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1. Uvod

Cilem této bakalaiské prace je srovnani ptipravy luminolu podle Grodského a Webera.
Luminol je latka, ktera po smichdni s vhodnym oxida¢nim c¢inidlem vykazuje
chemiluminiscenci. Chemiluminiscence luminolu se uplatiiuje pfi stanoveni reaktivnich forem
kysliku, v mediciné, biochemii a v neposledni fadé i v kriminalistice. V kriminalistice se
vyuziva k detekci krevnich stop.

Porovnavala se citlivost dvou chemiluminiscen¢nich smési luminolu a to konkrétné
Luminol I navrZzen Grodskym a Luminol II navrzen Weberem.

Utinnost obou smési je porovnavana na krevnim vzorku, ktery je zfedén 100x, 500x,
1 000x, 5000x, 10 000x, 50 000x, 100 000x a 500 000x. Krev obsahuje cervené krvinky
(erytrocyty), které obsahuji ¢ervené krevni barvivo - hemoglobin. V hemoglobinu se jako
centralni atom nachdzi dvojmocné Zzelezo, které¢ katalyzuje chemiluminiscencni reakci
luminolu. Méfeni probihalo pti dvou teplotach (25 °C a 35 °C) a pomoci piistroje Fluoroskan
Ascent FL.

Detekce krevnich vzorkd pomoci Luminolu I a Luminolu II byla v této praci provadéna za
podminek, kdy tyto smési jsou Cerstvé pripraveny a ihned pouzity k detekci. Dale jsou smési
pouzity pro detekci, kdy jsou po dobu 24 hodin skladovany v ledni¢ce (do 4 °C), po dobu
7 dnti v lednicce, po dobu 4 tydni v ledni¢ce a mrazaku (-18 °C).

Cely experiment je zhodnocen 1 po ekonomické strance. Ob¢ detekce jsou porovnany
podle svych nékladl na pouzité chemikalie potfebné k jejich ptipravé. Dale jsou tyto naklady

srovnany i s komeréné pouzivanym Bluestar® Forensic Tablets.



2. Teoreticka ¢ast

2.1. Luminiscence

Luminiscence? je proces emise elektromagnetického zafeni. Nastane pii relaxaci
(ptechodu) fotonii z excitovaného stavu na zakladni hladinu a to proto, Ze tento excitovany
stav neni stabilni.

Jedna se tedy o spontanni neboli samovolné zafeni. Vyzafovani nastdva i pfi nizkych
teplotach na rozdil od tepelného zatfeni. Princip luminiscence lze také popsat jako zateni o
krat§i vinové délce (vétsi frekvenci), které vyvolava v latce urcitého slozeni vznik zafeni o
delsi vlnové délce (nizsi frekvenci). Pfechod mezi povolenymi stavy atomu se oznacuje jako
fluorescence. Doba trvani zafeni je par nanosekund. Na druhé stran¢ je fosforescence, jejiz
prechod je zakazany a vyzateni fotonli mize trvat az nékolik minut.

Luminiscenci'? je mozné rozdslit podle pouzitého zdroje, ktery doda energii k excitaci
(pfechodu elektronii do vysSi energetick¢ hladiny), aby mohlo dojit k nasledné emisi.

Rozdéleni je shrnuto v tabulce 1.

Tabulka 1. Rozdéleni luminiscence

Typ luminiscence Budici zdroj

Fotoluminiscence UV/VIS zateni
Elektroluminiscence Elektricky proud
Chemiluminiscence Chemicka reakce
Radioluminiscence Radioaktivni zaini
Termoluminiscence Tepelna energie
Triboluminiscence Mechanicka energie

Sonoluminscence Ultrazvuk

) o Oxidace luciferinu za pfitomnosti enzymu
Bioluminiscence
luciferazy




2.1.1. Luminofory

Luminiscence nastava u latek, které se oznacuji jako luminoforyl. Jedna se o latky
prevazné pevné a slouceniny vytvaiejici tzv. luminiscencni centra. K témto latkam patii sulfid
zineCnaty, sulfid kademnaty a pfimési stiibra, médi, hotc¢iku, Zeleza. Luminofory jsou tedy

schopny uchovat dodanou energii a nésledné¢ ji vyzatovat ve formé svétla (luminiscence).
2.2. Chemiluminiscence

To, Ze néktefi Zivo¢ichové mohou vyzatovat svétlo, jsou schopni luminiscence, objevili
jiz lidé v davné fecké civilizaci.

Chemiluminiscence (CL) byla popséna v roce 1877 Radziszewskim. Sledoval zluté emisni
svétlo pii reakei, kde byl kyslik probublavéan v alkalickém alkoholovém roztoku

2, 4, 5 - triphenylimidazole (lophine)*.

cL* je elektromagnetické zafeni ve formé svétla. K vyzareni tohoto svétla je nutné dodat
reakci energii. V tomto ptipad€ energie vznikd z chemické reakce.

Chemicka reakce, kterd produkuje zateni, musi spliovat tfi zékladni energetické pozadavky®:
= Reak¢ni cesta by méla byt energeticky vyhodné pro vytvareni excitovanych stavi.
= Reakce musi byt exotermni s volnou energii.

Ta by méla byt v rozmezi 170 — 300 kJ/mol.
* Chemiluminiscenéni emise musi byt vyhodny deaktiva¢ni proces ve vztahu

S jinymi nezatfivymi procesy, které mohou byt soucasti reakce.

Pti CL dochazi k ptesunu elektront z tripletniho excitovaného stavu do singletniho, tedy
na zakladni hladinu. Pfi tomto pfechodu dochazi k emisi fotond? °. Tento proces obecné
popisuje Jablonského diagram. Tento diagram je vyobrazen na obrazku 122,

Zobrazuje dé&je vedouci k luminiscenci. Jsou zanedbdny jevy jako samozhdsSeni nebo
nezafivé energetické prechody. Svislé ¢ary oznacuji pfechody mezi jednotlivymi

energetickymi stavy. So oznacuje zékladni stav. S; oznacuje prvni excitovany singletni stav.

10



Na kazdé z téchto Grovni mohou existovat elektrony v riznych vibra¢nich stavech. T je
oznaceni pro tripletni stav. Elektrony mohou piejit z S; pfesmykem do stavu T; a nasledné
dochazi k emisi pfi relaxaci z irovné T; na zékladni Groven. Tento d€j se oznacCuje jako
fosforescence.

Intensita emise je zavisla na tom, jak rychla bude tato reakce a jak rychle budou fotony

emitovat.

