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Die Bestimmung von Koblenmonoxyd (CO) im menschlichen Blut
ist der Gegenstand zahlreicher Verdoffentlichungen gewesen. Dies hat
vor allem drei Griinde: CO-Vergiftungen sind nach wie vor sehr zahl-
reich, die CO-Analyse im Blut ist eine relativ einfache Aufgabe und die
Bezichungen zwischen der CO-Séttigung des Blutes und den daraus
folgenden Vergiftungserscheinungen sind recht genau quantitativ be-
kannt.

Eine kritische und griindliche Besprechung verschiedener optischer
Methoden zur Bestimmung von Kohlenoxydhéamoglobin, unter beson-
derer Beriicksichtigung der Fehlerquellen wurde vor einigen Jahren von
Kurz und WALLER verdffentlicht. Da auBerdem ein allgemeiner Uber-
sichtsartikel tiber die analytischen CO-Verfahren im Druck ist (MAEHLY)
sollen hier nur eine Diskussion und Beschreibung zweier Bestimmungs-
methoden, die sich in unserem Institut bewdhrt haben, sowie einige
statistische Daten folgen.

L. Die Wolif-Methode

Der frithere Vorsteher des hiesigen Institutes, Erik Worrr, hat
schon im Jabre 1941 eine elegante Methode zur Isolierung von Kohlen-
oxydhamoglobin (HbCO) aus dem Blut verdffentlicht. Die Methode
griindet sich auf die Entdeckung von HarTRIDGE, dall HbCO groBere
Wirmebestandigkeit aufweist als Oxyhamoglobin (HbO,). Worrr
suchte nach den optimalen experimentellen Bedingungen, d.h. solchen
bei denen HbCO moglichst unverdndert bleibt und gleichzeitig die
anderen Hémoglobin-Derivate (vor allem HbO,, aber auch Methimo-
globin, MetHb) moglichst vollstindig denaturiert werden. Er diskutiert
die Variation der Versuchsbedingungen nicht, sondern empfiehlt ledig-
lich folgende Bedingungen: Temperatur 55°, Erhitzungsdauer 5,0 min,
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pi 5,05 (5 m Acetatpuffer), Blutverdiinnung etwa 16fach. Das zu unter-
suchende Blut wird in zwei Teile geteilt; der eine Teil wird mit CO
geséttigt, der andere wird nicht behandelt. Beide Proben werden wérme-
denaturiert und die in Losung gebliebenen Hb-Anteile (~ HbCO) quan-
titativ bestimmt. Diese Gehaltsbestimmung geschah urspriinglich durch
visuellen Vergleich mit Farbstofflosungen, spéter colorimetrisch und wird
heutzutage spektrophotometrisch ausgefiihrt.

Bei der Messung der HbCO-Konzentration ist darauf zu achten, daB
andere gefirbte Substanzen, und vor allem Tribungen der Losungen,
nicht auf das Resultat einwirken. Hs ist daher am besten, die Differenz
zwischen den Absorptionswerten bei 2 Wellenldngen zu messen. Wir
wihlten 570 mu, nahe bei einem Absorptionsmaximum fir HbCO, und
630 myu, wo HbCO nur wenig Licht absorbiert. Bei 630 my liegt auBer-
dem ein Absorptionsmaximum fir MetHb. Wenn MetHb vorhanden ist
wird also die Differenzablesung kleiner — eine Korrektur mit dem
richtigen Vorzeichen. Der Extinktionskoeffizient 4 =A4_,,— 44, fir
millimolare Lésungen ist -+ 13,8 fiir HbCO und — 0.4 fiir MetHb. Eine
Beschreibung der Wolffschen Methode in der von uns gebrauchten Aus-
fithrung folgt hier:

A. Ausriistung

1. Thermostat-reguliertes Wasserbad.

2. Zentrifuge firr etwa 5000 r.p.m.

3. Spektrophotometer fiir Wellenlingen von 570—630 mu.
4. pg-Meter, der auf 0,02 pg-Einheiten genau anspricht.

B. Lisungen und Chemikalien

1. Acetatpuffer. 1 Teil Essigsdure (300 g Eisessig, mit Wasser auf
1 Liter aufgefilllt) wird mit 3 Teilen Natriumacetat (408g CH, -
COONa - 3 H,0, mit Wasser auf 1 Liter aufgefiillt) vermischt. Das pm
wird durch Zugabe der einen cder anderen Losung auf 5,05 40,05 bei
Zimmertemperatur eingestellt.

2. Schauwmhemmer. DC Corning ,,Antifoam’ oder ein dhnliches Silikon-
produkt wird mit Wasser und Glaskiigelchen kriftig geschiittelt und die
so erhaltene Suspension sofort verwendet. Der Gebrauch von hdheren
Alkoholen ist nicht zu empfehlen, da sie das Hémoglobin teilweise de-
naturieren kénnen.

