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Streszczenie

Cel pracy: Przedstawienie klinicznych i analitycznych aspektéw zwigzanych z zatruciami azydkiem sodu. Problemy
te zostaly zweryfikowane na podstawie przypadku zatrucia azydkiem sodu, unikalnego ze wzgledu na okolicznosci
zdarzenia oraz opracowanie metodyczne dla celéw eksperckich wymiaru sprawiedliwo$ci.

Material i metody: Przedmiotem badan byla analiza toksykologiczna materialu biologicznego pobranego od kobiety,
ktdra w celach samobdjczych zazyta w dwdch dawkach azydek sodu zakupiony przez Internet. Po pierwszej dawce po-
stepowanie kliniczne w postaci leczenia objawowego wskazywalo na mozliwos¢ wyzdrowienia, jednakze zazycie dru-
giej dawki ksenobiotyku — juz w szpitalu - spowodowalo zgon. W pracy zastosowano opracowang do tego celu metode
chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrig mas (GC-EI-MS-MS) po ekstrakeji potaczonej z derywatyzacja
przy uzyciu bromku pentafluorobenzylowego (PFBBr).

Wyniki: Po§miertne badania toksykologiczne wykazaly obecno$¢ azydku sodu we krwi (0,18 mg/l) i moczu
(6,50 mg/1) kobiety.

Whioski: Przypadki zatru¢ azydkiem sodu sg rzadkie, trudne w leczeniu, ale jak wynika z analizy pi$miennictwa
w dluzszym interwale czasowym, stale sie¢ zdarzaja. Dlatego tez kazuistyka zatru¢ azydkiem sodu wraz z opisem me-
todyki badawczej moze sie sta¢ przydatna zaréwno w aspekcie klinicznym, jak i w toksykologicznym opiniowaniu
sgdowo-lekarskim.

Stowa kluczowe: zatrucie, azydek sodu, derywatyzacja PFBBr, GC-EI-MS-MS.

Abstract

Aim of the study: To present clinical and analytical aspects associated with sodium azide poisoning. The problems
were verified on the basis of a case of sodium azide poisoning which was unique due to its circumstances and the de-
velopment of an analytical method applied for medico-legal practice.

Material and methods: The object of the study was a toxicological analysis of biological specimens collected from
a woman who ingested two doses of sodium azide purchased over the Internet, in a suicide attempt. After the ingestion
of the first dose, the clinical management in the form of symptomatic treatment indicated a possibility of recovery.
However, the ingestion of a second dose of the xenobiotic, already in the hospital, caused death. Toxicological findings
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were obtained with the dedicated technique of gas chromatography-mass spectrometry (GC-EI-MS-MS) after extrac-
tion combined with derivatization using pentafluorobenzyl bromide (PFBBr).

Results: Post-mortem toxicological studies demonstrated sodium azide in the blood (0.18 mg/1) and urine (6.50 mg/1)
samples collected from the woman.

Conclusions: Cases of sodium azide poisoning are rare and difficult to treat, but a review of the literature over a longer
interval of time shows that they continue to occur. Therefore, case studies of sodium azide poisoning, together with de-
scriptions of research methodology, can be useful both in clinical terms and in the preparation of toxicological expert

opinions for medico-legal purposes.

Key words: sodium azide, poisoning, PFBBr derivatization, GC-EI-MS-MS.

Wprowadzenie

Zatrucia azydkiem sodu podobnie jak zatrucia
cyjankami stanowig obecnie rzadkos¢. W ostatnich
dekadach ubieglego wieku zatrucia azydkiem sodu
zdarzaly sie znacznie czgdciej, pomimo ograniczo-
nego dostepu do tego typu chemikaliow, jakkolwiek
w literaturze przedmiotu odnotowano réwniez przy-
padki zatru¢ opisane po 2000 r. [1-6]. Obecnie lista
substancji chemicznych mogacych mie¢ zastosowa-
nie do celow samobdjczych jest dluga, a tatwy dostep
do informacji i mozliwo$¢ zakupu przez Internet
upraszczaja procedure popytu i podazy.

Azydek sodu ze wzgledu na duza toksycznos¢,
brak odtrutki i niska skutecznos¢ leczenia stanowi
powazne zagrozenie Zycia, zwlaszcza po zazyciu
duzych dawek. Klinicysci podkreslaja [1], ze pod-
stawowe znaczenie dla procesu diagnostycznego
ma wnikliwy wywiad oraz kliniczna obserwacja
objawéw charakterystycznych dla osoby zatrutej.
Pomocny w diagnostyce réznicowej moze by¢ cha-
rakterystyczny mdly zapach popluczyn zotadko-
wych, spowodowany obecnos$cig kwasu azotowo-
dorowego, uwalnianego w reakcji azydku z kwasem
solnym. Zatrucie ma z reguly przebieg dynamiczny
i dramatyczny. Brak mozliwosci szybkiej diagnosty-
ki do celéw klinicznych oraz niewielka liczba dia-
gnozowanych przypadkéw w klinice ostrych zatruc¢
powoduje, ze nie wypracowano dotychczas jednoli-
tej i skutecznej procedury postepowania lecznicze-
go. Ponadto liczne kontrowersje budza doniesienia
dotyczace stosowania oraz skutecznosci odtrutek
uzywanych w leczeniu zatru¢ azydkiem, takich jak
w zatruciach cyjankami.

