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| Resumo 

Atualmente, entre as maiores problemáticas que vivenciamos encontram-se os incêndios e os 

desastres em massa dos quais decorrem vítimas mortais. Neste âmbito, a Antropologia Forense 

ajuda na recolha de ossos/fragmentos ósseos e na sua posterior análise, com a finalidade de obter 

a identificação das vítimas. Contudo, o trabalho destes peritos é árduo nestes contextos em que 

existe ação do fogo sob os cadáveres, pois os ossos sofrem alterações (a nível de cor, forma e até 

dimensão) que, mesmo para o mais experiente antropólogo forense, podem suscitar dúvidas 

quanto à sua natureza (i.e., se é ou não osso). Por este motivo, o momento de recolha no local é 

deveras importante, sendo essencial coletar a maior quantidade possível de evidências.  

Como esta análise e recolha é principalmente feita com base na experiência e conhecimentos do 

perito são inúmeras vezes recolhidos materiais que, mais tarde, se verificam não ser de natureza 

esquelética. Deste modo, para que a recolha e identificação no local de material esquelético seja 

mais eficiente, pretendeu-se com este projeto desenvolver um método/técnica que auxilie na 

diferenciação entre material esquelético e escombros, baseado em propriedades como a 

refletância e a fluorescência.  

A amostra utilizada neste estudo inclui ossos humanos queimados, assim como ossos não-

humanos queimados e fragmentos de destroços (metal, tecido e outros). 

Os ensaios realizados a nível da refletância mostraram-se pouco efetivos, na medida em que não 

se observou um padrão de resposta que permitisse a distinção entre material esquelético e 

escombros. 

A deteção de fluorescência foi realizada através de imagem (câmara fotográfica), de 

espectrometria de fluorescência e de espectroscopia de fluorescência induzida por laser (440 nm). 

Os resultados a nível da fluorescência foram mais promissores, registando-se respostas positivas 

em várias amostras, tendo sido os resultados obtidos através das diferentes metodologias 

concordantes entre si, na sua maioria. 

Observou-se também que variáveis como as condições de queima (combinação de duração e 

temperatura) ou até características individuais (patologias, por exemplo) desempenham um papel 

relevante causando algumas limitações na aplicação desta técnica.  

Esta dissertação fornece, assim, mais informações sobre a resposta de fluorescência que se pode 

obter em ossos queimados, complementando a literatura existente neste âmbito. Espera-se que 

futuramente estes resultados ajudem na criação de instrumentação portátil que possa ser utilizada 

em campo numa eventual situação de crime ou desastre envolvendo alterações térmicas, e deste 

modo agilizar o processo de recolha de material esquelético. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Ciências Forenses; Antropologia Forense; Alterações térmico-

induzidas; Desastres em massa; Refletância; Fluorescência; Espectrometria de Fluorescência; 

Espectroscopia de Fluorescência Induzida por Laser; Ossos queimados; Tafonomia 
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| Abstract 

Two of the most concerning issues we face today worldwide are bushfires and mass disasters 

from which result fatal fire victims. Within this scope, Forensic Anthropology’s purpose is to aid 

the recovery of human remains and analyse them in order to obtain an identification of the victims. 

Notwithstanding, this is a harsh job, since the bones undergone fire-caused alterations can be 

unrecognizable and even mistaken for debris. They can get modified in terms of colour, shape 

and even size to the point that even the most experienced of anthropologists would find it hard to 

tell if it’s actually bone. Therefore, the moment of collecting evidence at the scene is very 

important and should be thorough to ensure maximum recovery of the remains. 

Since the process of recovery is essentially based on the expert’s experience and knowledge, quite 

often some non skeletal material is collected. In order to make the identification and recovery of 

skeletal remains more efficient, it’s the aim of this project to develop a method/technique that 

could help differentiate between skeletal remains and the debris, based on properties as 

reflectance and fluorescence. 

The sample used in this study encompasses burnt human bones, as well as burnt non-human bones 

and burnt debris (like metal, fabric and others).  

The reflectance experiments revealed to be quite ineffective, since it did not show a response 

pattern that allowed for a discrimination between skeletal remains and debris. 

Three techniques were used to detect fluorescence, which include imaging (with a camera), 

fluorescence spectrometry and laser-induced fluorescence spectroscopy (440 nm).  

The results for fluorescence were slightly more promising, registering a positive response for 

several samples, with a general consistency of results between the different methodologies. 

Nevertheless, variables such as the burning conditions (time and temperature combination) or 

even individual characteristics (e.g., pathologies) have an important role, causing some 

limitations to the technique. 

The present dissertation provides more data about the fluorescence in burnt bones, 

complementing the existing literature on this topic. It is expected that in the near future the results 

gathered here will aid in building a portable device that could be used in the field on an eventual 

fire-altered scenario, and thus facilitate the process of recovery of skeletal material. 

 

 

 

KEY WORDS: Forensic Sciences; Forensic Anthropology; Heat-induced changes; Mass 

disasters; Reflectance; Fluorescence; Fluorescence Spectrometry; Laser-induced Fluorescence 

Spectroscopy; Burnt bones; Taphonomy 
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adaptada de Bone Clones Inc (2020). 

118 
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Figura 91. Curva de transmitância do filtro laranja 21 (Tiffen Company, NY, EUA) 

utilizado nos estudos realizados por Miranda et al. (2017). Fonte: Tiffen, 2005. 
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| Glossário 

Abertura Numérica: seno do ângulo máximo de um feixe incidente num dado dispositivo ótico. É uma 

medida da capacidade angular de captação de luz; caracteriza a variedade de ângulos em que o sistema 

ótico consegue captar a radiação ótica.  

Abertura Septal: variante anatómica, de origem não patológica e não traumática, que alguns indivíduos 

podem apresentar. Caracteriza-se por um orifício de pequenas dimensões na epífise distal do úmero. 

Alterações Tafonómicas: modificações nos restos cadavéricos, consequentes do evento da morte, das 

características do próprio indivíduo e do ambiente. Estas modificações geralmente levam a uma perda 

de informações relativas ao indivíduo e às causas e circunstâncias da sua morte. No entanto, podem 

também resultar na preservação do cadáver (nos casos de saponificação e mumificação).  

Anel Aromático: estrutura cíclica e planar (i.e., os átomos encontram-se no mesmo plano) que possui 

ligações duplas alternadas.  

Bundle de fibra ótica: conjunto de vários cabos longos e flexíveis, de um material transparente 

(normalmente, sílica), que permite a transmissão de luz através de repetidos processos de reflexão 

interna total. Deste modo, não há perdas de luz por transmissão através da bainha das fibras, não 

ocorrendo perda de energia durante o processo da sua transmissão. Assim, a luz incide numa ponta da 

fibra, propaga-se no seu interior e surge na outra ponta quase sem atenuação. 

Canais de Havers: estruturas tubulares localizadas nas regiões de osso compacto, que se encontram 

rodeadas por camadas concêntricas de matriz óssea (designadas por lamelas). Estes canais contém 

vasos sanguíneos e nervos que passam no seu interior e que permitem, assim, a nutrição, mineralização 

e enervação do osso.  

Diáfise: Secção anatómica intermédia de um osso longo. Parte do osso que resulta de uma ossificação 

primária (i.e., centro ósseo que surge, geralmente, antes do nascimento), sendo responsável pelo 

crescimento em altura de um indivíduo.  

Epífise: Extremidade de um osso longo, que se desenvolve a partir de um centro de ossificação secundário 

(i.e., centro ósseo que surge, geralmente, após o nascimento). Ao longo do crescimento ósseo as 

epífises vão unir-se à diáfise através da ossificação da cartilagem que separa estas duas secções do 

osso longo. 

Estado Singuleto: estado molecular eletrónico em que todos os eletrões se encontram emparelhados, ou 

seja, o seu momento angular resultante é zero, o que é o mesmo que dizer que o número quântico de 

spin é zero.   
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Estado Tripleto: estado molecular eletrónico em que o spin dos eletrões se torna desemparelhado, e o 

número quântico de spin total é igual a 1.  

Fluoróforo: molécula ou grupo químico responsável pela propriedade de fluorescência de uma substância. 

Fotão: unidade base de energia eletromagnética. De acordo com a teoria quântica clássica, o fotão é uma 

partícula elementar, sem massa em repouso. Tal como a matéria é composta por átomos, a luz é 

composta por fotões. Segundo a moderna ótica quântica o fotão corresponde à excitação elementar do 

campo eletromagnético quântico.  

Índice de Refração: razão entre a velocidade da luz no vácuo e a velocidade da luz num determinado 

meio. 

Metatársicos: ossos longos que formam a parte intermédia do pé; existem cinco metatársicos em cada pé 

sendo numerados de 1 a 5, partindo do lado medial (parte interior do pé) para o lado lateral (parte de 

fora do pé). Ver apêndice VII (pág. 118). 

Multiplicidade de Spin: número de orientações possíveis do momento angular de spin, para um 

determinado estado. É definido pela expressão 2S+1, em que S representa o spin total. 

Mumificação: Processo natural ou artificial de conservação de um cadáver, com tendência a ocorrer em 

condições de ambiente quente e arejado. A mumificação natural consiste na desidratação e exsicação 

(secagem) dos tecidos, tornando a pele seca, acastanhada e com aspeto de couro. Este processo pode 

estender-se a todo o corpo ou ser apenas parcial. Após fixada, a mumificação pode permanecer por 

vários anos ou séculos. 

Ossos calcinados: ossos que foram sujeitos a uma ação térmica extrema ficando muito frágeis e 

adquirindo, normalmente, uma cor branca ou branco-azulada. Nestas condições ocorre perda de água 

assim como de matéria orgânica, o que consequentemente pode inviabilizar análises como as de DNA. 

Perfuração Esternal: caracter anatómico de origem não patológica e não traumática que pode surgir em 

alguns indivíduos. Caracteriza-se por um orifício no terço inferior do esterno como resultado da fusão 

incompleta de vários centros de ossificação. 

Potência Radiante: taxa de emissão ou transmissão da radiação eletromagnética, isto é, a energia radiante 

por unidade de tempo. É expressa em J/s (Joule por segundo) ou W (Watt). 

Refletância: fração da potência radiante incidente numa superfície, que é refletida por essa mesma 

superfície.  

Registos antemortem: estes dados incluem fotografias, impressões digitais, registos médicos 

(intervenções cirúrgicas, tratamentos dentários, etc.), assim como um conjunto de informações obtidas 

através de entrevistas a familiares e/ou pessoas próximas do falecido (como a estatura, a constituição, 
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os objetos pessoais que costumava trazer consigo, etc.). Regra geral, estes registos são dados de 

referência de pessoas desaparecidas recolhidos para posterior comparação com a análise do cadáver. 

Registos postmortem: dados recolhidos durante a análise do cadáver. Para além dos parâmetros do perfil 

biológico (ancestralidade, sexo, idade à morte, estatura) incluem a descrição de eventuais intervenções 

cirúrgicas, lesões traumáticas remodeladas, características individualizantes, tratamentos dentários, 

etc. Estas informações serão depois comparadas com os registos antemortem para obter uma 

identificação da vítima. 

Saponificação: Processo natural de preservação de um cadáver, que resulta da hidrólise e da hidrogenação 

dos tecidos adiposos. Ocorre produção de adipocera, uma substância gordurosa com aspeto de cera, 

geralmente de cor branco-amarelada, mas podendo também apresentar tons avermelhados, 

acinzentados ou esverdeados. Um ambiente anaeróbico, temperatura entre 22 °C e 40 °C, pH próximo 

de 8.5, presença de água e de gordura no cadáver são fatores que favorecem o processo de 

saponificação. Após fixada, a adipocera pode permanecer durante décadas ou até séculos, contudo, 

uma vez o corpo removido do ambiente que levou à saponificação inicia-se o processo de putrefação.   

Spin Eletrónico: Forma intrínseca de momento angular dos eletrões. O número quântico de spin 

eletrónico especifica a orientação do momento angular de spin de um eletrão. É representado por ms 

e pode tomar os valores de ½ ou - ½. 

Tafonomia: disciplina que estuda as alterações que afetam os restos cadavéricos dos organismos na altura 

da sua morte e após esta. Do Grego taphos (“enterramento”), e nomos (“lei”), o termo tafonomia 

significa “as leis do enterramento”.  

Transmitância: corresponde à fração da luz incidente, que atravessa um corpo, sem sofrer absorção ou 

reflexão. 
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1.1. O Papel da Antropologia Forense  

O nosso nome é um elemento que nos define e nos ajuda a saber quem somos, não apenas para nós 

próprios, mas também para os outros. É claro que somos muito mais que um nome, temos características 

de personalidade, temos crenças, temos memórias, temos histórias que deixaram marcas psicológicas ou 

físicas (como cicatrizes na pele, remodelação de ossos fraturados, etc.), mas é ao atribuirmos um nome 

a uma pessoa que sentimos efetivamente que lhe damos uma identidade (Thompson e Black, 2007; 

Watzlawik et al., 2016).   

Um dos principais temas de estudo da Antropologia Forense concentra-se nesta questão da identidade. 

Existem situações em que, devido, por exemplo, a conflitos político-sociais, surgem emigrantes (adultos 

e crianças) sem documentação aos quais é necessária uma avaliação que permita atribuir novamente a 

sua identidade. Noutros casos, devido às alterações tafonómicas que ocorrem após a morte, um indivíduo 

perde as características fisionómicas que o tornavam reconhecível sendo necessária uma recolha de 

informação, a nível do esqueleto no caso do antropólogo forense, que permita devolver a sua identidade 

e entender as causas e circunstâncias de tal evento (Randolph-Quinney et al., 2009; Baccino et al., 2013; 

Cunha e Cattaneo, 2017).  

Assim, a Antropologia Forense pode definir-se como a área das ciências forenses que analisa o esqueleto 

humano de forma a permitir obter informações sobre a ancestralidade, o sexo, a idade e a estatura de um 

indivíduo (Mayne, 1990; Spradley, 2016), entre outras. Com este conjunto de dados, constrói-se o que 

se designa por perfil biológico que, apesar de não permitir uma identificação imediata, auxilia a reduzir 

o número de possíveis correspondências para a verdadeira identidade do indivíduo em causa. A análise 

posterior de características individualizantes (variantes anatómicas, como perfuração esternal ou abertura 

septal; e/ou variantes patológicas, como a osteoartrose ou a osteoporose) permite reduzir ainda mais esse 

grupo (Randolph-Quinney et al., 2009; Cunha e Cattaneo, 2017), e através da comparação entre registos 

antemortem e postmortem pode ser possível a identificação positiva (i.e., verificar absoluta convergência 

entre os registos antemortem e postmortem, permitindo aferir que correspondem a um mesmo indivíduo). 

Análises complementares a objetos pessoais, roupa, tatuagens, etc., poderão também fornecer informação 

que auxilie neste processo de identificação (Cunha e Cattaneo, 2017). 

Para além da estimativa do perfil biológico, a análise de lesões traumáticas é também uma fonte de 

informação importante oferecida pelo antropólogo forense. Estas classificam-se em lesões antemortem, 

lesões que ocorreram ainda durante a vida de um indivíduo; e perimortem, lesões provocadas na altura 
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da morte (podendo estas ter ocorrido pouco antes ou pouco depois da morte do indivíduo) e que 

possivelmente se encontram relacionadas com a causa da morte. Há ainda que distinguir as alterações 

postmortem, as quais são provocadas após a morte, podendo ser decorrentes dos próprios processos 

tafonómicos ou até da recolha e transporte dos restos cadavéricos aquando da sua descoberta (Cattaneo 

et al., 2017). 

Outro dos objetivos de estudo desta área forense é a estimativa do intervalo postmortem (PMI), ou seja, 

o tempo decorrido desde o momento da morte do indivíduo até à descoberta e análise dos seus restos 

cadavéricos. Este é um tema de elevada relevância para uma investigação forense, pois permite limitar 

temporalmente o evento da morte e, em casos de crime, corroborar ou refutar álibis de suspeitos. 

Contudo, esta é também uma das informações mais difíceis de fornecer às autoridades responsáveis pela 

investigação devido às múltiplas variáveis em jogo (Cunha e Cattaneo, 2006; Ferreira, 2012). O peso do 

indivíduo, a sua idade, o sexo, as condições patológicas e a densidade óssea são fatores que estão 

relacionados com o próprio cadáver e que vão ter alguma influência na sua decomposição; as condições 

de temperatura, humidade, disponibilidade de oxigénio, tipo de solo (alcalino, acídico ou neutro), e o 

próprio enterramento (diretamente no solo, dentro de um caixão ou até deixado à superfície) também 

interferem com a velocidade de decomposição do cadáver (Pinheiro, 2006; Ferreira, 2012). Assim, torna-

se complexo fornecer uma estimativa relativa ao tempo decorrido desde a morte. 

Os antropólogos forenses trabalham, na sua maioria, como professores universitários que podem ser 

solicitados como consultores em investigações criminais, mas também existem alguns que estão 

colocados em gabinetes médico-legais auxiliando o médico patologista quando necessário (Blau, 2018; 

Symes et al., 2008). Bem como, existem alguns peritos inseridos em museus que também podem ser 

solicitados como consultores (por exemplo, no Smithsonian Institution’s National Museum of Natural 

History). Além destes cargos, os antropólogos forenses intervêm também em situações de desastres de 

massa, isto é, eventos de catástrofe em grande escala que resultam num elevado número de vítimas 

mortais e para os quais não existe capacidade operacional de resposta (Machado et al., 2013). Estes 

eventos podem ser originados pelo Homem, como é o caso dos acidentes aéreos ou do terrorismo, ou 

podem ser catástrofes naturais, como tsunamis, furacões ou incêndios florestais. Neste contexto, os 

peritos em antropologia forense integram equipas de DVI (Disaster Victim Identification), nas quais têm 

como função reconhecer e recolher material esquelético de entre os restantes detritos da catástrofe, 

distinguir entre ossos de origem humana e não-humana, proceder a uma estimativa do número mínimo 

de indivíduos e, eventualmente, alcançar uma identificação das vítimas envolvidas no evento (Boer et 

al., 2018). Atualmente, os desastres em massa são uma problemática de elevado relevo e que 

simultaneamente representam um grande desafio para os peritos envolvidos nos processos pós-catástrofe 

(Dirkmaat et al., 2012; Symes et al., 2012).  

Apesar de um grande enfoque do trabalho de um antropólogo forense ser o esqueleto humano, este perito 

pode deparar-se com cadáveres em vários estados de decomposição (Mayne, 1990; Blau, 2018). As 

etapas do processo de decomposição encontram-se resumidas na Tabela 1. Ainda que se faça uma 
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distinção clara das várias fases da decomposição cadavérica, na realidade pode-se encontrar um mesmo 

corpo que apresente estes diferentes estágios em simultâneo (por exemplo, o tronco em decomposição 

avançada e a cabeça esqueletizada) (Ferreira, 2012). Ademais, podem também ocorrer processos de 

preservação do cadáver, como a mumificação ou a saponificação (Pinheiro, 2006). 

Os estados da decomposição cadavérica descritos correspondem às alterações naturais que são 

consequentes do desequilíbrio homeostático entre os diferentes órgãos e sistemas do organismo. Estas 

alterações tendem a reestabelecer o equilíbrio entre o corpo e o ambiente externo (Ferreira, 2012). 

Contudo um corpo pode também sofrer alterações por ação do fogo, quer seja num cenário de desastre 

(incêndio florestal, acidente rodoviário com combustão do veículo, ataques terroristas, etc.) ou em casos 

de tentativa de ocultação de cadáver, em que o perpetrador do crime pega fogo à vítima (Thompson, 

2003; Ubelaker, 2009).  

 

Tabela 1. Etapas da decomposição cadavérica e respetiva descrição, de acordo com Damann e Carter, 2010. 

 

 

1.2. A Ação do Fogo 

Possivelmente, o cenário de atuação mais desafiante para um antropólogo forense é aquele no qual o 

cadáver tenha sofrido alterações térmicas. Quando o esqueleto é submetido a condições de elevada 

temperatura sofre modificações que tornam a sua identificação um processo árduo (Byard et al., 2012; 

Waterhouse, 2013a; Waterhouse, 2013b; Berketa et al., 2014; Naji et al., 2014; Thompson et al., 2017). 

Quando o cadáver ainda apresenta tecidos moles, durante o processo de queima observam-se alterações 

a nível muscular que resultam numa posição característica denominada por posição de pugilista. Isto é, 

Fase Descrição 

Fresco 

Momentos após a morte verifica-se uma perda do transporte de oxigénio no corpo 

resultando na lise das mitocôndrias e que leva à rutura das células e à libertação de 

enzimas, as quais iniciam a degradação do cadáver através de processos fermentativos. 

Inchado 

O cadáver sofre algumas mudanças na coloração podendo apresentar uma cor esverdeada, 

ou até, atingir uma cor mais escura. Esta fase caracteriza-se especialmente por um aumento 

da atividade microbiana anaeróbica acompanhado de um aumento dos níveis de carbono 

e outros compostos voláteis, resultando num aumento de volume do cadáver. 

