
1. In tro duc tion

An ti co ag u lants are widely used as over-the-coun -
ter and pro fes sional rodenticides in Po land. Com mer -
cial for mu la tions are easy to use and readily avail able.
Many peo ple put out rodenticide baits to com bat mice
and rats. Their wide avail abil ity has re sulted in an in -
crease in ac ci den tal and in ten tional poi son ings in an i -
mals and hu mans. Po lice of ten col lect res i dues and
traces at the site of the in ci dent. These rem nants (of
com mer cial prep a ra tions and also wa ters, drinks and
food stuffs to which pes ti cide has been added for crim i -
nal pur poses or ac ci den tally) are sent to the In sti tute of
Fo ren sic Re search as ev i dence ma te ri als for anal y sis.
The iden ti fi ca tion of ac tive com po nent(s) in these ma -
te ri als is very im por tant for fur ther anal y sis of bi o log i -

cal ma te rial and may help in as cer tain ing which prod -
ucts have been added or taken. Some times, this is not
easy be cause an ti co ag u lant rodenticides are avail able
as grain-based pel lets, wax blocks, bars, dusts, liq uid
con cen trates and track ing pow ders, and usu ally look
sim i lar. The main prob lem in de ter min ing an ti co ag u -
lants is their low amount in com mer cial prod ucts. To -
day many prep a ra tions are avail able in Po land, most of 
which con tain one (or more) of the fol low ing ac tive
com pounds: bromadiolone, brodifacoum, difethia lo -
ne, difenacoum, war fa rin and coumatetralyl. War fa rin
and coumatetralyl are first-gen er a tion an ti co ag u lant
rodenticides de vel oped dur ing the 1940s and 1950s.
When, over the next few de cades, ro dents be came re -
sis tant to the first-gen er a tion com pounds, sec ond-gen -
er a tion an ti co ag u lant rodenticides (superwarfarins) were
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pro duced. These in cluded: brodifacoum, bromadiolone,
difethialone and difenacoum. The sec ond-gen er a tion
an ti co ag u lants are ex tremely long act ing and are sig -
nif i cantly more ef fec tive. They are most com monly
found at con cen tra tions of 0.005 or 0.0025%, whereas
first-gen er a tion usu ally con tained 0.025% of ac tive com -
pound; this is be cause superwarfarins are 100 times more 
po tent than war fa rin [9]. 

A num ber of tech niques have been de scribed for
de tec tion of coumarin de riv a tives. Ini tially, con ven -
tional thin-layer chro ma tog ra phy meth ods were ap -
plied, but these meth ods re quire high spec i men vol -
ume and of ten lack the re quired sen si tiv ity. Most of the 
pro ce dures for the de ter mi na tion of an ti co ag u lant
rodenticides are based on HPLC [3, 4, 6, 9]. Many au -
thors have de vel oped meth ods of anal y sis of hydroxy -
coumarin an ti co ag u lants in bi o log i cal ma te ri als (blood,
se rum, plasma, urine and tis sues). These au thors used
HPLC with UV-spec tro met ric and flu o res cence (FL)
de tec tion. Re versed-phase C8 and C18 col umns were
ap plied. Since most coumarins are char ac ter ised by
nat u ral flu o res cence, the de tec tion lim its of an ti co ag u -
lants ana lysed by HPLC-FL in se rum are from sev eral
to sev eral dozen nanograms per milli litre. These val -
ues are ap prox i mately 10–20 times lower than with
UV de tec tion [3, 8]. Some in ves ti ga tors state that the use 
of FL de tec tion for de ter min ing coumarin by the HPLC
method is lim ited by the need to use an acid i fied mo bile
phase. They rec om mend a post-col umn pH-switch ing
tech nique to in crease pH [8]. A pro ce dure us ing gas
chro ma tog ra phy with mass spec trom e try (GC-MS)
has also been de scribed. It is sen si tive but more com -
pli cated and needs a derivatisation step. This GC-MS
method was de vel oped as part of a sys tem atic tox i co -
log i cal anal y sis pro ce dure for acidic drugs and poi sons 
af ter ex trac tive methylation. By us ing MS, not only the
pres ence of 4-hydroxycoumarin an ti co ag u lants, but
also hydroxy me tab o lites can be in di cated [10]. High
per for mance liq uid chro ma tog ra phy-electro spray ion -
is ation mass spec trom e try (LC-ESI-MS) seems to be
very sim ple and ef fec tive [5]. There are also many ex -
trac tion tech niques de scribed in the lit er a ture. An ti co -
ag u lants have been ex tracted from orig i nal [4], acidic
[5] and ba sic [9] me dia. Dif fer ent sol vents (e.g. di ethyl 
ether [12], hex ane [9], acetonitrile [3]) or sol vent mix -
tures (e.g. acetonitrile-ethyl ether [4, 12, 13]) were
used. Some of the meth ods in volve a pro tein pre cip i ta -
tion step of the se rum sam ples by ad di tion of aceto -
nitrile [3]. SPE col umns (with a diol phase) have also
been used for clean ing urine ex tracts con tain ing
hydroxycoumarin an ti co ag u lants [10]. Re cov er ies av -
er age from 55% to 131% [3, 8].

