Chémia pyrethra

(Prednesené na doskolovacom kurze ROH pre vysSie kadre technické
v Banskej Stiavnici r. 1950,

VOJTECH BATORA

Pyrethrum sa oznacuje ako podskupina rodu Chrysanthemum, kto-
ry patri do Eelade Compositae, zahrnujiicej v sebe asi 12—13.000 dru-
hov rastlin, rozdelenych po najrozliénejsich krajoch zeme.

Obchedné druhy pyrethra sia: Ch. cinerariaefolium, pestované v
Dalmacii, Ch. roseum, pestované na Kaukaze, a perzsky druh, Ch. car-
neum. Z tychto ma najviési vyznam prvé,

Pred prvou svetovou vojncu hlavnym nikupnym pramefiom bhola
Dalmacia, ale v rokoch 19141918 zasoby z Dalmaicie boly odrezané
a monopol v exporte tychto kvetov si ziskalo Japonsko, ktoré si
sveje miesto udrzalo az do r. 1932, ked ho zo svetového trhu vytlaéil
najvacsi producent pyrethrovych kvetov, britsk4d kolénia Kénya vo vych.
Afrike. Svoje popredné miesto si Kénya udrzala pre vynikajicu akost
kvetov, pre ich rovnomernost a vysoky obsah aktivnych sloziek, ktory

¢ini az 1,3% na vahu suchych kvetov oproti 0,9% obsahu v kvetoch
japonskych.

Klimatické podmienky v Kényi umoZnujia nepretrzity sber po cely
rok. SuSenie kvetov sa prevadza vo zvla3i konStruovanych su3iariiach
a za presne dodrZiavanych podmienok, takZe suché kvety neukazuji vo
farbe, obsahu aktivnych sloZiek a vlhkosti nijaké kolisanie. Tak obsah
vlhkosti kvetov z Kénye je 5—7%, kdezto pri japonskych kvetoch, kto-
ré sa sulia na priamom slneénom svetle ako seno, je tento obsah a¥

15%.

Roku 1934 pristupuje na svetovy trh Brazilia a roku 1939 Belgické
Kongo. V désledku druhej svetovej vojny Japonsko svoje pozicie tiplne
stratilo.

V Europe bolo orientilne pyrethrum znime uz na zaciatku 19, sto-
rotia pre svoju insekticidnu u€innost a je velmi pravdepodobné, Ze miest-
ne pouiivamie pyrethra pre tento ucel bolo vo vychodnych a s nimi
susediacich krajinach zname d'aleko skér, hoci sama rastlina bola presne
identifikovani a# v toku 1856 franc. botanikom C. Willemontom.

Podla stadii Willemonta, Duchartra, Heckela a Baillona, prvé po-
kusné kultary v Europe bely vo Svajéiarsku a Francizsku a na Dale-
kom vychode v Japonsku. )

Technika pestovania pyrethra je uZ dnes .vde‘finované pre vsetk’y
kraje a prispéscbena vietkym klimatickym podmienkam. Pyr(’eth-rum. zné-
$a ostré teplotné rozdiely, odolava suchu, ale pritom je extrémne c1’tllve
na dlhotrvajicu vlhkost. Kraje s bohatymi dazdovymi obdobhiami sii mu
neprospesneé.
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Co sa kvetu tyka, pyrethrum je podebné naSej licénej margaréte.
Rastie v podobe kritkov, chumaéov 60 em vysokych, ktoré pri akostnych
druhoch 2—3 roénych maja a? po 500—600 kvetov. Sirka kvetov ob-
chodného druhu je 6—24 mm a vaha 0,07—0,3 g. NajcennejSie si uza-
vreté kvetné ubory gulovitého tvaru. Sher kvetov sa ma prevadzat v
¢ase majviacsieho rozkvetu, ked sa piestiky tesne pred dozretim, lebo
vtedy je obsah aktivnych sloziek najvy3si. Pred rozkvetom a po odkvete
je nizsi o 18—61%.

Velkn dblezitost ma spésob a &as suSenia, kedze kvety su velmi
citlivé na sidasny vplyv slneéného svetla, tepla a vzduchu, uéinkom kto-
rych méze déjst pre oxydaciu a polymerizaciu k rozkladu aktivnych
sloziek. Susenie tenkej vrstvy kvetov ma trvat 4—5 dni alebo menej,
ked sa suSenie previadza umele, pri maximailnych teplotich 60—80° C.
Debre vysuSeny kvet sa melni medzi prstami. Straty na aktivnych sloZ-
kich vplyvom rychleho vysuSenia ¢inia a7 30%. Pri vietkych vyhodach
a prednostiach, ktoré méa pyrethrum a preparity na baze pyrethra, o
¢om bude reé neskoriie, ostava tu vyditka, Ze sa nedaji jeho insekticid-
ne vlastnosti zachovat na dlh3i ¢as po jeho vysuSeni, pretoZe aktivne sloZ-
ky st velmi lahko Stiepatelné a citlivé ma wplyv oxydazy a fermentazy,
ktorych pritomnost a aktivita bola dokizani v najroznejdich &astiach
kvetu a v réznych vegetatnych obdebiach. Zistilo sa, Ze pre ich wéin-
nest optimum lezi v medziach pH 4.33—4,93 a optimum teploty pri
35'C. Pri vy33ej teplote, najmd nad 75° C, stiva sa enzymaticky systém
tiplne nenéinny. D4 sa extrahovat s 30%-nym etylalkoholom. Aj péso-
henim kysli¢nika siricitého o obj. koncentracii 0,1%—1,0% méZe sa po-
sobenie oxydazy eliminovat a takto kvety potom vykazuji vy3$i obsah
najmi prvej aktivnej slozky.

