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RESUMO

Neste estudo, quatro reacOes de acoplamento cruzado de Suzuki-Miyaura
utilizando paladdio como catalisador foram estudadas em nivel de molécula Unica (SM)
por meio da microscopia de fluorescéncia por reflexdo total interna (TIRF) e imagem
Optica super-resolvida. Trés metodologias distintas foram empregadas para depositar
um pré-catalisador e conduzir os experimentos SM. Na primeira, o palddio foi
adsorvido diretamente em sitios idnicos da superficie do vidro; na segunda, houve a
complexacdo do paladdio com um ligante fixado a superficie de vidro; e na terceira,
microzeolitas funcionalizadas, silanadas e funcionalizadas com pal&dio foram utilizadas
como um template reacional. Em todas as trés metodologias, foram usados regimes
extremamente diluidos do catalisador. A analise da intermiténcia da fluorescéncia
proveniente de pontos localizados nanoscopicamente proporcionou uma medida direta
da taxa de conversdo do catalisador (SM-TOF) e, portanto, permitiu o célculo do
namero médio de moléculas de produto geradas por um Unico centro catalitico ao longo
do tempo. Os resultados revelaram melhorias significativas na eficiéncia catalitica das
reacOes ao se empregar um silano modificado contendo um ligante ativo para a
estabilizacdo do palddio, assim como o uso de microzeolitas funcionalizadas, em
comparagdo com a adsorcdo direta de paladio na superficie. Além das investigacdes
experimentais, realizou-se um estudo de simulacdo para validar o sistema utilizado no
tratamento dos dados de molécula Gnica. Essa simulacao reproduziu parte das condi¢des
experimentais e permitiu avaliar a precisdo e a confiabilidade dos resultados obtidos
experimentalmente. Adicionalmente, investigou-se o uso de dois derivados do
fenantreno como marcadores nas microzedlitas empregadas nas reacdes de acoplamento
cruzado. Esses derivados foram escolhidos por interagirem com grupos amino livres
presentes na superficie das microzedlitas. Portanto, este trabalho contribuiu para ampliar
0 conhecimento sobre as reacfes de acoplamento cruzado pelo mecanismo de Suzuki-
Miyaura, fornecendo informacdes relevantes sobre o comportamento dessas reacdes em
experimentos SM. Além disso, destacou-se a importancia das simulagdes para validar e
complementar os resultados experimentais, bem como a utilizacdo de marcadores para
investigar interagdes em sistemas baseados em microzedlitas.

Palavras chave: Paladio, acoplamento cruzado, Suzuki-Miyaura, microzedlitas.



ABSTRACT

In this study, four Suzuki-Miyaura cross-coupling reactions using palladium as a
catalyst were investigated at the single-molecule level (SM) through total internal
reflection fluorescence (TIRF) microscopy and super-resolved optical imaging. Three
distinct methodologies were employed to deposit a pre-catalyst and conduct the SM
experiments. In the first, palladium was directly adsorbed onto ionic sites on the glass
surface; in the second, palladium was complexed with a ligand fixed to the glass
surface; and in the third, functionalized, silanated, and palladium-functionalized
microzeolites were utilized as a reaction template. Extremely diluted catalyst regimes
were used in all three methodologies. Analysis of the intermittency of fluorescence
originating from nanoscopically localized points provided a direct measure of the
catalyst's conversion rate (SM-TOF) and thus allowed the calculation of the average
number of product molecules generated by a single catalytic center over time. The
results revealed significant improvements in the catalytic efficiency of reactions when
using a modified silane containing an active ligand for palladium stabilization, as well
as the use of functionalized microzeolites, compared to direct palladium adsorption on
the surface. In addition to experimental investigations, a simulation study was
conducted to validate the system used in treating single-molecule data. This simulation
replicated part of the experimental conditions and allowed assessment of the precision
and reliability of the experimentally obtained results. Additionally, the use of two
derivatives of phenanthrene as markers in the microzeolites employed in the cross-
coupling reactions was explored. These derivatives were chosen for their interaction
with free amino groups present on the surface of the microzeolites. Therefore, this work
contributed to expanding knowledge about Suzuki-Miyaura cross-coupling reactions,
providing relevant information about the behavior of these reactions in SM experiments.
Furthermore, it emphasized the importance of simulations to validate and complement
experimental results, as well as the use of markers to investigate interactions in
microzeolite-based systems.

Keywords:  Palladium, cross-coupling, Suzuki-Miyaura, microzeolites.
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Capitulo 1: Introducgéo

1. INTRODUCAO

1.1.  Compostos Organicos Fluorescentes

Compostos organicos que apresentam a propriedade fluorescente tém sido
amplamente associadas ao desenvolvimento de novos materiais que apresentam
propriedades Unicas e promissoras.1> Uma das aplicacdes desses compostos luminosos
estd no campo dos Organic Light-Emitting Diodes (OLEDs) de alta eficiéncia, que sdo
amplamente utilizados em telas digitais de dispositivos como televisores, monitores de
computador e smartphones.®> A fluorescéncia é uma caracteristica presente em
substancias que emitem luz quando expostas a radiacdes especificas, por exemplo,
ultravioleta. Geralmente a emissdo ocorre durante a exposicdo do material a fonte de
energia. Os processos quanticos envolvidos na absorcdo e emissao de luz podem ser
descritos pelo Diagrama de Jablonski, (representado na Figura 1), que é uma ferramenta
usada para compreender diversos processos moleculares que ocorrem em estados
eletronicos excitados.*®

Figura 1: Diagrama de Jablonski simplificado.

n 1

(i) Conversao

! interna (iv) Cruzamento

\ i .
51 ; v wema
(i) Absorgdo (iiii) Fluorescéncia
hv, | hv, hv- hvl)
(v) Fosforescéncia
So 1
0

Fonte: Imagem adaptada da referéncia 4. Numero da licenca — 5592030288733.

De acordo com o diagrama, quando um composto absorve radiagdo em um
comprimento de onda especifico, inicialmente ocorre a excitacdo do elétron do nivel de
energia mais baixo (Se) para um nivel de energia mais alto Sn (i) (processo representado
pelas setas de coloracdo rosa), sendo que cada nivel energético pode ter subniveis
vibracionais e rotacionais associados. No estado excitado, ocorrem decaimentos nao
radiativos ou de conversdo interna, nos quais a energia € liberada por rotacdo e/ou
vibragdo (ii) (setas pretas). Havera transi¢cfes ndo radiativas de S — Si, ou seja, do
estado de maior energia para o estado excitado de menor energia. Apos alcancar S; a
densidade eletronica retorna ao estado fundamental por meio de processos néo

radiativos ou radiativos. Se for um processo radiativo, ocorre a fluorescéncia (iii)
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(representada pelas setas verdes) que é a perda de energia por emissdo de fotons entre
estados eletronicos de mesma multiplicidade de spin (singleto - singleto). Outra
possibilidade é uma transigdo proibida, caracterizada pela inversdo de spin de um estado
singleto para um estado tripleto de energia ligeiramente menor (iv). Essa transicdo €
chamada de transicdo intersistema e ocorre ap6s uma mudanca de multiplicidade. Apds
atingir o estado T1 podem ocorrer processos ndo radiativos ou radiativos. Se for um
processo radiativo, ocorre a fosforecéncia (v), que é uma transicdo radiativa entre
estados eletrénicos com diferentes multiplicidades de spin (tripleto - singleto). A Figura
2 ilustra os espectros das transi¢des radiativas entre os estados eletrénicos apresentados.
E possivel observar que os espectros de emissdo e absor¢io para um determinado
composto sdo praticamente imagens espelhadas (So — Si1 € S1 — Sp). Essa simetria
pode ser atribuida a presenca de estruturas de niveis vibracionais semelhantes
envolvidas nesses processos.

Figura 2: Espectros para as transi¢des radiativas entre estados eletrénicos.

S, 5, R A

Absorcio Fluorescéncia Fosforescéncia
Fonte: Imagem adaptada da referéncia 4. Numero da licenca — 5592030288733.
Todas as etapas mostradas no diagrama de Jablonski apresentam tempos
caracteristicos associados a absorcao e a emissao de fotons, conforme Tabela 1.

Tabela 1: Tempos caracteristicos para 0s processos de absor¢do e emissao.

Processo Tempo ()

Absorcdo 101
Relaxacdo vibracional 10 - 10"
Tempo de vida do estado excitado S; 10— 107/
Cruzamento intersistema 100 - 10%
Conversdo interna 101t - 10°

Tempo de vida do estado excitado T 10° -1
Fonte: Tabela adaptada da referéncia 4. Nimero da licenga — 5592030288733.

O tempo de vida da fluorescéncia e o rendimento quantico sdo parametros
essenciais para um fluor6foro (um composto que emite luz em uma determinada regido
do espectro eletromagnético). O tempo de vida é definido como o periodo médio em
que o composto permanece no estado excitado antes de retornar ao estado fundamental.

Por outro lado, o rendimento quéntico é a relacdo entre o nimero de fotons emitidos e o
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numero de fétons absorvidos, representando a fragdo dos fluoréforos no estado excitado
que decai por meio de fluorescéncia. Através dessa medida, é possivel avaliar a
eficiéncia de emissdo dos compostos fluorescentes.*

Em compostos organicos, a propriedade fluorescente € tipicamente encontrada
em estruturas aromaticas com ligagdes duplas conjugadas. A deslocalizacdo eletrénica
gerada pela coplanaridade dos orbitais m e a presenga de grupos funcionais nessas
estruturas possibilitam as transicdes radiativas entre os estados eletrénicos, resultando
na emissao desses compostos. De forma geral, grupos doadores de densidade eletrénica
para o anel aromético, como hidroxila, alcoxila e amino, amplificam o efeito de
ressonancia, levando a um aumento na fluorescéncia, dependendo de suas posi¢oes. Por
outro lado, grupos aceptores de densidade eletrdnica, como nitro, carbonila e ciano,
desestabilizam o anel aromatico, afetando diretamente na ressonancia e,
consequentemente, reduzindo a fluorescéncia.*

Estudos recentes tém revelado progressos promissores na elaboragdo de
moléculas modificadas com grupos funcionais doadores (D) e aceptores (A) de
densidade eletrénica para obter compostos fluorescentes. Além disso, ha investigacdes
sobre o uso de moléculas contendo boro em sua estrutura, principalmente devido a
mobilidade eletronica proporcionada por um orbital p vazio presente nesse elemento.
Compostos "triarylboron" tém se mostrado excelentes aceptores de densidade
eletronica.®” Nesse mesmo contexto, foram propostas estruturas D-A com a inclusdo de
triarilaminas como doadoras de densidade eletronica.>® Um exemplo de composto
contendo esses grupos ¢ mostrado na Figura 3a%°. Ao longo dos anos, outras classes de
moléculas tém sido estudadas, tais como emissores baseados em difenilsulfonas (Figura
3b)*, emissores de triazina-pirimidina (Figura 3c)?, derivados de piridina e pirimidina
substituidos por grupos nitrila (Figura 3d)3, derivados de oxido de fosfina (Figura 3e)*,
derivados de benzonitrila (Figura 3f).® Entre outros, incluindo derivados de

benzoilpiridina®, trifenilaminas®’ e de triazois.*
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Figura 3: Representacdo de alguns compostos organicos com grupos doadores e

aceptores.
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Fonte: Imagem de autoria propria.

1.2. Contexto Historico das ReacGes de Acoplamento Carbono-
Carbono

Existe uma crescente demanda pela construcdo de moléculas organicas
complexas para diversas finalidades. Essa necessidade abrange diferentes setores, como
a industria farmacéutica, que busca sintetizar novos medicamentos; o setor agricola, que
procura desenvolver substancias para proteger as plantacdes contra pragas; e a
eletrbnica, que estd em busca de compostos que possam emitir luz. Uma das
ferramentas fundamentais para a construcao desses sistemas complexos sdo as reagoes
de acoplamento. Essas reagdes envolvem a unido de moléculas menores para formar
compostos mais complexos por meio da formacdo de ligacbes carbono-carbono (C-
C).1%20 O grafico apresentado na Figura 4, obtido por meio de uma pesquisa no banco
de dados da Web of Science usando o termo "Cross coupling” (acoplamento cruzado)
como critério de busca, demonstra um aumento significativo no numero de publicacdes
ao longo dos anos, totalizando quase 140.000 artigos. Esse crescimento evidencia a

importancia das reacdes de acoplamento cruzado.
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Figura 4: Pesquisa realizada no banco de dados da Web of Science utilizando o termo
“Cross coupling” (acoplamento cruzado). Pesquisa feita em setembro de

2022.
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Fonte: Imagem de autoria propria.

Uma reacdo de acoplamento é caracterizada pela unido de dois fragmentos com
a ajuda de um catalisador metélico, resultando na formacdo de uma nova ligacdo C-C. O
Esquema 1 é uma representacdo geral nao balanceada desse tipo de transformacédo, que
geralmente envolve a reacdo entre um eletréfilo organico do tipo R1-X e um composto
R2-Y que possui um grupo ativador, contendo um atomo metalico ou ndo metalico
ligado ao outro atomo de carbono da ligacdo a ser formada. Como resultado, um
composto organico R1-R2 é formado, estabelecendo assim uma nova ligagéo quimica C-
C.21
Esquema 1: Reacdo geral de acoplamento ndo balanceada para a formacéo de uma nova

ligacdo C-C.
Catalisador metalico
(Ex.: Pd, Cu, Ni)
R1_X + R1_Y - R1_R2
Ex. de X: F, Cl, Br, I, OSO,Me Ex.de R, e R,:
Ex. de Y: MgX, AIR, ZnX, BR, Alquil, Aril, Alquenil
Fonte: Imagem adaptada da referéncia 21, Licenca -

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.

Em termos gerais, existem dois tipos reconhecidos de reacGes de acoplamento:
sdo as reacdes de acoplamento cruzado, tambem conhecidas como heterocouplings, que
ocorre quando dois fragmentos diferentes reagem para formar uma nova ligacédo C-C; e
as reagdes de homoacoplamento, também conhecidas como homocouplings, que ocorre

quando dois compostos iguais reagem para formar uma nova ligagdo C-C.?
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Durante o final do século XIX e ao longo do século XX, houve significativos
avancos no desenvolvimento e aprimoramento de vérias reacfes de acoplamento
catalisadas por metais. Essas reac0es desempenharam um papel crucial na comunidade
cientifica. A Figura 5 apresenta uma linha do tempo que ilustra a origem de algumas das
principais reacdes de acoplamento cruzado catalisadas por metais até o inicio da década
de 80.2
Figura 5: Linha do tempo da descoberta e desenvolvimento de reagdes de acoplamento

cruzado catalisadas por metais.
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Fonte: Imagem adaptada da referéncia 23. Numero da licenca — 5591940749234,

A linha do tempo retratada na Figura 5, revela uma notéavel variacdo existente
para reaces de acoplamento catalisadas por metais, uma area de pesquisa que
desempenhou um papel crucial no avan¢o da quimica organica. A historia dessas
reacOes teve inicio com os pioneiros estudos sobre homoacoplamento, representados por
marcos fundamentais no desenvolvimento sintético.

Em 1869, Glaser relatou a dimerizacdo oxidativa do fenilacetileto de cobre,
inaugurando uma nova era de investigacdo na qual os metais desempenhariam um papel
fundamental na formacédo de ligagdes carbono-carbono. Essa descoberta sinalizou o
potencial das reacdes de acoplamento como uma estratégia para a sintese de moléculas
complexas.?*

Na virada do século XX, Victor Grignard introduziu uma transformacdo de

grande impacto ao demonstrar a adicdo nucleofilica de compostos organomagnesio a
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compostos carbonilicos, uma reacdo que ficou conhecida como reacdo de Grignard.
Essa descoberta abriu novos horizontes na sintese organica, permitindo a construcéo de
cadeias carbonadas de forma eficiente e versatil. 2" Esses avancos foram reconhecidos
pela comunidade cientifica com o Prémio Nobel de Quimica de 1912, compartilhado
igualmente entre Victor Grignard e Paul Sabatier. Paul Sabatier foi honrado por suas
contribui¢bes no desenvolvimento da hidrogenacao catalitica, um método essencial para
a reducédo de compostos organicos utilizando metais finamente dispersos.?

A primeira publicacdo abordando reacdes de acoplamento cruzado entre
diferentes compostos utilizando metais de transicdo como catalisadores e reagentes de
Grignard ocorreu em 1941, com um estudo conduzido por Kharasch. Nesse trabalho, foi
realizado o acoplamento entre o brometo de vinila e compostos aril organomagnésio,
empregando o cloreto de cobalto como catalisador.?® Embora esses acoplamentos
iniciais de Kharasch fossem restritos a certos tipos de substratos e a compatibilidade de
grupos funcionais, eles representaram um marco fundamental na quimica de
acoplamento, estabelecendo as bases para toda a area, ao utilizar quantidades cataliticas
de metais de transicdo para formar ligacdes C-C. Essa abordagem pioneira desencadeou
um campo de pesquisa prolifico e abriu caminho para o desenvolvimento de métodos
mais abrangentes e versateis de acoplamento cruzado.

Uma das limitacGes encontradas nas reacdes de acoplamento era a baixa
seletividade causada pelo uso de cobalto e niquel, além de rendimentos varidveis e
dificeis de controlar, especialmente nas reacdes de acoplamento cruzado entre espécies
diferentes. >3 Com o objetivo de aprimorar a reatividade e seletividade dessas reacoes,
o0s cientistas direcionaram seus esforcos para explorar a influéncia do catalisador na
ampliacdo do escopo do acoplamento cruzado. Nesse contexto, novos catalisadores de
platina e niquel comecaram a ser desenvolvidos, enquanto a quimica do paladio estava
predominantemente voltada para aplicagdes em metalurgia, como substituto do aco na
fabricacdo de instrumentos médicos.3>%

Apbds a Segunda Guerra Mundial, a Europa passou por um periodo de
reconstrugdo, onde a necessidade de fontes acessiveis de plastico e precursores quimicos
se tornou uma prioridade. Diante desse cenario, 0os quimicos do Instituto Central de
Pesquisa da Wacker Chemie se empenharam em encontrar uma rota de sintese para o
oxido de etileno a partir do etileno. Nesse contexto, eles desenvolveram um método
envolvendo o uso de uma espécie de paladio em carvdo como catalisador. No entanto,

durante o processo, eles sentiram um odor caracteristico de acetaldeido. Essa
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observacao levou a descoberta do processo Wacker, que consiste na oxidacdo do etileno
em atmosfera de oxigénio, empregando quantidades cataliticas de PdCl, para obter
acetaldeido. Essa importante descoberta estabeleceu o papel fundamental do paladio na
sintese de compostos organicos.

Richard Heck, trabalhando na Hercules Powder Co, teve uma liberdade
incomum para um quimico industrial moderno, o que lhe permitiu explorar novos
horizontes cientificos. Inspirado pelos avancos no processo Wacker, Heck direcionou
sua atencdo para a quimica de compostos contendo arilpaladio.>>% Seu primeiro
experimento consistiu na adicdo de acetato de fenilmercdrio a uma solucdo de
tetracloropaladato de litio (Li2[PdCls]) em acetonitrila, sob uma atmosfera de etileno a 0
°C. Para sua surpresa, uma reagdo ocorreu imediatamente.®® Esse resultado inicial foi o
ponto culminante de sua pesquisa, levando-o a publicar, em 1968, 7 Communications
como unico autor, abordando reagcfes entre compostos organomercuriais e alcenos na
presenca de quantidades cataliticas de Li2[PdCl] para a formagdo de ligagdes C-C.3"3
No entanto, devido & alta toxicidade dos reagentes contendo organomercurio, foram
desenvolvidos procedimentos alternativos. Nesse contexto, Mizoroki realizou reacdes
de acoplamento cruzado entre haletos arila, benzila e estirila com alcenos, utilizando
paladio (I1) como catalisador. Essa descoberta marcou o surgimento de uma das reacoes
de acoplamento cruzado mais importantes e influentes catalisadas por paladio,
conhecida como reacéo de Mizoroki-Heck.*

Em 1976, Negishi relatou o acoplamento de organoaluminio utilizando
catalisadores de niquel, no entanto, observou-se baixa estereoespecificidade nesses
sistemas. Foi somente quando o niquel foi substituido por palddio que ocorreu uma
melhora significativa na seletividade da reagdo.*®

Negishi e seus colaboradores realizaram uma extensa investigacdo para
identificar reagentes organometélicos adequados para reacdes de acoplamento cruzado.
Apos diversos testes, eles concluiram que o acoplamento catalisado por [PdCl2(PPhs).]
entre iodetos arila e acetilenos organometalicos contendo zinco, boro e estanho
proporcionou os melhores resultados na formagéo de alcinos.*¢ Com essa descoberta, 0
escopo das reacOes de acoplamento catalisadas por paladio e niquel entre haletos
organicos insaturados e reagentes organozinco avangou significativamente, englobando
uma ampla variedade de grupos funcionais. Essa ampliacdo das possibilidades
reacionais abriu novas perspectivas para a sintese de compostos organicos complexos e

funcionais.*’
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Em 1979, Suzuki reportou o desenvolvimento do acoplamento cruzado
catalisado por paladio entre 1-alquenilboranos e brometos de arila em meio basico,
introduzindo assim a reacdo de Suzuki-Miyaura.*® Essa metodologia se revelou
altamente eficiente para a formacéo de ligagcdes carbono-carbono, devido as vantagens
intrinsecas dos reagentes empregados. Os materiais de partida, compostos por
organoboros, demonstraram ser facilmente manipuldveis e geralmente estveis em
contato com o ar e a umidade. Além disso, as condigBes reacionais eram brandas,
resultando em subprodutos menos toxicos e de remocéo relativamente simples. Devido
a essas caracteristicas favoraveis, as reacoes de acoplamento Suzuki-Miyaura tém sido
amplamente aplicadas em contextos industriais.*®

E importante salientar a relevancia das metodologias envolvendo a formagéo de
ligacbes C-C catalisadas por metais, com destaque para aquelas que empregam
compostos de paladio como catalisadores. A partir das primeiras descobertas de Suzuki,
uma série de outras reacfes de acoplamento cruzado tem sido desenvolvida, expandindo
ainda mais o repertorio de transformagcdes sintéticas disponiveis.?>*® O reconhecimento
da importancia dessas rea¢oes foi evidenciado em 2010, quando os quimicos Richard F.
Heck, Ei-ichi Negishi e Akira Suzuki foram laureados com o Prémio Nobel de Quimica
em virtude de suas contribuicbes no campo das reacdes de acoplamento cruzado
catalisadas por paladio em sintese organica. Esse prestigioso prémio ressaltou a
relevancia dessas reagdes e seu impacto significativo na sintese de compostos organicos
complexos.?®

1.3. Aplicacdes das Reac6es de Acoplamento Cruzado

Na industria quimica e farmacéutica, as reagdes de acoplamento cruzado
catalisadas por paladio tém uma ampla gama de aplicacdes em diferentes areas. Essas
aplicacdes sdo evidenciadas por meio de exemplos ilustrativos na Figura 6. A sintese
bem estabelecida do Losartan, um medicamento utilizado no tratamento de hipertensao
arterial, € um exemplo do emprego da reacdo de Suzuki®!. Além disso, a reacio de Heck
tem sido utilizada na produgdo do medicamento Singulair, amplamente empregado no
tratamento da asma.®2. Outro exemplo relevante ¢ a sintese total da discodermolida, um
composto que exibe potente atividade inibidora do crescimento de células tumorais.
Essa sintese faz uso da variacdo de Negishi, destacando a versatilidade das reacOes de
acoplamento cruzado catalisadas por paladio na sintese de compostos complexos. Na
area farmacéutica, também merece destaque o processo Pfizer, empregado em larga

escala na producdo de um inibidor para hepatite C, que faz uso da reacdo de Heck.>
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Além disso, a aplicacdo da reacdo de Suzuki tem sido amplamente explorada na
producdo em grande escala do Crizotinib, um agente antitumoral utilizado no
tratamento de metastases pulmonares.>® No setor agricola, a variagdo de Suzuki também
desempenha um papel importante, sendo empregada na producdo em larga escala do
fungicida Bixafen, que desempenha um papel crucial no controle de doengas em
plantagdes.>
Esses exemplos ilustram a significativa contribuicdo das reacdes de acoplamento
cruzado catalisadas por paladio na industria quimica e farmacéutica, evidenciando sua
importancia na sintese de compostos de alto valor e impacto nas areas medica, agricola
e farmacéutica.
Figura 6: Produtos obtidos por reacGes de acoplamento cruzado catalisadas por Pd. Em
laranja com um corte tracejado estdo identificadas as ligacdes onde ocorre 0

acoplamento.

