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Das  F luorescenzverm5gen  der  Po rphyr ine  wurde  durch  tIELLER als 
Blu tnachweis  in die ger icht l iche Medizin eingeffihrt .  

Grunds~tzlich erh~lt man aus Blur oder Blutfarbstoff Porphyrine durch 
Abspaltung des komplex-re]ativ fest-gebundenen Eisens. HOPPE-SEYLER konnte 
durch Zusatz yon konz. Schwefels~ure die Eisenabspaltung erzielen und erhielt 
so das bisher in der Natur nicht aufgefundene H~matoporphyrin. Abet auch mit 
anderen starken S~uren gelingt die Eisenabspaltung, wie in der Folgezeit gezeigt 
werden konnte (konz. HC1, HAP04 oder Essigs~ure bzw. Eisessig-.i~ther (PAPE~- 
DIECK, :LIST). 

Der ~Tachteil des Arbeitens mit konzentrierten S~uren liegt auf der Hand; 
deshalb neutralisierte WAGENAA~ sofort mit Ammoniak. Das im neutralen Bereich 
geringere Fluorescenzverm6gen der Porphyrine belastet jedoch dieses Verfahren. 
Wesentlich leichter gelingt die E]iminierung des Eisens des Tetrapyrrolgerfistes 
des Blutfarbstoffs nach vorheriger Reduktion, denn jetzt wird das Eisen schon bei 
geringerer H*-Ionenkonzentration abgespalten [iNa-Amalgam (Sc~vM~), Stanno- 
chlorid-HC1 oder Stannochlorid in Eisessig-HC1 (HA~sICK, PAeE~DIECK, PAP~- 
DIECK und BOI~ATH), Hydrazinhydrat in Ameisensaure oder Eisessig bzw. in salz- 
siiurehaltigem Alkohol (Sc~vMM), Eisenpulver in Ameisensaure (FIsc~E~ und 
PUTZER, HAYiSICK), Bromwasserstoff-Eisessig (NE~CKI und StE]3ER)]. Jcdwasser- 
stoff-Eisessig und KOH (BRVGSC~), Salz-, Ameisen-, Essigsiiuregemisch und 
Hydrazinhydrochlorid (BRv~sc~ und WnSTE~S), Eisensulfatkristalle und kraftige 
Durchblasung mit Chlorwasserstoffgas (GRINSTEIN, ERIKSEN), Brenztraubensaure 
(PxuL). 

l~och einfacher  ge]ingt  die  En te i senung  durch  Thiole (BA!aRON) bzw. 
Thi0glykols~ure,  worauf  reich GAEDE 1 au fmerksam machte .  Denn diese 
S~ure bes i tz t  wegen ihrer  S H - G r u p p e  ein aus re ichendes  Reduk t ionsve r -  
mSgen ur~d ruff  gleichzeit ig die erforderl iche,  d . h .  ffir die Fluorescenz-  
in tens i t i i t  op t imale  pH-Verschiebung in den  sauren Bereich hervor .  

Die A n w e n d u n g  dieses Verfahrens ffir den  forensischen Blutnachweis  
is t  einfach,  ger ings te  Spurenmengen  f t ihren zu sicheren Ergebnissen.  

Nach dem Resultat der Vorunterauchungen erschien fiir unsere Zwecke n/10HC1 
ein giinstiges L5sungsmittel yon Trockenblutspuren unterschiedlicher Herkunft 

1 I-Ierrn Dr. K. GAEDE, Physiol.-Chem. Institut der Universit~t Hamburg, sei 
fiir den Hinweis herzlich gedankt. 
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und Behandlung zu sein. Die quantitative Fluoreseenzmessung zweier Vergleichs- 
reihen - -  ausgehend yon einer 800 rag- %igen Hb-L6sung abfallend auf 10 rag- % - -  
ergab eine durchschnittliche Uberlegenheit des Ansatzes in n/10 HC1 um 14% ge- 
geniiber dem in n/10 H2SO 4. Durch Vermeidung st/~rkerer IiC1-Konzentrationen 
wird zudem eine Fluorescenzabnahme verhindert. Sc]~vnl~Tz und Mitarbeiter 
stellten lest, dal~ mit ansteigender Porphyrinkonzentrati0n die Fluorescenzintensit/~t 
bei sti~rkeren S~uren vergleichsweise abnahm. 

