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Summary

Several terpenoid 8-hydroxy-y-lactones, y-hydroxy-5-lactones and their ace-
tates were tested for feeding deterrent activity on three storage pest insects,
the granary weevil beetle (Sitophihis granarius L.), the confused flour beetle (Tn-
boliiim confusiim Duv.) and the khapra beetle (Trogoderma granarium Ev.). Homo-
terpenoid trans 5-hydroxy-y-lactone 12 showed high, comparable with aza-
dirachtin, activity against the adults of Tribolium confusiim. Its cis isomer (17) was
also very strong antifeedant but towards the larvae of Trogoderma granarium.
The results indicate that the feeding deterrent activity depends on the shape of
the molecule of the tested compounds. The effect of the configuration of chiral
centres present in the molecule as well as geometry of substituents at the lacto-
ne ring on the deterrency was observed. The antifeedant activity also depends
on the developmental stage of the insects.
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1. Wprowadzenie

Kolejng, po pyretroidach, grupg zwigzkéw pochodzenia naturalnego, ktérg pro-
buje sie wykorzysta¢ do ograniczenia populacji szkodliwych gatunkéw owaddw sg
deterenty pokarmowe zwane inaczej antyfidantami. Sg to substancje gtoéwnie po-
chodzenia roslinnego czesciowo lub catkowicie hamujgce zerowanie owaddéw. Za-
zwyczaj sg one nietoksyczne wobec owadéw, badz toksyczne tylko w niewielkim
stopniu. Oddziatuja natomiast na ich narzady smaku, powodujgc zaprzestanie zeru
i w efekcie smier¢ glodowg owaddw, pozostajgcych nierzadko w poblizu pokarmu
potraktowanego antyfidantem. Charakterystyczng cechg antyfidantow jest selek-
tywnos¢ dziatania. Sg one aktywne wobec waskiej grupy owadow, pozostajgc obojet-
ne wobec innych. RoOznig sie tym zdecydowanie od klasycznych insektycydow, kt6-
rych zakres dziatania jest szeroki, tak ze skierowane przeciw szkodnikom, niszczg
réwniez naturalnych ich wrogéw. Ponadto wiele ze stosowanych insektycydéw, w prze-
ciwienstwie do antyfidantéw, wykazuje toksyczno$¢ w stosunku do kregowcow.

Stosowanie naturalnych antyfidantéw jako srodki ochrony roslin czy magazynow
zywnosci na szerszg skale jest ograniczone, gdyz wystepujg one w roslinach w nie-
wielkich iloSciach i pozyskiwanie ich na skale przemystowa jest trudne ze wzgledéw
technicznych. Réwniez ich synteza jest trudna i kosztowna, gdyz sg to w wiekszosci
zwigzki o skomplikowanych strukturach. Dlatego tez, jak sie wydaje, wieksze szan-
se na praktyczne zastosowanie moga mie¢ syntetyczne, bardziej lub mniej ,wierne”
analogi strukturalne naturalnych antyfidantow. Takie wtasnie podejscie do proble-
matyki antyfidantow wykreowalo cele naszych badan. Wybor laktondéw jako grupy
zwigzkdéw bedacej przedmiotem tych badan byt spowodowany tym, ze wiele natu-
ralnych antyfidantobw w swojej strukturze zawiera ugrupowanie laktonowe.

