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FORORD

Et vellykket pilotforsgk med pyretrum som lakseavlusningsmiddel ble utfgrt hgsten 89
i NFFR-prosjektet "Alternativ behandling av lakselus". Pyretrum er en kjent insektgift,
men er helt ny bdde i sammenheng med fisk og saltvann. Det var derfor ngdvendig
4 fa en bred oversikt over relevant kunnskap.

Et kjemikalium til bruk i naringsmiddelfremstilling md godkjennes av myndighetene.
Det er viktig & kunne angi mengde av eventuelle rester eller nedbrytningsprodukter,
parallellt med uttesting av effektivitet m& en derfor vise hvordan kjemikaliet eventuelt
lagres i neeringsmiddelet, i vért tilfelle laks til konsum. Det er ogsd viktig & vise
hvordan kjemikaliet oppfgrer seg/virker inn pa miljget.

I januar og februar 1990 har jeg utfgrt et litteraturspk spesielt med henblikk pd &
utvikle analysemetoder som kan brukes péd fisk for & finne eventuelle rester av
pyretrum i ulike vevstyper. I dette arbeidet har jeg ogsd samlet mye annen litteratur
om pyretrum. Siden pyretrum er et relativt ukjent kjemikalium i Norge, er denne
rapporten ment & vaere en generell innfgring i historikk og virkeméte til pyretrum
slik den er kjent frem til i dag, samt med noen sideblikk pd pyretrums virkning pé
fisk og miljget rundt. Sammenfatningen inneholder generelle opplysninger om pyretrum
med noen sentrale litteraturreferanser. Det er ikke lagt spesiell vekt pd referanse av
alle opplysninger, men det er lagt ved en fullstendig liste over litteratur i bilag 1.

Storebg 23.03.90

Karin Boxaspen




ABSTRACT

Pyrethrum is the name of a petroleum extract from the flower of the chrysanthemum
Chrysanthemum cinerariaefolium. This extract has been used commercially by the
industrialised world as an insecticide for more than 150 years and even references as
far back as Ming dynasty around year 70 AD have been found. The flower has been
grown several places (Dalmatia, Japan, South America) but it has been proven that
the content of the active constituents called pyrethrins are at its peak when the
flowers are grown in places with 12 h daylight /12 h (wich means around equator)
and between 1700 - 2200 meters above sea level. Kenya with its great highland plains
is one of todays major producers of pyrethrum extract.

The flowerheads are handpicked by the farmer and the family and sold to the
national Kenya Pyrethrum Bureau. The watercontent is reduced from 80% to 10%
by drying in sunlight or by mechanical means. The first extraction gives a oleo-resin
of dark brownish colour. After second extraction one get what is called a pale extract.
This is used in for instance domestic insecticide sprays.

The pyrethrins of pyrethrum are six closelly related esters (fig. 1). Analysis is
performed by HPLC (liquid chromatography) or GC (gas chromatography). All the
esters are fatsoluble and can be extracted with the lipids from for instance food
objects treated with pyrethrum. WHO/FAO have established the maximum residue
values for pyrethrins in different kind of food sold for human consumption. For dried
cod who has been sprayed with pyrethrum to keep the flies away, the maximum
residue level of pyrethrins is 3 mg/kg. Pyrethrins are readily broken down if ingested
by varmblooded animals by the esterase activity in the stomach/gut. It is also relativly
harmless when inhaled. Injected into the blood can the effect be lethal in smaller
doses. Pyrethrum have been used as a cure for gastrointestinal parasites and doses up
to 50 mg caused no negative effect to the host. There have never in the long history
of pyrethrum been reported of death caused by overexposure.

Pyrethrum has become interesting today because of the positive results conserning
removing of salmon lice on salmon in fishfarming. Salmon lice cost norwegian farmers
millions of US$ every year in loss of fish, devaluation of the fish due to wounds and
buying of expencive chemicals to remove the lice. The chemicals in use are about to
be abandoned because of ill effects to both farmers and environment. Pyrethrum is
readily broken down in nature, in fact so fast that an antioxydant must be added.
Mixed in wa.er, pyrethrum is lethal to fish, but administered in an oil-layer on top
of the cages, the salmon delouse themselves by jumping through this oil-layer. The
pyrethrum in the oil selectivly kill the louse because the pyrethrins can pass their
outer lipid membrane but the fish who have a water soluble mucus layer, are not
affected.
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SAMMENDRAG

Pyretrum er navnet pd et naturekstrakt fra blomsterhodene pa en krysantemumblomst,
Chrysantemum cinerariaefolium. Dette ekstraktet er et "gammelt" middel og har blitt
brukt som et insekticid i lang tid. Glynne Jones, (1989) har laget et historisk
sammendrag som strekker seg over 150 &r. Den fgrste kjente eksport fant sted fra
Dalmatia (nd ca. Ungarn) til det vestlige Europa i 1820 og i 1825 fantes pyretrum
pulver i de fleste apotek i den industrialiserte del av verden.

Pyretrums bruk og virkning er veldokumentert p& mange forskjellige arter av insekter.
Staudinger & Ruzicka (1924) publiserte de fgrste vitenskaplige artiklene omhandlende
pyretrum og la grunnlaget for en vitenskaplig vurdering av pyretrum som insekticid.
Rundt 1930 ble analysemetoder utviklet og gav en mulighet til & estimere aktiviteten
til pyretrumprodukter. "The Association of Official Agricultural Chemists" - (AOAC)
har utviklet en analysemetode for bestemmelse av total mengde pyretrum i ekstrakt.
De fgrste analysemetodene fant to aktive substanser i pyretrum som ble kalt pyretrin
I og pyretrin II. Ved videre-utvikling av kjemiske kunnskaper og analysemetoder har
det blitt funnet fire aktive substanser til. Disse seks forbindelsene er estere som
refereres til under samlebetegnelsen pyretriner.

Alle pyretrinene er fettlgselige og dagens analysemetoder gir ut pé 4 ekstrahere dem
ut sammen med fett og andre fettlgselige stoffer. De md si skilles fra fettet og i
enkelte tilfeller er det ngdvendig med en omgang til med rensing/oppkonsentrering
for de kan separeres med hjelp av kromatografiske metoder. I dag er det mest vanlig
a benytte HPLC (vaeske-kromatografi) til den endelige bestemmelsen av mengde
pyretriner i en prgve.

Hovedprodusenten av pyretrum-ekstrakt er Kenya. De har enkelte ar problemer med
3 holde en stabil produksjon p.g.a. tgrke. Dette faktum kombinert med gkende priser
fikk i midten av 70-&rene amerikanerne til & fremstille syntetiske varianter av
pyretrum, kalt pyretroider. Etter en stor tgrke i 1976 tok de over mye av markedene
i USA og Europa. I de kommersielle blandingene er som regel kun tale om et aktivt
stoff. Det har vist seg at insekter kan bygge opp resistens mot disse. De brytes heller
ikke sd raskt ned som pyretrinene i naturlig pyretrum gjgr.

