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Uvop

1 Uvop

Cilem této prace je ovéreni stupné zachovalosti zbytk(i potravin v bronzovych
nadobach z halstatskych nalezist azdoby bronzové. Nalezy byly testovany na
pfitomnost rdznych druh( potravin, zejména obili, mléka, hovéziho, veprového
a ovCiho masa a také na pritomnosti vajicek. Prace by méla dokazat, jaké je plsobeni
médénych iontl na uchovavané zbytky potravin — zda se uchovavaji lépe ¢i hlre, nez
v dosud studované keramice. Rovnéz by méla prace zjistit, co vSechno se v minulosti
ve studovanych bronzovych ndadobach uchovavalo ajaky byl jejich hlavni ucel.
Soucasné byly testovany zbytky nalezené na dalSich bronzovych predmétech (naramky,

jehlice, dyka apod.).

Nalezené nadoby jsou jednim z dulezitych zdrojl, které ndm mohou pomoci
osvétlit ekonomické a spotfebni poméry na dané lokalité v minulosti. At uz z pohledu
potravin — co vSe lidé na daném Uzemi konzumovali, tak také z pohledu materialniho —
co vse méli kdispozici azceho vyrabéli nddoby avéci pro kazdodenni pouziti.
Samoziejmé z analyz mlGzeme také zjistit, jaka zvitata byla v té dobé na dané lokalité
chovana ¢i konzumovana — zbytky masa a jinych Zivocisnych produktl byly ukladany do
nadob, které byly podrobeny testim. Dalsi informace, zejména z archeologického
pohledu, jsou zjisténi, jaké potraviny byly uchovavany v jakych nadobach a jak moc
byly dané zbytky potravin chranény proti degradaci ¢i denaturaci v dlouhém c¢asovém

obdobi, cozZ je hlavnim cilem mé prace.

Diky nalezdm keramickych nadob vime, jak pusobil keramicky povrch nadob
a potraviny a jak dobre ¢i Spatné je uchovaval. Tato studie by méla zjistit, jak pUsobil
bronz na uchovéavané potraviny, v jaké formé se dochovaly zbytky potravin a méla by
také prinést srovnani, zda byly potraviny Iépe chrdnéné v keramickych ¢i bronzovych

nadobach.
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2 DEGRADACE PROTEINU

2.1 DENATURACE PROTEINU

Hlavnim problémem uchovdvanych potravin je denaturace proteinl. Jedna se
ozménu tercidlni struktury (Pavelka aOrna 2011), kde jsou dlouhé fetézce
aminokyselin sto¢eny do prostorovych struktur, tzv. ,klubi¢ek” a tyto struktury jsou
posléze narusSovany a rozbijeny. Na uchovdvané potraviny pusobi tfi druhy denaturace
— fyzikalni, chemicka a biologickd. Za fyzikalni povazujeme vliv zvySenych teplot pfi
pfipravé pokrmu ¢i jejich ohtivani. Chemickd denaturace vznikd béhem uchovavani
plsobenim rlznych chemickych sloucenin vzeminé. Tyto slouceniny mohou mit
mineralni i biologicky plvod (Barnard et al. 2007). V posledni dobé zjistujeme vliv
produktl chemického primyslu ¢i zemédélstvi — hnojiva. Biologicka denaturace vznika

za pUsobeni pudnich bakterii ¢i jinych mikroorganism( (Barnard et al. 2007).

K degradaci protein(i v zeminé dochazi vétSinou diky mikroorganismidm, ale podili
se na ni i mezofauna jako Zizaly alarvy hmyzu (Loll a Bollag 1983). Pokud se jedna
o proteiny nasaklé v keramice, jsou vSak do znacné miry chranény pred biologickymi
a jinymi vlivy (Craig a Collins 2000; Eerkens 2005; Baker 2010), avSak neni pfilis
zdokumentovano, jak se mlze pfi ochrané uplatnit existence oxidi médi, pokud jsou

organické zbytky nalepené na bronzovém artefaktu.

2.2 DETEKCE ORGANICKYCH ZBYTKU

2.2.1 HMOTNOSTNi SPEKTROMETRIE
V soucasnosti se organické zbytky, zejména lipidy a proteiny, v archeologii detekuji
hlavné pomoci hmotnostni spektrometrie ozna¢ované zkratkou MS (z anglického Mass

spektrometry).

2.2.2 TESTOVANi PROTILATEK

Jako vhodné se vsak ukdzalo pouZit testy na alergeny, které jsou velmi presné
a zachyti i malou kontaminaci (Pavelka et al. 2016). Rada dFfivéjsich pokust s pouZitim
testl protildtek na archeologickém materidlu nepfinesla konzistentni vysledky
a nasledné byla vnimdna spiSe kriticky. Zejména byly problematické nespecifické
reakce (cross-reakce). Problém nespecifickych reakci byl zminén v publikaci

Child a Pollard (1992), také byly tyto nespecifické reakce experimentdlné studovany
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Collinsem et al. (1992). Dongoske et al. (2000) uvadéji varovani, Zze degradace proteina
mUlZe mit za nasledek vazbu antigenu, kterd odpovida za nespecifické reakce testl
ELISA. Brandt et al. (2002) spravné varuji pred pouzitim mnohych protilatek na
historické proteiny. Je mozZno souhlasit, Ze je zcela nevhodné aplikovat na historické
silné degradované proteiny protilatky pfipravené proti proteinim nativnim, jak se to
v minulosti mnohdy stdvalo. AvSak nelze souhlasit s ur€itou skepsi a zavrhnutim celé
metodiky. Proto je v pripadé poutziti protildtek na historické proteiny nutné pouzit
takové, které jsou schopné specificky detekovat degradované proteiny a ne reagovat
nespecificky s jinymi. Zaroven takové, které by byly dostupné vsem uzivatellm
a vysledky by byly srovnatelné, nejlépe néjaké komercné dostupné. Takové komeréni
protilatky existuji ajsou kvalitné testovany, aby byly schopné identifikovat istopy
odlisnych tkani v rlizné zpracovanych potravinach (Bjérklund et al. 2001). Jako vhodné
se prokazaly nékteré sady k detekci tepelné upravenych proteind v potravinach, které
jsou pripraveny proti tepelné denaturovanym proteinim (Pavelka a Vareka 2008;

Pavelka a Orna 2011; Ciperova et al. 2015; Pavelka et al. 2016).

2.3 DEGRADACE PROTEINU A LIPIDU

Tato prace se zaméfuje predevsim na historické proteiny, avsak byly pro srovnani
provedeny i nékteré analyzy pomoci hmotnostni spektrometrie na lipidy, vzhledem
k vétsi popularité téchto analyz pfi zkoumani archeologickych zbytkd potravin. Lipidy
jsou relativné vyhodnéjsi, dobre se zachovavaji v keramice, kde jsou chranény pred
okolnimi fyzikalnimi vlivy, které je jinak narusuji (Evershed 1993; Evershed et al. 1999).
strané preivykavce jako jsou ovce a dobytek, na druhé strané tuk zvifat jako jsou
prasata (Mottram et al. 1999). Nicméné citlivéjSiho urceni tato metoda schopnd neni.

Na organické zbytky nachazejici se na bronzu pravdépodobné jesté aplikovana nebyla.

Proteiny maji lepsi taxonomickou specifitu nez lipidy. Jejich chemickd struktura
presné odrazi geneticky koéd, ktery byl potfebny k jejich vzniku (Barnard et al. 2007),

proto je mGzeme urcit daleko presnéji v porovnani s lipidy.

U potravin uchovavanych v nadobach se dé predpokladat fyzikalni denaturace
a pokusim se zjistit, jak moc dochazi k denaturaci biologické ¢&i chemické. Z praci

Pavelka a Vareka (2008), Pavelka a Orna (2011) a Craig a Collins (2000), které se
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zabyvaly keramickymi nalezy, vime, vjaké mirfe podléhaly potraviny degradaci pfi
uchovavani. Zbyva otdzka, zda jsou potraviny v bronzovych nadobach chranény proti

denaturaci lépe Ci nikoliv.

Proteiny byly zkoumdny také z kamennych nastroja ¢i dobovych maleb (Kooyman
et al. 2001; Tokarski et al. 2006; Barnard et al. 2007; Solazzo et al. 2008), ale nejlepsi se
ukazala byt neglazurovand keramika. Tento typ keramiky byl ¢asto pouZivan k vareni,
z ¢ehoi je patrné, Ze na ni budou zbytky jidla, které se v té dobé a oblasti konzumovalo.
Podle téchto zbytkl mulzeme také urcit, jaka zvifata se vté dobé chovala, jejich
rozsifeni a vyuZiti. Je pochopitelné Zadouci porovnat vysledky s osteologickymi zavéry
archeozoologli. PomUze nam to tedy nahlédnout do Zivota lidi dané doby a zjistit, ¢im
se zivili ajaké byly jejich ekonomicko-kulturni vztahy ke krajiné (chov dobytka,

péstovani plodin apod.).

