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Die Bestimmung yon Kohlenmonoxyd (CO) im mensehliehen Blut 
ist der Gegenstand zahlreieher Ver6ffentliehungen gewesen. Dies hat 
vor allem drei Griinde: CO-Vergiftungen sind naeh wie vor sehr zahl- 
reich, die CO-Analyse im Blur ist eine relativ einfache Anfgabe und die 
Beziehungen zwischen der CO-Sgttigung des Blutes und den daraus 
folgendeu Vergiftungserscheinungen sind recht genau quantitativ be- 
kannt. 

Eine kritische und grfindliche Besprechung verschiedener optischer 
~e thoden zur Bestimmung yon Kohlenoxydhs unter beson- 
derer Beriicksichtigung der Fehlerquellen wurde vor einigen Jahren yon 
Ku~z und WALLS~ verSffentlicht. Da aul~erdem ein allgemeiner Uber- 
siehtsartikel fiber die analytischen CO-Verfahren im Druck ist (MA~HnY) 
sollen hier nut  eine Diskussion und Beschreibung zweier Bestimmungs- 
methoden, die sich in unserem Insti tut  bewiihrt haben, sowie einige 
statistische Daten folgen. 

I. Die Wolff-Methode 

Der friihere Vorsteher des hiesigen Institutes, ERIK WOLFF, hat 
schon im Jahre 1941 eine elegante Methode zur Isolierung yon Kohlen- 
oxydh~moglobin (tIbCO) aus dem Blur verSffentlicht. Die Methode 
grfindet sieh auf die Entdecknng von HAnT~IDGE, dab HbCO grSBere 
W~rmebest~ndigkeit aufweist als Oxyh~moglobin (HbO~). WOLFF 
suchte nach den optimalen experimentellen Bedingungen, d.h. solchen 
bei denen HbCO mSglichst unver~ndert bleibt und gleichzeitig die 
anderen H~moglobin-Derivate (vor allem Hb02, aber auch Meth~mo- 
globin, lY[etI-Ib) mSgliehst vollsti~ndig denaturiert werden. Er  diskutiert 
die Variation der Versuehsbedingungen nicht, sondern empfiehlt ledig- 
lieh folgende Bedingungen: Temperatur 55 ~ Erhitzungsdauer 5~0 rain, 
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pH 5,05 (5 m Aeetatpuffer), Blutverdiinnung etwa 16faeh. Das zu unter- 
suehende Blur wird in zwei Teile geteilt; der eine Teil wird mit  CO 
ges/~ttigt, der andere wird nieht behandelt. Beide Proben werden w/~rme- 
denaturiert  and die in L6sung gebliebenen Hb-Anteile ( ~  HbC0)  quan- 
t i tat iv bestimmt. Diese Gehaltsbestimmung geschah ursprfinglieh durch 
visuellen Vergleieh mit  Farbstoffl6sungen, sp/~ter colorimetrisch and wird 
heutzutage spektrophotometriseh ausgeffihrt. 

Bei der Messung der HbCO-Konzentrat ion ist darauI zu aehten, dag 
andere gef/irbte Substanzen, und vor allem Tr/ibungen der L6sungen, 
nieht anf das Resultat  einwirken. Es ist daher am besten, die Differenz 
zwischen den Absorptionswerten bei 2 Wellenl/~ngen zu messen. Wir 
wghlten 570 m#, nahe bei einem Absorptionsmaximum ffir HbCO, and 
630 m/~, wo HbCO nur wenig Lieht absorbiert. Bei 630 m/~ liegt auger- 
dem ein Absorptionsmaximum ffir 3/[etHb. Wenn Mett tb  vorhanden ist 
wird also die Differenzablesung kleiner --  eine Korrektur  mit  dem 
richtigen Vorzeiehen. Der Extinktionskoeffizient A := As~0 --  Ass 0 ffir 
millimolare L6sungen ist @ 13,8 fiir t tbCO und - -0 ,4  ffir MetHb. Eine 
Besehreibung der Wolffsehen Methode in der yon uns gebrauchten Aus- 
ffihrung folgt hier: 

A. A usriistung 

1. Thermostat-reguliertes Wasserbad. 
2. Zentrifuge f/ir etw~ 5000 r. p. m. 
3. Spektrophotometer f/ir Wellenlgngen yon 570--630 m#. 
4. p~-Meter, der auf 0,02 p~-Einheiten genau anspricht. 

B. LSsungen und Chemikalien 

1. Acetatpu//er. 1 Tell Essigs~ure (300 g Eisessig, mit  Wasser auf 
1 Liter aufgeffillt) wird mit  3Teilen Natr iumaeetat  (408g CH 8 �9 
COONa �9 3 tI~O, mit  Wasser auf 1 Liter aufgeffillt) vermischt. Das pit 
wird dutch Zugabe der einen oder anderen L6sung auf 5,05 ~ 0,05 bei 
Zimmertemperatur  eingestellt. 

2. Schaumhemmer. DC Coming ,,Antifoam" ode1 ein/~hnliches Silikon- 
prodnkt  wird mit  Wasser und Glask/igelchen kr/~ftig geschiittelt und die 
so erhaltene Suspension sofort verwendet. Der Gebraueh yon h6heren 
Alkoholen ist nicht zu empfehlen, da sie das It/~moglobin teilweise de- 
naturieren k6nnen. 

