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1. Uvod

Studie mléka, mléCnych proteint a lipidd ve vyzivé minulych populaci pfinaseji
v poslednich letech nové poznatky o potravnich technikach a zménach potravnich
preferenci v pribéhu poslednich tisicileti. Pfedkladana prace se snazi navazovat
na publikace pfednich autorl (Craig a Collins 2000; Solazzo et al. 2008), ale také
na podobné studie zpracované na Zapadocéeské univerzité (Ciperova et al. 2015;
Hlasek et al. 2015). Hlavni ¢ast prace je studium mlécnych proteini na tzv.
amforach, které svym tvarem dokladaji, ze byly pouzivany pfedevSim na néjaké
tekutiny a nejsou pfilis vhodné na pevné potraviny. Dale také prace obsahuje
pfispéni k problematice traveni laktézy v minulosti. PokouSim se pomoci
biologickych technik a ¢aste¢né i dodanych vysledkd z hmotnostni spektrometrie
odhalit plvod proteint v tomto druhu keramiky a ur€it druh potravin, pro které byly
pouzivany. SouCasné se prace zabyva riziky kontaminace a vérohodnosti

ziskanych dat.



1.1 Cile prace

Prace méla nékolik cild, na prvnim misté se pokusit pro potfeby archeologie
osvétlit, k jakému ucelu byl skuteCné pouzivan specificky typ keramiky,
tzv. amfory, (nejedna se o klasické amfory na vino znamé ze Stfedomofi).
Archeologové o této problematice mnoho let teoretizovali, ale bez konkrétnich
dlkazua. Jedno z velkych podezieni bylo na mléko, ¢emuz pfispivaly prvni dosud
nepublikované vysledky. Problematikou mléka a mléénych vyrobkl v minulosti se
zabyvala fada praci (Cramp et al. 2014; Copley et al. 2003; Craig et al. 2004;
Craig et al. 2005a; Craig et al. 2005b; Craig et al. 2011). Studie, na kterou se
pokou$im pfimo navazat je prace Ciperové et al. (2015), kde se mlé&né zbytky
analyzovaly pomoci systému antigen-protilatka, kde byla vypracovana metodika
analyzy proteint pfimo z keramické matrix, liSici se od starSich praci, kde se
potravinové zbytky analyzovaly z pfiSkvarkd na keramice (Pavelka a Vareka 2008;
Pavelka a Orna 2011). Tato metodika vyznamné rozSifuje moznosti poznani
minulosti, protoZe zatimco pfiSkvarkd potravin se naléza pomérné malo, porézni
keramiky z ruznych Casovych obdobi existuje pomérné velké mnozstvi. Pro
testovani byla vyuZita keramika s menSim zfetelem na Casové obdobi, ale
s vétSim ohledem na druh nadob, aby bylo mozno urcit druhy potravin, pro které
byla pouzivana. | pfes tento vybér se vSechny nadoby nachazeji z mladSi doby
bronzové, zejména pro dostupnost a vhodnost nalezi. Problematika miléka
a mléénych produktu je dulezita pro pochopeni zmén v lidském genomu, je zde
mnoho nevyjasnéného, zejména je s podivem jak a pro€ vlastné v historické dobé,
nikoliv snad uz v neolitu narusta v evropskych populacich, hlavnhé na severu,
procento obyvatel schopnych travit laktézu (Burger et al. 2007; Gamba et al. 2014;
Malmstrom et al. 2010; Witas et al. 2015). Z historickych pramenu zatim nelze
vyCist priCiny, pro€¢ k takovému trendu Sifeni mutace pro traveni laktézy vliastné
doSlo. MIéko se zpracovavalo od neolitu a k Sifeni mutace dochazi zfejmé az ve
stfedovéku (Kruttli et al. 2014; Nagy et al. 2011). Pouzité testy na bazi antigen-
protilatka umoznuji do urcité miry rozliSit pavod mléka, coz se pomoci hmotnostni
spektrometrie urCuje obtizné, pfipadné to neni mozné vabec, jako zejména
u lipidd, které se v zahrani¢nich studiich uréuji z keramiky nej¢astéji (napf. Copley
et al. 2005b). Tato prace ma také snahu pfispét novymi daty k problematice

traveni laktozy v minulosti.



DalSi testy na bazi protilatek mély urcit, zda se v analyzovanych amforach
pouzivalo pouze mléko, nebo takeé jiné potraviny. Testy na hovézi a vepfové
maso, mohou dokazat, zda se napf. v nadobach mohly uchovavat masové vyvary,
nebo rdzné druhy polévek, coz je dalSi mozny zpusob pouziti. V pfedkladané praci
nedisponuji testy na pfitomnost alkoholickych napoji, ale pfi nepfitomnosti
jakychkoliv proteinl se da o pouziti této keramiky na alkoholické napoje
spekulovat. V praci bych predlozil také vysledky, potvrzujici vérohodnost pouZité
metodiky na archeologizovanych proteinech, u kterych je znam puvod. Tyto
vysledky by také mohly pfispét k pochopeni kontaminaci v pudé ze zemédélskych
hnojiv, které se inkorporovaly do archeologické keramiky a pfinaseji faleSné

pozitivni vysledky.

1. 2 Historie

1. 2. 1 Rataje u Bechyné

Archeologické vyzkumy v Ratajich u Bechyné odhalily, ze se jedna o vyznamnou
lokalitu s velkym mnozstvim pravéké keramiky. Podafilo se zjistit, ze se jedna
o sidlisté, které se datuje do doby pozdni a mladSi doby bronzoveé, coz je obdobi
priblizné 1000 let pfed nasim letopoétem (Chvojka a Tordkova 2017). Celé uzemi
je velmi zatizeno orbou a bylo zde nalezeno a zkoumano 13 sidliStnich objektu
odliSnych velikosti. Po prozkoumani byla vétsSina (11) sidlistnich objektl zafazena
do doby mladSi doby bronzové (cca 11. stoleti pf. n. I.) (Chvojka a Térdkova
2017). Kromé keramickych nadob se v jamach nachazela i celd fada dalSich
artefaktll (Chvojka a Torokova 2017). Dalsi vyznamny pralom bylo zjisténi,
Ze lidské osidleni zde bylo v mladsi i pozdni dobé bronzové. Toto zjisténi
je vyznamné diky tomu, Ze v lokalité¢ jiznich Cech je takovéto osidleni spise
vyjimkou (Chvojka a Toérokova 2017). Nadoby zkoumané v mé bakalarské praci
pochazi z objektu €.13/2016. Mezi nalezenymi nadobami byly amfory s vydutymi
hrdly (tzv. etazovité amfory), které jsou pro mladsi dobu bronzovou pfiznaéné
(Chvojka a Toérokova 2017). Mezi testovanymi nadobami byla i poSkozena
etaZzovitd amfora (viz Obr. 1). Po pfedbézném prozkoumani objektu ¢.13/2016
se predpoklada, Ze se jednd o zbytky néjakého pravékého obfadu (Chvojka
a Torokova 2017).



Obr. 1. Torzo etazovité amfory (foto Chvojka a Torokova 2017).

1. 2. 2 Milenovice

DalSi archeologické nalezisté, z kterého se v této praci zpracovaly vzorky, jsou
Milenovice. V mikroregionu Milenovice se nachazi pfitok feky Blanice (Chabera et
al. 1985), na ktery jsou vSechny lokality nachazejici se v Milenovicich vazany,
protoze se zadna z lokalit nenachazi od feky dale nez pul kilometru. Nachazi se
zde i druhy vodni tok, ktery byl pro tuto lokalitu velmi vyznamny a to Radomilicky
potok, ktery nasledné vtékd do Blanice (Michalek a Frdéhlich 1979; Benes
et al. 1999). Z nalezeného zlomkového materialu, ktery zde byl nalezen,
se podafilo identifikovat nékolik keramickych nadob. Jednalo se o neuplné torzo
amfory s valcovitym hrdlem. To bylo nalezeno na nalezisti hradisté Skalka. Datace
nam fika, Zze se jedna o nadobu typu mlado bronzovych amfor (Bouzek 1963;
Hrala 1973). Ve velkém poctu jsou v lokalité Milenovice dolozeny i typické kusy

knovizské kultury a to pfevazné amforovité zasobnice (Fréhlich a Chvojka 2001).

1. 2. 3 Praha-Modiany

Jiz v roce 1977 byl na lokalité Praha-Modfany udélan z archeologického hlediska
vcelku velky hromadny nalez keramickych nadob z obdobi knovizské kultury. Bylo
zde v kruhové jamé, ktera byla z Casti recentné poruSena, nalezeno deset
keramickych nadob (Kovafik 1979). Tyto nadoby byly ve stavu, Ze jejich
rekonstrukce do puavodniho stavu byla mozna. Skladba tvarld nalezenych
keramickych nadob byla velmi rdznoroda. Diky velké ruznorodosti druht nadob
vyzkumnici té doby dosli k zavéru, ze se jednalo o jakousi ,jidelni obétinu®, ktera

je datovana do mladS$i doby bronzové neboli knovizské kultury (Kovafik 1979).
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Kromé této teorie je mozna i teorie, Ze se jednalo o keramicky set, ktery slouzil
ke konzumaci, pfipravé a servirovani piva nebo tekutin podobnych dnesnimu pivu
(Pavelka a Hlasek ustni sdéleni). Jelikoz, se tyto tekutiny pfipravuji z obilnych
plodin, existovalo podezieni na zbytky protein obilnin. Ale nebylo mozno vylougit
ani dal8i potraviny, proto byl ucinén vybér této keramiky pro analyzy zbytkl
potravin. Mezi testovanymi nadobami byla i vyobrazena keramicka nadoba (viz
Obr. 2.).

