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§ Sazetak vii

8§ SaZetak

Ramanova spektroskopija analiti¢ka je metoda koja se koristi za kvantitativnu i kvalitativnu
analizu uzoraka, a temelji se na vibracijskim prijelazima molekula uslijed interakcije molekula
s elektromagnetskim zracenjem u infracrvenom i vidljivom dijelu spektra.

Kofein (1,3,5-trimetilksantin) alkaloidni je derivat ksantina koji se nalazi u mnogim
biljkama i njihovim sjemenkama te u mnogim farmaceutskim proizvodima i komercijalno
dostupnim proizvodima poput energetskih pica, kave, ¢aja, itd. U prirodi se kofein javlja u tri
pseudopolimorfna oblika: a-anhidratni oblik, g-anhidratni oblik i monohidratni. Svaki oblik
ima karakteristican Ramanov spektar, na temelju kojih se pojedini polimorfi mogu razlikovati.

Ramanova spektroskopija s Fourierovim transformacijama uz ekstrakciju na ¢vrstoj fazi:
SP-FT Ramanova spektroskopija (engl. solid-phase Fourier transform Raman spectroscopy) je
razvijena kao metoda za kvantitativno odredivanje kofeina u razli¢itim energetskim pi¢ima. Pri
tome je kao referentna metoda koristena tekucinska kromatografija s detekcijom u UV podruéju
(engl. liquid chromatography-ultraviolet, LC-UV). Opazeno je zadovoljavaju¢e slaganje
rezultata FT—Ramanove spektroskopije s rezultatima tekucinske kromatografije.

Za razliku od metoda koje su u industriji uobicajene za kvantitativnu analizu sirovina i
gotovih proizvoda, SP-FT Ramanova spektroskopija je puno brza i ekoloski prihvatljivija

alternativa jer zahtijeva znacajno manje reagensa i otapala, ¢ime se smanjuje koli¢ina otpada.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Ramanova spektroskopija analiti¢ka je metoda koja se temelji na efektu Ramanovog rasprsenja.
Prilikom interakcije molekule i elektromagnetskog zracenja moze doci do neelasti¢nog
rasprSenja zracenja (Ramanovo rasprSenje) pri ¢emu izlazni foton ima manju ili vec¢u energiju
od energije upadnog fotona. Interakcija elektromagnetskog zracenja u infracrvenom i vidljivom
dijelu spektra s molekulom uzorkuje vibracijske prijelaze molekula. Da bi vibracija bila vidljiva
u Ramanovom spektru, mora do¢i do promjene polarizabilnosti molekule.

Ramanov spektar karakteristiCan je za svaku molekulu jer se vibracijske vrpce mogu
pripisati odredenim funkcionalnim skupinama i strukturnim dijelovima molekule. Intenziteti
Ramanovih vrpci ovise 0 mnogo razli¢itih faktora, izmedu ostalog i o koncentraciji analiziranog
uzorka. Zbog spomenutih svojstava Ramanova se spektroskopija moze koristiti i za kvalitativno
I za kvantitativno odredivanje sastava uzorka te nalazi Siroku primjenu. Ramanova
spektroskopija je brza i ne zahtijeva koristenje velike koli¢ine otapala zbog ¢ega je i ekoloski
prihvatljivija od ve¢ine metoda.

Kofein je alkaloid s ksantinskom bazom koji se u prirodi nalazi u mnogim biljkama i
sjemenkama biljki. Djeluje kao stimulans centralnog ziv€anog sustava i miSi¢nog korteksa te
povecava koncentraciju i osje¢aj budnosti pa se zbog toga jako Cesto koristi U napitcima u
svakodnevnoj upotrebi ili kao dodatak nekim farmaceutskim proizvodima. MoZe se naci u tri
pseudopolimorfna oblika: dva anhidratna i jedan hidratni oblik. Ramanovi spektri anhidratnih
oblika razlikuju se od Ramanovog spektra monohidratnog oblika po nekoliko prepoznatljivih
vibracijskih vrpci.

Ramanova spektroskopija primjenjena je za strukturnu analizu anhidratnog i monohidratnog

oblika kofeina te za kvantitativnu analizu kofeina u razli¢itim energetskim pi¢ima.
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§ 2. PRIKAZ ODABRANE TEME

2.1. Ramanova spektroskopija

2.1.1. Teorijska osnovica

Elektromagnetsko zracenje moze se opisati kao val koji ima definiranu valnu duljinu,
frekvenciju, brzinu i amplitudu. Ono se pojavljuje u vise razli¢itih oblika (toplinsko zracenje,
mikrovalno zrafenje, svjetlost, rentgenske zrake), koji se medusobno razlikuju prema valnoj
duljini, tj. frekvenciji. Elektromagnetski spektar (slika 2.1) proteze se u rangu valnih duljina od
102 mdo 10* m.

