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W pracy dokonano oceny poréwnawczej oznaczen COHb przy pomocy metody
spektrofotometrycznej z zastosowaniem aparatu AVL 912 CO - Oxylite oraz chromato-
grafii gazowej (GC/FID) z metanizerem jako katalizatorem przeksztatcenia tlenku wegla
w metan. Analiza wykonana dla 60 probek krwi sekcyjnej pobranej w przypadkach
podejrzenia zatrucia $miertelnego tlenkiem wegla, przechowywanych w lodéwce przez
okres od 1 dnia do 245 dni wykazata negatywny wptyw przeksztatcen gnilnych na
doktadno$é oznaczen wartosci COHb, otrzymanych zwtaszcza metodg spektrofotome-
tryczng. Oprécz oceny COHb wykonano oznaczenia methemoglobiny (MetHb) oraz
sulfhemoglobiny (SulfHb) w gnijacych préobach krwi, ktére wykazywaty tendencje
wzrostowg w miare postepowania proceséw gnilnych.

In the present paper a comparative study between gas chromatography using the
microcreator converting CO to CH4 in reference to the spectrophotometric method for the
evaluation of COHb in autopsy blood samples has been performed. An analysis of 60
samples kept in the refrigerator from day 1 to 245 days revealed negative influence on
the reproducibility of the results obtained by means of spectrophotometry. The evaluation
of methemoglobin and sulfhemoglobin in blood samples tested during a course of
postmortem putrefaction showed increasing dendency with the progress of the process.
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Stowa kluczowe: hemoglobina tlenkoweglowa (COHb), methemo-
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WPROWADZENIE

Zatrucia $miertelne tlenkiem wegla zajmuja ciggle czotowg pozycje w liczbie
zatrutych, plasujgc sie, wedtug statystyki Zaktadu Medycyny Sadowej CM UJ, na
drugim miejscu po alkoholu (12). Opinia sadowo-lekarska w tych przypadkach
opiera sie o wyniki sekcji zwtok lub ogledzin oraz o oznaczenie zawartosci
hemoglobiny tlenkoweglowej we krwi zmartego (8,17). Z tego punktu widzenia
istota poprawnych oznaczen ma podstawowe znaczenie w toksykologii sagdowej.

Podejmujac problem oceny dziatania tlenku wegla na organizm, trzeba wzig¢
pod uwage jakos¢ zastosowanych metod do oceny zatrucia, ktérego miarg jest
zawartos¢ karboksyhemoglobiny (COHb) we krwi. We wspoétczesnym pismien-
nictwie opublikowano wiele prac, dotyczgcych metodyki oznaczen hemoglobiny
tlenkoweglowej w materiale biologicznym. Jak wynika z doswiadczenia,
metodyka powinna by¢ witasciwie dobrana do rodzaju i stanu materiatu
biologicznego, co w toksykologii sgdowej odgrywa niezwykle wazng role.

Metody analizy hemoglobiny tlenkoweglowej mozna odpowiednio pogrupo-
waé¢: Jedng z najstarszych jest metoda z uzyciem spektroskopu rewersyjnego
Hartridge'a (8), opisana na poczatku ostatniego stulecia. Wykorzystuje sie w niej
wielko$¢ przesuniecia widma karboksyhemoglobiny (préba badana) w odniesie-
niu do oksyhemoglobiny (préba $lepa).

Metody spektrofotometryczne sg najszerzej stosowane do celdéw ekspertyzy
toksykologicznej. W jednej z pierwszych prac metoda ta opisana zostata przez
Fretwursta-Meinecke (6), pézniej zmodyfikowana przez Fukui (7). Zasada metod
spektrofotometrycznych opiera sie na pomiarze maksimum absorpcji widma
COHb przed i po redukcji np. dwutioninem sodu. Dwutionin sodu konwertuje
oksyhemoglobine oraz inne pochodne jak np. methemoglobine do deoksyhemo-
globiny, podczas gdy karboksyhemoglobina pozostaje niezmieniona.

