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Resumo

O GHB e a GBL sao substiancias psicoativas utilizadas em discotecas,
bares, eventos “raves” ou “trance” por adolescentes e jovens adultos e também
em casos de violéncia sexual. Sao frequentemente administradas em bebidas de
elevado teor alcodlico, nomeadamente, bebidas brancas ou misturas destas
como, por exemplo, os vulgarmente conhecidos “shots”. Estas bebidas
apresentam um elevado teor em etanol e também, comparativamente com
outras bebidas alcoolicas que nao sao obtidas por destilacao, um elevado teor
em metanol. A presenca conjunta de etanol, de metanol e de GHB ou GBL numa
bebida alcodlica possibilita a formacao dos ésteres: gama-hidroxibutirato de
etilo e gama-hidroxibutirato de metilo. Estes ésteres poderao ser igualmente
activos no organismo, uma vez que apos hidrolise enzimatica poderao originar
GHB e GBL.

Neste trabalho é apresentada a sintese por transesterificacao da GBL e a
caracterizacao estrutural destes dois ésteres pelos métodos espectroscopicos IV,
THRMN, 3CRMN e EM.

A estabilidade do GHB e do GBL em solucoes etandlicas, metanodlicas e
ainda numa cachaca brasileira foi estudada por CG-EM. O método utilizado foi
validado de acordo com as recomendacoes da ICH. Foi avaliada a degradacao do
GHB e da GBL em funcdo do tempo e do pH. A formacdo do gama-
hidroxibutirato de etilo e do gama-hidroxibutirato de metilo em solugoes
etanolicas e metanolicas é também discutida e analisada.

Foi verificada a formacao de GBL a partir do gama-hidroxibutirato de
etilo e do gama-hidroxibutirato de metilo no injetor do equipamento CG-EM.
Este fato devera ser tomado em conta quando da analise destas substancias por
CG-EM. E apresentada a influéncia da temperatura e de solventes de diferentes

polaridades na relactonizacao destes ésteres.
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Abstract

GHB and GBL are psychoactive substances used by teenagers and young
adults in nightclubs, raves and trance events. They are also reported to be used
in drug facilitated sexual assault. These drugs are often administrated in
alcoholic drinks which have high ethanol and methanol concentrations, such as
spirits beverages. These beverages have high ethanol concentration and,
comparing to other drinks which are not made by destilation, a high methanol
concentration as well. In this kind of media, GHB and GBL can be transformed
in esters such as ethyl gama-hydroxybutyrate and methyl gama-
hydroxybutyrate. These esters can be equally active in the organism because
they can be transformed in GHB and GBL, after an enzymatic hydrolysis.

This work shows the esters synthesis by GBL transesterification and their
structural characterization by spectroscopics methods IR, tHNMR, 13CNMR
and MS.

The GBL and GHB stability in ethanolic, methanolic solutions and in a
Brazilian cachaga was studied in GC-MS. The method was validated according
to the ICH recommendation. The degradation of GBL and GHB over time and
pH was evaluated. The ethyl gamma-hydroxybutyrate and methyl gamma-
hydroxybutyrate formation is discussed and analyzed.

It was verified GBL formation from the esters ethyl gamma-
hydroxybutyrate and methyl gamma-hydroxybutyrate in the GC-MS injector.
This fact should be taken account when analyzing these substances in GC-MS.
The influence of parameters, such as, temperature and different polarity

solvents is demonstrated.
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Capitulo I

Introducao



1. Introducao

As drogas psicoativas sdo substancias que ao serem tomadas podem mudar a
consciéncia, o humor e o processo de pensamento. Seu uso e dependéncia causam um
encargo significativo para o individuo e para a sociedade em todo mundo. Segundo o
relatorio da Organizacao Mundial de Satde (OMS) de 2002, 8,90% dos encargos de

doencas provém do uso de substancias psicoativas [1].

O Instituto Nacional de Abuso de Drogas dos Estados Unidos (NIDA) define
“Club Drugs” como um grupo heterogéneo de compostos psicoativos que tendem a ser
abusados por adolescentes e jovens adultos em discotecas, bares, eventos “raves” ou

“trance”. O GHB ¢é uma das drogas pertencente a esse grupo [2].

O Acido gama-hidroxibutirico (GHB) é um depressor do sistema nervoso
central. E um composto endégeno, um produto medicinal e uma droga recreativa. Foi
aprovado pelo FDA em 2002 para o tratamento da narcolepsia, atualmente, tem sido
usado também em véarios paises da Europa para o tratamento da sindrome de
abstinéncia de alcool. Seu uso nao medicinal tem sido reportado na década de 80 pelos
fisiculturistas e na década de 9o foi observado seu uso como droga recreativa em
discotecas na Europa, Estados Unidos e Australia [3-4]. Devido a restricao
internacional da producdo e do uso do GHB, ocorreu uma mudanca no consumo de

GHB para seus precursores como a gama-butirolactona (GBL) e 1,4-butanodiol (1,4-
BD) [5].

Durante os tltimos 10 anos houve um aumento no uso de drogas e alcool para
imobilizar vitimas nos casos de violacdo sexual [6]. O GHB dissolve facilmente em
muitas matrizes liquidas e na dosagem apropriada pode induzir o sono, causar amnésia,
diminuir a inibicdo e acarretar uma leve euforia. Devido a essas caracteristicas, tem
sido utilizado em casos de violéncia sexual. No cenario forense, essa substancia é

freqiientemente encontrada em bebidas, principalmente em bebidas alcodlicas [7].

Informacées toxicologicas disponiveis de estudos forenses do Reino Unido,
Franca, Estados Unidos e Australia sugerem que pequenas proporcoes de casos de
violéncia sexual reportadas envolvem o uso encoberto de GHB. Apesar disso, a
verdadeira incidéncia do uso da droga nesse tipo de crime pode ser maior que o

identificado devido a varios fatores como o nao referir ou a referéncia tardia pela vitima,



a falta de coleta de amostras para analise forense pela policia e/ou a pelo processo
coleta da amostra [6].

Em meio aquoso, o GHB e a GBL sofrem interconversao. GBL é convertida em
GHB pela hidrolise enquanto o GHB sofre uma esterificacao intramolecular para se
converter em GBL. Em meio alcodlico, a GBL pode sofrer interconversao nos ésteres de
GHB, metilico ou etilico dependendo do meio alcodlico, pela reacdo de
transesterificacdo. Por isso, existe a possibilidade da GBL sofrer inverconversao a GHB
em produtos de base aquosa e da GBL sofrer interconversao a ésteres de GHB em
produtos alcodlicos entre o tempo de producdo, consumo e/ou apreensdo. Por isso,
deve-se levar em consideracao essas interconversoes ao desenvolver um método de
analise de material suspeito em conter GHB, levando em conta que o GHB é uma

substancia controlada e a GBL ndo, exceto na Italia, Latvia e Suécia [3, 8].

Devido ao exposto, é importante o estudo da estabilidade do GHB e GBL em

meio alcoolico e a lactonizagao dos ésteres no equipamento.
1.1. Acido gama-hidroxibutirico

O acido gama-hidroxibutirico (GHB) ou acido 4-hidroxibutanoéico (Figura 1),
também é conhecido como gama-hidroxibutirato e oxibato. E uma substancia organica
de cadeia curta, que possui 4 carbonos e dois grupos funcionais: alcool e acido
carboxilico. E uma substincia incolor, inodora e de sabor salgado. Na forma livre é
liquida. Na forma de sal s6dico é um sélido branco. Sua formula molecular é C,HgO; e
possui uma massa molecular de 104,1. O GHB, tanto na forma livre, quanto na forma
de sal, é muito solivel em agua e insolivel nos solventes organicos [9-10]. O pKa do
GHB é de 4,72.

OH O'Na*

OH OH

Figura 1: Estrutura do GHB na forma livre e na forma de sal s6dico.

E uma substincia natural, que pode ser encontrada em varios tecidos de
mamiferos, em especial no cérebro, atingindo as mais altas concentragoes no

hipotadlamo, hipocampo, substincia nigra e no ganglio basal. Atua como um



neurotransmissor e/ou um neuromodulador endbégeno [11-12]. Esta bioquimica e
estruturalmente relacionado com o 4cido y-aminobutirico (GABA), a y-butirolactona
(GBL) e 0 1,4-butanodiol (1,4 BD).

Para a medicina e a biologia, a histéria do GHB comeca na década de 1960, na
qual o laboratério de Laborit sintetizou o GHB com o objetivo de obter uma substancia
que mimetizasse 0 GABA e que atravessasse a barreira hematoencefalica facilmente,

podendo assim ser utilizado no tratamento das convulsoes [11-12].

Na Europa e no Japao, o GHB foi utilizado como um analogo do GABA
pretendendo aproveitar o seu efeito anestésico, dada a sua capacidade de induzir o sono
e o coma reversivel, mas sua utilizacao foi interrompida devido a sua pouca acao
analgésica e aos seus efeitos adversos. Atualmente, esta sendo utilizado em diversos
paises da Europa, no tratamento da dependéncia do alcool [4, 12-13]. Nos Estados
Unidos, devido a pesquisas que indicavam que estimulava o hormonio do crescimento
em modelos animais, foi usado como suplemento alimentar para o aumento da massa
muscular [13]. Atualmente, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou sua
comercializacao para o tratamento da cataplexia em pacientes com narcolepsia sob o

nome comercial Xyrem® [14-15].

Por causa dos seus efeitos euforigénicos e relaxantes, o GHB tem atraido jovens
que o utilizam como droga de abuso e o seu consumo tem sido geralmente associado ao
alcool, cannabis e outras drogas como a 3,4—metilenodioximetanfetamina (Ecstasy)
[16]. Além disso, por causa da sua capacidade de induzir amnésia e aumentar a libido o

seu uso tem sido relatado em casos de abuso sexual [14, 17].

