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MOŻLIWOŚCI FOTOMETRYCZNEGO POMIARU 
PODSTAWOWYCH PARAMETRÓW KRWI

Streszczenie. W artykule omówiono możliwości fotometrycznego po- 
miaru takich parametrów krwi jak: hemoglobina, stopień natlenowania, 
stopień hemolizy oraz zliczanie ciałek krwi. Podano długości fal e- 
lektromagnetycznych, przy których można dokonywaó pomiaru oraz za
leżności matematycznie jakie winien realizować układ.

Fotometria odgrywa ważną role w wielu dziedzinach nowoczesnej fizjolo
gii, biochemii i biofizyki. Stosowanie specjalnej aparatury fotometrycz- 
nej pozwala na otrzymanie z układów biologicznych informacji, których nie 
można byłoby uzyskać żadną inną metodą.

W układach biologicznych występuje wiele substancji podobnych do sie
bie, których rozdzielenie metodami chemicznymi jest bardzo trudne, łatwo 
natomiast dokonać ich analizy metodami fotometrycznymi. Fotometria znajdu
je istotne zastosowanie, żarówno przy badaniu związków o charakterystycz
nych widmach absorpcyjnych jak i takich, które reagując z innymi tworzą 
związki barwne o określonej absorpcji. Ogólnie biorąc z badania różnych 
pasm widma otrzymuje się rozmaite informacje i tak np. określenie ekstynk
cji próbki krwi przy odpowiednich długościach fal pozwala na wyznaczenie 
takich parametrów krwi jak: zawartość hemoglobiny, stopień hemolizy, sto
pień natlenowania.
Pomiar ilości hemoglobiny (Hb) we krwi jest jednym z najczęściej wykony
wanych badań hematologicznych. Wynika to z roli jakąj hemoglobina spełnia 
w organizmie (transport tlenu z płuc do tkanek oraz dwutlenku1 węgla z tka
nek do płuc).
Właściwą metodą oznaczani a poziomu Hb jest międzynarodowa metoda cyjanohe- 
miglobinowa, tzw. metoda Drabkina. Metoda ta, obecnie szeroko stosowana i 
polecana, posiada niezaprzeczalne zalety wypływające z prostoty jej wyko
nania i dokładności otrzymywanych wyników. Metoda Drabkjina polega na wstęp
nym przekształceniu hemoglobiny w jej pochodną - cyjanohemiglobinę, która 
Jest Jedyną trwałą pochodną hemoglobiny i oznaczeniu intensywności jej za 
barwienia za pomocą fotometru (1 ).- 
Dalszymi zaletami tej metody są:
- Maksimum ekstynkcji cyjanohemiglobiny w pobliżu 540 nm cechuje płaski 
kształt. Wyodrębnienie promieniowania światła monochromatycznego nie 
jest więc konieczne.
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- Prawo Bouguera-Lamberta-Beera Jest spełnione w szerokim zakresie stę
żeń.

- Wszystkie pochodne hemoglobiny przechodzą ilościowo w cyjanohemiglobinę 
(oryhemoglobina, hemoglobina tlenkoweglowa, hemoglobina oraz w większo
ści sulfohemoglobina).

Przy fotometrycznym oznaczaniu Hb metodą Drabkina korzysta sie z prawa 
Bouguera-Lamberta-Beera, które mówi, że ekstynkcja próbki dla światła mo
nochromatycznego jest wprost proporcjonalna do stężenia oraz grubolści war
stwy. Prawo to wyraża sie następującą zależnością:

gdzie:
E - ekstynkcja próbki,
£ - ekstynkcja właściwa badanego związku przy określonej długości fali, 
c - stężenie,
1 - grubość warstwy.

Istnieją dwa sposoby oznaczania stężenia hemoglobiny metodą Drabkina:
a) za pomocą wzorca (1 )

gdzie:
Ep - ekstynkcja próbki badańej,
Ew - ekstynkcja wzorca,
cw - stężenie wzorca,
k1 - współczynnik proporcjonalności.

b) za pomocą współczynnika ekstynkcji (1 )

E = £ . c . 1, (1 |>

E
(2)

G
gHb/1 0 0 ml = (3)

gdzie:
Ep - ekstynkcja próbki,
G - ciężar ¡cząsteczkowy hemoglobiny,
£ - ekstynkcja właściwa Hb,
G,£, k2 są wielkościami stałymi można więc zapisać

gHb/100 ml = Ep k̂

Znając stężenie wzorca lub ekstynkcję właściwą Hb można skonstruować przy
rząd mierzący stężenie hemoglobiny według powyższej metody.
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POMIAR STOPNIA HEMOLIZY

