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RESUMO
O luminol (5-amino-2,3-dihidroftalazina-1,4-diona) e a sua propriedade quimioluminescente são conhecidos há muitos anos, porém 
apenas em 1937 foi aplicada na ciência forense para a identificação de sangue. Esse mecanismo é complexo e baseia-se na emissão 
de luz através do processo de quimioluminescência, onde ocorre uma reação de oxirredução na presença do ferro da hemoglobina 
e de peróxido de hidrogênio. Vários agentes podem interferir na eficiência desta reação, seja de natureza ambiental, industrial ou 
doméstica. Apesar da elevada sensibilidade desse reagente, não apresenta especificidade para sangue humano. A manipulação 
das soluções utilizadas nos testes deve ser realizada sempre com a utilização de equipamentos de segurança individual. O luminol 
não apresenta interferência nos exames de ADN, entretanto pode interferir na eficiência dos testes presuntivos para identificação de 
sangue humano.  
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ABSTRACT
Luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazinedione) and its chemiluminescent property have been known for many 
years, but only in 1937 it was applied in forensic science to identify blood. This mechanism is complex and based 
on the emission of light through the process of chemiluminescence, in which an oxidation-reduction reaction occurs 
due to hydrogen peroxide and the presence of iron hemoglobin. Several agents may interfere with the efficiency of 
this reaction, whether environmental, industrial or domestic ones. Despite the high sensibility of this reagent, it does 
not show specificity for human blood. The manipulation of the solutions used in the tests must always be carried 
out with the use of individual protection equipment. Luminol does not interfere with DNA testing, however it may 
interfere with the efficiency of presumptive tests for human blood.
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1. INTRODUÇÃO

As ciências forenses desempenham a cada dia mais um 
papel de relevância nas investigações criminais, tornando-se ne-
cessário o aprimoramento e o desenvolvimento de técnicas para 
materialização de vestígios e elucidação de um crime 1. Moreira 

2 refere-se à tecnologia como parte integrante da vida do ser hu-
mano e como tal influencia e modifica seu modo de viver ao mes-
mo tempo em que é modificada por ele. Assim, é necessário que 
as técnicas para a comprovação do delito sejam analisadas utili-
zando o caminho da ciência e da tecnologia, através de métodos 
que forneçam resultados tão precisos quanto possíveis 3.

A evidência física de delitos violentos é constituída por ves-
tígios deixados na cena do crime tais como armas ou fragmentos 
de explosivos, mas também e mais frequentemente é constituída 
apenas por vestígios não facilmente visíveis, como impressões 
digitais, pegadas, marcas de ferramentas, fragmentos de tinta, 
sangue, sêmen, saliva ou fibras, que o criminoso deixa ou com 
ele transporta. Testes preliminares para detecção de manchas 
em locais de crimes têm sido eficientes no auxílio à perícia cri-
minal, fornecendo informações que buscam o direcionamento da 
investigação criminal.

Um dos principais vestígios em locais de crimes são as 
manchas de sangue, pois através delas é possível identificar 
vítimas e suspeitos, averiguar se o volume de sangue encon-
trado é compatível com o ferimento e principalmente auxiliar na 
dinâmica dos fatos. Todavia, para que isso seja possível, faz-se 
necessário primeiramente certificar-se de que tais manchas en-
contradas se trata realmente de sangue 3, visto os fatores que 
podem prejudicar as análises, como os de natureza ambiental 
e aqueles provenientes da ação humana, estes últimos visando 
ocultar o vestígio.

Desde as mais antigas civilizações, cientistas e pesqui-
sadores descreviam fenômenos de emissão de radiação na for-

ma de luz. Um desses fenômenos é a luminescência, que é um 
termo empregado para descrever a emissão de radiação quando 
uma molécula ou átomo sofre uma transição de um estado ele-
tronicamente excitado para um estado de energia mais baixa. 
Os vários tipos de luminescência existentes são classificados de 
acordo com a fonte de energia que causa a excitação.

O primeiro composto orgânico sintético luminescente des-
crito foi a lofina (2,4,5-trifenilimidazol) (figura 1), obtida em 1887, 
por Radiziszewski. 