Me
COyH
AN
y Na N ~ =

N H B
= ¢
N = Cl N #
Heck

Cl HO Suzuki Singulair

Losartan

O OH NH; F Inibidor para Hepatite C
Discodermolida
@)

N—N 0 _.Suzuki

U

K) FHLC, NH

------ Suzuki ) Cl

cl “ N, 2
; !\| N Cl
(@) Y H3C
Bixafen
cl NH2  Crizotinib

Fonte: Fonte: Imagem adaptada da referéncia 2. Nimero da licenga — 5591940749234,
Além das aplicacBes ja mencionadas, é importante destacar as promissoras areas
de pesquisa que exploram o uso das reagdes de acoplamento cruzado, em particular as
reacOes de Suzuki-Miyaura, para o planejamento de sistemas organicos emissores de
luz. Estudos recentes tém demonstrado o potencial dessas reacGes na construgdo de

dispositivos eletrdnicos multifuncionais. Por exemplo, filmes poliméricos conjugados e
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emissores podem ser preparados por meio da reacdo de Suzuki-Miyaura, permitindo o
desenvolvimento de fotodetectores, dispositivos eletroluminescentes e sensores com
propriedades especificas. Essas aplicacbes abrem caminho para avancos significativos
na rea de tecnologia de dispositivos optoeletronicos.>

Outra area de interesse é a utilizacdo das reacbes de acoplamento para a
elaboracdo de sensores fluorescentes e colorimétricos. Através da condensacdo de
Knoevenagel e da reagdo de acoplamento Suzuki-Miyaura, é possivel sintetizar sensores
altamente sensiveis e seletivos para a deteccdo de compostos nitroaromaticos toxicos,
como o &cido picrico presente em explosivos. Esses sensores oferecem uma abordagem
promissora para a deteccdo ultrassensivel e seletiva desses compostos em meio
aquoso.*®

Além das aplicacdes mencionadas anteriormente, outro campo de pesquisa em
ascensdo relacionado as reacoes de acoplamento cruzado é a marcacdo de micro e nano-
sistemas com sondas fluorescentes. Essa abordagem tem grande relevancia cientifica
nas areas da quimica e bioguimica, sendo amplamente explorada pela microscopia
optica ha décadas.>’->°

Embora alguns sistemas e sondas fluorescentes estejam disponiveis no mercado,
muitas vezes apresentam custos elevados. No entanto, os corantes fluorescentes reativos
com sinal de emissdo modulado por solventes ou por propriedades do meio séo
particularmente interessantes devido a sua especificidade. Essas sondas ou marcadores
fluorescentes encontram aplicacdo em estudos de fluorescéncia em micro e nano
catalisadores, permitindo a visualizacdo desses sistemas por meio de técnicas
microscopicas de fluorescéncia antes e durante um processo quimico ou
fotoquimico.8®? Essas sondas fluorescentes oferecem percepgdes significativas sobre as
transformacdes quimicas que ocorrem nos sistemas estudados, permitindo a observacédo
direta de reacdes e processos em escala micro e nano. Essa capacidade de monitorar
visualmente os catalisadores em acdo abre portas para o desenvolvimento de estratégias
mais eficientes e seletivas no campo da catélise, contribuindo para o avango da quimica
e para a compreensio dos mecanismos envolvidos nas reacdes cataliticas.523

1.4. Mecanismo das reac¢des de Suzuki-Miyaura

O mecanismo dessas reacOes & de grande interesse, pois entender como essas
transformacdes ocorrem em nivel molecular permite o desenvolvimento de novos
métodos sintéticos e a otimizagdo de condigdes reacionais. Ao explorar as propriedades

e comportamentos das moléculas envolvidas nessas reagdes, é possivel obter uma visdo
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mais aprofundada do processo quimico e suas aplicacdes. As reacbes de Suzuki-
Miyaura envolvem a combinagdo de um &cido bordnico com um haleto de arila,
catalisada por um complexo de paladio, como ilustrado no Esquema 2.4

Esquema 2: Reacdo geral para o acoplamento C-C do tipo Suzuki-Miyaura.

OH
R-B 4 R*X S
OH X = haleto ase
Fonte: Adaptado com permisséo da Chem. Rev. 1995, 95, 7, 2457-2483. Copyright

1995, American Chemical Society.

PdL
[PdLni R'-R? 4+ X—B(OH),

O mecanismo das reagbes de Suzuki-Miyaura envolve uma série de etapas
sequenciais que ocorrem normalmente na presenca de um catalisador de paladio. O
ciclo catalitico mais consensual consiste em trés etapas principais: adi¢cdo oxidativa,
transmetalagdo e eliminacdo redutiva.®® Além das etapas do ciclo catalitico, outros
fatores sdo importantes para a compreensédo das reacdes de Suzuki-Miyaura. A presenca
de uma base adequada é crucial para facilitar a etapa de transmetalacdo, enquanto o
solvente utilizado pode influenciar na estabilidade e na reatividade dos reagentes e
intermediarios. Dessa forma, é necessario considerar cuidadosamente essas variaveis
para otimizar as condicdes reacionais e obter os melhores resultados.

. Adicdo Oxidativa:

Segundo um estudo tedrico realizado por Garcia e colaboradores, na primeira
etapa do ciclo, conhecida como Adi¢do Oxidativa, ocorre a quebra da ligacdo entre o
grupo R? e o heteroatomo X. Nesse processo, 0 metal se liga aos ligantes R? e X,
resultando na formacdo de uma nova ligacdo metal-ligante. A representacdo do metal
pode ser feita considerando-o como tendo um ligante Ln, juntamente com os ligantes R?
e X, conforme ilustrado no Esquema 3.

Esquema 3:Etapa de adicdo oxidativa para 0 mecanismo de Suzuki-Miyaura.

R2
Adig¢do oxidativa /
LnPd 4+ R%2-X =—— —= LnPd
Eliminagdo redutiva \
X

Fonte: Adaptado com permissao de J. Org. Chem. 1994, 59, 26, 8151-8156. Copyright
1994, American Chemical Society.

Essas reacOes podem ser reversiveis, mas € esperado que o equilibrio seja

deslocado em direcdo ao produto da etapa de adi¢do oxidativa quando ligantes doadores

de densidade eletrénica sdo utilizados. Esses ligantes tém a capacidade de estabilizar
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estados de oxidacdo mais altos do metal. A etapa de adicdo oxidativa tem sido
identificada como limitante de velocidade em varias reagGes de acoplamento cruzado. ®

Existem duas propostas de mecanismos para a etapa de adicdo oxidativa,
representadas pelo Esquema 4. O primeiro € 0 mecanismo via concertada, onde ocorre a
formacao simultanea das ligagdes Pd-R? e Pd-X no estado de transi¢do. Esse mecanismo
leva & retencdo da configuragdo em um atomo de carbono estereogénico quando
eletrofilos quirais R2-X estdo envolvidos. A segunda proposta € um processo
bimolecular associativo, que ocorre em duas etapas. Primeiro, o carbono é atacado pelo
metal e 0 anion X  é expelido, formando uma espécie catidnica. Em seguida, as duas
espécies carregadas se combinam para gerar o produto final. Esse segundo mecanismo é
conhecido como SN2, em analogia com a reacdo de substituicdo nucleofilica, e pode
levar a inversdo de configuracdo quando um centro de carbono estereogénico esta
envolvido.®

Esquema 4: Representacdo esquematica dos mecanismos concertado e SNo.

R? i
i >PdLn
R*-X
/ & \ R?
LnPd Mecanismo concertado AN

PdLn
) /
Mecanismo SN, X
R?-X t
| X--+-R2-+++PdLn]

Fonte: Adaptado com permissdo de Acc. Chem. Res. 2013, 46, 11, 2626-2634.
Copyright 2013, American Chemical Society.
o Transmetalacao:
Na etapa subsequente, ilustrada no Esquema 5, ocorre a transmetalacdo, na qual
o intermediario formado na etapa de adi¢do oxidativa reage com 0 grupo organico
presente no composto R1-B(OH)_, levando a formagcéo de um segundo intermediario.
Esquema 5: Reacéo geral para a etapa de transmetalacao.

RZ R2
,OH Transmetalagdo s /OH
LnPd T R1~B\ — = |nPd + X—B
\X OH \R’ OH

Fonte: Adaptado com permissdo de Acc. Chem. Res. 2013, 46, 11, 2626-2634.
Copyright 2013, American Chemical Society.
Na etapa de transmetalacdo, a presenca de uma base desempenha um papel

fundamental. Foram propostos dois principais mecanismos envolvendo a base: na Via
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A, a base se liga inicialmente ao acido borénico, formando uma espécie organoborato,
enquanto na Via B, a base substitui primeiro o grupo de saida X na esfera de
coordenacdo do catalisador. Além disso, uma terceira via, denominada Via 0, foi
avaliada, na qual a reac@o ocorre na auséncia de uma base. O Esquema 6 ilustra as Vias
A BeO.

Esquema 6: Representagdo esquematica das vias A, B e 0 na etapa de transmetalag&o.

R? _
/ R?>—[Pd]—X + R'—B(OH); -
_ B(OH); + X
LnPd OH Via A {ors
\X / R2
Via 0 /s
£ e > LnPd
\ 1
,OH CH ViaB R
R™8 -/ B(OH
oy X~ “R?—[Pd]—OH + R'—B(OH), + x ~~ B(OH):

Fonte: Adaptado com permissdao de Acc. Chem. Res. 2013, 46, 11, 2626-2634.
Copyright 2013, American Chemical Society.

Primeiramente foi realizado um estudo tedérico para investigar o papel da base na
etapa de transmetalacdo nas reacfes de Suzuki-Miyaura. Na auséncia de base (Via 0),
utilizando trans-[Pd(CH.=CH)-Br(PHz)2], CH.=CH-B(OH). e "OH como reagentes,
observou-se uma reacdo altamente endotérmica com uma barreira energética
significativamente elevada. Esses resultados corroboram com o0s resultados
experimentais, confirmando que a presenca de uma base adequada é necessaria para a
ocorréncia da reagdo.5°

Por meio da Via A, no mesmo estudo tedrico, a transmetalacéo foi considerada
um processo composto por varias etapas. 1sso resultou na formagéo do complexo trans-
[Pd(CH2=CH).-(PHs)], &cido organobordnico B(OH)s e haleto livre Br. A diferenca de
energia calculada entre os estados de menor e maior energia foi minima, indicando que
essa via é adequada para explicar o papel da base no mecanismo da reacdo. Porém, ao
explorar a Via B usando o mesmo sistema modelo, ndo foi possivel encontrar um estado
de transicdo para a substituicdo direta do haleto pelo grupo hidroxila no complexo de
bisfosfina. As tentativas de otimizagdo levaram a ligagdo do "OH a um centro de fosfina
ou a substituicdo de uma das fosfinas por “OH na esfera de coordenacdo do metal.
Concluiu-se, portanto, que o ciclo catalitico principal deve ocorrer predominantemente
pela Via A, que possui barreiras energéticas mais baixas e ndo produz produtos

indesejados evidentes.”®

15



Capitulo 1: Introducgéo

o Eliminagéo Redutiva

A etapa final para completar o ciclo catalitico é a eliminacdo redutiva, que
ocorre apds a transmetalagio. Nessa etapa, 0s grupos R! e R? se acoplam na posicao cis.
O Esquema 7 fornece uma ilustracdo dessa etapa do mecanismo.

Esquema 7: Etapa de eliminacdo redutiva para 0 mecanismo de Suzuki-Miyaura.

RZ
R2 | LnPd !
i
LnPd L R J_|nPd+ R-R?
R Eliminagéo
Redutiva

Fonte: Adaptado com permissdo de Organometallics 2005, 24, 15, 3703-3710.
Copyright 2005, American Chemical Society.

No caso em que o complexo resultante da etapa de transmetalagdo seja um
produto trans, geralmente é necessaria uma etapa referente a uma reagdo de
isomerizacdo antes da eliminacdo redutiva. O mecanismo normalmente aceito para esta
etapa € concertado e apresenta um estado de transicdo ciclico de trés coordenadas que
resulta no acoplamento C-C final e na regeneragdo concomitante das espécies
cataliticas, PdLn, como mostra o esquema 7. A eliminacdo redutiva costuma ser uma
etapa irreversivel.’

Em relacdo ao ligante L na barreira energética da reacdo, a barreira diminui com
o aumento da capacidade m-aceptora de densidade eletronica dos ligantes L e
consequentemente leva a uma aceleracdo da reacdo. Estudos mostram que a formagéo
da ligacdo R!-R? é o produto favorecido de acordo com resultados experimentais.’?

e Efeito do solvente

Para compreender a influéncia do solvente nas reac6es de acoplamento cruzado,
é fundamental considerar as forcas intermoleculares envolvidas. Dentre essas forcas, as
interacdes de dispersao, resultantes da polarizacdo das moléculas organicas, sdo as mais
abundantes, embora relativamente fracas. Essas interacdes estdo presentes em todos os
solventes. Em alguns protocolos de acoplamento cruzado, os solventes préticos, como
os alcoois, sdo evitados devido a sua reatividade. No entanto, em métodos que utilizam
organometalicos menos reativos, 0s solventes alcoolicos podem ser beneficos. Em

certas circunstancias, os alcoois podem atuar como agentes redutores, reduzindo os
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precursores de Pd(l1), sem afetar outros componentes da reacdo, como ligantes, bases e
organometalicos.”

E importante destacar que a espécie de paladio adicionada & reagdo nem sempre
¢ o catalisador ativo. Geralmente, sdo utilizados pré-catalisadores de Pd(ll)
comercialmente disponiveis, que se convertem in situ em espécies ativas de Pd(0).
Embora solventes menos polares sejam adequados para reacGes de borilagdo, 0s
acoplamentos cruzados séo frequentemente realizados em solventes mais polares, que
auxiliam na estabilizacdo das cargas envolvidas. Por exemplo, quando o acetato de
paladio é usado como pré-catalisador, o ion acetato desempenha um papel na formacao
de uma espécie anibnica de Pd(0). Além disso, solventes apréticos como a
dimetilformamida (DMF) podem ser oxidados por espécies de Pd(ll), resultando na
formacédo de um subproduto imida.”* O Esquema 8 ilustra esse mecanismo. Assim, 0
préprio solvente pode desempenhar um papel direto na formacdo de catalisadores
ativos. Outros solventes, como a cicloexanona, o 1,4-dioxano e o 1,2-dimetoxietano,
também podem ter a capacidade de gerar Pd(0).

Esquema 8: Reducdo de Pd(ll) a Pd(0) pelo solvente DMF.

0
Pd(OAc), —>+ DMP H)“\%N" Pd(OAc),
&)
+ Pd(0) + OAc + AcOH
o]

L
N

1[021
6] 0O 0
H)J\N/ + H)‘kN)kH
H H

Fonte: Imagem adaptada da referéncia ”. 1D da licenca - 1376879-1.

1.5.  Microscopia de fluorescéncia de uma unica molécula (Single
Molecule)

Ha uma falta consideravel de pesquisas na area dos mecanismos cinéticos e
comportamento dos catalisadores nas reacdes de acoplamento cruzado. No entanto, nas

ultimas décadas, houve avancos notaveis na area da microscopia de fluorescéncia, com

o0 desenvolvimento de técnicas de super-resolucdo e alta sensibilidade. Essas técnicas
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possibilitam a avaliagdo do comportamento de sistemas individuais e permitem obter
detalhes em nivel molecular, permitindo uma observacdo temporal e espacial da
fotofisica e reatividade quimica em escala microscopica.’ "

A aplicacdo dessas técnicas avancadas de microscopia de fluorescéncia oferece
uma oportunidade Unica para investigar a reatividade e a catalise de diversas reacoes e
classes de compostos organicos. A condi¢do fundamental é que os produtos das reacdes
sejam fluorescentes, o que permitira a visualizacdo direta e 0 monitoramento das
flutuacGes de intensidades de fluorescéncia. Dessa forma, é possivel obter informacdes
pertinentes sobre a cinética das reacdes e o comportamento do catalisador em escala
molecular.””"®

A microscopia de fluorescéncia convencional normalmente envolve a
observacao de centenas ou até milhares de fluoréforos espalhados em uma amostra,
fornecendo uma visdo geral do comportamento das moléculas presentes. No entanto,
essa abordagem pode ocultar informacdes importantes que estdo contidas em moléculas
especificas ou em pequenos grupos de moléculas. Ao visualizar um grande nimero de
fluordforos, € dificil distinguir e analisar individualmente cada molécula presente na
amostra. Detalhes cruciais sobre o comportamento molecular, como interacdes
especificas e eventos transitorios, podem ficar mascarados pela média dos resultados
obtidos de todas as moléculas presentes. "

Por outro lado, a imagem de uma Gnica molécula proporciona uma visdo mais
aprofundada e detalhada do comportamento molecular. Essa abordagem permite
observar caracteristicas especificas, tais como, dindmicas moleculares e intera¢cdes com
outras moléculas ou ambiente circundante. Ao analisar uma Unica molécula, é realizavel
obter informacdes que seriam impossiveis de serem identificadas ao considerar a média
de um grande nimero de moléculas.”*® Ao focar em moléculas individuais, a
microscopia de fluorescéncia de molécula Unica revela informagdes sutis e nuances que
podem ser essenciais para compreender reagdes quimicas e processos bioldgicos .8

Uma abordagem de destaque utilizada para investigar eventos em nivel de uma
unica molécula é a microscopia de campo largo (widefield microscopy). Essa técnica
permite a excitacdo de sistemas por meio de lasers na regido visivel e a observacdo por
detectores pontuais ou cameras de alta sensibilidade. A configuracdo da microscopia de
campo largo possibilita 0 acompanhamento e a caracterizacdo de processos quimicos e

fotoquimicos em regides nanométricas de amostras, permitindo o estudo da cinética de
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reacdo e das relaxacbes de estados excitados envolvendo um numero limitado de
moléculas, atingindo o limite Single Molecule (SM).82

Na microscopia de campo largo convencional, a iluminacdo é projetada em uma
linha através da amostra, 0 que permite a excitacdo de fluoréforos em profundidades
superiores a 1 mm. Em contraste, na técnica de fluorescéncia por reflexao interna total
(TIRF), ondas evanescentes sdo geradas e rapidamente decaem, penetrando no maximo
100 nm na amostra. Essa propriedade possibilita a excitacdo seletiva de um grupo
especifico de moléculas, resultando em uma resolucdo aprimorada para a visualizagdo
de células vivas, como ilustrado na Figura 7.2 Essa capacidade seletiva e de alta
resolucédo é particularmente vantajosa para a obtencéo de imagens de células vivas com
maior detalhamento, conforme exemplificado na Figura 8.7
Figura 7: Diferenca entre a microscopia widefield convencional e a reflexdo interna

total.

Epifluorescéncia

)

( ® o ®ole © o amostra p,
. laminula ™

Incidéncia

Campo /CD—\
evanescente ® L@ o amostra p,

laminula ™

Incidéncia { Reflexdao

Fonte: Imagem adaptada da referéncia 8. ID da licenca - 1376884-1.
Figura 8: Diferenca na resolucdo de imagens de células vivas capturadas na mesma
regido.

Epifluorescéncia

Fonte: Imagem adaptada da referéncia ’°. Numero da licenca - 5592071412330.
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Na microscopia TIRF (Fluorescéncia por Reflexdo Interna Total), a luz de
excitacdo é direcionada de forma obliqua, diferente da microscopia de epifluorescéncia
onde a luz vem de uma objetiva focalizada, como ilustrado na Figura 9. Nessa técnica, a
luz do microscopio incide na superficie da amostra com um angulo especifico de
incidéncia, resultando em uma reflexdo total interna. Como consequéncia, o feixe de luz
ndo se propaga através da amostra, mas gera um campo evanescente dentro de uma
camada com espessura minima. Esse campo evanescente apresenta alta sensibilidade e
permite a observacdo da fluorescéncia de uma unica molécula com grande preciséo.
Essa capacidade de visualizar moléculas individuais é possivel devido a excitacdo
seletiva e a localizagdo restrita do campo evanescente na interface entre a superficie da
amostra e 0 meio circundante. "8

Figura 9: Formacédo do campo evanescente gerado pela reflexao interna total (TIRF).

Onda

evanescent
Ni(amostra) ‘-'e'l 00 nm

nZ(Itzlminulu)

Feixe

. Refletido
Incidente 1

Ultrapassa o 8,

Fonte: Imagem de autoria propria.

Na técnica TIRF, ilustrada na Figura 9, a ocorréncia da reflexdo total interna
depende da relacdo entre os indices de refracdo da amostra (n1) e da laminula (n2). O
feixe de excitacdo entra na amostra a partir da esquerda com um angulo de incidéncia 6.
A medida que 6 aumenta e ultrapassa o angulo critico 0c, ocorre a reflexdo do feixe na
interface entre a laminula e a amostra (dngulo de reflexdo 61), e um campo evanescente
é gerado no lado oposto dessa interface, dentro da amostra. A determinacdo precisa do
angulo é realizada utilizando a Lei de Snell, conforme descrito pela equacéo 1:

n,.senf = n,.senb, (Equacéo 1)

A condicdo para a reflexao interna total seja alcancada ocorre quando o angulo
de incidéncia 0 ¢ suficientemente grande para que a radiagdo refratada se torne paralela
a interface, formando um angulo de 90° com a direcdo normal & interface laminula-
amostra. Portanto, para determinar o angulo minimo de incidéncia 6 necessario para a
reflexdo interna total, deve-se resolver a Lei de Snell atribuindo 90° a 01. Além do

controle do angulo de incidéncia, é necessario utilizar uma objetiva com alta abertura
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numérica (maior que 1.4) para possibilitar a incidéncia do feixe de excitacdo na
interface laminula-amostra com angulos maiores que o angulo critico, garantindo assim
a ocorréncia do TIRF.%

A microscopia de fluorescéncia de molécula Unica é uma metodologia avancada
que se baseia no principio fundamental da localizacdo precisa das coordenadas dos
emissores individuais usando a funcio de propagagdo de pontos (PSF).8° Na anélise de
dados experimentais de molécula Unica, € comum empregar programas de analise de
séries temporais para investigar a evolucdo temporal da intermiténcia de fluorescéncia
em um local especifico de reacdo. Para melhorar a precisdo na localizacdo da molécula
em cada ponto de tempo, é essencial considerar a funcdo de propagacdo de pontos na
andlise da série temporal. A PSF descreve como a imagem de um ponto de luz emitido
por uma molécula Unica se espalha ao passar pelo sistema dptico da microscopia,
levando em conta os efeitos de difracdo e Opticos presentes no sistema. Ao incorporar a
PSF na andlise da série temporal, é possivel obter informacbes espaciais e temporais
mais precisas sobre a fluorescéncia da molécula. Essa abordagem aprimorada permite
uma compreensdo mais abrangente da dindmica molecular, das interagbes com o
ambiente e dos estados de fluorescéncia das moléculas Unicas. Portanto, ao combinar a
microscopia de fluorescéncia de molécula Unica, a andlise de séries temporais e a
consideracao da funcéo de propagacédo de pontos (PSF), é possivel obter uma visdo mais
completa e detalhada do comportamento desses sistemas.®

1.6. Aplicacdo das técnicas de microscopia de fluorescéncia a nivel
de molécula Unica para investigar reagdes

Uma das aplicacdes importantes das técnicas de microscopia de fluorescéncia a
nivel de molécula Unica é o estudo da catalise de reacdo em sistemas especificos. Essa
abordagem dinamica permite observar as variagbes presentes no sistema,
proporcionando uma compreensao mais detalhada do comportamento das moléculas.