Najbardziej liczng grupe naturalnych antyfidantéw stanowig laktony seskwiter-
penowe izolowane z roslin z rodziny Conipositae i Umbelliferae (2,3). Dwa izomerycz-
ne laktony alantolakton (1) i izoalantolakton (2) (rys. 1) zostaty wyizolowane z Lo-
cophelea heterophyWa (4). Znany z wysokiej aktywnosci w stosunku do szkodnikéw
magazynéw zbozowych antyfidant bakkenolid A (3) zostat wyizolowany z Homogyne
alpina (5,6). Wysoka aktywnos¢ deterenta pokarmowego w stosunku do stonki ziem-
niaczanej obserwowano dla helenaliny (4). W grupie antyfidantow pochodnych dri-
manowych znajdujg sie réwniez dwa izomeryczne laktony cinnamolid (5) i conferti-
folin (6). Wiele izolowanych z roslin laktonéw wykazuje obok aktywnosci deteren-
tow pokarmowych owadéw takze inne interesujgce wihasciwosci biologiczne. Na
przyktad gaigarinin (7) charakteryzuje sie wysoka aktywnoscig grzybobdjcza. ROw-
niez w innych grupach zwigzkdéw izoprenoidowych znajdujg sie laktony o aktywno-
&ci antyfidantnej. Sposréd diterpenowych zwigzkéw najbardziej znanym deteren-
tem pokarmowym jest wyizolowany z Ajuga remota rosliny z rodziny Lamiaceae
ajugarin (8), ktory jest silnym antyfidantem w stosunku do larw motyla Pliitella xylo-
stella.
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Rys. 1. Naturalne deterenty pokarmowe owadéw z ugrupowaniem laktonowym.
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Prowadzac badania majgce na celu otrzymanie syntetycznych antyfidantéw uzyska-
lismy kilkadziesiat bi- i tricyklicznych laktonéw terpenoidowych (8,9), ktére wykazaty
znaczng aktywnos¢ deterentng w stosunku do owadéw szkodnikéw magazynéw zbo-
zowych: wotka zbozowego (Sitophilus granarius L), trojszyka ulca (Tribolium confusum
Duv.) i skérka zbozowego (Trogoderma granarium Ev.) (10). W przypadku niektorych
laktonoéw z uktadem limonenu aktywnos¢ ta byla poréwnywalna z aktywnoscig ozna-
czong dla najbardziej znanych antyfidantéw: azadirachtyny i bakkenolidu (11).

Substratami wyjsciowymi w przeprowadzonych syntezach byly czyste enancjo-
merycznie weglowodory (limonen, pinen) lub alkohole (perylowy, myrtenof) terpe-
nowe. lzoprenoidowa struktura otrzymywanych preparatow laktonowych zapewnia
ich fatwg biodegradowalnos¢ w srodowisku naturalnym. W przypadku zastosowania
ich do kontroli populacji szkodliwych gatunkéw owaddw bedg to srodki bezpieczne
ekologicznie.

W artykule tym prezentujemy wyniki badan biologicznych prowadzonych na gru-
pie monocyklicznych hydroksylaktonow terpenoidowych oraz bicyklicznego hydro-
ksylaktonu terpenowego z ukladem gem-dimetylocykloheksanu i ich octanéw.

2. Badane zwigzki i metody testowania

2.1. Badane zwigzki

Monocykliczne 5-hydroksy-y-laktony oraz y-hydroksy-5-laktony otrzymano w czte-
roetapowych syntezach z: bromku izobutylu i aldehydu krotonowego (9,14,18);
bromku neopentylu i aldehydu krotonowego (10,15,19); bromku izobutylu i aldehy-
du 3-metylo-krotonowego (13,20). Procedury syntezy oraz wihasciwosci fizyczne
i spektroskopowe laktonéw zaprezentowano wczesniej (12).

Czyste enancjomery (-+-)-4S,5S,I’'R)-12 i (-)-(4R,5R,I'S)-11 trans izomeru oraz
(-)-(4S,5R,rS)-16 i (-1-)-(4R,5S,rR)-17 izomeru cis otrzymano w takim samym sekwen-
sie reakcji jak racemiczne laktony (13). Produkt pierwszego etapu, reakcji Grignarda
bromku neopentylomagnezowego z aldehydem krotonowym, racemiczny 6,6-di-
metylo-2-hepten-4-ol poddano rozdzialowi na czyste enancjomery stosujac metode
epoksydacji Sharplessa (14).

Kolejne etapy: przegrupowanie Claisena, epoksydacje y,5-nienasyconego estru
wykonano juz na czystych enancjomerach, a kwasowg laktonizacje epoksyestrow na
mieszaninie diastereocizomeréw.

