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Resumen: La correcta localizacion de sangre en las escenas delictivas es uno de los aspectos mas cruciales y complejos de investigacion

de la escena del crimen, y esta estrechamente relacionado con la correcta eleccion del reactivo quimioluminiscente para cada ocasion.
Partiendo de la premisa de que cada uno de esos reactivos cuenta con un grado de sensibilidad diferente ante las muestras de sangre,
se han generado 80 manchas pasivas de 10 diluciones variables, que han sido pulverizadas con 4 reactivos distintos con el fin de
determinar hasta qué punto difieren sus resultados y cual de ellos es el mas sensible. Los datos recogidos demuestran que la sensibilidad
de Lumiscene y Bluestar Forensic Magnum supera con creces la obtenida en las mismas condiciones con otros test como Luminol o
Bluestar Forensic, y que las diferencias entre todos ellos son perceptibles también en aspectos como la intensidad o la duracién de la
luminiscencia que emiten.
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Abstract: The correct blood location in crime scenes is one of the most crucial and complex aspects of the crime scene investigation.
It is closely related to the correct choice of the chemiluminescen reagent for each occasion. Each one of these reagents has a different
sensitivity level to the blood samples. Based on this premise, 80 passive bloodstains have been generated from 10 variable dilutions,
which have been pulverized with 4 different reagents in order to determine how their results defer and which one is more sensitive.
The collected data shows that the sensitivity of Lumiscene and Bluestar Forensic Magnum far exceeds the ones obtained under the
same circumstances with other tests such as Luminal or Bluestar Forensic. It also shows that the differences among them are perceptible
also in aspects like intensity and duration of the emitted luminescence.
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1. INTRODUCCION

La sangre es uno de los vestigios mas comunes y relevantes en las escenas delictivas. Su valor, ademas, es doble,
al encerrar informacion que permitird, por un lado, identificar a victima y victimario a raiz de un estudio de ADN, y, por
otro, aportar datos que faciliten la reconstruccion de lo ocurrido gracias al analisis de cada uno de los patrones y manchas
que se observen en el escenario (1-3).

Sin embargo, la presencia de esa sangre en la escena, en muchas ocasiones, no es perceptible a nuestros ojos, al
presentarse de forma latente, sobre superficies oscuras o en cantidades infimas.

Por todo ello, y en aras de tratar de solventar esta problematica, los analistas recurren a diferentes test de
orientacion, con formulaciones quimicas variables, que facilitan su localizacion, determinando la presencia o no de
patrones y manchas sobre superficies que hayan sido tratadas con ellos (4).

De entre todos esos reactivos, la presente investigacion se centra estudiar los niveles de sensibilidad que presenta
Lumiscene® ante muestras de sangre humana en concentraciones variables, tratando de establecer hasta qué punto es
capaz de localizar sangre en un escenario y como le posicionan estos resultados frente al resto de test comercializados en

la actualidad con los que también se ha trabajado.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
2.1 Hipotesis

Se parte de la hipotesis de que los reactivos quimioluminiscentes cuentan con una sensibilidad limitada que varia
en cada caso, determinada mayoritariamente por la concentracion de sangre en cada muestra analizada y por la
formulacion quimica presente en cada uno de ellos.

2.2 Objetivos

General:

e Determinar la sensibilidad de Lumiscene® para la localizacion de sangre en la escena.

Especificos:

e  Analizar ademas de la reaccion positiva o negativa ante cada muestra, la calidad de la luminiscencia que se emita
con cada dilucion.
e  Establecer una comparativa que posicione Lumiscene® frente al resto de reactivos comercializados actualmente.
3. REACTIVOS QUIMIOLUMINISCENTES

La localizacion de sangre en la escena es fundamental para el correcto andlisis y estudio posterior de sus manchas
y patrones. Estos pueden ser visibles o presentarse de forma latente, por lo que, en ocasiones, se deberé acudir a diferentes
métodos de localizacion para determinar su presencia en el lugar de los hechos (4).

