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1 UVOD

1 UVOD

Hlavnim zdmérem této prace je zjistit zachovalost poziistatkii potravin v porézni
keramice z raného a pozdniho stfedoveéku. Prace by méla piiblizit poznani stravy ve
sttedovéku a porovnani riznych lokalit, kde by se mél odrazet socidlni statut ptivodnich

majitelt testované keramiky.

Ma prace vychazi zaplikace metody ELISA (z angl. Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay), ktera byla jiz pouzita v konkrétnich studiich (Pavelka
a Vareka 2008, Pavelka a Orna 2011, Ciperové et al. 2015, Pavelka et al 2016) a

ptedkladanou praci bych na tyto manuskripty rada navazala.

Vzorky, které jsem testovala, pochazi z vrcholné sttedovekych lokalit Rokstejna,
Brna a Zd’4ru nad Sazavou a jeden vzorek z Jihlavy. Zjistuji skladbu potravin, které se
zachovaly na archeologické keramice, zejména provéiuji historické poznatky o vét§im
zastoupeni masa V jidelnicku obyvatel hradnich komplexi a o odliSné stravé na
meéstskych parcelach u chudSich obyvatel, kde rovnéz testuji ocekdvané vyssi

zastoupeni obilovin a mléénych produktti.

Predkladana prace pouziva jak metody analyzy pomoci protildtek schopnych
detekovat historické archeologické proteiny, tak také jejich verifikace pomoci
hmotnostni spektrometrie. Existuje také navaznost nejen na podobné archeologické
publikace, ale i na kvalifika¢ni prace na ZCU, zejména na téma rozli§ovani ptivodnich
proteint a kontaminaci (napf. Sland 2018). Uz publikované vysledky prokazuji
existenci kontaminaci, ale 1 ptivodnich proteinli a potvrzuji pomérné ¢astou piitomnost
veprového masa v testované keramice, které je mnohdy dolozeno identifikaci mastnych
kyselin zivo¢isného puvodu pomoci hmotnostni spektrometrie. Archeologie se studiem
keramickych nddob zabyvé v rozsahlé mife, proto i plivodni Gcel keramiky a analyza
zbytkl potravin budi pozornost a pomdha vyznamné dotvafet obraz minulosti. Pro
takové studie je nejvyhodnéjsi porézni keramika, kde jsou organické zbytky vhodné
absorbovany a dobie se zachovavaji, protoze jsou dobfe ochrdnény pied destrukénimi
vlivy prostiedi (Craig a Collins, 2000, Eerkens 2005, Baker 2010). Bylo také
prokazéno, Ze pivodni archeologické proteiny se daji detekovat i v bronzovych
nadobach, zfejmé oxidy médi plsobi podobné jako keramickd matrix a chrani proteiny

pred degradaci (FiSerova 2019).
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informaci, ktery ndm umozni nahlédnout do poméra tehdejsi doby a ptiblizit ndm jejich
ekonomickou situaci v minulosti v dané lokalité. Z vysledka analyz je mozno zjistit,
jaké druhy zvifat byly ve stiedovéku v urcité lokalité konzumovany ¢i chovany, zvlasté

pokud chybi osteologické ndlezy zvirat.

Zivo¢igné produkty byly tepelné zpracovavany v riiznych druzich keramiky, ktera
se nékdy dochovala téméf celd, jindy ve zlomcich (sttepy). Pro predkladanou praci byly
vybrany takové vzorky, ve kterych se zachovaly celé kousky zuhelnatélych potravin
(priskvarky), ¢imZ se navazuje na starSi vyzkumy (Pavelka a Vareka 2008, Pavelka et
al. 2016). V minulosti byly rozpracovany i dals§i zplisoby testovani organickych latek
nasaknutych do archeologické keramiky. Proteiny byly z keramiky plvodné
extrahovany fadou postupt (Craig a Collins 2002). Craig a Collins (2002) testovali
moznosti fady extrakci a dosli sérii postupt k zavéru, ze v zdsad€¢ kazda extrakce
historické proteiny poskozuje, jen nékterd vice a jind méng. Naproti tomu bylo zjiSténo,
7e testy antigen-protildtka vlastné Zzadnou extrakci nepotifebuji, protoZe najemno
nadrcena keramika ELISA testim nijak nevadi a dochazi k interakcim mezi
zachovalymi proteiny a komeréni protilatkami (Ciperova et al. 2015). Co se tyka
mnozstvi proteind vsaknutych do keramiky, tak Craig a Collins (2002) uvadi obsah
sorbovaného proteinu v keramice 32mg.g™, toto stanoveni bylo provedeno pomoci
analyzy celkového organického uhliku. Craig a Collins (2002) tedy prokazuji, Ze
proteiny se vazou na keramiku v relativné velkém mmnozstvi. Tato prace se zabyva
proteiny, 1 kdyz soucasné prace kladou vétsi diraz na lipidy. Je to zejména proto, ze
lipidy se v keramice dobie zachovavaji, ta je ochranuje pied vlivy prostiedi, svétlem,

vlhkosti a vlivy zvétravani (Evershed, 1993; Evershed et al. 1999).

Kromé vyse uvedeného testovani odlisné stravy v ruznych stfedovékych lokalitach
byly analyzy provadény s mySlenkou ovéfit uz zpracovanou metodiku (Slana 2018) o
rozliSovani pivodnich historickych proteinti a kontaminaci na odliSném materidlu z
mlad$i doby a na vzorcich jiného typu. V plvodni praci (Sland 2018) se jednalo o
rozliSeni proteint z keramické matrix ze starSich obdobi (halstat, doba bronzova) a nyni
jsou data ziskdvana na mladSich vzorcich z vrcholného stiedovéku a ve formé
ptiSkvarkil na keramice. Takto miZe systematicky vyzkum proteint z keramiky pfispét
k ziskani odpovédi na otazky typu, ¢im se lidé v dané dobé¢ stravovali a jaké materialy

meéli k dispozici.
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2 DEGRADOVANE PROTEINY

2.1 Degradace proteinii

Denaturace proteinti patii k zdsadnim problémiim zachovani zbytkl potravy. Jde o
zménu tercialni struktury (Pavelka a Orna 2011). Jedna se o nevratné naruseni
prostorové struktury a ztraty biologické aktivity bilkoviny. V pribéhu casu proteiny
podléhaji fad¢ prirozenych procesi degradace, jako jsou deaminace, denaturace,
hydrolyza peptidovych vazeb, Maillardova reakce nebo mohou byt také napadeny a
rozlozeny mikroorganismy (Slana 2018). Retézce aminokyselin jsou nahlouceny do
prostorovych struktur a vypadaji jako tzv. , klubi¢ka* a tato klubicka se rozpadaji, jsou
degradovany vlivy prostfedi, mnohdy 1 bakteriemi, a tak dochdzi k jejich vyraznému

poskozeni (Bollag 1990).

Tercialni strukturu bilkovin mohou ovlivnit vnéj$i podminky, at’ uz fyzikalni nebo
chemické d¢je, a to predevs§im zvySenim teploty. Proteiny podléhaji fyzikalni denaturaci
pfi ohiivani a ptipravé pokrmi.

Na keramiku a nadoby mohou ptisobit rizné chemické latky a slouceniny, které se
vyskytuji v zemin€. Pii uchovavani keramiky se setkdvame 1 s chemickou denaturaci.
Tyto chemické slouceniny mohou byt biologického i mineralniho ptivodu (Barnard et
al. 2007). V poslednich letech pozorujeme vliv chemického pramyslu v zemédélstvi, a
to voblasti hnojiv. K biologické denaturaci dochazi vlivem mikroorganismi nebo
pudnich bakterii (Barnard et al. 2007).

2.2 Typy degradace

2.2.1 Denaturace

Denaturaci se zméni prostorové uspofaddni molekuly biopolymeru (bilkoviny nebo
nukleové kyseliny), pfi niz dochazi k nevratné ztraté biologickych funkci. Mezi
nevratné ztraty patii ztraty hormondlniho a enzymového ucinku. Dochazi také k
chemickym a fyzikdlnim zméndm vlastnosti bilkovin, jako je ztrdta rozpustnosti

ptirodni bilkoviny.

Denaturacné plisobi chemické latky, napiiklad kyseliny, zasady, organicka

rozpoustédla (aceton, alkohol). Tyto chemické latky jsou schopny uvolnit iontové

8
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vazby, které podmiiiuji tercidrni strukturu bilkovin. Také i vySsi teplota mize zpusobit

tzv. teplou ¢i teplotni denaturaci.

Kromé toho jsou bilkoviny nachylné i na fyzikalni faktory, mezi které patii
rentgenové zareni a ultrafialové paprsky. Dopadem téchto faktorti bilkoviny ptijdou o

hydrofilni vlastnosti a stanou se hydrofobnimi (Slana 2018).

2.2.2 Hydrolyza peptidovych vazeb

Peptidova vazba je kovalentni chemickd vazba, kterd spojuje dvé molekuly
aminokyselin. Obsahuje seskupeni atomtt —-CO-NH-. Vyskytuje se naptiklad u proteind
a polypeptidid. Pfidanim molekuly vody neboli hydrolyzou miize peptidova vazba
degradovat. Ptitomnosti vody se uvolni energie a peptidova vazba se rozpadne. Tento

prubeh je velice pomaly a trva az nékolik stoleti (Valenta 2009).

2.2.3 Deaminace
Pii deaminaci je odebrana aminoskupina (-NH;) od molekuly. Zbytek

aminokyseliny je tvofen nejcastéji uhlikem a vodikem.

