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Luminol (3-Aminophthalhydrazid) weist bei der Oxydation (De- 
hydrierung) in alaklischer LSsung cine intensive hellblaue Chemilumines- 
cenz auf, wobei H/~minproteide als ausgesprochene Katalysatoren (Pro- 
motoren) dicser Erscheinung wirksam sind. Diese Chemiluminescenz ist 
schon seit 1928 bekannt (ALBRECHT, GLEU und I:)EANNSTIEL) und wurde 
im Laufe der Jahre vielseitig erforscht (Literaturverzeichnisse bei 
WEBER, 1942, ETIENNE, 1953, WHITE, 1961). In die gerichtliche Medizin 
wurde sic durch SPECHT (1937) eingeffihrt, und zwar als Vorprobe zum 
Nachweis yon forensiseh wichtigen Blutspuren. In der Toxikologie der 
Organophosphorgifte verwendet man diese Leuehtreaktion seit dem 
Vorschlag yon GOLDENSON (1957) mit Erfolg zur Detektion und zur 
quantitativen Bestimmung yon Nervengiften (Sarin, Tabun u./s aber 
auch zur Bestimmung von Insecticiden auI der Basis yon Organo- 
phosphorverbindungen (W~BER, Huid und MRAzovId, WEBEa und 
MATKOVId). 

Da wir seit vielen Jahren die Luminolreaktion in beiden der erw/~hn- 
ten Riehtungen praktiseh anwcnden, aber auch an ihrer wissenschaft- 
lichen Erforschung beteiligt sind, sollen hier unsere praktisehen Er- 
fahrungen mitgeteilt werden. Besonders wird dabei auf die optimalen 
Reaktionsbedingungen hingewiesen, die eine sehr hohe Empfindlichkeit 
dcr Reaktion ergeben. Weiterhin werden die Vortefle der Verwendung 
yon modernen MeBapparaturen ffir die Luminescenz aueh in der foren- 
sischen Pr~xis besproehen. 

Die Versuchsmethode 

Zu den quantitativen Messungen der Intensit/~t der Chemilumines- 
cenz des Luminols vcurden photoelektrisehe Mel]vorrichtungen verwendet 
(WEBER, 1941), deren Strahlenempf/~nger (Photoelement, Photozelle 
oder Sekund/~relektronenvervielfacher) sich unmittelbar unter dem 
Becherglas (100 ml) befand, in welchem sich die Luminolreaktion ab- 
spielte. Das Lieht tier Chemiluminescenz wirkte so direkt auf den 
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Strahlenempf~tnger, und dessen Photostrom konnte mit einem empfind- 
lichen Spiegelgalvanometer (Empfindliehkeit bis 1,10-gAmp/mm) ge- 
messen werden. Bei Anwendung dieser Aussehlagmethode bestand ge- 
w6hnlieh Proportionalit/~t zwisehen der Intensits  der Chemilumineseenz 
nnd dem dazugeh6rigen Galvanometeraussehlag. Werden die Galvano- 
meteraussehlgge w/thrend des Ablaufes der Luminolreaktion in bestimm- 
ten Zeitabst/~nden gemessen, so k6nnen die Intensitgt-Zeitkurven der 
Chemilumineseenz gezeiehnet werden. Diese zeigen einen steilen Anstieg 
der Lumineseenzintensitgt, die gewShnlieh sehon in einigen Sekunden 

/ .................. I 

Abb. 1. Schema der photoelektrisehen ~Iefiapparatur mit automatiseher Ytegistrierung 

ihren Maximalwert erreieht und dann mehr oder weniger raseh, aber 
oft aueh nut  allmghlieh absinkt. Sehlieglieh erl6seht die Lumineseenz, 
oft in der Reaktionszeit yon einigen Minuten. Der quanti tat ive Verlauf 
der Intensit~tt-Zeitkurve ist yon den Versuehsbedingungen abh/~ngig, 
wobei besonders die Konzentrationen der t{eaktionsteilnehmer eine 
wesentliehe Rolle spielen. 

