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Ethylenediamine이 luminol (or Bluestar) − 표백제 반응에 미치는 영향
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Abstract: The effect of ethylenediamine (EDA) on the reaction of luminol or Bluestar with blood and bleaches

was studied. For this purpose, blood, chlorine bleach, and oxygen bleach were applied to filter paper, treated

with EDA-containing luminol or Bluestar, and the changes in chemiluminescence intensity were observed. It

was found that the chemiluminescence intensity of the luminol (or Bluestar)-blood reaction did not change with

the increasing concentration of EDA. However, the chemiluminescence intensity of the luminol (or Bluestar)-

chlorine bleach reaction decreased and the chemiluminescence intensity of the luminol (or Bluestar)-oxygen

bleach reaction increased, with increasing EDA concentration. Thus, it was found that when EDA was added

to luminol (or Bluestar), which is a blood-sensitive reagent, EDA suppressed the false-positive reaction induced

by chlorine bleach and induced a false-positive reaction with oxygen bleach. Consequently, the addition of EDA

is not recommended for enhancing bloodstains with luminol or Bluestar.

요 약: Luminol 혹은 Bluestar가 혈액 및 표백제와 반응할 때 ethylenediamine (EDA)이 미치는 영향에 대

해 연구하였다. 이를 위해 거름종이에 혈액, 염소계 표백제, 산소계 표백제를 묻힌 후 EDA를 첨가한

luminol 혹은 Bluestar로 처리한 후 화학발광의 세기 변화를 관찰하였다. 그 결과 EDA의 농도를 증가시

켜도 luminol (혹은 Bluestar)-혈액 반응의 화학발광 세기는 변하지 않는다는 것을 알 수 있었다. 그러나

EDA의 농도가 증가할수록 luminol (혹은 Bluestar)-염소계 표백제 반응의 화학발광 세기는 감소하였고,

luminol (혹은 Bluestar)-산소계 표백제 반응의 화학발광 세기는 증가하는 현상이 관찰되었다. 이를 통해

luminol (혹은 Bluestar)로 혈액 검출 시약을 제조할 때 EDA를 첨가할 경우, EDA는 염소계 표백제에 의

해 유발되는 위양성 반응을 억제하고 산소계 표백제의 위양성 반응을 유발한다는 것을 알 수 있었다. 이

런 점을 종합해서 판단할 때 luminol이나 Bluestar로 혈액을 증강할 때 EDA를 첨가하는 것은 적절하지 않다.
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1. 서 론

혈액은 현장에서 일어난 일을 재구성하거나 DNA

형 분석을 통해 신원을 확인하는 수단으로 사용되는

중요한 물질이기 때문에 사건현장에서 혈액을 확인하

는 것은 대단히 중요하다.1 혈액은 붉은색을 띠는 물

질이기 때문에 대부분의 경우에 혈액은 육안으로 쉽

게 관찰할 수 있지만, 소량의 혈액이 존재하는 경우에

는 육안으로 관찰하기 어려울 수 있고 이런 경우에는

광학적2 혹은 화학적3 방법으로 혈액을 증강하여 관찰

할 수 있다.

Luminol (5-amino-2,3-dihydrophthalazine-1,4-dione)