3. Bleiacetat. 
4. Kohlenoxyd. Aus warmer konzentrierter Ameisens/~ure durch 

tropfenweisen Zusatz von konzentrierter Sehwefels~ure. Einfacher ist 
es, Leuchtgas zu verwenden, das aber dureh Bleiaeetatl6sung yon 
Spuren yon H2S befreit werden muS. 
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C. Vorbereitung der BlutlSsungen 

Anm. Alles Mischen wird dutch mehrmaliges Kippen der Gef~l~e 
ausge~iihrt, nicht etwa durch Schfitteln. Die LSsungen sollcn vor grellem 
Licht geschfitzt werden. 

5 ml gut gemischtes Blur wird mit 15 ml destilliertem W~sser, etwa 
1 ml Schaumhemmersuspension und zwei Tropfen konzentriertem 
Ammoniumhydroxyd versetzt. Die LSsung wird 20 rain stehen gelassen, 
yon etwaigen Klumpen durch Filtrieren dutch Glaswolle befreit und in 
zwei Teile geteilt. Die eine tt~lfte der LSsung wird wiihrend 30 rain mit 
CO behandelt. ])as Gas mull mit Wasser oder BleiacetatlSsung ge- 
waschen werden, so dal~ sich das Volumen der BlutlSsung wi~hrend des 
Gasein]eitens nicht ver~ndert. 

In vier Zentrifugengli~ser werden je 4,00 ml Acet~tpuffer gegeben. 
Zwei der Gli~ser werden mit je 1,00 ml CO-ges/~ttigter Blutl5sung, die 
~nderen zwei mit je 1,00 ml unbehandelter BlutlSsung versetzt. Die gut 
gemischten LSsungen werden ws 5,0 rain (Stoppuhr) auf 55,0• ~ 
erwi~rmt, ffir 5 rain in fliel~endem Wasser (oder besser Eiswasser) ~b- 
gekfihlt und 5 rain bei etwa 5000 r. p.m. zentrifugiert. 

D. Spektrophotometrische Messung 

2,00 ml jeder tiberstehenden LSsung werden mit 10,0 ml destilliertem 
Wasser verdfinnt, gemischt und die Absorption bei 570 und 630 m# 
gegen destilliertes Wasser abgelesen. Ffir die erste Messung sollen die 
Cuvctten trocken sein; die zweite Messung soll ohne W~schen der 
Cuvetten ausgefiihrt werden, wobei die entsprechcnde Doppelprobe in 
die gleiche Cuvette geffillt wird. 

E. Berechnung 

Die Dilferenz der Absorptionswerte (A~ A~ der unbehundelten 
g Blutl5sung wird durch die Differenz der Absorptionswerte (A57 o --A~o) 

der CO-ges~ttigten L5sung dividiert. Die CO-Si~ttigung in Prozent wird 
nach G1. (1) erhalten: 

dA o 
% ItbCO 100 A~ A%o -- 1 0 0 - -  (1) 

g _ _  A57o A~o AAg 
Beispiel: 

A~ ~ 0,558 u. 0,536 t 
A~ z 0,046 u. 0,044 j AA ~ ~ 0,512 u. 0,492; Mittelwert 0,502 

A~7 o 0,734 u. 0,730 ) 
A~3 o ~ 0,044 u. 0,048 I Mittelwert 07686 

0,502 
S~ttigung 0,686 

AAg z 0,690 u. 0,682; 

• 100 z 73% HbCO. 
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Trotzdem die Wolffsche Methode in zahlreiehen Laboratorien regel- 
m/il~ig verwendet wird, ist sie selten kritiseh iiberprfift worden (vgl. 
MZEHL~). Einer griindlichen Kritik wurde sie yon EFFENBEgGEIr unter- 
zogen, der die drei Parameter Temperatur, Erhitzungsdauer und pH 
variierte und land, dal3 kleine Abweichungen yon den vorgeschriebenen 
Versuchsbedingungen grol3e, ja untragbare Fehler der Sehlul3resultate 
mit sich braehten. 
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Abb .  1. E i n f l u 2  der  E r h i t z u n g s d a u e r  au f  die D e n a t u r i e r u n g  y o n  H b C O  n a c h  der  M e t h o d e  
v o n  WOLFF. 5 I]~1] B l u r  m i t  82 % H b C 0  w u r d e  m i t  20 m l  d e s t i l l i e r t e m  ~Vasser h g m o l y s i e r t .  
Die  H g l f t e  tier L S s u n g  w u r d e  m i t  CO ( L e u c h t g a s )  g e s g t t i g t .  Die  u n h e h a n d e l t e  u n d  die  
gesi~t t ig te  P r o b e  w u r d e n  be i  p ~  5,07 w h h r e n d  v e r s c h i e d e n e r  Z e i t r h u m e  e ine r  T e m p e r a t u r  
yon  55 ~=0,2~ ausgese t z t .  Die  L 6 s u n g e n  wta 'den  gekf ih l t ,  z e n t r i f u g i e r t  u n d  s p e k t r o -  
p h o t o m e t r i s e h  gemessen ,  a l les  n a e h  d e m  i m  T e x t  b e s e h r i e b e n e n  Ver fahren .  Absz i s se :  
E r h i t z u n g s d a u e r  i n  M i n u t e n .  O r d i n a t e :  A b s o r p t i o n s d i f f e r e n z  ( .4570--,4630) der  k l a r e n  
z e n t r i f u g i e r t e u  L S s u n g .  Die  O r d i l l a t e  b e g i n n t  be i  A = 0,200. - - • 2 1 5  C0-ges i~ t t i g t e  

B l u t l S s u n g ;  - - - A - - - A - - - u n b e h a n d e l t e  B l u t l 0 s u n g  