A via de administracdo do GHB e de seus precursores mais descrita para o uso
ilicito e farmacolégico é a via oral. Mas, pode ser administrado por via intravenosa
também. O GHB est4 disponivel sob forma liquida, em p6 ou incluido em cipsulas em
concentragoes variadas [16, 18]. No entanto, a forma farmacéutica do GHB

comercializado sob 0 nome de Xyrem® [19].

O GHB é rapidamente absorvido quando administrado por via oral em humanos,
e mostra uma grande variacdo na biodisponibilidade [20]. Sofre o efeito de primeira
passagem. Pode ser metabolizado completamente no figado e apresenta uma
biodisponibilidade oral em ratos de 59 — 65%. Tem sido observado em humanos que ha
um aumento na taxa de absor¢do quando o GHB é administrado com estomago vazio,

resultando numa reducdo do tempo para alcancar a concentracao plasmatica maxima



[21]. O pico plasmatico em humanos ocorre ao fim de 15 a 45 minutos apds a

administragao [22].

A via metabdlica predominante do GHB é a oxidacdo a semialdeido succinico
pela enzima citos6lica NADP+ dependente chamada GHB desidrogenase. Outra enzima
capaz de reduzir o GHB a semialdeido succinico é a GHB trans-hidrogenase, que é
localizada na fracdo microssomal. O segundo passo da metabolizacio do GHB ¢é a
oxidacao do semialdeido succinico a 4cido succinico por uma enzima NAD+ dependente
que ¢é a semialdeido succinico desidrogenase. O acido succinico é transformado em

substrato para o Ciclo de Krebs, que por fim é metabolizado em CO. e H.O [21].

Ja foram descritos diversos métodos de analise do GHB. Os métodos de rastreio
do GHB podem ser colorimétrico [23], enzimatico [24] e eletroforese [25]. E os
métodos mais utilizados para doseamento do GHB s3ao cromatografia gasosa (GC) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Contudo, devido a elevada polaridade e
instabilidade térmica do GHB e seus precursores (1,4-BD e GABA), nao € possivel a sua
andlise direta por GC. Para esta ser possivel é necessario recorrer a derivatizacao prévia
transformando-os em derivados volateis. Habitualmente obtém-se derivados sililados
por reacao com reagentes de sililacio adequados como, por exemplo, o metil-N-
trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA) e o N-O-bis-trimetilsililtrifluoroacetamida
(BSTFA) [26].

1.2. y-Butirolactona

A y-Butirolactona (GBL) (Figura 2) é um liquido oleoso, incolor e com cheiro
caracteristico. Sua formula molecular é C,HsO. e possui uma massa molecular de 86,09,
uma densidade de 1,12g/mL a 25°C e um ponto de ebulicio de 204 - 205°C. E soltvel

na agua e solivel no metanol, no etanol, na acetona, no éter e no benzeno [9, 27].

O

Figura 2: Estrutura da GBL



E o éster ciclico do GHB. Em meio aquoso, um equilibrio pH-dependente é
estabelecido entre o anion hidroxicarboxilato de cadeia aberta e a lactona. Em meio
bésico o GHB predomina enquanto em meio acido a forma de lactona é favorecida
(Figura 3) [28].

O
Figura 3: Interconversao do GHB em GBL.

A GBL pela acdo das enzimas y-lactonase se transforma em GHB nos tecidos

periféricos. Logo, demonstra os mesmos efeitos do GHB in vivo [11].

A GBL em meio alcodlico e pH 4cido pode sofrer transesterificacao e formar os
ésters etilico ou metilico do GHB dependendo do meio ser etanol ou metanol,

respectivamente (Figura 4) [29].

0
CH,OH
HO OCH,
o) H*
o 0
CH,CH,OH
- HO OCH,CH,

Figura 4: Transesterificagdo da GBL.

A GBL pode ser analisada directamente por GC, uma vez que possui polaridade,
volatilidade e comportamento cromatografico adequados. Outros métodos de analise

da GBL sao por CLAE/UV [26], colorimétrico [23], entre outros.

1.3. Meétodos Cromatograficos

Cromatografia é um processo de separacao que é realizado pela distribuicao dos
componentes da mistura em duas fases, uma estacionaria e outra, mével. E uma técnica
muito versatil, pois pode separar substancias volateis ou volatilizaveis por

cromatografia gasosa, substancias nao volateis e materiais de alto peso molecular por



cromatografia liquida. Técnicas cromatograficas mais classicas, como a cromatografia

em camada fina (TLC) podem ser muito tteis [30].

As posicoes dos picos no eixo do tempo (tempo de retencdo, tr) podem
identificar os componentes da amostra e as areas sob os picos dio uma medida

quantitativa de cada componente da amostra [31].

As técnicas de cromatografia gasosa e liquida vém-se destacando e ganhando
popularidade des de meados do século passado devido a capacidade de realizarem
andlises qualitativas e quantitativas em amostras farmacéuticas, bioldgicas e em

alimentos mesmo quando os analitos se encontram-se em quantidades muito reduzidas

[32].

1.3.1. Cromatografia Gasosa

Na cromatografia gasosa, o principio operacional basico envolve a vaporizacao
da amostra no injetor, a separacdo dos componentes da mistura em uma coluna
cromatografica especifica e a deteccao de cada componente por um detector. A eluicao
é feita por fluxo de um gas inerte,normalmente o hélio, que atua como fase movel. A
coluna contém a fase estacionaria. A separacao dos componentes é determinada pela
distribuicao de casa componente entre a fase movel e a fase estaciondria. As unidades
bésicas do sistema de cromatografia gasosa sdo fonte de gas de arraste, injetor, coluna

cromatografica, forno, detector e registrador como indicado na figura 5 [31, 33-34].

Figura 5: Cromatografo de gases: (1) Cilindro de gas de arraste, (2) Regulador de
pressdo, (3) Valvula de controle de fluxo, (4,5) Injetor, (6) Forno, (7) Coluna, (8)
Detector, (9) Registrador de dados. [34]



Uma vez que as substancias sdo analisadas na forma de vapor, o injetor, a

coluna e o detector sao obrigatoriamente partes aquecidas do equipamento.

O detector deve apresentar as seguintes caracteristicas: uma sensibilidade
adequada, boa estabilidade e reprodutibilidade, uma resposta linear, fidvel e de facil
uso. Ha varios tipos de detectores disponiveis: detector de ionizacdo em chama,

detector por condutividade térmica, detector por captura de elétrons, entre outros [33].

O detector de ionizacdo em chama é o mais usado para analise de substancias
organicas. Produz ions em uma chama pela combustao de hidrogénio/ar e o efluente da
coluna. O numero de ions é proporcional ao numero de 4&tomos de carbono reduzidos

na chama. E um dispositivo sensivel a massa e nao a concentracao [31].

O detector de Condutividade Térmica é baseado nas variacoes da condutividade
térmica de uma corrente gasosa que carregas as moléculas do analito. E um dispositivo

simples e possui uma larga faixa dinamica linear [31].

O detector de captura de elétrons opera da seguinte maneira: o efluente da
coluna passa sobre um emissor 3, um elétron do emissor provoca ionizacdao do gas de

arraste (geralmente nitrogénio) e a producao de uma rajada de elétrons [31].

Uma tecnologia que veio revolucionar ainda mais as técnicas cromatograficas,
foi a possibilidade de utilizar o espectrometro de massas como detector. A primeira

dessas técnicas foi a CG — EM.

Para além deste processo ter contribuido para um aumento enorme da
sensibilidade na deteccdo, ele proporciona ainda uma contribuicio para o
esclarecimento estrutural dos analitos separados na coluna cromatografica dos quais,

apos a deteccdo, é possivel registrar os respectivos espectros de massa.

A interface no CG — EM é um dispositivo que transporta o efluente do
cromatografo para o espectrometro de massa. Isso deve ser feito de uma maneira que o
analito ndo condense na interface nem se decomponha antes de entrar na fonte i6nica
do espectrometro de massa [33]. Esta dificuldade fez com que s6 anos mais tarde o

mesmo principio pudesse ser aplicado a cromatografia liquida: CL. — EM.



A técnica hifenada CG-EM ¢é uma ferramenta versatil e largamente utilizada na
identificacdo dos elementos presentes em amostras e na determinagdao de suas
concentracoes. O espectrometro de massa separa os ions em movimento com base nas
suas razoes massa-carga, m/z. O detector de aprisionamento de ions (ion trap), um dos
mais simples, gera os ions a partir de amostras eluidas através de impacto de elétrons
ou ionizagdo quimica, e estes sdo armazenados em um campo de radiofreqiiéncia. Os
ions presos sao entao ejetados da area de estocagem para um multiplicador de elétrons.
A ejecdo é controlada de modo a possibilitar a varredura com base na razao

massa/carga [31].

O CG/EM esté disponivel na maioria dos laboratérios forenses e é um método
eficiente na deteccao de GHB e GBL [26].

1.3.2. Cromatografia Liquida

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) surgiu a partir da
instrumentalizacdo e teoria da cromatografia gasosa. E uma das técnicas analiticas de
separacao mais utilizada, pois apresenta uma boa sensibilidade, facil adaptacao para
determinacOes quantitativas, adequacao a separacoes de substancias nao-volateis ou

termicamente frageis e ampla aplicabilidade [31, 35].

