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Sc hnelldiag nose von “Koh len - 
monoxidverg iftu ngen” u nd 
Quantitative Best i mm u ng von 
CO-Hb in Blut 
w. PlLZt 

Institute fur Klin. Chem. und Analyt. Chem. Bayer AG, D 5090 Leverkusen 1, 
Beyerwerk West Germany 

(Rrcrirwl Jirlj.  4. 1978) 

A quick diagnosis of carbon monoxide poisoning is a very difficult clinical problem. This 
paper describes a photometric method which permits a reliable diagnosis in a time of 7 to 10 
minutes. Only 0.3 ml whole blood are necessary for the total procedure. Carboxyhemoglobin 
changes in absorption maximum slightly after reduction, whereas Oxyhemoglobin shows a 
significant change in extinction. Measurement of the hemolysate at the same wave length 
before and after alkaline reduction results in large differences in the extinctions (very large 
f o r  Oxyhemoglobin and very small for Carboxyhemoglobin). Calibration curves are prepared 
by calibrating rest-extinction defined as: 

Extinction (578 nm) after reduction 

Extinction (578 nm) before reduction 
. 100 

to percent Carboxyhemoglobin. This curve can also be produced in mathematical way (as 
control e.g.). 

In practice there are the following steps: blood collecting (from fingerpad), hematolysis. 
first photometric measurement, reduction, second measurement. then reading the result from 
the calibration curve. 

The method can be automated (as demonstrated with the “Gilford System”) providing the 
same results as with the manual method. All steps of quality control are given in full detail; 
as is the preparation of the hemolysates with various percentages of Carboxyhemoglobin. 

K E Y  WORDS: quick diagnosis of Carbon monoxide poisoning, Carboxyhemoglobin de- 
termination, combined path-ways, one-wave-length-method, automation, 
preparation of hemolysates with different percents of Carboxyhemoglobin. 
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230 w. PILZ 

1. ZUSAMMENFASSUNG 

Die Methode beruht auf der Tatsache, daD Oxihamoglobin unter de- 
finierten Umstanden zu Hamochromogen reduziert wird, das ein vom 
Oxihamoglobin stark abweichendes Absorptionsmaximum hat, wahrend 
CO-Hb nicht reduziert wird. Bei Messungen bei einer konstanten 
Wellenlange von 578 nm wurde fur den Ausdruck 

Ext. (578nm, nach Reduktion 
Ext.(578nm) vor Reduktion 

’ 100 

der Ausdruck “Restextinktion” festgesetzt. Sie betragt bei exakter 
Arbeitsweise fur reine Oxihamoglobinlosungen 16.1 76, fur 100 %ige CO- 
Hb-Losungen 98.5 “.b. Die Bestimmung der Restextinktion erfordert einen 
Zeitaufwand von 7 bis 10 Min. (einschlieRlich der Probenahme), das 
Resultat kann aus einer (leicht gekrummten) Eichkurve direkt abgelesen 
werden. Zu einer Bestimmung sind 300 pl Vollblut notwendig. 
ZweckmZBigerweise wird das Blut aus der Fingerbeere entnommen. Die 
Bestimmung kann jedoch auch im Zitratblut oder in mit EDTA ungerinn- 
bar gemachtem Vollblut vorgenommen werden. Die Aufstellung der 
Eichkurve kann experimentell mit Hilfe von gleitenden Schichtdicken oder 
auf rechnerischem Wege erfolgen (vollige Ubereinstimmung). Zusatzlich 
wird die praparative Herstellung von Hamolysaten unterschiedlichen CO- 
Hb-Gehaltes, wie sie fur die Prazisionskontrollen und die 
Richtigkeitskontrollen benotigt werden, beschrieben. 

