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Luminol (3-Aminophthalhydrazid) weist bei der Oxydation (De-
hydrierung) in alaklischer Losung eine intensive hellblaue Chemilumines-
cenz auf, wobei Haminproteide als ausgesprochene Katalysatoren (Pro-
motoren) dieser Erscheinung wirksam sind. Diese Chemiluminescenz ist
schon seit 1928 bekannt (ALBRECHT, GLEU und PFANNSTIEL) und wurde
im Laufe der Jahre vielseitig erforscht (Literaturverzeichnisse bei
WEBER, 1942, Et1ENNE, 1953, WHITE, 1961). In die gerichtliche Medizin
wurde sie durch SprcaT (1937) eingefithrt, und zwar als Vorprobe zum
Nachweis von forensisch wichtigen Blutspuren. In der Toxikologie der
Organophosphorgifte verwendet man diese Leuchtreaktion seit dem
Vorschlag von Gorpxsox (1957) mit Erfolg zur Detektion und zur
quantitativen Bestimmung von Nervengiften (Sarin, Tabun u. 4.), aber
auch zur Bestimmung von Insecticiden auf der Basis von Organo-
phosphorverbindungen (WrBeEr, Hui¢ und Mrazovié, WEBER und
MaTrOVIE).

Da wir seit vielen Jahren die Luminolreaktion in beiden der erwéhn-
ten Richtungen praktisch anwenden, aber auch an ihrer wissenschaft-
lichen Erforschung beteiligt sind, sollen hier unsere praktischen Kr-
fahrungen mitgeteilt werden. Besonders wird dabei auf die optimalen
Reaktionsbedingungen hingewiesen, die eine sehr hohe Empfindlichkeit
der Reaktion ergeben. Weiterhin werden die Vorteile der Verwendung
von modernen MeBapparaturen fiir die Luminescenz auch in der foren-
sischen Praxis besprochen.

Die Versuchsmethode

Zu den quantitativen Messungen der Intensitdt der Chemilumines-
cenz des Luminols wurden photoelektrische Mevorrichtungen verwendet
(WEBER, 1941), deren Strahlenempfinger (Photoelement, Photozelle
oder Sekundirelektronenvervielfacher) sich unmittelbar unter dem
Becherglas (100 ml) befand, in welchem sich die Luminolreaktion ab-
spielte. Das Licht der Chemiluminescenz wirkte so direkt auf den
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Strahlenempfinger, und dessen Photostrom konnte mit einem empfind-
lichen Spiegelgalvanometer (Empfindlichkeit bis 1,10-®* Amp/mm) ge-
messen werden. Bei Anwendung dieser Ausschlagmethode bestand ge-
wohnlich Proportionalitit zwischen der Intensitdt der Chemiluminescenz
und dem dazugehérigen Galvanometerausschlag. Werden die Galvano-
meterausschlige wihrend des Ablaufes der Luminolreaktion in bestimm-
ten Zeitabstdnden gemessen, so konnen die Intensitdt-Zeitkurven der
Chemiluminescenz gezeichnet werden. Diese zeigen einen steilen Anstieg
der Luminescenzintensitdt, die gewdhnlich schon in einigen Sekunden

5

Abb. 1. Schema der photoelektrischen MeBapparatur mit automatischer Registrierung

ihren Maximalwert erreicht und dann mehr oder weniger rasch, aber
oft auch nur allméhlich absinkt. SchlieBlich erldoscht die Luminescenz,
oft in der Reaktionszeit von einigen Minuten. Der quantitative Verlauf
der Intensitdt-Zeitkurve ist von den Versuchsbedingungen abhéngig,
wobei besonders die Konzentrationen der Reaktionsteilnehmer eine
wesentliche Rolle spielen.