v/Hz 3-10% 3-10" 3-10" 3-10" 3-10" 3-10" 3-10% 3-10° 3-10*
| | | 1 | | 1 1 | | | 1 | | | 1 | |
A/m 10" 10" 10 10 10 10° 1 10° 104
1 | | | | ] | I ] | ] | | ] I
y-zrake "Zj
;b; g infracrvene radio valovi
= 5] zrake
x-zrake L:-
| T T T I T T | T T | I T T T T
A/ nm 102 1 10° 10 10° 108 10" 10" 10"

vidljiva svjetlost

400 500 600 700 A /nm

Slika 2.1. Elektromagnetni spektar zradenja®

Ukoliko se uzorak ozra¢i monokromatskim elektromagnetskim zracenjem, moze doci do
sljedec¢ih pojava: apsorpcije, fluorescencije, Rayleigheova rasprSenja ili Ramanova rasprSenja.
Jedan dio ulaznog zraCenja rasprsuje se elasti¢no, tj. frekvencija ulaznog zracenja jednaka je
frekvenciji izlaznog te govorimo o Rayleighevom rasprsenju. Drugi dio zracenja se raspriuje
neelasti¢no i tada se radi o Ramanovom raspr$enju. Ramanova spektroskopija temelji se na
neelasticnom rasprsenju elektromagnetskog zracenja. Ramanovo rasprSenje mnogo je manje
vjerojatnosti od Rayleighovog rasprsenja, tj. u prosjeku ¢e se samo 1 od 10° fotona neelasti¢no
raspriti pri interakciji fotona s molekulom. Prilikom Ramanovog rasprsenja frekvencija
izlaznog zraCenja moze biti veca ili manja od frekvencije ulaznog zra¢enja. Ramanove vrpce,
koje su posljedica rasprsenja elektromagnetskog zrac¢enja kada je frekvencija izlaznog zracenja

manja nego frekvencija upadnog zraCenja, nazivaju se Stokesove vrpce. Ramanove vrpce koje
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su posljedica obrnutog efekta kada je frekvencija izlaznog zrafenja veca nego frekvencija

upadnog zracenja nazivaju se anti-Stokesove vrpce (slika 2.2).

A
E
—— v=1 ————prvo pobudeno
- :;é — _ clektronsko stanje
T -l----—*.ntualnostmje
1T :_;Zi ] — 0snovno
] w=0 — ¥ elekironsko stanje
(3) (b)

Slika 2.2. Prikaz Stokesovih prijelaza (a) i anti-Stokesovih prijelaza (b) (v su vibracijski
kvantni brojevi vibracijskih stanja u osnovnom stanju, a v' vibracijski kvantni brojevi
vibracijskih stanja u pobudenom stanju).?

Molekula pri interakciji s monokromatskim elektromagnetskim zracenjem prelazi u pobudeno
stanje. Na slici 2.2.a je prikazana molekula u osnovnom vibracijskom stanju v = 0 prije
interakcije s elektromagnetskim zraCenjem. Pri interakciji sa zracenjem molekula prelazi u
virtualno stanje, jer energija pobude nije dovoljna da bi molekula presla u prvo pobudeno
elektronsko stanje. Molekula se zatim vra¢a u pobudeno vibracijsko stanje v = 1. Energija
izlaznog zracenja je manja za iznos razlike energije osnovnog vibracijskog stanja i energije
pobudenog vibracijskog stanja te se radi o Stokesovom prijelazu. Na slici 2.2.b je prikazan
slu¢aj kada je molekula prije interakcije s elektromagnetskim zracenjem u pobudenom
vibracijskom stanju. Nakon interakcije s elektromagnetskim zra¢enjem molekula takoder
prelazi u virtualno stanje jer energija pobude nije dovoljna za prijelaz u prvo pobudeno
elektronsko stanje. Nakon interakcije s elektromagnetskim zracenjem molekula se vraca u
osnovno vibracijsko stanje v = 0. Energija izlaznog fotona u ovom slucaju je veca nego energija
ulaznog zracenja za iznos razlike energije osnovnog vibracijskog stanja i energije pobudenog
vibracijskog stanja te se radi o anti-Stokesovom prijelazu.

Prema Boltzmannovom zakonu (2.1) vjerojatnost da se molekula nalazi u odredenom

kvantnom stanju pada s porastom energije tog stanja pa iz toga mozemo zakljuciti da je
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vjerojatnost da se molekula nalazi u osnovnom vibracijskom stanju, koje je najnize energije,
veca nego vjerojatnost da se molekula nalazi u pobudenom vibracijskom stanju. Prema tome,
rasprienje prikojem je energija izlaznog zraCenja manja nego energija upadnog zracenja je veée
vjerojatnosti jer ¢e najvise molekula prije interakcije s elektromangnetskim zracenjem biti u
osnovnom stanju. Samim time su i Stokesove vrpce intenzivnije od anti-Stokesovih vrpci i

uglavnom su samo one vidljive u Ramanovom spektru.?

—&;

p; X exT (2.1)
Povecanje ili smanjenje energije prilikom Ramanovog rasprSenja je povezano s razlikama
energije izmedu vibracijskih stanja pojedine molekule, tj. razlic¢ite molekule daju Stokesove i
anti-Stokesove vrpce razli¢itih valnih brojeva, ovisno o strukturi, te se prema tome mogu
razlikovati.?