Introduction

Similarly to cyanide poisonings, sodium azide
poisonings are a rare phenomenon nowadays. De-
spite limited access to chemicals of this type, sodium
azide poisonings occurred much more frequently
during the last decades of the 20™ century, however
the literature on the subject also includes poisoning
cases recorded after 2000 [1-6]. At present, the list
of chemical substances which might be used for su-
icidal purposes is long, and easy access to informa-
tion coupled with the possibility of making a pur-
chase over the Internet streamline the supply and
demand procedure.

As sodium azide is highly toxic, there is no availa-
ble antidote and treatment is poorly effective, sodium
azide poisoning poses a serious risk of death, especial-
ly when high doses are ingested. Clinicians emphasize
[1] the crucial importance of thorough history-tak-
ing and clinical observation of symptoms typically
developing in victims of poisoning for the diagnos-
tic process. A potentially useful factor in differential
diagnostics is the characteristic dull odour of gastric
lavage contents caused by the presence of hydrazo-
ic acid which is released in the chemical reaction of
azide with hydrochloric acid. Sodium azide poison-
ing usually has a dynamic and dramatic course. How-
ever, no uniform and effective procedure of medical
management has been developed so far, mainly due
to the fact that there are no quick diagnostic methods
which could be used in the clinical setting, and the
number of poisoning cases diagnosed in acute poi-
soning departments is small. Furthermore, there are
considerable controversies related to the application
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Literatura przedmiotu podaje wiele przykla-
dow zatru¢ azydkiem sodu bez skutku $miertel-
nego, a takze zakonczonych zgonem. Przypadki te
dotyczyly typowych zatru¢ przypadkowych oséb
zatrudnionych przy produkcji odczynnikéw che-
micznych i materialéw wybuchowych [7-9] lub
tez przypadkowego [10, 11] badZ intencjonalnego
[1, 2, 5, 12-19] spozycia ze skutkiem $miertelnym.
Odnotowano takze przypadki kryminalne, w kté-
rych podano ofiarom kawe lub herbate¢ z domieszka
azydku [20, 21].

Analiza azydku sodu w materiale biologicznym
stanowi niemate wyzwanie dla chemikow anality-
kéw. We wczesniejszych pracach stosowano glow-
nie mato specyficzne metody spektrofotometryczne
dajace wyniki zawyzone, przede wszystkim z uwa-
gi na obecnos¢ cyjanku powstajacego w procesie
biotransformacji azydku [8, 19]. Do analizy azyd-
ku sodu stosowano takze chromatografi¢ cieczowa
[13, 14, 22] lub jonowa [23]. Wspdlczesnie metoda
z wyboru jest chromatografia gazowa sprzezona ze
spektrometrig mas oraz procesem izolacji z matrycy
biologicznej i derywatyzacja [2, 24].

W nurt omawianego zagadnienia wpisuje si¢
niezwykly przypadek zatrucia ze skutkiem $mier-
telnym 50-letniej kobiety. Wyjatkowos$¢ przypadku
wynika z okolicznoséci dwuetapowego zatrucia, zfo-
zonego obrazu klinicznego oraz ekspertyzy toksyko-
logicznej materialu posmiertnego z zastosowaniem
nowoczesnej metody analitycznej GC-EI-MS-MS
po derywatyzacji z bromkiem pentafluorobenzylo-
wym (PFBBr).

Opis przypadku

Piecdziesiecioletnia kobieta interesowata sie in-
westycjami. Transakcje te obarczone sg ryzykiem i
moga prowadzi¢ do utraty przez inwestoréw znacz-
nych $rodkéw finansowych. Kobieta jednak osigga-
ta sukcesy na tym polu i zarabiata duze pieniadze.
Kiedy sytuacja ulegla zmianie, pokrzywdzona na-
dal inwestowala, zwigkszajac tym samym ryzyko i
depozyt zabezpieczajacy. Doprowadzita do znacz-
nych strat finansowych, ktére prébowala odrobic,
wyzbywajac sie swojego majatku i zaciagajac do-
datkowe zobowigzania finansowe. Ostatecznie, w
zwigzku ze znacznym zadluzeniem, bedaca w ztym
stanie psychicznym pokrzywdzona postanowita
dokona¢ zamachu samobdjczego.
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and eflicacy of cyanide poisoning antidotes used in
the treatment of azide poisonings.

The literature contains many cases of sodium
azide poisoning which did not have a fatal outcome,
but also cases which ended in death. Available re-
ports describe typical cases of accidental poisoning
in workers employed in the production of chemical
reagents and explosives [7-9] - or cases of acciden-
tal [10, 11] or intentional [1, 2, 5, 12-19] fatal inges-
tion. Also on record are criminal cases with victims
being given coffee or tea spiked with azide [20, 21].

An analysis of sodium azide in the biological ma-
terial is a major challenge to chemical analysts. Ear-
lier studies relied primarily on relatively non-spe-
cific spectrophotometric methods which tended to
overestimate the results mainly due to the presence
of cyanide arising in the process of azide biotrans-
formation [8, 19]. Sodium azide also used to be
analyzed by liquid chromatography [13, 14, 22] or
ion chromatography [23]. At present, the method
of choice is gas chromatography-mass spectrome-
try (GC-MS) coupled with the process of extraction
from biological material and derivatization [2, 24].