Nejlépe zachované zbytky proteini nachazime v ptiskvarcich. Dojde ke konzervaci
diky zuhelnatélé vrstvé dané potraviny, a proto se k uvarenému zbytku nemohou
dostat mikroorganismy, které by jej dale rozkladaly. Zarovern nemuze dochazet ani
k chemické ¢i fyzické degradaci, nebo jen v malé mire. Tyto uUtvary se vSak nachazeji

hlavné na keramickych naddobéach (Pavelka a Vareka 2008).
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3.1 MEDENE IONTY

Médéné ionty jsou soucasti mnoha biologickych pochod( v burice — bunécné
dychani, antioxidantni ochrana, neurotrasmiterni syntézy, konekce tkani, formovani
pigmentu a také jsou soucdsti Golgiho apardtu (Palm-Espling 2012). Nevdzané médéné
ionty jsou vSak toxické, protoZe katalyzuji volné radikaly a rusi Fe-S vazby (Palm-Espling
2012). Bunka proto musi kontrolovat obsah médénych iontl a pfipadné nadbytky

odstranit (Palm-Espling 2012).

V praci testuji hypotézu, Ze oxidy médi mohou byt toxické pro okolni bakterie
a rostliny, coz znamena, Zze by mohly chrdnit proteiny pred vyraznéjsi biologickou

degradaci.

3.2 PROTEINY

Proteiny jsou jedny z nejslozitéjSich a funkéné velmi dlmyslnych dosud znamych
molekul (Alberts et al. 2005). Kazdy protein se sklada z dlouhého retézce aminokyselin,
kterych je vice druh(, presné tedy 21 akazidd aminokyselina ma jiné chemické
vlastnosti, velikost, tvar a ndboj (Alberts et al. 2005). Jednotlivé aminokyseliny jsou
propojeny kovalentni vazbou a jejich usporadani v proteinu je vidy jedine¢né atedy
kazdy protein ma urcenou strukturu podle jejich usporadani (Alberts et al. 2005). Pro
vetsi stabilitu fetézce je potfeba vyuzit mnoho slabych vazeb, jako napfiklad vodikové
mustky, iontové vazby ¢i van der Waalsovy sily (Alberts et at. 2005), které vsak
podléhaji rozruseni vyrazné snadnéji a diky tomu dochazi nasledné velmi jednoduse
k degradaci celé struktury proteinu. Proteiny maji rlizné stupné organizovanosti.
Primarni strukturou se rozumi sekvenace proteint, sekundarni struktura se pak chape
jako a-Sroubovice askladané listy B, trojrozmérna konformace tvorena retézcem
polypeptidl je tercialni struktura a pokud se v proteinu nachazi vice polypeptidovych

fetézcu, jedna se o strukturu kvartérni (Alberts et al. 2005).

Proteiny vytvarené imunitnim systémem se nazyvaji protilatky (i
imunoglobuliny) a maji za ukol chranit télo pred cizimi mikroorganismy (Alberts el al.
2005). Ochrana probiha tak, Ze se protilatka navaze velmi pevné na cilovou molekulu,

kterou bud hned zlikviduje, nebo ji jen oznaci jako neZzadouci atakto oznacena
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molekula je ndsledné zni¢ena (Alberts et al. 2005). Tento princip zachytavani molekul
byl pouzit pfi testovani proteinl z ndlez(i aceld metodika testovani je na tomto

principu zaloZena.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 TESTOVANE NADOBY
Pro detekci byly pouZity zbytky potravin, které byly uskladnéné v bronzovych
nadobdach. Nejedna se vsak o priskvarky jako v praci Pavelka a Vareka (2008), ale spise

o vysusené zbytky.

Nadoby pochazeji z riznych lokalit: Rovna u Strakonic, kde byly testovany nélezy
z kniZzeci mohyly z doby halStatské, dale Stebno — zde byla nalezena nadoba etruského
pGvodu. V Talinu byly nalezeny nadoby z mladsi doby bronzové. V Tursku se nejedna

o nadoby, ale o ndramky, veslovitou jehlici, dyku s pochvou a kruhové zdobené terce.

RGzné proteiny se chovaji jinak, proto jsem jednotlivé nalezy otestovala rdznymi
proteinll, zejména Slo o metody zaloZené na principu antigen-protilatka (Pavelka
a Vareka 2008; Salkova et al. 2015; Ciperova et al. 2015; Pavelka et al. 2016). Ale také
byla vyuzita hmotnostni spektrometrie stejné jako v mnoha podobnych studiich, napfr.

Cramp et al. (2014).

4.2 TESTOVACI METODY

4.2.1 HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

Analyzy lipidd a pryskyfic byly provedeny v laboratofi separa¢nich metod
a hmotnostni spektrometrie, ktera se nachazi na katedre analytické chemie, jenz patfi
pod Pfirodovédeckou fakultu Univerzity Palackého v Olomouci. Jednou z hlavnich
oblasti jejich vyzkumného zajmu jsou také analyzy archeologickych material(i, diky
¢emuz nam zde bylo analyzovano 16 vzorku. Diky vielému pfistupu vedeni laboratore
bylo téchto 16 vzorkl identifikovano a vysledky téchto analyz jsou uvedeny dale (viz

Vysledky).

Analyza lipidd vhodna pro studium historickych lipidd pomoci hmotnostni
spektrometrie byla moina aZz po zavedeni ionizace vzork( rychlym atomovym
bombardovanim (Berber et al. 1981) a diky vyvoji elektrosprejové ionizace (ESI) (Fen et
al. 1989). Tyto desorpcni asprejové ionizacni techniky prekvapivé propujcuji
ionizovanému lipidu velmi madlo energie, atak jsou protonované molekulové ionty

obvykle pozorované jako kationty (Murphy a Gaskell 2011).
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Samotna hmotnostni spektrometrie je v zdsadé separacéni technikou podobné jako
chromatografické ¢i elektromigracni techniky. Lisi se v prostfedi, kde dochazi k separaci
(Friedecky a Lemr 2012). Princip hmotnostni spektrometrie spociva v interakci nabitych
Castic s elektrickym nebo magnetickym polem ve vakuu. Vlastni provedeni se lisi podle
typu analyz, kterd je vyzadovdna, protoze kazdé provedeni ma své vyhody a nevyhody.
Vsechny hmotnostni spektrometry musi mit nékolik zakladnich ¢asti — iontovy zdroj,
analyzator a detektor castic (Friedecky a Lemr 2012). lontovy zdroj je misto, ve kterém
se vytvafi ionty, kde se ,vyrabi” ionty v plynné fazi a v nékterych pripadech se hned
po vytvoreni rozpadaji (fragmentuji). Z analytd, které se dostavaji do iontového zdroje,
se hned po vytvoreni rozpadaji (fragmentuji). Z analytd, které se dostdvaji do
iontového zdroje s néjakou matrici, vznikaji kladné ¢i zdporné nabité ionty molekuldrni
(M*, M), aduktové ([M+Hgl", [M-G]*, [M+CHs], [M+NH.]", [M+HCOO] apod.)
a v urcitych pripadech, pokud se jednd o méné stabilni latky, mohou vznikat
i fragmenty ionizovanych molekul. lontové zdroje se obvykle rozdéluji na ,tvrdé”
a,mékké” (Friedecky aLemr 2012). Typicky predstavitel skupiny zdroja s, tvrdou”
ionizaci je elektronovd ionizace (El, Electron lonisation), tato ionizace vyuzZiva
predavani energie leticich elektroni molekuldm analytu. Tam se c¢asto vyuziva
navaznost na plynovou chromatografii, ta je pak ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
(GC/MS) (Friedecky alLemr 2012). Pfi tomto zpUsobu provedeni vznikaji rozsahla
fragmentacni spektra, kterd slouzi kidentifikaci analyzované slouceniny (Friedecky
a Lemr 2012). Avsak latky, které jsou takto analyzovany, musi byt moZzno prevést na
tékavé. To samoziejmé vidy moziné neni, atak je nutné pouZit ,mékké” ionizaéni
techniky, zde se v prvé fadé ionizuje reakéni plyn, napf. methan, a potom molekuly
analytu, kterym je prfeddvdano méné energie, atak se neuskutecnuji tak rozsahlé
fragmentace jako u El (elektronové ionizace). Ale jsou ijiné ioniza¢ni techniky. Pro
analyzy lipida je vhodna technika, kdy se vyuziva vysokého napéti a vznika elektrospre;j
(ESI). Jindy se pouziva UV zareni (APPI) Ci elektrické vyboje (APCI), nebo se vyuziva
laseru (Friedecky aLemr 2012). Z naseho hlediska dllezity elektrosprej umozinuje
ionizaci od stfedné polarnich molekul az po ionty. Vlastni ionizace se uskuteénuje
aplikaci silného elektrického pole na elektrodu (napéti 2-5 kV) za atmosférického tlaku.
Na hrotu elektrody/kapilary vznikaji nabité kapicky, do kterych se dostdva roztok,

