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Einleitung

Wenn man nach den iiblichen Methoden (Spektrophotometrie, Stufen-
photometrie, colorimetrische Methoden usw.) eine Bestimmung des
Kohlenoxydhamoglobingehaltes des Blutes vornimmt, mull man mit
einigen Unsicherheiten rechnen, worauf B. MUELLER! hingewiesen hat.
In neuerer Zeit ist die Volumenanalyse unter Anwendung der Mikro-
diffusionstechnik sehr erleichtert worden; sie hat ihren Platz auch in
der Gerichtsmedizin, z. B. beim Nachweis von Kohlenoxyd, Alkohol,
Cyan usw. (8. UenNo?). Die nachher zu schildernde Untersuchungs-
methode stellt eine Modifikation der Bestimmung des Kohlenoxyd-
Himoglobins mit der Mikrodiffusionstechnik dar; die von mir zu be-
schreibende 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-Konzentration in demselben Blut.

3. Errechnung des Sattigungsgrades des CO-Hb nach den unten an-
gefithrten Formeln.

Zu 1. Die Mikrodiffusion geschah nach dem Verfahren von Cox-
waY?., Die Bestimmung des iiberbleibenden Palladiumchlorids erfolgt
nach dem colorimetrischen Verfahren von CHRIsTIAN und Raxparrt

Zu 2. Die Messung der Konzentration des Hb erfolgt nach dem colori-
metrischen Verfahren von DRABKIN und AUSTINS.6,

Zu 3. Die Errechnung des Sattigungsgrades geschieht nach folgenden
Grundsétzen: Das Volumen des Kohlenoxyds in 1 ml Blut, das aus der
Extinktionsabnahme des Palladiumchlorids nach der Diffusion berechnet
wird, ergibt sich nach der Formel (1).

Var - Kpj Epa—Eco

CO (mljml Blut) = Tra

1073.224-103. (1)

* Tiir die wertvollen Anregungen und Hinweise danke ich Herrn Prof. Dr.
SrokrcH1 UENO.
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Vy = Verdiinnung des Materials bei der Diffusion.

Kpgq = Konzentration des angewandten Palladiumchloridlésung (Mol/L).

@ = ml von Palladiumchloridlésung bei der colorimetrischen Bestimmung.

Epq = Extinktion der angewandten Palladiumchloridlésung vor der Diffusion.

Eco = Extinktion der angewandten Palladiumchloridlésung nach der Diffusion.
(Die oben dargelegte Beziehung hat zur Voraussetzung, dafi die

Volumina der Paladiumchloridlésung und des Blutes bei der Diffusion

gleich sind.)

Deshalb CO (ml/ml Blut) =

Vi -Kpa Bpa—E
N PN

Bpq
Die Hb-Konzentration, die nach (2) bestimmt wird, rechnet man
wie folgt in Mol/ml um:
Hb-10
M
Hb = Hb-Konzentration (g/ml); M = Molekulargewicht des Hb.

Hb (Mol/ml) =

. 1073, (3)

Bei vollkomener Sattigung des Hb mit CO [Hb, + 4 CO = Hb,(CO),]
entspricht ein Molekiil Himoglobin vier Molekiilen CO; deshalb ist bei
100% CO-Hb das Volumen von Co (ml/ml):

Hb- 10

CO; = 7

.10°%.22,4. 10%. 4, (4)

CO; = Volumen von CO bei vollkommener Sittigung, daraus wird die CO-Hb-
Konzentration in Prozent nach folgender Formel (5) berechnet;

(2)
9 e |
CO-Hb% = @) 100
Vy-Kpa Epa—Eco M-100
-~ a 'QEE'7'22’4"}WIO-4-22,4 (5)
_ Vu-Kpa Epa—Eco M-2,5
- a ) Epg N

Das Molekulargewicht des Menschenhémoglobins betrigt 67000, ein-
gefiithrt in (5):

CO-Hb% = (5a)

Viu-Krq Epa—ZEco 167500
e«  Epa  Hb °

Resultat

1. Die Untersuchung mit der Palladiumchlorid-Bestimmung. Durch
den spektroskopischen Befund von PdCl,-KJ-Losung (mit Hilfe eines
»recording photoelectrometer®, Cary’s 11, Applied Physics Cooperation,
Monrovia, California, USA) wird die Maximalextinktion bei den Wellen-
lingen 405 und 486 my festgestellt. Der Extinktionswert folgt nach dem
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Beerschen Gesetz in der Konzentration von 0 bis zu 5 x 107¢ Mol/m, so daf}

man die Aquivalenz zwischen der Konzentration des Palladiumchlorides

und dem Extinktionswert bei dem colorimetrischen Verfahren erhilt.
2. Die Bestimmung des CO im

Blut. Fir die CO-Hb-Bestimmung Lgo"MF
wurde das Blut eines 2jdhrigen Ay
2500
Epg-Feol|
A=920mu a0 -
0200
0300 -
2200
2700
awo
N T |
9 4 4 & & 0
0 2 4 6 & W - Moferw!
Materiol (V) (5 o lerdinmung(9)
977 (YN erdinmung ) oes Blufes
Abb. 1 Abb. 2