은 혈액에 포함된 heme의 촉매작용을 이용하여 혈액

의 화학발광(chemiluminescence)을 얻는 시약이다.4

Luminol은 혈액과 반응했을 때 나타나는 화학발광의

지속시간이 짧고 화학발광을 암실에서 관찰해야 하며5

사용 직전에 조제해야4 하는 등의 문제가 지적되어 왔

음에도 불구하고 혈액을 높은 감도로 검출할 수 있다6

는 장점이 있어 사건현장에서 혈액을 검출하는 유용

한 수단으로 널리 사용되고 있다.7 Bluestar는 luminol

의 단점을 보완하기 위해 tablet 형태로 만들어서 시판

하는 상품으로서 luminol과 마찬가지로 heme과 반응

하여 화학발광을 하는 것으로 알려져 있다.8 Bluestar

는 luminol의 단점을 완전히 극복하지는 못하였지만

luminol에 비해 사용하기가 편하고 혈액과 반응했을

때 나타나는 화학발광의 세기가 강하고 화학발광의

지속시간이 길기 때문에 현대 과학수사 현장에서 널

리 사용되고 있다.9 

그러나 luminol이나 Bluestar는 철 또는 구리와 같은

전이금속,10,11 차아염소산나트륨(sodium hypochlorite,

염소계 표백제의 유효성분)12 등과 접촉하면 혈액이

아님에도 불구하고 혈액처럼 발광하는 위양성(false-

positive) 반응13을 나타낸다는 문제가 있다. 경험있는

법과학자는 혈액에 의한 화학발광과 위양성에 의한

화학발광을 구분할 수 있기는 하지만 항상 구분할 수

있는 것은 아니라는 문제가 있다.14 또한 이들 시약은

청산염이나 아스코로브산염15,16 등과 섞여 있는 상태

에서는 혈액이 있음에도 불구하고 화학발광이 나타나

지 않는 위음성(false-positive)17 반응이 나타날 수 있

다는 문제가 있다.

Howard 등은 과산화수소(hydrogen peroxide, 산소계

표백제의 유효성분)에 의한 특이한 위음성을 보고하

기도 했다. 그들은 혈액을 묻힌 천을 과산화수소가 포

함된 물로 세척한 결과 천에 혈액의 얼룩이 여전히

남아 있는 것을 관찰했다. 그런데 이 천의 혈액 얼룩이

남은 부위를 luminol, Bluestar 및 RSID-Blood kit로 검

사한 결과 RSID-Blood kit는 양성 반응을 나타낸 반면

luminol이나 Bluestar는 음성 반응을 나타냈다고 보고한

바 있다.18 이런 결과를 통해 산소계 표백제로 천을 세

탁한 후 luminol이나 Bluestar로 검사하면 위음성 반응

이 나타날 가능성이 있다는 것을 알 수 있다. 

EDA는 luminol의 위양성 반응을 억제하는 것으로

알려져 있다. Luminol을 제조하는 방법은 두 가지가

알려져 있는데, Kent 등14은 Grosky가 제안한 제조법19

으로 제조한 luminol 용액에 EDA를 첨가한 결과, 혈

액에 의한 화학발광은 감소시키지 않으면서 염소계

표백제가 유발하는 위양성 반응을 억제할 수 있었다고

보고한 바 있다. 그러면서 그들은 식 (1)에서 보인 것

처럼 EDA가 hypochlorite의 counter acid인 hypochlorous

acid와 빠르게 반응하여 chloramines를 만들고, 이 때

생성된 chloramines는 혈액이 있어도 화학발광을 유발

하지 않기 때문에 이런 현상이 발생했다고 설명했고

이 반응식을 아래의 식 (1)에 나타내었다.14 이런 현상

은 Weber가 제안한 제조법20으로 제조한 luminol 용액

에서도 관찰되었다.21

RR'NH + HOCl → RR'NCl + H2O (1)

R,R' = alkyl or H

Bluestar는 luminol에 비해 제조 방법이 간단하고 혈

액과 반응했을 때 나타나는 화학발광 세기가 강하고 화

학발광 지속시간이 길며 한 번 뿌렸던 위치에 다시 분

무하면 형광이 다시 나타난다9는 장점이 있기 때문에

최근 사건현장에서 혈액을 찾아낼 때 luminol 대신 널

리 사용되는 시약이다.22 그러나 Bluestar에 EDA를 첨가

했을 경우 염소계 표백제가 유발하는 위양성 반응을 억

제할 수 있는지에 대해 보고되어 있지 않다. 염소계 표

백제 이외에도 산소계 표백제도 일상 생활에서 사용되

고 있다. 그러나 luminol (혹은 Bluestar)-산소계 표백제

와의 반응에서 EDA가 위양성/위음성 반응을 억제 혹은

촉진하는지에 대해서도 보고되어 있지 않다. 따라서 저

자들은 luminol 혹은 Bluestar에 EDA를 첨가하였을 경

우 염소계 및 산소계 표백제가 유발하는 위양성/위음성

반응이 억제/증가되는지에 대해 확인하고자 한다. 