napriklad néco mobilniho, co nese analyty. Aby vznikal aerosol, pouZiva se proudici
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zamlzujici plyn. Mobilni slozka se odpafuje pomoci plynu o vyssi teploté. Vznika
Coulombické odpuzovani, které postupné prekonavd povrchové napéti a nabitd
kapicka vybouchne. Po takovém zmenseni kapic¢ky jsou z povrchu uvolfovany ionty
do plynné faze. Vznika elektrosprej, ktery je pomérné vhodny k analyzam, ale pokud
vznikaji ionty z jinych latek ve vysSich koncentracich, napf. soli, dochazi k potlaceni
vzniku iontd z analytu. Jestlize dochazi k tomuto pfipadu, je nutné takové latky od
analytu néjakym zplsobem separovat. Existuje vSak jesté jeden problém mobilni faze,
ktery celou analyzu ponékud komplikuje. To se fesi fadou dalSich technik, je vsak
nutné, aby se do vakuové C(dsti pristroje (¢i analyzatoru) nedostaly nezadouci
kontaminace — to je velmi dullezité, protoze ve skutecnosti se do analyzatoru dostane

jen 1 az 3 % vzniklych iontG (Friedecky a Lemr 2012).

U lipid(i jsou pozorovany deprotonované molekularni anionty a aduované anionty,
pokud molekula pfednostné tvofi negativni ionty. Soucasné s tim se objevily nastroje,
které dodavaji energii k rozbiti kovalentnich vazeb v iontech, jedna se o techniky, jako
je kolizni aktivace a kolizni indukovana disociace (CID) a pfenos produktovych iontd
pomoci ucinnych koliznich bunék (radiové, kmitoctova pouze kvadrupolova pole)
(Murphy a Gaskell 2011). Nasledné je nutné znovu analyzovat vzniklé ionty druhym
hmotnostnim spektrometrem (MS/MS). Takto vznikl hmotnostni spektrometr

s trojitym kvadrupolem, je velmi vhodny pro analyzu lipid( (Murphy a Gaskell 2011).

4.2.2 ANTIGEN - PROTILATKA

Metody fungujici na soucasné proteiny nemusi fungovat na proteiny degradované
dlouhym casovym obdobim. U reakce protilatka — antigen musi byt protilatky pro
kazdy protein ziskané predem. Testovani pomoci reakce substratu a protilatky se
vyuZiva pfi testovani alergend, takze zachyti i nepatrné kontaminace testované latky
(Pavelka a Vareka 2008). BohuZzel mlze nastat problém — protilatky vyvinuté na
soucasné nativni antigeny nemusi fungovat na historické proteiny z archeologickych
nalezl. Po delSim testovani se podafilo najit takové protilatky, které reaguji spravné
s proteiny dnesnimi i s proteiny z archeologickych nalezl, viz Pavelka a Vareka (2008).
Byly pouzity jen ty testy, u kterych byla uc¢innost na archeologické vzorky potvrzena,
bylo zjisténo, Ze napf. testy pod znackou ELISA-Tek jsou na historické proteiny zcela

nevhodné (Pavelka et al. 2016).
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4.2.3 ELISATEST

Hlavni pouzitou metodou je ELISA test, kdy jsou specifické protilatky prichyceny
na dné jamek mikrotitra¢ni desticky. Pozitivni reakce se projevuje Zlutym zbarvenim,
stejné tak pozitivni kontrola. Negativni kontrola se nezbarvuje vibec nebo jen velmi

mirné. Vyhodnocovani probiha vizualné ¢i spektrofotometricky.

Spektrofotometrie méri ¢ast absorpcniho spektra v urcitém Useku vinovych délek,

kdy vzorkem prochazi monochromatické svétlo (Pavelka a Orna 2011).

Pro testovani vzorkd na rGzné druhy masa jsme zvolili testovaci sady BioKits —
Cooked Species Identification Test Kit od firmy Neogen Corporation®. Pro testovani
mléka (kasein a B-laktoglobulin) a obili (gliadin) byly zvoleny taktéZ osvédcené testy od
firmy Neogen Corporation® (viz Pavelka et al. 2016). Pro identifikaci koziho mléka (kozi

IgG) byl vyuZit kit od firmy R-Biopharm AG.

4.2.4 LFIA

Pro vzorky vyschlych potravin (lokalita Rovnd) byly vyuzity také o néco méné citlivé
testy na bdazi lateral flow (LFIA) — pro gluten, kasein aovomucoid (Neogen
Corporation®). Jednd se ojednoduché ndstroje, slouzici pro detekci pritomnosti
analytu ve vzorku, pfiéemz neni nutné mit jakékoliv pFistrojové vybaveni. Princip
tohoto testu je zaloZzen na kombinaci chromatografie a imunoafinitnich reakci, coz jsou
reakce protilatky produkované danym organismem a antigenu (tedy analytu). Testy
jsou urcené pro laickou verejnost (pouziti jako téhotensky test) a také pro odborniky,
ktefi je mohou pouzivat jako rychly test slouzici k orientaci (medicina, potravinafstvi,
ochrana Zivotniho prostredi a podobné obory). Nejdulezitéjsi ¢asti je membrana, na
které se zobrazuje vysledek v podobé barevnych linii, které se nazyvaji testovaci
a kontrolni. Principem je naneseni vzorku na podlozku, ze které vzorek vzlinad vzhiru do
konjugacni zény, ve které se nachazi biomolekula, kterou je velmi ¢asto protilatka, jenz
je imobilizovana na barevné nanodasticit™. Konjugat je kapalinou ze vzorku odnasen na
membranu, kde se navaZe na testovaci a kontrolni linii. Vzorek, ktery by protekl, je
zachycen podlozkou pro to uréenou. VSechny tyto ¢asti jsou nalepeny na plastové
podloZce. RozliSujeme dva typy usporadani. Prvni z nich je usporadani pfimé, jenz se
pouziva pro detekci analytd s vétsi molekulovou hmotnosti, které ve strukture obsahuiji

vice antigennich mist, tedy alespon dvé. Pfi tomto usporadani se jevi pozitivni vysledek
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jako linie TL a KL, v ptipadé negativniho vysledku se zobrazi pouze linie KL. Druhym
zplUsobem usporadani je usporadani kompetitivni. To slouZi k detekci analytQ, které
jsou schopné navazat se pouze s jednim antigenem. Pokud vyjde pozitivni vysledek,

zobrazi se pouze KL linie, u negativniho se zobrazi linie ob&, tedy TL i KL™.

4.3 DETEKCE PROTEINU

4.3.1 SENDvVICOVA ELISA

Pro detekci hovéziho, vepfového a ovéiho masa byla na vzorcich ze vSech lokalit
pouzita pfima sendvicova ELISA Neogen Corporation® Biokits for Species Identification,
ktera je zamérena na tepelné upravené proteiny. Princip je stejny pro testy na veprové,
hovézi, dribeZi aovéi proteiny, predpokldada, Ze vzorky pochdzi zejména z masa,

ale funguji i na mnohé jiné druhové specifické proteiny:

1. Nejprve se pfipravi extrakéni a promyvaci roztoky a samoziejmé vhodny pocet

plastikovych jamek uréenych pro testovani.

2. Do testovacich jamek se napipetuje automatickou pipetou 100 ul extraktu
vzorku ¢i pozitivni kontroly. Pro kazdy vzorek je vhodné pouZit novou Spic¢ku, aby

nedoslo ke kontaminaci vzorku.

3. Vzorky je tfeba opatrné protrepat v ruce, pfikryji se a nechaji se inkubovat 45
minut pfi pokojové teploté. Pfi tomto typu testu je mozZno vzorky odpipetovat zpét

do platikovych zkumavek (eppendorf) a pouZit je pro jiné ELISA testy.

4. Jamky v mikrotitracni desti¢ce je tfeba promyt promyvacim roztokem, alespon

3x.
5. Do testovacich jamek se vzorky se pfida 50 ul Biotinu.

6. Roztok v mikrotitracni destice je tfeba opatrné protrepat v ruce, pfrikryji se

a nechaji se inkubovat 45 minut pfi pokojové teploté.

7. Jamky v mikrotitra¢ni desticce je tfeba promyt promyvacim roztokem, alespon

3x.
8. Do vsech testovacich jamek se pridd 50 ul konjugat avidin peroxidazy.

9. Desticku je tfeba opatrné protfepat vruce, jamky se zakryji a nechaji se

inkubovat 15 minut pfi pokojové teploté.

13



4 MATERIAL A METODY

10. Vzorky je tfeba promyt promyvacim roztokem, alesponi 5x.
11. Do kazdé testovaci jamky se pridd 100 pl TMB substratu.

12. Desticku je tfeba opatrné protfepat vruce, jamky se zakryji a nechaji se

inkubovat 45 minut pfi pokojové teploté.