Sinclet Triplet
¥ Irterzystem -
i Crozsin
=1 § ] C;‘ m
Irternal I g
Canyversion Fluorescence 1
Abzorption
Phosphorescence
=0 L J L J

Obr.1. Jablonskeho diagram

2.2.1. Prima a nepiima chemiluminiscence
CL probiha dvéma mechanismy. Pfima CL" 35 je charakterizovéana reakci rovnice 1, kde
A a B jsou reaktanty, obvykle substrat a oxidac¢ni ¢inidlo. Meziproduktem reakce je
excitovany stav [I]*. Z excitovaného stavu nasledné¢ dochdzi k emisi fotonli a vzniku
produktu. CL reakce luminolu je ptikladem piimé CL.

Nepifimd (senzitizovand) cLh3°

se 1isi od ptimé CL tim, Ze dochazi k pfenosu energie
z excitovaného stavu [I]* na sensitizer [F]* (fluorofor), ktery poté emituje fotony. Nepiima
CL je znazornéna rovnici 2.

A +B — [I[]* - PRODUKTY + hv [1]

A+B—[I[]*+F— [F]* > F+hv [2]

11



2.3. Luminol

Huntress® publikoval metodu syntézy sloueniny z kyseliny 3 - nitroftalové a hydrazin
sulfatu. Tuto slou¢eninu pojmenoval luminol (obrazek 2).

Luminol®>® (5 — amino - 2, 3-dihydro - 1, 4 — phthalazine) je bila aZ svétle zluta krystalicka
pevna latka. Luminol (CgH7N30,) je citlivy na svétlo a na ptitomnost kovovych kationtu.

V tabulce 2 je uvedeno né¢kolik fyzikaln€ chemickych vlastnosti luminolu. Luminol je
pouzivan, mino jiné jako latka k detekci krevnich stop. Dale se uplatiiuje ke stanoveni

reaktivnich forem kysliku, v medicin€ i biochemii.

NH, ﬁ

I}IH
NH

|
0

Obr. 2 Luminol (5 — amino - 2, 3-dihydro - 1, 4 — phthalazine)

Tabulka 2. Fyzikaln¢ chemické vlastnosti luminolu

Molekulova hmotnost 177,16 g/mol
Bod tani 319 °C; 592 K; 606 °F
pKal 6,74
pKa2 15,1
Rozpustnost ve vodé <0,1 g/100 ml za pokojové teploty
Stabilni za pokojové teploty, citlivy na
Obecné vlastnosti
svétlo, hotlavy

12




2.3.1. Chemiluminiscence luminolu

Chemiluminiscen¢ni reakce obvykle zahrnuji $tépeni vazby O-O u organickych
peroxidovych slou¢enin. Vazby O-O jsou V nich relativné slabé a 1épe se $tépi. Reorganizace
vysledné¢ molekuly pak davd veEtsi mnozstvi energie, kterd je pravé potfebnd pro
elektromagnetické zareni.

Reakce luminolu s peroxidem vodiku dava vzniku molekule dianionu. Dianion reaguje
s molekulou kysliku, ktery se uvolni z peroxidu vodiku. Odstranénim dusikovych protonii za
sebou zanechéva negativni ndboj, ktery prechdzi na kyslik, nachazejici se na karbonylové
skupin€. Postupné se tak vytvaii enol forma (keto-enol tautomerie). Vazby dusiku jsou
dostatecn¢ silné, aby opustily molekulu ve formé Nj. Dostavame tak vznik cyklické formy
peroxidu 3-APA* se sou¢asnym uvolnénim fotonl z excitovaného stavu na zakladni hladinu

ve form¢ modrého svétla. Celé reakéni schéma CL luminolu je zndzornéna na obrazku 3.

H\N/H o
( | !
- NN
—_— I
_OH H _—~N
H e}

Luminol Dianion
reakcesoz\l/
H-H H. H
HaH N Icl) N o)
H ” B H _ H
o 0 N
4+ ho=—- . - e+ N,
(e} H o) N)
H | H
H Ol H 0 H (o'

zakladni stav dianionu 3-Aminophthalate*(3-APA*)

Obr. 3. Schéma chemiluminiscence luminolu
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2.4. Medicinsko — pravni vySetfovaci technika detekce krevnich stop — historie a

VYVOj

Prvni zdznamy o vzniku a vyvoji soudniho 1ékafstvi sahaji az do Ciny 6. stoleti naseho
letopoctu. Piesto je zaclenéni chemickych technologii do procesu vysetiovacich metod
relativné nova a moderni oblast. Jednou z hlavnich postav figurujici pfi vyvoji medicinsko —
pravnich vySetfovacich metod je Mathieu Joseph Bonaventure Orfila’.

Svou pozornost zaméfil hlavné na krev a télni tekutiny. Jeho publikace patii mezi nejstarsi
studie. Roku 1827 navrhl sérii chemickych testli pro identifikaci krevnich stop. Tyto testy
mély rozpoznat, zda se jedna o krev nebo jiné substraty. Mély byt schopny identifikace krve i
v prostiedi rezavych skvrn nebo v fadé Gervenych barviv'.

Orfildv test byl zalozen hlavné na schopnosti rozpustnosti slozek krvavych skvrn ve vode,
chovani téchto skvrn ve vodném extraktu nebo na lakmusovém papite.

Orfila se setkal i skritikou. Raspail nesouhlasil s provedenymi sériovymi testy’.
Nesouhlasil s jeho kritérii, ktera nebyla dostate¢na, aby prokazala ptitomnost krve. Raspail
poukézal na moznost “faleSné” pozitivniho vysledku. Pfedpokladal moznost existence latek
nebo materialu podobnym tém, které davaji pozitivni vysledky Orfilovym testim.

Orfila vsak nebyl schopny podat uspokojivé vysledky a prokazat, ze chemické metody
jsou mnohem spolehlivejsi.

Kolem roku 1836 profesor Persoz, Jean-Francois ve Strasburku pfedstavil pouziti kyseliny
chlorné jako ¢&inidla pro odliseni krevnich stop od jinych Gervenych skvrn (barviv)',

Zac€lenéni luminolového testu do medicinsko — pravniho vySetfovaciho procesu provedl az
roku 1937 Specht’ po sériich rozsahlych studii. McGrath’ tuto techniku podpofil pro vyuziti
ve forenznim vySetfovani. Poukazal i na to, Ze star§i vzorek krve dava silnéjsi a déle trvajici

luminiscenci nez ¢erstvy vzorek.

14



2.4.1. Luminolovy test

W. Lommel” prvn& pozoroval CL reakci luminolu v alkalickém prostiedi za vyvoje
intenzivniho modrého svétla.

Vlastnosti této reakce objevil a popsal roku 1928 H.O.Albrecht™’. Prvni podnét k vyuziti
luminolu ve forenznich védach dal roku 1937 Specht’.

