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1. OvoD

Keramika ma v archeologii prvotady vyznam, nebot’ je dilleZitym svédectvim artefaktualni minulos-
t1, indikatorem lidskych kultur, nositelem informaci o technologické, ekonomické a socialni variabi-
lit¢ spolecnosti. Zaroven je keramika v archeologii povazovana za dtlezity prosttedek pro datovani
vétSiny archeologickych nalezovych situaci. Na keramice se v urcitych podminkach mohou docho-
vat dulezité informace zachované v podob¢ biologickych markerd — tzv. zuhelnatélych organic-
kych makrozbytki potravin, obsahujicich (proteiny, lipidy, sacharidy, ptfipadné dalsi latky, které
se vyskytuji v potravinach, naptiklad nékteré druhy kyselin, jako kyselina vinnd). Jejich extrakci a
dalsi analyzou je mozné urcit druh stravy (napt. veprové/hovézi maso, mlécné a obilné produkty) a
v nékterych piipadech 1 zplisob tepelné tpravy pokrmil. V obecné roviné mohou ziskané informace
piispét kromé poznani funkce keramiky k otazkadm stravovani, diety, potravinové subsistence nebo
interakce ¢lovéka s prostfedim v minulosti, a to jak na lokalni Grovni, tak v §ir§im srovnavacim mé-
titku (srov. napt. Dunne 2017).

Metodicky postup je zaloZen na detekci vafenych a nevarenych proteint pro uréeni masi-
tych pokrmu a gliadinu, jenZ je soucasti glutenu, dokladajici pritomnost obilovin a dalSich
cerealii na stredovéké keramice pomoci ELISA testti na specifické protilatky vyuzivajicich ko-
mer¢ni certifikované sady kiti. Na zaklad¢ detekce proteind, l1ze uréit druh masité stravy (vepirové/
hovézi) a zda se v potravinach objevovaly mlécné produkty. Pomoci testl na gliadin Ize stanovit, zda
se v nddobach ptechovavaly obilniny ¢i dalsi ceredlie. Metodika vychazejici z testll na specifické
protilatky poskytuje obdobné vysledky jako jiné metody vyuzivajici hmotnostni spektrometrie-
-plynovou chromatografii (GC-MS: Gas chromatography-Mass spectrometry), respektive muze
byt jejich levngjsi alternativou. Navrzend metodika mize mit rozsdhlé vyuziti nejen pro studium
archeologické keramiky. V tvahu také ptichdzi vyuziti metodiky pro forenzni védy.

2. CIL METODIKY

Metodika je zaméfena na detekci denaturovanych proteint ze sttedoveké keramiky vyuZivajici me-
tody ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay). Metoda ELISA patii do skupiny imunolo-
gickych analyz, ve kter¢ je vzorek pfiveden do kontaktu s vyhodn€ monoklonalnimi protilatkami, o
nichZ je zndmo, ze se vazou na sledovanou molekulu — antigen (napt. Barnard et al. 2017; Barnard
— Eerkens 2017, 628). ELISA vyuziva v této metodice sady kiti, které jsou primarné urCeny pro
testovani alergent v potravinach, ale mohou byt zaroven uspé$né vyuzity pro detekci protilatek proti
termostabilnim druhov¢ specifickym proteintim.!

V minulosti byly jiz spéSné testovany na keramice pomoci hmotnostni spektrometrie analyzy
lipidt, které se velmi rozsitily v praxi (Evershed 1993; Evershed et al. 1999; Copley et al. 2003,
Craig et al. 2004; Craig et al. 2011; Salque 2015), naopak vysledkt tykajicich se analyz proteinti
ziskanych z keramické matrix bylo publikovano dosud malo (Evershed — Tuross 1996; Craig — Co-
llins 2002; Barnard et al. 2007).

Cilem metodiky je ovéfit, zda se na stiedoveéké keramice pomoci ELISA analyz proteini docho-
vavaji poztistatky varenych ¢i nevafenych masitych pokrmi (zejména vepfového masa) a obilovin,
které mohou prispét k otdzkam funkce keramiky, zplisobu pfipravy a konzumace pokrmi. Dal$im
cilem metodiky je u nékterych druhti proteinti s jistotou rozlisit jejich ptivod a odlisit historické pt-
vodni proteiny od recentnich kontaminaci.

' ELISA vyuziva schopnost proteinll vazat enzymy na ¢asti imunoglobulinovych molekul.
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2.1. DETEKCE PROTEINU

V soucasnosti Ize proteiny v keramice diagnostikovat bud’ (GC-MS) hmotnostni spektrometrii
(Evershed — Tuross 1996; Craig 2005; Barnard et al. 2007), nebo metodikou ELISA na zaklad¢
detekce specifickych protilatek. Vyhoda této metodiky spociva v lepSich moznostech zjisténi dru-
hového ptvodu proteind, diky tomu, Ze jsou pfimymi produkty DNA rostlinnych nebo zZivocisnych
druhii, ve kterych byly syntetizovany (Barnard et al. 2007, 216). Hmotnosti spektrometrii 1ze zpra-
vidla zachytit vétsi spektrum rtiznych protein na zéklad¢ identifikace biomolekul aminokyselin,
avSak pomoci imunologickych testl je mozné ziskat lepsi specifikaci nalezenych bilkovin, napf.
hmotnostni spektrometrie urci savci kolagen, ale specifické ELISA protilatky dokumentuji, Ze se
jedna napftiklad o proteiny prasat (Sus scrofa). Zatim touto metodikou nelze urcit zptisob tepelného
zpracovani, zda bylo napf. maso vatené, pecené ¢i smazené, pouze lze urcit, zda bylo tepelné upra-
vené ¢i nikoliv. Pomoci dalsich druhut protilatek (pro kasein?, gliadin?), 1ze detekovat také ptitom-
nost mléénych produktt a obilovin (napt. Pavelka et al. 2016). Jistou nevyhodou analyz protein,
ze na rozdil od lipida nebo alkaloidi, podléhaji vice pfeménam a chemickym rozkladiim zptisobené
denaturaci, hydrolyzou, dekarboxylaci, deaminaci, hnédnutim a racemazou. NachylInéjsi jsou také
na nejruznéjsi kontaminace (Barnard et al. 2007, 216-217; Barnard — Eerkens 2017, 634).

2.2. DETEKCE LIPIDU

Soucasnou a pro historické potravinové zbytky nejvyuzivanéjsi metodou je analyza lipidii pomoci
hmotnostni spektrometrie. Diagnostické lipidové markery mohou piezit Casto velmi dlouho diky
jejich hydrofobni povaze, tj. snadno se nerozpusti ve vod¢. Stabilita téchto biomolekul zvySuje je-
jich relativni pravdépodobnost pieziti ve srovndni s jinymi biomolekulami jako jsou DNA, proteiny
nebo sacharidy (Dunne 2017, 1-2). Lipidy se dobie uchovavaji v porézni keramice a jejich analyza
dava spolehlivé vysledky, je mozno rozlisit zda jsou rostlinného nebo zivocisného ptivodu, ¢i zda
pochazi z mléénych produktti. Pomoci lipidl lze identifikovat také rizné, tuky, oleje, vosky nebo
pryskyfice. Hlavnimi formami lipidii nachazejici se v lidské stravé jsou triacylglyceroly, které jsou
vyrobeny z molekul glycerolu spojené tfemi fetézci mastnych kyselin. Triacylglyceroly tvoii ve
stravé 95% lipidii nachazejici se ve vétsin€ potravin (Dunne 2017, 2). V minulosti, ale i soucasnosti
byla o lipidech v archeologické keramice publikovana fada studii a patii k nejcastéji extrahovanym
biologickym markerim (napi. Copley 2005; Craig 2011; Cramp 2014a; Cramp 2014b; Dunne 2017;
Mazurek et al. 2019).

2.3. PROBLEMY SOUVISEJICI S KONTAMINACI VZORKU

Problém pfi interpretaci vysledkl analyz mtze byt zptisoben kontaminaci vzorkll keramiky sou-
casnou zemédelskou Cinnosti. Nektera pouzivana zemédélska organicka hnojiva jsou obohacena
o mlécné produkty, které mohou zptisobit fale$Sné pozitivni reakce, at’ uz pti analyzach hmotnostni
spektrometrii, nebo pfi testech pomoci protilatek. Proteiny z hospodarskych zvitat se v podobé hno-
je dostavaji do ptudy a do archeologickych nalezii i pod povrchem. Z tohoto diivodu je doporuceno
odebrat spolu s keramikou i referen¢ni vzorek okolni zeminy, abychom vylouc¢ili mozné zdroje
kontaminaci. Tyto kontaminace ovliviiuji pfedevsim detekce proteinti. Problematice kontaminace
je vénovana pozornost pii interpretaci vysledkl (k problémim mozné kontaminace proteind napft.
Bernard et al. 2007).

