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RESUMEN

El carbamato de etilo (CE) de férmula quimica H-NCOOC,Hs5 es también denominado
uretano, es € éster etilico del &cido carbamico y aunque se conoce su potencial
carcinogénico en animales de experimentacion, la informacion en humanos todavia
puede considerarse insuficiente, 1o que incrementa y justifica € interés de su
investigacion.

Para la determinacion analitica del CE se han propuesto varias metodologias, la mayoria
de élas con e uso de GC por € caréacter volatil del analito, acoplada a diferentes
detectores como e espectrometro de masas - CG-EM, deteccion selectiva para
nitrogeno/fosforo, detector eectrolitico de conductividad de Hall, detector de Infra-rojo
por transformada de Fourier, y deteccién por luminiscencia. El detector de masas
acoplado a cromatégrafo de gases (CG-EM) ha sido preferido por ser selectivo, rapido,
y no requiere de purificacion y extraccion de la muestra, en algunos casos se utiliza la
microextraccion en fase sdlida (SPME) con diferentes tipos de fibras como método de
tratamiento de la muestra. Se han reportado estas determinaciones para matrices muy
variadas de vinos, grapas, aguardientes, saque entre otros.

El Comité Codex de la FAO/OMS sobre aditivos alimentarios y contaminantes
estableci6 limite maximo para la presencia de carbamato en |as bebidas fermentadas y
destiladas.

Copyright © 2014. Este es un articulo de acceso abierto, lo que permite su uso ilimitado, distribucién y
reproduccién en cualguier medio, siempre gue la obra origina sea debidamente citada.
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Teniendo en cuenta € rigor con e que se esta trabagjando internacionalmente nos
proponemos desarrollar e método analitico para la determinacion de este analito en
nuestras condiciones, con lafinalidad de controlar los niveles de CE en los parametros
reglamentados.

Palabras clave: bebidas alcohdlicas, carbamato de etilo, cromatografia gaseosa-
espectrometria de masas, microextraccion en fase solida (SPME)

ABSTRACT

Ethyl carbamate (CE), aso known as carbamic acid ethyl ester or urethane
(HoNCOOC;Hs), is aknown genotoxic carcinogen in experimentation of animals, that is
found in various acoholic beverages and the information in human can till be
considered insufficient what increases and it justifies the interest of its investigation.
Many anaytical techniques have been developed for the determination and
guantification of EC, most of them with the use of GC for the volatile character of the
sample such as GC-flame ionization detection (FID), GC- mass spectrometry, GC
thermionic specific (NPD), GC- Hall electrolytic conductivity detector (HECD), Fourier
transform infrared (FTIR), and fluorescence detector (FLD) coupled high performance
liquid chromatography. Mass spectrometer detector combined to gas Chromatography
(CG-MS) isthe most used of them because it is selective, quick, and it doesn't require of
purification and extraction of the sample, solid —phase microextration (SPME) with
different kind of fibber is a technique used for sample treatment. These determinations
have been reported in different matricesin wines, liquors, spirits, grape and others.
The Committee Codex of the FAO/WHO has more than enough aimentary
preservatives and pollutants that it established maximum limit for the carbamate
presence in beverages and spirit.

Internationally many researchers are working in these topics. That is way our work will
try to develop the analytic method for the determination of EC in our conditions, with
the purpose of control the levelsin the regulated parameters.

Key words. acoholic beverages, ethyl carbamate, Gas Chromatography-Mass
Spectrometric, solid —phase microextration (SPME)

1. INTRODUCCION

Los congéneres son sustancias volétiles formadas junto a etanol durante la
fermentacion de las bebidas espirituosas.

El andlisis completo es muy complgo y pueden clasificarse atendiendo a su
concentracion en:

1.-Volétiles mayoritarios. Aquellos que se encuentran en concentraciones suficientes
para ser detectados por inyeccion directa en un cromatografo gaseoso. Su concentracion
minimavariade 0.5 a5 mg/litro.

