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Resumo

A ciéncia dedicada ao estudo de artefactos arqueoldgicos, arqueometria, é uma
area de investigacdao em crescimento, revestindo-se de enorme importancia para os
arquedlogos os resultados por ela obtidos. De facto, a elevada porosidade de alguns
materiais arqueoldgicos, como as ceramicas, permite guardar no seu interior vestigios
das matrizes organicas com as quais estiveram em contacto, possibilitando a
determinagdo analitica do conteldo de contentores, quer pela identificacdo de
tracadores organicos moleculares, quer pela aplicacdo de técnicas de andlise genética
para a identificacdo de vestigios de ADN.

Neste trabalho estudaram-se trinta e cinco achados arqueoldgicos por técnicas
analiticas distintas, com particular enfase para a cromatografia gasosa com detecdo por
massa (GC-MS). Da pandplia total de amostras analisadas, trinta e duas pertenciam a
contentores ceramicos de diferentes tipologias, tendo estas sido submetidos a técnicas
de preparag¢dao da amostra com vista a extracdo de compostos organicos, analise dos
extratos organicos por GC-MS e a identificacdo dos tracadores moleculares, tendo-se
detetado matrizes organicas como o mel, vinho, leite, gorduras animais e vegetais,
azeite ou azeitonas e preparados piscicolas. Estudaram-se também trés amostras de
pigmentos naturais encontrados em dois monumentos megaliticos, tendo-se
complementado a analise cromatografica com a utilizacdo de outras técnicas analiticas
como o FTIR e XRD, que permitiram efetuar a caracteriza¢do da fracao inorganica.

Por ultimo, aplicaram-se técnicas cromatograficas a restos organicos parcialmente
conservados num doliola recuperado em Boca do Rio, Algarve, num contexto datado do
final do periodo romano, entre os finais do séc. IV e os inicios do séc. V., tendo-se
encontrado vestigios quimicos da presenca de peixe e derivados deste. A identificacdo
de fragmentos de ADN antigo permitiu a utilizacdo de técnicas de analise genética com
vista a reconstituicdo parcial dos fragmentos de ADN degradado, tendo esta
metodologia permitido a identificacdo de seis espécies de peixe dsseas e de uma espécie

de tubardo de grande porte.






Abstract

The science devoted to the study of archaeological artifacts, archaeometry, is an
area of research with an increasing interest, particularly to archaeologists that strongly
benefit of their results. In fact, the high porosity of some archaeological materials as
ceramics, allows to store inside their structure, traces of the original organic matrix with
which they were in contact, allowing the analytical determination of the containers
content, or by the identification of molecular organic traces, or by the application of

genetic analysis techniques through the identification of DNA remains.

In this work, were studied thirty five archaeological artifacts by distinct analytical
techniques, giving special emphasis to gas chromatography with mass spectrometry
(GC-MS). Of the total array of samples, thirty two were ceramic containers of different
typologies, being these submitted to sample preparation techniques for the extraction
of organic compounds, analysis of the extracts by GC-MS and identification of the
molecular traces, having detected organic matrices as honey, wine, milk, animal or
vegetal fats, olives or olive oil, and fish-based products. It were also studied three
samples of pigments used in two megalithic monuments, being the chromatographic
analysis complemented with other analytical techniques, like FTIR and XRD, which

permitted the study of the inorganic fraction.

At last, were applied chromatographic techniques to the analysis of partially
conserved organic residues from a doliola recovered in Boca do Rio, Algarve, in a context
dated from the late roman period, between the end of the IV century and the beginning
of the V century. The study revealed chemical traces of fish-based products. The
identification of ancient DNA molecule fragments, legitimate the utilization of genetic
analysis to partially reconstitute the degraded DNA fragments, having this methodology
permitted the identification of six bony fish species and a single specimen of large sized

shark.

Vi
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Capitulo 1 - Introdugdo

1.1 Organizac¢ao da dissertacao

Esta dissertacdo encontra-se dividida em quatro capitulos.

No primeiro capitulo apresentam-se os objetivos deste estudo, assim como uma
pequena sintese histdrica e uma breve andlise tipoldgica aos materiais estudados. Sendo
esta dissertacdo efetuada no ambito do Mestrado em Técnicas de Caracterizacdo e
Analise Quimica, ndo se pretendeu a exaustiva contextualizagdo arqueoldgica dos
materiais estudados, tendo-se elaborado esta breve resenha para justificar perante o
leitor a pertinéncia do trabalho efetuado. Neste sentido, aconselha-se aos leitores mais
interessados na componente arqueolégica deste trabalho a consulta da bibliografia
apresentada.

No segundo capitulo reune-se informacdo pertinente no que respeita aos
préprios conceitos basicos deste trabalho, situando o leitor nas areas cientificas de
maior interesse. No ambito de um mestrado cientifico, sdo inumeradas algumas técnicas
alusivas ao estudo de materiais arqueoldgicos, quer na area da quimica analitica, como
na biologia molecular. E também apresentada uma sintese sobre os possiveis
mecanismos de degradacdo de produtos comercializados na antiguidade, que levam a
natural formacgdo de tracadores moleculares, cujas dete¢des podem determinar (ou
ajudar a determinar) conclusdes coesas e decisivas sobre os estudos em questao.

No terceiro capitulo expdem-se de forma organizada, todos os procedimentos
laboratoriais concretizados, com informacdes detalhadas sobre os vdarios materiais,
reagentes e técnicas realizadas, tanto no sector da quimica analitica, como na biologia
molecular. No final, é apresentada em tabela, uma sintese de todas as amostras
estudadas com varias informacdes associadas.

No quarto e quinto capitulo, é exibida a discussdao de resultados, onde
ordenadamente sdo dispostos os varios materiais analisados, com os respetivos
resultados associados e as conclusdes retiradas individualmente de cada um. Tal como
se pode constatar, hd uma divisdo dos mesmos em dois segmentos, sendo o quarto
capitulo inteiramente direcionado para os resultados quimicos referentes aos trinta e
cinco artefactos estudados, enquanto no quinto, se apontam os resultados e conclusdes

bioldgicas de uma ultima amostra.
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1.2 Contextualizacao

E comum dizer-se que para se dominar o presente é necessdrio conhecer o
passado humano. Quem nao se recorda dos fantdsticos documentarios protagonizados
por Zahi Hawass na sua jornada em busca dos mais misteriosos tesouros escondidos nas
piramides de Gizé ou nos tumulos no Vale dos Reis no Egito, ou das expedicdes
arqueoldgicas subaqudticas a bordo de Calypso, o mitico navio de pesquisas
hidrograficas pertencente ao historiador e arquedlogo Jacques Yves-Cousteau? Aqueles
menos recetivos a dados histéricos mas entusiastas do cinema certamente lembrar-se-
do dos filmes de aventuras dos “arquedlogos” mais conhecidos do Mundo - Indiana
Jones e Lara Croft - nas suas jornadas em busca do Santo Graal, ou de um talisma
perdido ha 5 milénios que pode restaurar o equilibrio em toda a terra impedindo a sua
destruigao...

Todas estas expedi¢cdes, sejam elas reais ou fruto da imaginacdo de
argumentistas do cinema de Hollywood, sugerem a intervencdo de arquedlogos
competentes para quem cada pe¢a exumada se reveste de elevada importancia,
podendo um colar ou uma pedra preciosa ndo ser mais importante do que um vaso do
periodo neolitico encontrado no interior de um délmen ou uma anfora romana
encontrada no interior de uma embarcagao naufragada.

A arqueologia é considerada uma ciéncia social por se socorrer de textos,
comparacdes de forma ou de outras evidéncias muitas vezes contestaveis, fornecendo
por via indireta conhecimentos da presenca humana em contextos culturais, geograficos
e cronoldgicos. Surge portanto a necessidade de acoplar a arqueologia outro tipo de
metodologias cientificas que ndo apenas as utilizadas pelos arquedlogos tradicionais,
destacando-se como as mais imediatas e eficazes as associagdes com a Quimica, a
Biologia molecular ou a Geologia. Estas simbioses conferem a arqueologia um cariz
cientifico que outrora lhe falhava.

A sociedade tem progredido ao longo dos séculos ou milénios gragas a procura
constante de conhecimento. S3o exemplos dessas aprendizagens a descoberta e a
manipulacdo do fogo, o fabrico de armas a partir de materiais rudimentares obtidos na
natureza, a agricultura que conduziu ao sedentarismo, ou vice-versa, e a producao de

alimentos em grande escala, a conquista de territdrios e concecado de grandes cidades e
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impérios, o transporte por terra ou dgua de produtos entre localidades a pequenas e
grandes distancias que fomentou o desenvolvimento dos meios de transporte, a
acomodacdo de alimentos e bens, etc. Cronologicamente falando, estes acontecimentos
nao ocorreram de forma instantanea mas sim durante centenas ou milhares de anos
segundo processos mais ou menos continuos, tendo os desenvolvimentos mais
“marcantes” sinalizado periodos histéricos como a descoberta do fogo, a criagao de

gado ou o transporte de produtos entre regides.

1.3 O nascimento das primeiras civilizagoes

O Paleolitico, também chamado de idade da pedra lascada, fica marcado pela
descoberta do fogo bem como pelo fabrico e utilizagdo de armas na caga®? (Figura 1.1).
Com o aumento da populacdo ocorrido neste periodo pela formacao de pequenos
aglomerados populacionais de ndmadas, tornou-se necessaria a caca de animais de
grande porte, sendo a maioria dos utensilios utilizados fabricados a partir de pedra,
ossos e madeira (Figura 1.2). As peles dos animais abatidos eram utilizadas na protecao
do frio intenso?. Este periodo pode subdividir-se em Paleolitico Inferior (de 2,5 milhdes
de anos a.C. a 200.000 anos a.C), médio (de 200.000 a 30.000 anos a.C) e superior (de
30.000 anos a.C a 15.000 anos a.C)™. Nesta altura surgiram provavelmente em Africa as
primeiras espécies de hominideos que, sendo essencialmente recolectores, se
alimentavam daquilo que colhiam na Natureza — frutos, folhas, insetos e animais de

pequeno porte.

Figura 1.1 — Utensilios primitivos de caga usados por populagdes ancestrais que habitaram durante o
paleolitico.
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Figura 1.2 — Representacdo de uma cena do quotidiano ocorrido no paleolitico®.

O Neolitico, também designado de Pedra Nova ou Periodo da Pedra Polida, teve
o seu inicio com a sedentarizacdo e o surgimento da agricultura ocorridos
aproximadamente a 10.000 a.C e terminado com a Idade dos Metais no terceiro milénio
a.C.2. Nesta época ocorreu a sedentarizacdo dos povos ndmadas que se fixaram
preferencialmente em zonas férteis e originaram os primeiros aglomerados
populacionais? (Figura 1.3). E nesta época que surgem os primeiros registos de
populacdes organizadas em comunidades dedicando-se a agricultura e a criagdo de
gado. O aumento destas atividades impulsionou o desenvolvimento de instrumentos de
trabalho como a enxada, arado, foice ou mo, e de novas técnicas como a cestaria,
tecelagem e a producdo de ceramicas. Estas, para além de utilizadas nas mais variadas
tarefas didrias (por exemplo para conter alimentos) apresentavam também fins

decorativos®®.
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Figura 1.3 — Representacio de algumas atividades sedentdrias numa comunidade neolitica.

As primeiras comunidades neoliticas produziam quase tudo o que precisavam,
desde alimentos a utensilios. Os recursos em excesso eram trocados por bens que nao
possuiam, dando origem as primeiras atividades comerciais®. No neolitico, 0 Homem
prestava culto as forcas da natureza (Terra, Sol, Agua, Vento), animais e a deusa-m3e.
Nesse contexto foram construidos grandiosos monumentos megaliticos como mamoas,
menires, alinhamentos, cromeleques ou délmens. Neste ultimo, eram sepultados os
mortos juntamente com as suas armas de combate e os utensilios que mais utilizavam
na sua vida terrena®®. S3o de destacar algumas oferendas encontradas nestes tumulos,
por vezes incluindo materiais ceramicos contendo alimentos ou dleos essenciais. Em
2010, uma investigacdo realizada por Barnard e colaboradores’ detetou a presenca de
compostos organicos indicadores de vinho em fragmentos ceramicos datados de 4.000
a.C.. Com a agricultura surgiram em locais férteis as grandes civiliza¢gdes, normalmente
nas margens de grandes rios. Atente-se a civilizagdo Suméria (o nome deriva do grego e
significa entre rios) que se desenvolveu na regido da Mesopotamia, entre os rios Tigre e

o Eufrates.
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A civilizagdo egipcia conta-se entre aquelas que perduraram por mais tempo,
tendo existido durante cerca de trés mil anos. Neste periodo governaram o Egipto trinta
familias ou dinastias totalizando mais de duzentos farads®. Toda a civilizagdo egipcia se
desenvolveu-se ao longo das margens do rio Nilo (diz-se “O Egipto é um dom do Nilo”)
onde se concentravam as populac¢des, cidades, piramides, templos e toda a vida
econdmica do reino®. Gragas as suas conhecidas cheias anuais, as terras eram tornadas
férteis para a agricultura, o principal meio de sustento da populagdo egipcia (Figura 1.4).
Fora dos vales verdejantes da sua “area de influéncia” apenas restavam areas daridas
onde nada crescia. Os Egipcios eram politeistas, chegando a venerar simultaneamente
centenas de deuses aos quais faziam varias oferendas didrias como alimentos e

bebidas®.

Figura 1.4 — Desenvolvimento da civilizac3o egipcia sobre as margens do Nilo®.

Como todos os grandes impérios, os egipcios recorriam ao comércio para a
obtencdo de produtos que ndo conseguiam produzir localmente (Figura 1.5). Apesar de
ndo serem viajantes e preferirem permanecer junto as margens do seu rio, efetuavam
expedicdes comerciais onde os produtos mais requisitados eram a madeira de cedro, o
incenso, o marfim, as peles de animais selvagens, animais e plantas. Como material para
troca utilizavam os produtos locais mais abundantes como os unguentos, os preparados

piscicolas, o trigo, o mel, o vinho, o papiro, o linho, perfumes e o azul egipcio, um
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pigmento sintético utilizado na pintura que era fabricado a partir de silica e de cobre
fundidos. Todos estes bens eram transportados em contentores especificamente
construidos para o produto em questdo®19, sendo os principais as anforas e os grandes
dolium dependendo do tipo (liquido ou sdélido) e da quantidade de material a
transportar®,

Os egipcios acreditavam na vida além-tumulo. No entanto, a imortalidade estava
exclusivamente reservada para o farad e as elites de elevadas patentes, cujo corpo era
embalsamado e mumificado de forma a impedir que se transformasse em po,
permitindo assim a sua entrada no chamado Reino de Osiris. Os embalsamadores
comecavam por retirar as visceras (6rgdos internos) e cobrir a “mumia” de perfumes e
unguentos, gorduras associadas a resinas produzidas especificamente para a

preservacdo da muimia, que era posteriormente enfaixada, normalmente em linho°,

Figura 1.5 — Exemplo de expedi¢cdo maritima por parte de comerciantes egipcios para a comercializagdo
de produtos (1420 a.C.)*.
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O mundo ocidental foi marcado pela existéncia de diferentes impérios que
promoveram o desenvolvimento de atividades como o comércio de produtos
(essencialmente alimentares, mas ndo apenas estes), tornando obrigatdrio o transporte
dos mesmos em contentores para isso desenvolvidos. Foi durante o apogeu da
civilizagdo Grega que se construiram os chamados vasos de ceramica comum
(commonware) que apresentavam diferentes possibilidades de utilizagdo, assim como
0s vasos para cozinha (cookware) e outros para o armazenamento de perfumes e
unguentarios. Neste periodo os elementos mais ilustres da comunidade grega bebiam
vinho (e outras bebidas) em Oenochoe, jarros que mais tarde viriam a ser chamados de
picheis34, utilizados para o consumo local e n3o para transporte de bebidas (Figura

1.6).

Figura 1.6 — Exemplo de uma Oenochoe grega para armazenamento temporario de liquidos*2.

Com a romanizacdo, ou seja, com a disseminacao do império romano por toda a
Europa deu-se o incremento do volume de produtos importados, principalmente de
bens alimentares como cereais, vinhos, mel, ou preparados de piscicolas, o que levou a
necessidade de construir e utilizar em grande escala contentores que fossem adaptados
ao transporte desses produtos. Os contentores mais comuns eram as anforas, grandes
contentores como as délias (no plural dolium) e outros potes de formas diversas, todos
fabricados a partir de argilas por serem materiais pouco dispendiosos e facilmente
molddveis’®. Neste contexto, surgiram as olarias que se dedicavam exclusivamente ao

fabrico para todo o império deste tipo de recipientes de transporte de produtos liquidos
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e soélidos. Bracara Augusta surge a noroeste da Peninsula Ibérica como um grande
produtor de ceramicas destinadas a exportacdao de produtos, mas também como um

grande importador de outros provenientes das mais distintas provincias do império®’,

Estes contentores variam entre si na forma, para melhor se adaptarem ao
transporte e armazenamento dos produtos a que se destinam. Por exemplo, num
determinado periodo era frequente integrar dolium na estrutura dos barcos,
transformando-os em navios de carga que serviam para transportar bens alimentares
em elevadissimas quantidades. Ja as anforas utilizadas desde a antiguidade serviam para
o transporte e ndo tanto para o armazenamento de produtos liquidos e sdlidos, tais
como cereais, azeitonas de conserva, vinho, mel, preparados piscicolas, azeite e frutos'®.
A sua forma final normalmente depende do produto a transportar. Contudo, a maioria
das anforas apresenta uma estrutura globular e o fundo em bico, o que facilitaria o seu

transporte nos pordes de navios *> '8 (Figura 1.7).

Figura 1.7 — Representagdao de um conjunto de contentores ceramicos armazenados num tipico pordo
romano®.

Depois de consumido o seu conteudo e esvaziado o contentor ceramico, este
poderia ser reutilizado com novos produtos ou desmantelado e utilizado como material
de constru¢do em pavimentos, muros, etc®. A titulo de exemplo pode referir-se o caso
de Roma, que por ser a capital do império era também um grande centro consumidor
de bens alimentares, sendo enorme o volume de contentores ceramicos que

diariamente |he chegava vindo das provincias. Por ser mais dispendioso o
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reaproveitamento ou reenvio destes contentores para as provincias de origem, estes
eram destruidos e os seus fragmentos atirados para um vale nas imedia¢des de Roma.
Foi de tal forma elevado o volume de fragmentos ai depositados que nesse local existe
agora um monte de restos ceramicos com cerca de 40 metros de altura - Monte de

Testaccio (Figura 1.8).

Figura 1.8 — Monte Testaccio, Roma?*.

Os produtos mais comercializados na altura eram i) o vinho, comercializado em
enormissimas quantidades por todo o império, abastecendo tanto cidades como as
legides de soldados??; ii) o mel, utilizado n3o sé como edulcorante?? mas também para
dar sabor ao vinho e a cerveja; iii) carnes e preparados piscicolas utilizadas na
alimentacdo, transportadas principalmente para as populacdes distantes das zonas
costeiras; iv) o azeites e azeitonas de conserva?4. S3o também frequentes as referéncias
a outros tipos de produtos como por exemplo as gorduras animais que serviriam como
combustivel em lucernas para iluminacdo?> ou mesmo resinas de pinheiro que eram
utilizadas no revestimento e impermeabilizacdo de contentores destinados ao

transporte de liquidos?®.

Com as invasdes barbaras e o declinio do Império Romano deu-se inicio a época

medieval, formando-se as primeiras células das futuras nacdes europeias?’. Naquela
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altura, como atualmente, a preocupagao em atingir o desenvolvimento econdmico
levou ao estabelecimento de importantes relagdes comerciais entre as nagdes, tendo-
se destacado pela sua importancia aquelas que envolveram o comércio de produtos
alimentares?’?8, Estabeleceram-se nesta época circuitos comerciais que ligavam o
mediterraneo a atual Inglaterra e paises Ndordicos tendo Portugal como ponto de
passagem e de comércio. Em Portugal, os principais produtos de exportagdo estavam
ligados a agricultura (azeite, cortica, frutos, vinho) e mar (pescado e sal), havendo
interesse na importacdo de produtos como tecidos, armas e dleos de gorduras animais
(focas, baleias, etc. que serviriam para dar chama as ja existentes candelas destinadas A

iluminagdo) 2>%8,

1.4 A argila como material de construgao

Frequentemente, os quimicos que trabalham em materiais arqueolégicos tém
para analise fragmentos provenientes de épocas diferentes, pertencentes a materiais
de diversas formas e finalidades. Foram inumeras as matérias-primas utilizadas na
antiguidade para o fabrico de contentores e utensilios - ossos de animais e marfim que
serviriam para tarefas domésticas basicas'?, pedras (pedra de silex) comummente
utilizadas como arma de caca'?, tecidos basicos (linho) utilizados como vestimentas!® e
principalmente materiais a base de argila que pela sua enorme abundancia foi desde
muito cedo aproveitada para dar origem aos mais variados vasos cerdmicos?* que ainda

hoje em dia sdo utilizados no nosso quotidiano.

O incremento das trocas diretas de produtos ocorrido ainda no periodo
Neolitico?, bem como o desenvolvimento das atividades comerciais nas diferentes
civilizacdes que lhe sobreviveram?”?8 criou a necessidade de transportar produtos a
médias e longas distancias. Relembra-se o ocorrido durante o processo de Romanizacao,
onde a alimentacdo das tropas e dos grandes nucleos populacionais habitados por
sociedades florescentes implicou o transporte entre as varias provincias do império de
enormissimas quantidades de produtos alimentares??. Assim, tornou-se necessario o
fabrico de contentores adequados ao transporte desses bens alimentares para as
diferentes provincias em condic¢des de salubridade. A argila foi o material de elei¢cdo por

ser abundante, barato, facilmente moldavel e muito resistente. Neste contexto sofre um
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forte aumento o nimero de barreiros destinados a extracdo de barro, assim como as

olarias dedicadas a moldagem, secagem e cozedura de argilas?*.

As argilas utilizadas na produgdo de contentores podem ser de diferentes tipos,
dependendo a sua prdpria constituicdo da regido de onde s3o extraidas?®. Estas podem
apresentar diferentes tipos de minerais, como a caulinite, ilite, montemorilonite, entre
outros, o que transmite a constituicdo da ceramica uma estrutura granular de grdaos com
dimensdes reduzidas (< 4 um)?>3°, Gracas ao facto das cerdmicas serem materiais
porosos, é possivel a aplicacdo de um conjunto de técnicas de analise quimica (XRD, XPS,
SEM) para se obter informagdo quanto a origem da argila e processos de tratamento
como a temperatura de cozedura ou a cristalinidade dos minerais, entre outros
aspetos®. As argilas sdo facilmente moldédveis em contacto com a 4gua e estabilizadas
quando aquecidas. Normalmente as suas particulas apresentam uma estrutura laminar,
com superficies elevadas, apresentando-se carregadas negativamente nas faces e
positivamente nos bordos. Cada particula de argila pode absorver moléculas de agua, o
gue promove a passagem dos catides dos bordos para as zonas carregadas
negativamente, tornando o conjunto eletricamente neutro3'32, Assim, com a entrada
de dgua, acabam por penetrar também espécies organicas sollveis provenientes do
conteudo dos recipientes, ficando |a aprisionadas e preservadas, uma vez que sao

reduzidos os processos de degradacdo, levando a uma chamada “meméria ancestral”

Troca catiénica # O O > Camadas da argila

N\

Figura 1.9 — Passagem de ides pelas camadas mais interiores da argila3.

da cerdmica®* (Figura 1.9).

_

A aplicacdo de uma técnica de andlise apenas é possivel por as argilas serem
extremamente resistentes a todo um conjunto de fatores, que em condigdes normais
poderiam deteriorar a estrutura dos contentores!®. E de relembrar que além da

degradacdo natural de alguns compostos quimicos com a passagem de centenas ou
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mesmo milhares de anos, na maior parte dos casos estes materiais ceramicos estiveram
subterrados por periodos elevados, estando sujeitos a a¢dao de microrganismos,
elevadas temperaturas e pressdes, ou submersos em dgua onde estiveram sujeitas a

elevadas pressoes e lixiviacdes constantes.

1.5 As diferentes tipologias de contentores ceramicos

A ceramica representa a mais comum e abundante categoria de material portatil
que ha conhecimento. Usado desde a antiguidade para o desempenho de fungdes
basicas do quotidiano, ceramicas sao hoje em dia reconhecidas pela capacidade de nos
enriquecer culturalmente pelo conjunto de informag¢dao arqueoldgica capazes de
fornecer. Inicialmente, estudos a este material eram focados na sua tipologia e
cronologia, contudo, a partir dos anos 70, abragou-se a ideologia que estes bens
constituiam uma importante fonte de informacdo sobre varios aspetos da vida
econdémica do mundo antigo 34. A partir desse momento, todas as investigacbes foram
abordadas de forma mais aprofundada, aproximando temdticas como a geografia,
organizacdo e tecnologia de produg¢do de ceramicas, mecanismos e intensidade de
distribuicdo, consumo, uso e caracteristicas de desempenho3*. O que torna este
material tdo especial, é a capacidade de ser moldado em qualquer aspeto que o Homem
idealize para ele. Com essa caracteristica, surge a singular aptiddao planeada pelo
Homem para criar varios tipos de contentores, sendo que cada exemplar era
unanimemente utilizado para transportar/conter apenas um tipo de produtos. Assim,
surgem vdrias tipologias de classes de contentores, cada um especializado no
desempenho de uma tarefa especifica. Neste trabalho, sdo apresentadas algumas

dessas classes3*.

1.5.1 — Anforas

As anforas sdo o tipo de contentor mais conhecido. Produzidas habitualmente
em argila ou terracota, conhecem-se exemplares desde a idade do bronze (onde foram
desenvolvidas pelos Gregos) apresentando na altura uma caracteristica forma ovoide

com duas algas simétricas3?. Estes contentores portdteis coexistem em muitos modelos
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diferentes, com os mais pequenos com capacidade de armazenamentode 5a 6 L e os
maiores de 150 L34 Eram vastamente empregados para desempenhar funcdes de
armazenamento e transporte de curtas e longas distancias de varios produtos, como
vinho (neste caso entram produtos como o vinho adocicado (mulsum), vinho com
vinagre (acetum), sumo de uva (sapa) e sumo de uva cozinhado (caroenum, defrutum e
decotum), 6leos vegetais, azeite (oleum) e azeitonas de conserva, frutas, preparados
piscicolas como o peixe envolto de sal (salsamentum) ou mesmo os varios tipos de
molhos de peixe (garum, liquamen, allec, muria), carnes, leite, etc®®. Por serem um
material tdo barato de obter, era usual serem destruidos apds a sua utilizagdo - ha no
entanto casos em que estas eram reaproveitadas para o armazenamento e transporte
de produtos, muitas vezes diferentes daqueles incluidos na primeira utilizacdo34. Sendo
produzidas em grande escala até ao séc. VIl d.C, foi durante a época de dominio do
império Romano que se deixou de fabricar o tipo padronizado de anforas (até a data
eram todas similares entre si, apenas variavam os desenhos e cores da parede exterior),
e se comecaram a fabricar diferentes classes®. Assim surge uma vasta gama de anforas,
sendo cada uma delas geralmente manufaturadas numa regidao geografica singular.
Algumas evidéncias sugerem na maioria dos casos que 0s vasos pertencentes a uma
classe especifica continham uma mesma substancia comum, sendo referida portanto
como o “principal contetido da classe”3*. Apresentam-se de seguida alguns exemplos de

anforas originarias em regides geograficas distintas:

- Lusitanas: as anforas Lusitanas surgem no contexto da producdo de contentores na
Peninsula lbérica, tendo assumido uma condicdo singular®’. Inspiradas nas tipologias
caracteristicas das /talianas e das Béticas, estas anforas assumem uma grande variedade
de formas. S3o geralmente caracterizadas por terem bocais, asas curtas e um corpo
cilindrico (Figura 1.10), sendo similares a um ja conhecido tipo de anforas antigas da
Bética, as Haltern 70, sendo portanto chamadas de “pequena varia¢do” 373°. Tendo em
conta a sua manufatura, pensa-se que estas producdes sdo provenientes de olarias
localizadas ao longo dos rios Tejo e Sado, com provavel prevaléncia para o ultimo. Para
além destes centros de producgdo, sdo também conhecidas olarias em Morracal da
Ajuda, Peniche datadas do tempo de Octdvio Augusto (o primeiro imperador Romano)¥.