Obr. 2. Nadoba z mladsi doby bronzové, ktera byla nalezena v lokalité Praha-Modfrany (foto

D. Hlasek — nepublikovano).

1. 2. 4 Knovizska kultura

V mlad$i dob& bronzové se na Uzemi Cech vyskytovala knovizska kultura
(Kornelakova 2010). Doba bronzova je rozdélena do nékolika etap, které trvaly na
nasem uzemi pfiblizné 1500 let. Etapa mladSi a pozdni doby bronzoveé byla dobou
kultury tzv. popelnicovych poli, kam se mimo jiné fadi i knovizska kultura (Jiran
2008). Tato kultura se fadi do hornodunajského okruhu a ¢asem se sblizovala se
svymi sousednimi kulturami z jihu a zapadu (Podborsky 2006). DalSi etapy dobry
bronzové se déli na stfedni dobu bronzovou, v niz se vyskytovala mohylova
kultura a na jeji nejstarSi Casovy usek, v kterém prosperovala tzv. kultura unéticka
(Jirdn 2008). Archeologické prameny prokazaly, ze béhem 1,5 tisice let doSlo
k velikym zménam v kultufe, jak z pohledu ekonomického, tak i z pohledu
socialniho. DosSlo k obrovskému skoku v organizovanosti obchodu i vyrobé

riiznych pfedmétud i do delSich vzdalenosti nez doposud (Jiran 2008).



Nadoby zkoumané v této bakalarské praci se stafim fadi pravé do obdobi

knovizské kultury tedy mladSi doby bronzové.

1. 3 Material
V této praci bylo zkoumano a testovano nékolik druhd keramickych nadob

z obdobi mladsi doby bronzové.

1. 3. 1 Amfory

Amfory, nazyvané téz jako osudi, jsou keramické nadoby riznych velikosti, které
béhem let podstoupily i fadu vizualnich zmén (Jiran 2008). Tento termin
je s nejvétsi pravdépodobnosti prejat z bézné Fecké terminologie (Neustupny
1997). Jedny z prvnich nadob tohoto druhu jsou vysoké, Stihlé a maiji valcovity tvar
hrdla. VétSina téchto amfor ma ucho v horni ¢asti nadoby ovéem byly nalezeny
i amfory, které toto ucho nemély (Jirann 2008). Kvili svému zuZzenému a vysokému
hrdlu je pfistup do nich velmi obtizny, krom toho je tézZisté u téchto keramickych
nadob nastaveno vySe, nez u jinych druhG nadob. Tyto morfologické znaky nam
fikaji, ze s nejvétsi pravdépodobnosti slouzili k transportu a pfechovavani riznych
druht tekutin. Diky vysoko postavenému tézisti je stabilita keramickych amfor
vyhodna pro naklanéni a tim padem i vylévani tekutin v nich uskladnénych
(Henrickson a McDonald 1983). Keramické nadoby ale béhem let podstoupily
i jakysi vyvoj jejich tvaru a to pfevazné v obdobi pozdni doby bronzové, kdy doslo
ke zménam tvaru hrdla, které se sniZilo a ¢asteCné také doslo ke zvétSeni jeho
priméru. DalS§i zmény se vyskytly i u ucha, které bylo posunuto nize, ale nejvétsi
vizualni zména je v podobé vyzdoby, ktera navazuje na etazovité nadoby
z knovizské kultury (Jiran 2008). Mezi dalS$i nadoby toho druhu se Fadi
tzv. Stitarské amfory, které maji spiSe barnaty tvar spodni €asti, ktery je mimo jiné
i inearné ozdoben. K dalSim typickym rysim patfi nalevkovité velmi nizké hrdlo
aouSka se nachazi v oblasti pod hrdlem. U dalSich typd amfor se jiz ouska
nevyskytuji vibec nebo pouze vyjimecné (Jiran 2008). Lze nalézt i mladSi amfory
s konickymi nebo rovnymi hrdly anebo amfory se Sirokymi tély, které jsou vétSinou

svisle zdobeny (Jiran 2008).

1. 3. 2 Zasobnice
Vyvoj téchto keramickych nadob je znam az do pozdnich etap doby bronzove,

poté jiz splyvaji s jinymi keramickymi nadobami (Jirarn 2008). V mladSich etapach



doby bronzové Ize rozeznavat amfory a zasobnice od sebe ato zejména diky
rozdilnému materialu, ktery byl vyuzivan ktvorbé, ale také diky odliShym
morfologickym znakim. V pozdnich etapach doby bronzové se méni jejich
povrchové ozdobeni (Jiran 2008). Zasobnice z dob knovizské kultury se déli na
3 typy: vejcité, amforovité a zasobnice kvadratického tvaru. Amforovité zasobnice
je mozné jesSté dale rozvétvit na dva dalSi typy. Prvnim typem je amforovita
zasobnice s valcovitym hrdlem a druhym typem jsou amforovité zasobnice, které

maji nalevkovité hrdlo (Jirann 2008).



2. Moznosti testovani organickych zbytkii na archeologické
Keramice

V soucasnosti je nékolik postupu, jak je mozno studovat zbytky po historickych
potravinach. NejrozSifenéjSi a nejuznavanéjSi je pomoci hmotnostni
spektrometrie, (zkratka MS z anglického Mass spectrometry). Metoda byla poprvé
pro archeologické zbytky potravin vyuZita jiz vroce 1991 (Oudemans a Boon
1991). Proteiny pro analyzu hmotnostni spektrometrii musi byt nejprve upraveny,
napfiklad za pouZiti gelové elektroforézy, nebo extrakci v roztocich (Barnard et al.
2007). Nasledné se pouzije enzym trypsin, ktery funguje jako Cinidlo k rozstépeni
(fragmentace) proteind do kratSich peptidickych fetézcl, jez je pak mozné
analyzovat hmotnostni spektrometrii. Rozdélené peptidické fetézce jsou
rozpustény v roztoku a na zakladé jejich schopnosti sluCovat se s jinou latkou
nebo Castici jsou pfitahovany k podkladu, kde se bud zachyti, nebo projdou dale
(Pollard et al. 2007; Barker 2010). Samotny pfistroj je slozen z 3 zakladnich &asti
— detektor Castic, analyzator a iontovy zdroj (Friedecky a Lemr 2012). V iontovém
zdroji jsou neutralni plynové molekuly upravovany na nabité Castice (ionty).
V analyzatoru dochazi k rozfazovani nabitych €astic na zakladé jejich efektivnich
hmotnosti. V posledni Casti pristroje, nazyvané jako detektor, dochazi k vypoctu
vyskytu nabitych Castic v realném Case (Karasek a Clement 1988; Lee 2012).
Principem hmotnostni spektrometrie je urCeni hmotnosti iontl pomoci jejich
efektivni hmotnosti (hmotnost iontu/naboj). Prvnim krokem hmotnostni
spektrometrie je odparovani vzork(. Poté nasleduje ionizace pomoci UV zafeni
(APPI) nebo laseru (Friedecky a Lemr 2012). Vzniklé nabité Castice jsou dale
rozfazovany dle jejich efektivni hmotnosti v ¢asti pfistroje, nazyvané jako
analyzator, kde je elektrické nebo magnetické pole (Karasek a Clement 1988; Lee
2012; Friedecky a Lemr 2012). Cely proces detekce probiha v uzavieném
systému ve vakuu. Tato metoda se krom analyzy proteind da vyuzit i k analyze
alkaloidu ¢i lipidd. Kromé uréovani neznamych latek Ize hmotnostni spektrometrie
vyuzit napriklad ke zjiStovani struktur latek (Karasek a Clement 1988; Lee 2012).
Mezi hlavni nevyhody hmotnostni spektrometrie patfi naro¢na manipulace
a potieba specialnich krokl pfi praci s archeologickymi vzorky (Barker 2010;
Ciperova 2015). Dalsi nepochybnou nevyhodu je neschopnost identifikace

druhové specifickych proteinQ, jeZ se nachazeji v mléce a bez toho je nemozné
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ur€it konkrétni druh mléka (viz Pavelka a Vareka 2008; Pavelka a Orna 2011).
Vyhody této metody souvisi s vy$Si pfesnosti vysledkl a snazSi opakovatelnosti
(Barker 2010).

Lipidy se v porézni keramice uchovavaji velmi dobfe, z ddvodu jejich
ochrany pfed fyzikalnimi a biologickymi vlivy z okoli (Evershed 1993, Evershed
et al. 1999). Hmotnostni spektrometrie nam Caste¢né dovoluje odliSovat od sebe
lipidy zdomacnélych zvirat (kozy, prasata, ovce, tur) (Mottram et al. 1999). OvSem
k dokonalejSim identifikacim neni tato metoda vhodna. Diky hmotnostni
spektrometrii byly analyzovany lipidy na porézni keramice z Velké Britanie
a z vysledku je zfejmé, ze lidé se po nastupu zemédélstvi zacali misto z morskych
ulovk zivit vyprodukovanymi potravinami (Cramp et al. 2014). Toto nepfimo
potvrzuje i predeSla studie, jez zkoumala mlécné lipidy v keramice na uzemi
Britanie z dob neolitu (Copley et al. 2003). AZ u 25% vzorkd byla potvrzena
pritomnost mléka v keramice (Copley et al. 2005).

