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(Direktor: Prof. Dr. It. ]~LBEL) 

Uber Versuche zur Blutartunterscheidung 
aus dem u der Alkalidenaturierung 

Von 

F. SCHLEYER 

Mit 4 Textabbildungen 

(Eingegangen am 3. Januar 1961) 

Auf Zusatz yon  Lauge wird die t t ~ m - G l o b i n b i n d u n g  denatnr ier t ,  
die rote Farbe  u n d  die H b - B a n d e n  schwinden,  es en ts teh t  das sog. 
alkalische t t s  DaB die Geschwindiglceit dieses Vorgangs, 

Tabelle 1. Reihen]olge der Denaturierungs- 
geschwindigkeiten nach Kg~GER (20 vol. Blur + 1 
vol. 10% NaOH), bestimmt als Zeit in Minuten 

bis zum Verschwinden der Hb.Banden 

Blutart absolut lVlensch =1 

hlensch . . . .  
Katze . . . . .  
Hund . . . . .  
Taube . . . . .  
Kaninehen . . . 
Huhn . . . . .  
Pferd . . . . .  
Meerschweinchen 
Seh~f . . . . .  
Rind . . . . . .  
Schwein . . . .  

0,73 
1,11 
3,3 

11,5 
21 
62 
80 

137 
>1290 
>1440 
>1440 

1 
1,5 
4,1 

17 
3O 
85 

110 
188 

1800 
20OO 
2000 

Tabelle 2. Denaturierungszeit in 
Minuten bis zur Extin]ctions- 
l~onstanz nach BLUMENFELD und 
KI~ASOVICKAJA (2 ml Vollblut- 
verdi~nnung mit • 0,3 % Hb -~ 

0,3 ml 0,1 n NaOH) 

Blutart Minuten 

Mensci 
Katze 
Hund 
Huhn 
Ziege 
Rind 
Sehaf 

1,5~2,5 
6--7 

12--14 
60 
60 
60 
60 

also die Resistenz des Blutfarbstoffs,  je nach der Species verschieden ist, 
wurde schon vor fast  100 Jah ren  yon  KS~BER entdeckt ,  dessen Befunde 
von  KI~UGEI~, 1V[AGNANIMI~ ZIEMKE u n d  neuerdings photometr isch yon 
BLUMENFELD u n d  K~ASOVICKAJA besti~tigt wurden  (Tabelle 1 u n d  2). 
Menschenblut  (mit Ausnahme des fetalen Blutes) ha t  die re la t iv  hSchste 
Denatur ierungsgeschwindigkei t  (zur K ine t i k  s. ItAV~OWITZ u. Mitarb. ,  
die anscheinend als erste die fort laufende photometrische Registr ierung,  
a]lerdings mit~ anderer  Fragestel lung,  anwandten) .  Nachdem wir in  
einer or ient ierenden Nachpri i fung der Methodik yon  BLUMENFELD art-  
verschiedene , T y p e n "  yon Dena tu r i e rungskurven  gefunden b a t t e n  
(ScHLEYER 1961), wurden  die Reaktionsverl~ufe n u n m e h r  systematisch 
verglichen. 
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1. Yersuche an F r i schb lu t  

Methodilc 
Frisches Vollblut mit Na-Citrat- oder -fluoridzusatz wurde mit NaC1-LSsung 

in steigendem Verh~iltnis verdiinnt. Nach Fil~rieren wurden jeweils 2 ml in 10 mm- 
Cuvetten mit 0,3 ml 0,1 n NaOI-I versetzt und sofort gut durchmischt; dieses yon 
BLU~E~F~LD angegebene Mengenverh~ltnis erwies sich in eigenen Vorversuchen 
an Menschenblut als optimal; alle hSheren Laugenzus~tze oder -konzentrationen 
denaturierten zu sch~ell, schw~ichere Konzentrationen wirkten zu langsamoder 
iiberhaupt nicht mehr (s. unten). 

Alle 15--30 sec wurde dann (ira Photometer ,,Eppendorf") die Extinktion bei 
578 nm gemessen, d.h.  an der Stelle der gr61]ten Amplitudendifferenz zwischen 
den Maxima des O~I4b- und des Alkalih~matinspektrums im sichtbaren Bereich 
(das Spektrum des alkalischen H~matins hat zwischen 510 und 590 nm kein ausge- 
priigtes Maximum). Das I)enaturierungsprodukt wird in schwachen BlutlSsungen 
mehr oder weniger farblos, d. h. nicht braun, gestattet daher keine Messung im 
Bereich der Maxima des Alkalih~matins. 

