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ABSTRACT

Ethyl carbamate (EC) can be found in fermented products and alcoholic beverages. Tests on
animals show this compound is a multisite carcinogen. The International Agency for Research
on Cancer (IARC) classifies ethyl carbamate as a grour? 2A carcinogen. Due to its toxicity, ethyl
carbamate in food products can be hazardous to health. Ethyl carbamate can be formed durin
fermentation and storage, which involves the reaction between ethanol and carbamy
compounds. The main precursor for the formation of ethyl carbamate is arginine metabolism by
Saccharomyces cerevisiae and other lactic acid bacteria. Considering the toxicity of ethyl
carbamate, it is crucial to understand the formation pathway, prominent analytical and
monitoring techniques, mitigation practices and experimental methods to reduce EC. An effort
can be conducted to mitigate EC by modifying bacterial genes for fermentation, which can be an
applicable solution for the food industry.
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INTISARI
Etil karbamat (EK) dapat ditemukan pada produk hasil fermentasi dan minuman beralkohol. Uji
Eada hewan menunjukkan senyawa ini bersifat multisite karsinogen. International Agency for
esearch on Cancer (IARC) mengEoIongkan etil karbamat sebagai golongan 2A karsinogen.
Dikarenakan sifat toksisitasnya, keberadaan etil karbamat pada produk makanan dapat
membahayakan kesehatan. Etil karbamat dapat terbentuk saat proses fermentasi dan saat
penyimpanan dimana melibatkan reaksi antara etanol dan senyawa yang mengandung karbamil.
Prekursor utama pembentukan etil karbamat adalah hasil metabolisme arginin oleh
Saccharomyces cerevisiae dan bakteri asam laktat lainnya. Mempertimbangkan toksisitas etil
karbamat, maka ﬁ_entlng untuk mengetahui jalur pembentukan, pengembangan teknik analisis
dan monitoring, hingga praktik m]t!Eas! dan metode eksperimental untuk mereduksi EK. Salah
satu cara mitigasi EK adalah modifikasi gen bakteri untuk fermentasi yang dapat menjadi solusi
aplikatif bagi bidang industri pangan.

Kata kunci: etil karbamat; fermentasi; karsinogen; prekursor

PENDAHULUAN

Produk makanan dan minuman hasil
fermentasi dikonsumsi secara luas di seluruh
dunia. Fermentasi dari produk dilakukan oleh
mikroorganisme yang mampu menghasilkan
berbagai enzim, seperti protease, amilase, dan
lipase. Hasil dari proses fermentasi yang tidak
diinginkan adalah komponen toksik sebagai
hasil metabolisme dan reaksi sampingan

seperti etil karbamat. Etil karbamat (EC, CAS
No. 51-79-6) secara alami terbentuk selama
proses fermentasi atau saat penyimpanan
(IARC, 2007). Dikarenakan etil karbamat (EC)
dapat terbentuk dalam makanan dan minuman
selama reaksi yang terjadi selama pemrosesan
atau fermentasi makanan dan minuman, itu
dianggap sebagai kontaminan proses (Gowd,
2018).
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Beberapa tahun terakhir, kekhawatiran
akibat kandungan etil karbamat dalam produk
pangan  meningkat  dikarenakan  sifat
genoksisitas dan potensi karsinogeniknya
(Hashiguchi, et al., 2010). Pengujian pada
hewan yang diinjeksi dengan etil karbamat
meningkatkan  pertumbuhan  tumor dan
menyebabkan etil karbamat diklasifikasikan
menjadi golongan 2A karsinogen (IARC,
2007). Etil karbamat terbentuk karena adanya
reaksi antara urea (hasil metabolisme arginin)

dan etanol. Bakteri asam laktat dapat
mengkatalis ~ pembentukan  urea  lewat
metabolisme asam amino seperti arginin

ataupun metabolisme sitrulin (Arena, et al.,
1999).

