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Das Fluorescenzvermogen der Porphyrine wurde durch HELLER als
Blutnachweis in die gerichtliche Medizin eingefiihrt.

Grundsétzlich erhilt man auvs Blut oder Blutfarbstoff Porphyrine durch
Abspaltung des komplex-relativ fest-gebundenen Eisens. Horpe-SEvLER konnte
durch Zusatz von konz. Schwefelsiure die Fisenabspaltung erzielen und erhielt
so das bisher in der Natur nicht aufgefundene Himatoporphyrin. Aber auch mit
anderen starken Sauren gelingt die Eisenabspaltung, wie in der Folgezeit gezeigt
werden konnte (konz.HCI, H,PO, oder Essigsiure bzw. Eisessig-Ather (PAPEN-
DIECK, List).

Der Nachteil des Arbeitens mit konzentrierten Sauren liegt auf der Hand;
deshalb neutralisierte WAGENAAR sofort mit Ammoniak. Das im neutralen Bereich
geringere Fluorescenzvermogen der Porphyrine belastet jedoch dieses Verfahren.
Wesentlich leichter gelingt die Eliminierung des Eisens des Tetrapyrrolgeriistes
des Blutfarbstoffs nach vorheriger Reduktion, denn jetzt wird das Eisen schon bei
geringerer H*-Ionenkonzentration abgespalten [Na-Amalgam (ScHumMM), Stanno-
chlorid-HCI oder Stannochlorid in Eisessig-HCl (Hamsicr, PAPENDIECK, PAPEN-
prEck und BowaTh), Hydrazinhydrat in Ameisensiure oder Eisessig bzw. in salz-
sdurehaltigem Alkohol (Scmumm), Eisenpulver in Ameisensiure (FIscHER und
Purzer, Hamsick), Bromwasserstoff-Eisessig (NExckr und SteBrr)]. Jodwasser-
stoff-Eisessig und KOH (Bruesc), Salz-, Ameisen-, Essigsduregemisch und
Hydrazinhydrochlorid (Brugscr und WesTERs), Eisensulfatkristalle und kriftige
Durchblasung mit Chlorwasserstoffgas (GRINSTEIN, ERIKSEN), Brenztraubensiure
(Pavr). i

Noch einfacher gelingt die Enteisenung durch Thiole (BARRON) bzw.
Thioglykolsiure, worauf mich GAEDE! aufmerksam machte. Denn diese
Siure besitzt wegen ihrer SH-Gruppe ein ausreichendes Reduktionsver-
mogen und ruft gleichzeitig die erforderliche, d. h. fiir die Fluorescenz-
intensitét optimale pg-Verschiebung in den sauren Bereich hervor.

Die Anwendung dieses Verfahrens fiir den forensischen Blutnachweis
ist einfach, geringste Spurenmengen fithren zu sicheren Ergebnissen.

Nach dem Resultat der Voruntersuchungen erschien fiir unsere Zwecke n/10HCI
ein giinstiges Tosungsmittel von Trockenblutspuren unterschiedlicher Herkunft

1 Herrn Dr. K. GAEDE, Physiol.-Chem. Institut der Universitit Hamburg, sei
fiir den Hinweis herzlich gedankt.
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und Behandlung zu sein. Die quantitative Fluorescenzmessung zweier Vergleichs-
reihen — ausgehend von einer 800 mg- %igen Hb-Lésung abfallend auf 10 mg-% —
ergab eine durchschnittliche Uberlegenheit des Ansatzes in n/10 HCl um 14% ge-
geniiber dem in n/10 H,SO,. Durch Vermeidung stirkerer HCl-Konzentrationen
wird zudem eine Fluorescenzabnahme verhindert. ScEwar1z und Mitarbeiter
stellten fest, daf mit ansteigender Porphyrinkonzentration die Fluorescenzintensitét
bei starkeren Sauren vergleichsweise abnahm.