Os experimentos de reagdes em nivel de molécula Unica utilizando a reflexdo
interna total combinada com a detecgdo de fluorescéncia permitem o estudo da dindmica
de moléculas individuais em tempo real. Essa técnica emprega a excitagdo com o campo
evanescente, possibilitando a observacdo da fluorescéncia de moléculas individuais a
medida que elas sdo produzidas em sitios cataliticos ativos. Essa abordagem oferece

vantagens significativas, pois permite a excitacdo da fluorescéncia apenas em moléculas
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que estdo muito proximas a superficie, o que viabiliza a observacdo da dinamica
individual dessas moléculas em tempo real.’

Uma das abordagens para investigar o mecanismo cinético e comportamento dos
catalisadores, utilizando a microscopia de fluorescéncia em nivel de molécula Unica,
consiste em funcionalizar a superficie de laminulas com um discreto nimero de sitios
cataliticos ou utilizar templates reacionais, como as microze6litas.®”# As zeélitas sdo
materiais com estrutura porosa amplamente utilizados como catalisadores ou suportes
para catalisadores e sdo compostas por alumino silicatos cristalinos. O tamanho dos
poros dessas zedlitas pode ser ajustado por meio de diferentes técnicas de modificacao,
permitindo a adsorcdo seletiva e o transporte de moléculas especificas. Alem disso,
existem sitios &cidos dentro desses poros, que podem atuar como locais ativos para
reacOes cataliticas. Utilizando a microscopia de fluorescéncia de molécula Unica, em
2009, Hofkens e colaboradores conseguiram monitorar com sucesso a condensacdo do
alcool furfurilico catalisada por particulas de zedlita acida e reconstruir a atividade
catalitica de um Unico cristal de zeolita.® Kubarev e colaboradores integrando a
microscopia de fluorescéncia de molécula Gnica com a microscopia eletrdnica de
transmissdo (TEM) mapearam a reatividade catalitica em nanobastdes de zeolitas
fundidos lateralmente, nomeados H-ZSM-22. Foi observado que o aluminio néao
catalitico na area da casca de uma Unica estrutura de H-ZSM-22 foi convertido em
aluminio catalitico interno nas particulas fundidas de H-ZSM-22.%° Portanto, devido a
sua estrutura altamente organizada e aos tamanhos bem definidos dos poros, as
microzeo6litas podem fornecer um ambiente confinado e controlado para a realizacdo de
reagBes quimicas que ndo seriam possiveis em condigdes convencionais.®

Além disso, as microzeo6litas podem ser utilizadas como suporte para melhorar a
estabilidade e seletividade de marcadores fluorescentes no contexto da marcacao. Ao
incorporar marcadores em microzedlitas, é possivel protegé-los contra a degradacéo,
aumentar sua vida util e melhorar a eficiéncia da marcagdo em sistemas especificos.
Essa estratégia de encapsulamento em microzedlitas oferece vantagens significativas,
proporcionando um ambiente protegido para os marcadores e permitindo seu uso em
diversas aplicacoes.’>%

Ao utilizar a microscopia de fluorescéncia de molécula Unica em conjunto com
microzedlitas como templates reacionais, torna-se possivel explorar e compreender os

processos quimicos em escala molecular, contribuindo para o avancgo da rea da catalise
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e o desenvolvimento de catalisadores mais eficientes e seletivos em diversas aplicacdes
cientificas e industriais.

Portanto, este trabalho apresenta os resultados de experimentos em nivel de
molécula Unica (SM) para quatro reaces de acoplamento cruzado do tipo Suzuki-
Miyaura. Foram realizadas andlises cinéticas detalhadas dessas reagdes, utilizando a
abordagem de experimentos SM aplicando diferentes métodos de localizacdo do
catalisador em superficie, bem como o uso de microzedlitas como template reacional.
Além disso, foi desenvolvido um programa de simulacdo para validar a metodologia
utilizada na andlise dos resultados cinéticos experimentais de molécula Unica.
Adicionalmente, serdo apresentados os resultados de um estudo envolvendo a marcagéo
de dois derivados do fenantreno, que foram utilizados como marcadores em
microzedlitas contendo grupos amino livres em sua superficie. Essas abordagens tém
como objetivo aprofundar o entendimento em cinética molecular e explorar novas

estratégias para a marcacdo de compostos especificos.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos gerais

Neste projeto, o objetivo principal foi realizar experimentos em nivel de
molécula Unica, utilizando técnicas avancadas de microscopia de fluorescéncia. Esses
experimentos foram aplicados a quatro reacfes especificas estudadas pelo mecanismo
de acoplamento cruzado de Suzuki-Miyaura. Para alcancar esse objetivo, foram
preparados sistemas com catalisador imobilizado em suportes adequados para a
microscopia de fluorescéncia. Além disso, foi desenvolvido um simulador estocastico
que foi usado para verificar a consisténcia dos resultados experimentais.
Simultaneamente, foi conduzido um estudo de marcacdo de dois derivados do
fenantreno como marcadores em microzedlitas que possuem grupos amino livres em sua
superficie. O objetivo desse estudo foi explorar novas abordagens para a marcacgao de
compostos fluorescentes, ampliando o conhecimento sobre a interacdo entre esses
marcadores e as microzeolitas.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Estudo SM das reacbes de acoplamento do tipo Suzuki-
Miyaura

Os estudos de molécula Unica foram conduzidos por meio da preparacdo de
diferentes sistemas. Essas abordagens permitiram examinar de forma detalhada as
reacOes, compreendendo os padrdes de intermiténcia associados a catalise. Para isso,
foram realizadas as seguintes etapas:

a) Preparacdo dos sistemas contendo pré-catalisador de acetato de paladio
(1) (Pd(OAC)2), adsorvidos em sitios anidnicos do tipo Si-O" localizados na superficie
das laminulas;

b) Marcacdo da superficie das laminulas utilizando silanos modificados
contendo ligante ativo para Pd(11)/Pd(0).

C) Utilizacdo de microzeolitas como template reacional, marcadas com
silanos modificados e ligante ativo para Pd(I1)/Pd(0);

d) Foi conduzida uma analise das séries temporais de intermiténcia nos trés
sistemas modelo mencionados (a, b e ¢), por meio da observagdo no l6cus nanométrico
de catalise. Essa analise foi realizada utilizando tratamentos estocasticos, com o0
objetivo de compreender os padrfes de intermiténcia associados ao processo de catalise.

Essa abordagem permitiu uma investigacdo detalhada dos fendmenos de intermiténcia e
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sua relacdo com a eficiéncia catalitica, contribuindo significativamente para o
aprofundamento do entendimento das reacfes em escala molecular.

e) Com o objetivo de avaliar as capacidades do programa de tratamento de
séries temporais de intermiténcia no contexto de limite flutuante, foi desenvolvido um
simulador estocastico de séries temporais. Este simulador foi elaborado considerando
algumas aproximacoes ao ciclo de reagdo de acoplamento de Suzuki-Miyaura formando

uma molécula de produto.

2.2.2. Derivados fenantreno reativos como  potenciais
marcadores de grupos amino

Para investigar o potencial dos derivados fenantreno reativos como marcadores
de grupos amino, foram realizadas analises abrangentes visando compreender suas
propriedades fotofisicas e comportamento em diferentes ambientes. As principais
abordagens adotadas incluiram:

a) Estudo detalhado das propriedades fotofisicas dos derivados fenantreno
por meio de técnicas espectroscépicas de absorcdo (UV-vis) e emissao (fluorescéncia)
em solventes variados;

b) Determinagdo do rendimento quantico (®f) dos derivados fenantreno em
diferentes solventes, proporcionando informacdes sobre a eficiéncia de emisséo;

C) Anadlise do decaimento da fluorescéncia dos derivados fenantreno, o que
possibilitou investigar o comportamento temporal de emisséo e sua estabilidade ao
longo do tempo;

d) Utilizacdo da técnica de microscopia confocal para aquisi¢do de imagens
dos derivados fenantreno marcados em microzedlitas, permitindo uma visualizacdo
precisa e detalhada da distribuicdo espacial desses marcadores;

Essas abordagens abrangentes foram essenciais para caracterizar as propriedades
fotofisicas dos derivados fenantreno reativos e avaliar seu potencial como marcadores

de grupos amino presentes em microzedlitas.
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3.  MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo, serdo apresentados 0s materiais e métodos utilizados no
desenvolvimento do projeto. Serdo descritas as metodologias empregadas para a
realizacdo dos experimentos em nivel de molécula Unica, assim como a abordagem
adotada para desenvolver o simulador estocastico de séries temporais. Além disso, serdo
detalhadas as métodologias de andlises utilizadas para investigar o potencial dos
derivados fenantreno como marcadores de grupos amino livre em microzedlitas. Serdo
fornecidas informacGes detalhadas sobre os procedimentos experimentais e as técnicas
especificas utilizadas, com o intuito de assegurar uma compreensao abrangente do
processo de pesquisa e analise realizado.

3.1. Materiais

Na Tabela 2 sdo apresentados 0s reagentes e solventes utilizados durante
experimentos.

Tabela 2: Reagentes e solventes com suas respectivas purezas e procedéncias.

Reagentes e Solventes Pureza (%o) Marca
2—(6—Bro_monaphtalen_—2—|I)—5— 96 Combi-Blocks
propil-1,3,4-oxadiazol
(3-aminopropil) trietoxissilano > 98 Sigma Aldrich
4-bromo-1,8-anidrido naftalico 95 Sigma Aldrich
4-Bromobenzaldeido 99 Sigma Aldrich
Acetato de etila HPLC 99,9 Panreac
Acetato de paladio (Pd(OAc).) >99.9 Sigma Aldrich
Acetonitrila HPLC 99,9 Panreac
Acido 4- .
(dimetilamino)fenilboronico, HCI % Combi-Blocks
Acido fenantreno-9-bordnico 98 Combi-Blocks
Acido sulfarico (H2SO4) PA - Exodo Cientifica
Cianoacetato de metila
Ciclohexano HPLC - Exodo Cientifica
Diclorometano (CHCl,) HPLC - Scharlau
Dimetilformamida (DMF) 99,97 JT Baker
Dimetilsulféxido (DMSO) HPLC 99,9 Panreac
p-Dioxano HPLC 99,9 JT Baker
Isopropanol HPLC 99,5 Biograde
Metanol HPLC 99,9 Panreac
Peroxido de hgj;\ogenlo (H202) i Exodo Cientifica
Piperazina 99 Sigma Aldrich
terc-butoxido de sddio . i
(NaOC(CH)s) 99,9 Sigma Aldrich
Tetraidrofurano (THF) HPLC 99,9 Panreac
Laminulas - Menzel-Gléser
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3.2. Sintese do Metil(E)-3-(4-bromofenil)-2-cianoacrilato

Para viabilizar um dos estudos em nivel de molécula Unica utilizando a reacéo de
Suzuki-Miyaura, foi necessario realizar uma reacdo de condensacdo de Knoevenagel
para obter o reagente Metil(E)-3-(4-bromofenil)-2-cianoacrilato. Essa reacdo consistiu
na combinacdo de 4-bromobenzaldeido e cianoacetato de metila em uma proporgédo
estequiométrica de 1:1,2, respectivamente. A piperazina foi usada como base na
proporcéo de 1:0,5 em relacdo ao 4-bromobenzaldeido. O Esquema 9 ilustra a reacao de
condensacéo de Knoevenagel mencionada.
Esquema 9: Reagdo de condensagdo de Knoevenagel entre o 4-bromobenzaldeido e

Cianoacetato de metila.

86,14 g.mol’!
0 H
) ()
O N
H
+ Nc\)l\ I - \ 0
OCH;  2-propanol, RT
Br NC OCHj3
4-bromobenzaldeido Cianoacetato de metila Metil (E)-3-(4-bromofenil)-2-cianoacrilato
185,02 g.mol™! 99,09 g.mol’ 266,09 g.mol”

Fonte: Imagem de autoria propria.

Inicialmente, o 4-bromobenzaldeido (5,40 mmol, 100 mg) foi dissolvido em 3
mL de isopropanol de alta pureza (HPLC) e combinado com o cianoacetato de metila
(6,50 mmol, 64,40 mg) em um frasco reacional previamente descontaminado. A
piperazina (2,70 mmol, 23,25 mg) foi adicionada apds dissolucdo em 2 mL do mesmo
solvente. Para garantir a completa solubilizacdo, os reagentes passaram por um processo
de ultrassom utilizando uma cuba ultrassénica modelo 1510 da marca Branson. Em
seguida, o sistema reacional foi agitado constantemente, a temperatura ambiente, por 1
hora. Apos o tempo de reacdo, o precipitado obtido foi centrifugado e submetido a uma
recristalizacdo em metanol de alta pureza (HPLC). O sélido resultante foi dissolvido no
alcool a 50 °C e resfriado durante a noite para promover a formacdo de um material
com aspecto cristalino. Realizou-se entdo uma segunda recristalizagdo utilizando o
mesmo solvente e condigOes. Por fim, o produto final foi isolado por decantacdo, seco e
armazenado sob refrigeracéo.

O composto foi caracterizado por RMN de *H utilizando um Espectrémetro de

Ressonancia Magnética Nuclear de 500 MHz da marca Agilent Tecnologies e modelo

27



Capitulo 3: Materiais e Métodos

500/54 Premiun Shielded. E o ponto de fusédo foi determinado em um medidor da marca
Gehaka modelo PF1000.

3.3. Limpeza das laminulas

Para realizar os experimentos em nivel de molécula Unica, foi necessario realizar
uma limpeza adequada das laminulas utilizadas. O processo de limpeza consistiu nos
seguintes passos:

a) As laminulas foram colocadas em um suporte de teflon e imersas em um
banho de agua mili-Q, detergente neutro incolor e etanol HPLC. O banho foi aquecido
suavemente a uma temperatura entre 40 °C e 50 °C;

b) Em seguida, o sistema (suporte + banho) foi submetido a uma cuba
ultrassénica por 30 minutos;

C) Apds o processo de ultrassom, as laminulas foram lavadas com agua
mili-Q em abundancia, sem serem removidas do suporte de teflon. Utilizando uma
pisseta, elas foram cuidadosamente lavadas com um jato de isopropanol de alto grau de
pureza;

d) As laminulas foram individualmente acomodadas em frascos de vidro
adequados para 0 armazenamento, e colocadas em uma chapa de aquecimento em
temperatura baixa para secagem;

e) Uma vez secas, elas foram imersas em uma solu¢do piranha recém-
preparada, composta por uma proporcao de 2 partes de peréxido de hidrogénio (H203)
para 1 parte de &cido sulfarico (H2SOas). A imersdo foi realizada por 1 minuto, com
agitacéo constante;

f) Por fim, as laminulas passaram por uma exaustiva lavagem com &gua
mili-Q e foram novamente secas em uma chapa de aquecimento em temperatura baixa,
permanecendo dispostas individualmente dentro dos frascos apropriados para laminulas.

Apos a conclusdo do processo de limpeza, as laminulas foram expostas a um
tratamento com o0zonio/UV por 10 minutos em um UV Ozone Cleaner da marca Ossila,
garantindo a eliminacdo de quaisquer residuos emissivos. Esse procedimento adicional
foi realizado para assegurar a maxima pureza das laminulas antes do inicio dos

experimentos.
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3.4. Estudo SM das reacbes de acoplamento do tipo Suzuki-
Myiaura
O Esquema 10 ilustra as quatro reacdes investigadas por meio do mecanismo de
acoplamento cruzado de Suzuki-Miyaura em experimentos de molécula Unica. Essas
reacOes foram selecionadas como parte do estudo para obter uma compreensdo
aprofundada de suas cinéticas. Um aspecto importante desse estudo foi a utilizacdo de
diferentes métodos de preparacdo e deposicdo de pré-catalisadores em superficie
(laminulas), visando investigar sua influéncia no desempenho e na eficiéncia das
reacoes.
Esquema 10: ReacGes utilizadas como alvo de estudo a nivel de molécula Unica,
nomeadas SM1, SM2, SM3 e SM4. Os reagente nomeados de 1-5 foram -
Composto 1: Acido fenantreno-9-bordnico; Composto 2: 4-bromo-1,8-
anidrido naftalico; Composto 3: Metil(E)-3-(4-bromofenil)-2-cianoacrilato,
Composto 4: Acido 4-(dimetilamino)fenilborénico; Composto 5: 2-(6-

Bromonaphtalen-2-il)-5-propil-1,3,4-oxadiazol.

OH
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Fonte: Imagem de autoria prépria.
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a) Preparacdo dos sistemas pela localizacdo do catalisador Pd(0) em
superficie pela adsorcao de Pd(I1) em sitios aniénicos do tipo Si-O:

Em um frasco, foram adicionados 15 mL de isopropanol HPLC contendo uma
concentragdo muito baixa de Pd(OAC)2, na ordem de 10 mmol.L%. As laminulas foram
imersas nessa solucdo e mantidas sob agitacdo constante em um agitador magnético, a
temperatura ambiente, por 3 minutos. Em seguida, elas foram lavadas com isopropanol
HPLC seco em peneira molecular. Por fim, foram cuidadosamente secas em uma placa
aquecedora em temperatura moderada (40-50 °C), dentro de frascos de vidro
apropriados para laminulas. A Figura 10 exibe um esquema representativo da marcagédo
da superficie do vidro com Pd(ll).

Figura 10: Esquema da marcacdo da superficie do vidro com Pd(Il). O ion Si-O faz

parte da superficie do vidro.

@
| : 1.‘
[_ "0Si SI0°
. |
Superficie
das laminulas

Fonte: Imagem de autoria propria.

Para preparar as solucdes estoque dos reagentes 1 a 5, conforme indicado no
Esquema 10, inicialmente adicionaram-se aproximadamente 2,5 mg dos compostos a 1
mL de THF e 1 mL de isopropanol, ambos de alta pureza. As concentracdes dos
reagentes e da base NaOC(CHz3)3 utilizada nos experimentos podem ser consultadas na
Tabela 3, que fornece informacdes detalhadas, inclusive o volume das solugfes estoque
utilizado para a preparagéo final da solucdo empregada nos experimentos de molécula
Unica com a deposicdo do pré-catalisador direto em superficie. Apos a deposi¢cdo do
catalisador em superficie, uma célula de perfusdo com capacidade volumétrica de 50 uL
foi colada sobre a laminula funcionalizada e preenchida com a solugéo reativa final. A
célula de perfusdo, ilustrada na Figura 11 é mostrada em uma foto que evidencia a sua

fixacgéo sobre a laminula.
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Tabela 3: Concentragdes dos reagentes e da base NaOC(CHzs)s utilizada nos

experimentos de molécula Unica com a deposicdo do pré-catalisador direto em

superficie.
. Concentragio* Volume Concentragéo final***
Reacao Reagente -1 - o 1
(mmol.L ) adicionado** (UL ) (mmol.L )
1 4,50 250 1,12
SM1 2 9,02 250 2,25
NaOC(CH,), 2,80 100 0,28
1 4,50 250 1,12
SM2 3 3,72 250 0,93
NaOC(CH,), 2,80 100 0,28
4 7,50 100 0,75
SM3 2 9,02 100 2,25
NaOC(CH,), 2,80 40 0,28
1 4,50 100 1,12
SM4 5 3,94 100 0,39
NaOC(CH,), 2,80 40 0,28

* Solucéo estoque de cada reagente;

** VVolume adicionado a 1 mL de isopropanol seco em peneira molecular de cada reagente;

*** Solucdo final contendo o volume referente a cada reagente, usada para preencher a célula de perfuséo realizar os
experimentos SM.

Figura 11: Celula de perfuséo colada sobre a laminula utilizada para estudos SM.

a)

Fonte: Imagem de autoria propria.
b) Preparacdo dos sistemas pela localizacdo do catalisador Pd(0) em
superficie utilizando vapor de (3-trietoxisilil) propilsuccinato de anidrido e PdClz:
Uma abordagem empregada para experimentos SM envolve o uso de uma
superficie funcionalizada com silano contendo ligante ativo para Pd(I1)/Pd(0). Diversas
metodologias e silanos foram investigados neste estudo, no entanto, optou-se por adotar
a estratégia de utilizacdo de vapor de silano em superficie, que foi recentemente

publicada por Kai Gu e colaboradores, como suporte para o procedimento em questo.®
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Para esse procedimento foi usado (3-trietoxisilil) propilsuccinato de anidrido (Catz)
como silano e PdCI, como pré-catalisador, sem a adi¢do de uma base.

As laminulas foram cuidadosamente posicionadas dentro de um dessecador
conectado a um Schlenk, que foi preenchido com 500 pL de Cat;. A Figura 12 apresenta
a estrutura do silano utilizado e ilustra o sistema montado para realizar o experimento de
marcagdo com vapor de Cat;. Durante o procedimento, o dessecador foi mantido em
vacuo para criar uma atmosfera adequada.

Figura 12: Estrutura do silano utilizado (Catz) e representacéo do sistema montado para

realizar o experimento de marcacdo da superficie utilizando vapor de Cat;.

T

(3-trietoxisilil) propilsuccinato
de anidrido (Cat,)

Fonte: Imagem de autoria propria.

Mantendo ambas as vias hermeticamente fechadas, o Schlenk foi submetido a
uma temperatura de 45 °C, imerso em um banho, durante 30 minutos. Apés esse
intervalo, as vias foram abertas, sendo a do Schlenk a primeira a ser acessada. Em
seguida, a marcacdo por vaporizacdo do silano foi realizada ao longo de 2 horas.
Posteriormente, as laminulas foram submetidas a uma sequéncia de lavagens em etanol
HPLC, agua mili-Q e etanol novamente, seguidas de secagem a vacuo para preparacao
da superficie antes da deposicao subsequente de PdCls.

Ap6s a conclusdo do processo de silanacdo na superficie das laminulas, elas
foram imersas em uma solucdo acida aquosa de HCI com pH em torno de 3 para
facilitar a hidrélise do anidrido derivado do Cati. Em seguida, as laminulas foram
submersas em uma solucéo ligeiramente alcalina de KOH, com pH aproximadamente 8.
Para a deposicdo do pré-catalisador de PdCl,, foi preparada uma solucdo aquosa de
baixa concentragdo, na ordem de 10* mmol.L?, com pH aproximadamente 5. As
laminulas foram imersas duas vezes nessa solugdo antes de serem lavadas com agua
mili-Q e etanol, seguidas de secagem a vacuo. A Figura 13 mostra uma representacao
esquematica da superficie da laminula durante o processo de marcacéo.

Figura 13: Esquema representativo de marcacdo da superficie utilizando Caty e PdCl..
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0
0

Fonte: Imagem de autoria propria.

As concentracdes dos reagentes utilizados nos experimentos de molécula Unica,
empregando o vapor (3-trietoxisilil) propilsuccinato de anidrido (Cat1) e PdCl> como
marcadores, estdo disponiveis na Tabela 4. Ap6s a marcacdo da superficie, o
procedimento de montagem da célula de perfusao ilustrado na Figura 11 foi realizado
para dar continuidade ao experimento.

