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Abstract The identification of vegetable
starches embedded in dental calculus has
been potentiating the study of paleodiets.
This study describes a new protocol for
extraction and identification of vegetable
starches and discloses the creation of an
identified collection for their subsequent
identification. The extraction protocol
consists in a three-stage procedure, with a
duration of four days. The dental calculus is
subjected to a slight acidic dissolution of its
phosphocalcic matrix, to the precipitation
of the starches and to the morphometric
identification under optic and/or electron
microscopy. The identification of starch
grains depends on the comparison of their
morphometric characteristics. To this end,
a reference collection was created, based
on usual fresh, dry and powdered foods

Resumo A identificagdo de amidos vegetais
embebidos no calculo dentdrio tem
vindo a potenciar o estudo das dietas do
passado. Este trabalho apresenta um novo
protocolo de extracdo e identificacdo de
amidos vegetais e divulga a criagdo de uma
colecédo identificada para a subsequente
identificacdo. O protocolo consta de trés
fases — extracéo, preparacéo e identificacao
—, com uma duracdo de quatro dias, em que
o célculo dentério é sujeito a dissolucdo acida
ligeira da matriz fosfocalcica, a precipitagédo
dos amidos, e a observacao e identificacdo
morfométrica através de microscopia ética
e/ou eletrénica. Para tal, foi criada uma
colecéo identificada, a partir de alimentos —
frescos, secos ou em farinha —habituais na
dieta no territério portugués. Adicionou-se
uma chave dicotodmica de consulta répida
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common in the diet in the Portuguese
territory. A dichotomous identification key
has been added to facilitate the process of
identification. To date, the collection has 19
species, although it is expected to increase
in response to new research projects. We
hope that future studies will benefit from this
methodology for the reconstruction of the
diets of the past.

Keywords: Polysaccharides; tartar; protocol;
vegetable food; microscopy; dichotomous
key.

Introdugdo

O estudo de amidos vegetais para a
reconstrucdo alimentar das populacoes
do passado adquiriu, recentemente, uma
grande importancia como ferramenta
complementar a andlise de isétopos es-
tdveis e a avaliacdo do microdesgaste
dentario (Fiorenza et al,, 2015; Power et al.,,
2015). Os granulos de amido sdo macro-
moléculas polissacaridicas localizadas nos
plastidios vegetais e formadas por dois
polimeros de glucose: amilose e amilo-
pectina (Loy, 1994; Hardy et al., 2009). For-
mam-se a partir dum ponto de nucleacéo
ou hilo e crescem em camadas concéntri-
cas (Loy, 1994) cuja morfologia varia ge-
neticamente entre familias, géneros e es-
pécies (Aceituno Bocanegra e Lopez Saez,
2012). Por esse motivo, é possivel realizar
classificacdes taxondmicas baseadas na
sua caracterizacdo morfométrica (estrutu-
ra, tamanho, forma, tipo de bordo, tipo de

para facilitar o processo de identificacdo do
amido. Esta colecdo conta com 19 espécies,
estando prevista a sua ampliagdo caso surjam
novos projetos de investigacao. Esperamos
que no futuro os estudos beneficiem desta
metodologia para a reconstrucao das dietas
do passado.

Palavras-chave: Polissacaridos; tartaro;
protocolo; alimentagao vegetal; microscopia;
chave dicotémica.

hilo) e ¢&tica (cruz de polarizacdo ou Cruz
de Malta') especificas.

Os graos de amido armazenam-
-se preferencialmente em estruturas
vegetais subterraneas, como os bolbos,
os tubérculos, as raizes ou as sementes
(Guismondi et al., 2018); motivo pelo qual
0s tubérculos, os cereais e as legumino-
sas — batata, arroz, lentilha, entre outros
—, estdo no topo dos alimentos amila-
ceos. As frutas, com excecao da banana,
apresentam uma menor concentracao
de granulos de amidos, mas, de acordo
com a American Diabetes Association (s.
d.), varias espécies — nomeadamente a
abdbora, a acelga, 0 aipo, a alcachofra, a
alface (e outras folhas de salada), o alho
francés, a beterraba, os brocolos, a ce-

' A Cruz de polarizacdo ou Cruz de Malta é um efei-
to otico provocado pela organizacdo perpendicular
das moléculas de amilose e amilopectina a passa-
gem da luz, também conhecido como birrefringén-
cia (Vasquez Sénchez e Rosales Tham, 2007).



bola, a cenoura, a couve-de-bruxelas, a
couve-flor, os espargos, os espinafres, o
feijdo-verde, o pepino, o pimento, o re-
polho, o tomate, etc. — possuem quan-
tidades de amido minimas. Estes vegetais
nao-amidicos (non-starchy) armazenam,
preferentemente, os hidratos de carbo-
no em forma de fibras (Antia et al., 2006),
como a lenhina, a celulose e a hemicelu-
lose (Anderson et al.,, 2009), insollveis e
ndo digeriveis pela flora intestinal (Mar-
tin, 2016). Os produtos processados de
vegetais, como o pao, também contém
amidos passiveis de categorizagdo taxo-
némica.

A quantificacdo e identificacdo de
amidos para estudos de indole antropolé-
gica pode realizar-se através da analise se-
dimentar ou de esfregacos realizados em
potes ceramicos e ferramentas pétreas
destinadas ao consumo de alimentos (ver
Henry e Piperno, 2008; Hardy et al., 2009),
entre outros. No entanto, nos Ultimos
anos, o foco cientifico e bibliografico tem
privilegiado o tartaro ou célculo dentério
(CD) (Boyadjian, 2012; Power et al, 2015),
definido como o depdsito fosfocalcico,
localizado sobre as superficies dentarias
supra e/ou subgengivais (Hillson, 1996;
Radini et al, 2016), formado através da
mineralizacdo da placa oral pela precipi-
tagdo dos elementos inorganicos dissol-
vidos na saliva (Lieverse, 1999; Buckley et
al, 2014). Durante este processo, outros
elementos derivados do processamento
alimentar e/ou da prépria atividade mi-
crobiana podem ficar retidos na matriz do