A contribution to the discussion present-
ed above is the unusual case of fatal poisoning in
a 50-year-old woman, which is reported below. The
unusual nature of this case lies in three factors: the
poisoning involved two stages, the victim presented
with a complex clinical picture and the toxicologi-
cal analysis of post-mortem samples was performed
using an advanced technique of GC-EI-MS-MS fol-
lowing pentafluorobenzyl bromide (PFBBr) deri-
vatization.

Case report

A 50-year-old woman started to make invest-
ments. Transactions of this type are risky and may
cause investors to lose considerable amounts of
money. Nevertheless, the woman was successful in
her business and made considerable profits. When
the situation changed, the woman kept investing,
thus increasing the risk and jeopardizing the securi-
ty deposit. Consequently, she suffered major finan-
cial losses, which she tried to recover by selling her
property and taking out additional financial com-
mitments. Ultimately, due to her high debt, being in
a poor mental state, the woman decided to commit
suicide.
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Jak wynikalo z wywiadu, kobieta miafa spo-
zy¢ w celu samobojczym szczypte bialego proszku
zakupionego w Internecie jako azydek sodu. Po
spozyciu substancji 4-krotnie tracila $wiadomos¢,
miala niepamie¢ zdarzen oraz samoistnie odda-
wala mocz. Rodzina pacjentki wezwala pogotowie
ratunkowe. Pacjentka nie zgodzila si¢ na przewie-
zienie do szpitala. Jednakze po uptywie kilkunastu
godzin kobieta przyznala si¢ do proby samobojczej
i zostala przewieziona do kliniki toksykologii. Pa-
cjentka potwierdzila spozycie azydku sodu. Rodzi-
na dostarczyla opakowanie oznakowane jako azy-
dek sodu.

Na poczatku leczenia u pacjentki odnotowano:
bdl glowy, bdl migéni, meczliwos¢, brak objawdw
wskazujacych na zatrucie, nastréj wyréwnany, brak
demonstrowanych mysli samobdjczych, stan ogélny
dobry, samodzielne chodzenie, ci$nienie tetnicze
125/80 mm Hg, tetno 80/min, czesto$¢ oddechow
16/min, temperatura ciata 36,6°C. Parametry kli-
niczne, takie jak mleczany, elektrolity, kreatynina,
aminotransferaza alaninowa (ALT), aminotrans-
feraza asparaginianowa (AST), kinaza kreatynowa
(CK), nie wzbudzaly niepokoju i prezentowaly si¢
na poziomie bliskim normie.

W drugiej dobie pobytu w szpitalu nagle doszto
do pogorszenia stanu klinicznego i wystapily: nud-
nosci, pogorszenie stanu $wiadomosci az do glebo-
kiej $pigczki, niewydolnos¢ oddechowa wymagajaca
intubacji i sztucznej wentylacji, narastajace objawy
wstrzasu, bradykardia nieodpowiadajaca na aminy
katecholowe. Po 12,5 godzinie od wystapienia nie-
pokojacych objawéw doszlo do zatrzymania czyn-
no$ci miesnia sercowego w mechanizmie asystolii.
Zabiegi resuscytacyjne nie przyniosty efektu.

Powodem zalamania sie¢ zdrowia bylo ponowne
zazycie azydku, ktory pacjentka ukryta w swoich ko-
smetykach na wypadek, gdyby zostala odratowana.
Na rycinie 1. przedstawiono azydek sodu w opako-
waniu zakupionym oraz odsypanym do oznako-
wanego jedynie na nakretce naczynka z napisem
»BEIGE NATUREL 51”.

Badanie po$miertne przeprowadzono w pierw-
szej dobie po zgonie w Zakladzie Medycyny Sado-
wej Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Me-
dicum w Krakowie. W wyniku badan stwierdzono
makroskopowo: podbiegniecie krwawe prawego
ramienia, niewielkiego stopnia obrzek ptuc, wybro-
czyny krwawe w blonie §luzowej zoladka, niewielka

As demonstrated by history, the woman alleged-
ly ingested a pinch of white powder which she had
bought over the Internet as sodium azide, for suicid-
al purposes. After consuming the substance, the vic-
tim lost consciousness four times, had no memory
of past events and passed urine spontaneously. The
patient’s family called the ambulance, however the
patient refused to be transported to hospital. After
the elapse of about a dozen hours the woman con-
fessed to a suicide attempt and was transferred to
a department of toxicology. The patient confirmed
that she had ingested sodium azide, and her family
supplied to the hospital a package labelled as sodi-
um azide.

At the onset of treatment, the patient displayed
the following symptoms: headache, muscle pain, fa-
tigue, lack of symptoms indicative of poisoning, even
mood, absence of demonstrated suicidal thoughts,
good general condition, ability to walk unaided, ar-
terial blood pressure 125/80 mmHg, pulse 80/min,
respiratory rate 16/min, body temperature 36.6°C.
The patient’s clinical parameters, including lactate
levels, electrolytes, creatinine, alanine aminotrans-
ferase (ALT), aspartate transaminase (AST), cre-
atine kinase (CK), gave no reason for concern and
were close to the norm.