Abb .  2. Einflu[~ tier E r h i t z u n g s d a u e r  auf  d ie  be reeh I l e t en  H b C O - S i t t t i g u n g s w e r t e  n a e h  der  
M e t h o d e  y o n  WOLFF. Die  aus  de n  M e 2 p u n k t e n  e ine rse i t s  u n d  aus  den  G e r a d e n  der  A b b .  1 
a n d e r e r s e i t s  m i t  t t i l f e  y o n  G1. (1) b e r e e h n e t e n  K o h l e n o x y d - S / ~ t t i g u n g s w e r t e .  A b s z i s s e :  
E r h i t z u n g s d a u e r  i n  M i n u t e n .  O r d i n a t e :  t ~ o h l e n o x y d s ~ t t i g u n g  des B l u t e s  i n  % H b C O ,  
b e g i n n e n d  be i  55 % H b C 0 .  O u n d  �9 Mel3punkte  zweier  V e r s u c h s r e i h e n  ( D o p p e l w e r t e ) ;  
. . . . . .  aus  den  G e r a d e n  tier Abb .  1 e r h a l t e n e  K u r v e ;  . . . . .  m i t  E b e z e i c h n e t :  Die  y o n  
EFFENBERGER i n  se ine r  Abb .  34 geze i ehne te  K u r v e ,  m a 2 s t a b s r i e h t i g  a u f g e t r a g e n .  Die  

B l u t p r o b e  e n t h i e l t  h ie r  ~5 % H b C O  

Wir haben einige der Angaben E~FE~BEgGEgS fiberprfift und sind zu 
~nteressanten Resultaten gekommen, die ein weiteres Studium der 
Wgrmeinaktiviernng lohnend erseheinen lassen. Die ersten, vorl~ufigen 
gesnltate weiehen teilweise yon denen EFFENBEgGEas ab. Die groBe 
Empfindlichkeit der Wolffsehen 3/[ethode fiir kleine •nderungen des pH- 
Wertes hat sieh freilieh best/~tigt. Dies hat mit der starken Variation 
der Koagulationstemperatur gerade im Bereich yon pH 5 zu tun, die 
yon HAVEMANN und MAHLING for HbC0 und MetHb gefunden wurde. 
Die Denaturierungstemperatur kann ohne allzu grol3e Fehler ( + 5 %  
HbC0) yon 55 auf 500 gesenkt werden (EFFENBERGE~ land + 2 0 %  
ttbCO fOr 50~ wghrend eine ErhShung nm wenige Grade hohe Fehler 
mit sich bringt. Die grSI~ten Abweichungen yon EFFENBERGEI~s An- 
gaben betreffen den EinfluB der Erwgrmungszeit. Abb. 1 zeig~ die vor- 
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lgufigen Ergebnisse unserer Versuehe. Die HbCO-Konzentration (gemes- 
sen als AA) nimmt linear mit der Zeit ab, folgt also einer Reaktions- 
kurve 0. Ordnnng. Offenbar wird bei 550 und in 5 m Aeetatpuffer yon 
p~ 5,07 das tIbO2 sehr sehnell ( < 1  min) denaturiert, w/~hrend die 
Denaturierung (und F/~llung) des HbCO mehrere Minuten in Anspruch 
nimmt. Der bereehnete S/~ttigungsgrad, also der Quotient der ItbCO- 
Konzentrationen des unbehandelten nnd des CO-ges/~ttigten Blutes, mu8 
entsprechend absinken. In Abb. 2 sind die aus den Geraden der Abb. 1 
berechneten SS.ttigungswerte und die ~eSpunkte  eingetragen. Zum 
Vergleieh ist ein Teil der in ErF~NBE~GERs Abb. 34 wiedergegebenen 
Kurve eingezeiehnet. 

Eine systematisehe Untersuehung der kinetisehen Verh/iltnisse der 
Hb-W/~rmedenaturierung ist im Gang. In der Zwisehenzeit miissen wit 
uns damit begniigen die ursprfingliehen Bedingungen der Wolff-Methode 
genau einzuhalten, da es sieh rein pragmatiseh gezeigt hat, dab die 
~e thode  gute und reproduzierbare l~esultate liefert. 

Die Wolff-Methode hat einige Naehteile. So gibt sie ffir faulendes 
oder sonstwie ver/~ndertes Blur erratisehe Werte. Dies h~ngt wohl teil- 
weise mit dem Auftreten yon zus/itzliehen ttb-Derivaten, wie Sulf- 
h/~moglobin (tIbSI-I) und Meth/~moglobin (MetHb), in gr68eren Mengen 
zusammen. AuSerdem treten abet aueh falsehe (zu hohe) Werte auf, 
wenn das Hb nieht mehr im Stande ist sieh mit CO zu s/~ttigen, so dab 
die Vergleiehsprobe nieht ,,100% ItbCO" darstellt. Eine zweite Sehw/~- 
ehe der Wolffsehen Methode sind die Fehler, die bei niedrigen HbCO- 
Gehalten, etwa weniger als 20 %, auftreten. Die F/~llung yon denaturier- 
gem HbO 2 ist in diesen F~llen so kr/~ftig, dab gel6stes HbCO mitgerissen 
wird. Die Werte werden somit zu niedrig. 

II. Spektrophotometrische Bestimmungsmetboden 
Eine kritische Besprechung der zahlreichen direkten spektrophoto- 

metrischen Bestimmungsmethoden ftir den Gehalt des Gesamt-ttb an 
HbCO findet sieh in dem oben erw/ihnten Ubersichtsartikel (i~AEHLu 
Alle Methoden dieser Art besteehen durch die Schnelligkeit und Einfaeh- 
heir der Ausffihrung, sie sind jedoeh aueh mit mehreren prinzipiellen 
M/ingeln behaftet, yon denen bier nur zwei erw/ihnt werden sollen: 

1. Alle Methoden setzen voraus, dab nur zwei, h6ehstens aber drei 
I-Ib-Derivate im zu untersuchenden Blute vorhanden sind, n/~mlieh 
H b Q ,  ItbCO nnd evtl. MetHb. Der st6rende EinfluB von anderen 
Derivaten, vor allem I tbSH, wird vernaehlgssigt. 

