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Resumen

La investigacion de manchas de sangre
en la escena del crimen, se constituye en uno
de los vestigios biologicos mas importantes
para esclarecer un hecho delictivo. Mediante
la prueba de Luminol, se analizaron varios so-
portes con manchas de sangre sometidas a
diversas condiciones de tiempo, ambiente,
limpieza, diluciones y manchas antiguas para
determinar su sensibilidad y eficacia en el Lab-
oratorio de Biologia Forense del Instituto de
Investigaciones Forenses de La Paz. Las condi-
ciones de tiempo y ambiente sobre los so-
portes con manchas de sangre no afectan a la
prueba, en cambio varios lavados con deter-
gentes quimicos pueden afectar la deteccion
de sangre. La sensibilidad del luminol alcanzé
hasta una dilucién 1:100.000. La prueba de lu-
minol fue muy dtil para la deteccion de man-
chas de sangre en investigacion de diversos so-
portes sometidas a adversas condiciones.

Abstract

Investigation blood stains at the scene
of the crime have become an essential bio-
logical element when solving legal investi-
gations. In our study we examined the Lu-
minol test to establish their sensibility and
efficiency with different degree of interfer-
ence, different support, time, storage con-
ditions and old stains in the Forensic Biol-
ogy Laboratory from Forensic Investigations
Institute, La Paz. In general terms the Lu-
minol test was not affected in the different
temperature, time and storage conditions
we used. Samples which had been sub-
ject to washings with chemical detergents
conditions could be affected the blood de-
tection. The sensibility we found was high
1:100.000 dilution. Luminol test was funda-
mental to blood stains detection and their
investigation about different difficult con-
ditions.
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INTRODUCCION

La sangre es uno de los fluidos biol6gicos mas frecuentes e importantes
como evidencia fisica en investigaciones de hechos violentos. Hallar manchas
de sangre en una escena de crimen aporta informacion muy valiosa que pue-
de ser decisiva en la resolucion de un crimen. (Zweidinger,1973, Shiro, 2002
y Neufeld, 1965).

Hoy en dia la Prueba de Luminol y el BLUESTAR FORENSIC son las técnicas
bioquimicas forenses mas utilizadas en la investigacion forense para detectar
trazas de sangre en una escena del crimen. La Quimioluminiscencia de color
azul del Luminol es catalizada por la Hemoglobina de la sangre. El reactivo
Luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazinedione) reacciona con la He-
moglobina de la sangre. Esta reaccion es ampliamente utilizada en la inves-
tigacion por la Comunidad Cientifica Forense como una prueba orientativa
para la bisqueda de manchas de sangre. La emision de luz es casi instantanea,
cuando el Luminol es rociado sobre la sangre. El Luminol puede ser utilizado
para detectar la presencia de sangre en cantidades tan bajas o diluidas como
1:106. Inclusive las manchas de sangre de una antigiiedad mayor a seis anos,
pueden ser localizadas en superficies lavadas, en ambientes amplios y sobre
diferentes soportes. La prueba de Luminol es una prueba preliminar previa a
la determinacion serolégica y por ADN. (Shiro, 2002 y Neufeld, 1965).

En el presente estudio, se ha realizado la evaluacion de la sensibilidad de
la técnica de Luminol, la accion de factores ambientales como el tiempo, so-
porte, lavados, detergentes, para el estudio de manchas de sangre en casos
de hechos violentos donde se deja como evidencia sangre. La comunidad
cientifica forense, recomienda utilizar este método para realizar la deteccion
de manchas de sangre en indicios de interés forense (Specht, 1937, Grodsky,
Wright y Kirk, 1951y Proescher, 1939).

MATERIAL Y METODOS

Muestras

Se analiz6 manchas de sangre sobre diferentes soportes absorbentes (tela
de algodén, prendas, calzados, madera, cartén, papel) y soportes no absor-
bentes (madera tratada, vidrio, lavamanos, mosaico, pintura de auto, cuchi-
llos, sierras), sometiéndose a diferentes intervalos de tiempo, se realizé dilu-
ciones de la sangre para evaluar la sensibilidad del método, utilizando sangre
humana del Grupo ORh + con anticoagulante EDTA al 5%
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Preparacion de Luminol

La técnica de luminol se la realiz6 segtin el método descrito por Weber et.
al. (Grodsky, Wright y Kirk, 1951, Proescher, 1939 y Yeshion, 1991).