For sim ple and rapid de tec tion and iden ti fi ca tion of 
an ti co ag u lants in rodenticide prep a ra tions and other
non-bi o log i cal sam ples, HPLC seems to be the most
ap pro pri ate method. There fore the aim of this study
was to de velop such a method. 

2. Ma te ri als and meth ods

2.1. Che mic als

Prep a ra tions con tain ing rodenticide: Rat Killer Su -
per – bromadiolone; Rat Killer Per fect – brodifacoum;
Baraki Granulat – difethialone; Murin Dife (paste) –
difenacoum; Toxan Dusty – coumatetralyl; Mice
Killer – war fa rin were bought in shops. A broma -
diolone stan dard was ob tained from Riedel-de Haën,
and war fa rin from Aldrich. All other chem i cals used
for anal y sis were HPLC or an a lyt i cal grade. 

2.2. Sam ple pre par ati on

The rodenticide sam ple (2 g) was crushed, placed
in a test tube and dis solved in 4 ml of deionised wa ter.
Then 0.5 ml of ac e tate buffer (pH 5.5) and 6 ml of
chlo ro form-ac e tone (1:1, v/v) mix was added. The
mix ture was shaken for 10 min utes. Af ter centrifu -
gation at 6000 rpm for 3 min, 5 ml of or ganic layer was
trans ferred to a clean tube and evap o rated to dry ness
un der a stream of ni tro gen on a heat ing block at 50oC.
The dry res i due was re con sti tuted in 200 ml of mo bile
phase acetonitrile-wa ter (1:1, v/v).

2.3. HPLC-DAD anal ysis

The sam ples were ana lysed by high per for mance
liq uid chro ma tog ra phy (HPLC). Iden ti fi ca tion of com -
po nents was car ried out us ing a LaChrom D-7000
Merck-Hitachi liq uid chromatograph with an L-7455
di ode ar ray de tec tor (DAD). Sep a ra tion of analytes
was per formed on a LiChroCART (125 ´ 4 mm) col -
umn filled with LiChrospher RP se lect B (Merck) and
thermostated at 25°C. The mo bile phase con sisted of
a mix ture of acetonitrile (AcCN) and 0.01% (v/v)
phos pho ric acid in wa ter. The flow rate was 1 ml/min.
All anal y ses were car ried out in gra di ent mode:
0 min – 40% AcCN, 20 min – 80% AcCN, 21 min –
40% AcCN, 26 min – 40% AcCN. The spec tro pho to -
met ric spec trum was reg is tered in the l range of
200–400 nm. An aliquot of 20 ml was in jected by
autosampler into the HPLC-DAD sys tem. Iden ti fi ca -
tion was car ried out on the ba sis of re ten tion time and
UV spec tra, which were com pared with stan dards.
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3. Fo ren sic case re ports

Case 1: a woman found strange gran ules in her
ground cof fee pow der. She sus pected that her hus band
had poi soned the cof fee. 5 g of red dish gran ules were
sep a rated out from 85 g of the cof fee. The gran ules
were iden ti fied as bromadiolone. 

Case 2: the owner of a dog no ticed that the dog was
not well. Three slices of a sau sage (about 200 g) were
found in the gar den. The sau sage was sent for anal y sis. 
A mac ro scopic ex am i na tion re vealed red dish gran ules
in each slice of the sau sage. The gran ules were iden ti -
fied as brodifacoum.

Case 3: On a chicken farm it was no ticed that the
drink ing wa ter for poul try was pink ish. 0.5 l of wa ter
was sent for ex am i na tion. It was as cer tained that the
wa ter was con tam i nated by difethialone.

4. Re sults and dis cus sion

An ti co ag u lant rodenticides are prob a bly the most
fre quently used rodenticides in Po land to day. This
group of pes ti cides is readily avail able over-the-coun -
ter and plays an im por tant role in clin i cal and fo ren sic
tox i col ogy as a cause of sui cidal, ho mi cidal and ac ci -
den tal poi son ings. Due to the low con tent of ac tive
com po nents in rodenticide baits (in superwarfarins
this ranges from 0.005–0.0025%) anal y sis of these
prod ucts can be prob lem atic. The de vel oped pro ce -
dure for the de tec tion and iden ti fi ca tion of hydroxy -
coumarins is not com pli cated and can be easily applied 
in any laboratory. 

