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1. Uvod

V soucasné dobé se archeologové zajimaji o zkoumani pritomnosti residui potravinovych
zbytkl v archeologické keramice a nddobach z dalSich materialt (bronz atd.). Vime, Ze
zvlasté v keramickych nadobach mohou byt diky jejich porézni strukture zachovany
proteiny a lipidy velmi vysokého stari (Colombini et al. 2005, Copley et al. 2005, Barker
2010, Correa-Ascencio a Evershed 2014). Tyto vyzkumy maji objasnit jaké zdroje potravy
byly v danych obdobich vyuzivany a zda byly ovlivnény naboZenstvim, ¢i jinymi socialnimi

nebo geologickymi podminkami.

1.1 Cil prace

Cilem této bakalarské prace je detekce potravinovych zbytkl v archeologické keramice
z povrchovych nalezist v Syrii datovanych do neolitu a zbytkl zakladi obydli budovanych ze
dieva a mazanice z vykopavek v Izraeli datovanych do doby Zelezné. Budeme se zabyvat
ovérenim chovu ¢i dokonce konzumace prasete domaciho (Sus scorfa f. domestica) na tzemi
s islamskou a hebrejskou historii. Dale budeme porovnavat nase udaje s nalezy z Evropy,
zamérime se predevsim na pritomnost vepiovych protein piritomnych v ptadé jako
disledek hnojeni. Také se zamérime na ucinnost Kitu k detekci varenych proteinti ze

skopového masa zachovanych v archeologické keramice.

Vzorky ze Syrie budeme testovat na pritomnost residui nékolika druht potravin, a to
obili (detekce proteinu gliadinu), mléka koziho (detekce kaseinu) a kravského (detekce 3-
laktoglobulinu). Dale budeme zjistovat pritomnost residui rtiznych druhti masa, respektive
masa veprového, skopového a hovéziho. Detekci jednotlivych latek budeme provadét
pomoci imunologické analytické metody za pomoci sandwichovych ELISA testii. V pripadé
masa skopového budeme také ovérovat funkcnost kitu specifického na varené skopové
maso. Zameérime se na residualni zbytky jeho proteini v archeologické keramice a ptidé
z nalezist, v zavislosti ovéreni jeho funkc¢nosti v pripadé detekce piitomnosti v téchto

proteinii v priSkvarcich (zuhelnatélé kousky peceného skopového masa) odebranych

z archeologickych nadob (Pavelka et al. 2016).

U vzorkl mazanic z nezavislych lokalit Tel Burna a Tell es-Safi v Izraeli, datovanych
podle izraelského archeologického kontextu do doby Zelezné, budeme testovat pritomnost
obilnin (detekce gliadinu) a pfitomnost proteini Zivoc¢isného piivodu, a to zejména trusu
prasete domaciho (Sus scorfa f. domestica). V tomto piipadé budeme porovnavat diikazy

chovu téchto zvifat na iizemi s hebrejskou historii s vysledky z Evropy, tedy s izemim s



odlisnou historii. Detekci jednotlivych latek budeme provadét pomoci analytické
imunologické metody za pouziti Sandwichovych ELISA testl. Dale budeme zjistovat

pritomnost dal$ich organickych zbytki Zivoc¢isného pouZitim hmotnostni spektrometrie.



2. Proteiny

Proteiny jsou biomakromolekuly sloZené z malych aminokyselinovych jednotek, které

jsou navzajem propojeny pomoci peptidickych vazeb. Peptidicka vazba je vazba mezi

aminovou a karboxylovou skupinou dvou aminokyselin. Diky témto vazbam dokaZou

aminokyseliny tvorit dlouhé peptidové retézce a patti tedy mezi vyznamné stavebni

jednotky. Jako peptidy (bilkoviny) jsou oznaCovany retézce, které obsahuji vice neZ padesat

aminokyselinovych jednotek. Proteiny jsou rozpustné v polarnich rozpoustédlech, jako jsou

napriklad voda ¢i ethanol. Tvofi také vétSinu enzymf, coZ jsou v podstaté

vysokomolekularni bilkoviny ptisobici jako katalyzatory biochemickych reakci. Téchto

reakci se vyuziva v pti jednom z krokt imunologické analyzy za pouziti komerc¢niho kitu

ELISA sandwichového typu (McMurry 2007).

2.1  Analyzované proteiny

Kasein je hlavni mlé¢na bilkovina, nachazejici se v kazdém sav¢im mléku, kde tvoii
priblizné 80 % vSech bilkovin. Jedna se o sloZeny protein - do jeho struktury je kromé
aminokyselin zabudovana jesté kyselina fosfore¢n4, ktera je pomoci esterové vazby
vazana na serin - jedna se tedy o fosfoprotein. Navic se jak na peptidicky retézec, tek na
kyselinu fosforecnou vazi vapenaté ionty, kasein tedy tvori komplex kaseinatu a
fosforetnanu vapenatého. Kaseinové frakce se usporadavaji do micel. Tyto sloZky jsou
dulezité pro rozvoj mlad’at. Kasein pritomny v kozim mléce je jednou z vice
rozpustnéjsich forem kaseinu. Je tvofen z nékolika podobnych proteind, diky cemuZ ma
micela zrnitou strukturu, coZ usnadiiuje jeho traveni ve strevé, micely totiZ tvori jakousi
formu gelu, a tak vstirebavani kaseinu probiha pomaleji neZ u ostatnich mlé¢nych
bilkovin (Svacinova 2012). Pti nasledujicich imunologickych analyzach budeme

pouzivat kit s vysokou specificitou na savci kaseiny.

B-laktoglobulin je dalsim proteinem pritomnym v kravském mléce. Jedna se vSak o
protein syrovatkovy, ne mlécny. V syrovatce je zastoupen nejvice ze vSech
syrovatkovych proteint, a to v mnozstvi 7-12 %. Ma velké zastoupeni valinu a lysinu,
velmi dilezitymi aminokyselinami jsou zde také aminokyseliny sirné - cystein a cystin.
Patii mezi globuliny a sklada se ze dvou podslozek, a to z euglobulinu a
pseudoglobulinu. Najdeme ho piredevsim v mléce kravském a ov¢im. Jde o globularni
protein s primarn{ strukturou (Hejdova 2009). ELISA kit, ktery budeme pfi nasledujici

imunologické analyze pouzivat je urceny k detekci B-laktoglobulinu v kravském mléce.



Gliadin je protein ptritomny v nékterych obilninach, navic jednou ze dvou slozek,
ktera tvori lepek. Gliadin lepku dodava dobrou taznost (druha slozka lepku - glutenin -
dodava lepku pruznost a schopnost bobtnat). Patfi mezi zasobni bilkoviny prolaminy a

je rozpustny v ethanolu. (Hlavacova 2011).

2.2 Proteiny v archeologii

Z pocatku byla snaha zjiStovani pritomnosti proteinti v archeologickych artefaktech
kritizovana, protoZe nikdo nevéril, Ze by mohly zistat po tak dlouhou dobu zachovany,
zvlast kdyz na né plsobily vSemozné prirodni podminky a v neposledni radé také
mikroorganismy pritomné v plidé. PfestoZe uz byly analyzovany proteiny miliony let
staré (Asara 2007; Schweitzer et al. 2009), neni izolace a identifikace historickych
proteinii jednoduchou zalezitosti. BEhem Casu dochazi k rozpadtim, chemickym
zménam a degradacim proteinové struktury (Barnard et al. 2007). ELISA testy na
archeologické proteiny byly pouZivany jiZ v minulosti, ale s rozporuplnymi vysledky,
coz bylo zptlisobeno hlavné tim, Ze nebyly pouzivany protilatky, které by byly funkcni
proti degradovanym proteintim, ale byly aplikovany protilatky proti nativnim
proteiniim. VSechny pouZité testy v této praci byly vyvinuty pro proteiny tepelné
degradované, coz do znacné miry odpovida poSkozeni v priibéhu ¢asu a byly

odzkouseny pro potieby archeologie jiz dive (viz Pavelka et al 2016).

Pri diivéjsich pokusech o analyzu rezidui bilkovin v archeologickych nalezech
bylo ale nejprve hlavnim problémem zjisténi zplisobu extrakce proteini
z archeologickych keramickych artefaktl. Proteiny jsou v keramice uchyceny zejména
Van der Waalsovymi silami, proto je jejich izolace z keramiky slozita a casto muze
proteiny poskodit (Baker 2010). Ale diky Ciperové (2015) ktera zjistila, Ze pfi odbéru
malého vzorku z archeologické keramické nadoby ve formé suspenze se daji pomoci
imunologické analyzy testu ELISA sandwichového typu detekovat proteiny v keramice
piitomné bez nutnosti oddéleni bilkoviny od nadoby. Samotna keramika ve formé
jemnych Castic neni pro ELISA testy na prekazku a proteiny nejsou izolacemi ni¢eny

(viz. Ciperova 2015).

2.3 Degradace proteinti

Hlavnim problémem p¥i uchovavani proteini je moznost jejich denaturace. Jedna se
o zménu jejich tercialni (ta udava orientaci bilkoviny v trojrozmérném utvaru) a
kvarterni (popisuje zplisob propojeni bilkovinnych podjednotek do vétsich celkii)

struktury ptisobenim fyzikalnich, chemickych ¢i biologickych vlivii. Jednou
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z nejpodstatnéjsich fyzikalnich sil, které mohou zpiisobit denaturaci proteini je vysoka
teplota, této denaturace vyuZziva lidstvo pri pripravé vétSiny prirodnich surovin, zvlasté
pokud jsou zivocisSného ptivodu. Chemicka denaturace proteinu mize nastat napriklad
pii plisobeni kyseliny na peptidické vazby (McMurry 2007), ale v ptipadé historickych
peptidil se jedna predevsim o pisobeni rtiznych chemickych latek obsazenych v ptdég, a
to plisobenim jak latek anorganickych, tak latek organickych (Bernard et al. 2007).
Biologicka degradace proteinu je zplisobena predevsim plisobenim riznych
mikroorganizm{, ale také miZe byt nasledkem pusobeni vétsich Zivocicht Zijicich v

vvvvv

deaminace, ktera spoc¢iva v odbéru aminové skupiny z molekuly aminokyseliny.