Um dos mais interessantes problemas relatados sobre o estudo destas anforas esta
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associado a questdo dos produtos preferencialmente transportados. Para anforas
Lusitanas, é normal que se pense (devido a sua area de fabrico) que estejam associados

ao transporte de preparados piscicolas®®.

Figura 1.10 — Réplicas de anforas Lusitanas3®.

- Lugo: anforas provenientes da capital administrativa da regido da Gallaecia
setentrional, a antiga Lucus Augusti (atual cidade de Lugo) foi fundada sobre as
estruturas de um antigo acampamento militar por Paulo Fabio Maximo, legado de
Augusto entre os anos 15-13 a.C. “°. As anforas descobertas ao longo desse territdrio
revelaram-se, apds estudos realizados como “macroscopicamente desconhecidas”
quanto ao tipo de pastas que construiam as ceramicas. Por essa razao, estes contentores
foram imediatamente identificados como novidades. Uma vez identificadas as pastas,
foi necessario a sua classificacdo de acordo com a tipologia apresentada,
nomeadamente quanto ao formato (labios, asas, pivds, curvatura da parede, etc.).
Assim, concluiu-se da existéncia de dois tipos de anforas de producao local referentes
as escavacdes de Lugo: as conhecidas por Castro 1 e Local 1 4041,

As anforas de Lugo Castro 1 definem-se por terem uma boca de grande diametro
e um labio vertical moldurado. Apresentam uma pasta ceramica cinzenta devido a uma
reducdo do tempo de cozedura. S3o basicamente constituidas por minerais como a mica

biotita, quartzo, ortosa alterada, ortoclasa e plagioclasa. Sdo estes elementos os
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denunciadores do local de producdo dos contentores. Trata-se de uma pasta de origem
granitica comum na drea, seguramente, material adquirido das imedia¢des do rio Minho
41, As anforas de Lugo Local 1 correspondem a um segundo exemplar com uma pasta
ceramica muito similar ao Castro 1 (obvio, visto que sao do mesmo local). Contudo,
apesar de serem detetados na sua constituicdo, elementos como ortosa, quartzo, mica

biotita (em laminas de tamanho maior), a sua cor é castanha*! (Figura 1.11).

\

Y

Figura 1.11 — Conjunto de anforas de Lugo de fundo plano®.

Desconhece-se o conteudo original destas anforas. Todavia, uma vez que a
cidade romana de Lucus Augusti se encontra delimitada pelos rios Minho e Rato, é
provavel que se destinassem ao transporte de preparados piscicolas®?. Contudo, visto
que todos os exemplares de anforas de Lugo desenterradas nas imedia¢Ges da cidade
apresentam um fundo plano?!, existe a hipdtese destas se destinarem a outras func¢des,
uma vez que o fundo plano associa-se ao transporte de produtos liquidos*®, enquanto
as tipologias estreitas e compridas estdo associadas a produtos sélidos como preparados

piscicolas*!.

- Buéu: pensa-se que estas anforas produzidas em Pontevedra, no noroeste da Peninsula
Ibérica, se destinam ao transporte de produtos piscicolas*®. Esta hipdtese é assegurada
ndo sé pela localizacdo geografica do seu local de producdo, mas também pelos
costumes dos habitantes nas épocas mais distantes (0 mesmo se verifica nos dias
correntes), que viviam a atividade piscatdria de uma forma muito real e severa. Alguns

registos literarios demonstram a existéncia de comércio de preparados piscicolas desde
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Buéu para o resto do império Romano, destinando-se ao abastecimento de legides de
soldados (preparados mais mddicos e baratos) e ao cumprimento de costumes das elites
Romanas (o Garum era considerado um material rico e fino que apenas algumas classes
conseguiriam adquirir)*3. Estas anforas (Figura 1.12) sdo conhecidas por apresentarem
uma pasta totalmente branca, pouco dura e muito micdcea, abundante em quartzo e
hematite de diferentes tamanhos. A existéncia do centro produtor de San Martifio de
Bueu (Pontevedra) esta inequivocamente corroborado por recentes escavacbes que

permitiram identificar uma fabrica de peixe e uma oficina de producdo de anforas*!.

Figura 1.12 — Conjunto de diferentes anforas de Buéu®*.

- Béticas: Esta classe de contentores encontra-se representada num vasto espectro
cronolégico, desde o periodo republicano até ao Baixo-império e relacionam-se com o
envase de preparados de peixe, azeite e vinho*. O melhor momento documentado no
gue respeita a importacdes anfdricas é sem duvida a época republicana, momento em
que a provincia da Bética (Vale do Guadalquivir) e Itdlia se assumem como centros
abastecedores por exceléncia, apesar de algumas anforas norte Africanas desta
cronologia também terem sido recolhidas®. Estas dnforas comuns apresentam uma
pasta de cor rosada, acastanhada ou cinzentas com uma capa superficial esbranquicada,
estando incorporados na sua constituicdo quartzo e feldspato* %6, Dentro desta
tipologia de contentores, podem ser inseridas muitas outras classes. S3o exemplos as i)
Dressel 2-4, uma variante das béticas com corpo cilindrico, asas largas, labios

arredondados e um piv6 sélido*; as ii) Dressel 7-11, 4nforas ovoides de boca aberta,
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ldbios moldurados, asas planares largas e um pivé oco; e iii) as Dressel 20 Parva,
variantes de pequenas dimensdes para o transporte de liquidos como vinho ou azeite.
De proporgdes extremamente elevadas, as Haltern 70 sao unanimemente consideradas
como sendo as mais populares em todo o Noroeste da Peninsula Ibérica (Figura 1.13),
apresentando um corpo ovoide, asas coénicas, ldbios envasados e pivo sdlido, e sendo

utilizadas quase exclusivamente n transporte de azeite e 6leos vegetais*®.

Dentro das anforas béticas encontramos também a tipologia urceus. As urceus 1,
conhecidas por serem pequenas (maximo de 50 cm) de fundo plano e com um bordo
largo e saliente, serviriam unicamente para o transporte e armazenamento de vinho
(anfora vindria). De salientar que existem para além das referidas, muitas outras classes

para a tipologia de anforas Béticas de relevante estudo e preocupacao.

Figura 1.13 — Anfora bética do tipo Haltern 70%.

1.5.2 — Dolium

Os ddlia ou dolium eram enormes contentores que podiam encontrar-se em
terra ou fixados no interior de embarcacdes destinando-se ao transporte por via
maritima de grandes quantidades de produtos (Figura 1.14). Entre outros, era usual que
estes grandes vasos transportassem mercadorias como vinho, azeite ou grainhas. As

suas capacidades poderiam estar compreendidas entre os 400 e os 3000 L*.
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Contrariamente ao que se passava com as anforas, estes contentores eram de produgao
bastante dispendiosa, representando por isso investimentos substanciais. Por isso
mesmo, e devido ao seu enorme peso e tamanho, a sua troca era representada como
um enorme inconveniente, dai a sua frequente reutilizagdo. Estes contentores, uma
vez em terra, seriam mantidos na mesma localizacdo durantes anos, sendo décadas,
sendo em muitos casos parcialmente enterrados (os chamadas ddlias de fossa). Na
maioria dos casos os dodlias apenas seriam abandonados apds longos periodos de
atividade, quando o seu conteudo comecava a adquirir sabor desagradavel pelo
contacto com as paredes ceramicas que continham uma enorme quantidade de residuos

absorvidos °%°1,

Figura 1.14 — Representacdo do transporte de dolium no interior de embarca¢des®.

1.5.3 — Outras tipologias de contentores

Para além dos contentores anteriormente apresentados, com tipologias bem
definidas, revestiram-se de enorme importancia outros contentores com formas
distintas e utilizacbes variadas. Entre esses, podemos referir os potes meleiros e
colmeias ceramicas, candelas e lucernas, picheis ou diferentes vasos de uso didrio:
— Potes meleiros e colmeias ceramicas: os primeiros testemunhos de contentores para
o transporte de mel datam da ldade do Bronze, como comprovam alguns frescos

egipcios da XV dinastia (meados do Il milénio a.C.) e algumas tabuinhas de Linear B
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micénicas (22 metade do Il milénio)>?. Outros contentores usados no transporte de mel
sdo referidos em papiros da época ptolemaica®2. A maioria dos contentores recuperados
pela arqueologia sdo da época Romana e Bizantina®2. Em recipientes usados para o
transporte e a conservagao de mel (potes meleiros) reconhecem-se formas especificas,
especialmente adaptadas para este fim (Figura 1.15), documentadas por toda a bacia
mediterranica®®. Estes caracterizavam-se por possuir um caracteristico ressalto muito
saliente (mais raramente dois) em forma de aba ou “pestana”, frequentemente situada
a cerca de um terco da parte superior do pote ou situada na proximidade da boca. Esta
“pestana”, ao ser preenchida com agua, apresentava duas fungdes distintas — impedir
gue insetos como formigas chegassem ao produto e, por outro lado, evitar que este

escorra ao longo das paredes exteriores da ceramica?3.

Figura 1.15 — Pote meleiro romano, atualmente exposto no Museu D. Diogo de Sousa®>.

A par destes recipientes, sabe-se que no Mundo antigo, pelo menos a partir do
[l12 Milénio a.C, se utilizavam colmeias de terracota posicionadas na horizontal. No
Mundo Romano, este tipo de colmeias sdo bem documentadas pela arqueologia®2.
Pecas cilindricas entre 24 a 29 cm de diametro e uma altura entre 53 e 58 cm, que se
caracterizam por terem bordos muito diferenciados e uma superficie interna
propositadamente estriada para facilitar a aderéncia dos favos de mel*?2. A
contextualizacdo arqueoldgica indica que estas se dispunham separadas ou empilhadas
diretamente sobre o solo ou colocadas sobre muretes. Posteriormente seriam fechadas

com tampdes de cortica, madeira, cerdmica ou barro, deixando-se um pequeno orificio
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para permitir a entrada das abelhas, sendo seladas nas juntas com barro ou esterco para
uma melhor aderéncia e, simultaneamente evitar a intrusdo de insetos ou de outros

animais®>.

— Lucernas e candelas: as lucernas (Figura 1.16) sdo pequenos utensilios em terracota
utilizados desde a antiguidade e aperfeicoados pelos Romanos pela necessidade de luz
artificial para desempenhar muitas tarefas didrias®’. Estes contentores eram fechados
com excec¢ao de trés pequenos orificios, um préximo do centro da lucerna que serviria
de depdsito de combustivel (Infundibulum), um segundo mais distante do centro que
serviria para o arejamento e um ultimo na extremidade que serviria para a chama
(Ellychnium). Estes contentores possuiam uma asa tipica para transporte (Ansa) na
extremidade oposta a chama, e continham frequentemente ilustracbes de cenas
erdticas, de gladiadores em batalha, cenas mitoldgicas ou padrées florais. Eram

produzidos em grande escala a partir de moldes pelo que se comercializavam a precos

reduzidos®’.

Figura 1.16 — Exemplo de Lucerna romana exposta atualmente no Museu de Conimbriga®®.

As candelas (Figura 1.17) sdo as antecessoras das lucernas (o primeiro exemplar
conhecido pertence a idade Calcolitica) diferindo destas no facto de ndao serem
fechadas, dado o combustivel ser colocado proximo da chama, e usar-se uma espécie

de pavio®°.
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Figura 1.17 — Exemplo de Candela romana, atualmente exposta ho Museu de Conimbriga®®.

— Picheis: estes eram contendores que tinham como fungdo o armazenamento
temporario de liquidos. Existentes desde a antiguidade classica, foram desenvolvidos
pelos Gregos com o fabrico da classe conhecida como Oinochoe (Figura 6). Os picheis
sdo no entanto muito comuns em estacdes de cronologia pleno-medieval como

Conimbriga®.

Apesar de se conhecer a existéncia de exemplares de diferentes tipologias, os
mais volumosos seriam de porte inferior as anforas, enquanto os mais pequenos seriam
suficientes para que as criancas da época os utilizassem para se acostumarem ao sabor

do alcool, normalmente vinho normalmente®?.

— Eware e Cookware: os eware ou vasos de uso diario sao utensilios muito comuns em
escavagoes, existindo em inumeras formas e classes. Por exemplo, os almofarizes
(mortaria, associados normalmente a um pildo) (Figura 1.18) eram utilizados para
esmagar alimentos (cereais por exemplo) ou outro tipo de materiais. Por serem frageis
e partirem frequentemente, eram correntemente substituidos. Em contraste, muitos
vasos utilizados na conservagao de alimentos, por estarem menos sujeitos a riscos
fisicos, poderiam mais facilmente perdurar por muitos anos 34. Estes vasos para além de
conservarem alimentos, também eram muitas vezes usados para guardar outros

produtos, como unguentarios e perfumes ou pigmentos para pinturas3,
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Figura 1.18 — Almofariz romano encontrado na villa romana de Chedworth®2.

Os cookware ou vasos para cozinha (Figura 1.19), dado serem vasos ceramicos
de utilizacdo diaria e intensiva, apresentavam tempos de vida muito curtos,
normalmente inferiores a um ano3*%4, A sua repetida exposicdo a ciclos de aquecimento
e arrefecimento originava processos de stress térmico que culminavam com a
destruicdo dos vasos. Ao mesmo tempo, o repetido uso de ollae (panelas) ou caccabi
(cagarolas) para cozinhar/aquecer comida e bebida podiam resultar na absorcdo de
residuos variados para as paredes ceramicas, o que provocava mau sabor aos alimentos

neles cozinhados ao fim de algum tempo de utilizacdo 4.

Figura 1.19 — Conjunto de utensilios de cozinha romana, atualmente expostos no Museu de
Conimbriga®3.
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1.6 Mamoas e outros alvos de pinturas ancestrais

As mamoas sdao monumentos funerarios megaliticos cuja origem remonta a
época Pré-histdrica (Figura 1.20). Muitos destes monumentos, onde também se incluem
délmens (Figura 1.21), menires, antas e cromeleques, apresentam vestigios de pinturas
ancestrais®’ obtidas através da mistura de materiais retirados da natureza, como 6leos
vegetais, témpera de ovos, minerais inorganicos, etc.®®. Apesar de os grafismos mais
habituais parecerem a primeira vista abstratos, representam sempre motivos
esquematicos racionais. Atualmente acredita-se que algumas destas pinturas tenham-
se revestido de significado simbdlico para as comunidades pré-histéricas que

celebravam cerimdnias magico-religiosas nestes monumentos.

Figura 1.20 — Mamoa do Batateiro, um timulo megalitico com cerca de 5 mil anos, localizada em Melgaco,
em plena Serra da Peneda, que apresenta pinturas ancestrais®.

Figura 1.21 — DéIlmen do Batateiro, onde estd inserida a Mamoa pintada do Batateiro®.
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1.7 Analise quimica e bioldgica de artefactos arqueoldgicos

Atualmente é reduzido o numero de equipas multidisciplinares que se dedicam
a andlise de artefactos arqueoldgicos, o que explica a imensa procura de grupos de
investigacdo que se dedicam a este tipo de servigos. Paralelamente, existe uma
crescente consciencializagdo dos arquedlogos acerca da necessidade de complementar
os seus trabalhos com dados cientificos que comprovem ou refutem as suas premissas

postuladas em evidéncias, por vezes pouco cientificas.

Gragas aos constantes avancgos cientificos nas dreas da quimica analitica e da
biologia molecular é possivel a aplicacdo de técnicas avancadas de analise sobre estes
materiais ancestrais, permitindo obter-se informacgdes cientificas que outrora seriam
impossiveis. Neste contexto, procurou-se aliar a arqueologia uma forte contribuicao da
guimica analitica e da biologia molecular, de forma a melhor complementar as

informacgdes obtidas pelas equipas de arquedlogos.
Deste modo, o trabalho executado apresenta dois grandes objetivos:

I.  Utilizando técnicas puramente analiticas, extrair, analisar e identificar os
tracadores moleculares presentes nos residuos organicos de cada
artefacto revisto, de modo a perceber-se qual seria o seu conteudo
original.

II.  Aplicar metodologias de genética molecular sobre o conteddo de um
grande contentor ceramico detetado a sul de Portugal, de forma a se
proceder a extracdo e amplificacdo de moléculas de ADN remanescente,
e assim, se identificar quais as espécies de seres vivos que estardo na

origem do seu conteudo original.
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2.1 - A arqueometria — etapas de um processo analitico

A arqueometria é um conjunto de técnicas analiticas cuja utilizacdo visa
complementar os trabalhos arqueolégicos com evidéncias cientificas. Sendo
multidisciplinares as analises arqueométricas, é obrigatéria a contribuicio de
especialistas de diferentes especialidades nas vdrias fases do processo de analise. Entre
outros, destacam-se i) o arquedlogo enquanto responsavel pela recolha do material a
analisar (amostragem) e a respetiva contextualizacdo do extrato arqueoldgico, ii) o
gedlogo ao situar temporalmente a camada geoldgica intervencionada e iii) o quimico e
o bidlogo na analise dos materiais resgatados. A etapa de amostragem é considerada a
mais importante do processo analitico, dado pequenos erros poderem impedir a
obtencdo de resultados cientificamente vdlidos. Esta etapa resulta na sele¢cdo de
amostras representativas e livres de contaminacdes que possibilitem a realizacdo de
trabalho laboratorial, minimizando-se as incertezas.

Num trabalho arqueométrico pretende-se efetuar andlises preferencialmente
sobre materiais sujeitos a manuseamentos e perturbacdes minimos de forma a melhor
se manterem nas condi¢des originais, 0 mais préximo possivel do estado em que terdo
sido encontrados. Por outro lado, os arquedlogos procuram apresentar os seus
materiais “limpos” de forma a melhor evidenciar a sua forma ou os preparar para
exposicao, pelo que neste processo podem eliminar vestigios importantes para as
analises ou introduzir contaminacGes. De facto, é frequente a contaminacdo das
amostras a analisar por incorreto manuseamento das mesmas. Uma vez no laboratdrio
é crucial a utilizacdo de luvas e assegurar a limpeza de bancadas e material de vidro. Este
deve ser lavado previamente a utilizacgdo em solucdo cromo-sulfirica ou outra

equivalente, seguindo-se varias lavagens com agua ultrapura.

Sdo também comuns outras fontes de contamina¢do/degradacdo das

amostras®®, nomeadamente:

i) artefactos que ficam soterrados durante centenas ou milhares de anos,
sofrendo contamina¢des e/ou alteragdes da matriz organica por acdo

microbiana, bacteriana entre outros;
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ii) ocorréncia de lixiviagdo em amostras presentes em meio subaqudtico ou perto

de linhas de agua, podendo levar a eliminacdo de espécies soluveis;

iii) perda de compostos organicos em amostras subaquaticas ou soterradas,

submetidas a pressdes e/ou temperaturas elevadas;

iv) degradacdo ou elimina¢do de compostos organicos pela lavagem inadequada
de artefactos recorrendo a utilizagdo de materiais inapropriados como
detergentes ou panos humedecidos, o que impossibilita ou pelo menos

condiciona as andlise arqueométricas posteriores;

v) introdugdo de contaminantes na amostra pela ndo utilizagdo de luvas aquando

da amostragem.

No caso de artefactos soterrados dever-se-a no momento de amostragem
recolher materiais adjacentes a peca pois estes podem conter compostos organicos
provenientes do artefacto. De seguida, sem qualquer tratamento adicional dever-se-3a
raspar um pouco da peca e transferir o raspado para um envelope de aluminio limpo. O

fragmento para analise deverd ser lavado somente com agua e seco em papel.

Sdo diversas as tipologias de fragmentos arqueolégicos que podem ser
estudados. Neste trabalho dar-se-a preferéncia a analise de fragmentos ceramicos pela
sua elevada capacidade para preservar compostos organicos no seu interior, razdo
suficiente para a existéncia de inumeros exemplares em estudo. Em oposicdo aos
materiais ceramicos, pode ser dificil de obter o mesmo tipo de informacdo em materiais
vidrados ou contentores metalicos, dada a sua reduzida capacidade de adsor¢do de
materiais organicos. Nestes casos ndo sera possivel determinar-se quais os produtos
organicos que estiveram em contacto com o metal, pelo que o estudo devera focar-se
em propriedades inorganicas, que no caso das ligas metalicas serdo a sua composicdo

guimica, resisténcia a temperatura, estado de oxidacdo das espécies, etc.

32



Capitulo 2 - Arqueometria

2.2 — Métodos de extragao de compostos organicos

O trabalho do analista quimico inicia-se normalmente pela inspegdo visual do
artefacto, de forma a decidir qual o método de preparacdo de amostra mais adequado.
Nesta revisdao bibliografica apresentar-se-do algumas das técnicas mais utilizadas na
extracdo de compostos organicos de amostras ceramicas: aparelho de Soxhlet,

ultrassons, micro-ondas e cromatografia flash.

- Aparelho de Soxhlet: O aparelho de Soxhlet (Figura 2.1) é um instrumento de vidro
muito utilizado em quimica analitica, inventado pelo quimico alemao, Franz Ritter von
Soxhlet. Este aparelho é vulgarmente aplicado na extracdo de compostos organicos
presentes em amostras sélidas. A amostra de ceramica previamente pulverizada é
colocada num cartucho introduzido no Soxhlet. Este é acoplado na parte inferior a um
baldo de fundo redondo contendo solvente e na parte superior a um condensador
alimentado por dgua da rede publica. Depois de montado o sistema, o baldo contendo
solvente é aquecido com o auxilio de uma manta de aguecimento com agitacao
magnética. O aumento de temperatura provoca a vaporizagdao do solvente que
condensa ao atingir o condensador, a uma temperatura inferior. Neste processo, o
solvente puro goteja desde o condensador para o Soxhlet onde se encontra alojado o
cartucho com a amostra pulverizada, iniciando-se desta forma a extra¢ao dos materiais
organicos la contidos (Figura 2.1.a e 2.1.b). Quando o nivel de solvente dentro da cdmara
é suficientemente elevado, atinge o sifao que promove o retorno do solvente do Soxhlet

para o baldo de fundo redondo, recome¢ando um novo ciclo de extragao.
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a) b)
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Figura 2.1 —a) Montagem para extracdo em aparelho Soxhlet’®, b) Exemplo de uma extracdo com MeOH.

- Ultrassons: Uma extracdo ultrassénica tipica permite a remocdo e recuperacdo de
analitos organicos a partir de uma matriz sélida permedvel, utilizando um solvente que
é energizado pela emissdao de sons a elevadas frequéncias, superiores ao que o ouvido
humano consegue distinguir. Para efetuar uma extracdo usando este método é
necessario inserir aamostra pulverizada no interior de um cartucho de modo a esta ficar
armazenada na sua base. De seguida coloca-se o cartucho num gobelet que contenha
um solvente de polaridade apropriada e insere-se no banho de ultrassons. As extracdes
realizadas por este processo sdo bastante mais rapidas que aquelas efetuadas usando
um aparelho Soxhlet. Contudo, o elevado aumento de energia do solvente em contacto
com a amostra provoca a formacdo de bolhas de cavitacdo no interior das quais se
atingem temperaturas e pressdes extremamente elevadas’t. Tendo em consideracdo as
caracteristicas quimicas de alguns dos compostos detetados, percebe-se este ndo ser

um processo de extracao a usar indiscriminadamente para todas as amostras.

- Micro-ondas: Neste método, recorre-se a utilizacdo de vasos de teflon ou quartzo que
se fecham hermeticamente apds a introducdo da amostra (sélida ou liquida) e do
solvente de extracdo (que terd a polaridade pretendida). Podem ser usados
simultaneamente varios vasos que se posicionam num rotor (o valor final varia
consoante o aparelho), colocando-se dentro de uma caixa fortificada chamada de
cavidade de micro-ondas. J& com o aparelho fechado, o analista pode optar por um

programa de temperaturas que varia no tempo de acordo com a programagado
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pretendida. A temperatura desejada é imposta pela libertagdo de radiagao
eletromagnética na regidao dos micro-ondas diretamente para os vasos que se
encontram num processo giratério devido ao rotor. Ao aquecerem devido a brusca
“injecao” de energia, é usual que os niveis de pressaio também aumentem
gradualmente, podendo levar a perdas de amostra. Todavia, os aparelhos e vasos mais
recentes possuem sistemas capazes de aliviarem as pressdes sempre que necessario. No
final da extracdo, o quimico devera retirar cuidadosamente os vasos do aparelho e
limpa-los meticulosamente’?. Este sistema extrator apresenta vantagens relativamente

a qualquer outro pela velocidade em que realiza corretamente este processo.

- Cromatografia flash: Esta técnica ndo visa a extracdo dos compostos organicos de
matrizes sélidas mas sim realizar uma separacdo prévia de misturas complexas de
compostos organicos. Por esse motivo esta deverd usar-se complementarmente a
técnicas de extracdo, como as descritas anteriormente.

Uma grande parte dos artefactos para analise quimica apresentam-se
visualmente limpos de material organico, sendo detetadas apenas quantidades
residuais de compostos. Nestes casos ndo se justifica a aplicacdo de procedimentos
preparativos como a cromatografia flash. Todavia, algumas amostras podem exibir uma
coloracdo bastante intensa caracteristica de extensos depdsitos de material organico.
Nesses casos, uma simples extracao por Soxhlet ou ultrassons podera originar extratos
organicos extraordinariamente ricos e concentrados, dificultando uma subsequente
separac¢do cromatografica por deficiente capacidade de resolu¢dao da mistura. Nestes
casos é imperativo efetuar-se uma separacdo prévia utilizando-se uma coluna para
cromatografia flash (Figura 2.2). Esta coluna sera constituida por uma fase estacionaria
de silica, um chumaco de algoddo que ficard abaixo das particulas estaciondrias,
impedindo-as de sairem da coluna e um filme adsorvente imediatamente acima. No
topo da coluna dever-se-a colocar um solvente que nunca devera ficar num nivel abaixo
do filme adsorvente para ndo comprometer a fase estacionaria. Antes da introducdo da
amostra deve-se “lavar” a coluna duas ou trés vezes com um eluente. Apenas se deve
adicionar a amostra quando este esta muito perto do filme adsorvente, o que permite
o alargamento das bandas a serem eluidas. Apds a amostra eluir e penetrar o filme de

adsorvente pode-se colocar continuamente os eluentes com as polaridades pretendidas
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(tipicamente diclorometano para os compostos apolares e metanol para os compostos
mais polares) e esperar a saida dos extratos de compostos organicos devidamente

separados.

Figura 2.2 — Diferentes fragGes organicas apos a realizagdao de uma cromatografia “flash”.