1936-1938 byly pozorovany katalytické¢ ucCinky hemové skupiny na chemiluminiscencni
reakci luminolu.

Az roku 1951 Grodsky navrhl chemiluminiscenéni smés Luminol I°. Tato CL smé&s
obsahuje luminol, uhli¢itan sodny, boritan sodny a destilovanou vodu. Postupem casu se stala
jednou z nejpouzivangjsich CL smési luminolu pro detekci krevnich stop.

Weber navrhl zlepSeni chemiluminiscenéni smési pro detekci krve. CL smés podle
Webera - Luminol 11® tvoii luminol, hydroxid sodny nebo hydroxid draselny, peroxid vodiku
a destilovana voda.

Grodsky’ prokazal citlivost CL smési luminolu pii hodnoté fedéni krve v poméru 1:5.10°.
Weber” tuto citlivost prokazal pfi hodnotach fedéni krve v poméru 1:10°. Grodsky, Wright a
Kirk® ve své studii porovnavaji CL techniky detekce krevnich stop. Pi detekci pomoci

luminolu uvadi citlivost reakce pii hodnot¢ fedéné krvi v poméru 1: 5 000 000.
2.5. Krev

Krev'® 1ze charakterizovat jako neprihlednou, cervenou, vazkou kapalinu. Sklada se
z ¢ervenych krvinek, bilych krvinek, krevnich desticek a krevniho plazmatu. V krvi jsou
pfitomny bilkoviny, organické i anorganické latky. K tém vyznamnym patii draslik, sodik,
vapnik, hot¢ik, chloridy a v neposledni fad¢€ Zelezo.

Objem krve v organismu piedstavuje 9 - 10% celkové télesné hmotnosti (4,5 — 6 I). Tento
objem je ovlivilovan fadou faktorti, jako je pohlavi, vek, fyzicka aktivita, hmotnost, vySka a

zdravotni stav.

15



2.5.1. Hemoglobin

Hemoglobin'®* je ervené krevni barvivo (obrazek 4). Nachazi se v
membranach erytrocytt, tedy v ¢ervenych krvinkéch.

Cervené krvinky obsahuji 60% vody a 40% susiny. Susina z 95% obsahuje &ervené krevni
barvivo - hemoglobin. Zbytek piipada na proteiny, lipidy, v malém mnozstvi na sacharidy a
elektrolyty™.

Erytrocyty jsou bezjaderné bunky jedine¢ného tvaru bikonkdvniho disku. Stejné jako
krevni plazma i Cervené krvinky nejsou ve stejném mnozstvi U muzi a Zen.

U muzi je to 4,3 - 5,3.10™ erytrocyti/l a u Zen 3,8 - 4,8.10* erytrocyti/l.

Hemoglobin je konjugovana bilkovina sklddajici se ze Ctyf subjednotek. Kazdou
subjednotku tvoti polypeptidovy fetézec, ke kterému se vaze prosteticka skupina — hem.

Hem je komplexni sloucenina tvotfena protoporfyrinem IX (tetrapyrolovy kruh) s centralnim
atomem dvojmocného Zeleza.

Ctyti polypeptidy tvoii bilkovinu — globin, ktera zaujima asi 96% molekuly hemoglobinu.
Vzdy dva a dva polypeptidové fetézce jsou stejné, jednotlivé typy fetézcl se lisi sekvenci

aminokyselin.

OH

OH

Ox

Obr. 4. Struktura hemoglobinu
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2.6. Reakce luminolu s krevni skvrnou

CL sm¢ési luminolu jsou citlivé na svétlo a na ptritomnost kovovych kationti. Dulezitou
roli v CL reakci luminolu je katalyza této reakce. Pti detekci krevnich stop CL smési luminolu
je katalyzator ptitomen pravé v krvi ve formé dvojmocného zeleza.

Krevni vzorky, které schnou, podléhaji vlivem vné&jsich podminek mnoha degradacnim
procesﬁms. Hlavné probiha degradace polypeptidového fetézce hemu a samovolna oxidace
Fe?* iontu (centralniho atomu hemoglobinu) na Fe** ion. V hemu se tak misto dvojmocného
zeleza vyskytuje trojmocné.

Aplikaci CL smési luminolu na krevni vzorek se podpoii redukéni reakce. V alkalickém
prosttedi OH" skupina nahrazuje O, v hemu (oxyhemoglobinu) a tak vznika hematin (OH-
Fe**-P). Tato redukéni reakce je zodpov&dna za zménu barvy krve. Z Eerveného zbarveni na
Zlutohnédou.

Fe®* ion v hematinu je schopen katalyzovat rozklad peroxidu vodiku a také oxidaci
luminolu. OH - Fe**- P prijme dva elektrony a oxiduje se na hydroxy-ferryl-porphyrinovy
radikal (OH-Fe**-P+). Cely cyklus je popsan na obrazku 5. Z tohoto oxidovaného stavu se
poté redukci dvou elektronti vraci zpét na hematin (OH- Fe**-P). Jedna se o jeden z cykli pro

popis tii oxida¢nich stavi zeleza v hemoglobinu.

.
......................

L
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A

e - ;!i}- .......... = ;ZE!- ....... 3
Fe?*-P HO-Fe*-P HO-Fe®-P 2 HO-Fe*-P
Ferrous W Ferric W Ferryl W Ferryl
prosthetic prosthetic prosthetic .~ prosthetic
group group group group radical
+2e i . +20 . "’

.
...........

Obr. 5. Cyklus tfi oxidacnich stavt zeleza v hemoglobinu

17



3. Experimentalni ¢ast
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K detekci krevniho vzorku bylo pouzito dvou smési luminolu. Luminol I (navrzen podle
Grodského) a Luminol II (navrzen podle Webera). Citlivost téchto dvou CL smési byla
porovnavana pii dvou teplotach, 25 °C (detekce krevnich vzorkii pii pokojové teplote) a
35 °C (teplota vyssi nez je pokojova teplota). V piipadé€, ze by se krevni vzorky pro detekci
nachdzely na teplejSich mistech. (Uzaviené prostory, mista v blizkosti topeni, kamen)

Krevni vzorek byl ziskdn od rodinného pfisluSnika pii preventivni prohlidce u lékare.
Jednalo se o odbér do vakuové odbérové zkumavky uréené pro hematologické vysetieni.
Zkumavka jiz obsahovala 0,4 ml protisrazlivého roztoku K EDTA. Krev by se bez tohoto
roztoku béhem 4 — 9 minut srazila. Celkovy objem odebrané krve ¢inil 2,5 ml.

