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Organic residue analysis
of pottery and sampling
procedure for Croatian sites

proposal

Kljuéne rijeci: organski ostatci, lipidi, keramika, kemijske analize, uzorko-
vanje, kontaminacija

Analize organskih ostataka (ORA) iz keramike
danas su €esto upotrebljavanivazan dio
arheoloskihistrazivanja. Mogu nam pruziti infor-
macije o prehraniili upotrebi keramickih posuda te
mnoge druge o svakodnevnom zivotu arheoloskih
populacija, koje bi bez kemijskih analiza bile izgu-
bljene.

Kemijski spojevi koji se naj¢esce sacuvaju u
keramiciistoga su vrlo pogodni za ove vrste
analiza sulipidi (npr. masne kiseline, trigliceridi,
alkoholi, alkani, esteri voska, ketoni). Postoji neko-
liko metoda ekstrakcije lipida iz keramike koji ovise
o tome Sto se Zeli saznati, a danas se najcesce
koriste direktna ekstrakcija kiselinom u metanolu

i ekstrakcija otapalom. Nakon ekstrakcije, rade se
analize na plinskom kromatografu (GC), plinskom
kromatografu - masenom spektrometru (GC-MS)

i kad je moguce analiza izotopa C iz palmitinske i
stearinske kiseline (GC-C-IRMS).

U ovom radu ukratko su opisane navedene metode,
kemijska pozadina te moguc¢nosti, odnosno prim-
jerivec provedenihistrazivanja koja su ukljucivala
analize organskih ostataka. Kako svaka analiza
zapocinje uzimanjem uzoraka gdje je najvaznije
izbjeci kontaminacije, donesen je prijedlog proce-
dure uzrokovanja kerami¢kih ulomaka za analize
organskih ostataka, uz naglasak da uz adekvatno
pakiranje uzorka (aluminijska folija), istrazivacu
treba pruziti Sto je vise moguce kontekstualnih
informacija. Takoder, predloZen je obrazac koji bi se
prilagao uz uzorke za analize organskih ostataka.

Key words: organic residues, lipids, pottery, chemical analyses, sampling,
contamination

Organic residue analysis (ORA) of pottery is a fre-
quently used and important part of archaeological
research today. It can provide information about
the diet or the use of pottery and many other as-
pects of daily lives of archaeological populations,
which would otherwise be lost.

The chemical compounds that are most often
preserved in ceramics and are therefore very suit-
able for this type of analysis are lipids (e.g. fatty
acids, triglycerides, alcohols, alkanes, wax esters,
ketones). There are several methods of extract-
ing lipids from ceramics, depending on what we
want to find out; those most commonly used are
direct acid extraction and solvent extraction.
After the extraction, analyses are performed by
gas chromatography (GC), gas chromatography-
mass spectrometry (GC-MS) and, when possible,
C isotope analysis from palmitic and stearic acid
(GC-C-IRMS).

This paper briefly describes the mentioned meth-
ods, the chemical background, and the possi-
bilities and examples of the already conducted
research including ORA. Organic residue analysis
begins with sampling, where it is very important
to avoid contamination; therefore, a proposal is
made for the procedure of sampling pottery sherds
for ORA, with the emphasis on adequate sample
packaging (aluminium foil). It is also important to
note that the researcher should be provided with
as much contextual information as possible. Also, a
proposal for a sampling form for ORA is provided.
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Uvod

Organski ostatci u (ili na) stijenkama
keramickih posuda vazan su dio istrazivanja
svakodnevnog Zivota arheoloskih populacija,
posebno njihove prehrane te nacina uporabe
odredenih keramickih posuda. Ovi su ostatciprilicno
¢esti (do 80 % posuda) i daju nam informacije koje
biinace bile izgubljene (Gregg 2009; Stacey 2009),
a mogu se detektirati jedino kemijskim analizama.

Kemijske analize organskih ostataka iz
keramike, najéesce analize lipida, mnogo rjede
proteina, danas se vec¢ gotovo rutinski izvode kao
dio arheoloskih istrazivanja, no kod nas, Sto zbog
cijene $to zbog slabe dostupnosti laboratorija i
stru¢njaka, ova se istrazivanja jo$ uvijek provode
u nesto manjoj mjeri. Koristec¢i moderne analiti¢ke
tehnike i instrumente organski ostatci se mogu
detektirati ¢akiunajmanjimtragovima, te jedan mali,
jednostavan, svakodnevnipredmetkao $to je ulomak
keramiCke posude, moze namdatipregrstinformacija
oonometkogajeupotrebljavao. Pomoc¢uovihanaliza
dosad jeotkrivencijelinizrazli€itin supstancikao sto
su zivotinjske i mlije€ne masti, biljna ulja i voskovi,
pcelinjivosak, smole, mastimorskih sisavacairiba, itd.

Buducidasuanalizeovevrstekodnasjosprili€éno
nove te ne postoji sustav uzimanja uzoraka koji bi se
mogao jedinstveno primijeniti na svim nalazistima,
u ovom radu donosim kratak pregled istrazivanja
i metodologije, prijedlog procedure uzorkovanja
keramiCkih posuda i ulomaka za analizu organskih
ostataka da bi se maksimalno smanjila mogucnost
kontaminacije i povec¢ala mogucnost dobrih
rezultata te donosim prijedlog popratnog obrasca.

Sto su organski ostatci?

Organski ostatci u razli¢itim oblicima Cesti
su nalazi na arheoloskim nalazistima. Javljaju se
u obliku fizi€kih ostataka kosti, ostataka biljaka
(drvo, ugljen, karbonizirane sjemenke), razlicitih
smola, ljepila, vlakana, pigmenata, te u obliku manje
primjetnih ostataka kao $to su primjerice masti,
ulja, smole, voskovi i drugi spojevi, odnosno njinovi
sastavni djelovi - molekule. Upotreba kemijskih
spojeva/molekula i produkta njihovog raspada za
detekciju i identifikaciju odredenog organskog
ostatka (npr. biljka - Zitarica, proso, lisnata biljka,
Zivotinja - prezivac, neprezivac, riba), odnosno da
bi se dobile informacije o ljudskim aktivhostima
u proslosti, temelji se na konceptu arheoloskih
biomarkera (Evershed 2008). Biomarkeri mogui biti
razlic¢ite molekule (lipidi, proteini, ugljikohidrati,
DNA, aminokiseline i sl.; na primjer, masne kiseline
zazivotinjsku mast, odredeniesterivoska, alkoholii
alkaniza pcelinjivosak, biljni steroliza biljni materijal,
miliacin za proso, w- (o-alkilfenil) alkanoi¢ne kiseline
zaribu), a koriste se tako da se njihova kemijska
struktura i distribucija u arheoloSkom materijalu
usporeduje s modernim organizmima, da bi se
odredilo ¢emu je tamolekula (biomarker), odnosno
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cijeli organski ostatak pripadao. Zbog toga je
veoma bitno poznavatiirazumjeti promjene koje se
dogadaju tijekom raspada i degradacije kako samih
organskih ostatka, tako i molekula koje ih tvore
(Evershed 1993;2008; Evershed et al. 1991b; 2001).
Na kerami¢kim posudama organski
ostaci se mogu sacuvati u tri oblika (Evershed
2008: 903, 904; Gregg 2009; Stacey 2009):
1. Fizi¢kiostatcisadrzajaposude, $toje mogucesamo
u posebnim uvjetima kao Sto su pustinjski - npr.
kanopske posudeizEgipta (Ribenchinietal.2009).

2. Vidljivi ostatci na unutarnjim ili vanjskim
stijenkama posude - npr. karbonizirani ostatci
hrane, ljepila, impregnacije, dekoracijeili cade, koji

se Cesto sastoje od smola, voskova ili bitumena
(Evershed 2008). Ovakva vrsta ostataka rijetka

je u klimatskim uvjetima na naSem prostoru.

3. Nevidljivi ostaci apsorbirani u stijenkama
posude, najc¢esce lipidi, $to je naj¢esca vrsta
organskih ostataka i mogu se sacuvati u vise od
80 % posuda (Evershed 2008; Stacey 2009).

Kako i gdje se sa¢uvaju organski ostatci?

Organskiostatciokojima je ovdjerije€ nastaju
apsoprcijomorganske materije (npr.hrane) uporozne
stijenke keramike kod razli¢itin aktivnosti, a njihova
ocCuvanost ovisio mnogim ¢imbenicima, od okolisai
geografskihuvjeta, kiselosti tla, temperature, vlage,
prisutnostikisikaimikroba do same posudeinacina
nakojijeonaizradenaikoristena. Tako sunajpovoljniji
stabilni suhi (pustinjski) ili vrlo vlazni uvjeti (rijeke,
jezera) te onibezkisikaikiselatla (Copleyetal.2005;
Drieu 2017; Gregg, Slater 2010; Smyth, Evershed
2015), a Sto se tice temperatura, najpovoljnije
su hladne i vlazne klime (Debono Spiteri 2012).

Velikiutjecajnaocuvanostlipidaimainacinna
koji se predmet (u ovom sluc¢aju keramic¢ka posuda)
koristio, koliko dugo i koliko intenzivno te kako je
tretiran nakon iskopavanja (Evershed 2008: 910;
Stacey 2009: 2-3). Posuda koja se koristila duze
i intenzivnije oCekivano bi trebala pokazati i vise
ocuvanih lipida, posebno ako se upotrebljavala
za pripremu hrane. Takoder, zZivotinjske masti ¢e
ostaviti jaCi trag od biljnih, a bitne su i temperature
na kojima se sadrzaj posuda zagrijavao, odnosno
kuhao. Najpogodnije su temperature od oko
100° C, dok se odredeni dio organskog materijala
saCuva i na temperaturama vec¢ima od 400° C i
¢ak do 600° C (Drieu 2017). Osim toga, treba uzeti
u obzir i to da su neke posude tretirane razli¢itim
supstancama (npr. mast, mlijeko, vosak) da bi se
stvorio vodonepropusni sloj, te neki tragovi lipida
mogu bit posljedica takvog tretmana, a ne kuhanja
(Drieu 2017; Salque et al. 2013), a neke su posude
imaleidruge primjene -za skladistenje, posluzivanje,
proizvodnju meda, za medicinske svrhe, preradu
smole i sl. ili su tretirane primjerice lijepljenjem
ili ukraSene ukrasom organskog podrijetla.