2.3 — Métodos de analise

A utilizacdo de técnicas de extracdo de compostos organicos precede o passo
seguinte de quantificacdo. Neste trabalho apontam-se algumas das técnicas analiticas
mais usadas na quantificacdo de compostos organicos, como a espetroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), a espetroscopia de Raman e as
técnicas cromatograficas hifenadas como as cromatografias liquida e gasosa acopladas

a espectrometria de massa (respetivamente LC-MS e GC-MS).

- FTIR: A espetroscopia de infravermelho por transformada de Fourier, por vezes
designada simplificadamente como infravermelho (Figura 2.3, é uma espetroscopia de
absorcdo na regido do infravermelho do espectro eletromagnético que é muito utilizada
na dete¢do de grupos funcionais de compostos organicos presentes em artefactos
arqueoldgicos, por permitir efetuar a andlise de materiais organicos inseridos na matriz
ceramica. Esta espetroscopia baseia-se no facto das ligacdes quimicas das substancias
possuirem frequéncias de vibra¢Ges especificas, correspondendo a niveis de energia das
moléculas (niveis vibracionais). Se uma molécula receber radiacdo com a mesma energia
dessas vibracdes, entdo a luz é absorvida, e para que uma vibracdo apareca no espectro

de IV, uma molécula precisa de sofrer uma variacdo no seu momento dipolar durante
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essa vibracdo’®. Resumindo, esta técnica de IV, recolhe informacdes sobre os
movimentos rotacionais e vibracionais de uma molécula dando origem a um espectro
gue para além de informar sobre os grupos funcionais dos compostos organicos,

proporciona também uma “impressao digital unica”.

Figura 2.3 — Aparelho de FTIR utilizado neste trabalho.

- Espetroscopia de Raman: Trata-se de uma técnica que usa uma fonte monocromatica
de luz que é dispersa ao atingir a amostra, gerando luz de mesma energia ou de energia
diferente da incidente (efeito de Raman). No primeiro caso, o chamado espalhamento
eldstico ndo é importante, contudo com o segundo (espalhamento ineldstico) é possivel
obter muitas informacdes importantes sobre a composicdo quimica da amostra. Essa
diferenca de energia entre a radiacdo incidente e a espalhada corresponde a energia
com que os atomos presentes na drea estudada estdo a vibrar, e a frequéncia de
vibracdo permite saber como os dtomos estdo ligados, ter informacado sobre a geometria
molecular e sobre a forma como as espécies quimicas presentes interagem com o
ambiente. Cada composto detetado fornece um espectro que funciona como a sua
impress3o digital, permitindo assim a sua identificacdo inequivoca’. Tal como o FTIR, o
Raman é usado em arqueometria como primeiro método de detecdo de compostos
organicos. Caso os resultados sejam positivos, dever-se-a complementar a analise com

métodos de quantificacdo mais precisos, como os cromatograficos.

- Cromatografia: Inventadas pela primeira vez em 1900 por Mikhail Semenovich, um
botanico russo, as técnicas cromatograficas vieram revolucionar o mundo cientifico pela

sua eficacia na separacao fisica de componentes de misturas. Desde a sua criacdo, estas
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técnicas tém sofrido enormes e variadas modificacdes, principalmente devido ao
desenvolvimento das tecnologias, contudo a sua base teérica mantém-se inalterada. Em
todas as separacbes, é obrigatdria a existéncia de uma amostra (mistura) que se
pretende separar, uma fase moével onde vai estar dissolvida a amostra, e uma fase
estaciondria que vaiinteragir com as duas anteriores. No caso das cromatografias liquida
e gasosa existem algumas caracteristicas que lhes sdao comuns: injetor (local onde se
introduz a amostra), coluna (local onde se insere a fase estacionaria, e se da a separacao
fisica da mistura), detetor (local onde os fragmentos que foram separados sdo

detetados).

Na cromatografia gasosa (Figura 2.4a) a fase mével neste caso é um gds inerte (hélio,
nitrogénio, argon) que ndo reage com a amostra ou fase estacionaria, sendo por isso
muitas vezes chamado apenas por “gas de arraste”. Assim, a amostra ao ser empurrada
para a fase estaciondria vai ser separada de acordo com as possiveis afinidades entre
ambos e mais tarde detetados pelo detetor do equipamento. Dada a necessidade de
volatilizacdo dos compostos para a sua introducdo na coluna, esta técnica mostra-se
inadequada para a analise de compostos pouco volateis.

A cromatografia liquida (Figura 2.4b) de alta eficiéncia apresenta como vantagem a
utilizacdo de diferentes solventes como fase modvel, permitindo variar as suas
proporcdes relativas de modo a otimizar a separacdo. Apds a separagao, os compostos
sdo detetados pelo detetor do equipamento e os resultados transmitidos para um

computador ligado ao sistema.

a)

Figura 2.4 — a) Cromatodgrafo gasoso com espetrdmetro de massa, Varian 4000 e b) Cromatégrafo liquido
com espetrometro de massa, Thermo LXQ.
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- Espetrometria de Massa: Atualmente é comum recorrer-se a utilizagdo da
espetrometria de massa acoplada a técnicas cromatograficas combinando assim a
capacidade de separacdo de fisica de misturas com a obtencdo dos espetros de massa
de cada um dos fragmentos originados. Esta combinacdo é considerada uma mais-valia
nesta drea por permitir atingir limites de detec¢do (Idd) muito baixos. De facto, o Idd
corresponde a concentracdo minima do analito necessaria para a sua detecdo, sendo
este parametro extremamente importante neste tipo de estudos pela reduzida
qguantidade de fragmento cerdmico muitas vezes disponibilizado para andlise,
resultando em quantidades residuais de compostos organicos para analise. Uma outra
caracteristica que torna imprescindivel a utilizacdo de um detetor de massa em
trabalhos arqueométricos é a sua possibilidade de utilizacdo de livrarias de espetros de
massa, tornando mais facil a identificacdo de compostos desconhecidos.

Trata-se de uma técnica espetroscdpica qualitativa e quantitativa que permite
obter informacdes relacionadas com a massa molecular de um composto, a sua formula
molecular, detalhes estruturais da molécula e o seu padrdo de fragmentacdo.
Inicialmente é necessario introduzir a amostra no MS (normalmente através do injetor
de uma técnica cromatogréfica, sendo portanto este um GC-MS ou LC-MS), e ioniza-la
ou fragmenta-la consoante a técnica cromatografica acoplada. Para ionizar/fragmentar
a amostra existem diferentes métodos, sendo El (impacto eletrdnico), Cl (lonizacdo
guimica), MALDI (lonizacdo em matriz assistida por laser de desor¢ao) ou ESI (lonizacdo
por eletrospray) conhecidos exemplos dessas fontes, sendo que todos apresentam
variacbes (mesmo que pequenas) nos seus funcionamentos, e a exce¢do do ultimo,
todos sdo realizados a baixas pressdes, enquanto ESI pode ser manuseado a pressao
atmosférica. Assim, a molécula original é dividida em pequenos fragmentos ocorrendo
a formacdo de um radical e um ido com carga elétrica que mais tarde passam pelos
analisadores de deflexdo magnética, quadrupdlos, de armadilha de ides ou Time-Of-
Flight (TOF) e separados de acordo com as suas caracteristicas como tamanho ou carga.
Os resultados s3o enviados para um computador anexo ao aparelho. E também possivel
aplicar-se o Tandem MS/MS. Esta técnica consiste em aplicar espetrometria de massa
em duas fases: na primeira ionizacdo sdo gerados varios ides, isolando-se e
estabilizando-se um ido de interesse (selecdo de massa, ido precursor) que depois sera
submetido a nova ionizacdo, obtendo-se um espectro da fragmentacdo desse ido em

particular.
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2.4 — Métodos de andlise elementar

Embora o cerne desta revisdo bibliografica esteja intimamente ligada a analise
de compostos organicos em artefactos ceramicos arqueoldgicos, é também importante
referir que existem técnicas quimicas adequadas a analise de outros materiais que nao
os compostos organicos presentes em artefactos ceramicos. Por exemplo, os métodos

seguintes sao aplicados no estudo da composicdao de materiais inorganicos.

- Espetroscopia de absorg¢do atémica: E uma técnica espetroscépica de absorgdo de
radiacdo na zona do visivel e do ultravioleta por dtomos neutros no estado gasoso.
Existem varios tipos de espectrometros de absor¢dao atémico, e apesar de todos eles
apresentarem as suas proprias caracteristicas que se traduzem em fortes variacdes de
sensibilidade, limites de detecdo e seletividade da técnica, e consequentemente no
preco, todos eles se baseiam no mesmo principio tedrico de funcionamento.
Inicialmente atomizam-se as amostras (liquidas ou sdlidas), fazendo-se incidir sobre os
atomos neutros radiagdo na zona do visivel ou UV, com a frequéncia caracteristica do
elemento que se pretende estudar, de forma a esses atomos absorverem a radiacdo
fornecida. Ao absorver a radiacdo ocorre a risca de ressonancia, ou seja, os atomos
passam do estado fundamental para o estado excitado de mais baixa energia. Sabendo
gue a energia de absorgdo é diretamente proporcional a concentra¢do do analito, pode
determinar-se a sua concentracdo pelo método de curva de calibracdo ou da adicdo de

padrao.

- Espetroscopia de emissdo atdmica: A técnica de espectroscopia de emissdo atdmica é
um importante método de quantificacdo multielementar. Neste método utiliza-se a
intensidade de luz emitida por uma chama ou plasma acoplado indutivamente. O
primeiro passo corresponde a introdugdo e volatilizacdo de amostra. Ainda com ajuda
de chama ou de plasma, os elementos da amostra sdo excitados a um comprimento de
onda previamente estabelecido, emitindo fotdes quando retornam ao seu estado
fundamental. Esta radiacdo apresenta uma intensidade que é diretamente proporcional

a concentracdo e nimero de dtomos do elemento em questdo’>.
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Para além destas técnicas existem também outras técnicas para andlise da fracao
inorganica de matrizes arqueoldgicas como a difragcdo de raio-X (XRD), a espetroscopia
fotoeletronica de raios-X (XPS), a espetroscopia eletronica de Auger (AES) e a

espetroscopia fotoeletrénica de ultra-violeta (UPS).

- Difragao de Raio-X (XRD): esta técnica permite avaliar o modo de difracdo de ondas
pela estrutura cristalina, cujo comprimento de onda é da mesma ordem de grandeza
das distancias interatémicas. Assim, o sinal é medido por um cristaldgrafo que capta os
feixes de raio-X difratados em diferentes angulos. Esta técnica é capaz de ceder
informacbes como as fases cristalinas, ou ligacdes quimicas de uma amostra,
conseguindo-se posteriormente proceder a sua identificacdo e de toda a composicdo da
amostra. E uma técnica vastamente aplicada no estudo de materiais ceramicos, na
determinacdo das pastas de fabrico, temperaturas de cozedura ou cristalinidade
mineraldgica. E no entanto aplicavel a todo o tipo de amostras que se apresentem
cristalinas (ou pelo menos, ndao 100% amorfas), como por exemplo, ceramicas, fdsseis,

vidros, arte entre outros. E uma técnica ndo destrutiva e ndo requer qualquer tipo de

tratamento de amostra’®.

- XPS, AES e UPS: sdo métodos espetroscdpicos eletrdnicos de andlise de superficies,
sendo de utilizacdo similar dado funcionarem com principios teoricamente préximos.
S3o técnicas que provocam a excitacdo, a emissao e a detecdo posterior de um eletrao
com uma determinada energia de ligacdo, e apenas diferem na intensidade de energia
gue impdem sobre o eletrdo a excitar (raio-x forte, soft raio-x e UV, respetivamente).
Sao muito utilizadas em arqueometria na determinacdo de estados de oxidagdo, na
obtenc3o de percentagens atémicas e na identificacdo elementar’®. Tal como em XRD,
estas técnicas ndao sao destrutivas, nem requerem qualquer tipo de tratamento das

amostras.
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2.5 — Aplicacao do conceito de tragador molecular

Em muitos casos ndo é suficiente para identificar a matriz organica original a
simples detecdo e a identificacdo dos varios compostos organicos presentes. De facto, é
necessario relaciona-los com uma possivel fonte o que pode nao ser imediato devido a
elevada complexidade das misturas organicas habitualmente detetadas. Apesar das
pequenas quantidades de ceramica analisadas, sdo normalmente detetados varias
dezenas de compostos moleculares orgadnicos que muitas vezes ndo conferem ao
analista informagdes determinantes para o objetivo do seu trabalho. De facto, uma
parte dos compostos organicos detetados é redundante devendo-se este facto a
existéncia destes compostos comuns a uma grande variedade de matrizes organicas,
ndo sendo por isso exclusivos de um Unico produto, pelo que a sua detecao, por si, ndo
é inteiramente informativa. Também é comum a detecdo de compostos conhecidos
como contaminagdes, como por exemplo a identificacao de siloxanos provenientes da
fase estaciondria da coluna do cromatdgrafo gasoso, ou de ftalatos origindrios de

materiais plasticos ou borrachas, entre outros.

Os chamados tragadores moleculares sdo idealmente compostos caracteristicos
de uma fonte Unica ou com um pequeno leque possivel de origens (Tabela 2.1). Estes
tracadores moleculares sdo conhecidos quer por terem ja sido detetados em matrizes
organicas contemporaneas, conhecendo-se desta forma a sua origem, quer estudando
os mecanismos de degradacdo de compostos organicos de forma a se relacionar os
compostos detetados com uma possivel matriz organica que lhes terd dado origem?”’.
Estes conhecimentos podem ser complementados efetuando andlises quimicas a
materiais organicos diferentes matrizes, de forma a inferir-se da sua composic3o. E
gracas a combinacdo de todos estes procedimentos e do conhecimento das diferentes
combinacgbes entre estes compostos que se estabelecem ligacdes entre os resultados
das analises e certos produtos, como o mel, vinho, leite, preparados piscicolas, resinas,

entre outros (Tabela 2.2).
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Tabela 2.1 - Exemplos de tragcadores moleculares de alguns produtos comercializados na antiguidade.

Produtos Tragadores moleculares

Vinho Acidos tartarico e siringico

Preparados Piscicolas Fitol e acido fitanico

Mel/Cera de abelha 5-hidroximetilfurfural — ésteres metilados
Azeite/Azeitonas Acidos oleico e linoleico

Queima de biomassa vegetal Levoglucosano e acido abiético

Oleos vegetais Limoneno, linalol e mirceno

Tabela 2.2 - Lista dos principais compostos organicos detetados nas diferentes matrizes arqueoldgicas.

Materiais ceramicos Artes e Tecidos Estruturas Osseas
Compostos terpénicos Pigmentos Aminodcidos
Lipidos animais Corantes Acidos Organicos
Lipidos vegetais Tintas Lipidos
Aminoacidos

Hidratos de Carbono
Acidos Organicos

Materiais resinosos

2.5.1 - Materiais organicos e alguns processos de degradacao

- Vinho: Este foi um dos produtos mais comercializados na antiguidade, abastecendo
diariamente as grandes elites populacionais, os cidaddaos mais humildes ou mesmo
legides de soldados'®. A fermentacdo intencional de hidratos de carbono em &lcool
(etanol) foi uma das maiores inovagGes que marcaram a transicdo das sociedades
paleoliticas para neoliticas, tendo sido inclusivamente um dos fatores que promoveu o
sedentarismo, e o desenvolvimento e incremento da producdo de cerdmicas’®”°,

Algumas evidéncias quimicas suportam o facto da presenca de residuos de vinho poder
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ser confirmada pela detecdo de marcadores organicos caracteristicos deste,
preservados nas matrizes ceramicas. Estes compostos incluem o acido tartarico, uma
molécula muito abundante em vinho®®’°, e compostos resinosos adicionados
unicamente para a preservagdao de sabor, que ndao sao no entanto exclusivos deste
produto, acabando por ndo comprovar irrefutavelmente a sua existéncia?®8%8!, Verifica-
se que o acido tartarico, uma molécula muito soluvel em dgua, estd muito presente em
vegetais e frutas como a uva, e os compostos resinosos®!, estdo normalmente
relacionados com compostos terpénicos caracteristicos de pinheiros, como o a-pineno,

a-muoroleno ou copaeno?6:80,

Um melhor indicador para a formacdo e presenca de vinho é a malvidina’. A
malvidina é uma antocianina que dé origem a cor avermelhada das uvas e vinho tinto??.
E um composto bastante estavel que polimeriza ao longo tempo, levando a um gradual
escurecimento da sua tonalidade, que também depende do pH da solucdo. A sua
solubilidade em agua diminuiu drasticamente a medida que vai polimerizando, sendo
por isso notavel a persisténcia e durabilidade de manchas criadas por este produto.
Outra caracteristica da malvidina é polimerizar quando em ambiente alcalino libertando
acido siringico (figura 2.5). Assim, surge também o acido siringico enquanto tracador

molecular de vinho”:83.

Para além desta selecdao de compostos existem alguns outros que apesar de nao
serem tdo seletivos para o vinho, sdo-lhes também caracteristicos. Por exemplo o
siringaldeido e o acido sucinico, um dos acidos mais comuns encontrados no vinho que
é derivado da metabolizacdo de nitrogénio por leveduras durante a fermentacdo
(fermentac3o de acucares) (Figura 2.6)?°. Também os acidos piruvico, acético, malico,

citrico, ascérbico, latico, entre outros?*.
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Figura 2.5 - Polimerizac3o de uma molécula de malvidina com a consequente formac3o de 4cido siringico’.
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Figura 2.6 — Formacgdo de acido sucinico (entre outros intermediarios) durante o processo de
fermentac3o®*.
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- Preparados piscicolas: Tal como ainda hoje em dia acontece, em tempos ancestrais
era importante o consumo de preparados de peixe, sendo necessario o seu transporte
para populacdes distantes das zonas costeiras®. Nesse periodo destacava-se o comércio
de uma mistela em forma de pasta ou liquida, que consistia na mistura entre preparados
de peixe e outros compostos. Desses preparados, realcava-se a producao de alec, muria
e principalmente garum®. Sendo considerados produtos de luxo, as suas preparac¢des
eram feitas de forma similar, sendo o garum uma mistela de sangue, visceras, plantas,
algas e vdrias espécies de peixes de pequeno porte esmagados, que seriam deixados de
salmoura por alguns meses ou aquecidos artificialmente (anexo 1)%°8, Estes produtos
ricos eram entdo utilizados como pasta para condimentar alimentos. Transportados
maioritariamente em contentores ceramicos, estes preparados podem, apesar de toda
a deterioracdo provocada ao longo dos anos, ser detetados analiticamente e assim

quantificados®®.

Os principais constituintes destes preparados piscicolas sdo aminoacidos®’ e
acidos gordos (saturados e insaturados) 88°. Como se sabe, os peixes apresentam tal
como qualquer animal, uma constituicao proteica que se degrada muito rapidamente.
Desta continua degradacdo surgem entdo os constituintes monoméricos mais basicos,
os aminodcidos, sendo a glicina, alanina, glutamina, tirosina, serina e asparagina os mais
comuns®’. Os &cidos gordos insaturados, principalmente dmega 3, sdo também
caracteristicos de peixes e 6leos de peixe®®. No entanto, apenas a detecdo de
aminodcidos e lipidos como o colesterol (esterdis), ou produtos da inevitavel hidrdlise
de triacilglicerideos (acidos gordos livres e glicerol) (Figura 2.7), ndo comprovam a
existéncia de peixe. E de relembrar que os aminoacidos s3o compostos organicos que
de certa forma sdo pouco especificos, uma vez que podem indicar uma enorme
variedade de origens, tanto animais como vegetais, enquanto os lipidos sdo um grupo
de compostos organicos onde se incluem dleos, gorduras e ceras, todos eles insollveis
em agua’l. No caso de garum, o melhor tracador molecular indicador da sua presenca é
o fitol®2. O fitol é um diterpeno alcodlico de cadeia ramificada que estd presente na
constituicdo da clorofila, que por conseguinte é um pigmento verde que estd
obrigatoriamente impregnada em algas e plantas utilizadas na receita de garum?®-°2,

Uma segunda caracteristica do fitol, é que este pode ser oxidado dando origem ao acido
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fitanico, um acido gordo de cadeia ramificada que sé por si, ja existe naturalmente em

6leos de peixes®** (Figura 2.8).

T

HO—-C—Ry |C|j

H.C—OH %) 0O H-C—0—C—R;
1

HC—OH + HO—C—R>» R,—C—0—CH + 3 HO
H,C—OH ? HoC—0O—C—R;

HO—C—R,
Glicerol Acidos gordos Triacilglicerol

Figura 2.7 — Hidrolise de triacilglicerideos em 3 4cidos gordos livres e uma molécula de glicerol®*.

Clorofila A

CH20H
)\/\)V\)\/\/,[ Fitol

Oxidagdao

/k/\/k/\)\/\)\/com Acido Fitanico

Figura 2.8 — Formacdo de acido fitanico a partir de uma molécula de pigmento de clorofila A °2.

- Mel e cera de abelha: O mel é um produto natural utilizado desde a antiguidade nao
s6 como edulcorante, mas também para dar sabor ou mesmo condimentar outros
alimentos, como garum, carnes, cerveja e vinho?3. No contexto de uma anélise quimica,

é relativamente facil identificar residuos de mel num fragmento cerdamico ancestral
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devido a enorme quantidade de hidratos de carbono (agucares) aprisionados entre
camadas de argila (figura 2.9)>>%. Entre outros compostos como aminodacidos ou
compostos de origem vegetal, os aclcares sdo os que mais se destacam apresentando-
se numa enorme variedade e com intensidades muito mais elevadas que os restantes

compostos detetados®.
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Figura 2.9 — Cromatograma de um extrato organico de um fragmento de pote meleiro onde se encontram
evidentes as intensidades elevadas dos hidratos de carbono.
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Figura 2.10 — Esquema da formac3o do 5-hidroximetilfurfural®®.

Em adicdo a estes compostos, surge o 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) (Figura
2.10°%), um derivado de furano, muito téxico que surge da degradacdo de hexoses como
a glucose, galactose e manose?’. Estas degradam-se em frutose quando expostas a
condicGes de elevadas temperaturas, tendendo a sofrer uma desidratacdo e originar a

molécula de HMF (Figura 2.11)%.
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Figura 2.11 — Demonstracio da degradacio de uma hexose (glucose) para formacdo de 5-HMF®,

Para além destes compostos caracteristicos do mel, existem outros que apesar
de ndo serem exclusivos na sua constituicdo, quando detetados, apresentam-se como
um elemento de aproximag¢dao a sua determinagdo. Sdo exemplos desses compostos,
acidos organicos como o glucdonico, resultante da digestdo enzimatica da glucose,
pirdvico, malico, citrico, sucinico e fumarico, ou compostos fenélicos como o gélico, p-
cumadrico, cafeico, eldgico, ferrulico, clorogénico, siringico, cindmico, vanilico e p-

hidroxibenzdico.

- Cera de abelha: foi muito utilizada na antiguidade por ser um produto abundante na
natureza e de facil extracdo!®. E produzida pelas abelhas, com uma tonalidade
esbranquicada que ressalta logo apds a sua producdo, escurecendo caso esteja em
contacto com contaminantes como pélenes ou outros materiais transportados pelas
abelhas!®l. Atualmente a cera de abelha é encontrada em ceramicas arqueoldgicas,
isolada ou misturada com materiais de origem animal ou vegetal®? (Figura 2.12). Este
produto de origem organica (mais especificamente lipidica) era utilizado com multiplos
propésitos, por exemplo em cremes medicinais ou até estéticos, na arte, ou mesmo para
desempenhar papéis tecnolédgicos, uma vez que era utilizado como combustivel de
iluminacdo ou mesmo como agente impermeabilizadori®3104,

Relativamente a analise quimica de residuos organicos preservados em materiais
arqueoldgicos, os tracadores moleculares de cera de abelha sdo bastante estdveis no
tempo por serem resistentes a processos de degradacdo, contrariamente aos do mel
que s3o muito suscetiveis a degradacdo na maior parte das condi¢cdes ambientaisi®,
Todavia, a detecdo de cera de abelha implica também a existéncia de mel nessa dada
épocal®. Para a detecdo dos seus residuos é comum a aplicacdo de métodos

espetroscopicos (Raman e FTIR) e cromatograficos (GC-MS) (Figuras 2.13 e 2.14) 102105,
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Figura 2.12 — Cromatograma relativo a materiais recolhidos numa muimia egipcia do periodo ptolemaico,
onde foi detetada cera de abelha juntamente com quantidades residuais de compostos vegetais 1°2,

Acidos saturados v
Lactonas saturadas
n-alcanos

Alcandis

«c,

Esteres de ceras

<400 mp

Hidroxi ésteres de ceras

4Cy

4C,

f< C.OH

Tempo de retencdo (min)

Figura 2.13 — Cromatograma relativo a materiais recolhidos numa muimia egipcia do periodo ptolemaico,
onde foram detetados compostos caracteristicos de cera de abelha 12,
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Figura 2.14 — Cromatograma de um copo Etrusco do século 8 a.C, onde foram detetados compostos
pertencentes a cera de abelha %,

A sua presenca em artefactos arqueolégicos pode ser detetada pela comparacao
com cera de abelha contemporanea que apresenta na sua constituicdo n-alcanos
saturados e insaturados, monoésteres, diésteres, hidroxiésteres, acidos gordos de
cadeia longa, e em menor quantidade outros constituintes como flavonoides!®, Os
monoésteres saturados sdo os lipidos mais importantes para identificacdo de cera de
abelha, que consistem em alcoois de cadeia longa com nimero de carbonos pares (Cza
ao Csg), que sofrem esterificacbes pelo dcido palmitico (Cie0)'%. Outros compostos
significantes como os monoésteres de carbono par, derivam dos acidos palmitoleico
(Ci16:1) e oleico (Cis:1). Os acidos gordos e hidroxiésteres derivam da hidroxilacdo do éster

palmitato®® (Figura 2.15).
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Figura 2.15 - Hidroxilag3o de ésteres de palmitato com formac3o de hidroxiésteres!®

I16:0
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Apesar de serem compostos estdveis, é praticamente inevitavel que a
composi¢dao quimica de cera de abelha encontrada em artefactos arqueoldgicos se
apresente alterada relativamente a sua estrutura original (Figura 2.16)%%. Esta pode ser
caracterizada pela presenga de monoésteres saturados com numero de carbonos pares
(Ca0 a0 Csz) que derivam do acido palmitico, n-alcanos de cadeia longa com nimero de
carbonos impares (C21 ao Cs3), e finalmente, dcidos gordos saturados de cadeia longa

com numero de carbonos pares (Cz2 ao Cz4)100:105107,

Cera de abelha

| | M| .. . i
Prind pais componentes moleculares '[" n-alcano | ésteres i | flavandides
!
Processos fisico-quimicos subli rﬁat;a‘o Hidrdlise Deg r’adlacﬁo
| ) | ) quimica
| A B SN __i.___
Produtos de degradacao alcoois acido [_Derivados
I | palmitico fendlicos
Processos fisico-quimicos sublimacdo sublimagdo
v v v
Deplecdode n-alcanos Desaparecimento Desaparecimento
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Figura 2.16 — Processos de degradac3o dos principais constituintes organicos de cera de abelhal®.

