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Vorwort

Dieses Dokument wurde vom Arbeitsausschuss NA 063-03-06 AA ,Hamatologie“ im DIN-Normenausschuss
Medizin (NAMed) erarbeitet und im Einvernehmen mit der Physikalisch-Technischen Bundesanstalt Braun-
schweig und Berlin herausgegeben.

Der Arbeitsausschuss setzt sich aus Vertretern der medizinischen Fachgesellschaften DGHO, DGKL INSTAND
und Vertretern der Diagnostikindustrie zusammen.

Es wird auf die Moglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte beriihren kon-
nen. DIN ist nicht dafiir verantwortlich, einige oder alle diesbeziiglichen Patentrechte zu identifizieren.

Aktuelle Informationen zu diesem Dokument konnen iiber die Internetseiten von DIN (www.din.de) durch eine
Suche nach der Dokumentennummer aufgerufen werden.

Anderungen
Gegentiber DIN 58931:2010-08 wurden folgende Anderungen vorgenommen:

a) vollstindige Uberarbeitung des Inhalts, insbesondere Anpassung der Festlegungen der AHD-Methode an
den Stand der Wissenschaft;

b) redaktionelle Uberarbeitung.
Friihere Ausgaben

DIN 58931-1:1970-11, 1982-10
DIN 58931-2:1970-11, 1982-10

DIN 58931-3:1970-11, 1982-10
DIN 58931:1995-02, 2010-08
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1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument ist anzuwenden fiir die Bestimmung der Himoglobinkonzentration im Blut. Es ist nur anzu-
wenden fiir die analytische Phase.

Es legt Anforderungen an die Gerdte- und Messtechnik sowie an die benotigten Reagenzien bzw. deren Losun-
gen, die bei der Bestimmung der Himoglobinkonzentration im Blut eingesetzt werden, fest.

Dieses Dokumentist auch fiir die Himoglobinbestimmung in Kontrollmaterialien anzuwenden, wenn sich Lyse
und Umwandlungsgeschwindigkeiten der verschiedenen Hb-Varianten dhnlich wie im Frischblut verhalten.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden Dokumente werden im Text in solcher Weise in Bezug genommen, dass einige Teile davon oder
ihr gesamter Inhalt Anforderungen des vorliegenden Dokuments darstellen. Bei datierten Verweisungen gilt
nur die in Bezug genommene Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte Ausgabe des in Bezug
genommenen Dokuments (einschlieBlich aller Anderungen).

DIN 58932-1, Himatologie — Bestimmung der Blutkérperchenkonzentration im Blut — Teil 1: Blutentnahme,
Probenvorbereitung, Einflussgrofden, Stérfaktoren; Text Deutsch und Englisch

DIN 58960-4, Photometer fiir analytische Untersuchungen — Anforderungen an die Beschreibung technischer
Daten fiir den Anwender

DIN 58963-2, Kiivetten fiir photometrische Messungen — Prdzisions-Rechteckkiivetten — MafSe, Anforderungen

3 Begriffe
Fiir die Anwendung dieses Dokuments gelten die folgenden Begriffe.

DIN und DKE stellen terminologische Datenbanken fiir die Verwendung in der Normung unter den folgenden
Adressen bereit:

— DIN-TERMinologieportal: verfiigbar unter https://www.din.de/go/din-term
— DKE-IEV: verfiigbar unter http://www.dke.de/DKE-IEV

31
Hamoglobin
roter Blutfarbstoff, der in den Erythrozyten (roten Blutkérperchen) enthalten ist

Anmerkung 1 zum Begriff:  Nach IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) wird fiir Himoglobin in
seiner tetrameren Form das Kurzzeichen Hb und fiir die monomere Form das Kurzzeichen Hb(Fe) verwendet.

3.2
Probe
dem Probanden nach DIN 58932-1 entnommenes, mit Antikoagulans versetztes Blut

3.3

Konversionsléosung

Reaktionsfliissigkeit zur Lyse der Erythrozyten und zur Umwandlung der verschiedenen Himoglobinvarianten
sowie der in den Kontrollldsungen vorhandenen Himoglobin-analogen Verbindungen in ein stabiles, photome-
trisch erfassbares Endprodukt
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3.4

HiCN-Methode

Verwendung einer Konversionsldsung zur Umwandlung der verschiedenen Himoglobinvarianten sowie der in
den Kontrolllésungen vorhandenen Hamoglobin-analogen Verbindungen in Cyanmethdmoglobin

3.5

AHD-Methode

Verwendung einer Konversionslosung zur Umwandlung der verschiedenen Hamoglobinvarianten sowie der
in den Kontrolllosungen vorhandenen Hiamoglobin-analogen Verbindungen in den Komplex aus alkalischem
Hamatin und einem nichtionischen Detergens

3.6

Messlosung

Losung bestehend aus Probe oder Kontrolllosung und Konversionslosung, die unmittelbar der Messung zuge-
fihrt wird

3.7

Kontrolllosung

Losung mit festgelegten Eigenschaften, die nach Reaktion mit einer Konversionslésung eine Messldsung ergibt,
die einen bekannten Wert des spektralen Absorptionsmafies mit definierter Messunsicherheit liefert

Anmerkung 1 zum Begriff: ~ Kontrollldsungen dienen der Priifung von Messverfahren durch Vergleich mit vorgegebenen
Werten, einschliefdlich der Kontrolle von Absorptionsphotometern.

