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Uber einige neue Insektizide
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(Schluf})

Seit mehreren Jahren haben wir uns hemiiht, Substan-
zen herzustellen, die iiber cine bessere Dauerwirkung
und cin breiteres Wirkungsspektrum verfiigen als die
besprochenen Urethane. Wenngleich schon vor der
DDT-Ara in verschiedenen Korperklassen der organi-
schen Chemie Verbindungen mit einer gewissen insck-
tiziden Wirkung gefunden worden waren, so war doch
auller den chlorierten Kohlenwasserstoften nur noch
cinigen Vertretern organischer Phosphorsiauren cin gro-
Berer praktischer Erfolg heschicden.

Im Jahre 1925 hatte WissinG in der deutschen Pa-
tentschrift 462688 dic insektizide Wirkung von Trikre-
sylphosphat beschrichen. Zu praktisch brauchbaren In-
scktiziden dieser Korperklasse gelangten jedoch erst
ScurADER und Mitarbeiter, dic in den letzten zwei Jahr-
zchnten vicle Hunderte von organischen Phosphorderi-
vaten synthetisierten®. AuBBer durch ihre inscktiziden
Eigenschaften sind einige dieser Kérper, wic Sarin und
Tabun, als duflerst starke Nervengifte hekanntgewor-
den. Wihrend des Krieges wurden sie in Deutschland in
grolen Mengen hergestellt, aber gliicklicherweise nic
verwendet? 190,

Als Inscktizide sind inshesondere die folgenden Ver-
bindungen hervorgetreten:
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OMPA, Octamethylpyrophosphoramid, von SCHRADER
hergestellt, nachher aber speziell in England bearbeitet??,

8 G. Scunrapkr, Die Entwicklung neuer Inscktizide auf Grundlage
organischer Iluor- und Phosphor-Verbindungen, Monographien zu
Angew. Chem. und Chem.-Ing.-Techn. Nr. 62, 2., erweiterte Auflage
1952,

® B. HormsriDT, Synthesis and Pharmacology of Dimethyl-amido-
ethoxy-phosphoryl Cyanide (Tabun) Together With « Description of
Some Allied Anticholinesterase Compounds Containing the N-P Bond,
Acta Physiol. Scand. 25, Supplementum 90, Stockholm 1951,

10 M.I".SarTORL, New Development in the Chemistry of War Gases,
Chem, Rev. 18, 225 (1951).

1 W.E.Rwprer und R.M.GREENSLADE, A New Systemic Insec-
ticide Bis (Bis Dimethylamino Phosphorous) Anhydride, Bull. Ento-
mol. Res. 40, 481 (1950).

besitzt gute systemische Wirkung, ist aber fiic Warm-
bliiter stark toxisch. Das weitaus am meisten verwen-
dete phosphorhaltige Inscktizid ist cin Derivat der Thio-
phosphorsiure, das o,0-Diithyl-p-nitrophenylthiophos-
phat der Formel:
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Das als «I5 605» oder Parathion hekannte Produkt weist
schr gute inscktizide Eigenschaften auf. Trotzdem es ein
ziemlich starkes Gift ist, werden allein in den USA jihr-
lich ctwa 2000 Tonnen Parathion hergestellt und ver-
braucht.

In den letzten Jahren hat Bayer noch cinen Triester
der Thiophosphorsiure unter der Marke «Systox» cin-
gefiihrt. Die Verbindung der folgenden IFormel, dic auch
den allgemeinen Namen Demeton nriigt,

25 (C,11,0), |1’~0CH,CII:SC2 M,
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weist cine ausgezeichnete systemische Wirkung auf, ihre
Anwendung wird jedoch durch ihre hohe Ciftigkeit he-
grenzt,

Wir haben versucht, dic Dimethylcarbaminsaurcester
sowohl in den zykloaliphatischen als auch in den hetero-
zyklischen cnolisiecrharen Systemen durch Phosphor-
bzw. Thiophosphorsiiureester zu ersetzen® und gelangten
so zu Priparaten folgender Konstitution:
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Unser Ziel muBite natiirlich darin bestehen, weniger gif-
tige (fir Warmbliiter) oder besser insektizid wirksame
Produkte zu erhalten. Die obgenannte Verbindung er-
fiillte aber keine dieser Anforderungen. Verwendet man
an Stelle von Dimedon 5-Methyl-dihydroresorcin als
Ausgangsmaterial und kondensiert es mit Dimecthyl-
thiophosphoresterchlorid, so gelangt man zu ciner Ver-
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LD 50 Maus per os 220 mg/kg

bindung, die zehnmal weniger giftig als Parathion ist,
dic aber in Feldversuchen weitgehend versagte.