Pro detekce byl krevni vzorek pripraven do devadesati Sesti jamkovych desti¢ek. Desticky
s krevnim vzorkem byly ponechany v laboratofi pii pokojové teploté. Krevni vzorky se
detekuji zaschlé. Zaschlé krevni vzorky se detekovaly proto, Ze na misté trestného €inu jsou
nachdzeny krevni vzorky jiz zaschlé. Vétsinou jsou zaschlé na néjakém povrchu (koberec,

obleceni, sténa).

3.1. Chemikalie

Tabulka 3. Seznam pouzitych chemikalii.

Nazev Vzorec Cistota M [g/mol] Vyrobce
Luminol CsH7N30O, p.a*97 % 177,16 Sigma - Aldrich
Hydroxid sodny NaOH p.a.* 98 % 40,00 Lachner
Peroxid vodiku 3 % H,0, 3% 34,01 Sigma - Aldrich
Uhlicitan sodny
Na,COs3 p.a.* 99,8 % 106,00 Lachner
bezvody
Perboritan sodny
NaBO;.4H,0 cisty 153,86 Penta
tetrahydrat

*p.a. pro analyzu, chemikalie pro analytické tcely
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3.1.1. Uprava vzorku

Z celkového objemu (2,5 ml) byla krev rozdélena po 0,5 ml do ¢ty mikrozkumavek
pomoci mikropipety. Mikrozkumavky s krevnim vzorkem byly k dalsimu pouziti uskladnény
v mrazaku (-18 °C).

Ziskany krevni vzorek byl déale zfedén pipetovanim pomoci mikropipet s variabilnim
nastavenim objemu (20 — 200 ul). Krev se postupnym fedénim ziedila 100x, 500x, 1 000X,
5 000x, 10 000x, 50 000x, 100 000x, 500 000x do jamek devadesati Sesti jamkovych desticek.

Tato fedéni byla vybrdna proto, ze v rozmezi od 10 000x - 500 000X neni na pohled
patrné, ze vzorek krev obsahuje. Tim se sleduje, jaka byla citlivost CL smési luminolu v téch
pomoci téchto CL smési luminolu, kde byla prokazovana jejich citlivost pti hodnotach
zfedéni krve v pomérech 1 : 5.10°%, 1 : 107, 1 : 500 000.

Pro detekce byl krevni vzorek ptipraven do 24 jamek po 100 pl. 24 jamek proto, ze byly
detekovany vzdy tii jamky o stejné hodnoté zfedéni (vySe uvedeného) a objemu krevniho

vzorku
3.2. Experimentalni vybaveni
Fluoroskan Ascent FL

Fluoroskan Ascent FL'? (obrazek 6) je vybaven pro fluorescenéni a luminiscenéni
detekci. Ascent Software kontroluje a fidi vSechny funkce. Umoznuje snadné ovladani,
optimalizaci funkci a stanoveni dat. Pfesné Cteni zajiStuje vysoké zostfeni svételného paprsku.
Vybér ze dvou nastaveni paprski umoziuje cteni az 384 jamek desticky. Vstiikovany objem
Ize nastavit v rozsahu 1 — 1000 pl. Detektorem je PMT (photomultiplier tube). Automatické
nastaveni zesileni fotonasobi¢e umoziiuje maximalni citlivost a rozsah pro vSechny vinové
délky. Oblast spektra pro luminiscen¢ni detekci je 270 — 670 nm. Pomoci inkubatoru mizeme
mefit v teplotnich systémech rozsahu od +10 °C do +50 °C. Vysledky méfeni jsou ziskany v

relativnich svételnych jednotkach RLU (Relative Light Units).
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Obr. 6. Fluoroskan Ascent FL

3.3. Pfiprava méieni

3.3.1. Priprava CL smés luminolu

CL smési luminolu navrzeny podle Grodského - Luminol I° a Webera Luminol II°

byly ptipraveny podle piivodniho protokolu, jehoz postup shrnuje tabulka 4.
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Tabulka 4. CL smé&si luminolu

Grodsky (1951)°

Weber (1966)°

Navazime 3,5g boritanu sodného
(NaBOs3. nH,0), (skladujeme ve sklenéné

nebo plastikové nadobg).

Navazime 8 g hydroxidu sodného (NaOH)
a uplné rozpustime v 0,5 I destilované vody.

Ziskame 0,4 N roztok. (zasobni roztok A)

Ptidame 0,5 1 destilované vody

10 ml 30% peroxidu vodiku (H,0,) a
piidame jej k 0.49 1 destilované vody.
Ziskame 0,176 M roztok. (z&sobni roztok B).

Michame do uplného rozpusténi boritanu

sodného.

Navazime 0,354 g luminolu a nechame
rozpustit v 0,0625 | 0,4 N hydroxidu sodného.
Ziskame roztok o celkovém objemu 0,5 |

(0,004 M). (zasobni roztok C)

Postupné piidavame 0,5 g luminolu a 25 g
uhli¢itanu sodného (Na,CO3), (skladujeme ve
sklenéné nebo plastikové nadob¢, luminol

musi byt chranén proti svétlu)

Ti1 zasobni roztoky skladujeme ve
sklenénych nebo plastikovych nadobéch pii

4 °C, mimo dosah pfimého svétla.

Michame do tplného rozpusténi.

Testovaci roztok pfipravime smisenim
0,01 | z kazdého ze tii zasobnich roztokt
s 0,07 1 destilované vody. Ziskame 0,1 |

pracovniho roztoku.

Roztok ptelijeme do spreje k okamzitému

pouziti.

Roztok prelijeme do spreje k okamzitému

pouziti.
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3.4. Detekce krevnich vzorkd Luminolem I a Luminolem I1

Pomoci Ascent softwaru se nejprve zadaly podminky a parametry pro dané méfeni.
Teplota se nastavila na 25 °C (detekce krevnich vzorkt pii pokojové teploté) a na 35 °C
(vyssi teplota okoli). Byly oznaceny jamky, které¢ byly pfedmétem dané detekce. Zadal se
integracni Cas.

Za téchto podminek byla nejprve pouzita, pro detekci krevnich vzorkd, Cerstvé piipravena
smés Luminolu I a poté Cerstveé pripravena smeés Luminolu II.

Dalsi méfeni se uskutecnila se smésmi Luminolu I a Luminolu II za podminek, kdy byly
skladovany po dobu 24 hodin v ledni¢ce (do 4 °C), 7 dnl v ledni¢ce, po dobu 4 tydni
V ledni¢ce a mrazaku (- 18 °C). Skladovanim té€chto smési se sledovala jejich stabilita. Zda
byla ovlivnéna jejich schopnost detekovat krevni vzorky.