Entre todos ellos destacan las pruebas de orientacion, que se han venido desarrollando desde el afio 1829 y han
ido avanzando y tornandose en métodos cada vez mas eficaces y rigurosos (5). Son test que permiten que el especialista
forense examine la posibilidad de que aquello que analiza en la escena pueda ser sangre, siendo necesario emplear
posteriormente una prueba de certeza que lo determine de forma segura. Se basan, fundamentalmente, en mostrar cambios
colorimétricos o emitir luminiscencia gracias a las propiedades cataliticas de la sangre (6).

Dado que la presente investigacion se centra en el segundo grupo, los quimioluminiscentes, en el siguiente
apartado se recogeran sus caracteristicas principales y los elementos necesarios que deben estar presentes para que se
produzca una reaccidn positiva con las muestras analizadas.

3.1. Desarrollo histéorico

El desarrollo de los test orientativos comienza en las ultimas cuatro décadas de 1800, cuando Bunsen y Kirchhoff
descubren que cada uno de los compuestos capaces de irradiar luz, tenian un espectro luminoso propio caracteristico. A
raiz de ello, a comienzos de 1900, empiezan a emplearse compuestos quimicos para generar reactivos que permitieran la
localizacion de sangre basandose en cambios colorimétricos y/o emision de luminiscencia de las muestras (5).

Uno de los primeros avances en los test basados en reacciones de oxidacion, tuvo lugar en el afio 1904 con la
aportacion de Adler, al demostrar que la hemoglobina presente en la sangre posee una capacidad enzimatica que permite
descomponer el peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno, mostrando una coloracién azul intensa al oxidarse como
resultado de la reaccién con el compuesto quimico (7).

En 1910 se reporta el primer uso de fluoresceina para la deteccion de sangre en muestras de orina por parte de
Fleig, sustituyendo la fenolftaleina por fluoresceina (5). Su aplicacion en el ambito forense no llegaria hasta el afio 1995,
momento en el que Cheesman lo emplea como test orientativo cubriendo grandes zonas de escenas delictivas con el fin
de determinar la presencia o no de manchas de sangre (8).

Por su parte, el cientifico aleman H. Albrecht, publica en 1928, la revista Zeitschrift fiir Physikalische Chemie
(Revista de Quimica Fisica), las cualidades quimioluminiscentes del Luminol tras haber experimentado con diferentes

soluciones en presencia de peroxido de hidrogeno, peroxidasas vegetales y sangre (9), permitiendo con ello que
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comenzaran a desarrollarse diversos estudios en biologia y medicina al sentarse las bases de la formula precursora a la
empleada en la actualidad (10).

Su uso para la deteccion de manchas de sangre en las escenas del crimen llegaria en 1937 de la mano de Walter
Specht, cientifico del Instituto Universitario de Medicina Legal de Jena, Alemania (11). Specht, estudi6 de forma intensiva
el luminol en relacion a la deteccion de sangre, y sugiridé que podria fotografiarse con fines analiticos y legales (9).

Las formulas que se emplean hoy en dia en las escenas para la busqueda de sangre surgieron en el afio 1951 de la
mano de Grodsky (Luminol, carbonato de sodio y perborato de sodio), y en 1966 de la mano de Weber (cambiando el
carbonato de sodio por hidrégeno de sodio o potasio, y el perborato de sodio por peroxido de hidrégeno) (9,12).

Afos después, en el 2000, el Dr. Loic Blum, con el afan de mejorar las propiedades del Luminol y conseguir
aumentar su sensibilidad, incluy6 en su férmula una serie de ingredientes que no han sido desvelados, presentando asi un
nuevo reactivo, el Bluestar Forensic®, que quedaria mejorado en una nueva féormula, el Bluestar Forensic Magnum®,
con una sensibilidad tres veces mayor al original. En los tltimos aflos, y ante la necesidad continua de lograr los mejores
resultados en las escenas, surge un nuevo test orientativo, Lumiscene®, como resultado de una creacion de los laboratorios
de Loci Forensic Products al elaborar una minuciosa mezcla entre Luminol y Fluoresceina (9).