Die Intensitit-Zeitkurven bzw. die zeitliche Anderung der dazu-
gehorigen Photostrome kénnen auch durch einen automatischen Schreiber
aufgezeichnet werden. Das ist nicht nur bequemer, sondern auch genauer,
weil alle Phasen der Kurve kontinuierlich erfalt werden. Die meisten
Messungen dieser Arbeit wurden mit dem Standard-Kompensations-
schreiber G1Bl der Firma C. Zeiss-Jena in Kombination mit einer gas-
gefiillten Photozelle MGS fir sichtbares Licht durchgefiihrt. Das Schema
der Versuchsapparatur zeigt die Abb. 1. Mit 1 ist in diesem Schema
das Gefall mit der Reaktionslésung bezeichnet, mit 2 die Kolbenpipette
zum Eintragen der Katalysatorlosung (Blutlésung u. 4.), mit 3 ein
Rihrer, mit 4 die Photozelle und mit 4 der Schreiber. 6 ist die laufende
Papierrolle am Schreiber, und auf der Platte 7 sind die elektrischen
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Schaltkontakte zur Anderung der MeBempfindlichkeit, der Nullpunkt-
einstellung usw. angebracht. Der Schreiber kann mit fiinf verschiedenen
Empfindlichkeiten betrieben werden, wobei die einzelnen Empfindlich-
keitsstufen im Verhdltnis 1:2:4:10:20 stehen. Die MeBempfindlichkeit
kann auch noch optisch durch Verwendung von Graufiltern oder einer
Irisblende zwischen dem Reaktionsgefall und der Photozelle vermindert
werden. Die Vorschubgeschwindigkeit des Registrierpapiers kann in den
Grenzen von 2/;mm bis 900 mm/min verdndert werden. Bei der Re-
gistrierung der Chemiluminescenz des Luminols hat sich eine Vorschub-
geschwindigkeit von 30 mm/min bewéhrt.

Die maximale Luminescenzintensitdt ( & ,,) — Maximum der Intensitét-
Zeitkurve — kann offenbar als Mal} der maximalen Reaktionsgeschwin-
digkeit und damit auch als MaBi der Wirksamkeit bzw. der Konzen-
tration des Katalysators betrachtet werden. Andererseits entspricht
das Integral der Intensitit-Zeitkurve — Flache unterhalb der Kurve —
der Lichtsumme (L) der Luminescenzreaktion, die als relatives MaB der
gesamten ausgestrahlten Lichtenergie zu werten ist. Wir haben die Licht-
summen der einzelnen Versuche durch planimetrische Ausmessung der
entsprechenden Flichen am Registrierpapier mit dem Kompensations-
Polarplanimeter 3005 von REISs vorgenommen.

Allgemeines iiber die Luminolreaktion

Die wiBerigen Lésungen fiir die Luminolreaktion haben drei Kom-
ponenten: 1. das Luminol, 2. einen basischen Stoff und 3. ein Oxydations-
mittel. Da das Luminol in Wasser nur sehr schwer loslich ist, wird es
gewohnlich direkt in der basischen Komponente der Reaktionslésung
gelost. Als basische Komponenten werden verwendet: Natronlauge oder
Soda bzw. tertidres Natriumphosphat, wéhrend als Oxydationsmittel
Wasserstoffperoxyd, Kaliumferricyanid, Natriumperborat und Natrium-
peroxyd gebraucht werden konnen. Die letzten zwei Stoffe ersetzen
in gewissem Grade die basische Komponente des Reaktionsgemisches.
Natriumperborat wird besonders bei den Versuchen mit Organophos-
pborgiften verwendet. Haminproteide geben intensive Chemiluminescenz
bei Anwesenheit von Wasserstoffperoxyd im Reaktionsgemisch. Kalium-
ferricyanid gibt mit alkalischen Losungen des Luminols ein schones
Reaktionsleuchten auch ohne Anwesenheit eines Katalysators.

Wird die Losung fiir die Luminolreaktion mit Wasserstoffperoxyd
oder Natriumperborat sorgféltig bei Verwendung sehr reiner Chemi-
kalien und besonders sehr reinem Wasser hergestellt, so zeigt sie ohne
Zusatz eines entsprechenden Katalysators keine wahrnehmbare Chemi-
luminescenz. Verunreinigungen, besonders von Schwermetallverbin-
dungen, ergeben jedoch ein geringfiigiges Selbstleuchten der Luminol-
Reagenslosung. Damit hangt auch die Haltbarkeit der Losung zusammen.



