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Abstract: This paper presents research on the use of coumarin derivatives as fluorescent molecular
probes for monitoring cationic and free radical photopolymerization processes, using for that purpose
modern FPT method (Fluorescence Probe Technology). Literature review on the main trends of
applications and spectroscopic properties of coumarin derivatives was described. In the following part
of publication, relations between change of fluorescence characteristic and physicochemical changes
occurring in the polymerizable composition, (both microviscosity and polarity) were explained. This
article also presented the basic methodology of studies on the control of the photopolymerization
reaction on-line and off-line, using fluorescence spectroscopy and parameters such as: fluorescence
intensity ratio R, number of progress of the reaction £ and molecular probe sensitivity S.

Keywords: fluorescence probes; cationic photopolymerization; radical photopolymerization;
coumarin derivatives; FPT; polymerization processes monitoring.

Wprowadzenie W laboratorium pochodne benzo-a-pironu
otrzymuje si¢ w wyniku syntezy organicznej
Pochodne kumaryny (benzo-a-pironu) (rys. 1) przy wykorzystaniu reakcji Perkina [2, 3],

stanowig bardzo wazng klase zwigzkow kondensacji Knoevenagela [4], kondensacji
chemicznych pochodzenia organicznego. Duza Pechmanna [5] oraz reakcji Wittiga [6].

ilos§¢ kumaryn wystepuje naturalnie w Zwiazki kumarynowe ze wzgledu na ich niska
niektorych olejkach eterycznych, takich jak toksyczno$¢ moga by¢ wykorzystywane jako
olejek cynamonowy czy lawendowy. Zwigzki dodatki do produkcji $rodkéw farmaceutycz-
te mozna rowniez znalezé w cyKorii, zielonej nych, wykazuja bowiem dzialanie antybakte-
herbacie oraz trawie zubrowce. Najwigcej ryjne, przeciwwirusowe, przeciwnowotworowe,
znajduje sie¢ w ro$linach wyzszych nalezacych sa silnymi antyoksydantami oraz Srodkami o
do rodzaju rutowatych i selerowatych. Ich dzialaniu przeciwskurczowym i przeciwza-
obecno$¢ stwierdzono takze w mikroorga- palnym. W przemysle kosmetycznym stosuje
nizmach takich jak  Streptomyces czy si¢ je zwykle jako dodatek do farb i spray’ow,
Aspergillus [1]. jak rowniez w przemysle spozywczym do

aromatyzacji niektorych produktow [7, §].
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Rys. 1. Struktura chemiczna kumaryny (benzo-a-pironu).

Kumaryny mozna stosowa¢ jako markery
fluorescencyjne w uktadach biologicznych przy
oznaczaniu aktywnosci enzymow oraz zywych
komorek [9]. W sektorze chemicznym istnieje
sposobnos¢ ich wykorzystania jako wysoko
wydajnych fluorescencyjnych sensoréw do
monitorowania zmian pH, wykrywania tlenkow
azotu, nitroksydow, nadtleneku wodoru oraz
kontrolowania proceséw fotopolimeryzacji za
pomoca technologii molekularnych  sond
fluorescencyjnych FPT (ang. Fluorescent Probe
Technology) [10].

Opis zagadnienia

Technologia sond fluorescencyjnych FPT

Technologia FPT jest stosunkowo nowa metoda
wykorzystywang do monitorowania procesow
fotopolimeryzacji. Bazuje ona na uzyciu
odpowiednich zwigzkoéw chemicznych, zwa-
nych fluorescencyjnymi sondami moleku-
larnymi, ktore wykazuja zmiane charakterystyki
fluorescencji podczas zachodzenia zmian

Kwanty swiatta absorbowane

polarnosci i mikrolepko$ci w otaczajacym je
srodowisku. Sonda fluorescencyjna znajdujaca
sic¢ w danym uktadzie, absorbuje promienio-
wanie o okre$lonej dtugosci fali. Po naswietle-
niu nastgpuje przejScie jej czasteczek do

elektronowego stanu wzbudzonego.
Wzbudzone czasteczki sondy ulegaja nastepnie
relaksacji  oraz  stabilizacji w  wyniku

oddzialywania ze $rodowiskiem, w ktorym sie
znajduja. Podczas zmiany wlasciwosci otocze-
nia, stopien w jakim nastgpuje stabilizacja
stanow wzbudzonych oraz ich stopien relaksacji
rowniez ulegaja zmianie, co mozna dostrzec
poprzez  powstanie roéznic w  stanach
energetycznych podczas emisji  kwantow

promieniowania [11]. Zmiany te rejestrowane
sg bezposrednio jako roznica w potozeniu
widma fluorescencji oraz zmiana intensywnosci
maksimum emisji sondy molekularnej w trakcie
powstawania zwigzku wielkoczasteczkowego.
dziatania

