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A New Technique for the Determination of Carboxy-Hemoglobin 
in Liquid and Dry Blood 
Using Fourier Transformation Infrared Spectrometry (FTIR) 

Summary. A new technique is presented for the fast quantitative determina- 
tion of carboxy-hemoglobin (CoHb) in liquid blood with the aid of Fourier 
transformation infrared spectrometry. 

The bands at P = 1953 and 1969 (cm-1), which are characteristic for the 
CoHb complex, were measured without the blood being prepared. In liquid 
samples the band at 1953 cm -1 is prominent; in dry samples, however, it 
appears. In moist samples both bands--each to be coordinated with a differ- 
ent CoHb conformer--are observed at about the same intensity. Even with 
dried blood spots of less than 0.1 rag, quantitative determination of CoHb at 

= 1969 (cm -1) is possible. Systematic investigations of the thermic stability 
of the CoHb complex were performed. 

The typical interference phenomena associated with UV spectrometry 
were not observed when the above-described method was employed nor are 
they to be expected. 

Even under extreme measuring conditions, as for example when measur- 
ing transmission through lab-coat material, different CoHb contents could 
be determined in traces of dried blood. 
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Zusammenfassung. Es wird eine neue Methode zur schnellen quantitativen 
Bestimmung von Carboxyhfimoglobin (COHb) in flfissigem Blut mittels der 
FTIR-Technik vorgestellt. 
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Die ffir den COHb-Komplex charakteristischen Banden bei P = 1953 und 
1969 (cm -a) wurden ohne Pr/iparation des Blutes ausgemessen. In flfissigen 
Proben tritt die Bande bei 1953 cm -I sehr stark hervor, in trockenen ver- 
schwindet sie. 

In feuchten Proben k6nnen beide, verschiedenen COHb-Konformeren 
zuzuordnenden Banden, in etwa gleicher Intensitfit beobachtet werden. 

Selbst an minimalen getrockneten Blutspuren mit einer Menge von weni- 
ger als 0,1 mg lassen sich bei P= 1969 (cm -1) quantitative COHb-Bestim- 
mungen durchffihren. 

Es wurden systematische Untersuchungen zur thermischen Best/indigkeit 
des COHb-Komplexes durchgeffihrt. Die beim Einsatz von UV-spektro- 
photometrischen Methoden typischerweise auftretenden St6rungen wurden 
hier nicht beobachtet und sind bei der angewandten Methode auch nicht zu 
erwarten. 

Selbst bei auBergew6hnlichen MeBbedingungen wie Transmissionsmes- 
sung durch Kittelstoff waren in eingetrockneten Blutflecken unterschiedli- 
che COHb-Gehalte nachzuweisen. 

Schliisselw6rter: COHb-Bestimmung, IR-Spektrometrie- FTIR-Technik, 
COHb 

Dem Nachweis von Carboxyhfimoglobin (COHb) kommt - nicht nur in foren- 
sisch-toxikologischem Zusammenhang - groBe Bedeutung zu. Dementspre- 
chend wurden zahlreiche Methoden und methodische Modifikationen zur CO- 
Hb-Bestimmung bis in die jfingste Zeit vorgestellt. Eine Ubersicht fiber die 
Entwicklung der Methodik gaben zum Beispiel Schwerd (1962) und Pankow 
(1981). 

Weite Verbreitung haben UV-spektrophotometrische Methoden zum CO- 
Hb-Nachweis gefunden, die allerdings, worauf schon Schwerd und Schwemmer 
(1957) hingewiesen haben, dutch Alterung massiv gest6rt werden k6nnen. 

Insbesondere bei der spektrophotometrischen COHb-Bestimmung in Blut- 
proben von Brandleichen wurden nicht selten sehr groBe Differenzen zwischen 
den COHb-Werten der reduzierten und nicht reduzierten Proben beobachtet. 
Wir haben deshalb in solchen Ffillen seit lfingerem eine nach Seifert und 
Schmieder modifizierte Methode routinemfiBig eingesetzt. 