Takto dochadzame k ddleZitej kapitole v pestovani a spracovani py-
rethrovych kvetov, k ich stabilizdcii, ktora sleduje ucel upevnit a zaru-
¢it trvanlivost zdkladnych u€innych latok v suchom kvete v tom stave,
v akom boly v Cerstvej, svieZej rastline a tak ziskat surovinu, resp. po-
lotovar, trvaly na neuréity ¢as a pouZitelny v ktorejkolvek poZadovanej
fcrme. Toto sa dosiahne ucinnou a starostlivou koordinaciou sdruzenych
a sucasnych vplyvov svetla, jeho trvania a prostredia.

Stabilizaéné prostriedky sa delia na dve hlavné skupiny: prostried-
ky, ktoré zabranuju pohlcovaniu svetla, a antioxydacné latky.
Do prvej skupiny patria:
Zelatina, albuminy, agar-agar, metylceluléza, rozpustné Zivice.
farbiva zlté; zelené, Cervené, oranZové, organického a anorg.
povedu.
Do druhej skupiny patria: N
guajakol, resorcinol, hydrochinon, izopropy! a di-izopropyl-fe-
nol, iné mono- a poly-fenoly, benzidin a iné aminy, -n-afltoly,' al-
dehydy, organické kyseliny, siri¢itany, hydrosiricitany a 1ne.
Ovela neskdr po poznani vlastnosti pyrethrovych kvetov prikroéilo
sa k izolacii ich aktivnych sloZiek a vobec k zisteniu a urcemu ich Struk-
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tary. Aj pri velkom mnozstve vylerpavajiccho dokumentaéného mate-
rialu da sa konstatovat iba to, €o uZ r. 1924 oznamili Staudinger a Ru-
zicka o vysledkoch svojich prac z roku 1910—1916, ked sa im podarilo
izolovat dve aktivmne latky z Dalmatskych kvetov, ktoré oznaéili na za-
klade ich chemickej podstaty ako ,,Pyretrin I” a ,,Pyretrin II”. Obe
latky st v rastline asociované a vykazuji rozdielnu insekticidnu "iéin-
nost. Ukazalo sa, Ze obe izolované litky predstavuji estery metylketo.-
alkoholu, pyretrolenu s chryzantémum-mono-karbonovou kyselinou a s
moeno-metylesterom-chryzantémum.di-karhonovej kyseliny.
Ch. mono-karb kys.:

C011,60,

‘H8>C—C H

CH~__ /C Hs
- Cn=
CH; N CH; (1)
Ch. di-karb. kys.:
C.,H,,0,
0~
. H
VA e
L —(H—CH=C(. -OH

C Hg,/c CHy L

Od ¢ias objavu tychto aktivnych komponent, v kyslej Easfi mole-
kuly esterov neboly urobené nijaké Strukturalne premeny. Dokazalo sa,
éo bolo velkym tspechom, Ze pyrethrum obsahuje chryzant. mono-karbo-
novii kyselinu v trans-forme (Staudinger a Ruzicka). Zo vzorca trans-
chryzant. kyselin je badatelné, Ze mono-karb. kyselina (I.) na roz‘dle':l od
di-karb. kyseliny (I) ma boény refazec s geminarnou dimetyl-skupinou,
ktora je identickd s koneénou ¢astou molekuly citronellalu (IIT):

CIHZ‘ C C/CHB
= — - T H— H:
OHC— CH—CH—CH—-CHy SNCHy

CHy OH

OHC———CHZ—C'H—CHF-"CHf_CHF‘C\CH (v,
5

Citronellalovia molekula v pritomnosti kyselin méze byt hydratova
na, davajic tak hydroxy-citronellal (IV). Na ziklade predchadzajice;j
podobnosti by sa mohle predpokladat, Ze aj chryz. mono-karb. kyselina
méZe zniest podobnii hydraticiu a dat tak hydroxy-kyselinu (V):
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Ox

CH

CH/ \(3H3 (V)

Predbezné vysledky ukazaly, Ze nepatrné mnozstvo vyskytujiceho
sa lakténu umoznuje tvrdenie, Ze predsa v malej miere nastiva ista hy-
dratdcia ch. mono-karb. kyseliny a jej laktonizacia, hoci bolo Ruzickom
a Staudingerom dokéazané, Ze pyrethrum obsahuje kyselinu mono-karb.
v trans-forme. S hladiska stereochemickych tvah je nepravdepodobné
a nemo?né, aby zodpovedajiica trans-hydroxykyselina (V) mohla tvorit
laktén, hoci cis-hydroxy kyselina by bola schopni lahkej laktonizacie

(VI):
/C O\O
Nt

CH
CH; —CH—CH, (VL)

Vznik k tymto pochybnostiam daly anomailne sa opakujuce vysled-
ky pri stancveni mono-karbonovej kyseliny. Vysvetlenie je v tom, Ze
hydrexyderivat je tiez velmi rozpustny v étere, menej lahko v petrol-
étere a menej aj prcha pri destilacii vodnou parou ako kys. monokarbo-
novi. Teda vlastnosti skoro totozné.

