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PROTEINY V HISTORICKYCH MALTACH - IDENTIFIKACE,
KVANTIFIKACE A MOZNOSTI DATOVANI

Stépanka Kuckova'? » Tatiana Smirnova' 2

1 Vysoka Skola chemicko-technologickd v Praze
2 Univerzita Karlova, Pedagogicka fakulta

Doc. Ing. Mgr. Stépéanka Kuekova, Ph.D., pracuje na Vysoké $kole
chemicko-technologické a Pedagogické fakulté Univerzity Karlovy,
kde vyucuje zejména biochemii a analytickou chemii. Jejim hlavnim
védeckym zamérenim je identifikace proteinovych materiald v umé-
leckych dilech, ale vénuje se i analyze protein( v rdznych typech
lidskych tkani pomoci hmotnostné spektrometrickych technik.
(kuckovas@vscht.cz)

Bilkovinné materidly (napf. mléko, vejce, klihy a tvaroh) se pridavaly
do malt jiz od starovéku, protoze pozitivné ovliviuiji jejich mechanické
vlastnosti. Historické recepty se viak az dodnes nedochovaly, protoze se
v rodinach mistrG stavitel( predévaly pouze Ustné z otce na syna. Dnes
se stavebni prlimysl i restauratofi zajimaji o tyto zapomenuté starodavné
recepty, a chemici proto bojuji s mnoha naro¢nymi prekazkami pfi jejich
odhalovani. V soucasné dobé mizeme pouzit techniky hmotnostni
spektrometrie (MALDI-TOF a LC-MS/MS) i pro identifikaci neocekévanych
bilkovinovych materidld obsazenych v historickych maltach. Pro odhad
celkového mnozstvi pfidavanych proteinovych aditiv mGzeme pouzit
analytické metody vcetné zmifiované hmotnostni spektrometrie a také
rtizné imunochemické techniky.

Neménnost poctu peptidli ve vzorcich modelovych malt s pridavky
proteinovych aditiv, které byly odebrany od prvniho dne do ¢tvrtého
roku po pfipravé malty, byla potvrzena metodou LC-MS/MS a relativni
kvantifika¢ni metodou TOP3. Analyzou hlavnich komponent, ktera byla
aplikovana na jiny typ vzorku (ale méla analogii s maltovymi vzorky),
bylo prokazano, ze je mozné rozlisit rlizné casy starnuti. Coz by, alespon
teoreticky, mohlo byt v urcitych piipadech pouZito jako dalsi zpsob
datovani historickych objektd.

Klicova slova: historické malty; proteinova aditiva; hmotnostni
spektrometrie; datovani

PROTEINS IN HISTORICAL MORTARS - IDENTIFICATION,
QUANTIFICATION AND DATING POSSIBILITY Protein
additives (e.g. milk, eggs, animal glue, and curd) have been added to
mortars since ancient times because they positively influence their
mechanical properties. However, historical recipes did not survive until
today, because they were only orally inherited in the families of master-
builders from father to son. Today, building industry and also restorers
search for the forgotten ancient recipes and chemists struggle with many
challenging obstacles in their revealing.

Nowadays we can use mass spectrometric techniques (MALDI-TOF and
LC-MS/MS) for identification of even unexpected proteins in historical
mortars. For the estimation of total amount of protein additives in mortars
we can apply different analytical methods including mass spectrometry
and immunochemical techniques. Immutability in number of peptides
(after enzymatic cleaving by trypsin), in model mortar samples that were
sampled from the first day to fourth year after the mortar preparation,
was confirmed by LC-MS/MS and relative quantification method TOP3.
By principle component analysis applied on another type of sample
(but having an analogy to mortar samples) was proven that it is possible
to distinguish between different times of ageing. This at least theoretically
could be used as another way for object dating.