13. Do vsech testovacich jamek se pfida 50 pl Stop solution (vtomto pfipadé se

jedna o roztok kyseliny fosforecné).

14. Desticku je treba opatrné protrepat vruce (zhruba 10 sekund), ¢imZ dojde

k zastaveni reakce a ke zméné barvy —z modré na Zlutou (viz obr. 1).

15. Ziskand data jsou stanovena spektrofotometricky. Méfeni bylo provadéno

na ELISA readeru VERSAmax™ (Molecular Devices) pfi 450 nm.

Obr. 1. Jamky vyjmuté z mikrotitracni desticky, barevné jsou odliSené pozitivni reakce.

Z pouzitych testd na rGzné druhy masa, respektive proteinl pfislusnych zvifecich
druh(, se podafilo odhalit moZnosti protildtek, rozliSit vzorky, které predstavuji
pavodni maso jako potravinu a kontaminace z hnoje ¢i hnojiv (Sland 2018). Zavisi na
tepelné Upravé, proto byl tento test provadén dvakrdt — poprvé s nevarenymi

a podruhé s témi samymi, ale varenymi vzorky.

BohuZel tento zpUsob je z nabizenych protilatek od firmy Neogen Corporation®
Biokits for Species Identification mozno provadét pouze s kitem na proteiny od prasat
(Sus scrofa a Sus scrofa domestica) a jak bylo pokusné zjisténo, nelze stejné rozliseni
aplikovat pomoci protilatek na hovézi nebo ov¢i maso, prestoZe se jedna o produkt

stejného vyrobce. Protilatky jsou zfejmé pfipraveny na odliSné typy proteing.
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4.3.2 KoMPETITIVNi ELISA
Pro detekci B-lactoglobulinu byla ve vSech pfipadech pouzita kompetitivni ELISA

(Neogen Corporation®).
1. Pfiprava zfedénych extraktl vzorku a kitu.

2. Do testovacich jamek se pfida 100 ul pracovniho roztoku (nulovy standard),
BLG standardy (A-E), kontroly avzorky. Je nutné ménit S3picky, aby nedoslo

ke cross-kontaminaci.

3. Je nutné ihned pridat 50 pl BLG biotin do vSech testovacich jamek, coz je pro
kompetitivni test ELISA zdakladni a dochazi k soutéZi o protilatky mezi kontrolnimi
antigeny a antigeny vzorku. Diky tomu, Ze se ke vzork(im ptida ihned specificky biotin,

je nelze recyklovat na dalsi testy.

4. Testovaci jamky se umisti na tfepacku a nechaji se tfepat 60 minut pfi

pokojové teploté.

5. Tekutina ztestovacich jamek se odpipetuje apoté se jamky promyiji

promyvacim roztokem, alesporn 5x.
6. Prida se 50 pl Avidin peroxidase conjugate do vsech testovacich jamek.

7. Testovaci desticka se umisti na tfepacku anecha se tfepat 15 minut
pfi pokojové teploté.

8. Tekutina ztestovacich jamek se odpipetuje apoté se jamky promyiji
promyvacim roztokem, alespon 5x.

9. Pfida se 100 pl TMB substratu do vSech testovacich jamek.

10. Testovaci jamky se protifepou jemné rukou na rovném povrchu, nechaji se

45 minut v klidu a pfi pokojové teploté.

11. Do vSech testovacich jamek se pfida 50 pl Stop solution (coz je v nasem
pripadé roztok kyseliny fosforecné), jemné se promichaji rukou na rovném povrchu,

aby doslo k zastaveni reakce a dojde ke zméné barvy z modré na Zlutou.

12. Ziskana data jsou ndsledné mérena. Méreni bylo provadéno na ELISA

readeru VERSAmax™ (Molecular Devices) pfi 450 nm.
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4.3.3 REVEAL ® 3-D TEST

Pro detekci vajicek, obili a mléka na lokalité Rovna byl pouzit Reveal ® 3-D test
od firmy Neogen Corporation®, provedeny metodou Rinse Sampling, ktera byla mirné
modifikovdna. Detekce je zaloZzena na imunochromatografické technice podélného
toku reagencii prouzkem porézni membrany (angl. Lateral Flow Immunoassay; zkr.
LFIA). Antigen ze vzorku reaguje se znacenym konjugatem imobilizovanym na

membrané. Pokud dojde k vazbé, projevuje se vysledek barevnymi pruhy (viz obr. 2).

1. Misto komerc¢ni plastové zkumavky z kitu je vhodnéjsi pouzit plastovou
zkumavku (eppendorf) pro 1,5 ml, kde se napipetuje jen 150-200 pl extrakéniho pufru
a pfida se nékolik mikrogramu vzorku, protoZze vzorku odebraného z keramiky, v tomto
pfipadé z povrchu bronzu, je k dispozici obvykle velmi omezené mnozstvi — na rozdil

od normalné testovanych potravin.

2. Po tfepani na trepacce vortex se 150 ul pufru se vzorkem napipetuje

do startovaci jamky u testovaci plastové schranky.

3. Platovy obal s membranou umistime do vhodné polohy a nechame reakci

probéhnout, po 5 minutach az hodiné vyhodnotime vysledek (viz obr. 2)

vysoce
pozitivni

pozitivni

negativni

Obr. 2. Test Reveal ® 3-D pro vaje¢ny protein ovomukoid.

Dalsi metodou testovani je Swab Sampling, ktery je vhodny pro suché i mokré

vzorky. Tento druh testovani vSak nebyl pouzit.

4.3.4 ELISA TESTY
U zbylych vzorkd byly pouZity ELISA testy. Pro kasein byly pouzity 2 typy testd,

v pripadé vzorku z lokality Rovna se jednalo o Reveal ® 3-D test, v pfipadé ostatnich Slo
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o citlivéjsi ELISA test typ VERATOX od firmy Neogen Corporation®. Podobné také
pro pritomnost obili byly pouZity dva testy, v pfipadé lokality Rovna se jednalo o Reveal
® 3-D test pro gluten, v ostatnich vzorcich Slo o citlivéjsi ELISA test na gliadin (podobné

jako u kaseinu se jednalo o typ VERATOX od firmy Neogen Corporation®).
Kasein
1. Do testovacich jamek se vlozi 150 ul vzork(l a kontrol (samostatné).

2. 100 pl ochlazenych vzork( véetné pozitivni kontroly se napipetuje do jamek

s protilatkami a nasleduje 40 minut inkubace, oproti doporu¢ovanym 10 minutam.
3. Vyleje se obsah testovacich jamek.
4. Dojde k promyti 5x po sobé.

5. Obsah testovacich jamek se vyklepe na savé utérky tak, aby v jamkach
nezUstala Zadn4d tekutina.

6. Do jamek s protilatkami se prida 100 pl konjugatu, ktery se pfipravi ze dvou
jednotlivych roztok( kitu, protoze konjugat musi byt pripraven vidy Cerstvy. PouZije se
k tomu 12ti kanalkova automaticka pipeta, 10 minut inkubace.

7. Opakovani krok( 3, 4 a 5.

8. Do jamek se pfidd 100 pl substratu, pouZije se ktomu 12ti kandlkova

automaticka pipeta, 10 minut inkubace.

9. Prida se 100 pl Red stop do jamek s protildtkami, pouzije se k tomu 12ti
kanalkova automaticka pipeta, 10 minut inkubace — dojde k zastaveni reakce
a zobrazeni vysledkd. Misto doporucovaného stop roztoku, ktery je soucasti kitu, se
zvlasté kvali méreni na ELISA readeru osvédcila jako stop roztok kyselina fosforecna

z kitu pro proteiny masa.
Gliadin
Pro detekci gliadinu byla pouZita testovaci sada od firmy Veratox®.
Extrakce netepelné zpracovanych vzork( orbitdlnim shakerem ¢i rotatorem:

1. Pfiprava 55% ethanolového extrakéniho roztoku kombinaci 55 dill

ethanolu a 45 dilG destilované vody. Priprava zfedéného roztoku z extraktu vzorku.
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2. Do 1,5 ml plastové zkumavky (eppendorf) se pfida asi 0,5 mg najemno

rozmélnéného vzorku.

3. Podle vyrobce by se méla pfidat jedna lZicka extrakéniho aditiva
do plastové zkumavky, ale ani toto aditivum se pfilis neosvédcilo a je lepsi ho vynechat
Uplné.

4. Prida se 10 ml (9 ml pro tekuté vzorky) 55% ethanolu, plastova
zkumavka se uzavie a poté se s ni tfepe na vortexu po dobu 20 sekund, ¢imz se zajisti

kompletni promichani.