Tabela 4: Concentragbes dos reagentes usados nos experimentos de molécula

Unica utilizando vapor (3-trietoxisilil) propilsuccinato de anidrido (Cat1) e PdCIl> como

marcadores.
% o Concentracéao

< Concentracao Volume adicionado** final***
Reacéo Reagente IL—l (L) ina #
(mmol.L ) (mmol.L )

1 4,50 100 0,45

SM1 2 9,02 100 0,90

1 4,50 50 0,22

SM2 3 3,72 50 0,19

4 7,50 100 0,75

M3 2 9.02 100 225

1 4,50 100 1,12

SM4 5 3,94 100 0,39

* Solucgdo estoque de cada reagente;

** Volume adicionado a 1 mL de isopropanol seco em peneira molecular de cada reagente;

*** Solugdo final contendo o volume referente a cada reagente, usada para preencher a célula de perfusdo
realizar os experimentos SM.

C) Utilizacdo de microzedlitas como template reacional, marcadas com
(3-trietoxisilil) propilsuccinato de anidrido e cloreto de paladio (I1) (PdCI2) como

pré-catalisador:
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Nos experimentos SM utilizando microzedlitas marcadas com (3-trietoxisilil)
propilsuccinato de anidrido (Cat1) e PdCl,, optou-se também pela ndo utilizagdo de uma
base. O processo de marcacdo envolveu varias etapas, que incluem: O preparo das
microzeolitas com Cati, a marcagdo das microzedlitas silanadas com Cat; utilizando
PdCl, como preé-catalisador e a deposi¢do das microzeolitas silanadas e funcionalizadas
com PdCl; na superficie das laminulas.

Para a primeira etapa de marcacdo das microzeolitas com Cat1, uma solucdo de
silano com concentracdo de 0,24 mmol/L foi preparada. Isso envolveu a adi¢éo de 10
pL de Cat; a 2 mL de isopropanol HPLC, seguido pela disperséo de aproximadamente 3
mg de microzedlitas. Essa dispersdo ocorreu devido a insolubilidade das microzedlitas
no alcool. O sistema foi submetido a agitacdo e aquecimento brando (40 °C) por 40
minutos. Apos o tempo de reacdo, a suspensao foi lavada com isopropanol trés vezes e
seca a vacuo. Dessa forma, as microzedlitas foram efetivamente silanadas com Cat;.

A segunda etapa consistiu na funcionalizacdo das microzedlitas previamente
marcadas com Cat; utilizando PdCl,. Para isso, as microzedlitas silanadas foram
dispersas em uma solucéo aquosa de PdClz, recém-preparada e levemente acida, com
um pH aproximado de 5, e uma concentragio da ordem de 10* mmol.L™. A disperséo
das microzedlitas na solucdo foi realizada por alguns segundos. Em seguida, elas foram
lavadas trés vezes com agua mili-Q, submetidas a centrifugacdo e, por fim, secas a
vacuo para remocao do solvente.

Na etapa final do processo, ocorreu a deposicdo das microzedlitas, previamente
silanadas e funcionalizadas com PdCl», na superficie vitrea das laminulas. Para isso, as
microzeolitas foram dispersas em 500 uL de isopropanol HPLC e aplicadas em uma
laminula através da técnica de spin-coating. Utilizou-se um Spin Coater Ossila, com as
seguintes configuracdes: velocidade de rotacdo ajustada para 5000 rpm e tempo de
preparo de 30 segundos. O procedimento foi realizado duas vezes na mesma laminula,
adicionando 30 pL da suspensdo a cada aplicacdo, garantindo uma deposi¢do uniforme
e consistente das microzedlitas na superficie. O Esquema 11 mostra uma representacao

das trés etapas descritas.
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Esquema 11: Representacdo das etapas de preparacdo das microzedlitas usadas nos

experimentos SM.

0] @)
0]
O
> 8 Etapa l
0 + o
\ . 4Jit VALY
S microzeolita (IJ 00

Fonte: Imagem de autoria propria.

As concentragbes dos reagentes utilizados nos experimentos envolvendo
microzedlitas, previamente silanadas e funcionalizadas com PdCl; como template
reacional, foram as mesmas utilizadas no experimento de molécula Gnica que empregou
vapor Cat; e PdCl> como marcadores, conforme detalhado na Tabela 4. Apés a
conclusdo do processo de marcacdo da superficie, o procedimento de montagem da
célula de perfusdo, ilustrado na Figura 11, foi realizado novamente, porém, desta vez,
nas laminulas contendo as microzedlitas funcionalizadas.

3.5. Técnica de microscopia de fluorescéncia

O Laboratdrio de Fluorescéncia Molecular é equipado com um sistema de
microscopia de fluorescéncia de campo largo acoplado a uma camera de alta
sensibilidade e resolugédo, conforme ilustrado na Figura 14. Esse equipamento projetado
dessa forma é capaz de realizar experimentos de molécula unica. Ele desempenhou um
papel fundamental na conducdo desses experimentos, permitindo a observacao e analise
precisa dos eventos moleculares em nivel individual %%

Figura 14: Equipamento de microscopia de fluorescéncia de campo largo com camera

de alta sensibilidade (EMCCD) para imagens.
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Fonte: Imagem de autoria propria.

Por meio dessa técnica, foi possivel realizar a monitorizacdo da cinética da
reacdo em escala de molécula Unica nas quatro reacdes de acoplamento cruzado de
Suzuki-Miyaura (Esquema 10). As sequéncias de imagens foram capturadas utilizando
um microscopio invertido de campo largo IX71 da Olympus. Para a excitagdo dos
sistemas, foi utilizado um laser continuo modelo Cobalt Blues com comprimento de
onda de 473 nm. As laminulas preparadas, contendo as células de perfusdo devidamente
coladas e preenchidas com os reagentes, foram colocadas sobre a objetiva do
microscopio, com uma fina camada de 6leo previamente depositada, para dar inicio aos
experimentos SM1-4. A Figura 15 ilustra uma foto tirada dessa configuracdo
experimental.

Figura 15: Sistema (laminula + célula de perfusdo) colocada sobre a objetiva.

Fonte: Imagem de autoria prépria.
Utilizando essa abordagem, foi possivel obter uma visdo detalhada da cinética de
reacdo em escala de molecula Unica, por meio da andlise de séries temporais de
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intermiténcia de fluorescéncia. Essas séries temporais foram processadas e analisadas
utilizando um programa desenvolvido pelo grupo de pesquisa, especialmente projetado
para o estudo de reagdes de acoplamento cruzado de Suzuki-Miyaura. Esse programa
forneceu informaces sobre a dinamica das reacdes, incluindo as taxas de reacao.

Para cada experimento SM1-4, foram utilizados diferentes métodos de
preparacdo de superficie, seja ativando-a diretamente com pré-catalisador ou utilizando
um template reacional. Para cada experimento, foram configurados parametros
especificos. A Tabela 5 apresenta os parametros utilizados durante os experimentos.

Tabela 5: Parametros especificos da camera e poténcia do laser utilizado nos

experimentos SM1-4 (a, b ou c).

Parametros/ Método a) Pd(OACc), em b) Cat;-PdCl; em ¢) Microzedlitas -
superficie superficie Cat;-PdCl;
MU lRIECE 300 x 300 250 X 250 200 x 200
(pixels)
Poténcia do laser (mW) 15 40 40
Tempo de aquisi¢éo (ms) 50 SM1le2:40SM3e4:30 30
n° de imagens 3000 2000 2000

3.6. Tratamento dos dados obtidos dos experimentos SM1-4 para as
trés metodologias de marcacao de superficie (a, b e c)

A reacdo de acoplamento resulta em uma série temporal contendo varios saltos
de intensidade, conhecidos como "spikes™ ou "bursts", que indicam a provavel formacéao
de moléculas de produto fluorescente e esses sinais se destacam acima de um ruido de
fundo, como representado qualitativamente no grafico da Figura 16.

Figura 16: Exemplo de um gréfico qualitativo mostrando a variacdo de intensidade de
fluorescéncia em fungdo do tempo de cada etapa do mecanismo de Suzuki-

Miyaura.
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Fonte: Imagem de autoria prépria.
O grafico apresenta de forma qualitativa 0 comportamento de cada etapa em
relacdo as flutuacdes de intensidade do sinal ao longo do tempo. Quando o produto é
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formado durante a etapa de eliminacgéo redutiva, observa-se um aumento na intensidade
de fluorescéncia. O principal objetivo dessa analise € calcular a taxa de transicdo na
formacdo do produto, o que permite determinar o tempo médio necessario para a
primeira ocorréncia do ciclo de Suzuki-Miyaura, resultando na formacdo de uma
molécula de produto.

A anélise de centenas de centroides (local ativo onde ocorre a reagdo quimica) €
coletada e suas séries temporais obtidas dos experimentos de molécula Unica
mencionados (SM1-4; a, b e ¢) sdo analisadas com o programa desenvolvido e projetado
para processar um histograma de contagem e converté-lo em um histograma on/off,
contabilizando as transicOes de off (catalisador inativo) para on (catalisador ativo).
Permitindo obter valores médios representativos de diversos parametros e o célculo
subsequente da taxa de reacdo (inverso do tempo de primeira passagem) que é melhor
definida com um SM-TOF (Single-Molecule Turnover Frequency).

O programa desenvolvido para essa andlise requer a insercdo de diversos
parametros de entrada, como o arquivo de entrada, a taxa de quadros, 0 numero de
pontos de dados e o tipo de ruido presente na analise. Para facilitar a insercdo desses
parametros, foi desenvolvida uma interface, exemplificada na Figura 17, onde o0 usuario
pode inserir os valores obtidos e usado nos experimentos.

Figura 17: Interface do programa desenvolvido para o tratamento das séries temporais

de intermiténcia.

file is called phcXXX.dat

enter 3 digits file identifier

Bea

frame rate per second used

Ba

What is the number of data points? <819:2
Be6ae

Threshold ¥ g [average noise)
2.8)

B
Fluctuating threshold
uniform = 1 ; gauss = 2

5

Fonte: Imagem de autoria propria.
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3.7. Simulacéo de Séries Temporais de Intermiténcia

Com o objetivo de avaliar as capacidades do programa de tratamento de séries
temporais de intermiténcia em um contexto de limite flutuante, foi desenvolvido um
simulador estocéastico de séries temporais. Esse simulador foi elaborado considerando
algumas aproximac0es ao ciclo de reacdo de acoplamento de Suzuki-Miyaura formando
uma molécula de produto. O simulador gera uma representacdo temporal do sinal de
fluorescéncia produzido, levando em consideracdo diversos fatores, como a reatividade
do catalisador, a probabilidade de dessorcdo da molécula, a atividade do catalisador
(ligado/desligado) e a adigdo de um ruido de deteccéo.

Descrigéo geral do fluxo do programa:

O usuério fornece vérias entradas, como o0 numero de pontos de dados, a taxa de
quadros por segundo, a constante do catalisador, a probabilidade de dessorcdo, a
probabilidade de o catalisador estar ativo, o0 rendimento quantico de fluorescéncia e a
amplitude média do ruido de deteccéo.

A simulacdo ¢ iniciada e para cada ponto de dados, o programa gera numeros
aleatdrios para determinar se o catalisador esta ativo, calcula a probabilidade de reacéo,
gera um numero aleatério para determinar se a reacdo ocorre, e calcula o sinal de
fluorescéncia resultante levando em consideracdo a presenca do catalisador, 0 nimero
de moléculas fluorescentes adsorvidas e o ruido de deteccéo.

Por fim, o programa calcula a taxa de transicdes das moléculas fluorescentes e
fornece um arquivo de saida. Nota-se que esta intermiténcia de fluorescéncia simulada
ser analisada pelo mesmo programa de analise de séries temporais (item anterior 3.6)
obtidas experimentalmente.

3.8. Marcacao dos derivados fenantreno reativos como potenciais
marcadores de grupos amino

Além de serem usadas como template reacional, as microzeolitas podem
desempenhar a funcdo de suporte para melhorar a estabilidade e a seletividade de
marcadores fluorescentes. Ao incorporar os marcadores em microzeolitas, é possivel
protegé-los contra a degradacdo, aumentar sua vida util e melhorar a eficiéncia da
marcagdo em determinados sistemas.

Para esse trabalho foram testados dois derivados de fenantreno como

marcadores em microzeolitas que possuem grupos amino livres em sua superficie. O
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Esquema 12 ilustra uma reacdo ndo balanceada de silanacdo dessas microzeolitas e a

marcagdo com os derivados PIB e PA.

Esquema 12: Esquema de reacdo ndo balanceada para a marcacdo das microzedlitas
com (3-aminopropil) trietoxissilano e com os derivados de fenantreno 4-(1H-

fenantrol [9,10-d] imidazol-2-il) benzaldeido (PIB) e anidrido fenantrénico

(PA).
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Fonte: Imagem adaptada da referéncia 2. Numero da licenca - 5592080301440.

Primeiramente as particulas de microzedlitas (20 mg) foram submetidas a um
processo de secagem a vacuo e adicionadas a uma solucdo contendo (3-aminopropil)
trietoxissilano em isopropanol HPLC, sob atmosfera de argbnio. O sistema foi entdo
aquecido suavemente a 50 °C, com agitacdo constante, por um periodo de 20 minutos.
Ap0s essa etapa, 0 sélido resultante foi submetido a centrifugacdo, seguida de lavagem
com isopropanol e secagem a vacuo, preparando-o para a reagdo com os derivados de
fenantreno.

Os reagentes PIB ou PA foram adicionados as suspensdes das particulas de
microzedlitas em isopropanol HPLC, utilizando uma proporcdo de massa de 1:20. A
reacdo foi mantida por um periodo de 2 horas. Posteriormente, o solido obtido foi
submetido a centrifugacdo, lavagem por trés vezes com isopropanol HPLC e secagem a
vacuo. Para as analises de microscopia, as particulas foram suspensas em isopropanol e

depositadas em laminulas de vidro através do processo de spin coating.
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3.8.1. Caracterizac¢do dos compostos PIB e PA

3.8.1.1. Espectroscopia UV-Vis

Os espectros de absorcdo na regido do UV-Vis foram obtidos utilizando um
Espectrofotometro da marca Shimadzu, modelo UV-1800, com varredura na regido de
200 a 800 nm, utilizando uma cubeta de quartzo com caminho éptico de 1 cm. O
equipamento fica localizado na CAQI.

3.8.1.2. Fluorescéncia em solugéo

Os espectros de emissdo em solucdo foram obtidos utilizando um
Espectrofluorimetro da marca Hitachi, modelo F-4500, com varredura na regido de 200
a 800 nm, utilizando uma cubeta de quartzo com caminho Optico de 1 cm. O
equipamento fica localizado na CAQI.

Os rendimentos quanticos de fluorescéncia (®s) das amostras foram calculados
usando como padrdo 9,10-difenilantraceno (DPA) (®r = 0,9, ciclohexano) para 0
composto PA e sulfato de quinina (®F = 0,546, H>SO4 0,5 mol/L) para PIB. A equagéo

2 foi utilizada para realizar o célculo.

= or () (5em) - () ~
¢S —¢R-(1R \1-10-45) "\ equacao 2

Sendo ¢s = rendimento quantico da amostra (S); ¢r = rendimento quantico da
referéncia (R); | é a intensidade de fluorescéncia integrada; A é a absorbancia no
comprimento de onda de excitacdo e n € o indice de refracdo do solvente.

3.8.1.3. Medigdes em microscépio

3.8.1.3.1. Imagens de fluorescéncia confocal

Para realizar as medicdes em microscépio confocal, as particulas de
microzedlitas marcadas com os fluoréforos PIB e PA foram depositadas em laminulas
de vidro limpas utilizando a técnica de spin-coating em suspensdo de isopropanol
HPLC.

O laboratorio esta equipado com um microscépio Olympus 1X71 que possui um
controlador digital piezoelétrico e um estagio para varredura de amostras em escala
nanométrica. Esse microscopio foi utilizado para conduzir os experimentos e a Figura
18 apresenta uma foto desse equipamento. A excitacdo das amostras foi realizada
usando um laser de diodo da marca Coherent Cube com um comprimento de onda de

405 nm. Para separar o sinal de emissdo do feixe de excitagdo, foram utilizados um
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cubo dicrdico e um filtro notch. As imagens obtidas foram registradas e o contraste foi
aprimorado por meio de mapeamento de falsa cor.
Figura 18: Microscopio confocal Olympus 1X71.

Fonte: Imagem de autoria propria.

3.8.1.3.2. Decaimentos

Os decaimentos de fluorescéncia foram medidos usando uma técnica de
contagem de foton dnico. Utilizou-se uma placa de contagem Becker & Hickl 140 e
pulsos de laser acionados por um fotodiodo Pico-Quant TDA 200. Os decaimentos
foram analisados por ajuste multiexponencial com deconvolugéo utilizando o software
FAST (Edinburgh Instruments).

3.8.1.3.3.  Imagens em cores verdadeiras

As imagens em cores verdadeiras das amostras de fluorescéncia foram
registradas usando uma camera colorida Thorlabs DCU 223C, acoplada ao microscépio
Olympus I1X71.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Reacdo de condensagdo de Knoevenagel

A reacdo de condensacdo de Knoevenagel entre o 4-bromobenzaldeido e o
Cianoacetato de metila, utilizando piperazina como base, resultou na formacdo do
produto ilustrado na Figura 19.
Figura 19: Produto Metil (E)-3-(4-bromofenil)-2-cianoacrilato obtido da reacdo de

condensacdo de Knoevenagel.
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Fonte: Imagem de autoria propria.

Apds 1 minuto do inicio da reacdo, observou-se uma mudanca de coloracdo na
solucdo reacional, inicialmente incolor, para um leve tom amarelado. Em
aproximadamente mais 1 minuto, ocorreu a formacdo de um precipitado branco. A
Figura 20a apresenta essa transicdo de cor e a formacdo do sélido. Apds a
recristalizacdo em metanol, o produto de aparéncia cristalina foi separado por
decantacdo, completamente seco e armazenado em refrigeracdo, resultando em um
rendimento de 95%. A Figura 20b exibe uma imagem do solido cristalino apo6s a
completa remocdo do solvente por secagem.

Figura 20: a) Foto mostrando a transicdo de cor e precipitacdo durante a reacdo de
condensacdo de Knoevenagel. b) Foto capturada do material de aspecto

cristalino obtido.
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Fonte: Imagem de autoria propria.

A caracterizacdo do composto Metil (E)-3-(4-bromofenil)-2-cianoacrilato foi
realizada por RMN de H (500 MHz, DMSOds), como pode ser observado no espectro
da Figura 21, revelando deslocamentos quimicos consistentes com a literatura, embora
tenha havido uma leve variago nos valores observados. ®’ Essa discrepancia sutil pode

ser atribuida ao uso de um solvente diferente e as particularidades do espectrémetro de
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ressonancia magnética utilizado. Além disso, em 2,50 ppm, foi identificado o pico
correspondente ao solvente dimetilsulfoxido-ds, enquanto em 3,30 ppm € comum
observar um pico correspondente ao dxido de deutério.®®

Figura 21: Espectro de RMN de H do composto Metil (E)-3-(4-bromofenil)-2-

cianoacrilato.
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Fonte: Imagem de autoria propria.

O ponto de fusdo do produto foi determinado a 130 °C, enquanto a literatura
reporta uma faixa de 132 - 133 °C. Diferentes métodos de determinacdo podem resultar
em valores ligeiramente diferentes devido a variagdes na taxa de aquecimento, taxa de
resfriamento ou precisdo do equipamento. Além disso, o ponto de fusdo de alguns
compostos organicos pode ser sensivel ao tempo de fusdo, resultando em leituras mais
baixas com taxas de aquecimento ou observacdo mais rapidas.®’ Portanto, essas duas
técnicas foram eficazes para assegurar a pureza e caracteriza¢do do produto obtido.

Um dos mecanismos propostos para a condensagdo de Knoevenagel envolve
inicialmente a etapa de adi¢do nucleofilica a carbonila, seguida da elimina¢do de uma
molécula de agua, resultando na formacdo da ligacdo dupla carbono-carbono. O
Esquema 13 ilustra o mecanismo da condensacdo de Knoevenagel entre o0 4-

bromobenzaldeido e o cianoacetato de metila em meio basico de piperazina.
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Esquema 13: Mecanismo proposto para a condensacdo de Knoevenagel entre o 4-
bromobenzaldeido e o cianoacetato de metila em meio béasico de piperazina.
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Fonte: Imagem adaptada da referéncia *°. Nimero da licenca - 5592080718377.

Nesse tipo de reagdo, € comum que um dos precursores apresente um centro
metilénico ativo, ou seja, um carbono ligado a grupos que retiram elétrons. No
mecanismo ilustrado no Esquema 13, o cianoacetato de metila possui uma nitrila e um
éster em sua estrutura, que atuam como grupos retiradores de densidade eletrénica.
Consequentemente, 0s centros metilénicos sdo desprotonados pela acdo da base (neste
caso, a piperazina), resultando na perda de um hidrogénio acido ligado ao centro
metilénico e gerando uma espécie nucleofilica. O nucledfilo formado ataca o carbono
carbonilico do 4-bromobenzaldeido, formando uma ligacdo carbono-carbono entre as
duas espécies. Essa espécie reage novamente com a base protonada, formando um
terceiro intermediario. Por fim, o terceiro intermediario sofre uma reacdo de ataque da
piperazina a ligagdo carbono-hidrogénio do centro metilénico, resultando na formacéo
de uma ligacao dupla carbono-carbono e na eliminacdo de uma molécula de dgua. Essa
molécula de agua € gerada pela eliminacdo de uma espécie OH", que reage com 0 ion
referente a piperazina protonada.*®

4.2. Reag0es de acoplamento cruzado do tipo Suzuki-Miyaura com

catalisador em superficie para os estudos SM

Nesta secdo, serdo apresentados os resultados relacionados as reagdes de
acoplamento C-C do tipo Suzuki-Miyaura, que foram estudadas na aproximacao de
molécula unica pela localizagdo do catalisador Pd(0) em superficie pelos métodos: (a)
Adsorcao Pd(I1) em sitios anidnicos do tipo Si-O", (b) pelo uso de um silano modificado
contendo ligante ativo para Pd(I1)/Pd(0) e (c) pelo uso de microzeo6litas como template
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reacional silanadas e ativadas por Pd(Il). O Esquema 14 apresenta de forma resumida as

reages e os métodos utilizados nos experimentos.

Esquema 14: Reagdes estudadas na aproximacao de molécula Unica pela localizagdo do
catalisador Pd(0) em superficie pelos métodos: (a) Adsorcdo Pd(Il) em sitios
aniodnicos do tipo Si-O", (b) pelo uso de silanos modificados contendo ligante

ativo para Pd(I1)/Pd(0) e (c) microzedlitas silanadas e ativadas por Pd(ll).

a)
Oy o o ®
O 4 w0 €
OH O

-osi sio-
2

Superficie
das laminulas

OH
O 4 e
OH

0
N\
NC  OCH;
3

Superficie
OH das laminulas

S s
N Ve e

W, N-
1 i

5

Reagio SM3
OH 0
+
@/ OH o
~ Q
N 0
4 2
Reagiio SM4 0o
17

Superficie
das laminulas

Fonte: Imagem de autoria prépria.

Este estudo utilizou reagentes estrategicamente selecionados para conduzir
reacbes em nivel de molécula Unica. Esses reagentes apresentam diferentes grupos
funcionais em suas estruturas, os quais exercem influéncia direta na taxa das reacées. O
Acido fenantreno-9-bordnico (1) foi escolhido para compor trés das quatro reacdes
estudadas (SM1, SM2 e SM4) devido a sua estabilidade em condi¢cdes normais de
temperatura, pressao e exposicao a atmosfera.

Além disso, uma caracteristica fundamental desse composto é a presenga do
grupo fenantreno em sua estrutura, que atua como um cromodforo devido a extensa
conjugacdo de elétrons ao longo dos anéis aromaticos. Essa conjugacdo eletronica
permite que o fenantreno absorva energia quando exposto a um comprimento de onda
especifico. Quando o composto é excitado por essa energia absorvida, um dos elétrons
da cadeia conjugada é promovido a um estado eletrénico excitado mais elevado. Apds a

excitacdo, ocorre um processo de relaxacdo eletrnica, no qual o elétron retorna ao seu
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estado fundamental. Durante esse processo, parte da energia absorvida é liberada na
forma de luz por meio de processos radiativos, resultando na emisséo de fluorescéncia.