U.S. Food and Drug Administration
(FDA), European Food Safety Agency (EFSA)
dan JECFA (Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives) telah
melaporkan keberadaan etil karbamat pada
berbagai jenis produk makanan dan
mengeluarkan  panduan mengenai  batas
maksimum yang diizinkan. Kekhawatiran
terhadap efek etil karbamat akibat konsumsi
produk hasil fermentasi dan alkohol menarik
perhatian dunia terhadap hubungannya dengan
kesehatan (WHO, 2006). Kandungan etil
karbamat selain menjadi ancaman bagi
kesehatan juga tantangan bagi industri pangan
yang memanfaatkan proses fermentasi. Oleh
karena itu, artikel ini membahas informasi
mengenai jalur pembentukan etil karbamat,
pengembangan teknik analisis kandungan etil
karbamat pada produk pangan, hingga cara
mengurangi kandungan etil karbamat dari
sebelum fermentasi dan saat fermentasi.

METODE

Kajian literatur disusun dengan
mempergunakan metode literature review
narrative. Langkah pertama adalah melakukan
pencarian sumber publikasi ilmiah dari
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Research  Gate, PubMed, Wiley dan
Sciencedirect. Kata kunci utama yang

digunakan adalah ethyl carbamate. Kata kunci
pendukung adalah urethane, kontaminan
proses, deteksi etil karbamat, dan degradasi etil
karbamat.  Dilanjutkan dengan membuat
ulasan abstrak dan isi artikel. Bilamana naskah
hanya memiliki kata kunci yang sesuai, tetapi
abstrak dan isi artikel tidak memenuhi tujuan
kajian literatur maka dilakukan exclude.
Temuan dari hasil artikel disintesis dan
dituangkan dalam kajian literatur.

PEMBAHASAN
Etil Karbamat

Urethane adalah nama generik dari
etil karbamat. Etil karbamat merupakan ester
dari  asam  karbamik = (NH.COOH).
International Agency for Research on Cancer
(IARC) menetapkan etil karbamat sebagai
golongan 2A (probably carcinogenic to
humans) dari sebelumnya yang termasuk
golongan 2B (possibly carcinogenic to
humans) (IARC, 2007). Etil karbamat adalah
salah satu dari enam zat dalam Internationally
Classified  Substance  Grouping yang
diprioritaskan  untuk  screening karena
diklasifikasikan oleh lembaga internasional
tertentu berpotensi membahayakan kesehatan
manusia (Environment and Climate Change
Canada Health Canada, 2016).

Dikarenakan bersifat karsinogenik
banyak negara mulai mengatur regulasi
terhadap kandungan etil karbamat pada
produk pangan. Standar etil karbamat yang
ditetapkan Kanada untuk wine adalah 30 ng/g
dan minuman terdistilasi sebesar 150 ng/g
didasarkan pada nilai konsumsi harian.
Amerika menerapkan standar maksimum 15
ng/g untuk wine dan minuman terdistilasi
sebesar 150 ng/g. Korea menerapkan
kandungan etil karbamat < 30 pg/kg untuk
wine dari anggur (Kim, et al., 2015).
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Gambar 1. Struktur Senyawa Etil Karbamat (urethane)

Sumber : National Center for Biotechnology Information (2022)
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Penilaian  skrining menunjukkan
bahwa adanya kemungkinan individu
terpapar etil karbamat melalui sumber

makanan, termasuk minuman beralkohol.
Paparan diet terhadap etil karbamat dalam
makanan fermentasi lainnya diperkirakan
lebih rendah daripada minuman beralkohol.
Pada tahun 2016, Environment and Climate
Change Canada and Health Canada (2016)
memeriksa paparan EK  menggunakan
simulasi Monte Carlo. Pada persentil ke-90
untuk pria dan wanita berusia > 19 tahun,
intake EK dari makanan diperkirakan
masing-masing sebesar 20,3 dan 20,0 ng/kg
bb per hari. Intake EK dari minuman
beralkohol untuk pria dan wanita berusia > 19
tahun diperkirakan masing-masing 106,0 dan
59,0 ng/kg bb per hari.