Obe kyseliny, mono- aj di-karbonova, boly izolované Standardnym
postupom z produktov hydrolyzy ich esterov, teda pyretrinov, a po pre
cisteni boly podrchené stanovovaniu jednotlivych konStant. Chryzanté-
mum mono-karb. kys.: bezfarebné pevné krystalky, b. t. 18,5° C, b. v
(0,5 mm) 97" C — 98" C, nz{c)) = 1,4760, ekvivalent 167,8 (168,0).
najdené: C = 71,8% vypeéitané: z C; H;,0, C = "714%

H=97% H= 95%

Chryz, dikarbonova kys.: bezfarebné kosoStvorcové platnic¢ky, b. t.

168" €.,

najden]%. C =609% vypocitané z C; H,,04 : C = 60 6‘7(
H= 08% ekvival. = 197,9 (198,0) = 71%

Dé6lezité bolo zistenie, Zze dikarbonovi kyselina vodnou parou ne-
destiluje, ale monokarbonova velmi lahko a da sa takto oddelif. Mono-
karh. kyselina sa velmi Fahko rozpusta v petrolétere, redukuje Denigé-
sovo é&inidlo (HgSO, + H,.SO,) a alkalické roztoky medi. Toto st roz-
diely medzi choma kyselinami, ktoré sa staly zikladom pre ich kvanti-
tativne stanovovanie &i v surovom materiali, alebo v hotovych produk-
toch.
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Prec pyretrolon bola Staudingerom a Ruzickom stanovena nasledu-
jiuca strukturalna formulacia:

CH; H
N

H” \H— CH— CH=(==CH—CH,

P

Z tohto pre pyretriny vyplyvaly formulacie, vyjadrené podla La
Forgea a Barthela:

Hy H
\/
Hz~/ \H—CHZ—CH—:C:CH—CH

Pyretr. L.: Pyretr. IIL.:
R;: R,:
— 00C—CH
—00C —CH COH ¢ \ CH,
Y/ N e
" >C——C(CH—CH= H
i CHy CO0CH,

La Forge a Barthel (1944), ktori sa vo svojich rozsiahlych pracach
zaoberali otazkou Struktury pyretrinov, s rozhodnostou zdéraziiuju, Ze
ostava mezname, v akom pomere su pyretrolony viazané s chryzantémo-
v¥mi kyselinami a preto vyrazy ,pyretrin I” a ,pyretrin II” v budic-
nosti nech nedefinuji slic¢eninu, ale skupiny, ktoré sa rozoznavaji iba
podla svojej kyslej slozky a tato je v kaZdom pripade esterifikovana s
viac ako jednym pyretroloncr:.

Je hodné este spomemit d'alsie poznatky, podané r. 1944 La Forgeam
a Barthelom, neskér Westom (1946), ktori dokazali, ze pyretrolon nie

108



je homogenna latka, ale pozostiva zo smesi stereo-izomerov pyretrolonu,

C.,H,,0. a cinerolonu, C,H,,0..

Haller a La Forge (1936) 3tudovali prvy raz Staudingerom a Harde-
rom (1927) izolované smesi pyretrinov ako semikarhazonov, potom semi-
karbuzeny pyretrolonu a keto-alkoholov vdbec. Na zaklade analytickych
dar (obsah' N) a hydrogenaénych vyskumov Staudingerov a Ruzickov
vzorec pyretrolonu opravili a v otizke boéného retazca prijali navrh Ru-

zicku a Pfeiffera (z 1933) (I):

H— /\~CH=CH—CH=‘—CH——CH3
HO— —=
H

)

R. 1942 Gillam a West, ked porovnali hodnoty absorpénych spek-
tier od pyretrolonu odvodenych sli¢enin s hodnotami slucenin so zna
mymi Struktirami, zamietli vietky doterajSie Struktiirne systémy. Vyhla-
sili, Ze v pyretrolone neméze byt kumulovany nenasyteny systém (Stau-
dinger, Ruzicka) ani La Forgeom a Hallerom navrhnuty tri-enon sys-
tém, ale Ze pyretrolon obsahuje dva oddelené konjugované systémy: a-3-
nenasyteny ketén a konjugovany dién v boénom retazei (II):

CH;
|
|

H
!  CH=CH— CH=CH—CH,

0= ‘“—'0 H

H (IL.)