Ved avlusning av laks benyttes i dag Nuvan som er en farlig miljggift, den er ogsd
helsefarlig for oppdretteren. Hvis vér arbeidshypotese er riktig; at pyretrum kan gjgre
avlusningen med minst samme effektivitet og til konkurrerende pris, vil dette vere av
betydning av miljghensyn og ikke minst for oppdretterne som da vil arbeide med et
stoff som ikke er farlig for deres egen helse.
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HISTORIKK, PYRETRUM 2

HISTORIKK

Pyretrum er beskrevet fgrste gang som et insekt hemmende/drepende stoff i &r 70 i
Kina (Ming-dynastiet). Den ble senere fraktet langs silkerutene fra Kina til Europa.
Det hersker imidlertidig tvil om hvilken blomst pyretrum her ble utvunnet av.

Den nyere historien begynner kanskje med fru Rosauer som var en tysk husfrue bosatt
i Dalmatia (n& Ungarn). Hun plukket inn en bukett krysantemum og lot den bli
liggende etter at den hadde visnet (uten & vurdere renslighet forgvrig). Noen uker
etter kunne hun observere at det 14 mengder av dgde insekter rundt blomsterbuketten.

De fgrste beskrivelsene av eksport av malte pyretrumblomster er fra 1820, da noe
som er beskrevet som "Dalmatian Insect Powder" ble importert til Europa. I dag tror
vi at dette var en blanding av Chrysanthemum roseum og C. carneum. I Norge har
reinfann, en annen krysantemumart blitt brukt mot innvollsorm og mot insekter i
skuffer og skap.

I 1825 var Pyretrum pulver & finne i de fleste apotek i den industrialiserte del av
verden.

Vi vet at arten C. cinerariaefolium ble dyrket i Dalmatia fra 1840. Fgr dette ble trolig
en annen krysantemumart dyrket i Persia, men pd grunn av hemmeligholdelse rundt
dyrkningen vet vi i dag lite om dette.

Det er funnet referanser til en import av "insekt pulver" til USA s& tidlig som i
1860, (Gnadinger, 1936). Senere ble import av blomster vanlig og oppmalingen av
disse foregikk i USA.

I 1886 tok Japan til 4 dyrke krysantemum for bruk i insekt bekjempelse og da farste
verdenskrig tok til i 1914 overtok Japan markedet i USA som ikke kunne importere
fra Dalmatia lenger. Fra 1885 til 1919 gkte importen til USA fra 300 000 kg til 1,5
mill kg.

Selskapet MGK (McLaughlin Gormley King Company) dannet i 1908, begynte &
handle med insektpulver i 1915. I 1919 begynte de & undersgke mulighetene for &

videreforedle noen av sine botaniske produkter, blant annet pyretrum. Samme 4r laget
US Navy det fgrste pyretrum ekstrakt ved & bruke kerosene som lgsningsmiddel.

De fgrste vitenskapelige arbeider pd pyretrum ble publisert av Staudinger & Ruzicka
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HISTORIKK, PYRETRUM 3

i 1924, De publiserte undersgkelsene hadde blitt utfgrt i perioden 1910 - 1916. De
hadde separert og delvis identifisert 2 aktive komponenter i pyretrum, pyretrin I og
pyretrin II. I dette &ret publiserte de hele fire arbeider pd pyretrum, noe som la
grunnlaget for den vitenskapelige viten om pyretrum. Fa insektdrepende stoffer, om
noen idet hele tatt, har medfgrt en s stor mengde av vitenskapelig arbeid som
pyretrum. Det er ogsd spesielt at det meste av det vitenskaplige arbeidet blir publisert
og ikke hemmeligholdt slik tilfellet er med flere patenterte syntetiske kjemikalier.

I 1928 ble de f@rste frgene av krysantemum innfgrt til Kenya. Dette resulterte i en
eksport pd 14,5 tonn tgrkede blomster i 1934. Det viste seg at de kenyanske
blomstene hadde et hgyere innhold av pyretriner enn de japanske blomstene (1,36 mot
0,9%).

I 1932 ble det vist at de aktive ingrediensene i forskjellige pyretrumpulver kunne
stabiliseres ved 4 tilsette antioksidanter. I &rene som fulgte ble pyretrumblomster
plantet i ulike afrikanske land og i Frankrike. Stadige nye fremskritt ble gjort i
forskningen rundt identifisering, rensing og bruk av produkter. I 1935 ble for eksempel
pyretrum, ekstrahert med mineralolje, brukt mot insekter i lagerhus for tgrket frukt.

Réekstrakt av pyretrum kan fremkalle hudplager og allergi. I 1941 ble det vist at
raffinert pyretrum ikke hadde denne effekten

Under andre verdenskrig ble insekthemmende stoffer benyttet som beskyttelse mot
mygg. Dette hadde vert et stort problem under den fgrste verdenskrigen hvor flere
mennesker ble drept av insektbdrne sykdommer, enn krigshandlinger. Det ble laget
aerosol-bomber med pyretrum. Mot slutten av krigen var de fleste lager av pyretrum
tomme og DDT ble (ogsd) tilsatt i bombene.

Det er blitt utviklet mange forskjellige produkter mot insekter med pyretrum som den
aktive substans. Pyretrum ble foretrukket av bl.a. amerikanske husmgdre som krevde
et stoff som slo ut insektene ved fgrste kontakt.

I 60-&rene var det ustabil og dérlig tilgang pa pyretrum fra Kenya. Torke vil alltid
vare et problem i Kenya, men i 1972 hadde de imidlertid et krondr med en
produksjon pd 22000 tonn hvor omtrent alt ble solgt. De nye pyrethroidene (syntetisk
fremstilte pyretriner) fant ikke helt innpass p&d markedet og stilte kun i klasse med
andre insektisider som organokloriner og karbamater. Etter en nedgang av
produksjonen i 75/76 mistet pyretrum mye av markedet til de syntetiske stoffene.
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PRODUKSJON AV PYRETRUM 4

PRODUKSJON AV PYRETRUM.
Forekomst av pyretrumblomster.

Dagens kommersielt kultiverte blomster hadde sitt utspring fra tempererte klimasoner
i Dalmatia (Gnadinger, 1936). Disse blomstene var av arten Chrysanthemum
cinerariaefolium.

Krysantemum kan vokse under ulike forhold. Det har allikevel vist seg at enkelte
kriterier gir hgyere produksjon av pyretrum i blomsterhodene. Hgyde over havet har
vist seg 4 vaere en slik faktor. Det blir best utbytte av pyretrum i blomster som vokser
mellom 1700 - 2200 m.o.h. Lysregimet har ogsd vist seg & vaere en innvirkende faktor.
Det blir best utbytte nér blomsten fir 12 timer lys og 12 timer mgrke, det vil si ved
ekvator. I dag dyrkes krysantemum for pyretrumproduksjon hovedsaklig i Kenya,
Tanzania, Rwanda, Ecuador og Japan.

Vokseomrddene er store blomsterenger. Blomsterhodet av krysantemum ligner pé en
prestekrage. De modne hodene blir plukket for hdnd av bgndene. Blomsterhodene blir
levert til store raffinerier hvor videreforedlingen blir gjort.

Foredlingsprogrammer.