On the second day of hospitalization, the pa-
tient’s clinical condition suddenly deteriorated. The
following symptoms were noted: nausea, increasing
impairment of consciousness up to deep coma, res-
piratory failure requiring intubation and mechanical
ventilation, escalating symptoms of shock, brady-
cardia not responding to catecholamines. After 12.5
hours from the development of alarming symptoms,
asystolic cardiac arrest occurred. Resuscitation ef-
forts were not successful.

The reason for the deterioration of the patient’s
status was the ingestion of another dose of azide
which had been hidden by the patient among her
cosmetics in case she survived the first dose. Figure
1 shows sodium azide in the packaging in which
it was purchased and after being transferred into
a small container with a “BEIGE NATUREL 51” la-
bel present only on the screw cap.

The post-mortem was conducted during the first
day after death at the Department of Forensic Med-
icine, Jagiellonian University Medical College in
Krakow. The following macroscopic findings were
noted: ecchymosis on the right arm, mild pulmonary
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Ryc. 1. Opakowania zawierajace azydek sodu znalezione w domu kobiety (po lewej) i w szpitalu (po prawej)
Fig. 1. Packaging containing sodium azide found in the woman’s house (left) and in the hospital (right)

iloé¢ ptynu w jamie otrzewnej. W badaniach histo-
patologicznych mikroskopowych wycinkéw mies-
nia sercowego, mozgu, watroby, nerki stwierdzono
przekrwienie. W czasie sekcji zwlok pobrano mate-
rial do badan toksykologicznych (krew, mocz).

Materiat i metody
Materiat biologiczny

Material biologiczny stanowily probki krwi
i moczu zabezpieczone od 50-letniej kobiety pod-
czas sekcji zwlok przeprowadzonej w Zakladzie Me-
dycyny Sadowej Uniwersytetu Jagiellonskiego Col-
legium Medicum w Krakowie.

Wzorce i odczynniki chemiczne

Azydek sodu (99%), bromek pentafluorobenzylo-
wy (99%), aceton, n-heksan czystosci gradientowej
do chromatografii gazowej, tetraboran sodu, chlo-
rek miedzi (II), tiosiarczan (VI) sodu, chlorek sodu,
kwas chlorowodorowy, tetrafenyloetylen, wodoro-
tlenek sodu czysto$ci do analizy zakupiono w Sigma-
Aldrich (Germany).

Metoda analizy proszku

Proszek w postaci bialej substancji dostarczo-
ny przez rodzing oraz znaleziony w kosmetykach
zmarlej kobiety poddano badaniom identyfikacyj-
nym, stosujac reakcje barwng z chlorkiem miedzi

oedema, petechial haemorrhages in the gastric muco-
sa and a small fluid-build up in the peritoneal cavity.
Histopathological examinations of microscopic cardi-
ac muscle, brain, liver and kidney specimens revealed
congestion. During the post-mortem, blood and urine
samples were also collected for toxicological analysis.

Material and methods
Biological material

The biological material consisted of blood and
urine samples collected from the body of a 50-year-
old woman during the post-mortem examination
performed at the Department of Forensic Medicine,
Jagiellonian University Medical College in Krakow.

Chemical standards and reagents

Sodium azide (99%), pentafluorobenzyl bromide
(99%), acetone, n-hexane — gradient grade for gas
chromatography, sodium tetraborate, copper (II)
chloride, sodium thiosulphate (VI), sodium chlo-
ride, hydrochloric acid, tetraphenylethylene, sodi-
um hydroxide - analytical grade were purchased
from Sigma-Aldrich (Germany).

Method of powder analysis

The white powdery substance supplied by the
family and found among the deceased woman’s cos-
metics was subjected to identification tests based on
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(II) i 0,5 M wodorotlenkiem sodu, uzyskujac wynik
pozytywny w kierunku obecnosci azydku sodu [25].

Ekstrakcja

Probki krwi i moczu poddano ekstrakeji w ukta-
dzie ciecz—ciecz oraz procesowi derywatyzacji
prowadzacemu do powstania azydku pentafluoro-
benzylowego (PFBN,). W tym celu do 0,2 ml krwi
oraz 2 ml moczu dodawano po 0,5 ml nasyconego
tetraboranu sodu oraz do krwi 50 mM i do moczu
200 mM bromku pentafluorobenzylowego w aceto-
nie. Prébki przetrzymywano przez 20 min w 50°C.
Nastepnie dodawano 1 ml 0,5 M tiosiarczanu
(VI) sodu (mieszadlo magnetyczne, 2 min, 50°C),
1 g chlorku sodu, 2 ml wody, tetrafenyloetylen (wilo-
$ci 0,100 mg/I dla krwi oraz 0,500 mg/1 dla moczu)
i 3 ml n-heksanu. Probki wytrzasano przez 10 minut
na wytrzasarce kotowej, odwirowywano i pobiera-
no faz¢ organiczng, do ktérej dodawano 2 ml 0,5 M
HCI. Prébki ponownie wytrzgsano przez 10 minut,
a nastgpnie odwirowywano, pobierano faz¢ orga-
niczng i odparowywano do objetosci ok. 100 pl.

