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W pracy dokonano oceny porównawczej oznaczeń COHb przy pomocy metody 
spektrofotometrycznej z zastosowaniem aparatu AVL 912 CO - Oxylite oraz chromato
grafii gazowej (GC/FID) z metanizerem jako katalizatorem przekształcenia tlenku węgla 
w metan. Analiza wykonana dla 60 próbek krwi sekcyjnej pobranej w przypadkach 
podejrzenia zatrucia śmiertelnego tlenkiem węgla, przechowywanych w lodówce przez 
okres od 1 dnia do 245 dni wykazała negatywny wpływ przekształceń gnilnych na 
dokładność oznaczeń wartości COHb, otrzymanych zwłaszcza metodą spektrofotome-
tryczną. Oprócz oceny COHb wykonano oznaczenia methemoglobiny (MetHb) oraz 
sulfhemoglobiny (SulfHb) w gnijących próbach krwi, które wykazywały tendencję 
wzrostową w miarę postępowania procesów 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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WPROWADZENIE 

Zatruc ia śmier te lne t lenk iem węgla za jmu ją ciągle czo łową pozycję w liczbie 
zatrutych, plasując się, wed ług statystyki Zak ładu Medycyny Sądowe j CM UJ, na 
drug im mie jscu po a lkoholu (12). Opinia sądowo- lekarska w tych przypadkach 
op iera się o wynik i sekcj i zwłok lub oględzin oraz o oznaczenie zawar tośc i 
hemoglob iny t lenkowęglowej we krwi zmar łego (8,17). Z tego punktu widzenia 
istota poprawnych oznaczeń ma podstawowe znaczenie w toksykologi i sądowej . 

Pode jmu jąc problem oceny działania t lenku węgla na organ izm, t rzeba wz iąć 
pod uwagę jakość zas tosowanych metod do oceny zatrucia, k tórego m ia rą jest 
zawar tość karboksyhemoglob iny (COHb) we krwi. We wspó łczesnym p iśmien
nictwie opub l ikowano wiele prac, dotyczących metodyk i oznaczeń hemoglob iny 
t lenkowęglowej w mater ia le bio logicznym. Jak wynika z doświadczen ia , 
metodyka powinna być właściwie dobrana do rodzaju i s tanu mater ia łu 
b io logicznego, co w toksykologi i sądowej odgrywa niezwykle w a ż n ą rolę. 

Metody anal izy hemoglob iny t lenkowęglowej można odpowiedn io pogrupo
wać: J e d n ą z najstarszych jest metoda z użyc iem spek t roskopu rewersyjnego 
Hartr idge'a (8), op isana na początku ostatn iego stulecia. Wykorzys tu je się w niej 
w ie lkość przesunięcia w i d m a karboksyhemoglob iny (próba badana) w odniesie
niu do oksyhemoglob iny (próba ślepa). 

Metody spekt ro fo tometryczne są najszerzej s tosowane do ce lów ekspertyzy 
toksykolog icznej . W jednej z pierwszych prac metoda ta op isana została przez 
Fre twurs ta-Meinecke (6), później zmodyf ikowana przez Fukui (7). Z a s a d a metod 
spekt ro fo tometrycznych opiera się na pomiarze m a k s i m u m absorpcj i w i d m a 
C O H b przed i po redukcj i np. dwut ion inem sodu . Dwut ionin sodu konwertu je 
oksyhemog lob inę oraz inne pochodne jak np. methemog lob inę do deoksyhemo-
globiny, podczas gdy karboksyhemoglob ina pozostaje n iezmieniona. 

P e w n ą odmianę technik spekt rofotometrycznych s tanowią metody st rącenio-
we , w których wykorzystu je się strącanie oksyhemoglob iny , a p rocedura ta , 
op isana przez Wol f fa i zmodyf ikowana przez Maehly 'ego (16) jest najbardziej 
znana i c iągle s tosowana. Opubl ikowano jeszcze wiele innych odmian 
i modyf ikacj i metod bazujących na kombinac jach właśc iwośc i spek t ro fo tome
trycznych ( 1 1 , 13, 18, 19, 2 1 , 22) pochodnych hemoglob iny oraz dokonano ich 
ocen w stud iach porównawczych (15, 19, 23 , 24) . 

