélené frakce E

Separace vybrané frakce
na chromatografické

koloné Tok vzorku kolonou

Individualni separované

slouceniny

Gerstel ,,U"-trap
(pfevod s rozpoustédlem)

Pfevod separovanych
mastnych kyselin 2 PCGC

— &
12C, 14C grafitizace

STS trap
(pfevod bez rozpouitédia)

Pfevod CO2 na grafit Spéleni vzorku na CO2
a o

AMS

==\ 31801

Kolektor frakci

W i h
o mastnyc
g ‘ kyselin

EA \¥; z keramiky

AMS = —

Pfrevod do spalovaci ampule
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Zataveni pod vakuem

e

= Y
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Obr. 1. Schéma pritbéhu CSRA (upraveno podle cit.>'**)
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linové chromatografie (preparative liquid chromatography,
PLC), propojené se sbéradem frakci’ (obr. 2).Izolované
slouCeniny jsou poté spaleny na oxid uhli¢ity a méfeny
pfes pfimy vstup CO, ¢i po redukci na grafit pomoci
AMS’. Mnozstvi takto separovanych molekul se obvykle
pohybuje od desitek mikrogrami po maximalné
1 miligram (cit.>'"), coz klade dal§i naroky na vyslednou
Cistotu vzorku i jeho zpracovani pifed samotnym méfenim
metodou AMS.

Birkholz a spol.” ve své studii uvedli, Ze pro relativ-
né presné urceni stafi vzorku pomoci CSRA pfistupu ve
spojeni s AMS je zapotiebi ziskat alesponn 25 pg uhliku,
pficemz grafitiza¢ni krok, nasledujici po izolaci a spéleni
vzorku na CO,, je hlavnim limitujicim faktorem s ohledem
na moznou dalsi ztratu uhliku ze vzorku a zvySujici se
hodnoty pozad’ovych vzorkil’. Nejvétsi potencial, co se
ty¢e hmotnosti izolovaného vzorku, mé spojeni elementar-
niho analyzatoru p¥imo s urychlovaéem (EA-AMS)" - tak
lze vynechat proces grafitizace a snizit tim i naroky na
mnozstvi plivodniho vzorku (automatické méfeni vzorkl o
mnoZstvich pod 100 pg uhliku)"". V n&kterych piipadech
lze vSak stale pozorovat problém vysSich hodnot pozadi
(plynoucich i z kiizové kontaminace mezi jednotlivymi
méfenymi vzorky)'"”. Vy¢isleni mozného piidavku cizoro-
dého uhliku béhem extrakénich a preparacnich krok,
které CSRA zahrnuje, je zasadni pro spravnou interpretaci
radiouhlikovych dat’. Tento p¥idavek lze vyhodnotit pouze
dislednym pouzivanim procesnich standardi a pozado-
vych vzorka'®™'®, které by mély monitorovat cely proces
CSRA od extrakce po AMS méfeni a dokladat i reprodu-

He (in)

Autosampler
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kovatelnost CSRA aplikace. Mira ovlivnéni vysledku
moznou kontaminaci z procesu CSRA se zvySuje se stafim
zkoumaného vzorku a sniZujicim se mnozstvim izolované
latky'.

Priklady nejcastéjSich sloucenin a jejich plivodnich
zdrojl spolu se zékladnim schématem aplikace CSRA je
uveden na obr. 1.

3. Preparativni plynova chromatografie
v molekularné-specifické radiouhlikové
analyze

V ramci problematiky CSRA s koncovou analyzou
uhliku metodou AMS nachazi PCGC ve spojeni
s kolektorem frakci (obr. 2) uplatnéni v separaci, precisté-
ni a izolaci t€kavych ¢i stfedné te€kavych organickych
slou¢enin'®. Jako prvni byly pro CSRA cileny lipidické
biomarkery z extrakti puidy’, moiskych a jezernich sedi-
menti™* & archeologické keramiky'®?. Vyssi vytézky
izolovanych biomarkert 1ze ziskat opakovanymi nastiiky
vzorku na chromatografickou kolonu, pouzitim §irS§ich GC
kolon (primér min. 0,53 mm)'® a chlazenym zachytem
v programovatelném kolektoru frakei, kterym 1ze po sepa-
raci maximalné eliminovat potencialni ztraty separované-
ho vzorku?'.