2.2.4 Maillardova reakce

Maillardova reakce je soubor chemickych reakci, které redukuji sacharidy a
aminoslouceniny (aminokyseliny a bilkoviny). Pfi pribéhu reakci se vytvari mnoho
reaktivnich karbonylovych sloucenin, které vzajemné reaguji také s pfitomnymi
aminoslouceninami, coz zpusobuje tzv. neenzymatické hnédnuti potravin. Tato reakce

probiha okolo 150°C.
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Keramické nadoby, které byly nalezeny na urCenych stanovistich, se ptvodné
vyuzivaly jako nadoby pro pfipravu pokrmt, a proto je pravdépodobné, ze se na nich
uchytily zbytky pravéké stravy (Baker 2010). S nastupem novych technik a metod se
zacaly realizovat analyzy DNA (z anglického deoxyribonucleic acid) a extrakce
z archeologickych vzorkii. AvSak vysledky byly vystaveny tvrdé kritice a vyrazné
zpochybnény vzhledem Kk pravdépodobné kontaminaci soucasnou DNA, ktera

predstavuje v archeologii vyrazny problém (Pruvost et al. 2005).

Stovky az desetitisice let stary vzorek organického materidlu DNA je obvykle
poskozeny, a to zejména chemickymi reakcemi hydrolyzou a oxidaci a nebo degradaci
— rozpad materialu na malé ¢asti (Hofreiter et al. 2001). Vyjimku ptedstavuji napf.

vzorky z permafrostu.

Pochopitelné 1 proteiny podléhaji celé sérii piremén, jako je napiiklad deaminace,
hydrolyza peptidovych vazeb, denaturace, napadeni mikroorganismy a tak dale
(Barnard et al. 2007). Proteiny jsou velmi rozmanité a slozité, proto se kazdy chova
velmi rozdilné a prace s nimi je velmi obtiznd, tudiz nemizeme zvolit jednu metodu

k identifikaci a extrakci vSech proteind (Barker 2010).

Existuji v soucasnosti dv€ hlavni varianty, jak analyzovat proteiny v keramice.

Prvni moZnost je pomoci hmotnostni spektroskopie a druha je pomoci protilatek.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Ptiprava vzorku

Ze zbytkt dochované keramiky byla seskrabana vrstva 2-5 cm? do hloubky 1-3 mm
(viz. obr. 1)

Prvni povrchova vrstva je ¢asto kontaminovana, a proto neni pouzita pro testy. Do

plastikovych zkumavek (eppendorf) se nasypaji seskrabané vzorky keramiky.

Smés vzorku je rozdrcena jesté na jemnéjsi prasek extracnim roztokem v objemu 200 -

400ul. Extra¢ni roztok je soucasti komercniho kitu.

Stejnym zplsobem byl odebran vzorek i pro hmotnostni spektrometrii.

Obrazek 1: Odber vzorku z keramiky bohaté na karbonizované usazeniny (priskvarky)

4.2 Antigen-protilatka

Soucasné protilatky nemusi reagovat na proteiny, které jsou staré n€kolik stovek az
tisici let. Metoda antigen-protilatka byla zkouSena asi pred dvaceti lety a byla
zavrhnuta, ovSem bylo to kvili $patnému pouzivani a nedostateénému chapani jejich
moZznosti a specifi¢nosti. Zejména dochdzelo k tzv. cross-reakcim, coZ jsou nespecifické
reakce, které vytvareji vazbu mezi protilatkou a jinymi antigeny, neZ proti jakym byly
urCeny (Brandt et al 2002). Na historické proteiny z archeologické keramiky nemusi
reagovat protilatky, protoze jsou vytvofeny na soucasné nativni antigeny (Craig et al
2000). Je mozno tomu ptedejit, a to vyrobou protilatek proti proteiniim, které jiz

podlehly denaturaci (Craig et al 2000).

11
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Existuji komer¢ni protilatky, které jsou prubézné testovany, aby byly schopny
analyzovat velmi nepatrné pozistatky rtiznych tkani v rozdilné zpracovanych pokrmech

(Bjorklund et al. 2001).

Pro identifikaci potravin Ize pouzit specifické komer¢ni sady, které jsou urceny k
identifikaci tepelné¢ denaturovanych proteinti. Jejich spravna detekce archeologickych
proteini se opakované prokazala pii analyze tepeln¢ upravenych bilkovin v potrave,
konkrétn¢ se osvédCily zejména protilatky od firmy Neogen (Pavelka a Orna 2011,
Ciperova et al. 2015, Pavelka et al. 2016).

4.3 Hmotnostni spektrometrie

Vzorky byly rovnéz analyzovany pomoci hmotnostni spektroskopie V laboratofi
separacnich metod a hmotnostni spektroskopie, na katedie analytické chemie
Ptirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Tato katedra analytické
chemie se mimo jiné zabyva vyzkumem archeologickych materiald, diky tomu byli
ochotni analyzovat 34 vzorki zporézni keramiky pro naSe potieby. Vysledky

identifikovanych vzorkt jsou predlozeny dale v praci.

Hmotnostni spektrometrie je metoda analytické chemie, kterd prevadi molekuly na
ionty a poté stanovuje jejich hmotnosti. Povazujeme ji za ndstroj biologického
vyzkumu, a to predev§im za metodu identifikace, charakterizace a kvantifikace proteinti

a metabolitt.

Pouziva se hlavné pii identifikaci neznadmych latek, k analyze proteinti pii kontrole
kvality makromolekul a ostatnich rekombinantnich proteini. Také k identifikaci
proteinit v biologickych latkach, pro detekci a charakterizaci posttranslaénich
modifikaci. Stanovuje strukturu slouceniny a uréuje izotopové sloZeni prvkli v molekule

a predevsim se pouziva k hledani bio markerti pro dand onemocnéni (Lee 2012).

Molekuly latky jsou ionizovany a separovany na soubor fragmentii odliSujicich se

pomerem hmotnost/naboj (m/z) (Opekar a kol. 2005).

Hmotnostni spektra se vytvafeji v hmotnostnim spektrometru. Je nezbytné, aby
veskeré hmotnostni spektrometry mély n€kolik podstatnych ¢asti — analyzator, iontovy

zdroj a detektor Castic (Fridecky a Lemr 2012).

12
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Nejprve je vzorek latky vlozen do zdroje iontd, spektrometru. Zde je latka
prevedena do plynné faze, dale probiha ionizace. Je potieba prevést analyty za pomoci
vhodné ioniza¢ni techniky na ionty. Disledkem ionizovani dochazi k vytvofeni
nabitych castic — iontl. lonty jsou poté separovany v analyzatoru elektromagnetického

pole podle poméru (m/z) neboli hmotnosti.

Pro ionizaci biologickych latek se pouzivaji tzv. mékké ionizaéni techniky, které
nepodléhaji jejich fragmentaci. Setkdvame se s ionizaci elektrosprejem (electrospray
ionization — ESI) ¢i nanosprejem (nanoESI) a ionizaci za pomoci laseru za ptitomnosti
matrice (matrix-assisted laser desorption ionization — MALDI). Pii ionizaci MALDI se
naneseny vzorek na MALDI desticce smichd s vhodnou matrici (pro proteiny se
pouziva kyselina sinapova a pro peptidy napi. a-kyano-4-hydroxyskofticova kyselina) a

celé to nechame spole¢né krystalizovat (obr. 2).

HO O—CHy HO

Obrazek 2: Casto pouzivané MALDI matrice: kyselina sinapovd a kyselina a-kyano-4-
hydroxyskoricova

Do vakuované ¢asti MS umistime desticku se vzorky. Vzorek je ozafovan kratkymi
laserovymi pulzy, kdy energie laserového pulsu je pohlcena matrici, ¢imz dochazi k jeji

rychlé desorbci veetné iontii analytu. Prevazné vznikaji jednonasobné nabité ionty.

Elektrosprejova ionizace (ESI) je atmosfericka ioniza¢ni technika, kde ionizace
probiha v piitomnosti rozpoustédla (methanol, acetonitril nebo jejich smés s vodou) za
vysokého napéti (2-6 kV) pusobiciho na kapalinu. Analyty jsou ionizovany v roztoku,
proto je ESI obvykle spojovana se separaénimi technikami, a to napi. s kapalinovou
chromatografii LC-ESI nebo s kapilarni elektroforézou CE-ESI. Vysokym napétim
dochazi k vytvofeni kapi¢ek analytu obalenych rozpoustédlem. Postupnym
odpatovanim rozpoustédla se uvolni vzniklé ionty, které jsou elektricky sméfovany do
MS. Tato ioniza¢ni technika elektrosprejem vytvaii vicenasobné nabité ionty

[M+nH]n+.

13
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V ioniza¢nim zdroji se objevuji vzniklé ionty, které jsou poté usmérilovany
iontovou optikou a jsou pievedeny do hmotnostniho analyzitoru. V hmotnostnim
analyzatoru probiha oddélovani iontl za vysokého vakua a uplatiiuji se 1 rizné fyzikalni
principy.

Iontova past (ion trap — IT) spadd mezi hmotnostni analyzatory, které zachycuji
ionty pomoci napéti na elektrodach a poté je analyzuji. Analyzator doba letu (TOF)
pouziva Cas letu iontt. Kvadrup6l (quadrupole — Q) pii aplikovani hodnot napéti na
elektrody v urcity Casovy okamzik vyuziva iontt s uréitou hodnotou m/z. Urcity ion
sm/z se dostane k detektoru a ostatni jsou chyceny na tyCich kvadrupolii. Kazda
hmotnostni spektrometrie se né€im lisi, at’ uz rychlosti analyzy, hmotnostnim rozsahem
nebo dynamickym rozsahem, rozlisenim, senzitivitou ¢i ruznymi technickymi
specifikacemi [3]. Po rozdéleni iontti v hmotnostnim analyzatoru dopadaji na detektor,
ktery vyhodnocuje signal z dopadajicich iontd. Mezi nejpouzivanéjsi detektory patii
elektronové fotonasobice. lonty dopadaji na povrch dynody, ze které vyrazi elektrony a
ty jsou nasledné¢ opakovanymi kolizemi nebo systémem dynod zesileny. Vznikne
hmotnostni spektrum, kde (ve kterém) vidime vSechny naméfené mérné hmotnosti a
jejich intenzity.