Acetoksylaktony (21-28) uzyskano w wyniku reakcji odpowiednich hydroksylak-
tonéw z chlorkiem acetylu prowadzonej w obecnosci pirydyny wykonanej wedtug
standardowej metody (15). Widma spektroskopowe (IR, NMR) potwierdzity
struktury otrzymanych zwigzkéw. Wydajnosci przeprowadzonych syntez oraz state
fizyczne octanéw przedstawione sg ponizej.
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trans 5-(1’-Acetoksy-3'-metylobiitylo)-4-metylo-tetrahydrofuran-2-on (21).
wydajnos¢: 94%; = 1,4441

trans 5-(1 -Acetoksy-3’,3’-dimetylobutylo)-4-metylo-tetrahydrofuran-2-on (22):
wydajnosé: 90%; /7 =1,4451

5-(1’-Acetoksy 3’-metylobiitylo)-4,4-dimetylo-tetrahydrofuran-2-on (23):
wydajnos¢ 93%; temp. topnienia 41°C

cis 5-(r-Acetoksy-3-metylobutylo)-4-metylo-tetrahydrofuran-2-on (24):
wydajnos¢: 92%; temp. wrzenia: 89°C/3,5 mm Hg;/7p° =1,4481

cis 5-(1’-Acetoksy-3’,3’-dimetylobiitylo)-4-metylo-tetrahydrofuran-2-on (25)
wydajnos¢ 93%; =1,4453
5-Acetoksy-4-metylo-6-(2’-metylopropylo)-tetrahydro-2W-pyran-2-on (26);
wydajnosé: 95%; temp. topnienia 56°C
5-Acetoksy-4-metylo-6-(2’,2’-dimetylopropylo)-tetrahydro-2H-pyran-2-on (27)
wydajnosé: 91%; temp. topnienia 92°C
5-Acetoksy-4,4-dimetylo-6-(2'metylopropylo)-tetrahydro-2H-pyran-2-on (28)
wydajnosé: 92%; temp. topnienia 68°C

Hydroksylakton 29 zostat otrzymany w szescioetapowej syntezie z dimedonu
(16). Ostatni etap, kwasowg laktonizacje estru etylowego kwasu (5,5-dimetylo-2,3-
epoksycykloheks-I-ylo) octowego prowadzono z udziatem HCIO4 w roztworze THF
- woda (THF : H20 : HCIO4, 10:5:0.1) (15). Mieszanine hydroksylaktonu (83%) i dio-
loestru (17%) otrzymano jako produkt tej reakcji. Czysty hydroksylakton izolowano
z tej mieszaniny za pomocg chromatografii kolumnowej, (zel krzemionkowy, hek-
san:aceton, 2:1).

Acetoksylakton 30 (temp. top. 54°C) uzyskano z 96% wydajnoscig jako produkt
reakcji hydroksylaktonu 29 z chlorkiem acetylu. Widma ’H NMR i IR potwierdzity
jego strukture.

2.2. Metody testowania

Testy biologiczne na aktywnos$¢ deterentng badanych laktonéw zostaly przepro-
wadzone w Instytucie Ochrony Roslin w Poznaniu. Wykonano je na: chrzgszczach
wotka zbozowego {Sitophilus granarius L.), chrzaszczach i larwach trojszyka ulca {Tri-
bolium confusLim Duv.) oraz larwach skérka zbozowego {Trogodermo gronarium Ev.).

Owady uzyte do testow byly hodowane w laboratorium w temperaturze 26°C
przy wzglednej wilgotnosci powietrza 75%. jako pokarmu uzyto optatkdw pszennych
nasaczonych acetonowymi roztworami badanych substancji, a miarg ich deterentne-
go dziatania byt ciezar zjedzonego pokarmu w czasie 5-dniowego zerowania szkod-
nikdbw. Ze wzgledu na rézne ilosci pokarmu zjadanego przez poszczegélne owady
w tym samym czasie do doswiadczen uzywano po 3 chrzgszcze wotka zbozowego,
20 chrzgszczy trojszyka ulca oraz po 10 larw skérka zbozowego i trojszyka ulca.
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Zastosowano dwie metody testoéw (17): z wyborem {choice test) oraz bez wyboru
{no choice test).