Pewng odmiane technik spektrofotometrycznych stanowig metody strgcenio-
we, w ktérych wykorzystuje sie strgcanie oksyhemoglobiny, a procedura ta,
opisana przez Wolffa i zmodyfikowana przez Maehly'ego (16) jest najbardziej
znana i ciggle stosowana. Opublikowano jeszcze wiele innych odmian
i modyfikacji metod bazujacych na kombinacjach witasciwosci spektrofotome-
trycznych (11, 13, 18, 19, 21, 22) pochodnych hemoglobiny oraz dokonano ich
ocen w studiach poréwnawczych (15, 19, 23, 24).

Ze wzgledu na stosunkowo mata specyfike metodyki spektrofotometrycznej,
zwtaszcza w odniesieniu do materiatu biologicznego, dotknietego zmianami
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gnilnymi coraz wieksze uznanie zyskujg sobie metody chromatograficzne (1, 4,
5, 10, 20, 21, 22, 24), rekomendowane jako bardziej specyficzne w stosunku do
innych. Polegajg one na oznaczeniu uwolnionego tlenku wegla z kompleksu
COHb jako wolnego zwigzku lub w postaci przetworzonej np. do metanu (4).

W niniejszej pracy, do oznaczen préb krwi sekcyjnej, pobranej w podejrze-
niach zatru¢ tlenkiem wegla zastosowano metode chromatografii gazowej
z metanizerem jako katalizatorem przemiany chemicznej tlenku wegla w metan
(4) oraz metode spektrofotometryczng jako metode odniesienia. Dokonano
ponadto oceny zawarto$sci methemoglobiny (MetHb) i sulfhemoglobiny (SulfHb)
w testowanych probkach krwi, jako wskaznikéw przeksztatcehn gnilnych.

MATERIAL

Materiat do badan stanowito 60 préb krwi, pobranych w czasie sekcji zwtok,
w przypadkach podejrzen zatru¢ tlenkiem wegla (pozary, zatrucia w mieszka-
niach). Szczegdétowe pochodzenie probek zostato zamieszczone w Tabeli |I.
Préby te przechowywano w lodéwce. Czas przechowywania dla poszczegdlnych
prob wynosit od 1-go dnia do 245 dni. Oznaczano karboksyhemoglobine (COHb),
methemoglobine (MetHb) i sulfhemoglobing (SulfHb) w réznych odstepach
czasowych od chwili pobrania.

Tabela |I. Zawarto$¢ karboksyhemoglobiny (COHb), methemoglobiny (MetHb),
sulfhemoglobiny (SulfHb) w testowanych prébach krwi sekcyjnej.

Table |. Carboxyhemoglobin (COHb), methemoglobin (MetHb) and
sulfhemoglobin (SulfHb) in the tested autopsy blood samples.

M * Czas Sp/Ox GCIFID
L. p. P Dni (%) (%)
Number | Days MHb Shb COHb COHb CF*

1. J.L I 1 o1 0,0 40,0 32,0 0,9999
2. Z.U. M 2 0,2 0,0 2,6 0,0 0,9587
3. S.P. M 3 0,1 0,3 2,9 0,0 0,9366
4.2.S. P 3 3,0 0,2 25,5 17,2 0,9999
5.Z.C. P 3 0,1 0,2 45,0 41,0 0,9268
6. Z.W. M 3 0,2 0,2 50.0 42,0 0,9978
7.J.8. M 5 14 0,1 5,2 6,3 0,9976
8. B.S. | 5 0,8 0,2 70,5 57,9 1,0000
Zakres Srednia Srednia