5. Vzorek se extrahuje pomoci tfeseni (150 rpm) v orbitalnim shakeru
¢i rotatoru ato tak, Ze se nadoba polozi na podlozku na ploché strané ndstroje
a pfipevni se pomoci gumicky Ci lepici pasky. Rotuje se (tfese se) po dobu 15 minut pfi
pokojové teploté.

6. Nadoba se vyjme z pfistroje a umisti se do stojanu zhruba na 10

minut, ¢imZ dojde k usazeni materidlu a umozni to odbér Cistého vzorku.

7. Kazdy vzorek se naredi v poméru 1:40 vyjmutim 100 pl z vrchni vrstvy

extraktu a premisténim do zkumavky obsahujici 1,5 ml PBS.

8. Pro promichdani se nadoba umisti na 5 sekund na vortex nebo se

nékolikrat otodi v ruce.

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

extrakce.

Procedura testovani:

Vsechny kity a reaktanty se pred zahratim nechaji zahfat na pokojovou teplotu
(18-30°C).

1. Pro kazdy vzorek se vyjme jedna Cervené oznacend misici jamka a dalSich 5

jamek se vyjme pro kontroly, vloZi se do drzaku.

2. Vyjme se stejny pocet jamek s protildtkami. Jamky s protilatkami, které
nebudou okamZité pouzity, se vrati zpét do sterilniho obalu, ktery se uzavre, a tim jsou
protilatky chranény. Jeden konec prouzku se oznaci Cislem 1 a tento prouzek je vlozen

do drzaku jamek — ozna¢enym koncem do leva.
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3. Pfed pouZitim jsou reaktanty promichany krouzZivym pohybem lahve.

4. 150 pul kontrol a vzork( se prenese do ¢ervené oznacenych jamek. Pro kazdy

prenos se pouzije vidy nova pipetovaci Spicka.

5. 12ti kandlovou pipetou je pfeneseno 100 ul kontrol avzorkd do jamek
s protilatkami. Vzorky se promichaji po dobu 20 sekund posouvanim drzdku jamek

dopredu a dozadu po plochém povrchu.

6. Jamky se nechaji inkubovat po dobu 10 minut za pokojové teploty. Cervené

oznacené prenosové jamky se uklidi.

7. Obsah jamek se vyprazdni do drezu. Kazda jamka se naplni promyvacim
roztokem, ktery se vyleje. K promyvani dojde 5x, poté se jamky vyklepou na papirovém

ubrousku, ¢imzZ dojde k odstranéni promyvaciho roztoku.
8. Konjugat z modfe oznacené lahve se nalije do Cisté ragent boat.

9. 12ti kandlovou pipetou s novymi Spickami se prenese 100 ul konjugatu do
vsech jamek a dojde k promichani vzorkd posouvanim drzaku jamek dopfedu a dozadu

na plochém povrchu po dobu 20 sekund.
10. Vzorky se inkubuji po dobu 10 minut pti pokojové teploté.
11. VSechny jamky jsou vymyty stejné jako v kroku 7.

12. Potfebny objem roztoku substratu ze zelené oznacené lahve je nalit do Cisté

reagent boat.

13. 12ti kandlovou pipetou s novymi Spickami se prenese 100 pl substratu
do kazdé jamky adojde kpromichani po dobu 20 sekund. Spi¢ky z pipety se

neodstranuji.
14. Vzorky se inkubuji po dobu 10 minut pti pokojové teploté.

15. Potfebny objem stop solution z Cervené oznacené lahve je nalit do Cisté

reagent boat.

16. 12ti kanalovou pipetou se stejnymi Spickami je preneseno 100 ul éerveného

stop solution do kazdé jamky a dojde k promichani po dobu 20 sekund.

17. Spodni ¢ast jamek se ocisti, poté se jamky vlozi do ¢tecky s 650 nm filtrem.
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18. Vysledky se interpretuji za pouziti ¢tecky Neogen 4700 nebo jiné
ekvivalentni ¢tecky. Pfi pouziti jiné ctecky se vysledky vypocitaji za pouZiti Neogen

Veratox software pro Windows.

Kozi IgG

VSechny pracovni nastroje musi byt po kazdém pouZiti ocistény, aby se
zabranilo kontaminaci. Alergen providet buffer je dodan jako desetindsobny
koncentrat. Pfed fedénim buffer koncentratu se musi rozpustit vSechny krystalky ve
vodni ldzni o teploté 37°C a musi dojit k promichani. Nasledné se zahraty buffer
koncentrat fedi v poméru 1:10 s destilovanou vodou (takto nafedény buffer je stabilni

zhruba po dobu 12 tydn().

Malé mnoiZstvi vzorku se nadrti a ndsledné se rozmichd ve 200 ul destilované

vody a 3 minuty se nechd trfepat na vortexu, poté se nechaji usadit hrubé ¢asti.
Na jednu jamku je pouZzito 100 ul roztoku.

Testovaci postup:

Vsechny reagenty musi mit prfed pouzitim pokojovou teplotu (20-25°C).
Konjugat, tedy lahvicka s ¢ervenym vickem, je doddvéan jako koncentrat. Jelikoz ma
fedény konjugat omezenou stabilitu, mélo by byt vidy pfipraveno jen mnozstvi, které
je ktestovani trfeba. Pfed pipetovanim se koncentrat konjugdtu opatrné protrepe.

Koncentrat konjugdtu se fedi v poméru 1:11 s konjugdt bufferem.

Myci buffer je dodavan jako desetindsobny koncentrat. Pfed jeho fedénim je
nutné rozpustit jakékoliv krystaly ve vodni lazni o teploté 37°C, koncentrat je nutné
dobte promichat. Redé&ni probiha v poméru 1:10 s destilovanou vodou. Redény buffer

je stabilni pri pokojové teploté zhruba po dobu 4 tydn0.

Je nutné dodrzovat myci proceduru. Nesmi dojit k vyschnuti jamek mezi

jednotlivymi kroky. Nesmi se pouzivat vice nez 24 jamek najednou.

1. Dostatecné mnozstvi jamek je vloZzeno do drzdku (pro vsechny

standardy i vzorky). Pozice standard(l a vzorkl jsou zaznamenany.
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2. 100 pl kazdého standardu a pfipraveného vzorku je pfiddano
do separatnich jamek vidy po dvojici. Dojde k inkubaci po dobu 10 minut pfi pokojové

teploté (20-25°C).

3. Tekutina je vylita zjamek, poté se sjamkami klepne do sterilni
papirové utérky atim dojde ke kompletnimu odstranéni tekutin z jamek. VSechny
jamky jsou naplnény 250 ul myciho bufferu, ktery je posléze vylit. Tento proces se

opakuje 3x.

4. 100 pl fedéného konjugdtu je priddno do kazdé jamky. Dojde
k jemnému promichani ato tak, Ze se jamkami zatfese ruc¢né. Inkubace po dobu 10

minut pfi pokojové teploté.
5. Opakovani kroku 3.

6. 100 pl cerveného substratu/chromogenu je pridano do kazdé jamky.
Dojde k jemnému promichani a to tak, Ze se jamkami zattfese ru¢né. Inkubace po dobu
10 minut ve tmé pfi pokojové teploté (20-25°C). Do kazdé jamky se nasledné pfida 100
ul stop solution. Dojde k mirnému promichani a to tak, Ze se jamkami zatfese rucné.
Nyni se zméfi absorbance pfi 450 nm. K precteni musi dojit do 10 minut od pfidani stop

solution.

4.3.5 VYHODNOCEN{ REAKCI

Pozitivni kontrola by méla byt zbarvena Zluté, kdezto negativni kontrola by neméla
byt zbarvena vibec. Jako pozitivni hodnotime vysledky, které jsou viditelné zbarveny
podobné jako pozitivni kontrola anebo jsou zbarveny jesté intenzivnéji. Méné
zbarvené, nez pozitivni kontrola, avSak zcela odliSné od negativni kontroly, byly
hodnoceny jako slabé pozitivni. Jako negativni hodnotime vysledky, které jsou svétlejsi
nezli pozitivni kontrola a vysledky, které nejsou zbarveny vibec. V zasadé by mély byt
chapany jako pozitivni vSechny reakce zbarvené vyrazné intenzivnéji nez negativni
kontrola. OvSsem optické stanoveni je nespolehlivé, aproto byly vysledky vidy
porovnany spektrofotometricky na pfristroji ELISA reader VERSAmax™ (Molecular

Devices) pti 450 nm.
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4.4 DALSIMOZNE METODY TESTOVANI
NiZe jsou uvedeny dal$i moZné metody testovani ndlez( na zbytky proteinu, které
vSak nebyly vtéto praci pouzity, ale predstavuji moZnost dalSiho testovani i

navazujiciho vyzkumu.
Gliadin
Za pouziti testovaci sady Veratox®.
Extrakce netepelné zpracovanych vzork( pomoci shakeru a vodni lazné:

1. Pfiprava 40% ethanolového extrakéniho roztoku kombinovanim 4 dilG

ethanolu a 6 dilG destilované vody. Pfiprava zfedéného roztoku z extraktu vzorku.