S obzirom da je Ramanov efekt male vjerojatnosti, slabijeg je inteziteta od ostalih mogucih
efekata te Cesto u potpunosti prekriven fluorescencijom. Do fluorescencije dolazi kada
molekula apsorpcijom elektromagnetskog zracenja prelazi u visa pobudena elektronska stanja,
nakon ¢ega se emisijom zracenja vraca u osnovno elektronsko stanje. Prekrivanje Ramanovog
rasprienja fluorescencijom moze se izbjeci primjenom FT-Ramanove spektroskopije kod koje
se primjenjuju izvori koji emitiraju zracenje u bliskom infracrvenom podrucju, ¢ija energija nije
dovoljna za elektronske prijelaze. S druge strane, rezonantna Ramanova spektroskopija koristi
pobudu zra¢enjem frekvencije bliske frekvenciji elektronskih prijelaza, uslijed Cega se
rasprienje pojacava do 10° puta. Metoda je primjenjiva za analizu spojeva koji u svojoj strukturi
sadrze kromofore, odnosno strukturne jedinice bogate elektronima (npr. porfirnski prsten,

poliacetileni).
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F
E
= v=1 prvo pobudeno

- ::é elektronsko stanje

“TI0T virtualno
(mestacionarno)
stanje

b hve
] " - vl —  0500VHO0
- ::é eleltronsko stanje

-

Slika 2.3. Fluorescencija (v i v' su vibracijski kvantni brojevi vibracijskih stanja u
osnovnom i pobudenom stanju, a Vo i Vr frekvencija upadnog zracenja i frekvencija

fluorescencije).?

Da bi vibracija bila vidljiva u Ramanovom spektru, mora uzrokovati promjenu polarizabilnosti,
Sto je osnovno izborno pravilo Ramanove spektroskopije. Polarizabilnost je sposobnost
preraspodjele elektrona u molekuli.

Za razliku od Ramanove spektroskopije, u infracrvenoj (IR) spektroskopiji detektiraju se
vibracije uslijed kojih se mijenja dipolni moment, a ¢ija je promjena obrnuto proporcionalna
promjeni polarizabilnosti.? Zbog toga su Ramanova spektroskopija i IR spektroskopija
komplementarne metode. Pravilo komplementarnosti govori da za molekule koje imaju centar
simetrije, vibracije koje se detektiraju u Ramanovom spektru se ne detektiraju u IR spektru. U
slucaju asimetriénih molekula, neke vibracije, ali ne nuzno sve, mogu se detektirati i u
Ramanovom spektru i u IR spektru, ali ¢e im se intezitet razlikovati, tj. vrpce jakog inteziteta u
Ramanovom spektru ¢e u IR spektru biti slabijeg intenziteta, i obrnuto. Zbog pravila
komplementarnosti, usporeduju¢i Ramanov i IR spektar neke molekule, mozemo do¢i do
informacija o simetri¢nosti te molekule. Ukoliko Ramanov 1 IR spektar nemaju zajednickih
vrpei, mozemo zakljugiti da ta molekula ima centar simetrije.>

Gibanja viseatomne molekule mogu se opisati stupnjevima slobode. Tri stupnja slobode
pripadaju translacijskom gibanju molekule u smjeru tri osi u prostoru. Tri stupnja slobode
odgovaraju rotacijskom gibanju molekule, osim u slu¢aju linearnih molekula kada su moguce

samo dvije rotacije jer se rotacija oko osi molekule ne smatra rotacijskim gibanjem. Prema tome
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broj vibracijskih stupnjeva slobode molekule racuna se pomocu sljedeé¢ih izraza: 3N-6 za
nelinearne molekule i 3N—5 za linearne, gdje je N broj atoma u molekuli. Za dvoatomnu
molekulu, npr. Oz, to znaci da postoji samo jedan vibracijski stupanj slobode i predstavlja
istezanje veze O—0, uslijed koje se mijenja polarizabilnost, ali ne i dipolni moment. Prema
tome, kisik ima Ramanov spektar, ali ne i IR spektar. Molekula NO takoder ima samo jedan
vibracijski stupanj slobode, ali uslijed istezanja veze N—O mijenja se i polarizabilnost i dipolni
moment te ima i Ramanov i IR spektar.

Vibracije viseatomnih molekula se dijele na istezne i1 deformacijske vibracije. Istezne
vibracije (slika 2.4.) mogu biti simetri¢ne ili antisimetri¢ne. Kod simetri¢nih vibracija se oba
atoma gibaju istovremeno u suprotnim smjerovima u ravnini, pri ¢emu se duljina svih veza

mijenja jednako, dok se kod antisimetri¢nih vibracija oba atoma gibaju u istom smjeru u ravnini.

— - —
O0=C=0 O=C=0
(a) ()
Slika 2.4. Istezne vibracije molekule CO3: simetri¢no istezanje (a); asimetricno
istezanje (b).
Ako uzmemo u obzir heteroatomne molekule s tri atoma, simetri¢no istezanje uzrokuje veliku
promjenu polarizabilnosti, ali malu promjenu dipolnog momenta, dok asimetri¢no ima suprotan
efekt. Na primjeru molekule ugljikovog dioksida, simetri¢no istezanje dviju veza C=0 uzrokuje
promjenu polarizabilnosti molekule i vibracija je aktivna u Ramanovom spektru. Asimetri¢no
istezanje tih dviju veza uzrokuje znacajnu promjenu dipolnog momenta molekula, ali ne i
promjenu polarizabilnosti. Asimetri¢no istezanje veza C=0 aktivno je u IR spektru s vrpcom
jakog inteziteta, dok vrpca u Ramanovom spektru izostaje.