Wie bei den Dimethylcarbainaten war auch hier heimn
Ubergang zu den heterozyklischen Enolen cin bedeu-
tender Fortschritt zu erziclen. Das Priparat G 23432
hatte bereits cine Aktivitit, dic derjenigen des Parathions

nahckam:
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ohne sic allerdings zu errcichen.
Wird in der obigen Formel der Phenylkern durch Was-
serstoff ersctzt, so entstcht cine Verbindung der I'ormel
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deren inscktizide Eigenschaften mit denen des Pa-
rathions vergleichbar sind. Dieser Ester 1a8t sich nicht
unzersetzt destillieren, und seine Struktur ist, wie wir
beim entsprechenden Dimethylurethan geschen ha-
ben, nicht villig sichcrgestellt. Die Substanz hat sich
auch unter praktischen Verhiltnissen, insbesondere
gegen DBlattliuse und Spinnmilben, weitgehend be-
wihrts 12,

Noch war aber ein Postulat nicht erfiillt: Pyrazothion
ist fir Warmbliiter ebenso toxisch wic Parathion

12 . Gassen, Expériences sur la lutte contre les araigndes rouges
avee de nouveaux acaricides, 3¢ Congrés International de Phyto-
pharmnacic Paris, septembre 1952,
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und bot daher keine Vortcile gegeniiber diesemm Pra-
parat. .

Dic Flicgensituation wurde aber schon im Jahre 1951
in einzelnen Gebieten dermaflen prekir, dafl kein cblo-
ricrter Kohlenwasserstoff mchr zur Fliegenbckampfung
beniitzt werden konnte.

Im Wallis z. B. wirkten cblorierte Kohlenwasserstofte
auch in schr hohen Konzentrationen nicht mehr gegen
I'liegen.

Wie bei den Urcthanen, so lielen sich auch bei den
Phosphorsiiurcestern Pyrimidinderivate finden, dic fiir
Warmbliiter relativ wenig giftig sind.

Dic Pyrimidinderivate der Thiophosphorsiuren sind
zwar ctwas weniger wirksam als die entsprechenden
Phosphorsaureverbindungen, doch erwiesen sie sich
erstens als stabiler und zweitens als weniger toxisch als
die Sauerstoffanalogen. Um in maglichst kurzer Zeit die
optimal wirksamen Verbindungen dieser Gruppe eruicren
zu kénnen, war eine enge Zusammenarbeit zwischen
Chemikern, Entomologen und Medizinern Vorausset-
zung. Es ist mir daher einc besondere Freude, den Her-
ren Dres. Gasser, WIESMANN, GROB, KOCHER, GaAsT,
den Herren MLLER und WYNIGER in Basel, den Herren
Dr. FErcusoN und ALEXANDER in New York fiir die
prompte Untersuchung der bhiologischen Eigenschaften
der besprochenen Substanzen sowic Herrn Professor
DomENJOz fiir die toxikologischen Priifungen und Herrn
Dr. PuLvER f{iir seine biochemischen Versuche mecinen
besten Dank auszusprechen. Nur die Mithilfe aller Ge-
nannten ermdglichte einc rasche Losung der gesteliten
Aufgabe.

Unter den vielen dargestellten Produkten wurden auf
Grund der insektiziden und der toxikologischen Daten
die beiden nachstehenden Verbindungen zur weiteren
Bearbeitung vorgeschlagen.
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Uber ihre Herstellung sei folgendes berichtet:

PINNER'Y hatte 1892 in ciner Monographie die Iler-
stellung von Iminoathern, Amidinen und Oxypyrimi-
dinen beschricben. Gestiitzt auf scine Angaben, stellten
wir aus Isobutyronitril das 2-Isopropyl-4-methyl-6-
oxypyrimidin dar:

13 A, PINNER, Die Iminoéther und ihre Derivate, R. Oppenheim,
Berlin 1892,
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Auf allen Unterlagen ist die Anfangswirkung von Dia-
zinon die beste. Die Dauerwirkung von Parathion auf
Glas ist besser als jene des Diazinons, auf porssen Unter-
lagen (wie Holz und Tapete) hingegen sind die Verhalt-
niss¢ umgcekehrt. Die guten Ergebnisse von ausgedchn-
ten Freilandversuchen der letzten Jahre gegen die ver-
schicdensten Schadinsckten haben dazu gefiihrt, daf
die Diazinonprodukte, die schon scit 1952 als Ilicgen-
hekdmpfungsmittcl ausgedehnte praktische Verwendung
fanden, in diesem Jahr auch auf dem landwirtschaft-
lichen Sektor cingefiihrt werden!?s,

In bhezug auf Warmbliitertoxizitiaten lauten die Zah-
len von Diazinon im Vergleich zu Parathion wie folgt:

34
T . - !
Muus per os Ratte per os
Diazinon | Wirksubstanz | ctwal00mg 240mg/kg
Emulsion ctwa 80mg 220mng/kg !
Suspcnsions- :
spritznittel ctwal80mg | bis 800mg/kg I
Parathion | Wirksubstanz 18mng | ctwa lOmg/ng

In chronischen Toxizitatsversuchen hat sich keine Ten-
denz zur Kumulation crgeben, so dafl wir annchmen
diirfen, dafl Diazinon, trotzdem es cine akute Toxizitit
in der GroBenordnung der Gamma-Hexachlorcyclo-
hexanprodukte besitzt, weniger gefihrlich als die mei-
sten chlorierten Kohlenwasserstofle ist.

Uber Substanzen, die im Zusammenhang mit Dia-
zinon hergestellt und untersucht wurden, sei noch kurz
berichtet: Es ist aus der Literatur hekannt, dafl heim
Ersatz der Athylgruppen in Thiophosphorsiurcestern
durch Methylreste zum Teil sowohl die Wirksamkeit wie
auch inshesondere dic Toxizitit gegeniiber Warmblii-
tern schr stark abnimmt. So ist z. B. der Dimcthylester
des Parathions etwa dreimal weniger toxisch als der
Diidthylester. Von der Verminderung der Giftwirkung
dex Mcthylester hat auch die Cyanamid Co. Gebrauch
gemacht und unter dem Namen Malathion ein Produkt
in den Handel gebracht, das cinen Dimethylester einer
Dithiophosphorsaure der folgenden Formel darstellt:

CHO\
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Dicse Verbindung ist etwa zehnmal weniger giftig als ihr
Diathylester und betrigt bei peroraler Applikation nach
Jonnson'® an der Maus ctwa 1 g. Thre Wirkung gegen
Flicgen im Vergleich zu Diazinon bzw. seinem Di-

1R, Gassen, Uber cin newes Insektizid mit breitem Wirkungs-
spektrum, Z. Naturforsch. 80, 225 (1953).

18 G. A. Jounson, J. II.FLErcuer, K.G.NoranN und J.T.Cas-
SADAY, Decreased Toxicity and Cholinesterase Inhibition in a New
Series of Dithiophosphates, J. Feon. Entomol. 45, 279 (1952).
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methylester bei dorsaler Applikation auf den Thorax ist
in der nachstechenden Tabelle wicdergegeben:

36
L1 S0 | IFlicgen }
Maus Top.
per os Tox.
’ cH,
\
7\
Cll 7 I OC,H,
e J-o-p 100 mg | 0,071 y | Diazinon
AR N
CH, ) Il Noc,H,
| S
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Sen-\  —0-1 2000 mg| 0,21y | G 25039
CH, N Il Nocri,
S
CH,—COOC,H
CH,0. T H
oP-S-CHH—COOC,Hy {1000 mg| 0,51 ¢ |Malathion
cH0” |

Diazinon ist also sichenmal, scin Dimethylester zwciein-
halbmal so wirksam wie Malathion.

In jiingster Zeit ist in den USA ein weiterer Phosphor-
sauredimethylester von SCHRADER unter dem Namen
Chlorthion hekanntgeworden. Er stellt das 3-Chlorderi-
vat des Parathiondimethylesters dar und besitzt eben-
falls an der Maus per os appliziert eine LD 50 von iiber
1gv.