Takoder, na o€uvanje organskih ostataka
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utjeCe i sama posuda, odnosno materijal od
kojeg je izradena te nacin izrade. Eksperimenti
L. Drieu (2017; Drieu et al. 2019) pokazali su
da keramicke posude niske poroznosti (kad je
keramic¢ka smjesa siromasna inkluzijama ili su
povrsine glacane) apsorbiraju manje lipida, no kad
se lipidi apsorbiraju u takve posude, oni se bolje
sacuvaju jer mikroorganizmiteze prodiru kroz njih.
U okoliSu bez prisutnostikisika s malom aktivnosti

mikroorganizama najvi$e selipidaocuvauposudama
svecom poroznosti, a najvecaucestalostikoli¢ina
saCuvanihlipida zabiljeZena je na posudama velike
poroznosti i zagladene (ne glacane) povrsine.

Ukratko, o€uvanost lipida u kerami¢koj posudi
rezultat je svega Sto se s tom posudom dogadalo
od njezine proizvodnje do analize (npr. Drieu 2017;
Roffet-Salque et al. 2017; Stacey 1999) (sl. 1).

Apsorpcija lipida  Gubitak lipida Promjena
— —
Impregnacija
Howiposs U Ukra3avanje
Sadriaj posude— Jako reaktivni Kuhar_‘1~je ‘
upotreba jednom  spojevi Sklaq.lsten!e
Upotreba ili vide puta? (2agrijavanjem) ~ Zagrijavanje
posude Jedna Povrisinski ostatci Earbonlzacua
funkcija/namirnic  (Cis¢enjem/pranj  CisCenje
a ili vise njih? em)
Sekundarna
Razbijanje Sadriaj iz gpcr)trgb; .
posude/ bacanje U sekundarne jeo enje/spaljivan
u otpad Qpames Deponiranje
Y prga NS Spae Gubitak kroz Djelovanje
thm oY D curenje/vodu mikroba
Mikrobi )
Rukovanje
& Otisci prstiju Ciséenje
::::z:\faﬂle I Plasflkator) Povrsinski ostatci Skladistenje
tsbiiianiiit Ljepilo, kemikalije Promjena uvjeta
. okoliZa

za konzervaciju

SI. 1Grafi¢ki prikaz procesa koji utjec¢u na oéuvanije lipida (prema: Dunne et al. 2017b: 12, sl. 14; doradila: M. Hulina)
Fig. 1 Graphic representation of processes influencing lipid preservation (after: Dunne et al. 2o017b: 12, Fig. 14; adapted by: M. Hulina)
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Sto su lipidi i primjeri biomarkera

Organski spojevi koji se najcesce pronalaze
i analiziraju u keramickim posudama su lipidi jer
se oCuvaju bolje i €eSce od drugih biomolekula -
primjerice proteina, ugljikohidrata ili DNA (Debono
Spiteri 2012; Evershed 1993). Eksperimenti su
pokazali da je potencijalni kapacitet apsorpcije
lipida jednog kerami¢kog ulomka oko 10 mg/g, no
u arheoloSkom kontekstu obi¢no se saCuva tek oko
100 ug/g (Evershed 2008). Zbog promjena u strukturi
lipida kao Sto su hidrogenizacija dvostrukih veza,
aromatizacijaprstenova, gubitak funkcionalningrupa,
posebno estera i dvostrukih veza koje se dogadaju
uslijed obrade i prerade hrane ili drugog sadrzaja,
razli¢itih okolisnih ¢imbenika i aktivnosti mikroba
tijekom Zivotnog ciklusa posude (Debono Spiteri
2012; Aillaud 2001), ono $to se saéuvau arheolodkom
materijalu poprilicno serazlikuje od stanjausvjeZim
namirnicama (Debono Spiteri 2012) te je potrebno
dobro poznavati kemijske procese koji se dogadaju.

Lipidi su velika skupina kemijskih spojeva
¢ije je zajednicko svojstvo da su hidrofobni (nisu
topljivi u vodi), a topljivi su u organskim otapalima
(npr. u ugljikovodicima, koloroformu, benzenima,
eterima, alkoholima). Sastoje se od ugljika - C,
vodika - H (i kisika - O). Dijele se na jednostavne
lipide koji sadrzavaju samo masne kiseline i alkohol
(triacilgliceroli/trigliceridi/neutralnilipidi i voskovi)
i sloZzene lipide (fosfolipidi, glikolipidi, neosapunjive
tvari) (Straus, Petrik 2009: 124). U $irem smislu,
uklju€uju spojeve kao $to su masne kiseline i
njihovi derivati, karotenoidi, terpeni, steroidi i
Zuc€ne kiseline, a u uzem su to masne kiseline i
njihovi derivatite s njima povezani spojevi (Christie
2014). Sluze kao izvori energije, mogu stvarati
energetske pricuve u organizmu, grade stani¢ne
membrane te imaju znacCajnu ulogu u stanicnoj
signalizaciji (Christie 2014; Straus, Petrik 2009:
124), zajedno s proteinimai ugljikohidratima glavne
su sastavnice svih Zivotinjskih i biljnih organizama.

SHRVATSKIHNALAZISTA

Masne kiseline i triacilgliceroli
UZivimbicimalipidise u najvecemudjelu (95 %)
nalaze uoblikutriacilglicerola (odnosno triglicerida)
koji se sastoje od molekule glicerola povezane s tri
masne kiselina, Sto masne kiseline €ini najvaznijim
spojevima kod analiza organskih ostataka (sl. 2.).
Masne kiseline su karboksilne kiseline
(kemijske formule R-COOH pri ¢emu je R alkil, a
COOH funkcionalna skupina) s viSe od deset atoma
ugljikakoje supristandardnimuvjetima (temperatura
20° C, tlak 1013 hPa) u krutom stanju. Identificirano
je vise od 1000 masnih kiselina, no kod biljaka i
Zivotinjanaj¢esceih je 50 (Christie 2014; Gunstone
1992: 1-2). Najucestalije su molekule ravnih lanaca
parnih brojeva atoma ugljika od 12 do 24, no postoje
i one s neparnim brojem atoma ugljika te kruzne i
razgranate molekule. Mogu biti nezasi¢ene (sasvim
jednostrukim vezama) te jednostruko ili viSestruko
zasicene (s jednomilivise dvostrukin veza). Zasicene
masne kiseline moguimati cis-itrans- konfiguraciju,
Sto znacida sumolekule vodika kod dvostruke veze
ili siste u prvom slucaju ili razliCite strane lanca u
drugom slucaju (Christie 2014; Gunstone 1992).
Najc¢e$¢e masne kiseline u prirodi, ainajbitnije
za analize u arheologiji su masne kiseline sa 16
(C,., — Palmitinska kiselina) i 18 (C,, , - stearinska
kiselina) atoma ugljika (Evershed 2008) (sl. 3).
Zasi¢ene masne kiseline najcesce se nalaze
u zivotinjskim proizvodima (uklju¢ujuci mlijeko
i mlijecne proizvode) te u uljima kokosa i palme,
jednostruko nezasicene javljaju se u biljnim uljima
(npr. maslinovo, suncokretovo, ulja orasastih
plodova), dok su viSestruko nezasicene tipi¢ne za
ribuibiljna ulja (Hansel et al. 2004). Od nezasi¢enih
masnih kiselina, najéesc¢e su oleinska (C,,,), javlja
se i palmitoleinska kiselina (C,.,), a kod riba i
gadoleinska (C,,,) ierui¢na (C,,,). Tosukiseline cis
konfiguracije, dok se one trans konfiguracije rijetko
nalaze u prirodiitonaj¢eSc¢e kao malidio zivotinjskog
tkiva neprezivaca (npr. svinja) u kojima se formiraju
prilikom probave (hidrogenacija) (Christie 2014).

Sl. 2 Triacilglicerol - tristearin
Fig. 2 Tryacilgycerol - tristearin
(PubChem, https://
pubchem.ncbi.nim.nih.gov/

compound/11146#section=2D-
Structure, 1311.2023.)

Tristearin
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Sl. 3Masne kiseline - palmitinska i stearinska kiselina
Fig. 3 Falty acids - palmitic and stearic acid

C18:0

(PubChem, https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/18962935# section=2D-Structure, 13.11.2023.)

Masne kiseline neparnih brojeva atoma
ugljika, npr. pentadekanska (C,, ) ili margarinska
(C,,.,). ilione razgranatih lanaca nastaju prilikom
djelovanja bakterija, a nalaze se i primjerice kod
prezivaca ili u mlije¢nim mastima (Christie 2012a;
Correa-Ascencio 2014; Whelton et al. 2021).