Pro nastiik vzorkli se s vyhodou pouziva teplotné
programovatelny split/splitless nastiik (programmed tem-
perature vaporizing inlet, PTV), ktery 1ze kryogenné chla-

Pocitac

Kolektor frakci

rame] N

Odpadni - T
kapilara Kontrola prep.
jednotky
-20C
L1 5 !
£ oo Soesecliapidly kapilarni GC kolona Kontrola
CIS

splitter Kontrola

autosampleru

Plynovy chromatograf

Obr. 2. Schéma PCGC (upraveno podle cit.*?*) CIS — cooled injection system, FID — flame ionization detector, GC — gas chromato-

graphy
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dit pomoci CO, ¢i kapalného N,, a tim zamezit ztratam
tekaveéjsich slozek nastfikovaného vzorku soucasné
s nastfiknutim vy$§iho mnoZstvi vzorku na chromatogra-
fickou kolonu. Separace latek zpravidla probihd na chro-
matografickych kolondch se staciondrni fazi tvofenou
z 95 ¢i 99 % cyklickymi dimethylpolysiloxany. PouZivané
kolony by zarovenn mély byt odolné vuci potencialnimu
uvolnéni stacionarni faze (tzv. column bleed), aby nedo-
chazelo k dodateénému piidani cizorodého uhliku
k separovanému uhliku. U modernich GC kolon je tento
pfidavek zanedbatelny a nemd tak vliv na vysledné stafi
méfeného vzorku'®. V klasickém uspotadani PCGC je
konec chromatografické kolony pfiveden do kiiZového
separatoru (splitter), ve kterém se proud separovanych
latek rozdéli a z 99 % prochazi inaktivovanou kapilarou
(transferline) do kolektoru frakei a pouze 1 % separova-
nych latek je spaleno v plamenové ioniza¢nim detektoru
(flame ionization detector, FID) pro kontrolu prubéhu
separace. Pokud je PCGC pripojen ke kolektoru frakci
Gerstel*, Ize latky v predem definovanych ¢asech separo-
vat do 6 na sob¢ nezavislych sbéracich kapilar (objem od
1 do 100 pl). Mikroprocesor ovladajici sbér frakci je scho-
pen piepinat mezi jednotlivymi sbéracimi okny s ptfesnosti
na 0,01 min, coz umoznuje oddélit i latky, které jsou
z kolony eluovany t&sn& u sebe’?*, o vysoké Gistotd
(zpravidla vyssi nez 90 %)'.

Mnozstvi separované latky pomoci PCGC po nékoli-
ka desitkach nastikd (40 az 50 opakovani) vétSinou ne-
presahuje 300 pg (pfi koncentraci nastiiku 5 pg rozpuste-
ného vzorku v 1 pl rozpoustédla)'®. Po ukonéeni analyzy
jsou izolované latky ze sbéracich kapilar vymyvany orga-
nickym rozpoustédlem, které je nasledn¢ ze vzorku odpa-
feno pod proudem inertniho plynu a izolovana latka je
dale zpracovana pro radiouhlikové datovani (spaleni na
CO, a redukce na grafit pfed méfenim metodou AMS).
Nicméné, pouzitim organického rozpoustédla pro vymyti
izolované latky l1ze opét do celého procesu CSRA zanést
kontaminaci cizorodym uhlikem, jelikoz nésledné odpare-
ni rozpoustédla zpravidla neprobéhne kvantitativng. Kon-
taminace uhlikem v izolovaném vzorku po PCGC analyze
pochazejici ze staciondrni faze a pouzitého rozpoustédla
byla prokazana pomoci NMR analyzy separovanych la-
tek'®. Proto Casanova a spol.”® ve své studii vénujici se
CSRA mastnych kyselin pro ur€eni stafi lipidd, adsorbo-
vanych v archeologické keramice, pouzili pro separaci
cilenych lipidickych latek sbéraci kapilary naplnéné skel-
nou vatou. Skelnd vata zachytila izolované latky a pro
jejich prevedeni do spalovaci jednotky na CO, nebylo
potfeba organické rozpoustédlo, protoze latky byly spale-
ny v elementarnim analyzatoru p¥imo ve skelné vats'
(obr. 1). Timto zplUsobem lze v soucasnosti nejpiesnéji
datovat lipidy obsazené v archeologické v keramice®
a aplikace ,,bezrozpoustédlovych“ (solventless trapping
system, STS) sbéracich kapilar v CSRA problematice by
§la potencidlné rozsifit i na molekularné-specifické dato-
vani linedrnich alkanti ¢i alkenonl, pochazejicich
z pudnich, jezernich a mofskych sedimentarnich vrstev
a jiné lipofilni biomarkery (viz obr. 1).
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Na zavér této kapitoly je nutné dodat, ze preparativni
plynovy chromatograf s kolektorem frakei s vySe popsa-
nym uspoiddanim je soucasti pfistrojového vybaveni nové
AMS laboratofe Ustavu jaderné fyziky AV CR v.v.i.
(cit.”*"), proto n&které &asti textu Gerpaji ze zkuSenosti
Z provozu piistroje.

