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ABSTRACT: A procedure for the quantitative and qualitative analysis of cyanide
(HCN) in biological material using gas chromatography with thermoionic detection
(NPD) and the headspace technique was proposed. The distribution of cyanides in in-
dividual organs was established in a group of experimental animals (Wistar strain
rats, sacrificed due to termination of reproduction). The suitability of the technique
was tested in conditions of routine toxicological work on autopsy material from ani-
mals (Alsatian dogs killed by criminals).
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INTRODUCTION

Prussic acid and its salts – cyanides – belong to the most dangerous group
of chemical poisons noted in cases of poisonings. Recently, a significantly
lower percentage of accidental or deliberate poisonings among people have
been observed, which one should attribute to the restrictive legislation gov-
erning the distribution of all chemical compounds dangerous to life, including
(especially) dangerous compounds that are derivatives of cyanide. During the
last two years, a new phenomenon has been observed – the criminal use of
cyanides in order to put to death dogs protecting special places (stores or
warehouses). The necessity of quick identification of cyanide as the xenobiotic
and determination of its effective concentration in post-mortem material re-
quires suitable toxicological examinations confirming exposure to its activity.

Methods of analysis of cyanides in post-mortem material used up till now
are based upon three main procedures: spectrophotometric methods [3, 4],
selective ionic electrodes [2, 5] and gas chromatography using the headspace
technique with various detection methods (TCD, NPD) [1, 6, 7, 8, 9, 10].

The aim of the study was to elaborate a method of qualitative and quanti-
tative analysis of cyanides by means of a chromatographic system such as
dual – FID/NPD that is routinely used for forensic examinations. Alterna-
tive routine utilisation of the selective and sensitive NPD thermoionic detec-



tor allows us to carry out a directed analysis of chemical compounds contain-
ing nitrogen or phosphorus, e.g. cyanides.

MATERIAL AND METHODS

Qualitative and quantitative examinations were performed using an
AutoSystem XL chromatograph by Perkin Elmer, equipped with an NPD de-
tector in the DUAL system with a flame ionisation detector (FID). A capillary
column of 0.53 mm diameter and 30 m length, with a SUPEL-Q PLOT phase
by Supelco was used. In order to obtain an optimal chromatographic separa-
tion of the prussic acid, the following temperature parameters were applied:
thermostat 60oC, injection chamber 230oC, detector 250oC and flows of gases:
carrying – helium (volume flow of 0.30 ml/min), for the detector – hydrogen
2.0 ml/min and air 100 ml/min.

Quantitative examinations were performed with the simplified head-
space technique, consisting in analysis of vapours from above the solution of
blood or the homogenate of tissues, containing gaseous HCN released from
an acidic environment (H2SO4).

THE ANALYTICAL PROCEDURE

A sample of blood (1 cm3) was placed in a reactive phial adapted for analy-
sis by the headspace method; in the case of tissue, an examined sample
equivalent to a mass of about 1 g was previously pulped in a mortar. After
closing the phial with a membrane, 0.5 cm3 of 10% H2SO4 was added, then af-
ter 4 minutes of gentle shaking (at room temperature – about 20 C), 0.5 cm3

of vapours containing the released prussic acid was collected and injected
into the injection chamber of the chromatograph.

THE CALIBRATION CURVE

In order to establish the linearity of the method of quantitative analysis
of cyanides, suitable standard solutions (range 2.5–50 �g/cm3) were pre-
pared by appropriate dilution of basic aqueous solution of potassium cyanide
containing 1 mg of HCN (1 cm3). Using the same procedure as in the case of
the biological material, the equation a = f(c) was checked, where: a – the
value of the indications of the chromatograph integrator corresponding to
a defined concentration of HCN (c – �g/cm3).
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SELECTION OF POST-MORTEM MATERIAL AND INTERPRETATION
OF THE EFFECTIVENESS OF THE POISONING

In order to select the best post-mortem material for toxicological exami-
nations, an appropriate experiment was carried out. The distribution of
cyanides in particular organs and body fluids was checked in a group of ex-
perimental animals (Wistar strain rats) designated for termination, as their
reproductive abilities had finished. To this end, potassium cyanide (15 mg/kg)
was fed directly into the alimentary canal of the rats by a tube. Then, after
the death of the animals, blood and internal organs (liver, brain, kidneys
and thigh muscle) were collected for examinations.

RESULTS

The proposed conditions of qualitative analysis (Figure 1) can be utilised
for the purposes of quantitative analysis.

