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EVALUATION OF SDE, SFE AND SPME/GC-MS FOR EXTRACTION AND DETERMINATION OF AROMA COMPOUNDS
FROM VILCABAMBA — ECUADORIAN ROASTED COFFEE. The aim of this study was to compare the usefulness of three
extraction methods: solid-phase microextraction (SPME) with four different coating (PDMS, PDMS/DVB, DVB/CAR/PDMS and
PA), supercritical fluid extraction with carbon dioxide (SCF) and simultaneous distillation and extraction (SDE) for isolation of flavor
compounds from roasted ground coffee (Coffea arabica L. var. Typica) of Vilcabamba (Ecuador). Identification and characterization
of volatile compounds were achieved using gas chromatography / mass spectrometry (GC-MS). Analysis of variance and principal
components analysis was done. For the SPME method the coating material affect the amount and concentration of compounds
extracted, the DVB/CAR/PDMS coating provided the most representative aroma extract (44 compounds were identified). The SCF
method allowed extracting a higher amount of compounds and also their identification by GC-MS (72) that SDE (64) and SPME (57),
in addition provide higher extractions. The acetic acid, caffeine, furfuryl alcohol, furfural, 5-methylfurfural, butylated hydroxytoluene
and maltol were the compounds with higher concentrations found with SPME and SDE, with SCF were found higher concentration
to compounds with high molecular weights (> 194 g mol"'). Preferably SPME-DVB/CAR/PDMS method should be used for a
characterization of coffee aroma compounds.
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INTRODUCCION

El café€ es una de las bebidas mas consumidas a nivel mundial,
apetecida por su agradable aroma y propiedades estimulantes debido
a la cafeina.! La creencia de que el café provoca efectos negativos
para la salud, estd teniendo un vuelco total, estudios demuestran que
el consumo habitual de café provoca una disminucién en el cdncer
al col6n.? Lo que ha provocado un incremento en su consumo, en el
2014 se comercializaron 8.76 millones de toneladas a nivel mundial.?

La globalizacién de mercados y la creciente demanda de los
consumidores de conocer al detalle la procedencia de sus alimentos,
ha provocado que la trazabilidad sea considerada como un factor
preponderante. El término trazabilidad de acuerdo a la Comisién
Europea, es definida como “La posibilidad de encontrar y seguir el
rastro, a través de todas las etapas de produccion, procesamiento y
distribucion de productos alimenticios, piensos, animales destinados
para la produccién de alimentos o sustancias incorporadas en produc-
tos alimenticios o piensos o con probabilidad de ser usada como tal”.*

El precio del café depende de su procedencia, por ejemplo en
Toronto - Canada el café proveniente de Galdpagos cuesta mas del
doble de cafés procedentes de otros mercados. Vilcabamba — Loja es
conocido como el “Valle de la longevidad”, esto debido al mito de que
la posibilidad de que sus habitantes puedan vivir mas de 100 afios.’
Esto puede ser una de las causas de que en el mercado ecuatoriano el
café proveniente de Vilcabamba al igual que el de Galdpagos tenga
un precio diferenciado.®

Existen numerosos estudios del perfil aromatico del café; basados
en diferentes técnicas de extraccion y andlisis; que buscan distinguir
el café en funcidn a su especie y lugar de origen, con la finalidad de
poder reconocer y garantizar su procedencia,*’ esto cada dia gana
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mayor importancia debido a la necesidad de disponer de una herra-
mienta que permita validar la procedencia del café y evitar fraudes.?

El objetivo de la presente investigacién fue extraer los compo-
nentes voldtiles del café (Coffea arabica L) tostado y molido de
Vilcabamba (Ecuador) mediante los métodos fibra de microextraccion
en fase sdlida, diéxido de carbono en condiciones supercriticas y
destilacion extraccion simultdnea, e identificacion mediante croma-
tografia de gases acoplado a espectrometria de masas.

PARTE EXPERIMENTAL
Muestra

Se analiz6 café (Coffea ardbica L.) variedad Tipica, proveniente
de la parroquia Vilcabamba con una altura de 1594 metros sobre el
nivel del mar (msnm), perteneciente al cantén Loja, provincia Loja
de Ecuador. Debido a que los caficultores cosechan frutos verdes y
maduros, se realizé una seleccion, en funcién al color del cerezo.’ La
medida del color se la realiz6é por medio de las cartas de color de Royal
Horticultural Society London.!’ Se determiné acidez (AOAC 942.15),
solidos solubles (AOAC 932.12) y humedad (AOAC 920.151) de la
pulpa del fruto de café.!!

