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RESUMO

Novos materiais de fibroina de seda (FS-Ox) e quitina (CT-Ox) funcionalizados com
sal Oxone® foram desenvolvidos para aplicagdo na sintese de adutos de
Knoevenagel. Os experimentos foram realizados utilizando derivados de
benzaldeido, malononitrila e uma mistura de dgua e etanol como solventes verdes. A
eficiéncia do aquecimento convencional e da irradiagdo por micro-ondas como
fontes de calor para essa reacao também foi investigada. Quando as reac¢des foram
realizadas por 60 minutos sob condi¢gdes otimizadas com aquecimento convencional,
doze adutos de Knoevenagel 2a-l foram obtidos, com bons rendimentos para ambos
os catalisadores (CT-Ox 60-98% e FS-Ox 71-98%). Quando a irradiagao por micro-
ondas foi utilizada, os periodos de reag¢do foram reduzidos em doze vezes, obtendo-
se 0s mesmos adutos de Knoevenagel com bons rendimentos na maioria dos casos
(CT-Ox 3999% e FS-Ox 3599%). A reutilizacdo desses materiais como
catalisadores em reacbes sucessivas também foi avaliada, sendo CT-Ox e FS-Ox
utilizados com sucesso por 4 e 2 ciclos, respectivamente. Os resultados
apresentados comprovam a eficiéncia do catalisador CT-Ox/FS-Ox como um
material promissor, de baixo custo e reutilizavel, com propriedades cataliticas
adequadas para aplicagdo na reacao de condensagdo aldolica de maneira

sustentavel.

Palavras-chave: Casulo de bicho-da-seda. Catalisador biodegradavel. Reacéo de

condensacao alddlica.



ABSTRACT

New materials from silk fibroin (FS-Ox) and chitin (CT-Ox) functionalized with
Oxone® salt were developed for application in the synthesis of Knoevenagel
adducts. The experiments were performed using benzaldehyde derivatives,
malononitrile, and a mixture of water and ethanol as green solvents. The efficiency of
conventional and microwave irradiation as heating sources for this reaction was also
investigated. When the reactions were performed for 60 min under optimized
conditions with conventional heating, twelve Knoevenagel adducts 2a-l were
obtained, with good yields for both catalysts (CT-Ox 60-98% and FS-Ox 71-98%).
When microwave irradiation was used, the reaction periods were reduced twelvefold,
with the same Knoevenagel adducts with good CT-Ox (39-99%) and FS-Ox (35-
99%) yields obtained in most cases. The reuse of these materials as catalysts in
successive reactions was also evaluated, and CT-Ox FS-Ox were successfully used
for 4 and 2 cycles, respectively. The results presented prove the efficiency of the CT-
Ox FS-Ox catalyst as a promising low-cost and reusable material with suitable
catalytic properties to be applied in the aldol condensation reaction in a sustainable

way.

Keywords: Silkworm cocoon. Biodegradable catalyst. Aldol condensation reaction.
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1 INTRODUGAO

A sintese organica desempenha um papel crucial no desenvolvimento de
novos compostos com aplicagbes em diversas areas, como a farmacéutica e a
biotecnologia. Nesse contexto, a condensacao de Knoevenagel destaca-se como
uma reacao versatil para a formacdo de ligagbes carbono-carbono, utilizando
aldeidos ou cetonas e compostos metilénicos com hidrogénios acidos. Este trabalho
delimita-se ao estudo da aplicagdo de biopolimeros naturais, especificamente
fibroina de seda e quitina modificadas com Oxone®, como catalisadores
heterogéneos na reacdo de condensacao de Knoevenagel, com foco na adogao de
protocolos de quimica verde.

O problema de pesquisa deste estudo pode ser formulado como: "Como os
biopolimeros de fibroina de seda e quitina, modificados com Oxone®, podem atuar
como catalisadores eficientes e sustentaveis na reacdo de condensacdo de
Knoevenagel, em comparagdo com métodos tradicionais, considerando sua
eficiéncia, reutilizagcao e impacto ambiental?"

O objetivo geral € desenvolver e avaliar esses biopolimeros modificados como
catalisadores eficientes para a reacao de Knoevenagel, alinhados aos principios da
quimica verde. Os objetivos especificos incluem: avaliar a eficiéncia dos
catalisadores sob aquecimento convencional e micro-ondas, otimizar o tempo de
reagcao para maximizar rendimentos, investigar a reutilizagcdo dos biopolimeros em
multiplos ciclos e caracterizar suas propriedades morfologicas e térmicas para
compreender os efeitos do tratamento com Oxone®.

A justificativa deste trabalho reside na necessidade de desenvolver
catalisadores sustentaveis que minimizem o impacto ambiental, promovam eficiéncia
reacional e permitam reutilizagado, alinhando-se aos preceitos da quimica verde. A
utilizacdo de biopolimeros naturais, como fibroina e quitina, oferece vantagens como
biodegradabilidade, baixo custo e disponibilidade, enquanto a modificagdo com
Oxone® potencializa suas propriedades cataliticas. Este estudo contribui para o
avango de metodologias ecoldgicas na sintese orgéanica, com potencial aplicagdo em

processos industriais sustentaveis.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A sintese orgénica € um campo importante no desenvolvimento de novos
compostos, especialmente no caso de moléculas com atividade bioldgica. Um
exemplo é a condensacao de Knoevenagel, que pode proporcionar a formacao de
novas ligagcdes C=C por meio da reacao entre aldeidos ou cetonas e compostos
metilénicos contendo hidrogénios acidos (Jimenez et al., 2019; Chakaraborty et al.,
2022; Bi et al., 2022; Tran et al., 2022). Muitos estudos sobre adutos de
Knoevenagel testaram novas condi¢cées de reagcdo, como auséncia de catalisador,
materiais poliméricos basicos, com foco na quimica verde (Kalla et al., 2015; Birolli et
al., 2020; Lv et al., 2022; Yang et al., 2011).