3. Bleiacesat.

4. Kohlenoxyd. Aus warmer konzentrierter Ameisensiure durch
tropfenweisen Zusatz von konzentrierter Schwefelsiure. Einfacher ist
es, Leuchtgas zu verwenden, das aber durch Bleiacetatlosung von
Spuren von H,S befreit werden mub.
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C. Vorbereitung der Blutlosungen

Anm. Alles Mischen wird durch mehrmaliges Kippen der QGefille
ausgefithrt, nicht etwa durch Schiitteln. Die Losungen sollen vor grellem
Licht geschiitzt werden.

5 m] gut gemischtes Blut wird mit 15 ml destilliertem Wasser, etwa
1 ml Schaumhemmersuspension und zwei Tropfen konzentriertem
Ammoniumhydroxyd versetzt. Die Losung wird 20 min stehen gelassen,
von etwaigen Klumpen durch Filtrieren durch Glaswolle befreit und in
zwel Teile geteilt. Die eine Halfte der Losung wird wéhrend 30 min mit
CO behandelt. Das Gas mul mit Wasser oder Bleiacetatlosung ge-
waschen werden, so daB sich das Volumen der Blutlésung wéhrend des
Gaseinleitens nicht verdndert.

In vier Zentrifugengliser werden je 4,00 ml Acetatpuffer gegeben.
Zwei der Gliser werden mit je 1,00 ml CO-gesdttigter Blutlosung, die
anderen zwel mit je 1,00 ml unbehandelter Blutlosung versetzt. Die gut
gemischten Losungen werden wihrend 5,0 min (Stoppuhr) auf 55,0+0,5°
erwarmt, fiir 5 min in flieBendem Wasser (oder besser Eiswasser) ab-
gekithlt und 5 min bei etwa 5000 r.p.m. zentrifugiert.

D. Spektrophotometrische Messung

2,00 ml jeder iberstehenden Losung werden mit 10,0 ml destilliertem
Wasser verdiinnt, gemischt und die Absorption bei 570 und 630 mu
gegen destilliertes Wasser abgelesen. Fiir die erste Messung sollen die
Cuvetten trocken sein; die zweite Messung soll ohne Waschen der
Cuvetten ausgefithrt werden, wobei die entsprechende Doppelprobe in
die gleiche Cuvette gefiillt wird.

E. Berechnung
Die Differenz der Absorptionswerte (4%, — A%;,) der unbehandelten
Blutlésung wird durch die Differenz der Absorptionswerte (42, — 4%;,)
der CO-geséttigten Losung dividiert. Die CO-Sittigung in Prozent wird
nach Gl. (1) erhalten:

% HCO — 100 13— 4w 44°

de— A = 1004 (1)
Beispiel:

A%, = 0,558 u.0,536
A% = 0,046 u. 0,044
Ay = 0,734 u. 0,730
AL, = 0,044 u. 0,048
Gags X 100 =73% HbCO.

__*_

} AA° = 0,512 u.0,492; Mittelwert 0,502

} AA% = 0,690 u. 0,682; Mittelwert 0,686

Sattigung =
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Trotzdem die Wolffsche Methode in zahlreichen Laboratorien regel-
maBig verwendet wird, ist sie selten kritisch @berpriift worden (vgl.
MarrLY). Einer grindlichen Kritik wurde sie von EFFENBERGER unter-
zogen, der die drei Parameter Temperatur, Erhitzungsdaver und pg
variierte und fand, dal kleine Abweichungen von den vorgeschriebenen
Versuchsbedingungen grofle, ja untragbare Fehler der SchluBiresultate
mit sich brachten.
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Abb. 1. BinfluB der Erhitzungsdauer auf die Denaturierung von HbCO nach der Methode
von WoLFF. 5 ml Blut mit 82 % HbCO wurde mit 20 ml destilliertem. Wasser himolysiert.
Die Halfte der Losung wurde mit CO (Leuchtgas) gesiittigt., Die unbehandelte und dic
gesattigte Probe wurden bei px 5,07 wahrend verschiedener Zeitrdume einer Temperatur
von 55 £ 0,2°C ausgesetzt. Die Losungen wurden gekithlt, zentrifugiert und spektro-
photometrisch gemessen, alles nach dem im Text beschriebenen Verfahren. Abszisse:
Erhitzungsdauer in Minuten. Ordinate: Ahsorptionsdifferenz (As79—Adgz9) der klaren
zentrifugierten, Losung. Die Ordinate beginnt bei 4 = 0,200. — x—- x—— CO-gesiittigte
Blutlésung; --- A --- A - - - unbehandelte Blutlosung
Abb. 2. EinfluB der Erhitzungsdauer auf die berechneten HbCO-Sattigungswerte nach der
Methode von WoLFF. Die aus den MeBpunkten einerseits und aus den Geraden der Abb. 1
andererseits mit Hilfe von Gl. (1) berechneten Kohlenoxyd-Sattigungswerte. Abszisse:
Erhitzungsdauer in Minuten. Ordinate: Kohlenoxydsittigung des Blutes in % HbCO,
beginnend bei 55 % HbCO. O und e MeBpunkte zweier Versuchsreihen (Doppelwerte);
------ aus den Geraden der Abb. 1 erhaltene Kurve; — - — - — mit E bezeichnet: Die von
EFFENBERGER in seiner Abb. 34 gezeichnete Kurve, maBstabsrichtig aufgetragen. Die
Blutprobe enthielt hier 45 % HbCO