3.2. Fundamento quimico
La caracteristica principal de los test quimioluminiscentes es precisamente su capacidad de generar

quimioluminiscencia: pueden emitir luz como resultado de una reaccion quimica, sin que sea necesario aplicar una fuente
luminica adicional, al contrario de lo que ocurre en el caso de la fluorescencia (6,9).

Para comprender como funcionan estos test, y de qué manera se llega a conseguir esa luminiscencia, es necesario
entender su quimica y el papel que desempefian los elementos que participan de esa reaccion.

Cada test quimioluminiscente necesita tres componentes: un oxidante, un catalizador y un elemento que ceda
electrones. En las reacciones de los test con la sangre, el papel de cada componente lo cubrirdn, siguiendo el orden
anterior: H202 en proporcion variable, el grupo férrico presente en la hemoglobina de nuestra sangre y el quimico del test
(14).

El papel catalizador que juega la sangre en esta reaccion, al actuar como acelerador de la reaccion, es fundamental.
Tal y como recoge Franco de Ambriz (2002): “las peroxidasas de la sangre son catalasas que poseen actividad catalitica
(enzimatica) en las reacciones de oxidacion, ya que tienen la propiedad de descomponer el peréxido de hidrégeno en agua
y oxigeno, que, al reaccionar con el test en cuestion, se oxidara, emitiendo luminiscencia variable”.

De todo ello se deduce que, cuando esos tres elementos entren en contacto y cada uno de ellos desempetie el papel
que se le ha asignado, se producira una reaccion de oxidacion, a partir de la cual se podra observar una emision luminica
azulada-blanquecida, con una intensidad y duracion variables funcion tanto del tipo de test como de las caracteristicas de
las muestras, tal y como quedard demostrado durante el experimento.

Sin embargo, uno de los grandes problemas a la hora de llevar a cabo este andlisis, reside en la amplitud de
variables que inciden en esa luminiscencia, entre las que destaca la sensibilidad con la que cuentan cada uno de los test
orientativos. Razén por la cual se desarrolla esta investigacion, ante la necesidad de determinar la diferencia de resultados
entre Lumiscene y el resto los reactivos quimioluminiscentes, al tiempo que se establece cual de ellos presenta los valores
mas favorables para la correcta busqueda y localizacion de sangre en la escena.

3.3. Lumiscene®
Lumiscene® es una nueva y revolucionaria solucion quimica a base de agua que se emplea en investigaciones

forenses para la busqueda de sangre en las escenas criminales.
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Su composicion, una mezcla entre luminol y fluoresceina, le otorga una gran cantidad de cualidades favorables,
multiplicando sus ventajas frente al clasico Luminol o al resto de tabletas preparadas por otros comerciantes como
Bluestar®.

Entre sus multiples ventajas destaca que su luminiscencia es mas intensa, gracias a la mezcla con fluoresceina y,
ademas, mas visible al posicionarse en el rango de los 525nm!.

Oftrece igualmente una mayor sensibilidad ante las muestras sin degradar su ADN, al contar apenas con un 0,12%
de peroxido de hidrogeno, lejos del usual 3% del resto de reactivos (9,13,16).

Por ultimo, es necesario destacar que Lumiscene® es el unico que permite ser observado también con luces
forenses, concretamente, con una luz de entre 415 y 480nm y filtros o gafas naranjas, gracias a la presencia de fluoresceina
en su mezcla (13).

3.3.1. Preparacion y activacion

Para su correcta mezcla y activacion, y siguiendo las instrucciones facilitadas por el fabricante (anexo 1), deben
introducirse las cuatro pastillas de peroxido de hidrogeno en el recipiente que contiene los 250 ml de liquido, moviendo
su contenido de forma envolvente, sin agitar, en tres periodos tras cumplirse 1 minuto, 5, 10 y 15.

Transcurrido este tiempo, y tras comprobar que se han disuelto las pastillas por completo, se procede a su uso
inminente, pues sus cualidades permaneceran intactas durante 4 horas a temperatura ambiente, pero se aconseja su uso
antes de cumplirse las 2 primeras horas.