Deformacijske vibracije se dijele na deformacije u ravnini i deformacije izvan ravnine. U
deformacije u ravnini ubrajaju se strizenje (engl., scissoring), kretanje atoma koji zatvaraju kut
u suprotnim smjerovima u ravnini, i zibanje (engl., rocking), kretanje atoma koji zatvaraju kut
u istom smjeru u ravnini. Kod strizenja se mijenja kut izmedu tri atoma koja zatvaraju kut, dok
kod zibanja ne. Deformacija izvan ravnine se dijele na kla¢enje (engl. wagging), kretanje atoma
koji zatvaraju kut u istom smjeru van ravnine, i uvijanje (engl. twisting), kretanje atoma koji
zatvaraju kut u razli¢itom smjeru van ravnine. Promjena kuta se dogada u slucaju uvijanja, ali

ne i klacenja.
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Deformacijske vibracije su ilustrirane na primjeru metilenske —CH>— skupine na slici 2.5.
Deformacijske vibracije su aktivne i u IR spektru i u Ramanovom spektru jer se prilikom njih

mijenja i dipolni moment i polarizabilnost molekule.

=l
Il

— —
H H

~
~

() (b)

/s,

+
H H

(© (@)

I+
I+

Slika 2.5. Deformacijske vibracije: strizenje (a); zibanje (b); klacenje (c); uvijanje (d).

Opcenito, ukoliko se radi 0 homoatomnim molekulama, jedino simetri¢ne vibracije uzrokuju
promjene polarizabilnosti i vidljive su u Ramanovom spektru. U slucaju heteroatomnih
molekula, i simetri¢ne i asimetricne vibracije mogu uzrokovati promjenu polarizabilnosti
molekule. Ovo pravilo teZe je primjeniti kod kompleksnih molekula zbog velikog broja
vibracijskih stupnjeva slobode. Zbog toga se kod interpretacije spektara sloZenijih molekula
asigniraju vrpce karakteristiCne za vibracije odredenih funkcionalnih skupina. Simetri¢ne
funkcionalne skupine, poput veze C=C, uglavnom daju intezivnu vrpcu u Ramanovom spektru
i vrpcu slabog inteziteta u IR spektru, dok asimetri¢ne funkcionalne skupine, poput karbonilne
skupine, daju vrpce jakog inteziteta u IR spektru, a slabog u Ramanovom spektru. Podruéja
frekvencija vibracija funkcionalnih skupina dostupna su literaturnim bazama podataka ili se
racunaju DFT metodom (engl. density-functional theory), koja se ¢es¢e koristi za potvrdu
to¢nosti ve¢ asigniranih vrpci.*

Ramanova spektroskopija moZe se koristiti za analizu krutih, tekuc¢ih i plinovitih uzoraka.
Za snimanje tekuc¢ih uzoraka koriste se kivete od stakla ili kvarca razli¢itih oblika. Kruti uzorci

se usipavaju u staklenu kapilaru ili se nanose na nosa¢ od aluminija nakon §to su prethodno
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usitnjeni u prah ili se pripremaju kao KBr pastile, sto vrijedi ve¢inom za uzorke koji su skloni
raspadu pri poviSenim temperaturama.

S obzirom da voda slabo rasprSuje zracenje, Ramanovom spektroskopijom mogu se snimati
uzorci koji sadrze vodu, $to je vazno kod snimanja anorganskih i bioloski vaznih spojeva. U
anorganskoj kemiji Ramanova se spektroskopija koristi za analizu koordinacijskih spojeva
metala jer je vrpca istezanja veze metal-ligand, koja se nalazi pri valnim brojevima 700—100
cml, intenzivnija od odgovarajuée vrpce u IR spektru. Velika prednost Ramanove
spektroskopije kod istrazivanja bioloski vaznih spojeva je da se u spektrima opaza manji broj
Vrpci pa je u smjesama spojeva prekrivanje vrpci rjede.

Ramanova spektroskopija koristi se i za analizu organskih spojeva, npr. kod analize alkena,
s obzirom na to da je vrpca za istezanje dvostruke veze C=C jakog inteziteta u Ramanovom
spektru.

Sve veca primjena Ramanove spektroskopije direktno je povezana s ve¢com komercijalnom
dostupnosti relativno povoljnin Ramanovih spektrometara, za razliku od razdoblja prije

upotrebe modernih lasera.®

2.1.2. Ramanov spektrometar

Disperzivni Ramanov spektrometar (slika 2.6) sastoji se od nekoliko osnovnih elemenata:
izvora zraCenja, zrcala, le¢a, ulazne i izlazne pukotine, difrakcijske resetke i detektora. Da bi se
Ramanovo rasprSenje moglo detektirati moraju se koristiti izvori intenzivnog zracenja. Do
Sezdesetih godina koristili Su se izvori zracenja slabijeg inteziteta (niskotla¢ni zivini izvori),
zbog kojih je bila potrebna veca koli¢ina uzorka za analizu nego danas, a snimanje spektra
trajalo je satima. Danas se najcesce primjenjuju laseri, ¢ime se gustoca zracenja povecala za 10
redova veli¢ine. Razvojem lasera, Ramanova spektroskopija sve ¢eS¢e se nalazi u upotrebi jer
se znatno smanjila koli¢ina uzorka potrebna za analizu te cijena proizvodnje instrumenta.
Najéesce koristen laser u disperzivnom Ramanovom spektrometru je argon-ionski laser (1 =
514,5 nm ili A = 488,0 nm) snage zracenja reda veli¢ine vata (W). Monokromatsko zracenje iz
izvora rasprSuje se na uzorku i zrcalima (S:1 i S2) koja udvostrucuju intenzitet rasprSenog
zracenja te usmjeravaju zracenje prema monokromatoru. Prvom le¢om L; zracenje se fokusira
na ulaznu pukotinu (E), a drugom leCom L» na detektor. Resetka (G) sluzi za spektralno

