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RESUMO 

Neste estudo, quatro reações de acoplamento cruzado de Suzuki-Miyaura 

utilizando paládio como catalisador foram estudadas em nível de molécula única (SM) 

por meio da microscopia de fluorescência por reflexão total interna (TIRF) e imagem 

óptica super-resolvida. Três metodologias distintas foram empregadas para depositar 

um pré-catalisador e conduzir os experimentos SM. Na primeira, o paládio foi 

adsorvido diretamente em sítios iônicos da superfície do vidro; na segunda, houve a 

complexação do paládio com um ligante fixado à superfície de vidro; e na terceira, 

microzeólitas funcionalizadas, silanadas e funcionalizadas com paládio foram utilizadas 

como um template reacional. Em todas as três metodologias, foram usados regimes 

extremamente diluídos do catalisador. A análise da intermitência da fluorescência 

proveniente de pontos localizados nanoscopicamente proporcionou uma medida direta 

da taxa de conversão do catalisador (SM-TOF) e, portanto, permitiu o cálculo do 

número médio de moléculas de produto geradas por um único centro catalítico ao longo 

do tempo. Os resultados revelaram melhorias significativas na eficiência catalítica das 

reações ao se empregar um silano modificado contendo um ligante ativo para a 

estabilização do paládio, assim como o uso de microzeólitas funcionalizadas, em 

comparação com a adsorção direta de paládio na superfície. Além das investigações 

experimentais, realizou-se um estudo de simulação para validar o sistema utilizado no 

tratamento dos dados de molécula única. Essa simulação reproduziu parte das condições 

experimentais e permitiu avaliar a precisão e a confiabilidade dos resultados obtidos 

experimentalmente. Adicionalmente, investigou-se o uso de dois derivados do 

fenantreno como marcadores nas microzeólitas empregadas nas reações de acoplamento 

cruzado. Esses derivados foram escolhidos por interagirem com grupos amino livres 

presentes na superfície das microzeólitas. Portanto, este trabalho contribuiu para ampliar 

o conhecimento sobre as reações de acoplamento cruzado pelo mecanismo de Suzuki-

Miyaura, fornecendo informações relevantes sobre o comportamento dessas reações em 

experimentos SM. Além disso, destacou-se a importância das simulações para validar e 

complementar os resultados experimentais, bem como a utilização de marcadores para 

investigar interações em sistemas baseados em microzeólitas. 

Palavras chave: Paládio, acoplamento cruzado, Suzuki-Miyaura, microzeólitas.  



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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1. INTRODUÇÃO 

1.1.  Compostos Orgânicos Fluorescentes 

 Compostos orgânicos que apresentam a propriedade fluorescente têm sido 

amplamente associadas ao desenvolvimento de novos materiais que apresentam 

propriedades únicas e promissoras.1,2 Uma das aplicações desses compostos luminosos 

está no campo dos Organic Light-Emitting Diodes (OLEDs) de alta eficiência, que são 

amplamente utilizados em telas digitais de dispositivos como televisores, monitores de 

computador e smartphones.3 A fluorescência é uma característica presente em 

substâncias que emitem luz quando expostas a radiações específicas, por exemplo, 

ultravioleta. Geralmente a emissão ocorre durante a exposição do material a fonte de 

energia. Os processos quânticos envolvidos na absorção e emissão 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 

eletrônicos excitados.4,5 

Figura 1: Diagrama de Jablonski simplificado.  

 

Fonte: Imagem adaptada da referência 4. Número da licença – 5592030288733. 

De acordo com o diagrama, quando um composto absorve radiação em um 

comprimento de onda específico, inicialmente ocorre a excitação do elétron do nível de 

energia mais baixo (S0) para um nível de energia mais alto Sn (i) (processo representado 

pelas setas de coloração rosa), sendo que cada nível energético pode ter subníveis 

vibracionais e rotacionais associados. No estado excitado, ocorrem decaimentos não 

radiativos ou de conversão interna, nos quais a energia é liberada por rotação e/ou 

vibração (ii) (setas pretas). Haverá transições não radiativas de S → S1, ou seja, do 

estado de maior energia para o estado excitado de menor energia. Após alcançar S1 a 

densidade eletrônica retorna ao estado fundamental por meio de processos não 

radiativos ou radiativos. Se for um processo radiativo, ocorre a fluorescência (iii) 
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(representada pelas setas verdes) que é a perda de energia por emissão de fotons entre 

estados eletrônicos de mesma multiplicidade de spin (singleto - singleto). Outra 

possibilidade é uma transição proibida, caracterizada pela inversão de spin de um estado 

singleto para um estado tripleto de energia ligeiramente menor (iv). Essa transição é 

chamada de transição intersistema e ocorre após uma mudança de multiplicidade. Após 

atingir o estado T1 podem ocorrer processos não radiativos ou radiativos. Se for um 

processo radiativo, ocorre a fosforecência (v), que é uma transição radiativa entre 

estados eletrônicos com diferentes multiplicidades de spin (tripleto - singleto). A Figura 

2 ilustra os espectros das transições radiativas entre os estados eletrônicos apresentados. 

É possível observar que os espectros de emissão e absorção para um determinado 

composto são praticamente imagens espelhadas (S0 → S1 e S1 → S0). Essa simetria 

pode ser atribuída à presença de estruturas de níveis vibracionais semelhantes 

envolvidas nesses processos. 

Figura 2: Espectros para as transições radiativas entre estados eletrônicos.  

 

Fonte: Imagem adaptada da referência 4. Número da licença – 5592030288733. 

Todas as etapas mostradas no diagrama de Jablonski apresentam tempos 

característicos associados a absorção e a emissão de fótons, conforme Tabela 1. 

Tabela 1: Tempos característicos para os processos de absorção e emissão. 

Processo Tempo (s) 

Absorção 10-15 

Relaxação vibracional 10-13 – 10-11 

Tempo de vida do estado excitado S1 10-10 – 10-7 

Cruzamento intersistema 10-10 – 10-8 

Conversão interna 10-11 – 10-9 

Tempo de vida do estado excitado T1 10-6 – 1 

Fonte: Tabela adaptada da referência 4. Número da licença – 5592030288733. 

O tempo de vida da fluorescência e o rendimento quântico são parâmetros 

essenciais para um fluoróforo (um composto que emite luz em uma determinada região 

do espectro eletromagnético). O tempo de vida é definido como o período médio em 

que o composto permanece no estado excitado antes de retornar ao estado fundamental. 

Por outro lado, o rendimento quântico é a relação entre o número de fótons emitidos e o 
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número de fótons absorvidos, representando a fração dos fluoróforos no estado excitado 

que decai por meio de fluorescência. Através dessa medida, é possível avaliar a 

eficiência de emissão dos compostos fluorescentes.4 

Em compostos orgânicos, a propriedade fluorescente é tipicamente encontrada 

em estruturas aromáticas com ligações duplas conjugadas. A deslocalização eletrônica 

gerada pela coplanaridade dos orbitais π e a presença de grupos funcionais nessas 

estruturas possibilitam as transições radiativas entre os estados eletrônicos, resultando 

na emissão desses compostos. De forma geral, grupos doadores de densidade eletrônica 

para o anel aromático, como hidroxila, alcoxila e amino, amplificam o efeito de 

ressonância, levando a um aumento na fluorescência, dependendo de suas posições. Por 

outro lado, grupos aceptores de densidade eletrônica, como nitro, carbonila e ciano, 

desestabilizam o anel aromático, afetando diretamente na ressonância e, 

consequentemente, reduzindo a fluorescência.4 

Estudos recentes têm revelado progressos promissores na elaboração de 

moléculas modificadas com grupos funcionais doadores (D) e aceptores (A) de 

densidade eletrônica para obter compostos fluorescentes. Além disso, há investigações 

sobre o uso de moléculas contendo boro em sua estrutura, principalmente devido à 

mobilidade eletrônica proporcionada por um orbital p vazio presente nesse elemento. 

Compostos "triarylboron" têm se mostrado excelentes aceptores de densidade 

eletrônica.6,7 Nesse mesmo contexto, foram propostas estruturas D-A com a inclusão de 

triarilaminas como doadoras de densidade eletrônica.8,9 Um exemplo de composto 

contendo esses grupos é mostrado na Figura 3a10. Ao longo dos anos, outras classes de 

moléculas têm sido estudadas, tais como emissores baseados em difenilsulfonas (Figura 

3b)11, emissores de triazina-pirimidina (Figura 3c)12, derivados de piridina e pirimidina 

substituídos por grupos nitrila (Figura 3d)13, derivados de oxido de fosfina (Figura 3e)14, 

derivados de benzonitrila (Figura 3f).15 Entre outros, incluindo derivados de 

benzoilpiridina16, trifenilaminas17 e de triazóis.18 
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Figura 3: Representação de alguns compostos orgânicos com grupos doadores e 

aceptores. 

 

Fonte: Imagem de autoria própria. 

1.2. Contexto Histórico das Reações de Acoplamento Carbono-

Carbono  

Existe uma crescente demanda pela construção de moléculas orgânicas 

complexas para diversas finalidades. Essa necessidade abrange diferentes setores, como 

a indústria farmacêutica, que busca sintetizar novos medicamentos; o setor agrícola, que 

procura desenvolver substâncias para proteger as plantações contra pragas; e a 

eletrônica, que está em busca de compostos que possam emitir luz. Uma das 

ferramentas fundamentais para a construção desses sistemas complexos são as reações 

de acoplamento. Essas reações envolvem a união de moléculas menores para formar 

compostos mais complexos por meio da formação de ligações carbono-carbono (C-

C).19,20 O gráfico 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 número de publicações 

ao longo dos anos, totalizando quase 140.000 artigos. Esse crescimento evidencia a 

importância das reações 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. 

 

Fonte: Imagem de autoria própria. 

Uma reação de acoplamento é caracterizada pela união de dois fragmentos com 

a ajuda de um catalisador metálico, resultando na formação de uma nova ligação C-C. O 

Esquema 1 é uma representação geral não balanceada desse tipo de transformação, que 

geralmente envolve a reação entre um eletrófilo orgânico do tipo R1-X e um composto 

R2-Y que possui um grupo ativador, contendo um átomo metálico ou não metálico 

ligado ao outro átomo de carbono da ligação a ser formada. Como resultado, um 

composto orgânico R1-R2 é formado, estabelecendo assim uma nova ligação química C-

C.21 

Esquema 1: Reação geral de acoplamento não balanceada para a formação de uma nova 

ligação C-C. 

 

Fonte: Imagem adaptada da referência 21. Licença - 

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

Em termos gerais, existem dois tipos reconhecidos de reações de acoplamento: 

são as reações de acoplamento cruzado, também conhecidas como heterocouplings, que 

ocorre quando dois fragmentos diferentes reagem para formar uma nova ligação C-C; e 

as reações de homoacoplamento, também conhecidas como homocouplings, que ocorre 

quando dois compostos iguais reagem para formar uma nova ligação C-C.22  

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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Durante o final do século XIX e ao longo do século XX, houve significativos 

avanços no desenvolvimento e aprimoramento de várias reações de acoplamento 

catalisadas por metais. Essas reações desempenharam um papel crucial na comunidade 

científica. A Figura 5 apresenta uma linha do tempo que ilustra a origem de algumas das 

principais reações de acoplamento cruzado catalisadas por metais até o início da década 

de 80.23  

Figura 5: Linha do tempo da descoberta e desenvolvimento de reações de acoplamento 

cruzado catalisadas por metais. 

 

Fonte: Imagem adaptada da referência 23. Número da licença – 5591940749234. 

A linha do tempo retratada na Figura 5, revela uma notável variação existente 

para reações de acoplamento catalisadas por metais, uma área de pesquisa que 

desempenhou um papel crucial no avanço da química orgânica. A história dessas 

reações teve início com os pioneiros estudos sobre homoacoplamento, representados por 

marcos fundamentais no desenvolvimento sintético.  

Em 1869, Glaser relatou a dimerização oxidativa do fenilacetileto de cobre, 

inaugurando uma nova era de investigação na qual os metais desempenhariam um papel 

fundamental na formação de ligações carbono-carbono. Essa descoberta sinalizou o 

potencial das reações de acoplamento como uma estratégia para a síntese de moléculas 

complexas.24  

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

grande impacto ao demonstrar a adição nucleofílica de compostos organomagnésio a 
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compostos carbonílicos, uma reação que ficou conhecida como reação de Grignard. 

Essa descoberta abriu novos horizontes na síntese orgânica, permitindo a construção de 

cadeias carbonadas de forma eficiente e versátil.2527 Esses avanços foram reconhecidos 

pela comunidade científica com o Prêmio Nobel de Química de 1912, compartilhado 

igualmente entre Victor Grignard e Paul Sabatier. Paul Sabatier foi honrado por suas 

contribuições no desenvolvimento da hidrogenação catalítica, um método essencial para 

a redução de compostos orgânicos utilizando metais finamente dispersos.28  

A primeira publicação abordando reações de acoplamento cruzado entre 

diferentes compostos utilizando metais de transição 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.29 Embora esses acoplamentos 

iniciais de Kharasch fossem restritos a certos tipos de substratos e à compatibilidade de 

grupos funcionais, eles representaram um marco fundamental na química de 

acoplamento, estabelecendo as bases para toda a área, ao utilizar quantidades catalíticas 

de metais de transição para formar ligações C-C. Essa abordagem pioneira desencadeou 

um campo de pesquisa prolífico e abriu caminho para o desenvolvimento de métodos 

mais abrangentes e versáteis de acoplamento cruzado. 

 Uma das limitações encontradas nas reações de acoplamento era a baixa 

seletividade causada pelo uso de cobalto e níquel, além de rendimentos variáveis e 

difíceis de controlar, especialmente nas reações de acoplamento cruzado entre espécies 

diferentes. 30,31 Com o objetivo de aprimorar a reatividade e seletividade dessas reações, 

os cientistas direcionaram seus esforços para explorar a influência do catalisador na 

ampliação do escopo do acoplamento cruzado. Nesse contexto, novos catalisadores de 

platina e níquel começaram a ser desenvolvidos, enquanto a química do paládio estava 

predominantemente voltada para aplicações em metalurgia, como substituto do aço na 

fabricação de instrumentos médicos.32,33 

Após a Segunda Guerra Mundial, a Europa passou por um período de 

reconstrução, onde a necessidade de fontes acessíveis de plástico e precursores químicos 

se tornou uma prioridade. Diante desse cenário, os químicos do Instituto Central de 

Pesquisa da Wacker Chemie se empenharam em encontrar uma rota de síntese para o 

óxido de etileno a partir do etileno. Nesse contexto, eles desenvolveram um método 

envolvendo o uso de uma espécie de paládio em carvão como catalisador. No entanto, 

durante o processo, eles sentiram um odor característico de acetaldeído. Essa 
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observação levou à descoberta do processo Wacker, que consiste na oxidação do etileno 

em atmosfera de oxigênio, empregando quantidades catalíticas de PdCl2 para obter 

acetaldeído. Essa importante descoberta estabeleceu o papel fundamental do paládio na 

síntese de compostos orgânicos.34 

Richard Heck, trabalhando na Hercules Powder Co, teve uma liberdade 

incomum para um químico industrial moderno, o que lhe permitiu explorar novos 

horizontes científicos. Inspirado pelos avanços no processo Wacker, Heck direcionou 

sua atenção para a química de compostos contendo arilpaládio.35,36 Seu primeiro 

experimento consistiu na adição de acetato de fenilmercúrio a uma solução de 

tetracloropaladato de lítio (Li2[PdCl4]) em acetonitrila, sob uma atmosfera de etileno a 0 

ºC. Para sua surpresa, uma reação ocorreu imediatamente.36 Esse resultado inicial foi o 

ponto culminante de sua pesquisa, levando-o a publicar, em 1968, 7 Communications 

como único autor, abordando reações entre compostos organomercuriais e alcenos na 

presença de quantidades catalíticas de Li2[PdCl4] para a formação de ligações C-C.37-43 

No entanto, devido à alta toxicidade dos reagentes contendo organomercúrio, foram 

desenvolvidos procedimentos alternativos. Nesse contexto, Mizoroki realizou reações 

de acoplamento cruzado entre haletos arila, benzila e estirila com alcenos, utilizando 

paládio (II) como catalisador. Essa descoberta marcou o surgimento de uma das reações 

de acoplamento cruzado mais importantes e influentes catalisadas por paládio, 

conhecida como reação de Mizoroki-Heck.44 

Em 1976, Negishi relatou o acoplamento de organoalumínio utilizando 

catalisadores de níquel, no entanto, observou-se baixa estereoespecificidade nesses 

sistemas. Foi somente quando o níquel foi substituído por paládio que ocorreu uma 

melhora significativa na seletividade da reação.45  

Negishi e seus colaboradores realizaram uma extensa investigação para 

identificar reagentes organometálicos adequados para reações de acoplamento cruzado. 

Após diversos testes, eles concluíram que o acoplamento catalisado por [PdCl2(PPh3)2] 

entre iodetos arila e acetilenos organometálicos contendo zinco, boro e estanho 

proporcionou os melhores resultados na formação de alcinos.46 Com essa descoberta, o 

escopo das reações de acoplamento catalisadas por paládio e níquel entre haletos 

orgânicos insaturados e reagentes organozinco avançou significativamente, englobando 

uma ampla variedade de grupos funcionais. Essa ampliação das possibilidades 

reacionais abriu novas perspectivas para a síntese de compostos orgânicos complexos e 

funcionais.47 
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Em 1979, Suzuki reportou o desenvolvimento do acoplamento cruzado 

catalisado por paládio entre 1-alquenilboranos e brometos de arila em meio básico, 

introduzindo assim a reação de Suzuki-Miyaura.48 Essa metodologia se revelou 

altamente eficiente para a formação de ligações carbono-carbono, devido às vantagens 

intrínsecas dos reagentes empregados. Os materiais de partida, compostos por 

organoboros, demonstraram ser facilmente manipuláveis e geralmente estáveis em 

contato com o ar e a umidade. Além disso, as condições reacionais eram brandas, 

resultando em subprodutos menos tóxicos e de remoção relativamente simples. Devido 

a essas características favoráveis, as reações de acoplamento Suzuki-Miyaura têm sido 

amplamente aplicadas em contextos industriais.49 

É importante salientar a relevância das metodologias envolvendo a formação de 

ligações C-C catalisadas por metais, com destaque para aquelas que empregam 

compostos de paládio como catalisadores. A partir das primeiras descobertas de Suzuki, 

uma série de outras reações de acoplamento cruzado tem sido desenvolvida, expandindo 

ainda mais o repertório de transformações sintéticas disponíveis.21,50 O reconhecimento 

da importância dessas reações foi evidenciado em 2010, quando os químicos Richard F. 

Heck, Ei-ichi Negishi e Akira Suzuki foram laureados com o Prêmio Nobel de Química 

em virtude de suas contribuições no campo das reações de acoplamento cruzado 

catalisadas por paládio em síntese orgânica. Esse prestigioso prêmio ressaltou a 

relevância dessas reações e seu impacto significativo na síntese de compostos orgânicos 

complexos.23 

1.3. Aplicações das Reações de Acoplamento Cruzado 

Na indústria química e farmacêutica, as reações de acoplamento cruzado 

catalisadas por paládio têm uma ampla gama de aplicações em diferentes áreas. Essas 

aplicações são evidenciadas por meio de exemplos ilustrativos na Figura 6. A síntese 

bem estabelecida do Losartan, um medicamento utilizado no tratamento de hipertensão 

arterial, é um exemplo do emprego da reação de Suzuki51. Além disso, a reação de Heck 

tem sido utilizada na produção do medicamento Singulair, amplamente empregado no 

tratamento da asma.52. Outro exemplo relevante é a síntese total da discodermolida, um 

composto que exibe potente atividade inibidora do crescimento de células tumorais. 