Um dos biopolimeros utilizados em reag¢des organicas como suporte (Ferreira
et al., 2017) ou catalisador € a fibroina de seda, uma proteina macromolecular
natural com uma estrutura de copolimero em blocos formada por grandes dominios
hidrofébicos e pequenos espacadores hidrofilicos (Junior et al., 2021; Ferreira et al.,
2017). Ela possui propriedades mecéanicas robustas, € um material versatil para
processos biotecnoldgicos e contém grupos funcionais acessiveis para modificacdes
quimicas, tornando-a favoravel ao desenvolvimento de novos biocatalisadores ou
suportes (Chakaraborty et al., 2022; Ferreira et al., 2017; Junior et al., 2021; Ferreira
etal., 2017).

Jimenez et al. (2019) relataram a sintese de Knoevenagel com derivados de
benzaldeido e malononitrila utilizando fibroina funcionalizada com CuSO. como
catalisador, empregando irradiagao por micro-ondas como fonte de aquecimento. As
reagcoes foram realizadas a 60 °C por 30 minutos, obtendo-se adutos com
rendimentos excelentes de 97-99%. Kuhbeck e colaboradores (2014) pesquisaram
a formacao de ligacoes C=C utilizando fibroina como catalisador verde. O material
foi aplicado em uma reacdao de condensacdao de Knoevenagel a partir de 2-
nitrobenzaldeido, resultando em adutos com rendimento de 84%. Além disso, esse
material biodegradavel apresentou bom desempenho quando utilizado em outras
reacoes, como as adicoes de Henry e Michael (Tran et al., 2022; Kuhbeck et al.,
2014; Knidri et al., 2019).

A quitina € um polissacarideo linear que contém unidades repetitivas de N-
acetil-D-glicosamina conectadas por ligagdes glicosidicas p-(1-4) (Knidri et al., 2019;
Madkour et al., 2021). Esse biopolimero é amplamente extraido de diversos

organismos vivos, como camaroes (Madkour et al., 2021; Mousssout et al., 2016), e
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tem atraido crescente interesse no campo da catalise (Rani et al., 2018; Hirayama et
al., 2020). A presenga de grupos amina e hidroxila oferece um amplo escopo de
aplicacbes potencialmente uteis para a quitina ou quitosana, pois podem ser
modificados para aprimorar certas propriedades desse biopolimero. A quitosana tem
sido utilizada como um eficiente organocatalisador heterogéneo, demonstrando
capacidade de se ligar a varios ions de metais de transi¢do, tornando-a um suporte
sélido atraente para a preparacdo de diversas reagdes, como condensacdo de
Knoevenagel, esterificacdo e adicdo de Michael (Bi et al., 2022; Tran et al., 2022,;
Knidri et al., 2019; Rani et al., 2018; Abrantes et al., 2022; Toélz et al., 2008).

Anbu e colaboradores (2020) relataram reagbes de condensacado de
Knoevenagel com aldeidos aromaticos e acido malico, utilizando DMF como
solvente e quitosana como catalisador. Essa metodologia proporcionou quinze
adutos com rendimentos de 25-98%. Rani et al. (2018) descreveram o uso de
quitosana como catalisador para reagbes alddlicas em meio aquoso. Os
experimentos foram realizados com aldeidos aromaticos, acetato de etila ou
dimetilmalonato, e onze produtos de Knoevenagel foram sintetizados com
rendimentos de 13-90%. Sakthivel e colaboradores (2022) também estudaram o uso
de quitosana nesse tipo de reacdo. Utilizando etanol como solvente, dez adutos de
Knoevenagel foram obtidos com rendimentos moderados a bons de 53-99%.

O presente estudo focou no desenvolvimento de materiais naturais, como
fibroina e quitina modificadas com Oxone®, aplicadas em uma reacdao de
condensacao de Knoevenagel, em conformidade com protocolos de quimica verde.
Os novos catalisadores funcionalizados reduziram o tempo de reagcdo, aumentaram

os rendimentos dos adutos e puderam ser reutilizados.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
O presente estudo focou no desenvolvimento de materiais naturais, como
fibroina e quitina modificadas com Oxone®, aplicadas em uma reacdao de
condensacao de Knoevenagel, em conformidade com protocolos de quimica verde.
3.2 Objetivos especificos
a) Avaliar a eficiéncia dos biopolimeros modificados como catalisadores sob
condi¢cdes de aquecimento convencional e micro-ondas;
b) Otimizar o tempo de reacéo para maximizar os rendimentos dos adutos;
c) Investigar a reutilizacdo dos biopolimeros modificados em multiplos ciclos,
analisando perdas de eficiéncia e massa.
d) Caracterizar as propriedades morfolégicas e térmicas dos biopolimeros

modificados para compreender os efeitos do tratamento com Oxone®.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Produtos Quimicos, Reagentes e Catalisadores

Casulos do bicho-da-seda (Bombyx mori) foram gentilmente fornecidos pelo
Prof. Dr. Sérgio A. Yoshioka (Sdo Carlos, Sao Paulo, Brasil). Oxone®
(KHSOs50,5KHS04:0,5K.S04) foi adquirido da Sigma-Aldrich (Sdo Paulo, Brasil).
CaCl-2H:0 (99%) e NaCO:s (99%) foram adquiridos da Vetec. Etanol (EtOH, 99,5%)
foi adquirido da Synth (Sdo Paulo, Estado de S&o Paulo, Brasil). Benzaldeido 1a
(99,5%), 4-metoxibenzaldeido 1b (98%), 4-(dimetilamino)benzaldeido 1c (98%),
3,4,5-trimetoxibenzaldeido 1d (99%), 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido 1e (98%), 4-
fluorobenzaldeido 1f (98%), 4-clorobenzaldeido 1g (97%), 4-bromobenzaldeido 1h
(99%), 4-hidroxibenzaldeido 1i (98%), 4-nitrobenzaldeido 1j (98%), 4-
formilbenzonitrila 1k (95%), cinnamaldeido 11 (98%) e malononitrila (99%) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (Sdo Paulo, Estado de S&o Paulo, Brasil) e utilizados
sem purificagcao adicional. Acetato de etila (EtOAc), hexano e sulfato de sddio foram
adquiridos de diferentes fornecedores (Aldrich, Fluka, Synth, Merck e Vertec).