Empfindlichkeit:? V ,  =0.3 ml Blut 
Prazision: Streubereich u = 9.74 %, entsprechend einer 

Standardabweichung von s,,,= 4.87 % bei n = 106 
Bestimmungen 
Wiederfindungsrate r = 98 7; Richtigkeit : 

Nachweisgrenze: X *  =0.78 7; CO-Hb 

2. GERATE, CHEMIKALIEN, LOSUNGEN 

2.1 Gerate 

Spektralphotometer im sichtbaren Bereich mit MeRmoglichkeit bei 578 nm 
2 Kuvettensatze mit 1 mm, 5 mm, 10 mm, 20 mm und 50 mm 
Schichtdicke 
MeBkolben 25 ml und 200 ml 
Erlenmeyerkolben 250 ml 
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SCHNELLDIAGNOSE VON “KOHLENMONOXIDVERGIFTUNGEN” 23 1 

Tropftrichter 100 ml 
Waschflaschen 100 ml 
Strichpipette 200 ml 
Reagenzglaser 10 ml-15 ml (verschlieobar) 
Stoppuhr 

2.2 Chemikalien 
Natriumdithionit 
Natronkalk 
Schwefelsaure konz. p.a 
Ameisensaure konz. 
Ammoniak konz. 
Triton X 
Atznatron 

2.3 Losungen 
Ammoniaklijsung 0.1 ”& 
Natronlauge 30 %ig 
5 :bige wassrige Losung Triton X 
5 S$ge Losung von Natriumdithionit in 30 7;iger Natronlauge (nur fur 
automatische Systeme) 

3. PROBENAHME UND PROBENAUFBEREITUNG 
In einen 25 ml fassenden MeBkolben, der 10 ml Ammoniaklosung enthalt, 
pipettiert man 0.3 ml frisches, noch nicht geronnenes Vollblut 
(Fingerbeere), setzt einen Tropfen 5Xiges Triton X zu und fullt mit 
Ammoniaklosung zur Marke auf. Man schuttelt ca. 1 Min. bis zur 
ollkommenen Hamolyse. 

4. ANALYTISCHE BESTIMMUNG 
Ein Teil des nach 3. erhaltenen Hamolysates wird bei 578 nm und 10 mm 
Schichtdicke gegen die Ammoniaklosung gemessen (Resultat = A ) .  
AnschlieBend werden 10 ml des Hamolysates in ein Reagenzglas pipettiert, 
mit einer Spatelspitze (5-10 mg) Natriumdithionit und 2004  30 ”/biger 
Natronlauge versetzt, verschlossen und gut durchgemischt. Man laI3t 
5Min. (Stoppuhr!) bei Zimmertemperatur stehen und miBt die so erhal- 
tene h u n g  erneut bei 578 nm gegen den Reagenzienleerwert (10 ml 
Wasser, 200 pl Natronlauge, 1 Tropfen 5%iges Triton X, 1 Spatelspitze 
Natriumdithionit) (Resultat = B ) .  

Zum besseren Verstandnis vgl. Abbildung 1 und Abbildung 2 
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ABBILDUNG 1. Spektrum von 0x1-Hb vor und nach der Reduktion 
Abszisse: Wellenlange in nm 
Ordinate: Extinktion 

Zur Berechnung bildet man aus den MeIjwerten A und B die 
Restextinktion in Prozent: 

B 
~. 100= % Restextinktion 
A 

Mit der Restextinktion geht man in die Eichkurve ein und liest den 
Prozentgehalt an CO-Hb ab. 

5. EICHUNG 
Zur Herstellung von Eichkurven werden in einen 200ml fassenden 
Mel3kolben. der ca. 150 ml 0.1 ",,ige Amnioniaklosung enthiilt. 3.0 ml noch 
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On’ t 
I I I 

500 550 600 
nm- 

ABBILDUNG 2. Spectrum von lOO”,,’CO-Hb vor und nach der Reduktion 

E Y t i nk t io t i .  

Absrisso: Wellenl2npe in nm 
0 I d  i nate : 

nicht geronnenes Vollblut eines Nichtrauchers hamolysiert (starkes 
Durchschutteln) und nach Zusatz einiger Tropfen 5 o/iger Triton X 
Losung mit Ammoniak zur Marke aufgefullt. Die Losung wird in etwa 
gleich grol3e Teile geteilt; in den ersten Teil der Losung leitet man 20 Min. 
lang Kohlenmonoxid ein (analog Abschn. 10.2 und Figure 6), wobei 
Totalsattigung eintritt (das Hamoglobin liegt dann ausschliel3lich als CO- 
Hb vor). 