Se realizé un beneficio himedo como tratamiento post cosecha
de acuerdo al protocolo de Brando.’ Para el despulpado se utilizé
una despulpadora mecdnica FIRMAR. La fermentacion del grano
se realizé a temperatura ambiente sin adicién de levadura, el punto
final se determiné en funcién al grado de pegajosidad,®'> tomando
este proceso alrededor de 18 horas. A continuacién se eliminé el
mucilago mediante lavado con agua potable. La deshidratacién se
realizé en estufa a 60 °C," hasta obtener una humedad comprendida
entre el 10 al 12%.7' El pergamino se retiré utilizando una trilladora.
El grano verde se clasificé en funcién al tamaifio de grano (5.95 2 6.75



Vol. 39, No. 6

mm)," mediante juego de zarandas Penagos Clausen. Se determiné
la humedad del café verde mediante el método AOAC 920."

El tostado se realizé siguiendo el protocolo de Specialty Coffee
Association of America,' que se fundamenta en tostar el grano
hasta obtener un color igual al disco #55 perteneciente a la escala
Roast Color Classification System,'¢ en un lapso de tiempo de 8 a
12 minutos. Se utiliz6 el tostador de laboratorio Quantik, cuando la
temperatura del tambor se estabilizé en 150 °C se carg6 100 g del café
y se mantuvo por 10 minutos + 30 segundos, finalizado el tostado se
dejé reposar el grano por un lapso no menor a 8 horas ni mayor a 24
horas, pasadas las primeras 8 horas se almacené el grano en fundas
herméticas."” Se tritur6 el café tostado utilizando un molino de disco
abrasivo Bunn, se tamizo y se trabaj6 con la porcién comprendida
entre 1 mm y 500 pm. Inmediatamente de moler el café, se realizé la
extraccion de los compuestos voldtiles. En las muestras preparadas se
cuantific6 humedad, acidez y sélidos solubles siguiendo las técnicas
AOAC 979.12, AOAC 920.92 y AOAC 973.21 respectivamente.!!

Extraccién de compuestos

Se evalud tres métodos de extraccion: microextraccion en fase
solida (SPME), diéxido de carbono en condiciones supercriticas
(FSC) y destilacion y extraccion simultdnea (DES). Ademads en el
método SPME se evaluaron cuatro fibras.

Microextraccion en fase solida (SPME)

Se evaluaron cuatro fibras de microextraccion en fase sélida:
una apolar de polidimetilsiloxano (PDMS) de 100 um de ancho de
pelicula, dos bipolares divinilbenzeno/polidimetilsiloxano (PDMS/
DBYV) 60 um y divinilbenzeno/carboxen/ polidimetilsiloxano (DVB/
CAR/PDMS) 50/20 um y una polar Poliacrilato (PA) 85 um, todas de
Supelco (Bellafonte, PA, USA), previo a su uso fueron acondicionadas
de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Se colocaron 2,9 g de café tostado y molido en un vial dmbar de
15 mL, se realiz6 el enriquecimiento del espacio de cabeza mediante
un calentamiento a 70 °C por 10 min; se expuso la fibra por 40 minutos
a 70 °C. La desorciéon de compuestos se lo realiz6 en el puerto de
inyeccién del cromatdgrafo (tipo “splitless™) a 250 °C por 10 minutos.

Dioxido de carbono en condiciones supercriticas (FSC).

La extraccion fue realizada siguiendo la metodologia descrita por
Stashenko,®!” utilizando un extractor Soxhlet de altas presiones (J&W
Scientific, Folsom, CA). En la cdmara superior del equipo Soxhlet
se colocaron 20 g de café tostado y en la cdmara de extraccién 200
g de hielo seco (CO,) comercial (fuera del equipo Soxhlet armado)
como fuente de fluido supercritico.”® Una vez armado el equipo se
lo colocé en un bafio de agua a 40 °C y se mantuvo la presion a
1200 psi. Luego de dos horas de recirculacién del CO, el sistema se
enfrié hasta que la presion descienda a 500 psi, alcanzado este valor
se despresurizé muy lentamente y desarmo el sistema. Utilizando 2
mL de diclorometano se extrajo los compuestos impregnados en las
paredes del balén. Se inyect6 1 uL de extracto en el CG-MS.

Destilacion y extraccion simultdnea (DES).

