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Eine Methode der Carboxyh~imoglobin-Bestimmung* 
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Mit 2 Textabbildungen 

(Eingegangen am 28. August 1961) 

Einleitung 
Wenn man nach den tiblichen Methoden (Spektrophotometrie, Stufen- 

photometrie, colorimetrische Methoden usw.) eine Bestimmung des 
Kohlenoxydhi~moglobingehaltes des Blutes vornimmt,  mu6 man mit  
einigen Unsicherheiten rechnen, worauf B. MUELLEI~ 1 hingewiesen hat. 
In  neuerer Zeit ist die Volumenana]yse unter Anwendung der Mikro- 
diffusionstechnik sehr erleichtert worden; sie hat ihren Platz auch in 
der Gerichtsmedizin, z .B.  beim Nachweis yon Kohlenoxyd, Alkohol, 
Cyan usw. (S. UENO2). Die nachher zu schildernde Untersuchungs- 
methode stellt eine Modifikation der Bestimmung des Kohlenoxyd- 
Hiimoglobins mit  der Mikrodiffusionstechnik dar; die yon mir  zu be- 
sehreibende Technik verspricht gute Erfolge. 

Prinzip und Methodik 
Die Bestimmung des CO-Hb nach meiner Methode geht wie folgt vor: 
1. Bestimmung des Kohlenoxyds im Blut. 
2. Bestimmung der Hb-Konzentrat ion in demse]ben Blur. 
3. Errechnung des S~ttigungsgrades des C0-Hb nach den unten an- 

geffihrten Formeln. 
Zu 1. Die Mikrodiffusion gesch~h nach dem Verfahren yon Co~- 

wAY a. Die Bestimmung des fiberbleibenden Palladiumchlorids erfolgt 
nach dem colorimetrischen Verfahren yon CH~ISTIA~ und RANDALL 4. 

Zu 2. Die Messung der Konzentration des Hb erfolgt nach dem colori- 
metrischen Verfahren yon D~ABKI~ und AvsTI~ 5, 6. 

Zu 3. Die Errechnung des S~ttigungsgrades geschieht nach folgenden 
Grunds~tzen : Das Volumen des Kohlenoxyds in 1 ml Blur, das aus der 
Extinkt ionsabnahme des Palladiumchlorids nach der Diffusion berechnet 
wird, ergibt sich nach der Formel (1). 

VM" Kpd E p a - - E c o  
CO (ml/m] Blut) ~ a Epd �9 10 -a �9 22,4- 10 a . (1) 

�9 Ffir die wertvollen Anregungen und Hinweise danke ich IIerrn Prof. Dr. 
SnoKIcm U ~ o .  
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V M = Verdiinnung des Materials bei der Diffusion. 
Kpd = Konzentration des angewandten Palladiumchloridl6sung (Mol/L). 
a = ml yon PalladiumchloridlSsung bci der colorimetrischen Bestimmung. 
Epd = Extinktion der angewandten Palladimnchloridl5sung vor der Diffusion. 
EC0 = Extinktion der angewandten PalladiumchloridlSsung nach der Diffusion. 

(Die oben dargelegte Beziehung hat  zur Voraussetzung, dal~ die 
Volumina der Paladiumchloridl6sung und des Blutes bei der Diffusion 
gleich sind.) 

VM �9 K P d  E p d - - E c o  
Deshalb CO (m]/ml Blur) ~ �9 22,4 (2) 

a E p d  " 

Die t tb-Konzent ra t ion ,  die nach (2) best immt wird, rechnet man 
wie folgt in Mol/ml urn: 

Hb. 10 
Hb  (Mol/ml) = ~ -  10 -a. (a) 

ttb = Hb-Konzentration (g/ml) ; M = Molekulargewicht des gb.  