- Queima de biomassa vegetal: A queima de materiais celulésicos como a madeira,
ramos ou folhagens, liberta para a atmosfera compostos quimicos estaveis a
temperatura ambiente muito caracteristicos?3. A revelacdo de marcadores organicos
gue queima de biomassa vegetal sdo entdo, realmente importante, uma vez que estes
encobrem sempre um processo para além do de queima de biomassa?3. Ou seja, estes
sdo marcadores que estardo incluidos em amostras de garum, uma vez que o peixe teria
de ser cozinhado apds a salmoura®, amostras de mel, uma vez que a margem do que
ainda acontece hoje em dia, se dava a introducdo de fumos nas colmeias para se retirar

as abelhas??, entre outros processos. Assim, com a compreens3o da importancia deste
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fenédmeno, vem a necessidade de conhecer os seus tracadores moleculares mais
caracteristicos. E proposto o levoglucosano, um derivado de monossacarideo como um
indicador especifico da queima de celulose em emissdes de queima de biomassal®. A
celulose é uma molécula de longa cadeia polimérica linear, constituida por 7000 a 12000
mondmeros de D-glucose associados em fibrilas elementares, e apresenta-se como o
principal elemento de manutengdo estrutural dos materiais que a constituem (madeira,
ramos, etc.)!®®, Quando se dd a combustdo destes materiais ocorre a clivagem de
ligacGes na molécula de celulose com formacgdo de acglcares anidro e outros compostos
volateis. Estes, ao pirolisarem vao originar o 1-6 anidrido da glucose, também chamado

de levoglucosano® (Figura 2.17).

Celulose
Outros produtos de
decomposicdo
HO © Q ‘o 0
——————. — O
o, S— ~————
,DH W 3 HO‘.\"-
HO™ oH  %op
OH | oH
1,4-Anidrido Levoglucosano 1,2-Andrido

Figura 2.17: Produtos da pirdlise de celulose %,
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O 4cido abiético surge também como um componente de resinas de origem
Pinaceae®®. Durante o processo de aquecimento, o acido abiético (AA) pode ser
convertido em &cido desidroabiético (DSA) pelo processo de desidrogenacdo!!?. Uma
série de outras transformag¢Ges podem produzir outros compostos organicos
intermediarios quando um tratamento termal é permanente e mais intenso (Figura
2.18)%%. Apesar da reacdo principal corresponder a desidrogenacio de AA a DSA, uma
descarboxilagcdo de DSA pode produzir desidrobietina. Aumentando a aromatizacdo de
desidrobietina assim como a descarboxilacdo de DSA, gera-se norabietamene?®-119,
Norabietamene pode ser desidrogenado a tetrahidroreteno e reteno (formado

predominantemente quando o processo é realizado a muito altas temperaturas)26-11°,

J//”“v "
/\\l - 7

RNy
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"/ = \“-CH; /\\CJ/E]/ CHy

Auda desidroabiético (\ LH\\ Py
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y

4
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Figura 2.18 — Reacbes de transformacdo do 4cido abiético®®.
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- Azeite e Azeitonas: A oliveira, olea europaea, é uma planta caracteristica da bacia
mediterranica e de partes da Asia menor, produzindo como fruto as azeitonas. Existem
referéncias a oliveiras que remontam a antiguidade, datadas dos tempos Biblicos e
Romanos, ou mesmo da mitologia Grega. Historicamente, os produtos da olea europaea
eram caracteristicamente usados como afrodisiacos, laxantes, tonicos, sedativos além
de serem alimentos nutritivos!!!. Dos seus frutos extrai-se o azeite, um dos principais
constituintes da atual dieta mediterranica'?. Considerado um produto muito rico, o
comércio de azeite ou azeitonas, era apenas estabelecido entre popula¢des
pertencentes as elites da sociedade?*. A sua presenca em artefactos arqueoldgicos
ceramicos é detetada pelo facto de esta apresentar na sua constituicdo um conjunto
maioritario de compostos como: acidos gordos saturados e insaturados, com muito
especial destaque para o acido oleico, e também linoleico e palmitico, compostos
fendlicos e o esqualeno!®. Os 4&cidos gordos provenientes da degradacdo de
triacilglicerideos (Figura 2.19) sdo tracadores destes produtos, ndo pela sua presenca,
mas pela intensidade em que se apresentam, uma vez que o acido oleico, um acido

gordo monoinsaturado corresponde a cerca de 72% da constituicdo do azeite!!4,

o Ci3H
/C]__SHSO — )J\ ClS\Hé’O + HO)J\C/ 1\3C|-2|2
H

Figura 2.19 - Formacgdo de acidos gordos C16:0 e C18:0 pela hidrdlise de triglicéridos presentes no
azeite!!4,

113 onde

Os compostos fendlicos presentes no azeite podem atingir os 196-500 mg/kg
leves variacOes destes valores se traduzem em altera¢des na qualidade do produto. Os
fendis deste 6leo podem-se dividir em trés categorias: fendis simples, secoiridoides e
lignanos. Estes grupos fendlicos incluem compostos como o tirosol, hidroxitirosol**!
(Figura 2.20) que sdo fendis simples que proveem da hidrdlise de secoiridoides como o

oleuropeino, apds o azeite ser guardado durante muito tempo!*®, o que os torna muito

propicios a serem detetados durante analises quimicas de fragmentos arqueoldgicos.
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OH OH

HO HO
OH

Figura 2.20 — Estrutura quimica de alcoois fendlicos presentes no azeite: a) Hidroxitirosol; b) Tirosol**!.

O esqualeno é um triterpeno e um dos maiores intermediarios na sintese de
colesterol. O que o torna um étimo tracador molecular destes produtos é o fato de estar
presente no azeite numa percentagem muito mais elevada que em outros produtos
alimentares, ou dleos (cerca de 0,7% enquanto que noutros sera cerca de 0,002-

0'03%)113,114.

- Perfumes: Tendo sido primeiramente produzido e referenciado pelo povo egipcio, o
perfume apresentava-se como um produto de elevada importancia, desempenhando
papeis ativos na vida de populacbes ancestrais''®. Utilizados em festas, cerimdnias e
ritos religiosos, funerais e até na medicina ou em jogos de seducdo carnal, eram obtidos
pela extracdo da fragrancia de certos materiais crus (plantas, resinas, especiarias, etc.)
usando 6leos vegetais (sésamo, éleo de oliveira (azeite), raiz-forte e améndoa) como
principais excipientes!'’.

E gracas a descobertas arqueoldgicas que o nosso conhecimento sobre os
perfumes existentes durante os tempos passados estdo a ser correntemente revividos.
Sendo reconhecido como um material social caro, este era apenas obtido pelos mais
ricos que os usavam orgulhosamente ndo apenas nas ocasides mais importantes, mas
sim durante o dia-a-dia!®. E devido ao facto de serem muitos os perfumes utilizados na
antiguidade, e de nem todos terem as suas “receitas” esclarecidas perante os olhos de
historiadores, que a analise quimica destas matrizes pode por vezes ser tdao complicada.
No entanto, gracas a Dioscdrides e ao seu manuscrito “De Materia Medica” (entre
outros) onde relatou a mais completa lista de producdo de perfumes da antiguidade

durante o primeiro século depois de Cristo!'®, é, nos dias que correm possivel a
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reconstrucdo organica das suas matrizes, o que possibilita a associacdo entre os
compostos organicos detetados em fragmentos ceramicos e os perfumes que |d eram

armazenados originalmente.

Para as suas producgdes, apesar da utilizacdo de elementos basicos da natureza,
eram necessdarias muitas horas de tentativas de combinagdes de fragancias até se obter
o odor pretendido. Apds a extracdo de dleos vegetais (raiz-forte, améndoa, sésamo, ou
azeite de oliveira) eram adicionados outros componentes que de acordo com as suas

caracteristicas, se pretendia que favorecessem a qualidade do produto (tabela 2.3) 11,

Tabela 2.3 — Materiais usados no fabrico de perfumes na antiguidade.

Materiais Origem botanica Fungao

Azeite - Olea europaea

Oleo de sésamo - Sesamum indicum
Oleo de acacia-branca - moringa oleifera
Oleo de améndoa - Prunus amygdalus

Oleos vegetais Excipiente

Jasmim - Jasminum gradiflorum
Rosa - Rosa centifolia

Narciso - Narcissus poeticus
Lirios - Lilium candidum

Plantas aromaticas Fragrancia

Mirra — Cammiphora myrrha

Balsamo — Cammiphora opobalsamum Fragrancia e
Ladano — Cistus ladaniferus Fixador
Gaélbano - Ferula galbaniflua

Resinas

Canela — Cinnamomum verum
Especiarias Cardamomo — Elettaria cardamomum Fragrancia
Acafrdo — Crocus sativus

Vinho Vitis vinifera Fragrancia

Mel Apis melifera (por exemplo) Preservante

No ambito de analises quimicas efetuadas a artefactos ceramicos arqueolégicos,
e tendo em conta o tipo de materiais utilizados para a produgdo dos produtos
aromaticos — perfumes, torna-se imediata a busca por marcadores de substancias

naturais vegetais.
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Os aminoacidos sdo mais uma vez, um tipo de compostos organicos que ao
serem provenientes da degradacdo de proteinas, estardo presentes nas matrizes
ceramicas que terdo sido utilizadas para o armazenamento de perfumes. Em todas
as receitas descritas por Dioscorides havia referéncia a utilizagdo de compostos
resinosos como fixadores da preparacdo para se evitar a rapida volatilizacdo do
preparado!!>1® justifica-se assim a presenca de a/B-pineno, a-copaeno, xileno,
etc., todos eles compostos terpénicos presentes em resinas naturais. Os restantes
“ingredientes” (flores, especiarias e 6leos) provém essencialmente hidratos de
carbono terpénicos - Cineole, Mirceno, linalool, limoneno, entre outros, todos
eles comuns em substancias vegetais naturais!’. Caracteristicos apenas de 6leos
excipientes, existem também acidos gordos como o palmitico (Cis), estedrico
(C18), oleico (Cis:1), linoleico (Cis:2) e compostos lipidicos esterdis como o
esqualeno, glicerol e B-sitoesterol'1®117.118 D3 |ibertacdo destes dleos e terpenos,
podem muitas vezes ser “arrastados” os acidos pimarico e abiético sendo que
deste ultimo, um diterpeno, pode surgir o acido dehidroabiético, um marcador de
gueima de biomassa vegetal muito relevante na constituicio de madeiras

(coniferas de pinheiro), de onde era retirada grande parte das resinas!?’.

2.6 — Técnicas para a anadlise de ADN antigo

Uma andlise exaustiva de materiais arqueolégicos necessita obrigatoriamente
da contribuicdo de especialistas de areas cientificas complementares. Neste sentido,
a biologia, a par de outras ciéncias, pode também dar o seu contributo fundamental
para esta problemdtica. Nos materiais ceramicos estudados, a par dos residuos
guimicos frequentemente encontrados e identificados por técnicas cromatograficas,
é possivel também a detecdo de fragmentos de cadeia reduzida de moléculas de ADN
caracteristicas do conteudo original dos vasos. Uma correta abordagem da genética
molecular, recorrendo a um conjunto de técnicas de extragdao, purificagdo,
amplificacao e sequenciacdao de ADN, a par da utilizagao de técnicas bioinformaticas
para a analise dos resultados obtidos, poderdo permitir a reconstituicdo dos

fragmentos de moléculas de ADN degradado de forma a identificar a cadeia original.
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- Técnicas de extracao ADN: A extragao e a purificagao de ADN é o primeiro passo
em qualquer trabalho que envolva a andlise de ADN antigo!!® (e contemporaneo).
Este processo é fulcral, uma vez que se espera que qualquer molécula de ADN
remanescente nas amostras em causa, para além de se apresentarem presentes
em quantidades diminutas, apresentar-se-dao também em condi¢des de
conservacdao muito debilitadas e portanto, de forma extremamente degradadas
degradado (produto das condi¢cGes a que se poderdo expor e da idade avancada).
Relembrar que ADN, é uma molécula organica onde estd inserida toda a
informacdo genética dos seres vivos, sendo portanto, uma molécula portadora da
habilidade Unica de ser especifica para todos os organismos existente e
conhecidos. Apesar da existéncia de diferentes técnicas de extracdo de ADN,
utilizando metodologias distintas, € comum a realizacdo de etapas onde ocorre
uma especial atencdo para a eliminagcdo do material ndo passivel de ser analisado,
de forma a permitir a obtengdo do acido nucleico (ADN) diagnéstico. Assim, deve
descartar-se todo o material genético que nao for de interesse (proteinas, ARN),

cuja presenca poderia inclusive invalidar as andlises futuras 120121,

Comummente, a extracdo de ADN antigo é conseguida quer através da
aplicacdo de protocolos artesanais''®*2°, quer da utilizacdo de kits de extrac3o.
Uma extracdo artesanal é um método que utiliza reagentes que podem ser
facilmente adquiridos e/ou preparados num laboratdrio de biologia molecular,
como EDTA, SDS, DTT, proteinase k, etanol, fenol/cloroférmio, cloreto de sédio,
entre outros, que permitem a preparacao do tampao de extracao e purificagao do
ADN das proteinas e do ARN. Assim é possivel a separacdo dos acidos nucleicos

das restantes moléculas que os podem degradar?!t® 120,121,

Um outro método baseia-se na utilizacdo de kits comerciais disponiveis

para extracdo e purificacdo de ADN, sendo obrigatdrio utilizar kits comerciais cujo

sucesso para aquele tipo de amostras ja tenha sido previamente demonstrado 122
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Por parte do analista, a escolha do kit a utilizar € um passo crucial, sendo

necessario atender-se a alguns pontos, nomeadamente:

i) A tipologia da amostra, dado que uma amostra que contenha ADN antigo
e fragmentado deve ser tratada de uma forma diferente de uma amostra
de ADN moderno, retirada diretamente de um tecido biolégico, ou
mesmo de uma amostra de sangue coletado de um paciente vivo onde

os acidos nucleicos ndo estarao tdo degradados;

i) Aintenc¢do de uso, uma vez que a qualidade e pureza de ADN obtido pelo
kit em questdo deve ser compativel com a sua aplicacdo futura

(amplificagdo, sequenciagdo ou outras);

iii) A quantidade de amostra, que costuma ser bastante reduzida em

trabalhos com ADN antigo (em alguns casos é menor que 2ng/ul).

Todos os kits comerciais apresentam critérios basicos de aplicacdo, adequados
a um desempenho eficiente, sendo cruciais tanto a remoc¢ao de contaminantes
através de etapas de lise celular como a precipitacdo de acidos nucleicos. A
utilizacdao de SDS ou outros detergentes permite a eliminac¢ao de lipidos da parede
celular e de restos celulares. Por outro lado, a centrifugacdo, a lise proteica (muitas
vezes recorrendo a proteinase K) e a remoc¢do de ARN (através da utilizacdo de
ARNses, enzimas que degradam o acido desoxirribonucleico) sdo fases comuns a
todos os kits e outros métodos de extracdo, tal como a precipitacdo e eluicdo do
ADN propriamente dito!22123,
Com ja foi mencionado, cada kit apresenta as suas caracteristicas proprias,
devendo escolher-se um adequado a recuperacdo de ADN fragmentado e

degradado!?® 124,
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- Nanodrop: E um espetrofotémetro de medi¢io de acidos nucleicos (ADN), &cidos
ribonucleicos (RNA) e proteinas, que permite a determinagao da concentragao e pureza
do ADN presente, sendo por isso muito utilizado em biologia molecular. Estas andlises
espetrofotométricas baseiam-se no facto dos acidos nucleicos absorverem radiagao
ultravioleta'?®, gera um sinal elétrico diferente quando a radiacdo atinge o fotodetetor
depois de passar pelos vestigios de ADN, sendo a sua concentracdo de ADN (e dos
restantes contaminantes) determinada com base na lei de Lambert-Beer!?®. Assim, a
absorvancia obtida a um comprimento de onda de 260 nm corresponde a concentracdo
de 4cido nucleico na amostra. Adicionalmente, a determinac¢do da pureza do extrato de
ADN é verificada relacionando as absorvancias obtidas entre os 260 e os 280 nm (para
verificar o racio entre ADN e RNA) e entre 260 e 230 nm (para verificar o racio entre ADN
e proteinas). Assim, os valores de absorvancia (260/280 nm e 260/230 nm), mais a
frente, designado por Azso/280 € Aze0/230 localizados entre 1,8 e 2 indicam que o ADN

existente é puro!?®.

A particularidade desta técnica é poder ser usada diretamente em extratos de
ADN sem qualquer amplificagdo prévia, necessitando mesmo assim de um volume de

aliquota diminuto (entre 1 a 2ulL de solugdo)?71%8,

- Camara de Fluxo Laminar: A manipulacdo de ADN antigo exige um tratamento especial
no sentido de evitar possiveis contaminagdes com ADN recente. Idealmente este
trabalho deveria ser elaborado num Ilaboratério isolado de qualquer tipo de

organismos!?®

, sendo no entanto essa uma realidade indisponivel para muitos centros
de investigacdo. A utilizacdo de camaras de fluxo laminar, um equipamento profissional
compacto, desenvolvido para recriar um ambiente limpo em pequenas areas de
trabalho, independentemente das condi¢des do meio ambiente que o rodeia sdo a
alternativa disponivel. O ar filtrado existente no seu interior é constantemente injetado
na area de trabalho numa sé direcdo (de cima para baixo) garantindo um ambiente
renovado e limpo. Dever-se-a limpar com alcool etilico todas as superficies prévia e

posteriormente a qualquer utilizacdo, seguindo-se a utilizacdo de solucdo de ARNses e

a passagem de luz ultravioleta?®,
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- PCR: Polymerase Chain Reaction, € um método de amplificagdo de ADN a partir de
extratos do mesmo. Este consiste em utilizar os mecanismos de replicagao in vitro, tendo
este, sido simplificado ao mdéximo para se obter o maior sucesso possivel. Depois de
extraido o ADN, adiciona-se-lhe uma solu¢dao tamponada com alguns elementos como
o tampado (buffer), magnésio, dNTP’s (bases azotadas ligadas a trés fosfatos), primers
(segmentos de acidos nucleicos, necessarios para dar inicio ao processo de replicagdo
(copia) de novas moléculas de ADN) e uma enzima de polimerizacdo de ADN. A mistura
ao ser colocada no termociclador (aparelho que permite a realizacdo do PCR) passa por
ciclos pré-programados com temperaturas e tempos previamente otimizados para cada
reacao. Fundamentalmente, cada passo apresenta um tempo e temperatura
especificos, sendo necessdrio desnaturar o ADN (partir as pontes de hidrogénio ),
emparelhar cada metade de filamento de ADN com o primer utilizado (especifico) e
sintetizar dois novos fragmentos de ADN iguais ao original pela a¢dao da enzima. De
seguida repete-se o ciclo, originando cada molécula de ADN novas moléculas. Este
processo pode repetir-se até cerca de 40 vezes, dando-se uma replicagdo exponencial

do material genético3°,

- Eletroforese: E uma técnica usualmente empregue em produtos de amplificacdo por
PCR, onde por aplicacdo de uma diferenca de potencial, fragmentos de ADN sdo
devidamente separados numa plataforma em gel. As moléculas sdo separadas de acordo
com a massa que apresentam, migrando mais rapidamente as de menor massa®3l.
Apesar de poderem ser usados para separar proteinas e ARN, neste trabalho utilizou-se

esta técnica para a migracdo de fragmentos de ADN.

O principio desta técnica baseia-se no facto da molécula de ADN possuir carga
negativa a valores de pH neutro e alcalino. Esta, quando sujeita a um campo elétrico
migra em dire¢do ao polo positivo (dnodo)!3. Todavia, existem alguns fatores a ter em
conta, como a possivel utilizacdo géis com diferentes caracteristicas, onde a migracao
do ADN é gradualmente parada de acordo com a sua massa. Assim, enquanto um gel de
agarose é usado para a separacdo de fragmentos de ADN maiores, o gel de
poliacrilamida é utilizado para os mais pequenos32, Apesar de se tornar mais apelativo

para este trabalho o uso de poliacrilamida, visto esperar-se a existéncia de ADN muito
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fragmentado, este ndo é muito usado devido a sua elevada toxicidade e ao facto de nao
ser limitante a diferenca obtida com a sua utilizagdo, uma vez que o aumento da
concentracdo de agarose no gel aumenta a eficdcia da separacdo de moléculas
pequenas. Paralelamente, um fragmento de ADN pode ser recuperado e purificado a
partir de um gel de agarose'31132, Para a visualizacdo de um gel é necessaria a utilizacdo
de um transiluminador de luz ultravioleta e se um corante que o permita. Apesar do
brometo de etidio ser um excelente corante, as suas propriedades mutagénicas quase
erradicaram a sua utilizacdo, sendo por isso atualmente usados outros corantes

igualmente eficazes, como o greensafe®33,

- Sequenciagdo: A sequenciacdo é um método bioquimico utilizado para determinar a
ordem das bases azotadas numa molécula de ADN, e assim confirmar qual a espécie a
que pertence. Trata-se da leitura do cédigo genético, existindo para isso varios métodos

gue tém vindo a ser melhorados:

i) Método de Maxam-Gilbert: atualmente é o método menos utilizado. Este
corta o ADN em pontos especificos através da marcacdo radioativa do alvo e de
um processo de degradacdo quimica, produzindo fragmentos de diversos
tamanhos que sdo separados em gel, permitindo determinar pelo seu tamanho

o nucledtido que se encontra em cada posicdo da sequéncia a analisar 134,

ii) Método de Sanger-Coulson: é um método enzimatico que recorre a uma
reacao simples de polimerizacdo. Assim, quando a extremidade 3’ do ADN se
encontra livre, e ha conhecimento da extremidade 5’, desenha-se um primer
especifico complementar da cadeia a sequenciar, que naturalmente ira, por
hibridizacdo fornecer a respetiva extremidade 3’ livre até atingir o terminador.
Uma vez que os nucledtidos utilizados sao marcados por fluorescéncia, a
sensibilidade de detecdo dos produtos de reagdo é muito maior. Por eletroforese
em gel de poliacrilamida, é possivel a separacdo das diferentes cadeias simples
de ADN (que diferem devido a um nucleétido). Os equipamentos destinados a
detecdo de fluorescéncia sdo capazes de distinguir os 4 marcadores existentes o

que permite a sequencia¢do do ADN alvo'®.
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iii) Sequenciagdo de proxima gera¢ao (NGS): A plataforma de sequenciacdo de
proxima geracdao é uma alternativa poderosa para estudos de gendmica
estrutural e funcional. Esta técnica é revolucionaria pois consegue promover a
sequenciacdo de ADN em plataformas capazes de gerar informagdo sobre
milhGes de produtos de PCR numa Unica corrida. Entre duas plataformas desta
categoria, ha duas que possuem ampla utilizagdo em todo o Mundo: a
plataforma 454 FLX da Roche e a Solexa da /lumina 3. Estas novas técnicas
possuem como caracteristicas comuns a capacidade de gerar mais informacao
gue o sequenciador do tipo Sanger com uma grande economia de tempo e
custo®®®. Essa maior eficiéncia, provém do uso da clonagem in vitro e de sistemas
de suporte sélido para as unidades de sequenciagao o que permite que milhares
de leituras possam ser executadas de uma s6 vez!3®. O procedimento geral de
sequenciac¢do utilizado nestes métodos consiste na sintese de ADN usando uma
enzima polimerase e marcacao de nucledtidos com diferentes fluordforos. Apds
a clonagem in vitro*3®'37 3 superficie de clonagem ¢é dividida em 8 linhas que
podem ser utilizadas para a sequenciacao de 8 bibliotecas. Cada linha apresenta
a extremidade 3’ livre, sendo que a 5’ liga-se um primer, dando-se a hibridizacao.
Apds o processo de PCR em fase sélida se repetir por 35 vezes ou mais, acaba
por se formar um cluster se sequenciacdo. Com estes clusters, o sinal
fluorescente gerado tem uma intensidade suficiente para garantir a sua detegao.
Apds uma fase de lavagem de remocdo dos reagentes em excesso, da-se a leitura

pela andlise sequencial das imagens capturadas em cada ciclo do processo!37:138,
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3.1 - Instrumentacdao e reagentes: laboratdérios de

guimica analitica e de genética molecular

No desenvolvimento deste trabalho foram seguidas diferentes metodologias
conforme o trabalho decorria em laboratdrios de quimica analitica ou de genética
molecular. Assim, para melhor descriminar os procedimentos adotados indicam-se para

cada caso os equipamentos, reagentes e materiais utilizados.

3.1.1 - Laboratorio de quimica analitica

Solventes e reagentes

Usaram-se solventes e reagentes de qualidade para HPLC sem qualquer tipo de
purificacdo adicional. Utilizou-se diclorometano (DCM) e metanol (MeOH), piridina e
BSTFA-TMCS (99:1) adquiridos respetivamente as firmas Fischer Chemical, Prolab e
Sigma-Aldrich. Foram também usados compostos padrdo adquiridos a Merck, VWR e

Sigma-Aldrich.

Instrumentagao

As pesagens foram efetuadas numa balanga analitica AND GR-200. A extracao
das amostras foi efetuada com mantas de aquecimento Nahita Model 655, tendo a
concentracdo dos extratos organico sido efetuada sob pressdao reduzida num
evaporador da marca Buchi Rotovapor R-200. Na derivatizacdo das amostras utilizou-se
uma seringa de 100 pL de capacidade, da marca Hamilton CO.. Reno NEVADA, tendo-se
usado uma seringa da mesma marca, de 1 uL, para efetuar as injecbes manuais no
cromatdgrafo gasoso. Antes da injecdo homogeneizaram-se os extratos organicos com
um vortex da marca Heidolph.

Os espectros de FTIR foram adquiridos num espectrdmetro Bomem MB104 3
temperatura ambiente recorrendo a capsulas de KBr, com uma maxima resolucao de 4
cm™, numa gama de comprimentos de onda de 4000 a 500 cm™ e uma acumulacdo de
32 varrimentos. As analises de XRD foram executadas num difractémetro Philips X’Pert

Pro X-ray, usando como condic¢des de trabalho uma radiacao CuKa; 40 kV, 50 mA; Vg =
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12 de 20 por minuto. O GC-MS utilizado neste trabalho é da marca Varian 4000
Performance, equipado com uma coluna capilar DB-5ms de 30 metros de comprimento
e 0,25 um de largura, operando em full scan entre os 50 e 0os 800 m/z e usando a inje¢do
em modo splitless. O analisador de massa é do tipo armadilha de ides, com ionizagao

por impacto eletrénico, tendo-se usado hélio como fase maével.

3.1.2 - Laboratoério de genética molecular

Solventes e reagentes

Os kits de extracdo de ADN de tecidos biolégicos modernos e de ADN antigo
foram adquiridos respetivamente as empresas Omega Bio-Tek (E.Z.N.A Molusco kit) e
Roche (High Pure PCR Product Purification kit). Os primers especificos foram obtidos da
Stab Vida enquanto os corantes de acidos nucleicos (greensafe), as bases azotadas
(DNTP’s), o tampado de ativacdo (loading), o marcador molecular (ladder) e a agarose

foram fornecidos pela empresa NZYTECH.