Essa síntese faz uso da variação de Negishi, destacando a versatilidade das reações de 

acoplamento cruzado catalisadas por paládio na síntese de compostos complexos. Na 

área farmacêutica, também merece destaque o processo Pfizer, empregado em larga 

escala na produção de um inibidor para hepatite C, que faz uso da reação de Heck.53 
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Além disso, a aplicação da reação de Suzuki tem sido amplamente explorada na 

produção em grande escala do Crizotinib, um agente antitumoral utilizado no 

tratamento de metástases pulmonares.53 No setor agrícola, a variação de Suzuki também 

desempenha um papel importante, sendo empregada na produção em larga escala do 

fungicida Bixafen, que desempenha um papel crucial no controle de doenças em 

plantações.54  

Esses exemplos ilustram a significativa contribuição das reações de acoplamento 

cruzado catalisadas por paládio na indústria química e farmacêutica, evidenciando sua 

importância na síntese de compostos de alto valor e impacto nas áreas médica, agrícola 

e farmacêutica. 

Figura 6: Produtos obtidos por reações de acoplamento cruzado catalisadas por Pd. Em 

laranja com um corte tracejado estão identificadas as ligações onde ocorre o 

acoplamento.    

 

Fonte: Fonte: Imagem adaptada da referência 23. Número da licença – 5591940749234. 

Além das aplicações já mencionadas, é importante destacar as promissoras áreas 

de pesquisa que exploram o uso das reações de acoplamento cruzado, em particular as 

reações de Suzuki-Miyaura, para o planejamento de sistemas orgânicos emissores de 

luz. Estudos recentes têm demonstrado o potencial dessas reações na construção de 

dispositivos eletrônicos multifuncionais. Por exemplo, filmes poliméricos conjugados e 
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emissores podem ser preparados por meio da reação de Suzuki-Miyaura, permitindo o 

desenvolvimento de fotodetectores, dispositivos eletroluminescentes e sensores com 

propriedades específicas. Essas aplicações abrem caminho para avanços significativos 

na área de tecnologia de dispositivos optoeletrônicos.55  

Outra área de interesse é a utilização das reações de acoplamento para a 

elaboração de sensores fluorescentes e colorimétricos. Através da condensação de 

Knoevenagel e da reação de acoplamento Suzuki-Miyaura, é possível sintetizar sensores 

altamente sensíveis e seletivos para a detecção de compostos nitroaromáticos tóxicos, 

como o ácido pícrico presente em explosivos. Esses sensores oferecem uma abordagem 

promissora para a detecção ultrassensível e seletiva desses compostos em meio 

aquoso.56  

Além das aplicações mencionadas anteriormente, outro campo de pesquisa em 

ascensão relacionado às reações de acoplamento cruzado é a marcação de micro e nano-

sistemas com sondas fluorescentes. Essa abordagem tem grande relevância científica 

nas áreas da química e bioquímica, sendo amplamente explorada pela microscopia 

óptica há décadas.57-59  

Embora alguns sistemas e sondas fluorescentes estejam disponíveis no mercado, 

muitas vezes apresentam custos elevados. No entanto, os corantes fluorescentes reativos 

com sinal de emissão modulado por solventes ou por propriedades do meio são 

particularmente interessantes devido à sua especificidade. Essas sondas ou marcadores 

fluorescentes encontram aplicação em estudos de fluorescência em micro e nano 

catalisadores, permitindo a visualização desses sistemas por meio de técnicas 

microscópicas de fluorescência antes e durante um processo químico ou 

fotoquímico.60,61 Essas sondas fluorescentes oferecem percepções significativas sobre as 

transformações químicas que ocorrem nos sistemas estudados, permitindo a observação 

direta de reações e processos em escala micro e nano. Essa capacidade de monitorar 

visualmente os catalisadores em ação abre portas para o desenvolvimento de estratégias 

mais eficientes e seletivas no campo da catálise, contribuindo para o avanço da química 

e para a compreensão dos mecanismos envolvidos nas reações catalíticas.62,63 

1.4. Mecanismo das reações de Suzuki-Miyaura 

 O mecanismo dessas reações é de grande interesse, pois entender como essas 

transformações ocorrem em nível molecular permite o desenvolvimento de novos 

métodos sintéticos e a otimização de condições reacionais. Ao explorar as propriedades 

e comportamentos das moléculas envolvidas nessas reações, é possível obter uma visão 
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mais aprofundada do processo químico e suas aplicações. As reações de Suzuki-

Miyaura envolvem a combinação de um ácido borônico com um haleto de arila, 

catalisada por um complexo de paládio, como ilustrado no Esquema 2.64  

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

 

Fonte: Adaptado com permissão da Chem. Rev. 1995, 95, 7, 2457–2483. Copyright 

1995, American Chemical Society. 

O mecanismo das reações de Suzuki-Miyaura envolve uma série de etapas 

sequenciais que ocorrem normalmente na presença de um catalisador de paládio. O 

ciclo catalítico mais consensual consiste em três etapas principais: adição oxidativa, 

transmetalação e eliminação redutiva.65 Além das etapas do ciclo catalítico, outros 

fatores são importantes para a compreensão das reações de Suzuki-Miyaura. A presença 

de uma base adequada é crucial para facilitar a etapa de transmetalação, enquanto o 

solvente utilizado pode influenciar na estabilidade e na reatividade dos reagentes e 

intermediários. Dessa forma, é necessário considerar cuidadosamente essas variáveis 

para otimizar as condições reacionais e obter os melhores resultados. 

• Adição Oxidativa: 

Segundo um estudo teórico realizado por García e colaboradores, na primeira 

etapa do ciclo, conhecida como Adição Oxidativa, ocorre a quebra da ligação entre o 

grupo R2 e o heteroátomo X. Nesse processo, o metal se liga aos ligantes R2 e X, 

resultando na formação de uma nova ligação metal-ligante. A representação do metal 

pode ser feita considerando-o como tendo um ligante Ln, juntamente com os ligantes R2 

e X, conforme ilustrado no Esquema 3.66  

Esquema 3:Etapa de adição oxidativa para o mecanismo de Suzuki-Miyaura. 

 

Fonte: Adaptado com permissão de J. Org. Chem. 1994, 59, 26, 8151–8156. Copyright 

1994, American Chemical Society. 

Essas reações podem ser reversíveis, mas é esperado que o equilíbrio seja 

deslocado em direção ao produto da etapa de adição oxidativa quando ligantes doadores 

de densidade eletrônica são utilizados. Esses ligantes têm a capacidade de estabilizar 
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estados de oxidação mais altos do metal. A etapa de adição oxidativa tem sido 

identificada como limitante de velocidade em várias reações de acoplamento cruzado. 67 

Existem duas propostas de mecanismos para a etapa de adição oxidativa, 

representadas pelo Esquema 4. O primeiro é o mecanismo via concertada, onde ocorre a 

formação simultânea das ligações Pd-R2 e Pd-X no estado de transição. Esse mecanismo 

leva à retenção da configuração em um átomo de carbono estereogênico quando 

eletrófilos quirais R2-X estão envolvidos. A segunda proposta é um processo 

bimolecular associativo, que ocorre em duas etapas. Primeiro, o carbono é atacado pelo 

metal e o ânion X- é expelido, formando uma espécie catiônica. Em seguida, as duas 

espécies carregadas se combinam para gerar o produto final. Esse segundo mecanismo é 

conhecido como SN2, em analogia com a reação de substituição nucleofílica, e pode 

levar à inversão de configuração quando um centro de carbono estereogênico está 

envolvido.68 

Esquema 4: Representação esquemática dos mecanismos concertado e SN2. 

 

Fonte: Adaptado com permissão de Acc. Chem. Res. 2013, 46, 11, 2626–2634. 

Copyright 2013, American Chemical Society. 

• Transmetalação: 

Na etapa subsequente, ilustrada no Esquema 5, ocorre a transmetalação, na qual 

o intermediário formado na etapa de adição oxidativa reage com o grupo orgânico 

presente no composto R1-B(OH)2, levando à formação de um segundo intermediário. 

Esquema 5: Reação geral para a etapa de transmetalação. 

 

Fonte: Adaptado com permissão de Acc. Chem. Res. 2013, 46, 11, 2626–2634. 

Copyright 2013, American Chemical Society. 

Na etapa de transmetalação, a presença 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 ácido borônico, formando uma espécie organoborato, 

enquanto na Via B, a base substitui primeiro o grupo de saída X na esfera de 

coordenação do catalisador. Além disso, uma terceira via, denominada Via 0, foi 

avaliada, na qual a reação ocorre na ausência de uma base. O Esquema 6 ilustra as Vias 

A, B e 0. 

Esquema 6: Representação esquemática das vias A, B e 0 na etapa de transmetalação. 

 

Fonte: Adaptado com permissão de Acc. Chem. Res. 2013, 46, 11, 2626–2634. 

Copyright 2013, American Chemical Society. 

Primeiramente foi realizado um estudo teórico para investigar o papel da base na 

etapa de transmetalação nas reações de Suzuki-Miyaura. Na ausência de base (Via 0), 

utilizando trans-[Pd(CH2=CH)-Br(PH3)2], CH2=CH-B(OH)2 e -OH como reagentes, 

observou-se uma reação altamente endotérmica com uma barreira energética 

significativamente elevada. Esses resultados corroboram com os resultados 

experimentais, confirmando que a presença de uma base adequada é necessária para a 

ocorrência da reação.69 

Por meio da Via A, no mesmo estudo teórico, a transmetalação foi considerada 

um processo composto por várias etapas. Isso resultou na formação do complexo trans-

[Pd(CH2=CH)2-(PH3)2], ácido organoborônico B(OH)3 e haleto livre Br-. A diferença de 

energia calculada entre os estados de menor e maior energia foi mínima, indicando que 

essa via é adequada para explicar o papel da base no mecanismo da reação. Porém, ao 

explorar a Via B usando o mesmo sistema modelo, não foi possível encontrar um estado 

de transição para a substituição direta do haleto pelo grupo hidroxila no complexo de 

bisfosfina. As tentativas de otimização levaram à ligação do -OH a um centro de fosfina 

ou à substituição de uma das fosfinas por -OH na esfera de coordenação do metal. 

Concluiu-se, portanto, que o ciclo catalítico principal deve ocorrer predominantemente 

pela Via A, que possui barreiras energéticas mais baixas e não produz produtos 

indesejados evidentes.70 
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• Eliminação Redutiva 

A etapa final para completar o ciclo catalítico é a eliminação redutiva, que 

ocorre após a transmetalação. Nessa etapa, os grupos R1 e R2 se acoplam na posição cis. 

O Esquema 7 fornece uma ilustração dessa etapa do mecanismo. 

Esquema 7: Etapa de eliminação redutiva para o mecanismo de Suzuki-Miyaura. 

 

Fonte: Adaptado com permissão de Organometallics 2005, 24, 15, 3703–3710. 

Copyright 2005, American Chemical Society. 

No caso em que o complexo resultante da etapa de transmetalação seja um 

produto trans, geralmente é necessária uma etapa referente a uma reação de 

isomerização antes da eliminação redutiva. O mecanismo normalmente aceito para esta 

etapa é concertado e apresenta um estado de transição cíclico de três coordenadas que 

resulta no acoplamento C-C final e na regeneração concomitante das espécies 

catalíticas, PdLn, como mostra o esquema 7. A eliminação redutiva costuma ser uma 

etapa irreversível.71 

 Em relação ao ligante L na barreira energética da reação, a barreira diminui com 

o aumento da capacidade π-aceptora de densidade eletrônica dos ligantes L e 

consequentemente leva a uma aceleração da reação. Estudos mostram que a formação 

da ligação R1-R2 é o produto favorecido de acordo com resultados experimentais.72 

• Efeito do solvente 

Para compreender a influência do solvente nas reações de acoplamento cruzado, 

é fundamental considerar as forças intermoleculares envolvidas. Dentre essas forças, as 

interações de dispersão, resultantes da polarização das moléculas orgânicas, são as mais 

abundantes, embora relativamente fracas. Essas interações estão presentes em todos os 

solventes. Em alguns protocolos de acoplamento cruzado, os solventes próticos, como 

os álcoois, são evitados devido à sua reatividade. No entanto, em métodos que utilizam 

organometálicos menos reativos, os solventes alcoólicos podem ser benéficos. Em 

certas circunstâncias, os álcoois podem atuar como agentes redutores, reduzindo os 
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precursores de Pd(II), sem afetar outros componentes da reação, como ligantes, bases e 

organometálicos.73 

É importante destacar que a espécie de paládio adicionada à reação nem sempre 

é o catalisador ativo. Geralmente, são utilizados pré-catalisadores de Pd(II) 

comercialmente disponíveis, que se convertem in situ em espécies ativas de Pd(0). 

Embora solventes menos polares sejam adequados para reações de borilação, os 

acoplamentos cruzados são frequentemente realizados em solventes mais polares, que 

auxiliam na estabilização das cargas envolvidas. Por exemplo, quando o acetato de 

paládio é usado como pré-catalisador, o íon acetato desempenha um papel na formação 

de uma espécie aniônica de Pd(0). Além disso, solventes apróticos como a 

dimetilformamida (DMF) podem ser oxidados por espécies de Pd(II), resultando na 

formação de um subproduto imida.74 O Esquema 8 ilustra esse mecanismo. Assim, o 

próprio solvente pode desempenhar um papel direto na formação 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: Redução de Pd(II) a Pd(0) pelo solvente DMF. 

 

Fonte: Imagem adaptada da referência 73. ID da licença - 1376879-1. 

1.5. Microscopia de fluorescência de uma única molécula (Single 

Molecule) 

Há uma falta considerável de pesquisas na área dos mecanismos cinéticos e 

comportamento dos catalisadores nas reações de acoplamento cruzado. No entanto, nas 

últimas décadas, houve avanços notáveis na área da microscopia de fluorescência, com 

o desenvolvimento de técnicas de super-resolução e alta sensibilidade. Essas técnicas 

https://marketplace.copyright.com/rs-ui-web/mp/license/e91b69d9-b2b2-4943-b10e-aeb9f15ed978/7d574905-81ce-4791-b45b-8b2f7c0def20
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possibilitam a avaliação do comportamento de sistemas individuais e permitem obter 

detalhes em nível molecular, permitindo uma observação temporal e espacial da 

fotofísica e reatividade química em escala microscópica.75,76  

A aplicação dessas técnicas avançadas de microscopia de fluorescência oferece 

uma oportunidade única para investigar a reatividade e a catálise de diversas reações e 

classes de compostos orgânicos. A condição fundamental é que os produtos das reações 

sejam fluorescentes, o que permitirá a visualização direta e o monitoramento das 

flutuações de intensidades de fluorescência. Dessa forma, é possível obter informações 

pertinentes sobre a cinética das reações e o comportamento do catalisador em escala 

molecular.77,78 

A microscopia de fluorescência convencional normalmente envolve a 

observação de centenas ou até milhares de fluoróforos espalhados em uma amostra, 

fornecendo uma visão geral do comportamento das moléculas presentes. No entanto, 

essa abordagem pode ocultar informações importantes que estão contidas em moléculas 

específicas ou em pequenos grupos de moléculas. Ao visualizar um grande número de 

fluoróforos, é difícil distinguir e analisar individualmente cada molécula presente na 

amostra. Detalhes cruciais sobre o comportamento molecular, como interações 

específicas e eventos transitórios, podem ficar mascarados pela média dos resultados 

obtidos de todas as moléculas presentes. 79 

Por outro lado, a imagem de uma única molécula proporciona uma visão mais 

aprofundada e detalhada do comportamento molecular. Essa abordagem permite 

observar características específicas, tais como, dinâmicas moleculares e interações com 

outras moléculas ou ambiente circundante. Ao analisar uma única molécula, é realizável 

obter informações que seriam impossíveis de serem identificadas ao considerar a média 

de um grande número de moléculas.79,80 Ao focar em moléculas individuais, a 

microscopia de fluorescência de molécula única revela informações sutis e nuances que 

podem ser essenciais para compreender reações químicas e processos biológicos.81 

Uma abordagem de destaque utilizada para investigar eventos em nível de uma 

única molécula é a microscopia de campo largo (widefield microscopy). Essa técnica 

permite a excitação de sistemas por meio de lasers na região vísivel e a observação por 

detectores pontuais ou câmeras de alta sensibilidade. A configuração da microscopia de 

campo largo possibilita o acompanhamento e a caracterização de processos químicos e 

fotoquímicos em regiões nanométricas de amostras, permitindo o estudo da cinética de 
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reação e das relaxações de estados excitados envolvendo um número limitado de 

moléculas, atingindo o limite Single Molecule (SM).82 

 Na microscopia de campo largo convencional, a iluminação é projetada em uma 

linha através da amostra, o que permite a excitação de fluoróforos em profundidades 

superiores a 1 mm. Em contraste, na técnica de fluorescência por reflexão interna total 

(TIRF), ondas evanescentes são geradas e rapidamente decaem, penetrando no máximo 

100 nm na amostra. Essa propriedade possibilita a excitação seletiva de um grupo 

específico de moléculas, resultando em uma resolução aprimorada para a visualização 

de células vivas, como ilustrado na Figura 7.83 Essa capacidade seletiva e de alta 

resolução é particularmente vantajosa para a obtenção de imagens de células vivas com 

maior detalhamento, conforme exemplificado na Figura 8.79  

Figura 7: Diferença entre a microscopia widefield convencional e a reflexão interna 

total. 

 

Fonte: Imagem adaptada da referência 83. ID da licença - 1376884-1. 

Figura 8: Diferença na resolução de imagens de células vivas capturadas na mesma 

região. 

 

Fonte: Imagem adaptada da referência 79. Número da licença - 5592071412330. 

https://marketplace.copyright.com/rs-ui-web/mp/license/6140b684-d2ae-4453-b170-c863402ba4e7/f5483b51-4850-450d-995d-d5df1ade60d5
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Na microscopia TIRF (Fluorescência por Reflexão Interna Total), a luz de 

excitação é direcionada de forma oblíqua, diferente da microscopia de epifluorescência 

onde a luz vem de uma objetiva focalizada, como ilustrado na Figura 9. Nessa técnica, a 

luz do microscópio incide na superfície da amostra com um ângulo específico de 

incidência, resultando em uma reflexão total interna. Como consequência, o feixe de luz 

não se propaga através da amostra, mas gera um campo evanescente dentro de uma 

camada com espessura mínima. Esse campo evanescente apresenta alta sensibilidade e 

permite a observação da fluorescência de uma única molécula com grande precisão. 

Essa capacidade de visualizar moléculas individuais é possível devido à excitação 

seletiva e à localização restrita do campo evanescente na interface entre a superfície da 

amostra e o meio circundante. 79,84 

Figura 9: Formação do campo evanescente gerado pela reflexão interna total (TIRF). 