Ao ser utilizado como reagente nas reacdes de acoplamento de Suzuki, o Acido
fenantreno-9-bordnico possui a capacidade de gerar produtos que exibem emissdo de
fluorescéncia na regido visivel do espectro eletromagnético quando excitados por
comprimentos de onda especificos. Por exemplo, essa propriedade pode ser observada
na reacdo do Acido fenantreno-9-bordnico com o 4-bromo-1,8-anidrido naftalico (2),
que foi escolhido como o segundo reagente na primeira reacdo de acoplamento de
Suzuki deste estudo (SM1).

A escolha do 4-bromo-1,8-anidrido naftalico como reagente se justifica pela sua
capacidade de reagir com compostos organoborénicos na presenca de um catalisador de
paladio. Além disso, a parte anidrido da molécula pode participar de diversas reacoes
quimicas, como acilacdo, hidrolise, ciclizacdo e oxidacdo. Essa versatilidade dos
anidridos abre um leque de potenciais aplicagdes, incluindo o seu uso como marcadores
em reacdes especificas. Portanto, a combinacio do Acido fenantreno-9-bordnico com o
4-bromo-1,8-anidrido naftadlico em uma reacdo de acoplamento de Suzuki ndo sé
possibilita a formacdo de produtos fluorescentes, mas também utiliza as propriedades
reativas do anidrido para ampliar as aplicacdes do composto resultante, incluindo o
potencial de ser utilizado como marcador.

O Metil(E)-3-(4-bromofenil)-2-cianoacrilato (3) que foi obtido por meio de uma
reacdo de condensacdo de Knoevenagel, foi selecionado como reagente na segunda
reacdo (SM2), em conjunto com o Acido fenantreno-9-borénico. A presenca dos grupos
ciano e acrilato na estrutura desse composto pode influenciar a conjugacao eletronica,
tendo potenciais efeitos sobre as propriedades dpticas do produto resultante apds a
reacdo com o fenantreno.

A terceira reacdo (SM3) foi conduzida entre o Acido 4-
(dimetilamino)fenilborénico (4) e o 4-bromo-1,8-anidrido naftalico. O Acido 4-
(dimetilamino)fenilborénico possui 0 grupo dimetilamino em sua estrutura, que € um
doador de densidade eletronica e tem o potencial de influenciar a conjugacéo eletrénica,
impactando diretamente nas propriedades fluorescentes do produto resultante da reagao.
A escolha desse reagente na terceira reacdo também levou em consideracdo sua
capacidade de formar complexos estaveis com catalisadores de paladio, facilitando a

formagéo do produto desejado pela reacéo de acoplamento de Suzuki.
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A quarta e Ultima reacdo (SM4) realizada neste estudo envolveu o Acido
fenantreno-9-borénico, porém, desta vez, reagindo com o composto 2-(6-
Bromonaphtalen-2-il)-5-propil-1,3,4-oxadiazol (5). O grupo propil-1,3,4-oxadiazol
presente no composto 5 possui a capacidade retiradora de elétrons impactando
diretamente nas propriedades fluorescentes do produto. Portanto, as reacbes SM1-4
foram selecionadas para realizar os experimentos em nivel de molécula Unica, levando
em consideracdo as propriedades dpticas, grupos funcionais especificos e reatividade
dos reagentes envolvidos nas reacOes de acoplamento de Suzuki. Essa abordagem
permitiu uma analise das diferentes cinéticas proporcionadas por essas reacdes quando
submetidas a diversas variaveis experimentais.

a) Localizacdo do catalisador Pd(0) em superficie por adsorcao de
Pd(I1) em sitios anibnicos do tipo Si-O"

Para investigar as quatro reaces em escala de molécula Unica, utilizando as trés
metodologias mencionadas (Esquema 14), foram produzidos vérios filmes utilizando a
técnica de microscopia de campo largo em TIRF. Em seguida, foram obtidas imagens
de alta resolucdo utilizando o software Igor-Localizer. Para obter essas imagens de alta
resolucdo, os resultados dos experimentos de molécula Unica forneceram dados de
emissdo de apenas uma pequena fracdo das moléculas em um determinado momento,
permitindo isolar varias emissdes no espaco. Utilizando o ajuste dos pontos isolados das
moléculas individuais através da funcdo de propagacédo de pontos (PSF) da emissédo, que
normalmente segue uma funcdo gaussiana, foi possivel determinar com precisdo as
coordenadas das moléculas, conforme ilustrado na Figura 22a. Apds a obtencdo das
coordenadas de todos os eventos de emissdo, foi realizada a reconstrucdo de uma
imagem da amostra, projetando todas as coordenadas em uma Unica imagem, como
mostrado na Figura 22b. Essa imagem reconstruida apresenta uma resolucdo espacial
muito alta. E importante ressaltar que as emissdes das moléculas individuais geralmente
sdo fracas, exigindo o uso de uma camera sensivel para aquisicdo dessas imagens. Por
esse motivo, foi utilizada uma camera EMCCD (electron-multiply charge couple

device), que possui alta sensibilidade e taxa de quadros.®
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Figura 22: Principio de funcionamento da microscopia de fluorescéncia de molécula
Unica. (a) Diagrama esquematico da localizacdo de moléculas individuais
com ajuste gaussiano. (b) Reconstrucdo de mdultiplos eventos para uma

imagem de super-resolucéo.
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Fonte: Figura adaptada da referéncia *°°. Ntimero da licenca - 5592081122719.

Vaérios centros reativos (ponto de dados localizados) foram identificados por
meio de imagens de flutuacdo Optica de super-resolucdo, isto €, analise SOFI (Super-
resolution Optical Fluctuation Imaging) de segunda ordem. Essa técnica analisa as
flutuacbGes temporais da fluorescéncia em cada pixel individualmente, empregando
estatisticas de ordem superior. Através dessa abordagem, é possivel aumentar a
resolucéo espacial, ao mesmo tempo em que se elimina a contribuicdo de fluorescéncia
de fundo ndo flutuante. Esses centros reativos, ou centroides, foram selecionados com
base em critérios que evidenciam uma variacdo de intermiténcia na formacao de saltos
de intensidade.

A seguir, serdo apresentadas imagens de alta resolucdo, imagens SOFI e trés
histogramas temporais de contagem para as quatro reagdes, utilizando a metodologia de
localizacdo do catalisador Pd(0) em superficie atraves da adsor¢do de Pd(Il) em sitios

aniénicos do tipo Si-O".
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Figura 23: Imagens de alta resolucdo, imagens SOFI e trés histogramas temporais de
contagem para as reagdes SM1-4, obtidas utilizando a metodologia de
localizacdo do catalisador Pd(0) em superficie através da adsorcéo de Pd(Il)
em sitios anidnicos do tipo Si-O".
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Fonte: Imagem de autoria propria.

Ao analisar a Figura 23, € possivel observar que a reagdo de acoplamento produz
uma serie temporal com varios saltos de intensidade (spikes/bursts) para todas as
reacOes estudadas, indicando a formacdo do produto fluorescente. A anéalise dos picos
na intensidade de fluorescéncia (Digital level) exibem variacGes significativas,
sugerindo que a entrada de luz proveniente da fluorescéncia detectada pelo detector
ocorre por diferentes orientacbes moleculares, resultando em diferentes intensidades.
Além disso, os histogramas revelam uma marcante variacdo no nimero de eventos de
fluorescéncia de molécula Unica ao longo do tempo. Essa variabilidade reflete a
natureza dindmica e intrinseca do funcionamento do sitio catalitico, onde 0s processos

reacionais ocorrem de maneira estocastica. Portanto, 0 comportamento dos eventos de
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fluorescéncia ndo segue um padrdo pré-definido, tornando esse sistema altamente
complexo.

Esses sinais de intensidade observados nos histogramas se destacam acima do
ruido de fundo, e uma técnica de andlise foi utilizada para determinar estatisticamente
um limite apropriado acima do qual o sinal é considerado um evento de formacéo de
molécula de produto fluorescente, enquanto abaixo desse valor ndo ha formagao. Assim,
a série temporal é convertida em uma série binaria de eventos, representada pelos
valores 0 e 1, ou seja, uma série temporal de Bernoulli. A analise foi realizada usando
um limite flutuante, que pode ser escolhido com base em uma distribuicdo uniforme,
5% do valor do segundo limite, ou seja, 5% acima ou abaixo (faixa cinza) do segundo
limite fixo (linha tracejada verde) ou considerando um desvio gaussiano em torno desse
valor, basicamente a raiz quadrada acima ou abaixo (faixa cinza) do segundo limite fixo
(linha tracejada verde). Portanto, a série temporal é reordenada com a aplicacdo do
limiar oscilante a cada ponto, convertendo-a em uma série temporal Idgica de estados
ligado e desligado. A Figura 24 exibe uma mesma serie temporal tratada tanto por um

limite flutuante uniforme quanto atribuindo um limite flutuante gaussiano.

Limite Flutuante Uniforme Limite Flutuante Gaussiano
1100 - 1100 -
1000+ 10004
@ @
% o
= 90047 - | = 9001
o =
5 l ' 5
[m] [a]
800+ 800
700 L—— : — 700 Hb——— : —
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Time (seconds) Time (seconds)

Figura 24: Exemplo de uma série temporal tratada tanto por um limite flutuante
uniforme ou atribuindo um limite flutuante gaussiano. A regido sombreada
representa o limiar oscilante do tipo uniforme (imagem a esquerda) ou
gaussiano (imagem a direita), e a linha tracejada € o seu centro.

O arquivo de saida gerado pelo programa calcula varios parametros relacionados

a série temporal, incluindo:

. Média das contagens na série temporal (Average count);

. Primeiro limiar calculado para a discretizacdo on/off da série temporal (First

threshold), baseado na média das contagens e em um fator estatistico;
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. Segundo limiar calculado levando em consideragdo os picos (spikes) e o
primeiro limiar (Second threshold);
. Numero total de transi¢des on/off na série temporal (Total number of SM

transitions);

. Tempo total da série temporal em segundos (Experimental time);

. Taxa média de transi¢cBes on/off por segundo na série temporal (Average SM
rate);

. Tempo médio de atividade off (unidade) (Average off time);

. Tempo médio de atividade off em segundos (Average off time);

. Tempo médio de atividade on (unidade) (Average on time);

. Tempo médio de atividade on em segundos (Average on time);

. Limiar de atividade off para identificar picos isolados (Threshold off units for

isolated spike);

. NUmero de picos isolados encontrados na série temporal (Number of spikes
found);
. Taxa de transicdes on/off efetiva por segundo, descontando tempos longos de

atividade off/on e picos isolados (Effective cycle SM rate);
. Constante de dessorc¢éo (Depsorption constant).

Esses parametros fornecem informacgdes sobre a série temporal, incluindo
atividade on/off, frequéncia de transi¢Ges, tempos médios, taxa média, entre outros,
permitindo uma andlise mais detalhada do comportamento da série temporal em estudo.

A andlise foi realizada em centenas de centroides em diferentes filmes e regides
das amostras, e suas séries temporais foram analisadas usando a programacado
desenvolvida. Isso permitiu obter valores médios representativos de diversos parametros
e o célculo subsequente da taxa de reacdo, também conhecida como SM-TOF (Single-
Molecule Turnover Frequency). Os resultados das reagdes SM1-4 podem ser
observados na Tabela 6 e Tabela 7. A analise foi feita tanto para um limite flutuante de
distribuicdo uniforme (£5% do valor do segundo limite) quanto assumindo um desvio
gaussiano ao redor desse mesmo valor. Ambos 0s tratamentos estocasticos das séries
temporais de intermiténcia resultaram em valores proximos para 0s principais
parametros, considerando o desvio padrdo obtido na analise de centenas de centros

cataliticos.
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Tabela 6: Resultados médios das analises de intermiténcia das séries temporais

das reagdes SM1 e SM2. Para a primeira reacdo foram analisados 160 centros ativos e

para a segunda 180.

SM1 SM2
rate_SM_on/off  Média « Média « Média x Média x
padréo padréo padréo padréo
Average count 1026 72 1026 72 801 51 801 51
First threshold 1090 74 1090 74 858 53 858 53
Second threshold 1119 77 1119 77 887 56 887 56
Total number of 42 80 43 52 39 71 48
SM transitions
EXpe“m(i;‘ta' ime 450 . 150 - | 150 - | 150 -
A"era%zf)"v' fate 047 028 | 053 029 | 035 026 | 047 0,32
A"eragfnﬁ‘;f ime 386 1500 | 31,77 1333 | 2379 1746 | 2712 16,32
A"erag(es;’ff ime 464 075 | 159 067 | 119 087 | 136 082
A"er""(%f]%‘ ume o551 137 | 233 145 | 383 546 | 306 499
A"erag(i )0” ime 543 007 | 012 007 | 019 027 | 015 025
Threshold off
units for isolated 66 30 64 27 48 35 54 33
spike
Number of spikes 7 9 7 5 5 3 6 3
found
Effective cycle
SM rate (49 067 050 | 080 052 | 044 037 | 074 059
Desorption 11 7 11 7 9 7 12 10
constant

Tabela 7: Resultados médios das analises de intermiténcia das séries temporais

das reacbes SM3 e SM4. Para a terceira reagdo foram analisados 200 centros ativos e

para a quarta 180.
SM3 SM4
rate._ SM_on/off Média < Média ~_ | Média ~_ | Média x
padrdo padrdo padrdo padrdo
Average count 835 121 783 61 878 53 878 53
First threshold 893 125 839 63 937 54 937 54
Second threshold 917 131 864 69 980 54 980 54
Total number of ., 38 70 31 | 60 48 | 69 51
SM transitions
L i 10 - | 150 - | 150 -
time (s)
A"erag(g_ls)'\" e 042 0,25 046 021 | 040 032 | 046 0,34
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Avera(guen?t‘;f ime 2403 14,24 3501 1228 | 23,46 1864 | 2577 18,82
A"erag(esgﬁ time 4 70 0,71 175 061 | 117 093 | 1,29 094
Avera(%ii‘:;‘ time 222 1,13 184 076 | 355 320 | 329 316
A"erag(es)o” time  o11 0,06 009 004 | 018 016 | 016 0,16
Threshold off
units for isolated 68 29 70 25 47 37 52 38
spike
Number of
spikes found 0 2 ° ? ° ’ ° °
Effective cycle
SM rate (s7) 26t 049 o o o e e o
Desorption 9 5 10 5 8 4 9 5
constant

Com base nos dados obtidos e analisados, o valor mais significativo para este
estudo € o numero de moléculas de produto formadas por minuto por um Unico
catalisador Pd(0), que é calculado utilizando a taxa média SM (Average SM rate)
destacada em azul na Tabela 6 e Tabela 7. Esse valor de taxa média corresponde ao SM-
TOF e apresenta um alto desvio padrdo, justificado pela natureza dindmica e
intrinsicamente estocéstica do funcionamento dos sitios cataliticos. Para obter o nimero
de moléculas por minuto, foi calculado inicialmente o tempo médio de primeira
passagem do ciclo, tanto para o limite flutuante de distribuicdo uniforme (£5% do valor
do segundo limite) quanto assumindo um desvio gaussiano. A Tabela 8 exibe o célculo
de primeira passagem do ciclo de Suzuki e os nimeros de moléculas por minuto
calculados para as rea¢fes SM1-4.

Tabela 8: Calculo do tempo médio de primeira passagem do ciclo de Suzuki

( 1
SM-TOF

reacOes (SM1-4).

) e nimero de moléculas / minuto (60 / resultado de

1
) para as quatro
SM-TOF

Reacdo Uniforme (moléculas/min) i Gaussiano (moléculas/min)
SM1: ?7=2,135—>%=28 01'—153=1,89s—>%:

SM2: E=2,86s—>%=21 E:2,135—>%:28
SM3: 0‘%=2,385—>%=25 TZ6=2,175—>%)7=28
SM4: ri()=2,505—>23=24 716:2,175%%=28

Nota-se que para diversas reacfes tem-se valores coerentes (seja na analise com

flutuacdo do limite por distribui¢do uniforme ou por gaussiana). Além disso, os valores
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obtidos sdo consistentes com os valores reportados na literatura em reacGes de
acoplamento cruzado usando técnicas macroscopicas de cinética quimica deterministica
tradicional. 101103

Por outro lado, a fim de calcular a taxa efetiva do ciclo, foi necessario descontar
os tempos mortos do catalisador, nos quais ele supostamente passa para o estado Pd(ll)
(pré-catalisador) sem estar complexado com nenhum dos reagentes. Para reentrar no
ciclo, o catalisador deve ser primeiramente reduzido a Pd(0), formando a espécie ativa,
e entdo reiniciar a reacdo de acoplamento cruzado de Suzuki, como ilustrado no
Esquema 15.
Esquema 15: Modelo ciclico simplificado da reagdo de Suzuki-Miyaura.

Pd(II)
Pd(0)
Eliminacgao Adicao oxidativa

Redutiva 7

N

Transmetalacao

Fonte: Imagem de autoria propria.

Para realizar esse calculo, foram utilizados os dados destacados em laranja da
Tabela 6 e Tabela 7. A andlise foi conduzida considerando tanto a flutuacdo do limite
por distribuicdo uniforme quanto por gaussiana. Os resultados correspondentes a taxa
efetiva do ciclo, descontando-se os tempos “mortos” do catalisador, estdo apresentados
na Tabela 9. Esses valores destacam a importancia de levar em consideragéo os tempos
reais de inatividade do catalisador (Pd(Il)), pois sem isso mais moléculas de produto
seriam formadas, em teoria. A taxa de formacdo real estd diretamente associada as
caracteristicas fundamentais do catalisador durante o ciclo catalitico.

Tabela 9: Célculo da taxa efetiva do ciclo. Primeiramente foi obtido o tempo

1

médio de primeira passagem do ciclo de Suzuki (SM—TOF

) e em seguida 0 numero de

1

moléculas / minuto (60 / resultado de
SM—-TOF

) para as quatro reacoes (SM1-4).

Reacdo Uniforme (moléculas/min) | Gaussiano (moléculas/min)

1 60 1 60
SM1: m—1,49s ﬁm_élo @—1,255 —>E—48
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1 60 Pl 60
SM2: m—2,27s _’5‘2650?_1’355 —>E—44

1 60 o1 60
SM3: E—1,7SS—>R—34‘ E m—1,4‘1$—>1‘41—43

1 60 L1 60
SM4: m—2,088—>2’78—29 i E—1,595—>1’59—38

b) Localiza¢édo do catalisador Pd(0) pelo uso de um silano modificado
contendo ligante ativo para Pd(11)/Pd(0)

Para os proximos estudos de molécula Unica, foram conduzidos diversos testes
em solucdo utilizando diferentes sistemas e silanos. Em todos os casos, optou-se por
utilizar um silano modificado contendo um ligante ativo para Pd(11)/Pd(0). A escolha de
ndo utilizar uma base durante os experimentos foi feita com o intuito de evitar danos a
superficie das laminulas. Vale destacar que a propria superficie das laminulas oferece
sitios basicos que favorecem a ocorréncia das reacoes.

O primeiro sistema avaliado foi um silano-fosfina utilizado para marcar
microzeolitas e realizar a reagdo SM1. A Figura 25 apresenta uma imagem de alta
resolucdo, um histograma temporal de contagem e a estrutura do complexo de paladio
com fosfina ancorado na microzedlita.

Figura 25: 1) Imagem de alta resolucgdo, Il) histograma temporal de contagem III)
estrutura do complexo de Pd com fosfina ancorado na microzedlita.

Experimento feito para a reacdo SML1.

II Fluorescence time-trace of the particle
750

time-trace
threshold

Digital Level

0 10 20 30 40 50
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Fonte: Imagem de autoria prépria.
No entanto, os resultados obtidos ndo foram satisfatdrios devido a distribuicdo

inadequada do silano e do pré-catalisador de Pd(Il) nas microzedlitas, resultando na
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formacéo de agregados nanoscopicos, mesmo quando utilizado em baixas concentragdes
e com diferentes tempos de exposicdo ao reagente. Quando muitas moléculas emitem
simultaneamente, ¢é impossivel distinguir os emissores individuais devido a
sobreposicdo dos pontos limitados pela difracdo. Como consequéncia, ao filmar os
sistemas em TIRF, foram observados centros contendo um grande nimero de atomos de
Pd associados, 0 que comprometia a reatividade nos limites discretos da catalise de
molécula Unica, conforme evidenciado pelo histograma de contagem da Figura 25.
Esses agregados reativos se manifestavam como centros altamente brilhantes, levando a
formacdo de mualtiplas moléculas de produto por unidade de tempo. Embora esses
resultados sejam interessantes, ndo permitem a utilizacdo da analise de séries temporais
com formacdo discreta de produto para calcular a reatividade catalitica de molécula
unica (single molecule turnover frequency, SM-TOF).

Uma complicacdo adicional encontrada ao utilizar esse silano foi a ocorréncia
de fluorescéncia quando ele foi excitado pelo laser de 473 nm. Esse fendmeno foi
observado ao analisar as microzeodlitas silanadas, mesmo na auséncia dos reagentes da
reacdo. Essa fluorescéncia indesejada representa um problema significativo, pois pode
mascarar o0s resultados reais relacionados a deteccdo de molécula Unica. Isso significa
que a presenca da fluorescéncia pode interferir na correta interpretagdo dos dados,
dificultando a analise e a obtencdo de informacgdes precisas sobre a reatividade em nivel
molecular.

Foi realizado um teste com outro silano em solu¢do, o 3-
Cianopropiltrimetoxisilano para marcar a superficie. Nesse teste, foram utilizados
Pd(OAc)2 ou PdCIl, como pré-catalisadores. Na Figura 26, é possivel visualizar uma
imagem de alta resolucdo, um histograma temporal de contagem e a estrutura do silano
em questdo. Esses testes foram conduzidos especificamente para a reacdo SM1,
buscando obter resultados mais favoraveis.

Figura 26: Imagem de alta resolucéo, histograma temporal de contagem e a estrutura do

3-Cianopropiltrimetoxisilano.
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Fonte: Imagem de autoria propria.

A partir da analise da Figura 26, é possivel observar, por meio da imagem de alta
resolucdo, a formacdo de agregados localizados em microrregides da laminula de vidro.
Além disso, ao analisar os histogramas de contagem, nota-se que o comportamento da
série temporal revela a presenca de centros altamente reativos que ndo podem ser
adequadamente utilizados para o célculo do SM-TOF.

O ultimo silano testado em solugdo para experimentos a nivel de molécula unica
foi o (3-trietoxisilil)propilsuccinato de anidrido (Cat;) com Pd(OAc), como pré-
catalisador. Na Figura 27, € apresentada uma imagem de alta resolucdo, um histograma
de contagem e a estrutura do silano mencionado. Esse teste também foi realizado para
reacdo SM1, revelando o mesmo efeito de formacéo de agregados reativos.

Figura 27: Imagem de alta resolucdo, histograma temporal de contagem e a estrutura do

(3-trietoxisilil)propilsuccinato de anidrido.
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Fonte: Imagem de autoria propria.
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Na primeira tentativa de utilizar o vapor do silano em conjunto com Pd(OACc)z,
ocorreu a formac&o de particulas reativas, como pode ser observado na imagem de super
resolucdo da Figura 28, que destaca a natureza esférica de uma particula capturada em
diferentes planos focais.

Figura 28: Imagem de alta resolucdo que destaca a natureza esférica de uma particula

capturada em diferentes planos focais.

Fonte: Imagem de autoria propria.

Nesta nova sistematica de deposicao/silanacdo por vapor, com o andamento da
reacao observada por microscopia de campo largo em TIRF, foi notado que rapidamente
o sistema envolvia a formacdo de agregados altamente reativos indicando uma provavel
nucleacdo de Pd(0) em nanoparticulas altamente reativas. Isto indicava que o sistema
ndo era estdvel em manter nucleos de Pd(I1)/Pd(0) isolados em regime dinamico de
interconversdo necessarios para um ciclo em SM.