Die Anwendung der Chemiluminescenz des Luminols. I 413

Nichtleuchtende Reagenslosungen, oder nur sehr schwach leuchtende,
sind tagelang haltbar und verwendbar. Ist das Selbstleuchten aus-
gesprochener, so kann die Reagenslosung nur frisch bereitet verwendet
werden und ist nach 1—2 Std unbrauchbar.

Die katalytische Wirkung der Haminproteide auf die Luminol-
reaktion wird als eine Perozydasewirkung aufgefalit (WEGLER; SCHWAB
und Rost) und kann, wenn man das Héminproteid mit Fet++-Hb be-
zeichnet, durch folgende Bruttogleichung veranschaulicht werden:

NH, NH,
o K o
/K/ \NH I AVERRY
S memerm T Taemo
N Neo” N Neo”
Luminol Dehydroluminol

Fir einen solchen prinzipiellen Reaktionsverlauf spricht auch die
Tatsache, daB auch Meerrettich-Peroxydase als Katalysator der Luminol-
reaktion wirksam ist. Die freie Energie solcher Oxydationsreaktionen
wird ausschlieBlich als Licht der Luminescenz ausgestrahlt. Strengge-
nommen handelt es sich aber nicht um eine reine Katalyse, weil das
Héiminproteid bzw. ein anderer Wirkstoff wihrend des Verlaufes der
Luminolreaktion irreversibel inaktiviert wird. Es wire vielleicht be-
zeichnender, von einer Promotorwirkung des Hdmoglobins und der
anderen Wirkstoffe auf die Luminolreaktion zu sprechen.

AuBer der Peroxydasewirkung ist im Verlauf der Luminolreaktion,
besonders bei der Katalyse durch Organophosphorgifte, auch noch eine
Katalasewirkung anzunehmen (MaTtrovI¢ und WEBER). Dabei setzt der
Katalysator aus dem H,0, elementaren Sauerstoff frei und dieser wirkt
dann dehydrierend auf das Luminol, wobei die Reaktionsenergie wieder
als Luminescenzlicht in Erscheinung tritt. Ein solcher Mechanismus er-
scheint auch deshalb moglich, weil elementarer Sauerstoff unter be-
sonderen Umstinden eine verhdltnismaBig intensive Chemiluminescenz
des Luminols verursachen kann (P.C. WirrELMSEN, R. Lumry und
H. EvriNg).

Der Nachweis von Blutspuren

Als Hilfsmittel zum Nachweis von forensisch wichtigen Blutspuren
wurde von SPECHT ein Luminolreagens angegeben, das 0,1 Teil Luminol,
5 Teile Natriumcarbonat und 15 Teile Wasserstoffperoxyd (30%ig) auf
100 Teile dest. Wasser enthalt. Dieses Reagens fand Eingang in die ge-
richtsmedizinische Literatur und Praxis (ScewErp). Die Empfindlich-
keit der Leuchtreaktion mit diesem Reagens wird bei angetrockneten
Bluttropfen bis zu Verdiinnungen von 1:2000 angegeben.
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Wir haben aber durch systematische Priifung der Konzentrations-
verhéltnisse aller Komponenten der Reagenslosung durch quantitative
Messungen festgestellt, da unvergleichlich bessere Luminollgsungen
verwendet werden kénnen. Zunéchst ist statt Natriumcarbonat die Ver-
wendung von Natronlauge zu empfehlen. Bei der stark alkalischen
Reaktion der Natronlauge im Reagens ergibt sich kein wesentlicher
Unterschied in der Wirkung von getrockneten und frischen Blutspuren
bzw. Blutlésungen. Es handelt sich offenbar darum, daf auf die Luminol-
reaktion nur Methdmoglobin (Himiglobin) katalytisch wirkt,' das im
angetrockneten Blut vorwiegend vorhanden ist. Im Reagens mit Natron-
lauge wird nun bei der stark alkalischen Reaktion das Hamoglobin
des Frischblutes rasch durch die Wirkung des Wasserstoffperoxyds in
Methamoglobin verwandelt, und dieses 16st dann die Chemiluminescenz
aus. Bel der schwécher alkalischen Reaktion des Reagens mit Carbonat
findet die Oxydation des Hdmoglobins nur langsam statt und die Lumi-
nescenz ist deshalb wesentlich schwicher. Aullerdem erhoht aber die
stark alkalische Reaktion der Natronlauge ganz wesentlich die Empfind-
lichkeit der Leuchtreaktion.