Os solventes deuterados, acetona-ds (99,8%), DMSO-ds (99,9%) e CDCls
(99,8%) foram adquiridos da Cambridge Isotope Laboratories (Scielab, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil).

A cromatografia em camada delgada (TLC) utilizada foi DC-Fertigfolien
ALUGRAM® XTra SIL G/UV254 (camada: silica 60 de 0,20 mm com indicador
fluorescente UV254) (Sao Carlos Quimica, Sdo Carlos, SP, Brasil). Em todos os
casos, a analise foi realizada utilizando uma mistura de hexano e acetato de etila
(8:2).

As purificagbes em coluna de cromatografia foram realizadas utilizando gel de
silica (grau técnico, tamanho de poro 60 A, tamanho de particula 230-400 mesh,
tamanho de particula 40-63 pm) como fase estacionaria. Este foi adquirido da
Sigma-Aldrich (Sao Paulo, Estado de Sao Paulo, Brasil).

4.2 Preparacgao da Fibroina de Seda (SF)

A solugéao de fibroina de seda (SF) foi preparada a partir do material de casulo
de bicho-da-seda perfurado (3,0 g). O SF foi entdo transferido para uma solucao de
Na.COs a 2% (500 mL), sendo aquecido a uma temperatura de 80 °C e agitado
magneticamente por 30 minutos. Isso forneceu o material fibroso. Por fim, as fibras

foram lavadas com agua destilada (3 x 500 mL) e secas em um forno (70 °C; 24
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horas). Detalhes do protocolo para preparar as fibras a partir do casulo foram
descritos na literatura (Ferreira et al., 2017; Junior et al., 2021).
4.3 Modificagao da Fibra de Seda por Oxone® (SF-Oxone®)

A modificacdo da fibra de seda por Oxone® foi realizada em um frasco Becker
(50 mL), no qual 0,5 g de SF foi adicionado a 50 mL de EtOH com 0,5 g de Oxone®.
A mistura foi agitada magneticamente por 3 horas a 50 °C. O material foi entdo
lavado com agua destilada e seco em um forno (70 °C, 24 horas).
4.4 Obtencgao e Preparagao da Quitina

A quitina foi isolada a partir do residuo abdominal do exoesqueleto de
camarao, seguindo o protocolo em quatro etapas descritos na literatura (Knidri et al.,
2019; Madkour et al., 2021; Assisi et al., 2009).
4.4.1 Selegéo e pré-tratamento das amostras

A selecéo, lavagem, secagem e moagem dos residuos foram realizadas. O
exoesqueleto (regidao abdominal) foi manualmente selecionado e lavado com agua
para remover impurezas. Apos esse processo, o biomaterial foi seco em um forno
(50 °C) por 24 horas. Apds esse periodo, o material foi triturado em um liquidificador
industrial e a separagao do tamanho das particulas foi realizada em uma peneira de
200 malhas.
4.4.2 Desmineralizagdo

Foram adicionados 2 g de material a uma solucédo de 50 mL de HCI (0,25
mol-L") em um frasco Becker, sendo agitados magneticamente (150 rpm, a 50 °C
por 2 horas). O material foi entao filtrado e lavado com agua destilada até atingir pH
7. Finalmente, o biomaterial obtido apds a desmineralizagdo foi seco em um forno
(50 °C) por 24 horas.
4.4.3 Desproteinizagéo

Foram adicionados 3 g de material a uma solugao de 50 mL de NaOH (1%
m/v) em um frasco Becker e mantidos sob agitacdo constante com uma barra
magnética a 80 °C por 3 horas. Apos isso, o material foi filtrado e lavado com agua
destilada até atingir pH 7. O biomaterial obtido apds a desproteinizagao foi seco em
um forno a 50 °C por 24 horas.
4.4.4 Depigmentagdo

Para o processo de depigmentacado e desodorizagdo, 50 mL de solucao de
hipoclorito de sodio (1% v/v) foram adicionados ao biomaterial (236 mg) em um

frasco Becker. O material foi agitado mecanicamente em um agitador magnético por
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8 horas a temperatura ambiente. Em seguida, foi filtrado e lavado até atingir pH 7.
Além disso, o material filtrado foi seco em um forno a 50 °C por 24 horas. O
rendimento do biomaterial obtido foi determinado por métodos gravimétricos.

4.5 Modificagao da Quitina por Oxone® (CT-Ox)

A modificagdo da quitina por Oxone® foi realizada em um frasco Becker (50
mL), no qual 0,5 g de quitina foi adicionado a 50 mL de EtOH com 0,5 g de Oxone®.
A mistura foi colocada em um agitador magnético por 3 horas a 50 °C. Apos esse
tempo, o material foi lavado com agua destilada e seco em um forno (70 °C, por 24
horas).

4.6 Sintese de Otimizagcao de Benzilideno Malonitrila (2?) Usando Biopolimeros
como Catalisadores sob Aquecimento Convencional.

Em um frasco de fundo redondo de 25 mL, a benzilideno malonitrila (2a) foi
preparada via reacao de condensacao de Knoevenagel utilizando uma mistura de
benzaldeido 1a (2 mmol) e malononitrila (2,5 mmol) e 20% (w/w da malononitrila) do
respectivo biopolimero, tanto com quanto sem Oxone® (fibroina de seda (SF),
fibroina de seda-Oxone® (SF-Ox), quitina (CT) e quitina-Oxone® (CT-Ox)] como
suporte. Um total de 5 mL de mistura de agua e etanol (1:1) foi utilizado como
solvente, e a solugdo foi agitada magneticamente por 1-24 horas, a uma
temperatura de 25-50 °C. A carga catalitica foi de 20% w/w da malononitrila para
todos os experimentos. Ao final da reacdo, o precipitado obtido foi extraido com
EtOAc (3 x 10 mL). As fases orgénicas combinadas foram concentradas a vacuo
usando um evaporador rotativo até a evaporacgao total do solvente, e o residuo foi
purificado por lavagem com hexano quente.

