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RESUMO

Neste trabalho- é efectuada uma abordagem sobre ‘a actividade.carci-
nogénica do carbamato de etilo e dos seus mecanismos de carcmogemmdade

Faz-ge um:resumo das metodologias anahtlcas desenvolvidas para a
determinacfio dos halxos teores de carbamato de etilo normalmente encon-
‘trados ‘nas- bebidas alcodlicas, - referindo-se . a ‘contribuicio pe{gsoal dos
autores neste dominio. :

Dé-se conta também de algumas das dificuldades enfrentadas: pelo
controlo de qualidade face aos llmltes impostos pelas autorldades samtarlas
nos vinhos, nas’ aguardentes. e licores.

Palavras . chave:  Carbamato. de etilo, tox101dadc, carcinogemcldadc
metodologiag. analiticas, bebidas- alcotlicas. Sy i :

Key 'words: Ethyl carbamate, ‘toxicity, carcmovemmty, analytlcal Hie-
thodologies; alcoholic  beverages: : o

INTRODUCAO

Um relatério oficial publicado no Canadi, em 1985 pelo
Liquor Control Board of Ontario (LCBO), revelando que um
consideravel ntimero de amostras de diversas bebidas alcodlicas
 apresentava teores particularmente elevados . de carbamato de
etilo, veio criar embaracos aos produtores e exportadores destes
produtos. ‘

Neste relatério referia-se existirem teores de algumas cen-
tenas de pg/l em alguns vinhos generosos e teores da ordem
dos mg/l em certas aguardentes de frutos. Pelo facto do car-
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bamato de etilo ou uretano ser considerado potencialmente car-
cinogénico e mutagénico para o homem, geraram-se fortes
apreensOes e o problema foi alvo das atengbes de consideravel
nimero de investigadores e de diversas organizagSes com res-
“ponsabilidades na 4rea da satide plblica.

A ‘breve trecho, e tendo por base a dose de ingestdo di4ria
aceitavel (ADI) para o homem de 0,3 ug/kg/dia e os diferentes
niveis de consumo das diversas bebidas alcoélicas, os produtores
viram-se confrontados com a imposicio de limites maximos nos
seus produtos, designadamente, de 30 pug/l; 100ug/1, 150 pg/1
e de 400 pm/]1 nos vinhos de mesa, nos vinhos generosos, nas
aguardentes vinicas e whiskies e nas aguardentes de frutos e
licores, respectivamente,

~A .data ‘ndo havia descrigéo de métodos analiticos com
suficiente sensibilidade para o doseamento do composto que
pudessem ser utilizados em rotina pela generalidade dos labo-
ratérios enolégicos. Eram também escassos os dados relativos
a 6figem e formagé',o da substancia. Por isso, as possibilidades
dos produtores de bebidas alcodlicas respeitarem os limites
impostos tornou-se inicialmente dificil. ,

Aquele relatério teve, contudo, o grande mérito de despertar
a comunidade cientifica para a realizacdio dos trabalhos que
urgia realizar. Os estudos sucederam- -Se em varias vertentes e,
em consequéncia disso, muitos foram 08. avancos conseguidos,
embora o tema esteja longe de ser esgotado.

~ Neste trabalho que apresentamos (i) faz-se uma aborda-
gem da probleméitica carcinogenética do carbamato de etilo,
(ii) -apresentam-seas ‘metodologias analiticas ‘opecionais desen-
volvidas até ao presente com a sensibilidade requerida para os
niveis em que este produto ¢é permitido nas bebidas alcodlicas
e (iii) da-se conta de algumas das dificuldades com - que se
.debateram os produtores e o0s responsiveis do controlo de
qualidade para a correcta deteccdo dos reduzidos niveis que
;foram impostos e também do caminho percorrldo para ag superar.

.CAR‘CINOGECIDADE,’DO CARBAMATO DE ETILO

A actividade carcinogénica do carbamato de etilo V'fc')i re;éo-
nhecida pela primeira vez por Nettleship et al. (1943). Estes
Autores, ao depararem com uma incidéncia anormalmente ele-
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vada de cancros do pulmfo em cobaias utilizados em ensaios
laboratomals, vieram a concluir que a causa estava no carbamato
de etilo que usavam como anestésico. Desde entfo, inumeros
trabalhos experimentais foram dedicados a elucidar os meca-
nismos dessa actividade (Para revisfo exaustiva ver Mirvish,
1968, TARC, 1974 e Schlatter e Lutz, 1990).