Estimasi JECFA (Joint FAO/WHO
Expert Committee on Food Additives)

Tabel 1. Sifat fisikokimia etil karbamat

menegaskan level BMDL 10 (Benchmark
Dose Lower Limit) etil karbamat adalah 0,3
mg/kg bb per hari dan rerata konsumsi etil
karbamat dari makanan = 15 ng/kg bb per
hari. Perhitungan ini didasarkan pada produk
pangan seperti roti, produk susu terfermentasi
dan kecap asin. Estimasi ini tidak berlaku
untuk minuman beralkohol, dengan rerata
konsumsi etil karbamatt pada minuman
beralkohol yang dapat mencapai 80 ng/kg
berat badan per hari (WHO, 2006).

Sifat fisikokimia etil karbamat

Etil karbamat merupakan kristal
kolumnar hampir tidak berbau dan tidak
berwarna, berbentuk seperti bubuk granular
pada suhu kamar. Larut dalam air, etanol,
serta pada berbagai pelarut organik. Sifat
fisikokimia etil karbonat dapat dilihat pada
Tabel 1.

Sifat fisikokimia

Etil Karbamat

Nama IUPAC Etil Karbamat

Bentuk Kristal kolumnar / bubuk granular putih

Rumus kimia NH2COOC2H5

Berat molekul 89,09 g/mol

Kelarutan air (1 g/0,5 mL), etanol (1 g/0,8 mL), kloroform (1 g/0,9 mL),
gliserol (1 g/2,5 mL), dan minyak zaitun (1 g/32 mL).

Suhu didih 182 — 184 °C

Suhu lebur 48 — 80 °C

Flash point 92°C

pH netral ketika dilarutkan

Sumber : National Center for Biotechnology Information, 2017
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Keberadaan Etil Karbamat pada Bahan
Pangan

Pembentukan etil karbamat dalam
minuman beralkohol dan makanan lain
tergantung pada prekursor kimia dan katalis
potensial yang tersedia dalam bahan baku
serta kondisi penyimpanan selama fermentasi
(misalnya, cahaya, suhu, pH dan durasi
waktui) (Environment and Climate Change
Canada Health Canada, 2016). Kandungan
etil karbamat ditemukan bervariasi pada tiap
produk hasil fermentasi seperti roti, yogurt,
saus kacang, pasta kedelai, dan kimchi (Kim,
et al., 2010) serta pada minuman beralkohol
seperti bir, wine, sake, vinegar dan anggur
beras Cina (Battaglia, et al., 1990;
Hashiguchi, et al., 2010). Konsentrasi etil
karbamat terbesar ditemukan pada hasil
derivat dari buah berbiji pada spesies Prunus
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L. (Rosaceae) seperti ceri, buah plum, plum
kuning, dan aprikot (Battaglia, et al., 1990;
Lachenmeier, et al., 2005).

Berbagai hasil penelitian menunjukkan
bahwa makanan yang diproduksi dengan
melibatkan fermentasi ragi jauh lebih
mungkin mengandung EC daripada yang
difermentasi oleh bakteri asam laktat dan
bakteri asam asetat. Ragi menggunakan
arginin dan menghasilkan urea, yang bereaksi
dengan etanol vyang dihasilkan selama
fermentasi alkohol untuk membentuk etil
karbamat. Pembentukan etil karbamat dari
urea disukai pada suhu tinggi. Produk
fermentasi non-ragi (misalnya keju) biasanya
mengandung tingkat EC yang tidak dapat
dideteksi. Data kandungan etil karbamat pada
pangan fermentasi dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Kandungan Etil Karbamat pada Produk Hasil Fermentasi

Produk Negara Jumlah Range Referensi
sampel
Minuman
Bir China 20 2-3 Wou, et al. (2012)
Hong Kong 15 ND-5.8 Tang, et al. (2011)
Wine China 30 9-34 Wou, et al. (2012)
Hong Kong 20 6.7-47 Tang, al. (2011)
Korea Selatan 30 2.64£3.71 Kim, et al. (2013)
Anggur beras China 92 8-515 Wu, et al. (2012)
Hong Kong 21 2.0-330 Tang, et al. (2011)
Korea Selatan 8 14.11 £ 9.58 Kim, et al. (2013)
Makanan
Roti Hong Kong 15 ND-8.6 Tang, et al. (2011)
Kimchi Korea Selatan 20 ND-18 Kim, et al. (2000)
Yogurt Inggris 4 ND EFSA (2005)
Pasta kedelai Korea Selatan 7 ND-8 Kim, et al. (2000)
Kecap asin China 22 8-108 Wu, et al. (2012)
Hong Kong 5 1.8-17 Tang, et al. (2011)
Korea Selatan 20 ND-73.3 Kim, et al. (2000)