4.7 Sintese de Derivados de Benzilideno Malonitrila 2a-I Usando Biopolimeros
como Catalisadores sob Aquecimento Convencional.

Em um frasco de fundo redondo de 25 mL, os produtos de benzilideno
malonitrila 2a-l foram preparados via reacdo de condensagdo de Knoevenagel a
partir de uma mistura de aldeidos apropriados 1a-l (2 mmol), malononitrila (2,5
mmol) e 20% (w/w da malononitrila) do respectivo biopolimero com e sem Oxone®
(fibroina de seda (SF), fibroina de seda-Oxone® (SF-Ox), quitina (CT) e quitina-
Oxone® (CT-Ox)) como suporte. Um total de 5 mL de mistura de agua e etanol (1:1)
foi utilizado como solvente, e a solucao foi agitada magneticamente por 1 hora a 50
°C. Ao final da reacéao, o precipitado obtido foi extraido com EtOAc (3 x 10 mL). A

reacao foi monitorada por TLC. As fases orgénicas combinadas foram concentradas
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a vacuo usando um evaporador rotativo até a evaporagao total do solvente, e o
residuo obtido foi purificado por lavagem com hexano quente. Os adutos 2a-l foram
caracterizados por analises de RMN, FTIR e GC-MS. Os dados espectrais dos
compostos foram comparados com a literatura (Materiais Suplementares).

4.8 Sintese de Derivados de Benzilideno Malonitrila 2a—-1 Usando Biopolimeros
como Catalisadores sob Irradiagao por Micro-ondas.

Em um frasco de fundo redondo de 25 mL, os produtos de benzilideno
malonitrila 2a-l foram preparados via reacdo de condensacdao de Knoevenagel a
partir de uma mistura de aldeidos apropriados 1a-l (1 mmol), malononitrila (1,25
mmol) e 20% (w/w da malononitrila) do respectivo biopolimero com suporte de
Oxone® (fibroina de seda-Oxone® (SF-Ox), quitina-Oxone® (CT-Ox)]. Um total de 4
mL de mistura de agua e etanol (1:1) foi utilizado como solvente, e o recipiente foi
colocado no reator de micro-ondas e agitado magneticamente por 5 minutos, a 50 °C
e com poténcia de 50 W. A reacao foi monitorada por TLC. Ao final da reacao, o
precipitado foi extraido com EtOAc (3 x 10 mL). As fases organicas combinadas
foram concentradas a vacuo usando um evaporador rotativo até a evaporagao total
do solvente, e o residuo obtido foi purificado por lavagem com hexano quente. Os
adutos 2a-l foram caracterizados por analises de RMN, FTIR e GC-MS. Os dados
espectrais dos compostos foram comparados com a literatura.

4.9 Equipamentos

As analises por GC-MS foram realizadas em um Shimadzu GC2010plus
(Shimadzu®, Quioto, Japdo) acoplado a um detector seletivo de massa (Shimadzu
MS2010plus) no modo de ionizagdo por elétron (El, 70 eV). As analises foram
realizadas com uma coluna DB5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm, J&W Scientific). A
temperatura inicial do forno foi de 90 °C por 4 minutos, sendo aumentada para 280
°C a 10 °C min' e mantida por 5 minutos, e finalmente aumentada para 300 °C a 10
°C min~' e mantida por 10 minutos. O tempo total de analise foi de 40 minutos. As
temperaturas do injetor e da interface foram mantidas a 250 °C e 270 °C,
respectivamente. Hélio foi utilizado como gas de arraste com um fluxo inicial de 0,75
mL min~', e o volume de injecao foi de 1 pL (relagcdo de divisdo de 1:20). Os
fragmentos de ions foram detectados na faixa de 40-550 m/z.

Os espectros FT-IR foram registrados em um espectrbmetro Shimadzu
IRAffinity (Shimadzu®, Quioto, Japdo). As amostras foram preparadas em discos de

KBr e analisadas na regiao de 4000-400 cm™. Os espectros de RMN foram
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registrados em um espectrémetro Agilent Technologies 500/54 Premium Shielded ou
Agilent Technologies 400/54 Premium Shielded (Sede da Agilent, Santa Clara,
Estados Unidos), com CDsOD, DMSO-ds ou CDCI; como solventes e TMS como
padrao interno. Os deslocamentos quimicos foram dados em ppm e os valores das
constantes de acoplamento (J) foram reportados em Hz. Os solventes deuterados
utilizados foram CDCIs (6H 7,26, 6C 77,2); DMSO-ds (8H 2,50, 8C 39,5); e CDsOD
(6H 4,87, 3,31, 6C 49,0). As reacbes foram realizadas utilizando um sistema
Discover da CEM Corporation (CEM Corporation, Matthews, NC, EUA) a uma
frequéncia de 2,45 GHz com poténcia maxima de saida de 200 W. A poténcia
utilizada nos experimentos foi de 50 W.
4.10 Caracterizagao de SF, SF-Ox, CT e CT-Ox

As morfologias de fibroina de seda (SF), fibroina de seda-Oxone® (SF-Ox),
quitina (CT) e quitina-Oxone® (CT-Ox) foram observadas usando microscopia
eletrénica de varredura (SEM-3030, Hitachi, Téquio, Japao) a 20 kV. Os espectros
FT-IR das amostras (SF, SF-Ox, CT e CT-Ox) foram registrados em um
espectrometro Shimadzu IRAffinity. As amostras foram preparadas em discos de KBr
e analisadas na regidao de 4000-400 cm™. As curvas termogravimétricas (TG) das
amostras (SF, SF-Ox, CT e CT-Ox) foram obtidas em um analisador térmico TGA-50
(Shimadzu®, Quioto, Japao) usando uma crosta de platina com aproximadamente
5,0 mg da amostra, sob atmosfera de nitrogénio (N2) e fluxo de 50 mL/min. O
experimento foi realizado de temperatura ambiente a 600 °C com uma taxa de
aquecimento de 10 °C/min. Os dados obtidos foram analisados usando o pacote de
software TA-50W da Shimadzu®.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Uso de Biopolimeros Modificados como Catalisadores em uma Reagao de
Knoevenagel sob Aquecimento Convencional