4. Preparativni kapalinova chromatografie
v molekularné-specifické radiouhlikové
analyze

Semi-preparativni vysoko-tc¢innou kapalinovou chro-
matografii Ize v ramci CSRA problematiky vyuzit prede-
v§im k separaci netékavych polarnich sloucenin o vyssich
molekulovych hmotnostech, u nichz neni nutné, na rozdil
od PCGC, zafadit pied separatni krok derivatizaci®**.
Jedna se o sacharidy, aminokyseliny, polyaminy ¢i glyce-
rol(dialkyl)glycerol tetraethery (tzv. GDGTs — komplexni
membranové lipidy archebakterii)'"">.

Kapalinovy chromatograf je opét napojen na progra-
movatelny kolektor frakci, ve kterém lze sbér frakci nasta-
vit dle retencnich ¢asti separovanych latek nebo na zakla-
d¢ jejich hmotnosti, pokud je chromatograf a délici zafize-
ni napojeno na hmotnostni spektrometr, ktery monitoruje
latky separovaného vzorku®. Oproti PCGC lze v piipadé
preparativni kapalinové chromatografie rozdé€lit vyssi
mnozstvi zadanych sloucenin (v fadu miligrami), a to
pouze v jednom néstiiku'®. K rozd&leni dostate¢ného
mnozstvi latek se opét pouzivaji vysokokapacitni chroma-
tografické kolony, napiiklad s kyselou stacionarni fazi
s negativn¢ nabitymi funkénimi skupinami (napf. Pri-
meseep A) pro separaci kolagennich aminokyselin'* &i
kyanopropylovymi skupinami navazanymi na silikagelu
pro rozdéleni GDGTs izolovanych ze sedimenti®®. Stejng
jako v piipadé PCGC je nutné monitorovat preparativni
proces pomoci procesnich standardli a pozad’'ovych vzor-
ka, jelikoz 1 v pfipadé¢ uziti preparativni kapalinové chro-
matografie existuje riziko kontaminace uvolnéné ze staci-
O“é‘;‘}g faze® & z mobilni faze, ktera nese vzorek kolo-
nou””.