Uproszczony  schemat  zasady
technologii FPT pokazano na rys. 2.

hv przezsonde w stanie
f\ podstawowym
MONOMER + Fotopolimeryzacja
FOTOINICJATOR +
SONDA
FLUORESCENCYJNA

Kwanty Swiatta
emitowane przez sonde
w stanie wzbudzonym

POLIMER + SONDA
FLUORESCENCYJNA

OTOCZENIA

REJESTRACJA ZMIAN
MIKROLEPKOSCI | POLARNOSCI

a)

b)

Rys. 2. Technologia FPT: a) uproszczony schemat dziatania technologii FPT; b) widok pochodnych kumaryny
w metanolu po wzbudzeniu promieniowaniem UV.
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Wiasciwosci spektroskopowe pochodnych

kumaryny
Pochodne  kumaryny  posiadaja  bardzo
interesujagce  wlasciwosci  spektroskopowe,

mianowicie charakteryzuje je zdolno$¢ do
emisji fluorescencji w zakresie od ultrafioletu
do zakresu widzialnego na skutek wzbudzenia
czasteczki na wyzszy poziom energetyczny po
absorpcji  kwantu  promieniowania  [12].
Podstawienie pierscienia  laktonowego w
kumarynie réoznymi ugrupowaniami wptywa w
znaczacy sposOb na zmiany jej wilasciwosci
spektroskopowych [7]. W zwiazku z tym
poprzez odpowiedni dobdr podstawnikow w
strukturze kumaryny mozemy zaprojektowac
zwigzek chemiczny, ktory bedzie wydajnym
emiterem fluorescencji.

W latach 50-tych XX wieku udowodniono, iz
substytucja kumaryny niektorymi grupami
funkcyjnymi moze przyczyni¢ si¢ do znacza-
cego przesuni¢gcia batochromowego pasma
fluorescencji. Doskonatym przyktadem sg bada-

nia, jakie przeprowadzono w rozpuszczalnikach
o roznej polarnosci podczas, ktorych wykazano,
iz addycja grupy metylowej do atomu wegla w
pozycji czwartej 7-metoksykumaryny, przez co
otrzymujemy  7-metoksy-4-metylokumaryne,
powoduje przesunigcie batochromowe widma
fluorescencji w stosunku do niepodstawionego
uktadu. Z kolei wprowadzenie grupy elektrono-
donorowej w pozycji czwartej (C-4), szostej
(C-6) lub siodmej (C-7) Iub grupy elektrono-
akceptorowej w pozycji trzeciej (C-3) rowniez
powoduje przesunigcie pasma emisji W
kierunku dtuzszych fal w stosunku do uktadu
niepodstawionego  benzo-a-pironu.  Cecha
charakterystyczng dla pochodnych kumaryny
jest takze znaczne przesunigcie Stokes’a (Avy)
(rys. 3), albowiem dla czasteczek sztywnych,
takich jak wtasnie uktady kumarynowe, wzrasta
moment dipolowy towarzyszacy wzbudzaniu
oraz majg miejsce interakcje pomigdzy
rozpuszczalnikiem 1 wzbudzong czasteczka [8].
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Rys. 3. Przesunigcie Stokes’a dla Coumarin 1 w dichlorometanie.

Pochodne kumaryny jako sondy
fluorescencyjne w technologii FPT

Pochodne kumaryny wykazuja szczegolng
wrazliwo$¢ na zmiany polarno$ci i mikro-
lepkosci otaczajacego srodowiska i w zwigzku
Z powyzszym moga by¢ z powodzeniem
wykorzystywane jako fluorescencyjne sondy

molekularne w metodzie FPT. Kumaryny
zalicza si¢ glownie do grupy sond
fluorescencyjnych  typu  TICT  (Twisted

49

Intramolecular ~ Charge  Transfer), czyli
zwiazkow, ktore charakteryzuja si¢ skrecaniem
grupy funkcyjnej lub catej struktury molekuty
w stanie wzbudzonym po zaj$ciu wewnatrz-
czasteczkowego przeniesienia  elektronu.
Skrecenie konformacji prowadzi do rozpro-
szenia energii na sposob bezpromienisty lub
emisji kwantu promieniowania [11].