Ze ziskanych hodnot z méfeni se pomoci sloupcovych grafti, znazoriiujici na soufadnicich
X hodnoty zfedéni krve. Na soufadnicich y je znazornéna intenzita CL (RLU) a hloubkova osa
znazoriiuje Casovy prubéh detekce v sekundach. Vyhodnocovalo se, jaké je minimalni
detekovatelné mnozstvi zfedéné krve. Pii které hodnoté zfedéni krve jeSt€ CL smési detekuji
piitomnost krve. Dale se vyhodnocovala stabilita smési v zavislosti na dob¢, po kterou byly

CL smé&si luminolu uskladnény.

4. Vysledky a diskuze

Po zméteni intenzity CL pfi detekci krevnich vzorkl se porovnavala citlivost téchto smési
(Luminolu I a luminolu II) a jaké maximalni zfedéni krve jsou schopny detekovat.

Grafy zobrazuji zavislost CL intenzity v jednotkach RLU (relative light units) na zfedéni
krve 100x, 500x, 1 000x, 5000x, 10 000x, 50 000x, 100 000x, 500 000x. K posouzeni
citlivost CL smési luminolu v téch nejvyssich uvedenych hodnotach zfedéni krevnich vzorkt
byla provedena detekce destilované vody (detekce pozadi) Luminolem I (graf 1) a

Luminolem I1 (graf 2).
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Graf 1. Graf zndzornuje detekci destilované vody (bez pritomnosti katalyzdtoru pomoci

Luminolu I. Hodnoty pozadi (pri 25 °C).
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Graf 2. Graf znazornuje detekci destilované vody (bez pritomnosti katalyzdtoru pomoci

Luminolu Il. Hodnoty pozadi (pri 25 °C).
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4.1. Detekce krevnich stop pomoci Cerstvé piipravenych smési Luminolu I a

Luminolu 11

Detekce pomoci Cerstvych CL smési luminolu mély vysokou intenzitu hlavné pti
hodnotach fedéni krve v pomérech 500x, 1 000x, 5000x (graf 3-6). Pii zfedéni krevniho
vzorku 100x intenzita obou CL smési luminolu bud’ pfesdhla hrani¢ni hodnoty pro méfeni
intenzity CL, nebo kvuli vysokému obsahu krve v krevnim vzorku méla reakce CL luminolu
katalyzovana Fe®* rychly pribéh. Tento rychly pribéh reakce se poté neprojevil, jako zariva
chemiluminiscence. Tim padem je na grafu (graf 5-6) intenzita CL v oblasti pozadi.

Smés Luminolu I ani Luminolu II v rozmezi 50 000x - 500 000x ziedénou krvi mély
intenzitu CL v nizkych hodnotach. Tedy pro tyto hodnoty ziedéni krve jiz smési neprokazaly
ptitomnost krve. Citlivost CL smé&si pfi téchto detekcich byly prokazany do hodnoty 10 000x
ziedéné krve. Cerstvé piipravené CL smési luminolu, které byly pouZity pro detekci pfti
pokojoveé teploté 25 °C (graf 3-4) jsou citlivéjsi na pritomnost krve ve vzorku nez detekce pfi

35 °C. (graf 5-6).

Detekce piti 25 °C
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Graf 3. Detekce krevnich vzorkit CL smési luminolu navrzenou podle Grodského
(Luminol ). Méreni probihalo s Cerstvé pripravenou smési pri teploté 25°C. Osa x zndzornuje
ziredeni krve. Osa y je znazornenim intenzity CL (RLU). Hloubkova osa zndzornuje casovy

prubéh detekce v sekundach.
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Graf 4. Detekce krevnich vzorkii CL smési luminolu navrzenou podle Webera
(Luminol 7). Meéreni probihalo s cerstvé pripravenou smeési prii teplote 25°C. Osa x

znazornuje zredeni krve. Osa y je znazornenim intenzity CL (RLU). Hloubkova osa zndzornuje

casovy prubeh detekce v sekunddch.
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Graf 5. Detekce krevnich vzorkit CL smési luminolu navrzenou podle Grodského
(Luminol ). Mereni probihalo s cerstvé pripravenou smési pri teploté 35°C. Osa x zndzornuje

ziredeni krve. Osa y je znazornénim intenzity CL (RLU). Hloubkova osa zndzornuje casovy

prubéh detekce v sekundach.
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Graf 6. Detekce krevnich vzorkii CL smési luminolu navrzenou podle Webera
(Luminol 7). Meéreni probihalo s cerstvé pripravenou smeési prii teplote 35°C. Osa x
znazornuje zredeni krve. Osa y je znazornenim intenzity CL (RLU). Hloubkova osa zndzornuje

casovy prubeh detekce v sekunddch.

4.2. Detekce krevnich stop Luminolem I a Luminolem II po 24 hodinach uskladnéni

CL smési luminolu v lednicce (4 °C)

Po 24 hodindch uskladnéni CL smési luminolu v ledni¢ce znacné poklesla citlivost
Luminolu I (graf 7) s porovnanim s Cerstvé ptipravenou smesi Luminolu I (graf 3). Poklesla
citlivost CL smési luminolu, ale intenzita CL byla se stale pohybovala v oblasti 2 500 RLU.

Obé smési (Luminol I a Luminolu II) vSak stale prokazaly ptitomnost krve v krevnich
vzorcich zfedénych 100x, 500x, 1 000x, 5000x (graf 7-10). Uginnost Luminolu II (graf 8,
graf 9) byla vyssi nez Luminolu I.
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Graf 7. Detekce krevnich vzorkit CL smési luminolu navrzenou podle Grodského
(Luminol ). Mereni probihalo s 24 hodin skladovanou smési v lednicce (4 °C). Detekce
probihala pri teploté 25°C. Osa x zndzornuje ziedéni krve. Osa y je zndzornénim intenzity CL

(RLU). Hloubkova osa zndzornuje casovy pritbéh detekce v sekundach.
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Graf 8. Detekce krevnich vzorki CL smési luminolu navrienou podle Webera
(Luminol 7). Meéreni probihalo s 24 hodin skladovanou smési v lednicce (4 °C). Detekce
probihala pri teplote 25°C. Osa x zndzornuje ziedeni krve. Osa y je zndzornénim intenzity CL

(RLU). Hloubkova osa zndzornuje casovy pritbéh detekce v sekundach.
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Detekce piti 35 °C
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Graf 9. Detekce krevnich vzorkit CL smési luminolu navrzenou podle Grodského
(Luminol ). Mereni probihalo s 24 hodin skladovanou smési v lednicce (4 °C). Detekce
probihala pri teplote 35°C. Osa x znazornuje ziedeéni krve. Osa y je zndzornénim intenzity CL

(RLU). Hloubkova osa zndzornuje casovy pribéh detekce v sekundach.
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Graf 10. Detekce krevnich vzorki CL smési luminolu navrZenou podle Webera
(Luminol 7I). Méreni probihalo s 24 hodin skladovanou smési v lednicce (4 °C). Detekce
probihala pri teplote 35°C. Osa x zndzornuje zredeéni krve. Osa y je zndazornénim intenzity CL

(RLU). Hloubkova osa zndzornuje casovy pritbéh detekce v sekundach.