Key words: historical mortars; proteinaceous additives; mass
spectrometry; dating

Jiz v ddvnych dobach stavitelé experimentovali s ptidavanim orga-
nickych material(i do malt, protoze védéli, ze organické ptisady (napf.
vejce, klihy, oleje, sldma) zlepsuiji jeji kvalitu [Pollio, 1953; Chandra,
1957]. Pro restauratory je dilezita znalost pfesného slozeni historic-
kych malt. PGvodni recepty na jejich pfipravu byly ale ztraceny, a proto
nam dnes chybi znalosti, jak bychom mohli pfipravit takové jedine¢né
stavebni materialy, jaké se kdysi pomérné bézné pouzivaly.
Identifikace proteinovych pfisad je komplikovana jejich nizkym
obsahem v malté (obvykle nizsim nez 0,5 %) a také kvali zménam
struktury téchto organickych materidld, ke kterym dochazi v priibéhu
¢asu [Colombini, 1999]. Zmény ve strukture mohou byt vyvolany vnéj-
simi vlivy (vlhkosti, zménami teploty, krystalizaci anorganickych soli)
i vnitinimi vlivy (alkalickym pH, mikroorganismy atd.) Proteiny v mal-
tach nejcastéji podléhaji hydrolyze, oxidaci, redukci, deaminaci nebo
racemizaci. Pfesto presné procesy degradace bilkovin v maltach dosud
nebyly dostate¢né popsany, i kdyz identifikace produktd rozkladu
bilkovin vzniklych béhem procesu starnuti by zna¢né usnadnila urceni
plvodnich prisad.

Mezi hlavni vlivy zpUsobujici degradaci bilkovin uvniti malty patfi
vysoké pH, které je zplsobeno pritomnosti silné alkalického hydroxidu
vapenatého, jez se pouziva jako pojivo ve vadpennych maltach. Vysoké
pH téchto malt, které je v malté hned od pocatku jejich pfipravy, ma
za nasledek alkalickou hydrolyzu. BEhem tohoto procesu se z pro-
teinového fetézce odstépuji jednotlivé aminokyseliny nebo kratké
peptidy o délce dvou az péti aminokyselin. Navic mohou byt naptiklad
odstépeny z postrannich fetézcl glykoprotein( sacharidové zbytky
anebo z fosforylovanych aminokyselin fosfatové skupiny.

Proteiny mohou byt v maltach také modifikovany, a to nejcastéji
oxidaci, jelikoz kyslik je béhem suSeni malty pfirozené zaclenén
do struktury proteinG. Kromé toho vysoké pH zvysuje rychlost oxidace
[Manning, 2010]. Oxidovany muze byt jak hlavni proteinovy fetézec,
tak i postranni fetézec aminokyselin. Nejsnadnéji jsou oxidované
postranni fetézce aminokyselin, které obsahuji atomy siry (cystein
a methionin) a aminokyseliny s aromatickymi vedlejsimi fetézci (tyrosin
a tryptofan). Proteiny jsou béhem starnuti malt také casto neenzymaticky
deamidovany. Tato modifikace byla dokonce detekovéana jako hlavni
modifikace mlé¢nych a kolagennich proteind v nékterych umeéleckych
objektech [Leo, 2011]. Aminokyseliny, které se nejsnaze deamiduji, jsou
asparagin a glutamin [Leo, 2011]. Pfi nizkych hodnotach pH dochazi
k deamidaci téchto aminokyselinovych zbytkd za tvorby aspartatu nebo
glutamatu. Nicméné alkalické prostredi v malté méni reakéni mechanis-
mus téchto déji a v danych podminkach tak mohou vznikat intramole-
kularni cyklické produkty, jako je napiiklad sukcinimid [Manning, 2010].
Zejména pii alkalickém pH se asparagin podrobuje deamidaci mnohem
rychleji nez glutamin [De Boni, 2004], coz z glutaminu déla vhodnéjsi
specificky marker pro urceni stafi malty [Leo, 2011; Bischoff, 19841.
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Vedle téchto aminokyselin dochdzi také k pfeméné argininu na ornithin,
respektive na 3-amino-2-piperidon [Murray, 1965].