Wir haben einige der Angaben EFFENBERGERs iiberpriift und sind zu
interessanten Resultaten gekommen, die ein weiteres Studium der
Wirmeinaktivierung lohnend erscheinen lassen. Die ersten, vorldufigen
Resultate weichen teilweise von denen EFFENBERGERs ab. Die grofie
Empfindlichkeit der Wolffschen Methode fiir kleine Anderungen des pg-
Wertes hat sich freilich bestdtigt. Dies hat mit der starken Variation
der Koagulationstemperatur gerade im Bereich von py 5 zu tun, die
von Havemany und Mawrive fir HbCO und MetHb gefunden wurde.
Die Denaturierungstemperatur kann ohne allzu groBe Fehler (4-5%
HbCO) von 55 auf 50° gesenkt werden (EFFENBERGER fand -1-20%
HbCO fiir 50°), wihrend eine Erhohung um wenige Grade hohe Fehler
mit sich bringt. Die groften Abweichungen von EFFENBERGERs An-
gaben betreffen den Einfluf der Erwirmungszeit. Abb. 1 zeigt die vor-
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lgufigen Ergebnisse unserer Versuche. Die HbCO-Konzentration {gemes-
sen als AA4) nimmt linear mit der Zeit ab, folgt also einer Reaktions-
kurve 0.Ordnung. Offenbar wird bei 55° und in 5 m Acetatpuffer von
pr 5,07 das HbO, sehr schnell (<1 min) denaturiert, wihrend die
Denaturierung (und Fillung) des HbCO mehrere Minuten in Anspruch
nimmt. Der berechnete Sattigungsgrad, also der Quotient der HbCO-
Konzentrationen des unbehandelten und des CO-geséttigten Blutes, mul}
entsprechend absinken. In Abb. 2 sind die aus den Geraden der Abb. 1
berechueten Sittigungswerte und die MeBpunkte eingetragen. Zum
Vergleich ist ein Teil der in ErrENBERGERs Abb. 34 wiedergegebenen
Kurve eingezeichnet.

Eine systematische Untersuchung der kinetischen Verhiltnisse der
Hb-Warmedenaturierung ist im Gang. In der Zwischenzeit miissen wir
uns damit begniigen die urspriinglichen Bedingungen der Wolff-Methode
genau einzuhalten, da es sich rein pragmatisch gezeigt hat, dall die
Methode gute und reproduzierbare Resultate liefert.

Die Wolff-Methode hat einige Nachteile. So gibt sie fiir faulendes
oder sonstwie veriandertes Blut erratische Werte. Dies hingt wohl teil-
weise mit dem Auftreten von zusitzlichen Hb-Derivaten, wie Sulf-
hémoglobin (HbSH) und Methimoglobin (MetHb), in gréBeren Mengen
zusammen. AubBerdem treten aber auch falsche (zu hohe) Werte auf,
wenn das Hb nicht mehr im Stande ist sich mit CO zu sédttigen, so daBl
die Vergleichsprobe nicht ,,100% HbCO* darstellt. Eine zweite Schwi-
che der Wolffschen Methode sind die Fehler, die bei niedrigen HbCO-
Gehalten, etwa weniger als 20 %, auftreten. Die Fallung von denaturier-
tem HbO, ist in diesen Fallen so kriftig, daf gelostes HbCO mitgerissen
wird. Die Werte werden somit zu niedrig.

I1. Spektrophotometrische Bestimmungsmethoden

Eine kritische Besprechung der zahlreichen direkten spektrophoto-
metrischen Bestimmungsmethoden fiir den Gehalt des Gesamt-Hb an
HbCO findet sich in dem oben erwihnten Ubersichtsartikel (MAEHLY).
Alle Methoden dieser Art bestechen durch die Schnelligkeit und Einfach-
heit der Ausfilhrung, sie sind jedoch auch mit mehreren prinzipiellen
Mingeln behaftet, von denen hier nur zwei erwihnt werden sollen:

1. Alle Methoden setzen voraus, daB nur zwei, héchstens aber drei
Hb-Derivate im zu untersuchenden Blute vorhanden sind, namlich
HbO,, HbCO und evtl. MetHb. Der stérende Einflul von anderen
Derivaten, vor allem HbSH, wird vernachlissigt.