Die Intensit~t-Zeitkurven bzw. die zeitliehe Jmderung der dazu- 
geh6rigen Photostr6me k6nnen aueh dureh einen autornatischen Nchreiber 
aufgezeiehnet werden. Das ist nieht nur bequemer, sondern aueh genauer, 
well alle Phasen der Knrve  kontinuierlieh erfagt werden. Die meisten 
Messungen diescr Arbeit wurden mit dem Standard-Kompensations- 
sehreiber G1B1 der Firma C. Zeiss-Jena in Kombinat ion mit einer gas- 
geffillten Photozelle MGS fiir siehtbares Lieht durehgefiihrt. Das Schema 
der Versuehsapparatur zeigt die Abb. 1. Nit  I ist in diesem Schema 
das Gefgl~ mit  der Reaktionsl6sung bezeiehnet, mit  2 die Kolbenpipette 
zum Eintragen der Katalysatorl6sung (Blutl6sung u./~.), mit  3 ein 
R/ihrer, mit  ~ die Photozelle und mit  5 der Sehreiber. 6 ist die laufende 
Papierrolle am Schreiber, und auf der Plat te  7 sind die elektrisehen 

Dtseh. Z. ges. ger~ehtl, l~led., Bd. 57 27b 
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Schaltkontakte zur J~nderung der Megempfindlichkeit, der Nullpunkt- 
einstellung usw. angebracht. Der Sehreiber kann mit fiinf versehiedenen 
Empfindlichkeiten betrieben werden, wobei die einzelnen Empfindlich- 
keitsstufen im Verh/~ltnis 1 : 2: 4:10 : 20 stehen. Die MeBempfindlichkeit 
kann aueh noch optisch durch Verwendung yon Graufiltern oder einer 
Irisblende zwischen dem 1%eaktionsgef/~g und der Photozelle vermindert  
werden. Die Vorschubgesehwindigkeit des gegistrierpapiers kann in den 
Grenzen yon 2/~ mm bis 900 mm/min vergndert werden. Bei der Re- 
gistrierung der Chemiluminescenz des Luminols hat sieh eine Vorschub- 
geschwindigkeit von 30 ram/rain bew/~hrt. 

Die maximale Luminescenzintensitdit (~n)  - -  Maximum der Intensit~t- 
Zeitkurve - -  kann offenbar als Mal~ der maximalen Reaktionsgeschwin- 
digkeit und damit  auch als Maf~ der Wirksamkeit  bzw. der Konzen- 
t rat ion des Katalysators  betrachtet  werden. Andererseits entsprieht 
das Integral  der IntensitKt-Zeitkurve - -  F1Kche unterhalb der Kurve - -  
der Lichtsumme (L) der Lumineseenzreaktion, die als relatives MaB der 
gesamten ausgestrahlten Lichtenergie zu werten ist. Wir haben die Licht- 
summen der einzelnen Versuche dureh planimetrische Ausmessnng der 
entspreehenden Fl~chen am l~egistrierpapier mit  dem Kompensations- 
Polarplanimeter 3005 yon REIss vorgenommen. 

Allgemeines i~ber die Luminolreaktion 

Die wiil~erigen LSsungen ffir die Luminolreaktion haben drei Kom- 
ponenten: 1. das Luminol, 2. einen basischen Stoff und 3. ein 0xydations- 
mittel. Da das Luminol in Wasser nut sehr schwer 15slich ist, wird es 
gewShnlich direkt in der basischen Komponente der ReaktionslSsung 
gelSst. Als basische Komponenten werden verwendet : Natronlauge oder 
Soda bzw. terti~res Natriumphosphat,  wghrend als 0xydat ionsmit tel  
Wasserstoffperoxyd, Kalinmferricyanid, Natr iumperborat  und hTatrium- 
peroxyd gebraucht werden kSnnen. Die letzten zwei Stoffe ersetzen 
in gewissem Grade die basische Komponente des Reaktionsgemisches. 
Natr iumperborat  wird besonders bei den Versuchen mit 0rganophos- 
phorgiften verwendet. H~minproteide geben intensive Chemiluminescenz 
bei Anwesenheit yon Wasserstoffperoxyd im Reaktionsgemisch. Kalium- 
ferricyanid gibt mit  alkalischen LSsungen des Luminols ein schSnes 
Reaktionsleuchten auch ohne Anwesenheit eines Katalysators.  

Wird die L6sung fiir die Luminolreaktion mit Wasserstoffperoxyd 
oder hTatriumperborat sorgfi~ltig bei Verwendung sehr reiner Chemi- 
kalien und besonders sehr reinem Wasser hergestellt, so zeigt sie ohne 
Zusatz eines entspreehenden Katalysators  keine wahrnehmbare Chemi- 
lumineseenz. Verunreinigungen, besonders yon Sehwermetallverbin- 
dungen, ergeben jedoch ein geringffigiges Selbstleuchten der Luminol- 
Reagensl6sung. Damit  h~ngt auch die t ta l tbarkei t  der LSsung zusammen. 
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Nichtleuehtende Reagensl6sungen, oder nur sehr sehwaeh leuehtende, 
sind tage]ang hal tbar  und verwendbar. Is t  das Selbstleuehten aus- 
gesprochener, so kann die geagenslSsung nur friseh bereitet verwendet 
werden und ist nach 1--2 Std unbrauchbar.  

