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O LUMINESCENCIJI LUMINOLA
X1 PRIMJENA LUMINOLSKE REAKCI]JE
ZA DOKAZIVAN]JE KRV

K. WeEBer 1 V. MigkvuvrLicié

Zavod za sudsku medicinu i kriminalistiku Medicinskog fakulteta u Zagrebu
(Primljeno 5. Ul. 1959.)

Od svih poznatih mnogobrojnih kemiiskih metoda za dokazivanje
krvnih mrlja za sudsko medicinske svrhe, ¢ini se, da luminolska reakcija
daje najsigurnije rezultate. Osjetljivost ove reakcije vanredno je visoka.
Prikazuje se ispravan natlin izvedbe ove reakcije za dokazivanje krvnih
mrlja, 1 daju se rezultati kvantitativnih mjerenja o utjecaju razliditih
prirodnih tvari na kemiluminescenciju luminola Utvrdeni su kataliti¢ki
kao i inhibitorski efekti djelovanjem tih tvari. Takvi utjecaji mogu
samo neznatno mijenjati pravilan tok luminolske reakcije pri dokazi-
vanju krvnih mrlja.

1. Uvod

U sudsko-medicinskoj i kriminalisti¢tkoj praksi Cesto je potrebno
analizirati mrlje na raznim predmetima, pri ¢emu dokazivanju krvnih
mrlja pripada narolito znalenje. Poznate su razli¢ne kemijske metode
(1) za dokazivanje krvi u mrljama, kao $to su benzidinski i fenolfta-
leinski ogled, reakcija s leukomalahitnim zelenilom i dr. Ove kemijske
metode dokazivanja krvi osnivaju se veinom na Cinjenici, da hemo-
globinu pripada sposobnost peroksidativnog djelovanja. pa ta krvna boja
prenosi, pri izvedbi odgovarajuéeg kemijskog ogleda na krv, kisik vodi-
kova peroksida na bezbojni oblik nekog supstrata (benzidina, leuko-
bojila i sl.), stvarajuéi njegov intenzivno obojeni oksidirani oblik.
Ogled daje pozitivan rezultat na hemoglobin, a time i na krv, kad se
pojavi otekivana boja.

Luminolska reakcija (kemiluminescencija 3-aminoftalhidrazida) ta-
koder se osniva na navedenom principu (2) s tom razlikom, Sta se pri
izvedbi ove reakcije ne stvara boja, nego reakciona smjesa pokazuje u

* X. publikacija ove serije radova: Arh. hig. rada, 9 (1958) 349.
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prisutnosti hemoglobina vi$e manje intenzivnu emisiju svijetla (kemi-
luminescenciju). Ovo svijetlo luminescencije narotito se lijepo vidi u
mraku, a ima svijetloplavu boju. Luminolskoj reakciji pripada, u uspo-
redbi s drugim sli¢nim kemijskim metodama dokazivanja krvi, odredena
prednost, koja se izritito pokazuje u tome, $to luminolska reakcija ima
ckstremno visoku osjetljivost, lako je izvediva na razliditim predme-
tima, a daje siguran rezultat i pri izvedbi s obojenim otopinama
ispitivanja.

Luminolska reakcija predlozena je za forenzi¢no dokazivanje krvnih
mrlja (3) veé 1937. godine. Prakticki se upotrebljava s velikim uspje-
hom, a u ovoj radnji pobliZe je ispitivana narotito s obzirom na utjecaj
raznih prirodnih tvari na njezinu sigurnost i pouzdanost pri dokazi-
vanju tragova krvi u mrljama.

2. Opcenito o luminolskoj reakciji

Kemiluminescencija luminola (3-aminoftalhidrazida) pojavljuje se
pri_oksidaciji (zapravo dehidraciji) toga sintetskog spoja utjecajem
aktivnog kisika u luZnatim otopinama vodikova peroksida, natnijeva
perborata, natrijeva hipoklorita i sl. tvari. Ova oksidacija luminola se
zbiva razmjerno sporo, pa reakciona smjesa samo slabo svijetli. Hemin-
ski proteidi — ali 1 druge tvari odredene konstitucije — djeluju medutim
izrazito kataliti¢ki na tu reakciju, a paralelno s povefavanjem brzine
reakcije utjecajem katalizatora poveéava se i jakost luminescencije re-
akcione smjese.

Kad se radi o dokazivanju krvi (hemoglobina) luminolskom reakci-
jom, redovno se upotrebljava vodikov peroksid kao davalac kisika, a
kao reakciona komponenta, koja stvara lu¥natu reakciju, moze posluziti
natrijeva luZina ili natrijev karbonat. Znadajno je za reakciju luminola
s krvnom bojom, da na ovu reakciju djeluje zapravo uvijek oksidirani
oblik heminskog proteida, dakle oblik s trovaljanim Zeljezom (met-he-
moglobin ili hemiglobin), i to bez obzira na to, koji se oblik kryne boje
dodaje reakcionoj smjesi. Kad se dodaje reducirani oblik (hemoglobin),
bit ¢e primarni proces reakcije oksidacija hemoglobina u hemiglobin,
a tako dobiveni oksidirani oblik krvne boje djelovat ¢e na luminolsku
reakciju kao katalizator. Cini se, da se oksidacija hemoglobina u he-
miglobin u luZnatim otopinama vodikova peroksida zbiva veéom brzi-
nom u prisutnosti natrijeve luZine negoli natrijeva karbonata. Zbog
toga se preporutuje, da se pri dokazivanju svjefe krvi radi s reagen-
som, koji sadrfava natrijevu lufinu, a pri dokazivanju osu$ene krvi
koja sadrzava krvnu boju prete’no u hemiglobinskom obliku, daje i re-
akciona smjesa s karbonatom dobre rezultate.