1. Pesar 8 g de Hidréxido de Sodio y disolverlo completamente en 0.5 L
de agua deionizada. (Sol. I)

2. Medir 10 mL de Agua Oxigenada al 30%, afadir 0.49 L de agua deioni-
zada. (Sol.Il).

3. Pesar 0.354 g Luminol, disolverlo en 0.625 L de la Sol. I y enrasara 0.5 L
(Sol. 1)

4. Conservarlos a 4°C, y proteger de la luz.

(Solucién de trabajo).

5. Prepare la Solucion de Prueba mezclando 10 mL cada uno de las solu-
ciones a 70 mL de agua deionizada para obtener 100 mL de solucion de
trabajo.

6. Llevar esta solucién en un atomizador y esta listo para usar.

Prueba de Sensibilidad de Luminol

Se realiz6 una serie de diluciones de sangre humana con solucién fisiol6-
gica. (Diluciones: 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10.000, 1: 100.000). Las manchas fue-
ron realizadas sobre diferentes soportes y analizadas en intervalos de tiem-
pos de una semana, cuatro semanas, cuatro meses, utilizindose una esponja
para realizar las manchas.

Foto 1
Serie de diluciones de una muestra de sangre (1:10, 1:100, 1:1000, 1:10.000, 1: 100.000).
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Aplicacion del luminol sobre los soportes

El reactivo Luminol fue preparado 12 horas antes de su aplicacion, el ro-
ciado se realiz6 con un spray atomizador a una distancia de 50 cm del objeti-
vo, las fotografias con la camara en modo Fluorescente fueron tomadas entre
los 15 segundos a 1 minuto en ambiente oscuro (Quickenden, 2001).

RESULTADOS

La prueba de Luminol permitié localizar y detectar manchas de sangre
en diversos soportes sometidos a diferentes condiciones, descritos en las si-
guientes tablas:

1. Prueba de los factores externos sobre Soporte Absorbente:

Tabla 1
Andlisis de soportes absorbentes con la prueba de Luminol, sometida a diferentes
intervalos de tiempo y condiciones de ambiente. (Elaboracién propia)

& SOPORTE ABSORBENTE
=) SOPORTE
B AMBIENTE CERRADO AMBIENTE ABIERTO
ALGODON POSITIVO POSITIVO
= | ESPONIA POSITIVO POSITIVO
< | MADERA POSITIVO POSITIVO
f CARTON POSITIVO POSITIVO
5 [pare POSITIVO POSITIVO
PARED POSITIVO POSITIVO
ALGODON POSITIVO POSITIVO
(% ESPONJA POSITIVO POSITIVO
2 | MADERA POSITIVO POSITIVO
é CARTON POSITIVO POSITIVO
= [parEL POSITIVO POSITIVO
~ [eareD POSITIVO NEGATIVO
ALGODON POSITIVO POSITIVO
£ | ESPONIA POSITIVO POSITIVO
£ | MaDERA POSITIVO NEGATIVO
% CARTON POSITIVO POSITIVO
8 | PAPEL POSITIVO POSITIVO
PARED POSITIVO NEGATIVO
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2. Prueba de los factores externos sobre soporte no absorbente:

Tabla 2

Analisis de soportes no absorbentes con la prueba de Luminol, sometida

a diferentes tiempos y ambiente. (Elaboracion propia)

o SOPORTE NO ABSORBENTE
E SOFORTE AMBIENTE CERRADO AMBIENTE ABIERTO
MOSAICO POSITIVO POSITIVO
= MADERA BARNIZADA POSITIVO POSITIVO
§ CERAMICA POSITIVO POSITIVO
5 LAVAMANO POSITIVO NEGATIVO
5 VIDRIO POSITIVO POSITIVO
PINTURA DE AUTO POSITIVO NEGATIVO
MOSAICO POSITIVO POSITIVO
é) MADERA BARNIZADA POSITIVO POSITIVO
= CERAMICA POSITIVO POSITIVO
é LAVAMANO NEGATIVO NEGATIVO
E‘, VIDRIO POSITIVO POSITIVO
° PINTURA DE AUTO POSITIVO NEGATIVO
MOSAICO POSITIVO POSITIVO
é MADERA BARNIZADA POSITIVO POSITIVO
S CERAMICA POSITIVO POSITIVO
% LAVAMANO NEGATIVO NEGATIVO
B8 VIDRIO POSITIVO NEGATIVO
PINTURA DE AUTO NEGATIVO NEGATIVO

3. Prueba de la accion de agentes quimicos y tratamiento de lavados:

Tabla 3

Andlisis de soportes con manchas de sangre con la prueba de Luminol, sometidas

a diferentes procedimientos de limpieza. (Elaboracion propia)