tartaro (Jin e Yip, 2002). A saliva tem um
papel multifatorial, atuando como lubrifi-
cante oral perante abrasdes, facilitando a
digestao alimentar ou inibindo o efeito de
residuos nocivos para o ambiente bucal
(Stookey, 2008). Ao revestir as superficies
bucais, a saliva serve de substrato orga-
nico para o microbioma oral, composto
por uma complexa infinidade de micror-
ganismos: bactérias, virus, protozoarios,
fungos e arqueias (ver Wade, 2013). Estes
microrganismos alocados nas porgodes in-
terdentarias tendem a metabolizar as pro-
teinas, enquanto os localizados no resto
da cavidade oral sdo, predominantemen-
te, sacaroliticos (Radini et al,, 2016). Assim,
em funcéo da biodisponibilidade dos ele-
mentos ingeridos, ativar-se-do vias me-
tabdlicas com repercussdes sobre o pH
bucal (Margolis, 1990; Radini et al,, 2016)
e o desenvolvimento de CD e céries, entre
outros eventos (ver Hillson, 2005).

A formacdo do CD e de céries de-
pende de processos bioguimicos anta-
godnicos que desequiliboram o pH neutro
(@ao redor de 6 ou 7) da saliva (Keyes e
Rams, 2016), tal como descrito pela Cur-
va de Stephan (Bowen, 2013). Perante
dietas ricas em proteinas e hidratos de
carbono nédo fermentaveis (Humphrey et
al, 2014), o pH bucal basifica, ao desen-
cadear-se uma eliminacdo de elementos
acidos (H* e CO)) paralela ao aumento
de amodnia e ureia (Margolis, 1990; Radini
et al, 2016), o que facilita um gradiente
idnico de célcio e fésforo da saliva para
a placa oral (Pedersen e Belstrgm, 2019),
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fomentando a deposicdo do CD (Dawes,
2006; Radini et al,, 2016). Contrariamente,
quando o ambiente oral acidifica (<5),
apods a fermentacéo da sacarose em &ci-
do lactico e acético (Dawes, 2006; Bowen,
2013), exerce uma dissolucdo, primeiro
dos depdsitos de CD, se existirem, ou das
estruturas dentdrias, induzindo o apare-
cimento de céries (Hillson, 2005). Infeliz-
mente, este processo nao é linear, dado
que o fluxo salival, a colonizagcdo micro-
biana, a deposicdo de CD e a distribuicdo
de acucares fermentéveis ndo sdo homo-
géneos na cavidade oral, ao dependerem
do tamanho e do fluxo de escoamento
das glandulas salivais e da velocidade
de deposicdo do biofilme microbiano, o
qual, por sua vez, é diretamente propor-
cional a pelicula salival que recobre o(s)
dente(s) (Dawes, 2006; Hassan, 2018).As-
sim, tendencialmente, o CD deposita-se
na face lingual dos incisivos inferiores e
nas faces bucais dos primeiros molares
superiores (Dawes, 2006; 2008). Por estes
motivos, Lieverse (1999) sugeriu que o
aparecimento de CD e de céries deve es-
tar associado a outros aspetos além dos
constituintes macromoleculares da dieta,
nomeadamente o consumo inadequado
de fluoreto (Hassan, 2018), calcio, fosforo,
bicarbonato, etc. (Lieverse et al,, 2007). No
entanto, ndo existe um consenso sobre o
contributo desta longa lista de fatores
que influenciam a formacao do CD, aos
quais se deve adicionar ainda outros ex-
tra-alimentares, de cariz biocultural, no-
meadamente a idade, o sexo e a predis-

posicdo genética — formadores lentos
ou rapidos de tartaro — (Fons-Badal et
al, 2020), a presenca de certas patologias
(Lieverse, 1999; Hardy et al., 2009) ou a hi-
giene oral dos individuos (Buckley et al,
2014; Radini et al,, 2016).

Os primérdios do estudo do CD,
como recetaculo de informacdo bioar-
queoldgica, remontam aos trabalhos rea-
lizados pelo zodlogo inglés Philip L. Armi-
tage, que, em 1975, caracterizou os fitdli-
tos embebidos no CD de espécies gana-
deiras de varias épocas. Posteriormente,
Dobney e Brothwell, em 1988, analisaram
amostras dentdrias humanas, aplicando
microscopia de varrimento, ratificando o
valor destes estudos como determinante
na ecologia alimentar da espécie humana
(Power et al., 2014). Desde entdo sairam
inimeras publicacdes, quer sobre as ca-
racteristicas particulares de cada espécie
vegetal e/ou zona geogréfica, quer como
contributo do estudo paleobiolégico hu-
mano. Boa parte da importancia investida
neste tipo de estudos radica na depen-
déncia constante dos alimentos amila-
ceos na dieta pré e pos-agricola (Atkins
e Bowler, 2001; Weiss et al.,, 2004; Aura et
al, 2005; Hardy, 2007; Barton e Torrence,
2015), os quais, mesmo na atualidade (p.
ex, arroz, trigo, milho, batata, etc), séo
mundial e frequentemente consumidos
(FAQ, IFAD, UNICEF, WFP, WHO, 2019). Nas
palavras de Soto e colaboradores, este
tipo de estudos fornece uma excelente
linha de investigacdo, aprofundando a
«ecologia humana, nas praticas culinarias,