Hmotnostni spektrometrie md mnoho vyhod a oproti imunologickym technikam se
miuze pyS$nit (honosit) vyssi Skalou analyzovanych latek. Nékteré proteiny, napt. hovézi
a vepfové nebo mlécné proteiny podle druht, zatim rozliSit nedokdze. Nevyhodou je
dostupnost vhodného zafizeni a také to, Zze vzorek musi byt specidln¢ upraven. U

archeologického materidlu maze byt specialni uprava problémem (Barker 2010).

4.4 ELISATEST

Vybrané a provérené ELISA testy jsou kalibrované a primarné slouzi pro testovani
alergenii (Pavelka et al 2016). Zakladaji se na reakci protilatky a substratu (antigenu).
Testy jsou schopné rozpoznat a zachytit 1 nepostfehnutelné kontaminace nezadoucich
proteini v potravé. Bylo u nich ovéfeno, Ze maji vyraznou citlivost pro historické
denaturované proteiny z potravin, které se dochovaly v archeologické keramice jako
makrozbytky potravy nebo v omezeném mnozstvi nasaklém v keramické matrix. Testy
jsou zaméfeny na rizné proteiny, zejména na takové, které vykazuji vyraznou

termostabilitu, predevsim v pfipadé€ proteinti z masa hospodarskych zvirat.
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Z dochovanych makrozbytki byl uspésné testovan gluten (diikkaz obilnin),
ovomucid (vajeény protein, ktery se za zvySenych teplot neméni ani nerozklada) a

kasein (mizeme jej povazovat za hlavni mlé¢ny protein).

Testem také mizeme prokazat pritomnost -laktoglobulinu skotu. Vysledkem lze
potvrdit, ¢i vyvratit, zda jsou mlééné produkty od skotu ¢i jinych zvifat (Pavelka a
Vareka 2008).

Testy jsou navrzeny hlavné pro tepelné zpracovanou potravu, proto dokazi zachytit

i degradované proteiny. Kviili tomu neni mira karbonizace pro test ELISA zabranou.

Zlutym zbarvenim se vyznaGuje pozitivni reakce, stejné tak jako kontrola.
Negativni kontrola se neprojevi viibec nebo jen mirnym odstinem (Pavelka a Orna

2011)

Hlavni vyhodou této metody je snadné provedeni a finan¢ni dostupnost. Oproti
Jinym metoddm metoda ELISA je schopna vyhodnotit relativné znacné mnoZzstvi vzorkl

za kratky cas.

Jedinou negativni véci, co miizeme metodé vytknout, je limitovany objem vzorku.
Hmotnostni spektrometrii sta¢i jen 20-30 ug, na ELISA test potifebujeme 0,5 - 1mg na
jednu analyzu (Pavelka a Vareka 2008).

441 Testovaci sady

K analyze rtizného druhu masa jsem si vybrala testovaci sady BioKits — Cooked
Species Identification Test Kit vyrobené firmou Neogen Corporation®. Analyza
kravského mléka se realizovala diky identifikaci kaseinu a [ —laktoglobulinu skotu
pomoci ovétené komeréni sady, kterou nabizi firma Neogen Corporation® (viz Pavelka
et al. 2016). Tyto jiz provéfené komercni sady byly pouzity rovnéz k identifikaci

gliadinu u obilovin.

Testy byly vyrobeny, aby pracovaly na zékladé¢ metody ELISA (z angl
EnzymeLinked ImmunoSorbent Assay). Tato imunologickd metoda je jedna
Z nejcitlivéjSich imunoanalyz, kterd se vyskytuje na Gzemi laboratorniho vyzkumu.
ELISA vyuziva vlastnosti imunoglobulinti, a to je schopnost navazat na sebe antigeny.
(protilatky se obvykle vazou na povrch leukocyti pomoci tzv. FC fragmentu na

adekvatni FC receptory.) Timto zptisobem se muze ptipevnit imunoglobulin k povrchu
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mikrotitracni jamky. Druhou vlastnosti imunoglobulint je jeho schopnost navazat se na

povrch nékterych plasti (Ciperova et al. 2015).

4.5 Detekce proteinii

4.5.1 Kompetitivni ELISA

Jedna se o ptipad, kdy soupeti o navazani testovany vzorek se zna¢enym ligandem,
oba soutézi o navdzani na omezena vazebni mista na protilatkach. Po ustanoveni
rovnovahy se systém promyje a zméfi se aktivita nahromadéna na pevné fazi. Cim vice
antigenll testovany vzorek obsahuje, tim niz8i enzymatickd aktivita bude zaznamenana
(Crowther 2009). To znamena, Ze siln¢ pozitivni vzorek je bezbarvy, naopak negativni

je siln¢ zabarveny. U bézné nekompetentni sendvicové ELISY je to opacné.

Kompetitivni je v naSem piipadé detekce kravského mléka na beta-lactoglobulin,

ostatni jsou nekompetitivni.

1. Nejdiive se musi nafedit extrakéni a promyvaci roztoky a ptiméfeny pocet kitt

pro testovani.

2. Do testovacich kith se automatickou pipetou napipetuje 100 pl extracniho
roztoku (karbondtovy/bikarbonatovy tlumivy roztok s pH 9,6; ktery se uplatituje jako
nulovy standard). Poté se aplikuji BLG (B-laktoglobulin) kontroly standartu a nakonec
se pridaji zfedéné¢ a predem pfipravené vzorky proteinli spoleCné se seSkrabanou
keramikou. Pti kazdém pipetovani je potieba si vzit novou Spicku na pipetu, aby se

zabranilo vzniku cross- kontaminaci.

3. U této analyzy ELISA je tfeba rychle ptidat do kazdé testovaci jamky zvlast’ 50
ul BLG biotinu. Vzorky nelze opétovné vyuzit na dalsi testy kvili okamzitému pridani

specifického biotinu.

4. V nésledujicim kroku se umisti testovaci kity na ttepacku a nechaji se zde za

intenzivniho tfepani cca 60 minut pii pokojové teploté.

5. Obsah testovacich jamek se odstrani a hned nato se jamky pétkrat promyji

pfedem piipravenym promyvacim roztokem.
Jamky jsou peclivé vymyty a ocistény od pozistatkd roztoku.

6. Nasledné je potieba ptidat do vSech testovacich jamek 50 pl avidin peroxidazy.

16



4 MATERIAL A METODY

7. Mikrotitracni desticka je jesté jednou umisténa na tfepacku a je zde ponechana

za intenzivniho tfepani cca 15 minut opét pii pokojové teploté.
8. Obsah testovacich jamek se odstrani a hned nato se jamky pétkrat promyji
pfedem piipravenym promyvacim roztokem.

9. Do vSech vymytych testovacich jamek je pfiddno 100 ul TMB substratu
(3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin).

10. Testovaci jamky jsou pfemistény na rovny povrch a nechame je 45 minut
v klidu odstat, nejlépe ve tmé, ale tma neni podminkou, pii pokojové teploté, a tentokrat

bez tiepani. Na laboratornich podminkéch zavisi rychlost reakéniho zbarveni.

11. Na zé&vér je potieba zastavit reakci, a proto se ptidd do kazdé jamky 50 pl stop
solution roztoku. V nasem piipad¢é je stop roztokem ziedéna kyselina fosfore¢na.
Testovaci jamky jsou v ruce lehce promichany a tim je reakce zastavena. Dochazi ke

zméng barvy, a to Z modré na Zlutou. Zmeéna postupné nabyva na intenzité barvy.

12. V poslednim kroku je mikrotitracni desticka méfena a ziskand data jsou
zaznamenana. V kazdé testovaci jamce byla métfena absorbance roztoki pii 450 nm na
ELISA readeru VERSAmMax™ (Molecular Devices). Negativni reakce se projevi

negativnim zbarvenim, protoze jde o ELISA kompetitivni test.

Z pozitivni a negativni kontroly je nezbytné si vyty€it limitni hodnoty a z nich pfti
identifikaci vychéazet. Hodnoty, které se blizi negativni kontrole (<X ppm4),
vyhodnocujeme jako negativni a hodnoty pozitivni se blizi k (> X ppm), jde spiSe o

slabsi reakci.

4.5.2 Sendvifova ELISA

Podminkou je pochopitelné pfitomnost nejméné dvou a vice vazebnych mist na
antigenu. V sendvi¢ové ELISA se pouziji dvé protilatky, které mezi sebou zadrzi
antigen a vytvoii ,,sendvic“. Antigen se zadrzi na imobilizované protilatce a po promyti
se pfipoji znaCend protilatka. Nasledujici promyti odstrani nenavdzané znacené
protilatky. Po ptfidani substratu pro enzym se po jisté dobé reakce zastavi. Na zavér se

zméfi intenzita vzniklého zbarveni.

Byla pouzita sendviovd ELISA Neogen Corporation® Biokits for Species

Identification pro analyzu vzorkil z vepfového, hovéziho a ov€iho masa, které byly
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nalezeny v danych lokalitach. Sendvi¢ova ELISA piedpoklada, ze vzorky jsou ptivodem
Z masa (tepelné upravené proteiny), ale samoziejmé ji lze pouzit i na dalsi specifické
proteiny.