Diese Beispicle diirften geniigen, um zu illustrieren,
daB3 es vollstindig falsch ist zu glauben, dal Phosphor-
siaureester und duflerst hohe Toxizitit unbedingt zu-
sammengchoren. Die chen zitierten Inscktizide sind
tausend- bis fiinftausendmal weniger toxisch als die frii-
her erwihnten P-haltigen Kampfstoffe.

Infolge seiner giinstigen Toxizitit ist dic Substanz
G 25039 ciner cingchenden Priifung als Fliegenbekiamp-
fungsmittel im Haushalt und als Vorratsschutzmittcl
unterzogen worden, dic zurzeit noch nicht abgeschlossen
ist.

Einc Liicke licBen auch dic Pyrimidylthiophosphor-
siaureestcr offen: Kein Vertreter dicser Korperklasse
verfiigt iiber cine systemische Wirkung, wie sic wohl
Voraussetzung fiir dic Bekiampfung von virusiibertra-
genden Insekten ist. Unter den von uns hergestellten
Phosphorsiureabkémmlingen erwiesen sich nur die De-
rivate der Pyrazolylphosphorsiureester als systemisch
geniigend wirksam, dafl an cine Bekiampfungsmiglich-
keit der Vcktoren der Viruskrankheiten gedacht werden
konnte.

17 K. DuBots, J.Dourp, J.DErotN und O. CummInes, Studies on
the Toxicity and Mechanism of Action of Some New Insecticidal
Thionophosphates, Arch. Ind. Ilyg. Occupat. Med. 7, 350 (1953).
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Wenn man 3-Mcthylpyrazolon mit Didthylphosphor-
siurcesterchlorid umsctzt, so entstcht unter geeigneten
Bedingungen Pyrazoxon. Auch hier konnen Neben-
produkte auftreten, wie wir dies sowohl heim analogen
Thiophosphorsiurederivat wie auch beim entsprechen-
den Dimethylcarbamat geschen haben. Um uns cin Bild
iiber dic Verteilung bzw. iiber den Transport des Pyra-
zoxons in der Pllanze zu machen, haben wir die entspre-
chende Verbindung mit P32 aufgebaut. Uber die in
Zusammenarbeit mit den Herren Prof. Dr. BERNUARD

_und Dr. BrubacnER ausgefiihrten Untersuchungen wird
andernorts publiziert werden'®.

Pyrazoxon hat gegeniiber dem Isolan, einem Pyrazolyl-
dimcthylcarbamat, den Vorteil, daB3 es, wic die Phos-
phorester im allgemeinen, auch einc Wirksamkeit gegen
Spinnmilben hat. Leider ist dic Substanz fiir Warm-
bliiter noch giftiger als Isolan, und ihre lingere Dauer-
wirkung konnte, wie dics beim Demeton der Fall ist,
auch ihre Anwendungsmoglichkeiten stark limitieren.
Es existicren aber grofle Anwendungsgebicte, deren
wichtigstes die Baumwolle darstellt, wo dic Toxizitit
der Priiparate kaum cinc Rolle spielt, so daf} sy-
stemisch wirksame Substanzen selbst dann, wenn sic
fir Warmbliiter hochgiftig sind, fiir dicse Zwecke
gesucht sind.
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Decn synthetisch arbeitenden Chemiker lockt es na-
tiirlich immer wieder ganz hesonders, eine brauchbare
Arbeitchypothese iiber eventuelle Zusammenhiinge zwi-
schen chemischer Konstitution und Wirkung zu finden,
anstatt seine Arbeiten auf bloBer Empiric aufzubauen.

Wenn ich ¢s wage, bei den hesprochenen Inscktiziden
nach méglichen Zusammenhingen zwischen chemischer
Konstitution nnd inscktizider Wirkung zu fragen, so
sind dafiir zwei Griinde wegleitend: erstens haben so-
wohl die Urethane wic dic Phosphor- bzw. Thiophosphor-
siureester aufler ihren inscktiziden Eigenschaften noch
dic Figenschaft der Hemmbarkeit von Fermenten ge-
meinsam und zweitens scheint mir cin Vergleich mit
dhnlichen Substanzen, dic aus pharmakologischen Un-
tersuchungen als Esterascinhibitoren bekannt sind, mit
den von uns hergestellten Inscktiziden von Interesse zu
scin. Prinzipiell kann gesagt werden, dafl zwischen den
beiden Korperklassen der Phosphorsiureester und der
Urcthane zykloaliphatischer und heterozyklischer Enole,
dic inscktizid wirksam sind, kein grundlegender Unter-
schied in der Becinflussung z. B. menschlicher Cholin-
esterasen besteht, wie Arbeiten von PULVER! in unseren
pharmakologischen Laboratorien ergeben haben. Es
soll spezicll hervorgehoben werden, dafl dic in unscren
Versuchen verwendeten Cholin- bzw. Pscudocholinester-
asen aus menschlichen roten Blutkérperchen und von
menschlichem Serum stammen. Es wiare wohl richtiger,
fiir solche Versuche Estcrasen aus Insckten zu heniitzen,
doch sind diese Arbeiten noch nicht so weit gedichen,
daf} sic heute schon auswerthar wiren.

