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Zur Methodik spektralphotometriseher COHb-Bestimmungen* 
Von 

P. ENDRES~ R. MANZ und H. J. WULFF 

( E i n g e g a n g e n  a m  14 .  J u n i  1 9 6 3 )  

Wir verwenden seit einigen Jahren ffir unsere spektralphotometri- 
schen COHb-Bestimmungen neben dem klassischen Hfifner-Heilmeyer- 
Verfahren (Differenzspektrometrie bei zwei Wellen]~ngen mittels eines 
isosbestischen Punktes) meistens die yon FI~nTWVl~ST und MEINECI~E 
(1959) ausgearbeitete, auf Anregungen yon OTTO SCHMIDT (1937) zurfick- 
gehende H~mochromogenmethode. 

Beobachtungen fiber Differenzen des COHb-Gehaltes der Blutver- 
dfinnungen je nach der Bearbeitungsart (zentrifugiert, filtriert oder gar 
nicht vorbehandelt) und je nach den verwendeten Aufbewahrungs- 
gef~13en regten uns zu einer empirischen Untersuehung fiber den zeit- 
lichen Verlauf des COHb-Abfalles an. 

Nimmt man die beiden Teilreaktionen 
[Hb] �9 [02] [Hb]. [CO] 

[Hb02] --  k 1 und [HbCO] k2 

zur Grundlage, so resultiert wegen 
[HbCO]. [02] 

l c l / k  2 = K - -  [HbO2]. [CO] 

eine bimolekulare Reaktion, die kinetiseh naeh der zweiten Ordnung 
verlaufen sollte (1/c t -  1 / c  o = k R �9 t ) .  

Zahlreiehe KomplikationsmSgliehkeiten machen jedoch eine so ein- 
faehe Beziehung zweifelhaft : Wegen der Beteiligung einer Phasengrenz- 
fl~tche ist eine - -  u. U. nur partielle - -  Entartung zur nullten Ordnung 
mSglieh, d.h. die Reaktionsgesehwindigkeit w~re praktisch unabh~ngig 
yon der Konzentration der betei]igten Stoffe. 

Aueh ein Verlauf naeh einem Reaktionssehema erster 0rdnung ist 
theoretiseh in Erw~gung zu ziehen, da die Konzentration eines Tell- 
nehmers (02) so grol~ sein kann, daf~ sic in die Konstante einzubeziehen 
ist. Ferner kann diese Deformation yon der zweiten zur ersten Ord- 
nung bekanntlieh immer dann eintreten, wenn die Reaktion fiber 
Zwisehenstufen verl~tuft, was in unserem Falle nieht ausgesehlossen 
werden kann. SehlieJ31ich ist durch Kombination der eben erw~hnten 
M5glichkeiten aueh das Vorliegen yon komplizierten Mechanismen 
,,gebroehener Ordnung" mSglieh. 

�9 In memoriam OTTO SCtlMIDT. 
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D a  derar t ige  spez id l - ldne t i sche  Unfersuchungen  n icht  in unser  
engeres Arbe i t sgeb ie t  fallen, haben  wir die theore t i sche  SeiZe der  An- 
gelegenhei t  n ieht  wei ter  verfolg*, sondern  nur  eine empir isehe Beziehung 
gesucht  zwisehen den uns p rak t i seh  in teress ierenden P a r a m e t e r n  Zeit,  
Oberflgche, Volumen und  COHb-Konzen t r a t ion .  Eine solohe Beziehung 
konnte  gefunden werden.  

Methodi]c 

])as Vollblut mit odor ohne Citratzusatz wurde mit Ammoniakwasser (0,5 ml 
konz. NHa,H20 + 100 ml Wasser) auf eine Extinktion yon etwa 0,5--0,8 verdiinnt 
(Schichtdicke 1 cm). Zur vollst~ndigen Hgmolyse wurde 1 rain gewartet, d~nn 
entweder filtriert (S. u. S. 595 1/2) oder zentrifugiert (5 rain, 3000 U/min) oder ohne 
Vorbehandlung direkt photometriert. 

Die Messungen erfolgten parallel an drei verschiedenen Photometern: CF 4 
Op~ica-Gitterspektrometer, M4 Q-Zeiss-Prismenspektrometer und Eleo Zeiss mit 
Filter S 57. Wesentliche Untersehiede hinsichtlieh der Genauigkeit der C0ttb- 
Bestimmung waren zwischen den drei Gergten nieht festzustellen. 