na salde (vegetais com propriedades te-
rapéuticas) e na genémicar (2019: 4848).
A reconstrucao da dieta das comuni-
dades humanas do passado a partir dos
amidos vegetais retidos no CD inicia-se
com a sua extracdo da matriz fosfocélci-
ca. Vérios protocolos foram publicados
nos Ultimos anos (Han e Hamaker, 2002;
Torrence e Barton, 2006; Henry e Piper-
no, 2008; Hardy et al,, 2009; Charlier et al,,
2010; Power et al,, 2014; Pagan-Jiménez et
al, 2015; Tromp e Dudgeon, 2015, adapta-
do de Hardy et al, 2009) cuja implemen-
tacdo é complexa, dispendiosa e recorre
a reagentes agressivos. Simultaneamen-
te, a classificacdo taxonémica dos amidos
vegetais deve realizar-se através do con-
fronto com cole¢des identificadas, como
as criadas na Universidade de Cambridge
com espécies vegetais procedentes dos
Balcas, ou a da Universidade de York, que
abrange plantas do Norte e Sul da Euro-
pa, assim como do Norte de Africa (ver
Cristiani et al,, 2016; 2018). Nao obstante,
0 Unico atlas de comparagao encontrado
pelos autores destina-se exclusivamente
a espécies neotropicais (Pagan-Jiménez,
2015), pelo que ndo constam espécies
cultivadas de climas temperados como
as da Peninsula Ibérica. Paralelamente,
outros estudos como o de Guismondi e
colaboradores (2018), apresentam longas
listagens de caracteristicas morfométri-
cas para produtos vegetais temperados,
mas carecem de informagao micrografica
complementar. Em Portugal, realizaram-
-se varios estudos de cariz descritivo e de
quantificacdo biogquimica para espécies

nativas (p.ex., Correia et al,, 2012; Silva et
al, 2015, entre outros), mas carecem de
abordagens antropolégicas que recor-
ram a esta ferramenta analitica.

Com o objetivo de preencher esta
lacuna, e acreditando no beneficio des-
te tipo de abordagem como ferramenta
auxiliar na avaliacdo das dietas no pas-
sado, este trabalho tem como objeti-
vos descrever um novo protocolo de
extracao de amidos vegetais retidos no
calculo dentario e apresentar a colegao
identificada com uma chave dicotémica
de facil aplicacao, criada com base na ali-
mentag¢do portuguesa.

Protocolo de extracdo de amidos
do célculo dentério

O CDéum material de facil destruicao
durante a escavacao, transporte, limpeza
e manipulacéo laboratorial dos cranios
ou dentes (Barton e Torrence, 2015). Com
efeito, recomenda-se a prévia fotografia
dos depdsitos in situ, pois a amostragem
dos amidos é um processo destrutivo,
pela recolha duma pequena quantidade
(cerca de 2—4 mm?). De forma opcional,
antes do processamento da amostra re-
colhida, é aconselhavel o estudo do(s)
fragmento(s) de CD com Microscopia Ele-
trénica de Varrimento (MEV), para a even-
tual identificacdo de vestigios bioldgicos
mineralizados aderentes (p. ex., pdlenes,
fibras, diatomaceas, quistos de crisoficeas,
espiculas de esponjas e particulas mine-
rais, entre outras [ver Boyadjian, 2012]).
Esta sugestdo abrange, também, os casos
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de rutura acidental da(s) amostra(s) de
calculo que permitem a observacéo adi-
cional da superficie interna (de contacto
com o dente) do fragmento em estudo.

O procedimento laboratorial criado
no Departamento de Ciéncias da Vida da
Universidade de Coimbra para a obten-
¢do de graos de amido procedentes do
CD resulta de ensaios realizados em indi-
viduos adultos que viveram nos séculos
XIV=XIX (ver Pereira et al, 2017) e consta
de trés fases principais (Figura 1).

Extragdo dos granulos de amido

Antes de se descreverem os proce-
dimentos laboratoriais, convém salientar
alguns pormenores relativos a conta-
minacao do CD, uma questdo pouco
considerada nos protocolos publicados,
mas imprescindivel para evitar enviesa-
mentos na quantificacdo e identificacao
dos amidos vegetais. Inicialmente, era
considerado que, devido a interrupcéo
da formacao de CD com a morte dos
individuos, a probabilidade de difusao
de elementos alheios ao CD era mini-
ma (Middleton e Rovner, 1994). Contu-
do, anos depois, foi confirmado que os
amidos vegetais sao ubiquos, podendo
existir transmissées mediadas pelo ar,
pela dgua, pelo sedimento ou por prati-
cas puramente laboratoriais, como, por
exemplo, o uso de luvas de latex reves-
tidas com pd de milho (Laurence et al,
2011). Crowther e colaboradores (2014)
avaliaram a eficacia de vérios métodos
para diminuir o risco de contaminacao,

inclusive no decorrer da propria escava-
cao. Entre estas metodologias salienta-
-se a vaporizacdo com ar sobre presséo
(Charlier et al,, 2010), o bombardeamen-
to com azoto (Tromp e Dudgeon, 2015),
a irradiacao ultravioleta, os tratamentos
branqueadores com lixivia (Weyrich et
al., 2015), ou a descontaminacdo a seco
em ambiente estéril por escovagem sua-
ve (Power et al,, 2014). Este Ultimo méto-
do foi o escolhido para ser aplicado no
presente protocolo devido a sua maior
acessibilidade e custo reduzido.

Realizada a escovagem, os fragmen-
tos de CD selecionados para o estudo sé&o
dissolvidos numa preparacdo de &cido
cloridrico TN (1 ml de acido cloridrico 37%
em 9 ml de dgua destilada) durante qua-
tro dias. No primeiro dia, coloca-se um cri-
vo com malha de 0,3 mm de didmetro so-
bre a abertura de um matraz e colocam-
-se 2—4 mm?do CD nas gotas da solucdo
4cida. Tritura-se suavemente com uma
vareta de aco (limpa com élcool entre uti-
lizagbes para evitar a contaminacao) até a
totalidade da amostra se dissolver. Trans-
fere-se a solucdo, por gotejamento, para
um tubo Eppendorf de Tml e centrifuga-
-se a 9000 rpm durante 5 minutos. Poste-
riormente, o preparado é decantado em
bloco (num Unico movimento, de modo
a evitar a ressuspensdo e subsequente
perda do material) para eliminar possiveis
impurezas retidas no sobrenadante e o
tubo é enchido com mais solucao acida.
Agita-se manualmente e deixa-se repou-
sar a temperatura de 4 °C.
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Durante o segundo e terceiro dia é
conveniente a realizacdo de vérias agita-
¢6es manuais para assegurar que a solu-
¢ao acida entra em contacto com todo o
carbonato do célculo dentério. No quarto
dia, verifica-se novamente o estado da
solucdo para se iniciarem as restantes fa-
ses do protocolo.