Abb. 1. Die Beziehung zwischen dem CO-Gehalt und Extinktionsabnahme (EPd_ECO)

nach der Mikrodiffusion. (Die genauen Daten werden in der Tabelle gezeigt.) Abszisse:
Extinktionsabnahme nach der Mikrodiffusion (Epa—Egp)- Ordinate: Material (das stufen-

weise verdiinnte Blut von der CO-Vergiftung). 1. Bedingung von Mikrodiffusion. Mikro-
diffusionsgefaf: Conwaysche Standardzelle Nr. 1. Innere Kammer: 2 ml von 1/400 M.
PaCl,in 1/1000 M. HCl und etwa 1/20 M. MgCl,. AuBere Kammer: 2 m! vom Material, das bei
der Mikrodiffusion 8fach mit Wasser verdiinnt wurde. Diffusionszeit nach dem Zusatz
von 5 N-H,80, (0,5 ml): 2. Std. Temperatur bei der Diffusion; Zimmertemperatur (etwa
20°C). 2. Die colorimetrische Bestimmung von iberbleibendem PdCl,. Die folgende
Mischlgsung wird colorimetrisch gemessen. 1 ml PdClL-Lésung aus der inneren Kammer.
5ml 15 %iger KJ-Lésung (bei der Anwendung hergestellt). 20 ml von destilliertem Wasser,
Die Farbenentwicklung ist sehr stabil. Die Dicke der Cuvette: 1 cm. Die Wellenlinge

! 1

200 %~

Abb. 2, Die colorimetrische Bestimmung des Cyan-Met-Hémoglobins. Die angewandten
Losungen sind folgende: 1. Das Material (das stufenweise verdiinnte Blut). 2. Die Losung,
bei der Kalium ferricyanatum (0,7 g) und Cyankali (0,1 g) mit dem Wasser bis 1 Liter auf-
gelost werden. (Die Losung wird in der braunen Flasche aufbewahrt.) Nach der Mischung
der beiden Logungen (1. 1ml, 2. 199 mi, deshalb VHb = 200 x) wird sie zentrifugiert.
(Zeit: 10 min, etwa 2000 g.) Die zentrifugierte Oberschicht wird colorimetrisch gemessen.
Die Farbenentwicklung ist sehr stabil. Die Dicke der Cuvette: 1 cm. Die Wellenldnge

der Filter: 2 = 530 mu

des Filters: 4 = 420 mu. VM =8, Kpg =

Midchens benutzt, das an Kohlenoxydvergiftung starb. Die Volumen-
analyse von CO im stufenweise verdiinnten Blut (Material) zeigt, daf} die
Diffusion des CO aus dem CO-Hb (Diffusion: 2 Std bei Zimmertem-
peratur nach Zusatz von Siure) ausreichend ist (Abb.1).

Obwohl 1 ml einer 1/400 M. PdCl,-Losung das Kohlenoxyd, das in
1 ml von 4fach verdiinntem Blut von 100% CO-Hb enthalten ist, voll-
kommen oxydieren kann, tritt ein ausgeprigtes Hindernis bei der Diffu-
sion wegen der zu dicken Bedeckung durch den Palladiumspiegel auf
der oberen Fliche der inneren Kammer auf. Es ist empfehlenswert, die
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Hinweise von Conway 3 tiber die Verdiinnung des Blutes bei der Diffusion
zu beriicksichtigen. Die Linearitit, die man bei der Diffusion des 4fach
verdinnten Blutes (1 ml gegen 1ml) erhalten kann, liegt im Bereich
von 60--70% CO-Hb-Sittigung. Deshalb ist es bei der Bestimmung
vom hochprozentigen CO-Hb (iiber 60%) -— diese Konzentration wird
héufig bei der Begutachtung von den CO-Vergiftungen angetroffen —
zweckmiBig, die Diffu-

gion mit 8facher Blut- Tabelle. CO- und CO-Hb%, die nach den Formeln

verdimnung ausfiihren (2) und (7) gerechnet werden
Alle Ziffern, ausschlieBlich den CO- und CO-

