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Hermomyrkyt ovat kemiallisia aseita, jotka ovat usein organofosfaatti-pohjaisia yhdisteita.
Hermomyrkyt toimivat asetyylikoliiniesteraasin inhibiittorina sitoutumalla siihen, hairiten
asetyylikoliinin normaalia hajoamista koliiniksi ja asetaatiksi neuronissa. Koska neuroni ei
voi palata lepotilaansa vastaanottamaan uutta signaalia hermomyrkyn sitoutumisen joh-
dosta asetyylikoliiniesteraasiin, neuronin reseptorit stimuloituvat jatkuvasti. Neuronien jat-
kuva stimuloituminen aiheuttaa esimerkiksi epileptisia kohtauksia, hikoilua, ripulointia, li-
haskouristuksia ja pupillien supistumista. Liian hidas altistumisen hoitaminen voi johtaa
kuolemaan.

Opinnaytetyo tehtiin VERIFINIlle (Kemiallisen aseen kieltosopimuksen instituutti). Opinnay-
tetyon tavoitteina oli NMR- ja LC-MS-tekniikkaa kayttaen tutkia VG- ja CVX-hermomyrkky-
jen rakennetta ja tutkia kuinka kyseiset yhdisteet hajoavat happamissa ja emaksissa olo-
suhteissa. Naiden tutkimusten avulla oli tarkoitus saada aikaiseksi lista attribuutiomarkke-
reista, joiden avulla voidaan selvittdd yhdisteiden alkuperd. Happamia ja emaksisi& olosuh-
teita mallinnettiin suolahapolla ja natriumhydroksidilla. VG:n hajoamista tutkittiin niin hap-
pamassa kuin emaksisessa olosuhteessa ja CVX:n hajoamista vain emaksisessa.

Hajottamattomista VG:sta ja CVX:sta onnistuttiin selvittdmaan epéapuhtauksia kaytettyjen
tekniikoiden avulla. Hajoamistutkimuksessa huomattiin, ettei kaytetty suolahapon véakevyys
ollut tarpeeksi vahva hajottamaan VG:ta. Natriumhydroksidi osoittautui toimivan hyvin
VG:n ja CVX:n hajottamisessa. Hajoamistuotteita saatiin listattua. Tutkimuksessa onnistut-
tiin listaamaan joitain attribuutiomarkkereita, joilla voidaan selvittdd VG:n ja CVX:n alkupe-
raa.

Opinnaytetytdssa tutkitut asiat vaativat viela lisdtutkimusta, ja tyon aikana loydettiin asioita,
joita tulisi viela tutkia tarkemmin. Liséksi tydn menetelmia tulisi hieman enemman miettia ja
optimoida, jotta kyseisia aineita voitaisiin tutkia tarkemmin ja helpommin. Varsinkin refe-
renssinaytteiden kaytto, helpottaisi ty6td merkittavasti tarkentaen edelleen tuloksia. Huoli-
matta opinndytetydn laajuudesta, pienistd ongelmista ja osittain tuloksettomuudesta voi-
daan sanoa, etta opinnaytetyssa saavutettiin sille asetetut tavoitteet.

Avainsanat kemialliset aseet, hermomyrkyt, hajoamistuotteet, NMR, LC-MS
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Neurotoxins are group of chemical weapons that are typically organophosphate com-
pounds. Neurotoxins function as an inhibitor of acetylcholinesterase by binding to it, which
interferes with normal degradation of acetylcholine to choline and acetate in a neuron. Be-
cause acetylcholine can not degrade, the neuron will not receive new signals, and this
leads to over stimulation of neuron. Over stimulation can cause many different symptoms,
like seizures, sweating, diarrhea, muscle spasms and pupillary contraction. If the exposed
person is not treated fast enough, nerve poisoning can result in death.

The purpose of the thesis work was to research structures of nerve agents VG and CVX
and how these compounds degrade in acidic and basic conditions, using NMR and LC-MS
techniques. Acidic condition was simulated with hydrochloric acid and basic condition with
sodium hydroxide. Nerve agent VG was researched in both conditions and CVX only in
basic condition. Goal for this research was to create a list of attribution markers from which
it is possible to find the origin of compounds studied.

Impurities were found from the undegraded compounds using NMR and LC-MS. In the
degradation research was discovered that used strength of acid was not enough to de-
grade VG. On the other hand, used base was applied to degrade VG and CVX. However,
CVX appeared not to degrade as properly as VG. Degradation products and attribution
markers were listed.

Some findings of the thesis work require more study and methods of research require
more optimization, so that more accurate information concerning VG and CVX can be col-
lected. Using reference samples would facilitate and improve results. Despite minor prob-
lems in the methods and possible improvements that could be made, the objectives set for
thesis work were achieved.

Keywords Chemical weapons, Neurotoxins, Degradation products, NMR, LC-
MS
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1 Johdanto

Vaikka jo antiikin aikoina luonnosta I6ytyvia yhdisteitd osattiin kayttaé sotatoimissa,
vasta 1900-luvulle tultaessa useiden satojen vuosien jalkeen ihminen ryhtyi kayttamaan
erilaisia yhdisteita aivan uudella historiaa muuttavalla tavalla. Ensimméaisen maailman-
sodan taisteluissa kaytetyt kemialliset aseet olivat pelottava kokemus, joka jai Euroopan
muistiin yhdessd muiden sodassa tapahtuneiden hirveyksien kanssa. Ensimmaisen
maailmansodan aikana kéaytetyt tukahduttavat taistelukaasut, kuten kloorikaasu ja fos-
geeni seka rakkuloita muodostava sinappikaasu vaikuttivat useiden satojen tuhansien
siviilien ja sotilaiden loppuelamaan traumaattisesti. Taisteluaineiden takia henkensa me-
netti noin 100 000 ihmista ja yli miljoona haavoittui. Vaikka taiteluaineiden avulla saatiin
suuri maara inmisia haavoitettua, niita vastaan opittiin suojautumaan nopeasti mm. kaa-

sunaamarien avulla.

Ensimmaisen maailmansodan loputtua Saksassa huomattiin, kuinka tarkeaa on pystya
tuottamaan kotimaista ruokaa, koska Saksan todettiin olevan kohtalaisen helppo saar-
taa. Kotimaisen ruoantuotannon merkitys sodan aikana korostuu, koska ruokakuljetukset
ovat mahdottomia. Taman johdosta Saksa ryhtyi ottamaan huomioon kotimaan maata-
louden sotasuunnitelmissaan. Ruoantuotannon takaamiseksi yhtena tarke&dna osa-alu-
eena oli hydnteismyrkkyjen kehittdminen, koska tuholaisten aiheuttamat menetykset oli-
sivat merkittava tekijd ruoantuotannon méaaran kannalta. Naissa tutkimuksissa huomat-
tiin organofosfaatti-yhdisteiden potentiaalinen toksisuus, eli kyseisten yhdisteiden poten-
tiaalinen kayttd hyonteismyrkkyna.

Samaan aikaan Saksa halusi kehittda kemiallisia aseita, koska 1. maailmansodan tais-
telukentilla kemiallisilla aseilla ei saavutettu haluttuja tuloksia, koska vain harvat taiste-
luista ratkaistiin kemiallisilla aseilla. Taméan liséaksi 1. maailmansodan kemialliset aseet
eivat olleet ideaalisia, esimerkiksi fosgeenin homeisen heinan haju toimi hyvana varoi-
tusmerkkina lahestyvasta vaarasta. Vuodesta 1938 eteenpdin 2. maailmansodan lop-
puun mennessa saksalaiset onnistuivat kehittdmaan uusia hermomyrkkyjd kuten ta-
buuni, sariini ja somaani hydnteismyrkkytutkimuksen ja kemiallisten aseiden tutkimuksen
avulla. [1; 2.]
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Toisen maailmansodan jalkeen 1950-luvulla brittitutkijat syntetisoivat organofosfaatti-yh-
disteita hyonteismyrkkykayttta varten, kuten saksalaiset 2. maailmansodan aikaan. Néai-
den tutkimuksien aikana tutkijat 16ysivat amitoniksi nimetyn hydnteismyrkyn. Nopeasti
kuitenkin huomattiin, ettd amiton oli hydnteisten lisaksi ihmisillekin hengenvaarallinen.
Tama johti tuotteen poistumiseen markkinoilta ja yhdiste sai nykyisin enemman kaytetyn
nimensa VG. Samankaltaisten yhdisteiden tutkimus johti myéhemmin vuonna 1955 VX-

hermomyrkyn |0ytamiseen. [3.]

OPCW on kansainvdlinen jarjestd, jonka toimenkuvana on mm. kemiallisten ja biologis-
ten yhdisteiden kayton esto sotatoimissa, Kemiallisten aseiden kieltosopimuksen val-
vonta, kemiallisten aseiden kanssa tydskentelevien laitosten valvonta ja kemiallisen
aseen vaitetyn kayton tutkintaan liittyvia tehtavid. Jarjeston paakonttori sijaitsee Haa-
gissa Alankomaissa. Jarjest0 perustettiin 1997 valvomaan Kemiallisten aseiden kielto-
sopimusta, joka allekirjoitettiin 1993 vuosien neuvottelun jalkeen. Neuvotteluja edelsi

vuonna 1925 allekirjoitettu Geneven protokolla. Jasenmaita jarjestéssa on 193.

Jarjeston toiminnan tukemiseksi OPCW:n alaisena toimii itsendisesti toimivia laboratori-
oita, jotta OPCW voi tutkia kemiallisten aseiden vaitettya kayttéa. Nama laboratoriot ovat
OPCW:n designoituja laboratorioita. Jotta laboratorio voidaan designoida, laboratorion
tulee saada akkreditointi kansainvalisesti tunnustetulta akkreditointielimelta, vakiinnuttaa
standardin ISO/IEC 17025:2005 tai vastaavan mukainen laatujarjestelméa ja osallistua
OPCW:n jarjestamiin patevyyskokeisiin tarpeeksi hyvalla menestyksella. Akkreditoinnilla
tarkoitetaan kansainvalisiin kriteereihin perustuvaa kaytant6a, jolla toimijan kuten labo-
ratorion patevyytta toimia sen tehtdvissa ja sen antamien tulosten oikeellisuus ja vertai-

lukelpoisuus todistetaan arviointiprosessin avulla. [4; 5; 6.]

VERIFIN kuuluu Helsingin yliopiston matemaattis-luonnontieteelliseen tiedekuntaan
kuuluvan Kemian osaston yksikkddn. Vuonna 1994 VERIFIN perustettiin jatkamaan
1973 aloitettua Kemiallisen Aseen tutkimusprojektia. VERIFINin tehtaviin kuuluu tutki-
mus ja koulutuksen antaminen, toiminta Kemiallisen aseen kieltosopimuksen valvovana
kansallisena viranomaisena seka kehittdd kemiallisten aseiden ndytteenkasittely- ja ana-
lysointimenetelmia. VERIFINin laboratoriot ovat akkreditoitu FINAS:n (Suomen akkredi-
tointipalvelu) toimesta ja on saanut designoidun laboratorion statuksen OPCW:lta. VE-

RIFINin akkreditioinnin patevyysalue on mukautuva ja se kasittdd ymparistotestausta,
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materiaali- ja tuotetestausta ja Kliinista testausta. Koska VERIFIN on akkreditoitu ja de-
signoitu laboratorio, tulee sen kyeta virheettémasti analysoimaan ja raportoimaan tulok-
set 15 paivan aikana. VERIFIN osallistuu OPCW:n patevyystesteihin, joilla varmistetaan
VERIFINin toiminnan laatua ja patevyytta toimia designoituna laboratoriona. VERIFIN
on koordinoinut Recommended operating procedures for analysis in the verification of
chemical disarmament —kirjan julkaisua, joka tunnetaan myds Sinisena kirjana. Sininen
kirja on kokoelma suositelluista toimintatavoista kemiallisen aseen kieltosopimuk-

sen alaisien kemikaalien liittyvassa tydskentelyssa, kuten niiden analysoinnissa. [7.]

Opinnaytetytssa tutkittin vahemman tunnettujen V-sarjaan kuuluvien taisteluaineiden
VG (amiton) ja CVX (kiinalainen VX) rakenneanalytiikkaa. Taman liséksi tutkittiin kyseis-
ten yhdisteiden hajoamista happamissa ja emaksisissa oloissa, jolla mallinnettiin kyseis-
ten aineiden hajoamista dekontaminaatioliuoksissa. Hajoamistuotteita tunnistettiin ja

seurattiin LC-MS-tekniikan ja NMR-spektroskopian avulla.

Opinnaytety®n tavoitteena oli selvittaa, minkalaisia hajoamistuotteita tutkittavista taiste-
luaineista muodostuu happamissa ja emaksissa oloissa, ja lisdksi tutkittiin hajoamisen
kinetiikkaa. Hajoamistuotteille méaaritettiin kemialliset rakennekaavat ja taulukoitiin spe-
sifiset attribuutiomarkkerit, joiden avulla voidaan selvittaa yhdisteiden alkuperaa. Kiin-
nostus yhdisteen alkuperaé kohtaan on kasvanut jatkuvasti ja se on hyvin ajankohtainen

aihe kemiallisten aseiden analytiikassa.

Opinnaytetyt6 tehtiin osana Metropolia Ammattikorkeakoulun laboratorioanalytiikan tut-
kinto-ohjelmaa syksylla 2020. Opinnaytetydn laboratorio-osuus suoritettiin VERIFINIn la-
boratorioissa Helsingin yliopiston Kumpulan kampuksella. Opinnaytetydon ohjaavana
opettajana toimi yliopettaja Jukka Niiranen. Tyon vastaavina ohjaajina VERIFINiss& toimi
Harri Kiljunen, Harri Heikkinen (NMR-osuuden ohjaus) ja Matti Kjellberg (LC-MS-osuu-
den ohjaus). Opinnaytety6ta tehtiin COVID-19-pandemian aikaan, minka takia tydsken-

telyssa tuli ottaa huomioon riittavat toimenpiteet viruksen levidmisen estamiseksi.
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2 Kemialliset aseet

Kemiallisen aseen kieltosopimuksen artiklan 1l mukaan kemiallisiksi aseiksi (CW, engl.

chemical weapon) luetellaan

. myrkylliset kemikaalit ja niiden lahtdaineet, ellei niiden kayttoa ole sallittu
sopimuksessa erikseen, kunhan kemikaalin tyyppi ja maara on oikeanmu-
kainen

. ammustarvikkeet ja laitteet, jotka on suunniteltu aiheuttamaan kuolemia tai
muita haittoja myrkyllisten kemikaalien kemiallisten ominaisuuksien avulla

. kaikki laitteet, jotka on suunniteltu kaytettavaksi ammusten ja muiden lait-
teiden kanssa.

Myrkyllisia kemikaaleja ovat yhdisteet, jotka pystyvat ominaisuuksiensa avulla aiheutta-
maan kuoleman, hetkellisen toimintakyvyttémyyden tai pysyvan haitan ihmiselle tai elai-

melle. Yhdisteen laskemiseen CW:ksi ei vaikuta miten tai missa kemikaali on tuotettu.

8]

Lahtoaineiksi kieltosopimuksen mukaan lukeutuu kemiallisiin reaktioihin osaa ottavat yh-
disteet, joilla tuotetaan kemiallisiksi aseiksi luokiteltuja yhdisteitd. T&h&n lukeutuu myds
kaikki binaarisen tai monikomponenttisen kemiallisen systeemin avainkomponentit.
Nama ns. avainkomponentit ovat lahtdaineita, jotka aiheuttavat lopputuotteen toksisuu-
den ja reagoivat voimakkaasti bindarisessa tai monikomponenttisessa systeemissa. [8.]
Kemialliset systeemit muodostavat vuorovaikutuksissa olevista molekyyleista, jotka eivat
ole toisistaan eristyksissa. Bindarisissa systeemeissa vuorovaikutuksessa olevia mole-

kyyleja on kaksi ja monikomponenttisessa systeemissa useampi kuin kaksi. [9, s. 1554.]

2.1 Kemiallisten aseiden luokittelu

Kemialliset aseet luokitellaan kolmeen eri listaan sopimuksessa:

. lista 1
. lista 2
° lista 3.
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Listaan 1 kuuluvat yhdisteet ovat korkean riskiluokan yhdisteita. Taman luokan yhdisteita
on kaytetty kemiallisessa sodankdynnissa tai niitd on valmistettu sodankayntia varten.
Monet 40- ja 50-luvulla kehitellyt CW:t ovat lista 1:n yhdisteitd. Esimerkiksi hermomyrkyt
kuten sariini ja VX, rakkuloita aiheuttavat myrkyt kuten sinappikaasu ja lewisiitit seka
saksitoksiini ja risiini, jotka ovat luonnossa esiintyvia toksiineja. Liséksi lista yhden kemi-
kaaleja ovat jotkin kemiallisten aseiden tuotannossa loppuvaiheessa kaytetyt lahtdai-
neet. [8; 10.]

Laillinen kaytto listan 1 yhdisteille on rajoitettua ja niitd kaytetaan laéketieteellisessa ja
farmaseuttisessa tutkimuksessa ja kansainvélisessa CW-vastaisissa ohjelmissa (esim.
VERIFIN) tutkimustarkoituksissa. Esimerkiksi risiinia kaytetdan tiettyjen syopien hoi-
dossa, minka lisaksi sen hyddyntamistd on tutkittu esimerkiksi AIDS:n hoitamisessa.
[10.]

Listaan 2 kuuluvat yhdisteet ovat merkittdvaa riskid aiheuttavia yhdisteitd. Suurimmaksi
osaksi lista 2:n yhdisteet ovat kemiallisten aseiden lahtdaineita. Lisaksi muutama mah-
dollinen kemiallinen ase kuten VG, perfluori-isobuteeni (PFIB) ja 3-kinuklidinyylibentsi-
laatti (BZ) kuuluvat listan 2 yhdisteisiin. Monilla kyseisen listan yhdisteilla on laillista kayt-
toa teollisuudessa, mutta tuotantomadarat ovat usein pienia teollisen tuotannon nakokul-
masta. Esimerkiksi tiodiglykolia, joka on sinappikaasun lahtdaineena kaytetty yhdiste,

kaytetaan musteissa ja variaineissa. [8; 10.]

Listaan 3 kuuluvat yhdisteet aiheuttavat vaaraa ja ne ovat yhdisteitd ja niiden laht6ai-
neita, joita on kaytetty sodankaynnissa. Listan 3 yhdisteet ovat ensimmaisen maailman-
sodan aikaisia yhdisteitd, jotka ovat korvautuneet nykyaikaisemmilla kemiallisilla aseilla,
kuten listan 1 yhdisteet. Listan 3 yhdisteitd ovat mm. fosgeeni ja syanadi-pohjaiset ke-
mialliset aseet. [8; 10.]

2.2 Kemiallisten aseiden dekontaminointi

Johtuen kemiallisten aseiden toksisuudesta kemiallisia aseita ei voi jattéa luontoon, ra-
kennusten pintaan tai muuhunkaan materiaaliin tai paikkaan, josta sita |0ytyy. Kemialli-

sista aseista paastaan eroon esim. dekontaminoimalla, jolla tarkoitetaan prosessia,
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jossa kemiallinen tai biologinen aine tehdaan vaarattomaksi neutralisoimalla tai poista-
malla aine. Yhdisteiden dekontaminointiin vaikuttaa missa myrkyllinen aine on ja mita
ainetta on kaytetty. [11, s. 108.]

Kemiallisia aseita voidaan havittdd luonnollisesti esimerkiksi veden avulla, jolloin pois-
tettava yhdiste voidaan poistaa ja laimentaa samaan aikaan. Tall6in ei kuitenkaan valt-
tamatta myrkyllinen yhdiste neutraloidu tai tuhoudu. Té&ta varten veteen voidaan lisata
kemiallisia reagensseja, jotka neutraloivat tai tuhoavat myrkyllisen yhdisteen. Veden
kayttd dekontaminoinnissa voi olla haastavaa, jos kaytetaan suuria maaria vetta, johtuen
logistiikallisista ongelmista. Lisaksi veden valuminen luontoon voi aiheuttaa ympéaristo-
ongelmia. Dekontaminoinnissa voidaan hyddyntdd myos ultraviolettisateilya ja [Ampoa,
mutta menetelma soveltuu vain, jos neutralisoitavat yhdisteet eivat ole liian pysyvia. [11,
s. 113 -115]]

Kemiallisten aseiden myrkyttdmaksi tekeminen tehdééan usein hydrolyysi- ja hapetusre-
aktioiden avulla. Hydrolyysireaktio on kemiallinen reaktio, jossa yhdiste reagoi veden,
hydroksyyli-ionien tai muiden nukleofiilien kanssa luoden uuden yhdisteen. Hapettumis-
reaktiossa hapettuva yhdiste luovuttaa elektroneita hapettimelle, joka hapettaa yhdis-
teen. [11, s.117 — 119, 122; 12, s. 229.]

2.3 Hermomyrkyt

Hermomyrkyt ovat organofosfaattisia yhdisteitd (poikkeuksena karbamaatti-pohjaiset
hermomyrkyt), jotka toimivat asetyylikoliiniesteraasin (AChE) inhibiittorina [13, s. 646;
14, s. 1]. AChE-entsyymi hydrolysoi hermojen vdlittajaainetta asetyylikoliinia (ACh), joka
on kiinnittynyt neuroniin hajottaen asetyylikoliinin koliiniksi ja asetaatiksi. Asetyylikoliinin
hajoaminen asetyylikoliiniesteraasin vaikutuksesta neuronissa on kuvattu kuvassa 1.
Asetyylikoliinin hajoaminen kolinergisessa neuronissa palauttaa neuronin takaisin lepo-

tilaan uudelleen aktivointia varten, jolloin seuraava signaali paasee eteenpdin. [15.]
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Reseptorit

Asetyylikoliiniesteraasi

Kuva 1. Asetyylikoliiniesteraasi hydrolysoi neutronin reseptoreihin kiinnittyneen asetyylikoliinin
koliiniksi ja asetaatiksi, jolloin neuroni palaa takaisin lepotilaan. Lepotilaan takaisin pa-
lannut neuroni voi vastaanottaa uuden signaalin (asetyylikoliinia) lahettavasta neuro-
nista. [16, mukaillen]

Hermomyrkyn sitoutumiseen asetyylikoliiniesteraasin asetyylikoliini-aktiiviseen kohtaan
tapahtuu usein fosforyyliryhmén puolelta kohdasta, johon vaikuttaa hermomyrkyn ra-
kenne (kuva 2). Tama sitoutuminen estaa asetyylikoliiniesteraasia hydrolysoimasta vas-
taanottavan neuronin reseptoreista asetyylikoliinia, mik&a johtaa asetyylikoliinin kumuloi-
tumiseen reseptorissa. Kumuloitumisen johtaa jatkuvaan reseptorin stimuloitumiseen.
[15; 17.] Jatkuva reseptorien stimuloituminen voi aiheuttaa monenlaisia oireita kuten
kohtauksia, voimakkaampaa syljeneritysta, kyynelnesteen vuotoa, virtsaamista, hikoilua,
ripulia, oksentelua, pupillien supistumista ja lihaskouristuksia [15].
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Kuva 2. Havainne kuva hermomyrkyn (sariini) sitoutumisesta kovalenttisesti AChE:hen fosforyy-
liryhman kohdalta. [18, mukaillen].