Apo6s uma revisdo dos procedimentos adotados até entdo, verificou-se que a
abordagem inicial consistia no uso de uma solucdo original e filtrada de Pd(OAc). como
precursor do catalisador. Essa solu¢do, em baixa concentracdo era usada para mergulhar
as laminulas silanadas por meio da técnica de vapor a pressdo reduzida. Ao que tudo
indica, as solugdes estoque contendo acetato de Pd(Il) utilizadas possuiam uma
quantidade consideravel de particulas nucleadas de Pd(0), altamente cataliticas, o que
explica os resultados insatisfatorios anteriormente obtidos.

O Pd(OACc)2 pode apresentar uma tendéncia para a formacdo de particulas
devido as interacOes entre as moléculas e a sua estrutura molecular. Esse composto de
coordenagdo contém o ion paladio (I1) central ligado a ligantes acetato. A presenca dos
ligantes acetato, que possuem grupos carboxilato, pode facilitar as interacGes entre as
moléculas de Pd(OAc)., resultando na agregacdo e formacdo de particulas. Essas
interacdes ocorrem entre os ligantes acetato dos complexos de paladio, promovendo a
unido das moléculas e a formagao de particulas maiores, como ilustrado na Figura 29.1%
Figura 29: Estrutura do [Pd(OAC)z]n.
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Fonte: Imagem adaptada da referéncia . Nimero da licenca - 5592080908964.

Além disso, a presenca de solventes ou outros ions na solugdo também pode
desempenhar um papel na formacdo de particulas. Interagdes solvente-soluto e
interagBes ion-ligante podem influenciar a estabilidade das espécies de palédio presentes
na solucdo e favorecer a aglomeracdo e precipitacdo de particulas. Portanto,
possivelmente a formacéo de particulas pode ser atribuida a uma interacédo entre o silano
e 0 Pd(OAc). favorecendo a agregacao, jd que esse fendmeno ndo foi observado
utilizando esse composto adsorvido sobre centros Si-O~ naturais da superficie das
laminulas.

Ap0s analise desses fatos, decidiu-se realizar uma modifica¢do no procedimento,
adotando uma solucdo aquosa diluida e recém-preparada de PdCl, em meio &cido,
contendo a forma oxidada do catalisador. Ao implementar essa nova estratégia, foi
possivel visualizar e registrar, por meio de observacdo direta e filmagem, diversos
centros reativos nanoscépicos com comportamento de molécula Unica. Essa
caracteristica foi evidenciada pela presenca de séries temporais discretas, que se
assemelham aos resultados obtidos com a adsor¢do de Pd(Il) em centros Si-O". As
imagens de alta resolucdo, imagens SOFI e trés histogramas temporais de contagem
para as quatro reacOes, utilizando a metodologia de localizacdo do catalisador Pd(0)
pelo uso de um silano modificado contendo ligante ativo para Pd(I1)/Pd(0), podem ser
observados na Figura 30.

Figura 30: Imagens de alta resolucdo, imagens SOFI e trés histogramas
temporais de contagem para as reacdes SM1-4, obtidas utilizando a metodologia de
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localizagdo do catalisador Pd(0) pelo uso de um silano (Cat;) modificado contendo

ligante ativo para Pd(I1)/Pd(0).
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Fonte: Imagem de autoria propria.

A anélise foi realizada em centenas de centroides em diferentes filmes, assim
como feito pela adsorcdo de Pd(Il) em centros Si-O", e suas séries temporais foram
analisadas. Observa-se que novamente ocorre variacdo nos saltos de intensidade e no
namero de eventos SM, justamente pelo uso de um mesmo detector e mesmas reagoes.
Os resultados das reagfes SM1-4 podem ser observados na Tabela 10 e Tabela 11. A
analise também foi feita para um limite flutuante de distribuigdo uniforme e assumindo
um desvio gaussiano.

Tabela 10: Resultados médios das analises de intermiténcia das séries temporais
das reagdes SM1 e SM2. Para a primeira reagdo foram analisados 165 centros ativos e

para a segunda 160.
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SM1 SM2
rate. SM_on/off  Média < Média < Média x Média x
padrdo padrdo padrdo padrdo
Average count 809 34 809 34 654 10 654 10
First threshold 865 36 865 36 705 10 705 10
Second threshold 880 38 880 38 708 21 708 21
Total number of . 22 81 22 47 40 90 56
SM transitions
Experlm(t;;ual time o, ) 80 ) 80 i 80 i
A"era%?ls)'v' e 081 028 | 102 027 | 059 049 | 112 070
A"era(guenﬁ‘;f Ume 5842 1120 | 2353 776 | 28,63 18,93 | 2407 1250
A"eragfs)oﬁ tme 494 045 | 004 031 | 115 076 | 096 050
A"era(%‘;%‘ ime 168 056 | 154 043 | 222 416 | 167 241
A"eragé )0” ime 5407 002 | 006 002 | 009 017 | 007 010
Threshold off
units for isolated 57 22 47 16 57 38 48 25
spike
Number of spikes 5 5 6 5 4 3 7 4
found
Effective cycle
SM rate (24) 136 064 | 171 059 | 080 079 | 1,68 1,03
Desorption 10 6 11 7 10 7 12 11
constant

Tabela 11: Resultados médios das andlises de intermiténcia das séries temporais

das reacbes SM3 e SM4. Para a terceira reacdo foram analisados 159 centros ativos e

para a quarta 149.
SM3 SM4
PROGRAM U”'f°E>”inio Gaussggfvio UmeE)n;zvio Gaussggsvio
rate_SM_on/off Média « Média ~_ | Média ~_ | Média x
padrio padréo padréo padrao
Average count 920 47 920 47 927 43 927 43
First threshold 981 49 981 49 | 988 45 | 988 45
SEEOIE 999 51 999 51 | 1010 50 | 1010 50
threshold
Total numberof . 26 85 29 60 28 70 29
SM transitions
Experimental 60 3 60 i 60 - 60 -
time (s)
A"erag(z_ls)'v' A 12 0,43 142 048 | 100 047 | 117 049
A"eragjen?t‘;f Ume 24,51 9,24 2249 859 | 27,63 1367 | 2649 12,29
Averag@ MM 074 028 068 026 | 084 041 | 080 037
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A"era(%?]i‘g‘ e q s 1,04 165 097 | 1,97 1,16 | 1,85 123
A"erag(es )0” tme 405 0,03 005 003 | 006 004 | 006 0,04
Threshold off
units for isolated 49 18 45 17 55 27 53 25
spike
Number of 6 2 6 2 5 2 5 2
spikes found
Effective cycle
SMrae (&) 201 0,94 238 093 | 156 092 | 192 0098
Desorption
Sl i 11 6 12 7 10 5 11 6

Com base nos dados obtidos e analisados, também foram calculados o tempo
médio de primeira passagem do ciclo e o nUmero de moléculas de produto formadas por
minuto por um unico catalisador Pd(0), utilizando a taxa média SM-TOF destacada em
azul na Tabela 10 e Tabela 11. A Tabela 12 exibe o calculo de primeira passagem do
ciclo de Suzuki e os numeros de moléculas por minuto calculados para as reacdes SM1-
4,

Tabela 12: Célculo do tempo médio de primeira passagem do ciclo de Suzuki

1
(SM—TOF

reacOes (SM1-4).

) e nimero de moléculas / minuto (60 / resultado de ) para as quatro

SM—-TOF

Reacdo Uniforme (moléculas/min) | Gaussiano (moléculas/min)
SM1: $=1,235—>%=49 ﬁ=0,985—>%=61
SM2: $=1,69s—>%=35 Tllz=0,89s—>%=67
SM3: ﬁ=0,83s—>%=73 $=0,705—>%=85
SM4:  —==1005-=L =60 5= 08552 =70

Os resultados das reagcdes SM1-4 demonstraram novamente valores coerentes.
Foi observado que os tempos médios para a primeira passagem do ciclo foram menores,
resultando em uma maior producdo de moléculas por minuto, em compara¢do com 0s
resultados de adsorcéo de Pd(I1) em centros Si-O™ (Tabela 8). Essa melhora na atividade
catalitica das quatro reacfes pode ser atribuida a um menor impedimento estérico dos
reagentes ao reagir com os catalisadores Pd(0), utilizando um silano modificado
contendo um ligante ativo para Pd(I1)/Pd(0), como pode ser visto no Esquema 14.

Além disso, apos a hidrolise do anidrido proveniente do silano em meio acido
para gerar o didcido, que € um excelente complexante para Pd(ll), ocorre uma maior

estabilidade do catalisador quando estd interagindo com o diacido formado. Isso
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contribui para a melhora na eficiéncia catalitica do sistema, pois provavelmente o
didcido atua como um estabilizador para o centro ativo formado. A Tabela 13 apresenta
a relagdo entre o numero de moléculas formadas por minuto utilizando o silano
modificado contendo um ligante ativo para Pd(11)/Pd(0) em comparacdo com a adsorcao
de Pd(Il) em centros Si-O".

Tabela 13: Razbes entre 0 numero de moléculas formadas por minuto utilizando
o0 silano modificado em comparagdo com a adsor¢édo de Pd(11) em centros Si-O'.
Silano contendo Pd(11)/Pd(0) Pd(ll) adsorvido em SiO

Reacdo Variacéo . . ) . Razao
moléculas/minuto moléculas/minuto
SM1 Uniforme 49 28 1,75
Gaussiano 61 32 1,91
Uniforme 35 21 1,67
SM2 Gaussiano 67 28 2,39
Uniforme 73 25 2,92
SM3 - Gaussiano 85 28 3,04
Uniforme 60 24 2,50
SM4 Gaussiano 70 28 2,50

Ao analisar a Tabela 13, é possivel observar que as razGes entre o numero de
moléculas formadas por minuto utilizando o silano modificado em comparagdo com a
adsorcdo de Pd(I) em centros Si-O™ variam de 1,67 a 3,04. Esses resultados indicam
que o uso do silano modificado, com o ligante ativo para Pd(11)/Pd(0), resulta em um
aumento significativo na producdo de moléculas em todas as reacfes. Esses resultados
reforcam que o uso de catalisadores adequados e estrategicamente modificados podem
otimizar reagdes quimicas e aumentar a producdo de moléculas desejadas em um
mesmo intervalo de tempo.

C) Microzedlitas como template reacional silanadas e ativadas por
Pd(ll)

Ao utilizar um silano modificado contendo um ligante ativo para Pd(I1)/Pd(0) na
superficie, foi possivel aumentar a eficiéncia catalitica das reacbes SM1-4. Com o
objetivo de aprimorar ainda mais essa eficiéncia, adotou-se um template reacional
composto por microzeédlitas modificadas, onde o0 mesmo silano (Cat1) com o ligante ativo
(PdCIy) foi empregado. A utilizacdo das microzeolitas modificadas permitiu a realizagédo
da silanacéo e ativacdo por Pd(Il) em solucdo, sem a formacéo de agregados indesejados.
Além disso, 0 uso de baixas concentracGes favoreceu a marcacgdo e a formacao discreta
do produto, viabilizando a avaliagdo da reatividade catalitica em nivel de molécula unica

para as reagdes SM1-4.
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Essa abordagem possibilitou uma analise mais precisa da eficiéncia catalitica,
permitindo a quantificacdo da atividade reacional de forma individualizada para cada
centro ativo. As 6 imagens de alta resolucdo, 6 imagens SOFI e 6 histogramas temporais
de contagem para cada uma das quatro reacgdes, utilizando microzeo6litas modificadas
como template podem ser observados na Figura 31.

Figura 31: Imagens de alta resolucdo, imagens SOFI e histogramas temporais de
contagem para as quatro reacdes (SM1-4), utilizando microzedlitas como
template reacional silanadas e ativadas por Pd(Il). Cada centro ativo,
representado por um circulo marcado, corresponde a um histograma de

contagem com a mesma coloragdo envolvendo-o.
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Fonte: Imagem de autoria propria.

A andlise foi conduzida em centenas de centroides localizados nas microzeolitas
modificadas em diferentes filmes, seguindo a mesma abordagem utilizada para a
adsorcéo de Pd(I1) em centros Si-O™ e o0 uso do silano modificado com ligante ativo na
superficie. As imagens de alta resolucdo e as imagens SOFI apresentadas na Figura 31
revelam uma distribuicdo discreta de centros ativos ao longo da superficie das
microzeodlitas. Essa distribuicdo é confirmada pela observacdo da fluorescéncia
proveniente da formacdo do produto, que € visualizada em algumas regides da borda das
microzedlitas, mas ndo no centro, conforme observado nas imagens de alta resolucdo.
Essa observagédo sugere que a modificacdo ocorre principalmente na parte externa das
microzeolitas. Estudos indicam que a formacdo de cristais de microzeoélitas é um

processo complexo que pode resultar em defeitos em sua estrutura. Esses defeitos
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podem ajudar a expor mais poros e sitios ativos, o que explicaria a alta atividade
catalitica observada nas bordas.!® Além disso, as microzeélitas ndo apresentam
didmetro dos poros suficientemente grandes para acomodar os sitios cataliticos e o0s
reagentes, contribuindo para a atividade catalitica observada na superficie dessas
particulas.

A fluorescéncia revela visualmente a forma cilindrica caracteristica dessas
particulas de microzedlitas. Através da emissdo de fluorescéncia, é possivel observar
diretamente a morfologia cilindrica dessas particulas, adicionando um elemento visual e
morfologico ao estudo das microzedlitas.

Os histogramas de contagem (Figura 31) foram analisados, revelando uma
variagédo significativa nos perfis de intermiténcia, assim como nas outras metodologias
empregadas no estudo. Essa variacdo € responsavel pelo alto desvio padrdo observado
nas taxas de reacdo (SM-TOF). Sendo isso coerente com os resultados das metodologias
anteriores, indicando que cada centro ativo ndo segue um padrdo de atividade
predefinido. Os resultados da andlise dos histogramas de contagem das reagdes SM1-4,
empregando microzeo6litas como templates, estdo apresentados na Tabela 14 e Tabela
15. Além disso, a analise considerou um limite flutuante de distribuicdo uniforme, bem
como um desvio gaussiano.

Tabela 14: Resultados médios das andlises de intermiténcia das séries temporais
das reacdes SM1 e SM2. Para a primeira reacdo foram analisados 187 centros ativos e

para a segunda 139.

SM1 SM2
ARG S Umfolri)rggvio Gaussg;]:vio Umfolri)rzzvio Gaussggsvio
rate. SM_on/off  Média « Média « Média x Média x
padréo padréo padréo padréo

Average count 983 95 983 95 952 50 952 50
First threshold 1045 98 1045 98 1014 52 1014 52
Second threshold 1076 104 1076 104 1039 53 1039 53
Total number of

SM transitions 8 22 83 22 % o % 2!
Experim(i;tal time 60 ) 60 ) 60 - 60 -
A"era%gls)'v' 130 037 | 138 037 | 1,53 045 | 164 046
A"eragjenﬁ‘;f ime 5332 701 | 2238 674 | 1860 7.1 | 1827 649
A"eragfsg’ff ime 571 021 | 068 020 | 056 022 | 055 020
A"era(%?]%‘ ime 470 042 | 165 039 | 163 043 | 160 039

Average on time 0,05 0,01 0,05 0,01 0,05 0,01 0,05 0,01
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(s)
Threshold off
units for isolated
spike
Number of spikes
found
Effective cycle
SM rate (s1)
Desorption
constant

47 14 45 13
6 2 6 2
2,24 0,83 2,37 0,77
9 4 10 5

37 14
7 2
2,66 1,04
10 7

36 13
7 2
2,94 1,01
10 4

Tabela 15: Resultados médios das andlises de intermiténcia das séries temporais

das reacbes SM3 e SM4. Para a terceira reacdo foram analisados 136 centros ativos e

para a quarta 158.
SM3 SM4
rate. SM_on/off Média « Média ~_ | Média ~_ | Média x
padrdo padrdo padrdo padrdo

Average count 1134 100 1134 100 | 1038 73 | 1038 73

First threshold 1201 103 1201 103 | 1103 75 | 1103 75
Second threshold 1229 103 1229 103 1131 79 1131 79
Total number of o 24 105 22 87 22 92 22

SM transitions

Exp_erlmental 60 ) 60 i 60 i 60 )

time (s)

A"era%‘;_ls)'v' rate 4 75 0.40 176 037 | 145 037 | 153 037
A"eragjenft‘;f time 4754 434 1753 423 | 2051 549 | 1992 557
A"eragfs;)ﬁ tme 53 013 053 013 | 062 017 | 060 017
A"era(%en%‘ e 0,26 151 026 | 160 036 | 158 037
A"erag(es )0” ume 05 0,01 005 001 | 005 001 | 005 001

Threshold off
units for isolated 35 9 35 8 41 11 40 11

spike
Number of
spikes found 8 2 8 2 ! 2 ! 2
Effective cycle
SMrate oy 309 0,82 307 079 | 260 090 | 272 088
Desorption 11 5 11 5 10 6 11 7
constant

Os sistemas estudados utilizando microzeélitas em nivel de molécula Unica

também foram analisados quanto ao tempo médio de primeira passagem do ciclo e ao

namero de moléculas de produto formadas por minuto por um Unico sitio ativo de

Pd(0). Esses calculos foram realizados com base na taxa média SM-TOF, destacada em
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azul na Tabela 14 e Tabela 15. Os resultados dos calculos de primeira passagem do
ciclo de Suzuki e dos nimeros de moléculas por minuto produzidas para as reacdes
SM1-4 estdo apresentados na Tabela 16

Tabela 16: Céalculo do tempo medio de primeira passagem do ciclo de Suzuki

(=) e nimero de moléculas / minuto (60 / resultado de ;) para as quatro
SM—-TOF SM-TOF
reacoes (SM1-4).
Reacdo Uniforme Gaussiano
SM1: L= 0,77 s - 80— 78 moléculas/s | — = 0,72s - 59 _ 83 moléculas/s
1,30 0,77 1,38 0,72
SM2: —— =0,65s > — =92 moléculas/s | — = 0,61 s » — = 98 moléculas/s
1,53 0,65 1,64 0,61

1 60 , 1 60 ,
SM3: e 0,57 s - 05 = 105 moléculas/s e = 0,57 s - ok 105 moléculas/s
SM4; 1 - 0,70s —» 0 _ 87 moléculas/s | —— = 0,65s — £9 _ 92 moléculas/s
1,45 0,70 1,53 0,65

Os resultados das reacdes SM1-4 demonstraram uma consisténcia notavel,
revelando tempos médios para a primeira passagem do ciclo ainda menores em
comparagdo com os obtidos usando silano modificado (conforme apresentado na Tabela
12). Essa reducdo nos tempos de reacdo resultou em uma producdo ainda maior de
moléculas por minuto. A melhora significativa na atividade catalitica dessas reacoes
pode ser atribuida a um impedimento estérico ainda menor dos reagentes ao interagir
com os catalisadores Pd(0) localizados nas microzedlitas. Essa diminuicdo do
impedimento estérico ocorre devido aos sitios ativos estarem mais distantes da
superficie das laminulas, 0 que proporciona um maior acesso dos reagentes aos centros
cataliticos. Essa observacdo é ilustrada no Esquema 14, onde é possivel visualizar o
acesso mais facilitado dos reagentes aos centros ativos dos catalisadores Pd(0) nas
microzedlitas, em comparacdo com as metodologias anteriores.

Além disso, essa eficiéncia catalitica das reacbes SM1-4 ainda mais aprimorada
pela utilizacdo das microzedlitas como suporte reacional pode ser atribuida a outros
fatores. Em primeiro lugar, a estrutura porosa das microzeolitas oferece uma éarea
superficial que favorece a interacdo entre os reagentes e os catalisadores Pd(0),
aumentando assim a taxa de reagdo. Em segundo, o ancoramento dos catalisadores
Pd(0) nas microzeolitas impede sua aglomeracgéo e disperséo, preservando sua atividade
catalitica ao longo do tempo. Esse ancoramento também permite um acesso facilitado
dos reagentes aos sitios ativos, direcionando eficientemente o0s reagentes para 0s

catalisadores Pd(0) nas microzeolitas e aumentando a eficicia das reacBes. A Tabela 17
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apresenta a relacdo entre o numero de moléculas formadas por minuto utilizando
microzeolitas em comparagdo com silano modificado em superficie.
Tabela 17: Razes entre o numero de moléculas formadas por minuto utilizando

microzedlitas em comparacdo com silano em superficie.

Reagio  Variacio Microzeolitas  Silano contendo Pd(11)/Pd(0) Razio

moléculas/minuto moléculas/minuto
SM1 Uniforme 78 49 1,59
Gaussiano 83 61 1,36
Uniforme 92 35 2,63
SM2 Gaussiano 98 67 1,46
SM3 Uniforme 105 73 1,44
Gaussiano 105 85 1,24
Uniforme 87 60 1,45
SM4 Gaussiano 92 70 1,31

Ao analisar os valores da Tabela 17 nota-se que a eficiéncia catalitica das
reagdes foi melhorada significativamente com o uso das microzedlitas. Em todas as
reacOes, a razdo é maior do que 1, o que indica que a producdo de moléculas por minuto
foi maior com o emprego das microzeolitas em comparacdo com o silano modificado.
Essa diferenca pode ser atribuida as vantagens da utilizacdo das microzedlitas
mencionados anteriormente, como &rea superficial, ancoramento dos catalisadores Pd(0)
e acesso dos reagentes aos sitios ativos.

Esses fatores combinados resultam em um aumento notavel na taxa de reacgdo e
em uma melhoria geral na eficiéncia catalitica das reaces SM1-4 em compara¢do com
as outras duas metodologias estudadas. Os resultados apresentados ressaltam o potencial
dessas particulas como ferramentas promissoras para otimizar processos cataliticos e
facilitar reacbes quimicas especificas. Essas evidencias tém implicacdes significativas
na area de catalise no limite de molécula Unica e podem direcionar o desenvolvimento
de novas estratégias cataliticas mais eficientes e seletivas na sintese de compostos.

4.3. Simulacdo de Séries Temporais de Intermiténcia

O simulador estocastico de séries temporais foi desenvolvido com a finalidade
de testar a eficacia do programa de tratamento de séries temporais de intermiténcia
utilizado para analisar histogramas de contagem experimentais. O objetivo foi avaliar se
0 programa é capaz de lidar adequadamente com a analise desses histogramas. O
simulador foi projetado utilizando aproximacodes e simplificagdes do ciclo de reacdo de
acoplamento de Suzuki-Miyaura para formar uma molécula de produto fluorescente,

conforme exemplificado no Esquema 15.
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Uma das aproximacgdes adotadas foi considerar que a conversao entre os estados
do catalisador ativo Pd(0) e do catalisador ndo ativo Pd(Il) segue um processo de
dindmica de Bernoulli, em que o estado ativo tem probabilidade p, enquanto o estado
inativo tem probabilidade 1-p = q. Essa relacdo estatistica é descrita pela expressédo p/q
= p/(1-p) no limite estatistico.

Outra aproximacdo utilizada foi considerar que a taxa de reacdo é determinada
pela etapa de adicdo oxidativa, que é a etapa principal do ciclo (etapa lenta). Assim, a
taxa de reacdo do processo € representada por uma constante Unica kr (s%),
considerando uma aproximacao de pseudo-primeira ordem, j& que 0S reagentes estdo
sempre em excesso e pode-se considerar que sdo pouco consumidos. Essa taxa de
reagdo segue uma distribuicdo exponencial. Uma vez formada a molécula de produto
fluorescente, ela pode sofrer dessor¢cdo com probabilidade pd ou permanecer
ligada/adsorvida proximo ao local de reacdo com probabilidade 1-pd, seguindo uma
dindmica de Bernoulli. O sinal de fundo foi modulado por um ruido branco gaussiano
aditivo, e as intensidades de pico de fluorescéncia apresentaram flutuacGes devido a
variacdo no rendimento quantico de fluorescéncia, quando calculado para uma Unica
molécula isolada.