 

Fonte: Imagem de autoria própria. 

Na técnica TIRF, ilustrada na Figura 9, a ocorrência da reflexão total interna 

depende da relação entre os índices de refração da amostra (n1) e da lamínula (n2). O 

feixe de excitação entra na amostra a partir da esquerda com um ângulo de incidência θ. 

À medida que θ aumenta e ultrapassa o ângulo crítico θc, ocorre a reflexão do feixe na 

interface entre a lamínula e a amostra (ângulo de reflexão θ1), e um campo evanescente 

é gerado no lado oposto dessa interface, dentro da amostra. A determinação precisa do 

ângulo é realizada utilizando a Lei de Snell, conforme descrito pela equação 1:  

                                  𝑛2. 𝑠𝑒𝑛𝜃 =  𝑛1. 𝑠𝑒𝑛𝜃1                                      (Equação 1)                                                                            

A condição para a reflexão interna total seja alcançada ocorre quando o ângulo 

de incidência θ é suficientemente grande para que a radiação refratada se torne paralela 

à interface, formando um ângulo de 90º com a direção normal à interface lamínula-

amostra. Portanto, para determinar o ângulo mínimo de incidência θ necessário para a 

reflexão interna total, deve-se resolver a Lei de Snell atribuindo 90º a θ1. Além do 

controle do ângulo de incidência, é necessário utilizar uma objetiva com alta abertura 
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numérica (maior que 1.4) para possibilitar a incidência do feixe de excitação na 

interface lamínula-amostra com ângulos maiores que o ângulo crítico, garantindo assim 

a ocorrência do TIRF.83 

A microscopia de fluorescência de molécula única é uma metodologia avançada 

que se baseia no princípio fundamental da localização precisa das coordenadas dos 

emissores individuais usando a função de propagação de pontos (PSF).85 Na análise de 

dados experimentais de molécula única, é comum empregar programas de análise de 

séries temporais para investigar a evolução temporal da intermitência de fluorescência 

em um local específico de reação. Para melhorar a precisão na localização da molécula 

em cada ponto de tempo, é essencial considerar a função de propagação de pontos na 

análise da série temporal. A PSF descreve como a imagem de um ponto de luz emitido 

por uma molécula única se espalha ao passar pelo sistema óptico da microscopia, 

levando em conta os efeitos de difração e ópticos presentes no sistema. Ao incorporar a 

PSF na análise da série temporal, é possível obter informações espaciais e temporais 

mais precisas sobre a fluorescência da molécula. Essa abordagem aprimorada permite 

uma compreensão mais abrangente da dinâmica molecular, das interações com o 

ambiente e dos estados de fluorescência das moléculas únicas. Portanto, ao combinar a 

microscopia de fluorescência de molécula única, a análise de séries temporais e a 

consideração da função de propagação de pontos (PSF), é possível obter uma visão mais 

completa e detalhada do comportamento desses sistemas.86  

1.6. Aplicação das técnicas de microscopia de fluorescência a nível 

de molécula única para investigar reações  

Uma das aplicações importantes das técnicas de microscopia de fluorescência a 

nível de molécula única é o estudo da catalise de reação em sistemas específicos. Essa 

abordagem dinâmica permite observar as variações presentes no sistema, 

proporcionando uma compreensão mais detalhada do comportamento das moléculas. 

Os experimentos de reações em nível de molécula única utilizando a reflexão 

interna total combinada com a detecção de fluorescência permitem o estudo da dinâmica 

de moléculas individuais em tempo real. Essa técnica emprega a excitação com o campo 

evanescente, possibilitando a observação da fluorescência de moléculas individuais à 

medida que elas são produzidas em sítios catalíticos ativos. Essa abordagem oferece 

vantagens significativas, pois permite a excitação da fluorescência apenas em moléculas 
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que estão muito próximas à superfície, o que viabiliza a observação da dinâmica 

individual dessas moléculas em tempo real.87 

Uma das abordagens para investigar o mecanismo cinético e comportamento dos 

catalisadores, utilizando a microscopia de fluorescência em nível de molécula única, 

consiste em funcionalizar a superfície de lamínulas com um discreto número de sítios 

catalíticos ou utilizar templates reacionais, como as microzeólitas.87,88 As zeólitas são 

materiais com estrutura porosa amplamente utilizados como catalisadores ou suportes 

para catalisadores e são compostas por alumino silicatos cristalinos. O tamanho dos 

poros dessas zeólitas pode ser ajustado por meio de diferentes técnicas de modificação, 

permitindo a adsorção seletiva e o transporte de moléculas específicas. Além disso, 

existem sítios ácidos dentro desses poros, que podem atuar como locais ativos para 

reações catalíticas. Utilizando a microscopia de fluorescência de molécula única, em 

2009, Hofkens e colaboradores conseguiram monitorar com sucesso a condensação do 

álcool furfurílico catalisada por partículas de zeólita ácida e reconstruir a atividade 

catalítica de um único cristal de zeólita.89 Kubarev e colaboradores integrando a 

microscopia de fluorescência de molécula única com a microscopia eletrônica de 

transmissão (TEM) mapearam a reatividade catalítica em nanobastões de zeólitas 

fundidos lateralmente, nomeados H-ZSM-22. Foi observado que o alumínio não 

catalítico na área da casca de uma única estrutura de H-ZSM-22 foi convertido em 

alumínio catalítico interno nas partículas fundidas de H-ZSM-22.90 Portanto, devido à 

sua estrutura altamente organizada e aos tamanhos bem definidos dos poros, as 

microzeólitas podem fornecer um ambiente confinado e controlado para a realização de 

reações químicas que não seriam possíveis em condições convencionais.91 

Além disso, as microzeólitas podem ser utilizadas como suporte para melhorar a 

estabilidade e seletividade de marcadores fluorescentes no contexto da marcação. Ao 

incorporar marcadores em microzeólitas, é possível protegê-los contra a degradação, 

aumentar sua vida útil e melhorar a eficiência da marcação em sistemas específicos. 

Essa estratégia de encapsulamento em microzeólitas oferece vantagens significativas, 

proporcionando um ambiente protegido para os marcadores e permitindo seu uso em 

diversas aplicações.92,93 

Ao utilizar a microscopia de fluorescência de molécula única em conjunto com 

microzeólitas como templates reacionais, torna-se possível explorar e compreender os 

processos químicos em escala molecular, contribuindo para o avanço da área da catálise 
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e o desenvolvimento de catalisadores mais eficientes e seletivos em diversas aplicações 

científicas e industriais.  

Portanto, este trabalho apresenta os resultados de experimentos em nível de 

molécula única (SM) para quatro reações de acoplamento cruzado do tipo Suzuki-

Miyaura. Foram realizadas análises cinéticas detalhadas dessas reações, utilizando a 

abordagem de experimentos SM aplicando diferentes métodos de localização do 

catalisador em superfície, bem como o uso de microzeólitas como template reacional. 

Além disso, foi desenvolvido um programa de simulação para validar a metodologia 

utilizada na análise dos resultados cinéticos experimentais de molécula única. 

Adicionalmente, serão apresentados os resultados de um estudo envolvendo a marcação 

de dois derivados do fenantreno, que foram utilizados como marcadores em 

microzeólitas contendo grupos amino livres em sua superfície. Essas abordagens têm 

como objetivo aprofundar o entendimento em cinética molecular e explorar novas 

estratégias para a marcação de compostos específicos. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivos gerais 

Neste projeto, o objetivo principal foi realizar experimentos em nível de 

molécula única, utilizando técnicas avançadas de microscopia de fluorescência. Esses 

experimentos foram aplicados a quatro reações específicas estudadas pelo mecanismo 

de acoplamento cruzado de Suzuki-Miyaura. Para alcançar esse objetivo, foram 

preparados sistemas com catalisador imobilizado em suportes adequados para a 

microscopia de fluorescência. Além disso, foi desenvolvido um simulador estocástico 

que foi usado para verificar a consistência dos resultados experimentais. 

Simultaneamente, foi conduzido um estudo de marcação de dois derivados do 

fenantreno como marcadores em microzeólitas que possuem grupos amino livres em sua 

superfície. O objetivo desse estudo foi explorar novas abordagens para a marcação de 

compostos fluorescentes, ampliando o conhecimento sobre a interação entre esses 

marcadores e as microzeólitas. 

2.2. Objetivos específicos 

2.2.1. Estudo SM das reações de acoplamento do tipo Suzuki-

Miyaura 

Os estudos de molécula única foram conduzidos por meio da preparação de 

diferentes sistemas. Essas abordagens permitiram examinar de forma detalhada as 

reações, compreendendo os padrões de intermitência associados à catálise. Para isso, 

foram realizadas as seguintes etapas: 

a) Preparação dos sistemas contendo pré-catalisador de acetato de paládio 

(II) (Pd(OAc)2), adsorvidos em sítios aniônicos do tipo Si-O- localizados na superfície 

das lamínulas;  

b) Marcação da superfície das lamínulas utilizando silanos modificados 

contendo ligante ativo para Pd(II)/Pd(0).  

c) Utilização de microzeólitas como template reacional, marcadas com 

silanos modificados e ligante ativo para Pd(II)/Pd(0); 

d) Foi conduzida uma análise das séries temporais de intermitência nos três 

sistemas modelo mencionados (a, b e c), por meio da observação no lócus nanométrico 

de catálise. Essa análise foi realizada utilizando tratamentos estocásticos, com o 

objetivo de compreender os padrões de intermitência associados ao processo de catálise. 

Essa abordagem permitiu uma investigação detalhada dos fenômenos de intermitência e 
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sua relação com a eficiência catalítica, contribuindo significativamente para o 

aprofundamento do entendimento das reações em escala molecular. 

e) Com o objetivo de avaliar as capacidades do programa de tratamento de 

séries temporais de intermitência no contexto de limite flutuante, foi desenvolvido um 

simulador estocástico de séries temporais. Este simulador foi elaborado considerando 

algumas aproximações ao ciclo de reação 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 análises abrangentes visando compreender suas 

propriedades fotofísicas e comportamento em diferentes ambientes. As principais 

abordagens adotadas incluíram: 

a) Estudo detalhado das propriedades fotofísicas dos derivados fenantreno 

por meio de técnicas espectroscópicas de absorção (UV-vis) e emissão (fluorescência) 

em solventes variados; 

b) Determinação do rendimento quântico (Φf) dos derivados fenantreno em 

diferentes solventes, proporcionando informações sobre a eficiência de emissão; 

c) Análise do decaimento da fluorescência dos derivados fenantreno, o que 

possibilitou investigar o comportamento temporal de emissão e sua estabilidade ao 

longo do tempo; 

d) Utilização da técnica de microscopia confocal para aquisição de imagens 

dos derivados fenantreno marcados em microzeólitas, permitindo uma visualização 

precisa e detalhada da distribuição espacial desses marcadores; 

Essas abordagens abrangentes foram essenciais para caracterizar as propriedades 

fotofísicas dos derivados fenantreno reativos e avaliar seu potencial como marcadores 

de grupos amino presentes em microzeólitas. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

Nesta seção, serão apresentados os materiais e métodos utilizados no 

desenvolvimento do projeto. Serão descritas as metodologias empregadas para a 

realização dos experimentos em nível de molécula única, assim como a abordagem 

adotada para desenvolver o simulador estocástico de séries temporais. Além disso, serão 

detalhadas as métodologias de análises utilizadas para investigar o potencial dos 

derivados fenantreno como marcadores de grupos amino livre em microzeólitas. Serão 

fornecidas informações detalhadas sobre os procedimentos experimentais e as técnicas 

específicas utilizadas, com o intuito de assegurar uma compreensão abrangente do 

processo de pesquisa e análise realizado.  

3.1. Materiais 

Na Tabela 2 são apresentados os reagentes e solventes utilizados durante 

experimentos.  

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

Reagentes e Solventes Pureza (%) Marca 

2-(6-Bromonaphtalen-2-il)-5-

propil-1,3,4-oxadiazol 
96 Combi-Blocks 

(3-aminopropil) trietoxissilano ≥ 98 Sigma Aldrich 

4-bromo-1,8-anidrido naftálico 95 Sigma Aldrich 

4-Bromobenzaldeído 99 Sigma Aldrich 

Acetato de etila HPLC 99,9 Panreac 

Acetato de paládio (Pd(OAc)2) ≥ 99,9 Sigma Aldrich 

Acetonitrila HPLC 99,9 Panreac 

Ácido 4-

(dimetilamino)fenilborônico, HCl 
98 Combi-Blocks 

Ácido fenantreno-9-borônico 98 Combi-Blocks 

Ácido sulfúrico (H2SO4) PA - Êxodo Científica 

Cianoacetato de metila   

Ciclohexano HPLC - Êxodo Científica 

Diclorometano (CH2Cl2) HPLC  - Scharlau 

Dimetilformamida (DMF) 99,97 JT Baker 

Dimetilsulfóxido (DMSO) HPLC 99,9 Panreac 

p-Dioxano HPLC 99,9 JT Baker 

Isopropanol HPLC 99,5 Biograde 

Metanol HPLC 99,9 Panreac 

Peróxido de hidrogênio (H2O2) 

PA 
- Êxodo Científica 

Piperazina 99 Sigma Aldrich 

terc-butóxido de sódio 

(NaOC(CH3)3) 
99,9 Sigma Aldrich 

Tetraidrofurano (THF) HPLC 99,9 Panreac 

Lamínulas - Menzel-Gläser 
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3.2. Síntese do Metil(E)-3-(4-bromofenil)-2-cianoacrilato 

Para viabilizar um dos estudos em nível de molécula única utilizando a reação de 

Suzuki-Miyaura, foi necessário realizar uma reação de condensação de Knoevenagel 

para obter o reagente Metil(E)-3-(4-bromofenil)-2-cianoacrilato. Essa reação consistiu 

na combinação de 4-bromobenzaldeído e cianoacetato de metila em uma proporção 

estequiométrica de 1:1,2, respectivamente. A piperazina foi usada como base na 

proporção de 1:0,5 em relação ao 4-bromobenzaldeído. O Esquema 9 ilustra a reação de 

condensação de Knoevenagel mencionada. 

Esquema 9: Reação de condensação de Knoevenagel entre o 4-bromobenzaldeído e 

Cianoacetato de metila. 

 

Fonte: Imagem de autoria própria. 

Inicialmente, o 4-bromobenzaldeído (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 após dissolução em 2 mL do mesmo 

solvente. Para garantir a completa solubilização, os reagentes passaram por um processo 

de ultrassom utilizando uma cuba ultrassônica modelo 1510 da marca Branson. Em 

seguida, o sistema reacional foi agitado constantemente, à temperatura ambiente, por 1 

hora. Após o tempo de reação, o precipitado obtido foi centrifugado e submetido a uma 

recristalização em metanol de alta pureza (HPLC). O sólido resultante foi dissolvido no 

álcool a 50 °C e resfriado durante a noite para promover a formação de um material 

com aspecto cristalino. Realizou-se então uma segunda recristalização utilizando o 

mesmo solvente e condições. Por fim, o produto final foi isolado por decantação, seco e 

armazenado sob refrigeração. 

O composto foi caracterizado por RMN de 1H utilizando um Espectrômetro de 

Ressonância Magnética Nuclear de 500 MHz da marca Agilent Tecnologies e modelo 
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500/54 Premiun Shielded. E o ponto de fusão foi determinado em um medidor da marca 

Gehaka modelo PF1000. 

3.3. Limpeza das lamínulas 

Para realizar os experimentos em nível de molécula única, foi necessário realizar 

uma limpeza adequada das lamínulas utilizadas. O processo de limpeza consistiu nos 

seguintes passos: 

a) As lamínulas foram colocadas em um suporte de teflon e imersas em um 

banho de água mili-Q, detergente neutro incolor e etanol HPLC. O banho foi aquecido 

suavemente a uma temperatura entre 40 ºC e 50 ºC; 

b) Em seguida, o sistema (suporte + banho) foi submetido a uma cuba 

ultrassônica por 30 minutos; 

c) Após o processo de ultrassom, as lamínulas foram lavadas com água 

mili-Q em abundância, 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 lamínulas foram individualmente acomodadas em frascos de vidro 

adequados para o armazenamento, e colocadas em uma chapa de aquecimento em 

temperatura baixa para secagem; 

e) Uma vez secas, elas foram imersas em uma solução piranha recém-

preparada, composta por uma proporção de 2 partes de peróxido de hidrogênio (H2O2) 

para 1 parte de ácido sulfúrico (H2SO4). A imersão foi realizada por 1 minuto, com 

agitação constante; 

f) Por fim, as lamínulas passaram por uma exaustiva lavagem com água 

mili-Q e foram novamente secas em uma chapa de aquecimento em temperatura baixa, 

permanecendo dispostas individualmente dentro dos frascos apropriados para lamínulas. 

Após a conclusão do processo de limpeza, as lamínulas foram expostas a um 

tratamento com ozônio/UV por 10 minutos em um UV Ozone Cleaner da marca Ossila, 

garantindo a eliminação de quaisquer resíduos emissivos. Esse procedimento adicional 

foi realizado para assegurar a máxima pureza das lamínulas antes do início dos 

experimentos.    
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3.4. Estudo SM das reações de acoplamento do tipo Suzuki-

Myiaura 

O Esquema 10 ilustra as quatro reações investigadas por meio do mecanismo de 

acoplamento cruzado de Suzuki-Miyaura em experimentos de molécula única. Essas 

reações foram selecionadas como parte do estudo para obter uma compreensão 

aprofundada de suas cinéticas. Um aspecto importante desse estudo foi a utilização de 

diferentes métodos de preparação e deposição de pré-catalisadores em superfície 

(lamínulas), visando investigar sua influência no desempenho e na eficiência das 

reações. 

Esquema 10: Reações utilizadas como alvo de estudo a nível de molécula única, 

nomeadas SM1, SM2, SM3 e SM4. Os reagente nomeados de 1-5 foram - 

Composto 1: Ácido fenantreno-9-borônico; Composto 2: 4-bromo-1,8-

anidrido naftálico; Composto 3: Metil(E)-3-(4-bromofenil)-2-cianoacrilato, 

Composto 4: Ácido 4-(dimetilamino)fenilborônico; Composto 5: 2-(6-

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

 

Fonte: Imagem de autoria própria. 
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a) Preparação dos sistemas pela localização do catalisador Pd(0) em 

superfície pela adsorção de Pd(II) em sítios aniônicos do tipo Si-O-: 

Em um frasco, foram adicionados 15 mL de isopropanol HPLC contendo uma 

concentração muito baixa de Pd(OAc)2, na ordem de 10-3 mmol.L-1. As lamínulas foram 

imersas nessa solução e mantidas sob agitação constante em um agitador magnético, à 

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 ºC), dentro de frascos de vidro 

apropriados para lamínulas. A Figura 10 exibe um esquema representativo da marcação 

da superfície do vidro com Pd(II). 

Figura 10: Esquema da marcação da superfície do vidro com Pd(II). O íon Si-O- faz 

parte da superfície do vidro. 

 

Fonte: Imagem de autoria própria. 

