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4. MATERIAL E MÉTODOS 
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4.1. SÍNTESE E CARACTERIZAÇÃO DE DERIVADOS N-BENZIL DE 

ÁCIDOS BILIARES LIVRES 
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4.1.1. SÍNTESE 

4.1.1.1 Síntese dos ésteres de pentaclorofenol (PCP) dos cinco 

ácidos biliares livres 
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4.1.1.2. Estudo dos rendimentos de formação do éster de 

pentaclorofenol do ácido cólico (CPCP)  
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4.1.1.3. Formação dos éteres trimetilsilil (TMS) dos ésteres de 

pentaclorofenol (PCP) dos ácidos biliares livres (ABL) 
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4.1.1.4. Síntese de N-benzilamidas dos cinco ácidos biliares livres 

(ABL) estudados 
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4.1.1.5. Estudo dos rendimentos de formação da N-benzilamida do 

ácido cólico a partir do seu éster de pentaclorofenol (CPCP) 
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4.1.2. SEPARAÇÃO CROMATOGRÁFICA 

4.1.2.1. Cromatografias em Coluna e em Camada Fina 
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4.1.2.2. Cromatografia Líquida de Alta Pressão (HPLC) 
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4.1.2.3. Cromatografia gasosa (GC)  
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4.1.3. CARACTERIZAÇÃO ESPECTROSCÓPICA 

4.1.3.1. Espectrometria de Massa Acoplada a Cromatografia Gasosa 

(GC-MS) 
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4.1.3.2. Espectrometria de Massa Acoplada a HPLC 
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4.1.3.3. Estudo dos Espectros de UV 
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4.1.3.4. Estudo dos Espectros de Infra-Vermelhos 

�)��)#�%'��)� 
�� �����/-�� �$:�)� ���� � '��6�
�)��, ��)#�%'����'? �'���


�� 
,#$�� ���"�� ���D��/�$ ��� ��
�$�� E�� %� � �� � �)'��� 0�� =*�  P 1� 
�)#��)��

:� ������ ��'�� � � #�)'�$:�)� 
�� .�� �'�� 
�� #�'�))��� ���
��� %� � ��   � 
��

�)#�)),�����)�-���� ��'�)��%������ ���'��������������% /���

�)� %� #�)'�)� ,'�$�5�
�)� ��� �.'��63�� 
�)� �)#�%'��)� �#��)��'�-� � ��

 ��������,�
��#,��5��+,������#�))&-�$��.'����

4.1.3.5. Estudo dos Espectros de 1H-RMN 
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4.2. SÍNTESE E CARACTERIZAÇÃO DE COMPOSTOS DA FAMÍLIA DOS 

PIRENOS 

4.2.1. SÍNTESE 

4.2.1.1. Éster de pentaclorofenol do ácido pirenobutírico (PyPCP) 

��%$����?� ���,'�$�5�
������#��-�� ��'����
�)'�$�
����)�%��%� �),$��'��
��

)?
���0�,� ���2)��1����
��*�� ��"%�))�����
���� �'����$�
��-�
�������)�%�*�� �

�)',��*�������L��
,���'��, �����'����

F�� )&�'�)�� 
�� �\���� %� �6�/)�� #���  �)',���*� � � .�$3�� 
�� 	��� �*� ��

�%�
�� #�����.,'&��%�� 0�\���N*� (�
� µ �$�)� �,� ����  �*� �$
��%:� �:� �%�$� ���1�


�))�$-�
�� � � ����  �� 
�� %$����?� ��� 0#���� N���*� ��
�)'�$�
�1*� %� � ��

#��'�%$�������$� 0���*�<(E�� µ �$�)*���B� �:� �%�$� ���1� '� .2 � 
�))�$-�
�� � �

���� ��
��%$����?� ������)�$,63����),$'��'�������+,�%�
���'2�9�'� #���',���
��

���$,"��0��*	�L�1����
�%����
��$��'� ��'����
�%�%$�:�"�$%��.�
�� �
��0����*�E

��

µ �$�)*� ��� �� �:� �%�$� ��*� ���)%�� �.��'�� #�$�� #�� ����� -�51� #��-�� ��'��


�))�$-�
��� ����� ��
��%$����?� ��*���������
��, �-�$, ��'�'�$�
��(��� �����

���$,"�� ����  ��'�
�� #��� (��  ��,'�)� �� �� #��'�� 
�� %��%$,)3�� 
�� ���%63�� ����


�'�%'�
��#���%�� �'��������� �%� �
�������0���*�#$�%�)�)&$�%����$�%� ��
�'�-��

�$,���)%��'�� I�����S�%��� ��			�*� ���%D� �:� �%�$)*� ��� )'�
'*� �$� ��:�*� ����

��$�%����$����CE	�*�E	�#$�%�)�
���$, &����E��"�E��% J�%��'�
�)�� �'� ��:��	�"�

��� % *� ��)��  ?-�$� :�"���>�%�'���� <�>E�1�� ����� 
�)'�,��� �� �"%�))�� 
�� �����

#��)��'���������$*��� �)',������%%����$������
�%����
��
��E�� ��
���'���$���;	�=�

��),!��'�������$,"��#��� ��)��	� ��,'�)���

�#?)� ������%� ��'�*� �)� #��
,'�)� 
�� 
�%� #�)�63�� 
�� ����� ���� �

�� �-�
�)�#���$�-��� �%� �("	�� ��
���%�
��%$��&
��%���*�F�0#���1��

���"%�))��
������������ �-�
��#�����
,63��
��-�$, ��
��%$����?� ����'2�

9�)�%,���0��'�-�#�����^�	�L�*�)�.�#��))3����
,5�
�1*���
�))�$,63��� ����� ��
��

%$����?� ��� �� $�-��� � #��� '�S)� -�5�)� %� � ����  �� 
�� , �� )�$,63�� �*�F� 
��

:�
�?"�
�� 
�� )?
���� �)'�)� ��)�)� �+,�)�)� .�)�%�)*� , �� -�5� )�#���
�)� 
�� ��)��

���M��%�*� ���� �
�#��)� ��,��
�)� �� �%�
���%�
�)� %� �N�$� �*�F�#���� #��%�#�'��� ��

#��'�%$�������$� )�.� �� ��� ��
��, �#?�� ����� .���%����� ��)�� )?$�
�� ���� 
�#��)�



����������������������

��������E<�
���
��

��$'��
�� �� )�%���� #��))3����
,5�
��������� ��%,#���
�� ���� 
�#��)� ��,'�$�5�
��� �

��-�)�)&�'�)�)����
����),��#�'��%��$�'�"�%�
�
���3�������,�%��
�)%��'�
���

�� ��)�� ���M��%�� %$����?� �%�� ���� )�%�� %� � ),$��'�� 
�� )?
��� ���
��� 0#���1�

� ��"%�))�*���$'��
�*�%��%��'��
���'2�, �-�$, ��
��(� ��� �)�)'� ����'�-�#���

��%�� �'������
��� �%�$,�����

�)����%6K�)��$,&
�)�
��%�$,���+,��%��'��:� ��\����0
�'�%'�
��#������1�

���� ��-�#���
�)�9�)�%,��*���'� �
�)�� ��� ��
��.��5����+,��'����),!��'�)���

%��)'�$�5�63�� #��� �
�63�� 
�� ���� �� 
�� �/:�"���� ������ ��  �)',��� ��#�,)�,� � �

������&��%�� �� ��L��
,���'���� ���'���� ���� ��$'��
�����
��� )��,��'�� #��� , � �,��$� 
��

#$�%�� #���)��#�2/'���
����)� %��)'��)� ���� � %�$�%�
�)��, ���)',��� %� �#��))3��

��
,5�
�� 9� '� #���',��� � .���'�*� #���� �$� ����� ��  ��)� #�))&-�$� �)� )�$-��'�)�

,'�$�5�
�)����%��)'�$�5�63���C���
�#��)�#�)�
�����,��$���
�'�� ���
�������
� ��'��

�$�.�$�
��#��%�))���

�� #��
,'�� %��)'�$�5�
�� ���� ),!��'�� �� -�����%�6K�)� 
�� #,��5�� #��� -����)�

'2%��%�)�%�� �'������%�)�0���*�N���1��

�#?)�%����� �63��
�����,�
��#,��5��
��#��
,'��%��)'�$���*��)'������),!��'��

�����$�)���$� ��'���#��%��',�$�0%��.���*�:�
���2���*��"��2���1��C���,'�$�5�
��, ��

�#���$:��� � ���D��/�$ ��*�  �
�$�� E���� 0�$� ��'�$� ���$\)��1�� ��  2'�
��

,'�$�5�
��.�)���/)�� ��� %� .,)'3�� '�'�$� 
��, �� �))�� %��:�%�
��
�� %� #�)'�*�

)��,�
�� 
�� ���$�)�� 
�)� #��
,'�)� 
�� %� .,)'3��� ��  ���� � 
�� ����� #���� ��

:�
���2���������)'� �
��)��������������	�=�+,��
��)�����$�)� �#�
�K�)�-�$�
�
�)�

��'����%����$ ��'���

4.2.1.2. Amida primária do ácido pirenobutírico (PyCONH2) 
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4.2.1.3. Amina primária do ácido pirenobutírico (PyCH2NH2) 
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4.2.2. SEPARAÇÃO CROMATOGRÁFICA 

4.2.2.1. Cromatografias em coluna e em camada fina 
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4.2.2.2. Cromatografia Líquida de Alta Pressão (HPLC) 
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4.2.2.3. Cromatografia Líquida de Alta Pressão acoplada a 

Espectrometria de Massa (HPLC-MS-Thermospray) 

����� �� ���$�)�� #��� N���/��*� ,'�$�5��
�� �� ��'����%�� ':�� �)#��\*� 
�)�

%� #�)'�)�
��#������
����$�����
�)%��'�*�����,'�$�5�
��, ��%�$,���%�#�$�����-�)'�
��

%� �, � ��$ ��
�� �%'�
�%�$)�$���*� %� �	�� % �
�� %� #�� ��'�*� �'��-2)�
��+,�$�

�$,&��, ����)�� ?-�$�%� #�)'��#������=�
��E/#��#���$�Z����=�
���%�'���'��$��Z�

���=���,�����*�� �P ����

���)#�%'�? �'���
�� �))���%�#$�
���'��-2)�
����'����%��':�� �)#��\�����

, �RU/����E��#���
��
�.��"��
��%��'��$��
��, �%� #,'�
�������%� �)�)'� ��

�#���'�-��4F�[������)'�, ��'������%�$�.��
��#�������� ��
����5K�)� �))�P%�����


�)%��'�)���)����,��)���'��.�$:�,�� � �
��#�)�'�-��
���K�)���

4.2.3. CARACTERIZAÇÃO ESPECTROSCÓPICA 

4.2.3.1. Espectrometria de Massa  
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4.2.3.2. Estudo dos espectros de Ultra-violeta 
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4.2.3.3. Estudo dos Espectros de Infra-Vermelho 
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4.2.3.4. Estudo dos Espectros de Fluorescência 
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4.3. DERIVADOS N-PIRENIL DE ANÁLOGOS DA CADEIA LATERAL DE 

ÁCIDOS BILIARES N-CONJUGADOS 
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4.3.1. PRIMEIRAS SÍNTESES DE AMIDAS FLUORESCENTES: SEGUIMENTO 
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4.3.2. HPLC: CURVAS DE CALIBRAÇÃO (FLUORESCÊNCIA E UV) 

4.3.2.1. As soluções de calibração 
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4.3.2.2. Tratamento estatístico de controlo de qualidade das curvas 

de calibração 
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4.3.3. SEGUIMENTO DA FORMAÇÃO DE AMIDAS FLUORESCENTES A 

PARTIR DE AMINAS (2º PASSO DA REACÇÃO GLOBAL) 

4.3.3.1. Qualidade da água utilizada 
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4.3.3.2. Lavagem do material a utilizar 

�)� .�$K�)� -�$, 2'��%�)� �� �)�  �%��/���%'���)� ,'�$�5�
�)� ���� � $�-�
�)*�

 ��,�$ ��'�*�%� �	�-�5�)���)�,�-�$, ��
����,����$$�O*�)��,�
�)�
��	�-�5�)���

)�,�-�$, ��� �E/#��#���$*�)��,�
�)�
��	�-�5�)���)�,�-�$, ��� ��%�'���'��$���

�)����)%�)�
����!�%63��
��E� ������ �$�-�
�)�� *�#�$�� ���)*�(�-�$, �)�


����,����$$�O*�(�-�$, �)�
��E/#��#���$���(�-�$, �)�
���%�'���'��$�����$�-��� �

2� ���'�� � ���,#�)�
�� E�� ���)%�)� %��'�
�)� �, � %�#��
��	�� ����� �)'�� %�#�� 2�

�
�%����
����)�$-��'���'2�%�.����'�
�)��)����)%�)�����)�,���'������0)� �.�$:�)�
��

��1����%�#��2�),!��'����	� ���
��.��:��,$'��)?��%���+,�)�����#�'S�%��� �"� ��


�)#��&-�$��F������$�2��)%����
����)�$-��'���� ���)%��'�����)����)%�)�)3��)�%�)*�

%� ���.�%�$���-��'�
�*�� ��)',������	�L���

4.3.3.3. Solução de marcador fluorescente 
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4.3.3.4. Preparação dos tubos de reacção 