Simultanea destilacién con vapor y extraccién liquido-liquido
se realizé en micro-version del aparato de Nickerson y Likens?!
disefiado por Godefroot,”? mediante la metodologias descrita por
Stashenko ez al.'”** En un balén de 100 mL se pesaron 20 g de café
tostado y se adicionan 15 mL de agua destilada. En el bal6n de 5 mL
se adicionan 3,5 mL de diclorometano (grado cromatografia, Merck).
En la seccion media se adiciona con la ayuda de una jeringa 1,5 mL
de diclorometano y 1,5 mL de agua destilada.

La destilacion se realiza por dos horas, manteniendo a 100 °C el
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bal6n de 100 mL y a 45 °C el balén de 5 mL.> Finalizado el tiempo
de destilacidn la extraccidn, se separd por decantacién los solventes
que se encontrardn en la parte media. Se inyecté 1 pL de extracto
en el CG-MS.

Deteccion e identificacion de compuestos.

La separacién de compuestos se realizé en una columna capilar
de polimero de fenil arileno equivalente a (5% fenil)-polidimetilsilo-
xano con un flujo de 1 mL/min de helio con pureza igual o superior
2 99,999% (Indura, Ecuador), con las condiciones cromatograficas
descritas por Franca:'* 40 °C (5 min) hasta 180 °C con una pendiente
de 3 °C/min, luego a 250 °C (5 min) con pendiente de 10 °C/min,
empleando un cromatégrafo de gases (Agilent 6890, Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA) equipado con espectrometro de
masas (Agilent 5973N, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA).

Laidentificacién de compuestos se realizé mediante: a) Biblioteca
Wiley, que dispone de 390 mil espectros y 316 mil compuestos.**
Se considera como identificado un compuesto, si el indice de simi-
litud (QM) es mayor a 80 y, b) Mediante el Indice de Kovats (1K),
utilizando como patrén una mezcla de hidrocarburos (C8 a C22), y
se considera como identificado cuando el IK no difiere en + 20 con
valores de las referencias bibliograficas.

Analisis estadistico

El andlisis se realiz6 en base a los siguientes compuestos mar-
cadores: 4cido acético, 2-metil pirazina, furfural, alcohol 2-furfural,
2.6-dimetil pirazina y 5-metil furfural.* Usando el paquete estadisti-
cos MINITAB version 14, realizando pruebas de anélisis de varianza
y andlisis de componentes principales (PCA). Se consideré como
hipétesis nula: No existe diferencia significativa en la concentra-
cién de dcido acético, 2-metil pirazina, furfural, alcohol 2-furfural,
2.6-dimetil pirazina y 5-metil furfural, al utilizar diferentes métodos
de extraccién. Considerando los diferentes métodos de extraccion
como variables: Microextraccion en fase sélida, CO, en condiciones
supercriticas y destilacion extraccion. Diferencias fueron considera-
das significativas a p > 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Uno de los principales problemas en la calidad del café ecua-
toriano se da en las etapas de cosecha y post-cosecha, la seleccion
provocé una eliminacién del 47% de café cereza (inmaduro). El color
mds representativo del café cereza seleccionado fue el Orange-Red
Group N34-A de acuerdo a las cartas de color,'’ similar al color rojo
encontrado por Carvajal Herrera e al.?’ y Sandoval y Prieto® para café
arabico. El fruto de café seleccionado a pesar de tener una coloracion
para un café maduro, la acidez encontrada fue de 8,3 + 0,4 mL de
NaOH 0,1 N por 100 g y sélidos solubles de 10,7 + 0,1%, valores
menores a los indicados por Marin ef al.”® de 11,4 mL de NaOH 0,1 N
por 100 g y 18% respectivamente para café ardbico maduro con 217
dias desde la floracion (DDF) cultivado a una altitud de 1400 msnm.
Se debe tener en cuenta que la acidez del café depende de factores
como fertilizacién, altura, etc. La pulpa de café tuvo una humedad de
84,0 £ 0,1%, superior a la indicada por Marin et al.* de 69,7% para
café maduro (217 DDF). La baja productividad del café de Ecuador
menor a 5 o 6 quintales /hectdreas por afo se puede atribuir a la alta
humedad del fruto encontrada.