3. Testovaci metody

Pti analyze vzorki z Predniho vychodu bylo vyuzito dvou testovacich metod. Prvni
z téchto metod je imunologicka analyza za pouziti sandwichovych ELISA kitti urcenych
k detekci hledanych proteinti. Druhou pouZitou metodou je hmotnostni spektrometrie, ta

byla provadéna v laboratoii VSCHT v Praze.

3.1  Princip sandwichového ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent

Assay) testu

ELISA (Enzym-Linked Immunosorbent Assay) je kvalitativni analyticka metoda
urcena k detekci a kvantifikaci takovych latek, jako jsou peptidy, protilatky a hormony,
zjisténim pritomnosti antigenii pomoci jejich protilatek. Je provadéna na jamkové
desticce, na jejimz dné je navazana primarni protilatka, na kterou jsou nasledné pasivné
vazany jak protilatky, tak i proteiny. Praveé tato vazba a imobilizace ¢inidel, je to, co déla
tento test tak snadno pouzitelnym. Vazba reagujicich latek na desticku umoznuje
snadné oddéleni navazaného a nenavazaného materialu v priibéhu testu, umoznéni
vymyti nespecificky vazané latky vytvari vykonny nastroj pro méreni specifickych
analytl. Detek¢ni enzym muiiZe byt navazan primo na primarni protilatku navdzanou na
desticce, anebo napojena pres sekundarni protilatku, ktera primarni protilatku dokaze
identifikovat. Pokud by byla primarni protilatka oznacena biotinem dal by se detek¢ni
enzym navazat piimo na protein napriklad na streptavidin. NejCastéji se na znaceni
enzymi pouZiva kienova peroxidaza (HRP) a alkalicka fosfataza (AP). Siroky vybér
substrati je dostupny pro pouziti pii ELISA k reakci s HRP a AP konjugaty. Volba
substratu zavisi na poZadované citlivosti testu a dostupném zarizeni pro detekci

signalu, ktera bude v pripadé naSich analyz provadéna za pouZziti spektrometru.

Nejvykonnéjsi variantou ELISA testu je sandwichova metoda. Tento typ testu je takto
nazyvan z toho dlivodu, Ze méreny analyt je vazadn mezi dvé primarni protilatky
(protilatku k zachyceni a protilatku k detekci). V sendvi¢ovém usporadani testu je
kritické to, aby sekundarni protilatka byla specificka pouze pro detekci primarni
protilatky, a ne k té protilatce, ktera zachyti antigen k podloZce. Tuto metodu
pouzivame, protoze diky své vysoké specificité, nevadi pii postupu mirné znecisténi

vzorka (Cvicek 2012).



3.2  Princip hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je v podstaté separacni technikou stejné jako je ji
napriklad chromatografie. NejpodstatnéjSim rozdilem je prostiedi, ve kterém k separaci
dochazi, je totiz zaloZena na interakci nabytych c¢astic s magnetickym ¢i elektrickym
polem ve vakuu. Kazdy hmotnostni spektrometr se sklada ze tii zakladnich ¢asti, a to
z iontového zdroje, detektoru ¢astic a analyzatoru. lontovy zdroj vyrabi ionty v plynné
fazi, které se pripadné po svém vzniku rozpadaji. Analyty vstupuji do iontového zdroje
spoleCné s matici a vznikaji kladné ¢i zaporné ionty molekularni, aduktové ¢i
v pripadech nékterych méné stabilnich latek mohou vznikat i fragmenty ionizované
molekuly. Pfi analyze makromolekul, jako jsou tfeba proteiny se velmi ¢asto vyuZziva
desorpcni ionizace vzorku laserem za asistence matrice. Bezprostiedné pred ionizaci se
vzorek obvykle smicha s organickou kyselinou (matrice), ktera pri zasahu paprskem
laseru absorbuje jeho energii a pfi tom se vysusi. Kratky intenzivni puls laseru
desorbuje matrici a analyty, zaroven se matrice ionizuje a preda naboj analytu. Cely
tento proces probiha ve vakuu. Analyzator je klicovou soucasti hmotnostniho
spektrometru, ve vakuu na ném dochazi k oddéleni iontl na zakladé poméru hmotnosti
ku naboji. Nejrozsitenéjsim hmotnostnim analyzatorem je s nejvétsi pravdépodobnosti
kvadrupd], a to hlavné kvili cenové pristupnosti. Jde o soustavu ¢tyt tyci, do kterych je
vedena kombinace stfidavého a stejnosmérného napéti. Na zakladé velikosti napéti
stejnosmérného s amplitudou napéti stiidavého v daném okamziku se mohou ionty se
stabilni hodnotou poméru hmotnosti ku naboji pohybovat dal k detektoru ¢i dalsi ¢asti
analyzatoru. lonty s nestabilni trajektorii jsou vychyleny z kurzu a na detektor
nedopadnou. Analyzator muiZe pracovat ve dvou rezimech. V prvnim pripadé muize
kontinualné ménit elektrické pole a atak zmérit vSechny hodnoty poméru hmotnosti ku
naboji za velmi kratky ¢asovy dsek. V druhém piipadé se da nastavit elektrické pole tak,
aby mohly prochazet pouze ionty s prislusnou velikosti poméru hmotnosti ku naboji.,
tento rezim se pouZziva pro kvantifikaci predem zvolenych latek. lonty vybrané
hmotnostnim analyzatorem jsou zaznamenany detektorem, ktery pirevadi ziskané
informace do digitalni podoby, daji se rozdélit do dvou skupin. Prvni skupina je
zaméfrena na piimé méreni elektrického proudu vzniklého pti srazce iontu s diodou a

ktery je nasledné zesilovan pomoci nasobicl. Druhé skupiny jsou Fazeny detektory,



které jsou schopny zaznamenat ionty i ve vztahu k velikosti hmotnosti ku naboji. lonty
jsou detekovany jako komplexni proudovy obraz vsech pritomnych iontt s riznymi
hodnotami velikosti hmotnosti ku naboji diky indukci proudu v diisledku pohybu iontt
v hmotnostnim analyzatoru. Signdl je dale zpracovan Fourierovou transformaci.

(Friedecky a Lemr 2012).



4. Archeologicky kontext

VSechny archeologické nalezy na Pfednim vychodé byly provadény na tfech na sobé
nezavislych lokalitach, a to na lokalité Tell Arbid Abyad v Syrii a lokalitach Tel Burna a Tell

es-Safi v Izraeli.

4.1 Lokalita Tell Arbid Abyad v Syrii

Lokalita se nachazi na severovychodé Syrie, jedna se o izemi nachazejici se v povodi
feky Khabur, bohaté mimo jiné na archeologické nalezy datované do neolitického
obdobi. Jedna se o maly kopec vysoky priblizné dva metry a pokryvajici plochu o rozloze

zhruba 0,5 Ha (Mateiciucova 2010).

4.2  Lokality Tel Burna a Tell es-Safi v Izraeli

Obé oblasti se nachazeji pomérné blizko u sebe, na Obr.1 jsou zvyraznény cervenou
barvou, a leZi na pobtezni planiné Shephelah pobliZ sttedozemniho more. Oba
pozustatky osad leZi na vrcholcich jejichZ bezprostrednim okolim protéka ricka.

V soucasné dobé se na izemi planiny nachazi kulturni ptida, na které se pase hovézi

dobytek (Smejda et al. 2017).

Osada na lokalité Tell es-Safi se nachazi na vrcholku, ktery precniva tiroven terénu.
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V jeho nedaleké blizkosti protéka ricka Elah.

Osada Tel Burna, ktera je ohranicena viditelnymi zbytky kamennych zdi je obklopena
pastvinami s kefi a travnim porostem. Jedna se o typ vegetace typicky pro stfedomori,
ktery nazyvame garrigue. Tato osada byla sidlistém Hebrejcli na hranici judského

kralovstvi (Smejda et al. 2017). Nedaleko od pahorku protéka fi¢ka Guvrin.
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Obr.1 Pldnek pobrezni planiny Shephelah (Smejda .et al. 2017)



5. Priprava materialu

Pro vyzkum jsme pripravovali material dvojiho druhu. Nejprve se jedna o material
ziskany z keramickych stfepli nadob, ve kterych byly potraviny uchovavany ¢i
zpracovavany. Tento material pochazi ze Syrie z lokality Tell Arbid Abyad, nalezi$té jsou
datovana do obdobi pozdniho neolitu. Druhym typem materialu je mazanice, coZ je smés
hliny, zvireciho trusu, vody a rtiznych druhti travin, ktera se pouzivala k utésnéni spar obydli
s dfevénou a prouténou konstrukci. Tento material byl ziskan ze dvou lokalit v Izraeli, a to
z lokalit Tel Burna a Tell es-Safi. Obé tato nalezit& byla datovana do doby Zelezné (Smejda

etal. 2017).

51 Vzorky ze Syrie

Keramické stiepy z lokality v Syrském Arbidu byly odebirany z archeologicky
zkoumanych kulturnich vrstev (Mateiciucova 2010). Tyto vrstvy byly datovany do
neolitického obdobi, stejné jako veskeré keramické a jiné artefakty, které byly v téchto
vrstvach nalezeny. Kontaminace hnojivy ¢i jinym Zivoc¢iSnym materiadlem je velmi malo
pravdépodobna. Nalezena keramika byla okamzité po nalezeni odebrana a peclivé

uloZena tak, aby neprisla do kontaktu s cerstvou ptidou naleziste.

