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Důvod využití chemických metod v 
bioarcheologii
Rekonstrukce stravy, potravní strategie (doba odstavení od kojení, sociální a na pohlaví vázané rozdíly, 
velké socioekonomické přechody)

Pohřební ritus (odlišení sekundárního a primárního pohřbu)

Diagenetické změny

Paleopatologie (toxicita, léčba, onemocnění)

Diskriminace jedinců u smíšených kostí (alternativa ke kvantifikačním metodám MNI a MLNI)

Datovací techniky

DNA analýzy, imunologické testy apod.



Spektroskopie
1. Hmotnostní spektroskopie (m/z iontů)

2. Elektromagnetická spektroskopie

3. Spektroskopie využívající jaderné magnetické rezonance

4. Spektroskopie využívající elektronové paramagnetické rezonance



Metody využívané v bioarcheologii

1. Hmotnostní spektrometrie s indukčně vázaným plazmatem ICP-MS

2. Spektrometrie laserem buzeného mikroplazmatu LIBS

3. Hmotnostní spektrometrie sekundárních iontů SIMS

4. Ramanova spektroskopie RS

5. Rentgeno Fluorescenční analýza XRF

6. Instrumentální neutronová aktivační analýza INAA

7. Rentgenová difrakční analýza RDA

8. Infračervená spektrometrie FTIR

9. Elektronová mikroanalýza EPMA/SEM

10. Protonová mikrosonda PIXE

11. Hmotový spektrometr s termální ionizací TIMS



Hmotnostní spektrometrie s indukčně 
vázaným plazmatem ICP-MS
Spojení analytické metody využívající plazmatu jako iontového zdroje a hmotnostního 
spektrometru jako analyzátoru.



SYSTÉM ZAVÁDĚNÍ VZORKŮ DO PLAZMATU 

A. Kapalný vzorek

Forma aerosolu 

+ Absolutní obsah sledovaného prvku a izotopů

‒ Velká ztráta, destrukce vzorku

‒ Nelze sledovat prostorovou distribuci prvků

B. Pevný vzorek

Vypařování (také jako aerosol)

1. Elektrický výboj (ablace), nutná vodivost vzorku a (-) také nelze sledovat prostorovou 
distribuci prvků

2. Laserová ablace (LA)

+ Lze studovat prostorovou distribuci prvků, hloubkové profily

‒ Neznáme absolutní hodnotu prvků a izotopů, nutná kalibrace (referenční materiály)



Laserová ablace

• Laser spojený s indukčně vázaným plazmatem LA-ICP (LA ICP MS)

• Ablace materiálu, umístěného ve vzduchotěsné ablační cele vyplněné plynem (He nebo Ar)

• Laserem se vytváří plazmový oblak obsahujícího atomy, elektrony a ionty (dochází k tavení,
vypařování, sublimaci, erozi, explozi a vymršťování makroskopických částic, fragmentů
molekul, atomů, iontů a elektronů)

• Rychlé zahřátí vzorku vede k roztavení a odpaření jeho částeček a vytvoření malého kráteru 
na povrchu materiálu 

• Měření se provádí na tabletách v inertní atmosféře







Základní výhody

1. Není nutnost převádět vzorek do roztoku, a proto nedochází k 
případné kontaminaci nebo ztrátě těkavých složek

2. Nejsou nutné přípravy vzorku (u zubů a kostí částečné)

3. Je dostačující menší množství vzorku (méně jak μg)

4. Laserový paprsek umožňuje prostorovou charakteristiku vzorku



Úprava vzorků
Minimální (řez, zalití do pryskyřice)

Omezení velikostí cely (pevné, tavené s práškové vzorky)

Nastavení průměru laserového paprsku



Mikrosonda
Sledování prvků v prostoru vzorku

Záznam prostorové mapy

Sledování vytipovaných míst





VIDEO



Transport materiálu z LA do plazmatu
1. Nosný plyn

2. Rozměr a geometrie ablační cely

3. Velikost částic (frakcionace)

4. Vlastnosti prvku (lehký, těžký izotop)

5. Velikost laseru

Pečlivě nastavit experimentální 
podmínky a ty pak dodržovat pro 
veškerá měření.