Tato metoda byla vyuZita i k analyze vzorkl, u kterych se predpokladala
pritomnost alkaloidl, z obdobi Middle Woodland, které se pouziva pro datovani
v Severni Americe (1000 pf.nl. — 1000 n. |., a zahrnuje obdobi od archaickych
lovcu sbéracl do zemeédélcl Mississipské kultury). Zde se pomoci hmotnostni
spektrometrie podafrilo prokazat napfiklad alkaloid nikotin (Rafferty 2002), nebo
bylo mozné prokazat alkaloid harmin, ktery se naléza v nékterych rostlinach. Tyto
vysledky potvrdily rozsahly obchodni systém stimto zbozim v indianskych
kulturach, protoze tento alkaloid byl prokazan i v mistech, kde se tyto rostliny
nevyskytuji (Ogalde et al. 2009). Hmotnostni spektrometrie se vyuzilo
i pfi zkoumani keramickych nadob ze starovékého Egypta. Podafilo se ur€it fadu
latek, které napovidaji o vyuziti nadob. Ze ziskanych vysledkl se predpoklada,
Ze nadoby byly vyuzivany na alkohol (bilé vino) (Guasch-Jané et al. 2006).

Metoda zaloZena na systému antigen-protilatka je brana spiSe skepticky
z dlivodu pouzivani protilatek primarné urCenych pro identifikaci nativnich proteinu
na denaturované historické proteiny. Problém spocival v nespecifickych reakcich
oznacovanych také jako cross-reakce. K témto reakcim dochazi mezi protilatkami
a jinymi antigeny, nez je typ, proti kterym byly vytvofeny (Child a Pollard 1992;
Brandt et al. 2002). Témto nezadoucim reakcim se da, vyhnou. Je nutne, aby byly
vyuzity protilatky, které budou reagovat pouze s denaturovanymi proteiny, které

se v archeologickych vzorcich nachazi. OvSem to neni mozné bez znalosti o jejich
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formé (Craig et al. 2000). Pro identifikaci proteinl pomoci imunologického systému
antigen-protilatka lze velmi dobfe vyuzit komerCnich sad, jez se vyuzivaji
k identifikaci potravin. Vyhodou je snadna opakovatelnost (Pavelka a Vareka
2008; Pavelka a Orna 2011). Téchto komerénich sad Ize vyuzit pfedevsim proto,
Ze dostupné protilatky jsou pfipravovany pravé pro detekci denaturovanych
proteinu (Bjorklund et al. 2001), které jsou denaturovany stejnym zpusobem, jako
proteiny nachazejici se v archeologickych nalezech. Tato metoda zaloZena
na systému antigen-protilatka se nazyva také ELISA test a Ize ji jednoduse
vysvétlit ze schématu (viz Obr. 3.).
1 2

@(}O 0(_—_] n ?

YAYYA2

Obr. 3. Priibéh ELISA testu (Neogen Corporation ®)
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2.1 Proteiny (bilkoviny)

Proteiny, nazyvané téz jako bilkoviny, jsou jednou z nepostradatelnych
a nenahraditelnych slozek potravy pro kazdého Zzivolicha. Mezi potraviny
s nejvy$Sim obsahem bilkovin patfi vS8echny druhy masa, vejce ale také lusténiny
(Doubrava et al. 1984). Proteiny se fadi mezi makromolekularni slou€eniny, jez
jsou tvofeny ze stovek molekul aminokyselin at uz esencialnich nebo
neesencialnich. Tyto molekuly jsou propojovany pomoci peptidickych vazeb
(Ledvina et al. 2009; Matous et al. 2010; Koolman a R6hm 2012). Stavba proteinu
je ovlivhhovana rozloZzenim jednotlivych aminokyselin v fetézci (Alberts et al. 2005).
Na stavbé proteinu se podileji kromé& aminokyselin a peptidickych vazeb i dalSi
vazby. Muzeme mezi né zarfadit vodikové mdustky, jez se nachazi mezi
jednotlivymi slozkami aminokyseliny ale také slabé van der Waalsovy sily
(Alberts et al. 2005). S témito vazbami souvisi i jejich snadna degradace (Alberts
et al. 2005). Struktura proteind ma nékolik urovni, pfesnéji 4 (Alberts et al. 2005).
Primarni struktura proteinu je dana poradim jednotlivych aminokyselin v fetézci.
Sekundarni struktura proteinu je uréena prostorovym uspofadanim aminokyselin
(a-8roubovice a [-skladané listy) (Ledvina et al. 2009; Matous et al. 2010;
Koolman a Roéhm 2012). Tercialni struktura proteinu je definovana jako
trojrozmérna konformace zfetézci peptidd (Alberts et al. 2005). Kvarterni
struktura proteinu souvisi s vy$Sim pocétem polypeptidickych Fetézcu (Alberts
et al. 2005). Kvarterni strukturu muzZeme nalézt u hemoglobinu (Ledvina
et al. 2009; Matous et al. 2010; Koolman a R6hm 2012). Imunitni systém Zivocichu
vytvari protilatky, jeZz slouzi organismu k obrané pfed nezadoucimi vlivy okoli
ale i samotného organismu. Tyto protilatky jsou svoji stavbou fazeny mezi proteiny
(Alberts et al. 2005). Na principu systému antigen-protilatka jsou zaloZeny
testovaci metody vtéto praci. Tato testovaci metoda je bézné vyuzivana

v mediciné pro testovani na alergeny (Pavelka a Vareka 2008).
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2.1.1 Proteiny a jejich denaturace v Case

V poslednich letech se v archeologii za¢alo vyuzivat k analyze proteint porézni
keramiky. Keramické nadoby byly hojné uzivany, proto je vysoka
pravdépodobnost nalezu proteind v matrixu keramiky. Mimo jiné jsou proteiny
v keramice ¢aste¢né chranény pfed denaturaci. Kvali tomu je vyhodné provadét
analyzu proteinl nalezenych v této keramice (Craig a Collins 2000).

V minulosti byly analyzovany proteiny staré 60 az 80 milionu let (Asara
2007; Schweitzer et al. 2009) ale i pfes tyto uspéchy neni identifikace proteinu
snadna. Dochazi u nich kfadé procesu, jez zpusobuji rozpady nebo jiné
deformace polypeptidickych fetézcl (Barnard et al. 2007). DalSi problémy
se vyskytuji pfi ziskavani proteint z porézni keramiky. Van der Waalsovy a dalSi
sily, které se vyskytuji ve struktufe proteind, zpusobuji to, Ze se proteiny
ke keramice ,pfichyti“ a jejich nasledné vylouhovani je velmi naro¢né (Baker
2010). S pouzitim nové metody ELISA testd je mozné keramiku rozmeélnit
a analyzovat spolu se zkoumanymi proteiny (viz Ciperova 2015).

Denaturace proteini znamena zménu tercialni struktury (Pavelka a Orna
2011). P¥i tomto procesu dojde rozpadu dlouhych fetézcu na kratSi useky. Existuji
tfi mozné denaturace. Prvnim typem denaturace je chemicka denaturace a ta
souvisi s interakcemi keramiky s chemickymi latkami, jez se vyskytuji v pidé.
Druhym typem denaturace je fyzikalni denaturace, ktera souvisi se zvySenou
teplotou. K fyzikalni denaturaci tedy dochazi pfi pfipravé pokrm0. Vliv
dekompozitort spada pod biologickou denaturaci (Barnard et al. 2007). Bylo ale
prokazano, Ze proteiny nalézajici se v porézni keramice jsou Caste¢né pred
vnéjSimi vlivy chranény a proto u nich k denaturaci dochazi o néco méné (Craig
a Collins 2000; Baker 2010; Eerkens 2005). Jeden z nejvétSich davodu
zpusobujici denaturaci proteint v porézni keramice jsou mikroorganismy spolu
s pldni zvifenou (mezofauni zivoCichové) (Loll a Bollag 1983).

Konzervované proteiny nachazejici se v archeologické porézni keramice
jsou relativné oblibené, jelikoz jejich identifikace je stale jednodussi, nez
u archaické DNA, u které dochazi k hydrolyze (Gerlach et al. 1995; Hofreiter
et al. 2001). DalSim divodem je i mnohonasobné vétSi mnozstvi vzorku, nez
u archaické DNA (Gerlach et al. 1995). Kromé keramiky je mizeme analyzovat

z fosilii (Schwiezter et al. 2009), ze sedimentld (Belluomini et al. 1986),
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z nasténnych maleb (Tokarski et al. 2006; Kuckova et al. 2007; Fremout
et al. 2009) a nastroju (Kooyman et al. 2001).

2.2 Zkoumané proteiny

V této praci se nam v keramickych stfepech podafilo nalézt fadu proteinu.