Decomposição 

ativa 

Os gases aprisionados causam um aumento de pressão, levando à rutura da pele, ocorrendo 

uma separação da epiderme da derme. Após a rutura, o volume corporal diminui, e é nesta 

fase que se dá a formação de bolhas cutâneas e a libertação de alguns fluidos. 

Decomposição 

avançada 

Observa-se uma ação intensa dos insetos necrófagos que colonizam o cadáver e depositam 

as suas larvas. Roedores e outros animais da fauna local podem intervir na decomposição 

nesta etapa. 

Esqueletização Os tecidos moles desaparecem, resta apenas o esqueleto e alguma cartilagem. 
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a elevada temperatura causa desidratação e encurtamento das fibras musculares, assistindo-se a uma 

contração dos músculos flexores (que se sobrepõe à ação dos músculos extensores) de modo que os 

membros fletem e os dedos das mãos tendem a fechar, como um pugilista (Thompson, 2003). Como 

resultado, algumas partes do corpo ficam sob um maior efeito de proteção e consequentemente a ação 

térmica sofrida nessas zonas é menor (Figura 1). Tipicamente observa-se que as palmas das mãos e o 

interior dos dedos são as zonas que se encontram mais protegidas, assim como a zona interior do 

cotovelo e a zona posterior do joelho (Symes et al., 2008). Perante uma ação térmica prolongada, os 

tecidos moles tendem a ser consumidos, registando-se também alterações a nível dos ossos, as quais 

incluem modificações em termos de coloração, das dimensões, da forma e do peso dos ossos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Existe uma vasta gama de cores que os ossos podem adquirir de acordo com a extensão da queima, as 

temperaturas atingidas, a disponibilidade de oxigénio e até a presença/ausência de tecidos moles 

(Thompson et al., 2017). De modo geral, as alterações observadas encontram-se esquematizadas nas 

Figuras 2 e 3. 

Apesar de se verificar algumas variações na literatura quanto aos intervalos de temperatura, existe um 

consenso quanto ao facto de que os ossos submetidos à ação do calor experienciam quatro fases: (1) 

Desidratação, em que as ligações hidroxilo são quebradas e a água é perdida; (2) Decomposição, fase 

Figura 1. Diagrama ilustrativo da posição de pugilista tipicamente adotada pelo cadáver quando exposto à ação 

térmica. A azul encontram-se representadas as zonas mais protegidas do esqueleto. Fonte: Symes et al., 2008. 
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em que as componentes orgânicas do osso sofrem pirólise; (3) Inversão, ocorrendo uma perda de 

carbonatos e a conversão dos cristais de hidroxiapatite em β-fosfato tricálcio; e (4) Fusão, etapa em que 

se observa uma recristalização da matriz inorgânica (Krap et al., 2017; Thompson, 2003). 

Ao longo destas fases, a coloração apresentada pelo material esquelético pode variar desde a sua cor 

marfim para um tom amarelado (100°C – 600°C), castanho-preto (300°C – 800°C), cinzento-

esbranquiçado (500°C – 1000°C) e por fim adquirir uma cor branca ou até azulada (a partir dos 700°C) 

(Mayne, 1990; Symes et al., 2008; Thompson, 2003). 

É importante reforçar que, apesar das alterações de coloração referidas serem associadas com intervalos 

de temperatura, esta é apenas uma das variáveis que pode causar tais modificações (Walker et al., 2008). 

O tempo de exposição (i.e., a duração da ação térmica), a disponibilidade de oxigénio e a posição do 

cadáver relativamente à fonte de calor são também fatores que fazem com que estas mudanças de cor 

não sejam um processo tão linear como é por vezes descrito (Naji et al., 2014), e podendo até observar-

se várias colorações num mesmo osso (ou seja, a coloração não ser uniforme) (Thompson, 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As elevadas temperaturas a que o cadáver é exposto nestes cenários causam também alterações a nível 

do tamanho dos ossos. Normalmente, o que se verifica é uma diminuição das dimensões dos ossos, mas 

por vezes, pode também ocorrer um aumento (Gonçalves, 2012). Este é um parâmetro que merece 

grande relevância aquando das análises de ossos termicamente alterados para estimativa do perfil 

biológico. Existem métodos para estimar vários parâmetros do perfil biológico que se baseiam nas 

dimensões de determinadas peças ósseas, de modo que, se estes métodos forem aplicados em ossos que 

tenham sofrido alterações térmicas, os resultados podem ser enviesados (Absolonova et al., 2012; 

Thompson, 2004; Thompson et al., 2017). Neste sentido, foram já desenvolvidos alguns métodos 

específicos para ossos calcinados (van Vark et al., 1996; Gonçalves, 2011; Gonçalves et al., 2013). 

Figura 2. Alterações cromáticas ao longo das fases experienciadas pelo osso devido à ação térmica. 

Fonte: Marques et al., 2018. 
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A ação térmica exercida sob os ossos leva à sua desidratação e alterações na estrutura. Assim, observa-

se diminuição da densidade óssea (condições patológicas, como a osteoporose, tornam esta diminuição 

da densidade óssea mais propícia, pois os ossos já se encontram mais debilitados neste sentido 

[Ubelaker, 2009]), deformação da morfologia (i. e., tendem a arquear), fraturas térmico-induzidas 

(thumbnail, transversais, longitudinais, dendríticas) e fragmentação (Imaizumi, 2015; Thompson, 2003). 

Estas modificações dificultam não só a identificação, mas também a análise das fraturas perimortem 

(Ubelaker, 2009), importantes para entender as causas e circunstâncias do evento da morte (de 

Becdelievre et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As alterações térmico-induzidas previamente mencionadas podem ser classificadas como alterações de 

nível primário ou de nível secundário. As alterações de nível primário incluem as fases de remoção da 

componente orgânica (decomposição) e da reorganização da componente inorgânica (fusão). As 

alterações de nível secundário referem-se às modificações macroscópicas como a cor ou as fraturas, as 

quais são uma manifestação das alterações de nível primário (Thompson, 2004; Thompson et al., 2017). 

 

Ao lidar com ossos queimados, a fragmentação é quase inevitável e coloca complicações no processo 

de recolha (Mayne Correia e Beattie, 2002; Ubelaker, 2009). Todas as alterações supramencionadas 

dificultam o reconhecimento de material ósseo como tal (Mayne Correia, 1997; Symes et al., 2012), 

Figura 3. Gradação de cores experienciadas pelos ossos devido ao efeito da ação térmica, com correspondência às 

fases de desidratação, decomposição, inversão e fusão e respetivas temperaturas. A imagem relaciona ainda a alteração 

de densidade óssea observada durante este processo. Fonte: Naji et al., 2014. 
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especialmente num cenário que contenha destroços do recheio de uma habitação, por exemplo (Arora et 

al., 2010; Blau e Briggs, 2011; Dirkmaat et al., 2012). Muitas vezes, devido às dimensões do cenário de 

destruição, à escassez de recursos e à celeridade do processo requerida por autoridades superiores, 

acontece que sejam recolhidos materiais que, à primeira vista, podem parecer fragmentos ósseos 

(Thompson, 2003; Waterhouse, 2013a). Estes fragmentos, após observação mais detalhada em 

laboratório e análises complementares, revelam pertencer na verdade aos escombros, i.e. são por 

exemplo pedaços de madeira, metal, tecido, plástico, etc.. Se por um lado são recolhidos fragmentos que 

não são osso, por outro lado, é possível que fiquem por recolher outros fragmentos ósseos, que pelas 

suas pequenas dimensões e restantes alterações já referidas, acabam por ser negligenciados (Hill et al., 

2011; Dirkmaat et al., 2012). 

 

O tema das alterações térmico-induzidas no esqueleto tem vindo a ser estudado por diversos 

investigadores (Baby, 1954; Binford, 1963; Gejvall, 1969; Bass, 1984; Shipman et al., 1984; Buikstra e 

Swegle, 1989; Holland, 1989; Spennemann e Colley, 1989; Etxeberria, 1994; Ubelaker et al., 1995; 

Mayne Correia, 1997; Mays, 1998; Whyte, 2001; Dirkmaat, 2002; Hiller et al., 2003; Thompson, 2004; 

Pope e Smith, 2004; Gonçalves et al., 2013; Robbins et al., 2014; Gonçalves et al., 2015; Vassalo et al., 

2017; Marques et al., 2018; Lemmers et al., 2020) permitindo, assim, ter-se um melhor conhecimento 

dos ossos queimados e consequentemente, realizarem-se melhores análises e conclusões quer em casos 

forenses, quer em cenários arqueológicos. 

Têm também sido feitos alguns esforços na investigação de metodologias que permitam uma distinção 

entre material esquelético de natureza humana e não-humana (Bradtmiller e Buikstra, 1984; Cattaneo et 

al., 1999; McLaughlin e Lednev, 2012). Além disso, existem também publicações mais orientadas para 

a questão da distinção entre material esquelético e outros materiais queimados que se podem confundir 

com este. Exemplos neste âmbito são os trabalhos de Ubelaker et al. (2002), Christensen et al. (2012), 

Zimmerman et al. (2015b) e Ellingham et al. (2018), utilizando técnicas de espectrometria de 

fluorescência de raios-X e SEM/ED (scanning electron microscopy/energy dispersive X-ray 

spectroscopy). 

 

 

1.3. Refletância e Fluorescência 

O esqueleto humano apresenta características inerentes à sua estrutura microscópica que podem ser 

estudadas com recurso a propriedades óticas, como são exemplo a refletância e a fluorescência. 

O estudo da refletância é realizado com base na reflexão da luz, isto é, quando uma determinada 

superfície é iluminada por uma fonte de luz, esta vai refletir essa radiação, de acordo com as 

caraterísticas da própria superfície (Pike Technologies, 2018; Specac, 2019). A quantidade de luz que é 

refletida depende (a) do ângulo de incidência da fonte de luz, (b) do índice de refração, (c) da 

regularidade/irregularidade da superfície e (d) das propriedades de absorção da superfície (Specac, 
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2019). Superfícies regulares (lisas, especulares) refletem a luz incidente num ângulo igual ao ângulo de 

incidência, enquanto superfícies mais irregulares (difusas) tendem a dispersar a luz incidente e a refleti-

la em várias direções (Figura 4). 

A radiação que é refletida pela superfície pode ser quantificada por espectroscopia, obtendo-se espectros 

de refletância em função do comprimento de onda. A refletância é, assim, definida como a fração da 

potência radiante incidente numa superfície, que é refletida por essa mesma superfície, ou seja, 

representa a relação entre a luz que é refletida pela superfície e a luz que incide nesta (Tan, 2014). Os 

valores de refletância podem variar entre 0 (não existe radiação a ser refletida pela superfície) e 1 (a 

radiação incidente é refletida na totalidade pela superfície), podendo também ser expressa em 

percentagem (0% - 100%). Diferentes superfícies/materiais apresentam assinaturas de refletância 

diferentes, de modo que é passível de se fazer uma distinção entre materiais com base nesta propriedade 

ótica. 

 

Designa-se por luminescência a emissão de luz a partir de qualquer substância. Esta emissão, que sucede 

a um processo de absorção de luz, ocorre a partir de um estado eletrónico excitado e caracteriza-se por 

ter um comprimento de onda superior ao da luz absorvida. Trata-se, pois, de um processo inelástico, 

com diminuição de energia entre a luz absorvida e a luz emitida (Lakowicz, 2006). 

De acordo com a natureza do estado excitado, a emissão de luz pode ser classificada em duas categorias 

distintas: fluorescência e fosforescência. Se o estado excitado é um estado singuleto, a passagem para o 

estado fundamental corresponde a uma transição entre estados com a mesma multiplicidade de spin. 

Trata-se de uma transição permitida, com uma taxa de decaimento elevada, a que corresponde um tempo 

de vida do estado excitado da ordem de alguns nanossegundos (Lakowicz, 2006). Esta emissão designa-

se por fluorescência. 

A fosforescência resulta de processos de decaimento com origem num estado tripleto. Neste caso ocorre 

uma transição proibida tripleto-singuleto, que tem uma taxa de emissão baixa e, consequentemente, um 

tempo de vida do estado excitado que varia entre alguns milissegundos e alguns segundos (Lakowicz, 

2006). 

(a) (b) 

Figura 4. Esquemas da reflexão da luz em (a) superfícies difusas e em (b) superfícies especulares. 
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Os processos que ocorrem entre a absorção e a emissão de luz são normalmente ilustrados por um 

diagrama de Jablonski, como o da Figura 5. Neste diagrama encontram-se representados o estado 

fundamental (S0) e o primeiro e segundo estado eletrónico excitado (S1 e S2), todos eles estados 

singuletos, bem como um estado eletrónico excitado tripleto (T1). Em cada um destes níveis eletrónicos 

de energia existe um certo número de níveis de energia vibracional, representados pelas linhas 

horizontais (Skoog et al., 2018). 

Após a absorção de um fotão, o fluoróforo é excitado para um nível vibracional do estado S1 ou S2. Este 

fluoróforo relaxa rapidamente (< 10-12 s) para o nível vibracional mais baixo do estado S1, num processo 

não radiativo, designado por conversão interna (Lakowicz, 2006). É este processo que explica a 

diferença de energia entre o fotão absorvido e o fotão de fluorescência. 

 

 

O fluoróforo regressa ao estado fundamental emitindo um fotão de fluorescência. Este regresso ocorre 

para um nível vibracional elevado e é seguido de processos rápidos de relaxamento vibracional para a 

configuração de menor energia. 

Figura 5. Diagrama de Jablonski. O fenómeno de fluorescência decorre da transição de eletrões do estado S1 para o 

estado S0, com emissão de fotões. No diagrama encontram-se também representadas as restantes transições eletrónicas 

possíveis: entre o estado de singuleto (S0) e o estado excitado S1 ocorre absorção; entre o estado de singuleto S1 e 

tripleto (T1) ocorre uma conversão intersistemas; e entre os estados T1 e S0 ocorre o fenómeno de fosforescência. 

Fonte: Skoog et al., 2018. 
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Em algumas moléculas é possível uma conversão de spin entre o primeiro estado singuleto (S1) e o 

primeiro estado tripleto (T1). Este processo, denominado cruzamento intersistemas, permite povoar o 

estado T1 que tem um tempo de vida longo (Lakowicz, 2006; Skoog et al., 2018). O retorno ao estado 

fundamental é feito por emissão de um fotão de fosforescência, que tem um comprimento de onda 

superior ao do fotão de fluorescência. 

 

O osso é um tecido conjuntivo com funções de suporte e movimento (entre outras) pelo que apresenta 

características tanto de rigidez como de flexibilidade (Symes et al., 2008; Zimmerman et al., 2015a). 

Estas características estão relacionadas com a sua constituição a nível molecular, que apresenta uma 

componente orgânica (25%), uma componente inorgânica (60%) e água. A componente inorgânica é 

essencialmente constituída (95%) por um mineral de fosfato de cálcio depositado na forma de cristais 

de hidroxiapatite (Ca10(PO4)6(OH)2), sendo esta responsável pela rigidez do tecido ósseo. A componente 

orgânica compreende fundamentalmente colagénio (90%), mas também proteoglicanos e glicoproteínas 

(Zimmerman et al., 2015a). A estrutura em hélice do colagénio é o que fornece a característica de 

flexibilidade ao osso.  

O osso apresenta-se como tendo uma estrutura mineral pouco organizada e com cristais de pequenas 

dimensões. No entanto, quando é exposto a processos de diagénese ou sofre alterações térmicas esta 

estrutura tende a tornar-se mais organizada e observa-se um aumento do tamanho dos seus cristais 

(Thompson et al., 2011). 

O colagénio é uma proteína constituída por vários aminoácidos, incluindo Fenilalanina (Phe), Tirosina 

(Tyr) e Triptofano (Trp), os quais apresentam um anel aromático, fazendo destes fluoróforos naturais 

(Swaraldahab e Christensen, 2016). A presença destes resíduos aromáticos permite observar 

fluorescência no tecido ósseo quando este é iluminado com luz UV (Prentice, 1967). Pensa-se que os 

cristais de hidroxiapatite também contribuam para a fluorescência dos ossos, mas de forma menos 

significativa (Christensen et al., 2014).  

Como se sabe, a ação do calor leva à desnaturação das proteínas pelo que, em ossos termicamente 

alterados, o colagénio poderá encontrar-se danificado, diminuindo assim a intensidade da fluorescência 

do tecido ósseo. Contudo de acordo com as análises realizadas por Díaz-Martín et al. (2019) 

demonstrou-se ainda ser possível detetar a presença de colagénio tipo IV em ossos queimados a 600°C, 

sugerindo que proteínas, como o colagénio, que estão associadas à matriz mineral consigam sobreviver 

melhor aos efeitos da temperatura. Por outro lado, não foi possível detetar nenhum tipo de colagénio em 

amostras queimadas a 800°C (Díaz-Martín et al., 2019). No entanto, sugere-se que desde que a 

componente inorgânica não tenha sofrido alterações, pode ser ainda possível existir fluorescência nos 

ossos queimados (Krap et al., 2017). 
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1.4. Análise da Literatura 

Na literatura encontramos conclusões várias, e por vezes divergentes, quanto à fluorescência nos ossos, 

incluindo relativamente a ossos termicamente alterados.  

Bachman e Ellis (1965) reportaram haver fluorescência em ossos frescos quando excitados com luz UV 

a 365 nm, afirmando que tanto a componente orgânica como a componente inorgânica do tecido ósseo 

eram responsáveis por este fenómeno. Posteriormente, Warren et al. (1999) analisaram com luz UV 

restos humanos cremados, concluindo que ossos cremados nas mesmas condições e com a mesma 

“idade” apresentam uma fluorescência semelhante. No entanto, Mavin (2001) veio afirmar que não 

existe qualquer fluorescência em ossos cremados. Contudo, este investigador observou uma coloração 

roxa escura aquando da iluminação das amostras a 450 nm e visualizadas com um filtro amarelo passa-

alto. Mais tarde, Harbeck et al. (2011) investigaram ossos cremados sob luz UV, observando uma cor 

violeta fluorescente.  

Como se pode constatar, as investigações descritas apresentam resultados contraditórios, o que pode ser 

um reflexo do facto de que ainda não se conhece bem as origens das propriedades de fluorescência do 

material esquelético (Krap et al., 2017). Além disso, podem também refletir condições de 

instrumentação não totalmente controladas em que uma fração da luz de excitação chega indevidamente 

ao detetor e é considerada como luz de fluorescência. Esta situação não é rara pois a separação espectral 

completa entre a forte luz de excitação e a fraca luz de fluorescência implica uma seleção cuidada de 

filtros espectrais de grande qualidade. Em muitas situações é necessário colocar mais do que um filtro 

passa-alto em série para assegurar que o nível de luz de excitação capaz de atingir o detetor é 

desprezável. Importa recordar que quando se usa um detetor não sensível à cor, cabe exclusivamente 

aos filtros espectrais discriminar entre luz de excitação e de fluorescência. 

Nos últimos anos, têm também surgido publicações relacionadas com a observação das propriedades de 

fluorescência em material esquelético humano (com e sem alterações térmico-induzidas) com o objetivo 

da sua deteção e distinção relativamente ao ambiente em que se encontram.  

Gallant (2013) utilizou um laser YAG (Yttrium Aluminum Garnet) para a deteção de ossos que foram 

submetidos à ação do fogo. Com este estudo, concluiu que existe fluorescência dos ossos queimados 

(quer humanos quer não-humanos) quando iluminados com laser YAG (com comprimento de onda de 

532 nm, e visualizados numa câmara fotográfica com uma lente B+W laranja vermelho 041, que simula 

um filtro laranja passa-alto), sendo assim possível distingui-los dos restantes escombros, embora não 

permita diferenciar entre ossos de natureza humana e não-humana. Este investigador realizou também 

ensaios com luz UV (350 nm), verificando fluorescência nos ossos não-humanos.  

Em 2014, Christensen e colaboradores realizaram estudos na tentativa de desenvolver um método que 

permitisse a identificação de material esquelético debaixo de água, utilizando uma fonte de luz 

alternativa (ALS). As amostras usadas neste projeto incluíram (1) ossos humanos, (2) ossos humanos 

queimados, (3) ossos não-humanos, nomeadamente de porco, peixe, veado e tartaruga, e (4) dentes de 

porco e de cão. Os resultados de ensaios realizados em meio terrestre (em laboratório) revelaram que os 
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ossos e os dentes podem ser diferenciados de outros materiais usando ALS a 450 nm e com um filtro 

amarelo. Contudo, os ossos queimados e o esmalte dentário não emitiram fluorescência. Os resultados 

em meio aquático foram positivos, no entanto verificou-se que o equipamento funciona melhor em 

condições de pouca luminosidade (grande profundidade ou durante a noite). Concluíram ainda que esta 

técnica não permite a distinção entre ossos humanos e não-humanos (Christensen et al., 2014). No que 

concerne aos ossos termicamente alterados, não há referência neste artigo das condições em que a 

queima foi realizada. Assim, será imprudente concluir que não se observa fluorescência neste tipo de 

amostras devido ao processo de queima, ou que será este o resultado esperado em amostras desta 

natureza, uma vez que existem várias características intrínsecas ao esqueleto que podem condicionar a 

resposta de fluorescência, assim como, a duração e a temperatura da queima podem causar diferentes 

respostas. 