A instrumentacao pode ser mais ou menos sofisticada e existem equipamentos
totalmente computadorizados. Os componentes fundamentais sdio uma bomba capaz de
produzir um fluxo constante e reprodutivel, um medidor de pressao, injetor, coluna,

detector e um registrador como ilustrado na Figura 6 [35].
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Figura 6: Esquema de equipamento de CLAE. A — Reservatério de Eluente, B — Misturador, C — Valvula de
Purga, D — Circuito de Compensacao de Pressdo, E — Camara de Mistura, F — Valvula de Inje¢do, G —
Coluna de Separacao, H — Unidade de CLAE, I — Detector, J — Interface com o Computador, K —
Computador e L — Impressora. Fonte: Modificado de [36].



A separacao de uma mistura em CLAE acontece pela interacao do soluto-fase
movel, soluto-fase estacionaria e a fase moével. A classificacao dada de acordo com essas
interacoes é: cromatografia em fase reversa, fase moével mais polar que fase
estacionaria; cromatografia em fase normal, fase estacionaria mais polar que fase

movel; por pareamento de ions ou troca idonica e por exclusao [35].

Os detectores mais comuns em CLAE sao: ultravioleta (UV), infravermelho (IV),

fluorescéncia, eletroquimicos, indice de refracdo, entre outros [31].

A CLAE é também comum em laboratorios toxicologicos. E um método muitas

vezes usado para separacao e confirmacao de GHB e GBL [26].
1.3.3. Derivatizacao

A derivatizacdo é utilizada previamente a analise em CG e érealizada para
melhorar a volatilidade e estabilidade térmica de compostos, particularmente de
compostos que contem grupos funcionais polares e para mudar as propriedades de

separacao de compostos, melhorando a resolucao cromatogréafica e detecgao [37].

Nas reacoes de derivatizacdo ocorre uma substituicdo do hidrogénio de grupos
polares como NH, OH e SH por grupos alquilo, acilo ou sililo. Essas substitui¢oes

aumentam significativamente a volatilizacao da substancia [38].

CH,

CH, v s THs
OH | x P o CH,
HO/\/\"/ +2 /Si< —» HC O/\/\ﬂ/ g ke2Ex
0 H,C CH, 0 |
CH,
X = CF,CONSi(CH,), , BSTFA

X = Cl,TMCS

Figura 7: Reacdo de derivatizacdo do GHB com BSTFA + 1% TMCS.
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2. Objetivos

O GHB e a GBL sao frequentemente administrados em bebidas alcodlicas. A
maior parte das vezes trata-se de bebidas brancas, ou seja, bebidas destiladas, com

elevados teores em etanol e em metanol.

Esta circunstancia levou-nos a estudar, por CG-EM, a formacdo dos ésteres
etilico e metilico obtidos da eventual reaccado do GHB e da GBL com os alcoois das

bebidas, o etanol e o metanol.

Para poder dar sequéncia ao objectivo atras delineado, pretendemos também
desenvolver e otimizar os processos de sintese do gama-hidroxibutirato de etilo e do
gama-hidroxibutirato de metilo, bem como caracterizar de forma cabal estas duas

substancias.

Durante a execucdao do presente trabalho verificamos também que os ésteres
etilico e metilico obtidos apresentavam um comportamento cromatografico pouco
reprodutivel e indiciador da sua transformacao em GBL no equipamento analitico de
CG-EM utilizado. O estudo deste comportamento constituiu assim o terceiro objetivo a

que nos propusemos no trabalho aqui apresentado.
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3. Parte Experimental

3.1.

3.2.

Técnica Cromatograficas
3.1.1. Cromatografia em Camada Fina

Para analise em cromatografia em camada fina, foram utilizadas placas
de gel de silica 60G (ALUGRAM®) de 0,20 mm de espessura com indicador de
fluorescéncia a 254 nm. Foram eluidas em cloroférmio. Apos, a eluicdo, as
placas foram observadas sob ldmpada de ultravioleta (A= 254 nm) e foram

também reveladas em iodo.
3.1.2. Cromatografia em Coluna

Foram utilizados cartuchos de cromatografia flash de silica

(GraceResolv®) 70 g/150 mL.

3.1.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Para as separagoes em CLAE, foram utilizados coluna em fase normal
Hypersil H3, 250 x 4,6 mm, 5 pum, Hicrom® como fase estacionaria e
cloroférmio como fase movel. Detector UV/Vis Jasco — 245 — 875 nm, tempo de

corrida: 10 minutos e volume de inje¢ao de 20 uL, fluxo de 1 mL/minuto.
Técnicas Espectroscopicas
3.2.1. Infravermelho

Os espectros no infravermelho (IV) foram obtidos por meio de
incorporagdo da amostra em discos de KBr, em espectrometro ATI Mattson
Genesis FTIR", utilizou-se o software WINFIRST 3.00.
3.2.2. Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram adquiridos,

a temperatura ambiente, num espectrometro Bruker Avance 300. Utilizou-se

como solvente acetona deuterada (CD;COCD;). Os deslocamentos quimicos
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3.3.

estdo expressos em & (ppm) relativamente ao tetrametilsilano (TMS) como
padrao de referéncia interna (8 = 0), e as constantes de acoplamento escalar (J)

foram expressas em Hertz (Hz).

Cromatografia Gasosa - Espectrometria de Massa

Os espectros de massa foram obtidos por injecdo direta (GBL e ésteres
metilico e etilico) ou apods derivatizacio (GHB e 2-Hidroxicaprbéico) em
equipamento CG-EM, cromatografo gasoso ThermoQuest CE Instruments Trace

GC 2000 Series e espectrometro de massa ThermoQuest Finnigan GCQ Plus.

3.4. Reagentes e Solventes
Reagente Grau de Pureza Mareca
Acetato de Etilo Pr6 — Analise Carlo Erba
Hidrogenocarbonato de Sodio Pr6 — Anélise
(NaHCO,) Panreac
Cloroférmio Pr6 — Anélise Carlo Erba
Etanol Pr6 — Anélise Carlo Erba
GBL: Pr6 — Anélise Sigma Aldrich
GHB o Sintese2
Metanol Pr6é — Analise Panreac
Sulfato de S6dio Anidro Pr6 — Anélise Pronalab
1 GBL foi destilada.
* [39]
Tabela 1: Reagentes e solventes.

3.5.

Procedimentos Sintéticos

3.5.1. Gama-hidroxibutirato de Etilo

Adicionaram-se a um balao de 250 ml de fundo redondo 9 mL (0,12 mol)
de GBL, 53 mL (0,69 mol) de etanol e acido sulftirico concentrado até pH 1.
Com ajuda de um agitador magnético, agitou-se o meio reacional durante 45
min, a temperatura ambiente e depois aqueceu-se a refluxo durante 1 H.
Deixou-se arrefecer e acrescentou-se hidrogenocarbonato de sédio até pH 7.

Filtrou-se e evaporou-se o solvente em evaporador rotativo. O residuo foi entao

14



centrifugado (3000 rpm, 10 min) e purificado por cromatografia em coluna
empacotada (cartucho) de gel de silica, usando como eluente a série:

cloroférmio (250 mL), cloroférmio metanol 1:1 (250 mL) e metanol (250 mL).

O produto resultante foi repurificado por HPLC em fase normal (coluna
Hypersil H3, clorférmio), tendo-se recolhido a fracao que eluiu entre 5 e 5,8 min.
Foi evaporado o solvente e obtiveram-se 3,66 g de um residuo viscoso que
revelou corresponder ao gama-hidroxibutirato de etilo e que foi caracterizado
por IV, tHRMN, 3CRMN e EM.

Gama-hidroxibutirato de etilo: rendimento : 36%. Liquido viscoso. IV
(KBr): 3419, 2977, 2935, 2877, 1728, 1641, 1529, 1467, 1443, 1372, 1343, 1313,
1246, 1160, 1059, 1032, 943, 912, 570, 455, 433 cm™. 'H-RMN (300,13 MHz;
CD3;COCDs): 6 = 3,63 ppm (s, 1H, OH), 3,57 (t, 2H, J = 6,30 Hz, Ha), 1,79 (qt,
2H, J = 6,88 Hz, HP), 2,38 (t, 2H, J = 7,44 Hz, Hy), 4,09 (q, 2H, J = 7,12 Hz,
OCH.CH,), 1,22 (t, 3H, J = 7,14 Hz OCH.CH;). 3C-RMN (75,47 MHz;
CD;COCDsy): 6 = 173,7 ppm (CO), 31,2 (Ca), 28,8 (CB), 61,4 (Cy), 60,4
(OCH.CH,), 14,5 (OCH.CH,). EM: 39 (100), 87 (66), 133 (38) [M+1]+.

0
HO ~

)

Figura 8: Estrutura do gama-hidroxibutirato de etilo
3.5.2. Gama-hidroxibutirato de Metilo

Adicionaram-se a um balao de 250 ml de fundo redondo 15 mL (0,1897
mol) de GBL, 85 mL (2,099 mol) de metanol e acido sulfirico concentrado até
pH 1. Com ajuda de um agitador magnético, agitou-se o meio reacional durante
45 min, a temperatura ambiente e depois aqueceu-se a refluxo durante 1 H.
Deixou-se arrefecer e acrescentou-se hidrogenocarbonato de sédio até pH 7.
Filtrou-se e evaporou-se o solvente em evaporador rotativo. O residuo foi entao
centrifugado (3000 rpm, 10 min) e purificado por cromatografia em coluna
empacotada (cartucho) de gel de silica, usando como eluente a série:

cloroférmio (250 mL), cloroférmio metanol 1:1 (250 mL) e metanol (250 mL).
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O produto resultante foi repurificado por HPLC em fase normal (coluna
Hypersil H3, clorférmio), tendo-se recolhido a fracao que eluiu entre 5 e 5,8 min.
Foi evaporado o solvente e obtiveram-se 9,7 g de um residuo viscoso que
revelou corresponder ao gama-hidroxibutirato de metilo e que foi caracterizado
por IV, 'HRMN, B3CRMN e EM.