Die katalytisehe Wirkung der H/~minproteide auf die Luminol- 
reaktion wird als eine Peroxydasewirkung aufgefagt (WEGLEI~; SCHWAB 
und ROST) und kann, wenn man das H/~minproteid mit  Fe+++-Hb be- 
zeichnet, durch folgende Bruttogleichung veransehaulicht werden: 

N H  2 NH~ 

~(/co\~ 

\co/ ~/~co/~ 
Luminol Dehydrolumino] 

+ 2 H20 

FOr einen solchen prinzipiellen Reaktionsverlauf spricht auch die 
Tatsache, dab ~uch Meerrettich-Peroxydase als Katalysator  der Luminol- 
reaktion wirksam ist. Die freie Energie so]cher Oxydationsre~ktionen 
wird ausschlie~lich als Lieht der Luminescenz ausgestrahlt. Strengge- 
nommen handelt es sich aber nicht um eine reine Katalyse, weft das 
I tgminproteid bzw. ein anderer Wirkstoff wghrend des Verlaufes der 
Luminolreaktion irreversibel inaktiviert wird. Es w~re vielleieht be- 
zeichnender, yon einer Promotorwirkung des H~moglobins und der 
anderen Wirkstoffe auf die Luminolreaktion zu sprechen. 

Auf3er der Peroxydasewirkung ist im Verl~uf der Luminolreaktion, 
besonders bei der Katalyse durch Organophosphorgifte, auch noch eine 
Katalasewirkung anzunehmen (MATKOVId und WSBER). Dabei setzt der 
Kata lysator  aus dem H202 elementaren Sauerstoff frei und dieser wirkt 
dann dehydrierend auf das Luminol, wobei die Reaktionsenergie wieder 
als Luminescenzlieht in Erscheinung tritt.  Ein solcher Meehanismus er- 
seheint auch deshalb mSglich, weft e]ementarer Sauerstoff nnter be- 
sonderen Umst~nden eine verh~ltnism/~l~ig intensive Chemiluminescenz 
des Luminols verursaehen kann (P. C. WILJ~EL~SE~, R. LvMnY und 
H. EYRJNG). 

Der Nachweis von Blutspuren 

Als HiKsmittel zum Naehweis yon forensiseh wiehtigen Blutspuren 
wurde yon SSECH~ ein Luminolreagens angegeben, das 0,1 Tefl Luminol, 
5 Teile Natr iumearbonat  und 15 Teile Wasserstoffperoxyd (30%ig) auf 
100 Teile dest. Wasser enth&lt. Dieses Reagens fand Eingang in die ge- 
riehtsmedizinische Literatur  und Praxis (ScgwEnD). Die Empfindlich- 
keit der Leuchtreaktion mit diesem Reagens wird bei angetroekneten 
Bluttropfen his zu Verd/innungen yon 1:2000 angegeben. 
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Wir haben aber durch systematische Pr/ifung der Konzentrations- 
verh~ltnisse aller Komponenten der I~eagenslSsung durch quantitat ive 
Messungen festgestellt, dab unvergleichlich bessere LuminollSsungen 
verwendet werden k6nnen. Zun~chst ist s tat t  Natr iumcarbonat  die Ver- 
wendung von Natronlauge zu empfehlen. Bei der stark alkalisehen 
Reaktion der Natronlauge im Reagens ergibt sich kein wesentlicher 
Unterschied in der Wirkung von getrockneten und frischen Blutspuren 
bzw. BlutlSsungen. Es handelt sich offenbar darum, dag auf die Luminol- 
reaktion nur Meth~moglobin (Hs katalytisch wirkt/  das im 
angetrockneten Blut vorwiegend vorhanden ist. I m  Reagens mit 2XTatron- 
lauge wird nun bei der stark alkalischen Reaktion das tI/imoglobin 
des Frischblutes rasch durch die Wirkung des Wasserstoffperoxyds in 
Meth~moglobin verwandelt, und dieses ]Sst dann die Chemiluminescenz 
aus. Bei der schw/icher alkalischen Reaktion des Reagens mit Carbonat 
finder die Oxydation des H/~moglobins nur langsam start  und die Lumi- 
nescenz ist deshalb wesentlich schw~cher. AuBerdem erh6ht aber die 
stark alkalisehe Reaktion tier Natronlauge ganz wesentlich die Empfind- 
lichkeit der Leuchtreaktion. 