Swaraldahab e Christensen (2016) iluminaram amostras de ossos recentes (ossos de porco obtidos do 

talho), ossos semi-recentes (ossos de porco criado numa quinta), ossos históricos e ossos antigos 

humanos (provenientes principalmente da coleção Robert J. Terry, assim como de coleções 

arqueológicas, alojadas no Instituto Smithsonian) com ALS a 490 nm. Obtiveram-se imagens 

fotográficas das amostras, as quais foram processadas computacionalmente para obtenção da 

intensidade de fluorescência. Estes investigadores verificaram existir uma correlação inversa entre a 

idade das amostras e a fluorescência por elas emitida, demonstrando assim que ocorre uma desnaturação 

das proteínas com o tempo e consequentemente a fluorescência diminui. Tendo em conta que as 

amostras analisadas têm naturezas diferentes (humana e não-humana) a relação aqui estabelecida poderá 

estar enviesada. Poder-se-á observar uma relação entre a “idade” dos ossos e a desnaturação das 

proteínas, mas apenas dentro das amostras da mesma natureza. Afirmar que os ossos (humanos) antigos 

emitem menos fluorescência que os ossos (de porco) recentes não será propriamente correto, uma vez 

que estão presentes duas variáveis nesta comparação: a “idade” e natureza das amostras. Apesar de ossos 

de animais (especialmente de porco) serem, frequentemente, utilizados como proxy na realização de 

estudos no âmbito da antropologia forense (Matuszewski et al., 2020), recentemente tem-se 

demonstrado que existem algumas diferenças em comparação com os ossos humanos, especialmente a 

nível da sua composição microscópica (Gonçalves et al., 2018; Krap et al., 2019). 

Mais recentemente, Miranda et al. (2017) determinaram que se obtém uma certa fluorescência do 

material biológico (ossos secos e dentes) quando este é iluminado com ALS a 455 nm e visualizado com 

um filtro laranja 21 (Tiffen Company, NY, USA [Anexo I]). Observaram que a raiz dentária apresenta 

maior fluorescência que o esmalte dentário, e este, por sua vez, apresenta maior fluorescência que o osso 

(seco). Para obtenção destes resultados, as amostras, misturadas com bolas de esferovite (criando um 

fundo que camuflava o material biológico), foram fotografadas com uma câmara digital, e as imagens 

posteriormente processadas em computador. 

De acordo com Krap et al. (2017) verifica-se existir fluorescência em ossos humanos termicamente 

alterados, sendo possível distingui-los de materiais não-luminescentes. Estes investigadores utilizaram 
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secções transversais de diáfises de ossos longos, bem como amostras de epífises, as quais foram 

submetidas a queimas em duas condições distintas: (1) diretamente ao ar e (2) envolvidas em gordura 

de porco (para mimetizar a presença de tecidos moles), realizando ensaios com diferentes tempos de 

duração de queima e a diferentes temperaturas. 

 

1.5. Importância da Recuperação de Material Esquelético Termicamente Alterado 

Apesar de durante muito tempo se ter considerado que os restos cremados não apresentavam qualquer 

valor (Mayne, 1990), ou seja, que era impossível obter qualquer tipo de informação a partir de ossos (ou 

fragmentos) com alterações térmicas, este raciocínio já se demonstrou não ser verdadeiro. Mesmo 

alterados devido à ação térmica continua a ser possível obter informação valiosa sobre a identificação do 

indivíduo e até das causas e circunstâncias da sua morte (Bohnert et al., 1998; Thompson et al., 2017). 

O ataque ao World Trade Center em Nova Iorque, a 11 de setembro de 2001, representa um ponto de 

viragem para a Antropologia Forense no âmbito dos ossos com alterações térmico-induzidas (Cunha, 

2017). Por um lado, este evento revelou as dificuldades existentes quanto à recolha de cadáveres 

submetidos ao fogo, devido à extrema fragmentação (MacKinnon e Mundorff, 2006). No entanto, por 

outro lado, permitiu demonstrar as capacidades desta área forense relativamente às informações que pode 

fornecer nestas circunstâncias, despoletando, assim, um interesse para a realização de investigações no 

domínio dos ossos queimados. As dimensões desta catástrofe tornaram a identificação das vítimas um 

processo muito complexo, de modo que atualmente ainda existem vítimas por identificar (cerca de 40%), 

tendo sido identificado em 2019 mais um indivíduo, perfazendo um total de 1647 pessoas cujas 

identidades já foram atribuídas (Alsharif, 2019). Os avanços da tecnologia têm permitido realizar mais 

identificações positivas, mesmo a partir de fragmentos ósseos de reduzidas dimensões. Apesar de 

morosos, estes esforços para continuar a identificar as restantes vítimas revelam-se muito importantes, 

pois permitem dar respostas a familiares para que possam fazer melhor o seu luto. 

 

Em menor escala relativamente ao número de vítimas mortais, mas nem por isso menos complexos, 

foram os cenários de incêndio que surgiram em Victoria (Austrália) e na Califórnia (E.U.A.). Na 

Austrália, no ano de 2009, deflagraram incêndios em diversos pontos geográficos (145 locais) que 

resultaram na morte de 173 pessoas (Cordner et al., 2011). Este evento catastrófico, apelidado de Black 

Saturday, mobilizou uma equipa de DVI, incluindo vários antropólogos forenses que durante a análise 

no local revelaram algumas dificuldades quanto à origem de certos materiais. Azulejos e outros 

elementos presentes em habitações que ficaram destruídas pelas chamas levantaram algumas dúvidas se 

não seriam material esquelético (Blau e Briggs, 2011). Já em 2018, em Paradise, Califórnia, registou-se 

um incêndio de grandes dimensões (cerca de 620 km² de área queimada) que causou a morte a cerca de 

90 pessoas (Chambers et al., 2019; 60 minutes, 2019). Equipas de antropólogos forenses foram 

solicitadas ao local para proceder à recolha de possíveis restos (fragmentos) humanos, visto que a área 

destruída incluía casas, centros comerciais e abrigos. A identificação das vítimas teve que ser realizada 
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em grande parte através de DNA, devido à elevada fragmentação, tendo sido o processo de recolha no 

local um trabalho árduo, mas fundamental. 

Recentemente, em Portugal vivenciou-se também um evento com proporções devastadoras aquando dos 

incêndios em Pedrógão Grande em junho de 2017. Esta catástrofe, além de enormes consequências a 

nível cultural, natural e socioeconómico, resultou também numa elevada perda de vidas humanas (64 

fatalidades). As vítimas, na sua maioria, morreram carbonizadas ou queimadas dentro das suas viaturas 

ou relativamente perto delas, enquanto tentavam escapar do local onde o incêndio deflagrava (Comissão 

Técnica Independente et al., 2017).  

Pouco tempo depois, a 15 de outubro de 2017, repetiu-se um cenário semelhante ao de Pedrógão Grande, 

afetando desta vez os concelhos de Lousã, Arganil, Sertã, Vouzela, Figueira da Foz, Alcobaça e Seia. 

Este incêndio atingiu diversas habitações e causou a morte a 48 pessoas. A maioria destas vítimas eram 

pessoas com idade igual ou superior a 65 anos e com problemas de saúde e de mobilidade, pelo que cerca 

de 25% pereceram nas suas habitações. A elevada intensidade deste incêndio provocou grandes 

alterações nos cadáveres, ficando estes severamente queimados, tendo inclusivamente sido chamados ao 

terreno antropólogos forenses. De entre as 48 fatalidades, figura uma pessoa cujos restos mortais não 

foram encontrados, mas, de acordo com informações de testemunhas, a hipótese da sua morte devido ao 

incêndio é bastante plausível (Comissão Técnica Independente et al., 2018).  

 

Devido à fragmentação do material esquelético nestes contextos, a recuperação do maior número de 

fragmentos é essencial. Quanto mais peças ósseas forem recuperadas, mais probabilidades existirão em 

alcançar uma identificação das vítimas (Bass, 1984). Assim, evita-se que estes indivíduos sejam 

considerados apenas como desaparecidos (o que causa grande sofrimento e incerteza para os familiares), 

além de que permite resolver questões legais de seguros e heranças (Mayne, 1990; Thompson, 2003). 

Os casos de antropologia forense são como um puzzle em que, especialmente quando há um elevado 

grau de fragmentação, todas as peças são fundamentais para se poder ver a imagem final, i.e. identificar 

a vítima e, assim, permitir dar algumas respostas aos familiares e amigos de modo a estes poderem fazer 

o luto de forma mais tranquila. Além disto, pretende-se também que as informações recolhidas 

possibilitem a aplicação da justiça em casos de crime (Thompson, 2003). 

 

 

1.6. Escolha da Temática 

Os desastres em massa e cenários em que cadáveres sofrem grandes alterações térmicas são uma 

realidade cada vez mais comum. Devido às alterações climáticas que presenciamos atualmente, parece 

existir uma tendência para um aumento da temperatura da superfície da Terra, o que consequentemente 

torna mais propícios os cenários de catástrofe, especialmente incêndios (Byard et al., 2012; Berketa et 

al., 2014). Além disso, existe uma componente relativamente grande de casos de antropologia forense 

associados a ossos queimados/morte devido à ação do fogo (Waterhouse, 2010). Deste modo, no âmbito 
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da Antropologia Forense, a existência de técnicas e/ou equipamentos que facilitem o processo de 

identificação e recolha de material esquelético humano nestes cenários detém um elevado valor. 

Como se pode verificar pelas publicações mencionadas anteriormente, já foram alcançados importantes 

avanços no âmbito desta temática dos ossos com alterações térmico-induzidas. No entanto estas 

publicações prendem-se na sua maioria com análises realizadas em laboratório. Ou seja, são recolhidos 

materiais no local que frequentemente suscitam dúvidas quanto à sua natureza, pelo que posteriormente 

são efetuadas despesas com análises laboratoriais mais específicas, as quais acabam por revelar que o 

material em estudo não é de facto osso. Apesar da grande importância que estes avanços comportam, 

seria útil um equipamento ou técnica que auxiliasse esta análise ainda no local, a fim de diminuir a 

quantidade de material não-ósseo que é recolhido e, simultaneamente, recolher o maior número possível 

de material que é efetivamente osso.  

Ao nível de técnicas de deteção no local, tal como mencionado anteriormente, já existem alguns estudos, 

incluindo relativamente aos ossos queimados, contudo estes não foram feitos a nível espectrométrico. A 

fim de superar esta lacuna, a análise, por meio de técnicas espectrométricas, de restos esqueléticos 

humanos termicamente alterados foi o foco principal deste projeto de investigação. 

 

 

1.7. Objetivos  

“É osso?” Esta é a primeira questão colocada pelo antropólogo forense perante o material que lhe é 

apresentado. Dado o conhecimento que este perito tem do esqueleto do humano, seria de esperar que esta 

fosse uma pergunta relativamente fácil de responder, contudo as alterações provocadas pelo fogo e o 

grau de fragmentação dos ossos fazem com que não seja assim tão linear. No sentido de auxiliar na 

resposta a esta pergunta, o projeto aqui exposto tem como principal objetivo analisar algumas 

propriedades óticas, como a refletância e a fluorescência, do material ósseo sujeito a alterações térmicas. 

Após se verificar que o material na posse do perito é efetivamente osso, surge a questão “É humano?”. 

A distinção entre material esquelético humano e não-humano é de elevada relevância, e neste âmbito, 

este projeto tem como objetivo comparar as respostas de refletância, bem como as de fluorescência, entre 

amostras de ambas as naturezas (humana e não-humana) na tentativa de encontrar diferenças que 

permitam a sua destrinça.  

Pretende-se, assim, que este projeto permita a distinção entre o que são fragmentos ósseos e o que são 

detritos de um cenário de desastre devido à ação do fogo, ajudando, deste modo, a facilitar e agilizar o 

processo de recolha de material ósseo termicamente alterado. Tenciona-se também que, eventualmente, 

seja possível diferençar ossos humanos de ossos da fauna. Através dos resultados da análise das 

propriedades óticas de refletância e fluorescência do material esquelético estudadas neste projeto, espera-

se que, a longo prazo, seja possível construir um sistema portátil e prático que permita a realização desta 

distinção diretamente no campo. 
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2 | Material e Métodos 

2.1. Materiais 

Neste projeto considerou-se utilizar amostras de três naturezas: humana, animal e não-óssea. As 

características destas amostras, bem como a sua proveniência, encontram-se descritas nesta secção.  

A primeira propriedade ótica a ser estudada foi a refletância, tendo-se começado este projeto com 

um conjunto de amostras reduzido. Aquando do estudo da fluorescência, de acordo com certos 

resultados que foram sendo obtidos, considerou-se necessário aumentar o tamanho da amostra. 

Imagens das amostras em estudo podem ser consultadas nos Apêndices I e IV. As peças ósseas 

selecionadas foram essencialmente ossos das mãos e dos pés, as quais são de relativamente pequenas 

dimensões e, por isso, mais facilmente negligenciadas e confundidas com destroços. 

 

2.1.1. Refletância 

2.1.1.1. Ossos humanos com alterações térmico-induzidas 

Para o estudo da refletância em ossos humanos sujeitos à ação do fogo foram utilizadas amostras 

com as seguintes origens: 

(1) Da Coleção de Esqueletos Identificados Século XXI (CEI/XXI) do Laboratório de Antropologia 

Forense do Departamento de Ciências da Vida da Universidade de Coimbra (LAF-UC) foram 

utilizados três primeiros metatársicos direitos correspondentes a três indivíduos (identificados 

como CEI/XXI_91, CEI/XXI_166 e CEI/XXI_179). Esta coleção, construída a partir de 

esqueletos provenientes do Cemitério de Santarém, é composta essencialmente por indivíduos 

de nacionalidade portuguesa, cuja morte ocorreu entre 1982 e 2012 (Ferreira et al., 2014; Ferreira 

et al., 2017) e que foram exumados entre 1999 e 2016. Atualmente é constituída por 302 

indivíduos adultos de ambos os sexos, dos quais 162 são do sexo feminino (53,64%), com idades 

compreendidas entre os 28 e os 101 anos (média: 81,19; DP: 12,89), e 140 são indivíduos do 

sexo masculino (46,36%), com idades entre os 25 e os 96 anos (média: 73,20; DP: 15,61) 

(Ferreira et al., 2017).  

Alguns indivíduos desta coleção fazem parte de um projeto denominado HOT Bones (Hot 

Bones, 2020), no qual o lado direito destes esqueletos foi queimado experimentalmente numa 

mufla. Deste modo, a CEI/XXI é uma das primeiras coleções que contém esqueletos queimados 

disponíveis para serem usados em investigação (Gonçalves, 2016). 

Os indivíduos utilizados no presente estudo foram submetidos a diferentes condições de 

temperatura e duração de queima. O indivíduo CEI/XXI_91 é do sexo feminino, apresenta uma 



 Material  e Métodos 

 

18 

 

idade à morte de 78 anos, e a queima foi realizada em forno durante 118 minutos à temperatura 

de 900°C; o indivíduo CEI/XXI_166 é do sexo feminino, tinha 81 anos de idade aquando a sua 

morte e a queima foi realizada em forno durante 239 minutos à temperatura de 500°C; por fim, 

o CEI/XXI_179 é um indivíduo do sexo masculino, com 86 anos de idade à morte, e cuja queima 

foi realizada em forno durante 90 minutos à temperatura de 700°C (Apêndice I). 

 

(2) De um projeto realizado por Calil Makhoul, estudante de doutoramento em Antropologia 

Forense do LAF-UC, em colaboração com o Departamento de Engenharia Mecânica da 

Universidade de Coimbra (DEM-UC), no qual foi incendiada uma caravana contendo os 

antímeros direitos e o crânio de um esqueleto no seu interior (Makhoul et al., 2017), resultaram 

vários fragmentos de ossos que são utilizados no estudo presente. A caravana terá estado a arder 

durante aproximadamente 25 minutos, atingindo temperaturas próximo dos 1000°C. As 

amostras em análise incluem: um fragmento da diáfise de um úmero; um fragmento da 

extremidade proximal de um rádio; um fragmento da extremidade esternal de uma clavícula; e 

dois fragmentos de crânio (Apêndice I). O esqueleto utilizado pertence à Coleção de Esqueletos 

Não Identificados do Cemitério dos Capuchos, alojada no LAF-UC (José, 2019; Tomé, 2019), 

estando identificado como CC_NI_28, o qual se estima ser um indivíduo idoso do sexo 

masculino.  

 

(3) Do final do período do Neolítico foram usadas duas amostras de fragmentos de ossos do crânio. 

Estes fragmentos fazem parte do espólio recuperado na escavação da Anta 2 de Olival da Pega, 

monumento megalítico localizado no concelho de Reguengos de Monsaraz (Silva et al., 2008). 

Estas amostras apresentam um intervalo postmortem maior (da ordem dos 4 mil a 5 mil anos) 

que as anteriormente mencionadas. Relativamente a estas amostras não é possível obter 

informações sobre a temperatura ou duração da queima a que foram sujeitas, no entanto dado a 

sua coloração estima-se que tenham sido atingidas temperaturas relativamente elevadas. 

 

 

 

2.1.1.2. Materiais não-ósseos com alterações térmico-induzidas 

Do projeto em que foi incendiada uma caravana com um esqueleto no seu interior, realizado por 

Calil Makhoul em colaboração com o DEM-UC (Makhoul et al., 2017), resultaram também materiais 

queimados da própria caravana. De entre os destroços foram recolhidos materiais como metal, tecido 

e plástico, sendo que alguns destes materiais foram utilizados neste projeto. Três fragmentos de 

metal, dois pedaços de tecido e dois fragmentos de natureza desconhecida (i. e., não se sabe o que é, 

porém sabe-se que não é osso) foram as amostras escolhidas para análise (Apêndice I). 
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2.1.1.3. Ossos não-humanos com alterações térmico-induzidas 

As amostras de ossos sujeitos a alterações térmico-induzidas de natureza não-humana utilizadas para 

o estudo da refletância são provenientes de um projeto de dissertação de mestrado em Medicina 

Legal e Ciências Forenses na Universidade de Coimbra, sob o tema “Influências tafonómicas na 

degradação óssea: análise experimental em modelos animais” (Matos, 2017). No referido projeto, 

alguns ossos longos (fémures) de porco (Sus scrofa domesticus) foram submetidos a uma queima em 

mufla durante cerca de 2 horas e à temperatura de 900°C e posteriormente fraturados com auxílio de 

um pêndulo. De entre os fragmentos decorrentes deste trabalho selecionaram-se dois (uma epífise do 

osso designado como OAMM-1 e uma diáfise do osso designado como OAMM-13 [Apêndice I]) 

para utilizar nos ensaios da presente dissertação. 

 

 

2.1.2. Fluorescência (Documentação Fotográfica e Espectrometria de Fluorescência) 

2.1.2.1. Ossos humanos com alterações térmico-induzidas 

Para o estudo de fluorescência em ossos humanos termicamente alterados, com recurso a 

documentação fotográfica e a espectrometria de fluorescência, as amostras utilizadas foram as 

seguintes: 

(1) Da CEI/XXI, anteriormente descrita, foram utilizados ossos dos indivíduos CEI/XXI_15, 

CEI/XXI_85, CEI/XXI_91, CEI/XXI_117, CEI/XXI_161, CEI/XXI_162, CEI/XXI_166, 

CEI/XXI_179 e CEI/XXI_188. Estes indivíduos pertencem ao grupo de esqueletos utilizados no 

projeto HOT Bones, e portanto os seus antímeros direitos encontram-se queimados.  

Os indivíduos CEI/XXI_15, CEI/XXI_85, CEI/XXI_117 e CEI/XXI_179 foram selecionados 

para este estudo pelo facto de apresentarem a mesma temperatura de queima (700°C), tendo no 

entanto sido submetidos a diferentes durações de queima (180 min, 150 min e 90 min). 

Por outro lado, selecionaram-se os indivíduos CEI/XXI_91, CEI/XXI_161, CEI/XXI_162 e 

CEI/XXI_188 por apresentarem condições de tempo de queima semelhantes. Estes esqueletos 

foram queimados experimentalmente durante cerca de 120 minutos, a diferentes temperaturas 

(900°C, 1000°C, 1100°C e 450°C, respetivamente). 

As condições de temperatura e duração de queima destes indivíduos encontram-se 

esquematizadas na Tabela 2, assim como as peças ósseas analisadas de cada um deles. 

Inicialmente, foram apenas comparados os metatársicos, mas devido a algumas ocorrências de 

resultados (mencionados na secção seguinte) para alguns indivíduos considerou-se necessário 

analisar ossos do tarso e, em dois casos específicos, utilizaram-se também ossos do carpo e 

metacarpo. 
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(2) Os fragmentos ósseos do indivíduo CC_NI_28 anteriormente mencionados (um fragmento da 

diáfise de um úmero; um fragmento da extremidade proximal de um rádio; um fragmento da 

extremidade esternal de uma clavícula; e dois fragmentos de crânio) foram utilizados também 

para o estudo da fluorescência. 

