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Fine einfache approximative quantitative
Kohlenoxydbestimmung im Blut.

Von
WiLHELM MARQUARDT.
Mit 2 Textabbildungen.

Seit den grundlegenden Arbeiten tiber die Verdnderungen des Blutes
durch Kohlenoxyd von Craupe BEr~arDp, Horpr-SEYLER, LOTHAR
MeYER u. a. sind fast unzihlige Proben zur qualitativen Untersuchung
des Blutes auf Anwesenheit von Kohlenoxyd gefunden worden. Diese
Proben sind alle auBerordentlich einfach und ohne besondere chemische
und physikalische Kenntnisse durchzufiihren.

Anders verhilt es sich mit dem quantitativen Nachweis des Kohlen-
oxyds im Blut. Alle bisher angegebenen Proben sind sehr zeitraubend
oder setzen kostspielige Apparate voraus. Auflerdem kénnen sie nur
von erfahrenen und geiitbten Analytikern ausgefiihrt werden.

Da jedoch hiufig die quantitative CO-Bestimmung von Wichtigkeit
ist, erschien es notwendig, eine Methode auszuarbeiten, die vor allen
Dingen leicht, schnell und ohne kostspielige Apparate eine annshernd
genaue CO-Bestimmurng im Blut zuldfit.

Bei der Uberpriifung aller mir zuginglichen Methoden schieden die gasanalyti-
schen, kolorimetrischen und spektrophotometrischen Methoden von vornherein aus,
so daB nur noch die quantitativen chemischen CO-Analysen {ibrigblieben. Ich
hielt die von verschiedenen Autoren (Fopor, EULENBERG, WENNESLAND) beschrie-
bene Moglichkeit, aus dem Kohlenoxydhimoglobin das Kohlenoxyd fiir Nach-
weis und Mengenbestimmung auszutreiben, um es dann reaktiv erkennen zu
kénnen, als Ausgangspunkt meiner Versuche am geeignetsten. Von den genannten
Autoren wurde eine Palladiumchlorirlosung benutzt, in der durch das Gas
schwarzes metallisches Palladium abgeschieden wird (CO + PdCl, + H,0 = Pd +
CO, 4+ 2 HCL). Die auf dieser Grundlage bisher ausgearbeiteten Methoden sind
sehr umstéandlich und erfordern besonders groBe Vorsicht, da bei der einen Methode
unter anderen Schwierigkeiten auch die besteht, dafl ein Teil des aus dem Blut
durch einen Luftstrom ausgetriebenen Kohlenoxyds mit den Luftblasen durch
die Palladiumchloriirlésung hindurchtritt und verlorengeht. Auch die bei LEwn?2
angegebene Methode durch Sammeln, Glihen und Wiegen des in den Kolbchen
abgeschiedenen Palladiums die Menge des Kohlenoxyds zu berechnen, ist zeit-
raubend und umsténdlich. Die Titration der reduzierten Palladiumchloriirlésung
erfordert ebenfalls Geschick und Erfahrung. Das von WENNEsSLANDY in neuerer
Zeit ausgearbeitete Verfahren bendtigt etwa 5—6 Std zur vollstindigen Reduktion
der Palladiumechloriirlésung. Die Fehlergrenze soll bei 4 0,017 Vol.-% (mit 1 cm?
Blut) liegen.
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Aus diesen Darlegungen geht hervor, daB das abgeschiedene Palla-
dium der vorhandenen CO-Menge proportional ist. Die Menge des
Palladiums, welche 1 ¢cm® Kohlenoxyd entspricht, 148t sich demnach

Aeststellen: also  Pd:C0=1:x oder
106:28 =1:x
x = (,2641

d. h.: 0,2641 mg Kohlenoxyd reduzieren 1 mg Palladium oder da 1 cm?®
Kohlenoxyd 1,2507 mg wiegt
0,2641:1,2507 = 1:x
x = 4,735.
Demnach entspricht. 1 em® Kohlenoxyd 4,735 mg Palladium.