Inicialmente as formas naturais de SF e CT foram avaliadas como
organocatalisadores heterogéneos para a reagcao de Knoevenagel. A reacao entre
benzaldeido 1a, malononitrila e uma mistura de agua/etanol (1:1) como solvente foi
utilizada como modelo. Dois experimentos foram realizados em condigbes de
temperatura ambiente por 24 horas, e o 2-benzilidenomalonitrila 2a foi obtido com
rendimentos de 52% e 57% para SF e CT, respectivamente. Quando a reacao foi
realizada com biopolimeros modificados, o aduto 2a obteve melhores rendimentos
de 83% e 71% para SF-Ox e CT-Ox, respectivamente (Figura 1A). Esse resultado
demonstrou que os biopolimeros modificados, SF-Ox e CT-Ox, atuaram como
catalisadores na reagcdo de Knoevenagel e que foram mais eficientes nesse
processo do que os biopolimeros em suas formas naturais (SF e CT). Portanto,
novas condicdes de reacao empregando CT-Ox e FS-Ox foram investigadas.

Diferentes tempos de reacdo (1, 6, 12 e 24 horas) foram avaliados em
temperatura ambiente (Figura 1B). Na primeira hora de reagdo, ambos o0s
biopolimeros demonstraram eficacia na formagao de 2a, com rendimentos de 42% e
41%, respectivamente, para SF-Ox e CT-Ox. Ap6s 12 horas de reacado, o
rendimento de 2a aumentou para 56% com o uso de CT-Ox. Esses resultados
mostraram que o rendimento da reacdo com CT-Ox permaneceu praticamente
inalterado durante as primeiras 12 horas de reagdo. No entanto, o rendimento da
reagao com SF-Ox apds 12 horas foi de 75%, indicando que esse biomaterial foi
mais eficiente na formacgao do aduto 2a.

Na préxima etapa de otimizagcdo, o efeito da temperatura no progresso da
reacdo foi avaliado. Os experimentos foram realizados a 50 °C e monitorados
durante um periodo de 1 a 3 horas. A reacdo de condensacgao na presenca de CT-
Ox proporcionou um bom rendimento (76%) a 50 °C apdés 1 hora, com um
rendimento semelhante obtido quando a reacao foi realizada por 3 horas (Figura
1C). Quando SF-Ox foi utilizado, ap6s 1 hora de reagdo o aduto 2a foi obtido com
um rendimento de 78%. Apos 3 horas, observou-se um leve aumento, e o aduto 2a

foi obtido com um rendimento de 81% (Figura 1D).
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Figura 1 - Otimizacao da reacao de condensacao de Knoevenagel utilizando aldeido
1a (2 mmol) e malononitrila (2,5 mmol) com e sem biopolimeros (20% w/w) como
catalisadores. (A) Avaliagado de biopolimeros (temperatura ambiente e 24 horas); (B)
efeito do tempo [1, 3, 6, 12 e 24 horas (temperatura ambiente)] na presenca de CT-
Ox e SF-0x; (C) efeito da temperatura (25 ou 50 °C por 1 ou 3 horas) com CT-Ox;
(D) efeito da temperatura (25 ou 50 °C por 1 ou 3 horas) com SF-Ox.
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Fonte: autoria propria

Na préoxima etapa de otimizacado, o efeito da temperatura no progresso da
reacao foi avaliado. Os experimentos foram realizados a 50 °C e monitorados
durante um periodo de 1 a 3 horas. A reacao de condensacao na presenca de CT-
Ox proporcionou um bom rendimento (76%) a 50 °C apdés 1 hora, com um
rendimento semelhante obtido quando a reacao foi realizada por 3 horas (Figura
1C). Quando SF-Ox foi utilizado, apds 1 hora de reag¢do o aduto 2a foi obtido com
um rendimento de 78%. Apos 3 horas, observou-se um leve aumento, e o aduto 2a

foi obtido com um rendimento de 81% (Figura 1D).
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Um parédmetro importante otimizado na reacao utilizando biopolimeros
imobilizados foi a carga catalitica. Para isso, trés quantidades diferentes (10, 20 e
30% m/m) de SF-Ox e CT-Ox foram testadas (Figura 2). Os dados confirmaram um
aumento gradual no rendimento de 2a de acordo com a massa de biopolimero
imobilizado utilizada. Os melhores resultados foram observados com 30% m/m de
ambos os biopolimeros, proporcionando rendimentos de 99% (SF-Ox) e >99% (CT-
Ox) para o aduto 2a, respectivamente. No entanto, como bons rendimentos ja
haviam sido obtidos com 20% dos biocatalisadores, essa quantidade foi selecionada
para o restante do estudo.

Em seguida, as condi¢des otimizadas (20% de catalisadores, a 50 °C, por 1
hora) foram aplicadas em reacdes com diferentes aldeidos 1a-l e malononitrila para
identificar o escopo dos adutos de Knoevenagel (Figura 2). Os adutos 2a-l foram
obtidos com rendimentos de bons a excelentes (60-98%). Todos os compostos
foram caracterizados por espectros de RMN, FT-IR, ponto de fusdo e analise por
GC-MS.

Quando aldeidos com grupos doadores de elétrons foram utilizados (2b-e), a
reacao com biopolimeros (FS-Ox ou CT-Ox) exibiu bons rendimentos (60-97%).
Portanto, o sucesso da reagcdo ndo depende dos efeitos eletrénicos promovidos pelo
substituinte ligado ao anel aromatico. O composto 2b foi isolado com rendimentos de
60% e 71% para FS-Ox e CT-Ox, respectivamente. As rea¢des na presenca de SF-
Ox proporcionaram os maiores rendimentos dos produtos 2c, 2d e 2e, com 94%,
97% e 95%, respectivamente. Resultados semelhantes foram obtidos com CT-Ox,
com os adutos 2c, 2d e 2e obtidos com bons rendimentos de 93%, 95% e 92%,
respectivamente (Figura 2).

