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Tiivistelma

Tadmidn pro gradu -tutkielman kirjallinen osa késittelee kahden eri homogeenisen katalyytin
reaktioita. Tutkielmassa syvennytddn maarittiméain mitd tdméankaltaiset reaktiot ovat ja miten
ne kineettisesti voidaan méérittdd olevan toista kertalukua katalyytin suhteen tapauksissa, jossa
katalyytit ovat identtisid yhdisteitd sekd mitd mahdollisia ongelmia ja haasteita tdmin
méadrittdmisen puolesta on olemassa. Kokeellinen osa puolestaan késittelee bifunktionaalisella
tioureakatalyytilld katalysoitua Pfau-d’Angelo-reaktiota, missd reaktion kirjallisuudessa
kuvattu huono saanto viittasi edelldmainittujen ongelmien Ildsndoloon. Témén lisdksi
kokeellisessa osassa haluttiin ndhda, pystyttdisiinkd nditd ongelmia ratkaisemaan ja kdyttdmaén
organokatalyyttid kdyttimidn tutkimusryhmissd tutkitun humilisiini E:n synteesin Pfau-

d’Angelo vaiheeseen.

Monet katalyytin suhteen toisen kertaluvun reaktiot eivét ole kahden katalyytin reaktioita
laisinkaan, silld useat tekijit saattavat héiritd katalyytin kertaluvun suuruutta erindisin tavoin
antaen vidran kuvan reaktion kineettisestd luonteesta. Tdmé voi johtaa vairiin johtopédétoksiin
erityisesti reaktiomekanismeja esittdessd. Kirjallisen osan alkupdd pureutuu visuaalisin
kineettisiin menetelmiin mahdollisina vaihtoehtoina toisen kertaluvun méaérittimiseen ja ohessa
kdydaan lapi katalyytin inhibiitio, saturaatiokinetiikka ja autokatalyysi vaihtoehtoisina syind
vadriin tulkintoihin katalyytin kertaluvusta. Tamin jédlkeen kirjallisuudesta nostetaan esiin
useita julkaisuja, joissa véitoksind on katalyytin suhteen toinen kertaluku ja reaktioiden
esittelyn jdlkeen analysoidaan, pitddko julkaisujen esittdma vaite riittdvéasti perusteltua erindisin

tavoin, erityisesti kineettisesti.

Kokeellisessa osassa ldhtokohtana oli ensin valmistaa reaktion katalyytin kaltainen yhdiste ja
sitten kéyttdd sitd Pfau-d’ Angelo reaktioon katalyyttind. Reaktiota analysoitiin kromatografisin
menetelmin konsentraation méarittimiseksi eri ajanhetkilld, jotta reaktiosta voitiin muodostaa
reaktiokineettinen aikakonsentraatioprofiili kahdessa eri ldahtdainekonsentraatioissa. Tdmén
profiilin avulla pyrittiin méadrittdméaén tapahtuuko reaktiossa katalyytin inhibiitiota. Tassé
madrityksessd onnistuttiin ja saadun datan perusteella pystyttiin esittdméddn, ettd katalyytti
myrkyttyy reaktiossa. Katalyytti paljastui myds toimimattomaksi humilisiini E:n synteesin

Pfau-d’Angelo -vaiheeseen.
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Esipuhe

Tami pro gradu -tutkielma suoritettiin Jyvaskyldn yliopiston kemian laitoksella orgaanisen
kemian osastolla loppuvuoden 2023 ja kevddn 2024 aikana. Aihe rajautui ensijaisesti
mielenkiinnon kohteiteni mukaisesti, mutta lopulta ohjaajan suosittelun perusteella. Opintojen
aikana olen saanut kuvan, etti synteesikemia ja siihen liittyvd kineettinen mekanistinen
tutkimus on kiehtovaa ja pyrkimyksend oli tdltd pohjalta avartaa nikokulmia. Aiheenpiirin
mukana on tullut haasteita ja ongelmia, mitkd ovat olleet positiivisia ponnahduslautoja
elinikdisen oppimisen tien alkuvaiheilla. Tutkielmani kirjallinen osa kaisittelee etenkin
katalyysikemian erikoisempaa osa-aluetta ja kokeellinen osa pohjautuu kineettisten
menetelmien kdytinnon soveltamiseen, mikd kokonaisuutena oli mielenkiintoinen viipale
nykykemiaa. Tiedonhaussa on hyddynnetty Google Scholaria, SCOPUS -, ScienceDirect, Web
of Science -ja Wiley Online Library -tietokantoja sekd Reaxysié.

Tutkielmani ohjaajana toimi professori Petri Pihko ja kokeellisessa osassa ohjaajinani olivat
Eeki Tarkkonen ja FT Pradip Kumar Mondal. Haluan syvisti kiittdd kaikkiea kolmea
saamastani ohjauksesta, opeista sekd ndkokulmista tutkielman teon aikana, mutta myos
luottamuksesta osaamiseeni itsendiseen tydskentelyyn. Lisdksi haluan kiittdd FT Teppo Leinoa
toimisesta tutkielmani toisena tarkastajana. Kiitos kuuluum myds Pihko Groupille

kokonaisuutena, miké teki laboratoriotydskentelysti nautinnollista sekd opettavaista.

Pro gradu -tutkielma on ollut miellyttdvd kokemus ja sen haastavuus on osaltaan kasvattanut
tiedonjanoani kemiaa kohtaan. Samalla se on my0s edesauttanut luomaan nédkdkulmaa
tulevaisuudesta, jossa pddsisin toteuttamaan molekyylien suunnittelua ja mekanistista
tutkimusta aivan kemiantutkimuksen huipulla ja mahdollisesti toteuttamaan lopullisen
unelmani kemian kautta. Lopuksi haluan kiittdd hyvad ystdvddni Fabian Engelhardtia

henkisestéa tuesta tutkielmaa tehdessi. Se on ollut korvaamaton resurssi.

Jyviskylassa

25.07.2024

Terrin QJAN"‘};R ' Teemu Silvasti
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KIRJALLINEN OSA



1. Johdanto

Klassisen katalyysikemian perustana on se, ettd reaktiossa on mukana yhdiste, joka muuttaa
reaktiomekanismia ja nopeutttaa ndin reaktiota. Tdmé johtuu siitd, ettd katalysoidulla
reaktiopollulla on alempi aktivaatioenergiavalli, jolloin katalyytin avustamana tuotetta
muodostuu aikayksikkdd kohti suurempi méédrd verrattuna katalysoimattomaan reaktioon.
Kahden eri katalyytin reaktioissa tdmi periaate ei muutu. Reaktion nopeuttamiseen tarvitaan
tdllaisissa reaktioissa vain kaksi katalyyttid, esimerki niin, ettd kahden eri katalyytin
muodostama kompleksi on nopeampi katalyytti ja nopeuttaa katalyyttien syklin hitainta
vaihetta. Katalyytit voivat my0s vaikuttaa katalyyttisen syklin eri vaiheisiin. Esimerkiksi yksi
katalyytti voisi toimia kuten klassisessa katalyysissd ja madaltaa aktivaatioenergiaa, kun taas

toinen katalyyteistd taas aktivoisi substraattia ja tuottaisi reaktiivisemman vilituotteen.

Katalyysireaktioita voidaan tutkia reaktiokineettisesti ja yksi katalyytteihin liittyva kineettinen

1.1 nikevit katalyytin kertaluvun

tutkimusala kohdistuu katalyytin kertalukuun. Burés et a
merkityksen katalyysireaktioissa olevan perustavanlaatuinen reaktiomekanismeja tutkittaessa.
Tatd Burés perusteli silld, ettd katalyytin kertalukua analysoimalla voidaan verrata eri
reaktionopeuslakeja eri reaktiomekanismien kohdalla.”> Timi vertailu sitten antaa pohjan
jatkotutkimuksille, jotta se reaktion todenndkdisempi mekanismi saataisiin selville

vaihtoehdoista.

Kaaviossa 1 on esitetty yksinkertaistettu katalyyttinen sykli:

A B
kat
r kat
T kat
T katz
S S
kat—T ke | ke
kat,—T k1| &

kk:x kk\
_k — al
=K2 kat—S Ky katz——

Kaavio 1. Yksinkertaistetut katalyyttiset syklit A) yhdelld katalyytilld ja B) katalyytin

dimeerikompleksilla.



Yksinkertaisimmissa tapauksissa katalyytin kertaluku on reaktiossa yksi ja sen kayttdytyminen
reaktiossa on kuvattu kaaviossa 1A. Katalyyttimolekyyli sitoutuu substraattiin S ja muodostaa
kompleksin kat:S. Tdmé kompleksi voi sitten reagoida edelleen toisen substraatin kanssa tai
vaikka kaaviossa 1A olevassa tapauksessa mahdollistaa substraatin lohkeamisen. Tastd
muodostuisi uusi kompleksi, esimerkiksi kat: T, mistd sitten tuote irtoaisi erilleen samalla
regeneroiden katalyytin. Jos katalyytin kertaluku olisikin kaksi, olisi katalyyttinen sykli
esimerkiksi kaavio 1B:n kaltainen. Tédssd tapauksessa katalyyttimolekyyli muodostaisi
dimeerikompleksin, mikd toimisi reaktiossa aktiivisena katalyyttind monomeerikatalyytin
sijaan. Kahden katalyytin reaktoissa toinen kertaluku katalyytin suhteen ilmenisi, kun katalyytit
olisivat identtisid. Vastaavasti jos katalyytit eivédt ole identtisid ei titid toista kertalukua
havaittaisi kinetiikkaa tutkittaesa. Kaavion syklit ovat kuitenkin yksinkertaistuksia ja esitettyjen

kompleksien vilille mahtuu mahdollisesti useampia vaiheita.

Tutkielman tavoitteena on tutustua kaksoiskatalyyttisiin reaktioihin (luku 2) kdyden samalla
1api tarkemmin kineettisesti merkittdvid konsepteja, jotka liittyvét katalyysiin (luku 3). Téssi
tutkielmassa kaksoiskatalyyttisilld reaktioilla tarkoitetaan reaktioita, joissa katalyyttiseen
sykliin osallistuu kaksi katalyyttispesiestd (luku 5). Namai katalyytit ovat joko samoja (luku
5.1.) tai eridvid yhdisteitd (luku 5.2.). Tutkielman esimerkit ovat pédasiallisesti
organokatalyyttejd, mutta vastaavia esimerkkejd on my0s metalli- tai organometallikatalyysin
parissa. Tutkielmassa kdyddidn myds lapi kirjallisuudesta poimittuja luokittelujirjestelmia
kaksoiskatalyyttisille reaktioille (luku 2.3) antaen ndkokulmaa, miten reaktioita on tdhdn
mennessd késitelty. Kineettisistd konsepteista pddasiallisesti tutkielma keskittyy katalyytin
kertaluvun méérittdimiseen (luku 3.2.) ja sithen liittyyviin haasteiisin (luku 3.3.). Viimeisena
osa-alueena tutkielman kirjallisessa osassa on analyysi (luku 5.3.), jossa pyritddn esittimain
miten tutkimuksissa on mekanismeja perusteltu ja kdydd ldpi ovatko perustelut riittdvit.
Samalla pyritddn myds ndyttdmain miten tdménkaltaisesta tutkimuksesta katalyyttien kohdalla

voisi olla hyotya tulevaisuuden kannalta katalyysikemian parissa.



2. Kahden katalyytin reaktiot

Téssd luvussa késitellddn kahden katalyytin systeemien perusteita. Kahden katalyytin
systeemejd kutsutaan tdstd edes ’kaksoiskatalyysiksi’. Luvussa 2.1 pohjustetaan kyseisten
reaktioiden piirteitd. Luvussa 2.2. kdyddan lapi identtisten katalyyttien -ja eridvien katalyyttien
kaksoiskatalyysin  eroja. = Luvussa  2.3.  Kkésitellddin  kirjallisuudesta  poimittuja
luokitusjérjestelmid. Namé luokitukset eivdt ole virallisia IUPACin ohjeistuksia, vaan
padasiassa ne ovat eri tutkimusryhmien nikokulmia aiheeseen. Nidkokulmat ovat kuitenkin
hyvid avartamaan aiheen mahdollisuuksia. Alaluvussa 2.3.3. muodostetaan tutkielmassa
kiytetty ndkokulma kahden katalyytin reaktioiden luokittelusta katalyyttiyhdisteiden
identiteetin perusteella.. Viimeiseni luvussa 2.4. otetaan esimerkiksi Sunojin ja Bhaskararaon®

esittdmé kaksoiskatalyyttinen reaktio ndyttden sen mekanismin kokonaisuudessaan.

2.1. Kaksoiskatalyyttisten reaktioiden pohja

Synteesit katalyyttien avulla ovat hyvin tirkeitd ja kiytdnnollisid modernin kemian kannalta*,
koska katalyyttien avulla voidaan tehdi reaktoita, mitkd ovat muuten saavuttamattomissa tai
vaihtoehtoisesti ovat teollisesta nikokulmasta liian kalliita.® Katalyyttiset reaktiot ovat myds
vaihtoehtona reaktioille, joissa kdytossd on stoikiometriset méérat reagensseja. Lisdksi kyseiset
stoikiometriset reaktiot ovat usein haastavia reaktio-olosuhteiltaan. Ndma olosuhteet voivat olla
hyvinkin korkea lampétila tai paine, myrkylliset ja muuten haitalliset reagenssit tai liuottimet
sekd korkeat reagenssien konsentraatiot. Haasteena on myds reaktioiden kdytto laajemmissa
mittasuhteissa reagenssien hinnan takia, miki voi olla teollisesti kannattamatonta.® Katalyytit
itsessddn teoreettisesti eivit kulu reaktiossa ja niitd kiytetddn merkittdvasti pienempid maaria.
Tadmad mahdollistaa ekonomisesti kannattavampaa kemiaa. Pyrkimyksend katalyysikemiassa on
hyvien aktiivisuuksien, selektiviisyyksien ja laajan substraattivalikoiman saavuttaminen
samalla pitden reaktio-olosuhteet mietoina, mikd edesauttaa ekonomista kannattavuutta

huomattavasti.’



MacMillan ja Allen totesivat:

”This powerful catalysis strategy leads to several benefits, specifically synergistic
catalysis can (1) introduce new, previously unattainable chemical transformations,
(i1) improve the efficiency of existing transformations, and (iii) create or improve
catalytic enantioselectivity where stereocontrol was previously absent or

challenging.” [4]

Vaikkakin MacMillan ja Allen kohdistavat timin nidkemyksen synergisteen katalyysiin,
voidaan nidkemystd laajentaa muille multikatalyyttisille systeemeille. Perusteena tdhédn on se,
ettd MacMillanin ja Allenin mainitsemat seikat eivdt ole ainutlaatuisia synergistiselle
katalyysille. Yleisesti ottaen katalyytit ovat hyvin spesifeji ja usein reaktiot saadaan toimimaan
vain ainutlaatuisen katalyytin avulla ja vain yhden tyyppiselle substraatille.* Klassinen
katalyysi kuitenkin on tuottanut laajan valikoiman reaktiopolkuja ja reaktiotyyppejd useiden
vuosikymmenien ajan. Saavutettua laajaa reaktioiden kirjoa voitaisiin siis laajentaa
huomattavasti multikatalyyttisilld reaktioilla ja mahdollisesti jopa toteuttaa reaktioita, jotka
muuten ovat kiytinnollisesti mahdottomia.* Ajatuksena multikatalyyttiset reaktiot eiviit ole
mitenkddn uusi. Luonto itsessdén suosii tietyissd reaktioissa tai reaktiopoluissa tdmén tyyppisiéd
systeemeji ja tietyt entsyymit toimivat kaksoiskatalyyttisesti.*’ Tistd esimerkkinid voidaan
pitdd tetrahydrofolaattia, joka on tdrked koentsyymi hiiliyksikéiden  siirtoihin.
Tetrahydrofolaatti muodostuu dihydrofolaatista, joka on foolihapon metabolaatti,
imiiniyksikkoon tapahtuvan vetysiirron takia. Entsyymind toimiva dihydrofolaattireduktaasi
aktivoi dihydrofolaatin kohti hydridiadditiota, kun imiini protonoituu. Samaan aikaan hydridi
aktivoituu NADP" koentsyymin avulla muodostaen NADPH:n. Muodostuva NADPH sitoutuu
dihydrofolaattireduktaasiin tuoden mukanaan tarvittavan hydridin, mink& johdosta reaktiossa
muodostuu tetrahydrofolaattia ja NADP" regeneroituu. Reaktiossa siis on siis kaksi entsyymid,
dihydrofolaattireduktaasi ja tetrahydrofolaatti, yhtfaikaa aktivoimassa reagensseja, mikd on

kaksoiskatalyyttisten reaktioiden perusolemus.*

Ongelmana multikatalyyttisissd systeemeissd on se mahdollisuus, ettd katalyytit reagoivat
keskenéin ei toivotulla tavalla.*® Tdmi voi johtaa reaktion sammumiseen itsestiifin tai reaktion
inhibiitioon monin eri tavoin, kuten Lewis hapon ja -emiksen kompleksoitumisen johdosta.*
Vaihtoehtoisesti on my0s mahdollista, ettd katalyytti-katalyytti interaktiot tuottavat
kompleksin, jonka tekemidn katalyysreaktion tuotteena on jotain muuta kuin suunniteltu

kohdemolekyyli. Kinetiikka voi olla toisena haasteena kaksoiskatalyyttisissi reaktioissa.* Miti



enemmain reaktiokomponentteja tarvitaan reaktiovaiheeseen, sitd epatodennikodisempéd itse

tapahtuma on. Timi tulee suoraan tdrmiysteorian’ !!

pohjalta. Koska katalyyttien
konsentraatio reaktioissa on yleisesti ottaen hyvinkin matala stoikiometrisiin konsentraatioihin
ndhden, tormdysteorian tuoma ndkokulma korostuu entisestddn. Kyseinen seikka ndkyy
makroskooppisesti reaktionopeuden hidastumisena, mikd voi tapauskohtaisesti vaikeuttaa

reaktioita.

Haasteet ovat tietysti vain hidasteita. Esimerkiksi katalyytti-katalyytti vuorovaikutuksia voi
ennaltachkdistd valitsemalla katalyytit tarkoin ja seulomalla yhdistepareja siten, ettd katalyytti-
inhibiition mahdollisuus katalyyttien vililldi on epédtddenndkdisempdd. Tamé seulonta ei
tietenkddn ole tdydellistd, mutta ennaltachkdisevdn suunnittelun avulla voidaan edesauttaa
multikatalyyttisten systeemin ldhtokohtia. Samoin kinetitkan puolesta voidaan katalyytit
valikoida siten, ettd energiavallieron kaventaminen mahdollistaa reaktiot kuten MacMillan ja
Allen esittivit synergistisen katalyysin kohdalla.* Ajatuksena heilld oli kaavion 2 mukainen

tilanne, jossa toisella katalyytilli aktivoidaan molempia substraatteja tehostaen klassisen

katalyysin ideaa.
Katalyytti 1
i,
» C
Katalyytti 2
B yytti 2
Lumo A - Lumo A -
A' A
e
BI
AE -
B ///
HOMO B - HOMO B .-
el katalysoitu perinteinen ei katalysoitu synergistinen
katalyysi katalyysi

Kaavio 2. MacMillanin ja Allenin konsepti synergistiselle katalyysille.*

Kéytannon toteutustapana ja yhtend tutkimuskohteena monikatalyyttisille reaktioille on ns.
“yhden astian katalyysi” (one-pot catalysis)®!?>"!7, jossa samassa reaktioseoksessa on useita

keskenddn yhteistydssd toimivia katalyyttejd. Termind yhden astian katalyysi ei kuitenkaan



esitd kantaa siihen, toimivatko katalyytit saman katalyyttisen syklin alla vai perdkkaisissé
reaktioissa. Tdmin yhden astian katalyysin vahvuus on se, ettd vélituotteita ei tarvitse eristdd
tai puhdistaa. Kyseinen vahvuus voi védhentdd ajankdyttod, tyOmddrdd sekd saantojen
vdhenemistd niin merkittdvasti, ettd vaihtoehtoiset “monen astian katalyysit” ovat
kannattamattomia eri resurssien kdyton suhteen esimerkiksi pitkien totaalisynteesireittien

kohdalla.?

2.2. Kaksoiskatalyysi identtisilld ja eriavillid katalyyteilli

Reaktioita, joissa molemmat Kkatalyytit ovat identtisid keskenddn, voidaan pitdd
kaksoiskatalyysin alakategoriana. Termind tdhén voidaan kéyttdd kaksoiskatalyysid. Témén
kaltaisten tapausten erikoisuutena on se, ettd reaktiokineettisestd nakokulmasta voi katalyytin
kertaluku olla muuta kuin yksi. Kuitenkin katalyytin kertaluvun eridvyys yhdestd ei takaa
reaktion olevan kaksoiskatalyyttinen. Katalyytin kertalukua késitellddn tarkemmin
myShemmin tutkielmassa luvussa 3 samalla esitellen miten kaksoiskatalyyttisid systeemejé

voidaan tutkia kineettisesti.

Vastaavasti kahdelld eridvilla katalyytilld tapahtuvat kaksoiskatalyyttiset reaktiot ovat
mielenkiintoisia, koska kumpikin katalyytti voidaan valikoida reaktioon periaattessa
itsendisesti. Tdmdin kaltaisten systeemien kohdalla termind voidaan kayttd kaksoiskokatalyysii,
jotta tdmaén kaltaiset kaksoiskatalyysireaktiot voidaan erottaa kaksoiskatalyysitapauksista.
Esimerkkini voidaan pitdd MacMillanin ryhmin ajatusta!® diskreetisti kontrollista
katalyyteilld. Heidéin tutkimuksessaan'® esitetyn mekanismin avulla voitaisiin modulaarisesti
hallita enantio- ja diastereoinduktiota eli R vs. S ja syn vs. anti konfiguraatioita valitsemalla
reaktiossa kéytettyjen kaksoiskatalyyttien enantiomeerit sopivasti reaktion eri vaiheisiin. Tata

kasitelldan tarkemmin luvussa 5.1.8.



2.3. Luokitteluja kirjallisuudesta

2.3.1. MacMillanin ja Allenin luokittelu

Multikatalyyttisii reaktiota on pyritty luokittelemaan monin eri tavoin. MacMillan ja Allen*
jakavat reaktiot bifunktionaaliseen katalyysiin, kaksoisaktivaatiokatalyysiin (double activation
catalysis), kaskadikatalyysiin (cascade catalysis) ja synergistiseen Kkatalyysiin.* Nimi

vaihtoehdot ja niiden pééasialliset erot yksinkertaistettuna ovat esitettynd kuvassa 1:

[ kat, ] [ kat,, ] [ kat, ] [ kat,, ]

é\/

Kuva 1. MacMillanin ja Allenin katalyyttisten systeeminen luokitus, kun kiytdssd on kaksi

katalyyttid. A) Bifunktionaalinen katalyysi, B) Kaksoisaktivaatiokatalyysi, C)
Kaskadikatalyysi ja D) Synergistinen katalyysi.*

Bifunktionaaliset katalyytit aktivoivat sekd nukleofiilin ja elektrofiilin yhtdaikaisesti kdyttden
eri funktionaalisia ryhmid yhden katalyytin rakenteesta. Kun kaksi eri katalyyttid aktivoivat
vain toisen reagenssin, mutta yhteistuumin, kyseessi on kaksoisaktivaatiokatalyysi.
Kaskadikatalyysissd aktivoidaan vain toinen reagensseista, mutta sekvivenssinsd eli
ensimmadinen katalyyttisen aktivaation ja kierron tuottama vilituote aktivoituu toisen katalyytin
toimesta siirtyen uuteen, erilliseen kiertoon. Viimeisend on synergistinen katalyysi, jossa kaksi
eri katalyyttid aktivoivat kumpikin erikseen toisen l&htdaineista ja muodostuneet vélivaiheet

reagoivat timin jilkeen keskeniin.*

Luokittelun vahvuutena on sen yksinkertaisuus. Eri reaktiotyypit jakautuvat selkedsti omiin
kategorioihinsa ja kategoriat itsessddn eivit kisittele mekanistisesti samankaltaisia systeemeja.

Visuaalisesti on siis helpohkoa erottaa esimerkiksi Kaskadikatalyysi synergistisestd



katalyysistd pelkdn esitetyn mekanismin avulla. Kuitenkin MacMillan ja Allen eivét
luokittelussaan esittele suoranaisia mekanismeja vaan kyseessd on, kuten edelld on esitetty,
mallit ja niiden soveltaminen kuuluu tapauskohtaisesti tutkijoille itselleen. Taten esimerkiksi
kirjallisuudessa ei vélttimattd reaktioita esitetd kyseisen luokituksen avulla vaikkakin sille
mahdollisuus olisi. Kritilkkind MacMillanin ja Allenin luokitukselle on bifunktionaalisen
katalyysi, missd siis mekanismit reaktioille ovat erilaisia kuin muut kaksoiskatalyyttiset
reaktiot, koska katalyyttejda on reaktioissa vain yksi. Tutkielmassa kuitenkin esitetdén
bifunktionaaliset katalyysit kaksoiskatalyyttisind reaktioina perustuen MacMillanin ja Allenin

luokitukseen.

Patil et al.'? esitti hyvin samanlaisen luokittelun kaksoiskatalyyttisille reaktioille perustuen
aikaisemmin mainittuun “yhden astian katalyysiin”.!?"!7 Erona luokituksilla on se, etti Patilin
ryhmén luokittelu késittelee useamman erillisen katalyysisyklin reaktioita, mikd toimii

perustana kaksoiskatalyyttisyydelle reaktioissa.

2.3.2. Burésin ryhmén luokittelu

Burés et al.! jakoivat kaksikatalyyttiset reaktiot ensin tapauksiin, missi katalyytille tapahtuu
dimerisaatio joko katalyyttisen syklin ulkopuolella (off-cycle) (kaavio 3A)'!" tai osa
katalyyttistd syklid(on-cycle). Jalkimmadisistd tapauksista oli useita esimerkkejd (kaavio 3B-F)
!, Niiti olivat dimerisaatio kahden vapaan katalyyttispesieksen vililli (on-cycle dimerization
of free catalyst) (kaavio 3B)"?°, katalyytti-substraatti kompleksin dimerisaatio toisen vastaavan
kompleksin kanssa (on-cycle dimerization of downstream species) (kaavio 3D)'!, katalyytti-
substraatti kompleksin aktivoituminen toisen katalyytin avulla (parent-offspring species)
(kaavio 3E)"“*? ja kahden eri substraatin muodostamien katalyytti-substraatti kompleksien
vilinen reaktio (sibling species) (kaavio 3F)"?*. Burés nostaa myds esimerkiksi tapauksen
(kaavio 3C)"?4, jota Martin-Matute ryhmiin tukimus®* esitti kahden katalyytin reaktioksi, mutta
mekanismin perusteella reaktiossa on vain yksi katalyytti. Téssd tapauksessa katalyytti
nopeuttaa kuitenkin sekd vélituotteen VT muodostumista ettd VT:n ja substraatin vélistd
reaktiota tuotteeksi. Tastd syystd reaktio voi kineettisesti olla toista kertalukua katalyytin
suhteen, mikd voi johtaa siithen, ettd reaktion katalyyttisessd syklisséd tulkitaan virheellisesti

olevan kaksi katalyyttid.?* T#ti tapausta kisitelldéin tarkemmin luvussa 3.3.1.



A B
S S
kat + T- kat kat
kat
R f Z
kat:S  kat kat, kat,:S
\-« »/ S kat2
T T
C T D
X kat S kat + T kat s
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vT kat:S kat:S Kat:
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S katxmt ’)/\ks”
T

Kaavio 3. Burésin et al.! esimerkit kaksoiskatalyyttisisti sykleistd. A) kierrosta erillisessi
vaiheessa tapahtuva dimerisaatio!?, B) Kahden vapaan katalyytin dimerisaatio'?°, C) Yksi
katalyytti ja sen muodostava katalysoiva vilituote!?, D) katalyytti-substraatti kompleksi
reagoi toisen vastaavan kompleksin kanssa'*?!, E) katalyytti-substraatti kompleksi aktivoituu

1.22ja F) kahden substraatin reaktio, missi substraateista

uudestaan katalyytin toimesta
muodostuvat kompleksi reagoivat keskeniiéin synergistisesti'*. kat = katalyytti, S =

substraatti, T = tuote ja VT = vilituote.

Burésin ryhmin esittiméit mekanismit ovat yksinkertaistuksia oikeisiin tapauksiin ndhden.
Erona on se, ettd Burés tuo mukanaan kineettisen ndkokulman, mikd edesauttaa esimerkiksi
erottamaan kaksoiskatalyysin ja kaksoiskokatalyysin toisistaan. Mekanismeista kuitenkin
puuttuu katalyytti—tuote -kompleksin muodostus, mika tapahtuisi katalyytti—substraatti -
kompleksin muodostumisen jilkeen syklissd. Namé esitetyt esimerkkimekanismit kuvastavat
oikeastaan epdrealistista tilannetta, jossa tuote muodostuisi vélittdmaésti katalyytti—substraatti -
kompleksista ja kompleksin dissosiaation kinetitkka voisi olla reaktionopeutta madradva.
Voidaan epdilld, ettd tdtd Burésin ryhma olisi titd tarkoittanut, mutta esitetyt yksinkertaistukset
voivat tillaisen kuvan antaa. Synteettisilld katalyyteilld on kuitenkin hyvin harvinaista, ettd
reaktiokineettisesti merkittdvi katalyytin ja muodostuneen tuotteen dissosiaatio olisi nopeutta
madrddva vaihe. Téllainen kinetiitkka on pikemminkin entsyymien piirre ja titen tdllainen

analyysi ei sovellu synteettisten katalyyttien tarkasteluun ilman syvempid perusteluja.
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Alaluvussa 2.4. on esiteltynd esimerkkind kaavio 3B:n tapaus laajemmin esimerkkind siitd,

miten paljon yksinkertaistusta Burésin ryhmé on tehnyt mallisyklejd muodostaessaan.

Myo6s mekanismeissa voidaan néhda tilanteita, missd voi olla haastavaa kdytdnossd esittdd
eroavaisuuksia reaktioille. Esimerkiksi mekanismit B ja E (kaavio 3B ja kaavio 3E) ovat
tilanteista, missé katalyytti—substraatti -kompleksi on lopulta trimeerinen, mutta mekanismien
erona on ainoastaan kompleksin komponenttien sitoutumisjérjestys. Koska kaikki hitaimmat
reaktiovaiheet syklissd voidaan n&hdi (esi)tasapainoina, on vaikea arvioida onko yhdisteiden
sitoutumisen jarjestykselld merkitystd. Tdssd kohtaa pitdisi perustella kineettisesti tavalla tai
toisella, ettd eri jérjestys johtaisi erilaiseen lopputulokseen tai eri kinetiikkaan. Burésin
luokittelun paépaino on ollut mahdollistaa eri katalyysityyppien luokittelu esimerkinomaisesti
eikd laatia kaiken kattavaa yleistd luokitusjirjestelméi. Mutta jos on pyrkimyksend luoda eroa

mekanismien B ja E vilille, olisi oleellista esittdéd perusteluja asian suhteen.

2.3.3. Tutkielmaan sovellettu luokittelu

Vaikka esitetyt luokittelut ovat pétevid ja niitd on kéytetty kirjallisuudessa laajalti, ne ovat
kuitenkin vain yksittdisten tutkimusryhmien esittdmid nakokulmia sen sijaan, ettd kyseessé olisi
esimerkiksi TUPAC:n maédrittelemd termistd. Tdten niiden kéyttdd on syytd tarkastella
kriittisesti. Téasta syystd tdssd tutkielmassa sovelletaan hieman toisenlaista jaottelua. Pddasiassa
kaksoiskatalyyttiset reaktiot luokitellaan joko identtisten katalyyttien
kaksoiskatalyysireaktiothin ~ eli ~ kaksoiskatalyyseihin ~ ja  eridvien  katalyyttien
kaksoiskatalyysireaktioihin eli kokatalyyseihin, kuten luvussa 2.2. esitettiin. Tdmén lisdksi
kuitenkin voidaan kayttda esiteltyjd luokituksia luomaan ndkdkulmaa ja mahdollisesti tuomaan
syvyyttd analyyseihin eri reaktioiden kohdalla. Etenkin kaksoiskokatalyysin kohdalla on
helpompaa esittda reaktiot toisistaan erilliin MacMillanin kaltaisen luokituksen avulla. Vaikka
kyseisesséd luokituksessa ei mekanismeja esitetd, on kyseinen luokitus hyvin yksinkertainen ja
titen helpohko kasiteltdvd. Tadmén lisdksi péddasiallisesti tutkielmassa pyritddn kidyttdmééin
Burésin ryhmén esimerkkejd hyoddyksi kaksoiskatalyysireaktoita tarkastellassa, silld Burésin
mekanismien luonne antaa tietyn kaltaista rakeisuutta muuten hyvinkin samankaltaisiin

tapauksiin.
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2.4. Esimerkki kaksoiskatalyyttisesti systeemisti

Samalla kun tutkielmassa esitetddn kaksoiskatalyyttinen systeemi tarkemmin, voidaan myds
perustella miksi Burésin ryhmén mallisyklit ovat yksinkertaistuksia todellisuuteen nahden.
Esimerkiksi valikoitui Sunojin ja Bhaskararaon® tutkimus kahden kiraalisen organokatalyytin
yhteistyostd. Tarkemmin itse tutkimukseen ei tarvitse perehtyd tdssd vaiheessa, mutta siind
esitetty mekanismi (kaavio 4B) on sopiva tarkoitukseen. Burésin ryhmén mallisyklin (kaavio
3B) mukaisesti tuote muodostuisi valittdmasti katalyytin dimeerikompleksin muodostumisen
jélkeisessd vaiheessa. Mallisyklid (kaavio 3B) kiytetdédn, koska katalyytin dimeerikompleksin
muodostumisen voidaan ndhdd tapahtuvan osana kokonaissyklid ja esimerkiksi Burésin
mallisyklin (kaavio 3A) kaltaista erillistd monomeerin katalysoimaa reaktiota ei esitetty

3 tutkimuksessa. Esimerkkimekanismissa timi tapahtuisi siis

Sunojin ja Bhaskararaon
kompleksin iv muodostumisen jilkeen. Kaavion mekanismissa on kuitenkin vield useampi
vaihe tdmén vaiheen jélkeen. Burésin malli myds antaa ymmaértdd, kuten aikaisemmin
mainittiin, ettd tuotteen dissosiaatio katalyyttikompleksista olisi kineettisesti merkitseva.
Sunojin ja Bhaskararaon mekanismissa timé kuitenkaan ei olettavasti pidd paikkaansa.
Reaktionopeuden méadrddvad vaihetta (RDS) ei ole médritetty, silld tutkimuksessa ei tehty
tarkempia kineettisid kokeita’. Kuitenkin mekanismin yhteydessid todetaan, etti vain
oleellisimmat vaiheet ovat esitetty’ ja mekanismissa oleva kahden nuolen vaihe tuotteen
dissosiaation kohdalla tarkottaisi, ette1 mekanismin tdméa vaihe ole kineettisesti merkitseva

Tietenkin on varmasti mahdollista, ettd dissosiaatiovaihe olisi katalyyttisen syklin nopeutta

rajoittava, mutta tdmd pitéisi osoittaa kokeellisesti.

Sunojin ja Bhaskararaon reaktio on hyvd kokonaisvaltainen esimerkki kahden katalyytin
systeemistd. Se my0s esittdd ehkd sen yleisimmaén tapauksen vastaavista reaktioista: reaktioissa
katalyytit muodostavat dimeerikompleksin ja tdméd kompleksi toimii reaktiossa aktiivisena
katalyyttini. Tdmin Sunoj ja Bhaskararao® perustelivat huomatulla reaktionopeuden kasvulla,
kun molemmat katalyytit olivat reaktiossa ldsnd yksittdisiin yhdisteisiin verrattuna. Burésin
ryhmén mallit my0s esittdvit vaihtoehtoisia tapauksia, missd kompleksit ovatkin trimeereja tai

jopa tetrameerejd. Niitd kidydéadn tutkielmassa tarkemmin 14pi luvussa 5.
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Kaavio 4. A) Sunojin ja Bhaskararaon reaktio ja B) reaktion esitetty mekanismi.?
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3. Toinen kertaluku (katalyytin suhteen)

Kertaluvut ovat mekanistinen piirre, joiden piddasiallisena tarkoituksena on edesauttaa
mekanistista tulkintaa reaktioiden kohdalla reaktiokomponetteihin liittyen. Yleisesti ottaen
katalyytin kertaluku on antamassa osviittaa sen mekanistisesta osallistumisesta
reaktionopeuden maédrddviadn vaiheeseen. Kaksoiskatalyyttisten reaktioiden kohdalla siis
katalyyttien kertaluvuilla voidaan esittdd onko molemmat katalyytit osallisena reaktiossa
kineettisesti merkitsevissd roolissa. Tatd voidaan kdyttdd hyodyksi eritoten, kun pyritddn
selvittiméddn kaksoiskatalyysireaktioiden luonnetta, koska niiden kohdalla katalyytin
kertaluvun pitdisi olla kaksi. Luvussa kasitellddn kahta eri menetelmad, RPKA:ta eli reaktion
etenemisen kineettistd seurantaa ja VTNA:ta eli aikamuuttujan suhteen normalisoitua

analyysid, reaktiokertaluvun maéritykseen.

3.1 Kertaluvun merkitys ja syyt

Kun reaktio on toista kertalukua, reaktionopeuslaissa esiintyvd nopeus v on verranollinen
kahden reaktiokomponentin konsentraatioiden tuloon. Yksinkertaisessa kahden molekyylin

reaktiossa tima ilmenee yhtdlon 1 mukaisesti:

Tamai yhtdlo tunnetaan reaktionopeuslakina ja se on differentiaali muodossaan ylla. Yhtdlon

integroitu ratkaisu on yleensa kinetiikassa oleellisempi muoto ja se on esitettynd yhtdlossa 2:

1 [AlBl - ) _
n

[Blo — [Alo  ([Alo —x)[Blo

Kun puhutaan toisen kertaluvun reaktiosta yhden komponentin, esimerkiksi katalyytin suhteen,

kt 2

yhtélot 1 ja 2 sievenevit yhtdloiksi 3—5:




14

L_t 5
A,

Yhtélostd 5 voidaan ndhda, ettd reaktionopeuden kuvaaja tulee olemaan suora (y = mx + c¢),

jossay=[A] ", x=t,m=kjac=[A]p 1%

Kun reaktio on toista kertalukua yhden komponentin suhteen, kyseisessd reaktiossa
komponentin ajatellaan osallistuvan reaktionopeuden maiirddvédn vaiheeseen (RDS, rate
determining step) kahden ekvivivalentin verran jokaista ensimmaisen kertaluvun komponenttia
kohden. Tdmé johtuu reaktiokinetiikan luonteesta, missd kisittelyssd on vain reaktioiden
alkeisvaiheet. Katalyytin tapauksessa siis kaksi katalyyttimolekyylid aktivoi tai sitoo
substraatin tissd reaktiovaiheessa. Monimutkaisemmissa tapauksissa timé voi myos tapahtua

hieman ennen RDS:aa.

3.2. Reaktiokomponenttien kertaluvun mééritys
3.2.1. RPKA, Reaktion etenemisen kineettinen analyysi

RPKA eli reaktion etenemisen kineettinen analyysi (Reaction Progress Kinetic Analysis) on
Donna G. Blackmondin®® antama nimitys reaktiokinetiikan tutkimiseen seuraamalla reaktion
nopeutta tai konsentraatioita ajan funktiona. Blackmond vertasi RPK A:ta aikaisemmin kdytossa
olleisiin menetelmiin, joissa reaktioita tutkittiin padasiassa alkunopeusdatan avulla. Klassiset
kineettiset menetelmét vaativat useita kokeita, joista tehtiin tulkintoja erilaiste kuvaajien, esim.

Lineweaver-Burk  yhtilod hyviksi  kiyttien.?5?’

Kuitenkin modernien tydkalujen
”dramaattinen” kehitys tuottaa paljon suurempia méidrid dataa reaktioista ja tdtd varten
Blackmondin mukaan oli tarve parannella kineettisen datan tulkintaa. Tdhdn RPKA soveltui
hinen mukaansa hyvin, silld menetelmalld pystytddn seuraamaan koko reaktiota reaaliaikaisesti

joko reaktionopeus- tai konsentraatiomittauksia hyviksi kiyttien. 26

Blackmond myo6s kuvailee uusien graafisten menetelmien kayttod reaktionopeuksien
tutkimisessa RPKAn avulla. Blackmond esitti, ettd RPKA pystyy antamaan saman méaérdn
kineettistd dataa vain murto-osalla kokeita klassisten kineettisten menetelmien vaatimien

kokeiden méérdstd. Samalla Blackmond kertoi, ettdi RPKA antaa my0s dataa katalyytin
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aktivaation ja deaktivaation, tuoteinhibiition tai autokatalyysin sekd substraatin vaikutusten
osalta.?® Kattavimmillaan RPKA pystyy semikvantitatiivisesti osoittamaan esitetyisti
reaktiomekanismeista todennékodisimmén vaihtoehdon, mutta toisaalta RPKA:ta voi myods
kayttdd kvalitatiivisesti ja hyvin nopeasti reaktion “sormenjiljen” l0ytdmiseksi, jolloin

reaktiosta voidaan saada yleishyddyllistd informaatiota mekanismin tulkitsemista varten.?

Yksi keskeinen etu RPKA:n kdytdssd on konsentraatioiden erotusten eli ns. “excess” —kokeiden
hyodyntdminen. Kaavio 5 esittdd tilannetta, jossa katalyytti kat muodostaa substraatin Sy kanssa

kompleksin kat:Si, johon liittyy substraatti Su muodostaen tuotteen T:
T kat S,
k2 k—1 k 1

Sy kat—S,

Kaavio 5. Yksinkertainen mekanismi kahden substraatin katalyysireaktiolle.

Télle syklille voidaan reaktionopeusyhtéld kirjoittaa alkeisvaiheiden reaktionopeuksien avulla

(yhtilot 6 ja 7)%;

k1k [Si][Sul[Kat] ;o

v = 6
k_1 + ki[Si] + k2 [Su]
b= a[S;][Sullkat] ;o 7
1 + b[SI] + C[SH]
Ky ok Kk
a= k_lkz'b = k_l,c = k.

Koska molempien substraattien (S1 ja Su) konsentraatiot ovat yhtéldssi 7 seké osoittajassa etté
nimittdjassd, Blackmond esitti, ettd reaktion kokonaiskertaluku substraattien suhteen tulee
olemaan korkeintaan approksimaatio, koska substraattien konsentraatiot muuttuvat reaktion
edetessd. Kuitenkin tdmad muutos on sidottu stoikiometriaan ja titen jokaista konvertoituvaa

molekyylid Si, myds yksi Su tiytyy konvertoitua.?® Tist4 seuraa yhtilo 8%

[Sul = [Sulo — [Stlo + [S1] = [Su] = ["excess"] + [Sy] 8
Parametri [’excess”] omaa samat yksikot kuin [Si] tai [Sn] (tyypillisesti siis M tai mM) ja sen

ei tarvitse olla suuri kuten klassisissa kineettisissi kokeissa.?® Parametri voi olla positiivinen,
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negatiivinen tai nolla (ekvivimolaariset olosuhteet). Parametriin myds liittyy seuraavat

huomiot®:

e [“excess”] on substraattien alkukonsentraatioiden erotus.
e [“excess”] el muutu reaktion kuluessa, jos reaktiotilavuus on vakio
e [“excess”] ei ole identtinen reaktioekvivivalenttien tai prosentuaalisen reaktioylimééran

kanssa, mitkd muuttuvat reaktion kuluessa.

Kun yhtilon 8 sijoittaa yhtdloon 7 saadaan aikaan yhtdlo 9:

_["excess"][S{] + [S;]? 9
v=a T bS] [kat];,

o Kok, B ky + K,
& Tk + ky[lexcess']’ ~ k_q + ky["excess"]

missd [kat]., ja [’excess”] ovat vakioita, sekd k1, k2 ja k1 ovat vakioita jéttden ainoastaan [Si]:n
muuttujaksi. Yhtdlo 9 osoittaa siis, kuinka [’excess”] parametri poistaa kahden konsentraation
yhtiaikaisesta muuttumisesta tapahtuvan piinvaivan.?® Yhtild 9 myos niyttdd miksi RPKA:n
kanssa ei tarvita useita kineettisid kokeita, missd yhden substraatin konsentraatio vakioidaan
kokeellisesti (vale-nollanen kertaluvun reaktiot): kun [“’excess”] parametri on tunnettu,
reaktiossa ei tarvita muuta seurantaa kuin yhden valitun substraatin suhteen, koska se kertoo

kaiken tarvittavan tiedon reaktion kinetiikasta.®

Tdmén parametrin avulla myd6s pééstiddn kasiksi niin kutsuttuihin ”same excess” ja “different
excess” -kokeisiin. ”Same excess” -kokeella tarkoitetaan tilannetta, jossa reaktion substraattien
konsentraatioita muutetaan yhtdaikaisesti saman verran, siten ettd [“excess”] -parametri on
sama kuin standardiolosuhteissa, muuttamatta muita olosuhteita. T4lla tavoin reaktiota voidaan
seurata muuten identtisissd olosuhteissa pois lukien 1) muodostuneen tuotteen méérd ja 2)
katalyytin lapikdymien kiertojen mééra (number of turnovers). Kun sitten ndiden reaktioiden
seurantadataa tutkitaan, voidaan ne asettaa paillekkéin ajan suhteen graafisesti. Tdmé graafinen
muokkaus kertoo, ettd tapahtuuko reaktiossa katalyytin deaktivaatiota tai onko reaktiossa
tuotteen suhteen inhibiitiota. Ndiden kahden vaihtoehdon véliltd voidaan selvyys saada
tekemdlla reaktio, jossa tuotetta on lisétty alkutilanteeseen tunnettu méadra. “Different excess”
kokeet puolestaan liittyvdt yhtdlon 9 kahteen muutettavaan parametriin, a’ ja b’. Blackmond
vertaa tilannetta algebran tilanteeseen, jossa kisissd on kaksi kolmen muuttujan (&1, k1 ja k2)
yhtdlod loputtomine ratkaisuineen. Kuitenkin, jos reaktio suoritetaan ainakin kahden eridvén
["excess””] méddrdn mukaisesti, saadaan yksi ylimédédrdinen yhtilo, jonka avulla loput kolme

yhtildd ratkeavat tuottaen ainutlaatuisen ratkaisun niihin kaikkiin.?® Samaan tapaan kuin ”Same
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excess” -kokeilla voidaan graafisesti data asettaa pdéllekkdin, voidaan myds “different excess”
-kokeen tulokset esittdd graafisesti standardikokeen datan kanssa samassa kuvaajassa. Télla
tavoin voidaan mittauksista myos péételld reaktiokomponenttien kertaluvut. Tosin tdmai ei aina
ole helppoa ja Blackmond esitteli timdan RPKA:n funktion tilanteessa, jossa kuvaajat eivit asetu
paillekkdin helposti. Niissd tilanteissa, voidaan yhtdld 7 normalisoida jakamalla se
substraattien konsentraatioilla. Ensin toisella ja sitten toisella. Ndmé normalisoidut yhtél6t on

esitetty yhtildind 10 ja 112°;

ﬁz 1+ b[S;] + c[Sy] 10
v

_a[Si][kat] o, 11
[Sul 1+ b[S{] + c[Sul

Néiden yhtiloiden kuvaajat voidaan sitten esittdéd standardikokeen reaktionopeusdatakuvaajan

v a[Syl[kat];o:
I

kanssa piillekkédin. Blackmondin esimerkissd ensimmadisen substraatin kohdalla timé ei
onnistu hyvin ja se kertoo, ettd ensimmaéisen substraatin kertaluku ei ole yksinkertainen
kokonaisluku ja titen b termin vaikutus yhtdloon ei ole mitétdn. Sen sijaan toisen substraatin
kohdalla timé normalisoitu yhtdld antoi hyvédn peiton ja siitd voitiin todeta, ettd data on
riippumaton [Su]:sta. TAma kertoi, ettid yhtdlon oikea puoli ei voi sisdltdd [Sn]:44 ja tdten c[Su]
termi on oltava pieni muihin termeihin verrattuna ja téten yhtdlon 11 voi sieventdd yhtaloksi
1226
v alS][kat];,, 12
[Sul 1+ b[S]

ks kq

k_—1 [Syl « k_—1 [Si]

kk__zl [Sul « 1
Tésta voitiin graafisesti todeta, ettd reaktio on ensimmadisté kertalukua substraatin [Su] suhteen.
Samalla voitiin todeta, ettd reaktio omaa saturaatiokinetiikan [Si]:4n suhteen. Kuvaajassa ei
myo6skéédn ollut vaakasuoraa osuutta, mistd Blackmond pystyi esittiméén, ettd reaktio ei ollut
vield saavuttanut saturaatiota [Si]:dn suhteen reaktio-olosuhteissa. Yhtdlon 12 voi myos

kirjoittaa Michaelis-Menten muotoon (yhtild 13)26:
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v = V’max[sl] 13
K'y + [S1] ’
v’ = "normalisoitu nopeus" = ——
[Sul
V,max = kqk, [kat]tot
K, = =
M= ky

Kun yhtdloon 13 sijoittaa kokeelliset arvot, voidaan Michaelis-Menten parametrit V'pax ja K'u
madrittdd ongelmitta. Vaihtoehtoisesti yhtédlon 12 voi myos esittédd Lineweaver-Burk muodossa
ja tastd lineaarisesta esityksestd voi saman kvantitaavisen informaation saada yhtd helposti.
Blackmond esitti artikkelissaan, ettd saman datan saaminen klassisilla menetelmilld olisi
vaatinut ainakin kaksi Lineweaver-Burk kuvaajaa, jossa data olisi saatu kahdesta sarjasta
reaktioita, missd [Su]:n arvot olisi pidetty (kahtena eri) vakiona samalla kuin [Si]:44 olisi
muutettu. Blackmond arvioi, ettd kyseiseen projektiin olisi tarvittu ainakin “puolisen tusinaa”

reaktiota per sarja ja etti RPKA vihentii titd méirii ainakin neljin kertaluvun verran.

Samalla periaatteella voidaan myds maéarittdd katalyytin kiertofrekvivenssi (TOF, turnover
frequency). TOF on vastaava “normalisointi” yhtélolle 7, mutta jakamalla katalyytin

konsentraatiolla [Kat], (yhtilo 14)26:

v a[S][Sul

= = TOF 14
[kat]eor 1+ b[S;] + c[Sy]

Téstd johtaen voidaan reaktiolle tehdd “same excess” -kokeet, mutta kahdella eri katalyytin
konsentraatiolla ja saatua dataa verrata esimerkiksi [Si]:44n. Jos kuvaajat peittdvét toisensa,
reaktio on ensimmdisti kertalukua katalyytin suhteen.?® T#ssd on kuitenkin huomattava, etti
menetelmd olettaa katalyytin konsentraation pysyvidn reaktiossa vakiona. TOF lasketaan
jakamalla jokainen nopeusdatapiste tdlld wvakiolla sen sijaan, ettd muissa graafisissa
nopeusyhtilodissd jaettaisiin muuttuvalla substraattien konsentraatioilla. Toisena huomiona on,
ettd reaktiosta ei tarvitse tietdd substraattien kertalukuja, jotta katalyytin kertaluvun voi

médrittdd, jos TOF on miéritetty “same excess” -kokeilla.?®

Vaikka esimerkkind Blackmond on kéyttdnyt yksinkertaista kahden substraatin reaktiota,
voidaan menetelmii soveltaa myds monimutkaisempiin tilanteisiin.?®*? Kuitenkin Blackmond
huomauttaa, etti RPKA ei vélttaméttd sovellu kdyttoon, jos reaktiosysteemi on monimutkainen.
Esimerkiksi tdmén kaltaisesta systeemistd on tilanne, missd molempien (tai useamman)
substraattien kertaluvut eivdt ole yksinkertaisia kokonaislukuja tai katalyytti on ldhes 50:50

suhteella vapaana spesiesind kat tai kompleksina kat:Si. Tdméa johtaa tilanteeseen, missd
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reaktionopeuden médrddvaa vaihetta ei voida tarkasti madritelld. Blackmond ehdotti, ettd
kyseiset reaktiot tarvitsevat paljon yksityiskohtaisempia kineettisid kokeita, jotta nopeusvakiot
voidaan systeemistd maritti. 2 Blackmondin on esittinyt RPK A:n kiyttédn myos alla esitetyn
vuokaavion (kaavio 6), jonka avulla voi reaktion kineettistd analyysid tekeméddn niinkin
aikaisessa vaiheessa, ettd mekanimista reaktiossa ei tarvitse olla mitdén tietoa. Tdméa vuokaavio
olisi siis hyvd olla se ensimmiinen askel, kun reaktiokinetiikan kokeita l&dhdetddn

suunnittelemaan RPKA menetelmin kautta.