Test z wyborem {choice test) prowadzono w | pudelku w pieciu powtérzeniach.
W pudetku tym umieszczano 2 krazki optatkéw - jeden kontrolny, traktowany czy-
stym acetonem oraz drugi testowy, traktowany ]% acetonowym roztworem zwigzku
(przez zanurzenie krazka). Krazki suszono na powietrzu 30 minut, nastepnie wa-
zono je przed podaniem owadom oraz po pieciu dniach zerowania. Ciezar zjedzo-
nego pokarmu z krgzka kontrolnego (K) i z krgzka testowego (E) byly podstawg do
obliczenia wzglednego wspéiczynika deterentnosci (R) wg wzoru:

R 100
K+E

Test bez wyboru (no choice test) prowadzono w 2 pudetkach w pieciu powtérze-
niach. W pierwszym, kontrolnym, umieszczano 2 krgzki traktowane czystym aceto-
nem, a w drugim 2 krazki nasycone \% acetonowym roztworem zwigzku (przez za-
nurzenie krazka). Po wysuszeniu na powietrzu w ciggu 30 minut, krazki rowniez wa-
zono przed podaniem owadom i po 5 dniach zerowania. Ciezar zjedzonego pokar-
mu w kontroli (KK) i ciezar zjedzonego pokarmu traktowanego zwigzkiem (EE) byty
podstawa do obliczenia absolutnego wspotczynnika deterentnosci (A) wg wzoru:

A -
A =RKEEy 100
KK + EE

Wyniki zostaty opracowane statystycznie na poziomie istotnosci P = 0,05.

3. Dyskusja wynikow

Hydroksylaktony (9-20,29) i ich octany (21-28,30) poddano testom biologicznym na
aktywnos¢ deterentdw pokarmowych (antyfidantng) w stosunku do trzech gatunkoéw
owadéw - szkodnikéw zbozowych: wotka zbozowego {Sitophilius granarius L.), troj-
szyka Lilca {Tribolium confiisum Duv.) i skérka zbozowego {Trogoderma granarium Ev.).

Wybor owadow jest uzasadniony duzg ich szkodliwoscig i trudnosciami w zwal-
czaniu. Zerujg one gtéwnie w magazynach, w ktorych przechowuje sie ziarno zbo6z
i sq bardzo ucigzliwymi szkodnikami w naszej strefie klimatycznej. Ich zdolnosci do
szybkiej reprodukcji i odpornos¢ na niskie temperatury powoduja, ze sg trudne do
kontroli. Szczegdlnie trudny do zwalczenia jest wotek zbozowy. Chemiczne sposo-
by zwalczania tego szkodnika sg oparte na stosowaniu fumigantéw (jodek metylu
i fosforowodor). Sag to zwigzki ekologicznie trudne do zaakceptowania. Ponadto ob-
serwuje sie zwiekszenie odpornosci zwalczanych owadoéw na te preparaty. Istnieje
zatem potrzeba opracowania skutecznych i ekologicznie bezpiecznych metod zwal-
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czania tych szkodnikdw. Wydaje sie, ze antyfidanty o strukturze izoprenoidowej
bedg spetnia¢ te wymogi i stang sie dobrymi czynnikami regulujgcymi populacje
tych gatunkéw owadow.