Range 1-5 Mean Mean 2,6-70,5 0-57,9 0,9772

1-8 0,7 0,2 r=0,9721

9. LK. M 7 0,2 0,0 2,9 0,0 0,9611
10. W.B. P 7 3,1 0,0 6,2 2,4 0,9617
1. PK. P 7 0,6 0,0 40,3 36,3 0,9999
12. P.N. I 7 0,0 3,3 40,7 40,4 0,9999
13. K.K. P 7 0,1 0,2 51,2 43,4 1,0000
14. J.K. P 7 0,2 08 59,1 63,5 0,9654
15. J.G. P 7 0,1 04 - 59,9 72,3 1,0000
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cigg dalszy tabeli |
16. S.D. | 7 0.0 12 64,9 64,0 0,9988
17. S.K. P 7 04 0,3 68,9 65,1 0,9979
18. P.C. M 10 0,2 0,0 73,6 62,2 0,9765
19. S.J. M 10 0,0 0,0 0,0 0,0 0,9999
20. KK. P 10 2,2 0,1 15.9 8,4 0,9956
21. A.L. M 14 14 14 11 0,0 0,9966
22.J.S. M 14 0,4 0,0 2,7 0,0 0,9573
23. E.G. M 14 11 0,0 45 0,0 0,9989
24. M.M. M 14 0,3 0,0 60,6 51,2 0,9982
25. R.P. | 14 0,6 0,2 70,7 62,0 0,9883
26. R.S. P 14 0,2 0,0 445 29,3 0,9999
27.Z.P. | 14 0,2 16 31,2 64.3 0,9617
28. J.Sz. P 21 0,2 0,1 3,3 0,0 0,9543
29. RM. M 21 0,8 0,0 44.8 47,6 0,9543
30. NN-m P 21 0,4 0,2 52,8 45,1 0,9968
31.RB. | 21 0,0 0,6 65,6 62,1 0,9999
32. ZM. M 21 0,2 0,4 66,1 54,9 0,9990
33. J.K. | 21 1,2 0,0 74,8 48,7 0,9999
34. NN-m P 28 14 0,3 26,9 23,6 0,9811
35.S.G. P 28 16,5 0,0 28,5 19,0 0,9998
36. M.M. M 28 0,4 0,2 58,3 55,5 1,0000
37. RR. P 28 0,2 0,0 67,0 69,5 0,9950
38. T.K. | 28 0,9 0,0 67,8 78.0 0,9744
Zakres Srednia Srednia
Range 7-28 Mean Mean 0-748 0-78,0 0,9871
9-38 11 04 r =0,8690
39. EN. | 35 0,3 0,6 18,5 19,3 0,9897
40. NN-m P 42 4.5 1,3 19,8 12,0 0,9999
41. D.D. M 42 0,0 0,2 52,8 418 0,9927
42. G.S. | 49 0,0 0,8 2,8 0,5 0,9944
43. P.G. | 49 2,9 0,9 3,2 0,0 0,9996
44. SK. M 49 0,0 1,3 3,2 0,8 0,9737
45. J.M. P 49 0,4 0,2 31,7 27,5 0,8487
46. M.O. M 56 3,3 13 10,9 0,3 0,9991
47. W.G. P 63 0,7 0,4 54,4 32.0 0,9898
48.RS. M 98 02 12 457 31,0 0,9994
49. AS. M 140 0,0 0,9 34 8,9 0,8889
50. NN-k P 161 3,9 0,8 30,2 29,28 0,9926
51. NN-m P 189 16 0,6 62,4 75,0 0,9952
52. M.B. | 203 0,0 13 54 3,0 0,9999
53. L.K. M 217 4.1 0,8 49,8 36,0 1,0000
54. K.M. M 217 2,7 0,5 39,6 25,26 0,9459
55. KA. M 231 13 0,9 25,3 22,0 1,0000
56. RK. M 231 0,8 0,2 47,4 49,0 0,9751
57.T.S. P 245 0,9 0,3 26,6 26 0,9999
58. BA. P 245 13 0,4 50,1 30,0 0,9894
59. T.K. M 245 14 0,1 51,8 49,9 0,9999
Zakres Srednia Srednia
Range 35-245 Mean Mean 2,8-62,4 0-75,0 0,9797
39-59 14 0,7 r =0.8550
60. J.S. 1 42 5,6 16,1 29 10,9 0,9934
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M - mieszkanie, tazienka

M - fiat, bath-room

P - pozar

p- fire

| _inne (samochdd, garaz)
| - others (car, garage)

CF - wspdiczynnik kalibracji
CF - calibration factor

METODY ANALITYCZNE

Metoda spektrofotometryczna

Oznaczenia karboksyhemoglobiny, methemoglobiny i sulfhemoglobiny
przeprowadzono na aparacie AVL 912 CO-Oxylite (Austria). Pomiar oparty jest
na zalezno$ci charakterystycznej absorpcji poszczegdélnych pochodnych
hemoglobiny w zaleznosci od diugos$ci fali ujetej w prawie Lamberta Beera.
Widma absorpcyjne mierzonych pochodnych hemoglobiny w =zaleznosci od
dtugosci fali przedstawiono na ryc. 1 (25).