Figura 1: Estrutura química da lofina. (Arquivo pessoal)

A partir deste experimento, em 1888, Wiedemann con-
seguiu distinguir a quimioluminescência da incandescência, 
definindo-a como a “emissão de radiação eletromagnética que 
ocorre junto a processos químicos” 4, em que a luminosidade 
ocorre devido a quebras de ligações já existentes nas moléculas 
ou através de rearranjos moleculares, sendo a radiação emitida 
geralmente observada nas regiões do visível ou infravermelho 
próximo. Desde então, as reações quimioluminescentes têm sido 
objeto de estudos para o esclarecimento dos mecanismos envol-
vidos na emissão de radiação e do efeito de outras espécies na 
quimiluminescência 4, a qual pode ocorrer na fase sólida, líquida 
ou gasosa, sendo mais comum na fase líquida.

Outras substâncias além da lofina participam como subs-
trato em reações quimioluminescentes, como o luminol (LUM), o 
pirogalol, a luciferina e a lucigenina (figura 2).

Figura 2: Estruturas químicas do pirogalol (a), luciferina (b) e lucigenina (c). (Arquivo pessoal)
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Para que ocorra a quimioluminescência são necessários 
três requisitos energéticos 4: em primeiro lugar, deve haver energia 
suficiente para que um número de moléculas possa atingir o es-
tado eletronicamente excitado. Em segundo lugar, a reação deve 
ser exotérmica, com liberação de energia na faixa de 170-300kJ/
mol. Por fim, a transição do estado excitado para o estado de mais 
baixa energia com emissão de fóton deve ser energeticamente fa-
vorável, em competição com outros processos de radiação 4.

As vantagens analíticas da quimioluminescência incluem 
alta sensibilidade, baixos limites de detecção, ampla faixa de res-
posta linear e instrumentação relativamente simples. Os baixos 
limites de detecção resultam de uma série de fatores, sendo que 
o principal se deve ao fato de não necessitar de fonte de radia-
ção. Assim, limites de detecção da ordem de fentomol (10-15) são 
alcançados. 

A aplicação da reação quimioluminescente do luminol 
(5-amino-2,3-dihidroftalazina-1,4-diona ou 3-aminoftalhidrazida) 
em testes presuntivos para detecção de manchas de sangue 
latente é conhecida há mais de 50 anos na ciência forense 5. 

Essa reação baseia-se na emissão de luz através da reação quí-
mica entre o LUM, um agente oxidante, meio básico e catalisa-
dor (metal). Desta forma, as características do meio reacional 
podem interferir na cinética da reação, com o tempo de reação e 
a duração e intensidade da emissão podendo variar de períodos 
muito curtos (menores que 1s) até muito longos (cerca de 1 dia), 
o que pode causar resultados falso-positivos ou falso-negativos.

Nesse contexto, o presente estudo tem como objetivo 

apresentar uma revisão sobre a aplicação do LUM em testes 
presuntivos para detecção de sangue humano, destacando-se 
os aspectos químicos, biológicos e toxicológicos do mesmo.

2- A REAÇÃO QUIMIOLUMINESCENTE DO LUMINOL

Luminol (figura 3) é um sólido cristalino branco-amarelado, 
com temperatura de fusão entre 319-320oC, praticamente inso-
lúvel em água (<0,1g/100mL), estável à temperatura ambiente e 
sensível à luz e ao calor 5. Possui pKa1 de 6,74 e pKa2 de 15,1. É 
um composto lábil, o que faz com que o preparo da solução deva 
ser feito no momento do uso.

Figura 3: Estrutura química do luminol. (Arquivo pessoal)

Um dos principais métodos para a obtenção do LUM é por 
meio da reação da hidrazina com o ácido 3-nitroftálico, mediante 
aquecimento com a posterior redução do grupamento nitro do 
5-nitroftalhidrazina para a formação do produto final, conforme 
demonstrado na figura 4 6.