Zuerst wird das CO-Hb-freie Hamolysat in 10 mm Kuvetten bei 
578 nm gegen 0.1 ”,ige Ammoniaklosung als Leerwert gemessen (Resultat 
= V ) .  AnschlieDend werden 10 ml kohlenmonoxidfreien Losung nach 
Abschn. 4. mit Natriumdithionit und 200 pl 30P;iger Natronlauge 5 Min. 
(Stoppuhr) reduziert und ebenfalls bei 578 nm gemessen (Resultat = X ) .  
Mit der Kohlenmonoxid-Hamoglobinlosung wird in gleicher Weise verfah- 
ren (Resultate = Y und Z ) .  

Aus den Extinktionen V und X sowie Y und 2 lassen sich, wie in 
Abschn. 4 beschrieben, die Restextinktionen berechnen. Die 
Zwischenwerte konnen durch “optische Mischungen” wie folgt experimen- 
tell ermittelt werden (gleitende Schichtdicken): Die Losungen werden 
getrennt in verschiedene Kuvetten von bekannter Schichtdicke gefullt, die 
Kuvetten hintereinander geschaltet (“kombinierte Schichtdicken”)’ und 
weiter wie oben beschrieben verfahren. 

D
o
w
n
l
o
a
d
e
d
 
A
t
:
 
0
9
:
3
9
 
1
9
 
J
a
n
u
a
r
y
 
2
0
1
1



234 w. PILZ 

Die Losungen werden deshalb nicht miteinander vermischt, wed eine 
Kohlenmonoxid-Hamoglobinlosung von 100 % noch freies C O  enthalt, 
und dieses mit dem Oxihamoglobin reagieren wurde. So wird z. B. mit 
einter 5 mm Kuvette mit Oxihamoglobin plus einer dahinter geschalteten 
5 mm Kuvette mit CO-Hb eine 50%ige Kohlenmonoxid- 
Hamoglobinlosung simuliert. Es wird gegen 0.1 %ige Amrnoniaklosung rnit 
derselben Schichtdickenkombination gemessen. Auf diese Weise konnen 
die Restextinktionen fur eine Reihe von CO-Hb-Konzentrationen be- 
stimmt werden (vgl. Tabelle I). 

Zur Kontrolle der Resultate der Zwischenwerte ist es ratsam, einzelne 
Werte zu berechnen (moglichst zwischen 0 und 100% CO-Hb). Dazu geht 
man wie folgt vor: Man miljt eine Losung von 100% Oxihamoglobin und 
100% CO-Hb (Herstellung nach Abschn. 4) vor und nach der Reduktion. 
Man erhalt folgende Werte: 
100 
100 y / ,  Oxihamoglobin nach der Reduktion, Meljwert = X 
100 04 CO-Hamoglobin vor der Reduktion, Meljwert = Y 
100 7; CO-HamogIobin nach der Reduktion, MeDwert = Z  
Zunachst berechnet man nach der Formel 

Oxihamoglobin vor der Reduktion, Meljwert = V 

X 
- . l oo  
V 

die Restextinktion fur die Oxihamoglobinlosung und nach der Formel 

Z 
- . loo Y 

die Restextinktion fur die CO-Hamoglobinlosung. Bei exaktem Arbeiten 
findet man als Restextinktion fur die Oxihamoglobinlosung 16.1 9.; f 0.2 ”/, 
Restextinktion; fur die CO-Hb-Losung werden 98.0 % f 0.5 % erhalten. 
Die Berechnung der Zwischenwerte erfolgt analog Tabelle 11. Die 
Rechenoperationen sind sehr einfach durchzufiihren (beachte die 
Kursiv gesetzten Zahlen !). Wieweit die Ubereinstimmung zwischen gem- 
esseneu (Tabelle I) und berechneten Werten (Tabelle 11) geht, zeigt ein 
Vergleich dieser Tabellen. 

Eichkurven fur gemessen Werte sind in Abb. 3, fur berechnete Werte in 
Abb. 4 dargestellt. Zum besseren Vergleich beider Kurven wurden in 
Abb. 5 sowohl gemessene wie berechnete Werte eingezeichnet. 