2. 재료 및 방법

2.1. 시약 및 기구

차아염소산나트륨, 과산화수소 및 luminol은 Daejung



244 Seulgi Jang, Minkyoung Kim, Heejin Kim, Munhee Lee, and Sungwook Hong

Analytical Science & Technology

(Korea) 제품을, EDA는 Junsei (Japan) 제품을 사용하

였다. 염소계 표백제는 Yuhanrox (Yuhan Clorox, Korea)

를, 산소계 표백제는 Oxyclean (Oxy Reckitt Benckiser,

Korea)을 사용하였다. Bluestar tablet은 Sirchie사(USA)

완제품을 사용하였다. DSLR 카메라는 D5300 (Nikon,

Japan)를 사용하였다. 

혈액은 건강한 20대 성인 여성으로부터 총 10 cc를

채취하여 항응고제가 포함된 tube에 담아 보관하였고,

채취 당일에 모두 사용하였다(IRB number: 1040875-

202112-SB-109). 

2.2. 혈액증강시약 제조

Luminol은 Weber가 제안한 방법20에 따라 제조하였

다. 즉, stock solution A의 경우 sodium hydroxide 0.8 g

을 탈이온수 50 mL에 완전히 녹여 제조하였으며, stock

solution B는 30 % hydrogen peroxidase 1 mL과 탈이

온수 49 mL를 섞어 제조하였다. Stock solution C는

luminol 0.354 g을 탈이온수 48 mL에 녹인 후, solution

A 용액 6.25 mL를 첨가하여 제조하였다. Solution

A, B, C 각각 10 mL과 탈이온수 70 mL를 섞고 EDA

를 첨가하여 EDA가 포함된 luminol 용액 100 mL을

제조하였다. 

Bluestar 용액은 제조사에서 제공한 사용 설명서에

따라 제조하였고, 이 때 EDA를 첨가하였다. 

2.3. 혈액 유류 및 증강

거름종이에 혈액 혹은 표백제 20 µL를 묻힌 후 실

온에서 5분간 건조하였다. 이 거름종이에 luminol 혹

은 Bluestar 용액을 3 초 동안 분무한 후 암실에서

DSLR 카메라로 촬영하였다. 모든 촬영에서 피사체와

렌즈와의 거리, 노출시간, 셔터스피드 등 모든 촬영

조건은 동일하게 유지하였다(F/11, 30”, ISO 400). 모

든 실험은 3회 반복하였다.

2.4. 증강 결과의 평가

Table 1은 암실에서 촬영한 화학발광 세기를 grading

하기 위해 만든 평가 기준이다. 1년 이상 법과학을 공

부한 5명의 평가자에게 Table 1에서 보인 평가기준과

luminol 혹은 Bluestar로 증강한 혈액의 화학발광 이미

지와 이 기준 이미지를 함께 보여주고, 이 기준에 따

라서 화학발광 이미지를 0~4점으로 평가하도록 하였

다. 그리고 5명의 평가 결과를 평균하여 최종 grade로

하였다. 

3. 결과 및 고찰

염소계 표백제는 차아염소산염을 유효성분으로 사

용한다.12 또한 시판되는 산소계 표백제에는 과탄산나

트륨이 포함되어 있고, 이 과탄산나트륨이 물과 반응

하면 과산화수소가 만들어져서 표백작용을 한다고 알

려져 있다.18 Luminol 혹은 Bluestar에 EDA를 첨가했

을 때 표백제의 유효성분이 화학발광에 미치는 영향

을 관찰하기 위해서 5 % 차아염소산나트륨 수용액과

5 % 과산화수소 수용액 20 µL를 거름종이에 유류하

고 실온에서 5분간 건조시킨 후 0.0 M, 0.1 M 및 0.2 M

의 EDA를 첨가한 luminol 혹은 Bluestar로 처리하였

다. 그리고 그 때 나타나는 화학발광의 세기를 2.4항

에 보인 기준에 의해 grading하였다. 