Als Reduktionsmittel wurde Thioglykols~Lure (Merck 0697 etwa 80 % oder Bock, 
Hbg., etwa 98%) benutzt. Als giinstigstes Verhgltnis dieses fliissigen Reduktions- 
mittels zum S~urevolumen erwies sich 4:10. Der Gesamtansatz richtet sich zweck- 
In&Bigerweise nach der Menge des Untersuchungsblutes. 

Ein Absorptionsversuch an dem Ansatz n/10 HC1 und Thioglykols~ure im 
Bereich yon 340--720 m/* ergab ein praktisch optisch leeres Spektrum. Damit 
wurde die zu fordernde Fluorescenzlcsigkeit der LSsung bei einer PrimgrstraMung 
von 366 mtt naehgewiesen. 

Untersuchungsgang. 
Die Trockensubstanz wird in Spuren in n/10 HC1 verbracht. Der 

Blutfarbstoff geht rasch in LSsung und wird in Hgmatin verwandelt. 
Bei geringer Substanzmenge empfiehlt es sich, die S~ure etwa 15 min 
einwirken zu lassen. W~Lrme erhSht die LSslichkeit und beschleunigt 
die ttgmatinbildung. Durch Wirkung des zugesetzten Reduktions- 
mittels und Erwgrmung bis zum Sieden fiir etwa 1 rain gelingt die 
Eisenabspaltung, Prophyrin ist entstanden. 

Die visuelle Betrachtung erfolgt nach Abktihlung im Strahlengang 
einer Hg-Lampe. Falls die siedendwarme LSsung sofort untersucht 
wird, ist die F]uorescenzintensit~t nicht so grog als nach Annahme tier 
Raumtemperatur.  

Die typischen Farbkurven dieser Untersuchungsg/~nge stellt Abb. 1 
dar. Das Absorptionsmaximum des Porphyrins bei etwa 400 m# mit 
der noch grol3en Lichtaufnahme bei 336 m/~ bestiitigt die MSglichkeit 
der Fluorescenzausl6sung mit einer Prim~Lrstrahlung yon 366 m#. Die 
hohe relative intensit~tt des ttg-Lichtes auf dieser Bande ist ftir die 
Fluorescenzerregung giinstig. 

Das FluorescenzvermSgen des Hi~matoporphyrins ist vom p~-Wert 
des LSsungsmittels abhi~ngig. Nach FI~K und HOERBtrRGm~ zeigt das 
I-I~matoporlohyrin um lO1~ 2,0 ein ausgesprochenes Fluorescenzmaxi- 
mum ; ein zweites niederes liegt bei lo~ 6,5--7, wi~hrend sich ein Minimum 
in der Gegend des Isoelektrischen Punktes befindet. Die Abb. 2 
demonstriert optimale Fluorescenzintensit~ten bei dem yon uns ge- 
wghlten Verfahren. p~-Messungen mit der Glaselektrode einer Mischung 
n/100 HCl/Thioglykols~ure (10:4) zeigten einen Wert yon 1,24. Wir 
bdinden uns demnach in einem optimalen Untersuchungsbereich. Die 
Wasserstoffionenkonzentration kann abet nicht nur die Intensit~t, 
sondern auch die Farbe der Fluorescenz beeinflussen. Farbwandlungen 
sahen wir jedoch nicht. 
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Zur qualitativen und quantitativen 1)rfifung der Fluoreseenzf~hig- 
keit wurden einerseits Reihen mit abgewegener pulverisierter Hb-Snb- 
stanz und andererseits ebenfalls stufenf6rmige Verdfinnungsreihen von 
frisch entnommenem Vollblut mit festgelegtem Hb-Gehalt angelegt 

a,~ und Fluorescenzmessun- 
kge§ ~ gen vorgenommen. Als 

z,0 ~ _ _ ~  Mel]ger~t diente das Pho- 
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Abb. 1. Typische Farbkurven beider Untersuchungs- 
schritte, aufgenommen mi t  dem Beckman-DU-Ger~t. 
I H~matin in n/10 HC1; I I  t t~matoporphyrin in n/10 

HC1-Thioglykolsi~ure. 

Die Sekund~rstrahlung wurde sowohl unter Vorsehaltung eines 
Filters GG 14 (Schott u. Gen.) als ~ueh mit einem Fi]ter RG 1 (Sehott 
u. Gen.) gemessen. Filter GG 14 absorbiert Licht mit Wellenl~ngen 
kiirzer als 500 m#; fiir langwel]igeres Licht besteht vSllige Transparenz. 