Przez stopień hemolizy rozumie się zawartość hemoglobiny w osoczu krwi. 
Oznaczenie stopnia hemolizy polega na pomiarze rozpuszczonej w osoczu he
moglobiny, która pochodzi z rozpadłych krwinek czerwonych. Wartość stop
nia hemolizy zależy od dziennych wysiłków i stresów organizmu. Na hemoli- 
zę krwinek czerwonych mają poza tym wpływ schorzenia toksyczne lub septy- 
czne, jak węży i pszczół, stany immunologiczne czynne powodujące niszcze
nie krwinek, narażenie krwinek na urazy mechaniczne (np. podczas krążenia 
pozaustrojowego) [8].
Oznaczenie stopnia hemolizy jest potrzebą podyktowaną głównie przez chi
rurgów, wynikłą z konieczności obserwacji procesów hemolitycznych w cza
sie długotrwałych zabiegów chirurgicznych, szczególnie przy zastosowaniu 
krążenia pozaustrojowego [8]. Prostą metodą oznaczania stopnia hemolizy 
we krwi jest fotoraetryczna metoda cjanohemiglobinowa, która polega na roz
cieńczeniu pewnej objętości osocza określoną objętością odczynnika Drabki- 
na, co powoduje przejście pochodnych hemoglobiny, zawartych w osoczu krwi 
w cjanohemiglobinę. Mierząc ekstynkcję tak przygotowanej próbki przy dłu- 
głości fali 540 nm można określić Hb osocza. W niektórych oznaczeniach,o- 
bok określenia ekstynkcji przy 540 ẑ o, określa się ekstynkcje przy 680 nm 
traktując ten pomiar jako "ślepy" [1 ]-

W przypadku pomiaru stopnia hemolizy mamy do czynienia z oznaczeniem 
pojedynczego składnika w mieszaninie z innym związkiem absorbującym pro- 
mieniiowanie elektromagnetyczne w analizowanym przedziale widma. Ten ab
sorbujący a nie oznaczany związek nosi nazwę podłoża (2). Gdy ekstynkcja 
"podłoża" zmienia się w sposób liniowy w funkcji długości fali, ilość o- 
znaczonego związku wyznacza się na podstawie wzojru (2 ):

(n - 1) E1 + E2 - nE^
[(n - 1 ) f 1 + Eg - n t j ]. 1

(5)

gdzie:
^1 '̂ 2 ’%  ~ współczynniki ekstynkcji badanego związku przy długościach 

fal odpowiednio Ig,?̂ ,
Ê  , E2 >Ê - wartości ekstynkcji przy długościach fal »¡Ig* ̂ 3*

1 - grubość warstwy badanego związku
n ~ ^
= *1 - b  '

W przypadku pomiaru stopnia hemolizy ekstynkcja podłoża jest w przybli
żeniu wielkością stałą w funkcji długości fali dla pomiarowego zakresu 
widma, a więc powyższy wzór upraszcza się do następującej postaci:

mgHbos/1°°ml = , (6)
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gdzie:
G - ciężar cząsteczkowy, 
i - ekstynkcja: właściwa, 
k - współczynnik proporcjonalności.

Wielkości G,6, k są stałe, wobec tego:

mgHbos/lOOml . (E540 - B ^ j k ,  (7)

Metoda ta nadaje się do pomiaru stopnia hemolizy w osoczu w przypadkach, 
fizjologicznie nieprawidłowych. Hie jest jednak na tyle czuła aby stoso
wać ją do pomiaru Hb osocza fizjologicznego. Istnieje możliwość zwiększe
nia czułości metody przez pomiar ekstynkcji przy długości fali 417 nm za
miast ekstynkcji pfczy 540 nm la w celu zmniejszenia wpływu osocza można do 
konywać pomiaru ekstynkcji dodatkowo przy 480 nm [8].

POMIAR SIOPHIA NATLENOWAHIA KRWI

Pomiar stopnia natlenowania krwi interesuje lekairzy różnych specjalno
ści. W czasie prowadzenia zabiegów chirurgicznych, przy kontrolowanym od
dychaniu a szczególnie w okresie pooperacyjnym, stała kontrola natlenowa
nia krwi jest wskazana. Poza tym pomiar Btopnia natlenowania jest istotny 
przy określaniu równowagi kwasowo-zasadowej pij.



Spośród wszystkich, metod stosowanych do pomiaru stopnia natlenowania krwi 
najwygodniejszą jest metoda fotometryczna, gdyż pozwala na diticonywanie po 
miaru na krwi pełnej [3],j4j|.