2. Ffir alle spektrophotometrisehen Analysen yon HbCO mfissen die 
Blutproben verd/innt werden. An sieh w/iren Messungen im Violetten 
(Soretband) giinstig, abet .bei der hierffir notwendigen Verdiinnung 
wiirde ein groSer Tell des ttbCO in tIbO~ iibergehen. Im Ultrarot ist 

Dtsch. Z. ges. gerichtl. Ned., Bd. 52 25 
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die notwendige Verdiinnung unbedeutend, aber es treten fast immer 
stSrende Trtibungen auf, deren relativer Anteil an der Absorption der 
LSsung grog ist. Im ,,sichtbaren" Spektralbereich muB entweder stark 
verdiinnt werden (etwa 100mal ftir Cuvetten mit 1 cm Schiehtdicke) 
oder es miissen, bei geringerer Verdfinnung, Spezialeuvetten mit sehr 
kurzem Liehtweg verwendet werden. Solehe Cuvetten sind z.B. yon 
BUTTEI~FIELD, PAUL nnd THEOI~ELL, sowie ZIJLST~A und MULLE~ be- 
schrieben und verwendet worden. 

Uber die Wirkung der Verdiinnung auf die gemessene Kohlenoxyd- 
sgttigung liegen verschiedene, sich widersprechende Angaben vor. Bei 
Ausffihrung yon Verdfinnnngsversuchen mul~ man sich darfiber klar sein, 
dab das physikalisch gelSste CO eine grol~e Rolle spielt. Unverdfinntes, 
mit CO-Gas ges~ttigtes Blur enth~lt etwa 9 mM CO gebunden an Hb. 
CO-ges/ittigtes Wasser hat eine Konzentration yon etwa 1,5 mM physi- 
kalisch gelSstes CO, BlutlSsungen wohl etwas weniger. Wenn daher 
Blur mit CO ges~ttig~ wird ist eine bedeutende Reserve an physikalisch 
gelSstem CO vorhanden. Wird das Blur vor der Sattignng nur 10mal 
verdtinnt, so ist die Konzentration des physikalisch gelSsten CO sehon 
grS~er als die des chemiseh gebundenen. Verdtinnt man solche LSsungen 
welter, werden also zu hohe CO-Sgttigungen erhalten. Diesem Fehler 
sind offenbar Ku~z und WALL~I~ verfallen, vielleicht anch PAUL und 
TEEO~ELL, bei denen jedoch das experimentelle Verfahren nicht in allen 
Einzelheiten besehrieben ist. Besser ist es, Blur yon CO-Vergifteten 
fiir Verdiinnungsversuche zu verwenden. VAN KAMPEN U. Mitarb. haben 
Blut mit 34% HbCO bis zu 200real verdfinnt, wobei die Werte auf 
291/2 % HbCO absanken. 

Wir haben/ihnliche Versuehe mit :Blur yon 241/~, 67, 711/2 und 80% 
HbCO ausgefiihrt. Die Verdiinnungen w~ren 10real, 50real, 100mal, 
200real und 500mal und die entsprechenden Schieh*dicken der Cuvetten 
betrugen 0,10, 0,50,1,0, 2,0 und 5,0 cm. Die LSsungen wurden mit 12,5 mM 
Boratpuffer yon pg 9,0 verdiinnt. In diesem pg-Bereich wird bei 
Zusatz von Natriumdithionit (Na2S204) kein kolloidaler Schwefel ge- 
bildet. Die MeBergebnisse sind in Abb. 3 als Flgchen eingezeiehnet, 
welehe die Fehlerbreiten andeuten sollen. Die Fehlerbreite in %-HbCO 
ist in Wirkliehkeit etw~ -4- 2 %, also doppelt so groB wie in der Abbildung 
angedeutet. Es zeigt sieh, da~ die Verdrg~ngung des CO dutch O2 zu 
betrgchtlichen Fehlern fiihrt, die um so grSl~er sind, je hSher die ur- 
sprfingliche CO-S/ittigung ist. Unsere Resultate werden in Abb. 4 mit 
den Angaben anderer Autoren vergliehen. Es zeigt sich, dal~ die Resul- 
tare yon VAN KAMP~X u. Mitarb. ausgezeichnet in unsere Versnchsserie 
passeL. Die Werte yon PAuL und TgEOI~ELL wurden durch Umrechnung 
aus einer Abbildung dieser Autoren erhalten und sind daher nicht exakt. 
Immerhin sieht man, dab die Daten sehr yon den nnsrigen abweichen. 
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Die oben erw/~hnten, mit experimentellen Fehlern behafteten Resultate 
yon Ku~z und WALL~ sind ebenfalls eingezeiehnet. 