Vuokaaviosta voidaan néhdi, etti RPK A:lla ei katalyytin toista kertalukua voi havaita suoraan.
Vuokaavion (kaavio 5) reitti siirtyy monimutkaisemman mekanismin vaihtoehtoon sen jélkeen,
kun TOF vs. [Si] kuvaajan peiton puutteesta havaitaan kertaluvun olevan muuta kuin yksi
katalyytille. Kuitenkin RPKA on hyddyllinen siind, ettd silld voidaan eliminoida yleisimmat
syyt sille, miksi reaktionopeus ei vilttdmittd ole aina suoraan verrannollinen katalyytin
konsentraation (ensimmadisen kertaluvun kinettiikka). Katalyytin deaktivaatio voidaan havaita,
kun RPKA:n “same excess” -kokeita kiytetddn ja titen, jos reaktio ndyttdd olevan toista
kertalukua katalyytin suhteen, mutta kyseistd deaktivaatiota ei ndhdéd “same excess” -kokeissa,
on oletettavaa, ettd jokin muu syy selittdd kertaluvun, mikd sitten voi tutkijaa ohjeistaa
seuraaviin kokeisiin ja toisten menetelmien soveltamiseen asian varmistamiseksi. Tésti
esimerkkind on seuraavan luvun menetelmd VTNA, mika itsessdin sisdltid RPKA:n opit ja

tekniikat.
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Kaavio 6. Blackmondin esittiméa vuokaavio RPKA:n kéyttoon reaktiokinetiikan tutkimiseen

kahden substraatin reaktiossa.”® Vihrei = koe, musta = kuvaajien muodostus, purppura =

kysymys datan sopimisesta kuvaajaan ja sininen = johtopaitos.



21

3.2.2. VINA, Aikamuuttujan suhteen normalisoitu analyysi

Edellisen luvun RPKA:n heikkoutena on se, ettd siihen vaaditaan reaktionopeusdataa.?®

2633 yoi olla haastavaa, koska

Tamén datan saaminen reaktioista suoraan eli differentiaalisesti
vain muutamat kokeelliset menetelmit sopivat tihin®? (esimerkiksi reaktiokalorimetria®) ja
ndmi menetelmat valttamattd eivét sovellu kaikille reaktioille. Sen sijaan tdmén voi kiertaa

26,33

kayttamalld epdsuoria eli ns. integroituja menetelmid, joissa tuotteen tai ldhtdaineen

33 perustuu reaktion

konsentraatiota kuvataan reaktioajan funktiona.**** Niisti yleisin
alkunopeuksien maédrittdmiseen, missid ldhtdaineiden konsentraatioita vaihdellaan reaktion
alussa.®® Valitettavasti niisti kokeista saadaan informaatiota vain lyhyisti reaktioajoista ja

33,3648

matalan konversion reaktioista, ja reaktion loppuajan datasta luovutaan, jolloiun

menetetddn  loppureaktiolle  olennaista  informaatiota.  Toisessa  menetelmissi’
konsentraatiodata sijoitetaan ennalta valikoituun funktioon mielivaltaisten parametrien avulla
ja titd funktiota derivoidaan matemaattisesti entisestddn, jotta hetkellisid reaktionopeuksia
voidaan arvioida eri reaktioaikojen kohdalla.?6334°-3! Kuitenkin timi mielivaltainen funktion
valinta voi aiheuttaa vinoumaa tuloksiin ja kun kiytdssd on yleinen matemaattinen funktio,
esimerkiksi korkean asteen polynomiset funktiot, voi reaktionopeuksiin ilmestyi artifakteja.>*
Talti pohjalta ja parannellen RPKA:ta, Burés (ja Nielsen)*>>° kehittivit VINA:n eli
aikamuuttujan suhteen normalisoidun analyysin. Ensimmadisend muotona timi menetelmé on
vain “graafinen analyysi™*®, jossa reaktion primiiridataa eli konsentraatiota [Si] verrataan
normalisoituun aikaskaalaan f[kat]w. Tdma termi mahdollistaa reaktioiden vertailun eri

katalyyttien médrilli suoraan.’

Valittu normalisointi on teoreettisesti kytketty faktaan
katalyytin konsentraation vakiona pysymisestd reaktiossa. Téten t[kat]w’ -termistd tulee
parametri, joka kuvaa reagenssin konsentraatiota jokaista aikamédrettd kohden, riippumatta
siitd kuinka monimutkainen itse funktio loppujen lopuksi on. Burésin mukaan tima
effektiivisesti tarkoittaa sitd, ettd kaikki konsentraatiodata kompressoidaan katalyytin mééraan

muuttamatta kuvaajien muotoa.’

Aikanormalisointi tapahtuu siten, ettd  aikamiddreet  kerrotaan  katalyytin
kokonaiskonsentraatiolla [kat]i, jokaista koetta kohdin samalla kun saatu arvo korotetaan
mielivaltaiseen potenssiin. Téatd mielivaltaista eksponenttia sitten muutetaan, kunnes kaikki
korjatut kuvaajat peittivit toisensa.> Kuvissa 2 ja 3 on esitetty yksinkertaisen Michaelis-

Menten systeemin simuloidut kuvaajat eri katalyytin méérilla
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Kuva 2. Michaelis-Menten systeemin aikanormalisoidut konsentraatioprofiilit. Mielivaltainen

eksponentti (1 tai 2) muuttaa kuvaajien peittoa. © 1 mol%, < 3 mol%.*
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Kuva 3. Michaelis-Menten systeemin aikanormalisoidut konsentraatioprofiilit. Mielivaltainen

eksponentti (1 tai 2) muuttaa kuvaajien peittoa. © 1 mol%, < 3 mol%. Eksponentin ollessa 1,

kuvaajat peittivit toisiaan ja niin katalyytin oikeaksi kertaluvuksi saadaan 1.3
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ja eri oletetuilla katalyytin kertaluvuilla. Erot normalisoitujen konsentraatioiden vililld ovat

suuremmat reaktion loppupuolella, koska katalyytin méiréin vaikutus on additiivinen.

Yleisend hyotynd aikanormalisoidulle menetelmélle on sen kéytdnnon helppous:
konsentraatioprofiileja voi verrata keskenddn suoraan. Siksi vertailussa séddstetddn aikaa ja
tyotd, kun profiileista ei tarvitse mérittii reaktionopeusdataa.’> Samoin kokeellisen tydn
maérd vihenee muihin epdsuoriin menetelmiin verraten, koska reaktioiden méérdd voidaan
vahentdd kuten RPKA:ssa. Tdmid johtuu graafisen analyysin” kyvystd verrata koko
reaktioprofiilia sen sijaan, ettd verrattaisiin vain yksittdisid datapisteitd, mikd on
alkunopeusmenetelmiin ongelmana.’®> Myds itse datapisteiden méiréin ei tarvitse olla suuri.
Esitetyissd kuvaajissa on kdytetty vain kymmenti datapistettd, ja niilld saadaan hyvin selvésti
esiin kuvaaja. Tdméa on varsin viehéttdvd ominaisuus menetelmaille reaktioihin, joihin ei voi
soveltaa in sifu -seurantaa ja tdten reaktioista joudutaan ottamaan useita ndytteitd tai useita
reaktioita, jotka sammutetaan eri vaiheissa. Néissd vaihtoehdoissa on hankalaa saada tarpeeksi
paljon datapisteitd alkunopeusmenetelmin kayttod varten. Burés tuo esiin esimerkin graafisen
analyysin” vahvuudesta tilanteen, jossa konsentraatioiden mittauksissa on ollut paljon
epétarkkuutta. Téllaisissa tilanteissa ihmisen visuaalisen analyysin kyky voi eliminoida
yksittdisten virheiden vaikutusta jatkuvaan profiiliin ja trendien tunnistamiseen kyseisistd

profiileista.*

Kuitenkin Burés huomauttaa, etti “graafinen analyysi” ei ole kaikkivoipainen. Menetelmédin
sisdltyy huomautuksia, jotka pitdd olla tiedossa ennen kuin menetelmai voi soveltaa tarkemmin.
Esimerkiksi normalisoitu abskissa-akseli pitdd skaalata uudelleen viimeiseen arvoon (kuten
kuvissa 2 ja 3 on tehty), jotta profiilit ovat vertauskelpoisia. Tdmén lisdksi menetelmén ollessa
visuaalinen ei sithen ole matemaattista funktiota. Ilman funktiota analyysissé ei voida tutkia
analyysin virheen raja-arvoja ja titen monimutkaisemmissa tilanteissa Burés ehdottaa hyville
peitolla raportoitavaksi kertaluvun vaihteluvilid. Kuten muissakin analyysimenetelmissd, ei
analyysistd ole hyotyd, jos katalyytin mééréd ei ole tunnettu tai se muuttuu tuntemattomasti
reaktion kuluessa. Nédin voi tapahtua, kun katalyytti deaktivoituu tai reaktiossa on katalyyttisid

mérid epipuhtauksia, jotka vaikuttavat reaktiokinetiikkaan.*’

Toisessa julkaisussa®* Burés esitteli menetelminsi syvillisemmin VTNA:na ja kuinka se pystyy
suoriutumaan samoista reaktioanalyyseistd kuin RPKA eli médrittimiin myos reagenssien
kertaluvut katalyytin kertalukujen ohella. Tétd varten Burés esitteli tarkemmin normalisoinnin

matemaattista muotoa kertomalla, ettd kun kuvaajien aika-akseli vaihdetaan konsentraation S
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aikaintegraaliksi korotettuna potenssiin ¢, reaktioprofiilit peittdvit toisensa, kun « on valittu
oikein. Tdmid integraali on a priori tuntematon, mutta sitd voidaan approksimoida

puolisuunnikassainnélla (yhtild 15)>:

n a

t=n [Sil + [Sili-1
Sedt = Y —RLT UL oy 15
| tsaae= Y SEEEEE (-t

i=1
Tamé tarkoittaa sitd, ettd menetelmd normalisoi ajan kahden datapisteen vililld niiden
keskiméardisten konsentraatioiden avulla. Ehkd intuitiivisemmin tdméa tarkoittaa, ettd
normalisoimalla aikaskaala reaktiokomponenttien konsentraatiota vastaan, voidaan jokaisen
reaktiokomponentin kineettinen vaikutus poistaa reaktioprofiilista.>* Tdmin voi laajentaa niin
monelle reaktiokomponentille kuin on tarpeen, ja ei ole vilid onko kyseisen komponentin
konsentraatio vakio vai muuttuja reaktion kuluessa.** Témén normalisoinnin voi myds tehdi
yhtdaikaisesti kaikille komponenteille, mistd muodostuu suora, jonka kulmakerroin on
ekvivivalentti —kobs parametrin kanssa. Tadma suora siten mahdollistaa kaikkien komponenttien
yhtdaikaisen reaktiokertaluvun analyysin. Toisaalta timé vaatii paljon tarkempaa kokeellista
késittelyd verrattuna visuaalisen peiton tarkasteluun. Burés siten huomauttaa, ettd on
yksinkertaisempaa tehdd useampia kokeita sen sijaan, ettd yhden kokeen tarkkuutta parantaisi

moninkertaisesti.>*

Kuvissa 4 ja 5 on esitetty graafisesti VINA:n toimintaa kahden substraatin reaktiolle (kaavio
5). Datapisteet ovat tuotteen konsentraatiota, jotta eri kokeita voidaan vertailla helposti
keskenddn, mutta kyseiset kuvaajat voi tehdd mille vain reaktiokomponentille. Ensimmaéiselld
rivilld on tuotteen T konsentraatiot vs. aikanormalisoitu Si (Z[Si]?Af) muuten identtisille
kokeille, mutta substraatin S alkukonsentraatiota on muutettu (1.0 M vs. 0.6 M) ja kun kuvaajat
saavuttavat peiton (kuva 5, ensimmdiinen pystyrivi), on 10ydetty substraatin oikea kertaluku,
joka on tissi tapauksessa 1. Sama on toistettu substraatille St toisella rivilld ([T] vs. Z[Su]?A?),
jossa alkukonsentraatioeroina oli 0.6 M vs. 0.8 M. Kolmannella rivilld on katalyytille kyseinen
vertailu (0,01 M vs. 0,03M; [T] vs. Z[kat]w/Af). Jos katalyytti e1 merkittdvisti deaktivoidu
reaktiossa, termistd XZ[kat]o/Ar tulee t[Kkat]w. Téstd seuraa, ettd aikaisemmin esitetty
”graafinen analyysi” (kuva 2 ja kuva 3) sisdltyy nyt tdydellisesti VINA:n sisddn. Tdmaén lisdksi
menetelmilld voidaan tutkia tilannetta, missd reaktiokomponenttien kineettinen vaikutus
poistetaan matemaattisesti kuvaajasta yksi kerrallaan. Ensin substraatti Si, sitten Sm ja
viimeisend katalyytti kat. Tuloksena muodostuu suora, josta voidaan maarittdd kops (viite 34,

kuva 2) suoran kulmakertoimena.*
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Kuva 4. VTNA:n kéyttod reaktiokomponenttien kertalukujen tutkimisessa. Ensimmainen rivi
on substraatille Si, toinen rivi substraatille Su, kolmas rivi katalyytille kat. Ensimmaéinen

pystyrivi eksponentti a = 0, toinen pystyrivi a = 0,5. 3

Tama kulmakerroin on positiivinen eli suoraan havaittu reaktionopeus, jos VINA:aa kayttaa
tuotteen konsentraatiota vastaan ja negatiivinen jos se on tehty reagenssien konsentraatiota
vastaan. Burés myds esitti, ettd menetelmdd voi kdyttdd tilanteessa, jossa komponenttien

konsentraatio muuttuu reaktion aikana, esimerkiksi jos katalyytin deaktivaatio on merkittavaa.
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Kuva 5. VTNA:n kdyttod reaktiokomponenttien kertalukujen tutkimisessa. Ensimmaéinen rivi

on substraatille Si, toinen rivi substraatille Su, kolmas rivi katalyytille kat. Ensimméinen

pystyrivi eksponentti @ = 1, toinen pystyrivi a = 2.%*

Tédhdn vaaditaan, ettd jéljelle jadvan aktiivisen katalyytin mdardd seurataan tarkasti reaktion
kuluessa.* Reaktiokomponenttien kertaluku voi myds muuttua reaktion edetessi, esimerkiksi
katalyysin takia. Jos tdmin tiedon haluaa saada selville, pitdd analyysi tarkentaa vain kyseiseen
reaktiovaiheeseen, mutta Burésin mukaan timén pitédisi olla tdysin mahdollista. Hin myds
kuitenkin huomauttaa, ettd mekanismien selvittimiseksi timaé ei ole valttimétonti, ja reaktion

kokonaiskertaluvuilla pirjii yleisissi tapauksissa.**
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Mydhemmissi julkaisussaan Burés ja Nielsen® esittelivit molemmat RPKA:n ja VINA:n
vertailevasti ja keskustelivat visuaalisen kineettisen analyysin olemuksesta. Varsinkin
oleellisena tdhan artikkeliin oli kyseisten menetelmien vahvuudet ja heikkoudet. Pééasiallisina
vahvuuksina esitettiin menetelmien kyky antaa informaatiota koko reaktiosta, kokeiden méaarin
viheneminen ja paremmin esitettdvissi oleva data kuvaajien muodossa. Heikkoutena he pitivit
menetelmien tdsmillisyyttd vaikkakin menetelmit heidin mukaansa ovat tarkkoja.*’
Kéytannossd tdmé tarkoittaa sitd, ettd menetelmdlld ei pystytd reaktioista madrittdmadn
tdsmallisesti kineettisid parametrejd. Mutta tdimd ndhtiin sivuseikkana, koska menetelméan
péédasiallinen kohde on ei niin tdsméllisten parametrien kuten kertalukujen médritys. Lopuksi
vield he esittdvit yleisen matemaattisen yhtélon (yhtdlo 16), mikd on siis yhtdlo 15 kaikkien

komponenttien kohdalta, VINA:n kiyttoon>>:

Z[Sl]a[sll]ﬁ[kat]yAt
O I8t + [SDi-\® (Sul: + [Sulion\? 16
- ; ( > ) ( > ) [kat]” (t; — t;—1)

Kaiken kaikkiaan VTNA menetelméné sopii hyvin toisen kertaluvun tutkimiseen. Kaavion 5
simuloituun reaktioon poiketen, kuvaajien peiton halutaan tapahtuvan, kun eksponentiksi on
madritelty kaksi eli kuvan 5 toisen pystyrivin alimman kuvaajan kohdalla. Tdmai ei kuitenkaan
vield takaa, ettd reaktio olisi varmasti toista kertalukua katalyytin suhteen, kuten Burés

huomauttaa artikkelissaan.! Niti tapauksia kisitelli4n tutkielmassa myShemmin.

3.3. Haasteet katalyytin kertaluvun osoittamisessa

Katalyytin toinen kertaluku reaktiossa voi selittyd useisen eri mekanismien myo6td. Néiden
mekanismien erottaminen toisistaan voi olla haastavaa, koska sithen vaaditaan huolellista
reaktionopeuslakien tulkintaa, kattavaa laboratoriokokeiden suunnittelua ja etenkin tarkkaa
reaktioseurantaa, jotta tutkittavista reaktioista saadaan edustavat reaktioprofiilit.! Timi vaatii
sitten, ettd reaktiosta joudutaan ottamaan useita datapisteitéd reaktion edetessd. Usein kuitenkin
tdmd on joko kaytdnnéllisesti haastavaa, aikaa vievdd, ekonomisesti kallista tai muuten
hankalaa tehdd tdsmallisesti ja toistettavasti. Néin profiilit muodostuvat pienestd joukosta
datapisteitd tai datapisteissd esiintyy virhettd, mikd sumentaa profiilin laatua. Molemmat
vaihtoehdot voivat johtaa helposti virheisiin, kun reaktionopeuden kéyrdd sovitetaan

paikoilleen. Liian vihdinen méar datapisteitd voi johtaa tulkintaan, jossa reaktio ndyttdd toisen
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kertaluvun reaktiolta (kdyrd on siis suoran kaltainen), vaikkakin reaktio etenee oikeasti
kertaluvultaan eri tavalla. Datapisteitd lisidmalli—voidaan timén kaltaista virhettd valttda ja
kdyrdn sovittaminen onnistuu tarkemmin. Talloin kertaluvun madrittdminen tapahtuu
tarkemmin ja ndin viltetddn “vaarid positiivisia” tapauksia. Vastaavasti heikko toistettavuus ja
tdsmaéllisyys datassa voi mahdollistaa véarinlaisen kdyrdn sovittamisen, mikd johtaa myos
véadriin positiivisiin tapauksiin. Tédsmaéllisyyden ja tarkkuuden parantaminen tapahtuu
ndytteenotto ja -késittely menetelmid optimoimalla sekd esimerkiksi reaktio-olosuhteita

paremmin hallitsemalla.

Lisdksi kuitenkin on olemassa tekijoitd, mitka vaikuttavat itse mekanismeihin huomattavasti ja
taten vaikkakin datan kisittely olisi optimaalista, voi vadrdédn johtopaitokseen paitya. Télldisia
tekijoitd ovat katalyytti- tai tuote-inhibiitio, saturaatiokinetiikka sekd autokatalyysi. Nditd

tekjioitd kasitellddn tutkielmassa seuraavaksi tarkemmin.

3.3.1. Inhibiitio

Burés et al.! niyttivit julkaisussaan, ettii vaikka reaktiossa niyttiisi olevan kahden katalyytin
yhteistoimintaa, se ei vield vilttimaétti johda siihen, ettd kinetiikka olisi reaktiossa katalyytin
suhteen toista kertalukua. Yleisin ja yksinkertaisin syy tdhidn on tdydellinen tai vaillinainen
reaktioinhibiitio, missd siis katalyytin aktiivisuus laskee reaktion edetessd ja ndin reaktio
hidastuu tai pysdhtyy. Tamé voi johtua epidpuhtauksista, mutta myds kilpailevista reaktioista
lopputuotteen kanssa.! My®ds reaktiossa kiytetty liuotin voi olla inhibiittori.! Katalyyttien
sitoutuminen substraatteihin voi olla liian voimakasta ja tdmédn takia ne eivit vapaudu
katalysoimaan reaktiota tarpeeksi nopeasti tai suuressa konsentraatiossa. Ensimmdiisen
kertaluvun reaktiot voivat siis ndyttdd omaavan suuremman kertaluvun tdmin takia ja liian
vihiisin perustein voi mekanistinen tulkinta reaktioille olla védrid. Kaaviossa 7 on esitelty

tyypilliset reaktioinhibiitiomekanismit.!->>
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Kaavio 7. Burésin artikkelin esimerkit katalyytin inhibiitiosta A) tiydellisesti ja B)

vaillinaisesti. '°? I = inhibiittori.

Kertaluvun mééritys reaktiosta vaatii reaktioprofiilin muodostamista konsentraatioprofiileista
reaktion eri hetkilld. Klassisesti tdméa tarkoittaa reaktion nopeuden madrittdmistd koko
reaktiolle ja sen kdyttimistd muiden komponenttien nopeuksien arviointiin. Kuitenkin tétad
arviointia, sekd alkunopeuksien ja havaittujen nopeuksien kayttdd, tulee tehdd harkiten ja
hallitusti, koska pienetkin erot voivat johtaa suuriin muutoksiin nopeuksissa ja ndin muutoksiin

itse kertaluvussa.

Kirjallisuudessa inhibiittorin voimakkuuden voi esittdd kahdella perustavanlaatuisella tavalla:
ICso -arvolla tai K; -arvolla. Kuitenkin ndmé ovat yleisesti esilld entsyymien parissa sen sijaan,
ettd katalyyteille raportoitaisiin kyseisid arvoja. 1Cso tarkoittaa sitd konsentraatiota, mikd

viahentdd entsyymin aktiivisuutta 50 %:iin. K; taas on dissosiaatiovakio (yhtdlo 17):

_ [kat][1]
Ki = [kat - I] 17

Ki:n yksik&ind ovat mol L' (M) ja sen avulla voidaan méadrittii, kuinka voimakkaasti katalyytti
sitoutuu substraattiin. Jos Kj on pieni, sitoutuminen on vahvaa ja vastaavasti suurilla arvoilla
sitoutuminen on heikkoa. Kuitenkin K; on hankalampi maérittdd, silld se vaatii
reaktionopeuksien méérittimistd eri substraatin ja inhibiittorin konsentraatioissa. ICso vaatii
vain inhibiittorin konsentraation muutoksia samalla kuin substraatin konsentraatio pidetddn
vakiona. Inhibiitiotyyppejd on yleisesti otettuna kolme: kilpaileva inhibiitio (competitive

inhibiition)>, kilpailematon inhibiitio (uncompetitive inhibiition)?>-*>>

ja ei-kilpaileva
inhibiitio (non-competitive inhibiition)>>’. Ei kilpailevaa inhibiitiota kutsutaan myds
sekainhibiitioksi>> (mixed inhibiition). Kilpailevassa inhibiitiossa entsyymi sitoutuu
substraattiin tai inhibiittoriin, mutta ei molempiin yhtéaikaisesti. Inhibiittori estdd substraatin

sitoutumisen. Téstd on my0s alamuotona allosteerinen kilpaileva inhibiitio, missé inhibiittori
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sitoutuu toiseen aktiiviseen asemaan, miké sitten estdd entsyymin sitoutumisen entsyymille
sopivaan aktiiviseen asemaan. Kilpailemattomassa inhibiitiossa substraatti sitoutuu entsyymiin,
mutta tdhdn kompleksiin sitten sitoutuu inhibiittori, mikd estdd reaktion etenemistd tdsti
eteenpdin. Ei-kilpailevassa inhibiitiossa, inhibiittori sitoutuu joko entsyymiin tai sen ja
substraatin kompleksiin, mutta suosimatta kumpaakaan.>> Kaaviossa 8 on esitetty nimi
inhibiition muodot visuaalisesti. Vastaavasti kaaviossa 9 on myods Michaelis-Menten tyyppinen

katalyysisykli, missd mukana on myds inhibiittori.

Kun syklin (kaavio 9) reaktionopeutta laskee, voidaan kéyttda yhtilod 18:

3 k,K|[S]kat;
YT T KIS+ K]
| katy a
kat; = koko katalyytti = [kat] + K [kat][S] — [kat] = 1+ K[S]

missé termi 717 edustaa vapaata entsyymii, K[S] edustaa entsyymi-substraatti ja Ki '[I] edustaa
entsyymi—inhibiittori kompleksia. Substraatin méirén voi olettaa pieneksi ja titen [J—S] on

myds madriltddn pieni. Yhtilo 18 sievenee siten muotoon (yhtilo 19):

k,K[S]katy
vV=—
1+ K71] 19

Yhtdlod 19 voi sitten kéyttdd madrittdméadn Kin ja ICso suhdetta. ICso on se [I], missd v on
puolet tilanteesta, jossa [I] on 0. Talloin v = k2 K[S]katt. Kun halutaan v/2, pitadd siis yhtdlon 20

pitdd paikkansa:

1+ K71 =2, 20
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Kaavio 8. Entsyymin toimintaa ja inhibiitiotyyppejé. a) Entsyymin normaali mekanismi, b)
kilpaileva inhibiitio, c) allosteerinen kilpaileva inhibiitio, d) kilpailematon inhibiitio ja e) ei-
kilpaileva inhibiitio.
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Kaavio 9. Michaelis-Menten sykli, missd mukana on inhibiittori L.

jolloin [I] = ICso = K;. Tama pitee ainoastaan kun [S] on pieni. Jos se ei sitd ole, joudutaan

ratkomaan yhtilo 21:

1+ K[S] + K; 1] = 2(1 + K[S])
K I =1+ KJ[S]

[1] = K;(1 + K[S]) = K; <1+@> 21
Ky

o _katke 1

M—k—1~E
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Téten, ICso:n tdytyy olla suurempi, kun substraattia on enemmén reaktiossa osallisena. Tama

ratkaistu muoto tunnetaan nimelli Cheng-Prusoff yhtls.*8

Jos substraatteja onkin kaksi, kinetilkka monimutkaistuu huomattavasti. Varsinkin kun
reaktiossa on vaihtoehtoisia polkuja: niin kutsutut “sattumanvarainen bi bi kinetiikka” ja

»jarjestiytynyt bi bi kinetiikka”.’® Kaaviossa 10 on esitetty kaaviot ndistd vaihtoehdoista:

a) b)
S, kat Sy kat S,
ka —S” kat——S| kat——S|
S
'oKa kat-s,-s,, *Ko Si kat-S-S; Ko
lkkat lkkat
kat + T (+ Q) kat + T (+ Q)

Kaavio 10. a) "sattumanvarainen bi bi kinetiikan” katalyytin kierto ja b) jarjestdytynyt bi bi
kinetiikan™ katalyytin kierto.

Padasiallisena erona on siis missd jarjestyksessd substraatit sitoutuvat entsyymiin.
Sattumanvaraisessa bi bi kinetiikassa jirjestys on nimenomaan sattumanvarainen, kun taas
jarjestdytyneessd substraatit menevit tietyssd jdrjestyksessd ja ndin kat-Sm kompleksia ei

muodostu merkittivid médrid. Yhtilst 22 ja 23 kuvaavat bi bi kinetiikoiden nopeuksia®>>%:

v = kiat[Sil[Sulkatr -
[Si][Sul + aKp[Sul + aKy[Si] + aK,K),
kiat[Sil[Sulkatr 23

~ [Si][Su] + Kp[Si] + KoK
Huomiona se, ettd aK.K, = aKpKa. Kahden substraatin systeemeihin inhibiitio tapauksissa

lisatddn Ki '[I] termi nimitt4jdin.>>-8

Inhibiition pystyy reaktiosta maarittdmaan joko RPKAn (luku 3.2.1.) tai VITNAn (luku 3.2.2.)
”same excess” -kokeilla. Jos reaktiossa havaitaan inhibiitiota, on syytd muokata reaktio-
olosuhteita, substraatteja, katalyyttid ja reagensseja siten, ettd inhibiitiota ei endé havaita. Jos

menetelmillé ei inhibiitiota havaita, mutta reaktiokinetiikka menetelmilld antaa viitteitd toisesta
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kertaluvusta katalyytin suhteen, on timé vahvistavana seikkana siihen, ettd reaktio on oikeasti
toista kertalukua katalyytin suhteen.
3.3.2. Saturaatiokinetiikka
Kun késitellddn kahden vaiheen reaktiota (kaavio 11), voidaan yleisesti ottaen ldhestya

katalyysikinetiikkaa kahdesta ndkokulmasta: esitasapainosta (pre-equilibrium) tai vakaan tilan

oletuksesta (steady state approximation) eli Briggs-Haldane oletuksesta®’.

k1 k2

K_q

Kaavio 11. Esimerkki reaktio, missd voi muodostua nopeusvakioiden mukaan esitasapaino tai

vakaa tila [VT]:n suhteen. S = 1dhtdaine(et), VT = vilituote ja T = tuote.

Vakaan tilan oletus tapahtuu tilanteessa, missd katalyytti ja substraatti muodostavat
reversiibelisti kompleksin (VT), mutta k> on verrattain nopea ja titen kompleksi kuluu l&hes
vilittdmasti reaktiossa. Téten ajatuksena on, ettd kompleksin konsentraatio ei muutu reaktiossa

ja tdmé konsentraatio pysyy matalana. Matemaattisesti tdma on esitettynd yhtilossa 24:

0 — 0= ko 15] e VT — VY
k,[S
VTlss = e *

Reaktiossa siis ajatellaan, ettd [VT]:n suhteen muodostuu vakaa tila. Vakaa tila ei kuitenkaan
tarkoita, ettd [VT] olisi vakio vaan, ettd se nopeasti kasvaa maksimiinsa ja sitten kuluu reaktion
kuluessa pois. Tdma johtuu siitd, ettd jos [VT] olisikin nolla, ei reaktiotuotetta voisi muodostua
laisinkaan. Témén takia vakaan tilan oletus on pétevd kun [VT] « [LA] ja [VT] kuluu hitaasti
reaktion kuluessa. Tuotteen muodostusnopeus on yhté kuin ldhtdaineen kulutusnopeus (yhtdlo

25):

a[S] k1k2 [S]
- = —k,[S]+ k_{[VT]ss = m
[T] Jaka[S] »

t kit k,
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Konsentraatio vs. aika
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Kuva 6. Briggs-Haldane oletuksesta tehty kuvaaja. x-akseli on aika ¢ sekunteina ja y-akseli on

konsentraatio.

Kuvassa 6 on esitetty Briggs-Haldane oletuksesta kuvaaja. Kuvaajasta on huomioitava, ettd jos

kuvaajaa suurennettaisiin, voitaisiin ndhdd [VT]:n maksimi ennen kuin sen kuluminen alkaa.

Vaihtoehtoisesti esitasapaino-oletuksessa®® reaktion (kaavio 11) k> onkin verrattain hidas ja

titen k1 ajaa tasapainon S:n ja VT:n vilille. Tastd voidaan muodostaa yhtalot 26:

v = k,[kat- S]
v = k,K[kat][S] esitasapaino
, o kK [S)r
1+ K[S] 26
[kat - S] .
= m voimassa kun k, < k_;

kat; = [kat] + K[kat][S] koko entsyymi
Tastd ndhdddn 1 +” nopeuslaki, missd termi 1 vastaa vapaata katalyyttid ja K[S] entsyymi—
substraattikompleksia, kuten yhtélossa 18. Katalyytin kat lepotila reaktiossa on esitasapainossa
kokonaan tai osittain substraattikompleksina riippuen tasapainovakion suuruudesta. Kuvassa 7

on esitetty esitasapainosta kuvaaja:
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Konsentraatio vs. aika
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Kuva 7. Esitasapaino oletuksesta tehty kuvaaja. Huomiona, etti substraatin S konsentraatio on
paljon suurempi kuin katalyytin tai sen muodostaman kompleksin ja se ei ndy kuvaajassa. x-

akseli on aika ¢ sekunteina ja y-akseli on konsentraatio.

Molemmissa tapauksissa oletuksia voidaan kayttdd hyvéksi, kun mééritetddan muiden
reaktiokomponenttien  kinetiikkaa. Mutta tdmd kuitenkin vaatii, ettd oletuksen
paikkansapitdvyys pitdd osoittaa. Esimerkiksi [VT]:n vaihtelu reaktion aikana voi vaikuttaa
kinetiikkaan merkittivisti ja tdten muuttaa esimerkiksi reaktion kertalukua.! T#llainen tapaus
voi esiintyd esimerkiksi jos kaavion 9 reaktiota muuttaa siten, ettd vélituotteeseen VT liittyy
toinen substraatti. Tdten esimerkiksi Briggs-Haldane oletuksen puolesta kinetiikka néyttaa

seuraavalta (yhtilot 27):

d[T]
ek ko, [VT][S(]
d
[C‘l/tT] = k1[Si] = k_1[VT] = k[VT][Sy] = 0
27

d[T]  kyk;[Si][Su]
dt  k_i + ky[Sq]

Substraatin konsentraatio [Sn] esiintyy seké osoittajassa ettd nimittdjdssd. Téstd seuraa tilanne,

jossa kasvattamalla [Sm]:td vaiheittain, reaktionopeus kasvaa vihemman ja vihemman. [lmi6ta
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kutsutaan saturaatiokinetiikaksi ja sen voidaan ndhdd olevan esitasapaino-oletuksen

erikoismuoto. Yksinkertaisin muoto saturaatiokinetiikasta on Michaelis-Menten malli.?>»33:61-63

Mallista on esitetty reaktio ja sen katalyyttinen sykli (kaavio 12):

A
k1 kkat
kat+S =———— kat:S———>kat:T=————= kat+T
k-1
B
kat
T S
Kiat ke )
_ky
kat—S

Kaavio 12. Michaelis-Menten —kinetiikkaa noudattava katalyyttinen reaktio. S = substraatti, T

= tuote ja kat = katalyytti/entsyymi.

Matemaattisesti tima on muodossa (yhtilo 28), joka oli aikaisemmin esitetty yhtédldssi 18:

d[T]

T = kkat [kat:S]
(k, + k_,)[kat:S] = k,[kat][S] (BHO) 28
d[T] _ _kikrae[kat]o[S] _ kiac[kat]o[S] _ Krar t kg

dt  k_q + kyge + kq[S] Ky + [S] M ky

Yhtildstd 28 voidaan johtaa itse Michaelis-Menten yhtil>>5361-63 (yhtilot 29):

d[T kiae K[J1o[S
% = kkat[]:s] = kkatKU] [S] = %ﬂ[gg]
0lo = 01+ [:S1 = [J1 + K[1IS]
1o
0l = T K[S]
(ky + k_1)[J:S] = k4, [J1[S] (BHO) -9
k1 [J1[S]
US) = e e
d[T] o KakracDNIS]  FeakraelS] (Do
ar - keIl = e S o Ko <1 + K[S])
_ vmax[s]

Ky +[S)
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missd BHO tarkoittaa Briggs-Haldane oletusta. Termi kiw..K[Kkat]o[S] vie reaktiota kohti tuotetta.
Seké reaktionopeusvakio ki ja tasapainovakio K ovat oleellisia, mutta pelkéstidén suuri K ei
riitd katalyyttiseen aktiivisuuteen. Saturaatiokinetiikan voi esittdd myos kuvaajan avulla (kuva
8). Kuvaajasta nidkee suoraan miksi saturaatiokinetiikka voi olla ongelmana, kun késitelldén
reaktiokinetiikkaa mahdollisille katalyytin suhteen toisen kertaluvun reaktioille. Jos
konsentraatiot ovat liian pienid, reaktion kertaluvut eivit vélttimatta kuvasta oikeaa tilannetta
vaan kertovat katalyytin saturaatiosta. Téten toisen kertaluvun havaitseminen katalyytille
pitdnee tarkastaa mahdollisesti laajentamalla konsentraatioaluetta reagensseille, jotta
mahdolliset muutokset voidaan havaita. Saturaation havaitseminen kuitenkin voi olla
kaytanollisesti haastavaa. On helppoa sanoa, ettd reaktiota pitdisi tutkia laajalla
katalyytinkonsentraatioalueella, mutta kokeellisesti se voi vaatia paljon, varsinkin, jos

sitoutuminen on heikkoa.

Korkea [S] - K[S] on vallalla, nollatta kertalukua substraatin suhteen

V= vmax

Matala [S] - "1" termi on vallalla, substraatin suhteen
reaktio on arvioilta ensimmaista kertalukua
v = ki Ky '[S][kat]

[S]

Kuva 8. Saturaatiokinetiikka kuvaajana. x-akselina on subsraatin S konsentraatio ja y-akselina
reaktionopeus. Kuvaaja néyttdd reaktionopeuden muuttuvan ensimmaisen kertaluvun

kinetiikasta nollanen kertaluvun kinetiikkaan, kun substraatin konsentraatio kasvaa tarpeeksi.
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3.3.3. Autokatalyysi

Autokatalyyttisessd reaktiossa reaktion tuote pystyy katalysoimaan reaktiota ja tdten

64

muuttamaan sekd reaktiomekanismia ettd reaktion kinetiikkaa.®* Kuitenkin isotermisen

autokatalyyttisen reaktion kineettinen profiili on hyvin selvdluonteinen ja tdten sen

tunnistaminen on yksinkertaista.®* Selviluonteisuus johtuu autoamplifikaatiosta, missi

isotermisesti reaktion nopeus kasvaa suhteessa reaktiotuotteen konsentraation nihden.®*%¢

Matemaattisesti autokatalyysin voi ilmaista muodossa (yhtils 30)%:

d[T]
dt

K(TaW) - [Ta]" > f(W)
n >0,

= K(TyW) - [Ta]™ + f(W)
30

missdé Ta on autokatalyytti, esimerkiksi juuri reaktion tuote, W on kaikkien muiden
reaktiokomponenttien konsentraatio. Jos K(Ta,W) on laskeva funktio Ta:sta, K(Ta,W):n pitiisi
vihentyé hitaammin kuin [Ta]” kasvaa eli K(Ta,W) x [Ta]” on nouseva funktio mille tahansa

positiiviselle [Ta].%* Reaktionopeus autokatalyyttiselle reaktiolle on sievennetty muoto
yhtdlostd 30 (yhtélo 31):
d|[T,
Eit‘*] = K(W) - [T,]" + f(W) 31

Tamai yhtélo kertoo autokatalyysin “voimakkuudesta”, miké on yksi autokatalyysin tirkeimpia

64.67.68 ja yhtilon 31 avulla voidaan “voimakkuus” mérittid kvantitatiivisesti.®

ominaisuuksia
Funktion jyrkkyys médrdytyy eksponentin » mukaan, mistd johtuvia seuraamuksia pitdd
tarkastella erikseen: matemaattisessa esityksessa pitdé ottaa huomioon integraalifunktion Ta(t)
muoto sekd substraattien ja tuotteiden massatasapainon mukana tulevan differentiaaliyhtélon
muoto. Integraaliyhtdlot arvoille n = 2, 1, 2; K(W) = k; AW) = 0 ja Ta(t=0) = Tao tuottavat
vastaavat parabolisen (yhtdlo 32), eksponentiaalisen (yhtdlé 33) ja hyperbolisen (yhtdlo 34)

funktiojoukon. Yhtiloistd on kuvaajat kuvassa 9:

k
TA = th + kw/TAOt + TAO 32
TA = TAoekt 33
T, 34
TA A0

= 1= Thokt
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10

Ta
wu

Kuva 9. Funktiojoukon (yhtélot 32 — 34) kuvaajat. Vihred on parabolisen kasvun kuvaaja
(yhtilo 32), oranssi on eksponentiaalista kasvun kuvaaja (yhtélo 33) ja sininen on
).64

hyperbolisen kasvun kuvaaja (yhtilo 34).°" x-akselina on aika 7 ja y-akselina on autokatalyytin

Ta:n konsentraatio.

Kaaviossa 13 on esimerkkind kaksi simuloitua autokatalyyttistad reaktiota:

k

S + TA —— 2TA
k

S + 2T, —> 3T,

Kaavio 13. Kaksi simuloitua autokatalyyttistd reaktiota.

Simuloiduille reaktioille nopeuslait ovat seuraavat (yhtalst 35 ja 36):

d[Ty]
dt

dlTal 36
oo = K[TA[S]

= k[T)][S] 35
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Yhtiloistd ndkee suoraan, etti reaktiot ovat ensimmaisti ja toista kertalukua [Ta]:n suhteen.
Kuitenkin huomiona on se, ettd kyseiset konsentraatiot eivit ole riippumattomia, silld Ta

muodostuu S:sté, joten reaktiossa vallitsee massatasapaino (yhtilo 37):

[Tal + [S] = [Taol + [So] = Wy, 37
minka takia, kun yhtél6ihin 35 ja 36 sijoitetaan [S] = Wo — [Ta] saadaan yhtilot 38 ja 39:

d|T

Eit“] = k[Ta]Wo — k[T,]? 38
d|T

Ca] — k(maWo - k(TAI? ¥

Naéistd nidhdién, ettd Ta on joko nelidllinen (yhtdlo 38) tai kuutiollinen (yhtdld 39). Néité
termejd kéytetddn kirjallisuudessa autokatalyysireaktioissa, mutta ne eivdt vastaa

eksponentiaalista ja hyperbolista kasvua, kuten ylli on kuvattu.®*

1200

1000

800

w600

400

200

Kuva 10. Yhtdlon 40 kuvaaja, kun Wo = 1000, £ = 0,001 ja Tao = 1. x-akselina on aika 7 ja y-
akselina on autokatalyytin Ta:n konsentraatio. Kuvaaja on jaettu eri vaiheisiin véreilld

kertoen, kuinka konsentraation muutos ajan suhteen muuttuu reaktion edetessé.

Kun autokatalyyttisid reaktioita lihdetddn tutkimaan kineettisesti, tdytyy ensin integroida
yhtdlo 38 seuraavalla raja-arvolla: Ta(z = 0) = Taoe. Téstd saadaan sigmoidaalinen funktio

(yhtilo 40), josta on ohessa kuvaaja (kuva 10):
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Wo

(WO — TAO) e_wokt 40
Tao

TA=

1+

Kuvaajasta nékee, ettd reaktiolla on kolme luonteenomaista vaihetta: (i) viivevaihe (sininen),
(i1) eksponentiaalinen vaihe (vihred) ja (iii) saturaatiovaihe (keltainen). Vaiheita ei kuitenkaan
ole tarkkaan maddritelty, vaan niiden rajat ovat epdtarkat ja pitkélti reaktiosta riippuvia.
Kuitenkin perusperiaatteena on, ettd viivevaiheessa tuotetta on muodostunut vain véhin,
eksponentiaalinen vaihe tulee viivevaiheen jélkeen ja tuotetta on muodostunut tarpeeksi, jotta
reaktionopeuden kiithtyminen on nékyvissd parhaiten ja saturaatiovaihe on reaktion

lopetusvaihe, missé substraatti on kulunut pois.*

Koska reaktioissa substraatin miird on yleisesti rajallinen ja autokatalyyttiset systeemit ovat
kinetiikaltaan eksponentiaalisia, on sigmoidaalisen kuvaajan havaitseminen reaktionopeuden
midrityksessd ensimmdiinen merkki autokatalyytistd reaktiossa. Kuitenkin esimerkiksi
aikaisemmin mainittu Briggs-Haldane oletus (luku 3.3.2.) voi muodostaa kuvaajassa nikyvén
viivevaiheen ja titen todistukseksi reaktion autokatalyyttisyydelle tarvitaan, ettd reaktionopeus
kasvaa tuotetta lisdttdessd. Tamédn kontrollikokeen voi tehdéd esimerkiksi RPKA:n (luku 3.2.1)
tai VINA:n (3.2.2) avulla. Teoreettisesti autokatalyyttisten reaktioverkostojen ja
reaktiomekanismien mééra on loputon. Kuitenkin tiettyjd yhtildisyyksid on havaittu tutkimalla
oikeita reaktioita teoreettisesti (kaavio 14)%4. Yksinkertaisimilllaan autokatalyyttinen reaktio on
suora (kaavio 14Aa), mutta siind olevat vilituotteet voivat olla monimutkaisia ja niistd useat
voivat olla stabiileja, josta muodostuva reaktioverkosto voi olla hyvinkin mutkikas. Téstd
esimerkkini Semenovin tutkimus antaa kifinteisen Krebs-syklin.®*®"0 Vastaavasti epésuorasta

autokatalyysistd (kaavio 14Ab) esimerkkini oli Hinshelwoodin tutkimus®*"!

, missi tuote ei
autokatalysoi muodostumistaan vaan se katalysoi katalyytin muodostumista, mikd sitten
katalysoi tuotteen muodostumista. Hinshelwood huomauttaa, ettd katalyyttien lukumaérésta
riippumatta, systeemi saavuttaa eksponentiaalisen vaiheen viivevaiheen jdlkeen.
Viivevaiheessa voidaan havaita, etti reaktionopeus heilahtelee.5*’! Semenovin ryhmin
julkaisu®* huomauttaa, etti usein autokatalyyttisissi reaktioissa ei kuitenkaan ole useita
katalyyttisesti aktiivisia yksiloitd, vaan sen sijaan yhden katalyytin ohella on ei-katalyyttisid
vilituotteita (kaavio 14Ac). Niistd esimerkkeind olivat Semenovin ja Skorbin tutkimukset

64,72

tioesterien®™ ', atsidialkyynien“j3 64,74

6475 Tallaisissa

ja formaldehydisulfidin parissa.
reaktioissa on kuitenkin aina mukana kuvaajan viivevaihe, jonka kesto on tietysti riippuvainen

ei-katalyyttisesti aktiivisten vilituotteiden lukumérista.®
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Kaavio 14. A) Esimerkkeja autokatalyyttisistd reaktioista, joissa reaktionopeudella on
eksponentiaalinen kasvu ja B) Esimerkit a) parabolisesta kasvusta ja b) hyperbolisesta
kasvusta reaktionopeudella. Punaiset ovat katalyyttisesti aktiivisia yhdisteitd, purppurat ei-

aktiivisia ja siniset ovat substraatteja. Tp parabolisessa systeemissi on usein Ta:n dimeeri.®*

Kaaviossa 14A olevat esimerkit ovat kaikki eksponentiaalisesta reaktionopeuden kasvusta
autokatalyyttisessé systeemissé. Parabolisen tai hyperbolisen reaktionopeuden kasvun omaavat
systeemit ovat harvinaisempia ja niistd on esimerkit kaaviossa 14B. Huomionarvoisin
esimerkki parabolisesta systeemistd on tilanne, jossa templaattireaktiossa (template reaction)
tapahtuu voimakasta tuotteen inhibiitiota, koska reaktiossa muodostuu ei-aktiivinen dimeeri
(kaavio 14Ba).%*’7 Paraboliseen kinetiikkaan paddytdin, kun tasapaino aktiivisen
monomeerin ja ei-aktiivisen dimeerin vililld on vahvasti dimeerin puolella. Jos kuitenkin
tasapaino on vahvasti monomeeriin piin, kinetiikka vaihtuu eksponentiaaliseksi.**° Elididen
seksuaalinen lisdéntyminen on esimerkkind autokatalyyttisestd systeemistd, missd
reaktionopeuden kasvu on hyperbolista.®* Kemiallisia reaktiota hyperbolisiin systeemeihin on
vdhin ja teoreettisesti mahdolliset tapaukset ovat parabolisten tapausten kaltaisia, mutta

aktiivisena katalyyttind on muodostuva dimeeri (kaavio 14Bb).**8!

Reaktion kertaluku autokatalyyttisissd systeemeissd ei kuitenkaan ole itsestddn selvd
ominaisuus reaktioille. Tamd johtuu autokatalyysin kuluessa reaktiossa muuttuvasta
kineettisestd profiilista. Esimerkiksi reaktio voi siirtyd parabolisesta kineettisestd profiilista
eksponentiaaliseen ja titen reaktion kertaluku, ja titen my0s katalyytin kertaluku, voi muuttua.

Esimerkkini on yhtilo 4164
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d[Tal  kq[T4] 41
dt  ky + [Ta]

Semenovin artikkeli esittdd tdmén yhtdlon malliksi autokatalyyttiseen entsyymin
muodostukseen reaktiossa, jossa tapahtuu tuotteen inhibiitiota. Reaktion alkuvaiheessa, missi
[Ta] on matala, k> » [Ta] ja kasvu on eksponentiaalista. Reaktion kesivaiheilla, kun k> =~ [Ta],
kasvu onkin parabolista ja reaktion loppupuolella, k> « [Ta] ja kasvu on lineaarista. My0s yhtdlo
30 voi olla epdpidtevd kuvaamaan autokatalyyttisti systeemid, jos huomioidaan ajatus
“fertiiliydestd”*. Ajatuksena on, ettii replikaattorin “fertiiliys” kasvaa jokaisen syklin kohdalla:
ensimmadisessd syklissd replikaattori tuottaa yhden tytdryksilon, minkd takia seuraavassa
syklissd tuotanto onkin neljd eli yhteensd yksiloitd on kahden syklin jidlkeen kuusi. Jo
kolmannen syklin kohdalla nousee tuotanto 24:n yksiloon. Kasvu on siis nopeampaa kuin
parabolisessa systeemissd, mutta se ei ole hyperbolista kasvua, vaan se on kertomallista

(factorial). T#sti on esitetty visuaalinen malli kaaviossa 15%:

O

Kaavio 15. Esimerkki kertomallisesta kasvusta.®*

Katalyysireaktioita tutkittaessa on huomioitava, ettd jokaisen katalyyttisen reaktion ohella
reaktioseoksessa tapahtuu myds ei-katalyyttinen taustareaktio. Tdma ei-katalyyttinen reaktio
voi olla mitidton nopeudeltaan, mutta teoriassa se on aina olemassa. Sama pitee myos
autokatalyyttisiin systeemeihin, missd tdméd ei-katalyyttinen reaktio on initiaattorina

autokatalyysille ja titen kyseisen ei-katalyyttisen reaktiopolun vaikutus on merkittavd koko



45

reaktion kannalta. Tdmé johtuu siitd, etti liian nopea ei-katalyyttinen reaktio peittdé
autokatalyyttisten systeemien dynamiikan ja titen systeemin luonnonvalintaominasuudet®*’>,
bistabiliteetti ja reaktiorintaman eteneminen ja reaktion heilahteleva kiytos katoavat.5**? Tt
varten voidaan késitelld yksinkertaista autokatalyyttistd reaktiota ja sen ei-katalyyttistd

reaktiopolkua (kaavio 16):

s .+ Ta 4 o7,
ko
S —_— Ta

Kaavio 16. Yksinkertainen autokatalyyttinen reaktio ja sen ei-katalyyttinen reaktiopolku.®*

Konsentraatio vs. Aika

100

mmol/I
i

[ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1,000 1,200
5

= [A]lAika == [B]|Aika [C]|Aika
Kuva 11. Kuvaajat kaaviossa 16 oleville simuloiduille reaktoille eri reaktionopeuksilla.
Simulaation parametrit olivat: [So] = 100 mM, [Tao] = 0, k&1 = 0,0001 mM ! s7! ja k» = 0.0025
s7! (vihred, A), k> = 0.0005 s~! (sininen, B) seki k2 = 0.00005 s! (oranssi, C).** x-akselina on

aika ¢ ja y-akselina autokatalyytin Ta konsentraatio.
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Suoraan reaktionopeuksia ei voida vertailla, koska toinen niistd on ensimmaisté kertalukua ja
toinen toista kertalukua.®* Titen Semenovin ryhmin®* ajatuksena oli vertailla reaktionopeuksia
reaktion puolivilissd, kun puolet substraatista S on kulunut. Kun autokatalyysi on vain kaksi
kertaa nopeampi kuin ei-katalysoitu reaktio, kuvaajan sigmoidaalinen luonne ei ole nékyvissa.
Vaikka nopeus ero olisi kymmenkertainen, reaktioiden kinetiikka eroaa vain véhin toisistaan.
Vasta, kun autokatalyyttinen reaktio on sata kertaa taustakreaktiota nopeampi, voidaan timéa

).64 Semenovin ryhmin tutkimuksen® mukaan timi

kineettinen ero ndhda kuvaajassa (kuva 11
kvantitatiivinen ero kineettisessd kayttdytymisessa eri reaktionopeuksien suhteiden vélilld
autokatalyyttisissd -ja ei-katalysoiduissa reaktioissa kertoo kvalitatiivisesta erosta emergenttien
dynaamisten tapahtumien ldsndolon ja poissaolon vililld. Taméin suhteiden eron tirkeyden

autokatalyyttisten ja suorien reaktioiden vililli toi esiin von Kiedrowski tutkimuksissaan.57%7

Katalyytin suhteen toisen kertaluvun méadrittimisen suhteen autokatalyysin tuoma ongelma on
juuri sen vaikutus muuhun reaktiokinetiikkaan. Autokatalyyttisen tuotteen muodostuminen
reaktiossa tulee kilpailemaan alkuperdisen katalyytin kanssa ja titen systeemiin muodostuu
kaksi erillistd katalyyttistd reaktiota. Kuitenkin on tdysin mahdollista, ettd itse autokatalyytti
toimii ndenndisesti toisen kertaluvun oletuksella, jos esimerkiksi reaktiossa muodostuu
hyperbolisen systeemin tarvitsema katalyyttisesti aktiivinen dimeeri. Tdmén liséksi tietenkin
hankaluutena on itse kineettinen profiili. Autokatalyysin profiili on hyvin selked (kuva 10),
mutta sen havaitseminen kokeellisesti voi tarvita paljon datapisteitd ja titen huolimattomasti

tehty reaktioseuranta voi antaa vidrdnlaisen kuvan reaktion profiilista.

