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ABSTRACT

In this paper, we described a simple quantitative expe-
riment using HPLC to determine formaldehyde and acetal-
dehyde in sugar cane brandy. The procedure involves the
reaction of an aliquot of beverage with 2,4-dinitrophe-
nylhydrazine, retention of the hydrazones formed on
reverse phase microcolumns, and their elution with aceto-
nitrile. The separation and quantitative determination of
the hydrazones are performed by reverse phase HPLC
using CH3;CN :H,0 (43:57 v/v) as the mobile phase at
1.2 mL/min and absorbance detection at 365 nm.

INTRODUCAO

A aguardente (cachaga), uma bebida muito popular no
Brasil, ¢ obtida através da destilagdo do suco de cana de
agicar fermentado. Durante o processo de fermentagdo
alcoolica, sdo formados aldeidos, 4cidos e ésteres como pro-
dutos secundérios. Estes, embora presentes em quantidades
minimas, s§o importantes na determinagdo da qualidade do
produto final'.

Aldeidos, como o formaldeido e o acetaldeido, também
podem estar presentes, naturalmente, em nivel de ppm, em
outros alimentos. Na iltima década o formaldeido tem
recebido grande atengdo devido as suas propriedades carci-
nogénicas e vdrios métodos tém sido utilizados para deter-
mind-lo em nfvel de ppm. Entre outros, destacam-se a
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espectrofotometria, cromatografia em fase gasosa e croma-
tografia Iiquida de alta eficiéncia (CLAE)?. O acetaldefdo
também pode ser determinado pelos mesmos métodos.

Nesse trabalho, descrevemos um experimento simples
e quantitativo utilizando CLAE para determinar formaldei-
do e acetaldeido em aguardentes. O procedimento, o qual
necessita de uma manipulagdo mrnima da amostra, é sim-
ples, rdpido e exato®. Deste modo, é bastante apropriado
para a utilizagdo em laborat6rios de ensino.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e Materiais

Todos os solventes orginicos utilizados foram adquiridos
no Grupo Quimica, R.J., e destilados, antes do uso, em pre-
senga de 2 4-dinitrofenilidrazina.

A solugdo estoque de 2 4-dinitrofenilidrazina foi prepa-
rada dissolvendo-se 0,625 g do reagente em 4 mL de 4cido
cloridrico concentrado. Foi utilizada 4dgua desionizada para
completar o volume a 250 mL. A solugdo foi filtrada 12
horas apés a sua preparagdo.

As hidrazonas utilizadas na calibragdo foram precipitadas
utilizando o procedimento usual® e dissolvidas em acetoni-
trila. As concentragdes de hidrazonas de formaldeido e ace-
taldeido na solugdo padrio foram, respectivamente,
20 ppme 4,27 ppm.

A microcoluna utilizada na pré-separagdo das amostras
foi SEP PAK C18, 1,0 cm x 10 mm i.d. (Waters Associates).



A ativagdo foi feita passando-se 2,0 mL de metanol através
da coluna, seguido de lavagem com 4gua destilada.

As amostras analisadas foram aguardentes comerciais.
Amostras abertas no dia do experimento foram comparadas
com outras abertas dois meses antes.

Equipamentos

Foi utilizado um cromatégrafo da Waters Associates
(bomba modelo 6000A), equipado com um injetor U6K,
detetor U.V./VIS com comprimento de onda varidvel (mo-
delo 240) e integrador (Data module, Waters Associates mo-
delo 730). A coluna utilizada foi Spherical C18 5 um,
15cm x 39 mmi.d. (Waters Associates). A fase moével foi
acetonitrila/agua (43/57 v/v) com vazdo de 1,2 mL/min. A
detecgdo da absorbancia foi em 365 nm.

1mi
Amostra

Procedimento

Cada estudante reagiu 1,0mL de aguardente com
5,0 mL de solugdo estoque de 2,4-dinitrofenilidrazina du-
rante S minutos em banho de ultra-som. O material foi
entdo transferido, utilizando uma seringa, para a microcolu-
na, a qual foi lavada com dgua destilada. As hidrazonas reti-
das, quantitativamente , na microcoluna foram eluidas com
acetonitrila para um baldo volumétrico de 50 mL. Uma
aliquota de 20,0 uL da solugdo resultante foi injetada no
sistema de CLAE. O tempo total de andlise de cada amostra
foi de aproximadamente 15 minutos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A metodologia analitica utilizada é baseada no procedi-