2. Fiir alle spektrophotometrischen Analysen von HbCO miissen die
Blutproben verdiinnt werden. An sich wiren Messungen im Violetten
(Soretband) giinstig, aber bei der hierfir notwendigen Verdiinnung
wiirde ein groBer Teil des HbCO in HbO, ibergehen. Im Ultrarot ist

Dtsch. 7. ges. gerichtl. Med., Bd. 52 25
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die notwendige Verdiinnung unbedeutend, aber es treten fast immer
stérende Triibungen auf, deren relativer Anteil an der Absorption der
Losung groB ist. Im ,,sichtbaren® Spektralbereich mu8 entweder stark
verdiinnt werden (etwa 100mal fir Cuvetten mit 1 cm Schichtdicke)
oder es miissen, bei geringerer Verdiinnung, Spezialcuvetten mit sehr
kurzem Lichtweg verwendet werden. Solche Cuvetten sind z.B. von
BUTTERFIELD, PAUL und THEORELL, sowie ZIJLSTRA und MULLER be-
schrieben und verwendet worden.

Uber die Wirkung der Verdiinnung auf die gemessene Kohlenoxyd-
sdttigung liegen verschiedene, sich widersprechende Angaben vor. Bei
Ausfithrung von Verdiinnungsversuchen mull man sich dariiber klar sein,
dafBl das physikalisch geloste CO eine grofle Rolle spielt. Unverdiinntes,
mit CO-Gas geséttigtes Blut enthilt etwa 9 mM CO gebunden an Hb.
CO-gesittigtes Wasser hat eine Konzentration von etwa 1,5 mM physi-
kalisch gelostes CO, Blutlésungen wohl etwas weniger. Wenn daher
Blut mit CO gesattigt wird ist eine bedeutende Reserve an physikalisch
gelostem CO vorhanden. Wird das Blut vor der Sittigung nur 10mal
verdiinnt, so ist die Konzentration des physikalisch gelésten CO schon
groBer als die des chemisch gebundenen. Verdiinnt man solche Losungen
weiter, werden also zu hohe CO-Sittigungen erhalten. Diesem Fehler
sind offenbar Kvrz und WaLLER verfallen, vielleicht auch PAuL und
THEORELL, bei denen jedoch das experimentelle Verfahren nicht in allen
Finzelheiten beschrieben ist. Besser ist es, Blut von CO-Vergifteten
fiir Verdiinnungsversuche zu verwenden. Vax KampeN u. Mitarb. haben
Blut mit 34% HbCO bis zu 200mal verdiinnt, wobei die Werte auf
29'/,% HbCO absanken.

Wir haben dhnliche Versuche mit Blut von 24Y/,, 67, 711/, und 80%
HbCO ausgefithrt. Die Verdiinnungen waren 10mal, 50mal, 100mal,
200mal und 500mal und die entsprechenden Schichtdicken der Cuvetten
betrugen 0,10, 0,50,1,0, 2,0 und 5,0 cm. Die Lésungen wurden mit 12,5mM
Boratpuffer von pg 9,0 verdinnt. In diesem py-Bereich wird bei
Zusatz von Natriumdithionit (Na,S,0,) kein kolloidaler Schwefel ge-
bildet. Die MeBergebnisse sind in Abb. 3 als Flichen eingezeichnet,
welche die Fehlerbreiten andeuten sollen. Die Fehlerbreite in % -HbCO
ist in Wirklichkeit etwa 2%, also doppelt so grof} wie in der Abbildung
angedeutet. Es zeigt sich, da8 die Verdringung des CO durch O, zu
betrichtlichen Fehlern fithrt, die um so grofer sind, je héher die ur-
spriingliche CO-Sittigung ist. Unsere Resultate werden in Abb. 4 mit
den Angaben anderer Autoren verglichen. Es zeigt sich, dafl die Resul-
tate von van Kampen u. Mitarb. ausgezeichnet in unsere Versuchsserie
passen. Die Werte von Paur und TrEORELL wurden durch Umrechnung
aus einer Abbildung dieser Autoren erhalten und sind daher nicht exakt.
Immerhin sicht man, daB die Daten sehr von den unsrigen abweichen.
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Die oben erwihnten, mit experimentellen Fehlern behafteten Resultate
von Kurz und WALLER sind ebenfalls eingezeichnet.

Der im folgenden zu beschreibenden neuen spektrophotometrischen
Methode liegen zwei Gedanken zugrunde: Erstens werden Messungen
der gleichen Blutlosung vor und nach Reduktion mit Na,S,0, ausge-
fihrt, woraus der relative Anteil der reduzierbaren Hb-Derivate (HbO,
und MetHb) am Gesamt-Hb bestimmt wird. Zweitens wird die Einhal-
tung bestimmter, festgelegter Wellenldngen vermieden, auller bei einer
Messung bei 600 mu, wo die Spektren der Hb-Derivate einen flachen
Verlauf und niedrige Extinktionswerte aufweisen. Eine ausfiihrliche
Diskussion der Vor- und Nachteile der Methode findet sich an anderer
Stelle (MAEHLY).