38
Produkt Pscudocholinesterase Cholincsterase LD 50 Maus Verbindungsklasse
G 23611 8,3 x 1077 4,0 x 10-° 17 mg/kg
G 22008 6,1 x 10-7 1,2 x 10-¢ 90 mg/kg Uret)
G 23091 2,8 X 10~ 150 mg/kg rethane
G 23 330 4,4 X 10~ 220 mg/kg
G 24 625 2,6 x 10-® 1,5 x 10-¢ 6 mg/kg
G 24 483 6,0 x 10-¢ 1,6 x 10-% 7 mg/kg Phosphorsiurcester
G 24621 2,1 x 10-¢ 1,3 x 10-8 24 mg/kg
G 24 622 1,4 x 10-8 3,0 x 10-3 ca. 80 mg/kg
G 24 480 2 x 10-¢ 3,3 x 10~ ca. 100 mg/kg Thiophosphorsiureester
G 25039 5,6 X 10-% 2,3 X 10-¢ ca. 2000 mg/kg

Iiir die Bekimpfung der Vektoren von Viruskrank-
heiten scheint jedoch nach Versuchen von Gros* bisher
noch kein Produkt geniigend rasch und lang zu wirken,
so daB hicr noch ein grofles, ungelostes Problem vorliegt.

* Miindliche Mitteilung.
18 K. BErRNnARD und G. Brupacnen, unveroffentlicht.

In dicser und in den niichsten Tabellen sind die Sub-
stanzkonzentrationen, dic eine 50prozentige Ferment-
hemmung geben, die sogenannten I 50, aufgezeichnet.
Dicjenigen Substanzen, dic gegen Warmbliiter weniger

19 R. PuLver und RR. DoMENJOZ, Zur Spesifitdt sogenannter Ester-
asegifte, Expcrientia 7, Nr, 8, 306 (1951).
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toxisch sind, zeigen meistens auch eine schwichere
Hemmwirkung gegen Cholinesterasen.
Phosphorsiureester sind im allgemeinen toxischer
gegen Warmbliiter, sic haben die Fahigkeit, Cholin- und
Pseudocholinesterasen in niedrigeren Konzentrationen
zu hemmen als die entsprechenden Thiophosphorsaure-
ester, und sind inscktizid wirksamer als diese. Zu ahn-
lichen Schliissen sind METCALF und MaRci beim Para-
thion und gleichartigen Verbindungen gekommen??: 2!,
Vergleicht man dic inscktiziden Wirkungen mit den
Esterasehemmwerten, indem man z. B. fiir die obge-
nannten Verbindungen die LD 50 fiir Fliegen bei dor-
saler Applikation auf den Thorax in Bezichung zu den
Esterascwirksamkeiten setzt, so zcigt sich folgendes Bild:

Chimia 8 + 1954 - Oktober

Insektizid wirksame Dimethylurethane von hetero-
zyklischen Ringsystemen zeigen im allgemeinen 50%
Hemmuwirkungen gegen Cholinesterasen in Konzentra-
tionen von 107% bis 1077. Aromatische Dimethylcarba-
mate haben eine schwache oder keinc inscktizide Wir-
kung und hemmen Cholinesterasen erst in Konzentra-
tionen von iiber 1078,

Falls cin insektizid wirksamer Kérper der hetero-
zyklischen Reihe Esterasen erst in solch hoher Konzen-
tration hemmnt, ist er imn allgemeinen wenig giftig gegen
Warmbliiter.