Urn vom verschiedenen I-Ib-Gehalt der Ausgangssubstrate unabh~ingige Mel]- 
werte zu erhalten und gleichzeitig die relativen Unterschiede der yon der Ver- 
diinnung abh~ingigen ExtinktionshShe zu eliminieren, wurden alle Extinktionen 
in Prozent des Ausgangswertes aufgetragen. S~mtliche Denaturierungskurven 
wurden mehrmals au~genommen, alle Wiederholungsversuche ergaben stets 
deckungsgleiche Kurven, yon denen jeweils eine abgebildet wurde. 

Ergebnisse 

a) Menschenblut. Die D e n a t u r i e r u n g s k u r v e  zeigt  e inen cha rak te r i s t i -  
schen Verlauf,  der  a m  deu~lichs~en bei  den  Blu~verdt innungen yon  e twa  
1:250 his 1:1000 ausgepr~gt  i s t  (Abb. 1). Dieser  K u r v e n , , t y p "  f inde t  
sich schon be i  BISOI~OFF und  SOHULTE in  a nde re m Z u s a m m e n h a n g  
(colorimetr ische Beobach tung  der  F a r b d e n a t u r i e r u n g  yon S~uglingsblut)  
abgebi lde t .  Die  sofor t  beg innende  und  r~sch ann~hernd  m a x i m a l  ver-  
lalffende Dena tu r i e rung  is~ w~hrscheinl ich durch  das  l~berwlegen e iner  
sehnel l  zerse tz l iehen I - Ib -Komponente  (etw~ 90 %, RA•sEu im Menschen- 
b lur  zu e rk lgren ;  es ve rb le ib t  d a n n  nur  e in  wesent l ich  res i s ten te re r  
H b - R e s t :  dahe r  die  pr im~re  , ,Kn ickung"  der  Menschenb lu tkurven  im 
mi t t l e r en  Verdf innungsbere ich.  Nach  RA~sEY-ze ig t  nur  R a t t e n -  und  
Al l iga to rb lu t  ein analoges Verh~l tnis  der  H b - K o m p o n e n t e n ;  a l lerdings  
scheinen Beziehungen  zum p g  und  zum 0 x y d ~ t i o n s z u s t a n d  der  Sub- 
s t ra fe  zu bes tehen  (RossI-FAxELLI U. Mitarb. ) .  

Bei  s tg rkeren  und  schwgdheren Verdf innnngen f lachen sieh die K u r v e n  
in  gleicher  Weise  a b :  im ers ten  Fa l l  i s t  d ie  vo rhandene  O2Hb-Menge 
absolut zu ger ing geworden,  im zwei ten  Fa l l  i s t  sie relativ zu grol3; m i t  
e inem e twas  h f h e r  konzen t r i e r t en  N a O H - Z u s a t z  (0,25 n) lieB sich denn  
auch eine de r  , , typ i schen"  angengher te  F o r m  der  Dena tu r i e rungsknrve  
e iner  ]~lutverdf innung 1 : 100 erzielen (Abb. 1, punk t i e r t e  Knrve )  ; noch 
st/~rkere ~ a O H - L 6 s u n g e n  dena tu r i e r t en  dann  sofort  volls t~ndig.  
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Die Denaturierungszeit his zur ann/~hernden Extinktionskonstanz 
h/~ngt yore Verh~ltnis der 02I-Ib-Konzentration zum Langenznsatz ab; 
bei dem Standardzusatz yon 0,1 n NaOI-I ist sie bei sehr groBen und sehr 
geringen Blutverdiinnungen relagiv am 1/~ngsten. Die Amplitude der 
Denatu~ierung ist ungef/~hr gleich, sie betr/igt im Verdiinnungsbereich 
1 : 250 bis 1 : 950 rund 50--60 % der Ausgangsextinktion. Dieser Wert 
ist nach 3 min erreicht. Mit Laugenkonzentrationen yon 0,25 bis 1 n 
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Abb.  L. Menschenblut ,  V e r d i i ~ m 3 ~  1:100 bis 1:2000, D e n a t ~ i e r u n ~  m i t  0 , 1 n ~ a O ~ ,  
photometr i sche  1Vie~werte in Prozent  der Ausgangsext inkt ion,  Gestrichelte ~ u r v e :  Ver- 
di innung 1:500, Den~tm, ierung mi t  0,05 n NaOt t .  Punk t i e r t e  t~urve:  Verdf innung 1:100, 

Denaturie~ung m i t  0,25 n N a O H  

lies sich die Denaturierung einheitlich bis 40% des Ausgangswertes 
weitertreiben, die offenbar das mit dieser Methodik erreichbare Maximum 
darstellen. 