Es ist nun’ mdglich, bei entsprechender Versuchsanordnung die
Menge des abgeschiedenen Palladiums nicht nur gravimetrisch, sondern
auch photometrisch zu bestimmen. Hierdurch wird eine sehr wesentliche
Erleichterung in der Durchfithrung der Methode erzielt. Auch gegeniiber
dem Verfahren von LENGGENHAGER und LoTTENBACH besteht eine
betrichtliche Vereinfachung, denn es miissen dort eine Anzahl Faktoren
beriicksichtigt werden, da die Absorption von sichtbarem Licht in einer
Hiamoglobinlosung von der Wellenlinge des Lichtes, der Dicke der
durchstrahlten Schicht und der Konzentration des Himoglobins ab-
héngig ist, so daBl in jedem Fall die Giltigkeit des LaMBERT-BEERschen
Gesetzes gewihrleistet sein mubB.

Bei der photometrischen Bestimmung des abgeschiedenen Palla-
diums, welches bei unserer Methode in Form eines Spiegels von mole-
kularer Schichtdicke auf der PdCl,-Lésung schwimmt, konnen diese
Faktoren unberiicksichtigt bleiben, da die Voraussetzungen vollig andere
sind. Infolge einer mehr oder weniger starken Reflexion und Absorption
des auf den Pd-Spiegel fallenden Lichtes kommt es zu einer entsprechen-
" den Abschwiichung des hindurchtretenden Lichtes, die dann mit Hilfe
des Photostromes gemessen werden kann.

Prinzip der Methode.

- CO wird in einer luftdichten Kammer aus dem Blut herausgetrieben
und reduziert dort einen Teil der in einer Kiivette befindlichen PdCl,-
Losung zu metallischem Palladium. Das metallische Palladium schwimm?t
als diinner Spiegel auf der Oberfliche der Lésung. Die durch die
Reflexion und Absorption bedingte Lichtabschwichung an der Unter-
seite dieses Spiegels wird mit Hilfe eines Photoelementes gemessen.
Sie ist der CO-Menge proportional und kann nach Eichung des Mef-
instrumentes direkt in Prozenten abgelesen werden.

Methodik.

Um ein méglichst schnelles und vollstindiges Austreiben des CO aus dem Blut
zu gewihrleisten war es notig, das Blut iiber eine groftmoglichste Oberflache zu ver-
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teilen (WeENNESLAND 1iBt bei der Austreibung des CO zwei hermetisch miteinander
verbundene Erlenmeyerkolben — wovon der eine das Blut, der andere die PdCl,-
Losung enthdlt — 4 Std lang rotieren). Zu diesem Zweck wurden von mir Petri-
schalen mit einem Durchmesser von etwa 70 mm benutzt, in deren Mitte ein
Glasring von 20 mm lichter Weite gesetzt wurde (Abb. 1). Er dient zur Aufnahme
von 1 em?® n/100 PdCly-Losung und soll immer die gleiche Weite besitzen. In die
Petrischale wird eine vorher festgesetzte Menge Blut, welches zur Erzielung einer
groBeren Oberfliche mit Aqua dest. verdiinnt wird, dem zu einer schnelleren Aus-
treibung des Kohlenoxyds einige Tropfen einer 10%igen H,S0,-Losung zugesetzt

[ — |
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Abb. 1.

Petrischale luftdicht verschlossen.
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Abb. 2. Anordnung der Apparatur fiir die photometrische Bestimmung des abgeschiedenen
Palladiumspiegels.

werden, eingefiillt. Der Rand der Petrischale wurde abgeschliffen und mit einer
gut eingefetteten Glasplatte luftdicht verschlossen. Die maximale Spiegelbildung
ist bei einer Blutmernige von 0,1 em? in etwa 30 min erreicht. Sie ist bei geeigneter
Versuchsanordnung leicht unter der Photozelle zu priifen. Als Lichtquelle ist am
zweckmaBigsten ein Akkumulator zu verwenden, der eine 6 V-Birne speist. Die
Helligkeit ist durch einen Widerstand zu regulieren und kann direkt auf dem mit
der Photozelle verbundenen Galvanometer abgelesen werden. Das Licht fallt
durch eine Milchglasscheibe in das fixierte Photoelement (Typ Lange S 28) (Abb. 2).
Es ist erforderlich, daf} die Lichtabsorption der leeren Kiivetten vor dem 1. Versuch
festgelegt wird, damit eventuell vorhandene Unterschiede der einzelnen Kiivetten
bei der Untersuchung berticksichtigt werden konnen.