KocHEr* hat durch Selcktionierung am Pyrazolyl-
carbamat (Pyrolan) Fliegen mit ciner etwa zchnfachen
Resistenz nach 26 Generationen crhalten kénnen. Die

39
Produkt Top. Tox. Flicgen Pscudocholinesterase Cholinesterasc LD 50
G 24 480 0,071 y 2 x 10¢  (2) 3,3 x 105 (2) 100 mg (2)
G 25039 0,21 y 5,6 x 105 (3) 2,3 x 100 (3) ) 2000 mg 4)
G 23330 0,48 y 4,4 x 105 (4) 220 mg 3)
G 22008 3,32 y 6,1 x 10-7 (1) 1,2 x 10-* (1) 90 mg (1)

Die Produkte sind in bezug auf ihre insektizide Wirkung
in abnchmender Reihenfolge geordnet, die Zahlen in
Klammern zeigen die jeweilige Rangordnung der Sub-
stanz als Cholincsteraseinhibitoren. Die Esteraschemm-
werte und dic insektiziden Wirkungen sind also in diesen
willkiirlich herausgesuchten Beispielen nicht immer
parallel. Aber auch die Vergleiche zwischen Esterase-
hemmung und der Toxizitiat gegeniiber Warmbliitern
miissen duflerst vorsichtig verallgcrucinert werden, wie
auch die nachfolgenden Beispicle zeigen:

40
Produkt LD 50 Maus | Cholinestcrase Pscudocholin-
csterase
G 24625 | 6,0mgkg | 1,5 x 10 | 2,6 x 10
G 23224 | 6.0mgkg | 94 x 10 | 4 x 10
G 25039 2000 mg/kg 2,3 x 10-* 5,6 X 10-3
G 23585 120 mng/kg 1,6 x 10-* 4,2 x 10-%

Substanzen mit gleicher Toxizitat kénnen also sehr un-
terschiedliche Esteraschemmwerte geben, und Sub-
stanzen mit gleichen Estcraschemmwerten kénnen ver-
schiedene Toxizitit haben.

Vergleicht man aber die Estcraschemmwerte von
inscktizid wirksamen und unwirksamen Substanzen, so
crgibt sich das Bild von Tab. 41.

20 R, L.METcALF und R.B.Marcu, Studies of the Mode of Action
of Parathion and Its Derivatives and Their Toxicity to Insects, J. Econ.
Entomol. 42, 721 (1949).

21 R.L.METcary und R.B.Mancyu, Properties of Acetylcholinester-
ases From the Bee, the Ily and the Mouse and Their Relation to
Insecticide Action, J. Econ. Jintomol. 43, 670 (1950).

Cholinesterasen aus diesen I'licgen zeigen, verglichen mit
jener aus normal-sensiblen Stammen, gar keine signifi-
kanten Unterschiede in den Hemmungskurven, so dafl
cs scheint, dafl eine Differenzierung der Resistenzhohe
mit Cholinesterascmessungen nicht erreicht werden
kann.

Ebenso haben wir an mchreren Beispiclen zcigen
konnen, dafl inscktizid wirksame gegeniiber unwirk-
samen Carbamaten der heterozyklischen Reihe keine
charakteristischen Unterschicde in der Cholinestcrase-
hemnmbarkeit ergeben.

Aufler Cholinesterasen kommen sowohl imn Insekten-
als auch imn Warmbliiterorganismus noch andcre Fer-
mentsysteme vor, die durch dic oben genannten Sub-
stanzen beeinflult werden konnen. Wie JANSEN?2 und
Mitarbeiter gezeigt haben, werden z. B. Trypsin bzw.
Chymotrypsin durch Phosphorsiurcester ebenfalls ge-
hemmt.

Es diirfte daher klar sein, daf3 durch dic Messung der
Hemmung von Substanzen gegen Cholinesterasen allein
keine Schliisse iiber ihre inscktiziden bzw. toxikolo-
gischen Eigenschaften gezogen werden konnen.

Eine andere Klasse von Verbindungen, dic Esterasen
ausgezeichnet hemmen, sind Kérper vom Prostigmin-
bzw. Eserintypus.

¢ Miindliche Mitteilung.

22 [, JANSEN, M. NUTTING, R. Janc und A. Barvs, Inhibition of
the Protoinase and Esterase Activities of Trypsin and Chymotrypsin by
Diisapropyl Fluorophosphate: Cristallization of Inhibited Chymo-
trypsin, J. Biol. Chem. 179, 189-204 (1949).