Mit dem Ziel der Entwicklung einer weiteren, wenig st6ranffilligen, schnel- 
len und empfindlichen quantitativen Bestimmungsmethode fiir Carboxyhfimo- 
globin erprobten wir nun die Fourier-Transform-Infrarot-Spektrometrie 
(FTIR), was anscheinend bis heute noch nicht versucht wurde. 

Material und Methoden 

Kohlenmonoxid (CO) wurde bis zur Sfittigung durch Vollblut geleitet und tiberschtissiges CO 
durch Einleiten yon Stiekstoff entfernt. Durch Zugabe von Blut ohne CO-Zusatz wurden 
L6sungen mit untersehiedlichen COHb-Konzentrationen hergestellt. Die Methode yon Gett- 
ler und Freimuth (1940) bzw. Seifert und Schmieder (1952) wurde zum Vergleich mit der UV- 
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spektrophotometrischen Methode in der von Berg und D6ring (1977) gegebenen Weise modi- 
fiziert und routinemfil3ig eingesetzt. Dazu wurde CO aus COHb-haltigen Blutproben freige- 
setzt und mittels ,,Drfigerr6hrchen" mit Jodpentoxid nachgewiesen. Statt der Mariottischen 
Flasche verwendeten wir eine Membranpumpe mit variabler Saugleistung. Die Lfinge der 
Verffirbung wurde gemessen und zur Erstellung einer ,,Eichkurve" gegen vorgegebene 
COHb-Konzentrationen aufgetragen. 

Zur COHb-Bestimmung mittels FTIR diente eine zerlegbare Fltissigkeitskfivette aus 
KSR5-Fenstermaterial (T1J, Br-Kristall). Zur Distanzhaltung wurde eine 50 pm dicke Poly- 
ethylenfolie mit ausgestanztem Fenster verwendet. Ein Tropfen Vollblut wurde auf eine der 
Kfivettenscheiben gegeben und die Polyethylenfolie und das Gegenfenster unter Vermeidung 
von Gasblasenbildung so aufgelegt, dab fiberschfissiges Blut verdrfingt wurde. Die Kfivette 
wurde dann zur Messung in Transmission in den Strahlengang des FTIR-Gerfites gebracht. 

Mit CO abgesfittigtes Vollblut wurde auf einen plangeschliffenen MeBkristall aufgebracht 
und im Luftstrom (T<30°C) getrocknet. Die Probe wurde in Transmission gemessen, im 
Luftstrom schfirfer getrocknet, gemessen, 40 Stunden bei 80°C gelagert und erneut gemessen. 

Weitere Blutproben wurden aufgetrocknet und bei verschiedenen Temperaturen unter- 
schiedlich lange (z. B. 10 min bei 120°C und 150°C) gelagert und anschliegend beziiglich ihrer 
COHb-Gehalte gemessen. Weiterhin wurden Kleenx-Tticher und schlieglich Stticke yon 
einem Laborkittel mit COHb-haltigem Blut unterschiedlicher COHb-Konzentration ge- 
trfinkt, getrocknet und in Transmission mittels FTIR gemessen. 

Die FTIR-Messungen wurden mit einem 5 DXB Fourier-Transform-Spektrometer der 
Firma Nicolet durchgeffihrt. Diese Konfiguration enthfilt ein Michelson-Interferometer mit 
luftgekfihlter Strahlungsquelle und Raumtemperaturdetektor, 20/40 Bit-Rechner, Speicher- 
m6glichkeit auf einer 1,2M Byte ,,floppy diskette", Mel3einheit, Farbdisplay, Bedienungs- 
tastenfeld (ASCii) und Mehrfarbenplotter. 

Die Interferogramme wurden mit 16000 Datenpunkten aufgenommen und mit dem 
,,HEPP-Genzel-FFT-Algorithmus" in tibliche Spektren (Transmission, Extinktion) transfor- 
miert. 