Es genugt, die Eichkurve nur einmal jahrlich zu kontrollieren, sofern 
stets das gleiche Photometer und dieselben Kuvettensatze verwendet 
werden. Abweichungen treten nur bei Anderungen im optischen und 

D
o
w
n
l
o
a
d
e
d
 
A
t
:
 
0
9
:
3
9
 
1
9
 
J
a
n
u
a
r
y
 
2
0
1
1



% 
TABELLE I 

Eichkurve aus experimentell gemessenen Werten (vgl. Figure 3 und 5). z 

Schichtdicke 
(a = 0x1-Hb) 

I 

B Rest- 2 
(b=CO-Hb) yo CO-Hb Ext. 578 nm vor Reduktion Ext. 578 nm nach Reduktion extinktiont : 0 

10 mm a 
10 mm b 
6 mm (5 mm a+l mm b) 

20 mm (15 mm a+5 mm 
b) 
10 mm (5 mm a+5 mm b) 
20 mm (15 mm bf5 mm 
a) 

6 mm (5 mm b+ 1 mm a) 

0 y., 
100 "/, 
16.7 "/d 

25.0% 
50.0 ",(, 

75.0 q0 
833 'i: 

Ext. bei 
benutzter 

Schichtdicke 
0.920 
0.650 
0.528 

1.700 
0.780 

1.420 
0.420 

Ext. umge- 
rechnet auf 

l0mm Schicht- 
dicke 
0.920 
0.650 
0.880 

0.850 
0.780 

0.710 
0.700 

Ext. umge- 
Ext. bei rechnet auf 

benutzter l0mm Schicht- 
Schichtdicke dicke 

0.148 0.148 
0.640 0.640 
0.130 0.217 

0.530 0.265 
0.390 0.390 

1.020 0.510 
0.320 0.533 

A B 

- v, 
m 

71.8')" 2 n 
icl 76.2 0o 

8 cl 
c 

B m 
A 5 

tAnmerkung Restcxtinktioo=-- 100 (vpi Kap. 1). 
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TABELLE I1 

Berechnung der Werte fur die Eichkurve zur CO-Hb-Bestimmung (vgl. Fig. 4 und 5). 

h) 
w 
o\ 

”/, CO-Hb 
578nm 
10 mm 

Ext. ~ tior Reduktion 
578 nm 
lOmm 

Ext. ~ nach Reduktion Restextinktion 

0.0 ”/, 
100.0 ”/b 

16.7:/, 

25.0 % 

50.0 ”/b 

75.0 ;(, 

83.5 :{ 

0.920(V)\ = Extinktionsdifferenz 
0.650 (Y)’ 0.270 entsprechend der Differenz von 0.640 (Z)/ der Differenz von 

0.148 (X)\=O.492 entsprechend 

@-lOOo/, CO-Hb CrlOO~o CO-Hb 

0.270 ’ 16.7 16.7 .0.492 
0.920-( loo )=0.876 0.148+( )=0.230 

0.920-( 0.270.25.0 )=0.853 0.148+( 25.0 loo ‘0.492 )=0.271 

0.270 ‘50.0 (50.01:i492) 

0.270.75.0 75.0 ‘0.492 

0.920 - (T-) = 0.785 0.148+ -___- =0.394 

0,148+( loo >=0.517 

0,920-( >=0.694 0.148+( )=0.560 
0.270.83.5 83.5 ‘0.492 

16.1 ”/, 
98.5 ?(, 

50.5 ”/, 

72.2 % 

80.7 % 

A B 

n 
tAnrncrkung. Reslrxt~nl\tion= ’ 100 lvpl Kap. 1). 

4 

22 r 
N 
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' O 0 I  90 

I I I I I I 
20 40 60 80 100 

% CO-Hb - 
ABBILDUNG 3. Gemevsene Werte fur die Restextinktion 

Abszisse: ";, CO-Hb 
Ordinate: Restextinktion ( ",) 

elektronischen Teil des Photometers auf, sowie bei Beschadigung der 
Kuvetten (unreine Kuvetten, Proteinbelag an den optischen Flachen). 