Useiden hermomyrkkyjen kohdalla AChE:n ja hermomyrkyn vélinen sidos on niin vahva,
ettei se luonnollisesti katkea, jonka takia ihmisen immuunisysteemin tarvitsee tuottaa
uusia entsyymeja menetettyjen tilalle. Ihmisen keho ei pysty kuitenkaan tuottamaan uu-
sia entsyymeja tarpeeksi nopeasti, joten ilman nopeaa hoitoa hermomyrkylle altistumi-
nen johtaa usein altistuneen henkilén kuolemaan. [18.] Hermomyrkkyjen aiheuttamaa
myrkytysté voidaan hoitaa mm. atropiinilla, joka aktivoi entsyymin takaisin normaaliksi
hajottamalla kovalenttisen sidoksen. Atropiini-hoitoa tulisi altistumisen jalkeen saada hy-
vin nopeasti jopa parin minuutin sisalla altistumisesta, jotta vasta-aine tehoisi halutulla
teholla. [19.]

Hermomyrkyista G- ja V-sarjan hermomyrkyt ovat merkittavimpia hermomyrkkyja. G-sar-
jan hermomyrkkyihin kuuluu mm. tabuuni (GA), sariini (GB), somaani (GD) ja syklosariini
(GF). V-sarjan hermomyrkkyista tunnetuin on VX, muita V-sarjan hermomyrkkyihin kuu-
luvia yhdisteita ovat esimerkiksi opinnaytetytssa tutkitut VG ja CVX sekéa VE ja VR. Her-
momyrkyt ovat hyvin viskoosisia ja huonosti haihtuvia 6ljymaisia nesteitd, mika antaa
niille kyvyn kestdd ymparistdssa sellaisenaan pitkdan. VG:n moolimassa on 269,34
g/mol ja CVX:n moolimassa on 267.37 g/mol. Edell& mainittujen hermomyrkkyjen raken-

nekaavat on esitetty kuvassa 3. [20.]
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Kuva 3. G-sarjan hermomyrkkyjen tabuunin (GA), sariinin (GB), somaanin (GD) ja syklosariinin
(GF) seka V-sarjan hermomyrkkyjen VX:n, CVX:n, VE:n, VR:n ja VG:n rakennekaavat.

3 NMR-spektroskopia

NMR-spektroskopia (engl. Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy) eli ydinmag-
neettinen resonanssispektroskopia on spektroskopinen menetelma, jolla voidaan selvit-
taa tutkittavan materiaalin molekyylirakenne. Tekniikka hy6dynt&& atomin ytimen spinin
luontaista ominaisuutta reagoida voimakkaaseen ulkoiseen magneettikenttdan, jonka

avulla voidaan muodostaa NMR-spekiri. [21.]
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3.1 Atomin ydinspin

Jokaisen atomin ydinta voidaan kuvailla spin-kvanttiluvulla (1), joka voi saada arvokseen
| =2 0, jotka ovat puolikkaan kerrannaisia (1/2, 3/2, 5/2...). Atomit, joilla ei ole spini& omaa-
vat spin-kvanttiluvun nolla (I = 0), jolloin ne eivét tuota NMR-spektria. Tallaisia atomeja
ovat parillisia massalukuja ja jarjestyslukuja omaavat ytimet kuten *2C. Spin-kvanttiluvun
omaavat (I # 0) ytimet voivat taas absorboida/emittoida séhkdmagneettista séteilya, jol-
loin ne voivat tuottaa NMR-signaalin. Atomit, joilla on parillinen massaluku ja pariton jar-
jestysluku spin-kvanttiluku, saavat arvokseen kokonaisluvun (I=1,2,3...). Téallaisia ytimia
ovat esimerkiksi N ja 2H. Parittoman atomimassan omaavat ytimet saavat kvanttiluvuk-
seen puolikkaita (I = 1/2,3/2,5/2...). Atomit, kuten H, *C ja 3!P kuuluvat puolikkaan
kvanttiluvun ytimiin. [23, s.1 — 2; 24, s. 13.]

Spinin omaava ydin (I # 0) omaa likemaaramomentin P ja varauksen sekéa varauksen

likkeen, jotka synnyttavat magneettisen momentin p (kaava 1).

w=yP (1)

jossa y on gyromagneettinen suhde, joka kuvaa nuklidin magneettisuutta. Magneettisella
momentilla ja likemaardmomentilla on suunta ja suurus, joka aiheuttaa ytimien spinvek-
toreille sattumanvaraisen suunnan. T&han suuntaan voidaan vaikuttaa magneettiken-
talla Bo. Kuvassa 4 on esitetty magneettikentan vaikutus spinvektoriin. Kun ydin altiste-
taan magneettikentélle By, spinvektorit asettuvat joko magneettikentdn suuntaisesti a-
tilaan tai vastaisesti B-tilaan. Naiden kahden eri energiatilojen populaatioiden ero on hy-
vin pieni. [24, s. 13 — 14.]

Ei magneettikenttaa :
a-tila
Magneetti-
a kentta Bo
0 B-tila

Kuva 4. Atomin ytimen spinvektorit suuntautuvat sattumanvaraisesti, kun ne eivat ole magneet-
tikentdssé. Magneettikenttd Bo vaikutuksesta spinvektorit kohdistuvat joko a-tilaan tai
B-tilaan.
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Energiatilojen a ja B valinen energiaero AE saadaan kaavan 2 avulla
AE = hv (2)

jossa h on Plankin vakio (6.62607015x107%4 J-s) ja v on Larmor-taajuus. Larmor-taajuus
kuvaa ytimen magneettisen momentin pyodrimisakselin kiertymista ulkoisen magneettiken-

tén (Bo) suuntaisen akselin ympari. Larmor-taajuus saadaan kaavalla 3

— YBo
v= 3)

jossa y on gyromagneettinen suhde, kuten magneettisen momentin kaavassa. [24, s. 14
—15; 25.]

Magneettikentdn suuntaisen o-tilan energia on hieman pienempi kuin vastakkaissuun-
taisen B-tilan, joten tasapainotilassa a-tilassa (joillakin ytimilla tdmé on toisinpdin) vallit-

see ytimien ylimaaraa, kuten Boltzmannin jakaumalla maaritetaan (kaava 4)

% — AE/kpT (4)
B

jossa Nq ja Ng kuvaavat ytimien lukumaaraéa spinorientaatiossa, ks Boltzmannin vakiota
(1.380649x1072 J-K™) ja T lampdatilaa kelvineina. [24, s. 15.]

3.2 Kemiallinen siirtyma

NMR-signaalin resonanssi maaraytyy siité, miten kukin ydin kokee ymparilla olevan mag-
neettikentan vaikutuksen. Koska eri kohdassa molekyylia olevat ytimet kokevat ulkoisen
magneettikentan hieman eri tavalla, saadaan aikaan NMR-spektri, joka sisaltdd useita
signaaleita, vaikka kyseessa olisi sama ydin, esim. *H. Signaalin paikka osoitetaan ke-
miallisella siirtymélla miljoonasosa yksikon avulla (ppm), jota kuvataan symbolilla .
Koska ppm-asteikko on universaali eri NMR-laitteiden valilla, voidaan eri laitteilla mitat-

tua dataa verrata keskendan. [26; 27.]
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Referenssiyhdisteella maaritetaan ppm-asteikon nollakohta. Referenssinaytteen signaa-
lin voidaan verrata NMR-spektrin muita naytteen yhdisteiden signaaleja kaavan 5 mu-

kaisesti.

S = (—Vsamsz;"ref) x 10° (5)

jossa Vsample Ytimen resonanssitaajuus ja Vi referenssitaajuus. Referenssinaytteen las-

ketulle kemialliselle siirtymalle annetaan arvoksi 0,00 ppm.

Kaytetyimpia referenssiyhdisteita orgaanisissa liuottimissa on tetrametyylisilaani (TMS),
jonka rakennekaava on esitetty kuvassa 5. Tetrametyylisilaanilla on useita ominaisuuk-
sia, jotka tekevat siitd hyvan referenssiyhdisteen, esimerkiksi se on inertti kemikaali ja

se antaa voimakkaan *H NMR -signaalin.

CH,
H3C——Si—CH,

CH;

Kuva 5. Tetrametyylisilaanin (TMS) rakennekaava.

Elektronegatiiviset atomit kuten esimerkiksi fosfori (P), typpi (N), happi (O) ja rikki (S)
luovat elektronitiheytymid, jolloin elektronegatiivisten atomien laheiset atomit diamag-
neettisesti varjostuvat (engl. deshield). Koska protoni on vahvemmin magneettikentan
vaikutuksen alaisena, se tarvitsee diamagneettisessa varjostuksessa suuremman taa-
juuden resonanssin luomiseksi, jolloin kemiallinen siirtyma siirtyy ns. alakenttdén suu-

remmalle ppm-arvolle.

Kun yhdisteessa on vahan elektronegatiivisia atomeja, ulkoinen magneettikentta paasee
pakottamaan elektroneja tyhjille orbitaaleille (orbitaalit tyhjid molekyylin perustilassa).
Talloin elektronitiheys jakautuu orbitaaleille. Ytimet ovat talldin enemman magneettiken-
tan vaikutuksen alaisena ja niiden sanotaan olevan paramagneettisesti varjostuneita

(engl. shielded). Koska protoni on heikomman magneettikentéan vaikutuksen alaisena,
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se tarvitsee pienemman taajuuden resonanssin luomiseksi, siirtyy kemiallinen siirtyma

ylakenttaan pienemmalle ppm-arvolle. [27; 28, s. 13.]

Magneettinen sp2-hybridisoidut hiilet ja anisotropia lisaavat myos elektronitineytta. Sp2-
orbitaalit pitavat elektroneja lahempéana ydinta kuin sp3-orbitaalit, koska ne ovat elektro-
negatiivisempia. Magneettisella anisotropialla taas tarkoitetaan ilmiota, jossa esimerkiksi
hiilien vélisen tuplasidoksen kiertavat r-elektronit luovat paikallisen magneettikentan,
joka yhdessa ulkoisen magneettikentdn kanssa, synnyttaéd vahvemman magneettiken-
tan. Taten elektronitineys lisd&ntyy. Anisotropiaa esiintyy muillakin ytimill&a kuin hiilell&.

Kemialliseen siirtymaan vaikuttaa siis ytimen kokema kemiallinen ymparisto, ja taten eri-
laisille funktionaalisille ryhmille saadaan erilaiset kemialliset siirtymat. Kuvassa 6 on ha-

vainnollistettu joitain protoni ydinten kemiallisia siirtymia [29.]

Alakentta Ylskentts
Diamagneettisesti —OH —NH Paramagneettisesti
varjostunut ¢ varjostunut
. r—§ . .
Korkea taajuus = Matala taajuus
X
N W H X—C—H (X=0,F,Cl Brl)
omaattise
) .. —
R” “OM Aldehydit R/\\\‘/ OI R—C—H
é—c 3 20 )°
Karboksyylihapot Alkeenit —C=C~- Alkyyli CH
t t t i t t f t i t t '
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
8 (ppm)

Kuva 6. Tyypillisesti havaittuja protoni ydinten kemiallisia siirtymia erilaisille funktionaalisille ryh-
mille orgaanisessa liuoksessa [27, mukaillen].

3.3 Spin-spin —kytkenta

NMR-spektrissa signaali voi olla yksittdinen tai signaali voi jakaantua. Signaalin jakautu-
miseen vaikuttava ilmié on nimeltd&an spin-spin —kytkenta. Spin-spin kytkent&dé voi olla
samanlaisten, esim. *H-H, tai erilaisten NMR-aktiivisten ydinten valilla, esimerkiksi 3'P-

1H. Talla ilmiclla tarkoitetaan laheisten, ei-ekvivalenttien, NMR-aktiivisten ja resonoivien
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ydinten magneettista vuorovaikutusta toisiinsa. NMR-spektrin piikkien multiplisiteetti voi-

daan laskea kaavan 6 avulla, jos kytkeytyvat atomit ovat sanankaltaisia.

M=n+1 (6)

jossa n on vierekkaisten ydinten maara. Jos kytkeytyvat NMR-aktiiviset atomit ovat kes-
kenaan erilaisia, saa kaava muodon M = (n+1) x (k+1) x (z+1), jossa n, k ja z kuvaavat
molekyylissa olevia erilaisia atomeja, kuten esimerkiksi *H, °F, 3'P. Heterogeenisten
multiplisiteettien tulkinta on tyypillisesti hankalampaa verrattuna vain samanlaisten ato-
mien muodostaviin multiplisiteettieihin. Taulukossa 1 on esitetty yksinkertaiset viereisten

ydinten vaikutuksesta muodostuneiden piikkien maara ja multiplisiteettien nimeamiset.

Taulukko 1.  Viereisten ydinten maara vaikuttaa syntyvien piikkien lukumaaraan. Piikkien luku-
maéra vaikuttaa multiplisiteettien nimeamiseen.

Viereisteﬂlyf]inten Syntyvien s'i-g'n?alien Multiplisiteetti
lukumaara (n) lukumaara
0 1 Singletti
1 2 Dubletti
2 3 Tripletti
3 4 Kvartetti
4 5 Kvintetti
5 6 Sekstetti
6 7 Septetti

Signaalien lukumaaran lisaksi signaalin intensiteetti signaalien jakaantuessa on multip-
liseetin kanssa tarkea ottaa huomioon. Pascalin kolmion (kuva 7) avulla voidaan kuvata
intensiteettien suhteita riippuen milla tavalla signaali jakaantuu. Pascalin kolmiossa nu-
meroiden muodostuminen perustuu binomikehitelman kaavaan, jota ei kasitella tassa
opinnaytetydssa sen tarkemmin kuin mainintana. Signaalien intensiteetti erojen avulla

voidaan myds erottaa paallekkain olevia signaaleja. [30; 31.]
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l Singletti

ﬂ Dubletti

JJ_L Tripletti

JLKvartetti
JLKvintetti

JHL Sekstetti
JML Septetti

Kuva 7. Pascalin kolmion avulla voidaan kuvata, kuinka suuri intensiteetti ero jakaantuneiden
piikkien vélille syntyy.

Muodostuneiden multiplisiteettien signaalien etéisyytta toisistaan kuvataan suurella kyt-
kentavakio J. Kytkentavakion yksikkona kaytetdan hertsia (Hz). Kytkentavakion arvoon
vaikuttaa kytkeytyvien atomien etdisyys ja avaruudellinen suuntautuminen toisiinsa nah-
den. Jos kytkeytyvat atomit ovat lahella toisiaan, kytkentavakio saa tyypillisesti suurem-
man arvon, kuin silloin kun atomit olisivat kauempana toisistaan. Kytkentavakioiden ar-
voihin vaikuttavia asioita on useita ja riippuen yhdisteen rakenteesta ja monimutkikkuu-
desta, kytkentévakiot voivat vaihdella. Esimerkkina katsotaan, kuinka kytkennat saavat
trans-konformaatiossa pienemman arvon kuin kytkennat cis-konformaatiossa ja kuinka
geminaalisesti (samassa hiilessa kiinni olevat vedyt) kytkeytyvat protonit saavat pienem-
man kytkentévakion kuin trans- tai cis-konformaation protonit. Trans- ja cis-konformaa-
tion sekd geminaalisesti kytkeytyneiden protonien kytkentavakion eroja on kuvattu

buteenissa kuvassa 8. [31; 32.]

Ho H- Ho Ha

Ha Hb
Trans-2-buteeni Cis-2-buteeni Isobuteeni
J=11-18 Hz J=8-15Hz J=0-3Hz
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Kuva 8. Trans-konformaatio 2-buteenissa antaa suuremman kytkentavakion protonien Ha ja Hp
vdlille kuin cis-konformaatio. Isobuteenissa protonien Ha ja Hp vélinen kytkentavakio on
paljon pienempi kuin trans- tai cis-2-buteenissa. [32.]

Etanolin *H-spektria homogeenisen kytkennan selventamiseksi (kuva 9). Etanolin CHs-
osa splittautuu tripletiksi, koska sen viereisessa hiilessa on kiinni kaksi protonia (M =
2+1) ja etanolin CH;-osan signaalit nékyvat kvartettina, koska viereisessa hiilessa (CHs)
on kolme protonia (M = 3+1). Hydroksidin protonilla on vain vahan vaikutusta splittaantu-

misen kannalta, joten hydroksidin protoni nékyy singlettina. [31; 33.]

CH;

OH

5 4 3 2 1 0
6 H (ppm)

Kuva 9. Etanolin 'H-spektri, johon sijoitettu eri protoneista tulevat signaalit [33, mukaillen].
3.4 NMR-laite

NMR-laite (kuva 10) koostuu useasta eri osasta, joista merkittavin on magneetti. Muita
osia ovat mittapad, erilaiset signaalin vahvistimet ja muut sdhkdkomponentit konsolissa

seka tietokone, jolla ohjataan eri osia ja kasitelldaan saatu data. [22.]
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Tietokone
osien ohjaukseen ja

Typpi; tulosten kasittelyyn
kuori T~ 2
—
Helium-
kuori ™ rrrerTeTTYT D
Suprajohtava A
magneetti
) Konsoli
NMR-nayte (vahvistimia ja
NMR-putkessa spektrometri)

Mittapaa

Kuva 10. Havainnekuva NMR-laitteesta, joka koostuu magneettiosasta, mittapaasta, konsolista
ja tietokoneesta.

NMR-spektrometrin suprajohteinen magneetti sisaltda erikoismetalliseoksesta tehdyn
solenoidin, jonka sisalla kulkee suuri séhkdvirta ja joka sijaitsee nestemaisessa heliumis-
sa (He). Nestemaisen 4,2-kelvinisen heliumin avulla magneetti saadaan pysymaan sup-
rajohteena, jolloin magneetilla voidaan saada aikaiseksi magneettikentta naytteen ym-
parille. Jotta helium ei kiehuisi pois, He-kammio on eristetty jadhdytetylla tyhjiolla. He-
lium-kammion ymparilla oleva tyhjio jadhdytetaan nestemaisella typella (N2) taytetylla
kammiolla, jota my6s ympyroi tyhjioksi tehty tila. Jotta magneetti pysyisi toimivana He-

ja N2-kammioita taytetdan tietyn véaliajoin. [23, s. 130 — 132.]

Magneetin luoma magneettikenttd naytteen ymparilla tulee olla tasalaatuinen mittauksen
ajan, jopa miljardisosan tarkkuudella, jotta saavutetaan hyva spektrin viivanleveys. Tama
saavutetaan ns. shimmauksen, kenttataajuuden lukitsemisen ja mahdollisimman ho-
mogeenisen naytteen avulla. [23, s. 132.] Shimmauksella tarkoitetaan pdamagneettiken-
tan epataydellisyyksien ja hairididen korjaamista naytteen ymparilla olevien sahkokelo-
jen avulla. Naiden resistiivisisten huoneenlampgéisten kelojen paikalliset magneettiken-
tat, jotka sahkovirran avulla luodaan, kumoavat pdamagneettikentan epdhomogeenisuu-
det. Kenttataajuuden lukitsemisen avulla kompensoidaan kenttdvoimakkuuden vaihte-

luita. Nayte sisaltaa pienen maaran deuteroitua liuotinta, jonka 2H-signaalin avulla luki-
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taan spektrometri tietylle taajuudelle. Jos laitteisto havaitsee kentassa vaihteluita, sah-
kovirran vaihtelulla korjataan havaittu vaihdos. Lukon seuranta on automatisoitu. [23, s.
132 & 135 -137; 34; 35.]

Mittapaé edesauttaa ydinten spinien virityksessa ja NMR-signaalin havaitsemisessa.
Mittap&&hén on sijoitettu radiotaajuus kela, joka on viritetty spesifiselle taajuudelle spe-
sifiselle ytimelle. Usein mittapaat on valmistettu niin, ettd mittapaassa on kaksi, kolme
tai nelja kelaa, yksi lahemp&na naytetta ja muut kauempana naytetta, jolloin voidaan
virittaa useampaa ydintd samanaikaisesti, kuitenkin niin, ettd l[ahimpana naytetta oleva
kela on kaikista herkin. [23, s. 134; 32.]

Spektrometrissa sijaitsevan lahettimen avulla tuotetaan pulssi, jolla ydinten spineja ma-
nipuloidaan, jolloin luodaan vapaasti vaimeneva signaali (FID, engl. Free Induction De-
cay). naytteesta. FID (kuva 11) sisaltaa saman informaation kuin tavallinen NMR-spektri.
FID:ssa signaalin taajuus suhteessa spektrometrin taajuuteen on annettu kosiniaallon
taajuutena. Intensiteetti on taas annettu kosiniaallon intensiteettind alussa, ja viivan le-
veys on annettu vaimenevan kosiniaallon tahdilla. FID-signaali muunnetaan NMR-spekt-

riksi Fourier muunnoksen avulla. [23, s. 12 — 13; 137.]

1
Taajuus

TV

LA A AAAAAAA At
UL LARKRREAS

Kuva 11. Yhden ytimen tuottama vapaasti vaimenevan signaalin (FID) havainnekuva [23, s. 12,
mukaillen].
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3.5 1Dja2D NMR

NMR spektroskopiassa mitataan tyypillisesti erilaisia 1D ja 2D NMR spektreja riippuen
tutkittavien yhdisteiden rakenteista ja ominaisuuksista. 1D NMR:n spektri koostuu kah-
desta taajuus akselista ja intensiteetti esitetdédn korkeuskayrien avulla (aivan kuten topo-
grafisissa kartoissa maan korkeuserot). Taman 1D NMR:n spektri koostuu kahdesta dimen-
siosta, joista x-akselin suuntainen kuvaa taajuuden akselia (kemiallista siirtymaa, [ppm]) ja
y-akseli kuvaa signaalin intensiteettia (I). 2D NMR spektri koostuu tyypillisesti kahdesta taa-
juus akselista ja intensiteetti esite-tdan korkeuskayrien avulla (aivan kuten topografisissa kar-
toissa maan korkeuserot). Taman lisaksi 2D NMR spektrissa voidaan esittaa molempien taa-
juus akseleiden ytimien NMR-spektrit ulkoisina projektioina. Esimerkki Fourier-muunnetuista

1D ja 2D NMR spektreja on havainnollistettu kuvassa 12. [36.]

1D NMR-spekiri 2D NMR-spektri
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Kuva 12. 1D NMR-spektrissa x-akselilla esitetdan taajuus akseli, joka esittda kemiallisen siirty-
man ppm-arvojen avulla ja y-akselilla esitetddn signaalien intensiteetti. Kuvan 1D NMR-
spektri on *H-NMR:n spektri. 2D NMR-spektrissé x- ja y-akselilla kuvataan taajuus ak-
selit, joista x-akseli kuvaa ensimmaisen mitattavan ytimen taajuuksia (kemiallista siirty-
mad), y-akselilla toisen mitattavan ytimen taajuutta (kemiallista siirtymé&ad) ja intensiteetti
korkeuskéayran avulla. Kuvassa oleva 2D NMR-spektri on 2D [*H-1H]-COSY:n NMR-
spektri.
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4 LC-MS

Nestekromatografia-massaspektrometria (LC-MS) on yhdistelmatekniikka, jossa neste-
kromatografilla naytteen eri komponentit erotellaan, minkéa jalkeen erotellut komponentit
ionisoidaan massaspektrometrin analysoitavaksi. Massaspektrometrin avulla saadaan
ionisoitujen ja eroteltujen komponenttien massa/varaus-suhde (m/z), jonka avulla nayt-
teen sisaltamat komponentit voidaan tunnistaa. LC-MS-laitteen yksinkertainen havain-
nekuva on esitetty kuvassa 13. [37; 38, s. 140.]