T T I 
2,o 40 ~,o p// 

2~bb. 2. 
Fluorescenzintensit~t in Abh~ngigkeit yore p~. 

tometer Medeor-Eppen- 
dorf mit der Zusatzein- 
richtung zur Fluorescenz- 
messung gegen einen 
Fluorescenzst~nd~rt, der 
gleieh 100 % gesetzt 
wurde. 

bender Intensitgt der erregenden Strahlung (366 m#) und konstanter 
Schichtdicke (d = 1 cm) kommt es nach ~bersehreitung eines Sehwellen- 
wertes zum Anstieg der Fluorescenz bis zur vSlligen Absorption der 
Primgrstrahlung. Das spezifische FluorescenzvermSgen des gelSsten 
Stoffes nimmt bei weiterer Konzentrationsznnahme stgndig ab. 

Eine Kontrolle der Fluoreseenzintensitat und Farbe zwischen 15 
und 25 o C, also in weiten Schwankungen einer Raumtemperatur, zeigte 
keine merkliehe Beeinflussung. 

RG 1 schaltet bei langwelliger 
Tr~nsparenz Licht yon kfirzerer 
~Tellenl~nge als 600 m/~ aus. Der 
Vergleich erm5glieht einen Uber- 
blick fiber die spektrale Fluores: 
eenzlage des kfinstlich erzeugten 
Haematoporphyrins in quantitati- 
ver wie in qualitativer Beziehung. 

Die Abb. 3 gibt zudem die 
Abh~ngigkeit der Fluorescenz 
yon der Menge des vorgelegten 
H~moglobins wieder. Die Kurven 
entsprechen dem typischen Ver- 
halten einer im siehtbaren Bereich 
absorbierenden Euoreseierenden 
SubstanzlSsung. Bei gleichblei- 
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Photochemische Reaktionen truten innerhMb der iiblichen Bestrah- 
hngsze i t  nicht ein. 

Zur ~berprfifung der pr~ktischen Verwendbarkeit wurden Trocken- 
blutspuren verschiedensten Alters (bis zu 10 Jahren) sowie unter ver- 
schiedensten Bedingungen - -  Hitze, Feuehtigkeit, F~tulnis, Sonnen- 
str~hlung - -  untersucht. Desgleichen wurde Blattgrfin sowie Chloro- 
phyll ~ and b getestet. 

Die Chlorophyllproben waren eindeutig negativ, da Chlorophyll- 
abk6mmlinge erst bei hSheren Saurekonzentrationen erfM~t werden. 
Taste yon Farbsubst&nzen und Untersuchungen versehiedenster Mate- 

++ 4~-+ V/soe/le B e w e r l u m g  
- - I CKiuoreszenz .  
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Abb.  3. Fluorescenzintensitgl0 in Abh~ingig'keit yon der vorgeleggen [{b- bzw. der ent-  
s tehenden Porphyr inkonzent ra t ion .  

riMien lieferten das gleiche Ergebnis. Andererseits konnte eine Rot- 
fluorescenz bei den getesteten Blutfarbstoffderivaten eindeutig erzeugt 
werden. Selbst wenn Blur verkohlt wurde und nur noch geringste 
Spnren unverkohlten F~rbstoffs vorh~nden waren, konnte ein sicherer 
N~chweis erbracht werden. FMls H/s vorliegt, kann es angezeigt 
sein, die Spur erst in einer n/10 L~uge zu 15sen, um sie da.nn mit  n/10 HC1 
aufzunehmen. 

De GMle, 8tuhl, Mekonium d~s gus der GMle st~mmende Proto- 
phorphyrin oder Deutero-Mesoporphyrin enthMten, ist dieses Unter- 
suchungsm~teriM ftir den Blutn~ehweis fiber eine Phorphyrinfluorescenz 
unt~uglich. 

Z u s a m m e n / a s s u n g .  

Aus Troekenblutspuren verschiedenster Herkunft  and  untersehied- 
lichstem Alter wurde kiinstlich Porphyrin n~ch Enteisenung mit S/s 
and in Gegen~vart eines st~rken Reduktionsmittels - -  Thioglykols/~ure - -  
erzeugt. Die Methode eignet sieh ausgezeiehnet zum hTachweis selbst 
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k le ins te r  B l u t m e n g e n .  D ie  A b h ~ n g i g k e i t  de r  Fluoreszenzintensi t~t~ v o m  

L 5 s u n g s m i t t e l ,  de r  S u b s t r a t k o n z e n ~ r a t i o n ,  d e m  p ~  u n d  de r  T e m p e r a t u r  

w u r d e  kon t ro l l i e r t .  
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