3.8
Kontrollblut

Suspensionen von Partikeln, vorzugsweise menschlicher Herkunft

[QUELLE: DIN 58934-1:1997-12, 3.1]

4 Symbole und Abkiirzungen

Tabelle 1 — Zusammenstellung der verwendeten Abkiirzungen und mathematischen Symbole

Symbol oder

Abkiirzung Bedeutung Einheit

Messwert des spektralen (dekadischen) Absorptionsmafies der Messlosung

a(a) ANMERKUNG  Im Folgenden wird a(4) auch als gemessenes spektrales 1
Absorptionsmafs bezeichnet.

Auflosung des Absorptionsphotometers fiir das spektrale Absorptionsmaf3 aufgrund

oa der Digitalisierung; Digitalisierungsfehler 1
Richtiger Wert [1] des spektralen (dekadischen) Absorptionsmafies der Messlosung,

A berechnet aus dem Messwert a(4) 1
ANMERKUNG  Im Folgenden wird A(A) auch als richtiges spektrales Absorptionsmaf3
bezeichnet.

ai Gemessenes spektrales Absorptionsmaf? einer bestimmten Wiederholmessung j der 1

jeweiligen Verdiinnung i

Unterschied des spektralen Absorptionsmafes zwischen zwei Kiivetten bei
Aagivette Verwendung von Kiivettenpaaren mit je einer Kiivette fiir den Messstrahlengang und 1
den Referenzstrahlengang

A4 Mittelwert des richtigen spektralen Absorptionsmafies 1
a; Mittelwert des gemessenen spektralen Absorptionsmafies der jeweiligen Verdiinnung 1
4; Mittelwert des richtigen spektralen Absorptionsmafies der jeweiligen Verdiinnung 1
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Tabelle 1 ( fortgesetzt)

SKglkbﬁ(:‘lz(::rilegr Bedeutung Einheit
AHD Alkalisches Hamatin und Detergens, Alkaline Haematin Detergent —
B(Hb(Fe)) Massenkonzentration des Himoglobins im Blut g/l
Ei Mittelwert der Hamoglobinkonzentration der jeweiligen Verdiinnung g/l
c Stoffmengenkonzentration mol/l
c(Hb(Fe)) Stoffmengenkonzentration des Himoglobins im Blut mol/]
Co Konstanten zur Bestimmung des richtigen Wertes [1] des spektralen (dekadischen) 1
Absorptionsmafies A(4) der Messlosung aus den Messwerten des spektralen
G dekadischen Absorptionsmafies a(A) 1
CAS Chemical Abstracts Service (Registry Number) —
d Schichtdicke der Prazisions-Rechteckkiivette mm
EDTA Ethylendiam@ntetraess?gs?ure (z.B. in K3EDTA: Kaliumsalz der .
Ethylendiamintetraessigsdure)
Hb Tetramere Form des Hamoglobins —
Hb(Fe) Monomere Form des Himoglobins —
HiCN Cyanmethdmoglobin —
i Index der Verdiinnung oder Messsuspension 1
j Index der Wiederholungsmessungen der Verdiinnung i 1
K Erweiterupgsfaktqr zur Bestimmung der erweiterten Messunsicherheit entsprechend 1
den effektiven Freiheitsgraden
mp Masse der Blutprobe g
mg Masse der Konversionslésung g
om Auflosung der Waage g
M Molare Masse g/mol
M(Hb(Fe)) Molare Masse des monomeren Hamoglobins Hb(Fe) g/mol
n Anzahl von Wiederholungsmessungen fiir eine bestimmte Verdiinnung, 1
Stichprobenumfang
s(aj;) Standardabweichung des gemessenen spektralen Absorptionsmafies 1
Einheit der
u Standardmessunsicherheit jeweiligen
Messgrofie
Urel Relative Messunsicherheit 1
Vg Volumen der Blutprobe ul
Vg Volumen der Konversionslésung ul
gA) Molarer dekadischer Absorptionskoeffizient m
p Dichte g-cm™3
PB Dichte der Blutprobe g cm™3
PK Dichte der Konversionslosung g-cm™3
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Tabelle 1 ( fortgesetzt)

Symbol od

Xglkﬁ(:'z(l)megr Bedeutung Einheit
[0) Volumenanteil der Probe in der Messlosung 1
o Volumenanteil der Probe in der Messsuspension i 1

5 Messgrofde und Einheit

Messgrofie ist entweder die Massenkonzentration S(Hb(Fe)) oder die Stoffmengenkonzentration c¢(Hb(Fe))
des Hamoglobins im Blut.