1. Jako prvni se musi pfipravit nafedéné extrakéni a promyvaci roztoky a
priméteny pocet kitl pro testovani.

2. Do testovacich kit se automatickou pipetou napipetuje 100 pl extracniho
roztoku nebo pozitivni kontroly. Pii kazdém pipetovani je tfeba pouzit novou Spi¢ku na

pipetu, aby se zabranilo vzniku cross-kontaminaci.

3. Je potieba vzorky jemné protrepat v ruce. Pfi pokojové teploté¢ se nechaji

inkubovat 45 minut.

Vzorky lze opétovné vyuzit na dalSi ELISA testy. Staci je pouze odpipetovat do

plastikovych zkumavek znacky eppendorf a nechat je pfipraveny k dalSimu pouZiti.

4. Obsah testovacich jamek se alespon tiikrat promyje piedem piipravenym

promyvacim roztokem.
5. Ptida se 50 pl biotinu do vSech testovacich kitti.

6. Je potieba vzorky mirné v ruce protiepat a nechat je inkubovat 45 minut pii
pokojové teploté.

7. Testovaci jamky se nejméné tiikrdt promyji predem pripravenym promyvacim
roztokem.

8. Do vsech jamek v mikrotitracni desticce se piida 50 pl konjugat (bilkovina
S navazanym enzymem) avidin peroxidazy.

9. Mikrotitracni destiCku je nutné lehce protiepat, testovaci jamky se zakryji a
nechaji se pfi pokojové inkubovat po dobu 15 minut.

10. Testovaci jamky se nejméné pétkrat promyji pfedem ptipravenym promyvacim
roztokem.

11. Do v8ech vymytych testovacich jamek je pfidano 100 pl TMB roztoku.

12. Je potteba vzorky opatrné€ v ruce protiepat. Zakryté jamky se nechaji inkubovat
45 minut pii pokojové teploté.
13. Na zavér je potieba zastavit reakci, a proto musime do kazdé testovaci jamky

ptidat 50 pl stop solution roztoku.
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V naSem piipad¢ je stop roztokem zfedéna kyselina fosforecna.

14. Testovaci jamky jsou v ruce lehce promichany a tim je reakce zastavena.

Dochazi ke zmén¢ barvy, a to z modré na zlutou (obr. 3).

15. V poslednim kroku je mikrotitracni desticka zmétfena a stanovend data jsou
zaznamenana. V kazdé¢ testovaci jamce je méfena absorbance roztokil spektometricky

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

Obrdazek 3: Pozitivni a negativni reakce v mikrotitracnich jamkdch

Pro tuto praci byly vybrany takové vzorky, kde se zachovaly celé¢ kousky
zuhelnatélych potravin (ptiSkvarky), ¢imZ se navazuje na star$i vyzkumy (Pavelka a

Vareka 2008, Pavelka et al. 2016).

Z testovani na nékolik druhi masa z domacich zvitat a jejich proteinti se podaftilo

ziskat néktera ocekavana data.

Vzorky byly testovany dvakrat a to tak, Ze poprvé byly nevatené a podruhé vatené,
protoze zalezi na tepelné upravé. Pfi tepelné upravé dochazi k denaturaci, a tak je
mozné odlisit vzorky, které obsahuji proteiny prasat (Sus scrofa domesticus), jenz byly
v minulosti tepelné upravovany, od proteinll ze sliznice tenkého a tlustého streva, které
se vyskytuji v prasecich fekaliich. Pfi prvnim testovani se u vzorkii objevi jen ty tepelné
denaturované a po povafeni se pii druhém testovani projevi silny signal i tam, kde
pfedtim nebyl nebo byl velmi slaby. Tak se projevuji praseCi proteiny z fekalii.

Hmotnostni spektrometrie takovy druh rozliSeni nedokaze rozpoznat.
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4.6 Testované proteiny

Vyzkum v této praci se zaobird archeologickou keramikou, ve které mohou byt

zachovany proteiny. Zamérem prace je stanovit konkrétni proteiny.

4.6.1 Beta-laktoglobulin

Syrovatkovy protein, ktery zastupuje z celkového poctu 7-12% mlécnych bilkovin.
Beta-laktoglobulin  (obr. 4) je globularni protein s primarni strukturou 162
aminokyselinovych zbytkt (Ciperova 2015). Nachazi se piedevsim v kravském a ovéim

mléce.

Testovani beta - laktoglobulinu je ¢ast vénovana testu kompetitivni ELISA. Test je

cileny na kravsky beta-laktoglobulin a jiné protilatky se zde nezachytavaji.

Obrdzek 4: Stavba beta - laktoglobulinu (Brownlow 1997) [1]

4.6.2 Gliadin

Gliadin je slozkou bilkovinného komplexu lepku (glutenu) (obr.5). Je to
monomerni protein, zajistuje regulaci fady bunécnych procesii. Sklada se z polypeptidi
s jednim fetézcem. Cystein disulfidové mustky jsou vazby, které se tvoti v gliadinu.
Tyto vazby jsou rozpustné ve vodé a mohou ovlivnit globularni charakter. (napf. tvar
klubka (Slana 2018). Vyskytuje se pfevazné v obilnych zrnech, jako je zito, je¢men, a

nejvice zastoupeny je v psenici.

K detekci gliadinu byl pouzit ELISA test, ktery je vyhrazeny k detekci gliadinu

obsaZzeného v obilnych zrnech.
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bont}‘r t':\r-ié? ‘4@}“;# /7 l (/\)l\g‘

Obrazek 5: Stavba gliadinu [2]

Testovani gliadinu
Piiprava vzorkii

K testovani gliadinu byla vybrdna testovaci sada od firmy Veratox®. Netepelné

upravené vzorky se extrahuji orbitdlnim rotatorem ¢i shakerem.

1. Nejdiive se pripravi extra¢ni roztok. Tento roztok je 55%, protoze vznika

namichénim 55 dil ethanolu a 45 dili destilované vody.

2. Piiblizné 0,5 mg rozdrcené¢ho vzorku se vlozi do 1,5 ml plastové zkumavky
(eppendorf).

3. Dle vyrobce je nutno pfidat extracni aditivum do plastové zkumavky. Aditivum
se neosveédcilo, proto je lepsi jej vynechat.

4. Do plastové zkumavky se napipetuje 375 ul vzorku v PBS (Phosphate Buffered
Saline) a 1125ul 55% ethanolu. Po dobu dvaceti sekund se uzaviena zkumavka necha

na vortexu tiepat. Pak se umisti na 40 minut do 50°C.

5. V orbitalnim shakeru ¢i rotatoru se vzorek extrahuje pomoci tfeseni (150 rpm).
Nadoba je uchycena na podloZce na ploché stran¢ nastroje a ptipevnéna pomoci lepici

pasky. Ttese se s ni po dobu patnacti minut pii pokojové teplot¢.

6. Je potieba odebrat Cisty vzorek. Nadoba se postavi do stojanu a neché se zhruba

deset minut stat, tim dojde k usazeni materialu a ¢isty vzorek lze bez problému odebrat.

7. VSechny vzorky se pfesunou do zkumavky obsahujici 1,5 ml PBS a natedi se

vV poméru 1:10, rozpusti se v poméru 1:10 v PBS — 200 pl extraktu do 1,8 ml PBS.

8. Nadobu je nutno promichat. MiZe se protiepat v ruce nebo se poloZi na pét

sekund na vortex.

9. Po extrakci je nezbytné vzorky otestovat do dvou az tfi hodin.
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Testovaci postup

1. Na zacatku se pro kazdy vzorek vezme vyznacena titrani jamka (Cervend) a pét

jamek pro kontroly, které se vlozi do stojanku.

2. Pokud se jamky s protilatkami nebudou pouzivat hned, vraci se do zavieného
sterilniho obalu, kterym jsou chranény. Pruh titra¢nich jamek je oznaceny ¢islem jedna,

aby nedoslo k pfipadnému zaménéni vzork.

3. VSechny reaktanty musi byt pfed pouzitim promichany, naptiklad krouzivym
pohybem lahve.

4. Do cervenych vyznacenych jamek se napipetuje 150 ul kontroly. Je nutné vzdy
pouzit novou pipetovaci Spicku, aby se zabranilo ptipadné kontaminaci.

5. Do testovacich jamek s protildtkami je napipetovano osmikanalovou pipetou 100
ul kontrol. Vzorky je tteba promichat, a to tak, Ze je posouvdme po hladkém povrchu

doptedu a dozadu po dobu dvaceti sekund.

6. Cervend vyznadené jamky se sklidi a zbylé jamky se inkubuji po dobu deseti

minut za pokojové teploty.

7. VSechny testovaci jamky se vezmou a obsah se prudce vylije do vylevky. Kazda
jamka je proplachnuta promyvacim roztokem. Testovaci jamky se promyji celkem
pétkrat a pak se jamky vyklepnou do sterilni papirové utérky. Je nutné, aby v jamkach
nezbyla zadna tekutina.

8. Do cisté¢ reagencni nadoby se nalije konjugat z modré lahve. Do vSech
testovacich jamek se napipetuje 100 pl konjugatu osmikanalovou pipetou. Vzorky opét
promichdme posouvanim po hladkém povrchu dopiedu a dozadu po dobu dvaceti

sekund.

9. Promichané vzorky se nechaji inkubovat po dobu deseti minut pii pokojové

teploté.
10. Promyvéani jamek stejn¢ jako v kroku ¢islo sedm.
11. Do ¢isté reagencni nadoby se nalije objem roztoku substratu ze zelené lahve.