Instrumentacgao

As pesagens foram efetuadas numa balanga analitica AND GR-200 tendo-se
usado na manipulacdo dos extratos pipetas Pipetman Gilson Neo (de capacidades entre
0,1 a2,0puL, de 2,0 a 20 L, de 20 a 200 uL, de 200 a 1000 pL e de 1000 a 5000 pL).
Utilizou-se um termociclador T100 da Bio-Rad, uma placa de eletroforese Mini-sub
também da Bio-Rad e um transiluminador UV da VWR. A sequenciagao foi efetuada num
sequenciador 454 FLX Roche pela empresa BioCant, uma entidade externa ligada ao

Centro de Neurociéncias e Biologia Celular da Universidade de Coimbra.
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3.2 — Procedimentos experimentais: laboratorio de

guimica analitica

3.2.1 - Preparacao dos materiais

A realizagdo de um trabalho experimental criterioso requer que os materiais
utilizados estejam meticulosamente limpos e descontaminados. Assim, tendo em
consideracao o facto de se estudarem compostos organicos em quantidades vestigiais,
€ imperioso o uso de luvas novas no manuseamento de cada artefacto, aconselhando-
se a limpeza frequente das bancadas com etanol a 99%. Numa fase inicial todo o
material de vidro deverd ser lavado com d4gua da torneira e sabdo, sendo
posteriormente imerso durante 12h numa solucdo cromossulfurica, lavado com agua
ultrapura e acetona e seco numa estufa a 60 °C.

Estando limpos os materiais de trabalho pode proceder-se a amostragem (Figura
3.1a), efetuando-se a raspagem de pequenas quantidades de material ceramico,
preferencialmente da superficie interior dos vasos ceramicos. Esta deve ocorrer em
diferentes zonas da superficie, de forma a limitar possiveis problemas resultantes da
heterogeneidade de algumas amostras. Sendo estas analises preferencialmente
qualitativas (pretende-se identificar quais os compostos organicos presentes, € ndo
tanto a sua quantidade) ndo ha em caso algum um valor pré-determinado para a
guantidade de amostra a raspar, podendo esta oscilar entre um décimo de grama até
cerca de uma grama, dependendo da quantidade de material organico disponivel (em
alguns casos é necessario repetir-se a recolha, alterando-se a quantidade de material a
recolher). A recolha é efetuada para um almofariz de d4gata, onde se pulveriza a amostra
para aumentar a sua area de contacto (Figura 3.1b). A amostra é entdo transferida para

um eppendorf e pesada, antes de seguir para extracdo do material organico.
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a) b)

4

Figura 3.1 — a) Amostragem efetuada a um vaso da idade do bronze recolhido em Castelo de Vide; b)
Pulverizagdo de uma amostra raspada.

3.2.2 — Extragao da amostra

Apesar de serem diversos os procedimentos analiticos disponiveis para a
extracdo de compostos organicos de artefactos arqueolégicos, utilizou-se neste trabalho
o aparelho Soxhlet. Sendo este método de utilizagdo mais demorada relativamente a
outros métodos alternativos como a extracdo por ultrassons ou por micro-ondas, é
todavia mais seguro por garantir ndo se atingirem temperaturas suficientemente
elevadas que degradem os compostos organicos a extrair. Assim, é de notar que a
temperatura maxima obtida é limitada pela temperatura de ebulicdo do solvente a usar.
Numa fase inicial procede-se a limpeza do sistema com uma extracdo do cartucho (sem
amostra) com DCM. Seguidamente introduz-se a amostra ja pulverizada, procedendo-
se durante cerca de 3 horas a uma primeira extracdo com DCM, extraindo-se nesta fase
os compostos menos polares. Numa fase subsequente retira-se o extrato organico em
DCM e adiciona-se MeOH, para um novo ciclo de extra¢des destinado aos compostos

mais polares.

3.2.3 — Concentragao do extrato organico

Durante o processo de extracdo sao por vezes arrastados residuos de argila para
o baldo de extracdo (pé muito fino) que necessitam de ser removidos. Neste contexto,
é recomendada a filtracdo do extrato organico com filtros de PTFE de 0,45 um de
tamanho de poro. Este procedimento é muito importante para salvaguardar de
contaminacdes/deposi¢bes tanto o sistema de inje¢cdo como a coluna cromatografica do

cromatégrafo gasoso.
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Tendo em conta que o volume de amostra é ainda muito elevado apds os
processos de extracdo e de filtracdo apresentando-se por isso o extrato organico
bastante diluido, é recomendavel a concentracdo do extrato recorrendo-se a um
evaporador rotativo. Neste contexto, devem ajustar-se devidamente a pressao de vacuo
e a temperatura as caracteristicas do solvente a evaporar, limitando a possibilidade de
perda de compostos organicos mais voldteis o que diminuiria a eficiéncia global do
processo. Neste contexto procede-se a concentracdo das amostras até um volume de
cerca de 2 mL, sendo o concentrado transferido para um vial. Os extratos de DCM sao
analisados antes e depois de derivatizar, enquanto os extratos de MeOH s3o sempre
derivatizados. Para proceder-se a derivatizacdo secam-se os vials num fluxo reduzido de

gas inerte (N2 ou Ar).

3.2.4 — Derivatizagao

Para que a separacao dos analitos no interior da coluna cromatografica ocorra
de forma eficaz é aconselhdvel que ambos se encontrem na mesma gama de
polaridades. Uma vez que o GC-MS utilizado estava equipado com uma coluna capilar
DB-5ms constituida por uma fase estaciondria apolar, os analitos de polaridade elevada
tém dificuldade em ser eluidos. Nestes casos é necessario proceder-se a derivatizacdo
dos compostos adicionando-se grupos funcionais por forma a diminuir a polaridade dos
compostos originais. Com a derivatizacdo por trimetilsililacdo substituem-se os
hidrogénios acidicos por grupos Si(CHs)s (Figura 3.2). Desta forma consegue-se reduzir a
polaridade dos compostos, aumentando-se a sua volatilidade e obtendo-se uma
separac¢do mais eficiente. Para promover esta reagao, redissolve-se o extrato organico
em 100 pL de piridina (solvente que serve de catalisador da reacdo) e adiciona-se 100
uL de agente derivatizante (BSTFA+TMCS). Posteriormente, coloca-se a mistura numa

estufa a 60 °C durante 15 a 20 minutos.

CHs CHa
CHs N CHg
N ot ) s
Amostra — (O + CHy —si—X —» [Amostra — O—5j—X] —» Amostra —O0— S| —CHg + HX

| | ||
H CH5 H CHs CHa
Figura 3.2 — Esquema de reac3o de derivatizacio®3°.
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3.2.5 — Parametros operacionais usados no equipamento cromatografico

Injeta-se no equipamento cromatografico 1 uL de amostra, encontrando-se as

condicdes de andlise descritas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Condigdes operacionais utilizadas no cromatdgrafo gasoso.

Programa de temperaturas

Temperatura / °C °C / min Tempo Tempo total / min
60 0,0 1,00 1,00
80 10,0 0,00 3,00
290 7,0 12,00 45,00
Temperatura injetor 290°C Nota: O detetor manteve-se desligado durante os
primeiros 5.50 min pela elui¢cdo neste periodo de
Temperatura fonte idnica 290°C  subprodutos do processo de derivatizacao.

3.2.6 — Utilizagao de librarias de espectros de massa

Uma das grandes vantagens na utilizacdo de espetrometria de massa é a
possibilidade de comparar os padrdoes de fragmentagcdao obtidos com os dados
provenientes de livrarias comerciais de espectros de massa, como a Wiley6 e a NIST
2008, cada uma delas com cerca de duzentos mil espectros. Para além da utilizagao
destas livrarias comerciais, é também possivel a criacdo de livrarias domésticas

concebida experimentalmente a partir da injecao de padrdes analiticos.

3.2.7 — Analise de cromatogramas

Qualquer equipamento de GC-MS vem acompanhado de um software capaz de
apresentar o sinal analitico num formato “amigavel” e facilmente assimilavel pelo
utilizador. Assim, os cromatogramas representam esse sinal em funcdo do tempo de
aquisicado, registando todos os picos respeitantes as substancias detetadas. Dever-se-3
estudar cada um destes picos, interpretando-se o espetro de massa respeitante no
sentido de se identificarem os compostos desconhecidos e se retirarem conclusGes

guanto a possivel origem das amostras. No nosso caso, o software em questdo é o
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MS_Data_Review, da Varian. A analise é facilitada pela utilizagdo das livrarias de

espetros de massa anteriormente descritas.

3.3 — Procedimentos experimentais: laboratdrio de

genética molecular

3.3.1 - Desenho de primers

Numa primeira fase desenharam-se cinco primers (segmentos de acidos
nucleicos artificiais imprescindiveis para iniciar a polimerizacdo de novas cadeias de
acidos nucleicos complemetares) especificos para o ADN que se pretendia estudar.
Como se pretendia abordar exclusivamente o estudo de preparados piscicolas (Garum,
Allec, Liquamen, Muria, entre outros), o desenho dos primers pretendeu torna-los
compativeis apenas com vestigios de organismos marinhos reconhecidamente
utilizados e comercializados na dieta dos romanos. Todavia, por questées econémicas
utilizaram-se apenas dois dos cinco primers inicialmente desenhados (designados por
Ms e M4) (Tabela 3.1). No desenho dos primers selecionaram-se cerca de 170 sequéncias
da libraria de referéncias (DNA barcode (5’ final de mtDNA COI) que representam 24
espécies de peixe e 2 espécies de invertebrados marinhos, sendo todos eles
representativos das espécies utilizadas na dieta romana na preparacao de preparados
de peixe. Por se esperar uma elevada diversidade genética intraespecifica usou-se um
alinhamento multi-espécie para procurar regiées de ADN que mostrassem a sequéncia
de consenso mais preservada, e por isso mais adequada para as amplificacGes. Todavia,
verificou-se que os primers eram muito pequenos para fragmentos de mini-barcode (M3
com 19 pb e M4 com 66 pb (pares de bases azotadas)) o que comprometia ndo a
“identificacdo” das espécies pretendidas, mas sim a sua especificidade. Por essa razao
utilizou-se um novo conjunto de primers ja conhecidos (Tabela 3.2), por serem
especificos das espécies de peixes selecionadas, sendo também especificos de alguns
gastropodes que poderiam ter sido também empregues nestes preparados de peixe.
Esta nova combinagdo de primers surgiu como uma alternativa aos primers desenhados
inicialmente, por estes ja terem sido testados com sucesso em amostras de tecido

bioldgico moderno. Estes, diferem dos primers M3 e M4 por amplificarem fragmentos de
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ADN maiores, o que tende a ser pouco usual quando se trata de ADN antigo, que

teoricamente se espera estar bastante fragmentado’” 7881,

Tabela 3.2 - Primers utilizados nos estudos de amplificagdo de ADN antigo.

Primers Sequéncia primer 5’-3’ Tamanho de produto
M3 Forward TGCTCCTAGCCTCTTCCAGGGG 60 bb
Ms; Reverse CCCCCATCTGACAAGTTCC P
M4 Forward GGGGCCGGAACAGGTTG 107 ob
MsReverse CTTTGTGGACGATCCACTTCCCT P

Micoi Forward GGWACWGGWTGAACWGTWTAYCCYCC 313 ob
Lobo Reverse TAAACYTCWGGRTGWCCRAARAAYCA P
Lobo Forward KBTCHACAAAYCAYAARGAYATHGG 319 pb
Micoi Reverse GGRGGRTASACSGTTCASCCSGTSCC P
Micoi Forward GGWACWGGWTGAACWGTWTAYCCYCC 308 pb
Geller Reverse TAIACYTCIGGRTGICCRAARAAYCA P
Geller Forward TITCIACIAAYCAYAARGAYATTGG 317 ob
Micoi Reverse GGRGGRTASACSGTTCASCCSGTSCC P

3.3.2 - Avaliagao in silico de especificidade de primers (BLAST)

Testou-se a capacidade das sequencias de mini-barcodes (primers) identificarem
unicamente cada uma das 26 espécies previamente selecionadas, pela submissao das

mesmas ao algoritmo GeneBank BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Este

compara as informagdes de sequéncias introduzidas com outras constantes em
bibliotecas estabelecidas, apresentando-se na figura 3.3 para cada um dos mini-
barcodes a percentagem exata e de resultado exclusivo para as espécies sob analise.
Com base nestes testes preliminares in silico concluiu-se que todos os mini-barcode sdo
capazes de amplificar as sequéncias de organismos pretendidos, apresentando no
entanto alguns um comportamento mais favoravel comparativamente aos restantes.
Assim, como se pode verificar na figura 3.4, o primer M3 é bastante menos especifico

que o primer Mg, devendo-se este facto aos diferentes tamanhos de ambos (19 pb em
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contraste com 66 pb), sendo muito similares as combinacdes dos restantes (Lobo

forward e reverse e Geller forward e reverse) com os Micoi forward e reverse.

IDENTIFICACAO EXATA

69.231
65.382 72.12

80 54.762
70
60
50
40
30 3.846
20

Y

57.872

1

EM3 M4 LoboR-MicoiF LoboF-MicoiR @ JplgR-MicoiF @ JplgF-MicoiR

Figura 3.3 — Analise in silico da habilidade de identificagdo Unica das 26 espécies de organismos marinhos
por parte dos mini-barcodes utilizados. As taxas de identificacdo especifica dos primers sdao: Ms — 65,4%;
M3z — 3,8%; LoboR-MicoiF — 69,23%; LoboF-MicoiR — 72,1%; GellerR-MicoiF — 54,7%; GellerF-MicoiR —
57,8%.

3.3.3 — Extracao de ADN de tecidos biolégicos modernos

Realizaram-se testes preliminares com amostras de peixe moderno, tendo-se
seguido um protocolo para ADN “moderno” e usado o Kit de extra¢do E.Z.N.A Moluscos
da Omega Bio-Tek, segundo as instrucdes fornecidas pelo fabricante indicadas em anexo

(Anexo 2, A-2.1).

3.3.4 — Otimizagao de primers

Apds a verificacdo in silico da habilidade dos primers desenhados para
amplificarem especificamente as espécies de organismos selecionados, efetuaram-se
testes in situ usando ADN de tecidos biolégicos modernos, ou seja, tecidos em
excelentes condicbes de conservacdo. Pretendeu-se com este procedimento obter
garantias do correto funcionamento do método, otimizando-se também tanto a

temperatura das vdérias fases de PCR, como as concentracdes dos “produtos de PCR” a
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adicionar em cada mistura (dNTP’s, H,O, Buffer, DMSO, primer reverse e forward e
enzima de polimerizagdo) de forma a obter-se bandas perfeitas no gel de agarose.
Depois de otimizado o processo, este extrato ADN foi usado como controlo positivo em

todas as experiéncias com ADN antigo.

3.3.5 — Extracao de ADN antigo

Considera-se o ADN, antigo sempre que ocorre a remanescéncia de dacidos
nucleicos provenientes de produtos bioldgicos, associados (ou ndo) a materiais
arqueoldgicos. Neste caso especifico, trata-se da extracdao de ADN de material organico
descoberto no interior de um contentor utilizado no comércio de preparados piscicolas,
onde ainda é visivel a presenca de dentes, espinhas e vértebras de peixes. Assim, testou-
se a extracdo de ADN usando trés métodos diferentes, dois usando um kit
especificamente comercializado para esse efeito, e um terceiro usando produtos

quimicos comummente disponiveis em qualquer laboratério de biologia molecular:

1. High Pure PCR Product Purification Kit — Usou-se este kit seguindo-se as
instrucdes fornecidas pela Roche, apresentadas no anexo 2, A-2.2

2. High Pure PCR Product Purification Kit — método modificado - Neste caso,
aplicou-se as amostras o método anterior, tendo-se adicionado Proteinase K
antes de uma incubag¢do mais longa que o indicado, de forma a tentar promover
o processo de digestdo enzimatica. Adicionou-se também cloroférmio:isoamil
(2:1) para precipitar os acidos nucleicos. O método utilizado é descrito em
pormenor no anexo 2, A-2.3.

3. Metodologia de extracdo artesanal “Foley””” - O método aplicado é descrito por
Foley’”” como sendo uma metodologia alternativa e de simples aplicac3o,
adequada a extracdo de ADN antigo. O nome “artesanal” atribuido foi escolhido
devido a grande facilidade preparagao do método, onde sdo utilizados materiais
e reagentes de facil acesso em qualquer laboratério de biologia molecular. O

método é descrito em pormenor no anexo 2, A-2.4.
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3.3.6 — Amplificacdao de ADN antigo por preparac¢ao de PCR’s

A amplificacdo de ADN antigo deve decorrer seguindo-se uma série de passos de
forma a prevenir contaminagdes, passando pela utilizagdo de um laboratoério isolado e
estéril (neste caso recorreu-se a camara de fluxo laminar), pipetas esterilizadas e
reagentes puros. Assim, prepararam-se misturas de produtos de PCR de 12,5 uL (metade
do volume usualmente adotado neste tipo de preparacdes) incluiram os primers a
utilizar (forward e reverse), agua ultrapura, dNTP’s, tampdo (buffer), enzima de
polimerizagao (Phusion High-Fidelity DNA polymerase da Thermo Scientific), DMSO e o
ADN que se pretendia amplificar. Em todos os ensaios deve incluir-se um controlo
negativo (um produto onde ndo se incluiu qualquer tipo de ADN) e um controlo positivo
(um produto onde se incluiu ADN proveniente de uma amostra ja previamente
amplificada num teste anterior, usualmente ADN “moderno”). Apds a preparac¢do dos
produtos levam-se as amostras ao termociclador para promover a amplificagao por PCR
(Tabela 3.3). Finalmente é corrido o gel de 1,5% de agarose numa placa de eletroforese
(90 mV durante 35 minutos), utilizando-se 3,0 uL de GreenSafe (NZYTech) para colorir
os acidos nucleicos e 3,0 pL de marcador molecular (NZYTech) para a identificagcdo do
tamanho das bandas detetadas. O resultado final é visualizado e fotografado a luz

ultravioleta num transiluminador UV VWR.

Tabela 3.3 - Ciclos de temperatura utilizados nas reagdes de amplificagdo de ADN antigo em func¢do do
primer utilizado.

Ciclos de PCR utilizado com primers M; e M,

1- Desnaturagdo a 952C (5min)
2- (30 ciclos) — Desnaturagdo a 952C (30s), hibridizagdo a 44.32C (1min) e extensdo a 722C (30s)

3- Extensdo final a 722C (10min.)

Ciclos de PCR utilizando combinagdes de primers Micoi, Lobo e Geller

1- Desnaturagdo a 942C (5min)
2- (6 ciclos) — Desnaturagdo a 942C (30s), hibridizagdo a 629C (30s) e extensao a 722C (1min)
3- (35 ciclos) — Desnaturacgdo a 942C (30s), hibridizacdo a 462C (30s) e extensdo a 722C (1min)

4- Extensdo final a 722C (10min.)
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3.3.7 — Sequenciag¢ao

Na preparagdo dos produtos de PCR sao usualmente utilizados cerca de 25 uL de
mistura dos elementos necessarios para a sua prepara¢ao (volume padronizado que
pode variar). Contudo, apenas se usam 5 UL para correr o gel de agarose, sobrando 20
puL em cada tubo. Assim, sempre que se apresente um resultado positivo aquando da
realizacdo da eletroforese, i.e. bandas fortes e limpas num gel de agarose, reinem-se as
condicOes necessarias para enviar os produtos restantes para sequenciacao. Neste caso,
decidiu-se realizar este trabalho numa empresa externa, a BioCant, com sede em
Cantanhede. Nesta empresa, os produtos foram corridos num sequenciador 454 FLX
Roche (tendo-se neste processo aguardado vdarios meses até perfazer a placa de
amostras), e os resultados da sequenciacdo enviados para o laboratério em formato

digital, para se proceder a uma andlise bioinformatica.
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3.4 — Amostras estudadas

Neste trabalho foram estudadas uma amostra proveniente do interior de um

contentor ceramico e varios fragmentos cerdmicos de artefactos arqueoldgicos de

diferentes proveniéncias (Tabela 3.4).

Tabela 3.4 - Listagem das amostras estudadas com indicagao do seu niumero de cédigo, origem

geografica e massa recolhida para analise.

Origem Geografica Cadigo Massa recolhida (g)
-Vaso 10 0,4000
Castelo de Vide -Vaso 6 0,3503
-Vaso 11 0,1192
- 608 0,0509
La Nogueira, Tudelilla, La Rioja - 707 0,1388
-784 0,0832
- 71.CRP.N 0,0521
-72.B.F6 0,1071
Conimbriga
-71.B43 0.1567
- 68.R1.M 0.2142
Afife - Pontos — Mamoa da Eireira 0,8160
- Linhas — Mamoa da Eireira 0,5381
Lamas - Linhas — Mamoa de Lamas 0,2021
Matosinhos - Castro de Guifoes 0,2589
-2210-91, 2000-91 e 2070-91 0,0914 a 0,3044
Carvalheiras Braga - CarvSond-0200 0,5666
-2013-0421 0.1513
Martinhal, Algarve -11,9-4e11,9-3 0,3030e0,3633
Chaves - Chaves 0.1145
-40.01.82 0.2518
Egito -40.01.83 0.2621
-40.01.84 0.2386
-1997-1031 0,9390
Cavalarigas, Braga -1997-0451 0,1595
-1994-0315 0,0799
Castro de Vigo, Pontevedra - Ovoide de Castro de Vigo 0,0815
- Anfora A 0,8415
- Anfora B 0,1201
- Anfora C 0,1060
Lugo, Espanha
- Lu03-NR5133 0,9676
- LUO3-VR4861 0,8609
- LUO3-VR5138 0,1045
Boca do Rio, Algarve - 2010-2610 0,2955
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Capitulo 4 — Andlise quimica de materiais arqueoldgicos

4.1 — Vasos megaliticos da idade do Bronze

4.1.1 - Pequena contextualizagao historica

A anta de Currais do Galhordas (Figura 4.1) localizada no concelho de Castelo de
Vide (lugar da Tapada do Souto, freguesia de S. Jodo Baptista, distrito de Portalegre) foi
descoberta em 1993 por membros da Seccdo de Arqueologia da Camara Municipal de
Castelo de Vide. Neste local foram evidenciadas importantes descobertas arqueoldgicas
logo desde sua primeira escavacao, efetuada no ambito de um projeto de valorizacao
turistica, cultural e ambiental na drea envolvente da albufeira da barragem da Pévoa e
Meadas. O monumento megalitico é construido em granito, possuindo uma camara
poligonal e corredor longo ligeiramente desviado relativamente ao eixo de simetria da
anta. Tendo como referéncia outros monumentos megaliticos do concelho de Castelo
de Vide pode dizer-se que a anta dos Currais do Galhordas é extremamente pobre no
que toca a pedra talhada, nomeadamente as pontas de seta e aos micrélitos
geométricos. Os vasos ceramicos, por sua vez, apareceram em numero significativo e
demonstram alguma variedade morfo-tipoldgica, possivelmente reflexo das inUmeras
utilizacGes que a anta foi tendo ao longo dos tempos. Do vasto espdlio encontrado

estudaram-se trés vasos ceramicos, denominados vaso 6, vaso 10 e vaso 11 (Figura 4.2).

O vaso 6 surgiu com uma fratura que lhe suprimiu uma parte do bordo e da
pang¢a, encontrando-se intencionalmente encostado a um dos esteios da camara
funerdria, possivelmente para que este impedisse a saida do seu conteldo. O
aproveitamento deste recipiente partido sugere tratar-se de uma reutilizacdo, pelo que
o material organico identificado no seu interior tanto podera relacionar-se com a
“0ltima” utilizacdo do recipiente, como com outras utilizacdes anteriores,
eventualmente muito mais recuadas no tempo. A semelhanca encontrada entre o
conteldo dos vasos 6 e 11 podera corroborar a primeira possibilidade. Os vasos 10 e 11
surgiram em posicado invertida, o que permite levantar duas hipoteses: i) os vasos foram
colocados no interior da anta com o conteldo agora identificado, tendo sido
posteriormente invertidos; ii) os vasos foram depositados em posicdo invertida,
relacionando-se os respetivos vestigios organicos com a sua utilizacdo num outro

contexto que ndo o do monumento megalitico.
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Figura 4.1 — Anta do Currais do Galhordas durante a primeira escavacdo em setembro de 2011.

Vaso 11

Figura 4.2 — Vasos analisados. Os vasos 6 e 10 foram recolhidos na cdmara funerdria e o vaso 11 no
corredor.
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4.1.2 — Resultados obtidos e conclusdes

Na figura 4.3 apresenta-se, como exemplo, o cromatograma do extrato
metandlico respeitante ao vaso 6 (optou-se por nao incluir o cromatograma relativo ao
vaso 11 pelo facto das conclusdes obtidas serem similares), e nas figuras 4.4 e 4.5 os
cromatogramas referentes ao vaso 10. Na Tabela 4.1 apresenta-se a correspondéncia

para os compostos considerados mais relevantes.

Tabela 4.1 — Tabela de compostos caracteristicos encontrados individualmente nos vasos 6, 10 e 11.

Ne Compostos Vaso 6 Vaso 10 Vaso 11
1 Lisina v v v
2 Acido sucinico v v v
3 Linalol v v
4  Prolina v v
5  Levoglucosano v v
6  Glicerol v
7 Acido miristoleico v v v
8 Fucose v
9  Melibiose v v
10 Dulcitol v
11 Acido palmitoleico v v v
12 Acido palmitico v v v
13 Oleanitrilo v v v
14  Acido linoleico v v v
15 Inositol v v
16 Hexadecenamida v v
17 Acido oleico v v v
18 Acido estearico v v v
19  Acido desidroabiético v v
20  p-sitosterol v v
21  Sucrose v v v
22 Colesterol v v v
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Figura 4.3 — Cromatograma em modo Full Scan do extrato de metanol referente ao Vaso 6.
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Da andlise efetuada aos trés vasos podem retirar-se as seguintes conclusdes:

- Vaso 6: Detetaram-se acidos organicos caracteristicos de sumo de uva ou de bagos de
uva fermentada, como os acidos succinico, malico, cindmico e fumarico?®. A presenca de
colesterol, acido fitanico e alguns acidos 6mega como os 4acidos erucico (Cz2:1,cis9,w9),
miristoleico (Ci4.:1,Cis9,w7) e palmitelaidico (Cie:1,trans9,w7) sugerem a existéncia de
vestigios de peixe®3. Esta hipdtese é reforcada pela presenca dos aminodcidos glicina,
aspargina, alanina e tirosina, que podem ter origem na hidrélise das proteinas de
peixel%14l Os compostos oleanitrilo, oleamida e fitol'*?, assim como a hexadecanamida
e octadecanamida sugerem a presenca de algas ou plantas aquéticas'*?, corroborando
a hipotese anteriormente avancada sobre a presenca de peixe. Foram identificados
diversos compostos caracteristicos de éleos de plantas, como o isoeugenol, linalol, B-
sitosterol ou estigmasterol’®144. A detecdo de a-pineno e de acido desidroabiético, um
produto da oxidacdo do &cido abiético?® suporta a hipdtese de se tratar de vestigios de
plantas resinosas como o pinheiro. A auséncia de levoglucosano, um produto da
degradac3o térmica da celulose'®® indica que o contetido do vaso n3o foi cozinhado.

A interpretacdo destes resultados sugere que o contetdo organico do recipiente
seria composto por bagos de uva ou frutos vermelhos e peixe ndo cozinhado. A este
propésito é de referir a existéncia de um curso de dgua a poucas centenas de metros da

anta (ribeira de Nisa) onde os peixes poderiam ter sido capturados.