LC MS

Injektori

. N Massaspektrometri
Naytewahe

it ‘
_J Detektori Tietokone
Eluentit osien ohjaukseen ja

N lonisoitu tulosten tarkasteluun
O Q Kolonni nayte _
lonisaattori > e
I_J

Kuva 13. LC-MS-laite koostuu nestekromatografi-puolesta, jossa nayte sekoitetaan liuottimiin ja
pumpataan pumppujen avulla kapillaariputkilla kolonniin, jossa naytteessa olevat yhdis-
teet erottuvat. Erottuneet yhdisteet kulkeutuvat massaspektrometrin puolelle ionisoita-
vaksi ionisaattorille. Taman jéalkeen ionisoidun naytteen massa/varaus-suhde erotellaan
massaspektrometrissa ja havaitaan detektorilla. Keréatty data siirtyy tietokoneelle tulos-
ten kasittelya varten.

~N

LC-MS-laitteiden nestekromatografia puolella kapillaariputkia pitkin pumppujen avulla
eluentit pumpataan kohti kolonnia. Ennen kolonnia injektorin avulla néayte injektoidaan
kapillaarissa liikkuvaan eluenttiseokseen. Eluentti-nayte-seos liikkkuu kolonniin, jossa
naytteen eri komponentit erottuvat. TAman jalkeen eroteltu néyte siirtyy massaspektro-
metrin puolelle analysoitavaksi. Ennen massaspektrometrilld analysointia nayte ionisoi-
daan, jotta massaspektrometri voi analysoida ndytteen. lonisoitu nayte erotellaan mas-
saspektrometrilla ja lopuksi detektorilla mitataan massa/varaus-suhde, minké jalkeen

voidaan saatu data analysoida tietokoneen avulla. [38, s. 122 — 123; 153.]
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4.1 Nestekromatografia LC-MS:ssa

Nestekromatografiassa yhdisteiden erottelu toisistaan perustuu tasapainoihin. Yhdistei-
den erottelu tapahtuu kahden toisiinsa liukenemattoman faasin, liikkuvan faasin ja stati-
onaarifaasin avulla (kuva 14). Liikkuvassa faasissa olevien yhdisteiden ja station&éarifaa-
sin valisten fysikaaliskemiallisten vuorovaikutusten mukaan, ne yhdisteet, jotka eivat ab-
sorboidu voimakkaasti fysikaaliskemiallisten vuorovaikutuksien johdosta stationaarifaa-
siin liikkuvat liikkuvan faasin kanssa nopeammin kuin ne yhdisteet, joilla absorptio on

voimakkaampaa.

Virtaussuunta :_:

Iy 3. Liikkuva faasi
o2  Stationaarifaasi

Yhdisteet jakaantuvat faasien kesken

e A A,

En yhdisteet kulkevat eri nopeudella

Kuva 14. Liikkuvassa faasissa olevat tutkittavat ndytemolekyylit tarttuvat stationdarifaasin pintaan
fysikaaliskemiallisten vuorovaikutuksien perusteella. Téhan vaikuttaa se, millaista stati-
onaarifaasia kaytetdan. Yhdisteet, joilla on voimakkaampia vuorovaikutuksia stationaa-
rifaasiin kiinnittyvat voimakkaammin siihen ja lilkkkuvat hitaammin liikkuvan faasin mu-
kana kuin ne yhdisteet, joilla ei ole yhta voimakasta vuorovaikutusta stationaarifaasiin.
[39, s. 140, mukaillen.]

Yhdisteiden absorptio- ja partitio-ominaisuudet stationaarifaasiin vaikuttaa stationaari-
faasin materiaali. Yhdisteita voidaan erotella koon perusteella (kokoekskluusiokromato-
grafia), varauksen (ionivaihtokromatrografia), hydrofobisuuden (hydrofobinen vuorovai-
kutus kromatografia) tai spesifisen sitovien vuorovaikutuksien (affiniteettikromatografia)
perusteella. Station&arifaasin materiaalin valinnan mukaan yhdisteiden erottelu voi ta-
pahtua useamman erilaisen vuorovaikutuksen avulla. Kolonnin sisapinta on usein pin-

noitettu polymeeri- tai silikapohjaisella materiaalilla. [37; 38, s. 140 & 155.]
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Ennen kuin naytettd voidaan syottaa kolonniin, tulee kolonni tasapainottaa. Kolonnin ta-
sapainotus suoritetaan ajamalla eluentteja kolonnin lapi 5-10 kolonnitilavuuden verran.
Tasapainotuksen jalkeen nayte voidaan syéttaa kolonniin samalla eluenttien suhteella
kuin tasapainotus tehtiin, jolloin saavutetaan mahdollisimman tehokas vuorovaikutus
naytteiden ja stationaarifaasin valille. Naytteen syotdn jalkeen kolonni pestaan samalla
eluenttien suhteella kuin edellisissakin vaiheissa tai eluenttien suhteella, mika hairitsee
heikkoja vuorovaikutuksia naytteiden ja stationdarifaasin valilla, jolloin yhdisteet, joilla ei
ole tai on hyvin heikkoja vuorovaikutussuhteita stationaérifaasiin saadaan poistumaan
kolonnista. Kun heikosti vuorovaikutuksessa olevat yhdisteet on poistettu kolonnista,
vahvasti stationdarifaasissa olevat yhdisteet eluoidaan kolonnista pois muuttamalla
eluenttien suhde sellaiseksi, etté loput vahvasti kiinnittyneet yhdisteet saadaan irrotettua
station&arifaasista. Lopuksi kolonni pestaéan vahvalla eluenttipuskurilla, jolloin kaikki lo-
put yhdisteet, jotka ovat kiinnittyneet stationaarifaasiin saadaan irrotettua. Taman jal-
keen voidaan aloittaa uuden naytteen mittaus toistamalla edella mainittu protokolla. [37.]

Avataan hieman kolonnin tasapainotusta, eluointia ja pesua ionivaihtokromatografian
avulla. Aluksi kolonniin ajetaan heikon ionivahvuuden omaavaa eluenttia, jolloin stati-
onéaérifaasin pinnalle muodostuu positiivisesti varautunut pinta. Taman jalkeen nayte
syOtetadn kolonniin, jolloin negatiivisesti varautuneet yhdisteet kiinnittyvat stationaarifaa-
siin ja positiivisesti varautuneet tai varauksettomat yhdisteet eluoituvat naytteen sy6tén
tai ensimmaisen pesun aikana. Jotta negatiivisesti varautuneet yhdisteet saadaan irro-
tettua stationaarifaasista, ionivahvuutta nostetaan eluenteissa eluointivaiheessa. Lo-
puksi nostetaan vield ionivahvuutta lisda, jotta voidaan pesta kaikki jaljelle ja&neet kiin-
nittyneet yhdisteet. [37; 39.]

4.2 Massaspektrometria LC-MS:ssa

Massaspektrometriassa mitataan tutkittavaa yhdistetta (LC:lla naytteesta erotellut yhdis-
teet), jotka ionisoidaan ionisaattorilla, jolloin muodostuu positiivisesti tai negatiivisesti va-
rautuneita ioneja. Muodostuneilla ioneilla on ylimaaraista energiaa, jonka takia ionin si-
dokset katkeavat ja ioni pilkkoutuu pienemmiksi komponenteiksi, joita kutsutaan mas-
safragmenteiksi. Syntyneet massafragmentit erotellaan massaspektrometrilla massa/va-

raus-suhteen (m/z) mukaan. [38, s. 122; 40.]
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lonisointitekniikoita on erilaisia, mutta koska tytssa kaytetty ionisointimenetelma oli
UniSpray-menetelmda, kasitelladn vain kyseinen ionisointimenetelma. UniSpray-tek-
niikka on uusi menetelmd, joka on samankaltainen sahkdsumutusionisointitekniikan
(ESI) kanssa. UniSpray-ionisointitekniikassa nestekromatografista tuleva nayte sumute-
taan ionisaatiokammioon ohuen kapillaarin 1api, jossa on jannite. Jannitteen takia liuok-
sesta poistuu elektroneja, ja muodostuu sahkoisesti varattuja pisaroita. Muodostuneet
pisarat haihdutetaan, koska massaspektrometrilla ei voida analysoida nestemaista nay-
tettd. Naytepisaroiden neste (liuottimet) haihdutetaan typpivirtauksen (N») ja kuumenne-
tun sumuttimen avulla. Pisaroiden pienetessa (liuottimien haihtuessa), sdhkovaraus kes-
kittyy yha pienemmalle alueelle, jonka takia pisaran varaustiheys kasvaa. Kun pisarassa
oleva séhkoinen poistovoima voittaa pintajannityksen pisara hajoaa pienemmiksi aero-
solihiukkasiksi, jossa muodostuneet ionit sijaitsevat. [38, s. 210 — 211.] Nayte-aerosolin
virtaus ohjataan lieriomaisen elektrodin oikeaan yldkulmaan, joka on kytketty suurjanni-
telahteeseen. Coanda-ilmion takia massafragmentit ohjautuvat kaasuvirtauksen avus-
tuksella massaspektrometrin  tuloaukosta massaspektrometriin. Coanda-ilmiolla
tarkoitetaan ilmi6ta, jossa fluidivirtaus kiinnittyy léheiseen pintaan ja pysyy kiinnittyneena
vaikka pinta kaareutuisi poispain virtauksen alkuperaisestd suunnasta, muuttaen
virtauksen suuntaa. Kuvassa 15 on havainnollistettu unispray-ionisaattorin toimintaa ja

coanda-ilmi6ta ionisaattorin elektrodissa. [41; 42.]

Nz N2 Nestekromatogrammin
Il kolonnista tuleva kapillaari e e .
, , Coanda-ilmio elektrodissa
Nebulisaattori
1 2
Kuumennin :
|Suurjénniteléhde e
lieriomainen
N suurjannitteinen
elektrodi 3 4
Kartiomainen _ .
kaasusumutin Kaasun virtaus
Kartiomainen
tuloaukko

Kuva 15. UniSpray-ionisointimenetelméssa nestemainen nayte muutetaan pienemmiksi varautu-
neiksi aerosolihiukkasiksi, jotka ohjataan massaspektrometrin tuloaukkoon suurjannit-
teisen elektrodin avulla hyddyntéden coanda-ilmiéta. Coanda-ilmiéssa nestevirtaus, joka
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kulkee tiettyyn suuntaan x (kuvan kohta 1) virratessaan lahelta suurjannitteista elektro-
dia, tdssa tapauksessa UniSprayn suurjannitteista elektrodia (kuvan kohta 2), kaareu-
tuu virtaus pinnan muotoa seuraten kiinnittyneend siihen (kuva 3) poispéin alkuperéi-
sesté suunnasta (kuvan kohta 4).

Yleensé pienid molekyyleja analysoituessa syntyy yhdesti varautuneita ioneja. Pooliset
ja eméksiset pienet molekyylit tuottavat paasaantdisesti protonoituneita ioneja ([M+H]"),
kun taas happamat yhdisteet muodostavat padsaantoisesti deprotonoituneita ioneja ([M-
H]). Myds ns. addukti-ioneja saattaa syntya riippuen mm. eluenttien koostumuksesta.
Esimerkkeja naistd ovat esimerkiksi natrium-adduktit ([M+Na]*), ammonium-adduktit
(IM+NH4]"), ja kloridi-adduktit ([M+CI]"). Dimeerien (yhdisteiden, joiden rakenne koostuu
kahdesta identtisesta tai samankaltaisesta molekyylistd), kuten [2M+H]* ja [2M-H] muo-

dostumisen todennakdisyys kasvaa, kun yhdisteen konsentraatio kasvaa.

Kun nayte on saatu ionisoitua, siirtyy ndyte massaspektrometrille analysoitavaksi. LC-
MS-laitteissa massaspektrometri on usein tandemmassaspektrometri kolmoiskvadrupo-
lilaitteistolla, jossa kolmen kvadrupolisauvaston avulla voidaan havaita halutut ionit.
Kvadrupolisauvasto koostuu neljasta kvadrupolisauvasta, jotka on kytketty sahkdisesti
toisiinsa. Sauvojen tuottama sahkékentan varahtely ohjaa ionien kulun kvadrupolissa ja
sopivalla tasajannitteelld ja radiotaajuudella muuttuvan vaihtojannitteen avulla saadaan
tietyn massa/varaus-suhteen ionit lentam&&n sauvaston lapi, jolloin kaikki muut ionit tor-
maavat sauvoihin eivatka paase detektorille asti. Mita pidempaan ionit lentavat sauvas-
ton lapi, sita paremmin ionit saadaan erotettua toisistaan. Pienemmat ionit vaativat pie-
nemman jannitteen sauvaston lapi lentamiseen samalla nopeudella kuin isommat ionit,

jotka tarvitsevat taas isomman energian.

Kolmoiskvadrupolin ensimmaiselle kvadrupolille tulevista ioneista voidaan valita mita io-
neja halutaan tarkastella. Ensimmaisella kvadrupolilla valittuja ioneja kutsutaan aiti-io-
neiksi. Valitut aiti-ionit lentavat kvadrupolitrmayskammioon, jossa ioneihin tdrmaytetaan
térmaytyskaasua, jona yleensa toimii typpi- tai argonkaasu. Térmaytyksen johdosta aiti-
ionit fragmentoituvat pienemmiksi ioneiksi, joita kutsutaan tytarioneiksi. Tytarionit lenna-
tetdan kolmanteen kvadrupoliin, jossa ne erotellaan massa/varaus-suhteen mukaan ja
lennatetd&n detektorille. Kolmoiskvadrupolin toimintaperiaate on kuvattu kuvassa 16.
[38, s. 125 — 126, 213 — 213; 42; 43.]
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Tormaytyskaasu
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1. kvadrupoli Kvadrupoll- 3. kvadrupoli
tormaytyskammio

Kuva 16. Kolmoiskvadrupolissa ensimmaisen kvadrupolin avulla valitaan analysoitava/t ns. aiti-
ioni/t, jotka toérméaytetdan kvadrupoli-tormaytskammiossa tormaytyskaasun kanssa,
jona toimii esimerkiksi typpi- tai argonkaasu. Térmaytyksen takia ionit fragmentoituvat
entisestaan ns. tytarioneiksi. [39, s. 214, mukaillen]

Massaspektrometrien detektorina kaytetdan elektronimonistinta, jossa ionien energiat
muutetaan sahkopulssiksi. Elektronimonistimen sisaseindén tormaava ioni synnyttaa se-
kundaarisia elektroneja, jotka vapautuvat elektronin pinnasta. Elektroni torméa taman
jalkeen seindmaan ja vapauttaa lisaa elektroneja. Térmayksia tapahtuu, kunnes elektro-
nit keratdan anodilla, jossa signaali vahvistetaan ja saadaan massaspektrometrinen data
kerattya. [37, s. 128; 44.]

5 Tyo6valineet jareagenssit

Tyossa kaytetyt tyovalineet, laitteet ja reagenssit on esitetty seuraavissa kappaleissa.

5.1 Laitteet ja tyovalineet

TyoOssa kaytettyja laitteita ja niiden osia seka tydvalineita on listattu taulukossa 2.

Taulukko 2.  Opinnaytetytssa kaytetyt laitteet ja niiden osat seka tyovélineet.

Laite / Tyoviéline Valmistaja Malli
NMR-spektrometrin konsoli Bruker AG 500 Mhz Avance Il
Magneetti (NMR) Bruker AG UltraShield 500 / 54 mm
NMR spektrometri Bruker 500 Mhz
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NMR-mittapaa (probe)

Bruker BioSpin

5mm 500MHz TXI (*H, 3P, 3C)

Massaspektrometri (LC-MS) Waters Waters XEVO TQ-XS
Nestekromatografi (LC-MS) Waters Agcuity | Class
Kolonni (LC-MS) Waters Xbridge® BEH C18 2,5 um
Vedenpuhdistuslaite Millipore Direct-Q3 UV

Haihdutin

Caliper LifeSciences

TurboVap LV

NMR-nayteputki

Wilmad LabGlass

5 mm High Troughput

NMR-syvyysmittari ja -spinnereita

Bruker

B-AC560

Pipetti 1-10 ml

Thermo Scientific

Finnpipette F1, 1-10 ml

Pipetti 10-100 pl

Thermo Scientific

FP Focus(A) 10-100 pl

Pipetti 100-1000 pl

Thermo Scientific

FinnPipet Focus STD 100-1000 pl

NMR-pipetti

Sigma-Aldrich

tipL9in.

6 ml SPE-putket

Phenomenex

Strata® SI-1 Silica (55 um, 70A)

Liséksi tyossa kaytettiin 1,5 ml:n LC-vialeita, 250 pl:n insertteja vialeissa tarvittaessa ja

10 ml:n koeputkia.

5.2 Reagenssit

Tybssa kaytetyt reagenssit on listattu taulukossa 3. Naytteet (VG ja CVX) olivat VERIFI-

Nin synteesilaboratoriossa valmistettuja yhdisteita.

Taulukko 3.  Opinnaytetytssa kaytetyt reagenssit.
Reagenssi Valmistaja MW (g/mol) Pitoisuus CAS LOT
VG in-house (VERIFIN) 269,34 7 mg/ml 78-53-5 -
CvX in-house (VERIFIN) 267,37 7 mg/ml 468712-10-9 -
NaOH (Titrisol®) Merck 39,99 0,1 mol/I 1310-73-2 HC707735
HCI VWR 36,46 0,1 mol/I 7647-01-0 18G094014
Asetonitriili Honeywell 41,05 99,9 % 75-05-8 -
HCOOH Merck 46,03 10 % 64-18-6 -
NH,OH" Sigma Aldrich 35,25 25% 1336-21-6 -

Tyobssa kaytetty ultrapuhdas vesi saatiin Direct-Q3 UV (valm. Millipore) -vedenpuhdis-

tuslaitteesta.
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6 VG:n rakenneanalytiikka

Hajottamattoman néaytteen maarityksessa kaytettiin NMR-tekniikkaa ja LC-massaspekt-
rometriaa. VG-nayte oli valmistettu VERIFINilla.

6.1 VG:n NMR-tutkimus

Nayte (0,6 ml:n NMR-putkessa) oli liuotettuna deuteroituun asetoniin (asetoni-d6) ja sen
pitoisuus oli 7,0 mg/ml. VG:ta nayte sisalsi 4,2 milligrammaa. NMR-putki asetettiin spin-
nerin lapi syvyysmittariin, jolla saadettiin naytteen paikka oikeaksi mittapdassa. Samalla
voitiin havaita, onko putkessa tarpeeksi naytettd. Taman jalkeen nayteputki siirrettiin

spinnerissa yha kiinni olevana NMR-laitteen naytetelineeseen.

Ennen kuin naytteesta mitattiin NMR-spektrit, suoritettiin lukitseminen kayttden hyvaksi
deuteroitua asetonin 2H-signaalia, tehtiin automaattinen kanavien viritys, magneettiken-

tan homogenisointi asetonille (shimmaus) ja tarkistettiin lopuksi lukon taso.

Kaikki naytteet ajettiin 17°C:ssa Brukerin Avance Il 500 MHz spektrometrilld, johon oli
liitetty 5 mm:n TXI mittapaa (*H, °C ja *'P). Koko opinnaytetytn ajan mittaukset tehtiin
samassa lampotilassa ja samoilla laitteilla. Naytteesta ajettiin *H NMR, *H NMR (liuotin
vaimennettuna), *C {*H} NMR, 3P {*H} NMR, 2D [*H-!H] -COSY-NMR, 1D [*H-3'P] -
HSQC-NMR, 2D [*H-13C] -HSQC-NMR, 2D [*H-13C] -HMQC-NMR ja 2D [*H-3!P] -HMQC-

NMR. Kokeiden pulssisarjat on havainnollistettu kuvassa 17.
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Kuva 17. Tyossa kaytettyjen NMR-kokeiden pulssisarjat: 1D H-, 1D 13C-, 1D 3'P-, 2D [*H-1H] -
COSY-, 1D [tH-31P] -HSQC-, 2D [*H-13C] -HSQC-, 2D [H-13C] -HMQC- ja 2D [H-31P] -
HMQC-NMR kokeille.

6.2 Mitatun VG:n NMR-datan tulkinta

Kaikki keratty NMR-data kasiteltiin ja prosessoitiin Brukerin TopSpin 3.6.2-ohjelman

avulla. VG:n puhtauden maarityksessd NMR-spektrien tulkinnan apuna kaytettiin

ﬂ7 Metropolia
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ACD/Labsin NMR Workbook 2019.2.1 -ohjelmalla tehtya ennuste-NMR-spektreja. En-
nuste spektrit luotiin 1H, 13C ja 31P-NMR-spektreille. VG:n ennustespektrit 16ytyvat liit-

teesta 1.

NMR datan prosessointi piti sisallaan spektrin vaiheistuksen, spektrin referoinnin, sig-
naalien poiminnan, signaalien integroinnin ja signaalien assignoinnin eli nimeamisen.
VG-kokeiden NMR-spektrit 10ytyvat liitteesta 2.

NMR-datan tarkastelu aloitettiin *H-spektristd. *H spektrissa (kuva 16) nékyi seitseman
selkeaa signaalia, joista kemiallisella siirtymalla ~ 2 ppm oleva piikki tulee asetonin CHs:n
vedyistd. Signaalien tunnistus tehtiin 2D NMR-spektrien perusteella. Signaalien tunnis-
tuksessa kaytettiin apuna myds heterogeenista kytkentaa tiettyjen protonien ja fosforin

valilla.

VG:n dietyyliaminon CHs-0sat ovat suojassa kaukana elektronegatiivisista atomeista ja
ne ovat hyvin samanlaisissa oloissa, joten ne antavat signaalin yhdessa ylakenttaan.
Taten kyseiset signaalit tulevat H1:ksi ja H2:ksi merkityista protoneista, ja kyseisten sig-
naalien kemiallinen siirtyma on 1,008 ppm. Organofosfaatin etyylin CHs-0san protonit
(H3 ja H4 merkityt protonit) ovat myds hyvin suojassa elektronegatiivisilta atomeilta,
mutta eivat niin hyvin kuin amiinin, joten kyseiset signaalit tulevat hieman alakentan

suunnalle amiinin CHz:een n&dhden ppm-arvolla 1,331.

Organofosfaatin etyylin CHz-ryhmé (H7 ja H8) on lahella elektronegatiivista organofos-
faattia, jonka takia kyseiset ryhmét antavat signaalin alakenttaan ppm-alueella 4,101—
4,161. Organofosfaatin rikkiin kiinnittynyt CH.> (H10) ei ole aivan niin alakentéssa kuin
organofosfaatin etyylin CHz:t (H7 ja H8), koska happi on hieman elektronegatiivisempi
kuin rikki. Taten rikkiin Kiinnittynyt CH, antaa signaalin alakenttdan pain organofosfaatin
etyylin CHz:een ndhden ppm-alueella 2,810-2,919. Rikkiin kiinnittyneen CHz:sen vierei-
nen CH (H9) on diamagneettisesti varjostuneemmassa (deshielded) tilassa kuin amiinin
CHz:t (H5 ja H6), joten ppm-arvolla 2,717 nakyy H9:lla merkityn protonit ja ppm-arvolla
2,536 nakyy H5:n ja H6:n protonit.
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Kuva 18. Hajottamattoman VG:n *H NMR-spektri, johon on assignoitu spektrin signaalit vastaa-
maan rakennekaavaan merkittyjé protoneita. Lisaksi signaalien kemialliset siirtyméat on
esitetty spektrien alla.

Valituista signaaleista mitattiin kytkentdvakiot TopSpinin etéisyys mittaus -tytkalun
avulla. Taulukkoon 4 on merkitty mitatut kytkentavakiot. Taman liséksi taulukkoon on

merkitty VG:sta tulleiden signaalien kemialliset siirtymat, protonien maara signaaleissa

ja signaalin multiplisiteetti.
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Taulukko 4.  VG:sta tulleiden 'H NMR-signaalien kemialliset siirtymat, protonien maara eri sig-
naaleissa seka mitatut kytkentavakiot.