No caso de ser necessario o arma-
zenamento da preparacao por mais de 4
dias, antes da realizacdo das preparacdes
definitivas, é conveniente centrifugar os
Eppendorfs, decantar a solucdo 4cida,
encher com 4gua destilada e manter no
frigorifico a 4 °C para evitar possiveis de-
gradagodes acidas dos granulos de amido.
Preparacdo das amostras e teste quimico

Preparagdo das amostras e teste quimico

Extraidos os granulos de amido,
colocam-se duas gotas da solucdo sobre
uma lamina de microscépio. De seguida,
acrescenta-se uma gota de glicerol (ou
4gua destilada) e outra de soluto de Lu-
gol para permitir uma visualizagdo mais
fidedigna dos amidos vegetais. Este com-
posto consiste numa solucdo de iodo mo-
lecular (,-1g)e iodeto potéassico (Kl — 2
g) em 4gua destilada (300 ml) que atua
como marcador especifico de polissacari-
dos complexos, como amidos, glicogénio
ou certas dextrinas (Kutik e Benes, 1977).
Mais especificamente, o Lugol reage com
as cadeias de amilose do amido, permitin-
do que os ides de iodo se introduzam no
interior das cadeias hidrocarbonadas; isto

cria um efeito 6tico especifico em que os
polissacaridos complexos adquirem uma
coloragdo azul escura, purpura ou preta,
consoante a concentracdo dos granulos
(Clericiet al,, 2019).

Com o objetivo de realizar uma pre-
paracao microscopica permanente, o
passo seguinte consiste em contornar a
preparagdo com parafina pré-aquecida,
colocando uma lamela de microscépio
sobre as gotas de solucdo e deixando ar-
refecer a parafina, de modo a efetuar uma
selagem apropriada.

Caso o/a investigador/a tenha acesso
a microscopia eletrénica de varrimento, o
teste quimico (soluto de Lugol) e a pre-
paracdo de amostras ndo serdo necessa-
rios. Nesta situacao, finalizada a extracéo,
procede-se a decantacao em bloco dos
tubos Eppendorf e deixa-se secar a fase Ii-
quida da amostra a temperatura ambien-
te. Uma vez seco, tira-se uma pequena
quantidade do precipitado (@midos cen-
trifugados) e coloca-se sobre um porta-
-objetos previamente coberto com discos
de carbono biadesivos. Para executar uma
observagdo correta da amostra, é neces-
sario recobri-la com um material condu-
tor de eletrées — por exemplo, carbono,
paladio, ouro, etc. — antes de se proceder
a analise no microscopio eletrénico.

Identificagdo de amidos e
a colegdo identificada

Esta fase decorre pela comparacédo
morfométrica, externa e interna, e de cer-



tas propriedades 6ticas dos granulos de
amido (Tabela 1). Por esse motivo, foi ne-
cessario criar de novo uma colecao identi-
ficada de amidos vegetais, cujo ponto de
partida fosse os alimentos de consumo
mais frequente no territério portugués
desde a Pré-histdria ou que tenham sido
introduzidos posteriormente na Peninsu-
la Ibérica. Segundo as fontes documen-
tais, a alimentagcdo portuguesa, a seme-
lhanca do que acontecia noutros pontos
da geografia europeia, era: 1) assimétrica
quanto as classes sociais (Ferreira, 2008;
Vinhas, 2012); 2) mondtona em funcdo
da escolha alimentar, da disponibilidade
econdmica dos produtos e das frequen-
tes crises frumentarias (Cascéo, 2011); e 3)
deficiente nutricionalmente, ao privilegiar
os hidratos de carbono e as gorduras em
vez de proteinas, vitaminas e minerais
(Rodrigues, 2008). A origem, a disperséo e
a cronologia da introdugdo no continente
europeu e/ou na Peninsula Ibérica das es-
pécies vegetais selecionadas neste proto-
colo pode ser consultada na Tabela 2.
Através desta reviséo, pode-se com-
provar que a maioria dos cereais e dos
legumes tem uma procedéncia Euroa-
siatica (Crescente Fértil), coincidente
com o periodo Neolitico, tendo vindo a
maximizar-se a sua utilizacdo na Peninsula
lbérica de forma diferencial, dependen-
do dos povos e culturas: p. ex., romanos,
visigodos, arabes, etc. De facto, o pilar
fundamental da alimentacéo Peninsular,
desde o periodo classico até grande parte
do século XX, era o pao, logo, o consumo

de amidos procedentes de cereais panifi-
caveis, como o trigo, o milho, o centeio,
a cevada ou a aveia, aos quais se soma-
vam sucedaneos produzidos com base
na castanha, na bolota e em certas legu-
minosas (Ferreira, 2008), designadamente
nos locais orograficamente mais elevados
e gue nao possufam um clima adequado
para o cultivo dos cereais (Pefa-Chocarro
et al, 2019). Relativamente ao milho (Zea
mays), o feijao (Phaseolus vulgaris), a bata-
ta (Solanum tuberosum) e a batata-doce
(Ipomoea batatas), a sua origem remonta
ao continente americano ou, inclusiva-
mente, a varios pontos do Pacifico entre
os séculos XV—XVII (Kiple e Ornelas, 2000).
Finalmente, a améndoa (Prunus dulcis) e
o arroz (Oryza sativa) procedem do conti-
nente asiatico, tendo sido datada a sua in-
troducdo na Peninsula Ibérica nos séculos
VI-VIIl e Xl pela mao das comunidades
fenicias (Pérez-Jorda et al, 2017) e arabes
(Vaquinhas, 2005), respetivamente.

O consumo de legumes e fruta entre
as classes médias-baixas predecessoras
da transicdo nutricional — datada para
Portugal a partir de 1974 (Bento et al,
2018) — é confuso entre quem defende
a rica diversidade hortofruticola portu-
guesa (p. ex, favas e feijoes, ervilhas, len-
tilhas, grao-de-bico, chicharos, tremogos,
couves, alhos, cebolas, nabos, alfaces,
cenouras, beringelas, rdbanos, espinafres,
etc, e a presenca de vinhas, figueiras, cas-
tanheiros, pereiras, macieiras, ameixoeiras,
pessegueiros, nogueiras, amendoeiras,
meldo, etc); e quem acredita na escassa
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Tabela 1. Resumo das caracteristicas morfométricas dos amidos vegetais (Adaptado de The
International Code for Starch Nomenclature [ICSN, 2011] e Pagén-Jiménez, 2015).