2 Kasein je ptirozenou soucasti mléka, kde predstavuje az 80% mléénych proteind

3 Jedna se zejména o omega gliadin jako hlavni obilny protein. Gliadin miZe indikovat pfitomnost obilnin jako je pSe-
nice tvrda (Triticum durum Dest.), pSenice seta (Triticum aestivum), Zito seté (Secale cereale), je¢men obecny (Hor-
deum vulgare), avsak nikoliv oves sety (Avena sativa)..
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3. ZPUSOB ODBERU VZORKU A PODMINKY JEJICH OSETRENI A UCHOVANI

v

V praxi lze metodiku aplikovat na velkou vétSinu archeologické keramiky. Nejvhodnéjsi je kerami-
ka Cerstvé ziskana pti archeologickém terénnim vyzkumu, dobré vysledky lze ziskat i z keramiky
delsi dobu uchované v muzejnich sbirkach ve vhodnych depozitarnich podminkach.

Pozistatky potravin se dobfe uchovavaji zejména v porovité keramice vypalované piiblizné do
teploty 950°C, nevhodné jsou analyzy vzorki slinuté keramiky s hladkym leSt€énym nebo glazova-
nym povrchem (kameniny, porcelan). Pro testovani je vhodné vybrat vzorky ze stfepi keramiky
pochazejici z jasné morfologicky uréenych ¢asti nadob (napt. zlomky okrajt, den), na zdkladé€ nichz
je mozné urcit typ nadoby a tudiz i jeji funkci souvisejici s tepelnou ptipravou pokrmil nebo s pre-
chovavanim potravin. Pro analyzy sta¢i mensi vzorek keramiky (pfiblizné o velikosti 3 cm?).

Zbytky pokrmu nejcastéji v podobé zkarbonizovanych usazenin pochazejicich z opakovanych
procest vafeni jsou ziskavany oSkrabanim z vnéj$iho povrchu stiepu pomoci ostrého néstroje (noze
nebo skalpelu). K odbéru staci malé mnoZzstvi vzorku v 1/10 — 1/1000 g. Samotné oSkrabani je nutno
provadét Setrné, aby se pfili§ neposkodila keramika, vétSinou ale neni nutné seskrabat vrstvu pfilis
do hloubky keramického stfepu.

Vhodné k analyzam jsou ptedevsim sttepy keramiky, které neprosly procesem laboratorniho ¢is-
téni a konzervaci (myti a oSetfeni chemickymi pfipravky). Opatrné laboratorni myti pod tekouci
vodou vétSinou z keramiky proteiny neodstrani, avSak oSetieni kyselinou chlorovodikovou zpii-
sobuje sterilitu nadob pro jakékoliv biologické analyzy. Nevhodné je pouziti také nékterych druhti
disperznich lepidel v ptipadé€ restaurovani keramiky, které mohou zplsobit kontaminaci. Vzorky
uréené pro analyzu je vhodné uchovavat v plastikovych (tzv. acid-free) saccich, nebo zabalené do
papirového kapesniku ¢i aluminiové folie. Vzorky by mély byt zaroven absolutné suché, nebot
hrozi, Ze pokud se diky vlhku namnozi bakterie, historické proteiny pravdépodobné budou zniceny.
Nevhodna je manipulace se vzorky v ruce, nebot’ mohou byt kontaminovany lipidy z kiize nebo kos-
metickymi ptipravky. K praci se vzorky je vhodné pracovat v nitrilovych rukavicich (srov. Dunne
2017, 16—17).

Samotna analyza pomoci protilatek je vétSinou nendro¢nd a orientacni testy je mozno provadeét i
v terénnich (polnich) podminkach za dodrzeni sterility odebranych vzorki. Postaci jednoduché la-
boratorni vybaveni (pipety, plasty a pracovni stiil). K preciznéjsi analyze je potfeba spektrofotometr
(ELISA Reader) pro titra¢ni desticky (obr. 1) s ptislusnym vyhodnocovacim softwarem (Bio Tek),
ktery vytvari napt. excelové tabulky s pravé namétenymi hodnotami a pfipojuje podminky méfeni,
zejména hodnoty absorbance.

Biolek

Obr. 1. Elisa Reader (zdroj: https://www.ibiotech.cz/).
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4. VLASTNI POPIS METODIKY VYUZIVAJICI SPECIFICKE PROTILATKY

Analyzou organickych rezidui se v minulosti zabyvala cel4 fada badateld, pfedev§im v zahranici,
kteti pouzivali Casto jiné metody a piistupy, a to jak u analyz praveké, antické nebo sttedoveéké ke-
ramiky (Oudemans — Boon 1991; Evershed 1993; Evershed et al. 1999; Craig — Collins 2002; Craig
et al. 2000; Eerkens 2005; Baker 2010, Pollard et al. 2007).

Navrhovana metodika se soustied’uje zejména na proteiny, nebot’ podobnych vysledki bylo do-
posud publikovano malo. V zdsadé¢ miuzeme rozliit dvé hlavni metody jak detekovat proteiny v
archeologické keramice. Nejvyuzivangj§i metodou soucasnosti je hmotnostni spektrometrie. Na-
ptiklad jiz klasickd prace Oudemans a Boon (1991) popisovala analyzy zbytkii potravin z archeolo-
gické keramiky pomoci hmotnostni spektrometrie spolené s pyrolyzou — plynovou chromatografii.
Pomoci této metody byla nalezena fada organickych sloucenin, hlavné mastnych kyselin, ale i stopy
proteind a polysacharidii, ovSem bez bliz§iho druhového uréeni (Oudemans — Boon 1991).

Pro analyzu hmotnostni spektrometrii je nutna izolace, kterd je mozna nékolika zptsoby a pak
jsou proteiny $tépeny do mensich kusi, v soucasnosti nej¢astéji trypsinem. Takto vzniklé mensi pep-
tidy jsou obvykle uréeny pomoci vysokotlaké kapalinové chromatografie — hmotnostni spektromet-
rie. Materidl se v prvnim kroku odd¢li na zakladé jejich chemickych vlastnosti pomoci kapalinové
chromatografie. Vzorky v roztoku se vedou kapilarnimi trubicemi se specialnimi povlaky, které maji
afinitu k n€kterym materialiim. Ty slouceniny, které maji vétsi afinitu k ur¢itym materiadlim, jsou za-
chyceny, ostatni se dostavaji dal v magnetickém nebo elektrickém poli elektronového nasobice. Po
rozdé€leni jsou analyzovany pomoci vlastni hmotnostni spektrometrie (Pollard et al. 2007; Barker
2010). Hmotnostni spektroskopie spoc¢iva v separaci iontd, které jsou produkovany v iontovém poli
na zéklad¢ jejich hmotnosti, poté jsou ionty detekovany. Vzorek je ve vakuu podroben odparovani,
vlastni ionizace muZe byt provadéna vice zpusoby, kuptikladu dopadem elektronového paprsku, tim
se vytvari nabité ¢astice. lonty se pak déli v analyzatoru elektromagnetického pole a jsou vyhodno-
ceny, obvykle kvantitativni metodou. Hmotnostni spektrometr vytvafi tfi moduly. Prvni je iontovy
zdroj, ktery prevadi molekuly na ionty, dalsi je hmotnostni analyzator, ktery tfidi ionty na zékladé
jeji hmotnosti diky elektromagnetickym polim. Posledni modul je detektor na méteni hodnoty in-
dikatoru mnozstvi a tim ziskava data o poctech jednotlivych iontii. Hmotnosti spektrometr slouzi k
riznym ucellim, pievazené pro detekci a uréeni neznamych latek, dalsi polem vyuziti je stanoveni
izotopového sloZeni prvkil v molekulach, nebo urceni struktury slou€enin (viz Karasek — Clement
1988; Lee 2012).

Hmotnostni spektrometrie ma uznavané a Siroké uplatnéni, dava reprodukovatelné a kvalitni vy-
sledky a je schopnd pokryt Siroké spektrum latek. Z archeologického hlediska vSak mtze ptedsta-
vovat problém nedostatek analyzované¢ho materialu, obtizna zpracovatelnost vzorku a s tim muize
souviset problém s druhové specifickym rozliSenim proteinti. V tom jsou dosud lepsi jiné metody
vyuzivajici testy na protilatky (viz Pavelka — Vaieka 2008; Pavelka a kol. 2011; Salkova a kol. 2015;
Pavelka et al. 2016).