3.3.4. Muita haasteita

Yleisesti ottaen katalyytin suhteen toisen kertaluvun reaktiot ovat harvinaisia ja kuten Burés et
al.' huomauttavat yleisesti syyni toisen kertaluvun havaitsemiseen katalyytin suhteen on jokin
muu seikka kuin se, ettd katalyyttimolekyylejd on reaktionopeuden méaédrdaavissid vaiheessa
mukana kaksi. Tutkielmassa kidydyt syyt eivit ole ne kaikki seikat vaan on varmasti muitakin
syitd, mitkd aiheuttavat illuusion kertalukuja tutkittaessa toisesta kertaluvusta katalyytin
suhteen. Kuitenkaan néiden ldpikdyminen ei ole tutkielman kannalta niin tdrkedi, ettd néitd
kolmea enempii kannattaisi mainita tarkemmin. Pddasiallisesti kuitenkin voidaan todeta, ettd
ilmidn harvinaisuuden takia, on syytd tuoda esiin useita eri nidkokulmia, menetelmid ja

analyyttisid ldhestymistapoja vahvistaakseen hypoteesia. Kuten Burés totesi': ”A reaction
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mechanism can never be proven, only disproven”, ja koska katalyytin rooli on mekanistinen,
on tirkedd tutkimuksessa olla niin kattava ja perusteellinen, ettd toisen kertaluvun oletusta
katalyytin suhteen on vaikea todistaa vadrdksi. Mika itsessddn on se tieteellisen todistamisen
lahtokohta. Asioita ei todista suoraan vaan vaihtoehtoisesti selitykset todistetaan véériksi

jattéen jiljelle todenndkoisimmaén selityksen viitteelle.

3.4 Ratkaisuja haasteisiin

Pédasiallisesti luvussa kisiteltyihin haasteisiin lddkkeend on muu todistusaineisto kinetiikan
ohella. Kinetiikka on vain yksi osa-alue reaktiomekanismien tutkimista ja titen se ei voi
kattavasti vastata kaikkiin kysymyksiin eikd se ole edes sen tarkoituskaan. Sen sijaan on tarkedd
kayttdd kineettisid kokeita ja menetelmid luomaan kineettinen profiili reaktiolle, mitd sitten
voidaan kayttdé vertailuna muiden kokeiden, esimerkiksi kineettisten isotooppiefektikokeiden
tai crossover-kokeiden, tai muiden menetelmien, esimerkiksi laskennallisen kemian, kanssa.
Kun kinetiikasta saatua dataa vertailee muihin ldhestymistapoihin, voidaan muodostaa

mekanismista tieteellisen yhteisymmarryksen kaltainen yhtenvdinen nikemys.

Jos kuitenkin pddmenetelménid ovat kineettiset kokeet, on syyti ottaa huomioon tissi luvussa
esitetyt seikat ja muutenkin varmistua kineettisten tulosten laadusta esimerkiksi
reaktioseurannan avulla, jotta vahvistus oletuksille on tukevampi. Jos reaktiossa epdillddn
inhibiitiota tai katalyytin hajoamista, Blackmondin RPKA ja Burésin VINA antavat oivat
tyOkalut nididen selvittimiseen. Muita tapauksia varten on hyvd tukeutua Burésin

! esittimidin kritiikkiin, jotta mekanismit voidaan erottaa toisistaan.

katsausartikkelissaan
Lisddmalld kineettisid kokeita, laajentamalla tutkitun katalyytin konsentraatioaluetta ja
tutkimalla reaktiota riittdvalla mé&érdlla eri katalyyttikonsetraatioita, voidaan katalyyttiin
liittyvdd kineettistd datan mé&drdd parantaa. Tdméd edesauttaa havaitsemaan vaihtoehtoisia
selityksid oletetulle kertaluvulle. Samalla Burés on myds esittinyt kdytdnnon 1dhestymistapoja

kineettisen datan laadun parantamiseen esimerkiksi minimoimalla virheet katalyytin

alkukonsentraatioissa tai pyrkimélli pitiméin reaktion limpdtila vakiona.!

Tamin lisdksi Burés myos esitti datan késittelyyn liittyvin seikan, jos tutkimuksissa kasitellaan
reaktionopeusdataa. Nopeusdatasta pitdisi vdhentdd mahdolliset ei-katalysoiduista tausta—

reaktioista aiheutuva reaktionopeus, silld nékyvd (apparent) reaktionopeus on muutoin
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alhaisempi kuin oikea reaktionopeus. Tdmin Burés demonstroi matemaattisesti derivoimalla
elastisuuskertoimen (yhtilo 43)>% reaktiosta, jossa on huomattava taustalla tapahtuva ei-

katalysoitu reaktio (yhtild 42)':

vnéikyvé = (kkat [kat]% + keikat) [SI] [SII] 42
1;;;atkyva _ dVnakyva [Kat]r —mea m= 1 <1 43
[lat]r d[Kat]t Vpskyvs 14+ keikat
kkat [kat]%

Reaktion nidkyva nopeus on aina pienempi kuin oikea nopeus, koska molemmat nopeusvakiot
ovat positiivisia ja tdten m < 1. Mitd suurempi on ei-katalysoidun reaktion nopeus, sitd
pienempi on m ja niin siti suurempi ero nikyvin ja oikean nopeuden vilille muodostuu.’
Muutenkin Burés ehdottaa “normalisoidun herkkyyden analyysid” reaktiokomponenttien
kertalukuja tutkittaessa, silld siitd saatava data on hidnen mukaansa oleellista
reaktiomekanismien puolesta ja sen avulla pystyy kisittelemddn monimutkaisempia
katalyyttisid reaktioita ja systeemejd, mihin aikaisemmin kiytetyt kinetiikan yhtdlot eivét

vilttimitti sovellu tiysin, 228486

3.5. Tutkielmassa kaytetty kineettinen nakokulma

Kuten kaksoiskatalyyttisten reaktioiden esittelyluvussa mainittiin, tutkielmassa analysoitavat
reaktiot ovat jaoteltu kaksoiskatalyysireaktoihin ja kaksoiskokatalyysireaktioihin. Kineettisesti
tdma merkitsee sité, ettd kaksoiskatalyyttiset reaktiot ovat ne kiinnostavimmat tapaukset, silla
niissd katalyytin suhteen toisen kertaluvun oletus on olemassa silld perusteella, ettd
kaksoiskatalyyttiseen reaktioon tarvitaan kaksi katalyyttid samaan katalyysikiertoon.
Kokatalyyttiset reaktiot puolestaan ovatkin tapauksia, missd kaksoiskatalyyttisyys tdyttyy
mutta toista kertalukua ei olettavasti katalyytin suhteen ole, silld katalyytit ovat eri yhdisteita ja
titen eri reaktiokomponentteja ja kineetiikan reaktionopeuslaeissa, ne omaavat omat terminsé
sen sijaan, ettd termi esiintyisi yhtdloissd kahdesti. Omalta osaltaan tdllaiset
kaksoiskatalyyttireaktiot ovat kuitenkin mielenkiintoisia tapauksia ja tdten nithinkin

pauneudutaan osiltaann vaikkakin kineettinen ndkdkulma jda vihaisemmaéksi.
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4. Tutkimuskysymys

Priméddrisend tutkimuskysymyksena tutkielman kirjallisessa osassa on: ovatko analysoidut
reaktiot katalyytin suhteen toista kertalukua? Analysoitavilla reaktioilla tarkoitetaan
seuraavassa luvussa kirjallisuuden tapauksia, missé kirjoittajat ovat esittidneet katalyytin olevan
toista kertalukua tai muuten néyttaneet reaktion olevan kaksoiskatalyyttinen. Tdma kysymys on
padasiallisesti reaktiomekanistinen, ja titen sddntoné pitee tutkielmassa aikaisemmin esitetty
toteamus: reaktiomekanismeja ei voida todistaa todeksi, vaan ainoastaan véériksi. Téten
tutkimuskysymykseen vastatessa tapauksien kohdalla kriteereini ovat todistusaineiston laajuus,
monipuolisuus ja merkittivyys. Koska tutkielman paépainona on ollut reaktiokinetiikka, myds
analyysissd painotetaan kinetiikan menetelmid. Etenkin tapauksien kohdalla on huomion
arvoista keskittyd siithen, ettd on mahdollinen katalyytin inhibiitio huomioitu tai pois suljettu

tavoin tai toisin.

Analysoitavat reaktiot ovat my0s jaoteltu kaksoiskatalyysi -ja kaksoiskokatalyysi reaktioihin.
Kineettisesti tilld on merkitysté siitd ndkokulmasta, ettd toisen kertaluvun oletus vaatii, etti
komponenttia on reaktionopeuden maidrddvissd vaiheessa kdytdssd kahden ekvivivalentin
verran. Tdmé kahden ekvivivalentin madrd reaktionopeuden madrddvissd vaiheessa toteutuu
todenndkoisimmin kaksoiskatalyysissd ja tdten ndmé reaktiot ovat tutkimuskysymyksen
kannalta ne oleellisimmata. Kaksoiskokatalyysié késitelldén kuitenkin ajatuksella, ettd ne ovat
hyvéni esimerkkind miksi kaksoiskatalyyttisyys ei tarkoita toista kertalukua katalyytin suhteen.
Analyysien jilkeen tutkielmassa myo0s esitetddn muutamia kokeita tai ndkokulmia, joilla
mahdollisesti voisi tutkimusten viitteelle rakentaa vield kattavampaa pohjaa tai muuten

parannella jo olemassa olevaa todistusaineistoa.

Sekundédrisend tutkimuskysymyksend kirjallisessa osassa voidaan esittdd seuraava: Miksi
katalyytin suhteen toisen kertaluvun reaktioita pitdisi tutkia? Tdhan vastataan, kun kaikki
analysoitavat reaktiot on kdyty ldpi ja analyyseistd on muodostettu kokonaisvaltaisempi kuva

kaksoiskatalyyttisiin reaktioihin.
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5. Analysoitavat reaktiot
5.1. Kaksoiskatalyysi

Tamin kaltaiset reaktiot ovat siis tapauksia, missd katalyyttisessd syklissd on mukana sama
katalyytti kahteen kertaan. Tém& mahdollistaa, ettd reaktio on toista kertalukua katalyytin
suhteen, mik4 sitten havaitaan esimerkiksi luvussa 3. esitetyin menetelmin. Myos muiat tapoja
toisen kertaluvun riippuuvuden havaitsemiseen voidaan kayttdd ja nditd tapoja kuvataan

esimerkkien kohdalla.

5.1.1. Sugiuran ryhmin konjugaattiadditio

Ensimmadisend esimerkkind kahden katalyytin yhteistydlle reaktiossa voidaan pitdd Sugiruan
tydryhmin®’ konjugaattiadditioreaktiota, missd boroonihappo liitetdiin enantioselektiivisesti
tyydyttymattomain ketoniin. Tétd reaktiota katalysoi O-monoasyylitartaarithappo (MAT) ja

kokatalyyttind toimii (tio)urea katalyytti. Reaktiosta on malli kaaviossa 17.%7

o 3 (3-10 mol%) o =
4 (3-9 mol%)
(HO),B + R4JJ\/\R5 MeOH, MgSO,  R* R®

tolueeni, 50 °C

B
R ©) cry CF,
OR' X
¥ ﬁlk(l
Q ‘0 FsC N~ N CF
R 3 H H 3
HO ©OH O 4 CF, CF.
4a: X =S
y 4: X=0 S S
O-monoasyylitartaarihappo (MAT) : )J\ )J\
tai FsC N~ N N~ N CF4
MAT monoaryyliesteri H H . H H
3a: R = 1-adamantyl, R'=H c
3b: R = t-butyyli, R"=H

Kaavio 17. A) Sugiuran ryhmén tutkima konjugaattiadditio reaktio boroonihapon 1 ja ketonin
2 vililla. B) Padkatalyyttind toimiva MAT 3 ja sen johdannaiset. C) Kokatalyyttind toimivat

(tio)ureat 4.%
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Sugiuran ryhmi oli jo aikaisemmin niyttéinyt 4a:n toimivan hyvin katalyyttini kalkonin 2a (R*
=R = Ph) ja (E)-styryyliboroonihapon 1 vililld tuottaen adduktin Saa korkealla saannolla seki
kiytinnolliselld ee:114 (88 %).87%% Kun katalyytin konsentraatiota pudotettiin 10 mol%:sta 3
mol%:iin, reaktion saanto puolittui ja selektiivisyys kirsi huomattavasti.’’ Kun joukkoon
liséttiin 9 mol% Schreinerin tioureaa 4a, saatiin reaktion saanto ja selektiivisyys kohoamaan
takaisin alkuperdisesti verrattaviin tuloksiin. Mekanismia varten Sugiuran ryhmi ldhti
tutkimaan reaktiokinetiikkaa 4b:n avulla hyddyntien 'H NMR-spektroskopiaa. Saadun datan
avulla, tutkimusryhmé paitteli reaktionopeuden olevan ensimmadisti kertalukua substraattien

sekd MAT katalyytin suhteen.?” Tisti rakentuivat yhtilot 4446 (viite 87, taulukko 2):

d[7aa] o, o 5
ek k'[2a][1] = k'[2a] 44
T 1 45
Zal [zal, "
k' = k[2a] 46

Kun 4a:n ja 4b:n kineettisti efektid kokatalyyttind 1&hdettiin tutkimaan, ryhméa huomasi, ettd &’
4a:n tai 4b:n suhteen oli toista kertalukua. Katalyyteistd 4b oli hieman aktiivisempi 4a:han
verrattuna ja ilman 3b:td kumpikaan katalyyteistd eivit vaikuttaneet reaktionopeuteen. Samalla
tutkimuksessa huomattiin enantioselektiivisyyden kasvavan, kun kokatalyyttid kdytettiin, mutta
ylldtten enantioselektiivisyys laksi kokatalyytin konsentraation kasvaessa. Téstd Sugiuran
ryhma paatteli, ettd reaktion nopeuden méidrddvissd vaiheessa kaksi molekyylid 4a:ta tai 4b:td
osallistuu siirtymdtilaan, ja timén perusteella he esittivit oletuksensa reaktiomekanismista

(kaavio 18).%7

Mekanismissa MAT -katalyytti 3 reagoi ensin boroonihapon 1, tai vastaavan boroksiinin tai
metyyliesterin, kanssa muodostaen dioksaborolanonin 7aa. Enoni 2a muodostaa kolmiarvoisen
kompleksin 8aa, kun se reagoi 7aa:n kanssa. Koska substraattien ja timidn MAT-katalyytin
suhteen tdma reaktio on tdhidn mennessd ensimmadistd kertalukua, Sugiuran tutkimus péétteli
8aa:n muodostumisen olevan reversiibeliprosessi. 8aa sitten reagoi 4a:n tai 4b:n katalysoimana
muodostaa nopeuden ja stereokemian midrddvéan siirtymétilan TS, josta se muodostaa
boronienolaatin 9aa, miké sitten nopeasti protonoituu metanolin tai veden takia muodostaen
tuotteen Saa. Sivutuotteena olevan boraatin B(OR”)3; voi ndhdé reaktiota inhiboivana tekijana,
jos se reagoi katalyytin 4 kanssa, mutta Sugiuran ryhmi sulki pois tdméin vaihtoehdon
kontrollikokeella, missé reaktioseokseen lisdttiin B(OMe)s (1,0 ekvivivalentti) metanolin (2.4

ekvivivalenttia) sijaan. T4ssi kokeessa reaktionnopeus ei muuttunut lainkaan.®’
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Koska reaktio oli 4a:n tai 4b:n suhteen toista kertalukua, tutkimusryhmi muodosti kaksi

vaihtoehtoa molekyylien osallistumiselle reaktioon (kuva 12).%

o
Ph
boroksiini (Ho)ZB/\/Ph R
1 OR' 0 &
MeOH (6]
Q Y R Ph Ph +
Ph 5aa B(OR'
(MeO)zB/\/ HO OH © d (OR')g
3 R'OH R
OR
o
R'OH Q. /0 R
(R' = H tai Me) J
O\B/O
R V% Ph
OR' o _
(0]
o Vo Ph” " ph
o R H  9aa
O\ /O
B\i 7aa
Ph c
b
_ —*
OR 0.0
o] o H R
1
-l 1
P AT
2a N N

' R
R
Yy O
o /\
O/’B\:\ D8 H N~
Ph)\/\Ph b

8aa

Kaavio 18. Sugiuran ryhmén esittimé mekanismi 3:n ja 4:n katalysoimalle

konjugaattiadditioreaktiolle.®’

a) b)
H/(I) /O H—O /O
"'O ¥ ---0, 'wo
N Ow/Ar N W/Ar
----0__.0 le} ----O\B/O le}
- e

Kuva 12. Sugiuran ryhmén ehdottamat vaihtoehdot, miten kokatalyytti 4a tai 4b aktivoivat
MAT-katalyyttii 3.8
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Havaittu toisen kertaluvun kinetitkka antoi osviittaa, ettd reaktiota voisi myos katalysoida
tietyilld bis(tiourea)-yhdisteilld. Tarkemmissa tutkimuksissa havaittiinkin, ettd 3 mol% bis-
tioureakatalyyttiid 4¢ oli yhtd tehokas katalyytti kuin 6 mol% 4a:ta. Tdmén lisdksi Sugiuran
ryhmd mietti, ettd miten katalyytin aktiivisuuden kdy, jos kokatalyytin aktivoima
karboksyyliryhmd MAT-katalyytissd olisikin suojattu esteriryhménd. Seulonnan tuloksena, he
16ysivit 3,5-di(1-adamantyyli)fenyyli esterin 10, miké toimi tarkoituksen mukaisesti reaktio-
olosuhteissa (kaavio 19). Tama reaktio myos nopeutui kokatalyytin 4b ldsndollessa, mutta tilla
kertaa katalyytin kertaluku oli yksi 4b:n suhteen, miké oli todisteena alkuperdisen reaktion

olevan toista kertalukua 4a:n ja 4b:n suhteen.?’

Ph
o 10 (3 mol%) o =
4b
(HO),B + Ph)v\Ph MeOH (2.0 ekviv), Ph Ph
MgSO
1 22 9o%4 5aa

tolueeni, 50 °C, 24h

Ad

Ad t-Bu

t-Bu

10

Kaavio 19. Sugiuran tutkimuksen konjugaattiadditioreaktio MAT monoaryyliesterin 10
katalysoimana. [4b] = 0, 3 tai 6 mol%. Ad = adamantyyli.?’

Reaktio my06s suoritettiin vaihtamalla substraatteja kokeillen eletronirikkaita, heterosyklisid
boroonihappoja, joilla myds saatiin reaktion saanto ja selektiivisyys pidettyd korkeina. Tdmén
liséksi kalkonin 2a, aryyliryhmid substituoitiin ja ndistd o-metoksisubtituoitu kalkoni toimi
selektiivisemmin kuin vastaavat m-metoksi -ja p-metoksisubstituoidut kalkonit. Sugiuran
ryhma paatteli tastd, ettd korkea selektiivisyys voitiin saavuttaa elektronirikkailla ja steerisesti
ahtailla aromaattisilla substituenteilla Z-asemassa kalkonin rakenteessa.®” Kuitenkin kaikissa
tilanteissa 3 mol% katalyyttid 10 ja kokatalyyttid 4b antoivat paremman selektiivisyyden kuin
10 mol% 4b.



54

Perusteluina toisen kertaluvun oletukselle 4a:n ja 4b:n suhteen on laskennallinen kemia,
kinetiikan tutkimiseen kiytetty 'H-NMR spektroskopia seki bistioureakatalyytti 4¢, mik oli
kinetiikaltaan ensimmadistd kertalukua. Vahvimpana esityksend Sugiuran ryhmilld oli tdma
bistioureakatalyytti, silld reaktiokinetiikka oli tehty alkunopeusmenetelmalld. Burés ryhmineen
on huomauttanut sen ongelmista ja siitd johtuvista epitarkkuuksista.! Varsinkin kun kiytossi
oli myos log-log ldhestymistapa alkunopeuksiin, mika aiheuttaa Burésin mukaan varsin paljon

epitarkkuutta kineettiseen profiiliin.'

Tamin takia reaktion seurannan voisi pdivittdd kayttdimilla VTNA:ta, minkd avulla
reaktiokineettiset profiilit olisivat mahdollisesti edustavampia. T4ll4 tavoin pystyttdisiin myds
varmistamaan, etti alkuperdisessa kiaytossé olleet menetelmét ovat olleet sopivia ja niilld saadut
johtopéétokset ovat pdtevid. VINA:n avulla pystyttdisiin myds selvittimdidn mahdollisen
inhibiition kohtalo katalyyteille. Sugiuran ryhmé oli inhibiition vaikutusta miérittdnyt vain
livottimen kohdalla, mutta tdimai ei vield takaa, ettd katalyytteind toimineet tioureat eivét olisi
inhibiition vaikutuksen alaisia. Tdten VINA:n ’same excess” -kokeilla voitaisiin timi seikka

selvittdd ja varmistua siitd, ettei inhibiitio selitd tuloksia.

Bistioureakatalyytilld tehdyt kokeet sekd laskennallisesti mééritetty reaktiopolkua kahdella
tioureamolekyylilld kuitenkin antavat osviittaa, ettd toisen kertaluvun véitteessd on jotain
perustaa. Téalld erdd siis voidaan todeta, ettd todisteiden valossa toisen kertaluvun viite on
mahdollinen ja varteenotettava vaihtoehto, kunnes inhibiitiokokeet ovat tehty ja kiytossd on
parempi reaktiokinetitkan menetelmd. Nami voivat joko kumota véitteen tai vahvistaa sité,

joten niiden tekeminen olisi jatkotutkimuksen kannalta vélttimétonta.

Koska bistioureakatalyytti on kuitenkin tehokkaampi katalyytti kuin monotioureat, voidaan
Sugiuran ryhmén julkaisua pitdd esimerkkind mahdollisuuksista toisen kertaluvun kinetiikan
hyodyntdmiseen katalyyttien suunnittelussa sekd niiden tehokkuuden optimoinnissa. Tatad
varten olisi mahdollisesti hyvd kokeilla reaktiota kasvattamalla bistiourean vilissd olevan
hiiliketjun pituutta tai vaihtamalla siind esiintyvé bentseeni pelkéksi hiili-hiili sillaksi. Tdma
voisi piirtdd parempaa kuvaa katalyytin optimaalisuudesta ja siitd onko sitd vield mahdollista

parantaa.
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5.1.2. Kassin ja Fanin Friedel-Crafts -alkylaatio

Fan ja Kass® tutkivat myds tioureapohjaiseia katalyytteji. Niiden erityinen etu on 4:ssa
esiintyvi kaksi N-H vetysidosdonoria. Fan ja Kass® esittivit, ettii reaktionopeudet korreloivat

yleisesti organokatalyytin happamuuteen® %>

ja tastd syystd elektroneja puoleensvetivid eli
EWG-ryhmid, kuten 3,5-bis(trifluorometyyli)-fenyylirengasta, kdytetddn rutiininomaisesti

tiourean happamuuden lisddmiseksi.

Esimerkkina téstd onkin 4a eli Schreinerin tiourea, jossa néitd 3,5-bis(trifluorometyyli)fenyyli
renkaita on kaksi. Aikaisemmassa tutkimuksessaan Fan ja Kass” osoittivat, etti vaihtamalla
yhden tai molemmat néisti EWG-ryhmisti varaukselliseksiksi N-
metyylipyridiumionikeskuksiksi, reaktionopeuksia voitaisiin nostaa huomattavasti.®>*>* Fan
ja Kass ndkivdt mahdollisena edistysaskeleena kéyttdd kiraalista tioureaa, jossa 3,5-
bis(trifluorometyyli)fenyylirengas olisikin korvattu kationilla, jolloin voitaisiin aikaansaada
tehokas enantioselektiivinen organokatalyytti.*”} Fanin ja Kassin standardireaktio ja katalyytit

ovat kuvattu kaaviossa 20:

A
o NO, @ 1314 @Cl/\
©/\/ . N\ CDC|3
20°C
12 15
13a:R'=Me,R?=R3=H
13b: R' = 1-CgH,7, R2=R®=H
13c: R' = Me, R? = R® = CH=CHCH=CH
13d: R" = 1-CgH47, R? = R® = CH=CHCH=CH
13e:R' = Me, R?= H, R®=Ph
BAr 4~ 1 2= 3=
13f: R' = 1-CgHq7, R2 = H, R® = Ph
13 13g: R' = Me, R2 = H, R® = 4-t-BuPh
CF3
Q i O
BAr 4— ,
ody s,
HO
13h 14

Kaavio 20. A) Fanin ja Kassin Friedel-Crafts-reaktion reaktioyhtdlo ja -olosuhteet ja B)

kiytdssi olleet kiraaliset katalyytit.®
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Kineettiset kokeet paljastivat Fanille ja Kassille, ettd reaktio oli kokonaisuudessaan toista
kertalukua ja ensimmadistd kertalukua indolin 12 ja frans-b-nitrostyreenin 11 suhteen.
Kineettisiin  kokeisiin, Fan ja Kass kayttivit alkunopeusmenetelmii. Katalyytin
konsentraatioina heilld oli 1, 5, 10 ja 20 mol%, ja nostamalla katalyytin konsentraatiota
reaktion puoliaika putosi 140 tunnista aina 7 tuntiin. Kun tésti datasta piirrettiin kdyrd (viite
89, kuva 3) kuvaamaan toisen kertaluvun reaktionopeuskertoimien muutosta katalyytin
konsentraatioiden nelididen funktiona, kdyrdstd muodostui suora. Téstd Fan ja Kass paittelivit
katalyytin olevan reaktiossa dimeerinen yksikko. Tdmén teorian vahvistamiseksi, he kayttivit
"H-NMR-spektroskopiaa tutkien molempien tiourean NH-signaalien kemiallisen siirtymén
muutosta katalyytin konsentraation funktiona. Fan ja Kass havaitsivat, ettd kun katalyytin
konsentraatio kasvoi, signaalit siirtyivit lineaarisesti alakentélle. Tdma oli merkkind nopeasta
tasapainosta monomeerin ja dimeerin vililld, missd assosiaatiovakio olisi matala, ja tdlloin
katalyytti esiintyisi liuoksessa péddasiassa monomeerinena. Tédtd hyodyntiden, Fan ja Kass

esittivit katalyyttiseksi kierroksi ja mekanismiksi seuraavaa (kaavio 21).%

Tdmi mekanismiesitys vastaa siis Burésin er al! esittimii kahden vapaan katalyytin
dimerisaatiota reaktiosyklissd (kaavio 3B). Myohemmasséd tutkimuksessaan Fan ja Kass (ja
Payne)®* huomauttivat, etti toisen kertaluvun oletus reaktioon on pitevi kun K-[11] « 1, johtuen
heidin kayttimastdan yhtalosta (yhtilo 47):

_ keops[11][12] 47
1+ K[11]
Jatkotutkimuksessa, Fan et al®* kiyttivit 'H NMR-spektroskopiatitrausta, jossa 13:n
konsentraatio oli 8.3 mM ja 11:n ylimadrdé vaihdeltiin 1-28 ekvivivalentin vélilla. Tuloksena
paljastui, etti kun tasapainovakio on pieni (esimerkiksi titrausdatasta saatu K = 27 M),
reaktion kinetiikka katalyytin suhteen on ensimmiisen ja toisen kertaluvun vililti.”*
Tutkimuksessa kaytetyille katalyyteille tdmadn merkitys oli se, ettd yksinkertainen
kokonaisluvullinen kertaluki ei ole katalyyteille itsestifinselvyys® ja etti muiden katalyyttien
kohdalla Kassin ryhma kaytti reaktioiden puoliaikoja ja suhteellisia nopeuksia nopeusprofiilien

muodostamiseen.’*

Reaktionopeuteen vaikutti my0s vastaioni: kun katalyytin vastaioini
vaihdettiin tetrakis(3,5-bis(trifluorometyyli)fenyyli)boraatista (BArfy)
tetrakis(pentafluorofenyyli)boraattiin (B(Ce¢Fs)47), nopeus hidastui. Kassin ryhma osoitti myos
uudemman kerran, ettd reaktion suhteellisen nopeuden ja katalyytin konsentraation nelion
suhteen 16ytyy lineaarinen korrelaatio,”* miki tukee ajatusta siitd, ettii katalyytin aktiivinen

yksikkd on dimeerinen. Tdméin tueksi julkaisussa viittattiin myds Gimenon ja Herreran®

tutkimukseen. Kass ryhmineen piittelivit dimeerin tuoman tehostti elektrofiilinen aktivaatio
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monomeeriin verrattuna on tissd tapauksessa tarpeeksi merkittdvé, jotta siirtymatilassa indolin
ja nitrostyreenin vilisen komplseki pddsee reagoimaan, huolimatta dimeerin muodostumiseen

liittyvéstd entropiatappiosta. Jos katalyytin konsentraatio on liian matala, timé elektrofiilinen

aktivaatio dimeerin avulla jii liian heikoksi ja reaktio ei siten etene.”

Ph
NO,
7
N + 2 9 j\ I,
N : '/,H H \ N\
\ HO BAIF 4
N
\
12
BArF,— S
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IN AN AN - NN
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Kaavio 21. Mekanismi Fanin ja Kassin Friedel-Crafts reaktiolle, kun katalyyttini on 13a.%

Katalyytin konsentraation ollessa matala, voidaan ehkd pohtia olisiko reaktiossa jonkinlaista
saturaatiokinetiikkaa olemassa, mikd muuttaisi reaktion profiilia ja titen hiiritsisi kineettisti

tulkintaa. Tétd pitdisi tutkia tarkemmin ja tdhén soveltuisi hyvin lisddmalld uusia kokeita eri
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katalyytin konsentraatioissa. Varsinkin suuremmilla arvoilla, voisi ndhdd paremmin, miten

kinetiikka muuntautuu, jos laisinkaan.

Burés et al.! tutkimuksessaan oli ottanut Kassin ja Fanin reaktion esille tapaustutkimuksena ja
mainitseekin, ettd vaikka Kassin ja Fanin esittdmid mekanismi voi olla mahdollinen, myos
Burésin ryhmén omat esitykset (katalyyttisen reaktion ohella taustalla on my0s ei-katalyyttinen
reaktio tai jokin katalyyttimyrkky inhiboi katalyyttid alhaisilla konsentraatioilla)
vaihtoehtoisille mekanismeille voivat olla mahdollisia. Tétd varten ehdotuksena oli tehdi koe,
missd katalyytin konsentraationa olisi > 30 mM, milld voitaisiin ehkd paremmin ndhda

mekanismin luonnetta.

Kuitenkin tdssikin reaktiossa voisi olla hyvi, jos reaktiokinetiikan menetelméksi otettaisiin
VTNA sen sijaan, ettd reaktioiden nopeuksista tehtéisiin suhteellisia vertailuja. Fan ja Kass (ja
Payne) eivit esittidneet katalyytin dimerisaatiolle muita perusteluja kuin kineettiset kokeet. Jos
jollakin menetelmilld pystyttdisiin osoittamaan, ettd katalyytti dimerisoituu ennen kuin se
aktivoi substraatin, olisi tdm4 kinetiikan ohella viitettd toisesta kertaluvusta vahvistava todiste.
Myd0s laskennallisen kemian kéytto olisi suotavaa, koska tdmén avulla pystyttdisiin viitettd

katalyytin dimerisaatiosta perustelemaan paremmin.

Talla hetkelld véite on hieman heikohko, silld perusteena on vain kinetiikka ja siitdkin puuttuu
Burésin ryhméin mainitsemat kokeet, milld vaihtoehtoiset mekanismit voitaisiin kumota. Mutta
koska kritiikki on annettu vain teoreettiselta pohjalta, nden véitteen toisesta kertaluvusta
katalyytin 13 kohdalta pitdvian paikkansa. Viitteen voi kuitenkin nidhdé reunatapauksena ja
titen, jos kokeellista perustaa viitteelle lisdtddn tai viite kumotaan kokeellisin perustein,

ndkokulmani vaihtuisi tdméan katalyytin suhteen.

5.1.3. Kiesewetterin ja Kazakovin renkaanavauspolymerisaatio

Kolmantena esimerkkind kaksoiskatalyyttisistd toisen kertaluvun reaktioista voidaan pitdd
Kazakovin ja Kiesewetterin tutkimaa reaktiota’®, jossa &-valerolaktoni (VL) ja laktidin (LAk)

renkaanavauspolymerisaatio tehtiin tiourean 16 ja emiksen avulla (kaavio 22):
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Kaavio 22. A) Kazakovin ja Kiesewetterin kdyttima tioureakatalyytti, B) reaktiossa
mahdollisesti kdytettdvat alkyyliamiiniemédkset, C) Alkyylialimiinin ja katalyytin 16

sitoutumisvakio ja D) renkaanavauspolymerisaatio seki havaittu reaktionopeus.”®

Termodynaamisesti Kazakov ja Kiesewetter késittelivdt reaktion kokatalyytin sitoutumista
ajatuksella, ettd alkyyliamiinin ja 16 vélinen Keq sitoutumisvakio on samaa mittaluokkaa ja titen
se ei ennusta kokatalyytin aktiivisuutta. Alkyyliaminin/16 sitoutumisvakion havaittiin olevan
Keq = 6.4-32 eli AAG® = 0.95 kcal/mol. Koska Keq > 1, katalyyttikompleksin muodostumisen
nihtiin tapahtuvan ennen itse reaktiota.”® Jokaisen katalyytti/emisparin kohdalla tehty
sitoutumisvakion ldmpétilariippuva maddritys mahdollisti sitoutumisen termodynaamisten
parametrien médrittimisen. Kazakovin ja Kiesewetterin®® mukaan sitoutumisen entalpia ja
entropia olivat erilaiset kaikille katalyytti/emis pareille, mutta AH® ja AS® ndyttivit omaavan
identtiset trendit parien vélilli. Tamén he totesivat olevan samankaltainen entalpia—entropia
kompensaatioefektille entsyymikatalyysin parissa. Kompensaatioefekti tuloksena katalyytti—
substraatti -kompleksin muodostumisen (AG®).”® ROP reaktion kohdalla kuitenkin
sitoutumisvakio ei kuvaile substraatin affiniteettia katalyytin aktiiviseen osaan, vaan
pikemminkin kuinka hyvin kokatalyytteind toimivat amiinit assosioituvat itse priméériseen
katalyyttiin. Kazakov ja Kiesewetter’® kuvailevat timin kokatalyyttien assosiaation luovan

efektiivisesti aktiivinen osan” systeemiin.”®
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Kazakov ja Kiesewetter esittivit, ettd havaittu reaktionopeus kobs L-laktidin ROP:1le (L-LAKk,
0.5 mmol, 1 M) bentsyylialkoholin (0.01 mmol) toimiessa initiaattorina saatiin [L-LAk]:n
muutoksesta ajan suhteen, kun emisti ja 16:a oli molempia 0.025 mmol.”® Reaktio oli
ensimmiistd kertalukua L-LAk:n suhteen..”® Kineettisesti Kazakov ja Kiesewetter lihtivit
tutkimaan reaktiota ajatuksella, ettd kdytettavét amiinit inhiboisivat reaktiota, koska néin oli
raportoitu aikaisemmin vastaavissa reaktioissa. Kuitenkin Kazakov ja Kiesewetter havaitsivat,
ettd heiddn reaktiossaan tdmd ei pidd paikkansa. He kéyttivit L-LAk:n ROP reaktiota
tutkiakseen amiinin vaikutusta ja kun [MesTREN] < [16] = 0,05 M, reaktio oli ensimmaéista
kertalukua amiinin suhteen. Kun amiinia oli ylimééarin tioureaan 16 nihden, eli [MesTREN] <
[16] = 0,05 M, reaktio olikin amiinin suhteen nollatta kertalukua. Tidmén Kazakov ja

Kiesewetter esittivit kertovan siitd, ettd ylimédédrdinen amiini ei vaikuta reaktiokinetiikkaan tai

katalyysiin.
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Kaavio 23. Kazakovin ja Kiesewetterin esittima reaktiopolku ROP-reaktiolle ja siind

esiintyvit mahdolliset siirtymétilat.”®
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Myos havaittu siirtymi ensimmaéisestd kertaluvusta nollanteen kertalukuun konsentraation
kasvaessa kohti ekvivivalenttia méédrdd 16:ta kertoi Kazakovin ja Kiesewetterin mukaan
katalyyttisten olosuhteiden vallitessa siitd, ettd tetra-amiini ja 16 sitoutuisivat 1:1
moolisuhteessa.”® Tamin pohjalta Kazakov ja Kiesewetter laajensivat kineettiset kokeet
tilanteeseen, jossa [16] > [MesTREN] = 0,05 M, minki johdosta he havaitsivat reaktion olevan
toista kertalukua 16:n suhteen. Té&mid tulos wviittasi kahden 16:n osallistumista
reaktiomekanismiin. Kazakovin ja Kiesewetterin mukaan useamman vetysidoksen
muodostuminen yksittdiseen karbonyylihappeen on mahdollista vetysidosten elektrostaattisen
luonteen takia. Téstd syystd he esittivdt kaksi mahdollista siirtymadtilaa reaktiolle, joista
ensimmadisend oli kahden 16 monomeerin aktivoima karbonyyliryhmé ja toisena oli ettd 16
aktivoi toisen 16:n, joka sitten aktivoi karbonyylin. Tédstd he muodostivat mahdollisen

mekanismin (kaavio 23).%

Kineettisid kokeita jatkettiin moolisuhteilla [16] = [MesTREN]. Kokeista saatiin kaksi
ekvivivalenttia nopeusriippuvuutta kobs vs. [16]%. Némi riippuvuudet olivat molemmat
lineaarisia.”® Kazakovin ja Kiesewetterin péitelmini oli, ettd koska reaktio vaatii seki 16:sen
ettd amiinin edetdkseen, nopeuden méédrdavand vaiheena olisi alkoholin nukleofiilinen
hyokkdys monomeeriin, jossa katalyytit aktivoisivat vaihetta toisistaan riippumatta. Tdma
vastaisi jalkimmaistd nopeusriippuvuutta, mutta aikaisemmin havaitun nollannen kertaluvun
skenaario amiinin kohdalla, oli ristiriidassa kyseisen paitelmén kanssa. Nollannen kertaluvun
tilanne vastaisi ajatusta, ettd nopeuden maardavé vaihe mekanismissa olisi vasta nukleofiilisen
hyokkayksen jdlkeen ja ndin amiini ei enda osallistuisi reaktioon. Tdma vastaisi Kazakovin ja
Kiesewetterin mukaan aikaisemmin julkaistuja laskennallisia tuloksia ROP-reaktioon
vetysidoskatalyyteilld.”® Kazakov ja Kiesewetter vaihtoivat emiksen MesTREN:sta
TMEDA:han tutkiakseen emdksen osallistumista siirtymétilaan tarkemmin. [TMEDA]:n
ollessa 0,05 M ja [TMEDA] < [53], reaktio on [16] suhteen ensimmadistd kertalukua ja
[TMEDA ]:n suhteen nollatta kertalukua kun [16] = 0,05 M ja[TMEDA] > [16]. Kun [TMEDA]
= [16], reaktio oli [16] suhteen ensimmadistd kertalukua siten, ettd kobs vs. [16] ja kobs Vs.
(ITMEDA] + [16]) olivat lineaarisia. Téastd Kazakov ja Kiesewetter péadttelivit, ettd
kokatalyyttind toimivan eméksen identiteetti vaikuttaa katalyytin 16 kineettiseen

kiyttiytymiseen.”®

Tatd varten Kazakov ja Kiesewetter siirtyivit tutkimaan laskennallisesti geometria optimoidulla
DFT/B3LYP 6-31G** tasolla emésten koordinoitumista katalyyttiin 16. Aluksi vertailuun
otettiin PMDETA ja TACN (kuva 13), koska rakenteellisesti nima emékset olivat ldhella
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toisiaan. Eroksi muodostui 16:seen koordinoituvien typpien méadrd. PMDETA pystyy
koordinoimaan kaikkien kolmen typpiatomien vapaat elektroniparit sen sijaan, kun TACN ei
pystynyt geometriansa takia vastaavaan. Vastaavasti MesTREN pystyy koordinoimaan
rakenteensa takia kolme vapaata elektroniparia neljdstd mahdollisesta. Kazakovilla ja
Kiesewetterilld oli ldhtokohtana, ettd parhaiten ROP-reaktiota katalysoiva emis ei pysty
koordinoimaan kaikkia typpiatomien vapaita elektronipareja 16:een. Tdméin perusteella edelld

mainittu emiksen identiteettivaikutus ROP reaktion todettiin paikkansa pitiviksi. %
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Kuva 13. A) PMDETA:n koordinoituminen katalyyttiin 16, B) TACN:n koordinoituminen
katalyyttiin 16.%

Samaan aikaan, Kiesewetterin ryhmissi tutkittiin®’ samaa reaktiota bis(tiourea) 17:1la (kuva
14). Ideana oli, ettd bis-tiourean 17 kaytolld voitaisiin saada vahvistettua oletusta
kaksoiskatalyysistd, koska 17:ssa molemmat reaktioon tarvittavat tiuorearyhmdt ovat aina

saatavilla.”’

3

Kuva 14. Kiesewetterin ryhmin bis(tiourea) -katalyytti.®’

Tutkimuksessa osoittautui, ettd 17 nopeuttaa reaktiota huomattavasti. Siind missd 16/ HMTETA
(5 mol% molempia) ROP-reaktio saavutti 94 % konversion 90 minuutissa, 17/ HMTETA (2,5
mol % molempia) saavutti 90 % konversion 15 minuutissa.’’ Bis(tiourea) 17:sella mahdollistui

myds mahdollisen siirtymaétilan (kaavio 24, kaksi vaihtoehtoa) tutkiminen laskennallisesti.
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Kaavio 24. Kiesewetterin ryhmaén esitys bis(tiourea) -katalyytin 17 mekanismivaihtoehdoista

ROP-reaktiolle, miki toimii todisteena toisen kertaluvun oletukselle katalyytin 16 kohdalla.®’

Kiesewetterin ryhmén tutkimus esitti mekanismin tueksi my0s laskennallisen kemian tuloksia.
B3LYP/6-31G** geometria optimoidulla menetelmélld tutkimus esitti, ettd Co symmetrinen
rakenne 17:selle johtaisi tiourean aktivaatioon toisella tiourealla ja se olisi stabiilimpi

vaihtoehto Cs symmetriselle 17:n rakenteelle, mikd olisi vaatimuksena karbonyylin
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kaksoisaktivaatioon. Energialtaan C> symmetrinen rakenne oli 5,4 kcal mol™' ja Cs symmetrinen

rakenne 9,4 kcal mol!.%7 Kaaviossa 25 on esitetty kyseiset symmetriat:

CF3
H H GFs CFs
N N Ao _CF3 AE°=94 kcal/mol (vac.) S
AL A
A UV Ik
NN | CFg NH N CF,
CF4 H H
C, symmetrinen 17 Cs symmetrinen 17
ajaa tiourean ajaa kaksoisaktivaatioon

aktivaatioon

Kaavio 25. Kiesewetterin ryhmén laskennallisesti madritellyt symmetriat bis(tiourea) -

katalyytille 17.7

Kiesewetterin ryhmaén esittdméd mekanismi 17:n katalysoimalle reaktiolle laskenallisen tiedon
perusteella on kuvattu kaaviossa 24. Vastaavasti tima laskennallinen ldhestymistapa ja etenkin
esitys bis(tiourea) 17:n vaikutuksesta reaktionopeuteen on siis todisteena ajatukselle, ettd

Kazakovin ja Kiesewetterin’® reaktio olisi katalyytin 16 suhteen toista kertalukua.

Vahvimpana todisteena katalyytin suhteen toisen kertaluvun kinetiikkavéitteelle Kiesewetterin
ja Kazakovin reaktiossa on bistiourealla tehdyt kokeet. Kuten Sugiuran tutkimuksessa ®’, timén
“vahvistetun toisen kertaluvun” kéyttdytyminen on hyvin lupaava seikka, varsinkin kun se on
perusteltu laskennallisesti. Kineettinen peruste viitteelle on my6s hyvélld pohjalla sen liséksi,
ettd tutkimuksessa dimeerisen katalyytin olemassaoloa on mairitetty NMR-titrauksella.
Kuitenkin vahvistaakseen viitettd, olisi reaktioseuranta hyva tehdd VINA:n avulla. Tama myos
edesauttaisi selvittdmédn mahdollisuutta inhibiitiosta katalyytin suhteen. Inhibiitio on hyvin
yleinen selitys sille, miksi katalyytit voivat tuottaa nédenndisesti toisen kertaluvun
reaktiokinetiikan ja tdten tdmédn syyn poissulkeminen olisi perusteltavaa. Laskennallisen
kemian tulokset tukevat téssd tapauksessa ajatusta, ettd ROP-reaktiossa on toisen kertaluvun
katalyytistd kyse. Télld hetkelld todistusaineiston valossa on jirkevéd esittdd, ettd reaktio on
katalyytin 16 suhteen toista kertalukua tai ainakin se vahvin vaihtoehto mekanistisesti.
Kuitenkin mainitut inhibiitiokokeet ja VINA:lla tehty seuranta voi tdmdn véitteen kumota

kuten aikaisemmissakin tapauksissa.
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Bistiourean kdytté on myds esimerkkind toisen kertaluvun kinetiikan tutkimisen hyodyista.
Koska bistiourea oli reaktionopeudeltaan huomattavasti suurempi kuin pelkit tioureat, voidaan
kaytettyd bistioureaa pitéé toisen kertaluvun kinetiikan pohjalta optimoituna katalyyttind ROP-
reaktiolle. Tdten tdmé pohjustaa ajatusta katalyyttien suunnittelussa niiden tehokkuuden
optimoinnissa kéyttden toisen kertaluvun oletusta pohjana. Tahén liittyen jatkotutkimuksena
tdmain osalta voisi olla hiiliketjun kasvattaminen tai sithen véliin bentseenirenkaan saattaminen,

jotta voitaisiin piirtdd kuvaa siité, ettd onko tdma katalyytti 17 se optimaalisin vaihtoehto.

5.1.4. Jergensenin ryhmin kaskadikatalyysi

Katalyyttisten kaskadi eli dominoreaktioiden kohdalla tyypillisesti toisen kertaluvun oletus ei
pidd paikkansa, koska katalyyttiset syklit ovat eri reaktioita. Kuitenkin on mahdollista, ettd
katalyyttiset syklit voivat olla kahden katalyytin reaktioita. Koko reaktioon osallistuisi siis
vihintidin kolme katalyyttid. Jorgensenin tutkimus®® tetrahydroisokromeenien valmistuksessa
oksadendraleeneista on sopiva esimerkkitapaus tillaisesta systeemistd. Kaaviossa 26 on

esitettynd Jorgensenin ryhmén suunnitelma reaktiosta, jossa tapahtuu kaksi reaktiovaihetta

Jorgensenin ryhmin ajatuksena oli kdynnistii reaktio kiyttien haarautunutta dienaalia 18a (R!
= Ph) ja aldehydid 20a, kun katalyyttind toimi 19a. Katalyytin roolina oli muodostaa
vinyloginen iminium-ioni 18a:sta ja enamiini aldehydistd 20a. Tdma vaihe muodostaisi koko
kaskadikatalyysin ensimmaéisen syklin ja ndin tuote 21a on vain vilituote, joka reagoi edelleen
toisen katalyytin avulla kohti haluttua tetrahydrisokromeenirakennetta. Mekanistisesti

Jorgensenin tutkimus esitti reaktion kokonaisuutena (kaavio 27).%%.
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Kaavio 26. A) Dendraalenien rakenne, B) Yleisluontoinen visio reaktiosekvivenssistd, C)

Jorgensenin ryhmiin reaktioyhtils.”®

Syklit 2 ja 3 ovat kaskadireaktion jdlkimmadiset osuudet ja ne ovat Jergensenin ryhmén
tutkimuksen valossa yhdelld katalyytilld toimivia reaktioita, kun taas sykli 1 on
kaksoiskatalyyttinen ja oletettavasti toista kertalukua katalyytin suhteen. Jorgensenin ryhma ei
tehnyt kineettisid kokeita varmistaakseen katalyytin, vaan he kéyttivit MS-TOF:ia
vélivaiheiden tunnistamiseen. Kun 18a:ta ja 19a:ta sekoitettiin vastaava vinyloginen iminium-
ioni havaittiin spektrissid runsaimpana ionina.’® 20a:ta vastaava enamiini on yleisesti tunnettu,
kun 20 ja 19a reagoivat keskenién ja timén perusteella he paittelivit reaktiossa kuluvan kahden
ekvivivalentin verran katalyyttid substraattia kohden. Jorgensenin ryhmi péitteli myds
katalyytin aktivoivan reagensseja kahdesti, koska heidén reaktionsa oli verrattaen nopea ja
katalyyttii oli huomattavasti vihemmin kuin vastaavissa Michael reaktioissa.”® Stereokemian
kannalta, Jergensenin ryhma esittivdt kuvassa 15 olevaa tilannetta, jossa enamiini hyokkaa

iminium-ionin takapuolelta:
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Kaavio 27. Katalyyttien kierto Jergensenin ryhmén kaskadireaktiossa. Sykli 1 on oletettavasti

toista kertalukua katalyytin 19a suhteen.”®
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Kuva 15. Enamiinin hyokkéys vinylogiseen iminium-ioniin sen takapuolelta Jorgenssenin

ryhmin kaskadireaktion en-simméisessé syklissi.”®

Jorgensenin ryhmén ldhestymistapa MS-TOF:n avulla on toimiva perustelemaan, ettd
kaskadireaktion ensimmaéisessé syklissd muodostuu kyseinen iminium ioni. Kun tdhén lisdtdin
perusteluna esitetyn enamiinin, on toisen kertaluvun esitys katalyytille jo aluillaan. Jergensenin
ryhmad ei eksplisiittisesti viiti, ettd reaktio olisi toista kertalukua, mutta esitetty mekanismi ja
ajatus kaksoisaktivaatiosta on implisiittinen véite kertaluvulle. Téstd syystd olisi hyodyllistd
tutkimuksen kannalta pyrkid tutkimaan reaktiota myds kineettisten kokeiden avulla, jotta

esitetty kaksoisaktivaatio olisi vahvemalla pohjalla.

Kinetiitkan tutkimiseen sopisi tdssd tapauksessa VINA. Tosin Jergensenin ryhmaén julkaisu on
samalta vuodelta kuin Burésin VITNA-menetelmén julkaisu, ja titen on ehkd ongelmallista
odottaa, ettd Jorgensenin ryhmaé olisi kéyttdnyt menetelméé tutkimuksessaan. Mutta muitakin
kineettisid menetelmid on ja niiden puute kokonaisuudessaan vie vdhdn pohjaa implisiittiselle
viéitteelle katalyytin toisen kertaluvun reaktiosta. Tdmén lisdksi on tdysin mahdollista, ettd
reaktiossa tapahtuu katalyytin inhibiitiota, ja tdmi pitdisi selvittdd myOs ennen kuin
kokonaiskuva katalyytin toisesta kertaluvusta olisi vahvalla pohjalla. Myd6s laskennallinen

lahestymistapa voisi tuoda lisdd todisteita kaksoiskatalyysista.

Kokonaisuudessaan Jorgensenin ryhmén reaktiota voidaan pitdd trikatalyyttisend silld, vaikka
kaskadin ensimmadisen sykli voidaan tehda irrallaan, on se osana isompaa reaktioverkkoa. Tédssé
verkossa katalyyttien méérd on kolme, jos ensimmaisessé syklissd katalyyttejd osallistuu sykliin

kaksi, kuten Jorgensenin ryhma esitti. Kuitenkin reaktion ensimméinen sykli on hyvé esimerkki
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kaksoiskatalyyttisistd toisen kertaluvun reaktioista, missé katalyyttind eividt ole tioureat tai

niiden kaltaiset vetysidosdonorit.

5.1.5. Duddingin ryhmén hydroamidaatio

Duddingin tutkimuksen® hydroamidaatio reaktio kolmella komponentilla on seuraava
esimerkki kahden katalyytin reaktiosta. Ajatuksena oli amidiryhmén liittdminen orgaanisiin
molekyyleihin ilman perinteisid menetelmid, mitkd ovat olleet karboksyylihappojen ja niiden
johdannaisten kondensaatioreaktiota samalla kun joukossa on stoikiometrisid méérid aktivoivia
tai kytkevii reagensseja.”® Syyni tihin on se, etti kiytetyt reagenssit ovat yleensd myrkyllisii,
vaarallisia, kalliita ja tuottavat méiirillisesti paljon jitettd.”® Yksikin niisti seikoista olisi
riittdvd perustelu uusien menetelmien kehittdimiseen ja ndin Duddingin ryhmi kéaintyi
katalyyttien puoleen. Katalyytit itsessdédn eivét takaa vastausta ongelmaan, vaan kuten yleista
on, ndistdkin monet ovat myrkyllisié tai reaktio-olosuhteet ovat hyvin rankkoja, mika kaventaa
reaktion laajuutta substraattien suhteen merkittdvasti. Tamén takia katseet kédantyivét kohti
isosyanaattipohjaisia multikomponenttireaktioita ICMR), joista esimerkiksi Passerini-!2-1% ja
Ugi!'%1% tyyppiset reaktiot ovat myds mahdollisesti organokatalysoituja.’® Duddingin ryhmélli
oli myds taka-ajatuksena oksokarbenium-ionien funktionalisointi, mikd olisi mahdollista
selektiivisen, organokatalyyttisen hydroamidaation avulla. Tamia taka-ajatus loi Duddingin
ryhmélle vision (kaavio 28) reaktiosta. Kaaviossa 28C on myods tutkimuksessa esitetty
reaktioyhtéld. Vaihtoehtoisia katalyyttejd ja olosuhteita kokeiltiin tietenkin, mutta ndma olivat

33-35

ne optimaaliset. Téstd tutkimus kéédntyi kinetiikan ja VINA:n puoleen.