The de vel oped method in volves a sin gle-step liq -
uid-liq uid ex trac tion of the acid i fied (pH 5.5) sam ple.
Ap pli ca tion of chlo ro form-ac e tone as a sol vent mix -
ture for ex trac tion re sulted in suf fi cient re cov er ies.
The fact that an ti co ag u lant rodenticides are readily
sol u ble in ac e tone has led to this sol vent be ing the
most fre quently used in ex trac tive mix tures (e.g. chlo -
ro form-ac e tone [6, 8, 14]). The use of cold and hot
methanol for extraction was not successful. 

The de scribed HPLC-DAD method en abled sep a -
ra tion of all an ti co ag u lants from each other and from
ma jor back ground com po nents (Fig ure 1). An ti co ag u -
lants were sep a rated into sin gle sym met ri cal peaks.
The six ana lysed com pounds were easy to iden tify on
the ba sis of re ten tion time and UV spec trum. Broma -
diolone, brodifoacum and difenacoum have sim i lar
UV spec tra, but dif fer ent re ten tion times. Their re ten -
tion times are pre sented in Ta ble I. Fig ure 2 shows the
spec tra and chem i cal struc tures of the ana lysed com -
pounds. The HPLC-DAD chromatogram of an ex -

tracted prep a ra tion from ma te rial col lected as
evidence in one case is presented in Figure 3.

TA BLE I. RE TEN TION TIMES OF SIX AN TI CO AG U LANTS

An ti co ag u lant Re ten tion time [min]

War fa rin 6.0

Coumatetralyl 8.1

Bromadiolone 12.1

Brodifacoum 15.8

Difenacoum 16.6

Difethialone 18.7

Aticoagulant rodenticides are a het er o ge neous
group of com pounds that ex hibit mark edly dif fer ent
tox ic ity to hu mans and ro dents. They are among the
most toxic sub stances reg u larly found in homes. Tech -
ni cally, these may be di vided into two types: hydroxy -
coumarin com pounds in clude war fa rin, difenacoum,
bromadiolone and brodifacoum, while the indan dio -
nes en com pass a wide range of chem i cals in clud ing
diphacinone, pindone and chlorphacinone. The tox ic -
ity of an ti co ag u lant rodenticides de pends en tirely on
re peated ex po sure to rel a tively small doses. This is
true for both ro dents and hu mans.

An ti co ag u lants work by in hib it ing the gen er a tion
of an ac tive form of vi ta min K1 via in hi bi tion of vi ta -
min K1 re duc tases. Vi ta min K is re quired as a co fac tor
for ac ti va tion of clot ting fac tors II, VII, IX and X.
When vi ta min K can not be re gen er ated, clot ting fac -
tors can not be ac ti vated, which re sults in a coagulo -
pathy. This leads to un con trol la ble hem or rhage and
death [2].

The oral bioavailability of war fa rin and the super -
warfarins is nearly 100%. War fa rin is highly bound
(ap prox i mately 97%) to plasma pro tein, mainly al bu -
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Fig. 1. HPLC-DAD chromatogram of the six an ti co ag u lant
rodenticides.



min. The du ra tion of the an ti co ag u lant ef fect af ter
a sin gle dose of war fa rin is usu ally 5–7 days. How -
ever, superwarfarin prod ucts may con tinue to pro duce

sig nif i cant anticoagulation for weeks to months af ter
a sin gle in ges tion. 
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Fig. 2. UV spec tra and chem i cal struc tures of ana lysed an ti co ag u lant rodenticides.



The toxic dose is highly vari able. Gen er ally, a sin -
gle in ges tion of war fa rin (10–20 mg) does not cause
se ri ous in tox i ca tion. In con trast, chronic or re peated
in ges tion of even small amounts (2–5 mg/day) can
even tu ally lead to sig nif i cant anticoagulation. Super -
warfarins are ex tremely po tent and can pro duce pro -
longed ef fects even af ter in ges tion of a small sin gle
dose. As lit tle as 1 mg in an adult can cause coagulo -
pathy. Bleed ing is the only ex pected sig nif i cant symp -
tom in the sub ject’s his tory. Se ri ous poi son ing man -
ifests it self in bleed ing at mul ti ple or gan sites. Phys i cal 
ev i dence of bleed ing af ter an acute in ges tion can be
seen for at least 24 hours. Peak ef fects are com monly
de layed un til at least 1–2 days post-in ges tion [1].
Cases of se ri ous poi son ing are gen er ally as so ci ated
with se rum con cen tra tions greater than 5 mg/ml [7],
but for some de riv a tives (e.g. bromadiolone) tox ic ity
ap pears at much lower con cen tra tions, rang ing from
0.04–0.44 mg/ml [5].