Navrhovana metodika se tyka detekci pomoci protilatek. Pokud se pouzival test pomoci protilatek
v minulosti na detekci historickych proteinti, byl velky problém s tzv. kiiZovymi reakcemi (cross-re-
actions; nespecifické reakce mezi antigenem a protilatkou), pfi t€chto reakcich dochazi k navazani
protilatky na jiny antigen, neZ na ktery byla urcena a tim ke vzniku fale$né pozitivnich vysledka
(Child — Pollard 1992; Brandt et al. 2002). To bylo u pozménénych historickych proteinii pomérné
casté. Hlavnim problémem téchto testil bylo pouZiti protilatek vyvinutych na souc¢asné nedegrado-
vané proteiny, a proto mély na historické proteiny malou, nebo diskutabilni schopnost detekce. Pti
téchto analyzach nebylo brano pfili§ v tivahu, Ze uziti ELISA testd mtze byt ovlivnéno degradaci
proteintl, tim je omezena vazba antigenu, a tak mohou vznikat nespecifické vysledky (Dongoske et
al. 2000).
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Hlavni odlisnost navrhované metodiky oproti diive nahodile zkousenym protilatkam, je ze pou-
ziva certifikované a provétené komercni protilatky, primarné vytvorené proti degradovanym pro-
teinim. Proteiny jsou degradované piedevsim vysokou teplotou, proto i historické tepelné uprave-
né proteiny mohou byt snadno detekovatelné. Na analyzy je mozno pouzit karbonizovany zbytek
potravy (,,ptiskvarek®), nebo pfimo ¢ast porézni keramiky seSkrabané z vnitini stény nadoby nebo
z jejiho dna. Sta¢i i pomérné malé mnozstvi, cca 0,2 g, ale vétsi mnozstvi je vyhodné;jsi (0,5-0,9
g). Takto vznikla praskova keramicka hmota se zbytky proteinti je nasledné podrobena ptiprave,
podle instrukci kitu. Naptiklad je rozpousténa ve fyziologickém roztoku, PBS (Phosphate Buffered
Saline), v pfipad¢ gliadinu v 55 % alkoholu a podobné. Oproti pokyntim vyrobce je obvykle nutné
znaéné umensit extrahované mnozstvi, piipadné zvysit koncentrace nékterych roztokt (Ciperovd et
al. 2015; Pavelka et al. 2016). V nasledujicich krocich je obvykle mozno postupovat podle pokyni
vyrobce. Oproti jinym metodikdm (hmotnostni spektrometrie-plynova chromatografie) je zna¢nou
vyhodou vylouceni slozitych a zatim nejednotnych zpiisobii extrakce proteinti z keramické matrix.
Pro imunologické ELISA testy nejsou specialni extrakéni techniky potifebné a pouze by se jimi zvy-
Sovalo riziko poskozeni proteintl, protoze jemn¢ nadrcené zbytky keramiky slouzi jako jakési nosice
proteinii a nemaji na reakci antigen — protilatka nijak zasadni vliv (Ciperovd et al. 2015).

5. METODIKA ANALYZY PROTEINU POMOCI ELISA KITU

Metodika analyzy proteinti vychazi z aplikace kit pro detekci a identifikaci druhti né¢kterych do-
macich zvifat a je doplnéna o identifikaci gliadinu, jako obilného proteinu. Hlavni ¢ast tvoii testy
pomoci kitd na identifikaci masa prasat (Sus scrofa). Soupravy vyrabi a distribuuje spolec¢nost Ne-
ogen (https://foodsafety.neogen.com/en/biokits-species-identification). Tato sada umoziuje detekci
proteint specifickych pro rizné druhy masa. Tento test vyuziva mikrotitracnich desti¢ek ELISA a
protilatek proti termostabilnim svalovym proteintim. Jedna se o nekompetitivni typ sendvi¢ového
testu, kde se pozitivni reakce zabarvi. Tento test je specialné navrzen tak, aby detekoval vaiené
bilkoviny; pouzivané protilatky silné interaguji s proteiny denaturovanymi tepelnym zpracovanim.
Proto vyrobce dava pokyn, aby tato sada byla pouzivana pouze na vafenych vzorcich. Pofizeny
byly dvé certifikované sady ELISA kith COOKED PORK 902012N MEAT DIFFERENTIATION
COOKED PORK (48 wells) pro urceni vareného a nevarené¢ho veprového masa a 002NEO8480
VERATOX FOR GLIADIN (48 wells up to 38 samples) pro detekci obilovin.

5.1. VYBER VZORKU PRO ANALYZU PROTEINU POMOCI SPECIFICKYCH PROTILATEK

Pro vlastni analyzu a ovéteni relevantnosti metodiky byly v rdmci projektu NAKI II Vecholné stre-
dovéka keramika jako soucdst movitého kulturniho dédictvi (DG18P020VV020) testovany vzorky
sttedoveké keramiky pochazejici z archeologickych vyzkumi z nékolika typu stfedoveékych lokalit
(Brno — stfedoveké kralovské mésto), Pocatky u Jihlavy (mensi poddanské sttedoveéké méstecko),
Zd’ar nad Sazavou (zanikla trhova ves) a Rokstejn (stfedovéky hrad). Jedna se vesmés o vzorky ke-
ramiky datované do obdobi 13. az 15. stoleti. Vzhledem k testovani metodiky na star§im a mlad$im
keramickém materialu byly vyuzity jiz dfive analyzované vzorky z ran¢ stfedovékého hradisté v
Katovicich datovaného do 9. stoleti. V jednom piipad¢ byla analyzovana glazovana keramika — por-
celanova miska z 2. poloviny 19. stoleti z Brna, obsahujici pozustatek ptiskvarené¢ho pokrmu.

K analyze byly vybrany vzorky pochazejici z riznych typt kontextd (sidlistni, odpadni a poza-
rové vrstvy, vyplné odpadnich jimek, suterént a dalSich vyrobnich nebo hospodaiskych objekti).
Vzorky pochazely z nedavno provedenych archeologickych vyzkumi. Testovany byly i vzorky, kte-
ré byly delsi dobu ulozeny v depozitarnich sbirkach. Celkem bylo analyzovano 26 vzorkl vrcholné
sttedoveké keramiky a 8 vzorkid rané stiedoveké, které nesly stopy zkarbonizovanych usazenin
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(,,priskvarkii*) na vnéj$im povrchu stiepti. K analyzam byly vhodné vybrany vzorky stfept, které
bylo mozné ptifadit k typu nadoby (hrnec, zasobnice), naptiklad podle profilace okraje (obr. 8—14).

5.2. ODBER, ZPUSOB UCHOVANI A PRIPRAVA VZORKU

Vzorky byly z keramiky ziskany seSkrabanim zkarbonizovanych usazenin z vnéjsiho povrchu kera-
miky pomoci ostrého kovového nastroje — skalpelu (obr. 2). Osvédcuje se predtim ocistit nejsvrch-
né&jsi vrstvu keramiky jemnym brusnym, napt. smirkovym papirem (do hloubky cca 0,2-0,5 mm)
tak, aby se povrch zbavil ptipadnych necistot. Samotny zptisob odbéru vzorki je v zdsadé neinva-
zivni, je nutno pouzit pomérné malé¢ mnozstvi keramiky z vnitiniho povrchu. Keramickou hmotu
neni nutno pro ELISA test odstranovat, test detekuje proteiny i v pfitomnosti najemno nadrcené
keramické matrix (Ciperova et al. 2015). Pro potieby projektu bylo odebrano cca mnozstvi 0,3 az
0,5 g ve form¢ prachovitych ¢astic do plastovych uzaviratelnych zkumavek (eppendorf). VSechny
zkumavky byly popsany eviden¢nim c¢isly vzorkt (obr. 3).

Obr. 2. Ukazka odbéru vzorku pomoci skalpelu.
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Obr. 3. Odebrany vzorek v plastové zkumavce (eppendorf) s popiskem vzorku.
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Odebrané vzorky proteinti je vhodné uchovavat v suchém stavu v chladnych podminkach (naptiklad
v chladni¢ce). Proteiny vystavené delsi dobu plisobeni tepla podléhaji zkdze. Experimentalné bylo
zjisténo, Ze vzorky proteini s velmi silnymi signély po delsi dobu ulozené v teplé mistnosti (po sedm
let), jenz byly znovu testovany, ptinesly zcela negativni vysledky (Pavelka nepublikovano). Naproti
tomu vzorky z keramiky uchovavané po tficet let v chladné mistnosti reagovaly na protilatky velmi
dobfte. Vzorky by nemély pfijit do kontaktu se silnymi kyselinami. Odebrané vzorky keramiky ulo-
zené v chladniéce byly dale analyzovany po cca tiech az ¢tytech tydnech.

Nasledné byly vzorky rozpustény v 200 pl fyziologického roztoku (0,9%; 0,15M) chloridu sodné-

ho v destilované vode¢ a silné tiepany (vortex) po dobu 5 minut v plastovych zkumavkach eppendorf
(obr. 4).

Obr. 4. Zpusob trepani na vortexu (zdroj: http://www.keison.co.uk/).