Spredning av planten skjer hovedsaklig vegetativt. Spredning ved frg foregdr ogsd. I
Kenya har de utviklet et planteforbedringsprogram hvor utvalg og selektiv krysning
av blomster har gitt hgyere innhold av pyretrum. Det har imidlertid ogsd vist seg at
planter med et meget hgyt innhold av pyretrum er mindre hardfgre enn andre
blomster. Forbedringsprogrammet har gket den gjennomsnittlige mengden av pyretrum
fra ca. 1% til 2%.

Fremstilling av pyretrum.

Blomsterhodene inneholder 80% vann ved hgsting. Dette blir redusert til 10% ved
soltgrking eller ved mekanisk tgrking. Det tgrkede materialet blir s& videreforedlet
i en motstrgmsekstraksjon med et lett petroleumprodukt. Resultatet blir en mgrk
vaeske kalt oleoresin (oljekvae) som inneholder ca. 80% pyretrum. Dette réekstraktet
kan ha allergiske virkninger.

KARIN BOXASPEN, HAVFORSKNINGSINSTITUTTET, SENTER FOR HAVBRUK, FORSKNINGSSTASJONEN AUSTEVOLL.




PRODUKSJON AV PYRETRUM 5

Til videreforedling av oleoresin brukes ekstraksjon med metanol og filtrering over
aktivt kull. Dette gir en avfarget vasske hvor voksesterne er fjernet. Produktet kalles
"Pale extract" altsd avfarget ekstrakt. Dette selges i konsentrasjon pd 25%, men kan
ogsé fdes i 50%. Produktet brukes spesielt i aerosol bokser.

Etter ekstraksjonsprosessen inneholder blomsterhodene fremdeles litt pyretrum. Dette
materialet blir kuttet opp og brukt som basis i fremstilling av myggspiraler.

Tabell 1 Typer av pyretrumprodukter.

NAVN PA PRODUKT KONSENTRASJON(w/w)
Oleoresin 25%

Delvis raffinert 25%

"Pale Extract" 25%

"Pale Extract" 50%

Superfint Pyretrum 1,3%

pulver

Myggspiral pulver 0,6%

Pyretrum Fine Marc —

KARIN BOXASPEN, HAVFORSKNINGSINSTITUTTET, SENTER FOR HAVBRUK, FORSKNINGSSTASJONEN AUSTEVOLL.




GENERELL KJEMI, PYRETRUM 6

GENERELL KJEMI

Beskrivelse av Pyretriner.

Pyretrum er en blanding av flere stoffer. De aktive komponentene kalles pyretriner
og utgjer sterstedelen av ekstraktet. Pyretrinene deles inn i to grupper kalt Pyretrin
I og II. Gruppene inneholder seks aktive komponenter som alle er estere og
kombinasjon mellom krysantemum- eller pyretrinsyre og keto-alkoholene pyretrolon,
cinerolon og jasmolon. Gruppe Pyretrin I er estere av krysantemumsyre og gruppe
Pyretrin II av pyretrinsyre. I Fig. 1 er disse seks stoffene vist skjematisk.

PYRETRINER

Me Me R,
N\ N\ /
C =CH 0] C=C—CH; CH=C
/ \ I} / \
R, HC —CH-C — 0 —CH H

N/ AN
C CH;C =0
/ N\
Me Me
R, = Me Krysantemumsyre dvs. Pyretrin |
R: = COOCH, Pyretrinsyre dvs. Pyretrin |l

R, = CH=CH, pyretrin I/l
= CH, cinerin I/l
= CH,CH, jasmolin I/ll

Figur 1 Kjemisk sammensetning av Pyretriner.
Chemical composition of pyrethins.
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GENERELL KJEMI, PYRETRUM 7

Tabell 2 Oversikt over et typisk innhold av pyretriner i oleoresin (%ow/w).

Pyretrin I: 14,8%, derav:

Cinerin I 2,2%
Jasmolin I 1,2%
Pyretrin I 11,4%

Pyretrin II: 15,2%, derav:

Cinerin II 35%
Jasmolin II 1,2%
Pyretrin 11 10,5%

Totalt 30%

Sammensetningen av pyretrumekstrakt utgjgr vanligvis omtrent like mye Pyretrin I
og Pyretrin I, men det innbyrdes forholdet mellom de forskjellige esterne er ikke
likt. I tabell 1 er det vist en typisk sammensetning av pyretriner i oleoresin. Selve
forholdet mellom de forskjellige typene pyretriner forandrer seg lite i videreforedlingen
til raffinat.

Analyse av pyretriner.

Pyretriner er fettlgselige og forste ledd i en analyseprosess er 4 skille fett fra annet
materiale som mdtte vare i prgven. Deretter skilles pyretriner fra fett ved ekstraksjon
i egnede lpsemidler. Rekstraktet av pyretriner md i enkelte tilfeller renses ved hjelp
av kromatografi pa silicagel eller lignende. Renseprosessen kan serlig veere ngdvendig
nir utgangsmaterialet er komplekst (som fiskevev). Siste ledd i analysen er en
kromatografisk separering, hvor mengde av de enkelte pyretriner bestemmes. I tabell
2 er opparbeidingen vist trinnvis. En oversikt over analysemetode er gitt i bilag 1.

KARIN BOXASPEN, HAVFORSKNINGSINSTITUTTET, SENTER FOR HAVBRUK, FORSKNINGSSTASJONEN AUSTEVOLL.




GENERELL KJEMI, PYRETRUM 8

Tabell 3 Sammendrag av analyseprinsipp for pyretriner.

1. Ekstraksjon av fett med etyleter/pentan/vann/etanol.

2. Separering av fett og pyretriner med petroleumseter/acetonitril
ekstraksjon.

3. Rensing av pyretrinekstrakt med kromatografi.

4. Bestemmelse av innhold/mengde av pyretriner ved hjelp av HPLC eller
GC.

Stabilitet av pyretriner

Pyretriner er meget fotolabile og brytes sdledes fort ned i sollys. Rene lgsninger av
pyretriner kan lagres over lang tid hvis de far std kaldt og mgrkt. Helst bgr de pakkes
inn i folie og plasseres ved -25°C. Ved denne type lagring er de stabile i minst fem
ar (Godin,1968). Det har likevel vist seg at lgsninger opp mot 100% er mer ustabile.
Pyretriner holder seg best i en acetonlgsning og bgr ikke lagres med alkohol, eter
eller klorerte hydrokarboner.

Stereokjemiens betydning for aktivitet av pyretrum.

Pyretrinenes stereokjemi er bestemmende for om de er giftige eller ikke. Alle aktive
komponenter foreligger som trans forbindelser. Pyretrum som gift er fotolabil og ved
lyspavirkning vil aktiviteten forsvinne fort. Vanligvis skjer det en nedbrytningsreaksjon,
men det kan ogsé skyldes en isomerisering til cis forbindelsene som ikke er aktive
insektgifter. Slangegift kan for eksempel oppvise den samme type stereokjemiavhengige
giftighet. Vanlige proteiner inneholder kun L-isomere av aminosyrer, mens
slangegiftproteiner inneholder D-former av aminosyrene.