The method de scribed in this pa per has turned out
to be use ful in the iden ti fi ca tion of an ti co ag u lants in
prep a ra tions that have been sent to the In sti tute as ev i -
dence ma te ri als. Usu ally these ma te ri als have been se -
cured with out the orig i nal pack ing, mixed with solid
prod ucts (ground cof fee, sugar) or liq uids (soup, tea,
drink ing wa ter), so it has not been pos si ble to know
(through mac ro scopic ex am i na tion) what kind of ro -
denticide was pres ent. Of ten sau sages filled with gran -
ules of prep a ra tion have been sent for iden ti fi ca tion.
Such ma te ri als were pre pared for poi son ing a dog. 

5. Sum mary

The de vel oped method can be used for si mul ta -
neous iden ti fi ca tion of six an ti co ag u lants. The pro ce -
dure is suc cess fully be ing used in the Tox i co log i cal
Anal y ses Sec tion of the In sti tute of Fo ren sic Re search
for the iden ti fi ca tion of ac tive an ti co ag u lant com po -
nents in com mer cial rodenticide prep a ra tions and wa -
ters, drinks and food stuffs (soups, sau sages, ground
cof fee) to which a rodenticide has been added for
crim i nal pur poses. Al though the method was not de -
vel oped for bi o log i cal ma te ri als, it has been suc cess -
fully ap plied to anal y sis of stom ach con tents taken
from an i mals (dogs, seals, spoon bills) sus pected of
hav ing been poi soned by this group of com pounds or
stom ach washings in emer gency cases of se vere poi -
son ing. 
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Fig. 3. Ex tracted red dish gran ules of prep a ra tion from sau sages in which
brodifacoum was found.
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1. Wstêp

An tyk oag ulan ty s¹ w Pol sce u¿y wane jako ogó lno -
dostêpne i pro fes jona lne ro dent ocy dy. Ich pre par aty han -
dlowe s¹ pro ste w u¿y ciu i ³atwo dos têpne. Naj czêœciej
sto suje siê je w têp ien iu my szy oraz sz czurów. Po w -
szechne za stos owa nie ro dent ocy dów spo wod owa³o wzrost
przy padk owy ch i umyœ lnych zatr uæ zwierz¹t i lu dzi tymi
œr odkami. Po lic ja cz êsto za bezp iecza ich po zos ta³oœci na
miej scu zda rzen ia. Œlady te (han dlowe pre pa raty oraz
wody, na poje i ar tyku³y ¿y wno œciowe, do  których do -
dano pe styc ydy przy padk owo lub te¿ w ce lach  przes têp -
czych) s¹ nad sy³ane do In styt utu Eks pert yz S¹do wych
w Kra kow ie jako ma ter ia³ do wod owy. Ident yfi kac ja
sk³ad nik ów czyn nych w tych ma ter ia³ach jest bar dzo
istotna dla dal szej anal izy ma ter ia³u bio log iczne go
i mo¿e pom óc w stwier dzen iu, ja kie œr odki zo sta³y poda -
ne lub przy jête. Cza sem jed nak nie jest to pro ste, pon ie -
wa¿ ro dent ycy dy s¹ sprze daw ane jako za trute ziar no,
kost ki (blocz ki) i la seczki (pa³ecz ki) wo skowe, pu dry,
p³ynne kon cent raty oraz gra nul aty, któ re zwy kle wy -
gl¹daj¹ po dobn ie. G³ów nym pro blem em w oznac zeniu
antyk oagu lantów jest ich ni ska za wartoœæ w pre par ata ch
han dlow ych. Obecn ie wiêks zoœæ prepa ratów dostê pnych
w Pol sce za wiera je den (lub wi êcej) na stêpuj¹cych sk³ad -
ników czyn nych: bro mad iolon, bro dif akum, di fet ialon,
di fen akum, wa rfa rynê i ku mat etr alyl. War far yna i  kuma -
tetralyl s¹ pierw szej ge ner acji ro dent ycy dami z gru py
œro dków obn i¿aj¹cych krz epliwoœæ krwi (ant yko agu lan -
tów) wpro wad zony mi do ob rotu w la tach 40. i 50. dwu -
dzies tego stu lec ia. Gdy w ci¹gu nas têp nych kil ku de kad
gry zon ie uodp orni³y siê na an tyk oag ulan ty pierw szej ge -
ner acji, wy prod uko wano ro dent ycy dy z gru py  anty koagu -
lantów dru giej ge ner acji (zwa ne su perw arfa ryn a mi).
Na le¿¹ do nich: bro dif akum, bro mad iolon, di fet ialon i di -
fen akum. An tyk oag ulan ty dru giej ge ner acji dzia³aj¹ bar -
dzo d³ugo i ze znacz nie wiêksz¹ efekt ywnoœci¹. Ich stê -
¿en ia w pre par ata ch wy nosz¹ na jczêœciej 0,005% lub
0,0025%, pod czas gdy pre par aty za wier aj¹ce ro dent ycy -
dy pierw szej ge ner acji za wiera³y na jczê œciej 0,025%
sub stanc ji czyn nej. Wy nika to z fak tu, ¿e su perw arfa ryny 
cha rakt ery zuj¹ siê sto razy sil niejs zym dzia³aniem ni¿
war far yna [9].