Alle hierzu benétigten Materialien sind heute ohne Schwierigkeiten zu erhalten
und bereiten keine erheblichen Unkosten. Die Herrichtung der zur Aufnahme des
Blutes und der Palladiumchloriirlésung dienenden Petrischalen wurde bereits
oben beschrieben. Die die PdCl,-Losung enthaltenden GefaBe sind Objekttriger
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mit aufgebrannten Ringen von 20 mm lichter Weite, die durch die Firma Schweder,
Kiel, geliefert wurden. Lediglich das Photoelement (Typ Lange S 28) erfordert
einen etwas groferen Kostenaufwand. Als MeBinstrament wurde ein vorhandener
Voltmeter (20V) verwandt, dessen Vorwiderstand kurzgeschlossen wurde, um
dadurch eine maximale Empfindlichkeit zu erzielen. Da das Instrument mit
bekannten Kohlenoxydkonzentrationen des Blutes geeicht wurde, konnte auf die
Feststellung des durch den Kurzschlufl des Vorwiderstandes erheblich veranderten
MeBbereiches verzichtet werden.

Zur Eichung wurden Koblenoxydblutkonzentrationen von 10—100%iger
Sattigung im Abstande von je 10% hergestellt. Das durch Erhitzen von Ammo-
niumoxalat mit konzentrierter Schwefelsdure entbundene Kohlenoxyd wurde kurze
Zeit in Citratblut eingeleitet. Infolge der starken Affinitat des Kohlenoxyds zu
Hamoglobin kommt es schnell zu einer maximalen Sattigung des Blutes. Das bei
dieser Herstellung in dem gleichen Volumen entwickelte Kohlendioxyd hat keine
praktische Bedeutung, da es physikalisch nur zum geringsten Teil vom Blut ab-
sorbiert wird und in diesem Fall die Affinitat des Kohlenoxyds zum Hamoglobin
eine weitaus stirkere ist. Der maximale Sittigungswert konnte mit Hilfe der
oben beschriebenen Methode festgestellt werden und war bei Einleiten von reinem
Kohlenoxyd innerhalb einer sehr kurzen Zeit erreicht.

Nach sorgfiltiger Herstellung der zum Eichen des Mefinstrumentes erforder-
lichen Blutkonzentrationen war es nétig, die fiir dieses Verfahren am giinstigsten
liegende Blutmenge zu ermitteln. Ich fand, daB bei meiner Versuchsanordnung
Blutmengen von 0,5 cm® zu grof waren, da diese namentlich in hohen CO-Konzen-
trationen bei dem von mir verwandten MeBinstrument sehr nahe beieinander-
liegende Ausschlage ergaben, wodurch eine Erhohung der Feblergrenze bedingt
war. Nach zahlreichen Versuchen konnte die am besten geeignete Blutmenge
mit 0,1 em? festgelegt werden. Ich habe, bevor ich die endgiiltige Eichung durch-
fithrte, den Hamoglobingehalt des hierzu verwandten Blutes festgestellt. Er betrug
nach Samir 85%. Die Umrechnung der bei 85% gefundenen Werte auf 100%
Hamoglobin bereitet keine Schwierigkeiten.

Durchfithrung der Bestimmunyg.