Ako su prisutne dovoljne koli€¢ine
palmitinske i stearinske kiseline (> 5 pg/g)
one mogu posluziti za utvrdivanje podrijetla
organskog ostatka analizom stabilnih izotopa "C.

w- (o0-alkilfenil) alkanoicne kiseline (APAA)

w-(o-alkilfenil) alkanoi¢nekiseline (C,, C,,,C,,
i C,,) indikatori su za kuhanje morskih organizama
(Copley et al. 2004; Craig et al. 2007; Cramp et al.
2014; Hansel et al. 2004; Evershed et al. 2008b), a
nastaju zagrijavanjemvisestrukonezasi¢enihmasnih
kiselinaiprezivljavajulakse od njih. Indikatorimorskih
organizamasuiizoprenoicna, pristani¢naipitani¢na
kiselina (Evershed et al. 2008b; Hansel et al. 2004).

Dikarboksilne kiseline

a,w-dikarboksilne kiseline kratkih lanaca
(C, - C,,) nastaju od nezasi¢enih masnih kiselina,
a naj¢esca od njih, azelai¢na kiselina (C,) formira
se iz oleinske kiseline (C,,,). Ove masne kiseline
indikatori su tvari bogatih nezasi¢enim masnim
kiselinama, kao $to su biljna ulja (Copley et al.
2005; Dunne et al. 2012; Hansel, Evershed 2009).

Hidroksi kiseline

2-hidroksi kiseline dugih lanaca (C,, - C,,)
biomarkeri su za ulje sjemenki (npr. ricinusovo ulje)
ili péelinji vosak (15-hidroksi-hekadekanoi¢na i
17-hidroksi-oktadekanoi¢nakiselina) (Christie 2013;
Tulloch1970). Dihodroksikiseline (C,, -C,,) sejavljaju
iumastimamorskihzivotinja,aC,-C,, iubiljnimuljima
(Copley et al. 2004; 2005; Hansel, Evershed 2009)

Ketoni
Ketoni dugih lanaca (posebno neparnih

brojeva atoma ugljika C,, ..) brojni su u voskovima

lisnatih biljaka (Evershed et al. 1991a; 1995;
Raven et al. 1997), pa su zajedno s n-alkoholima i
n-alkanima biomarkeri za lisnato povrée (Charters
et al. 1997; Evershed et al. 1991a). Na primjer,
nonakosan, nonakosan-15-oninonakosan-15-ol su
biomarkerizabiljke izrodaBrassica, odnosno kupus
i njemu srodne biljke (npr. brokula, cvjetaca, kelj)
(Charters et al. 1997; Evershed et al. 1991a; 1991b).

Velike kolicine ketona C,,, C,,, C,, i C,,
nastaju zagrijavanjem zivotinjskih masti na
viSe od 300° C te su indikatori pripreme hrana,
odnosno kuhanja ili pe¢enja (Evershed et al. 1995).

n-Alkani

n-Alkani se javljaju u biljnim voskovima,
naj¢eSce oni neparnih lanaca izmedu 25 i 35
atoma ugljika. Javljaju se i u p€elinjem vosku
gdje dominira alkan C,, (heptakosan), dok je
kod voskova biljnog podrijetla dominantan
alkan C,, (nonakosan) (Regert et al. 2001).

n-Alkanijavljajuseikodfosilnihgoriva (petrolej,
bitumen, nafta) i za razliku od voskova, kod njih su
jednako pristuni n-alkani parnih i neparnih lanaca
(Correa-Ascencion 2014; Hofmann et al. 1992).

n-Alkanoli (alkoholi)

n-Alkoholidugih lanaca vazan su sastavnidio
biljnih voskova i péelinjeg voska, a najc¢esci su oni
parnihlanacas22do 32atomaugljika (Christie 2012b).

Steroli

Sljedeci oblik lipida vazan za identifikaciju
Zivotinjskih i biljnih ostataka su steroli, Cija je
funkcija da su strukturalne komponente stani¢nih
membranai produktinjinove degradacije. Zoosteroli
su zivotinjski steroli i najéesci od njih je kolesterol,
dok su biljni ili fitosteroli - sitosterol, kampesterol i
stigmasterol (Correa-Ascencio 2014; Evershed 1993).

Voskovi
Voskovi koje pronalazimo kao ostatke
hrane, mogu biti p€elinji vosak ili biljni voskovi
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koji dolaze s povrSine liSca ili drugih dijelova
biljaka. Ovi voskovi se sastoje od masnih kiselina,
n-alkana, n-alkanola (alkohola) i vostanih estera.
Arheoloski ostatci voska sadrzavaju voStane
estere s 40 do 52 atoma ugljika, alkane nepranih
lanaca od 23 do 33 atoma ugljika, dugolancane
alkohole parnih brojeva atoma ugljika od 24 do 34
i slobodne masne kiseline parnih brojeva atoma
ugljika od 20 do 34. Dominira C,, , masna kiselina,
uz veliki postotak palmitinske kiseline koja nastaje
uslijed hidrolize vostanih estera (Charters et al.
1995; Heron et al. 1994; Regert et al. 2001). Kod
pcCelinjeg voska od alkana dominira C,,, a kod
voskova biljnog podrijetlaC,, (Regertetal. 2001).

Terpeniisrodni spojevi

Osimiz prehrambenihizvora, lipidimogu do¢i
izonihne prehrambenih, obi¢noiz smola, bitumena
i katrana, te pcelinjeg voska - ove supstance su
sluzile za popravljanje, lijepljenje, dekoraciju,
impregnaciju, pe¢acenjeidr., alipidikoji se tipi¢no
nalaze u takvim ostatcima (osim ve¢ spomenutog

SHRVATSKIHNALAZISTA

pcelinjeg voska) su di- tri- i seskviterpeni i metil
dehidroabieti¢nakiselina (Correa-Ascencio 2014).

Metode ekstrakcije lipida

Metode ekstrakcije lipida iz keramickih
posuda ovise o istrazivackom pitanju, ocekivanim
rezultatima i planovima za daljnju analizu, a mogu
se ponesto razlikovati i u razli¢itim laboratorijima
(npr. Correa-Ascencio, Evershed 2014; Evershed et
al.1991b; Evershed 2008; Gregg 2009; Regert 2011).

Metode ekstrakcije koje se danas rutinski
koriste su ekstrakcija otapalom (npr. Evershed
et al. 1991b; 2001; Evershed 2008) i direktna
ekstrakcija metanolom i kiselinom (Correa-
Ascencio, Evershed 2014). Bitnarazlikaizmedu ovih
metoda je Sto svaka od njih cilja na razlicite vrste
molekula, pa je ponekad jedan uzorak potrebno
podvrgnuti viSe razli€itih ekstrakcija. Shematski
prikaz tijeka analize, odnosno koraka, ovisno o
razliitima vrstama ekstrakcija prikazan je na slici 4.

a. Keramicki prah b. Keramicki prah
\
Ekstrakcija
otapalom Ekstrakcija
g:l;l.cvl/‘:MEOH kiselinom
" Keramicki prah H,S0,/MeOH 2% v/v
Ui(ll;ﬂ;]; E:l;]sf;kt ekstrahiran otapalom 70°C,1h
[ ! ‘ TLE
Derivatizacija Saponifikacija Saponifikacija
0.5 M NaOH/MeOH(H,0)
BSTFA, 70°C.1h 0.5 M NaOH/McOH(H,0) R
70°C, 1h — 70°C.1h Derivatizacija
Trimetilsilil TLE BSTFA,
(TMS) TLE ‘ Vezana frakcija 70°C,1h
Razdvajanje ‘ FAME i TMS NF
\
[ . Derivatizacija
Kisela frakcija Neutralna
‘ frakcu‘a (NF) ‘ BSTFA, 70°C, 1 h
Derivatizacija Derivatizacija LI vezane
frakcije
\ BF,-MeOH, 70°C, 1 h ‘ BSTFA, 70°C, 1 h
Metil esteri masnih
kiselina (FAME) LLSRTNE
GC, GC-MS
<C= GC, GC-MS ? ’
HTGC GC, GC-C-IRMS GC-C-IRMS

Sl. 4 Shematski prikaz tijeka analize organskih ostataka: a ekstrakcija otapalom; b ekstrakcija kiselinom (prema: Correa-Ascencio 2014: 62, sl. 3.2;

doradila: M. Hulina)

Fig. 4 Shematics of organic residue analysis steps: a solvent extraction; b direct acid extraction (after: Correa-Ascencio 2014: 62, Fig. 3.2; adapted by: M.

Hulina)
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Ekstrakcija otapalom (engl. solvent) je Cesto
koriStena metodakojom se dobivaju molekule kao $to
sumasne kiseline, esterivoska, n-alkoholiin-alkani,
ketoni dugih lanaca, tri-, di- i monoacilgliceridi. No,
problem jeutome Stojakopolarne molekule kao Stosu
dikiselineilihidroksikiseline ovom metodomne mogu
biti izvu€ene iz keramiCke matrice te je potrebno
paralelnokoristitidruge metode (Correa-Ascencio,
Evershed 2014; Evershed 2008; Regert 2011).

Postupak same ekstrakcije ponekad se
ponesto razlikuje kod razli¢itih laboratorija, no
uglavnom seradiekstrakcijaotopinomdiklorometana
(DCM) umetanolu dok se ne dobije ukupni ekstrakt
lipida (engl. total lipid extract - TLE) (npr. Copley
et al. 2003; 2005; Evershed 1993; Evershed et al.
1991b; 1999). Nakon ekstrakcije otapalom slijedi
saponifikacija dodavanjem otopine natrijevog
hidroksida (NaOH) u metanolu s vodom nakon ¢ega
se izdvaja ne-saponificirana ili neutralna frakcija, a
onome stoostanenakontogadodajeseiklorovodi¢na
kiselina (HCI) te se izdvaja saponificirana ili
kisela frakcija (npr. Evershed et al. 1993; 1999).