Plazma = vytvoření iontů

• Plazma, využívané jako iontový zdroj v ICP, vzniká v části přístroje
nazývané plazmová hlavice, je tvořeno neutrálními atomy
inertního plynu (nejčastěji Ar), kladně nabitými ionty téhož plynu a
elektrony

• Ionizace = vznik iontů



Hmotnostní analyzátor = separace iontů
Existuje více různých přístupů, jak ionty účinně separovat a tím pádem i množství 
rozličných analyzátorů

1. Kvadrupólový analyzátor (Q) je jedním ze starších typů hmotnostních analyzátorů. K 
dělení iontů využívá nestabilitu trajektorií letu iontů v oscilujícím elektrickém poli. 
Ionty vstupují do prostoru mezi tyčemi a na základě napětí ionty oscilují. Vhodně 
vkládaným napětím je umožněno vždy pouze iontům o určité hodnotě m/z projít 
celým analyzátorem až do detektoru.

2. Průletový analyzátor (TOF) je založen na rychlosti letu iontu. Letící ionty pronikají do 
zrcadla, dokud jejich kinetická energie neklesne na nulu a jsou poté „vystřeleny“ v 
opačném směru. Všechny ionty jsou změřeny v jednom nepatrném okamžiku = 
všechny ionty dopadají na detektor.





Kalibrace, způsob vzorkování zubu a kosti
1. Interní: Segregace určité části vzorku, která je následně rozložena a převedena do 

roztoku = získáme absolutní obsahy izotopů 

2. Externí: Využití standardních referenčních materiálů NIST 1486 (bone meal), NIST 
SRM 610 a NIST SRM 612 (National Institute of Standards and Technology, 
Gaithersburg, MD, USA)



Experiment
Ba/Ca a Sr/Ca: odstavení od kojení

PANKOWSKÁ A.
VALAS O.
MILDE D.



Stabilní izotopy k rekonstrukci kojení
1. 15-N/14-N, živočich preferovaně vylučuje lehčí izotop, kumuluje se těžší (N narůstá). Úroveň

15-N ve vytvářejících se bílkovinách organismu odráží jeho úroveň v bílkovinách přijímaných v
potravě, jelikož dusík je převážně asimilován z aminokyselin. Matka je jako producent (vytváří
mléko, které má srovnatelný obsah 15-N, jako tkáně jejího těla, a tento je vyšší, než odpovídá
stravě, kterou matka konzumuje) a dítě jako konzument (Valas, 2015).

2. 13-C/12-C není vhodným ukazatelem. Vypovídá o rostlinné stravě, tedy spíše o možných
příkrmech a době odstavení.

3. 18-O/16-O, teoreticky dochází k navýšení poměru u potomka. Navýšení je ale menší než
přirozené variace způsobené pitným režimem.

POMOCÍ LA-ICP-MS NELZE HODNOTIT LEHKÉ IZOTOPY
NEODLIŠUJEME APATIT ČI KOLAGEN



Ba a Sr

+ nemají žádnou metabolickou funkci a jejich úrovně v tkáních nejsou nijak regulovány, odrážejí tedy své

obsahy v konzumované stravě

+ těžší izotopy

- obsah v tkáních je nižší než v přijímané potravě = „biopurifikace“, Sr, Ba (i Pb) se v organismu chovají

jako vápník a v potravě jsou spolu s vápníkem přijímány, vápník v potravě je „kontaminovaný“ těmito
prvky a tělo organismu preferovaně asimiluje vápník a „kontaminanty“ naopak vylučuje = dochází tedy k
diskriminaci, kterou lze vysvětlit rozdílné hladiny těchto stopových prvků v potravě a v tělních tkáních

Poměry Ba/Ca, Sr/Ca jsou v mateřském mléce nižší než v těle kojící matky a nejnižší v těle novorozence 



Barium, stroncium, vápník v mateřském 
mléce
Všechny prvky mají v mléce vysokou hodnotu, Ca způsobuje vyšší asimilaci Sr i Ba

navíc

Jsou podporovány fosfopeptidy uvolněnými při trávení kaseinu = zvyšují stabilitu a rozpustnost
dvojmocných kationtů v mléce a jsou tedy snáze asimilovatelné