Yhdisteet 25 ja 26 valikoituivat reaktioon niiden synteettisen hyddyn ja suhteellisen selkeiden
reaktioprofiilien perusteella (kdytdnnossd tarkoittaen vihiten sivutuotteita). Reaktioiden
etenemistd seurattiin '"H -NMR spektroskopialla, kunnes noin puolet 25:sta oli kulunut
reaktiossa. Syynd tdhédn rajaukseen oli analyysin helpottaminen vdhentdmaélld mahdollisten
kertalukujen muutoksista johtuvaa epétarkkuutta. Katalyytin stabiliisuutta tutkittiin
pienentdmélld reaktiokomponenttien konsentraatioita 0.4 M saman aikaisesti ja vertaillen

kontrolliin.
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Kaavio 28. Duddingin ryhmén visio reaktiosta, A) Retrosynteettinen l&hestyminen
amidiasyylianioni -ja karbenium synthoneihin. B) Synteettisesti kiinnostava o.-oxygenoitu

amidi ja C) Reaktioyhtild ja olosuhteet.”

Talld tavoin Duddingin ryhma pystyivét tutkimaan reaktiokinetiikkaa eri ldht6tilanteesta. Myds
kolmas koe tehtiin, missid reaktio oli standardi olosuhteissa, mutta konversio vietiin vain 45
%:1in. Ndma kolme koetta ndyttivét, ettd tuotteet eivit inhiboi katalyyttid merkittdvéasti, mutta

sen sijaan katalyytti deaktivoitui miedosti reaktion kuluessa.”

Burésin®* aikamuuttujan suhteen normalisoitua analyysid (VTNA) hyddyntien Duddingin
ryhmé méérittivat katalyytin kertaluvuksi kaksi. He jatkoivat edelleen péittelyé, ettd reaktion
nopeuden madrddvain vaiheeseen kuuluu kaksi Brensted-happo—molekyylid tehden reaktiosta

119 sekd Morokuman ja

kaksoiskatalyyttisen. Kun tutkimustuloksia vertailtiin Maedan et a
Ramozzin'® tuloksiin, ne olivat yhteisymmirryksessi ajatuksesta kahden happomolekyylin
osallistumisesta sykliin Passerini -reaktioissa. Kun katalyytin kertaluku oli tiedossa, Duddingin
ryhméd tutki muiden reaktiokomponenttien konsentraatioriippuvuuksia. Visuaalisesti he
paittelivét 25:n olevan kertaluvultaan 1,5; mika vastasi reaktion nopeuden kasvua tilanteessa,

jossa alkukonsentraatiota kasvatettiin. 26:sen kertaluvuksi tuli samoilla menetelmilld, ja
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konsentraatiota nostaen, yksi mutta sen etumerkki oli negatiivinen. Tahdn Duddingin ryhmalla
ajatuksena oli, ettd 26 muodostaa katalyytin kanssa ohimenevén asetaalin ja tdmi tasapaino
hidastaa péddreaktiota. Timén muodostuva asetaali ajateltiin myds reagoivan edelleen veden
kanssa muodostaen sivutuotteen 30. Siitd seurauksena tutkimusryhma maéaéritti kertaluvun myos
vedelle, joka heiddn tuloksenansa oli viisi. Kun kéytetty vinyylieetteri vaihdettiin vihemmén
reaktiiviseen vaihtoehtoon kineettisten trendien yleistimiseksi, Duddingin ryhmé huomasivat
reaktioprofiilien muuttuvan monimutkaisimmiksi, koska sivutuotteita alkoi muodostua
numeerisesti paljon. Vaikka konsentraatioriippuvuudet muuttuivat hieman, kineettiset trendit

pysyivit identtisini.”

Mekanismin perinpohjaista tutkimusta varten Duddingin ryhméd luotasivat mahdollisten
nitrilium-vélituotteiden roolia reaktiossa. Téatd varten he ldhtivdt tutkimaan kineettisid
liuotinisotooppiefektid analysoimalla isosyanidin 25 kulutusta NMR:Il4 vaihtaen liuottimen
vedestd deuteriumoksidiksi. Normaaliksi KSIE arvoksi kmo/kp2o tuli 1.7. Vaikkakin ryhma
kyseistd arvoa ei yksiloi yhteen efektiin, kun se on kokoelma useita efektejd yhdessd, Duddingin
ryhmé assosioi normaalin KSIE:n katalyytin konjugaattiemdksen ja nitrilium-yksikon
muodostavaan, ohimenevéddn ionipariin. Teoreettisesti yli yhden KSIE:t ovat ionin
muodostumisesta johtuvia®. Tutkimus rakensi yksinkertaistetun systeemin 3,4-dihydro-2H-
pyraanista (DHP), Deuteriumoksidista (D20O) ja  deuteroidusta CSA:sta (10-
kamferisulfonihappo, (+)-27). Tdmén systeemin ideana oli tarkistaa, ettd Brensted happo on
reaktion aktiivinen katalyytti hydronium-ionin sijaan. Samalla ajatuksena oli tutkia hapon
erilaisia katalyyttisidi moodeja tutkimalla hydratoituja sivutuotetta tarkemmin. Duddingin
ryhmad esittivit, ettd teoriassa sivutuotteena oleva 30b esiintyisi kahdessa muodossa 30b’ ja
30b” johtuen nopeasta, reversiibelistd deuterioitumisesta ioniparin muodostumisen yhteydessi
spesifisen happokatalyysi -teorian perusteella. Kuitenkin tutkimusryhma ei havainnut 30b”:t4,
miki oli todisteena CSA:n 27 roolille katalyyttind.”® Kaaviossa 29 on esitetty nimi kokeet.
Naéiden tutkimusten valossa, Duddingin ryhmé pystyi esittdmddn hypoteettisen mekanismin

reaktiolle, missé esiintyy oletettavasti kolme kilpailevaa reaktiopolkua (kaavio 30).
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Kaavio 29. Duddingin ryhmén deuterium leimatut kokeet, A) KSIE efektin tutkiminen ja B)

kokeellinen indikaatio, katalyytin osallistumisesta reaktioon.”

Ensimmaéinen ndistd on isosyanidin 25 protonointi 27:n avulla, minkd jidlkeen muodostuva
nitrilium ioni reagoi muodostuvaan sulfonaatin kanssa. Tdmaén jélkeen formamidin muodostus
tapahtuu samanaikaisesti katalyytin regeneraation kanssa, kun vesi toimii nukleofiilind
additiossa. Vaihtoehtoisesti CSA-vinyylieetteriaddukti muodostuu, kun CSA 27 protonoi
vinyylieetterin ja timi addukti reagoi hydratoitumalla muodostaen ei halutun sivutuotteen 30.%
Kuten edellé todettiin, tima vaihtoehto on todennikdinen korkeissa konsentraatioissa ja tdten
26:n konsentraation tiytyy olla matala. Tdma mahdollistaa CSA:n toisen kertaluvun kinetiikan
reaktiossa.”” Katalyysi tapahtunee vetysidoksen kautta ja timi vetysidos aktivoi vinyylieetterin
nopeutta rajoittavaan isosyanidin additiovaiheen, missd muodostuvat nitrilium-ioni j&a
loukkuun sulfonaattiin. 27 ja vesi lopulta yhteistuumin vievit reaktion loppuun, missé vesi ajaa
kahta roolia: se tuottaa halutun o-oksygenoidun amidituotteen sekd pyordyttdd katalyytin

takaisin sykliin kiytettiviksi.”’
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Kaavio 30. Duddingin ryhmén esittima mahdollinen mekanismi ja katalyytin kierto

kineettisten kokeiden pohjalta.”

Mekanismin esitettyddn, Duddingin ryhmd kéédntyi laskennallisen kemian puoleen
vahvistaakseen nakemyksensa. DFT-laskut tehtiin (IEFPCM(tur))B3LYP/6-
311+G(2d,p)//B3LYP/6-31+G(d,p) tasolla. 10-Kamferisulfonihappo vaihdettiin
metaanisulfonihapoksi systeemin yksinkertaistamiseksi. Isosyanidin 25 roolia ajoi tert-butyyli-
isosyanidi ja 26 oli sama etyyli vinyylieetteri kuin itse tutkimuksessa. Kaaviossa 31 on esitetty
reaktion vapaan energian profiili. IM1 reagoi keskitetyn protonin siirron vélitykselld, toisin

kuin mekanismin (kaavio 30) vaiheittainen protonin siirto. Tdmén jilkeen vilituote IM3 reagoi
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isosyanidin ja katalyytin ldsnd ollessa kolmen komponentin kompleksin kautta, jonka
siirtymdtila on Sn2 -tyyppinen. Tdmén tuloksena on vilituote IM4. Huomattavaa on, ettd tima
endergoninen prosessi vaatii kaksi happomolekyylid vahvistaen tutkimuksen ajatusta toisesta
kertaluvusta katalyytin suhteen. Samalla IM2:sen ja IM4:sen energiaero kertoo negatiivisesta
ensimmaisestd kertaluvun konsentraatioriippuvuudesta vinyylieetterille prosessissa vahvistaen
ajatukset mekanismin tisti osuudesta. Myos lasketut arvot IM4:selle ovat

yhteisymmiirryksessid KSIE-kokeiden tulosten kanssa nitrilium-kationin lisnéolosta.”
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Kaavio 31. Duddingin ryhmén esittdma vapaan energian profiili vinyylieetterin

hydroamidaatioon CSA:n avulla.”

Duddingin tutkimusryhmén laskennalliset tulokset eividt ajatusta nitriliumionin reaktiosta
yhden katalyyttiekvivivalentin kanssa, koska se on energeettisesti epédsuotuisa (TS3c C =
katalyytin lisdys) ja siitd muodostuva vélituote IMS on liian epdvakaa. Vaihtoehtoinen ndkemys
Duddingin ryhmélld oli, ettd nitrilium reagoi vesimolekyylin kanssa, jolloin reaktiopolku
menee siirtymaitilan TS3u (H = vesi) kautta. Erikoisuutena tissé siirtymaétilassa on 10-jdseninen
rengas, joka aktivoi vesimolekyylin nukleofiilista additiota samaan aikaan, kun protonin siirto

tapahtuu. Tuloksena on vilituote IM7. Tama vélituote sitten tautomerisoituu tuotteeksi 28°.
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Ryhmaé epdili kyseessd olevan yksinkertainen happo—emds mekanismi, mutta koska heidén
mukaansa tautomerisaatio on hyvin kiistanalainen aihe siihen liittyvien tulkinnanvaraisuuksien
takia, he eivit paneutuneet kyseiseen vaiheeseen sen tarkemmin. Ndmé tulkinnanvaraisuudet

myds ovat esteend laskennalliselle lihestymistavalle prosessin suhteen.”

Tutkimuksessa on esitetty laaja-alaisesti todistusaineistoa ajatukselle, ettd reaktio olisi
kaksoiskatalyyttinen ja toista kertalukua. Visuaaliset kineettiset kokeet, laskennallinen
lahetysmistapa sekd kineettiset isotooppiefektikokeet muodostavat yhtenevén kuvan ja olisi
helpohkoa todeta, ettd Duddingin ryhmén tutkimuksessa esitetyssd mekanismissa olisi peraa.
Kuitenkin huomion arvoisena seikkana on mekanismissa esiintyvd sivusykli, joka tuottaa
katalyyttisesti sivutuotetta. Tdmé& sivureaktion olemassaolo voi vaikuttaa katalyytin
kinetiikkaan ja titen sitd pitdisi tutkia tarkemmin. Esimerkiksi pyrkimilld tavoin tai toisin
inhiboimaan kyseinen sivureaktio tdysin, voisi kertoa tarkemmin sivureaktion kineettisista

vaikutuksista itse paédreaktioon.

Burés et al.! olivat ottaneet reaktion tapaustutkimukseksi ja esittiviit visuaalisten kineettisten
kokeiden analyysin olevan vaikeaa, silli Duddingin ryhma oli méérittdneet reaktiprofiilit eri
reagenssien konsentraatioissa ja ettd normalisoituja profiileja voidaan suoraan vertailla vain
pienelld alueella koko VITNA:n kuvaajasta. Burésin ryhmd my6s huomautti, ettdi VINA:n
kaytossd oli jatetty muutamat datapisteet huomiotta. Kun ndma puuttuvat datapisteet lisdttiin
VTNA-kuvaajiin voitiin ndhdi selvisti, ettd kuvaajat eivit endd peitd toisiaan, kun katalyytin
kertaluvuksi oletetaan kaksi. Sen sijaan Burésin analyysisséd tutkijat saivat paremman peiton
VTNA-kuvaajille, kun oletukseksi otettiin ajatus inhibiittorin ldsndolosta. Téstd syystd he
ehdottivat lisdkokeita, missd katalyytin konsentraationa olisi 0,2 mol%, mikd antaisi osviittaa
onko reaktiossa oikeasti mukana inhibiittori, jonka vaikutus nékyisi alhaisilla

katalyyttikonsentraatioilla.

Téten loppupédtelménd reaktiolle on ristiriitainen: Todistusaineistoa toiselle kertaluvulle on
merkittévisti ja todisteina on muutakin aineistoa kuin pelkéstidin kineettisid kokeita. Toisaalta
olisi oleellista tehdd Burésin ehdottamat tarkistukset ja lisdkokeet kinetiikan puolesta ja
varmistua asiasta. Tamén lisdksi datapisteiden huomiotta jattdminen pitdisi tutkimuksessa
selittdd, jotta niiden pois jittdminen olisi perusteltua. Télld hetkelld reaktiota voidaan pitdd
katalyytin suhteen toisen kertaluvun tapauksena, mutta muita selityksid ei voida kokeellisen

ndyton perusteella tdysin sulkea pois.
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5.1.6. DiRoccon ryhmiin fosfori-happisidoksen muodostus

Seuraavana  analysoitavana  reaktiona  on DiRoccon  ryhmin  tutkimus!'®
pronukleotidilddkkeiden parissa. Kyseisten yhdisteiden ydinosa on kiraalinen fosfori, minka
stereoselektiivinen synteesi on heiddn mukaansa ratkaisematon ongelma. Tdma on oleellista
ladketieteellisistd syistd, missd lddkkeen biologiseen aktiivisuuteen vaaditaan nukleosidin
fosforylaatio. Kuitenkin trifosfaattinukleosidit ovat huonoja vaihtoehtoja ldadkkeiksi johtuen
niiden epistabiilisuudesta ja vaikeuksista ldpaisti soluseini.!% DiRoccon ryhma esitti Cahardin

1.'97 ja Sofian et al.'® ProTide (pronukleotidi) -alustan (kaavio 32A) olevan selkeisti

et a
tehokkaampi vaihtoehto, silld rakenteessa ilmenevd 5’-aryloxyfosforiamidaattiosa edistia
soluseinien lipdisykykyd sekd fosforylaation nopeutta.!®!%® Julkaisu huomauttaa, etti
stereokemia yhdisteen fosforissa vaikuttaa lddkkeen voimakkuuteen, metabolismin nopeuteen
ja myrkyllisyyteen, tehden stereokontrollista synteesissd erittdin kriittisen. Samalla he
mainitsevat, ettd standardimetodit stereoselektiiviseen synteesiin P-stereogeenisten
prolddkkeiden kohdalla ovat olleet kiraalisten apumolekyylien tai kiraalisten, ei-raseemisten
fosforylaatioyhdisteiden kéyttod, mikd on supistanut mahdollisuuksia merkittdvésti ja tdten

yleistd, katalyyttistd metodia ei ole ollut kdytettivissi.!%

DiRoccon ryhmd mainitsi kuinka fosfori(V) heteroatomisidosten muodostaminen
katalyyttisesti ja stercoselektiivisesti vaatisi akiraalisen yhdisteen epdsymmetrisointia tai
dynaamista kineettisti asymmetristd transformaatiota (dynamic kinetic asymmetric
transformation, DYKAT), viitaten Dutartren et al.'®®, Steinreiberin et al.''® ja Farnhamin et
al."!! tutkimuksiin.!* Kuitenkin nimi metodit kérsivit katalyytin matalasta aktiivisuudesta ja
heikosta selektiivisyydestd.!®!12!13 DiRoccon tutkimus toteaa ongelmien johtuvan yleisesti
hyvéiksytyn mekanismin puutteesta happi-fosfori(V)—sidosten muodostumiselle, miké tekee
yleisen metodin l0ytdmisestd tai kehittdmisestd hankalaa. Toisena havaintona heilld oli
kemoselektiivisyys, silld synteesissi on mahdollista, ettd molemmat hydroksyyliryhmait

aktivoituvat umpimahkiisesti.!%
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Kaavio 32. DiRoccon ryhmin esittimé synteenttinen strategia ja konsepti fosfori—happi
sidoksen muodostamiselle. A) Lahetysmitapoja ProTide -yhditeiden synteesiin. LG = ldhteva
ryhmé, B = emés. B) Pentavalentti siirtymétila P-O sidoksen muodostukselle
fosfatidylinositoli-spesifisessi fosfolipaasi C:ssd.!% Siirtymitilan ehdottajana on Ryan et

al.“4

Kuitenkin DiRoccon ryhma néki mahdollisuuksia entsyymien puolella, silld niiden on néytetty

katalysoivan fosfori—happi sidoksen muodostumista reaktiosarjassa, jossa esiintyy
nukleofiilinen aktivaatio yleiselld eméiskatalyysilld, ldhtevin ryhmin aktivaatio yleiselld
happokatalyysilld sekd oksyanionikuoppa -tyyppiselld siirtymadtilan stabilisaatioefektilld

(kaavio 32B).1%6

DiRoccon ryhmi ldhti tutkimaan ProTide MK -3682 (34):n muodostusreaktiota eli
klorofosforiamidaatin 31 ja nukleosidin 32 vilistd reaktiota (kaavio 33). Ensimmaéisend he
tutkivat miten akiraaliset, nukleofiiliset katalyytit vaikuttavat substraatin vinoutumiseen
stereokemiallisesti. Havaintona oli, ettd tuotetta saatiin 52:48 (R):(S) suhteella, mikd kertoi
reaktion olevan ettei substraatti juurikaan kontrolloi stereokemiaa, vaan stereokemiaan
voitasiin vaikuttaa katalyytin avulla. Kun katalyytit vaihdettiin kiraalisiksi, monet olivat
tehottomia stereokontrollin suhteen. Kuitenkin Liun ef al.''> Weintraubin ja Tiernanin''® seki
Zhangin et al.''® kiyttimit yhdisteet olivat DiRoccon ryhmin nikokulmasta lupaavia. Titen

tutkinnan alle tulivat yhdisteet 33. Katalyytti 33a saavutti vaatimattoman saannon (60 %) ja
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79:21 selektiivisyyden halutulle (R)-stereokemialle fosforin kohdalla. Vaihtamalla katalyytin
stereokemiaa R:std  S:ddn, DiRoccon tutkimusryhmd@ huomasi stereokemiallisesti
yhteensopimattoman suhteen (saanto 47 %, 44:56 selektiivisyys (S)-stereokemialle) ja
paattelivat nukleosidin 32 tunnistautuvan kiraalisesti”. Tdmé padtelmd myos vahvistettiin
kiyttimilli 'H NMR-spektroskopiaa, jossa ytimen Overhauser-ilmid (Nuclear Overhauser
Effect, NOE) havaittiin katalyytin sitoutuessa substraattiin (viite 106, kuva S27). Katalyytti 33b
puolestaan paransi selektiivisyyttd keskinkertaiseksi (89:11 dr) 20 mol% annoksella samalla

kun se osoitti erinomaista kemoselektiivisyytti 5° hydroksyyliin.'%
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Kaavio 33. DiRoccon ryhmin reaktioyhtild seki kiytetyt katalyytit.!%

Kun DiRoccon ryhméd optimoi reaktiota, huomattiin stereoselektiiviisyyden riippuvan
katalyytin konsentraatiosta siten, ettd korkeamman selektiivisyyden sai korkeammalla
katalyytin konsentraatiolla. Tédmé wvaikutti viittaavan korkeamman kuin ensimmdiisen
kertaluvun kinetiikkaan. Kéyttdimallda RPKA:ta (Reaction Progress Kinetic Analysis) aika-
konsentraatioprofiilien analyysiin, DiRoccon ryhmi havaitsi reaktion olevan toista kertalukua
katalyyin 33b suhteen ja ensimmadistd kertalukua nukleosidin 32 suhteen. Tdmén lisdksi
reaktiossa kdytetty emds, 2,6-lutidiini sekd 31 molemmat ndyttivdt kinetiikaltaan olevan
saturoituja. DiRoccon ryhmi péitteli tistd, ettd 31 pddtyy nopeasti tasapainoon aktivoitujen
yhdisteiden 35 ja 36 kanssa (kaavio 34), ja ettd P—O sidoksen muodostuminen on reaktion
nopeuden mi#ridvi vaihe. Timi tulos vahvistettiin 'H ja 3'P NMR-spektroskopian avulla, silld
33:n P-epimeerinen suhde ei muuttunut merkittivisti reaktion aikana.!°® EXSY-kokeiden

(Exchange Spectroscopy) avulla DiRoccon ryhmi néytti reaktio-olosuhteiden alla tapahtuvan
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35:n ja 36:n vilisen konversion tapahtuvan nopeasti estden 35:n 36:n tasapainon muutoksien

vaikuttavan stereokemiaan.'%
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Kaavio 34. DiRoccon ryhmén esittimi mekanismi 34:n synteesille. U = Urasiili (Uracil).!%

DiRoccon ryhmi kéytti hyviksi DMAP:in (4-dimetyyliaminopyridiini) katalysoiman alkoholin
asylaation mekanistisia tutkimuksia selittddkseen miksi heiddn reaktiossaan nopeuden
méiridvin vaiheeseen kuuluu myds vasta-anionin yleinen emiskatalyysi.!%!!” Tutkimusryhmé
argumentoi katalyysin tapahtuvan entsyyminkaltaisesti, missd yhtdaikaisesti fosforidonori
aktivoituu sekd 5’-hydroksiryhmi deprotonoituu (yleinen eméskatalyysi). Tdima samanaikanen
aktivaatio selittdisi miksi katalyytti nopeuttaa reaktiota kaksoiskatalyyttisesti. Tdtd hypoteesia
tutkiakseen, DiRoccon ryhma suunnitteli 33a:ta vastaavan pyridiinijohdannaisen 33¢, mika ei

itsessdén olisi tarpeeksi nukleofiilinen aktivoidakseen 31:a. Kun stereokemiallisesti vastaavaa
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33c:td kaytettiin eméksend 33b:n kanssa, huomattiin fosforin stereoselektiivisyyden kasvavan
2,6-lutidiiniin verrattaen.'® Vastaavasti kun pyridiinin stereokemian vaihtoi vastakkaiseksi,
stereoselektiivisyys putosi huomattavasti. Reaktio ei myoskiin etene ilman 33b:td, mika kertoi
molempien olevan tarpeellisia stereokontrollin  kannalta. Vahvistaakseen yleisen
emdskatalyysin ldsndoloa, tutkimusryhmé teki myds KSIE-kokeet reaktiolle ja saivat

positiivisen efektin (ku/kp = 1,45), kun nukleosidin 32 5’ ja 3’-hydroksiryhmit deuteroitiin.!'®

Vahvistaakseen kokeellisia tuloksia, DiRoccon ryhmé ldhestyi tdtd normaalista poikkeavaa
aktivaatiota laskennallisten metodien avulla. DFT-metenelminé kéytettiin dispersiokorjattuja
B3LYP/6-31G**,  MOO6L/6-31+G** ja  MO06-2X/def2-TZVPP  -menetelmia  sekid
konformaatiollista otantarutiinia. Tulokset arvioivat sidoksenmuodostusvallin olevan
kineettisesti epésuotuisa (n. 30 kcal mol '), jos reaktiossa ei ole mukana yleisti emisti.'% Kun
joukossa on kaksi 33b molekyylid, pentavalentti siirtymadtila todenndkdisesti muodostuu 5’
hydroksiryhmén sitoutumisella eksogeeniseen imidatsoliin. Tdmai yleinen emésefekti alentaa
siirtymitilan energiaa n. 10 kcal mol™!, miki mahdollistaa reaktiopolun vallin yli sidoksen
muodostumiseen.'?® Samat laskennalliset menetelmit myds paljastivat useita interaktioita,
jotka stabiloivat polarisoitunutta P—O sidosta (kaavio 34). Imidatsolikatioinin ja apikaalisen P—
O vililld suosii koplanaarista asetelmaa, mikd tuo mukanaan selvidsti erottuvan CH-O
interaktion. Tdmi johtuu fosforyloituneen imidatsolin happanevasta a-C—H sidoksesta, mika
muistuttaa oksyanioni-kuoppaa ja tdydentdd fosfolipaasien katalyysitriadin: Lahtevin ryhmén
aktivointi, yleinen emiskatalyysi seki oxyanionin stabilisaatio.!’ DiRoccon ryhmi arvioi, etti
kaikki nimi seikat muodostavat siirtymitiloille n. 2,3 kcal mol™! eron halutun fosforin (R)-

stereokemian hyviksi.'%

Koska 33b:n muodostumisen stereoselektiivisyys oli vield suhteellisen vaatimaton (89:11 dr),
tutkimuksessa haluttiin suunnitella ja valmistaa parempi katalyytti, joka hyodyntéisi 33b:n
kohdalla havaittuja seikkoja paremmin. DiRoccon ryhmi lihestyi titi Konslerin et al.''® seki
Denmarkin ja Ghoshin''® inspiroimana, mikd myds vastasi Spinkin et al®’ tutkimusta.
Ajatuksena oli siis, ettd sitomalla kaksi 33b:n kaltaista yhdistettd yhteen, voidaan korkeasti
jarjestdytyneen siirtymaétilasta johtuvaa entropiasakkoa védhentdd samalla, kun yhdisteiden
yhteistyotd  kasvatetaan.  Laskennallisesti DiRoccon ryhmd  méidéritti  sidosillan
viahimmadispituudeksi 6-hiiliatomia ja he ldhtivdt vertailemaan linkkerilld varusteltujen
dimeerien vaikutusta reaktioon samoissa olosuhteissa. Pisimillddnm linkkerin pituudeksi tuli
10 hiiliatomia (37a-g). Lyhyet linkkerit, 6 tai 7 hiiliatomia, paransivat saantoa merkittavasti,

mutta eivdt parantaneet selektiivisyyttd huomattavasti. 8 hiiliatomia paransi saantoa
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merkittidvisti (90 %) ja selektiivisyyttd (97:3 dr) tuoden esiin merkittdvin muutoksen
lyhyempiin ketjuihin. 9 hiilen ketju maksimoi selektiivisyyden 98:2 dr:dén ja 10 hiilinen
linkkeri puolestaan vdhensi saantoa ja selektiivisyyttd antaen merkin linkkerin pituuden
yldrajasta. Tdma tutkimusryhmén mielestd johtui mahdollisesta joustavuudesta ketjussa antaen
molekyylille enemmaén rotationaalisia vapausasteita liikkua. Téstd syystd DiRoccon ryhmé
paitti valmistaa linkkerin, jossa ndmi vapausasteet olisivat minimaaliset lisddmallad 1,3-
fenyylin ketjun keskelle. Tama katalyytti omasi optimaalisen reaktiivisuuden eli verrannollisen
nopeuden ket = 10 vs. 33b ja paransi selektiivisyyttd entisestddn 99:1 dr:dén.!* Kaaviossa 35

on esitetty timéd optimoitu reaktio seké linkitetyt katalyytit.
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Kaavio 35. DiRoccon tutkimuksen reaktioyhtild ja -olosuhteet seké linkkerdidyt katalyytit.!%

Tutkimusryhmé optimoi siirtymaétilat uudelleen tille katalyytille ja saivat laskennallisesti 2,6
kcal mol™! eron stereokemialle suosien haluttua P-(R)-konfiguraatiota. Tdmi oli yhtenevi
kokeellisesti havaitun selektiivisyyden kanssa. Samaten katalyytin 37 tuoma molekyylinen
sisdinen yhteisty0 validoitiin kokeellisesti, kun reaktio havaittiin olevan 37:n suhteen
ensimmdistd kertalukua. DiRoccon ryhmaé pelkasi, ettd linkkerdinti deaktivoisi katalyytin silld
perusteella, ettd kilpaileva bisfosforiamidaatioreaktio dimeerille olisi nopeampi vaihtoehto.
Kuitenkin P—O-sidoksen muodostus olikin paljon nopeampi kuin klorofosforamidaatin
aktivaatio. Perusteena oli ensimmdisen kertaluvun kinetiikka 31:sen suhteen ja nollannen
kertaluvun kinetiikka 32:n suhteen. Tdmé myds merkitsi sité, ettd reaktion nopeuden madraava
vaithe muuttuu klorofosforiamidaatin aktivaatioksi. Koska P—O-sidoksen muodostuminen on
paljon nopeampi kuin 32:n aktivaatio, DiRoccon ryhma arveli tasapainoon ajautumisen olevan

stereokemian médr4dvi vaihe. Mutta *'P NMR-kokeet paljastivat vain yhden havaitun yksikon
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ja tistd, tutkimusryhmi péaitteli tasapainoon ajautumisen olevan nopea ja vallin olevan matala
fosoforin inversiolle kooperatiivisen siirtymdmekanismin (”a cooperative displacement

mechanism”) takia.'%

DiRoccon ryhman monet kokeet ovat perusteluna, ettd tukittu reaktio olisi kaksoiskatalyyttinen.
Vakuuttavimpana tekijand katalyytti 37, koska sen osoittama aktiivisuus, selektiivisyys ja
rakenne itsessddn perustelee miksi 33b:td tarvitaan kaksi molekyylid yhden sijaan. Kineettiset

kokeet seké laskennaliset tulokset vahvistivat ndkemysta.

Burés et al.! olivat ottaneet DiRoccon ryhmin tutkimuksen tapauskohtaiseen kisittelyyn. He
esittivit, ettd vastaavan peiton visuaaliseen kineettiseen analyysin sai lisddmalld reaktioon
inhibiittorin ja késittelemélld katalyyttid ensimmaiselld kertaluvulla ja titen ehdotuksena oli,
ettd timén inhibiition mahdollisuuden voisi kokeellisesti osoittaa tekemalld reaktio 5,5 mol%
katalyytin konsentraatiolla. Tima tietenkin olisi oleellista tutkimustuloken validoinnin kannalta

ja sen suorittaminen voisi mahdollisesti muuttaa viitteen paikkaansa pitavyytta.

1,19 esittimén reaktion voidaan olettaa noudattavan

Kuitenkin kokonaisuutena DiRoccon et a
toisen kertaluvun kinetiikkaa katalyytin suhteen, silld kaikki muu todistusaineisto kinetiikan
ohella on merkittivii. DiRoccon reaktio toimii myds malliesimerkkini Yoshimitsun et al.®’” ja
Spinkin et al.®’ tutkimusten ohella tilanteesta, missi toisen kertaluvun oletusta on hyddynnetty
paremman, multifunktionaalisen katalyytin suunnitteluun ja kayttoon. Tédménkaltainen
lahetysmistapa ~ on,  kuten  aikaisemminkin, se  tulevaisuuden = mahdollisuus
kaksoiskatalyysireaktioille. Vastaavien optimoitujen katalyyttien kéyton voisi ndhdd
luontaisena askeleena kohti DiRoccon ryhméin mainitsemaa ajatusta synteettisistd
entsyymeistd. Vaikkakin heiddn katalyyttinsd ei vield ole DiRoccon ryhmédn mukaan se

tdydellinen tapaus, on se kuitenkin lupaava ldhtokohta ja perusta tuleville tutkimuksille

aiheseen.

5.1.7. Crimminin ryhmiin fluoridimetateesi

Crimminin tydryhmin'?® fluoridin metateesireaktio valittiin seuraavaksi tarkasteluun.
Lahtokohtana heilld oli se, ettd fluoridiyhdisteet ovat hankalia ja kestiméttomid syntetisoida
nykyisilld metodeilla ja tdhdn tarvitaan ratkaisu, silld fluoridiyhdisteet ovat tarkeitd monella eri

kemian osa-alalla ja sovelluksissa, kuten lddketieteessd, maanviljelyssd sekd
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jadhdytystekniikkassa.!?® Nykyiset synteesimetodit tukeutuvat atomiekonomisesti tehottomiin
reagensseihin kuten tetrabutylammoniumfluoridiin (TBAF), dietyyliaminorikkitrifluoridiin
(DAST) sekd 1-klorometyyli-4-fluoro-1,4-diazonobisyklo[2.2.2.]oktaani-
bis(tetrafluoroboraattiin) samalla kun fluorin poistoreagensseja tarvitaan stoikiometrisiad

médris, jotta termodynaamisesti vahva hiili—fluori -sidos voidaan rikkoa.'?°

Crimminin ryhmé néki katalyysin lddkkeend tdhédn ongelmaan ja titen ryhmé ldhti tutkimaan
asiaa aluksi kiyttien Saundersin et al.'?! stoikiometristd fluoridin metateesireaktiota mallina,
jossa katalyyttind toimi Rh-kompleksi. Tdmi metateesi perustuu edelleen Arisawan et al.!?%!%3
tutkimukseen, jossa [RhH(PPhs);]-yhdistelld pystyttiin saavuttamaan tasapaino fluoroareenien
ja esterien tai tioesterien vililld muodostaen funktionalisoituja areeneja ja karbonyylifluorideja.
Crimminin tutkimus halusi kuitenkin kdyttdd yksinkertaisia nukleofiilejd metallien sijaan, silld
tdma Rh-kompleksi muiden vastaavien metallien tavoin on kallis ja mahdollisesti sitd tarvitaan
myos stoikiometrisid méirid.'?° Inspiraationa oli myds Murrayn et al.'>* SyAr reaktio 4-
(dimetyyliamino)pyridiinin (DMAP) ja pentalfuoropyriidinin  vililli muodostaen
pyridiumfluoridisuolan (kaavio 36A). Tdméd suola pystyttiin eristiméédn ja kiyttdmiin F~ -
ionildhteend fluoraukseen tiettyjen organohalidien kanssa. Mielenkiinto Crimminin ryhmilla
oli myds Schmidtin et al.'® raporttiin, jossa kyseinen suola toimi itse elektrofiilini ulkoisten
nukleofiilien ldsndollessa. Tdméd vei Crimminin ryhméin ajatukset mahdollisesti yhdistda
molemmat aktivaatiomuodot ja niin luoda katalyyttinen metateesi (kaavio 36B).!*° Crimmin
ryhmd pédtyi tekemiddn reaktion pentafluoroareenien ja joukon sopivia yhdisteitd
(happoanhydridit, dimetyylidikarbonaatti, S-fenyylitioasetaatti, bentsoyylikloridi,
bentsoyylisyanidi ja bentsoyyli-isotiosyanaatti) vililld. Fluoroareeniksi valikoitui aluksi
pentafluoropyridiini, koska se oli jo osoittautunut toimivaksi haluttuun SnyAr -reaktioon, mutta
my6hemmin myds muita pentafluoroareeneja tutkittiin tarkemmin. Reaktio-olosuhteet on

esitetty kaaviossa 36C.!%°
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Kaavio 36. A) Crimminin ryhmén fluoridimetateesin pohja Sandfordin ryhmén ja Schmidtin
ryhmén tutkimuksiin nojaten, B) Crimminin tutkimuksen katalyyttisen metateesin

luonnostelma ja C) Crimminin tutkimuksen fluoridimetateesin reaktio-olosuhteet.'?

Tuotteita reaktiossa muodostuu siis kaksi: funktionalisoitu fluoroareeni 40 ja asyylifluoridi 41
ja molemmat ovat synteesien kannalta kiiyttokelpoisia.'?® Crimminin ryhmi oli sitd mieltd, etti
asyylifluoridin muodostuminen on se termodynaaminen seikka, joka ajaa reaktiota eteenpdin.

Samalla he huomasivat, ettd tuotteiden saannot korreloivat keskenddn ja ne voitiin eristdd
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toisistaan. Kun reaktion laajuutta tutkittiin, voitiin reaktiolla muodostaa C—O, C—Cl, C-C, C—
N ja C-S sidoksia fluoroareeneihin. Crimminin ryhmé havaitsi regioselektiivisyyden
reaktiosas, miké viittasi ennustettuun SnAr -mekanismiin. Kun reaktiossa kaytettiin vihemman
stabiileja nukleofiilejd, saannot putosivat odotetusti. Samaten vihemman fluorisubstituoidut
areenit pudottivat saantoa merkittévisti. Hyvin reaktiiviset substraatit sen sijaan saattoivat
muodostaa seoksen mono -ja disubstituoitujen tuotteiden vililli. Kun S-fenyylitioasetaattia
kaytettiin generoimaan hyvin nukleofiilinen bentseenitiolaatti anioni, voitiin reaktion
substraattivalikoimaa kasvattaa myds vdhemmain subtituouitujen fluoroareenien suuntaan.
Kuitenkin  tdmd vaati, ettd katalyytti vaihdettin DMAP:ista DBU:ksi (1,8-
diatsabisyklo(5.4.0)undek-7-eeni). DBU ei kuitenkaan soveltunut muihin reaktioihin laisinkaan

ja tuotteita ei muodostunut siti kiytettiess.'?°

Mekanismia selvittddkseen Crimminin ryhmd 13hti tutkimaan pentafluoropyridiinin ja
bentsoeanhydridin vélistd metateesireaktiota kéyttden 5 mol% DMAP:ia katalyyttina.
Ensimmiiseni reaktiota seurattiin '"F NMR-spektroskopialla ja tilld saatiin selville, ettd
tuotteet 40 ja 41 muodostuvat yhtdaikaisesti ja yhtd nopeasti. Vaihtaen nukleofiilin
etikkahappoanhydridiin reaktiota voitiin seurata kdyttaméalla stoikiometristd miadrdda DMAP:ia.
Téalld tavoin Crimminin ryhmd havaitsi, ettd reaktiossa muodostui ennakoitu
pyridiumfluoridisuola 42, jonka todettiin olevan katalyyttisesti kompetentti havaitsemalla
muodostuva  kompleksi (kaavio 37A). Samaten etikkahappoanhydridin kohdalla
stoikiometrisissd olosuhteissa muodostui 43 ja sekin todettiin katalyyttisesti kompetentiksi
(kaavio 37A) havaitsemalla sen ldsndolo reaktioseoksessa. Crimminin ryhma analysoi reaktion
kinetiikkaa kayttaméllda VITNA-menetelmad. Télld madrittettiin reaktion olevan ensimmdiisté
kertalukua fluoroareenin suhteen, ensimmadisté kertalukua happoanhydridin suhteen ja toista
kertalukua DMAP:in suhteen. Tdmd myds vahvistettiin kiyttamélld alkunopeuksia kineettisen
profiilin muodostamiseen. Tidstd tutkimusryhméd argumentoi, etti DMAP aktivoi molempia
metateesiin osallistuvia substraatteja yhtiaikaisesti reaktion nopeuden maarddvéssa vaiheessa,
jotta kahden ekvivivalentin osallistuminen olisi mekanistisesti mielekestd. Mekanismiksi
ehdotettiin tilannetta, jossa katalyytti toimii synergistisen katalyysin tavoin kahdessa
yhtdaikaisessa syklissd, josta ne yhdessé tuottavat tuotteen (kaavio 37B). Crimminin ryhmé
totesi, ettd reaktiossa voidaan myos kayttdd "BusNF:t (tetrabutyyliammoniumfluoridihydridi)
tai  MesNOAc:ta (tetrametyyliammoniumasetaatti), = mutta molemmat pudottivat
reaktionopeuden n. puoleen DMAP:iin verrattuna.'?® Vahvistaakseen kineettisten kokeiden
esittdmdd todistusaineistoa, tutkimusess tarkasteltiin reaktiota myds DFT-laskennan kautta.

B3LYP/6-311+G-(d,p)//B3LYP/6-31G(d)'"-1?® funktionaalinen- ja hybridipohjalajitelma olivat
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kéytetyt metodit ja niiden lisdksi liuotindispersiokorjaukset asetonitriilille olivat kdytossa, silld
tatd laskennallista menetelmdd on kéytetty my0s aikaisemmin asetylisaatioreaktioihin

DMAP:in katalysoimana.!!7:120:126
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Kaavio 37. A) Katalyyttisen kompetenssin vahvistamiseen Crimminin ryhmén tehdyt

stoikiometriset reaktiot ja B) Fluoridmetateesin ehdotettu mekanismi.!?°

Laskennat osoittivat reaktion olevan eksergooninen (AG = —5,8 kcal mol™'). Crimminin ryhmé
laski kahden leikkaavan syklin avainvaiheet ja tdstd he méarittivat, ettdi molemmat siirtymaétilat

menevit joko yhtdaikaisen SnAr -mekanismin mukaisesti tai vaihtoehtoisesti yhtdaikaisen
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nukleofiilisen additio—eliminaatio-mekanismin mukaisesti. Tutkimusryhma laski, ettd reaktio
tapahtuu myos helposti ndissd olosuhteissa ja titen reaktion energiavallit pentafluoropyridiinille
(TS-1, AG* = 18,0 kcal mol™) ja etikkahappoanhydridille (TS-2, AG* = 14,1 kcal mol™!) ovat
matalat samalla kuin laskettiin, ettd DMAP on herkempi nukleofiilisille hyokkéyksille F~ -ja
OAc™ ionien toimesta alkuperiisten reagenssien sijaan.!?’ Siirtymitilojen energioiden laskuista
Crimminin ryhméd ennusti, ettd reaktion nopeuden madrdavd vaihe liittyisi TS3:seen sekd
vapautetun fluoridi-ionin nukleofiiliseen hyokkdykseen IM2:seen. Kuitenkin tutkimus
huomatti, ettd tdhdn padtelmddn pitdd suhtautua varovasti mallinnuksen monimutkaisuuden
takia vaikkakin kyseinen paitelma olisi yhtenevd empiiristen tutkimusten ja kineettisen datan

kanssa.'?°

Tamé tutkimus on hyvin kineettisesti perustelu toisen kertaluvun viitteelle. Aluksi ryhmi
madritti  katalyytin kertalukua neljdlla eri katalyytin konsentraatiolla ja muodostaen
reaktionalkunopeuksista log-log kuvaajat. Kuten edelld todettiin, log-log kuvaajat tuovat
mukanaan mahdollisuuden virheisiin ja titen menetelmaia ei tulisi kiyttda katalyytin kertalukuja
tutkittaessa ainoana menetelmané. Crimminin ryhma ei pelkdstddn tyytynyt log-log kuvaajiin
vaan he myos varmistivat katalyytin toisen kertaluvun VTNA:lla, mistd saatu tulos vastasi
alkunopeuksista saatuja tuloksia. Harmillisesti tosin tutkimuksessa ei selvitetty tapahtuuko
katalyytille inhibiitiota, miké voisi olla toinen mahdollinen selitys havaitulle toisen kertaluvun
riippuvuudelle. Ndméa inhibiitiokokeet olisi helposti voitu tehdd myds VTNA:n avulla.
Mahdollisen inhibiition tutkiminen pitéisi tehdd ennen kuin kertaluvun mééritystd voi miettid
VTNA:lla, koska VTNA:n kertaluvun mééritys perustuu ajatukseen, ettd katalyytin
konsentraatio ei reaktiossa muutu ja tdméd ei inhibiition tapahtuessa pidd paikkaansa.
Mekanismia tutkittiin myos laskennallisesti ja myds ndmi tulokset tukivat kineettistd
tutkimusta entisestddn. Téten voidaan pitdd tdysin mahdollisena, ettd katalyytin toisen
kertaluvun oletus piténee paikkansa muiden vaihtoehtoisten todisteiden puuttuessa. Lisdpohjaa
viitteelle voitaisiin saada, jos mekanismissa esitetyt vilituotteet pystyttdisiin eristiméddn

samasta reaktioseoksesta.

Toisin kuten aikaisemmissa tapauksissa, tissd reaktiossa ei timédn mekanismin perusteella
pystyttdisi optimoimaan ns. “vahvistettua toisen kertaluvun” katalyyttid. Mekanismi vaatii
kaksi erillistd reaktiota, joista syntyneet vilivaiheet reagoivat sitten keskenddn ja katalyytti—
substraatti-komplekseistd muodostuvat halutut tuotteet. Katalyytille tehtidvét jatko-optimoinnit
tiaytyisi siis keskittdd ajatukseen, ettd katalyytti toimii kahdessa reaktiossa yhtdaikaisesti.

Ajatuksena tdmai on tietenkin mielenkiintoinen, silld oikeasti toisen kertaluvun katalyytit ovat
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hyvin harvinaisia. Mekanistisesti olisi my0s mahdollista tutkia reaktiota kineettisten
isotooppiefektikokeiden avulla, jos mekanismissa esiintyvd fluori tai protoni saataisiin

leimattua isotoopin avulla.

5.1.8. MacMillanin ryhmén kaskadikatalyysi

MacMillan ryhmia!® totesi, etti biologisissa systeemeissd ja luonnossa reaktiot eteneviit
perittiisesti usean reaktion sykleissd, ilman, ettd vilivaiheita eristetddn valilld. Tastd
inspiroituneena ryhmén ajatuksena oli ottaa myos katalyysikemiassa kayttoon ns.
kokoonpanolinjastot, joiden oleellisena ominaisuutena on samassa reaktioseoksessa
yhtiaikaisesti toimivat olevat entsyymit.'!® Timi edellyttdidi, ettd entsyymit eivit inhiboi
toistensa reaktioita eivitkd myoOskddn muuten tuo reaktioon ei haluttuja tapahtumia, joista
esimerkkeind MacMillanin ryhma kaytti katalyytti—katalyytti-interaktioita, ligandin vaihdoksia
tai redox—tapahtumia. Kun tétéd periaatetta sovelletaan sitten synteettisiin katalyysireaktioihin,
voidaan puhua kaskadi-, viesti- tai sekvivenssikatalyyseisti.*!>!® Ajatuksena on siis, etti
ensimmadisen katalyysireaktion tuote tai vilituote katalysoidaan toisella katalyytilld heti ja ndin
toinen katalyysireaktio tapahtuu sarjassa ensimmdisen kanssa. Pdiasiallisena erona néille
kolmelle kiytetylle termille on se, milloin timi toinen katalyysireaktio ldhtee tapahtumaan ja

vaatiiko se katalyytin lisdystd vasta ensimmadisen reaktion loputtua.

Kaskadikatalyysin ideana on, etti molemmat katalyytit ovat reaktioseoksessa jo valmiiksi ja
kun ensimmaéinen sykli on valmis, toinen katalyysireaktio lahtee vélittomasti eteneméén. Tésta
esimerkkind onkin MacMillanin tutkimuksen imidatsolidinonien katalysoima reaktio, jossa
katalyyti ensin aktivoi substraattia iminimumionina ja sen jdlkeen toisessa syklissd sama
katalyytti muodostaakin enamiininin. Pohjana reaktiolle on se, ettd iminium-ionina katalyytti
laskee LUMO:n energiaa, kun taas enamiinina katalyytti nostaa HOMO:n energiaa, eli
iminiumioini reagoi nukleofiilien ja enamiini taas elektrofiilien kanssa.. MacMillanin
tutkimusryhmin kiyttdmi katalyytti ja idea on havainnollistettu kaaviossa 38.'* Kaaviossa 39

on esitettynd tutkimusryhmaén esittimi suunnitelma reaktion mekanismille.



&9

A
substraatti LUMO-aktivaatio
N\ —_—
\/\\O o) / -— M R
N l}l+
N)\é R
. Ph H o
substraatti TEA HOMO-aktivaatio
AN imidazolidinoni 44 D N=_ Rr
o = HNR, N
R
B
Nukleofiili (Nu) 0] / R
: \ — Y et
Elektrcifull (E) N)‘CM% " Nu)\‘AO
Ar H E

katalyytti kaskadikatalyysi kaskadituote

Kaavio 38. MacMillanin ryhmén havainnollistus Kaskadikatalyysille. A) Imidatsolidonit ja

niiden katalyyttiset ominaisuudet ja B) Kaskadikatalyysi: ominaisuuksien yhdistiminen.'®

MacMillanin ryhmén aikaisemmat tutkimukset osoittivat, ettd katalyytin 44 reaktio «,f-
tyydyttymittomien aldehydien kanssa tuottaa aktivoidun iminiumioinin 45, mika
enantioselektiivisesti reagoi yleisten 7~ tai hydrido-nukleofiilien (Nu) kanssa tuottaen
iminiumin 46, josta muodostuisi konjugaattiadditio tuote 47 regeneroiden katalyytin 44. 47 voi
sitten reagoida uudelleen katalyytin kanssa muodostaen 46 ja nopean hydrolyysin seurauksena,
reaktioon muodostuisi enamiini 48 Tdméd aktivoitu enamiini mahdollistaisi hyvin
diastereoselektiivisen addition elektrofiilien suhteen (E).!® Piidasiallisena tavoitteena
prosessille oli, ettd enamiinin additiovaihe olisi katalyytin hallitsema sen sijaan, ettd sen
stereoselektiivisyys substraatin puolesta mééritty. Télloin se mahdollistaisi halutun
diastereoselektiivisyyden kokonaisuudelle valittiméttd siitd millainen stereokemia on
ensimmiisen katalyyttisen kierron tuloksena.'® Vaikka suunnitelmana oli koko prosessin
toteuttaminen yhdelld katalyytilld, kuten 44 kohdalla ndin kavisi, oli suunnitelmissa myos

mahdollista hallita reaktion stereokemiaa kdyttdmalla eri katalyytteja molempiin sykleihin.
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Kaavio 39. MacMillanin artikkelin esittimi mekanismi Kaskadikatalyysille 44:sta toimiessa

katalyyttini.'8

Télld tavoin saataisiin reaktioon modulaarinen hallinta enantio -ja diastereoinduktion osalta
(esim. R vs S, syn vs. anti).'® Kuitenkin suunnitellusta mekanismista voidaan nihdi, etti
kumpaankaan sykliin katalyytti ei osallistu moninkertaisella ekvivivalentilla ja ndin voi

padtelld, ettd katalyytin suhteen reaktiot ovat ensimmdistd kertalukua. Tietenkin tdyden
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varmuuden saamiseksi, olisi olennaista tehdd kineettiset kokeet katalyytin kertaluvun

tarkistamiseksi, koska niilld myds voisi varmistaa, ettd mekanismi vastaa kaaviossa esitettya.

MacMillanin ryhmén reaktio on esimerkkina tilanteesta, jossa reaktio on identtisten katalyyttien
kaksoiskatalyysireaktio kokonaisuudessaan, mutta ei kuitenkaan toista kertalukua. Tdma johtuu
siitd, ettd kaskadireaktion eri katalyytinkierrot ovat kineettisesti eri reaktioita ja titen vaikkakin
kokonaisuudessa katalyytti osallistuu reaktioon kahden ekvivivalentin verran, se ei siti tee
yksittédisissd reaktioissa. Tastd johtuen ei ole edes jarkevédd esittdd esimerkiksi tarkempia

todistusaineistoa.

5.2. Kaksoiskokatalyysi

Tamén kaltaiset kaksoiskatalyysireaktiot ovat tapauksia, missd reaktiossa on kaksi eri
katalyyttid. Taten toisen kertaluvun oletus katalyytin suhteen ei voi pitdd paikkaansa. Tdmén
tyyppisid reaktioita on useita ja tdten esimerkeiksi valikoitu vain muutamat ehké
silmiinpistivimmat reaktiot samalla, kun ne edustavat luvussa 2. esiteltyjd kirjallisuuden
luokitteluja. Kuitenkin kaksoiskokatalyysireaktioilla voi olla erindisid ominaisuuksia ja
mahdollisuuksia, mitd ei kaksoiskatalyysilld voida tuoda esiin. Nditd myos esitellddn téssa

luvussa.