Gama-hidroxibutirato de metilo: rendimento: 57%. Liquido viscoso.
IV(KBr): 3418, 2948, 2875, 1728, 1654, 1433, 1360, 1315, 1246, 1196, 1159, 1055,
918, 874, 657, 566, 427 cm™. *H-RMN (300,13 MHz; CD;COCD,): 6 = 3,71 ppm
(s, 1H, OH), 2,44 (t, 2H, J = 7,44 Hz, Ha), 1,79 (qt, 2H, J = 6,86 Hz, HP), 3,57 (4,
2H, J = 6,28 Hz, Hy), 3,62 (s, 3H, OCH;). 33C-RMN (75,47 MHz; CD;COCD,): 6
= 174,7 ppm (CO), 30,9 (Ca), 28,8 (CP), 61,4 (Cy), 51,7 (OCH;). EM: 39 (100),
87(36), 119 (9) [M+1]*, .

o)

HO ™~

)

Figura 9: Estrutura do gama-hidroxibutirato de metilo
Ensaio da Estabilidade da GBL e do GHB

Foi estudada a estabilidade da GBL e do GHB em solucdes aquosas de etanol

e metanol, em concentracoes semelhantes as utilizadas como droga de abuso a

diferentes pH. Para isso foram preparadas as solu¢des padriao de acordo com a

tabela abaixo.

GBL Solucao Solucao Solucao Solucao Cachaca
(10 etanodlica a etandlica a | metanodlica a | metanoélica a
mg/mL) 40% (v/v) | 40% (v/v)a | 0,09 % (v/V) | 0,09 % (v/V)
pH 2 apH2
GHB Solucao Solucgao Solucao Solucao Cachaca
(1omg/mL) | etandlicaa | etandlicaa | metandlicaa | metanolica a

40 % (v/v)

40 % (v/v) a
pH 2

Tabela 2: Solugbes padrao de GBL e GHB.

0,09 % (v/v)

0,09 % (v/v)
apH2
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3.6.1. Estabilidade da GBL

Cada uma das solugoes padrao contendo GBL foi extraida com 2 x 50m
ul de cloroférmio. As fases cloroférmicas foram secas com sulfato de sodio
anidro, filtradas e colocadas num balao graduado de 2,0 mL. O volume foi
completado com cloroférmio. Este procedimento originou solucoes de GBL na

concentracdo de 1 mg/mL, as quais foram utilizadas nas anélises por CG-EM.

3.6.2. Estabilidade do GHB

Cada uma das solucgdes padrao contendo GHB foi levada a secura com
ajuda de corrente de nitrogénio (azoto). Os residuos foram retomados com
metanol até obter solucoes de GHB na concentracdo de 10 mg/mL. A partir
destas prepararam-se solu¢oes de GHB na concentracao de 0,2 mg/mL. Estas
foram adicionadas de solucdo de 2-hidroxicaproéico (0,3 mg/mL), o qual foi
utilizado como padrao interno, e foram sujeitas a derivatizacdo com BSTFA. As
solucoes resultantes da reacao de derivatizacao foram utilizadas nas anélises por
CG-EM.

Analise por CG-EM

Foi injectado 1 ul de cada uma das solucoes e cada anélise foi realizada em

duplicado.

As condicoes analiticas para o estudo da GBL foi baseado em Oliveira [39]:

injecdo em modo splitless, temperatura do injetor de 250°C, temperatura inicial do

forno de 45°C durante 5 minutos com aumento de 20°C por minuto até atingir a

temperatura final de 280°C (Figura 10).
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Figura 10: Programa de temperatura do forno utilizado para analise da GBL e ésteres etilico e metilico

do GHB.
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O espectrometro de massa foi do tipo ion trap com ionizacao por impacto
eletronico a 70 eV. A temperatura da linha de transferéncia foi de 280°C e da fonte

16nica foi de 200°C.

Foram feitas analises no modo full scan, no qual foi monitorado o intervalo
de 15 a 320 m/z. E no modo de selecao de ions mais abundantes SIM (Selected Ion

Monitoring), cujos fragmentos escolhidos foram: m/z = 28, 41, 43, 87, 119 e 133.

Nas condig¢oes do laboratério, o tempo de retencio encontrado para a GBL

foi de 8,13 minutos como observado no cromatograma abaixo (Figura 11).

RT: 0.00-16.78
813

Relative Abundance
o
)

=1

531 611 540 713 14.14 1552 16.05

1 2 3 4 g 3] 7 g 9 10 11 12 13 14 15 16
Time {min)

)
o luuluily

Figura 11: Cromatograma obtido da GBL em clorof6rmio tr = 8,13 minutos.

As condicoes analiticas para o estudo do GHB foi baseado em Oliveira [39]:
injecdo em modo splitless, temperatura do injetor de 250°C, temperatura inicial do
forno de 45°C por 3 minutos com aumento de 15°C por minuto até atingir a

temperatura final de 280°C (Figura 12).
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Figura 12: Programa da temperatura do forno utilizado para analise do GHB.

O espectrometro de massa foi do tipo ion trap com ionizacao por impacto
eletronico a 70 eV. A temperatura da linha de transferéncia foi de 280°C e da fonte

i0nica foi de 200°C.

Foram feitas analises no modo full scan, no qual foi monitorado o intervalo
de 10 a 320 m/z. E no modo de sele¢do de ions mais abundantes SIM (Selected Ion
Monitoring), cujos fragmentos escolhidos foram: m/z = 42, 116, 147, 159, 204, 232,
233, 261 e 304.

Nas condicdes do laboratorio, o tempo de retengao encontrado para o GHB
foi de 10,2 minutos e do 2-hidroxicaproico foi de 10,7 como observado nas figuras
13 e 14.

RT: 0.00- 18.67

1005 1522
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Figura 13: Cromatograma obtido do GHB em acetato de etilo tr = 10,22 minutos.
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Figura 14: Cromatograma obtido do 2-hidroxicaproéico em acetato de etilo tr = 10,65 minutos.

3.7. Estudo da Lactonizacio dos Esteres

Para o estudo da lactonizacao dos ésteres etilico e metilico do GHB foram
preparadas solucoes destas duas substancias a concentracdo de smg/mL em cada

um dos solventes seguintes: cloroférmio, acetato de etilo e isopropanol.
Analise por CG-EM

Foi injectado 1 ul de cada uma das solugdes e cada anélise foi realizada

em triplicado.

As amostras foram injectadas em modo splitless. Para estudar a
influéncia da temperatura do injector na lactonizacdo dos ésteres, foram
efectuadas analise nas temperaturas seguintes: 80°C, 150°C e 250°C. A
temperatura inicial do forno foi de 45°C durante 5 minutos com aumento de

20°C por minuto até atingir a temperatura final de 280°C (Figura 10).

O espectrometro de massa foi do tipo ion trap com ionizacdo por
impacto eletronico a 70 eV. A temperatura da linha de transferéncia foi de

280°C e da fonte i6nica foi de 200°C.

Foram feitas analises no modo full scan, no qual foi monitorado o
intervalo de 10 a 320 m/z, e no modo de selecdo de ions mais representativos

(SIM: Selected Ion Monitoring), em que os fragmentos escolhidos foram: m/z =

28, 41, 43, 87, 119 e 133.
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Nas condicoes do laboratério, o tempo de retencdo encontrado para o
éster etilico de GHB foi de 9,6 minutos e para o éster metilico de GHB foi de 8,9
minutos com o injetor a 80°C como observado nos cromatograma abaixos
(Figuras 15 e 16).

RT. 0.00-16.75
9.58
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Figura 15: Cromatograma obtido do gama-hidroxibutirato de etilo em acetato de etilo tr = 9,56
minutos.
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Figura 16: Cromatograma obtido do gama-hidroxibutirato de metilo em acetato de etilo tr = 8,88
minutos.

21



4. Resultados e Discussao

4.1. Sintese

hidroxibutirato de metilo

do gama-hidroxibutirato de etilo e

do gama-

A sintese foi baseada em Brown e Keblys [40]. Ocorreu a partir da

transesterificacdo da GBL em meio alcodlico e a pH 4cido. O mecanismo da reacao
de alcodlise é a protonacdo do oxigénio carbonilo da GBL seguido do ataque

nucleofilico pelo éalcool [8]. Logo, o alcool agiu como um agente nucleofilico e o

acido como um catalisador da reacao (Figura 12).
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Figura 17: Reacdo de formacao do gama-hidroxibutirato de etilo.

—OH

H 0]
5% o N
—~—————

0)

Figura 18: Reacao de formacao do gama-hidroxibutirato de etilo.

Na purificagdo por CLAE, foram recolhidos fracoes na faixa do tempo de

retencao em cinza. Como pode ser observado nas figuras 19 e 20.
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Figura 19: Purificacdo do gama-hidroxibutirato de etilo (tr = 5,46 minutos). Impureza do solvente (tr =

3,01 minutos).
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Figura 20: Purificagdo do gama-hidroxibutirato de metilo (tr = 5,47 minutos). Impureza do solvente (tr =
3,03 minotos).
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4.2. Caracterizacao e Elucidaciao Estrutural do Gama-hidroxibutirato
de Etilo e do Gama-hidroxibutirato de Metilo

4.2.1. Espectrofotometria no Infravermelho
As figuras 21 e 22 apresentam os espectros no IV (KBr) do éster etilico do

GHB e do éster metilico do GHB, respectivamente.

17 26.80

41866
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Figura 21: Espectro no infravermelho obtido do gama-hidroxibutirato de etilo.
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Figura 22: Espectro no infravermelho obtido do gama-hidroxibutirato de metilo.