2. Do 125 ml Cisté extrakéni lahve se pfidaji 2 g najemno rozmélnéného

vzorku ¢i 2 ml tekutého vzorku.
3. Pfida se jedna Izicka extrakcniho aditiva.

4. Pfidad se 20 ml (18 ml pro tekuté vzorky) 40% ethanolu, nddoba se
pevné uzavie a poté se s ni aktivné tfepe rukou po dobu 20 sekund, ¢imzZ se zajisti

kompletni promichani.

5. Vzorek se extrahuje pomoci tfeseni (150 rpm) v orbitalnim shakeru
ato tak, Zze se nadoba poloZi na podlozku na ploché strané nastroje a pfipevni se
pomoci gumicky ¢i lepici pasky. Tfese se po dobu 15 minut pfi pokojové teploté.
(Shakerovou vodni lazen lze také pouzit, avSak nesmi se zahtivat). Nddoba se vyjme

z shakeru ¢i koupele.

6. Lahev se umisti se do stojanu zhruba na 10 minut, ¢imZz dojde

k usazeni materialu a umozni to odbér cistého vzorku.

7. Kazdy vzorek se naredi v poméru 1:40, bud vyjmutim 100 pl z vrchni
vrstvy extraktu a pfemisténim do zkumavky obsahuijici 3,9 ml PBS, nebo smichdnim 0,5

ml extraktu s 19,5 ml PBS v testovaci nadobce.

8. Pro promichani se nadoba umisti na 5 sekund na vortex nebo se

nékolikrat otodi v ruce.
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4 MATERIAL A METODY

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

extrakce.
Extrakce tepelné zpracovanych komodit:

Tepelné zpracované komodity vyZaduji extrakéni koktailovy roztok
(Neogen item 8483), ktery renaturalizuje zahraty gliadin a umoznuje presnou detekci
jakéhokoliv gliadinu ve vzorku. Aby se gliadin extrahoval ztepelné zpracovanych

vzorkU:

1. Pfipravi se 55% ethanolovy extrakéni roztok kombinaci 55 dilG

ethanolu a 45 dil destilované vody.

2. Ptipravi se PBS. Extrakce s extrakénim koktailovym roztokem by méla

byt provedena v digestofi.
3. Do 50 ml zkumavky se navazi 0,25 g vzorku.
4. Prida se 2,5 ml extrakéniho koktailového roztoku (fedici faktor 1:10).

5. Nadoba se uzavie a umisti na vortex po dobu 10 sekund, ¢imz dojde

k homogenizaci koktailu a vzorku.
6. Inkubuje se 40 minut pfi 50°C (vodni lazen ¢i trouba).
7. Vzorky se vyjmou a nechaji se vychladnout 5-10 minut.
8. Prida se 1 IZicka specialniho extrakéniho aditiva.

9. Pfida se 7,5 ml 55% ethanolu a zkumavka se umisti na vortex po dobu
10-20 sekund (findlni koncentrace ethanolu bude 41% a rozfedéni vzorku je v tomto

bodé 1:40).

10. Vzorek se tfese na rotatoru (150 rpm) po 1 hodinu pti pokojové

teploté (zkumavka je umisténa na bocni strané).

11. V pfipadé nutnosti se vzorky vlozi do centrifugy na 5 minut

pfi 2500 rpm.

12. Vzorek se roziedi v poméru 1:10 pomoci PBS (200 ul vzorku do 1,8
ml PBS).

13. Vzorky jsou pripraveny (konec¢né roziedéni v poméru 1:400).
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Kozi IgG

Pro pfipravu alergen extraction buffer obsahujiciho aditivum 1 se odméfi 1,35 g
aditiva 1 ve sklenéné nadobé a pfida se 15 ml 1M NaOH. Dojde k michani, dokud se
aditivum 1 nerozpusti. Nasledné se nalije 700 ml nafedéného alergen extraction buffer
do odmérného vélce. Pfidd se 15 ml roztoku aditiva 1 za neustdlého michani,
eventualni pozlstatky roztoku aditiva 1 se pfenesou do odmérného valce a to tak, Ze
dojde k oplachu bufferem. Roztok aditiva 1 se upravi s alergen extraction buffer na pH
9 pouzitim 1 M HCI a doplini se na objem 750 ml fedénym alergen extraction buffer.
750 ml A-AEP buffer je dostatecné pro 45 vzork(. Tento buffer mize byt pouzivan
zhruba po dobu 3 tydnid. Neuchovavat v chladu. Je nutné pouzit Cistou lahev — ¢astecky

prachu mohou zahgjit krystalizaci. Pti pfitomnosti krystall je buffer nepouZzitelny.

Extractor 2 je doddvan jako dvojnasobny koncentrdat a musi byt roziedén
v poméru 1:2 s destilovanou vodou. 60 ml fedéného extractoru 2 je dostatec¢né pro 15

vzorkd a mlzZe byt pouZit po tfi mésice, pouZiti i uchovavani pfi pokojové teploté.
Extrakce vzork(:
Je nutné mit homogenni vzorek o hmotnosti 5-50 g.
A. Pevné vzorky:

1. 1 g vzorku vloZime do zkumavky a pfidame 4 ml extractoru 2. Dojde
k aktivnimu promichani. Uzaviend zkumavka je vlozena po dobu 10 minut do horké

vodni lazné (100°C).
2. Vzorek se necha chladit po kratkou dobu.
3. Do vareného vzorku se pfida 16 ml zahratého A-AEP (60°C).
B. Tekuté vzorky:

1. 1 ml vzorku se smichd se 4 ml extractoru 2. Dojde k aktivnimu
promichani. Uzaviena zkumavka je vlozena po dobu 10 minut do horké vodni lazné

(100°C).
2. Vzorek se nechad chladit po kratkou dobu.

3. Do vareného vzorku se prida 15 ml zahratého A-AEP (60°C).
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4 MATERIAL A METODY

C. Dalsi priprava tekutych i pevnych vzorku:
1. Aktivni promichani pomoci shakeru.
2. Extrakce ve vodni lazni po dobu 10 minut a pfi 60°C.

3. Vzorek se ochladi a centrifuguje 10 minut pfi 2500 G. Poté se vzorek

filtruje.

4. Supernatant bez castic Ci filtrat se nafedi v poméru 1:5 s fedénym

alergen extraction bufferem bez aditiva 1.

5. Na jednu jamku je pouzito 100 pl roztoku.

25



5 VYSLEDKY

5 VYSLEDKY

5.1 LOKALITA ROVNA

Nadoby z oblasti Rovna byly testovany na gluten — zjisténi stop po obili, kasein —
zjisténi stop po mléce a ddle byly vzorky testovany, zda obsahuji zbytky po kravském
a kozim mléce. RovnéZ se zjistovala pomoci rlznych protilatek pritomnost mléka
kravského, byla provadéna také detekce stop po mase hovézim, vepiovém, driibezim,
ovéim ataké byl sledovan ovomukoid, ktery signalizuje pfitomnost vajicek. Z této
lokality se jednalo o situlu, coZ je bronzova nadoba ve tvaru védra, dale o bronzovou
misu a kotel, u kterého jsem testovala bilou vrstvu na povrchu ataké vnitfni vrstvu.

Posledni testovanou nddobou z této oblasti byla cista (viz tab. 1).

5.1.1 SiTuLA
U situly (z latinského vyrazu pro kbelik nebo védro) se prokdazala pritomnost
kaseinu — slouZzila tedy pravdépodobné k uchovavani koziho mléka, dale pak dribeziho

masa a ovomukoidu — uchovavani vajicek.

5.1.2 MisA
V bronzové mise byl nalezen gluten, coz znaci uchovavani obili, dale pak

veprové maso a ovomukoid, tedy uchovavani vajec.

5.1.3 KOTEL

V bilé vrstvé na kotli (zfejmé se jednalo o vysusené zbytky potravin) byl
detekovan gluten — tedy uchovavani obili, kasein — uchovavani koziho mléka
a ovomukoid — uchovavani vaji¢ek. Ve vnitfni vrstvé byl detekovan gluten a kasein,
stejné jako v bilé vrstvé, navic se zde prokazala také pritomnost veprového a dribeziho

masa, naopak nebyly nalezeny zZadné stopy po uchovavani vajec.

5.1.4 CisTA
Z cisty (valcovita nadoba slouZici jako védro, plvodné dfevéna s kovanim, poté
bronzova) byly odebrany dva vzorky, na kterych vysly vice méné stejné vysledky. Bylo

zde detekovano obili, kozi mléko, veprové a driibezi maso.