zu lassen.
3 Co?orime trische Be Hb- %, sind die praktisch gemessenen Werte.
stimmung der Himoglo-  Mate- | Verdin- co- 0o-
des | Eop |Epg—FEco| 99 | B :
bin-Konzentration. Wie mal | “Bidtes” | 00| TFT OO % b b %
men in Abb.2 ek, Nr.0 | (0/10) |0,680] 0,000 | 0,00/0,000/ 0,0
. . . I. 3 8 > > > i
wird die Konzentration "y | (110) lo/gs5| 0,025 | 1,65(0,068] 62,5
des Hb ganz einfach Nr.2 | (2/10) 0,630 0,050 | 3,300,130|65,4
durch das Colorime_ Nr. 3 (3/10) 0,605 0,075 4:,95 0,195 65,4:
oo Verfah Nr.4 | (4/10) 0,582 0,098 | 6,500,254|65,6
trische Vertahrengemes- N, 5 | (5/10) |0,560| 0,120 | 7,92/0,32562,8
sen. Eine Beeinflussung Nr. 6 (6/10) 10,537) 0,143 | 9,40(0,390|62,3
N bei Nr. 7 (7/10) 10,510) 0,170 {11,22{0,452|63,9
durch dasCO-Hb betder o+ o iy o8 (07000l 07190 [1254]0,510|63.3
Hb-Bestimmung  wird N 9 | (9/10) [0.465] 0,215 |14,19/0,589]62,1
nicht bemerkt. Ferner Nr.10| (10/10) |[0,440! 0,240 |15,84|0,640|63,8
wird diepostmortaleVer- Vi = 8, Kpg = 1/400, a = 1, Vg, = 200
#nderung des Hb gegen in Formeln (2) und (7).
die Extinktion beriick- Eva-E 1
ratiee -

sichtigt. Beim Stehen- Hb-CO% = 1155 -

lassen des frischen Men-
schenblutes im Brutschrank (24 Std bei 379C) steigert sich die Extinktion
um etwa 3%. Die Steigerung wird durch geniigende Zentrifugierung
einigermaBen herabgesetzt.

Die Beziehung zwischen der Hb-Konzentration und der Extinktion
ergibt sich nach folgender Formel:

Hb:EHb'VHb'A' (6)

Hb = Konzentration des Hidmoglobins (g/dI).

Eyp = Extinktion des Cyan-Met-Hb bei der Hb-Bestimmung.
Van = Verdiinnungsgrad des Blutes bei der Hb-Bestimmung.
4 = Multiplikator (0,1457 beim Japaner).

Ins Hb von Formel (5) wird (6) eingefiihrt:
Vi -Kpa Epa—Eco 1
— : (7

Epa  Emp’

a E’pr; - 167500 - 0,145-Eyy - Vap -~

CO-Hb %

4. Die Konzentration des CO im Serum bei der CO-Vergiftung. Um
den CO-Gehalt im Serum zu bestimmen, wird das Serum einer Ratte
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angewandt, die durch perakute CO-Vergiftung getdétet wurde. Das
Serum-CO betragt unter 0,1%, so dall man bei der praktischen Anwen-
dung das Vollblut als Material benutzen kann.

5. Die Berechnung der CO-Hb. Die Tabelle umfalit die ausfiihrlichen
Daten der Abb.1 und 2. Die Abweichungen der errechneten CO-Hb-
Prozente im stufenweise verdiinnten Material beruht bestimmt aunf
ungenauer Pippetierung und auf Ablesedifferenzen beim colorimetrischen
Verfahren.

Besprechung

Die Unsicherheit der CO-Hb-Bestimmung 148t sich durch die exakten
Volumenanalysen des Kohlenoxyds vermeiden, das man durch das colori-
metrische Verfahren ohne mithsame Technik einfach bestimmen kann,
Die Methode des CO-Hb-Prozentsatzes bei der Anwendung der Mikro-
diffusionstechnik wird auch beriicksichtigt. Die Methode von CoNway3,
die auf dem Prozentsatz des Kohlenoxyds in 1 ml Blut berubt, ergibt
manchmal Nachteile: so ist z. B. der Sittigungsgrad bei Animiker
immer niedriger als beim normalen Menschen, wenn bei beiden die
CO-Hb-Prozentwerte gleich sind. Weiterhin, was praktisch noch wich-
tiger ist, ergibt das Blut, das in der Leiche lange Zeit stillsteht und des-
halb eine etwaige Himokonzentration =zeigt, einen wahrscheinlich
zu hohen CO-Hb-Prozentsatz. Um diesen Einflufl zu vermeiden, ist es
zweckmdBig, den CO-Gehalt im Blut mit dem darin enthaltenen Hb
zu bestimmen. Aus diesem Grunde kann man mit Berechtigung sagen,
daf} meine Methode, die den Sattigungsgrad des Hb im Zusammenhang
mit dem vollkommenen Bindungsvermégen desselben Hb mit CO be-
riicksichtigt, einen exakten Befund ergibt. Bei Tierexperimenten ist es
angebracht, wenn man das genaue Molekulargewicht des eigenen Hb
und den Multiplikator A bei der Bestimmung der Hb-Konzentration
einfiihrt. Fir den Gebrauch in der gerichtsmedizinischen Vergiftungs-
lehre ist es ausreichend, mit dem obenerwihnten Verfahren zu messen.
Es ist auch moglich, die kleinere Zelle anstatt der Diffusionszelle
Nr.1 von Conway zu verwenden, so daf® man die feineren CO-Hb-
Prozentgehalte feststellen kann.

Zusammenfassung

Eine modifizierte Methode des Carboxyhimoglobins mit der Anwen-
dung von Mikrodiffusionstechnik wurde beschrieben.
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