razlu¢ivanje zracenja, koje zatim prolazi kroz izlaznu pukotinu i zavrSava na detektoru. Ovisno
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0 pobudnom zracenju, koriste se razli¢iti detektori. Za zracenje u vidljivom dijelu spektra,

najcesce se koriste fotomultiplikatori, iako se danas sve vise primjenjuju visekanalni detektori.

Slika 2.6. Shema disperzivnog Ramanovog spektrometra? (P — uzorak, PA —
polarizacijski analizator, S1i Sz — zrcala, L1 i L2— le¢e, E— ulazna pukotina, A — izlazna

pukotina, G — reSetka, K — sabirna zrcala, D — detektor).

Ramanov spektrometar s Fourierovim transformacijama se od disperzivnog Ramanovog
spektrometra razlikuje prema izvoru zra¢enja i spektralnom uredaju. Dok disperzivni Ramanovi
spektrometri koriste izvore zracenja u vidljivom dijelu spektru, u FT-Ramanovom spektrometru
koriste se izvori zracenja u bliskom infracrvenom dijelu spektra, naj¢es¢e Nd:YAG laser (itrij
aluminijev granat dopiran atomima neodimija) koji emitira zrac¢enje pri 1064 nm. Dugovalna
pobuda u FT-Ramanovoj spektrometriji je energije nedovoljne za prijelaz elektrona u visa
elektronska stanja, ¢ime je izbjegnuta fluorescencija pa je i obojene tvari koje fluoresciraju
moguce analizirati Ramanovom spektroskopijom.

Ramanov spektrometar s Fourierovim transformacijama (slika 2.7) sastoji se od
interferometra koji sadrzi djelitelj zrake i detektor za zracenje u bliskom infracrvenom podrucju
(InGaAs ili Ge). Kod FT-Ramanovog spektrometra podatci se isprva ne skupljaju u obliku
spektra, vec¢ inteferograma, koji prikazuje ovisnost intenziteta svih frekvencija zracenja iz
izvora o vremenu. Te se informacije prevode u spektar koji prikazuje ovisnost inteziteta

zracenja o valnom broju koriste¢i matematicke metode Fourierove transformacije.
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Takoder, vazni za Ramanov spektar s Fourierovim transformacijama su i efikasni filtri za
uklanjanje intenzivnog Rayleighovog rasprienja.®

FT-Ramanov spektrometar daje spektre visoke spektralne razlucivosti i visoke to¢nosti
valnih brojeva, a velika je prednost FT-Ramanove spektroskopije sto spektri nisu zasjenjeni
fluorescencijom koja predstavlja veliku prepreku kod disperzivne Ramanove spektroskopije.
Nedostatci FT-Ramanove spektroskopije su potreba za iznimno preciznom mehanikom i

optikom te lo$iji detektori od inafe dostupnih za, na primjer, disperzivne Ramanove

Il | <+— Ramanov spektar
*

spektrometre.?

S
| racunalol . i
| | interferogram

— f
< e

& - - BT 1Y
[ ' ~—= 527} o f
:detektor L_! dietiialy wika /\ . | /‘1-}"_‘_1'.“-‘uzorak
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! 1zvor zracenja F—f*/

Slika 2.7. Shema FT-Ramanovog spektrometra’ (L— sustav le¢a za rasprsivanje zraéenja i

filtri za uklanjanje Rayleighovog rasprsenja).
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2.2. Kofein

Kofein (1,3,7—trimetilksantin, slika 2.8.) je alkaloid koji se u prirodi nalazi u mnogim biljkama,
prvenstveno u flori Juzne Amerike i istoéne Azije. Kofein je derivat ksantina koji je purinska
baza. Molekulska formula kofeina je CgH10N4Oo.

U vecim koncentracijama moze Se naéi prvenstveno u sjemenkama kave i guarane, ali i u
drugim biljkama poput kineskog ¢aja, kakaa i kole. Prvi put je otkriven i izoliran iz sjemenki
kave od strane njemackog kemicara Friedricha Ferdinanda Rungea 1820. godine. Cisti kofein
je kristalna bijela supstanca bez mirisa i gorkog okusa. Dobro je topljiv u vodi i organskim
otapalima. Zbog svoje dobre topljivosti u organskim otapalima, iz prirodnih izvora se moze
izdvojiti postupkom ekstrakcije, sto se koristi u industrijskom dobivanju prociséenih ekstrakta

kofeina.?

Slika 2.8. Molekulska struktura kofeina.