Die Bestimmungen nach der Hgmochromogenmethode fiihrten wir - -  wie bei 
FRETWVl~ST und MEI2;ECKE (1959) angegeben - -  bei 578 m# (bzw. Filter S 57) 
duroh. Naeh Reduktion mit Dithionit und Zusatz von ~Tatronlauge erfolgten die 
weiteren Extinktionsmessungen naeh den unten angegebenen Zeiten. Aus den 
Extinktionsdifferenzen wurden die COHb-Werte anh~nd einer Eichkurve ermittelt. 
Die Bestimmungen nach H~II~EY~R erfolgten wie iiblieh bei 576 und 560 m/*. Die 
ermittelten Quotienten wurden mit denen einer Eichkurve vergliehen. 

Wegen der Temperaturabhgngigkeit der Reaktionsgesehwindigkeitskonstanten 
gem~LB log/c ~-~ 1/T haben wit uns um mSgliehst geringe Temperaturschwankungen 
bemiiht. 

Die Ergebnisse 1 lassen sioh in folgenden P u n k t e n  zusammenfassen :  

1. Der  absolu te  Abfa l l  des COHb-Geha l t es  be t rug  bei l l 0  Best im- 
mungen  nach dem Hgmoehromogenver fah ren  durehsehni t t l ioh  3% pro 
S tunde  (in Cuvet ten) .  

2. Es ha t t e  auf den Bet rag  des durehschni t t l i chen  Abfal les  keinen 
Einflnf3, ob die Blu tve rdf innungen  zentr i fugier t ,  f ik r ie r t  odor gar  n ieht  
vo rbehande l t  wurden.  Die S t reuung des Abfal les  war  jedoch bei  f i l t r ier ten  
Blu ten  deut l ich  kle iner  (93% lagen im Bereich yon 2 - - 4 %  COgb) .  

3. Es war  ohne EinfluB auf  den Be t rag  des s t i indl iehen Abfalles,  ob 
es sieh u m  Blute  yon  Brandle ichen  odor um mi t  CO-Gas kfinsfl ich auf- 
geladene Blu tverdf innungen  odor um Blute  CO-Vergif teter  mi t  oder  
ohne t6dl iohen Ausgang  handel te .  

4. Bei  den f i l t r ie r ten  Blufverd i innungen  verlief  der  Abfa l l  ve to  Be- 
ginn der  Messung an regdmgBig.  Bei  den zentr i fugier ten  und  unbehan-  
de l ten  Blu tverdf innungen  zeigte sich in 20 F~illen eine nioht  reproduzier-  
b~re St6rung in F o r m  eines kurzzei t igen,  s tei len (scheinbaren) Anst ieges 
der  COHb-Konzen t r a t ion .  Nach  1 - -7  min  erfolgte ein ebenso steiler  

Genauere Einzelheiten k6nnen der Dissertation PETEI~ E~DRES (Diisseldorf 
1963) entnommen werden. 

Dfsch. Z. ges. gerichtl. -~{ed., Bd. 54 21 
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Abfall auf die normalen Werte. Die St6rung t ra t  fr~ihestens 5 min, 
spiitestens 17 min nach der Reduktion auf. 

5. Wie entsprechende Versuche zeigten, ist die unter Ziffer 4 beschrie- 
bene StSrung, die sich - -  wie gesagt - -  durch Filtration vermeiden ls 
nicht zurfickzuffihren auf fo]gende mSglichen Faktoren:  

~u~ere Benetzung der Cuvetten mit  Blutverdfinnung, Vermehrung 
oder Vermindernng yon Dithionit, Vermehrung oder Verminderung yon 
Natronlauge, kombinierte Vermehrung bzw. Verminderung yon Dithionit 
bzw. Natronlauge, inechanische Unruhe (Schiitteln der Cuvetten). 

6. Der stfindliche COHb-AbfM1 der Blutverdfinnungen ist abhgngig 
yon der GrSi~e der Fliissigkeitsoberfl~che. Nur bei kleinen Oberfl~chen 
wird die GrS]~enordnung yon 3% eingehalten (ausreichende Volumina 
voransgesetzt). 

Es besteht eine etwa lineare Proportionalits zwischen Oberfl~che 
und stfindlichem Abfall. Beispiel: je l0 ml Blutverdiinnung von 29 
F~llen init COHb-Werten zwischen 60 und 80%. 

F~lle 

10 
4 
5 
5 
4 
1 

Oberfl~che 
in  cm ~ 

1,5 
5 

10 
15 
28 
45 

AbfM1/Std 
in  % C O H b  

4 
5 

12 
16 
33 
45 

7. Der Abfall ist ebenfalls abhgngig vom Volumen der Blutverdiin- 
hung (bei gleichen Oberflachen). Beispiel: Oberfl~che ]0 cm 2, COHb- 
Werte zwischen 60 und 80 %. 