Embora a molécula fluorescente tenha a capacidade de se converter em estados
néo fluorescentes (estados escuros) por meio de cruzamento intersistemas, a frequéncia
de Rabi nos seus estados excitados, como singlete, triplet e singlete fundamental, é
muito maior do que a frequéncia de amostragem utilizada no experimento, que é de 20
Hz.

A frequéncia de Rabi é a taxa de oscilacdo entre o0s estados quanticos de uma
molécula sob a influéncia de um campo eletromagnético. Para moléculas fluorescentes,
ocorrem transicdes rapidas entre seus estados excitados devido a alta frequéncia de Rabi
associada a esses estados. Ao utilizar uma frequéncia de amostragem menor que a
frequéncia de Rabi, como 20 Hz, é possivel capturar essas transi¢des rapidas e registrar
a fluorescéncia emitida pela molécula e sua dindmica nos estados excitados. Essa
abordagem permite estudar os processos reativos/difusivos da molécula, excluindo os
processos fotoquimicos rapidos.

Para obter os resultados da simulacéo de séries de intermiténcia de fluorescéncia
em SM, foram realizadas variacdes em algumas variaveis de entrada do programa, como

a constante kr e a probabilidade de atividade ativa do catalisador. A Figura 32
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exemplifica séries de intermiténcia simuladas para 0 mecanismo de Suzuki-Miyaura,

com a variagao da constante kr.

Figura 32: Exemplos de séries de intermiténcia simuladas para 0 mecanismo de Suzuki-
Miyaura, com a variacdo da constante kr nas seguintes condi¢bes: 0,4

(representado em roxo); 0,5 (verde); 0,75 (vermelho); 1 (azul).

Pardmetros de entrada: % o
i 750 750
* Number of data points: 2000
® 600 @ 600
. z —
* Frame rate: 25 § 5 § o
* Catalyst rate contant (kr): 0,4; 0,5; 0,75; 1 %0 556
* Depsorption probability: 1 150} 150
* Catalyst ON probability: 1 o o Ti':'g(s) L 8 ° 2 rir:f:(s) oD -
* Fluorescence quantum yield: 1 % 200
750<| 750
* Average noise amplitude: 200 1
2 6001 © 600
z
——SM-TOF=1 ——SM-TOF=0,75 g 450 3 0
——SM-TOF=05 ——SM-TOF =04 3001 300
1501} 150
0 20 40 60 80 5 20 ps % 20

Time (s) Time (s)

Fonte: Imagem de autoria propria.

Os valores das constantes utilizadas nas simulagdes foram determinados com
base nos resultados SM-TOF experimentais obtidos. Ao analisar os graficos
apresentados na Figura 32 observa-se uma relacdo direta entre a constante kr (SM-TOF)
e 0 numero de eventos de acoplamento de Suzuki-Miyaura. Mantendo os parametros
constantes e variando a constante kr, fica evidente que um aumento na taxa de reacdo
resulta em uma maior formacao de moléculas de produto em um determinado intervalo
de tempo. Portanto, de acordo com esses resultados ha uma consisténcia entre as
simulacdes realizadas e o0s resultados dos histogramas de contagem obtidos
experimentalmente. Os resultados simulados ndo contemplam todas as variaveis de uma
reagdo quimica, o que resulta em graficos com variages menores na intensidade
(Counts), correspondentes a uma simulagdo modulada.

Os graficos simulados exibidos na Figura 33 foram gerados ao variar a
probabilidade do estado ON do catalisador, mantendo as demais variaveis constantes.
Essa analise permitiu investigar o efeito da probabilidade de atividade do catalisador na
formacéo de moléculas de produto ao longo do tempo.

Figura 33: Exemplos de séries de intermiténcia simuladas para 0 mecanismo de Suzuki-
Miyaura, com a constante kr fixa em 1,0 s, enquanto a probabilidade do

estado ON do catalisador variade 0,1 a 1.
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Fonte: Imagem de autoria propria.

Conforme foi observado ao variar a constante kr, também foi constatada uma
relacdo direta entre o aumento da probabilidade do estado ON do catalisador e o
aumento do numero de eventos de acoplamento de Suzuki-Miyaura. Com o objetivo de
obter uma analise mais abrangente, foram conduzidas 10 simulacbes para cada
probabilidade usando os mesmos parametros de entrada mostrados na Figura 33. A
média e o desvio padrdo dessas simulacdes foram calculados e utilizados para gerar o
gréafico apresentado na Figura 34. Essa abordagem estatistica permitiu uma melhor
compreensdo da variabilidade dos resultados e oferece uma representacdo mais precisa
do comportamento da reacdo em diferentes configuragdes de probabilidade do estado
ON do catalisador. O numero de simulacBes realizadas para cada variacdo ¢é
significativamente menor do que o numero de sitios cataliticos analisados nos
experimentos SM. No entanto, essas simulacdes sdo suficientes para compreender a
influéncia das variacGes das constantes kr e das probabilidades ON, permitindo fazer
uma analogia com os resultados reais obtidos em experimentos de molécula Unica.
Figura 34: Gréfico da variacdo estatistica do valor de SM-TOF em funcdo da

probabilidade de estado ativo (ON) p do catalisador Pd na reagdo Suzuki-
Miyaura. Simulagdo das séries temporais de intermiténcia com kr = 1,0 s*

(fixo) e o valor medio e desvio padréo sobre 10 séries para cada (ON) p.
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Fonte: Imagem de autoria propria.

A andlise linear dos pontos simulados na Figura 34 indica que o valor de SM-
TOF segue uma relacdo direta com o produto da probabilidade do estado ON do
catalisador (p) e a taxa de reacdo kr. Essa relacdo pode ser expressa pela equacao:

SM-TOF = pkr = krK/(K+1) = krkit

onde K = ki/k-1 representa a "constante de equilibrio da semi-reacdo" entre os estados
Pd(Il) e Pd(0), juntamente com suas respectivas constantes cinéticas de interconversao.
O tempo de relaxagdo dessa dinamica, tr, é determinado por (ki + k). Sendo que o
valor de K depende do redutor utilizado, j& que ndo é uma constante absoluta. E
relevante levar em consideracdo que, em medidas experimentais, apenas o valor de SM-
TOF é determinado, o qual converge para kr quando K é muito maior que 1. Esse
comportamento indica que o catalisador passa a maior parte do tempo no estado ativo
Pd(0) durante a reacdo. No entanto, ao obter o valor de K = Pd(0)/Pd(ll) por meio de um
método auxiliar especifico para um determinado redutor, torna-se possivel calcular, de
forma mais precisa, o valor da constante de reacéo kr do ciclo de Suzuki-Miyaura.

A segunda parte deste estudo de simulagdo foi analisar as séries de intermiténcia
simuladas para verificar se € possivel determinar o valor de SM-TOF denominada de
taxa média de reacdo no limite de molécula Unica (average SM rate). A Figura 35
apresenta os resultados da media de 10 séries temporais de intermiténcia simuladas para
cada valor especifico de constante (0,4; 0,5; 0,75 e 1) usando o programa desenvolvido
para calcular o SM-TOF. E possivel observar a relagio entre o valor da série estocéstica
gerada pela simulacdo e o valor obtido na andlise usando flutuacdo de limite por
gaussiana e flutuacdo de limite uniforme. Essas andlises sdo metodos estatisticos

utilizados para estimar a aproximacdo dos resultados simulados aos resultados obtidos
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pelo programa de tratamento usado para analisar os histogramas de contagem

experimentais.

Figura 35: Resultado de analise de series temporais de intermiténcia simuladas pelo
programa desenvolvido (variando a constante kr). (---) valor exato usado na
simulacdo para SM-TOF, (o) valor da série estocastica gerada pela
simulacdo, (x) valor obtido da analise usando flutuacdo de limite por

gaussiana, (+) valor obtido usando flutuacéo de limite uniforme.
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Fonte: Imagem de autoria propria.

Ao comparar os resultados de SM-TOF obtidos pelas séries estocasticas
simuladas com as duas analises (uniforme e gaussiana), € possivel determinar a
proximidade entre os dados simulados e os dados obtidos pelo programa de tratamento
dos histogramas experimentais. Observou-se que, para um nudmero significativo de
trajetdrias, o valor médio de SM-TOF estd convergindo para o valor médio esperado.
Essa analise foi importante para verificar a precisdo e a confiabilidade dos resultados da
simulacdo, bem como para validar o programa utilizado na analise dos dados
experimentais de seéries temporais de intermiténcia de fluorescéncia.

Outra analise realizada, apresentada na Figura 36, envolveu os resultados da
média de 10 séries temporais de intermiténcia simuladas para cada valor especifico de
probabilidade ativa do catalisador (pON: 0,1 — 1, a-j), utilizando o mesmo programa

desenvolvido para calcular o SM-TOF. Além disso, foi feita uma comparacdo entre o
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valor da série estocastica gerada pela simulacéo e os valores obtidos por meio da analise

usando flutuacéo de limite por gaussiana e flutuagédo de limite uniforme.

Figura 36: Resultado de analise de series temporais de intermiténcia simuladas pelo
programa desenvolvido (variando a probabilidade pON de a) 0,1 - j) 1,0). (--
-) valor exato usado na simulacdo para SM-TOF, (o) valor da série
estocastica gerada pela simulacdo, (x) valor obtido da andlise usando

flutuacdo de limite por gaussiana, (+) valor obtido usando flutuacdo de limite

uniforme.
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Fonte: Imagem de autoria propria.

Ao comparar os resultados da variacdo da constante kr com os resultados da
variagdo da probabilidade ativa do catalisador, é possivel observar que, ao variar a
probabilidade ativa, os valores de SM-TOF gerados se aproximam ainda mais dos
valores obtidos pela anélise por variagdo de limite uniforme e gaussiano. Além disso,
todos os valores convergem para o valor exato de pON utilizado na simulagdo dos

dados. Isso indica uma maior preciséo e concordancia entre os resultados simulados e os
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obtidos por meio dessas analises estatisticas, reforcando a validade e a confiabilidade do
modelo utilizado.

As simulacdes desempenharam um papel crucial na analise da intermiténcia da
fluorescéncia. Através dessas simulacdes, foi possivel explorar diferentes variaveis,
como a constante kr e a probabilidade do estado ON do catalisador, e observar o
impacto dessas variaveis nos resultados. A analise dos resultados simulados permitiu
identificar relages diretas entre as variaveis de entrada e a taxa de reagdo SM-TOF.
Além disso, foi possivel analisar os resultados simulados pelo mesmo método estatistico
usado para tratar os dados experimentais, utilizando as analises estatisticas de flutuacédo
de limite por gaussiana e pela andlise de flutuagdo de limite uniforme. Essas
comparages foram fundamentais para validar o modelo utilizado na simulacéo,
fornecendo uma estimativa da precisdo dos resultados. De forma geral, as simulagdes
ofereceram uma abordagem eficaz para investigar o mecanismo de Suzuki-Miyaura,
permitindo uma analise detalhada das varidveis envolvidas. Alem disso, foi possivel
realizar comparages com dados experimentais e validar o modelo para o tratamento
dos histogramas de contagem obtidos por meio de experimentos de molécula Unica.

4.4. Derivados fenantreno reativos como potenciais marcadores de

grupos amino

Além de serem usadas como template reacional para catalise no limite de
molécula Unica, as microzedlitas podem desempenhar um papel como suporte para
marcagdo. Suas caracteristicas, como alta area superficial, estabilidade térmica,
seletividade molecular, tamanhos de poros variados, facilidade de funcionalizagédo e
baixa toxicidade, tornam-nas opcOes versateis e eficientes para marcacdo. Nesse
contexto, um estudo foi realizado em colaboracédo para explorar estratégias de marcacdo
utilizando microzeodlitas contendo grupos amino livres em sua superficie. Os resultados
desse estudo envolveram a marcagdo de dois derivados do fenantreno, que foram
utilizados como marcadores. Essa abordagem teve o objetivo de explorar a marcagéo
utilizando compostos especificos.

Foram conduzidos estudos sobre os derivados do fenantreno nos quais foram
realizadas analises da absor¢do e emissdo, determinagdo do rendimento quantico (®f)
em diferentes solventes, avaliacdo do decaimento da fluorescéncia e captura de imagens
através de microscopia confocal. Essas analises contribuiram para a compreensdo das

caracteristicas fotofisicas desses compostos.
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a) Estudo das propriedades em solucdo dos compostos

A estrutura dos compostos PIB, PA e Pl podem ser visualizadas na Figura 37.
Na Tabela 18, é apresentada uma imagem dos derivados em solucéo sob a influéncia de
radiacdo ultravioleta (UV), juntamente com os rendimentos quanticos obtidos nos
comprimentos de onda de absorcdo e emissdo maximos para os sistemas PIB, PA e PI
(imida proveniente do composto PA).
Figura 37: Estrutura dos compostos PIB e PA utilizados como marcadores em

microzedlitas, e a estrutura da imida correspondente do composto PA, PI.

H3CO, OCH3

PIB

Fonte: Figura adaptada da referéncia %. Nimero da licenca - 5592080301440,
Tabela 18: Propriedades fotofisicas do derivado fenantreno-imidazol (PIB),
anidrido fenantreno (PA) e imida (PI) e foto das solugfes sob radiagdo UV em

diferentes solventes™.

PIB
Composto Solvente A, (m) X (hm)
1,4-dioxano 374 459 0,48 !
THF 375 455 0,66 -
PIB Acetato de Etila 374 463 0,49 [JDFT ﬂ |
Isopropanol 376 505 0,51 DMSO DMF ACN THF 1 4-Dioxano
Acetonitrila 373 487 0,25
1,4-dioxano 391 464 0,66
THF 396 468 0,72
PA DMSO 408 505 0,09 —
DMF 401 499 0,32 . - .
Acetonitrl Ia 408 496 0,56 DMSO ACN 1,4-Dioxano
1,4-dioxano 397 488 0,92
THF 398 477 0,69
Pl DMSO 402 504 0,57
DMF 408 500 0,46 f g
Acetonitrila 402 501 0,54 ?:) E i ! ,4‘1;\,

*DMSO: Dimetilsulféxido; DMF: Dimetilformamida; ACN: Acetonitrila; THF: Tetrahidrofurano e 1,4-

Dioxano.

Fonte: Tabela e Figura adaptados da referéncia °2. Ntimero da licenca - 5592080301440.

Analisando a Tabela 18, os compostos apresentam um deslocamento de Stokes
consideravel, superior a 80 nm, em solventes polares. Esse deslocamento indica a
presenca de uma transferéncia de carga intramolecular (ICT), devido & presenca do

grupo carbonila na regido oposta ao doador da molécula do fenantreno. Essa
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caracteristica de ICT se torna mais evidente ao observar as cores de emissdo exibidas
pelos compostos em diferentes solventes ap6s a excitacdo com radiacdo UV. Além
disso, os compostos apresentam @ moderado a alto com alguma dependéncia da
natureza do solvente, como tipo e polaridade. Essas observacdes revelam informacoes
importantes sobre as propriedades Opticas e a interacdo entre 0os grupos funcionais
presentes nessas moléculas.

A Tabela 19 apresenta os tempos de decaimento da fluorescéncia e as
amplitudes normalizadas dos derivados fenantreno-imidazol PIB, anidrido fenantreno
(PA) e imida (PI). Além disso, a imagem ilustra o comportamento do decaimento da
fluorescéncia dos compostos PIB (amarelo) e PA (azul) em acetonitrila, enquanto a
funcdo de resposta do instrumento (irf) é representada em verde e magenta. Essas
informagdes permitem compreender a dindmica da fluorescéncia desses compostos.

Tabela 19: Tempos de decaimento da fluorescéncia e amplitudes normalizadas
do derivado fenantreno-imidazol PIB, anidrido (PA) e imida (PI). A imagem representa
0 decaimento da fluorescéncia dos compostos PIB (amarelo) e PA (azul) em

acetonitrila, a funcdo de resposta do instrumento (irf) é representada pelo verde e

magenta.
T1 T2 2
Composto Solvente (ns)*  (ns) b1 b, Y
14-dioxano 0,38 2,27 0112 088 127
THF 024 202 008 092 104 [ i
PIB Acitt?ltg d 023 250 029 071 1,15
lsopropanol 0,03 1,72 088 012 112 %
Acetonitrila 021 244 013 0,87 108 |, l
14-dioxano 0,94 845 005 095 1,15 3102
THF 117 903 005 095 118 °
PA DMSO 088 360 013 087 135  ,n
DMF 159 10,73 0,06 0,94 1,09
Acetonitrila 1,45 11,75 0,06 0,94 1,09 . ‘ ‘ | ]
1,4-dioxano 12,98 1 1,25 19510 20 30 40 50 60 70 80 9
THF 1,10 13,24 015 085 1,18 Time/ns
PI DMSO 1,84 14,70 0,08 0,92 1,11
DMF 165 14,43 006 094 1,15

Acetonitrila 134 16,29 005 095 113

* Desvio padrdo de + 0,01 ns.

Fonte: Tabela e Figura adaptados da referéncia °2. Ntimero da licenca - 5592080301440.

Observa-se pelos resultados apresentados na Tabela 19 que o decaimento da
fluorescéncia dos compostos apresenta um comportamento biexponencial na maioria
dos solventes, sendo dominado pelo componente de tempo longo. Esse componente de
longa vida exibe uma inclinagdo praticamente linear quando representado em um

gréfico logaritmico, como ilustrado na imagem.
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O Unico comportamento atipico é observado para o composto PIB em
isopropanol. Nesse solvente, a fluorescéncia do PIB apresenta uma rapida transicdo de
30 ps, seguida por um componente de longa duracdo de aproximadamente 1,7 ns. O
componente rapido pode ser atribuido a um processo de tautomerizacdo no estado
excitado, facilitado pela ligacdo de hidrogénio do isopropanol com o grupo N-H do
imidazol, o qual poderia modular a transi¢éo do estado excitado local (LE) para o estado
excitado de transferéncia de carga intramolecular (ICT). Alguns dos valores de tempo
de decaimento obtidos na analise biexponencial para o PIB sdo bastante similares aos

resultados relatados por Krawczyk e colaboradores!®

, em que a desativacdo da
fluorescéncia é dominada por um componente de longa duracdo de cerca de 2 ns.
b) Estudo das propriedades dos compostos marcados em microzeoélitas
A Figura 38 ilustra uma representacdo dos compostos PA e PIB ap06s serem
marcados nas microzedlitas.

Figura 38: compostos PA e PIB apds serem marcados nas microzeolitas.

OCH;

< -
N Fane
\‘i//// 0 Q OCH, ,S\( = O

1
ado HN Q
; [
N \ \
000 2
y ' SN microzeolita

microzeolita

PA-microzedlita PIB-microzedlita
Fonte: Imagem adaptada da referéncia 2. Nuimero da licenca - 5592080301440.

As fluorescéncias das microzedlitas marcadas com os compostos PA e PIB
foram avaliadas utilizando um microscopio confocal. A Figura 39a) e b) apresentam as
imagens correspondentes a esses compostos, respectivamente. Além disso, as cores de
emissdo real das amostras foram medidas e ilustradas na Figura 39c) e d). Essas
informacdes fornecem uma representacdo visual das propriedades de fluorescéncia das
microzedlitas marcadas com esses compostos, permitindo uma analise mais detalhada
da sua fluorescéncia.

Figura 39: Imagem da fluorescéncia capturada em um microscopio confocal dos
compostos PA (a) e PIB (b) quimicamente ligados a microzeolitas. Em c) e

d) estdo as imagens em cores reais, com excitacdo do laser em 405 nm.
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d) PIB-microzeolita

¢

Fonte: Imagem adaptada da referéncia °2. Nimero da licenca - 5592080301440.

As imagens de fluorescéncia mostradas na Figura 39a) e b) revelam uma
distribuicdo relativamente homogénea da marcacdo dos fluoréforos, uma vez que os
mapas de intensidade ndo mostram grandes gradientes. No entanto, a definicdo menos
nitida da microestrutura é resultado da incompatibilidade do indice de refracdo devido a
deposicdo em 3D das microzedlitas na superficie do vidro, sem um meio condensado
(amostras secas). Ao comparar as imagens confocais, observa-se que o sistema PIB-
microzedlita (Figura 39b)) apresenta um sinal de fundo muito mais alto fora da
particula, o que pode indicar que parte dos fluor6foros foram dispersos para 0 meio.
Isso provavelmente ocorre devido a menor estabilidade da ligacdo imina, que pode
sofrer hidrolise devido ao carater &cido da superficie das microzedlitas. Essa
desvantagem pode ser corrigida pela reducdo da imina para amina utilizando NaBHa,
evitando assim a hidrolise indesejada. A emissao do sistema foi novamente medida apds
reacdo de reducdo e os resultados sdo apresentados na Figura 40. Observa-se um
contraste melhorado nas imagens de fluorescéncia, devido ao baixo ruido de fundo,
indicando que a conversao da imina para amina resultou em uma marcacdo mais estavel
e em menor perda para 0 meio durante a preparacdo da amostra.

Figura 40: Imagem da fluorescéncia capturada em um microscopio confocal do
composto PIB ap6s reducdo com NaBHs. Imagem em cores reais, com

excitacdo do laser em 405 nm.

Fonte: Imagem adaptada da referéncia 2. Numero da licenca - 5592080301440.
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Os perfis de decaimento da fluorescéncia das amostras de microzeolitas
marcadas com PIB e PA s&o apresentados na Figura 41.
Figura 41: Decaimento da fluorescéncia do composto PA-microzeolita (azul) e PIB-

microzedlita (vermelho).
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Fonte: Imagem adaptada da referéncia 2. Numero da licenca - 5592080301440.

Em contraste com o decaimento em solucdo homogénea, observa-se que,
qguando marcados nas microzedlitas, os fluor6foros exibem um decaimento altamente
ndo exponencial, que pode ser atribuido ao carater heterogéneo da superficie e a
possivel migracdo de energia para fluoréforos vizinhos por meio de interacdo dipolo-
dipolo. No caso do sistema PIB-microzedlita, o decaimento é bem descrito por trés
componentes com tempos de vida de 0,10 ns (31%), 1,12 ns (34%) e 3,90 ns (35%),
enquanto para o sistema PA-microzeo6lita, os componentes séo de 0,43 ns (4%), 4,70 ns
(18%) e 17,5 ns (78%). A presenca de um componente de tempo de longa duracdo no
sistema PA-microzeolita contribui para uma maior eficiéncia de emissdo e uma melhor
resolucdo de imagem confocal, como ilustrado na Figura 39. Esses resultados destacam
a relevancia das propriedades das microzedlitas na modulacdo da dindmica da

fluorescéncia e no desempenho dos fluoroforos em aplicagfes de imagem.
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5. CONCLUSOES

Neste estudo, foram conduzidos experimentos de molécula Unica para investigar
quatro reacdes de acoplamento cruzado pelo mecanismo de Suzuki-Miyaura. Foram
utilizadas trés abordagens distintas, a primeira envolvendo a localiza¢do do catalisador
em superficie por adsorcdo, a segunda pelo uso de silanos modificados com ligante
ativo e a terceira pela aplicagdo de microzedlitas como templates reacionais. Os
resultados obtidos para as quatro reagdes nas trés metodologias, apresentaram variacoes
significativas nos picos de intensidade de fluorescéncia nos histogramas de contagem,
sugerindo diferencas na orientacdo do cromoforo com emissdo de fluorescéncia
detectada. Além disso, foi observada uma flutuagéo significativa no nimero de eventos
de fluorescéncia de molécula Unica ao longo do tempo, o0 que sugere que 0S
catalisadores possuem propriedades intrinsecas no sitio catalitico e seguem um
comportamento estocastico de atividade.