2.-Volatiles minoritarios. Aquellos cuya concentracion habitual es inferior a rango de
0.5 - 5.0 mg/litro y deben ser concentrados antes de realizar € analisis por CG. Salvo
casos especiales e detector de eleccion es el de ionizacion por [lamade hidrogeno (FID)
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Por ser sustancias volétiles la técnica de andlisis méas indicada es la cromatografia de
gases, porque es capaz de proporcionar muy buenas separaciones (incluso isomeros),
ademas de ser la que més compuestos determina por unidad de tiempo, Dierksmeier,
(2005).

Las bebidas destiladas presentan diversos congéneres volétiles a los que se le atribuye
gran importancia en el aromay la calidad de las mismas. Estos pueden ser detectados y
cuantificados, para su control de calidad con andlisis que completan lainformacién para
la caracterizacion con descriptores quimicos que distinguen a los alcoholes,
aguardientes y rones.

Por otra parte la identificacion y cuantificacion del compuesto con actividad
carcinogénica como € carbamato de etilo (C.E.) o € metanol que en dtas
concentraciones es altamente toxico ha conducido a numerosos estudios para entender
mejor su formacion y buscar soluciones para eliminarlos o reducir su contenido, Blanco
., (2008)

Dada la importancia que tiene €l estudio del carbamato de etilo en bebidas alcohdlicas,
presentamos en este trabajo una resefia bibliografica sobre |a literatura publicada que se
refiere a los mecanismos de formacion y a los métodos analiticos utilizados en la
identificacion y cuantificacion de este compuesto en bebidas alcohdlicas y alimentos
fermentados de ato consumo a escala mundial; teniendo como perspectiva futura e
desarrollo del método analitico para la determinacion de este analito en nuestras
condiciones, con la finaidad de mantener los niveles de CE en los parametros
reglamentados.

2. DESARROLLO

2.1 Caracteristicas del carbamato de etilo (CE)

El carbamato de etilo (CE) de formula quimica H,NCOOC;Hs es también denominado
uretano, es el éster etilico del &cido carbamico, es un solido cristalino de color blanco
que es soluble en agua, etanol y otros disolventes organicos. Afios atras se utilizo en e
campo de la medicina, como un agente antineoplasico y como un co-disolvente para
disolver analgésicos insolubles en agua, utilizados para € dolor post- operatorio y
aunque se conoce su potencial carcinogénico en animales de experimentacion, la
informacion en humanos todavia puede considerarse insuficiente, 1o que incrementa y
justifica el interés de su investigacion.

Su presencia es indeseable en alimentos, aunque € mismo no contribuye de forma
negativa en sus propiedades sensoriales

La composicion de C.E en bebidas es muy variable, pues su formaciéon puede ser
intensificada o inhibida en funcion de las practicas de produccion de estos productos,
depende de las materias primas, condiciones de fermentacion, destilacion y por ultimo
de su almacenamiento. El mecanismo de formacion de ésta sustancia en bebidas no esta
completamente definido.

La complgjidad de los materiales utilizados en su produccion propicia diferentes vias
para su formacion y estas generalmente se desarrollan por la reaccion entre el etanol y
precursores nitrogenados, como la urea, €l fosfato de carbamilo y los cianatos.
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2.2 Técnicas analiticas que detectan y cuantifican e CE

Parala determinacion andlitica del CE se han propuesto varias metodol ogias, la mayoria
de élas con € uso de GC por € carécter volatil del analito, acoplada a diferentes
detectores como € espectrometro de masas - CG-EM.

Detector electrolitico de conductividad de Hall, se describe por Conacher y
colaboradores en el que se reporta € uso del detector de conductividad electrolitica de
Hall y & uso de la cromatografia gaseosa con columna capilar.

La columna usada fue una DBWAX de 30m x 0.32mm d.i.; la determinacion se realizo
utilizando un programa de temperatura del horno que se inicia con una temperatura de
50°C, la cua se mantiene durante dos minutos, después aumenta hasta 140°C a
2°C/min. y se mantiene esta temperatura 10 min., nuevamente se aumenta a 20°C/min.
hasta 250°C y se mantiene 10 min. a esta temperatura.