4. ESTUDIO EXPERIMENTAL

El estudio que se ha llevado a cabo es experimental, al ofrecer una medicion del estado de la situacion de las
variables, profundizandose en las relaciones que se establecen entre las diferentes diluciones y la capacidad de cada uno
de los reactivos de reaccionar de forma positiva al entrar en contacto con ellas.

Es, ademas, de tipo cualitativo, a fin de comprender el fendmeno que se examina, por lo que tiene una finalidad
descriptiva-explicativa y observacional, pues se toma como tUnica variable el nivel de sensibilidad de los test
quimioluminiscentes, después de una serie de observaciones en situaciones controladas.

Para el desarrollo del experimento se ha empleado sangre extraida por venopuncion de un donante sano (autora),
tratada con citrato de sodio como anticoagulante y agua destilada para la creacion de las diferentes diluciones. Ademas,
han sido elegidas 2 superficies con caracteristicas contrarias como lo son el textil y el vidrio, al presentar capacidades de
absorcion y permeabilidad totalmente antagonicas.

El procedimiento para la consecucion de los objetivos de la investigacion fue el siguiente:

. Extraccion de sangre por venopuncion.

. Disposicion y referenciacion de los tubos de centrifuga.
. Creacion de las diluciones (anexo 2).

. Referenciacion de las superficies.

. Creacion de las manchas.

. Configuracion de la camara y preparacion del reactivo.

S T o N N O N

. Pulverizacion del test orientativo sobre cada una de las muestras y toma de fotografias.

! Loci Forensics, Lumiscene ® <https://www.lociforensics.nl/lumiscene/lumiscene/>, [Consultado el 20/12/2020]. La emisién luminica
en la franja de los 525nm, al contrario de lo que ocurria con el resto de reactivos que se sitian en los 425nm, facilita que nuestro ojo
pueda observarla. Los conos de nuestro ojo estan mas sensibilizados en esa onda del espectro visible, permitiéndonos observar esa
luminiscencia en condiciones optimas.
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Una vez se hubo finalizado el proceso descrito con el primero de los reactivos empleados, Lumiscene®, se
procedid a su repeticion para con los otros tres reactivos con los que se pretende comparar sus resultados: Luminol,
Bluestar Forensic® y Bluestar Forensic Magnum®.

4.1. Descripcion de la muestra

La muestra se compone de total de 80 manchas pasivas de sangre: se han creado 10 diluciones que irdn

depositandose sobre las superficies hasta crear 10 manchas en soportes de vidrio y 10 en soportes textiles para con cada

uno de los 4 reactivos quimicos seleccionados.

N° DE MUESTRAS
SUPERFICIES MUESTRA DILUCIONES
Textil Sangre humana 10
Cristal 10
Total: 20

1 reactivo = 20 manchas

4 reactivos = 80

Imagen n°l: relacion de muestras empleadas para el experimento. Fuente: elaboracion propia.
El resto de las variables, tales como la cantidad de sangre en cada muestra, su método de conservacion o su
temperatura, se han mantenido en todo momento, logrando con ello que los resultados sean mas objetivos y veraces al
aislar la variable objeto de estudio.

4.2 Resultados
En el siguiente cuadro se recogen los resultados obtenidos con cada uno de los reactivos quimicos seleccionados.

Se ha seleccionado la dilucion méxima ante la que el test ha sido capaz de emitir luminiscencia en cada ocasion, facilitando

asi la comparacion de todos ellos de forma sencilla y objetiva.

Lumiscene® — 1:500.000 Luminol — 1:100.000

Bluestar Magnum® — 1:400.000 Bluestar Forensic® — 1:1000
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Imagen n°2: resultados obtenidos con los test quimioluminiscentes. Fuente: elaboracion propia.
Tal y como puede observarse en el conjunto de las imagenes dispuestas en el cuadro anterior, Lumiscene® se

posiciona como el reactivo con mayor sensibilidad, al ser capaz de emitir luminiscencia al entrar en contacto con la
muestra mas diluida, 1:500.000, seguido muy de cerca por Bluestar Forensic Magnum®.