Pro analyzu bilkovin v historickych maltach se obvykle pouziva hned
nékolik metod. Velmi ¢asto se pouzivaji chromatografické techniky,
jako je kapalinova chromatografie [Kurugol, 2012] nebo plynova
chromatografie [Sykorovd, 2011]. Plynovéa chromatografie a pyrolyzni
plynova chromatografie se pouzivaji hlavné pro analyzu aditiv, ktera
kromé bilkovin obsahuji i velké mnozstvi mastnych kyselin, jako jsou
napfiklad vejce [Halpine, 1992].V soucasné dobé se ale nejcastéji pou-
Ziva plynové nebo kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci,
protoze hmotnostné spektrometrické metody jsou velmi pfesné
a citlivé, coz umoznuje identifikovat proteinové piisady i pfi nizkych
koncentracich [Chambery, 2009]. Diky tomu Ize analyzovat i velmi
mala mnozstvi malt odebranych z historickych objekt( [Kiizkova, 2014;
Kuckovd, 2009 a, Ku¢kova, 2009 b; Rao, 2015].

Jinym zplsobem, jak je mozné alespor detekovat organické pfisady
v maltéch, je pouziti Ramanovy nebo infracervené spektroskopie (FTIR,
infraCervena spektroskopie s Fourierovou transformaci). Tyto metody
se ale pro analyzu organickych sloucenin v maltach pouzivaji jen velmi
zfidka kvUli nizké kvalité ziskanych spekter, kdy vibra¢ni projevy orga-
nickych latek jsou prekryty signalem anorganickych latek [Rao, 2015;
Sarmiento, 2011; Singh, 2014]. Ve forenzni analyze a archeologii jsou
pak testovany slibné imunochemické techniky jako ELISA (Enzyme-Lin-
ked Immunosorbent Assay) [Palmieri, 2011], CIEP (Crossover Immuno-
-Electrophoresis) [Seeman, 2008; Yohe, 2013] nebo RIA (Radio Immuno
Assay). Tyto metody jsou zalozeny na interakci protildtka/antigen,
a proto vykazuji vysokou specificnost a citlivost. Nejsou viak bézné
pouzivany pro analyzy malt pfedevsim kvdli jejich vysokym finan¢nim
nakladdm a nékdy i ne zcela spolehlivym vysledkiim [Nigra, 2015].

V této praci byly k identifikaci proteinovych aditiv v modelovych vzor-
cich malt i historickém vzorku a k ureni, jestli se v maltdch méni obsah
pridanych proteind, pouzity dvé hmotnostné spektrometrické tech-
niky — kapalinova chromatografie spojena s tandemovou hmotnostni
spektrometrii (LC-ESI-Q-TOF, liquid chromatography coupled with
electrospray ionization-quadrupole-time of flight-mass spectrometry)
a hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za tGcasti
matrice s priletovym analyzatorem (MALDI-TOF, mass spectrometry,
matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight). Zjisténi,
zda dochazi ke zméné v obsahu protein(i v maltach, by se za urcitych
podminek mohlo vyuzit k datovani historickych objektt a také k urceni
plGvodniho mnozstvi pfidavanych aditiv do malt.

EXPERIMENTALNI CAST

Vysledky ziskané hmotnostni spektrometrii LC-MS/MS a MALDI-TOF
byly zpracované relativni kvantifika¢ni metodou TOP3 a vicerozmérnou
statistickou metodou analyzy hlavnich komponent (PCA, Principal
Component Analysis).