Os resultados obtidos mostraram tratar-se de uma subs-
tancia carcinogénica em ratos, cobaios e hamsters, ap6s admi-
nistracdo por via oral, subcutdnea, intraperitoneal ou por ina-
lagdo. B susceptivel de induzir, entre outros, - carcinomas do
pulméo, hepatomas, carcinomas mamarios, linfomas, melanomas
e tumores vasculares. O carbamato de etilo manifesta ainda
uma accdo potenciadora dos efeitos leucogénicos das radiacdes X.
A actividade carcinogénica manifesta-se apés a administracfio
de uma tnica dose. Segundo Schlatter e Lutz (1990), uma inci-
déncia de tumores de 40 a 100% é tipica, em cobaios, ap6s
administracio, na agua de beblda,y de 100 a 1090 mg. de carba-
mato de etilo/kg de peso corporal/dia, dependendo da duragio
do tratamento. Experiéncias realizadas com doses mais pequenas,
através das quais é possivel fazer com maior rigor extrapolacdes
para o género humano, demonstraram uma correlacio signifi-
cativa entre a dose e a incidéncia de tumores, sendo estes pre-
dominantes no. figado (ratos e cobaios), no pulmio (cobaios
apenas) e ainda na glandula maméria (ratos e cobaios fémeas)
(Schmihl et al., 1977, Dahl et al., 1980). Os cobaios recém-
-nascidos sdo mais susceptiveis & inducfo de cancro do que
0s cobaios adultos. L

A semelhanga de muitos outros compostos, o earbamato de
etilo parece exercer o seu efeito carcmogemco pela formacéo
de aductos com alguns componentes celulares, nomeadamente
com 4cidos nucleicos e proteinas (Miller e Miller, 1983) (oF pro-
cesso requer, geralmente, a activacio metabdlica «in vivos do
composto em causa, da qual resulta a formagao de derivados
electrofilicos (agentes carcinogénicos finais), capazes'de formar
ligagOes covalentes com atomos nucleofilicos de azoto, oxigénio
e enxofre dos residuos purinicos e pirimidinicos dos 4cidos
nucleicos e dos residuos de aminoicidos das protefnas.

O mecanismo quimico envolvido na - activacio do carbamato
de etilo até ‘4 sua forma carcinogénica final tem sido dificil de
elucidar. :Os {ltimos. estudos (Guenguerich et al., 1991 e Guen-
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‘guerich e Kim, 1991) apontam para a ocorréncia de uma dupla
oxidacdo, inicialmente a carbamato de vinilo e, em seguida, a
carbamato de epoxietilo, actuando este como agente carcino-
génico final, segundo o esquema:

N - f il
CH; CHy O CNH, - === CHy== CHO CNH, = Q{Z /CH 0 CNHj;,
‘ (6]

- Os teores mais elevados de aductos com o DNA séo siste-
maticamente obtidos no figado, seguindo-se o pulméo. O nivel
de formagao desses aducos, tendo em - atencfo as doses admi-
n1stradas, coloca o carbamato de etilo entre o grupo de agentes
'carcmogemcos hepatotoxmos moderadamente = potentes, ' com
uma poténcia carcmogemca 100 a 1000 vezes inferior & da
aflatoxina Bl (Schlatter e Lutz, 1990).

A possivél influéncia da administracio conjunta de -etanol
no metabolismo e na actividade carcinogénica do carbamato
de etilo nfo esti ainda elucidada, havendo resultados contra-
‘ditérios quanto & mesma. No caso do vinho, foi sugerida a
possibilidade de o mesmo conter componentes, para além do
‘etanol, capazes de desempenhar um papel de inibicdo do desen-
volvimento de tumores. Serd4 o caso, entre outros, do 4cido
cafeico e do 4cido fertilico (Stoewsand et al., 1991).

METODOLOGIAS ANALITICAS UTILIZADAS NO DOSEAMENTO
. DO CARBAMATO DE ETILO NAS BEBIDAS ALCOOLICAS

‘A quantificacdo de pequenos teores de carbamato de etilo
em - bebidas aleodlicas foi feita pela primeira vez por Lofroth
e Gejvall (1971). Para o efeito, os dutores utilizaram um método
de diluicdo = isotdpica a partir de pirocarbonato :de - etilo
«marcado» com fritium. Os resultados obtidos vieram poste-
riormente: a revelar-se incorrectos, cerca de dez a cem vezes
‘superiores-acs obtidos por Fischer (1972) em idénticas condicoes.