Der im folgenden zu besehreibenden neuen spektropho~ometrisehen 
Methode liegen zwei Gedanken zugrunde: Erstens werden Messungen 
der gleiehen Blutl6sung v o r u n d  naeh Reduktion mit Na~S20 ~ ausge- 
fiihrt, woraus der relative Anteil der reduzierbaren Itb-Derivate (Hb02 
und ~e tHb)  am Gesamt-Hb bestimmt wird. Zweitens wird die Einhal- 
tung bestimmter, festgelegter Wellenl/~ngen vermieden, auger bei einer 
Messung bei 600 m/~, wo die Spektren der Hb-Derivate einen flaehen 
Verlaui und niedrige Extinktionswerte aufweisen. Eine ausfiihrliehe 
Diskussion der Vor- nnd Nachteile der Methode finder sich an anderer 
Stelle (MAE~Lu 

Fiir die erste Bestimmung wird unbehandelte Blutl6sung gegen Puffer 
als Vergleiehsl6sung gemessen. Dies ergibt ein Ma8 fiir die Gesamt- 
konzentration an HbO2~-ttbCO. Fiir die zweite Bestimmung wird 
Blutl6sung in zwei Cuvetten gefiillt und eine der L6sungen mit Na~Se04 
reduziert. Die Differenz der Absorption zwisehen der unbehandelten 
und der reduzierten BlutlSsung ist ein Ma8 fiir den Anteil der reduzier- 
baren Hb-Derivate (praktiseh = ttbO~) im 0riginalblut, oder genauer 
in der unbehandelten Blutl6sung. 

Um den Einflu8 yon fremden Pigmenten und vor allem yon Trti- 
bungen auf ein Minimum zu senken, werden ffir beide Bestimmungen 
Differenzen zwisehen den Absorptionen bei zwei nicht zu weir vonein- 
ander entfernten Wellenl~ngen gemessen. 

Die Ausf/ihrung der Methode ist wie folgt : 

A. Messung 
Gut gemisehtes Blur (mindestens 0,05 ml, aber besser 1 ml) werden 

mit seinem zehnfaehen Volumen destilliertem Wasser und einem Tropfen 
0,5 N Ammoniumhydroxyd h/~molysiert nnd naeh 10 rain dureh ein 
schnellaufendes Filterchen filtriert. Das Filtrat  wird mit einer 0,5% 
BoraxlSsung (2,5 g Na~BaO 7 �9 10 H~O mit destilliertem Wasser auf 
500 ml aufgefiillt) verdiinnt, bis die Lichtabsorption bei 540 m/t etwa 
0,5--0,8 betrggt, tIierzu sind per ml h/~molysierten Blutes etwa 10 bis 
20 ml Puffer notwendig. Zwei trockene Cuvetten (1 cm Lichtweg) wet- 
den mit der Blutl6sung gefiillt, eine dritte mit dem Puffer. 

1. Bestimmung (Blut]Ssung/Puffer). Die Lage des Absorptionsmini- 
mums im Bereieh yon 553--560 m# wird gesucht und die Absorption 
beim Minimum 0 (Amin) gemessen. Dann wird die Absorption bei 600 m# 
(A~ bestimmt. Die Differenz 0 0 (Amm--A60o) wird im folgenden A ~ 
genannt. 

2. Bestimmung (Blutl6sung/reduzierte BlutlSsung). Eine der beiden 
BlutlSsungen wird durch Zusatz yon etwas festem Na2S204 reduziert. 

25* 
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Die Differenz der Absorptionswerte zwischen den beiden L6sungen wird 
bei zwei Wellenl/~ngen des grSl3ten Untersehieds bestimmt. Mit anderen 
Worten, es wird ein Minimum und ein Maximum des Differenzspektrums 
gemessen. Die Wellenl/~ngen liegen bei etwa 557 und 575 m#. Der 
absolute Absorptionswert dieser beiden Messungen (der eine ist positiv, 
der andere negativ) wird addiert und zlA genannt. 

Man sieht aus der Besehreibung, dab die vier Megpunkte an solehen 
Stellen der Spektren bzw. Differenzspektren liegen, an denen die Absorp- 
tion nieht steil ansteigt. Die differenzierten Werte wfirden mit  anderen 
Worten nahe Null liegen. 

B.  Berechnung 

Fiir die Bereehnung wird angenommen, dag nur t t b O  2 und HbCO 
im Blute vorliegen. 

Das Verhi~ltnis der beiden Differenzablesungen gibt den Faktor  ], 
der eine Funktion des HbCO-Gehaltes ist: 

A 0 
/ -  AA" (2) 

Um die Beziehung yon / zum relativen Gehalt an Kohlenoxyd- 
h/~moglobin (%-HbCO) berechnen zu k6nnen, wird ein und dieselbe 
L5sung yon normalem Blur tells mit  O~ und teils mit  CO (oder Leueht- 
gas) gesgttigt und an diesen L6sungen (HbO~ bzw. HbCO) bei fest- 
gelegten Bedingungen (Lichtquelle, Spaltbreite, Detektor, Empfindlich- 
keit) die oben angegebenen Messungen ausgeffihrt. Die so erhaltenen 
Werte sind in Tabelle 1 angefiihrt und mit  Symbolen bezeiehnet. 

Tabelle 1. Me[3werte, 

B l u t l S s u n g  

HbO2 
HbCO 

die /iir sauersto//gesdttigtes und kohlenoxydgesiittigtes Blut 
erhalten werden 

x =  % I - I b C O  o__ o o tt. - - A m i n - - A  600 AA 

0 a h 
100 c 0 

AA steigt yon Null (f/Jr HbCO) auf einen Maximalwert (fiir tIbO~) an, 
gleiehzeitig fallt A ~ yon c auf a ab, da das Absorptionsminimum f/it 
NbO~ tiefer liegt als dus ffir HbCO. Der Faktor  ] (G1. 2) steig~ also mit  
zunehmendem I-IbCO-Gehalt zuerst flaeh, dann immer steiler an. 
Algebraiseh steht die/-IbCO-Sattigung x in folgender Beziehung zu z l A  

und A~ 
x = 100 --  A A  �9 k l ,  (3) 

x = (A ~ --  a)/%, (4) 
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w o k  1 und  k 2 Kons tan ten  sind. Werden Gin. (3) und (4) fiir A A  bzw. A ~ 
gel6st und  in G1. (2) eingesetzt, erh/ilt man :  

x/k2 + a 
/ - -  (100-  x)/k~ (5) 

oder, fiir x gelSst: 
l o o / -  ~k~ ( 5 a )  

x - ! + ( k , / ~ )  �9 

Es bleibt nns noch iibrig die Kons tan ten  k~. und k 2 z u  berechnen. 
Fiir HbO2 ist A ~  und x = 0  (vgl. Tabelle 1). I n  G1. (5a) eingesetzt 
erh/ilt man  : 