Kofein je stimulans centralnog zivéanog sustava. Strukturni je analog adenozina za cije se
receptore veze te time sprjeCava vezanje adenozina i djeluje kao kompetitivni inhibitor.
Obzirom da adenozin snizava otkucaje srca, inhibicijom njegovog vezanja kofein povecava
osjecaj budnosti i koncentracije. 1z tog razloga se kofein jako ¢esto konzumira diljem svijeta i
nalazi se u mnogim komercijalno dostupnim proizvodima poput kave, ¢aja, energetskih pica te
raznih dodataka prehrani (tablete ekstrakta guarane).®

Takoder su uocena neka anti-oksidativna svojstva kofeina. Koriste¢i metodu elektronske
spinske rezonancije, dokazana je reakcija kofeina s hidroksilnim radikalom koji nastaje
reakcijom Fe?* s vodikovim peroksidom.®

U prirodi se kofein moze naci u tri pseudopolimorfna oblika: u dva anhidratna oblika i
monohidratnom obliku. Monohidratni oblik nalazi se u kristalnoj formi te dehidratacijom pri
sobnoj temperaturi moze prije¢i u B-anhidratni oblik koji pak pri povisenim temperaturama

prelazi u metastabilni a-anhidratni oblik. Anhidratni oblici i monohidratni oblik mogu se
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medusobno razlikovati koristeci razlicite analitiCke metode poput infracrvene spektroskopije,
Ramanove spektroskopije, termogravimetrije, itd.

Mnoga istrazivanja bave se metabolickim, neuroloskim te fizioloSkim efektima kofeina.
Maksimalni preporuc¢eni dnevni unos kofeina iznosi 400 mg za zdravu odraslu osobu, dok se
prekomjerna konzumacija povezala s promjenama u gradi kostiju i ravnotezom kalcija,
kardiovaskularnim bolestima, pove¢anom vjerojatnosti karcinoma, nesanicom te smanjenjem

plodnosti kod muskaraca.*
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2.3. Ramanov spektar kofeina

Kao $to je spomenuto, kofein se moze naci u tri razli¢ita pseudopolimorfna oblika razli¢ite
stabilnosti i fizickih svojstava: a-anhidratni oblik, B-anhidratni oblik i monohidratni oblik.
Ramanovom spektroskopijom detaljno su analizirani spektri p-anhidratnog oblika i
monohidratnog oblika kofeina.

Spektri su snimljeni pomo¢u FT-Ramanova spektrometra Nicolet NXR 9650 opremljenog
s Nd:YAG laserom, koji emitira zra¢enje pri 1064 nm i germanijevim detektorom hladenim
tekuc¢im dusikom. Uzorci za mjerenje dobiveni su iz sjemenki guarane i iz listova zelenog Caja.
Takoder je analiziran i spektar ¢istog izoliranog kofeina proizvodaca Merck.

Svi su spektri snimljeni sa spektralnim razlu¢ivanjem od 4 cm u podrugju valnih brojeva
od 4000 cm™ do 100 cm™. Uzorci su pobudivani zraenjem razli¢itih snaga: 300 mW (gisti
kofein), 110 mW (sjemenke guarane), 90 mW (listovi zelenog ¢aja), 200 mW (farmaceutski
proizvodi). Snimljeni spektri obradeni su koriste¢i programski paket Omnic/Thermo Scientific.

Dehidratizirani oblik kofeina je komercijalno dostupan, dok se monohidratni oblik kofeina
moze pripraviti prekristalizacijom anhidratnog oblika kofeina u vodi. Pri rukovanju uzorkom
treba obratiti paznju i na ¢injenicu da samim izlaganjem dehidratiziranog uzorka kofeina vlagi
u zraku dolazi do prijelaza u monohidratni oblik. Monohidratni i dehidratizirani oblici kofeina
imaju razlicite Ramanove spektre (slika 2.9) s razli¢itim karakteristi¢nim vibracijskim vrpcama
(tablica 2.1). Po intenzitetu i polozaju odredenih vibracijskih vrpci u spektru ta dva oblika mogu

se medusobno razlikovati s velikom to¢noscu.
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Tablica 2.1. Asignacija karakteristicnih vibracijskih vrpci monohidratnog i anhidratnog oblika

kofeina.!!
Valni broj (cm™)

Hidrat p—Anhidrat Asignacija vrpce
3121m 3113m v (=CH)
2955m 2977s v (CHs)
1698s 1698s, 1656m v (C=0)
1605s 1600m v (C=C)
1551w 1554w v (C-C)
1409m 1408w v (CN)
1361m 1360m v (CN)
1333s 1328s v (CN)
1290m 1284m v (CN)
1255m § (H-C=N)
1076w 1073w 5 (C—C)
930w 928w & imidazolni prsten
890w A (H20)
647m 644m § (0=C—N)
5555 5565 § (O=C—N)