Walker et al. (1974) foram os primeiros a desenvolver um
método de. cromatografia gasosa para o doseamento do com-
posto em vinhos. O métedo requeria uma grande quantidade
de amostra (250ml) ¢ um complexo e moroso processo de
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extraccio. Fazia uso de uma coluna de enchimento polar e de
um detector de conductividade electrolitica de: Coulson. (CECD};
permitindo -a deteccdo de quantidades de carbamato de- etilo
da ordem dos 100 pg/l, com uma percentagem de recuperacio
de 80 a 100%. A mesma metodologia, com ligeiras modifica-
cbes, permitin a Ough (1976) a deteccdo em amostras dé vinho
de teores da ordem dos 10ug/l, com uma recuperacio medla
de 66,5%.

. Desde entlo; a cromatografia gasosa tem sido cons1derada
como a técnica de eleicdo para a andlise do composto. Iremos
fazer, de seguida, uma analise critica das diferentes metodo-
logias propostas pelos varios autores (apresentadas em resumo
no Quadro 1), tendo em atencio as trés etapas distintas do
processo: extracgdo, separacio cromatografica e deteccio/quan-
tificagio. Em separado, serfo analisados os métodos que pro-
pdem a anilise do composto apds um processo’ prevm de den-
vatizagdo. ;

Processos de extrac¢do

J

Como ge pode observar no Quadro 1, apenas um pequendj
ntmero de trabalhos relativos & andlise de bebidas alcodlicas’
destiladas com teores de carbamato de etilo relativamente
elevados (da ordem das centenas de pg/l), refere a possibi-lié
dade de injecgio directa das amostras no cromatégrafo gasoso.
Todas as outras metodologias propostas incluem um processo
. prévio de extracgio. O objectivo fundamental é o de promover
a eliminacdo de compostos indesejaveis presentes nas amostras,
designadamente daqueles que sfo susceptiveis de perturbar o
processo de separacio cromatografica. Simultaneamente, torna-se
‘ possivel uma concentracdo do composto, com os obv1os benefmlos
dai ‘decorrentes.

O processo de extracclo pode ser executado em 1 fase 11quida,
com a utilizacdo de um solvente orginico adequado, ou em
fase s6lida, através da passagem por colunas apropriadas, do
 tipo «Bxtreluts, «Chemelut» ou «Ilorisily, seguida de eluicio
por um solvente. Os processos em fagse solida, além de permi-
tirem uma melhor separagiio de potenciais interferentes, apre-
sentam a vantagem de evitar a formacdo de emulsdes, fenémeno
_ que ocorre com frequéncia quando a extraccio é feita. apenas
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em fase liquida. Em contrapartida, apresentam geralmente
rendimentos inferiores e baixos niveis de reprodutlblhdade

Em qualquer dos casos; -0 solvente malis utilizado é o diclo-
rometano, havendo também referéncias ao uso de cloroférmio,
éter etilico, acetona e outros. As quantidades de amostra utili-
zadas sdo, ém regra, de 10 a 25 ml, havendo autores que propbem
a sua prévia diluicdo com é&gua de forma a diminuir e, ao
mesmo tempo, uniformizar os respectivos teores em etanol.

Dado que a solubilidade do carbamato de etilo é maior em
agua do que em qualquer dos solventes referidos, é comum a
utilizacfo de um sal para saturar a fase aquosa e promover
dessa forma o fenémeno de «salting-outs. Regra geral, utiliza-se
cloreto de sédio, cloreto de potéssio ou sulfato de sédio anidros.
0 processo envolve ainda, geralmente, uma prévia neutralizacdo
ou ligeira alcalinizacdo da amostra, proposta por Joe et al. (1977).
Dessa forma evita-se a passagem de: acidos para o extracto e
diminui-se a possibilidade de formacao de emulsfes, extrema-
mentc prejudiciais para a rentabilidade do processo. A alcali-
mzagao exagerada da amostra deve ser evitada pois pode pro-
vocar a  hidrélise do composto (Zimmerli e Schlatter, 1991).
Alguns autores utilizam um processo de pré ou péds-extraccio
com pentano para remover possiveis compostos . interferentes
de caracterlstmas apolares. A centrifugacio & também, por
vezes utilizada para a separacio das fases, nomeadamente
quando 0 processo de extracgfio é feito apenas com solventes.