Celkové nebyly nalezeny stopy po ovéim a hovézim mase ataké po kravském
mléce. Je tedy moiné, Ze se v této lokalité nechovaly ovce ¢i krdvy anebo se jejich

produkty uchovavaly jinak nez v bronzovych nadobach.
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5 VYSLEDKY

5.2 LOKALITA STEBNO, TALIN, TURSKO A KRALICE

5.2.1 STEBNO

Ze Stebna byla otestovdna nadoba etruského plvodu a také hlina. Na nddobé byl
detekovan kasein, coz ukazuje na pritomnost mléka, dale byla prokdzana pritomnost
nevareného i vafeného vepiového masa a masa hovéziho (viz tab. 2). Avsak je ponékud
alarmuijici, Ze z kontrolni hliny bylo také detekovano mléko, varené i nevarené veprové
maso ataké maso hovézi. Rada pozitivnich vysledkd v kontrolni hliné napovida
na zna¢nou kontaminaci i plvodni nadoby, kde zfejmé pozitivni vysledky nepredstavuji
zbytky po puvodnich potravinach, ale bud se jednalo o misto obétiny, které se
dostavaly ina okolni hlinu, nebo byla misa vodpadni jamé se zbytky tepelné
zpracovanych potravin. Zfejmé se vtomto pfipadé nejednd o kontaminace ze
soucasnych hnojiv, jak tomu napovidd stejnd reakce uvareného inevareného

veprového masa, jak je popsano podrobnéji nize (viz Slana 2018).

5.2.2 TALIN

Z Talinu jsem ziskala tfi vzorky z bronzovych nadob (viz obr. 3). U prvniho se
ukdzala jako slabé pozitivni pfitomnost obili a kravského mléka, dale maso hovézi. Silné
pozitivni vysledky pro varené inevarené veprové maso napovidaji, Ze kontaminace
z hnoje prasat je nepravdépodobna a muselo se jednat o zbytky po tepelné upraveném
mase. U druhého vzorku bylo opét slabé pozitivni obili a silné pozitivni vepfové maso
nekontaminované hnojem i maso hovézi. U posledniho vzorku — krusty — vysly vysledky

zcela totozné (viz tab. 2).

Obr. 3. Bronzova nadoba, Talin.
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5.2.3 TURSKO

Z Turska jsem ziskala celkem 5 vzork( ze star$i doby bronzové. Prvni vzorek
,Tursko 32+33“ neni vSak z bronzové nadoby, ale z bronzového naramku (viz obr. 4).
Na naramku byla zjisténa pritomnost obili, mléka, nekontaminovaného tepelné
upraveného veprového masa ataké hovéziho masa. Dalsi vzorek s ¢islem 84 také
nepochazi z bronzové nadoby, nybrz z bronzové veslovité jehlice (viz obr. 5). Zde byla
detekovana pfitomnost nekontaminovaného vareného veprového masa a masa
hovéziho. Nasledujici vzorek je z predmétu s Cislem 92, kdy se jednd o dyku s pochvou
(viz obr. 6). Zde byly nalezeny stopy po pfitomnosti mléka a opét nekontaminovaného
veprového masa a masa hovéziho. Dalsi vzorek s Cislem 81 je z kruhového plechového
terce (viz obr. 7), kde bylo slabé pozitivni obili asilné pozitivni nekontaminované
veprové maso a opét také hovézi maso. Posledni vzorek z Turska s Cislem 82 je také
z plechového terce. Zde bylo slabé pozitivni obili a mléko a opét nekontaminované

veprové maso a také maso hovézi (viz tab. 2).

IFRAQ ocm

Obr. 4. Bronzovy naramek, Tursko.
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Obr. 7. Veslovita jehlice, Tursko.

Obr. 6. Dyka s pochvou, Tursko.

IFRAO 10¢m

Obr. 5. Kruhovy plechovy ter¢, Tursko.
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5.2.4 KRALICE

Posledni testovanou nadobou byla bronzovd nddoba =z Kralic. Zde se
pravdépodobné jedna o ¢aste¢nou kontaminaci prase¢im nebo zemédélskym hnojivem
obsahujicim prasedi trus, protoze test s nevarenym vzorkem byl slabé pozitivni, coz je
v obdobnych pfipadech negativni, nebo pozitivni na hranici detekovatelnosti (Slana
2018). V tomto jediném vzorku se podafilo prokazat také cholesterol a mastné kyseliny

(viz tab. 2).

Celkové se tedy skoro nevyskytovalo kravské mléko ataké tuky, vosky i
pryskyfice. Silné pozitivni vSak vychazelo vidy maso veprové a také maso hovézi.

Tab. 2. Vysledky z lokalit Stebno, Talin, Tursko, Kralice.

GC/MS
(MetPrep)
PORK PORK analyza tuky,
GLIADIN [CASEIN BLACTO [MASO MASO SHEET BEEF vosky,
OBILI KRAVA |NEVAR |VAR MASO MASO pryskyfice
]
bronz. nadoba |Stebno Etruskové e g 0 R o 0 Ly 0
Hlina Stebno e 0 B R ey 0
bronz. nadoba |Télin pod misou “o+" o “n+ R gyt g 0
bronz. nadoba |Talin TN2 0+ 0 0 R oy g 0
bronz. nadoba |Talin krusta o+ 0 0 gt e G 0
bronz. nadoba |Tursko 32+33 o o ] o o o 0
bronz. nadoba |Tursko 84 i 0 ] o o e 1]
bronz. nadoba |Tursko 92 0 o 0 M M o 0
bronz. nadoba |Tursko 81 o+ 0 0 M M o 0
bronz. nadoba |Tursko 82 "0+ o+ 0 e o e 0
cholesterol,
bronz. nadoba |Kralice ] g ey g wyyt mastnékys

vysvétlivky:

0
++
+
0+

negativni vysledek
pozitivni vysledek

nizce pozitivni vysledek

vysledek na hranici detekovatelnosti (neni vylou¢ena pouze nespecificka

reakce)
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6 DISKUZE

6.1 ZISKAVANI VZORKU Z NADOB

Ze $patné umytych nebo nevymytych bronzovych nddob muizeme ziskat vhodné
vzorky potravin, kdezto z pravdépodobné dobfe umytych nddob se nam vhodné vzorky
ziskat nepodatilo. U keramickych nadob se proteiny ¢i lipidy mohou vsaknout, jelikozZ je
keramika porézni. Ztéchto porl lze pak velmi snadno ziskat vhodné vzorky na
testovani. U bronzovych nadob vSak porézni struktura chybi, proto je ziskdvani
potravnich vzork( slozitéjsi azalezi na tom, kolik zbytk( se dochovalo pfimo na

povrchu nadoby a tedy jak dobfe ¢i Spatné byla nddoba umyta.

6.2 ROZKLAD PROTEINU

U proteinli nastava problém — dochazi k degradaci pomoci hydrolyzy peptidd,
deaminaci, denaturaci ataké krozkladu mikroorganismy (Barnard et al. 2007).
Pfi hydrolyze peptidd dochdzi krozkladu na jednodussi peptidy nebo aZz na
aminokyseliny, které mohou dale podléhat deaminaci. Denaturace se tyka hlavné
bilkovin, u kterych dojde k rozrusSeni tercidlni struktury a tim k degradaci celé bilkoviny.
Plsobeni mikroorganism ma na rozklad protein(i znacny vliv, ale diky uchovavani
v bronzovych nadobach a tedy diky plUsobeni iontd médi se zda byt jejich vliv daleko
mensi. Médéné ionty puUsobi toxicky pro mikroorganismy irostliny vyskytujici se
v okoli, diky ¢emuzZ se tyto organismy nepodileji v takové mirfe na degradaci protein(
uchovavanych v nadobach. Proteiny, které byly tepelné upravené, odoldvaji lépe
plUsobeni mikroorganism( (Barnard et al. 2007). Pfiddme-li ktomu jeSté ochranné
pUsobeni iontd médi, mGzeme fici, Ze plsobeni mikroorganismid na potraviny
uchovavané v bronzovych nadobach se velmi znacné snizi a dokumentovat tyto zavéry

na konkrétnich historickych proteinech bylo jednim z cil(i této prace.

6.3 PROTEINY VEPROVEHO MASA

Z analyzy vepfového masa vyplyva, Ze se uvétSiny znich snejvétsi
pravdépodobnosti nejednd orecentni kontaminace, alesponn podle odliSeni
nedenaturovanych proteinli hnoje a plvodniho vareného masa — viz Slana 2018. V této
praci bylo prokazano, Ze tento kit obtizné rozeznava tepelné nedenaturované proteiny

z prasat, coz mohou byt v nalezech c¢asto zbytky trusu zvifat, protoze ve stfevech se
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uvoliuji buriky ze sliznic. Trus se vyskytuje v soucasnych zemédélskych hnojivech, ale
samoziejmé také nelze vyloudit, Ze se mlzZe jednat o historickou kontaminaci. Avsak
proteiny z masa, které byly uZ v historické dobé denaturovany varenim, jsou
detekovany zpravidla velmi dobfe. Pokud se uvzorkd po vareni v laboratofi prudce
zdvihne podil reagujicich proteinli, je to dikaz, Ze se jedna o proteiny plvodné
nevarené a tudiz zifejmé z trusu, pfipadné z tepelné nezpracovanych tkani (Slana 2018).
V pfipadé zminéné bronzové nadoby z Kralic se zfejmé nejedna o plivodni proteiny,
i kdyz zde neni vysledek jednoznacny. Reakce nevareného vzorku je oproti jinym
podobnym vzorkdm (Sland 2018) prece jen silnd. Zfejmé se jedna o smés historickych

varenych proteinl a pozdéjsich kontaminaci.