A andlise de centenas de centroides em diferentes filmes e amostras permitiu a
obtencdo de valores médios representativos de diversos parametros e o célculo da taxa
de reacdo, ou SM-TOF. Com base nos dados obtidos e analisados, foi calculado o
namero de moléculas de produto formadas por minuto por um Unico sitio catalitico.
Para as quatro reacOes abordadas utilizando diferentes condi¢des experimentais, 0S
valores obtidos foram consistentes tanto na analise de flutuacdo do limite por
distribuicdo uniforme quanto por gaussiana. Além disso, os valores obtidos foram
altamente concordantes com os valores reportados na literatura.

Ao examinar o numero de moléculas produzidas utilizando microze6litas como
templates reacionais, observou-se uma melhoria significativa na eficiéncia catalitica em
comparacdo com as outras duas metodologias empregadas no estudo. Essa diferenca
pode ser atribuida as vantagens do uso de microzedlitas, como sua area superficial,
ancoragem dos catalisadores Pd(0) e acesso dos reagentes aos sitios ativos. Os
resultados apresentados destacam o potencial das microzedlitas como ferramentas
promissoras na area de catalise no limite de molécula Unica e podem direcionar o
desenvolvimento de novas estratégias cataliticas mais eficientes na sintese de
compostos.

Os resultados obtidos forneceram informacdes significativas sobre as reacdes de
acoplamento cruzado pelo mecanismo de Suzuki-Miyaura, contribuindo para uma
compreensdo mais aprofundada do comportamento do catalisador. Esses resultados

podem implicar no desenvolvimento de estratégias cataliticas mais eficientes e seletivas.
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Ademais a validacdo do sistema de tratamento de dados por meio do estudo de
simulacdo reforca a confiabilidade dos resultados experimentais.

Em relacdo as microzedlitas, a investigacdo do uso de marcadores baseados em
derivados do fenantreno, devido a sua interagdo com grupos amino livres na superficie
dessas estruturas, proporcionou uma melhor compreensdo das interaces nesses
sistemas. Observou-se que a marcacdo foi mais estavel e consistente para um dos
compostos (PA), engquanto uma modificagdo estrutural realizada no composto PIB
mostrou-se uma estratégia eficaz para garantir uma marcacdo mais eficiente desse
composto. Essas analises foram relevantes para o desenvolvimento de estratégias
praticas para a aplicacdo dessas estruturas como templates para marcadores
fluorescentes, contribuindo para o avanco da area de marcadores e fornecendo
informac0es relevantes para o desenvolvimento desses sistemas.

Em suma, este estudo de molécula Unica para reagcdes de acoplamento cruzado
pelo mecanismo de Suzuki-Miyaura, juntamente com a simulacédo e a investigacdo dos
marcadores nas microzeo6litas, podem desempenhar um papel significativo no avango do
conhecimento nessas areas da quimica e fotoquimica. Os resultados obtidos fornecem
contribuicdes substanciais para o0 aprimoramento de processos cataliticos com paladio e

futuras aplicacdes.
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A aluna foi agraciada com o prémio de Melhor Poster no 15° Latin American
Conference on Physical Organic Chemistry em 2022, em reconhecimento a sua
apresentacdo dos resultados obtidos pela catdlise de molécula Unica por meio da
metodologia de adsorcao de Pd(1l) em sitios aniénicos SiO™ referentes as reacbes SM1 e
SM2. Além disso, a aluna teve um trabalho publicado no Journal of Fluorescence em
setembro de 2021, em colaboragdo com o grupo de pesquisa do professor Dr. Carlos
Roque da UNICAMP. O artigo, intitulado "Reactive Phenanthrene Derivatives as
Markers of Amino Groups in Fluorescence Microscopy of Surface Modified Micro-
Zeolite L", aborda os resultados obtidos na utilizacdo de derivados do fenantreno como
marcadores em grupos amino livres presentes em microzeolitas. Esses reconhecimentos
destacam a relevancia do trabalho realizado, contribuindo para o avango do

conhecimento na area da catalise de molécula Unica e de marcadores fluorescentes.
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Abstract

Two reactive phenanthrene derivatives, 4-(1H phenanthrol [9,10-d] imidazole-2-yl) benzaldehyde (PIB) and
6,9-dimethoxyphenanthro[9,10-c]furan-1,3-dione (PA) with high fluorescent quantum yields were prepared and used as
fluorescent marker in fluorescence microscopy. In particular, silane modified pmZeolite-L containing amino group (-NH,)
in the surface were labeled with the phenanthrene derivatives allowing good imaging resolution and spectroscopy measure-
ments. The presence of a large Stokes shift of the probes due to their intramolecular charge-transfer character gives an advan-
tage of the compounds in confocal laser fluorescence microscopy due to easy signal separation in excitation and emission
wavelengths. On the other hand, these results open up the possibility of using these probes for visualization of Zeolite-based
materials commonly used as catalysts in thermal and photochemical reactions.

Keywords Phenanthrene - Zeolite - Fluorescence - Lifetimes - Optical microscopy

Introduction

The labelling of micro and nano-systems with fluorescent
probes is an important topic in chemistry and biochemistry
and it has been extensively explored in optical microscopy
for decades [1-6]. Standard and new fluorophores for label-
ling of synthetic polymers and proteins are well known and
most of probes may be available from the chemical market
but typically at a high cost [7]. On the other hand, reactive
fluorescent dyes with emission signal modulated by the sol-
vent or medium properties as well are more specific 8, 9].
Such fluorescent probes or markers found applications in
fluorescence studies of micro and nano catalyst or solid sup-
port because they allow the visualization of the systems by
fluorescence microscopy prior and during a thermal or pho-
tochemical process, and changes in solvent medium during
reaction or presence of fluorescence quenchers may be indi-
cated from the type of fluorescence signal recorded [10-12].
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In addition, reactive chemosensors based on absorption or
fluorescence are used for detection of metal ions [13, 14] or
inorganic anion (CN™) with high selectivity and sensitivity
in aqueous solution as well as in biological cells [15, 16].
In this contribution, two new reactive phenanthrene deriva-
tives with moderate to high fluorescent quantum yields were
prepared and used as fluorescent markers of the free amino
groups chemically bound to silane-modified pmZeolite-L.
This Zeolite L is a micrometer solid particle with elon-
gated barrel shape displaying several open channels that
allow encapsulation of molecules or surface functionaliza-
tion forming inorganic—organic hybrid systems [17]. The
presence of a large Stokes shift of the probes due to their
intramolecular charge-transfer character gives advantage of
the compounds in fluorescence microscopy measurements.
These results open up the possibility of using the probes
for visualization of Zeolite-based catalysts in situ chemical
reactions at single-particle level.

Experimental

4-(1H phenanthrol [9,10-d] imidazole-2-yl) benzalde-
hyde (PIB). The fluorescent probe was prepared by stand-
ard method of Debus-Radziszewski imidazole synthesis

@ Springer

103



1418

Journal of Fluorescence (2021) 31:1417-1424

AcNH,/ NH;
TTAcCOOH
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following a similar route described recently in the literature
[18-20]. 9,10 phenanthraquinone (Sigma-Aldrich, 99%,
1.04 g, 5 mmol), terephthalaldehyde 0.80 g (Sigma-Aldrich,
99%, 6 mmol) were mixed with ammonium acetate/NH,OH
(0.05 mol) and dissolved in 15 mL of glacial acetic acid. The
system was heated to 85-90 °C under argon atmosphere for
6 h. The solid compound was filtered and washed several
times with cold water/ethanol, followed by recrystallization
("H NMR (400 MHz, dmso) & 13.71 (s, 1H), 10.08 (s, 1H),
8.86 (dd, /=15.1, 8.3 Hz, 2H), 8.56 (ddd, /=24.8, 12.7,
4.7 Hz, 4H), 8.16 — 8.07 (m, 2H), 7.81 — 7.58 (m, 4H). IR
main v cm_l(KBr pellet) 3380, 1680, 1600, 1425. TOF MS
(Cy,H,,N,0) m/z: Calc. 322.11, found: 323.1182 [M+H]J™).
The reaction scheme is given in Fig. 1.

The 6,9-dimethoxyphenanthro[9,10-c]furan-1,3-dione
(phenanthrene anhydride: PA) was prepared as described
in Fig. 2. First, maleic anhydride underwent a two-step
Heck-Matsuda arylation process to provide the 3,4-bis(4-
methoxyphenyl)furan-2,5-dione as previously described
[21], followed by photochemical cyclization under light
irradiation in the presence of I, as follows: to a solution
of the 3,4-bis(4-methoxyphenyl)furan-2,5-dione (261 mg,
0.84 mmol) in 300 mL of benzene, it was added molecular
iodine (108 mg, 42 mmol). The resulting solution was then
placed in a water bath with continuous water circulation
and irradiated with ultraviolet light (Hanovia, 450 W) for
12 h. Next, the reaction mixture was extracted with EtOAc
and washed with saturated Na,S,0; solution (3 X 10 mL).
The organic phases were combined, dried over MgSO4, fil-
tered, and the solvent removed under vacuum. The residue

Fig. 1 Synthesis route of PIB

Fig.2 Synthesis route of phen-
anthrene anhydride (PA) and the

corresponding imide (PI) NBF4

A

(excess)

HaCO
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was then purified using silica-gel column chromatogra-
phy (hexanes/EtOAc as eluent) to provide 231 mg of the
6,9-dimethoxyphenanthro[9,10-c]furan-1,3-dione (PA) as a
yellow solid (89% yield). Spectroscopic characterization of
the PA yielded: "H NMR (250 MHz, CDCl;) § 4.08 (s, 3H);
7.44 (dd, J=9 Hz,J=2.3 Hz, 1H); 7.95 (d, J=2.2 Hz, 1H);
8.85 (d, J=9 Hz, 1H). '3C NMR (62.5 MHz, CDCI3) § 55.7;
105.5; 118.8; 119.7; 125.7; 128.0; 135.4; 161.3 e 164.0.

The corresponding imide (PI) was obtained following the
reaction procedure illustrated in Fig. 2. To a vial containing
a solution of PA (1 mmol) in 4 mL of DMF, it was added
2.08 mL (10 mmol) of hexamethyldisilazane (HDMS) and
0.2 mL of methanol (5 mmol). The vial was then closed and
left stirring for 24 h at room temperature. Next, the reaction
was diluted with water and the resulting mixture extracted
with ethylacetate (3 x50 mL). The combined organic lay-
ers were dried over MgSO, and the evaporated in vacuum
to provide a residue, which was filtered through silica
gel to give compound PI as a yellow solid in 83% yield.
6,9-dimethoxy-1H-dibenzo[e,g] isoindole-1,3(2H)-dione: 'H
NMR (250 MHz, CDCls) § 4.10 (s, 3H); 7.46 (dd, J=9 Hz,
J=2.3 Hz, 1H); 7.93 (d, J=2.2 Hz, 1H); 8.85 (d, J=9 Hz,
1H).

The characterization of the pmZeolite-L particles used
in this study is reported elsewhere [22]. 20 mg of the solid
were initially dried under vacuum and added to an argon
purged solution of (3-aminopropyl) triethoxysilane (Aldrich)
in cyclohexane. The system was gently heated up to 50 °C
under constant stirring for 20 min. The solid was centri-
fuged, washed with 2-propanol and dried under vacuum
before reacting with the phenanthrene anhydride (PA) or
the benzaldehyde (PIB) derivatives. The reagents PIB or PA
were then added to suspended pmZeolite-L particles (1:20
mass ratio) in isopropyl alcohol and the system was allowed
to react for 2 h. The solid was centrifuged, washed several
times with 2-propanol and dried under vacuum. The respec-
tive reaction schemes are illustrated in Fig. 3.

HsCO
H4CO #

|,, benzene, hu
(95%)
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Absorption and emission spectra of the compounds in dif-
ferent solvent were recorded with spectrophotometer model
UV-1800 and spectrofluorometer model RF-5301 PC both
from Shimadzu Co. Fluorescence quantum yields (®;) of
samples were calculated using as standard 9,10-diphenylan-
thracene (DPA) (®:=0.9, cyclohexane) in the case of PA
and PI and quinine sulfate (®;=0.546, H,SO, 0.5 mol/L)
for PIB. Fluorescence decays were recorded by time cor-
related single photon counting (TCSPC) method using the
laser spectrometer described elsewhere [23].

For microscope measurements, the pmZeolite-L par-
ticles were deposited over clean glass coverslips by spin-
coating drops of particles suspended in 2-propanol. Confo-
cal fluorescence images were obtained using a custom-made
instrument based on Olympus 1X71 microscope with digi-
tal piezoelectric controller and stage (PI, E-710.3CD and
P-517.3CD) for nanometric sample scanning. The excitation
was provided by Coherent Cube, 405 nm, solid-state diode
laser. The excitation beam was converted into a circularly
polarized laser beam by using the A/2 and A/4 waveplates,
models AHWP0OSM-600 and AQWP0O5M-600 from Thor-
labs and focused on the sample with an objective Olympus,
UPLFLN 100X. The emission signal was separated from
the laser excitation beam using a dichroic cube (Chroma,
z4051p) and notch filter (Semrock, NF02-405U-25). Emis-
sion photons were counted using an avalanche photodiode
point detector (Perkin Elmer, SPCM-AQR-14) aligned with
the 50-mm pinhole in the confocal line. Transistor-transistor
logic detector signals were collected with a counter/timer
card (NI 6601) and transferred to a personal computer for

H,NH2
.

-1
”WQLWc£77L77777

Zeolite

Zeolite

2D plotting using a scanning control program written in C#.
Images were registered using false-color mapping, reach-
ing the best contrast enhancement according to the differ-
ence in intensity of the fluorescence signal. Fluorescence
decays were measured by a single-photon timing technique
using a counting board (Becker & Hickl, 140) with start
laser pulses triggered by a photodiode (Pico-Quant TDA
200). Decays were analyzed by multiexponential fitting with
deconvolution using the FAST software (Edinburgh Instru-
ments). Emission spectra were obtained using a spectrometer
(Maya 2000 Pro, Ocean Optics) fiber-coupled to right-side
port of the Olympus IX71 microscope. True color images of
the fluorescence samples were registered by Thorlabs DCU
223C color camera coupled to the binocular side port of the
Olympus IX71 microscope.

Results and Discussion
Photophysical Properties in Solution

The absorption and emission maximum wavelength and
emission quantum yields @; of PIB, PA and PI in different
solvents are reported in Table 1. Those compounds display
a significant Stokes-shift in polar solvent larger than 80 nm.
This would indicate an intramolecular charge-transfer (ICT)
character due to the carbonyl EWG on the opposite side of
phenanthrene donor moiety. This ICT character becomes
more evident from the emission colors displayed by the com-
pounds in different solvents upon excitation with UV light

N=—=—=
‘ H //F
L~ | ”
8 / e /sul\ =
S\\O N \O 0" 0 HN QO

Zeolite

9

OCHs
. (]
s ¥
ﬂ// 0 Q QOCH;4
o’?,i\o
Zeolite

Fig.3 Surface labeling of pmZeolite-L particles with phenanthrene fluorophores
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Table 1 Photophysical properties of phenanthrene-imidazole benzal-
dehyde (PIB), phenanthrene anhydride (PA) and phenanthrene imide
(PI).

Compound Solvent A (M) Ay (M) [oN
1,4-dioxane 374 459 0.48
THF 375 455 0.66
PIB Ethyl acetate 374 463 0.49
2-propanol 376 505 0.51
Acetonitrile 373 487 0.45
1,4-dioxane 391 464 0.66
THF 396 468 0.72
PA DMSO 408 505 0.10
DMF 401 499 0.32
Acetonitrile 408 496 0.56
1.4-dioxane 397 488 0.92
THF 398 477 0.69
PI DMSO 402 504 0.57
DMF 408 500 0.46
Acetonitrile 402 501 0.54

X ps 18 the band maximum of the low energy transition

as illustrated in Fig. 4. Absorption and emission spectra of
PIB, PA and PT in acetonitrile are illustrated in Fig. 5. The
compounds have moderate to high ®; with some dependency
on the type or polarity of the solvent. For PA and PI, & is
higher than that of the precursor compounds without being
cyclized [23] which points out that the preclusion of internal
rotation due to phenanthrene ring formation is given less
deactivation modes to the electronic excited-state.

The fluorescence decay of the compounds is biexponen-
tial in most of the solvents but with predominance of the

long-lived component which gives a practically linear slope
in a log plot as exemplified in Fig. 6. The fluorescence decay
components of the three phenanthrene derivatives are listed
on Table 2. The only atypical behavior is found for PIB in
2-propanol. In such solvent, PIB fluorescence has a fast tran-
sient of 30 ps followed by a long-lived component of about
1.7 ns, The fast component could be ascribed to an excited-
state tautomerization process assisted by 2-propanol hydro-
gen bonding with the imidazole N-H group which could
modulate the transition from the prompt LE to ICT excited-
state. Some of the values of decay times in biexponential fit-
ting obtained for PIB are quite similar to the results reported
by Krawczyk and coworker [ 19] with a fluorescence deacti-
vation dominated by a long lived component of about 2 ns.

Fluorescent in Labeling pmZeolite-L

The fluorescence of the labelled pmZeolite-L with PIB and
PA were measured using confocal microscopy and typical
images are shown in Fig. 7. Also, we measured the true
emission color of samples as illustrated on the right side of
each confocal image. The fluorescence images show that the
fluorophore labelling is roughly homogeneously distributed
because the intensity maps do not present large intensity
gradients. On the other hand, the non-sharp definition of the
microstructure is a result of the refraction index mismatch
due to the deposition of the 3D pmZeolite-L over glass sur-
face without a condensed solvent medium (dry samples).
On the other hand, the true color emission of the samples in
the color palette of Fig. 4 corresponds to acetonitrile, thus
indicating a highly polar surface of pmZeolite-L reported
by the molecular fluorophores attached to it. Comparing the
confocal images, the PIB-pmZeolite-L system has in general

Table 2 Fluorescence

decay times and normalized Compound Solvent o) T2 (ns) b & ng
_aﬂ{l‘ﬂjliwcllesbof th‘l’«dpﬁemmhfene- 1,4-dioxane 0.38 2.27 0.12 0.88 1.27
;)“h‘énf;’heme:zh;dzjz o THF 024 202 0.08 092 1.04
and imide (PI) PIB Ethyl acetate 0.23 2.50 0.29 0.71 115
2-propanol 0.03 1.72 0.88 0.12 1.12

Acetonitrile 0.21 2.44 0.13 0.87 1.08

1.4-dioxane 0.94 8.45 0.05 0.95 1.15

THF 1.17 9.03 0.05 0.95 1.18

PA DMSO 0.88 3.60 0.13 0.87 1.35

DMF 1.59 10.73 0.06 0.94 1.09

Acetonitrile 1.45 11.75 0.06 0.94 1.09

1.4-dioxane 12.98 1 1.25

THF 1.10 13.24 0.15 0.85 1.18

PI DMSO 1.84 14.70 0.08 0.92 1.11

DMF 1.65 14.43 0.06 0.94 1.15

Acetonitrile 1.34 16.29 0.05 0.95 1.13

*Standard deviate in decay time is +0.02 ns

@ Springer

106



Journal of Fluorescence (2021) 31:1417-1424

1421

HEE T

DMSO DMI

Acetonitrile I'HI

1,4-Dioxane

Fig.4 Pictures of liquid solution of PIB, PA, and PI under UV irra-
diation (top to bottom). Solvents (left to right) are DMSO (dimethyl
sulfoxide), DMF (dimethyl formamide), acetonitrile, tetrahydrofuran,
1,4 dioxane. PA sample appears only in DMSO, acetonitrile and 1.4
dioxane

much higher background signal outside the particle which
could indicate that some of the fluorophore is leaking most
probable to the less stability of the imine bond that could
undergoes hydrolysis due to the acid character of the zeolite
surface. Such drawback could be amended by reducing the
imine to amine to prevent hydrolysis.

The fluorescence decay profiles of the pmZeolite-L sam-
ples labelled with PIB and PA are shown in Fig. 8. Contrast-
ing with the decay in homogeneous solvent, in pmZeolite-L
the fluorophores show a highly non-exponential decay which
may be ascribed to the heterogeneous character of the zeolite
surface and also to possible energy migration to neighboring
fluorophores by dipole-dipole long-range interaction. In the
case of PIB-umZeolite-L, the decay is well represented by
three components of 0.10 (31%), 1.12 (34%) and 3.90 ns
(35%) while for PI-umZeolite-L the components are 0.43
(4%), 4.70 (18%) and 17. 5 ns (78%). The presence of a
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Fig.5 Absorption ( ) and emission spectra (
Pl in acetonitrile from top to bottom

-) of PIB, PA and

leading long-lived component in the case of PI-umZeolite-L
gives a higher emission efficiency and better confocal image
resolution as depicted in Fig. 7.

The emission spectra of the samples are slightly red-
shifted and the band FWHM is somewhat larger when com-
pared to the corresponding emission band in homogeneous
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Fig.6 Fluorescence decay of
PIB (yellow) and PA (blue) in 104 . - ; : 5 . . . . .
acetonitrile, instrument response

function (irf) is represented by
green and magenta profiles

00 | | l L | |

0 102030405060708090
Time/ns

Fig.7 Confocal fluorescence
image of PI (upper case) and
PIB (lower case) chemically
bound to pmZeolite-L. Right-
side images are the correspond-
ing pseudo-wide field true color
imaging of the same objects
recorded. Laser excitation at
405 nm. scale bar=5 pm
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solvent. In the case of PI-umZeolite-L, the emission maxi-
mum is 520 nm being 20 nm red-shifted when compared to
the emission spectra in acetonitrile (see Table 1 and emission
spectrum in the bottom of Fig. 8). For PIB-umZeolite-L, the
maximum is about 518 nm indicating a red-shift is about
31 nm when compared to emission maximum of free PIB in
acetonitrile reported in Table 1.

Considering that the imine bridge may undergo hydroly-
sis or could be less photo-stable under UV irradiation, the

1000

100 =
10 =
1
T T T T T T T T T T
10 20 20 40 50 &0 70 20 20 100
Time (ns)
6000
. 520 nm
&
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{ =
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450 500 550 600 650 700
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Fig.8 Fluorescence decay profiles (top) of PA-pmZeolite-L (blue)
and PIB-pmZeolite-L (red). Emission spectra of PA-pmZeolite-L
particle (middle) and PIB-pmZeolite-L (bottom) with excitation at
405 nm

PIB-pmZeolite-L was converted into its amine form by
hydrogenation using NaBH,. The system emission was again
measured and the results are presented in Fig. 9. A better
contrast in the fluorescence images are observed owing the
low background indicating that the conversion from imine
to amine resulted in more stable labeling and less leach-
ing during sample preparation. Nevertheless, the emission

T T

20000

517 nm

600 W,Ww\

400

Intensity (cps)

200+ /

i
450 500 550 600 650 700
Wavelength (nm)

Fig.9 Fluorescence images of confocal (top) and pseudo-wide field
real color image (middle) and emission spectrum of PIB-pmZeolite-L
particles (bottom) after conversion of the imine to amine in the labe-
ling group. scale bar=5 pm
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spectra obtained is very similar to the precursor system with
maximum at 517 nm.

Conclusions and Remarks

Two reactive phenanthrene derivatives were prepared and
applied as fluorescent markers for free amino groups pre-
sent in silane modified pmZeolite-L. The presence of a large
Stokes shift of the probes due to their intramolecular charge-
transfer character and moderate to high emission quantum
yield allow easy and efficient fluorescence imaging of the
zeolite particles. The system PI-pmZeolite-L has improved
performance because it combines higher emission signal
and better chemical and photochemical stability of the imide
when compare to the imine bond in PIB-pmZeolite-L. Nev-
ertheless, the imine bridge can be easier reduced to amine
after labeling which enhances its chemical and photochemi-
cal stability given more defined images with small change in
emission spectrum when compared with its precursor system.
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