29



4.3. Detekce krevnich stop Luminolem I a Luminolem II po 7 dnech uskladnéni CL

smési luminolu v ledni¢ce (4 °C)

Po tydnu uskladnéni Luminolu | v ledni¢ce se jeho uc¢innost detekovat krevni vzorky
vyrazn¢ snizila (graf 11, graf 13). Intenzita CL nepiesahla hodnotu 600 RLU a to pii 25 °C i
35 °C.

Luminol II 1 pies uskladnéni v lednic¢ce (4 °C) mél pii detekci krevnich vzorkl vysokou

citlivost (graf 12, graf 14). Uginnost Luminolu II byla jednozna¢ng vys§i neZ Luminolu I.
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Graf 11. Detekce krevnich vzorkii CL smési luminolu navrzenou podle Grodského
(Luminol I). Méreni probihalo se 7 dny skladovanou smési v lednicce (4 °C). Detekce
probihala pri teplote 25°C. Osa x znazornuje zredeéni krve. Osa y je zndzornénim intenzity CL

(RLU). Hloubkova osa znazornuje casovy priitbéh detekce v sekundach.
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Graf 12. Detekce krevnich vzorki CL smési luminolu navrzenou podle Webera
(Luminol 7). Meéreni probihalo se 7 dny skladovanou smési v lednicce (4 °C). Detekce
probihala pri teplote 25°C. Osa x znazornuje ziedeéni krve. Osa y je zndzornénim intenzity CL

(RLU). Hloubkova osa zndzornuje casovy pribéh detekce v sekundach.
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Graf 13. Detekce krevnich vzorkii CL smési luminolu navrzenou podle Grodského
(Luminol I). Meéreni probihalo se 7 dny skladovanou smési v lednicce (4 °C). Detekce
probihala pri teploté 35°C. Osa x znazornuje ziedeni krve. Osa y je zndzornénim intenzity CL

(RLU). Hloubkova osa znazornuje casovy priibéh detekce v sekundach.
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Graf 14. Detekce krevnich vzorki CL smési luminolu navrZenou podle Webera
(Luminol 7). Meéreni probihalo se 7 dny skladovanou smési v lednicce (4 °C). Detekce
probihala pri teplote 35°C. Osa x znazornuje ziedeéni krve. Osa y je zndzornénim intenzity CL

(RLU). Hloubkova osa zndzornuje casovy pritbéh detekce v sekundach.

4.4. Detekce krevnich stop Luminolem I a Luminolem II po 4 tydnech uskladnéni

CL smési luminolu v lednicce (4 °C)

Po jednom meésici uskladnéni Luminolu I v ledni¢ce (graf 15, graf 17) nebylo mozné jiz
pomoci této CL smési luminolu prokazat ptitomnost krve. Intenzity CL (pii 25 °C i pti 35 °C)
jsou na hodnotéch detekce pozadi.

Naproti tomu Luminol II prokézal stale vysokou ucinnost (graf 16, graf 18). V tomto

méfeni nebyly vyrazné rozdily mezi detekei pii pokojové teploté 25 °C a pii 35 °C.
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Graf 15. Detekce krevnich vzorkii CL smési luminolu navrzenou podle Grodského
(Luminol I). Mereni probihalo s 4 tydny skladovanou smési v lednicce (4 °C). Detekce
probihala pri teploté 25°C. Osa x zndzornuje ziedéni krve. Osa y je zndzornénim intenzity CL

(RLU). Hloubkova osa zndzornuje casovy pritbéh detekce v sekundach.
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Graf 16. Detekce krevnich vzorki CL smési luminolu navrZenou podle Webera
(Luminoll I). Mereni probihalo s 4 tydny skladovanou smési v lednicce (4 °C). Detekce
probihala pri teplote 25°C. Osa x zndzornuje ziedeni krve. Osa y je zndzornénim intenzity CL

(RLU). Hloubkova osa znazornuje casovy priitbéh detekce v sekundach.
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Graf 17. Detekce krevnich vzorki CL smési luminolu navrzenou podle Grodského
(Luminol I). Mereni probihalo s 4 tydny skladovanou smési v lednicce (4 °C). Detekce
probihala pri teplote 35°C. Osa x znazornuje ziedeéni krve. Osa y je zndzornénim intenzity CL

(RLU). Hloubkova osa zndzornuje casovy pribéh detekce v sekundach.
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Graf 18. Detekce krevnich vzorki CL smési luminolu navrZenou podle Webera
(Luminoll I). Mereni probihalo s 4 tydny skladovanou smési v lednicce (4 °C). Detekce
probihala pri teplote 35°C. Osa x zndzornuje ziedéni krve. Osa y je zndzornenim intenzity CL

(RLU). Hloubkova osa znazornuje casovy priitbéh detekce v sekundach.
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4.5. Detekce krevnich stop Luminolem I a Luminolem II po 4 tydnech uskladnéni

CL smési luminolu v mrazaku (-18 °C)

Zmrazenim CL smési luminolu si tyto smési zachovaly svou stabilitu. Detekce pomoci
Luminolu I (graf 19, graf 21) a Luminolu Il (graf 20, graf 22) méla vyssi citlivost nez detekce
provedeny stémito smési za podminky jejich skladovani v ledni¢ce (4 °C). Citlivost
Luminolu Il byla obdobna, jako m¢la detekce krevnich vzorki pomoci Cerstvé piipravené

smés Luminolu Il (graf 4, 6).
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Graf 19. Detekce krevnich vzorkii CL smési luminolu navrZenou podle Grodského
(Luminol 1). Méreni probihalo s 4 tydny skladovanou smési v mrazdku
(-18 °C). Detekce probihala pri teplote 25°C. Osa x zndzornuje ziedéni krve. Osa y je
znazornénim intenzity CL (RLU). Hloubkovd osa zndzornuje casovy priibéh detekce