Barium/vápník je spolehlivějším ukazatelem = koreluje významně se změnou stravy, je odolnější
vůči diagenezi a teoreticky očekáváme jeho zvýšení (Austin et al. 2013)

Stroncium/vápník je méně spolehlivým ukazatelem = nekoreluje významně se změnou stravy, podléhá
více diagenetickým změnám a teoreticky lze očekávat opačný trend (Austin et al. 2013)



V návaznosti na studii Austin et al. (2013)

Výzkum několika vzorků stálých i dočasných zubů z různých období, včetně 
recentního zubu 

Otázka, zda lze sledovat:

a) Klesající trend na řezu stálého zubu v průběhu času (od narození do konce 
mineralizace daného zubu = konec kojení)

b) Stoupající trend na řezu dočasného zubu v průběhu času (od prenatálního 
období k začátku kojení) 1. Vybrat tkáň, která zanechá stopu dětství

2. Vybrat prvek, který má potenciál se nejvíce 
odlišovat v závislosti na změně stravy a 
předpokládat teoreticky jeho biodostupnost



Jak ablatovat vzorek pro studium změn v čase?

4 období:
a) Prenatální
b) Kojení
c) Odstavování
d) Odstavení



Popis experimentu: 
Přístroje

1) Agilent 7700x (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), který pro separaci iontů využívá 
kvadrupólový Q hmotností analyzátor

2) OptiMass 9500 ICP-TOF-MS (GBC Scientific Equipment Pty Ltd, Melbourne, Austrálie) založený 
na průletovém hmotnostním analyzátoru (TOF)

Pro samotné vzorkování byl použit excimerový laserový ablační systém Analyte G2 (Teledyne
CETAC, Omaha, NE, USA) využívající laser s vlnovou délkou 193 nm

Testování dvou přístupů 1) a 2)



Vzorky



4 stálé první stoličky
4 dočasné první (druhá) stoličky



Měřené izotopy

Pomocí průletového (TOF) byly proměřeny izotopy: 86Sr, 87Sr, 88Sr, 137Ba, 138Ba, 43Ca, 208Pb a 238U.

Pomocí kvadrupólového (Q), ICP-MS: 88Sr, 138Ba, 43Ca a 208Pb



Volba ablačního místa
Dva typy experimentů:



Výsledky experimentu

Potvrzení (Austin et al. 2013)

1. Ba/Ca výraznější než Sr/Ca

2. Vyšší hodnoty a jasnější trend vykazovala metoda ICP-Q-MS

3. Průměrné hodnoty ze tří sekcí vykazovaly jen mírný trend změny x linie vedené podél DEJ

4. Vápník je skutečným standardem, který je organizmem regulován = všechny hodnoty byly 
stejné

5. U některých zubů byly vysoké hodnoty olova



Ba/Ca výraznější než Sr/Ca ICP-Q-MS vyšší hodnoty než ICP-TOF-MS

- větší počet bodů, detailnější

- lépe odhalí lokální odchylky

- signál 43-Ca výrazně vyšší

- detekce vysokých hodnot olova

- lepší software

- menší citlivost na změny teploty v laboratoři



Výsledky ze sekcí (A,B,C)



Výsledky ze sekcí (A,B,C): 
a) vyšší hodnoty Pb, 
b) interní standard Ca 



ICP-Q-MS a linie vedená podél DEJ
Jelikož je celá linie vedená v nejhlubší části
skloviny, výsledky by neměly být ovlivněny
rozdílnou mineralizací zubu a s ní spojeným
rozdílným obsahem prvků v různě „hlubokých“
částech skloviny.



STÁLÁ STOLIČKA, SLAVONÍN (ENEOLIT) DOČASNÁ STOLIČKA, U ZVONU (STŘEDOVĚK)



SOUČASNÁ DOČASNÁ STOLIČKA PRASKLINA (?)



