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Wir verwenden seit einigen Jahren fiir unsere spektralphotometri-
schen COHb-Bestimmungen neben dem klassischen Hiifner-Heilmeyer-
Verfahren (Differenzspektrometrie bei zwei Wellenldngen mittels eines
isosbestischen Punktes) meistens die von FRETWURST und MEINECKE
(1959) ausgearbeitete, auf Anregungen von Orro ScuMIpT (1937) Zuriick-
gehende Hémochromogenmethode.

Beobachtungen iiber Differenzen des COHb-Gehaltes der Blutver-
diinnungen je nach der Bearbeitungsart (zentrifugiert, filtriert oder gar
nicht vorbehandelt) und je nach den verwendeten Aufbewahrungs-

gefdflen regten uns zu einer empirischen Untersuchung iiber den zeit-
lichen Verlauf des COHb-Abfalles an.

Nimmt man die beiden Teilreaktionen
[Hb] - [O,] [Hb] - [CO]

[HbO,] k, und [HbCO] ky
zur Grundlage, so resultiert wegen
eyfley — K — [HbCO] - [0,]

~ [HbO,] - [CO]
eine bimolekulare Reaktion, die kinetisch nach der zweiten Ordnung
verlaufen sollte (1/c,—1/cy =Fkg- ).

Zahlreiche Komplikationsmoglichkeiten machen jedoch eine so ein-
fache Beziehung zweifelhaft: Wegen der Beteiligung einer Phasengrenz-
fliche ist eine — u. U. nur partielle — Entartung zur nullten Ordnung
moglich, d.h. die Reaktionsgeschwindigkeit wére praktisch unabhingig
von der Konzentration der beteiligten Stoffe.

Auch ein Verlauf nach einem Reaktionsschema erster Ordnung ist
theoretisch in Erwdgung zu zieben, da die Konzentration eines Teil-
nehmers (O,) so groB sein kann, daf} sie in die Konstante einzubeziehen
ist. Ferner kann diese Deformation von der zweiten zur ersten Ord-
nung bekanntlich immer dann eintreten, wenn die Realktion iiber
Zwischenstufen verlduft, was in unserem Falle nicht ausgeschlossen
werden kann. SchlieSlich ist durch Kombination der eben erwihnten
Moglichkeiten auch das Vorliegen von komplizierten Mechanismen
,.gebrochener Ordnung’ moglich.

* In memoriam OTTO SCHMIDT.
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Da derartige speziell-kinetische Untersuchungen nicht in unser
engeres Arbeitsgebiet fallen, haben wir die theoretische Seite der An-
gelegenheit nicht weiter verfolgt, sondern nur eine empirische Beziehung
gesucht zwischen den uns praktisch interessicrenden Parametern Zeit,
Oberfliche, Volumen und COHb-Konzentration. Eine solche Beziehung
konnte gefunden werden.

Methodik

Das Vollblut mit oder ohne Citratzusatz wurde mit Ammoniakwasser (0,5 ml
konz. NH;,H,0 + 100 ml Wasser) auf eine Extinktion von etwa 0,5—0,8 verdiinnt
(Schichtdicke 1 cecm). Zur vollstindigen H&molyse wurde 1 min gewartet, dann
entweder filtriert (8. u. 8. 595 1/2) oder zentrifugiert (5 min, 3000 U/min) oder ohne
Vorbehandlung direkt photometriert.

Die Messungen erfolgten parallel an drei verschiedenen Photometern: CF 4
Optica-Gitterspektrometer, M4 Q-Zeiss-Prismenspektrometer und Elco Zeiss mit
Filter S 57. Wesentliche Unterschiede hinsichtlich der Genauigkeit der COHb-
Bestimmung waren zwischen den drei Geréten nicht festzustellen.

Die Bestimmungen nach der Hamochromogenmethode fiihrten wir — wie bei
FrETWURST und MEINECKE (1959) angegeben — bei 578 mu (bzw. Filter S 57)
durch. Nach Reduktion mit Dithionit und Zusatz von Natronlauge erfolgten die
weiteren Extinktionsmessungen nach den unten angegebenen Zeiten. Aus den
Extinktionsdifferenzen wurden die COHb-Werte anhand einer Eichkurve ermittelt.
Die Bestimmungen nach HerrmEYER erfolgten wie iiblich bei 576 und 560 mu. Die
ermittelten Quotienten wurden mit denen einer Eichkurve verglichen.

Wegen der Temperaturabhidngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten
gemiB log k ~ 1/7 haben wir uns um moglichst geringe Temperaturschwankungen
bemiiht.

Die Ergebnisse! lassen sich in folgenden Punkten zusammenfassen:

1. Der absolute Abfall des COHb-Gehaltes betrug bei 110 Bestim-
mungen nach dem Hédmochromogenverfahren durchschnittlich 3% pro
Stunde (in Cuvetten).

2. Es hatte auf den Betrag des durchschnittlichen Abfalles keinen
EinfluB, ob die Blutverdinnungen zentrifugiert, filtriert oder gar nicht
vorbehandelt wurden. Die Streuung des Abfalles war jedoch bei filtrierten
Bluten deutlich kleiner (93% lagen im Bereich von 2—4% COHb).