The performed quantitative analysis of prussic acid, on the basis of the
equation a = f(c), using the simplified headspace technique as a routine
method, is an exceptionally simple and quick methodical procedure in the
case of diagnosing poisonings. The process of releasing prussic acid at room
temperature and the precise collection of gases from the headspace of the re-
active phial using a Hamilton gas syringe ensures sufficient repeatability of
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Fig. 1. Chromatographic separation (HCN) by the GLC/NPD method. A – Analysis of
evidence material (food collected from the gullet of a dog); analysis of standard-solu-
tions: B – 50 �g/cm3 of HCN, C – 2.5 �g/cm3 of HCN.



the injection without the necessity of using an internal standard with a dif-
ferent retention time to that of the compound being determined. The equa-
tion a = f(c) for the calibration curve (Figure 2) approximates to the equation
of type y = ax with a high value of correlation coefficient, i.e. R = 0.987.

The established calibration range, 2.5–50 �g/cm3 and the detectability of
HCN using the NPD detector are about 10 times higher than using the ther-
mal conductivity detector (TCD) [9] and are highest in the initial period of
the operation of the detector.

Analysis of the repeatability of determinations of prussic acid using the
proposed method for the established range of the calibration curve revealed
respectively: the standard deviation of an individual result, s = 3.2; the per-
centage of the relative standard deviation, sr = 2.29; the standard deviation
of the average result = 1.43; the confidence range at the level of probabil-
ity, 0.95 (t = 2.776 for n = 5); � �� �tx( . % . )972 396 .

The performed statistical evaluation of the obtained results reveals great
reproducibility and the obtained values of the relative standard deviation
for the determined prussic acid would not exceed a value of 3%, typical for
sensitive instrumental analytical methods.

The usefulness of the method was ascertained in conditions of the
planned experiment whose aim was to establish mean values of concentra-
tions of prussic acid in chosen organs of a rat during intoxication.

The range of concentrations of prussic acid in particular organs of the ex-
amined rats is presented in Figure 3. The obtained results reveal that the
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Fig. 2. The calibration curve a = f(c) for determination of HCN by the chromato-
graphic method using an NPD detector.



concentration of prussic acid was significantly highest in blood – and then, in
decreasing order –in the liver, kidneys, brain and muscles.

The high chemical affinity of the cyanide ion for haemoglobin indicates
that blood should be acknowledged as the most preferable biological mate-
rial, which should be secured for toxicological examinations in the case of
suspicion of intoxication with this xenobiotic.

CONCLUSIONS

– The gas chromatography method (headspace technique) with the use
of an NPD detector allows quick identification of prussic acid (HCN) in
biological material.

– Comparative analysis reveals that calibration ranges obtained using
GLC/NPD are comparable to the calibration range of spectrophotomet-
ric methods and about ten times higher than the calibration range ob-
tained by the GLC/TCD method.

– The NPD thermoionic detector, in comparison to the thermal conduc-
tivity detector (TCD), reveals an appropriate specificity and a high
sensitivity of detection of prussic acid, which is a requisite for qualita-
tive-quantitative analysis in biological material.

104 R. Wachowiak, J. Tobolski

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

1 2 3 4 5

1 blood

2 liver

3 brain

4 kidney

5 muscle

1 2 3 4 5

Fig. 3. The observed ranges of concentrations of HCN in blood and chosen organs of
the rat (n = 5) after acute lethal intoxication with KCN (blood, the liver, the brain, the
kidney and the muscle).
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WYKORZYSTANIE CHROMATOGRAFII GAZOWEJ
W DIAGNOSTYCE CHEMICZNEJ ZATRUÆ CYJANKAMI

Roman WACHOWIAK, Jaros³aw TOBOLSKI

WSTÊP

Cyjanowodór i jego sole – cyjanki – nale¿¹ do grupy najbardziej niebezpiecznych
trucizn chemicznych notowanych w kazuistce zatruæ. W ostatnim okresie obserwuje
siê zdecydowanie ni¿szy procentowy wskaŸnik zatruæ przypadkowych czy rozmyœl-
nych wœród ludzi, co nale¿y przypisaæ restrykcyjnym przepisom ustawodawczym
reguluj¹cym dystrybucjê wszystkich zwi¹zków chemicznych zagra¿aj¹cych ¿yciu,
w tym szczególnie niebezpiecznych zwi¹zków cyjanopochodnych. Podczas ostatnich
dwóch lat zwrócono uwagê na nowe zjawisko – przestêpczego u¿ycia cyjanków w celu
likwidacji psów chroni¹cych obiekty specjalne (magazyny, hurtownie). Koniecznoœæ
dokonania szybkiej identyfikacji ksenobiotyku i okreœlenie efektywnego stê¿enia
cyjanku w materiale sekcyjnym wymaga odpowiednich badañ toksykologicznych,
potwierdzaj¹cych nara¿enie na jego dzia³anie.