2.2.1 Mlécny protein - Kasein

Kasein je mlé¢ny fosfoprotein, ktery se v mléce naléza ve formé micel
a kaseinovych komplexu. Micely jsou tvofeny pfiblizné z 90 % kaseiny, dale
z vapenatych iontd, volného fosfatu a fosfoserinu (Kasper a Burghardt 2015;
Velisek a HajSlova 2009; Svacina et al. 2008). Kasein je dulezity protein podilejici
se na rustu a rozvoji nové narozenych zivoCichl a to kvuli svému obsahu
aminokyselin a biogennich prvkl (Slana 2018). Béhem traveni kaseinu
ve stfevech ZivoCichlu se kasein méni na B-kasomorfiny. Ty se fadi mezi
heptapeptidy a jsou odolné proti intestinalnim proteazam. Tyto peptidy nepfechazi
skrze cévni stény do krve a zkouma se jejich potencial v mediciné pro léCbu
prijmovych onemocnéni (Kasper a Burghardt 2015; VeliSek a HajSlova 2009;
Svacina et al. 2008).

Kaseinové micely maji specifickou multimolekularni strukturu, ktera se jevi
zrnita a je slozena z vice podobnych proteint. Tato morfologie kaseinu pomaha
béhem traveni v travicim traktu vzniku hmoty pfipominajici gel, diky ¢emuz jeho
traveni trva déle, nez u jinych protein nalézajicich se v mléce (Cockburn 2010).
Velikost multimolekularnich kaseinovych struktur nazyvanych jako micely
se pohybuje vifadu desitek az stovek nanometrd (Cockburn 2010). Kasein
je typicky pro ruzna mléka savcl, ale je otazkou, zda komeréni protilatky jsou
po archeologizaci v pudé, schopné detekovat kasein zrlznych druht savci.
Testovani vzorkd zruznych pfedem definovanych druhl, by mélo byt jednim

ze zaverl prace.

2.2.2 Mlécny protein - -lactoglobulin
Mezi mlécné proteiny se kromé kaseinu fadi i syrovatkovy protein B-lactoglobulin.
Tento protein se v kravském mléce vyskytuje vfadu jednotek procent. Tento

protein se ale nevyskytuje jen v kravském mléce, ale muzeme jeho stopy nalézt
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ivmléce ovéim (Ciperovda 2015; Slana 2018). Testovany B-lactoglobulin
je globularni  protein, u ktereho je primarni  struktura  tvofena
162 aminokyselinovymi zbytky (Ciperova 2015; Slana 2018). B&hem 80. let
minulého stoleti se podafilo popsat jeho celkovou aminokyselinovou sekvenci
(Whitney et al. 1976). Kli€ovou otazkou pro dalSi testy a interpretace bylo, zda
ajak je tento protein detekovatelny po archeologizaci v padé. A podobné,
zda je néjaka reakce také u mléka z jinych druhu, nez je skot, protoze protilatky
byly pfipravené specialné proti p-laktoglobulinu skotu. Na antigeny jinych druhda,

nez je skot, by protilatky nemély reagovat viibec, nebo velmi slabé.

2.2.3 obilny protein - Gliadin

Gliadin je protein, ktery se fadi do kategorie monomernich proteint. Jedna
se o protein tvofeny zjedno fetézcovych polypeptidl, jehoz obsah v obili
se pohybuje v fadech desitek procent. Mimo jiné jsou gliadiny alkoholem
rozpustné na polymorfni smési (Anderson a Greene 1997). Gliadin je protein
s globularnim charakterem, ktery je dany vazbami v molekule, které se nazyvaji

jako cystein disulfidové mustky (Shewry et al. 2003).
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3. zpusoby detekce proteini

3.1 ELISA test - Sendvicova ELISA

Detekce masa byla provadéna pomoci pfimého sendviCového ELISA testu
Neogen Corporation © Biokits for Species Identification, ktery je specialné
vytvofeny pro detekci tepelné degradovanych protein. Tento kit byl vyuZzivan
pro detekci kravského a praseCiho masa. Stejné metody je vyuZzZito u obou vyse
zminénych druh( mas, kromé toho Ize této metody vyuzit i pro detekci podobnych
druhové specifickych protein. Protilatky celé této série kit jsou schopné
detekovat denaturované proteiny nejen z masa, ale i zjinych Casti tél savcu

a reakce antigen-protilatka je stale druhové specificka:

1. Pfipravit si  mikrotitraéni desticky s dostateChnym mnozZstvim

mikrotitracnich jamek, které bude potfeba k danému testovani.

2. Dale si pfipravit dostate¢né mnozstvi promyvaciho roztoku a nasledné

i extrakéniho roztoku.

3. Na automatické pipeté se nastavi 100 pl. Toto mnoZstvi pozitivni kontroly
nebo extraktu vzorku se nasledné odpipetuje do pfipravenych mikrotitracnich
jamek. Aby bylo mozné se vyhnout kontaminacim uz vtéto fazi, je dilezité

pro kazdé pipetovani nového vzorku vzit novou Spicku.

4. MikrotitraCni destiCky s napipetovanymy vzorky se nyni musi mirné
promichat protfepanim. Nasledné se nechaji inkubovat nejméné 45 minut,
ale je vhodnéjSi je nechat 60 minut. Inkubace vzorki by méla probihat

pfi pokojové teploté.

5. Poté je mozné vzorky odpipetovat zpét a vyuzit dale pfi dalSich testech,

jelikoz nedojde k jejich znehodnoceni.

6. Prvni promyvaci faze, kdy se kazda jamka promyje promyvacim

roztokem nejméné 3x, ale je vhodné vickrat.

7. Pomoci pipety se do mikrotitracnich jamek pfida 50 pl biotinu.
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8. Mikrotitracni desticky s napipetovanym biotinem se nyni musi mirné
promichat protfepanim. Nasledné se ulozi do tmy a nechaji se inkubovat 45 minut.

Inkubace vzorkd by méla probihat pfi pokojové teploté.

9. Druha promyvaci faze, kdy se mikrotitratni jamky promyji nejméné

3x promyvacim roztokem.

10. Ke vzorkim se pfida 50 ul konjugat avidin peroxidazy, coz je enzym

peroxidaza ziskavany z kienu.

11. Desti¢ku s mikrotitranimi jamkami je tfeba v ruce mirné protfepat
a nechat inkubovat 15 az 20 minut pfi pokojové teploté, jako tomu bylo

v predeslych krocich.

12. Treti promyvaci faze, kdy je tfeba jednotlivé jamky promyvat alespon

5x, ale je vhodné toto promyti provest vicekrat.

13. Ke kazdému testovanému vzorku se napipetuje 100 yl TMB (3,37,5,5"-

Tetramethylbenzidin) substratu.

14. DestiCka se vzorky se musi opét protiepat, zakryt a nechat inkubovat

po dobu minimalné 45 minut nejlépe ve tmé pfi pokojové teploté.

15. Do vSech mikrotitracnich jamek se vzorky se pfida 50 pl roztoku
kyseliny fosfore€né, jelikoz se v prfedeslych studiich osvédcila velmi dobfe (obecné

se pfidava pod komercnim nazvem stop solution).

16. Nasledné je tfeba jamky se vzorky a roztokem kyseliny fosforeéné
protfepat, ¢imz by mélo dojit ke zméné barvy z modré na Zlutou (dojde k zastaveni

reakci).

17. Pro ziskani dat se provede spektrofotometricka analyza. Tato analyza
byla provad&na na ELISA readru VERSAmax™ (Molecular Devices) pfi vinové
délce 450 nm.

Testy, jez byly vyuzity na detekci ruznych proteinl, jsou specifické
pro konkrétni druh masa, respektive i dalSich druhové specifickych proteind,
protoZze je mozné urCit konkrétni druh domaciho zvifete, ze kterého proteiny

pochazi. Podafilo se vyvinout metodiku, ktera rozliSi puvodni historické

18



proteiny z pokrmd a  kontaminace z nedenaturovanych proteind  trusu
hospodarskych zvifat, ktery je soucasti zemeédélskych hnojiv a kontaminuje Casto
archeologickou keramiku (Slana 2018). KliCovou roli vtomto rozliSeni hraje

tepelna uprava proteint (Fiserova 2019).

Bylo zjisténo, Ze tuto metodu rozliSovani pavodnich proteind od sou¢asnych
kontaminaci pomoci kitu od firmy Neogen Corporation © Biokits for Species
Identification lze vyuzit pouze na prasecCi proteiny (Sus scrofa domesticus nebo
Sus scrofa). Experimentalné bylo vyzkouSeno testovani proteind nachazejicich
sevoveim i kravském mase. BohuzZel funk&nost protilatek rozlisit tepelné
denaturované od netepelné nedenaturovanych protein0 nebyla prokazatelna
(FiSerova 2019).

3.2 ELISA test - Kompetitivni ELISA
Pro detekovani proteinu [-lactoglobulinu byla vyuzita u vSech vzorkd
metoda kompetitivni ELISA od firmy Neogen Corporation © Biokits for Species

Identification .

1. Pf¥iprava kitu a potfebnych suspenzi se vzorky.

2. Do pfipravenych mikrotitracnich destiCek se do kazdé jamky napipetuje
100 pl nulového standardu, BLG standardy (A-E), vzorky a kontrolni
vzorky. Vzdy je potfeba pouzit novou SpiCku, aby se predeSlo
kontaminacim, které by zpUsobily nepfesnost detekce a tim i samotnych
vysledka.

3. Je velmi nutné okamzité pfidani 50 pl BLG biotinu ke vSem testovanym
vzorkim. U kompetitivniho ELISA testu je toto primarni krok, bez
kterého by detekce timto zpusobem nemohla byt provadéna. Antigeny
vzorku a kontrolni antigeny mezi sebou soutézi o konkrétni protilatky.
Zpétna recyklace vzorkG pro jiné testy je po tomto kroku velmi
nevhodna.