Bei vollkomener S/~ttigung des Hb mit  CO [Hb 4 -4- 4 CO = ttb4(CO)a ] 
entsprieht ein Molekfil H/imoglobin vier Molekiilen CO; deshMb ist bei 
100% C 0 - H b  das Volumen yon Co (ml/ml): 

Hb. 10 
C08 = ~ -  10 -3. 22,4- 10 ~. 4 .  (4) 

COs = Volumen yon CO bei vollkommener S~ttigung, daraus wird die C0-Hb- 
Konzentration in Prozent nach folgender Formel (5) bereehnet; 

C 0 - H b %  =-- . (2)  100 
(4) 

VM'Kpd Epd- -Er  . 22,4. M.100 
z - -  a " " Ep4 ttb.  10.4.22,4 (5) 

VM-KPd Epd- -Er  M-2,5 
a E p d  H b  ' 

Das Molekulargewicht des Menschenhi~moglobins betrhgt  67 000, ein- 
gefiihrt in (5) : 

C 0 - H b %  = VM'KP~d. Epd- -Eco  167500 (5a) 
a E p d  H b  

Resultat 

1. Die Untersuchung mit  der Pailadiumchlorid-Best immung.  Durch 
den spektroskopischen Befund yon PdCl . rKJ-L6sung  (mit Itilfe eines 
,,recording photoelectrometer ' : ,  Cary 's  11, Applied Physics Cooperation, 
Monrovia, California, USA) wird die Maximalextinktion bei den Wellen- 
l~ngen 405 und 486 m #  festgestellt. Der Ext inkt ionswert  folgt nach dem 



Beerschen Gesetz in derKonzentrat ionvon 0 bis zu 5 • 10 -6 Mollm, so dai~ 
man die Aquivalenz zwischen der Konzentration des Palladiumchlorides 
und dem Extinktionswert bei dem colorimetrischen Verfahren erhi~lt. 

2. Die Bestimmung des CO im 
Blut. FLir die C0-Hb-Best immung 
wurde das Blur eines 2j~hrigen 
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Abb. 1. Die Beziehung zwischen dem CO-Gehalt  und  Ex t ink t ionsabnahme  ( E p d - - E c o )  

nach  der lViikrodiffusion. (Die genauen  Daten  werden  in der Tabelle gezeigt.)  Abszissc: 
Ex t ink t ionsabnahme  naeh  der Mikrodiffusion ( E p d - - E c o ) .  Ordinate  : Material  (alas stufen- 

weise verdi innte  Blur yon  tier CO-Vergiftllng). 1. Bedingung yon Mikrodiffusion. Mikro- 
diffusionsgefi~l~: Conwaysche Standardzel le  Nr. 1. Innere  K a m m e r :  2 ml  yon  1/400 M. 
PdC12 in 1/1000 M. HC1 und  e twa  1/20 M. MgC1 v Xul~ere K a m m e r  : 2 m l  ve to  Material ,  das bei 
der Mikrodiffusion 8fach mi t  Wasser  verd i inn t  wurde.  Diffusionszeit naeh dem Zusatz 
yon  5 N-H2SO, (0,5 ml) :  2. Std. Tempera tuv  bei tier Diffusion; Z i m m e r t e m p e r a t u r  (etwa 
200 C). 2. Die colorimetrisehe Bes t immung  yon i iberbleibendem PdCI.~. Die folgende 
MischlSsung wird  colorimetriseh gemessen.  1 ml  PdCl~-LSsung ans tier inneren  K a m m e r .  
5 ml  15 %iger K J - L S s u n g  (bei der Anwendung  hergestellt) .  20 ml  yon dest i l l iertem Wasser.  
Die Farbenen twiek lung  ist sehr stabil. Die Dieke tier Cuvet te :  1 era. Die Wellenl~nge 

1 
des F i l t e r s : 2  = 420 In#. V M = 8, K p d  = ~ , a  = 1 

Abb. 2. Die colorimetrische Bestin~mung des Cyan-Met- t t~moglobins .  Die angewand ten  
LSsungen sind folgende : 1. Das Material  (das stufenweise verdi innte  Blur). 2. Die LSsung, 
b o i d e r  K a l i a m  fe r r ieyana tu ln  (0,7 g) nnd  Cyankal i  (0,1 g) m i t  4em Wasser  bis 1 Li ter  auf- 
gelSst werden.  (Die L5sung wi rd  in der b r a une n  Flasche aa fbewahr t . )  Naeh  der Mischang 
der boiden L5sungen (1. 1 rnl, 2. 199 ml,  deshalb VHb = 200 • ) wird  sie zentr ifugiert .  