DRUHÁ DOČASNÁ STOLIČKA, PŘEMÝŠLENÍ (STARŠÍ DOBA BRONZOVÁ)





Rentgeno Fluorescenční analýza XRF
X-Ray Fluorescence Spectrometry



Spektroskopie
1. Elektromagnetická spektroskopie

2. Hmotnostní spektroskopie



Princip XRF

1. Paprsek X je absorbován atomem = ionizace
2. Excitace elektronu z vnitřní vrstvy obalu, vytvoření prázdného místa
3. Deexcitace elektronů z vnější vrstvy = energie ve formě fotonu
4. Kaskádovitá deexcitace = spektrum fotonů = druh atomu

Perone et al. 2014 



XRF
Podle uvolněné energie fotony identifikujeme atom, prvek

Intenzitou paprsků X získáme informaci o množství prvku v předmětu

Opět vhodnější pro těžší prvky 

Dvě formy výstupů:

ppm = parts per milion



pXRF (portable)

Perone et al. 2014 



Využití v kosterní antropologii
U tafonomicky velmi alterovaných fragmentů (drobné zlomky, žeh) FORENZNÍ ANTROPOLOGIE

1. Identifikace kosti (odlišení od ostatních materiálů)

2. Odlišení druhové příslušnosti

3. Diskriminace jedinců (smíšené kosti) 

4. Spálené kosti



1. Identifikace kosti (odlišení od ostatních 
materiálů)

• U velmi fragmentárních zlomků 

• Obvykle: mikroskopie, Ca/P, SEM/EDS (Ubelaker et al., 2002), DNA, HHXRF X-
ray spektrometrie (Zimmerman et al., 2014)

• Christensen et al. (2012) XRF: test stejných vzorků jako Ubelaker et al., velmi 
dobrá diskriminace i ručním XRF. Odlišili paroží, měkkýše, zobáky, korály a 
nebiologické materiály (sklo, keramiku, dřevo a jiné minerály apod.)



2. Odlišení druhové příslušnosti
U dětských fragmentárních zlomků (ovšem i u dospělých)

Problematičtější (podobné složení)

Ca/P neodlišuje zvířecí a lidské kosti, velký překryv (stejné prostředí, stejná 
strava, stejné depoziční podmínky)

Využívá se: Ramanova spektroskopie (McLaughlin and Lednev, 2012), FT, LIBS 
(Vass et al 2005)

Není publikovaný výzkum s XRF



3. Diskriminace jedinců (smíšené kosti)

 U celých koster, kostí i fragmentů

Velmi obtížné, očekává se velký překryv

 LA ICP MS (Castro et al., 2010): 12 jedinců, nejlépe diskriminuje 
jen Hu a Fe (63,1-75,2%) = nelze jí použít ve forenzní praxi



XRF: Využití pro diskriminaci jedinců

Perone et al. 2014
Gonzalez-Rodriguéz and Fowler 2013; 
Perone et al. 2014 In Adams and Byrd 2014



Gonzalez-Rodriguez and Fowler (2013)
 Pět jedinců ze středověkého pohřebiště

 Z každého jedince změřili obsah prvků z 
26 kostí

 Každou kost měřili 3x

 Ca, Fe, K, Pb, Sr a Zn

 Diskriminační analýza

 96 – 100 % diskriminace u tří jedinců

V dalším kroku:

 Pb/Ca, Zn/Fe, Sr/Pb, Sr/Ca a K/Fe

 PCA = jaké prvky přispívají k největší 
variabilitě, k odlišení

 83 – 96 % diskriminace u čtyř jedinců

„jen“ 53 – 96 % u všech pěti jedinců



Gonzalez-Rodriguez and Fowler (2013)



4. Spálené kosti
Rozlišení kostí od ostatních materiálů, od zvířecích kostí
a diskriminace jedinců

PIXE, ICP-OES (Brooks et al., 2006) = rozlišení kostí od
jiného materiálu, nerozlišili mezi druhy, identifikovali
projektil ze zbraně

ICP MS (Schultz et al. 2008), našli v kremaci darovaného
těla vzácný kontaminant Gd (= gadolinium).
Kontaminant se mohl do těla dostat CT či MRI
vyšetřením během života = bylo potvrzeno lékařským
záznamem.

POZITIVNÍ IDENTIFIKACE

Není publikovaný výzkum s XRF



Dále už číst/studovat 
nemusíte!