Bei relativ sehr schwachen Laugenkonzentrationen tra~ in der aller- 
ersten MeSphase eine voriibergehende geringe Extinktionszunahme auf, 
die durch eine anf/~nghehe Versehiebung zum Absorptionsmaximum 
infglge der Alkalisierung zu erkl/~ren ist (Abb, l ,  gestriehelte Kurve und 
Tabelle 3); dieser Effekt wird dann dureh die zunehmende Denaturie- 
rung aufgehoben (s. unten). 

b) A]]enblut (Maeacus cynomolgus, Java-Affe). Die Denaturierungs- 
kurven/~hneln denen des Mensehenblutes, die Entf~rbung setzt sieh je- 
doch bei hSheren Blutkonzentrationen nur zSgernd dureh (Abb. 2). 
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Abb. 2. Affenblut ,  Verdf innung 1:100 bis 1:1000, Dena tu r i e rung  m i t  0,1 n N a O H  
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Abb. 3. Hlvndeb]ut (oben), V e r d ~ n n u ~  1 : ]00 ]Ms 1 : 1000. Hfihnerblu.t (unten), Verd~JJ:n~g 
1 : 250 und I : 500, Den~t~.~rieru~ m i t  0,1 n N ~ O H  
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2~bb. ~. Schafb lu t  ( . . . . .  ), Ziegenblut  ( - - - - - ) ,  R inderb lu t  ( - - ) ,  Verdi izmung 
1 : 500. Schweiaeblu$ (unten),  Verd i in~ung 1 : 100 bls 1 : 1000. Denatm' ie rung m i t  0,1 n N a O I t  

c) Hundeblut. Die Den~turierung verlguft, wie nach den in Tabelle 1 
und 2 zus~mmengestellten Angaben zu erwarten, bereits merklich lang- 
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samer, Extinktionskonstanz beginnt sich ab etwa 6 min einzustellen. 
Im Gesamtverlauf zeigen die Kurven als einzige yon allen untersuchtcn 
Denaturierungsverl~ufen eine den Menschen- und Affenblutkurven 
~hnliche Form (Beispiele in Abb. 3). 

d) Hiihner- und Taubenblut. Alle Substrate zeigen ausgepriigt den 
bereits unter a erw~hnten, vorfibergehenden Extinktionsanstieg als Folge 
der Alkalisierung. Die Oenaturierung setzt dann tr~ge ein, und an- 
nahernde Konstanz beginnt erst nach 10 rain (Beispiele in Abb. 3). 

e) Kaninchenblut. Die I-Iauptdenaturie- 
rung vollzieht sich vielleicht etwas rascher 
als bei den Vogelblutarten, die Kurven- 
bilder uuterscheiden sich aber sonst nicht. 

]) P]erdeblut. Die Kurvenformen un- 
terscheiden sich kaum yon denTypend--e ,  sec 

g) Schafblut. Die eigentliche Denaturie- 
rung beginnt erst sp~t, erreicht dann 

60 
aber rasch ihr Maximum (Beispiel in 90 
Abb. 4). 120 

150 
h) Ziegenblut. Die Kurven sind prak- 180 

tisch identisch mit dem Typ g. Die etwas 240 
schnellere Denaturierung des Beispiels 300 

360 
kann dutch einen geringeren Hb-Gehalt 420 
der Ausgangsblutprobe erkl/~rt werden 480 
(Abb. 4). 54O 

6OO 
i )  Rinderblut. Wie Typ g - -h  (Abb. 4). 

Tabelle 3. Extinlctionen • 100 
je 30--60 sec bei Zusatz yon ]e 
3 Trop/en 0,05 % NH40H , 0,01 n 
HC1 und 0,9% NaCl-L6sun 9 

zu Schweineblut 1 : 500 

NH~Ott 

503 
520 
530 
540 
547 
554 
560 
570 
571 
579 
580 
580 
580 

HC1 

537 
535 

535 
532 
532 
531 
530 
530 
530 
530 

NaC1 

555 
562 
565 
565 
570 
569 
569 
570 
567 
569 
569 
569 
569 

l~) Schweineblut. Si~mtliche Kurven zeigen infolge ihrer Kfirze 
scheinbar ein besonders ausgepr~gtes primi~res ,,Alkalisierungsphs 
men" (d. h. starke Krfimmung nach oben im Anfangsteil). Die De- 
naturierung scheint einheitlich sehr schnell abzulaufen, wie sonst nut 
beim Menschen- und Affenblut (Beispiele in Abb. 4). 