Priprava barevné vrstvy obsahujici Zelatinu a kadmiovou zlut
Barevna vrstva byla pfipravena (v rdmci jiného projektu) smichanim 10 g
rozpusténé Zelatiny (40 g zelatiny Fluka bylo rozpusténo ve 400 ml
horké vody) s 0,1 g kadmiové Zluté a pak byla ponechéna volné
vyschnout bez vystaveni pfimému svétlu. Smés byla natfena na mi-
kroskopické sklicko a ponechéna asi dva tydny uméle starnout v klima-
tické komore za nasledujicich podminek: teplota 30 °C, relativni vihkost
(RH) 60 %, UV zafeni 290-400 nm s vykonem 45 W/m?.Vzorky byly pro
MALDI-TOF analyzu odebirany po 100, 500 a 800 hodinéch starnuti.

Priprava referencnich vzorkii malt

K vyrobé modelovych malt byla pfipravena smés z pisku (0/4) a vapenné
kase (50 % haseného vépna a 50 % vody) v poméru 4: 1 (m/m). Celkova
maltova smés se sklddala ze 2 kg pisku a 520 g vépenné kase. Tato smés
byla rozdélena do péti dil(i, na pét zkusebnich téles. Jedno téleso bylo
pripraveno bez aditiva jako tzv. blank. Do kazdého ze zbyvajicich ctyf
dilti bylo pfidano vypocitané mnozstvi aditiva a individualni mnozstvi
vody, aby vytvarované zkusebni téleso mélo pozadovanou konzistenci
a obsah proteinového aditiva ve smési byl 0,5 % (Tab. 1).

RECENZOVANE PRISPEVKY

ZkuSebni télesa byla ponechéna volné starnout v interiérovych pod-
minkach a vzorky z nich byly odebirany po 1, 30,90 a 180 dnech a ddle
po 1,3 a4 letech.

Obsah proteinti | Hmotnost aditiva | Celkova hmotnost

St v aditivu (%) v malté (g) maltové smési (g)
klih 100 2,0 446
mléko 3 64,5 459
vejce 12 16,2 447

Tab. 1. SlozZeni jednotlivych modelovych vzorki malt / Composition
of individual model mortar samples

Historicky vzorek
Ve ¢lanku byl analyzovan reélny vzorek stfedovéké malty ze 14. stol.
zTensta Kyrka ve Svédsku.

Stépeni vzorka

Ke kazdému vzorku malty, ze kterého byly odstranény drobné kaminky,
o hmotnosti pfiblizné 20 mg bylo pfidano 20 pl zasobniho roztoku
enzymu trypsinu. Tento roztok obsahoval 2 pl trypsinu o koncen-
traci 1 pg/ul a 100 pl 50 mM hydrogenuhli¢itanu amonného. Stépeni
probihalo po dobu dvou hodin za laboratornich podminek. Takto
ptipravené vzorky byly analyzovany bud’ metodou MALDI-TOF MS,
nebo LC-MS/MS.

Méreni pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie

Prvnim krokem byla ptiprava matrice, kterd vznikla rozpusténim
8-9 mg 2,5-dihydroxybenzoové kyseliny ve 100 ul acetonitrilu,
250 pl 0,2% kyseliny trifluoroctové a 100 pl vody. 16 pl takto pfipravené
matrice bylo smichano s 8 pl analyzovaného vzorku a vznikla smés byla
nanesena na ocelovou méfici desku v alespon trojich opakovanich
anechana vykrystalizovat. Poté byla deska vlozena do hmotnostniho
spektrometru MALDI-TOF/TOF (Autoflex Speed, Bruker Daltonics,
Némecko). Méfeni probihalo v pozitivnim reflektorovém médu a mez
detekce pro jednotlivé vzorky byla 900-2000 Da. Spektra ziskana
z minimalné 3000 snimkd byla nasledné sumarizovana do jednoho
vysledného spektra.

Méreni pomoci LC-MS/MS

Méreni viech vzorkl probéhlo na UHPLC Dionex Ultimate3000 RSLC
nano (Dionex, Némecko), ktery byl spojen s hmotnostnim spektro-
metrem ESI-Q-TOF Maxis Impact (Bruker Daltonics, Némecko). Méfeni
probihalo s vybérem prekurzoru v rozsahu 400-2200 m/z.