Buduéi da se luminolska reakcija zbiva i bez prisutnosti katalizatora
(krvi) u reakcionoj smjesi, luminolski reagens na kryne mrlje se kvari
stajanjem, pa treba raditi uvijek sa svje¥im reagensom. Otopine poje-
dinih komponenata reagensa prili¢no su stabilne, i njihov se sastav
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bitno ne mijenja ni ako stoji nekoliko mjeseci. Zato se preporutuje da
se posebno priredi: a) otopina luminola u nekom baziénom sredstvu,
b) otopina vodikova peroksida u vodi i ¢) otopina luZine ili karbonata
u vodi. Navedene otopine pomijeSaju se u odredenom omjeru nepo-
sredno prije izvedbe pokusa, a tako dobiveni gotovi luminolski reagens
upotrebljiv je najvie 2 sata. MoZe se preporuéiti rad s pojedinalnim
otopinama ovog sastava:

a) luminol 4 - 10—°M

u NaOH 5:10—2M
b) vodikov peroksid 1,76 - 10—1M
¢) NaOH 4-10—M -

Gotovi luminolski reagens dobije se na pr., kad se koli¢ini od 35 ml
destilirane vode dodaje po 5 ml navedenih ishodnih otopina. Za kvali-
tativne pokuse dovoljno je priblizno se drzati navedenih odnosa, a za
kvantitativna mjerenja treba uvijek raditi pod strogo jednakim
uvjetima.

Reagens s natrijevim karbonatom moZe se prirediti i po navedenoj
recepturi, tako da se natrijeva luZina zamijeni u istoj molarnoj kon-
centraciji natrijevim karbonatom. Od ishodnih otopina luminolskog
reagensa najmanje je stabilna otopina vodikova peroksida, jer se stalno
raspada malenom brzinom u elementarni kisik i vodu. Zbog toga treba
tu otopinu Ce$ée iznova pripremiti.

Krvna mrlja se moZe dokazati jo§ i luminolskim reagensom, koji
namjesto vodikova peroksida sadrzava natrijev perborat (4). Perborat
se moZe smatrati krutom supstancijom, koja u svakoj molekuli sadr-
zava po jednu molekulu vodikova peroksida: NaBO, - H,0, - 3H,0. Ta
kruta tvar s aktivnim kisikom vrlo je stabilna, a njezine otopine odre-
dene koncentracije mogu se pripremiti vaganjem. Potrebnu luZnatu
reakciju reagensa daje u ovom slulaju sam perborat, a kao otapalo za
luminol sluZi otopina tercijarnog natrijevog fosfata. Kao ishodne oto-
pine takvog reagensa mogu se preporuciti ove:

a) 0,1%0 luminola u 1%-tnoj otopini trinatrijeva fosfata
b) 1% perborata u vodi

Gotovi luminolski reagens se dobije, kad se 20 ml otopine a) pomi-
jesa sa 3 ml otopine b) i nadopuni vodom na 50 ml. Takav luminolski
reagens daje s tragovima krvi intenzivnu kemiluminescenciju.

Kvantitativni pokusi, koji se prikazuju u ovoj radnji, izvedeni su
fotoelektriénom aparaturom opisanom u prija$njim publikacijama (5).
Otklon galvanometra ove aparature, koji je oznalen sa G, predstavlja
broj¢anu mjeru za relativnu jakost (intenzitet) luminescencije. Kad se
radi pod jednakim pokusnim uvjetima s istom aparaturom, dobije se
ista jakost luminescencije i ista brojéana vrijednost za G. Jakost lumi-
nescencije zavisi medutim i pod jednakim pokusnim uvjetima o reak-
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cionom vremenu (na slikama ¢ u sekundama). Krivuljama, koje prika-
zuju zavisnost jakosti luminescencije o reakcionom vremenu, t. zv.
witenzitetnim krivuljama, pripada odredeni maksimum, koji se redovno
pokazuje na potetku reakcije, na pr. u 5. sekundi reakcionog zbivanja.
Brojcana vrijednost za G pri ovom maksimumu, t. zv. maksimalna ja-
kost luminescencije, oznatena je sa Gm. Maksimalnoj jakosti lumi-
nescencije odgovara 1 maksimalna brzina luminolske reakcije, a maksi-
malna brzina reakcije je funkcija — pod inale jednakim. pokusnim uvje-
tima — koncentracije katalizatora (c), dakle u konkretnom slu¢aju he-
moglobina, a time 1 koncentracije krvi. Pored toga postoji jo§ i funk-
cionalna veza izmedu koncentracije krvi i zbroja svijetla (L) lumi-
nescencije. t. j. ukupne koli¢ine emitiranog svijetla (integrala intenzi-
tetne krivulje).

Odredivanje koncentracije hemoglobina u upotrebljenim krvnim
otopinama izvr$eno je mjerenjima ekstinkcije Pulfrichovim fotometrom
po poznatoj metodi (6).

Prikazivanjem zavisnosti maksimalne jakosti luminescencije o kon-
centraciji katalizatora odnosno inhibitora dobije se u kvantitativnom
pogledu uvid u djelovanje tih tvari. U ovoj radnji ispitivane su na taj
nadin razne prirodne tvari, koje bi mogle utjecati pri praktitkoj izvedbi
dokazivanja krvnih mrlja na rezultat luminolske reakcije.