ACN

nlmmﬁ}__ v%
()

(F)

SP
(c) (D)
' 10 Min

Figura 1. Representagdo esquemdtica da determinagdo de aldeidos em aguardente utilizando CLAE.

a) Amostra de aguardente

b) Reagdo de 1 mL de amostra com S mL de solugdo de 2 4 -dinitrofenilidrazina, em banho de ultra-som.
c) Reteng¢do das 2,4 -dinitrofenilidrazonas em microcolunas SEP PAK C18 (SP)
d) Elui¢do das 2 4-dinitrofenilidrazonas com acetonitrila (ACN)

e) Injecdo de 20 L.
f) Aparelho de CLAE.

g) Registro dos picos das 2 4-dinitrofenilidrazonas de formaldeido e acetaldeido, respectivamente.
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mento desenvolvido para a determinagio de aldefdos em
gases de exaustdo de veiculos a 4lcool*. Andrade e Miguel
demonstraram que a reten¢do em microcolunas SEP PAK
C18 ¢é mais eficiente que a extragdo liquido-liquido na recu-
peragdo de formaldeido e acetaldeido na forma das respec-
tivas 2,4 -dinitrofenilidrazonas* . Esse procedimento é tam-
bém o mais adequado para o ensino em laboratério de gra-
duagdo devido 2 sua simplicidade.

O procedimento € mostrado esquematicamente na
Figura 1. Os tempos de retengdo das hidrazonas de formal-
deido e acetaldeido sdo, respectivamente, 5.4 ¢ 8,4 minu-
tos. Isto permite a determinagdo de aproximadamente oito
amostras em um periodo de laboratério de duas horas sob
condigdes de operagdo otimizadas. Como os resultados obti-
dos sdo em ppm de hidrazona, o estudante deve converté-
los em ppm de aldeido. Os resultados obtidos para vérias
aguardentes sdo mostrados na Tabela I.

Tabela I. Resultados da determinagdo de formaldeido e acetaldefdo
em vdrias aguardentes comerciais.

formaldeido acetaldeido
Aguardente (ppm) (ppm)
Murim* 0,64 28,17
Murim ° 0,31 28,00
Velho Barreiro* 0,59 6298
Velho Barreiro 0,36 6391
Praianinha* 0,69 28,39
Praianinha 0,27 24,30
51% 0,47 38,07
Caninha * 0,40 53,74

* amostra aberta no dia do experimento.
amostra envelhecida, aberta dois meses antes do experimento.

Esta proposta de experimento permite aos estudantes
a oportunidade de trabalhar com CLAE no laboratério
de quimica orgdnica. Embora a andlise quantitativa esteja
envolvida, as discussdes foram dirigidas para vérios aspectos
nio-quantitativos do experimento. Entre os topicos discuti-
dos destacaram-se:

1. A utilizagdo de ultra-som para acelerar a reagdo de for-
magdo das 2,4 -dinitrofenilidrazonas.

2. Comparagdo da escala micro- e macro- na reagdo de deri-
vatizagdo. (Por que é necessdrio utilizar excesso de reagen-
te? Por que o produto nfo precipita?)
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3. Métodos de separagdo de hidrazonas (compostos organi-
cos) de solugdes aquosas. Comparagdo da separagdo utili-
zando microcolunas e extrago liquido-liquido.

4. Necessidade de conversdo dos aldeidos em hidrazonas.
(Outras reagGes de derivatizagdo podem ser utilizadas nesse
tipo de andlise?)

5. Comparagio de CLAE com métodos mais familiares
como cromatografia em papel, camada delgada e coluna.

6. Reagtes redox de ilcool e aldeidos (Que reagSes podem
levar a maior ou menor formagdo de aldeidos. Por que a
quantidade de formaldeido, em todas as amostras
analisadas, diminuiu com o envelhecimento da aguardente?)

CONCLUSOES

Além de oferecer a oportunidade de manipular um cro-
matografo, esse experimento motiva os estudantes no senti-
do de determinar se sua amostra de aguardente contém mais
ou menos aldeidos que a dos outros e se isso realmente faz
diferenca na qualidade da bebida. Também os estudantes
sdo motivados porque estdo utilizando uma metodologia
que foi desenvolvida por um grupo de pesquisa do departa-
mento (PUC-RJ) para a andlise de amostras ambientais
reais.
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