4. Mikrotitracni destiCka se nyni necha pfi pokojové teploté trepat
na tfepacce po dobu nejméné 60 minut.

5. Roztoky se zjamek vyklepnou nebo odpipetuji a nasledné se jamky
se vzorky promyvaji promyvacim roztokem a to nejméné 5x. Je vhodné

jamky ale promyvat vickrat.
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6. Do jamek se vzorky se pipetou pfida 50 ul konjugat avidin peroxidazy.

7. Druha tfepaci faze, ktera trva nejméné 15 minut a probiha opét
pfi pokojové teploté na automatické trepacce.

8. Roztoky se zjamek se vzorky vyklepnou nebo odpipetuji a nasledné
se jamky se vzorky promyvaji promyvacim roztokem a to nejméné
5x. Je vhodné to ale promyvat vickrat. Vyklepavani zbytkd tekutin
je vhodné provadét na papirovych utérkach nebo jiném dobfe sacim
materialu (po kazdém promyti).

9. Ke vSem vzorkiim se napipetuje 100 pl TMB substratu.

10.Provede se jemné protfepani mikrotitracnich jamek pouhou rukou.
Protfepana mikrotitraCni destiCka se necha pfi pokojové teploté
na vhodném misté inkubovat a to nejméné 45 minut. Je vhodné desticku
nechat inkubovat az 60 minut.

11.Do vsech testovanych vzorku se pfida 50 ul kyseliny fosfore€né (obecné
stop solution). Poté se provede mirné promichani vruce. Dojde
k zastaveni vSech probihajicich reakci a mélo by také dojit téméF ihned
ke zméné barvy z modré na svétle Zlutou.

12. Pro ziskani dat se provede spektrofotometrickd analyza. Tato analyza
byla provadéna na ELISA readru VERSAmax™ (Molecular Devices)

pfi vinové délce 450 nm.

3. 3 ELISA testy pro zbylé proteiny
U zbylych vzorku byly pro detekci dalSich proteinl (kasein, gliadin) vyuzity ELISA
testy typu VERATOX od firmy Neogen Corporation®. Gliadin je protein, jeZ nam

slouzi k prokazani obili v danych vzorcich.
Kasein

1. Do pfipravenych mikrotitracnich destiCek se samostatné do kazdé jamky
napipetuje 150 ul vzorkd a pozitivnich kontrol. Vzdy je vhodné pouzit novou
Spicku.

2. Do kazdé jamky s protilatkami se pfida 100 pl zchlazenych vzorki
a pozitivnich kontrol. Poté se necha inkubovat nejméné& 10 minut. Osvédcilo

se nam ale inkubacni dobu navysit na 30 az 50 minut.
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3. Tekutiny zjamek se odstrani jednim rychlym vyklepnutim. Nasledné
se jamky peclivé promyji pomoci promyvaciho roztoku a automatickeé pipety
a to nejméné 5 krat. Dle vlastniho uvazeni je mozné provest vice promyti.

4. Zbytky tekutin se z jamek vyklepaji na rovhém povrchu na saci material,
ktery slouzi ke kontrole. Je vhodné pouzit papirové utérky nebo filtraéni
papir.

5. Prida se 100 pl konjugatu ke kazdé jamce s protilatkou. Konjugat se musi
vzdy pfipravit Cerstvy, jinak by jeho u€innost mohla byt vyrazné mensi
nebo Zadna. Je vhodné, také k tomuto kroku, vyuzit automatickou pipetu
se 6, 8 nebo 12 kanalky.

6. Necha se inkubovat po dobu 10 minut v klidu.

7. Tekutiny z jamek se odstrani vyklepnutim.

8. Nasledné se jamky peclivé promyji pomoci promyvaciho roztoku
a automatické pipety s 12 kanalky a to nejméné 5x po sobé.

9. Zbytky tekutin se z jamek vyklepnou na rovném povrchu na savy material,
ktery slouzi ke kontrole. Je vhodné pouzit papirové utérky nebo filtracni
papir. V jamkach nesmi zUstat zadna tekutina.

10. Do jamek na mikrotitraCni destiCce se pomoci pipety pfida 100 pl substratu
a necha se v klidu inkubovat po dobu 10 minut.

11.Pomoci automatické pipety se ke kazdému vzorku s protilatkami pfida
100 pl stop solution, vyrobce doporu€uje svij roztok ,Red Stop“, ktery
se na archeologické vzorky Ppfili§ neosvédCil, proto byl pouzit roztok
kyseliny fosforecné, ktery se nachazi v kitu pro detekci masovych proteinu.

12. Roztok substratu a kyseliny fosfore¢né se necha alesporn 10 minut
inkubovat.

13.Pro ziskani dat se provede spektrofotometricka analyza, ktera byla
provadéna na ELISA readru VERSAmax™ (Molecular Devices) pfi vinové
délce 450 nm.

Gliadin

Pro detekci obilného proteinu gliadin byla pouzita testovaci sada specialné
pfipravena pro tento protein od firmy Veratox®.

1. Prfiprava extrakcniho roztoku (55 % ethanol a 45 % destilovana voda).
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2. P¥iprava zfedénych roztoku z jednotlivych extrakt( vzorka.

3. Do plastovych zkumavek o objemu 1,5 ml se nasype 0,5 miligramd vzorku,
ktery je rozmélnény na velmi jemny prasek.

4. Firma, jez tento kit vyrabi, uvadi pfidani ke kazdé zkumavce IziCku
pfibaleného extrakéniho aditiva. Tento krok se ovSem ukazal jako nevhodny
a je vyhodnéjsi toto aditivum nepfidavat.

5. Pfidani 100-150 pl 55% ethanolu a nasledné se provede dukladné
promichani obsahu zkumavek na pfistroji znacky vortex. Doba tfepani
by méla byt nejméné 20 sekund, ale neméla by pfesahnout 40 sekund.

6. Zkoumané vzorky se extrahuji tfesenim o velikosti 150 rpm pomoci rotatoru
nebo s vyuzitim orbitalniho shakeru. Tfeseni probiha pfi pokojové teploté
po dobu 15 az 20 minut.

7. Nadoba se zkoumanymi vzorky se vlozi do stojanu na nékolik minut.

8. Odeberou se vzorky hned poté, co se usadi material, jez byl tfesenim
rozvifen.

9. Odebere se 100 ul extraktu z vrchnich vrstev a vlozi se do pfipravenych
plastovych zkumavek, které jsou napinény 1,5 ml PBS. Timto se kazdy
ze vzorku naredi v takovém poméru, ktery je pro tuto metodu vhodny.

10. Nasleduje posledni kratka promichavaci faze, kterou staci provést pouhou
rukou pfipadné kratkym promichanim na pfistroji vortex.

11. Probiha testovani pfipravenych a upravenych vzorkl. Je vhodné provést

testovani ihned.

3. 4 Experimentalni archeologizace

Rozhodli jsme se uc€innost detekci na archeologické proteiny otestovat pomoci
vlastnich testl, které je mozno jednoduSe zopakovat. Tento typ testd by se dal
zahrnout do kategorie experimentalni archeologie (tab. 3.). Aby byly napodobeny
co nejvice podminky, s kterymi se setkavaji archeologické proteiny, byly pouzity
porézni keramické stiepy. Do téchto stfepl jsme nasledné nechali nasaknout
jednotlivé druhy mléka (kravské, kozi a ovci). V pfipadé ovce bylo misto mléka
pouzit Cerstvy syr, z dlvodu obtizného sehnani toho druhu mléka. Miéko
bylo pouzito od farmaru, bez jakékoliv Upravy v podobé pasterizace, tak aby bylo
pouzito mléko, které je svym sloZzenim a konzistenci podobné miléku, které

pouzivali v dobé bronzové. Keramické zlomky byly poté zakopany do hliny
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v hloubce kolem 35 centimetrd a ponechany okolnim vlivim. Tato experimentalni
archeologizace stfepl probihala vice jak dva mésice. Pro kontrolu kontaminaci
z pudy byly odebrany i vzorky hliny v misté experimentu. Kvali moznostem, které
se nabizely, bylo rozhodnuto otestovat i lidské matefské mléko. VSechny vzorky
byly odebrany ze stfepu stejnym zplUsobem, jako v pfedeslych testech, pomoci
ostrého kovového nastroje. Vzorky byly odebirany z hloubky nékolika milimetrd

a povrchové vrstvy byly vyhozeny, aby se pfedeslo moznym kontaminacim vzorka.