Na misté, kde byl proveden odkryv, se v soucasné dobé nachazi kulturni ptida. Odbér

byl proveden pomoci nékolika sond nahodné rozmisténych po celé plose lokality.

Vnitini strana vybranych kouski keramiky byla pomoci skalpelu o¢istén od
povrchovych necistot. Dale byl povrch vycistén zbrouSenim priblizné o 0,5mm
smirkovym papirem a z tohoto mista se poté odebralo malé mnoZstvi keramické hmoty
do plastovych zkumavek (eppendorf). Ke vzorku byl dale ptidan fyziologicky roztok a
tato smés byla nasledné vortexovana po dobu péti minut, aby se pevny material oddélil

od smési a usadil se na dné zkumavky.

Vzorky pudy byly odebrany ze stejnych vrstev, ve kterych byly nalezeny keramické
stfepy a ostatni predméty. Dalsi kontrolni vzorky plidy byly odebrany ze dvou vybéhii
pro ovce na kozi farmé u obce Zalmanov. V prvnim byly ovce piitomné do chvile odbéru
priblizné po dobu péti let. Druhy byl opustény piiblizné tfi roky pied odbérem. V obou
piipadech byly vzorky ptidy odebrany z hloubky deseti centimetr na misté, kde mély
ovce pristresek chranici je proti desti. Vzorky ptdy byly uloZeny do plastovych
zkumavek (eppendorf), dale k nim byl pridan fyziologicky roztok, s vyjimkou u vzorku,

ve kterém byla zjiStovana pritomnost gliadinu, ke kterému se byl piidan roztok
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ethanolu, a vSechny takto upravené vzorky byly dale vortexovany, aby se pevny

material usadil na dné zkumavky.

U vzork plidy byly provedeny dva cykly imunologické analyzy. U prvniho cyklu
probihala ptiprava stejné jako u vzorkl odebranych z keramiky. Pred druhym cyklem
byly vzorky vareny v termostatu ve vodni lazni po dobu patnacti minut pti teploté 97°C.
Zkumavky musely byt pii tomto postupu otevicené, aby diky expanzi plynti pti vareni
nedoslo k poskozeni vzorku. Tento krok byl proveden proto, Ze komer¢ni kit ELISA,
ktery byl pri postupu pouzit je zaméreny specificky na denaturované proteiny, proto

bylo nutné ptipadné proteiny v plidé denaturovat.

U vzorkt byly nasledné provedeny testy na pritomnost denaturovanych proteint
z veptrového, hovéziho a skopového masa, kaseinu, gliadinu a 3-

laktoglobulinu kravského mléka.

Dale byla vyzkouSena imunologicka analyza na vareném a nevareném ov¢im trusu,
odebraném na stejné lokalité jako piidni vzorky z ovc¢ich vybéht. Pri jejich analyze jsme
postupovali stejné, jako prti analyze plidnich vzorki. VSechny tyto testy jsme provedly
jako ovéreni funkcnosti kitu specifického na zjisStovani pritomnosti proteinti ze
skopového masa pri detekci historickych denaturovanych proteinti v ptidé i

v archeologické keramice.

5.2 Vzorky z Izraele

Zbytky obydli datovanych do doby Zelezné byly nalezeny na dvou nezavislych
lokalitach Tel Burna a Tell es-Safi v Izraeli. Vzorky byly v obou pfipadech odebrany
z hloubkovych sond provadénych pribliZzné 1 m pod drovni sou¢asného terénu z jistého
archeologického kontextu, ktery je datovany do doby Zelezné. Vzorky byly vzdy
odebirany z kopanych sond (Smejda tistni sdéleni). VykopavKky na nalezisti Tel Burna
odhalily sidliSté Hebrejcii na hranici Judského kralovstvi, zatimco na nalezisti Tell es-

Safi byly nalezeny poziistatky peliStejského mésta.

Na lokalitach Tel Burna i Tell es-Safi se v soucasné dobé nachazi kulturni krajina, a to
jak zemédélska ptda, tak hospodaisky nevyuzita ptida porostla naletovymi rostlinami a

nizkymi kirovinami (Smejda et al. 2017).

U vSech odebranych vzorki byly provedeny dva cykly imunologické analyzy
v piipadé zjistovani piritomnosti proteinti vepiového masa a jeden cykl imunologické

analyzy na pritomnost gliadinu a nedenaturovanych proteinti masa hovéziho. VSechny
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vzorky byly uloZeny do plastovych zkumavek (eppendorf), dale k nim byl piidan
fyziologicky roztok, s vyjimkou u vzorku, ve kterém byla zjiStovana pritomnost gliadinu,
ke kterému se byl pridan roztok ethanolu. VSechny takto upravené vzorky byly
vortexovany, aby se pevny material usadil na dno zkumavky. V piipadé druhého cyklu
pri analyze veprovych proteint, byly vzorky tepelné denaturovany v termostatu po
dobu patnacti minut pri teploté 97°C. Zkumavky musely byt pfi tomto postupu oteviené,

aby diky expanzi plyni pri vareni nedoslo k poskozeni vzorku.

Dale mame k porovnani jeden vzorek mazanice z vykopavek z Evropy, respektive

z lokality u Ceskych Hostivic.
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6. Postup pri zjisStovani pritomnosti proteint

Pti zjiStovani pritomnosti vSech hledanych proteinti pouzivame ELISA kity
sandwichového typu od firmy Neogen®. VSechny tyto kity obsahuji promyvaci roztok (wash
solution), sadu mikrotitracnich desticek s navazanou protilatkou specifickou k hledanému
antigenu prislusného proteinu, sekundarni protilatku specifickou k hledanému antigenu,
pozitivni a negativni kontrolu, substrat, STOP solution (roztok slabé kyseliny fosforecné
k ukonceni série reakci). Pri vSech nasledujicich postupech jsme se obvykle drZeli krokii
v navodech priloZenych k jednotlivym kitlim, samoziejmé s ohledem na specificnost vzorkl

a jejich omezené mnoZstvi. Nékteré protokoly musely byt mirné upraveny.

6.1  ELISA kit pro varené vepirové maso

Zjistovani pritomnosti proteint, které se nachazeji v mase domacich zvirat
provadime pomoci ELISA kitu ‘Cooked Species Identification Test Kit‘pro identifikaci
vepiového masa od spolecnosti Neogen®. Test je urceny na detekci varenych bilkovin,
protilatky v kitu maji vysokou afinitu k proteinlim denaturovanym tepelnou ipravou

(vareni, peceni, aj).

1) KO0,05-0,20g vzorku odebraného ze zkoumané naddoby pridame pomoci pipety
do plastové zkumavky (eppendorf) 200 ul solného roztoku. Timto zplisobem
pripravime dva vzorky.

2) Jeden ze vzorkl umistime na 15 minut do tfepacky zahtraté na 95-100°C, druhy
vzorek nechame bez tepelné upravy.

3) Dale vzorky nechdme 15 minut protiepat pii pokojové teploté.

4) Nakonec nechame vzorky odpocivat dalSich 15 minut.

5) Do vanicky ptipravime promyvaci roztok (wash).

6) Pripravime mikrotitrac¢ni desticku s potifebnym poctem testovacich jamek na
prislusné vzorky.

7) Do testovacich jamek napipetujeme 100 pl od kazdého vzorku (1 jamka na 1
vzorek) a od pozitivni i negativni kontroly. Pro kazdy vzorek pouzivime novou
pipetovaci $picku, aby nedoslo ke vzajemné kontaminaci vzorki ¢i kontrol.

8) Nechame inkubovat pii pokojové teploté 45 minut.

9) Po uplynulé dobé 3x diikladné proplachneme jamky promyvacim roztokem, aby

v jamkach neztstaly zbytky vzorku.
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10) Do vyplachnutych jamek napipetujeme 50 pl sekundarni protilatky pro varené
veprové maso a nechame inkubovat 45 minut pfi pokojové teploté.

11) Po uplynulé dobé 3x dlikladné proplachneme jamky promyvacim roztokem, aby
v jamkach nezistaly zbytky sekundarni protilatky.

12) Do vyplachnutych jamek napipetujeme 50 pl konjugatu avidin peroxidazy a
nechame inkubovat 15 minut pfi pokojové teploté.

13) Po uplynulé dobé 5x dlikladné proplachneme jamky promyvacim roztokem, aby
v jamkach nezistaly zbytky konjugatu avidin peroxidazy.

14) Do vyplachnutych jamek napipetujeme 100 ul TMB substratu a nechame
inkubovat 45 minut pri pokojové teploté a na zatemnéném stanovisti.

15) Po uplynulé dobé napipetujeme do kazdé jamky 50 pl slabé kyseliny fosforecné
oznacované v kitu jako ‘STOP solution’, ktera zastavi probihajici reakce.

16) Jamky, ve kterych byl pritomen vzorek obsahujici hledany protein jsou nyni Zluté
zabarveny. Intenzitu tohoto zabarveni mérime na spektrometru ELISA reader
VERSAmax™ (Molecular Devices) pti 450 nm.

17) Porovnanim intenzity vzorku s intenzitou pozitivni a negativni kontroly urc¢ime
mnozstvi antigenu hledané protilatky ve vzorku.

18) Vysledky jsou diky specidlnimu softwaru zaznamenany do excelové tabulky.

6.2  ELISA kit pro varené hovézi maso

Zjistovani pritomnosti proteint, které se nachazeji v mase domdcich zvirat
provadime pomoci ELISA kitu ‘Cooked Species Identification Test Kit‘ pro identifikaci
hovéziho masa od spolecnosti Neogen®. Test je urceny na detekci varenych bilkovin,
protilatky v kitu maji vysokou afinitu k proteinlim denaturovanym tepelnou ipravou

(vareni, peceni, aj).

1) K0,05-0,20g vzorku odebraného ze zkoumané naddoby pridame pomoci pipety
do plastové zkumavky (eppendorf) 200 pl solného roztoku.