Direktna ekstrakcija kiselinom (direct
methanolic acid extraction) je postupak (Correa-
Ascencio, Evershed 2014) koji se sve viSe koristi
posljednjih nekoliko godina. Ova ekstrakcija radi se
s pomoc¢u metanola i sumporne kiseline (H,SO,), a
konac¢niprodukt je ukupniekstrakt lipida koji se sastoji
odmetilnih esteramasnihkiselina (FAME). Prednosti
ove metode su da ona izvlaciido 20 % viSe lipida
iz keramike i to iz manje koli¢ine uzorka (potreban
je oko 1 gram), a izvlaci i jako polarne molekule.
Nadalje, brza je jer odmah nastaju metil esteri, Sto
znaci da je kasnije prije analize potrebno napraviti
samo derivatizaciju s BSTFA (N,O-Bis(trimetilsilil)
trifluoroacetamid) da bi se dobili trimetilsil esteri.
Nedostatci su Sto se prilikom tretiranja kiselinom
raspadaju tri-, di- i monoacilgilceridi i esteri voska
nasvoje sastavne dijelove (glicerolimasnekiseline,
odnosnomasnekiselineialkohole). Zato je ponekad
potrebno na istom uzorku napraviti i ekstrakciju
otapalom (primjerice ako je prisutna velika
koli¢ina n-alkohola i alkana koji ukazuju na vosak).

Prije same analize nainstrumentima, da se neki
podatcine biizgubili, potrebno je u€initida molekule
budu termalno stabilne, a dovoljno reaktivne
postupkomtzv. derivatizacije. Dvije sumetode koje se
najcesce koriste kod analizalipida. Jedna je metilacija
ilidodavanje metilne skupine (CH,) naskupine -COOH
(npr.Evershedetal.1991b;1993;1999), none djeluje
sa skupinama -OH, pa izostaju primjerice alkoholi
ili triacilgliceridi. Spojevi koji nastaju metilacijom
su metilni esteri (npr. Evershed et al. 1999;
Copley et al. 2003). Kod ve¢ spomenute direktne
ekstrakcije kiselinomumetanolu ovajpostupaknije
potrebno dodatno raditi. Druga metoda je sliliacija
- dodavanje trimetilsilila (TMS) na -COOH i -OH
skupine. Svakomuzorku dodase N,O-bis (trimetilsilil)
trifluoroacetamid (BSTFA) i nastaju trimetilsili esteri
(TMS). Ona traje samo oko 48 sati i ako se uzorak
ne analizira u tom vremenu, potrebno ju je ponoviti
(npr. Copley et al. 2003; Evershed et al. 1999).

Metode analize

Glavneanaliticke metodekoje seupotrebljavaju
kod analize lipida iz keramickih posuda su: plinska
kromatografija (gass chromatography - GC), GC na
visokojtemperaturi (HT-GC); plinska kromatografija
- masena spektrometrija (GC-MS); plinska
kromatografija - izgaranje - masena spektrometrija
omjeraizotopa (gass chromatograpfy - combustion
- isotope ratio mass spectrometry - GC-C-IRMS).

Plinska kromatografija (GC) sluZiprvenstveno
za razdvajanje molekula i kvantifikaciju, masena
spektrometrija pokazat ¢e o kojim se spojevima
radi, a ako je u uzorku dovoljno kolicineC . i C,,
mashnih kiselina, moze se napravitiianalizaizotopa,
Cije ¢e vrijednosti pokazati podrijetlo uzorka.

Plinska kromatografija (GC) je metodakojase
upotrebljava zarazdvajanje tvari (plinova, tekucinai
krutih tvari) i mjerenje molekula na principu njihova
fizickog ponasanja, odnosno brzini putovanja kroz
uredaj (Evershed 1992a). Uredaj biljezi vrijeme
retencije (vrijeme koje je proslo od injektiranja
uzorka do biljezenja maksimalne vrijednosti)
odredene molekule dok prolazi kroz kolonu u plinu
nosacu (najcesce je to helij). Vrijeme retencije
odredeno je plinskim tlakom odredene molekule:
Sto je tlak veci, molekula ce provesti viSe vremena
u mobilnoj fazi, a proc¢i ¢e kroz kolonu brze te ce
vrijeme retencije biti kra¢e (Evershed 1992a).

Jedan od detektora koji se uparuju s plinskim
kromatografom je FID (engl. flame ionization
detector). Radi na principu da se spojevi koji
se izlu€uju iz GC kolone zapale u struji vodika/
zraka te nastaju ioni koji povecaju potencijal
izmedu vrha uredaja i elektrode. Rezultat se
biljezi na kromatogramu (Evershed 1992a).

Drugavrstadetektora je masenispektrometar.
Masenaspektrometrijasluzizamjerenjemolekularnih
masa pojedinih spojeva koji mogu biti prisutniuvrlo
sitnim tragovima. Kod organskinh molekula mase i
relativne koli¢ine molekularnihipseudo molekularnih
iona i fragmenata odrazavaju njihovu strukturu, pa
se s pomocu ove metode mogu odrediti i strukture,
iako je za izomere Cesto potrebno gledati i vrijeme
retencije, pa se metoda kombinira s plinskom ili
teku¢om kromatografijom (Evershed 1992b). Maseni
spektrometar zapravo mjeri omjer mase i naboja
iona (m/z), a s obzirom na to da je naboj u vecini
slucajeva +1 (jer se molekule ioniziraju oduzimanjem
elektrona), ono $to se ocita na masenom spektru
jednako je molekularnoj masi odredenog iona.

Kao ulazni mehanizam za analizu lipida,
najc¢eSce se upotrebljava plinskikromatografjer radi
na slicnom principu kao maseni spektrometar (oba
koriste plinsku fazu) te se dobro slazu. Kao izvor
iona, kod analize lipida najéesce se koristi elektronski
ionizator (El).Produktovetehnike jekationkojinastaje
oduzimanjem iona molekuli koja se analizira. On se
oznacavakaoM+idaje molekularnumasuanalizirane
molekule (Evershed 1992b).Osnovniprincip nakojem
radi GC-MS je ovaj: plinski kromatograf spojen je
na maseni spektrometar, kad se molekule izluce iz
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kolone plinskog kromatografa, maseni spektrometar
ih ionizira, obi¢no oduzimanjem elektrona, zatim
ione manipulira jakim elektri¢nim ili magnetskim
poljem da bi se na kraju razdvojili i razvrstali prema
molekularnoj masi. Rezultati se biljeZe u obliku
kromatograma i masenih spektara (Gregg 2009).

Analiza stabilnih izotopa ugljika

Izotopi su atomi nekog kemijskog elementa
koji imaju jednak broj protona i elektrona te razlicit
broj neutrona. Dijele se na radioaktivne izotope
koji se raspadaju tijekom vremena (stoga se mogu
koristiti za datiranje arheoloskih nalaza) i stabilne
izotope ¢Ciji se udio nikad ne mijenja, stoga se u
arheologijiupotrebljavaju zaistraZivanje primjerice
prehrane ili okolia (Evershed et al. 1994; 1999). U
kontekstu analize organskih ostataka upotrebljavaju
se palmitinskaistearinskakiselinazbog prisutnostiu
svim Zivim organizmima u vec¢imkoli¢inama (Craig et
al.2003; Evershed 2008; Spangenberg et al. 2006).

Razlike u vrijednosti izotopa ugljika u C,, .
i C,,, Masnim kiselinama nastaju zbog razlika u
biosintezi kod razli¢itih organizama (Evershed et
al. 2002a; 2002b), odnosno zbog razli¢itin putova
asimilacije ugljika (npr. C3 i C4 biljke)' i njegove
fiksacije te mogu reflektirati prehranu i razlicite
klimatske i geografske uvjete (Meir-Augeunstein
2002). C3 biljke imaju vrijednosti 6C oko -27 %o,
a C4 oko -13 %o (Sealy 2001), stoga doprinos C3 i
C4 biljaka u prehrani znacajno utjece navrijednosti
izotopa (Debono Spiteri 2012; Roffet-Salque et al.
2016). Kako bi se zanemarila komponenta okolisa

1 C3iC4, te CAMbiljke razlikuju se po na€inu na koji obavljaju
fotosintezu. C3 biljke su uglavnom biljke umjerenog pojasa
(one koje su bile Siroko rasprostranjene u Europi tijekom
prapovijesti), dok su C4 uglavnom biljke tropskog pojasa (npr.
kukuruz, proso) koje se, osim prosa, rijetko pojavljuju u europ-
skoj prapovijesti.
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i prehrane te ostale varijacije koje se samo mogu
pripisati metaboli€kim i fizioloSkim procesima
u organizmu, upotrebljava se vrijednost A™C,
odnosno razlikuizmedu 6®Ckod C, ;i C,, 2masnih
kiselina koje tako omogucuju razlikovanje masti
iz razli¢itih izvora (Dunne et al. 2012; Evershed et
al. 1999; 2001; 2002; Roffet-Salque et al. 2016).

Metoda za analizu izotopa ugljika iz masnih
kiselina je GC-C-IRMS (gass chromatography -
combustion - isotope ratio mass spectrometry)
ili plinska kromatografija - izgaranje - masena
spektrometrija omjera izotopa. Ovom se analizom
mogu odrediti omjeri izotopa odredenih spojeva
unutar mjeSavine, ovdje palmitinske i stearinske
kiseline unutar masti ili ulja. Spojevi se najprije
razdvoje u plinskom kromatografu, zatim izgaraju
dougljikovog dioksida (CO,) i nakraju IRMS odreduje
relativni omjer *C/"2C u CO, (Evershed et al. 1994;
Meir Augeunstein 2002). Vrijednosti iz arheolo$kih
uzorakausporeduju se sreferentnimvrijednostima
dobivenimiz modernih masti, koje se korigirajuzbog
razlicitih vrijednosti atmosferskog ugljika izmedu
danasnjeg i predindustrijskog razdoblja za -1,14
%o (Friedli et al. 1986; Spangenberg et al. 2006).