Weiterhin sind die Konzentrationen des Luminols und besonders 
des Wasserstoffperoxyds im Reagens yon SPot,IT viel zu hoch. Diese 
zu hohen Konzentrationen bedingen eine Konzentrationsinhibition der 
Luminolreaktion, eine damit  verbundene ausgesprochene LSschung der 
Chemiluminescenz und wesentliche Iterabsetzung der Empfindiichkeit 
des Nachweises yon Blutspuren. 

Wir verwenden seit vielen Jahren mit bestem Erfo]g ein Luminol- 
reagens, das wie folgt erhalten wird. Man stellt drei Stamml6sungen her: 

I. NaOH 0,4 N; 8 g festes Natr iumhydroxyd gelSst in 500 ml dest. 
Wasser. 

I I .  H202 0,176 M; 10 ml Wasserstoffperoxyd 30%ig + 490 ml dest. 
Wasser. 

I I I .  Lumino] 0,004 M; 0,354 g Luminol gel5st in 62,5 ml NaOH 0,4 N 
und mit dest. Wasser auf 500 ml aufgefiillt. 

Diese StammlSsungen sind monatelang unver/~ndert haltbar, und zum 
Gebrauch werden zu 70 ml dest. Wasser je 10 ml der drei Stamm- 
15sungen hinzugef/igt und gut vermischt. So wird ein Luminolreagens 
erhalten, das kein sichtbares Selbstleuchten zeigt und tagelang verwendet 
werden kann. Die Empfindlichkeit des Nachweises von Blutspuren mit  
diesem Reagens liegt mindestens bei einer Grenzkonzentration des 
Blutes yon 1 : 10000000, wobei es gleichgtiltig ist, ob es sich um L6sungen 
yon angetrockneten Blutspuren (Meths oder um LSsungen von 
Frischblut (Oxyh/~moglobin) handelt. Es ist zweckmgBig, die Stamm- 
15sung I I I  mit  dem Luminol einige Tage vor der ersten Verwendung 
herzustellen. Reagensl5sungen, die mit  frischer Stamml5sung I I I  be- 
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reitet werden, ergeben geringere Intensit/tten der Chemfluminescenz. Es 
handelt sich offenbar darum, dab die vollstgndige Bildung des Anions 
der Lactimform des Luminols, das fiir den Reaktionsbeginn maggebend 
ist, in der schwaeh alkalischen L6sung etwas Zeit braucht. Die Stamm- 
16sung II  soll hingegen nicht zu alt sein, da bekanntlich Wasserstoff- 
peroxyd in verdfinnten L6sungen nicht sehr stabil ist. 

Die Abb. 2 zeigt Intensit/~t-Zeitkurven der Chemiluminescenz, die 
mit dem angefiihrten Reagens und mit Hilfe des beschriebenen Kom- 
pensationsschreibers erhalten wurden. Es wurde jeweils zu I9 ml Reagens 

3 

2~ 
I 

0 I 
6' rain 7 6 

r 
m 

/=1430 

..... A 
3 2 l G 

t ~  

Cm =24 Cm =4 
i=610 , i=lO0 

Abb. 2. Intensi t i i t -Zei tkurven ( ~ - t ) t i e r  Chemiluminescenz des Luminols bei Zusatz yon Blut- 
15sungen. Blutverdf innungen 1 : 10 000 000 (Kurve 1), 1 : 2 000 000 (Kurve 2) und 1 : 1000 000 (Kurve 3) 

1 ml BlutlSsung (Frischblut) hinzugef/igt. Die angefiihrten Blutver- 
diinnungen geben immer die Verdfinnung in der Blutl6sung an, die dem 
Reagens hinzugefiigt wurde. Die Kurve 1 der Abb. 2 wurde mit einer 
Blutverdiinnung 1 : 10 000 000 in dest. Wasser und der h6chsten Empfind- 
lichkeit der Mel3apparatur erhalten. Es ist wesentlich, dab diese Lumines- 
eenz aueh visuell sehr sch6n wahrzunehmen ist. Die Kurven 2 und 3 
derselben Abbildung wurden unter gleichen Bedingungen mit Blur- 
verdiinnungen 1:2000000 bzw. 1:1000000 erhalten. Die relativen 
maximalen Luminesoenzintensit/Ren (;~m) und die Lichtsummen (L), 
bezogen auf die hSchste Emp]indlichkeit der Megapparatur, sind f/Jr die 
einzelnen Kurven der Abb. 2 und der folgenden Abbfldungen mit an- 
gefiihrt. 