Ffir die quantitative COHb-Bestimmung wurde eine Normierung durch Superposition der 
Spektren mit Anpassung im Bereich zwischen ~,= 1100 und 1500 (cm -1) durchgeffihrt, an- 
schliegend wurde die Peakflfiche AE - A~ zwischen ~1963 und 1940 (cm -1) bestimmt und 
AEA~ gegen die vorgegebenen COHb-Konzentrationen aufgetragen. 

Ergebnisse 

Bei der Messung von COHb-hal t igem fltissigen Blut mittels F T I R  wurde eine 
Bande mit einem Maximum bei einer Wellenzahl ~-- 1953 (cm -1) beobachtet ,  
die in COHb-f re iem Blut nicht auftrat (Abb. la) .  Die Abhfingigkeit der Inten- 
sitfit dieser Bande von der COHb-Konzent ra t ion  ist in Abb.  lb  dargestellt. Hier  
ist auch eine Bande bei 1969 (cm -1) angedeutet  zu erkennen.  

Die Peakfl/ichen (A~AE) wurden nach Normierung durch Superposition der 
Spektren im Bereich zwischen ~ = 1100 und 1500 (cm -1) in Abb.  2 gegen die 
COHb-Konzen t ra t ionen  aufgetragen. Offenbar  besteht  ein enger Zusammen-  
hang zwischen den genannten Peakflfichen und den COHb-Konzent ra t ionen.  
Die Konzentrat ionen werden in % COHb-Sfitt igung angegeben. Eine Ver~inde- 
rung der spezifischen Dichte des Blutes durch CO-Beladung ist zu vernachlfissi- 
gen. Z u m  Vergleich sind typische Ergebnisse mit der von Berg und D6ring 
(1977) modifizierten Methode  nach Seifert und Schmieder (1952) aufgetragen. 

Bei der FTIR-Messung einer auf einem Mel3kristall vorsichtig aufgetrockne- 
ten, mit CO gesfittigten Blutprobe,  fanden sich gegenfiber einer COHb-f re ien  
Probe  zusfitzliche Extinkt ionsmaxima bei ~1953 und 1969 (cm-1), bei schfirfe- 
rem Trocknen verschwand das Maximum bei 1953 (cm -~) (Abb.  3). 
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Abb.1. a FTIR-Spektrum des CO-Hfimoglobins 
in einer Vollblutprobe. COHb-Bande bei einer 
Wellenzahl P= 1953 (cm-1); spektrale Aufl6sung 
der MeBanordnung A~= (lcm-1). b FTIR-Spek- 
tren bei abgestuften COHb-Konzentrationen von 
unten beginnend: (fliissige Vollblutproben): mit 
CO ges/ittigt, mit (90%, 72%, 54%, 45%, 36%, 
23%, 18% und 9%) COHb; COHb-Bande bei P= 
1953 (cm-1), Bande bei ~= 1969 (cm -1) nur 
angedeutet zu erkennen 

Wfihrend sich die Peakflfiche nach einer Trocknungszeit  von 40 h nur mfigig 
verminderte  (Abb. 4), verkleinerte sich die Bande bei einer Tempera tur  yon 
140°C bereits nach 10 rain sehr stark. 

Parallel zu dieser Verminderung der genannten Peakfl~ichen schrumpfte die 
breite Bande mit einem Ext inkt ionsmaximum bei ca. 2125 (cm-1), die dem 
Wassergehalt  zuzuordnen ist. 

Die Zugabe einer Spatelspitze NaNO2 zu der zu messenden Blutprobe 
ftihrte nicht zu St6rungen. Nach Zugabe von KCN wurde das Auft re ten einer 
vergleichsweise sehr schwachen Hb-CN-Bande  beobachtet .  