Para preparar as soluções 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 concentrações dos 

reagentes e da base NaOC(CH3)3 utilizada nos experimentos podem ser consultadas na 

Tabela 3, que fornece informações detalhadas, inclusive o volume das soluções estoque 

utilizado para a preparação final da solução empregada nos experimentos de molécula 

única com a deposição do pré-catalisador direto em superfície. Após a deposição do 

catalisador em superfície, uma célula de perfusão com capacidade volumétrica de 50 µL 

foi colada sobre a lamínula funcionalizada e preenchida com a solução reativa final. A 

célula de perfusão, ilustrada na Figura 11 é mostrada em uma foto que evidencia a sua 

fixação sobre a lamínula.  
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Tabela 3: Concentrações dos reagentes e da base NaOC(CH3)3 utilizada nos 

experimentos de molécula única com a deposição do pré-catalisador direto em 

superfície. 

Reação Reagente 
Concentração* 

(mmol.L
-1

) 

Volume 

adicionado** (µL) 

Concentração final*** 

(mmol.L
-1

) 

SM1 

1 4,50 250 1,12 

2 9,02 250 2,25 

NaOC(CH
3
)

3
 2,80 100 0,28 

SM2 

1 4,50 250 1,12 

3 3,72 250 0,93 

NaOC(CH
3
)

3
 2,80 100 0,28 

SM3 

4 7,50 100 0,75 

2 9,02 100 2,25 

NaOC(CH
3
)

3
 2,80 40 0,28 

SM4 

1 4,50 100 1,12 

5 3,94 100 0,39 

NaOC(CH
3
)

3
 2,80 40 0,28 

* Solução estoque de cada reagente; 

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

*** Solução final contendo o volume referente a cada reagente, usada para preencher a célula de perfusão realizar os 

experimentos SM. 

Figura 11: Célula de perfusão colada sobre a lamínula utilizada para estudos SM. 

 

Fonte: Imagem de autoria própria. 

b) Preparação dos sistemas pela localização do catalisador Pd(0) em 

superfície utilizando vapor de (3-trietoxisilil) propilsuccinato de anidrido e PdCl2: 

Uma abordagem empregada para experimentos SM envolve o uso de uma 

superfície funcionalizada com silano contendo ligante ativo para Pd(II)/Pd(0). Diversas 

metodologias e silanos foram investigados neste estudo, no entanto, optou-se por adotar 

a estratégia de utilização de vapor de silano em superfície, que foi recentemente 

publicada por Kai Gu e colaboradores, como suporte para o procedimento em questão.88  
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Para esse procedimento foi usado (3-trietoxisilil) propilsuccinato de anidrido (Cat1) 

como silano e PdCl2 como pré-catalisador, sem a adição de uma base.  

As lamínulas foram cuidadosamente posicionadas dentro de um dessecador 

conectado a um Schlenk, que foi preenchido com 500 µL de Cat1. A Figura 12 apresenta 

a estrutura do silano utilizado e ilustra o sistema montado para realizar o experimento de 

marcação com vapor de Cat1. Durante o procedimento, o dessecador foi mantido em 

vácuo para criar uma atmosfera adequada. 

Figura 12: Estrutura do silano utilizado (Cat1) e representação do sistema montado para 

realizar o experimento de marcação da superfície utilizando vapor de Cat1. 

 

Fonte: Imagem de autoria própria. 

Mantendo ambas as vias hermeticamente fechadas, o Schlenk foi submetido a 

uma temperatura de 45 °C, imerso em um banho, durante 30 minutos. Após esse 

intervalo, as vias foram abertas, sendo a do Schlenk a primeira a ser acessada. Em 

seguida, a marcação por vaporização do silano foi realizada ao longo de 2 horas. 

Posteriormente, as lamínulas foram submetidas a uma sequência de lavagens em etanol 

HPLC, água mili-Q e etanol novamente, seguidas de secagem a vácuo para preparação 

da superfície antes da deposição subsequente de PdCl2. 

Após a conclusão do processo de silanação na superfície das lamínulas, elas 

foram imersas em uma solução ácida aquosa de HCl com pH em torno de 3 para 

facilitar a hidrólise do anidrido derivado do Cat1. Em seguida, as lamínulas foram 

submersas em uma solução ligeiramente alcalina de KOH, com pH aproximadamente 8. 

Para a deposição do pré-catalisador de PdCl2, foi preparada uma solução aquosa de 

baixa concentração, na ordem de 10-4 mmol.L-1, com pH aproximadamente 5. As 

lamínulas foram imersas duas vezes nessa solução antes de serem lavadas com água 

mili-Q e etanol, seguidas de secagem a vácuo. A Figura 13 mostra uma representação 

esquemática da superfície da lamínula durante o processo de marcação. 

Figura 13: Esquema representativo de marcação da superfície utilizando Cat1 e PdCl2. 
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Fonte: Imagem de autoria própria. 

As concentrações dos reagentes utilizados nos experimentos de molécula única, 

empregando o vapor (3-trietoxisilil) propilsuccinato de anidrido (Cat1) e PdCl2 como 

marcadores, estão disponíveis na Tabela 4. Após a marcação da superfície, o 

procedimento de montagem da célula de perfusão ilustrado na Figura 11 foi realizado 

para dar continuidade ao experimento. 

Tabela 4: Concentrações dos reagentes usados nos experimentos de molécula 

única utilizando vapor (3-trietoxisilil) propilsuccinato de anidrido (Cat1) e PdCl2 como 

marcadores. 

Reação Reagente 
Concentração* 

(mmol.L
-1

) 

Volume adicionado** 

(µL) 

Concentração 

final*** 

(mmol.L
-1

) 

SM1 
1 4,50 100 0,45 

2 9,02 100 0,90 

SM2 
1 4,50 50 0,22 

3 3,72 50 0,19 

SM3 
4 7,50 100 0,75 

2 9,02 100 2,25 

SM4 
1 4,50 100 1,12 

5 3,94 100 0,39 

* Solução estoque de cada reagente; 

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

*** Solução final contendo o volume referente a cada reagente, usada para preencher a célula de perfusão 

realizar os experimentos SM. 

 

c) Utilização de microzeólitas como template reacional, marcadas com 

(3-trietoxisilil) propilsuccinato de anidrido e cloreto de paládio (II) (PdCl2) como 

pré-catalisador: 
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Nos experimentos SM utilizando microzeólitas marcadas com (3-trietoxisilil) 

propilsuccinato de anidrido (Cat1) e PdCl2, optou-se também pela não utilização de uma 

base. O processo de marcação envolveu várias etapas, que incluem: O preparo das 

microzeólitas com Cat1, a marcação das microzeólitas silanadas com Cat1 utilizando 

PdCl2 como pré-catalisador e a deposição das microzeólitas silanadas e funcionalizadas 

com PdCl2 na superfície das lamínulas. 

Para a primeira etapa de marcação das microzeólitas com Cat1, uma solução de 

silano com concentração de 0,24 mmol/L foi preparada. Isso envolveu a adição de 10 

µL de Cat1 a 2 mL de isopropanol HPLC, seguido pela dispersão de aproximadamente 3 

mg de microzeólitas. Essa dispersão ocorreu devido à insolubilidade das microzeólitas 

no álcool. O sistema foi submetido a agitação e aquecimento brando (40 °C) por 40 

minutos. Após o tempo de reação, a suspensão foi lavada com isopropanol três vezes e 

seca a vácuo. Dessa forma, as microzeólitas foram efetivamente silanadas com Cat1. 

A segunda etapa consistiu na funcionalização das microzeólitas previamente 

marcadas com Cat1 utilizando PdCl2. Para isso, as microzeólitas silanadas foram 

dispersas em uma solução aquosa de PdCl2, recém-preparada e levemente ácida, com 

um pH aproximado de 5, e uma concentração da ordem de 10-4 mmol.L-1. A dispersão 

das microzeólitas na solução foi realizada por alguns segundos. Em seguida, elas foram 

lavadas três vezes com água mili-Q, submetidas a centrifugação e, por fim, secas a 

vácuo para remoção do solvente.  

Na etapa final do processo, ocorreu a deposição das microzeólitas, previamente 

silanadas e funcionalizadas com PdCl2, na superfície vítrea das lamínulas. Para isso, as 

microzeólitas foram dispersas em 500 µL  de isopropanol HPLC e aplicadas em uma 

lamínula através da técnica de spin-coating. Utilizou-se um Spin Coater Ossila, com as 

seguintes configurações: velocidade de rotação ajustada para 5000 rpm e tempo de 

preparo de 30 segundos. O procedimento foi realizado duas vezes na mesma lamínula, 

adicionando 30 µL da suspensão a cada aplicação, garantindo uma deposição uniforme 

e consistente das microzeólitas na superfície. O Esquema 11 mostra uma representação 

das três etapas descritas. 
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Esquema 11: Representação das etapas de preparação das microzeólitas usadas nos      

experimentos SM. 

 

Fonte: Imagem de autoria própria. 

As concentrações dos reagentes utilizados nos experimentos envolvendo 

microzeólitas, previamente silanadas e funcionalizadas com PdCl2 como template 

reacional, foram as mesmas utilizadas no experimento de molécula única que empregou 

vapor Cat1 e PdCl2 como marcadores, conforme detalhado na Tabela 4. Após a 

conclusão do processo de marcação da superfície, o procedimento de montagem da 

célula de perfusão, ilustrado na Figura 11, foi realizado novamente, porém, desta vez, 

nas lamínulas contendo as microzeólitas funcionalizadas. 

3.5. Técnica de microscopia de fluorescência 

O Laboratório de Fluorescência Molecular é equipado com um sistema de 

microscopia de fluorescência de campo largo acoplado a uma câmera de alta 

sensibilidade e resolução, conforme ilustrado na Figura 14. Esse equipamento projetado 

dessa forma é capaz de realizar experimentos de molécula única. Ele desempenhou um 

papel fundamental na condução desses experimentos, permitindo a observação e análise 

precisa dos eventos moleculares em nível individual.94-96 

Figura 14: Equipamento de microscopia de fluorescência de campo largo com câmera 

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

Por meio dessa técnica, foi possível realizar a monitorização da cinética da 

reação em escala de molécula única nas quatro reações de acoplamento cruzado de 

Suzuki-Miyaura (Esquema 10). As sequências de imagens foram capturadas utilizando 

um microscópio invertido de campo largo IX71 da Olympus. Para a excitação dos 

sistemas, foi utilizado um laser contínuo modelo Cobalt Blues com comprimento de 

onda de 473 nm. As lamínulas preparadas, contendo as células de perfusão devidamente 

coladas e preenchidas com os reagentes, foram colocadas sobre a objetiva do 

microscópio, com uma fina camada de óleo previamente depositada, para dar início aos 

experimentos SM1-4. A Figura 15 ilustra uma foto tirada dessa configuração 

experimental.  

Figura 15: Sistema (lamínula + célula de perfusão) colocada sobre a objetiva. 

 

Fonte: Imagem de autoria própria. 

Utilizando essa abordagem, foi possível obter uma visão detalhada da cinética de 

reação em escala de molécula única, por meio da análise de séries temporais de 
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intermitência de fluorescência. Essas séries temporais foram processadas e analisadas 

utilizando um programa desenvolvido pelo grupo de pesquisa, especialmente projetado 

para o estudo de reações de acoplamento cruzado de Suzuki-Miyaura. Esse programa 

forneceu informações sobre a dinâmica das reações, incluindo as taxas de reação. 

Para cada experimento SM1-4, foram utilizados diferentes métodos de 

preparação de superfície, seja ativando-a diretamente com pré-catalisador ou utilizando 

um template reacional. Para cada experimento, foram configurados parâmetros 

específicos. A Tabela 5 apresenta os parâmetros utilizados durante os experimentos. 

Tabela 5: Parâmetros específicos da câmera e potência do laser utilizado nos 

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

Parâmetros/ Método  a) Pd(OAc)2 em 

superfície 

b) Cat1-PdCl2 em 

superfície 

c) Microzeólitas - 

Cat1-PdCl2 

Resolução das sequências 

(pixels) 
300 x 300 250 x 250 200 x 200 

Potência do laser (mW) 15 40 40 

Tempo de aquisição (ms) 50 SM 1 e 2: 40 SM 3 e 4: 30 30 

nº de imagens 3000 2000 2000 

 

3.6. Tratamento dos dados obtidos dos experimentos SM1-4 para as 

três metodologias de marcação de superfície (a, b e c) 

A reação de acoplamento resulta em uma série temporal contendo vários saltos 

de intensidade, conhecidos como "spikes" ou "bursts", que indicam a provável formação 

de moléculas de produto fluorescente e esses sinais se destacam acima de um ruído de 

fundo, como representado qualitativamente no gráfico da Figura 16. 

Figura 16: Exemplo de um gráfico qualitativo mostrando a variação de intensidade de 

fluorescência em função do tempo de cada etapa do mecanismo de Suzuki-

Miyaura. 

 

Fonte: Imagem de autoria própria. 

O gráfico apresenta de forma qualitativa o comportamento de cada etapa em 

relação às flutuações de intensidade do sinal ao longo do tempo. Quando o produto é 



Capítulo 3: Materiais e Métodos 

________________________________________________________________ 

38 

 

formado durante a etapa de eliminação redutiva, observa-se um aumento na intensidade 

de fluorescência. O principal objetivo dessa análise é calcular a taxa de transição na 

formação do produto, o que permite determinar o tempo médio necessário para a 

primeira ocorrência do ciclo de Suzuki-Miyaura, resultando na formação de uma 

molécula de produto. 

A análise de centenas de centroides (local ativo onde ocorre a reação química) é 

coletada e suas séries temporais obtidas dos experimentos de molécula única 

mencionados (SM1-4; a, b e c) são analisadas com o programa desenvolvido e projetado 

para processar um histograma de contagem e convertê-lo em um histograma on/off, 

contabilizando as transições de off (catalisador inativo) para on (catalisador ativo). 

Permitindo obter valores médios representativos de diversos parâmetros e o cálculo 

subsequente da taxa de reação (inverso do tempo de primeira passagem) que é melhor 

definida com um SM-TOF (Single-Molecule Turnover Frequency). 

O programa desenvolvido para essa análise requer a inserção de diversos 

parâmetros de entrada, como o arquivo de entrada, a taxa de quadros, o número de 

pontos de dados e o tipo de ruído presente na análise. Para facilitar a inserção desses 

parâmetros, foi desenvolvida uma interface, exemplificada na Figura 17, onde o usuário 

pode inserir os valores obtidos e usado nos experimentos. 

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

de intermitência. 

 

Fonte: Imagem de autoria própria. 
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3.7. Simulação de Séries Temporais de Intermitência 

Com o objetivo de avaliar as capacidades do programa de tratamento de séries 

temporais de intermitência em um contexto de limite flutuante, foi desenvolvido um 

simulador estocástico de séries temporais. Esse simulador foi elaborado considerando 

algumas aproximações ao ciclo de reação de acoplamento de Suzuki-Miyaura formando 

uma molécula de produto. O simulador gera uma representação temporal do sinal de 

fluorescência produzido, levando em consideração diversos fatores, como a reatividade 

do catalisador, a probabilidade de dessorção da molécula, a atividade do catalisador 

(ligado/desligado) e a adição de um ruído de detecção. 

Descrição geral do fluxo do programa: 

O usuário fornece várias entradas, como o número de pontos de dados, a taxa de 

quadros por segundo, a constante do catalisador, a probabilidade de dessorção, a 

probabilidade de o catalisador estar ativo, o rendimento quântico de fluorescência e a 

amplitude média do ruído de detecção. 

A simulação é iniciada e para cada ponto de dados, o programa gera números 

aleatórios para determinar se o catalisador está ativo, calcula a probabilidade de reação, 

gera um número aleatório para determinar se a reação ocorre, e calcula o sinal de 

fluorescência resultante levando em consideração a presença do catalisador, o número 

de moléculas fluorescentes adsorvidas e o ruído de detecção. 

Por fim, o programa calcula a taxa de transições das moléculas fluorescentes e 

fornece um arquivo de saída. Nota-se que esta intermitência de fluorescência simulada 

será analisada pelo mesmo programa de análise de séries temporais (item anterior 3.6) 

obtidas experimentalmente.  

3.8. Marcação dos derivados fenantreno reativos como potenciais 

marcadores de grupos amino 

Além de serem usadas como template reacional, as microzeólitas podem 

desempenhar a função de suporte para melhorar a estabilidade e a seletividade de 

marcadores fluorescentes. Ao incorporar os marcadores em microzeólitas, é possível 

protegê-los contra a degradação, aumentar sua vida útil e melhorar a eficiência da 

marcação em determinados sistemas. 

 Para esse trabalho foram testados dois derivados de fenantreno como 

marcadores em microzeólitas que possuem grupos amino livres em sua superfície. O 
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Esquema 12 ilustra uma reação não balanceada de silanação dessas microzeólitas e a 

marcação com os derivados PIB e PA.  

Esquema 12: Esquema de reação não balanceada para a marcação das microzeólitas 

com (3-aminopropil) trietoxissilano e com os derivados de fenantreno 4-(1H-

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

(PA). 

 

Fonte: Imagem adaptada da referência 92. Número da licença - 5592080301440. 

Primeiramente as partículas de microzeólitas (20 mg) foram submetidas a um 

processo de secagem a vácuo e adicionadas a uma solução contendo (3-aminopropil) 

trietoxissilano em isopropanol HPLC, sob atmosfera de argônio. O sistema foi então 

aquecido suavemente a 50 °C, com agitação constante, por um período de 20 minutos. 

Após essa etapa, o sólido resultante foi submetido a centrifugação, seguida de lavagem 

com isopropanol e secagem a vácuo, preparando-o para a reação com os derivados de 

fenantreno. 

Os reagentes PIB ou PA foram adicionados às suspensões das partículas de 

microzeólitas em isopropanol HPLC, utilizando uma proporção de massa de 1:20. A 

reação foi mantida por um período de 2 horas. Posteriormente, o sólido obtido foi 

submetido a centrifugação, lavagem por três vezes com isopropanol HPLC e secagem a 

vácuo. Para as análises de microscopia, as partículas foram suspensas em isopropanol e 

depositadas em lamínulas de vidro através do processo de spin coating.  
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3.8.1. Caracterização dos compostos PIB e PA 

3.8.1.1. Espectroscopia UV-Vis 

Os espectros de absorção na região do UV-Vis foram obtidos utilizando um 

Espectrofotômetro da marca Shimadzu, modelo UV-1800, com varredura na região de 

200 a 800 nm, utilizando uma cubeta de quartzo com caminho óptico de 1 cm. O 

equipamento fica localizado na CAQI. 

3.8.1.2. Fluorescência em solução  

Os espectros de emissão em solução foram obtidos utilizando um 

Espectrofluorímetro da marca Hitachi, modelo F-4500, com varredura na região de 200 

a 800 nm, utilizando uma cubeta de quartzo com caminho óptico de 1 cm. O 

equipamento fica localizado na CAQI. 

Os rendimentos quânticos de fluorescência (Φs) das amostras foram calculados 

usando como padrão 9,10-difenilantraceno (DPA) (ΦF  = 0,9, ciclohexano) para o 

composto  PA e sulfato de quinina (ΦF  = 0,546, H2SO4 0,5 mol/L) para PIB. A equação 

2 foi utilizada para realizar o cálculo.  

                  𝜙𝑆 = 𝜙𝑅 . (
𝐼𝑆

𝐼𝑅
).(

1 −10−𝐴𝑅

1 −10−𝐴𝑆) . (
𝑛𝑆

𝑛𝑅
)                equação 2 

Sendo φs = rendimento quântico da amostra (S); φR = rendimento quântico da 

referência (R); I é a intensidade de fluorescência integrada; A é a absorbância no 

comprimento de onda de excitação e n é o índice de refração do solvente.  