Dotychczasowe metody analityczne cyjanków w materiale sekcyjnym oparte s¹
na trzech podstawowych postêpowaniach: z wykorzystaniem metod spektrofotome-
trycznych [3, 4], selektywnych elektrod jonowych [2, 5] oraz chromatografii gazowej
z u¿yciem techniki headspace przy zró¿nicowanych technikach detekcji (TCD, NPD)
[1, 6, 7, 8, 9, 10].

Celem badañ by³o opracowanie metody analizy jakoœciowo-iloœciowej cyjanków
z wykorzystaniem stosowanego w rutynowych ekspertyzach uk³adu chromatogra-
ficznego w systemie DUAL-FID/NPD. Alternatywne rutynowe wykorzystanie selek-
tywnego i czu³ego termojonowego detektora NPD pozwala dokonaæ ukierunkowanej
analizy zwi¹zków chemicznych zawieraj¹cych azot lub fosfor, w tym cyjanków.

MATERIA£ I METODY

Badania jakoœciowo-iloœciowe przeprowadzono przy pomocy chromatografu Au-
toSystem XL firmy Perkin Elmer, wyposa¿onego w detektor NPD w uk³adzie DUAL
z detektorem p³omieniowo-jonizacyjnym (FID). Stosowano kolumnê kapilarn¹
o œrednicy 0,53 mm i d³ugoœci 30 m, z naniesion¹ faz¹ SUPEL-Q PLOT firmy Supelc-
ko. Dla uzyskania optymalnego rozdzia³u chromatograficznego cyjanowodoru zasto-
sowano nastêpuj¹ce parametry temperaturowe: termostat 60oC, komora nastrzyko-
wa 230oC, detektor 250oC oraz przep³ywy gazów: noœnego – hel (przep³yw objêtoœcio-
wy 0,30 ml/min), dla detektora – wodór 2,0 ml/min, powietrze 100 ml/min).

Badania iloœciowe przeprowadzono uproszczon¹ technik¹ headspace, polegaj¹c¹
na analizie par znad roztworu krwi lub homogenatu tkanek, zawieraj¹cych gazowy
HCN uwolniony z œrodowiska kwaœnego (H2SO4).



WYKONANIE OZNACZENIA

Próbkê krwi (1 cm3) umieszcza siê w fiolce reakcyjnej przystosowanej do analizy
metod¹ headspace; w przypadku tkanki badan¹ próbkê równowa¿n¹ masie ±1 g
uprzednio rozciera siê w moŸdzierzu. Po zamkniêciu fiolki przez membranê dodaje
siê 0,5 cm3 10% H2SO4, nastêpnie po 4 minutach ³agodnego wstrz¹sania
(temperatura pokojowa �20oC) pobiera siê 0,5 cm3 par zawieraj¹cych uwolniony
cyjanowodór i wstrzykuje do komory nastrzykowej chromatografu.

KRZYWA KALIBRACYJNA

W celu ustalenia liniowoœci metody analizy iloœciowej cyjanków przygotowano
odpowiednie roztwory wzorcowe (zakres 2,5–50 �g/cm3) przez odpowiednie rozcieñ-
czenie podstawowego wodnego roztworu cyjanku potasu zawieraj¹cego 1 mg HCN
(1 cm3). Postêpuj¹c analogicznie jak przy wykonaniu oznaczenia, sprawdzono zale¿-
noœæ a = f(c), gdzie: a – wartoœæ wskazañ integratora chromatografu odpowiadaj¹ca
okreœlonemu stê¿eniu HCN (c – �g/cm3).

DOBÓR MATERIA£U SEKCYJNEGO A INTERPRETACJA SKUTECZNOŒCI ZATRUCIA

W celu dokonania oceny w³aœciwego doboru najbardziej w³aœciwego materia³u
sekcyjnego do badañ toksykologicznych, wykonano odpowiedni eksperyment. Roz-
mieszczenie – dystrybucjê cyjanków w poszczególnych narz¹dach i p³ynach ustrojo-
wych sprawdzono na grupie zwierz¹t doœwiadczalnych (szczury rasy wistar) przez-
naczonych do likwidacji z racji ukoñczonej zdolnoœci do reprodukcji. W tym celu
szczurom podano cyjanek potasu (15 mg/kg) przez sondê bezpoœrednio do przewodu
pokarmowego. Nastêpnie, po œmierci zwierz¹t, pobierano do badañ krew oraz na-
rz¹dy wewnêtrzne (w¹troba, mózg, nerki i miêsieñ uda).