Als Reduktionsmittel wurde Thioglykolsiure (Merck 0697 etwa 80% oder Bock,
Hbg., etwa 98%) benutzt. Als giinstigstes Verhdltnis dieses fliissigen Reduktions-
mittels zum Siurevolumen erwies sich 4:10. Der Gesamtansatz richtet sich zweck-
méBigerweise nach der Menge des Untersuchungsblutes.

Ein Absorptionsversuch an dem Ansatz n/10 HCl und Thiogiykolsdure im
Bereich von 340—720 mu ergab ein praktisch optisch leeres Spektrum. Damit
wurde die zu fordernde Filuorescenzlcsigkeit der Lsung bei einer Primérstrahlung
von 366 my nachgewiesen.

Untersuchungsgang.

Die Trockensubstanz wird in Spuren in n/10 HCl verbracht. Der
Blutfarbstoff geht rasch in Losung und wird in Himatin verwandelt.
Bei geringer Substanzmenge empfiehlt es sich, die Sdure etwa 15 min
einwirken zu lassen. Wérme erhoht die Léslichkeit und beschleunigt
die Hamatinbildung. Durch Wirkung des zugesetzten Reduktions-
mittels und Erwirmung bis zum Sieden fiir etwa 1 min gelingt die
Eisenabspaltung, Prophyrin ist entstanden.

Die visuelle Betrachtung erfolgt nach Abkiihlung im Strahlengang
einer Hg-Lampe. Falls die siedendwarme Losung sofort untersucht
wird, ist die Fluorescenzintensitit nicht so gro$ als nach Apnahme der
Raumtemperatur.

Die typischen Farbkurven dieser Untersuchungsginge stellt Abb. 1
dar. Das Absorptionsmaximum des Porphyrins bei etwa 400 mu mit
der noch grofien Lichtaufnahme bei 336 mu bestitigt die Moglichkeit
der Fluorescenzauslosung mit einer Primédrstrahlung von 366 mu. Die
hohe relative Intensitdt des Hg-Lichtes auf dieser Bande ist fiir die
Fluorescenzerregung giinstig.

Das Fluorescenzvermogen des Hamatoporphyrins ist vom py-Wert
des Losungsmittels abhingig. Nach Fixg und HOERBURGER zeigt das
Héamatoporphyrin um py 2,0 ein. ausgesprochenes Fluorescenzmaxi-
mum; ein zweites niederes liegt bei py 6,5—7, wihrend sich ein Minimum
in der Gegend des Isoelektrischen Punktes befindet. Die Abb. 2
demonstriert optimale Fluorescenzintensititen bei dem von uns ge-
wihlten Verfahren. pg-Messungen mit der Glaselektrode einer Mischung
n/100 HCl/Thioglykolsdure (10:4) zeigten einen Wert von 1,24. Wir
befinden uns demmnach in einem optimalen Untersuchungsbereich. Die
Wasserstoffionenkonzentration kann aber nicht nur die Intensitét,
sondern auch die Farbe der Fluorescenz beeinflussen. Farbwandlungen
sahen wir jedoch nicht.
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Zur qualitativen und quantitativen Priifung der Fluorescenzfihig-
keit wurden einerseits Reihen mit abgewogener pulverisierter Hb-Sub-
stanz und andererseits ebenfalls’ stufenformige Verdimnungsreihen von
frisch entnommenem Vollblut mit festgelegtem Hb-Gehalt angelegt

a4 und Fluorescenzmessun-
ez gen vorgenommen. Als
a0 MeBgerit diente das Pho-
tometer Medeor - Eppen-
dorf mit der Zusatzein-
richtung zur Fluorescenz-

f ! i I
7 600 500 %o mg  messung gegen einen
Abb. 1. Typische Farbkurven beider Untersuchungs- .
schritte, aufgenommen mit dem Beckman-DU-Gerit. Fh’?orescenzsm’ndart’ der
7 Hamatin in n/10 HCl; I7 Hamatoporphyrin in /10 gleich 100 %  gesetzt
HCl-Thioglykolsdure. wurde

Die Sekundirstrahlung wurde sowohl unter Vorschaltung eines
Filters GG 14 (Schott u. Gen.} als auch mit einem Filter RG 1 (Schott
u. Gen.) gemessen. Filter GG 14 absorbiert Licht mit Wellenlingen
kiirzer als 500 my; fiir langwelligeres Licht besteht vollige Transparenz.