Kratice: s—jako, m—srednje jako, w—slabo, v—istezanje, —deformacija, A—libracija

Hidrat i anhidrat razlikuju se po izgledu i prisutnosti vrpci pri 1698 cm™ i 1656 cm™!, koje
odgovaraju istezanju karbonilne veze C=0. U Ramanovom spektru anhidratnog oblika kofeina
se pojavljuju i vrpca pri 1698 cm ! jakog inteziteta i vrpca pri 1656 cm™ srednjeg inteziteta,
dok se kod monohidratnog oblika pojavljuje samo vrpca pri 1698 cm™. Razlika je posljedica
promjene Kkristalne strukture, uslijed nastanka vodikovih veza prilikom hidratacije. Ova razlika
u strukturi potvrdena je na primjeru teofilina, koji je kao i kofein derivat ksantina, metodom
difrakcije rentgenskog zracenja. U hidratiziranom obliku svi akceptori vodikove veze
(uklju€ujuéi i karbonilne skupine) sudjeluju u stvaranju vodikovih veza pa zbog toga izostaje
signal za karbonilnu vezu pri 1656 cm™. Kod anhidratnog oblika karbonilne skupine ne

sudjeluju u vodikovim vezama te se stoga pojavljuju dvije vrpce karakteristicne za dvije
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karbonilne skupine. Takoder je razlika vidljiva intenzitetu vrpce pri 1605-1600 cm! koja je

intenzivnija u spektru monohidratnog oblika nego u spektru anhidratnog.

Druge razlike u Ramanovim spektrima anhidratnog oblika kofeina i monohidratnog su

Sirenje vibracijske vrpce istezanja veze =C—H pri 3121 cm™!, smanjenje inteziteta vibracijske

vrpce istezanja dvostruke veze C=N pri 1454 cm™!, izostanak vibracijske vrpce deformacije

skupine H—C=N pri 1255 cm™! i vibracijske vrpce pri 890 cm™' koja upuéuje na nedostatak
molekule H>O kod anhidratnog oblika kofeina.

Na osnovu navedenih razlika u Ramanovim spektrima se s velikom to¢nos¢u moze utvrditi

je li uzorak kofeina u monohidratnom ili dehidratiziranom obliku.*
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Slika 2.9. Ramanovi spektri anhidratnog oblika (gornja linija) i hidratnog oblika (donja
linija). Spektralna podrugja: 3300—2800 cm™! (a); 1800—1000 cm™!(b); 1000-600 cm™!

(c); 600-50 cm™ (d).*?

Na slici 2.10. prikazani su Ramanovi spektri sirovih biljnih uzoraka (sjemenke guarane i listovi

zelenog Caja) u usporedbi s Ramanovim spektrom Cistog kofeina. Kofein se u Ramanovim
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spektrima i sjemenki guarane i listova zelenog ¢aja moze identificirati prvenstveno po
vibracijskoj vrpci pri 555 cm™!. Veéina karakteristi¢nih vrpci kofeina je u snimljenim biljnim
uzorcima djelomicno ili u potpunosti zasjenjena vibracijskim vrpcama Skroba, raznih proteina,
resina, masti i tanina pa se ne moze s velikom sigurno$¢u odrediti radi li se o anhidratnom ili
monohidratnom obliku kofeina. U slu¢aju Ramanovog spektra sjemenki guarane slabo je
vidljiva vrpca pri 1658 cm!, §to indicira da se radi o anhidratnom obliku. Kod Ramanovog
spektra listova zelenog ¢aja je vidljiva vrpca pri 1656 cm™!, §to se moZe prepisati anhidratnom
obliku. Medutim, obje navedene vrpce pri 1656 cm! i 1658 cm™! se ne mogu s velikom
toCnosc¢u asignirati kao vrpce koje potjecu od molekule kofeina obzirom da se u istom valnom
podrucju detektiraju karakteristine vibracijske vrpce istezanja karbonilne skupine drugih

biljnih komponenti, poput masti, proteina i smola.
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Slika 2.10. Ramanov spektar kofeina (donji), sjemenki guarane (srednji) i listova

zelenog ¢aja (gornji). !
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2.4. Odredivanje kofeina u energetskim pi¢ima

SP—FT Ramanova spektroskopija (eng. solid—phase Fourier transform Raman spectoscopy)
razvijena je metoda za kvantitativno odredivanje kofeina u energetskim pi¢ima. . Standardna
metoda odredivanja kofeina u bezalkoholnim pi¢ima koju je propisala Udruga kemicara u
poljopivredi (engl. Association of Official Agricultural Chemists, AOAC) takoder se temelji na
spektroskopskim mjerenjima, ali se uzorak prvo obraduje na celitnim kolonama u bazi¢nom ili
kiselom mediju, §to oduzima puno vremena i materijala.

Za snimanje Ramanovih spektara koristen je FT-Ramanov spektrometar RFS 100/S tvrtke
Bruker s izvorom zra¢enja u NIR podruc¢ju (1064 nm) maksimalne snage od 2 W. Snimani su
spektri uzoraka na ¢vrstoj fazi u staklenim cijevima promjera 5 mm. Za obradu snimljenih
spektara koristeni su programski paketi Omnic 2.1 i Omnic Macros 2.1.

Kao referentna metoda koriStena je tekucinska kromatografija uz detekciju u UV dijelu
spektra (LC-UV). Tekucinski kromatograf oznake P680 tvrtke Dionex opremljen kolonom s
inverznom fazom C18 tvrtke Kromasil koriSten je za kvantitativno odredivanje kofeina u
referentnim uzorcima. Referentni uzorak kofeina za tekucinsku kromatografiju pripremljen je
na nac¢in da je 1 do 2 mg uzorka izvagano i otopljeno u 10 mL vode. Otopina je zatim filtrirana
kroz najlonski filter te je 20 uL otopine injektirano u mobilnu fazu uz brzinu protoka 1 mL
min~!. Kao mobilna faza koristena je smjesa metanola i vodene otopine Kkalijeva
dihidrogenfosfata, ¢ = 2 mmol L™, u omjeru 55:45 (pH=3,2). Udio kofeina odreden je
mjerenjem apsorbancije pri 275 nm. Kalibracijska krivulja izradena je pomocu 6 uzoraka
poznate koncentracije kofeina u rasponu od 15,3 mg L' do 44,8 mg L ™!, nanosenjem integrirane
vrijednosti intenziteta pika retencijskog vremena 3,50 min u ovisnosti o koncentraciji uzorka.