- Vaso 10: Na figura 4.4 apresenta-se um cromatograma do extrato metandlico obtido a
partir do vaso 10, encontrando-se assinalados os compostos mais relevantes. Os
residuos organicos mostram compostos tipicos de gorduras em elevado estado de
degradacdo. De facto, os triacilglicerdis presentes em gorduras animais e em dleos
vegetais degradam-se rapidamente em acidos gordos, exibindo glicerol e elevadas
quantidades dos acidos n-alcandicos palmitico (Cis:0) e estedrico (Cis:0) e contribuicdes
menores dos acidos de cadeia mais curta. Nestas condicGes é frequente encontrar-se
apenas glicerol e acidos gordos livres, indicando a degradacao total dos triacilglicerdis.
A razdo entre os acidos Cig.0 € Cis:0 € por vezes usada como um indicador da origem

animal ou vegetal das gorduras encontradas!4>146:147,
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Se o0 acido palmitico se apresentar mais abundante que o estedrico podera
indiciar a presenca de gordura vegetal'?® enquanto uma maior quantidade de acido

estedrico aponta para a origem animal da gordura.
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Figura 4.4 — Cromatograma em modo Full Scan do extrato de metanol referente ao Vaso 10.

Neste contexto varios autores associaram a ocorréncia de diferentes razdes

Ci6:0/C1s:0 a presenca de material organico de origens distintas46:148,

Assim:

i) Ci6:0/C18:0< 1.3 - gorduras de animais ruminantes

ii) 2.2 < C16:0/C18:0< 4.9 - leite e derivados, ou gorduras de animais ndo ruminantes
iii) 4.0 < C16:0/C180< 9.4 - azeite

Na analise deste vaso detetou-se glicerol, acidos organicos saturados como o
sucinico e o lactico, acidos gordos insaturados como o oleico, linoleico, palmitoleico e
eldidico e elevadas concentrac¢des dos acidos palmitico e estedrico relativamente aos
restantes acidos, com uma razdo Cieo/Ciso entre 1,4 e 2,5. De acordo com as
informagdes apresentadas anteriormente esta razdo sugere a presenca de restos de
leite ou de gordura de animais n3o ruminantes!#®148, A distin¢do entre gorduras animais
ou leite é normalmente efetuada por técnicas isotdpicas'’ que ndo se encontraram

disponiveis para este trabalho. Contudo, sabendo que a degradacdo do leite origina
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quantidades mais elevadas de acidos de menor cadeia, como os acidos laurico (Ci2:0) €
miristico (Ci14:0)'%°, pode distinguir-se entre a presenca de residuos de carne ou de leite
avaliando-se os niveis destes dois acidos.

Na figura 4.5 apresentam-se os cromatogramas relativos a estes dois compostos,
obtidos por extracdo dos ides 257 e 285 correspondendo respetivamente aos acidos
l[durico e miristico. Da andlise destes cromatogramas podem observar-se picos intensos
sugerindo tratar-se de leite, de acordo com os pressupostos anteriormente
mencionados. Esta conclusdo é também suportada pela presenca de aminodcidos
provenientes da degradacdao de proteinas animais, pelo colesterol e pelas formas

oxidadas deste composto.
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Figura 4.5 — Sobreposi¢do de cromatogramas em modo SIM (Single lon Monitoring) relativos aos acidos
ldurico (m/z 257) e miristico (m/z 285).

Encontram-se ainda compostos resultantes da queima de biomassa vegetal?®1%8,
particularmente de madeiras resinosas como o pinheiro (levoglucosano, acidos abiético,
pimarico e desidroabiético), indicando a utilizacdo destas no aquecimento/preparacgado
dos materiais organicos ou eventualmente na iluminac¢do da anta.

A presenca de compostos caracteristicos de dleos de plantas como o isoeugenol,
oleanitrilo, octadecenamida, quercetina, fitol e germanicol pode indicar i) uma
contaminacdo ou reutilizacdo do vaso, ou ii) a utilizacdo de plantas juntamente com o

leite!44150.151 como ainda se faz na preparacdo de queijo da Serra da Estrela. Refira-se
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gue o leite de animais domésticos, nomeadamente de ovicaprideos, estd normalmente

associados a estas primeiras sociedades agro-pastoris.

- Vaso 11: Os resultados da analise quimica ao vaso 11 encontram-se em linha com os
apresentados para o vaso 6, pelo que se optou por ndo se apresentar os cromatogramas
respetivos. Neste vaso detetou-se um grupo de acidos organicos caracteristicos da
presenca de sumo de uva ou de bagos de uva fermentada, como os acidos tartarico,
sucinico, malico, fumarico e trednico, entre outros?®. Encontraram-se também vestigios
da presenca de peixe documentados pelo colesterol e pelos acidos fitanico, vacénico
(Cis:1,w7), palmitelaidico (Cieatrans-9,w7) e ricinoleico (Cisa,cis-9,w9)?3. Os
aminodcidos lisina, prolina e glicina podem igualmente provir da hidrdélise das proteinas
de peixe!#%141 A detec3o de isoeugenol, linalol e licoperseno sugere a presenca de dleos
de plantas’>44, O levoglucosano, um produto da degradacdo térmica da celulose, indicia
gue o conteldo do vaso foi cozinhado ou que o vaso esteve nas proximidades de uma
fogueiral®,

A interpretacdo destes resultados sugere que o contetdo organico do recipiente
ceramico seria composto por bagos de uva e peixe. O conteudo do vaso terd sido

cozinhado ou exposto ao fumo.

4.2 — Anforas provenientes de La Rioja, Espanha

4.2.1 - Pequena contextualizagao histdrica

A estacdo arqueoldgica de La Nogueira situa-se na regido de La Rioja, no norte
de Espanha. Esta estacdo é escavada com o patrocinio de uma adega vinicola
pertencente a Dinastia Vivanco, proprietaria dos extensos terrenos que rodeiam o local.
Nesta estacdo existe um projeto orientado no sentido de se criar e manter um museu,
onde se exp0de a histdria do local intimamente ligado a producdo vinica desde ha mais
de dois mil anos'>2. Deste local foram apresentados para anélise 3 fragmentos de anfora
datados da ocupacdo romana e medieval. Os fragmentos 608 e 784 (Figuras 4.6a e 4.6b)
sdo provenientes de uma vila romana do século |, onde estdao atualmente conservados
os escombros chamuscados de uma cave vinicola subterranea, resultante de um grande

incéndio que arruinou o edificio por completo e motivou o seu abandono. O fragmento
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707 (Figura 4.6c) foi recuperado de uma exploragao de agraria medieval do século XV
de estruturas muito modestas. Neste local, destaca-se a existéncia de um extenso

campo de cereais.

a)

c)

Figura 4.6 — a) Fragmento de anfora romana 608; b) fragmento de anfora romana 784; c) fragmento de
anfora medieval 707.
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4.2.2 — Resultados obtidos e conclusoes

Os residuos organicos presentes nas paredes das ceramicas foram identificados
pela andlise dos extratos metandlicos correspondentes (Figura 4.7), sendo os compostos

mais relevantes apresentados na forma de tabela (Tabelas 4.2, 4.3 e 4.4).
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Figura 4.7 - Cromatograma em modo Full Scan do fragmento de anfora 608 de La Rioja, apds extragdo

em MeOH.

Anfora romana 608 - O primeiro grupo de compostos quimicos s3o os acidos organicos
indicadores da presenca de vinho. Destaca-se pela sua importancia o acido tartarico, o
principal acido do vinho, mas também os acidos sucinico, mandélico, malico, cinamico e
fumarico®®. O segundo grupo de compostos sdo indicadores da queima de biomassa
vegetal como a madeira e folhagens. O levoglucosano é o principal indicador desta
gueima, sendo formado durante a pirdlise da celulose presente em todas as madeiras
ou folhagens'®®1>3, O &cido desidroabiético é um biomarcador diterpénico emitido
durante a combustdo de lenha de espécies resinicas como o pinheiro?®. A detecdo destes
dois compostos é compativel com a informacdo de que a vila romana tera sofrido um

incendio, onde terd sido queimada madeira de espécies resineas.

91



Capitulo 4 — Andlise quimica de materiais arqueoldgicos

Tabela 4.2 — Tabela de compostos organicos encontrados na analise do fragmento de anfora romana 608.
Acidos organicos indicadores da presenga de vinho

Tartarico Sucinico Mandélico Cinamico Trednico
Fumarico Malico Azelaico Valérico Adipico
Adipinico Levulinico Latico Acético Manodnico
Benzenoacético Benzaldeido 3-Oxovalérico Mercaptosucinico Benzdico

Queima de biomassa vegetal

Levoglucosano Acido desidroabiético

Oleos vegetais

Oleanitrilo Quercetina B-sitoesterol Estigmasterol B-caroteno
Acido fitanico Forbol Vanilina Acido linoleico 9-octadecenamida
11-eicosenamida

Hidratos de carbono

Arabinose Frutose Ribose Altrose Manopiranose
Ribofuranose Xilopiranose Inositol Glucose Sucose
Sucrose Xililose Alose Talose

O terceiro grupo é caracteristico de compostos tipicos de dleos de plantas. O
oleanitrilo € um produto da reacao do acido oleico em meio basico, sendo caracteristico
da presenca de dleos de plantas na amostral#?. A quercetina é um pigmento de planta
encontrado frequentemente em frutos, vegetais, folhas e grainhas*>°. O B-sitoesterol e
o estigmasterol sd3o esterdis encontrados frequentemente em dleos vegetais'>*. A
detecdo destes compostos sugere que a amostra ceramica contém residuos de plantas
(terrestres e aquaticas). A presenca de acido fitdnico, um tracador da presenca de peixe
e seus derivados™?, assim como nas amidas 9-octadecenamida e 11l-eicosenamida
encontrada em gramineas e microalgas!**%>>156 sugere que os vestigios de plantas
anteriormente referidos sdo de plantas aquaticas, pelo que i) a zona estara na
proximidade de um curso de dgua, que numa fase terd submergido as amostras
ceramicas, e/ou ii) terd sido usada agua do curso de agua para apagar o incendio
descrito, tendo por isso “contaminado” as ceramicas com algas e plantas aqudticas. O
guarto grupo de compostos parece ndo ser relevantes para o estudo, dado que muitos
autores consideram a sua origem, dever-se a degradacao de material celuloso (madeiras

e plantas) por atividade microbioldgica?®:198153,
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Tabela 4.3 - Tabela de compostos organicos encontrados na analise do fragmento de anfora romana 784.

Acidos organicos indicadores da presenga de vinho

Tartarico Sucinico Mandélico Citramalico Trednico
Fumarico Malico Azeldico Oxalico Sérbico
Mercaptosucinico Benzoico 3-oxovalérico Acético Latico

Queima de biomassa vegetal

Levoglucosano Acido desidroabiético

Oleos vegetais
Oleanitrilo Quercetina B-sitosterol Estigmasterol B-caroteno
Licoperseno Forbol Olivetol Timol Acido oleandlico
Quinolina Vanilina

Degradacao de gordura de peixe

Acido fitanico Colesterol Monopalmitina  Dipalmitina Esteres de glicerol
Acido erucico 9-octadecenamida

Aminodacidos

Glicina Prolina Alanina Leucina

Hidratos de carbono

Manose Lactose Ribose Altrose Manopiranose
Ribofuranose Sucose Inositol Glucose Xilopiranose
Sucrose Xililose Alose Talose Arabinose
Adonitol Frutose Gulose Maltose

Anfora romana 784 - A interpretac3o dos resultados obtidos na andlise do fragmento
784 (Tabela 4.4) apresenta similaridades com a andlise efetuada para a amostra 608,
com uma disposicdo semelhante dos grupos indicadores da presenca de vinho e de
gueima de biomassa vegetal. Todavia, verifica-se um acrescento de compostos
marcadores da presenca de 6leos de plantas, como o olivetol, timol, quinolina e acido
oleandlico®™!. Detetaram-se também compostos como &cidos fitdnico e erucico, a
monopalmitina e a dipalmitina, considerados como indicadores para a presenca de
restos de peixe®>'>’. Os aminoacidos detetados sdo compativeis com a degradacdo das
proteinas de peixe*%141, Assim conclui-se ambas as 4nforas estiveram em contacto com
vinho e/ou peixe/plantas aquaticas, e que em alguma altura terdo estado expostas a
algum tipo de queima de biomassa vegetal (altas temperaturas e consequentemente,

fumos).
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Tabela 4.4 - Tabela de compostos organicos encontrados na andlise do fragmento de anfora medieval 707.
Acidos organicos indicadores da presenga de vinho

Tartarico Sucinico Madlico Citramalico Azeladico
Fumdrico Citrico Isocitrico 3-Oxovalérico Trednico
Acético Benzodico Latico 2-Cetoglutarico

Levoglucosano Acido desidroabiético Acido 7-oxodesidroabiético Acido pimarico
Acido abiético Acido isopimarico Acido 7-oxo0-15-desidroxi-desidroabiético

Aminoacidos

Glicina Prolina Alanina Aspargina Lisina
Cisteina Valina Serina Tirosina Metionina
Acido aspartico

Degradacgdo da gordura de peixe

Acido fitanico Colesterol Monopalmitina  Acido linoleico Acido linolénico

< L P Aci Acido cis-10-

Acido lignocérico  9-octadecenamida Acido ricinoleico CId9 o cido cis O,_
palmitelaidico heptadecendico

Hidratos de carbono

Manose Lactose Ribose Altrose Manopiranose
Ribofuranose Sucose Inositol Glucose Xilopiranose
Sucrose Xililose Alose Talose Arabinose
Adonitol Frutose Gulose Maltose

Anfora medieval 707 - A analise a este fragmentado indicou a presenca de varios tipos
de compostos organicos similares aos encontrados nos fragmentos romanos. Foram
detetados compostos caracteristicos do vinho e queima de biomassa vegetal, tal como
nos anteriores. Todavia, a elevada quantidade de compostos como os acidos abiético,
pimarico, isopimdrico (tal como ja se tinha verificado na amostra 784) é caracteristica
da presenca de resinas, sugerindo tratar-se de um recipiente ceramico cujo interior tera
sido impermeabilizado?®. Detetaram-se indicadores da possivel presenca de peixe,

contudo ndo ha evidéncias da presenca de éleos de plantas.
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4.3 — Anforas provenientes de escavagoes de Conimbriga

4.3.1 - Pequena contextualizagao historica

No conjunto de anforas da cidade romana de Conimbriga identificou-se uma
producdo regional de uma classe ndo descritas na bibliografia. Apds a caracterizagao
desta classe quanto a sua morfologia e fabrico, foi sugerida a localizagcdo genérica de
mais de um centro de abastecimento de matérias-primas argilosas para a produc¢ado de
materiais ceramicos industriais em Conimbriga, sendo o seu espectro cronoldgico
centralizado nos finais dos séc. | e séc. Il d.C., precisamente a cronologia abrangida pelos
varios contextos estratigraficos conimbrigenses onde anforas desta classe foram
identificadas'®®. A identificacdo destas dnforas data da década de 70 do século passado,
mas a exiguidade dos fragmentos ndo permitiu uma clara definicdo dos tipos'®°. Alguns
projetos atualmente em curso permitiram a identificacao de fragmentos, conseguindo-

se a reconstituicao completa da forma (Figura 4.8).

Neste contexto receberam-se do Museu Monografico de Conimbriga dois
fragmentos pertencentes a esta nova classe de anforas (Figuras 4.9a e 4.9b) com o
objetivo de se proceder a andlise quimica das pastas ceramicas e dos compostos

organicos associados as mesmas.

Figura 4.8 — Desenho da reconstituicdo da forma desta nova classe de anforas.
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a) b)

Figura 4.9 — a) Fragmento da anfora 72.B.F6, b) fragmento da dnfora 71.CRP.N.

As pastas ceramicas utilizadas sdo semelhantes as de alguma ceramica utilitaria
de armazenagem produzida e utilizada em Conimbriga e, em parte, também a do
material ceramico de construcdo®®. A informacdo de que esta se tratard de uma

producao local pode portanto tomar-se como segura.

4.3.2 — Resultados obtidos e conclusoes

Na figura 4.10 apresentam-se os cromatogramas resultantes da analise aos
fragmentos 71.Crip-Norte.Cano e 72.B.F6 apds extracdo em MeOH, e na Tabela 4.5
alguns dos compostos detetados nos extratos metandlicos. Ambos os fragmentos
apresentaram resultados muito semelhantes, tendo em ambos sido detetadas elevadas
quantidades de acidos organicos indicadores da presenca de vestigios de vinho. Entre
outros, verificou-se a presenca dos acidos tartarico, malico, fumarico, sucinico,
citramdlico, azeldico, mandélico e cindmico”?%7°, Foi também confirmada a presenca de
compostos ligados a existéncia de dleos de plantas e sementes como a quercetina,
oleanitrilo, licoperseno, fitol e isoeugenol**41°0151 A detecio de aminoécidos é também

compativel com a presenca de d6leos vegetais de plantas'.
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Figura 4.10 - a) cromatograma do fragmento 71.Crip-Norte.Cano; b) cromatograma do fragmento 72.B.F6
(apresenta-se a identificacdo dos compostos na Tabela 4.5).

A hipdtese da presenca de residuos de azeitonas/azeite parece ser de excluir pela
reduzida concentracdo de 4cido oleico (acido insaturado maioritdrio no azeite) quando
comparado com os acidos palmitico ou estedrico, e a auséncia de compostos como o
valenceno ou o a-muoroleno!!!. Entre os tracadores de queima de biomassa vegetal,
destaca-se ndo s6 o levoglucosano, um marcador universal na queima de madeiras ou
folhagens'®®19 mas também os 4cidos pimarico e abiético®®, assim como produtos da
oxidacdo destes (acidos desidroabiético e 7-oxo-desidroabiético) que sugerem a queima
de materiais resinosos como madeiras de pinheiro?®. A detecdo destes compostos
indicia que o conteddo da anfora estd contaminado com vestigios de “fumo”
proveniente da queima de madeiras ou folhagens, pelo que o seu conteldo tera sido

aquecido ou fervido, provavelmente com as plantas ou sementes referidas.
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Tabela 4.5 — Alguns dos compostos detetados nos extratos metandlicos e a sua correspondéncia para os
cromatogramas das Figs. 4.10a e 4.10b.

Numero Composto 71.CRIP-NORTE.Cano 72.B.F6
1 Acido tartérico 4 4
2 Acido fumarico v 4
3 Fitol 4
4 Isoeugenol 4
5 Acido mélico 4 4
6 Prolina 4 4
7 Levoglucosano 4 4
8 Acido azeldico 4 4
9 Acido palmitelaidico v 4
10 Acido palmitico 4 v
11 Oleanitrilo 4 4
12 Acido estedrico 4 4
13 Acido pimarico v 4
14 Acido desidroabiético 4 4
15 Acido abiético 4
16 Acido 7-oxodesidroabiético 4 4
17 Licoperseno 4
18 Colesterol 4 4

Assim, apds uma avaliacao global dos compostos detetados pode concluir-se que
as anforas em questdo terdo sido utilizadas no transporte/armazenamento de um
preparado de vinho aquecido com plantas e sementes, um costume ancestral bastante

comum.

A identificacdo destas anforas como contentores vindrios permite integra-las na
corrente de intensificacdo da agricultura de rendimento na regidao de Conimbriga, de
gue a difusdo da cultura vitivinicola fez parte e que se traduziu na rarefagdo muito
significativa (até ao virtual desaparecimento) das anforas vinarias importadas para a

cidade ao longo dos finais do séc. | e do séc. I1162,
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4.4 — Analise a pigmentos presentes nas mamoas de
Eireira (Viana do Castelo) e de Lamas (Braga)

4.4.1 - Pequena contextualizagao historica

Desde os periodos mais remotos que a “arte” é vista como sendo uma das mais
brilhantes formas de comunicacdo. Apesar das incontdveis formas de fazer “arte”, esta
€ usualmente associada a pinturas, sejam elas em quadros, murais, pessoas ou
quaisquer outras superficies. Desta maneira iniciou-se desde muito cedo a procura e a
aplicagdao de pigmentos. Assim erguem-se 0s curiosos casos de dois monumentos
megaliticos com localizagGes geograficas diferentes (Figura 4.11) onde se encontraram

pinturas ancestrais.

A mamoa da Eireira, localizada em Afife, Viana do Castelo foi descoberta em 1986
por Eduardo Lopes da Silva tendo identificado num dos seus esteios de cabeceira
distintas quatro linhas sinuosas e varios pontos pequenos, também com pigmento
vermelho (Figura 4.12a e 4.12b). Relativamente a mamoa de Lamas, pode referir-se que
esta foi identificada pela primeira vez em 1993, localizando-se junto ao nucleo
representativo da junta de freguesia de Lamas, Braga. Tal como a mamoa de Eireira, é
um monumento megalitico funerdrio (Figura 4.13a). Os dois esteios estudados desta
mamoa apresentam em toda a sua superficie um conjunto de linhas brancas que

perfazem retangulos imperfeitos (Figura 4.13b).

4.4.2 - Resultados obtidos e conclusées

Tendo em conta que a coloracdo dos pigmentos encontrados nos dois
monumentos megaliticos pode também dever-se a aplicacdo de materiais inorganicos
corados, decidiu-se complementar a utilizacdo de técnicas cromatograficas com outras
como o FTIR e o XRD, mais apropriadas a analise de materiais inorganicos. Para isso, de
cada esteio estudado foram também recolhidas aliquotas do granito sem pigmento,

permitindo a realizacdo de brancos.
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Figura 4.12 — a) A mamoa da Eireira; b) Esteio de cabeceira da mamoa da Eireira exibindo desenhos em
forma de linhas sinuosas (em baixo) e pontos (em cima), efetuados com pigmento vermelho.

a) S b)

Figura 4.13 — a) Mamoa de Lamas, b) Esteios da mamoa de Lamas exibindo desenhos em forma de linhas
irregulares a perfazerem retangulos imperfeitos, efetuados com pigmento branco.
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Mamoa da Eireira

A analise por FTIR pode ser umas das primeiras técnicas a aplicar na detecdo de
compostos organicos em artefactos arqueoldgicos, ja que permite despistar
rapidamente da presengca ou auséncia de material organico, embora ndo seja
particularmente informativa quanto a composicao deste. Neste caso particular, da sua
utilizacdo podem resultar também algumas informagdes sobre o conteudo inorganico
da amostra. Para facilitar a interpretacdo dos espectros experimentais (Figura 4.14),
dividiu-se a sua analise em duas regides distintas conforme a informacao por eles
fornecida, nomeadamente entre os 1300 e 400 cm™ uma regido com informacgdo mais
relacionada a estrutura das argilas, e a regido compreendida entre os 1300 e os 4000

cm, com informac3o relacionada com a estrutura do pigmento?®2,

— .02 Figura 4.14.a -
Frantz P
e Sobreposicdo de espetros
Tras M de FTIR da mamoa da
""""" Eireira: i) pigmento
vermelho da linha sinuosa
a) (linha verde); ii) granito
retirado da frente da
mamoa (linha vermelha);
iii) granito retirado da
\/\A‘\ traseira da mamoa (azul);
iv) granito da parte lateral
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Figura 4.14.b - Difratograma de XRD do pigmento (linhas sinuosas) da mamoa da Eireira, mostrando picos
carateristicos da hematite (vermelho) e goetite (azul).
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Foram realizadas anadlises tanto ao pigmento (Figura 4.14.a) como ao granito
recolhido de trés zonas diferentes do esteio (da frente, de tras e do lado direito do
esteio), funcionando estes como referéncias relativamente a analise do pigmento (na
raspagem do pigmento também se encontravam presentes residuos de granito que
poderiam interferir na andlise). A amostra de pigmento foi também desidratada para
evitar que as bandas da 4gua mascarassem a analise. Verificou-se a existéncia de bandas
intensas tanto aos 3600 como aos 1007 cm?, sugerindo a presenca de aluminosilicatos.
A banda por volta dos 3600 cm™ é usualmente considerada como devendo-se a presenca

163 enquanto o pico a 1007 cm? é devido as vibracbes de

de grupos hidroxilo
alongamento Si-O e Si-O-Si'®2, Para além das bandas mencionadas, o espectro referente
ao pigmento apresenta bandas aos 3710, 1111, 782, 684 e 645 cm™. A presenca das
bandas de absor¢do bem definidas aos 3710 e 3600 cm™ é tipica para a caulinite!®*, uma
argila que contrariamente ao esperado, é de cor branca e ndo vermelha, e as suas
frequéncias sdo determinadas pela distancia dos grupos OH com o oxigénio de grupos
vizinhos.

Ap6s a andlise por FTIR ter sugerido a presenca de caulinite (argila de cor branca)
decidiu-se usar um método de andlise alternativo para confirmar os resultados obtidos,
recorrendo-se para isso a analise por XRD. Com a obtenc¢do do difratograma de raio-X
(Figura 4.14.b) respeitante ao pigmento presente nas linhas sinuosas da mamoa da Eireira
(apresenta-se uma sobreposicdo de difratogramas relativos ao pigmento e ao granito),
conseguiram-se retirar ilagdes determinantes para a compreensdo da estrutura do
pigmento utilizado. Os resultados indicam a presenca de hematite e goetite em grandes
guantidades, que acabam por ser responsaveis pela coloracdo vermelha das pinturas.
Identificou-se também caulinite no pigmento e no granito, ndao sendo por isso possivel
aferir se esta é um dos constituintes do pigmento ou se se devida a contaminacdo deste
por fragmentos de granito que terao sido destacados durante a raspagem do pigmento.
Foi também identificada a presenca de quartzo, mica, ilite e k-feldspato, cuja presenca
conjunta parece confirmar a contaminacdo do pigmento com restos de granito.

Tendo-se determinado a composicdo inorganica do pigmento corado, efetuaram-
se analises de GC-MS para identificar possiveis constituintes organicos. Nas tabelas 4.6 e

4.7 apresentam-se 0s compostos organicos mais relevantes identificados na analise
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cromatografica (Figura 4.15) as linhas sinuosas (Tabela 4.6) e pontos vermelhos (Tabela

4.7). Os compostos detetados foram agrupados de acordo com as possiveis fontes.
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Figura 4.15 - Cromatograma resultante da analise as linhas do pigmento da mamoa da Eireira, apds

extragcao em MeOH.

Tabela 4.6 — Tragadores organicos identificados no pigmento vermelho presente nas linhas pintadas na

mamoa da Eireira.

Algas/plantas aquaticas

Fitol Linalol Vanilina Oleanitrilo Acido Fitanico
9-octadecenamida 11-eicosanamida 13-docosamida Colesterol B-caroteno
Quercetina Acido palmitelaidico B-sitoesterol

Indicadores de queima de biomassa vegetal

Levoglucosano Acido desidroabiético

Tabela 4.7 - Tragadores organicos identificados no pigmento vermelho presente nos pontilhados pintados

na mamoa da Eireira.

Algas/plantas aquaticas

Fitol Linalol Vanilina Oleanitrilo Acido Fitanico
9-octadecenamida 11-eicosanamida 13-docosamida Colesterol B-caroteno
Quercetina Acido palmitelaidico B-sitoesterol

Indicadores de queima de biomassa vegetal
Levoglucosano Acido desidroabiético

Tracadores de ovo

Hexadecanonitrilo Octadecanonitrilo Colesterol Alanina Glicina
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Ambas as tabelas mostram o primeiro grupo de compostos como sendo
caracteristico da presencga de algas e/ou plantas aquaticas. O fitol é um diterpeno
alcodlico que integra a estrutura da clorofila®?®3. O linalol, também um terpeno, estd
tipicamente presente em flores, plantas e especiarias'#4. Oleanitrilo e a oleamida sdo os
produtos da reacdo da oxidacdo do acido oleico em ambiente bésico#?. A quercetina é
um pigmento derivado de varias plantas, comummente encontrado em frutos, vegetais,
grainhas e folhas'*?. O B-sitoesterol é um esterol vegetal frequentemente encontrado
em Oleos vegetais®*. O colesterol é um esterol animal proveniente das membranas
celulares, sendo por isso mesmo, muitas vezes considerado um tragador de produtos de
preparados animais como carnes, 6leos animais ou leite>”1>4165 Contudo, apesar de ndo
ser tdo abundante, pode ser encontrado em produtos marinhos. O 4acido fitdnico é
considerado um tracador molecular para preparados piscicolas®®'>4. As amidas 9-
octadecenamida, 11-eicosenamida e 13-docosenamida sdo encontrados em algas e
microalgas'3>1>>1°¢ Todos estes resultados combinados evidenciam a presenca de um
processamento de algas/plantas aquaticas.