Mekanisme Pembentukan Etil Karbamat
a. Jalur Pembentukan Etil Karbamat

Pembentukan senyawa etil karbamat

dapat terjadi melalui beberapa jalur.
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Prekursor  dalam  pembentukan  EK
diantaranya kelompok karbamil, termasuk di
dalamnya urea, sitrulin, dan fosfat karbamil.
Asam sianida dan dietil pirokarbonat juga
dapat menjadi prekursor pembentukan EK.
Pembentukan EK dapat dipercepat oleh
faktor-faktor seperti panas atau pemrosesan
termal, transisi logam, kondisi penyimpanan,
pH, dan radiasi ultraviolet (UV) (Wu, et al,.
2014).

Beberapa senyawa dapat menyediakan
gugus fungsi karbamoil untuk pembentukan
EK. Misalnya, arginin (asam amino dalam
anggur) dapat dikatabolisme oleh ragi selama
fermentasi  untuk  menghasilkan  urea,
sedangkan glikosida sianogenik dalam
sumber tanaman tertentu (misalnya, plum dan

Food addifive

Jurnal Pertanian Agros Vol.25 No.4, Oktober 2023: 4276-4288

biji ceri) menghasilkan sianat melalui aksi
enzim yang ada dalam jaringan tanaman.
Dalam produksi wine, arginin menjadi
kontributor kuat pembentukan EK karena
arginin berlimpah dalam anggur dan strain
ragi yang bertanggung jawab untuk
fermentasi anggur dapat memetabolisme
arginin menjadi urea atau sitrulin (Wang, et
al., 2014). Jalur pembentukan EK via sitrulin
cukup jarang terjadi dibanding jalur
pembentukan EK via urea. Dua jalur
pembentukan etil karbamat dari bahan
tambahan pangan dan proses fermentasi dapat
dilihat pada Gambar 2. Sedangkan, jalur
pembentukan EK oleh S. cerevisiae dan BAL
disajikan pada Gambar 3.
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Gambar 2. Jalur Pembentukan Etil Karbamat dari Bahan Tambahan Pangan dan Proses
Fermentasi (BAL dan Khamir)
Sumber: Ryu, et al., (2015)
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Gambar 4. Jalur Pembentukan Etil Karbamat oleh BAL dan S. cerevisiae
Sumber : Polychroniadou, et al., (2003)

b. Reaksi-Reaksi dalam Pembentukan
Etil Karbamat
1. Reaksi antara urea dan etanol
Reaksi antara urea dan etanol
merupakan jalur paling umum dalam
pembentukan etil karbamat pada minuman
fermentasi, seperti wine anggur, anggur beras
Cina, dan sake. Keberadaan urea dalam
jumlah besar dalam anggur, beras dan
beberapa sumber bahan yang digunakan
dalam fermentasi merupakan prekursor utama
pembentukan etil karbamat (Coulon, et al.,
2010). Urea juga dapat dihasilkan selama
fermentasi etanol, dimana akumulasi urea
yang berasal dari derivat proses katabolisme
arginin berkontribusi pada reaksi antara urea
dan etanol (Dahabieh, et al., 2010). S.
Cerevisiae merupakan salah satu organisme
untuk proses fermentasi yang
mengkatabolisme arginin  menjadi urea
(Messenguy dan Dubois, 2000).