Opis ano ju¿ wie le tech nik wy kryw ania po chodn ych
ku mar yny. Pocz¹tkowo sto sow ano kon wenc jona lne me -
tody chro mat ogr afii cien kow arst wowej, ale tego typu
me tody wy mag aj¹ du ¿ej ob jêt oœci pr óbki i cz êsto cha -
rakt ery zuj¹ siê nie zad owa laj¹c¹ czu³oœci¹. Wiê ksz oœæ

pro ce dur oznac zania roden tycy dów z gru py an tykoagu -
lantów jest oparta na tech nice HPLC [3, 4, 6, 9]. Wie lu
aut orów oprac owa³o me tody anal izy hy droks yku mar y -
no wych an tykoa gul ant ów w ma ter ia³ach bio log iczny ch
(krew, su row ica, osoc ze, mocz, wy cinki narz¹dów we w -
nêtr zny ch). Au tor zy ci sto sow ali met odê HPLC z de -
tekcj¹ spek trof oto met ryc zn¹ (UV) lub flu oros cency jn¹
(FL). Sto sow ano ko lumny C8 i C18 w od wróc onym
uk³adzie faz. Poniewa¿ wiêkszoœæ ku mar yno wych po -
chodn ych cha rakt ery zuje siê na tur aln¹ zd oln oœci¹ do flu -
ores cencji, to gra nice wyk ryw alnoœci dla anty ko agulan -
tów anal izo wan ych w su row icy me tod¹ HPLC-FL wy -
nosi³y od kil ku do kil kudziesiêciu nan ogramów na  mili -
litr. Wa rto œci te by³y oko³o ki lka naœcie razy ni ¿sze ni¿
przy de tekc ji UV [3, 8]. Ni ektó rzy ba dac ze uw a¿aj¹, ¿e
u¿ ywa nie de tekc ji FL do wy kryw ania ku mary now ców
me tod¹ HPLC jest ogran icz one przez koniecznoœæ sto -
sow ania kwa œnej fazy ru chom ej. Za lec aj¹ oni sto sow anie 
tech niki zmia ny pH po wyjœ ciu z ko lumny w celu zw iêk -
szenia pH [8]. Opis ano równ ie¿ proc edu rê wy kor zyst u -
j¹c¹ te chn ikê chro mat ogr afii ga zow ej po³¹czo nej ze
spek tro met ri¹ mas (GC-MS). Za pewn ia ona od pow iedni¹ 
czu³oœæ, ale jest bar dziej skom plik owa na i wy maga za -
stos owa nia pro cesu de ryw aty zac ji. Me toda ta zo sta³a
oprac owa na jako czêœæ pro ced ury sto sow anej do  syste -
ma tycznej anal izy tok syk olo gic znej dla lek ów i tru cizn
o cha rakt erze kwa œnym po prze prow adz eniu ich w me tyl -
owe po chodne pod czas eks trakc ji. Za stos owa nie me tody
MS po zwala na wy kryw anie nie tyl ko  4- hydroksykuma -
ry nowych an tykoa gul ant ów, ale ró wnie¿ ich hy droks y -
me tab oli tów [10].

Bar dzo ³atwa i efekt ywna wy daje siê me toda  wyko -
rzystuj¹ca te chn ikê chro mat ogr afii cie czow ej po³¹czo nej
ze spek trom etri¹ mas z jo niz acj¹ przez elekt roro zpyl anie
(LC-ESI-MS) [5]. W li ter atu rze przed miotu opis ano
równ ie¿ wie le tech nik eks trakc ji. An tyk oag ulan ty by³y
eks trah owa ne z na tur alne go [4], kw aœn ego [5] i za sad o -
we go [9] œr odo wis ka. U¿ ywa no ró ¿ny ch ro zpu szc zal -
ników (np. eter diety lowy [12], hek san [9], acet oni tryl
[3]) lub ich mie szan in (np. acet oni tryl-eter etyl owy [4,
12, 13]). W niek tór ych me tod ach sto sow ane jest str¹ca nie 
bia³ek su row icy przez do dan ie acet oni try lu [3]. Ko lumny 
SPE (z faz¹ dio low¹) by³y rów nie¿ u¿y wane w celu
oczyszc zania ekstrak tów z mo czu za wier aj¹cych hy dro -
ks yku mar yno we an tyk oag ulan ty [10]. Wy daj noœ ci eks -
trakc ji waha³y siê w gra nic ach od 55% do 131% [3, 8].