3.8.1.3. Medições em microscópio 

3.8.1.3.1. Imagens de fluorescência confocal 

Para realizar as medições em microscópio confocal, as partículas de 

microzeólitas marcadas com os fluoróforos PIB e PA foram depositadas em lamínulas 

de vidro limpas utilizando a técnica de spin-coating em suspensão de isopropanol 

HPLC.  

O laboratório está equipado com um microscópio Olympus IX71 que possui um 

controlador digital piezoelétrico e um estágio para varredura de amostras em escala 

nanométrica. Esse microscópio foi utilizado para conduzir os experimentos e a Figura 

18 apresenta uma foto desse equipamento. A excitação 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 emissão do feixe de excitação, foram utilizados um 
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cubo dicróico e um filtro notch. As imagens obtidas foram registradas e o contraste foi 

aprimorado por meio de mapeamento de falsa cor. 

Figura 18: Microscópio confocal Olympus IX71. 

 

Fonte: Imagem de autoria própria. 

3.8.1.3.2. Decaimentos 

Os decaimentos de fluorescência foram medidos usando uma técnica de 

contagem de fóton único. 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 deconvolução utilizando o software 

FAST (Edinburgh Instruments). 

3.8.1.3.3. Imagens em cores verdadeiras 

As imagens em cores verdadeiras das amostras de fluorescência foram 

registradas usando uma câmera colorida Thorlabs DCU 223C, acoplada ao microscópio 

Olympus IX71. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Reação de condensação de Knoevenagel 

A reação de condensação de Knoevenagel entre o 4-bromobenzaldeído e o 

Cianoacetato de metila, utilizando piperazina como base, resultou na formação do 

produto ilustrado na Figura 19. 

Figura 19: Produto Metil (E)-3-(4-bromofenil)-2-cianoacrilato obtido da reação de 

condensação de Knoevenagel. 

 

Fonte: Imagem de autoria própria. 

Após 1 minuto do início da reação, observou-se uma mudança de coloração na 

solução reacional, inicialmente incolor, para um leve tom amarelado. Em 

aproximadamente mais 1 minuto, ocorreu a formação de um precipitado branco.  A 

Figura 20a apresenta essa transição de cor e a formação do sólido. Após a 

recristalização em metanol, o produto de aparência cristalina foi separado por 

decantação, completamente seco e armazenado em refrigeração, resultando em um 

rendimento de 95%. A Figura 20b exibe uma imagem do sólido cristalino após a 

completa remoção do solvente por secagem. 

Figura 20: a) Foto mostrando a transição de cor e precipitação durante a reação de 

condensação de Knoevenagel. b) Foto capturada do material de aspecto 

cristalino obtido. 

a) b) 

 
 

Fonte: Imagem de autoria própria. 

A caracterização do composto Metil (E)-3-(4-bromofenil)-2-cianoacrilato foi 

realizada por RMN de 1H (500 MHz, DMSOd6), como pode ser observado no espectro 

da Figura 21, revelando deslocamentos químicos consistentes com a literatura, embora 

tenha havido uma leve variação nos valores observados. 97 Essa discrepância sutil pode 

ser atribuída ao uso de um solvente diferente e às particularidades do espectrômetro de 
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ressonância magnética utilizado. Além disso, em 2,50 ppm, foi identificado o pico 

correspondente ao solvente dimetilsulfóxido-d6, enquanto em 3,30 ppm é comum 

observar um pico correspondente ao óxido de deutério.98  

Figura 21: Espectro de RMN de 1H do composto Metil (E)-3-(4-bromofenil)-2-

cianoacrilato. 

 
Fonte: Imagem de autoria própria. 

O ponto de fusão do produto foi determinado a 130 ºC, enquanto a literatura 

reporta uma faixa de 132 - 133 ºC. Diferentes métodos de determinação podem resultar 

em valores ligeiramente diferentes devido a variações na taxa de aquecimento, taxa de 

resfriamento ou precisão do equipamento. Além disso, o ponto de fusão de alguns 

compostos orgânicos pode ser sensível ao tempo de fusão, resultando em leituras mais 

baixas com taxas de aquecimento ou observação mais rápidas.97 Portanto, essas duas 

técnicas foram eficazes para assegurar a pureza e caracterização do produto obtido. 

Um dos mecanismos propostos para a condensação de Knoevenagel envolve 

inicialmente a etapa de adição nucleofílica à carbonila, seguida da eliminação de uma 

molécula de água, resultando na formação da ligação dupla carbono-carbono. O 

Esquema 13 ilustra o mecanismo da condensação de Knoevenagel entre o 4-

bromobenzaldeído e o cianoacetato de metila em meio básico de piperazina. 
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Esquema 13: Mecanismo proposto para a condensação de Knoevenagel entre o 4-

bromobenzaldeído e o cianoacetato de metila em meio básico de piperazina. 

 

Fonte: Imagem adaptada da referência 99. Número da licença - 5592080718377. 

Nesse tipo de reação, é comum que um dos precursores apresente um centro 

metilênico 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 eletrônica. 

Consequentemente, os centros metilênicos são desprotonados pela ação da base (neste 

caso, a piperazina), resultando na perda de um hidrogênio ácido ligado ao centro 

metilênico e gerando uma espécie nucleofílica. O nucleófilo formado ataca o carbono 

carbonílico do 4-bromobenzaldeído, formando uma ligação carbono-carbono entre as 

duas espécies. Essa espécie reage novamente com a base protonada, formando um 

terceiro intermediário. Por fim, o terceiro intermediário sofre uma reação de ataque da 

piperazina à ligação carbono-hidrogênio do centro metilênico, resultando na formação 

de uma ligação dupla carbono-carbono e na eliminação de uma molécula de água. Essa 

molécula de água é gerada pela eliminação de uma espécie OH-, que reage com o íon 

referente a piperazina protonada.99 

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

catalisador em superfície para os estudos SM  

Nesta seção, serão apresentados os resultados relacionados as reações de 

acoplamento C-C do tipo Suzuki-Miyaura, que foram estudadas na aproximação de 

molécula única pela localização do catalisador Pd(0) em superfície pelos métodos: (a) 

Adsorção Pd(II) em sítios aniônicos do tipo Si-O-, (b) pelo uso de um silano modificado 

contendo ligante ativo para Pd(II)/Pd(0) e (c) pelo uso de microzeólitas como template 
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reacional silanadas e ativadas por Pd(II). O Esquema 14 apresenta de forma resumida as 

reações e os métodos utilizados nos experimentos. 

Esquema 14: Reações estudadas na aproximação de molécula única pela localização do 

catalisador Pd(0) em superfície pelos métodos: (a) Adsorção Pd(II) em sítios 

aniônicos do tipo Si-O-, (b) pelo uso de silanos modificados contendo ligante 

ativo para Pd(II)/Pd(0) e (c) microzeólitas silanadas e ativadas por Pd(II). 

 

Fonte: Imagem de autoria própria. 

Este estudo utilizou reagentes estrategicamente selecionados para conduzir 

reações em nível de molécula única. Esses reagentes apresentam diferentes grupos 

funcionais em suas estruturas, os quais exercem influência direta na taxa das reações. O 

Ácido fenantreno-9-borônico (1) foi escolhido para compor três das quatro reações 

estudadas (SM1, SM2 e SM4) devido à sua estabilidade em condições normais de 

temperatura, pressão e exposição à atmosfera. 

Além disso, uma característica fundamental desse composto é a presença do 

grupo fenantreno em sua estrutura, que atua como um cromóforo devido à extensa 

conjugação de elétrons ao longo dos anéis aromáticos. Essa conjugação eletrônica 

permite que o fenantreno absorva energia quando exposto a um comprimento de onda 

específico. Quando o composto é excitado por essa energia absorvida, um dos elétrons 

da cadeia conjugada é promovido a um estado eletrônico excitado mais elevado. Após a 

excitação, ocorre um processo de relaxação eletrônica, 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 emissão de fluorescência. 

Ao ser utilizado como reagente nas reações de acoplamento de Suzuki, o Ácido 

fenantreno-9-borônico possui a capacidade de gerar produtos que exibem emissão de 

fluorescência na região visível do espectro eletromagnético quando excitados por 

comprimentos de onda específicos. Por exemplo, essa propriedade pode ser observada 

na reação do Ácido fenantreno-9-borônico com o 4-bromo-1,8-anidrido naftálico (2), 

que foi escolhido como o segundo reagente na primeira reação de acoplamento de 

Suzuki deste estudo (SM1). 

A escolha do 4-bromo-1,8-anidrido naftálico como reagente se justifica pela sua 

capacidade de reagir com compostos organoborônicos na presença de um catalisador de 

paládio. Além disso, a parte anidrido da molécula pode participar de diversas reações 

químicas, como acilação, hidrólise, ciclização e oxidação. Essa versatilidade dos 

anidridos abre um leque de potenciais aplicações, incluindo o seu uso como marcadores 

em reações específicas. Portanto, a combinação do Ácido fenantreno-9-borônico com o 

4-bromo-1,8-anidrido naftálico em uma reação de acoplamento de Suzuki não só 

possibilita a formação de produtos fluorescentes, mas também utiliza as propriedades 

reativas do anidrido para ampliar as aplicações 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 

reação de condensação de Knoevenagel, foi selecionado como reagente na segunda 

reação (SM2), em conjunto com o Ácido fenantreno-9-borônico. A presença dos grupos 

ciano e acrilato na estrutura desse composto pode influenciar a conjugação eletrônica, 

tendo potenciais efeitos sobre as propriedades ópticas do produto resultante após a 

reação com o fenantreno.  

A terceira reação (SM3) foi conduzida entre o Ácido 4-

(dimetilamino)fenilborônico (4) e o 4-bromo-1,8-anidrido naftálico. O Ácido 4-

(dimetilamino)fenilborônico possui o grupo dimetilamino em sua estrutura, que é um 

doador de densidade eletrônica e tem o potencial de influenciar a conjugação eletrônica, 

impactando diretamente nas propriedades fluorescentes do produto resultante da reação. 

A escolha desse reagente na terceira reação também levou em consideração sua 

capacidade de formar complexos estáveis com catalisadores de paládio, facilitando a 

formação do produto desejado pela reação de acoplamento de Suzuki. 
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A quarta e última reação (SM4) realizada neste estudo envolveu o Ácido 

fenantreno-9-borônico, 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 reações SM1-4 

foram selecionadas para realizar os experimentos em nível de molécula única, levando 

em consideração as propriedades ópticas, grupos funcionais específicos e reatividade 

dos reagentes envolvidos nas reações de acoplamento de Suzuki. Essa abordagem 

permitiu uma análise das diferentes cinéticas proporcionadas por essas reações quando 

submetidas a diversas variáveis experimentais. 

a) Localização do catalisador Pd(0) em superfície por adsorção de 

Pd(II) em sítios aniônicos do tipo Si-O- 

Para investigar as quatro reações em escala de molécula única, utilizando as três 

metodologias mencionadas (Esquema 14), foram produzidos vários filmes utilizando a 

técnica de microscopia de campo largo em TIRF. Em seguida, foram obtidas imagens 

de alta resolução utilizando o software Igor-Localizer. Para obter essas imagens de alta 

resolução, os resultados dos experimentos de molécula única forneceram dados de 

emissão de apenas uma pequena fração das moléculas em um determinado momento, 

permitindo isolar várias emissões no espaço. Utilizando o ajuste dos pontos isolados das 

moléculas individuais através da função de propagação de pontos (PSF) da emissão, que 

normalmente segue uma função gaussiana, foi possível determinar com precisão as 

coordenadas das moléculas, conforme ilustrado na Figura 22a. Após a obtenção das 

coordenadas de todos os eventos de emissão, foi realizada a reconstrução de uma 

imagem da amostra, projetando todas as coordenadas em uma única imagem, como 

mostrado na Figura 22b. Essa imagem reconstruída apresenta uma resolução espacial 

muito alta. É importante ressaltar que as emissões das moléculas individuais geralmente 

são fracas, exigindo o uso de uma câmera sensível para aquisição dessas imagens. Por 

esse motivo, foi utilizada uma câmera EMCCD (electron-multiply charge couple 

device), que possui alta sensibilidade e taxa de quadros.100 
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Figura 22: Princípio de funcionamento da microscopia de fluorescência de molécula 

única. (a) Diagrama esquemático da localização de moléculas individuais 

com ajuste gaussiano. (b) Reconstrução de múltiplos eventos para uma 

imagem de super-resolução. 

 

Fonte: Figura adaptada da referência 100. Número da licença - 5592081122719. 

Vários centros reativos (ponto de dados localizados) foram identificados por 

meio de imagens de flutuação óptica de super-resolução, isto é, análise SOFI (Super-

resolution Optical Fluctuation Imaging) de segunda ordem. Essa técnica analisa as 

flutuações temporais da fluorescência em cada pixel individualmente, empregando 

estatísticas de ordem superior. Através dessa abordagem, é possível aumentar a 

resolução espacial, ao mesmo tempo em que se elimina a contribuição de fluorescência 

de fundo não flutuante. Esses centros reativos, ou centróides, foram selecionados com 

base em critérios que evidenciam uma variação de intermitência na formação de saltos 

de intensidade. 

A seguir, serão apresentadas imagens de alta resolução, imagens SOFI e três 

histogramas temporais de contagem para as quatro reações, utilizando a metodologia de 

localização do catalisador Pd(0) em superfície através da adsorção de Pd(II) em sítios 

aniônicos do tipo Si-O-. 
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Figura 23: Imagens de alta resolução, imagens SOFI e três histogramas temporais de 

contagem para as reações SM1-4, obtidas utilizando a metodologia de 

localização do catalisador Pd(0) em superfície através da adsorção de Pd(II) 

em sítios aniônicos do tipo Si-O-. 
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Fonte: Imagem de autoria própria. 

Ao analisar a Figura 23, é possível observar que a reação de acoplamento produz 

uma série temporal com vários saltos de intensidade (spikes/bursts) para todas as 

reações estudadas, indicando a formação do produto fluorescente. A análise dos picos 

na intensidade de fluorescência (Digital level) exibem variações significativas, 

sugerindo que a entrada de luz proveniente da fluorescência detectada pelo detector 

ocorre por diferentes orientações moleculares, resultando em diferentes intensidades. 

Além disso, os histogramas revelam uma marcante variação no número de eventos de 

fluorescência de molécula única ao longo do tempo. Essa variabilidade reflete a 

natureza dinâmica e intrínseca do funcionamento do sítio catalítico, onde os processos 

reacionais ocorrem de maneira estocástica. Portanto, o comportamento dos eventos de 
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fluorescência não segue um padrão pré-definido, tornando esse sistema altamente 

complexo. 

  Esses sinais de intensidade observados nos histogramas se destacam acima do 

ruído de fundo, e uma técnica de análise foi utilizada para determinar estatisticamente 

um limite apropriado acima do qual o sinal é considerado um evento de formação de 

molécula de produto fluorescente, enquanto abaixo desse valor não há formação. Assim, 

a série temporal é convertida em uma série binária de eventos, representada pelos 

valores 0 e 1, ou seja, uma série temporal de Bernoulli. A análise foi realizada usando 

um limite flutuante, que pode ser escolhido com base em uma distribuição 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 aplicação do 

limiar oscilante a cada ponto, convertendo-a em uma série temporal lógica de estados 

ligado e desligado. A Figura 24 exibe uma mesma série temporal tratada tanto por um 

limite flutuante uniforme quanto atribuindo um limite flutuante gaussiano.   

 

Figura 24: Exemplo de uma série temporal tratada tanto por um limite flutuante 

uniforme ou atribuindo um limite flutuante gaussiano.  A região sombreada 

representa o limiar oscilante do tipo uniforme (imagem a esquerda) ou 

gaussiano (imagem a direita), e a linha tracejada é o seu centro. 

O arquivo de saída gerado pelo programa calcula vários parâmetros relacionados 

à série temporal, incluindo: 

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

• Primeiro limiar calculado para a discretização on/off da série temporal (First 

threshold), baseado na média das contagens e em um fator estatístico; 
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• Segundo limiar calculado levando em consideração os picos (spikes) e o 

primeiro limiar (Second threshold); 

• Número total de transições on/off na série temporal (Total number of SM 

transitions); 

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

• Taxa média de transições 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); 

• Número de picos isolados encontrados na série temporal (Number of spikes 

found); 

• Taxa de transições on/off efetiva por segundo, descontando tempos longos de 

atividade off/on e picos isolados (Effective cycle SM rate); 

• Constante de dessorção (Depsorption constant). 

Esses parâmetros fornecem informações sobre a série temporal, incluindo 

atividade on/off, frequência de transições, tempos médios, taxa média, entre outros, 

permitindo uma análise mais detalhada do comportamento da série temporal em estudo. 

A análise foi realizada em centenas de centroides em diferentes filmes e regiões 

das amostras, e suas séries temporais foram analisadas usando a programação 

desenvolvida. Isso permitiu obter valores médios representativos de diversos parâmetros 

e o cálculo subsequente da taxa de reação, também conhecida como SM-TOF (Single-

Molecule Turnover Frequency). Os resultados das reações SM1-4 podem ser 

observados na Tabela 6 e Tabela 7. A análise foi feita tanto para um limite flutuante de 

distribuição uniforme (±5% do valor do segundo limite) quanto assumindo um desvio 

gaussiano ao redor desse mesmo valor. Ambos os tratamentos estocásticos das séries 

temporais de intermitência resultaram em valores próximos para os principais 

parâmetros, considerando o desvio padrão obtido na análise de centenas de centros 

catalíticos. 
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Tabela 6: Resultados médios das análises de intermitência das séries temporais 

das reações SM1 e SM2. Para a primeira reação foram analisados 160 centros ativos e 

para a segunda 180.   

 SM1 SM2 

PROGRAM 

rate_SM_on/off 

Uniforme Gaussiana Uniforme Gaussiana 

Média 
Desvio 

padrão 
Média 

Desvio 

padrão 
Média 

Desvio 

padrão 
Média 

Desvio 

padrão 

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 

SM transitions 
70 42 80 43 52 39 71 48 

Experimental time 

(s) 
150 - 150 - 150 - 150 - 

Average SM rate 

(s-1) 
0,47 0,28 0,53 0,29 0,35 0,26 0,47 0,32 

Average off time 

(unit) 
32,86 15,00 31,77 13,33 23,79 17,46 27,12 16,32 

Average off time 

(s) 
1,64 0,75 1,59 0,67 1,19 0,87 1,36 0,82 

Average on time 

(unit) 
2,51 1,37 2,33 1,45 3,83 5,46 3,06 4,99 

Average on time 

(s) 
0,13 0,07 0,12 0,07 0,19 0,27 0,15 0,25 

Threshold off 

units for isolated 

spike 

66 30 64 27 48 35 54 33 

Number of spikes 

found 
7 2 7 2 5 3 6 3 

Effective cycle 

SM rate (s-1) 
0,67 0,50 0,80 0,52 0,44 0,37 0,74 0,59 

Desorption 

constant 
11 7 11 7 9 7 12 10 

 

Tabela 7: Resultados médios das análises de intermitência das séries temporais 

das reações SM3 e SM4. Para a terceira reação foram analisados 200 centros ativos e 

para a quarta 180.   