Um das von uns verwendete Luminolreagens mit NaOH im Verg]eieh 
zum Reagens mit Na2CO~ naeh SPEC~T bewerten zu k6nnen, zeigt die 
Abb. 3 Luminescenzkurven, die unter gleichen Versuchsbedingungen mit 
getroeknetem Blur und Blutverdiinnungen 1:100000 erhalten wurden. 
Wie ersicht]ieh, ergab das Speehtsche Reagens eine maximale Lumines- 
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cenzintensit/~t yon nur ~m = 110 bei einer Intensit/tt des Selbstleuchtens 
yon ;~ = 60. Das Selbstleuchten des l~eagens wurde also durch den 
Zusatz der BlutlSsung etwa auf das Doppelte erh6ht. Bei der Verwendung 
des t~eagens mit NaOH wurde bei nichtwahrnehmbarem Selbstleuchten 
eine maximale Luminescenzintensit/~t bei Zusatz der Blutl6sung yon 
;Jm = 990 erhalten. Die entsprechenden Lichtsummen sind l/it das 
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Abb. 3. Intensit~t-Zeitkurven (~-t)  der Chemiluminescenz des Luminols bei Zusatz yon LSsungen 
(1:100000) getrockneten ~lutes. Kurve 1 Reagens mit N~2COa nach SPEC~IT, Kurve 2 lleagens mit  

NaOH 

Abb. 4. u der Intensit~it-Zeitkurven (;~-t) der Chemiluminescenz des Luminols bei Zusatz 
yon BlutlSsungen 1:100000 yon angetrocknetem Blur (Kurve 1) and Frischblut (Kurve 2) 

I~eagens mit Na2CO 3 L = 100 und fiir unser Reagens L ~ 24600. Es 
ist dabei wesentlich, dab bei Verwendung des l~eagens mit NaOIt  das 
Luminescenzleuchten l~nger dauert, womit die Sicherheit des B]ut- 
spurennachweises sehr erhSht wird. 

Die Abb. 4 zeigt unter gleichen Bedingungen erhaltene Luminescenz- 
kurven (Blutl6sung 1:100000), yon welchcn sich die erste (1) auf ge- 
trocknetes Blur, die zweite (2) aber auf Frischblut bezieht. Es ist er- 
sichtlich, dab durch das Trocknen des Blutes die maximale Lumines- 
eenzintensit/~t unwesentlich zunimmt (;~m ~ 970 gegen ~m = 870 fiir 
Frischblut), w/~hrend die Lichtsumme durch Verk/irzung der Leuchtdauer 
wesentlich abnimmt (L-~22500  gegen L =  33100 fiir Frischblut). 
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Durch Verwendung von angetrocknetem Blur, bei vSllig gleiehen Ver- 
suchsbedingungen, wird die maximale Intensit/~t der Chemiluminescenz 
um etwa 10% erh6ht, die Lichtsumme jedoch um 23% herabgesetzt. 
Fiir den qualitativen Nachweis yon Blutspuren ist es aber gleichgfiltig, 
ob es sieh um angetrocknete oder frische Blutspuren handelt. Diese 
Feststellung ist deshalb wichtig, well die Blutslouren in Wasser, z.B. 
im Wasehwasser blutbegeckter  It~nde, den Blutfarbstoff vorwiegend 
als H/~moglobin enthalten und sich nur allm~hlich Methgmoglobin bildet. 
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k b b .  5. Die  m a x i m a l e  Lunlinescenzintensit~iL (~n~) und  die L i c h t s u m m e  (L) als Yunkt ion  der 
Blutkonzentrat ion .  K u r v e n  1 und  3 fiir Frischblut ,  K u r v e n  2 und  4 f(ir angetrocknetes  Blur  

Was die Stabilit/s und Verwendbarkeit des Luminolreagens mit 
NaOH betrifft, so haben wir festgestellt, dag d~s gebrauehsfertige (ver- 
diinnte) Reagens einige Tage verwendbar ist. Naeh 4 Tagen hatte es 
allerdings nut  etwa 1/4 seiner Aktivit~t beibehalten. Die Stamml6sungen 
sind dugegen praktiseh unbegrenzt haltbar. Das iZeagens naeh SPECI~T 
mit Na2CO ~ war naeh ~ Tagen vollkommen inaktiv. 