(3) Os dois fragmentos de ossos do crânio do final do período do Neolítico, utilizados para os ensaios 

de refletância, foram também analisados no estudo da fluorescência. 

2.1.2.2. Materiais não-ósseos com alterações térmico-induzidas 

Tal como para o estudo da refletância, foram também utilizados os materiais recolhidos de entre os 

destroços do projeto em que uma caravana foi incendiada (Makhoul et al., 2017). As amostras foram 

as mesmas: três fragmentos de metal, dois pedaços de tecido e dois fragmentos de natureza 

desconhecida (i. e., não se sabe o que é, porém sabe-se que não é osso). 

 

2.1.2.3. Ossos não-humanos com alterações térmico-induzidas 

Relativamente às amostras de natureza não-humana foram utilizados os fragmentos previamente 

analisados a nível de refletância (uma epífise do osso designado como OAMM-1 e uma diáfise do 

osso designado como OAMM-13).  

Devido às elevadas condições de queima a que estes fragmentos foram sujeitos (2h de queima a cerca 

de 900 °C) considerou-se adequado analisar também amostras queimadas durante menos tempo e a 

temperaturas mais baixas. Deste modo, o conjunto de amostras não-humanas contou ainda com nove 

ossos (ONH_1 a ONH_9), previamente queimados em forno normal de cozinha (frescos e com 

tecidos moles) e lavados com detergente de loiça (Fairy). Estes ossos foram aproveitados de refeições 

para serem utilizados em contexto de aulas, com o objetivo de os alunos aprenderem a distinguir 

ossos humanos de não-humanos, não sendo a espécie um dado relevante nesse âmbito. Assim, sabe-

se apenas que estas amostras são de natureza não-humana, não se conhecendo a espécie a que 

pertencem. Por esta mesma razão também não são conhecidas as condições de temperatura e de 

tempo a que estes ossos foram submetidos, contudo, tendo em conta que foram cozinhados em forno 

doméstico, a temperatura não terá ultrapassado os 250 – 300 °C. As amostras de natureza não-

humana encontram-se descritas em detalhe na Tabela 3. 

 

 

2.1.3. Espectroscopia de Fluorescência Induzida por Laser (LIF) 

Na realização de ensaios de espectroscopia de fluorescência induzida por laser, uma vez que estes foram 

feitos num âmbito experimental, não se analisaram as amostras de uma forma exaustiva, ou seja, 

selecionaram-se apenas algumas das amostras anteriormente mencionadas. Na Tabela 4 encontram-se 

listadas as amostras analisadas com esta metodologia. 



Where are the Bones?  

 

21 

 

 

 

 

Tabela 2. Amostras de natureza humana utilizadas no estudo da fluorescência com descrição das peças ósseas analisadas e suas 

condições de temperatura e duração de queima. Todas as peças ósseas listadas referem-se aos antímeros direitos. 

 

 

 

 

 

      Peças ósseas Temperatura Duração     Peças ósseas Temperatura Duração 

In
d

iv
íd

u
o

 

C
E

I/
X

X
I_

1
5
 

1º, 2º, 3º, 4º e 5º 
Metatársicos 

700 °C 180 min 

In
d

iv
íd

u
o

 

C
E

I/
X

X
I_

9
1
 1º, 2º, 3º, 4º e 5º 

Metatársicos 

900 °C 118 min 
Navicular 

Navicular 
Calcâneo  

Tálus  Falange proximal (pé) 

Cubóide  

C
E

I/
X

X
I_

1
1

7
 

1º Metatársico 700 °C 150 min 
Cuneiforme I  

Cuneiforme III  

1º, 2º, 3º, 4º e 5º 

Metacárpicos 

Semilunar 

C
E

I/
X

X
I_

1
6

1
 1º, 2º, 3º, 4º e 5º 

Metatársicos 

1000 °C 126 min 
Escafóide  

Patela 
Piramidal 

Pisiforme Falange proximal (pé) 

Trapezóide 

C
E

I/
X

X
I_

1
6

2
 1º, 2º, 3º, 4º e 5º 

Metatársicos 

1100 °C 120 min 
Capitato 

Patela 
Unciforme 

C
E

I/
X

X
I_

8
5
 

1º, 2º, 3º, 4º e 5º 

Metatársicos 

700 °C 180 min 

Falange proximal (pé) 

Navicular 

C
E

I/
X

X
I_

1
6

6
 

1º Metatársico 500 °C 239 min 
Calcâneo 

Tálus 

Cubóide 

Cuneiforme I 

C
E

I/
X

X
I_

1
7

9
  

1º e 2º Metatársicos 700 °C 90 min 
Cuneiforme II 

Cuneiforme III 

1º, 2º, 3º, 4º e 5º 

Metacárpicos 

Semilunar 

C
E

I/
X

X
I_

1
8

8
 

1º, 2º, 3º, 4º e 5º 

Metatársicos 

450 °C 120 min 

Escafóide Navicular 

Piramidal Falange proximal (pé) 

Pisiforme Calcâneo 

Trapezóide Tálus 

Capitato Cubóide 

Unciforme Cuneiformes I, II e III  
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  Tabela 3. Descrição das amostras de natureza não-humana utilizadas para o estudo da fluorescência. 

Amostra Espécie Tratamento 

OAMM-1 Porco (Sus scrofa domesticus) Queimados em mufla durante cerca de 2 horas e 

à temperatura de 900°C, e posteriormente 

fraturados com auxílio de um pêndulo OAMM-13 Porco (Sus scrofa domesticus) 

ONH_1 – Cozinhados frescos em forno doméstico, 

posteriormente lavados com detergente da loiça e 

novamente colocados no forno ONH_2 – 

ONH_3 – 

Cozinhados frescos em forno doméstico e 

posteriormente lavados com detergente da loiça 

ONH_4 – 

ONH_5 – 

ONH_6 – 

ONH_7 – 

ONH_8 Porco (Sus scrofa domesticus) Assados frescos em ambiente de churrasco e 

posteriormente lavados com detergente da loiça ONH_9 Porco (Sus scrofa domesticus) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Natureza da 

amostra 
Amostra 

Natureza da 

amostra 
Amostra 

Humana 

CC_NI_28 
Fragmento crânio (órbita) 

Não-humana 

OAMM-13 
Fragmento de rádio 

CEI/XXI_15 

1º Metatársico 
ONH_1 

Navicular 

1º Metacárpico 
ONH_2 

Escafóide 

CEI/XXI_85 

1º Metatársico 
ONH_3 

Navicular 

1º Metacárpico 
ONH_4 

Escafóide 

CEI/XXI_91 
1º Metatársico 

ONH_5 
Navicular 

CEI/XXI_117 1º Metatársico 
ONH_6 

CEI/XXI_161 

1º Metatársico 

3º Metatársico 
ONH_7 

Patela 

CEI/XXI_162 
1º Metatársico 

ONH_8 
Patela 

CEI/XXI_166 1º Metatársico 
ONH_9 

CEI/XXI_179 1º Metatársico 

CEI/XXI_188 
1º Metatársico             

Navicular 
Não-óssea 

Metal 1 

Tecido 1 

Outros materiais 1 

Tabela 4. Amostras utilizadas na análise por espectroscopia de fluorescência induzida por laser (LIF). 
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2.2. Métodos 

2.2.1. Refletância 

Utilizando a refletância como técnica de análise para este estudo, pretendeu-se iluminar as amostras 

e captar a radiação ótica por estas refletida. Neste sentido elaborou-se um sistema ótico (Figura 6) 

para realizar medições de refletância de amostras sólidas. O sistema utiliza uma fonte de luz baseada 

numa lâmpada EKE Quartzo Halogéneo de 150 W (Dollan-Jenner Fiber-Lite Modelo DC-950, Dolan 

Jenner Industries Inc, Boxborough, MA, EUA), com potência radiante regulada a ± 0.5%. A luz 

emitida pela fonte, cujo espectro ótico pode ser observado na Figura 7, é dirigida para a amostra, por 

uma guia de luz flexível de vidro borossilicato, com abertura numérica igual a 0.55. A transmitância 

desta guia de luz está representada na Figura 8. A luz refletida pela amostra é captada por um bundle 

de fibras óticas e conduzida a um espectrómetro Ocean Optics modelo USB2000+ (Ocean Optics 

Inc., Largo, FL, EUA). Trata-se de um espectrómetro compacto, sensível a radiação ótica na gama 

dos 200 aos 1100 nm, que é controlável a partir de um computador pessoal, via USB. Baseia-se num 

sensor CCD (Charge Coupled Device) de 2048 elementos, o que permite obter uma resolução 

espectral sub-nanométrica. A conversão de analógico para digital é assegurada por um conversor 

ADC (Analog-to-Digital Converter) de 16 bits. A configuração do espectrómetro e a aquisição dos 

espectros é realizada por uma aplicação dedicada, Ocean Optics SpectraSuite.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Esquema representativo do sistema ótico para a obtenção da refletância das amostras. A – Fonte luz artificial; B – Guia 

de luz; C – Plataforma para colocar a amostra; D – Bundle de fibra ótica; E – Espectrómetro; F – Computador portátil. No 

esquema, as setas indicam a trajetória da radiação ótica. (Imagem do sistema pode ser consultada no Apêndice III) 
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2.2.1.1. Avaliação de linearidade do sistema 

Inicialmente, foi necessário desenhar um protocolo experimental (Apêndice II) para avaliar a 

linearidade do sistema relativamente à refletância e aferir qual o melhor procedimento de aquisição. 

Os padrões utilizados para esta avaliação correspondem a 99%, 75%, 50% e 0.2% de refletância 

(Labsphere Certified Reflectance Standards, Labsphere, Inc., Norton Sutton, NH, EUA). Realizaram-

se ensaios com o tempo de exposição constante (100 milissegundos) e posteriormente realizaram-se 

novos ensaios ajustando o tempo de exposição de modo a manter o máximo de contagens perto das 

52000 contagens, um valor que corresponde a cerca de 80% da gama dinâmica do espectrómetro. 

A avaliação da linearidade do sistema de medição foi realizada através da determinação do erro de 

linearidade pelo método do desvio máximo. 

 

Figura 7. Espectro ótico da luz emitida pela fonte utilizada no sistema ótico para os ensaios de 

refletância. Fonte: Dolan-Jenner, 2019a. 

Figura 8. Transmitância da guia de luz flexível de vidro borossilicato, com abertura numérica igual a 0.55. 

Fonte: Dolan-Jenner, 2019b. 
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2.2.1.2. Ensaios de refletância  

Após adquirir o gráfico de refletância do padrão a 99%, foram registados os espectros de cada uma 

das amostras em estudo, através do software SpectraSuite. Os dados obtidos foram posteriormente 

tratados em Excel, resultando em gráficos de Refletância vs. Comprimento de Onda, encontrando-se 

assim representado o quociente entre a potência radiante refletida pela amostra e a potência radiante 

refletida pelo padrão de refletância 99%. 

 

 

2.2.2. Fluorescência (Documentação Fotográfica) 

Para a deteção de fluorescência montou-se um sistema consistindo numa fonte de luz artificial 

(Lâmpada LED), a qual emite radiação ótica que atravessa um filtro azul de excitação (filtro passa 

banda, com comprimento de onda central 450 nm e largura de banda 15 nm). A amostra reflete esta 

radiação ótica, a qual é captada por uma câmara digital (Logitech Webcam Pro 9000) com dois filtros 

amarelos de emissão em série (um filtro passa-alto com comprimento de onda de corte de 520 nm e 

um filtro passa-alto com comprimento de onda de corte de 550 nm). A imagem captada pela câmara 

digital é registada através da aplicação Logitech Webcam Software num computador pessoal, 

utilizando as definições de “exposição” e “ganho” no seu valor máximo, o que permite assim obter 

imagens das amostras com maior contraste em relação ao fundo não-fluorescente. 

A fonte de luz artificial é alimentada por uma fonte de energia Dual-Tracking DC Power Supply 

6306 A (Topward) a 4.2V. No momento de captura das imagens todo o sistema é coberto com panos 

pretos de modo a bloquear contribuições da luz externa (luz da sala). Na Figura 9 pode-se observar 

um esquema do sistema descrito. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Esquema representativo do sistema ótico para a obtenção da fluorescência das amostras por documentação fotográfica. 

A – Fonte de alimentação DC; B – Filtro de excitação; C – Plataforma para colocar a amostra; D – Filtros de emissão; E – 

Câmara digital; F – Computador portátil. No esquema, as setas indicam a trajetória da radiação ótica. (Imagem do sistema pode 

ser consultada no Apêndice III) 
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2.2.2.1. Avaliação dos filtros de emissão 

A escolha adequada de filtros de emissão nesta etapa é de elevada importância para garantir que a luz 

captada pela câmara é luz de fluorescência e que não há interferências da luz de excitação.  

Tendo disponíveis dois filtros amarelos de emissão (um filtro passa-alto com comprimento de onda de 

corte de 520 nm e um filtro passa-alto com comprimento de onda de corte de 550 nm) registaram-se 

os seus espectros com o software SpectraSuite.  

 

 

2.2.2.2. Ensaios de Fluorescência 

Primeiramente, as mesmas amostras que foram usadas para os ensaios de refletância foram 

individualmente colocadas sob a plataforma, e as suas respetivas respostas de fluorescência guardadas 

sob a forma de ficheiro de imagem através da aplicação Logitech Webcam Software. 

Como as referidas amostras apresentam diferentes condições de queima, tornando difícil criar uma 

relação entre estas e a resposta de fluorescência, decidiu-se realizar dois conjuntos de ensaios a fim de 

minimizar as variáveis em estudo. 

 1. Ensaios com amostras queimadas a 700 °C 

Realizaram-se ensaios com amostras cuja temperatura de queima foi a mesma, variando apenas a 

extensão da queima. Neste âmbito os indivíduos analisados foram o CEI/XXI_15, o CEI/XXI_85, 

o CEI/XXI_117 e o CEI/XXI_179. Estes indivíduos, tal como como indicado na Tabela 9 

(Apêndice V), foram todos queimados a 700°C, mas durante diferentes períodos de tempo.  

2. Ensaios com amostras queimadas durante 120 min 

Por outro lado, realizaram-se ensaios com os indivíduos CEI/XXI_162, CEI/XXI_161, 

CEI/XXI_91 e CEI/XXI_188 os quais foram todos submetidos ao mesmo tempo de queima (~120 

min), mas a temperaturas diferentes (Tabela 9 [Apêndice V]). 

 

Como o principal objetivo deste estudo é a distinção entre material esquelético e não-esquelético num 

contexto em que ambos podem estar misturados, considerou-se ser de interesse não apenas uma análise 

individual das amostras mas, também, uma análise no seu conjunto. Isto é, de entre as amostras 

disponíveis para este estudo selecionaram-se algumas e colocaram-se em simultâneo sob a plataforma, 

no sentido de imitar um cenário mais próximo de uma situação real. Assim, construíram-se quatro 

cenários, os quais se encontram descritos na Tabela 5. 
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2.2.3. Espectrometria de Fluorescência  

Sendo um dos objetivos deste estudo colmatar a lacuna que existe em termos de análise de 

fluorescência de ossos queimados a nível espectrométrico, preparou-se o sistema ilustrado na Figura 

10 para se realizar ensaios neste âmbito. O sistema utiliza a fonte de luz artificial (Lâmpada LED) 

referida em 2.2.2., a qual emite radiação ótica que atravessa um filtro azul de excitação (filtro passa 

banda, com comprimento de onda central 450 nm e largura de banda 15 nm). A radiação ótica 

refletida pela amostra atravessa dois filtros amarelos de emissão (um filtro passa-alto com 

comprimento de onda de corte de 520 nm e um filtro passa-alto com comprimento de onda de corte 

de 550 nm) que se encontram colocados em série, sendo depois captada por um bundle de fibras 

óticas (Ø 2.0 mm, 7 fibras) e conduzida a um espectrómetro Ocean Optics modelo USB2000+ (Ocean 

Optics Inc., Largo, FL, EUA). Este encontra-se conectado por USB a um computador portátil, sendo 

a configuração do espectrómetro e a aquisição dos espectros realizada através da aplicação Ocean 

Optics SpectraSuite. A fonte de luz artificial é alimentada por uma fonte de energia Dual-Tracking 

DC Power Supply 6306 A (Topward) a 4.2V.  

O bundle de fibras óticas apresenta uma abertura de reduzidas dimensões, pelo que existe radiação 

refletida pela amostra que este não consegue captar. Além disso, a própria morfologia das amostras 

causa dispersão da radiação ótica por elas refletida. De modo a maximizar a captação da radiação 

ótica refletida pela amostra foi colocado um espelho (verticalmente) na plataforma onde é também 

colocada a amostra. 

Tal como anteriormente, todo o sistema foi coberto com panos pretos para evitar contribuições de 

luz externa (luz da sala). 

Cenário A Cenário B 

Amostra 
Temperatura 

(°C) 

Duração 

(min) 
Amostra 

Temperatura 

(°C) 

Duração 

(min) 

CEI/XXI_166 (1º metatársico) 500 239 CEI/XXI_179 (1º metatársico) 700 90 

ONH_6 - - CEI/XXI_179 (2º metatársico) 700 90 

Metal 1 1000 25 Metal 1 1000 25 

Metal 2 1000 25 Metal 2 1000 25 

CC_NI_28 (Rádio) 1000 25 Tecido 1 1000 25 

      Tecido 2 1000 25 

Cenário C Cenário D 

Amostra 
Temperatura 

(°C) 

Duração 

(min) 
Amostra 

Temperatura 

(°C) 

Duração 

(min) 

CEI/XXI_85 (2º metatársico) 700 180 CEI/XXI_85 (2º metatársico) 700 180 

CEI/XXI_15 (1º metatársico) 700 180 CEI/XXI_15 (1º metatársico) 700 180 

ONH_1 - - Metal 1 1000 25 

Metal 1 1000 25 Metal 2 1000 25 

Metal 2 1000 25       

Tabela 5. Amostras utilizadas em cada um dos cenários construídos nos ensaios de fluorescência. 
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2.2.3.1. Ensaios de espectrometria de fluorescência 

As amostras foram colocadas, individualmente, na plataforma realizando-se cinco ensaios para 

cada uma delas, e registando-se os seus espectros através do software SpectraSuite. Estes foram 

posteriormente tratados em Excel, obtendo-se um espectro representativo da média dos cinco 

ensaios para cada amostra. O tempo de integração foi ajustado para cada amostra, tendo este variado 

entre 15 e 30 segundos. 

 

 

 

2.2.4. Espectroscopia de Fluorescência Induzida por Laser (LIF) 

A fim de se complementar os resultados de fluorescência, construiu-se um sistema utilizando um 

laser Picoquant (PicoQuant GmbH, Berlim, Alemanha) LDH-P-C-440M com comprimento de onda 

central de 440 nm, o qual é controlado por um controlador Picoquant PDL 828 “Sepia II”. Este novo 

sistema é constituído pelo laser, cujo feixe de radiação ótica incide na amostra (colocada numa 

plataforma para que esteja à altura do feixe). A amostra é colocada de forma a permitir que o feixe 

do laser seja depois refletido por esta na direção de um bundle de fibra ótica (Ø 2.0 mm, 7 fibras). A 

radiação ótica refletida pela amostra é captada por este bundle de fibra ótica, que se encontra ligado 

ao espectrómetro Ocean Optics modelo USB2000+ (Ocean Optics Inc., Largo, FL, EUA), e que por 

sua vez está conectado por USB a um computador portátil. Os espectros produzidos são registados 

através da aplicação Ocean Optics SpectraSuite. Na Figura 11 encontra-se um diagrama ilustrativo 

do esquema descrito. 

Figura 10. Esquema representativo do sistema ótico para o registo de fluorescência das amostras através de espectrometria de 

fluorescência. A – Fonte de alimentação DC; B – Lâmpada LED; C – Filtro de excitação; D – Espelho; E – Plataforma para colocar a 

amostra; F – Filtros de emissão; G – Bundle de fibra ótica; H – Espectrómetro; I – Computador portátil. No esquema, as setas indicam 

a trajetória da radiação ótica. (Imagem do sistema pode ser consultada no Apêndice III) 
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Uma vez que o laser emite apenas na gama dos 440 nm, não é necessário a utilização de filtros neste 

sistema. Contudo, para que não ocorram contribuições de luz externa, optou-se por apagar as luzes da 

sala, de modo a criar um ambiente escuro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.4.1. Ensaios por LIF 

As amostras (Tabela 4) foram colocadas, individualmente, na plataforma realizando-se dois ensaios 

para cada uma delas, e registando-se os seus espectros através do software SpectraSuite. Estes 

foram posteriormente tratados em Excel, obtendo-se um espectro representativo da média dos dois 

ensaios para cada amostra. O tempo de integração foi ajustado para cada amostra, tendo variado 

entre 1 segundo e 3 segundos.  