Einheit der Massenkonzentration ist g/l oder ihre dezimalen Teile. Einheit der Stoffmengenkonzentration ist
mol/l oder ihre dezimalen Teile.

ANMERKUNG  Die molare Masse M(Hb(Fe)) des monomeren Hamoglobins Hb(Fe) im Blut betragt 16 114,5 g/mol [2].
Es gilt die Umrechnungsgleichung (1):

B (Hb (Fe)) = M (Hb (Fe)) - ¢ (Hb (Fe)) (1)
6 Referenzverfahren
6.1 Allgemeines
Das Referenzverfahren wird zur Bestimmung von Hamoglobin in humanem Blut verwendet. Um die Proben-
stabilitait wahrend der Anwendung des Referenzverfahrens sicherzustellen, ist es notwendig, die Blutprobe mit

einem Antikoagulanzreagenz zu versetzen. Als Antikoagulanzreagenz sollte EDTA verwendet werden.

ANMERKUNG  Alle fiir die Anwendung dieses Dokuments notigen mathematischen Symbole sowie die verwendeten
Abkiirzungen befinden sich in Tabelle 1.

6.2 Grundlage der HiCN- und AHD-Methoden
6.2.1 Allgemeines

Grundlage beider Verfahren ist die reproduzierbare Uberfithrung des Himoglobins in ein stabiles Derivat defi-
nierter chemischer Zusammensetzung.

6.2.2 HiCN-Methode

Ein definiertes Probenvolumen muss mit einem definierten Volumen der Konversionslésung nach 6.4.1 ver-
setzt werden. Dabei wird nach Hamolyse der Erythrozyten die gesamte Himoglobinmenge, d. h. alle Hamoglo-
binvarianten und Hamoglobin-analogen Verbindungen mit Ausnahme des Verdoglobins, im Stoffmengenver-
héltnis 1:1 in Cyanmethamoglobin (HiCN) umgewandelt [2] [3] [4] [5].

6.2.3 AHD-Methode
Ein definiertes Probenvolumen muss mit einem definierten Volumen der Konversionsldsung nach 6.4.2 ver-
setzt werden. Dabei wird nach Hamolyse der Erythrozyten und Solubilisierung der Erythrozytenmembranen

die gesamte Hamoglobinmenge, d. h. alle Himoglobinvarianten und Himoglobin-analogen Verbindungen, im
Stoffmengenverhaltnis 1: 1 in den AHD-Komplex umgewandelt [5] [6] [7].
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6.3 Anforderungen an die Gerite
6.3.1 Absorptionsphotometer

Zur Durchfiithrung der hier beschriebenen Methoden muss zur Bestimmung des spektralen Absorptionsmafies
A(A) ein Absorptionsphotometer verwendet werden. Dieses Instrument muss die Messung des spektralen
Absorptionsmafies einer Losung im Wellenldngenbereich von 530 nm bis 590 nm mit einer erweiterten pho-
tometrischen Messunsicherheit bei Verwendung von 10-mm-Prazisions-Rechteckkiivetten nach DIN 58963-2
von hochstens 2u.e(A(4)) 1,0 % des Messwertes ermdoglichen. Die Messunsicherheit der Wellenldnge darf
nicht grofer sein als 2u(A) <1 nm (95,45 % Vertrauensniveau) und die spektrale Halbwertsbreite muss kleiner
als 1 nm sein. Der Fehlstrahlungsanteil oder Falschlichtanteil darf 0,05 % nicht iiberschreiten. Die direkte
Anzeige der Hb-Konzentration nach Berechnung mithilfe des spektralen Absorptionsmaf3es fiir die HiCN- oder
AHD-Methode und des Volumenanteils der Probe in der Messsuspension ist zuldssig. Absorptionsphotometer
miissen den Anforderungen nach DIN 58960-4 entsprechen. Durch die Verwendung kalibrierter Filter mit
bekanntem spektralem Absorptionsmaf’ ist die Riickfithrung des Absorptionsphotometers sicherzustellen,
sodass sich aus den Messwerten a(A) des spektralen Absorptionsmafies der richtige Wert des spektralen
Absorptionsmafies A(A) mit der angegebenen Messunsicherheit berechnen lasst.

6.3.2 Gerite zur Herstellung der Messlosung

Bei der Herstellung der Messlosung muss sichergestellt werden, dass der Volumenanteil der Probe mit einer
Messunsicherheit von 2uyej(¢) < 0,6 % bestimmt werden kann. Zur Herstellung der Messlosungen kdnnen
gravimetrische Verfahren oder Kkalibrierte Volumenmessgerate, z.B. Pipetten oder Dilutoren, verwendet
werden.