Ze wzg lędu na s tosunkowo m a ł ą specyf ikę metodyk i spekt ro fotometrycznej , 
zw łaszcza w odnies ieniu do mater ia łu biologicznego, dotkn iętego zm ianami 
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gni lnymi coraz w iększe uznanie zysku ją sobie metody chromatograf iczne ( 1 , 4 , 
5 , 10, 20 , 2 1 , 22 , 24) , r ekomendowane jako bardziej specyf iczne w s tosunku do 
innych. Po lega ją one na oznaczeniu uwoln ionego t lenku węgla z komp leksu 
C O H b j ako wo lnego związku lub w postaci przetworzonej np. do metanu (4). 

W niniejszej pracy, do oznaczeń prób krwi sekcyjnej , pobranej w podejrze
niach zat ruć t lenk iem węgla zas tosowano metodę chromatograf i i gazowej 
z metan izerem jako kata l izatorem przemiany chemicznej t lenku węg la w metan 
(4) oraz metodę spek t ro fo tomet ryczną jako metodę odniesienia. Dokonano 
ponadto oceny zawar tośc i methemog lob iny (MetHb) i su l fhemoglob iny (Sul fHb) 
w tes towanych próbkach krwi, j ako wskaźn ików przekształceń gni lnych. 

MATERIAŁ 

Mater ia ł do badań stanowi ło 60 prób krwi, pobranych w czasie sekcj i zwłok, 
w przypadkach podej rzeń zatruć t lenk iem węgla (pożary, zatrucia w mieszka
niach). Szczegó łowe pochodzenie próbek zostało zamieszczone w Tabel i I . 
Próby te p rzechowywano w lodówce. Czas przechowywania dla poszczególnych 
prób wynosi ł od 1-go dnia do 245 dni. Oznaczano karboksyhemoglob inę (COHb) , 
methemoglob inę (MetHb) i su l fhemoglob inę (SulfHb) w różnych odstępach 
czasowych od chwil i pobrania. 

Tabela I . Zawar tość karboksyhemoglob iny (COHb) , methemog lob iny (MetHb) , 
su l fhemoglob iny (SulfHb) w testowanych próbach krwi sekcy jne j . 

Table I . Carboxyhemoglob in (COHb) , methemoglob in (MetHb) and 
su l fhemoglob in (SulfHb) in the tested autopsy b lood samples . 

M * Czas Sp/Ox GC/FID 
L. p. P Dni (%) (% ) 

Number I Days MHb Shb COHb COHb CF* 

1. J .L I 1 0,1 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 .Z .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.S. M 5 1,4 0,1 5,2 6,3 0,9976 
8. B.S. I 5 0,8 0,2 70,5 57,9 1,0000 
Zakres Średnia Średnia 
Rangę 1-5 Mean Mean 2 , 6 - 7 0 , 5 0 - 5 7 , 9 0,9772 

1-8 0,7 0,2 r = 0,9721 
9. I.K. 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 
11. P.K. 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 0,8 59,1 63,5 0,9654 
15. J.G. P 7 0,1 0,4 • 59,9 72,3 1,0000 