Figura 4: Síntese do luminol. (Arquivo pessoal)

Outra rota sintética foi proposta por Wang e colaboradores 
7 em 2007, em que a primeira etapa da síntese do LUM consiste 
na nitração do anidrido ftálico. Essa reação é realizada com a 
mistura de ácido sulfúrico e ácido nítrico que formam o eletrófilo 
dióxido de nitrogênio. O anel aromático reage com o eletrófilo 
resultando na mistura dos isômeros, como mostra a figura 5. O 

produto ácido 3-nitroftálico (produto A) é o minoritário e menos 
solúvel em água do que o isômero (produto B). A separação dos 
isômeros é realizada com a adição da água no meio reacional 
devido à diferença de solubilidade dos produtos, porém essa se-
paração não é satisfatória, mantendo uma mistura reacional que 
resulta em um produto impuro. 

Figura 5: Reação de nitração do anidrido ftálico. (Arquivo pessoal)
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A segunda etapa da síntese é a formação do 3-nitroftalhi-
drazina a partir da reação do ácido 3-nitroftálico com a hidrazina, 
conforme apresentando anteriormente na figura 4.

Para a ocorrência da quimioluminescência utilizando LUM 
são necessários um reagente oxidante (H2O2, O2, ClO-) e um ca-
talisador (metais de transição por exemplo), sendo mais eficiente 
em meio básico, utilizando solventes próticos ou dipolares apró-
ticos (como, por exemplo, dimetilsulfóxido) 8. O comprimento de 
onda máximo da reação quimioluminescente depende do solven-
te utilizado, com 431nm para água, 502nm para dimetilsulfóxido, 
499nm para dimetilformamida e 500nm para acetonitrila 4.

Em 1928 foi realizado por Albrecht o primeiro trabalho so-
bre a reação do LUM, em que era oxidado por peróxido de hidro-
gênio, em meio alcalino, na presença de um catalisador, gerando 
uma quimiluminescência azul com comprimento de onda em tor-
no de 425nm. O mecanismo da reação continua sendo estudado 
até os dias de hoje, existindo diversas propostas mecanísticas 
para a reação de oxidação do LUM. Porém, as propriedades ter-
modinâmicas e cinéticas envolvendo a formação de estados ele-
tronicamente excitados ainda não estão totalmente elucidadas 9.

Dados da literatura 10 relatam que a primeira proposta da 
utilização do LUM na detecção preliminar de sangue foi proposta 
por Specht 11 em 1937, o qual pulverizou sangue sobre paredes 
de pedra, cercas de ferro enferrujado e um jardim. Após 14 dias, 
aplicou solução de LUM, observando quimiluminescência de 10 
a 15 minutos, concluindo que a reação positiva foi mais evidente 

em amostra de sangue envelhecido.
Uma das propriedades do LUM refere-se a sua capacida-

de de ser protonado em solução ácida e dissociado em solução 
básica, devido aos valores dos pKas citados, o que possibilita 
a tautomerização ceto-enólica em solução ou no estado sólido. 
Esta propriedade foi utilizada por Proesher e Moody 12, os quais 
concluíram que a intensidade e duração da emissão de quimio-
luminescência foram aumentadas com sangue seco e envelhe-
cido, em relação ao sangue fresco, confirmando a observação 
de Specht 11. Eles 12 também observaram que a solução de LUM 
poderia ser aplicada repetidas vezes sobre manchas de sangue, 
permitindo uma repetição da quimioluminescência.

Um dos possíveis mecanismos da reação do LUM, apre-
sentado na figura 6, foi proposto por Albertine e colaboradores 
8. Nessa proposta, um metal de transição que age como cata-
lisador realiza a conversão do LUM em diazoquinona, que é 
então atacada pelo ânion proveniente do peróxido de hidrogênio 
hidrolisado, formando um endoperóxido, perdendo uma molécula 
de nitrogênio (N2) e formando então o diânion do ácido 3-aminof-
tálico, que já é produzido no estado excitado. Essa é a espécie 
que sofrerá liberação de fótons, gerando a quimioluminescência 
por meio da emissão de luz em 425-430nm, quando o elétron 
excitado pela reação retorna ao seu estado fundamental, que é 
dependente das condições reacionais, como pH, concentração 
dos reagentes e catalisador.