O segundo grupo de compostos é representativo da queima de biomassa vegetal,
particularmente os compostos levoglucosano e acido desidroabiético. O levoglucosano
€ um produto da pirdlise de celulose, vastamente presentes em madeira ou
vegetacdol%1%3, E frequentemente usado como tracador molecular de queima de
biomassa vegetal uma vez que é produzido em grande escala e é bastante estdvel. A
presenca destes dois compostos sugerem que as algas/plantas aquaticas detetadas
foram expostas a altas temperaturas, pelo que terdo sido cozinhadas ou apenas
aquecidas, sendo sujeitas a influéncia de fumo.

Apenas na tabela 4.7 (relativa aos pontilhados vermelhos) é apresentado um
terceiro grupo de compostos que compreendem o colesterol, hexadecanenitrilo e
octadecanonitrilo. Estes compostos s3o marcadores de proteinas de ovos®®,
evidenciando que estes terdo tido a funcdo de colar ou apenas juntar o pigmento
(mineral) aos dleos de algas/plantas aquaticas. A detecdo de aminoacidos como a

alanina e glicina s3o compativeis com a presenca de marcadores moleculares de ovos®®®,
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Desta forma concluiu-se que para a preparac¢do do pigmento vermelho exposto
na mamoa da Eireira foram utilizados os minerais hematite ou goetite (que conferem a
cor encarnada) com (provavelmente) caulinite. Estes pigmentos inorganicos terdo sido
solubilizados gracas a 6leos de plantas aquaticas. Para prevenir da formac¢do de uma
solucdo demasiado aquosa e pouco viscosa ter-se-a adicionado témpera de ovo que tera
ajudado a solidificar e a fixar o pigmento. Finalmente este tera sido aquecido para se

garantir a estabilidade do mesmo.

Mamoa da Lamas

Na figura 4.16 apresentam-se os espectros de FTIR do pigmento branco e do
granito da mamoa de Lamas. Ambos os espectros apresentam bandas intensas aos 3600,
3435, 1630, 1007 cm™ sugerindo a existéncia de aluminosilicatos em grandes
quantidades. As bandas aos 3435 e 1630 cm™, as chamadas frequéncias de estiramento
1 0-H) aos 3435 cm™ e as bandas de deformacdo 8(0-H) aos 1640 cm™ podem dever-se
a alguma dgua adsorvida. A banda aos 3600 cm™ é usualmente ligada a existéncia de
grupos de hidroxilos de superficie'®?. A banda na regido de baixa energia, com um pico
maximo de 1007 cm™ &, tal como no caso do pigmento vermelho da Eireira, devida a
vibracdes de alongamento Si-O e Si-O-Si'®3. Para além das bandas mencionadas acima,
o espectro do pigmento apresenta também bandas aos 3700, 1111, 782, 684 e 645 cm”
!, Tal como o espectro do pigmento da mamoa da Eireira, este também apresenta uma

elevada concentracdo de picos caracteristicos da argila caulinite (bandas de absorcdo

aos 3710 e 3600 cm)164,
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Figura 4.16 — Espectro FTIR do pigmento e do granito da mamoa de Lamas.
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Figura 4.17 - Difratograma de XRD do pigmento branco e granito da mamoa de Lamas.

A figura 4.17 apresenta uma sobreposicdo de difratogramas de XRD do pigmento
e do granito da mamoa de Lamas. Os resultados indicam a presenca de caulinite no
pigmento sendo os seus picos tipicos aos 12,4 e 25,0 cm™ inexistentes no branco
realizado (granito). A caulinite podem explicar a tonalidade esbranquicada do pigmento
apresentado na superficie da mamoa. E também identificada a presenca dos minerais

inerentes ao préprio granito, como quartzo, mica, ilite e k-feldspato.
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Na tabela 4.8 sdo apresentados os resultados da andlise cromatografica (Figura

4.18) aos pigmentos brancos do monumento megalitico de Lamas.

Mamoa Lamas |
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Figura 4.18 — Cromatograma relativo ao pigmento branco da mamoa de Lamas, apds extragdo em MeOH.

No primeiro grupo sdo apresentados alguns compostos caracteristicos de éleos
de plantas. Tal como para a mamoa da Eireira, sdo também identificados compostos
como o oleanitrilo, que pode provir da reacao de oxida¢do de acido oleico em ambiente
bésico'*?, e desta maneira, pode ser atribuido a presenca de dleos vegetais. A quercetina
gue ndo estd s6, mas também o principal flavonoide presenta na casca da cebola, muito
usado como corantes téxtis na antiguidade®°. O B-sitoesterol, um esterol vegetal'>* e o
B-caroteno e licopeno, ambos pigmentos antioxidantes caracteristicos de muitas plantas
diferentes, vegetais e frutas!®’. A detecdo de marcadores de queima de biomassa
vegetal pode indicar que o preparado terd sido aquecido para melhorar a sua
estabilidade. Foram também detetados alguns hidratos de carbono (aglcares),

provavelmente provenientes da degradacao de plantas e de sementes.
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Tabela 4.8 — Compostos organicos identificados no pigmento branco proveniente da mamoa de Lamas.

Oleos vegetais

Quinolina Isoquinolina Vanilina Oleanitrilo Quercetina
Licopeno Forbol Gedunin B-caroteno B-sitoesterol
Etilamina Acido palmiteldidico Acido ricinoleico Serverogenina Glucosamina
Fitol

Indicadores de queima de biomassa vegetal

Levoglucosano Acido desidroabiético  Acido abiético Acido pimarico
Acido pimarico Acido isopimarico Oleanano

Hidratos de carbono

Glucose Frutose Sucrose Talose
Manose Fucose Lactose Xilulose
Inositol Xilopiranose Xilofuranose

Apds todos os ensaios realizados, concluiu-se que para a preparagdo do
pigmento branco da mamoa de Lamas ter-se-a utilizado uma mistura de 6leos vegetais
e caulinite (uma argila mineral branca (Al;Si>Os5(OH)4) muito utilizada na preparagao de
pigmentos naturais) que tera sido estabilizado com a exposi¢ao temporaria a elevadas

temperaturas, para assim perdurar mais tempo.

4.5 — Potes meleiros e colmeias em ceramica

4.5.1 - Pequena contextualizagao histdrica

A histéria do mel esta intimamente relacionada com o percurso da humanidade,
pelo menos desde o periodo neolitico. Era a substancia edulcorante mais utilizada,
apesar de existirem outros tipos de acucares, como os xaropes de tdmaras, de uvas e de
figos, para além de extratos de algumas plantas. O mel, nas suas diferentes qualidades
e usos era um bem comercializado a par de outros importantes produtos alimentares. A
existéncia de potes destinados ao seu transporte e conservacao esta bem documentada
pela época antiga em todo o mediterraneo, podendo inclusivamente remontar as

Primeiras Civiliza¢cdes?3.
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Neste estudo foram analisados potes meleiros e colmeias ceramicas recolhidas
no atual territério portugués, nomeadamente de Braga (insula das Carvalheiras),
Chaves, Matosinhos (Castro de Guifdes), Conimbriga e Sagres (Figura 4.19). Como o mel
eram utilizado na edulcoracgdo, conserva de carnes, rituais funerarios e embalsamentos,
medicina, etc., o estudo destes potes desempenhe representam parte da tarefa
impossivel de determinacdo da fungdo empregue ao produto em questdo

originalmente?39>100,

b) R

e)

Figura 4.19 —i) Braga — insula das Carvalheiras (a —d); ii) Chaves (e); iii) Matosinhos — Castro de GuifGes
(f); iv) Conimbriga (g, h); v) Sagres — centro oleiro do Martinhal (i, j).
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O mel contém cerca de duzentas substancias diferentes, apresentando elevadas
quantidades de monossacarideos como a frutose, glucose e sacarose e quantidades
menores de dissacarideos, trissacarideos e tetrassacarideos; cerca de 0,57% de acidos
organicos como o glucdnico, resultante da digestdo enzimatica da glucose, piravico,
malico, citrico, sucinico e fumdrico; minerais; vitaminas; proteinas; aminoacidos como a
prolina (dominante); lipidos e compostos fendlicos como o galico, p-cumarico, cafeico,
eldgico, ferrulico, clorogénico, siringico, cinamico, vanilico e p-hidroxibenzéico. Um dos
compostos caracteristicos do mel é o hidroximetilfurfural que é formado tanto pela
desidratagdo da hexose em meio acido como por rea¢des entre os aminodcidos ou
proteinas e os hidratos de carbono. As temperaturas elevadas ou armazenamentos

prolongados podem aumentar o nivel de hidroximetilfurfural no mel.

4.5.2 — Resultados obtidos e conclusoes

Na figura 4.20 apresenta-se um cromatograma tipico relativo a extracdo com
MeOH do fragmento cerdmico pertencente ao um pote meleiro da insula das

Carvalheiras, em Braga.
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Figura 4.20 — Cromatograma tipico relativo a andlise efetuada a um pote meleiro proveniente de Braga.

110



Capitulo 4 — Andlise quimica de materiais arqueoldgicos

Os hidratos de carbono foram o grupo de compostos organicos detetados com
intensidades relativas mais elevadas, particularmente os monossacarideos como a
frutose, glucose, talose e xilose, e quantidades inferiores de dissacarideos como a
sucrose, lactose ou galactopiranose®°79899.100 A presenca abundante destes hidratos
de carbono nos residuos organicos parece indiciar a existéncia de produtos agucarados
como o mel. De facto, esta hipdtese é reforcada pela dete¢ao de um composto muito
caracteristico do mel antigo e desidratado, o 5-hidroximetilfurfural®®%, Esta conclusdo
¢é fortalecida pela detecdo de pequenas quantidades de aminodcidos comummente
presentes no mel, como a prolina e lisina (ndo assinaladas no cromatograma)®>1%°, A
gueima de materiais celuldsicos como a madeira, ramos ou folhagens liberta para a
atmosfera compostos quimicos caracteristicos. A presenca de compostos como o
levoglucosano!® ou os acidos abiético, desidroabiético ou 7-oxodesidroabiético?® nos
materiais ceramicos em estudo parece nao se enquadrar na utilizacdo destes
contentores enquanto potes meleiros ou colmeias ceramicas. Contudo, a contaminacao
do mel com compostos provenientes da queima de biomassa vegetal pode ser
facilmente compreendida se se atender ao processo de extracao e recolha do mel. De
facto, ainda nos nossos dias é vulgar fumigar-se as colmeias para acalmar as abelhas e
as afastar, de forma a permitir um acesso mais seguro ao mel. Na altura, esse fumo seria
produzido pela queima de biomassa vegetal como madeiras e folhagens, de preferéncia
ainda verdes, resultando desta operacdo a libertacdo de compostos quimicos
indicadores da queima efetuada. Estes acabam por impregnar-se no mel extraido,
contaminando-o023108,

O colesterol é um lipido esteroide cuja presenca é normalmente associada a
residuos de alimentos de origem animal. Algumas das amostras estudadas
apresentaram residuos deste composto, sendo aparentemente incompativel com a
utilizacdo destes contentores enquanto potes meleiros ou colmeias ceramicas. Esta
detecdo foi inicialmente atribuida a contaminagao pds-deposicional ou a manipulagao
indevida dos fragmentos ceramicos apds desenterramento e limpeza. Uma andlise das
diferentes formas das colmeias ancestrais e modernas (a forma ancestral é tubular
enguanto a moderna é uma caixa com quadros de alca) permitiu conclui-se da existéncia
de diferentes procedimentos para a extracdo do mel. De facto, usando-se colmeias de

caixa as alcas sdo retiradas no periodo de cresta com perturbacdes reduzidas do
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enxame, minimizando a interacdo com as abelhas obreiras e a abelha rainha. Na
antiguidade, a forma tubular das colmeias provocaria a necessidade de espremer as
colmeias para delas se retirar o mel (inclusive com a ajuda de agua quente) matando
neste processo parte das abelhas e larvas ainda no seu interior. Neste processo, o
colesterol proveniente do corpo dessas abelhas e larvas contaminaria o mel crestado.
Para além dos grupos de compostos ja apresentados, o pote meleiro proveniente
de Chaves (cromatograma ndo apresentado) exibiu um grupo de compostos designados
de terpendides onde se inclui o longipineno, neocloveno, cembreno, norabietano e a
ionona'l®, A detecdo destes compostos é compativel com a presenca de resinas ou de
ceras tradicionalmente utilizadas na impermeabilizacdo de contentores ceramicos para
o transporte de liquidos'®®, De facto, o pote estudado apresenta na sua face interior um
extenso depdsito de material organico de origem aparentemente resinica, tendo sido
aplicado para a impermeabilizacdo da cerdmica?®. Trata-se de compostos organicos
pouco soluveis em meio aquoso, justificando-se a sua grande abundancia por serem
dificilmente lixiviados. A auséncia de compostos como o reteno ou os acidos abiético?®
e pimarico parece indicar ndo se tratar de resina de pinheiro mas sim de cera de abelha
ou mesmo de propolis. De facto, estes exsudados da abelha sdo materiais lipofilicos,
sendo sdlidos e quebradigos enquanto frios mas liquidos e flexiveis depois de aquecidos,
0 que permitiria realizar facilmente a operacdo de impermeabilizacdo das pastas

porosas do contentor?®,

4.6 — Candela romana e lucernas egipcias

4.6.1 - Pequena contextualizagao historica

As lampadas de ceramica eram usadas desde 3000 a.C. até a descoberta da luz
elétrica no século dezanove, tanto como meio de luz artificial como em contextos
simbdlicos. Este tipo de iluminagdao, que usualmente requeria como combustivel a
utilizacdo de gorduras animais ou vegetais, acompanhou a civilizagdo humana sempre
com um carater de enorme importancia, quer pela sua utilidade, quer pelo seu
significado como fonte de um elemento essencial a vida humana, a luz.

Neste trabalho foram estudadas quatro ldmpadas de diferentes tipologias - uma

candela romana e trés lucernas egipcias:
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Candela romana — Das escavacOes de Bracara Augusta foram resgatados varios
exemplares de candelas romanas, outrora utilizados para iluminagdo particular. Neste
trabalho é apresentada uma andlise a uma uUnica pega (Figuras 4.21a e 4.21b)

proveniente da escavac3o das Carvalheiras, Braga®’ (Figura 4.22 e Tabela 4.9).

Lucernas egipcias — As trés lucernas ceramicas (Figuras 4.23a, 4.23b e 4.23c) sdo parte
da Colecdo Egipcia doada a universidade do Porto em 1927 pelo Berlin State Museum
em compensac¢ao pelo retorno da colegdo de artefactos da Mesopotamia a Alemanha
gue tera sido mantida em Lisboa aquando a apreensao do navio Alemao “Cheruskia”
durante o inicio da Primeira Guerra Mundial. A origem geografica das trés lucernas é
desconhecida. As lucernas das figuras 4.23a e 4.23b apresentam-se em “D”, com
motivos geométricos, sendo datados entre os séculos | e Il d.C. A lucerna da figura 4.23c
integra um desenho de um sapo, e é datada entre os séculos Ill a IV d.C. As suas analises
e resultados sdo evidenciadas na figura 4.24 e tabela 4.10 (sdo apresentados os

resultados da lucerna 40.01.82 devido a similaridade de resultados entre todos).

Figura 4.21 — a) Candela 2003-0421 estudada, b) Desenho da candela 2003-0421 estudada.
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a)

b)

c)

Figura 4.23 — a) Lucerna 40.01.81 estudada, b) Lucerna 40.01.82 estudada, c) Lucerna 40.01.83 estudada

4.6.2 — Resultados obtidos e conclusoes

Da analise efetuada a candela romana 2003-0421 pode retirar-se as seguintes
conclusdes:

A andlise cromatografica ao extrato metandlico da candela romana 2003-0421
permitiu detetar uma elevada quantidade de compostos quimicos cuja presenca é

normalmente relaciondvel com vestigios de 6leos vegetais, supostamente usados como
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combustivel. Naquela época o azeite seria um combustivel comum devido a sua
abundancia e baixo prego”111112114 - exibindo o respetivo cromatograma elevadas
guantidades de acido oleico, um dos seus principais constituintes. A identificacdo de

acucares e marcadores de queima de biomassa vegetal corrobora a hipdtese da queima

de compostos de origem vegetal®,
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Figura 4.24 — Cromatograma relativo ao extrato organico da lucerna 40.01.82 apds extracdo com MeOH.
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Tabela 4.9 - Compostos organicos identificados na andlise a candela 2003-0421.
Indicadores de dleos vegetais

Acido palmitico  Acido oleico Acido linoleico  Acido estedrico Acido miristico

Acido fitico B-sitoesterol Oleanitrilo Esqualeno B-caroteno

Licopeno Eugenol Vanilina Oleamida Triacilglicerdis
insaturados

Hidratos de carbono

Fucose Galactopiranoside Manose Xilulose

Sucrose Glucose Frutose

Indicadores de queima de biomassa vegetal

Levoglucosano Acido desidroabiético Acido abiético

Tabela 4.10 - Compostos organicos identificados na analise a lucerna 40.01.82.
Acidos organicos

Série homdloga dos
acidos alcanoicos (Co-Cas)

Acido fumérico  Acido malico Acido azeldico Acido citrico

Indicadores de dleos vegetais

Oleanitrilo Oleamida Jupineno Acido ricinoleico Quercetina
Serverogenina Ergosterol Acido oleico

Hidratos de carbono

Fucose Galactopiranosida Manose Xilulose
Sucrose Glucose Frutose

Indicadores de queima de biomassa vegetal

Levoglucosano Acido desidroabiético Acido 7-oxodesidroabiético

Das andlises efetuadas as trés lucernas egipcias, sumarizadas na tabela 4.10,
podem retirar-se as seguintes conclusdes:

Foram detetados compostos derivados da queima de biomassa vegetal, como o
levoglucosano, que é libertado para a atmosfera durante a degradacao térmica de
celulosel®®109153 o o5 Zcidos desidroabiético e 7-oxodesidroabético, produtos de
oxidacdo do acido abiético, que é obtido por aquecimento de resinas de Pinaceae?®.

O oleanitrilo e oleamida, produtos da degradac¢ido do acido oleico#4, também
detetado (Cis:1). O jupineno, um composto originado do a-pineno, um composto

caracteristico de coniferas como Pinaceae'**. A identificacdo de compostos fitoquimicos
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como a quercetina e serveronenina, que derivam de plantas, usualmente detetados em
frutas, vegetais e folhas'4%14¢, Também a ergosterol, um esterol reconhecido em éleos
vegetais!®4,

Os 4acidos organicos detetados, como os dacidos madlico, azeldico, citrico e
fumarico, assim como a série homéloga de acidos lineares alcandicos, desde o Cq até ao
Czs, com especial énfase para o acido palmitico (Ci6) e dcido estearico (Cig), compativeis
com a presenca de sementes ou dleos vegetais!*®, indicando que o combustivel utilizado
nestas lampadas, seria um dleo vegetal.

Pode-se descartar a utilizacdo de azeite, contrariamente a analise a candela
romana, devido a baixa abundancia de acido oleico (Cis:1) quando comparado ao acido

estedrico (Cis), o correspondente acido saturado®’.

4.7 — Anforas de produgdo lusitana

4.7.1 - Pequena contextualizagao histdrica

O periodo de Augusto assinala uma forte mudanca nas estruturas econdmicas e
comerciais a escala do Império. A esta realidade nao ficou alheia a provincia da Lusitania
que desde cedo, juntamente com outras provincias ou mesmo cidades romanas, se
tornou um dos maiores exportadores de preparados piscicolas, como testemunham os
varios centros de producdo e as olarias destinadas ao fabrico de dnforas (Figura 4.25)%.
Sdo bem conhecidas as anforas fabricadas em distintos centros produtores situados ao
longo da fachada atlantica, particularmente as de fabrico lusitano tradicionalmente

associadas ao transporte de preparados piscicolas3?.

4.7.2 - Resultados obtidos e conclusées

Neste estudo apresentam-se os resultados da analise a fragmentos de quatro
anforas lusitanas (Figura 4.26), nomeadamente uma anfora ovoide, uma similar a uma
Dressel 7-11 e duas Dressel 14. Apesar de todos os fragmentos terem sido estudados
separadamente, optou-se por organizar os resultados numa Unica tabela de compostos
organicos (Tabela 4.11) atendendo a similaridade entre os resultados obtidos (Figura

4.27).
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Figura 4.25 — Principais centros produtores de ceramicas ao longo da costa Atlantica.
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Figura 4.26 — Anforas Lusitanas estudadas: a) ovoide de castro de Vigo, Pontevedra, Espanha; b) Lusitana
de Peniche, afim a Dressel 7-11, n2 1997-1031; c) Lusitana Dressel 14, n2 1997-0451; d) Lusitana Dressel
14, n? 1997-0315.
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Figura 4.27 — Cromatograma relativo a
extragao com MeOH.
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Tabela 4.11 - Organizagdo dos compostos mais relevantes da andlise das anforas lusitanas estudadas.

Acidos organicos

Latico Sucinico Tartarico 3-oxovalérico Cinamico
Trednico Malico Azelaico Fumérico Isovanilico
Série homdloga de acidos alcanoicos lineares Cg-Ca4

Hidratos de carbono

Frutose Galactofuranose Glucitol Gulose Inositol

Maltose Sucrose Talose Xilofuranose Altrose
Aminoacidos

Prolina Glicina Lisina Alanina

Queima de biomassa vegetal

Levoglucosano Acido desidroabiético Acido 7-oxodesidroabiético
Acido 15-hidroxi-7-oxodesidroabiético

Oleos vegetais

Isoeugenol Oleanitrilo Oleamida Estigmasterol Germacrano
Germanicol Quercetina

Restos de peixe

Acido oleico . e . Acido palmitoleico
Colesterol (C18:1, 09) Acido palmitelaidico (C16:1 cis-9, w7) (C16:1 trans-9, o7)
A(\:cig(')zlmcglelco Acido fitanico Acido vacénico (C18:1 trans-11, »7)  Acido erdcico
(C18:2, 06) (C221, cis 13, 9)
Fitol Acido linolénico (C18:3, cis 9,12,15, ®3)  Acido eicosadien6ico (Czzz, Cis-11,14, 6)

Os resultados analiticos entre as anforas estudadas foram muito similares,
revelando logo a partida que terdo tido a mesma func¢do primordial. A presenca de
compostos como o colesterol, fitol, acido fitdnico, varios acidos-émega e do acido
eicosadiendico com enfases veemente assinaladas, atribuem o indubitavel ideal da
ancestral existéncia de preparados piscicolas’®*. O facto de todas as amostras serem
ricas em hidratos de carbono, revela que os produtos terdo sido adocicados
artificialmente através da adicdo de mel ou algo similar3®1%, Os marcadores biolégicos
de Odleos vegetais como isoeugenol**, oleanitrilo, oleamida'*?, germacrano ou
germanicol**, indicam, por sua via, a adi¢cdo de plantas ou ervas aos preparados. Os
aminodcidos corroboram esta hipdtese pois encaixam no processo de hidrélise de

proteinas de peixe!4%!41 A existéncia de marcadores de queima de biomassa vegetal
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sugerem que os produtos armazenados terdo em algum momento estado sujeitos a
influéncia de fumos (cozinhados de alguma forma)08153,

As informacdes recolhidas perante estas analises apontam para uma
correspondéncia com relatos de autores como Plinio (HN XXXI 95) quando se refere a
Melligarum/Mellogarum e, indiretamente, a Apicio (De re coq. 1,8) quando menciona
que preparados piscicolas de menor qualidade apresentavam cheiros nauseabundos,
contrariamente aos produtos de boa qualidade a base de sangue de cavala. Por essa
razdo, era necessaria a camuflagem desse odor utilizando uma receita a base de

fumigacdao com louro, cipreste ou mel.

4.8 — Anforas de producdo de Lugo (Espanha)

4.8.1 — Pequena contextualizagao histdrica

A problematica do transporte de preparados piscicolas ndo se esgota nas anforas
de producdo lusitana, jd que sdo conhecidas outras areas produtoras de preparados
piscicolas fora desta provincia, designadamente na area costeira do conventus
bracarensis, como as anforas de Bueu que nos ultimos anos tém sido motivo de estudo.
A estas acrescente-se ainda outro tipo de contentores de fundo plano, presentes em
muitas esta¢des arqueoldgicas, que encerram problematicas diferenciadas consoante
os locais de producao.

O consumo de crustaceos e frutos do mar pelas populagdes costeiras remonta a
Pré-histdria. Os romanos apreciavam sobretudo o mexilhdo (Mytilus galloprovidencialis)
e as ostras (Ostraea edulis)'®°. Nas escavacdes de Lugo tém-se encontrado quantidades
consideraveis de restos de moluscos dataveis da primeira metade do século. | e até finais
do século. IV, destacando-se as conchas de ostras e buzios que muito provavelmente
provinham da costa cantabrica seguindo as rotas comerciais interiores de Lucus Augusti
com Brigantium, a costa de Lugo ou a comunicacdo de Iria Flavia (Figura 4.28)°. Estes
produtos eram normalmente conservados frescos para consumo posterior ou
transportado a longas distancias. Dado que as ostras podem viver vérios dias fora da
agua e o percurso de Lugo ao mar ronda os 70 km, este poderia ser coberto em apenas
3 dias de viagem a pé ou em menos que 24h a cavalo, sendo por isso de admitir que

estes contentores fossem utilizados no transporte de moluscos vivos!’°.
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Neste contexto foram estudados fragmentos de seis anforas de fundo plano
provenientes de Lugo (Figura 4.29), com o intuito de se avaliar se estas teriam a mesma

fungdo que as suas homologas Lusitanas.
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Figura 4.28 - Vias romanas da Gallaecia no alto império

Figura 4.29 — Fragmentos de anforas estudadas: a) dnfora “A”; b) anfora “B”; c) anfora “C”; d) anfora LUO3-
NR5133; e) anfora LU03-VR4861; f) anfora LU03-VR5138.

4.8.2 — Resultados obtidos e conclusdes

Na figura 4.30 apresenta-se um cromatograma tipico da andlise a um fragmento
ceramico de uma anfora de Lugo. Os compostos como o isolongifoleno, cipereno,
valenceno, B-elemeno, y-neocloveno e a-patchouleno sdo compostos caracteristicos de
6leos essenciais, sendo o levoglucosano um tragcador para a queima de biomassa?®1%, A
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presenca dos acidos pimdrico e isopimarico, e das espécies diterpénicas como os acidos
abiético, desidroabiético, 7-oxo-desidroabiético e 15-hidroxi-7-oxo-desidroabiético,
compostos tipicos da oxidacdo de resinas da familia Pinaceae?® mostra que estas anforas
foram impermeabilizadas com um revestimento interno de resina. Este procedimento é

usualmente aplicado na preservacao e transporte de liquidos.

1 Acido sucinico
2 Fitol
3 Acido benzdico
4 Linalol
s Prolina
6 Quercetina
7 Acido aspartico
3 Levoghicosano
9 Inositol
10 Acido palmiteliidico
11 Acido palmitico
- 12 Oleanitrilo
1.40E+07 13 Hexad ecenenitrilo
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Figura 4.30 — Cromatograma tipico da analise a um fragmento ceramico de uma anfora de Lugo.