Nos espectros de ambos as substancias é de assinalar a absorcao forte
em 1728 cm, originada pela vibracao de alongamento-encurtamento da ligacao
dupla do grupo C=0 éster. A ligacdo CO — O é responsavel pelo aparecimento da
banda a cerca de 1160 cm™ A ligacdo O — H origina a banda larga e intensa em
3418 cm™. A presenca da funcdo alcool é confirmada pela absorcao a cerca de
1050 cm, resultante da vibracdo da ligacdo C — OH. As restantes absorcoes
significativas resultam das vibracoes das ligacoes da cadeia carbonada: C — H

(2950-2970 cm?) e C — C (700 — 1300 cm™).

4.2.2. Ressonancia Magnética Nuclear

Ambos os ésteres foram analisados por 'THRMN e 3CRMN.

A figura 23 mostra a atribuicdo dos sinais observados no espectro
'HRMN do gama-hidroxibutirato de etilo.
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Figura 23: Atribuicdo dos sinas no espectro 'THRMN do gama-hidroxibutirato de etilo.

O espectro de 'HRMN do gama-hidroxibutirato de etilo a 300 MHz em
CD3;COCD; apresenta um singleto a 3,63 ppm indicando a presenca de um
grupo hidroxilo, um tripleto a 3,57 ppm com J = 6,30 Hz dos hidrogénios no
carbono-a, um quinteto a 1,79 ppm com J = 6,88 Hz dos hidrogénios no
carbono-f, um tripleto a 2,38 ppm com J = 7,44 Hz dos hidrogénios no
carbono-y, um quarteto a 4,09 ppm com J = 7,12 Hz devido aos hidrogénios do
grupo metileno (OCH,CHj;) e um tripleto a 1,22 ppm com J = 7,14 Hz devido aos

hidrogénios do grupo metilo (OCH.CH,).

A figura 24 mostra a atribuicdo dos sinais observados no espectro

BCRMN do gama-hidroxibutirato de etilo.

o

28.8 60.4

HO =N PN

61.4 31.2 14.5

Figura 24: Atribuicio dos sinas no espectro 3CRMN do gama-hidroxibutirato de etilo.

O espectro de 3CRMN do gama-hidroxibutirato de etilo a 75 MHz em
CD;COCD; apresentou sinais em 8 = 173,7 ppm referentes ao carbono
carbonilico, § = 31,2 ppm do carbono-a, § = 28,8 ppm carbono-f3, 6 = 61,4 ppm
carbono-y, 8 = 60,4 ppm do cabono metilenico (OCH.CHj3) e § = 14,5 ppm do
carbono metilico (OCH.CH,).

A figura 25 mostra a atribuicdo dos sinais observados no espectro

'"HRMN do gama-hidroxibutirato de metilo.
o

37THO 179 3.62

O/
3-57 2.40

Figura 25: Atribuicdo dos sinas no espectro 'THRMN do gama-hidroxibutirato de metilo.

25



O espectro de 'HRMN do gama-hidroxibutirato de metilo a 300 MHz
em CD3;COCD; apresenta um singleto a 3,71 ppm indicando a presenga de um
grupo hidroxilo, um tripleto a 2,40 ppm com J = 7,44 Hz dos hidrogénios no
carbono-a, um quinteto a 1,79 ppm com J = 6,86 Hz dos hidrogénios no
carbono-f, um tripleto a 3,57 ppm com J = 6,28 Hz dos hidrogénios no
carbono-y e um singleto a 3,62 ppm devido aos hidrogénios do grupo metilo
(OCHa).

A figura 26 mostra a atribuicdo dos sinais observados no espectro

3CRMN do gama-hidroxibutirato de metilo.
0]

28.8 5.7

HO o /

(0]
61.4 30.8

Figura 26: Atribuicao dos sinas no espectro 3CRMN do gama-hidroxibutirato de metilo.

O espectro de 3CRMN do gama-hidroxibutirato de metilo a 75 MHz em
CD3;COCD; apresentou sinais em & = 174,7 ppm referentes ao carbono
carbonilico, § = 30,8 ppm do carbono-a, § = 28,8 ppm carbono-f3, § = 61,4 ppm
carbono-y e § = 51,7 ppm do cabono metilico (OCHj).

4.2.3. Espectrometria de Massa

As figuras 27 e 28 apresentam os espectros de massa do gama-hidroxibutirato
de etilo e do gama-hidroxibutirato de metilo, respectivamente, obtidos pelo detector de
massas do equipamento de CG-EM utilizado neste trabalho.

Deve-se assinalar o fato do ion molecular estar ausente em ambas as
substancias. Este fato ocorre com frequéncia com ésteres e alcoois saturados, os quais
tém tendéncia a sofrer protonacao originando o ion M+1 mais intenso e visivel que o
ion molecular. Este fato faz com que, muitas vezes, seja o pico M+1 que permite
diagnosticar o valor da massa molecular do éster ou alcool saturado em anélise. No
caso presente € relevante o fato do valor de m/z do ion molecular protonado do éster

etilico ser de intensidade muito significativa.
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Figura 27: Espectro de massa (IE) do gama-hidroxibutirato de etilo.
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Figura 28: Espectro de Massas (IE) do gama-hidroxibutirato de metilo.

Os picos com m/z = 115 e m/z = 101 resultam da perda de 4dgua a partir do ion

molecular protonado dos ésteres etilico e metilico, respectivamente.
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No espectro de massa do éster etilico, o pico com valor de m/z = 87 pode
justificar-se por descarboxilacdo (- COO) ou por perda de CH;CH.O, resultante da
quebra alfa ao carbonilo; o pico com valor de m/z = 88 pode originar-se de duas
formas distintas: por perda de — COOH (descarboxilacoes e perdas de COOH sao

frequentes em ésteres saturados) ou por rearranjo de McLafferty (Figura 29).

HO H i 1+
\_ O OH
) —
~\
O/\ O/\
m/z = 88

Figura 29: Rearranjo de MacLafferty do gama-hidroxibutirato de etilo.

No espectro de massa do éster metilico, o pico com valor de m/z = 87 pode

justificar-se pela perda de CH;0 (Figura 30).

HO /

87

Figura 30: Formagdo do ion com m/z = 87 a partir do gama-hidroxibutirato de metilo.

4.3. Estabilidade do GHB e da GBL em solucoes e bebidas alcodlicas

O GHB e a GBL sao frequentemente administrados em bebidas alcoodlicas.
Uma vez que, quimicamente, se trata de um acido carboxilico e de uma lactona
(éster ciclico), é de admitir que em presenca do etanol e do metanol (4lcoois
naturais das bebidas alcodlicas), possam ocorrer reaccoes de esterificacao
conducentes a formacao de gama-hidroxibutirato de etilo e de gama-

hidroxibutirato de metilo (Figura 31)
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R = CH,CHj: gama-hidroxibutirato de etilo
R = CHj;: gama-hidroxibutirato de metilo

Figura 31: Formacao hipotética dos ésteres etilico e metilico do GHB em bebidas alcodlicas

A transformagdo de GHB nos ésteres etilico e metilico corresponde a
uma esterificacdo directa, enquanto que a transformacao da GBL nos mesmos

ésteres corresponde a uma transesterificagao.

No sentido de observar a possibilidade acima aventada e, caso ela ocorra,
avaliar também a extensdo da formacdo de ésteres do etanol e do metanol a
partir do GHB e da GBL, prepararam-se solugoes etanotlicas e metanolicas de
GHB e GBL e adicionaram-se aquelas substancias a uma bebida alcoo6lica, uma
cachaca brasileira. A cachaca, uma aguardente apresentava um teor em etanol
de 40% e o teor em metanol, tratando-se de uma bebida branca, rondara os

0,09%.

Uma vez que o tempo e o pH s@o parametros que poderdo condicionar
fortemente as reaccoes de esterificacdo acima referidas, prepararam-se solugoes
etanolicas e metanolicas de GHB e GBL sem alterar o pH e prepararam-se
solucoes etanolicas e metandlicas de GHB e GBL de pH 2. A escolha de pH acido
favorece a formacao dos ésteres, uma vez que a reaccao de esterificacao é acido

catalisada. Em relacdao ao tempo, as solucoes preparadas foram estudadas entre
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0 e até um méaximo de 200 H. Nas primeiras 12 horas de contacto recolheram-se
aliquotas de 1 em 1 hora. Depois das 12 horas, foram recolhidas aliquotas de 24
em 24H. Cada uma das aliquotas foi analisada por CG-EM, nas condicoes ja

referidas na parte experimental.

Prepararam-se também solugdes em branco que permitiram verificar a
auséncia de efeitos de interferéncias da matriz. Assim, pode confirmar-se que,
nas condicoes cromatograficas adotadas, ndo se observa qualquer pico de
qualquer substancia interferente com os mesmos tempos de retencao dos GHB,
GBL, éster etilico do GHB e éster metilico do GHB. Este facto ocorre para as

solucoes padrao preparadas e também para a cachaca.

A formacao dos ésteres foi monitorizada avaliando 2 aspectos diferentes:
o desaparecimento das solu¢oes do GHB e da GBL adicionados e a formacao dos

ésteres etilico e metilico do GHB.

As figuras 32 a 36 mostram o desaparecimento do GHB ao longo do

tempo.

GHB em Etanol
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Figura 32: Concentracao de GHB em etanol ao longo do tempo.
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Figura 33: Concentracdo de GHB em etanol pH2 ao longo do tempo.
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Figura 34: Concentracdo de GHB em metanol ao longo do tempo.