5.2.1. Jacobsenin ryhmén Povarov -reaktio

Kun puhutaan kaksoisaktivoidusta kaksoiskatalyyttisysteemistd, tarkoitetaan siis reaktiota,
jossa ensin yksi katalyytti aktivoi substraatin ja sitten toinen katalyytti aktivoi timén aktivoidun
dimeerisen kompleksin, jonka jélkeen tdmai trimeerinen kompleksi reagoi halutun reagenssin
kanssa.*!? Tisti esimerkkini voidaan pitdi Jacobsenin ryhmin'?’ kiraalisten ureoiden ja
Bronsted hapon yhteisty6td Povarov-reaktion pohjana. Povarov-reaktio tunnetaan myos [4+2]
sykloadditiona N-aryyli imiinien ja elektronirikkaiden olefiinien vililld. Jacobsenin ryhmin
tutkimuksessa ndméd roolit ottivat bentsyylideenianiliini S0a ja 2,3-dihydrofuraani 51.
Katalyytteind heilld oli kéytossd bifunktionaaliset ureajohdannaiset 52 sekd orto-

nitrobentseenisulfonihappo (NBSA) 53. Reaktion malli on esitetty kaaviossa 40.'%’
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Reaktio itsessdén paljastui hyvinkin monimuotoiseksi, silld Jacobsenin tutkimus laajensi
reaktion koskettamaan my®ds erilaisiin nukleofiileihin ja laajaan kirjoon N-aryyli-imiineja siten,
ettd enantioselektiivisyys ei kirsinyt merkittivisti.'?’ Parhaiten reaktio toimi katalyytilld 52a ja
sen 2:1 suhteella NBSA:han 53 kryogeenisissd olosuhteissa. Tdstd kirjosta reaktioita on

esimerkit kaaviossa 41.
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Kaavio 40. A) Jacobsenin ryhmén esittimé reaktioyhtalo ja -olosuhteet Povarov-reaktiolle ja

B) Kiytetyt kiraaliset tioureakatalyytit.'?’
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Y = H, 3-Cl, 3-Br, 3,5-OMe,, 4-F, 4-Cl, 4-Br, 3-Me, 3,5 Me,
Z = H, 4-CO,Me, 4-Cl, 4-Br, 3,5-Me,, 4-Me

Kaavio 41. Jacobsenin ryhmén reaktion laajuus kahdella eri nukleofiililla (55 ja 56) ja useilla

eri N-aryyli-imiineilld 20.'%
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Mekanismin selvittdmiseksi Jacobsenin tutkimus kéytti laskennallisia malleja sekd mekanistisia
kokeita. Helpottaakseen mekanismin tulkintaa 52a:n  kanssa kiytettiin trifluoro-
metaanisulfonihappoa (HOTf, HOsSCF3), koska enantioselektiivisyys reaktiolle oli
samankaltainen NBSA:n kanssa. Tutkimuksissa nukleofiilind toimi 51 ja imiinini 50a. 'H
NMR-spektroskopia ja reaktiokalorimetria olivat ensimmaisind tyokaluina ja sen liséksi tehtiin
kineettisid kokeita 28 °C lampoétilassa. Ndma kineettiset kokeet paljastivat reaktion olevan [51]
ja [HOTT{] suhteen ensimmadistd kertalukua ja imiinin [S0a] suhteen nollatta kertalukua. Tésta

muodostettiin yhtilo 48.'%7

d[54
v = % = Kyqc[50a]°[51]' [HOTf],, 48

Johtopéétoksend kokeista on se, ettd reaktiossa imiini 50a protonoituu kvantitatiivisesti HOTf:n
ansiosta, ja tdstd muodostuva kompleksi 50a-HOTf on katalyyttisen syklin ldht6tilanne
akiraaliselle = happokatalyysille  reaktio-olosuhteissa. k. on toisen  kertaluvun
reaktionopeusvakio ei-enantioselektiiviselle sykloadditiolle kompleksin 50a-HOTf ja 51
vililla. Jacobsenin ryhmaé onnistuivat kvantitatiivisesti muodostamaan 50a-HOTf kompleksin
kosteusherkkind suolana, joka oli myds heikosti liukoinen poolittoimiin liuottimiin. Kun
suolon joukkoon lisdttiin ei-kiraalinen urea 59, liukoisuus nelinkertaistui, mikd paiteltiin

johtuvan uuden kompleksin muodostumisesta (kaavio 42).!%
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Kaavio 42. Jacobsenin ryhmén protioiminiumtriflaattisuolan kompleksi 50a-HOTTf ja

akiraalisen urean 59 kanssan muodostuva kompleksi 50a-HOTf-59.!?

Reaktiota seurattiin 'H NMR-spektroskopialla, ja formyyliprotoni (kaavio 42, punainen
protoni) on herkkd iminium-ionin varauksen eron muutoksille. Katalyytin ja substraatin vélisen

kompleksin muodostumista pystyttiin seuraamaan kemiallisen siirtymdn muuttumisen avulla.
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Tadmai johtuu vetysitoutumisesta 59 ja triflaattianionin valilld, mikd myds takaa liukoisuuden
kasvun. Kun urea vaihdettiin sulfinamidoureaan 52a, timé liukoisuus kasvoi entisestiin, ja
kemiallinen siirtymd NMR spektrissd muuttui ennustetusti, kun iminium-ionin varauksen ero
oli pienempi kuin 59 kanssa. S0a-HOTf kompleksin kemiallinen siirtymd mitattiin 7.99 ppm
formyyliprotonin kohdalta ja akiraalisen urean 59 kanssa 'H-NMR resonanssi siirtyi 0.14
ppm:ié ylakentille (7.85 ppm) ja kun 59 vaihdettiin 52:een siirtyméd formyyliprotonilla oli 0,92
ppm alakentille (8.91 ppm).'?’ Laskennalliset analyysit 50a-HOTf-59 kompleksille vastasivat
Jacobsenin ryhmén ajatuksia, ja ndin he muodostivat nelja energeettisesti hyvin samankaltaista

geometriaa kompleksille (kaavio 43).'%’
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Kaavio 43. Jacobsenin tutkimuksen geometrinen tulkinta ja energia minimoidut rakenteet
50a-HOT{-52a:lle, mitkd on laskettu kdyttden B3LYP/6-31G(d) DFT-tasoa. Ar = 3,5-
(CF3)CeH3.'?7

Havaitut stabilisaatioefektit katalyytin sulfamidiryhmén ja iminiumionin formyyliprotonin
kohdalla néyttaytyivat tutkimuksessa Povarovin-reaktion nopeuden muutoksella. Kineettiset
analyysit 50a:n ja 51 reaktiolle HOTf:n ja 52a:n kokatalysoimana osoittivat, ettd 52a:n
konsentraation kasvu aiheuttaa merkittdvin reaktionopeuden laskun (viite 127, kuva 3D).
Vastaavasti 59 nopeutti reaktiota hieman ureakatalyytin konsentratioon kasvaessa. Kun
reaktionopeuden yhtdloon lisdtdén 52a:n termi, tulee yhtdlostd kahden termin nopeusyhtilod
(yhtild 49).1%7

d[54]

dt

jossa kaym on toisen kertaluvun nopeusvakio enantioselektiiviselle sykloadditiolle

50a-HOT{-59 ja 51 vililld.'?’

v = = kyqc[50a - HOTF|[51] + kygym[50a - HOTE - 52a] 49

Kineettiset kokeet pohjautuivat ldhtonopeuksien tulkintaan reaktiossa 52a:n konsentraatioiden
suhteen kolmessa eri HOTf:n konsentraatiossa (0.8 mM, 2.0 mM ja 4.0 mM). 50a:n
konsentraatiot olivat joko 0.2 M tai 0.4 M, ja 51 konsentraatio oli 1.6M. Jacobsenin ryhma

havaitsi protioiminiumtriflaatin S0a-HOTf ja 52a:n vililld voimakkaan sitoutumisen, mika
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heiddn ndkemyksessddn selittdd reaktion korkean enantioselektiivisyyden 54aexo:n
muodostumiselle, vaikka HOTf:n katalysoima raseeminen reaktiopolku (kaavio 44) on
moninkertaisesti nopeampi. Heiddn mukaansa tasapaino vakio on tarpeeksi korkea, jotta
vapaita iminium-ioneja ei pddse muodostumaan ja tdmén takia reaktio kulkeutuu
asymmetriseen suuntaan. Tété selektiivisyyttd voidaan vield parantaa merkittavésti, kun reaktio

tehddin matalassa laimpétilassa (<55 °C).!?’

O o

PN e .
HN 51 CF3S05H- 31a
)|\ === 50a- HOTf - 52a
Ph 0 krac = 0.407 £ Ph H Keq = 9000 * (katalyysireaktion Kasym = 0.086 +
0.004 M~"5-1 2000 M- Iahtétila kun 0.003 M~"5-1
50a - HOTf [52a] on korkea)
(katalyysireaktion lahtétila kun [52a]
on matala)

54aexo + 5"‘aendo
(raseeminen seos)

HN

Ph"" o

54a,,,
(enantiorikastettu)

Kaavio 44. Jacobsenin ryhméin kineettisten parametrien kaavio Povarovin reaktiossa
raseemiselle ja enantioselektiiviselle vaihtoehdolle, kun 50a ja 51 on kokatalysoitu S2a:n ja

HOTf:n avulla.'?’

Kun dihydrofuraanin 51 additiota 50a-HOTf-52a -kompleksiin ldhdettiin selvittiméén,
havaittiin ettd reaktion vaiheista (a — d, kaavio 45A) miké tahansa voisi olla reaktionnopeuden
madrddvd ja enantioselektiivisyyden madrddvda vaihe. Jacobsenin ryhmid ei mydskddn
havainneet primddristd kineettistd isotooppiefektid, kun 50:n aniliiniryhmén orfo-aseman
protonit olivat vaihdettu deuteriumiksi (kaavio 45B). Tamid kertoi, ettd uudelleen
aromatisoituminen (vaihe d, kaavio 45A), on kineettisesti nopea.'?” Reaktiosta tehtiin myds
Hammet kuuvaja ja sen positiivinen korrelaatio saatiin tutkimalla anilinosubstituenttien
vaikutusta reaktion nopeuteen, mikd kertoi ettd joko reaktion ensimméiinen vaihe a tai
vaihtoehtoinen yhdistetty sykloadditio ¢ olisivat reaktion nopeuden mééravid vaiheita. Tdma
niikemys on kuitenkin ristiriidassa ajatuksen kanssa, ettd vaiheen b syklisaatio olisi hidas.'?’ .
Laskennallisesti reaktioa tutkittiin B3LYP/6-31G(d)-tason avulla tai pistemmaisesti M05-2X/6-
31+G(d,p) -tai MP2/6-31G(d) metelmélld. Laskennallisesti tutkimus néyttdisi matalimman
energian  polun  sisdltivin  verrannollisesti  nopean  deprotonaation/uudelleen

aromatisoitumisvaiheen endotermisen sykloaddition ohella, mikd on yhteisymmarryksessi
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kineettisen isotooppiefektidatan kanssa. Laskenallinen tulos ehdotti kuvan 16 geometrian
olevan alhaisin energialtaan ja vaihtoehtoiset geometriat (viite 127, kuva 4) olivat energioiltaan
episuotuisia (1,3 kcal mol™! suurempi energia B3LYP/6-31G(d)-tasolla ja 3,6 — 3,9 kcal mol™
suurempi energia pistemmaisesti M05-2X/6-31+G(d,p) -ja MP2/6-31G(d) menetelmilld), mikéa
ehdottaisi reaktionopeuden madrddviksi vaiheeksi osittaista uudelleen hybridisaatiota
aniiliniryhmin orfo-hiilen kohdalla. Tami seikka kertoi vaiheen c:n yhdistetyn [4+2]

sykloaddition olevan reaktion polku.'?’

A — _
52a -

VA
o I
CF3S03H- r 7

52a -

. b z
52a - a R
z 7 Ar KQ()@ N ©
o o CF3803H- ~
H\N + ® H

® < 7 L _
CF3S03 \ Sykloadditio askeleittain
‘ Ar'
P o
Ar H 51 L _
c /
50 - HOTf - 52a

Yhdistetty sykloadditio

HN

Ar' o)

+ CF4SO;H + 52a

(H)D <\°7 (H)D

—————————> HN
N 52a (1 mol %)
A o -
pi >n PH) CF3803H (5mol %) P

[e]
tolueeni, -55 °C

Kulkp = 0.92 + 0.03

Kaavio 45. A) Jacobsenin ryhmén esitys Povarovin reaktion mekanismille sekd mahdolliset
reaktionopeuden mééradvit vaiheet, Z = EWG tai EDG. B) Kineettisen isotooppiefektin koe

kyseiselle reaktiolle.!?’

Jacobsenin tutkimuksen mukaan, kun geometrioita (kuva 16) tarkastelee, voi huomata, ettd
katalyyttiin sitoutuneessa iminiumionissa toinen puoli on suojattu ja toinen taas avoimena
reaktiolle. Tamidn takia on odotettavaa, ettd reaktio-olosuhteissa, kaikki nelja kaavion 43
geometriaa voisivat mahdollistaa reaktion. Kuitenkin laskennallisesti Jacobsenin ryhma totesi
kompleksin I (kaavio 43) olevan suosituin vaihtoehto enantioselektiivisyyden kannalta johtaen

kokeellisesti havaittuun 54aexo tuotteeseen. Kompleksien II — IV osalta, ennustettiin



97

vaihtoehtoisten siirtymitilojen energioiden laskennallisesti olevan >1.3-kcal mol! kuin
matalliman energian sykloaddition siirtymétilan energian. Tdmd matalimman energian
sykloaddition siirtymatilan vetysidokset ovat tutkimuksen mukaan muodoltaan iminiumin N—
H-*-Osulfinami¢i ja formyylin C—H-*-Osulfonaati (kuva 16), mikd vastaisi kokeellista dataa.!?’
Tadmin lisdksi enantioselektiivisyyttd Jacobsenin ryhmén mukaan voidaan myos selittdd m—mn-
interaktioiden kohdalla katalyytin (CF3)2-CsHsN osuuden ja kationisen aniliiniosan vilill,

miké on mahdollista vain niissi siirtymétiloissa, jotka johtavat S4aexo tuotteeseen. '’

N Ik

Ar< )\\i—/

’}l S/t-BU
H

193‘\197, \179

H//\N

3C\ ‘O/ / @

285

Kuva 16. Jacobsenin ryhmin geometrisesti ja energeettisesti minimoitu, energialtaan matalin
siirtymdtila sykloadditiolle, miké on laskettu B3LYP/6-31G(d) DFT tasolla. Sidospituudet
ovat Angstromeina. Ar = 3,5-(CF3)CeHs.'?’

MacMillan ja Allen* kuvailivat luokituksissaan Jacobsenin ryhmiin reaktiota
kaksoisaktivoiduksi katalyysiksi (double-activated catalysis), kun taas Patil et al.'? kisittelivit
reaktiota yhteistyokatalyysind. Jacobsenin ryhmd itse nimesivdt reaktion myos
yhteistyokatalyytiksi.'?” Kuitenkaan niille termeille esitettyji katalyytinkiertoja ei artikkeleissa
esitetty laisinkaan, mutta se omalta osaltaan voisi tdydentdd mekanismia (kaavio 45A).
Kaaviossa 46 on esitetty hahmotelma kyseisestd mahdollisesta katalyysikierrosta Jacobsenin

ryhmén reaktiolle, kun katalyytteind toimivat 52a ja 53, sekd ldhtoaineina ovat 50a ja 51.

Timin katalyytin kierron pohjalta ajateltuna, timi Povarov -reaktio vastaisi siis Burésin et al.!
esittdmdd mekanismia, missd dimeerinen kompleksi aktivoituu toisen katalyyttimolekyylin
toimesta trimeeriksi (kaavio 3E). Kuitenkin eridvdnd seikkana on se, ettd katalyytit ovat eri
yhdisteitd ja titen katalyytit eivdt voi olla tdimidn mekanismin ndkemyksen perusteella toista

kertalukua.
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Ar' = 3,5-CF3CgH3
Ar? = 2-NO,CgHs

Kaavio 46. Katalyyttien 53 ja 52a kierto Jacobsenin ryhmén Povarov-reaktiossa imiinin 50a
ja 3,5-dihydrofuraanin 51 vélilld. a; = Ensimmdiinen katalyysi, b> = Toinen katalyysi, c2 =

sykloadditio, d> = uudelleen aromatisoituminen.

5.2.2. Hatakeyman ryhmin Morrita-Baylis-Hillman reaktio

Kaksoiskokatalyysin toisena analysoitavana tapauksena on Hatakeyaman ryhmin'?® (Morrita)-
Baylis-Hillman reaktio, jossa iso-kupreidiini 63 katalysoi reaktiota aldehydien 61 ja akrylaattin
62 wvililla. Katalyytin toiminta perustuu happokatalyysin ja nukleofiilikatalyysin
yhteistydhon!?*12?, Hatakeyaman ryhmiin tutkima reaktio (kaavio 47) ja sen mekanismi (kaavio

48) on esitettynd seuraavaksi:
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(0] CF 31 - 58% saanto
j\ \ e 63(10mol%) | )C\F?’ 91 - 99% ee
R™ H | O CFs DMF, -55°C R 0" "CF;
61 62 64

RCHO — b RCHO
R R
OH O CF, O/g\o Q}\O OH O )C\F3
R/'\”)ko)\cF3 R/H‘/go R“H/go RAH)kO CF3
(R)-64 (R)-65 (S)-65 (S)-64

Kaavio 48. Hatakeyaman ryhmiin esittimi mekanismi reaktiolle (kaavio 47).!%8

Hakateyama tutkimus esittdd, ettd katalyytti reagoi ensin akrylaatin kanssa muodostaen
enolaatin A ja tdmai enolaatti reagoi aldehydin kanssa muodostaen kaksi betaiinisiirtymaitilaa B
ja C. Nditi siirtymatiloja stabiloivat vetysidokset, jotka muodostavat alkoksidi-ionin ja fenolin

OH-ryhmén vilille. Timé luo melkein identtiset konformaatiot seuraavalle reaktiolle, jotka
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toimivat joko E2 tai Elcb malilla stereoelektronisista syistd, mikd on ndkyvilldi Newmanin
projektiossa D. Kuitenkin C siirtymatila kérsii steerisistd vaikutuksista, miké tyontdd reaktion
tapahtumaan toisen aldehydimolekyylin kanssa muodostaen dioksanonin 65. Sen sijaan, B
kykenee eliminaatioreaktioon muodostaen halutun esterin 64 ja regeneroimalla katalyytin.
Muita todisteita, kuten kineettisid kokeita, Hatakeyaman ryhma ei esité reaktiomekanismilleen

(kaavio 48).'28

Koska katalyyttejd reaktiossa on vain yksi, voi tdstd nousta kysymysmerkkejd miksi systeemid
kasiteltdisiin kaksoiskatalyyttisend systeemind. Tdmé johtuu siitd, ettd kdytetty katalyytti on
bifunktionaalinen ja tietysti nikokulmista timé on riittivi seikka kaksoiskatalyyttisyydelle. 1%
Kuitenkin titd ndkokulmaa voidaan pitdd hieman hankalana ja paremmin sopivana klassisen
katalyysin alalajiksi. Sen sijaan bifunktionaalisia katalyyttejd voidaan pitdd ensimmdiisind
askeleina entsyymien suuntaan synteettisten katalyyttien puolesta ja titen omalla tavallaan
ndma erikoistapaukset ovat silti mielenkiintoisia ja mahdollisesti tarkeitd vaihtoehtoja uusien
katalyyttisten reaktioiden pohjalle. Tavallaan bifunktionaaliset katalyytit voidaan ndhdé toisen
kertaluvun katalyyttien optimaalisina vastineina, silld ne tekevit sen mihin toisen kertaluvun
esimerkit tarvitsevat kaksi katalyyttid. Kuten kaksoiskatalyysitapausten yhteydessé esitettiin,
on muutamissa tutkimuksissa ollut pyrkimyksend luoda loppujen lopuksi bifunktionaalinen

katalyytti toisen kertaluvun tilannetta hyddyntien.%”-97-106

5.2.3. Listin ryhmén proliinikatalyysi

Kuten Hatakeyaman ryhmin reaktion kanssa on Listin et al 313

reaktio tapaus
bifunktionaalisesta katalyytistd. Tamé katalyytti, proliini 67, katalysoi asetonin 66 ja aldehydin
61 wvilistd reaktiota. Toisin kuin Hakateyaman tutkimusryhmin reaktio, tdssd
bifunktionaalisuuden katalyytille tuo happokatalyysin ja enamiinikatalyysin yhteistyo.

Kaaviossa 49 on esitettynd kyseinen reaktio ja kaaviossa 50 on esitetty reaktiomekanismi.
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o) o} O  OH  54.97% saanto
o,
P R)J\H 67 (30 mol %) )j\/y\R e

DMSO

66 61 68

O‘COzH

N
H
67

Kaavio 49. Listin tutkimuksen reaktio aldehydin 61 ja asetonin 66 vélill4 proliinin 67

katalysoimana. 30132

Listin tutkimus kuvaili reaktiomekanismin télle aldolireaktiolle olevan enamiini-tyyppié, jossa
proliini toimii “mikro-aldolaasina” tuoden nukleofiilisen aminoryhmén ja happo/emis -
kokatalyytin karboksylaatin kautta. Tdmi kokatalyytti on vaikuttamassa jokaisen mekanismin

vaiheeseen tavalla tai toisella ja nédin sen ldsndolo on vélttiméaton.

hybékkédys Re-
puolelta

67 68

Kaavio 50. Listin ryhmin esittimi mekanismi reaktiolle (kaavio 49).!30-132

Aminoryhmi tekee nukleofiilisen hyokkiyksen (a), jonka jélkeen karbinoliamiinivélituotteelle

tapahtuu dehydraatio (b). Tdmén jélkeen iminium vélituote deprotonoituu (c), jonka jalkeen C—
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C-sidoksen muodostuminen onnistuu (d). Té&midn jilkeen iminium-aldoli vélituote
hydrolysoituu (e ja f), tuottaen halutun lopputuotteen 68 ja regeneroiden katalyytin 67.!3013
Listin ryhméd madrittivit myos, ettd reaktion enantioselektiivisyys johtuu metallivapaasta
Zimmerman-Traxler-tyyppisestd siirtymatilasta, jossa kolmihaarainen vetysidosrakenne
mahdollistaa reaktion tapahtuvan vain tiltd puolen. Tdtd varten Listin tutkimus nojasi

1.133:13% laskennallisiin kokeisiin, jotka miéritteliviit timin siirtymitilan

Bahmanyarin et a
olevan energeettisesti suosituin vaihtoehto.'***2 Tdmin lisiksi, Listin ryhmai kéytti '"H NMR-
spektroskopiaa tutkiakseen vilituotteiden muodostumista ja pystyivit havaitsemaan enamiini-
vilituotteen muodostavan signaalin 5 minuuttia reaktion aloituksesta. Mekanismia myo0s
tutkittiin lineaariefektien kautta, ja niiden perusteella edelld mainitun siirtymétilan olemus

vahvistui entisestian. 30132

Listin  proliinkatalyysi on toisena esimerkkind bifunktionaalisesta  katalyysisti
kaksoiskaksoiskokatalyysiin liittyen. Eritoten timé esimerkki on hyva, silld bifunktionaaliset
katalyytit ovat usein isoja ja monimutkaisia molekyyleji kuten DiRoccon ryhmén'®,
Kiesewetterin ryhmin®® ja Sugiuran ryhmin®’ tutkimukissa, miké poikkeaa Listin tutkimuksen
katalyytistd 67. Tami on vihjeend yleiselld tasolla, ettd kaksoiskokatalyyttiset molekyylit voivat
olla yksinkertaisia, mikd voi olla etuna niiden kdytosti esimerkiksi totaalisynteesien parissa.
Perustelna on se, ettd monimutkaisemman yhdisteen valmistaminen ja kédyttiminen voi olla

esimerkiksi ekonomisesti vaativaa.

5.2.4. Takemoton ryhmiin bifunktionaalinen tioureakatalyysi

Klassisena tapauksena bifunktionaalisille katalyyteille on aminotiourea—katalyytit, kuten
Takemoton (tio)ureakatalyytit'?>!13%136 2003, Okino et al.!3%>!3¢ raportoivat reaktiossa, jossa he
onnistuivat konjugaattiadditiossa malonaatien ja nitroalkaanien vililld tioureayhdisteen
katalysoimana. Tédmi tiourea on sittemmin tunnettu Takemoton ureana tai Takemoton
katalyyttind.!3>13¢ Timi reaktio ja Takemoton ryhmin ehdottama mekanismi on esitetty
kaaviossa 51. Reaktiomekanismissa malonaatti 69 aktivoidaan katalyytin aminoryhmén avulla
saattaen sen enolaattimuotoon deprotonaation johdosta, muodostaen siirtymitilan E. Kun

reaktioon lisdtdédn nitro-olefiini 70, se reagoi E kanssa muodostaen joko kompleksin F tai G
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vetysitoutumisen takia. Artikkelissa olettettiin reaktion menevén F:n kautta kompleksiin D,
koska D stabiloi kahta negatiivista happiatomia ja positiivista typpiatomia parhaiten ja sen
takia, ettd mahdollinen sykloheksyylirakenne estdd 69 ldhestymisen kohti 70 muista suunnista.

D:n nitronaatti ottaa aminoryhmdltd protonin ja ndin muodostaen tuotteen 72 ja regeneroi

katalyytin 71.13

3
R*0C '? COR?

71 (10 | %
RZMR4 . gNUNo,  Ttaoml%) j;
«H NO
R 2

Tolueeni, rt

69 70 72

72a: R? = R* = OEt, R® = H, 81-94% ee, 64—-96% yield;
N

72b: R? = aryyli tai alkyylim R* = OMe tai OEt, 57/43-96/4 dr,
81-95% ee, 76-99% yield;

H H
FsC N_ _N
\[s]/ O 72c: R?=R*=Me, R® = H, R" = Ph, 89% ee, 80% yield.

2z

CF3
7
B — R
X i
A - .
69 r\N N\ 70 Ar\N)J\N\\
H H N | | —
AN B HNJ
1 1 - 7
E o, Hy Os+ 0"
| 0= : F
R R R? o-
R3 /
s R3 R*
A - !
r\H)J\H\ R
/N\ “
7
S
S Ar< )J\ W
I ol
AN H H N
I I [ i
72 HoH NG —— OO0 |
o 00207 H | p—H
4 R o
Rzoc/\) G
R’ H RS R*
R1

Kaavio 51. Takemoton tutkimuksen A) reaktio ja sen olosuhteet ja B) heidéin esittdima

mekanismi.!3>136



104

Mekanismia tutkittaessa Takemoton ryhmi kiytti 'H NMR-spektroskopiaa vetysitoutumisen
tutkimiseen ja selvittdvit, ettd katalyytin happamat protonit ovat interaktiossa nitroryhmin
kahden hapen kanssa.!*® Tdmin liséksi Takemoton tutkimus selvitti kineettisin kokein Michael
reaktion tapahtumia. Metodina heilld oli RPKA ja kdyttamalla suurta ylimaaraa 69:4, data kertoi
reaktion olevan ensimdistd kertalukua 69 suhteen. Samalla metodilla suoritettiin myos 70
kertaluku, joka sekin oli ensimmdiistd kertalukua. Myo0s katalyytin kertaluku selvitettiin
kuvaamalla kineettisen nopeusvakion suhdetta katalyytin alkukonsentraatioon saaden, ettd
katalyytin kertaluku oli myds ensimmaisti kertalukua.!*¢ Epilineaarisen efektin tarkastelua 71
ja 72 vililla kaytettiin myds mekanismin tutkimiseen, ja pddasiassa siithen, etti oliko aktiivinen
katalyytti kiraalinen vai ei kiraalinen ja koska lineaarinen efekti tuotteen ja katalyytin vililld oli
hyvin selked, Takemoton ryhma péétteli, ettd aktiivinen katalyytti on monomeerinen yksikko

vahvistaen 71 roolin reaktion katalyyttini.!*®

Takemoton tutkimustyd kuitenkin paljastaa olennaisen seikan bifunktionaalisista katalyyteisti,
miké ei sindllddn suorasti tullut esiin Hatakeyaman tai Listin tutkimuksista. Kun kyseessé
bifunktionaalisissa  katalyysireaktioissa on yksittdinen, mutta monifunktionaalinen
katalyyttimolekyyli, on reaktiokinetiikka klassinen katalyysin kaltaista. Takemoton ryhmén
kineettiset kokeet paljastavat, katalyytin kertaluvun olevan piiasiallisesti yksi (inhibiitio
tietenkin titd voi muuttaa'), miki on klassiselle katalyysille tyypillisti. Tdmi johtuu
yksinkertaisesti syystd, ettd jokaiseen reaktionopeuden maarddvadn vaiheeseen osallistuu vain
yhden ekvivivalentin verran katalyyttimolekyylejd ja tdméd vaihe ei ole katalyytin
dimerisaatiotyyppinen. Takemoton lineaariefektin kokeet paljastivat, ettd aktiivinen katalyytti
oli monomeeri. T#ten, vaikka bifunktionaaliset katalyytit ovat tiettyjen* parametrien mukaisesti

kahden katalyytin systeemejé, ne eivét ole pddasiallisesti toista kertalukua katalyytin suhteen.

5.2.5. Endersin ryhmiin ja Joergenssenin ryhmiin sekvivenssikatalyysit

Erona kaskadikatalyysireaktioilla ja sekvivenssikatalyysireaktioilla on se, milloin reaktion
toinen sykli kdynnistyy. MacMillanin ryhmén kaskadireaktiossa (luku 5.1.8.), toinen sykli
kaynnistyi valittomasti, koska sama katalyytti oli osallisena molempiin sykleihin. Sen sijaan
sekvivenssikatalyysissd, toisen syklin katalyytti lisdtddn reaktioon mydhemmin ja niin
ensimmadisen syklin annetaan viedi reaktionsa niin pitkélle kuin se kykenee. Téstd esimerkkina

on Endersin et al.'3” asymmetrinen Michael/ristibentsoiini-reaktio, jossa sekundirinen amiini
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ja N-heterosyklinen karbeeni katalysoivat syklit jérjestyksessd. Témi reaktio on kuvattuna
kaaviossa 52. Endersin ryhmai ei kuitenkaan esittinyt reaktiolle mekanismia, mutta kineettisten
kokeiden avulla méérittivit molempien katalyyttien olevan ensimmaistd kertalukua.'>” T#sti
Jorgenssenin ryhmi!®® rakensi vastaavan reaktion (kaavio 53A) ja mekanismin reaktion toiselle

sekvivenssille eli NHC-katalyysille (kaavio 53B).!3

0
T
R1/\)J\H N Ar?

o H OR3
a) 19 (20 mol%) PhO,S 5 3
72 b) 74 (10 mol% 19b: Ar? = 3,5 (F3C),CgH3, R®* = TMS
NaOAc (10 mol%) 75a 19c: Ar? = 3,5 (F3C),CgH3, R®=H
+ . 19d: Ar? = Ph, R® = TMS
o CHClI; (0.25M), r.t.
R2 SArt e O:N F
N\7N® F
73 PhO,S
72a: R1 = Me BF? F F
73a: R?> = Me, Ar' = Ph epi-75a F

Kaavio 52. Endersin ryhmin Michael/ristibentsoiini-sekvivenssireaktio.!*’

Reaktion a) vaiheessa 72b katalysoituu iminium-ionin 19b johdosta muodostaen vélivaiheen
A. Tami vélivaihe aktivoituu NHC:sta 74 muodostuneen karbeenin avulla muodostaen
Breslowin vilivaiheen B. Jorgenssenin ryhméin mukaan seuraavan vaiheen intramolekulaarinen
hyokkdys aromaattiseen ketoniin on reaktion kannalta olennaisin vaihe, josta muodostuu

viisirengasvilivaihe C, josta syn-asetelman vaihtoehto mahdollistaa Smilesin toisiintuminen.

Jos anti-stereokemia muodostuu, funktionaaliset ryhmét ovat liian kaukana toisistaan ja ndin
reaktio ei etene vaan vilivaihe anti-C palaa takaisin B:seksi. Vilivaiheen A epimeerit
muodostuvat Jergensenin ryhmidn mukaan 1:1 suhteella, koska sulfoniryhmin kantava
stereokeskus ajautuu tasapainoon nopeasti ja ndin myos vélivaiheen B voidaan olettaa olevan
1:1 epimeerien seos. Kuitenkin vain toinen néisté on reaktiivinen ja ndin tutkimusryhmdll oli

oletuksena, etti syn-C:ti muodostuu ylimairin. '3
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Kaavio 53. A) Jergensenin ryhmén variaatio Endersin tutkimuksen sekvivenssikatalyysille. B)

Mekanismi sekvivenssin toisen osan NHC-katalyysille.!*8

Jorgenssenin tutkimusryhmad ei kuitenkaan tehnyt reaktiolle kineettisid kokeita, mutta olettaen
reaktion olevan identtinen Endersin ryhmin reaktioon ndhden, voidaan kinetiikan olettaa
olevan my0s identtinen ainakin kertalukujen suhteen. Tdten my0s sekvivenssikatalyysin
kaltaiset reaktiot eivét pddasiallisesti ole katalyytin suhteen kertaluvultaan kaksi, jos ja kun

mekanistisesti reaktion eri sykleihin osallistuu vain yksi katalyyttimolekyyli reaktionopeuden
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madrddvassd vaiheessa. Tdmd perustuu puhtaasti siihen, ettd kineettisesti kaskadi -ja
viestityyppiset reaktiosysteemit omaavat useita reaktioita sisillddn, joilla kaikilla on omat
reaktionopeuden madrddvit vaiheensa. Vaikkakin kokonaisvaltaisesti jadlkimmaisen syklin
eteneminen riippuu ensimmadisen syklin tuotteen muodostuksen nopeudesta, voidaan
systeemille kéyttdd Briggs-Haldane kinetiikan eli vakaantilan (steady state) oletusta ja tdten
ajatella, ettd vélituotetta ei muodostu kineettisesti merkittavid maarid. Sekvivenssikatalyyseille
olennaista on se, ettd toinen katalyytti lisdtddn reaktioseokseen vasta ensimmadisen reaktion
padtyttyd. Tadmid vahvistaa ndkemystd, ettd reaktiot ovat kineettisesti erillisid. Tosin

sekvivenssikatalyyseille ei tarvitse Briggs-Haldane kinetiikan oletusta tehda.

Tamén kaltaisten kaksoiskatalyyttisten systeemien vahvuutena kuitenkin on se, ettd varsinkin
kaksoiskokatalyysissd voidaan mahdollisesti eri katalyyteilli suoriutua eri tavoitteista.

MacMillanin tutkimus'®

mainitsi, ettd katalyyttejd tarkoin valiten, voidaan kaskadisykleilld
muokata diastereo -ja enantioselektiivisyyttd halutusti. Toinen katalyyteistd voi nimenomaan
olla se substraatteja hallitseva osa, mikd mahdollistaa laajan kirjon eri tuotteita, kun taas
esimerkiksi jilkimmaiinen katalyytti vastaa asymmetristen synteesien péditavoitteesta. Tama
antaa siis hyvd mahdollisuudet siihen, ettd klassisessa katalyysin tapauksessa kaikkea ei tarvitse
asettaa yhden yhdisteen harteille. Tdmé edesauttaa helpompien, nopeampien, ekonomisesti
kannattavempien sekd luonnolle ystdvillisempien katalyyttien kéyttod véahentdmalla

esimerkiksi katalyytin synteesiin tarvittavien resurssien kuten ajan, materiaalien ja

menetelmien kayttoa.

Kaikki ndmé kolme kaksoiskatalyyttisten reaktioiden variaatiota ovat siis padasiallisesti
ensimmadistd kertalukua, koska syklit katalyysireaktioiden viélilld ovat erillisid ja tapahtuvat
eriaikaisesti toistensa jdlkeen. Kuitenkin on mahdollista, ettd tdmén tyyppisessékin reaktiossa
on katalyytin suhteen toista kertalukua oleva reaktio, mutta silloin voidaan jo puhua
trikatalyyttisestd reaktiosta, koska viistamatta toisessa syklissd itsessdén on kaksi katalyyttid ja
kaskadi- tai sekvivenssikatalyysin toisessa syklissd on oma reaktionsa kdynnissd. Tastd

esimerkkin olikin Jergensenin Kaskadikatalyysi (luku 5.1.4.).
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5.2.6. Leen ryhmiin synergistinen katalyysi

MacMillan ja Allen? esittelivit neljinnen tyypin kaksoiskatalyyttisiin reaktioihin ja nimesivit
sen synergistiseksi katalyysiksi. Pddideana on, ettd katalyytit eivdt aktivoi samaa substraattia
vaan aktivaatio tapahtuu kahdelle eri substraatille yhtdaikaisesti, jonka jélkeen aktivoidut

kompleksit sitten reagoivat keskenédédn. Visuaalisesti tima konsepti on esitetty kaaviossa 54.

Katalyytti 1
yyw 1. A
L » C
Katalyytti 2
Lumo —A Lumo A
\\\\\\ AI \\\\\\ Al
L
BI
AE -
B - -
Homo _B . v Homo _ B .-
ei katalysoitu perinteinen ei katalysoitu synergistinen
katalyysi katalyysi

Kaavio 54. MacMillanin ja Allenin konsepti synergistiselle katalyysille.*

Tarkoituksena  téllaisella  kaksoiskatalyyttisella lahestymistavalla on alentaa
aktivaatioenergiavallia kahdesta eri suunnasta, kuten kaaviossa 54 on esitetty. Energeettisesti
korkeamman HOMO:n omaava yhdiste on reaktiivisempi kuin ei aktivoidun reagenssin
samalla, kun toisen yksilon LUMO:a alentamalla, kuten perinteisessd katalyysissd on yleistd,
saadaan sekin reaktiiviseksi ja ndin esimerkiksi kytkentdreaktiot saataisiin nopeutumaan.
Ideana myds on se, ettd synergistisen katalyysin kautta voitaisiin pééstd kisiksi reaktioihin,

jotka eiviit ole mahdollisia perinteisten katalyyttisten menetelmien puolesta.*

Kuten muidenkin kaksoiskatalyyttisten reaktioiden kohdalla, on synergistinen katalyysi
mahdollista myds organo-organokatalyyttisesti, kuten Leen tydryhmi'* esitti heidiin Michael-

additioreaktionsa avulla, missd katalyytteina oli iminium-ioni ja Lewis emds (LB) kahdessa eri
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syklissd, mutta samanaikaisesti tapahtuen. Kaaviossa 55 on esitetty reaktioyhtdlo ja sen
mekanismi.'* Leen tutkimusryhmin esittimin mekanismin mukaisesti a,ftyydyttymitdn
aldehydi 72 reagoisi pyrrolidinikatalyytin 19b kanssa muodostaen iminium-ionin samalla kuin
isotiourea BTM 79 reagoisi aryylietikkahapon 78 kanssa muodostaen enolaatin ja nimé kaksi
kiraalista kompleksia sitten reagoisivat keskenddn muodostaen halutun C—C-sidoksen. Leen
ryhmé huomauttaa, ettd perfluorofenyylien muodostaminen voisi olla edesauttavana tekijana
iminium-ionin muodostumisen kannalta ja titen senkin voisi nihdi omana katalyyttiniin.'*’
Kaavio 55C osuudessa Leen tutkimus esitti perustelut stereokemialle ja sille, ettd 1,5-S---O
interaktio sekd typen kationi—m-interaktiot olisivat transiotilaa stabilisoivat tekijat
mahdollistaen reaktion etenemisen ja selektiivisen diastereomeerin muodostumisen.
Nimenomaan katalyyttien konformaatiota muuttaen voidaan seké anti -ettd syn-additiotuotteet
valmistaa erinomaisella stereohallinnalla (kaavio 56). Syn-tuotteet olivat kuitenkin epéstabiileja
ja ndin tuotteet eristettiin vastaavina 1,5-aldehydihappoina 81 hydrolyysin jéilkeen ja

katalyyttind jouduttiin kiyttiméin vihemmiin steerisesti estynytti 19d pyrrolidinid.'*

Leen ryhma ei kuitenkaan tehnyt reaktiolleen kineettisid kokeita tai muutenkaan mekanismia ei
tutkittu tarkemmin, joten kinetiikan kannalta on hankala esittdd nikemyksid, miten katalyytin
kertaluvut menevit. Kuitenkin jos timé esitetty mekanismi on pdteva, reaktiossa katalyytit
osallistuvat kiertoihinsa vain yhden kerran per sykli ja ndin tdmin mekanismin pohjalta

katalyyttien kinetiikan voidaan olettaa olevan ensimmaisté kertalukua.

Kuitenkin olisi mielenkiintoista n&hdd miten reaktioon mahdollisesti osallistuva
perfluorofenyyli kdyttiytyisi ja mahdollisesti sen kinetiikka voisikin olla muuta kertalukua kuin
yksi. Kyseinen reaktio olisi kuitenkin silloin trikatalyyttinen ja titen kaskadikatalyysien
kaltaisesti reaktio ei olisi endé tutkielman otsikon alle sopiva. Leen ryhmén reaktiota voidaan
kuitenkin pitdd esimerkkind, miten yleisesti synergistiset katalyysireaktiot etenisivét ja ndin
yleisesti ottaen voidaan todeta, ettd timin tyyppiset katalyysireaktiot eivit ole toista kertalukua,
ellei molempiin sykleihin osallistu katalyyttind sama reagenssi, jolloin tilanteena olisikin
Burésin et al.! esittimi kahden substraatin aktivoituminen samalla katalyytilli (kaavio 3F),

kuten tapahtui Crimminin ryhmén fluoridimetateesissa (luku 5.1.7.).
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Kaavio 55. A) Leen ryhmin reaktioyhtdlo ja olosuhteet, B) Reaktiolle ehdotettu mekanismi ja

C) perustelut stereokemialle anti-selektiivisiin Michael-additioihin. !>’
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a) Anti-selektiivinen
olosuhteet: 10 mol% 19b, 10 mol% 79, CH,Cl, (1.0 M), =10 °C, 18 h
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b) Syn-selektiivinen
olosuhteet: 20 mol% 19d, 20 mol% 79, CH,Cl,/H,0 (1.0 M), —10 °C, 18 h; jonka jalkeen Et3N H20 THF, r.t. 20 min
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Kaavio 56. Leen ryhmiin reaktio-olosuhteet selektiivisille Michael-additioille.'*

Yhtend vahvuutena kuitenkin synergistisesd katalyysissd on se, ettd kaksi eri reaktiota voivat
tapahtua yhtdaikaisesti reaktioseoksessa. Kaskadikatalyysit tapahtuvat jérjestyksessd ja tdten
koko reaktiosysteemin reaktioaika voi kasvaa merkittdvésti hitailla reaktioilla. Varsinkin jos
ajatusta kaskadeista laajennetaan yleisemelld tasolle, misséd teoreettisesti kaskadeja voidaan
jatkaa sykli toisensa jalkeen. Synergistissd katalyyseissd néin ei kdy ja kuten konvergenteissa
synteeisessd, ainoastaan sen hitaimman syklin reaktioaika merkitsee makrondkdkulmasta.
Tdhdn kun lisdd MacMillanin ja Allenin esittimén ajatuksen synergistisen katalyysin
vahvuudesta, voi tdmén tyyppisilld reaktiolla péddstd késiksi reaktiothin, mitkd muuten ovat
hyvinkin hankalia. Kuten kaskadikatalyyseissd, my0s synergistisen katalyysin kohdalla voisi
ndhdd mahdollisuuksia eri katalyyttien kéytostd eri tavoitteiden saavuttamiseen. Téten
synergistisilléakin katalyyseilld voi pyrkid suoriutumaan yksinkertaisilla katalyyteilla siitd mihin

klassisissa katalyysireaktioissa tarvitaan monimutkaisia ja hankalasti saatavia katalyytteja.
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5.3. Analyysi

Tassd luvussa esitetddn analyysejd luvussa esitettyihin reaktioihin ja niiden luonteeseen
yleiselld tasolla. Lisédksi luvussa keskustellaan yleisemmaén tason hyddyisti tutkia ja soveltaa
esitetyjd reaktioita. Tdma kulminoituu esitykseen tulevasta ja siithen esitetdin ndkokulma miten

tutkimusala voisi kehittyé eteenpdin.

5.3.1. Katsaus kaksoiskatalyysin teemoihin

Kun alaluvun 5.1. esimerkkejd vertailee keskendén, voidaan huomata trendind, ettd useat
mahdolliset toisen kertaluvun katalyytit ovat (tio)urea -tyyppisid eli piddasiallisesti
katalyyttisend yksikkoni toimii (tio)urean NH-protoneista mahdollistuva vetysidos. Kuitenkin
esimerkiksi imiini-enamiini yhdistelmén reaktiot ovat esilld kahdesti (Jorgenssenin ja
MacMillanin ryhmien reaktiot). Duddigin ryhmén ja DiRoccon ryhmén reaktiot erottautuvat
joukosta, mutta nekdin eivét sindllddn kovin kaukana ole perustrendisti. Itsessidén reaktiot ovat
kuitenkin ~ monimuotoisia  Friedel-Crafts-alkylaatiosta ~ polymerisaatioreaktioon  ja
konjugaattiadditioista fluorimetateesiin. Erikoisuutena esimerkkien kohdalla oli MacMillanin
ryhmén reaktio, missd identtisten katalyytien kdytto ei merkinnyt toista kertalukua katalyytin

suhteen itse kaksoiskatalyysireaktiossa johtuen reaktion kaskadityyppista.

Menetelmét kertaluvun méérittimiseen olivat myOs moninaisia, joskin paikoin vajavaisia.
Esimerkiksi Sugiuran ja Jergenssenin ryhmien julkaisuista puuttui tarkemmat kineettiset kokeet
esimerkiksi Burésin VINA:n avulla. Kuitenkin huomiona on se, ettd Jorgenssenin ryhmin
julkaisu on samalta vuodelta kuin VTNA ja titen ei valttimattd voida vaatia, ettd ryhmassé olisi
oltu tietoisia menetelméstd, ja ettd ryhmdissd olisi ollut resursseja kyseisen menetelmén
sisdllyttdmiseen julkaisun kohdalla. Kuitenkin tdma sitten olisi mahdollisuus jatkaa tutkimusta
ja tutkia mekanismia perinpohjaisesti sen sijaan, ettd ajatus vain heitettdisiin ilmoille ilman
syvempid perusteluja. Pédasiallisesti kuitenkin kaikissa reaktioissa on perusteltu toisen
kertaluvun oletus katalyytin suhteen tavoin tai toisin ja titen vain esittimailla vastaperusteluja,
kuten Burés et al.! teki Kassin ja Fanin®, Smajlagic et al.”® ja DiRoccon et al.'% kohdalla,

voidaan oletus asettaa ristiriitaiseen valoon, kunnes esitetty kritiikki on kumottu kokeellisesti.
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kaksoiskatalyysin tutkimisen hyddyt kuitenkin nousee parhaiten esiin esimerkiksi Yoshimitsu
et al.¥’, Kiesewetterin ja Kazakovin’® seki DiRoccon et al.'% julkaisujen my6ti. Tutkimalla ja
havaitsemalla toisen kertaluvun kinetiikkaa katalyytin kohdalla, voidaan tdtd informaatiota
kayttdd hyodyksi tutkimaan itse mekanismia tarkemmin ja téstd sitten suunnitella katalyytteja,
jotka ovatkin ensimmdistd kertalukua katalyytin suhteen olemalla teknisesti molemmat
aikaisemmat kaksi katalyyttimolekyylid yhtd aikaa (esimerkiksi 37) ja tdten reaktioissa
vahvistetaan toisen kertaluvun ominaisuuksia keinotekoisesti. Mika taas sitten mahdollistaa
niitd reaktioita, mitd MacMillan ja Allen* esittiviit olevan vaikeita tai jopa mahdottomia
yksittdisilla katalyyteilld, kuitenkin tuomatta mukanaan samalla mainitut kaksoiskatalyyttisten

olosuhteiden tuomat haasteet.

5.3.2. Katsaus kaksoiskokatalyysin teemoihin

Kuten voidaan alaluvun 5.2. esimerkeistd huomata, reaktioiden kirjo on laajempi
kaksoiskokatalyysissd. Varsinkin kun mukaan lasketaan bifunktionaaliset katalyytit sindlldén.
Teknisesti nditd ei voisi kaksoiskatalyyttisiksi laskea, silld katalyytteji on vain yksi, mutta
toisesta nidkokulmasta ne kuitenkin pystyvét toimimaan itsessddn kuten olisivat kaksi eri
katalyyttid yhti aikaa ja titen ne omaavat saman ajatuksen kuten DiRoccon et al.!% optimoitu
katalyytti 37, miki siis suoriutuu kahden katalyytin roolista yksinddn. Tastd ehkd voisi luoda
ajatusta tulevaan identtistestd bifunktionaalisesta katalyysistd, mitkd olisivat siis toisen

kertaluvun kaksoiskatalyyttien optimoituja johdannaisia.

Kineettisesti kaksoiskokatalyysit eivdat pddsddntdisesti omaa mahdollisuutta toiseen
kertalukuun katalyytin suhteen, ellei sitten jokin katalyyteistd osallistu esimerkiksi yhteen
kaskadisykliin kahden ekvivivalentin verran. Kuitenkin kuten Jorgenssenin ryhmén
kaksoiskatalyysikaskadisyklin kohdalla mainittiin, tillaisista reaktioista tulee “korkeamman

asteen multikatalyyttisid systeemejd” esimerkiksi trikatalyyttisid systeemejé.

Luvun teemana oli kuitenkin vain esitelld ndité reaktioita sekd hieman kartoittaa MacMillanin
ja Allenin* seki Patilin et al.'? luokituksia kaksoiskatalyyttisiin reaktioihin seki kertoa miksi
kinetitkan kohdalta ndméi reaktiot eivédt tarvitse samankaltaista ldhestymistapaa kuin
kaksoiskatalyysissd. Kuitenkin kinetiitkka on hyvin oleellinen ldhestymistapa mekanismien

tutkimiseen ja titen myods ndma reaktiot ovat kineettisesti kiinnostavia, jos kuitenkaan eivét
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tuota toista kertalukua katalyytin suhteen omaa. Téten esimerkiksi Jacobsenin ryhmén Poravov-

reaktio oli esimerkillinen tapaustutkimus.

Luvun analysoitavien reaktioiden kohdalla myo6s kéytiin 14pi mahdollisuuksia, mitd
kaksoiskokatalyysi voi tuoda mukanaan. Esimerkiksi bifunktionaalisten katalyyttien
lahestyminen entsyymien suuntaan tai kaskadikatalyysien mahdollinen kyky hallita reaktioita
eri syklien avulla ovat vahvuuksia, mitkd puuttuvat klassisista katalyyseistd ja mahdollisesti
ovat vihemman merkittavassa roolissa identtisten kaksoiskatalyyttien kohdalla. Tdma siksi, ettd
kahden identtisen katalyytin ei voida olettaa tekevin tdysin eridvii tehtdviad kuten substraatin ja
stereoselektiivisyyden hallintaa eri tavoin. Toki myos tdma voi viitteend olla véara, silld luonto

ja kemia eivét ole koskaan yksinkertaisia.

5.3.3. Tulevaisuuden nikymiit

Pitkdntdhtdimen unelmana ja tutkimustavoitteena katalyysikemiassa on, ainakin yhdesti
nikokulmasta, valmistaa synteettisesti entsyymien kaltasia katalyyttejd. Entsyymit luonnostaan
ovat kehittyneet biologian kehityskulun myo6td nykyiselle tasolle, missd ne voivat tehda
monimtukaisiakin (bio)kemiallisia reaktioita laimeissa ja eldmaille sopivissa olosuhteissa.
Esimerkiksi eldinkunnan eri edustajien aineenvaihduntojen yhteydessd. Tdméa on ympériston
kannalta se suotuisin vaihtoehto, silld ndissd entsyymien tuottamissa reaktiossa jétteet ja muut
kuona-aineet ovat myds hyvin helpokohja ympéristolle. Vastaavasti synteesikemian
laboratoriossa joudutaan ldhes aina kdyttdmaidn hyvinkin myrkyllisid ja luonnolle haitallisia
yhdisteitd esimerkiksi liuottimina. Tami pédtee myos katalyysikemiassa, joka on yleisesti
todettu pyrkimiédn helpottamaan téta taakkaa. Jo tdltd kannalta pyrkimys entsyymien kaltaisiin

synteettisiin katalyytteihin olisi tavoitteena hyvin suotuisa.