Dobiveni rezultati usporeduju se s poznatim
vrijednostima za odredene Zivotinjske vrste
dobivenim iz arheoloSkog i modernog referentnog
materijala, te se takoder interpretiraju ovisno o
kontekstuisukladno prostoruivremenunalaza. Slika
5prikazuje referentne vrijednosti A®C namodernom
materijalu iz Hrvatske (preuzeto iz Hulina 2020), te
dobro naglasava jedan od problema u sakupljanju
ovakve vrste uzoraka, a to je da kad zivotinja nije
hranjena ulaboratorijskim uvjetima, ne mozemo biti

2 613C jeomijerizotopa13Ci12C, a A13C jerazlikaizmedu
njihovih vrijednosti za stearinsku i palmitinsku kiselinu,
odnosno A13C = 613C(C18:0) - 513C(C16:0).

AB3C vrijednosti za moderne Zivotinjske adipozne i mlijeéne masti s

podrucja Hrvatske
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Fig. 5 Stable isotopes results example -
reference values for modern animal fats
from Croatia (Hulina 2020: 251, Fig. 9.1)
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sigurni€imesehranila.No, ovakvisupodatcivaznijerse
vrijednostiizotopatrebajuusporedivatisreferentnim
vrijednostima s istog klimatskog i geografskog
podrucja iz kojeg dolazi i arheoloski uzorak.

Upotreba u arheologiji

Analize organskih ostataka iz
keramickih posuda, kao $to je ve¢ spomenuto,
pruzaju uvid u informacije koje bi bez ovih
analiza, barem djelomi¢no, bile izgubljene.

Neka od istrazivanja u kojima su
primijenjene ove analize su istrazivanja prehrane
arheoloskih populacija i njihovih strategija
opstanka i takva su zapravo najbrojnija. Ova
istraZzivanja uglavnom zahtijevaju veci broj
uzoraka (najmanje 30, c¢esSce puno vise).

Nekoliko velikih projekata i veliki broj radova
bavilo se istrazivanjem pocetaka upotrebe mlijeka
i mlije€nih proizvoda u prapovijesti. Na primjer,
istrazivanje o upotrebimlijeka u neolitiku napodrucju
Britanije pokazalo je daje njegova upotrebarasirena
vec odranog neolitika (Copley et al. 2003), najstarija
zabiljeZena upotreba mlijeka na Bliskom istoku bila
je vezana za goveda (Evershed et al. 2008a), a
rani tragovi upotrebe mlijeka i mlije€nih proizvoda
pronadeni su i na podrucju Sahare (Dunne et al.
2012). Na podrucju Poljske otkriveni su tragovi
procesuiranja mlije€nih masti u cjedilima, odnosno
proizvodnje sira (Salque et al. 2012), a mlijeko se
upotrebljavalo od pocetka neolitika i na podrucju
sjevernog Atlantika (Cramp et al. 2014). Novije
istrazivanje o najstarijoj upotrebi mlijeka u srednjoj
Europi ukljucuje i istrazivanje gena za toleranciju
na laktozu (Evershed et al. 2022), a dostupni su i
mnogi drugi radovi na tu vrlo popularnu temu.

Tragovi mlijeka, uz Zivotinjske masti,
pronadeni su i na podrucju centralnog Balkana od
neolitika (Stojanovski et al. 2020) i na podrucju
Slovenije uneolitikuieneolitiku (Soberlet. al.2014).

Otkriveni su i ostatci razli€itih zivotinjskinh
masti - primjerice prezivaca (govedo, ovca, koza)
i neprezivaCa (svinja) koje su najcesce glavni
predmetistrazivanja (npr.Carreretal. 2016; Copley
et al. 2005; Craig et al. 2005; 2013; Dunne et al.
2012; Dudd, Evershed 1998; Evershed et al. 20023;
2002b; 2008a; Mukherjee et al. 2007; Salque et al.
2013), masti morskih Zivotinja (npr. Copley et al.
2004; Craigetal.2007; 2011; Evershed et al. 2008b;
Hansel et al. 2004; 2011; Hansel, Evershed 2009;
Heronetal.2010; 2013), uklju¢ujudiiistrazivanje na
najstarijojkeramiciiz Japanakoja je upotrebljavana
za procesuiranje ribe (Craig et al. 2013), zatim
masti divljih Zivotinja (Craig et al. 2012), konja
(Dudd et al. 2003) i peradi (Colonese et al. 2017a).

Analize lipida otkrile su i dokaze o upotrebi
biljne hrane. Primjerice, na podrucju Sahare
otkriveni su najstariji dokazi za preradu biljka na
keramici (Dunne et al. 2017a), otkriveni su i dokazi
zaupotrebu prosa (Heronetal. 2016) idrugih Zitarica
od prapovijesti (Colonese atel. 2017b; Hamman et al.

2019) te kupusnjaca primjerice u srednjovjekovnoj
Engleskoj (Evershed et al.1991a;1991b). Upotrebom
biljaka klimatskibliskimnasem podrucjunaBalkanuiu
sjevernojGrékojbaviserad Urem-Kotsouetal. (2018).

Nekoliko istrazivanja bavilo se i
pokuSajima pronalaska vina ili piva te drugih
alkoholnih pi¢a (npr. Drieu et al. 2020; Pecci
et al. 2020, Rageot et al. 2019a; 2019b).

Osim u istraZivanju prehrane, analize lipida
koristan su alat i za istrazivanje npr. nacina izrade
i upotrebe odredenih oblika posuda te njihovog
ukraSavanja i popravaka $to takoder u Sirem smislu
podrazumijeva i istrazivanje tehnoloskih promjena
i iskoriStavanja resursa. Primjeri takvih istrazivanja
su analiza najstarijin Jomon keramickih posuda iz
Japana, koje predstavljaju tehnolosku inovaciju,
na kojima su otkriveni tragovi iskoriStavanja
morskih resursa (ribe) (Craig et al. 2013), zatim
istraZzivanje koje je pokazalo upotrebu bitumena
za ukraSavanje na neolitiCkim posudama iz
Sirije (Connan et al. 2004), upotrebu voska za
impregnaciju keramic¢kih posuda u neolitiku (Salque
et al. 2013) i smole brezove kore za popravljanje
rimsko-britanskin posuda (Charters et al. 1993).

Osim za impregnaciju posuda, pcelinji
vosak mozZe biti i indikacija za upotrebu meda,
a dokazi za njegovu upotrebu javljaju se od
ranog neolitika (Roffet-Salque et al. 2015).

Nadalje, nekaistrazivanje se fokusirajunavezu
oblika, odnosno tipa posude i njezinog sadrzaja,
odnosno na funkciju posudaimogucu specijalizaciju
u njihovoj upotrebi koja moze biti unutar jednog
nalaziSta, izmedu razli¢itih nalaziSta, kroz vrijeme i
sli¢no. Primjer takvogistrazivanjajerad o tarionicima
s nekoliko britanskih rimskih i starosjedilackih,
urbanih i ruralnih lokaliteta, na kojima je utvrdeno
dasusekoristiliza pripremuhrane biljnog podrijetla,
ponekad pomijeSane sa Zivotinjskim mastima, a na
nekim starosjedilackim nalaziStima i s mlijekom
(Cramp et al. 2011), zatim ranoneoliti¢ka cjedila iz
Poljske na kojima su pronadeni tragovi mlije¢nih
masti te je moguce da su sluzila za izradu sira, dok
se naistim nalazistima meso pripremalo u loncima,
a mlijec¢ni proizvodi takoder u zdjelama (Salque
et al. 2013). Organski ostatci mogu doprinijeti i
razumijevanju unutarnje strukture i organizacije
naselja i njegovih stanovnika, a primjer toga je
istraZivanje keramike iz Heuneburga (Rageot et al.
2019a; 2019b) koje je pokazalo razli¢itu raspodijelu
dobara (pivo, vino, Zitarice) i upotrebu tipova posuda
(domace i importi, setovi za pi¢e) unutar naselja,
moguce od strane razli¢itih drustvenih skupina.

O pripremi hrane u posudama svjedoce
nam ketoni pronadeni u posudama za kuhanje koji
indiciraju kuhanje na visokim temperaturama (>
300° C), a pronadeni su npr. na rimsko-britanskim
posudama iz Engleske (Cramp et al. 2012).

Organski ostatci iz keramike mogu svjedociti
i o ritualima, kao Sto je primjerice neoliticka
Zlijebljena keramika iz Britanije koja se naj¢esce
povezuje s ostatcima masti neprezivaca, odnosno
svinja, a posude pronadene u ritualnom kontekstu

132

27172l d "$20T/XIX 103VHOHYY LSNI'NNV



133

ANN. INST. ARCHAEOL. XIX/2023., STR.124-142

M. HULINA, ANALIZE ORGANSKIH OSTATAKA IZ KERAMIKE | PRIJEDLOG PROCEDURE UZORKOVANJA KERAMICKIH ULOMAKA

sadrzavale su iste ostatke te su tako pokazale
da se svinjetina konzumirala i u ritualne svrhe
(Mukherjee etal.2007).Jo$ jedan primjer su tragovi
tamjana pronadeni u srednjovjekovnoj kré¢anskoj
pogrebnoj keramici iz Belgije (Baeten et al. 2014).