Neni tfeba pouzit zadnou specialni metodu extrakce proteinii absorbovanych na keramickou hmo-
tu, protoze takovy krok muze potencialné poskodit proteinové struktury dilezité pro nasi metodu
detekce (Craig — Collins 2002; Barker 2010). Po tomto kroku jsou plastové zkumavky ponechany
v klidu po dobu 3 minut, béhem kterych se na dné¢ zkumavek usazuje hrubsi ¢ast keramické frakce.
Kapalina z horni ¢asti zkumavek je pak pouzita (objem = 100 pl) pro stanoveni pfitomnosti ¢i ne-
piitomnosti proteint (srov. viz Ciperovd et al. 2015). Vzorek z horni asti zkumavky byl odebran
pomoci pipety.

Pted druhym cyklem imunologické analyzy byly vzorky vareny pii teploté 97°C po dobu 15 mi-
nut za pouziti termostatu (uzavery plastikovych zkumavek eppendorf jsou otevieny, aby se zabranilo
poskozeni a ztraté vzorkl pti expanzi plyni). Tento krok je provadén z divodu, aby se zajistilo, ze
proteiny pfitomné ve vzorcich budou tepelné¢ denaturovany, nebot’ souprava ELISA pouzita v nasi
studii se zamétuje specificky na proteiny v této formé.

5.3. LABORATORNI POSTUP

Identifikace proteinti byla provadéna pomoci ELISA souprav pro detekci veptrového masa (cooked
pork) a gliadinu. Pfi testech ELISA jsou specifické protilatky vazany na dno mikrotitracnich des-
ticek (obr. 5). Protilatky jsou schopny se vazat na specifické proteiny ve vzorku. Tyto reakce jsou
viditelné za pouziti biotinylovanych* druhové specifickych protilatek a fady promyvacich a zbarvo-
vacich kroki.

*Biotinylace je proces vazby biotinu (vitamin H) k molekule proteinu pomoci NH, skupiny.
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5.3.1 POSTUP PRO DETEKCI ZIVOCISNYCH PROTEINU

Pro detekci veprového byla na vzorcich pouzita ptima sendvi¢ova metoda ELISA Neogen Corpora-
tion® Biokits for Species Identification, kterd je zaméfena na tepelné upravené proteiny. Princip je
stejny pro testy na hovézi, dribezi a ov¢i proteiny, predpoklada, ze vzorky pochézi zejména z masa,
ale funguji i na mnohé¢ jiné druhové specifické proteiny. Postup detekce je nasledujici:

1. Nejprve se pfipravi extrakéni a promyvaci roztoky a vhodny pocet plastikovych jamek urce-
nych pro testovani.

2. Do testovacich jamek se napipetuje automatickou pipetou 100 pl extraktu vzorku ¢i pozitivni
kontroly. Pro kazdy vzorek je vhodné pouzit novou Spicku, aby nedoslo ke kontaminaci vzor-
ka.

3. Vzorky je tfeba opatrné protiepat v ruce, piikryt a nechat inkubovat 45 minut pii pokojové

teploté. Pfi tomto typu testu je mozno vzorky napipetovat zpét do plastovych zkumavek (ep-
pendorf) a pouzit je pro jiné ELISA testy.

4. Jamky v mikrotitracni desticce je tfeba promyt promyvacim roztokem, alespon 3x.
5. Do testovacich jamek se vzorky se ptida 50 ul biotinu.

6. Roztok v mikrotitrac¢ni desticce je tfeba opatrné protiepat v ruce, jamky se vzorky se poté ne-
chaji se inkubovat 45 minut pfi pokojové teplote.

7. Jamky v mikrotitracni destiCce je tfeba promyt promyvacim roztokem, alespon 3x.

8. Do vSech testovacich jamek se ptida 50 ul roztoku konjugat avidin peroxidazy.

9. Desticku je tfeba opatrné protiepat v ruce a nechat inkubovat 15 minut pti pokojové teploté.
10. Vzorky je tfeba promyt promyvacim roztokem, alespon 5x.

11. Do kazdé¢ testovaci jamky se ptida 100 ul TMB substratu (3,3’,5,5'-Tetramethylbenzidin).

12. Desticku je tfeba opatrné protiepat v ruce, jamky se zakryji a nechaji se inkubovat 45 minut
pii pokojové teploté.

13. Do vsech testovacich jamek se ptida 50 pl stop solution (v tomto ptipade se jedna o roztok
kyseliny fosforec¢né).

14. Desticku je tfeba opatrné protiepat v ruce (zhruba 10 sekund), ¢imz dojde k zastaveni reakce
a ke zmén¢ barvy — u pozitivnich reakci z modré na Zlutou.

15. Ziskana data jsou stanovena spektrofotometricky z intenzity reakei v jamkach.

5.3.2. POSTUP PRO DETEKCI PROTEINU GLIADINU (OBILNINY)

Pro detekci gliadinu byla pouzita testovaci sada od firmy Veratox®. Pro extrakci netepelné zpraco-
vanych vzorki se pouziva orbitalni shaker ¢i rotétor:

1. Nejprve se piipravi 55% ethanolového extrakéniho roztoku kombinaci 55 dilti ethanolu a 45
dilt destilované vody pro piipravu zfedén¢ho roztoku z extraktu vzorku.

2. Do 1,5 ml plastové zkumavky (eppendorf) se piida asi 0,5 mg najemno rozmélnéného vzorku a
375ul PBS (Phosphate Buffered Saline, fosfatovy pufi’, Na HPO, x 2 H, O a destilovana H,O).

3. Podle vyrobce by se méla ptidat jedna 1zicka extrakéniho aditiva do plastové zkumavky, ale
toto aditivum se ptilis neosvédcilo a je lepsi ho vynechat GpIné.

3 Pufr je konjugovany par kyseliny anebo zéasady, ktery je schopen udrzovat v jistém rozmezi stabilni pH po piidani
kyseliny ¢i zasady do systému.
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4. Ptida se 1125ul 55% ethanolu, plastova zkumavka se uzavie a poté se s ni tiepe na vortexu po
dobu 20 sekund, ¢imz se zajisti kompletni promichéni.

5. Vzorek se extrahuje pomoci tfeseni (150 rpm) a to tak, ze se napt. vzorek z nadoby v plasti-
kové zkumavce polozi na podlozku na tiepacku vortex a ptipevni se pomoci gumicky ¢i lepici
pasky. Rotuje se (tfese se) po dobu 1 hodiny, nebo pies noc pti pokojové teplote.

6. Nadoba se vyjme z pristroje a umisti se do stojanu zhruba na 10 minut, ¢imz dojde k usazeni
materialu a umozni to odbér ¢istého vzorku.

7. Kazdy vzorek se natedi v poméru 1:40 vyjmutim 100 pl z vrchni vrstvy extraktu a pfemisténim
do zkumavky obsahujici 1,5 ml PBS.

8. Pro promichani se vzorek v plastikové zkumavce umisti na 5 sekund na vortex nebo se néko-
likrat oto¢i v ruce.

9. Naredéné vzorky se musi otestovat béhem dvou az tfi hodin od extrakce.

Vsechny kity a reaktanty se pted zahtatim nechaji zahiat na pokojovou teplotu (18-30°C).
1. Pro kazdy vzorek se vyjme jedna cervené oznacena misici jamka a dalSich 5 jamek se vyjme
pro kontroly, vlozi se do drzéku.

2. Vyjme se stejny pocet jamek s protilatkami. Jamky s protilatkami, které nebudou okamzité
pouzity, se vrati zpét do sterilniho obalu, ktery se uzavie a vrati se do chladu, a tim jsou pro-
tilatky chranény.

3. Pfed pouzitim jsou reaktanty promichany krouzivym pohybem.

4. 150 pl kontrol a vzorkt se ptenese do cervené oznacenych jamek. Pro kazdy pfenos se pouzije
vzdy nova pipetovaci Spicka.

5. Je napipetovano 100 pl kontrol a vzorkli do jamek s protildtkami. Vzorky se promichaji po
dobu 20 sekund posouvanim drzaku jamek dopiedu a dozadu po plochém povrchu.

6. Jamky se nechaji inkubovat po dobu 10 minut za pokojové teploty. Cervené oznacené preno-
sove jamky se uklidi.

7. Obsah jamek se vyprazdni do dfezu. Kazda jamka se naplni promyvacim roztokem, ktery se
vyleje. K promyvani dojde 5x, poté se jamky vyklepou na papirovém ubrousku, ¢imz dojde k
odstranéni promyvaciho roztoku.

8. Konjugat z modie oznacené plastikové zkumavce se nalije do Cisté reagencni nadoby.

9. 12ti kanalovou pipetou s novymi Spickami se prenese 100 pl konjugatu do vSech jamek a dojde
k promichani vzorkii posouvanim drzéku jamek doptedu a dozadu na plochém povrchu po
dobu 20 sekund.

10. Vzorky se inkubuji po dobu 10 minut pii pokojové teplot¢.
11. VSechny jamky jsou vymyty stejné jako v kroku 7.

12. Potfebny objem roztoku substratu ze zelen¢ oznacené plastové zkumavky je nalit do Cisté
reagencni nadoby.

13. 12ti kanalovou pipetou s novymi $pickami se pienese 100 pl substratu do kazdé jamky a do-
jde k promichani po dobu 20 sekund. Spicky z pipety se neodstrafiuj.