1 0 0 / - -  A ~ kl = 0 (6) 

und durch Substi tut ion yon  / nach GI. (2) : 

A o 
100~- - -  A ~  ]~1 = 0 

oder 
100 100 

kl A A  - -  b 

Ffir HbCO ist A ~  c und  x =  100, und  G1. (4) wird 

100 = (c - -  a)/% oder, gel6st fiir k2: 

100 
k 2 =  c ~ - "  

(7) 

(s) 

Bei Messungen im registrierenden Beckman- Ins t rument  DK-2 er- 
hielten wir z.B. bei Einstellung der Empfindl ichkei t  auf 0,1 und des 
Multiplikators auf X 1, folgende Werte :  

fiir Hb02  ( x =  0): a =  82; b - - 1 0 0  und 
fiir HbCO ( x =  ]00): c = 113. 

Diese Werte  wurden dutch Multiplikation der wahren Megwerte mit  
einem Fak to r  erhalten, der so bemessen wurde, dag b =  100 wurde. 

Werden diese Werte  in Gln. (7) und (8) eingesetzt, erhi~lt man  k l =  1 
und k2=3,22.  G1. (5a) wird dann  zu 

100 / 82 
x / + 0,31 (9) 

Solange ein und  dasselbe Spektrophotometer  unter  den gleichen 
Bedingungen benfitzt wird, brauchen dicse Kons tan ten  nur  ab und zu 
kontroll iert  werden. Der I-IbCO-Geha]t k~nn natiirlich auch aus einer 
/ /x-Kurve graphisch ermittel t  werden. 

- - > k - -  
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Da die Verd/innung des Blntes bei hohen HbC0-Gehalten viel zu 
niedere Mel~werte gibt (vgl. Abb. 4) verwenden wir die spektrophoto- 

~o I I '~ "- o5 
----, ~ ,~ "-x 50 

..~ I \ \ x 

I \ \ \  
00 , I I, I J, I , 

I0 20 3O 50 ?0 %HbCO ~0 

Abb, 3. Verdf inmmgsversuehe  mi t  kohlmmxydhal t i -  
gem  Blttt. Blu tproben yon KohlenoxydYergif te ten  
m i t  241/2, 67, 71y~ und  80% tIbCO wttrden mi t  
destfl l iertem Wasser  h~no lys i e r t  und  m i t  12,5 mM 
Bora tpuf fer  yon  p~ 9,0 verdt innt .  Die verd i inn ten  
L6sungen wurclen in Cuve t ten  verschiedener  Sehieht- 
dieken geftillt und  die im  Text  besehriebenen spek- 
t rophotomet r i schen  Messungen ausgeffihrt.  Abszisse : 
Die naeh  GI. (9) berechneteCO-S~t t igung in % HbCO. 
Ordina ten :  Da die Versuchsbedingungen so gew~tllt 

Liehtweff der Cuvet te  
wurden,  dab der Quotient  

Verd i inmmg 
kons tau t  geha l ten  wurde,  sind beide diese GrSften 
in logar i thmiseher  Skala auf  den Ordina ten  aufget ra-  
gen. IDle ,,]VKel3fl~ehen" geben die ungef~hren Fehler- 
brei ten der 1Vfessungen an. Die wahre  Fehlerbrei te  
ist  e twa  4- 2 % HbCO ; eingezeiehnet ist nur  die halbe 
Fehlerbreite,  dami t  die Abbildu-og an  Kla rhe i t  gewinnt  

3.o 21 v s  N ZzZ K~W 

I \ " "i 

i \ \ i  

0.0 i I , ~  ) ) I , - -  
o 20 ~o sO 80 ~Hbs 1oo 

Abb. 4. Einflul3 der Blu tverd i innung  auf  die Resul- 
ta re  versehiedener  spekt rophotometr i seher  Best im- 
xnungsmethoden.  Die Da ten  yon  Abb.  3 werden  bier 
m i t  yon anderen  Autoren  ver6ffent l iehten Resu l ta ten  
vergliehen.  Abszisse: JKohlenoxyds~ttigung in % 
HbCO. Ordinate :  Loga r i t hmus  der Verdt innung.  
Symbole:  _31 MAEHLY; VK, Vr  Z VAN KA~PEN, 
VOLGER and  ZIJ~TRA;  P ~ T PAIYL 3~Yld THEORELL; 

K & W K~RZ trod ~VALLER 

metrische Methode in der 
Regel nut  bei ttbCO- Gehal- 
ten yon weniger als 30%. 
Die Abseh/~tzung des HbCO- 
Gehaltes gesehieht mit Hilfe 
des Handspektroskopes und 
bildet zugleieh eine Kon- 
trolle des quantitativer hal- 
tenen S/~ttigungswertes. 