Neistoty a pochybnosti, vyplyvajice z doterajsich prac, dalej sku-
tocnost. %e pyretrolon je nehomogenni, komplexna smes keto-alkoholov
s boénymi refazcamj roznej povahy, a dalej negativne vysledky v porov-
navani absorpénych hodndt zniamych reakcii pyretrolonu, vif,dly. k (’lval—
Sej korekcii struktiry, ktord zodpoveda Struktire prevladajicej -slu"ce—
niny v smesi keto-alkoholov. Konjugovany diénovy systém sa dostiva
takio na koniec boéného refazca (III):

109



CH,
|
HZ/\—CHZ-—CH——*CH~CH=CHL
HQ——‘———:Q

H (I1L)
Vysledkom d'alsich prac La Forgea a Barthela (1945) bola izolacia

slidenin, nachadzajicich sa v nehomogennom komplexe alkoholov, kto-
ré maju to isté jadro ako posledny vzorec pyretrolonu, ale sii rozdielne
v beénom retazei, kde je o jeden uhlikovy atom a dvojvazbu menej. S11-
¢eninunazvalicinerolon (IV):

CiH 5

—CH— CH=CH— CH,

OH | =0

H (IV.)

Cinerolon vytvara v rastline s chryz. kyselinamj estery cinerin I. a
cinerin II.

Podla $tudii La Forgea a Barthela z r. 1947 podstatou insekticidneho
charakteru pyrethra si 4 estery, ktoré ucinkuju kaZdy samostatne:

1. ester pyretrolonu s chryz. mono-karb. kys., Py-L.

2. ester pyretrolonu s monometylesterom chryzant. dikarb. kys.,
Py-II.

3. ester cinerolonu s chryz. mono-karb. kys., Ci-i

4. ester cinerolonu s monometylesterom chryzant. dikarb. kys., Ci-II.
Hydrogenaciou pyretrolonu a cinerolonu ziskaji sa prislusné dihy-
dro- a tetrahydro-derivaty, ktorych bo&né refazce si uZ nasytené. Tak
hol pripraveny roku 1947 La Forgeom a Solovaym z prirodného cinero-
lonu dihydrocinerolon, ktory bol potom porovnivany so syntetickym
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2-butyl-5-hydroxy-tri-metyl-2-cyklopentén-l.on-om. TotoZnost v Struktu-
re sa nezistila. Navrhli preto vzor V.

Nasledujice porovnanie synteticky pripraveného 2-butyl-4-hydroxy-
3-metyl-2 cvklopenten-lon-u viedlo uz k pozitivne zistenej totoZnosti s
dihydroderivatom prirodzeného cinerolonu. Podla toho novy korigovany
vzorec cinerolonu z r. 1947 je (V):

C
0
i/ N\ —CH— CH=CH—CH,

T

V.

H, (V)
Touty istou cestou sa previedla korekcia vzorca pyretrolonu. Dau-

ben a Wenkert r. 1947 synteticky pripravili 2-amyl-4-hydroxy-3-metyl-

2-cyklopenten 1-on. Aj jeho spoloéné vlastnosti s tetra-hydro-derivatom
prircdzeného pyretrolonu sa pozitivne dokazaly. Pyretrolon (VI):

C'|H3

0L
{ j—CH;—-CH‘———CH—‘CHZCHL
0

|
H, (VL)

H
4

Teda v choch pripadoch ide o presunutie OH-skup. zo 4 do 5. Struk-
tary 4 esterov (VII):

CHa /b C|H5
C

0
CHx / N\ T
C=CH—CH—CH—C—0—
R/



Pyretr. 1.

Pyretr. IL

R=_— CH3
](I) R>= — CH,—CH=CH—CH = CH,

R —CH, — 0 — C —

Cinerin I.

Cinerin II.
R: i CH3

h) R°"=— CH, — CH = CH — CH,

R: —CH, — 0 — C —

Pyretrin 1: clej, Tavotodivy.

Pyretrin II: olej, pravotoéivy.

Nerozpastaji sa vo vode, rozpustné sii v org. rozpustadlach a ole-
joch.

Pyrveirolon: viskézny olej bez zvlistneho zipachu, malo rozpustny
v petrolétere, nerozpustny vo vode, dobre rozpustny v org. rozptstadlach
a olejocih. D4 sa acetylovat, esterifikovat, tvori semikarbazony.

Tieto Styri spomenuté estery, kazdy v dvoch opticky aktivnych for-
mach. boly aj synteticky pripravené z chloridov prislusnych kyselin a
keto-alkohelov 'V prirode sa vyskytuji opticky aktivne a racemické for-
my pyretrclonu a cinerolonu. Takto sa dosiahla moZnost, pomocou syn-
tetickych esterov skusat rozdielnost v insekticidnom charaktere jedno-
tlivych a zdvislost toxicity na ich povahe a konfiguracii.

Analytika pyretrinov.

Podla prac Staudingera a Ruzicku z r. 1924 toxicita je funkciou
konstitticie esterov a mizne, striaca sa ich hydrolyzou. Alkoholické a ky-
slé podiely hydrolyzy nemaji uz vlastnej toxicity. Analytické metody
sa preto zakladaji na existencii tejto hydrolyzy a ich povaha zavisi od
toho, ¢i ide o stanovenie alkoholickej alebo kyslej slozky esteru, &ize
sposoby sa delia na tie, ktoré vyuZivaju charakteristické vlastnosti keto-
-alkohelov alebo vlastnosti kyselin.