Me toda HPLC wy daje siê naj odp owi ednie jsza do
pro stego i szyb kiego wy kryw ania i ident yfi kac ji  anty -
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koagulantów w pre par ata ch prze ciwko gry zon iom i in -
nych nie biol ogi cznych pró bkach. Dla tego te¿ ce lem tej
pra cy by³o oprac owa nie ta kiej me tody. 

2. Ma ter ia³y i me tody

2.1. Od czynn iki

Pre par aty za wier aj¹ce ro dent ycy dy: Rat Kil ler Su -
per – bro mad iolon; Rat Kil ler Per fect – bro dif akum; Ba -
raki Gra nul at – di fet ialon; Mu rin Dife (pa sta) – dife -
na kum; Toxan py lis ty – ku mat etr alyl; Mice Kil ler – war -
farynê zo sta³y za kup ione w skle pie. Wzo rzec  broma -
diolonu otrzym ano z fir my Rie del-de Haën. War far yna
po chod zi³a z fir my Al dr ich. Wszyst kie po zos ta³e u¿ ywa -
ne od czynn iki by³y czystoœci analitycznej albo do HPLC. 

2.2. Przy got owa nie prób ki

 Pr óbkê ro dent ycy du (2 g) roz drobn iono,  umiesz -
czano w bu tel eczce i roz puszc zano w 4 ml wody de min e -
ra liz owa nej. Na stê pnie do dano 0,5 ml bu foru octa no-
wego (pH 5,5) i 6 ml mie szan iny chlo rof orm-acet on (1:1,
v/v). Ca³oœæ mie szano przez 10 min, a nastêpnie wi row a -
no przy 6000 obr/min przez 3 min. 5 ml fazy or gan icznej
prze nos zono do czy stej bu tel eczki i od par owa no do su -
cha w blo ku grzew czym w tem per atu rze 50oC w stru -
mien iu azotu. Such¹ po zos ta³oœæ roz puszc zono w 200 ml
fazy ru chom ej acet oni tryl-woda (1:1, v/v).

2.3. Anal iza HPLC-DAD

Prób ki by³y anal izo wane me tod¹ HPLC. Id en tyfika -
cjê sk³ad ników pro wad zono przy za stos owa niu   chroma-
 to grafu cie czow ego La Chrom D-7000 Merck-Hi tac hi
z de tekt orem sze regu diod (DAD) L-7455. Roz dzia³ uzys -
kano na ko lumn ie Li ChroC ART (125 ́  4 mm) z wype³nie -
niem Li Chros pher RP Se lect B (Merck) utrzym ywa nej
w tem per atu rze 25oC. Faza ru choma sk³ada³a siê z mie -
szan iny acet oni try lu (AcCN) i 0,01% (v/v) kwa su  fosfo -
ro wego w wo dzie. Przep³yw fazy wy nosi³ 1 ml/min.
Wszyst kie anal izy pro wad zono w try bie gra dientu sk³adu 
fazy: 0 min – 40% AcCN, 20 min – 80% AcCN, 21 min –
40% AcCN, 26 min – 40% AcCN. Wid mo spek trof oto -
met ryc zne re jes trowa no w za kres ie 200–400 nm. 20 ml
próbki by³o na strzyk iwa ne przy za stos owa niu  automa -
tycz nego po dajn ika pr óbek. Id enty fik acjê pro wad zono
na pod staw ie cza su re tenc ji oraz wid ma UV, któ re po -
rów nyw ano z ta kimi sa mymi wa rto œciami od pow iedni ch
wz orc ów.

3. Hi stor ie pr zypa dków s¹do wych

Przy pad ek 1: ko bieta zna laz³a obce gra nulki w zmie -
lon ej ka wie. Po dejr zewa³a swo jego mê¿a o za truc ie kawy.
5 g czer won awy ch gra nul ek zo sta³o wy odrêbnionych
z 85 g kawy. W gra nulk ach zi dent yfi kow ano bro mad iolon.

Przy pad ek 2: w³aœci ciel zauw a¿y³, ¿e jego pies za -
chow uje siê nie swojo. Trzy pla sterki kie³basy (oko³o
200 g) zna lez iono w ogrod zie. Kie³basê prze kaz ano do
badañ. Ma kros kopo wa anal iza ujawni³a czer won awe
gra nul ki w ka¿ dym kawa³ku kie³basy. W gra nulk ach
 zidentyfikowano brodifakum.

Przy pad ek 3: na far mie dro biu zau wa¿ono, ¿e woda
prze znac zona do po jen ia dro biu by³a bar wy ró¿ owej.
0,5 l wody przes³ano do anal izy. Stwier dzono, ¿e woda
jest za niec zyszcz ona di fet ialo nem. 