U razli¢itim posudama pronadeni su i ostatci
kozmetickih ili medicinskih supstanci; npr. rimska
olovna posuda iz Londona sadrzavala je pastu od
svinjske masti, olovai$kroba (Evershed et al. 2004),
takoder rimske bron¢ane posude za medicinske
pripravke iz Britanskog muzeja sadrzavale su
tragove Zivotinjskim masti, smole, p&elinjeg voska,
Secera, cinkovihiolovnih soli koje su najvjerojatnije
doista bile neki medicinski pripravci (Stacey 2011).

Takoder, istraZivanja na rimskim lampicama
pokazala su da se kao gorivo koristilo maslinovo
ulje, ponekad pomijeSano sa Zivotinjskom
masti (Kimpe, Jacobs, Waelkens 2001).

Organski ostatci mogu biti i pokazatelji
trgovine i razmjene resursa i dobara, kao na
primjer smole pronadene na rimskim posudama
iz Britanije koriStene u pogrebnim ritualima, koje
su bile uvezene iz Arabije i isto¢ne Afrike (Brettell
et al. 2014) ili rimske amfore za vino iz trgovackog
kompleksa u Oplontisu (Pecci et al. 2017).

Organski ostatci, odnosno masne kiseline
koje oni sadrZze mogu se i radiokarbonski
datirati Sto direktno datira vrijeme
upotrebe posude (Casanova et al. 2020).

Nekoliko istrazivanja provedeno je i na
materijalu iz Hrvatske, no uglavnom se radilo o vrlo
malom broju uzoraka. To su istrazivanja npr. na
eneolitickoj keramici s nalazista bakovo Franjevac
gdje su otkriveni ostatci p€elinjeg i biljnog voska
(Stern 2011), zatim na keramici vuéedolske kulture
izErvenice iDamic¢a gradine gdje su otkriveniostatci
Zivotinjskih masti i pCelinjeg voska (Miloglav 2011).
Neoliti¢ki i eneoliticki keramicki material analiziran
jeiuradu Miloglav i Balen (2019) u kojem autorice
usporeduju tipove posuda i rezultate dobivene
GC-MS analizama kojima su pronadeni ostatci
zivotinjskin mastiipc€elinjeg voska. Nekoliko radova
uklju€uje neoliticke keramicke ulomke iz Dalmacije: C.
Spiteri (Debono Spiteri2012) je u okviru doktorskog
rada analizirala ulomke iz $pilje Nakovane i objavila
ih zajedno s drugim mediteranskim materijalom
(Debono Spiteri et al. 2016). Pronadeni su ostaci
masti prezivaca i mlije€nih masti. McClure et al.
(2018) na ranoneoliti¢kim ulomcima iz Pokrovnika i
Danila pronasli su dokaze za najstariju proizvodnju
sira na Mediteranu. U svojem doktorskom radu
M. Hulina (2020) analizirala je veci broj posuda iz
neolitika i eneolitika Dalmacije i isto€ne Hrvatske.

Prijedlog hodograma istrazivanja organ-
skih ostataka iz keramike

Gore su navedena samo neka od mogucih
istrazivackih pitanja i primjena analiza organskih
ostatka iz keramike te primjeri do sad objavljenih
istrazivanja, no ista ili slicna pitanja, a i mnoga
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druga, mogu se postaviti i na materijalu iz
drugih nalazista, razdoblja itd. Moguénosti su
beskonacne, atrebazapocetisplaniranjem projekta.

Prvi korak svakog istrazivanja, pa isto tako i
onog koje uklju€uje analize organskih ostataka iz
keramike, je plan projekta koji bi trebao ukljucivati
jasno definirano pitanje te kako i na koji nacin ce
analize organskih ostataka pomoci odgovoriti na
njega, a o njemu ovise i strategija uzorkovanja
(veli¢ina uzorka, tipovi posuda, kontekst iz kojeg
se prikupljaju uzorci - npr. kuca, grob) i vrsta analize
(postoje razliCite vrste ekstrakcija za primjerice
Zivotinjske masti, vino, vosak), metode analize se
razlikuju s obziromnato $to nas zanima (npr. mlijeko,
Zivotinjska mast, riba), hoce li biti potrebna analiza
izotopa (da bi se razlikovali prezivaci, neprezivadi,
mlijeko) i sl. Vazna stavka je i budZet jer su analize
prilicno skupe (obi¢no 100+ eura po uzorku).

Uzorkovanje

Strategija uzorkovanja ovisna je najviSe o
pitanju na koje se pokuSava odgovoriti, no i o vrsti
nalaziStaiplanu projekta. Zageneralna pitanja (npr.
o prehrani) obi¢no je dovoljno oko 20-30 uzoraka
(svaki oko 2 grama keramickog praha ili ulomak
veli¢ine barem kovanice od 2 eura), no ponekad
je dovoljno i manje uzoraka (npr. ako se istraZuje
pojedinigrob, pojediniobjekt ili specifi¢nitip posude
na nekom nalazistu) ili je potrebno mnogo vise.

Kako bi se u najvec¢oj mogucoj mjeri izbjegle
kontaminacije nakon iskopavanja, idealno bi bilo
odrediti uzorak za analizu ve¢ pri iskopavanju.
Naime, svako rukovanje kerami¢kim ulomcima -
pranje, pakiranje u plasti¢ne vrecice, lijepljenje,
Cesto diranje rukama i pregledavanje te na kraju
konzervacija mogu biti izvori kontaminacije.

Primjerice, kolesterol i skvalen koji se nalaze
na ljudskoj kozi, ako se pronadu u analiziranim
uzorcima smatraju se indikatorima moderne
kontaminacije nastale uslijed rukovanja ulomcima,
nosambkolesterol je dosta problemati¢an jer ponekad
moZze docido pogresneinterpretacije kao Zivotinjske
masti, iako ostali prisutni lipidi ukazuju da se radi o
ne¢emdrugom (Wheltonetal.2021). Kontaminacije
takoder mogu doci iz plasti¢nih vrecica u obliku
plastifikatora/ftalata, posebno ako su ulomciu tim
vrecicama proveli puno vremena (Stacey 2009: 5),
no prilikomanalize rezultata takve se kontaminacije
lako eliminiraju (Whelton et al. 2021). Pranje vodom
ne smeta apsorbiranim ostacima, odnosno lipidima
(Stacey 2009: 5), no u idealnom slu¢aju uzorak bi
se trebao donijeti u laboratorij neopran, ponekad i
s uzorkom zemlje da bi se, ukoliko je potrebno, na
njemu mogle napravitianalize kontaminacije tijekom
ukopavanja (Stacey 2009:5). lako seikontaminacije
nastale tijekom ukopavanja (npr. iz tla, od mikrobai
razli¢itin spojeva) ione moderne ¢esto mogu otkriti,
problem nastaje ako se ulomak kontaminira u tolikoj
mjeri da kontaminanti izdominiraju koncentraciju
istrazivaninbiomarkeraivise nije mogucedobitito¢ne



M.HULINA, ORGANIC RESIDUE ANALYSIS OF POTTERY AND SAMPLING PROCEDURE FOR CROATIAN SITES PROPOSAL

rezultate. Stogatrebavrlo oprezno postupatisnjima.

Prilikom uzimanja uzorka, odmah tijekom
iskopavanja na terenu treba uzeti suhi ulomak
keramike (posusiti ako je u mokrojzemlji), zamotati
gaualuminijsku folijuilibeskiselinski papir, pa staviti
u vrecicu ili kutiju; prilikom rukovanja trebalo bi
oprati ruke, koristiti rukavice ili dirati samo folijom/
papiromda bi se maksimalnoizbjegle kontaminacije,
posebno kremama za sunc€anje ili za ruke.

Kod opranih ulomaka pozeljno je da su oprani
samo vodom, bez previSe mehani¢kog skidanja
povrsine (lipidi ¢e se sacuvati u unutrasnjosti
stijenke), te se pakiraju naistinacinkaoiprethodni.
Ako su ulomci uzeti iz muzeja ili depoa, pozeljno je
saznati i zabiljeZiti u kakvim su se uvjetima Cuvali
(uvrecicamailikutijama, na kakvim temperaturama
ili vlazi, jesu li tretirani nekim kemikalijama).

Ako nije moguce drugacije, mogu se uzeti
i uzorci konzerviranih i rekonstruiranih posuda,
no tada se izbjegava mjesto gdje su posude
lijepljene, spojevi s gipsom, i bitno je prije analize
organskih ostataka napomenuti ¢ime su posude
tretirane da bi se kontaminacija mogla prepoznati
prilikom analize i interpretacije rezultata.

Osim svodenja kontaminacije prilikom
rukovanja ulomcima na minimum, potrebno
je izabrati i ulomak s najvecim potencijalom
oCuvanja lipida. Eksperimenti su pokazali da se
lipidi u najviSe slucajeva sacuvaju pri vrhu posude,
posebno prilikom kuhanja masne hrane, dok se
prilikom pecenja rasporede po cijeloj posudi, no
jos$ uvijek s najvecom koncentracijom pri vrhu
(Stacey 2009: 2; Charters et al. 1993). Ponekad,
posebno ako je to vazno u kontekstu istrazivanja,
bilo bi dobro imati zastupljene kako razliCite
dijelove posuda tako i razlicite tipove posuda, no
uvijek u dovoljnom broju i to onih koji ¢e najbolje
odgovoriti na postavljano istrazivacko pitanje.

Pridrzavanjem gore navedenog
trebao bi se izbjeci najveci broj problema
koji se mogu javiti ve¢ kod uzorkovanja.

U nastavku teksta donosim hodogram
uzorkovanja, koji bi trebao pomoci arheolozima
izabrati optimalne uzorke i dobiti najbolje rezultate.