Pretoze toxicita jednotlivich esterov je navzajom rozdielna, za uce-
lom ziskania sprivneho obrazu o uéinku jednotlivych insekticidnych
slcziek je potrebné, aby ich stanovovanie smerovalo k oddelenému sta-
noveniu kazdej zvlast. Vyzaduje to aj ich chemicky charakter a vzajom-
né usporiadanie v rastline, Preto vSetky metédy, zaloZené na stanoveni
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celkového obsahu aktivnych sloziek, sii ako so stranky farmakodynamic-
kej. tak aj so stranky konStituéne-chemickej menej cenné a nepresné.

Ako najdolezitejiie z anal. metéd spomenieme z vyvojovych dovo-
dov prvé metédy podla Staudingera a Hardera, neskdor modifikované Ta-
tersfieldom, Hopsonom a Gimminhamom, ktoxi vyuzili zname vlastnosti
keto- alkoholov, stanovili obsah pyretrinov pomocou semikarbazonu ale-
bo p-nitrofenylhydrazinu, s ktorymi tieto davaji dobre krystalizujuce
sliceniny s kon3tantnym b. t. Z nich sa potom po stanoveni obsahu du-
sika vypoéitava obsah pyretrinov, priGom za zaklad sa brala priemerna
m. v. pyretrinov (352). Pre svoju zdihavost a pochybnii presnost metéda
nemala SirSie a dlhsie poufZitie

Haller a Acrée jun. navrhli metédu. ktora spoéivala v poznatku, Ze
vacsina metylesterov diava varenim s konst. vracou kys, jodovodikovou
metyljodid. Pyretrin II ako metylester chr. dikarb. kyseliny dava teda
isté, ]eho obsahu zodpovedajice mnozstvo metyljodidu, ktory sa v ko-
necnej faze stanovuje pedla Viebocka a Schwappacha, Ze sa vyludeny
jod titruje s 0,05 N tiosulfatom, priom 1 ccm sa rovni 3,11 mg Py II
Presnost postupu je velmi ovplyviiovand sprievodnymi, rusivo pdsobia-
cimi sliceninami, mastnymi kyselinami, estermi, glyceridmi a potom roz-
pustnostou metylpyretrolonu.

Pozornost si zasluhuje postup podla Gnadingera a Corla, zaloZeny
na skutoénosti, e pyretriny a pyretrolon redukuja alkalické roztoky
medi, ktoré sa potom kolerimetricky porovnavaji so Standardnymi roz-
tokmi dextrézy. Vysledok diva hodnotu celkového obsahu pyretrinu.
Postup plati iba pre analyzy prachov, nie pre tekuté alebo olejové pre-
paraty. Postup bol kritizovany La Forgeom a Acréem. Ukazal sa mesprav-
nym, lebo pri stanovovani spolupésobia a do hodnoty celkového pyre-
trinu sa zapocCitavaju aj estery linolovej a palmitovej kyseliny.

Dalsim kolorimetrickym possupom, zaloZenym na redukcii Denige-
sovho &inidla, je postup podla Fischera. Reakciu tiito pévodne objavil
Seil a pracovny postup pre odmerné stanovenie vypracovali Wilcoxon a
Holaday, Kyselina chryz. mono.karb. redukuje Demnigésovo <¢inidlo. Ta-
to redukciu sprevadzaju farebné zmeny, ruZovoéervené zafarbenie pre-
chadza cez fialové, modré a zelené na Zzlté, ktoré sa vyuziva pre kolo-
rimetrické stanovenie. Postup je zdihavy a podmienky nim kladené st
tak tazko zachovavatelné, najmid Co sa tyka koncentricie volnej mine-
ralnej kyseliny, dodrziavania teploty, svetelnych podmienok a mnohych
inych za Gcéelom ziskania stileho a reprodukovatelného zafarbenia, Ze
sa lato metoda neujala.

Metody stanovenia pyretrinov dnes najéastejSie pouZivané, z kto-
rych sa neskorSou modifikaciou vyvinula oficidlna metéda podla A. O.
A. C., su: Seilova a Wilcoxon-Holadayho. Obe sa zakladaji na alkalickej
hydrolyze petroléterovych extraktov zo suchych kvetov a na nasledov-
nom oddelenom stanoveni uvolnenych chryz. kyselin. Vyhodou obach
postupov je, Ze stanovujii oddelene kyseliny a nie celkovy obsah ake
predchadzajiice metédy. Nevyhodou ostidva skutoénost, ze ktorakolvek
ina kyselina, ¢éi uz pritomna v extrakte alebo pri hydrolyze vznikajiica
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4 nedostatoéne odétranend poéas Cistiaceho procesu, moze zapridinit chy-
bu, t. j. vedie k vysokym hodnotam pyretrmu.

Rozdiel oboch je ten, Ze Seil na oddelenie mono-karb. kys. od di-
Jkarb. kyseliny vyuZiva schopnost mono-karb. kys. destilovat vodnou pa-
rou. Wilcoxon-Holaday zase vyuZiva rozpustnost mono-karb. kys. v pe-
trolétere a schopnost redukovat Denigésovo ¢inidlo. Oddelené kyseliny
Seil gtanovuje z 0,02 NaOH, pridom jeden ccm NaOH = 0,00336 g
mono-karb. kys. a-0,00198 g di-karb. kyseliny.