Aldeidos com diferentes substituintes halogenados resultaram em
rendimentos excelentes para 2-(4-fluorobenzilideno)malonitrila  (2f), 2-(4-
clorobenzilideno)malonitrila (2g) e 2-(4-bromobenzilideno)malonitrila (2h) com ambos
os biopolimeros (90%, 81% e 98%, respectivamente, para FS-Ox, e 91%, 80% e
96%, respectivamente, para CT-Ox) (Figura 2).

Uma faixa semelhante de bons rendimentos foi obtida com grupos retiradores
de elétrons. Os produtos 2i, 2j e 2k foram obtidos com rendimentos de 78%, 98% e
90%, respectivamente, para SF-Ox, e 73%, 95% e 93%, respectivamente, para CT-
Ox (Figura 2).
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Figura 2 - Sintese de condensacao de Knoevenagel utilizando derivados de
aldeidos aromaticos, malononitrila e biopolimeros imobilizados com Oxone® como

catalisadores sob aquecimento convencional (CH) ou com irradiagdo por micro-

ondas (MW) como fonte de aquecimento.
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Fonte: autoria propria
5.2 Uso de Biopolimeros Modificados como Catalisadores na Reagdo de
Knoevenagel Usando Irradiagao por Micro-ondas

A quimica de micro-ondas (MW) foi o objeto da segunda parte deste estudo.
Para obter uma nova otimizagdo do processo foi suportado, novamente envolvendo
o tipo de aquecimento, de adutos 2a como modelo de reacdo, € a mesma
temperatura utilizada como em aquecimento convencional (50 °C).
Na primeira tentativa, utilizando CT-Ox, a reacéo foi realizada por 60 min. Apds
analise por GC-MS, o aduto 2a foi obtido com um rendimento de 99% (entrada 1,
Tabela 1). Este resultado ja representa uma vantagem, uma vez que 0 mesmo
periodo, sob aquecimento convencional, o composto 2a foi obtido com um

rendimento de 78%.

Tabela 1 - Processo de otimizagao para a sintese de aduto de Knoevenagel 2a
usando CT-Ox ou FS-Ox como catalisador sob irradiagdo por micro-ondas como

fonte de aquecimento.

Y
o NC CN
Biopolymers N CN
H (SF-Ox or CT-Ox)
- CN
MW
1a Time (min); Temp. (°C) 2a
water:ethanol (1:1)
Heat Temp. Time s b (o Isolated
ey Source  Catalyst 0 (min) il L YT
1 MW CT-Ox ? 50 60 99 —_
2 MW CT-Ox? 50 10 97 —
3 MW CT-Ox *® 50 o 95 89
4 MW SF-Ox 2 50 5 62 56
5 MW — 50 o 45 40
Reaction conditions: 1 mmol of aldehyde; 1.25 mmol of malononitrile; 4 mL of solvent mixture (H,O-EtOH);
Temp. = temperature; * = 20 mol%; ® = conversion calculated by GC-MS analysis (Supplementary Materials).

Fonte: autoria propria

Nos experimentos seguintes, o tempo de reacéao foi reduzido para verificar a
eficiéncia do aquecimento por micro-ondas (MW) em relagcdo ao aquecimento
convencional. O rendimento mais alto (97%, entrada 2, Tabela 1) foi obtido quando a
reacao foi realizada por 10 minutos com 2a, confirmando a conversao de 2a como

um rendimento significativo (98%, entrada 3, Tabela 1). Esse resultado € um
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indicativo de que a eficiéncia da reacgao foi de 78% para 2a, em 1 hora sob CH (CT-
Ox, 98% para 2a, em 5 min, sob MW).

A mesma condicado de reagao (entrada 3, Tabela 1) foi aplicada quando se
usou o biopolimero SF-Ox para a sintese de 2a. Neste caso, a conversao obtida foi
moderada (62%), porém, a extracdo mais eficiente mostrou que a sintese foi
realizada com um rendimento de 78% (entrada 4, Tabela 1).

Finalmente, a sintese de 2a foi realizada na auséncia de catalisador. Os
resultados mostraram que a presenga de biopolimeros influenciados na reacao
progressiva, como uma conversdo de apenas 45% para 2a quando a reagao foi
realizada sem qualquer catalisador (entrada 5, Tabela 1).

ApoOs a analise, os adutos 2a-l foram obtidos com rendimentos moderados a
excelentes (35-99%, Figura 2). Neste passo, os compostos mais fortes que
possuem grupos ativadores [(-CHs), -N-Ar e -OH-Ar] em suas estruturas quimicas,
quando comparados a outros compostos, apresentaram rendimentos mais altos. No
entanto, apés um curto periodo (5 min sob condigbes MW), os efeitos eletrdnicos
tiveram consequéncias na eficiéncia do rendimento da reacao, explicando os valores
mais baixos.

Em comparacao, na primeira etapa do estudo, € provavel que os tempos de
reacao de 1 hora tenham sido suficientemente longos para que os efeitos eletrénicos
nao tivessem consequéncias significativas nos rendimentos dos produtos.

5.3 Reutilizagao dos Biopolimeros FS-Ox e CT-Ox nas Reagbes de
Condensacao de Knoevenagel

Uma das vantagens dos catalisadores heterogéneos em comparagdo com 0s
catalisadores homogéneos € sua capacidade de reutilizacdo, o que pode contribuir
para a reducao dos custos operacionais (Bi et al., 2022). Nesta etapa do estudo, a
reutilizacdo dos biopolimeros suporte SF-Ox e CT-Ox na reacao de Knoevenagel foi
avaliada. Além disso, a eficacia de ambos os métodos de aquecimento, CH e MW,
foi analisada.