6.3.3 Zentrifuge

Bei der zur Durchfiihrung des HiCN-Verfahrens bendtigten Zentrifuge muss die relative Zentrifugalbeschleu-
nigung (RZB) so hoch sein, dass ein Zahlenwert des Produktes aus relativer Zentrifugalbeschleunigung und
Zentrifugationszeit in Minuten von mindestens 15 000 in einer vertretbaren Zeit (< 15 min) erreichbar ist.
Zur Durchfiihrung der AHD-Methode ist eine Zentrifugation nicht erforderlich.

6.4 Anforderungen an die Konversionslésungen und Lagerung

6.4.1 Referenzverfahren HiCN

Zur Herstellung der Konversionslosung miissen Reagenzien und Wasser von hohem Reinheitsgrad (z. B. pro
analysi) verwendet werden. Die Konversionslosung (siehe 3.3) muss die folgenden Bestandteile enthalten:

a) 1,0 ml/] nichtionisches Detergens;
b) (1,0 £0,03) mmol/l Cyanid-lonen (CN™) (65,1 mg/1 KCN [CAS: 151-50-8], M = 65,12 g/mol);

ANMERKUNG1  Alkalicyanide wandeln sich bei Zutritt mafiig feuchter, kohlendioxidhaltiger Luft unter Massenzu-
nahme teilweise in Carbonate oder Hydrogencarbonate um. Wesentlich fiir den Gehalt der Konversionsldsung ist nicht
die Einwaage, sondern die in der Lésung vorhandene Konzentration an Cyanid-Ionen.

c) (0,60 0,01) mmol/l Kaliumhexacyanoferrat(IIl), K3[Fe(CN)g] [CAS: 14459-95-1], M = 329,26 g/mol;

d) (2,5+0,05) mmol/l Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat NaH,P04:2 H,0 [CAS: 7558-80-7],
M =156,02 g/mol [2]. Die Konversionslosung muss einen pH-Wert von 7,2+0,1 aufweisen. Zur Ein-
stellung des pH-Werts werden Phosphorsaure, H3PO4 (c = 1,0 mol/1) und Natronlauge, NaOH (¢ =2 mol/I)
verwendet.

ANMERKUNG 2  Beizuniedrigem pH-Wert entweicht Blausdure (HCN), sodass sich die Cyanid-Ionen-Konzentration
vermindern kann. Ein zu hoher pH-Wert fiihrt zu langeren Umwandlungszeiten und zu Triibungen.
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Fir die Handhabung von Reagenzien, von denen einige hochgiftig, d&tzend oder umweltgefdhrlich sind, muss
der Benutzer alle geltenden gesetzlichen Sicherheits- und Entsorgungsvorschriften kennen und Zugang zu die-
sen haben. Der Anwender muss dokumentieren/zeigen, dass er Zugang zu allen anwendbaren gesetzlichen
Bestimmungen hat und wie diese gesetzlichen Bestimmungen erfiillt werden.

Die Konversionslosung kann weitere Substanzen, wie z. B. Neutralsalze, zur Erhohung der Osmolaritiat sowie
bakterizid und fungizid wirkende Substanzen enthalten. Diese Bestandteile diirfen das Messergebnis nicht

beeinflussen.

Die Konversionslosung muss verschlossen, vor Licht geschiitzt, bei einer Temperatur zwischen 2 °C bis 24 °C
aufbewahrt werden. Sie darf nicht eingefroren werden.

Die Konversionslosung kann nach vorschriftsmafiigen Ansatz zwei Monate bei einer Temperatur zwischen
2 °Cbis 24 °Cin mindestens halbgefiillten, verschlossenen und mit Lichtschutz versehenen Flaschen (z. B. brau-
nen Glasflaschen) gelagert werden.

6.4.2 Referenzverfahren AHD

Zur Herstellung der Konversionslosung miissen Reagenzien und Wasser von hohem Reinheitsgrad (z. B. pro
analysi) verwendet werden. Die Konversionslosung (siehe 3.3) muss die folgenden Bestandteile enthalten:

a) geeignetes nichtionisches Detergens (z.B. 2,5 % * 0,2 % Octylphenoxypolyethoxyethanol [CAS: 9002-93-1]
(z.B. Triton X-100));

ANMERKUNG  Die Verwendung von Triton X-100 ist seit 04.01.2021 in der Europédischen Union regulatorisch ein-
geschrankt (Anhang XIV der REACH-Verordnung).

b) (0,1+0,01) mol/lNaOH [CAS: 1310-73-2].
Herstellung der Konversionslosung:

1) 26 g Triton X unter Erwarmen bei 38°C + 3 °C in etwa 150 ml bis 200 ml Wasser auflésen, abkiihlen und in
einen 1 000 ml Messkolben tiberfiihren;

2) etwa 600 ml Wasser langsam zugeben (Schaumbildung);

3) (100+1)ml (1+£0,1) mol/1 NaOH langsam zugeben;

4) auf (1000 * 10) ml mit Wasser auffiillen.

