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Identification of 4-Hydroxycoumarin Derivatives 
by Means of Derivative Spectroscopy 

Summary. Presented here is a rapid method of identifying 4-hydroxycoumarins 
in organs or blood samples. 

Using an ultrasonic homogenizer, a complete analysis is obtained in less 
than 30 min. Coumarin derivatives are identified by means of derivative UV 
spectroscopy in the normal spectrum and its first derivation at 340 to 240 nm. 
H P T L C  can be employed as supplementary identification method. 
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Zusammenfassung. Vorgestellt wird eine schnelle Nachweismethode fiir 4- 
Hydroxicumarine aus Organen oder Blutproben. 

Bei Verwendung eines Ultraschallhomogenisators ist die Analyse nach 
sp~testens 30min abgeschlossen. Die Identifizierung der Cumarinderivate 
erfolgt durch Derivativ-UV-Spektroskopie im Normalspektrum und dessen 
1. Ableitung bei 340-240 nm. Als weiteres Nachweisverfahren kann zusfitzlich 
die HPTLC angewendet werden. 

Schliisselwiirter: Cumarinderivate, Nachweis - Derivativspektroskopie, Cuma- 
rin 

Einleitung 

Cumarinderivate werden in groBem Umfang als Antikoagulantien verwendet. In 
der Therapie dienen sie zur Praemedikation bei Operationen zur Vermeidung post- 
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operativer Thrombosen und Embolien und auch zur Rezidivprophylaxe des Herz- 
infarktes. 

Ein weiteres Anwendungsgebiet ist ihr Einsatz als Schfidlingsbekfimpfungs- 
mittel, speziell als Rodenticid [3]. Hier ist ihr wesentlicher Vorteil, dab erst nach 
Stunden oder Tagen die ersten Vergiftungssymptome bzw. Todesffille auftreten. 
Dadurch haben sie auf Schadnager und hier vor allem auf Ratten keine ab- 
schreckende Wirkung, wie sie z.B. bei Strychnin oder anderen sehr schnell 
wirkenden Substanzen beobachtet wird. Durch ihre weite Verbreitung und die 
praktisch freie Zugfinglichkeit kommen immer wieder unbeabsichtigte, manchmal 
aber auch vors~itzliche Vergiftungen yon Haustieren, vor allem bei Hunden und 
Katzen, vor. Die wichtigsten als Rodenticide verarbeitete Cumarinderivate sind 
folgende 4-Hydroxicumarine: 
- -  Warfarin: 3-(a-Phenyl-fi-acetylaethyl)-4-Hydroxicumarin 
- -  Cumachlor: 3-(a-Acetonyl-p-chlorbenzyl)-4-Hydroxicumarin 
- -  Cumatetralyl: 3-(1,2,3,4-Tetrahydro-l-naphtyl)-4-Hydroxicumarin 
- -  Coumafuryl: 3-(a-Furyl-fi-acetylaethyl)-4-Hydroxicumarin 

Wirkungsmechanismus 

Die Cumarinderivate hemmen in der Leber das Apoenzym des Vitamin K und 
somit die Synthese der Gerinnungsfaktoren V, VII, IX, X und Prothrombin. Aus 
diesem Angriffspunkt ergibt sich, dab Cumarinderivate nur in vivo und nicht in 
vitro wirksam werden kSnnen und die ersten ernsten Symptome erst nach 2 bis 3 
Tagen auftreten [4]. 

Derivativ-Spektroskopie 

Unter Derivativ-Spektroskopie (Ableitungs-Spektroskopie) versteht man die 
graphische Darstellung des Differentialquotienten dE/d2, wobei E die Extinktion 
und 2 die Wellenl/inge ist, fiber einen bestimmten Wellenl~ngenbereich. Die 
1. Ableitung eines Originalspektrums kann auch als die graphische Darstellung der 
Steigung der Absorptionskurve in jedem beliebigen Punkt des gemessenen 
Bereichs definiert werden [7]. 

Im folgenden wird in Fortsetzung frfiherer Arbeiten [10] eine schnelle Nach- 
weismethode yon 4-Hydroxicumarinen vorgestellt. 

Material und Methodik 

Zur Ausarbeitung der Nachweismethode wurden Organe eines mit Warfarin vergifteten Hundes 
eingesetzt, da sich bei frtiheren Arbeiten die Verwendung von mit Cumarinderivaten prfiparierten 
Organen als unzureichend erwiesen hat. 

Vorbereitung 
Ca. 20 g Gewebe (Leber, Blut, o. ft.) werden im M6rser mit wasserfreiem Natriumsulfat bis zum 
trockenen Pulver verrieben und mit 150 ml Methanol bei pH 2 versetzt. 
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Extraktion 

Man homogenisiert ca. 10min mit einem Ultraschallhomogenisator mit maximaler Leistung. 
Eine zu starke Erwfirmung des Homogenates sollte vermieden werden. 

Steht kein Ultraschallhomogenisator zur Verffigung, kann man ebenso 1 his 2 him Rfickflul3- 
kfihler extrahieren. 