RG 1 schaltet bei langwelliger
Transparenz Licht von kiirzerer
Wellenlinge als 600 my aus. Der
Vergleich erméglicht einen Uber-
blick iiber die spektrale Fluores-
cenzlage des kiinstlich erzeugten
Haematoporphyrinsin quantitati-
~ ver wie in qualitativer Beziehung.

Die Abb. 3 gibt zudem die
Abhingigkeit der Fluorescenz
von der Menge des vorgelegten
Himoglobins wieder. Die Kurven

v ! entsprechen dem typischen Ver-
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AbD. 2. halten einer im sichtbaren Bereich
Fluorescenzintensitat in Abhéingigkeit vompy. absorbierenden fluorescierenden
' Substanzlosung. Bei gleichblei-
bender Intensitit der erregenden Strahlung (366 mu) und konstanter
Schichtdicke (d = 1 cm) kommt es nach Uberschreitung eines Schwellen-
wertes zum Anstieg der Fluorescenz bis zur volligen Absorption der
Primérstrahlung. Das spezifische Fluorescenzvermogen des gelSsten

Stoffes nimmt bei weiterer Konzentrationszunahme stdndig ab.

ber filfer GG 7

ber Filter RG 7

1

Eine Kontrolle der Fluorescenzintensitit und Farbe zwischen 15
und 25° C, also in weiten Schwankungen einer Raumtemperatur, zeigte
keine merkliche Beeinflussung.
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Photochemische Reaktionen traten innerhalb der iiblichen Bestrah-
lungszeit nicht ein. ,

Zur Uberpriifung der praktischen Verwendbarkeit wurden Trocken-
blutspuren verschiedensten Alters (bis zu 10 Jahren) sowie unter ver-
schiedensten Bedingungen — Hitze, Feuchtigkeit, Faulnis, Sonnen-
strahlung — untersucht. Desgleichen wurde Blattgriin sowie Chloro-
phyll & und b getestet.

Die Chlorophyllproben waren eindeutig negativ, da Chlorophyll-
abkommlinge erst bei hoheren Sidurekonzentrationen erfafit werden.
Teste von Farbsubstanzen und Untersuchungen verschiedenster Mate-
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Abb. 3. Fluorescenzintensitit in Abhiingigkeit von der vorgelegten Hb- bzw. der ent-
stehenden Porphyrinkonzentration.

rialien lieferten das gleiche Ergebnis. Andererseits konnte eine Rot-
fluorescenz bei den getesteten Blutfarbstoffderivaten eindeutig erzeugt
werden. Selbst wenn Blut verkohlt wurde und nur noch geringste
Spuren unverkohlten Farbstoffs vorhanden waren, konnte ein sicherer
Nachweis erbracht werden. Falls Hamatin vorliegt, kann es angezeigt
sein, die Spur erst in einer n/10 Lauge zu 16sen, um sie dann mit n/10 HCI
aufzunehmen.

Da Galle, Stuhl, Mekonium das aus der Galle stammende Proto-
phorphyrin oder Deutero-Mesoporphyrin enthalten, ist dieses Unter-
suchungsmaterial fiir den Blutnachweis iiber eine Phorphyrinfluorescenz
untauglich.

Zusammenfassung.

Aus Trockenblutspuren verschiedenster Herkunft und unterschied-
lichstem Alter wurde kiinstlich Porphyrin nach Enteisenung mit Siure
und in Gegenwart eines starken Reduktionsmittels — Thioglykolsiure —
erzeugt. Die Methode eignet sich ausgezeichnet zum Nachweis selbst
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kleinster Blutmengen. Die Abhéngigkeit der Fluoreszenzintensitit vom
Losungsmittel, der Substratkonzentration, dem py und der Temperatur
wurde kontrolliert.
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