4. Wy niki i dys kus ja

Ro dent ycy dy z gru py ant ykoagulantów s¹ obecn ie
praw dop odo bnie najc zêœ ciej sto sow any mi ro dent ycy da -
mi w Pol sce. Ta gru pa pes tycydów jest ³atwo dos têpna
i od grywa znacz¹c¹ rolê w kli niczn ej i s¹do wej tok syk o -
lo gii, pon iew a¿ œro dki te s¹ czê sto u¿y wane przy do kon y -
wa niu sa mob ójs tw, za bój stw oraz sta nowi¹ prz ycz ynê
przy padk owy ch zatr uæ. Anal iza tru tek prze ciwko gry -
zon iom mo¿e spr awi aæ k³opoty ze wzgl êdu na nisk¹  za -
wartoœæ sk³adni ków ak tywn ych w tych pro dukt ach (dla
su perw arfa ryn za kres ten wy nosi od 0,005% do
0,0025%). Oprac owa na pro ced ura oznac zania i ident yfi -
kac ji hy droks yku mar yno wych po chodn ych nie jest skom -
plik owa na i mo¿e byæ sto sow ana w ka¿ dym la bor ato rium. 

Me toda ta oparta zo sta³a na eks trakc ji ciecz-ciecz ze
œrodowiska kwaœnego (pH 5,5). Za stos owa nie do eks -
trakc ji mie szan iny chlo rof ormu z acet onem za pewni³o
wy starc zaj¹ce wy dajno œci eks trakc ji. Fakt, ¿e ro dent ycy -
dy z gru py zwi¹zków obn i¿aj¹cych krz epliwoœæ krwi s¹
bar dzo do brze roz puszc zalne w acet onie po wod uje, ¿e
jest on roz puszc zalni kiem naj czêœc iej sto sow anym w mie -
szan ina ch eks trakc yjny ch (np. chlo rof orm-acet on [6, 8,
14]). Za stos owa nie zim nego i gor¹cego me tan olu do eks -
trakc ji nie da³o za daw alaj¹cych wy nik ów. 

Opis ana me toda HPLC-DAD za pewn ia roz dzia³
wszyst kich antyko agulantów pomiêd zy sob¹ oraz od
g³ów nych sk³adników ma tryc (no œników) (ry cina 1). An -
tyk oag ulan ty zo sta³y roz dziel one do po jed yncz ych sy -
met ryczny ch pi ków. Ident yfi kac ja szeœc iu anali zowa-
nych sk³adni ków by³a ³atwa na pod staw ie cza su re tenc ji
i wid ma UV. Bro mad iolon, bro dif akum i di fen akum cha -
rakt ery zuj¹ siê po dobn ymi wid mami UV, ale ró¿ nymi
cza sami re tenc ji. Cza sy re tenc ji za mieszc zono w ta beli I.
Chro mat ogr am HPLC-DAD eks traktu z ma ter ia³u do -
wod owe go za bezp iecz onego w jed nym z prz ypadków
przed staw iono na ry sunku 3.
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Ro dent ycy dy ob ni¿aj¹ce kr zepl iwo œæ krwi s¹ nie jed -
n oro dn¹ grup¹ zwi¹zków, któ re wy kaz uj¹ ró¿n¹ tok sycz -
noœæ dla lu dzi i gry zoni. S¹ one naj bard ziej tok syczn ymi
sub stanc jami znaj duj¹cymi siê w le galn ie do mach. Tech -
niczn ie mo¿na je podz ieliæ na dwa ro dzaje: hy droks yku -
mar yno we po chodne, na kt óre sk³adaj¹ siê war far yna,
di fen akum, bro mad iolon i bro dif akum, pod czas gdy po -
chodne in dand iono we obejm uj¹ sze roki za kres zwi¹z -
ków ³¹cznie z di fac ino nem, pin don em i chlor fac ino nem.
Toksy czn oœæ roden tyc ydów obni¿ aj¹cych krzep liw oœæ
krwi zale¿y wy³¹cznie od po wtar zanej eks poz ycji na sto -
sunk owo ma³e daw ki. Jest to regu³¹ zar ówno dla gry zoni,
jak i lu dzi. 

Dzia³anie an tykoagulantów po lega na ha mow aniu
wy twar zania ak tywn ej for my wi tam iny K1 po przez in -
hibicjê en zymu re dukt azy wi tam iny K1. Wi tam ina K jest
po trzebna jako ko fakt or ak tyw acji cz ynn ików  krzepli -
woœci II, VII, IX i X. Kie dy wi tam ina K nie mo¿e byæ re -
gen ero wana, czyn niki krze pli woœci nie mog¹ byæ ak -
ty wow ane, co po wod uje ko agu lop atiê. Pro wad zi to do
nie kont rolo wan ego krwo toku i œmie rci [2].