14. Vzorky se inkubuji po dobu 10 minut pii pokojové teplot¢.

15. Potiebny objem stop solution z cervené oznacené lahve je nalit do Cisté reagencni nadoby.
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16. 12ti kanalovou pipetou se stejnymi $pickami je preneseno 100 ul stop solution do kazdé jam-
ky a dojde k promichani po dobu 20 sekund. Stop solution z kitu se neosvédcil kviili méteni
na spektrofotometru, proto je lepsi pouzit roztok kyseliny fosfore¢né.

17. Spodni ¢ast jamek se ocisti, poté se jamky vlozi do spektrofotometru s vhodnym filtrem (450
nm). Nasledné se naméiené data vyhodnoti.

Pozitivni reakce jsou detekovany zlutou barvou podobnou soucasné generované pozitivni kont-
role, ktera se li$i od bezbarvé negativni kontroly (obr. 6).

Obr. 5. Mikrotitracni desticka pred meérenim absorbance.
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Obr. 6. Pozitivni a negativni reakce v mikrotitracnich jamkach.
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Protoze postup neni primarné urc¢en na kvantitativni rozliSeni (jen kvalitativni), bylo pouze stano-
veno, zda reakce byla silna, slaba nebo negativni. Zptisob hodnoceni vychazi ze systému hodnoceni
u vyrobce (Neogen corporation), zde je +++++ oznaceno jako silné pozitivni, + jako slabé pozitivni,
— jako negativni a NT jako netestovano. Tento systém byl mirné zjednodusen, protoze u archeolo-
gickych proteinti neni tak vysoka skala reakci podle intenzity. Pro néslednou spektrofotometrickou
detekci vysledkl byl pouzit spektrofotometr ELISA reader VERSAmax™ (Molecular Devices) a
méteni bylo provadéno pti 450 nm (obr. 7). Vysledna Ciselna data jsou v jednotkach ppm a v tabulce
prevedend na hodnoty vysledkt reakce (tab. 1).

Obr. 7. Pristroj na méreni absorbance vyslednych reakci na mikrotitracnich destickach ELISA rea-
der VERSAmax™ (Molecular Devices).

5.4. VERIFIKACE

Z duvodu ovéreni metodiky vyuzivajici ELISA kity byly provedeny dva typy ovéfovacich experi-
menti za Gcelem ovéfeni spolehlivosti imunologické soupravy vybrané pro nasi studii. Vzhledem
k problematickym vysledktim pouziti protilatek na historické proteiny v nedavné minulosti (srov.
napt. Barnard — Eerkens 2017, 634, s dalsi literaturou) byla provedena u nékterych vzorkli nezavisla
verifikace pomoci GC/MS (MetPrep) (plynova chromatografie — hmotnostni spektrometrie) a
MALDI (matrici asistovana LASERova desorpce)®, ktera umoziuje analyzu proteind spojeny-
mi peptidovymi vazbami. Sekvenace peptidii umoziuje identifikaci aminokyselin, zakladnich sta-
vebnich slozek proteint. Tuto verifikaci provedl RNDr. Lukas Kucera, Ph.D. z Katedry analytické
chemie Pfirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Pfestoze je zfejmé, ze pouziti
protilatek vytvorenych proti sou¢asnym nativnim proteinim na denaturované historické proteiny,
jak bylo n¢kdy dfive zkouseno, neni nej$t'astnéj$im feSenim, je soucasna verifikace nutna. Druhym
divodem je vSeobecna akceptovatelnost metodiky hmotnostni spektrometrie, takze potvrzeni imu-
nologickych dat timto zptisobem vyrazn¢ zvysuje i divéryhodnost navrhované metodiky.

5.4.1. NANOLC-ESI-Q-TOF HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE PROTEINU

Vzorky keramiky a pudy byly analyzovany stejnou metodou. Pfiblizn¢ 100 mg kazdého (ne-
vareného) vzorku bylo umisténo do 150-200 ul roztoku trypsinu (Promega) v koncentraci 10 ug /
ml v 50 mM NH,HCO, a inkubovéno pfi pokojové teplot€¢ po dobu dvou hodin. Roztok obsahujici

¢k metod¢ MALDI napt. Barnard et al. 2017, 221.
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uvolnéné peptidy byl odsoleny pouzitim ZipTips naplnéného reverzni fazi (C18) a odpaten do su-
cha. Néasledn¢ byly vzorky rozpustény ve smési voda: acetonitril: kyselina mravenci (97: 3: 0,1%),
a poté byly naneseny na kolonu Acclaim PepMap’ 100 C18, (100 um x 2 cm, velikost ¢astic 5 um,
Dionex, Germany) mobilni faze pritoku A (0,1% kyselina mravenci ve vod¢) 5 ul / min po dobu 5
min. Peptidy byly eluovany z trapové kolony na analytickou kolonu® Acclaim PepMap RSLC C18
(75 um x 250 mm, velikost ¢astic 2 um) mobilni fazi B (0,1% kyselina mravenci v acetonitrilu) za
pouziti nasledujiciho gradientu: 0 min 3% B, 5 min 3% B, 85 min 50% B, 86 min 90% B, 95 min
90% B, 96 min 3% B, 110 min 3% B. Pritok pfi separaci gradientu byl nastaven na 0,3 ul / min.
Peptidy byly eluovany® ptimo do zdroje ESI - Captive sprej'® (Bruker Daltonics, Germany). Méfeni
byla provadéna v rezimu pozitivnich iontli s vybérem prekurzorovych iontil v rozmezi 400-2200 Da;
bylo vybrano az deset prekurzorovych iontl pro fragmentaci z kazdého MS spektra. Méfeni byla
provadéna za pouziti UHPLC!" Dionex Ultimate3000 RSLC nano (Dionex, Germany) spojeného
s hmotnostnim spektrometrem ESI-Q-TOF Maxis Impact (Bruker, Germany). Hmotnostni spektra
byly ziskany z pivodnich dat pomoci Data Analysis (Bruker Daltonics, Germany). Proteiny byly
identifikovany pomoci softwaru Mascot verze 2.2.04 (Matrix Science, UK) vyhledanim proteinové
databaze Uniprot'? verze 20110-12. Parametry pro vyhledavani'® v databazi byly stanoveny takto:
oxidace methioninu a hydroxylace prolinu jako variabilni modifikace, tolerance 50 ppm v rezimu
MS a 0,05 Da v rezimu MS / MS (obr. 15-21).

5.4.2. KONTROLNI VZORKY Z PUDY A EXPERIMENTALNI OVERENI

Jako kontrolni vzorky je velmi vhodné pouzit zeminu z okoli nalezi. Kde se muze, ¢i naopak ne-
musi prokazat pfitomnost trusu zvitat, ¢i zeméd¢elskych hnojiv, ze kterych mohou pochazet proteiny
kontaminujici nalezenou keramiku. Z toho divodu byl jiz dfive v ptipad¢ nékolika vzorki rané
sttedoveké keramiky z Katovic testovan i kontrolni vzorek z vybéhu, kde nékolik let po sobé zily
volné prasata.

"Kolony PepMap RSLC jsou specialné navrzeny pro analyzy s vysokym rozlienim tryptickych, pfirodnich a syntetic-
kych peptidi. Tyto kolony jsou vhodné pro plynovou chromatografii spojenou s hmotnostni spektrometrii, nebo samot-
nou hmotnostni spektrometrii, ktera se vyuziva pro identifikaci proteinti, uréovani biomarkerd a podobné¢.

8 Trapové kolony jsou kratké kolony instalované do systému, aby chranily nechténé analyty pfed preferenci se vzorky
— aby kontaminace nepiekryvaly vysledné piky béhem gradientové iontové chromatografie. Analytické kolony jsou
urceny pro kvalitativni analyzy. Chromatogramy ziskané z pouziti analytickych kolon poskytuji kvalitativni profil nebo
pfesnou charakteristiku ,,otisk prstti“ vzorku. Pfed provedenim ,,preparativni chromatografie je dobré ziskat profil vzor-
ku analytickou chromatografii.

?Eluace je proces ,,vymyvani a odkapavani“ jednotlivych slozek z kolony.

10 CaptiveSpray je iontovy zdroj s konstrukci, ktera dnes umozinuje snadnéjsi méfeni nez se standardnim elektrospre-
jem.

"WUHPLC (Ultra-High Pressure Liquid Chromatography) je analyticka metoda, ktera se ¢asto pouziva v analytické che-
mii a ve farmaceutickém primyslu. Uginek je zaloZen na sloupcové chromatografii, ktera se &asto pouZiva ke zkoumani
smési. Rtzné analyty (latky, které maji byt zkoumany) jsou separovany a identifikovany na zaklad¢ jejich polarity a
interakce mezi analyty samotnymi, stacionarni fazi a mobilni fazi.