Fiir die erste Bestimmung wird unbehandelte Blutlosung gegen Puffer
als Vergleichslosung gemessen. Dies ergibt ein Mafl fiir die Gesamt-
konzentration an HbO,+HbCO. Fir die zweite Bestimmung wird
Blutlosung in zwei Cuvetten gefilllt und eine der Losungen mit Na,S,0,
reduziert. Die Differenz der Absorption zwischen der unbehandelten
und der reduzierten Blutlosung ist ein Mal fiir den Anteil der reduzier-
baren Hb-Derivate (praktisch = HbO,) im Originalblut, oder genauer
in der unbehandelten Blutlosung.

Um den EinfluB von fremden Pigmenten und vor allem von Trii-
bungen auf ein Minimum zu senken, werden fiir beide Bestimmungen
Differenzen zwischen den Absorptionen bei zwei nicht zu weit vonein-
ander entfernten Wellenldngen gemessen.

Die Ausfithrung der Methode ist wie folgt:

A. Messung

Gut gemischtes Blut (mindestens 0,05 ml, aber besser 1 ml) werden
mit seinem zehnfachen Volumen destilliertem Wasser und einem Tropfen
0,5 N Ammoniumhydroxyd hémolysiert und nach 10 min durch ein
schnellaufendes Filterchen filtriert. Das Filtrat wird mit einer 0,5%
Boraxlgsung (2,5g Na,B,0, 10 H,0 mit destilliertem Wasser auf
500 ml aufgefiillt) verdiinnt, bis die Lichtabsorption bei 540 my etwa
0,5—0,8 betragt. Hierzu sind per ml hdmolysierten Blutes etwa 10 bis
20 ml Puffer notwendig. Zwei trockene Cuvetten (1 em Lichtweg) wer-
den mit der Blutlosung gefiillt, eine dritte mit dem Puffer.

1. Bestimmung (Blutlosung/Puffer). Die Lage des Absorptionsmini-
mums im Bereich von 553—560 my wird gesucht und die Absorption
beim Minimum (47 ,) gemessen. Dann wird die Absorption bei 600 mu
(A%o) bestimmt. Die Differenz (4%, — 4%, wird im folgenden A°
genannt.

2. Bestimmung (Blutlésung/reduzierte Blutlosung). Eine der beiden
Blutlésungen wird durch Zusatz von etwas festem Na,S,0, reduziert.

25%
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Die Differenz der Absorptionswerte zwischen den beiden Losungen wird
bei zwei Wellenldngen des grofiten Unterschieds bestimmt. Mit anderen
Worten, es wird ein Minimum und ein Maximum des Differenzspektrums
gemessen. Die Wellenlingen liegen bei etwa 557 und 575 mu. Der
absolute Absorptionswert dieser beiden Messungen (der eine ist positiv,
der andere negativ) wird addiert und 44 genannt.

Man sieht aus der Beschreibung, dafl die vier MeBpunkte an solchen
Stellen der Spektren bzw. Differenzspektren liegen, an denen die Absorp-
tion nicht steil ansteigt. Die differenzierten Werte wiirden mit anderen
Worten nahe Null liegen.

B. Berechnuny

Fiir die Berechnung wird angenommen, dafl nur HbO, und HbCO
im Blute vorliegen.
Dag Verhiltnis der beiden Differenzablesungen gibt den Faktor f,

der eine Funktion des HbCO-Gehaltes ist:

fe @)

Um die Beziehung von f zum relativen Gehalt an Kohlenoxyd-
himoglobin (%-HbCO) berechnen zu konnen, wird ein und dieselbe
Losung von normalem Blut teils mit O, und teils mit CO (oder Leucht-
gas) gesittigt und an diesen Losungen (HbO, bzw. HbCO) bei fest-
gelegten Bedingungen (Lichtquelle, Spaltbreite, Detektor, Empfindlich-
keit) die oben angegebenen Messungen ausgefithrt. Die so erhaltenen
Werte sind in Tabelle 1 angefiihrt und mit Symbolen bezeichnet.

Tabelle 1. Mefuwerte, die fiir sauerstoffgesdttigtes wund kohlenoxydgesittigtes Blut
erhalten werden

Blutlésung x=% HbCO I A= A%, —4%00 44
HbO, 0 a b
HbCO 100 c 0

A4 steigt von Null (fir HbCO) auf einen Maximalwert (fiir HbO,) an,
gleichzeitig fallt 4° von ¢ auf @ ab, da das Absorptionsminimum fir
HbO, tiefer liegt als das fir HbCO. Der Faktor f (Gl 2) steigt also mit
zunehmendem HbCO-Gehalt zuerst flach, dann immer steiler an.
Algebraisch steht die HbCO-Séttigung « in folgender Bezichung zu 44
und A4°:

=100 — A4 -k, (3)

x=(4°—a)k,, 4)
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wo k, und k, Konstanten sind. Werden Gln. (3) und (4) fiir 44 bzw. 4°
gelost und in Gl. (2) eingesetzt, erhilt man:

xfky + a
f= (100 — )k, (8)
oder, fiir = gelost:
100f — ak,
o 1007~ aky 5a
T k) (5)