25 7

Ryc 1 Widma UV wybranych pochodnych hemoglobiny.
Fig. 1. Spectra UV for chosen derivatives of hemoglobin.
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Wykonanie: Do kuwety o pojemnos$ci 0.1 mm wprowadza sie krew przy
pomocy kapilary (40ul). Analiza jest w petni zautomatyzowana i pomiaru
dokonuje sie automatycznie. Obliczenia opierajg sie na krzywych kalibracyjnych
odpowiednich parametréow wykonanych wedtug instrukcji producenta, a wyniki
w postaci zawartosci COHb, MetHb i SulfHb odczytuje sie bezposrednio na skali
aparatu. Jedynym odczynnikiem, jaki jest niezbedny do wykonania analizy jest
woda.

Metoda chromatografii gazowej

Metode zastosowano w modyfikacji wtasnej w stosunku do opisanej wcze-
$niej przez Buszewicza (4).

Przygotowanie préb

Proba badana: pobrano 1.5 ml préby krwi badanej i rozcienczono woda
destylowang do 15 ml. Do kazdej proby krwi wykonano krzywg kalibracyjng
z czterech punktéw.

Krzywa kalibracyjng: Do kolby miarowej odebrano 2.5 ml rozciehAczonej proby
(jak wyzej), a nastepnie nasycano tlenkiem wegla, pochodzgcym =z butli
zawierajgcej sprezony gaz przez 1 minute. Zatozono, ze tak nasycona préba
zawiera 100% COHb. Nastepnie te préobe rozcienczono wodg do 50% i 25%
COHb.

Do czterech fiolek o poj. 8 ml typu headspace odmierzono po 2.5 ml roztwo-
row wzorcowych oraz roztworu badanego, zamknieto szczelnie, ptukano helem
poprzez dwie igty wprowadzone przez teflonowy korek do fiolki.

Do kazdej fiolki poprzez igte wprowadzono po 0.75 ml 20% zelazicyjanku
potasu, prébki ponownie przeptukano helem, nastepnie fiolki inkubowano przez 6
minut w cieplarce w 80°C .

Pobierano po 0.3ml par przy pomocy strzykawki cisnieniowej typu headspace
znad roztworu w kolejnosci 0%, 25%, 50%, !00% oraz prébe badangi nanoszono
kolejno na kolumne.

Pomiar

Aparat: Chromatograf FISONS-INSTRUMENTS wyposazony w injector
zawierajgcy katalizator metanizer w postaci niklowego drutu 50 x 0.8 mm
(THERMOO.UEST - CE INSTRUMENTS), kolumne chromatograficzng typu
Molisieve 5A fused silica 30MX 0.53 MMID, DF=15UM (Chrompack, The
Netherlands) oraz detektor ptomieniowo - jonizacyjny (FID). Warunki pracy
aparatu: przeptyw gazu nosnego helu 5 ml/min, temp. pieca 60°C, temp.
detektora 340°C, temp injectora (metanizera) 240°C, przeptyw powietrza 320
ml/min, przeptyw wodoru 25 ml/min. Chromatograf jest obstugiwany przez
program komputerowy Chrom- Card for Windows 95 Wersja 1.21, 1999
(THERMOOUEST - CE INSTRUMENTS).

Wyniki w postaci zaleznosci sygnatu chromatograficznego wytworzonego
w reakcji metanu od zawartosci CO, wuwolnionego z kompleksu COHbDb
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w testowanych préobach odczytywano wzgledem kazdorazowo (do kazdej probki)
sporzgdzanych krzywych kalibracyjnych. Krzywe kalibracyjne sporzgdzane na
bazie macierzystej probki krwi uwzgledniajg indywidualny charakter kazdej
probki. Przyktadowg krzywg kalibracyjng przedstawiono na ryc. 2.