Wie aus Tabelle I hervorgeht, kann man die Konzentration an CO-Hb 
durch die Methode der gleitenden Schichtdicken festiegen und daraus fur 
verschiedene Konzentrationen an CO-Hb die entsprechenden 
Restextinktionen berechnen. Zur Erstellung der Eichkurve werden die 
Restextinktionen gegen den Prozentgehalt an CO-Hb aufgetragen. Die 
Eichkurve ist leich gekrummt und geht nicht durch den 
Koordinatenursprung. 

6. QUALITATSSICHERUNG 
Zur Sicherung der Qualitat wird wie in den speziellen Vorbemerkungen 
und in den Richtlinien der Bundesarztekammer be~chrieben',~ verfahren. 

Zur Kontrolle der Prazision wird bei jeder Analysenserie eine Probe 
bekannten CO-Hb-Gehaltes mitanalysiert. Nach jeder funften 
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238 w. PILZ 

I I I I I 

20 40 60 80 100 
% CO-Hb - 

ABBILDUNG 4. Berechnete Werte fur die Restextinktion 
Abszisse: q,,, CO-Hb 
Ordinate: Restextinktion (7;). 

Analysenserie wird zusatzlich die Richtigkeit der Methode uberpruft, 
indem man zwei Blutproben unterschiedlichen aber bekannten CO-Hb- 
Gehaltes mitanalysiert. Die Ergebnisse fur die Richtigkeitskontrolle wer- 
den dokumentiert. 

Es empfiehlt sich, die CO-Hb-Losungen fur die Prazisionskontrolle in 
grooerem MaBstab herzustellen, in 2 ml Polyathylenflaschchen abzufullen 
und einen Jahresbedarf in der Tiefkuhltruhe einzufrieren. So behandelte 
Losungen, deren Herstellung weiter hinten beschrieben wird, sind mindes- 
tens 1 Jahr im tiefgefrorenem Zustand haltbar. Wesentlich ist jedoch, daI3 
das Auftauen in kaltem Wasser (Temperatur des Leitungswassers) erfolgt 
und nicht (wie haufig beschrieben) in warmem Wasser. 

7. DISKUSSION 

Das vorgestellte Verfahren ist eine Verbesserung von fruher publizierten 
spektralphotometrischen M e t h ~ d e n . ~ . ~  Mange1 dieser Methoden konnten 
durch eine Reihe von Optimierungsschritten vermieden werden. 
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I I I I I I 

20 40 60 80 100 
% CO-Hb - 

ABBILDUNG 5. Gemessene ( x )  und berechnete (0) Werte fur die Rehtextinhtion 
(zusammengestellt) 

Abszisse: ;o CO-Hb 
Ordinate: Restextinktion ( ",) 

AuBer photometrischen Methoden sind in der Literatur noch gaschro- 
matographische Methoden zur Bestimmung von CO-Hb beschrieben.' - * 
Die Nachteile der erwahnten gaschromatographischen CO-Analysen wur- 
den ebenfalls beschrieben.' ' ~ ' Das einzige gaschromatographische 
Verfahren, das alle in der Literatur beschriebenen Nachteile umgeht, 
stammt von Angerer und Zorn.14 

Die hier vorgestellte Methode weist eine Reihe von Vorteilen auf: 

1) Es wird nur bei einer Wellenlange gemessen; 
2) Die Extinktionsanderungen sind schon bei geringen Gehalten von 

CO-Hb relativ groI3; 
3) Gleichzeitig ist eine sichere und schnelle Diagnose von CO-Hb 

Vergiftungen moglich, da von allen Hb-Derivaten nur CO-Hb unter den 
Bedingungen der Methode nahezu keine Extinktionsanderung zeigt. 
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Betragt die Restextinktion mehr als 25 0,; kann die Diagnose CO-Hb- 
Intoxikation rnit Sicherheit gestellt werden. Dabei ist berucksichtigt, dalj 
bei starken Rauchern ein hoher CO-Hb-Gehalt bis ca. 20% und mehr (mit 
hoher individueller Schwankungsbreite) gefunden wird. Nichtraucher in 
der Landbevolkerung, die auch sonst nicht exponiert sind, haben einen 
physiologischen CO-Hb-Gehalt von 0.5 bis 1 04 (Haldane-Effekt). 