238 M. Kłys i inni Nr 3 

c iąg dalszy tabel i I 

16. S.D. I 7 0.0 1,2 64,9 64,0 0,9988 
17. S.K. P 7 0,4 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. K.K. P 10 2,2 0,1 15.9 8,4 0,9956 
21. A.L. M 14 1,4 1,4 1,1 0,0 0,9966 
22. J.S. M 14 0,4 0,0 2,7 0,0 0,9573 
23. E.G. M 14 1,1 0,0 4,5 0,0 0,9989 
24. M.M. M 14 0,3 0,0 60,6 51,2 0,9982 
25. R.P. I 14 0,6 0,2 70,7 62,0 0,9883 
26. R.S. P 14 0,2 0,0 44,5 29,3 0,9999 
27. Z.P. I 14 0,2 1,6 31,2 64.3 0,9617 
28. J.Sz. P 21 0,2 0,1 3,3 0,0 0,9543 
29. R.M. 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. R.B. I 21 0,0 0,6 65,6 62,1 0,9999 
32. Z.M. M 21 0,2 0,4 66,1 54,9 0,9990 
33. J.K. I 21 1,2 0,0 74,8 48,7 0,9999 
34. NN-m P 28 1,4 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. R.R. P 28 0,2 0,0 67,0 69,5 0,9950 
38. T.K. I 28 0,9 0,0 67,8 78.0 0,9744 
Zakres 
Rangę 
9-38 

7-28 
Średnia 
Mean 

1,1 

Średnia 
Mean 
0,4 

0 - 74,8 0-78,0 0,9871 
Zakres 
Rangę 
9-38 

7-28 
Średnia 
Mean 

1,1 

Średnia 
Mean 
0,4 r = 0,8690 

0,9871 

39. E.N. I 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 41.8 0,9927 
42. G.S. I 49 0,0 0,8 2,8 0,5 0,9944 
43. P.G. I 49 2,9 0,9 3,2 0,0 0,9996 
44. S.K. 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 1,3 10,9 0,3 0,9991 
47. W.G. P 63 0,7 0,4 54,4 32.0 0,9898 
48. R.S. M 98 0,2 1,2 45,7 31,0 0,9994 
49. A.S. M 140 0,0 0,9 3,4 8,9 0,8889 
50. NN-k P 161 3,9 0,8 30,2 29,28 0,9926 
51. NN-m P 189 1,6 0,6 62,4 75,0 0,9952 
52. M.B. I 203 0,0 1,3 5,4 3,0 0,9999 
53. Ł.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. K.A. M 231 1,3 0,9 25,3 22,0 1,0000 
56. R.K. 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. B.A. P 245 1.3 0,4 50,1 30,0 0,9894 
59. T.K. M 245 1,4 0,1 51,8 49,9 0,9999 
Zakres 
Rangę 
39-59 

35-245 
Średnia 
Mean 

1,4 

Średnia 
Mean 
0,7 

2,8-62,4 0-75,0 0,9797 
Zakres 
Rangę 
39-59 

35-245 
Średnia 
Mean 

1,4 

Średnia 
Mean 
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, łazienka 
M - fiat, bath-room 
P - pożar 
p- fire 
I _ inne (samochód, garaż) 
I - others (car, garage) 
CF - współczynnik kalibracji 
CF - calibration factor 

METODY ANALITYCZNE 

Metoda spektrofotometryczna 
Oznaczen ia karboksyhemoglob iny, methemoglob iny i su l fhemoglob iny 

przeprowadzono na aparacie A V L 912 CO-Oxy l i t e (Austr ia). Pomiar oparty jest 
na za leżnośc i charakterystycznej absorpcj i poszczególnych pochodnych 
hemoglobiny w zależności od d ługości fali ujętej w prawie Lamber ta Beera. 
W i d m a absorpcy jne mierzonych pochodnych hemoglob iny w zależności od 
długości fali przedstawiono na ryc. 1 (25). 

Ryc 1 W i d m a UV wybranych pochodnych hemoglobiny. 
Fig. 1. Spect ra UV for chosen derivat ives of hemoglob in . 
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Wykonan ie : Do kuwety o po jemnośc i 0.1 mm wprowadza się krew przy 
pomocy kapi lary (40ul). Anal iza jes t w pełni zautomatyzowana i pomiaru 
dokonu je się automatycznie. Obl iczenia opiera ją się na krzywych kal ibracyjnych 
odpowiedn ich paramet rów wykonanych według instrukcji producenta, a wyniki 
w postaci zawar tośc i C O H b , MetHb i Sul fHb odczytuje się bezpośrednio na skal i 
aparatu. Jedynym odczynnik iem, jak i jest niezbędny do wykonan ia anal izy jes t 
woda . 