Nedbrytningsprodukter av pyretrum.

Nedbrytningsproduktene er ikke giftige og det er kanskje den viktigste grunnen til at
pyretrum er sd velegnet som bla. insektmiddel. Alle nedbrytningsproduktene er
fettlpselige som pyretrinene og vil ikke gd over i vannfase ved mnedbrytning.
Nedbrytningsmgnsteret for pyretriner er beskrevet av Otieno & Pattenden, 1979.

KARIN BOXASPEN, HAVFORSKNINGSINSTITUTTET, SENTER FOR HAVBRUK, FORSKNINGSSTASJONEN AUSTEVOLL.




GENERELL KJEMI, PYRETRUM 9

Andre kjemiske stoffer i Pyretrum.

Det markedfgres flere typer pyretrumprodukter. De kan grovt deles i réekstrakt og
raffinerte produkter. Innholdet av pyretrum varierer etter hvilken uttynningsgrad som
benyttes, men den stgrste variasjonen er i innhold av biprodukter som ekstraheres ut
sammen med pyretrum. Innholdet av de fleste av disse biproduktene minker ved
videreforedling.

1. Sesquiterpener: Bygget opp av isopren-enheter(Cs) til C,5 stgrrelse. Disse stoffene
er lite lgselig i lett petroleum som er fgrste trinn i ekstraksjonen. Derfor blir bare litt
overfgrt til rdekstraktet.

2. Triterpener og steroler: C,-enheter. Dette er uforsdpbart, voksaktig materiale. Det
finnes ca. 5% i rdekstrakt og 3% i raffinert materiale.

3. Alkaner: Det finnes endel av de stgrre alkanene fra C,, til C;, i pyretrum ekstrakt.
Da spesielt de oddetallige fra C,;s til C;,. De utgjgr 4% i rdmateriale, men kun 0,02%
i raffinert materiale.

4, Fettsyrer: Det finnes mye fettsyrer i alle ekstraktene fordi ekstraksjonsvaskene er
fettlgselige. I rdmateriale er det ca. 40% og i raffinert 20%. Typen av fettsyrer er de

vanlige dominante i plantemateriale.

5. Karotenoider: Det finnes opptil 1% av fri xanthophyll og opptil 1.5% naturlige
estere i rdmateriale, men dette er redusert til 0,04% i raffinert materiale.

Alle prosentangivelser er w/w.

KARIN BOXASPEN, HAVFORSKNINGSINSTITUTTET, SENTER FOR HAVBRUK, FORSKNINGSSTASJONEN AUSTEVOLL.
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PYRETRUM SOM GIFT

Pyretrum er en av de eldste naturlige gifter vi kjenner som fremdeles er 1 bruk. Det
er gjort mye forskningsarbeid pd pyretrum helt siden drhundreskiftet. Det er testet ut
pd et utall forskjellige insekter og dets virkning er veldokumentert. P4 pattedyr er
toksisitet i laboratorieskala prgvd (Griffin, 1973, Jolly & Waterhouse, 1962) samtidig
som pyretrum har veert nyttet bade til & bekjempe eksoparasitter (Smith, 1973) og
endoparasitter (McLellan, 1964) hos en rekke husdyr (bl.a. hester, sauer, griser og
fjeerkre).

Pyretrum har hittil veert brukt innen tre hovedomrader.

1. Direkte mot insekter rundt mennesker og husdyr som kakerlakker (Blattodea),
tovinger (Diptera) herunder hgyerestdende fluer og parasitter.

2. Preventiv sprgyting av matvarer som tgrrfisk, tgrket frukt m.m. for & beskytte mot
skadeinsekter (Sgmme & Gjessing, 1963).

3. I jordbruk- og skogbrukssammenheng, (Pillmore, 1973, Griffin, 1973).

4. Et mulig nytt omrdde er bekjempelse av lakselus i lakseoppdrett. En kopi av den
fgrste resultatbeskrivelsen er gitt i bilag 2.

Administrasjonsprinsipp.

I insektbekjempelse er spredning av giften viktig og det har enten veart gjort med
pyretrum innblandet i olje eller emulgert i vannbaserte sprayer. Det er ogsd utviklet
sdkalte rgykbomber til bruk over stgrre omrdder som for eksempel deler av en
skogteig eller en dker.

Ektoparasitter hos husdyr blir bekjempet ved at pyretrumpulver blir péfgrt huden
direkte eller at en emulsjon blir sprgytet pa.

Ved bekjempelse av endoparasitter md pyretrum beskyttes mot nedbryting i mage-
tarmsystemet. Administrasjonen skjer derfor med gelantinkapsler. Dette gir giften en
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mulighet til & nd tarmen fgr den blir deaktivisert.

For bekjempelse av lakselus pd laks utnyttes det faktum at lakselus har et ytre lipidlag
i eksoskjelettet, mens laksen har et vannlgselig slimlag. Pyretrum som er fettlgselig
vil derfor trenge selektivt inn i lusa og ikke i laksen ved eksponering.

Pyretrums virkemate.

Pyretrum hemmer ionetransporten i nervemembranene, serlig natriumtransporten.
Det er med andre ord en nervegift (Camougis, 1973).

Spesielt to faktorer er viktige for giftvirkningen til et stoff:
1. Evnen giften har til & penetrere inn i det aktuelle dyret.

2. Den eksponerte organismens evne til & detoksifisere giften.

Ved & tilsette en antioksydant som skulle beskytte pyretrum mot nedbrytning fgr den
kom inn i dyret, ble giftvirkningen mangedoblet (Anon.). Piperonylbutoksyd har vist
seg spesielt virksom i denne sammenheng. Den virker altsd bdde som antioksydant og
synergist. Forsgk har vist at piperonylbutoksyd ikke har noen giftvirkning alene. Den
synergistiske virkningen skyldes at den ogsd beskytter giften mot nedbrytning ogsa inne
1 organismen.

Toksisitet

Toksisiteten av pyretrum er underspkt for bdde vekselvarme og varmblodige dyr. I
tabell 4 er det listet dgdelige doser i form av LDs, og LCs, for endel dyr. LD star
for "lethal dose" som betyr dgdelig dose og LC for "lethal concentration” som betyr
dgdelig konsentrasjon. Tallet bak angir hvor stor prosentandel av dyrene som dgde
ved denne dosen/konsentrasjonen. Méten giften blir gitt pd er viktig for mengden
som ma4 til for & drepe individet. For vekselvarme dyr er dosen meget lav, mens det
for varmblodige dyr kan gis store doser gjennom tarmsystemet hvor giften hurtig blir
detoksifisert av esteraseaktiviteten. Barthel (1973) refererer til en person som spiste
50 mg pyretrum uten & merke annet enn litt nummenhet i munnen. Pyretrum har ogsd
veert nyttet mot innvollsorm og Chevalier (1930) henviser til en gruppe med
arkeologer
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Tabell 4 LD, dose av pyretrum. Oppgitt i mg/kg kroppsvekt hvor ikke annet
er nevnt

Husflue LDy, (ug/ind.) 0,58
Kakerlakk LCs, (mg/m® luft) 0,031

Mosquito " 0,210

Fisk LC;, (ug/l emulgert i vann)