5. Hlavni aplikace molekularné-specifické
radiouhlikové analyzy

5.1. Molekularné-specificka radiouhlikova
analyza lipidt v archeologické keramice

Keramické nadoby a jejich fragmenty patii mezi béz-
né archeologické nalezy. Rozpoustédlovou extrakei kera-
mickych nalezl bylo zjisténo, Ze se v poréznich sténach
nadob, které v minulosti slouzily k pfipravé, podavani ¢i
uchovavani stravy bohaté na tuk, dochovala rezidua pu-
vodnich lipidi. Lipidy jsou vhodnymi radiouhlikovymi
biomarkery, protoZe jsou rychle metabolizovany a vyka-
zuji tak z hlediska metod radiouhlikového datovani po-
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meérné kratky ¢as depozice. Navic, v ptipadé archeologic-
ké keramiky, jsou lipidy diky nizké mobilité a hydrofobi-
cit¢ pevné vazany v poérech keramiky a tim chranény vici
okolnimu prostfedi béhem jejich ulozeni v zemi***!. Mezi
ni produkty tukd, olejli ¢i voskd — mastné kyseliny ¢i
mastné alkoholy, ale i zbytky pryskyfic — latky terpenoidni
povahy, které jsou také lipofilni, a tim extrahovatelné ne-
polarnimi organickymi rozpoustédly, i kdyz se mezi lipidy
formalné nezafazuji*>. Analyzou lipofilnich biomarkeri
lze ziskat vice informaci o zplsobu obzivy nasich predkil,
funkei plivodnich nddob a diky CSRA mastnych kyselin,
adsorbovanych v porézni keramické matrici, ur€it i staii
nalezeného artefaktu®™'. Jednou z vyhod datovani mast-
nych kyselin dochovanych v keramice je, Ze izolované
kyseliny mohou byt pfimo spojeny s komoditami, které
byly v nadobach zpracovavany béhem jejich pouzivani
v minulosti®’. Totalni lipidicky extrakt (TLE) je z pozi-
statkli archeologickych nadob ziskdn napiiklad pomoci
rozpoustédlové extrakce ¢i okyselenym methanolem
(direct methanolic extraction)’’, pfi niZz dochazi
k rozruseni vazby mezi keramickou matrici a adsorbova-
nymi lipidy, k methanolyze esterti glycerolu na methyles-
tery mastnych kyselin a glycerol a zaroven k esterifikaci
volnych mastnych kyselin®’. Nejvice zastoupenymi mast-
nymi kyselinami v lipidickém extraktu archeologické ke-
ramiky jsou kyseliny palmitova (Cig0) a stearova (Cisg.).
Pro izolaci téchto mastnych kyselin z lipidického extraktu,
a to v podobg jejich methylesterd®, lze s vyhodou vyuzit
PCGC s kolektorem frakci. Klicové je odstranéni jakékoli
externi uhlikaté kontaminace a minimalizace jakéhokoli
dal§iho mozného vstupu cizorodého uhliku béhem finalni-
ho zpracovani vzorku'®'®, V piivodnich aplikacich CSRA
mastnych kyselin se k pfevedeni mastnych kyselin ze sbé-
raci kapilary do spalovaciho reaktoru vyuzivalo organické
rozpoustédlo'>*!, které viak mohlo vzorek kontaminovat
cizorodym uhlikem. Nejnovéjsi postup CSRA mastnych
kyselin z archeologické keramiky dnes vyuzivd tzv.
bez-rozpoustédlovych sbéracich kapilar, pfi kterém jsou
mastné kyseliny v podobé methylesteri izolovany
v kolektoru frakei do sbéracich kapilar naplnénych skel-
now/kfemennou vatou. Vata je pak pfevedena rovnou do
spalovaciho reaktoru bez potieby vyplachu sbéraci kapila-
ry organickym rozpoustédlem. PouZitim této metody lze
ziskat pfesné radiouhlikové stafi i z nizkych koncentraci
izolovanych mastnych kyselin'****, V né&kterych piipa-
dech, predevsim u piimotskych archeologickych lokalit,
ve kterych byly v keramice detegovany lipofilni biomarke-
ry, odkazujici na motsky piivod nékterych adsorbovanych
lipidd, lze i v pfipadé CSRA datovani lipidi ocekavat
ovlivnéni vysledné aktivity '*C tzv. moiskym rezervoaro-
vym efektem (marine reservoir effect, MRE)* ktery je
nutny pro danou lokalitu vyhodnotit a zahrnout do vysled-
né interpretace staii méfeného vzorku®.
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5.2. Molekularné-specificka radiouhlikova analyza
sedimentarnich vrstev

Motské ¢i jezerni sedimenty v sobé mohou ukryvat
informaci o geochemickych pochodech a klimatickych
zménach v minulosti**. K uréeni ¢asového obdobi téchto
zmén lze pfispét i molekularné-specifickym datovanim
organickych sloucenin pfitomnych a konzervovanych
v sedimentech v rdmci dlouhého ¢asového horizontu, ob-
zvlast pokud sedimentarni vrstvy neobsahuji zadné jiné
potencidlni vzorky k radiouhlikovému datovéani jako uhli-
ky ¢i rostlinné makrozbytky'®. Piitomné organické slouce-
niny tak mohou slouzit jako zéstupci jednotlivych rezer-
voarli, zdrojii organického uhliku, které lze metodou
CSRA datovat. Extrahovatelné mnozstvi specifickych
biomarkerd, reprezentujicich jednotlivé zdroje organické-
ho uhliku v sedimentu se lisi, obecné ale byva velmi nizké
(vétSinou v fadu jednotek az desitek mikrograma uhliku).
Opét je tak kladen dlraz na Cistotu celého extrakéniho
a preparacniho procesu a na kvantifikaci pfipadné konta-
minace cizorodym uhlikem pomoci procesnich pozado-
laboratorni vybaveni. Mezi organické biomarkery, které
1ze pouzit k CSRA datovani sedimentarnich vrstev a pro-
cest, ke kterym v nich dochazi, jsou fazeny pfedev§im
dlouh¢ alifatické linearni alkany (C27—C31)4, alkenony
a steroly pochazejici z rostlinnych tkani a vosk?**, ptdni
aminokyseliny po hydrolyze z pivodné pfitomnych ptd-
nich proteinti a peptidt®® & terpenoidni GDGTs (linearni
&i rozvétvené) produkované ptidnimi bakteriemi®*®. Alifa-
tické linearni alkany ¢i alkenony lze z extrakt izolovat
s vyuzitim preparativni plynové chromatografie?, polér-
n&jsi a vySe-molekularni latky jsou izolovany s vyuzitim
preparativni kapalinové chromatografie, vyuzivajici Siroké
preparacni kolony s normalni ¢i reverzni stacionarni fa-
zi"13?%3  Poslednim krokem pfed samotnym spalenim
izolované latky na CO, a jejim méfenim metodou AMS je
kvantitativni odpareni mobilni faze, ve kterém je izolova-
na latka rozpuSténa, a promyvani izolované frakce
v organickém rozpoustédle pro odstranéni mozné strzené
kontaminace ze stacionarni faze separani kolony.
V pripadé aminokyselin je k tomuto Gcelu s tspéchem
pouzivén diethylether’>* (obr. 3).