Metoda chromatografii gazowej 
Metodę zas tosowano w modyf ikacj i własnej w s tosunku do opisanej wcze

śniej przez Buszewicza (4). 

Przygotowanie prób 
Próba badana: pobrano 1.5 ml próby krwi badanej i rozc ieńczono w o d ą 

des ty lowaną do 15 ml. Do każdej próby krwi wykonano k rzywą kal ibracyjną 
z czterech punktów. 

Krzywa kal ibracyjną: Do kolby miarowej odebrano 2.5 ml rozcieńczonej próby 
(jak wyżej) , a następnie nasycano t lenkiem węgla, pochodzącym z butli 
zawierającej sprężony gaz przez 1 minutę. Założono, że tak nasycona próba 
zawiera 1 0 0 % C O H b . Następnie tę próbę rozcieńczono w o d ą do 5 0 % i 2 5 % 
C O H b . 

Do czterech f iolek o poj . 8 ml typu headspace odmierzono po 2.5 ml roztwo
rów wzorcowych oraz roztworu badanego, zamknię to szczelnie, p łukano he lem 
poprzez dwie igły wprowadzone przez tef lonowy korek do f iolki . 

Do każdej fiolki poprzez igłę wprowadzono po 0.75 ml 2 0 % żelazicyjanku 
potasu, próbki ponownie przepłukano he lem, następnie fiolki i nkubowano przez 6 
minut w c ieplarce w 80°C . 

Pobierano po 0.3ml par przy pomocy strzykawki c iśnieniowej typu headspace 
znad roztworu w kolejności 0%, 2 5 % , 5 0 % , ! 00% oraz próbę badaną i nanoszono 
kolejno na ko lumnę. 

Pomiar 
Aparat: Chromatogra f F I S O N S - I N S T R U M E N T S wyposażony w injector 

zawierający katal izator metanizer w postaci n ik lowego drutu 50 x 0.8 mm 
(THERMOO.UEST - CE I N S T R U M E N T S ) , ko lumnę chromatogra f i czną typu 
Mol is ieve 5A fused sil ica 30MX 0 . 5 3 MMID, DF=15UM (Chrompack , T h e 
Nether lands) oraz detektor p łomieniowo - jonizacyjny (FID). Warunk i pracy 
aparatu: przepływ gazu nośnego helu 5 ml /min , t emp. pieca 60°C, t e m p . 
detektora 340°C, t e m p injectora (metanizera) 240°C, przepływ powietrza 320 
ml /min, przepływ wodoru 25 ml /min. Chromatogra f jest obs ług iwany przez 
program kompute rowy C h r o m - Card for W i n d o w s 95 W e r s j a 1 .21, 1999 
( T H E R M O O U E S T - CE I N S T R U M E N T S ) . 

Wyn ik i w postaci zależności sygnału chromatograf icznego wy tworzonego 
w reakcji metanu od zawartości CO, uwoln ionego z komp leksu C O H b 
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w tes towanych próbach odczytywano wzg lędem każdorazowo (do każdej próbki) 
sporządzanych krzywych kal ibracyjnych. Krzywe kal ibracyjne sporządzane na 
bazie macierzyste j próbki krwi uwzględnia ją indywidualny charakter każdej 
próbki . Przyk ładową krzywą kal ibracyjną przedstawiono na ryc. 2. 

Ryc. 2. Krzywa kal ibracyjną ot rzymana me todą chromatograf i i gazowej (GC/FID) 
z metan ize rem (przykładowa). 

Fig. 2. Cal ibrat ion curve obta ined by means of gas chromatography (GC/FID) 
with metanizer (an example) . 