&. Rezultati rada

Niz intenzitetnih krivulja luminescencije u karbonatnoj reakcionoj
smjesi, a u prisutnosti razli¢itih koncentracija hemoglobina (svjeZe
krvi) prikazuje slika 1. Vidi se, da poveéavanjem koncentracije hemo-
globina pravilno raste maksimalna jakost luminescencije kao i zbroj
svijetla (ploha ispod krivulje). Nadelno jednake krivulje su dobivene
1 pri radu s drugim reakcionim smjesama, a u prisutnosti otopine svjeze
ili suSene krvi.

Zavisnost maksimalne jakosti luminescencije o koncentraciji hemo-
globina prikazuju za karbonatnu reakcionu smjesu krivulje na slici 2.
Krivulja 1. na toj slici odnosi se na otopine svje’e krvi, dakle na niz
intenzitetnih krivulja slike 1., a krivulja 2. slike 2. na otopine sufene
krvi. Vidi se, da postoji bitna razlika u djelovanju otopine svjeZe
odnosne suSene krvi, i to u tom smislu, $to osulena krv (hemiglobin)
znatno izrazitije katalizira luminolsku reakciju negoli svieza krv (he-
moglobin).

Nacelno jednaki rezultati dobiveni su i s reakcionom smjesom s na-
trijevim perboratom i luminolom u fosfatu. Knivulja 1. na slici 3.
odnosi se na otopine svjeZe krvi, krivulja 2. na otopine krvi u vodi,
koje su stajale pri sobnoj temperaturi 24 sata, a krivulja 3. na otopine
susene krvi. Stajanjem vodene otopine krvi, te sufenjem krvi hemo-
globin postepeno prelazi u hemiglobin, pa se iz toka navedenih krivu-
lja vidi, da i u perboratnoj smjesi hemiglobin bolje katalizira lumi-
nolsku reakciju negoli hemoglobin.
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Kad se upotrebljava za rad reakciona smjesa s natrijevom luzinom,
ne postoji bitna razlika, kako je ve¢ ukratko spomenuto, izmedu djelo-
vanja svjeze krvi i suSene krvi. U jednom se i u drugom slucaju dobije
krivulja zavisnosti maksimalne jakosti luminescencije o koncentraciji
hemoglobina, koju prikazuje slika 4. (Krivulja 1.)
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SI. 1. Zavisnost jakosti luminescencije (G) o reakcionom vremenu (t u sekundama).
Reakciona smjesa s karbonatom. Kriv. 1. Koncentracija hemoglobina 1,73 mikrograma

(») u 50 ml reakcione smjese. Kriv. 2. 5,20 y, Kriv. 8. 8,67 y i Kriv. 4. 17,33 7.
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Iz navedenih rezultata mjerenja maksimalne jakosti luminescencije
u raznim reakcionim smjesama (Krivulje na slikama 2., 3.14.) mozZe se
objektivno utvrditi, koji od upotrebljenih reagensa najbolje odgovara
za dokazivanje sasvim malenih i slabih krvnih mrlja. Iz navedenih po-
dataka moZe se izratunati (olitati na krivuljama) ona koli¢ina hemiglo-
bina, koja u 50 ml doti¢ne reakcione smjese daje maksimalnu jakost

luminescencije od Gm = 50. Dobivaju se ove vrijednosti:
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S1. 2. Zavisnost maksimalne jakosti luminescencije (Gm) o koncentraciji hemoglobina
(c. mikrogrami u 50 ml reakcione smjese). Kriv. 1. otopine svjeie krvi, Kriv. 2. olo-

pine suSene krvi. Karbonatska rea

73 &

kciona smjesa.
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1. Za NaOH — H,0, 0,88 mikrograma
Za Na,CO; — H,0, 6,0 mikrograma
3. Za NaBO, H,0, 3H,0 11,5 mikrograma
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SI. 3. Zavisnost maksimalne jakosti luminescencije (Gm) o koncentraciji hemoglobina
(c). Kriv., 1. otopine svjete krvi, Kriv. 2. olopine svjete kroi u vodi, koje su stajale

94 sata, Kriv. 8. otobine susene krvi. Reakciona smjesa s perboralom.
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Ove se vrijednosti odnose kao 1:6,8:13,0. To zna&i, da je dokazi-
vanje krvnih tragova luminolskom reakcijom uz primjenu reagensa
s natrijevom luZinom oko sedam odnosno jedanaest puta osjetljivije,
negoli dokazivanje pod istim uvjetima, a s reagensom, koji sadrzava
karbonat odnosno perborat. Pored toga pri radu s luZinom sporedno
je, da li se radi o svjeZim ili osuSenim krvnim mrljama.

Sto se ti¢e apsolutne osjetljivosti dokazivanja krvnih tragova moZe
se 1z navedenih rezultata mjerenja zakljutiti ovo: U reagensu s natri-
jevom luZinom krv s priblizno normalnom koncentracijom hemoglobina
(16 g %0 Hb) u razredenju od 1:100.000 daje relativnu maksimalnu
jakost luminescencije od Gm = 70, a u deset puta veéem razredenju
Gm = 7, kad se dodaje reakcionoj smjesi kolitina krvne otopine od
1 ml. Budu¢i da se reakcionoj smjesi moZe dodati, pod uvjetima rada
koji se ovdje prikazuju, i 10 ml krvne otopine, moZe se jos dalje sniziti
grani¢na koncentracija krvi, koju luminolska reakcija moZe dokazati.
Kao kona¢ni rezultat ovih razmatranja izlazi, da se navedenim reagen-
som moZe dokazati prisutnost krvi u vodenoj otopini pri razredenju
od 1:10,000.000, a koli¢ina hemoglobina, koja na galvanometru upo-
trebljene aparature daje otklon od Gm = 7, bit ¢e svega 0,16 mikro-
grama Hb. To je zaista vanredno visoka osjetljivost metode dokaziva-
nja tragova krvnih mrlja.