Ziskana data z hmotnostniho spektrometru byla extrahovana progra-
mem Data Analysis 4.1. (Bruker Daltonics, Némecko). Identifikace pro-
teinl probihala pomoci softwaru Mascot, verze 2.4.01 (Matrix Science,
Velka Britanie). Sekvence ziskanych protein( byly vzdy porovnavany
se sekvencemi obsazenymi v databazi Uniprot s témito parametry:
variabilni modifikace u oxidovaného methioninu a cysteinu a fixni
modifikace u acetamidovaného cysteinu. Pfesnost méfeni byla
10 ppm a MS/MS ptifazeni hmotnosti peptidovych $tépu probihalo
s presnosti 0,05 Da.

Vyhodnoceni dat pomoci PCA

Vyhodnoceni namérenych spekter pomoci MALDI-TOF hmotnostni
spektrometrie bylo provedeno pomoci softwaru mMass a analyzy
hlavnich komponent (PCA) s vyuzitim matematického software R
a skriptem multiMS-toolbox [http://uprt.vscht.cz/ms/]. Jednotlivé adi-
tiva byla analyzovana zvlast. Informace z hmotnostnich spekter byly
extrahovany do souborl,peaklist” a,spectrum’, které byly vytvoreny
pomoci ms-alone. Nasledovala normalizace dat v software multiMS-
-toolbox, aby mohlo dojit k sumarizaci vSech pfifazenych pikd na
stejnou hodnotu. Tento krok umoznil pozorovani zmén intenzit pikd
u jednotlivych vzorka.
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Relativni kvantifikace TOP3

Tento zpUsob vyhodnoceni vysledk( ziskanych z LC-MS/MS se pouziva
k relativnimu urc¢eni mnozstvi proteint ve vzorcich. K vyhodnoceni se
vyuziva prlimér ze tfi nejintenzivnéjsich signdlt peptidll pochéazejicich
zkonkrétniho proteinu, ktery koreluje s mnozstvim bilkoviny obsazené
ve vzorku.

Vysledky a diskuse

Podnétem pro vznik této prace bylo zjisténi, ze je mozné rozlisit
hmotnostni spektra modelovych vzork( Zelatiny a Zelatiny smichané
s pigmenty, jako je napiiklad kadmiova Zlut, v zavislosti na délce simu-
lovaného starnuti (Obr. 1), které bylo studovano v jiném projektu.
K rozliseni spekter byla pouzita metoda analyzy hlavnich kompo-
nent (PCA), ktera podobna spektra umistuje v prostoru blizko sebe
do skupin a rozdilna spektra vytvafi odlehlé skupiny. Takto je mozné
rozlisit naptiklad i proteinové materidly jako celovaje¢né, kaseinové
nebo Zelatinové aditivum (Obr. 2). V pfipadé rozliseni vzorkd zelatiny
v zavislosti na délce starnuti je mozné usuzovat, Ze rozdily ve spek-
trech mohou byt zplsobeny bud rozdilnym poctem peptidovych

RECENZOVANE PRISPEVKY

stépQ, které mohou vznikat nekontrolovanym rozpadem proteinovych
fetézcu, nebo vyskytem rozdilnych modifikaci aminokyselin. U rozliseni
proteinovych materidlG jsou za rozdilnd spektra, a tudiz i za vytvoreni
neprekryvajich se skupin na obr. 2, zodpovédna riizna proteinova
slozeni jednotlivych materiald.