5.3.1 Reutilizagdo de SF-Ox e CT-Ox sob Condigbes CH na Sintese do Aduto 2a

Utilizando SF-Ox sob condi¢gdes CH, o aduto 2a foi obtido com um rendimento
de 75% no primeiro ciclo. Ao final da reacao, o conteudo foi filtrado e lavado com 25
mL de EtOAc. O catalisador, retido no filtro, foi entdo seco em um forno (85 °C) e
reutilizado sucessivamente. Os rendimentos para o segundo e o terceiro ciclos foram

de 74% e 68%, respectivamente.
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Durante a reutilizaggdo de CT-Ox, o rendimento de 2a diminuiu
significativamente. No primeiro uso, obteve-se um rendimento de 76% de 2a,
enquanto no segundo uso o rendimento caiu para 50% e, no terceiro uso, para 38%
(Tabela 2).

Tabela 2 - Reuso de SF-Ox e CT-Ox na reacao de formac¢ao do aduto 2a.

Conversion (%)

Biopolymers
Cycle1 Cycle 2 Cycle 3
SF-Ox 2 75 74 68
SF-Ox P 99 99 —
CT-Ox @ 76 50 38
CT-Ox"® 99 99 99

2 conventional heating as heating source used for the synthesis of 2a; ® microwave irradiation as heating source
used for the synthesis of 2 h.

Fonte: autoria propria

5.3.2 Reutilizagdo de SF-Ox e CT-Ox sob Condigées MW na Sintese do Aduto 2a

A reutilizacdo de ambos os biomateriais também foi avaliada com condigdes
de aquecimento por micro-ondas (MW). Para isso, a sintese do aduto 2h foi
selecionada como modelo.

O desempenho de CT-Ox com MW como fonte de aquecimento foi superior
ao observado sob condigbes CH. Os rendimentos do aduto 2h para o primeiro,
segundo e terceiro reuses foram >99%, demonstrando que o material ndo perdeu
sua eficiéncia catalitica mesmo quando reutilizado trés vezes (Tabela 2). No entanto,
houve perda de massa do catalisador durante as etapas de recuperacao, tornando
impossivel recuperar uma massa suficiente para um quarto ciclo de reagao.

Assim como com o biopolimero CT-Ox, ao utilizar SF-Ox com MW como fonte
de aquecimento, observou-se uma alta eficiéncia catalitica, com o produto 2h obtido
com um rendimento de 99% em um uso inicial desse biocatalisador. Contudo, esse
material apresentou baixa capacidade de recuperacao, e devido a alta perda de
massa, pbéde ser utilizado apenas mais uma vez. Curiosamente, a eficiéncia
catalitica ndo se alterou, e o aduto 2h foi nhovamente obtido com um rendimento de
99% (Tabela 2). Portanto, pode-se concluir que esse biomaterial ndo sofre
alteracoes em seus sitios cataliticos, que sdo fundamentais para o progresso da
reacdo. No entanto, devido a sua morfologia extremamente sensivel e fragil, o
sistema torna-se praticamente homogéneo ao final da reacgdo, dificultando a

recuperacgao.
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Com base nos resultados obtidos, observou-se que as eficacias cataliticas de
CT-Ox e SF-Ox nao se alteram quando esses biopolimeros sdo submetidos a
aquecimento via MW. A reutilizacdo de ambos € limitada pela perda de massa
durante o processo de recuperacgao.

5.4 Caracterizagdo dos Novos Materiais FS-Ox e CT-Ox Utilizados na
Condensacao de Knoevenagel

O sal triplo perossimonossulfato de potassio (2KHSOsKHSO.-K.SO.),
conhecido como Oxone®, é um agente oxidante eficaz. O sal Oxone® foi utilizado
para obter nanoparticulas esféricas cristalinas de quitina (Luong et al., 2018) e
microfibras de seda (Ferreira et al., 2017; Junior et al., 2021) representando um
procedimento facil e ecologicamente correto devido a sua estabilidade e solubilidade
em agua, baixo custo, natureza "verde" menos téxica, subprodutos ndo poluentes e
custo-beneficio (Chakaraborty et al., 2022; Junior et al., 2021; Kuhbeck et al., 2014;
Luong et al., 2018; Perin et al., 2018).

O método tradicional para gerar SF envolve uma solucao ternaria de
CaCl::EtOH:H:0O. Quando os casulos de seda sao tratados pelo método tradicional
utilizando Na.COs (2%), as principais caracteristicas morfolégicas do SF sdo suas
fibras lisas alongadas, como visto na Figura 3A. Em contraste, a morfologia e o
tamanho das fibras foram significativamente influenciados pelo tratamento com
Oxone® (Figura 3B). Esses resultados sugeriram que o sal Oxone® na presenca de
ions Ca?" atua como um agente mineralizante nas liga¢des peptidicas presentes na
fibroina de seda, aumentando a superficie de contato do biocatalisador FS-Ox
(Junior et al., 2021).
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Figura 3 - Imagens de microscopia eletrénica de varredura de fibroina de seda (A),

fibroina de seda-Oxone® (B), quitina (C) e quitina-Oxone® (D).

TM3030PIus6145

TM3030PIus6137 2020/06/22 18:42HM D52 x50 2 mm

Fonte: autoria propria

O processo quimico comum para a modificagdo da quitina envolve o uso de
produtos quimicos agressivos (solugbes de acido e A&lcali) sob temperaturas
elevadas por um periodo prolongado de incubacgao (Knidri et al., 2019; Kumar et al.,
2021). O perossimonossulfato de potassio ativo (KHSOs) inicialmente atacou a
ligacao glicosidica terminal da cadeia de quitina para soltar os cristalitos, permitindo
a penetracdo de agua e Oxone®. Assim como os acidos, o KHSOs foi capaz de
hidrolisar as ligagbes B-(1-4), com a presenca de agua tornando cada ligacéo
quebrada inativa.