VARIAVEL

DEFINICAO

Caracteristicas externas

Estrutura

Simples
Composta

Granulos constituidos por um sé corpo
Juncao de dois ou mais granulos simples

Tamanho

Descricdo métrica em comprimento, largura (2D) e ou diametro (3D)
referida em micrémetros. Refere-se sempre a medida minima e maxima.

Forma

Bidimensional

Alongado: comprido, lanceolado
Circular: com todos os raios do mesmo tamanho
Poligonal: com mais de quatro lados

Oval: com uma dimensao ligeiramente superior a
outra

Quadrado: com quatro lados iguais
Retangular: com lados iguais dois a dois
Semicircular: parcialmente circular
Trapezoide: com quatro lados, dois paralelos
Triangular: com trés lados bem definidos

Tridimensional

Bicdnico: com dois cones opostos, simétricos ou
assimétricos

Cilindrico: com bases circulares

Cbncavo-convexo: extremos com angulagdo
diferente

Conoide: uma metade conica e a outro ovoide ou
hemisférica

Discoide: plano e arredondado na vista planar.
Elipsoide: ovoide com os dos extremos iguais
Esférico: em forma de esfera

Forma de cunha: aplanado, engrossado num
extremo

Hemisférico: parcialmente esférico
Lenticular: biconvexo

Ovoide: com um extremo mais pequeno do que
o outro

Plano-convexo: plano num lado e convexo noutro
Piriforme: em forma de pera

Poliédrico: vérias caras

Quadrangular: seis lados

Reniforme: com forma de rim

Bordo

Caracteristicas das linhas que delimitam os granulos e que, nalguns
casos podem apresentar facetas de pressao (depressdes) com
diferentes localizagdes e morfologias.




Tabela 1. (cont.)

VARIAVEL DEFINICAO
O eixo de maior diametro do granulo é paralelo ao
Alongado do hilo
Céntrico/ Localizado na posicao central ou na periferia dos
excéntrico granulos
Distinto ) .
o / Com melhor ou pior claridade
indistinto
Hilo . o .
Esférico Redondo em trés dimensdes
Invisivel Ndo aparente
. O eixo curto do granulo é paralelo ao de maior
“ Lenticular N .
© didmetro do hilo
5 o
< Refratdrio Efeito dtico de rrjudanga de cor de preto para
o branco em fungao do plano de focagem
©
Y Céntrico/ - A
A A Dentro ou fora do centro geométrico do granulo
2 excéntrico
& D
% istinto, ) .
o P / Com melhor ou pior claridade
© indistinto
)
Simétrico s
o A/ Similaridade das componentes da cruz (bragos)
assimeétrico
Cruzde | ippas grossas/ dosb
Malta Largura dos bracos

finas

Linhas Retas/
curvadas

Confusa

Desigual/preciso

Extensao ou flexdo dos bragos

Distorcida pela presenca de fissuras

Irregulares e/ou dentadas

Numero e comprimento dos bragos
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disponibilidade econémica para estes es-
tamentos sociais (Ferreira, 2008; Goncal-
ves, 2011), unida a escolhas dietéticas que
dispensassem maior energia relativamen-
te ao trabalho extenuante que estes esta-
mentos sociais realizavam (Cascédo, 2011).

(olecdo identificada

A colecdo identificada de amidos
compbe-se, até a data, de 19 espécies per-
tencentes a 6 familias: Poaceae (n=7, Ave-
na sativa, Hordeum vulgare, Triticum aes-
tivum, Panicum miliaceum, Secale cereale,
Zea mays e Oryza sativa), Fagaceae (n=1,
Castanea sativa), Fabaceae (n=5, Cicer
arietinum, Lens esculenta, Phaseolus vulga-
ris, Pisum sativum e Vicia fava), Convolvu-
laceae (n=1, I[pomoea batatas), Musaceae
(n=1, Musa sp.), Rosaceae (n=3, Prunus
dulcis, Malus domestica e Pyrus communis)
e Solanaceae (n=1, Solanum tuberosum).
Duas espécies da familia Rosaceae foram
descartadas da caracterizacdo morfomé-
trica, a maca (Malus domestica [Borkh]) e a
pera (Pyrus communis L.), por se tratar de
frutas com escasso conteldo amidico, o
que as torna pouco relevantes para estu-
dos deste género. Os alimentos frescos (p.
ex, frutas e hortaligas) e secos (p. ex., grdos
dessecados) usados na colecao identifica-
da foram partidos ao meio, a superficie
interna foi raspada com um escalpelo e a
polpa colocada na lamina do microscépio
6tico, numa gota de dgua destilada ou de
glicerol. No caso das farinhas, € suficiente
colocar uma pequena quantidade dire-

tamente na gota de dgua ou glicerol. Em
ambos os casos, uma vez finalizado este
procedimento, pode proceder-se a pre-
paracéo das amostras como indicado no
ponto de preparacdo das amostras e teste
quimico.

Quer os dados métricos — compri-
mento (C), largura (L) e racio C/L (Tabela
3) —, quer os morfolégicos — estrutura,
forma, superficie, hilo e camadas de de-
posicdo (Tabela 4) —correspondem a
mensuracdo de 340 granulos de amido,
isto €, 20 granulos diferentes de cada uma
das 17 espécies consideradas (excluida a
maga e a pera), que se encontram ilus-
tradas nas Figuras 2A-Q. Para todos os
efeitos, as descricdes morfométricas rea-
lizadas neste protocolo sustentaram-se
na nomenclatura proposta pela Interna-
tional Code for Starch Nomenclature (ICSN,
2011; ver Tabela 1). Conjuntamente, foi
criada uma chave dicotomica simplifica-
da, disponivel no Anexo 1, como ferra-
menta auxiliar para a identificacdo dos
amidos vegetais.