(Zeit: 10 rain, e twa  2000 g.) Die zentr ifugierte  Obersehieht wi rd  colorimetriseh gemessen.  
Die Fa rbenen twick lung  ist sehr stabil. Die Dicke der Cuvet te :  1 era. Die Wellenl~nge 

der  Fil ter:  2 = 530 m~ 

Mgdchens benutzt, das an Kohlenoxydvergiftung starb. Die Volumen- 
analyse yon CO im stufenweise verdiinnten Blur (Material) zeigt, dab die 
Diffusion des CO aus dem C0-ttb (Diffusion: 2 Std bei Zimmertem- 
peratur nach Zusatz yon Sgure) ausreichend ist (Abb. 1). 

Obwohl 1 ml einer 1/400 M. PdC12-LSsung das Kohlenoxyd,  das in 
1 ml yon 4fach verdiinntem Blur von 100 % C0-Hb enthalten ist, voll- 
kommen oxydieren kann, tritt ein ausgepri~gtes ttindernis bei der Diffu- 
sion wegen der zu dicken Bedeckung durch den Palladiumspiegel auf 
der oberen Fli~che der inneren Kammer auf. Es ist empfehlenswert, die 
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Hinweise yon Co,wAY 3 fiber die Verd/innung des Blutes bei der Diffusion 
zu ber/icksichtigen. Die Linearit/~t, die man  bei der Diffusion des 4fach 
verdfinnten Blutes (1 ml gegen 1 ml) erhalten kann, liegt im Bereieh 
yon  60- -70% CO-Hb-Si~ttigung. Deshalb ist es bei der Bes t immung 
yore hoehprozentigen CO-Hb (fiber 60%) - -  diese Konzent ra t ion  wird 
h~ufig bei der Begutach tung  yon den CO-Vergiftungen angetroffen - -  
zweckm~gig, die Diffu- 
sion mit  8facher Blut- 
verd/ innung ausffihren 
zu l~ssen. 

3. Colorimetrische Be- 
s t immung der H/~moglo- 
bin-Konzentrat ion.  Wie 
man  in Abb. 2 sieht, 
wird die Konzent ra t ion  
des l ib  ganz einfuch 
durch das eolorime- 
trisehe Verfahren gemes- 
sen. Eine Beeinflussung 
durch das C 0 - H b  bei der  
Hb-Bes t immung  wird 
nicht  bemerkt .  Ferner  
wird diepostmortaleVer- 
/~nderung des Hb gegen 
die Ext inkt ion  berfiek- 
sichtigt. Beim Stehen- 
lassen des frischen Men- 

Tabelle. CO- und CO-Hb %, die nach den JFormeln 
(2) und (7) gerechnet werden 

Alle Ziffern, ausschliel~lich den CO- und C0- 
Hb-% sind die praktisch gemessenen Werte. 

Verdfin- Epd__Ec 0 C%0- I C0- Mate- hung des EC0 EHb Itb % 
rial Blutes 

Nr. 0 (0/10)  0,680! 0,000 0,0010.000 0,0 
Nr. 1 (1/10)  0,655 0,025 1,6510.068 62,5 
Nr. 2 (2/10)  0,630 0,050 3,30 0.130 65,4 
Nr. 3 (3/10)  0,605 0,075 4,951o.195 65,4 
Nr. 4 (4/10)  0,582 0,098 6,50 0.254 65,6 
Nr. 5 (5/10)  0,560 0,120 7,92!0.325 62,8 
Nr. 6 (6 /10)  0,537 0,143 9,40 0,390 62,3 
Nr. 7 (7/10)  0,510 0,170 11,220,452 63,9 
Nr. (8/10) 0,490 0,190 12,54 0,510 63,3 
)(r. '0,589 62,1 0,215 (9/10) 0,465 14,19 
Nr. 10 (10/10) 0,440 0,240 15,84 0,640 63,8 

VM = 8, Kpd ~ 1/400, a ~ 1, VHb ~ 200 
in Forme]n (2) und (7). 