V této praci jsme se zaméfili na studium zmén, kterym podléhaji pro-
teiny obsazené ve vapennych maltach. V maltach, ve kterych je kvli
piitomnému vapnu vysoké pH, dochazi k alkalické hydrolyze, kdy se pro-
teinovy fetézec prerusi na zcela ndhodnych mistech. Takto vzniklému
stépu se fika nespecificky peptid, jehoz modelovou ukédzku se zapisem
jeho sekvence aminokyslin jednopismenym kédem mizeme vidét
na obr. 3. Enzymovym $tépenim pomoci trypsinu, ktery jsme pouzili
k piipravé vzorki k analyze, vznikaji ale tzv. specifické peptidy. Tyto pep-
tidy vznikaji vystépenim aminokyselinové sekvence z plivodniho pro-
teinu tim, Ze na jednom konci je aminokyselina, ktera nasledovala bud
za aminokyselinou lysinem nebo argininem a na jejim druhém konci
je bud'arginin a nebo lysin. Trypsin totiz specificky stépi bilkoviny pouze
za témito dvéma aminokyselinami. Tretim pfipadem jsou pak semi-
specifické peptidy, které jsou stépeny trypsinem pouze na jedné strané.

PC2 PC2 .

‘.

o0

e®

tervena -100H
zalena -500H
modra -—-800H

Samotna Zelatina Zelatina s kadmiovou Zluti
Obr.1.  Rozliseni modelovych vzorkd Zelatiny smichané s kadmiovou Zluti a vystavené umélému stdrnuti
po dobu 100, 500 a 800 hodin / Resolution of model samples of gelatin mixed with cadmium
yellow, which were exposed to artificial ageing for 100, 500 and 800 hours
PC1
modra - kasein
zelenda - Zelatina
fervend - celé vejce
PC3 PC2
Obr.2.  Rozliseni mezi celovajecnym, kaseinovym a Zelatinovym aditivem pomoci analyzy hlavnich
komponentt / Distinction between whole egg, casein and gelatin additive using principal
component analysis evaluation
Specificky peptid R.GRTYK.A
Semispecificky peptid K.GRTYA.A nebo D.GRTYR.A
Nespecificky peptid G.GRTYA.A
Obr. 3. Ukdzky specifického, semispecifického a nespecifického peptidu se sekvencemi zapsanymi

pomoci jednopismenného aminokyselinového kédu. Cervené jsou oznaceny aminokyseliny
lysin (K) a arginin (R), které stépi trypsin / Specific, semispecific and nonspecific peptides
with sequences written using a single letter amino acid code. The amino acids lysine (K)
and arginine (R), after which trypsin cleaves, are labelled with red colour
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Modelové vzorky malt byly ponechany volnému starnuti po dobu ¢ty¥
let, béhem nichz byly vzorkovéany po 1,30,90a 180 dnech adalepo 1, 3
a4 letech.Vzorky byly analyzovany hmotnostni spektrometrii LC-MS/MS
a byly v nich sledovany pocty specifickych a nespecifickych peptidd
z bilkovin, které pochdzely z pouzitych proteinovych pfisad - klihu,
mléka a vejce (Tab. 2). Nespecifickych peptidl bylo ve viech vzorcich
fadové vice nez specifickych, a to hlavné kvdli alkalické hydrolyze, ktera
probéhla na zacatku pfipravy malty, ale dale (po 30-90 dnech starnuti)
uz neméla vyrazny vliv na pocet nespecifickych peptida.

RECENZOVANE PRISPEVKY

Dale nds zajimalo, jestli béhem starnuti dochézi ke zménam v obsahu
proteind v maltach. Za timto ucelem jsme na vysledky ziskané metodou
LC-MS/MS pouzili relativni kvantifika¢ni metodu TOP3. Ve vysledcich
vzork{ modelovych malt jsme si pro kazdé aditivum zvolili nej¢astéji
se vyskytujici proteiny. Pro klih to byly kolagen 2-(I) a kolagen 2-(ll),
u mléka a-S1-kasein a k-kasein a pro vejce ovalbumin (Tab. 3). Prvni
den po pfipravé malty byl ustanoven jako zakladni stav (1,0+0,0),
ke kterému se vztahuji viechny dalsi zjisténé hodnoty - proto relativni
kvantifikace. Porovnanim vsech namérenych hodnot bylo zjisténo,
Ze se pohybuji v rozmezi 0,9 az 1,2 s presnosti +0,2. Z toho vyplyva,
Ze se obsah protein( v aditivech béhem starnuti neméni.