12. Do kazdé jamky se napipetuje 100 pl substratu osmikandlovou pipetou,
tentokrat se Spicky z pipety nevyhazuji.

14. Do cisté reagencni nadoby se nalije urcity objem stop solution z ¢ervené lahve.
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Do kazdé jamky se osmikandlovou pipetou napipetuje stejnymi Spickami 100 pl
cerveného stop solution. Nasleduje promichéni jamek po dobu dvaceti sekund. Firemni
stop roztok se neosveédcil, zvlasté pro méfeni, je proto vyhodnéjsi opét pouzit zfedénou

kyselinu fosfore¢nou.

15. V poslednim kroku se jamky o¢isti zespoda, aby mohly byt vlozeny do ¢tecky

s filtrem 650 nm.

16. Vysledky vyhodnoti spektrofotometr ELISA reader za pouziti odpovidajiciho

softwaru.

4.6.3 Kasein
Kasein je hlavni bilkovina (protein) obsazena v mléce. Podil kaseinu v mléce Cini
kolem 80% z veskerych bilkovin a zbylych 20% je tvofeno rdznymi syrovatkovymi

proteiny.

Je velmi dilezity pro rozvoj a rist potomki, protoze je vyznamnym zdrojem
aminokyselin, vapniku a fosfatu. Kasein se odliSuje od ostatnich proteinti, a to pievazné
svym chovanim, ale také jeho specifickou strukturou. Vyznacuje se multimolekularni

zrnitou strukturou, kterd se nazyva kaseinova micela (Slana 2018).
Testovani kaseinu
Byl pouzit ELISA test typ VERATOX od firmy Neogen Corporation®.

Tento druh testu byl také pouzit na detekci pfitomnosti gliadinu, tedy obilniho
proteinu, samoziejmée s jinym typem protilatek.
1. V prvnim kroku se odméti 150 pl roztoku se vzorkem a ptipravi se také kontroly

(samostatnég) a vlozi se do vSech testovacich jamek.

2. Do vSech jamek s protildtkami se napipetuje 100 pl vychlazenych vzorkl i s
pozitivni kontrolou. Doporucuje se nechat inkubovat 10 minut, ale osvéd¢ilo se nechat

vzorky inkubovat 40 minut.
3. Odstrani se obsah testovacich jamek a promyji se petkrat za sebou.

4. Vsechny testovaci jamky se vezmou a obsah se prudce vylije do vylevky, pak se
vyklepne zbytek do sterilni papirové utérky. Je nutné, aby v jamkéach nezbyla Zadna

tekutina.
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5. Cisté jamky s protilatkami jsou pfipraveny na ptidani 100 pl konjugatu, ktery se
vyrobi ze dvou substratd kitd. Je nutné, aby konjugat byl vzdy cerstvé piipraveny.
K aplikaci se vyuzije osmikandlova automaticka pipeta. Poté prob&hne inkubace deset

minut.
6. Zopakujeme kroky tii, Ctyfi a pét.

7. Do vsech jamek se napipetuje pomoci osmikanalové pipety 100 pl substratu,

nasleduje deset minut inkubace.

8. Na zavér se napipetuje do jamek s protiladtkami 100 pl Red stop roztok za
pomoci osmikanalové automatické pipety. Misto Red stop roztoku, ktery je obsahem
komer¢niho kitu, se i zde jako vhodnéjsi ukazal roztok kyseliny fosfore¢né (pouziva se
pro detekci proteinl z masa), takto probarvena reakce je mnohem vhodnéjs$i pro méteni
intenzity pii méfeni na ELISA readeru. Vzorky se opét nechaji inkubovat po dobu

deseti minut.

4.7 Vyhodnoceni reakci

Pozitivni vysledky uré¢ime podle viditelného intenzivniho zbarveni. Zluté se
vyznacuje pozitivni kontrola, zatimco negativni kontrola se nezabarvi vitbec. Vzorky,
které se zabarvily, ale nikoliv tak intenzivné jako pozitivni kontrola, byly hodnoceny
jako slab¢ pozitivni vysledky. Jako negativni vysledky hodnotime ty, které nejsou vitbec
zbarvené, nebo vysledky, jejichz barva je o dost svétlej$i nez barva pozitivni kontroly.
Na optické stanoveni se nelze vzdy s jistotou spolehnout, a proto jsou vzdy vysledky
kontrolovany spektrofotometricky na pfistroji Elisa reader VERSAmax™ (Molecular

Devices) pti 450 nm.
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5.1 RokSejn

Hrad vybudovali na konci 13. stoleti ziejm¢ Rutenstejni, ktefi byli pivodem
z Ruska. Rutenstejni hrad financovali hlavné diky tézbé kamene. Pozdé&ji byl hrad
zabaven moravskym markrabétem v poloviné 14. stoleti. Poté se hrad ocitl v majetku
Valdstejni [4]. Na zficeniné hradu probihaji rtizné archeologické prace a vyzkumy.
Dokonce byla objevena kostra novorozence v zakladech hradu, coz je predkiestanska

praktika, kterd méla zajistit bezpecnost a Stastny osud stavby.

5.2 Brno - Janackovo kulturni centrum

Jedna se o cCtyfi stredoveké parcely, kde celkova plocha dosahuje az 3000 m?.
Oblast méstanskych domi zanikla v dobé budovani méstskych kasdren. Podafilo se
prozkoumat i pozustatky méStanské zastavby od poloviny 13. stoleti. Naslo se tu mnoho
predméti, at uz zlomky keramickych nadob, ale i keramika technicka a stavebni,

piredméty zelezné, dievéné, kamenné i sklenéné a také i zvifeci kosti [5].

5.3 Brno- Videnska, Medica

V tomto piipadé se nesporn¢ jedna o opevnéné piedmosti ¢i predbrodi
starobrnénského hradu. V lokalité¢ se vyskytuje né€kolik sklept z obdobi vrcholného a
pozdniho stfedovéku, které byly stavény z vysokych cihel a zaklenuty valenou klenbou.

V tomto arealu Zila starobrnénska rané sttedoveéka aglomerace [6].

5.4 Brno - Vojtova

Kostel Sv. Véaclava stal v prostoru kiiZzovatky Vojtova a Videnska na pielomu 13. a
14. stoleti. Kostel byl za josefinskych reforem zruSen a nasledné roku 1784 zboten. Byl
tu 1 prilehly hibitov, ktery zasahoval do nynéjSi zkoumané plochy. Z hibitova byl
vybudovan park, ktery byl pfed 1. svétovou valkou narusen vystavbou Vojtovy ulice

[7].
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5.5 Zd’4ar nad Sazavou

Archeologicky prizkum probihal na ndmésti. Pfed rekonstrukei ndmésti musel
prob¢hnout povinny archeologicky vyzkum lokality [8]. Z nalezu byly analyzovany
keramické zlomky z druhé poloviny 13. stol. Bliz$i archeologicky kontext neni dosud

publikovan.

5.6 Pocatky u Jihlavy, Skolni ulice

Pod zemi se nachédzi ukryté zaniklé dalni centrum ze 13. a 14. stoleti.

Zkoumana keramika pochazi ze 13. stoleti [9].
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6.1 RokStejn

Z hradu Rokstejn jsem ziskala dohromady 5 vzorkl z prelomu 13./14. stoleti, tedy
z ptelomu vrcholného a pozdniho stfedovéku. Prvni vzorek =z Rokstejnu byl
pravdépodobn¢ hrnec. Na hrnci byla odhalena pfitomnost syrového i vateného
vepfového masa (tab. 1). Vzorek je podle vSeho kontaminovan prase¢im hnojem.
Vzhledem k tomu, Ze §lo o vzorek z hradu, neni moc pravdépodobné, ze se jedna o
kontaminaci od soucasnych zemédé€lskych hnojiv. Dalsi vzorek (ziejmé také hrnec) byl
podroben testovani a testy odhalily pfitomnost syrového i vafeného vepfového masa.

Obili (gliadin) se zde prokazalo jako vysledek na hranici detekovatelnosti (0+).

U tretiho vzorku (hrnec) bylo detekovano pouze uvafené vepifové maso a také stopy
obili (gliadin). VSechny vzorky byly slabé pozitivni a tento vzorek by nemél byt
kontaminovan a mohl by byt povazovan za ptivodni maso. U ¢tvrtého vzorku se jednd o
zasobnici, u které testy prokazaly pouze vafené vepiové maso. U posledniho vzorku
(hrnec) testy nedetekovaly ptitomnost obili (gliadin). Odhalily v§ak vyskyt nevafeného

a varen¢ho veprového masa, coz je pravdépodobné dalsi kontaminace.

Obrazek 6: Ukazka vzorku z RoksStejna

27
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Tabulka 1: Vysledky z lokality Rokstejn

GC/MS
(MetPrep)
PORADI | LOKALITA | TYP NADOBY | GLIADIN |PORK NEVAR.| PORK VAR. Analyza tuky, MALDI
vosky, pryskyfice

1 Rokstejn hrnec "0" "0+" " 0 0

2 Rokstejn hrnec "0+" "0+" E 0 0

3 Rokstejn hrnec "0+" "0+" "0+" 0 0

4 Rokstejn zasobnice "0" "0+" "0+" 0 0

5 Rokstejn hrnec "0" "0+" " 0 0
vysvétlivky:

0 negativni vysledek
++ pozitivni vysledek
+ slabé pozitivni vysledek

0+ vysledek na hranici detekovatelnosti (neni vyloucena pouze nespecificka reakce

6.2 Brno - Janackovo kulturni centrum

Z Brna, ptesné z Janackova kulturniho centra, bylo otestovano 14 vzorkii. Vzorky
z JanaCkova centra jsou oznaceny 1-14. U vzorku €. 1 (viz tab. 1) nebyl zaznamenan
pomoci protilatek zadny signdl, avSak hmotnostni spektrometrie prokazala vysokou
variabilitu mastnych kyselin a triacylglyceroly poukazujici na rostlinny olej (mozna

Inény).