Es war nieht unwesentlieh festzustellen, wie sieh die maximale 
Lumineseenzintensit~t mit  der Blutkonzentration in einem gr6Beren 
Konzentrationsbereieh ~ndert. Die Abb. 5 zeigt zwei Kurven dieser 
Funktion, die mit  Frisehblut (1) bzw. mit  angetroeknetem Blut (2) er- 
halten wurden. Es ist ersiehtlieh, dab sieh fast lineare Beziehungen 
ergaben. Nur bei groBen Blutkonzentrationen wurden etwas kleinere 
Intensit~tswerte gemessen, als der Linearitgt entsprieht. Der verwendete 
Konzengrationsbereieh (% Blur in der lumineseierenden LSsung) um- 
fagte bei diesen Versuehen Blutverdiinnungen yon 1:20000000 bis 
1 : 100000. 

In  der gleichen Abb. 5 ist aueh die Abh/~ngigkeit der Liehtsummen 
der Lumineseenz yon der Blutkonzentration graphiseh dargestellt liir 
Frischblut (3) und ftir angetroeknetes Blut (4). In  beiden F~llen wurde 
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eine gute Linearitgt festgestellt. Es ist aneh aus diesen Versuehen er- 
sichtlich, dag bei gleichen Konzentrationen Frisehblut immer hShere 
Werte der Liehtsumme und niedrigere Werte der maximalen Lumines- 
cenzintensit~t ergibt als angetrocknetes B]ut. Angetroeknetes Blur 
ergibt a]so immer eine etwas hellere, aber kiirzere Chemflumineseenz 
als Frisehblut. 

Aus den besehriebenen Versuchsergebnissen geht klar hervor, dab 
das angeffihrte Luminolreagens mit Natronlauge sich besonders gut 

zum Nachweis von B]utspuren eig- 
net. Dieses Reagens verleiht dem 
Blutspurennachweis eine augeror- 
dentlieh groge Empfindliehkeit, und 
er wird dadurch spezifiseh ftir Blut. 
Es konnte ngmlieh kein Stoff gefun- 
den werden, der aueh nur ann/ihernd 
in solchen extremen Verdfinnungen 
die Luminescenz des Luminols her- 
vorzurufen vermag als glut  bzw. H/~- 
moglobin (WEBv.R und MII~trLIO, Id). 

Die Wirkung 
yon Urin au/ den Blutnachweis 

Die Zah] der Stoffe, die die 
Chemilumineseenz des Luminols ]5- 
sehen, ist verh/~ltnismggig grog 
(WEBER, PROCHJ~ZKA und SPOLJARIQ, 

Abb. 6. Photographie der Chemiluminescenz WEBER und KOSTELAC, WEBER u n d  
des Luminols bei Anwesenheit yon Blutl6sung KRA,J~INOVI6). Da es sieh aber meist 
ohne Urin und bei Zusatz (+) yon einigen 

Tropfen Urin um synthetische Stoffe handelt, ist 
ihre Anwesenheit in Blutspuren sehr 

unwahrsehein]ich. Ffir den geriehtsmedizinisehen Blutspurennaehweis ist 
es jedoch wesentlieh, dal3 Urin die Chemiluminescenz des Luminols sehr 
wirksam |6seht (WEBER und FRKETIO). Die Abb. 6 zeigt die Photographie 
von zwei Eprouvetten mit identischen luminescierenden LuminollSsungen, 
von welehen einer jedoeh einige Tropfen Urin hinzugeffigt wurden. Eine 
deutliche LSsehung der Chemilumineseenz dutch den Urin kann ]eieht 
festgeste]lt werden. Aufgenommen wurde im Eigenlicht der Luminescenz. 

Einige quantitative Messungen fiber den EinfluB des Urins auf die 
Luminescenz ergaben Werte ffir die maximale Intensitgt und ffir die 
Liehtsumme in Abh~ngigkeit yon der Urinkonzentration, die in der 
Abb. 7 graphisch dargestellt sind. Die Messungen beziehen sich anf 
getrocknetes Blur bei einer Verdfinnung yon 1:2000000 im l%eaktions- 
gemisch. Es ist ersiehtlich, dab Urin schon in einer Konzentration yon 
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nur 1% im Reaktionsgemisch sowohl die maximMe Intensitgt  Ms auch 
die Liehtsumme der Lumineseenz ganz wesentlieh herabzusetzen vermag. 
Blutspuren, die etwa mit Ur in / iberdeekt  wurden, sind demzufolge dem 
Naehweis mi~ der Luminolreaktion nut' sehwer zuggnglieh. 