Szczegblnie interesujaca grupe zwigzkow
stanowig 7-aminokumaryny, ktoére sa do tej
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pory najszerzej poznana grupg pochodnych
benzo-a-pironu [13]. Do tej rodziny zwigzkow
naleza m.in. 7-dietyloamino-4-metylokumaryna
(Coumarin 1), ktora jest znanym wybielaczem
optycznym stosowanym zaréwno do wiokien
naturalnych, jak i syntetycznych. Jest ona
jednoczesnie powszechnym sensorem
fluorescencyjnym uzywanym do monitoro-
wania procesu fotopolimeryzacji rodnikowej
[14]. Coumarin 1, a takze 7-benzamido-4-
metylokumaryna i1 7-acetamido-4-metylokuma-
ryna zostaty zbadane pod katem wykorzystania

jako molekularne sondy fluorescencyjne do
monitorowania  procesu  fotopolimeryzacji
kationowej monomeru winylowego TEGDVE
(eteru diwinylowego glikolu trietylenowego)
[14]. Zkolei 7-hydroksy-4-metylokumaryna
oraz 7-metoksy-4-metylokumaryna  zostaly
zastosowane do monitorowania procesu utwar-
dzania zywic epoksydowych trietylenotetra-
aming z wykorzystaniem parametru stosunku
intensywnosci (R) jako wskaznika postgpu
reakcji [15]. Badane zwigzki przedstawiono na

rys. 4.

mm SO, d@l 5,000,

7- dletyloammo -4-metylokumaryna 7-amino-4-metylokumaryna

7-benzamido-4-metylokumaryna

7-acetamido-4-metylokumaryna

CH3

7-hydroksy-4-metylokumaryna

7-metoksy-4-metylokumaryna

Rys. 4. Pochodne kumaryny stosowane do roli sond molekularnych.

Monitorowanie procesu
fotopolimeryzacji

Najczesciej stosowanym, a zarazem najbardziej
uniwersalnym parametrem do kontrolowania
fotopolimeryzacji jest parametr R wyrazany
jako stosunek intensywnosci fluorescencji
mierzonej przy dwoch diugosciach fali 4 1 4,
rozmieszczonych po obu stronach maksimum
widma fluorescencji w potowie jego wysokosci.
Wykorzystanie tej wielkosci pozwala na
doktadne mierzenie postgpu procesu przebiega-
jacego na linii produkcyjnej (rys. 5) [16].

Jezeli sonda kumarynowa pod wplywem
promieniowania ulega fotolizie, w wyniku
ktorej powstaje inny fluoryzujacy zwiazek,
moze doj$¢ do nakladania si¢ widm
fluorescencji obu zwigzkéw. W  takim
przypadku niemozliwe jest skorzystanie z
parametru R. Zalecane jest wprowadzenie innej
wielkosci, mianowicie znormalizowanej
intensywnosci fluorescencji (1,../1y), gdzie I,
to intensywno$¢  fluorescencji w danym
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momencie  pomiaru,  natomiast to
intensywnos¢ poczatkowa (rys. 6).

Uzycie znormalizowanej intensywnosci
fluorescencji pozawala na zminimalizowanie
wplywu  takich czynnikow jak  grubos¢
warstwy, stezenie sondy, odlegto$¢ probki od
glowicy spektrometru czy tez intensywnos¢
swiatla wzbudzenia na doktadno$¢ pomiaru.
Niestety parametr (/,,/ly)) pomimo swoich
niewatpliwych zalet nie nadaje si¢ do
monitorowania procesu przebiegajacego na linii
produkcyjnej (on-line) [17].