Es bleibt uns noch ibrig die Konstanten k; und %, zu berechnen.
Fiir HbO, ist A°=a und x=0 (vgl. Tabelle 1). In Gl. (5a) eingesetzt
erhédlt man:

100f — A%k, =0 (6)

und durch Substitution von f nach Gl. (2):

AO
1005 — A%% =0

oder

100 100
b= g4 = ()

Fiir HbCO ist A°=c und =100, und Gl. (4) wird
100 = (¢ — a) k, oder, gelost fir k,:

100
c—a’

by =

(8)

Bei Messungen im registrierenden Beckman-Instrument DK-2 er-
hielten wir z.B. bei Einstellung der Empfindlichkeit auf 0,1 und des
Multiplikators auf x 1, folgende Werte:

fir HbO, (x= 0): a= 82; b =100 und
fir HbCO (z=100): ¢ = 113.

Diese Werte wurden durch Multiplikation der wahren Melwerte mit
einem Faktor erhalten, der so bemessen wurde, dall b= 100 wurde.

Werden diese Werte in Gln. (7) und (8) eingesetzt, erhalt man k=1
und k,=3,22. Gl (5a) wird dann zu

p= 9)

Solange ein und dasselbe Spektrophotometer unter den gleichen
Bedingungen beniitzt wird, brauchen diese Konstanten nur ab und zu
kontrolliert werden. Der HbCO-Gehalt kann natiirlich auch aus einer
flz-Kurve graphisch ermittelt werden.

__*.ﬁ
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Da die Verdiinnung des Blutes bei hohen HbCO-Gehalten viel zu
niedere MeBwerte gibt (vgl. Abb. 4) verwenden wir die spektrophoto-
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Abb. 3. Verdiinnungsversuche mit kohlenoxydhalti-
gem Blut. Blutproben von Kohlenoxydvergifteten
mit 24, 67, 71/, und 80% HbCO wurden mit
destilliertem Wasser hémolysiert und mit 12,5 mM
Boratpuffer von pa 9,0 verdiinnt. Die verdiinnten
Légsungen wurden in Cuvetten verschiedener Schicht-
dicken gefiillt und die im Text beschriebenen spek-
trophotometrischen Messungen ausgefithrt. Abszisse:
Die nach Gl (9) berechneteCO-Sattigung in % HbCO.
Ordinaten: Da die Versuchsbedingungen so gewidhlt

Lichtweg der Cuvette

Verdiinnung

konstant gehalten wurde, sind beide diese GroSen
in logarithmischer Skala auf den Ordinaten aufgetra-
gen. Die ,,MefBflichen‘* geben die ungefiihren Fehler-
breiten der Messungen an. Die wahre Fehlerbreite
ist etwa + 2 % HbCO; eingezeichnet ist nur die halbe
Fehlerbreite, damit die Abbildung an Klarheit gewinnt

wurden, daf der Quotient
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Abb. 4. EinfluB der Blutverdiinnung auf die Resul-
tate verschiedener spektrophotometrischer Bestim-
mungsmethoden. Die Daten von Abb. 3 werden hier
mit von anderen Autoren verdffentlichten Resultaten
verglichen. Abszisse: Kohlenoxydsittigung in %
HbCO. Ordinate: Logarithmus der Verdiinnung.
Symbole: M MAEHLY; vK, V & Z VAN KAMPEN,
VOLGER and Z1iJLSTRA; P & T PAUL and THEORELL;
K & W Kurz und WALLER

Lichtweg (cm/

metrische Methode in der
Regel nur bei HbCO-Gehal-
ten von weniger als 30%.
Die Abschitzung des HbCO-
Gehaltes geschieht mit Hilfe
des Handspektroskopes und
bildet zugleich eine Kon-
trolle des quantitativer hal-
tenen Séattigungswertes.

Der storende EinfluB
der Verdtinnung kann durch
besondere Mafinahmen ver-
mindert oder aber in Rech-
nung gezogen werden. Ver-
mindert wird er durch Ver-
wendung dimnschichtiger
Cuvetten. Die von der
Firma Beckman erhilt-
lichen Quarzeinsitze fiir
1 cm-Cuvetten reduzieren
den effektiven Lichtweg
auf 0,10 cm. Noch kleinere
Lichtwege erreicht man mit
Hilfe der Spezialcuvetten
nach PAUL und THEORELL,
die 0,01 em Lichtweg auf-
weisen, oder der von
Z13L8TRA und MULLER be-
schriebenen Cuvetten von
0,013 cm Schichtdicke. Die
Fillung solcher Cuvetten
erfordert freilich einige
Ubung. Wenn die gleiche
Blutprobe bei mehreren
Verdiinnungen untersucht
wird (z. B. 10mal, 100mal
und 500mal in 0,1, 1,0 und
5,0 em-Cuvetten) kann der

Wert fiir das unverdiinnte Blut mit recht guter Genauwigkeit durch
Interpolation erhalten werden. Die in Abb.3 und 4 eingezeichneten
geraden Linien sind nur rein empirisch erhalten worden, die Anderung
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des Séttigungsgrades erscheint freilich in erster Néherung eine Expo-
nential-Funktion der Verdiinnung zu sein.