 

2.2.4.2. Classificação das amostras com base na emissão de fluorescência 

A partir dos espectros de emissão de fluorescência, adquiridos após excitação com o laser de 440 

nm, foram definidos dois índices: n1 =I550/I500 e n2 =I450/I500. O índice n1 procura identificar as 

amostras que apresentam uma banda de emissão separável do pico de luz dispersa. Enquanto o 

índice n2 tem por base os espectros que apresentam uma banda de fluorescência junto ao pico de 

luz dispersa localizado nos 440 nm. Trata-se de uma banda de emissão que, não tendo sido excitada 

com o comprimento de onda mais eficiente (que seria inferior ao utilizado), apresenta uma emissão 

reduzida. Apenas é registada a fração de menor energia desta banda de fluorescência. 

O comprimento de onda de 500 nm foi usado como comprimento de onda de normalização, de 

modo a eliminar variações causadas pela intensidade de excitação e pela geometria complexa da 

maioria das amostras. 

Figura 11. Esquema representativo do sistema ótico para o registo de fluorescência das amostras através da técnica de 

LIF. A – Laser; B – Plataforma para colocar a amostra; C – Bundle de fibra ótica; D – Espectrómetro; E – Computador 

portátil. No esquema, as setas indicam a trajetória da radiação ótica. 
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Tendo em conta o tipo de material, a sua proveniência e o processo de queima a que foram sujeitas, 

as amostras foram classificadas em sete grupos (Apêndice VI). Como três destes grupos contêm 

menos de três elementos, assim utilizou-se apenas um subconjunto destas amostras para a análise 

com técnicas de machine learning. Neste subconjunto não se encontram presentes as seguintes 

amostras: fragmento de crânio (órbita) do CC_NI_28, fragmento de rádio do CC_NI_28, o primeiro 

metatársico do CEI/XXI_166 e OAMM-13. 

A classificação das amostras foi realizada utilizando a aplicação Weka (Waikato Environment for 

Knowldege Analysis) versão 3.8.4, desenvolvida pela Universidade de Waikato, Hamilton, Nova 

Zelândia. Utilizou-se um classificador Multilayer Perceptron. As características (features) usadas 

na classificação de cada amostra foram os índices n1 e n2. O teste foi feito com validação cruzada 

do tipo 10 fold. 

Assim, foram usadas 31 amostras na classificação (31 instâncias) distribuídas por quatro classes 

organizadas na Tabela 6. 

 

 

Classe 1 Classe 2 

CEI/XXI_179 1º metatársico CEI/XXI_15 navicular CEI/XXI_161 1º metatársico CEI/XXI_188 1º metatársico 

CEI/XXI_117 1º metatársico CEI/XXI_85 1º metacárpico CEI/XXI_161 3º metatársico CEI/XXI_188 navicular 

CEI/XXI_15 1º metacárpico CEI/XXI_85 1º metatársico CEI/XXI_161 patela CEI/XXI_91 1º metatársico 

CEI/XXI_15 1º metatársico CEI/XXI_85 escafóide CEI/XXI_162 1º metatársico CEI/XXI_91 navicular 

CEI/XXI_15 escafóide CEI/XXI_85 navicular CEI/XXI_162 patela   

Classe 3 Classe 4 

Metal ONH_1 ONH_6 

Tecido ONH_2 ONH_7 

Outros Materiais ONH_3 ONH_8 

    ONH_4 ONH_9 

    ONH_5   

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 6. Distribuição por classes das amostras utilizadas para a sua classificação de acordo com os índices n1 e n2. 
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3 | Resultados 

 

3.1. Ensaios de Refletância 

3.1.1. Avaliação de linearidade do sistema   

A partir dos espectros de refletância de cada padrão (99%, 75%, 50% e 0.2%) foram construídos gráficos 

de Intensidade vs. Refletância do padrão para diferentes comprimentos de onda (450 nm, 500 nm, 550 

nm, 600 nm e 650 nm), para os vários grupos de acordo com o protocolo experimental (Apêndice II). 

Destes gráficos obtiveram-se retas de ajuste, cujas equações permitiram calcular os valores de 

intensidade esperados. Na Tabela 7 encontram-se registados os valores correspondentes ao maior dos 

desvios entre os valores experimentais e os valores esperados (i.e., valores dados pela reta de ajuste), 

expressos como percentagem do valor experimental.  

Não se observaram variações significativas quanto ao erro de linearidade, independentemente de serem 

feitas as correções de fundo (grupos II e IV) ou de se variar o tempo de exposição (grupos III e IV). 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.2. Ensaios com ossos humanos queimados 

Os resultados dos ensaios realizados com os primeiros metatársicos direitos de três indivíduos da 

CEI/XXI do LAF-UC encontram-se no gráfico da Figura 12. 

As amostras revelaram valores uniformes de refletância a partir dos 450 nm até aos 800 nm. A amostra 

correspondente ao indivíduo CEI/XXI_179 foi a que apresentou valores de refletância mais baixos ao 

longo do intervalo de comprimento de onda referido; a amostra que corresponde ao indivíduo 

CEI/XXI_91, foi a que apresentou maiores valores de refletância (próximos de 80%). 

 

Grupo 

      λ 
450 nm 500 nm 550 nm 600 nm 650 nm 

I 3.88 4.05 3.24 1.19 1.46 

II 5.79 4.58 3.45 1.23 1.50 

III 3.70 4.32 1.95 1.51 1.22 

IV 3.64 4.17 1.71 1.27 1.16 

Tabela 7. Erro de linearidade do sistema, expresso em percentagem, resultando do maior desvio entre os valores 

experimentais e os valores obtidos pela reta de ajuste para cada grupo a diferentes comprimentos de onda.  
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Os resultados dos ensaios realizados com os fragmentos de ossos queimados pertencentes ao indivíduo 

CC_NI_28 e com os dois fragmentos de ossos pertencentes ao final do período Neolítico encontram-se 

representados no gráfico da Figura 13. 

Os valores de refletância apresentados foram baixos (inferiores a 20%). O segundo fragmento 

correspondente a um indivíduo do período final do Neolítico foi a amostra que revelou valores mais 

elevados. Os fragmentos do rádio e do crânio (zona da órbita) foram, no grupo de ossos pertencentes ao 

mesmo indivíduo, os que demonstraram valores mais elevados (~10% e ~7%, respetivamente). 

 

3.1.3. Ensaios com materiais não-ósseos queimados  

Os resultados dos ensaios realizados com materiais que após a ação do fogo podem ser confundidos com 

fragmentos ósseos (provenientes do projeto da caravana) são apresentados na Figura 14.  

Estas amostras revelaram valores muito baixos de refletância para o intervalo de comprimento de onda 

de 400 nm a 900 nm. No caso das amostras de tecido os valores foram próximos de 0 e até negativos 

(tecido 2). 

 

3.1.4. Ensaios com ossos não-humanos queimados 

Os resultados dos ensaios realizados com os fragmentos de ossos não-humanos queimados encontram-

se representados no gráfico da Figura 15. 

Observa-se que a segunda amostra (diáfise) apresentou valores de refletância superiores à primeira 

amostra (epífise), contudo estes valores não ultrapassam os 20%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Gráfico de refletância das amostras correspondentes aos primeiros metatársicos direitos dos três indivíduos da CEI/XXI do 

LAF-UC. Azul – CEI/XXI_166: indivíduo do sexo feminino, 81 anos, cuja queima foi realizada em forno durante 239 minutos à 

temperatura de 500°C; Laranja – CEI/XXI_179: indivíduo do sexo masculino, 86 anos, cuja queima foi realizada em forno durante 90 

minutos à temperatura de 700°C; Amarelo – CEI/XXI_91: indivíduo do sexo feminino, 78 anos, cuja queima foi realizada em forno durante 

118 minutos à temperatura de 900°C.   
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Figura 14. Gráfico de refletância das amostras correspondentes a materiais de natureza não-óssea. Azul claro – pedaço de metal (metal 1); 

Laranja – pedaço de metal (metal 2); Vermelho – pedaço de metal (metal 3); Coral – pedaço de tecido (tecido 1); Verde – pedaço de tecido 

(Tecido 2); Amarelo – material de natureza desconhecida (outros materiais 1); Azul escuro – material de natureza desconhecida (outros 

materiais 2). No Apêndice I encontram-se imagens destas amostras. 
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Figura 13. Gráfico de refletância das amostras correspondentes aos fragmentos queimados do indivíduo CC_NI_28 e a fragmentos de 

crânio do período final do Neolítico; Vermelho – fragmento da diáfise de úmero; Laranja – fragmento da extremidade proximal do rádio; 

Coral – fragmento da extremidade esternal da clavícula; Amarelo – fragmento da zona superior da órbita; Azul claro – fragmento do 

crânio; Verde – fragmento 1 de crânio final do Neolítico; Azul escuro – fragmento 2 de crânio do final do Neolítico. No Apêndice I 

encontram-se imagens destas amostras. 
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Figura 15. Gráfico de refletância das amostras correspondentes a ossos não-humanos queimados. Azul – fragmento de osso longo de porco 

(OAMM-1); Laranja – fragmento de osso longo de porco (OAMM-13). 
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3.2. Ensaios de Fluorescência 

3.2.1. Avaliação dos filtros de emissão 

A utilização de dois filtros de emissão (um filtro passa-alto com comprimento de onda de corte de 520 

nm e um filtro passa-alto com comprimento de onda de corte de 550 nm) colocados em série resulta da 

análise dos espectros individuais dos filtros, concluindo-se que a sua combinação permite uma melhor 

seleção da luz do que se se utilizasse qualquer um destes singularmente (Figura 16). Desta forma, 

consegue-se garantir que o que se observa na imagem é efetivamente fluorescência, não ocorrendo 

passagem de luz com comprimentos de onda indesejados (por exemplo, luz azul vinda da fonte). 

 

3.2.2. Ensaios de Fluorescência 

Ossos não-humanos com alterações térmico-induzidas 

Os fragmentos ósseos identificados como OAMM-1 e OAMM-13 foram as únicas amostras de 

natureza não-humana que não apresentaram resposta de fluorescência. Por outro lado, as restantes 

amostras não-humanas apresentaram uma resposta bastante intensa de fluorescência. Na Figura 17 

podem observar-se as imagens captadas relativas às referidas amostras. 

 

Materiais não-ósseos com alterações térmico-induzidas 

Os materiais que poderiam ser confundidos com fragmentos ósseos não apresentaram 

fluorescência. Tanto os metais, como os tecidos e os outros materiais não identificados tiveram a 

mesma resposta, ou seja, nenhum demonstrou fluorescência (Figura 18).  
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Figura 16. Espectros dos filtros de emissão utilizados no sistema de fluorescência. Espectro a azul – espectro do filtro passa-alto 

com comprimento de onda de corte de 520 nm; Espectro a laranja – espectro do filtro passa-alto com comprimento de onda de corte 

de 550 nm; Espectro a amarelo – espectro dos dois filtros em série.  
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Figura 17. Resultados de fluorescência das amostras de natureza não-humana. A – Diáfise Porco (OAMM-13); B – Epífise Porco 

(OAMM-1); C – ONH_1; D – ONH_2; E – ONH_3; F – ONH_4; G – ONH_5; H – ONH_6; I – ONH_7; J – ONH_8; K – ONH_9. 
Nos Apêndices I e IV encontram-se as imagens das amostras à luz normal e com escala. 

 

  

Figura 18. Resultados de fluorescência das amostras de natureza não-esquelética. A – Metal 1; B – Metal 2; C – Metal 3; D – Tecido 1; E – 

Tecido 2; F – Outros materiais 1; G – Outros materiais 2. No Apêndice I encontram-se as imagens das amostras à luz normal e com escala. 
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Ossos humanos com alterações térmico-induzidas 

Os fragmentos do indivíduo CC_NI_28 apresentaram uma resposta uniforme na medida em que, 

independentemente do osso analisado nenhum apresentou fluorescência (Figura 19). 

Os fragmentos de crânio pertencentes ao período do Neolítico também não demonstraram ter 

fluorescência (Figura 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os primeiros metatársicos que foram também analisados inicialmente nos ensaios de refletância 

apresentaram resultados diferentes para a fluorescência. Os indivíduos CEI/XXI_91 e 

CEI/XXI_179 não tiveram fluorescência, enquanto o indivíduo CEI/XXI_166 apresentou uma 

resposta relativamente intensa de fluorescência (Figura 20). 

 

 

 

Figura 19. Resultados de fluorescência das amostras do indivíduo CC_NI_28 e de dois fragmentos de crânio do Neolítico. A – Extremidade 

proximal do rádio do CC_NI_28; B – Fragmento da diáfise do úmero do CC_NI_28; C – Fragmento da extremidade esternal da clavícula 
do CC_NI_28; D – Fragmento de crânio da zona da órbita do CC_NI_28; E – Fragmento de crânio do CC_NI_28; F e G – Fragmentos de 

crânio do Neolítico. No Apêndice I encontram-se as imagens das amostras à luz normal e com escala. 
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Os indivíduos CEI/XXI_15, CEI/XXI_85, CEI/XXI_117 e CEI/XXI_179 formam um conjunto de 

amostras em que a temperatura de queima foi a mesma para todos, sendo o tempo de queima a 

variável que os diferencia. 

O indivíduo CEI/XXI_179 foi o que foi submetido a uma menor duração de queima (90 min) neste 

conjunto, apresentando uma coloração mais escura, e não demonstrando qualquer sinal de 

fluorescência (Figura 21). 

O indivíduo CEI/XXI_117, tendo sido sujeito a uma maior extensão de queima (150 min), tem uma 

coloração mais esbranquiçada, e apresenta fluorescência sendo possível observar todo o osso 

(Figura 21). 

Os indivíduos CEI/XXI_15 e CEI/XXI_85 apesar de terem sido sujeitos às mesmas de condições 

(temperatura e duração) responderam de forma diferente. O CEI/XXI_85 tem um tom branco-sujo, 

enquanto o CEI/XXI_15 tem uma coloração mais branco-azulada e apresenta fraturas relacionadas 

com o processo da queima. A nível de fluorescência, o CEI/XXI_15 teve uma resposta negativa, 

ao passo que o CEI/XXI_85 respondeu positivamente (ou seja, tem fluorescência). Estes resultados 

estão representados nas Figuras 22 e 23. 

 

Uma vez que os indivíduos CEI/XXI_15 e CEI/XXI_85 apresentavam resultados tão díspares, 

foram analisados posteriormente os seus restantes metatársicos, os ossos do tarso e ainda os 

metacárpicos e ossos do carpo. Como se pode observar pelas imagens das Figuras 24, 25, 26 e 27, 

os resultados mantiveram-se consistentes com o que havia sido observado anteriormente, todos os 

ossos do indivíduo CEI/XXI_85 apresentaram fluorescência e nenhum dos ossos do CEI/XXI_15 

emitiu fluorescência. 

 

 

 

 

Figura 20. Resultados de fluorescência dos primeiros metatársicos dos indivíduos CEI/XXI_91 (A), CEI/XXI_166 (B) e CEI/XXI_179 

(C). No Apêndice I encontram-se as imagens das amostras à luz normal e com escala. 
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Figura 21. Resultados de fluorescência dos indivíduos CEI/XXI_179 (A e B - primeiro e segundo metatársicos respetivamente) e 

CEI/XXI_117 (C). No Apêndice IV encontram-se as imagens das amostras à luz normal e com escala. 

 

Figura 22. Resultados de fluorescência do indivíduo CEI/XXI_85. A - Primeiro metatársico; B – Segundo metatársico; C – Terceiro 

metatársico; D – Quarto metatársico; E – Quinto metatársico; F – Navicular. No Apêndice IV encontram-se as imagens das amostras à 
luz normal e com escala. 

 

Figura 23. Resultados de fluorescência do indivíduo CEI/XXI_15. A - Primeiro metatársico; B – Segundo metatársico; C – Terceiro 

metatársico; D – Quarto metatársico; E – Quinto metatársico; F – Navicular. No Apêndice IV encontram-se as imagens das amostras à 
luz normal e com escala. 
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Figura 24. Resultados de fluorescência de ossos do tarso do indivíduo CEI/XXI_85. A - Calcâneo; B – Tálus; C – Cubóide; 

D – Cuneiforme I; E – Cuneiforme II; F – Cuneiforme III. No Apêndice IV encontram-se as imagens das amostras à luz 

normal e com escala. 
 

Figura 25. Resultados de fluorescência dos metacárpicos e de ossos do carpo do indivíduo CEI/XXI_85. A – Primeiro metacárpico; 
B – Segundo metacárpico; C – Terceiro metacárpico; D – Quarto metacárpico; E – Quinto metacárpico; F – Semilunar; G – Capitato; 

H – Pisiforme; I – Unciforme; J – Escafóide; K – Piramidal; L – Trapezóide. No Apêndice IV encontram-se as imagens das amostras 

à luz normal e com escala. 
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 Figura 27. Resultados de fluorescência dos metacárpicos e de ossos do carpo do indivíduo CEI/XXI_15. A – Primeiro metacárpico; 
B – Segundo metacárpico; C – Terceiro metacárpico; D – Quarto metacárpico; E – Quinto metacárpico; F – Capitato; G – Semilunar; 

H – Escafóide; I – Piramidal; J – Pisiforme; K – Trapezóide; L – Unciforme. No Apêndice IV encontram-se as imagens das amostras 

à luz normal e com escala. 

Figura 26. Resultados de fluorescência dos ossos do tarso do indivíduo CEI/XXI_15. A – Tálus; B – Calcâneo; C – Cubóide; 

D – Navicular; E – Cuneiforme I; F – Cuneiforme III; No Apêndice IV encontram-se as imagens das amostras à luz normal e 

com escala. 
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Para os indivíduos CEI/XXI_91, CEI/XXI_161, CEI/XXI_162 e CEI/XXI_188 avaliou-se a influência 

da temperatura, tendo para isso estes esqueletos sido sujeitos à mesma extensão de queima (~120 min). 

O CEI/XXI_162 foi o indivíduo submetido à temperatura mais elevada (1100 °C) e não apresentou 

resposta de fluorescência para nenhum dos ossos analisados (Figura 28). Por sua vez, o CEI/XXI_161 

submetido a uma temperatura 100 °C inferior ao indivíduo anterior apresentou fluorescência, contudo 

os terceiro e quarto metatársicos quase não tiveram fluorescência (apenas uns pontos de fluorescência 

nas extremidades). A falange tem uma resposta menos intensa que os primeiro, segundo e quinto 

metatársicos, mas mais intensa que os terceiro e quarto metatársicos. A patela deste indivíduo também 

apresentou fluorescência (Figura 29). 

O indivíduo CEI/XXI_91 foi queimado a 900 °C e não apresentou fluorescência em nenhum dos seus 

ossos aqui analisados (Figura 30). Anteriormente já tinha sido analisado o primeiro metatársico deste 

indivíduo, verificando-se assim ausência de fluorescência em mais ossos deste esqueleto. Para o 

indivíduo CEI/XXI_188 analisaram-se inicialmente os cinco metatársicos e uma falange proximal (pé), 

como para os restantes indivíduos deste grupo, os quais não demonstraram ter sinal de fluorescência. 

Contudo, o navicular deste esqueleto apresentou alguma fluorescência, essencialmente a nível dos 

rebordos da faceta que articula com o tálus. Tendo em conta este resultado foram também analisados o 

calcâneo, o tálus e os cuneiformes (I, II e III). Como se pode observar pela Figura 31, o calcâneo teve 

fluorescência, assim como os cuneiformes I e III, apesar de menos intensa; o tálus e o cuneiforme II não 

tiveram fluorescência. 

Relativamente aos cenários construídos para simular potenciais circunstâncias reais, os resultados foram 

concordantes com as análises previamente realizadas de forma individual a cada amostra (Figura 32). 

No Cenário A o ONH_6 apresentou fluorescência intensa, destacando-se do restante material; o 

CEI/XXI_166 demonstrou, tal como anteriormente, fluorescência contudo esta é muito menos intensa 

que a do ONH_6; os metais e a extremidade do rádio do CC_NI_28 não mostraram fluorescência. É 

ainda possível observar que o metal 1, ao encontrar-se posicionado em cima da diáfise do metatársico 

(CEI/XXI_166), impede que se observe a resposta de fluorescência deste osso nessa região. 

No Cenário B não se observou qualquer resposta de fluorescência. As amostras que compõem este 

quadro não apresentavam fluorescência aquando da sua análise individual e continuaram a mostrar a 

mesma resposta nesta situação. 

O ONH_1, presente no Cenário C, demonstrou uma fluorescência bastante intensa, de tal modo que 

permitiu observar outros elementos da cena, como é o caso do CEI/XXI_15 apesar de este anteriormente 

não ter demonstrado ter fluorescência. Além do ONH_1, também o CEI/XXI_85 apresentou uma 

resposta de fluorescência, contudo é menos acentuada em comparação com este. 

O Cenário D foi construído para verificar se o facto de ser possível observar o CEI/XXI_15 se tratava 

apenas de um artefacto devido à intensa resposta do ONH_1. Como esperado, neste cenário apenas foi 

visível o CEI/XXI_85. No entanto, a posição do metal 1 sobre uma parte da diáfise deste osso não 

permite observar resposta de fluorescência do osso nessa zona. 
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Figura 28. Resultados de fluorescência do indivíduo CEI/XXI_162. A – Primeiro metatársico; B – Segundo metatársico; C – Terceiro 
metatársico; D – Quarto metatársico; E – Quinto metatársico; F – Patela; G – Falange proximal (pé). No Apêndice IV encontram-se as 

imagens das amostras à luz normal e com escala. 