Hodogram uzorkovanja
Odreditiistrazivacko pitanje/hipotezu
Odrediti brojuzoraka
Izabrati tipove posuda
Izabrati brojuzoraka odredenog tipa
Odreditilaboratoriji provjeritiprotokoluzorkovanja
laboratorija
Spakirati keramicki ulomak u aluminijsku foliju
(ili beskiselinski papir), pa u vrecicu ili kutiju
(izbjegavati kontaminacije - diranje rukama,
pranje ako nije ve¢ oprano)
7. Ako seradio cijeloj posudiili otkinuti dioili ¢e se
direktno uzorkovati usitnjavanjemu prah
8. Ako je posuda rekonstruirana izbjegavati
kontaminirano mjesto (lijepilo, dodir s gipsom)
9. Ispunitiobrazac sa Sto viSe podataka
10.Poslati uzorke na uzorkovanje ili direktno u
laboratorij, ovisno o dogovoru

O s =

o

Kako bi se dobili Sto bolji i to€niji rezultati,
potrebno je raspolagati ¢im vec¢im brojem
podataka koji ¢e dati informacije o kontekstu
nalaza - lokalitet i godina istrazivanja, razdoblje,
tip nalazista (npr. naselje, groblje), kontekst nalaza
(npr. jama, kuca, grob); ako su poznati i dostupni
podatci o vrstiikiselosti tla, vegetaciji na nalazistu
i arheobotanicki podatci, zivotinjske vrste, zatim
tip i dio posude, faktura, ukras; ukoliko je posuda
konzervirana, bitno je znati kojim kemikalijama
je tretirana i na koji nacin je €uvana. Priloziti i
fotografije (ili ¢e osoba koja uzorkuje fotografirati).

Takoder je bitno napomenuti ako je potrebna
idodatnaspecifi¢na vrsta ekstrakcije (npr.zavino).

U nastavkudonosim prijedlog tablice, odnosno
obrascazauzorkovanjezaanalizu organskih ostataka
koji ¢e sadrzavati osnovne podatke o uzorcima.

Predlazem slijedecipostupak priuzorkovanju:

Mini busilicom (Dremel) s vrhom opranim u
diklorometanuiliacetonu usitnise oko2 grama praha
kojise sakupiusterilne staklene bocice, povrsinskisloj
se odstraniibacadabise dodatnoiskljucile moguce
kontaminacije. Ulomcise moguusitnitiiu tarioniku,
takoderopranomuacetonu.Bocice se oznaceicuvaju
doslanjaulaboratorij. Nekilaboratoriji preferiraju da
im se ulomcipoSaljudirektno, ako je tomoguce, te se
onda samo spakiraju u aluminijsku folijuiu vrecicu.

Problemi metodologije i interpretacije

lako su analize organskih ostataka danas
sastavni dio mnogih istrazivanja i daju vrlo
vrijedne rezultate, imaju i mogucih problema,
nedostatakaiogranienja, koje je bitno spomenuti,
a mogu nastati u bilo kojem dijelu procesa, od
prikupljanja uzoraka do zavrSne interpretacije.

Prethodno su spomenuti moguci problemi
s kontaminacijama prilikom prikupljanja uzoraka
(plastifikatori, kolesterol, spojevi iz krema
za ruke i sun€anje), a mogu nastati i kasnije
u laboratoriju, prilikom ekstrakcije ili tijekom
same analize (npr. od raspada kolone, otapala,
prekoncentriranih prethodnih uzoraka); sl. 6
prikazuje kromatogram uzorka kontaminiranog
plastifikatorima, dok sl. 7 prikazuje kromatogram
bez kontaminacije koji je sadrzavao Zivotinjsku mast.

NajviSe problema zapravo dolazi kod
interpretacije (Whelton etal. 2021). To se primjerice
moze dogoditi prilikom slijepog koriStenja baze
podataka za identifikaciju spojeva Sto ponekad
dovodi do pogresne identifikacije - osoba koja radi
identifikaciju treba dobro poznavati molekularne
mase, metodeekstrakcijeiderivatizacijeiétojeuopc’:e
moguce vidjeti u kromatogramu. Baze podataka
pomazu, no uvijek treba sve provjeriti ruéno. Sto
se tice interpretacije rezultata, pogreske se mogu
dogoditi zbog koristenja pogresnih biomarkera ili
onih kojinisu dovoljno specifi¢ni (npr.masnekiseline
koje se javljaju kod razli¢itih Zivotinja). Biomarkeri
bi morali biti karakteristi¢ni svojom strukturom
ili izotopski te treba uzeti u obzir i nacin na koji se
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SI. 6 Kromatogram uzorka kontaminiranog plastifikatorima (autor: M. Hulina)
Fig. 6 Chromatogram of a sample contaminated with plasticisers (author: M. Hulina)
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SI.7 Kromatogram uzorka koji je sadrzavao adipoznu mast preziva¢a (autor: M. Hulina)
Fig. 7 Chromatogram from a sample with adipose ruminant fat (author: M. Hulina)



137

ANN. INST. ARCHAEOL. XIX/2023., STR.124-142

M. HULINA, ANALIZE ORGANSKIH OSTATAKA IZ KERAMIKE | PRIJEDLOG PROCEDURE UZORKOVANJA KERAMICKIH ULOMAKA

mijenjaju tijekom vremena i uvijek koristiti cijeli
kromatogram, a ne smo jedan biomarker ili dio
kromatogramazainterpretaciju (Wheltonetal.2021).
Problemi nastaju i primjerice koriStenjem omjera
koli¢ina razliCitih masnih kiselina, $to nije dovoljno
precizno, zatim ne uzimanjem u obzir mjeSavina
razli¢itin tvari kod analize izotopa (npr. meso i
pcelinji vosak, prezivaci i neprezivaci, meso i riba)
iliignoriranjem odnosno nedovoljnim poznavanjem
cijelogarheoloskogkonteksta. Ovajproblem se moze
rijesiti uzimanjem u obzir svih dostupnih podataka.

Zakljucak

Analize organskih ostataka vazan su dio
arheoloskih istrazivanja i daju mnoge vrlo vrijedne
informacije o samim keramickim posudama (funkciji,
izradi), prehrani, organizacijinaselja, ritualima, trgovini
isl., zapravooljudimakoji sute posude upotrebljavali.

Dabise oveanalize mogle iskoristiti na najbolji
mogucinacin, potrebno je pratitiodredene smjernice
koje su predloZzene u ovom radu - postaviti pitanje
i hipotezu koja ¢e na odgovarajuci nacin ukljugiti
analize organskih ostataka, odreditiadekvatnuvrstu
ibrojuzoraka, maksimalnoizbjegavatikontaminacije
kod €ega je najbitnije pakirati uzorke u aluminijsku
foliju prije slanja, te pruziti osobikoja analizira uzorke
¢im viSe informacija o kontekstu nalaza, posebno
ako je to moguce i dostupno o okolisu, biljkama i
fauni pronadenima na lokalitetu. No, kao i kod svih
istrazivanja, uvijek trebamo biti svjesniogranic¢enja
i nedostataka ove metode i njezinih rezultata.

Osoba koja provodi analize treba uciniti sve
potrebne korake dase uzorakdodatnonekontaminira
u laboratoriju, te da se dobiju kromatogrami
bez pozadinskog Suma i s dobro definiranim
kromatografskim pikovima (npr. odgovarajuca
metoda ekstrakcije, ako je potrebno mijenjanje
koncentracijauzorkadodavanjemheksana, redovito
odrZavanje uredajaivalidiranje metoda). Natemelju
dostupnih podataka, kod kona¢ne interpretacije
uvijek treba uzeti u obzir cijeli kontekst - tip
nalazista, $to je prisutno od biljaka, zivotinja, koji
su bili moguci kontaminanti i sli¢no. Ukratko, ako
nesto izgleda kao pingvin u hrvatskom neolitiku, ali
mogla bi mozda biti i svinja, vjerojatno nije pingvin.

No, prvi korak je na sakupljanju uzoraka,
izbjegavanju kontaminacija i pruzanju adekvatnih
informacija stru¢njacima koji ¢e uzorkovati,
analizirati i/ili interpretirati rezultate, a ovdje
predlozen obrazac trebao bi biti od pomoci u tome.

Analize organskih ostatakavrlo sukoristanalat
uarheoloskimistraZivanjimajer suprimjenjive nasva
razdobljaisve vrste nalaziStaipomazuuodgovaranju
na cijeli niz pitanja. Takoder nadopunjuju rezultate
drugih disciplina, kako samo arheologije i tipologije
keramike, tako i primjerice arheobotanickih nalaza,
zooarheologije, istrazivanja drugih vrsta izotopa,
ljudskih ostatakaitd. Razvojemtehnologije, razvijaju
se i nove metodologije, pronalaze novi biomarkeri i
time se povecavato¢nostinterpretacije, apostajui
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pristupacnije -rade se uvecembrojulaboratorijaisve
je vecibrojstruénjaka kojise ovomdisciplinombave.
Ovavrstaanaliza sve sevise ukljuCujeiuistrazivanja
uHrvatskoj (npr.Hulina2020; McClure etal. 2018) $to
bise svakako trebalo nastavitiirazvijatiubuducnosti.
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Summary

Research of the organic residues absorbed
in ceramics is an important part of the research of
everyday lives of archaeological populations, espe-
cially their dietand the waysin which ceramic vessels
were used. Organic residues are quite common in
pottery and provide information that would otherwise
be lost (Gregg 2009; Stacey 2009).

Organic residue analysis (ORA) is now almost
routinely carried out as part of archaeological
research, and using modern analytical techniques
andinstruments, eventhe smallesttraces of organic
residues can be detected. So far, a whole range of
different substances has been discovered, such as
animal and dairy fats and vegetable oils and waxes,
beeswax, resins, marine mammal and fish fats etc.