Weiterhin sind die Konzentrationen des Luminols und besonders
des Wasserstoffperoxyds im Reagens von SprcET viel zu hoch. Diese
zu hohen Konzentrationen bedingen eine Konzentrationsinhibition der
Luminolreaktion, eine damit verbundene ausgesprochene Léschung der
Chemiluminescenz und wesentliche Herabsetzung der Empfindlichkeit
des Nachweises von Blutspuren.

Wir verwenden seit vielen Jahren mit bestem Erfolg ein Luminol-
reagens, das wie folgt erhalten wird. Man stellt drei Stammldsungen her:

T. NaOH 0,4 N'; 8 g festes Natriumhydroxyd gelést in 500 ml dest.
Wasser.

IT. H,0, 0,176 M; 10 ml Wasserstoffperoxyd 30%ig 4 490 ml dest.
Wasser. ‘

IT1. Luminol 0,004 M; 0,354 g Luminol gelost in 62,5 ml NaOH 0,4 N
und mit dest. Wasser auf 500 ml aufgefillt.

Diese Stammlésungen sind monatelang unverédndert haltbar, und zum
Gebrauch werden zu 70 ml dest. Wasser je 10 ml der drei Stamm-
losungen hinzugefiigt 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 von 1:10000000, wobei es gleichgiiltig ist, ob es sich um Loésungen
von angetrockneten Blutspuren (Methdmoglobin) oder um Lésungen von
Frischblut (Oxyhdmoglobin) handelt. Es ist zweckmiBig, die Stamm-
16sung IIT mit dem Luminol einige Tage vor der ersten Verwendung
herzustellen. Reagenslosungen, die mit frischer Stammlésung IIT be- -
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reitet werden, ergeben geringere Intensitdten der Chemiluminescenz. Es
handelt sich offenbar darum, daB die vollstindige Bildung des Anions
der Lactimform des Luminols, das fiir den Reaktionsbeginn mafBigebend
ist, in der schwach alkalischen Losung etwas Zeit braucht. Die Stamm-
losung IT soll hingegen nicht zu alt sein, da bekanntlich Wasserstoff-
peroxyd in verdinnten Lésungen nicht sehr stabil ist.

Die Abb. 2 zeigt Intensitit-Zeitkurven der Chemiluminescenz, die
mit dem angefithrten Reagens und mit Hilfe des beschriebenen Kom-
pensationsschreibers erhalten wurden. Es wurde jeweils zu 19 ml Reagens
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Abb. 2. Intensitéit-Zeitkurven (& -f) der Chemiluminescenz des Luminols bei Zusatz von Blut-
l6sungen. Blutverdinnungen 1:10000000 (Kurve I), 1:2000000 (Kurve 2) und 1:1000000 (Kurve 3)

1 ml Blutlésung (Frischblut) hinzugefiigt. Die angefithrten Blutver-
diinnungen geben immer die Verdinnung in der Blutlésung an, die dem
Reagens hinzugefiigt wurde. Die Kurve 1 der Abb. 2 wurde mit einer
Blutverdiinnung 1:10000000 in dest. Wasser und der héchsten Empfind-
lichkeit der MeBapparatur erhalten. Es ist wesentlich, daf diese Lumines-
cenz auch visuell sehr schén wahrzunehmen ist. Die Kurven 2 und 3
derselben Abbildung wurden unter gleichen Bedingungen mit Blut-
verdiinnungen 1:2000000 bzw. 1:1000000 erhalten. Die relativen
maximalen Luminescenzintensitdten (2,) und die Lichtsummen (L),
bezogen auf die hichste Empfindlichkeit der MeBapparatur, sind fiir die
einzelnen Kurven der Abb. 2 und der folgenden Abbildungen mit an-
gefiihrt.