Aylott en 1987 describi6 tres métodos de preparacion de las muestras segin la fuente de
la muestra y condicionado ademas a la sensibilidad de la deteccion cromatogréfica
empleada. El primer método que se describe se utiliza cuando |a deteccion se redliza
con €l detector especifico para nitrdgeno o con la deteccidén por espectrometria de
masas. El segundo es para detecciones por espectrometria de masas y el tercero para
muestras con mayor grado alcohdlico que seran detectadas por espectrometria de masas
(Aylott, 1987).

Canas en 1988 reportd un método simple y rapido para la determinacion de carbamato
de eilo utilizando cromatografia gaseosa usando como detector € analizador de
energia térmica en e modo nitrogeno (N/TEA). En este caso se realiza una extraccion
previa de la muestra por cromatografia de columna usando alimina activada y Cedlite
545 y se utiliza como eluyente e cloruro de metilo. Los limites de deteccion y
cuantificacion alcanzados por este método son de 1,5 y 3 ppb respectivamente (Canas,
1988).

Se han redlizado andlisis cromatograficos para identificacion y cuantificacion de
carbamato de etilo en un cromatégrafo de gases Shimadzu GC 17A acoplado a un
detector selectivo de masas Shimadzu modelo QP-5050A operado por € modo de
impacto electronico 70 eV con monitoreo del i6n selectivo m/z 62. Se utiliza una
columna cromatografica HP-FFAP (50m x 0,30mm x 0,2um) de fase estacionaria
polietilen glicol esterificado.

El programa de temperatura utilizado en e horno fue de 90°C (2 min.), elevar a
10°C/min. hasta 150°C (0 min.), posteriormente elevar 40°C/min. hasta 230°C (10min.).
Las temperaturas del inyector y de la interfase del detector fueron de 250 a 230°C,
respectivamente.

El volumen de inyeccion fue de 2,0 uL en el modo splitlessy €l gas portador helio con
un flujo de 1,5 mL/min.

Las muestras se analizaron sin tratamiento previo. Para la cuantificacion se utilizo €
método de adicion de patrén y para el cualitativo monitoreo del i6n m/z 62 y tiempo de
retencion. La confirmacion fue realizada por adiciones sucesivas de solucion patron,
observandose €l &reay simetria del pico

En lafigura 1 observamos e espectro de masas por impacto electronico con monitoreo
del i6n selectivo m/z 62 de carbamato de etilo, ademas en la (b) una solucién patrén de
0,8 mg/L de C.E. y en la(c) un cromatrograma de una de las muestras de aguardiente de
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cana analizada. Se confirma que por € monitoreo del i6n selectivo m/z 62, es posible
identificar y cuantificar e C.E. sin dificultad de que exista una co-elucion con otros
compuestos presentes en la muestras de aguardiente.
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Figura 1. Espectro de masas por impacto el ectronico con monitoreo del ion selectivo

Para la confirmacién de la presencia de carbamato de etilo en la muestra se usd la
deteccidon por un espectrometro de masas en e modo de impacto electronico. Los
limites de deteccién alcanzados por € detector de Hall fueron de 5 mg/kg y de 0.5
mg/kg para deteccion por espectrometria de masa.

Una metodologia analitica fue desarrollada por Perestrelo y colaboradores, (2010) con
SPME combinada con cromatografia de gases y espectrometria de masas de tiempo de
vuelo en 20 muestras de vinos fortificados.

Con detector de Infra-rojo por transformada de Fourier, y deteccién por luminiscencia,
Lachenmeier, D y colaboradores, (2011) desarrollaron un método para determinar CE
en bebidas a partir de frutas con semilla.

El método de deteccion por cromatografia liquida (LC) con detectores masa-masa
(EM/EM) combinando con la extraccion en fase solida (SPE) desarrollado por Philippus
y colaboradores (2011) se reporta como un método rapido, robusto y de procedimiento
simple, se lograron valores de recobrado de 94.5%, con limites de deteccion (LODs)
entre 0.25y 0.63 mu g l(-1) en las diferentes matrices.

Un estudio bibliogréfico realizado por Martinez y col, en el 2003 refiere los trabgjos,
realizados Ming-liang, Fu y colaboradores que desarrollaron un método para vino de
arroz por cromatografia de liquidos con deteccién de fluorescencia y Madrera y
colaboradores también utilizaron este detector en matriz de sidra; de Canas y
colaboradores nos presenta la determinacién de carbamato de etilo en bebidas
alcohdlicas y en salsa de soya por cromatografia gaseosa con deteccion selectiva de
masas (GC/EMYS). En este estudio realizado en 17 laboratorios se han aplicado las
siguientes técnicas:
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Las Columnas de extraccion en fase solida han sido usadas para la extraccion de
liquidos con cloruro de metileno.