  

Figura 29. Resultados de fluorescência do indivíduo CEI/XXI_161. A – Primeiro metatársico; B – Segundo metatársico; C – Terceiro 

metatársico; D – Quarto metatársico; E – Quinto metatársico; F – Patela; G – Falange proximal (pé). No Apêndice IV encontram-se as 

imagens das amostras à luz normal e com escala. 
 

Figura 30. Resultados de fluorescência do indivíduo CEI/XXI_91. A – Primeiro metatársico; B – Segundo metatársico; C – Terceiro 

metatársico; D – Quarto metatársico; E – Quinto metatársico; F – Navicular; G – Falange proximal (pé). No Apêndice IV encontram-se 
as imagens das amostras à luz normal e com escala. 
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Figura 32. Resultados de fluorescência nos cenários construídos para simular eventuais 

situações reais. No Apêndice IV encontram-se as imagens das amostras à luz normal.  
 

 

Figura 31. Resultados de fluorescência do indivíduo CEI/XXI_188. A – Primeiro metatársico; B – Segundo metatársico; C – Terceiro metatársico; 

D – Quarto metatársico; E – Quinto metatársico; F- Calcâneo; G – Navicular; H – Cuneiforme I; I – Tálus; J – Cubóide; K – Cuneiforme II; L – 
Falange proximal (pé); M – Cuneiforme III. No Apêndice IV encontram-se as imagens das amostras à luz normal e com escala. 
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3.3. Ensaios de Espectrometria de Fluorescência 

Ossos não-humanos com alterações térmico-induzidas 

Os espectros das amostras ONH_1 a ONH_9 apresentaram um pico que surgiu entre os 550 nm e 

os 650 nm (Figura 33). A intensidade destes picos foi elevada e semelhante entre as várias amostras, 

destacando-se no entanto o espectro do ONH_4 com valores bastante superiores (cerca de 54 000 

contagens). O espectro correspondente ao ONH_6 é o que apresenta um pico menos intenso (perto 

das 20 000 contagens), neste grupo de amostras. 

Por outro lado, as amostras OAMM-1 e OAMM-13 apresentaram espectros sem qualquer pico, ou 

seja, não foi detetada uma resposta de fluorescência (Figura 34).  

 

Materiais não-ósseos com alterações térmico-induzidas 

Os espectros apresentados pelos materiais recolhidos do incêndio da caravana (i.e., metais, tecidos 

e outros materiais) foram semelhantes entre si, não se observando resposta de fluorescência em 

nenhum caso (Figura 35). 

 

Ossos humanos com alterações térmico-induzidas 

Os resultados relativamente às amostras de natureza humana encontram-se descritos a nível de cada 

indivíduo.  

Os fragmentos ósseos do CC_NI_28 apresentaram espectros sem picos de fluorescência, sendo 

muito semelhantes entre si (Figura 36). Também os fragmentos de crânio pertencentes a indivíduos 

do Neolítico registaram espectros sem qualquer pico de fluorescência (Figura 37). 

Os espectros das peças ósseas dos indivíduos CEI/XXI_162, CEI/XXI_91, CEI/XXI_15 e 

CEI/XXI_179 foram semelhantes entre si, não apresentando nenhum pico que indicasse a presença 

de fluorescência (Figuras 38 a 44). No caso do indivíduo CEI/XXI_91 foi também analisado o 

primeiro metatársico esquerdo, o qual não foi queimado, que também não registou fluorescência. 

Por outro lado, as amostras dos indivíduos CEI/XXI_166, CEI/XXI_117, CEI/XXI_161 e 

CEI/XXI_85 registaram picos que sugerem a presença de fluorescência.  

O indivíduo CEI/XXI_166 apresentou um espectro com um pico entre os 520 nm e os 680 nm 

(Figura 45). No espectro do CEI/XXI_117 surgiu um pico não muito intenso (cerca de 15 000 

contagens) para o intervalo 550 nm – 650 nm (Figura 46). Nas peças ósseas do CEI/XXI_161 

observaram-se ligeiros picos para os comprimentos de onda 550 nm – 600 nm, sendo estes mais 

intensos para o segundo e para o quinto metatársicos (Figura 47). No caso do indivíduo 

CEI/XXI_85 todos os elementos ósseos analisados apresentaram espectros com um pico entre os 

550 nm e os 650 nm, destacando-se o primeiro metatársico como a amostra com valores mais 

elevados (cerca de 25 000 contagens). Como se pode observar nas Figuras 48 a 51, de modo geral 

os ossos do carpo e metacarpo apresentaram valores mais baixos em comparação com os ossos do 

tarso e metatarso do mesmo indivíduo. 
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 Figura 33. Espectros das amostras ONH_1 a ONH_9, obtidos por espectrometria de fluorescência. 
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No caso do indivíduo CEI/XXI_188, não surgiu nenhum pico que indicasse a presença de 

fluorescência nos espectros dos cinco metatársicos. Contudo, o espectro correspondente ao cubóide 

registou valores ligeiramente superiores no intervalo 550 nm – 600 nm, assim como nos espectros 

do cuneiforme I, do cuneiforme III e da falange (pé). O navicular foi a peça óssea deste indivíduo 

que apresentou maior fluorescência, no entanto são valores muito baixos, comparando com as 

restantes amostras deste esqueleto (Figuras 52 e 53). 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34. Espectros das amostras OAMM-1 e OAMM-13, obtidos por espectrometria de fluorescência. 
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Figura 35. Espectros das amostras de natureza não-esquelética, obtidos por espectrometria de fluorescência. 
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Figura 36. Espectros dos fragmentos ósseos do indivíduo CC_NI_28, obtidos por espectrometria de fluorescência. 

 

Figura 37. Espectros dos fragmentos de crânio do Neolítico, obtidos por espectrometria de fluorescência. 
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Figura 38. Espectros das peças ósseas do indivíduo CEI/XXI_162, obtidos por espectrometria de fluorescência. 
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Figura 39. Espectros das peças ósseas do indivíduo CEI/XXI_91, incluindo o primeiro metatársico esquerdo, o qual não foi 

queimado, obtidos por espectrometria de fluorescência. 
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Figura 40. Espectros das peças ósseas do indivíduo CEI/XXI_179, obtidos por espectrometria de fluorescência. 

 

Figura 41. Espectros dos metatársicos do indivíduo CEI/XXI_15, obtidos por espectrometria de fluorescência. 
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Figura 42. Espectros dos ossos do tarso do indivíduo CEI/XXI_15, obtidos por espectrometria de fluorescência. 
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Figura 43. Espectros dos metacárpicos do indivíduo CEI/XXI_15, obtidos por espectrometria de fluorescência. 
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Figura 44. Espectros dos ossos do carpo do indivíduo CEI/XXI_15, obtidos por espectrometria de fluorescência. 
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Figura 45. Espectro do primeiro metatársico do indivíduo CEI/XXI_166, obtido 

por espectrometria de fluorescência. 

 

Figura 46. Espectro do primeiro metatársico do indivíduo CEI/XXI_117, 
obtido por espectrometria de fluorescência. 
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Figura 47. Espectros das peças ósseas do indivíduo CEI/XXI_161, obtidos por espectrometria de fluorescência. 
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Figura 48. Espectros dos metatársicos do indivíduo CEI/XXI_85, obtidos por espectrometria de fluorescência. 
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Figura 49. Espectros dos ossos do tarso do indivíduo CEI/XXI_85, obtidos por espectrometria de fluorescência. 
 

 



        Where are the Bones? 

61 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 50. Espectros dos metacárpicos do indivíduo CEI/XXI_85, obtidos por espectrometria de fluorescência. 
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Figura 51. Espectros dos ossos do carpo do indivíduo CEI/XXI_85, obtidos por espectrometria de fluorescência. 
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Figura 52. Espectros dos metatársicos, do tálus, do calcâneo e do cubóide do indivíduo CEI/XXI_188, obtidos por 

espectrometria de fluorescência. 
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Figura 53. Espectros de ossos do tarso (cuneiforme I, cuneiforme II, cuneiforme III e navicular) e de uma falange do pé 

do indivíduo CEI/XXI_188, obtidos por espectrometria de fluorescência. 

 



        Where are the Bones? 

65 

 

3.4. Ensaios de Espectroscopia de Fluorescência Induzida por Laser (LIF) 

3.4.1. Ensaios com ossos não-humanos queimados 

Os espectros obtidos para as amostras de natureza não-humana encontram-se nas Figuras 54, 55 e 56. 

Na amostra ONH_1 observou-se um pequeno pico entre os 450 nm e os 500 nm, adjacente ao pico dos 

440 nm (o qual corresponde à radiação emitida pelo laser). Observou-se um resultado muito semelhante 

para o ONH_7. 

No caso do ONH_3 registou-se um pico que se estende entre os 500 nm e os 600 nm, o qual apresentou 

uma baixa intensidade (~ 6 000 contagens). 

O ONH_4 demonstrou um pico amplo e de elevada intensidade (~ 25 000 contagens) entre os 500 nm e 

os 600 nm. 

No caso do ONH_5 observou-se um alargamento da base do pico nos 440 nm e um pico amplo entre os 

500 nm e os 600 nm.  

Para as amostras ONH_2, ONH_6, ONH_8 e ONH_9 observou-se apenas um alargamento da base do 

pico correspondente ao laser. 

Relativamente à amostra OAMM-13, registou-se apenas um alargamento da base do pico dos 440 nm. 

 

 

3.4.2. Ensaios com ossos humanos queimados 

Os resultados das amostras de natureza humana foram relativamente semelhantes entre si. 

Os fragmentos de rádio e de crânio do indivíduo CC_NI_28 registaram apenas um alargamento da base 

do pico a 440 nm (Figura 57). 

Os primeiros metatársicos dos indivíduos CEI/XXI_166, CEI/XX_179 e CEI/XXI_117 apresentaram 

todos um pequeno pico adjacente ao pico dos 440 nm (Figura 58).  

No caso do indivíduo CEI/XXI_85 registaram-se espectros muito idênticos entre o primeiro metatársico 

e o primeiro metacárpico, com um pequeno pico adjacente ao pico dos 440 nm; e entre o navicular e o 

escafóide, com um alargamento da base do pico a 440 nm (Figura 59). 

Também se registou esta semelhança de resultados para as peças ósseas do indivíduo CEI/XXI_15. O 

primeiro metatársico e o primeiro metacárpico apresentaram um espectro com um ligeiro pico adjacente 

ao pico dos 440 nm; e os espectros do navicular e do escafóide apresentaram um alargamento da base 

deste mesmo pico (Figura 60). 

Para o primeiro metatársico do CEI/XXI_162 observou-se um ligeiro pico adjacente ao pico do laser, 

enquanto o espectro da patela não registou qualquer alteração (Figura 61). 

As peças analisadas do CEI/XXI_188 demonstraram ter espectros idênticos, surgindo apenas pequenos 

alargamentos da base do pico a 440 nm, como se pode ver na Figura 61. 

O CEI/XXI_161 apresentou espectros muito semelhantes entre as três peças analisadas. É possível 

observar a presença de picos adjacentes ao pico dos 440 nm, sendo o do terceiro metatársico menos 

intenso que o dos restantes ossos (Figura 62). 
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Por fim, para o primeiro metatársico do CEI/XXI_91 registou-se um pico adjacente ao pico dos 440 nm 

e para o navicular observou-se um alargamento da base do mesmo pico, como se demonstra na Figura 63. 
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Figura 54. Espectros obtidos por LIF das amostras de natureza não-humana ONH_1, ONH_2, ONH_3 e ONH_4. 
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Figura 55. Espectros obtidos por LIF das amostras de natureza não-humana ONH_5, ONH_6, ONH_7 e ONH_8. 
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Figura 56. Espectros das amostras de natureza não-humana ONH_9 e OAMM-13 obtidos por LIF. 
  

Figura 57. Espectros dos fragmentos de rádio e de crânio (órbita) do indivíduo CC_NI_28 obtidos por LIF. 
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Figura 58. Espectros dos indivíduos CEI/XXI_166, CEI/XXI_179 e CEI_117 obtidos por LIF. 
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 Figura 59. Espectros do indivíduo CEI/XXI_85 (primeiro metatársico, navicular, primeiro metacárpico e escafóide) obtidos por LIF. 
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Figura 60. Espectros do indivíduo CEI/XXI_15 (primeiro metatársico, navicular, primeiro metacárpico e escafóide) obtidos por LIF. 
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Figura 61. Espectros dos indivíduos CEI/XXI_162 (primeiro metatársico e patela) e CEI/XXI_188 (primeiro metatársico e navicular) obtidos por LIF. 
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 Figura 62. Espectros do indivíduo CEI/XXI_161 (primeiro metatársico, terceiro metatársico e patela) obtidos por LIF. 
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Figura 63. Espectros do indivíduo CEI/XXI_91 (primeiro metatársico e patela) obtidos por LIF. 
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3.4.3. Ensaios com materiais não-ósseos queimados  

Os espectros relativos ao material não-esquelético não apresentaram alterações (Figura 64), surgindo 

apenas um pico nos 440 nm, o qual diz respeito à radiação emitida pelo próprio laser. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 64. Espectros do material não-esquelético (metal, tecido e outros materiais) obtidos por LIF. 
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3.4.4. Classificação das amostras com base na emissão de fluorescência 

Assinala-se desde já que o número de amostras é pequeno e que as amostras estão distribuídas de forma 

muito assimétrica pelas classes, além de que o número de parâmetros também é reduzido. Assim, trata-

se de uma análise totalmente exploratória que serve apenas para aferir o potencial de utilizar a emissão 

de fluorescência após excitação a 440 nm para distinguir e classificar este tipo de amostras. 

Por inspeção visual da Figura 65 observa-se que nenhum índice é, por si só, capaz de identificar uma 

classe, constatando-se que as classes 1 e 3 são indistinguíveis para o índice n1. Todas as instâncias destas 

duas classes apresentam valores de n1 inferiores a 1.04. A classe 4 cobre praticamente toda a gama de 

valores de n1. O índice n2 observa-se ser ainda menos discriminativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Correndo o classificador, conclui-se que apenas 54.84% das instâncias (17 amostras) foram classificadas 

nas classes que lhe tinham sido atribuídas. É um resultado insuficiente, mas superior do que seria obtido 

se distribuíssemos aleatoriamente as amostras pelas classes. Isto mostra que os índices utilizados contêm 

alguma informação que pode ser usada para classificar as amostras de acordo com os critérios que foram 

usados para as agrupar. 

 

A matriz de confusão produzida pelo classificador encontra-se na Tabela 8. Verifica-se que nenhuma 

amostra foi classificada na classe 3. Ou seja, para o classificador, e tendo em conta a informação contida 

nos índices de fluorescência, existem apenas três classes. Os elementos que tinham sido agrupados na 

classe 3 (Metal, Tecido, Outros materiais) foram classificados juntamente com outras amostras. 

Figura 65. Distribuição dos índices n1 e n2, assim como das instâncias pelas quatro classes. 
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Verifica-se também que as amostras agrupadas nas classes 1 e 2 são praticamente indistinguíveis: de um 

total de 18 amostras nas duas classes, o classificador classificou 15 na mesma classe (classe 1). 

 

  

a b c d Classificação 

8 2 0 0 a = 1 

7 1 0 1 b = 2 

0 1 0 2 c = 3 

0 1 0 8 d = 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 8. Matriz de confusão do classificador. 
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4 | Discussão 

 

4.1. Refletância 

As amostras em estudo revelam valores de refletância na zona do visível do espectro eletromagnético, 

ou seja, para comprimentos de onda entre os 400 nm e os 700 nm. 

Relativamente às amostras correspondentes aos primeiros metatársicos dos indivíduos da CEI/XXI do 

LAF-UC (CEI/XXI_91, CEI/XXI_166 e CEI/XXI_179), os resultados apresentados refletem as 

condições a que estes ossos foram submetidos. Isto é, a combinação da temperatura (700°C) com o 

tempo de duração da queima (90 minutos) do indivíduo CEI/XXI_179 originou uma alteração na 

coloração do osso, de modo que este apresenta uma cor mais escura, o que faz com que haja mais 

radiação a ser absorvida pela amostra do que a ser refletida. Por outro lado, o CEI/XXI_91, submetido 

a uma temperatura mais elevada (900°C), resultou numa alteração da coloração do osso tornando-o 

branco, o que permite que reflita grande parte da radiação incidente. 

As amostras ósseas provenientes do mesmo indivíduo (os fragmentos de úmero, rádio, clavícula e crânio 

do CC_NI_28) revelam valores de refletância relativamente baixos quando comparados com as amostras 

referidas anteriormente, o que poderá ser explicado pelas condições extremas de queima a que este 

indivíduo foi sujeito (temperatura de ~1000°C e durante cerca de 25 minutos). 

Quanto aos materiais que se podem confundir com ossos queimados, os valores de refletância são 

bastante baixos. Contudo, não se observa nenhuma alteração relevante a nível de picos de refletância ou 

ausência de refletância para determinados valores de comprimento de onda que permita uma distinção 

entre estes materiais (metal, tecido, etc.) e fragmentos ósseos.  

Em relação aos fragmentos de ossos do período Neolítico, uma vez que o intervalo decorrido desde a 

morte é muito superior nestas amostras, poderia existir alguma diferença na resposta que permitisse a 

sua distinção em relação às amostras mais recentes, no entanto, isso não se verificou. Aliás, apesar de 

ambas as amostras do Neolítico serem do mesmo tipo de osso (crânio), os valores de refletância foram 

muito distintos. 

Por fim, as amostras de osso não-humano demonstraram refletância para o intervalo de comprimento de 

onda dos 400 nm aos 700 nm, tal como as amostras ósseas de natureza humana. Contudo, os valores são 

baixos. 

Conclui-se, assim, que todos os gráficos de refletância exibem valores praticamente constantes na região 

espectral entre os 450 nm e os 800 nm, apesar de Reidsma et al. (2016) terem constatado não ser possível 



Discussão  

 

81 

 

realizar este tipo de análise. No entanto, há que salvaguardar que estes autores utilizaram no seu estudo 

ossos não-humanos calcinados em condições redutoras (i.e., sem oxigénio), podendo assim ser esta a 

causa da diferença entre os resultados alcançados. 

Uma vez que a única variação entre amostras diz respeito ao próprio valor da refletância, fazer a 

discriminação entre ossos e outros materiais com base nesta propriedade ótica é um processo pouco 

robusto. Além disso, a geometria da amostra tem um forte impacto na quantidade de luz que é refletida 

na direção da sonda de fibra ótica que capta essa luz. A única forma de se obter uma medição da 

refletância independente da morfologia da amostra seria colocá-la numa esfera integradora. Deste modo, 

poder-se-ia captar a totalidade da luz refletida pela amostra (quer a componente especular, quer a 

componente difusa). No entanto, este tipo de medição não é aplicável numa análise em campo, como se 

pretende que o seja. 

 

 

4.2. Fluorescência 

Segundo Harbeck et al. (2011) e Gallant (2013) é possível observar fluorescência em ossos de natureza 

não-humana quando estes são iluminados com luz UV. Apesar de a fonte luminosa utilizada no projeto 

aqui apresentado não ser a mesma, demonstra-se ser também possível observar fluorescência em 

algumas amostras deste tipo sob luz a 450 nm e utilizando dois filtros amarelos passa-alto. 

No caso específico das amostras OAMM-1 e OAMM-13, o facto de terem apresentado uma resposta 

negativa a nível de fluorescência poderá ser devido às extremas condições de queima a que foram 

submetidas. Numa situação de ação térmica observam-se alterações da microestrutura dos ossos, 

especialmente a nível do tamanho dos cristais de hidroxiapatite e dos canais de Havers (Absolonova et 

al., 2012). Devido ao aumento da temperatura ocorre um aumento do tamanho dos cristais de 

hidroxiapatite, levando a uma reorganização dos mesmos (Thompson et al., 2013). 

Assim, estes dois fragmentos ao serem queimados a 900°C durante cerca de 2h terão, possivelmente, 

sofrido um rearranjo dos cristais de hidroxiapatite de forma a comprometer a integridade da estrutura 

óssea, impedindo deste modo uma resposta a nível de fluorescência. O facto de não surgirem alterações 

nos espectros de fluorescência destes dois ossos parece corroborar esta hipótese de não existir 

efetivamente fluorescência. No entanto, através da espectroscopia de fluorescência induzida por laser é 

possível observar-se um pequeno alargamento da base do pico a 440 nm, o que pode indicar existir ainda 

alguma fluorescência neste comprimento de onda, mas que não é detetável com a câmara devido aos 

filtros usados e também à sua baixa intensidade. De referir que sempre que ao adquirir um espectro se 

deteta apenas a região final de uma banda de fluorescência (a região de maiores comprimentos de onda), 

tal significa que, apesar de se ter conseguido ainda excitar a emissão de fluorescência, não foi feito com 

o comprimento de onda mais eficiente. Deveria ter sido usado um comprimento de onda menor. 
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Por outro lado, a fluorescência das restantes amostras não-humanas (ONH_1 a ONH_9) foi bastante 

intensa, o que se pensou ser um artefacto explicado pelo processo de limpeza, no qual foi usado 

detergente. Mesmo a fluorescência com luz UV reportada nas publicações de Harbeck et al. (2011) e 

Gallant (2013) não tem uma expressão tão intensa como os resultados obtidos neste projeto. Ensaios 

realizados apenas ao detergente utilizado no processo de limpeza não mostraram que este tivesse 

fluorescência por si só, no entanto, há que admitir a possibilidade de que uma reação química poder 

levar à formação de moléculas com propriedades de fluorescência. Assim, teria sido pertinente realizar 

novos ensaios com amostras queimadas de natureza não-humana que não tivessem sido lavadas com 

detergente, contudo não o foi possível durante o decorrer deste projeto. 