Der stSrende Einflu$ 
der Verdfinnung kann dutch 
besondere MaSnahmen ver- 
mindert oder abet in Reeh- 
nung gezogen werden. Ver- 
mindert wird er dureh Ver- 
wendung diinnsehichtiger 
Cuvetten. Die yon der 
Firma Beckman erh/~lt- 
lichen Quarzeins/~tze ffir 
1 em-Cuvetten reduzieren 
den effektiven Liehtweg 
auf 0,10 era. Noeh kleinere 
Liehtwege erreicht man mit 
Hilfe der Spezialcnvetten 
nach PAUL und THEOX~ELL, 

die 0,01 cm Lichtweg auf- 
weisen, oder der yon 
ZIJLSTI~A und IV[ULLEI~ be- 
schriebenen Cuvetten yon 
0,013 em Schiehtdicke. Die 
Ffillung solcher Cuvetten 
erfordert freilich einige 
Ubung. Wenn die gleiche 
Blutprobe bei mehreren 
Verdfinnungen untersucht 
wird (z. B. 10mal, 100real 
und 500real in 0,1, 1,0 und 
5,0 em-Cuvetten) kann der 

Wert for das unverdfinnte Blur mit recht guter Genauigkeit durch 
Interpolation erhalten werden. Die in Abb. 3 und 4 eingezeichneten 
geraden Linien sind nur rein empirisch erhalten worden, die Xnderung 
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des Ss erscheint freilich in erster N~herung eine Expo- 
nential-Funktion der Verdfinnung zu sein. 

Bei systematischer Messung des gesamten Spektrums der Blut- 
16sungen yon 500--700 m# (am besten durch Verwendung eines regi- 
strierenden Instruments) k6nnen neben HbO 2 und HbCO die am h~ufig- 
sten anzutreffenden fibrigen Hb-Derivate, ni~mlich MetHb und ttbSI~ 
erkannt nnd deren relative Konzentration abgesch~tzt werden. MetHb 
hat bei p~ 9 ein Absorptionsmaximum bei 630 m/~. Nach Zugabe yon 
Na2S204 zur BlutlSsung versehwindet dieses Maximum, da MetHb zu 
Hb + reduziert wird. HbSH hat eine Absorptionsbande bei 635 m#, also 
g~nz in der N~he yon der des MetHb. Da aber HbSH schon zweiwertiges 
Eisen enth~lt, bleibt das Maximum bei 635 m/~ nach Zugabe yon 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 

Minimale benStigte Blutmenge . . 

Optimales MeI~gebiet . . . . . .  

Zeitaufw~nd ffir eine Bestimmung 

Genauigkeit . . . . . . . . . .  

BenStigte Apparatur . . . . . .  

Einflul3 yon Verwesung des Blutes 

Entdeckung von MetHb und HbSt{ 

Methode nach WOLFF Spektrophotometrische 
Methode 

etwa 1 ml 

20--90% HbCO 

etw~ 1 Std 

etwa d- 3 % HbCO 
Thermostat, Zentri- 

fuge, Photometer 
(besser Spektrophoto- 

meter) 

stSrt 

nicht mSglieh 

etwa 0,05 ml 

5--30 % HbCO 

etw~ 20 min 

etwa :~ 3 % HbCO 

Zentrifuge, Spektro- 
photometer (besser 

registrierendes 
Spektrophotometer) 

stSrt, kann uber teil- 
weise korrigiert 

werden 

semiquantitativ 

III.  Auswertung der Ergebnisse von 331 Analysen 
letaler Kohlenoxydvcrgiftungen 

Seit 1958 sind am hiesigen Institut fiber 400 Blutproben anf ihren 
HbCO-Gehalt hin untersucht worden. 331 Fiille wiesen Sgttigungswerte 
yon fiber 30 % auf. In  Abb. 5 und in den Tabellen 3 und 4 sind einige 
Angaben fiber die Urs~ehen der CO-Vergiftungen und fiber die Analysen- 
ergebnisse zusammengestellt. Da es sich um hohe ttbCO-Werte handelt, 
wnrde in der Regel die Analysenmethode nach WOLFF verwendet. 

Aus Tabelle 3 ist ersichtlich, dab die Zahl der CO-Vergiftungen im 
Zunehmen begriffen ist. Das Stadtgas ist noch immer die Hauptquelle 
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Tubelle 3. Einteilung von 306 lethalen CO- Vergi/tungen der Jahre 1958--1960 nach 
Ursache des Todes und nach Herkun/t des Gases (Schweden) 

l. Selbstmorde 
a) Stadtgas 
b) Brhnde 
c) Auspuffgase. 
d) Ofenabgase 

9.. UngIi~cks]dlle 
~) Stadtgas 
b) Br~nde 
c) Auspuffgase 
d) Ofenabgase 

~. Mord oder Totschlag 

l. Nicht mit Sicherheit bestimmt. . 

Total 

A. Stadtgas . . . . . . . . . .  
B. :Br~nde . . . . . . . . . .  
C. Auspuffg~se . . . . . . . . .  
D. Ofenabgase . . . . . . . . .  
E. Andere oder unbekannte Her- 

kunft des Kohlenoxyds . . . .  