6.4 TUKY, VOSKY, PRYSKYRICE

Dale zde nebyla ani vjednom vzorku detekovdna pritomnost tukl, vosk(
ani pryskyric. Utuk( je vysvétleni logické — podléhaji rozkladu ¢i zpracovani
mikroorganismy daleko snadnéji neZ proteiny, v bronzovych nadobach se nemaji kam
vsakovat jako u keramiky (viz vyse), proto se ¢asto nedochovavaji. U voskd a pryskytic
je pravdépodobné, Ze v nadobach na potraviny prechovavany nebyly a zde se spise

nabizi teorie uchovavani v nadobach drevénych, které se vSak nedochovaly.

6.5 VYZNAM NALEZU

Pfitomnost proteint z ZivociSnych vyrobkl na bronzovych ndadobach, které
slouZzily k uchovavani ¢i zpracovavani potravin, neni nijak prekvapiva. Co vSak povaZzuiji
za zajimavé je pritomnost proteind na bronzovych ndramcich ana veslovité jehlici
(pfitomnost proteinli na dyce neni aZ tak prekvapiva avelmi snadno vysvétlitelnd).
ProtoZe se jednalo o depot, jsou zndmy zejména dvé hlavni interpretace: depot byl
uloZen s umyslem pozdéjsiho vyzvednuti — reverzibilni deposita, nebo byl depot uloZen
s umyslem uloZeni trvalého — deposita ireverzibilni. Toto vysvétleni je spojovano
s kultovni aktivitou, naptiklad dary bohlm (Salas 2005; Smrz a Blazek 2002).
Predpokladané vysledky mé prace jednoznacné podporuji druhé vysvétleni a zda se
pravdépodobné, Ze depoty (tzv. bronzové poklady) byly ziejmé ritualnimi dary bohim
snad podzemnim, pfipadné obét néjakym mrtvym, protoze obsahovaly také kromé
bronzovych pfedmétd i jidlo a mozna i néjaké dalsi predméty podléhajici zkaze, napf.

drevéné. Tato informace je podstatna pro objasnéni jedné dlouhodobé otazky
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v archeologii. Zde se tedy ukazuje, jak mohou byt biologické analyzy pfinosné v tomto
pfipadé pro archeologii, ale v podobnych studiich zaméfenych na nedavné udalosti
také napfriklad pro nékteré forenzni analyzy. Dalsi myslenkou muze byt, Ze se jednalo
o jakési obétni misto, na kterém dochazelo k obétovani zvifat bohim. Souvisejicim
nalezem k této teorii mize byt otestovana dyka s pochvou, kterd by teorii obétniho
mista davala vétsi smysl. Samoziejmé nemuzZeme zcela vyloudit ani prozaictéjsi
vysvétleni. Vzhledem k neuzivdni pribord mohlo dojit ke kontaminaci iz rukou
uspinénych od jidla, ac¢koliv v tom ptipadé by se vSak spi$§ ocekdvalo vétsi zastoupeni
tukd, neZli proteinli, avSak tuky nebyly nalezeny vibec. Nicméné vzhledem
k predpokladané mensi casové stabilité lipidi na bronzovych predmétech nemlzeme
tuto moznost zcela vyloucit. Diky témto zjiSténim ohledné depotu ma predkladana
studie vétsi dopad, neZ jen ocekdvany dikaz moznosti ¢i nemoznosti detekovat

proteiny v prostfedi oxidi médi z bronzovych artefakta.

6.6 KONTAMINACE

V pfipadé nalezeni vzorkll z odpadnich jam je nutné otestovat hlinu pfimo
u nalezu a také hlinu v okoli a to ze stejné hloubky, jako je ndlez samotny. Vhodné je
také zkontrolovat vzdalenéjsi sondy, protoze kontrolni hlina z okoli etruské misy ma

stejné zastoupeni potravnich proteind jako vzorky pfimo z ndlezu.

U hovéziho masa existuje velké riziko soucasnych kontaminaci ato ze
zemédélskych hnojiv. Pro davéryhodnost vysledk(l by bylo vhodné vzorky doplnit
analyzami vzdalenéjsi zeminy, kterd by nebyla z odpadni jamy, a ktera by se nachdazela
ve stejné hloubce jako vSechny nalezy. Tyto kontrolni vzorky bude pro planované

publikovani v odborném tisku nutné ziskat.

6.7 LIPIDY

Z hmotnostni spektrometrie mam k dispozici analyzu lipidd. BohuZel po
porovnani vysledk( zjistuji, Ze pro bronzové nadoby je tato metoda méné vhodna nez
u keramiky. Je diskutabilni, zda je to z dGvodu jiného zplsobu osetfovani nadob
v minulosti, nebo v technice hmotnostni spektrometrie samotné, ¢i vlivem oxidi médi.
Jako nejpravdépodobnéjsi se mi jevi, Ze lipidy pomérné snadno vsakuji do neglazované

porézni keramiky, kde se dlouhodobé uchovavaji, coz u bronzovych nadob neni mozné.
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6.8 METODIKA

Z hlediska metodiky mohu fFici, Ze proteiny lze detekovat na bronzovych
nadobdach stejné tak dobre, jako na keramice. Z popsanych vysledk( usuzuji, Ze se
v danych lokalitach choval skot a vepfi a jejich vyuZiti bylo hlavné pro maso a samotné

bronzové nddoby slouzily podobné jako keramické.

35



ZAVER

7 ZAVER

Vysledkem této prace je potvrzeni teorie o uchovavani potravin, kdy se zda, Ze
potraviny uchovdvané v bronzovych nddobach podléhaji degradaci v ¢ase uchovavani
méné, neZ potraviny uchovavané v nadobdach keramickych. Timto se prokazal hlavni cil
této prace, tedy Ze oxidy médi v bronzovych nadobach napomahaiji lepSimu uchovavani
potravin. Z hlediska metodiky mohu Fici, Ze proteiny Ize detekovat na bronzovych

nadobach stejné tak dobfe, jako na keramice.

Prispévek k debaté o podstaté bronzovych depotl je mozZno povaZzovat za
Uspéch predklddané prace. Pritomnost zbytkl potravin na ozdobnych predmétech

napovidd o ritualnich ¢i votivnich divodech ukladani bronzovych depotl do zemé.
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8 RESUME

In this thesis was done never before tested analysis of proteins from bronze
vessels and their surroundings. The results of this research should solve the question
of copper ions, which are unseparable part of bronze — do copper ions act positively
during food preservation or do they cause faster spoilage? Because this methodology
is abundantly used on ceramic findings, we have enough data for comparison. From
the point of view of methodology is necessary to say, that proteins, lipids and some
other substances are on bronze vessels detectable as good as on ceramic vessels.
Problem occurs with lipids — in ceramic vessels can lipids get absorbed thanks to the
porous texture and therefore are better protected against external influences, which
help their decomposition. In bronze vessels lipids cannot seep in, mainly thanks to
absence of porous texture and because of this are lipids not protected so well as in
ceramics. Naturaly it would be appropriate to conduct another researches focusing
primarily on lipids, not proteins, and help clarify this question. But this is not the main
objective of this thesis, and there is therefore possibility of further research. Another
result of this thesis is help for clarification of use of vessels and items made of bronze.
From analysis of vessels is clear, that they were used for preservation and cooking of
foodstuff of all kind. For findings such as bronze bracelet, paddle-shaped needle or
dagger with sheath is explanation complicated and still not entirely clear. There are
two theories: according to the first one was depot saved with assumption, that it will
be dug out again, thus underground placement was used just as cache, the second one
says, that these were burial grounds and things, which were found there, were meant
to be used by dead in afterlife, possibly that they were meant as gifts for gods on
sacrificial places. This would perfectly explain presence of pig and cow proteins on
items such as bracelet or paddle-shaped needle. This theory is also supported by the
finding of dagger with sheath, on which were proteins also detected and that has even
logical explanation — the dagger was used to sacrifice animals to gods. This probably
explains also presence of proteins on decorative bronze findings and it is another step
to solving of this longtime question. Another benefit is establishment of the fact, that

biological analysis of historical findings can be beneficial for archaeology, and of course
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also for similarily focused studies on recent events and last but not least also for

forensic analysis.
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