2) Vzorky umistime na 15 minut do tfepacky zahiaté na 95-100°C (tento krok mtize
byt podle potieby vynechan).

3) Dale vzorky nechdme 15 minut protiepat pii pokojové teploté.

4) Nakonec nechdame vzorky odpocivat dalSich 15 minut.

5) Do vanicky pripravime promyvaci roztok (wash).

6) Pripravime mikrotitracni desticku s potifebnym poctem testovacich jamek na

prislusné vzorky.
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7) Do testovacich jamek napipetujeme 100 pl od kazdého vzorku (1 jamka na 1
vzorek) a od pozitivni i negativni kontroly. Pro kazdy vzorek pouZivame novou
pipetovaci Spicku, aby nedoslo ke vzajemné kontaminaci vzork ¢i kontrol.

8) Nechame inkubovat pri pokojové teploté 45 minut.

9) Po uplynulé dobé 3x diikladné proplachneme jamky promyvacim roztokem, aby
v jamkach neztstaly zbytky vzorku.

10) Do vyplachnutych jamek napipetujeme 50 pl sekundarni protilatky pro varené
hovézi maso a nechdme inkubovat 45 minut pti pokojové teploté.

11) Po uplynulé dobé 3x dlikladné proplachneme jamky promyvacim roztokem, aby
v jamkach neztstaly zbytky sekundarni protilatky.

12) Do vyplachnutych jamek napipetujeme 50 pl konjugatu avidin peroxidazy a
nechame inkubovat 15 minut pii pokojové teploté.

13) Po uplynulé dobé 5x dlikladné proplachneme jamky promyvacim roztokem, aby
v jamkach neztstaly zbytky konjugatu avidin peroxidazy.

14) Do vyplachnutych jamek napipetujeme 100 pl TMB substratu a nechame
inkubovat 45 minut pii pokojové teploté a na zatemnéném stanovisti.

15) Po uplynulé dobé napipetujeme do kazdé jamky 50 pl slabé kyseliny fosforecné
oznacované v Kitu jako ‘STOP solution’, ktera zastavi probihajici reakce.

16) Jamky, ve kterych byl pritomen vzorek obsahujici hledany protein jsou nynfi Zluté
zabarveny. Intenzitu tohoto zabarveni méfime na spektrometru ELISA reader
VERSAmax™ (Molecular Devices) pti 450 nm.

17) Porovnanim intenzity vzorku s intenzitou pozitivni a negativni kontroly urc¢ime
mnozZstvi antigenu hledané protilatky ve vzorku.

18) Vysledky jsou diky specialnimu softwaru zaznamenany do excelové tabulky.

6.3  ELISA kit pro vatfené skopové maso

Zjistovani pritomnosti proteint, které se nachazeji v mase domacich zvirat
provadime pomoci ELISA kitu ‘Cooked Species Identification Test Kit‘ pro identifikaci
skopového masa od spolecnosti Neogen®. Test je urceny na detekci varenych bilkovin,
protilatky v kitu maji vysokou afinitu k proteinlim denaturovanym tepelnou ipravou

(vafeni, peceni, aj).

1) K0,05-0,20g vzorku odebraného ze zkoumané nadoby pridame pomoci pipety

do plastové zkumavky (eppendorf) 200 pl solného roztoku.
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2) Vzorky umistime na 15 minut do tfepacky zahi-até na 95-100°C (tento krok miize
byt podle potieby vynechan).

3) Dale vzorky nechame 15 minut protiepat pii pokojové teploté.

4) Nakonec nechdme vzorky odpocivat dalSich 15 minut.

5) Do vanicky pripravime promyvaci roztok (wash).

6) Pripravime mikrotitra¢ni desticku s potfebnym poctem testovacich jamek na
prislusné vzorky.

7) Do testovacich jamek napipetujeme 100 pl od kazdého vzorku (1 jamka na 1
vzorek) a od pozitivni i negativni kontroly. Pro kazdy vzorek pouZividme novou
pipetovaci Spicku, aby nedoslo ke vzajemné kontaminaci vzorki ¢i kontrol.

8) Nechame inkubovat pii pokojové teploté 45 minut.

9) Po uplynulé dobé 3x diikladné proplachneme jamky promyvacim roztokem, aby
v jamkach neztstaly zbytky vzorku.

10) Do vyplachnutych jamek napipetujeme 50 pl sekundarni protilatky pro varené
skopové maso a nechame inkubovat 45 minut pii pokojové teploté.

11) Po uplynulé dobé 3x dlikladné proplachneme jamky promyvacim roztokem, aby
v jamkach nezustaly zbytky sekundarni protilatky.

12) Do vyplachnutych jamek napipetujeme 50 pl konjugatu avidin peroxidazy a
nechame inkubovat 15 minut pii pokojové teploté.

13) Po uplynulé dobé 5x dlikladné proplachneme jamky promyvacim roztokem, aby
v jamkach nezustaly zbytky konjugatu avidin peroxidazy.

14) Do vyplachnutych jamek napipetujeme 100 pl TMB substratu a nechame
inkubovat 45 minut pii pokojové teploté a na zatemnéném stanovisti.

15) Po uplynulé dobé napipetujeme do kazdé jamky 50 pl slabé kyseliny fosforecné
oznacované v Kitu jako ‘STOP solution’, ktera zastavi probihajici reakce.

16) Jamky, ve kterych byl pritomen vzorek obsahujici hledany protein jsou nyni zZluté
zabarveny. Intenzitu tohoto zabarveni méfime na spektrometru ELISA reader
VERSAmax™ (Molecular Devices) pti 450 nm.

17) Porovnanim intenzity vzorku s intenzitou pozitivni a negativni kontroly ur¢ime
mnozstvi antigenu hledané protilatky ve vzorku.

18) Vysledky jsou diky specialnimu softwaru zaznamenany do excelové tabulky.

16



6.4

ELISA kit pro obilnou bilkovinu gliadin

Gliadin je obilny protein, rozpustny v alkoholu. Na jeho detekci byl vyuZit ELISA kit

Veratox® for Gliadin od spolecnosti Neogen®. Test je ureny na detekci syrovych i

tepelné zpracovanych vzorki, my se zamérily na detekci vzorki tepelné zpracovanych,

coz se odrazilo na postupu prace. Ten jsme provadéli podle priloZeného navodu.

1)
2)

3)
4)

5)

6)

7)

8)

9)

Pripravime 55 % roztok ethanolu pro extrakci proteinu ze vzorku.

Do cisté plastové zkumavky (eppendorf) odvazime asi 0,2 g vzorku namleté
keramiky a pripipetujeme 10 ml 55 % ethanolu.

Vzorky vloZime na 10 minut do tfepacky.

Dale vSechny vzorky vloZime na 5 sekund do vortexu.

Pripravime mikrotitrac¢ni desticku s potfebnym poctem testovacich jamek na
prislusné vzorky a promyvaci roztok (wash).

Do testovacich jamek napipetujeme 100 pl (1 jamka na 1 vzorek) od kazdého
vzorku a od pozitivni i negativni kontroly. Pro kazdy vzorek pouZivaime novou
pipetovaci Spicku, aby nedoslo ke vzajemné kontaminaci vzorki ¢i kontrol.
Nasledné vzorky po dobu 20 sekund michdme a poté je nechame inkubovat 10 az
30 minut pti pokojové teploté.

Po uplynulé dobé 5x diikladné proplachneme jamky promyvacim roztokem, aby
v jamkach neztstaly zbytky vzorku.

Do vyplachnutych jamek napipetujeme 100 pl sekundarni protilatky pro gliadin,
na 20 sekund je promichadme a nechame inkubovat 10 az 30 minut pii pokojové

teploté.

10) Po uplynulé dobé 5x diikladné proplachneme jamky promyvacim roztokem, aby

v jamkach nezistaly zbytky sekundarni protilatky.

11) Do vyplachnutych jamek napipetujeme 100 pl TMB substratu, na 20 sekund je

promichdme a nechdme inkubovat 10 aZ 30 minut pti pokojové teploté.

12)Podle doporuceni vyrobce by se méla po uplynulé dobé pridat do kazdé jamky 50

ul slabé kyseliny oznacované v kitu jako ‘STOP solution’, ktera zastavi probihajici
reakce, ktera je soucasti kitu. Nam se vSak misto ni osvédcila nizce

koncentrovana kyselina sirova pridana ve stejném mnoZstvi.

13)Jamky, ve kterych byl pritomen vzorek obsahujici hledany protein jsou nyni

vyrazné zabarveny. Intenzitu tohoto zabarveni mérime na spektrometru ELISA

reader VERSAmax™ (Molecular Devices) pri 450 nm.
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14)Porovnanim intenzity vzorku s intenzitou pozitivni a negativni kontroly ur¢ime

mnozstvi antigenu hledané protilatky ve vzorku.

15) Vysledky jsou diky specialnimu softwaru zaznamenany do excelové tabulky.

6.5

ELISA kit pro mlé¢nou bilkovinu kasein

Kasein je mlécny protein, rozpustny ve vodé. Na jeho detekci jsme vyuZzily ELISA kit

Veratox® ‘Casein Allergen Quantitative Test’ od spole¢nosti Neogen®. Test je urceny na

detekci syrovych i tepelné zpracovanych vzorka.

1

2)

3)

4)

5)

6)

7)
8)

9)

Nadrcenou keramiku vloZime do zkumavky a k ni priddme destilovanou vodu.
Smés nechdme promichat 20 sekund v tfepacce.

Ptipravime promyvaci roztok pii nejmensi nabizené koncentraci a mikrotitra¢ni
desticku s potiebnym poctem testovacich jamek na prislusné vzorky.

Do testovacich jamek napipetujeme 100 pl (1 jamka na 1 vzorek) od kazdého
vzorku a od pozitivni i negativni kontroly. Pro kazdy vzorek pouZivame novou
pipetovaci $picku, aby nedoslo ke vzajemné kontaminaci vzorki ¢i kontrol.
Vzorky nechame inkubovat 30 minut pii pokojové teploté.