Regnbuegrret 54

Coho laks 23

Guppy 18

Oralt Intraperitonalt Injeksjon

Mus 460 200-320 10,5
Rotte 820 200-350
Marsvin >1500
Hund 6-8
Kylling 380
Menneske 1000-2000

som spiste 20 mg (4 kapsler) preventivt mot orm hver dag i et helt ar. Det har ikke
veert rapportert om dgdsfall i forbindelse med pyretrum de siste 50 &r (Griffin, 1973).
Mengden som skal til ved injeksjon hos varmblodige dyr er derimot vanligvis mindre
enn 1/10 av oraldosen.
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Restverdier

Nér et kjemisk stoff skal godkjennes til bruk mot skadedyr pd eksempelvis matvarer,
er det viktig & pévise at det er smd eller ingen restverdier igjen i det behandlede
materialet. Det blir ogsd fastsldtt hvor hgy restverdi som er tillatt. De to stgrste
fordelene med pyretrum er at det nedbrytes raskt og at stoffet er lite farlig ved
humankonsum. Tillatt restverdi for eksempel i tgrrfisk, er satt til 3 mg/kg. Den
anbefalte hgyeste dose for et menneske er satt til 0,04 mg/kg kroppsvekt/dag. En
person pd 70 kg kan altsd spise 2,8 mg/dag uten & risikere skade. Hvis en er glad i
tgrrfisk kan en altsd spise ca. 1 kg pyretrumbehandlet tgrrfisk pr dag hvis denne
fisken inneholder den maksimum tillatte konsentrasjon av pyretrum. Grenseverdiene
er satt av FAO/WHO.

Konsentrasjonen av pyretrum i tgrrfisk er oppnddd ved & sprgyte fisken for & unngd
infeksjon av makkfluer. Ved anvendelse av pyretrum mot lakselus blir laksen utsatt
for pyretrum mens den er i live. Hvilken konsentrasjon vil en da kunne oppnd i
fiskefileten? I bilag 4 er det gjort et regnestykke basert pad at laks tdler kun lave
konsentrasjoner av pyretrum og under forutsetning av at kun levende laks gdr videre
til konsum. Regnestykket viser at det ikke er mulig & oppnd selv en tidel av den
tillatte restverdien (FAO) i tgrrfisk for pyretrum.

Resistens

Vanlig for de fleste gifttyper er at dyr bygger opp resistens etter & ha blitt eksponert
over lengre tid. Pyretrum som bestdr av hele seks aktive komponenter og er lite
selektiv, gjgr at insekter ikke kan bygge opp resistens like fort som mot stoffer som
bare har en aktiv komponent. Det har blitt pavist resistens hos laboratoriedyr som har
blitt utsatt for pyretrum over lengre tid. Det er imidlertid ikke funnet resistens hos
noen dyreart i naturen.
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nytt middel

Forskerne ved Akvakulturstasjonen Austevoll har
funnet et nytt lovende middel mot lakselus. Mid-
delet er et naturprodukt, utvunnet av oppmalte
blomster (krysantemum), godkjent i matvarein-
dustri, produsert i et utviklingsland som er et av

Norges hovedsamarbeidsland, attpatil i omrader

PYRETRUM er en neuroaktiv blanding
av pyretriner. som er effektiv som insekt-
gift. Innledende forsgk ved Akvakultursta-
sjonen Austevoll har vist at stoffet kan vere
giftig for fisk dersom det er emulgert (fin-
fordelt i vann). En har imidlertid unngatt
dette problemet, og er nd istand til 4 avluse
fisken uten 4 risikere dedelighet p laksen.
Dette har sin bakgrunn i at lakselusa har et
lipidlag i ytre delen av skallet, mens laksens
slimlag er vannlgselig. Ved & la laksen
hoppe gjennom et oljelag hvor vi hadde til-
satt det fettlgselige pyretrumet, fant vi at vi
kunne f& pyretrum inn i lakselusa i virksom
konsentrasjon, mens laksen forble updvir-
ket. Vi tilsatte en antioksydant (piperonyl-
butoksyd) for 4 bremse p& den foto-
kjemiske nedbrytningen av pyretru-
met. Begge preparatene er til-
latt brukt i matvareindu-

strien.  Oljen  vi
brukte er til-

latt be-

nyt-

tet

til

in-

tresektsbekjem-

pelse i drikkevann (bryter over-
flatehinnen). Vi antar at det pyretrumhol-
dige oljelaget vil ha en forebyggende effekt.
da frittsvemmende lakselusiarver tiltrekkes
av lys og fglgelig med en viss sannsynlighet
kommer i bergring med pyretrumet. Ved &
velge disse kandidatstoffene mener vi & ha
oppfylt de krav en ber stille til en modeme
og akseptabel kjemnisk behandling av lakse-
lus.

I det folgende skal vi gjengi resultatene
fra et av flere forspk gjennomfert ved
Akvakulturstasjonen Austevoll hasten 1989
som etter var mening demonstrerer det po-
tensialet som pyretrum har. Den behand-
lingsmetoden som vi beskriver er etter all
sannsynlighet ikke optimal. I 1990 kommer

Av PER J. JAKOBSEN
og JENS CHR. HOLM
Akvakulturstasjonen Austevoll,
Senter for havbruk,
Havforskningsinstituttet

det forhdpentligvis til & bli utfgrt en rekke
optimaliseringsforspk ved Akvakultursta-
sjonen Austevoll

Fig. 1: Skisse av behandlingskrage.
Tegning Jens Chr. Holm.
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Forsgks-
oppsett

Fisken (totalt 448 laks mellom 0,6 og 1,7
kg som gikk inn i sin andre vinter i sjp) ble
holdt i fire 5Sm x 5m merer (Fig. 1) ved
Akvakulturstasjonen  Austevolls vestlige
(indre) sjpanlegg. Temperaturen varierte i
lz et av forsgket mellom 10,8 og 11,2 gra-
der Celcius.

Hver mar var omsluttet av en plastbelagt
presenningskrage som var 100 cm bred.
Halvparten (50 ¢cm) av denne hang nedi
vannet, resten over. Kragen var sjaklet fast
1 hoppegjerdet, og ble holdt pa plass av bly
i nedre kant.

Ved forsoksstart (4. oktober. Dag 1) ble

som ligger for hgyt for matvareproduksjon. For-
spk utfert ved Akvakulturstasjonen Austevoll
tyder pa at dette stoffet, PYRETRUM, er mer ef-
fektivt og langt & foretrekke framfor dagens syn-
tetiske nervegifter.

fisken fordelt tilfeldig, men likt i antall i de
fire marene. Fra hver mer ble det bedovd
ti tilfeldig valgte fisk og antall lus av ulike
stadier ble talt opp.

Det samme ble gjort etter Dag 8 og 14,
og ved forsekets avslutning (Dag 24). Ved
start hadde hver laks i gjennomsnitt mellom
30 og 40 voksne og halvvoksne lus.

Ito av marene ble det ved Dag 8 pr mar
tilsatt 6 liter av en blanding med 5,50 liter
av en spesiell olje, 0,25 liter pyretrum (25

% aktiv substans) og 0.25

liter piperonylbutoksyd.