200

31



0.20

GHB (mg/mL)
e e
b |l
Ol )]

e
=)
9)]

1

GHB em Metanol pH2

0.00

Figura 35: Concentracdo de GHB em metanol pH2 ao longo do tempo.
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Figura 36: Concentracao de GHB em Cachaca.
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As figuras 37 e 38 mostram os cromatogramas da solucao etanoélica do

GHB no tempo zero e as 72 horas.
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Figura 37: Cromatograma do GHB em etanol t=0 nas condi¢bes CG-EM utilizadas neste trabalho.
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Figura 38: Cromatograma do GHB em etanol t=72h nas condi¢des CG-EM utilizadas neste trabalho.
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As figuras 39 e 40 mostram os cromatogramas da solucao etanoélica do

GHB a pH 2 no tempo zero e as 120 horas.
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Figura 39: Cromatograma do GHB em etanol a pH2 t=0 nas condi¢oes CG-EM utilizadas neste trabalho.
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Figura 40: Cromatograma do GHB em etanol a pH 2 t=120h nas condi¢ées CG-EM utilizadas neste
trabalho.
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As figuras 41 e 42 mostram os cromatogramas da solu¢ao metanolica do

GHB no tempo zero e as 168 horas.
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Figura 41: Cromatograma do GHB em metanol t=0 nas condigdes CG-EM utilizadas neste trabalho.
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Figura 42: Cromatograma do GHB em metanol t=168h nas condi¢des CG-EM utilizadas neste trabalho.
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As figuras 43 e 44 mostram os cromatogramas da solucao metanolica a

pH 2 do GHB no tempo zero e as 96 horas.
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Figura 43: Cromatograma do GHB em metanol a pH 2 t=0 nas condi¢des CG-EM utilizadas neste trabalho.
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Figura 44: Cromatograma do GHB em metanol a pH 2 t=96h nas condi¢des CG-EM utilizadas neste
trabalho.
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As figuras 45 e 46 mostram os cromatogramas do GHB em cachaca no

tempo zero e as 144 horas.
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Figura 45: Cromatograma do GHB em cachacga t=0 nas condi¢oes CG-EM utilizadas neste trabalho.
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Figura 46: Cromatograma do GHB em cachaga t=144h nas condi¢gdes CG-EM utilizadas neste trabalho.
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A anélise dos graficos e cromatogramas apresentados (Figuras 32 a 46)
permite concluir que ha desaparecimento de GHB, mas nao se detecta a
formacdo de outras substancias ao longo do tempo. Para a interpretacao deste
facto contribui a circunstancia que o método que permite a anélise de GHB por
CG-EM exige que a hidroxidcido seja derivatizado. Assim, algumas das
substancias eventualmente formadas poderao ter sido destruidas durante o
procedimento de derivatizacdo. Entre elas, poderao estar os ésteres etilico e
metilico do GHB.

Outro aspecto relevante é a importancia do pH para o desaparecimento
do GHB. E possivel verificar que nas solucdes de pH 2, quer etandlicas, quer
metanolicas, o desaparecimento de GHB ao longo do tempo é muito mais
consideravel do que nas solu¢des em que nao se baixou o pH. Este facto pode
explicar-se admitindo que estid associada ao desaparecimento de GHB uma
reaccdo acido dependente ou 4acido catalisada, como acontece com as

esterificacdes.

E também possivel verificar que, nas solucoes de pH 2, a velocidade de
desaparecimento do GHB é maior na solucao metanoélica do que na solugao
etanolica. Este facto podera significar que as reac¢oes que provocam o consumo

de GHB sao mais rapidas com o metanol do que com o etanol.
Finalmente, é de assinalar que a pH2 o desaparecimento de GHB ¢ total
ao fim de cerca de 100 horas em solucdo metanoélica e ao fim de cerca de 120

horas em solucao etandlica.

As figuras 47 a 51 mostram o desaparecimento da GBL ao longo do

tempo.
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Figura 47: Grafico da GBL em etanol.
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Figura 48: Grafico da GBL em etanol a pH2.
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Figura 49: Grafico da GBL em metanol.
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Figura 51: Grafico da GBL em cachaca.

A transformacao da GBL nos ésteres etilico e metilico corresponde a uma
transesterificacdo, cujo mecanismo esta representado na figura 52. No caso
presente ha a transformacdo de um éster ciclico num éster linear. De acordo
com Hennessy, Moane e McDermott [8] a obtencao dos ésteres etilico e metilico
do GHB tem necessariamente de ocorrer a partir da GBL. Ou seja, o GHB nao
esterifica diretamente, ocorrendo antes a transformacdao de GHB em GBL, a
qual entdo transesterifica com o etanol e o metanol para originar os ésteres

etilico e metilico, respectivamente (Figura 53).
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Figura 52: Mecanismo de reac¢do de transesterificacio da GBL.
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Figura 53: Formacao dos ésteres etilico e metilico do GHB. Adaptado de [8].

As figuras 54 e 55 mostram os cromatogramas da solucao etandlica da

GBL no tempo zero e as 100 horas.
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Figura 54: Cromatograma do GBL em etanol t=0 nas condi¢des CG-EM utilizadas neste trabalho.
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Figura 55: Cromatograma do GBL em etanol t=120h nas condi¢oes CG-EM utilizadas neste trabalho.

As figuras 56 e 57 mostram os cromatogramas da solucao etanolica a pH

2 da GBL no tempo zero e as 96 horas.
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Figura 56: Cromatograma do GBL em etanol t=0 nas condi¢des CG-EM utilizadas neste trabalho.
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Figura 57: Cromatograma do GBL em etanol t=96h nas condi¢ées CG-EM utilizadas neste trabalho.

As figuras 58 e 59 mostram os cromatogramas da solucao metanoélica da

GBL no tempo zero e as 72 horas.
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Figura 58: Cromatograma do GBL em metanol t=0 nas condi¢des CG-EM utilizadas neste trabalho.
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Figura 59: Cromatograma do GBL em metanol t=72h nas condi¢oes CG-EM utilizadas neste trabalho.

As figuras 60 e 61 mostram os cromatogramas da solucao metanélica a

pH 2 da GBL no tempo zero e as 168 horas.
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Figura 60: Cromatograma do GBL em metanol a pH 2 t=0 nas condi¢oes CG-EM utilizadas neste trabalho.
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Figura 61: Cromatograma do GBL em metanol a pH 2 t=168h nas condi¢des CG-EM utilizadas neste
trabalho.

As figuras 62 e 63 mostram os cromatogramas da solucao de GBL em

cachaca no tempo zero e as 168 horas.
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Figura 62: Cromatograma do GBL em cachaca t=0 nas condi¢oes CG-EM utilizadas neste trabalho.
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Figura 63: Cromatograma do GBL em cachaca t=168h nas condi¢des CG-EM utilizadas neste trabalho.

A analise dos graficos (Figuras 47 a 51) e cromatogramas apresentados e
(Figuras 54 a 63) permite concluir que ha desaparecimento da GBL, mas nao se
detecta a formacao de outras substancias ao longo do tempo, tal como acontece
com o GHB.
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Contudo, neste caso, nao existe qualquer reaccao de derivatizacdo que
possa colocar em risco a integridade das substancias formadas, nomeadamente
os ésteres etilico e metilico do GHB, os quais eram objectivo das experiéncias
aqui desenvolvidas. Este facto veio chamar a nossa atencao, no sentido de tentar
explicar o sucedido. De fato, Hennessy, Moane e McDermott [8] descreveram a
formacdo destes ésteres em condigcoes similares as dos ensaios por nos
efetuados. Por outro lado, pudemos verificar que, mesmo as solugdes padrao
contendo os ésteres puros, apresentavam um comportamento cromatografico
pouco comum, originando dificilmente cromatogramas reprodutiveis e
apresentando limites de deteccao muito elevados. O estudo deste problema sera

objecto do capitulo seguinte desta tese.

Tal como aconteceu com as solugoes em estudo contendo GHB, a
importancia do pH para o desaparecimento da GBL é evidente. E possivel
verificar que nas solucoes de pH 2, quer etanodlicas, quer metandlicas, o
desaparecimento de GBL ao longo do tempo é mais consideravel do que nas
solucoes em que nao se baixou o pH. Este facto pode explicar-se admitindo que
esta associada ao desaparecimento de GBL uma reaccdo acido dependente ou

acido catalisada, como acontece com as transesterificacoes.

Um aspecto relevante é que, ao contrario do que sucedeu com as
solucoes de GHB, o desaparecimento de GBL nas solucoes etanolicas € menor
do que nas solucoes metanodlicas. Este facto podera ser explicado se tivermos em
conta a desproporcdo em termos de concentracdo dos 2 &lcoois. Assim,
enquanto que nas solugdes etanolicas, o alcool estd em concentragoes da ordem
de 40%, facilitando a reaccdo, nas solucbes metandlicas, o alcool esta em
concentracoes francamente menores, da ordem de 0,09%, o que nao facilita a
transesterificacdo. Esta diferenca decorre da realidade das bebidas alcodlicas
que, em qualquer circunstancia, apresentam teores em etanol sempre muito
mais elevados do que em metanol. Neste trabalho o objecto da avaliacdo da
formacao dos ésteres etilico e metilico do GHB incidia numa bebida branca, as
quais apresentam os teores em etanol e também em metanol mais elevados do

que as outras.

Também, ao contrario do que sucedeu com as solucoes de GHB, neste

caso o desaparecimento de GBL nao é total, mesmo ao fim de cerca de 150 horas.
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Em relacdo ao comportamento do GHB e da GBL na cachaca, verifica-se
um comportamento semelhante ao que sucedeu nas solucbes padrao destas
substancias em etanol e metanol. H4 desaparecimento de ambas as substancias
ao longo do tempo. Este desaparecimento é mais marcado na cachaca do que
nas solucoes metandlicas, o que se podera justificar pela maior quantidade de

etanol presente, a qual facilita a reaccao de esterificacao.