Wilcoxon-Heladay stanovi mono-karb. kys. z mnoZstva jodometric-
ky stanovenej Hg a di-karb. kys. odmerne, lihom,

Podla ceiého radu porevnavacich analyz najdélezitejsich autorov
a kritickych §tadii, uréenych na adresu oboch spésobov, moZno konsia-
tovat: 1. Seilova metéda dava nizke vysledky pre mono-karb. kys., teda
ajpyretrin I, leho pri jej destilcii vodnou parou vznikaji straty. 2. Ta-
to chyba méze sa zakryt a strata kempenzovat pritomnostou inych, vod-
nou ‘parou tiez prchavych latok, ktoré sa potom pri titracii zahrnuté v
obsahu mono-karb. kyseliny. 3. Wilcoxon-Holadayho metéda, neskdrsie
modifikovana La Forgeom a Grahamom a prijata za oficidlnu metédu, da-
va stale, pritom nemeniace sa vy3Sie hodnoty pre pyretrin I, neZ Seilova
-metéda. Na druhej strane zase niziie hodnoty pre pyretrin II, hoei spé-
50b stanovenia tohto je v oboch pripadoch rovnaky,

Nedostatok vhednych analyz a nesrovnalesti vo vysledkoch si.zalo-
7ené na vaznej problematike. Pretoze obe metédy stanovuju kyseliny,
venovala sa im s hladiska presnosti velka pozornost.

~Preto?é sa dokdzdlo, ze pyretrolon je komplexna smes sterevizo-
merov keto-alkoholov, pyretrolonu a cinerolonu, ktorého obsah je pre-
menlivy od 20 do 30%, zd4 sa byt nespravnym vyjadrovat obsah pyretri-
nov pomocou najdeného mnoZstva kyselin, ziskanych hydrolyzou tejto
komplexnej smesi esterov. Preto velmi spravne by bolo vyjadrovat wvy-
sledky.ako 9% -chryz. kyselin, ktoré si skutcéne stanovené a-mie vztaho-
vané na-premenlivé smesi esterov.

Vo veci pramefiov chyb pri jednotlivych spésoboch stanovovania
zistily sa na zaklade kritickych pokusov a 3tidii tieto pozmatky:

:Chyby v Seilovej metéde st vyvolané pritomnostou minerilnej ky-
seliny, ktora sa pridava pocas analytického postupu. Este skor sa zavi-
nené tepelnymi vplyvmi a najviac hydraticiou mono-karbonovej kys.,
analogickou s hydraticiou citronellalu, lebo rezultujica hydroxykyseli-
na a pravdepodcbne aj odvodeny laktén zvySujii hodnoty dikarbomovej
kyseliny. Vyliéenim destilacie mono-karbonovej kyseliny vodnou parou
dosiahnu sa pre celkovy pyretrin vysledky sihlasné s metédou Wilcoxon-
Holadayho, u ktorej pramefiom chyb je neiplné oddelenie chryz. kyselin.
Modifikdciou postupu .a tito chyba da odstranit. Pritommost cudzich
org. kyselin hola dekéazana, ale zistilo sa, Ze do presnostivysled
kovobochmetéd nezasahuju.

J. Rippert za daliu pravdepodobni pritinu chyb poklada nesprav-
nu volbu rezpudtadla pri extrakeii. Dokazal, Ze medzi petroléterovym
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cxtraktom a chloroformovym je diferemcia, spoéivajiica v pyretrine II.
Ked sa extrakecia prevedic petroléterom, a zvySok sa hned potom po
petroléterove] extrakeii extrahuje chloroformom, ziska sa hodnota
extraktu, sihlasna ¢ hodnotou, ziskanou iba chleroformovou extrakciou.
Takito sa dokazalo, Ze petroléter neextrahuje vsetok pyretrin. Pri€inu
tejto skutoénosti masli v istom druhu kaucéuku, ktory izolovali z trichlér-
etylénového extraktu sriazanim aceténom a alkoliclom a preéistili ben-
zinom. V petroleji bobtna a vplyvom vzduchu polymerizuje, vysraZa sa.
pricom okluduje pyretrin a tak zvySuje jeho nerozpustnost v petrol-
étere:

Stidium kyselin, ktoré si v kvetoch pyrethra, viedlo k identifika.-
cii celého radu kyselin, ktoré st bud' viazané, alebo volné. Tak Rippert
a Japonci Takei, Ono, Nakasimo a Vakazan nasli v petroléterovom ex-
trakte, ktory obsahoval 97,74% chryz. kyselin, cudzie kyseliny v mnoz-
stve 2,26%. Identifikovalj kyseliny: octovii, izomaselna, kapronovi, ka-
prilovi, ktoré tvoria rozpustné Ba~.soli, ako i kyseliny: palmitovii, olejo-
vai, linolovu, linolenovi, behenovid, karnaubovii, azelainowi, laurovay,
myristovii a nedefinovamé Ziviéné kyseliny a fenolkarbomové kyseliny,
ktoré tvoria merozpustné Ba’-soli.