En tidligere behand-
b ling (Dag 1) med
mindre olje ga

ikke noen
klar ef-

% fekt,
\“h \ selv. om
UILEEY det ble
7. brukt 025
liter pyretrum

pr mer ogsd her.
Sédledes synes 0.1 dl
pyretrum (25%) pr
kvadratmeter & vare
tilstrekkelig, forutsatt én
teoretisk  oljelagtykkelse
pd 0.24 mm (2.4 d! oljeblan-
ding pr kvm).

Resultater

Behandlingen innsatt Dag 8 ga klare
effekter. Antall lus i tidlig-stadiet var
signifikant forskjellige mellom ubehand-
lede grupper (i snitt 27,9 og 35,7 chalimus
/laks) og behandlede grupper (snitt 4,8 og
11,3 chalimus/laks). Det var ogsa signifi-
kante behandlingseffekter for voksne hun-
lus, voksne hanlus. samt for de halvvoksne
stadiene av de respektive kjgnn (Fig 2 c:d).
Vi mener & ha vist at pyretrum er en
meget lovende kandidat for alternativ be-
handling av lakselus. Imidlertid vil vi fra-
r&de norske fiskeoppdrettere & basere seg pa
rutinemessig aviusning med dette stoffet i
1990. Vi gnsker imidlertid & komme i kon-
takt med seriose oppdrettere fra ulike deler
av Norge som er villig til 4 prove ut stoffet
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Store produksjonstap

Angrep av krepsdyrparasittene lakselus
(Lepeophtheirus salmonis) samt Caligus
elongatus er en av de viktigste drsakene til
produksjonstap i mearoppdrett av laks. I
Norge er det fgrstnevnte art som skaper pro-
blemene, mens det er omvendt f.eks. i Ca-
nada. Lusa spiser slim. skinn og blod fra
verten. noe som igjen gir et misforhold i salt
/vaskebalansen samt sekundzrinfeksjoner
av eksempelvis vibriose. Lusinfeksjon gir

gkt hoppeaktivitet hos laksen, noe som
igjen pker risikoen for at laksen treffer not-
veggen (hoppegjerdet). Dette kan igjen gi
sdrskader og indirekte produksjonstap. Lu-
sangrep i seg selv gir ogsa redusert tilvekst.

Disse parasittiske krepsdyrene tilhgrer hop-
pekrepsene (Copepoda). De har planktonis-
ke larvestadier og ingen mellomvert. Den
frittlevende lakselusa tiltrekkes av lys. De
forventes derfor 4 samle seg i de gverste
vannlag.

Neguvon var banebrytende

Det ble i sin tid sett pd som svart avgje-
rende for videre framvekst i norsk opp-
drettsnaring da Emmy Egidius og Per Olav
Brandal ved Havforskningsinstituttet viste
at Neguvon var et brukbart middel mot lak-
selus i oppdrett. Det er nd tretten 4r siden
metoden ble publisert. Gjennomgripende
nye metoder har inntil det siste ikke blitt ut-
viklet, selvom bade miljpdebatten (da spe-
sielt i Skottland) og manglende behand-
lingseffektivitet burde forlengst ha medfert
en betydelig nyutvikling.

Kraftinnsats mot lakselus

turstasjonen Austevoll. Asmund Bjordal ved FTFI
(fangstseksjonen) er ansvarlig for prosjektet "Bio-
) logisk avlusning av laks". Dette prosjektet har
arbeidet med bruk av leppefisk som “ren-
holdsarbeidere” i laksemarer.

For & sikre stgrst mulig naringsmessig
relevans i lakselusarbeidet. har en oppret-
tet en egen referansegruppe for lakselus
ved Akvakulturstasjonen Austevoll. Den
bestdr av representanter for Norske Fis-
keoppdretteres Forening, Austevoll Fis-
keoppdrettslag, Trouw Forskningssenter

A/S, Ewos A/S, Biomar og Mowi, foruten
npkkelpersonell fra Akvakuiturstasjonen
Austevoll.

som ble gjennomfert i regi av Havforsknings-
instituttet i 1989,

Fra og med 1990 vil hovedprosjektet "Al-
ternativ behandling av lakselus” sannsyn-
ligvis bli gjennomfert, ogsa dette ved
Akvakulturstasjonen Austevoll. Det nye
lakselusprosjektet omfatter femn delpro-
sjekter som omfatter sdvel kjemiske som
biologiske aspekter.

En ensker & tilegne seg ny kunnskap om
lakselusas biologi for 4 danne grunnlaget
for forbedrede behandlingsméter. NFFR har
stottet flere lakselusprosjekter ved Akvakul-
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Nuvan - ikke godt nok

Idag behandles lakselus med den omdis-
kuterte insektgiften NUVAN (dichlorvos).
Dette organofosfatet virker bare pd halv-
voksne og voksne stadier av lakselus. men
klarer ikke 4 fjerme de yngre fastsittende
stadiene som fester seg pd laksen. Resulta-
tet av en vanlig Nuvanbehandling blir der-
for gjerne at den infiserte laksen fortsatt vil
vare infisert med lus i alle de fastsittende
og voksne stadiene, spesielt de yngste.

Dette gjor at laksen ma behandles relativt
ofte. noe som er alt annet enn enskelig. Sett
i forhold til slakting og salg er slike hyppige
behandlinger meget vanskelig & innpasse.

nedbrytningsprodukter av Nuvan kan pavi- «

ses 1 laksen inntil en méned etter behand-
ling.

Det er viktig & finne gode alternativ til
Nuvan. ikke minst fordi stoffet er farlig for
mennesker dersom det brukes feil. det er
dessuten generelt giftig for marine kreps-
dyr. Det er en rekke krav som ma stilles til
alternative behandlingsmetoder. Nve meto-
der ber vare mindre arbeidskrevende. sik-
rere. redusere behandlingsstresset hos lak-
sen og vere mindre giftig for miljoet. Det
ber helst ikke omfatte stoffer eller behand-
lingsmater som pa noen mate kan skape ne-

gativ omiale blant forbrukere av norsk laks.

Andre alternativer?

Ivermectin har veert testet i utlandet pd
lusinfeksjoner hos laks og regnbueaure.
Enkle eller gjentatte behandlinger reduserte
antallet voksne lus og pdvirket muligens
kjennsmodningen hos unge individer. Stof-
fet brukes ikke kommersielt da det er for
giftig for fisken.

En annen angrepsvinkel har vert 4 ha
leppefisk 1 laksemaren. forst og fremst
bergnebb (Ctenolabrus rupestris).

Ved & la bergnebben beite lus av laksen,
var Asmund Bjordal og hans medarbeidere
fra FTFI istand til 4 kontrollere lakselusan-
grepene. bide i m&rene ved Akvakultursta-
sjonen Austevoll og pd kommersielle an-
legg. Vi mener at det vil vere ytterligere
behov for utvikling av alternativ behand-
ling. Dette fordi de aktuelle leppefiskene
ikke er utbredt i hele Norge, dessuten er ren-
seeffekten av leppefisk ikke alltid like for-
utsigbar. Dette har vart bakgrunnen for at
en har lett etter en akseptabel insektgift. I
de neste drene vil nye kandidater bli testet
ut

Litteraturliste kan f4s ved henvendelse til
forfatterne.