3.1. 차아염소산나트륨과 염소계 표백제

Fig. 1은 5 % 차아염소산나트륨 용액 20 µL를 묻힌

거름종이를 luminol 혹은 Bluestar로 증강한 결과를 보

인 것이다. Fig. 1을 보면 luminol이나 Bluestar는 EDA

가 첨가되기 전에는 차아염소산염과 반응하여 화학발

광을 나타내지만 EDA를 첨가하면 화학발광의 세기가

급격하게 감소하는 것을 볼 수 있다. 이를 통해 luminol

과 마찬가지로14,21 혈액을 검출할 때 사용하는 Bluestar

에 EDA를 첨가하면 차아염소산나트륨에 의한 위양성

Table 1. Grading scheme for chemiluminescence assessment

Grades Remarks Examples

0 Not visible

1 Faintly visible

2 Visible

3 Clearly visible

4 Brightly visible
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반응을 억제시킬 수 있다는 것을 알 수 있다. 

시판되는 염소계 표백제는 차아염소산염을 유효성

분으로 사용하지만,12 다른 첨가제를 함께 넣어 제조

할 수 있다. 따라서 시판되는 염소계 표백제에 EDA

를 첨가한 luminol 혹은 Bluestar를 분무했을 때 나타

나는 실제 화학발광은 순수한 차아염소산염에 분무했

을 때와 다를 수 있다. 이를 확인하기 위해 순수한 혈

액 및 혈액과 염소계 표백제 1:1 혼합물을 거름종이에

묻히고, 이것을 EDA를 첨가한 luminol 혹은 Bluestar로

증강하였고, 그 때 화학발광 세기의 변화를 관찰하였다.

Fig. 2는 그 결과를 나타낸 것으로서, 순수한 혈액이나

혈액과 염소계 표백제 1:1 혼합물에 EDA를 첨가하면

화학발광의 변화가 나타나지 않았지만 염소계 표백제

에 EDA를 첨가하면 화학발광의 세기가 감소하는 것을

볼 수 있고, 이를 통해 EDA는 염소계 표백제의 위양성

반응을 억제하는 효과가 있다는 것을 알 수 있다. 

3.2. 과산화수소와 산소계 표백제

Fig. 3은 5 % 과산화수소 수용액을 luminol 혹은

Bluestar로 증강한 결과를 보인 것이다. Fig. 3을 보면

EDA가 첨가되기 전에는 과산화수소가 있어도 luminol

이나 Bluestar의 화학발광이 나타나지 않지만, 첨가된

EDA의 양이 증가하면 화학발광 세기가 점차 증가하

는 것을 볼 수 있다. 이를 통해 EDA는 과산화수소가

있을 경우 luminol이나 Bluestar의 위양성 반응을 유발

한다는 것을 알 수 있다.

시판되는 산소계 표백제는 과산화수소 대신에 과탄

산나트륨을 사용하고(과탄산나트륨과 물을 반응시켜

과산화수소를 만든다),18 과탄산나트륨에 색소 등 다른

첨가제를 섞어서 제조할 수 있다. 따라서 EDA를 첨

가한 luminol이나 Bluestar를 시판되는 산소계 표백제

에 분무했을 때 나타나는 화학발광은 순수한 과산화

수소에 분무했을 때와 다를 수 있다. 이런 차이가 나

타나는지 확인하기 위해 산소계 표백제인 Oxyclean

용액을 거름종이에 묻히고, 이것을 EDA를 첨가한

luminol 혹은 Bluestar로 증강하여 그 결과를 Fig. 4에

보였다. Fig. 4를 보면 luminol 혹은 Bluestar만 분무한

Fig. 2. Effect of EDA treatment of blood or chlorine bleach with luminol (or Bluestar).

Fig. 3. Chemiluminescence intensity change of luminol (or
Bluestar) – 5% hydrogen peroxide solution according
to EDA content.