Protoni 8 H (ppm); 2 'H maara J (Hz)

H1, H2 1,008; t 6H w1, ws = 7,09

H3, H4 1,331t 6H *Jus, 7= 6,93

H5, H6 2,536; k 4H *Jus, 1= 7,08
H9 2,7174; t 2H 3Jno, H10 = 7,22
H10 2,810-2,919; m 2H 3Ju10,Ho = 6,63

H7, H8 4,101-4,161; m 4H 3wz, 13 = 7,08

2 t=tripletti, k=kvartetti, m=monikerta

13C-NMR:n tulokset kasiteltiin samalla periaatteella kuin *H NMR-data. Liuottimen (ase-
tonin) antamat signaalit nakyivat hyvin intensiivisind signaaleina kemiallisen siirtymén
alueilla 205,319 ppm (asetonin C=0-osan hiili) ja 28,977 ppm (CHs-osan hiil)). C=0-
ryhma nakyi alakentassa, koska hiileen kaksoissidoksella sitoutunut happi diamagneet-
tisesti varjostaa hiilta, kun taas CHa:n hiili on elektoronitiheydeltaan harvemmassa vedyn

heikomman elektroninegatiivisyyden vuoksi.

Spektrissé nékyi asetonin lisdksi kuusi selkeda signaalia (kuva 19). Asetonin alaken-
tassé ollutta signaalia ei ndy kuvassa 19, koska kuvaa varten koko spektria on tarken-
nettu lahemmaksi haluttua aluetta, jolloin kyseinen piikki jai n&kyvista pois.

Hiilet C1 ja C2 kuten myds C3 ja C4 ovat kaukana elektronegatiivisista atomeista, joten
ne sijoittuvat ylakenttaan spektrissa. Hiilet C1 ja C2 ovat kuitenkin suojemmassa elekt-
ronegatiivisilta atomeilta enemman, joten ne nakyvéat aivan spektrin alussa. Taten hiilet
Cl ja C2 saavat signaalin 11,692 ppm:ssa ja hiilet C3 ja C4 15,491 ppm:ssa. Hiilet C7
ja C8 ovat kiinni hyvin elektronegatiivisessa organofosfaatissa, joten ne sijoittuvat ala-
kenttdén, 62,851 ppm:n kohdalle, koska ne diamagneettisesti varjostuvat elektronitihey-
den takia. Hiilet C5 ja C6 ovat elektronegatiivisen typen vieressa, mika siirtdd kyseisten
hiilien signaalia alakenttaan pain. Koska signaali tulee kahdesta hiilesta, kuten myés C1-
ja C2- seka C3- ja C4-hiilien signaalit, ovat spektrissa niiden signaalit melkein saman
intensiteetin omaavia. Taten C5:n ja C6:n signaali nakyy 46,739 ppm:ssa. Jéljella ole-
vista signaaleista C9 on elektronegatiivisemman atomin vieressa (typpi elektronegatiivi-
sempi kuin rikki), joten C10 nakyy alakentéssa 53,306 ppm:ssé ja C9 alakentassa 24,901

ppm:ssa.
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Kuva 19. Hajottamattoman VG:n 3C NMR-spektri, johon on assignoitu spektrin signaalit vastaa-
maan rakennekaavaan merkittyja hiilida. Lisaksi signaalien kemialliset siirtyméat on esi-
tetty spektrien suurennoksien alla.

Kuten *H-NMR:n signaaleissa, *C-NMR:n signaaleista mitattiin kytkentavakiot fosforiin.

Taulukkoon 5 on merkitty mitatut kytkentavakiot ja VG:n antamien **C-NMR:n signaalien

kemialliset siirtymaét.
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Taulukko 5.  VG:sta tulleiden 13C NMR-signaalien kemialliset siirtymat ja kytkentavakiot hiilen
ja fosforin valilla.

Hiili 5 B3C(ppm); ® J (Hz)
C1,C2 11,692; s -
C3,C4 15,491; d %Je3 p=7,05

C10 24,901; d 2Jer0,p= 4,26
C5, C6 46,739; s -

C9 53,306; d 3Jes,p= 4,86
C,7C8 62,851;d Je7,p=5,8

2, s=singletti, d=dupletti

3P NMR spektrissa VG:n signaali tuli intensiivisimmasta piikista, joka asettui kemialli-
sella siirtymalla 27,38 ppm. VG:n signaalin vieressa ylakenttaan péain 26,46 ppm:ssa na-
kyi signaali, joka alustavasti assignoitiin VG:n suolaksi. Ylakentasséa 1,06 ppm ja alaken-
tasséa 67,71 ppm:ssa nakyi kaksi epapuhtautta, joihin palataan myéhemmin.

2D {*H-H}-COSY -kokeen spektrin tarkastelu aloitettiin sijoittamalla H-kokeen
perusteella selvityt VG:n protonit (H1, H2, H3...) 2D [*H-'H]-COSY:n spektreihin (kuva
21). COSY-kokeella tutkittin protonien kytkentda toisiinsa, ja COSY:lla havaittiin 2-3-
sidoksen (3Jun) lyhyita kytkentoja. Nama kytkennat ilmenevat spektrissa
korrelaatiosignaaleina diagonaalisignaalin  (vinottain) molemmin puolin. Ennen
l6ydettyjen kytkentdjen lapikdyntia, pohditaan VG:n rakenteen perusteella millaisia

kytkentdja voidaan odottaa kokeesta Ioytyvan.

VG:n rakennetta (kuva 20) tarkastelemalla voidaan paatella, ettd COSY:sta tulisi I6ytya
kolme 3-sidoksen lyhytta kytkent&d&. Protonin H1 tulisi kytkeyty&d H5:n kanssa ja protonin
H2 kytkeytyd H6:n kanssa. Koska protonit H1 ja H2 antavat samalla kemiallisella
siirtymalla signaalin kuten myos protonit H5 ja H6 antavat toistensa kanssa, pitasi
protonien H1 ja H2 signaalista tulla kytkenta protonien H5 ja H6 signaaliin COSY:ssa.
Samalla periaatteella protoneista H3 ja H4 muodostuneella signaalilla tulisi olla kytkenta
protoneista H7 ja H8:sta muodostuneeseen signaalin COSY-kokeessa. Viimeinen

kytkenta pitéisi tulla protonien H9 ja H10 valille.
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Kuva 20. VG:n rakennekaava, johon on merkitty punaisella *H-kokeen perusteella eri signaaleista
tulleiden protonien paikat. Sinisella on esitetty protonien vdlille odotetut 3-sidoksen
(3Jun) pituiset lyhyet kytkennét.

2D [*H-1H] -COSY-kokeesta saatiin kytkentoja, joita odotettiinkin tulevan. Loydetyt kyt-
kennat on esitetty kuvassa 21. Kytkennat I6ydettiin protonien H1 ja H2 sekd H5 ja H6
valille, protonien H3 ja H4 seka H7 ja H8 valille, ja viimeiseksi protonien H9 ja H10 valille.
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Kuva 21. 2D [*H-1H] -COSY-koe VG:lle, johon on merkitty 3-sidoksen (3JuH) padssa olevat kyt-

kennét.

Protonien ja hiilien valista kytkentaa tutkittiin 2D [*H-13C] -HSQC-kokeen avulla. Aiem-

pien H- ja 33C-kokeiden perusteella maaritettyjen VG:n eri atomien korrelaatiosignaalei-

den tulisi HSQC:ssa tulla poikittain ja pitkittdin vedettyjen viivojen risteyskohtaan. Taméa

on esitetty kuvassa 22. Jokaisen assignoidun protonin kytkentad osui oikeaan hiileen, kun

tarkasteltiin protoni-hiili-kytkentoja.
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Kuva 22. VG:n 2D [*H-13C] -HSQC-kokeen 2D-spektrin protoneista katsottiin kytkennat vastaaviin
hiiliin, joissa ne ovat kiinni pitkittaisten ja poikittaisten viivojen avulla.

2D [1H-31P] -HMQC-kokeen spektria (kuva 23) tarkastelemalla etsittiin VG:n keskusfos-
forin ja VG:n protonien valista kytkentad. VG:n antama 3!P-spektrin signaali oli vahvin
nahtava signaali 27,39 ppm:lla. Kytkentoja fosforille 16ytyi kolme, protonien H7, H8; H10
ja H3, H4 kanssa. Naiden kytkentdjen tunnistuksen apuna kaytettiin ulkoisesti heijastet-
tua 'H-spektria. Havaitut kytkennéat protoneihin ovat 3 ja 4 sidoksen paassa fosforista,
joten havaitut kytkennat ovat lyhyita kytkentdja. Taman liséksi spektrissé nékyi 3 muuta
yhdistettd, jotka sisaltavat fosforia. Naista lisaa VG:n epépuhtauksista kasittelevassa lu-
vussa 6.3.
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Kuva 23. 2D [*H-31P] -HMQC NMR spektri, johon *H-spektri on ulkoisesti heijastettu mitatusta H-
spektrista. Tahdella (*) on merkitty muut havaitut yhdisteet naytteessa, jotka sisaltavat
fosforia ja vetyja. VG:n antama signaali nakyi fosforisiirtymalla 27,39 ppm.

6.2.1 LC-MS-analyysi

VG:n LC-MS-analyysia varten NMR-putkesta otettiin naytettd 500 pl 1,5 ml:n vialiin. Nay-
teesta haihdutettiin nesteet typpivirran avulla haihduttimessa 7,5 psi:n paineella, kunnes
kaikki neste oli haihtunut. Haihdutuksen jalkeen naytteeseen lisattiin 1 ml ultrapuhdasta
vetta ja nayte sekoitettiin vorteksin avulla, jonka jalkeen nayte oli valmis mitattavaksi LC-
MS:lla.
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LC-MS-mittaus suoritettiin Watersin XEVO TQ-XS —massaspektrometrilla, johon oli lii-
tetty Waters:n Aqcuity | Class —nestekromatografi. Kolonnina toimi Waters:n XBridge®
BEH C18 2,5 um -kolonni. Kaikki LC-MS-mittaukset suoritettiin samalla LC-MS-laitteella
ja kolonnilla. Ennen VG:n mittausta LC-MS:lla ajettiin QC-nayte (Quality control) eli laa-
dunvalvontanayte ja QC-naytteen 10-kertainen laimennos. Nayte voitiin mitata tarpeeksi
luotettavasti QC-naytteen antamien tulosten perusteella, joten VG:n mittaus voitiin aloit-

taa. QC-nayte ajettiin joka kerta, kun LC-MS:lla mitattiin naytteita.

Ensimmaisten ajon jalkeen kromatogrammista huomattiin, etta naytteen pitoisuus oli kui-
tenkin liian suuri laitteelle, koska kromatogrammin piikit saturoituivat liikaa. Tamé huo-
mattiin VG:n (mw 270) ja VG:n rikki-isotoopin (mw 272) piikkien intensiteettien suhteesta,
joka oli liilan suuri. Rikki-isotoopin tulisi olla noin 5 prosenttia VG:n piikkiin verrattuna ja
naytteessa suhde oli noin 9 (kuva 24). Taman takia naytteesta tehtiin 10-kertainen lai-
mennos (10 ul naytettd ja 90 ul ultrapuhdasta vetta 1,5 ml vialiin, johon oli laitettu sisélle
250 pl:n insertti). 10-kertainen laimennos antoi vielakin laimentamisen jalkeen liian suu-
ren suhdeluvun, joten naytteesta tehtiin viela 100-kertainen laimennos. 100-kertaisesta
laimennoksesta (1 pl naytetta ja 99 ul ultrapuhdasta vetta 1,5 ml vialiin, johon oli laitettu

sisélle 250 pl:n insertti, saatiin kuitenkin jo sopiva suhde VG:n ja rikki-isotoopin vélille.
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Kuva 24. VG-naytteen VG:n piikki (m/z 270) ja rikki-isotoopin (m/z 272) suhde (noin 9 %) laimen-
tamattomassa naytteessa oli liian suuri, koska naytteen liian korkea pitoisuus aiheutti
piikkien saturoitumista. Tama kuitenkin saatiin korjattua laimentamalla naytetta 100-ker-
taisesti, jolloin rikki-isotoopin suhde pieneni noin 5 prosenttiin.

Rikki-isotooppi ongelman lisaksi VG:n mittauksessa oli toinenkin suurempi selkea on-
gelma. Jokaisessa naytteessa, nakyi vahvana mw:lla 150 selkea piikki. Tama nakyi myos
ajoissa, joissa ajettiin vain vetta. Kyseinen piikki oli siis selked kontaminaatio. Taman

takia mittaukset suoritettiin uudestaan, kunhan ensin laite oli saatu putsattua.

Kun LC-MS:n puhdistus valmistui, voitiin mitata uudelleen hajottamaton VG, josta ajettiin
kaikki tehdyt naytteet. Eluentteina kaytettiin metanolia ja ultrapuhdasta vetta, joihin oli
lisatty 0,1 %:nen maara muurahaishappoa. LC-MS-ajo ajettiin gradienttiajona, jonka

eluenttien prosenttiosuus nakyy taulukossa 6.
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Taulukko 6.  Gradienttiajon eluenttien prosenttiosuus

Aika (min) UP-vesi (+ 0,1 % FA) % | Metanoli (+0,1% FA) %
Aloitus 95,0 5,0
0,60 95,0 5,0
2,30 0,0 100,0
4,00 0,0 100,0
4,30 95,0 5,0
5,50 95,0 5,0

Naytteesta ajettin myos tytarioni-ajo, jossa ensimmaisen kvadrupolin [api paastettiin
vain tietyn massa/varaus-suhteen ionit, jotka fragmentoidaan. Nain nahtiin, millaisia frag-
mentteja eri ioneista syntyy ja milla retentioajalla tutkittu ioni tulee. Tytar-ioni ajoja ajettiin
niista yhdisteista, jotka vaikuttivat kiinnostavilta.

LC-MS-data kasiteltiin Waters:n MassLynx V4.2 -ohjelmalla. Saadut spektrit kaytiin yk-
sitellen lapi, ja jokainen eri retentioajan omaava piikki tarkasteltiin erikseen siten, etta
saatiin selville millaisia massa/varaus-suhteita kyseisista retentioajan piikeista l6ytyy.
VG:n (m/z 270 [moolimassa 269]) antama piikki positiivipuolella TIC:lla (totaali ioni kro-
matogrammi, engl. total ion chromatogram) loytyi retentioajalla 1,79 minuuttia. Nayt-
teesta (100-kertainen laimennos) ajettiin tytarioni skannaus positiivipuolella massa/va-
raus-suhteella 270, jotta voitiin varmistaa, tuleeko VG kyseisella retentioajalla. Tytar-ioni
skannauksessa 270 mw-suhteen omaava ioni antoi vain yhden piikin retentioajalla 1,79
minuuttia. Retentioajalla 1,79 tulevaa massaspektria tarkistaessa 270 m/z:n vieressa na-
kyi rikki-isotoopin antama piikki massa/varaus-suhteella 272, joka antoi lisda varmuutta,
ettd yhdiste oli organofosfaatti, ja tdten kyseinen piikki oli VG:sta. Kuvassa 25 on esitetty
100-kertaisen laimennoksen positiivisen puolen TIC ja massa/varaus-suhteella 270 (po-
sitiivipuolella) ajettu TIC.
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Kuva 25. 100-kertaisesti laimennetun VG-naytteen positiivisen puolen TIC, massal/varaus-suh-
teella 270 mitatun tytarioni skannauksen TIC ja massaspektri, jossa nakyy VG (m/z 270)
ja VG:n rikki-isotooppi (m/z 272).

6.3 Epapuhtaudet VG:ssa

NMR:n avulla VG:sta nahtiin kolme selkeda epapuhtautta, jotka ovat lahtbaineiden epa-
puhtauksia. Huomattujen epapuhtauksien selvityksessa kaytetaan hyvaksi 2D {*H-3'P}-
HMQC NMR -kokeen dataa ja LC-MS:lla saatua dataa, jolla voitiin maarittaa tarkemmin,
millainen rakenne antoi 2D [*H-3!P]-HMQC:ssa signaaleja. Kuvassa 26 on esitetty 2D

[*H-31P] -HMQC-kokeen spektri, johon VG:n ja epapuhtauksien signaalit on merkitty.
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Kuva 26. 2D [*H-31P] -HMQC NMR-spektri, jossa nakyy VG-naytteessa olevat epapuhtaudet.
HMQC:n avulla voitiin tutkia myds VG:stéa |6ytyneita epapuhtauksia.

VG:sta hieman ylakenttaan (3P dimensio) pain fosforisiirtymalla nakyi signaali, jonka

fosforilla oli samanlainen kytkent&a protoneihin kuin VG:lla. Tama signaali tuli luultavasti

VG:n suolasta (VG[H']). Epdpuhtaudet 1 ja 2 tulevat sellaisista yhdisteissé, joissa VG:n

typpih&nt&d on katkennut rikin kohdalta. Epapuhtaudessa 1 ei luultavammin ole rikki&

kiinni, koska fosforisiirtyméa on vahvasti ylakentassa (3P noin 0 ppm), kun taas epapuh-

taudella 2 on luultavasti kaksoissidoksellinen rikki kiinnittyneend, koska kyseinen yhdiste

on siirtynyt alakenttaan (*!P noin 70 ppm). Tama on tyypillinen fosforisiirtyméa alue P=S

sisaltaville rakenteille. Tarkastellaan viela LC-MS:sta saatua dataa.
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LC-MS:lla saaduista datasta tutkittiin, [0ytyykd muita yhdisteita VG-naytteesta kuin
VG:ta. 100-kertaisesti laimennetusta naytteesta ajettiin massa/varaus-suhteilla (positiivi
puolella) 155, 171 ja 99 yhdisteitd, joita usein V-sarjan homologeista hajoaa Sinisen Kir-
jan seulonnan ohjeistuksien avulla ja niitéd soveltaen. Taman lisaksi 100-kertaisesti lai-
mennetusta VG-naytteen TIC:sta etsittiin tietyilla m/z-suhteilla retentioaikoja, joissa vah-
vasti nakyi muita yhdisteitd. Massa/varaus-suhteella 155 (dietyylifosfaatti) nakyi kysei-
sen massal/varaus-suhteen tytarioni mittauksessa retentioajalla 1,26 minuuttia vahva
piikki. Dietyylifosfaatti fragmentoitui vahvasti fosforihapoksi (m/z 99), kun se menetti frag-
mentoituessaan molemmat etyylit. Kuvassa 27 on esitetty 155 m/z-suhteella mitattu TIC,
dietyylifosfaatin rakennekaava ja retentioajalla 1,26 minuuttia otettu massaspektri, johon

on merkitty fragmentoituminen.
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Kuva 27. Dietyylifosfaatin (m/z 155) tytarioni mittauksen TIC, sen rakennekaava ja retentioajalla
1,26 min otettu massaspektri, johon on merkitty dietyylifosfaatin fragmentoituminen fos-
forihapoksi.

Dietyylifosfaatti ei sisalla rikkia, jolloin fosforisiirtyma olisi ylakentan puolella, ja silla na-
kyisi HMQC:ssa fosforiin kytkentaa protoneilla H3; H4 ja H7; H8, kuten VG:n dietyyli-

osissakin. Taten epépuhtaus 1 on todennakdisesti dietyylifosfaatti.
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Massa/varaus-suhteella 171 (dietyylitiofosforihappo) etsittiin 100-kertaisesti laimenne-

tusta VG:sta tytarioni skannauksen avulla. Kyseiselld massa/varaus-suhteella nakyi use-

ampi kohta, jossa dietyylitiofosforihappoa voisi olla. Retentioajalla 1,57 min nakyva piikki

on luultavimmin dietyylitiofosforihaposta tuleva piikki. Kuvassa 28 on esitetty 171 m/z-

suhteella skannattu tytarioni mittaus, dietyylitiofosforihapon rakennekaavat ja retentio-

ajalla 1,57 min otettu massaspektri.
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Kuva 28. Dietyylitiofosforihapon (m/z 171) massavarauksella etsitty TIC, dietyylitiofosforihapon
isomeriset rakennekaavat ja retentioajalla 2,25 min otettu massaspektri.

Dietyylitiofosforihappo voi olla isomerialtaan joko kaksoissidoksellisen rikin tai hapen si-

saltama. Ottaen huomioon, ettd HMQC:ssa nakyi fosforisiirtymalla alakentéssa (*'P noin

70 ppm) fosforia sisaltava yhdiste (epapuhtaus 2), jossa on kiinni kaksoissidoksella rikki

(fosforisiirtyma alakentéssa kertoo taman), on dietyylitiofosforihappo (kaksoissidokselli-

sen rikin omaava dietyylitiofosforihappo) todennakdisesti toinen HMQC:ssa nakyva epa-

puhtaus. Koska kyseinen yhdiste sisaltda dietyyli-osan, joiden protonit (H3, H4 ja H7,

H8) nayttivat kytkentaa fosforiin, voidaan olla enemman varmoja yhdisteen olevan epa-

puhtaus 2.
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Massa/varaus-suhteella 99 naytteesta yritettiin etsia tytarioni skannauksella fosforihap-
poa, joka lohkeaa dietyylifosfaatista ja dietyylitiofosforihaposta. Tytar-ioni skannauksella
saatiin TIC, jossa néakyi vain yksi piikki retentioajalla 1,27 minuutin kohdalla. Kuvassa 29
on esitetty m/z-suhteella 99 mitatun tytarioni skannauksen TIC ja retentioajalla 1,27 min

otettu massaspekiri.

100+ 1

080 100 120 = 140 = 160 180 2.00 220

100+

40 45 50 55 60 65 70 75 8 85 9 95 100 105 110 115 120

Kuva 29. Fosforihapon (m/z 99) etsimiseksi naytteesta mitattu tytarioni mittauksen TIC ja reten-
tioajalla 1,27 min otettu massaspektri.

Vaikka fosforihappoa etsittdessa muodostunut tytarioni TIC nayttadkin massaspektrin
osalta fosforihapolta, tulee kyseinen piikki dietyylifosfaatin lohkeamisesta. Fosforihapon
muodostuminen on hyvin hidasta ja sita muodostuu, kun hermomyrkkyéa (tassé tapauk-
sessa VG:td) on vesiliuoksessa ja silloinkin muodostuminen on vahaistéa. Lisaksi fosfori-
hapon retentioaika olisi jossain 0:n 1:n minuutin valilla johtuen yhdisteen vesiliukoisuu-

desta.

On mahdollista, etta VG:n molemmat etyyliesteriryhmat ovat hydrolysoituneet, jolloin
VG-naytteessa voi olla hieman N,N-dietyyliaminoetyylitiofosfaatia (m/z 215). Retentio-
ajalla 1,98 nahtiin vahvasti massaspektrissd 215 m/z:lla signaali, joten 100-kertaisesti
laimennetun VG:n TIC:sta haettiin 215 m/z:lla kohtia, joissa kyseisen m/z ioneja 16ytyy.

Vain retentioajalla 1,98 nakyi vahva piikki, jolloin kyseisessa kohdassa on luultavasti ky-
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seistd yhdistettd. Massaspektrissa nakyi 217 m/z:lla rikki-isotooppi. Kuvassa 30 on esi-
tetty 215 m/z-suhteella etsitty TIC, N,N-dietyyliaminoetyylitiofosfaatin rakennekaava ja

retentioajalla 2,25 min otettu massaspektri.
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Kuva 30. N,N-dietyyliaminoetyylitiofosfaatin (m/z 215) rakennekaava ja massavarauksella 215 et-
sitty TIC, josta retentioajalla 1,98 min otettu massaspekiri.