Po uplynulé dobé 3x dikladné proplachneme jamky promyvacim roztokem, aby
v jamkach neztstaly zbytky vzorki.

Néasledné naredime protilatku s pufrem, jelikoZ samotna by byla ptili§ nestabilni.
Do kazdé jamky napipetujeme 100 pl tohoto roztoku.

Smés nechdme inkubovat 30 minut pii pokojové teploté.

Po uplynulé dobé 3x diikladné proplachneme jamky promyvacim roztokem, aby
v jamkach nezistaly zbytky protilatky s pufrem.

Do kazdé jamky pridame 50 pl chromogenu a 50 pl substratu. Roztoky po pridani

jemné protiepeme, ale tak aby se jednotlivé vzorky mezi sebou nekontaminovaly.

10) Smés nechame inkubovat 30 minut pii pokojové teploté a na temném stanovisti.

11) Po uplynulé dobé napipetujeme do kazdé jamky 50 pl slabé kyseliny fosforecné

oznacované v kitu jako ‘STOP solution’, ktera zastavi probihajici reakce.

12) JamKky, ve kterych byl pritomen vzorek obsahujici hledany protein jsou nyni

vyrazné zabarveny. Intenzitu tohoto zabarveni mérime na spektrometru ELISA

reader VERSAmax™ (Molecular Devices) pri 450 nm.

13) Porovnanim intenzity vzorku s intenzitou pozitivni a negativni kontroly ur¢ime

mnozstvi antigenu hledané protilatky ve vzorku.
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14) Vysledky jsou diky specialnimu softwaru zaznamenany do excelové tabulky.

6.6  ELISA kit pro mlé¢nou bilkovinu 3-laktoglobulin v kravském mléce
B-laktoglobulin je mlé¢ny protein rozpustny ve vodé. Na jeho detekci byl vyuZit
ELISA kit Veratox® ‘BioKits BLG Assay Kit’ od spole¢nosti Neogen®. Test je urceny na

detekci syrovych i tepelné zpracovanych vzorka.

1) Do vanicky pripravime promyvaci roztok (wash).

2) Pripravime mikrotitra¢ni desticku s potfebnym poctem testovacich jamek na
prislusné vzorky.

3) Do testovacich jamek napipetujeme 100 pl od kazdého vzorku (1 jamka na 1
vzorek) a od pozitivni i negativni kontroly. Pro kazdy vzorek pouZivame
novou pipetovaci Spicku, aby nedoslo ke vzajemné kontaminaci vzorki ¢i
kontrol.

4) Do kazdé jamky pridame 50 pl BLG biotinu s navazanou sekundarni
protilatkou.

5) Nechame inkubovat pti pokojové teploté 60 minut.

6) Po uplynulé dobé 5x diikladné proplachneme jamky promyvacim roztokem,
aby v jamkach neztstaly zbytky vzorku a sekundarni protilatky.

7) Do kazdé jamky pridame 50 pl avidin peroxidazy a nechame inkubovat 15
minut pii pokojové teploté.

8) Po uplynulé dobé 3x diikladné proplachneme jamky promyvacim roztokem,
aby v jamkach neztstaly zbytky avidin peroxidazy.

9) Do kazdé jamky pridame 100 pl TMB substratu a nechdme inkubovat 45
minut pii pokojové teploté a na temném stanovisti.

10) Nakonec ptiddme do kazdé jamky 50 ul STOP solution, ktera zastavi vSechny
probihajici reakce.

11)Podle pokynti vyrobce by se mély vzorky nechat inkubovat dalsich deset
minut, ndm se osvédcilo tuto dobu protahnout aZ na 20 minut.

12)Jamky, ve kterych byl pritomen vzorek obsahujici hledany protein jsou nyni
vyrazné zabarveny. Intenzitu tohoto zabarveni méfime na spektrometru
ELISA reader VERSAmax™ (Molecular Devices) pti 450 nm.

13)Porovnanim intenzity vzorku s intenzitou pozitivni a negativni kontroly

uré¢ime mnozstvi antigenu hledané protilatky ve vzorku.
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14)Vysledky jsou diky specialnimu softwaru zaznamenany do excelové tabulky.

6.7 Hmotnostni spektrometrie

Vzorky byly po dobu dvou hodin $tépeny trypsinem, nasledné byly preciStény a
zahus$tény na reversni fazi C18 (Zip Tip). Poté byly analyzovany pomoci nanokapalinové
chromatografie spojené s hmotnostnim spektrometrem ESI-Q-TOF Maxis Impact.
Peaklist byl ze zmérenych dat extrahovan programem Data Analysis 4.1. Proteiny byly
identifikovany za pomoci softwaru Mascot verze 2.2.04 vyhledavanim v proteinové
databazi SwissProt. NCBInr a MS/MS presnosti prifazeni hmotnostnich peptidovych

$tépii 0,05 Da. Mé&feni bylo provedeno v laboratoii na VSCHT v Praze.

20



7. Vysledky

7.1  Vysledky pro vzorky ze Syrie

Tab.1 Vysledky imunologické analyzy u vzorka z archeologické keramiky a kontrolnich vzorka pady

GLIADIN
(obili)

KASEIN

B-
LAKTOGLOBULIN

(kravské mléko)

VEPROVE
MASO

SKOPOVE
MASO

HOVEZI
MASO

ARBID 07 16-130-20-HORNI

“«w,n

+

0

0

ARBID 07 13-34-19

0

ARBIDA 07 114-421-4 HORNI

« ”

++

0

ARBID 07 124-489-9

110+n

ARBID 07 16-130-29 HORNI

0

ARBID 07 102-362-31 DOLNI

0

0
0
0
0
0

ARBID 07 16-79-82 HORNI

MO+»

“«w,n

+

“w,n

ARBID 07 16-79-82 DOLNI

“«,n

+

ARBID 07 15-124-10 HORNI

“«,n

0

ARBID 08 102-376-13 HORNI

« ”

++

“«w,n

+

ARBID 08 10?-396-136 HORNI

« »

++

ARBID 08 102-449-11 DOLNI

«,n

ARBID 08 102-449-11 HORNI

«w,n

ARBID 07 14-439?-41 DOLNI

ARBID 07 14-439?-41 HORNI

ARBID 07 197-425-9

ARBID 07 14-439?-41 HORNI

ARBID 07 197-425-9

ol O o ©

ARBID B52'1

“«,n

LT 013 (20)

« »

++

“0+”

LT 013 (19)

“«,n

LT 013 (21)

“«,n

LT 006 (6)

LT 006(8) INT CLEANING

“«,n

LT 010 (10)

ol O o o ©

“w,n

LT 0011(15)

« ”

++

“0+”

HLINA ARBID 48 90 nevateno

“«,n

::0+u

HLINA ARBID 58 nevateno

“0+”
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Tab.1 (pokracovani)

KONTROLY

5 let stary trus prasete v hliné
Denaturace varenim

- protilatka na vafené maso

+++

5 let roky stary trus prasete v hliné

nevareno- protilatka na vatrené maso

110+n

5 let stara piida z ov¢iho vybéhu nevarena

5 let stara ptida z ov¢iho vybéhu varena

Cerstva ptida z ov¢iho vybéhu nevaiena

Cerstva puda z ovciho vybéhu varend

o| o o ©

Cerstvy ov¢i trus nevareny

“« ”

Cerstvy ov¢i trus vareny

”

“t

LEGENDA: 0

“O+"

“,n”n

“« »

++

“« »

+++
ARBID
LT

HORNI
DOLNI

prazdna bunka

negativni vysledek

velice slaba detekce proteinu

slabsi pozitivni reakce

silna pozitivni reakce

extrémneé silna pozitivni

keramické vzorky z lokality Tell Arbid Abyad
keramické vzorky z lokality Tell Arbid Abyad,
prostorové mirné vzdaleny od piredchozich
sbért

material odebrany tésné pod povrchem
material odebrany cca 0,5mm pod povrchem

analyza nebyla provedena

Vsechny pouzité postupy byly jizZ v minulosti s vétSinovym tspéchem pouZity

(Pavelka a Vareka 2008, Pavelka et al. 2011, Pavelka a Orna 2011, Ciperova et al. 2015).

V Tab.1 najdeme vSech 26 testovanych vzorkd, odebranych z keramickych nadob.

Z toho bylo 15 vzorki testovano na pritomnost gliadinu, 12 na pritomnost kaseinu, 6 na

piritomnost (-laktoglobulinu, 22 na pritomnost veprovych proteint, 10 na pritomnost

skopovych proteinii a 6 na pritomnost proteind hovézich.
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Dale bylo testovano 5 vzorki pidy na rtzné protilatky. Vzorky piidy z lokality
v Tell Arbid Abyad byly testovany na pritomnost gliadinu, kaseinu, 3-laktoglobulinu a
protilatek pritomnych ve vepirovém a hovézim mase. Vzorky plidy ze starého vybéhu
pro prasata byly testovany na pritomnost protilatek ve veprovém mase, a to jak
v denaturovaném, tak v nevareném stavu. Stejnym zptisobem byly oSetreny oba vzorky

z vybéhu pro ovce.

Poslednimi testovanymi byly vzorky ovciho trusu, které byly k analyze ptripraveny
stejnym zpisobem jako vzorky ptdy z vybéht pro zvirata a testovany byly na protilatky

pritomné ve skopovém mase, a to jak v denaturovaném stavu, tak nevarené.

U kontrolnich vzorki plidy je nutné peclivé porovnat vysledek pied a po

prevareni vzorku. Tento rozdil je velmi dileZity pro kone¢nou interpretaci vysledkd.