Metoda GC-EI-MS-MS

Otrzymane eluaty poddano analizie przy uzyciu
metody chromatografii gazowej sprz¢zonej z tande-
mowg spektrometrig mas w opcji jonizacji elektro-
nowej (GC-EI-MS-MS). Zastosowano chromatograf
gazowy model 7890A sprzezony z tandemowym,
kwadrupolowym spektrometrem mas z jonizacjg
elektronowg (EI) model 7000A (Agilent, USA).

Detekcje przeprowadzono, wykorzystujac tande-
mowy, kwadrupolowy spektrometr mas pracujacy
w opcji monitorowania wybranych reakcji rozpadu
(MRM). Zastosowane parametry chromatografu
gazowego i spektrometru mas zestawiono w tabeli I.
W tabeli II zamieszczono parametry fragmentacji
badanych zwigzkéw uzyskane przy uzyciu metody
GC-EI-MS-MS.

Krzywe kalibracyjne zostaly przygotowane po-
przez analize probek krwi (moczu) wzbogaconych
odpowiednio w 0,032, 0,065, 0,162, 0,325, 0,650 mg/1
(0,065, 0,130, 0,260, 0,520, 1,040 mg/l) azydku
sodu. Kazda probka kalibracyjna wzbogacana byla
réwniez w tetrafenyloetylen (wzorzec wewnetrz-
ny) w ilosci 0,100 mg/1 dla krwi oraz 0,500 mg/1 dla
moczu. Otrzymane krzywe kalibracyjne (ryc. 2.)

the colour reaction with copper (II) chloride and 0.5
M sodium hydroxide, obtaining a positive result for
the presence of sodium azide [25].

Extraction

Blood and urine samples were subjected to lig-
uid-liquid extraction and to the process of derivati-
zation producing pentafluorobenzyl azide (PFBN,).
To this aim, to a 0.2 ml sample of blood and a 2 ml
sample of urine was added a 0.5 ml portion of sat-
urated sodium tetraborate, followed by the addition
of pentafluorobenzyl bromide in acetone in the
amounts of 50 mM to blood, and 200 mM to urine.
The samples were stored at 50°C for 20 min. Next,
the following were added: 1 ml of 0.5 M sodium
thiosulphate (VI) (magnetic stirrer, 2 min, 50°C),
1 g of sodium chloride, 2 ml of water, tetrapheny-
lethylene (0.100 mg/1 for blood and 0.500 mg/1 for
urine) and 3 ml of n-hexane. The samples were ag-
itated for 10 minutes on a rotary shaker and centri-
fuged. Subsequently, the organic phase was collected
and combined with 2 ml of 0.5 M HCI. The samples
were again agitated for 10 minutes and centrifuged.
The organic phase was collected and evaporated to
a volume of ca. 100 pl.

GC-EI-MS-MS method

The eluates obtained by the procedure above
were analyzed by gas chromatography coupled with
tandem mass spectrometry in the option of electron
ionization (GC-EI-MS-MS). The test was performed
using a 7890A gas chromatograph coupled with
a 7000A tandem quadrupole mass spectrometer
with electron ionization (EI) (Agilent, USA).

The detection was performed by means of a tan-
dem quadrupole mass spectrometer in the option
of monitoring selected decomposition reactions
(MRM). The gas chromatograph and mass spectrom-
eter parameters applied in the process are listed in
Table I. Table II contains fragmentation parameters
of the test compounds obtained by GC-EI-MS-MS.

The calibration curves were generated by analyz-
ing blood (urine) samples enriched with respective-
ly 0.032, 0.065, 0.162, 0.325 and 0.650 mg/1 (0.065,
0.130, 0.260, 0.520 and 1.040 mg/1) of sodium azide.
Every calibration sample was also enriched with tet-
raphenylethylene (internal standard) in the amount
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Tabela 1. Zastosowane parametry chromatografu gazowego i spektrometru mas
Table 1. Gas chromatograph and mass spectrometer parameters applied in the study

Sprzet analityczny
Analytical equipment

Chromatograf gazowy
Gas chromatograph

Parametr Wartosé/Opis
Parameter Value/Specification
objetosc¢ nastrzyku 2l
injection volume
temperatura portu nastrzykowego 250°C
inlet temperature
niepolarna kolumna chromatograficzna J&W-UI

non-polar chromatographic column

(15 m x 250 pm x 250 nm, Agilent, USA)

program temperaturowy
temperature programme

40°C (1 min), 30°C/min do 90°C, 10°C/min
do 130°C, 40°C/min do 325°C

40°C (1 min), 30°C/min to 90°C, 10°C/min
to 130°C, 40°C/min to 325°C

przeptyw gazu nosnego (hel) 1 ml/min
flow of carrier gas (helium)
temperatura linii transferowe;j 280°C
transfer line temperature
Spektrometr mass jonizacja elektronowa 70V
Mass spectrometer electron ionization
temperatura Zrédta jonéw 230°C
ion source temperature
temperatura kwadrupoli 100°C
quadrupole temperature
przeptyw gazu obmywajacego (hel) 2,25 ml/min
flow of quench gas (helium) 2.25 ml/min
przeptyw gazu kolizyjnego (azot) 1,5 ml/min
flow of collision gas (nitrogen) 1.5 ml/min