 SM3 SM4 

PROGRAM 

rate_SM_on/off 

Uniforme Gaussiana Uniforme Gaussiana 

Média 
Desvio 

padrão 
Média 

Desvio 

padrão 
Média 

Desvio 

padrão 
Média 

Desvio 

padrão 

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 

SM transitions 
63 38 70 31 60 48 69 51 

Experimental 

time (s) 
150 - 150 - 150 - 150 - 

Average SM rate 

(s-1) 
0,42 0,25 0,46 0,21 0,40 0,32 0,46 0,34 
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Average off time 

(unit) 
34,03 14,24 35,01 12,28 23,46 18,64 25,77 18,82 

Average off time 

(s) 
1,70 0,71 1,75 0,61 1,17 0,93 1,29 0,94 

Average on time 

(unit) 
2,22 1,13 1,84 0,76 3,55 3,20 3,29 3,16 

Average on time 

(s) 
0,11 0,06 0,09 0,04 0,18 0,16 0,16 0,16 

Threshold off 

units for isolated 

spike 

68 29 70 25 47 37 52 38 

Number of 

spikes found 
6 2 6 2 5 3 6 3 

Effective cycle 

SM rate (s-1) 
0,57 0,43 0,71 0,43 0,48 0,46 0,63 0,58 

Desorption 

constant 
9 5 10 5 8 4 9 5 

 

Com base nos dados obtidos e analisados, o valor mais significativo para este 

estudo é o número de moléculas de produto formadas por minuto por um único 

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 padrão, justificado pela natureza dinâmica e 

intrinsicamente estocástica do funcionamento dos sítios catalíticos. Para obter o número 

de moléculas por minuto, foi calculado inicialmente o tempo médio de primeira 

passagem do ciclo, tanto para o limite flutuante de distribuição uniforme (±5% do valor 

do segundo limite) quanto assumindo um desvio gaussiano. A Tabela 8 exibe o cálculo 

de primeira passagem do ciclo de Suzuki e os números de moléculas por minuto 

calculados para as reações SM1-4. 

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

(
1

𝑆𝑀−𝑇𝑂𝐹
) e número de moléculas / minuto (60 / resultado de 

1

𝑆𝑀−𝑇𝑂𝐹
) para as quatro 

reações (SM1-4). 

Reação Uniforme (moléculas/min) Gaussiano (moléculas/min) 

SM1:  
1

0,47
= 2,13 𝑠 →

60

2,13
= 28   

1

0,53
= 1,89 𝑠 →

60

1,89
= 32 

SM2: 
1

0,35
= 2,86 s →

60

2,86
= 21  

1

0,47
= 2,13 𝑠 →

60

2,13
= 28 

SM3: 
1

0,42
= 2,38 s →

60

2,38
= 25   

1

0,46
= 2,17 s →

60

2,17
= 28 

SM4: 
1

0,40
= 2,50 s →

60

2,50
= 24   

1

0,46
= 2,17 s →

60

2,17
= 28 

 

 Nota-se que para diversas reações tem-se valores coerentes (seja na análise com 

flutuação do limite por distribuição uniforme ou por gaussiana).  Além disso, os valores 
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obtidos são consistentes com os valores reportados na literatura em reações de 

acoplamento cruzado usando técnicas macroscópicas de cinética química determinística 

tradicional. 101-103 

Por outro lado, a fim de calcular a taxa efetiva do ciclo, foi necessário descontar 

os tempos mortos do catalisador, nos quais ele supostamente passa para o estado Pd(II) 

(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 então reiniciar a reação de acoplamento cruzado de Suzuki, como ilustrado no 

Esquema 15.  

Esquema 15: Modelo cíclico simplificado da reação de Suzuki-Miyaura. 

 

Fonte: Imagem de autoria própria. 

Para realizar esse cálculo, foram utilizados os dados destacados em laranja da 

Tabela 6 e Tabela 7. A análise foi conduzida considerando tanto a flutuação do limite 

por distribuição uniforme quanto por gaussiana. Os resultados correspondentes à taxa 

efetiva do ciclo, descontando-se os tempos “mortos” do catalisador, estão apresentados 

na Tabela 9. Esses valores destacam a importância de levar em consideração os tempos 

reais de inatividade do catalisador (Pd(II)), pois sem isso mais moléculas de produto 

seriam formadas, em teoria. A taxa de formação real está diretamente associada às 

características fundamentais do catalisador durante o ciclo catalítico.   

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

médio de primeira passagem do ciclo de Suzuki (
1

𝑆𝑀−𝑇𝑂𝐹
) e em seguida o número de 

moléculas / minuto (60 / resultado de 
1

𝑆𝑀−𝑇𝑂𝐹
) para as quatro reações (SM1-4). 

Reação Uniforme (moléculas/min) Gaussiano (moléculas/min) 

SM1:  
1

0,67
= 1,49 𝑠 →

60

1,49
= 40    

1

0,80
= 1,25 𝑠 →

60

1,89
= 48 
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SM2:  
1

0,44
= 2,27 𝑠 →

60

2,27
= 26   

1

0,74
= 1,35 𝑠 →

60

1,35
= 44  

SM3: 
1

0,57
= 1,75 s →

60

1,75
= 34   

1

0,71
= 1,41 s →

60

1,41
= 43 

SM4: 
1

0,48
= 2,08 s →

60

2,08
= 29   

1

0,63
= 1,59 s →

60

1,59
= 38 

 

b) Localização do catalisador Pd(0) pelo uso de um silano modificado 

contendo ligante ativo para Pd(II)/Pd(0) 

Para os próximos estudos de molécula única, foram conduzidos diversos testes 

em solução utilizando diferentes sistemas e silanos. Em todos os casos, optou-se por 

utilizar um silano modificado contendo um ligante ativo para Pd(II)/Pd(0). A escolha de 

não utilizar uma base durante os experimentos foi feita com o intuito de evitar danos à 

superfície das lamínulas. Vale destacar que a própria superfície das lamínulas oferece 

sítios básicos que favorecem a ocorrência das reações.  

O primeiro sistema avaliado foi um silano-fosfina utilizado para marcar 

microzeólitas e realizar a reação SM1. A Figura 25 apresenta uma imagem de alta 

resolução, um histograma temporal de contagem e a estrutura do complexo de paládio 

com fosfina ancorado na microzeólita. 

Figura 25: I) Imagem de alta resolução, II) histograma temporal de contagem III) 

estrutura do complexo de Pd com fosfina ancorado na microzeólita. 

Experimento feito para a reação SM1. 

 

Fonte: Imagem de autoria própria. 

No entanto, os resultados obtidos não foram satisfatórios devido à distribuição 

inadequada do silano e do pré-catalisador de Pd(II) nas microzeólitas, resultando na 
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formação de agregados nanoscópicos, mesmo quando utilizado em baixas concentrações 

e com diferentes tempos de exposição ao reagente. Quando muitas moléculas emitem 

simultaneamente, é impossível distinguir os emissores individuais devido a 

sobreposição dos pontos limitados pela difração. Como consequência, ao filmar os 

sistemas em TIRF, foram observados centros contendo um grande número de átomos de 

Pd associados, o que comprometia a reatividade nos limites discretos da catálise de 

molécula única, conforme evidenciado pelo histograma de contagem da Figura 25. 

Esses agregados reativos se manifestavam como centros altamente brilhantes, levando à 

formação de múltiplas moléculas de produto por unidade de tempo. Embora esses 

resultados sejam interessantes, não permitem a utilização da análise de séries temporais 

com formação discreta de produto para calcular a reatividade catalítica de molécula 

única (single molecule turnover frequency, SM-TOF). 

 Uma complicação adicional encontrada ao utilizar esse silano foi a ocorrência 

de fluorescência quando ele foi excitado pelo laser de 473 nm. Esse fenômeno foi 

observado ao analisar as microzeólitas silanadas, mesmo na ausência dos reagentes da 

reação. Essa fluorescência indesejada representa um problema significativo, pois pode 

mascarar os resultados reais relacionados à detecção de molécula única. Isso significa 

que a presença da fluorescência pode interferir na correta interpretação dos dados, 

dificultando a análise e a obtenção de informações precisas sobre a reatividade em nível 

molecular. 

Foi realizado um teste com outro silano em solução, o 3-

Cianopropiltrimetoxisilano para marcar a superfície. Nesse teste, foram utilizados 

Pd(OAc)2 ou PdCl2 como pré-catalisadores. Na Figura 26, é possível visualizar uma 

imagem de alta resolução, um histograma temporal de contagem e a estrutura do silano 

em questão. Esses testes foram conduzidos especificamente para a reação SM1, 

buscando obter resultados mais favoráveis. 

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

3-Cianopropiltrimetoxisilano. 
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Fonte: Imagem de autoria própria. 

A partir da análise da Figura 26, é possível observar, por meio da imagem de alta 

resolução, a formação de agregados localizados em microrregiões da lamínula de vidro. 

Além disso, ao analisar os histogramas de contagem, nota-se que o comportamento da 

série temporal revela a presença de centros altamente reativos que não podem ser 

adequadamente utilizados para o cálculo do SM-TOF. 

O último silano testado em solução para experimentos a nível de molécula única 

foi o (3-trietoxisilil)propilsuccinato de anidrido (Cat1) com Pd(OAc)2 como pré-

catalisador. Na Figura 27, é apresentada uma imagem de alta resolução, um histograma 

de contagem e a estrutura do silano mencionado. Esse teste também foi realizado para 

reação SM1, revelando o mesmo efeito de formação de agregados reativos.  

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

(3-trietoxisilil)propilsuccinato de anidrido. 

 

Fonte: Imagem de autoria própria. 
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Na primeira tentativa de utilizar o vapor do silano em conjunto com Pd(OAc)2, 

ocorreu a formação de partículas reativas, como pode ser observado na imagem de super 

resolução da Figura 28, que destaca a natureza esférica de uma partícula capturada em 

diferentes planos focais. 

Figura 28: Imagem de alta resolução que destaca a natureza esférica de uma partícula 

capturada em diferentes planos focais. 

 

Fonte: Imagem de autoria própria. 

Nesta nova sistemática de deposição/silanação por vapor, com o andamento da 

reação observada por microscopia de campo largo em TIRF, foi notado que rapidamente 

o sistema envolvia a formação de agregados altamente reativos indicando uma provável 

nucleação de Pd(0) em nanopartículas altamente reativas. Isto indicava que o sistema 

não era estável em manter núcleos de Pd(II)/Pd(0) isolados em regime dinâmico de 

interconversão necessários para um ciclo em SM. 

Após uma revisão dos procedimentos adotados até então, verificou-se que a 

abordagem inicial consistia no uso de uma solução original e filtrada de Pd(OAc)2 como 

precursor do catalisador. Essa solução, em baixa concentração era usada para mergulhar 

as lamínulas silanadas por meio da técnica de vapor à pressão reduzida. Ao que tudo 

indica, as soluções estoque contendo acetato de Pd(II) utilizadas possuíam uma 

quantidade considerável de partículas nucleadas de Pd(0), altamente catalíticas, o que 

explica os resultados insatisfatórios anteriormente obtidos.  

O Pd(OAc)2 pode apresentar uma tendência para a formação de partículas 

devido às interações entre as moléculas e à sua estrutura molecular. Esse composto de 

coordenação contém o íon paládio (II) central ligado a ligantes acetato. A presença dos 

ligantes acetato, que possuem grupos carboxilato, pode facilitar as interações entre as 

moléculas de Pd(OAc)2, resultando na agregação e formação de partículas. Essas 

interações ocorrem entre os ligantes acetato dos complexos de paládio, promovendo a 

união das moléculas e a formação de partículas maiores, como ilustrado na Figura 29.104  

Figura 29: Estrutura do [Pd(OAc)2]n. 
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Fonte: Imagem adaptada da referência 104. Número da licença - 5592080908964. 

Além disso, a presença de solventes ou outros íons na solução também pode 

desempenhar um papel na formação de partículas. Interações solvente-soluto e 

interações íon-ligante podem influenciar a estabilidade das espécies de paládio presentes 

na solução e favorecer a aglomeração e precipitação de partículas. Portanto, 

possivelmente a formação de partículas pode ser atribuída a uma interação entre o silano 

e o Pd(OAc)2 favorecendo a agregação, já que esse fenômeno não foi observado 

utilizando esse composto adsorvido sobre centros Si-O− naturais da superfície das 

lamínulas. 

Após análise desses fatos, decidiu-se realizar uma modificação no procedimento, 

adotando uma solução aquosa diluída e recém-preparada de PdCl2 em meio ácido, 

contendo a forma oxidada do catalisador.  Ao implementar essa nova estratégia, foi 

possível visualizar e registrar, por meio de observação direta e filmagem, diversos 

centros reativos nanoscópicos com comportamento de molécula única. Essa 

característica foi evidenciada pela presença de séries temporais discretas, que se 

assemelham aos resultados obtidos com a adsorção de Pd(II) em centros Si-O-. As 

imagens de alta resolução, imagens SOFI e três histogramas temporais de contagem 

para as quatro reações, utilizando a metodologia de localização do catalisador Pd(0) 

pelo uso de um silano modificado contendo ligante ativo para Pd(II)/Pd(0), podem ser 

observados na Figura 30. 

Figura 30: Imagens de alta resolução, imagens SOFI e três histogramas 

temporais de contagem para as reações SM1-4, obtidas utilizando a metodologia de 
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localização do catalisador Pd(0) pelo uso de um silano (Cat1) modificado contendo 

ligante ativo para Pd(II)/Pd(0). 
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,  

 

Fonte: Imagem de autoria própria. 

A análise foi realizada em centenas de centroides em diferentes filmes, assim 

como feito pela adsorção de Pd(II) em centros Si-O-, e suas séries temporais foram 

analisadas. Observa-se que novamente ocorre variação nos saltos de intensidade e no 

número de eventos SM, justamente pelo uso de um mesmo detector e mesmas reações. 

Os resultados das reações SM1-4 podem ser observados na Tabela 10 e Tabela 11. A 

análise também foi feita para um limite flutuante de distribuição uniforme e assumindo 

um desvio gaussiano. 

Tabela 10: Resultados médios das análises de intermitência das séries temporais 

das reações SM1 e SM2. Para a primeira reação foram analisados 165 centros ativos e 

para a segunda 160.   
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 SM1 SM2 

PROGRAM 

rate_SM_on/off 

Uniforme Gaussiana Uniforme Gaussiana 

Média 
Desvio 

padrão 
Média 

Desvio 

padrão 
Média 

Desvio 

padrão 
Média 

Desvio 

padrão 

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 

SM transitions 
65 22 81 22 47 40 90 56 

Experimental time 

(s) 
80 - 80 - 80 - 80 - 

Average SM rate 

(s-1) 
0,81 0,28 1,02 0,27 0,59 0,49 1,12 0,70 

Average off time 

(unit) 
28,42 11,20 23,53 7,76 28,63 18,93 24,07 12,50 

Average off time 

(s) 
1,14 0,45 0,94 0,31 1,15 0,76 0,96 0,50 

Average on time 

(unit) 
1,68 0,56 1,54 0,43 2,22 4,16 1,67 2,41 

Average on time 

(s) 
0,07 0,02 0,06 0,02 0,09 0,17 0,07 0,10 

Threshold off 

units for isolated 

spike 

57 22 47 16 57 38 48 25 

Number of spikes 

found 
5 2 6 2 4 3 7 4 

Effective cycle 

SM rate (s-1) 
1,36 0,64 1,71 0,59 0,80 0,79 1,68 1,03 

Desorption 

constant 
10 6 11 7 10 7 12 11 

 

Tabela 11: Resultados médios das análises de intermitência das séries temporais 

das reações SM3 e SM4. Para a terceira reação foram analisados 159 centros ativos e 

para a quarta 149.   

 SM3 SM4 

PROGRAM 

rate_SM_on/off 

Uniforme Gaussiana Uniforme Gaussiana 

Média 
Desvio 

padrão 
Média 

Desvio 

padrão 
Média 

Desvio 

padrão 
Média 

Desvio 

padrão 

Average count 920 47 920 47 927 43 927 43 

First threshold 981 49 981 49 988 45 988 45 

Second 

threshold 
999 51 999 51 1010 50 1010 50 

Total number of 

SM transitions 
73 26 85 29 60 28 70 29 

Experimental 

time (s) 
60 - 60 - 60 - 60 - 

Average SM rate 

(s-1) 
1,21 0,43 1,42 0,48 1,00 0,47 1,17 0,49 

Average off time 

(unit) 
24,51 9,24 22,49 8,59 27,63 13,67 26,49 12,29 

Average off time 

(s) 
0,74 0,28 0,68 0,26 0,84 0,41 0,80 0,37 
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Average on time 

(unit) 
1,76 1,04 1,65 0,97 1,97 1,16 1,85 1,23 

Average on time 

(s) 
0,05 0,03 0,05 0,03 0,06 0,04 0,06 0,04 

Threshold off 

units for isolated 

spike 

49 18 45 17 55 27 53 25 

Number of 

spikes found 
6 2 6 2 5 2 5 2 

Effective cycle 

SM rate (s-1) 
2,01 0,94 2,38 0,93 1,56 0,92 1,92 0,98 

Desorption 

constant 
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 número de moléculas de produto formadas por 

minuto por um único catalisador Pd(0), utilizando a taxa média SM-TOF destacada em 

azul na Tabela 10 e Tabela 11. A Tabela 12 exibe o cálculo de primeira passagem do 

ciclo de Suzuki e os números de moléculas por minuto calculados para as reações SM1-

4. 

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

(
1

𝑆𝑀−𝑇𝑂𝐹
) e número de moléculas / minuto (60 / resultado de 

1

𝑆𝑀−𝑇𝑂𝐹
) para as quatro 

reações (SM1-4). 

Reação Uniforme (moléculas/min) Gaussiano (moléculas/min) 

SM1:  
1

0,81
= 1,23 𝑠 →

60

1,23
= 49    

1

1,02
= 0,98 𝑠 →

60

0,98
= 61 

SM2: 
1

0,59
= 1,69 s →

60

1,69
= 35  

1

1,12
= 0,89 𝑠 →

60

0,89
= 67  

SM3: 
1

1,21
= 0,83 s →

60

0,83
= 73   

1

1,42
= 0,70 s →

60

0,70
= 85 

SM4: 
1

1,0
= 1,00 s →

60

1,00
= 60   

1

1,17
= 0,85 s →

60

0,85
= 70 

 

 Os resultados das reações SM1-4 demonstraram novamente valores coerentes. 

Foi observado que os tempos médios para a primeira passagem do ciclo foram menores, 

resultando em uma maior produção de moléculas por minuto, em comparação com os 

resultados de adsorção de Pd(II) em centros Si-O- (Tabela 8). Essa melhora na atividade 

catalítica das quatro reações pode ser atribuída a um menor impedimento estérico dos 

reagentes ao reagir com os catalisadores Pd(0), utilizando um silano modificado 

contendo um ligante ativo para Pd(II)/Pd(0), como pode ser visto no Esquema 14. 