Pokud doslo u vzorku pouze k velmi slabé detekci proteinu, vyrobce kitu uvadi, ze
se miiZe jednat o klamnou reakci, znacici, Ze byla celd procedura nespravné provedena.
To mohlo byt zplisobeno nedostate¢nym promytim vzorku promyvacim roztokem, coz
zplsobilo jeho kontaminaci, a tedy i zbarveni kone¢ného roztoku. Samoziejmé se miize
jednat i o pripad, Ze mnozstvi proteinti v detekovaném stavu je velmi omezené, coz u
archeologickych vzorki neni nijak ojedinélé. Odlisny pripad by to byl, pokud ovSem byla
takto slaba reakce detekovana u vzorku nepievarené plidy, miiZe to znacit pritomnost
hledanych protein, coZ by méla nasledné prokazat reakce se vzorkem povairenym
(Slana 2019).

V pripadé gliadinu, bylo 10 vzorki z 15 testovanych vzorki keramiky na jeho
pritomnost pozitivni (+) nebo silné pozitivni (++). U péti vzorkt keramiky byly vysledky
negativni (0). U vzorki ptidy z povrchovych nalezii byl jeden vzorek na pritomnost

proteinu pozitivni (+) a druhy negativn{ (0).

Co se tyce mlécného proteinu kaseinu, vysly jako pozitivni (+) 3 vzorky z 12. U 7
vzorkl keramiky byly vysledky negativni (0) a u dvou doslo jen k velmi slabé detekci
proteinu (0+), coZ muize u téchto vzorki ukazovat na chybu pfi méreni. U vzorkl pidy z
exkavaci zkoumané lokality byla v obou pripadech zjisténa jen velmi slaba detekce

proteinu (0+).

U B-laktoglobulinu byl detekovan pouze negativni (0) vysledek u vSech
zkoumanych vzorki. U vzorki pldy z exkavaci byla tedy z finan¢nich diivodt

provedena analyza jen u jednoho ze vzorki, a i ta méla negativni (0) vysledek.
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Vysledky analyzy pritomnosti vepirovych proteind byly v masivni vétSiné
negativni (0). Doslo zde jen ke tfem pozitivnim (+) vysledkiim z 22 a k jedné slabé
detekci proteinu. U vzorki plidy z vykopavek doslo v obou piipadech k negativni reakci.
V ptipadé kontrolnich vzorki z vybéhu pro prasata byla reakce s nevarenou ptidou
velmi slabé pozitivni (0+) a s varenou ptidou extrémneé silné pozitivni (+++), coz
dokazuje pritomnost praseciho trusu ve vybéhu. Tento vysledek také vylucuje

piipadnou kontaminaci plidy z nalez, u které byly oba vysledky negativni.

Pti analyze pritomnosti proteinii ze skopového masa vyslo vSech 10 vzorkt
s negativnim (0) vysledkem, coz je kviili ildajnému velkému mnozstvi ovc¢ich kosti
(Pigtkowska-Matecka a Smogorzewska 2010) na nalezistich zkoumané lokality celkem
zaraZzejici. Proto jsme neprovedli analyzu piidy ze sond, misto toho jsme provedli
pokusy s ptidou z ov¢ich vybéht, kvili kontrole funk¢nosti kitu, ty mély vsak také ve
vSech pripadech negativni (0) vysledky. Dale byly tedy provedeny analyzy Cerstvého
ovc¢iho trusu v povarené i nevarené formé, pti této analyze doslo v obou pripadech
k pomérné silné detekci proteinu (++). Tento kit byl dfive s ispéchem pouZit pri analyze
piipecki nalezenych na archeologickych nadobach (Pavelka et al. 2016) s pozitivni
reakci na pritomnost antigenti nachazejicich se ve skopovém mase. Proto jsme usoudili,
Ze ma kit problémy s detekci proteint, které degraduji nechranéné, na rozdil od

pripecki, kde jsou proteiny chranény krustou zuhelnatélych latek.

Pri analyze pritomnosti proteint z hovéziho masa jsme ziskali 2 pozitivni (+)
vysledky z 6. U zbylych vzorki byla reakce negativni (0), stejné jako v pripadé obou

vzorki plidy z povrchovych nalezii zkoumané lokality.
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7.2

Vysledky pro vzorky z Izraele

Tab.2 Vysledky imunologické analyzy a hmotnostni spektrometrie u vzorki mazanic

prazdna burka

analyza nebyla provedena

VEPROVE | VEPROVE | HOVEZI
GLIADIN MASO MASO MASO Hmotnostni spektrometrie | Typ proteinu
(nevatené) | (varené) | (nevarené)
Hostivice 0 “0s” wpr
A707672
Collagen alpha-1(I) chain
TB 85 “ 0 0 ey Collagen alpha-2(I) chain Nespecifické
102 Collagen alpha-2(I) chain savci + mysi
mouse
Collagen alpha-1(I) chain e o
TB 85 - ‘n « n Collagen alpha-2(I) chain Nespv),eaﬁcvlfe
+ 0 0+ ++ . savci, mysi,
208 Collagen alpha-2(I) chain otkani. psf
Collagen alpha-1(III) chain p /P
TBl O MO+" M++" M++"
TB2 0 0 “0+” ‘st Collagen alpha-1(I) chain hovézi
TB3 0 0 “0+” “r+” Collagen alpha-1(I) chain hovézi
TB4 O 0 MO+" M++"
Collagen alpha-2(I) chain
w, o» «. » “ » “ o » Collagen alpha-2(I) chain Hovézi, mysi,
Tes o * i * Collagen alpha-1(I) chain psi
Collagen alpha-2(I) chain
LEGENDA: 0 negativni vysledek
“0+” velice slaba detekce proteinu
“pr slabsi pozitivni reakce
“++” silnda pozitivni reakce
Hostivice vzorek mazanice z Hostivic v Cechach
TB vzorek z lokality Tel Burna
TeS vzorek z lokality Tell es-Safi

V Tab.2 je zndzornéno osm testovanych vzorkd, z ¢ehoz jeden je vzorek mazanice

z Evropy, Sest vzorkl mazanic z lokality Tel Burna a jeden vzorek mazanice z lokality

Tell es-Safi. U vSech vzorki byla analyzovana piitomnost gliadinu, hovéziho proteinu a

proteinu z vepiového masa ve varené i nevarené forme.
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V pripadé gliadinu byly Ctyti negativni (0) a dva pozitivni vysledky z Tel Burny,
vysledek z Hostivic vySel negativni (0), u vzorku z Tell es-Safi byl vysledek pozitivni (+)

silné pozitivni (++).

Pti analyze proteinti nevaieného hovéziho masa byly silné pozitivni (++) vSechny
vysledky, kromé vzorku z Tell es-Safi, ktery byl jen pozitivni (+). Také nam schazi
vysledek z lokality u Hostivic, zde jsme analyzu neprovedly, jelikoZ jsme tento vzorek
zpracovaly dlouho pred tim, neZ jsme zpracovavaly vzorky ostatni a analyzu hovéziho

masa jsme k ostatnim analyzam pridali aZ pti analyze zbylych vzorkd.

Detekce veprovych proteinli u nevarenych vzorki zjistila negativni (0) vysledek u
vétSiny vzorku. U vzorku z Hostivic a vzorku z Tel Burny (TB1) byla zaznamenana slaba
detekce proteinu (0+), coZ znac¢i moZnost pritomnosti proteinti veprového masa ve

vzorcich. Vzorek z Tell es-Safi mél jako jediny pti analyze pozitivni (+) vysledek.

Pt detekci veprovych proteini ve varenych vzorcich ztstal jediny negativni (0)
vysledek, a to u vzorku TB 85 102. U ostatnich vzorkd, které prve vysly negativné doslo
ke slabé (0+) detekci proteinu, coZ spiSe, neZ Spatnému promyti promyvacim roztokem
posuzujeme jako velmi slabou existenci proteini a pocitame jako reakci pravdépodobné
velmi slabé pozitivni. U vzorku z Hostivic doslo k pozitivni (+) reakci. U vzorkliz TeSia

TB1 doslo k silné pozitivni (++) reakci.

Hmotnostni spektrometrie byla provedena u ¢tyr vzorkt z Tel Burny a u vzorku
z Tell es-Safi a odhalila nespecifické savci proteiny ve vzorcich TB 85 102 a TB 85 208.
Déle odhalila mysi proteiny ve vzorcich TB 58 102, TB 85 208 a TeS. Ve vzorku TB
85 102 byly detekovany proteiny potkani. Hovézi proteiny byly detekovany ve vzorcich
TB2, TB3 a TeS. Nakonec byly jeSté detekovany proteiny psi ve vzorcich TB 85 208 a
TeS.
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8. Diskuze

8.1 Uchovani proteinii v keramice

Diky tomu, Ze je keramika vysoce porézni materidl, se v nalezenych keramickych
nadobach nachazi relativné velké mnozstvi biologického materialu, ktery byl v prislusnych
nadobach skladovan nebo tepelné ¢i jinak zpracovavan. Proteiny obsaZené v potravinach
mély moZnost vsaknout se do jejich povrchu, kde jsou relativné dobte konzervovany. Ty
proteiny, které byly navic tepelné zpracovany, odolavaji l1épe piisobeni mikroorganismut

v plidé a maji tedy vétsi potencial k dlouhodobé konzervaci v ptidé (Bernard et al. 2007).