V sekundach.
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Graf 20. Detekce krevnich vzorkii CL smési luminolu navrzenou podle Grodského
(Luminol ). Méereni probihalo s 4 tydny skladovanou smési v mrazdku (-18 °C). Detekce
probihala pri teplote 25°C. Osa x znazornuje ziedeéni krve. Osa y je zndzornénim intenzity CL

(RLV). Hloubkova osa zndzornuje casovy pribéh detekce v sekunddch.
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Graf 21. Detekce krevnich vzorkii CL smési luminolu navrzenou podle Grodského
(Luminol 1). Méreni probihalo s 4 tydny skladovanou smési v mrazdaku (-18 °C). Detekce
probihala pri teploté 35°C. Osa x znazornuje ziedeni krve. Osa y je zndzornénim intenzity CL

(RLU). Hloubkova osa znazornuje casovy priitbéh detekce v sekundach.
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Graf 22. Detekce krevnich vzorkii CL smési luminolu navrzenou podle Grodského
(Luminol ). Mereni probihalo s 4 tydny skladovanou smési v mraziku (-18 °C). Detekce
probihala pri teploté 35°C. Osa x zndzornuje ziedeni krve. Osa y je zndzornénim intenzity CL

(RLU). Hloubkova osa zndzornuje casovy pritbéh detekce v sekundach.

4.6. Naklady na chemikalie pro detekce pomoci Luminolu I a Luminolu II

4.6.1. Naklady na porizeni chemikalii

V nakladech jsou zahrnuty chemikalie, které byly pouzity k ptipravé CL smési luminolu
navrZzenou podle Grodského (Luminol I) a Webera (Luminol II). Seznam pouzitych
chemikalii je shrnut v tabulce 3 v experimentalni ¢asti.

V tabulce 4 jsou uvedeny ceny™ '* ** chemikalii pro pfipravu Luminolu I a v tabulce 5
jsou uvedeny ceny™ * > chemikalii pro pfipravu Luminolu I Ceny jsou v deskych korunach

véetné DPH podle aktualniho ceniku spole¢nosti, U kterych byly chemikalie zakoupeny.
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Tabulka 4. Ceny chemikalii pro ptipravu Luminolu I

Celkové

Nazev produktu Vzorec Mr Cena (CZK)
mnozstvi
Luminol CgH7N30 177,16 2,5 g 1060,8
Uhli¢itan sodny
Na,COs 105,99 5009 171
(bezvody)
Tetrahydrat boritanu
NaBOj; .4H,0 153,86 250 g 478,4
sodného
Destilovana voda H,O 18,02 51 49
Celkem 1759,2
Tabulka 5. Ceny chemikalii pro ptipravu Luminolu II
Celkové
Nazev produktu Vzorec Mr Cena (CZK)
mnozstvi
Luminol C3H7N302 177,16 25 g 1060,8
Peoxid vodiku 3% H20; 34,01 100 ml 348,4
Hydroxid sodny NaOH 40 5009 522,60
Destilované voda H>O 18,02 51 49
Celkem 1980,8

Srovnani nakladii pro porizeni chemikalii:

Luminol I < Luminol 11
1759,2 Ké<1980,8 K¢

4.6.2. Srovnani Luminolu I, Luminolu II a Bluestar® Forensic tablets

V roce 2000 Dr. Loic Blum (z Univerzity Claude Bernard — Lyon) vymyslel nové slozeni

. ’, v e . .. .1
luminolové smési a pojmenoval ji Bluestar® Forensic

6
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Bluestar® Forensic mé jednoduchou ptipravu. Miize byt uzit i nékolik dni po smichéni a
zachovava stejnou intenzitu luminiscence.

Bluestar® Forensic je schopen odhalit jak Cerstvou, tak i zaschlou krev. S domécimi
Cisticimi prostiedky, chlornany, barvivy mize poskytnout falesné pozitivni vysledky. Falesné
pozitivni vysledek vSak nema tak intenzivni modré svétlo a trva pomérné kratSi dobu nez
reakce pozitivni.

Bluestar® Forensic Tablets®’ je sada (kit) obsahujici dvé tuby s osmi pary tablet. Dvé
tablety se pro detekci rozpousti ve 125 ml destilované vody (8 x 125 ml). Celkovy objem
Bluestar® Forensic Tablet je tedy jeden litr a pokryva plochu 200 m®. Cena Bluestar®
Forensic Tablet'® je 3 409 K&.***

Srovnani néklad na Luminol I, Luminol II a Bluestar® Forensic Tablets se vztahuje na
komer¢ni pouziti 125 ml Bluestar® Forensic Tablets. Tabulka 6-7 shrnuje naklady na
Luminol I a Luminol II pro piipravu 125 ml téchto smési.

Z celkové ceny Bluestar® Forensic Tablets sady se naklady pfepocitaji pro objem 125 ml.
Cena je 420 K¢ na 125 ml roztoku dvou tablet Bluestar® Forensic.

K ¢astce 420 K¢ pripoéteme naklady na 125 ml destilované vody (125 ml = 1,22 K¢&).
Celkové naklady na Bluestar® Forensic Tablets tedy ¢inni 421,22 K¢

Pro detekci krevnich stop, kterd byla ptedmét bakalaiské prace, byla krev zfedéna vzdy do

tii jamek o stejné hodnoté zfedéni a objemu (100 pl). Proto se naklady na pouzité chemikalie

pro ptipravu CL smési luminolu piepo¢italy na 3 X 100 ul a byly porovnany se mezi sebou.

Tabulka 6. Naklady na pfipravu 125 ml CL Luminolu |

Celkové Cena
Nazev produktu

mnozstvi | (CZK)

Luminol 0,125¢ 53,04

Uhlicitan sodny (bezvody) 6,259 2,14

Tetrahydrat boritanu sodného 0,875¢ 1,67

Destilovana voda 125 ml 1,22
Celkem 58,07**
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Tabulka 7. Naklady na ptipravu 125 ml Luminolu 11

Celkové Cena
Nazev produktu

mnozstvi | (CZK)

Luminol 0,085¢g 36,06
Hydroxid sodny 29 2,09
Peroxid vodiku 3 % 25 ml 87,1
Destilovana voda 125 ml 1,22

Celkem 126,47+

**K udanym cendm nejsou ptipocteny naklady na materidl a pomicky, které jsou nezbytné k ptipravé smeési.

***K cené Bluestar® Forensic Tablets jsou pfipocteny naklady na destilovanou vodu (5 1 = 49 K¢)

Srovnani Bluestar® Forensic Tablets s Luminolem I a Luminolem 11 (3 x 100 pl):