Die Stellung der Diagnose CO-Hb-Intoxikation ist klinisch nur schwer 
moglich und vor allem zeitraubend. Sie kann nur aus der besonders bei 
Unfallen schwer zu rekonstruierenden Anamnese mit mehr oder weniger 
groljer Sicherheit gemutmaI3t werden. Mit Hilfe der vorliegenden Methode 
kann die Diagnose CO-Hb-Intoxikation innerhalb von 10 Min. qualitativ 
und quantitativ mit absoluter Sicherheit gestellt werden. 

8. AUTOMATION 
Versuche, die Methode zu automatisieren, wurden rnit dem Gilford-system 
(sonst fur Enzymbestimmungen verwendet) durchgefiihrt. Dabei wurde 
folgende Arbeitsweise angewandt : 2.5 ml des nach Abschn. 3 hergestellten 
Hamolysates wurden in eine Kiivette pipettiert, die Extinktion bei 
578 nm gemessen und dann mittels des Dispersers 0.1 ml der 5 %igen 
Natriumdithionitlosung in 30 "/iger Natronlauge (vgl. 2.3) zugesetzt. 
Bedingt durch das Gilfordprogramm wurde nach genau 3.17 Min. die 
Messung der Extinktion der reduzierten Probe vorgenommen. 

Zum Vergleich rnit der manuellen Methode wurde aus einer identischen 
Blutprobe, die 17.8 :(, CO-Hb enthielt, der Mittelwert, die relative 
Standardabweichung und der Streubereich bei i? = 148 
Einzelbestimmungen rnit der automatisierten Methode (Reduktionszeit 
3.17 Min.) und rnit der manuellen Methode (Reduktionszeit 5.0 Min.) 
bestimmt. 

Die Resultate waren fur beide Arbeitsweisen gleich und entsprachen den 
in Abschn. 9 wiedergegebenen Daten. Nur bei Leichenblut (mit haufig 
niedrigem Hamoglobingehalt) war der Trend bei der automatischen 
Methode zu leicht erhohten CO-Hb-Werten starker ausgepragt, als bei der 
manuellen Methode, besonders wenn der aktuelle CO-Hb-Gehalt, gem- 
essen nach Angerer und ZornI4 kleiner als 2 %  war. In solchen Fallen 
werden (je nach Hamoglobingehalt) zwischen 400 p1 und 600pl Blut zur 
Bereitung des Ausgangshamolysates (25 ml) eingesetzt. Betragt die 
Extinktion der nicht reduzierten Probe 0.8 Extinktionseinheiten oder 
mehr, treten keine Fehler auf. 

9. BEURTEILUNG DES VERFAHRENS 
9.1 Praizision 
Zur Bestimmung der Qualitatskriterien wurde ein CO-Hb-Hamolysat von 
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22 7; CO-Hb verwendet (Herstellung durch Mischen von CO-Hb- 
Hamolysat (mit Helium gesattigt!) mit Oxihamaglobinhamolysat (vgl. 
Abschn. 10). Dieses Hamolysat wies auIjerdem einen Met-Hb-Gehalt von 
0.98 yi und eine Gesamthamoglobinkonzentration von 12.6 g % auf. 

Bei wiederholten Analysen dieses Hamolysates wurde eine 
Standardabweichung von s,,, = f4.87 % bei n = 106 Bestimmungen gefun- 
den. Daraus errechnet sich ein Streubereich von u = f 9.74 7;. 

9.2 Richtigkeit 
Es wurden zwei Hamolysate nach Abschn. 10.1. bzw. 10.2 hergestellt. 
Die Analyse zeigte fur das Hamolysat 1 : 

Gesamt-Hb: 13.45 g :(, 
Met-Hb: 1.12 yo 
CO-Hb: 82.20 76 

Das Hamolysat 2 zeigte bei der Analyse: 

Gesamt-Hb: 12.6g O/b 

Met-Hb: 0.98 :( 
CO-Hb: 1.2;; 

Aus diesen beiden Hamolysaten, die kein freies CO mehr enthielten, 
wurden 50 Mischungen unterschiedlicher Konzentration an CO-Hb her- 
gestellt und analysiert. Die Wiederfindungsrate an CO-Hb betrug 98 :< 

0.8 "". sofern die Hamolysate kalt gemischt und pipettiert wurden. 
Als Hinweis fur die Richtigkeit konnen auch die in Tabelle I durchge- 

fuhrten Untersuchungen gelten. Dabei ist zu bedenken, daB bei diesen 
Versuchen sicher Streulichteffekte an den Grenzflachen der Kuvetten 
aufgetreten sind und kleine Fehler verursacht haben. 