U vzorkll 2, 6, 7, 8 a 9 byly zjistény slabé signaly po vafeném i nevareném
vepfovém mase, ale stejné intenzity. S nejvetsi pravdépodobnosti se jednalo o plivodni
vafené maso. Vzorky jsou totozné, aZ na vyjimku u vzorku €. 8, kde se prokazaly silné
signdly kys. stearové a palmitové, coZ potvrzuje zivo¢iSné produkty ve vzorku.
Zajimavym vzorkem je vzorek €. 3, u kterého byly nalezeny silné stopy po ceredliich a
slabé pozistatky po vepfovém mase, které nejsou kontaminaci, ale s nejvétsi
pravdépodobnosti origindlnimi zbytky potravin ze stfedov€ku. Vzorek ¢. 4 prokazal
pozitivni reakci na kasein, coZ muize napovidat, ze se v hrnci uchovavalo mléko.

Hmotnostni spektrometrie odhalila také siln€ oxidovany rostlinny olej.
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Vzorek €. 5 je velice podobny vzorku €. 3, av§ak nemd tak vyrazny signal na
gliadin, test na praseci proteiny prokazuje slabou kontaminaci. Zasobnice, ktera se
skryva pod cislem 9, ma znaéné pozitivni kasein, tudiz stopy po mléku. U veptového

masa je slaby signal, ovSem bez naznaku kontaminace.

Vzorky €. 10 a ¢. 11 vykazuji silnou pfitomnost proteini prasat, jde ziejmé o
pozistatek po vepfovém mase, bez podezieni na kontaminace. U vzorku €. 10 je taktéz
vysoce pozitivni signal na gliadin. U vzorku €. 10 se také ukazaly derivaty cholesterolu,
coz naznacuje pritomnost zivo¢isného tuku. Vzorek €. 11 prokazal pozitivni testy na
terpeny a derivaty kys. abietové, které jsou obsazeny ve dievé jehli¢nanti i v pryskyfici.
Zasobnice pod €. 12 vykazuje vysoce pozitivni signal vafeného veprového masa a slaby
signal nevafeného, v tomto piipadé se ziejmé¢ jedna o silnou kontaminaci hnojem.
Hrnec pod ¢islem 13 je siln€ pozitivni na vepfové maso, bez podezieni na kontaminaci.
Zieyjmé Slo o plvodni vafené maso. Pfitomnost masa podporuje také nalez kyselin
stearové a palmitové. Opét se zde objevuji terpeny a derivaty kys. abietové podobné
jako u vzorku ¢. 11. Na zavér bych chtéla okomentovat posledni vzorek z lokality
Janackova kulturniho centra v Brné. Pod vzorkem €. 14 se skryva miska, kterd ma
nejpozitivngjsi testy ze vSech vzorkl. Prokazuje vysoce pozitivni stopy obili (gliadinu),
vafeného 1 nevafené¢ho veprfového masa. Testy také zaznamenaly pozitivni stopy mléka,
tudiz tato miska musela slouzit jako prostiedek, ze kterého se lidé ziejmé Casto
stravovali. Zajimavosti je také to, ze hmotnostni spektrometrie odhalila barnaté ionty
mastnych kyselin. Barium neni v potravé moc obvyklé, proto musi pochazet z hliny

nebo keramiky.

6.3 Brno — Videnska, Medica

Z ulice Videnska jsem ziskala jeden vzorek s velkou pravdépodobnosti hrnec
Z obdobi stfedoveku (obr. 6). Na hrnci byl detekovan kasein, coz prozrazuje vyskyt
mléka nebo mléénych vyrobku (tab. 2). Vzorek také po povaieni prokazal slaby vyskyt

kontaminace, ziejmé z hnoje.

U tohoto vzorku vysly na cerealie negativni testy. Hmotnostni spektrometrii byly
detekovany mastné kyseliny (triacylglyceroly), které poukazuji na ZivociSny tuk.

Nemusi se vsak jednat o ptimou souvislost s proteiny z kontaminace.
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6 VYSLEDKY

Obrazek 7: Zlomek hrnce z Videnské ulice v Brné

6.4 Brno- Vojtova

Z této lokality jsem ziskala celkem tfi vzorky, dvé zasobnice (obr. 7) a jeden
vzorek nelze identifikovat (tab. 2). U vSech téchto tii vzorkta byl pouze slaby signal na
vepfové maso, ktery se objevil po povareni. Vzorky proto mohou byt kontaminovany
hnojem, respektive je mozné, ze je hnojem zasazend celd oblast, kde se nalezla

keramika.

Obrazek 8: Ukazka zlomku keramiky ze zasobnice z lokality Vojtova
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Tabulka 2: Vysledky z lokalit v Brné

GC/MS
L R . . (MetPrep)
PORADI LOKALITA TYP NADOBY |GLIADIN | KASEIN [PORK NEVAR|PORK VAR z 5 MALDI
Analyza tuky, vosky, pryskyfice
1 Brno - Janackovo k.c hrnec =" 0% "g" "g" vysokad variabilita mastnych kyselin triacylglyceroly poukazujici na rostlinny olej (moZna Inény)
> Brno - Jandékovo k.c hrnec "o "o" "o+ "o+ ngn ngn
3 Brno - Janaékovo k.c hrnec ! "o" "o "o ngn ngn
4 Brno - Janackovo k.c hrnec 0" e "ot "o+ "o" silné oxidovany rostlinny olej (signaly TAG)
5 Brno - Janaékovo k.c zdsobnice nt "g" "g" "o+ ngn
6 Brno - Janackovo k.c zdsobnice 0" S0F "0+ "o+ "ot ngn
7 Brno - lanackovo k.c zasobnice DT "o" "o+ "o+ " ngn
8 Brno - Janackovo k.c hrnec 08 0" "0+ "0+ derivaty kys. abietové a mastné kyseliny slabé signély kys. stearové a palmitové
9 Brno - Janaékovo k.c zésobnice 0" e "o+ "o+ ngn ngn
10 Brno - Janackovo k.c hrnec K =0r ! " derivity cholesterolu =» Zivogisny tuk 508
11 Brno - Janackovo k.c hrnec "g" 0% s s terpeny, derivaty kys. abietové => dievo jehli¢nani, pryskyfice silné signély kys. stearové a palmitové
12 Brneydanackovo k.c zdsobnice 0" 707 "o+ s Ly ngn
13 Brn&’Jandtkovo k.c hrnec 0" o R R terpeny, derivéty kys. abietové == dievo jehliénani, pryskyfice silné signaly kys. stearové a palmitové
14 Brno - Janackovo k.c miska G =0 R " mastné kyseliny, vysokd konc. kys. olejové == latka bohatd na tuky | Barnaté ionty mastnych kyselin (barium musi pochazet z hliny nebo keramiky).
Brno - Videnska, Medica hrnec "g" R "g" "0+ mastné kyseliny => slabé signaly triacylglyceroly poukazujici na Zivocisny tuk
Brno - Vojtova zdsobnice 0" 0" "g" "0+ = nge
Brno - Vojtova zdsobnice 0n 0% "g" "0+ "g" nge
Brno - Vojtova neidentifikovéno 0" "ot "o ngn

vysvétlivky:
0 negativni vysledek
++ pozitivni vysledek

+ slabé pozitivni vysledek

0+ vysledek na hranici detekovatelnosti (neni vyloucena pouze nespecifickd reakce)
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6 VYSLEDKY

6.5 Zd’ar nad Sazavou

Ze Zdaru nad Sazavou jsem ziskala osm vzorkd, Sest hrncti a dvé zasobnice.
Testované vzorky neprokazaly zddnou stopu po cerealiich ani po kravském mléce, coz
muize naznacovat, ze zde Zila spole¢nost z vyssich vrstev. Kasein, ktery je obsazen
v mléce, byl testovan pouze u étyf vzorkd (viz. tab. 3). Prazdna policka v tabulce
oznacuji, Ze tyto testy nebyly z finan¢nich divodd provedeny. U vzorku ¢. 1 byly
detekovany slabé signaly mastnych kyselin. Je to jediny vzorek z této lokality, u kterého
se prokazaly mastné kyseliny. U vzorku €. 4, 5, 6, 7 byla odhalena ptitomnost vafeného
i nevaieného veptfového masa. Nejsiln€jsi signal mél vzorek ¢. 6, v tomto piipade se
pravdépodobné jednalo o ptivodni vafené maso. Pozitivni test na vaiené veprové maso
mely také vzorky €. 4 a €. 7. V tomto piipad€ se nebude jednat o pivodni vafené maso,

ale o kontaminaci prase¢im hnojem. Ostatni testované vzorky jsou negativni.