A intensa fluorescência das amostras ONH_1 a ONH_9 observada nas imagens registou-se também nos 

resultados por espectrometria de fluorescência. Neste grupo de amostras, o ONH_3 e o ONH_4 foram 

os que demonstraram uma resposta mais intensa (nas imagens), o que foi efetivamente corroborado 

pelos seus espectros.  

Quanto aos resultados obtidos por LIF observa-se que para as amostras ONH_3, ONH_4 e ONH_5 

existe uma alteração nos espectros para o intervalo 500 nm – 600 nm que indica a presença de 

fluorescência, corroborando assim os resultados anteriores. No entanto, seria de esperar maior 

intensidade no caso das amostras ONH_3 e ONH_5. No caso do ONH_4 é a amostra não-humana que 

apresenta maior intensidade, resultado também obtido com as restantes metodologias. 

 

Como seria esperado, os materiais com alterações térmico-induzidas (metal, tecido e outros) não 

apresentam fluorescência, pois não contêm na sua composição qualquer componente com propriedades 

de fluorescência. As condições de temperatura, para estas amostras, foram bastante elevadas (1000 °C) 

e a extensão de queima foi consideravelmente curta (25 min). No entanto, será plausível afirmar que os 

resultados obtidos serão válidos para amostras desta natureza submetidas a outras circunstâncias de 

queima, uma vez que este tipo de material é inerte em termos de fluorescência. Ressalvando, no entanto, 

que no caso dos tecidos, o tipo de fibras que os compõem e os compostos de tingimento podem alterar 

esta resposta. As outras metodologias confirmam a ausência de fluorescência não registando alterações 

nos respetivos espectros.  

 

Em relação às amostras de natureza humana os resultados obtidos foram bastante heterogéneos e 

dificultaram a definição de uma relação entre a presença/ausência de fluorescência e as condições de 

queima. 

No caso concreto do CC_NI_28, como já referido anteriormente, a queima foi realizada em condições 

muito extremas levando a uma elevada fragmentação dos seus ossos. Nestas condições é passível de se 

considerar que os cristais de hidroxiapatite tenham sofrido alterações de forma muito abrupta 

danificando a estrutura óssea interna. A ausência de fluorescência nestes ossos é corroborada pelos 

resultados obtidos por espectrometria de fluorescência, não se tendo registado picos nos espectros. 
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Através de espectroscopia de fluorescência induzida por laser observa-se um pequeno alargamento do 

pico a 440 nm, indicando possivelmente alguma fluorescência nesta zona. 

Krap et. al. (2017) reportaram que para amostras queimadas em ar (i.e., sem tecido adiposo) a 1000 °C 

por 30 min existe fluorescência, contudo é uma resposta fraca.. Apesar de a diferença nestes dois casos 

ser apenas de cinco minutos pode ser suficiente para que ocorra um rearranjo dos cristais de 

hidroxiapatite de forma mais gradual, o que leva a uma menor destruição da estrutura óssea e 

consequentemente ser possível detetar alguma fluorescência. 

 

Comparando os três primeiros metatársicos dos indivíduos CEI/XXI_91, CEI/XXI_166 e CEI/XXI_179 

a relação que parece existir é que a combinação de menor temperatura com maior duração de queima é 

mais favorável à deteção de fluorescência. 

Uma possível explicação para a ausência de fluorescência no indivíduo CEI/XXI_179 poderá ser a cor 

que este apresenta. A queima a 700°C por cerca de 90 min produziu claramente uma densidade muito 

elevada de espécies absorventes de luz como se comprova pela sua cor (coloração negra). Logo para um 

feixe com uma dada intensidade (ou seja, um certo número de fotões a chegar à amostra por unidade de 

tempo) o número de fotões disponíveis para excitar moléculas fluorescentes vai ser muito menor já que 

aumentou bastante a probabilidade de serem absorvidos por espécies não fluorescentes.  

Este resultado vai contra o observado por Krap et al. (2017), cujo trabalho reporta uma tendência para 

um aumento da intensidade de fluorescência com o aumento do tempo de exposição para amostras 

queimadas a 700°C e temperaturas superiores, tendo verificado uma resposta de fluorescência fraca para 

30 min de queima. Assim, seria expectável a presença de fluorescência para o CEI/XXI_179. 

Os resultados por espectrometria de fluorescência apoiam o observado com a câmara fotográfica (i.e., 

ausência de fluorescência). No entanto, a técnica de LIF sugere a existência de alguma fluorescência 

para o intervalo 440 nm – 500 nm, a qual estaria a ser bloqueada pelos filtros nas outras metodologias. 

Para o CEI/XXI_91 a explicação mais plausível encontrada para a ausência de fluorescência reside nas 

condições de queima, em que a elevada temperatura (900°C) durante 118 min terá condicionado a 

reorganização dos cristais de hidroxiapatite e comprometido a microestrutura óssea.  

O antímero deste osso, o qual não foi submetido ao processo de queima, foi analisado e observou-se 

fluorescência do mesmo, apesar de esta não ser uma resposta uniforme (devido às alterações tafonómicas 

apresenta algumas manchas negras, as quais impedem a emissão de fluorescência nesses locais 

[Apêndice IV]). Uma vez que o antímero não queimado apresenta fluorescência, podemos concluir que, 

muito possivelmente, a resposta negativa do CEI/XXI_91 dever-se-á exclusivamente às alterações 

provocadas pelo processo de queima.  

O resultado por espectrometria de fluorescência também não sugere a existência de fluorescência para 

este indivíduo, mas aparece um pico adjacente ao pico dos 440 nm no espectro obtido por LIF. 

Ao contrário dos indivíduos anteriores, o CEI/XXI_166 apresentou fluorescência apesar de ter sofrido 

uma maior extensão de queima (239 min) e uma menor temperatura. Possivelmente estas condições 
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terão sido ideais para que os cristais de hidroxiapatite se conseguissem reorganizar de forma lenta, não 

provocando ruturas na estrutura do osso, e deste modo permitir que este continuasse a responder a nível 

de fluorescência. O espectro obtido por espectrometria de fluorescência mostra um pico entre os 520 nm 

– 680 nm, consistente com este resultado. No caso do espectro obtido por LIF, o pico de fluorescência 

surge adjacente ao pico a 440 nm, contrariamente ao que seria esperado tendo em conta os resultados 

anteriores (esperava-se que o pico aparecesse na zona dos 500 nm – 600 nm). 

 

A relação retirada a partir destas três amostras é no entanto pouco robusta, pois existem dois fatores 

diferentes entre todas elas. Assim, procurou-se diminuir as variáveis em análise selecionando indivíduos 

queimados à mesma temperatura, de modo a identificar a relação entre a duração do processo de queima 

e a resposta de fluorescência.  

Considerando as amostras usadas, o que se pode concluir é que os indivíduos submetidos a maiores 

tempos de queima foram os que apresentaram emissões de fluorescência mais intensas. 

Analisando os resultados para os indivíduos CEI/XXI_179, CEI/XXI_117 e CEI/XXI_85 parece 

observar-se uma tendência para a existência de fluorescência quanto mais longa tenha sido a queima, 

considerando que esta decorreu a 700°C. O trabalho de Krap et al. (2017) suporta esta observação, 

reportando uma tendência para um aumento da intensidade de fluorescência com o aumento do tempo 

de exposição para queimas a 700°C e a temperaturas superiores. 

No entanto, quando se atenta aos resultados do CEI/XXI_15 essa relação é questionada. Tendo em conta 

que estes dois últimos indivíduos (CEI/XXI_85 e CEI/XXI_15) foram submetidos exatamente às 

mesmas condições do processo de queima esta situação torna-se ainda mais curiosa. Apesar de terem 

sido analisados vários ossos de cada um destes indivíduos (incluído ossos do carpo e metacarpo) e de 

os ensaios terem sido repetidos, os resultados mantiveram-se. Ou seja, não se tratou de nenhum erro de 

procedimento durante os ensaios realizados, nem é um artefacto resultante da posição do corpo 

relativamente à fonte de calor (todos os ossos foram queimados numa mufla sendo a queima realizada 

uniformemente). Deste modo, a explicação para tais resultados estará relacionada com características 

individuais. De acordo com a informação que foi possível recolher sobre estes dois esqueletos sabe-se 

que tanto a idade à morte como o PMI diferem ambos em apenas 1 ano entre os dois indivíduos, que as 

condições de enterramento foram semelhantes e que pertencem a sexos opostos (o CEI/XXI_15 é do 

sexo masculino, enquanto o CEI/XXI_85 é do sexo feminino). Uma vez que o sexo não é fator suficiente 

para explicar os resultados observados, a diferença entre eles residirá na presença de osteoporose 

verificada no CEI/XXI_85.  

A osteoporose é uma doença que se caracteriza por uma diminuição da densidade óssea, com aumento 

do risco de fratura. Apresenta uma maior prevalência no sexo feminino, especialmente, após os 50 – 55 

anos. Este grupo populacional é mais vulnerável ao surgimento de osteoporose devido à diminuição dos 

níveis de estrogénio que ocorre como consequência da menopausa (Gennari et al., 2005; Pietschmann 

et al., 2009). Assim, a ausência das propriedades antioxidantes do estrogénio resulta em situações de 
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stress oxidativo, que por sua vez levam a um aumento da quantidade de espécies reativas de oxigénio 

(ROS – Reactive Oxygen Species), as quais contribuem para a formação de AGEs (Advanced Glycation 

Endproducts). Estes últimos são compostos com propriedades de fluorescência (Hein, 2006; Saito e 

Marumo, 2010) e tendem a ligar-se a recetores específicos (RAGE – Receptor for Advanced Glycation 

Endproducts) que se encontram localizados em células ósseas (osteoclastos e osteoblastos), gerando 

mais espécies reativas de oxigénio. Deste modo, gera-se um mecanismo de feedback positivo que leva 

a um aumento da reabsorção óssea e a uma estagnação da formação óssea, amplificando-se o stress 

oxidativo nos ossos (Willett et al., 2014). Assim, poderá ser a presença destes compostos (AGEs) que 

origina uma resposta positiva de fluorescência neste indivíduo. Portanto, tendo em conta o CEI/XXI_15, 

depreende-se a partir desta situação que, para condições de queima a 700 °C durante 180 min, não seria 

de esperar fluorescência, mas a presença de osteoporose interfere no resultado.  

Neste âmbito, apesar de não ser o objetivo do estudo, pode-se afirmar que ao aplicar esta técnica é 

possível distinguir os ossos destes dois indivíduos, tendo em conta que os que apresentam resposta de 

fluorescência positiva pertencem ao indivíduo CEI/XXI_85 e os que não têm fluorescência pertencem 

ao indivíduo CEI/XXI_15. 

Os resultados obtidos por espectrometria de fluorescência apresentam-se coerentes com o observado nas 

imagens fotográficas, surgindo picos apenas nos espectros dos indivíduos CEI/XXI_117 e CEI/XXI_85 

para o intervalo 520 nm – 650 nm. Por outro lado, os espectros de LIF apresentam picos a 440 nm – 500 

nm, para todas as amostras, exceto no caso do CEI/XXI_15 em que apenas se observa um alargamento 

da base do pico a 440 nm. Tal como em amostras anteriores, uma vez que foi possível detetar 

fluorescência através da câmara fotográfica seria esperado que os picos aparecessem na zona dos 500 

nm – 600 nm. No caso do CEI/XXI_179, a fluorescência detetada por LIF estaria a ser bloqueada pelos 

filtros nas outras metodologias. 

 

No que concerne ao grupo constituído pelos indivíduos CEI/XXI_91, CEI/XXI_161, CEI/XXI_162 e 

CEI/XXI_188 a influência da temperatura na resposta de fluorescência foi pouco conclusiva. Apesar de 

inicialmente se poder inferir que, quando a queima decorre por cerca de 120 min, apenas existe 

fluorescência para uma temperatura de 1000ºC (CEI/XXI_161), ao analisar mais detalhadamente o 

indivíduo CEI/XXI_188 vemos que esta relação é inviabilizada. Krap et al. (2017) também reportam a 

existência de fluorescência, apesar de pouco intensa, para amostras queimadas a 1000°C durante 30 min 

e durante 150 min, semelhante ao que foi observado para o indivíduo CEI/XXI_161. 

O facto de não ser possível observar fluorescência no indivíduo CEIXXI_162 pode eventualmente ser 

explicado pela elevada temperatura de queima (1100ºC) em relação à duração da mesma, o que 

possivelmente causou alterações acentuadas na estrutura microscópica dos ossos. Apesar de fraca, Krap 

e colaboradores (2017) observaram fluorescência em amostras queimadas exatamente nas mesmas 

condições do indivíduo CEI/XXI_162. Existindo, no entanto, a diferença de estes autores terem 

analisado secções transversais, ao passo que aqui foram utilizados ossos completos. 
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Relativamente ao CEI/XXI_91 a ausência de fluorescência não era expectável, tendo em conta que o 

CEI/XXI_161, sujeito a uma temperatura superior, respondeu positivamente. Contudo, a resposta foi 

consistente entre as peças ósseas, uma vez que o primeiro metatársico tinha sido analisado previamente 

e a resposta tinha sido negativa. Para menor duração de queima (20 min e 30 min) que o CEI/XXI_91, 

Krap et al. (2017) reportaram existir uma fluorescência fraca. 

No CEI/XXI_188 não se observou uma resposta uniforme, isto é, nem todos os ossos do esqueleto 

apresentam fluorescência e, os que apresentam, não é a nível de todo o osso. Contudo, nas peças ósseas 

que responderam positivamente, a fluorescência surge essencialmente em zonas de osso compacto, 

como é o caso das facetas de articulação. Uma vez que o osso compacto é mais denso entende-se que a 

resposta se concentre nessas zonas. Krap et al. (2017) também reportam a presença de fluorescência 

para amostras cuja queima foi realizada a 450 °C, mas para um menor tempo de queima (30 min). 

Neste grupo de indivíduos os resultados obtidos por espectrometria de fluorescência corroboram o que 

se vê através das imagens registadas com a câmara fotográfica, ou seja, apenas surgem picos na zona 

dos 550 nm – 600 nm dos espectros do CEI/XXI_161 e em alguns dos espectros do CEI/XXI_188. 

A técnica de LIF permite observar manifestações de fluorescência em todos os indivíduos deste grupo, 

sendo menos acentuada para o CEI/XXI_188 (há apenas um alargamento da base do pico a 440 nm). 

Verificam-se as mesmas observações que em amostras anteriores, em que os resultados negativos para 

as outras metodologias podem ser devidos à utilização de filtros com comprimento de onda de corte a 

520 nm; e o aparecimento dos picos nas amostras com resultados positivos era esperado na zona dos 

500 nm – 600 nm (e não apenas nos 440 nm – 500 nm como se registou). 

 

 

Apesar da maioria dos resultados aqui apresentados estarem de acordo com o trabalho de Krap et al. 

(2017), há que ressalvar que existem algumas diferenças de metodologia. Além das amostras usadas por 

estes autores serem secções transversais (enquanto aqui foram usados os ossos completos/inteiros), os 

trabalhos diferem também no facto de os resultados aqui apresentados serem obtidos utilizando apenas 

determinados comprimentos de onda de excitação e de emissão, enquanto em Krap et al. (2017) os 

resultados são uma “média” dos ensaios realizados utilizando 11 combinações diferentes de ALS – 

filtros de longo passe. 

 

Os cenários construídos para simular potenciais circunstâncias reais, analisados através das imagens 

fotográficas, permitiram retirar quatro conclusões: (1) encontrando-se presentes ossos humanos e não-

humanos a sua resposta de fluorescência não será fator suficiente para a sua distinção. Apesar de se 

observar uma fluorescência mais intensa nos ossos não-humanos que nos ossos humanos (Cenário A), 

como já foi referido, neste caso, pode ser devido ao detergente usado na limpeza dos primeiros; (2) as 

características individuais dos esqueletos queimados têm influência na resposta a esta técnica pelo que, 

mesmo estando presentes ossos de indivíduos que sofreram a mesma ação térmica, um pode ser detetado 
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e o outro não (exemplo do cenário D); (3) a presença de material não-esquelético (não fluorescente) 

posicionado sobre material esquelético pode inviabilizar a recolha de peças ósseas com interesse forense, 

ao impedir que estas sejam detetadas através deste método; e (4) as condições de temperatura e de 

extensão de queima influenciam conjuntamente a resposta de fluorescência que se obtém com este 

método: no Cenário A, o fragmento de rádio do CC_NI_28 não foi observável, enquanto o CEI/XXI_166 

conseguiu ser detetado, apesar de este último ter sofrido uma maior extensão de queima; no caso do 

Cenário B, apesar de estarem presentes dois metatársicos foi impossível detetá-los, devido à ação 

térmica que sofreram, não sendo possível distingui-los do material não-esquelético presente. 

 

No que concerne à classificação das amostras com base na fluorescência utilizando os índices n1 e n2, os 

resultados evidenciam as limitações impostas pela dimensão da amostra. Note-se que os resultados 

também dependem da classificação de referência que foi feita tendo em conta o tipo de amostras. A 

conclusão que se pode retirar desta análise é que a emissão de fluorescência contém informação que 

pode ser utilizada para discriminar as amostras e que as técnicas de machine learning podem vir a ser 

empregues para classificar este tipo de amostras com base em parâmetros obtidos a partir dos espectros 

de fluorescência. Validar estes resultados implica obter uma amostra de maior dimensão e de menor 

variabilidade que permita construir classes bem definidas, as quais variem entre si por um número 

pequeno de fatores (por exemplo, apenas quatro classes definidas por dois valores de temperatura de 

queima e dois valores de tempo de queima), e que tenham aproximadamente o mesmo número de 

elementos (instâncias). 

 

Há ainda que salvaguardar que a morfologia das amostras influencia os resultados que se obtêm, 

especialmente na técnica de LIF, em que se verificou que, dependendo do posicionamento de cada osso, 

era possível registar tanto resultados positivos como negativos (i.e., podiam ou não surgir picos).  
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5 | Conclusões 

 

Sendo os cenários de desastre de massa uma realidade cada vez mais comum nos dias que vivemos, 

assim como a utilização de fogo para encobrir um crime ou desfazer-se de restos mortais, é deveras 

importante o desenvolvimento de estudos no âmbito dos ossos queimados. Com os avanços tecnológicos 

é também cada vez mais percetível que muita informação ainda pode ser obtida a partir de material 

esquelético com alterações térmico-induzidas. Para potencializar o máximo de informação nestes 

contextos é também necessário recolher o máximo de elementos esqueléticos no local. Neste sentido, a 

presente dissertação pretendeu estudar um possível método de deteção de ossos queimados, através das 

suas propriedades de refletância e de fluorescência. Foi demonstrado que a refletância é um processo 

pouco robusto para fazer a discriminação entre material esquelético queimado e outros materiais 

queimados presentes no meio. A refletância também demonstrou não ser muito útil na distinção entre 

material esquelético humano e não-humano.  

Por outro lado, a fluorescência mostrou resultados promissores na distinção de ossos queimados 

relativamente a materiais dos restantes destroços (metal, tecido e outros). Contudo permite a deteção 

tanto de material esquelético de natureza humana como não-humana, ou seja, com esta técnica não é 

possível distinguir entre ossos destas duas naturezas. Uma desvantagem desta técnica é que se o material 

não-esquelético estiver sobreposto ao material esquelético pode inviabilizar a recolha de peças ósseas 

com interesse forense ao impedir que estas sejam detetadas. 

Através da análise de três primeiros metatársicos submetidos a diferentes condições de temperatura e 

duração de queima conclui-se que a deteção de fluorescência é mais favorável quando existe uma menor 

temperatura associada a uma maior duração de queima, possivelmente porque possibilita uma 

reorganização gradual dos cristais de hidroxiapatite permitindo, assim, manter a integridade da 

microestrutura óssea. 

Ensaios realizados em quatro esqueletos queimados a 700 °C durante diferentes períodos de tempo 

revelaram que é possível detetar fluorescência quando a queima ocorre por 150 min.  

Por outro lado, ensaios realizados em quatro esqueletos queimados por cerca de 120 min a diferentes 

temperaturas foram inconclusivos quanto ao efeito da temperatura na resposta de fluorescência. Isto é, 

detetou-se fluorescência para algumas amostras, mas não foi possível estabelecer uma relação entre estes 

fatores. 