Beim Vorbereiten der ReaktionsgefidBe hat sich folgende Arbeits-
weise, die auch die genauesten Resultate ergab, am besten bewéhrt:
In die 6 vorhandenen Petrischalen werden die Kiivetten (Objekttriger
mit aufgebranntem Glasring, deren lichte Weite gleich sein mufl), etwas
erhoht auf einem zum Dreieck gebogenen schmalen Metallstreifen
gesetzt, um eine Berithrung des Objekttrigers mit dem GefiaBboden
zu vermeiden, da sich sonst in dem noch vorhandenen schmalen
Zwischenraum Blut ansammeln wiirde, welches sich hierdurch der
Bestimmung entzieht. Nachdem der Rand der Schale eingefettet ist,
werden in jedes GefdB 1 cm® Aqua dest. gegeben und 5 Tropfen einer
10%igen H,S0,-Lisung zugesetzt. Darauf fillt man die Kivette mit
1 cm?® einer n/100 PdCl,-Losung (0,8881 g PdCl, p. a. [Merck] Idsen in
100 ¢cm® n/10 kochender Salzsiiure. Nach dem Abkiihlen auf Zimmer-
temperatur Losung mit Aqua dest. auf 1 Liter auffillen. In einer
Flasche mit Glasstopfen aufbewahrt, ist die Losung sehr lange haltbar).
Da der Extinktionswert der PdCl,-Losung in sémtlichen von mir
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benutzten Kiivetten konstant ist, wurde er bei der Eichung des MeB-
instrumentes nicht beriicksichtigt. Nachdem die Gefdafle soweit vor-
bereitet sind, wird in jedes an einer von Aqua dest. noch unbenetzten
Stelle 0,1 cm?® der bekannten frisch hergestellten Kohlen Kohlenoxyd-
himoglobinlésung* hineingegeben und mit einer gut passenden Glas-
platte sofort luftdicht verschlossen. AnschlieBend wird jede Schale
sorgfiltig einige Male geschwenkt, um eine moglichst gute Vermischung
des Blutes mit dem Wasser herbeizufiihren. Je besser die Verteilung
des Blutes im Wasser ist, um so schneller und vollstindiger kann das
CO herausdiffundieren. — Wenn bei der Vorbereitung der Petrischalen
diese Reihenfolge innegehalten wird, kann ein Teil der moglichen Fehler-
quellen ausgeschaltet werden. — Nach etwa 30 min ist das Maximum
der Spiegelbildung erreicht. (Bei einem Reaktionsgefdl, wie es auf der
Abbildung dargestellt ist, kénnte man im verschlossenen Zustand unter
der Photozelle stindig den Fortgang der Reduktion bis zur maximalen
Spiegelbildung kontrollieren.) Die Glasplatten werden vorsichtig ab-
genommen, damit es zu keiner Zerstorung des diinnen, meist zusammen-
héngenden Palladiumh&utchens kommt. Jetzt kann die abgeschiedene
Palladiummenge mit Hilfe des Photostromes festgestellt werden. Nach
einiger Ubung erzielt man recht bald gute Ergebnisse.

Ich habe, nachdem ich zuerst die Zeitdauer bis zur maximalen
Spiegelbildung und die fiir meine Apparatur giinstigste Blutmenge fest-
stellte, bei der Eichung des MeBinstrumentes immer einheitlichere Werte
erhalten, die allerdings bei meinem nicht sehr empfindlichen Instrument
dicht beieinander liegen. Die Streuungen nach unten und oben inner-
halb einer Versuchsreihe bei gleichem CO-Gehalt waren, falls sich keine
groberen Fehler bei der Vorbereitung der GefiBe einschlichen, schlieBlich
nicht groBer als 2 MaBeinheiten. (Die Skala meines Instrumentes hat eine
Einteilung von 0—20, mit Unterteilung von —,5.) Der besseren Ubersicht
halber habe ich die MeSwerte jeder Untersuchung mit 10 multipliziert.

Das Ergebnis der von mir aufgestellten Reihe bei abfallenden Kon-
zentrationen von 100—10% Kohlenoxyd im Blut nach vorhergehender
Einstellung des MeBinstrumentes auf 200, war folgendes:

Stromabfall | | Stromabrall
Konzentration | durch den ab- | Konzentration| durch den ab-
des CO-Blutes | geschiedenen | des CO-Blutes | geschiedenen
in % | “Palladium- m % Palladium-
[ spiegel spiegel

100 | 36 50 |

90 I 42 40 85

80 i 48 30 109

70 54 20 116

60 61 10 ‘ 135

* Mein in einem 100 cm?® groflen verschlossenen Kolben aufbewahrtes, gesittigtes
Kohlenoxydblut verlor innerhalb 24 Std etwa 10% an CO.
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Diese ermittelten Werte konnten in zahlreichen Versuchen — die
gleichen Bedingungen wie oben vorausgesetzt — bestitigt werden.
Ihre Streuung war etwa - 2.