Fiir die Handhabung von Reagenzien, von denen einige dtzend oder umweltgefahrlich sind, muss der Benutzer
alle geltenden gesetzlichen Sicherheits- und Entsorgungsvorschriften kennen und Zugang zu diesen haben. Der
Anwender muss dokumentieren/zeigen, dass er Zugang zu allen anwendbaren gesetzlichen Bestimmungen hat
und wie diese gesetzlichen Bestimmungen erfiillt werden.

Der Zusatz weiterer Substanzen, wie z. B. Neutralsalze, zur Erh6hung der Osmolaritit, weitere Detergenzien
zur Reaktionsbeschleunigung sowie bakterizid und fungizid wirkende Substanzen zur Konversionslésung ist
nicht erforderlich.

Die Konversionslosung muss bei einer Temperatur zwischen 2 °C bis 24 °C aufbewahrt werden.

Die Konversionslosung kann nach vorschriftsmafdigen Ansatz sechs Monate bei einer Temperatur zwischen
2°Cbis 24 °C in verschlossenen Flaschen gelagert werden.
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6.5 Vorbereitung und Durchfithrung der Messungen
6.5.1 Referenzverfahren HiCN

Die Temperatur der Probe und die der Konversionslésung miissen vor dem Vermischen an die Raumtempera-
tur zwischen 20 °C und 24 °C angeglichen werden.

Die Probe muss im Verhaltnis 1:50 bis 1:500 mit der Konversionslésung verdiinnt werden, d. h., der Volu-
menanteil der Probe in der Messlosung betragt 0,02 = ¢ 2 0,002. Bei Proben mit niedriger Himoglobinkonzen-
tration miissen grofde Volumenanteile bevorzugt werden (z.B. 1:100), um im Bereich kleiner Messunsicher-
heit des Absorptionsphotometers zu messen. Bei groféem Volumenanteil der Probe in der Messlosung muss
sichergestellt werden, dass die Umwandlungsreaktion in der geforderten Zeit stattfindet und keine Triibung
der Losung durch Proteine und Lipoproteine auftritt.

ANMERKUNG  Die geringsten Messunsicherheiten fiir das spektrale Absorptionsmafd werden fiir Werte erreicht, die
zwischen 1 und 0,5 liegen (12a =0,5).

Nach Ansetzen der Verdiinnung muss abgewartet werden, bis die Erythrozyten durch die Konversionslésung
vollstandig hdmolysiert und die Himoglobinvarianten und Hamoglobin-analogen Verbindungen mindestens
zu 99 % in HiCN umgewandelt worden sind. Die Reaktionszeit betrdgt 90 min und kann bis héchstens 24 h
verlangert werden [3] [5] [8]. Die erzeugte Messlosung muss jeweils unmittelbar vor der spektrometrischen
Absorptionsmessung unter Einhaltung der in 6.3.3 angegebenen Anforderung zentrifugiert werden.

Bei Verwendung von Kontrolllosungen oder Kontrollbluten muss beachtet werden, dass langere Reaktionszei-
ten auftreten konnen. Gegebenenfalls muss die Reaktionskinetik iiberpriift werden.

Die Bestimmung des richtigen spektralen Absorptionsmafies A(A) der Messlosung muss als Differenzmessung
mit einem Absorptionsphotometer nach 6.3.1 bei einer Wellenldnge von 540 nm und einer Temperatur zwi-
schen 20°C und 24 °C gegen die Konversionslosung erfolgen. Es miissen Prazisions-Rechteckkiivetten nach
DIN 58963-2 verwendet werden. Die Schichtdicke sollte 10 mm betragen und Quarzkiivetten sollten verwen-
det werden. Fiir die Messunsicherheit der Bestimmung der Schichtdicke d muss 2u¢(d) < 0,2 % gelten.

6.5.2 Referenzverfahren AHD

Die Temperatur der Probe und die der Konversionslésung miissen vor dem Vermischen an die Raumtempera-
tur zwischen 20 °C und 24 °C angeglichen werden.

Die Probe muss im Verhaltnis 1:50 bis 1:500 mit der Konversionslésung verdiinnt werden, d.h., der
Volumenanteil der Probe in der Messlosung betragt 0,02 = ¢p 2 0,002. Bei Proben mit niedriger Himoglobin-
Konzentration miissen grofde Volumenanteile zu bevorzugt werden (z.B. 1:100), um im Bereich kleiner
Messunsicherheit des Absorptionsphotometers zu messen. Bei grofem Volumenanteil der Probe in der
Messlosung muss sichergestellt werden, dass die Verschiebung des pH-Wertes so gering ist, dass keine
signifikante Verldngerung der Reaktionszeit eintritt.

ANMERKUNG  Die geringsten Messunsicherheiten fiir das spektrale Absorptionsmafd werden fiir Werte erreicht, die
zwischen 1 und 0,5 liegen (12 a = 0,5).