Porovnanie toxikologickej G&innosti jednotlivych sloziek pyrethro-
vych kvetov:

Délezitym predmetom vyskumun pyrethra ostiva otvorena otazka
toxicity a jej vzfahu k pritomnym esterom.

Heoednotenie toxického téinku na-hmyze prevadzali r6znj autori a vo
vysledkoch ich pric badat velké nesrovnalesti a odchylky.

Prace stardicho data (1943, Dr. Martin) ukazuji, Ze olejové razioky
pyretrinu I a II maji skoro rovnaky héinok, ale vo vodnej suspenzii ma
pyretrin I G¢innost znaéne vy3Siu. V petrolejovych roztokoch ma py-
retrin II zdanlivo rychlejsi omraéujici efekt (Knock down, Niederschlag
Efekt) neZ pyretrin I. Testovanie prevadzali na muche domace;j.

Skusky:

Ryby: Py II 2 3 téinnejsi nez Py 1.

Zaby: Py II 309 ticinnejsi nez Py L.

Mysi: Py I 50% téinnejsi nez Py L.

Muchy: Py I 214 3¢ uéinnejsi nez Py I,

Svaby: okamzita smrt nastiva pri pouzili vodon zriedeného alkoho-

lického roztoku pyretrinov — Py I spéscbi smrt v zriedeni 1:80000.

— Py II spésobi smrf v zriedeni 1:75000.

(Udaje z roku 1936).
Posledné studia (1947, La Forge, Barthel a Gersdorf) o toxikologii

esterov, synteticky pripravenych v aktivnych a racemickych formach La
Forgeom: a Barthelom, ukazaly tieto vysledky:
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Py I 114 X tox. nez cinerin L.

Py II 1,3 X tox. neZ cinerin II.

Py I 4 X tox. nez Py II.

Cinerin I 2 XX tox. nez izodihydropyretrin I
Izodihydropyretrin I 1,75 X tox. ne# izodihydrociner. I.
Testované ma muchach.

Dokazalo sa, Ze toxicita je vo vSetkych pripadoch zavisla na pri-
tomnosti optickej aktivity pyretrolonu alebo cinerolonu, z ktorych bol
skuSany material pripraveny. Teda poleha esterovej skupiny ma cyklo-
penténone je preto viac ddlezitd s hladiska inselticidneho téinku, ako
poloha vo dvojnej vizbe na vedlajsom retazci (Brit. Abstr. B. III., 147,
1947; J. Org. Chem. 1947, 12, 199—202).

Porovnanie s DDT.

Pri porovnami sa ukizalo, z2 DDT preparatu chyba omradujici
iéinok, ktory sa pri pyrethru prejavuje vo velkej miere. Vzajomnou
kombinaciou oboch produktov ziskal sa preparat s velmi uspokojivymi,
aZ vybornymi vlastnostami.

Priklad: Testovanie preparatu na samitkach Anopheles punctulatus

0,07% pyrethra v kerosene: 99,5% knock down ef.

99,0% zabitych

0,05% DDT nijaky knock down ef.

97,0% zabitych v tom istom Gase.

Pre anopheles punct. dostatoénou sa ukazala kombinacia 0,25%

DDT + 0,05 — 0,03% pyrethra.

Fyziologia pyrethra.

S hladiska farmako-dynamického pyretriny st slifeniny toxické pre
vietky chladnokrvné Zivocichy od Ziab, ryb, hadov aZ po jednobuneéné.
St jedom dotykovym a zdi sa byt spravnym ndzor, Ze pre hmyz je je-
dom nervovym, pretoZe histologické zmeny, ktoré vyvoldvaji, si podob-
né zmenam, vyvelanym autelyzou. Predpoklada sa, Ze pyretriny preni-
kaju selektivne do mervového systému a tam sa akumuluji, pricom pyre-
trin I vyvola pomald paralyzu, ktori potom ukonéi pyretrin II. Pre &lo-
veka a teplokrvné ZivoéliSstvo je neskodny, iba v pripadoch intravendz-
neho a intraperitonealneho podavania spésobuje krée, ochabnutie sval-
stva a pri psoch, my$iach a maékach aj smrt, hoci potrava, obsahujica
10% pyretrinu, nevyvola nijaké symptomy. Uéinok na Iudi je sporny.
Jedni tvrdia, Ze pri 'udoch, pracujiicich s pyrethrom, vyvoliva dermati.-
tis, na druhej strane sa tento vplyv popiera a pri¢iny choroby sa hladaju
inde, St zaznamenané tispesné uéinky pyretrinu proti parazitom tlstého
¢reva (Klin. Wschr., Hamburg, 18, 1939). Otazka priebehu &nmosti pyre.
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trinov s hladiska neuropatologie hmyzu ostava nevyrieSena. Zname osta-
va to, ze je prudky, najmenej specificky dotykovy jed pre chladnokrvné
ivoéisstvo a z tohto vyplyvaji jeho meohranicitelné moZnosti pouzitia:

1. V internej a externej medicine vo forme olej. roztokov, pastiliek,
pemad, suppozitérii, gramil, kapsul a pilal.

2. Vo forme olejovych roztokov vo veterinarstve.

3. V domacnostiach ako hygienické insekticidum.

4, V polnohospodarstve a zahradnictve.