1000 
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r I 
1 2 

20000 

L 

10000 

':I I x 1 

3 4 C 5 % vol. 
Abb. 7. Die maximMe Luminescenzintensit~t (~m) und Lichtsumme (L) Ms Funktion der 

Urinkonzentration (c) 

Andererseits kann man solche Versuche - -  Mso LSschversuche der 
Chemiluminescenz des Luminols - -  zum indirekten Nachweis yon Urin 
heranziehen. 

Der Nachwe% von Methiimoglobin und Kohlenoxydh~imoglobin 
mit der Luminolreaktion 

Es wurde schon darauf hingewiesen, dM~ das Luminolreagens mit 
N~OH beim Blutspurennaehweis etwa in gMcher Weise mit  Oxyh~mo- 
globin und Meth~tmoglobin re~giert. Dasselbe wurde auch f/Jr Kohlen- 
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2. Cm =360 1=14100 

Abb. 8. Vergleich der Intensit~t-Zeitkurven (~-t) ,  die bei sons~ gleichen Versuchsbedingungen 
mit  ~Mschblut (Kurve 1) a n d  mit  Kohlenoxydblut  (Kurve 2) erhMten wurden 

oxydhamoglobin festgestellt. Die Abb. 8 zeigt zwei Luminescenzkurven, 
yon welchen sich eine (1) auf Frischblut und die andere (2) auf Blur, 
das mit  Kohlenoxyd gesattigt wurde, bezieht. Die Wirkung des Kohlen- 
oxydhamoglobins ist offenbar intensiver (h6here ; ~ -  und L-Werte), 
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der Unterschied ist aber nicht so grog, dab er zur Unterscheidung der 
beiden H~moglobinderivate dienen kSnnte. 

Es wurde abet festgestellt, dab man mit einem Luminolreagens, da~s 
start  Natronlauge in gleieher Konzentration Natr iumcarbonat  enthglt, 
OxyMmoglobin von Meth/~moglobin und Kohlenoxydhgmoglobin unter- 
seheiden kann. Zu diesem Zweck wurde das oben angef/ihrte Reagens nur 
insofern ge~ndert, dab start  NaOH jeweils Na~CO a in gleicher Konzentra- 
tion sowohl f/it die Stamml6sung I (21,2 g wasserfreies Na~CO 3 in 500 ml 

6 dest. Wasser), als auch zum Auf- 
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Abb. 9 

15sen des Luminols in der Stamm- 
15sung I I I  verwendet wurde. 
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Abb. 10 

Abb. 9. u der Intensit~tt-Zeitkurven (N-t), die bei sons~ gleichen Yersuchsbedingungen mi~ 
dem Carbonat-Luminolreagens und mit angetrocknetem 131ut (tt2urve 1) bzw. mit Frischblut (Kurve 2) 

erhalten wurden 

Abb. 10. Vergleich der IntensitS~t-Zeitkurven (~-t),  die mit dem Carbonat-LuminoIreagens und mit 
Frischblut 1:1000 (Kurve 1) bzw. mit Kohlenoxydblut 1:1000 (Kurve 2) erhalten wurden 