5.3. Molekularné-specifickd radiouhlikové analyza
v datovéani kostniho kolagenu

Alternativou pro pfipravu kostnich vzorkl pro stano-
veni aktivity '*C je zaméfit se na datovani jednotlivych
aminokyselin pfitomnych v kostnim kolagenu, ¢imz je
mozné potlacit molekularni a izotopické heterogenity cel-
kového kolagenu zplsobené sekundarni kontaminaci pi-
vodem z ulozeni vzorkll v zemi ¢i z restauratorského zasa-
hu®'*%_ V piipadé Zivoéignych kosti je cileno zejména na
4-hydroxyprolin, ktery tvoii asi 13 % celkového uhliku
savéiho kolagenu'**’. Metoda pro CSRA aminokyselin je
rozdélena na nékolik krokt: extrakci a hydrolyzu kolage-
nu, separaci a finalni pfec¢isténi aminokyselin, nasledované
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aminokyselin pfi CSRA
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Pozadi

v

Koncové rozpoustédlo (voda)
Cinova EA kapsle
EA-AMS méreni

YV

0
o

0'.
o

Izolované
aminokyseliny

Aminokyseliny
po promyti

AYC

aminokyselin

*h

Pozadovy vzorek
1,9+1,7 ugC

Pozadovy vzorek
1,0% 0,7 ugC

Pozadovy vzorek
1,5%+0,2 ugC

Obr. 3. Schéma post-separacnich iprav CSRA piudnich aminokyselin a pozad’ovych vzorki pii pouZiti diethyletheru pro odstra-
néni potencialni kontaminace uhlikem ze stacionarni faze chromatografické kolony (upraveno podle cit.*)

radiouhlikovym méfenim metodou AMS. Pro separaci
aminokyselin je vyuzivana semi-preparativni kapalinova
chromatografie, kterd kombinuje interakci s reverzni fazi
s iontové-vyménnymi interakcemi. Jako mobilni faze je
pouzivana deionizovana voda (<4 ng g' C)*'*. CSRA
4-hydroxyprolinu byla s uspéchem aplikovana piedevsim
u vzorkl velmi starych kosti (> 40 000 let BP), které vy-
kazuji hraniéni koncentraci datovatelného "*C dostupnymi
detekénimi metodami. Avsak takové nalezy byvaji velmi
vzacné a jsou obvykle kontaminovany sekundarnimi re-
stauratorskymi zasahy®'* znemoziujicimi radiouhlikové
datovéni celkového vzorku.

6. Zavér

Metodou CSRA Ize dnes s tispéchem datovat chemic-
ky komplexni organické vzorky, které by jinak byly kvuli
své heterogenni povaze z radiouhlikového datovani vylou-
Ceny. Extrakci a izolaci cilenych biomarkerti je mozné
ziskat informace o procesech, odehravajicich se v nasi
minulosti s pfesahem do archeologie, environmentalni
geochemie, sedimentologie &i paleoklimatologie®. Kromé
naro¢néjsiho technického vybaveni je zapotfebi v ramci
laboratorniho zpracovani vzorkd pro CSRA implemento-
pficemz cely postup musi byt monitorovany pomoci pro-
cesnich standardii a pozadovych vzorkii'®, které by mély
slouzit jako ,,zachytné body* pted nespravnou interpretaci
vysledku radiouhlikového datovani. Dodrzenim vSech
bodt separa¢niho postupu vsak lze ziskat spolehlivé vy-
sledky analyzy '*C i u velmi nizkych mnozstvi izolované
latky.
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