Discussao

A determinacdo taxondmica da es-
pécie vegetal a partir dos amidos inclui-
dos no CD proporciona informacao espe-
cifica acerca dos alimentos vegetais con-
sumidos, atuando como uma ferramenta
auxiliar a outras andlises de paleodietas
(Fiorenza et al,, 2015; Power et al,, 2015).

A maioria das espécies estudadas
apresenta uma grande variabilidade no
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Tabela 4. Caracterizacao morfoldégica dos amidos vegetais das 17 espécies passiveis de analise,

organizadas por ordem alfabética do nome cientifico.

Espécie

Famili Estrutur Form,
(nome vulgar) a a strutura orma
Compostos
Avena sativa e irrequlares, Varidvel: nos pequenos poligonais, nos
N Poaceae L= p ) o ;
(Aveia) divisiveis em maiores fusiformes, subelipticas, circulares, etc.
graos menores
. ) Varidvel: circulares, subcirculares,
n Ve impl "y ; ( oy '
Ca(sctc; stzansh(g) a Fagaceae |Sr re pu‘fas rss subpoligonais, subovais, concavo-convexos,
9 raramente elipticos
) . . Varidvel: maioritariamente elipticos (lobados
Cicer arietinum Simples e Ay PSR -
(Grao-de-bico) Fabaceae re j)lares ou ndo), também circulares, subcirculares,
9 cHNCavo-CONVEXos ou plano-convexos
Varidvel: elipticos, ovais, plano-convexos,
Hordeum vulgare Poaceae Simples e codncavo-convexos, circulares, subcirculares,
(Cevada) irregulares irregulares ou — sobretudo nos menores —
subpoligonais ou poligonais
Simples, por Varidvel, circulares ou subcirculares,
Ipomoea batatas ' L e '
p(Batata—doce) Convolvulaceae vezes compostos, subtriangulares, elipticos, plano-convexos,
irregulares menos vezes poligonais
. Varidvel: elipticos, circulares, subovais, algumas
Lens esculenta Simples, N ' ¢ '
(Lentilha) Fabaceae re j’l ares vezes cOHNCavo-Convexos, plano-convexos ou
9 lobados (subtrilobados, etc)
Musa sp ) Varidvel: subfusiformes, oblongos, subelipticos,
N M impl : ' el '
(Banana) usaceae simples subclaviformes, por vezes apiculados
Oryza sativa Compostos, . o
P ; ' Poligonais e irregulares
(Arroz) oaceae irregulares oligonais € ireguiare
. I ) Poliédricos (triangulares, quadrados,
Panicum miliaceum Simples, . 4 -
(Milho-mitido) Poaceae ire pula;es pentagonais, hexagonais, etc), mais raramente
9 elipticos ou subcirculares
: ’ Varidvel: elipticos, circulares, oblongos,
Ph, lus vulgari impl o ' g A
ase(c';g.séoL; garts Fabaceae ?e L.?IaerZs mais raramente plano-convexos, concavo-
) 9 CONVEX0s OU ovais
Simples e
Pisum sativum Fabaceae compostos Varidvel: com padrao tipo “molar’, com 2 a4 ou
(Ervilha) (bimodais), mais subunidades
regulares
Prunus dulcis ) ) )
o R impl ircular ircular
(Améndoa) osaceae Simples Circulares ou subcirculares
Simples, Varidvel: elipticos, ovais, plano-convexos
Secale cereale >Imples, A P , Ovals, p At
(Centeio) Poaceae irregulares (os codncavo-convexos, circulares, subcirculares ou
menores) — sobretudo nos menores — poligonais
Solanum tuberosum Simples e . )
Solanaceae Ovais, elipticos ou, menos vezes, circulares
(Batata) regulares €lp ’ '
Simoles Varidvel: elipticos, ovais, plano-convexos,
Triticum aestivum Poaceae (bi mpo dal) cdncavo-convexos, circulares ou subcirculares
(Trigo) irrequlares Os menores frequentemente poligonais,
9 subpoligonais ou irregulares
Compostos
Vicia faba eirregulares, Varidvel: nos pequenos poligonais, nos
Fabaceae A ] > o "
(Fava) divisiveis em maiores fusiformes, subelipticas, circulares, etc
graos menores
) Varidvel: circulares, subcirculares,
Zea mays Simples e ) AP
. P ; ligonai vai NCavo-convex
(Milho) oaceae irequlares subpoligonais, subovais, cbncavo-convexos,

raramente elipticos




Camadas de

rfici Hil .
Superficie ° deposicao
Lisa Inconspicuo, mas quando visfvel concéntrico, Dificeis de visualizar (ver
alongado e dividido estrutura, Figura 2A)
Concéntrico e alongado, ramificado, nos
Lisa maiores Punctiforme ou inconspicuo nos Inconspicuas ou nao-definidas
menores
' Alongado, embora possa bifurcar-se nas . - )
Li g nspi n raos maior
sa extrermidades Conspicuas nos graos maiores
. Ausente Quando visivel, concéntrico, alongado . - )
Li . . ' nspi n rdos maiort
sa e ramificado nas extremidades Conspicuas nos graos maiores
Concéntrico ou levemente excéntrico, . )
. - A ' Conspicuas nos maiores
Lisa punctiforme ou dividido nos compostos, ) ; 4
ramificado inconspicuas nos menores
' Conceéntrico, conspicuo, alongado, ndo .
Lisa ' . il Conspicuas
raramente bifurcado nas extremidades P
Irregular Excéntrico, conspicuo, alongado Conspicuas
Lisa Inconspicuo Inconspicuas
Conspicuo, concéntrico, em forma de +, Y,
estrela (tri, penta, hexarradiada), H Raramente Geralmente ndo-definidas
em linha quebrada
Lisa Concéntrico, conspicuo, alongado, alongado- Conspicuos nos médios-
estrelado ou punctiforme grandes
Ramificado, definindo subunidades bem
Lisa marcadas Raramente punctiforme nos graos N&o-definidas
simples
Irregular Inconspicuo Inconspicuas
Concéntrico, conspicuo nos maiores, alongado, . '
' 8 ' ' Conspicuas nos maiores
estrelado ou punctiforme P
) Excéntrico, conspicuo, oval, eliptico ou, menos .
Lisa vezes, circular Conspicuas
Inconspicuo ou alongado-puntiforme Conspicuas, nos maiores
Lisa Inconspicuo, mas quando visivel concéntrico, Dificeis de visualizar (ver
alongado e dividido estrutura, Figura 2P)
Concéntrico e alongado, ramificado, nos
Lisa maiores Punctiforme ou inconspicuo nos Inconspicuas ou nao definidas