Ftir die Messungen an COHb-hal t igen Blutflecken auf Papier und Kittelstoff 
in Transmission ohne jede Prfiparation sind deutliche Unterschiede beziiglich 
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Abb. 2. Auftragungen zweier MeBgr6Ben gegen verschiedene COHb-Konzentrationen; links 
Y-Achse g X; Messungen mittels FTIR als MaB der COHb-Konzentration; rechts Y-Achse 
~- 0; Messungen mit dem nach Seifert und Schmieder modifizierten Verfahren; Lfinge der ver- 
f~irbten Zone (mm) als Funktion der COHb-Konzentration 
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Abb. 3. Ver~inderungen der COHb- 
Spektren nach Trocknen und Erhitzen 
von oben beginnend: mit CO ges/ittigte 
Blutprobe, im Luftstrom (T < 30°C) ge- 
trocknet; darunter, etwas schfirfer ge- 
trocknete Blutprobe 30°C < T < 50°C; 
darunter, 10 rain bei 120°C gelagerte, 
vorher getrocknete Blutprobe; ganz 
unten, 10 min bei 150°C gelagerte, vorher 
getrocknete Blutprobe. Die Y-Achse gilt 
f/Jr das unterste Spektrum, die anderen 
Spektren wurden parallel verschoben 

der  verschiedenen C O H b - K o n z e n t r a t i o n e n  zu e rkennen  (Abb .  5). Nach  A b z u g  
des Un te rg rundes  und  des Spekt rums eines COHb- f r e i en  Vergleichsblutes mit- 
tels Rechne r  liel3 sich die C O H b - B a n d e  mit  e inem Ext ink t ionsmaximum bei 
1969 (cm -1) isoliert darstellen. 
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Abb. 4. Verfinderungen der COHb-Spek- 
tren nach Erhitzen von getrockneten Blut- 
proben von oben beginnend: mit CO ge- 
s/ittigte Blutprobe wurde vorsichtig aufge- 
trocknet und 40 h bei 80°C gelagert; dar- 
unter: mit CO gesfittigte, aufgetrocknete 
Blutprobe wurde 10 rain bei 140°C gelagert; 
ganz unten: aufgetrocknete Blutprobe yon 
einem Nichtraucher, keine CO-Behand- 
lung 
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Abb. 5. FTIR-Transmissionsmessungen an Kittel- 
stoff; oberes Spektrum: Blutfleck auf Kittelstoff 
aufgetrocknet, COHb-Gehalt der flfissigen Blur- 
probe 90%; unteres Spektrum: Blutfleck auf Kittel- 
stoff, COHb-Gehalt der flfissigen Blutprobe 10% 

Diskussion 

Zur COHb-Best immung in Frischblutproben haben sich die UV-(VIS)-spektro- 
photometrischen Methoden,  die bis in die jiingste Zeit (Siek und Rieders 1984; 
Parks und Worth 1985) laufend modifiziert wurden, durchaus bewfihrt. Zur 
Durchffihrung solcher Untersuchungen ist auch die hier vorgestellte Methode,  
die bei entsprechend vorbereitetem Gerfit quantitative Messungen an Frisch- 
blutproben in weniger als 2 min erm6glicht, gut geeignet. 

Besonders bei der Bearbeitung von rechtsmedizinischen Fragestellungen ist 
mit Verfinderungen des Materials durch Alterung, Hitze, Ffiulnis und Chemika- 
lieneinwirkung zu rechnen, die die UV-spektrophotometrischen Bestimmungen 
empfindlich st6ren k6nnen [1, 2, 4, 5, 7, 9, 12, 13, 14]. Eine Methode zur indi- 
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rekten COHb-Bestimmung nach Freisetzung yon CO mit Hilfe der Inffarot- 
spektrophotometrie stellte Feldstein (1964) vor. 