Luminol | < Luminol Il < Bluestar® Forensic Tablets
0,14 K&¢< 0,30 K¢ < 1,01 K¢

Se srovnanim nakladi na material byla vzata v tvahu i citlivost téchto tii CL smési
luminolu. Na sloupcovych grafech (23-25), jsou na soufadnici X znazornény hodnoty ziedéni
krve. Na y soufadnici je intenzita CL (RLU) a hloubkova osa znazoriiuje ¢asovy prubéh
detekce v sekundach. Z celkového ¢asového priubéhu detekce (540 s) byly vybrany body
meéfeni po tficeti sekundach. Z grafii je patrné, Ze nejveétsi citlivost mé detekce pomoci

Bluestar® Forensic Tablets sady.
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Graf 23. Detekce krevnich vzorkii pomoci Bluestar® Forensic Tablets. Detekce probéhla

kojové teplote (25 °C).
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Graf 24. Detekce krevnich vzork

probéhla pri pokojové teplote (25 °C).
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Graf 25. Detekce krevnich vzork

probéhla pri pokojové teplote (25 °C).
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5. Zavér

V kriminalistice se chemiluminiscenéni reakce luminolu stala jednou z nepostradatelnych
metod vyuzivanych k detekci krve.

V této praci byl detekovan vzorek, obsahujici krevni stopy, pomoci CL smési luminolu
navrzenych podle Grodského (Luminol I) a podle Webera (Luminol II).

Krevni vzorek byl ziedén postupnym fedénim 100x, 500x, 1 000x, 5 000x, 10 000x,
50 000x, 100 000x, 500 000x. Celé méteni probéhlo pomoci pfistroje Fluoroskan Ascent FL.

Pti detekcich méla nejvyssi citlivost smés Luminolu II. Detekce s Luminolem II byla
schopna prokazat pfitomnost krevnich vzorkG pii nizSich hodnotach ziedéni krve nez
Luminol I. A to v rozmezi mezi 5 000x - 10 000x ziedéni krve. Dale si Luminol II zachoval
svou ucinnost i za podminek, kdy byl 7 dnti uskladnén v lednicce (4 °C).

Luminol I byl G¢inny pouze pfi pouziti jako Cerstvd smes a 24 hodin skladovand smés
V lednicce (4 °C). Pod podminkou uskladnéni smési Luminolu I 4 tydny v lednicce (4 °C)
m¢la tato smés hodnoty intenzity CL v oblasti pozadi. DelSim skladovanim smési Luminolu I
Vv lednicce, ztraci tato smes svou stabilitu. Neni tedy schopna detekce krevnich stop.

Uskladnénim Luminolu I a Luminolu II v mrazaku (-18 °C) si tyto smési zachovaly svou
stabilitu a byly stale schopny prokazat piitomnost krve.

Nejvyssi citlivost se u vech detekei pohybovala v oblasti mezi 1 000x — 5 000x zifedénou
krvi. V této oblasti neni ve vzorku na pohled patrné, ze krev obsahuje.

Pfi porovnani detekci provadénych pii 25 °C (pokojové teploté) a pii 35 °C byla ucinnost
pfi 35°C nizsi. Krevni vzorek byl ovlivnén touto teplotou, ktera snizila katalytickou
schopnost Fe** jontd (v hemoglobinu) na CL reakci luminolu. Proto intenzita CL nebyla tak
vysoka jako pii 25 °C, ale CL smési luminolu byly stale schopny prokdzat pfitomnost krve.

Po ekonomické strance se porovnavaly naklady na chemikalie, které¢ byly pouzity pro
detekce pomoci CL smési luminolu. Nejprve se porovnaly ndklady na pofizeni samotnych
chemikalii. Z toho porovnani vychazi Luminol I < Luminol Il (1 759,2 K¢ < 1 980,8 K¢).

Pro detekei, ktera byla pfedmétem prace a jejiz objem se prepocitaval na hodnotu 300 pl
(potiebny objem pro detekci tii jamek obsahujici krevni vzorek) byla urcena cena Luminolu I,
Luminolu II a Bluestar® Forensic Tablets.

Z tohoto porovnani je Luminol I nejlevnéjsi variantou. Cena na 300 pl je rovna 0,14 K¢ u

Luminolu Il cena ¢inni 0,30 K&. Jako nejdrazsi pro detekci vySla sada Bluestar® Forensic
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Tablets. Jeho cena je desetinasobkem nejlevnéjsi varianty Luminolu I (Bluestar® Forensic

Tablets je rovna 1,01 K¢ na 300 pl).
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6. Summary

Luminol chemiluminescence reaction has become one of the most common methods used
to detect blood in the crime scene. The mixture of luminol was improved.

In this study, a blood sample was detected with the help of mixture of luminol. These
luminol mixtures were designed by Grodsky (Luminol I) and Weber (Luminol II).

A blood sample was diluted by the gradual dilution of 100x, 500x, 1 000x, 5 000x,
10 000x, 50 000x, 100 000x, 500 000x. Measurements were performed with instruments
Fluoroskan Ascent FL.

The most effective for the detection of blood samples was Luminol Il. Detection with
Luminol 1l was able to demonstrate the presence of blood samples in the higher values of
dilution (in the range between 5 000x-10 000x dilution of blood).

Luminol | was effective as a fresh and stored for 24 hours compound. After four week of
the storage (in the fridge), chemiluminescent intensity of the Luminol | was in the
background.

The highest intensity in all areas of detection ranged between 1 000x — 5 000x diluted
blood. In this area blood is no visible by naked eyes. Luminol I and Luminol Il had higher
efficiency yet, also when they were stored for 4 weeks in the freezer.

When comparing the detection carried out at 25 ° C (room temperature) and at 35 ° C,
there were not significant differences. The efficiency at 35 °C was lower. The reason was that
the blood was influenced by temperature. The catalytic ability of Fe** ions (in hemoglobin)
was influenced by the temperature.

In the economic part, there was a comparison of the cost of the chemicals that were used
for detection. Three mixtures of luminol were compared. Firstly, there was a the comparison
of price between Luminol I and Luminol II. luminol Luminol I < Luminol 1l (Chemical costs
1759,2 K¢ < 1 980,8 K¢&). Secondly, there was the comparison of Luminol I, Luminol Il and
Bluestar ® Forensic Tablets. This comparison has showed which detection for 300 pl was
cheaper.

The cheapest option is Luminol I. Price is 0,14 K¢ and for Luminol II is price 0,30 K&.

The most expensive option is Bluestar ® Forensic Tablets (1,01 K¢).
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Seznam pouzitych zkratek
CL - chemiluminiscence
RLU - Relative Light Units
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