Chrom-Card Calibration Curve
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Component name: CO (Linear fx) Kb=365512.7 Kc=0 CF=0.9984189

Ryc. 2. Krzywa kalibracyjng otrzymana metodg chromatografii gazowej (GC/FID)
z metanizerem (przyktadowa).

Fig. 2. Calibration curve obtained by means of gas chromatography (GC/FID)
with metanizer (an example).

WYNIKI | DYSKUSJA

Otrzymane wyniki zamieszczono w Tabeli | oraz opracowano graficznie na
rycinie 3 a, b, i c. Analizujgc zawartosci karboksyhemoglobiny we krwi sekcyjnej
postawiono do rozwazenia problem korelacji wynikéw zastosowanymi metodami
analitycznymi. W dalszej kolejnosci rozwazano wptyw czasu przechowywania
prébek zwigzanego z przeksztatceniami gnilnymi materiatu biologicznego na owa
korelacje. Za miare tych przeksztatcen uznano zawarto$¢ methemoglobiny
i sulfhemoglobiny, pochodnych hemoglobiny pojawiajgcych sie w wyniku jej
przeksztatcen strukturalnych, wtoku proceséwtanatochemicznych.
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W zwigzki z powyzszym, analizowane proby podzielono na trzy czesci:
pierwszg grupe stanowity prébki krwi, analizowane do tygodnia (1-5 dni)
przechowywania (ryc. 3a), drugg grupe stanowity probki przechowywane 1-4
tygodni (7-28 dni) (ryc. 3b) oraz trzecig - prébki przechowywane 5-35 tygodni
(35-245 dni) (ryc. 3c). Obliczono wspodtczynniki korelacji pomiedzy metodami
SP/Ox i GC/FID w poszczegdlnych grupach. W pierwszej grupie probek
wspotczynnik korelacji byt wysoki (0.9721), wskazujgc na duzg zgodnosc¢
otrzymanych wynikéw obiema metodami. Wyniki otrzymane w drugiej grupie
probek wykazywaty juz wiekszy rozrzut, a wiec wyraznie mniejszy wspoétczynnik
korelacji (0.9690). Wspotczynnik nachylenia prostej y=ax w tej grupie wykazywat
nieznaczne przesuniecie krzywej w kierunku wartosci wyzszych dla metody
spektrofotometrycznej. Trzecia grupa wynikéow utrzymuje te tendencje,
wykazujgc dalsze obnizenie korelacji (r=0.8550) oraz mocniejsze nachylenie
krzywej w kierunku wartosci wyzszych, otrzymanych metodg spektrofotometryczng.

Poréwnujac wyniki otrzymane przy pomocy obu metod mozna zatem zauwa-
zy¢ tendencje do zawyzania wynikéw otrzymywanych metodg spektrofotome-
tryczng zwtaszcza na niskim poziomie zawartosci hemoglobiny tlenkoweglowej.
Istnieje bowiem mozliwos¢ nakitadania sie absorbancji réznych pochodnych
hemoglobiny w chwili dokonywania pomiaru intensywnos$ci absorbancji COHb.
O takiej mozliwos$ci informuje ryc. 1 na ktérej przedstawiono widma COHbD,
MetHb i SulfHb. Spostrzezenie to potwierdzajg wczes$niejsze obserwacje,
dotyczgce otrzymywania wynikéw tg metodg jako przypuszczalnie nieco
zawyzonych w przypadkach zgnitych préb wskutek naktadania sie absorbancji
réznych pochodnych hemoglobiny. Jest to widoczne zwtaszcza przy zerowych
zawartosciach COHb (Tabela 1) otrzymanych metodg chromatografii gazowej,
COHb wyznaczona spektrofotometrycznie wykazuje wyzsze wartosci (préby 2, 3,
7,14,23,43).