���5��'�)�  �%��$�'��)� 
�� )�$,63�� 
��  ��%�
��� �$,���)%��'���

0�\���*�(� ��P� �1�)3��
�#��)�
�)'��.,&
�)�#������)%�)�
��-�
���%�)'��:�/�)%,��*�


�� �� ��
��-�$, �� ��'����� 0�4�����*� E
���/41*� %� � ��$:��#$�)'�%�� %��'��
��

��-�)'� ��'�� 
�� %��'�%'�� %� � �� $&+,�
�� � � '��$���� �)'�� -�$, �� ��)�
,�$� 
��

%$����?� ��� 2� 
�#��)� �-�#���
�� 9� )�%,��� � � %�����'�� 
�� �5�'�� 9� '� #���',���

� .���'����)����)%�)�)3������$ ��'��)�$�
�)�%� �����)#�%'�-����$:���

F��#��'�� ����$� 
�)� ��))�)� �)',
�)� �� +,��'�
�
��
���\���� %�$�%�
��� �

%�
�� ���)%��
�� ��!�%63�� ���� %��%�� 
�� ���-�5�)� ����� �� #�))�,� �� ,)��/)�� , ��

)�$,63��� ��%�'���'��$��0�� ��P�	� �1��

4.3.3.5. Preparação da solução ácida de interrupção da reacção 
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4.3.3.6. Preparação das soluções de hidróxido de sódio 
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4.3.3.7. Preparação da solução de aminas 
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4.3.3.8. O seguimento da reacção por injecção directa em HPLC, com 

fases móveis não tamponadas 
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4.3.3.9. O seguimento da reacção com interrupção por adição de 

ácido 
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4.3.3.10. O seguimento da reacção com interrupção por evaporação 

rápida: escolha do solvente ideal para dissolução das amidas 

fluorescentes. 

�
�%������ /)�� 
*	� µ�� 
�� �%�'���'��$�� �� ��	� µ�� 
�� )�$,63�� 
�$,&
�� 
��

� ���� � ��%�'���'��$�� �� , � ���)%��
��-�
��� 0-�$, �� ��'������� �1� %� ��\����



����������������������

���������	�
���
��

#��#���
��%� ����'����� ��'��
�)%��'�*� �)�%� ��P���
��+,��'�
�
��
���\����

0(��µ��#������)%�*�� �-�5�
��(��1�������)%��2�),. �'�
������ ��,'��
��-�.��63��

� �.��:��,$'��/)?��%���

�����%63��2�����$ ��'�����%��
��%� ����
�63��
��
*	�µ��
��)�$,63��F��N�

09)�-����)�%��%��'��6K�)��)',
�
�)>��*��;�����)�,)� 7$'�#$�)���),. 7$'�#$�)�
��

%��%��'��63�1�
�� �
����#����5���, �-�$, ��'�'�$�
���E��µ���

��)�-����)�'� #�)�
�����%63��0�"� #$�>�	*���*��	*�E����(�� ��,'�)1*���

���)%�� 2� �.��'�� �� ��#�
� ��'�� 0 ���)� 
�� E�  ��1� �-�#���
�� 9� )�%,��� � �

%�����'��
��:2$���
���$'��
2.�'������"'��%'��)�%��������
�))�$-�
��� ��<��µ��
��

-����)� 
�))�$-��'�)� 0��)��  ?-�$� N���*� �$%���)� �'2� �(*� �%�'���'��$�� �� ��,�1� ��

),. �'�
�� �� -����)� '�#�)� 
�� ���'�63�� 0 ��,�$*� .��:�� ,$'��)?��%�� �� -����)�

'� #�)1� #���� �)',
�� %� #���'�-�� 
�� )�$,.�$�
�
�� 
�� #��
,'�� ����$� 
�� ���%63��

0� �
�)��$,���)%��'�)1��

� � '�
�)� �)��"#���S�%��)� ���$�5�
�)*� ���� ���
�� ���'�� , ���)������ .���%��

�
�%�����
����E*	�µ��
���%�'���'��$��0� �-�5�
��)�$,63��%��'��
��� ���1���, �

���)%��%��'��
���\������#?)��
�63��
��F��N���)� ,$�63��
�����%63������)��,�
��

%� ��
�)%��'�����#�����������'�������

���+,��'�� �%��$�'��)�
��%�
��, ��
�)�)�$,6K�)����� �),!��'�)������$�)��

#���N���*�,'�$�5��
��
�'�%'���)�
���$,���)%S�%���0�"%�'�63��(���� *�� �))3��a�

(
��� 1� �� ,$'��/-��$�'�� �� 
��)� %� #�� ��'�)� 
�� ��
�� 0E��� �� (�E�� 1���� ��)��

 ?-�$�
��N��������%��)'�',&
��#����	�=�
��E/#��#���$*����=�
���%�'���'��$����

�	�=�
�� ��,���3�� '� #���
�� 0-P-P-1�� C��� ,'�$�5�
��, �� %�$,���F�-����D��<*�

�	��"��*��  *�%� ���µ �
������,$� �'����
����%:� ��'���

4.3.3.11. O seguimento da reacção por injecção directa em HPLC, 

usando fases móveis tamponadas com acetato de amónio. 
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4.3.3.12. Importância do acetonitrilo na reacção: escolha de 