Figura 6: Esquema geral da reação do luminol. (Arquivo pessoal)

Nos últimos anos, várias preparações de LUM foram des-
critas buscando melhorar a sensibilidade, especificidade e dura-
ção da emissão. Entretanto ainda são utilizadas as formulações 
descritas por Grodsky e colaboradores 13, em que são utilizados 
perborato de sódio e carbonato de sódio, e por Weber 14, utilizan-
do hidróxido de sódio e peróxido de hidrogênio, sendo esta última 
a mais utilizada devido ao seu bom desempenho e simplicidade 
de preparação.

Existem diversos produtos que podem afetar a reação 
quimioluminescente do LUM, tais como detergentes, alvejantes, 
antioxidantes comuns em bebidas e alimentos, como chá, vinho, 
cerveja, café, legumes e frutas, desinfetantes ou antissépticos 
contendo permanganato de potássio ou iodo 15.

3- APLICAÇÃO DO LUMINOL NA DETECÇÃO DE SANGUE

Algumas proteínas possuem uma porção não peptídica, 
denominada de grupo prostético, a qual está envolvida em fun-
ções biológicas das mesmas, como é caso da hemoglobina, 
que corresponde a um complexo hexacoordenado responsável 
pela condução de oxigênio aos tecidos do organismo. É com-
posta por uma porção proteica, chamada globina, e quatro ca-
deias polipeptídicas ligadas a um grupamento prostético heme, 
contendo o átomo de ferro ligado ao sistema pirrólico, chamado 
de porfirina (figura 7). 
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Figura 7: Estrutura química da porção heme da hemoglobina. 
(Arquivo pessoal)

O ferro apresenta estado de oxidação +2 (ferrohemoglobina, 
coloração vermelha), que sofre oxidação após estar exposto a uma 
série de processos degradativos, passando por hemólises e reações 
de oxirredução, catalisadas em um primeiro momento por enzimas 
de sua própria estrutura celular e, também, por aquelas presentes 
em microrganismos que se encontram no ambiente, passando para 
o estado de oxidação +3 (ferrihemoglobina, coloração marrom), 
ocorrendo a mudança de heme para hemina ou hematina.

Em 1985, Thornton e Maloney 16 propuseram um mecanis-
mo de reação do LUM, no qual a hemina atua como catalisador, 
promovendo a oxidação do LUM pelo peróxido de hidrogênio em 
solução alcalina. Nesse processo, os grupamentos heme con-
tendo Fe3+ perdem mais um elétron e vão para um novo estado 
de oxidação, formando intermediários instáveis contendo Fe4+, 
que então catalisam sua oxidação, produzindo assim a quimiolu-
minescência 5, enquanto são reduzidos novamente a Fe3+. Esse 
ciclo catalítico permite que o átomo de ferro da porção heme par-
ticipe do processo por diversas vezes, possibilitando assim que 
o LUM seja adicionado, repetidas vezes, sobre a superfície a ser 
analisada. Dessa maneira, a intensidade e a duração da quimio-
luminescência são aumentadas para amostras secas e envelhe-
cidas, chegando a reações positivas por até três anos, conforme 
relatado na literatura 16. O mecanismo proposto por Thornton e 
Maloney 16 foi observado por outros pesquisadores 17.

Quickenden e colaboradores 18 descreveram a interferên-
cia do pré-aquecimento das amostras de sangue no resultado 
da reação com LUM. Esse estudo objetivou verificar os ciclos de 
temperatura aos quais o sangue possa estar exposto, entre eles 
o aquecimento de motores de veículos. Os resultados obtidos 
demonstraram que a quimioluminescência aumentou considera-
velmente com o aumento da temperatura. Segundo os pesquisa-
dores esse fato ocorreu devido à formação de metahemoglobina 
a partir da hemoglobina, produzida pelo calor fornecido.

Creamer e colaboradores 19 pesquisaram a interferência de 
250 substâncias na detecção de sangue utilizando LUM, princi-
palmente as de natureza ambiental, industrial e doméstica. Cerca 
de 240 não produziram resultado positivo, e o restante apresen-

taram resultados positivos, com diferentes intensidades de re-
ação quimioluminescente, dentre as últimas hipocloritos, cobre 
metálico, polidores de móveis e algumas tintas.