Testy wykonano dwiema metodami. W jednej z nich owady mialy do wyboru
pokarm nasycony badanym zwigzkiem oraz pokarm bez niego (test z wyborem),
a w drugiej owady mogty spozy¢ tylko pokarm potraktowany potencjalnym antyfi-
dantem (test bez wyboru). Zastosowane metody majg zarowno zalety jak i wady. Te-
sty metodg ,bez wyboru” lepiej nasladujg sytuacje podczas stosowania Srodkow
ochrony roslin w praktyce, szczegodlnie w przypadkach owadéw monofagicznych.
Testy metoda ,.z wyborem” sg bardziej czute. Potwierdzono to w licznych doswiad-
czeniach. Shoonhoven i Derksen-Koppers zaobserwowali (18), ze polifagiczna mszy-
ca brzoskwiniowa (Myzus persicae) tatwo akceptowata zwigzki chemiczne w testach
.bez wyboru”, podczas gdy w testach ,z wyborem” preferowata pokarm bez zwigz-
kéw testowanych. W testach ,z wyborem” aktywnos$¢ preparatu oznaczono za po-
moca wspotczynnika wzglednego (R), a w testach ,bez wyboru” o aktywnosci infor-
muje wspotczynnik absolutny (A). Zaden jednak z tych wspétczynnikdw nie wyraza
w petni aktywnosci preparatu. Za miare aktywnosci antyfidantnej danego zwigzku
przyjmuje sie wspotczynnik sumaryczny (T), bedacy sumg dwoch poprzednich
(T = A + R). Wartos¢ wspotczynnika sumarycznego zawiera sie w granicach od -200
do -1-200. Preparaty charakteryzujgce sie wspotczynnikiem sumarycznym od 50 do
100 uznaje sie za Srednioaktywne. Za aktywne mozna uzna¢ zwigzki dla ktérych
oznaczono wspotczynniki sumaryczne od 100 do 200, przy czym te powyzej 150
uznaje sie za bardzo aktywne antyfidanty. Zwigzki posiadajgce ujemne wspétczynni-
ki sumaryczne deterentnosci sg atraktantami pokarmowymi w stosunku do bada-
nych owadéw.

Wyniki badan biologicznych otrzymanych przez nas hydroksylaktonéw i aceto-
ksylaktonéw na aktywnos¢ antyfidantng przedstawiono w tabeli w postaci suma-
rycznych wspoétczynnikow deterentosci.

Tabela 1
Aktywnos$¢ antyfidantna hydroksylaktonéw i acetoksylaktonéw
Skoérek zbozo . .
zhozowy Trojszyk ulec Trojszyk ulec Wolek zbozowy
Trogoderma . . . ) . . .
Zwiqzek . Tribolium confusum  Tribolium confusum Sitophilus granarius
granarium (chrzaszcze) (larwy) (chrzaszcze)
(larwy)
! 2 3 4 5
141,1 51,8 76,6 97,6

trans
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rnmo~NoO
92,9 1333 49,4 95,9
28

12,5 53 41,3 441

29
83,7 129,2 80,3 34,0

30
Azadiraclityna 194,2 185,0 188,4 174,3

n.t. - nie testowano

Wyniki zamieszczone w tabeli 1 wskazujg, ze sposréd testowanych hydroksylak-
tonéw i ich octanéw monocykliczne potaczenia wykazaly dobrg i Srednig aktywnos¢
w stosunku do chrzgszczy wotka zbozowego i trojszyka utca oraz larw tego ostat-
niego owada. Sposréd 5-hydroksy-y-laktonéw najbardziej aktywnym okazat sie
frans-(4S,5S,I'R) izomer laktonu homoterpenowego (12). Obserwowano dla niego
aktywnos¢ (sumaryczny wspotczynnik 197,2) w stosunku do chrzgszczy trojszyka
utca poréwnywalng do oznaczonej dla najbardziej znanego i najbardziej aktywnego
antyfidanta - azadirachtyny (sumaryczny wspétczynnik 185). Izomer cis tego zwigz-
ku (17), jak sie okazato, jest najbardziej aktywnym antyfidantem w stosunku do larw
skorka zbozowego. Sumaryczny wspoétczynnik deterentnosci (T = 174,6) jest row-
niez podobny do oznaczonego dla azadirachtyny (T = 194,2). Poréwnujgc wspol-
czynniki deterentnosci dwoch izomerycznych potaczen (12 i 17) nalezy zauwazy¢
ogromny wptyw budowy przestrzennej zwigzku na specyficznos¢ dziatania prepara-
tu. Wptyw budowy przestrzennej zwigzku na aktywno$¢ mozna réwniez obserwo-
wac dta enancjomerycznych par taktonéw 11 i 12 oraz 16 i 17. Lakton 12 bedacy lu-
strzanym odbiciem zwigzku 11 wykazuje dwukrotnie wyzsza aktywnos¢ w stosunku
do chrzaszczy trojszyka ulca, a lakton 17 prawie pieciokrotnie wyzszg aktywnosé
w stosunku do larw skérka zbozowego niz jego lustrzane odbicie, lakton 16. Mozna
zauwazy¢, ze enancjomery o konfiguracji S centrum chiralnego C-4 sa bardziej ak-
tywne niz enancjomery o konfiguracji R tego centrum. Odmiany racemiczne tych
faktonoéw (10 i 15) charakteryzowaly sie posrednig aktywnoscia, wyzsza od izome-
row 4R i nizszg od izomerdw 4S.
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Octany racemicznych y-laktonéw okazaly sie gtéwnie aktywne w stosunku do
chrzaszczy trojszyka ulca. ich sumaryczne wspétczynniki deterentnosci z wyjatkiem
octanu 22 byly wyzsze niz ich odpowiednich prekursoréw, hydroksylaktonow.
Zwraca uwage zdecydowanie wyzsza aktywnos$¢ octanu 23 od hydroksylaktonu 13
z ktérego zostat otrzymany.