Do cremains leave a chemical trace in grave infills? Empty urns 
as evidence of symbolic funeral rite.

1. intentional and symbolic action of past ritual practices 

2. accidental post-depositional processes

3. indelicate handling by excavators

Pankowská A.
Moník M.
Spěváčková P.
Kašparová H.
Šneberger J.



Inhumation: Phosphate analysis

When an empty grave is found and inhumation is suspected, phosphate analysis is conducted in
order to determine whether the body had decomposed or had never been interred (e.g. Ernée
and Majer 2009).

In addition to phosphorus there are used traces of iron, aluminium and manganese, which are
accumulated through microbial activity in the surrounding soil. Furthermore, calcium amount
was usually higher in the soil under the decomposed body (Lambert 1997).



Cremation Burials

In cremains, we usually do not expect chemical dissolution into the soil, firstly due to the
absence of soft tissues and secondly because of the higher resistance to diagenetic processes
(Herrmann et al. 1990).

However, this assumption could be valid only in the case of completely calcined bones.
Completely and incompletely cremated bones are recognizable by color, consistency,
microstructure and indirectly by Ca/P ratio, which is around 2.15 in fresh bones. Bone mineral
hydroxyapatite transforms into different phases through the burning and the Ca/P ratio
decreases to 1.11-1.46 in whitlockite (Skinner 2005).



Aim

The aim of this study is to investigate the origin of empty urns using chemical traces of
soil samples from out of the infills of cremation burials.

We expect a difference in chemical content between empty burials and burials with
cremains. The question is whether we can interpret empty urns as the consequence of
symbolic action.



Material
13 cremation burials from the site Ostrov u Stříbra (Late Bronze Age). 

Samples of 1) bones; 2) infills directly from around the bones and 3) several control samples 
from the outsides 

Total of 35 of samples 

We divided the infills into four categories based on bone weight: 

◦ infill with no bones; 

◦ infill with bones from 0.5 to 10.5 g; 

◦ infill with bones from 10.6 to 56.0 g; 

◦ infill with bones from 56.1 to 216.0 g.



Method

For the purpose of our research we used portable X-ray fluorescence spectroscopy (pXRF), in 
concrete the DELTA (Innov Inc.) portable device. 

The measurements were then conducted in the GeoChem mode using the voltage of 10 kV for 
240 seconds in each case. 

Eighteen elements out of 39 tested were detected in the soil and bone samples (from 0.05 up to 
15 ppm): Si, Al, Fe, K, Ca, P, Al, Ti, V, Mn, Fe, Co, Cu, Zn, Rb, Sr, Zr, Pb.



Steps of proceedings

1) Testing of pXRF measurements. We conducted an assessment of agreement between two
measurements a month apart from each other. We analyzed two soil samples which originated
in one burial infill with high amount of bones excavated and the presence of chemical traces
(95% LA using Bland-Altman plot and t-test).



2) Detection of Ca/P ratio in bone samples. If the ratio is the same as in the unburnt bones
(approx. 2.15), it can be assumed that the temperature of burning was low and thus fresh bones
with parts of soft tissue had been buried, which later dissolved into the soil.

3) Variance in soil chemistry depending on presence of bones. One-way ANOVA was used to
compare the soil samples. Our null hypothesis is that there is no significant difference in
element content between the soil samples (at the 5% and 10% significance level).



Results: Testing of pXRF measurements. 

There weren´t any differences

between the first and second

measurements (t-test = -1.0; p=0.331)



We assume low temperature of burning. Bones probably contained organic matrix and could 
have left chemical trace in the surrounding soil.

Results: Detection of Ca/P ratio in bone samples. 



Results: Variance in soil chemistry depending on presence 
of bones



Conclusion

Result confirms that burnt bones dissolved into the soil.

pXRF is a suitable instrument for funeral archaeology.

The urns without bones were probably initially empty. Those individuals who carried out the
funerals, had not buried cremains in four of the thirteen urns which we explored.

The results contradict the statement of Herrmann et al. (1990) that cremains do not dissolve.
However, in the strict sense we can say that only bones that are incompletely cremated might
have dissolved into the surrounding soil.