Mit dem so erhaltenen Luminolreagens mit Natriumcarbonat ,  das 
sich wesentlieh yore Speeh~sehen Reagens unterseheidet, konnten wit 
die Unterseheidung der erw~hnten H/~moglobinderivate vornehmen. Die 
Abb. 9 zeigt zwei Lumineseenzkurven, yon welehen die eine (1) mit  ge- 
t roeknetem Blut (Met-I-Ib) und die andere mit  Frisehblut (Oz-Hb) bei 
Verwendung des angef/ihrten Carbonat-Luminolreagens erhalten wurde. 
Die Blutverdiinnung im Reaktionsgemiseh betrug jeweils 1:40000. g s  
ist ersiehtlieh, dab die Formen dieser Kurven grunds/~tzlieh verschieden 
sind. Angetroeknetes Blur ergibt ein belles Aufleuchten, das sehr raseh 
abklingt, w/~hrend die Luminescenz bei Anwesenheit yon Frischblut 
wesentlich sehw/ieher ist, abet  nur allmahlich abnimmt. Aueh bei 
visuellen qualitativen Versuehen ist dieser Untersehied im Intensit~ts- 
verlauf der Luminescenz wahrnehmbar. 
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Will man das Luminolreagens mit  Carbonat zur Unterseheidung 
yon Oxyh/tmoglobin und Kohlenoxydh~moglobin verwenden, so ist zu- 
n/iehst bei direkter Wirkung dieser Stoffe auf die Luminolreaktion 
kein wesentlieher Untersehied feststellbar. DieAbb. 10 zeigt zwei Kurven,  
yon welehen die eine (1) mit  Oxyh/~moglobin (Blutverdfinnung 1 : 1000), 
die andere (2) abet mit  Kohlenoxydhgmoglobin gleicher Konzentration 
erhalten wurde. Wie ersiehtlieh, ist der zeitliehe Intensit/ttsverlauf der 
Lumineseenz in beiden F/~llen etwas versehieden, die maximalen In- 
tensitgtswerte und die Liehtsummen sind abet annghernd dieselben. 
Werden aber solehe Blutproben angetroek- 
net, dann in Wasser gel6st und die Ver- 
suehe unter gleiehen Bedingungen wieder- 
holt, so sind wesentliehe Untersehiede fest- 
zustellen. Die Abb. l l  zeigt zwei Kurven,  
von welehen sieh die mit  I bezeiehnete auf 
angetroeknetes normales Blur und die mit 
2 bezeiehnete auf angetroeknetes, mit Koh- 
lenoxyd ges~ttigtes Blur bezieht. I m  ersten 
Falle bildet sieh offenbar viol Methgmoglobin, 
das mit  dem geagens bei Anwesenheit yon 
Carbonat eine intensive Chemilumineseenz 
ergibt, w~hrend beim Antroeknen yon Koh- 
lenoxydblut kein oder nur wenig Meth/~mo- 
globin gebildet und nut  eine sehwaehe 
Lumineseenz erhalten wird. 

Es ist nieht anzunehmen, dab der ge- 
sehilderte Methi~moglobin- und Kohlenoxyd- 
h/tmoglobinnaehweis mit  dem Luminol-Car- 
bonatreagens eine besondere praktisehe Be- 
deutung haben kann. Die Ergebnisse der 
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Abb. ii. Vergleieh der In~ensit~t- 
Zei tkurven (;~-t), die Inlt dem 
Carbonat-Luminolreagens end  
mi t  ange t rocknetem Normalblu t  
(Kurve  1) bzw. mi t  angetrock- 
ne tem Kohlenoxydblut  (Kurve  2) 

erhal ten wurden.  
Blutverdf innungen 1 : 1000 

angeffihrten Versuehe sind aber in gegebenen F~llen, z.B. beim Priifen 
yon angetroekneten Spuren yon Kohlenoxydblut  mit  der Luminol- 
reaktion, zu ber/ieksiehtigen. 

Zusammen[assung 
Es wurde die Zusammensetzung eines Luminolreagens mit N~tron- 

l~uge angegeben, das sieh sehr gut zum N~ehweis forensisch wiehtiger 
Blutspuren eignet. Angetroeknetes oder Frischblut kann mit Hilfe des 
~ngeffihrten Reagens bis zu Verdfinnungen 1:10000000 sieher durch die 
gut sichtbare Chemilumineseenz des Luminols naehgewiesen werden. 
Die durch die Blutspuren verursaehte Chemfluminescenz des Luminols 
kann sehr genau photoelektriseh gemessen und registriert werden. 
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Zwischen der maximalen  Luminescenzin tens i t~ t  ( ~  ~) bzw. der Licht- 
summe (L) u n d  der Blu tkonzeu t ra t ion  besteht  in weiten Grenzen eine 
lineare Beziehung. 

Die S tammlSsungen flit d~s Luminolreagens sind monate lang  haltb~r,  
u n d  dus gebrauchsfertige Reagens zeigt bei sorgf~ltiger Berei tung keine 
Eigenluminescenz.  Es ist auch im verd i inn ten  gebrauchsfert igen Zus tand  
einige Tage ha l tba r  u n d  verwendbar.  

Ur in  15scht in  grofiem Mal]e die Chemiluminescenz des Luminols  
beim Blutnaehweis.  Diese Erscheinung stSrt beim Spurennaehweis  yon 
Blut ,  k a n n  aber zum Naehweis yon Ur in  herangezogen werden. 

Die Chemiluminescenz des Luminols  k a n n  aueh zum Unterseheiden 
des Oxyh~moglobins yon  Meth~moglobin und Kohlenoxydh~moglobin  
verwendet  werden. 
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