Tal como nos casos anteriores, também nao foi possivel por em evidéncia
a formacdo de outras substincias. Os ésteres a terem-se formado, nido se
formaram em quantidade suficiente para poderem ser detectados, ou, uma
outra possivel razio que sera explorada a seguir, é a ocorréncia de
relactonizacao dos ésteres no equipamento de analise.

Para o estudo da estabilidade foi observados os parametros da
International Conference on Harmonization (ICH). A especificidade, a
linearidade, o limite de deteccao, o limite de quantificacdo, a precisao e a

exatidao foram analisados [41].

Especificidade

Nao foi observado nenhum interferente das matrizes como pode ser

observado nos cromatogramas abaixo.

Linearidade

Cinco concentracoes do GHB, GBL, 2-Hidroxicaproico e GHB + 2-
Hidroxicaproico foram avaliados em um dia. A partir da curva obtida
determinou-se a equacao da reta e o R2 pelo método dos minimos quadrados

através do programa Microsoft” Excel 2003.

Substancia Linearidade Equacdo da Reta Coeficiente de
(mg/mL) Correlacao (R2)
GBL 0,5 — 2,75 y = 3,0* 107X + 5,0 * 10 0,9939
GHB 0,0055 — 0,3 y =2,0¥108x + 2,0 * 10° 0,992
Acido 2- 0,1—2 y = 1,0* 108x - 85027 0,9981
hidroxicaproéico

Tabela 3: Zona de linearidade, equacao da reta e coeficiente de correlacdao da GBL,

GHB e acido 2-hidroxicaproico.
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Figura 64: Grafico da Linearidade obtida para GBL.
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Figura 65: Gréafico da Linearidade obtida para GHB.
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Figura 66: Grafico da Linearidade obtida para 2-Hidroxicapréico

Enquanto, o doseamento da GBL foi realizado pelo método do padrao externo.

O doseamento do GHB foi realizado pelo método do padrao interno.
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Substancia Linearidade Equacao da Reta Coeficiente de
(mg/mL) Correlacao (R2)
GHB + 2- 0,0055 — 0,3 y = 5,623xX + 0,0798 0,9968
hidroxicaproéico

Tabela 4: Zona de linearidade, equacdo da reta e coeficiente de correlacio do GHB + 2-

hidroxicaproéico (PI).
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Figura 67: Curva de calibragdo do GHB pelo método do padrao interno.

Limite de Deteccao

O limite de deteccao foi calculado a partir da seguinte formula:

LD = 3,3%c/S, onde: ¢ é o desvio padrao do branco e S é o declive da curva calibragao

[41]. Os valores dos limites de deteccao estao na tabela a seguir:

Etanol Etanol Metanol Metanol Cachaca
pH=2 pH=2
GBL 4,54 %104 | 4,68 ¥ 104 4,7 * 10 4,84 * 104 | 4,74 * 104
GHB 1,25 * 105 1,99 * 105 1,22 ¥ 104 2,32 %104 | 6,72 * 104

Tabela 5: Limite de detec¢do da GBL e GHB nas matrizes em estudo.

Limite de Quantificacao

O limite de quantificagao foi calculado a partir da seguinte formula:

LD = 10*6/S, onde: ¢ é o desvio padrao do branco e S é o declive da curva

calibracao [41]. Os valores dos limites de quantificacdo estdo na tabela a seguir
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Etanol Etanol Metanol Metanol Cachaca
pH=2 pH=2
GBL 1,38 * 1073 1,41 * 1073 1,42 * 103 1,46 * 1073 1,44 * 1073
GHB 3,79 * 1075 6,03 * 105 3,7 ¥ 104 7,03 ¥104 | 2,04 *103

Tabela 6: Limite de quantificacio da GBL e GHB nas matrizes em estudo.

Precisao

Repetibilidade

O parametro da repetibilidade foi avaliado na construgao das curvas

calibracdo. Os valores podem ser observados nas tabelas a seguir:

GBL (mg/mL) | Precisao (%)
0,5 5,07
1,0 2,44
2,0 3,01
2,5 3,36
2,75 3,82

Tabela 7: Repetibilidade da GBL.

GHB (mg/mL) | Precisao (%)
0,0055 8,323
0,055 9,35
0,2 4,073
0,25 2,136
0,3 1,209

Tabela 8: Repetibilidade do GHB.

2-hidroxicaproico (mg/mL) | Precisao (%)
0,5 5,07
1,0 2,44
2,0 3,01
2,5 3,36
2,75 3,82
Tabela 9: Repetibilidade do 2-hidroxicapréico
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GHB + 2-hidroxicaproéico Precisao (%)
(mg/mL)
0,0055 8,01
0,055 6,40
0,07 2,64
0,2 2,54
0,3 7,80

Tabela 10: Repetibilidade do GHB + 2-hidroxicaproico.

Precisao Intermédia

O parametro da precisao intermédia foi avaliado em trés concentragoes
dos analitos em dias diferentes nao consecutivos. Podem ser observados nas

seguintes tabelas:

GBL (mg/mL) | Precisao (%)
0,5 8,73
1 4,10
2 3,01

Tabela 11: Precisido Intermédia da GBL.

GHB (mg/mL) | Precisao (%)

0,0055 7,20
0,2 3,11
0,3 2,38

Tabela 12: Precisao Intermédia do GHB.

Exatidao

O parametro da exatiddo do GHB foi demonstrado por meio do

percentual de recuperacao do método descrito pela formula abaixo:

%Recuperacio=[ (Area do analito/Area do PI)obido/(Area do analito/Area do
PI)teérico]*loo

Foram analisados 3 concentracoes trés vezes em cada uma das matrizes

do estudo. Os valores podem ser observados nas seguintes tabelas dentro do

intervalo aceito pelo ICH, 80 — 120% [41].
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GHB (mg/mL) | Exatidao (%)
0,0055 106,83
0,2 93,15
0,3 82,87

Tabela 13: Exatidao obtida para o GHB em etanol.

GHB (mg/mL) | Exatidao (%)

0,0055 117,43
0,2 80,78
0,3 82,88

Tabela 14: Exatiddo obtida para o GHB em etanol pH = 2.

GHB (mg/mL) | Exatidao (%)
0,0055 107,81
0,2 93,11
0,3 83,69

Tabela 15: Exatiddo obtida para o GHB em metanol.

GHB (mg/mL) | Exatidao (%)
0,0055 119,21
0,2 80,01
0,3 81,36

Tabela 16: Exatidao obtida para o GHB em metanol pH = 2.

GHB (mg/mL) | Exatidao (%)
0,0055 114,84
0,2 81,93
0,3 85,15

Tabela 17: Exatidao obtida para o GHB em cachaga.

A GBL foi extraida das matrizes. Sua recuperacao foi de 77,26%. O
parametro da recuperacao da extracao foi determinado a partir da féormula:

% Recuperacio: [(Area do analito)exraido/ (Area do analito)padrio] 100
O parametro da exatidao da GBL foi realizado da mesma maneira do

GHB. Os valores podem ser observados nas seguintes tabelas, dentro do

intervalo aceito pelo ICH, 80 — 120% [41]:
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GBL (mg/mL) | Exatidao (%)
0,5 88,92
1 99,97
2 100,42

Tabela 18: Exatidao obtida para a GBL em etanol.

GBL (mg/mL) | Exatidao (%)
0,5 90,78
1 102,36
2 98,20

Tabela 19: Exatidao obtida para a GBL em etanol pH = 2.

GBL (mg/mL) | Exatidao (%)
0,5 90,12
1 94,30
2 08,38

Tabela 20: Exatidao obtida para a GBL em metanol.

GBL (mg/mL) | Exatidao (%)
0,5 95,02
1 98,8
2 102,82

Tabela 21: Exatidao obtida para a GBL em metanol pH = 2.

GBL (mg/mL) | Exatidao (%)
0,5 89,76
1 99,99
2 102,22

Tabela 22: Exatiddo obtida para a GBL em cachaca.
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4.4. Comportamento dos ésteres etilico e metilico do GHB em CG-EM

No estudo da estabilidade do GHB e da GBL em solu¢des metanélicas e
etandlicas e também no estudo por CG-EM dos ésteres sintetizados, pudemos observar,
conforme foi referido nos capitulos anteriores, que os ésteres etilico e metilico do GHB
apresentavam um comportamento cromatografico pouco comum, originando
dificilmente cromatogramas reprodutiveis e apresentando limites de deteccdo muito
elevados. Uma hipotese que levantamos para explicar este comportamento foi que

poderia ocorrer degradacao dos ésteres no proprio equipamento de analise por CG-EM.

De fato, é de considerar a possibilidade de haver transformacao dos ésteres nos

seus precursores (Figura 68).

\/\)‘OJ\ O
HO condi¢des
o/\ CG-EM

utilizadas
0 B
HO
/ o

HO
OH

Figura 68: Transformacao dos ésteres etilico e metilico do GHB nos seus precursores.

A corroborar esta hipotese, surge o fato por nds observado em que solucoes
puras de éster etilico e de éster metilico do GHB, injetadas isoladamente, originarem

um pico intenso com o mesmo tr e caracteristicas cromatograficas da GBL (Figuras 69,

70, 71, 74 € 75).
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Figura 69: Cromatograma do gama-hidroxibutirato de etilo nas condi¢des CG-EM utilizadas neste
trabalho (tr GBL = 8,33 minutos).
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Figura 70: Cromatograma do gama-hidroxibutirato de metilo nas condigbes CG-EM utilizadas neste
trabalho (tr GBL = 8,31 minutos).

Como o GHB nestas condigoes, sem derivatizacdao, nao seria visivel, e também

porque se trata de uma molécula bastante instavel, optamos por explorar e conhecer
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melhor a possibilidade de transformacao dos ésteres etilico e metilico do GHB em GBL

nas condicoes de CG-EM utilizadas neste trabalho.