8.2  Obilny protein gliadin

Podle nalezli na keramickych stiepech z lokality Tell Arbid Abyad v Syrii, mohu usoudit,
Ze se v této oblasti péstovaly druhy obili, které jsou komercni kity schopné zaznamenat, tedy
Ze se zde péstovala pSenice, je¢men Ci Zito. Dalsi obiloviny komer¢ni kity nedetekuji, jelikoZ
jsou vétSinou zaméreny na detekci alergenti v potravinovych a jinych vzorcich. Nedetekuji
tedy na priklad Zito nebo proso, které bylo v minulosti nedilnou soucasti jidelnicku jak lidi,
tak i domacich zvitat (Jilkova 2015). Residudlni zbytky rostlinného ptivodu mohou
archeologové zjiStovat jak pomoci komercnich ELISA kit (Pavelka a Orna 2011) tak
napriklad za pouziti plynové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem (GC-MS) kterou
pouzil s pozitivnim vysledkem naptiklad Colonese et al. (2017) pri detekci residui
rostlinnych lipida v dievéné nadobé. Jako dalSim diikazem pritomnosti rostlinné potravy
v jidelni¢ku starovékych populaci se da vyuzit zkoumani pritomnosti a identifikace
Skrobovych zrn v zubnim kameni starovékych lidi (Hardy et al. 2009). Zkoumané neolitické
vzorky z Tell Arbid Abyad prokazovaly relativné nejvyssi zastoupeni praveé obilnych
proteini. Stanoveni vlastniho jidelnicku je pomérné diskutabilni, ale co se tyce keramiky
miiZeme usuzovat, Ze vlastni keramika slouZila ve velké mife pro pripravu a konzumaci

obilnych kasi.

Pii zkoumani pfitomnosti obilnych residui ve vzorcich mazanic, jak z Cech, tak z
Izraele byl obilny protein gliadin pozitivné detekovan u tif vzorki z osmi. Pfi vyrobé
direvéného obydli byly ve starovéku i sttedovéku dievéné ¢i prouténé stény vymazavany
smési hliny smiSené s organickym i jinym materidlem (Vareka 1992). Velkou slozkou
tohoto organického materialu jsou zbytky obilovin (slama) ¢i jiné suSené traviny.
Piitomnost obilnych proteinti ve vzorcich mazanic, dokazuje Ze v prislusnych oblastech byly

obiloviny péstovany a s velkou pravdépodobnosti tedy i konzumovany. Je zvlastni, Ze
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obilniny nebyly nalezeny vSude, i kdyz se predpoklada, Ze byly podstatnou sloZkou
organické ¢asti mazanice. Zrejmeé se ale v mazanicich, kde nebyly nalezeny stopy po
obilovinach skutecné pouzily jiné traviny. Podobnost nalezeného stavebniho materialu

s materidlem z Evropy mliZeme davat za dlivod predpokladanému indoevropskému ptivodu

PeliStejct (Killebrew 2005).

Velikou vyhodou zjiStovani pritomnosti gliadinu v archeologické keramice pomoci
ELISA Kkitu, je to, Ze se k rozpusténi bilkoviny nepouziva fyziologicky roztok, ale roztok
ethanolu, ve kterém je oproti ostatnim zkoumanym proteiniim rozpustny, takze zkoumané
vzorky nemohly byt kontaminovany pripadnym péstovanim obilovin v okoli nalezisteé.
Gliadin tedy neni pirenasen vodou, ve vzorku ptlidy se vSak stopy obilovin nachazeji, protoze
se jedna o hlinu z pole (Mateiciucova ustni sdéleni), kde byl uskute¢nén sbér

archeologického materialu.

8.3  MlécCné proteiny

Dalsi uvazovanou potravinou bylo mléko ziskavané od nékolika druhti hospodarskych
zvirat. Zpracovani mléka v neolitu predpokladame, protoZe dospéli lidé v této dobé
povétsinou nebyli fyziologicky prizptsobeni k traveni laktézy. To bylo prokazano
sekvencemi lidské DNA z rtiznych oblasti Evropy z mezolitickych a neolitickych vzorkd, ale i
obdobi mladsich (Burger et al. 2007, Gamba et al. 2014, Witas et al. 2015). U jedinct
v Evropé, kteri jsou schopni travit laktézu v dospélém véku, se musi vyskytovat mutace
13910*T. I kdyZ zpracovanych vzorkd, zvlasté ze starSich obdobi, je dosud pomérné malo,
zda se vysoce pravdépodobné, Ze frekvence mutace zacala stoupat az v fimském obdobi a ve
stredovéku (Witas et al. 2015). Aby tedy mohli neoliticti obyvatelé mléko viibec
konzumovat, muselo byt néjakym zplisobem zpracovano tak, aby byl obsah mlé¢ného cukru

eliminovan.

Pt tomto vyzkumu jsme se se zamérili na detekci proteint pfitomnych v
mléce kravském (-laktoglobulin) a vSech dalSich druht mléka (kasein). Mléko bylo
v minulosti vyuzivano napiiklad k vyrobé riiznych obilnych kasi a riiznych mlécnych
vyrobki. Podle vysledkti miizeme usoudit, Ze na Syrské lokalité bylo vyuzivano vice mléko
kozi ¢i ovCi neZ mléko kravské, i kdyZ i u ného byly pozitivni vysledky velmi sporadické.
Pokud navic prihlédneme k vysledkiim pri detekci proteinti v hovézim mase, miizeme
usoudit, ze kravy byly na této lokalité chovany pravdépodobné v omezenéjSim mnozstvi.
Samotny chov hovéziho dobytka dokazuji zooarcheologické nalezy na zkoumané lokalité

(Pigtkowska-Matecka a Smogorzewska 2010). Tomu, Ze se vyskytoval v omezenéjsi miie
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bylo pravdépodobné i proto, Ze chov koz je o dost jednodussi. Vzorky zeminy také
neprokazaly pripadnou kontaminaci ani jednim z téchto proteind, ke které by mohlo dojit
pii hnojenti poli Zivoc¢isSnymi hnojivy. Dalsim divodem, pro¢ nebyl na strepech detekovan (3-
laktoglobulin miiZe byt to, Ze bez ohledu na lakt6zu je kravské mléko hiire stravitelné nez ku
piikladu pravé mléko kozi (Ciperova et al. 2015). Dal$i moznosti je, Ze bylo ovéi & kozi
mléko prechovavano v keramickych nadobach a mléko kravské v nadobach drevénych, které

vSak bohuzel nebyly dochovany.

8.4 Proteiny veprového masa

Na zakladé vysledki, které ndm vySly pii analyze veprového masa miizeme usoudit, Ze i
chov prasete domaciho byl v Syrské lokalité spiSe omezeny. KdyZ navic prihlédneme
k vysledkiim u piidnich vzorki z mista vykopavek a z Evropy, zjistime, Ze ptida nebyla
kontaminovana hnojivy tak, jak byva kontaminovana v Evropé (Slana 2019), coZ prokazala i
nase zkouska funkcnosti kitu veprovych proteint v plidé opusténého praseciho vybéhu, kde
byla jejich pritomnost, kviili dlouhodobému pohybu zvirat ve vybéhu, o¢ekavana. V pripadé
nevareného vzorku nebyla pritomnost veprovych proteind témér detekovana. Kdyz byl vSak
vzorek povaren, doslo k silné pozitivni reakci, ktera pritomnost proteinti v ptidé potvrdila.
Tento pokus byl proveden proto, abychom poukazali na to, Ze dany komer¢ni ELISA kit
opravdu detekuje pouze denaturované proteiny a pripadna kontaminace hnojivy by byla
celkem snadno zjistitelna. Jednoduse jakykoliv vzorek keramiky pozitivni na veptrové
proteiny pted povaienim vzorku v laboratofi, jiZ obsahoval tepelné upravené vepiové maso.
MiiZeme tedy s jistotou tvrdit, Ze se v takovém vzorku nachazi historicka denaturovana
bilkovina. I kdyZ se v syrské lokalité Tell Arbid Abyad potvrdilo vepiové maso jen ve dvou
piipadech a ve dvou jsou pozitivni vysledky na hranici detekovatelnosti, miizeme vyskyt
proteinii prasat na keramice potvrdit. Vepfové maso se tedy sice omezené, ale jisté
konzumovalo. To, Ze je v keramice tak malo zastoupeno mtZe ale znamenat, Ze se prasata
pripravovala ke konzumaci prevazneé jinym zptisobem, napf. roznénim a v keramice jejich
zbytky proto najdeme jen ziidka. Zooarcheologické nalezy pritomnost prasete v dané
lokalité potvrzuji, vétSina téchto nalezli vSak spada spisSe do ranéjsich stadii obdobi osidleni

soucasného nalezisté (Pigtkowska-Matecka a Smogorzewska 2010).

Naproti tomu byly vysledky detekce veprovych proteinti u vzorki mazanic o dost
variabilnéjsi. V ptipadé detekce proteinii u nepovaienych vzorkt doslo k pozitivni reakci jen
u jediného vzorku, a to vzorku TeS1 z peliStejské lokality v Tell es-Safi. Vzorek z Evropy a

jeden vzorek z lokality Tel Burna ukazaly mirnou detekci proteinu, cozZ mize v piipadé
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nepovaieného vzorku poukazovat na moznou piitomnost hledanych proteinti i v téchto
vzorcich, coz se da prokazat jejich dalsim povarenim. Pti dalsi analyze povarenych vzorka se
tato teorie prokazala. U vzorku z Hostivic doslo k pozitivni reakci a u vzorku TB1 dokonce

k reakci silné pozitivni. Ostatni vzorky z lokality Tel Bruna jevily jen slabou detekci proteinu,
coz pritomnost prasecich proteinti prokazuje méné spolehlivé, nicméné reakci miizeme stale

jeSté povazovat za pozitivni.

Vzorek TeS1 z lokality Tell es-Safi ukazal po povareni reakci velmi silnou a prokazal
tedy pritomnost hledanych proteinii. BohuZel se dosud nepodafrilo z lokality opatfit vice
vzorkd, které by mohly vysledek potvrdit, nicméné vzhledem k tomu, Ze jde o peliStejskou
lokalitu, je pridavani praseciho trusu do stavebni mazanice vcelku oCekavané, jedna se o
osvédcéeny material i z nedavné minulosti. JeSté nyni 1ze na venkové v mnohych evropskych
lokalitach nalézt stavby z ,veprovic, veprikd, prasecakia“ apod. PeliStejci ziejmé méli
indoevropské koreny a na izemi nynéjsi Syrie pricestoval pravdépodobné z oblasti
starovékého Recka, kde se nebyl chov prasat nic neobvyklého. Na lokalité Tel Burna stavalo
Hebrejské sidlisté, pritomnost prasecich proteinti ve vzorcich je tedy celkem prekvapivj,
nebot Zidé povazuji prase za zvite neéisté a jejich vira jim zakazuje jeho konzumaci i chov.
Muzeme zatim piredbézné spekulovat, zda se MojziSovy zakony pieci jen neporusovaly za

ucelem vytvoreni lepsiho zdiva.