menores
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Figura 2. Visualizacdo dos granulos de amido com microscopia ética. A) Aveia — Aveia sativa
L, B) Castanha — Castanea sativa L.; C) Grdo-de-bico — Cicer arietinum L.; D) Cevada — Hordeum
vulgare L; E) Batata doce — [pomoea batatas (L) Lam.; F) Lentilha — Lens culinaris Medikus. Barra:
50pm.
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Figura 2. (Continuacdo). G) Banana — Musa sp.; H) Arroz - Oryza sativa L, 1) Milho-miudo —
Panicum miliaceum L, J) Feijdo - Phaseolus vulgaris L; K) Ervilha — Pisum sativum L; L) Améndoa
- Prunus amygdalus Batsch. Barra: 50pum.
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Figura 2. (Continuagdo). M) Centeio - Secale cereale L; N) Batata - Solanum tuberosum L.; O)
Trigo - Triticum aestivum L.; P) Fava - Vicia faba L.; Q) Milho — Zea mays L. Barra: 50pum.



comprimento dos grdos de amido. Con-
trariamente, a largura parece ser uma
varidvel mais conservadora, uma vez
que apenas quatro espécies — a aveia, 0
centeio, a batata e o trigo — apresentam
desvios consideraveis (Tabela 3). Em qual-
quer caso, os amidos mais compridos
estdo representados pela espécie Musa
sp. (banana: 33,93+10,73 mm), 0s mais
largos pela espécie Solanum tuberosum
(batata: 39,61+20,34 mm) e 0s menores
pertencem a espécie Oryza sativa (arroz:
comprimento 4,18+1,91 mm; largura
3,28+1,65 mm).

Segundo a literatura, os cereais, gra-
mineas ou a familia Poaceae, apresentam
amidos mais dificeis de amostrar pela sua
menor humidade e associacdo com pro-
teinas (El Halal et al,, 2019). Os amidos do
trigo — Triticum aestivum L. —, do cen-
teio — Secale cereale . —, e da cevada
— Hordeum vulgare L. — tendem a ser
bimodais, ou seja, apresentar, ao mes-
mo tempo, granulos pequenos e gran-
des (Hardy et al, 2009). Por sua parte, a
aveia — Avena sativa L. —, o milho — Zea
mays L. — e, sobretudo, o arroz — Oryza
sativa L. —apresentam os graos de amido
mais pequenos de todos os cereais, com
formas irregulares e, em muitos casos,
formando aglomerados pela associacao
com proteinas (Jane et al,, 1994; El Halal et
al, 2019). Comparativamente, as dimen-
sdes obtidas para os amidos de milho e
arroz encontram-se dentro dos intervalos
de medida publicados (Piperno e Holst,
1998; Henry et al,, 2011; Utrilla-Coello et

al, 2014). A aveia e a cevada enquadram-
-se nos valores dos graos mais pequenos
(Jane et al, 1994; Henry et al,, 2011), mas,
tal como o trigo e o centeio, também
ultrapassam os valores dos grdos gran-
des (Yang e Perry, 2013), duplicando ou
triplicando os comprimentos apresenta-
dos em publicacdes anteriores (Triticum:
Henry etal, 2011; Avena: Jane et al., 1994).
A diferenciacéo entre o milho-miudo (Pa-
nicum miliaceum) e o milho-comum (Zea
mays), depende, fundamentalmente do
seu tamanho, dado que o primeiro, de
acordo com Kim et al. (2012), tende a ser
menor.

Segundo Bermoussa et al. (2004), os
amidos dos tubérculos sdo mais resisten-
tes a degradacédo das amilases bucais do
que os dos cereais, devido a sua estrutura
celular, cristalina, molecular e morfolo-
gia (Villarroel et al,, 2018). Como se pode
comprovar, a batata — Solanum tubero-
sum L. — e a batata-doce — [pomoea ba-
tatas (L) Lam. — podem possuir granulos
de dimensdes consideraveis (Hardy et
al, 2009). Em ambos os casos, a métrica
realizada na colecéo identificada enqua-
dra-se nos intervalos descritos por Sujka
e Jamroz (2013) para a batata e Pagan-
-Jiménez (2015) para a batata-doce.

Os amidos das leguminosas (familia
Fabaceae) podem constituir quase meta-
de da composicdo da semente, apresen-
tando caracteristicas muito semelhantes
entre si (Hoover e Sosulski, 1991). No
grao-de-bico — Cicer arietinum L. — e no
feijdo — Phaseolus vulgaris L. — os amidos
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possuem fissuras centrais caracteristicas
(Sathe e Salunkhe, 1981), mas o maior ta-
manho e a forma mais esférica do primei-
ro podem possibilitar a sua individualiza-
¢do (Henry et al, 2011). A ervilha — Pisum
sativum L. —, por seu lado, apresenta os
amidos mais pequenas dentro desta fami-
lia (Hoover e Sosulski, 1991). Finalmente, a
lentilha — Lens culinaris L. — pode apre-
sentar uma ligeira depressdo na regido
central (Wang et al, 2017), enquanto na
fava — Vicia faba L. — aparece um ele-
mento diferenciador, sob a forma de ca-
vidades nas superficies externas dos seus
granulos de amido (ver Punia et al.,, 2019).
Dentro da familia Fagaceae, salienta-
-se a castanha — Castanea sativa L. —,
CUja repercussao econdmica, no territorio
portugués, tem sido de extrema impor-
tancia na regiao de Tras-os-Montes (Silva
et al, 2015), desde as civilizacdes antigas
(Coelho, 2018). Segundo Pizzoferrato e
colaboradores (1999), o seu conteldo
amidico é abundante, situando este fruto
entre o0s elementos mais ricos em amido,
tal como a batata e o feijdo. Os granulos
de amido da castanha podem diferenciar-
-se de outras espécies de fagaceas, como
a bolota (Quercus sp.), quer pelas dimen-
sdes, quer pelo hilo, pois, enquanto no
primeiro caso é excéntrico, na bolota cos-
tuma estar centrado (Cappai et al,, 2013).
Quanto a familia Rosaceae, a amén-
doa ndo apresenta uma informagdo mui-
to profusa. No entanto, na tese de Sirvent
Aliu (2019), encontram-se caracteristicas
semelhantes as descritas neste trabalho.
Com efeito, resta salientar que, nos graos