Por el contrario, Bluestar Forensic® ha sido el reactivo con mas limitaciones, al mostrar una sensibilidad mucho
mas baja y que apenas le permiti6 reconocer la sangre en la dilucion 1:1000. Luminol, a pesar de que muestra también
resultados poco favorables, es capaz de reaccionar de forma positiva ante sangre en concentraciones 1:100.000,
posicionandose en un rango intermedio.

Destaca la irregularidad de la luminiscencia emitida por todos: en el caso de Lumiscene® y Bluestar Forensic
Magnum®), su intensidad, duracion y visibilidad superaron con creces a las obtenidas con los reactivos restantes, pudiendo
visualizarse incluso en condiciones de luz natural.

Ademas, se hace necesario determinar que los mejores resultados se obtuvieron en los casos en los que la muestra
de sangre descansaba sobre la superficie no porosa de vidrio, limitando mucho mas la capacidad de reaccion cada uno de
los test en las muestras en textil.

Para concluir, y a modo de resumen se recogen en el siguiente grafico los resultados obtenidos para cada reactivo
haciendo una distincion en funcion del tipo de superficie en el que descansaba cada muestra. Los valores hacen referencia
al nivel de dilucion ante el que han sido capaces de seguir reaccionando, partiendo de 0, sangre pura, hasta el valor 500000
que hace referencia a la dilucion 1:500.000.

De esta manera pueden observarse y compararse con mayor facilidad y objetividad cada uno de los resultados

obtenidos durante toda esta fase.

Sensibilidad de los reactivos
quimioluminiscentes

600000
400000 V4 k V4 Textil
200008 ’ Cristal
Lumiscene Luminol Bluestar M Bluestar F
Cristal 500000 100000 500000 1000
Textil 100000 10000 10000 100

Cristal m Textil

Imagen n°3: grafico resumen de los resultados. Fuente: elaboracion propia.
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5. CONCLUSIONES

Los resultados logrados al tomar como referencia principal la variable sensibilidad, ponen de manifiesto las
enormes diferencias que existen entre los test que actualmente se comercializan para la localizacion de sangre en las
escenas delictivas.

Queda probado que a medida que la concentracion de sangre en la muestra disminuye, lo hace proporcionalmente
la capacidad del test para reaccionar de forma positiva ante ella, limitando su actuacion.

De entre los cuatro reactivos estudiados y analizados, destaca la sensibilidad demostrada por Lumiscene® y
Bluestar Forensic Magnum®, capaces de emitir luminiscencia incluso ante las muestras con los niveles mas bajos de
concentracion de sangre. Por el contrario, Bluestar Forensic® arroja los peores resultados, posicionandose muy lejos del
resto.

Las diferencias entre ellos son igualmente palpables en lo que a calidad de luminiscencia se refiere: de nuevo
Lumiscene® y Bluestar Forensic Magnum® se posicionan como los reactivos quimicos mas recomendables, al emitir
una luminiscencia més intensa y duradera, que puede incluso observarse a plena luz del dia.

En cuanto a las superficies, se hace necesario determinar que las caracteristicas antagonicas de las 2 empleadas
para el experimento, interfieren en cierta medida en los resultados, dificultando la actuacion de los test
quimioluminiscentes en el caso de las textiles, por su capacidad de absorcion.

Teniendo en cuenta todo lo anteriormente descrito, se puede afirmar que la eleccion de uno u otro de los test
quimioluminiscentes para la localizacion de sangre, basdndonos en los resultados obtenidos, puede suponer el éxito o el
fracaso del conjunto de investigaciones que puedan desarrollarse a lo largo de la inspeccion ocular de una escena criminal.