Bei systematischer Messung des gesamten Spektrums der Blut-
16sungen von 500—700 mu (am besten durch Verwendung eines regi-
strierenden Instruments) kénnen neben HbO, und HbCO die am haufig-
sten anzutreffenden iibrigen Hb-Derivate, ndmlich MetHb und HbSH
erkannt und deren relative Konzentration abgeschitzt werden. MetHb
hat bei pm 9 ein Absorptionsmaximum bei 630 my. Nach Zugabe von
Na,S,0, zur Blutlosung verschwindet dieses Maximum, da MetHb zu
Hb* reduziert wird. HbSH hat eine Absorptionsbande bei 635 myu, also
ganz in der Ndhe von der des MetHb. Da aber HbSH schon zweiwertiges
Eisen enthélt, bleibt das Maximum bei 635 mu nach Zugabe von Dithio-
nit bestehen.

Einige der Vor- und Nachteile der Bestimmungsmethode nach WoLFF
und der neuen spektrophotometrischen Methode sind in Tabelle 2 zu-
sammengestellt.

Tabelle 2. Vergleich der Methode nach WOLFF mit der spektrophotometrischen Methode

Methode nach WoLFF

Spektrophotometrische

Methode
Minimale benétigte Blutmenge . . etwa 1 ml etwa 0,06 ml
Optimales Melgebiet . . . . . . 20—90% HbCO 5—30% HbCO
Zeitaufwand fiir eine Bestimmung etwa 1 Std etwa 20 min

Genauigkeit
Bengtigte Apparatur

EinfluB von Verwesung des Blutes

Entdeckung von MetHb und HbSH

etwa -+ 3% HbCO

Thermostat, Zentri-
fuge, Photometer
(besser Spektrophoto-

meter)

stort

nicht moéglich

etwa + 3% HbCO

Zentrifuge, Spektro-
photometer (besser
registrierendes
Spektrophotometer)

gtort, kann aber teil-
weise korrigiert
werden

semiquantitativ

1. Auswertung der Ergebnisse von 331 Analysen

letaler Kohlenoxydvergiftungen
Seit 1958 sind am hiesigen Institut iiber 400 Blutproben auf ihren
HbCO-Gehalt hin untersucht worden. 331 Fille wiesen Sittigungswerte
von iiber 30% auf. In Abb. 5 und in den Tabellen 3 und 4 sind einige
Angaben iiber die Ursachen der CO-Vergiftungen und iiber die Analysen-
ergebnisse zusammengestellt. Da es sich um hohe HbCO-Werte handelt,
wurde in der Regel die Analysenmethode nach WoLFF verwendet.

Aus Tabelle 3 ist ersichtlich, daf3 die Zahl der CO-Vergiftungen im
Zunehmen begriffen ist. Das Stadtgas ist noch immer die Hauptquelle
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Tabelle 3. Einteilung von 306 lethalen CO-Vergiftungen der Jahre 19581960 nach
Ursache des Todes und nach Herkunft des Gases ( Schweden)

Jahr
Total %
1958 1959 1960

1. Selbstmorde . . . . . . . .. a8 57 66 181 59
a) Stadtgas . . . . . . . .. 50 42 56 148 —
b) Brande . . . . . . . .. 1 0 1 2 -—
c) Auspuffgase. . . . . . . . 5 15 8 28 —
d) Ofenabgase . . . . . . . . 2 0 1 3 —
2. Ungliicksfalle . . . . . . . . 26 42 42 110 36
a) Stadtgas . . . . . . . . . 6 6 6 18 —
b) Brénde . . . . . . . .. 17 30 28 75 —
¢) Auspuffgase . . . . . . . 1 3 0 4 —
d) Ofenabgase . . . . . . . . 2 3 8 13 —
3. Mord oder Totschlag . . . . . 0 2 1 3 1

4. Nicht mit Sicherheit bestimmi . . 2 0 10 12
Total 86 101 119 306 100
A. Stadtgas . . . . . . . . .. 56 50 65 171 56
B.Brinde . . . . . ... .. 18 30 29 77 25
C. Auspuffgase. . . . . . . .. 6 18 10 34 11
D. Ofenabgase . . . . . . . .. 4 3 9 16 5

E. Andere oder unbekannte Her-

kunft des Kohlenoxyds . . . . 2 0 6 8 3

Tabelle 4. Durchschnitiswerte von Alter und von HbCO-Sdttigungswerten bei lethalen
Vergiftungen mit Kohlenoxyd verschiedener Herkunft