Um das von uns verwendete Luminolreagens mit NaOH im Vergleich
zum Reagens mit Na,CO; nach SPrCHT bewerten zu kénnen, zeigt die
Abb. 3 Luminescenzkurven, die unter gleichen Versuchsbedingungen mit
getrocknetem Blut und Blutverdiinnungen 1:100000 erhalten wurden.
Wie ersichtlich, ergab das Spechtsche Reagens eine maximale Lumines-
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cenzintensitit von nur @,, = 110 bei einer Intensitit des Selbstlenchtens
von @ = 60. Das Selbstleuchten des Reagens wurde also durch den
Zusatz der Blutlosung etwa auf das Doppelte erhoht. Bei der Verwendung
des Reagens mit NaOH wurde bei nichtwahrnehmbarem Selbstleuchten
eine maximale Luminescenzinfensitit bei Zusatz der Blutlésung von
Dm = 990 erbalten. Die entsprechenden Lichtsummen sind fir das

0

2 L.
A
gl—_ 1 1 I | ! L I I ! !
4min J Z i 7 Smin 4 J Z ! 7
t < -
] $.=10  L-100 19,=970  1=25500
29,=990  L=24600 29,670 1=33100
Abb.3 Abb. 4

Abb. 8. Intensitit-Zeitkurven ( @-f) der Chemiluminescenz des Luminols bei Zusatz von Lésungen
(1:100000) getrockneten Blutes. Kurve I Reagens mit Na,CO; nach SPECHT, Kurve 2 Reagens mit
NaOH

Abb, 4. Vergleich der Intensitit-Zeitkurven ( &-f) der Chemiluminescenz des Luminols bel Zusatz
von Blutlésungen 1:100000 von angetrocknetem Blut (Kurve 1) und Frischblut (Kurve 2)

Reagens mit Na,CO; L = 100 und fiir unser Reagens L = 24600. Es
ist dabei wesentlich, dall bei Verwendung des Reagens mit NaOH das
Luminescenzleuchten ldnger dauert, womit die Sicherheit des Blut-
spurennachweises sehr erhoht wird.

Die Abb. 4 zeigt unter gleichen Bedingungen erhaltene Luminescenz-
kurven (Blutlésung 1:100000), von welchen sich die erste (I) auf ge-
trocknetes Blut, die zweite (2) aber auf Frischblut bezieht. Es ist er-
sichtlich, dafl durch das Trocknen des Blutes die maximale Lumines-
cenzintensitdt unwesentlich zunimmt (g, = 970 gegen z,, = 870 fiir
Frischblut), wihrend die Lichtsumme durch Verkiirzung der Leuchtdauer
wesentlich abnimmt (L = 22500 gegen L = 33100 fiir Frischblut).
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Durch Verwendung von angetrocknetem Blut, bei vollig gleichen Ver-
suchsbedingungen, wird die maximale Intensitdt der Chemiluminescenz
um etwa 10% erhoht, die Lichtsumme jedoch um 23% herabgesetzt.
Fir den qualitativen Nachweis von Blutspuren ist es aber gleichgiiltig,
ob es sich um angetrocknete oder frische Blutspuren handelt. Diese
Feststellung ist deshalb wichtig, weil die Blutspuren in Wasser, z.B.
im Waschwasser blutbefleckter Hande, den Blutfarbstoff vorwiegend
als Himoglobin enthalten und sich nur allméhlich Methdmoglobin bildet.
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Abb. 5. Die maximale Luminescenzintensitit (#,) und die Lichtsumme (L) als Funktion der
Blutkonzentration, Kurven I und 3 fiir Frischblut, Kurven 2 und 4 fir angetrocknetes Blut

Was die Stabilitit und Verwendbarkeit des Luminolreagens mit
NaOH betrifft, so haben wir festgestellt, daB das gebrauchsfertige (ver-
diinnte) Reagens einige Tage verwendbar ist. Nach 4 Tagen hatte es
allerdings nur etwa 1/, seiner Aktivitit beibehalten. Die Stammiésungen
sind dagegen praktisch unbegrenzt haltbar. Das Reagens nach SpEcHT
mit Na,CO,; war nach 4 Tagen vollkommen inaktiv.