2. Yersuche an gealtertem Blut 

a) Blut]leclcen 
Methodi/c. Mit frischem Blur wurden Flecken auf Leinen hergestellt. Stiicke 

yon einigen Quadratzentimetern wurden dann nach mehrw6chiger Lagerung bei 
Raumternperatur kleingeschnitten und in Wasser ausgezogen. Die Extrakte 
wurden so verdiinnt, dab sie grobsichtig einer Vergleichsverdfinnung yon Vollblut 
1:500 entsprachen. Die weitere Bestimmungsmethodik war wie oben. 

Ergebnisse. Infolge der O~Hb-Reduktion und -Umwandlung durch die 
Alterung war auch die Alkalidenaturierbarkeit nach 1--2 Monaten so 
gut wie aufgehoben, obwohl z.B.  die Pferde- und Rinderblutflecken- 
auszfige spektrophotometrisch bei 540 und 580 nm noch Maxima 

Dtsch. Z. ges. gerichtl. M:ed., Bd. 51 12 
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zeigten. Alle Typenunterschiede waren ebenfalls geschwunden, aller- 
dings scheint Menschenblut eine gewisse Denaturierbarkeit noeh am 
st~rksten zu bewuhren (bis zu 1 Monat). 

b) Trockenblut 
Methodgc. 12--14 Juhre ~lte Blutschiippche~l wurden mSglichst konzentrier~ 

in Wasser ge15st. 
Ergebnisse. Im Prinzip wie nnter a. Einige Tierb]utauszfige boten 

nach dem Alkalizusatz iiberhaupt keine Ex~inktions~ndernng; diese 
Extrakte besaBen aueh nur eine gelbliehe (start rote) F~rbung und zeigten 
weder spektrophotometrisch Maxima, noch bei der Acetonchlorh~min- 
Reaktion (ScgL~YE~ 1949) Kristalle. 

Besprechung 

Eine gewisse Artunterscheidung ist nach den Ergebnissen nur bei 
flfissigem Vollblut und vielleicht bei ganz frischen Blutspuren mSglich; 
Voraussetzung ist eine so groBe ]~lutmenge, dab sich eine Verdfinnung 
entsprechend einer etwa 500fachen Blutverdiinnung herstellen l~.Bt. 
Typenm/s heben sich Mensehen- und Affen-, sowie ttunde- und 
Schweineblut yon allen anderen untersuchten Blutarten ab, sofern 
0,1 n Lauge zur Denaturierung benfitzt wird: nur diese Laugenkonzen- 
trat ion liefert vergleichbare Ergebnisse, bei st~rkeren oder schw~cheren 
Laugenzus~tzen verwischen sich die Typen. Ein Vergleich der nach 
einer bestimmten Zeit jeweils erreichbaren Denaturierung in Prozent 
gestattet keine weitere Differenzierung, da dieser Betrag durchweg 
zwischen 40 und 70% liegt und yore zufi~lligen Ausgangs-ttb-Gehalt 
abh/~ngt. 

Das Ph/inomen der Alkalidenaturierung wurde hier nut  am Vollblut 
und seinen Alterungsprodukten untersucht (zur Frage der Denaturier- 
barkeit yon Hb-LSsungen vgl. Ko~M~) .  Alles in allem eignet sich die 
Methodik nur unter den oben angegebenen Bedingungen zur Blutart- 
unterseheidung, stellt aber selbst mit dieser Einsehr~nkung nut  eine 
Art Vorprobe dar. 

Zusammenfassung 
Vollblut vom Mensehen und yon verschiedenen Si~ugetierarten 

wurde in wechselnden Verdfinnungen mit unterschiedlich konzentrierten 
Zus/~tzen yon Natronlauge versetzt. Der Verlauf der Alkalidenaturierung 
wurde als Extinktionskurve photometriseh aufgenommen. Gewisse 
Unterschiede in Denaturierungsverlauf und -gesehwindigkeit wurden 
ermittelt, sie gelten aber nur ffir flfissiges Blur und frische Blutflecken- 
auszfige, sowie in einem bestimmten Blutverdfinnungsbereich und bei 
optimaler Laugenkonzentration. 
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Summary 
Human and mammal whole blood in various dilutions was treated by 

different sodium hydroxyde concentrations. The development of alcali 
dena tu ra t ion  was photometr ica l ly  recorded. Certain differences of 
dena tu ra t ion  type  and  speed do exist, b u t  m a y  be helpful in  species 
diagnosis only for blood in  its fluid state or for extracts  of recent ly  shed 
blood. Fur ther ,  only a certain range of blood di lut ions and  an op t imum 
alca]i concent ra t ion  will permi t  a differentiat ion.  
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