W czasie kontroli jako$ci monomeréow
uzywanych do fotopolimeryzacji oraz w trakcie
badania wptywu st¢zenia sondy i fotoinicjatora
na przebieg procesu pomocne sa takie
parametry jak czas indukcji, nachylenie
krzywej konwersji na poczatku procesu (rys. 7),
a takze poczatkowy stosunek intensywnos$ci
fluorescencji (dR/dty), ktére mozna wyznaczac
z profili kinetycznych otrzymanych w trakcie
monitorowania procesu metodg FPT [11].
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Rys. 7. Profil kinetyczny fotopolimeryzacji otrzymany przy wykorzystaniu metody FPT: ¢, — czas indukcji,
(dR/dty) - poczatkowa szybkos¢ fotopolimeryzacji, Ry — poczatkowy stosunek intensywnosci fluorescenciji.
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Wplyw budowy sondy na czulo$¢
pomiaru

Badane sondy kumarynowe mogg wykazywac
bardzo zr6znicowang czuto$¢ na zmiany zacho-
dzace zarowno w trakcie procesu fotopoli-
meryzacji rodnikowej jak 1 kationowej
okreslonego monomeru. Czulo$¢ ta jest $cisle
uzalezniona od rodzaju podstawnikow zlokali-
zowanych w konkretnych pozycjach pierscienia
kumarynowego, na co wskazuje zréznicowany
zakres zmienno$ci parametru R.

W celu ilosciowego pordwnania, w jaki sposob
rodzaj i potozenie podstawnikow w strukturze
sondy wplywaja na wrazliwos¢ tych uktadow,
definiowana jest wzgledna czuto$¢ sond
kumarynowych przy uzyciu parametru S (ang.

Sensitivity):
5 < R =il 3)
Ry

110 4

gdzie:
Ry — warto$¢ R dla kompozycji §wiezej,
R, — warto$¢ R dla kompozycji
fotoutwardzone;j.

Wplyw struktury pochodnych kumaryny
na dokladno$¢ pomiaru szybkosci
fotopolimeryzacji

Odpowiedz kazdej z badanych kumarynowych
sond fluorescencyjnych na zmiany zachodzace
w trakcie procesu fotopolimeryzacji charakter-
ryzuje si¢ réznym zakresem zmiennosci para-
metru R. W zwigzku z tym nachylenie krzy-
wych  kinetycznych (wyznaczonych jako
zalezno$¢ wielkosci R od czasu trwania fotopo-
limeryzacji) otrzymanych metodg FPT dla tego
samego procesu wykazuje zréznicowanie w
zalezno$ci od rodzaju uzytej sondy.
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Rys. 8. Przebieg fotopolimeryzacji kationowej monomeru TEGDVE monitorowanej za pomocg sond
fluorescencyjnych - Coumarin 1 oraz Coumarin 120 z wykorzystaniem parametru /3 jako wskaznika postepu
procesu.

W celu uniezaleznienia odpowiedzi pochod-
nych kumaryny od ich czuto$ci oraz aby moc
stosowa¢ nachylenie krzywych kinetycznych
otrzymanych metoda FPT przy uzyciu réznych
sond jako wskaznika szybko$ci badanego
procesu, konieczne jest znormalizowanie krzy-
wych kinetycznych do tego samego zakresu
zmiennos$ci (rys. 8). W tym celu definiowana
jest liczba postgpu reakcji () wyrazajaca sig
rownaniem (4):
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4)

R - stosunek intensywnosci fluorescencji
w danym czasie ¢,

Ry - poczatkowy stosunek intensywnosci
fluorescenc;ji,

R, - koncowy stosunek intensywnosci
fluorescencji.
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Podsumowanie

Wigkszos¢ do tej pory zbadanych pochodnych
kumaryny spetnia podstawowe wymagania sta-
wiane zwigzkom fluorescencyjnym, ktore moga
by¢ wykorzystywane jako molekularne sondy
fluorescencyjne. Dodatkowa zaletg jest ich duza
dostepnos¢ oraz stosunkowo prosta synteza,

przez co staja si¢ niezwykle obiecujgca grupa
zwigzkéw chemicznych. Obecnie trwaja bada-
nia znalezienia najbardziej uniwersalnych sond
kumarynowych, ktére nadawatyby si¢ do moni-
torowania roznych proceséw fotopolimeryzacji
oraz ktéore moglyby jednoczesnie powodowac
akceleracje fotopolimeryzacji poprzez wykazy-
wanie dziatania sensybilizujacego.
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