Arginin + H20 —
urease —  urea

siklus arginase —

Etanol + urea — etil karbamat + ammonia

2. Reaksi antara Sitrulin dan Etanol

Sintesis etil karbamat dari sitrulin
yang dihasilkan oleh bakteri asam laktat dan
etanol dapat terjadi pada wine anggur dan
brandi buah (Coulon, et al., 2006). Berbeda
dengan S.cerevisiae yang menghasilkan urea
sebagai derivat proses metabolisme arginin
(Messenguy dan Dubois, 2000; Coulon, et al.,
2006), pada bakteri asam laktat (BAL)
metabolisme arginin menghasilkan sitrulin
melalui jalur fermentasi malolaktat (Arena, et
al., 1999). Penelitian Azevedo, et al. (2002)
menunjukkan bahwa produksi sitrulin selama
fermentasi menunjukkan hubungan korelasi
linier dengan pembentukan etil karbamat
sehingga pemantauan jumlah sitrulin dapat
diaplikasikan untuk mengantisipasi tingkat
potensi etil karbamat melalui korelasi linier
mereka.

Arginin + H20 — siklus arginase —
urease — urea

Arginin + H20 —  ADI (arginine
deaminase) sitrulin + NH3
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3. Reaksi antara asam sianida dan
etanol

Penelitian Hasiguchi, et al. (2010)
keberadaan hidrogen sianida pada tanaman
dapat dioksidasi menjadi asam sianida dan
bereaksi secara subsequent dengan etanol
untuk  membentuk EC. Pembentukan
sianogenik glikosida seperti amygdalin pada
buah berbiji oleh enzim (terutama p-
glukosidase) memicu pembentukan sianida,
yang merupakan prekursor penting dari etil
karbamat. Sianida dioksidasi menjadi sianat,
yang kemudian bereaksi dengan etanol untuk
membentuk etil karbamat (Battaglia, et al.,
1990; Lachenmeir, et al., 2005).

4, Reaksi antara fosfat karbamil dan
etanol

Etil karbamat dapat terbentuk secara
spontan selama penyimpanan dikarenakan
reaksi antara kandungan karbamil yang
dikeluarkan ketika fermentasi alkohol dan
malolaktat (Coulon, et al., 2006). Reaksi
antara fosfat karbamil dan etanol sedikit

mendapat perhatian dikarenakan fosfat
karbamil  ekstraseluler masih  sedikit
dipelajari. Fosfat karbamil fosfat dapat

dibentuk dari ATP, NHs, dan CO, melalui
katalisis oleh fosfat karbamil sintetase pada
khamir. Dikarenakan ini adalah substrat dari
pembentukan arginin, jalur sintesis ini diatur
oleh mekanisme regulasi khusus yang disebut
kontrol epiarginase dan nitrogen catabolite
repression (NCR) pada proses fermentasi
minuman (Messenguy dan Dubois, 2000).

5. Reaksi antara dietil piro karbonat
dan ammonia

Keberadaan dietil pirokarbonat berasal
dari zat tambahan artifisial. Sebelum 1960,
hasil riset menemukan penambahan dietil
pirokarbonat dapat mereduksi kontaminasi
dan kerusakan oleh mikroorganisme (khamir
atau bakteri) pada produk. Namun,
penggunaan dietil pirokarbonat dihentikan
dikarenakan efek samping pembentukan etil
karbamat sebagai hasil dari reaksi antara
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dietil  pirokarbonat dengan ammonia

(Polychroniadou, et al., 2003).

Toksisitas Etil Karbamat

Etil karbamat diduga mengalami
metabolisme in vivo untuk menghasilkan
epoksida vinil karbamat yang sangat reaktif,
yang  mengikat asam  nukleat dan
biomakromolekul lainnya. Adduct DNA yang
terbentuk dari reaksi dengan senyawa epoksida
dapat meningkatkan kemungkinan terjadinya
mutasi yang mengarah pada karsinogenesis.
Etil karbamat telah diuji efek genotoksitasnya
baik secara in vivo maupun in vitro. Beberapa
hasil penelitian in vivo termasuk pengujian
assay sel somatik, diantaranya perubahan
induksi  kromosomal, mikronukleus, dan
pertukaran kromatid menunjukkan hasil
positif, dengan assay mikronukleus tikus
memberi respon terkuat (JECFA, 2006).