Forma pouzivania pyrethra je podmienena ucelu. MéZe sa pouzivat:

1. Ako pévodny prasok, ziskany jednoduchym mletim vysuSengch
kvetov.

2. Ako prasok, ktory sa ziska rozdrvenim zvysku po extrakecii, po
odstraneni rozpustadla.

3. Ako roztok, ziskany priamou extrakciou kvetov.

Vsetky druhy tychto preparatov sa kombinuji s réznymi prisadny-
mi latkami alebo riedidlami. Sd to:

1. Phidla.

2. Aktivatory, zvySujiice ulinnost, najmi jej rychlost:

Zivicné mydla, smrekovy olej, vietky druhy tiuramsulfidov,
oxyetyléter alkyl. alebo cykloalkylfenolu, halogénfenoxyal-
kyltiocyanaty, DHS.aktivitor (etylénglykoléter pinenu), arylo-
xypolyalkylénéterchlorid.

3. Latky, pdsobiace synergicky, t. j. ktoré v spojeni s povodnou lat-
kou déavaji smes s vy3Sou uéinnostou, ako by bol sicet uéinnosti, ktoré
by maly tieto litky samy osebe: sezamovy olej, kokosovy olej, ricinovy
olej, olivovy olej, izobutylundecylamid a isté pyperonylové derivaty.

4. Kombinicie pyretrinov s inymi rastlinnymi a syntetickymi insek-
ticidmi, najmid s DDT, napr. najnovsie pouzivané aerosoly (hmloviny),
ktorych sloZenie je asi nasledovné:

85% Freon 12 (dichlérdifluoretin) + 29 20 percentného pyret.
extraktu + 5% maz. oleja + 3% DDT + 5 perc. cyklohexanonu, alebo
tito smes bez DDT, napr. proti moskytom: 5 g 20 perc. &istého Py-extr.
+ 2 g raf. sezam. oleja + 93 g Freon 12, -alebo metylchlorid. aerosol
tohto sloZenia zabijal moskyty v 2 min., pricom jeho kone. v 1000 kub.
stopach vzduchu bola 5 mg Py. a 10 mg sezam. oleja.

Techniku priprav a slozeni preparatov, spésob ich pouZivania zahr-
nuje obsiahla patentna literatira. Ostidva poznamenat, %e pyrethrum pa-
tri medzi najucinnejsie insekticidne latky, je najmenej specifickym a naj-
menej nebezpefnym pre &loveka alebo rastlinstvo, ktoré s nim prislo
do styku.

Otazkou vyskumu ostiva nijdenie najvhodnejiej metédy stanovova-
nia, zistenie najlepsich podmienck suSenia a spracovania kvetov, sniZe-
nie citlivosti pyrethra proti vonkajsim vplyvom a sledovane zmien v ob-
sahu akt. sloziek pri tychto vonkajsich vplyvoch.
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Syntéza polypeptidov pomocou enzymov
za. vysokych tlakov

VOJTECH BYSTRICKY

Enzymy, ktoré sa zhcastiuju pri latkovom metabolizme bielkovin,
chovaji- sa. pri lahoratornych pokusoch zvycajne proteolyncky Jednako
sa zistilo, Ze pri tlakoch 5000 atm. trypsin, papam, erepsin a pepsin po-
sobia syntetizujic a tvoria polypeptidy a 'protemy z aminokyselin. Tato
syntetizujica. aktivita proteolynckych enzymov za vysokych tlakov sa
vysvetluje Le Chatelierovym principom tak, Ze vysoké tlaky podporujn
vznik litok so zmenSenym molekulovym objemom, Tak napr. v krystale
alaninu vzdialenost medzi moleckulami je 5.8 A, kdeZto vzdialenost medzi
alanincvymi skupinami pelypeptidu je len 3,5 A. Postup pouZity pri en-
zymatickej syntéze bol tento: 3 cem blelkovmneho hydrolyzatoru sa da
do ampulky opatrenej malym kapilairnym otvorom. Tito ampulka sa
vle#i do gumenného vreciitka naplneného taktiez 3 ccm toho istého hy-
drolyzatu. Vrectsko sa vloZi do hrubostennej bomby obklopenej destilo-
vanou vedou. Tlakem sa pdsobi hydraulicky cez destilovani vodu oce-
Tovym' piestom. Gumené vrecisko chrani hydrolyzat pred zneéistenim
tazkymi kovmi. Pri pokuscch so Zelatinou sa pouZil trypsinovy hydroly-
zat v prostredi 0,1 n boratového naraznikového roztoku (pH 8.5—9,2),
koncentricia Zzelatiny 1-—4 perc. a pomer trypsinu k substritu 1 :30.
T istii vzorku Zzelatinového reztoku bolo moZno niekolko raz hydroly-
zovat (pri atmosferickom. tlaku) a resyntetizovat (pri tlaku 5000 atm.
ucinkom pdévodne pridaného trypsinu). Rychlost enzymatickej hydrolyzy
resyntetizovanej Zelatiny bola taka, ako rychlost pdvednej hydrolyzy.
Po resyntéze sa Zelatina spravala tak isto ako pdvodna Zelatina; roztoky
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