Obrazek 9: Testovana keramika ze Zdaru nad Sdzavou

6.6 Pocatky u Jihlavy - Skolni ulice

Jako posledni detekovana nadoba byla zasobnice z Jihlavy. U této nddoby je zfejma
kontaminace hnojem, neni vSak jasné, zda soucasnym ¢i historickym. Siln€ pozitivni
byl detekovan gliadin, coZ napovida, Ze tato zasobnice mohla slouZit k uchovéavani obili.
Slabé pozitivni signal byl zaznamenan u nevafené¢ho vepfového masa, coz muze
vykazovat moznou existenci piivodniho tepelné zpracovaného masa v minulosti. Tento

signdl na veprové maso je vSak na hranici detekovatelnosti.
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Obrazek 10: Zdasobnice z Pocdatkii u Jihlavy

Tabulka 3: Vysledky z lokalit Zd'ar nad Sizavou a Jihlava

GC/MS
e X 5 2 & (MetPrep)
PORADI LOKALITA TYP NADOBY | GLIADIN | KASEIN | PORK NEVAR PORK VAR. " ” MALDI
Analyza tuky, vosky, pryskyfice

1 Zdér nad Sézavou hrnec 0" 0" "0" "0" mastné kyseliny => slabé signély nar
2 Zd4r nad Sézavou hrnec "0" "0" "0" "0" 0" 0"
3 Zdér nad Sézavou hrnec 0" 0" "0" 0" 0" "0"
4 Zd4r nad Sézavou hrnec "0" 20+ 3 "o" Q"
5 Zdér nad Sézavou hrnec "0" "0+" "o+" 0" "0"
6 Zd4r nad Sézavou hrnec "0" " s " "o"
74 Zdér nad Sdzavou zdsobnice "0" "0+" K 0" "0"
8 Zd4ar nad Sézavou zasobnice "0" "0" "0" "0" no" "0"

Jihlava, skolniu. zdsobnice M "0+" " 0" "0"
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7 DISKUZE

V minulosti byla vytvotfena i¢elna metodika na zakladé reakci antigen-protilatka,

ktera se osvédcila pii detekci zbytkll potravy v porézni archeologické keramice.

V porovnani s hmotnostni spektrometrii je to jednoducha metoda Somezenym
vybavenim a oproti hmotnostni spektrometrii jeji pouziti zvladne relativné kazdy.
Pomoci metody antigen-protilatka je detekce proteini v Keramice Casto vyrazné
citlivéjSi nez identifikace proteinii v porézni keramice pomoci hmotnostni
spektrometrie. Tyto metody jsou zcela odlisné, ale snazi se zjistit totéz. Samoziejmé
jsou zde oproti hmotnostni spektrometrii také nevyhody. Hmotnostni spektrometrie
odhali Siroké spektrum proteind nebo lipidl, zatimco metoda antigen-protilatka reaguje
jen na specifické proteiny antigenu, proti kterym je protilatka vytvofena. Hmotnostni
spektrometrie se také stale zdokonaluje a moznad dosdhne v dohledné dobé stejné

citlivosti jako dobte fungujici protilatky.

Prostfednictvim techniky antigen-protilatka se v testované keramice podaftilo urcit
stopy mléka, obili 1 zbytky vepifového masa. Béhem zpracovani dat doSlo k odhaleni
rozdili mezi jednotlivymi keramickymi vzorky. To svéd¢i o rozdilné stravé mezi

regiony a také to miize vypovidat o rizném pouzivani keramiky.

7.1 Porovnani vysledki podle lokalit

U hradu Rokstejn jsem piedpokladala, ze v potravé bude vyrazné pievladat
veprové maso, ale na zaklad¢ vysledkii mohu prohlasit, ze mezi vysledky neni Zadny

vyrazny rozdil, zejména pti porovnani s méstskou parcelou v Brné.

Stredni vrstva lidi ve méstech podle vSeho maso veelku konzumovala, 1 kdyz jsou
vysledky velmi slabé. Mohou to byt zbytky po vafeni nebo i po vyvarech, kdy se do
keramiky pfili§ proteinh masa nedostalo. Ve sledovaném obdobi bylo vafeni
povazovano za dominantni zplsob pfipravy pokrmil, avSak musime brat ohled na
chybéjici informace. Opékani masa na rozni ¢i pefeni v peci nezanechd stopy na
keramice. V archeologickych nalezech chybi kovové nadoby, které se také ziejmé
pouzivaly pfi vafeni. Limitujicim omezenim jsou nastroje k detekci ovoce a zeleniny,

které se nachazeji ve zbytcich potravy. Doposud neni Z4dna metoda, ktera by zvladla
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detekci ovoce a zeleniny, coz vede k vyraznému omezeni moznosti pfi zkoumani

detailniho jidelnicku (Pavelka a Vareka 2008).

Bohuzel z analyzovanych lokalit nejsou k dispozici naptiklad néjaké pekace, tam
by mohly byt signaly vyraznéj$i, ale je otdzkou, zda tehdejsi obyvatelé vibec néco

takového pouzivali.

Hmotnostni spektrometrie jednozna¢né¢ odhalila v Brné pfitomnost mastnych
kyselin, ziejmé jako poziistatky po mase. Je ale zvlastni, Ze na hradé¢ Rokstejn nebyly
pomoci hmotnostni spektrometrie pozustatky po mase identifikovany. Zde bychom
¢ekali naopak jasné vysledky. Je otdzkou, pro¢ tomu tak nebylo. MoZna nalezena
keramika se pro maso pouzivala omezené, tak se podafilo zachytit n¢jaké proteiny, ale
ne mastné kyseliny. A neni vylouceno, Ze se na hradé maso pfipravovalo jinym
zpusobem, po kterém se zbytky nedochovaly. Naptiklad se tam maso mohlo vice roznit,
zatimco méStané v Brné maso spiSe varili. Vzorki je také omezeny pocet, problém

mohl vzniknout také tim, Ze se nepodatilo analyzovat reprezentativni keramiku.

Nicméné na zdkladé vysledkil je moZno pfedbézné vyvodit, Ze masité pokrmy
nebyly v méstské zastavbé v Brné ojedin¢lé, pokud vzorky porovname s podobnymi
vysledky (Pavelka a Vareka 2008), vidime Cetné rozdily. V piipadé meéstskych parcel z
Prahy z 2. poloviny 14. -15./16. stoleti (Pavelka a Vaicka 2008) a nyni testovanych
meéstskych parcel v Brné od poloviny 13. stoleti jsou odliSnosti, hlavné v nalezenych
proteinech masa. Je otazkou, pro¢ v Brné kolem poloviny 13. stoleti na méstskych
parcelach maso méli, 1 kdyZ moznad omezen¢, zatimco v Praze ve 14. - 15. stoleti ne.
Nabizi se dvé vysvétleni. V Brné byly zachyceny bohatSi vrstvy méstského
obyvatelstva, zatimco v Praze malo majetné, nebo se ve spotiebé odrazi historicky
vyvoj. V Praze mohlo byt zachyceno husitské obdobi, kdy byly mozna dodavky masa
omezené, zatimco v Brn¢ se jednalo o obdobi vétsi prosperity, kdy bylo maso vice
béznou stravou. Poziistatky po obili mohou pochézet z obilnych kasi. Zbytky po mléku,

které byly v Praze témé&f vSude, se naopak v Brn¢ vyskytuji jen ziidka.

,Husitskou hypotézu“ neni mozno Iépe dokumentovat, protoze v zadné lokalité
neni presnd datace a pivod organickych zbytkii v keramice se muze liSit o celd
desetileti. Tato zjiSténi u dalSich typl potravin mohou podporovat obé piedeslé
hypotézy, at’ uz doslo v Praze k zachyceni historické etapy nedostatku nebo shodou

okolnosti byla testovana keramika od chudsich obyvatel.
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Na zéklad¢ vysledkl je pravdépodobné, ze na méstskych parcelach v Brné v 13.
stoleti méli vice masa, zfejm¢ vafené¢ho, o ¢emz svédci sice Casty, 1 kdyz vétSinou slaby
signal na souborech testovanych keramik, zatimco pozdé&ji, n€kdy v 14. -15./16. stoleti,
se v Praze museli spokojit s jidly na bazi mléka a obilnin. Je pravdépodobné, ze

jidelni¢ek byl bohatsi o ovoce a zeleninu, ale takovymi testy nedisponujeme.

Ve vsech testovanych lokalitach je mensi obsah mléka, nez jak to bylo v Praze pfi
testovani vzorkl z chudinské c¢tvrti, které se nachdzela na méstské parcele v Novém
Meéste prazském (Pavelka a Vaieka 2008). To napovida, ze strava téch nejchudsich byla
pravdépodobné vice zaloZena na mléce nez u bohatsich. Také se ¢ekalo vétsi zastoupeni
gliadinu, protoze podle dostupnych pramenid se mély jist pomérné cCasto tepelné
upravené obilné kase. KaSe se tadily k velmi popularnim pokrmiim. Pfipravovaly se na
slany 1 sladky zplisob a vatily se pfevazné z pSeni¢né Ci Zitné mouky. I tyto zavéry jsou
v souladu s uvedenymi hypotézami a na =zakladé¢ vysledki se zda vysoce
pravdépodobné, ze skladba potravin na méstskych parcelach byla lokdln€¢ a Casové

odlis$na.

V Brn¢ ve Videnské ulici hmotnostni spektrometrie odhalila stopy po mastnych
kyselinach stearové a palmitové, coz koresponduje s vysledky testu antigen-protilatka
(tab. 2) Je mozné, Ze zde lidé chovali domaci zvifata, ktera poskytovala mléko, jez bylo
zpracovano pro vyrobu mléénych vyrobkl nebo také k okamzité konzumaci. Bohuzel
neni mozné piimé testovani koziho mléka jako v diivéjSich piipadech (Pavelka a
Vaieka 2008, Ciperova et al. 2016), protoze jedina firma, ktera vyrabéla protilatky
citlivé na archeologizované kozi proteiny Vv mléce, je vyrabét piestala a produkty
ostatnich firem na historické kozi mlécné proteiny nefunguji. V soucasnych
podminkach je moZzno dalSimi testy urcit mléko kravské a nekravské jako doplnck k
testim na kasein, ale z finanénich divodu nebyly tyto testy provedeny, proto nelze
uréit, zda také ptrevazovalo mléko kozi, nicméné je to pravdépodobné. Kozy byly ve

sttedov€kych méstech, na rozdil od krav, pomérné bézné.