2D [*H-*1P]-HMQC NMR spektrissa nakyneet epapuhtaudet ovat luultavasti dietyylifos-
faattia ja dietyylitiofosforihappoa, koska molemmissa epapuhtauksissa on fosforilla kyt-
kentoja etyyliryhmiin, kuten VG:llakin. Naista kahdesta fosforisiirtymalla -1,02 nakyy
dietyylitiofosforihappo, koska 2D [*H-3'P]-HMQC:ssa nakyy ‘H-siirtymalla 3,80 ppm kor-
relaatiosignaali, joka tulee CHz-ryhmasta, jonka siirtyma voi olla 1 — 5 ppm-alueella [27],
on epapuhtaus 1 todennakoisesti dietyylitiofosforihappoa ja epapuhtaus 2 todennakaoi-

sesti dietyylifosfaattia. Taulukossa 7 on viela listattu |I6ydetyt epapuhtaudet.
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Taulukko 7. VG:n naytteesta Idydetyt epapuhtaudet
Yhdiste m/z [M+H]" | Rt (min) Rakennekaava
\\.
Dietyylifosfaatti 155 1,26 /
° 20 >
T e
Ho Y\
o
Dietyylitiofosforihappo 171 1,57 o N
0o—pP=—8 0—P—8H
o o o
N,N-dietyyliaminoetyylitiofos- 215 1,98 - -
HO_
faatti P~ N
/ 8 5
HO

Loydettyjen ja tunnistettujen epapuhtauksien lisdksi hajottamattomasta VG:sta loytyi

muitakin yhdisteita. 10-kertaisesti laimennetusta VG:sta |6ytyi negatiivi-puolella retentio-

ajalla 3,12 min palmitiinihappoa ja retentioajalla 3,24 min steariinihappoa. Kyseiset yh-

disteet ovat luultavammin perdisin joko LC-MS:lla aiemmin analysoiduista naytteista tai

ihmisperaisistd orgaanisista kontaminaatiosta esimerkiksi paljaista sormenpaista. Ta-

man liséksi joillakin retentioajoilla néhtiin kiinnostavia piikkeja, joita ei onnistuttu tunnis-

tamaan. Nama tunnistamattomat piikit ja edella mainitut yhdisteet, jotka eivat ole

VG:seen liittyvid on esitetty liitteessa 3.
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7 CVX:nrakenneanalytiikka

7.1 CVX:n NMR-tutkimus

Kuten VG CVX:kin oli VERIFINIlla valmistettu ja se tuli valmiiksi liuotettuna deuteroituun
asetoniin NMR-putkessa. CVX:n pitoisuus oli 7 mg/ml ja tilavuus 600 pl. NMR-putki lai-
tettiin spinneriin ja siirrettiin naytetelineeseen, kun oli ensin tarkistettu naytteen kirkkaus.
CVX:lle mitattiin samat NMR kokeet kuin VG:sta. Naytteet mitattiin 290 kelvinissa seka
samalla spektrometrilla ja mittapaalla kuin VG:sta. Liitteesta 4 10ytyy hajottomattoman
CVX:n NMR-kokeiden spektrit, ja CVX:lle tehdyt NMR ennuste spektrit [6ytyvat liitteesta
1.

Koska CVX on hyvin samankaltainen rakenteeltaan kuin VG, CVX:n NMR-datassa voi-
daan nahda samankaltaisuutta. Asetonin CH3-osan antaman signaalin tuli kemiallisella
siirtymalla 1,958 ppm. CVX:n *H NMR-spektrissa (kuva 31), protoni H3 sijaitsee butyyli-
hannan paassa, jossa se on hyvin paramagneettisessa tilassa, joten H3:n tulee antaa
signaali aivan ylakentassa 0,836 ppm:ssd. Samoin protonien H1 ja H2 tulee sijoittua yla-
kenttdén, koska ne ovat kaukana elektronitiheyksista typpihdnnan paassa saaden kemi-
allisella siirtymalla signaalin 0,904 ppm. Protonien H6 ja H7 odotetaan tulevan enemman
ylakentassa, koska molemmat signaalit ovat kohtalaisen kaukana elektronegatiivisista
atomeista muihin protoneihin verrattuna, joita ei ole vield mainittu. Naista kahdesta sig-
naalista H6 on paramagneettisesti varjostuneempi, koska se on kauempana butyyliin
kiinnittyneesta hapesta ja keskusfosforista. Protoni H6 saa siis signaalin kemiallisella

siirtyman alueella 1,257-1,378 ppm ja H7 1,546 ppm:lla.

Protonien H8 signaali tulee olla alakentéssa, koska se on elektronitineyksien lahella joh-
tuen viereisistd hapesta ja fosforista. Taten H8 tulee kemiallisella siirtyma alueella
3,861-3,990 ppm. Protoneista H10, H11 seké& H4, H5 ja H10 on lahelld kaikista elektro-
nitineintd aluetta (fosfori ja viereinen rikki luovat yhdessa elektronitihe&n ympéariston) ky-
seisistd kolmesta eri kohdasta. H11:n signaali tulisi tulla enemman alakenttaan kuin
H4:sté ja H6:sta tulevan piikin, koska se on kahden elektronitiheyden valissa. Taten H10
saa signaalin 2,743-2,873 ppm:n alueella, H11 saa signaalin 2,596 ppm:ssa ja H4 ja H5
saavat signaalin 2,438 ppm:ssa. Protoneista H9 tuleva signaali kemiallisella siirtymalla
1,653 ppm.
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Kuva 31. CVX:n 'H NMR-spektri, johon assignoitu spektrin signaalien vastaamaan rakennekaa-
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vaan merkittyja protoneita ja signaalien kemialliset siirtymat.

Signaaleista mitattiin kytkentévakiot ja mitatut kytkennat on listattu taulukkoon 6. Tauluk-

koon on tdman lisaksi listattu eri protoneista tulleiden signaalien kemialliset siirtymaét ja

protonien maara eri signaaleissa.

metropolia.fi

ﬂ7 Metropolia



50

Taulukko 8. CVX:sta tulleiden 1H-signaalien kemialliset siirtymat, protonien maara eri signaa-
leissa seka mitatut kytkentéavakiot.

Protoni 5 H (ppm); a H m&ara J (Hz)
H3 0,836; t 3H 3z e = 7,41

H1, H2 0,904; t 6H i1, wa = 7,04
H6 1,257-1,378; m 2H 3Jug w3 = 7,52
H7 1,546; q 2H 3z, wg = 7,92
H9 1,653; d 3H 2Jye,p = 15,70

H4, H5 2,438; k 4H 3Jua, 11 = 6,96
H11 2,596; t 2H 311, m10 = 6,91
H10 2,743-2,873; m 2H 3Jh10, 111 = 12,20
H8 3,861-3,990; m 2H 3Jng, w7 = 14,42

a. d=dupletti, t=tripletti, k=kvartetti, g=kvintetti, m=monikerta

13C-NMR-kokeen spektrissa asetonin signaalit (kaksi intensiivisinta) tulivat kemiallisella
siirtymalld 205,331 ppm ja 28,986 ppm (lite 4). Hyvin paramagneettisesti varjostuneita
hiilid ovat C3, C6 sekd C1 ja C2. Hiilien C1 ja C2 antama signaali tulee ylakentassa
kemiallisella siirtymalla 11,610 ppm, C3 tulee kemiallisella siirtymalla 13,029 ppm ja hii-
len C6 signaali kemiallisella siirtymalla 18,599 (kuva 32). Hiilen C9:n antama signaali
jakautuu dupletiksi viereisen fosforin vaikutuksesta, joten kyseinen hiili antaa dupletin
kemiallisella siirtymalla 19,104 ppm, jossa toinen signaali sijoittuu kemialliselle siirty-
malle 18,663 ppm ja toinen 19,544 ppm. Hiilen C10 signaali tulee asetonin CH3-o0san
signaalin kanssa hieman paallekkain kemiallisella siirtymalla 28,324. Hiilen C10 anta-
man signaalin tunnistamisessa hyodynnettiin vahvasti 2D [*H-*C]-HSQC-kokeen anta-

maa tietoa, josta lisdd mybhemmin tassa samassa luvussa.

Hiilen C8 signaali tuli alakenttaan diamagneettisen varjostuksen takia, ja signaali sijaitsi
kemiallisella siirtymalla 64,130 ppm. Kuten hiilen C8, my6s hiilen C11 signaali tuli ala-
kenttdén, koska sekin sijaitsee CVX:ssa kohdassa, joka diamagneettisesti varjostuu Ia-
heisten fosforin, rikin ja typen takia. Hiilelle C11 tulee signaali 53,864 ppm:n kohdalla.
Koska hiilet C4 ja C5 sijaitsevat elektroninegatiivisen typen vieressa, naiden hiilien sig-
naali siirtyy alakenttdan, muttei kovin voimakkaasti kemiallisen siirtyman kohtaan 46,715

ppm. Hiilen C7 signaali tulee kemiallisen siirtyméan kohtaan 32,191 ppm.
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Kuva 32. CVX:n 13C NMR-spektri, johon on assignoitu spektrin signaalit vastaamaan rakenne-

kaavaan merkittyja hiilid. Liséksi signaalien kemialliset siirtymat on esitetty spektrien
suurennoksien alla.

Hiilen signaaleista mitattiin kytkentéavakioita, jotka on esitetty taulukossa 7. Taulukossa

on esitetty myos *C-kokeen antamien signaalien kemialliset siirtymét ja signaalin mul-
tiplisiteetti.
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CVX:sta tulleiden 3C NMR-signaalien kemialliset siirtymat, multiplisiteetti ja kyt-

Taulukko 9.
kentavakiot.

Hiili 5 BC(ppm); a J (Hz)
C1,C2 11,610; s -

c3 13,029: s -

c9 18,599; d Yeo,p = 110,77

c6 19,104; s -

C10 28,324; s -

c7 32,191; d 3Je7,p = 6,90
c4, C5 46,715: s -

c11 53,864; d 3Jes, p= 3,40

cs8 64,130:d %Jes,p = 6,99

a. s=singletti, d=dupletti

2D [*H-1H] -COSY-kokeen spektrista tarkasteltiin, tuleeko assignoitujen signaalien valille

korrelaatiosignaaleja, joka nékyy kuvassa 33. COSY:n spektristda nahdaan, etta protoni

signaalien vdlille tulevat kytkennét menevat CVX:n rakenteeseen nahden siten, etta kyt-

kennéat ovat kolmen sidoksen paassa toisistaan.
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Kuva 33. 2D [*H-!H] -COSY-kokeen NMR-spektri, jossa on tarkasteltu *H-kytkentoja.

2D [*H-13C] -HSQC:n avulla selvitettin CVX:n vastaavien hiilien ja protonien korrelaa-
tiota. Aiemmissa kokeissa méaaritetyista hiilista ja protoneista tulevien signaalien tulisi
kohdata piikkien kohdilta vedettyjen poikittaisten ja pitkittaisten viivojen risteyskohdassa.
Jokaisen protonin signaalin vastaava hiilen signaali I16ydettiin, kun tarkasteltiin 2D [*H-
13C]-HSQC-dataa. HSQC:ssa protonien H9 ja hiilen C9 dupletti antoi molemmille duple-

tin piikeille omat korrelaatiot. Muuten muille protoneille ja hiilille tuli vain yksi korrelaatio.

metropolia.fi ﬂrMetropolia



54

H4/C4 H1/C1
CH;—CH;3
Hé/C6 H8/c8 H10/C10 /
CH2 CH3 CH2 N
we /SN /N | /N N
HsC CH; O—P—S§ CH, CHz—CH3
H7/CT | H11/C11 H5/C5  H2/C2
CH3
H9/C9 HA1, H2
N H3
H9
H11 | A
H8 H10 H4, H5 Asetoni
i, A._)'«._/\.—Ju_ Y
rE
L o
| o
€1, €2 | L
c3— i
c6 ) - S ! | o
co | |
II L
CH3 c1o_ P . i
Asetoni & -8
C7 — *; - —_
. . - E
Heo i o
+ o &
| H7 HE i
. b : n%)
c4, C5 é e [ =
t ! - wo
c11 ot C6 — : | | Ti’ﬂj li Lo L
cof || ! (] i
1 [ ] | -g -_8
-]
cs ——@h . i
_; i
17 16 15 14 13 12 e

T T T T T
2 1 ppm

& TH (ppm)

Kuva 34. CVX:n 2D [*H-13C] -HSQC-kokeen 2D-spektrin protoneista katsottiin korrelaatiot vas-
taaviin hiiliin, joissa ne ovat kiinni pitkittaisten ja poikittaisten viivojen avulla. Protonien
H9 ja hiilien C9 dupletti antoi korrelaation dupletin molemmille signaaleille.

2D [*H-*'P] -HMQC-kokeen spektria (kuva 35) tarkastelemalla katsottiin CVX:n keskus-
fosforin ja CVX:n protonien valista kytkentaa. CVX:n antama 3P NMR-spektrin signaali
oli vahvin nahtava signaali 52,21 ppm:lla. Kytkentdja CVX:n fosforille 16ytyi nelja, proto-
nien H7, H8; H10 ja HI kanssa, ja ndiden kytkentdjen tunnistuksen apuna kaytettiin ul-

koisesti heijastettua H-spektria. Havaitut kytkennat protoneihin ovat 2 — 4 sidoksen
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paassa fosforista, joten havaitut kytkennat ovat lyhyita kytkentdja. Taméan lisaksi spekt-
rissa nakyi 5 muuta yhdistetta, jotka sisaltavat fosforia. Naista lisda CVX:n epapuhtauk-

sista kasittelevassa luvussa 7.3.

H9 | H3
|
H11 | L.
7 He |
T.ms Hio  HaHs | %% i ppm
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* " 20
* " - 30

CVX ——= #

2
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Kuva 35. 2D [*H-%1P] -HMQC, johon 'H-spektri on ulkoisesti heijastettu mitatusta *H-spektrista.
Tahdella (*) on merkitty muut havaitut yhdisteet naytteessa, jotka siséltavat fosforia ja
CVX:n antama signaali nékyi fosforisiirtyméalla 52,21 ppm.

7.2 CVX:n LC-MS-tutkimus

NMR:n CVX-naytteestéa puolet siirrettiin 1,5 ml:n vialiin NMR-pipetilla NMR-putkesta, ja
loput CVX-naytteesta meni CVX:n hajottamistutkimukseen. Naytteen pH tarkistettiin pH-
paperin avulla, jolla naytteen pH:ksi saatiin noin 10 — 11. Naytteeseen lisattiin 20 pl 10
% muurahaishappoa ja 100 pl 1 % muurahaishappoa, jonka jlkeen pH:ksi saatiin noin
7. Naytteesta tehtiin 10-, 100- ja 1000-kertaiset laimennokset. 10- ja 100-kertaiset lai-
mennokset tehtiin kuten VG:nkin kanssa. 1000-kertainen laimennos tehtiin ottamalla 10

pl 100-kertaisesti laimennutta naytettéd 1,5 ml:n vialiin, johon oli laitettu sisélle 250 pl
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insertti. Naytteen sekaan lisattiin 90 ul ultrapuhdasta vetté ja nayte sekoitettiin vortek-

sissa. Naytteet mitattiin LC-MS:lla kuten edellisissakin ajoissa.

10-kertaisesti laimennetusta CVX:sta saadusta TIC:sta etsittiin CVX:sta tullutta piikkia
hakemalla 268 m/z:lla piikkeja (positiivi puolella). Retentioajalle 2,78 min nékyi vahva
piikki, jonka massaspektrista |0ytyi massa/varaus-suhteella 268 signaali, ja rikki-isotoo-
pin antama signaali nakyi m/z:lla 270.
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Kuva 36. 10-kertaisesti laimennetun CVX-naytteen positiivisen puolen TIC massa/varaus-suh-
teella 268 ja siitd retentioajalla 2,78 min otettu massaspektri. Lisaksi kuvassa nakyy
CVX:n rakennekaava

7.3 Epéapuhtaudet CVX:ssa

NMR:n avulla CVX:sta nahtiin ainakin viisi selkeda epapuhtautta. Huomattujen epépuh-
tauksien selvityksessa kaytettiin hyvaksi 2D [*H-31P] -HMQC-kokeen dataa ja LC-MS:lla
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saatua dataa, jolla voitiin maarittaa tarkemmin, millainen rakenne antoi 2D {*H-3!P}-
HMQC:ssa signaaleja. Kuvassa 37 on esitetty 2D [*H-*'P] -HMQC-kokeen spektri, johon

CVX:n ja epapuhtauksien signaalit on merkitty.
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Kuva 37. 2D [*H-31P] -HMQC NMR-spektri, jonka avulla voitiin tutkia CVX:sta l6ytyneita epapuh-
tauksia.

Epapuhtaudet 3, 4 ja 5 sisaltavat luultavasti kaksoissidoksellisen rikin, johtuen alakentan
siirtymasta fosforisiirtymalla. Epapuhtauksissa 1 ja 3 nakyi protonin H8 kohdalla kohinaa
nostamalla korkeuskayra, jota ei nday kuvassa 37, koska kohinaa on laskettu. Ep&puh-
taus 1:1l& on fosforilla kytkentdja protoneihin nahtavasti spektristd H9:4én ja H6:een, ja
edella mainittuun H8:aan. Koska epapuhtaudella 1 on kytkenta H6 ja H8 protoneihin, on
silla kytkenta myds luultavasti protoneihin H7 ja H3, koska butyyli-osa I6ytyy usein koko-
naan sitoutuneena hapen kautta fosforiin tai kokonaan irronneena. Epapuhtaudella |10y-
tyy H-siirtymalla 3,76 ppm, jokin protoni kiinnittyneena fosforiin ja siirtymalla 1,36 ppm

protonin H6 katsoen hieman alakenttaan.

LC-MS:lla saaduista datasta tutkittiin, 10ytyyké muita yhdisteitda CVX-naytteesta kuin

CVX:aa. 10-kertaisesti laimennetusta naytteesta ajettiin massa/varaus-suhteilla 153 ja

metropolia.fi WM etropolia



58

97 yhdisteita MS:n positiivipuolella, ja vastaavia yhdisteita m/z:lla 151, 95 MS:n negatii-
vipuolella, joita usein V-sarjan homologeista hajoaa Sinisen kirjan seulonnan ohjeistuk-
sien avulla ja niita soveltaen, kuten VG:n kohdalla. Taman lisaksi 10-kertaisesti laimen-
netusta CVX-naytteen TIC:sta etsittiin tietyilla m/z-suhteilla retentioaikoja, joissa vahvasti
nakyi muita yhdisteitd. Massa/varaus-suhteella 151 (butyylimetyylifosfonihappo) nakyi
kyseisen massa/varaus-suhteen tytarioni mittauksessa retentioajalla 1,95 min vahva
piikki. Butyylimetyylifosfonihappo fragmentoitui metyylifosfonihapoksi (m/z 97), kun se
menetti fragmentoituessaan butyyliryhman. Metyylifosfonihappo fragmentoitui viela me-
tyylifosfaanidioniksi (m/z 79) menettdmalla H.O-ryhman. Butyylimetyylifosfonihappo on
epapuhtaus 1 tai 2, koska butyylimetyylifosfonihapossa ei ole fosforiin sitoutunut rikkea,
jonka johdosta butyylimetyylifosfonihappo nakyy HMQC:ssa ylakentassa. Epapuhtauk-
sista 1 ja 2 ei voida tunnistaa varmasti kumpi niista tulee butyylimetyylifosfonihaposta,
koska molemmat antavat heikosti kytkentja oikeanlaisiin protoneihin, joita yhdisteesta
[6ytyy. Kuvassa 38 on esitetty 151 m/z-suhteella ajetun tytarionien TIC, butyylimetyyli-
fosfonihapon rakennekaava ja retentioajalla 1,95 min otettu massaspektri, johon on mer-

kitty fragmentoituminen.
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Kuva 38. Butyylimetyylifosfonihapon (m/z 151 negatiivipuolella) tytérioni mittauksen TIC ja reten-
tiogjalta 1,95 min otettu massaspektri, johon on merkitty butyylimetyylifosfonihapon
fragmentoituminen metyylifosfonihapoksi, joka fragmentoitui vield metyylifosfaani-
dioniksi.

Massa/varaus-suhteella 97 (positiivipuolella) ja 95 (negatiivipuolella) etsittiin metyylifos-

fonihappoa tytar-ionia ajon avulla. Metyylifosforihapon tulisi nakya alussa TIC:ssa, koska
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metyylifosforihappo on vesiliukoinen yhdiste. Positiivi-puolella ei nakynyt alussa piikkeja

TIC:ssa, mutta negatiivipuolella retentioajalla 0,48 min nakyi piikki. Taméa voisi mahdolli-

sesti tulla metyylifosforihaposta, mutta yhdisteen muodostuminen on hyvin hidasta, ku-

ten fosforihaponkin kohdalla (katso sivut 43 — 44), joten ei voida olla kovinkaan varmoja.

Kuvassa 39 on esitetty tytarioni ajon massa/varaus-suhteella 95 negatiivipuolella otettu

TIC, metyylifosforihapon rakennekaava ja retentioajalla 0,48 min otettu massaspektri.
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Kuva 39. Metyylifosforihappoa yritettiin etsia tytarioni mittauksella massa/varaus-suhteella 95
(negatiivipuoli), joka antoi kolme selke&a piikkia retentioajoilla 0,48 min, 1,96 min ja 2,10
min. 0,48 min kohdalla tullut piikki on todenné&kéisin vesiliukoiselle naytteelle retentio-
ajaksi, joten siitd kohdalta tarkasteltiin massaspektrid, joka voisi tulla metyylifosforiha-
posta.

Loydettyjen ja tunnistettujen epépuhtauksien lisaksi hajottamattomasta CVX:sté l6ydet-

tiin joitain kiinnostavia piikkeja, joita ei kuitenkaan onnistuttu tunnistamaan. Ne on esi-

tetty liitteessa 5. 1000-kertaisesti laimennetussa hajottamattomassa CVX:ssa nahtiin

my0s useita taustan antamia piikkeja (esim. retentioajalla 2,20 min ja 2,47 min), jotka

nakyivat myds ajetussa vesinaytteessa, ja myds nama loytyvat liitteesta 5.
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8 Hajoamistuotteiden analyysi

8.1 VG:n hajoamistuotteiden analyysi

Naytteiden hajotusta varten NMR-putkessa ollut VG-nayte jaettiin kahteen NMR-put-
keen, jotta toista naytettda voidaan hajottaa emaksella ja toista naytetta hapolla. Talla
tavalla haluttiin mallintaa hermomyrkkyjen hajoamista hajoamisliuoksissa. Naytteen ja-
kaminen suoritettin NMR-pipetilla. Pipetilla otettiin naytetta noin puolet toiseen NMR-
putkeen. Jakamisen jalkeen uudella pipetilla lisattiin, saman verran (n. 300 ul) kuin jae-
tussa putkessa oli naytetta, 0,1-molaarista suolahappoa toiseen putkeen. Toiseen put-

keen samalla periaatteella liséttiin 0,1-molaarista natriumhydroksidia.

NMR-spinneri aseteltiin syvyysmittarin p&éalle ja NMR-putket vuorotellen painettiin spin-
nerin lapi syvyysmittarin pohjaan. Syvyysmittarin sivusta varmistettiin mitta-asteikon
avulla, ettd naytetta oli tarpeeksi paljon NMR-putkessa. Lisaksi tarkistettiin, ettéa nayte ol
kirkas. Tarkistuksen jalkeen NMR-putket siirrettin NMR-laitteen naytetelineisiin analy-

sointia varten.