Es liegen keine umfangreichen Untersuchungen an Leichenblut vor, mit 
Ausnahme einiger letal verlaufenen frischen CO-Hb-Intoxikationen und 
einer Reihe von Analysen von Leichenblut 5 bis 10 Tage post portem. Es 
ist jedoch damit zu rechnen, daD der CO-Hb-Gehalt im Leichenblut in 
Abhangigkeit von der Lagerdauer bei Zimmertemperatur langsam ansteigt 
und leicht uberhohte Werte anzeigt (haufig zu niedriger 
Hamoglobingehalt). 

Dieser Fehler kann vermieden werden, wenn bei der Bereitung des 
Ausgangshamolysates (25 ml) an Stelle von 3OOpl Blut, 4 0 0 ~ 1  bis 6 0 0 ~ 1  
Blut eingesetzt werden. Wenn die Extinktion des Ausgangshamolysates 
vor der Reduktion 0.8 Extinktionseinheiten oder mehr betragt, tritt kein 
Fehler mehr auf (vgl. auch Abschn. 8). 
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Eine auf experimentellen Daten beruhende Erkliirung fur dieses 
Phanomen konnte bisher nicht gefunden werden. Der auftretende Fehler 
durfte aber auf das im Leichenblut oft schon zersetzte oder denaturierte 
Hamoglobin zuruckzufiihren sein, zumal der Fehler umso groBer wird, je 
mehr Zeit post mortem verstrichen ist. Uber eine derzeit laufende 
Untersuchung, die der Aufklarung dieses Problems dient, wird zu gege- 
bener Zeit berichtet. 

Im allgemeinen treten derartige Fehler (ohne die oben angegebene 
Korrekturmoglichkeit) erst bei CO-Hb-Konzentrationen unter 2 % auf 
und betragen selten mehr als 1.5% bis 2%, verglichen mit der Methode 
von Angerer und Zorn.14 

9.3 Nachweisgrenze 

Die Nachweisgrenze, definiert durch die dreifache Standardabweichung 
der Leerwerte betragt 0.78 ;d CO-Hb. 

10. HERSTELLUNG VON HAMOLYSATEN 

10.1 Oxihamoglobin 

Blutkuchen, die in einem klinisch-chemischen Laboratorium bei 
Serumuntersuchungen anfielen, wurden so frisch wie moglich mit dem 
gleichen Volumen Wasser in einem Mixer gebracht, durch starkes Mixen 
hamolysiert und Sauerstoff wahrend einer Stunde eingeleitet. AnschlieBend 
leitet man 15Min. Helium durch das trube Hamolysat. Dann wird das 
Hamolysat in 15 ml Zentrifugenrohrchen abgefullt, jedes einzelne 
Rohrchen mit 2 bit 3 Tropfen Tetrachlorkohlenstoff versetzt, verschlossen, 
gut durchgemischt und bei 10.000 g zentrifugiert. Die Stromata sammeln 
sich als Sediment. 

Das uberstehende Hamolysat ist nicht mehr getriibt. Nun vereinigt man 
die iiberstehenden Hamolysate wieder, leitet erneut eine Stunde Sauerstoff 
und anschlieoend 15 Min. Helium durch und erhalt so eine Losung von 
Oxihamoglobin. Das Hamolysat wird analysiert : Bestimmung von 
Gesamt-Hb nach,15 Bestimmung von Met-Hb nach16, und CO- 
Hb nach.14 CO-Hb kann auch nach der hier vorgestellten Methode 
bestimmt werden. 