Roéwnolegle z pomiarem COHb dwiema metodami dokonano oznaczenia
spektrofotometrycznego methemoglobiny i sulfhemoglobiny, tych postaci
hemoglobiny, ktére moga sie wytworzy¢ w gnijacych prébach krwi z udziatem
bakterii. Methemoglobina powstaje zaréwno w toku przemian gnilnych hemoglo-
biny i karboksyhemoglobiny, jak réwniez mozliwe jest jej wytworzenie w wyniku
ogrzewania krwi ofiary w czasie pozaru (2, 3). Z drugiej strony, methemoglobina
we krwi z czasem zanika (2, 24).

Wyniki w postaci wartosci methemoglobiny i sulfhemoglobiny zamieszczono
w Tabeli |, a $rednie wartosci policzone w trzech grupach préb przedstawiono na
ryc. 4. Wskazujg one jednoznacznie na wystepowanie wyzszych wartos$ci
zarowno methemoglobiny jak i sulfhemoglobiny w miare wydtuzania sie czasu
przechowywania préb, zwiaszcza jest to widoczne dla préb przechowywanych
powyzej szesciu tygodni. Jedna z proéb tj préba nr 60 wykazujgca szczegodlne
gnicie, wystepujace juz w chwili pobierania materiatlu ze zwiok, bedgcych
w stanie kompletnego przeobrazenia, zostata oddzielona od pozostatych z uwagi
na owg odmienno$¢é materiatu biologicznego w stosunku do pozostatych prob.
Probka nr 60 stanowi przykiad wystepowania zawansowanego gnicia, manife-
stujgcego sie, miedzy innymi, ekstremalnie wysokimi warto$sciami methemoglo-
biny (5,6%) i sulfhemoglobiny (16,1%).
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Ryc. 3. Poréwnanie wynikéw COHb otrzymanych metodami chromatografii

Fig.

gazowej (GC/FID) z metanizerem i spektrofotometryczng (SP/Ox)
w trzech grupach testowanych prébek krwi.

3. Comparison of the results obtained by means of gas chromatography
(GC/FID) with metanizer and spectrophotometry (SP/Ox) for three
groups of tested blood samples.
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Wytworzenie sie produktéw gnilnych we krwi jest niewatpliwie czynnikiem
wptywajacym negatywnie na doktadno$¢é oznaczen analitycznych pochodnych
hemoglobiny. Twierdzenie to dotyczy w znacznej mierze oznaczen COHb. | tak
np. w przypadku probki nr 60 wynik oznaczenia spektrofotometrycznego COHb
w wysokosci 29% mozna uzna¢ za zawyzony w stosunku do faktycznej
zawarto$ci COHb. Z drugiej strony jednak warto$¢ 10.9% COHb otrzymana
metoda chromatografii gazowej moze przemawia¢ za wytworzeniem sie
w procesie gnicia pewnego (nieznanego) stezenia tlenku wegla. Wytwarzania sie
hemoglobiny tlenkoweglowej w toku proceséw tanatochemicznych dowodzito
wielu badaczy (14, 17), chociaz inni twierdzg ze zanik COHb wskutek uwalniania
sie CO z kompleksu z hemoglobing jest jeszcze bardziej prawdopodobny (24).
Jest to ztozony problem, ktéry w dobie obecnej, wobec mozliwosci stosowania
bardziej specyficznych metod w odniesieniu do pochodnych hemoglobiny
wymaga weryfikacji. Na tym stopniu ogodlnosci jednakze wydaje sie, ze ocena
wytworzonego COHb w toku przeksztatcen gnilnych jest problemem przede
wszystkim doboru wtasciwej metody badawczej.

Obserwacja narastania methemoglobiny i sulfhemoglobiny w gnijgcych
prébach krwi jest mierzalnym dowodem przeksztatcen w niej zachodzgcych.
Wyniki te wprawdzie nie majg charakteru systematycznej zaleznos$ci w czasie,
wskazujg jednak na zarysowujgcy sie do$¢ wyrazny trend. Biorgc pod uwage
Srednie zawartosci tych pochodnych hemoglobiny, jak wykazano na ryc. 4,
mozna zauwazy¢ szybsze narastanie sulfhemoglobiny w stosunku do methemo-
globiny w czasie. By¢ moze decydujgcym czynnikiem jest w tym przypadku obok
tworzenia sie réwnoczesne zanikanie methemoglobiny.
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Ryc. 4. Obserwowane zawarto$sci methemoglobiny (MetHb) i sulfhemoglobiny
(SulfHb) wytworzonych w czasie przechowywania
préobek krwi.