VSechny vzorky z Izraelskych nalezist byly odebrany z dostatec¢né velké hloubky (1 m)
pod povrchem trénu, nejsou tedy zfejmé kontaminovany pripadnymi Zivo¢iSnymi hnojivy.
Zda se tedy, Ze prasata byla v malé mife chovdna na izemi s hebrejskou a islamskou historii
i pres zaporny vztah obou téchto ndboZenstvi k danému zvifecimu druhu. Nebo by $lo také

spekulovat o dovozu mazanice pro stavebnictvi od nezidovského obyvatelstva.

8.5 Proteiny skopového masa

Pi porovnavani vysledki imunologické analyzy proteinti skopového masa a kosternim
naleziim z vykopavek v Syrii, kde bylo nalezené velké mnozstvi ov¢ich kosti (Pigtkowska-
Matecka a Smogorzewska 2010), nas zarazilo, Ze v Zadné ze zkoumanych nadob nedoslo ani
k jedné pozitivni reakci. Proto jsme pristoupili ke zkoumani funk¢nosti ELISA kitu pri
detekci proteinii ze skopového masa, které nepochazeji primo ze svalovych tkani daného
zvitete. Provedli jsme pokusy s ptidou z ov¢ich vybéhti v Cechach, ve kterych se ovce aktivné
pasly po nékolik let. V jednom z vybéhii byly ovce ustajeny po dobu péti let pied odbérem
plidy, ve druhém vybéhu byly ovce ustdjeny naposledy ptiblizné tii roky pred odbérem.

V obou piipadech byly vysledky imunologické analyzy negativni, a to jak u vzorkt
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nevarenych, tak i varenych. Dale jsme jesté provedli analyzu c¢erstvého ovciho trusu

v povarené i nevarené formé, pri této analyze doslo v obou pripadech k normalni pozitivni
reakci. Pri vareni vzorki byla reakce sice o néco silnéjsi, ale nejedna se o podobné vyrazné
rozdilnou reakci jako u prasecich proteinti. Ke kontaminaci plidy proteiny, které nemaji
ptivod ze svalovych tkani tedy v pripadé ovci nedochazi. Tento kit byl diive s ispéchem
pouzit pri analyze pripeckd nalezenych na archeologickych nadobach (Pavelka a kol. 2016)
s pozitivni reakci na pfitomnost antigenii nachazejicich se ve skopovém mase. Zda se, Ze u
proteinii ovce dochazi k vyraznym degradacim a zménam epitopti na které se navazuji
protilatky. V pripadé pripecki jsou ziejmé proteiny chranény krustou spalenych
organickych latek. ProtoZe se jedna o diilezité testy bylo by velmi vhodné jesté zkouset kity
na tepelné denaturované skopové od jinych vyrobcu. Ze zooarcheologickych nalezi vSak
miiZeme dojit k zavéru, Ze chov koz a ovci v minulosti dominoval nad chodem jiného

dobytka (Pigtkowska-Matecka a Smogorzewska 2010).

8.6  Proteiny hovéziho masa

Ve vzorcich z exkavaci v Syrii byly vysledky u vétSiny zkoumanych vzorki na ptitomnost
proteinii z hovéziho masa negativni, jen u dvou vzorki vysla reakce pozitivné. Je tedy
mozné, Ze i v této lokalité byly kravy chovany ve velmi omezeném mnoZstvi. Je moZné Ze
velka zvirata byla moc naro¢na na stravu a nevyplatilo se je chovat ve velkém. Mensi
hospodarska zvirata se 1épe krmi i ustajuji a napriklad kozy jsou velmi sobéstacné pri
hledani potravy, nebylo by tedy ptrekvapivé, kdyby tehdejsi obyvatelé lokality davali
pirednost témto mensim domacim zviratlim. Nebo stejné jako v pripadé prasat domacich

(Sus scrofa f. domestica), miZeme vzit v ivahu, Ze testovana keramika nebyla pro pripravu

masa ¢asto vyuzivana.

Ve vSech vzorcich mazanic z [zraele byly vysledky pozitivni na pfitomnost hovézich
proteinii. Vyrazné zastoupeni hovézich proteini v mazanici je zfejmé dokladem, Ze hovézi
trus byl pridavan také bez ohledu na lokalitu a ptivod obyvatel. I kdyz pravé vzorek od
Pelistejct prozrazuje nizsi podil téchto proteind nez u Zidovskych lokalit. Snad je to dikaz
prasecim trusu jako lepSim pojivu v oblasti, ale jeden vzorek je pro takové zavéry malo.
Hovézi dobytek byl tedy nejspiSe v téchto oblastech jednim z hlavnich chovanych
hospodarskych zvirat. Navic se u v obou pripadech jednalo o celkem velika sidlisté, ktera

zajisté potirebovala velké mnozstvi zdroju.
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8.7  Proteiny zjiSténé pomoci hmotnostni spektrometrie

Pomoci hmotnostni spektrometrie byla potvrzena pritomnost hovézich proteinii u
nékterych vzorkd mazanic z Izraelskych lokalit. Navic se ndm povedlo odhalit nékolik
proteini, na které nebyly k dispozici komerc¢ni ELISA kity, jako jsou proteiny mysiho,
potkaniho a psiho ptivodu. Mysi a potkani proteiny nejsou az takovym prekvapenim,
vzhledem k vyuZivani obilnych a jinych organickych zbytk pti pripravé mazanic. Je dosti
pravdépodobné, Ze detekované proteiny se do mazanic dostali v mySim a potkanim trusu
s organickym materidlem pridavanym do hliny pri pripravé mazanice. Pfitomnost psich
proteinii ve vzorcich z riiznych lokalit nam potvrzuje domestikaci pst. Je mozZné, Ze proteiny,

které vysly jako nespecifické savci proteiny mohou byt i od dalsich savct, ale je

vivs
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9, Zaveér

Pouziti komercnich ELISA kita pri detekci archeologickych proteinti, zalozenych na
principu reakce antigenu s protilatkou, je velice efektivni zpiisob zjistovani jejich
pritomnosti, a to jak z hlediska cenového, tak i z hlediska snadné dostupnosti kit, jejich
vysoké specificité a citlivosti na urcené bilkoviny a relativné nizké casové narocnosti. Dalsi
vyhodou téchto kit je jejich mozZnost snadného vyuziti pifimo v terénu. Na druhou stranu
pii pouZiti hmotnostni spektrometrie je vétsi pravdépodobnost zjisténi pritomnosti

rozsahlejsiho spektra proteinti usazenych v nadobach ¢i jiném archeologickém materialu.

V priibéhu prace bylo zjisténo, Ze proteiny pritomné ve skopovém mase se daji urcit
pouze primo z pripeckl seSkrabanych z nadob a Ze komerc¢ni souprava neni schopna

detekovat proteiny které degraduji v hliné nebo keramice.

Dale jsme zjistili, Ze na Prednim vychodé je zna¢né mensi kontaminace ptidy
Zivoc¢iSnymi hnojivy, i kdyZ se na mnoha lokalitach zvirata volné pasla. Kontaminace jejich
vymésKky nebyla tak znacna jako v Evropé. Zvlasté potom kontaminace piidy prasecim

trusem nebyla ve vysledcich skoro zaznamenana.

V pripadé potravinovych residui v archeologické keramice z nalezii ze zkoumané
lokality v Syrii jsme zjistili, Ze zde byly ve velké mife péstovany obiloviny obsahujici gliadin
- pSenice, Zito ¢i je¢men - a Ze zde lidé pravdépodobné nevyuZzivali svou keramiku ve vétsi

mife ke skladovani i zpracovani mlécnych vyrobki, ani pro uchovani rtiznych druht masa.

Co se biologickych rezidui pfitomnych ve vzorcich mazanice z Izraele tyce, pomoci
imunologické analyzy jsme zjistili, Ze hovézi proteiny byly pfitomny ve vSech vzorcich v dost
silném zastoupendi. Gliadin byl detekovan u méné nez poloviny vzorkd, ale byl ptitomny ve

vzorcich z obou lokalit.
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10. Resumé

In this bachelor thesis is tested, whether there are found food or other biological samples
of protein type in the archeologic findings of the Middle East using the immunological
method ELISA and the mass spectrometry. One ELISA kit analyses proteins which are found
in pork, sheep and beef. The others ELISA kits analyse milk proteins casein and f3-
lactoglobulin, and the cereal protein gliadin. All recognizable types of proteins present in the
samples are then analysed by mass spectrometry. By use of a special ELISA kit for the
detection of denatured proteins, it is experimentally verified whether the proteins are
archaic, or if these proteins were only present due to later contamination of the surrounding
soil. In tested samples that came from Neolithic site Tell Arbid Abyad was demonstrated that
the most common use of pottery was for cereals, while less used for milk, pork and mutton.
Milk was probably of the goat or sheep origin, because proteins contained in cow milk was
not confirmed. However, that does not preclude the use of bovine milk otherwise or in other
containers. The samples of the daub from Israel seem to show a greater proportion of swine
droppings (Sus scrofa f. domestica) in the Philistine sample than in the of old Hebrews
samples, but these proteins are also found in these, that opens up opportunities for various
speculations. In all tested screeds samples were found bovine proteins, apparently

indicating the presence of cattle faeces.
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