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Supplementary Methods 
 
Optical measurement system 
Cells are imaged using a 40×, 0.75 NA, Olympus fluorite objective lens onto a color CMOS VGA 
camera, running at 200 frames per second.  Illumination is triggered to alternate between the 
two blue LEDs, 410 and 430 nm, in consecutive frames.  The two blue LEDs are combined using 
a 50‐50 non‐polarizing beam splitter in transmission mode.   
 
Calculation of single‐RBC oxygen saturation 
Images of optical intensity were captured at each wavelength, 410 and 430 nm.  Samples were 
diluted such that images were captured of single RBCs in flow.  Custom segmentation 
algorithms were written in MATLAB (Natick, MA) to mask individual RBCs.  Algorithms were 
based on those used and validated for non‐polymerizing HbA‐containing RBCs in prior 
publications (1, 2).  The presence of a cell in a captured frame was detected by observing the 
variation in time of the absorption signal in a window of the field of view.  At these 
selected frames the cells were segmented by first applying an intensity threshold determined 
by the MATLAB graythresh function which uses Otsu’s method (3).  A morphologic area‐
opening operation was performed on these binarized images, and any small artifacts were 
removed by flood‐filling using the MATLAB imfill function. Segmented cells were then tracked 
to the following frame and re‐segmented with the same approach to provide two‐color 
spectroscopy.  Optical density was calculated by integrating all pixel intensity values inside the 
segmented cell masking function.  The integrated cellular absorption values at each wavelength 
were then used to solve for the oxygenated and deoxygenated hemoglobin mass of each cell 
using hemoglobin reference spectra (4).  To evaluate the noise level for cellular measurements, 
total mass of individual cells was compared across consecutive camera exposures and yielded a 
standard deviation of 75 fg (0.4%).  This standard deviation was found to be similar for both 
stationary and flowing cells.  Mean and standard deviations of mass distributions were 
validated for non‐polymerizing RBCs in a prior study by comparison with a Siemens Advia 2120i 
clinical hematology instrument (2).  For this study investigating hemoglobin polymerization, we 
compared single‐RBC hemoglobin mass distributions for RBCs at high and low oxygen to 
provide evidence for mass measurement accuracy even when polymer was present.  See 
Supplementary Results for more detail.  Two‐point calibration of raw saturation calculations 
was performed for each experiment using measurements at 0% ppO2, assumed to produce 0% 
saturation, and 21% ppO2, assumed to produce 100% saturation. 
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Supplementary Results 
 
Stability of RBC mass distributions before and after hemoglobin polymerization 
Means and standard deviations of mass distributions were validated for non‐polymerizing RBCs 
in a prior study by comparison with a Siemens Advia 2120i clinical hematology instrument (2).  
For this study investigating hemoglobin polymerization, we compared single‐RBC hemoglobin 
mass distributions for RBCs at high and low oxygen to investigate whether light scattering from 
hemoglobin polymer might be contributing significant noise or bias to our measurements.  
Figure S1 shows for both SS specimens studied that there is no marked difference in the mean 
and variance of the single‐RBC mass distribution inferred from the optical measurements.  If the 
presence of polymer were causing enough scatter to alter our results, we would expect a 
systematic difference between the mass distributions at high oxygen tension where little or no 
polymer is present and low oxygen tension where the greatest amount of polymer is present.  
While these results are consistent with the conclusion that light scattering is not significantly 
altering our results, future work will explore the use of additional illumination wavelengths to 
provide an opportunity to reduce noise even further. 
 
 

 

Figure S1: Single‐RBC mass distributions are similar at low and high oxygen tension.  Means and 
standard deviations are shown for single‐RBC mass measured for the two SS study samples at high 
and low oxygen tension.  Each distribution includes about 1000 single‐RBC measurements.  The 
mean RBC masses determined independently for each specimen on a Sysmex XN‐9000 clinical 
hematology instrument were 3.41x10‐11g (SS1) and 3.46x10‐11g (SS2). Single‐RBC mass was 
determined by summing the oxygenated and deoxygenated masses for each RBC.  If hemoglobin 
polymer were causing enough scattering to alter measurements, the distribution at the lowest 
oxygen where significant polymer is present would be expected to differ markedly from the 
distribution at the highest oxygen tension.  These results provide some reassurance that the 
scattering caused by hemoglobin polymer is not significantly altering the single‐RBC oxygen 

0 10 20

ppO
2

0

1

2

3

4

5
10-11 SS1

-10 0 10 20 30

ppO
2

0

1

2

3

4

5
10-11 SS2



 
 
1.  Di Caprio G, Stokes C, Higgins JM, & Schonbrun E (2015) Single‐cell measurement of red blood 

cell oxygen affinity. P Natl Acad Sci USA 112(32):9984‐9989. 
2.  Schonbrun E, Malka R, Di Caprio G, Schaak D, & Higgins JM (2014) Quantitative Absorption 

Cytometry for Measuring Red Blood Cell Hemoglobin Mass and Volume. Cytom. Part A 
85(4):332‐338. 

3.  Otsu N (1979) THRESHOLD SELECTION METHOD FROM GRAY‐LEVEL HISTOGRAMS. Ieee 
Transactions on Systems Man and Cybernetics 9(1):62‐66. 

4.  Prahl S (1998) Tabulated Molar Extinction Coefficient for Hemoglobin in Water.  
https://omlc.org/spectra/hemoglobin/summary.html.  Accessed 9/22/2019. 

 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