Em virtude das més propriedades cromatograficas dos sol-
vente utilizados (baixo ponto de ebuligio, poder de dissolucdo
da fase estacionaria normalmente usada e, no caso do dicloro- -
metano, incompatibilidade com alguns detectores utilizados), é
habitual proceder-se & transferéncia do extracto obtido para
um outro solvente mais apropriado. Acetato de etilo e hexano
sd30' 08 mais utilizados, com predominincia para o primeiro.
Nessa’ operacéo, deve sempre evitar-se a concentracfo do extracto
até’ a secura, dada a possibilidade de haver perdas de carbamato
de etilo por sublimagio (Clegg e Frank, 1988).

'O rendimento médio dos diversos processos - de extracgdo
depende néo apenas do processo em si, mas também de factores
diversos comio o tipo de bebida alcodlica sujeita a anAlise e o
major ou menor teor do carbamato de etilo presente. Situa-se,
em regra, acima dos 60%, sendo normalmente corrigido pela
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utilizacdo de um padréo interno adequado, sempre que se pre-
tende fazer uma determinacio quantitativa.

Um aspecto que nos parece importante salientar diz respeito
& necessidade . de ‘usar de alguns cuidados especiais na-conser-
vagio e ho manuseamento dag amostras, de modo a evitar a
alteracio das quantidades de carbamato de etilo presente nas
mesmas, no - decurso- do - préprio’ processo analitico. Esses cui-
dados decorrem dos conhecimentos actuais acerca da formacéo
do composto, nomeadamente da acgio precursora da ureia e de
alguns compostos cianidricos e do importante papel desem-
penhado no processo pelo calor e pela luz, respectivamente.

No caso dos vinhos e, em especial, naqueles gue apresentem
significativos teores residuaig de ureia ¢é indispensavel evitar
a - utilizacdo de temperaturas superiores a 30-40° C. Tal facto
implica a observacio de cuidados especiais em todo o processo
de -extraccio do composto, ~designadamente na: fase de. con-
centracdo dos- extractos obtidos por evaporacio do solvente.
A destilacio prévia da amostra, utilizada no sentido de reduzir -
a quantidade de etanol presente, €, também, totalmente desa-
congelhada, como foi provado .por ui-trabalho de Funch e
Lishjerg (1988), em que os autores obtiveram em todas as
amostras analisadas teores anormalmente elevados de carba-
mato - de etilo. ‘

Nas- bebidas alcodlicas ‘destiladas, nomeadamente naquelas
obtidas a partir de produtos ricos em compostos cianidricos e
cuja elaboracio tenha sido recente, a concentracdo de carba-
mato de ‘etilo pode ‘aumentar  drasticamente  depois de-uma
exposicdo: prolongada a  luz; devendo, portanto, operar-se -na
auséncia desta. » ‘ :

Processos de separacdo. cromatogrdfica

Existe uma grande uniformidade no que respeita aos. pro-
cesgos propostos para a separacio cromatografica do carba-
mato de etilo nos extractos obtidos. A quase totalidade dos
métodos propostos desde 1986 referem o uso de colunag eapilares
com fase estaciondria de caracteristicas polares, do tipo pohe-
tilenoglicol .(Carbowax 20 M; DB Wax 52; etc.).

No que respeita & escolha dos - diversos parimetros da,"j
colunas utilizadas, um bom" compromisso. entre a capacidade de
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separagfo necessaria e a realizacdo da anilise em tempo Gtil
é normalmente conseguido pelo uso de colunas com 30 metros
d‘ekcomprimento (ou mais, no caso de -se utilizar a deteccdo
por espectrometria de massa), 0,25-0,32 milimetros de didmetro
interno e 0,25-0,50 microns de espessura de fase. As tempera-
turas indicadas para o injector sio de 200-220° C e os programas
de temperatura tém inicio a valores de 60-100°C, subindo gra-
dualmente, de forma linear ou por patamares, até & tempe-
ratura - do injector.