Hapolla hajottaminen aloitettiin paiva myéhemmin kuin emaksellda. Tama johtui siitd, etta
kokeiltiin, toimiiko menetelméa (mittaukset) niin kuin pitaisi. Koska menetelma vaikutti on-
nistuneelta seuraavana paivana tuloksia tarkastettaessa, ajettiin toinenkin (hapolla hajo-
tettu) nayte. Naytteista ajettiin *H- ja 3P NMR-spektri ja ns. kinetiikkamittaus, jossa nayt-
teesta mitattiin kahden minuutin valein 3P{*H} NMR-spektri 24 tunnin ajan. 24 tunnin
aikana mitattiin siis 720 kappaletta 3!P{*H} NMR-spektreja. Nain voitiin seurata fosforia
siséltavien yhdisteiden hajoamista ja samalla syntyvien, uusien molekyylien muodostu-
mista ajan funktiona. Naytteesta mitattiin viela 3P{*H} NMR ja 2D {*H-*'P}-HMQC seu-
raavien viikkojen aikana ensimmaisten mittausten jalkeen, jotta voitiin seurata, hajoaako

naytteesta lisd& hajoamistuotteita.

Kun hajotusta oli jatkettu kaksi viikkoa, hajotetut VG-naytteet analysoitiin LC-MS:lla. Ha-
jotetuille naytteille tehtiin pH:n tarkastus pH-paperilla ennen kuin naytteelle tehtiin mi-
taan. NMR-putkista otettiin NMR-pipetilla osa naytteesta 1,5 ml:n vialiin, jonka jalkeen

pasteur-pipetilla otettiin pieni maara naytetta pH-paperille. Eméksella hajotetun néytteen
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pH naytti n. 9-10 ja hapolla hajotetulle pH naytti n. 1-2. Emaksella hajotettuun nayttee-
seen lisattiin 10 ul 10 % muurahaishappoa, jonka jalkeen vialia sekoitettiin vorteksilla ja
pH tarkistettiin, jolloin pH naytti n. 6, joka oli sopiva pH-alue naytteelle. Hapolla hajotet-
tuun VG-naytteeseen lisattiin 10 ul 2,5 % ammoniumhydroksidia, joka tehtiin 25 %:sta
NH4OH:sta, jota laimennettiin 1,5 ml:n vialiin (100 ul 25 % NH,OH:ta sekoitettiin 900 pl
ultrapuhtaan veden kanssa vialissa). Lisayksen jalkeen vialia vorteksoitiin ja tarkistettiin
pH pH-paperilla, joka oli noin 5-6, joka oli sopiva pH-alue. TAman jalkeen naytteet lai-
mennettiin aivan kuten hajottamatonta VG:takin tehdessa 10- ja 100-kertaisiksi laimen-
noksiksi (10 pl naytetta ja 90 pl ultrapuhdasta vettd). Naytteet mitattiin samalla menetel-
malla ja eluenteilla kuten hajottamatonkin VG, tosin mittaukset tehtiin niin, etta aina kun
yksi mittaus oli tehty, mitattiin LC-MS:lla vain ultrapuhdasta vettda, jotta kaikki mahdolliset
jaannokset, joita kolonniin ja kapillaareihin on voinut jaada, saataisiin varmasti pois. Talla

taattiin mahdollisimman hyvét tulokset.

LC-MS-mittauksesta jaaneille hajotetusta VG:n naytteistd kokeiltiin, parantaako kiin-
teafaasiuutto tuloksien saantia. Loput jaaneet emaksella ja hapolla hajotetut VG-naytteet
siirrettiin 1,5 ml:n vialeihin ja taytettiin niin, etta naytteita oli kumpaakin 1 ml ja lopuksi
vorteksoitiin, jotta nayte sekoittuu. Muurahaishaposta (10 %) tehtiin 10-kertainen laimen-
nos (100 pl muurahaishappoa ja 900 pl ultrapuhdasta vettd) 1,5 ml:n vialiin, jolloin saatiin
1 % muurahaishappoa. Naytteiden pH:t tarkistettiin ja emaksella hajotetun VG:n pH oli
noin 10 ja hapolla hajotetun VG:n pH oli noin 5— 6. Naytteiden pH:t sdadettiin noin 7:4an.
Emaksella hajotettuun VG:hen lisattiin 20 pl 1 % muurahaishappoa ja 30 pl 10 % muu-
rahaishappoa, jotta pH saatiin noin 7:aan. Hapolla hajotettuun VG:seen liséttiin 20 pl 2,5
% ammoniumhydroksidia, jolloin pH saatiin noin 7:4an. Kun pH oli sdadetty, 1 ml kum-
paakin naytetta siirrettin 10 ml:n koeputkiin kiinteafaasiuuttoa varten. Naytteisiin lisattiin
5 ml LC-MS laatuista asetonitriilid (99,9 %) ja koeputkia sekoitettiin hieman. Nollanayte
valmistettiin 1 ml:n ultrapuhtaasta vedesta, johon lisattiin 5 ml asetonitriilia. Strata® Sl-1
Silica -kolonni kunnostettiin ennen kuin naytteet voitiin sy6ttdd kolonniin. Kunnostus teh-
tiin ensin 4 ml 25 % vedella asetonitriiliss&, jonka annettiin valua kolonnin I&api, jota seu-
rasi 3 ml LC-MS laatuisella asetonitriililla kunnostus. Kun asetonitriili oli valunut kolonnin
l&pi, voitiin nollanayte, emaksella hajotettu VG-nayte ja hapolla hajotettu VG-nayte lisét-
tiin eri kolonneihin ja annettiin valua kolonnin 1&pi. Kolonnin lapi valuva liuotin otettiin
talteen 10 ml koeputkiin. Kun koko nestemaara oli valunut kolonnin [api pestiin kolonnit

kaksi kertaa 1 ml:n LC-MS-laatuisella asetonitriililla, jonka jalkeen pestiin kolonnit viela
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kaksi kertaa 1 ml 10 % vedella asetonitriilissa. Pesun jalkeen kolonnit eluoitiin 2,5 ml 25
%:lla vedella asetonitriilissé ja eluointiuutos otettiin talteen 10 ml koeputkiin. Keratyt
eluentit haihdutettiin evaporaattorissa 7,5 psi:n paineessa, kunnes kaikki nesteet olivat
haihtuneet putkista. Haihdutettujen naytteiden sekaan lisattin 500 ul 0,1 % muura-
haishappoa vedessa. Naytteet siirrettiin sekoituksen jalkeen 1,5 ml vialeihin LC-MS-mit-
tausta varten. LC-MS-mittaus suoritettiin samalla laitteistolla ja menetelméalla kuten

muutkin ajot tAhan mennessa.

8.2 VG:n hajotuksen tulokset

Natriumhydroksidilla ja suolahapolla hajotettujen VG-naytteiden ns. kinetiikkamittauksen
datan kasittely aloitettiin TopSpin:n puolella, jossa maarita T1/T2 relaksaation ajat -tyo-
kalun avulla keratysta datasta luotiin ensin fosforisiirtymaa kuvaava spektri (ensimmai-
nen kinetiikkamittauksen spektri), josta valittiin kaikki |6ydetyt signaalit, ja signaaleille
valittiin integraali alueet, jolloin voitiin keréta oikealta alueelta suoraan signaalit (719
muista) mitatuista kokeista. Taman jalkeen TopSpin:n avulla luotiin jokaisen mittauksen
jokaisesta valitusta integraalialueesta valitun signaalin intensiteetit taulukkomuotoon,
joka voitiin siirtdd Excel-ohjelmaan. Excel-ohjelman avulla intensiteetit muutettiin pro-
senttimuotoon, jolloin voitiin nahda prosentteina eri yhdisteiden maara eri hetkind. Ta-
man jalkeen luotiin viivadiagrammi, jossa nakyi eri yhdisteiden maara 24 tunnin mittauk-
sen aikana. Kuvassa 40 on esitetty NaOH:lla hajotetun VG:n kinetiikkamittauksen viiva-

diagrammi.
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Kinetiikkamittaus - NaOH hajotettu VG
100

90
80
70 *
60

1 —— VG (29,3 ppm)
50

Maara (%)

Hajoamistuote 1 (0,3 ppm)

40 Hajoamistuote 2 (-1,0 ppm)

30 Totaalimadara
20

10

Aika (h)

Kuva 40. Kinetiikkamittauksen VG:n, hajoamistuotteen 1 ja 2 muutokset prosentteina 24 tunnin
mittauksen aikana, kun VG:ta altistettiin emaksisille oloille 0,1 mol NaOH:lla. Lisaksi
kuvaajassa nakyy totaalimaaran prosenttiosuus.

Natriumhydroksilla hajotetun VG:n kinetiikka mittauksessa n. 29,3 ppm seurattu signaali
vaheni, koska kyseinen signaali tuli VG:sta. Kemiallisella siirtymaélla 0,3 ppm valittu sig-
naali (nimetty hajoamistuote 1:ksi) antoi kasvavan signaalin. Kolmas valittu signaali ke-
miallisella siirtymalla -1,0 ppm (nimetty hajoamistuote 2:ksi), pysyi prosenttiosuudeltaan
koko ajan samana, joten kyse on epapuhtaudesta eika hajoamistuotteesta. VG:n puo-
lintumisaika oli noin 2,5 tunnin kohdalla, joka nahdaan VG:n ja hajoamistuotteen 1 leik-
kauskohdasta. Puoliintumisen jalkeen hajoaminen hidastui ja lopulta loppui noin 20 tun-
nin kohdalla. Hajoamistuotteen 1 muodostuminen vastaavasti loppui noin 20 tunnin koh-
dalla. VG:ta hajosi noin 28 prosenttiin alkuperaisesta noin 100 prosentista ja hajoamis-

tuotetta 1 muodostui alkuperaisesta noin 16 prosentista 95 prosenttiin.

31p{*H} NMR:lla seurattiin fosforia sisaltavien yhdisteiden muodostumista. Hetki 0,1 mol
NaOH:n lisayksen jalkeen nakyi kolme selke&é signaalia kemiallisilla siirtymilla 29,3
ppm; 0,2 ppm ja -0,9 ppm. Heti kahden péaivan jalkeen hajotuksen aloittamisesta nayt-
teessa ei enda nakynyt ylakentan puolella olevaa signaalia kemiallisella siirtymalla 29,3
ppm, vaan nakyi kaksi signaalia kemiallisilla siirtymill& -2,3 ppm ja -3,4 ppm. Nama kaksi
signaalia eivat kadonneet mittauksen jatkuessa ja mittauksen lopettamisen vaiheessa.

Kun hajotuksen aloittamisesta oli kulunut 9 paivaa, samat signaalit kemiallisilla siirtymilla
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-2,3 ppm ja -3,4 ppm nakyivat yha. Kuvassa 41 on esitetty 3P{*H} NMR-kokeet 0,1 mol

NaOH hajotetulle VG:lle hetki NaOH:n lisayksen jalkeen ja 9 paivaa lisayksen jalkeen.

® o Hetki NaOH:n liséyksen jalkeen o2
oo s
('I\I (3] 9 T
\ ||
fL - JJ A
ol T [ | T | L | I '
30 25 20 15 10 5 0 ppm
5°'P (ppm)
9 péivan jalkeen 23
o
N
|
[ T " I T ! I ! T [ )
30 25 20 10 5 0 ppm

15
5°'P (ppm)

Kuva 41. 3'P{*H} NMR-kokeet 0,1 mol NaOH hajotetulle VG:lle hetki NaOH:n lisédyksen jalkeen ja
9 paivaa lisayksen jalkeen.

2D [*H-3'P] -HMQC-kokeella kuten 3!P{*H} NMR:llakin seurattiin fosforia sisaltavien yh-
disteiden muodostumista. Ensimmaisessa HMQC:ssa, joka mitattiin kaksi paivaa hajo-
tuksen aloituksen jalkeen ja muissakaan mitatuissa HMQC-kokeissa ei nakynyt min-
kaanlaisia selkeitad eroavaisuuksia. Kuvassa 42 on esitetty 0,1 mol NaOH:lla hajotetun
VG:n 2D [1H-31P] -HMQC-kokeet 2 paivan hajotuksen jalkeen ja 9 paivan jalkeen. Fos-
forin siirtymalla -2,3 ppm ja -3,4 ppm nakyi signaalia, kuten 3!P{*H} NMR:llakin. Taméan
lisaksi nakyi hyvin heikosti muitakin signaaleja, joista vahvin nékyi fosforin siirtymalla
64,4 ppm alakentén puolella. HMQC:ssa voidaan ndhda yli seitseman erilaisen fosforia
siséltavan yhdisteen signaali, jos kokeen kohinan tasoa saadelldéan. Johtuen hyvin hei-
kosti varmasti tunnistettavien signaalien maaréasta, ei voida tarkalleen sanoa montako
fosforia sisdltavaa yhdistetta hajotetussa naytteessa nadhdaan. Naytteen yhdisteiden

maéra on aivan liian pieni selkedan signaaliin.
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2 paivaa hajotuksen jalkeen 9 paivaa hajotuksen jalkeen
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Kuva 42. 0,1 mol NaOH:lla hajotetun VG:n 2D [1H-31P]-HMQC-kokeet 2 paivan hajotuksen jal-
keen ja 9 paivan jalkeen.

LC-MS-dataa kasitellessa NaOH hajotettuun VG:sté ei l6ydetty VG:ta retentioajalla 1,79
min tai hakemalla TIC:sta m/z:lla 279 mink&énlaista selkedéd massaspektria, mika ker-
toisi VG:n lasnaolosta ndytteessa. Tama oli hieman odotettu tulos, koska VG oli hajonnut
hyvin ensimmaisen 24 tunnin ajan ja LC-MS-mittausta tehdessa hajotuksen aloittami-
sesta oli 14 paivad. Naytteesta l0ytyi kuitenkin aiemmin epapuhtauksina |0ytyneita
dietyylifosfaattia, dietyylitiofosforihappoa ja N,N-dietyyliaminoetyylitiofosfaatia samaoilla
retentioajalla kuin aiemminkin. Kyseisten yhdisteiden maara vaikutti lisd&ntyneen nayt-
teessa intensiteettien tarkastelun perusteella, joten hajoamisessa muodostui luultavasti
kyseisid yhdisteita. Naytteestd muodostui joitain uusia yhdisteitd, joita ei aiemmin l6y-
detty naytteesta. Ennestddn tunnistettujen yhdisteiden massaspektrit on esitetty liit-

teessa 6.

100-kertaisesti laimennetun naytteen positiivisesta TIC:sta I6ydettiin retentioajalla 2,22
min yhdiste, jonka m/z oli 183. Koska massaspektrissa ei nakynyt selkeaa rikki-isotoopin
antamaa piikkia (ei siis sisalla rikkia yhdiste), saatiin massan perusteella yhdiste tunnis-
tettua trietyylifosfaatiksi. Tatéa olettamusta tuki loogiset fragmentit m/z:lla 155, 127 ja 99,
etyylihantien katketessa pois. Yhdisteella n&kyi my6s natrium-addukti m/z 205. Oletta-

muksen varmisti viela jalkik&teinen referenssindytteen mittaus, joka antoi samalla reten-

metropolia.fi ﬂMetropolia



66

tioajalla samankaltaisen massaspektrin. Kuvassa 43 on esitetty 100-kertaisesti laimen-

netun naytteen TIC, trietyylifosfaatin rakennekaava ja retentioajalla 2,22 min otettu mas-

saspektri, johon fragmentoituminen on merkitty.
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Kuva 43. 100-kertaisesti laimennettu 0,1 mol NaOH:lla hajotettu VG-naytteen TIC, josta retentio-
ajalla 2,22 min l6ytyi trietyylifosfaattia. Massaspektriin on merkitty trietyylin fragmentoi-
tuminen, kun etyylihdnnéat katkeavat. [m+NA]...

100-kertaisesti laimennetusta naytteesta retentioajalla 0,57 min l16ytyi massaspektri, joka

antoi m/z:lla 233 piikin, jossa nékyi m/z:lla 235 rikki-isotooppi. Piikki tuli luultavasti yhdis-

teesta Bis-(2-dietyyliaminoetyyli) -sulfidi. Kuvassa 44 on esitetty retentioajalla 0,57 min

otettu massaspektri ja Bis-(2-dietyyliaminoetyyli) -sulfidin rakennekaava.
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Kuva 44. Retentioajalla 0,57 min otettu massaspektri, jossa nakyy bis-(2-dietyyliaminoetyyli) -sul-

fidin antama signaali m/z:lla 233 ja rakennekaava.

Retentioajalla 0,65 min l6ydettiin m/z:lla 265 luultavammin bis-(2-dietyyliaminoetyyli)-

disulfidin antama piikki, jota muodostuu 2-(Dietyyliamino)-etaanitiolin oksidaatio-reak-

tiossa, joka nakyy fragmenttina m/z 143. Koska molemmat yhdisteet sisaltavat rikkia,

nakyy molemmissa rikki-isotoopin antama piikki. Kuvassa 45 on esitetty retentioajalla

0,65 min otettu massaspektri ja bis-(2-dietyyliaminoetyyli)-disulfidin ja 2-(dietyyliamino)-

etaanitiolin rakennekaavat.
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Kuva 45. Retentioajalla 0,65 min otettu massaspektri, jossa nékyy bis-(2-dietyyliaminoetyyli)-sul-

fidin antama piikki m/z:lla 265 ja 2-(Dietyyliamino)-etaanitiolin fragmentti m/z:lla 134.
Bis-(2-dietyyliaminoetyyli)-disulfidia muodostuu 2-(dietyyliamino)-etaanitiolin oksidoitu-
essa. Yhdisteiden rakennekaavat on esitetty kuvassa.

Retentioajalla 1,42 min nakyva piikki antoi massaspektrissa vahvan piikin m/z:lla 242 ja

lisaksi 264 nakyi natrium-addukti. Kyseessa voi olla mahdollisesti [2-(etyyliamino)etyyli-

tio]-fosforihapon dietyyliesteri. Kuvassa 46 on esitetty suurennos 100-kertaisesti laimen-

netun naytteen TIC:sta ja retentioajalla 1,42 min otettu massaspektri ja [2-(etyy-

liamino)etyylitio]-fosforihapon dietyyliesterin rakennekaava.

$20091506 354 (1.416) Cm (353:356) 1- MS2 US+
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Kuva 46. Suurennos 100-kertaisesti laimennetun ndytteen TIC:sta, [2-(etyyliamino)etyylitio]-fos-

forihapon dietyyliesterin rakennekaava ja retentioajalla 1,42 min otettu massaspekri.
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0,1 molaarisella NaOH:lla hajotetusta VG:sté I6ydetyt hajoamistuotteet on listattu tauluk-
koon 10.

Taulukko 10. 0,1 mol NaOH:lla hajotetusta VG:sta I6ydettyjen hajoamistuotteiden massa/va-
raus-suhteet (positiivisella puolella), niiden retentioajat ja rakennekaavat.

m/z
Yhdiste R¢ (min) Rakennekaava
[M+H]"
Dietyylifosfaatti 155 1,25 S o
HO”’P\;:-\ N
o
o P S o P SH
Dietyylitiofosforihappo 171 1,57 o )\
N,N-dietyyliaminoetyyli- OH d
_ _ 215 1,98 "N nl
tiofosfaatti /e N NS
HO
N
: . . 0—P—0
Trietyylifosfaatti 183 2,22 ro AN
Bis-(2-dietyyliaminoetyyli) -
( ¥ o Yy 233 0,57 ﬁ K
sulfidi B iy g Pt g A N
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Bis-(2-dietyyliaminoetyyli)-
( yy m yyli) 265 0,65 | eSS
disulfidi
%
2-(etyyliamino)etyylitio]-fos- s .
iZ-ebylamino)ebyiiiolt 242 | 1,41 D
forihapon dietyyliesteri ] °

Hajotetuista naytteista I16ytyi tunnistettujen yhdisteiden lisaksi myés palmitiini- ja stearii-
nihappoa, kuten hajottamattomasta naytteesta. Joillain retentioajoilla, kuten 1,74 min ja
2,12 min nékyi massaspektrissd "massakeskittymid”, jotka on esitetty liitteessa 7. Ne
tulevat syklisista rikkiyhdisteistd, joiden rakennekaavoja on hankala selvittaa, eika taman
tyon laajuudessa ole oleellista edes ryhtya selvittamaan tarkemmin. Sykliset rikkiyhdis-
teet muodostuvat, kun VG hajoaa ja rikkia vapautuu. Koska rikki ei katoa ja on reaktiivi-
nen, se muodostaa uusia yhdisteita, syklisia rikkiyhdisteitd. Rasvahappojen ja syklisten
rikkiyhdisteiden lisdksi l6ydettiin yhdisteitad, joita ei onnistuttu tunnistamaan. Naméa on
esitetty liitteessa 7 yhdessa rasvahappojen ja syklisten rikkiyhdisteiden massaspektrien

kanssa.

100

Kuva 47. VG:n hajotessa vapautuvat rikit muodostavat syklisia rikkiyhdisteita, jotka nakyvat mas-
saspektrissd "massakeskittymind”. Kuvan sykliset rikkiyhdisteet on otettu retentioajoilla
1,74 min ja 2,12 min 100-kertaisesti laimennetusta naytteesta.

0,1 molaarisella HCl:lla hajotetun VG:n kinetilkkkamittauksesta tehtiin kuvaaja samalla
periaatteella kuin NaOH hajotetun. HCl:lla hajotetun VG:n kinetiikkamittauksen viivadia-

grammi on esitetty kuvassa 48.

T
600
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Kinetiikkamittaus - HCI hajotettu VG
100
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Kuva 48. Kinetiikkamittauksen VG:n, hajoamistuotteen 1 ja 2 muutokset prosentteina 24 tunnin
mittauksen aikana, kun VG:ta altistettiin happamille oloille 0,1 mol HCI:n avulla.

Suolahapolla hajotetun VG:n kinetiikkamittauksessa huomattiin, ettei suolahappo ollut
24 tunnin aikana hajottanut VG:ta yhtaan. Kemiallisilla siirtymilla 30,5 ja -0,8 ppm valitut
signaalit (hajoamistuotteiksi 1 ja 2 nimetyt yhdisteet) eivat mydskaan muuttuneet lain-
kaan. Hajoamista ei kerennyt tapahtua ainakaan ensimmaisen 24 tunnin aikana kinetiik-

kamittauksen perusteella.

31p{1H} NMR:ssa nahtiin hetki 0,1 mol HCI:n lisayksen jalkeen nelja signaalia, joista isoin
VG:n antama signaali ndhtiin kemiallisella siirtymalla 27,8 ppm. VG:n signaalista hieman
alakenttddn 30,5 ppm nahtiin pienempi signaali ja kaksi muuta signaalia kemiallisilla siir-
tymilla 59,4 ppm ja -0,9 ppm. Seuraavien paivien aikana mitatuissa *!P{*H} NMR:ssa ei
nahty selkeita muutoksia, eli VG ei hajonnut melkein lainkaan, vain hieman. Kuvassa 49
on esitetty 0,1 mol HCl:lla hajotetun VG:n 3!P{*H} NMR:t hetki HCI:n lisdyksen jalkeen ja

8 paivan jalkeen.
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Hetki HCL:n liséyksen jalkeen
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Kuva 49. 0,1 mol HCI:I1a hajotetun VG:n 3'P{*H} NMR-spektrit hetki HCI:n lisédyksen jalkeen ja 8
paivan jalkeen.

2D [*H-3!P] -HMQC-kokeessa kuten myos 3P{*H} NMR:ssakin nahtiin samanlaisia tulok-
sia. Fosforisiirtymalla nékyy nelja selkeaa piikkia, eika hajotuksen jatkuessa seuraavien
paivien aikana tapahtunut minkaanlaisia muutoksia. Kuvassa 50 on esitetty 0,1 mol
HCL:lla hajotetun VG:n 2D [*H-3'P] -HMQC-kokeet yhden paivan jalkeen HCI:n lisayk-
sesta ja 8 paivan jalkeen.
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Kuva 50. 0,1 mol HCL:lla hajotetun VG:n 2D [H-31P] -HMQC-kokeet yhden paivan jalkeen HCl:n
lisdyksesta ja 8 paivan jalkeen.