VaZno je pitanje specifitnosti dokazivanja tragova krvi s luminol-
skom reakcijom. Buduéi da se pri toj reakciji zapravo radi o peroksi-
dativnom djelovanju hemiglobina, jasno je, da moze svaka tvar sa spo-
sobno$¢u peroksidativnog djelovanja katalizirati luminolsku reakciju.
Takve prirodne tvari su prije svega razli¢ni heminski proteidi, Zivo-
tinjske 1 biljne peroksidaze, razne katalaze i drugi enzimi s kompleksno
vezanim Zeljezom (7) ili bakrom. Od sintetskih tvari djeluju katalitic¢ki
na luminolsku reakciju razni kompleksni spojevi zeljeza, ali i bakra
(8), vanadija i rutenija (9). Broj tvari koje kataliziraju luminolsku
reakciju prili¢no je velik, ali se ipak mo¥e smatrati, da je ta reakcija u
prakticnoj primjeni specifi¢na za krv (hemoglobin), jer drugi kataliza-
tori djeluju znatno manje intenzivno ili ih pak nikad nema u dovoljnoj
koncentraciji u materijalu, koji se redovno ispituje na krvne mrlje. Ako
se ipak ispituje materijal na krvne tragove. u kojem mogu biti pozitivni
katalizatori luminolske reakcije, na pr. materijal s biljnom peroksida-
zom (hren), treba izvedbom »slijepog pokusa« s tim materijalom, dakle
diferencijalnom analizom, isklju&iti moguénost pogresnog rezultata.

U vezi s tim razmatranjima bilo je od velikog interesa utvrditi, koja
prirodna materija moZe bitno utjecati na jakost kemiluminescencije
luminola u pozitivnom ili negativnom smislu, t. j. kataliti¢ki ili inhibi-
torski. Zbog toga je izveden niz pokusa s vodenim ekstraktima takve
materije, koja se javlja u vezi s krvnim mrljama u sudsko-medicinskoj
1 kriminalisti¢koj praksi. Pokusi su izvedeni s ekstraktima ljudske, konj-
ske, kravlje i koko¥je izmetine (faecesa), poito je ve¢ prije bilo utvr-
deno i pobliZe ispitano inhibitorsko djelovanje mokraée (10) na lumi-
nolsku reakciju. Pored toga izvedeni su pokus’ s ekstraktima hrena
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SI. 4. Zavisnost maksimalne jakosti luminescencije (Gm) o koncentraciji hemoglobina

(¢c), a u reakcionoj smjesi s natrijevom luzinom. Kriv. 1. svjeia i susena krv. Kriv. 2.
uz dodatak vodena ekstrakta ljudskog fecesa.

9

(Armoracia lapathigolia), zelene paprike (Capsicum annuum), rajcice
(Solanum lycopersicum), luka (Alium cepa), ¢e$njaka (Alium sativum),
kelja (Brassica oleracea varietas sabanda), zelja (Brassica oleracea
varietas capitata) ¢ cvjetale (Brassica oleracea varietas botrytis). Moglo
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se pretpostaviti, da ¢e navedeni biljni materijal sadrzavati tvari, koje
dolaze u obzir kao efektori luminolske reakcije.

Pri radu s vodenim ekstraktima fecesa ¢ovjeka, konja, krave i kokosi
utvrdeno je, da takvi ekstrakti sadrZavaju tvari, koje izrazito inhibiraju
luminolsku reakeiju. t. j. gase kemiluminescenciju luminola. Slika 4.
prikazuje rezultate jednog niza pokusa s ekstraktom fecesa ‘ovjeka.
Ekstrakt prireden je na taj nalin, da je koli¢ina od poprilici 8 g svje-
zeg fecesa dodana i muckana sa 200 ml dest. vode, dobivena otopina
filtrirana je, a za svaki pokus upotrebljeno je 5 ml filtrata na 45 ml
reakcione luminolske smjese. Krivulje na slici 4. prikazuju vrijednost
maksimalne jakosti luminescencije u zavisnosti o koncentraciji hemo-
globina u odsutnosti (Kriv. 1.), odnosno prisutnosti (Kriv. 2.) toga
ckstrakta fecesa. Vidi se da ekstrakt, koji je otito sadrzavao u vodi
topljive sastavne dijelove fecesa, samo u razmjerno malenim koncen-
tracijama, zaista snaino inhibira luminolsku reakciju. Veoma sli¢ni
rezultati dobiveni su i s esktraktima fecesa konja, krave i kokosi pod
priblizno jednakim pokusnim uvjetima. Iz rezultata ovih pokusa moze
se zakljuliti, da ljudska i Zivotinjska izmetina sadrzava tvari, koje
mogu efikasno gasiti kemiluminescenciju luminola, a time mogu i ne-
gativno utjecati na postupak dokazivanja tragova krvi luminolskom
reakcijom.