Fig. 4. Methemoglobin (MetHb) and sulfhemoglobin (SulfHb) in the blood
samples generated in the course of the storage.

Nr 3 Oznaczanie tlenku wegla 245

Biorgc pod uwage przytoczone obserwacje zmian w zawartosci wybranych
pochodnych hemoglobiny nasuwa sie twierdzenie, ze przechowywana préba krwi
jest uktadem chemicznym dynamicznym, w ktéorym wystepujg przeobrazenia
ksztattowane czynnikami zewnetrznymi (bakterie, temperatura), a ktdrych
kierunek mozna jedynie przewidzie¢ w zarysie. Pochodzenie materiatu z réznych
zwtok sugeruje znaczng jego niejednorodno$¢, nadajagc mu w znacznej mierze
indywidualny charakter.

Wykazanie wyzszych wartosci methemoglobiny i sulfhemoglobiny w prébach
po wielotygodniowym przechowywaniu ttumaczy nizszg korelacje¢ COHb
okreslong badanymi metodami, wykazang w powyzszych rozwazaniach.
Obecnos¢ innych postaci hemoglobiny oraz innych produktéw rozktadu moze
zatem stanowi¢ czynnik zmieniajgcy bezwzgledng i faktyczng wartos¢ COHb
w oznaczeniach spektrofotometrycznych.

Charakteryzujagc zatem metode chromatografii gazowej oznaczania COHb
nalezy podkresli¢ jej przydatno$s¢ w badaniach materiatu sekcyjnego, zwtaszcza
dotknietego procesem gnicia. Metoda wymaga jednak przestrzegania dyscypliny
w stosowaniu warunkéw analizy w zakresie zarowno przygotowywania prob jak
i samego pomiaru chromatograficznego. Dotyczy to zwtaszcza tak newralgicz-
nych punktéow metody jak nasycanie prob krwi do kalibracji jak i pobierania par
o okreslonej objetosci metodg headspace. Przeprowadzone badania wskazuja
na to, ze lepsze wyniki osigga sie przy nasycaniu prob krwi do krzywej kalibracyj-
nej, pobierajac bezposrednio sprezony tlenek wegla z butli niz nasycajac
tlenkiem wegla wytwarzanym bezposrednio w reakcji chemicznej pomiedzy
kwasem, siarkowym i mréwkowym, jak czyniono to poprzednio (4). Doktadnos$é
oznaczen za$ tkwi takze w podawaniu na kolumne chromatograficzng okres$lo-
nej, zawsze podobnej objetosci prébki par przy pomocy specjalnie stuzgcej do
tego celu strzykawki cisnieniowej do analizy headspace. Innym czynnikiem
ograniczajacym metode jest katalizator - metanizer, ktédrego czas pracy jest
limitowany zwykle do 100 analiz. Metoda ta w $cisle przestrzeganych warunkach
charakteryzuje sie precyzjg w granicach 10 %. Wspotczynniki korelacji dla
krzywych kalibracyjnych (CF) dla poszczegdlnych préb przedstawione w Tabeli |
wykonane przy kazdej probie, wykazujgce wartosci (0.8487 - 1.0000) gwarantujg
takze zadowalajgcag doktadno$¢é metody.

Ocena metody chromatograficznej w odniesieniu do innych metod analizy
COHb, zwtaszcza spektrofotometrycznych byta w przesztosci podejmowana
przez roznych autorow (3, 4, 24, 15, 18). Wnioski w cytowanych pracach sg
zgodne przede wszystkim w odniesieniu do rekomendacji chromatografii
gazowej, jako najbardziej wtasciwej metody do oznaczen COHb w prébkach krwi
sekcyjnej, przeksztatconej gnilnie.
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