O Oxone® foi eficaz na clivagem das ligagbes glicosidicas e na separagao
individualizada dos fibrilamentos elementares para CT-Ox (Luong et al., 2018). Os
espectros de FTIR de FS e FS-Ox (Figura 4A, B) exibiram um pico caracteristico
agudo e intenso a 3609 cm™, pertencente ao grupo N-H de vibragdes de

estiramento, e outro pico a 3451 cm™, possivelmente devido a vibragdo dos grupos
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O-H de fendis provenientes de tirosina e serina. Picos associados ao grupo N-H de
peptideos e ao estiramento assimétrico das ligacdes C-H também foram detectados
a 3364 cm™ e 2931 cm™, respectivamente (Devadiga et al., 2017). ions de calcio
positivamente carregados interagem com o0s grupos carbonila negativamente
carregados da fibroina, o que pode ser verificado pelos niveis de intensidade
(Dmovsek et al., 2016)..

Figura 4 - Espectros FTIR de fibroina de seda (A) e fibroina de seda-Oxone® (B);

quitina (C) e quitina-Oxone
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Fonte: autoria propria

Os espectros de FT-IR de CT e CT-Ox estao apresentados nas Figuras 4C e
4D. As duas bandas em torno de 1658 cm™ para CT e 1657 cm™ para CT-Ox
confirmam a presenga de um grupo amida. Para CT, no entanto, a banda ampla em
torno de 3312 cm™ esta relacionada ao estiramento axial de um grupo O-H de
ligacdo simples, que aparece sobreposta a banda de estiramento de ligacao simples
N-H. Para CT-Ox, entretanto, observou-se um deslocamento para 3415 cm™,
resultante do tratamento com Oxone®.

O pico para o estiramento assimétrico de C-O-C foi observado entre 1115-
1118 cm™ em ambos os casos (Rwegoasila et al., 2016; Mohan et al., 2021,

Barbosa et al., 2019). O comportamento térmico do SF puro e do SF-Ox foi
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analisado por analise termogravimétrica (TGA). A temperatura de degradagéo,
conhecida como critério de degradacgéo térmica, foi calculada com base nas curvas
TGA diferenciais (Figura 5). A curva TG da fibroina exibiu uma unica etapa de perda
de massa a uma temperatura de 266,6 °C. A partir desse ponto (266,66 °C), a curva
TG da fibroina desce, implicando uma perda progressiva de massa até o final da
analise a 600 °C.

A decomposicao térmica da fibroina esta relacionada a quebra dos grupos
laterais de residuos de aminoacidos, bem como a clivagem das ligagdes peptidicas
(Nogueira et al., 2010). Além disso, a decomposi¢do térmica da fibroina em
temperaturas acima de 300 °C estd associada a degradacéao térmica da fibroina de
seda com uma estrutura B-folha orientada ao longo da fibra (Ferreira et al., 2017). A
curva TG da quitina exibiu uma perda de massa de 32,124% na faixa de 243-422 °C
(Figura 5B). A decomposicdo térmica da quitina estd relacionada a
despolimerizacao/decomposicao das cadeias poliméricas por meio de acetilacdo e
clivagem das ligacdes glicosidicas, além da destruicdo do anel piranose (Mousssout

etal., 2016).
Figura 5 -
Figura 5 - Analise termogravimétrica dos biopolimeros SF-Ox e SF (A);
CT-Ox e CT (B)
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Fonte: autoria propria
As Figuras 4B e 5A mostram as curvas de TG da fibroina e da quitina apods

tratamento com o sal Oxone®. Em ambas as curvas, observa-se que os polimeros
apresentam maior estabilidade térmica apds o tratamento com Oxone®. O SF-Ox

exibe uma faixa de perda de massa entre 288,15 °C e 432,5 °C, com uma perda de
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massa de 20%, enquanto o CT-Ox apresenta uma faixa de perda de massa entre
166,96 °C e 485 °C, com uma perda de massa de 23%. O SF-Ox exibe um residuo
de 80%, e o CT-Ox exibe um residuo de 77%, sendo que um maior residuo indica
maior resisténcia a decomposicdo térmica, como é o caso do CT-Ox e SF-Ox,

dependendo da mineralizagao proporcionada pelo Oxone® (Junior et al., 2021).
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo investigou o0 uso de novos materiais a partir de
biopolimeros naturais, como fibroina e quitina funcionalizados com Oxone® (CT-Ox
e FS-Ox), em uma reacao de condensacao de Knoevenagel utilizando aquecimento
convencional e irradiagcdo por micro-ondas como fontes de aquecimento para
sintetizar 2-benzilidenomalonitrilas 2a-1 sob condi¢cbes ecologicas. Os biomateriais
apresentam a vantagem de serem biodegradaveis, faceis de obter, de baixo custo e

compativeis com solventes verdes, como agua e etanol.

Sob condicées de aquecimento convencional (CH), os biocatalisadores
exibiram boa eficiéncia para a sintese de adutos de Knoevenagel 2a-l em reacdes
realizadas por 1 hora (CT-Ox 71-96% e FS-Ox 60-98%). Com o uso de micro-ondas
(MW) como fonte de aquecimento, o tempo de reag&o foi reduzido doze vezes. Os
compostos 2a-l foram obtidos com rendimentos de 39-99% e 35-99% para CT-Ox e

FS-Ox, respectivamente.

A reutilizacdo dos biocatalisadores também foi avaliada. Sob condi¢gées CH,
CT-Ox foi reutilizado por trés ciclos, observando-se uma perda de eficiéncia. Ja SF-
Ox foi reutilizado por trés ciclos sem perdas significativas de eficiéncia. Sob
condicbes MW, CT-Ox pdode ser reutilizado em até trés ciclos de reagcdo sem
qualquer perda de eficiéncia, enquanto SF-Ox pbde ser utilizado apenas uma vez,
sem perda de eficiéncia catalitica, mas com uma alta perda de massa no processo
de recuperacao. No entanto, estudos adicionais serao necessarios para avaliar sua
eficiéncia catalitica sem perda significativa de massa no processo de recuperagao e

sua aplicabilidade em outras reagoes.
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