Quickenden e colaboradores 20 estudaram uma ma-
neira de distinguir a intensidade da emissão da quimiolu-
minescência catalisada pela hemoglobina humana daquela 
produzida por hipoclorito. A abordagem utilizada foi procurar 
por mudanças espectrais ocorridas quando o íon hipoclorito 
foi substituído pela hemoglobina. Os resultados obtidos 
demonstraram maior intensidade e tempo de duração na 
quimioluminescência produzida pela hemoglobina humana, 
demonstrando diferentes cinéticas de reação. Entretanto os 
resultados não apresentaram distinção entre as hemoglobi-
nas humana e animal. 

Outro fator determinante na eficiência dos resultados da 
aplicação do LUM refere-se à natureza dos substratos. Os mate-
riais absorventes englobam substratos com superfícies porosas, 
como madeira, paredes e telhas que, devido a sulcos ou fissuras 
na superfície, são capazes de manter o sangue durante muito 
tempo, mesmo após lavagens 17. Podem ser incluídos também 
substratos com maior capacidade de absorção tais como carpe-
tes, roupas em couro, roupas em tecido e cobertores. Dentre os 
substratos não absorventes tem-se vinil, azulejo, vidro e metal, 
os quais apresentam dificuldades tanto na aplicação do reagente 
quanto na qualidade da quimioluminescência. Essas superfícies 
são incapazes de efetivamente reter e armazenar o sangue, 
como demonstrado por Laux e colaboradores 17, apresentando 
facilidade de limpeza, sendo que uma tentativa de lavagem su-
ave por água e sabão leva à remoção das manchas de sangue 
produzindo reação quase inexistente com LUM. 

Outro substrato que apresenta dificuldade na interpretação 
da reação refere-se aos solos, principalmente devido às diferen-
tes composições dos mesmos, em especial os metais pesados, 
que, conforme já relatado, podem agir como catalisadores. Adair 
e colaboradores 21, 22 estudaram a estabilidade do LUM em di-
ferentes tipos de solos. Os resultados obtidos demonstraram a 
detecção de sangue por até dois anos de deposição, através de 
testes em áreas contaminadas com sangue humano e expos-
ta a diferentes condições ambientais. Por outro lado, Noedel e 
Jagmin 23 utilizaram fertilizantes contendo sangue seco e foram 
capazes de detectar o sangue com LUM após um ano de exposi-
ção. Vale a pena destacar que o pH do meio interfere na eficiên-
cia da reação, com condições ideais entre 10 e 13. Experimentos 
realizados por Blum e colaboradores 24 demonstraram que o pH 
ideal para identificar manchas de sangue é em torno de 11,5.

A aplicação de LUM em superfícies entintadas também 
tem sido estudada, visto a utilização de tintas em locais de cri-
me objetivando dificultar a visualização das manchas de san-
gue. Adair 25 demonstrou esse fato através do estudo de diversos 
interferentes, como tipo de tinta, número de camadas de tinta, 
eficiência da limpeza, tipos de padrão de mancha de sangue e 
textura de parede. Os resultados obtidos apontaram a necessi-
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dade de utilização de fontes de luz com comprimento de onda de 
445nm e filtro de cor amarela, além de espátulas ou estiletes para 
a remoção das diferentes camadas. Miranda e colaboradores 26 
também analisaram a interferência de superfícies entintadas na 
aplicação do LUM, sendo também observada a necessidade da 
remoção da camada de tinta.

Recentemente Cavalcanti e Barros 27 estudaram a ação 
antioxidante de chá verde e chá preto, os quais podem impedir 
ou bloquear a produção das espécies reativas de oxigênio no 
sangue, gerando resultados falso-negativos. Os resultados ob-
tidos demonstraram a capacidade dos chás verde e preto em 
diminuírem a intensidade da luz da reação de LUM após a adição 
das formulações de Grodsky 13 e Weber 1, 4, sendo mais nítido com 
o chá verde. Esse fato também foi observado por Bancirova 28, 
avaliando as capacidades antioxidantes dos chás preto, verde e 
do vinho branco sobre as manchas de sangue.

 Vários estudos visando minimizar as interferências 
na reação do LUM têm sido realizados. Entre eles o uso de 
derivados de análogos de LUM, a variação na ordem de mistura 
dos reagentes, o pré-tratamento do substrato a ser testado com 
substâncias químicas e a adição de aditivos químicos ao LUM 5. 
Destaca-se 29 que o LUM é altamente sensível e que o sangue 
pode ser detectado mesmo em uma diluição de 1:1.000.000.