Conclui-se ainda que, indivíduos que apresentem osteoporose conseguem ser detetados através de 

técnicas de fluorescência, possivelmente devido à presença de AGEs nos seus ossos. 



Conclusões 

 

90 

 

Assim, os ensaios realizados no âmbito da fluorescência permitiram observar que, apesar de vários 

resultados positivos, fatores como a combinação de temperatura e extensão da queima ou a existência 

patologias (nomeadamente, osteoporose) influenciam a presença/ausência de fluorescência.  

Os resultados obtidos por espectrometria de fluorescência permitiram complementar as observações de 

fluorescência das amostras registadas através das imagens fotográficas, possibilitando assim, ir além da 

dualidade presença/ausência de fluorescência. De modo geral, os espectros adquiridos com esta 

metodologia corroboram os resultados da primeira técnica. 

Com a realização de ensaios por LIF pretendia-se fornecer informação adicional, relativamente à 

fluorescência das amostras, a qual não era possível de obter com as metodologias anteriores. 

Comparando com os resultados obtidos através das imagens com a câmara fotográfica e por 

espectrometria de fluorescência, observam-se alguns aspetos concordantes, mas, também alguns um 

pouco incompatíveis. 

Na sua maioria, os resultados alcançados neste estudo foram coerentes com o trabalho de Krap et al. 

(2017), tendo no entanto a vantagem de terem sido utilizados ossos completos (ao invés de secções 

transversais), evitando-se, assim, a destruição de material esquelético, e demonstrando a sua potencial 

aplicabilidade em contexto de campo. Ao contrário de técnicas utilizadas por outros autores no âmbito 

do estudo dos ossos queimados, como SEM, difração de raios-X ou espectrometria de infravermelho, as 

metodologias aqui propostas não são destrutivas nem implicam profissionais especializados para a sua 

utilização, o que as torna vantajosas. 

Contudo, há que salvaguardar que a queima a que os indivíduos foram sujeitos neste estudo foi uma 

queima experimental, pelo que as condições não são completamente iguais aquando de uma situação 

real. A queima experimental foi realizada numa mufla, a qual permite que a temperatura seja controlada 

e que o efeito térmico seja uniforme para todos os ossos. Há que considerar que numa situação real a 

temperatura de queima sofre oscilações e não atinge todos os ossos de forma igual. Além de que os 

ossos em estudo foram queimados aquando secos, e numa situação real os ossos podem ainda estar 

frescos (sendo a queima a causa da morte ou ocorrendo logo após a morte), cobertos por tecidos moles 

e ainda possivelmente roupa, o que causa um efeito de proteção relativamente ao tecido ósseo de modo 

que a temperatura atingida nos ossos pode ser inferior à temperatura da queima em si. Por fim, a queima 

experimental ocorre por efeito da temperatura, ou seja, não existindo chama, a qual estará presente no 

caso de um cenário real de incêndio, por exemplo. 

É também importante referir que as peças ósseas selecionadas para análise foram essencialmente ossos 

das mãos e dos pés, as quais são de relativamente pequenas dimensões e por isso, mais facilmente 

negligenciadas e/ou confundidas com destroços. No entanto, talvez fosse de interesse académico realizar 

também ensaios com ossos/ fragmentos de maiores dimensões. Além disso, um aumento do tamanho da 

amostra eventualmente permitiria, em investigações futuras, retirar melhores relações entre a resposta 

de fluorescência e as condições de queima. 
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Sendo um dos objetivos deste trabalho aplicar as suas conclusões, especialmente, a cenários forenses 

reais, seria possivelmente também importante futuramente realizar mais ensaios com ossos submetidos 

a temperaturas mais semelhantes às que ocorrem em casos de incêndio (entre os 900°C e os 1200°C). 

Mesmo não conseguindo detetar todos os ossos com a metodologia proposta, esta pode ser muito útil, 

tendo sempre em consideração o facto de que não ser detetável através da metodologia não significa que 

não estejam presentes elementos de interesse forense, pois a “a ausência de evidência não é evidência 

de ausência”. 
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Apêndice I – Amostras com alterações térmico-induzidas analisadas no estudo da 

refletância 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 66. Primeiros metatársicos direitos de três indivíduos da Coleção de Esqueletos Identificados Século XXI do LAF-

UC (Ferreira et al., 2014).  

A – CEI/XXI_91: indivíduo do sexo feminino, 78 anos de idade à morte, cuja queima foi realizada em forno durante 118 

minutos à temperatura de 900°C (norma medial); B – CEI/XXI_166: indivíduo do sexo feminino, 81 anos de idade à morte, 

cuja queima foi realizada em forno durante 239 minutos à temperatura de 500°C (norma medial); C – CEI/XXI_179: 

indivíduo do sexo masculino, 86 anos de idade à morte, cuja queima foi realizada em forno durante 90 minutos à 

temperatura de 700°C (norma medial).   

Figura 67. Amostras de ossos humanos. A – Fragmento da diáfise de um úmero do CC_NI_28; B – Fragmento da extremidade 

proximal de um rádio do CC_NI_28; C – Fragmento da extremidade esternal de uma clavícula do CC_NI_28; D – Fragmento 

de crânio (zona superior da órbita) do CC_NI_28; E – Fragmento de crânio do CC_NI_28; F – Fragmento de crânio de um 

indivíduo do período Neolítico final; G – Fragmento de crânio de um indivíduo do período Neolítico final. 
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Figura 68. Amostras resultantes de um projeto no qual foi incendiada uma caravana contendo um esqueleto no seu interior. A e 

B – Pedaços de metal; C – Metal (agrafo); D e E – Pedaços de tecido; F e G – Fragmentos de materiais de natureza desconhecida. 

Figura 69. Amostras utilizadas para os ensaios com ossos não-humanos queimados. A – Fragmento de uma 

extremidade (epífise) de um osso longo de porco (OAMM-1); B – Fragmento de diáfise de um osso longo de porco 

(OAMM-13). Amostras provenientes do projeto de Matos (2017). 
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Apêndice II – Protocolo experimental  

Bloco de experiências 1  

Objetivo: Usar os padrões de refletância (99%, 75%, 50% e 2%) para obter as melhores condições de 

funcionamento. Verificar linearidade do instrumento. Familiarização com o software do espectrómetro.  

1. Selecionar o padrão de maior refletância (99%) e ajustar a iluminação e o tempo de exposição de 

modo a que não sature o detetor. Devido ao desempenho do espectrómetro em termos de linearidade, 

limitar o máximo de contagens a 80% da escala (ou seja, cerca de 52 000).  

2. Bloquear a iluminação (sem desligar a fonte de luz!) e adquirir um espectro nas condições de tempo 

de exposição definidas no ponto 1. Gravar como dark spectrum.  

3. Retirar o bloqueio da iluminação e adquirir um espectro nas condições de tempo de exposição 

definidas no ponto 1. Gravar espectro.  

4. Repetir o procedimento 3 para os restantes 3 padrões de refletância. Manter sempre as condições de 

tempo de exposição definidas no ponto 1.  

5. Repetir o procedimento 4, mas ajustando o tempo de exposição para cada padrão de refletância de 

modo a manter o máximo de contagens perto das 52000 contagens. Este procedimento implica que para 

cada padrão de refletância seja adquirido um dark spectrum (ponto 2) para o tempo de integração 

correspondente. 

No final destas medições deverão ter sido adquiridos 11 espectros: 

 

 

 

 

Dk_spectrum_Texp99 Dark Spectrum para as condições de tempo de exposição do padrão de 99% 

ReflSpec99_Texp99 
Espectro de refletância do padrão de 99% para as condições de tempo de 

exposição do padrão de 99% 

ReflSpec75_Texp99 
Espectro de refletância do padrão de 75% para as condições de tempo de 

exposição do padrão de 99% 

ReflSpec50_Texp99 
Espectro de refletância do padrão de 50% para as condições de tempo de 

exposição do padrão de 99% 

ReflSpec02_Texp99 
Espectro de refletância do padrão de 2% para as condições de tempo de 

exposição do padrão de 99% 

Dk_spectrum_Texp75 Dark Spectrum para as condições de tempo de exposição do padrão de 75%  

ReflSpec75_Texp75 
Espectro de refletância do padrão de 75% para as condições de tempo de 

exposição do padrão de 75% 

Dk_spectrum_Texp50 Dark Spectrum para as condições de tempo de exposição do padrão de 50% 

ReflSpec50_Texp50 
Espectro de refletância do padrão de 50% para as condições de tempo de 

exposição do padrão de 50% 

Dk_spectrum_Texp02 Dark Spectrum para as condições de tempo de exposição do padrão de 2% 

ReflSpec02_Texp02 
Espectro de refletância do padrão de 2% para as condições de tempo de 

exposição do padrão de 2% 
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A partir destes ficheiros é possível organizar quatro conjuntos de espectros: 

Espectros com tempo 

de exposição fixo e 

sem correção de fundo 

Espectros com tempo de 

exposição fixo e com correção 

de fundo 

Espectros com tempo de 

exposição variável e sem 

correção de fundo 

Espectros com tempo de 

exposição variável e com 

correção de fundo 

 ReflSpec99_Texp99 

 ReflSpec75_Texp99 

 ReflSpec50_Texp99 

 ReflSpec02_Texp99 

 ReflSpec99_Texp99- 

Dk_spectrum_Texp99  

 ReflSpec75_Texp99- 

Dk_spectrum_Texp99  

 ReflSpec50_Texp99- 

Dk_spectrum_Texp99 

 ReflSpec02_Texp99- 

Dk_spectrum_Texp99 

 ReflSpec99_Texp99  

 ReflSpec75_Texp75  

 ReflSpec50_Texp50  

 ReflSpec02_Texp02 

 ReflSpec99_Texp99 - 

Dk_spectrum_Texp99  

 ReflSpec75_Texp75 - 

Dk_spectrum_Texp75  

 ReflSpec50_Texp50 - 

Dk_spectrum_Texp50  

 ReflSpec02_Texp02 - 

Dk_spectrum_Texp02 

 

Nota: o software deve permitir fazer a correção de fundo (subtração dos espectros) bastando depois 

exportar os espectros corrigidos. 

Para cada um destes 4 conjuntos de espectros obter gráficos Intensidade vs. Refletância, para os 

comprimentos de onda 450 nm, 500 nm, 550, nm, 600 nm e 650 nm. Nos espectros com tempo de 

exposição variável há que corrigir o valor da intensidade (número de contagens) em função da variação 

de tempo de exposição. No total serão produzidos 20 gráficos (4 conjuntos de espectros x 5 

comprimentos de onda) cada um com 4 pontos correspondentes a dados experimentais (pares contagens-

refletância). Ajustar uma reta a cada gráfico. Para cada reta, calcular os desvios: diferença entre o valor 

de contagens experimental e o valor de contagens obtido pela reta de ajuste. Selecionar o maior desvio 

(em módulo) observado para cada gráfico e exprimi-lo como percentagem do correspondente valor 

experimental. Este valor percentual corresponde ao erro de linearidade do sistema. 
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Apêndice III – Instrumentação utilizada nos ensaios de refletância e de 

fluorescência 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

D 
E C 

B 

C 

A 

D 

E 

B 

Figura 70. Sistema elaborado para a obtenção da refletância das amostras. A – Fonte luz artificial; B – 

Guia de luz; C – Plataforma para colocar a amostra; D – Bundle de fibra ótica; E – Espectrómetro. 

Figura 71. Sistema elaborado para a documentação fotográfica da fluorescência das amostras. A – Fonte 

de alimentação DC; B – Lâmpada LED (no interior); C – Plataforma para colocar a amostra; D – Câmara 

digital; E – Pano para cobrir o sistema. 
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Figura 72. Sistema elaborado para a obtenção da fluorescência das amostras pela técnica de 

espectrometria de fluorescência. A – Fonte de alimentação DC; B – Lâmpada LED (no 

interior); C – Espelho; D – Plataforma para colocar a amostra; E – Bundle de fibra ótica com 

os filtros de emissão; F – Espectrómetro; G – Pano para cobrir o sistema. 
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Apêndice IV – Amostras analisadas no estudo da fluorescência 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 73. Peças ósseas do indivíduo CEI/XXI_91 utilizadas nos estudos da fluorescência. A – Primeiro 

metatársico; B – Segundo metatársico; C – Terceiro metatársico; D – Quarto metatársico; E – Quinto 

metatársico; F – Navicular; G – Falange proximal (pé). Os metatársicos encontram-se em norma medial, o 

navicular em norma proximal e a falange em norma dorsal. As peças representadas têm lateralidade direita.  

Figura 74. Primeiro metatársico esquerdo do indivíduo CEI/XXI_91 (em norma lateral), 

o qual não foi queimado.  
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Figura 75. Peças ósseas dos indivíduos CEI/XXI_179 (A – primeiro metatársico; B – segundo metatársico) 

e CEI/XXI_117 (C – primeiro metatársico) utilizadas no estudo da fluorescência. Os metatársicos têm 

lateralidade direita e encontram-se representados em norma medial. 

 

Figura 76. Metatársicos direitos do indivíduo CEI/XXI_85, em norma medial. 

A – Primeiro metatársico; B – Segundo metatársico; C – Terceiro metatársico; 

D – Quarto metatársico; E – Quinto metatársico. 

Figura 77. Ossos do tarso (direito) do indivíduo CEI/XXI_85. A – Tálus (norma dorsal); 

B – Calcâneo (norma medial); C – Cubóide (norma plantar); D – Navicular (norma 

proximal); E – Cuneiforme I (norma medial); F – Cuneiforme II (norma medial); G – 

Cuneiforme III (norma medial). 
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Figura 79. Metatársicos (direitos) do indivíduo CEI/XXI_15, em norma medial. A – Primeiro 

metatársico; B – Segundo metatársico; C – Terceiro metatársico; D – Quarto metatársico; E – Quinto 

metatársico. 

Figura 78. Peças ósseas do carpo e metacarpo (direitos) do indivíduo CEI/XXI_85. A – Primeiro metacárpico 

(norma dorsal); B – Segundo metacárpico (norma dorsal); C – Terceiro metacárpico (norma dorsal); D – Quarto 

metacárpico (norma dorsal); E – Quinto metacárpico (norma dorsal); F – Escafóide; G – Semilunar; H – 

Piramidal; I – Pisiforme; J – Trapezóide; K – Capitato; L – Unciforme. 
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Figura 80. Peças ósseas do tarso (direito) do indivíduo CEI/XXI_15. A – Tálus (norma dorsal); 

B – Calcâneo (norma medial); C – Cubóide (norma plantar); D – Navicular (norma proximal); 

E – Cuneiforme I (norma medial); F – Cuneiforme III (norma medial). 

Figura 81. Peças ósseas do carpo e metacarpo (direitos) do indivíduo CEI/XXI_15. A – Primeiro 

metacárpico (norma dorsal); B – Segundo metacárpico (norma dorsal); C – Terceiro metacárpico (norma 

dorsal); D – Quarto metacárpico (norma dorsal); E – Quinto metacárpico (norma dorsal); F – Escafóide; 

G – Semilunar; H – Piramidal; I – Pisiforme; J – Trapezóide; K – Capitato; L – Unciforme.  
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Figura 82. Peças ósseas (direitas) do indivíduo CEI/XXI_161. A – Primeiro metatársico (norma medial); B – Segundo 

metatársico (norma medial); C – Terceiro metatársico (norma medial); D – Quarto metatársico (norma medial); E – Quinto 

metatársico (norma medial); F – Patela (norma anterior); G – Falange proximal do pé (norma dorsal). 

Figura 83. Peças ósseas (direitas) do indivíduo CEI/XXI_162. A – Primeiro metatársico (norma medial); B – Segundo 

metatársico (norma medial); C – Terceiro metatársico (norma medial); D – Quarto metatársico (norma medial); E – Quinto 

metatársico (norma medial); F – Patela (norma anterior); G – Falange proximal do pé (norma dorsal). 
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Figura 84. Metatársicos direitos do indivíduo CEI/XXI_188, em norma medial. A – Primeiro metatársico; 

B – Segundo metatársico; C – Terceiro metatársico; D – Quarto metatársico; E – Quinto metatársico. 

Figura 85. Peças ósseas do tarso direito do indivíduo CEI/XXI_188. A – Tálus (norma dorsal); B – Calcâneo (norma 

medial); C – Cubóide (norma plantar); D – Falange proximal do pé (norma dorsal); E – Navicular (norma proximal); 

F – Cuneiforme I (norma medial); G – Cuneiforme II (norma medial); H – Cuneiforme III (norma medial). 
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Figura 87. Disposição das peças constituintes dos cenários criados para simular potenciais 

situações reais. Os elementos que constituem estes cenários encontram-se descriminados em 

pormenor na Tabela 5 (secção Materiais e Métodos). 

Figura 86. Ossos de natureza não humana. A – ONH_1; B – ONH_2; C – ONH_3; D – ONH_4; 

E – ONH_5; F – ONH_7; G – ONH_6; H- ONH_8; I – ONH_ 9. 
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Apêndice V – Amostras em estudo  

 

 

 

  

 

 

  Refletância Fluorescência 

Natureza da amostra Amostra Temperatura (°C) Duração (min) Amostra Temperatura (°C) Duração (min) 

Humana 

CEI/XXI_91 (1º metatársico) 900 118 CEI/XXI_91  900 118 

CEI/XXI_166 (1º metatársico) 500 239 CEI/XXI_166 500 239 

CEI/XXI_179 (1º metatársico) 700 90 CEI/XXI_179  700 90 

CC_NI_28 1000 25 CEI/XXI_117 700 150 

Fragmentos Neolítico - - CEI/XXI_15 700 180 

     CEI/XXI_85 700 180 
     CEI/XXI_161 1000 126 

      CEI/XXI_162 1100 120 

      CEI/XXI_188 450 120 

     CC_NI_28 1000 25 

      Fragmentos Neolítico - - 

Não-humana 

OAMM-1 900 120 OAMM-1 900 120 

OAMM-13 900 120 OAMM-13 900 120 

      ONH_1 a ONH_9 - - 

Não-óssea Material da Caravana 1000 25 Material da Caravana 1000 25 

      
 

    

Tabela 9. Lista das amostras utilizadas durante o projeto para o estudo das propriedades de refletância e de fluorescência, com indicação das condições de temperatura e duração da queima a que foram sujeitas. 

*Para os ensaios de fluorescência foram utilizados várias peças ósseas dos indivíduos mencionados, as quais se encontram discriminadas na Tabela 2 (secção Materiais e Métodos). 
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Apêndice VI – Grupos de Amostras analisadas por LIF 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Amostra Características Amostra Características 

CEI/XXI_179 1º metatársico 

Ossos humanos sujeitos a 

queima a 700°C 

CEI/XXI_166 1º metatársico 
Osso humano sujeito a queima a 

500°C durante 239 min CEI/XXI_117 1º metatársico 

CEI/XXI_15 1º metacárpico 
OAMM-13 

Fragmento ósseo não humano 

sujeito a 900°C durante 2h CEI/XXI_15 1º metatársico 

CEI/XXI_15 escafóide Metal Material não-esquelético sujeito a 

uma queima de 1000°C durante 

cerca de 25 min 

CEI/XXI_15 navicular Tecido 

CEI/XXI_85 1º metacárpico Outros materiais 

CEI/XXI_85 1º metatársico CC_NI_28 fragmento de 

crânio (órbita) 
Fragmentos ósseos humanos 

sujeitos a 1000°C durante cerca de 

25 min 

CEI/XXI_85 escafóide 

CEI/XXI_85 navicular CC_NI_28 fragmento de rádio 

CEI/XXI_161 1º metatársico 

Ossos humanos sujeitos a 

queima durante 120 min 

ONH_1 

Ossos não humanos sujeitos à ação 

da temperatura (< 250-300°C) e 

posteriormente lavados com 

detergente 

CEI/XXI_161 3º metatársico ONH_2 

CEI/XXI_161 patela ONH_3 

CEI/XXI_162 1º metatársico ONH_4 

CEI/XXI_162 patela ONH_5 

CEI/XXI_188 1º metatársico ONH_6 

CEI/XXI_188 navicular ONH_7 

CEI/XXI_91 1º metatársico ONH_8 

CEI/XXI_91 navicular ONH_9 

Tabela 10. Amostras utilizadas nos ensaios por LIF agrupadas de acordo com o tipo de material, a sua proveniência e o processo de queima. 
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Apêndice VII – Localização dos ossos no esqueleto 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 88. Localização no esqueleto das peças ósseas usadas ao longo do estudo, com 

exceção dos ossos das mãos e dos pés. Imagem adaptada de Fine art america (2020).  
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Figura 90. Ossos que constituem o pé (esquerdo), em norma dorsal/superior. Imagem 

adaptada de Burnie, D. (1996). 

Figura 89. Ossos que constituem a mão (direita), em vista anterior/palmar. Imagem 

adaptada de Bone Clones Inc (2020). 
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Anexo I – Filtro laranja 21 (Tiffen Company, NY, EUA) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 91. Curva de transmitância do filtro laranja 21 (Tiffen Company, NY, EUA) utilizado nos estudos realizados por Miranda 

et al. (2017). Fonte: Tiffen, 2005. 
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