3. Es war ohne Einflull auf den Betrag des stiindlichen Abfalles, ob
es sich um Blute von Brandleichen oder um mit CO-Gas kiinstlich auf-
geladene Blutverdiinnungen oder um Blute CO-Vergifteter mit oder
ohne tddlichen Ausgang handelte.

4. Bei den filtrierten Blutverdinnungen verlief der Abfall vom Be-
ginn der Messung an regelmifig. Bei den zentrifugierten und unbehan-
delten Blutverdiinnungen zeigte sich in 20 Fillen eine nicht reproduzier-
bare Storung in Form eines kurzzeitigen, steilen (scheinbaren) Anstieges
der COHb-Konzentration. Nach 1-—7 min erfolgte ein ebenso steiler

1 Genauere Einzelheiten konnen der Dissertation PETER ExDRES (Diisseldorf
1963) entnommen werden.
Dtsch. Z. ges. gerichtl. Med., Bd. 54 21
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Abfall auf die normalen Werte. Die Storung trat frithestens 5 min,
spétestens 17 min nach der Reduktion auf.

5. Wie entsprechende Versuche zeigten, ist die unter Ziffer 4 beschrie-
bene Stérung, die sich — wie gesagt — durch Filtration vermeiden 1463t,
nicht zuriickzufiihren auf folgende moglichen Faktoren:

AuBere Benetzung der Cuvetten mit Blutverdiinnung, Vermehrung
oder Verminderung von Dithionit, Vermehrung oder Verminderung von
Natronlauge, kombinierte Vermehrung bzw. Verminderung von Dithionit
bzw. Natronlauge, mechanische Unruhe (Schiitteln der Cuvetten).

6. Der stiindliche COHb-Abfall der Blutverdiinnungen ist abhingig
von der GroBe der Flissigkeitsoberfliche. Nur bei kleinen Oberflichen
wird die GroBenordnung von 3% eingehalten (ausreichende Volumina
vorausgesetzt).

Es besteht eine etwa lineare Proportionalitét zwischen Oberflédche
und stiindlichem Abfall. Beispiel: je 10 ml Blutverdiinnung von 29
Fillen mit COHb-Werten zwischen 60 und 80%.

e [Opae] S
10 1,5 4
4 5 &
5 10 12
5 15 16
4 28 33
1 45 45

7. Der Abfall ist ebenfalls abhéingig vom Volumen der Blutverdin-
nung (bei gleichen Oberflichen). Beispiel: Oberfliche 10 cm?, COHb-
Werte zwischen 60 und 80%.

5 olume Abfall/Std
Falle | VoIHEn | GOt

2 5 25

5 10 16

5 15 12

1 25 8

1 30 10

8. Der Abfall ist ferner abhingig von der COHb-Konzentration der
Blutverdinnungen (bei gleichem Volumen und gleicher Oberfliche). Es
ist jedoch bei geniigend kleinen Oberflichen ein nur sehr schwach hyper-
bolisch verlaufender Abfall beobachtet worden (quasi-linear).

Nimmt man umgekehrt die Oberflichen und Volumina sehr hoch,
damit die fir die Messungen bendtigten Mengen keine wesentlichen
Anderungen verursachen, ergeben sich starke Korrelationen zwischen
Abfall und COHb-Konzentration.
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Beispiel a: Oberfliche 253 em?, Volumen 120 ml

. Hb-
i nzfﬁgn Kox?iz?elnft)zation

0 82
30 60
60 47
90 40
120 30
150 21

Beispiel b: Oberfliche 10 cm?, Volumen 25 ml

] COHb-
. nzirllt'in Konﬁn;c/fation
0 62
60 54
120 48
360 24

(quasi-lineare Abhangigkeit).

9. Eine mit Stickstoff zerstdubte Verdiinnungsflissigkeit wurde mit
Stickstoff @berschichtet und das Gefall mit einem Gummistopfen ver-
schlossen: es zeigte sich keinerlei Abfall der COHb-Werte.

Ebenso zeigten entsprechend behandelte Blutverdiinnungen, die mit
Paraffin. liquidum tiberschichtet wurden, keinerlei Abfall.

10. Eine Blutverdiinnung, die anstelle von Luft mit reinem Sauerstoff
iiberschichtet wurde, ergab einen merklichen stérkeren Abfall. In einem
Versuch, in dem die Versuchsbedingungen so gewihlt wurden, daf
normalerweise ein Abfall von 15% resultieren wiirde (wie Kontrollunter-
suchungen bestdtigten), zeigte sich bei Sauerstoffitberschichtung ein
solcher von 24 %.

11. Die in Ziffer 1—10 beschriebenen Beobachtungen lassen sich fir
Messungen bei Zimmertemperatur in folgender empirischer Beziehung
zusammenfassen :

F-t —
4 = (J/OOHb 4+ 1—1)

OHb = gemessene COHb-Konzentration in %
= Konstante = 30

A = Abfall in % COHDb

F = Qberfliche in cm? ..