Produtos lacteos frescos, gorduras animais e varios dleos vegetais sdo ricos em
triacilglicerdis. A extensa degradacao de triacilglicerdis resultam em monopalmitina e
monoestearina que foram detectados, como pode ser observado no cromatograma da
figura 4.30.

O mesmo cromatograma informa sobre a presenga de compostos como o
hexadecenenitrilo, octadecenenitrilo, colesterol e seus produtos de oxidacao, como 5f3-
colestano-3-ona. A combinac¢do destes compostos € um marcador para os residuos de
material proteico a partir de um ovo inteiro e/ou gema de ovo!®®. A origem destes

residuos nos vasos estudados permanecem ainda por explicar.
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A detecdo de linalol, fitol, quercetina, estigmasterol, germanicol e oleanitrilo,

revela vestigios de dleos vegetais!*?

, enquanto o 9-octadecenamida sugere a presenga
de ervas ou de micro-algas!4>%>>16, Essas evidéncias, combinado com a dete¢do de
acido fitdnico®>°31>4, indicam uma origem marinha para o contetddo das anforas do
Lugo. No entanto, a auséncia de acidos 6mega de cadeia longa como o erucico ou o
eicosadiendico parece ndo suportar a hipdtese do conteudo ser peixe ou preparados
piscicolas®0,

Considerando-se uma origem marinha (excluindo-se a hipétese de serem peixes
ou preparados piscicolas) para o conteudo das anforas e combinando-se a proximidade
a costa da Cantabria com a existéncia de escavac¢des de grandes quantidades de marisco
em Lugo, datadas entre a primeira metade do século | até no final do século IV, surgiu a
hipdtese destas, terem transportado moluscos.

Para esclarecer algumas das duvidas levantadas por resultados anteriores, a
composicdo de algumas amostras de moluscos galegos foi estudado, recorrendo-se a
cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa. A figura 4.31 apresenta os
resultados analiticos de uma amostra de berbigdo comum (conservado em salmoura) da
costa da Galiza, onde se distingue claramente, como maior pico, o colesterol e varios de
seus produtos de oxidacdo, além de enormes quantidades de derivados de aminas e

amidas.

Estes resultados estdo de acordo com os dados anteriormente obtidos para as

amostras Lugo, nomeadamente:
i) A origem marinha para ambos, os derivados de amida e amina detetados, e

i) a origem marinha do colesterol detetado que, como pode ser observado, é

0 pico mais intenso do cromatograma.
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Figura 4.31 - Cromatograma de um extrato de berbigdo, apds extracdo com mistura de DCM:MeQOH 50:50.

No entanto, apresenta-se como um trabalho em curso, onde a composicao de
outras espécies de moluscos galegos estd sobre estudos, especialmente ostras, tendo
em conta que esta seria um alimento exclusivo de familias ricas, devido ao seu alto valor

econdmico.

4.9 — Preparado de peixe recuperado de um doliola

4.9.1 - Pequena contextualizagao histdrica

A andlise a fragmentos de contentores utilizados no transporte de preparados
de peixe foi complementada com a andlise a restos destes preparados (do tipo Garum
ou Alec, ambos pastas ou liquidos fermentados preparados a base de peixes gordos, mas
que por vezes também apresentavam crustaceos ou moluscos, como os gastrépodes)

encontrados no interior de um doliola em Boca do Rio, Sagres, Algarve (Figura 4.32).
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Figura 4.32 — Imagem do doliola de onde se recuperaram os restos de preparados de peixe.

4.9.2 - Resultados analiticos obtidos e conclusdes

Neste doliola encontraram-se vestigios de dentes, espinhas e vértebras de peixe
(Figuras 4.33a e 4.33b). Este foi submetido a testes analiticos e genéticos onde
inicialmente foram extraidos, separados e analisados os compostos organicos inerentes
(Figura 4.34) para comparag¢ao com os resultados obtidos nas andlises anteriormente
realizadas, e mais tarde, através da extracdo, detecdo e amplificacdo de ADN (Figura

5.1), se proceder a compreensdo de quais as espécies utilizadas na sua preparacao.
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a)

b)

Figura 4.33 — a) Parte do conteldo dos preparados de peixe mostrando terra, areias e pedras a mistura,
b) elementos de interesse retirados do contetido analisado. Entre o conjunto, foram separados por andlise
visual dentes, espinhas e vértebras de peixe.
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Preparados de peixe: analise quimica
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Figura 4.34 — Cromatograma obtido pela extracdo com MeOH e inje¢cdo da amostra de preparados de

peixe.

Tabela 4.12 - Tabela de compostos extraidos da amostra de preparados de peixe

Acidos organicos

Latico Sucinico Adipico Glutarico Metoxicinamico
Malico Gluconico 3-hidroxipropiénico Serie homologa de acidos alcandicos
lineares C7-Cis
Hidratos de carbono
Frutose Glucopiranose Arabitol Gulose Inositol
Turanose Sucrose Glucitol Xilofuranose Altrose
Aminodcidos
Alanina Glicina

Queima de biomassa vegetal

Levoglucosano
Oleos vegetais

Isoeugenol Oleanitrilo Oleamida Estigmasterol

Restos de peixe ou moluscos/ostras

5@-colestano-3-ona Acido palmitoleico Acido miristoleico

Colesterol
C16:1 trans-9, o7 Ciaz, cis-9, w7
Acido isoleico Acido vacénico Acido palmitelaidico Acido oleico
Cis:1, W9

C18:1, trans-9, w9  Cisatrans-11, w7 C16:1 cis-9, w7

Acido linoleico
Cis:2, Wb

Acido fitanico
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Na tabela 4.12 estao apresentados os resultados cromatograficos da analise a
amostra de preparados de peixe encontrada no interior de um doliola em Boca do Rio.
O primeiro conjunto de compostos sao de alguma forma pouco especificos, pois, certos
acidos, como o malico, sucinico ou latico podem pertencer a um vasto conjunto de
matrizes como vinho ou mel*®1% 0O segundo conjunto corresponde ao grupo dos
hidratos de carbono, que devido as suas elevadas intensidades, principalmente aquando
extracbes com metanol, sugere que os preparados de peixe terdo sido adocicados
artificialmente'®, Os aminoacidos detetados acabam por ser compativeis com a

existéncia de varias fontes possiveis, como mel ou fauna marinhal#*®

, enquanto o
levoglucosano, sugere que o preparado terd estado em algum momento, em contacto
com algum tipo de fumo'®®, Estdo presentes alguns compostos caracteristicos de éleos
vegetais, que tal como no caso das anforas anteriormente analisadas, sugerem que ao
preparado tenha sido adicionado especiarias, plantas ou ervas aromaticas. O ultimo

grupo indica uma séria de tracadores moleculares caracteristicos da existéncia de

residuos de peixe/fauna marinha em geral.

Preparados de peixe: andlise genética

Avaliando toda a informacdo evidenciada pelos resultados analiticos, onde se
demonstrou a existéncia de indicios quimicos da presenca de restos marinhos, tentou-
se prosseguir o estudo no sentido de determinar quais as espécies marinhas envolvidas
na elaboracgao deste preparado de peixe. Para isso, procedeu-se a uma série de ensaios
genéticos com vista a isolar ADN antigo, obviamente degradado, amplificar os
fragmentos identificados em sequéncias multiplas e identificar as espécies em questao
recorrendo a técnicas de sequenciacao de ultima geracao.

De acordo com a informacdo reunida, trata-se de uma metodologia inovadora e
de um trabalho pioneiro em Portugal, pelo que se decidiu dedicar-lhe um novo capitulo

desta tese de mestrado (Capitulo 5).
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5.1 - Resultados biolagicos obtidos e conclusdes

Na sequéncia das analises quimicas efetuadas ao material recuperado do interior
de um doliola encontrado em Boca do Rio, Algarve, decidiu-se avaliar da possibilidade
de identificacdo das espécies marinhas envolvidas. Para isso foi desenvolvida uma
metodologia pioneira no sentido de se isolar e amplificar ADN antigo do conteludo de
preparados marinhos, e assim identificar quais as espécies que estdo na sua origem.
Deste modo, neste capitulo serdo descritos os resultados da aplicagdao de varias técnicas
de manipulagdao de ADN, anteriormente descritas em maior pormenor na sec¢ao 2.5 do

segundo capitulo, sob a designac¢do “Técnicas para a andlise de ADN antigo”.

Inicialmente testou-se a eficiéncia das combinagdes de primers selecionados na
amplificacdo de ADN de tecidos bioldgicos recentes (ADN moderno): M3 forward com
Ms reverse; Ma forward com Ma reverse; Micoi forward!’* com Lobo reversel’? (M¢-L:);
Micoi forward!’! com Geller reverse'’® (M¢G;); Micoi reverse!’! com Lobo forward?!’?
(M-Lf); Micoi reverse!’! com Geller forward’® (M-Gs). Para isto utilizaram-se tecidos
bioldgicos de diferentes espécies marinhas, destacando-se o atum (Auxis rochei — 81), a
sardinha (Sarda sarda — 169 e Sardina pilchardus - 170), a cavala (Scomber scombrus) e
a raia (Raja brachyura - 318), além de uma espécie de gastrépode (Calliostoma
zizyphinum — d29). Ap6s o aperfeicoamento das condi¢cdes de amplificacdo de ADN, com
a obtencdo de bandas nitidas, obteve-se um conjunto de géis (Figura 5.1 e 5.2) que

demostraram a capacidade dos primers amplificarem o ADN moderno de peixe.

O recurso a uma enzima mais sensivel e robusta que as “normais” polimerases
usadas anteriormente permitiu antever um desempenho idéntico quando aplicado a
ADN antigo, também de peixe. Por essa razao todos os trabalhos com ADN moderno
utilizaram a enzima DreamTaq Polymerase da Thermo, uma enzima de custo
relativamente reduzido e de uma sensibilidade e robustez comuns, enquanto nos
trabalhos com ADN antigo se utilizou a enzima Phusion Fidelity DNA Polymerase da
Thermo. Esta é uma enzima mais dispendiosa, mas também mais sensivel e robusta, e

por isso ideal para a manipulacdo de acidos nucleicos muito fragmentados.
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Figura 5.1 — Gel onde se apresentam os resultados dos primers Ms e M4 ao amplificarem ADN moderno.
O primeiro pogo apresenta bandas do Ladder (100 pb), de seguida na marca dos 100 pb apresentam-se 6
leves bandas, pertencendo as trés primeiras ao primer M3 e as seguintes ao Ma, usadas na amplificagdo
de ADN de Auxis rochei. A Ultima esta sem qualquer registo, pois é o negativo.
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Figura 5.2 — Gel onde sdo apresentados fortes bandas para as combinagdes de primers testados: em cima
-12 Ladder 100 pb; 29, 39, 42 e 52 - M-Ls para 81, 169, 170 e d29; 62 - negativo, 72, 82 9 e 102 - M-Gr para
81.169, 170 e d29; 112 - negativo. Em baixo — 12 Ladder 100 pb; 29, 39, 42 e 52 - Ms-L, para 81, 169, 170 e
d29; 62 - negativo, 72, 829 e 102 - Ms-Gr para 81. 169, 170 e d29; 112 - negativo.

Analisando as figuras 5.1 e 5.2 verificam-se diferencas claras no comportamento
dos dois géis. No primeiro gel, os primers M3 e M4 apresentam uma maior dificuldade
em detetar ADN nos tecidos de Auxis rochei por apenas amplificarem fragmentos com
cerca de 100 pb (preparado para “recolher” os acidos nucleicos mais fragmentados),
exibindo por isso bandas muito ténues por volta dos 100 pb. Ainda assim, a captacdo e
amplificacdo de ADN é reforcada pela inexisténcia de bandas no ultimo poco (82) onde

apenas existem reagentes, sem qualquer material genético (negativo).

No segundo gel, sdo ébvios os resultados obtidos, onde apenas a combinacgao de
primers MGt para o tecido 170 ndo funcionou. De resto, muito pelo facto destes
primers amplificarem fragmentos de ADN de tamanho considerdvel (300pb), todas as
bandas se apresentaram de forma limpa e nitida enquanto os negativos se mantiveram

sem expressao.
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Apds a aplicacdo de vdrios métodos de extracdo de ADN da amostra de
preparados de peixe recuperada do interior de uma doliola usando 3 diferentes
métodos (kit de extracdo, kit de extracdo modificado e um método artesanal), verificou-
se 0 sucesso na extragdo. Para isso, recorreu-se a nanodrop no sentido de se quantificar
a concentracao de ADN presente nos extratos. Dos 16 extratos analisados, foram os 11
provenientes dos métodos de extragdo com kit (modificado ou ndo) aqueles que se
apresentaram mais vidveis, enquanto os 5 extratos provenientes do método
artesanal’’8? apresentavam em média concentracdes negativas de dacidos nucleicos
(ng/uL) e os restantes apresentavam concentragées entre os 2 e os 22,5 ng/uL. Ainda
assim, apesar dos 11 extratos obtidos a partir do método de kit (3 a partir do kit
modificado e 8 a partir do kit) apresentarem maiores concentrac¢des de acidos nucleicos,
as relagdes de Azeo/280 € Az60/230 acabam por ndo ser muito favoraveis, pois apresentam
em todos os casos valores abaixo dos 1,8 recomendaveis (rever capitulo 2 onde se
descreve a técnicas de nanodrop). De qualquer forma, eliminou-se hipdtese de
realizacdo de testes com as amostras provenientes do método artesanal, tendo-se

continuado o trabalho ainda numa fase de testes preliminares com os restantes.

Desta forma, foram efetuadas vdrias experiéncias nas condicdes estabelecidas
anteriormente de modo a se conseguir amplificar e detetar ADN antigo de preparados
de peixe. Depois de diversas tentativas, tornou-se forcoso diminuir os gastos com
reagente, pelo que apenas se utilizou as combinacdes de primers que parecia fornecer
os melhores resultados, os M3, M4 e MicoiF-LoboR em 6 amostras extraidas com o kit de

extracdo de ADN da Roche (G1, G, G3, G4, Gs, Gg) (Kit ndo modificado).

Os resultados finais obtidos sdo indicados nas figuras 5.3, 5.4 e 5.5, tendo-se

utilizado os primers M3, M4 e MicoiF-LoboR.
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Figura 5.3 — Gel de agarose 1.5% onde sdo apresentadas resultados aquando utilizagdo do primer Mz para
ADN antigo de preparados de peixe, tendo-se verificado bandas ténues nos pogos 1, 4 e 6
correspondentes as amostras Gi, Ga e Gs por volta dos 100 pb.

BRI

Figura 5.4 - Gel de agarose 1.5% onde sdo apresentadas resultados aquando utilizagdo do primer Mas para
ADN antigo de preparados de peixe, tendo-se verificado bandas ténues nos pogos 4 e 5 correspondentes
as amostras Ga e Gs por volta dos 100 pb.
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Figura 5.5 - Gel de agarose 1.5% onde sdo apresentadas resultados aquando utilizagdo da combinagdo de
primers MicoiF-LoboR para ADN antigo de preparados de peixe, tendo-se verificado uma banda de
intensidade média no pogo 5 correspondentes a amostra Gs por volta dos 300 pb.

Nos dois primeiros casos, foi 6bvio que apesar de todos os esforcos, a detecdo e
expressao de ADN antigo ocorreu de uma forma muito ténue, sendo dificil a visualizacdo

de bandas que ndo sejam as referentes ao marcador molecular (ladder).

No gel pertencente as provas que envolvem o primer Ms, (Figura 5.3) conseguiu-
se visualizar bandas de ADN antigo nos pocos 1, 4 e 6 (amostras G1, Ga e Gg), enquanto
naquele pertencente ao primer My (Figura 5.4) apenas se detetaram bandas muito
ténues nos pocos 4 e 5 (amostras Ga, Gs). Em ambos os casos foram efetuados negativos
gue ndo apresentaram qualquer resultado, sendo por certo a ndo contaminacao de
reagentes e/ou ambiente. Ainda assim, em ambos os casos ndo foram efetuados
controlos positivos ie., ndao foi testado ADN com prévio conhecimento de

funcionamento.

Na figura 5.5 é demonstrado o gel de agarose com os resultados dispostos pela
combinacdo de primers MicoiF-LoboR que evidenciam a amplificacdo de uma banda de

ADN antigo no 52 poco, correspondente a amostra Ga. Esta série de ensaios foi sempre
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realizado na presenca de um positivo e negativo (positivo para comprovar que, caso
nenhum ADN antigo seja amplificado, a causa ndo deverd ser atribuida as condigdes
experimentais mas sim a outros fatores como a inexisténcia de ADN suficiente para ser
visualizado num gel, por exemplo, enquanto que o negativo serve para a comprovagao
da inexisténcia de possiveis contaminacGes dos reagentes ou ambiente envolvente).
Visto que o negativo ndo se expressou, e o positivo apresentou uma banda forte (pogo

8), tudo deverd ter corrido de forma exemplar.

Na hipotese de certas bandas poderem ndo apresentar ADN suficiente para
visualizacao nos géis, surgiu a possibilidade de submeter alguns extratos de PCR a novos
ciclos de PCR, tornando o procedimento num PCR de PCR. Esta nova metodologia foi
aplicada unicamente aos resultados obtidos pela combinacdo de primers MicoiF-LoboR,

estando os resultados expressos na figura 5.6.

Figura 5.6 - Gel de agarose 1.5% realizado a partir de um PCR de PCR sobre os extratos que originaram o
gel da figura 4.37, onde sdo apresentados resultados aquando utilizagdo da combinagdo de primers
MicoiF-LoboR para ADN antigo de preparados de peixe, tendo-se verificado bandas fortes no pogo 1, 2, 4
e 5, referentes as amostras (G1, G2, G4 e Gs) por volta dos 300 pb.
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Tal como se suspeitava, por este ADN em concreto ser muito fragmentado (tendo
em conta que apresenta milhares de anos), as suas concentragdes mesmo apds varios
ciclos de um primeiro PCR ndo sdo, regra geral, suficientes para a sua visualizacdo num
gel de agarose 1.5%. No entanto, apds um segundo PCR aplicado aos produtos obtidos
num primeiro, os resultados apresentam-se diferentes. A exponencial amplificacdo de
moléculas de ADN geradas no segundo ciclo é de tal forma enorme, que a maior parte
das bandas, outrora invisiveis num gel, apresentam-se agora fortes e nitidas. Desta
forma, foi possivel a amplificacdo de ADN antigo nos pocos 1, 2, 4 e 5, referentes as
amostras G1, G2, Ga e Gs, sendo também visivel no pogo 7 a banda referente ao positivo.

O negativo no po¢o 9 ndo apresenta qualquer sinal de amplifica¢do.

Os produtos amplificados com sucesso foram enviados para a BioCant, de forma
a serem sequenciados por NGS. As leituras efetuadas na BioCant foram devidamente
filtradas resultando num ndmero muito baixo de sequéncias elegiveis, devido a idade
avancada do ADN apresentado. Ainda assim, as corridas efetuadas resultaram na
obtencdo de 323 sequéncias de ADN elegiveis. Os testes de similaridade em librarias de
referéncia (BOLD e Genebank) resultaram na correspondéncia de 236 dessas leituras,
com elevada similaridade. Desse grupo, cerca de 96 leituras permitiram a identificacdo
de sete espécies de peixe com percentagens de similaridade entre os 99 e os 100%,
todas elas pertencentes a espécies conhecidas da costa Atlantica portuguesa, sendo seis

tipos de peixes dsseos e um tubarao de grande porte (Tabela 5.1).

Com o objetivo de validar estes resultados ainda preliminares, estdo a ser
preparadas novas analises de replicacdo usando outras amostras de preparados de

peixe e novos reagentes e solugdes.
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Tabela 5.1 — Lista de espécies de animais marinhos identificados apds sequenciagdo NGS.

Nome comum Espécie

Carapau Megalaspis cordyla
Peixe voador Cheilopogon unicolor
Sargo-alcorraz Diplodus annularis
Caboz negro Gobius niger

Peixe ruivo Lepidotrigla dieuzeidei
Bodido Symphodus bailloni
Tubarado sardo Isurus oxyrinchus
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Conclusdo

Estabeleceram-se metodologias apropriadas para a andlise de artefactos
ceramicos, particularmente técnicas de amostragem, extragao e andlise cromatografica,
com a identificacdo dos tracadores moleculares mais relevantes. Seguindo estes
procedimentos determinou-se a funcionalidade de trinta e dois contentores ceramicos,
nomeadamente, trés vasos da idade do bronze, cinco anforas vindrias, oito potes
meleiros, duas colmeias ceramicas, uma candela romana, trés lucernas egipcias e dez

anforas de transporte/armazenamento de preparados piscicolas.

Os procedimentos anteriormente estabelecidos serviram de base para a andlise
de pigmentos aplicados em monumentos megaliticos, tendo-se complementado a
analise cromatografica com a utilizacdo de outras técnicas como o FTIR e o XRD, ambos
de utilizacdo mais apropriada para a andlise estrutural desses pigmentos. Estas
metodologias foram aplicadas com sucesso, tendo-se concluido que em ambos os
monumentos, foi aplicado uma mistura que envolvia éleos vegetais e um composto
mineraldgico que dava a cor apresentada por cada um, sendo que na mamoa da Eireira
era empregue hematite ou goetite de coloracdo avermelhada, e na mamoa de Lamas,
caulinite de cor branca. Foi também detetada a presenca de témpera de ovo na mamoa

da Eireira, provavelmente para consolidar a mistura entre o mineral e os éleos vegetais.

A disponibilidade de utilizar para investigacdo restos de preparados de peixe
datados do século IV permitiu a aplicagdo simultanea de técnicas de caracterizagao
quimica, assim como efetuar analises genéticas aos mesmos, no sentido de se
identificarem as espécies marinhas utilizadas na sua preparagdo. Para isso foram
desenvolvidas metodologias pioneiras que permitiram identificar seis espécies de peixes
dsseos e um tubardo de grande porte, todas espécies comuns na costa maritima
portuguesa. Embora tratando-se de resultados ainda preliminares e a necessitar de
confirmagdo futura, apresentam-se como verdadeiramente inovadores dada a escassez

de estudos publicados nesta area.

Este trabalho, tal como o seu titulo procurou indicar, demostra a necessidade da
realizacdo de trabalhos interdisciplinares, que associem a arqueologia a contribuicdo de
diferentes ciéncias como a quimica, a biologia, paleontologia, ou a geologia, entre

muitas outras.
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Anexo 1

Receita de Garum e Alec

1. Colocar peixe debaixo de agua a correr, intacto (sem remover guelras, entranhas, etc.).

2. Colocar o peixe juntamente com sal e ervas numa panela de um 1,5 L e cobrir o peixe
com agua, deixando-o a 5 cm da tona.

3. Ferver durante 15 min até o peixe ficar em polpa e esmaga-lo com uma colher de
madeira. Continuar a ferver até o liquido ficar fino.

4. Deixar arrefecer e diferenciar a pasta viscosa (Garum) do liquido formado (Alec);

5. Transferir para vasos limpos.



Anexo 2

Extracoes de ADN

A2.1 - Extracao de ADN de tecidos bioldgicos modernos

N o v o~ W

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.

22.

Retirar pequenas aliquotas para pequenos eppendorfs de 1.5 mL;

Deixar secar ao ar durante algumas horas para que o etanol de conservagao temporario
da amostra evapore completamente;

Adicionar 350 uL de ML1 Buffer e 25 uL de Proteinase K. Vortexar;

Incubar durante a noite a 37 °C;

Adicionar 350 pL de cloroférmio: isoamil (2:1). Vortexar;

Centrifugar a 10 000 g por 2 minutos;

Transferir a fase aquosa dos eppendorfs para novos (evitar contacto com a fase
organica); - eliminacdo de polissacarideos e proteinas

Adicionar 300 uL de MBL Buffer e 10 pL de RNAse. Vortexar;

Incubar a 70 °C por 10 minutos e deixar arrefecer a temperatura ambiente;

Adicionar 300 pL de etanol 100%. Vortexar;

Inserir Hibind DNA Minicoluna (filtro) em tubos kit;

Adicionar 100 pL de NaOH 3M ao Hibind;

Centrifugar a 10 000 g por 1 minuto;

Descartar sobrenadante e utilizar tubo kit;

Inserir novo Hibind no tubo kit e adicionar 500 uL de HBC buffer;

Centrifugar a 10 000 g por 30 segundos;

Descartar e reutilizar o tubo kit;

Adicionar 700 pL de DNA wash buffer;

Centrifugar a 10 000 g por 1 minuto e descartar o sobrenadante. Reutilizar o tubo kit;
Centrifugar o filtro vazio a 10 000 g por 2 minutos para secar a membrana;

Transferir o filtro para eppendorfs novos e adicionar 50 uL de elution buffer pré-
aquecido a 70 °C;

Deixar arrefecer a temperatura ambiente por 2 minutos, centrifugar a 10 000 g por 1

minuto e guardar a -20 °C.



A-2.2 - Kit de extracgao e purificagdao Roche

W X N o v B WwW DN R

Pulverizar a amostra com azoto liquido;

Adicionar 300 pL de binding buffer. Vortexar e incubar durante 1 hora;
Adicionar cerca de 150 uL de isopropanol. Vortexar;

Colocar filtro do kit no tubo kit e pipetar fase aquosa da amostra;
Centrifugar a 12 000 por 1 minuto e descartar o liquido;

Adicionar 200 pL de wash buffer, centrifugar e descartar o liquido;
Combinar filtros sujos com novos eppendorfs de 1.5 mL;

Adicionar 50 pL de elution buffer, centrifugar a 10 000 por 1 minuto;

Descartar filtros, fechar os eppendorfs e colocar a -20 °C.

A-2.3 - Kit de extracgao e purificagdao Roche modificado

N o U s~ w N

8.
9.

Pulverizar a amostra com azoto liquido

Adicionar 300 uL de binding buffer e 15 L de proteinase k

Vortexar e incubar durante 1 hora

Incubar durante a noite a 37 °C

Adicionar 300 L de cloroférmio:isoamil (2:1)

Vortexar e centrifugar a 10 000 g por 2 minutos

Retirar a camada superior para eppendorfs de 1.5 mL e adicionar a mesma quantidade
de etanol 100%

Transferir tudo para filtros, centrifugar e descartar o liquido

Lavar o filtro com 500 pL e descartar

10. Adicionar 50 ul de ellution buffer e guardar a -20 °C.

A-2.4 - Metodologia de extracao e purificacao “Foley’

1.
2.

’

Pulverizar a amostra com azoto liquido

Adicionar 800 pL de tampao de lise:

0,1M Tris HCI pH 8.5
0,005 M EDTA

0,2% SDS

0,2M Nacl



o v k& w

8.
9.

Adicionar 8 pL de proteinase k (digerir as DNAses)

Incubar a 56 °C durante 4 horas

Vortexar de hora a hora

Centrifugar a 10 000 g durante 10 minutos e aproveitar sobrenadante para novos
tubos

Adicionar 40 pL de NaAc (Precipitar DNA) e 400 pL de etanol (100%) frio (precipitar
DNA)

Centrifugar a 10 000 g durante 10 minutos e descartar o liquido rapidamente

Adicionar 150 pL de etanol (70%)

10. Centrifugar a 10 000 g durante 10 minutos e descartar o liquido

11. Deixar eppendorfs abertos de forma a evaporar todo o etanol

12. Adicionar 50 pL de H,0 e ressuspender com a pipeta.
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