Volumen  Abfa l l /S t4  
FaJle in  inl  in  % C O H b  

15 
25 
30 

25 
16 
12 
8 

10 

8. Der Abfall ist ferner abh~ngig yon der COI-Ib-Konzentration der 
Blutverdiinnungen (bei gleichem Volumen und gleicher 0berflgche). Es 
ist jedoeh bei geniigend kleinen 0berfl~chen ein nur sehr schwach hyper- 
bolisch verlaufender Abfall beobachtet worden (quasi-linear). 

Nimmt  man umgekehrt  die 0berflachen und Volumina sehr hoch, 
damit  die for die Messungen benStigten Mengen keine wesentlichen 
Anderungen verursachen, ergeben sich starke Korrelationen zwischen 
Abfall und COHb-Konzentration. 
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Beispiel  a : 0berf l~che 253 cm 2, Volumen 120 ml  

Zeit  
in m i a  

0 
30 
60 
90 

120 
150 

COHb- 
!~2onzentration 

in % 

82 
60 
47 
40 
30 
21 

Beispiel  b : Oberfl/iehe 10 cm 2, Volumen 25 ml  

Zeit 
in rain 

0 
60 

120 
360 

(quasi- l ineare Abh~ngigkei t ) .  

COHb- 
Konzentration 

in% 

62 
5~ 
48 
24: 

9. Eine mi t  St ickstoff  zers t~ubte  Verdfinnungsflf issigkeit  wurde  mi t  
St ickstoff  f ibersehichtet  und  das  Gef/~B mi t  e inem Gummis topfen  ver- 
schlossen:  es zeigte sich keiner le i  Abfa l l  der  COHb-Wer te .  

Ebenso  zeigten en t sprechend  behande l te  Blu tverd / innungen ,  die mi t  
Paraff in .  l iqu idum f iberschichtet  wurden,  keinerlei  AbfM1. 

10. Eine  Blu tverdf innung,  die anstel le  yon  Luf t  mi t  re inem Sauerstoff  
f iberschichtet  wurde,  ergab einen merkl ichen  s tgrkeren  AbfM1. I n  e inem 
Versuch,  in dem die Versuchsbedingungen so gew/thlt wurden,  dab  
normMerweise ein AbfM1 yon  15% resul t ieren wiirde (wie Kont ro l lun te r -  
suchungen best~t igten) ,  zeigte sich bei  Sauers tofff iberschiehtung ein 
solcher yon  24%. 

11. Die in Ziffer 1 - -10  beschr iebenen Beobach tungen  lassen sich ffir 
Messungen bei  Z i m m e r t e m p e r a t u r  in  fo]gender empir ischer  Beziehung 
zusammenfassen : 

A = (.@ (Vco  + l) 

A = Abfall in % COHb 
~' = Oberfl/~che in cm 2 
t = Zeit in min seit der Hgmolyse N~iherungsformel! 
V = Volumen im Bereich 20--40 ml Gibt nur ungefghre 
COHb = gemessene COHb-Konzent.ration in % Abfallwerte 
k = Konstante = 30 

Bei  k le ineren Volumina  Ms 20 ml  i s t  der  Abfal l  gr613er als nach  der  
Fo rme l  errechnet ,  bei  Volumina  fiber 40 ml is t  er ger inger  als erreehnet .  

Dtsch. Z. ges. gerichtl, lVIed., Bd. 54 2 1 a  
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Beispiel a: gemessene Konzentration 70% COHb, Volumen 20 ml, 
0berfli~che 28 cm 2 (Erlenmeyerkolben mit  6 cm Durchmesser), Zeit 
zwischen H~molyse und Messung 15 rain. 

2 s  15 (VT0 + l - l )  = 5 % 
30 20 

Der wahre COHb-Gehalt  ist 70 + 5 =75% COHb. 
Beispiel b: gemessene Konzentration 50% COHb, Volumen 20 ml, 

Oberfl~che 28 cm 2, Zeit zwisehen Hs und Messung 60 min. 

Abf~11 28.60 ( V 5 o ~ 1 _ 1 )  = 17 % 
- -  3 0  �9 2 0  

d.h der wahre Wert  betrug 50 + 17 ~ 6 7 %  COHb. 
Be]spiel c: gemessene Konzentration 50% COHb, Volumen 20 m], 

Oberfls 2,3 cm 2 (t~eagensglas), Zeit zwischen H/~molyse und Messung 
60 min. 