Sen lisdksi entsyymit ovat luonnon kehityskulun seurauksena hyvinkin tehokkaita tehtavissdan
ja olosuhteiden ollessa suotuisat. Ne saattavat toimia ympdristdissddn sitkeimmin kuin
synteettiset katalyytit. Katalyytin sitkeys, tai paremminkin kestdvyys, on yksi katalyyttien
ominaisuus, mitd pyritdén parantelemaan etenkin teollisuuden ja laajemman kayton tarpeissa.
Onhan se pdivinselvdd, ettd katalyyttimolekyyli, joka pitdd kykynsd katalysoida reaktiota
esimerkiksi “tuhat kertaa” on parempi kuin vastaava tapaus, mikd pystyy vain kymmeneen

kertaan”. Tdstd on siis hyva ottaa opiksi katalyytteja suunnitellessa.
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Kuitenkin tdhdn mennessd ei synteettiset entsyymien kaltaiset molekyylit ole tuottaneet
lapimurtoa tutkimusalalle. Tdmén lisdksi yleisesti ndhd4én ajatus olevan, etti ei ole edes tietoa
aina miksi ndmd entsyymien kaltaiset molekyylit eivdt toimi vaikka funktionaalisesti
molekyylit olisivatkin hyvin samankaltaisia.'**'** Yhteni nikdkulmana uusille tutkimuksille
onkin ne asiat, miti MacMillan & Allen* Huang ef al.'® ja DiRocco et al.'% tutkimuksissaan
esittiviat. Pyrkimyksend onkin siis tutkia, jos kahden katalyytin, ja varsinkin
multifunktionaalisten katalyyttien, pohjalta pystyttdisiin l&hestymadn titd katalyysikemian
tavoitetta. Tietysti lisdnd on se, ettd biokemiassa reaktioissa ei tuotteitta puhdisteta vilissd vaan
ne jatkavat seuraaviin reaktioihin omia polkujaan. Tdmd onkin se pohja mihin etenkin
kaksoiskokatalyysireaktiot ja eritoten kaskadityyppiset katalyysireaktiot perustuvat. Teoriassa
nditd systeemejd voidaan laajentaa niin pitkélle kuin on tarve, mutta kdytdnndssidhén jo useaan
kertaan mainitut tekijét kuten katalyyttien inhibiitio ovat esteend. Tdmé on jo tutkimuskohteena

esimerkiksi heterogeenisessi katalyysissi.!*

Taten tulevaisuuden yhtend tavoitteena katalyysikemiassa voisi olla homogeenisessi
katalyysissd kanoonisesti tehtdvédt kahden eri katalyytin reaktiot. Etenkin jos kdytdssd on
organokatalyytit, mitkd ovat 1dhempénd luonnon entsyymeji kuin esimerkiksi metallikatalyytit.
Vastavaasti kaksoiskatalyyttiset systeemit luovat uraa toisesta suunnasta tdhén tavoitteeseen
ajatuksella suunnitella multifunktionaalisia katalyyttejd toisen kertaluvun oletuksen pohjalta.
Téhin tietenkin sitten vaaditaan entistd parempia kineettisid menetelmid. Esitetty VINA on
hyvin tehokas tyokalu, mutta se ei sovellu kaikkiin tilanteisiin. Téten sen paranteleminen onkin
mahdollisesti esiaskel sithen, ettd kineettisesti voidaan katalyysireaktioita tutkia hyvinkin

tehokkaasti niin laajissa olosuhteissa kuin mahdollista.
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6. Yhteenveto

Tutkielmassa kéytiin 14pi kahden katalyytin reaktiota eri luokittelujirjestelmien pohjalta
samalla avaten termistéd ja ndkemyksid aiheeseen Esitettyjd luokitteluja késiteltiin eri
ndkokulmista ja niiden kdyttdmatta jattamistd perusteltiin. Tastd sitten pystyttiin 1dhestymééin
padasiallista ndkdkulmaa tutkia kyseisenlaisia reaktioita reaktiokineettisesti. Etenkin katalyytin
kertaluvun nidkokulmasta. Tatd varten esiteltiin muutamia yleisesti kéytettyji menetelmid
tarkasti sekd avattiin yleisid ongelmia, miksi kertaluvun méérityksessé voi olla haasteita. Tama
pati etenkin kaksoiskatalyysille, jossa oletuksena voidaan esittdd katalyytin olevan

kertaluvultaan kaksi.

Tamén teoreettisen nikokulman perusteella pystyttiin ottamaan kisittelyyn useita tutkimuksia
viimeisen kahden vuosikymmenen ajalta ja esittelemiin kyseisten tutkimusten perustelut
viitteille toisesta kertaluvusta tai muuten niin sanotusti kahden katalyytin aktivaatioista. Néité
perusteluja analysoitiin ja kritisoitiin etenkin kineettisestd nidkokulmasta ja niistd koottiin
yleisid trendejd sekd tulevaisuuden mahdollisuuksia tutkimusiaheeseen liittyen. Etenkin
pyrkimyksend oli nostaa esiin ne toistuvat seikat, milld pystyttdisiin perustelemaan

jatkotutkimuksia tai uusia tavoitteita vastaavanlaisille reaktiosysteemeille.
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KOKEELLINEN OSA
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7. Johdanto

Carterin tydryhmin'4® julkaisema versio Michael-additiosta on heidin mukaansa ensimmaiinen
katalyyttisesti tehty Pfau-d’ Angelo reaktio. Pfau-d’ Angelo -reaktio on asymmetrinen Michael-
additio, joka kéyttdd hyodyksi kiraalisia imiinejd.'*’~'* Carterin ryhmin reaktio on kuvattu
kaaviossa 57. Reaktiossa siis katalyytin avulla muodostetaan imiini, joka tautomerisoituu
regioselektiivisesti enemmén substituoiduksi enamiiniksi. Téméd mahdollistaa kyseisen
vélituotteen ja akrylaatin 82:n vilisen Michael-addition. Imiinin muodostuessa reaktioon
muodostuu vettd, joka hydrolysoi addition jélkeisen kompleksin muodostaen tuotteen ja

regeneroiden katalyytin.

0]

katalyytti (20 mol%)

+ ZC0,Bn
PhMe, 90 °C, 48 h

81 82 83a

Kaavio 57. Carterin ryhmén Pfau-d’Angelo reaktio.

Y146, Kiyttden tutkielmassa jo

Carterin mukaan kyseessd on “kaksoiskatalyysi” (dual catalysis
esitettyjd vaihtoehtoja, ja Carterin ryhmén tarkentamana, kyseessd on bifunktionaalinen
katalyysi. Téten katalyytin rooli korostuu reaktiossa, silld Carterin ryhmin vaatimuksena oli,
ettd katalyytti sisdltdd 1) primédrisen amiinin, jonka avulla voidaan edesauttaa enamiinin
muodostusta Michael akseptoria varten ja 2) Brensted-happo osan, jonka avulla voitaisiin
ennalta orientoida nukleofiili sekd edesauttaa enamiinin/imiinin muodostumista ja sen jilkeisté
hydrolyysid. Carterin tutkimuksen kohteeksi wvalikoitui bifunktionaaliset tiourea-amiini
katalyytit, silld ne sisdlsivit molemmat vaatimukset yhtdaikaisesti (kuva 17). Joukosta he
16ysivit sopivan katalyytin (84f), mutta samalla yksi tutkituista katalyytteistd (84¢) saavutti
vain 18 % saannon reaktiossa. Tamaé oli kiinnostava havainto, silld katalyytin méaérana oli 20
mol% ja tdten vaikutti siltd, ettd katalyytti ei pystynyt tekemddn edes ensimmaistd kokonaista
kierrosta syklissddn. Havainto viittasi my0s sithen, ettd syynd voisi olla katalyytin inhibiitio,
mutta Carterin ryhmi ei titd tutkinut tarkemmin, koska he 16ysivét optimaalisen katalyytin.
Tutkimuksessa kuitenkin mekanismin perustelun yhteydessd huomatettiin, ettd esimerkisi
bentsyyliamiini ei kykene aktivoimaan elektrofiilind toimivaa akrylaattia. Tdima voi olla yhtena
selittdvina syynd, miksi 84c:n antama saanto on alhainen. Katalyytin inhibiition mahdollisuutta

haluttiin kuitenkin tutkia ja menetelmiksi pdddyttiin soveltamaan Burésin VINA:n “same
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excess” -kokeita ottamalla reaktioista néytteitd tasaisin viliajoin ja analysoimalla

konsentraation muutoksia ndytteissd kaasukromatografian avulla.

L :
e O[?] L
)\HkN,soz NH, T
84a H 84c

NH,
84b CFs
CF,
Ph S )SL
Ph S .
ph, . L _ph J§ NN CF,
N N Ph/u H H
ny, HoH NN CF3 NH,
2 NH,
84d 84e 85
Ph S Ph Ph
Ph, ,
n A don o e
NH2 NH2 NH2
84f 84g 84h

Kuva 17. Carterin ryhmén tutkimia tiourea-amiini katalyyttejd Pfau-d’ Angelo reaktioon,
joista sininen on parhaiten toiminut katalyytti ja 84¢ on mielenkiintoisen heikosti toiminut
katalyytti. 85 on tutkielmassa valmistettu katalyytti, mikd on suhteellisen 1dhelld punaisella

merkittyja yhdisteitd funktionaalisuudeltaan.

Kyseistd katalyyttid ei kuitenkaan ollut saatavilla suoraan ja titen vastaavan tyyppistd
katalyyttid (kuva 17, 85) ensin piti valmistaa ja sitd varten oli my0s tarve raseemisen
lahtéaineen resoluutioon enantiopuhtauden saavuttamiseksi. Naiistd vaiheista koottiin

tutkielmaan laboratoriossa tehtdva kokeellinen osa.
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8. Kokeellisen osan tulokset
8.1. Reaktioseurannan tulokset
Tutkittavana reaktiona oli seuraava reaktio (kaavio 58):
O 0]

85 (20 mol%) COxMe
PhMe 48 h, 90 °C

+  ZCOo,Me

81 86 83b
2,0 ekviv
CF;
X
NH,
85

Kaavio 58. Carterin tydryhmén muokattu Pfau-d’ Angelo reaktio, jonka kineettista

kayttdytymistd seurattiin kaasukromatografialla.

Reaktio tehtiin substraattien suhteen eri konsentraatioissa pitden konsentraatioero eli VINA-
menetelmin “excess”-termi vakiona. Korkeamman konsentraation reaktiossa (SE1) substraattia
81 oli 0,979 M, substraattia 86 oli 1,999 M konsentraatioissa reaktioseoksessa. Taten “excess”-
termi oli 1,02 M. Matalemman konsentraation reaktiossa (SE2) vastaavasti substraattia 81 oli
0,602 M ja substraattia 86 oli 1,622 M konsentraatioissa reaktioseoksessa. Sisdisend
standardina reaktiossa kdytettiin tetradekaania ja sen konsentraatio vastasi reaktiossa
substraatin 81 konsentraatiota. Pitden katalyytin konsentraatio vakiona, reaktiosta pystyttiin

kaasukromatografilla muodostamaan kuvaajat katalyytin kiyttdytymisen tutkimiseksi.

Referenssikromatogrammit ovat liitteind (Liitteet 1, 2, 3). R, (2-metyylisykloheksanoni, 81, B)
= 8.37 min, R, (Tetradekaani, IS) = 25.97 min, R; (Tuote 1, 83b) = 64.93 min ja R; (Tuote 2,
83a) = 66.36 min. Metyyliakrylaatti (86) tuli liuottimen mukana ja téiten sitd ei voitu tarkasti
madrittad tdlld menetelmalld. Liittessd 4 on taulukot GC-pinta-aloista, GC-vastekertoimista
sekd vastekertoimien avulla lasketut konsentraatiot molemmille reaktioille (SE1 ja SE2).
Kromatogrammit ovat liitteissd 5 (SE1) ja 6 (SE2). Reaktiokonsentraatioista voitiin muodostaa

kuvaajat konsentraation muutoksesta ajan suhteen. Ndmé ovat esitetynd kuvissa 18 ja 19:
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Kuva 18. Korkeamman konsentraation reaktion (SE1) komponenttien konsentraatioiden
muutos ajan suhteen. ® = lihtdaineen konsentraatio, ® = tuotteen ensimméiisen enantiomeerin

konsentraatio ja = tuotteen toisen enantiomeerin konsentraatio. [81]o = 0,979 M.

1,2

0,8

06 ®

Konsentraatio (M)

Aika (h)

Kuva 19. Matalamman konsentraation reaktion (SE2) komponenttien konsentraatioiden
muutos ajan suhteen. ® = ldhtdaineen konsentraatio, ® = tuotteen ensimmadisen enantiomeerin

konsentraatio ja = tuotteen toisen enantiomeerin konsentraatio. [81]o = 0,602 M.
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8.2. VINA Same excess -tulokset

VTNA Same excess-kokeet tehtiin reaktiolle (kaavio 59):

0 (0]
85 (20 mol%) COxMe
PhMe 48 h, 90 °C

+  ZCo,Me
86

81
2,0 ekviv 83b

CF3
S

WA
H

N CF,
H
NH,

85

Kaavio 59. Carterin tyoryhmén muokattu Pfau-d’ Angelo reaktio, jolle tehtiin VITNA-

menetelmédn Same excess -koe, milld pyrittiin tutkimaan katalyytin kinetiiikkaa reaktiossa.

Luvussa 3.2.1. ja luvussa 3.2.2. késiteltiin miten RPKA:lla ja VINA:lla pystyy katalyytin
inhibiitiota maarittimaan tekemaélla tutkittava reaktio kahdessa eri konsentraatiossa siten, ettd
reaktiokomponenttien “excess” pysyy vakiona. Tdma oli syynd miksi Pfau-d’Angelo tehtiin
kahdessa eri konsentraatiossa ldhtdaineiden suhteen (SE1 ja SE2) pitden katalyytin
konsentraatio vakiona. Konsentraatioprofiilit (kuva 18 ja kuva 19) voidaan siten asettaa samaan
kuvaajaan (kuva 20A). Same excess -kokeen ideana on se, ettd korkeamman konsentraation
reaktion (SE1) reaktiokomponenttien konsentraatio eli [81] pitdisi jollakin ajanhetkelld
saavuttaa matalamman konsentraation reaktion ldhtokonsentraatio (0,602 M). Titen
muuttamalla matalamman konsentraation aika-arvoja datapisteille, voidaan kuvaajaa siirtdi ja
selvittdd missd tdma yhteinen ajanhetki olisi. Kuvassa 20B on esitetty kuvaaja tilanteessa, jossa

matalemman konsentraation 1dht64 on siirretty 10 tuntia eteenpdin:
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Kuva 20. Pfau-d’ Angelon same excess -kokeen kuvaajat. A) Molemmat konsentraatiot
samassa kuvaajassa ja B) matalamman konsentraation datapisteitd on siirretty 10 h eteenpdin.

B = 81 = 2-metyylisykloheksanoni. SE1: ® =[81], [81]o = 0,979 M. SE2: e =[81], [81]0 =
0,602 M.
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8.3. Katalyyttikokeiden tulokset
8.3.1. Synteesit

Ensimmaéisend askeleena kohti katalyytin synteesid Pfau-d’Angelo -reaktiota varten oli
valmistaa 1dht6ainetta (R,R)-1,2-diaminosykloheksaania tai (S,5)-1,2-diaminosykloheksaania.
Tahén valikoitui reseptiksi Jacobsenin ja Larrow’n'>® kiraalinen resoluutio (kaavio 60) (%)-

trans-1,2-diaminosykloheksaanille:

@ (@]
NH, OH O NHs S ~\OH
+ HO_ H,O/HOAc O
@NH Y ot - TG °
, @NHs © OH
O OH 90 °C:sta 5 °C:seen e}
87 88 89a

Kaavio 60. Jacobsenin ja Larrow’n'*® (+)-trans-1,2-diaminosykloheksaanin (87) kiraalinen

resoluutio L-(+)-tartraattihapon (88) avulla.

Pédasiallisina syind tdmén reseptin valikoitumiseen oli sen suhteellinen helppous, tarvittavien
reagenssien halpuus sekd mahdollinen reaktion skaalautuvuus, silld Jacobsen ja Larrow olivat
reaktion tehneet 100 g mittakaavassa. Reaktiossa diamiini reagoi enantiopuhtaan hapon kanssa
muodostaen suolan. Resoluution ideana oli se, ettd suoloista vain toinen liukenee vesi-
etikkahappo liuokseen ja toinen saostuu liuoksesta. Tdten suodattamalla faasit, voitaisiin
haluttu enantiomeeri saada talteen kayttdmalld haluttua tartraattihappoa. Enantiopuhtauden
takaamiseksi Jacobsen ja Larrow my0s ehdottivat uudelleenkiteytystd. Enantiopuhtauden
madrittdmiseksi tarkoituksena oli kayttdd HPLC-menetelméé ensin vapauttamalla muodostunut
tartraattisuola (89a) vapaaksi diamiiniksi ja sen jidlkeen derivoimalla se bisamidiksi reaktiolla

(kaavio 61).

Resoluutio  itsessddn onnistui ilman suurempia ongelmia. Saantona (R,R)-1,2-
diaminoykloheksaani monotartraattia oli 2,9 g (44 %), miké oli reseptin saantoon verrattuna
(105-110 g, 80-83 %) keskinkertainen, mutta kaytettivd maard. Huomiona kuitenkin oli, etti
ensimmédisen suodatuksen jdlkeen tuote oli reseptistd poiketen kellertivdd kertoen
epdpuhtauksista. Loppujen lopuksi saatu tuote uudelleenkiteytettiin, jotta saatiin valkoinen
jauhe kuten reseptissd oli mainittu. Enantiopuhtauden madrittdmisen kohdalla kuitenkin oli

haasteita. Yhtend seikkana oli se, ettd kdytossa ei ollut reseptissd kéytettyd kolon-
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Kaavio 61. Diammoniumsuolan vapautus ja sen derivointi p-toluoyylikloridilla (89).

nia HPLC:lle ja titen retentioaikojen vertailu oli haastavaa. Myds se, ettd retentioajat
raseemiselle referenssindytteelle ja resoluution tuotteesta tehdylle niytteelle eivét tisménneet,
teki analyysistéd vaikeaa. Varmuuden vuoksi tartraattisuolan derivaatio bisamidiksi tehtiin myds

toisella, Walshin ez al.'!

reseptilld (kaavio 62). Pyrkimyksend oli tehdé vertailukelpoinen niyte,
jotta HPLC-kromatogrammien tulkitseminen helpottuisi. Kuitenkaan tété ei ehditty tekeméén,
silldi HPLC-instrumentin tietokoneterminaali meni rikki ja titen analyysii ei viety tdydellisesti
loppuun. Kéytetty vaihtoehtoinen resepti kuitenkin mahdollisti bisamidin eristimisen ja tdten

sille voitiin tehdd muita analyysejd esimerkiksi NMR-spektroskopiaa tai sulamispisteen

mittausta.

o)

® 0 Q NH
NH; o OH 2 M NaOH
o .\ Cl >
@NH; o oH Et,0, 1h, rt 'NH
o)
90 ©
89a

91

Kaavio 62. Diammoniumsuolan vapautus ja sen derivointi p-toluoyylikloridilla kdyttden

vaihtoehtoista reseptid.

'n!0 1152

Jacobsenin ja Larrow resoluutioresepti viittasi my0s itse alkuperdiseen, Galsbelin et a
(¥)-trans-1,2-diaminosykloheksaanin resoluutioon, missd samalla hapolla pystyttiin myos

toinen enantiomeereistd saostamaan bistartraattisuolana (89¢) (kaavio 63).
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Kaavio 63. Bistartraattisuolan muodostus kiraalisen resoluution suodatetusta eméliuoksesta.

Tdmé ei kuitenkaan onnistunut kuten reseptissd vaan ldhes kaikissa reaktiovaiheissa oli
eridviisyyksid raportoituun verrattuna. Suolan piti uudelleenkiteytyd reaktion jédhtyessd, mutta
ndin ei kdynyt vaan liuotin piti haihduttaa pois. Saatu valkoinen, karkea jauhe kuitenkin
osottautui NMR-spektroskopian ja sulamispisteen perusteella olevan bistartraattisuola.
Pyrkimyksend oli derivoida bistartraattisuola kuten kaaviossa 61 ja sille mitata HPLC-
kromatogrammi. Kuitenkin terminaalin rikkoitumisen johdosta titd ei kunnolla pystytty
tekemidn. Samalla myds todettiin, ettd jos pyrkimyksend on saada bistartraattisuolassa oleva
(S,S)-diaminosykloheksaani kdyttoon, on jarkevampad kayttdd L-(+)-tartraattihapon sijaan D-(—

150

)-tartraattihappoa, kuten Jacobsenin ja Larrow’n " reseptissd vaihtoehtona oli.

Kyseistd happoa ei kuitenkaan ollut saatavilla ja koska (R,R)-enantiomeerin enantiopuhtauden
selvitys ei ollut tdydellistd, paadyttiin kdyttdméddn kaupallisesti saatavilla olevaa (S,S5)-1,2-
diaminosykloheksaania katalyytin valmistukseen. Reseptini toimi Foxin et. al.'>? patentti, jossa
kyseinen synteesi oli yhtend vaiheena (kaavio 64). Synteesi tehtiin kahteen kertaan, koska
ensimmdiselld kerralla reaktiossa kdytettyd kolvia ei kuivattu ensin uunissa ja timén paételtin
olevan syynd matalaan (17 %) saantoon. Toisen kerran synteesissd saanto parani (47 %), mutta
se oli vieldkin keskinkertainen patentissa raportoituun saantoon (75 %) verrattaen. Tdméa
luultavimmin johtui my0s ilma- ja kosteusherkkien menetelmien huolimattomasta kéytosta tai
vaihtoehtoisesti lilan nopeasta reagenssien annostelusta reseptiin ndhden. Katalyyttisuolaa
kuitenkin saatiin useita grammoja, mikd olisi riittdnyt jatkokisittelyyn ja itse katalyytin
kdyttoon haluttuun reaktioon. Kuitenkin toisella tutkijalla oli méaarillisesti enenmmén ja sen

vapauttaminen vapaaksi amiiniksi oli kdytdnnollisempaa.
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Kaavio 64. Pfau-d’Angelo -reaktioon tarvittavan katalyytin synteesi.

Jotta Pfau-d’Angelo -reaktiota pystyttdisiin seuramaan kaasukromatografisesti, oli tarpeen
syntetisoida raseeminen referenssituote. Tihiin kiytettiin modifoitua humilisiini E -projektin'>*

Pfau-d’ Angelo -reaktiovaihetta (kaavio 65).

a) 1 ekv. 94 O

p-TsOH (1 mol%), CO,Bn

PhMe, reflux, 22 h
Z>C0,Bn Ph._ NH; g

b) 5 ekviv 82
rt, 69 h

81 82 94 c) AcOH, 1,4-dioksaani 93
80 °C,21h

o)

Kaavio 65. Raseemisen referenssindytteen synteesi.

Itse synteesi onnistui suhteellisen hyvin, mutta NMR-spektristd pystyttiin havaitsemaan, ettia
reaktiossa muodostui hyvin samankaltaista sivutuotetta. Tdméin sivutuotteen erottelu nihtiin
toisen tutkijan kanssa hankalaksi. Tarkoituksena oli kuitenkin erottelu tehdd, mutta
referenssindytteen GC-mittauksen yhteydessé havaittiin, ettd tuote ei kaasukromatogrammissa
ndy valitulla menetelmdlld. Menetelmdd yritettiin  optimoida, mutta tuotetta ei
kromatogrammissa havaittu. Téstd péatettiin vaihtaa kéaytetty bentsyyliakrylaatti (82)

metyyliakrylaatiksi (86) ja tehdi sitd vastaava raseeminen tuote. Aikamadaréllisesti tdhén ei
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kuitenkaan ldhdetty vaan itse reaktioseurantaa varten kéytettiin toisen tutkijan jo valmistamaa

yhdistetti.

Reaktioseuranta tehtiin titen muokatulle Carterin ryhmin'#® katalysoidulle Pfau-d’Angelo

reaktiolle (kaavio 66).

85/84f (20 mol%) COzMe
PhMe 48 h, 90 °C

+ 2 Co,Me

86
81 2,0 ekviv 83b
CF,
. Ph )SL
N, 1 H NH;
85 8af

Kaavio 66. Organokatalysoitu Pfau-d’Angelo -reaktio reaktioseurantaa varten.

Carterin ryhmin'#® synteesissi havaittiin, ettd 85:td vastaavat katalyytit tuottivat vain hyvin
vahén haluttua tuotetta ja saantoprosentin perusteella paiteltiin, ettd katalyytti ei kdy 1dpi edes
yhtd syklid. Tdmén syyksi epdiltiin katalyytin inhibiitiota, mikd pysyttdisiin méarittimain
VTNA-menetelmén avulla. Carterin ryhmén synteesi onnistui katalyytilld 84f erittdin hyvin ja
pyrkimyksend oli kédyttdd katalyyttid myds reaktioseurantaan, jotta sen kineettistd
kayttdytymistd voitiin tutkia tarkemmin. Kuitenkin 84f:44 ei voitu valmistaa ja titen vastaavia

reaktioita ei tehty.

Reaktioseuranta alunperin tehtiin usean péivian kuluessa, koska reaktioaika reseptissd oli
hyvinkin pitkd. Ensimméinen reaktioseuranta epdonnistui, koska nidytteiden valmistuksen
yhteydessd tapahtui systemaattinen virhe, joka teki naytteistd kayttokelvottomia. Toisen
seurannan kohdalla havaittiin, ettd reaktiossa tapahtuu jotain kolmen tunnin reaktioajan jilkeen
ja timin tapahtuman vaikutus konsentraatioaikaprofiiliin oli omituinen. Téten reaktioseuranta
tehtiin uudestaan kaksi kertaa ensimméisen kymmenen tunnin aikana reaktiolle. Myos néissi

seurannoissa havaittiin konsentraation omituista kéayttdytymistd. Kolmannen reaktioseurannan
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yhteydessd tehtiin my0s toinen seuranta, jossa reaktio tehtiin pieneméssid konsentraatioissa
reagensseja VINA:n Same Excess -kokeita varten. Lopulta konsentraatioaikaprofiilien
omituisuudet paljastuivat matemaattisiksi virheiksi (Liite 4 yhtdlo 53) ja virheiden korjattua
profiilit olivat huomattavasti parempia. N&itd profiileja kédytettiin katalyytin inhibiition

tutkimiseen.

Katalyyttisen Pfau-d’Angelo -reaktion néhtiin olevan myds kaytdnnollisempi ja edullisempi
kuin humilisin E-projektissa kidytetyn stoikiometrisen vaihtoehdon. Viimeisend tyoOssé

1.15% olivat

kokeiltiin katalyyttid 85 substraatille 96 eli toistettiin reaktio, jota Verma et a
kiyttdneet humilisiini E:n rungon synteesissd (kaavio 67). Reaktiossa kuitenkaan ei
muodostunut kaasukromatografilla havaittaa tuotetta, minka todettiin olevan viittend siihen,
ettd katalyytti ei kyseisessd reaktiossa toimi. Pyrkimyksend oli my0s kéyttdd aikaisemmin

mainittua toista katalyyttid 84f, mutta koska sitd ei ollut saatavilla, titi ei tehty.

o O
85 (20 mol%)
+  ZCOo,Me : ~
tolueeni, 70 h, 90 °C
96 86 97 COsMe
2,0 ekvi
,0 ekviv CF,
X
NH,
85

Kaavio 67. Humilisiini E-projektin Pfau-d’ Angelo -reaktio katalyytilld 85.
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8.3.2. Tulosten tarkastelu

On paivénselvédd, kun Pfau-d’Angelo -reaktion konsentraatioprofiileja (kuva 20) tarkastelee,
ettd reaktiossa tapahtuu jotain, miké estdd sen etenemisen kovinkaan pitkille. Lahtokohtaisesti
same excess -kokeen perusteella ei vélttimattd voida osoittaa, ettd inhibiota tapahtuu, koska
profiilit eivdt kohtaa missddn vaiheessa. Tama kuitenkin oletettavasti johtuu paéasiallisesti liian
suuresta konsentraatioerosta kahden reaktion vililld ja jos seuranta toistettaisiin sopivamalla
konsentraatioerolla, olisi profiilit paremmin tulkittavissa. Jos reaktiossa olisi inhibiitiota
katalyytin suhteen, olisi se my0s tdydellistd. Tdma siksi, ettd vaillinaisen inhibiition kohdalla
reaktio hidastuisi, mutta tuotetta muodostuisi loppujen lopuksi merkittdvid maarid. Mainitun
pienemmaén konsentraatioeron omaavan reaktion liséksi olisi myos oleellista, ettd same excess
-kokeet tehtéisiin vield kertaalleen siten, ettd reaktioon lisdittisiin tunnetu méaéira tuotetta. Talla
tavoin voitaisiin maarittdé, onko inhibiitio katalyytin vai tuotteen kohdalla eli inhibioiko tuote
katalyyttid vai deaktivoituuko katalyytti syklien toistuessa. Reaktion katalyyttid voisi my0s
vaihtaa, esimerkiksi Carterin ryhmin tutkimuksessa'*® toimineeseen katalyyttin (84f).
Kumpaakaan niistd ei ehditty kokeellisen osaan kdytetyn ajan puiteissa tehdd. Kuitenkin ndméa
antaisivat laaja-alaisemman ndkokulman reaktion mekanismiin ja miksi inhibiitio tapahtuu

reaktiossa.

Inhibiition tutkimuksen avuksi tehtiin myos NMR-koe kaikille reaktiokomponenteille. Jokaista
komponenttia otettiin yhden ekivalentin verran ja ne annosteltiin NMR -ndyteputkeen ennen
kuin ne liuotettiin NMR-liuottimeen ja sekoitettiin. Tastd ndytteestd tehtiin mittaus ja uusi ndyte
otettiin 30 h ldmmityksen jélkeen. Spektrejd verrattiin referenssispektreihin ja niistd tehtiin
liitteend olevat kuvat (Liite 7). Spektreistd voidaan huomata, ettd liuoksessa muodostuu uusi
yhdiste, jolla on vinyloginen protoni (6,11 ppm, s, 1H), ja joka oli mahdollisesti enamiini tai
enoli. Tétd varten pitdisi vield tehdd uudet NMR -niytteet, jossa olisi vain katalyytti ja 1dhtéaine
sekd katalyytti ja tuote. Ndmé antasivat osviittaa sithen, kumpi reagensseista reagoi katalyytin

kanssa. Tama olisi yksi jatkotutkimuksen suunta kyseiselle Pfau-d’ Angelo -reaktiolle.

Koska tutkimuksen reaktioseuranta tehtiin kaasukromatografialla ja kyseiset mittaukset olivat
huomattavan pitkid, olisi yhtend vaihtoehtona toistaa tutkimus esimerkiksi NMR-seurannalla.
Talla voitaisiin saada nopeammin ja tarkemmin dataa, mikd voisi edesauttaa inhibiition
tutkimista tarkemmin, mutta myds validoida tdmén tutkimuksen tulokset. Haasteena NMR-
seurannassa on kuitekin sen hinta. Instrumenttiaika on suhteellisen kallista, kun useat

tutkimukset pyrkivét instrumenttia kdyttimiidn. Tamin lisdksi tarvittavat NMR-liuottimet
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voivat olla hyvinkin ekonomisesti jérjettomid. Sen lisdksi kyseisen reaktion kohdalla on jo
olemassa toimiva katalyytti ja pédasiallisesti inhibiition kohdalla pyrittdisiin katalyyttid tai
substraatteja vaihtamaan, misti johtuen kallista seurantamenetelmaa ei valttamatta ole jarkevaa

soveltaa tutkimukseen tarkemmin.

NMR-seurannan puolesta voidaan esittdd se argumentti, etti reaktioseurantaa ei voitu toteuttaa
alkuperdiselle reaktiolle Carterin tutkimuksessa. Ongelmana oli, ettd tuotteena oleva
bentsyyliakrylaatin ja ketonin muodostama yhdiste ei ndkynyt laisinkaan kaasukromatografilla
ja jotta reaktiota pystyttiin GC:lld seuraamaan, jouduttiin kdyttdmddn metyyliakrylaattia.
Metyyliakrylaatti on myds itsessdén haastava GC:114 mittattava yhdiste, silld sen kichumispiste
on verrattaen matala menetelméssd kéytettyyn 100 °C:n lampoétilaan. Bentsyyliakrylaatista
saadun tuotteen nikyméttomyyden kohdalla tosin voi olla liian lyhyt ajoaika, mutta kyseinen
tuote ei ndkynyt edes 70 minuutin kuluessa ja titen seurantaa varten néistd mittauksista olisi
tulleet hyvin epékéytdnnolliset. Seurannassa olleen reaktion kohdallakin oli huomattavia
vaikeuksia saada enantiomeerit erottumaan samalla pitden signaalin intensiteetin tarvittavan
korkealla sen havaitsemiseksi. Tdmé instrumenttimetodi oli juuri siind rajoilla. Tosin tdssikin
syyné pédasiassa on se, ettd tuotetta ei muodostu reaktiossa merkittdvid méérid ja titen GC:lle

ajettava niyte oli tuotteen suhteen erittiin laimea.

Myos se seikka, ettd sisdisen standardin retentioaika oli niin paljon pienempi kuin tuotteen
vaikuttaa itse tuotteen konsentraatiomiérityksen pétevyyteen ja tarkkuuteen merkittavasti. Tata
varten olisi hyvd tutkia reaktiota myds toisilla sisdisilld standardeilla, jotta tuotteen
ndkokulmasta konsentraation méaritykset olisivat tarkkoja. Itse seurattuun ldhtoaineeseen tdma
el toisin vaikuta. Kuitenkin sisdisen standardin kohdalla havaittiin paljon pinta-alan vaihtelua

ja tdimé todennékoisesti tekee saadusta datasta epitarkempaa.

Katalyytti el myOskéddn toiminut humilisiini E-projektin Pfau-d’ Angelo reaktioon silld GC:11a
tutkittuna ei tuotetta muodostunut laisinkaan pitkésti reaktioajasta riippumatta. Mahdollisena
syynd voi olla se. ettd 2-metyylisykloheksanonin (81) metyylisubstituentti on steerisesti
vihemmaén estdvd kuin 2-isopropyylisyklopentanonin (96) vastaava. Carterin tutkimuksessa
Pfau-d’Angelo reaktio onnistui useiden eri ketonisubstraattien kanssa. Reaktio tehtiin kuitenkin
tutkimuksen perusteella paremalla katalyytilld 84f. Téten olisi myds mielenkiintoista ndhdi ja
tutkia, ettd toimisiko tdma katalyytti Humilisin E:n Pfau-d’Angelo vaiheelle paremmin. Talta
osin voidaan siis todeta, ettd organokatalyyttinen vaihtoehto kyseiselle vaiheelle ei ole jarkeva.

kun stoikiometrinen menetelmé tuottaa haluttua yhdistettd tarvittavan hyvin tdimén hetkiseen
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tutkimukseen. Kuitenkin myShemmin, jos tarkoituksena olisi esimerkiksi optimoida humilisiini
E:n totaalisynteesid enemmén, voisi tdhdn organokatalyyttiseen menetelmiin paneutua yhteni

vaihtoehtona.

Pyrkimyksend ja tavoitteena oli my0s valmistaa katalyyttid ensin kiraalisen resoluution
tuotteena saadusta tartraattisuolasta. Kuitenkin tdhdn ei kyetty, silld tuotteen enantiopuhtauden
kanssa tuli vastaan teknisid ongelmia usein eri tavoin. Esimerkiksi kolonnien ollessa erilaiset
kuin kirjallisuudeessa, oli vertailukelpoisuuden saaminen datalle hankalaa. Useita kolonneja
kokeiltiin, mutta tulokset eivét hirveésti parantuneet tistd. Pddasiallisena seikkana tdhén oli se,
ettd raseemisesta ldhtdaineesta tehdyn referenssin ja toisesta enantiomeerista tehdyn néytteen
kohdalla oli paljon ristiriitaisuutta. Tamén lisdksi itse HPLC -instrumentin tietokoneterminaalin
rikkoutuminen oli esteend viimeisille mittauksille, minkd takia siirryttiin kéyttiméin
kaupallisesti saatavilla olevaa amiinia. Téten olisi siis myods ehkd mielenkiintoista ndhda
minkélaista tulosta katalyytin synteesistd saataisiin jos ldhtOaineena olisi kaupallisen,
enantiopuhtaan tapauksen sijasta timén resoluution tuote. Resoluution pédasiallisena tuotteena
oli R,R-konfiguraation amiini ja kaupallinen amiini oli S,S-konfiguraatiota, miké tietenkin
vaikuttaa itse katalyytin konfiguraatioon. Taten kéytdssa olleen katalyytin kohdalla olisi voitu

tehda vertailua enantiomeerien vélilld Pfau-d’ Angelo reaktioon katalyyttid sovellettaessa.

Itse katalyytin synteesissé ei ollut yll4ttdvid haasteita vaan péddasiassa siind yhteydessd saadut
heikko ja keskinkertainen saanto (17 % ja 47 %) kirjallisuuteen'>® verrattuna (75 %) ovat
padasiassa huolellisuuteen liittyvid seikkoja, sekd reaktiohallintaan liittyvdd kokemuksen
kartuttamista. Pddasiallisena syynd luultavasti oli ilma -ja kosteusherkkien menetelmien kéytto.
Tamid vaikutti merkittdvasti tehtyjen synteesien véliseen saantojen eroon. Syynd oli, ettd
ensimmadisen synteesin kohdalla ei reaktiokolvia kuivattu uunissa ennen reaktion aloitusta ja
titen luultavasti kolvissa oli kosteutta. Tamén lisdksi inertin atmosfaérin saattamisessa kolviin
saattoi tapahtua virheitd. Reaktio myos tehtiin eri mittakaavassa ja vélineistolld kuin
kirjallisuudessa'>® (teollinen 4 L reaktori vs. laboratoriokolvi), miki voi olla vaikuttamassa
saantoon. Kiehtovaa olisi ndhdd miten synteesin saanto paranisi, kun synteesid toistettaisiin
muutamia kertoja ndiden kahden liséksi. Aikamiddreessd pysymisessd johtuen ei titd kyetty
toistamaan vield kolmatta kertaa vaan reaktioseurattuun reaktioon kdytettiin toisen tutkijan
tuotetta. Katalyysin synteesissd tuotteena oli suola ja reaktioseurantaa varten se piti vapauttaa
suolasta amiiniksi, jonka toinen tutkija teki. Suolasta vapauttamisen tekeminen itsendisesti olisi

kiehtovaa ja houkuttelevaa ja se olisi yksi jatkotutkimuksen osa-alueista varmasti.
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9. Kokeelliset menetelmait

9.1. Yleiset menetelmiit

Kaikki reaktiot suoritettiin suojaamattomassa atmosféadrissd ellei toisin ole mainittu.
Laboratorion lasitavarat olivat uunikuivattuja ja kun tarvetta oli, ilma- ja kosteusherkit
reagenssit siirettiin argonin alla ruiskuilla. Liuottimet ja reagenssit olivat kaikki kaupallisia ja
niitd kéytettiin kuten ne oltiin saatu toimittajilta. Analyyttinen TLC tehtiin Merck
silikageelilevyille F254 (230—400 mesh) ja ne analysoitiin UV-valon tai vériaineen avulla.
Viriaineena toimivat vanliiniliuos (6 g vaniliinia, 100 ml konsentroitua H>SOs, 3 ml
jadetikkahappoa, 250 ml EtOH) tai KMnOg4 liuos (1 g KmnOg, 6,7 g K2CO3, 1,7 ml IM NaOH,
100 ml H»0). Silikageelikromatografiaan kéytettiin  flash-kromatografia tekniikkaa
CombiFlash Rf 200 instrumentin avulla kdyttden Redisep Gold kolonneja (20—40 pm pyored
silika, 400-632 mesh). Deaktivoitu silikageeli kromatografiaa varten oli tehty aikaisemmin
lisadmalla EtsN (~1 paino-%) heksaanien ja silikan sohjoon. Sohjoa sekoitettiin, se suodatettiin
ja kuivattiin ilmassa. Kaikki liuottimet olivat HPLC laatuisia tai vastaavia jos ei muuten

mainita.

"H-NMR ja '3C-NMR spektrit mitattiin CDCl3, DO ja DMSO-d6 liuottimissa kiyttien Bruker
Avance 500 ja 300 spektrometrejd. Kemialliset siirtymét on ilmoitettu ppm:ind suhteessa CHCl3
(8 7,26), HO (5 4,80) tai DMSO (8§ 2,50) 'H-NMR:n kohdalla. Vastaavasti *C-NMR:n
kohdalla CDClz (6 77,16) ja DMSO-d6 (6 39,51) toimivat sisdisind standardeina.
Enantiomeerien suhteet (er) médritettiin yhdisteille vastaaviin rasemiisiin néytteisiin verratten
kiyttien HPLC menetelmdd, jossa instrumenttina toimi Waters 501 pumppu, Waters 486
detektori, tai GC menetelméa, jossa instrumenttina oli Agilent Technologies 7820A GC, jossa
oli SUPELCO Astec CHIRALDEX B-DM kolonni. Sulamispisteet miéritettiin avoimissa
kapillaareissa joko Stuart sulamispistelaitteella tai Biichi B-540 sulamispistelaitteella. IR

spektrit mitattiin Tensor27 FT-IR spektrometrilla.
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9.2. Synteesit

9.2.1. (R,R)-1,2-Diammoniumsykloheksaani monotartraatti'>

) (0]
NH, OH O NHs € A\, .OH
+ HOL H,O/HOAG O
O OH 70 °C:sta 5 °C:seen o)
87 88 89a

Tyhjdan 100 ml dekantterilasiin annosteltiin L-(+)-viinihappoa (88) (7,5 g, 50 mmol, 1 ekviv)
ja se liuotettiin huoneenldmpdtilassa 25 ml ionivaihdettua vettd samalla sekoittaen
voimakkaasti. Liuokseen annosteltiin  huoneenldmpdtilassa  raseemista  trans-1,2-
diaminosykloheksaania (87) (12,0 ml, 11,4 g, 99,8 mmol, 1 ekviv) hitaasti ruiskulla. Tdma nosti
reaktion lampotilaa aina 55 °C:seen. Liuoksesta tuli keltainen ja samea. Liuoksen annettiin
kirkastua ennen kuin siithen lisdttiin varovasti ruiskulla 5 ml vedetonté etikkahappoa (Glacial
AcOH), mikd nosti ldmpétilan 70 °C:seen. Reaktion annettiin viilentyd huoneenlampdtilaan
kolmen tunnin kuluessa, jonka jélkeen liuosta jadhdytettiin jadhauteella noin 5 °C:seen, missi
reaktion annettiin olla tunnin verran. Liuokseen muodostui saostuma reaktion viilentyessé ja se
suodatettiin. Saostumaa pestiin 5 ml kylméaa ionivaihdettua vettd sekd 4 x 5 ml MeOH tuottaen
kellertavdn-valkoisen tahnan. Tahnaa kuivattiin alipaineessa, jonka jilkeen suodatus, pesu ja
kuivaus toistettiin tuottaen valkoisen jauheen. Jauhe liuotettiin n. 80 °C ionivaihdettuun veteen
ja sen annettiin uudelleenkiteytyd hitaasti liuosta jadhdyttden. Uudelleen kiteytyksen jilkeen
jauheen suodatus, pesu ja kuivaus toistettiin kertaalleen. Saantona oli 2,9 g (44 %) tuotetta.

Tuote oli vaalea jauhe.

"H NMR (300 MHz, D,0) § 4.67 (liuotin), 4.64 (s, 4H), 4.31 — 4.24 (m, 1H), 3.35 — 3.26 (m,
1H), 2.10 (d, J = 12.9 Hz, 1H), 1.76 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 1.51 — 1.41 (m, 1H), 1.31 (d, J=10.7
Hz, 1H) [Liite 8]. *C NMR (75 MHz, D,0) § 73.9, 52.3, 29.5, 22.9 [Liite 9]. IR: 2856, 2461,
2134, 1649, 1582, 1398, 1379, 1307, 1268, 1225, 1158, 1135, 1090, 1053, 995, 924, 834, 805,
709, 603, 565, 513, 445. Sulamispiste: 274-280 °C

0

Alkuperiisessi reseptissi!™ ei ollut NMR-spektrejd, mutta verrattaen toiseen artikkeliin'>

spektrit vastaavat kirjallisuuden arvoja. Myds sulamispiste vastaa kirjallisuuden arvoja.!*
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9.2.2. N,N-((1R, 2R)-sykloheksaani-1,2-diyyli)bis(4-metyylibentsamidi)!>

0

® 0 1) NaOH
O,NHs Oy A\ OH  2)90 O’NH

DCM, rt
oNHy @9 oy NH
O o)
89a 9]
Cl
91
90

25 mg (0,095 mmol, 1 -ekviv) tartraattia (88a) siirrettiin tyhjddn koeputkeen
huoneenldmpétilassa. Koeputkeen lisittiin ruiskuilla 1,5 ml dikloorimetaania (DCM) ja 0,5 ml
4 M NaOH-vesiliuosta. Putkeen muodostui kaksi faasia, ja niitd sekoitettiin voimakkaasti
vortekserilla 30 sekuntia. Putkeen, alempaan faasiin liséttiin lasiruiskulla varovasti 50 uL
(0,378 mmol, 4 ekviv) p-toluoyylikloridia (89). Faaseja sckoitettiin vield kertaalleen
voimakkaasti vortekserilla 30 sekuntia. Alemmasta orgaanisesta faasista ottettiin lasiruiskulla
250 pL néyte, joka laimenettiin 10 ml isopropyylialkoholia. Laimennoksesta otettiin 1 ml nédyte
HPLC wvialliin ruiskun ja ruiskusuodattimen avulla. HPLC ajettiin 10 pL niyte ja
virtausnopeutena oli 1,0 ml/min, eluenttian n-heksaani/isopropyylialkoholi (90:10 v/v).
Kolonnina HPLC:llId oli Chiralpak-IB. Retentioaika ensimmadiselle enantiomeerille oli 4,0
minuuttia ja toiselle 4,9 minuuttia. Menetelma toistettiin kayttdmailla raseemista ldhtdainetta 86
vertailureferenssin valmistamiseksi. HPLC-kromatogrammista ee:ksi 84% [Liite 10 ja 11].

Tuloksia on vertailtu kirjallisuuden arvoihin!'>%13!,
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Reaktio tehtiin my®s toisella menetelmilld!>! NMR ja IR-spektrien sekii sulamispisteiden

o AT
@ 0 Q NH

NH; o WOH 2 M NaOH

O . Cl >
SNHg e OH Et,0, 1h, rt ‘NH
0
90 ©
89a

91

mittaamiseksi.

100 mg (0,37 mmol, 1 ekviv) tartraattisuolaa (88a) punnittiin tyhjdan kolviin. Kolviin lisattiin
ruiskuilla Et;O:ta (5 ml) ja 2 M NaOH-vesiliuosta (3 ml) huoneenldmpdtilassa. Kolviin
muodostui kaksi faasia, joista ylempi orgaaninen faasi oli samea. Kolviin lisdttiin lasiruiskulla
200 uL (1,51 mmol, 4 ekviv) p-toluoyylikloridia (89) varovasti. Orgaaniseen faasiin muodostui
valkoinen saostuma. Liuoksen faaseja sekoitettiin tunnin ajan magneettisauvalla. Tdmén
jalkeen kolviin lisdttiin ruiskuilla huoneenldmpdétilassa 20 ml EtOAc:ta ja 10 ml 1 M NaHSO4-
vesiliuosta. Muodostunut saostuma liukeni lisdysten jilkeen. Faasit eroteltiin ja orgaaninen
faasi haihdutettiin alipaineessa ja kuivattiin loppuun vakuumissa. Tuotteena oli valkoinen jauhe

(87 mg, 65 %).

"H NMR (300 MHz, CDCl5) § 7.98 (dd, J= 7.1, 2.6 Hz, 1H), 7.57 (d, J= 7.9 Hz, 4H), 7.32 —
7.19 (m, 2H), 7.02 (dd, J = 14.7, 6.9 Hz, 6H), 4.03 (s, 2H), 2.41 (d, J = 6.1 Hz, 2H), 2.28 (s,
6H), 2.18 (d, J = 9.8 Hz, 2H), 1.42 (s, 3H) [Liite 12]. 3C NMR (75 MHz, CDCl;) § 168.3,
141.7, 131.4, 130.2, 129.1, 127.0, 77.5, 77.0, 76.6, 54.4, 32.4, 24.9, 21.7, 21.4 [Liite 13]. IR:
3304, 2923, 2856, 1627, 1573, 1530, 1504, 1371, 1328, 1303, 1206, 1186, 1157, 1094, 1022,
949, 881, 833, 755, 708, 664, 632, 610, 577, 543, 506, 474, 450, 421. Sulamispiste 245-250
°C.

"H NMR-spektri vastaa piipiirteissiin kirjallisuuden arvoja.!! Sulamispiste oli erilainen kuin

kirjallisuudessa.'®!
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9.2.3. (5,5)-1,2-Diammoniumsykloheksaani monotartraatti'>%!

(0] X I
® QH o '\\NHs S ~OH
~NHz o ~OH : o '
o7 HO H,O/HOAC
. ~OH ©
N T @NHs © OH
@ '3 OH 0 OH 80 °C:sta 5 °C:seen e}
T 2
89b 88 89c
(emaliuos) 2,5 ekviv

Yhdisteen 89a:n synteesin (Luku 9.2.1.) pesun yhteydessi saatu emiliuos lammitettiin kolvissa
80 °C:seen ja siihen liséttiin 19,3 g (129 mmol, 2,5 ekviv) (L-(+)-viinihappoa (88). Liuosta
sekoitettiin tunti ja sen annettiin jadhtyd huoneenldmpdtilaan yon yli. Liuos oli alunperin
vériltddn oranssin-ruskea, ja yon jdlkeen se oli tumman ruskea. Tdmén oli tarkoitus olla
uudelleenkiteytys, mutta saostumaa ei muodostunut edes jaddhauteella jidhdyttidessd. Liuos
haihdutettiin alipaineessa kunnes kolviin jdi vaalean ruskea saostuma. T&mid saostuma
suodatettiin ja pestiin 50 ml vedelld ja 4 x 50 ml metanolilla. Jéljelle jadnyt valkoinen jauhe

kuivattiin loppuun vakuumin alla. Jauhetta saatiin 1,66 g, mutta saantoa ei voitu tastd maérittaa.

'H NMR (300 MHz, D,0) & 4.38 (s, 2H), 3.33 — 3.15 (m, 1H), 2.02 (d, /= 12.8 Hz, 1H), 1.70
(dd, J=21.0, 9.8 Hz, 1H), 1.39 (p, J = 10.4 Hz, 1H), 1.20 (t, J = 10.6 Hz, 1H) [Liite 14]. 13C
NMR (75 MHz, D,0) 8 176.5, 72.9, 52.1,49.9, 29.3, 25.8, 22.8, 20.2 [Liite 15]. IR: 3540, 3447,
2960, 1716, 1568, 1524, 1449, 1399, 1324, 1286, 1258, 1145, 1131, 1112, 1065, 1048, 1022,
875, 846, 818, 777, 664, 613, 588, 495, 444. Sulamispiste 143160 °C.

Tuottelle ei 10ytynyt kirjallisuudesta vastaavia NMR spektreja tai sulamispistedataa.
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9.2.4. 1-((15,25)-2-aminosykloheksyyli)-3-(3,5-bis(trifluorometyyli)fenyyli)tiourea
hydrokloridi's?

CFs CFs
NH, s “NH,
(L X (X
N CF, NH, 2-MeTHF, 3 h, =10 °C '/H N CFj NH,
s© NH,
L 1,0 ekviv  _J
92 87b
2,0 ekviv
CFs CFsy
HCI (aqg.) pesu s /@\ s /@\
L —— [
T "” ” CF3 n-Heptaani ’HJ\H CF3
2 - HCI NH, - HCI
“NH, _ . 93
’ Orgaaninen faasi
- HCI
NH,
vesifaasi

Uunissa kuivattu kaksikaulakolvi viilennettiin huoneenldmpétilaan argonin alla. Kolviin
punnittiin 5 g (43,8 mmol, 2,67 ekviv) (S,S)-trans-1,2-diaminosykloheksaania (87b) ja se
livotettiin 40 ml:n 2-MeTHF:44 lisddmélld sitd ruiskulla. Liuos jddhdytettiin —10 °C
lampdtilaan. 3 ml (4,46 g, 16,4 mmol, 1 ekviv) 3,5-bis(trifluorometyyli)fenyyli-isotiosyanaattia
(92) liuotettiin 40 ml 2-MeTHF:44. Tam& liuos liséttiin pisaroittain kaksikaulakolviin
tiputussuppilon avulla noin kahden tunnin ajan. Liuokseen liséttiin 50 ml 6 M HCl-vesiliuosta
pisaroittain tiputussuppilon avulla 30 minuutin ajan. Liuoksen annettiin sekoittua vield 10
minuuttia ennen kuin jadhdytys lopettiin ja liuoksen annettiin lammitd huoneenldmpdon.
Muodostuneet kaksi faasia eroiteltiin ja orgaaninen faasi siirettiin yksikaulakolviin ja se
konsentroitiin alipaineessa, jonka jélkeen liuokseen liséttiin ruiskulla 20 ml 2-MeTHF:44. Liuos
siirrettiin toiseen kaksikaulakolviin ja ldmmitettiin 45 °C ldmpdtilaan ja sithen lisdttiin
tiputussuppilolla 120 ml n-heptaania kolmen tunnin ajan. Limmitys lopetettiin ja liuos annettiin
jadhtya hitaasti huoneenldmpdtilaan, jonka jélkeen sen annettiin olla yon yli. Muodustunut
saostuma suodatettiin ja pestiin ensin 40 ml n-heptaanin/2-MeTHF:n (3:1 v/v) seoksella, minka
jilkeen saostuma pestiin 40 ml n-heptaanilla. Saatu ruskea kiteinen jauhe (2,97 g, 47 %)

kuivattiin vakuumin alla.
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'H NMR (300 MHz, DMSO) & 10.88 (s, 1H), 8.79 (s, 1H), 8.30 (s, 4H), 8.08 (s, 3H), 7.69 (s,
2H), 4.30 (d, J=9.9 Hz, 2H), 3.03 (dt, J = 10.9, 5.7 Hz, 2H), 1.9 (t, J = 13.7 Hz, 4H), 1.67 (d,
J=8.9Hz, 4H), 1.41 (d, J = 12.0 Hz, 2H), 1.25 (d, J = 10.6 Hz, 6H) [Liite 16]. 3C NMR (75
MHz, DMSO) § 181.4, 142.7, 131.2, 130.8, 130.3, 129.9, 125.5, 121.9, 116.3, 55.1, 53.6, 40.8,
40.6, 40.3, 40.0, 39.7, 39.5, 39.2, 30.9, 29.6, 24.3, 23.6 [Liite 17]. IR: 2953, 2868, 1597, 1538,
1505, 1470, 1390, 1347, 1297, 1273, 1216, 1174, 1145, 1108, 1022, 1001, 967, 944, 881, 850,
757,701, 679, 605, 547, 504, 463, 411. Sulamispiste: 205-210 °C.