La deteccion selectiva de masas ha comenzado a estar recientemente mas disponible a
pesar de su elevado costo, siendo ahora de esta manera € sistema de deteccion a elegir
parala cuantificacion y la confirmacion de laidentidad de carbamato de etilo. Los iones
gue aparecen a m/z 89, 74 y 62 son usados para la confirmacion de la presencia de
carbamato de etilo, principamente & Ultimo es el més reportado.

El CG-EM ha sido preferido por ser selectivo, rapido, y no requiere de purificacion y
extraccion de la muestra Se han reportado estas determinaciones para matrices muy
variadas de vinos, grapas, sidras, aguardientes, saque, entre otros.

En 1996 |la cromatografia de gases multidimensional ha sido empleada por Y aping. Las
muestras fueron analizadas usando como precolumna una columna capilar PEG-20M y
como columna principal una columna capilar OV-1. La deteccién se rediza por
espectrometria de masas utilizando dilucién isotépica y € método de ionizacién
quimica (Y aping, 1996).

Wang en 1997 redizd estudios para determinar e contenido de uretano en bebidas
alcohdlicas destiladas comerciales y obtuvo como resultado que las muestras analizadas
de bebidas no destiladas que contienen arroz como materia prima principal muestran los
mayores nivelesde uretano. Sin embargo no se detecto uretano en las bebidas donde las
uvas se utilizaron como material principal paralafermentacion (Wang, 1997).

José Carlos Baffa Janior y colaboradores en € 2011 con € fin de investigar la presencia
de carbamato de etilo en & vino y en las fracciones del proceso de destilacion
emplearon una cromatografia de gases acoplada a una espectrometria de masas.
Después de la fase de fermentacién, € vino mostré un contenido promedio de 122 mg/
L de carbamato de etilo y para las fracciones del proceso de destilacion: cabeza 59.7
mg/ L, corazon 52.1mg/L y cola 1.57mg/L. Los resultados demostraron que este método
es esencia para separar las fracciones del proceso de destilacion y para garantizar la
calidad del producto, con respecto a contenido de carbamato de etilo (José Carlos Baffa
Janior, 2011).

Entre los tratamientos de muestras se reporta €l uso de la extraccion en fase sdliday la
mi croextraccion.

La determinacion de CE en vinos de uvas utilizando microextraccion en fase solida con
fibras del tipo carbowax/divinylbenzeno (con 30 min de exposiciéon a 70 -C) utilizan
cloruro de sodio parafavorecer laocurrenciadel salting out a pH neutro

En otros casos se ha utilizado el sulfato de sodio anhidro con esta misma finalidad.
Fibras polietilen glicol/ aceite de silicona con grupos hidroxi para favorecer la
transportacion del CE a espacio de cabeza eliminar € efecto matriz fueron utilizadas
por Zhang Ying y colaboradores (2008)

En sus trabagjos Cardoso, A. M. utiliza fibras de carbono con &cido metacrilico-anilino
trietoxi silicona con un disefio factoria que incluye seleccion de pardmetros como
tiempo de extraccion, temperatura, concentracion de la sal, tiempo de desorciéon y pH.
Scollo D y Caol, (2011) siguiendo la metodologia oficial de la de la AOAC (2007),
realizaron determinaciones de C.E. en matrices de bebidas destiladas y saque utilizando
un cromatografo de gas marca Thermo modelo Trace GC Ultra, acoplado a detector
masico Thermo modelo DSQ-2Columna microbore BPX 70 de SGE, conteniendo 79%
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de ciano-propilpolifenilsiloxano, de carécter polar. Su longitud es de 30 metros x 0,25
mm de diametro interno y 0,25 um de espesor del film (fase estacionaria). Siguiendo las
especificaciones del método oficial AOAC, € CE tiene un tiempo de retencion
aproximadamente a los 15 minutos mientras que € estandar interno carbamato de
propilo esta aproximadamente alos 20 minutos.