Processos de detecgdo e quantificagdo

"Est‘io propostos  diversos detectores para a deteccdo e
guantificacdo do carbamato de etilo- presente. nos extractos
sujeitos a analise. O mais utilizado de todos é o espectrémetro
de massa (sistemas combinados de cromatografia gasosa —
espectrometma de massa) a funcionar em modo de monitorizacdo -
selectlva de ifes. T -considerado como  detector de - referéncia,
sendo usado quer como detetctor priméario quer na confirmagcio
de resultados obtidos com outros detectores. Destes os mais
utilizados sio os detectores de condutividade electrolitica de
Hall (HECD), de energia térmica (TEA) e termoidnico de
azoto/fosforo. (NPD). A sua caracteristica comum reside na
possibilidade de operar com selectividade para compostos azo-
tados. Existe ainda referénecia 3 utilizagio do detector de ioni-
zacdo de chama (FID), mas apenas em determinadas condicSes
especificas [utilizacso de duas colunas de diferentes polaridades
(V. Ingen et al., 1987) e anilise do composto apés demvatlzagao
(Kobayashi et al 1987) 7. .

A opgao generahzada por detectores selectivos deve-se: &
extrema complexidade composicional apresentada por certos
extractos, em especial quando se trata de vinhos, aliada as
diminutas concentracbes em que o composto se encontra nor-
malmente presente. Um' composto em particular, o succinato
de etilo, perturba de forma partlcularmente grave a separagao
do carbamato de etilo, apresentando sempre, independentemente
do programa de temperatura utilizado, um tempo de retencdo
muito semelhante. Apenas a utilizacio de detectores 1ncapazes'
de responder & presenca de succinato de etilo, torna possivel
uma analise rigorosa do carbamato de etilo.
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Dos detectores citados, o Gnico a apresentar caracteristicas
de facil manuseamento e custos relativamente baixos é o
detector termoidnico de azoto/fésforo. O seu uso, contudo, res-
tringe-se praticamente & determinacfio de carbamato de etilo
em aguardentes e outras bebidas alcodlicas destiladas. Em vinhos,
o8 resultados obtidos sdo pouco "crediveis, sendo necessaria ‘a
sua confirmacdo por outros detecbores (Zimmerli e Schla‘cter
1991) :

O detector de condut1v1dade electrohtlca de Hall e o detector
de energia térmica a operarem em modo de azoto apresentam,
por seu lado, melhores caracteristicas de sensibilidade, permi-‘
tindo a obtencdo de limites de deteccio mais baixos com idén-
ticos processos . de extracgao O seu manuseamento, todavia,
apresenta grandes dlflculdades, gsendo dificil a manutencdo con-
tinuada do detector em condicGes optimizadas. Apresentam,
além disso, um custo elevado. Estes factos levam a que o seu
uso se restrinja a um reduzido niimero de autores.

Neste contexto, os espectrometros de massa, a operar em
modo de-monitorizacio selectiva de ides, surgem como os detec-
tores de eleicio para -este tipo de anilise. INdo obstante apre-
sentarem, igualmente, alguns dos inconvenientes atras referidos
(alto custo, dificuldades de reprodutibilidade para teores muito
pequenos, dificuldades na manutencio de condigbes optimizadas
de detecgio), as suas caracteristicas Unicas de selectividade
tornam possivel o estabelecimento de protocolos analiticos rela-
tivamente simples, com limites de deteccéio da ordem de 1-10 pug/1 -
nas amostras sujeitas a andlise. Foi esta, também, a opcio que
seguimos no desenvolvimento da metodologia aplicada nos
nossos estudos sobre a formacdo de carbamato de etilo em
vinhos da Madeira (Ferreira e Fernandes, 1992).

.Como ge pode observar na figura 1, o espectro de massa do
carbamato de etilo obtido por impacto electrénico apresenta como:
i0es mais abundantes os correspondentes a fragmentos de rela-
¢d0 massa/carga 44, 45, 62 e T4. De todos, o finico susceptivel -
de poder-ser-utilizado: com 8xito na quantificacio é o ido m/z 62,
nao s6 pela sua grande intensidade como também por estar sujeito
a menos interferéncias. A sua formacdo é resultante de uma
reaccao de rearranjo do- tipo «McLafferty -+ 1, ilustrada 'na
figura 2. Os ibes m/z 44 e m/z 45 ndo sdo de grande utilidade
para ' diagnosticar a. presenca de carbamato de etilo devido &
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Fig. 1-— Hspectro de massa do carbamato de étilo obtido por impacto
electrénico. (70 eV).