Nayte ei ollut hajonnut lainkaan ensimmaisen 24 tunnin aikana, joten LC-MS-mittauksen
aikaan (14 paiva hajotuksen aloituksen jalkeen) ei ollut kovin suuri yllatys, ettd VG:ta
I0ytyi vield, kun tarkasteltin 100-kertaisesti laimennetun naytteen TIC:& retentioajalla
1,79 min. Kuten hajottamattomasta naytteesta ja NaOH:lla hajotetusta naytteesta, 16ytyi
HCI:lla hajotetusta VG:stékin dietyylifosfaattia, dietyylitiofosforinappoa ja N,N-dietyy-
liaminoetyylitiofosfaatia. Niiden maéarassa ei kuitenkaan nékynyt suuria muutoksia piik-
kien intensiteettien perusteella, joten on hyvin vaikea sanoa, onko kyseisia yhdisteita
hajonnut lisda. Taten kyseisista yhdisteista on vaikea sanoa ovatko ne hajoamistuotteita
HCl:lla hajotetussa VG:ssa.

Kuten NaOH hajotetusta VG:sta, HCI hajotetusta VG:sta l0ytyi trietyylifosfaattia, bis-(2-
dietyyliaminoetyyli) -sulfidia, bis-(2-dietyyliaminoetyyli)-disulfidia ja [2-(etyyliamino)etyy-
litio]-fosforihapon dietyyliesteria. Naiden yhdisteiden massaspektrit on esitetty liitteessa
8. 100-kertaisesti laimennetusta naytteesta retentioajalla 2,34 min nakyi vahva selkea
piikki, jonka massaspektrissa nakyi vahva piikki m/z:lla 199, jossa nakyi rikki-isotoopin
piikki m/z:lla 201. Massaspektrissa nakyi fragmentteja (m/z:lla 115, 143 ja 171), jotka
viittasivat siihen, ettéd yhdiste olisi O,0,S-trietyylifosforotioaattia tai O,0,O-trietyylifosfo-
rotioaattia. 100-kertaisen laimennetun naytteen TIC, O,O,S-trietyylifosforotioaatin ja
0,0,0-trietyylifosforotioaatti rakennekaavat ja retentioajalla 2,34 min otettu massa-

spektri on esitetty kuvassa 51.

metropolia.fi WM etropolia



73

$20001606 1: MS2 US+
055 TIC
1001 i 068 22223 3.02e10
0.43 I
< 152 ‘
j
| 178
0.41 141
. J L. oSl
B w A2 A
0 1 T 1 1 T 1 1 T 1 1 T 1 1 T T 1 T I 1 1 Tlme
050 100 150 200 250 300 350 400 450
$20091606 585 (2.341) Cm (581°592) 1 MS2 US+
199 9.19e8

100+

$- -
[M+N]
M e T £y
T | &
;

n ™
15 G| © 200 . 419
et e ) 403
O 1 1 l I 1 I 1 k\ | I 1 = \l T 1 |L Ll‘l
75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425

Kuva 51. 100-kertaisesti laimennetun naytteen TIC, veikatun yhdisteen molemmat muodot
(0,0,S-trietyylitiofosfaatin ja O,0,O-trietyylitiofosfaatin rakennekaavat) ja retentioajalla
2,34 min otettu massaspektri, johon on merkitty trietyylitiofosfaatin fragmentoituminen.

Taulukkoon 11 on listattu 0,1 mol HCl:lla hajotetusta VG:sta l6ydetyt hajoamistuotteet,

niiden massa/varaus-suhteet, retentioajat ja rakennekaavat.

Taulukko 11. 0,1 molaarisella HCl:lla hajotetusta VG:sta Idydetyt hajoamistuotteet ja niiden
massa/varaus-suhteet, retentioajat ja rakennekaavat.

m/z
Yhdiste R: (min) Rakennekaava
[M+H]*
N
0—P—0
Trietyylifosfaatti 183 2,22 l/,', A
Bis-(2-dietyyliaminoetyyli) -sulfidi 233 0,57 ﬁ (
S 5 St N g
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Bis-(2-dietyyliaminoetyyli)-disulfidi 265 0,65 AN TN ss ~ M
_\;0
2-(etyyliamino)etyylitio]-fosforiha- N 85, A~
[2-(etyy .) ¥y ]' 42 141 RS
pon dietyyliesteri ] ®
o s
0,0,S-trietyylifosforotioaatti / ,o—.i—s ‘o—ﬂ—o\
_ _ . _ 199 2,34 — Ny
0,0,0-trietyylifosforotioaatti [ {

My6s 0,1 mol HCl:lla hajotetusta naytteessa nakyi palmitiini- ja steariinihappoa, mika oli
arvattavaa, kun sita 16ytyi hajottamattomasta ja 0,1 mol NaOH:lla hajotetusta VG:stakin.
HCl:lla hajotetun VG:ssd nakyneet palmitiini- ja steariinihappo on esitetty liitteessa 7.
HCl:lla hajotetusta VG:sta ei l0ydetty merkkeja syklisista rikkiyhdisteista. Huolimatta
siitd, ettéa 0,1 mol HCl:lla hajotetussa VG:sséa nékyi joitain uusia yhdisteitd, joita ei naky-
nyt NaOH hajotetussa VG:ssa, on VG:n hajoaminen ollut hyvin vahaista verrattuna
NaOH:lla hajotettuun VG:hen.

Kiinteafaasiuuttolla yritettiin saada naytteiden taustaa pienemmaksi, erottamalla poolisia
yhdisteitd poolittomista yhdisteista, jolloin ioni suppressio vahenisi ja halutut yhdisteet
nahtdisiin taustasta paremmin. Kiintedfaasiuuton avulla ei saatu kuitenkaan nakyviin mi-
taan merkittdvaa ja uutta yhdistettd naytteista. Kuvassa 52 on esitetty NaOH ja HCI ha-
jotetun VG:n positiivisen ja negatiivisen puolen TIC:t ilman kiinte&faasiuuttoa ja kiin-

teafaasiuuton jalkeen.
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Kuva 52. NaOH ja HCI hajotetun VG:n postiviisen ja negatiivisen puolen TIC:t ilman kiinteafaa-
siuuttoa (vasemmalla) ja kiinteafaasiuuton jalkeen (oikealla).

8.3 CVX:n hajoamistuotteiden analyysi

Naytteen hajotusta varten NMR-putkessa olevan CVX-naytteeseen lisattin NMR-pipe-
tilla 0,1-molaarista suolahappoa saman verran (n. 300 pl) kuin naytetta oli putkessa. Li-
sayksen jalkeen tarkistettiin viela naytteen kirkkaus ennen mittausta. Tarkistuksen jal-
keen NMR-putki siirrettin NMR-laitteen naytetelineisiin analysointia varten. Naytteesta
ajettiin samat mittaukset kuin (hajottamistutkimuksen) VG:stakin samanlaisissa oloissa.
Hajotettua CVX:4& mitattiin vain kerran, eika tutkimuksia jatkettu ensimmaisen mittauk-
sen jalkeen.
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LC-MS-analyysia varten NMR-mittauksen jalkeen hajotettu CVX-nayte siirrettiin NMR-
pipetilla 1,5 ml:n vialiin, jonka jalkeen naytteesta tehtiin 10-, 100- ja 1000-kertaiset lai-
mennokset samalla tavalla kuten aiemminkin. Taman jalkeen naytteet analysoitiin LC-

MS:lla kuten ennenkin.

8.4 CVX:n hajotuksen tulokset

Kuten VG:nkin kohdalla kinetiikkamittauksen datan kasittely tehtiin samalla tavalla, tosin
CVX:n kinetiikkamittauksessa oli pienia ongelmia datan kasittelyssa. Piikkien signaalit
(varsinkin mahdollisten hajoamistuotteiden) olivat hyvin pieniad ja vaikeasti havaittavia,
mutta ne ldydettiin kuitenkin. Taman lisdksi integraalin aluetta jokaiselle signaalille piti
hieman kasvattaa hyvinkin paljon laajalle alueelle, jotta signaalit saatiin jokaiseen mit-
taukseen valittua. Kun data oli siirretty Excel-ohjelman puolelle, tehdysta viivadiagram-
mista tuli hyvin epaselva, johtuen integraalialueesta. Taman takia diagrammin selkeytta-
miseksi jokaisen kymmenennen arvon keskiarvoilla tehtiin uusi diagrammi, joka oli hel-

pommin luettava. Tama selkeampi viivadiagrammi on esitetty kuvassa 53.

Kinetiikkamittaus - NaOH hajotettu CVX
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Kuva 53. Kinetiikkamittauksen CVX:n, hajoamistuotteen 1 ja 2 muutokset prosentteina 24 tunnin
mittauksen aikana, kun CVX:a4 altistettiin emaksisille oloille NaOH:n avulla. Lisaksi ku-
vaajassa nékyy totaalimééaran prosenttiosuus.

CVX:n signaali nakyi kemiallisella siirtymalla 65,8-52,9 ppm, jonka signaalin intensiteetti
vaheni mittauksen aikana, minka perusteella signaali tunnistettin. Yhdiste

(hajoamistuote 2) kemiallisella siirtymalla 29,4 — 21,1 ppm lisdéntyi kokeen aikana, ja
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yhdiste (hajoamistuote 1) kemiallisella siirtymallda 42,9 — 37,7 ppm ei muuttunut
mittauksen aikana, joten kyse on epépuhtaudesta. CVX:n puoliintumisaika oli noin 2,2
tunnin kohdalla ja CVX:n hajoaminen loppui noin 10 tunnin kohdalla. Hajoamisen jalkeen
CVX:aa jai noin 38 prosenttia ja hajoamistuotetta 2 muodostui lisda noin 35 prosentti

yksikkda (aluksi noin 30 % ja lopussa noin 65 %).

Koska hajotetusta CVX:sta ei ajettu NaOH:n lisdyksen jalkeisina paivina 3P{*H} NMR:&
eika 2D [*H-*'P]-HMQC:a ei voida sanoa NMR:n perusteella minkéalaisia muutoksia
tapahtui 24 tunnin jalkeen. 3!P{*H} NMR:ssa nahtiin hetki NaOH:n lisdyksesta VG:n
sekaan kolme piikki&, joista vahvin kemiallisella siirtymalla 59,2 ppm tuli CVX:sta. Kaksi
muuta piikkia nahtiin kemiallisella siirtymalla 74,1 ppm ja 25,5 ppm. 2D [*H-%P]-
HMQC:ssa nahtiin my0ds naiden kolmen piikin antama signaali ja neljas signaali
fosforisiirtymalla n. 40 ppm. Kuvassa 54 on esitetty *!P{*H} NMR ja 2D [*H-*!P]-HMQC
CVX:st4, johon juuri on lisétty 0,1 mol NaOH:a.
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Kuva 54. 31P{1H} NMR ja 2D [*H-31P] -HMQC CVX:sta, johon juuri on lisatty 0,1 mol NaOH:a.

Hajottamattoman CVX:n ja hajotetun CVX:n TIC:ja vertaamalla huomattiin, etté retentio-
ajoilla 1,67 min ja 1,74 min syntyi piikkeja joita ei nakynyt hajottamattomassa CVX:ssa
ja retentioajalla 0,61 min piikki kasvoi. Kuvassa 55 on esitetty hajottamattoman CVX:n ja

hajotetun CVX:n 100-kertaisten laimennoksien TIC:t.
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Kuva 55. Hajottamattoman CVX:n ja hajotetun CVX:n 100-kertaisesti laimennetut TIC:t.

10-kertaisesti laimennetusta hajotetusta CVX:sta retentioajoilla 1,95 min ja 2,09 min na-

kyi kaksi selkeda piikkia negatiivipuolella. Retentioajalla 1,95 min nakyvassa massa-

spektrissa nakyi vahva piikki m/z:lla 151, jossa ei nakynyt rikki-isotoopin antamaa piikkia.

Tama piikki tulee luultavasti butyylimetyylifosfonihaposta, jota 16ytyi hajottomattomasta-

kin CVX:sta. Massaspektrissa nakyi m/z:lla 95 metyylifosforihapon fragmentti, joka antaa

lisda varmuutta, etta yhdiste on butyylimetyylifosfonihappo. On vaikea sanoa, onko bu-

tyylimetyylifosfonihapon maaréd muuttunut ilman kvantitatiivista analyysia. Kuvassa 56

on esitetty 10-kertaisesti laimennetun hajotetun CVX:n TIC, butyylimetyylifosfonihapon

rakennekaava ja 1,95 min otettu massaspektri, johon on merkitty fragmentoituminen.
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Kuva 56. 10-kertaisesti laimennetun hajotetun CVX:n TIC negatiivipuolella, rakennekaava ja 1,95
min otettu massaspektri, johon on merkitty butyylimetyylifosfonihapon fragmentoitumi-
nen metyylifosfonihapoksi

Retentioajalla 2,09 min nékyvassa piikissd nékyi massaspektrissa vahva piikki m/z:lla
167 ja rikki-isotoopin antama piikki m/z:lla 169. Kyseinen piikki tulee luultavammin bu-
tyylimetyylifosfonotioaattista tai butyylimetyylitiofosfonihaposta. Kuten VG:n kohdalla
dietyylitiofosforihapon kanssa ei voida olla oikein varmoja kumpaa isomeerista yhdistetta
nakyy retentioajalla 2,09 min. Kuvassa 57 on esitetty retentioajalla 2,09 min otettu mas-

saspektri ja butyylimetyylifosfonotioaatin ja butyylimetyylitiofosfonihapon rakennekaavat.

S20092808 523 (2.095) Cm (522:525) 2: MS2 US
100+ 167 8.32e7
o] 4 s
\\ - N\ /OH
= P N P
0/ \ = O/ \
168 357 5 557
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Kuva 57. Retentioajalla 2,09 min otettu massaspektri ja butyylimetyylifosfonotioaatin ja butyylime-
tyylitiofosfonihapon rakennekaavat.
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1000-kertaisesti laimennetusta hajotetusta CVX:sta loytyneita yhdisteita retentioajoilla
0,61 min, 1,67 min ja 1,74 min olevia yhdisteita ei pystytty tunnistamaan. Retentioajoilla
1,67 min ja 1,74 min tulleet yhdisteet olivat syklisia rikkiyhdisteita. Yhdisteiden, joita ei
pystytty tunnistamaan ja syklisesten rikkiyhdisteiden massaspektrit on esitetty liitteessa
9. Taulukkoon on listattu 0,1 mol NaOH:lla hajotetun CVX:n I8ydetyt hajoamistuotteet ja

niiden massal/varaus-suhteet, retentioajat seka rakennekaavat.

Taulukko 12. 0,1 mol NaOH:lla hajotetusta CVX:std [0ydetyt hajoamistuotteet ja niiden
massa/varaus-suhteet, retentioajat seké rakennekaavat.

m/z
Yhdiste Rt (min) Rakennekaava
[M-HJ
Butyylimetyylifosfoni- o_ )
151 | 1,95 TSN
happo / TOH
Butyylimetyylifosfono- o
. . . \\ /’SH \\ ,/'OH
tioaatti / Butyylime- 167 2,09 /\//\\o P — /\o /p\
tyylitiofosfonihappo

8.5 Hajotustutkimuksen paatelmat

VG:n ja CVX:n hajotuksen tuloksia tarkastelemalla oli selke&aa, etta 0,1 mol NaOH toimi
VG:n ja CVX:n hajottamisessa, kun taas 0,1 mol HCI ei toimi VG:n hajottamisessa kuin
vain hyvin heikosti, jos edes ollenkaan. Tama nahtiin hyvin hapon ja eméksen lisdyksen
jalkeen tehdysté kinetiikkamittauksissa, joka menetelméana toimi loistavasti. Natriumhyd-
roksilla hajotettu VG antoi enemman tunnistettuja hajoamistuotteita kuin CVX, ja tama

johtunee siita, ettéd VG hajosi paremmin.
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Hajoamistuotteiden perusteella VG:n ja CVX:n ns. attribuutiomarkkereiksi valittiin sellai-
sien yhdisteiden/hajoamistuotteiden massa/varaus-suhteita, jotka selkeasti yhdessa an-
tavat viittausta, etta kyse on VG:sta tai CVX:sté tulevista hajoamistuotteista tai epapuh-
tauksista. Taulukkoon 13 on listattu attribuutiomarkkerit, mista yhdisteista niita l6ytaa ja

se loytyykd niitéd LC-MS:n positiiviselta vai negatiiviselta puolelta.

Taulukko 13. Hajoamistutkimuksen perusteella koottu taulukko attribuutiomarkkereista, jotka il-
maisevat mita yhdistetta kyseisien markkerien 18ytyessa nayte olisi, liséksi eritel-
tyna negatiiviselta ja positiiviselta puolelta 16ytyvat markkerit. Tamén lisaksi tau-
lukkoon on merkitty, 16ytyykd kyseista yhdistettd VG:n vai CVX:n hajoamisesta tai
niiden epapuhtauksina.

Yhdiste lonis. Puoli Attribuutiomarkkerit VG CVX
Neg. -
VG g X
Pos. 100, 270, 272 (Sl)
CVX Neg. ) X
Pos. 99, 267, 269 (SI)
Neg. 79, 125, 153
Dietyylifosfaatti °8 X
Pos. 81,99, 127 155
Neg. 95, 141, 169, 171 (SI)
Dietyylitiofosforihappo X
Pos. 97,143,171, 173 (S)
Neg. 97
Fosforihappo * 8 X
Pos. 99
Neg. 79, 95, 151
Butyylimetyylifosfonaatti 8 T X
Pos. -
Neg. 95
Metyylifosforihappo * 8 X
Pos. 97
. . . N e Neg. -
Bis-(2-dietyyliaminoetyyli)-disulfidi X X
Pos. 134, 136 (SI), 265, 267 (SI)
Neg. -
Bis-(2-dietyyliaminoetyyli) -sulfidi X X
Pos. 233, 235 (SI)
Butyylimetyylifosfonotioaatti / Neg. 167, 169 (SI)
X
Butyylimetyylitiofosfonihappo Pos. -

* Hyvin vesiliukoinen yhdiste, joten ei valttamatta nay spektrissa
SI = Rikki isotooppi
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Yhdisteiden dietyylifosfaatin ja bis-(2-dietyyliaminoetyyli)-disulfidin attribuutiomarkkerit
ovat sellaisia markkereita, joita on suositeltavaa tarkkailla, kun seurataan VG:ta ja sen
hajoamistuotteita, koska ne ovat todennakdisemmin sellaisia yhdisteita, joita VG:sté ha-
joaa. CVX:n osalta butyylimetyylifosfonaatti ja bis-(2-dietyyliaminoetyyli)-disulfidi ovat
sellaisia yhdisteita, joita kannattaa seurata.

9 Yhteenveto

On hyvin selkead, ettd 0,1 molaarinen HCI ei ole tarpeeksi suuripitoinen hajottamaan
VG:ta tutkimuksen tuloksien perusteella. Ensimmaisen 24 tunnin eiké edes seuraavan 8
paivan aikana hajotuksen aloituksesta VG-naytteessa nakynyt suuria muutoksia. Kun
taas 0,1-molaarinen NaOH toimi juuri halutulla tavalla ja aiheutti VG:n hajoamista muiksi
yhdisteiksi. Jotta voitaisiin tutkia paremmin happamien olojen vaikutuksia VG:n hajoami-

seen, tulisi kayttaa vakevampéaé suolahappoa.

Tyossa kaytetty LC-MS-menetelmd ja naytteiden esikasittely ei ollut tAysin optimaalinen
tutkittujen yhdisteiden kannalta. NMR-tekniikka toimi niin kuin piti. Koska naytteet sisal-
tavat polaaristen yhdisteiden lisaksi esim. hyvin vesiliukoisia yhdisteita (fosforihappo),
joita on hyvin hankala saada nakyviin kaytetylla menetelmalla. Naytteita tulisi siis mitata
menetelmalla, joka sopii paremmin vesiliukoisten yhdisteiden analysointiin ja muilla me-
netelmilld, jotta varmasti nahtaisiin hyvin ja selvasti halutut yhdisteet. Naytteenkasittely-
kin tulisi miettia hieman tarkemmin, ja miettia, pitaisikd jokainen nayte esim. kiinteafaa-
siuutolla esikasitella siten, etta nayte jaettaisiin pienempiin osiin, jotka kiinteafaasiuutet-
taisiin, jolloin saataisiin esim. pooliset yhdisteet erikseen poolittomista ja poolittomat erik-
seen poolisista. Talloin voitaisiin ajaa kaikki poolittomat ja poolilliset yhdisteet erikseen

erilaisissa eluenteissa.

Jotta hajoamistutkimuksessa voitaisiin saada mahdollisimman tarkasti tietoa millaisia ha-

joamistuotteita VG:sta ja CVX:sta syntyy, tulisi naytteiden olla sellaisia, ettei niissa olisi
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epapuhtauksia. Tallaisia naytteitd on kuitenkin mahdotonta saada aikaiseksi optimaali-
sissakaan tilanteissa. Usein pieni maara epapuhtauksia ei haittaa tutkimusta merkitta-

vasti, jos ollenkaan.

Vaikka tydssa saatiin jo hyvin tietoa, josta on apua VG:n ja CVX:n samankaltaisissa
mahdollisissa jatkotutkimuksissa, VG ja varsinkin CVX vaatii lisdé tutkimusta varsinkin
hajoamisen kayttaytymisesta happamissa olosuhteissa, koska tassa tutkimuksessa tu-
lokset CVX:sté jaivat hyvin vahaisiksi. Jatkotutkimuksissa voisi kokeilla myds kuinka eri-
laisissa pitoisuuksissa tapahtuu hajoamisnopeudelle ja muodostuuko joitain erilaisia yh-
disteita, kun hapon ja eméaksen pitoisuutta lisdtdan. Hajoamistuotteet dietyylitiofosfori-
happo ja butyylimetyylifosfonotioaatti seké butyylimetyylitiofosfonihappo vaativat myos
lisatutkimusta, koska ei olla aivan varmoja syntyyko kaksoissidoksellisen rikin omaavaa
yhdistetta vai yksoissidoksellisen rikin omaava yhdiste. Liséksi tutkimuksen LC-MS-osa
tulisi suorittaa mahdollisuuksien mukaan referenssinaytteiden kanssa, jotta voitaisiin olla
varmempia, mita yhdistettd muodostuu. Liséksi GC-MS-tekniikan (kaasukromatografia-
massaspektrometria) voisi ottaa tutkimukseen kolmanneksi tekniikaksi mukaan. Tama
oli taman opinnaytetytn alussa tavoitteena, mutta se jatettiin pois tydn jo melko laajan

alueen takia.