Fig. 1. Chemiluminescence intensity change of luminol (or
Bluestar) – 5% sodium hypochlorite solution according
to EDA content.
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경우에는 화학발광이 나타나지 않다가, 첨가한 EDA

의 농도가 증가할수록 화학발광의 세기가 강해지는

것을 볼 수 있고 이는 Fig. 3에서 보인 결과와 일치하

는 결과이다. 이를 통해 luminol이나 Bluestar를 제조

할 때 EDA를 첨가하면 산소계 표백제에 의한 위양성

반응이 촉진된다는 것을 알 수 있다. 

Fig. 4에는 순수한 혈액 혹은 혈액과 산소계 표백제

의 1:1 혼합물을 거름종이에 묻히고, 이것을 EDA를

첨가한 luminol 혹은 Bluestar로 증강한 결과도 함께

나타내었다. 이 결과를 보면 순수한 Oxyclean을 증강

한 결과와 달리 혈액 혹은 혈액과 Oxyclean의 혼합물

을 증강한 경우에는 EDA의 함량이 증가해도 화학발

광의 세기가 증가하는 현상이 나타나지 않았다는 것

을 알 수 있다. 이는 Oxyclean의 양에 비해 혈액의 양

이 지나치게 많기 때문에 나타나는 현상이라고 추정

된다. 이 추정이 맞는지 확인하려면 Oxyclean의 양을

늘리고 혈액의 양을 줄인 검체에 EDA를 첨가했을 때

나타나는 화학발광의 변화를 관찰할 필요가 있다. 그

래서 다음의 네 시료를 만들어서 이들 20 µL씩을 거

름종이 표면에 묻힌 후 이들을 EDA가 포함된 luminol

및 Bluestar로 증강하였고 그 결과를 Fig. 5에 나타내

었다.

(a) 희석하지 않은 않은 혈액

(b) 탈이온수로 1000배 희석한 혈액

(c) 희석하지 않은 혈액과 Oxyclean 원액을 1:1로

혼합

(d) 탈이온수로 1000배 희석한 혈액과 Oxyclean 원

액을 1:1로 혼합

Fig. 5의 (c)와 (d)에서 보인 결과를 비교해 보면, 희

석되지 않은 혈액과 Oxyclean의 혼합물을 증강했을

때에는 Fig. 4에서 보인 것처럼 EDA의 농도가 증가

해도 화학발광 세기가 증가하는 현상이 관찰되지 않

았으나, 희석된 혈액과 Oxyclean의 혼합물을 증강한

경우에는 EDA의 농도가 증가하면 화학발광 세기가

증가하는 현상이 관찰된다는 것을 관찰할 수 있고, 이

를 통해서 저자가 추정한 것이 맞다는 것을 확인할

수 있었다.

Howard는 혈액이 부착된 천을 산소계 표백제가 포

함된 물로 세탁한 후 luminol이나 Bluestar로 증강한

결과(EDA는 사용하지 않았음) 산소계 표백제는 혈액

의 위음성 반응을 유발한다는 사실을 확인하였다.18

Fig. 4. Effect of EDA treatment of blood or oxygen bleach with luminol (or Bluestar).

Fig. 5. Results of enhancement of blood and Oxyclean
mixtures using luminol (or Blustar) with EDA.
(a) Neat blood
(b) 1/1000 diluted blood
(c) 1:1 mixture of neat blood and neat Oxyclean
(d) 1:1 mixture of 1/1000 diluted blood and neat
Oxyclean
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그러나 Fig. 4를 보면 EDA의 농도가 0 M일 때에도

여전히 혈액과 Oxyclean 혼합물에서 화학발광이 관찰

되고 있고, 이는 Howard의 발표 내용과18 배치된다.

이런 현상은 Oxyclean에 비해 혈액의 양이 지나치게

많기 때문에 나타나는 현상이라고 추정된다. 