Reinigung 

Die Methanolphase wird fiber Natriumsulfat abgenutscht. Zur besseren Ausbeute wS_scht man 
den Rfickstand erneut mit saurem Methanol. Die vereinigten Filtrate werden mit Hilfe eines 
Rotationsverdampfers weitestgehend eingeengt. Den so erhaltenen Rfickstand schfittelt man 
2real mit je 10 ml Chloroform aus und engt die vereinigten Chloroformphasen auf ca. 1 ml ein. 

Iden tifizierung 

Zur sicheren forensischen Identifizierung werden gleichzeitig zwei unabh~ingige Verfahren ange- 
wandt: 

i. die Dfinnschichtchromatographie, in der Form der HPTLC, 
2. die UV-Derivativspektroskopie in 0.ter und 1. Ableitung. 

HPTLC 

Auf handelstibliche HPTLC-Kieselgelplatten (Merck 5628) wird mittels Strichauftrag ein Aliquot 
des gereinigten Extraktes und einer Vergleichsl6sung (Warfarin in Chloroform) aufgetragen. Als 
Laufmittel werden Essigsfiureaethylester und n-Hexan im VerhNtnis 4:6 verwendet. Die 
Detektion erfolgt unter UV-Licht bei 254 nm. 

Die Nachweisgrenze dieser DC-Methode ermittelten wir mit 0,4 gg Warfarin in Chloroform 
pro 1 cm Strichauftrag. 

UV-Spektroskopie 

Zur Aufnahme eines Derivativspektrums wird ein entsprechend ausgerfistetes 2-Strahl-UV- 
Photometer ben6tigt (z. B. Fa. Beckman Model125 mit Derivativzusatz). Man nimmt dazu gegen 
Chloroform in der Referenzkfivette nacheinander auf demselben Papierabschnitt yon 340 nm his 
240 nm das normale UV-Spektrum und dessen 1. Ableitung sowohl des Extraktes als auch einer 
Vergleichsl6sung (Warfarin in Chloroform) auf (Abb. 1). 

In der Abbildung erkennt man deutlich die 3 typischen Absorptionspeaks des normalen UV- 
Spektrums des Warfarins bei 308 nm, 283 nm und 270 nm. Diese 3 Peaks sind in der 1. Ableitung 
noch deutlicher und schS.rfer. 

Andererseits kann man auf Grund des normalen Spektrum des Extraktes nur eine h6chst 
vage Vermutung fiber die Anwesenheit von Cumarinderivaten gul3ern. In der 1. Ableitung des 
UV-Spektrums dagegen kommen 2 der 3 typischen 4-Hydroxicumarin-Peaks deutlich zum 
Vorschein. Eine Identifizierung der vermuteten Cumarinderivate ist somit mit relativ grol3er 
Sicherheit m6glich. 

Die Nachweisgrenze der Derivativspektroskopie lag in der 1. Ableitung bei 0,2 lag/g CHC13, 
im Normalspektrum bei 0,3 #g/g CHC13. 

I m  Verg le ich  zu a n d e r e n  N a c h w e i s v e r f a h r e n  wie der  H P L C  [2, 9, 5] o d e r  de r  G a s -  

c h r o m a t o g r a p h i e  [8, 1, 6] ist de r  a p p a r a t i v e  A u f w a n d  bei de r  v o n  uns  v e r w e n d e t e n  

D e r i v a t i v s p e k t r o s k o p i e  deu t l i ch  ger inger ,  da  in den  me i s t en  m o d e r n e n  U V -  

S p e k t r o m e t e r n  ein D e r i v a t i v e i n s a t z  e n t w e d e r  serienm~il3ig v o r h a n d e n  o d e r  mi t  

g e r i n g e m  A u f w a n d  nachr t~stbar  ist. Als  b e s o n d e r e n  Vor te i l  d ieser  D e r i v a t i v -  

s p e k t r o s k o p i e  ist die T a t s a c h e  zu sehen,  dab  n u r  wenig  A u f w a n d  bei  de r  R e i n i g u n g  
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Abb. 1. UV-Spektren von 1 Extrakt 
Normalspektrum; 2 Extrakt 1. Ableitung; 
3 Warfarin Normalspektrum; 4 Warfarin 
1. Ableitung 

der zu messenden Extrakte getrieben werden mug und dadurch brauchbare  
Ergebnisse schon nach kurzer Zeit erhalten werden [7]. Bei Verwendung eines 
Ultraschal lhomogenisators  dauert  der komplette Analysengang maximal 30 min. 

Diese kurze Analysenzeit  erlaubt den Einsatz der Methode auch in der Klinik 
zur schnellen AbklS.rung der Differentialdiagnose , ,Antikoagulantienvergiftung" 
und verhilft damit  zu einer schnellen, gezielten Therapie. 

Im forensischen Bereich bei der Klfirung von Todesfg.llen nach vermuteter  Gift- 
einwirkung sollte zus~itzlich zur Derivat ivspektroskopie noch ein zweites Ver- 
fahren verwendet werden, um eventuelle St6rungen durch unbekannte  Faktoren  
ausschliel~en zu k6nnen. Als einfaches, aber t ro tzdem aussgekr/iftiges Verfahren 
bew~ihrt sich hier seit Jahren die Dfinnschichtchromatographie  in verschiedenen 
Versionen. 
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