Nach Ansetzen der Verdiinnung muss abgewartet werden, bis die Erythrozyten und Leukozyten durch die Kon-
versionslosung vollstandig hdmolysiert, die Erythrozytenstromata und Lipide solubilisiert und die Himoglo-
binvarianten und Hamoglobin-analogen Verbindungen mindestens zu 99 % in den AHD-Komplex umgewan-
delt worden sind. Die zum Ablauf dieser Vorgdnge notwendige Reaktionszeit muss fiir die verwendete Konver-
sionslésung bekannt sein. Sie betrdgt in der Regel etwa 5 min [9]. Die vollstindige Umwandlung sollte durch
eine Endpunktbestimmung dokumentiert werden.

Die Bestimmung des richtigen spektralen Absorptionsmafies A(A) der Messlosung muss als Differenzmessung
mit einem Absorptionsphotometer nach 6.3.1 bei einer Wellenldnge von 574 nm und bei einer Temperatur
zwischen 20 °C und 24 °C gegen die Konversionslosung erfolgen. Es sind Prazisions-Rechteckkiivetten nach
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DIN 58963-2 zu verwenden. Die Schichtdicke sollte 10 mm betragen und Quarzkiivetten sollten verwendet
werden. Fiir die Messunsicherheit der Bestimmung der Schichtdicke d muss 2ue(d) < 0,2 % gelten.

6.6 Auswertung der Messungen
6.6.1 Referenzverfahren HiCN

Die Massenkonzentration f(Hb(Fe)) des monomeren Hamoglobins im Blut wird nach folgender Gleichung (2)

berechnet:
pai (e = %5 )Hclzcﬁe (/1)(- ¢( = 2)
Dabei ist

A(Mnicn das richtige spektrale Absorptionsmafd der Messlosung;
d die Schichtdicke der Prazisions-Rechteckkiivette;
[0) der Volumenanteil der Probe in der Messlosung;
&(A)nicn der molare dekadische Absorptionskoeffizient des HiCN.
Wie in 6.3.1, 6.3.2 und 6.5.1 angegeben, miissen fiir die erweiterten Messunsicherheiten die Anforderungen

2urel(A(Anicn) £ 1,0 %,
2upe)($) 0,6 %,
2u,0)(d) < 0,2 %

gelten.

Der richtige Wert A(A)yicn des spektralen Absorptionsmafies ergibt sich aus dem gemessenen spektralen
Absorptionsmaf3 a(A)yicy mithilfe der Gleichung (3):

ADyien = (Co + €1+ aDyien) (3)

Die Konstanten Cy und €1 werden durch die Riickfithrung des Spektralphotometers bei der entsprechenden
Messwellenlange bestimmt. Die Riickfiihrung erfolgt durch die Messung der Extinktion von Filtern, deren spek-
trale Absorptionsmafde bekannt und auf ein (nationales) Normal zurtickgefiihrt sind. Die Konstanten Cy und
C1 werden durch den Vergleich der mit dem fiir die Hb-Konzentrationsbestimmung verwendeten Spektralp-
hotometer gemessenen Werte und den bekannten Werten von mindestens drei Absorptionsfiltern durch eine
lineare Regression nach Gleichung (3) berechnet.

ANMERKUNG1 Eine detaillierte Analyse zur Bestimmung von A(A)yjcy ist in [10] beschrieben.

Der Volumenanteil ¢ ergibt sich aus dem Volumen der Blutprobe Vg und dem Volumen der Konversionslésung
Vk entsprechend Gleichung (4):
a B + W&

¢ (4)

Die Massenkonzentration S(Hb(Fe)) in g/1 wird berechnet, indem man in Gleichung (2) die Schichtdicke d,
in cm, den molaren dekadischen Absorptionskoeffizienten £(540)yicy =11,01/(mmol - cm) und das Moleku-
largewicht M(Hb(Fe)) =16 114,5 g/mol einsetzt [2].

ANMERKUNG2  Ein Beispiel von Messdaten zur Bestimmung eines Referenzmesswertes fiir die Himoglobinkonzentra-
tion B(Hb(Fe)) ist in Anhang A beschrieben.
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[st die Stoffmengenkonzentration c(Hb(Fe)) in mmol/l anzugeben, so muss anstelle von Gleichung (2) die Glei-

chung (5)
A (540 nm) ;0N
c (Hb (Fe)) = 42 (540 nm)HiCN b (5)
verwendet werden.

6.6.2 Referenzverfahren AHD

Die Massenkonzentration S(Hb(Fe)) des monomeren Himoglobins im Blut wird nach folgender Gleichung (6)

berechnet:
B A (D) pyp - M (Hb (Fe))
B (Hb (Fe)) = =AM = (6)
Dabei ist

A(A)pyp das richtige spektrale Absorptionsmafd der Messlosung;
d die Schichtdicke der Prazisions-Rechteckkiivette;
10) der Volumenanteil der Probe in der Messlosung;
&(A)agp der molare dekadische Absorptionskoeffizient des AHD.
Wie in 6.3.1, 6.3.2 und 6.5.2 angegeben, miissen fiir die erweiterten Messunsicherheiten die Anforderungen

2urel(A(A)anp) < 1,0 %,
2ure(¢) 0,6 %,
2ure1(d) < 0,2 %

gelten.