Além disso, após a hidrólise do anidrido proveniente do silano em meio ácido 

para gerar o diácido, que é um excelente complexante para Pd(II), ocorre uma maior 

estabilidade do catalisador quando está interagindo com o diácido formado. Isso 
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contribui para a melhora na eficiência catalítica do sistema, pois provavelmente o 

diácido atua como um estabilizador para o centro ativo formado. A Tabela 13 apresenta 

a relação entre o número de moléculas formadas por minuto utilizando o silano 

modificado contendo um ligante ativo para Pd(II)/Pd(0) em comparação com a adsorção 

de Pd(II) em centros Si-O-. 

Tabela 13: Razões entre o número de moléculas formadas por minuto utilizando 

o silano modificado em comparação com a adsorção de Pd(II) em centros Si-O-. 

Reação Variação 
Silano contendo Pd(II)/Pd(0) Pd(II) adsorvido em SiO- 

Razão 
moléculas/minuto moléculas/minuto 

SM1 
Uniforme 49 28 1,75 

Gaussiano 61 32 1,91 

SM2 
Uniforme 35 21 1,67 

Gaussiano 67 28 2,39 

SM3 
Uniforme 73 25 2,92 

Gaussiano 85 28 3,04 

SM4 
Uniforme 60 24 2,50 

Gaussiano 70 28 2,50 

 

Ao analisar a Tabela 13, é possível observar que as razões entre o número de 

moléculas formadas por minuto utilizando o silano modificado em comparação com a 

adsorção de Pd(II) 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(II)/Pd(0), resulta em um 

aumento significativo na produção de moléculas em todas as reações. Esses resultados 

reforçam que o uso de catalisadores adequados e estrategicamente modificados podem 

otimizar reações químicas e aumentar a produção de moléculas desejadas em um 

mesmo intervalo de tempo. 

c) Microzeólitas como template reacional silanadas e ativadas por 

Pd(II) 

Ao utilizar um silano modificado contendo um ligante ativo para Pd(II)/Pd(0) na 

superfície, foi possível aumentar a eficiência catalítica das reações SM1-4. Com o 

objetivo de aprimorar ainda mais essa eficiência, adotou-se um template reacional 

composto por microzeólitas modificadas, onde o mesmo silano (Cat1) com o ligante ativo 

(PdCl2) foi empregado. A utilização das microzeólitas modificadas permitiu a realização 

da silanação e ativação por Pd(II) em solução, sem a formação de agregados indesejados. 

Além disso, o uso de baixas concentrações favoreceu a marcação e a formação discreta 

do produto, viabilizando a avaliação da reatividade catalítica em nível de molécula única 

para as reações SM1-4. 
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Essa abordagem possibilitou uma análise mais precisa da eficiência catalítica, 

permitindo a quantificação da atividade reacional de forma individualizada para cada 

centro ativo. As 6 imagens de alta resolução, 6 imagens SOFI e 6 histogramas temporais 

de contagem para cada uma das quatro reações, utilizando microzeólitas modificadas 

como template podem ser observados na Figura 31. 

Figura 31: Imagens de alta resolução, imagens SOFI e histogramas temporais de 

contagem para as quatro reações (SM1-4), utilizando microzeólitas como 

template reacional silanadas e ativadas por Pd(II). Cada centro ativo, 

representado por um círculo marcado, corresponde a um histograma de 

contagem com a mesma coloração envolvendo-o. 
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Fonte: Imagem de autoria própria. 

A análise foi conduzida em centenas de centroides localizados nas microzeólitas 

modificadas em diferentes filmes, seguindo a mesma abordagem utilizada para a 

adsorção de Pd(II) em centros Si-O- e o uso do silano modificado com ligante ativo na 

superfície. As imagens de alta resolução e as imagens SOFI apresentadas na Figura 31 

revelam uma distribuição discreta de centros ativos ao longo da superfície das 

microzeólitas. Essa distribuição é confirmada pela observação da fluorescência 

proveniente da formação do produto, que é visualizada em algumas regiões da borda das 

microzeólitas, mas não no centro, conforme observado nas imagens de alta resolução. 

Essa observação sugere que a modificação ocorre principalmente na parte externa das 

microzeólitas. Estudos indicam que a formação de cristais de microzeólitas 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 sítios ativos, o que explicaria a alta atividade 

catalítica observada nas bordas.105 Além disso, as microzeólitas não apresentam 

diâmetro dos poros suficientemente grandes para acomodar os sítios catalíticos e os 

reagentes, contribuindo para a atividade catalítica observada na superfície dessas 

partículas. 

A fluorescência revela visualmente a forma cilíndrica característica dessas 

partículas de microzeólitas. Através da emissão de fluorescência, é possível observar 

diretamente a morfologia cilíndrica dessas partículas, adicionando um elemento visual e 

morfológico ao estudo das microzeólitas. 

Os histogramas de contagem (Figura 31) foram analisados, revelando uma 

variação significativa nos perfis de intermitência, assim como nas outras metodologias 

empregadas no estudo. Essa variação é responsável pelo alto desvio padrão observado 

nas taxas de reação (SM-TOF). Sendo isso coerente com os resultados das metodologias 

anteriores, indicando que cada centro ativo não segue um padrão de atividade 

predefinido. Os resultados da análise dos histogramas de contagem das reações SM1-4, 

empregando microzeólitas como templates, estão apresentados na Tabela 14 e Tabela 

15. Além disso, a análise considerou um limite flutuante de distribuição uniforme, bem 

como um desvio gaussiano. 

Tabela 14: Resultados médios das análises de intermitência das séries temporais 

das reações SM1 e SM2. Para a primeira reação foram analisados 187 centros ativos e 

para a segunda 139.   

 SM1 SM2 

PROGRAM 

rate_SM_on/off 

Uniforme Gaussiana Uniforme Gaussiana 

Média 
Desvio 

padrão 
Média 

Desvio 

padrão 
Média 

Desvio 

padrão 
Média 

Desvio 

padrão 

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 
78 22 83 22 92 27 98 27 

Experimental time 

(s) 
60 - 60 - 60 - 60 - 

Average SM rate 

(s-1) 
1,30 0,37 1,38 0,37 1,53 0,45 1,64 0,46 

Average off time 

(unit) 
23,32 7,01 22,38 6,74 18,60 7,11 18,27 6,49 

Average off time 

(s) 
0,71 0,21 0,68 0,20 0,56 0,22 0,55 0,20 

Average on time 

(unit) 
1,70 0,42 1,65 0,39 1,63 0,43 1,60 0,39 

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 

47 14 45 13 37 14 36 13 

Number of spikes 

found 
6 2 6 2 7 2 7 2 

Effective cycle 

SM rate (s-1) 
2,24 0,83 2,37 0,77 2,66 1,04 2,94 1,01 

Desorption 

constant 
9 4 10 5 10 7 10 4 

 

Tabela 15: Resultados médios das análises de intermitência das séries temporais 

das reações SM3 e SM4. Para a terceira reação foram analisados 136 centros ativos e 

para a quarta 158.   

 SM3 SM4 

PROGRAM 

rate_SM_on/off 

Uniforme Gaussiana Uniforme Gaussiana 

Média 
Desvio 

padrão 
Média 

Desvio 

padrão 
Média 

Desvio 

padrão 
Média 

Desvio 

padrão 

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 

SM transitions 
105 24 105 22 87 22 92 22 

Experimental 

time (s) 
60 - 60 - 60 - 60 - 

Average SM rate 

(s-1) 
1,75 0,40 1,76 0,37 1,45 0,37 1,53 0,37 

Average off time 

(unit) 
17,54 4,34 17,53 4,23 20,51 5,49 19,92 5,57 

Average off time 

(s) 
0,53 0,13 0,53 0,13 0,62 0,17 0,60 0,17 

Average on time 

(unit) 
1,52 0,26 1,51 0,26 1,60 0,36 1,58 0,37 

Average on time 

(s) 
0,05 0,01 0,05 0,01 0,05 0,01 0,05 0,01 

Threshold off 

units for isolated 

spike 

35 9 35 8 41 11 40 11 

Number of 

spikes found 
8 2 8 2 7 2 7 2 

Effective cycle 

SM rate (s-1) 
3,09 0,82 3,07 0,79 2,60 0,90 2,72 0,88 

Desorption 

constant 
11 5 11 5 10 6 11 7 

 

Os sistemas estudados utilizando microzeólitas em nível de molécula única 

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

número de moléculas de produto formadas por minuto por um único sítio ativo de 

Pd(0). Esses cálculos 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 cálculos de primeira passagem do 

ciclo de Suzuki e dos números de moléculas por minuto produzidas para as reações 

SM1-4 estão apresentados na Tabela 16  

Tabela 16: Cálculo do tempo médio de primeira passagem do ciclo de Suzuki 

(
1

𝑆𝑀−𝑇𝑂𝐹
) e número de moléculas / minuto (60 / resultado de 

1

𝑆𝑀−𝑇𝑂𝐹
) para as quatro 

reações (SM1-4). 

Reação Uniforme Gaussiano 

SM1:  
1

1,30
= 0,77 𝑠 →

60

0,77
= 78 moléculas/s  

1

1,38
= 0,72 𝑠 →

60

0,72
= 83 moléculas/s 

SM2: 
1

1,53
= 0,65 s →

60

0,65
= 92 moléculas/s 

1

1,64
= 0,61 s →

60

0,61
= 98 moléculas/s 

SM3: 
1

1,75
= 0,57 s →

60

0,57
= 105 moléculas/s 

1

1,76
= 0,57 s →

60

0,57
= 105 moléculas/s 

SM4: 
1

1,45
= 0,70 s →

60

0,70
= 87 moléculas/s 

1

1,53
= 0,65 s →

60

0,65
= 92 moléculas/s 

 Os resultados das reações SM1-4 demonstraram uma consistência notável, 

revelando tempos médios para a primeira passagem do ciclo ainda menores em 

comparação com os obtidos usando silano modificado (conforme apresentado na Tabela 

12). Essa redução nos tempos de reação resultou em uma produção ainda maior de 

moléculas por minuto. A melhora significativa na atividade catalítica dessas reações 

pode ser atribuída a um impedimento estérico ainda menor dos reagentes ao interagir 

com os catalisadores Pd(0) localizados nas microzeólitas. Essa diminuição do 

impedimento estérico ocorre devido aos sítios ativos estarem mais distantes da 

superfície das lamínulas, o que proporciona um maior acesso dos reagentes aos centros 

catalíticos. Essa observação é ilustrada no Esquema 14, onde é possível visualizar o 

acesso mais facilitado dos reagentes aos centros ativos dos catalisadores Pd(0) nas 

microzeólitas, em comparação com as metodologias anteriores. 

Além disso, essa eficiência catalítica das reações SM1-4 ainda mais aprimorada 

pela utilização das microzeólitas como suporte reacional pode ser atribuída a outros 

fatores. Em primeiro lugar, a estrutura porosa das microzeólitas oferece uma área 

superficial que favorece a interação entre os reagentes e os catalisadores Pd(0), 

aumentando assim a taxa de reação. Em segundo, o ancoramento dos catalisadores 

Pd(0) nas microzeólitas impede sua aglomeração e dispersão, preservando sua atividade 

catalítica ao longo do tempo. Esse ancoramento também permite um acesso facilitado 

dos reagentes aos sítios ativos, direcionando eficientemente os reagentes para os 

catalisadores Pd(0) nas microzeólitas e aumentando a eficácia das reações. A Tabela 17 
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apresenta a relação entre o número de moléculas formadas por minuto utilizando 

microzeólitas em comparação com silano modificado em superfície. 

Tabela 17: Razões entre o número de moléculas formadas por minuto utilizando 

microzeólitas em comparação com silano em superfície. 

Reação Variação 
Microzeólitas Silano contendo Pd(II)/Pd(0) 

Razão 
moléculas/minuto moléculas/minuto 

SM1 
Uniforme 78 49 1,59 

Gaussiano 83 61 1,36 

SM2 
Uniforme 92 35 2,63 

Gaussiano 98 67 1,46 

SM3 
Uniforme 105 73 1,44 

Gaussiano 105 85 1,24 

SM4 
Uniforme 87 60 1,45 

Gaussiano 92 70 1,31 

 

Ao analisar os valores da Tabela 17 nota-se que a eficiência catalítica das 

reações foi melhorada significativamente com o uso das microzeólitas. Em todas as 

reações, a razão é maior do que 1, o que indica que a produção de moléculas por minuto 

foi maior com o emprego das microzeólitas em comparação com o silano modificado. 

Essa diferença pode ser atribuída as vantagens da utilização das microzeólitas 

mencionados anteriormente, como área superficial, ancoramento dos catalisadores Pd(0) 

e acesso dos reagentes aos sítios ativos.  

Esses fatores combinados resultam em um aumento notável na taxa de reação e 

em uma melhoria geral na eficiência catalítica das reações SM1-4 em comparação com 

as outras duas metodologias estudadas. Os resultados apresentados ressaltam o potencial 

dessas partículas como ferramentas promissoras para otimizar processos catalíticos e 

facilitar reações químicas específicas. Essas evidencias têm implicações significativas 

na área de catálise no limite de molécula única e podem direcionar o desenvolvimento 

de novas estratégias catalíticas mais eficientes e seletivas na síntese de compostos. 

4.3. Simulação de Séries Temporais de Intermitência 

O simulador estocástico de séries temporais foi desenvolvido com a finalidade 

de testar a eficácia do programa de tratamento de séries temporais de intermitência 

utilizado para analisar histogramas de contagem experimentais. O objetivo foi avaliar se 

o programa é capaz de lidar adequadamente com a análise desses histogramas. O 

simulador foi projetado utilizando aproximações e simplificações do ciclo de reação de 

acoplamento de Suzuki-Miyaura para formar uma molécula de produto fluorescente, 

conforme exemplificado no Esquema 15. 
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Uma das aproximações adotadas foi considerar que a conversão entre os estados 

do catalisador ativo Pd(0) e do catalisador não ativo Pd(II) segue um processo de 

dinâmica de Bernoulli, em que o estado ativo tem probabilidade p, enquanto o estado 

inativo tem probabilidade 1-p = q. Essa relação estatística é descrita pela expressão p/q 

= p/(1-p) no limite estatístico. 

Outra aproximação utilizada foi considerar que a taxa de reação é determinada 

pela etapa de adição oxidativa, que é a etapa principal do ciclo (etapa lenta). Assim, a 

taxa de reação do processo é representada por uma constante única kr (s-1), 

considerando uma aproximação de pseudo-primeira ordem, já que os reagentes estão 

sempre em excesso e pode-se considerar que são pouco consumidos. Essa taxa de 

reação segue uma distribuição exponencial. Uma vez formada a molécula de produto 

fluorescente, ela pode sofrer dessorção com probabilidade pd ou permanecer 

ligada/adsorvida próximo ao local de reação com probabilidade 1-pd, seguindo uma 

dinâmica de Bernoulli. O sinal de fundo foi modulado por um ruído branco gaussiano 

aditivo, e as intensidades de pico de fluorescência apresentaram flutuações devido à 

variação no rendimento quântico de fluorescência, quando calculado para uma única 

molécula isolada. 

Embora a molécula fluorescente tenha a capacidade de se converter em estados 

não fluorescentes (estados escuros) por meio de cruzamento intersistemas, a frequência 

de Rabi nos seus estados excitados, como singlete, triplet e singlete fundamental, é 

muito maior do que a frequência de amostragem utilizada no experimento, que é de 20 

Hz. 

A frequência de Rabi é a taxa de oscilação entre os estados quânticos de uma 

molécula sob a influência de um campo eletromagnético. Para moléculas fluorescentes, 

ocorrem transições rápidas entre seus estados excitados devido à alta frequência de Rabi 

associada a esses estados. Ao utilizar uma frequência de amostragem menor que a 

frequência de Rabi, como 20 Hz, é possível capturar essas transições rápidas e registrar 

a fluorescência emitida pela molécula e sua dinâmica nos estados excitados. Essa 

abordagem permite estudar os processos reativos/difusivos da molécula, excluindo os 

processos fotoquímicos rápidos.  

Para obter os resultados da simulação de séries de intermitência de fluorescência 

em SM, foram realizadas variações em algumas variáveis 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 intermitência simuladas para o mecanismo de Suzuki-Miyaura, 

com a variação da constante kr. 

Figura 32:  Exemplos de séries de intermitência simuladas para o mecanismo de Suzuki-

Miyaura, com a variação da constante kr nas seguintes condições: 0,4 

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

 

Fonte: Imagem de autoria própria. 

Os valores das constantes utilizadas nas simulações foram determinados com 

base nos resultados SM-TOF experimentais obtidos. Ao analisar os gráficos 

apresentados na Figura 32 observa-se uma relação direta entre a constante kr (SM-TOF) 

e o número de eventos de acoplamento de Suzuki-Miyaura. Mantendo os parâmetros 

constantes e variando a constante kr, fica evidente que um aumento na taxa de reação 

resulta em uma maior formação de moléculas de produto em um determinado intervalo 

de tempo. Portanto, de acordo com esses resultados há uma consistência entre as 

simulações realizadas e os resultados dos histogramas de contagem obtidos 

experimentalmente. Os resultados simulados não contemplam todas as variáveis de uma 

reação química, o que resulta em gráficos com variações menores na intensidade 

(Counts), correspondentes a uma simulação modulada.  

Os gráficos simulados exibidos na Figura 33 foram gerados ao variar a 

probabilidade do estado ON do catalisador, mantendo as demais variáveis constantes. 

Essa análise permitiu investigar o efeito da probabilidade de atividade do catalisador na 

formação de moléculas de produto ao longo do tempo.  

Figura 33: Exemplos de séries de intermitência simuladas para o mecanismo de Suzuki-

Miyaura, com a constante kr fixa em 1,0 s-1, enquanto a probabilidade do 

estado ON do catalisador varia de 0,1 a 1. 
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Fonte: Imagem de autoria própria. 

Conforme foi observado ao variar a constante kr, também foi constatada uma 

relação direta entre o aumento da probabilidade do estado ON do catalisador e o 

aumento do número de eventos de acoplamento de Suzuki-Miyaura. Com o objetivo de 

obter uma análise mais abrangente, foram conduzidas 10 simulações para cada 

probabilidade usando os mesmos parâmetros de entrada mostrados na Figura 33. A 

média e o desvio padrão dessas simulações foram calculados e utilizados para gerar o 

gráfico apresentado na Figura 34. Essa abordagem estatística permitiu uma melhor 

compreensão da variabilidade dos resultados e oferece uma representação mais precisa 

do comportamento da reação em diferentes configurações de probabilidade do estado 

ON do catalisador. O número de simulações realizadas para cada variação é 

significativamente menor do que o número de sítios catalíticos analisados nos 

experimentos SM. No entanto, essas simulações são suficientes para compreender a 

influência das variações das constantes kr e das probabilidades ON, permitindo fazer 

uma analogia com os resultados reais obtidos em experimentos de molécula única. 

Figura 34: Gráfico da variação estatística do valor de SM-TOF em função da 

probabilidade de estado ativo (ON) p do catalisador Pd na reação Suzuki-

Miyaura. Simulação das séries temporais de intermitência com kr = 1,0 s-1 

(fixo) e o valor médio e desvio padrão sobre 10 séries para cada (ON) p. 
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Fonte: Imagem de autoria própria. 

A análise linear dos pontos simulados na Figura 34 indica que o valor de SM-

TOF segue uma relação direta com o produto da probabilidade do estado ON do 

catalisador (p) e a taxa de reação kr. Essa relação pode ser expressa pela equação: 

SM-TOF = pkr = krK/(K+1) = krk1τr 

onde K = k1/k-1 representa a "constante de equilíbrio da semi-reação" entre os estados 

Pd(II) e Pd(0), juntamente com suas respectivas constantes cinéticas de interconversão. 