Es ist selbstverstdndlich, daf besondere Sorgfalt auf die Her-
stellung der Eichlosung gelegt werden mufl, da sich die hier gemachten
Fehler auch bei der Strommessung bemerkbar machen und so zu
falschen Ergebnissen bei der Bestimmung der CO-Konzentration in
unbekannten Losungen fithren.

Der Vergleich der gefundenen Werte zeigt, daf mit Hilfe dieser
Methode der CO-Gehalt des Blutes mit einer Fehlergrenze von weniger
als 10% festgestellt werden kann.

Da diese Methode auBerordentlich empfindlich ist, lassen sich mit
ihr auch Kohlenoxydmengen unter 10% nachweisen. Falls ein derartig
geringer CO-Gehalt vermutet wird, mull zur Bestimmung die 10fache
Blutmenge genommen werden. Die Umrechnung macht keine Schwierig-
keiten.

Eine Mengenbestimmung des Kohlenoxyds, die von dem Vergleich
mit einer Eichlosung unabhingig ist, kénnte dann durchgefiihrt werden,
wenn man die abgeschiedene Gewichtsmenge des Palladiums photo-
metrisch ermittelt und aus ihr die zur Reduktion erforderliche CO-Menge
errechnet, die dann weiter mit der gewogenen Blutmenge in Beziehung
gesetzt werden kann.

Zum SchluB soll zu den Bedenken mancher Autoren Stellung
genommen werden,  die die Bestimmung des Kohlenoxyds mittels
Palladiumchloriirlésung wegen ihrer tibergroBen Empfindlichkeit gerade
fir die Anwendung in der -forensischen Medizin ablehnen, mit der
Begrindung, daf} schon die Laboratoriumsluft die Resultate wesentlich
beeinflussen kann. Dieses mag wohl bei den bisher angegebenen und
hier kurz erwdhnten Verfahren der Fall sein, trifft aber fiir die jetzt
beschriebene Methode nicht zu, da vollkommen andere Voraussetzungen
vorliegen. Die sehr kleine Oberfliche der PdClL,-Losung, die nur ganz
kurze Zeit mit der Laboratoriumsluft in Berithrung kommt, kann nicht
eine derartige Menge Kohlenoxyd aufnehmen, die die Versuche in der
beschriebenen Form beeinflussen kénnte. So wurde beispielsweise selbst
bei der die PdCl,-Losung enthaltenden Vorratsflasche trotz sehr hiufigen
Offnens keine erkennbare Spiegelbildung wahrgenommen. Damit ent-
fallen fiir die hier beschriebene Methode diese Bedenken.

‘ Zusammenfassung.

Eine kurze Gegeniiberstellung der qualitativen und quantitativen
Kohlenoxydbestimmungsmethoden des Blutes zeigt, dall im Gegensatz
zu den qualitativen Bestimmungen die quantitativen weitaus schwieriger
sind bzw.. kostspielige Instrumente erfordern. Es ist deshalb eine ein-
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fache, anndhernd genaue quantitative Methode ausgearbeitet worden,
die dazu beitragen soll, die durch die zeitbedingten Verh#ltnisse in
dieser Hinsicht bestehenden Schwierigkeiten an vielen Instituten zu
beheben.

Ihr Prinzip beruht auf der photoelektrischen Messung des durch
Kohlenoxyd aus einer Palladiumchloriirlésung reduzierten Palladiums,
welches der Kohlenoxydmenge direkt proportional ist. Durch Eichung
mit bekannten CO-Blutkonzentrationen kann eine unbekannte Kohlen-
oxydmenge im Blut in Prozenten abgelesen werden. Die Fehlergrenze
dieser Methode liegt bei weniger als 10%.
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