aqui estudados, as dimensbes tendem
a ser ligeiramente superiores as descri-
tas, em intervalos de comprimento que
abrangem dos 1,5 um aos 31,1 um.
Finalmente, no que respeita aos ami-
dos da banana (familia Musaceae), dentro
dos graos estudados €, sem duvida, o que
melhor se individualiza, devido as suas
caracteristicas morfométricas, as quais se
adaptam perfeitamente as descricoes pu-
blicadas previamente (Zhang et al., 2005).

Comentarios finais

Este trabalho sumariza 0s passos
dum protocolo para extracdo de amidos
vegetais de varias durezas, sejam frescos,
secos, em pod ou retidos no calculo den-
tario, e apresenta uma chave dicotémica
e imagens de microscopia ética que auxi-
liam a identificacdo de 19 espécies (aveia,
cevada, trigo, milho-miudo, centeio,
milho, arroz, gréo-de-bico, lentilha, fei-
jao, ervilha, fava, castanha, batata-doce,
banana, améndoa e batata), sendo que
a maca e a pera, por possuirem concen-
tracdes minimas de amido, s&o pouco re-
levantes para este tipo de estudos.

Trata-se de um protocolo facil e de ra-
pida execucao (4 dias), baseado na aplica-
¢do dum acido fraco e de instrumentos co-
muns em laboratérios (p.ex, centrifugado-
ra, frigorifico, frascos de vidro, microscopio
otico), 0 que o torna econdmico e acessivel
aos investigadores. Sao igualmente facul-
tadas orientacdes para se implementarem,
quando possivel, técnicas quimicas (Soluto
de Lugol) e fisicas (microscopia 6tica de luz



polarizada ou eletrénica de varrimento)
embora a microscopia otica seja suficiente
para a identificacdo dos amidos vegetais.
Este tipo de estudos pode abrir no-
vos trilhos na reconstrucédo da dieta no
passado, coadjuvado por exemplares para
comparacao, perspetivando um aumento
dos estudos e do conhecimento sobre
o consumo humano de alimentos ricos
em amido, nomeadamente extraidos do
calculo dentério. Esta ainda prevista a am-
pliacdo da colecdo identificada com ou-
tros amidos, designadamente de espécies
menos comuns No contexto nacional.
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Anexo 1. Chave dicotémica para a determinacao da colegdo de amidos vegetais do Departamento
de Ciéncias da Vida (Nota: as formas descritas referem-se, sempre, a observacao em corte 6tico).

1. Gréos de amido simples sempre < 9 mm: .....Oryza sativa (arroz—Poaceae)
- Graos de amido simples pelo menos em parte > 9 mm..........2

2. Hilo claramente excéntrico, CONSPICUO. .3
- Hilo, quando conspicuo, concéntrico ou sé levemente excéntrico, ou inconspicuo.4

3.Grdos ovais, elipticos ou circulares em corte &tico, comprimento/largura sempre < 14......... Solanum
tuberosum (batateira-Solanaceae)

- Gréos quase sempre alongados, oblongos, aclavados, fusiformes ou elipticos de excentricidade
elevada, comprimento/largura quase sempre > 1, 4....Musa (bananeira—Musaceae)

4. Graos frequentemente COMPOSLOS....mmnnd
- Gréos simples ou sé raramente COMPOSOS......wwnnd

5. Pelo menos alguns graos com a menor dimensao (largura) > 26 mm...Avena sativa (aveia—Poaceae)
- Graos sempre com a menor dimensao (largura) < 26 mm......Pisum sativum (ervilha—Fabaceae)

6. Gréos quase sempre circulares.......°runus dulcis (amendoeira—Rosaceae)
- Graos, pelo menos em boa parte, com outras formas..............7

7.Gréos predominantemente poligonais...........Lanicum miliaceum (milho-mitido —Poaceae)
- Graos diferentes ou, quando poligonais, também com outras formas em numero
SIGNIAICATIVO. o8

8. Hilo predominantemente estrelado.........Zea mays (milho—Poaceae)
- Hilo predominantemente com outras formas (punctiforme, alongado, alongado-ramificado nas
extremidades) ou inconspicuo.........9

9. Graos com comprimento < 20 mm, raramente eliptico, .Castanea sativa (castanha-Fagaceae)
- Pelo menos alguns grdos com comprimento >20 mm, frequentemente eliptico.........10

10. Graos ndo ou sé raramente poligonais ou subpoligonais (Fabaceae)...........1 1
- Gréos frequentemente poligonais ou subpoligonais. 13

11.Menos de 1/4 dos grdos maiores com comprimento > 30 mm.......Vicia faba (fava-Fabaceae)
Pelo menos 1/4 dos grdos maiores com comprimento = 30 MM.........12

12. Grdos com comprimento < 43mm..........Lens esculenta (lentilha—fabaceae)
- Pelo menos alguns graos com comprimento > 43mm...........Cicer arietinum (gréo-de-bico —Fabaceae)
ou Phaseolus vulgaris (feijdo—fabaceae)

13. Grdos medianamente varidveis em dimensdes, com comprimento < 30 mm ........[pomoea
batatas (batata-doce—Convolvulaceae)

- Graos muito varidveis em dimensdes, pelo menos alguns com comprimento > 30 mm
(Poaceae)..........14

14. Grdos com comprimento < 40mm...........Hordeum murinum (cevada—Fabaceae)
Pelo menos alguns grdos com comprimento > 40mm. Secale cereale (centeio—Poaceae) ou
Triticum aestivum (trigo—Poaceae).
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