3. 5 Vyhodnoceni vysledkii

Za negativni kontrolu byla povazovana takova kontrola, ktera neni zbarvena
vubec. Zatimco pozitivni kontrola je zabarvena svétle Zluté a Ize to poznat pouhym
okem. Za pozitivni vysledek u jednotlivych vzorka povazujeme vysledky, které se
svym zbarvenim pfiblizuji vysledkim pozitivni kontroly. Jsou-li vzorky zbarveny
vyrazné meéné nez je pozitivni kontrola, tak takové vysledky povazujeme za slabé
pozitivni. VSechny ostatni vzorky a jejich vysledky jsou brany jako negativni.
Nékdy se muzou vyskytnout velmi malo zabarvené vzorky a takové vzorky bereme
jako velmi slabé pozitivni pfipadné, jako nespecifické reakce. Stanovovani
vysledkl za pouziti pouhého oka neni pfFili§ pfesné, tak pfi naSich testech bylo
vyuzito spektrofotometrického vyhodnocovani za pouziti pfistroje ELISA readru
VERSAmax™ (Molecular Devices) pfi vinové délce 450 nm. Pomtickou byly vzory
hodnoceni na firemnich navodech ke kazdému kitu, ze kterych bylo vzdy néjakym

zpusobem vychazeno.
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4. Vysledky

U nékolika vybranych nadob (Tab. 2.) se podafilo celkem uUspéSné prokazat
pritomnost mléka skotu, ale u vétsiho souboru (Tab. 1.) pfitomnost mlécnych
proteinU nebyla tak vyrazna, jak se pfedpokladalo, nalezly se jen u menSiho poctu
vzorkd. DalSi hypotézou, kterou bylo nutno zvazit, bylo, Zze tento typ nadob
se pouzival na pivo. AvSak pfitomnost gliadinu byla pomérné nizka, je pravda,
Ze neni zatim jasné, jak testy zachytavaji jeCmen, ale pfitomnost pSenice je velmi
malo vyrazna a i u nékolika pozitivnich nalezl byly vysledky tak slabé,
Ze je existence obili, ¢i spiS obilnych produktl, v téchto nadobach, spise
nepravdépodobna. PSeniCna piva lze pfitom v minulosti ofekavat mnohem
vyraznéji nez v soucCasnosti. Naproti tomu proteiny prasat se vyskytuji hojnéji
ajsou to prevazné proteiny tepelné upravovane, nikoliv kontaminace z hnoje
Ci sou€asného zemeédeélského hnojeni. Nicméné vyskytuji se i v kontrolni zeming,
kde pravdépodobné predstavuji pozlstatek po kuchyriském odpadu. Podobné
hovézi proteiny, u lokality Praha-Modfany jsou sice dobfe detekovatelné
u keramiky, ale nachazi se téz u kontrolni hliny. U lokality Rataje vychazi kontrola
negativné, coz prozrazuje, ze plda, ve které jsou nalezy, neni kontaminovana
souCasnymi proteiny, ale vysledky na amforach byly negativni az na slabou
pritomnost mléénych proteinu, naopak zde prekvapivé pfinesla uspésné vysledky
hmotnostni spektrometrie, pomoci které byly na keramice detekovany proteiny
savcu a vzorek u kterého pfinesla metoda ELISA mirné pozitivni vysledky
na kasein, prokazala i hmotnostni spektrometrie totéz.

Data ziskana pomoci hmotnostni spektrometrie koresponduji u danych
souboru s ELISA testy jen Caste¢né (viz Tab. 1.). Vzdy byly identifikovany hovézi
proteiny, coz ale souvisi se zplsoby detekce a zpracovanim vysledk
v databazich, kde u savcich proteinl  je automaticky = abecedné
z aminokyselinovych sekvenci vyhodnocen na prvnim misté Bos taurus, i kdyz
se dana sekvence aminokyselin vyskytuje u fady jinych savcl. Pfevazné se jedna
o kolagenni proteiny nékolika typu, ale byl zaznamenan i alfa-S1-kasein
a B-kasein. Pomoci hmotnostni spektrometrie byly nalezeny savéi proteiny jak
vitzv. sintru na hrdle keramické amfory, tak v kontrolni hling, ale nikoliv
na keramice. V pfipadé sintru neni jasné, zda identifikované proteiny byly soucasti

keramiky, nebo okolni zeminy, takze urcit jejich puvod je obtizné. Sav¢i proteiny
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byly také nalezeny v hliné na dné keramiky z lokality Rataje, kde naopak nebyly
pomoci ELISA testu proteiny z domacich zvifat zadné pozitivni vysledky. O néco
vic signifikantngji vySel vzorek zamfory z Pisku, kde vysledky hmotnostni
spektrometrie koresponduji s ELISA testy. Bohuzel u vzork( z Milenovic
se z finan¢nich divodu, nepodafilo provést vSechny potfebné ELISA testy.

Uginnost detekci historickych protein(i byla testovana pomoci testd, které
je mozno zahrnout pod kategorii experimentalni archeologie (tab. 3.), kromé ovce
byly v§echny proteiny potvrzeny, dle o¢ekavani. B-lactoglobulin reaguje na mléko
skotu a velmi slabé na ostatni mléka, na mléko skotu v hling, které byva soucasti
mnohych organickych hnojiv, asi nereaguje, i kdyz testy na mlécny protein kasein
jeho pfitomnost v piidé zaznamenavaiji. Kasein byl detekovan ve vSech pripadech
kromé ovce, coz potvrzuje jeho dobrou perzistenci v pudé.

Nase experimentalni vysledky prokazaly, Ze v lidském matefském miéce

stopy B-lactoglobulinu nenalezneme, stejné tak jako v mléce kozim.
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Tab. 1. ELISA testy na proteiny z potravin z archeologické keramiky (amfory a zasobnice,

pfipadné zlomky z nich).

Prase Prase Hmotnostni Uréeni
Typ Kasein Beta lacto Gliadin Hovézi proteiny Proteiny mk? nos;l_ proteinu,
keramiky Lokalita mléko skot obili proteiny  nevafeno vaieno Spextfometrie dle databéze
Praha Callagen alpha-1(1} chain
amfora Madiany g o g 0+ ] “0+" K | Collagen alpha-2{l} chain hovézi
amfora
vysrazeny Praha
sintr Modfany o+ 0 o+ B o 0+ K
Wejtita Praha
zasobnice Modfany 0 e o
Praha
amfora Modiany gy 0 vy ey vy ey
Praha
amfara M aodfany o+ 0 g o
Praha
amfora Modiany gy ey vy ey
Praha
amfora Modfany 1] o+
Praha
amfora Modfany o 0 o R R B
Wejéita
zasobnice Rataje 0 o+ 0
WVejEita
zdsobnice Rataje 0
fragment Rataje 0
fragment Rataje o 0 o o 0
fragment Rataje 0 o
Caollagen alpha-1(1} chain
Collagen alpha-2(1} chain
sintr Alpha-51-casein
u hrdla Rataje 0+ 0 o 0 Beta-casein hovézi
Caollagen alpha-1(1} chain
Collagen alpha-2(1} chain
amfora Milenovice 0 0 e Callagen alpha-1(1ll} chain hovézi
zésobnice Milenovice o 0 0T o
amfora Repet o 0
Collagen alpha-1(1} chain
Collagen alpha-2(1} chain
Collagen alpha-1{111} chain
zdsobnice Pisek S O+ 0+ (Fragment)
Kontrola
Hlina Praha
z amfory Modiany 0 g g i g
hlina Milovice 1] 0 1]
Collagen alpha-1(1} chain
hlina Callagen alpha-2(1} chain
na dné Collagen alpha-1{111} chain
nadoby Rataje o+ o ] o (Fragment} hovézi
"4 pozitivni
4" slabé& pozitivni
"0+" velmi slabé pozitivni - moina nespecificka reakce
0 negativni
[ g+ opakované méFeni riznych Sasti vzorku s riznymivysledky
K kontaminace, nebo historicky trus prasete

MEVAR —pokud jevzorek pozitivni — ziejmé pavodni jidlo

VAR —pokud vzorek pfednim negativni je po vafeni pozitivni — zfejmé se jednd o kontaminace z prasetiho hnoje
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Tab. 2. ELISA testy u vybrané keramiky

pouze na B-lactoglobulin skotu.

Beta lacto
Typ keramiky Lokalita shot
Praha
amfora M odiany e
Plana
amfora u C. Budé&jovic o
vEtiiamfora |Roudné M
amfora Radtice i}
amforka Masovice M
vejiity hrnec
s odsazenym
birdlem Doubravka 1]
"y pozitivni
gt slabé pozitivni
0 negativni

Tab. 3. Zlomky keramiky potiené definovanymi proteiny,

které byly zakopany do zemé a archeologizovany.

Keramické zlomky 2 mésice v hliné

Beta
hovézi lactoglobulin kasein
Koza
n'l'D_I_'.l |'|'+'.l
Krava
|'|'++'.l |'|'++'.|
Owvece
0 1]
Clovék
n'I'D+'.| |'|'++'.|
Hlina
|'|'++'.l D .er +!_|
ot pozit vni
"4 slabé pozit vni
velmi slabé pozit ’ni - mozna
"O+" nespecif tka reakce

0 negat ni



5. Diskuse

Predbézné se z vysledku jevi, Ze predstava keramiky specializované na urcity typ
potravin je malo pravdépodobna i u tak typové vyhranénych nadob jako jsou
amfory z naSeho Uzemi. Zda se, Ze byly pouZivany na rizné druhy potravin. | kdyz
provest dalSi analyzy, predevSim z lokality, kde nebyla okolni kontrolni hlina
soucasti odpadni jamy, nebo kontaminovana zemédélstvim. Nicméné zustava
otazka, zda primarni funkci nebylo napf. uchovavani vina a pro dalSi potraviny
byly amfory pouzivany pozdéji. | kdyz amfory z naSeho uzemi tvarové a mnohdy
ani objemové nadoby na vino nepfipominaji. AvSak testy na vino (viz Guasch-
Jané et al. 2006), by musely byt provadény na jiném specializovaném pracovisti.
Z experimentalnich vysledku se ¢astecné potvrzuje, ze diky zemédélstvi je zfejmé
kasein Casty v padé, diky sou¢asnému zemédélstvi a snad mize kontaminovat
archeologickou keramiku. Podobné proteiny skotu mohou mnohdy pochazet ze
soucCasného zemédélstvi. OvSem vysledku neni pfili§ mnoho na néjaké definitivni
zaveéry. Zejména by bylo vhodné testovat Castéji hlinu v tésné blizkosti nalezu
a také nékolik vzorkl v okoli, aby se aspon z&asti odlisily historické kontaminace
z tehdejSich odpadkl a ze sou€asného zemédélstvi.