(Duggl'sscitrfiif;;‘%%m o) Durchschnittsalter
Herkunft des CO J—— JU— o

Nnza. o, nza. 1

der Falle % HbCO der ZFé,l]e in Jahren
Stadtgas . . . . . . . .. 164 70,4 164 49,6
Brinde. . . . . . . . .. 67 65,3 81 54,6
Motorabgase . . . . . . . 34 77,2 32 39,4
Ubriges. . . . . . . . .. 14 70,0 17 52,9
Total 279 69,0 294 50,1

des CO, doch scheinen Vergiftungen durch Auspuffgase von Verbren-
nungsmotoren zuzunehmen. Abb. 5zeigt die in 331 letalen Vergiftungen
erhaltenen Sittigungswerte. In 50% der Fille liegt die Séttigung zwi-
schen 63,5 und 79,3% HbCO, der Mittelwert ist 69,8% HbCO. Ge-
schlecht und Alter haben nur sehr geringen EinfluB auf die letale
HbCO-Konzentration. Lediglich Personen iiber 70 Jahre zeigen eine
deutlich herabgesetzte Widerstandsfédhigkeit. Bei Vergiftungen mit Aus-
puffgasen (meist von Kraftfahrzeugen, aber auch von Motorbooten)
werden relativ. hohe HbCO-Werte gefunden, wihrend die Werte bei
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Opfern von Brénden relativ niedrig liegen. Das letztere ist verstdnd-
lich, da andere Ursachen, wie Sauerstoffmangel oder hochgradige
Verbrennungen beitragende Todesursachen sein konnen.

Das Durchschnittsalter der gy -
CO-Vergifteten ist etwa 50 Jahre. Aite B
Es hingt nicht sehr von der B
Quelle des Gases ab. Das Durch-
schnittsalter der in Dénemark
durch  Leuchtgas Vergifteten -
wurde von DALGAARD zu 48 Jah- -

. 90 |- —]

ren gefunden. Bei Brandopfern
findet man, wie zu erwarten, -
eine relativ grofle Zahl von
Kleinkindern und alten Leuten;
trotz der relativ grofien Zahl von L
Kindern ist das Durchschnitts-
alter hier hoher als bei den ande- W W W a8 9 100D
ren Gruppen. Umgekehrt kom-  Avp. 5. Die Kohlenoxydsattigung im Blute
men Selbstmorde durch Auto- in 331 Féllen von letalen Kohlenoxydvergif-
. . . .. tungen. Abszisse: Kohlenoxydsittigung in
mobilauspuffgase meist bei jin- % HbLCO. Ordinate: Anzahl der Falle. Bei
geren Leuten vor. 50 % der Fille liegen dic Sattigungswerte zwi-

schen 63,5 und 79,3 % HbCO. 25 % aller Falle

Das gI‘OBe Problem der Pro- hatten nicdererc Werte, von denen dicjenigen

. s unter 45—50 % meist auf sekundiren Todes-

phylaxe kann im Rahmen dieser ursachen beruhen. 235 % aller Fille wiesen

kurzen Arbeit nicht berithrt wer- mehr als 79,3% HbCO auf. Die héchsten

. - Werte werden in faulendem oder teilweise

den. Die Entg1ftu11g des Stadt- koaguliertem Blut gefunden und entsprechen

gases, wie sie z. B. seit einigen nicht den Sattigungswerten im Augenblick
des Todes

20

Jahren in Basel durchgefihrt
wird (Jorpr) ist bestimmt eine der dringlichsten Aufgaben in diesem
Gebiet. Kine Diskussion dieser und dhnlicher Fragen findet sich in den
Arbeiten von DALGAARD.
Zusammenfassung

Zwei Methoden zur Bestimmung von Kohlenoxydhimoglobin im
Blute werden beschrieben. Hine dieser Methoden geht auf WorLrr
zurtick und griindet sich auf die Isolierung von Kohlenoxydhamoglobin
durch thermische Denaturierung des Oxyhdmoglobins. Sie ist fiir die
Messung von Séttigungswerten von etwa 20—95% zu empfehlen.
Prelimindre Untersuchungen der Kinetik der thermischen Denaturierung
werden beschrieben. Die andere Methode ist eine neue Variante der
spektrophotometrischen Bestimmungsweisen von Kohlenoxydhimo-
globin. Der Einflu der Blutverdiinnung auf die spektrophotometrisch
erhaltenen MeBergebnisse wird diskutiert. Die Methode eignet sich zur
Messung von Koblenoxydsittigungswerten von etwa 5-—-30% HbCO.



382 A. C. MaEHLY: Analyse von Kohlenoxydvergiftungen

AbschlieBend folgen in tabellarischer Form einige Angaben iiber Art
und Ursache von Kohlenoxydvergiftungen und iiber die in Schweden
unter verschiedenen Umstidnden gefundenen Kohlenoxydsittigungs-
werte im Blute todlich Vergifteter.
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