Za snimanje FT—Ramanovog spektra kofeina, staklena kolona promjera 5 mm napunjena je
s po 300 mg ¢vrstih faza LC-SAX i C18, koje su odvojene fazom staklene vune te je kolona
aktivirana s po 2 mL metanola i vode. Na ¢vrstu fazu naneseno je 10 mL uzorka kofeina
nepoznate koncentracije uz brzinu protoka od 7,5 mL min~!, nakon ¢ega je kolona isprana s 20
mL destilirane vode i osuSena strujom dusika. Kolona je postavljena u nosa¢ za uzorke u
instrumentu te je Ramanov spektar snimljen direktno na ¢vrstoj fazi na udaljenosti 10 cm od
vrha stupca faze C18. Maksimum analitickog signala opazen je na udaljenosti izmedu 7,5 cm i
12,5 cm od vrha stupca (slika 2.11) te je udaljenost od 10 cm uzeta kao srednja vrijednost.
Spektralno razlu¢ivanje bilo je 4 cm™! i broj prikupljenih snimki po spektru je iznosio 50. Snaga

Nd:YAG lasera bila je 1500 mW. Kalibracijska krivulja izradena je na temelju FT-Ramanovih
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spektara 10 razli¢itih uzoraka kofeina poznatih koncentracija u rasponu od 100 mg L' do 600
mg L', adsorbiranih na ¢vrstoj fazi na isti na¢in kao i nepoznati uzorci. Kofein se nakon svakog
snimanja uklanjao s kolone ispiranjem s 3 mL metanola i 5 mL destilirane vode.

Promatran je intezitet vrpci u podru¢ju valnih brojeva 580-540 cm™! i 1354-1323 cm’!
zbog toga $to su te vibracijske vrpce bile najbolje definirane i razlu¢ene neovisno o pozadinskim
signalima drugih tvari u uzorku i koloni (granice detekcije 18 mg L ™). Vibracijska vrpca u
podrucju valnih brojeva 580-540 cm™' odgovara deformaciji skupine C-N—CHgs, a vrpca u
podrugju valnih brojeva 1354-1323 cm™! istezanju jednostruke veze C—N. Slabije intenzivne
vrpce pri 1600 cm™!, 1550 cm™ i 1241 cm™! pripisane su istezanju veze C=C, simetri¢nom

istezanju karbonilne veze C=0 te istezanju veze C—N.
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Slika 2.11. Distribucija kofeina kroz stacionarnu fazu C18 u 5 mm kromatografskoj cijevi

punjenoj s 300 mg &vrste faze'? (10 mL otopine kofeina masene koncentracije 400 mg L™1).12

Metodom SP-FT-Ramanove spektroskopije i tekucinske kromatografije analizirani su uzorci
nekoliko razli¢itih komercijalno dostupnih energetskih pic¢a. Rezultati dobiveni SP—FT
Ramanovom spektroskopijom uzoraka pokazali su dobro slaganje s rezultatima tekucinske

kromatografije (tablica 2.2). Ovime se SP-FT-Ramanova spektroskopija pokazala kao
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zadovoljavajuca alternativa Siroko koristenoj tekucinskoj kromatografiji koja u ovom slucaju

traje skoro dvostruko duze. Naime, SP-FT-Ramanovom spektroskopijom u prosjeku se

analizira 13,3 uzoraka po satu, dok je prosjek za tekuéinsku kromatografiju 7 uzoraka po satu.

K tomu, za SP-FT Ramanovu spektroskopiju potrebno je manje reagensa i otapala nego za

teku¢insku kromatografiju. Takoder, kombinacija metode zadrzavanja na ¢vrstoj fazi i FT-

Ramanove spektroskopije povec¢ava osjetljivost i selektivnost FT-Ramanove spektroskopije.

Tablica 2.2. Masena koncentracija kofeina u razli¢itim uzorcima energetskih pica izmjerena

LC-UV i SP-FT-Ramanovom metodom.3

LC-UV SP-FT-Raman
Uzorak
(y(kofein)/ mg L™) (y(kofein)/ mg L™)

Burn 225,6 +0,5 221 +7
Burn (b.5.) 2248 +0,6 230+8
Red Bull 2355+ 1,0 235+6
Red Bull (b.3) 240,7+0,3 238+ 6
Mountain dew 308,7+15 305+6
Hacendado 106,4 + 0,9 108 + 6
Carrefour 243,7+0,2 247+ 6
Big puma 2410+ 14 239+ 4
Non—stop(naranca) 111,4+0,5 110+ 4
Non-stop(limun) 109,4 £0,5 106 £5
Locura 197,2+0,5 198 £ 7
Locura (b.8.) 213,91 + 0,06 218+ 6

*b.5.—bez Secera
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