Aditivum
Typ a pocet
peptidl specifické | nespecifické | specifické | nespecifické | specifické | nespecifické
Cas starnuti
1den 311 1118 210 13+5 5+2 72+9
30 dni 310 55+7 5+1 2514 71 83+3
90 dni 34+5 1319 16x2 47+3 52 45122
180 dni 30 80+3 5+2 29+7 5+2 45+22
1 roky 1+0 20+3 3+1 19+10 3+1 86+6
2 roky 4+1 9348 5+1 21£10 11+£6 50+30
4 roky 1241 94+5 410 24+1 9+3 7042
Tab. 2. Pocty specifickych a nespecifickych peptidi nalezené pro kazdé analyzované aditivum béhem Ctyr let,
po které byly ponechdny malty volnému stdrnuti / Numbers of specific and non-specific peptides found for
each additive analyzed over four years, after which the mortars were left free aging
Aditivum | Klih | Miéko | Vejce Nazev proteinu | Pocet peptidu
Protein a-S1-kasein (Bos taurus) 17
kolagen | kolagen ovalbumin|a-S1-kasein | k-kasein
Cas starnuti|  2-(1) 2-(I Kk-kasein (Bos taurus) 12
Tden | 1,0£0,0 | 1,0400 | 1,0400 | 1,0+0,0 | 1,0%0,0 B-kasein (Bos taurus) 9
30dni | 1,120,1 | 1,100 | 1,0£00 | 09+0,1 | 1,1+0,1 @-S2-kasein (Bos taurds) 9
90 dni 1,2+0,1 | 1,2£0,0 | 1,1£0,1 1,0+£0,0 1,1£0,1 K .
- Keratin, typ | cytoskeletalni 6
180 dni 1,1£0,0 | 1,1£0,0 | 1,1£0,1 1,1£0,1 1,1£0,1 X
Troky | 0900 | 1,1%0,1 | 1,0+01 | 1,%0,1 | 1,1%0,1 Laktadherin (Bos taurus) 4
2 roky 1,040,2 — 1,140,1 1,240,0 1,140,2 Laktotransferin (Bos taurus) 3
4roky | 1,3%0,1 | 1,2+0,0 1,0+0,1 | 1,100 B-laktoglobulin (Bos taurus) 3
Tab. 3. Vysledky relativni kvantifikace u modelovych malt s pridavkem Tab. 4. Vysledky proteinové analyzy historického vzorku ze 14. stol.

klihu, mléka a celého vejce. Ve dvou pripadech nebylo mozné
provést vyhodnoceni, coZ je oznaceno -/ Results of relative
quantification of model mortars with additionglue, milk
and whole egg. In two cases it was not possiblecarry out an
evaluation, which is indicated ---

@ Tensta
Gy @® Miéko
@ Vejce

e @® Kih

Obr.4.  Porovndni stfedovéké malty s modelovymi maltami
obsahujici proteinovd aditiva pomoci analyzy hlavnich
komponent( / Comparison of medieval mortar to model
mortars containing proteinaceous additives by principal

component analysis

z kostela ve Svédské Tensteé. Keratin je kontaminujici protein,
ktery nepatii mezi nalezené mlécné proteiny / Protein analysis
of the historical sample from 14th Century from a church

in Tensta, Sweden. Keratin is a contaminating protein, which
is not one of the found milk proteins