Es war nicht unwesentlich festzustellen, wie sich die maximale
Luminescenzintensitdt mit der Blutkonzentration in einem gréBeren
Konzentrationsbereich &dndert. Die Abb.5 zeigt zwei Kurven dieser
PFunktion, die mit Frischblut (1) bzw. mit angetrocknetem Blut (2) er-
halten wurden. Es ist ersichtlich, dafl sich fast lineare Beziehungen
ergaben. Nur bei grofen Blutkonzentrationen wurden etwas kleinere
Intensitdtswerte gemessen, als der Linearitit entspricht. Der verwendete
Konzentrationsbereich (% Blut in der luminescierenden Losung) um-
faBte bei diesen Versuchen Blutverdiinnungen von 1:20000000 bis
1:100000.

In der gleichen Abb. 5 ist auch die Abhéngigkeit der Lichtsummen
der Luminescenz von der Blutkonzentration graphisch dargestellt fir
Frischblut (3) und fir angetrocknetes Blut (£). In beiden Fillen wurde
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eine gute Linearitdt festgestellt. Es ist auch aus diesen Versuchen er-
sichtlich, da bei gleichen Konzentrationen Frischblut immer héhere
Werte der Lichtsumme und niedrigere Werte der maximalen Lumines-
cenzintensitdt ergibt als angetrocknetes Blut. Angetrocknetes Blut
ergibt also immer eine etwas hellere, aber kiirzere Chemiluminescenz
als Frischblut.

Aus den beschriebenen Versuchsergebnissen geht klar hervor, daf
das angefiihrte Luminolreagens mit Natronlauge sich besonders gut
zum Nachweis von Blutspuren eig-
net. Dieses Reagens verleiht dem
s Blutspurennachweis eine auBeror-
dentlich grofle Empfindlichkeit, und
er wird dadurch spezifisch fur Blut.
Es konnte ndmlich kein Stoff gefun-
den werden, der auch nur annghernd
in solchen extremen Verdiinnungen
die Luminescenz des Luminols her-
vorzurufen vermag als Blut bzw. Ha-
moglobin (WeBER und MIrRULICIE).

Die Wirkung

von Urin auf den Blutnachweis
Die Zahl der Stoffe, die die
Chemiluminescenz des Luminols 16-
T schen, ist verhéltnismdBig groB
(WEBER, PROCHAZK A und SPOLJARIQ,
Abb. 6. Photographie der Chemiluminescenz WrgER und KOSTELA07 WEBER und
des Luminols bei Anwesenheit von Blutlosung K= AJCINOVIE). Da es sich aber meist
obme Urin unth;iipre?,S%ih(]H vom GHEEL ym synthetische Stoffe handelt, ist
ihre Anwesenheit in Blutspuren sehr
unwahrscheinlich. Fiir den gerichtsmedizinischen Blutspurennachweis ist
es jedoch wesentlich, dafl Urin die Chemiluminescenz des Luminols sehr
wirksam loscht (WEBER und FREETIC). Die Abb. 6 zeigt die Photographie
von zwei Eprouvetten mit identischen luminescierenden Luminollésungen,
von welchen einer jedoch einige Tropfen Urin hinzugefiigt wurden. Eine
deutliche Léschung der Chemiluminescenz durch den Urin kann leicht
festgestellt werden. Aufgenommen wurde im Eigenlicht der Luminescenz.
Einige quantitative Messungen iiber den EinfluB des Urins auf die
Luminescenz ergaben Werte fiir die maximale Intensitdt und fir die
Lichtsumme in Abhéingigkeit von der Urinkonzentration, die in der
Abb. 7 graphisch dargestellt sind. Die Messungen beziehen sich auf
getrocknetes Blut bei einer Verdiinnung von 1:2000000 im Reaktions-
gemisch. Es ist ersichtlich, daBl Urin schon in einer Konzentration von
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nur 1% im Reaktionsgemisch sowohl die maximale Intensitdt als auch
die Lichtsumme der Luminescenz ganz wesentlich herabzusetzen vermag.
Blutspuren, die etwa mit Urin {iberdeckt wurden, sind demzufolge dem
Nachweis mit der Luminolreaktion nur schwer zuginglich.
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Abb. 7. Die maximale Luminescenzintensitit ( @,) und Lichtsumme (L) als Funktion der
Urinkonzentration (¢)

Andererseits kann man solche Versuche — also Loschversuche der
Chemiluminescenz des Luminols — zum indirekten Nachweis von Urin
heranziehen.