Stopień natlenowania krwi określa się jako stosunek zawartości oxyhe- 
moglobiny do hemoglobiny całkowitej i wyraża Bię w procentach.Pomiaru stop
nia natlenowania można dokonywaś za pomocą światła przechodzącego przez 
próbkę lub odbitego od próbki. Metoda fotometryczna za pomocą światła prze
chodzącego przez próbkę polega na wykorzystaniu różnicy ekstynkcji w wid
mach absorpcyjnych hemoglobiny i hemoglobiny natlenowanej (oxyhemóglobiny) 
a metoda wykorzystująca światło odbite od próbki polega na tym, że świa
tło o określonej długości fali jest silniej odbijane od omyhemoglobiny niż 
od zredukowanej hemoglobiny. Jedną z metod nie w\ymagającą dodatkowych 
czynności z próbką badaną jest metoda fotometryczna, wykorzystująca świa
tło przechodzące. W t|ej metodzie mamy do czynienia z oznaczeniem dwóch 
składników mieszaniny. Przy takim oznaczaniu bardzo istotnym jest dobór 
odpowiednich długości fal światła, przy których dokonuje się analizy. W 
takiaj przypadku wybiera się najczęściej dwie analityczne długości fali w 
ten sposób, żebyi współczynniki ekstynkcji obu związków spełniały warunek 
tzw. rozbieżności (2 ):
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2i 2 — ---—  = min,
2 *2

gdzie s
E1*1

(8)

fali

fali ł2

fali

fali \2’

się na podsta-
'1 ,X2 , wykorzyp

stując prawo Bouguera-Lamberta-Beera i prawo oddytywności ekstynkcji z na
stępującego układu równań«

E, ■ 0 c, + i.» . Co )l *1 1*, 1 2 (9)
\  “ (fU 2* C1 + £2*2* ó2);L

Rozwiązując powyższy układ równań można obliczyć stężenia c1 i c2 dwóch 
składników mieszaniny.
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îîys. 2

W konstrukcji wyspecjalizowanych, fotometrów korzystny Jest (ze względu na 
uproszczenie układu) wybór dwóch długości fal światła spełniających waru
nek:

fU 3
t  = max r J— = 1 (10)
2*1 2*3

kn 3
Warunek  ̂  = 1 Jest spełniony w punkcie izobestycznym tzn. w punkcie,w

którym ekstynkcje właściwe są Jednakowe (punkt przecięcia się widm absorp
cyjnych obu składników). Pomiaru stopnia natlenowania dokonuje się najczę
ściej przy długościach fal:

a) 805 nm - punkt izobestyczny, w którym absorpcja światła przez natleno-
waną i zredukowaną Hb Jest Jednakowa,

b) 650 nm - długość fali, przy której absorbera światła przez obydwie he
moglobiny wykazuje znaczne różnice.

Dla tak wybranych długości fal światła stopień natlenowania można wyzna
czyć z zależności:
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gdziet k^kgyk-j - stało współczynniki wyrażające się zależnościami:

^Hb650

. fHb650 fHbO„650V D . . ^ C-
^  f805 " f805

£Hb650 “ fHb02805 fHb02650
k3 = - ■--- >---------- +--- z--------- 1
J tHb650 ‘HbSSO

fHb650 “ eks'tynkcJa właściwa hemoglobiny zredukowanej dla 650 nm,
£Hb02650- «fcotynkcja właściwa hemoglobiny natlenowanej dla 650 nm,
6605 “ ekstynkcja właściwa punktu izobestycznego,
E805 ” ekstynkcja próbki badanej dla 805 nm,
E650 “ ekstynkcja próbki badanej dla 650 nm.

Pomiaru można dokonywać również przy innych kombinacjach długości fal np. 
505 nm i 600 nm [5]«
Metodami fotometrycznyml można również określić ilość krwinek czerwonych i 
białych [6]j, [7].'.
Przy tych pomiarach wykorzystuje się zjawisko rozproszenia światła, które 
może zachodzić jedynie w ośrodkach optycznie niejednorodnych,co jest speł 
nione w przypadku zawiesiny krwinek we krwi.
Ze względu na dużą koncentrację krwinek we krwi, konieczne jest rozcieńr 
czenie próbki w odpowiednim stosunku.
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B03M0KH0CTH «tOTOMETPHHECKOrO H3MEPEBHH 
OCHOBHHX HAPAMETPOB KPOBH

P e 3 10 m e

B CTaTBe paccua.TpaBasTCH bosuoxhocth HauepeaHH Taicnx napaweTpoB KpoBH 
xax xomHaecxBO reuorm odaH a, c i e n e s t  HaoHneaaa xacm opoflou, c i e n e a t  re u o a a 3 a ,  
K O jaaeciB o xpoBaHHx napaxoB , OnpeAejuaaxca ajibhh sjieKipoMarHHiHHx bojih, ajih 
XOTOpHX M03KH0 np0B3B0ABII> H3U6p6HH6f a  laXXB MaXeMaTHBeCKBe 3aBBCHM0GTB x a -  
x ae  AOJiacaa peajca30Baii> c x e u a .

POSSIBILITIES OP PHOTOMETRICAL MEASURMEHTS 
OP THE PRINCIPIAL BLOOD PARAMETERS

S u m m a r y

In the article there are shown possibilities of photometrical measur- 
ments of blood parameters haemoglobin, the degree of oxydation,haemolysis 
and the counting of blood cells.

The lengths of electromagnetic waves are given in which the mesaur- 
ments can be taken, and mathematical relations have been derived w.hioh 
are to be realized by the circuit.