WYNIKI I DYSKUSJA 

Otrzymane wynik i zamieszczono w Tabel i I oraz opracowano graf icznie na 
rycinie 3 a, b, i c. Anal izując zawar tośc i karboksyhemoglob iny we krwi sekcyjnej 
postawiono do rozważenia problem korelacj i wyn ików zas tosowanymi me todami 
anal i tycznymi. W dalszej kolejności rozważano wpływ czasu przechowywania 
próbek związanego z przekszta łceniami gni lnymi mater ia łu b io logicznego na o w ą 
korelację. Za miarę tych przekształceń uznano zawar tość methemog lob iny 
i su l fhemoglobiny, pochodnych hemoglobiny pojawiających się w wyn iku jej 
przekszta łceń st ruktura lnych, w t o k u p rocesówtana tochemicznych . 
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W związk i z powyższym, anal izowane próby podzie lono na trzy części : 
p ie rwszą g rupę stanowi ły próbki krwi, anal izowane do tygodnia ( 1 - 5 dni) 
przechowywania (ryc. 3a), d r u g ą grupę stanowiły próbki p rzechowywane 1-4 
tygodni ( 7 - 2 8 dni) (ryc. 3b) oraz t rzec ią - próbki p rzechowywane 5 - 3 5 tygodni 
( 3 5 - 2 4 5 dni) (ryc. 3c). Obl iczono współczynnik i korelacj i pomiędzy metodami 
SP/Ox i GC/F ID w poszczególnych g rupach . W pierwszej grup ie próbek 
współczynnik korelacj i był wysok i (0.9721), wskazu jąc na d u ż ą zgodność 
ot rzymanych wyn ików ob iema metodami . Wyn ik i o t rzymane w drugiej grupie 
próbek wykazywały już większy rozrzut, a więc wyraźnie mniejszy współczynnik 
korelacj i (0.9690). Wspó łczynn ik nachylenia prostej y=ax w tej grupie wykazywał 
n ieznaczne przesunięcie krzywej w k ierunku wartośc i wyższych dla metody 
spekt ro fo tometrycznej . Trzec ia grupa wyn ików utrzymuje tę tendencję , 
wykazu jąc dalsze obniżenie korelacj i ( r=0.8550) oraz mocnie jsze nachylenie 
krzywej w kierunku wartości wyższych, otrzymanych me todą spektrofotometryczną. 

Porównując wynik i o t rzymane przy pomocy obu metod można za tem zauwa
żyć tendenc ję do zawyżania wyn ików ot rzymywanych me todą spekt ro fo tome
t r yczną zwłaszcza na n isk im poz iomie zawartości hemoglob iny t lenkowęglowej . 
Istnieje bow iem możl iwość nakładania się absorbancj i różnych pochodnych 
hemoglob iny w chwil i dokonywan ia pomiaru intensywności absorbancj i C O H b . 
O takiej możl iwośc i in formuje ryc. 1 na której przedstawiono w idma C O H b , 
MetHb i Sul fHb. Spostrzeżenie to potwierdzają wcześnie jsze obserwacje , 
dotyczące ot rzymywania wyn ików tą m e t o d ą jako przypuszczaln ie nieco 
zawyżonych w przypadkach zgni łych prób wskutek nakładania się absorbancj i 
różnych pochodnych hemoglobiny. Jest to w idoczne zwłaszcza przy zerowych 
zawar tośc iach C O H b (Tabela I ) o t rzymanych me todą chromatograf i i gazowej , 
C O H b wyznaczona spekt rofotometrycznie wykazu je wyższe war tośc i (próby 2, 3 , 
7 , 1 4 , 2 3 , 4 3 ) . 

Równoleg le z pomiarem C O H b dwiema metodami dokonano oznaczenia 
spekt ro fo tomet rycznego methemoglob iny i su l fhemoglobiny, tych postaci 
hemoglob iny, które m o g ą się wytworzyć w gni jących próbach krwi z udz ia łem 
bakter i i . Methemog lob ina powsta je zarówno w toku przemian gni lnych hemoglo
biny i karboksyhemoglob iny , jak również możl iwe jest je j wytworzen ie w wyniku 
ogrzewania krwi of iary w czasie pożaru (2, 3). Z drugiej strony, me themog lob ina 
we krwi z czasem zan ika (2, 24) . 