Naturstoff fra Kenya

Pyretrum utvinnes av blomstene fra en
krysantemum-art. Den dyrkes pa den keny-
anske hovsletten, i et omrdde som ligger for
heyt og er for skrint for matvareproduksjon.
Omlag 40.000 familier lever av pyretrum-
produksjon. Sdledes vil parasittbekjemp-
ning i norsk lakseoppdrett kunne foregd
med et naturstoff utvunnet av blomster.
samtidig som dyrkingen skaffer livsviktige
inntekter for fattige bender i et utviklings-
land.

Pyretrum bestdr av fire komponenter. alle
er estere, og brytes folgelig meget raskt ned
av den hoye esterase-aktiviteten som varm-
blodige dvr har i tarmen. Stoffet er god-
kjent av Giftnemda, og er tillatt brukt mot
skadeinsekter pd klippfisk, samt i insekt-
sprayer som kan brukes pd kjokken.

Det er i skrivende stund vanskelig 4 fa tak
i storre mengder pyretrum i Norge. Eneim-
porteren til Norge arbeider nd pd spreng
med 3 {4 inn sterre kvanta. Prisen som en
md betale pr behandling er sannsynligvis
ennd noe for hey. Prisen for en pyretrum-
behandling er likevel sammenlignbar med
en NUVAN-behandling.

‘1!
‘.i
’

l’

l
!_'"5-

.
* o

In
3.

— Selskap i rask vekst —

Biomar utvikler, produserer, markedsfarer og distribuerer fér og andre drifts-
midler til fiskeoppdrett i Norge og internasjonalt.
Selskapet eies av Norsk Hydro A/S; Dyno Industrier A/S og det danske Korn-

og Foderstofkompagniet A/S.

Virksomheten | selskapet er basert pa aktiv forskning og utvikling rettet mot
a fa en ledende posisjon som leverander til havbruksnaeringen.

PRODUKTUTVIKLER

FOR TIL OPPDRETTSFISK

ANSVAR/OPPGAVER
* Utvikle nye fortyper

FoU-miljeer
* Drive undervisning/oppleering

KVALIFIKASJONER

0g praksis

* Gjennomfere FolU-prosjekter (erneering/prosess)
* Samarbeide med norske og uteniandske

Vi seker medarbeider med relevant utdannelse

BETINGELSER

Bedriften kan tilby en utfordrende stilling med interes-

sante utviklingsmuligheter og konkurransedyktig lenn. Vi
kan veere behjelpelig med & skaffe bolig. Biomar Produk-

ter holder til i trivelige lokaler i Oslo.

SOKNAD

Seknad sendes innen 5/2-90 til

Biomar Produkter A/S

Postboks 102 Refstad, 0513 Oslo 5

Opplysninger om stillingen far du ved & henvende deg til
Utviklingssjef Freddy Johnsen eller adm.sekr. Inger Holter, tif. (02) 71 07 80
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Py—Sal 25

NATURPRODUKT FOR BEKJEMPELSE AV LAKSELUS

Py-Sal 25 er i samarbeid med Akvakulturstasjonen pd Austevoll, utviklet for
bekjempelse av lakselus. Hovedingrediensen er en planteekstrakt utvunnpet av en
blomst i Chrysanthemum slekten.

Blomsten dyrkes pd hoyslettene i Kenya, og har veert brukt til bekjempelse av
insekter i flere hundre 4dr.

Py-Sal 25 GIR FOLGENDE FORDELER:
— Alle ingredienser er godkjent brukt i forbindelse med neringsmidler.
— Skader ikke naturen, og brytes ned av lyset i Igpet av fd deogn.
— Ingen negative bi—virkninger som vekttap o.l
— Fisken kan omsettes etter en uke.
Enkel og lite arbeidskrevende behandlingsmadte.
DOSERING :
Fisk med sdr bor ikke behandles.
Spesialduken festes slik at man fdar | meter over og | meter under vann.

Tilsett en 1/2 liter Py—Sal 25 pr. kvadratmeter. Det vil si 72 liter Py-Sal
i en en mar pda [2 x I2 meter. Duken fjernes etter 48 timer.

Dersom det er mulig, bgr man forspke 4 samle opp oljen, som forgvrig ikke
innholder noe aktivt materiale, og kan fplgelig ikke brukes igjen.

Inntil forspkene med Pyrethrum er avsluttet og preparatet er endelig godkjent,
anbefaler vi at man utviser den stgrste varsomhet.

Benytt beskyttelseshansker og unngd hudkontakt.

NB !'! Py-Sal 25 MA IKKE BLANDES MED VASKEMIDLER ELLER ANDRE
KJEMIKALIER SOM GJ@R PRODUKTET BLANDBART I VANN.

MAR SKJORT:

Behandling bagr skje i rolig vaer, og helst starte om ecttermiddagen, da direkte
sollys vil bryte ned Py-Sal 25.

Meer skjortet er laget av PVC, som ikke avgir helseskadelige stoffer.
Skjortet tdler saltvann, og sprekker ikke ved lave temperaturer.

Det leveres komplett med kroker og innsydd blyline .

BRUKERE AV PY-SAL 25 BES FYLLE UT SKJEMAET SOM FOLGER PRODUKTET.
SKJEMAET RETURNERES FERDIG UTFYLT TIL NORSK PYRETHRUM A/S.

Forhandles av: NORSK PYRETHRUM A/S, BOKS 119, LAMBERTSETER, 1101 OSLO lI
TLE. 02 287870 — 02 286118 TELEFAX 02 295050
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NOTAT 1: Kan et menneske risikere forgiftning ved 4 spise laks som er
pyretrumbehandlet?

Fakta:

- Konsentrasjon som gir 50% dgdelighet (LCs,) for regnbuedrret: 0,054 mg/1
pyretrum emulgert i vann, (Pillmore, 1973).

- Dgdelig dose av pyretrum for mennesker er antatt & veere 1000-2000 mg/kg
kroppsvekt, (Jolly & Waterhouse, 1962).

- FAO?’s tillatte restverdiniva for pyretrum: 3 mg/kg for tgrrfisk.

- FAO’s anbefalte maksimum dose av pyretrum til mennesker: 0,04 mg/kg
kroppsvekt/dag.

Hvor stor mengde pyretrum kan en laks fi i seg?

Antar:

- Dgdelig dose av pyretrum er relativt lik for laks og regnbuegrret.

- 0,1 mg/l pyretrum vil drepe all laks, ikke bare halvparten (dobbel LCs, dose).

- Transport inn i fiskefileten stopper ndr konsentrasjonen av pyretrum er lik i
fisken og i vannet.