Das von Berg und D6ring (1977) nach Seifert und Schmieder (1952) bzw. 
Gettler und Freimuth (1940) modifizierte Verfahren hat sich bei der Bearbei- 
tung yon ,,Problemffillen" bewfihrt, wenn ausreichend Material (ca. lml)  zur 
Verffigung stand. 

Die FTIR-Methode erm6glicht die direkte Untersuchung von auf den Meg- 
kristall aufgetragenen Bluttropfen mit einem Volumen von weniger als einem 
Mikroliter. Bei Anwendung von Mikrotechniken gestattet die FTIR-Methode 
sogar die Messung noch wesentlich kleinerer Blutmengen. 

Die FTIR-Technik ist offenbar hervorragend geeignet, forensisch relevante 
Fragestellungen wie die der thermischen Stabilitfit des COHb-Komplexes zu 
bearbeiten. Wie aus Abb. 3 und 4 hervorgeht, ffihrt auch die Lagerung eines 
aufgetrockneten Bluttropfens ftir 40 h bei 80°C nicht zum Auftreten von St6- 
rungen. 

Die Bestfindigkeit des trockenen COHb-Komplexes ist nach unseren Unter- 
suchungen stark temperaturabhfingig. 

Die relative Abnahme der Peakflfiche AEA~ ist nach 40 h Lagerung bei 80°C 
ungeffihr so grog wie nach 10-minfitiger Lagerung bei 120°C. Eine Extrapola- 
tion zu niedrigeren Temperaturen hin spricht daffir, dab beim Eintrocknen 
eines Bluttropfens bei Zimmertemperatur kaum Verluste bezfiglich einer Mes- 
sung bei ~1969 (cm -1) auftreten. Die Bande bei P= 1953 cm -1 kann auch bei 
vorsichtigem Trocknen fast vollst~indig verschwinden (Abb. 3). Das Auftreten 
zweier COHb-Banden ist bei quantitativen Messungen an feuchten Proben zu 
berticksichtigen. Ein Nachweis yon CO kann mit augerordentlich hoher Emp- 
findlichkeit auch mittels der FTIR-Technik geffihrt werden. 

Wfihrend die FTIR-Methode u. w. noch nicht zur Messung des COHb-Kom- 
plexes eingesetzt worden war, wurde die IR-Spektroskopie von Choc und 
Caughey (1981) nach aufwendiger Isolierung des Hfimoglobins zur Ausmessung 
der IR-Banden des COHb (A) und COHb (Z~rich), nicht aber zur quantita- 
tiven CO-Hb-Bestimmung eingesetzt. 

Hierbei wurden praktisch in Ubereinstimmung mit unserer Arbeit COHb 
A- und COHb Zfirich-Banden bei Vco = 1968 und 1951 (cm -1) festgestellt. Zu- 
sfitzlich land sich bei COHb (Ziirich) eine Bande bei ~ = 1958 (cm-1). 

Die FTIR-Technik erlaubt die Bearbeitung solcher und/ihnlicher Fragestel- 
lungen mit minimalem prfiparatorischen Aufwand selbst mit geringsten Blut- 
mengen. Danach dfirfte der Nachweis der genannten Hfimoglobinanomalie 
selbst in Blutspuren m6glich sein. 

Trotz der Bedenken gegeniiber der ffir diese Megtechnik unkonventionellen 
Bedingungen wurde eine Blutprobe in Transmission durch einen Laborkittel 
hindurch gemessen, l)berraschenderweise lieg sich die COHb-Bande bei 1969 
(cm -1) nach Matrixsubstration mittels Rechner isoliert darstellen. In Abb. 5 
sind die Unterschiede der COHb-Banden bei verschiedenen COHb-Konzentra- 
tionen deutlich zu erkennen. 

Im Vergleich zu den herk6mmlichen photometrischen Verfahren demon- 
striert gerade das letztgenannte Beispiel die Leistungsffihigkeit der FTIR- 
Methodik, die ihr ganz neue Einsatzm6glichkeiten erschtiegen dtirfte. 
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