12 Uniprot https://www.uniprot.org/ je komplexni databaze proteinovych sekvenci. Tato volné pfistupna databaze obsa-
huje informace o funkci proteinu. Informace v UniProt sdruzuji vysledky projektd sekvenujicich genomy a informace o
biologickych funkcich bilkovin.

'3 Internetové stranky UniProt jsou zakladnim piistupem k datiim a dokumentaci. Tyto stranky nabizi riizné nastroje jako
napt.: fulltextové vyhledavani, fulltextové vyhledavani pro jednotlivé pole, vyhledavani podobné sekvence, sériové vy-
hledavani pro vice sekvenci soucasn¢, mapovani identifikatoru v databazi. Web také nabizi struény tivod pro zacatecni-
ky. V levé casti webu je po vyhledani mozné vysledky filtrovat dle riznych parametri. Vysledky vyhledavani sekvencni
podobnosti 1ze filtrovat podle taxonomie, pro ziskani rychlého prehledu o taxonomickém rozdéleni vysledkt.. Anotace
sekvenci shodnych zaznamti mohou byt transformovany do alignmentu, aby bylo vidét, zda ztstavaji zachovany dule-
zité pozice. Web umoznuje si vyhledané struktury davat do zalozek (funkce Basket) a sady vysledki stahovat.

12



NAKI I DG18P020VV020 Vrcholné stiedoveéka keramika jako souc¢ast movitého kulturniho dédictvi

Priprava vzorka pidy probéhla stejnymi kroky, které jsou popsany vyse pro nové analyzované
vzorky vrcholné stfedovéké keramiky. Vzorky by mély nezavisle potvrdit ptitomnost nevaireného
masa na lokalité¢ v okoli mista odbéru keramickych vzork.

Sada ELISA pouzita v této studii je citliva na detekci proteinti masa, ale také zachycuje vylucova-
né intestinalnich mukozni / epitelialni bunky, které jsou pfirozenou soucasti obsahu stolice (Rose et
al. 2015; Williams et al. 2015). Pro experimentalni analyzu pidy, ktera byla nepochybn¢ kontami-
novana prasetem, jsme odebrali vzorek pudy z vybehu, ktery byl vyuzivan k chovu domacich prasat.
Tti prasata byla drzena v tomto uzavieném prostoru postupné, kazdé po dobu 14 mésicti. Nas vzorek
pudy byl ziskan po uplynuti 5 let od porazky posledniho prasete. Tento kontrolni vzorek vykazoval
slabou reakci pfed vafenim a extrémné silnou po vaieni (tab. 2).

6. VYSLEDKY METODIKY

Navrhovana metodika ptredstavuje novy pristup k detekci a rozliSovani mezi vafenymi a tepelné
neupravenymi proteiny z archeologickych vzorkt. Testovana byla keramika pochazejici z riznych
sttedovékych kontextli a noveé vybranych lokalit (Brno — stfedovéké mésto, Pocatky u Jihlavy —
ptiklady lokalit z Prahy a Plzné& (Pavelka — Vareka 2008; Pavelka — Orna 2011). Nové testovan byl
také kontrolni vzorek pudy stejné stratigrafické vrstvy obsahujici ran¢ sttedovékou keramiku (tab.
2; Pavelka et al. 2020).

Pouzitim imunologického testu ELISA navrzeného k identifikaci vafeného veptrového masa bylo
zjisténo, Ze varené praseci bilkoviny byly pfitomny ve vétsSing studovanych vzorkt. Vzorky vykazo-
valy nizce pozitivni + nebo vysoce pozitivni vysledek ++. Pfitomnost prasecich bilkovin potvrdily
nezavisle i vysledky hmotnostni spektrometrie (tab. 1). Tento fakt interpretujeme tak, ze keramické
nadoby (v tomto piipad¢ zejména hrnce) slouzily ve stiedoveéku k vareni masité stravy, jak dokla-
daji zjisténé zivocisné proteiny pochazejici z tepelné upravovaného veprového masa. Vepirové maso
bylo v jidelni¢ku stfedovékych obyvatel mést, ale 1 hradd hojn¢ zastoupené, jak dokladaji vysledky
archeozoologickych analyz (srov. Petrickova 1998; Petrickova 2002; Kysely 2004).

U nékterych vzorka se vSak pfitomnost vepfového masa neprokazala a nadoby ziejmé slouzily
k jinym ucelim. Na nékterych vzorcich byla prokazana pfitomnost nevafeného vepifového masa,
ktera muze dokladat mozné skladovani (nalozeni masa). Vepfové maso je obecné velmi vhodné
ke konzervaci, nez maso ostatnich zvitat a nékteti badatelé (napt. Albarella 2005, 82) ptipousti, ze
chudsi vrstvy obyvatel konzumovali maso témét vyhradné v jeho konzervované (uzené, susené nebo
nasolené podob¢).

Nelze vsak vyloucit ani potenciondlni kontaminaci z okolniho prostiedi — ptdy, ve kterém byly
nalezy keramiky ulozeny (nekteré zlomky pochdzely z odpadnich vrstev s vysokym rizikem konta-
minace)'. Praseci bilkoviny identifikované v pidnim substratu piedstavuji pravdépodobné konta-
minaci z hnoje, nebo praseciho trusu v okoli naleztl, nelze vyloucit ani kontaminaci ze soucasnych
zemédelskych hnojiv. V ptipadé testovaného vzorku zeminy z rané stfedovékého hradisté v Kato-
vicich, kde vychazeji tepeln¢ denaturované proteiny, je otdzka, zda jde o historické, nebo nedavné
zbytky pokrmt, nebo mohla byt ptida kontaminovéana recentnim vafenym masem. Tato metodika
otevird novou perspektivu feseni slozitosti vyzkumu archeologickych biomolekul, coz naznacuje,
ze mnohé diive publikované studie mohou obsahovat smés starych syrovych a novych bilkovin,
stejné jako plivodni obsah historickych bilkovin (a dalsi typy biomolekul) stejného druhu. Aby ne-
dochazelo k zaméné¢ téchto odlisnych kategorii v archeologickém vykladu, je tfeba vénovat velkou
pozornost novym metodam, které mohou pomoci pfi jejich samostatné identifikaci.

4 Anaerobni prostiedi v odpadnich vrstvach mize inhibovat mikrobiologické utoky a vést k dekarboxylaci aminokyse-
lin (Barnard et al. 2007, 218).
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Vedle testd na pfitomnost vafenych a nevarenych proteint byly vyuzity ELISA testy na detekci
gliadinu. Gliadin je hlavni protein v potravinach obsahujicich lepek jako je je¢men, Zito, pSenice a
dalsich obilovin, pouzity test ale nereaguje na oves. Detekce gliadinu je bezproblémova, nebot’ se
jedna o protein nerozpustny ve vod¢, ale v alkoholu. Z toho diivodu je ur¢eni pomérné spolehlivé a
1ze ptedpokladat, ze je sttedoveékého pivodu. Ve dvou piipadech se potvrdila ptitomnost obili v za-
sobnici, které jsou povazovany za skladovaci nadoby na sypké produkty, naptiklad obili (tab. 1). V
zasobnicich se obili pravdépodobné pouze skladovalo, nebot’ bez vareni je mala pravdépodobnost,
aby gliadin pronikl do keramické matrix. V ostatnich piipadech pfitomnost gliadinu na keramice
(zejména u hrncovitych nadob) mize svéd¢it napiiklad o zpiisobu piipravy pokrmi z obilnych kasi.

Pomoci hmotnostni spektrometrie byla jiz mimo tuto metodiku detekovana u nékterych vzorkt
ptitomnost hlavniho mlé¢ného proteinu — kaseinu. Kasein v keramice mtize znamenat ptitomnost
vafené¢ho mléka. V nékolika ptipadech vzorkl byla prokazana jak ptitomnost vafeného veprového
masa, tak mléénych produktti. Lze tak pfipustit, Ze nékteré keramické nadoby mohly slouzit k vafeni
ruznych druhti pokrmt. Jsou dobie odzkousSené i protilatky na historicky kasein, ale v tomto projek-
tu nebyly pouzity (srov. napt. Pavelka — Orna 2011).

Vysledky metodiky byly nezavisle ovéfeny pomoci hmotnostni spektrometrie-plynové chroma-
tografie. Na nékolika vzorcich z Brna hmotnostni spektrometrie odhalila stopy po mastnych ky-
selinach stearové a palmitové, které se bézné vyskytuji v zivocisnych tucich, coz koresponduje s
vysledky testu antigen-protilatka na zivocisné proteiny pomoci ELISA testa.