"H NMR -ja '*C NMR-spektrit vastaavat kirjallisuuden spektreji.!>?
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9.2.5. Bentsyyli 3-(1-metyyli-2-oksosykloheksyyli)propanoaatti'>*

o) a) 1 ekviv 94 (0]
p-TsOH (1 mol%), CO,Bn
ij/ o Ph N, PhMe, reflux, 22h ij/\/
b) 5 ekviv 82
t, 69 h
81 82 94 ¢) AcOH, 1,4-dioksaani 95
80 °C, 21h

Kolviin liséttiin 20 ml tolueenia liuottimeksi. Kolviin sitten lisdttiin huoneenldmmossé
ruiskuilla 540 pL (4,45 mmol, 1 ekviv) 2-metyylisykloheksanonia (81), 490 pL (4,48 mmol, 1
ekviv) bentsyyliamiinia (94) ja punniten katalyytiksi 8,00 mg (0,046 mmol, 0,01 ekviv) p-
tolueenisulfonihappoa (p-TsOH). Reaktiota refluksoitiin Dean-Stark laitteella 21 tuntia, jonka
jilkeen liuos seisoi huoneenldmpdétilassa yhden vuorokauden. Liuotin haihdutettiin
alipaineessa, minkd jilkeen kolviin lisdttiin ruiskupumpulla 3,4 ml (22,3 mmol, 5 ekviv)
bentsyyliakrylaattia (82). Reaktiota sekoitettiin huoneenldmpdétilassa viikonlopun yli (69 h).
Tédmin jédlkeen kolviin lisdttiin huoneenldmmaossé ruiskuilla 10 ml 10 % etikkahappoa ja 4 ml
1,4-dioksaania. Reaktiota lammitettiin 80 °C asteeseen ja sekoitettiin 21 tuntia. Tdmén jilkeen
liuoksen annettiin jadhtyd huoneenldmp060n ja se uutettiin dieetyylieetterilld. Et2O faasi pestiin
4 x 10 ml saturoidulla NaHCOs-vesiliuoksella, kuivattiin (Na;SOs), suodatetiin ja
konsentroitiin  normaalisssa  paineessa  pyOrohaihduttimella.  Tuote  puhdistettiin
pylvaskromatografisesti (silikageelissd, eluenttina oli EtOAc/heksaanit (20:80 v/v)). Tuote oli
vaalean keltainen 6ljy (425 mg, 35 %).

"H NMR (300 MHz, CDCl3) & 7.40 — 7.25 (m, 11H), 7.22 (s, 3H), 5.08 (d, J= 6.8 Hz, 4H), 3.56
(s, 1H), 2.80 (t, J=7.1 Hz, 2H), 2.47 (t, J= 7.1 Hz, 2H), 2.42 - 2.11 (m, 5H), 2.11 — 1.95 (m,
2H), 1.86 — 1.66 (m, 7H), 1.32 — 1.19 (m, 5H), 1.05 (s, 3H), 0.92 — 0.81 (m, 3H) [Liite 18]. °C
NMR (75 MHz, CDCl3) 6 215.0, 173.4, 172.3, 139.0, 136.0, 128.7, 128.6, 128.5, 128.3, 128.3,
128.2, 128.2, 127.1, 77.6, 77.2, 76.8, 66.3, 66.2, 58.3, 49.3, 47.9, 39.2, 38.7, 32.8, 32.5, 29.3,
27.4,25.5,22.4, 21.0 [Liite 19]. IR: 2937, 2866, 1732, 1702, 1597, 1538, 1502, 1455, 1386,
1347, 1298, 1271, 1214, 1150, 1023, 1000, 966, 881, 850, 734, 697, 679, 605, 504, 463, 410.
Rr=0.39.

156

NMR-spektrit vastaavat kirjallisuutta™®, mutta siséltdd epdpuhtauksia.
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9.2.6. Metyyli (S)-3-(1-metyyli-2-oksosykloheksyyli)propanoaatti'+®

e} (0]
CO,Me
85 (20 mol%) 2
+  ZCo,Me
PhMe 48 h, 90 °C
81 86 83b
2,0 ekviv CF,
NH,
85

Kolviin huoneenldmpdtilassa oli punnittu 958 mg (2,49 mmol) katalyyttid 85, joka liuotettiin
2,49 ml tolueenia, josta muodostui 1 M varastoliuos. Varastoliuosta siirettiin 1 ml
uunikuivattuun kolviin ja se laimenettiin 5 ml:aan tolueenia muodostaen 0,2 M liuoksen. Téhén
liuokseen lisdttiin ruiskuilla huoneenlampoétilassa 594 pL (4,89 mmol, 0,979 M, 1 ekviv) 2-
metyylisykloheksanonia (81), 900 puL (9,99 mmol, 1,999 M, 2 ekviv) metyyliakrylaattia 86 ja
1274 pL (0,979 M) tetradekaania sisdiseksi standardiksi. Liuos oli tdssd vaiheessa vériltddn
oranssi. Liuosta sekoitettiin voimakkaasti vortekserilla ennen kuin siitd otettiin 100 pL néyte.
Tamin jélkeen liuosta lammittettiin 90 °C:een ja sitd pidettiin tdssd lampotilassa 48 h tai 10 h.
Reaktio toistettiin nédilld madrilla neljasti. Reaktioista otettiin puolen tunnin tai tunnin vélein

100 pL néytteita.

Reaktio my0s tehtiin kerran matalemmissa konsentraatioissa: 0,2 M katalyyttiliuokseen lisdttiin
ruiskuilla huoneenldmpdétilassa 365 pL (3,01 mmol, 0,602 M, 0,62 ekviv) 2-
metyylisykloheksanonia (81), 730 puL (8,11 mmol, 1,602 M, 2 ekviv) metyyliakrylaattia 86 ja
783 uL (0,602 M) tetradekaania sisdiseksi standardiksi.

Reaktioita seurattiin GC:114 (luku 9.3.) ja GC mairittdiménd saantona oli 32 mg (5,8 %). ee:ksi

GC:114 maaritettiin 16 %.
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9.2.7. Metyyli (5)-3-(1-isopropyyli-2-oksosyklopentyyli)propanoaatti

o o)
f . Pcome 85 (go mol%)
tolueeni, 70 h, 90 °C
96 86 97 COMe
2,0 ekviv CF,
)
Q ’NJ\N CFs
NH, T 1
85

0,10 ml katalyytin (85) varastoliuosta siirettiin uunikuivattuun vialliin ja se laimenettiin
huoneenldmpétilassa 0,5 ml:aan  tolueenia. Téahdn liuokseen lisdttiin  ruiskuilla
huoneenldimmossd 68 mg (0,539 mmol, 1 ekviv) 2-isopropyylisyklopentanonia (96), 90 pL
(0,999 mmol, 2 ekviv) metyyliakrylaattia (86) ja 137 pL (1 ekviv) tetradekaania sisdseksi
standardiksi. Reaktiota lammitettiin 90 °C:seen ja sen annettiin sekoittua viikonlopun yli (70
h). Reaktiosta otettiin 100 pL ja ajettiin  GC:lli. Kromatogrammia vertailtiin

referenssituotteesta tehtiin kromatogrammiin ja téstd néhtiin, ettd tuotetta ei muodostunut.
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9.3. Reaktioseuranta

Reaktioseurannassa oli luvun 9.2.6. reaktio eli kaaviossa esitetty yhtilo:

0 0]
CO,Me
85 (20 mol%) 2
+ 2 COo,Me
PhMe 48 h, 90 °C
81 86 83b
2,0 ekviv CF
3
Y CF;
NH, H H
85

Kolviin huoneenldmpdtilassa oli punnittu 958 mg (2,49 mmol) katalyyttid 85, joka liuotettiin
2,49 ml tolueenia, josta muodostui 1 M varastoliuos. Varastoliuosta siirettiin 1 ml
uunikuivattuun kolviin ja se laimenettiin 5 ml:aan tolueenia muodostaen 0,2 M liuoksen. Téhén
liuokseen lisittiin ruiskuilla huoneenlampdétilassa 594 pL (4,89 mmol, 0,979 M, 1 ekviv) 2-
metyylisykloheksanonia (81), 900 pL (9,99 mmol, 1,999 M, 2 ekviv) metyyliakrylaattia 86 ja
1274 uL (0,979 M) tetradekaania sisdiseksi standardiksi. Liuos oli tidssd vaiheessa viriltdan
oranssi. Liuosta sekoitettiin voimakkaasti vortekserilla ennen kuin siitd otettiin 100 pL néyte.
Tédmin jalkeen liuosta lammittettiin 90 °C:een ja sitd pidettiin tdssd lampdtilassa 48 h tai 10 h.
Reaktio toistettiin ndilld madrilla neljdsti. Reaktioista otettiin puolen tunnin tai tunnin vélein

100 pL néytteita.

Reaktio my0s tehtiin kerran matalemmissa konsentraatioissa: 0,2 M katalyyttiliuokseen liséttiin
ruiskuilla huoneenldmpétilassa 365 pL (3,01 mmol, 0,602 M, 0,62 ekviv) 2-
metyylisykloheksanonia (81), 730 puL (8,11 mmol, 1,602 M, 2 ekviv) metyyliakrylaattia 86 ja
783 uL (0,602 M) tetradekaania sisédiseksi standardiksi.
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9.3.1 Naytteiden valmistus ja mittaus menetelméa

Reaktioseoksesta otettiin 100 uL ndyte automaattipipetilld ja se siirettiin eppendorf-vialliin.
Nayte laimennettiin lisddmalla vialliin 900 pL Et;O:ta. Vialliin lisdttiin timén jdlkeen 100 pL
2M KHSOg4-vesilivosta reaktion sammutukseksi. Liuosta sekoitettiin  voimakkaasti
vortekserilla 30 sekuntia. Vialiin liséttiin kuivausainetta (Na2SO4) kolmen pienen spaattelin
verran. Liuos ja kuivausaine sentrifugoitiin (60 s, 1300 RPM) tehden néytteelle mini-uutto.
Orgaaninen faasi otettiin varovasti ruiskuun ja siirettiin GC-vialliin ruiskusuodattimen lépi.
Nayteet olivat vaalean kellertdvid. Vialli suljettiin ja tarpeen vaatiessa kadrittiin parafilmiin ja

vietiin jddkaappiin. Naytteitd otettiin reaktioista 12 kappaletta

Jotta reaktiondytteitd voitiin késitelld, piti reaktioiden komponenteille seka sisdielle standardille
tehdé referenssindytteet ja mitata niistd kromatogrammit. Ndmé niytteet tehtiin punnitsemalla
6—8 mg yhdistettd GC-vialliin ja liuottaen sen 1 ml Et;O:a. Néytteet mitattiin isotermisesti 100
°C lampotilassa, kantajakaasun virtausnopeutena oli 1,8805 ml/min ja ajon kestona 70

minuuttia. Reaktiondytteet ajettiin samalla menetelmalla.

9.4. Koe yhdelli ekvivalentilla katalyyttia

Reaktiokompenttien kohdalla havaitun inhibiition tutkimiseksi paadyttiin tekeméddn NMR-koe,
jossa ldhtoainetta 81, tuotteen 83 raseemista seosta sekd katalyyttid 85 laitettiin ndyteputkeen
yhden ekvivivalentin verran. Méaéréksi otettiin 100 pmol eli 11,22 mg (12 pl) substraattia 81,
19,83 mg tuoteen 83 raseemista seosta ja 38,54 mg katalyyttii 85. Seoksesta saatua 'H NMR-
spektrid verrattiin komponenteille tehtyihin referenssispektreihin. Seosta lammittettiin vield
Oljyhauteessa n. 30 h ennen kuin sille mitattiin uusi spektri. Ldmmityksen jilkeen NMR-
ndytteen viri muuttui ruskeasta punertavaksi. NMR-liuottimen niytteille oli DMSO-d6.

Spektrit ovat liitteessd 7.
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10. Yhteenveto

Kokeellisessa osassa tehtiin reaktiokineettistd reaktioseurantaa halutulle Pfau-d’Angelo
reaktiolle. Saatu data myds osoitti osaltaan lahtokohtaisen hypoteesin reaktion hankaluuksista
péteviksi. Hypoteesina oli, ettd reaktiossa tapahtuu inhibiitiota katalyytin kohdalla ja katalyytti
jaa loukkuun pysdyttden reaktion hyvin pian. Samalla myds pystyttiin kokeilemaan toimisiko
kiytetty katalyytti Humilisin E:n totaalisynteesin Pfau-d’Angelo vaiheeseen. Téstd saatiin
tulokseksi, ettd katalyytti ei toimi reaktiossa. Synteeseissd katalyytin valmistamiseksi
onnistuttiin kaupallisilla l&htoaineilla. Synteeisessd ei kéytetty laboratoriossa valmistettua
lahtoainetta, silld sen enantiopuhtautta ei onnistuttu méarittimain tarpeeksi hyvin. Katalyyttia
itsessddn saatiin keskinkertaisesti saantona, mutta pieneen mittakaavaan se olisi kdynyt erittdin
hyvin sindlldén. Same excess -kokeet osoittautuivat hyvinkin helpoiksi suunnitella ja toteuttaa
kiytannossd. Tdaten VINA:n kéyttd menetelménd kineettiseen tarkasteluun voidaan ndhda

esimerkillisena.
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12. Liitteet

LITE 1:
LIITE 2:
LIITE 3:
LIITE 4:
LIITE 5:
LIITE 6:
LIITE 7:
LIITE 8:
LIITE 9:
LIITE 10
LITE 11
LIITE 12

LIITE 13:
LIITE 14:
LIITE 15:
LIITE 16:
LITE 17:
LIITE 18:
LIITE 19:
LIITE 20:
LIITE 21:

2-Metyylisykloheksanonin referenssi kromatogrammi

Tetradekaanin kromatogrammi (sisdinen standardi)

Raseemisen tuotteen referenssi kromatogrammi

GC-kromatogrammi taulukot ja yhtalot

Pfau-d’ Angelo -reaktion korkeamman konsentraation kromatogrammit 0 — 10 h
Pfau-d’Angelo -reaktion matalemman konsnetraation kromatogrammit O — 10 h
Yhden ekvivivalentin NMR-kokeen '"H NMR-spektrit

R, R-Tartraattisuolan 'H NMR-spektri

R, R-Tartraattisuolan '*C NMR-spektri

: R,R-Tartraattisuolan bisamidi derivaatan HPLC-kromatogrammi

: Lahtoaineesta valmistetun raseemisen bisamidin referenssi HPLC-kromatogrammi
: Bisamidin "H NMR-spektri

Bisamidin '*C NMR-spektri

S, S-bistartraattisuolan 'H NMR-spektri

S,S-bistartraattisuolan '*C NMR-spektri

Katalyytin suolahapon 'H NMR-spektri

Katalyytin suolahapon '*C NMR-spektri

Pfau-d’Angelo -reaktion raseemisen referenssin 'H NMR-spektri
Pfau-d’Angelo -reaktion raseemisen referenssin '*C NMR-spektri

Taulukko kuvaotsikoista

Taulukko kaaviotsikoista
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LIITE 1
Data File C:\CHEM32\1\DATA\TEEMU\VEERA 2024-82-27 15-48-83\203B2301.D
Sample Mame: 2-Mecychexanone
Acg. Operator : TEEMU Seq. Line : 3
Acq. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 283
Injection Date : 2/27/2824 6:15:11 PM Inj : 1
Inj Volume : @.2 pl
Acq. Method t C:\CHEM32\1\DATA\TEEMU\VEERA 2024-82-27 15-48-B3\TEEMU 180C 7@MIN INL259
SPLITS8 B-DM.M
Last changed © 2/27/2824 12:28:24 PM by VEERA
Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\TEEMU 18&-11@C 786M7 INL258 SPLIT1&& B-DM.M
Last changad 1 2/29/20824 8:36:82 AM by VEERA
(modified after loading)
Additional Info : Peak(s) manually integrated
FID1 B. Back Signal (TEEMU'\WEERA 2024-02-27 15-453-03\203B0301.0)
DA:
140 4
| @
] &
120
100
50
60
40
20—_
¢ ——r ]
3 3.2 3.4 3.6 3.8 4 4.2 44 48 438 iy

Sorted By : Signal
Multiplier: : 1.0808
Dilution: : 1.0008

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: FID1 B, Back Signal

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [phA*s] [pA] %

1 3.869 BB @.84608 336.95899 118.43371 1.9@6e2

Totals : 336.95899 118.43371

]

Instrument 1 2/29/2024 2:36:88 AM VEERA age lofl
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LIITE 2
Data File C:)\CHEM32\1\DATA\TEEMU\VEERA 2824-82-27 15-48-03\202B0201.D
Sample MName: TET IS
Acg. Operator : TEEMU Seg. Line : 2
Acg. Instrument : Instrument 1 Location : Wial 282
Injection Date : 2/27/2024 5:03:49 PM Inj : 1
Inj Volume : 9.2 pl
Acqg. Method i CiA\CHEM3Z2A\1N\DATANTEEMUNVEERA 2824-82-27 15-483-@3\TEEMU 1@eC 78MIN INL25@
SPLITS@ B-DM.M
Last changed 1 2/27/2024 12:28:24 PM by VEERA
Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\TEEMU 1l@@-11eC 78M7 INL25@ SPLIT1@@ B-DM.M
Last changed : 2/29/2024 8:34:31 AM by VEERA
(modified after loading)
Additional Info : Peak(s) manually integrated
FID1 B, Back Signal (TEEMU\WWEERA 2024-02-27 15-48-031202B0201.D)
ph ]
35
5
4 w
30 a
25—:
20—-
15—-
10—:
=
0 — - - 1 - - - 1 - - - - I - r ~ I ~ ~ - T TI1_ T T T T
24 245 25 255 26 26.5 mi

Sorted By : Signal
Multiplier: : 1.@000
Dilution: : 1.6060

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: FID1 B, Back Signal

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA*s] [pAl %

1 25.971 BB @.2657 5@7.71552  26.81945 1.088e2

Totals : 587.71552 26.81945

Instrument 1 2/29/2024 8:34:49 AM VEERA Page 1 of 1
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LIITE 3
Data File C:\CHEM32\1\DATA\TEEMU\VEERA 2824-82-27 15-48-83201B8101.D
Sample Name: Racemic Reference
Acq. Operator : TEEMU S5eq. Line : 1
Acg. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 281
Injection Date : 2/27/2824 3:52:28 PM Inj : 1
Inj Volume : @.2 pl
Acqg. Method : C:\CHEM32\1\DATA\TEEMU\WEERA 2824-82-27 15-43-@3\TEEMU 18@C 78MIN INL258
SPLITS58 B-DM.M
Last changed r 2/27/2824 12:28:24 PM by VEERA
Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\TEEMU 1@@&-11@C 7eéM7 INL25@ SPLIT1@@ B-DM.M
Last changed 1 2/29/2024 B8:33:91 AM by VEERA
(modified after loading)
Additional Info : Peak(s) manually integrated
FID1 B, Back Signal (TEEMUN\WEERA 2024-02-27 15-48-03\201B0101.D)
o ]
9
2 .
] B3
o W @%
74 8 4 z
] e 2P
: =
6]
53
4
34 '
2
1 _-
s S S I
60 61 62 63 G4 65 66 67 68 69 uly

Sorted By : Signal
Multiplier: : 1.aee0
Dilution: : 1.0080

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: FID1 B, Back Signal

Peak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min] [phA*s] [pA] %

1 64.938 MM 8.5538 111.99254 3.37843 49.48163
2 66.364 MM 8.6135 114.33%81 3.10644 50.51837

Totals : 226.33155 6.47687

Instrument 1 2/29/2024 8:33:32 AM VEERA Page 1 of 2
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LIITE 4

Taulukossa 1 on listattuna GC:lla seuratun Pfau-d’Angelo reaktion SE1 pinta-alat. Reaktion

kromatogrammit liitteessd 5. Vastaavasti taulukossa 2 on reaktion SE2 pinta-alat ja liittessd 6

on reaktion kromatogrammit.

Taulukko 1. Korkeamman konsentraation Pfau-d’ Angelo -reaktion GC:114 mitatut pinta-alat.

Aika () B

Tuote 1

IS

Tuote 2

197,5871

158,436
239,3131
156,8183
164,3982
210,8914

198,686
241,1317
184,9053
267,5057
273,6237
282,7387

o

© 00 NO oA WDNEFR OO

=
o

0
6,04054
14,49449
9,19292
11,68717
15,64309
15,09847
17,42737
12,77048
20,32662
21,35972
21,45629

468,2247
395,6787
604,4237
404,9297
399,1625
588,4037
552,3619
668,1454
486,2479
793,7978
807,2744

830,176

0
4,45136
11,53957
8,23372
9,49204
11,68309
11,28071
11,34038
12,77048
13,88794
16,42477
15,84611

Taulukko 2. Matalamman konsentraation Pfau-d’ Angelo -reaktion GC:114 mitatut pinta-alat

Aika () B

Tuote 1

IS

Tuote 2

189,9947
157,8826
219,1544
163,2217

144,423
120,9996
99,56271
97,09785

103,097

145,441
112,1469
98,15952

o

© 0O NO O WNBEPL OO

=
o

0
9,93072
21,14357
22,35242
20,37816
15,97395
13,0543
13,04474
16,5177
22,64934
16,02924
12,99939

478,9048
455,8906
653,3327
566,7987
479,8774
360,4519
287,95
295,2354
327,089
468,4464
366,0395
284,731

0
7,73568
17,65099
17,9488
17,14464
12,8834
10,45836
9,46336
11,94678
16,45193
12,61058
10,72083

Jotta datasta saatiin mééritettyd komponenttien konsentraatiot, on kdytettdva seuraavia yhtiloita

(yhtdlot 50-52) maarittimain vastekerroin (response factor, RF) ja suhteellinen vastekerroin

(relative response factor RRF). B on

reaktiokomponentti, tdssé

tapauksessa 2-

metyylisykloheksanoni 86 tai tuote 96 ja IS on sisdinen standardi (tetradekaani):

RFg =

_ B:nssignaalin pinta-ala

[B]

50
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IS:n signaalin pinta-ala 51
RFIS = [IS]
RFp 52
RRFg = —
B RFg

Pinta-alat B:lle ja IS:lle médritettiin ensimmadiisestd, 0 h GC-niytteestd, missd oli tunnettu
konsentraatio reaktiokomponentteja. Tuotteelle vastaava tehtiin referenssindytteestd. Télla
tavalla saatiin kunkin yhdisteen signaalin pinta-alan verrannollisuus yhdisteen konsentraatioon.

Tastd on laskettu RF ja RRF arvot taulukkoon 3:

Taulukko 3. Vastekertoimien laskut reaktiokomponenteille Pfau-d’ Angelo reaktioon.

Compound Area c(M) RF (M) RRF(M)
2-Metyylisykloheksanoni (B) 197,58711 0,09786 2019,079 0,421992
Tuote 1 111,92540 0,01775 6305,656 1,317896
Tetradekaani (1S) 468,22473 0,09786 4784,639 1
Tuote 2 114,30901 0,01775 6439,944 1,345963

Mittauskromatogrammit on esitetty liitteissd ([Liite 5] ja [Liite 6]). Tuote 1 (T1) ja Tuote 2 (T2)
ovat 96:n eri enantiomeerit. Jotta reaktiondytteiden kromatogrammeista voidaan maééarittda

konsentraatiot, voidaan kéyttdd yhtiloitd 50-52 muodostamaan yhtélo (yhtédlo 53):

IS
[B] = PAg ><1£A—] x RRFg 7%, 53

IS

missdé PA = pinta-ala. Vaihtamalla B:n arvot tuotteiden arvoiksi, voidaan myds niiden
konsentraatiot laskea. Kadyttamalld yhtdl6d 53 voidaan taulukoiduista pinta-aloista laskea ensin
ndytteiden konsentraatiot. Ndistd voidaan laskea reaktioiden konsentraatiot kertomalla saadut

luvut 10, mika oli ndytteiden laimennuskerroin. Téstd muodosteetin taulukot 4 ja 5:
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Taulukko 4. Korkeamman konsentraation Pfau-d’ Angelo -reaktion komponenttien

konsentraatiot eri ajanhetkilla.

GC-naytekonsentraatiot

Reaktiokonsentraatiot

Aika(h)  [B](M)  [T1](M)  [T2](M) | Aika(h)  [B](M)  [T1](M)  [T2](M)

0 0,097862 0 0(0 0,978622 0 0
0,5 0,092859  0,001134  0,000818 | 0,5 0,928585 0,011336  0,008179
1 0,09182  0,001781  0,001388 |1 0,918197 0,017807  0,013881
2 0,089811 0,001686 0,001478 |2 0,898106 0,016858  0,014784
3 0,095512  0,002174  0,001729 |3 0,95512  0,021741  0,017289
4 0,083118  0,001974  0,001444 |4 0,831178  0,019741  0,014436
5 0,083417  0,00203 0,001485 |5 0,834169  0,020297  0,014849
6 0,083694  0,001937 0,001234 |6 0,836939 0,019368  0,01234
7 0,088187  0,00195  0,00191|7 0,881865 0,019502  0,019095
8 0,078151 0,001901  0,001272|8 0,781509  0,019014  0,01272
9 0,078604  0,001965 0,001479 |9 0,786037  0,019647  0,014793
10 0,078982  0,001919  0,001388 |10 0,789815 0,019191  0,013878

Taulukko 5. Matalamman konsentraation Pfau-d’ Angelo -reaktion komponenttien

konsentraatiot eri ajanhetkilla.

GC-naytekonsentraatiot

Reaktiokonsentraatiot

Aika(h)  [B](M)  [T1](M)  [T2](M) | Aika(h) [B](M)  [T1](M)  [T2](M)

0 0,0602 0 0|0 0,601997 0 0
0,5 0,050025 0,001575 0,001201|0,5 0,50025 0,015749  0,012012
1 0,069439 0,003353  0,002741 1 0,694389 0,033531  0,027409
2 0,051717  0,003545  0,002787 | 2 0,517167 0,035448  0,027871
3 0,04576  0,003232  0,002662 |3 0,457603  0,032317  0,026622
4 0,038339  0,002533  0,002001 |4 0,383386  0,025333  0,020005
5 0,031546  0,00207 0,001624 |5 0,315464  0,020703  0,01624
6 0,030765 0,002069 0,001469 |6 0,307654  0,020687  0,014695
7 0,032666  0,00262 0,001855 |7 0,326662 0,026195 0,018551
8 0,046083 0,003592  0,002555 | 8 0,460829 0,035919  0,025547
9 0,035534  0,002542 0,001958 |9 0,355337  0,02542  0,019582
10 0,031102  0,002062 0,001665 | 10 0,311018  0,020615 0,016647
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LIITE 5
Data File C:\CHEM32'\1\DATA\TEEMUM\VEERA 2824-83-14 18-14-4828180181.0
Sample Name: TIM-1-886-5E1-8h-4
Acqg. Operator @ TEEMU Seg. Line : 1
Acg. Instrument : Instrument 1 Location @ Vial 281
Injection Date : 3/14/2824 5:19:89 PM Inj : 1
Inj Volume : 8.2 pl
Acqg. Method T CoWCHEM32\1\DATA\TEEMUAVEERA 2824-83-14 18-14-48\TEEMU 188C TAMIN INL258
SPLITSE B-DM.M
Last changed D 2 23,2824 12:28:24 PM by VEERA
Analysis Method : C:WCHEM32\1\METHODS\TEEMU 1088C 7BMIN INL2S8 SPLITSE B-DM.M
Last changed : 3718720824 B:48:31 aM by VEERA
(modified after loading)
Method Info : 188L, 78 min runtime
Additional Info : Peak(s) manually integrated
FID1 B, Back Signal [TEEMUMVEERA 2023-03-14 16-14-45201B0101.0)
mkd
=% g
1+
131
18
14{
2] |8
ER S
10
B
E =2
4 w
] m
£
4_-... —
]
s o Sy S e s L S T
10 20 30 40 0 (=11] mir]
Area Percent Report
Sorted By H Signal
Multiplier: : 1.8084
Dilution: I 1. 6064

Do not wse Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

5ignal 1: FID1 B, Back Signal

Peak RetTime Type Width Area Height Ares
#® [min] [min]  [pa*s] [pa] ®

1 3.819 BB 8.8444 197 .58711 73.81678 28.14374
2 4.7ob BB B.8445  20.88534 7.68431 2.974B5
3 B.580 BB @.8885  15.36708 2.92442 2.1BEB4
4 35,388 BB B.2496 468.22473  26.25979 66.69158

Instrument 1 3/18/2824 B:48:35 AM VEERA Page

Data File C:\CHEM32\1\DATA\TEEMU\VEERA 2024-83-14 18-14-48\2081680101.0
Sample Name: TIM-1-886-5E1-8h-4

Peak RetTime Type Width area Height area
# [min] [min]  [pa*s] [pa] £

Totals : Toi.eed2e 189.88538

of



Data File C:WCHEM3ZW1'WDATANTEEMU\VEERA 2824-93-14
Sample Name: TIN-1-886-5E1-6,5h-4

168

1B-14-48%28268281.0

Acg. Operator

P = = = == = =
: TEEMU Seq. Line : 2

Acg. Instrument @ Instrument 1 Location : Vial 282

Injection Date : 3/14/2824 7:38:31 PM Inj : 1

Aeg. Method
Last :hanged
Analysis Method
Last :hanged

Method Info

Additional Irfo :

Inj Volume : 8.2 pl

C:%CHEM32',1',DATA\ TEEMU\VEERA 2824-03-14 13-14-48\TEEMU 108C TOMIN INL2SS
SPLITSS B-DM.M

2/27/2824 12:28:24 PM by VEERA

C:\CHEM32',1\METHODS \TEEMI 188C TBMIN INL2S@ SPLITS@ B-DM.M

3/18/2024 8:40:36 AM by VEERA

(modified after loading)

1860, 78 min runtime

Peak(s) manually integrated

FID1 B, Back Signal (TEEMIPVEERA 224-03- 14 1814382008020 D)

A aeT

4858

2
= - 3
83
+ i :
=
L o e e e e e LA — 1 T T
10 30 k]l 40 = i
===== == = == == =
Area Percent Repaort
===== == = == == =
Sorted By : signal
Multiplier: H 1.gae8
Dilution: H 1. @884
Do mot use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Sipnal 1: FIDL B, Back Signal
Peak RetTime Type Width Area Height Ares
n [min] [min] [pa*s] [pal x
wee|mnnnes R R |=mmmmneae | mmmmennee | mmmeee |
1 3.E17 BB 8.83564 158.435%6 G3.92016 26.58369
2 4.699 BB 8.8418 22.868412 B.16798 3.6GEA92
1 3.4BE BB 8.888% 11.17758 2.11352 1.869E2
4 25,281 BB B.2606 395.6TBES  23.18232 65.19844
Instrument 1 371872824 B:49:48 AM VEERA Tage 1l of 2

Data File :%WCHEMEZZ\1'\DATA\TEEMU\VEERA 2624-83-14 1B-14-48\282B2281.D
Sample Name: TIN-1-886-5E1-8,5h-4

Peak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min] [pA®*s] [pa] x
e e | eemee | -ommm e | o oeen |
5 G3.666 MM 8.5151  6.B4654 1.95373e-1 1.81848
6 64.724 MM B8.5327  4.45136 1.39263e-1 8.74464

Totals : 597.T7EE2® 182.63E54
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Data File C:%\CHEM3Z\1%DATAA\TEEMU\VEERA 2824-83-14 1E-14-48%203628381.0
Sample Name: TIN-1-886-SE1-1h-4

z==== == = == == = =
Acq. Operator @ TEEMU Seq. Line : 3
Acg. Instrument @ Instrument 1 Location @ Wial 283

Injection Date

3/14/2824 8:41:51 PM Inj: 1
Inj Volume : 8.2 pl

Acg. Method ¢ C:\CHEMIZ\1\DATA\TEEMUNWEERA 2024-83-14 18-14-48\TEEMU 1060 TeMIN TNL2S@
SPLITS8 E-DM.M

Last changed  : 2/37/2834 12:28:24 PM by VEERA

Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\TEEMI 188C T@MIN INLIS@ SPLITS@ B-DM.M

Last changed  : 3/18/2824 8:40:36 AM by VEERA
(modified after loading)

Methed Info ¢ 1860, 78 min runtime

Additional Irfo : Peak(s) manually integrated

FID1 B, Back Signal (TESMUPWEERA JIZ4-05- 12 15-14-96 20380301 0
“1§ a
L
15
15 %
14+
12+
104
£
-
=
. -
l Bg e
1]
i - ]. Pp
2]
L s e e s e e I B B S
10 a0 o 40 50 =
z==z== == = == == = =
Area Percent Repart
z==z== == = == == = =
Sorted By : signal
Multiplier: H 1.aae8
Dilution: : 1. 8888
Do mol use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Sipnal 1: FIDL B, Back Sipnal
Peak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min] [pA®*s] [pa] x
e e e | -ommmeee e |
1 3.EG89 BB @.8453 239.31314 85.95883 23.9EETS
2 4.689 BB B.8418 33.58213 12.16BB3 3.36627
1 B.4ET7 BB 8.8814 14.68T782 2.75458 1.47233
4 25.168 BB B.2758 6H3.98956 35.15361 68.56318
Instrument 1 3/18/2624 B:58:37F aM VEERA Fage l of 2

Data File C:%WCHEMEZW1\DATANTEEMUAVEERA 2024-83-14 1B-14-48)\203p2381.0
Sample Name: TIN-1-886-SE1-1h-4

Peak RetTime Type Width Area Height Area
m [min] [min] [pA®*s] [pa] x
el e e f-==mmm e R |
§ §3.531 MM G.5130 1440440 4.78113e-1 1.45203
6 64,783 MM 8.619%  11.53957 3.18788e-1 1.15673

Totals : 997.68592 136.B1E26&
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Data File C:\CHEM3Z\1\DATA\TEEMU\VEERA 2824-83-14 1BE-14-48\284B3481.0
Sanple Name: TIN-1-686-5E1-2h-4

===z= == = == == = =
Acg. Operator @ TEEMU Seq. Line : 4
Acg. Instrument @ Instrument 1 Location : Vial 384
Injection Date : 3/14/2824 9:53:16 PM Inj : 1
Inj Volume : 8.2 pl
Acg. Method ¢ CrNCHEM32ZV1ADATANTEEMUNVEERA 2824-83-14 18-14-48\TEEMU 186C 78MIN INLZSS
SPLITSS B-DM.M
Last changed t 2277024 12:2B:24 PM by VEERA
Analysis Method : C:\CHEM3I2\1\METHODS\TEEMU 188{ 78MIN IML258 SPLITSS B-DM.M
Last changed ¢ 31872824 83:51:15 AM by VEERA
({modified after loading)
Method Info t 186C, 78 min runtime

Agditional Inmfe : Peak(s) manually integrated

=101 B, Eack Signal (TEEMLUANVEERA 2024-03-14 18-14-48 20480401 D)
-
»E E
L d
18-
15
14-] 3
2
124
10—
o]
5 sk
E ql.%rl.?
AU |
i A
2_
L e e e e . A e S e S B B I B S S
10 a1 ] 30 40 50 =] rran]
— - . - - . .
Area Percent RE[}QI"T.
— - - - - . .
Sorted By : signal
Multiplier: H 1.888a
Diluticn: H 1.e8aa

Do not use Multiplier & Dilution Faclor with ISTDS

Signal 1: FID1 B, Back Signal

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min]  [pa®*s] [pa] X
! Rt |-==-1-==---- |-=====---- [-======--- [-=====-- |
1 3.817 BE  ©9.0368 156.B1827 &7.1B652 25.94771
7 4.50E BE  0.8421 25.1EE13  9.0404E 416772
1 25.276 BE  ©.2452 484.02068  23.45828 67.80110
4 B3.500 MM 04720 9.107202 3.23067e-1 1.52180

Instrument 1 371872824 B:51:18 AM VEERA Fage 1l of 2

Data File C:W\CHEM3Z\1'DATANTEEMUA\VEERA 2824-83-14 1E-14-48'26dBadal.D
Sample Name: TIN-1-886-5E1-2h-4

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min]  [pa®s] [pa) X
e |-===]=====-- |-=======-- e [-======- |

5 G4.B25 MM 8. 6848 8.23372 2.27283e-1 1.3623E

Totals : GE4. 36272 188.24542
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Data File C:%WCHEM3IZV\1\DATANTEEMUNVEERA 20824-83-14 18-14-48)205B8581.D0
Sample Name: TIN-1-886-5E1-3h-4

S = = = == = =
Acq. Operator @ TEEMU Seq. Line : 5
Ar.q. Instrufent @ Instrument 1 Lacation @ Wial 285
Injection Date : 3/14/2824 11:084:39 PN Inj : 1
Inj Volume : @.2 pl
Acg. Method ¢ C:\CHEM32\1\DATA\TEEMU\VEERA 2024-83-14 13-14-4B\TEEMU 186C 7OMIN INL258
SPLITSS B-DM.M
Last changed @ 2/27/2824 12:28:24 PM by VEERA
Analysis Methed : C:\CHEM32\1\METHODS\TEEMU 188 TGMIN IMLISG SPLITSS B-DM.M
Last changed  : 3/1E/2824 8:52:67 AM by VEERA
(modified after loading)
Method Info ¢ 186C, 78 min runtime

Additional Irfo : Peak(s) manually integrated

=01 B, Back Signal (TEEMIMNEERA 2024-03-14 18-13-4820580501.0)
] E
k3 i
L
124
&
144 g
-
1z
10
2
. A
-]
i
4-
- I. IJ. ML
=
-7 T T T T T T T T T T T T T —
(] 20 a0 40 50 B0 rrir|
z=z=== == = == == = =
Area Percent REPCII“'T.
z=z=== == = == == = =
Sorted By H Signal
Multiplier: H 1. 8888
Dilution: H 1. 8868
Do not use Multiplier B Dilution Factor with ISTD:
Signal 1: FID1 B, Back Signal
Feak RetTime Type Width Area Height Area
" [min] [min] [pa®s] [p&] x
weme]asmnans e | -mmmmeees | mmmmeeees | memees |
1 3.B16 BB 8.8375 164.30R1E 638.75598 25.28285
2 4.G69E BB 8.8423  26.365947 9.37584 4.83334
1 25.256 BB 8.2508 448.4129% 25.11324 67.51695
4 63.553 MM 8.5113 11.68717 3.88959&-1 1.79169
Instrument 1 3/18/2624 B:52:12 AM VEERA Fage l of 2

Data File C:%WCHEM3IZ\1\DATANTEEMUAVEERA 20624-23-14 1B-14-48)\285R2521.0
Sample Name: TIN-1-886-5E1-3h-4

Peak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min] [pAa*s] [pA] X
e P [rmmmmmmme Jmmememme | == |

5 64.7B8 MM 8.6118 9.40284 2.585T@e-1 1.45516

Totals : 65220085 183.BB371




Data File C:%WCHEMEZY1\DATANTEEMU\VEERA 2624-83-14
Sample Name: TIN-1-886-S5E1-4h-4

172

18-14-48"206B8681 .0

Acqg. Operator

Acg. Instrument :

Injection Date

¢ TEEMU

Instrument 1

RS/ 2824 12:16:81 AM

Seq. Line : 6
Location : Wial 286
Inj : 1

Inj Volume : 8.2 pl

Acg. Method ¢ C:\CHEM3Z}1\DATA\TEEMU\WEERA 2824-83-14 13-14-48\TEEMU 1860 78MIN INL2SS
SPLITS® B-DM.M

Last changed @ 2/37/3824 12:28:24 PM by VEERA

Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\TEEMU 188 7GMIN IML3IS3 SPLITS® B-DM.M

Last changed  : 3/1E/2824 3:53:13 AM by VEERA
(modified after loading)

Method Info ¢ 188C, 78 min runtime

Additional Infe : Peak(s) manually integrated

FiD1 B, Back Signal (TESMIJESFA J0Z4-05-14 15-13-38 00520501 )
it i
L
12
15 §
-
14
12+
10+
=
o,
£ &
53 l!“'l.‘f:
A 1 -
. L TN
2_
L e e - L S B | — 1 T
10 20 3o 40 50 = i
===== == = == == = =
Area Percent Report
===== == = == == = =
Sorted By H Signal
Multiplier: H 1. 8866
Dilution: H 1. 8888
Do ot use Multiplier B Dilution Factor with ISTDS
Signal 1: FID1 B, Back Signal
Peak RetTime Type Width hrea Height hrea
m [min] [min] [pA®*s] [pA] X
wemneemeees R O O | -memeee |
1 3.E11 BB g.8487 218.8913% 79.88227 24.58E894
2 4.G9E BB B.8428 3I3.E4683 11.B9511 3.93345
3 25.199 BB 8.2628 583.4836% 31.1495E8 GH.3B1EE
4 63.521 MM 8.4955 15.643%% 5.26283e-1 1.8179E
Instrument 1 371872824 B:53:16 AM VEERA Fage 1 of 2

Data File C:%\CHEM3Z2\1%DATANTEEMUA\VEERA 26824-83-14 1BE-14-48°\20GCEaGal.0
Sample Name: TIN-1-886-5E1-4h-4

Peak RetTime Type Width Area Height Area
m [min] [min] [pA®*s] [pa] X
e R O R | -=mmeeee |

8.5988 11.683&% 3.25681e-1 1.35776

Totals : 8G58.46728 122.89917
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Data File C:%CHEM3IZ\1%DATAA\TEEMU\VEERA 2824-83-14 1BE-14-48"207B2781.D
Sample Mame: TIM-1-886-5SE1-5h-4

===z=== == = == == = =
Acqg. Operator @ TEEMU Seq. Lime : 7
Acg. Instrument @ Instrument 1 Location : Viel 287
Injection Date : 3/15/2834 1:27:7% AM Inj : 1

Acq. Method ¢ C:\CHEMIZ\1\DATA\TEEMUNWEERA 2824-83-14 18-14-48\TEEMU 186C T8MIN INL2S@
SPLITS8 B-DM.M

Last changed  : 2/27/3824 12:28:24 PM by VEERA

Analysis Method @ C:\CHEM32\1\METHODS\TEEMU 188C 7@MIN INLIS@ SPLITSS B-DM.M

Last changed @ 3/1B/2824 8:53:57 AM by VEERA
(modified after loading)

Methed Info ¢ 1860, 78 min runtime

Inj volume : @.2 pl

Additional Infe : Peak(s) manually integrated

701 B, BEack Signal (TEEMIANEERA 2024-03-14 18-14~4820720701.0)
T4
=13 E
L
12
15 .
2
-
14
124
104
=]
-
En !
5 ¥
1] &iﬂd
e
r—— v
10 20 30 41 50 =1} |
z==zz== == = == == = =
Area Percent Repﬂrt
z==zz== == = == == = =
sorted By : signal
Multiplier: H 1. 8688
Dilution: H 1. gaaa

Do not use Multiplier B Dilution Facbor with ISTDs

Signal 1: FID1 B, Back Signal

Peak RetTime Type Width Area Height Area
i [min] [min] [pA®s] [pa] X

e P e e | oemeeeee e |

1 3.E13 BB 2.64p8 198.6B596 76.31622 24.56574

2 4.697 BB B.B8463  31.3657T8E  18.92612 3.87El6

3 25.211 BB 8,266 552.361%4 29.5E929 68.20461

4 63.541 MM 8.5183  15.89847 4.9388Ze-1 1.86679
Instrument 1 3/18/2624 B:54:806 AM VEERA Fage

Data File C:WCHEMEZV1\DATANTEEMUAVEERA 20624-83-14 1B-14-43)\207E2781.D
Sample Mame: TIM-1-88&6-SE1-5h-4

Peak RetTine Type
m [min]

5 GA.BBD MM

Tatals :

Width Area Height Area
[ain] [pa*s]  [pA] %
------ e o e

8.5B731  11.2B871 3.28164e-1 1.39476

2838.70X86 117.64482

ra
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Data File C:%WCHEM3ZV\1\DATANTEEMUNVEERA 20624-83-14 18-14-48)\20EB2881.D
Sample Name: TIN-1-886-5E1-6h-4

S = = = == = =
Acg. Operator @ TEEMU Seq. Line : B
Ar.q. Instrufent @ Instrument 1 Lacation : Wial 288
Injection Date : 3/15/2824 2:38:51 AM Inj : 1
Inj Volume @ @.2 ul
Acg. Method ¢ C:\CHEM32\1\DATA\TEEMU\VEERA 2024-83-14 13-14-4B\TEEMU 186C 78MIM INL258
SPLITSS B-DM.M
Last changed @ 2/27/2824 12:28:24 PM by VEERA
Analyais Methed : C:\CHEM32\1\METHODS\TEEMU 188 JGMIN IMLISG SPLITSS B-DM.M
Last changed @ 3/1E/2824 8:54:47 AM by VEERA
(modified after loading)
Method Info ¢ 186C, 78 min runtime

Additional Irfo : Peak(s) manually integrated

FID B, Back Sgnal (TESMI L ESFA JI24-05-13 18-13-3E Z05S0801 0
1%
L a
18
P
L
15 !.E.
14
12
10
=]
b
=
'ﬁé*"f'?
1 hl i S
z=
-7 T T T T T T T T T T T T T —
10 0 Eli] A0 51 ] |
===z=== == = == == = =
Area Percent Repart
===z=== == = == == = =
Sorted By : signal
Multiplier: H 1.ea88
Dilutian: H 1.8a88
Do not use Multiplier B Dilution Factor with ISTDs
cipnal 1: FID1 B, Back Sipnal
Peak RetTine Type Width Area Height Area
m [min] [min] [pAa®s] [pAal x
O R P | mmmmeenee | mmmmeneee |onmmees |
1 3.BE87 BB B.8428 241.13173  93.E3485 24. 76754
2 4.686 BB B.8d66 35.53463 2 12.2EB33R 3.649E9
31 25.162 BB 8.269% G68.1453% 2 33.677EE 68.62772
4 63.553 MM 8.5062 17.427317 5.737EBe-1 1.79883
Instrument 1 3/18,/2624 B:54:58 AM VEERA Tage 1l of 2

Data File C:%WCHEMEZ\1\DATANTEEMUAVEERA 2024-83-14 1B-14-43\20ER2831.D
Sample Name: TIN-1-886-5E1-6h-4

Peak RetTine Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA®*s] [p&] x
e R | -ommmeee | onmmeeees e |

5 G4.608 MM 8.5668  11.34P3E8 3.37528e-1 1.164E1

Totals : 973.570958 148.7865%
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Data File C:\CHEM3Z\1\DATA\TEEMU\VEERA 2824-83-14 1BE-14-48\2896&%381.0
Sanmple Mame: TIN-1-636-5E1-Th-4

===z= == = == == = =
Acg. Operator @ TEEMU Seq. Lime : 9
Acg. Instrument @ Instrument 1 Location : Vial 2&9%
Injection Date : 3/15/2824 3:58:14 AM Inj = 1
Inj Volume : 8.2 pl
Acdg. Method ¢ C:NCHEM3ZV1ADATANTEEMUNVEERA 2824-83-14 18-14-4B\TEEMU 186C TOMIN INLIZS8
SPLITSS B-DM.M
Last changed ¢ 2277024 12:2B:24 PM by VEERA
Analysis Method : C:\CHEM3I2\1\METHODS\TEEMU 188( 7GMIN INL2SE8 SPLITSS B-DM.M
Last changed t 31872824 83:55:41 AM by VEERA
({modified after loading)
Method Info t 186C, 78 min runtime

Additional Infe : Peak(s) manually integrated

Fi01 B, Eack Signal (TECMIEERA JEA-03 14 15-13-4000580001 0]
a1
i E
L o
12
15
ud | ®
+
12
10
2]
. #
B o
Al i 2g
N "'51"'\—-—"--
2_
L I s e e B L e S e S S By I B S B B I S
10 0 n £ 51 &0 v
N == = == == = =
Area Percent Repaort
N == = == == = =
Sorted By : sipnal
Multiplier: H 1.gae8
Dilutian: H 1. eaaa

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTD:S

Signal 1: FID1 B, Back Signal

Peak RetTime Type Width Area Height Area
m [min] [min] [pA®*s] [pa] X
e L |-=memeeeee O | -=mmeeee |
1 3.E13 BB 8.8397 184.98532 T1.65T67 25.6484E
2 4.696 BB B.B467  27.9664E 9.61TEE 3.87EBG
3 25.229 BB 8.2568 486.247B6 26.81655 67.42789
4 G3.526 MM 8.4000  12.77B4E 4.25770e-1 1.7T8EE

Instrument 1 371872824 B:56:12 AM VEERA Fage l of 2

Data File C:%\CHEM3Z2\1'DATANTEEMU\VEERA 2824-83-14 1BE-14-48209B&5a1.0
Sample Name: TIN-1-886-5E1-Th-4

peak RetTine Type Width Area Hedight Area
m [min] [min]  [pAa®s] [pal x
e P | mmmmeenee | mmmmeenes | mmmeeee |

5 64.711 MM 8.5913 9.25538 2.68875e-1 1.28351

Totals : T21.14613 187.97873
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Data File C:%WCHEM3Z\1\DATANTEEMUAVEERA 20624-83-14 1B-14-48°\218E1881.D
Sample Name: TIN-1-886-5E1-Bh-4

S - - == - - -
Acg. Operator @ TEEMU Seq. Line : 18
Acg. Instrument @ Iastrument 1 Location : Wial 218
Injection Date : 3/15/2824 5:91:37 AM Inj : 1
Inj volume : @.2 pl
Aeg. Method ¢ C:\CHEM32\1\DATA\TEEMU\WEERA 2024-83-14 13-14-48\TEEMU 1000 78MIN INL258
SPLITSS B-DM.M
Last changed @ 2/27/2824 12:28:24 PM by VEERA
Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\TEEMU 163 7@MIN INL2S@ SPLITS8 B-DM.M
Last changed @ 3/1B/2824 8:57:82 AM by VEERA
(modified after loading)
Methed Info ¢ 1880, 78 min runtime

Additional Irfo : Peak(s) manually integrated

FID1 B, Back Signal (TEEMIMWEERA 2M24-03-14 18-14~-4821029001.0)

“1% f

L

i

R
<] &
F "F'_\-.-@Q
1 il ﬂ‘a,.__.,_a
2—
-7 T T T T T T T T T T T T T —
10 pai] 30 A0 50 (=1 rrar]
EERRR s & n & R . & =
Area Percent Repﬂr‘t
EERRR s & n & R . & =
Sorted By : signal
Multiplier: H 1.eaaa
Dilution: H 1. 8888

Do not use Multiplier B Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: FID1 B, Back Signal

Peak RetTine Type Width Area Height Area
m [min] [min] [pAa®s] [pAal x
we|emmnes P | mmmmennee | mmmmennes |onmmees |
1 3.E84 BB 8.8414 267.50568 2 93.PE4EI 23.5937A
2 4.696 BB 8.8478  38.28332 13.86256 3.37655
3 25.127 BB B.2B34 7T93.7977%  37.79561 78.81287
4 63.544 MM 8.49F7  28.32662 6.87662e-1 1.7927E

Instrument 1 3/18/2624 B:57:88 AM VEERA Tage

Data File C:%WCHEME2\1\DATANTEEMUAVEERA 20624-83-14 1B-14-43\Z16E18a1.D
Sample Name: TIN-1-886-5E1-Bh-4

Peak RetTine Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA®*s] [p&] x
e R | -omeme e | -onomeeees e |

5 64.783 MM 8.57B4  13.BE7S4 4.88158e-1 1.22408

Totals : 1133.86134 15@.83883
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Data File C:\CHEM3Z\1\DATA\TEEMU\VEERA 2824-83-14 1BE-14-48\Z11B1181.0
Sample Name: TIN-1-636-5E1-09h-4

===z= == = == == = =
Acg. Operator @ TEEMU Seq. Line : 11
Acg. Instrument @ Instrument 1 Location : Wial 211
Injection Date : 3/15/2924 6:12:58 AM Inj : 1

Acg. Method
Last changed
Analysis Method
Last changed
Method Info

Agditional Imfo

Inj Volume : 8.2 pl
C:WCHEM3Z\1\DATA\TEEMUNVEERA 2824-A3-14 18-14-4B\TEEMU 186C 78MIN INLZS®
SPLITSS B-DM.M
27273824 12:28:24 PM by VEERA
C:\CHEM3Z\1\METHODS \TEEMU 18680 78MIN IML2SE SPLITSS B-DM.M
3/1B/ 2824 8:57:59 AM by VEERA
({modified after loading)
188C, 78 min runtime

: Peak(s) manually integrated

=101 B, Eack Signal (TEEMLUANVEERA 2024-0314 18-14-482 1181101 .1D]
=T E
L d
18- x
-
18-
14
124
104
]
.
=
5 £
Bata’
sk
41
i il vl
2_
L e e e e . A e S e S B B I B S S
10 a1 ] 30 40 50 =] rran]
Area Percent RE[KII‘"I‘.
Sorted By : Signal
Multiplier: H 1.0a88
Dilutian: H 1. 0888

Do not use Multiplier & Dilution Faclor with ISTDS

Signal 1: FID1 B, Back Signal

Peak RetTime Type Width Area Haight Area
m [min] [min] [pA®*s] [pa] X
e L |-mmemeeeae O | --mmeee |
1 3.EB84 BB B.841% 273.62366 2 98.T73539 23.564513
2  4.696 BB 8.8474  33.527@E  12.0B515 3.32031
1 25.116 BB B.3835 887.27435 38.368716 69.76843
4 63.495 MM 8.58E2  21.315072 7.@0@451e-1 1.845ER
Instrument 1 3/18/2824 B:58:82 AM VEERA Fage