Der Nachweis von Methimoglobin und Kohlenoxydhdmoglobin
mit der Luminolreaktion ‘
Es wurde schon darauf hingewiesen, dall das Luminolreagens mit
NaOH beim Blutspurennachweis etwa in gleicher Weise mit Oxyhdmo-
globin und Methdmoglobin reagiert. Dasselbe wurde auch fiir Kohlen-

4 |-
¢
T 7+ ] 7
/] | ] t |
4 mn 3 2 7 7
t -
] ¢m =788 1=11500
2.9 =360 {=14100

Abb. 8, Vergleich der Intensitit-Zeitkurven ( @-t), die bei sonst gleichen Versuchsbedingungen
mit Frischblut (Kurve 7) und mit Kohlenoxydblut (Kurve 2) erhalten wurden

oxydhdmoglobin festgestellt. Die Abb.8 zeigt zwei Luminescenzkurven,
von welchen sich eine (1) auf Frischblut und die andere (2) auf Blut,
das mit Kohlenoxyd geséttigt wurde, bezieht. Die Wirkung des Kohlen-
oxydhdmoglobins ist offenbar intensiver (héhere @ ,- und L-Werte),
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der Unterschied ist aber nicht so groB, daB er zur Unterscheidung der
beiden Hémoglobinderivate dienen kénnte.

Es wurde aber festgestellt, dall man mit einem Luminolreagens, das
statt Natronlauge in gleicher Konzentration Natriumearbonat enthélt,
Oxyhdmoglobin von Methémoglobin und Kohlenoxydhidmoglobin unter-
scheiden kann. Zu diesem Zweck wurde das oben angefiihrte Reagens nur
insofern gedndert, daf statt NaOH jeweils Na,CO; in gleicher Konzentra-
tion sowohl fiir die Stammlésung I (21,2 g wasserfreies Na,CO; in 500 ml
dest. Wasser), als auch zum Auf-
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Abb. 9 Abb. 10

Abb. 9. Vergleich der Intensitéit-Zeitkurven ( 2-t), die bei sonst gleichen Versuchsbedingungen mit
dem Carbonat-Luminolreagens und mit angetrocknetem Blut (Kurve 1) bzw. mit Frischblut (Kurve 2)
erhalten wurden

Abb. 10. Vergleich der Intensitéit-Zeitkurven ( @-f), die mit dem Carbonat-Luminolreagens und mit
Frischblut 1:1000 (Kurve I) bzw. mit Kohlenoxydblut 1:1000 (Kurve 2) erhalten wurden