Electron impact (70 eV) mass spectrum of ethyl carbamate.

falta de especificidade provocada por interferéncias do ruido
de fundo cromatograflco (CO;, por exemplo). O ido m/z 74, por
seu lado, é comum & maioria dos ésteres alquilicos, fazendo
parte do espectro de massa do succinato de etilo, o que também
o torna de pouca utilidade. Fmalmente, 0 i30 m/z 89, que corres-
ponde a0 ido molecular do composto, ‘tem uma 1ntens1dade
demasiado baixa.

Técnicas adicionais de espectrometria de massa, como a
ionizagio quimica, com metano ou isobutano, a monitorizacdo
selectiva de ifes em alta resoluciio e a combinacio espectro-
metria de magsa/espectrometria de massa (MS/MS) estio tam-
bém descritas, nio apresentando, todavia, vantagens muito evi-
dentes em relacfo A téenica convencional. Os limites de detecedo
ligeiramente mais baixos dessa forma obtidos nfio compensam,
em regra, as dificuldades acrescidas na realizacio da andlise
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Fig. 2 — Formacio do fragmento m/z 62 a partir da. molécula
de carbamato de etilo por rearranjo do tipo «McLafferty + 1».

«McLafferty -1y rearrangement.. for ethyl - corbamate  with
formation of the. m/z 62 fragment,

e 0 aumento de custos inerente. Uma optimizacio de alguns
~desses métodos talvez seja, contudo, ainda possivel.

A quantificacdo de carbamato de etilo € feita geralmente
com o auxilio de um padrfo interno, adicionado a amostra no
inicio do processo. De entre as diversas substincias propostas
para desempenhar esse papel, predominam os diferentes ésteres



alquilicos do 4cido carbimico, estruturalmente analogos ao car-
bamato de etilo e com um comportamento quimico idéntico:
carbamatos de metilo, n-propilo, n- butilo e tert-butilo. Com
excepcio do primeiro, todos eles apresentam no seu espectro
de massa um Eragmemo mtenw de m/z 62, o gue é 1til quando
se utiliza o espectrémetro de massa como detector, pois evita
a necessidade de monitorizar mais um valor de massa. Um maior
rigor, todavia, é conseguido pela utilizacdo de carbamato de
etilo isotopicamente mareado (®C; e *N), como é proposto
por alguns autores. Este tipo de padrfio interno ndo pode ser
utilizado com outros detectores; dado apresentar 0 mesmo tempo
de retencio do composto. R

A utilizacdo de dois padrdes intemos, um adicionado a
amostra antes do processo de extraccfo é"-Outro adicionado ao
extracto obtido antes da sua anilise eromatogréfica, foi proposta
em trabalbo da nossa autoria, j4 anteriormente citado {Ferreira
¢ Fernandes, 1992). O uso do segundo padriio interno possibilita
o controlo-do funcionf\manto adequado da globalidade do sistema
cromatogrifico, nomeadamente do injector e do detector. Segundo
a nossa experiéneia, é possivel dessa forma um maijor rigor na
quantificagio das pequenas quantidades de carbamato de. etilo
normalmente presentes em vinhos.

Os limites de deteccio apresentados pelos varios autores
situam-se geralmente entre 1 e 20 ug/l, variando de acordo com
o tipo de bebida analisada. A sua determinagio rigorosa é dificil,
em virtude do facto, ja apontado de ser geralmente dificil a
manutengio das condigles dptimas de deteccio.

Frocessos de derivatizacdo

Tendo em vista a obtencio de uma maior sensibilidade na
resposta e, fundamentalmente, uma melhor separa¢io cromato-
grafica, foram feitas algumas tentativas de analisar o carba-
mato de etilo apés derivatizacio quimica.