O tempo de relaxação dessa dinâmica, τr, é determinado por (k1 + k-1)
-1. Sendo que o 

valor de K depende do redutor utilizado, já que não é uma constante absoluta. É 

relevante levar em consideração 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 reação. No entanto, ao obter o valor de K = Pd(0)/Pd(II) por meio de um 

método auxiliar específico para um determinado redutor, torna-se possível calcular, de 

forma mais precisa, o valor da constante de reação kr do ciclo de Suzuki-Miyaura. 

A segunda parte deste estudo de simulação foi analisar as séries de intermitência 

simuladas para verificar se é possível determinar o valor de SM-TOF denominada de 

taxa média de reação no limite de molécula única (average SM rate). A Figura 35 

apresenta os resultados da média de 10 séries temporais de intermitência simuladas para 

cada valor específico de constante (0,4; 0,5; 0,75 e 1) usando o programa desenvolvido 

para calcular o SM-TOF. É possível observar a relação entre o valor da série estocástica 

gerada pela simulação e o valor obtido na análise usando flutuação de limite por 

gaussiana e flutuação de limite uniforme. Essas análises são métodos estatísticos 

utilizados para estimar a aproximação 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 análise de series temporais de intermitência simuladas pelo 

programa desenvolvido (variando a constante kr). (---) valor exato usado na 

simulação para SM-TOF, (○) valor da série estocástica gerada pela 

simulação, (x) valor obtido da análise usando flutuação de limite por 

gaussiana, (+) valor obtido usando flutuação de limite uniforme. 

 

Fonte: Imagem de autoria própria. 

Ao comparar os resultados de SM-TOF obtidos pelas séries estocásticas 

simuladas com as duas análises (uniforme e gaussiana), é possível determinar a 

proximidade entre os dados simulados e os dados obtidos pelo programa de tratamento 

dos histogramas experimentais. Observou-se que, para um número significativo de 

trajetórias, o valor médio de SM-TOF está convergindo para o valor médio esperado. 

Essa análise foi importante para verificar a precisão e a confiabilidade dos resultados da 

simulação, bem como para validar o programa utilizado na análise dos dados 

experimentais de séries temporais de intermitência de fluorescência. 

Outra análise realizada, apresentada na Figura 36,  envolveu os resultados da 

média de 10 séries temporais de intermitência simuladas para cada valor específico 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 comparação entre o 
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valor da série estocástica gerada pela simulação e os valores obtidos por meio da análise 

usando flutuação de limite por gaussiana e flutuação de limite uniforme. 

Figura 36: Resultado de análise de series temporais de intermitência simuladas pelo 

programa desenvolvido (variando a probabilidade pON de a) 0,1 - j) 1,0). (--

-) valor exato usado na simulação para SM-TOF, (○) valor da série 

estocástica gerada pela simulação, (x) valor obtido da análise usando 

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

uniforme.  

 

Fonte: Imagem de autoria própria. 

Ao comparar os resultados da variação da constante kr com os resultados da 

variação da probabilidade ativa do catalisador, é possível observar que, ao variar a 

probabilidade ativa, os valores de SM-TOF gerados se aproximam ainda mais dos 

valores obtidos pela análise por variação de limite uniforme e gaussiano. Além disso, 

todos os valores convergem para o valor exato de pON utilizado na simulação dos 

dados. Isso indica uma maior precisão e concordância entre os resultados simulados e os 
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obtidos por meio dessas análises estatísticas, reforçando a validade e a confiabilidade do 

modelo utilizado. 

As simulações desempenharam um papel crucial na análise da intermitência da 

fluorescência. Através dessas simulações, foi possível explorar diferentes variáveis, 

como a constante kr e a probabilidade do estado ON do catalisador, e observar o 

impacto dessas variáveis nos resultados. A análise dos resultados simulados permitiu 

identificar relações diretas entre as variáveis de entrada e a taxa de reação SM-TOF. 

Além disso, foi possível analisar os resultados simulados pelo mesmo método estatístico 

usado para tratar os dados experimentais, utilizando as análises estatísticas de flutuação 

de limite por gaussiana e pela análise de flutuação de limite uniforme. Essas 

comparações foram fundamentais para validar o modelo utilizado na simulação, 

fornecendo uma estimativa da precisão dos resultados. De forma geral, as simulações 

ofereceram uma abordagem eficaz para investigar o mecanismo de Suzuki-Miyaura, 

permitindo uma análise detalhada das variáveis envolvidas. Além disso, foi possível 

realizar comparações com dados experimentais e validar o modelo para o tratamento 

dos histogramas de contagem obtidos por meio de experimentos de molécula única. 

4.4. Derivados fenantreno reativos como potenciais marcadores de 

grupos amino 

Além de serem usadas como template reacional para catálise no limite de 

molécula única, as microzeólitas podem desempenhar um papel como suporte para 

marcação. Suas características, como alta área superficial, estabilidade térmica, 

seletividade molecular, tamanhos de poros variados, facilidade de funcionalização e 

baixa toxicidade, tornam-nas opções versáteis e eficientes para marcação. Nesse 

contexto, um estudo foi realizado em colaboração para explorar estratégias de marcação 

utilizando microzeólitas contendo grupos amino livres em sua superfície. Os resultados 

desse estudo envolveram a marcação de dois derivados do fenantreno, que foram 

utilizados como marcadores. Essa abordagem teve o objetivo de explorar a marcação 

utilizando compostos específicos. 

Foram conduzidos estudos sobre os derivados do fenantreno nos quais foram 

realizadas análises da absorção e emissão, determinação do rendimento quântico (Φf) 

em diferentes solventes, avaliação do decaimento da fluorescência e captura de imagens 

através de microscopia confocal. Essas análises contribuíram para a compreensão das 

características fotofísicas desses compostos.  
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a)  Estudo das propriedades em solução dos compostos 

A estrutura dos compostos PIB, PA e PI podem ser visualizadas na Figura 37. 

Na Tabela 18, é apresentada uma imagem dos derivados em solução sob a influência de 

radiação ultravioleta (UV), juntamente com os rendimentos quânticos obtidos nos 

comprimentos de onda de absorção e emissão máximos para os sistemas PIB, PA e PI 

(imida proveniente do composto PA).  

Figura 37: Estrutura dos compostos PIB e PA utilizados como marcadores em 

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

 

Fonte: Figura adaptada da referência 92. Número da licença - 5592080301440. 

Tabela 18: Propriedades fotofísicas do derivado fenantreno-imidazol (PIB), 

anidrido fenantreno (PA) e imida (PI) e foto das soluções sob radiação UV em 

diferentes solventes*. 

Composto Solvente λ
abs

 (nm) λ
em

 (nm) 
f
 

 

  1,4-dioxano 374 459 0,48 

  THF 375 455 0,66 

PIB Acetato de Etila 374 463 0,49 

  Isopropanol 376 505 0,51 

  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 

  Acetonitrila 408 496 0,56 

  1,4-dioxano 397 488 0,92 

  THF 398 477 0,69 

PI DMSO 402 504 0,57 

  DMF 408 500 0,46 

  Acetonitrila 402 501 0,54 

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

Dioxano.  

Fonte: Tabela e Figura adaptados da referência 92. Número da licença - 5592080301440. 

Analisando a Tabela 18, os compostos apresentam um deslocamento de Stokes 

considerável, superior a 80 nm, em solventes polares. Esse deslocamento indica a 

presença de uma transferência de carga intramolecular (ICT), devido à presença do 

grupo carbonila na região oposta ao doador da molécula do fenantreno. Essa 
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característica de ICT se torna mais evidente ao observar as cores de emissão exibidas 

pelos compostos em diferentes solventes após a excitação com radiação UV. Além 

disso, os compostos apresentam f moderado a alto com alguma dependência da 

natureza do solvente, como tipo e polaridade. Essas observações revelam informações 

importantes sobre as propriedades ópticas e a interação entre os grupos funcionais 

presentes nessas moléculas. 

A Tabela 19 apresenta os tempos de decaimento da fluorescência 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 

fluorescência dos compostos PIB (amarelo) e PA (azul) em acetonitrila, enquanto a 

função de resposta do instrumento (irf) é representada em verde e magenta. Essas 

informações permitem compreender a dinâmica da fluorescência desses compostos.  

Tabela 19: Tempos de decaimento da fluorescência e amplitudes normalizadas 

do derivado fenantreno-imidazol PIB, anidrido (PA) e imida (PI). A imagem representa 

o decaimento da fluorescência dos compostos PIB (amarelo) e PA (azul) em 

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

magenta. 

Composto Solvente 
τ1 

(ns)* 

τ2 

(ns) 
b1 b2 χ2

g 

 

 1,4-dioxano 0,38 2,27 0,12 0,88 1,27 

 THF 0,24 2,02 0,08 0,92 1,04 

PIB 
Acetato de 

etila 
0,23 2,50 0,29 0,71 1,15 

 Isopropanol 0,03 1,72 0,88 0,12 1,12 

 Acetonitrila 0,21 2,44 0,13 0,87 1,08 

 1,4-dioxano 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 

 Acetonitrila 1,45 11,75 0,06 0,94 1,09 

 1,4-dioxano  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 

 Acetonitrila 134 16,29 0,05 0,95 1,13 

* Desvio padrão de ± 0,01 ns. 

Fonte: Tabela e Figura adaptados da referência 92. Número da licença - 5592080301440. 

Observa-se pelos resultados apresentados na Tabela 19 que o decaimento da 

fluorescência dos compostos apresenta um comportamento biexponencial na maioria 

dos solventes, sendo dominado pelo componente de tempo longo. Esse componente de 

longa vida exibe uma inclinação praticamente linear quando representado em um 

gráfico logarítmico, como ilustrado na imagem.  
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O único comportamento atípico é observado para o composto PIB em 

isopropanol. Nesse solvente, a fluorescência do PIB apresenta uma rápida transição de 

30 ps, seguida por um componente de longa duração de aproximadamente 1,7 ns. O 

componente rápido pode ser atribuído a um processo de tautomerização no estado 

excitado, facilitado pela ligação de hidrogênio do isopropanol com o grupo N-H do 

imidazol, o qual poderia modular a transição do estado excitado local (LE) para o estado 

excitado de transferência de carga intramolecular (ICT). Alguns dos valores de tempo 

de decaimento obtidos na análise biexponencial para o PIB são bastante similares aos 

resultados relatados por Krawczyk e colaboradores106, em que a desativação da 

fluorescência é dominada por um componente de longa duração de cerca de 2 ns.  

b) Estudo das propriedades dos compostos marcados em microzeólitas 

A Figura 38 ilustra uma representação dos compostos PA e PIB após serem 

marcados nas microzeólitas. 

Figura 38: compostos PA e PIB após serem marcados nas microzeólitas. 

 

 

 

PA-microzeólita PIB-microzeólita 

Fonte: Imagem adaptada da referência 92. Número da licença - 5592080301440. 

As fluorescências das microzeólitas marcadas com os compostos PA e PIB 

foram avaliadas utilizando um microscópio confocal. A Figura 39a) e b) apresentam as 

imagens correspondentes a esses compostos, respectivamente. Além disso, as cores de 

emissão real das amostras foram medidas e ilustradas na Figura 39c) e d). Essas 

informações fornecem uma representação visual das propriedades de fluorescência das 

microzeólitas marcadas com esses compostos, permitindo uma análise mais detalhada 

da sua fluorescência. 

Figura 39: Imagem da fluorescência capturada em um microscópio confocal dos 

compostos PA (a) e PIB (b) quimicamente ligados a microzeólitas. Em c) e 

d) estão as imagens em cores reais, com excitação do laser em 405 nm. 
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Fonte: Imagem adaptada da referência 92. Número da licença - 5592080301440. 

As imagens de fluorescência mostradas na Figura 39a) e b) revelam uma 

distribuição relativamente homogênea da marcação dos fluoróforos, uma vez que os 

mapas de intensidade não mostram grandes gradientes. No entanto, a definição menos 

nítida da microestrutura é resultado da incompatibilidade do índice de refração devido à 

deposição em 3D das microzeólitas na superfície do vidro, sem um meio condensado 

(amostras secas). Ao comparar as imagens confocais, observa-se que o sistema PIB-

microzeólita (Figura 39b)) apresenta um sinal de fundo muito mais alto fora da 

partícula, o que pode indicar que parte dos fluoróforos foram dispersos para o meio. 

Isso provavelmente ocorre devido à menor estabilidade da ligação imina, que pode 

sofrer hidrólise devido ao caráter ácido da superfície das microzeólitas. Essa 

desvantagem pode ser corrigida pela redução da imina para amina utilizando NaBH4, 

evitando assim a hidrólise indesejada. A emissão do sistema foi novamente medida após 

reação de redução e os resultados são apresentados na Figura 40. Observa-se um 

contraste melhorado nas imagens de fluorescência, devido ao baixo ruído de fundo, 

indicando que a conversão da imina para amina resultou em uma marcação mais estável 

e em menor perda para o meio durante a preparação da amostra. 

Figura 40:  Imagem da fluorescência capturada em um microscópio confocal do 

composto PIB após redução com NaBH4. Imagem em cores reais, com 

excitação do laser em 405 nm. 

 

Fonte: Imagem adaptada da referência 92. Número da licença - 5592080301440. 
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Os perfis de decaimento da fluorescência das amostras de microzeólitas 

marcadas com PIB e PA são apresentados na Figura 41. 

Figura 41: Decaimento da fluorescência do composto PA-microzeólita (azul) e PIB-

microzeólita (vermelho).  

 

Fonte: Imagem adaptada da referência 92. Número da licença - 5592080301440. 

 Em contraste com o decaimento em solução homogênea, observa-se que, 

quando marcados nas microzeólitas, os fluoróforos exibem um decaimento altamente 

não exponencial, que pode ser atribuído ao caráter heterogêneo da superfície e à 

possível migração de energia para fluoróforos vizinhos por meio de interação dipolo-

dipolo. No caso do sistema PIB-microzeólita, o decaimento é bem descrito por três 

componentes com tempos de vida de 0,10 ns (31%), 1,12 ns (34%) e 3,90 ns (35%), 

enquanto para o sistema PA-microzeólita, os componentes são de 0,43 ns (4%), 4,70 ns 

(18%) e 17,5 ns (78%). A presença de um componente de tempo de longa duração no 

sistema PA-microzeólita contribui para uma maior eficiência de emissão e uma melhor 

resolução de imagem confocal, como ilustrado na Figura 39. Esses resultados destacam 

a relevância das propriedades das microzeólitas na modulação da dinâmica da 

fluorescência e no desempenho dos fluoróforos em aplicações de imagem. 
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5. CONCLUSÕES  

Neste estudo, foram conduzidos experimentos de molécula única para investigar 

quatro reações de acoplamento cruzado pelo mecanismo de Suzuki-Miyaura. Foram 

utilizadas três abordagens distintas, a primeira envolvendo a localização do catalisador 

em superfície por adsorção, a segunda pelo uso de silanos modificados com ligante 

ativo e a terceira pela aplicação de microzeólitas como templates reacionais. Os 

resultados obtidos para as quatro reações nas três metodologias, apresentaram variações 

significativas nos picos de intensidade de fluorescência nos histogramas de contagem, 

sugerindo diferenças na orientação do cromóforo com emissão de fluorescência 

detectada. Além disso, foi observada uma flutuação significativa no número de eventos 

de fluorescência de molécula única ao longo do tempo, o que sugere que os 

catalisadores possuem propriedades intrínsecas no sítio catalítico e seguem um 

comportamento estocástico de atividade.  

A análise de centenas de centroides em diferentes filmes e amostras permitiu a 

obtenção de valores médios representativos de diversos parâmetros e o cálculo da taxa 

de reação, ou SM-TOF. Com base nos dados obtidos e analisados, foi calculado o 

número de moléculas de produto formadas por minuto por um único sítio catalítico. 

Para as quatro reações abordadas utilizando diferentes condições experimentais, os 

valores obtidos foram consistentes tanto na análise de flutuação do limite por 

distribuição uniforme quanto por gaussiana. Além disso, os valores obtidos foram 

altamente concordantes com os valores reportados na literatura. 

Ao examinar o número de moléculas produzidas utilizando microzeólitas como 

templates reacionais, observou-se uma melhoria significativa na eficiência catalítica em 

comparação com as outras duas metodologias empregadas no estudo. Essa diferença 

pode ser atribuída às vantagens do uso de microzeólitas, como sua área superficial, 

ancoragem dos catalisadores Pd(0) e acesso dos reagentes aos sítios ativos. Os 

resultados apresentados destacam o potencial das microzeólitas como ferramentas 

promissoras na área de catálise no limite de molécula única e podem direcionar o 

desenvolvimento de novas estratégias catalíticas mais eficientes na síntese de 

compostos. 

Os resultados obtidos forneceram informações significativas sobre as reações de 

acoplamento cruzado pelo mecanismo de Suzuki-Miyaura, contribuindo para uma 

compreensão mais aprofundada do comportamento do catalisador. Esses resultados 

podem implicar no desenvolvimento de estratégias catalíticas mais eficientes e seletivas. 
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Ademais a validação do sistema de tratamento de dados por meio do estudo de 

simulação reforça a confiabilidade dos resultados experimentais. 

Em relação às microzeólitas, a investigação do uso de marcadores baseados em 

derivados do fenantreno, devido à sua interação com grupos amino livres na superfície 

dessas estruturas, proporcionou uma melhor compreensão das interações nesses 

sistemas. Observou-se que a marcação foi mais estável e consistente para um dos 

compostos (PA), enquanto uma modificação estrutural realizada no composto PIB 

mostrou-se uma estratégia eficaz para garantir uma marcação mais eficiente desse 

composto. Essas análises foram relevantes para o desenvolvimento de estratégias 

práticas para a aplicação dessas estruturas como templates para marcadores 

fluorescentes, contribuindo para o avanço da área de marcadores e fornecendo 

informações relevantes para o desenvolvimento desses sistemas. 

Em suma, este estudo de molécula única para reações de acoplamento cruzado 

pelo mecanismo de Suzuki-Miyaura, juntamente com a simulação e a investigação dos 

marcadores nas microzeólitas, podem desempenhar um papel significativo no avanço do 

conhecimento nessas áreas da química e fotoquímica. Os resultados obtidos fornecem 

contribuições substanciais para o aprimoramento de processos catalíticos com paládio e 

futuras aplicações.  
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A aluna foi agraciada com o prêmio de Melhor Pôster no 15º Latin American 

Conference on Physical Organic Chemistry em 2022, em reconhecimento à sua 

apresentação dos resultados obtidos pela catálise de molécula única por meio da 

metodologia de adsorção de Pd(II) em sítios aniônicos SiO- referentes as reações SM1 e 

SM2. Além disso, a aluna teve um trabalho publicado no Journal of Fluorescence em 

setembro de 2021, em colaboração 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 utilização de derivados do fenantreno como 

marcadores em grupos amino livres presentes em microzeólitas. Esses reconhecimentos 

destacam a relevância do trabalho realizado, contribuindo para o avanço do 

conhecimento na área da catálise de molécula única e de marcadores fluorescentes. 
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