Tabela I1. Parametry fragmentacyjne analizowanych zwiazkéw
Table 11. Fragmentation parameters of the analyzed compounds

Nazwa zwiazku Jon macierzysty Jon potomny Czas skanowania | Energia dysocjacji
Compound name Precursor ion Product ion Dwell time zderzeniowej

m/z m/z [ms] Collision energy

(vl

PFBN, 223 194 40 5

194 174 40 15

194 124 40 20
tetrafenyloetylen 332 253 50 20
tetraphenylethylene

332 241 50 10

Pogrubiong czcionkg wyrézniono transmisje m/z dla analitu i wzorca wewnetrznego wykorzystane do analizy ilosciowej.
The m/z transitions for the analyte and the internal standard used for the quantitative analysis are marked in bold.

mialy przebieg funkcji potegowych o réwnaniach:
y=-1,22-10"*x*+ 6,08-10~x - 7,53-10* (R*= 0,9993)
dla krwi oraz y = -1,08-107x* + 6,74-10"x - 0,02
(R*=0,9979) dla moczu (y - stosunek sygnatu ana-

0f 0.100 mg/1 for blood and 0.500 mg/1 for urine. The
calibration curves thus obtained (Fig. 2) were in the

form of power functions described by the equations:
y=-1.22.10"%*+6.08-10x - 7.53-10* (R*= 0,9993)
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Ryc. 2. Krzywe kalibracyjne dla azydku pentafluorobenzylowego w prébkach krwi (u géry) i moczu (na dole).
Zakresy robocze stezeri dla prébek krwi i moczu wyniosty odpowiednio 0,032-0,650 mg/l i 0,065-1,040 mg/|
Fig. 2. Calibration curves for pentafluorobenzyl azide in blood (at the top) and urine (bottom) samples. The work-
ing concentration ranges for blood and urine samples were 0.032-0.650 mg/lI and 0.065-1.040 mg/|, respectively

litycznego uzyskanego dla PFBN, i tetrafenyloetyle-  for blood, and y = -1.08-107x* + 6.74-10*x - 0.02
nu; x - stezenie PFBN,). W przypadku gdy steze- (R*= 0,9979) for urine (y - ratio of the analytical
nie PFBN, przekraczalo zakres kalibracji metody signal obtained for PFBN, and tetraphenylethylene;
(> 1,040 mg/l), mocz badany (200 pl) rozcieicza-  x - PFBN, concentration). Whenever the concentra-
no 10-krotnie moczem wolnym od ksenobiotykéw  tion of PFBN, exceeded the calibration range of the
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Tabela 111. Wyniki badan toksykologicznych prébek krwi i moczu pobranych od zmartej oraz dane z pismien-

nictwa dla przypadkéw zatru¢ azydkiem sodu [21]

Table 111. Results of toxicological analysis of blood and urine samples collected from the deceased woman and
theoretical concentrations of sodium azide in fatal cases [21]

Materiat Stezenie azydku sodu Stezenie azydku sodu w przypadkach zatrucia ze skutkiem
biologiczny Concentration of sodium azide $miertelnym

Biological [mg/1] Concentration of sodium azide in fatal cases
specimen [mg/1]

krew 0,18 2,60-262

blood 0.18 2.60-262

mocz 6,50 >0,14

urine 6.50 >0.14

(1800 pl) i poddawano ekstrakcji zgodnie z powyz-
szym opisem.

Wyniki

W tabeli III zamieszczono wyniki badan toksy-
kologicznych zmarlej. Tabele uzupelniono wynika-
mi uzyskanymi z pi$miennictwa dla przypadkéw
zatru¢ azydkiem sodu [25]. Na rycinach 3. i 4. za-
mieszczono chromatogramy MRM oraz widma MS/
MS dla krwi i moczu zmarle;j.

«MRM (1840-31240)

method (> 1.040 mg/1), the urine tested (200 pl) was
diluted 10-fold with xenobiotic-free urine (1,800 pl)
and then subjected to the extraction procedure in
accordance with the description above.

Results

Table IIT contains results of toxicological tests
of the deceased. The Table also lists results derived
from the literature for cases of azide sodium poi-
soning [25]. Figures 3 and 4 show MRM chromato-
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Ryc. 3. Chromatogramy MRM i widma MS/MS dla PFBN, i tetrafenyloetylenu uzyskane dla ekstraktéw z krwi

zmartej kobiety

Fig. 3. MRM chromatograms and MS/MS spectrum of PFBN, and tetraphenylethylene obtained for extracts of

the victim’s blood sample
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Ryc. 4. Chromatogramy MRM i widma MS/MS dla PFBN; i tetrafenyloetylenu uzyskane dla ekstraktéw z mo-

czu zmartej kobiety

Fig. 4. MRM chromatograms and MS/MS spectrum of PFBN, and tetraphenylethylene obtained for extracts of

the victim’s blood sample

Dyskusja

W interpretacji wynikéw toksykologicznych ma-
terialu biologicznego pobranego od osoby zatrutej
azydkiem sodu kluczowe znaczenie ma toksycznosé
zwigzku chemicznego oraz jego wlasciwosci fizyko-
chemiczne. Azydek sodu jest stosowany w syntezie
organicznej jako czynnik generujacy gaz w podusz-
kach powietrznych, srodek napedowy w samolotach
odrzutowych, substrat materiatéw wybuchowych,
herbicyd, insektycyd, nematocyd, fungicyd i bakte-
riocyd [26]. W przeszlosci byt tez stosowany jako lek
obnizajacy ci$nienie. Azydek sodu jest zwigzkiem
bardzo toksycznym zgodnie z klasyfikacja wynikaja-
ca z Rozporzadzenia (WE) nr 1272/2008 [UE-GHS/
CLP] i wykazuje:

« toksycznos¢ ostrg po podaniu doustnym (katego-

ria 2.),

« toksyczno$¢ ostra dla srodowiska wodnego (ka-

tegoria 1.),

o przewlekly toksycznos¢ dla srodowiska wodnego

(kategoria 1.).

Ponadto, zgodnie z dyrektywami UE 67/548/
EWG lub 1999/45/WE, azydek sodu:

o dziala bardzo toksycznie po polknigciu,

grams and MS/MS spectra recorded for blood and
urine samples collected from the deceased.

Discussion

The interpretation of toxicological findings ob-
tained for the biological material collected from vic-
tims of sodium azide poisoning is crucially depend-
ent on the toxicity of the chemical compound and its
physicochemical properties. Sodium azide is used in
organic synthesis, as a gas-generating agent in air-
bags, as a propulsion agent in jet aircraft, as a sub-
strate in explosive materials, herbicide, insecticide,
nematocide, fungicide and bactericide [26]. In the
past, it was also used as a blood-pressure reducing
medication. Sodium azide is highly toxic according
to the classification set out in Regulation (EC) No
1272/2008 [UE-GHS/CLP], and exhibits:

« acute oral toxicity (category 2),
« acute aquatic toxicity (category 1),
« chronic aquatic toxicity (category 1).

In addition, as per EU Directives 67/548/EEC or
1999/45/EC, sodium azide:

« is very toxic if swallowed,
« in contact with acids liberates very toxic gases,

gQNICNVEqb
\&
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« wkontakcie z kwasami uwalnia bardzo toksyczne
gazy,

o dziala bardzo toksycznie na organizmy wodne,

« moze powodowac dlugo utrzymujace sie¢ nieko-
rzystne zmiany w srodowisku wodnym,

o w kontakcie z metalami tworzy wybuchowe
azydki.

Toksycznos¢ ostra narazenia na azydek sodu ob-
jawia sie poprzez: mdlosci, wymioty, bdl gtowy, ob-
nizenie ci$nienia krwi, czestoskurcz i niedokrwie-
nie mig$nia sercowego oraz kwasice metaboliczng.
W koncowej fazie zatrucia moga wystapi¢ brady-
kardia, konwulsje i zgon [26]. Na podstawie badan
toksykometrycznych zaobserwowano takze opoz-
nione objawy narazenia, tj.: dzialanie draznigce na
oczy i uklad oddechowy, glebokie obnizenie ci$nie-
nia krwi, demielinizacje mielinowanych widkien
nerwowych w o$rodkowym ukladzie nerwowym
(OUN), uszkodzenie jader, Slepote, napady sztyw-
nosci, dzialanie toksyczne na watrobe i mozg.

Mechanizm dziatania toksycznego nie jest do kon-
ca poznany. Uwaza sie, Ze przebiega on poprzez ha-
mowanie aktywnosci oksydazy cytochromowej i ka-
talazy. Zostaja takze zaburzone procesy fosforylacji
(przemiany kwasu adenozynodifosforowego w kwas
adenozynotrifosforowy). Azydek sodu ma takze dzia-
tanie rozkurczajace na migsnie gtadkie obwodowych
naczyn krwiono$nych, co prowadzi do obnizenia cis-
nienia krwi. Metabolizm przebiega gléwnie w wa-
trobie i OUN, nastepuje réwniez jego przemiana do
cyjankow [13] oraz do tlenku azotu w erytrocytach
[27]. Szacuje si¢, ze dawki doustne dla azydku sodu
wynosza 0,7-3,9 mg (dawki terapeutyczne obniza-
jace ci$nienie krwi), 20-180 mg (dawki toksyczne),
700 mg - 20 g (dawki $miertelne) [26].

Ze wzgledu na duza specyficzno$¢ opracowana
metoda GC-EI-MS-MS oznaczania azydku sodu
we krwi i moczu wyréznia sie na tle innych me-
tod opisywanych w literaturze przedmiotu [8, 13,
14, 19, 22, 23]. W pracy zrezygnowano z liniowych
zaleznosci dla krzywych kalibracyjnych ze wzgledu
na lepsze dopasowanie punktéw kalibracyjnych
do krzywych o przebiegu funkcji potegowych (ryc.
2.). Interpretujac wyniki przeprowadzonych badan
toksykologicznych w poréwnaniu z prezentowany-
mi wynikami stezen azydku we krwi przez innych
autorow (2,6-262 mg/l; [25]), nalezy uzna¢ uzyska-
ne stezenie azydku za stosunkowo mate. Co wigcej,
rozrzut wartosci stezen w publikowanych przypad-

Arch Med Sad Kryminol 2015; vol. 65: 145-157

o isvery toxic to aquatic life,

« may cause long-term adverse effects in the aqu-
atic environment,

« in contact with metals forms explosive azides.