Déle jsme obé&ma hmotnostné spektrometrickymi metodami
(LC-MS/MS a MALDI-TOF) analyzovali historicky vzorek stfedovéké
malty. Vzorek ze 14. stol. z kostela v Tensté byl nejdfive naméren
metodou MALDI-TOF a pokusné vyhodnocen pomoci PCA, kdy byl
porovnavan s modelovymi maltami s pfidavky proteinovych aditiv,
které byly ctyfi roky staré (Obr. 4). Identifikace aditiva se ale v tomto
pfipadé nepodafila, protoze historicky vzorek nespada ani do jedné
skupiny modelovych malt a stoji osamocené opodal. Moznou pfic¢inou
mohou byt rozdilné modifikace (napt. oxidace) na aminokyselinach,
které ovliviiuji hmotnosti peptid(, a které nasledné vyznamnym zpG-
sobem méni hmotnostni spektra, se kterymi PCA pracuje. Nebo se
méni (hlavné zkracuji) peptidové fetézce, které maji podobny dopad
na hmotnostni spektra a tudiz i na graficky vysledek PCA. Vzorek byl
dale zkoumén pomoci LC-MS/MS a byly v ném nalezeny riizné mlécné
proteiny o celkovém poctu 59 peptidl (Tab. 4).
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Studiem zmén spojenych se starnutim proteinovych materiald by bylo
mozné upresnit plvodni sloZeni stavebnich materiald, v nékterych
pfipadech i odhadnout vznik historického objektu. MoZnost datace
historickych objektd odvozujeme od vysledk( ziskanych ze starnuti
malifskych material(. U vysledkd z zelatiny smichané s kadmiovou Zluti
neni zcela ziejmé, proc se vzorky (jejich hmotnostni spektra) vystavené
po rdzné dlouhou dobu umélému starnuti lisi. Do Uvahy pfipadaji dvé
vysvétleni: vzorky se lisi poc¢tem nespecifickych peptidd, anebo se ana-
lyzované peptidy lisi rozdilnymi modifikacemi aminokyselin. Provedli
jsme proto studii s modelovymi vzorky véapennych malt s pfidavky
proteinovych aditiv a zaméfili jsme se na pocty peptidd. Pocty peptidl
se ale po dozrani malt (po 30 az 90 dnech od jejich pfipravy) vyrazné
nemeénily, coz indikuje ukonceni stépeni protein( alkalickou hydroly-
zou. Dale jsme provedli relativni kvantifikaci mnozstvi proteinovych
aditiv v zavislosti na stafi vzorkd, a ani v tomto pfipadé se vysledky
statisticky nelisily od prvotniho pfidani proteinovych aditiv do malt.
Z toho vyplyva, Ze béhem starnuti nedochazi (alespon v interiérovych
podminkach) k vyraznym ztratam proteinovych aditiv béhem casu, ale
pravdépodobné,jen” k riznym modifikacim aminokyselin, ze kterych
jsou tvoreny proteiny. Toto je dobra zprava pro restauratory a chemiky,
protoze je tak mozné urcit pdvodni obsah proteinovych materidld,
které byly pdvodnimi staviteli pfidavany do malt. Je mozné tak pavodni
receptury upresnit jak co do konkrétniho typu proteinového materialu,
tak i do jeho mnozstvi.

V historickém vzorku z Tensty se podafilo identifikovat mléc¢né aditivum
pomoci LC-MS/MS, ale nebylo ho mozné urcit metodou MALDI-TOF
na zakladé porovnéni a analyzou hlavnich komponentd. Nicméné porov-
nanim poctu nalezenych peptidli ve vzorku a v modelové malté, které
pochdzi z mlé¢ného aditiva a predpokladu, Ze pocet peptidd se casem
neméni, je mozné fici, ze celkovy obsah mlé¢ného aditiva v historické
malté byl od zacatku vyssi nez 0,5 %, protoze celkové obsahoval vice
peptidl nez nase Ctyfi roky staré modelové malty s pfidavkem mléka.
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