Kontrolni hlina by musela byt také odebrana z povrchovych vrstev ale i z vrstev

ve stejné hloubce jako nalezené keramické stfepy.

5.1 Mléko

Stopy mléka v keramice nejsou tak vyrazné, jak bylo ocekavano, pfesto
je zastoupeno na nékolika vzorcich a bylo také detekovano miléko kravské
(Tab. 2.). Protoze se z fady praci zda, Zze v dobé& bronzové, z které pochazi
testované vzorky, vétSina lidské populace v dospélém véku nebyla schopna travit
laktézu (Burger et al. 2007; Gamba et al. 2014, Witas et al. 2015) je otazka, jak byl
tento mléény cukr odstrariovan. Rad bych se v8ak nejdfiv zastavil u mutace 13910
* T, ktera v Evropé odpovida za traveni laktozy v dospélém véku. Mutace se Sifila
asi z jednoho centra, protoze je aspofi pro Evropu jedina, i kdyz v Africe
jsou znamy &tyfi, véetn& evropské (ltan et al. 2009). Siteni zfejmé& souvisi
se vznikem zemédélstvi, schopnost travit dostupné a nezpracované mléko
predstavovalo vyhodu. A zvlasté pro Evropu je nanejvyS pravdépodobné,

Ze se mutace Sifila z jednoho centra. Vznik mutace se odhaduje uz na neolit (ltan
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et al. 2009). Ale rychlost Sifeni mutace je podivné pomala. Z archaické (aDNA)
izolované z kostni hmoty bylo pomoci sekvence urceno, Ze neoliticka populace
laktdézu travit nedokazala (Burger et al. 2007). PocCet zkoumanych vzorkl je zatim
pomérné maly, ale i tak je absence mutace zifejma. Bylo sekvenovano deset
mezolitickych a neolitickych vzorkd z rdznych oblasti Evropy a dvacet tfi, z toho
tfinact Citelnych sekvenci z uzemi sou¢asného Madarska (neolit az doba Zelezna)
(Burger et al. 2007; Gamba et al. 2014). Mutace 13910 * T byla nalezena jen
jednou a to az z doby Zelezné (Gamba et al. 2014). Podobné vysly vysledky
z polskych Kujav, Slo o 131 vzork( z kosterniho materialu z neolitu, doby
bronzové, starSi Zelezné, fimské éry, aZz po nejvice zastoupeny stfedoveék (Witas
et al. 2015). Az v obdobi doby Zelezné, konkrétné v halStatu se podafilo
identifikovat u dvou vzorkl mutaci 13910 * T, vjednom pfipadé dokonce
v homozygotnim stavu. V dobé& fimské a ve stfedovéku frekvence mutace
uz stoupa, a existuji velké rozdily mezi lokalitami (Witas et al. 2015). Podobné
ve stfedovéku je mutace uz pomérné vyrazné zastoupena, ale odliSné na riznych
mistech (Kruttli et al. 2014; Nagy et al. 2011). Je otazkou jak se mutace Evropou
Sifila, domnivam se, Ze domnénka (ltana et al. 2009), ackoliv vychazi
z matematického modelu je ve svétle pozdéjSiho sekvenovani historické DNA
neudrzitelna (viz Ciperova 2015). Mutace se mohla $ifit od vychodu od pastevct
koCovniku, jak tomu nasvédCuje sekvence jednoho vzorku z halstatu Madarska,
kde byla nalezena v kostfe, v koCovnickém hrobé (Gamba et al. 2014). Nebo
naopak ze zapadu, sekvence z Baskicka, prozrazuji, Zze mutace dosahovala
na svou dobu velmi vysokého zastoupeni 27 % uz ve velmi ¢asném obdobi
priblizné po roce 3000 pf. n. |. (Plantinga et al. 2012). Coz by naznacovalo vznik
na zapadé, mozna v Africe. Nicméné pro prfedkladanou praci je podstatné, ze lidi
schopnych travit, ve stfedni Evropé v dobé& bronzové v dospélém véku, laktozu
bylo pomérné malé procento. MIéko muselo byt proto na poZivatelnou potravinu
néjak zpracovavano. Nabizi se samoziejmé kysnuti, syfeni a kvaSeni mléka
(Ciperova 2015). Pro tento Udel je mozné vyuzivat fadu technik v rGiznych
nadobach zrlznych materiald. Zda se, Zze pomérné malé zastoupeni
v amforovitych nadobach nasvédCuje, Ze nebyly k tomuto ucelu vyuzivany. Spis

mély primarné jiné vyuziti.
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5. 2 Obili

Dukaz obili na archeologické keramice pomoci hmotnostni spektrometrie
at uz na bazi proteind & dokonce lipidi neni v odborné literatufe zmifiovan,
v pfipadé lipidu je to zcela pochopitelné, protoze mnozstvi lipidad v ceredliich
je pomérné malé. Obiloviny jsou pfitom zakladni evropskou a pfedovychodni
plodinou. Jediné nalezené dikazy pfitomnosti obili na keramice pochazi
z pracovisté ZCU (Pavelka a Vafeka 2008; Slana 2018; Chytragek et al. — v tisku).
Nalezy obilnych zrn samotnych jsou pomérné Casté, zachovavaji se zvlasté diky
CasteCnému zuhelnaténi. Domestikace pSenice je v poslednich letech datovana
do obdobi pfed 10-12 tisici lety v urodném pulmésici. NejstarSi nalezy shrnuje
napf. Ozkan et al. (2011). V pfedkladané praci jde o mnohem mladsi obdobi,
kde se predpoklada Siroké uziti a zavislost obyvatel na zemédélstvi a obilnarstvi
zvlasté. Kromé placek, chleba a peciva se da pfedpokladat i vyuZziti v dalSich
pokrmech. Ale dukazy z keramiky zatim chybi. Existuji vSak prace, které obilniny
dokazuji v zubech puvodnich obyvatel, kde se zachovavaji mikrofosilni zbytky
(Beck 2001, Buckley et al. 2014). Tyto analyzy se v naSich podminkach zatim
neprovadi. V amforach podle zatim dosazenych vysledkl je obili zastoupeno,
i kdyz nepfilis hojné (Tab. 1.). Existence obilnin v amforach nabizi nékolik
moznosti vyuziti. Asi je mozno vylou it peCivo, i kdyz pfipadné uchovavani proti
tvrdnuti je také nutno zvazit. Nicméné nadoba je vhodna spiSe pro tekutiny,
tak pfichazi v uvahu polévky, pfipadné FidSi obilné kase, pro které je takova
nadoba méné vhodna, nicméné pouzitelna. Pozornost zaslouzi i alkoholické
napoje vytvorené kvasenim obilnin. Vyuziti amfor pro obilné polévky a alkohol
z obili se na zakladé vysledkl jevi vcelku pravdépodobné, nicméné se zda,

Ze ani k tomu primarné tento druh nadob neslouzil.

5.3. Identifikace Zivocisnych proteint

Detekce zivoCiSnych proteinl se u ELISA testd liSily v zavislosti na lokalité,
v pfipadé Prahy-Modfany reagovaly vzorky z keramiky velmi vyrazné, zatimco
vzorky z Rataji byly negativni. Pozitivni zasobnice (Pisek) otevira dalSi uvahy
o vyznamu tohoto typu keramiky. Verifikace zivociSnych proteinl se v pfipadé
Prahy-Modfrany podafila pouze v jednom pfipadé, v ostatnich vzorcich z lokality

Praha-Modfany hmotnostni spektroskopie Zzadné proteiny nezachytila, v dalSich

Vv wrwvzs
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zejména u vzorkl z lokality Rataje, kde je znacna disproporce mezi obéma
pouzitymi metodami. V obou pfipadech kontrolni hliny se objevily pozitivni
vysledky. V pfipadé Prahy-Modfany se jednalo o ZivoCiSné proteiny v pudé, ktera
byla nalepena na keramice. P¥i interpretaci vysledku se diky tomu dostavame
do problému. Vyrazné chybi vzorky hliny z okoli nalezu, které se nepodafilo
ziskat, mohly by pomoci rozfesit, zda hovézi proteiny v okolni hliné u nalezu
pochazi z historické doby a mohou pfedstavovat ,obétinu®, jak usuzuje samotny
archeolog nalezce (Kovafik 1979), nebo se prozaicky jedna o kontaminace
ze zemédélskych hnojiv. Dva vzorky z analyz prasecich proteinl by to skute¢né
naznacovaly, po povaieni se objevila reakce tam, kde predtim nebyla, coz
je pozitivni test na kontaminace (Slana 2018), nicméné obé reakce jsou velmi
slabé na hranici detekovatelnosti a navic u ostatnich vzorku z téze lokality (Praha-
Modfany) jsou reakce vzacné vyrovnané a spi$ jednoznacné prokazuji puvodni
historicky tepelné upravené proteiny. Takze koncept .jidelni obétiny” (Kovarik
1979), se nejevi jako nepravdépodobny. Tomu odpovida i celkovy charakter
nalezu. Nicméné zde nelze bez dopliujicich analyz rozhodnout s vétsi urcitosti.