 Dost êpn oœæ bio log iczna war far yny i su perw arfa ryn
po do ustn ym pr zyjê ciu jest bli ska 100%. War far yna jest
w wy sok im stop niu (oko³o 97%) wi¹zana z bia³kami
osoc za, g³ównie al bum ina mi. Ob ni¿ enie kr zep liw oœci
krwi utrzym uje siê zwy kle przez 5–7 dni po jed nor azo -
wej daw ce war far yny. Jed nak ¿e pro dukty za wier aj¹ce
su perw arfa ryny mog¹ po wodo waæ znaczn¹ an ty k oag u -
lacjê przez ty god nie, a na wet mie si¹ce po jed nor azo wym
prz yjê ciu.

Daw ki tok syczne s¹ wy soce zr ó¿n icowane. Z regu³y
jed nor azo we prz yjê cie war far yny (10–20 mg) nie  powo-
 du je po wa¿ nego za truc ia. Z ko lei d³ugot rwa³e lub  pow -
tarzane przyj mow anie na wet ma³ych da wek (2–5 mg/dz ieñ) 
mo¿e po wodowaæ znacz¹c¹ antykoagulacjê. Su perw arfa -
ryny s¹ zwi¹zka mi sil nie dzia³aj¹cymi i mog¹ wywo³aæ
d³ugot rwa³e efekty na wet po pr zyjêciu jed nor azo wej ma -
³ej daw ki. Na wet 1 mg mo¿e po wodowaæ ko agulopatiê
u do ros³ych. Krwa wien ie jest je dyn ym istotn ym  obja -
wem. Przy ci ê¿k im za truc iu wy stêp uje krwa wien ie wie -
lon arz¹dowe. Fi zyk alne ob jawy krwa wien ia po ostrym
za truc iu mog¹ byæ wi doczne przez przy najmn iej 24 go -
dziny. Wyst¹pie nie naj groŸniejszych obj awów jest zwy -
kle opó Ÿnione do co naj mniej 1–2 dni po prz yjêciu [1].
Przy padk om ciê¿ kich zatr uæ to war zyszy za zwyc zaj st ê -
¿e nie sub stanc ji tok syczn ej w su row icy wy ¿sze ni¿
5 mg/ml [7], ale dla ni ekt óry ch po chodn ych (np.  broma-
di o lonu) tok syczne efekty po jaw iaj¹ siê przy znacz nie
 ni¿szych stê¿e niach mieszcz¹cych siê w za kres ie
0,04–0,44 mg/ml [5].

Opis ana me toda okaza³a siê u¿yt eczna w ident yfi kac ji 
antyk oag uln tów w pre par ata ch, któ re by³y na des³ane do
In styt utu Eks pert yz S¹do wych jako ma ter ia³ do wod owy.
Ma ter ia³y te by³y pr zew a¿nie za bezp iecz ane bez  orygi -
nal nych opak owañ, wy mies zane z cia³ami sta³ymi (zmie -

lona kawa, cu kier) lub p³ynami (zupa, her bata, woda do
pi cia). Nie by³o wiêc mo ¿liwoœci ma kros kopo wego roz -
poz nania, jaki ro dzaj ro dent ycy du sta nowi³ ma ter ia³ do -
wod owy. Cz êsto jako ma ter ia³ do wod owy nad sy³ano
kie³basê na fas zero wan¹ gra nulk ami. Tak spre par owa na
¿ywn oœæ by³a przy got owy wana w celu otruc ia psów. 

5. Pod sum ownie

Oprac owa na me toda mo¿e byæ sto sow ana do  jedno -
czesnej ident yfi kac ji szeœc iu antyk oag ula ntów. Pro ced u -
ra jest z po wod zeni em sto sow ana w Pra cowni Anal iz
Tok syk olo gic znych In styt utu Eks pert yz S¹do wych do
ident yfi kac ji sk³adnik ów czyn nych w pre par ata ch han -
dlow ych oraz wo dach, na poj ach i ¿y wno œci (zu pach,
kie³ba sie, zmie lon ej ka wie), do kt órych ro dent ycy dy zo -
sta³y do dane w ce lach pr zestêpczych. Ch ocia¿ me toda nie 
zo sta³a oprac owa na do ident yfi kac ji sk³adnik ów czyn -
nych tych prep aratów w ma ter ia³ach bio log iczny ch, z po -
wod zeni em by³a za stos owa na do anal izy zawa rto œci ¿o -
³¹dków po bran ych od zwierz¹t (psów, fok, warzêch),
w sto sunku do któ rych ist nia³o po dejr zenie, ¿e zo sta³y
otrute t¹ grup¹ zwi¹zków lub pop³uczyn ¿o³¹dka osób
w nag³ych przypadkach ostrych zatruæ.    
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