Embora possa ocorrer noutros locais e por influéncia de véarios fatores, a
transformacao dos ésteres etilico e metilico do GHB em GBL podera ocorrer por efeito
da temperatura do injetor e variar com o solvente utilizado na preparacao das solugoes.

Nesse sentido foram verificados estes dois parametros.

Assim, foram mantidas todas as condicbes cromatograficas habitualmente
utilizadas, com excecao da temperatura do injetor. As Figuras 71, 72 e 73 mostram os
cromatogramas obtidos por injeccdo de uma solucdo de gama-hidroxibutirato de etilo
em cloroférmio, usando como temperatura do injector 250°C, 150°C e 80°C,
respectivamente.
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Figura 71: Cromatograma do gama-hidroxibutirato de etilo em cloroféormio (temperatura do
injetor=250°C; tr GBL = 8,39 minutos).
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Figura 72: Cromatograma do gama-hidroxibutirato de etilo em cloroférmio (temperatura do
injetor=150°C; tr GBL = 8,19 minutos; tr Ester etilico GHB = 9,57 minutos).
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Figura 73: Cromatograma do gama-hidroxibutirato de etilo em cloroféormio (temperatura do
injetor=80°C; tr Ester etilico GHB = 9,60 minutos).

As Figuras 74, 75 e 76 mostram os cromatogramas obtidos por injeccao de uma
solucdo de gama-hidroxibutirato de metilo em cloroférmio as temperaturas de 250°C,

150°C e 80°C, respectivamente.
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Figura 74: Cromatograma do gama-hidroxibutirato de metilo em cloroférmio (temperatura do
injetor=250°C; tr GBL = 8,21 minutos).
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Figura 75: Cromatograma do gama-hidroxibutirato de metilo em cloroférmio (temperatura do
injetor=150°C; tr GBL = 8,29 minutos).
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Figura 76: Cromatograma do gama-hidroxibutirato de metilo em cloroférmio (temperatura do
injetor=80°C; tr GBL = 8,07 minutos; tr Ester metilico GHB = 8,82 minutos).

A anilise destes cromatogramas confirma a hipétese inicialmente colocada da
transformacao dos ésteres etilico e metilico do GHB em GBL no equipamento e nas
condicbes cromatograficas utilizadas, bem como evidencia que essa transformacao
ocorre por influéncia da temperatura do injetor. Assim, a temperaturas elevadas,
praticamente todo o éster, quer o éster etilico, quer o éster metilico do GHB, é
transformado em GBL. Quando a temperatura diminui para 80°C o éster metilico ja

nao sofre relactonizacgao e o éster metilico é parcialmente lactonizado.

Procuramos também observar a influéncia dos solventes neste comportamento
de lactonizacdo dos ésteres etilico e metilico do GHB no injector cromatografico. Para
isso, prepararam-se solucoes de ambos os ésteres em cloroférmio, acetato de etilo e
propan-2-ol que foram injetadas com o injetor as temperaturas de 250°C, 150°C e
80°C. A selecao destes solventes prende-se com o fato de cobrirem uma gama de

polaridades alargada, desde o cloroférmio apolar, ao propan-2-ol polar.

As Figuras 77 a 88 mostram os cromatogramas obtidos de acordo com o

definido no paragrafo anterior.
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Figura 77: Cromatograma do gama-hidroxibutirato de etilo em em acetato de etilo (temperatura do
injetor=250°C; tr GBL = 8,23 minutos).
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Figura 78: Cromatograma do gama-hidroxibutirato de etilo em em acetato de etilo (temperatura do injetor
de 150°C; tr GBL = 8,16 minutos; tr Ester etilico de GHB = 9,70 minutos).
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Figura 79: Cromatograma do gama-hidroxibutirato de etilo em acetato de etilo (temperatura do injetor a

80°C;

RT: 0.00-

1005
95

503
853
803

Relative Ahundance
o
o
L

;oo
plnlinl

(=1

tr Ester etilico de GHB= 9,56 minutos).

16.74
837

16.70

508 649 7.08 7.38 28 1035 1131 197 1327 1420 1549 1857

(=1

FLalal 1 Lobol bal Lote] Lolel Lokl Lol Lodegl Do Dbl Beifsl Debel Paded Debe] Beded Loled Ladad fadal Ledi] Lbed Gabed webed Lol Goled [kl Laba] Bedeg!
1 2 3 4 5 G i g ] 10 11 12 13 14 15 16
Tirme {min}

Figura 80: Cromatograma do gama-hidroxibutirato de etilo em propan-2-ol (temperatura do injetor a
250°C; tr GBL= 8,37 minutos).
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Figura 81: Cromatograma do gama-hidroxibutirato de etilo em propan-2-ol (temperatura do injetor a
150°C; tr GBL= 8,31 min; tr Ester etilico de GHB = 9,70 min).
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Figura 82: Cromatograma do gama-hidroxibutirato de etilo em propan-2-ol (temperatura do injetor a
80°C; tr Ester Etilico de GHB = 9,27 minutos).
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Figura 83: Cromatograma do gama-hidroxibutirato de metilo em acetato de etilo (temperatura do injetor
de 250°C; tr GBL = 8,31 minutos).
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Figura 84: Cromatograma do gama-hidroxibutirato de metilo em acetato de etilo (temperatura do injetor
de 150°C; tr GBL = 8,20 minutos; tr Ester Metilico de GHB = 8,96 minutos).
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Figura 85: Cromatograma do gama-hidroxibutirato de metilo em acetato de etilo (temperatura do injetor
de 80°C; tr Ester Metilico de GHB = 8,88 minutos).
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Figura 86: Cromatograma do gama-hidroxibutirato de metilo em propan-2-ol (temperatura do injetor de
250°C; tr GBL = 8,50 minutos).
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Figura 87: Cromatograma do gama-hidroxibutirato de metilo em propan-2-ol (temperatura do injetor de
150°C; tr GBL = 8,40 minutos; tr Ester Metilico de GHB = 8,96 minutos).
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Figura 88: Cromatograma do gama-hidroxibutirato de metilo em propan-2-ol (temperatura do injetor de
80°C; tr Ester Metilico de GHB = 8,68 minutos).

A anélise destes cromatogramas parece indiciar diferentes comportamentos de
lactonizacao dependendo dos solventes utilizados. Assim, em cloroférmio, solvente
mais apolar, e a 150°C, observa-se uma maior extensao da lactonizagao dos dois ésteres

quando comparada com a que ocorre com 0s outros dois solventes mais polares. O éster
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metilico é praticamente transformado totalmente em GBL a 150°C e o éster etilico é

lactonizado em cloroférmio em muito maior extensao do que nos outros solventes.

Uma possivel explicacdo para esta preferéncia da lactonizacdo ocorrer em
cloroformio podera ser a presenca habitual de 4cido cloridrico como impureza do
cloroféormio que, juntamente com o calor podera eventualmente catalisar a reagdo de

lactonizacao [42].

O comportamento dos ésteres em propan-2-ol (Figuras 80 a 82 e 86 a 88)
mostra que as temperaturas de 250°C e de 150° C ocorre lactonizaciao, sendo esta
praticamente completa a temperatura mais alta e parcial a 150°C. A 80° C, o
comportamento cromatografico de ambos os ésteres e da GBL é muito deficiente, ndao
sendo possivel definir picos cromatograficos gaussianos. Este fato pode ser explicado
tendo em consideracao que a temperatura de injec¢ao (80°C) é menor do que o ponto
de ebulicdo do propan-2-ol (82,5°C) ficando a volatilizacdo da amostra muito
dificultada.

O acetato de etilo revelou possuir as caracterisiticas mais adequadas para a
andlise dos ésteres nas condicoes de CG-EM utilizadas neste trabalho. Os picos

cromatograficos sdo gaussianos, bem definidos e facilmente mensuraveis.
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Capitulo III

Conclusao
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5. Conclusio

O GHB e a lactona com ele relacionada, a GBL, sao substancias frequentemente
administradas em bebidas de elevado teor etanélico e metanoélico. Por reaccdo com
estes alcoois podem formar-se os ésteres: gama-hidroxibutirato de etilo e do gama-

hidroxibutirato de metilo.

Neste trabalho foi possivel desenvolver e optimizar os processos de sintese do
gama-hidroxibutirato de etilo e do gama-hidroxibutirato de metilo. Ambas as
substancias foram purificadas e caracterizadas estruturalmente pelos métodos

espectroscopicos adequados e habituais.

Foi igualmente estudada a estabilidade do GHB e da GBL em solugoes
etandlicas e metandlicas tendo em vista observar o desaparecimento daquelas
substancias e da formacao dos ésteres etilico e metilico do GHB. Foi possivel verificar
que ha degradacao do GHB e da GBL ao longo do tempo e que esta degradacao é
fortemente condicionada pelo pH. Assim, em solucoes etandlicas e metandlicas
observa-se que a pH = 2 a degradacdo do GHB e da GBL é substancialmente mais
rapida e mais extensa do que quando o pH nao ¢ alterado. A degradacao do GHB e da
GBL foi igualmente estudada numa bebida branca, uma cachaca brasileira, sendo

possivel verificar o mesmo comportamento atras descrito.

Neste trabalho foi também verificada, confirmada e estudada a possibilidade de
lactonizacao dos ésteres etilico e metilico do GHB no injector do sistema CG-EM. Este
processo de lactonizacdo depende da temperatura do injector e dos solventes utilizados
para dissolu¢io das amostras. Assim, a lactonizacao é mais extensa com cloroférmio do

que com acetato de etilo ou propan-2-ol.
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