Como agentes derivatizantes foram- propostos, sucessiva-
mente, anidrido trifluorcacético (Walker et aol., 1974), ‘iodeto
de potéssio na presenga de hidreto de sédio (Bailey et al., 1986),
N, N-dimetilformamida-dimetilacetal (Kobayashi et al., 1987) e
xantidrol (Giachetti et al., 1991) que originam a formagcdo, res-
pectivamente, dos derivados N-triflucracetilado, N, N-dimetilado,
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N, N-metilenodimetilaminado e =xantidrilico do carbamato de
etilo, de acordo com o esquema seguinte:

[ g n- 1

¢ i
0 cHy M op o, 0O NeCHy),

.
CH; (I, O CNH, + G
CH; CH, O C N==CH N(CH),

(CH;0), CH N(CHy),

i
CH; CH, O C NH

m Lf@@

De todos os processos de derivatizag@o propostos, é o hltimo,
correspondente 3 utilizacio de xantidrol, o que parece apresentar
maiores potencialidades. Segundo os autores, a reaccio revelou-se
facil de executar, tendo os rendimentos obtidos sido superiores
a 95 %, tanto para o carbamato de etilo como para o carbamato
de metilo, utilizado como padrio interno. Os derivados formados
apresentaram boas caracteristicas cromatograficas, designada-
mente no que respeita a sua estabilidade térmica, o que aliado
a uma certa lipoficidade dos mesmos permitiu o uso de colunas
cromatografma“ de caradcter apolar, com as vantagens - dai
decorrentes: possibilidade de utilizacio de temperaturas mais
elevadas e, em consequéncia, tempos ‘de anilise mais curtos;
menores problemas com a estabilidade da coluna: ruido de fundo
menos - intenso. O limite de detecgdo observado na analise de
aguardentes foi de 1pg/l, com um sistema de cromatografia
gasosa/espectrometria 'de massa. a operar .em. monitorizacdo
selectiva de iGes. Com um detector termoidnico de azoto-fésforo,
apresentou-se um pouco mais elevado, mas permltmdo, mesmo
assim, ‘uma quanmfmagao rigorosa.

CONCLUSGES

Dos estudos de carcinogenicidade realizados até ao presente
e que sdo do nosso conhecimento, pode concluir-se que o car-
bamato de etilo se revelou como hepatocarcinogénico moderado
~para os animais de laboratério.em que foi ensaiado. Porém,
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nio havendo ensaios epidemiolégicos no homem comprovativos
da carcinogenicidade ‘do vinho ndo é licito extrapolar para o
homem o efeito observado nos animais de laboratdrio. Acresce
ainda que o alcool e outros constituintes presentes no vinho
poderdo desempenhar um efeito inibitério' dessa acglio carcino-
génica do carbamato de etilo.

Da stimula que apresentamos e de acordo com a nossa
experiéncia podemos afirmar que para que os resultados da
analise de carbamato de etilo em bebidas alcodlicas sejam cre-
diveis nos niveis em que normalmente o composto se encontra
presente, & requerida larga experiénecia e bom dominio das
técnicas de extracgdo, de purificaciio e de cromatografia gasosa.

Parece-nos ser de recomendar a metodologia que usa a cro-
matografia gasosa com detector de espectrometria de massa
a operar em modo de monitorizacdo selectiva de ides, com a
utilizacho de dois padrbes internos, um adicionado ‘& amostra
antes do processo de extracglo e outro adicionado ao extracto
destinado & anilise cromatogrifica.
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RESUME

Difficultées dans Pévaluation de la carcifiogenicité dans la determination’
du carbamate d’éthyle dans:les boissons alcooliques

Dans ce travail on fait une description de l'activité carcinogénique
du carbamate d’éthyle et de ses mécanismes d’action.

On présent un résumé des méthodologies analitiques devellopées pour
le ‘dosage: des basses teneurs de carbamate d’éthyle qui sont d’habitude
présentes dans les diverses :bolssons alcooliques, en faisant reference &
lacontribution personnel des auteurs dans ce domaine. ‘

On fait référence aussi aux difficultés de I'analyste en face :des
limites imposées par les autorités sanitaires dans les vins, les eaux-de-vie
de vin- et ‘les-eaux-de-vie de fruits. ‘ ’
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SUMMARY

Dxffmultles on carcinogenicity evaluatlon .and ethyl carbamate
determination in alcohelic beverages

. In this.paper:an abbreviated deccription of carcinogenicity - activity
of ethyl carbamate and its mechanisms is presented. .

A gummary is-made-of the analytical methodologies which have been i
developed for the  determination: of the ethyl carbamate levels usually
found “in. alcoholic beverages 1effer1ng to. personal co,ntmbutmns of the
authors in- this field.. - . .

Algo outlined: are some dlffmultles faced by the quahty control wlth
the ethyl carbamate limitation in the limits established by hea.lth autorities

for wines, spirits and: ligquors.
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