Buduéi da je prilikom praktiéne primjene luminolske reakcije na
terenu vi$e puta utvrdeno. da stajsko gnojivo moZe kadkad dati i bez
tragova krvi veoma slabu ali pozitivnu reakciju, ispitan je proces sta-
renja vodenog ekstrakta konjskog i kravljeg fecesa na njegove inhi-
bitorske sposobnosti prema luminolskoj reakciji. S vodenim ekstraktima
navedenih fecesa izvrSeni su pokusi u svjeZem stanju (neposredno na-
kon ekstrakcije), a osim toga pri jednakim pokusnim uvietima jo¥ i
nakon stajanja tih ekstrakata u vremenu od poprilici Cetiri mjeseca pri
sobnoj temperaturi. Za ekstrakt konjskog fecesa stvarno je utvrdeno,
da postoji bitna razlika u djelovanju svjefeg odnosno starog ekstrakta
ia luminolsku reakciju. Ekstrakt kravljeg fecesa nije naprotiv poka-
zao nikakvu promjenu u navedenom smislu starenjem. Slika 5. prika-
zuje rezultate dobivene sa svjeXim ekstraktom (Kriv. 2.) i starim
ckstraktom (Kriv. 8.) konjskog fecesa. Vidi se, da svje’i ekstrakt dje-
luje jednoznalajno inhibitorski, dok krivulja, koja je dobivena sa sta-
rim ekstraktom, ima takav tok, da se moZe pretpostavljati znatno za-
mrieniji utjecaj. Cini se, da se starenjem u ekstraktu konjskog fecesa
stvaraju tvari, koje mogu djelovati i pozitivno kataliti¢ki na luminol-
sku reakciju, a ta kataliza narotito dolazi do izra¥aja, kad je koncen-
tracija drugih pozitivnih katalizatora (hemoglobina) razmjerno malena.

Kako bi se provjerila pretpostavka o pozitivno katalititkom djelova-
nju starog ekstrakta konjskog fecesa, izvrieni su pokusi, kojih rezul-
tate prikazuju krivulje na slici 6. Za priredivanje tog ekstrakta upo-
irebljeno je 18 g konjskog fecesa, koji je muékan sa 200 ml vode.
Pokusi su izvrieni, podto je ekstrakt stajac pri sobnoj temperaturi 3'/2
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mjeseca. Pokusi su izvedeni tako, da je luminolskoj reakcionoj smjesi
dodan najprije samo ekstrakt, pa je izmjerena jakost luminescencije.
Dobivene vrijednosti odgovaraju katalititkom djelovanju eckstrakta.
Nakon 30 sek. reakcionog vremena dodane su istim reakcionim smje-
suma jo$ 1 otopine hemoglobina (krvi), pa su se nastavljala mjerenja
jakosti luminescencije. Sada dobivene vrijednosti odgovaraju inhibira-
noj luminolskoj reakciji. Za usporedbene svrhe izmjerene su konatno
jo$ 1 jakosti kemiluminescencije reakcionih smjesa s istim koli¢inama
hemoglobina, ali bez dodatka ekstrakta fecesa (Kriv. 4., 5. 1 6. na slici
6). Prema tome prvi dijelovi krivulja 1., 2. 1 8. na slici 6. (do t =30
sek.) odgovaraju katalitickom djelovanju starog ekstrakta fecesa konja,
a drugi dijelovi istih krivulja prikazuju u usporedbi s krivuljama 4.,
5.1 6. inhibitorsko djelovanje istih ekstrakata u prisutnosti hemoglobina
kao katalizatora luminolske reakaije.

Jasno se vidi, da je katalititko djelovanje ekstrakta prili¢no slabo,
a inhibitorsko djelovanje veoma je izrazito. Za prakticku primjenu
luminolske reakcije pri dokazivanju krvnih mrlja u eventualnoj pri-
sutnosti stajskog gnojiva, moZe se iz navedenih rezultata mjerenja za-
kljutiti ovo: Staro stajsko gnojivo s konjskim izmetinama moZe sadr-
Zavati 1 pozitivne katalizatore luminolske reakcije, ali je kataliticko
djelovanje tih tvari razmjerno veoma slabo. Isto gnojivo sadrzava,
s druge strane, izrazite inhibitore luminolske reakcije. Time postaje
metoda dokazivanja tragova krvi u takvom gnojivu luminolskom re-
akcijom prili¢no nesigurna. Ako ekstrakt takvog gnojiva jako katalizira
luminolsku reakciju, sadrzavat e svakako tragove krvi. Djeluje li,
naprotiv, samo slabo kataliticki na luminolsku kemiluminescenciju,
moze sadrzavati tragove krvi, kojih je djelovanje medutim inhibirano
drugim prnisutnim tvarima, ili pak nema u gnojivu krvi nego samo
slabih pozitivnih katalizatora.

Veoma slabi pozitivni kataliti¢ki utjecaji prema luminolskoj reakciji
pripadaju jo§ i ekstraktima razli¢itog biljnog materijala. Slika 7. pri-
kazuje intenzitetne knivulje luminolske reakcije, koje se odnose na
kataliti¢ki utjecaj ekstrakta hrena, luka, &e$njaka 1 zelene paprike.
Ekstrakti dobiveni su muékanjem ovih kolidina biljnog materijala sa
100 ml dest. vode: hren 1 g, luk 8 g. ¢eSnjak 2 g i paprika 8,5 g.
Reakcionim smjesama dodavani su ekstrakti u koli¢ini od 10 ml (Kriv.
1., 4.1 5. na slici 7.) odnosno 20 ml (Kriv. 2. 1 6. na slici 7.). Vidi se,
da ekstrakti djeluju dodu$e na luminolsku reakciju. pozitivno kata-
liti¢ki, ali veoma slabo. Nedto jale djeluje usitnjeni suhi hren, koji je
izravno dodavan reakcionoj smjesi u koli¢ini od 0,1 g. Hren sadrzava
naime biljnu peroksidazu u veéoj kolidini, pa je oéito, da je taj he-
minski proteid uzrokovao utvrdeni kataliti¢ki efekt.