Acute toxicity following exposure to sodium
azide is manifested by nausea, vomiting, headache,
reduced blood pressure, tachycardia and cardiac
muscle ischaemia, and metabolic acidosis. The final
stage of poisoning may be characterized by brady-
cardia, convulsions and ultimately death [26]. Toxi-
cometric studies have also found delayed symptoms
of exposure including eye and respiratory irritation,
severe blood pressure decrease, demyelination of
myelinated nerve fibres in the central nervous sys-
tem (CNS), testicular damage, blindness, attacks of
rigidity, and hepatic and cerebral effects.

The mechanism underlying the toxic effects of
sodium azide is not fully elucidated. It is believed
to be based on the inhibition of the activity of cy-
tochrome oxidase and catalase. In addition, it in-
volves disturbance of the processes of phosphoryla-
tion (transformation of adenosine diphosphoric acid
into adenosine triphosphoric acid). Sodium azide
also has a relaxant effect on the smooth muscles of
peripheral blood vessels, thus leading to a decrease
in blood pressure. Sodium azide is mainly metab-
olized in the liver and CNS. It is also converted to
cyanides [13] and to nitrogen oxide in erythrocytes
[27]. Tt is estimated that oral doses of sodium azide
are 0.7-3.9 mg (blood-pressure reducing therapeu-
tic doses), 20-180 mg (toxic doses), 700 mg — 20 g
(lethal doses) [26].

Due to its high specificity the GC-EI-MS-MS
method of determining sodium azide in blood and
urine distinguishes itself from other methods re-
ported in the literature [8, 13, 14, 19, 22, 23]. The
study presents no linear equations for calibration
curves, as calibration points represent a better fit
with curves described by power functions (Fig. 2).
An interpretation of toxicological test results in the
case reported here in comparison with sodium azide
concentrations determined in the blood by other
authors (2.6-262 mg/l; [25]) shows that the con-
centration of sodium azide recorded in the present
study is relatively low. Furthermore, the dispersion
of concentration values in the published cases of so-
dium azide poisoning indicates that the problem is
complex. This is because that the concentration of
sodium azide determined by tests depends not only
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kach zatrucia azydkiem sodu nasuwa przypusz-
czenie o ztozonosci problemu. Otrzymana wartos$¢
stezenia azydku sodu zalezy bowiem nie tylko od
dawki spozytego ksenobiotyku, lecz takze od czasu,
jaki uplynal od ekspozycji do zebrania materiatu.
W opisywanym przypadku czas pomiedzy ekspozy-
cja na azydek sodu a zgonem wynosit ok. 48 godzin,
a ksenobiotyk byl przyjmowany dwukrotnie w kil-
kugodzinnym przedziale czasowym.

Dodatkowym elementem tlumaczagcym male
stezenie azydku moze by¢ ich mala stabilnos¢ we
krwi sekcyjnej. Kruszyna i wsp. [23] zauwazyli, ze in
vitro czas pottrwania azydku w krwi pelnej wynosi
4,5 dnia w temperaturze pokojowej i 12 dni w 0°C.
Zaleca si¢ zatem przechowywanie materialu biolo-
gicznego w stanie zamrozonym w okresie poprze-
dzajacym procedure analityczng.

Zatrucia azydkiem sodu zdarzajg si¢ stosunkowo
rzadko. Jednakze z uwagi na wysoka toksycznos¢
i wszechobecny w zyciu wspoélczesnego czlowieka
dostep do informacji zaréwno klinicysci, jak i biegli
sagdowi musza by¢ przygotowani metodycznie na
réznorakie i malo prawdopodobne wyzwania.
W niniejszym przypadku nalezy réwniez wspo-
mnie¢ o psychologicznym aspekcie zdarzenia. De-
terminacja w podjeciu okreslonych dziatan (proba
samobojcza) przez osoby zdesperowane wskazuje,
ze nie istnieja przeszkody odwodzace od osiagniecia
zamierzonego celu.

Autorzy deklarujg brak konfliktu interesow.
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on the ingested dose of the xenobiotic but also on
the time elapsed between the exposure and speci-
men collection. In the case reported above, the pe-
riod between exposure to sodium azide and death
was approximately 48 hours, and the xenobiotic was
ingested twice over an interval of several hours.

An additional factor accounting for the low azide
concentration may be the fact that azides have low
stability in post-mortem blood. Kruszyna et al. [23]
have noted that the half-life of azide in vitro is 4.5
days at room temperature and 12 days at 0.0°C.
Consequently, biological specimens should be
stored frozen in the period preceding the analytical
procedure.

Sodium azide poisonings are relatively rare.
However, since the substance is highly toxic, and
access to information in contemporary times is ex-
tremely easy, both clinicians and forensic experts
must be properly prepared in methodological terms
to confront various and relatively unlikely chal-
lenges. The case reported above is also important
because of the psychological aspect involved in the
incident. The determination in undertaking specific
actions (a suicidal attempt) by despaired individu-
als shows unmistakably that no obstacles are able to
prevent them from achieving their desired objective.
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