Data File C:W\CHEM3Z2\1'DATANTEEMUA\VEERA 2824-83-14 1E-14-48°211E1181.0
Sample Name: TIN-1-886-5E1-9h-4

Peak RetTine Type Width Area Height Area
m [min] [min] [pAa®s] [pAal x
R R Jrmme]mmennns O | mmmmeneee |onmmees |
5 G4.6B5 MM 8.6251 16.42477 4.37993e-1 1.41934
Totals : 115728956 151.16686
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Data File C:\CHEM3Z\1\DATA\TEEMU\VEERA 2824-83-14 1B-14-48\Z212B1281.0
Sample Name: TIN-1-686-SE1-168h-4

===z= == = == == = =
Acg. Operator @ TEEMU Seq. Line : 12
Acqg. Instrument @ Instrument 1 Location : WVial 212
Injection Date : 3/15/2824 7:24:16 AM Inj : 1

Inj Volume : 8.2 pl

Acg. Method ¢ CrVCHEM32ZV1A\DATANTEEMUNVEERA 2824-83-14 18-14-48\TEEMU 186C 78MIN INLZSD
SPLITSS B-DM.M

Last changed ¢ 2T/ P024 12:2B:24 PM by VEERA

Analysis Method : C:\CHEMI2\1\METHODS\TEEMU 188( 78MIN IML258 SPLITSS B-DM.M

Last changed t 31872824 8:59:15 AM by VEERA
(modified after loading)

Method Info t 188C, 78 min runtime

Agditional Infe : Peak(s) manually integrated

FID1 B, Eack Signal (TESMIUNESRA 2024-03-13 18-14-38 21221201 )
=1 ‘ﬁf
L J
12
g
1B |+
14
1z
10
=]
‘FK
& I
& fP.&"gP
™
41
| i . A ]
2_
L I e e e e L S S B I S S S S | — 1 '
10 0 an 0 =1 5 ]
===z= == = == == = =
Area Percent Repart
===z= == = == == = =
Sorted By : Signal
Multiplier: H 1.ga88
DElutian: H 1. eaas
Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDsS
Signal 1: FIDL B, Back Signal
Peak RetTime Type Width Area Haight Area
m [min] [min] [pA®*s] [pa] X
e e | -mmeme e O | --mmeee |
1 3.B83 BB 9.84Z8 282.73IB6S 99.4B483 23.81127
2 4595 BB @.8476  37.10E17 12.46B45 3.13272
3 25.111 BB @.2847 838.17633 39.26212 £9.91454
4 G3.496 MM @.5112  21.45829 £.99477e-1 1.88697
Instrument 1 3/18/2824 B:59:17 AM VEERA age of 2

Data File C:%\CHEM3Z\1'\DATAA\TEEMU\VEERA 2824-83-14 1E-14-48"212E1281.0
Sample Name: TIN-1-886-SE1-18h-4

Peak RetTine Type Width Area Height Area
m [min] [min] [pA®s] [pAal x

5 G4.TBE MM 8.5984  15.B4611 4.48616e-1 1.33458

Totals : 1187.41544 152, 35548
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LIITE 6
Data File C:\CHEM32)1\DATA\TEEMU\VEERA 2824-83-88 18-12-11)\286B8781.0
Sample MName: TIN-1-886-5E2-8h
Acg. Operator : TEEMU Seq. Line : 7
Acg. Instrument : Instrument 1 Location : Wial 286
Injection Date : 3/8/2824 4:27:28 PM Inj : 1
Inj Volume : 8.2 pl
Acg. Method : C:\CHEM32\1\DATANTEEMUNVEERA 2024-83-88 18-12-11\TEEMU 188C 78MIN INL258
SPLITSE B-DM.M
Last changed 1 2f27/2024 12:28:24 PM by VEERA
Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\TEEMU 188-118C 78M7 INL258 SPLIT188 B-DM.M
Last changed : 311720824 9:17:29 AM by VEERA
(modified after loading)
Additional Info : Peak(s) manually integrated
FID1 B, Back Signal (TEEMLAVEERA 2024-03-08 10-12-11'306B0701.01
I8 i
1
184 |7
16}
14—:
12—:
10 -
1 F
4 -
B
5
4 I —
2]
o T T T T T T
i1 20 30 40 50 &0 mir]
Area Percent Report
Sorted By : Signal
Multiplier: : 1. BaEE
Dilution: : 1. BaEE

Do not wse Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: FID1 B, Back Signal

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min]  [pa*s] [pa] %

1 3.815 BB B.8358 189.99471 84.65945 26.14475
2 4.781 BB B.8382 34.63927 14.12817 4.765663
3 8.484 BB B.8774 23.18424 4.64285 3.1B7LE
4 25,284 BB B.2555 4TB.9e482  27.78848 65.98183

Totals : Tib.78384 131.28286

Instrument 1 3/11/2824 9:17:32 AM VEERA Fage 1 of 2
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Data File C:%WCHEM3IZ\1\DATANTEEMUNVEERA 20824-83-88 18-12-11°\287B&5%81.D
Sample Name: TIN-1-886-5E2-6,5h

S - - - == - -
Acg. Operator @ TEEMU Seq. Line : @
Ar.q. Instrufent @ Instrument 1 Lacation @ Wial 287

Injection Date

3/B/2024 6:58:13 PM Inj 1
Inj Volime : 8.2 pl

Acg. Method ¢ CONCHEMANIADATANTEEMUNWEERA 2824-83-88 18-12-11%\TEEMU 186C 78MIN INL2S2
SPLITSS B-DM.M

Last changed P2 2772824 12:28:24 PM by VEERA

Analysis Method @ C:WCHEMAV\1\METHODS\TEEMU 188-118C 78M7 INL258 SPLITiEE B-DM.M

Last changed 31172824 9520082 AM by VEERA

(modified after loading)
Additional Infe : Peak(s) manually integrated

FID1 B, Back Signal (TEEMIMWEERA 2I24-03-02 10-12-1 T20720901.10)

g
+ E
::iE
-

= o
1 1

pe—
EH&
5. 55

=
L e N
10 20 3o 401 50 50
===== == = == == = =
Area Percent Report

===== == = == == = =
Sorted By : Signal
Multiplier: H 1.8a88
Dilution: H 1.eesa

Do mot use Multiplier B Dilution Factor with ISTDS

Signal 1: FID1 B, Back Signal

Peak RetTime Type Width Area Height Area
m [min] [min] [pA®*s] [pa] X
I I

1 3.E19 BB 8.8415 157.BE2ST 64.87572 23.88219
2 4.781 BB 8.839%  35.BT265  13.79414 5.24453
1 B.4BE BB 8.8782 16.68953 3.29842 2.43098
4 25.794 BB B.2569 455.EB0059  26.26863 66.650858
5 G3.656 MM 8.4931 9.93872 3.35689e-1 1.451B6
& 64,906 MM 8. 5387 7.7I568 2.39335e-1 1.138824

Instrument 1 371172624 9:28:19 AM VEERA Fage l of 2

Data File C:%WCHEMAIZ\1\DATANTEEMUAVEERA 20624-23-88 18-12-11\267B25%a81.D
Sample Name: TIN-1-886-5E2-8,5h

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA®*s] [pa] x
S R O | --momeee | om oo e |

Totals : 634.80174 183.88454
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Data File C:%CHEM3Z\1'%DATAA\TEEMU\VEERA 2824-83-88 16-12-11'\20EE18a1.0D
Sample Name: TIN-1-B86-SE2-1R

z==== == = == == = =
Acq. Operator @ TEEMU Seq. Line : 18
Acq. Instrument @ Instrument 1 Location : Wial 28E

Injection Date

3/B/2624 8:81:36 PM Inj : 1
Inj volume : @.2 pl

Acg. Method ¢ C:ZCHEM3ZN1A\DATA\TEEMUNNVEERA 2824-63-88 18-12-11°TEEMU 168C 78MIM INL2SS
SPLITS® B-DM.M

Last changed 227 0824 12:28:24 PM by VEERA

Analysis Method @ C:\CHEMAA1\METHODS\TEEMU 183-118C 78M7 INL258 SPLIT1S® B-DM.M

Last changed 3110824 9:21:17 AM by VEERA

(modified after leading)
Additional Infe : Peak(s) manually integrated
FID1 B, BEack Signal (TEEMIANEERA 2024-03-05 10-12-1T20529001.0)
AP

r
b
L

o
=
o] =
IL"?"
& 3 ¢Jé’
A
4] _.J_n_ _J."?'l'______.__
=
L I e e . s e e e L B S B R
10 it 30 =1 50 B0 o]
z=z=zz== == = == == = =
Area Percent Repart
z=z=zz== == = == == = =
Sorted By : signal
Multiplier: H 1.0a88
Dilution: H 1. eaaa

Do not use Multiplier B Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: FID1 B, Back Signal

Peak RetTine Type Width Area Height Area
m o [min] [min] [pA®s] [pAal x
| I I

1 3.E13 BB 8.838]1 219.15436  86.6458% 22.17334
2 4.781 BB 8.8482  54.54264  28.BB4ST 5.51B45
1 3.4B5 BB 8.8781  22.54454 4.3014% 2. 2B@00
4 25.218 BB 8.2632 653.3327@  34.30580 66.18212
5 G3.626 MM 8.4B87  21.14357 7.33152e-1 2.13024
& 64.792 MM 8.6816 17.658%5 4.88973e-1 1.785E7

"
"

Instrument 1 3711/2624 9:21:28 AM VEERA Tage lo

Data File C:%WCHEMEZV1\DATA\TEEMUAVEERA 2024-83-88 16-12-11\20EE18a31.D
Sample Name: TIN-1-886-5E2-1h

Peak RetTime Type Width Area Height Area
m [min] [mim] [pA®s] [p&] x
L -l |- === === |

Totals : Q83.36ER8 147.45E76
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Data File C:%\CHEM3Z\1%DATAA\TEEMU\VEERA 26824-83-88 16-12-11\28%E1lel.0D
Sample Name: TIN-1-B8E6-SE2-2h

z==== == = == == = =
Acq. Operator @ TEEMU Seq. Line : 11
Acg. Instrument @ Instrument 1 Location : Wial 280
Injection Date : 3/B/2824 9:12:58 PM Inj : 1

Acg. Method ¢ C:NCHEM3Z2A1A\DATA\TEEMUNNEERA 2824-83-88 18-12-11°\TEEMU 168C 78MIN INLISS
SPLITS® E-DM.M
Last changed D 2f27 /3824 12:2B:24 PM by VEERA

Analysis Mathod

Inj Volume : 8.2 pl

CoWCHEMANIA\METHODE \TEEML 183-118C T7oM7 INML25A SPLIT1eE B-DM.M

Last changed @ 3/11/2804 9:22:05 AM by VEERA
(modified after leading)
Additional Infe : Peak{s) manually integrated

i

A L
3%
T

LE -]

FID1 B, Back Signal (TEEMIPNYEERA 2I23-03-08 1-12-1 T2iss1101.0)

Area Percent Report

Sorted By
Multiplier:
Dilution:

: signal
: 1. 0088
: 1.0a00

Do mol use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: FIDL B, Back Signal

Peak RetTime Type Width Ares Hedight Area
# [min] [min] [pa®s] [pal X
e e T |- emne | om oo | -oeomeen |
1  3.E17 BB B.B353 163.22174  74.11385 19.64676
1 4.788 BB B.B4B5  47.84885 17.74211 5.66214
1 8.458 BB B.BEE1  13.42838 2.57126 1.61539
4 25.242 BB B.24T4 566.TO9BES  31.16428 68.22470
5 63.681 MM B.4981  22.35247 7.6811de-1 2.60653
6 G64.B16 MM B.66834  17.94BEE 4.9574Be-1 Z.16848
Instrument 1 371172624 9:22:88 AM VEERA Fage

Data File C:%WCHEME2W1\DATANTEEMUAVEERA 2024-23-88 18-12-11%\280B1181.0
Sample Name: TIN-1-886-SE2-2h

Peak RetTime Type
m [min]

Totals 2

Width Area Height Area
[nin] [pa*s] (oAl %
------ el ot bt

238.7BX12 126.BE3SS
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Data File C:%CHEM3Z2\1%DATANTEEMUA\VEERA 26824-83-88 16-12-11)\2168E1281.0
Sample Name: TIN-1-B86-SE2-1k

z=z=== == = == == = =
Acq. Operator @ TEEMU Seq. Line : 12
Acq. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 218

Injection Date

3/B/2604 18:24:37 PM Inj 1
Inj Volume : 8.2 pl

Acg. Method ¢ C:YCHEM32AW1A\DATA\TEEMUNNVEERA 2824-63-88 18-12-11°\TEEMU 168C 7T8MIN INLISS
SPLITS® B-DM.M

Last changed 227508324 12:2B:24 PM by VEERA

Analysis Method @ C:WCHEMAIV\1\METHODS\TEEMU 188-118C 78M7 INL258 SPLIT1E® B-DM.M

Last changed : 3/11/08324 9:22:58 AM by VEERA

(modified after leading)
Additional Infe : Peak{s) manually integrated

FID1 B, Back Signal (TEEMIMEERA 2M24-03-08 1-12-1 T21084201.10)

13 E

L o

2
g
5] -
4] l— -y b
2]
7+
[ 20 30 40 50 B0
z=z=== == = == == = =
Area Percent Report
z=z=== == = == == = =
Sorted By : Signal
Multiplier: H 1.eae8
Dilution: H 1. aa8a

Do mot use Multiplier B Dilution Factor with ISTDS

Signal 1: FID1 B, Back Signal

peak RetTine Type Width Area Hedight Area
m [min] [min] [pA®s] [pal x
I I

1 3.e1% BB 8.8413 14442338  59.109581 28.1%9614
2 4.699 BB B.848% 43.19242 16.18518 G.84884
1 8.493 BB 8.8E11 1e.8BEE38 1.08687 1.41847
4 25.277 BB B8.2541 479.BT7IS  27.150dE &67.18615
5 63.637 MM 8.4977  28.3TElE £.32307e-1 2.84060
& 64.772 MM 8.6117  17.14454 4.67136e-1 2.39751

Instrument 1 3/11/2624 9:23:15 AM VEERA Fage

Data File C:%WCHEMEIZV1\DATANTEEMUAVEERA 2024-23-88 18-12-11%\218E1281.D
Sample Name: TIN-1-886-5E2-3h

Peak RetTime Type Width Area Height Area
m [min] [min] [pA®*s] [pa] x
L -l f==mme |- === |

Totals : 715.10188 185.58929
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Data File C:%CHEM32Z\1%DATANTEEMUA\VEERA 2624-83-88 16-12-11\285E28a1.0

Sample Name: TIN-1-B8E-5SE2-4h

z=z=== == = == == = =
Acq. Operator @ TEEMU Seq. Line : 20
Acg. Instrument @ Instrument 1 Location : Wial 285
Injection Date : 3/0/2024 7:55:22 AM Inj : 1

Acg. Method ¢ C:YCHEM32AW1A\DATA\TEEMUNNVEERA 2824-63-88 18-12-11°\TEEMU 168C 7T8MIN INLISS
SPLITS® B-DM.M
Last changed 227508324 12:2B:24 PM by VEERA

Analysis Method @ C:WCHEMAIV\1\METHODS\TEEMU 188-118C 78M7 INL258 SPLIT1E® B-DM.M

Inj Volume : 8.2 pl

Last changed @ 3/11/2804 9:20:41 AM by VEERA
(modified after leading)
Additional Infe : Peak{s) manually integrated

FiD B, Back Signal (TESMIUWESRA 2040508 10121 TRI5a 2001 0
1% i
L el
15 3,
15
14
12
10
=]
1‘h||
& )
3,65
l | il
*] , FI A
2
-7 7T T T T L
10 a0 L] 41 5 s
====z= == = == == = =
Area Percent Repaort
====z= == = == == = =
Sorted By : signal
Multiplier: H 1.eae8
Dilution: H 1.ee8a
Do mot use Multiplier B Dilution Factor with ISTDS
Sipnal 1: FIDI B, Back Sipnal
peak RetTine Type Width Area Hedight Area
m [min] [min] [pA®s] [pal x
e e B Do e |
1  3.828 BB 8.8374 128.90063 SO.T72086 22.084546
2  4.697 BB 8.842X1  33.68527  13.B5343 7.83367
3 25.313 BB 8.24B5 368.45153  21.31352 £5.67234
4 63.683 MM 8.588B6  15.973595 5.2351@e-1 2.91837
5 B4.755 MM 8.6088 12.83348 3.51770e-1 2.33E17
Instrument 1 371172624 9:29:46 AM VEERA Fage of 2

Data File C:%WCHEMI2\1\DATANTEEMUAVEERA 2024-83-88 18-12-11\285E2881.D

Sample Name: TIN-1-B85-5E2-4h

Totals :

S48.B6417

86.77138
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Data File C:%WCHEM3Z\1\DATANTEEMUVEERA 2624-23-11 @9-28-33\28162181.0
Sample Name: TIN-1-B8E6-SE2-Sh

Acg. Operator

P = = = == = =
: TEEMU Seq. Line : 1

Acg. Instrument @ Instrument 1 Location : Vial 281

Injection Date © 3/11/2824 9:13:8& AM Inj : 1

Acg. Method

Last changed
Analysis Method
Last changed

Inj Volume : 8.2 pl
C:%CHEM32',1',DATA\ TEEMUNVEERS 2824-03-11 @3-88-33\TEEMU 108C TOMIN INLZSE
SPLITSS E-DM.M

2/27/2824 12:28:24 PM by VEERA

C:\CHEM32,1\METHODS \TEEM] 188-118C 78M7 INL2SG SPLIT18@ B-0M.M
3/11/2824 4:35:14 PM by VEERA

(modified after loading)
Additional Infe : Peak{s) manually integrated

FID1 B, Back Signal (TEEMIPVEERA 224-03-11 08-08-3720120101.D)

M'E i

L J

o
1
4.702

o b
® ”
4—_;"' L
S
2_
L o e e e . e e e e By I S B
10 0 an 0 51 = e
z==== == = == == = =
Area Percent Repart
z==== == = == == = =
Sorted By : Signal
Multiplier: H 1. 26808
Dilution: H 1. @aaa
Do mol use Multiplier & Dilution Factor with ISTDS
Signal 1: FIDL B, Back Signal
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA*s] [pa] x
wome e B ] EERE R |
1 3.B26 BB 8.8345 99.56271 46 65581 22.68989
2 4.7ar BB B.8452 29.34846 2 108.56892 6.66275
3 25.378 BB 8.2487 287.95881 17.72648 65.3BEB2
4 6G3.591 MM B.4935 13.685438 4. 48809G62-1 2.96442
5 64.774 MM 8.5965 18.45836 2.92268e-1 2.37493
Instrument 1 3/11/2624 4:35:23 PM VEERA Fage 1l of 2

Data File {:%WCHEM3Z\1\DATANTEEMU\VEERA 2624-83-11 69-28-33\261B2181.0
Sample Name: TIN-1-886-SE2-Sh
Totals :

448 . 36584  75.67541
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Data File C:%WCHEM3IZV\1\DATANTEEMUAVEERA 20824-83-11 @9-28-33\282B2281.D0
Sample Name: TIN-1-B86-SE2-Bh

fR— == = == == = B
Acg. Operator @ TEEMU Seq. Line : I
Aeg. Instrument @ Instrument 1 Location : Vial 282
Injection Date : 3/11/2824 18:24:26 AM Inj : 1
Inj Volume : 8.2 pl
Acg. Method tOCIWCHEMIN1L\DATANTEEMUNANEERA 2824-83-11 @9-83-33%\TEEMU 186C 78MIN INLZ58
SPLITSS B-DM.M
Last changed 227 024 12:2B:24 PM by VEERA
Analysis Method @ C:)\CHEMI2W1\METHODS\TEEMU 18a8-116C T7AMY IML258 SPLIT188 B-DM.M
Last changed 31172824 4:36:13 PM by VEERA

(modified after loading)
Additional Infe : Peak(s) manually integrated
=101 B, Back Signal (TEEMIPNEERA 2024-03~11 09-08-3320230201.10)

"1 I

4857

4] ]. i ..l'ﬁ.nr____,..__
=
L I e e e e e e I A
(] 20 a0 40 50 B0 rrir|
z=z=== == = == == = =
Area Percent REPGI"'T.
z=z=== == = == == = =
Sorted By H Signal
Multiplier: H 1.eae8
Dilution: B 1. aa8a

Do mot use Multiplier B Dilution Factor with ISTDS

Signal 1: FID1 B, Back Signal

Peak RetTime Type Width Area Height Area
m [min] [min] [pA®*s] [pa] X
I I

1 3.B23 BB 8.8354 97.89785  43.95816 21.92397
2 4.697 BB B.8456  23.84385 9.9E153 6.33191
1 25.342 BB B.2427 295.23535 17.9B31E 66.66195
4 G3.536 MM 8.4917  13.84474 4.42585@-1 2.94541
5 64.756 MM 8.5717 9.46336 2.75482e-1 2.13676

Instrument 1 371172824 4:36:29 PM VEERA Fage l of 2

Data File C:%WCHEM3I2\1\DATANTEEMU\VEERA 20624-83-11 609-28-33\282p2281.0
Sample Name: TIN-1-886-5E2-6h

Totals : 442 . BE43E  T2.63ZES
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Data File C:%WCHEM3IZ\1\DATANTEEMUVEERA 2024-83-11 @9-28-33)\281p2381.0
Sample Name: TIN-1-B8E-SE2-Th

fR— == = == == = B
Acg. Operator @ TEEMU Seq. Line : 3
Aeg. Instrument @ Instrument 1 Location : Vial 283
Injection Date : 3/11/2824 11:35:45 AM Inj : 1
Inj Volume : 8.2 pl
Acg. Method tOCINCHEMIZA1\DATANTEEMUNANVEERA 2824-83-11 @9-83-33%\TEEMU 186C 78MIN INLZ58
SPLITSS E-DM.M
Last changed P 2f27 /2024 12:2B:24 PM by VEERA
Analysis Method @ C:ZCHEMI2VINMETHODSA\TEEMU 18a8-116C TAMY IML2568 SPLIT188 B-DM.M
Last changed /1172824 4:37:16 PM by VEERA

(modified after loading)

Additional Infe : Peak{s) manually integrated
=101 B, Back Signal (TEEMIPNVEERA 2024-0311 09-08-33120330301.10)

"1 I

. — — Py,
2_
L I s e e e L e o e e e e e e
10 2 30 1 50 =] rrir
z=z=== == = == == = =
Area Percent REPCII"T.
z=z=== == = == == = =
Sorted By : Signal
Multiplier: : 1.8080
Dilution: : 1.8080
Do not use Multiplier & Dilution Facter with ISTDS
Signal 1: FIDL B, Back Signal
Peak RetTime Type Width Ares Height Area

m [min] [min] [pA®*s] [pa] X
I I

1 3.8B22 BB B.8362 183.89732 45.14881 21.86265
2 4.697 BB B.84686 30.EBI7EE  16.B4184 G.29811
3 25.327 BB 8.2682 327.8EE58  19.44BE1 66.82396
4 6G3.555 MM B.52X 16.5177@ 5.26496e-1 3.37456
5 64.768 MM 8.66812 11.946578 3.311%9Be-1 2.44672

Instrument 1 371172624 4:37:28 PM VEERA Fage l of 2

Data File C:%WCHEM3I2\1\DATANTEEMU\VEERA 20624-83-11 69-28-33\283p23281.0
Sample Name: TIN-1-B86-SE2-Th

Totals : 48947788 T6.2BTSE
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Data File C:%WCHEM3IZ\1\DATANTEEMUNVEERA 2624-83-11 89-28-33\28462481.0
Sample Name: TIN-1-BBE-SE2-Bh

===== == = == == = z
Acg. Operator @ TEEMU Seq. Line : 4
Acq. Instrument ! Instrument 1 Location : Vial 284
Injection Date : 3/11/2824 12:47:11 PM Inj : 1

Acg. Method

Last changed

Analysis Method

Last changed

Inj Volume : 8.2 pl

CoWCHEMAN1ADATANTEEMUNWEERA 2824 -83-11 @9-88-33\TEEMU 1880 7eMIN INL252

SPLITSS E-DM.M
22772824 12:28:24 PM by VEERA

CAWCHEMANINMETHODS \TEEML 18a3-118C 7oM7 INL256 SPLIT1EE B-DM.M

¢ 3/11/2824 4:38:14 PM by VEERA
(modified after loading)
Additional Infe : Peak{s) manually integrated

01 5, Eack Siond (TESMIDVEERA 20405 11 [3-08-330ME0T1 0]
M'i:
b i ﬁ
1 |7
15
14
12
10
.
s
5 e Ll
= '{}Jn
Al | - M&
2—
-7
10 0 £l 20 50 i) "
z==== == = == == = =
Area Percent Report
z==== == = == == = =
Sorted By : signal
Multiplier: : 108080
Dilution: H 1. @aaa

Do mol use Multiplier & Dilution Factor with ISTDS

Signal 1: FIDL B, Back Signal

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA*s] [pa] x
woee e e [ R |
1 3.E17 BB B.8355 145 44853  G4.45731 28.97481
1 4.697 BB B.8468 48.44575  14.26585 5.83267
3 25.261 BB B.2T17 463 44544  25.080917 67.55454
4 63.512 MM B.5188  22.545934 7.48237e-1 3.26626
5 G4.G6E9 MM B.6148  16.45193 4.46812e-1 2.37253
Instrument 1 3/11/2624 4:38:26 PM VEERA Fage

Data File {:%WCHEMEZ\1\DATANTEEMUAVEERA 2624-83-11 69-28-33\284B2481.0
Sample Name: TIN-1-B86-SE2-Bh

Totals :

693.43445 185.75E58

l of 2
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Data File C:%CHEM3Z\1%DATA\TEEMU\VEERA 2824-83-11 69-88-33\285B2581.0
Sample Name: TIN-1-B86-SE2-0k

===== == = == == = =
Acg. Operator @ TEEMU Seq. Line : &
Acg. Instrument @ Instrument 1 Location : Wial 285
Injection Date : 3/11/2824 1:58:331 PM Inj : 1

Inj Volume : 8.2 pl

Acg. Method ¢ C:NCHEM3Z2A1A\DATA\TEEMUNNEERA 2824-83-11 #9-88-33\TEEMU 168C T8MIN INLISS
SPLITS® E-DM.M

Last changed D 2f27 /3824 12:2B:24 PM by VEERA

Analysis Method @ C:ZWCHEMIZ\1\METHODS'\TEEMU 188-118C 78M7 INL258 SPLIT1E® B-DM.M

Last changed ¢ 3f11/2824 4:39:18 PM by VEERA

(modified after leading)
Additional Infe : Peak{s) manually integrated

FID1 B, Back Signal (TEEMLENVEERA 20240311 09-08-33:20580501 .07
=g
Ld
15—
15— g
2
14+
12+
10—
o]
] g &
AL il hy ol
2]
—-—
10 20 30 £0 50 1]
EEREN & u s & & u x
Ares Percent Repqrt
EEREN & u s & & u x
Sorted By : Signal
Multiplier: H 1.8a88a
Dilution: H 1.888a

Do mot use Multiplier & Dilution Factor with ISTDS

Signal 1: FID1 B, Back Signal

peak RetTine Type Width Ares Hedight Area
m [min] [min] [pA*s] [pal x
I I

1 3.828 BB 8.8372 112.14558  47.48508 28.31182
2 4.696 BB 8.8462 32.85615 11.19324 5.94B64
1 25.386 BB 8.257@ 366.8324%  21.41737 &£7.9256E
4 63.538 MM B.4E38 16.82924 5.53135e-1 2.97453
5 64.720 MM 8.6843  12.6165E8 3.47320e-1 2.34814

Instrument 1 3/11/2624 4:39:12 PM VEERA Fage

Data File C:%WCHEMEIZ\1\DATANTEEMUAVEERA 2024-83-11 89-28-33\205B2581.0
Sample Name: TIN-1-886-SE2-9h

Totals : S38.BE23E  88.92147
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Data File C:%\CHEM32\1'\DATA\TEEMU\VEERA 2824-83-11 69-28-33\206B3681.0
Sample Name: TIN-1-886-5E2-18h

====z== == = == == = =
Acg. Operator @ TEEMU Seq. Line : &
Acg. Instrument @ Instrument 1 Location : Vial 286
Injection Date : 3/11/2824 3:89:56 PM Inj : 1
Inj Volume : 8.2 pl
Acg. Method tOCINCHEMAZZINDATANTEEMUNNVEERA 2824-83-11 @9-88-33\TEEMU 16880 78MIN INL2Z58
SPLITS2 B-DM.M
Last changed 227 3824 12:28:24 PM by VEERA
Analysis Method @ C:Y\CHEMI2V1A\METHODSA\TEEMU 188-118C TAMT INL2S8 SPLIT188 BE-DM.M
Last changed 51173824 4:40:08 PM by VEERA

(modified after loading)
Additional Infe : Peak{s) manually integrated

FID B, Back Signal [ TEEMIPYEERA 2024-03-11 [a-08-3320580601.0)
1
L d
18-
16
14 §
-
12
10|
=
5
+, |
2]
L o B B e e S I S B e o e e B B B e b e e
10 20 an 41 50 =)
=== == = == == = =
Area Percent Repaort
=== == = == == = =
Sorted By : Signal
Hultiplier: H 1. 888
Dilution: : 1. 8804

Do mot wse Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: FID1 B, Back Signal

Peak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min] [pA®*s] [pa] x

1 3.B22 BB 8.8362 93.15052  43.8BT714 22.71073
2 4.696 BB 8.8466  25.43458 8.79214 5S.387@8
3 25.330 BB B.2450 284 73850  17.35BE2 65.98385
4 G3.569 MM B.4E97  12.9993% 4.42461e-1 3.908ER
5 G4.7E9 MM 8.6253 18.72883 2.35731e-1 2.48141

Instrument 1 371172824 4:48:84 PM VEERA Tage

Data File C:WCHEMEIZW1\DATANTEEMUAVEERA 2024-83-11 80-28-33\20662681.0
Sample Name: TIN-1-886-SE2-18h

Totals : 432.84522 G9.95B2E

ra
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LIITE 7

TIN-1-006.2.fid

TIN-1-006 SM

1H DMSO Prodigy 500 MHz 30 C
25.03.2024 5

TIN-1-006.3.fid

TIN-1-006 P

1H DMSO Prodigy 500 MHz 30 C
25.03.2024 4

TIN-1-006.4.fid

TIN-1-006 cat

1H DMSO Prodigy 500 MHz 30 C
25.03.2024 3

TIN-1-006.5.fid

TIN-1-006 combo

1H DMSO Prodigy 500 MHz 30 C
25.03.2024 2

TIN-1-006.6.fid

TIN-1-006 combo 30h

1H DMSO Prodigy 500 MHz 30 C
25.03.2024 1

Al

T T LB
11.5 11.0 10.5 10.0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 0.0 -05
f1 (ppm)
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TIN-1-006.6.fid
TIN-1-006 combo 30h i
1H DMSO Prodigy 500 MHz 30 C L 130
25.03.2024 1

100

T T T T
105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00 -05
f1 (ppm)

T T
11.5 11.0
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LIITE 8
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TIN-1-002-1.100.fid
TIN-1-002-1

in D20 at 30 C 170
13C NMR at 75 MHz L
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Default Individual Report

SAMPLE INFORMATION
Sample Name: TJN-002-5 Acquired By: System
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 93 Acg. Method Set: Hex90IPA10_AB_1ml_254210
Injection #: 1 Processing Methoc
Injection Volume: 10,00 ul Channel Name: 2487Channel 2
Run Time: 120,0 Minutes Proc. Chnl. Descr.:
Date Acquired: 18.12.2023 14:30:39 EET
Date Processed: 18.12.2023 15:20:09 EET

4,00 4
e ap
] 3
3,50 T
3,00
2,507
2 2,00+
1,50
1,00
] o
4 w
0,50 @©
b =t
0,007 JHJX—“
11:}[}I o Is:lcmI o '10!0[}' o I15![:[}I o '20!00' o I25!00I o I3[1![}[}I I I35!1}1}I I I4D!DI}I S
Minutes
RT Area % Area | Height
113,980 | 34633887 | 92,53 |4253264
214.860| 2795504 T7.47| 260845
Reported by User: System Project Name: Defaults\Dimitris
Report Method: Default Individual Report Date Printed:
Report Method 1D 3452 18.12.2023

Page: 1 of 1 15:23:57 Europe/lstanbul
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LIITE 11

Default Individual Report

INFORMATION

SAMPLE
Sample Name: TJN-002-R3

Sample Type: Unknown

Vial: 89

Injection #: 1

Injection Volume: 10,00 ul

Run Time: 120,0 Minutes

Date Acquired: 18.12.2023 13:51:49 EET

Date Processed: 18.12.2023 15:17:12 EET

Acquired By:
Sample Set Name:
Acqg. Method Set:
Processing Methoc
Channel Name:
Proc. Chnl. Descr.:

System
Hex90IPA10_AB_1ml_254210

2487Channel 2

T Ly
4 <
[a Y]
1,00 +
0,80
T [0
_, 0.604 g
< 1 ~
0,40
0,20
0,00 /\
0.00I S I5III'III'I I I‘I[I![I[}I l15!0[]l I I2[]![][]I o I25![3[3I o IBOI.OOI o I35.00
Minutes
RT Area | % Area| Height
114,243 9795439 50,59 | 1109369
2| 4,966 | 9566591 49 41| 491019

Reported by User: System

Report Method: Default Indiidual Report

Report Method 1D 3452
Page: 1 of 1

Project Name: Defaults\Dimitris
Date Printed:

16.12.2023

15:26:02 Europe/Istanbul



197

LIITE 12
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TIN-1-002-A.101.fid 388 320
TIN-1-002-A - ° o~ 588
in CDCI3 at 30 C = e @=ee 33 @ 5 NRA .
13C NMR at 75 MHz 2 M g RRR b & ARR L300
19.3.2024 Teemu Silvasti | N\Yda N | N |
280
260
- 240
220
200
180
- 160
- 140
120
100
- 80
| - 60
| _ 40
|
20
N L
-0
--20
- -40

T T T T T T T T T T T T T T T
230 220 210 200

T T T T T
160 150 140 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

f1 (ppm)

T T T T
190 180 170 130



LIITE 14

199

TIN-1-002-2.1.fid
TIN-1-002-2

in D20 at 30 C

1H NMR at 300 MHz
28.3.2024 Teemu Silvasti 2000
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TIN-1-002-2.101.fid

m
_.J ~ H wn MmMunNnmMN~NO L
TIN-1-002-2 8 o S o MR 1000
R — ~ n < NN NN
in D20 at 30 C \ AV .
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TIN-1-004.1.fid 5 2332383
TIN-1-004 g 22533
in DMSO at 3g:C R R8 B N8 R58358259998348389318RRR
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TIN-1-004.101.fid 33333383
TIN-1-004 5553355
. n ()] M=o MmMmONN
in DMSO at 30 C it o Codomad SHERIBNES 3R 3
13C NMR at 75 MHz x A namNaNg NRILILARS A3
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LIITE 20

KUVA 1. MACMILLANIN JA ALLENIN KATALYYTTISTEN SYSTEEMINEN LUOKITUS, KUN KAYTOSSA ON KAKSI KATALYYTTIA. A)
BIFUNKTIONAALINEN KATALYYSI, B) KAKSOISAKTIVAATIOKATALYYSI, C) KASKADIKATALYYSI JA D) SYNERGISTINEN KATALYYSL.* 7
KUVA 2. MICHAELIS-MENTEN SYSTEEMIN AIKANORMALISOIDUT KONSENTRAATIOPROFIILIT. MIELIVALTAINEN EKSPONENTTI (1 TAI 2)
MUUTTAA KUVAAJIEN PEITTOA. © 1 MOL%, < 3 MOL%.33 22
KUVA 3. MICHAELIS-MENTEN SYSTEEMIN AIKANORMALISOIDUT KONSENTRAATIOPROFIILIT. MIELIVALTAINEN EKSPONENTTI (1 TAI 2)
MUUTTAA KUVAAJIEN PEITTOA. © 1 MOL%, < 3 MOL%. EKSPONENTIN OLLESSA 1, KUVAAIAT PEITTAVAT TOISIAAN JA NAIN
KATALYYTIN OIKEAKSI KERTALUVUKSI SAADAAN 1,33 23
KUVA 4. VTNA:N KAYTTOA REAKTIOKOMPONENTTIEN KERTALUKUJEN TUTKIMISESSA. ENSIMMAINEN RIVI ON SUBSTRAATILLE Sy, TOINEN
RIVI SUBSTRAATILLE Sii, KOLMAS RIVI KATALYYTILLE KAT. ENSIMMAINEN PYSTYRIVI EKSPONENTTI A = 0, TOINEN PYSTYRIVI A =
0,5.34 26
KUVA 5. VTNA:N KAYTTOA REAKTIOKOMPONENTTIEN KERTALUKUJEN TUTKIMISESSA. ENSIMMAINEN RIVI ON SUBSTRAATILLE Si, TOINEN
RIVI SUBSTRAATILLE Sii, KOLMAS RIVI KATALYYTILLE KAT. ENSIMMAINEN PYSTYRIVI EKSPONENTTI A = 1, TOINEN PYSTYRIVI A = 2.
34 27
KUVA 6. BRIGGS-HALDANE OLETUKSESTA TEHTY KUVAAJA. X-AKSELI ON AIKA T SEKUNTEINA JA Y-AKSELI ON KONSENTRAATIO. 35
KUVA 7. ESITASAPAINO OLETUKSESTA TEHTY KUVAAJA. HUOMIONA, ETTA SUBSTRAATIN S KONSENTRAATIO ON PALJION SUUREMPI KUIN
KATALYYTIN TAI SEN MUODOSTAMAN KOMPLEKSIN JA SE EI NAY KUVAAJASSA. X-AKSELI ON AIKA T SEKUNTEINA JA Y-AKSELI ON
KONSENTRAATIO. 36
KUVA 8. SATURAATIOKINETIIKKA KUVAAJANA. X-AKSELINA ON SUBSRAATIN S KONSENTRAATIO JA Y-AKSELINA REAKTIONOPEUS. KUVAAIA
NAYTTAA REAKTIONOPEUDEN MUUTTUVAN ENSIMMAISEN KERTALUVUN KINETIIKASTA NOLLANEN KERTALUVUN KINETIIKKAAN,
KUN SUBSTRAATIN KONSENTRAATIO KASVAA TARPEEKSI. 38
KUVA 9. FUNKTIOJOUKON (YHTALOT 32 — 34) KUVAAJAT. VIHREA ON PARABOLISEN KASVUN KUVAAIA (YHTALO 32), ORANSSI ON
EKSPONENTIAALISTA KASVUN KUVAAJA (YHTALO 33) JA SININEN ON HYPERBOLISEN KASVUN KUVAAJA (YHTALO 34).5% X-AKSELINA
ON AIKA T JA Y-AKSELINA ON AUTOKATALYYTIN Ta:N KONSENTRAATIO. 40
KUvA 10. YHTALON 40 KUVAAJA, KUN Wo = 1000, k = 0,001 JA Tao = 1. X-AKSELINA ON AIKA T JA Y-AKSELINA ON AUTOKATALYYTIN
Ta:N KONSENTRAATIO. KUVAAJA ON JAETTU ERI VAIHEISIIN VAREILLA KERTOEN, KUINKA KONSENTRAATION MUUTOS AJAN
SUHTEEN MUUTTUU REAKTION EDETESSA. 41
KUVA 11. KUVAAJAT KAAVIOSSA 16 OLEVILLE SIMULOIDUILLE REAKTOILLE ERI REAKTIONOPEUKSILLA. SIMULAATION PARAMETRIT
OLIVAT: [So] = 100 MM, [Tao] =0, k1 =0,0001 MM 1572 ja k2 = 0.0025 s7* (VIHREA, A), k2 = 0.0005 s~ (SININEN, B)

SEKA K2 = 0.00005 s~* (ORANSSI, C).5% X-AKSELINA ON AIKA T JA Y-AKSELINA AUTOKATALYYTIN Ta KONSENTRAATIO. 45
KUVA 12. SUGIURAN RYHMAN EHDOTTAMAT VAIHTOEHDOT, MITEN KOKATALYYTTI 4A TAI 4B AKTIVOIVAT MAT-KATALYYTTIA 3.87 52
Kuva 13. A) PMDETA:N KOORDINOITUMINEN KATALYYTTIIN 16, B) TACN:N KOORDINOITUMINEN KATALYYTTIIN 16.%6 62
KUVA 14. KIESEWETTERIN RYHMAN BIS(TIOUREA) -KATALYYTTI.” 62
KUVA 15. ENAMIININ HYOKKAYS VINYLOGISEEN IMINIUM-IONIIN SEN TAKAPUOLELTA JBRGENSSENIN RYHMAN KASKADIREAKTION EN-

SIMMAISESSA SYKLISSA.%® 68

KUVA 16. JACOBSENIN RYHMAN GEOMETRISESTI JA ENERGEETTISESTI MINIMOITU, ENERGIALTAAN MATALIN SIIRTYMATILA
SYKLOADDITIOLLE, MIKA ON LASKETTU B3LYP/6-31G(D) DFT TASOLLA. SIDOSPITUUDET OVAT ANGSTROMEINA. AR = 3,5-
(CF3)CeH3.2%7 97

KuvA 17. CARTERIN RYHMAN TUTKIMIA TIOUREA-AMIINI KATALYYTTEJA PFAU-D’ANGELO REAKTIOON, JOISTA SININEN ON PARHAITEN
TOIMINUT KATALYYTTI JA 84C ON MIELENKIINTOISEN HEIKOSTI TOIMINUT KATALYYTTI. 85 ON TUTKIELMASSA VALMISTETTU
KATALYYTTI, MIKA ON SUHTEELLISEN LAHELLA PUNAISELLA MERKITTYJA YHDISTEITA FUNKTIONAALISUUDELTAAN. 119

KUVA 18. KORKEAMMAN KONSENTRAATION REAKTION (SE1) KOMPONENTTIEN KONSENTRAATIOIDEN MUUTOS AJAN SUHTEEN. @ =
LAHTOAINEEN KONSENTRAATIO, ® = TUOTTEEN ENSIMMAISEN ENANTIOMEERIN KONSENTRAATIO JA ® = TUOTTEEN TOISEN
ENANTIOMEERIN KONSENTRAATIO. [81]o=0,979 M. 121

KUVA 19. MATALAMMAN KONSENTRAATION REAKTION (SE2) KOMPONENTTIEN KONSENTRAATIOIDEN MUUTOS AJAN SUHTEEN. @ =
LAHTOAINEEN KONSENTRAATIO, ® = TUOTTEEN ENSIMMAISEN ENANTIOMEERIN KONSENTRAATIO JA ® = TUOTTEEN TOISEN
ENANTIOMEERIN KONSENTRAATIO. [81]0o = 0,602 M. 121

KUVA 20. PFAU-D’ANGELON SAME EXCESS -KOKEEN KUVAAJAT. A) MOLEMMAT KONSENTRAATIOT SAMASSA KUVAAJASSA JA B)
MATALAMMAN KONSENTRAATION DATAPISTEITA ON SIRRETTY 10 H ETEENPAIN. B = 81 = 2-METYYLISYKLOHEKSANONI. SE1: ®
=[81], [81]0=0,979 M. SE2: @ =[81], [81]0=0,602 M. 123
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LIITE 21

KAAVIO 1. YKSINKERTAISTETUT KATALYYTTISET SYKLIT A) YHDELLA KATALYYTILLA JA B) KATALYYTIN DIMEERIKOMPLEKSILLA. 1

KAAVIO 2. MACMILLANIN JA ALLENIN KONSEPTI SYNERGISTISELLE KATALYYSILLE.*

KAAVIO 3. BURESIN ET AL." ESIMERKIT KAKSOISKATALYYTTISISTA SYKLEISTA. A) KIERROSTA ERILLISESSA VAIHEESSA TAPAHTUVA
DIMERISAATIO™?, B) KAHDEN VAPAAN KATALYYTIN DIMERISAATIO 2, C) YKSI KATALYYTTI JA SEN MUODOSTAVA KATALYSOIVA
VALITUOTE™?, D) KATALYYTTI-SUBSTRAATTI KOMPLEKSI REAGOI TOISEN VASTAAVAN KOMPLEKSIN KANSSA™??, E) KATALYYTTI-
SUBSTRAATTI KOMPLEKSI AKTIVOITUU UUDESTAAN KATALYYTIN TOIMESTA™22 JA F) KAHDEN SUBSTRAATIN REAKTIO, MISSA
SUBSTRAATEISTA MUODOSTUVAT KOMPLEKSI REAGOIVAT KESKENAAN SYNERGISTISESTI?3, KAT = KATALYYTTI, S = SUBSTRAATTI, T

=TUOTE JA VT = VALITUOTE. 9
KAAVIO 4. A) SUNOJIN JA BHASKARARAON REAKTIO JA B) REAKTION ESITETTY MEKANISMI.3 12
KAAVIO 5. YKSINKERTAINEN MEKANISMI KAHDEN SUBSTRAATIN KATALYYSIREAKTIOLLE. 15

KAAVIO 6. BLACKMONDIN ESITTAMA VUOKAAVIO RPKA:N KAYTTOON REAKTIOKINETIIKAN TUTKIMISEEN KAHDEN SUBSTRAATIN
REAKTIOSSA.2® VIHREA = KOE, MUSTA = KUVAAJIEN MUODOSTUS, PURPPURA = KYSYMYS DATAN SOPIMISESTA KUVAAJAAN JA
SININEN = JOHTOPAATOS. 20

KAAVIO 7. BURESIN ARTIKKELIN ESIMERKIT KATALYYTIN INHIBIITIOSTA A) TAYDELLISESTI JA B) VAILLINAISESTI. 152 | = INHIBIITTORI. 30

KAAVIO 8. ENTSYYMIN TOIMINTAA JA INHIBIITIOTYYPPEJA. A) ENTSYYMIN NORMAALI MEKANISMI, B) KILPAILEVA INHIBIITIO, C)

ALLOSTEERINEN KILPAILEVA INHIBIITIO, D) KILPAILEMATON INHIBIITIO JA E) EI-KILPAILEVA INHIBIITIO. 32
KAAVIO 9. MICHAELIS-MENTEN SYKLI, MISSA MUKANA ON INHIBIITTORI I. 32
KAAVIO 10. A) “SATTUMANVARAINEN BI BI KINETIIKAN” KATALYYTIN KIERTO JA B) ”JARJESTAYTYNYT BI BI KINETIIKAN" KATALYYTIN

KIERTO. 33
KAAVIO 11. ESIMERKKI REAKTIO, MISSA VOI MUODOSTUA NOPEUSVAKIOIDEN MUKAAN ESITASAPAINO TAI VAKAA TILA [VT]:N SUHTEEN.

S = LAHTOAINE(ET), VT = VALITUOTE JA T = TUOTE. 34
KAAVIO 12. MICHAELIS-MENTEN —KINETIIKKAA NOUDATTAVA KATALYYTTINEN REAKTIO. S = SUBSTRAATTI, T = TUOTE JA KAT =

KATALYYTTI/ENTSYYMI. 37
KAAVIO 13. KAKSI SIMULOITUA AUTOKATALYYTTISTA REAKTIOTA. 40

Kaavio 14. A) ESIMERKKEJA AUTOKATALYYTTISISTA REAKTIOISTA, JOISSA REAKTIONOPEUDELLA ON EKSPONENTIAALINEN KASVU JA B)
ESIMERKIT A) PARABOLISESTA KASVUSTA JA B) HYPERBOLISESTA KASVUSTA REAKTIONOPEUDELLA. PUNAISET OVAT
KATALYYTTISESTI AKTIIVISIA YHDISTEITA, PURPPURAT EI-AKTIIVISIA JA SINISET OVAT SUBSTRAATTEJA. Tp PARABOLISESSA

SYSTEEMISSA ON USEIN Ta:N DIMEERI.®* 43
KAAVIO 15. ESIMERKKI KERTOMALLISESTA KASVUSTA.%* 44
KAAVIO 16. YKSINKERTAINEN AUTOKATALYYTTINEN REAKTIO JA SEN EI-KATALYYTTINEN REAKTIOPOLKU.5* 45
KAAVIO 17. A) SUGIURAN RYHMAN TUTKIMA KONJUGAATTIADDITIO REAKTIO BOROONIHAPON 1 JA KETONIN 2 VALILLA. B)

PAAKATALYYTTINA TOIMIVA MAT 3 JA SEN JOHDANNAISET. C) KOKATALYYTTINA TOIMIVAT (TIO)UREAT 4.87 50
KAAVIO 18. SUGIURAN RYHMAN ESITTAMA MEKANISMI 3:N JA 4:N KATALYSOIMALLE KONJUGAATTIADDITIOREAKTIOLLE.®’ 52
KAAVIO 19. SUGIURAN TUTKIMUKSEN KONJUGAATTIADDITIOREAKTIO MAT MONOARYYLIESTERIN 10 KATALYSOIMANA. [48] =0, 3 TAI

6 MOL%. AD = ADAMANTYYLI.®’ 53
KAAVIO 20. A) FANIN JA KASSIN FRIEDEL—CRAFTS-REAKTION REAKTIOYHTALO JA -OLOSUHTEET JA B) KAYTOSSA OLLEET KIRAALISET

KATALYYTIT.? 55
Kaavio 21. MEKANISMI FANIN JA KASSIN FRIEDEL—CRAFTS REAKTIOLLE, KUN KATALYYTTINA ON 13A.%° 57

KAAVIO 22. A) KAZAKOVIN JA KIESEWETTERIN KAYTTAMA TIOUREAKATALYYTTI, B) REAKTIOSSA MAHDOLLISESTI KAYTETTAVAT
ALKYYLIAMIINIEMAKSET, C) ALKYYLIALIMIININ JA KATALYYTIN 16 SITOUTUMISVAKIO JA D) RENKAANAVAUSPOLYMERISAATIO SEKA

HAVAITTU REAKTIONOPEUS.%® 59
KAAVIO 23. KAZAKOVIN JA KIESEWETTERIN ESITTAMA REAKTIOPOLKU ROP-REAKTIOLLE JA SIINA ESIINTYVAT MAHDOLLISET
SIIRTYMATILAT.%® 60
KAAVIO 24. KIESEWETTERIN RYHMAN ESITYS BIS(TIOUREA) -KATALYYTIN 17 MEKANISMIVAIHTOEHDOISTA ROP-REAKTIOLLE, MIKA
TOIMII TODISTEENA TOISEN KERTALUVUN OLETUKSELLE KATALYYTIN 16 KOHDALLA.®’ 63
KAAVIO 25. KIESEWETTERIN RYHMAN LASKENNALLISESTI MAARITELLYT SYMMETRIAT BIS(TIOUREA) -KATALYYTILLE 17.%7 64
KAAVIO 26. A) DENDRAALENIEN RAKENNE, B) YLEISLUONTOINEN VISIO REAKTIOSEKVIVENSSISTA, C) JBRGENSENIN RYHMAN
REAKTIOYHTALO.%® 66
KAAVIO 27. KATALYYTTIEN KIERTO JORGENSENIN RYHMAN KASKADIREAKTIOSSA. SYKLI 1 ON OLETETTAVASTI TOISTA KERTALUKUA
KATALYYTIN 19A SUHTEEN.%® 67

KAAVIO 28. DUDDINGIN RYHMAN VISIO REAKTIOSTA, A) RETROSYNTEETTINEN LAHESTYMINEN AMIDIASYYLIANIONI -JA KARBENIUM
SYNTHONEIHIN. B) SYNTEETTISESTI KIINNOSTAVA 0.-OXYGENOITU AMIDI JA C) REAKTIOYHTALO JA OLOSUHTEET.®® 70
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KAAVIO 29. DUDDINGIN RYHMAN DEUTERIUM LEIMATUT KOKEET, A) KSIE EFEKTIN TUTKIMINEN JA B) KOKEELLINEN INDIKAATIO,
KATALYYTIN OSALLISTUMISESTA REAKTIOON.® 72
KAAVIO 30. DUDDINGIN RYHMAN ESITTAMA MAHDOLLINEN MEKANISMI JA KATALYYTIN KIERTO KINEETTISTEN KOKEIDEN POHJALTA.%® 73
KAAVIO 31. DUDDINGIN RYHMAN ESITTAMA VAPAAN ENERGIAN PROFIILI VINYYLIEETTERIN HYDROAMIDAATIOON CSA:N AVULLA.*® 74
KAAVIO 32. DIROCCON RYHMAN ESITTAMA SYNTEENTTINEN STRATEGIA JA KONSEPTI FOSFORI—HAPPI SIDOKSEN MUODOSTAMISELLE. A)
LAHETYSMITAPOJA PROTIDE -YHDITEIDEN SYNTEESIIN. LG = LAHTEVA RYHMA, B = EMAS. B) PENTAVALENTTI SIIRTYMATILA P—O
SIDOKSEN MUODOSTUKSELLE FOSFATIDYLINOSITOLI-SPESIFISESSA FOSFOLIPAASI C:SSA. 1% SIIRTYMATILAN EHDOTTAJANA ON

RYAN ET AL 114 77
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