Hvis vi tenker oss at vi gker konsentrasjonen opp mot 0,1 mg/l i vannet vil laksens
innhold av pyretrum gke opp mot denne verdien (de fleste vil dg lenge fgr). Analyse
av de laks som fremdeles er i live like f@r dgdelig dose er nddd vil da vise fglgende:
En konsentrasjon av pyretrum opp mot 0,1 mg/l fisk. For enkelhets skyld setter vi
0,1 mg/1 lik 0,1 mg/kg. Det vil medfgre at vi far 0,1 mg pyretrum pr kg fiskefilet. Det
er en konsentrasjon som er tiendeparten av tillatt restverdi i tgrket fisk.

For & nd FAO’s maksimumsdose, vil et menneske som veier 70 kg, mitte innta 2,8
mg pyretrum/dag. Hvis fileten da inneholder s4 mye som 0,1 mg pyretrum, kan
vedkommende konsumere 28 kg oppdrettslaks pr dag uten i overskride FAO-grensen.

Mennesker har blitt behandlet mot innvollsorm med daglige doser pa 20 mg pyretrum
pr dag, (Griffin, 1973). Ved konsum av laksefilet som spesifisert over vil dgden
inntreffe etter inntak av 10-20 tonn pr dag. En m4 anta at dgden vil intreffe av andre
arsaker fgr en kommer opp i et slikt konsum.

Injeseres pyretrum i blod hos pattedyr, vil dgden intreffe ved minimum 5 mg pyretrum

pr kg kroppsvekt (350 mg for 70kg). Fglgelig m& pyretrummengden fra 3500 kg laks
injiseres i et normalt menneske.

Antagelsene over er maksimert i alle henseende. Allikevel ender vi opp med en
sluttkonsentrasjon av pyretrum i fiskefileten som ville passert FAQO's restverdikontroll.

KARIN BOXASPEN, HAVFORSKNINGSINSTITUTTET, SENTER FOR HAVBRUK, FORSKNINGSSTASJONEN AUSTEVOLL
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ANALYSE AV PYRETRINER

1. Tidlige metoder

a)

Syre-metode.

b) Isolering av semicarbazoner/nitrogenbestemmelse.

¢) Reduksjonsmetoder (kobber, kaliumferrocyanide).

Samleartikkel Gnadinger (1936).

2. Oversikt over nyere metoder.

A. AOAC "The Association of Official Agricultural Chemists"
B. DNP-metode "Dinitrophenylhydrazon"

C. EDA-metode "Etyldiamin"

D. Spektrofotometer

E. TLC

F. GLC

G. HPLC

Prinsipp for metodene.

A. AOAC Er ogsd kalt kvikkselv reduksjonsmetoden.

Skiller fettsyrer og chrysanthemumsyrer ved hjelp av

1.
bariumsaltfelling.

2. Kvikkseplvsulfat reagerer med chr.syre og mengden bestemmes
med iodometri.

Egnethet:

- Tidkrevende

D&rlig reproduserbarhet
Andre stoffer (falske pyretriner) intefererer.
Indirekte bestemmelse. Bestemmer kun Pyretrin I (bruker

omregningsfaktor).

Head, 1970.




B. DNP-metode. Bruk av dinitrophenylhydrazon.

1. Reaksjon mellom Pyretrinenes keto-del og DNP.
2. PyDNP I/II skilles pd en alumina kolonne.
3. Mengde bestemmes i spektrofotometer ved 377nm.

Egnethet:
+ Upavirket av synergist.

+ Skiller I/II.

Head, 1964.

C. EDA-metode. Bruk av etyldiamin.

1. Renser vekk "falske" pyretriner pd en alumina kolonne.
2. Reaksjon mellom EDA og syklopentenolone.

3. Titrering med natriummetylat.

Egnethet:

+ Kort analyse tid.

+ Bedre reproduserbarhet enn AOAC.
- Bestemmer kun Totalpyretrin.

Wachs & Hanley, 1968.

D. Spektrofotometer.

Flere metoder er beskrevet ( DNP-metoden er en av dem) hvor

man utnytter fargereaksjoner eller mdler absorbans direkte.

Direkte
1. Ekstraksjon med petroleums eter.
2. M&ling av OD ved 225nm.




- Interferens av annet materiale som absorberer ved samme
belgelengde.
- M4 kvantifiseres med annen metode.

E. TLC Tynnsjiktskromatografi.

1. Et ekstrakt av pyretrum settes pd en TLC-plate.
2. Alle pyretrinene skal vare separerbare med rett

fremkallingsvaske.
Egnbarhet:
+ Enkelt & bruke.

~-- Arbeidskrevende kvantifisering.

Stahl & Pfeifle, 1966.

F/G. GLC/HPLC

Begge metodene krever et rent ekstrakt av pyretriner i egnet
lgsningsmiddel. Dette kan vare arbeidskrevende. N&r en har
passert opparbeidningsfasen kan analysearbeidet

rasjonaliserers ved hjelp av autoinjektor teknikk.

1. Fett/fettleselig ekstraheres med etyleter,etanol,pentan.
2. Fett og pyretriner skilles med acetonitril/petroleumseter
3. Sluttekstraktet renses videre pa en Cl18/silica kolonne.
4. Analyse pd GLC/HPLC.

Ekstraksjon og rensing: Moore, 1973
Analyse: Head, 1964,66,67/Debon & Segalen, 1989.

SP@RSMAL??
Hvor neyaktig md vi analysere? Er totalpyretrin nok eller m&

vi vite innhold av alle pyretrinene?




ANALYSE AV FISKEVEV/OLJE FOR RESTER AV PYRETRUM

Vevsprgver: 25 g (max. 5 g fett)

Fettprgver: 5 g

25/5 g materiale

100 ml etanol

Hurtigmixer
200 ml etyleter
100 ml vann
100 ml pentan
Separeringstrakt ristes

vannfase (underst) kastes
Filter med vann-

fritt Na,SO,

vask med 3*15 ml pentan

luft

lgsningsmidler blases av
Vannbad
60-80°C

Fett og fettlgselige(bl.a pyretrum) stoffer.

O Ty e e




RENSING AV FETTEKSTRAKT FOR VIDERE ANALYSE

KP Fett/fettlgselig materiale

" Petroleumseter til 25 ml
}

125 ml
skilletrakt
30 ml acetonitril mettet lgsning

/ 1 petroleumseter

¥
3*30 ml
acetonitril
(vasking)

Acetonitrilfase
v
—— 700 ml 2% Nacl
100 ml petroleumseter
vannfase
100 ml petroleumseter
ristes 15s
petroleums
eter
fase
petroleumseter
fase vannfase
S kastes

2*100 ml vann (vasking)
(+evt. Nacl)

Kolonne med vann:
fritt Na,SO,

Kolonne kromatografi
silica gel
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NAVNGIVING AV PYRETRUMFORBINDELSER

Definisjon Engelske navn Norske navn
Hovedekstraktet Pyrethrum Pyretrum
Klasseinndeling I/1II Pyrethrins Pyretriner
Klasse I Pyrethrin 1 Pyretrin 1
Navn pd pyretrinene pyrethrine pyretrin
jasmoline jasmolin
cinerine cinerin

En mé merke seg spesielt skille mellom navnet pd klassen Pyretrin (I/II), som
skrives med stor bokstav og navnet pyretrin som bare er én ester.