Since analyses of this type are still quite new
in our country and there is no sampling system that
couldbe applied uniformly at all sites, | provide abrief
overview of the research and methodology and a
proposal for the sampling procedure for the organic
residue analysis with the accompanying form.

The use of different chemical compounds and
their decay products for the detection and identifica-
tion of certain organic residues (e.g. plant - cereal,
millet, leafy plant, animal - ruminant, non-ruminant,
fish) is based on the concept of archaeological
biomarkers (Evershed 2008). Biomarkers can be
differentmolecules (lipids, proteins, carbohydrates,
DNA, amino acids etc.), and their chemical struc-
ture and distribution in archaeological material is
compared to modern organisms.

Organic residues can be preserved in three
forms (Evershed 2008, Gregg 2009; Stacey 2009):
asphysicalresidue of the vessels' content, asvisible
remains on the inner or outer walls of the vessel -
e.g. carbonized residue of food, glue, impregnation,
decoration or soot, which often consists of resins,
waxes, or bitumen (Evershed 2008) -and asinvisible
residues absorbed inthe ceramic matrix (most often
lipids). The last type of organic residue is the most
common and can be preserved in more than 80% of
vessels (Evershed 2008; Stacey 2009).

Theorganicresiduesinquestionare createdby
the absorption of organic matter (e.g. food) into the
porous walls of pottery vessels during various activi-
ties. Their preservation depends on many factors,
such as environment and geographical conditions,
soil acidity, temperature, moisture, the presence of
oxygenandmicrobes, andthe vesselitselfand the way
itwas made and used. The most favourable conditions
are dry (desert) or very humid (rivers, lakes), those
without oxygenandacidic soil (Copley etal. 2005; Drieu
2017; Gregg, Slater 2010; Smyth, Evershed 2015). As for
temperatures, the most favourable climates are those
cold and humid (Debono Spiteri2012).

The preservation of lipids is also greatly influ-
enced by the ways the vessels were used, how long
and how intensively, and how they were treated after
excavation (Evershed 2008; Stacey 2009).

SHRVATSKIHNALAZISTA

The preservation of organic residues is also
affected by the vessels themselves - the material
and the way there were made. Experiments by L.
Drieu (2017; Drieu et al. 2019) showed that ceramic
vessels with low porosity absorb less lipids, but when
lipidsare absorbedinto suchvessels, they are better
preserved because microorganisms have a harder
time penetrating through them. In an environment
without the presence of oxygen, with little activity
of microorganisms, the most lipids are preserved in
vessels with a higher porosity and a smoothed (not
polished) surface.

Inshort, the preservation of lipids ina ceramic
vessel is the result of everything that happened to
thatvessel fromthetime of its productiontothe time
of the analysis (e.g. Drieu 2017; Roffet-Salque 2018;
Stacey 1999).

In the context of ORA, the most commonly
found organic compounds are lipids because they
are preserved better, longer, and more often than
other biomolecules - e.g. proteins, carbohydrates,
or DNA (Debono Spiteri 2012; Evershed 1993).

Lipidsare alarge group of chemical compounds
that have a common property of being hydrophobic
(they are not soluble inwater) and soluble in organic
solvents (e.g.inhydrocarbons, chloroform, benzenes,
ethers, alcohols). They consist of atoms of carbon -C,
hydrogen - H (and oxygen - O), and can be grouped
into simple lipids that contain only fatty acids and
alcohol and complex lipids (Straus, Petrik 2009).

Inlivingbeings, the largest proportion (35%) of
lipidsis foundinthe form of triacylglycerols (or triglyc-
erides), which consist of a glycerol molecule linked
to three fatty acids. This makes fatty acids the most
important compounds in organic residue analysis.

The most common fatty acids in nature, and
those most important for analyses in archaeology,
are fatty acids with 16 (C,, , - palmitic acid) and 18
(C.... - stearic acid) carbon atoms (Evershed 2008).

Aside from acylglycerols (tri-, di-, and mono-
kinds) and fatty acids (that could be, for example, satu-
ratedorunsaturated, straight, ringor branchedchained,
paired with hydroxy groups or paired together to form
diacids), other important compounds are e.g. n-alco-
hols, n-alkanes, wax esters, sterols, terpenes, ketones.

There are several lipid extraction methods;
their use depends on the research question, the
expectedresults, and the plans for further analysis,
and may vary somewhat between different laborato-
ries (e.g. Correa Ascencio, Evershed 2014; Evershed et
al. 1991b; Evershed 2008; Gregg 2009; Regert 2011).

The extraction methods routinely used today
are solventextraction (e.g.Evershedetal.1991b; 2001;
Evershed 2008) and direct acid extraction (Correa-
Ascencio, Evershed 2014). The difference between
these methodsisthateach of themtargets different
typesof molecules, so sometimes one sample needs
to be subjected to several different extractions.

Before the actual analysisontheinstruments,
in order not to lose data, itis necessary to make the
molecules thermally stable and sufficiently reactive
by what is called derivatization.
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Themainanalytical methods used for lipid anal-
ysisare: gas chromatography (GC), hightemperature
GC (HT-GC); gaschromatography - mass spectrom-
etry (GC-MS); gas chromatography - combustion -
isotope ratio mass spectrometry (GC-C-IRMS).

Gas chromatography (GC) is primarily used
for the separation of molecules and their quanti-
fication, mass spectrometry shows the structure
of compounds and identifies them, and if there is a
sufficient amount of C,, ; and C,, , fatty acids in the
sample, an isotope analysis can be performed, and
it shows the origin of the sample. The results are
compared with the known values for certain animal
Species obtained from archaeological and modern
reference material, and are interpreted depending
onthe archaeological context.

Some of the research in which ORA has been
appliedis the research of the diet of archaeological
populations and their survival strategies, the way
certaintypesofvesselsare madeandused, aswellas
their decoration andrepairs, whichinabroader sense
alsoimpliesresearchintotechnological changesand
resource utilization; some research focuses on the
relationship between the shape, that is, the type of
vessel and its content, the function of vessels and
the possible specializationin their use, which canbe
within one site, between different sites, over time;
preparing food in containers, rituals, cosmetic and
medicine use; trade and exchange of resources and
goods. Fatty acids from organic residues canalso be
radiocarbon dated, which directly dates the time of
use of the vessel (Casanova et al. 2020).

The first step of any research is the project
plan, which shouldinclude a clearly defined question
and how and in what way ORA will help answer it. The
sampling strategy (sample size, types of vessels, the
context from which the samples are collected - e.g.
house, grave), types of extraction (there are different
types of extraction for e.g. animal fats, wine, wax),
and methods of analysis differ depending on what
the questionis (e.g.if we areinterested in milk, animal
fat, fish), whether anisotope analysisis planned (to
distinguish between ruminants, non-ruminants, milk)
etc.

The sampling strategy depends mostly onthe
question thatis being asked, but also on the type of
site and the project plan. For general questions (e.g.
aboutdiet), about 20-30 samplesare usually enough
(each of about 2 grams of ceramic powder or a frag-
mentthesize of atleasta2-eurocoin), but sometimes
fewer samples are enough (e.g. when investigating
anindividual grave, anindividual feature, or a specific
type of vessel at a site), and sometimes many more
are needed.

Inordertoavoid contamination after the exca-
vation as much as possible, it would be ideal to start
sampling during the excavation; any handling of
ceramic sherds - washing, packagingin plastic bags,
gluing, frequenttouchingandinspecting, and finally
conservation - can be a source of contamination.

When taking a sample during the excavation,
adry pottery sherd should be taken (ifitisin wet soil,

it has to be dried), wrapped in aluminium foil or acid-
free paper, and putin abag or box. When handling it,
gloves should be used (or clean washed hands) to
avoid contamination as much as possible, especially
with sunscreen or hand creams.

Washed sherds canalsobe sampled, butinthat
case more care should be taken to thoroughly clean
them before powdering. Reconstructed vessels can
alsobe used.

Furthermore, it is important to choose the
sherd with the greatest potential for lipid preserva-
tion. Experimentshave shownthatinmostcaseslipids
are preserved atthe top of the vessel, especially when
cooking fatty foods, while baking distributs them
throughout the pan, but the highest concentration
is still at the top (Stacey 2009; Charters et al. 1993).

In order to obtain the best and most accurate
results, it is necessary to have as much contextual
information as possible - the location and year of
research, the time period, the type of site (e.g. settle-
ment, cemetery), the context of the find (e.g. pit,
house, grave), the type and acidity of the soil, the
vegetation on the site and archaeobotanical data,
the animal species, the type and part of the vessel, its
texture, decoration; if the vessel was reconstructed,
itisimportant to know which chemicals were used.

It is also important to note if an additional
specific type of extractionisrequired (e.g., forwine).

The person doing the analysis must take all
the necessary steps to ensure that the sample is
not additionally contaminated in the laboratory, and
to obtain good chromatograms; the final interpre-
tation should always take into account the entire
context: the type of site, what plants oranimals were
present, which were the possible contaminants etc.
In short, if something in the Croatian Neolithic looks
like a penguin, but it could also possibly be a pig, itis
most likely not a penguin.

ORAhasgreatpotential foruse forallthe pottery
fromallarchaeological periodsand canansweragreat
range of questions (some of which are mentionedin
thetext); newandbetter methods, biomarkersand its
uses, are being developed, expanded, andimproved
everyday; also, itisbecomingmore and more available
at different places, with more experts and hopefully
lower prices.

However, thefirst stepisto collectthe samples,
avoid contamination, and provide adequate informa-
tion. This paper proposes a form to be used for the
sampling for ORA from Croatian sites.
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