4- TOXICIDADE DO LUMINOL
 
Poucos relatos são encontrados na literatura sobre a toxi-

cidade do LUM. Estudos com animais 30 demonstraram uma DL50 

oral para ratos de 500mg/kg, causando o aumento da excreção 
de sódio e diminuição da pressão arterial após uma única dose 
intravenosa. Sanders e colaboradores 31 sugerem pouco poten-
cial de toxicidade crônica em seres humanos, devido principal-
mente à rápida metabolização e excreção do LUM. Mostraram 
também que o LUM é fracamente absorvido pela pele e facilmen-
te absorvido no epitélio dos alvéolos pulmonares.

Um dos reagentes utilizados é o hidróxido de sódio, aplica-
do na formulação descrita por Weber 14, que é corrosivo, irritante 
do trato respiratório e mutagênico. Já o carbonato de sódio, uti-
lizado na formulação descrita por Grodsky e colaboradores 13, é 
irritante para os olhos e as mucosas. O peróxido de hidrogênio é 
corrosivo, prejudicial por inalação e em caso de ingestão é mu-
tagênico e teratogênico. O perborato de sódio irrita os olhos e a 
pele e é também mutagênico e teratogênico 32.

Como o LUM é aplicado na forma de aerossol, outro aspecto 
a ser considerado é o tempo de permanência da solução de LUM 
no ar, em um ambiente fechado. Estudos realizados pela Acade-
mia de Polícia de Zutphe 32 demonstraram que um minuto após a 
pulverização da solução sobre uma seção de parede, do teto ao 
chão, em uma sala de 20m2, as gotículas da solução foram distri-
buídas uniformemente ao longo do quarto. Isso demonstra que os 
equipamentos de proteção individual (EPIs) devem ser utilizados 
durante um período significativo de tempo após a aplicação do 

LUM (provavelmente até 30 minutos após o tratamento)32, conside-
rando-se principalmente a utilização de equipamentos de proteção 
adequados como óculos, máscaras (respiradores) contra névoas e 
poeiras, luvas descartáveis e jaleco. 

A falta de uso ou acessibilidade de EPIs, bem como a au-
sência ou ineficiência de treinamentos podem colocar em risco a 
saúde do profissional forense, uma vez que são pouco conheci-
dos seus efeitos toxicológicos agudos e/ou crônicos 33.

5- COLETA E ANÁLISE DE MATERIAL 
APÓS APLICAÇÃO DE LUMINOL

Como o LUM trata-se de um teste presuntivo para sangue, 
é necessária a utilização de exames complementares, como imu-
noensaio e extração de ácido desoxirribonucleico (ADN), objeti-
vando a identificação de sangue humano.

O método de coleta a ser utilizado depende da natureza do 
substrato em que a mancha está localizada, conforme já relatado. 
Para objetos imutáveis, como piso, paredes e veículos o melhor 
procedimento consiste na utilização de cotonete (swab) ou outro 
suporte altamente absorvente. Em alguns casos, as manchas po-
dem ser removidas da superfície por raspagem com um bisturi ou 
recorte de parte do material. Por outro lado, objetos móveis, como 
componentes de móveis, tapetes e ferramentas, o melhor procedi-
mento consiste na coleta do objeto. Vale a pena destacar que a qua-
lidade, exatidão e confiabilidade dos resultados obtidos na análise de 
ADN em vestígios coletados e/ou relacionados a ocorrências crimi-
nais, dependem dos procedimentos utilizados no levantamento das 
amostras, buscando garantir a preservação da cadeia de custódia.

Para a identificação de sangue humano são comumente 
utilizados testes imunológicos, os quais empregam ensaios imu-
nocromatográficos através da formação de um complexo entre 
um anticorpo monoclonal (anti-hemoglobina humana), a amostra 
(antígeno) e um segundo anticorpo policlonal 34.