2,3.60 1,4% 
Abfall --  36-: 20 

d.h. der wahre Wert  betrug 50 + 1 , 4 : 5 1 , 4 %  COHb. 
12. Statistische Auswertung: 
Die Standardabweichung der 110 Messungen nach tier H/imochro- 

mogenme*hode errechnet sich gem~l~ 

s :  • V -~ ~ ' ~ - 1  )~ z u s  ~= 1,24% COHb 

( x  i sind die MeBwerte, s die arithmetischen Mittelwerte, N :  die Anzahl 
der Messungen). 

Auftragen der Summenh/iufigkeitsprozente gegen die Mei3werte im 
Wahrscheinlichkeitsnetz (lineare Merkmalsteilung) ergab einen genau 
linearen Verlauf. Daraus kann auf eine gute (lineare) Normalverteilung 
ohne systematische Fehler geschlossen werden. 

Ftir den Streubereich D x  : ~ k ( P )  �9 s ergibt sich bei einer statisti- 
schen Sicherheit P : 9 5 %  ein Wert  yon •  COHb (Faktor k (P) 
aus ,,Wissenschaftliche Tabellen Geigy" entnommen). 

Die vorliegenden Untersuchungen wurden nicht dar~uf angelegt, das 
Hfimochromogenverfahren mit  dem differenzspektrometrischen yon 
HEII, MEYEI~ bezfiglich der Signifikanz exakt zu vergleiehen. Eine genau 
parallele Versuchsreihe hinsichtlich aller Varianten erfolgte aus Zeit- 
griinden nicht. Wenn man trotzdem - -  mit  einer gewissen Einsehr~n- 
kung also - -  eine F-Priifung vornimmt, ergibt sich nach einer wie eben 
beschriebenen Errechnung der Standardabweiehung Stir 31 Messungen 
nach HEILMEY:EI~ mit  s = ~: 1,97% (Streubereich A x :  ~:3,85% bei 
P ~-- 95 % ) folgende Beziehung : 

1,972 : 1,24 ~ : 3,87 : 1 ,53:2 ,53 .  
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Ftir N 1 ----110 und  N 2 31 Freiheitsgrsde lauten die Tabellenwerte 
(,,Geigy") bei einer statistisehen Sicherheit yon 95% 1,5 und bei einer 
solchen yon 99% 1,9. Da beide Werte  kleiner sind als 2,53, darf man  
- -  mit  den oben beschriebenen Einschrgnkungen - -  suf eine signifikante 
l~berlegenheit des I t / tmochromogenverfahrens fiber dss differenzspektro- 
metrische sehlieBen. 

Da der Zeitaufwand nicht gr6Ber ist und einfaehe Fi l terphotometer  
(wie Eleo) mit  genus  reproduzierbaren Wellenl/~ugenverh/tltnissen ver- 
wendet  werden k6nnen, ist das H/tmochromogenverfshren zur COHb- 
Bes t immung nicht verfaulter Blute sehr zu empfehlen. 

i3. Es wird folgende Methodik vorgeschlsgen:  
Die Blutverdfinnung wird nseh kurzer Hgmolyse (1 rain) durch ein 

Faltenfilter (S. u. S. 595 1/2) in ein Reagensglas yon etws 17 m m  Dutch-  
messer filtriert. Das Glss sollte mindestens zu drei Vierteln geffillt wet- 
den. Bei diesem Vorgehen sind such nach einer Aufbewahrungszeit  yon 
1 Std die COHb-Abf/tlle so klein, dsg  sic innerhalb der Fehlergrenze 
bleiben. 

Nach  1/tngeren Aufbewahrungszei ten ksnn  der Abfall nach der oben 
angegebenen empirischen Formel  bereehnet wcrden. Ds  die Formel  nur 
N~herungswerte gibt, sollte m s n  aber m6glichst bald messen. 

Zusammen/assung 
Es wurden Untersuchungen durehgefiihrt  fiber die Hal tbarkei t  ver- 

dfinnter Blute yon CO-Vergifteten. 
Dsbei  zeigten sich Abh~ngigkeiten des zeitlichen Abfalles der COHb- 

Konzent ra t ionen von der Oberfl/~che, dem Volumen und der absoluten 
Gr613e des COHb-Wer~es. 

Durch geeignete Versuehsbedingungen ksnn  man  erreichen, dal~ die 
CO-Verluste such bei l~ngeren Aufbewahrungszei ten innerhalb der 
Fehlergrenze blciben. 

Von den versehiedenen spektralphotometr ischen Best immungs- 
methoden  h s t  sich uns die H/ tmochromogenmethode nach F~TWU~ST 
nnd M~I?;ECK~ (1959) s m  besten bews 
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