7. SROVNANI METODIK VYUZIVAJICI TESTY NA PROTILATKY A HMOTNOSTI
SPEKTROMETRII

Soucasné detekce historickych proteint jsou zalozené na hmotnostni spektrometrii, ktera je princi-
pidln¢ zcela odlisna. Metoda hmotnostni spektrometrie je nutna jako verifika¢ni a nezbytna soucast
navrhované metodiky, avSak v souc¢asné dob¢ zatim mnohdy nedokaze rozlisit, ke kterému druhu
zvitat nalezené proteiny patii. Napiiklad ¢asto nachazené kolageny standardné vychazi jako hovézi
a ve skuteCnosti se jedna o jiného savce. Navrhovand metoda je v tomto presnéjsi. Metody ELISA
pouzivané v nedavné minulosti na historické proteiny se piili§ neosvédcily, protoze vytvotené pro-
tilatky byly pfipraveny proti nativnim proteiniim, nikoliv proti denaturovanym. Historické proteiny
jsou hodné zméneéné v prubéhu casu, pii kterém dochazi k fadé¢ chemickych zmén. Avsak tepelna
denaturace u nékterych vybranych proteinti dava odpovidajici strukturu u historickych i souc¢asnych
proteint. Avsak vSechny komeréni testy nejsou pro historické proteiny vhodné. Pro uvadénou meto-
diku se osvédcily pouze certifikované soupravy Neogen (diive Tepnel BioSystems).

Metodika nepiedstavuje nahradu, ani konkurenci pro pouziti hmotnosti spektrometrie v archeo-
logii. Jde o principidlné zcela odlisné postupy, které se vSak snazi o uréeni t€hoz. Kromé vzajemné
verifikace se obé metody mohou dopliiovat. Na trhu nejsou vhodné protilatky pro archeologii pro
fadu potravin, které 1ze pomoci hmotnostni spektrometrie zachytit, na druhé stran¢ hmotnostni spek-
trometrie vzdy druhové nerozlisi jednotlivé proteiny pochéazejici nejcastéji z vepirového nebo hove-
ziho masa, nebo z kravského ¢i koziho mléka. Nékdy mtize byt i uréeni pomoci protilatek o néco
citlivéjsi, coz v pripad¢ nepatrnych zbytkl neni zanedbatelna vlastnost, ktera rozhoduje, zda bude
puvodni protein viibec detekovan.

8. POUZITI METODIKY V PRAXI A NAVRH UZIVATELU

Metodika je urcena pro vSechny, ktefi se pokousi detekovat staré varené zbytky potravin z historické
keramiky, tedy zejména archeology, bioarcheology a imunology. Detekei makrozbytkti potravin Ize
1épe pochopit riizné funkce keramiky, zaroven je mozné poznat zpisob piipravy pokrmu, Groven
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stravy, diety a subsisten¢ni strategie tehdejSich spolecnosti v ¢ase a prostoru. Postup je navrzen
tak, ze jej dokaze zvladnout a aplikovat védecky pracovnik, laboratorni personal nebo student se
zékladnim Skolenim. K metodice neni potieba zadné specialni vybaveni, nez které ma vétsinou ve
vybavée standardni laboratorni pracovisté. Vyhoda metodiky spo¢iva mimo jiné v tom, Ze je mozné
ji provadeét i v polnich podminkéach a improvizovanych laboratotich. Na rozdil od testl pracujicich s
archaickou DNA existuje jen zanedbatelné riziko kontaminace, nebot’ cilové proteiny se v lidském
organismu nenachézeji. Riziko kontaminace lze prakticky odstranit zakladni prevenci a odebirdnim
vzorkl z vnitini keramické hmoty a nikoliv jen z povrchu nadob ¢i jejich zlomki. Metodika je navic
zcela nedestruktivni a opakovatelna.

Metodiku 1ze uspésné vyuzit i na jiném nez archeologickém materidlu, v ivahu ptichazi pouziti
na recentnich biologickych vzorcich v rdmci forenznich véd.
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A006 4485/5 - vnéjsi povrch A006 4485/5 - vnitini povrch

™

A006 18351/12 - vné&jsi povrch

A006 20111/23 - vnéjsi povrch

AO06 13137/8 - vnéjsi povrch AQ06 1313778 - vnitfni povrch

Obr. 8. Vzorky keramiky z Brna.



NAKI IT DG18P020VV020 Vrcholné¢ stredovéka keramika jako soucast movitého kulturniho dédictvi

A006 19357/4 - vnéjsi povrch A006 19357/4 - vnitini povrch

A006 10203/9 - vnéjsi povrch

A113 338/8 - vné&jsi povrch A113 338/8 - vnitini povrch

A17 1344/83 - vnéjsi povrch A17 1344/83 - vitini povrch

Obr. 9. Vzorky keramiky z Brna.
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A006 19357/4 - dno A006 12300/7

==

A006 19623/6 - vnejsi povrch A006 19623/6 - vnitini povrch

Obr. 10. Vzorky keramiky z Brna.
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70/4 124/26 - vné&jSi povrch 70/4 124/26 - vnitini povrch

- .

70/4 252/10 - vné&jsi povrch 70/4 252/10 - vnitini povrch

_— Jﬁﬁ

70/04 215/3 - vnéjSi povrch 70/04 215/3 - vnitini povrch

Holoke E5piddes.

70/4 252/236 - vnéjsi povrch 70/4 252/236 - vnitfni povrch

Obr. 11. Vzorky keramiky ze Zd'dru nad Sazavou — Staré Mésto.
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70/4 239/7 - vnéjsi povrch 70/4 239/7 - vnitfni povrch

70/4 252/5 - vnéjSi povrch 70/4 252/5 - vnitfni povrch

70/04 195/4 - vnéjsi povrch 70/04 195/4 - vnitfni povrch

6= 0.

70/4 206/254 - vnéjSi povrch 70/4 206/254 - vnitini povrch

Obr. 12. Vzorky keramiky ze Zdaru nad Sazavou — Staré Mésto.
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"

D5280/27 - vnéjsi povrch D5280/27 - vnitini povrch

™ ™

D3019/13 - vnéjsi povrch D3019/13 - vnitini povrch

D5017/3 - vnéjsi povrch D5017/3 - vnitini povrch

D5016/20 - vné&jsi povrch D5016/20 - vitfni povrch

Obr. 13. Vzorky keramiky z hradu Rokstejn.
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- ™™

D3113/1 - vnéjsi povrch D3113/1 - vnitfni povrch

JiA 112/215-0337 - vnéjsi povrch JiA 112/215-0337 - vnitini povrch

Obr. 14. Vzorky keramiky z hradu Rokstejn a Pocatek u Jihlavy.
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Tab. 1. Vysledky imunologické analyzy a hmotnostni spektrometrie vzorki keramiky z Brna,
Zdiaru nad Sazavou, RokStejna a Pocatek u Jihlavy.

Vzorky keramiky Testy Pavelka Verifikace Verifi-
Kucera kace
Kucdera
ELISA testy na protilatky GC/MS (Met-
Prep) analyza MALDI
tuky, vosky,
pryskyfrice
.
: :
op= Dt
8 = £ 3 3 D
8 = < S =z - 5, 5, 1
= a2 > = = = i = — =
2 g = 2 2 = g 2 2 <
< £ 5 =2 85 w02 = : =
Brno - s. . planyrka | A006 hrnec | P 1. pol. "o" "o" | "0"  [,,0“ | negativni |, +° | vysoka | triacyl-
Janackovo | 4485/5 4485/5 13. stol. variabili- | glyceroly
kulturni ta mast- | poukazujici
centrum nych na rost-
kyselin | linny olej
(mozna
Inény)
Brno - s. j. odpadni | A006 hr- S 2. tfetina | "0" "0" | "0+" | "0+" | vafené "0" L0
Janackovo | 18351 vrstva 18351/12 | nec? 13. stol. ptivodni
kulturni opadané maso -
centrum slaby
signal
Brno - s. J. odpadni | A006 hr- S 2. tietina | ,,++< | "0" "0+" | "0+" | vafené L0 silné
Janackovo | 18351 vrstva 18351 nec? 13. stol. puvodni oxidovany
kulturni seskrabané maso rostlinny
centrum - slaby olej (signa-
signal ly TAG)
Brno - s. j. vyplit A006 za- T kolem ! "0" | "0" | "0+" | mozna L0
Janackovo | 19323/6 | odpadni | 19623/6 sobni- pol. 13. slaba kon-
kulturni jimky ce stol. taminace
centrum
Brno - S. J. vrstva A006 z4- T 2. pol. "o" "o" "0+" | "0+" | vafené L0 L0
Janackovo | 13137/8 | (odpad- | 13137/8 sobni- 13. stol puvodni
kulturni ni?) seskrabané | ce maso
centrum - slaby
signal
Brno - s. j. vrstva A006 za- T 2. pol. "o" "0" [ "O+" | "0+" | vafené 0% L0
Janackovo | 13137/8 | (odpad- | 13137/8 sobni- 13. stol. puvodni
kulturni ni?) opadané ce maso
centrum - slaby
signal
Brno - S. J. vypln A006 hrnec | OHP- | 1. pol. "o" "0" | "O+" | ,,0+¢ | vafené "+" | derivaty | slabé sig-
Janackovo | 19357/4 | vykopu | 19357/4 SD 14. stol. pavodni kys. naly kys.
kulturni sklipku | okraj maso abietové | stearové a
centrum ) - slaby amastné | palmitové
signal kyseliny
Brno - s. j. vypli A006 z4- T 2. pol. "o" "+ "0+" | "O+" | vafené L0 L0
Janackovo | 10203/9 | vykopu | 10203/9 sobni- 13. stol. puvodni
kulturni neznamé | seskrab ce maso
centrum funkce - slaby
signal
Brno - S. j. vyplit A006 hr- T 2. pol. "0 | " | "+ | vafené "+" | derivaty |,,0“
Janackovo | 19299 - | odpadni | 19299 nec? 13. stol. pavodni choleste-
kulturni vzorek | jimky maso rolu =>
centrum ze dna Zivocis-
loubku ny tuk
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Vzorky keramiky Testy Pavelka Verifikace Verifi-
Kucera kace