Um dos testes utilizados é o Hexagon OBTI (Bluestar 
Forensic, Monaco), o qual é adequado para material envelhe-
cido e degradado. O antígeno é insensível a uma variedade de 
interferentes ambientais, com exceção da exposição a determina-
dos detergentes e alvejantes domésticos e exposição prolongada 
a certas preparações de LUM. Embora esse ensaio seja específico 
para hemoglobina humana, não é específico unicamente para o 
sangue. Os fluidos corporais, que não o sangue, podem conter 
traços de hemoglobina e produzir um resultado falso positivo 35. 

Outro teste utilizado é o anticorpo anti-hemoglobina humana, Fe-
ca-Cult One Step Test (Alamar Tecnocientífica, Brasil), 
originalmente desenvolvido para detectar sangue oculto em fezes. 

Dados recentes demonstram que o LUM pode interferir 
nos ensaios imunocromatográficos 36, utilizando o teste WAMA® 

(Wama Diagnóstica, Brasil), o qual é aplicado na determi-
nação qualitativa de sangue oculto nas fezes. Os resultados mos-
traram que a aplicação de LUM promove a diluição da amostra de 
sangue, interferindo assim na eficiência do teste. Por esse motivo, 
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os autores sugerem que, nos casos em que a amostra for previa-
mente pulverizada pela solução de LUM, o mais seguro seria sub-
meter a amostra diretamente à extração de ADN, sem realização 
prévia do teste presuntivo.

Após a confirmação da origem humana do sangue na 
amostra, é importante a obtenção do perfil genético, para que, 
através de comparação com materiais de referência (sangue, 
swab oral, dentes ou ossos, dentre outros), seja possível a iden-
tificação do indivíduo doador do material.

Com o intuito de verificar a interferência dos testes de pre-
sunção na extração de ADN, alguns estudos foram realizados 
utilizando vários tipos de reagentes. Um desses experimentos foi 
publicado por Ponce e colaboradores 37 em 2002, visando veri-
ficar a interferência do LUM em posteriores extrações e amplifi-
cações de ADN. Os resultados demonstraram que não existem 
diferenças entre os resultados de amplificação de amostras sem 
o tratamento prévio com o LUM e aquelas que foram testadas 
com o reagente, o que demonstra que o LUM não interfere na 
análise de ADN por reação em cadeia da polimerase (PCR).

 Outro estudo foi realizado utilizando soluções de LUM 
contendo hidróxido de sódio, as quais interferiram na realização 
do teste imunocromatográfico para hemoglobina humana após 
72 horas de contato com o reagente e de métodos sorológicos 
tradicionais para tipagem sanguínea 38, 39. Foi demonstrado, 
através da análise de RFLP (Restriction Fragment Leng-
th Polymorphism), que o LUM não tem efeito deletério sobre 
o exame de ADN. Com o desenvolvimento de novas técnicas, 
como a PCR, que permite a obtenção de perfis genéticos em 
quantidades mínimas de material biológico, também foram ob-
tidos resultados satisfatórios na genotipagem, mesmo após a 
aplicação do LUM 40. A extração do ADN, nesses estudos, foi fei-
ta logo após a aplicação do LUM e a genotipagem foi realizada 
utilizando loci de STRs (Short Tandem Repeat). Comple-
mentado esse estudo, Almeida e colaboradores 41 sugeriram que 

os testes sorológicos devem ser realizados em até 7 dias, e a 
genotipagem um ou dois dias depois da aplicação de reagentes. 

Estudos realizados por Santos e colaboradores 42 mostra-
ram que a presença de LUM não impediu a detecção de san-
gue presente nas amostras analisadas através da pesquisa de 
gamaglobulinas humanas. As quantidades de ADN obtidas nas 
extrações das amostras foram suficientes para tipagem de mi-
crossatélites de ADN autossômico nuclear. Em vários estudos 
científicos foi mostrado que o uso de preparações de LUM não 
parece ter efeito inibitório sobre PCR e digestão STR fluores-
cente 43. No entanto, existe o risco de degradação do ADN com 
exposição prolongada ao LUM.

6- ASPECTOS FOTOGRÁFICOS DA REAÇÃO 
DO LUMINOL

Nesta seção serão apresentados aspectos da experiência 
pessoal dos autores quanto ao registro fotográfico da reação qui-
mioluminescente do LUM.