WYNIKI BADAÑ

Zaproponowane warunki analizy jakoœciowej (rycina 1) mog¹ byæ wykorzystane
dla celów analizy iloœciowej.

Przeprowadzona analiza iloœciowa cyjanowodoru oparta na wyznaczeniu zale¿-
noœci a = f(c) z zastosowaniem uproszczonej techniki headspace jako rutynowej meto-
dy, jest wyj¹tkowo prostym i szybkim postêpowaniem metodycznym w przypadku
diagnozowania zatrucia. Proces uwalniania cyjanowodoru w warunkach temperatu-
ry pokojowej oraz precyzyjne pobranie gazów z przestrzeni headspace fiolki reakcyj-
nej przy u¿yciu strzykawki gazowej Hamiltona zapewnia wystarczaj¹c¹ powtarzal-
noœæ nastrzyku bez koniecznoœci u¿ywania wzorca wewnêtrznego o innym czasie re-
tencji ani¿eli zwi¹zek oznaczany. Zale¿noœæ sporz¹dzonej krzywej kalibracji a = f(c)
(rycina 2) spe³nia zale¿noœæ zbli¿on¹ do typu y = ax o wysokim parametrze korelacji
R = 0,987.

Ustalony zakres kalibracji 2,5–50 �g/cm3 oraz oznaczalnoœæ HCN przy u¿yciu
detektora NPD s¹ oko³o 10 razy wy¿sze ani¿eli przy u¿yciu detektora przewodnictwa
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cieplnego (TCD) [9] i zdecydowanie najwy¿sze w pocz¹tkowym okresie eksploatacji
detektora.

Analiza powtarzalnoœci oznaczeñ cyjanowodoru przy u¿yciu proponowanej
metody dla ustalonego zakresu krzywej kalibracji wykaza³a odpowiednio:
odchylenie standardowe wyniku pojedynczego s = 3,2; procentowe wzglêdne
odchylenie standardowe sr = 2,29; odchylenie standardowe wyniku œredniego = 1,43;
przedzia³ ufnoœci na poziomie prawdopodobieñstwa 0,95 (t = 2,776 dla n = 5); � = ± tx
(97,2 % � 3,96).

Dokonana ocena statystyczna uzyskanych wyników wykazuje du¿¹ odtwarzal-
noœæ, a uzyskane wartoœci wzglêdnego odchylenia standardowego dla oznaczonego
cyjanowodoru nie przekroczy³yby wartoœci 3%, typowej dla czu³ych instrumental-
nych metod analitycznych.

Przydatnoœæ metody stwierdzono w warunkach zaplanowanego eksperymentu,
którego celem by³o ustalenie œrednich wartoœci stê¿eñ cyjanowodoru w wybranych
narz¹dach szczura podczas odbytej intoksykacji.

Zakres stê¿eñ cyjanowodoru w poszczególnych narz¹dach badanych szczurów
przedstawia rycina 3. Uzyskane zale¿noœci wskazuj¹, ¿e zdecydowanie najwy¿sze
stê¿enie cyjanowodoru by³o we krwi – i w dalszej malej¹cej kolejnoœci – wystêpowa³o
w tkankach w¹troby, nerek, mózgu oraz w miêœniach.

Wysokie powinowactwo jonu cyjankowego do hemoglobiny wskazuje, ¿e krew
nale¿y uznaæ za najbardziej preferencyjny materia³ biologiczny, który trzeba zabez-
pieczyæ do badañ toksykologicznych w przypadku podejrzeñ intoksykacji tym kseno-
biotykiem.

WNIOSKI

1. Metoda chromatografii gazowej (technika headspace) z u¿yciem detektora
NPD pozwala na szybk¹ identyfikacjê cyjanowodoru (HCN) w materiale biolo-
gicznym.

2. Analiza porównawcza zakresów kalibracji uzyskana przy zastosowaniu wspo-
mnianych metod chromatograficznych wykaza³a, ¿e zakres kalibracji metody
GLC/NPD jest porównywalny z zakresem kalibracji metodami spektrofotome-
trycznymi, a oko³o dziesiêciokrotnie wy¿szy ni¿ uzyskany metod¹ GLC z u¿y-
ciem detektora przewodnictwa cieplnego (TCD).

3. Detektor termojonowy NPD w porównaniu z detektorem TCD charakteryzuje
siê odpowiedni¹ specyfik¹ i wysok¹ czu³oœci¹ wykrywania cyjanowodoru, wa-
runkuj¹c¹ analizê jakoœciowo-iloœciow¹ w materiale biologicznym.
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