1958 

58 
50 

1 
5 
2 

26 
6 

17 
1 
2 

0 

2 
86 

56 
18 
6 
4 

Jahr 

I 1959 

57 
42 

0 
15 
0 

42 
6 

30 
3 
3 

2 

0 
101 

50 
30 

0 

1960 

66 
56 

1 
8 
1 

42 
6 

28 
0 
8 

1 

10 

119 

65 
29 

]~otal 

181 
148 

2 
28 

3 

110 
18 
75 
4 

13 

3 

12 

3O6 

171 
77 
34 
16 

% 

59 

36 

1 

4 
100 

56 
25 
11 
5 

Tabelle 4. Durchschnittswerte von Alter und yon HbCO-Siittigungswerten bei lethalen 
Vergi/tungen mit Kohlenoxyd verschiedener Herkun/t  

tIerkunft des CO 

Stadtgas ] 
Br~nde. 
.~botorabg ase 

riges . . . . . . . . . . .  
Total 

CO -Si~ttig~mg 
(Durchschnittswerte) 

Anzahl % HbCO 
der F~IIe 

164 70,4 
67 65,3 
34 77,2 
14 70,0 

279 69,0 

Durchschnittsalter 

Anzahl Alter 
der F~lle in Jahren 

164 49,6 
81 54,6 
32 39,4 
17 52,9 

294 50,1 

des CO, doch seheinen Vergiftungen dutch Auspuffgase yon  Verbren- 
nungsmotoren  zuzunehmen.  Abb. 5 zeigt die in  331 letalen Vergiftungen 
erhal tenen Siittigungswerte. I n  50 % der F~lle liegt die Siit t igung zwi- 
sehen 63,5 und  79,3% ttbCO, der Mittelwert  ist 69,8% HbCO. Ge- 
sehleeht und  Alter haben  nur  sehr geringen EinfluB auf die letale 
HbCO-Konzent ra t ion .  Lediglieh Personen fiber 70 Jahre  zeigen eine 
deutlich herabgesetzte Widerstandsfi~higkeit. Bei Vergiftungen mi t  Aus- 
puffgasen (meist yon Kraftfahrzeugen,  aber aueh yon  Motorbooten) 
werden relat iv hohe HbCO-Werte  gefunden, w/~hrend die Werte bei 
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Opfern yon Brgnden relativ niedrig liegen. Das letztere ist verstiind- 
lich, da andere Ursaehen, wie Sauerstoffmangel oder hoehgradige 
Verbrennungen beitragende Todesursaehen sein k6nnen. 

Das DurchschnittsMter der 80 

CO-Vergifteten ist etwa 50 Juhre. f67/e 

Es h~ngt nicht sehr yon der 
Quelle des Gases ab. Das Durch- 80 
sehnittsalter der in D~nemurk 
durch Leuchtgas Vergifteten 
wurde yon DALGAAI~D ZU 48 Jah- 
ten gefunden. Bei Br~ndopfern ~o 
finder man, wie zu erwarten, 
eine relativ groge Zahl yon 
Kleinkindern und alten Leuten; 20 
trotz der relativ groBen Zahl yon 
Kindern ist das Dm'ehschnitts- 
alter hier h6her als bei den ande- 0 
ren Gruppen. Umgekehrt  kom- 
men Selbstmorde dureh Auto- 
mobilauspuffgase meist bei jfin- 
geren Leuten vor. 

Das groge Problem der Pro- 
phylaxe kann im Rahmen dieser 
kurzen Arbeit nieht beriihrt wer- 
den. Die Entgif tung des Stadt- 
gases, wie sie z .B .  seit einigen 
Jahren in Basel durehgeffihrt 

I 
I 

wird (Jo~m) ist best immt eine der dringliehsten Aufgaben in diesem 
Gebiet. Eine Diskussion dieser und ~hnlieher Fragen finder sieh in den 
Arbeiten yon DALOAA~9. 

Z~sammenfassung 
Zwei Methoden zur Bestimmung yon Kohlenoxydhiimoglobin im 

Blare werden beschrieben. Eine dieser Methoden geht auf W o L ~  
zurfiek und grfindet sich auf die Isolierung yon Kohlenoxydh/tmoglobin 
dureh thermische Denaturierung des Oxyh~moglobins. Sie ist fiir die 
Messung yon S~ttigungswerten yon etw~ 20--95% zu empfehlen. 
Prelimins Untersuehungen der Kinetik der thermisehen Denaturierung 
werden beschrieben. Die andere Methode ist eine neue V~riante der 
spektrophotometrisehen Bestimmungsweisen yon Kohlenoxydh~mo- 
globin. Der Einflug der Blutverdiinnung auf die spektrophotometrisch 
erhaltenen MeBergebnisse wird diskutiert. Die Methode eignet sieh zur 
Messung yon Kohlenoxyds~ttigungswerten yon etwa 5--30% HbCO. 

3o ~o 5o 5o 7o 8o 9o loo~ttbCO 
Abb. 5. Die Ii::ohlenoxydsattigung im Blute 
in 331 Fallen yon letalen Kohlenoxydvergi f -  
tungen.  Abszisse: Kohlenoxyds~ t t igung  in 
% HbCO. Ordinate :  Anzuhl  der Fi~llc. Bei 

50 % der Falle l iegen die Sa t t igungswer te  zwi- 
schen 63,5 u n d  79,3 % HbCO. 25 % Mlcr Falle 
hattei1 nicderero Wertc ,  yon denen diejenigen 
un te r  45--50 % meis t  auf sek tmdaren  Todes- 
u r saehcn  beruhen.  25 % aller Falle wiescn 
m e h r  ~ls 79,3 % HbCO ~uf. Die h6chsten 
W e r t e  ~Terden in f~ulendem oder teilweisc 
ko~gul ier tem Bhlt  gefnnden u n d  entspreehen 
n icht  den Sa t t igungswer ten  im Augenbl ick 

des Todes 
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Abschl ieSend folgen in tabe l la r i scher  F o r m  einige Angaben  fiber A r t  
und Ursaehe yon Koh lenoxydverg i f tungen  und fiber die in Schweden 
un te r  versehiedenen Umst i inden  gefundenen Kohlenoxyds~bt igungs-  
werfe im Blute  t6dl ich Vergif teter .  
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