¢ = Zeit in min seit der Hamolyse N?,herungsformt?}!
14 = Volumen im Bereich 20—40 ml Gibt nur ungefihre
C Abfallwerte

k

Bei kleineren Volumina als 20 ml ist der Abfall gréBer als nach der
Formel errechnet, bei Volumina tiber 40 ml ist er geringer als errechnet.
Dtsch. Z. ges. gerichtl. Med., Bd. 54 21a
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Beispiel a: gemessene Konzentration 70% COHb, Volumen 20 ml,
Oberfliche 28 cm? (Erlenmeyerkolben mit 6 cm Durchmesser), Zeit
zwischen Hiamolyse und Messung 15 min.

28-15
30-20

Der wahre COHb-Gehalt ist 70 +5=75% COHb.

Beispiel b: gemessene Konzentration 50% COHb, Volumen 20 ml,
Oberfliche 28 em?, Zeit zwischen Himolyse und Messung 60 min.

Abfall = 2030 (150 T—1) = 17%,

d.h der wahre Wert betrug 50 + 17 =67% COHb.

Beispiel ¢: gemessene Konzentration 50% COHb, Volumen 20 ml,
Oberflache 2,3 em? (Reagensglas), Zeit zwischen Hamolyse und Messung
60 min.

Abfall = (70 +1—1) = 5%.

2,3+ 60
30-20
d.h. der wahre Wert betrug 50 + 1,4 =51,4% COHb.

12. Statistische Auswertung:

Die Standardabweichung der 110 Messungen nach der Hamochro-
mogenmethode errechnet sich geméf

Abfall = (50 +1—1) = 1,4%,

§= il/;H zu s= -+ 1,24% COHDb

(x; sind die MeBwerte, £ die arithmetischen Mittelwerte, N= die Anzahl
der Messungen).

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

Fiir den Streubereich Dz = 4-k (P) - s ergibt sich bei einer statisti-
schen Sicherheit P=95% ein Wert von +2,43% COHb (Faktor k (P)
aus ,,Wissenschaftliche Tabellen Geigy* entnommen).

Die vorliegenden Untersuchungen wurden nicht darauf angelegt, das
Himochromogenverfahren mit dem differenzspektrometrischen von
HEnMEYER beziiglich der Signifikanz exakt zu vergleichen. Eine genau
parallele Versuchsreihe hinsichtlich aller Varianten erfolgte aus Zeit-
griinden nicht. Wenn man trotzdem — mit einer gewissen Einschrén-
kung also — eine F-Priifung vornimmt, ergibt sich nach einer wie eben
beschriebenen Errechnung der Standardabweichung fiir 31 Messungen
nach HEILMEYER mit s= 4 1,97% (Streubereich Az = -3,85% bei
P =95%) folgende Beziehung:

1,972:1,242>=3,87:1,53 =2,53.
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Fiir N; =110 und N, =31 Freiheitsgrade lauten die Tabellenwerte
(,,Gelgy“) bei einer statistischen Sicherheit von 95% 1,5 und bei einer
solchen von 99% 1,9. Da beide Werte kleiner sind als 2,53, darf man
— mit den oben beschriebenen Einschrankungen — auf eine signifikante
Uberlegenheit des Hamochromogenverfahrens tiber das differenzspektro-
metrische schlieflen.

Da der Zeitaufwand nicht groBer ist und einfache Filterphotometer
(wie Elco) mit genau reproduzierbaren Wellenldngenverhiltnissen ver-
wendet werden konnen, ist das Hamochromogenverfahren zur COHb-
Bestimmung nicht verfaulter Blute sehr zu empifehlen.

13. Es wird folgende Methodik vorgeschlagen:

Die Blutverdinnung wird nach kurzer Hédmolyse (1 min) durch ein
Faltenfilter (S. u. 8. 595 1/2) in ein Reagensglas von etwa 17 mm Durch-
messer filtriert. Das Glas sollte mindestens zu drei Vierteln gefillt wer-
den. Bei diesem Vorgehen sind auch nach einer Aufbewahrungszeit von
1 Std die COHb-Abfélle so klein, daf sie innerhalb der Fehlergrenze
bleiben.

Nach lingeren Aufbewahrungszeiten kann der Abfall nach der oben
angegebenen empirischen Formel berechnet werden. Da die Formel nur
Néherungswerte gibt, sollte man aber mdoglichst bald messen.

Zusammenfassung

Es wurden Untersuchungen durchgefiihrt iiber die Haltbarkeit ver-
dinnter Blute von CO-Vergifteten.

Dabei zeigten sich Abhédngigkeiten des zeitlichen Abfalles der COHb-
Konzentrationen von der Oberfliche, dem Volumen und der absoluten
Grofle des COHb-Wertes.

Durch geeignete Versuchsbedingungen kann man erreichen, dafi die
CO-Verluste auch bei lingeren Aufbewahrungszeiten innerhalb der
Fehlergrenze bleiben.

Von den verschiedenen spektralphotometrischen Bestimmungs-
methoden hat sich uns die Hémochromogenmethode nach FRETWURST
und MEINECKE (1959) am besten bewéhrt.
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