이런 저자의 추정은 Fig. 5에서 보인 결과 중 EDA

가 포함되지 않은 luminol 혹은 Bluestar로 증강한 결

과를 통해 확인할 수 있다. 즉, 희석되지 않은 혈액을

증강한 (a)와 (c)를 비교해 보면 Oxyclean의 첨가 여부에

상관없이 화학발광이 관찰되고 있다. 그러나 1000배

희석한 혈액으로 실험한 (b)와 (d)를 보면 혈액에

Oxyclean을 첨가하면 화학발광이 사라지는 것을 볼

수 있다. 이를 통해 저자의 추정이 맞는다는 것을 확

인할 수 있었다. 

3.3. EDA의 영향에 대한 고찰

Kent 등과14 Lee21는 luminol 용액을 제조할 때 0.1 M

의 EDA를 첨가하면 염소계 표백제가 유발하는 위양

성 반응을 억제할 수 있었다고 보고했다. 그리고 본

실험을 통해 이러한 효과는 Bluestar에서도 동일하게

나타난다는 것을 확인할 수 있었다. 이러한 위양성 반응

억제 효과는 염소계 표백제의 유효성분인 hypochlorite의

counter acid인 hypochlorous acid와 빠르게 반응하여

chloramines를 만들고, 이 때 생성된 chloramines는 혈

액이 있어도 화학발광을 유발하지 않음으로써 위양성

반응을 억제하는 것으로 설명된다.14

Luminol의 화학발광은 reaction medium이나 반응하

는 물질의 pH, 온도, 이온강도 등에 영향을 받는다고

보고되어 있으나 EDA가 어떠한 영향을 미치는지에

대하여는 보고되어 있지 않다.4 그리고 luminol의 화

학발광 세기는 과산화수소의 함량에 비례하기 때문에

luminol은 오래 전부터 과산화수소를 정량하는 수단으

로 사용되어져 왔다.23 이런 점을 종합해 보면 산소계

표백제를 첨가하여 과산화수소의 함량이 증가하면 자

연스럽게 luminol의 화학발광 세기가 증가한 것이라고

생각된다.

실제 사건과 관련된 의복 등에서 혈액을 검사하는

사람은 그 검체가 표백제에 오염되었는지 여부를 알

수 없고, 표백제에 오염되었다면 염소계 표백제와 산

소계 표백제 중 어느 것에 오염되어 있는지 알 수 없

는 경우가 대부분이다. 따라서 EDA가 염소계 표백제

에 의한 위양성을 억제한다는 이유만으로 luminol이나

Bluestar를 제조할 때 EDA를 첨가하면 자칫 산소계

표백제로 오염된 검체에서 위양성 반응을 관찰할 수

있다. 이는 혈액이 없음에도 있다고 잘못 판단하는 결

과를 초래할 수 있으므로 수사 실무에 사용할 luminol

이나 Bluestar를 제조할 때 EDA를 첨가하는 것은 적

절하지 않다고 판단된다. 단, 검체가 염소계 표백제에

오염되었다고 확인된 경우에 한해 EDA를 첨가한

luminol이나 Bluestar를 사용할 수 있다고 판단된다. 

4. 결 론

혈액, 염소계 표백제, 산소계 표백제를 ethylenediamine

을 첨가한 luminol 혹은 Bluestar로 처리한 결과  ethyle-

nediamine의 농도를 증가시켜도 luminol (혹은 Bluestar)-

혈액 반응의 화학발광 세기는 변하지 않는다는 것을

알 수 있었다. 그러나 첨가한 ethylenediamine의 양이

증가할수록 luminol (혹은 Bluestar)-염소계 표백제 반응

의 화학발광 세기는 감소하였고, luminol (혹은 Bluestar)-

산소계 표백제 반응의 화학발광 세기는 증가하는 현

상이 관찰되었다. 

이를 통해 luminol (혹은 Bluestar)로 혈액 검출 시약

을 제조할 때 ethylenediamine을 첨가할 경우, ethylene-

diamine은 염소계 표백제에 의해 유발되는 위양성 반

응을 억제하고 산소계 표백제의 위양성 반응을 유발

한다는 것을 알 수 있었다. 이런 결과를 종합한 결과

수사 실무에 사용할 luminol이나 Bluestar를 제조할 때

ethylenediamine을 첨가하는 것은 적절하지 않다는 것

을 알 수 있었다. 
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