Na parcelach pod soucasnym Jand¢kovym kulturnim centrem v Brné byla strava
velice pestra. Testy ukdzaly pfitomnost vSech testovanych surovin. Zajimavosti je, Ze
hmotnostni spektrometrie odhalila v porézni keramice barnaté ionty, coz neni moc

obvyklé. Barium pochazi ziejmé z hliny, ze které se vypalovala keramika.
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Muzeme porovnat také dvorec a hrad z piiblizné stejné doby. Hrad Rokstejn
(ptelom 13. a 14. stoleti) a dvorec Mladd Boleslav - Na Karmeli (pfelom 13. a 14.
stoleti) (Pavelka a Vaieka 2008). Bohuzel nemame z hradu Rokstejn (pielom 13. a 14.
stoleti) analyzované mléko, coz znesnadiiuje porovnani, protoze keramika z dvorce z
Mladé Boleslavi obsahovala zna¢né mnozstvi kravského a také koziho mléka,
respektive produktt z ného (Pavelka a Vareka 2008). Avsak masité produkty jsou
zastoupeny podobné, i kdyz u hradu Rokstejn je bohuzel u mnoha vzorkli kontaminace
trusem a nelze stanovit, zda historickym, nebo ze soucasnych hnojiv. Pfitomnost masa u
bohatSich vrstev je vcelku ocekavané zjisténi. Co vSak zarazi, je neptitomnost glutenu,
tedy obilnin, na dvorci a jeho cCastéjsi detekce na hradé. Chléb jisté pouzivali na obou
mistech, ale v keramice se najdou stopy spiSe po pokrmu typu — obilna kaSe. Obilné
kaSe byly v té¢ dobé chapany spise jako chudsi jidlo, proto je s podivem, pro¢ na hradu
obilné kase konzumovali a ve dvorci ne. Muze to souviset s lokalnimi odlisnostmi nebo
napf. s finanénimi problémy na hradé€ a prosperitou dvorce, ale bez dalSiho prizkumu

historickych a archeologickych zdznami zlstavam v roving€ spekulaci.

Velice piekvapivé byly vysledky ze Zd’aru nad Sazavou. Cekala bych zde ngjaké
stopy po ceredliich a po mléku, ale misto toho jsou tu pouze pozitivni signaly na

veprové maso, coZ mize napovidat, ze v méstanskych domech zili 1idé z vyssich vrstev.

Naopak v Jihlavé dominuje konzumace cerealii. Je otazkou, jestli je vzorek
Z chudinské ctvrti nebo jestli bylo v Jihlavé jiz touto dobou rozvinuté zemédélstvi.
Z Jihlavy mame pouze jeden vzorek, takze nemlZeme stoprocentné tvrdit, ZzZe

konzumovali pfevazné ceredlie.

7.2 Mozné kontaminace

Kontaminace mohou pochazet ze stfedovéku nebo ze zemédé€lskych hnojiv
souCasnosti. Gliadin je moZno detekovat bez problému, protoZze to je protein
nerozpustny ve vod¢, ale v alkoholu. Z tohoto divodu se da spolehnout na to, ze
opravdu pochazi ze sttedov€ku. Také, kdyz se potvrdila pfitomnost obili v zasobnici,
tak se jedna o potvrzeni funk¢nosti metody, protoze co lze o¢ekavat v zasobnici jiného
nez obili. Nicméné se tam obili pravdépodobné pouze skladovalo, ziejme proto se jej
podafilo zachytit jen jednou, i kdyZ se testovalo vice zdsobnic. Bez tepelné upravy

nebyla takovd moZnost, aby gliadin mohl proniknout do keramické matrix.
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Proto jsou skladovaci nadoby pro analyzy malo vhodné.

Pokud se v nich nenajdou ptimo zbytky vysuSenych potravin, v takovém ptipadé je
samoziejmé analyza snadnéjs$i a presnéjsi nez z bézné keramiky, jako tieba v lokalité
Rovn4, kde se nasly zbytky suchych potravin (viz FiSerova 2019). U kaseinu a proteinil
domesticus) byly testovany podle nedavno vyvinuté metodiky na odliSeni vafenych
proteinti od tepelné nedenaturovanych (coz ptedstavuje trus, poptipadé zbytky syrovych
tkéni) (Slana 2018). Vysledné hodnoty v nékterych ptipadech prokazuji kontaminace,
avSak neni mozno rozhodnout, zda historické, nebo ze soucasné doby. Pravdépodobné
se spiSe jednd o plvodni nedenaturované proteiny ze sttedovéku. Je znamo, Ze ve
méstech se prasata chovala, a tak se tam jisté vyskytoval i jejich trus, ktery se mohl
dostat 1 do vyhozené keramiky. Naopak v sou¢asném Brn¢ se nehnoji prase¢im trusem,
tak neni prili§ pravdépodobné, Ze se spodnimi vodami dostaly proteiny az do
archeologické keramiky. V ptipad¢ kaseinu, pokud neni mozno otestovat vzorky pudy v
blizkosti nalezu, nelze dostupnymi testy urcit, zda se jednd o proteiny z pivodniho
pokrmu, nebo o kontaminace. V ptipad¢, Ze se jedna o keramiku z odpadni jamy, je
vhodné testovat pudu i1 ze vzdalen¢jSitho mista, protoZze v odpadni jamé se mohou
vyskytovat v pidé mnohé proteiny z odpadt. Ale i v piipad€ kaseinu miizeme uvazovat,
7ze na uzemi meésta Brna se nyni pfili§ nehnoji zeméd€lskymi hnojivy s ptimésemi

mléénych vyrobkd, a tak lze dosazené vysledky chapat jako ptivodni historicka data.

Tim spise, ze se jedna o pomérné sporadické pozitivni detekce. Pokud by Slo o

kontaminaci, dé4 se predpokladat vyskyt kaseinu u vSech vzorka z dané lokality.
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Prace podporuje zavér, ze nejlepsi moznd volba pro analyzu potravin
zZ archeologickych zbytkll je kombinovat metodu antigen-protildtka a analyzu pomoci
hmotnostni spektrometrie, protoze se vzajemné dopliuji a zvySuji mnozstvi ziskanych
dat. Celkové zachyceni vSech testovanych potravin bylo pomérné mensi, nez se ¢ekalo
(oCekévalo), coz mohlo byt nevhodnym skladovanim vzorkl. Proteiny po vyjmuti z
pudy v keramice, pokud je uskladnéna v teple, pomérn¢ rychle (v fadu mésici)
degraduji a ¢asem se nedaji zachytit. Naopak v chladném depozitati mohou vydrzet v
keramice po mnoho let (Pavelka ustni sd€leni). Testovani potravin mize prozradit
konkrétni historické skute¢nosti, které se v pisemném ani béZném archeologickém
kontextu nedochovaly. Konkrétné vystupem této prace jsou odlisna data z méstskych
parcel vrcholné a pozdné stfedovékého Brna, kterd se znaéné odliSuji od skladby
potravin na meéstskych parcelaich v Praze (Pavelka a Vaieka 2008), kde byly

zaznamenany rozdilné, v zasad¢ opacné pomery, masa, mléka a obilnin.

Casty vyskyt masa ve Zd’aru nad Sazavou evokuje spiSe mé§tanské domy nez
parcely chudiny, coz je ve shod¢ s tim, Ze Slo 0 nalezy z namésti. Pomérné neocekavana
byla pravdépodobna identifikace obilné kaSe na hradé Rokstejn, protoze kase je

povazovana za jidlo chudych.

Problémem, ktery provazi podobné analyzy, jsou kontaminace. V praci bylo
feSeno, zda nalezené kontaminace vepifového masa jsou stfedovéké, nebo az soucasné.
Na zaklad¢é uvah se domnivam, Ze se pravdépodobnéji jednd o kontaminace keramiky
prase¢im trusem ze stiedovéku a nejedna se o recentni proteiny. Podobné je to u
kaseinu, zde povazuji za pravdépodobny zavér, ze se jednd bud’ o stiedovékou
potravinu, nebo o zbytek vyhozeného mlééného produktu v minulosti, ale nejde o

souc¢asnou kontaminaci.
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The work provides evidence of the composition of food on urban plots in several
localities and in one case deals with the remains of food from the castle. In contrast to
the older results, which were achieved by the same methods in Prague, it seems that in
Brno and other currently tested plots there was a higher proportion of meat and less
milk and cereals. It is hypothesized that fragments of pottery from more affluent
sections of the urban population than in Prague were captured, or that the epoch of the
Hussite wars was captured in Prague, and older times are depicted in the now
researched localities. The dating of ceramics is not accurate for decades, so this
hypothesis cannot be better substantiated or completely ruled out. The work also
addressed the problem of contamination and the reliability of the results obtained.

It seems probable that the protein contaminations found on ceramics are native
to the Middle Ages and related to the environment, rather than the contamination from
the present. Similarly, the milk proteins found are probably native to food.

Contamination of identified proteins from cereals is very likely to be ruled out.

To obtain data for this work, a proven ELISA method was used, which can detect
proteins on porous ceramics based on the reaction of antigen with antibody. This
method has proven to be very advantageous due to its simplicity and simplicity.

Compared to mass spectrometry, the antigen-antibody method is more sensitive.
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