Huolimatta siita, ettd opinnaytetydn aikana huomattiin, etteivét kaikki menetelmaét ole ai-
van optimaalisia tai tulokset jaivat hieman vajaiksi joiltain osin. Opinnaytetyd on silti on-
nistunut, VG:n ja CVX:n rakenteet onnistuttiin havaitsemaan NMR:n ettd LC-MS:n avulla.
Liséksi ndista yhdisteista onnistuttiin havaitsemaan epapuhtauksia ja l6ytdmaan ha-

joamistuotteita.
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Liite 1. VG:n ja CVX:n NMR-ennustespektrit

VG:n NMR-ennustespektrit

20/Aug/2020 10:21:33 ACD/C+H NMR Predictors 2014 (v.14.00)

5
\4 5
3\ 15
/P/ 1 N7 6
07 2\ 8
1 O 9
L 10
13
Group | nH | Shift | TS | Conf. Limits | Av.Exp | Neural Net
4<"> | 1 |4.22 3.87.430| 4.20
4<'> | 1 |4.15 3.87.430| 4.20
5 3 [1.24 1.01..1.51 1.36
6 |2 [3.04 2.68..3.37 2.98
7 | 2|25 2.81..4.23 2.50
9 | 2|256 2.49..2.67 2.71
10 | 3 |0.98 0.97..1.05 1.09
12<"> | 1 |4.22 3.87.430| 4.20
12<> | 1 |4.15 3.87.430| 4.20
13 | 3 |1.24 1.01..1.51 1.36
15 | 2 |2.56 2.49.2.67 2.71
16 | 3 |0.98 0.97..1.05 1.09
J | Grp.1 | Grp.2 | Value | Error | | J | Grp.1 | Grp.2 | Value | Error
| 4<> | 4<"> |-1250(6.93 | |*| 15 16 | 7.04 | 0.28
Ul s 5 |-1144|672||%| 5 |2<P>| 2.70 | 0.00
Ul 6 6 |-13.35|232 ||| 7 9 1.50 | 0.00
a7 7 | 1260|000 |%] 7 15 | 1.50 | 0.00
9 9 |1300|000 | |*)| 9 15 | 1.50 |0.00
| 10 10 |[-11.44|672 | |*)| 13 [2<P>| 2.70 | 0.00
2J| 12<> | 12<"> | -12.50 | 6.93
| 13 13 |-11.44 | 6.72
| 15 15 | 13.00 | 0.00
| 16 16 |-11.44 | 6.72
J| 4<"> | 2<P> | 11.25 | 0.00
J|4<">| 5 | 7.04 |0.00
| 4<> | 2<P> | 11.25 | 0.00
| 4 5 7.04 | 0.00
| 8 |2<P>|1585 | 050
Nl o6 7 6.40 | 0.00
U9 10 | 7.04 |0.28
*J|12<m> | 2<P> | 11.25 | 0.00
Jl12<>| 13 | 704 |00D
| 12<> | 2=P= | 11.25 | 0.00
*J|12==| 13 | 7.04 | 0.00
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20/Aug/2020 10:22:13 ACD/C+H NMR Predictors 2014 (v.14.00)

Liite 1
3(9)

6
\‘1 o
n_~ PN
P N 16
o 2\ 8
1 [8] g
2 M 10
13
Carbon No. | CHn | Chem. Shifts Conf. Limits Neural Net
4 CH, 64.33 63.87
5 CH,4 16.62 16.55
6 CH, 28.03 27.99
7 CH, 54.46 55.26
9 CH, 47.77 4799
10 CH, 12.58 12.39
12 CH, 64.33 63.87
13 CH, 16.62 16.55
15 CH, 47.77 47.99
16 CH, 12.58 12.39
J | Type | Atom 1 | Atom 2 | Value |Ermor | | J | Type | Atom 1 | Atom 2 | Value | Error
UlCH| 4 5 427 |107||Y|cc| 7 16 891 |1.66
UlcH| 4 4<> 14744192 ||M|cc| 7 15 211 | 049
UlcH| 4 4<"> 14744192 | |YU|cc| 7 10 891 | 166
Ulce| 4 5 7.40 000 ||W|CccCc| 7 9 211 | 049
lex| 4 2 6.30 | 0.00||%| CX 7 2 8.00 | 0.00
| cH 5 5 [12657|1.01 ||| CH 9 15 3.10 |0.00
“J| cH 5 4<> | 500 |000|[W|CH]| @ 10 | -0.20 | 594
| CH 5 4<" 500 |ooo||J|CH| 9 9 |132.00 0.00
Wl ex 5 2 7.20 |ooo||Y|cH| o 7 310 |0.00
JlcH| 8 7 016 |614 |[W|cc| o 16 891 | 166
Ul cH 6 6<'> |141.00| 000 ||%| C-C 9 15 211 | 049
UlcH| 6 6<"= |14100|000 ||J|CC| 9 10 | 37.60 | 0.00
Ylcc| s 15 8.91 | 166 ||%| CcX 9 2 327 |0.00
YJlecec| 8 9 891 166 ||| CH| 10 10 [125.00| 0.00
Jlcec| 6 7 3563 | 567 ||| CcH| 10 9 -2.83 | 0.00
Ulex| s 2 2.00 000 ||%|cc| 10 15 891 |1.66
“J| C-H 7 15 310 000 ||| cx| 10 2 5.00 |0.00
Ul cH 7 9 310 |000 ||| CcH| 12 13 427 | 107
Ul cH 7 7 [14300| 000 ||| CH| 12 | 12<> |147.44|1.92
2| c-H 7 6<> | 413 [230 ||| CH| 12 |12e"> |147.44 | 1.92
| cH 7 6<"> | 413 |230||Y|cc| 12 13 7.40 |0.00
dlex| 12 2 6.30 | 0.00
UlcH| 13 13 [ 12657 | 1.01
lcH| 13 | 12¢> | 500 |0.00
2lcH| 13 |12<">= | 500 | 000
dlex| 13 2 7.20 | 0.00
JlcH| 15 16 | -0.20 |5.94
UlcH| 15 15 [132.00 | 0.00
MICH| 15 9 310 |0.00
JlCcH| 15 7 310 |0.00
Ylcc| 15 16 | 37.60 | 0.00
glex| 15 2 327 | 0.00
YlCcH| 16 16 [125.00 | 0.00
lcH| 16 15 | -2.83 | 0.00
lex| 16 2 5.00 |0.00
.
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5(9)

20/Aug/2020 10:20:00 ACD/XNMR 2014 (v.14.00)

5 | X |N1| Value(ppm) | Errorl Neural Net | Incr. Value |
\ [stP]2] 2685 | 50 | 2281 | 2539 |
4+—0
T R Y e
P N 16

07 2\ 8

1n 0 g

12 M 10
13
X | J N1 N2 Value(Hz) | Error
siP[1d]2 ] 14 166.3 | 84.34
sip[1d]2] 3 88.67 1.89
3P f1df2 [ 11 88.67 1.89
3pfad|2] 4 4.8 2.2
3P [3l|2 | 4H 13.01 9.23
3wPfad|2] s 9.12 6.47
3Pfal|2] sH 3.28 3.12
3ipf2i]2 ] 12 48 22
3P [as]2 [ 12H 13.01 9.23
siPfal|2 ] 13 9.12 6.47
3P [4d]2 [ 13H -3.28 3.12
stz 1 75133 | 0.13
3iPf2d|2] 6 9.62 8.04
3P [3J|2 | 6H 13.01 9.23
spfad|z2] 7 9.12 6.47
3iPfad|2] 7H -3.28 3.2
3P[sdfz2] o 3.42 3.47
3P[ed|2 | oH 2.86 1.35
3P[ed[2 [ 10 2.49 1.77
3P [7d]2 [ 10H 2.18 0.6
sP[sd|2 ] 15 3.42 347
3P [6J|2 [ 15H 2.86 1.35
s31iPfed|2 | 16 2.49 1.77
siP[7d[2 [ 16H 2.18 0.6

CVX:n NMR-ennustespektrit

20/Aug/2020 10:37:55 ACD/C+H NMR Predictors 2014 (v.14.00)

" 2 [user Database 1 C\ACD2015\EXCLUSION.NMR (1 records) |
7\5/5\4/2\’ hL B
/}2\5’.b 10157
o} 1
13
Group | nH | Shift | TS | Conf. Limits | Av.Exp | Neural Net
4<"> | 1 | 3.93 3.81.4.21 3.99
4<'> | 1 |3.92 3.81.4.21 3.99
5 2 |1.55 1.563..1.61 1.67
6 2 [1.36 1.36 1.46
7 3 10.90 0.81..0.93 0.90
8<"> | 1 12.99 2.66..3.39 3.00
8<> | 1 |2.97 2.65..3.36 3.00
9 2 |2.55 2.81.4.23 2.54
11 2 | 2.56 2.49..2.67 2.64
12 3 |0.98 0.97..1.05 1.09
14 3 ]1.73 1.54..1.76 1.87
15 2 | 2.56 2.49..2.67 2.64
16 3 |0.98 0.97..1.05 1.09
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J | Grp.1 | Grp.2 | Value |Error | [ J | Grp.1 | Grp.2 | Value | Error
2| 4<> | 4<"> | 1050 | 0.00 | [J]| 15 | 16 | 7.04 |0.28
3l s 5 6.00 | 0.00 | [‘J| 5 |[2<P>]| 230 |0.00
| 6 6 |1370 140 |*J| 9 1 | 150 |0.00
¢ 7 |-1144|672| |J| 9 15 | 1.50 |0.00
2)| 8<> | 8<"> |-13.28(2.30 | [“U| 11 15 | 150 |0.00
g9 g |1260|000| |%| 6 |2<P>| 3.80 |520
01 11 | 13.00 | 0.00
gl 12 12 |-11.44 | 6.72
2J| 14 |2<P>|17.18 | 2.08
| 14 14 [-14.02|1.37
3l 15 15 | 13.00 | 0.00
| 16 16 |-11.44|6.72
°J| 4<"> |2<P> | 570 | 2.60
Jla<>| 5 | 743 [ 147
| 4<> |2<P>| 5.80 | 2.80
4> | 5 | 743 [ 147
Yy s 6 | 7.28 | 0.00
U6 7 | 717 | 053
°J| 8<"> | 2<P> | 13.96 | 3.17
s> @ 6.40 | 0.00
*J| 8<> | 2<P>| 13.96 | 3.17
s> | 8 6.40 | 0.00
Ul 12 | 7.04 |028
0]
35
301
25
7201
5 _2.55[11,15]
2 56[11.15]
70 Lsemasl,
05 2.53[11.,15]

1.72[14]
_175014]

0.98[12 16]

1.00[12.18]

0.90]

00
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Liite 1

7(9)
20/Aug/2020 10:36:53 ACD/C+H NMR Predictors 2014 (v.14.00)
’ ]1/12
T, 5. (8]
L 2 \4/3;25\§’.."$c?“15/ _
13

Carbon No. | CHn | Chem. Shifts | TS | Conf. Limits Av.Exp Neural Net

4 CH, 65.41 64.83..68.79| 66.71

5 CH, 33.75 30.23..33.44 | 33.00

6 CH, 19.30 19.39..20.16 | 19.29

7 CH, 13.90 13.61..14.31| 13.94

8 CH, 26.46 30.38..36.42 | 26.42

9 CH, 54.48 41.14.5597 | 54.94

11 CH, 47.85 46.67.49.39 | 48.07

12 CH, 12.58 12.40..13.00 | 12.39

14 CH, 17.05 12.08..12.89 | 17.34

15 CH, 47.85 46.67.49.39 | 48.07

16 CH, 12.58 12.40..13.00 | 12.39
J [Type |Atom 1 | Atom 2 | Value | Error | | J | Type | Atom 1 [ Atom 2 | Value | Error J | Type | Atom 1 | Atom 2 | Value | Error
| GH 4 6 6.40 (000 | |%J] CH 7 5 443 (032 [y|lcc| 11 15 211 | 0.49
2| c-H 4 5 443 (031 [%] cX 7 2 110 000 | [J]|CC | 11 12 | 3760 | 0.00
Ul cH 4 4 |14729|166 ||| CH 8 9 016 [6.14 | [J| CX | 11 2 3.27 |0.00
Ul ecc 4 7 272 | 046 ||| CH 8 8 |14100|000| |'J| CH| 12 12 [125.00 | 0.00
4l cc 4 6 090 [000||%] cC 8 15 891 |166 | || CH| 12 11 -2.83 | 0.00
| cc 4 5 3840 |0.00 | |*J| c-C 8 11 891 [166| |*J|CC| 12 15 891 | 166
4| cx 4 2 6.81 |000||J|ccC 8 9 3563 | 567 | || CX | 12 2 500 | 000
| cH 5 7 537 004 ||| CX 8 2 200 [000| |YJ|CH| 14 14 [127.70 | 0.42
| GH 5 6 444 |056||*J| CH 9 15 310 |000| |M|cc| 14 4 891 | 166
'J| C-H 5 5 |12620|062 | |%| CH 9 11 310 (000 | || cc| 14 8 891 | 166
4| cH 5 4 202 |355||'J|CH 9 9 |14300(000 | ['J| CX | 14 2 |12964 | 0.00
4| cc 5 7 0.90 |0.00||%|CH 9 8 413 [230| || CH| 15 16 | -0.20 | 5.94
'y cc 5 6 35.10 [0.00 | [*J| C-C ] 16 891 [166| |"J|CH| 15 15 [132.00 0.00
| cx 5 2 586 [000||%]|c-C 9 15 211 (049 | [J|CH| 15 11 3.10 | 0.00
4| cH 6 7 173 [360||%]| cC 9 12 891 [186| [YW|CH| 15 ] 3.10 |0.00
'J| c-H 6 6 |[12557|061||%]| CcC ] 11 211 |049| |'J|cc| 15 16 | 37.60 | 0.00
| GH 6 5 444 | 056 | |*| CX 9 2 8.00 |000| |*J|cx| 15 2 3.27 |0.00
| CcH 5} 4 392 (132 ||| cH| 11 15 310 (000 | |JlCH| 16 16 [125.00 | 0.00
1] cc 6 7 34.06 070 | || C-H | 11 12 | -020 [594 | || CH| 16 16 | -2.83 | 0.00
Ul cX 6 2 110 |000 | (U] C-H | 11 11 [13200(000 | |®J|C-X | 16 2 5.00 |0.00
Y| cH 7 7 |12560|077 | |*J| C-H | 11 ] 3.10 |0.00
| cH 7 6 015 [645||0|cc | 11 16 891 | 166
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20/Aug/2020 10:38:36 ACD/XNMR 2014 (v.14.00)

1/

L} N 1
42" So s

Liite 1
9(9)

X

N1

Value(pprm)

Error

Neural Net

Incr. Value

3P

2

50.7

5.0

51.08

53.58

X o[ J N1 N2 Value(Hz) Error
3P (1| 2 1 751.33 0.13
3P |1J] 2 13 141.6 30.65
3P (1|2 14 143.2 0.06
3P |2J|2 | 14H -15.62 3.14
3P |1J]| 2 3 B8.67 1.89
P (2] 2 a -0.62 8.04
3P| 3J| 2 &H 13.01 9.23
3P |3J] 2 g9 912 6547
3P |4J| 2 9H -3.28 312
3P |2J| 2 4 6.7 1.14
3P| 3J| 2 4 H 13.01 9.23
3P |3J| 2 5 -8.12 6547
31P |4J| 2 5H -3.28 312
3P |4J] 2 6 -3.36 26
31P |5J| 2 6 H 3.81 4.92
31P |5J| 2 7 342 347
31P |6J| 2 7TH 286 1.35
31P |5J| 2 11 342 347
3P |6J|2 | 11H 2 .86 1.35
3P |6J| 2 12 2.49 1.77
31P|7J| 2 | 12H 218 0.6
3P |5J| 2 15 3.42 3.47
3P |BJ|2 | 1EH 2868 1.38
P |GJ| 2 16 2.49 1.77
31P |7J| 2 | 16H 218 0.6

.
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Liite 2. Hajottamattoman VG:n NMR-spektrit

H NMR

Liite 2
1(3)

1H NMR: D0354 in Acetone; 200820-21000 RER23NE 388828
TXI_LH_quant_new Acetone (C:\x} Petri 53 Gddaaan Adn ddo
Asetoni \W \v W
CH3 \\
L
F2 - Acquisition Paramsters
Date_ 20200820
14.47 h
INSTRUM spect
PROBHD 2872401_0005 (
PULPROG zg
65536
SOLVENT Acstons
ns 16
DS o
SWH 7500.000 Hz
FIDRES .228882 Hz
A 4.3690667 ssc
RG 89.7
D 66.667 usec
DE 6.50 usec
TE 290. K
Dl 60.00000000 sec
TDO 1
SFO1 500.0323495 MHz
el 1n
Pl 7.47 usec r T - T R 3 7 5
PLWL 15.00000000 i 1.15 4.10 Ppm 2135, B30 2485 2¢B0 ppm
F2 - Processing parameters - &
s 65536 = s
P 500.0300000 HHz 5
WDW
5ol o
LB 0.30 Hz
GE o
PC 1.00
J . L_
T T T T T T T T T T T T 1
12 1" 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
1 9| )
6 'H (ppm) e BB (3
- oo~ ol
13C{1H} NMR: DO854 in Acetone; 200821-21003
TXI_13C_ST_new Acetone (C:\x} Petri 53 T 0 0o A aaag
cagon A Aoe
PRERES an Dae
Y233 S
B3 e a8 223
& Data Parametess s ase-
SRS, ssevoms V VI by v
ez 20
Procio 1
F2 & Aequisition Pasan
Data_ Zoz00821
i1 0.03000000 sec
T00
awo1 125.7362231 1Rs
el 13
1 13,35 woee
PLL 150.00000000 %
sro2 5000320001 1Hs
ehey 1n
cpDRRG (2 waltals
PopD2 0 uoes
15.00000000 %
2 0.13043000 %
13 0.06560700
F2 - Processing paramstero
s o107
5 125.7326440 1=
woR e
Soe o
e 1.00 5
ot o
re L0
L 0 ) a0 K o B 1 o R M St S ] i P
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 9 8 70 60 50 40 30 ppm

&"C (ppm)
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31P NMR

200821-21005
Petri 53

1D HP HESQC: DO0254 in Acetone;
TXI_PT_31Pdec_new Acetons (C

{i calibrated, lH reference D0854/10

ent Data Paramsters
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1o 60 B 0T
PROCNO 1 5 N8
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Time 6.00 h
INSTRUL ap=ct
PROBHD  2872401_0005 (
PULPROG zgd5de
131072
SOLVENT Acstons
s 14336
32
71428.570 Hz CHy _CHy
1.089913 Hz CH, N CH,
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31

'H-1H-COSY NMR

'0SY-45 with PURGE: D0854 in Acestone; 200820-21002
[XI_PT_COSYpurge_acetons_new Acstone {C:\x} Petri 52

nt Data Parametexro
DO0854_2020_05_20
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Liite 2
2(3)
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1H-13C-HSQC NMR

HC HSQC with PRESAT: DO854 in Acetone; 200821-21008
TXI_HSQCMEpr_water_ST_new Acetone {C:\x} Petri 53

Liite 2
3(3)

Current Data Para
na D0854_20!
BXPNO
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Liite 3
1(1)

Liite 3. Hajottamattoman VG:n LC-MS:sta |6ydetyt tunnistamattomat yhdis-

teet ja epapuhtaudet

Tunnistamattomat yhdisteet — Retentioajalla 1,27 min
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Liite 4
1(3)

Liite 4. Hajottamattoman CVX:n NMR-spektrit

H NMR

1H NMR with PRESAT: HIK626c in Acetone;

200922-21040

TXI_1Hpr_acetone_gquant_new Acetone {C:\x} Petri 43
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o R R
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i M m e m e,
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/
X

F2 - Acquisition Parameters
Da 0200922
10.34 h
INSTRUM spect
3 (
ht

Processing pa

6
SF 500.03005

AEONOTAVNONTDONDORN AOTONANON O OMDTO
NONROET HNRITTMADLNVIOMOONMUANTN AN DT O AWM
DO ONINTTTDONO 00D DN NN M E o MmN N oo @ @
B R R R e R R N N N S R R R R ] AdAdAdAdd 0000

/ [ S

~ 1}
\

e
T T T T T T T
4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 ppm
| | A || - | |
=) @ w r [ﬂ @ | ‘r o
Qo 0 o« (] w @0, - Qwn
o - - - =1 o é‘ 0|
1
S 'H (ppm)
13C{1H} NMR: HIK626c in Acetone; 200922-21043
TXI_13C_ST_new Acetone {C:\x} Petri 43
w0 o 0w o~ NOWLWOTODM®M®DN gwu& © -
i « o ~ NN ©00D 3 @ 1 Sa
Curxant bata pazamsters 33 23 ¢ Siaad88ss X gc
L Y Y | NN \V |
2
5:13043000 W
l ] J \ |
T T T T T T T T T
60 50 35 30 25

metropolia.fi

ﬂ7 Metropolia



31P NMR

1D HP HSQC: HIK626c in
TXI_31Fd=c_ST_new

stone;

Current Data Paramesters

200922-21045
:stons {C:x] Petri 43

73.020
52.108

Liite 4
2(3)

NEME HIK626c
EXPNO 60
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F2 - Zcquisition Parameters
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INSTRUM spect
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20 0.9175040 sec
RG 195.38
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!H-1H-COSY NMR
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1H-13C-HSQC NMR

HC HSQC with PRESAT: HIK626c in Acetone; 200922-21046

Liite 4
3(3)

TXI_HSOCHMEp:_watex_ST_new Acetone (0:'\x) Petri 43
—T P NN A ppm
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Liite 5
1(1)

Liite 5. Hajottamattoman CVX:n LC-MS:sta I6ydetyt tunnistamattomat yh-

disteet ja eluenttien antamat signaalit

Tunnistamattomat yhdisteet — Retentioajalla 2,33 min

§20092806
1004

1. MS2 US+

101 55,061
R
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Liite 6
1(2)

Liite 6. NaOH:lla hajotetun VG:n LC-MS:sta jo ennestaan tunnistetut yhdis-

teet

Dietyylifosfaatti — Retentioaika 1,22 min

100-kertainen laimennos Tytar-ioni mittaus
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N,N-dietyyliaminoetyylitiofosfaatti — Retentioaika 1,98 min

520091506
100+ 192198 100-kertainen nayte,
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17
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1: MS2 US+
215
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050 100 150 200 250 300 350 400 450 500
520091506 1: MS2 US+
100- 194 222 100-kertainen nayte a8t
057065 M 2 33 :
043f||0.73 NUIL‘ 2 552 78
]
0 TP T T T T T e T e Time
050 100 150 200 250 300 350 400 450 = 500
$20091506 495 (1.981) Cm (495:496) 1: MS2 US+
1004 215 431e8
=
199
e 171 16 273 289
80 18 145 229 | 295
0 SR e T Mz
100 150 = 200 = 250 = 300 350 = 400 450 500 = 550 = 600

Liite 6
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Liite 7
1(2)

Liite 7. NaOH:lla hajotetun VG:n LC-MS:sta I6ydetyt tunnistamattomat yh-
disteet ja epapuhtaudet sekéa HCI:lla hajotetun VG: LC-MS:sta l6ydetyt epa-

puhtaudet

NaOH hajotettu VG - Syklisia rikkiyhdisteita (Rt 1,74 min ja 2,12 min)

S20091506
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Epapuhtaudet (palmitiini- ja steariinihappo)

NaOH hajotettu VG

HCL hajotettu VG

Liite 7
2(2)
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Liite 8
1(2)

Liite 8. HCI:lla hajotetusta VG:sta jo ennestdan tunnistetut yhdisteet

Trietyylifosfaatti — Retentioaika 2,22 min
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Liite 8
2(2)

Bis-(2-dietyyliaminoetyyli)-disulfidi — Retentioaika 0,65 min
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[2-(etyyliamino)etyylitio]-fosforihapon dietyyliesteri — Retentioaika 1,41 min
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Liite 9
1(2)

Liite 9 — NaOH:lla hajotetun CVX:n LC-MS:sta tunnistamattomat yhdisteet

ja epapuhtaudet

Tunnistamattomat sykliset rikkiyhdisteet — Rt 1,67 min ja 1,74 min
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Liite 9
2(2)

Muut tunnistamattomat yhdisteet — Retentioaika 0,61 min
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