S druge strane sc moZe pretpostaviti, da biljni materijal sadrzava
i druge tvari, koje mogu inhibirati luminolsku reakciju. Takva tvar ce
biti prije svega askorbinska kiselina. Zbog toga ¢e ekstrakti biljnog
materijala redovno sadrzavati dvije konkurentne komponente, katali-
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ticku 1 inhibitorsku, pa se ¢ini, da posljednja Cesto prevladava. Zato
daje na pr. ekstrakt zelene paprike, koji sigurno sadrZava veéu koli¢inu
askorbinske kiseline, zapravo najmanji pozitivno kataliti¢ki efekt.
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Sl 5. Zavisnost maksimalne jakosti luminescencije (Gm) o koncentraciji hemoglobina

(¢, y Hb w 50 ml reakcione smjese s natrijevom lutinom). Kriv. 1. bez eksirakta fo-

cesa, Kriv. 2. sa svjefim ekstraktom fecesa konja. Kriv. 3. sa starim ekstrakion:
fecesa konja.
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Si. 6. Intenziteine krivulje luminolske reakcije u prisutnosti starog eksirakta konjskog

fecesa. G relativna jakost luminescencije, t reakciono vrijeme. Kriv. 1., 2. i 3. do

t = 30 sek. odnose se na kataliticko djelovanje ekstrakta fecesa (2, 6 i 10 ml), a od

t = 30 sek. dalje na inhibiciju, koja nastaje kada se istoj reakcionoj smjesi s istom

koli¢inom ekstrakta dodaje otopina hemoglobina (2,53 v, 7,60 y 1 12,65 vy u 50 ml

reakcione smjese. Kriv, 4., 5. i 6. se odnose na reakcione smjese s istim kolitinama
hemoglobina, ali bez ekstrakta fecesa.
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U prisutnosti hemoglobina biljni ekstrakti djeluju redovno izrazito

inhibitorski na luminolsku reakciju. Kao primjer takvog djelovanja pri-
kazuje slika 8. zavisnost maksimalne jakosti luminescencije o koncen-
traciji hemoglobina (mikrogrami u 50 ml reakcione smjese), a u odsu-
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SI. 7. Intenzitetne krivulje luminolske reakcije, koja je bila katalizirana utjecajem

raznog biljnog materijala. Kriv. 1. ekstrakt hrena (10 ml); Kriv. 2. ekstrakt hrena

(20 ml); Kriv. 3. 0,1 g usitnjeni suhi hren nalazio se w 50 ml reakcionc smjese; Kriv

4. ekstrakt luka; Kriv. 5
G relativna jakost luminescencije, t reakciono vrijeme u sekundama

5. ekstrakt CeSnjaka i@ Kriv. 6. ekstrakt zelene ljute paprike.
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Sl. 8. Zavisnost maksimalne jakosti luminescencije (Gm) o koncentraciji hemoglobina
(y u 50 ml reakcione smjese). Kriv. 1. bez ekstrakta paprike, Kriv. 2. sa 20 ml ekstrakta
zelene paprike (8,5 g u 100 ml vode).

tnosti (Kriv. 1.) i prisutnost (Kriv. 2.) 20 ml vodena ekstrakta ljute
zelene paprike. Vidi se, da je inhibitorsko djelovanje tog ekstrakta
zaista vrlo intenzivno.

Rezultate identi¢nih pokusa s ekstraktima kelja i zelja prikazuju
krivulje na slici 9. Vidi se, da pod istim pokusnim uvjetima ekstrakt
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zelja jale inhibira luminolsku reakciju negoli ekstrakt kelja. Nalelno
jednaki rezultati dobiveni su jo$ i1 ekstraktom cvjetate i sokom rajéice,
pri ¢emu ekstrakt cvjetade djeluje samo slabo inhibitorski.
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SL. 9. Zavisnost maksimalne jakosti luminescencije (Gm) o koncentraciji hemoglobina

(y u 50 ml reakcione smjese). Kriv. 1. bez ekstrakta; Kriv. 2. u prisutnosti 5 ml cks-

trakta kelja (6 g u 100 ml vode); Kriv. 3. u prisutnosti 5 ml ckstrakia zelja (6 g u
100 ml vode),
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4. Zakljucak

Luminolska reakcija moZe veoma dobro posluziti za dokazivanje
krvnih mrlja i tragova krvi na raznim predmetima u sudsko-medicin-
skoj 1 kriminalistickoj praksi. Postoje razni recepti za priredivanje lu-
minolskog reagensa, od kojih reagens s natrijevom luZinom daje jed-
nako intenzivnu kemiluminescenciju, bez obzira na to, radi li se o svje-
7im tragovima krvi (o oksihemoglobinu) ili osu$enim mrljama (o met
-hemoglobinu). Reagensi s natrijevim karbonatom, odnosno s natrijevim
perboratom, daju naprotiv jafu luminescenciju s osuSenim krvnim
mrljama, negoli s otopinama svjeZe krvi, pod inae jednakim pokusnim
uvjetima. Ta se linjenica tumali pretpostavkom, da same oksidirani
oblik krvne boje (met-hemoglobin) reagira izravno s luminolom, a pre-
tvaranje hemoglobina u met-hemoglobin se zbiva u jako luZnatim oto-
pinama u prisutnosti natrijeve luzine i vodikova peroksida veoma brzo
(prakticki 1 trenuta¢no), dok istoj reakciji u slabije luznatim otopinama,
u prisutnosti karbonata ili perborata, pripada znatno mania brzina.
Zbog toga se preporuluje, da se za dokazivanje tragova krvi upo-
trebljava luminolski reagens s natrijevom luZinom i vodikovim per-
oksidom.