Wyn ik i w postaci war tośc i methemoglob iny i su l fhemoglob iny zamieszczono 
w Tabel i I, a średnie wartośc i pol iczone w trzech grupach prób przedstawiono na 
ryc. 4 . W s k a z u j ą one jednoznaczn ie na występowanie wyższych wartośc i 
zarówno methemog lob iny jak i su l fhemoglobiny w miarę wydłużania się czasu 
przechowywania prób, zwłaszcza jest to w idoczne dla prób przechowywanych 
powyżej sześciu tygodni . Jedna z prób t j próba nr 60 wykazu jąca szczególne 
gnicie, wys tępu jące już w chwil i pobierania mater ia łu ze zwłok, będących 
w stanie komp le tnego przeobrażenia, została oddzie lona od pozostałych z uwagi 
na o w ą odmienność mater ia łu biologicznego w s tosunku do pozostałych prób. 
Próbka nr 60 s tanowi przykład występowania zawansowanego gnicia, mani fe
s tu jącego się, między innymi, ekst remaln ie wysok imi war tośc iami methemog lo 
biny (5,6%) i su l fhemoglob iny (16,1%). 
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Ryc. 3 . Porównan ie wyn ików C O H b ot rzymanych metodami chromatograf i i 
gazowej (GC/FID) z metan izerem i spekt ro fo tomet ryczną (SP/Ox) 
w t rzech grupach testowanych próbek krwi. 

Fig. 3. Compar i son of the results obta ined by means of gas ch romatography 
(GC/FID) wi th metanizer and spect rophotomet ry (SP/Ox) for three 
groups of tes ted b lood samples . 
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Wytworzen ie się produktów gni lnych we krwi jes t niewątpl iwie czynnik iem 
wp ływa jącym negatywnie na dok ładność oznaczeń anal i tycznych pochodnych 
hemoglobiny. Twierdzenie to dotyczy w znacznej mierze oznaczeń C O H b . I tak 
np. w przypadku próbki nr 60 wynik oznaczenia spekt ro fo tometrycznego C O H b 
w wysokośc i 2 9 % można uznać za zawyżony w s tosunku do faktycznej 
zawar tośc i C O H b . Z drugiej strony jednak war tość 10 .9% C O H b ot rzymana 
m e t o d ą chromatograf i i gazowej może przemawiać za wy tworzen iem się 
w procesie gnicia pewnego (n ieznanego) stężenia t lenku węgla. Wytwarzan ia się 
hemoglob iny t lenkowęglowej w toku procesów tanatochemicznych dowodzi ło 
wielu badaczy (14, 17), choc iaż inni tw ie rdzą że zanik C O H b wsku tek uwalniania 
się CO z komp leksu z hemog lob iną jest jeszcze bardziej p rawdopodobny (24). 
Jes t to z łożony prob lem, który w dobie obecnej , wobec możl iwości s tosowania 
bardziej specyf icznych metod w odniesieniu do pochodnych hemoglob iny 
w y m a g a weryf ikacj i . Na tym stopniu ogólności jednakże wyda je się, że ocena 
wytworzonego C O H b w toku przekształceń gni lnych jest p rob lemem przede 
wszys tk im doboru właśc iwej metody badawczej . 

Obserwac ja narastania methemoglob iny i su l fhemoglobiny w gni jących 
próbach krwi jes t mierza lnym d o w o d e m przekształceń w niej zachodzących . 
Wyn ik i te wprawdz ie nie m a j ą charakteru systematycznej za leżności w czasie, 
wskazu ją j ednak na zarysowujący się dość wyraźny trend. Biorąc pod uwagę 
średnie zawar tośc i tych pochodnych hemoglobiny, j ak wykazano na ryc. 4 , 
można zauważyć szybsze narastanie su l fhemoglob iny w s tosunku do me themo
globiny w czasie. Być może decydu jącym czynnik iem jes t w tym przypadku obok 
tworzenia się równoczesne zanikanie methemoglob iny . 