Etil karbamat adalah karsinogen
multisite dengan periode latensi pendek. Dosis
tunggal atau dosis oral jangka pendek pada
100-2000 mg/kg tubuh berat badan telah
terbukti menginduksi tumor pada tikus, tikus
dan hamster. Kisaran atas dosis ini tumpang
tindih dengan standar dosis anestesi (1000
mg/kg berat badan) dan nilai LD50s pada
hewan pengerat (WHO, 2006). Penelitian
seumur hidup vyang dilakukan National
Toxicology Program (2004) melakukan
penelitian karsinogenitas terhadap tikus jantan
dan betina B6C3F1 menunjukkan perlakuan
dengan etil karbamat meningkatkan insiden
beberapa jenis tumor. Perlakuan pada tikus
betina dengan dosis tunggal atau dosis ganda
selama masa kehamilan dan menyusui
meningkatkan peningkatan kejadian tumor
pada keturunannya.

IARC (2010) menyimpulkan bahwa
mutagenisitas dan genotoksisitas etil karbamat
sangat bervariasi antar strain bakteri yang
berbeda. Etil karbamat ditemukan memiliki
efek mutagenik lemah pada Salmonella
typhmurium, Escherichia coli, Bacillus subtilis
dan jamur. Hasil riset pada kemampuan etil
karbamat untuk menginduksi mutasi pada sel
mamalia secara in vitro juga bervariasi, dengan
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respon positif, sering terjadi pada dosis tinggi.
Studi tentang klastogenisitas etil karbamat
dalam sel manusia secara in vitro menunjukkan
bahwa etil karbamat dapat menginduksi SCE
limfosit manusia dan menyebabkan kerusakan
DNA pada fibroblas manusia.

Absorbsi dan Metabolisme Etil Karbamat
Etil karbamat (EK) cepat diserap oleh
gastrointestinal (saluran pencernaan) dan kulit
dan kemudian didistribusikan ke seluruh
tubuh. Di hati, hingga 90% EK yang diserap

NN

ethyl carbamate

NH,

N-hydroxylation
0
CYP2E1 /k
/\0

N-hydroxyethy! carbamate

0

N

0 NH

vinyl carbamate

‘ DNA, RNA, protein
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dihidrolisis oleh mikrosomal esterase dan
dieliminasi sebagai etanol, karbon dioksida,
dan amonia (Ryu et al. 2015). Pada studi in
vivo ditunjukkan proses eliminasi EK yang
cepat, >90% EK tereliminasi sebagai
karbondioksida dalam waktu 6 jam pada tikus.
Jalur metabolisme yang berpotensi penting
termasuk hidrolisis menjadi etanol dan amonia,
dan rantai samping oksidasi menjadi vinil
karbamat (WHO 2006). Gambar 5
menunjukkan jalur absorbsi dan metabolisme
dari EK.

¢sterase

ethanol + CO, +NH,

lalcohol dehydrogenase

acetaldehyde ——» CO,

NHOH

conjugation

l(\. $2E1 Adducts
o
o
cpoxide glutathione R
- - ary excre
o - hy drolase cotjuation unnary excretion

vinyl carbamate epoxide

l DNA, RNA, protein

Adducts*

Gambar 5. Kemungkinan Jalur Aktivasi dan Inaktivasi Metabolisme Etil Karbamat. * Jalur
Metabolisme Beracun Ditulis dengan Huruf Cetak Tebal. *Adducts Bertanggung Jawab atas
Karsinogenik
Sumber : Ryu, et al. (2015)

Metode Analisis Etil Karbamat
Konsentrasi etil karbamat memegang
peranan terhadap jaminan mutu dari
minuman dan produk fermentasi. Sistem
deteksi sangat krusial untuk menentukan

akurasi analisis etil karbamat. Beberapa
sistem deteksi yang digunakan diantaranya
flame ionization detection (FID), alkali FID
(AFID), selective ion monitoring (SIM), dan
Hall electrolytic conductivity detection
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(HECD) (Lu et al. 2009). Lancheimer et al.
(2005) menggunakan FTIR yang
dikombinasikan  dengan least  square
regression untuk analisis screening etil
karbamat pada tumbuhan berbiji.