Osjetljivost luminolske reakcije na hemoglobin vanredno je velika.
Kolidina od svega 0,16 mikrograma hemoglobina daje jasno vidljivu
kemiluminescenciju, koje se jakost moZe sigurno izmjeriti fotoelektric-
nom aparaturom sa selenovim fotoelementom i osjetljivim zrcalnim
galvanometrom. Navedena koli¢ina hemoglobina nalazi se u volumenu
od 10 ml krvne otopine, kad se krv normalnog sastava razrijedi u
omjeru 1 :10,000.000.

Specifi¢nost metode dokazivanja tragova krvi luminolskom reakei-
jom uvjetovana je upravo visokom osjetljivod¢u reagiranja luminola
s hemoglobinom. Od prirodnih tvari jedino drugi heminski proteidi,
narotito biljna peroksidaza, daju sli‘ne reakcije s luminolom. Zato pri
izvedbi ove reakcije s raznim materijalom treba iskljuciti prisutnost
takvih prirodnih katalizatora luminolske reakcije.

Vodeni ekstrakti ljudske, konjske i kravlje izmetine (fecesa) sadr-
7avaju tvari, koje izrazito inhibiraju luminolsku reakciju, kataliziranu
tragovima krvi (hemoglobina). Stari ekstrakt konjskog fecesa sadrzava
pored toga jo$ i tvari, koje djeluju kao pozitivni katalizatori luminolske
reakcije. Ovo pozitivno kataliticko djelovanje medutim je vanredno
slabo. Stajsko gnojivo moZe, dakle, dati veoma slabu pozitivnu reakciju
s luminolom i bez prisutnosti tragova krvi, a i u prisutnosti tragova krvi
luminolska reakcija na tom materijalu ne mora biti jaka. Zbog toga
je dosta teSko sigurno dokazati prisutnost tragova krvi u stajskom
gnojivu.

Vodeni ekstrakti raznog biljnog materijala djeluju pretezno inhibi-
torski na luminolsku reakciju, t. j. izrazito gase kemiluminescenciju
luminola. Ovo inhibitorsko djelovanije pripisuje se sastavnim dijelovima
biljaka s reduktivnim svojstvima. Takva je tvar poimence askorbinska
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kiselina, Ima medutim 1 pozitivnih katalizatora luminolske reakcije u
biljnom materijalu. Takav pozitivni katalizator je na pr. biljna per-
oksidaza u hrenu. Ovi pozitivni kataliti¢ki efekti utjecajem biljnog
materijala su medutim uvijek veoma slabi, tako da redovno prevladava
inhibitorsko djelovanje.

Na temelju rezultata izvrienih mjerenja moze se opcenito kazati, da
pri- prakti¢koj izvedbi dokazivanja krvnih mrlja luminolskom reakei-
jom treba svakako iskljuditi eventualne inhibitorske utjecaje tvari iz
zivotinjskih izmetina, odnosno iz biljnoo materijala. Pozitivno kata-
liticki efekti tudih tvari ne e naprotiv igrati znatniju ulogu. Kad se
dalje postupa pri ocjeni rezultata luminolske reakcije tako, da se samo
jaka Juminescencija smatra pozitivnim dokazom prisutnosti krvnih
tragova, predstavljat ée ova reakcija pouzdanu metodu rada.
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Zusammenfassung

UBER DIE LUMINESCENZ DES LUMINOLS XI.
DER BLUTNACHWEIS MIT DER LUMINOLREAKTION

Es wurden eingehendere Versuche iiber die Verwendbarkeit der Luminolreaktion
zum Nachweis von Blutspuren in der gerichtlich medizinischen und kriminalistischen
Praxis durchgefithrt. Es werden drei Ansiitze fiir die Zusammensetzung der Luminol-
Reagenslosung angegeben. Bei der Verwendung von Lisungen mit Natriumkarbonat
oder Natriumperborat wird mit getrockneten Blutspuren (Himiglobin) eine inten-
sivere Chemiluminescenz erhalten als mit frischem Blut (Hamoglobin), bei sonst glei-
chen . Versuchsbedingungen. Bei Verwendung von Lésungen mit Natronlauge wird
immer die gleiche Luminescenzintensitit erhalten, gleichgiiltig ob man mit frischem
Blut: oder mit getrockneten Blutspuren arbeitet, Es ist anzunehmen, dass eigentlich
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nur die oxydierte Form des Blutfarbstoffes (dreiwertiges Eisen im Himiglobin) direkt
mit dem Luminol reagiert und weiterhin in den stark alkalischen Lésungen von
Wasserstoffperoksid, bei Anwesenheit von Natronlauge, eine sehr rasche — praktisch
momentane — Oxydation des Hamoglobins in Himiglobin stattfindet. Da diese Oxy-
dation bei Anwesenheit von Karbonat oder Perborat nur mit kleinerer Geschwindig-
keit erfolgt, ergibt sich in den Lésungen mit Natronlauge eine intensivere Chemilu-
minescenz, '