solventes para a reacção de formação da amida fluorescente. 
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4.3.3.13. O cálculo estatístico e a apresentação gráfica 
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4.3.4. SEGUIMENTO POR ESPECTROMETRIA DE MASSA DA FORMAÇÃO DE 

AMINAS A PARTIR DE ANÁLOGOS AMIDA DOS ÁCIDOS BILIARES (1º PASSO 

DA DERIVAÇÃO) 
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4.3.5. CARACTERIZAÇÃO POR ESPECTROMETRIA DE MASSA DOS 

REAGENTES E PRODUTOS DO 2º PASSO DA REACÇÃO GLOBAL DE SÍNTESE  
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4.3.5.1. Análogos da cadeia lateral dos ácidos biliares N-conjugados 
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4.3.5.2. Aminas secundárias resultantes da redução de análogos da 

cadeia lateral dos ácidos biliares N-conjugados (1º passo da reacção 

global) 
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4.3.5.3. Amidas fluorescentes (produtos finais) de análogos da 

cadeia lateral dos ácidos biliares N-conjugados (2º passo da reacção 

global) 
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4.3.5.4. Produtos secundários da reacção global descrita  

�)� #��
,'�)� )�%,�
����)*� #��'�%$�������$� 0���*� ��,#�� �.��
����'�� �,�

��!��'�
�1����%�
��#�����.,'&��%�� 0�\���N1*��"�)'� �%� ��%��$ ��'��
�)#��&-��)�

0��� �/�$
��%:��:� �%�$���1�%� ��&-��)�
��#,��5��),#������)���;
�=����#��'��'��

��%�$�%� #������)�)�,)��)#�%'��)�
�� �))��+,��
��#,��)���� � ����.�)�%�*�%� �

�)��)#�%'��)��.'�
�)�#������$�)��
�)� �)',��)����%%�����)��

��2)'����'&$�%��
���\���N������
��'���%�
��� �-����)� �)',��)����%%�����)�

+,�� ���� � �-�#���
�)� ��#�
� ��'�� 9� )�%,��*� 9� '� #���',��� � .���'�� � �

%�����'�� 
�� �5�'�� �� ��
�))�$-�
�)� � � �'���$� #����  �"� �5��� �� )�$,.�$�
�
�� 
��

E���/F�\�� ����$�5 ��'�� �3�� �)'�� 
�)#��&-�$� %� ��%��$ ��'�*�  �)� ��  �))��

 �$�%,$����.)��-�
��2�%� #�'&-�$�%� ���),���
��'���%�63���

�)� �)',��)����%%�����)����)�)�$,6K�)�#�
�3������ �#��#���
�)�
�� �
��

�� �!,)'��� , �� %��%��'��63�� 
�� ���$�'�� 
�� ��
� � 
�� ��� µ�P �� 9� ��'��
�� 
��

�)#�%'�? �'���
�� �))���

4.3.6. SEGUIMENTO DA FORMAÇÃO DOS PRODUTOS FINAIS DA REACÇÃO 

GLOBAL POR ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCÊNCIA  
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4.3.7. SEGUIMENTO DA FORMAÇÃO DOS PRODUTOS FINAIS DA REACÇÃO 

GLOBAL POR ESPECTROSCOPIA DE DISPERSÃO DE LUZ (“LIGHT-

SCATTERING”) 
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4.3.8. A ESTRUTURA 3D DOS DÍMEROS DE AMIDA FLUORESCENTE 

(2EAE-NPY) 
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4.4. DERIVADOS N-PIRENIL DE ÁCIDOS BILIARES N-CONJUGADOS 

4.4.1. SÍNTESE 

4.4.1.1. O primeiro passo da reacção global 
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4.4.1.2. O segundo passo da reacção global 
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4.4.2. OPTIMIZAÇÃO DA SEPARAÇÃO POR HPLC DE 12 ÁCIDOS BILIARES 
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4.4.3. CARACTERIZAÇÃO POR ESPECTROMETRIA DE MASSA 
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