Im allgemeinen werden Hamolysate erhalten, die zwischen '10 und 
15g% Gesamt-Hb, 1 bis 2% Met-Hb und 0.5 bis 3 %  CO-Hb enthalten. 
Ein Teil des Hamolysates (man bereitet am besten aine groBere Menge) 
fiillt man in kleine Polyathylenflaschchen von 2 ml Inhalt ab, und bewahrt 
die Hamolysate in der Tiefkuhltruhe auf; sie sind mindestens 1 Jahr 
haltbar. 
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10.2 Herstellung von CO-Hb-Hamolysaten 

Ein nach 10.1 hergestelltes Hamolysat wird in der in Abb. 6 dargestel- 
lten Apparatur mindestens 15 Min. mit Kohlenmonoxid gesattigt. 
AnschlieBend wird 10 Min. Helium durchgeleitet. Das fertige Hamolysat 
wird wie bei 10.1 angegeben analysiert. Im allgemeinen erhalt man Werte, 
fur Gesamt-Hb um 10 bis 14g%, fur Met-Hb um 1 % und fur CO-Hb um 
99s;. Mit den CO-Hb-Hamolysaten wird zur Aufbewahrung wie fur 
Oxihamoglobin beschrieben verfahren. 

-zum Abzug 

Schwefelsaure Natronlak Glaswolle Hb- Losung 
ABBILDUNG 6 .  Apparatur zur Herstellung von Kohlenrnonoxid irn 
LaboratoriumsrnaDstab. 

10.3 Herstellung von Kohlenmonoxid im 

Kohlenmonoxid wird durch Auftropfenlassen von konz. Ameisensaure auf 
konz. Schwefelsaure hergestellt. Das Gas wird zunachst durch eine 
Waschflasche mit konz. Schwefelsaure, eine zweite Waschflasche mit 
Glaswolle, eine dritte Waschflasche mit Natronkalk geleitet und erst dann 
in die letzte Waschflasche bzw. in den letzten Kolben eingeleitet, der das 
Oxihamoglobin-Hamolysat enthalt. Die dazugehorige Apparatur ist in 
Abb. 6 dargestellt. AnschlieBend wird 10Min. Helium durch das 
Hamolysat geleitet um iiberschussiges CO zu entfernen. 

LaboratoriumsmaBstab 

11. CO-Hb 

CO-Hb bildet sich in vivo nach Einatmen von Kohlenmonoxid (MG = 28). 
Es hat sich im Verlauf von umfangreichen Untersuchungen immer deut- 
licher herausgestellt, daI3 eine Bestimmung von CO-Hb beim Menschen 
ein besserer Parameter fur die Beurteilung der Luftkonzentration an CO 
darstellt, als es durch Luftmessungen erreichbar ware, da der individuelle 
Faktor. die Atemfrequenz, das Atemvolumen usw. mit in das Resultat 
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eingehen und damit ein realistischeres Bild von der Belastung der 
Einzelperson ergeben. Die Toxizitat des Kohlenmonoxids beruht auf 
seiner im Vergleich zum Sauerstoff 200 bis 500 ma1 hoheren Affinitat zum 
Hamoglobin des Blutes unter Bildung von CO-Hb. CO-Hb ist nicht mehr 
in der Lage, Sauerstoff zu transportieren. 

Luftkonzentrationen zwischen 1.000 und 10.000 ppm fuhren rasch zu 
BewuBtlosigkeit und Tod. Die maximale Arbeitsplatzkonzentration 
(MAK, 1975) von 50 ppm erzeugt einen durchschnittlichen CO-Hb-Gehalt 
von 7 %.4 Eigene Messungen an einem groljeren Kollektiv ( n  = 180) mit 
einer Luftkonzentration von 50 ppm erzeugten bei den Probanden CO- 
Hb-Konzentrationen zwischen 6 und 14 % CO-Hb.' Es traten allgemein 
Kopfschmerzen und bei einigen Probanden leichte Schwindelgefiihle auf. 
Der CO-Hb-Gehalt von Nichtrauchern (und auch sonst nicht exponierten 
Personen) liebt bei etwa 1 % (Haldane-Effekt), wahrend die CO-Hb- 
Konzentration bei Rauchern zwischen 5 und 25 :< gemessen wurde,6 je 
nach Rauchgewohnheit; starke Zigarettenraucher haben im Vergleich zu 
starken Zigarrenrauchern einen deutlich hoheren CO-Hb-Gehalt.6 
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