Inicialmente eram utilizadas câmeras fotográficas analógi-
cas, com filmes de maior sensibilidade, otimizando a abertura do 
diafragma e a velocidade do obturador, chegando a capturar a 
quimioluminescência por até dez minutos de exposição. As des-
vantagens eram a utilização de grande quantidade do reagente, 
bem como maior tempo de permanência no ambiente, além da 
possibilidade de perda da fotografia após a revelação do filme.

Atualmente são utilizadas câmeras fotográficas digitais, 
em que se busca a otimização dos parâmetros fotográficos de 
maneira manual, principalmente devido ao baixo tempo de ex-
posição disponível nesses tipos de câmeras. Para isso são oti-
mizados o tempo de exposição, sensibilidade (ISO), velocidade 
do obturador, abertura do diafragma (profundidade de campo) e 
incidência de luz (flash), buscando destacar não apenas a re-
ação quimioluminescente, mas também os suportes (figura 8).

Figura 8: Fotografias antes (a) e (c) e após a aplicação do luminol (b) e (d). Utilização da câmera fotográfica CANON IX10 em modo 
automático (a) e (c), e modo manual (b) e (d) com ISO 1600, velocidade do obturador 15”, abertura do diafragma 2,8, flash -2 e 

temporizador 2”. (Arquivo pessoal)
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Um fator que interfere diretamente na qualidade da fo-
tografia refere-se ao volume do reagente aplicado bem como 
a forma e velocidade do aerossol (spray), ocasionando des-
truição do padrão da mancha de sangue. Em superfícies ver-
ticais, a gravidade faz com que as gotículas maiores “corram” 
juntamente com a luz, fazendo com que o padrão da mancha 
de sangue fique abaixo da superfície vertical (figura 9). Em 
superfícies horizontais, as gotículas tendem a se espalhar, 

resultando no deslocamento do padrão da mancha. Além 
disso, o spray não é uniforme, o que significa que algumas 
áreas da mancha de sangue receberão mais LUM do que ou-
tras áreas. Desse modo, a análise morfológica das manchas 
de sangue após o tratamento com LUM é limitada, devido à 
solubilidade de produtos oxidativos produzidos pela reação, 
principalmente manchas de sangue com alto detalhe, como 
impressões digitais e salpicos de impacto.

Ensaios por nós realizados mostraram ser possível, in-
clusive, em situações de baixa luminosidade (penumbra), obter 
resultados satisfatórios utilizando-se a máquina fotográfica no 
modo automático (disparo instantâneo), desde que seja utilizado 
um equipamento de alta qualidade e sem acionamento do flash.

Com a disseminação do uso dos aparelhos smartphones 

e a constante atualização de parâmetros de captura de imagem 
desses equipamentos, também é possível obter fotografias com 
qualidade aceitável em situações de baixa luminosidade e disparo 
instantâneo (figura 10). Entretanto, em situações de escuro absolu-
to, esses autores não obtiveram êxito na captura de imagens com 
uso de smartphone, mesmo com a utilização de flash.

Figura 9: Fotografias mostrando antes (a) e após aplicação do luminol (b) em superfície vertical. Utilização de câmera fotográfica 
CANON IX10 em modo automático (a) e modo manual (b) com ISO 1600, velocidade do obturador 15”, abertura do diafragma 2,8, 

flash -2 e temporizador 2”. (Arquivo pessoal)

Figura 10: Fotografia após a aplicação do luminol, obtida com a câmera instantânea do Iphone6 (Resolução de 3264x2448 pixels), 
em local com baixa luminosidade. (Arquivo pessoal)

7- CONSIDERAÇÕES FINAIS

 A utilização do LUM em aplicações forenses é ampla-
mente empregada nos levantamentos periciais, buscando auxiliar 
na identificação dos envolvidos em um determinado delito. Dessa 
maneira, torna-se necessário o conhecimento das propriedades 
desse reagente, desde aspectos químicos e toxicológicos a limi-
tações de uso do mesmo, principalmente em relação a sua alta 
sensibilidade e baixa especificidade. Outro aspecto de extrema 
importância refere-se ao registro fotográfico da reação quimiolu-

minescente do LUM, utilizando os mais modernos equipamentos 
fotográficos, desde processos analógicos até processos digitais, 
incluindo câmeras de smartphones. 
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