Die Empfindlichkeit des Nachweises von Blutspuren. mit dem Luminolreagens das
Natronlauge enthilt, ist sehr gross. Es wurde festgestellt, dass. die Menge von nur
0,16 Mikrogramm (y) Hdmoglobin eine noch gut sichtbare und photoelektrisch mess-
bare Luminescens ergibt. Diese Menge des Blutfarbstoffes ist in 10 ml Blutlosung
vorhanden, wenn man normales Blut im Verhiltnis 1:10,000.000 mit Wasser
verdiinnt. :

Diese grosse Empfindlichkeit der Luminolreaktion gegeniiber den Blutspuren be-
dingt auch, dass dieser Blutnachweis geniigend spezifisch ist. Mit vergleichbarer
Empfindlichkeit katalysieren die Luminolreaktion, von Stoffen die in der Natur vor-
kommen, nur andere Haminproteide, wie z. B. pflanzliche Peroxydase, Deshalb muss
man bei der Durchfithrung des Blutnachweises mit der Luminolreaktion die eventuelle
Anwesenheit von solchen natiirlichen Katalysatoren ausschliessen.

Es wurde festgestellt, dass wissrige Ausziige der Fakalien des Menschen, der
Pferde und der Kiihe Stoffe enthalten, welche die Luminolreaktion wirksam zu hem-
men (inhibieren) vermogen. Die Intensitit der Luminescenz wird durch Zusatz von
solchen Auszigen wesentlich herabgesetzt. Eine solche Inhibitorwirkung wird z B.
durch die Kurven der Abb. 4. veranschaulicht. Die Kurve 1, dieser Abbildung zeigt
den Verlauf der maximalen Luminescenzintensitit (Gm) als Funktion der zugesetzten
Hémoglobinmenge (¥ Hb in 50 ml Luminollésung) und die Kurve 2. die gleiche
Funktion bei Anwesenheit eines wissrigen Auszuges von menschlichen Fikalien.

Waissrige Ausziige der Fikalien des Pferdes enthalten, wenn sic bei Zimmertem-
peratur einige Monate aufbewahrt wurden, auch Stoffe die positiv katalitisch auf die
Luminolreaktion zu wirken vermégen. Diese katalytische Wirkung ist aber verhiltnis-
missig sehr gering. Stalldiinger kann demgemiss auch eine schwach positive Reaktion
mit dem Lumincl ergeben. Bei Anwesenheit von Blutspuren iiberwiegt aber immer
die Inhibitorwirkung. Der Blutnachweis mit der Luminolreaktion ist deshalb bei
Anwesenheit von Fakalien gewdhnlich unsicher. Eine intensive Luminescenzerschei-
nung kann aber in der Regel als positive Nachweisreaktion von Blutspuren gewertet
werden.

Waissrige Ausziige von frischen Pflanzenteilen (frisches Gemiise) enthalten Stoffe
die die Luminolreaktion bei Anwesenheit von Blutspuren wirksam inhibieren. Diese
Inhibitorwirkung kann reduzierend wirkenden Stoffen, besonders der Ascorbinsiure
zugeschrieben werden. Manche Pflanzen enthalten aber auch positive Katalysatoren
der Luminolreaktion, so ist in den Krennwurzeln pflanzliche Peroxydase in relativ
grosseren Mengen vorhanden. Aber auch diese Pflanzenteile enthalten wirksame
Inhibitoren der Luminolreaktion. Die quantitativen Versuche zeigen, dass auch bei
der Wirkung des wissrigen Extraktes der Krennwurzeln die Inhibition der Luminol-
reaktion tiberwiegt.

Auf Grund der Versuchsergebnisse dieser Arbeit kann allgemein festgehalten wer-
den, dass bei der praktischen Durchfithrung des Blutnachweises mit der Luminol-
reaktion der eventuelle Einfluss von Stoffen aus Fikalien, sowie auch aus pflanz-
lichem Material, zu beriicksichtigen bzw. zu vermeiden ist. Dieser Einfluss kann
praktisch eingentlich nur als Inhibitorwirkung zum Ausdruck kommen. Positiv kata-
lytische Effekte werden hingegen keine wesentliche Rolle spielen. In einer friheren
Arbeit (10) wurde auch die Inhibitorwirkung des Urins aul die Chemiluminescenz
des Luminols ndher untersucht. Wenn man bei der Beurteilung des Ergebnisses der
Luminolreaktion so vorgeht. dass mann nur eine tatsichlich intensive Luminescenz
als positiven Blutnachweis wertet, wird diesc Reaktion immer eine verlassliche Nach-
weismethode von Blutspuren darstellen.
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Die hier beschriebenen Versuche wurden mit Hilfe einer photoelektrischen Appara-
tur (5), mit Selenelement und Spiegelgalvanometer durchgefithrt. Es wurden Inten-
sitdt-Zeitkurven aufgenommen (Abb. 1.). die die relative Luminescenzintensitit als
Funktion der Reaktionszeit bei verschiedenen Mengen des zugesetzten Hamoglobins
(Blutlosung) darstellen. Die maximale Luminescenzintensitit (Gm) dient als Mass
der Wirksamkeit der Katalysatoren baw. der Inhibitoren. Die Kurven der Abbildun-
gen 1. 2. und 3. beziehen sich auf die katalytische Wirkung der Blutlésungen, die
Kurven der Abbildungen 4. 5. 8. und 9. auf Inhibitorwirkungen der Ausziige der
Fakalien und des Pflanzenmaterials, die Kurven der Abbildung 7. auf die Katalyse
durch Pflanzenausziige und dic Kurven der Abbildung 6. auf katalytische und inhi-
bitorische Wirkungen der gealterten Ausziige der Fikalien des Pferdes.
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