Metode GC-MS (Gas
Chromatography and Mass Spectrometry
Detection) dipandang sebagai metode

kuantifikasi etil karbamat yang paling baik
untuk saat ini. Metode tandem GC-MS atau
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GC-MS-MS dapat meningkatkan spesifitas
dan sensitivitas analisis etil karbamat
(Lancheimer, et al., 2005). GC-MS telah
digunakan sebagai metode referensi oleh
European Commission dan International
Office of Vine dan Wine (OIV). Metode GC-
MS dipilih dikarenakan memiliki sensitivitas
penentuan hingga taraf trace (Abt, et al.,
2021). Metode penentuan kadar etil karbamat
pada produk pangan tersaji pada Tabel 3.

Tabel 3. Metode Penentuan Kadar Etil Karbamat pada Produk Fermentasi dan Alkohol

Produk Standar Preparasi Sampel
Internal Ekstraksi Ekstraksi Fase Padat Deteksi
Larutan-Larutan
Produk Pangan  Propil Ekstraksi Chem-Elut atau GC-MS/MS
Fermentasi karbamat dengan CH.Cl,, Extrelut
n-butil etil Alumina GC-MS
karbamat asetat atau terdeaktivasi
petroleum eter
13C, 5N-etil Penghilangan Celite GC-FID
karbamat senyawa
ds-etil nonpolar Cis
karbamat dengan n- Florisil
pentana atau
heksana
Alkohol Metil Ekstraksi Chem-Elut atau GC-MS
karbamat dengan CH.Cl;,  Extrelut
Propil CHClI; Alumina GC-MS/MS
karbamat atau etil asetat
n-butil Penambahan Florisil GD-ECD
karbamat garam (NacCl,
Tert-butil K2COs Mikroekstraksi fase ~ GC-NPD
karbamat atau Na;SOy) padat headspace
13C, N-etil Pengenceran Kopolimer GC-TEA
karbamat menjadi 5% atau stirenadivinilbenzena
20% alkohol
ds-etil Penghilangan GC-FID
karbamat etanol
Isopropil FTIR-PLS
karbamat HPLC-FLD

Sumber : Ryu, et al., 2015

Strategi Mitigasi Etil Karbamat pada
Pangan

Berbagai metode telah digunakan
untuk membatasi pembentukan EC dalam

pangan, dan berbagai penelitian difokuskan
untuk memitigasi EK. Praktik mitigasi yang
sering digunakan industri dapat dilihat pada
Tabel 4.
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Tabel 4. Praktik Mitigasi Etil Karbamat pada Produk Fermentasi

Metode Mitigasi

Catatan

Ingridien awal

Ragi direkayasa genetika

Distilasi

Penanganan enzimatik (urease)

Kondisi penyimpanan

Buah anggur dengan kadar nitrogen yang berlebihan dapat
berkontribusi pada pembentukan etil karbamat
Komersialisasi produk rekayasa genetika ragi dengan
peningkatan kemampuan reduksi urea; terbukti roti dan red
wine yang dibuat dengan ragi ini membentuk jumlah etil
karbamat lebih kecil

Efisiensi pemisahan fraksi kepala dan ekor dari fraksi pusat
selama

distilasi mereduksi konsentrasi etil karbamat dalam distilat
Tindakan mengurangi konsentrasi urea prekursor etil
karbamat; urease memiliki status GRAS dan boleh
digunakan dalam proses pembuatan wine oleh OIV
Minuman fermentasi harus terhindar dari suhu tinggi dan
sinar UV untuk mereduksi pembentukan EK. Penyimpanan
wine beras dan wine table pada suhu 37-43°C

meningkatkan konsentrasi EK

Sumber : Abt, et al., 2021

Berdasarkan perkembangan
penelitian, selain praktik mitigasi yang sering
digunakan industri. Terdapat beberapa

metode eksperimental yang dikembangkan
untuk menurunkan kadar etil karbamat
seperti : (i) modifikasi bahan dasar dan

optimasi proses fermentasi; (ii) enzim
pendegradasi etil karbamat; dan (iii)
modifikasi  bakteri untuk  fermentasi.