Epd-Eoe 1 
Hb-CO% = 115,5- Epd "EKb " 

schenblutes im Brutsehrank (24 Std bei 370 C) steigert sieh die Ext inkt ion  
um etwa 3 %. Die Steigerung wird dureh genfigende Zentrifugierung 
einigermal~en herabgesetz~. 

Die Beziehung zwischen der Hb-Konzentr~t ion  und der Ext inkt ion  
ergibt sieh naeh folgender Formel :  

t tb  := EHD �9 VHb �9 A .  (6) 

Hb = Konzen~ration des It~moglobins (g/dl). 
EHb ~ Extinktion des Cyan-]~et-Hb bei der Hb-Bestimmung. 
VHb ~ Verdfinnungsgrad des Blutes bei der I-Ib-Bestimmung. 
A = Multiplikator (0,1457 beim Japaner). 

Ins  Hb  yon Forme] (5) wird (6) eingeffihrt: 

CO-Hb% ~ VM'KPa E p a - - E c o  1 
a Epd �9 167500. O,145.Ettb. VHb " (7) 

4. Die Konzent ra t ion  des CO im Serum bei der C0-Vergiftung.  Um 
den C0-Gehal t  im Serum zu bestimmen, wird das Serum einer Ra t te  
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angewandt, die dureh perakute CO-Vergiftung getStet  wurde. Das 
Serum-CO betriigt unter 0,1%, so dab man bei der praktischen Anwen- 
dung das Vollblut als Material benutzen kann. 

5. Die Berechnung der CO-Hb. Die Tabelle umfailt  die ausftihrlichen 
Duten der Abb. 1 und 2. Die Abweiehungen der errechneten C0-Hb- 
Prozente im stufenweise verdiinnten Material beruht best immt auf 
ungenuuer Pippetierung und auf Ablesedi~ferenzen beim colorimetrischen 
Veffahren. 

Bespreehung 
Die Unsicherheit der C0-Hb-Best immung l~iI3t sich durch die exakten 

Volumenanalysen des Kohlenoxyds vermeiden, das man dureh das colori- 
metrische Verfahren ohne mfihsame Technik einfach bestimmen kann. 
Die Methode des CO-Hb-Prozentsatzes bei der Anwendung der Mikro- 
diffusionstechnik wird auch berfieksichtigt. Die Methode von Co,wAY ~, 
die auf dem Prozentsutz des Kohlenoxyds in 1 ml Blur beruht, ergibt 
manchmal Nachteile: so ist z .B.  der Siittigungsgrad bei An~miker 
immer niedriger als beim normalen Menschen, wenn bei beiden die 
C0-Hb-Prozentwerte gleich sind. Weiterhin, was praktisch noch wich- 
tiger ist, ergibt das Blut, das in der Leiche lunge Zeit stfllsteht und des- 
halb eine etwaige H/~mokonzentration zeigt, einen wahrscheinlich 
zu hohen C0-Hb-Prozentsatz.  Um diesen Einflul~ zu vermeiden, ist es 
zweckmi~ftig, den C0-Gehalt  ira Blur mit  dem darin enthaltenen Hb 
zu bestimmen. Aus diesem Grunde kann man mit  Berechtigung sagen, 
da$ meine Methode, die den S/s des Hb im Zusammenhang 
mit  dem vollkommenen BindungsvermSgen desselben Hb mi t  CO be- 
rficksichtigt, einen exakten Befund ergibt. Bei Tierexperimenten ist es 
angebracht, wenn man das genaue Molekulargewicht des eigenen H b  
und den Multiplikator A b e i  der Bestimmung der Hb-Konzentrat ion 
einffihrt. Ffir den Gebrauch in der gerichtsmedizinischen Vergiftungs- 
lehre ist es ausreichend, mit  dem obenerw/~hnten Verfahren zu messen. 
Es ist auch mSglich, die kleinere Zelle ansta t t  der Diffusionszelle 
Nr. 1 yon Co,wAY zu verwenden, so du$ man die feineren CO-I-Ib- 
Prozentgehalte feststellen kann. 

Zusammenfassung 
Eine modifizierte Methode des Carboxyh/~moglobins mit  der Anwen- 

dung yon Mikrodiffusionstechnik wurde beschrieben. 
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