ELISA testy na protilatky Kucera
GC/MS (Met- MALDI
Prep) analyza

tuky, vosky,
pryskyfrice
°
& o
z E 3
g > ] g E
= g 2 2 &
- 2 s 5 E
P o b= L «
i ¢ 335 & BT
s 2 S 3 % g ¥ % =
s = S g - = ) S 5
e~ = 7 (= 1Z] P =7 (=7 -~
= &= ) = B3] ) = & =
Brno - S. J. vypln Hlina hrnec | OHP- | 1. pol. "o" "0" | "+ | "M | vafené "+" | terpeny, | silné sig-
Janackovo | 19357/4 | vykopu | A006 SD 14. stol. pavodni derivaty | naly kys.
kulturni sklipku 19357/4 maso kys. stearové a
centrum (@) abietové | palmitové
=> dievo
jehlic-
nant,
prysky-
fice
Brno - s. J. vyplin A006 z4- T 2. pol. "o" "o" "0+" | "++" | konta- L0 L0
Janackovo | 10203/9 | vykopu | 10203/9 sobni- 13. stol. minace
kulturni neznamé ce hnojem,
centrum funkce neni jasné
zda sou-
Casnym ¢i
historic-
kym
Brno - S. J. vypln A006 hrnec | OHP- | 1. pol. "o" "o" | "+ | "M | vafené "+" | terpeny, | silné sig-
Janackovo | 19357/4 | vykopu | 19357/4 SD 14. pavodni derivaty | naly kys.
kulturni sklipku | seskrab stoleti maso kys. stearové a
centrum (@) abietové | palmitové
=> dievo
jehlic-
nantl,
prysky-
fice
Brno - s. J. vypln A006 miska | OTD | 2. pol. U | " | vafené "+" | mastné | barnaté
Janackovo | 12300/7 | cihelné 12300/7 19. stol. puvodni kyseliny, | ionty
kulturni kana- porcelan maso vysoka | mastnych
centrum lizaéni konc. kyselin
Stoly kys. (barium

olejové | musi po-
=> latka | chazet z
bohata hliny nebo
na tuky | kerami-

ky). Neni
to moc
obvyklé.
Brno - s.j. vyplit All13 hrnec | OHP | 2. pol. "o" "0 | "0+" | mozna "+" | mastné | triacyl-
Videnska, | 338/8 destruk- | 338/8 15.-1. slaba kon- kyseliny | glyceroly
Medica ce pol. 16. taminace =>slabé | poukazujici
razeného stol. signaly na zivocCis-
sklipku- ny tuk
destruk-
ce
razeného
sklipku
Brno - s.j. vyplit Al7 z4- T 2. pol. "0" "0" | "0" | "0+" | mozna "0" L0
Vojtova 1344/83 | suterénu | 1344/83 sobni- 11.-1. kontami-
odsypané | ce pol. 12. nace
stol.
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Vzorky keramiky Ttesty Pavelka Verifikace Verifikace
Kucera Kucera

ELISA testy na protilatky

GC/MS (Met- MALDI
Prep) analyza

tuky, vosky,

pryskyfFice

g 2
= <
g - v B
s £ 2 = S
Z 2 = £ E
5 = 5 < 54
£ & § £ = ¥ _x &
F g 2 & = 3 222 £
= £ 5 IS ) =g = 5
Brno - s. j. vyplit Al7 za- T 2. pol. "o" "0" [ "0" | "O+" | moZna 0% L0
Vojtova 1344/83 | suterénu | 1344/83 sobni- 11.-1. slaba kon-
seskrabané | ce pol. 12. taminace
stol.
Pocatky obj. suterén JiA 112/ za- T 2. pol. e "0+" | "+" | konta- L0
u Jihlavy, | 0504, 215- sobni- 13. stol. minace
Skolni ul. | vrstva 0337 ce hnojem,
0120 neni jasné
zda sou-
Casnym Ci
historic-
kym
Rokstejn | 6/7 Seda D5280/27 | hr- P 13./14. "Q" "0+" | "+" | konta- L0
vrstva nec? stol. minace
hnojem
Rokstejn | C2 cerna D3019/13 | hrnec | P 13./14. "O+" "0+" | "+" | konta- "o"
pozarova stol. minace
hnojem
vrstva
Rokstejn | ¢tverec D5017/3 hrnec | O 13./14. "0+" "0+" | "O+" | snad "o"
6/6 stol. pavodni
maso
Rokstejn | Etverec D5016/20 | za- P 13./14. "0" "0+" | "0+" | snad "0"
6/6 sobni- stol. ptvodni
ce maso
Rokstejn | C2 cerna D3113/1 hrnec | O 13./14. "o" "0+" | "+" | konta- "o"
pozarova stol. minace
vrstva hnojem
Zdarnad | 124 suterén 70/4 hrnec | OH 2. pol. "o" "ot | "o "o" negativni | "+" mastné | "0"
Sazavou 124/26 13. stol. kyseli-
ny =>
slabé
signaly
Zdarnad | 239 pec s 70/4 hrnec | OHP | 2. pol. "o" "0+" | "0+" | vafené "o"
Sazavou ptredpec- | 239/7 13. stol. puvodni
ni jamou maso
- slaby
signal
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Vzorky keramiky Testy Pavelka Verifikace Verifikace
Kucera Kucéra

ELISA testy na protilatky

GC/MS (Met- MALDI
Prep) analyza

tuky, vosky,

pryskyfFice

E -
§ > Ng g <
= = 3 ) z
] s g £ g
= S g £ =
] = - > - Y cs
i 0t f 3 . AN
£ = S 3 g £ 2 _ =2 &
] ] = = - = ) S 5
=2 2 = e @ & (5 2 <
= = 53 z S C) 2 = =
Zdarnad | 252 suterén | 2R 70/4 hrnec | O 2. pol. "o" """ | vafené "0"
Sazavou 252/5 13. stol. ptuvodni
maso
- slaby
signal
Zdarnad | obj. 594, | sidligtni | 70/04 z4- SD 2. pol. "0" "0+" | "+" | konta- "0" "0"
Sazavou kontext | jama -195/4 sobni- 13. stol. minace
195 ce hnojem
Zdarnad | 206 vyrobni | 70/4 za- SD 2. pol. "o" "0" [ "0" | "0" | negativni |"O" "o"
Sazavou a hospo- | 206/254 sobni- 13. stol.
daisky ce
objekt

Vysvétlivky:

"o" negativni vysledek

R pozitivni vysledek

g nizce pozitivni vysledek

"0+" vysledek na hranici detekovatelnosti (neni
vyloucena pouze nespecificka reakce)
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Tab. 2. Vysledky imunologické a hmotnostné spektroskopické analyzy vzorkii keramiky z Ka-
tovic (Pavelka et al. 2020).

Sample type (C=ce- Uncooked sample Cooked Lipids Proteins MS
ramics, S=soil) tested for sample tested for
pork pork
Cl 0 ++ animal Mammal Collagen
alpha 1 and 2
S1 0+ + Mammal Collagen

alpha 1 and 2

C2 + ++ Mammal Collagen
alpha 1 and 2

S2 0 + Mammal Collagen
alpha 1 and 2

C3 + + animal, plant oil Mammal Collagen
alpha 1 and 2

S3 0 + Mammal Collagen
alpha 1 and 2

C4 0 + animal Mammal Collagen
alpha 2

S4 0 0+ Mammal Collagen
alpha 1

C5 0 + 0 Mammal Collagen
alpha 2

S5 0+ + Any Collagen

C6 0 + 0 Mammal Collagen
alpha 1 and 2

S6 0 + Any Collagen

C7 0 0+ Mammal Collagen
alpha 2

S7 0 0+ Mammal Collagen
alpha 1 and 2

C8 + + 0 Mammal Collagen
alpha 2

S8 0+ + Mammal Collagen
alpha 1 and 2

Soil from pig enclo- | 0+ +H+

sure (abandoned for

5 years)
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