Columnas spme de 50 mL Chem Elut de Varian, con un didmetro de particula de 80-
100 mesh (88%), 0,03-0,08 mesh (0,05%) presentando una saturacion del agua
absorbida en € rango 245-405%. Los estandares de carbamato de etilo o uretano y
carbamato de propilo son Sigma y tienen una pureza minima del 99% respectivamente
(TLCy GC).

2.3 Leyes que regulan las concentraciones de CE en bebidas

Actualmente por €l potencial carcinogénico del C.E. se ha incentivado |a introduccion
de métodos para reducir internacionalmente los limites del nivel de exposicién humana
a este compuesto. Estos métodos han tenido éxito y se ha demostrado en estudios
realizados en los EE.UU. (en algunas bebidas alcohdlicas), en € Reino Unido
(solamente en whisky), en Canada y Australia (en aimentos y bebidas) una marcada
disminucion de los niveles de C.E. en estos alimentos.

Ademas, en la salud publica de Canada, como uno de los métodos para disminuir los
niveles de consumo del C.E., se ha aprobado €l uso de una levadura genéticamente
modificada en la produccion de bebidas alcohdlicas fermentadas. Estas bebidas han
desplegado una marcada disminucion en e nivel del C.E. de hasta un 89%, (Health
Canada B, 2007).

El Comité Codex de la FAO/OMS sobre aditivos alimentarios y contaminantes
establecio en 1993 un maximo de referencia de 30 ppb en vinos de mesa. La legislacion
en los Estados Unidos regula su limite a un méximo de 15 ppb (US FDA, 2000) en las
bebidas fermentadas y destiladas su valor no debe ser superior a 125 ppb

Es su 64° reunion en febrero de 2005, e Comité Experto FAO/OMS en aditivos
alimentarios (JEFCA) consider6 especia atencién para € carbamato de etilo y elaboré
un informe en & que se aconsga garantizar las buenas practicas de elaboracion con €
objetivo de reducir e contenido en carbamato de etilo en bebidas acohdlicas (Food
Standards Agency, 2005)

2.4 Acciones preventivas a tener en cuenta durante las buenas practicas de
produccion para minimizar la formacion de carbamato de etilo.
1. Evitar excesivafertilizacion en los campos.
2. Monitorear €l nitrdgeno presente en los suelos.
3. No redizar cosechas recubiertas si conoce que los niveles de nitrogeno son
realmente altos en el suelo.
4. Ser consciente de la fuerte respuesta a nitrogeno que tienen los diferentes
cultivos y especialmente su existencia en las raices.
5. Monitorear €l nitrdgeno presente en los jugos.
No adicionar excesivos suplementos de nitrégeno de manerarutinaria.
7. No adicionar urea como suplemento de nitrogeno en los suel os.

o
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8. Las bacterias que se utilicen en la fermentacion deben haber sido bien
caracterizadas.

9. Unamayor fortificacion de los suelos puede agravar el problema de la excrecion
de ureapor lalevadura.

10. Monitorear los niveles de CE en los destilados.

11. No deben exponerse los destilados a elevadas temperaturas durante su
almacengje y transporte.

3. CONCLUSIONES

Se investigo la importancia y aplicabilidad de la cromatografia de gases acoplada a un
espectrometro de masa como herramienta Util en la determinacion y cuantificacion de
carbamato de etilo en aguardientes y bebidas destiladas en nuestro pais. La
microextracciéon en fase sdlida (SPME) para la preparacion de muestras, ofrece
alternativas muy novedosas y buenos resultados. Se encontraron métodos analiticos que
pueden ser utilizados en la determinacién y cuantificacion de carbamato de etilo.

La aplicacion de acciones preventivas durante las buenas précticas de produccién puede
ser factor determinante para minimizar la formacion de carbamato de etilo y mantener
los niveles en |os parametros reglamentados.

El desarrollo del método analitico para la determinacion de carbamato de etilo en
nuestras condiciones nos permitira tener una vision genera de las producciones de las
destilerias y roneras del grupo AZCUBA, principamente bebidas que tengas fines
exportables.
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