Pendekatan ini bertujuan untuk menurunkan
prekursor etil karbamat. Praktik mitigasi dan
metode eksperimental untuk mengurangi EK
pada beberapa jenis alkohol tersaji di Tabel 5.

1. Modifikasi dari Bahan Baku dan
Optimasi Proses Fermentasi
Pembentukan etil karbamat

dipengaruhi oleh beberapa faktor. Faktor-
faktor ini berbeda antara satu produk
fermentasi dengan produk fermentasi lainnya.
Urea, sitrulin, dan arginin berpartisipasi pada
pembentukan etil karbamat pada hampir
semua produk fermentasi, dan merupakan
sumber nitrogen pada bahan baku. FDA telah
merekomendasikan  fertilisasi  vineyard,
kultivar, dan status nutrisi, termasuk
menghindari fertilisasi secara luas dengan
urea, ammonia, atau N-fertilizer lainnya,

menyediakan cukup tetapi nutrisi tidak
berlebihan untuk pertumbuhan sel khamir dan
pemilihan kultivar anggur dengan kandungan
arginin lebih rendah (US Food and Drug
Administration, 1997).

Kondisi fermentasi dapat
mempengaruhi pembentukan etil karbamat.
Kondisi ini diantaranya pH, suhu, oksigen,
waktu penyimpanan, keberadaan bakteri
asam laktat atau khamir, konsentrasi etanol,
dan iradiasi. Penurunan suhu fermentasi dan
penyimpanan, penurunan pH, dan penurunan
kandungan alkohol merupakan beberapa cara
untuk  mengurangi  pembentukan  etil
karbamat (Arena, et al., 1999; Lachenmeier,
et al., 2005; Coulon, et al., 2006; Hashiguchi,
et al., 2010)

2. Enzim Pendegradasi Etil Karbamat

Penggunaan urethanase untuk secara
langsung menurunkan EK telah diusulkan,
dan eksperimen yang sedang berlangsung

sedang dilakukan untuk  menentukan
seberapa baik perawatan ini  dapat
meningkatkan skala. Urethanase dapat

mengurangi EK dalam anggur beras dan
kedelai saus sebesar 15 hingga 50% (Jia, et
al., 2010).
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Tabel 5. Cara Mengurangi Kandungan Etil Karbamat dalam Minuman Beralkohol

Produk

Metode

Wine

Asam urease

Penambahan diamonium fosfat

Suhu yang lebih rendah

pH yang lebih rendah

Peningkatan ekspresi DURI, 2 (urea amidolyase) dan
DURS3 (urea permease)

Anggur beras/sake

Proses pemurnian bahan baku

Suhu yang lebih rendah
Knock out CAR1 (arginase)
Asam urease

Alkohol ume

Absorber oksigen/penambahan kalium metabisulfit

Spirits
pendek

Prevensi dari paparan cahaya/masa simpan yang lebih

Filtrasi arang

Sumber : Ryu, et al., 2015

3. Modifikasi Gen Bakteri untuk
Fermentasi

Beberapa strain bakteri asam laktat
secara alami memproduksi jumlah sitrulin,
prekursor dari etil karbamat dari asam amino
arginin dan mensekresikan sitrulin ke produk
pangan (US Food and Drug Administration,
1997). Bakteri lain seperti S.cerevisiae
menghasilkan urea sebagai hasil metabolisme
arginin  (Messenguy dan Dubois, 2000,
Coulon, et al., 2006). Modifikasi bakteri
untuk fermentasi dengan mutasi gen
diharapkan mampu menurunkan produksi etil
karbamat oleh bakteri.

Dengan menggunakan metode
penghilangan dan gene silencing pada
arginase serta meningkatkan atau
menurunkan ekspresi gen yang berhubungan
dengan metabolisme urea sehingga bakteri
hasil mutasi memiliki potensi aplikasi pada
proses fermentasi komersial. Silencing dari
gen pengekspresi arginase akan mengurangi
proses katalisis arginin sehingga
menurunkan jumlah urea dan ornitin yang
menjadi  prekursor  pembentukan  etil
karbamat (Coulon, et al., 2010).
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