Der richtige Wert A(A)pgp des spektralen Absorptionsmafies ergibt sich aus dem gemessenen spektralen
Absorptionsmaf a(A) pgp mithilfe der Gleichung (7):

A app = (Co+C1-aM)ayp) (7)

Die Konstanten C und € werden durch die Riickfithrung des Spektralphotometers bei der entsprechenden
Messwellenldnge bestimmt. Die Riickfithrung erfolgt durch die Messung der Extinktion von Filtern, deren spek-
trale Absorptionsmafde bekannt und auf ein (nationales) Normal zuriickgefiihrt sind. Die Konstanten Cy und
C1 werden durch den Vergleich der mit dem fiir die Hb-Konzentrationsbestimmung verwendeten Spektralp-
hotometer gemessenen Werte und den bekannten Werten von mindestens drei Absorptionsfiltern durch eine
lineare Regression nach Gleichung (7) berechnet.

ANMERKUNG  Eine detaillierte Analyse zur Bestimmung von A(A)yjcy ist in [10] beschrieben.

Der Volumenanteil ¢ ergibt sich aus dem Volumen der Blutprobe Vg und dem Volumen der Konversionslésung
V¢ entsprechend Gleichung (8):

N B+ K

¢ (8)

Die Massenkonzentration S(Hb(Fe)), in g/l, wird berechnet, indem man in Gleichung (6) die Schichtdicke d, in
cm, den molaren dekadischen Absorptionskoeffizienten €(574)app = (6,945 £ 0,019) 1/(mmol - cm) [6] und das
Molekulargewicht M(Hb(Fe)) =16 114,5 g/mol einsetzt [2].
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Soll die Stoffmengenkonzentration c(Hb(Fe)) in mmol/l angegeben werden, so ist anstelle Gleichung (6) die
folgende Gleichung (9)

A(574nm)
d-e(574nm)pyp - ¢

c(Hb(Fe)) = 9)

zu verwenden.

7 Messunsicherheit der Referenzverfahren

Systematische Messabweichungen konnen unter anderem verursacht werden durch:
a) fehlerhaft kalibrierte Volumenmessgerite;

b) fehlerhafte und unsaubere Kiivetten;

c) Dejustage des Strahlenganges durch die Kiivette (Abweichungen von der Symmetrieachse der Kiivette, nicht
senkrechter Lichteinfall);

d) Temperatur aufierhalb des vorgegebenen Bereichs;

e) nichtabgeschlossene Umsetzung des Himoglobins zum Endprodukt (Cyanhdmiglobin bzw. AHD-Komplex);
f) Existenz von Partikeln oder Triibungen in der Messlosung.

Systematische Messabweichungen miissen quantifiziert und, wenn erforderlich, korrigiert werden.

Die Messunsicherheit der Himoglobinkonzentration ergibt sich aus der Wurzel der Summe der Quadrate
der fiir die genannten Einfliisse verbleibenden, quantitativ abzuschidtzenden zufilligen Komponen-
ten. Die relative Gesamtmessunsicherheit der Hamoglobin-Konzentration muss geringer als 1,5% sein

(2urel(B(Hb(Fe))) < 1,5 %).

Aus der (quadratischen) Fortpflanzung ergibt sich aus den Messunsicherheiten in 6.6.1 und 6.6.2 die Gesamt-

messunsicherheit des Mittelwertes der Massenkonzentration ; fiir eine bestimmte Verdiinnung i nach Glei-
chung (10):

2Ure] (El) = \/(Zurel(zi))z + (Zurel(‘{bi))z + (Zurel(d))z

= \/(0,01)2 +(0,006)% + (0,002)* ~ 1,2 % (10)

Die Messunsicherheit des Mittelwertes des richtigen spektralen Absorptionsmafes A; folgt dabei aus Glei-
chung (11):

— 1
2urer (Ar) = = J @u (C)* + (€1 @)* - [Qutrer (€1)? + urer (@) (11)

Die Messunsicherheit des Mittelwertes des gemessenen spektralen Absorptionsmafes a; setzt sich zusammen
aus der Standardabweichung s(a;;), dem Absorptionsunterschied der Kivetten und dem Beitrag aufgrund der
Digitalisierung der Messwerte [11] [12]; dargestellt in Gleichung (12):

(s(as))”
— 2 s\aij Sa2
2urel (@) = 5+ | 5+ (Bakivere)” + (ﬁ) (12)
2 1 — ==
B a_i N n(n-1) Z}Ll (ai'j - ai) + (Aal(iivette)2 + (%)
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Dabei bedeutet n die Anzahl der Wiederholungsmessungen fiir eine bestimmte Verdiinnung i. Die Differenz
des spektralen Absorptionsmafies bei Verwendung von zwei Kiivetten mit Konversionslésung ist mit Aagiiyette
bezeichnet. Die Grofie da gibt die Auflosung des Absorptionsphotometers fiir das spektrale Absorptionsmafd
aufgrund der Digitalisierung an. Die erweiterte Messunsicherheit mit dem Erweiterungsfaktor k = 2 bezieht
sich auf ein Vertrauensniveau von 95,45 % fiir eine Grof3e mit einer Normalverteilung.