Mit dem so erhaltenen Luminolreagens mit Natriumcarbonat, das
sich wesentlich vom Spechtschen Reagens unterscheidet, konnten wir
die Unterscheidung der erwihnten Hamoglobinderivate vornehmen. Die
Abb. 9 zeigt zwei Luminescenzkurven, von welchen die eine (I) mit ge-
trocknetem Blut (Met-Hb) und die andere mit Frischblut (O,-Hb) bei
Verwendung des angefithrten Carbonat-Luminolreagens erhalten wurde.
Die Blutverdinnung im Reaktionsgemisch betrug jeweils 1:40000. Es
ist ersichtlich, daB die Formen dieser Kurven grundsétzlich verschieden
sind. Angetrocknetes Blut ergibt ein helles Aufleuchten, das sehr rasch
abklingt, wihrend die Luminescenz bei Anwesenheit von Frischblut
wesentlich schwécher ist, aber nur allmahlich abnimmt. Auch bei
visuellen qualitativen Versuchen ist dieser Unterschied im Intensitéts-
verlauf der Luminescenz wahrnehmbar.
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Will man das Luminolreagens mit Carbonat zur Unterscheidung
von Oxyhdmoglobin und Kohlenoxydhédmoglobin verwenden, so ist zu-
ndchst bei direkter Wirkung dieser Stoffe auf die Luminolreaktion
kein wesentlicher Unterschied feststellbar. Die Abb. 10 zeigt zwei Kurven,
von welchen die eine (1) mit Oxyhdmoglobin (Blutverdiinnung 1:1000),
die andere (2) aber mit Kohlenoxydhimoglobin gleicher Konzentration
erhalten wurde. Wie ersichtlich, ist der zeitliche Intensitidtsverlauf der
Luminescenz in beiden Féllen etwas verschieden, die maximalen In-
tensitdtswerte und die Lichtsummen sind aber anndhernd dieselben.
Werden aber solche Blutproben angetrock- P
net, dann in Wasser gel6ost und die Ver- E_
suche unter gleichen Bedingungen wieder- !
holt, so sind wesentliche Unterschiede fest-
zustellen. Die Abb.11 zeigt zwei Kurven, 4 o /
von welchen sich die mit 7 bezeichnete auf
angetrocknetes normales Blut und die mit
2 bezeichnete auf angetrocknetes, mit Koh- 2=
lenoxyd gesdttigtes Blut bezieht. Im ersten ,
Falle bildet sich offenbar viel Methédmoglobin,
das mit dem Reagens bei Anwesenheit von 0 _M
Carbonat eine intensive Chemiluminescenz
ergibt, wihrend beim Antrocknen von Koh-
lenoxydblut kein oder nur wenig Methamo-
globin gebildet und nur eine schwache
Luminescenz erhalten wird. Abb. 11, Vergleich der Intensitét-

. . Zeitkurven (@-f), die mit dem
s ist nicht anzunehmen, dall der ge-  cCarbonat-Luminolreagens und

. = i _ mit angetrocknetem Normalblut
scihﬂderte'Metham(?glob.m und Koh%enoxyd (Rureo 1) bzw. it angotrock
himoglobinnachweis mit dem Luminol-Car-  netem Kohlenoxydblut (Kurve 2)

. . erhalten wurden.
bonatreagens eine besondere praktische Be- Blubverdiinnungen 1.1000
deutung haben kann. Die Ergebnisse der
angefithrten Versuche sind aber in gegebenen Fillen, z. B. beim Priifen
von angetrockneten Spuren von Kohlenoxydblut mit der Luminol-

reaktion, zu beriicksichtigen.

2 min g
[ -
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Zusammenfassung

Es wurde die Zusammensetzung eines Luminolreagens mit Natron-
lauge angegeben, das sich sehr gut zum Nachweis forensisch wichtiger
Blutspuren eignet. Angetrocknetes oder Frischblut kann mit Hilfe des
angefiithrten Reagens bis zu Verdiinnungen 1:10000000 sicher durch die
gut sichtbare Chemiluminescenz des Luminols nachgewiesen werden.
Die durch die Blutspuren verursachte Chemiluminescenz des Luminols
kann sehr genau photoelektrisch gemessen und registriert werden.
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Zwischen der maximalen Luminescenzintensitit (& ,,) bzw. der Licht-
summe (L) und der Blutkonzeutration besteht in weiten Grenzen eine
lineare Beziehung.

Die Stammloésungen fiir das Luminolreagens sind monatelang haltbar,
und das gebrauchsfertige Reagens zeigt bei sorgfiltiger Bereitung keine
Eigenluminescenz. Es ist auch im verdiinnten gebrauchsfertigen Zustand
einige Tage haltbar und verwendbar.

Urin 16scht in groflem Mafe die Chemiluminescenz des Luminols
beim Blutnachweis. Diese Erscheinung stért beim Spurennachweis von
Blut, kann aber zum Nachweis von Urin herangezogen werden.

Die Chemiluminescenz des Luminols kann auch zum Unterscheiden
des Oxyhémoglobins von Methdmoglobin und Kohlenoxydhdmoglobin
verwendet werden.
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