Ryc. 4. Obse rwowane zawartośc i methemoglob iny (MetHb) i su l fhemoglob iny 
(Sul fHb) wytworzonych w czasie przechowywania 
próbek krwi. 

F ig . 4. Methemog lob in (MetHb) and su l fhemoglob in (SulfHb) in the b lood 
samp les genera ted in the course of the storage. 

Biorąc pod uwagę przytoczone obserwac je zmian w zawartośc i wybranych 
pochodnych hemoglob iny nasuwa się twierdzenie, że przechowywana próba krwi 
jes t uk ładem chemicznym dynamicznym, w k tórym wys tępu ją przeobrażenia 
kszta ł towane czynn ikami zewnętrznymi (bakterie, temperatura) , a których 
k ierunek można jedynie przewidzieć w zarysie. Pochodzenie mater ia łu z różnych 
zwłok sugeru je z n a c z n ą jego n ie jednorodność, nadając mu w znacznej mierze 
indywidualny charakter . 

Wykazan ie wyższych wartośc i methemog lob iny i su l fhemoglob iny w próbach 
po w ie lo tygodn iowym przechowywaniu t łumaczy n iższą korelację C O H b 
ok reś loną badanymi metodami , wykazaną w powyższych rozważaniach. 
Obecność innych postaci hemoglob iny oraz innych produktów rozkładu m o ż e 
za tem stanowić czynnik zmienia jący bezwzg lędną i fak tyczną war tość C O H b 
w oznaczen iach spekt ro fo tometrycznych. 

Charakteryzu jąc za tem metodę chromatograf i i gazowej oznaczania C O H b 
należy podkreśl ić jej przydatność w badaniach mater iału sekcyjnego, zwłaszcza 
dotkniętego p rocesem gnicia. Metoda wymaga jednak przestrzegania dyscypl iny 
w s tosowaniu wa runków anal izy w zakres ie zarówno przygotowywania prób jak 
i s a m e g o pomiaru chromatograf icznego. Dotyczy to zwłaszcza tak newralg icz
nych punktów metody jak nasycanie prób krwi do kalibracji jak i pobierania par 
o określonej objętości me todą headspace. Przeprowadzone badania wskazu ją 
na to, że lepsze wynik i os iąga się przy nasycaniu prób krwi do krzywej kal ibracyj-
nej, pobiera jąc bezpośrednio sprężony t lenek węgla z butli niż nasycając 
t lenk iem węg la wy twarzanym bezpośrednio w reakcji chemicznej pomiędzy 
k w a s e m , s ia rkowym i m r ó w k o w y m , j ak czyniono to poprzednio (4). Dok ładność 
oznaczeń zaś tkwi także w podawaniu na ko lumnę chromatogra f i czną określo
nej, zawsze podobnej objętości próbki par przy pomocy specjalnie s łużącej do 
tego celu st rzykawki c iśnieniowej do analizy headspace. Innym czynnik iem 
ogran icza jącym metodę jest katal izator - metanizer, którego czas pracy jest 
l imitowany zwykle do 100 analiz. Metoda ta w ściśle przestrzeganych wa runkach 
charakteryzuje się precyz ją w granicach 10 %. Współczynn ik i korelacj i dla 
krzywych kal ibracyjnych (CF) d la poszczególnych prób przedstawione w Tabel i I 
wykonane przy każdej próbie, wykazu jące wartośc i (0.8487 - 1.0000) gwaran tu ją 
także zadowa la jącą dok ładność metody. 

Ocena metody chromatograf icznej w odniesieniu do innych me tod anal izy 
COHb , zwłaszcza spekt ro fo tometrycznych była w przeszłości pode jmowana 
przez różnych autorów (3, 4, 24, 15, 18). Wn iosk i w cy towanych pracach są 
zgodne przede wszystk im w odnies ieniu do rekomendac j i chromatograf i i 
gazowej , j ako najbardziej właśc iwej metody do oznaczeń C O H b w próbkach krwi 
sekcyjnej , przekszta łconej gni lnie. 
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