y-hydroksy-5-laktony 18, 19 i 20 okazaly sie Srednioaktywne tylko w stosunku do
chrzgszczy trojszyka ulca. Lakton 18 wykazat rowniez dobra aktywno$¢ w stosunku
do larw skoérka zbozowego i trojszyka ulca. W odrdznieniu od octanéw 5-hydro-
ksy-y-laktonéw octanowe pochodne y-hydroksy-5-laktonéw wykazaty badz podobnag
aktywnos¢ (26) lub tylko niewiele wyzszg (27, 28) od swoich prekursorow.

Bicykliczny hydroksylakton 29 okazat sie nieaktywny w stosunku do badanych
owadow, a jego octan 30 wykazat znaczacg aktywnos¢ jedynie w stosunku do chrzasz-
czy trojszyka ulca.

4. Podsumowanie

1. Wyniki testow na aktywnos$¢ badanych hydroksylaktonéw i acetoksylaktonéw
potwierdzity, w naszej ocenie, celowos¢ prowadzenia tego typu badan tzn. poszuki-
wan syntetycznych deterentow pokarmowych owaddw.

2. W badaniach wykazano, ze aktywnos¢ deterentna tych potaczen, podobnie jak
wiekszos$¢ zwigzkow biologicznie czynnych, zalezy nawet od drobnych zmian w struk-
turze czasteczki. Wptyw konfiguracji centréw chiralnych czasteczki na aktywnos$c
mozna obserwowa¢ poréwnujgc sumaryczne wspoétczynniki deterentnosci izome-
rycznych par zwigzkéw: 11 i 12, 16 i 17 oraz 10 i 15. Wplyw dodatkowej grupy
metylowej i jej miejsca w czasteczce ilustruje aktywnos$¢ trzech izomerycznych
5-hydroksy-y-laktonéw 9, 10 i 13, y-hydroksy-5-laktonéw 18, 19 i 20 oraz ich acety-
lowych pochodnych 26, 27 i 28.

3. W badanych zwigzkach wykazano specyficznos¢ dziatania. Byly aktywne w sto-
sunku do skérka zbozowego i trojszyka ulca i nie przejawiaty aktywnosci w stosun-
ku do wotka zbozowego.

4. Poréwnujac aktywnosci poszczegélnych laktonéw w stosunku do chrzgszczy
i larw trojszyka ulca mozna zaobserwowac, ze aktywnos¢ ta jest zréznicowana
w stosunku do réznych stadiéw rozwojowych owada. Chrzgszcze okazaly sie bar-
dziej wrazliwe na dzialanie preparatéw niz larwy.

Autorzy dziekujg Panu drowi Z. Winieckiemu za wykonanie czesci testéw biologicznych.
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