ANMERKUNG Bei Abweichungen von der Normalverteilung, etwa infolge einer geringen Zahl der effektiven
Freiheitsgrade, kann sich bei k=2 ein verdndertes Vertrauensniveau ergeben. Weitere Erlduterungen finden sich in
ISO/IEC Guide 98-3:2008 [11].

8 Qualitiatskontrolle der Referenzverfahren
8.1 Allgemeines

Das fiir die Qualitdtskontrolle der Referenzverfahren zu verwendende Absorptionsphotometer ist auf Pra-
zision und Genauigkeitder gemessenen spektralen Absorptionsmafie mit geeigneten Filtern oder mit Kon-
trolllésungen zu priifen, deren spektrales Absorptionsmafd mit einer Messunsicherheit bestimmt worden ist,
die hochstens ein Drittel der Messunsicherheit der in diesem Dokument beschriebenen Referenzmethoden
(2urel(A(4)) £ 0,5 %) betragen darf.

8.2 Referenzverfahren HiCN
8.2.1 Konversionslosung

Das spektrale (dekadische) Absorptionsmaf3 der fertigen Konversionslésung darf im zur Messung verwende-
ten Bereich, gemessen gegen Wasser mit hohem Reinheitsgrad, einen Wert von 0,002 nicht iiberschreiten.

Die Konversionslosung muss die Probe in einer Verdiinnung bis zu einem Verhéltnis von 1 : 11 vollstdndig hdm-
olysieren konnen, wobei keine Fallung der Proteine auftreten darf. Wenn das Blut mit der Konversionslésung
im Verhaltnis 1:151 verdiinnt wird, miissen nach Ablauf der Reaktionszeit mindestens 99 % des in der Blut-
probe vorliegenden Hamoglobins in HiCN tberfiihrt sein. Es ist sicherzustellen, dass eine Reaktionszeit von
mindestens 90 min eingehalten wird.

Die Reaktionszeit wird durch die Konzentration der in 6.4.1 beschriebenen Stoffe in der Konversionslésung
sowie durch den pH-Wert und die Temperatur beeinflusst. Zu beachten ist auf3erdem, dass die vollstandige
Umwandlung des Carboxyhdmoglobins in das Reaktionsprodukt HiCN bei den angegebenen Verdiinnungen
bis zu 90 min dauern kann [3] [5], daher miissen mindestens 90 min abgewartet werden.

Das nach Ablauf der Reaktionszeit bei 540 nm gemessene spektrale Absorptionsmafd darf wahrend eines
Zeitraumes von 24 h keine grofiere Abweichung als +1 % aufweisen, wenn die angesetzte Messlosung bei
einer Temperatur von 20 °Cbis 24 °C und unter Vermeidung direkter Sonneneinstrahlung, Konzentrations-
danderungen aufgrund von Verdunstung sowie mikrobieller Kontamination aufbewahrt wurde. Die Messldsung
muss vor der spektrometrischen Messung (nach Ablauf der Reaktionszeit) zentrifugiert werden, um Schweb-
stoffe zu entfernen und um das richtige spektrale Absorptionsmaf3 zu erhalten. Der Zahlenwert des Produktes
aus relativer Zentrifugalbeschleunigung und Zentrifugationszeit, in Minuten, muss nach 6.3.3 mindestens
15000 betragen.

ANMERKUNG  Bestandteile aus der Blutprobe (Erythrozytenstromata, Leukozyten, Thrombozyten, Chylomikronen und
Proteinausflockungen) konnen wegen der zusatzlichen Extinktion aufgrund von Streulicht systematische Messabweichun-
gen verursachen, insbesondere dann, wenn pathologisch erh6hte Werte ihrer Konzentrationen vorliegen. Der Einfluss von
Erythrozytenstromata, Leukozyten und Thrombozyten spielt bei Anwendung des Referenzverfahrens wegen der Zentrifu-
gation keine Rolle. Beim Vorliegen von Chylomikronen und Paraproteinen oder anderen pathologischen Proteinen in hoher
Konzentration (z. B. Kryoglobulinen) sind auch beim Referenzverfahren erhebliche Messabweichungen von der richtigen
Hamoglobin-Konzentration zu erwarten.
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