CONDICION SOPORTE NUMERO DE LAVADOS
1 2 3 4
ALGODON + + + +
AGUA MADERA + + + -
MOSAICO + + + -
ALGODON + + - -
DETERGENTE EN POLVO MADERA + - - -
MOSAICO + - - -
ALGODON + + - -
JABON MADERA + + - -
MOSAICO + - - R
LAVANDINA ALGODON + + - -
MADERA + - - -
MOSAICO + - - R

cccccccccc
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4. Prueba de la sensibilidad del Luminol mediante dilucion de las muestras:

Tabla 4
Sensibilidad de la prueba de Luminol, en diferentes soportes. (+):
prueba positiva; (-):prueba negativa. (Elaboracién propia)

DILUCION DE LA SANGRE
SOPORTE
1:10 1:100 1:1000 1:10.000 1:100.000

ALGODON + + + + +
MADERA + + + + -
MOSAICO + + + - -
CUERO + + + + -
VIDRIO + + + - -

Fotografias experimentales propias de los soportes analizados
con Luminol.

La preparacion forense del Luminol fue aplicado sobre diferentes mues-
tras de cartén, prendas de algodén, madera y otros.

Foto 2
Izquierda: Muestra de papel carbénico con manchas de sangre con data de 6 afios
vista a luz natural. Derecha: Observacién en ambiente oscuro la reaccién de
quimioluminiscencia luego de aplicar el Luminol
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Foto 3
a) Calzado deportivo con manchas de sangre humana, luego de ser sometida a 3 lavados con

detergente b) Calzado deportivo luego de la aplicacion de la prueba de luminol en ambiente obscuro.

Foto 4
a) Sierra metalica con manchas de sangre humana, luego de ser expuesta a la intemperie por el lapso
de 4 meses b) Sierra metdlica luego de la aplicaciéon de la prueba de luminol en ambiente obscuro.

Foto5
a) Combo metalico con manchas de sangre humana, procedimiento de colecta
de la muestra para posterior estudio de pruebas confirmatorias y ADN.
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DISCUSION

La prueba de Luminol resulta una magnifica prueba forense presuntiva
y orientativa en diversos soportes y condiciones ambientales (Ver anexo A).

La Prueba de los factores externos sobre Soportes Absorbentes como pa-
red y madera bajo la exposicion a la intemperie pueden dar resultados nega-
tivos al Luminol, probablemente por la accién de los factores externos sobre
la muestra biolégica.

Los resultados sobre los factores externos sobre soportes no absorben-
tes fueron negativas en objetos como el lavamanos, pintura de coches, vidrio,
esto debido a que la muestra es mas facilmente eliminada o desprendida en
aquellos soportes lisos por factores ambientales (la lluvia, el viento, el sol) o
la accion de la utilizacion de estos objetos no absorbentes. Las manchas de
sangre sobre los soportes no absorbentes como vidrio, mosaico, pintura de
autos pierden mas rapidamente su poder de reaccion del Luminol a medida
que transcurre el tiempo, a partir de las cuatro semanas y hasta el cuarto mes.

Las muestras que fueron tratadas con detergentes quimicos deben ser in-
terpretadas con cuidado. En soportes sometidos a lavados con agua el Lumi-
nol posee bastante sensibilidad. En cambio cuando fueron sometidas a varios
lavados con detergentes quimicos no tienen la misma sensibilidad. La accion
del agua con la prueba del luminol persiste inclusive hasta 5 lavados, en cam-
bio bajo la accién de detergentes en polvo o jabdn todavia persiste hasta el
segundo lavado. La acci6n de la lavandina o cloro resulto mas eficaz para po-
der desprender las manchas de sangre.

La sensibilidad del luminol se mostré bastante buena hasta en diluciones
de 1:100.000 cuando la mancha se produjo en soportes absorbentes (prendas,
calzados de tela), en cambio en soportes de madera tratada (vinilo), cuero, vi-
drio se obtuvo una sensibilidad mas baja 1:10.000.

CONCLUSION

El Luminol permitio realizar la localizacion e identificaciéon presuntiva de
manchas no visibles de sangre en diversos soportes a partir de vestigios bio-
l6gicos, mediante la observacion de la reaccion de Quimioluminiscencia del
Luminol con la Hemoglobina de la sangre (figura 1).

La prueba de luminol es una técnica bioquimica forense muy atil y la mas
apropiada para la deteccion de manchas de sangre, cuando se va a realizar
el estudio de manchas de sangre escondidas a simple vista, manchas de data
antigua dejadas en ambientes abiertos y cerrados, soportes sometidos a dife-
rentes procedimientos de limpieza o lavado, manchas de sangre diluida, to-
das son dtiles para el analisis forense.
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