Por todo ello, conocer las limitaciones, las ventajas y los métodos mas eficaces para la correcta mezcla y
pulverizacion de los reactivos que vayan a ser empleados en cada ocasion, permitird que las investigaciones en los
escenarios delictivos sean mas eficaces, al facilitar la labor de los analistas de patrones de manchas de sangre.
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ANEXOS

Anexo 1 manual de usuario Lumiscene Kit:

USER’'S MANUAL

LUMISCENE KIT - 3002501

|
—

ML UMISCENE

-
-
- ’lilll

Intended use

The Lunscene kot is designed to balp visualize hitant bloodstains based oz a chemilumingscance
reaction, 3 reaction winch produces bghe. When Lumiscens comes in comnct with blood the
perexidace-like actvity of Se baemoglobin formes the basi: of the production of Bgke.

Lumiscene xxast be used by tained perscnns] and only be applied by vaposisaticn.

We hardly advice to apply Lumiscens with the CSAIR. Conprassor or 2 similar compressor.

Precautions

Do 2ot e the Luxniicens kit whea banded with 2 broken seal and do not wie after the expre date.
Read the Material Safsty Dany Shest for the Lumiscene stock solution and activation tablsts prior %
use. Those MSDS are available m PDF format on our web site under “Download Cemter™.

Kit contents

1 x Large bottle comtyning 250 ml. of Lumiicens Sokation.
1 x Sprayer, in@vidmlly DNA-Free (ETO) packed.

1 x Seaall comtainer containing 4 acthaton tablets.

1 x Instructions for wse

Mixing procedure
1. Placs the bottles co a clean, stable and homizontal surface:
2. Open the 250 mal. Lumsiscens Sclution;
3. Opsn the bottle conta mimg the actiation tablets;
4. Add e tablets to the stock soluticn 2: shown on the picture and waew the cover ca &6
Lumiscans solztion Smmly
{1 ablet=0,12% H202, 2 tablets = 0,24 %: H202, 3 tablets =036 %,
H202 an 4 ablots =0,48% H202 ),
5. Shake gendy for 1 mimte after 5, 10 and 15 mimutes.
The Lumiscene is now acthvated.

Lo Fovensics BY.
Haverstrast 49
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‘| The Netherlancs

Emal: Info@cforensics.nl
Wedche: www ool orensics.n

De: https://www.lociforensics.nl/images/User%27s%20Manual%20Lumiscene%20-%20250%20ml1%20-%202020.pdf
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Anexo 2 creacion de muestras mediante diluciones:

Con ayuda de una pipeta medidora se toma 1ml de la sangre recién extraida y se deposita en un tubo de centrifuga
limpio y seco al que se le han afiadido 9ml de agua destilada, consiguiendo la dilucion 1:10. A partir de esta muestra se
seguird un mismo procedimiento: 1 ml de la disolucion que acaba de realizarse y 9 ml de agua destilada se mezclaran en
un nuevo tubo de centrifuga limpio y seco, consiguiendo asi que la concentracion de sangre en la disolucion resultante
sea cada vez menor. De esta forma, y a medida que se pipetee ese ml de sangre ya diluida sobre otros 9 ml de agua
destilada en un nuevo tubo de centrifuga, se conseguird rebajar la concentracidon, consiguiendo disoluciones de
concentracion 1:100 1:1000 1:10000 y 1:100000.

Una vez conseguida la disolucion 1:100000, el proceso para las siguientes varia significativamente, siendo
necesaria la preparacion de 4 tubos de centrifuga con 2ml de esa tltima disolucion, 1:100000. A esos tubos se les debera
afadir agua destilada con valores de 2ml en el primero, 4ml en el segundo, 6ml en el tercero y 8ml en el cuarto, logrando
asi disoluciones de concentracion 1:200000 1:300000 1:400000 y 1:500000 respectivamente.

El resultado de las diluciones creadas queda recogido en la siguiente imagen, ordenadas de mas a menos

concentracion de sangre en ellas:

I s ALY 12200 O,

Anexo 2 creacion de las diluciones. Fuente: elaboracion propia.

69

Gaceta Internacional de Ciencias Forenses
M . Hemé.ndeZ Moreno . Gazeta Internacional de Ciéncias Fo:;;unzs‘/"\rj;::mmnl Gazette of Forensic Sciences