V pfipadé nalezli z Prahy-Modfan je vhodné se zastavit u dalSi zajimavé
skuteCnosti. Keramika z tohoto vyzkumu pochazi z roku 1977, pfesto se podafilo
identifikovat proteiny. To, je zfejmé& z duvodu uskladnéni. Pokud jsou zbytky
keramiky ve vytapénych mistnostech po delSi dobu, jedna se o mésice, &i spise
roky, obvykle dochazi k takové degradaci proteinli, Ze ELISA testy nefunguji
(Pavelka ustni sdéleni). Tento fakt by ovdem na druhou stranu opét naznacoval
moznost kontaminaci, kde delSi existence proteini v detekovatelné podobé
je pravdépodobnéjsi u nedavnych kontaminaci, nez u vzorkl tisice let starych.
Zalezi na podminkach depozitafe a nelze nyni jiz asi zjistit, v jaké teploté byly
pfevazné nalezy ulozeny.

V pfipadé vzorkll z Rataji narazime opét na rozporné vysledky, hmotnostni
spektrometrie detekovala fadu kolagent z hliny na dné& nadoby, ktera byla
analyzovana pro kontrolu. Tyto kolageny jsou urCeny podle databaze jako
,hovézi“, coz ale v tomto pfipadé mlze znamenat spiSe ,savéi‘, pro podobnost
savcich kolagenu. | v tomto pfipadé jinak obvykle citlivéjSi ELISA testy zadné
hovézi ani praseci proteiny nezaznamenaly. Samozifejmé to mlize také znamenat,
Zze hmotnostni spektrometrie detekovala kolageny jiného savce, Ci savcu. Je vSak

otazkou jakého a co by bylo jesté tfeba testovat. Napf. komeréni trh nenabizi
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ELISA testy na denaturované proteiny hlodavcd, i kdyz na nativni je takovych testu
mnoho. | zde proto zUstavaji vysledky Spatné interpretovatelné a bylo by vhodné
i zde provéfit i hlinu z riznych vzdalenosti od nalezu. Pokud pfipustime originalitu
historickych proteini v amforach, je otazka, o jaké potraviny se mohlo jednat.
Protoze jsou nadoby svym tvarem Casto nevhodné na bézné vareni, spiSe se hodi
na uchovavani tekutin, mdZzeme spekulovat o masovych vyvarech a polévkach.
Zajimavé se jevi také zasobnice z lokality Pisek, kde ZivoCiSné proteiny
potvrzuji jak ELISA testy tak hmotnostni spektrometrie. Bohuzel k této nadobé
neni kontrolni hlina, ale pokud by se zivoCiSné proteiny prokazaly i u dalSich
zasobnic, musela by byt ponékud pfehodnocena pfedstava, Ze slouzily pfevazné

na obili.

5. 4 Verifikace testi

Experimentalni provéfovani ucinnosti komerénich kitl (tab. 3.), se ukazalo, jako
vcelku Uspésné. Keramika s nasaknutymi vzorky mléka od rGznych druhd byla
zakopana do zemé a pak testovana. ProtoZze bylo pfesné znamo, co kazdy
konkrétni keramicky zlomek obsahuje, mohl byt proveden test spolehlivosti kitu.
Vzorky se po archeologizaci v hliné chovaly podle predpokladu. Kit
na B-laktoglobulin skotu reagoval silné pouze s kravskym mlékem a s lidskym
I s kozim reagoval velmi slabé. Zvlast zajimavy je z hlediska rozliSeni kontaminaci
vysledek na okolni hliné. V misté pokusu byla v kontrolni ptudé slaba reakce
na kasein, snad puvodem ze zemédélskych hnojiv, ale nulova na B- laktoglobulin.
Je otazka proC€ tomu tak je. Da se predpokladat, Ze oba proteiny jsou rozpustné
ve vodé, B-laktoglobulin neni rozpustny v Cisté vodé, i kdyZz se rozpousti
ve zfedénych roztocich neutralnich soli (Nagyova 2009). Takze ve spodnich
vodach by rozpustny byt mél, podobné jako kasein, ktery vSak denaturovany
vytvaFi gelovité struktury. Tepelny zahfev blizko neutralni oblasti pH ma také vliv
na thiolovou skupinu v [B-laktoglobulinové molekule. VSechny [-laktoglobuliny
se spojuji do malych hydrofobnich molekul (Nagyova 2009). Hydrofobni molekuly
denaturovaného B-laktoglobulinu by se tedy nemély rozpoustét ve vodé a nemély
by proto spodnimi vodami doputovat k archeologické keramice. Tento fenomén
by si zaslouzil dalSi testy a sledovani. Je mozné, Ze takto by se dalo rozeznat

puvodni kravské mléko od recentnich kontaminaci. Ale je tfeba zjistit, v jaké formé
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se B-laktoglobulin z hnojiv dostava do pudy, zda obvykle denaturovany, ¢&i nikoliv.
Avsak pokud by se tento zatim omezeny vysledek dale potvrdil na vétSim spektru
vzorkl, muzeme povazovat vSechny pozitivni vysledky v tabulce 2. za spolehlivé
a plvodné historické proteiny.

Reakce na kasein vysly viceméné dle predpokladu, u téméf vSech
testovanych vzorkll se kasein projevil pozitivné. U koziho mléka byla reakce
slabsi, nez u kravského a lidského, ale to mize byt shoda okolnosti a mensim
nasaknutim do keramiky.

Pouze test na ovci proteiny byl v obou pfipadech neuspésny, ofekavana
reakce na kasein se nedostavila. Domnivam se, Ze to bylo proto, Ze v tomto

jediném pfipadé byl na keramiku pouZit syr, ktery asi nepronikl dostate¢né dovnitr.
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6.Zavér

Hlavnim cilem této prace je rozlisit a nasledné dolozit k Cemu, ktera keramika byla
v mladSi dobé bronzové uzivana. Zkoumana keramika pochazi z Knovizskeé
kultury, ktera se nachazela na Gzemi soucasné Ceské republiky v oblasti stfednich
Cech pfiblizné 1000 let pred Kristem. Keramika byla testovana na pfitomnost
riznych potravnich rezidui a to zejména na mléko, obili, hovézi a vepfové maso.
Jakmile se prokazal vyskyt mléka v nadobach, byly dale testovany na konkrétni
druh mléka. Podafilo se rozliSit kravské a ,nekravské“ mléko, predpokladané je
kozi a ovCi mléko. U Knovizské kultury se nepfedpoklada miléko kobyli.
Experimentalné bylo otestovano i lidské matefské mléko. K analyze potravnich
zbytku v keramice bylo vyuzito kromé& hmotnostni spektrometrie pfevazné ELISA
testu. Jedna se o systém protilatka-antigen, ktery svoji pfesnosti a financni
nenarocnosti pred¢i v nékterych smérech hmotnostni spektrometrii. Sekundarnim
cilem je i pfispévek k problematice tykajici se traveni laktézy u lidi v mladsi dobé
bronzové a dnes. To mélo fici, zda nalézané keramické amfory mohly slouzit
k uchovavani mléka. Coz se potvrdilo pouze casteCné. V soucasné fazi je na
zakladé vysledkl spiSe podezieni na fadu raznych potravin. Nové otazky pfineslo

hodnoceni kontaminaci a uchovanych zivocisnych protein v keramické matrix.
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7. Shrnuti

Tato bakalarska prace se snazi navazovat na publikace dalSich autort v tomto
oboru. Hlavni ¢asti prace je studium mlécnych proteini na keramickych nadobach
tzv. amforach. Zkoumana keramika se fadi do obdobi knovizské kultury, ktera
se nachazela na uUzemi Ceské republiky. Ov8em keramika byla testovana
i na pfitomnost dalSich druh( proteind, jako je obili, vepfové a hovézi maso.
Pomoci techniky antigen-protilatka vyuzivajicich degradovanych proteind
a Castecné i dodanych vysledkl z hmotnostni spektrometrie se pokouSim zjistit
puavod proteind v tomto druhu keramiky. To umozni i ureni druhu potravin,
pro které byly tyto nadoby pouzivany. Mimo jiné prace zkouma i rizika
kontaminace v hliné. Jeden z dalSich cilu je i potvrzeni vérohodnosti ziskanych
vysledkl. Byla zde snaha i o ur€ity pfrispévek k problematice tykajici se traveni

laktézy u lidi dfive a dnes.

8. Resumeé

This bachelor’s work is trying to follow up the publications of other authors from
this field. The main part of this work is lactic proteins examination on ceramic
dishes, known as amphoras. Examined pottery belongs to Knovizian culture,
which was situated on the territory of Czech republic. However, ceramics was also
tested for presence of other types of proteins such as grain, pork and beef.
| am trying to find out the origins of the proteins in this type of ceramics, applying
antigen-antibody techniques, using degraded proteins and also partly given results
from mass spectometry. It allows us to find out about which type of food those
dishes was used for. Among other things, the work analyzes the risks of clay
contamination. One of the other purposes is plausibility confirmation
of the obtained results. There was also some effort put in making an addition

to the problems of lactose digestion of humanity now and then.
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