Resultado del beneficio se obtuvo un café verde con una humedad
de 11,3 £ 0,2%, este valor cumple con los requisitos para café verde
segin normas INEN 285* y SCCA", y similar al valor encontrado de
11,4% por Mazzafera’' para café sin defectos. El tostado provocé una
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disminucién de peso del 15,2 + 0,6%, este valor se encuentra en el
rango indicado por Belitz ef al.® de 11 a20%. Los valores de humedad
y s6lidos solubles del café tostado, cumplen con los requisitos de las
normas INEN 1123* y COVENIN 46* con valores de 4,3 + 0,2%
y 24,1 + 1,0% expresado en base seca respectivamente. Se encontré
una acidez de 194 + 6,2 mL de NaOH 0,1 N por cada 100 g de café
tostado, resultado comprendido en el rango indicado por Parizzi** de
180 a 220 mL de NaOH 0,1 N por cada 100 g.

Extraccion e identificacion de compuestos

La combinacién de los tres métodos permitié encontrar 123
compuestos (Figura 1), 17 fueron detectados por todos los métodos,
22 por SPME cuatro fibras y cuatro exclusivamente por las metodo-
logias DES y FSC. El método SPME con fibras DBV/PDMS/CAR
y PDMS/DVB que tienen la propiedad de adsorber los compuestos
permitieron identificar 44 y 37 compuestos superando a los 30 y 25
encontrados por el método SPME fibras PA y PDMS respectiva-
mente, que tienen el mecanismo de absorber los compuestos.*>*¢ El
1,2-4cido benzenodicarboxilico-dietilester compuesto que proviene
de la degradacion del septum, fue identificado tinicamente por las
fibras PDMS/DVB, DVB/PDMS/CAR y PA.%’

Se debe tener en cuenta que existen analitos (Tabla 1S) como
el 2-metilpirazina que es identificado con IK y QM para todos los
métodos menos con el QM con la fibra PDMS, furfuril formato que
es identificado con un QM de 83 mediante un extraccién FSC, pero
no cumple el criterio para DVB/PDMS/CAR y DES con QM de 80
y 64 respectivamente. El 2,5 dimetil-3(2H)-furanona es identificado
cuando se extrae con PDMS/DVB, PA y DES, pero no es identifi-
cado con PDMS, DVB/PDMS/CAR y no es detectado con FSC. El
2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil-4H-Piran-4-ano es identificado con
IK para PDMS/DVB y con QM para DVB/PDMS/CAR y PA. En la
Figura 1 se visualiza el nimero de compuestos que fueron extraidos
pero que no fueron identificados y en el Tabla 1S se muestran el
IK de bibliografia, IK prictico y QM para todos los métodos de
extraccién evaluados.

Rojas* en su estudio sobre la caracterizacién de café ardbico
mediante SPME encuentra 76 compuestos con DVB/CAR/PDMS y
33 con PDMS, a pesar de encontrar un niimero menor de compuestos,
el método SPME fibras DVB/CAR/PDMS y PDMS encuentra todos
los compuestos que Korhonovd et al.?® consideran que presentan la
informacién necesaria para diferenciar cafés provenientes de dife-
rentes localidades.

FSC [, o 72

ves [
e S I
YN 7 DVB/CAR/PDMS
[ PDMS/DVB
[ pDMS

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Nimero de compuestos

® Extraidos

w Identificados

SPME

Figura 1. Niimero de compuestos extraidos e identificados en el café tostado
en funcion del método de extraccion

En el método SPME, la fibra PDMS/DVB permiti6 identificar
siete compuestos mds que la fibra PA, de los cuales coinciden 28 com-
puestos, la fibra PA extrajo 4 compuestos diferentes: 1-hidroxi-2-bu-
tanona, fenol (identificado), 2-(2-etoxietoxi)-etanol (identificado),
alcohol bencilico (identificado). Pero la fibra PA permite una mayor
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extraccién para 29 compuestos, por ejemplo se obtiene una drea 6
veces mayor para el 2-furanocarboxaldehido, 17 veces mayor para el
dcido acético y alcohol furfurilico. Los dos compuestos que tienen un
drea menor para la fibra PA son 2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-metil-fenol
y cafeina con un tercio y dos tercios menor respectivamente.

En la Figura 2 se muestra la capacidad de los diferentes métodos
para extraer los compuestos en funcién al peso molecular, se refleja
que el mejor método SPME con fibra DVB/CAR/PDMS (que al
poseer tres fases), permite extraer compuestos con un amplio rango
de pesos molecular (44 a 282 g mol™), ratificando lo indicado por
Mondello er al ¥

En el método SPME, las fibras PDMS y PA al tener un meca-
nismo no competitivo de absorcion poseen caracteristicas de extraer
compuestos voldtiles de menor peso molecular,***° concordando con
los resultados que se muestran en la Figura 2.

Medicion y reproducibilidad de compuestos

Los compuestos y sus dreas que tienen las cinco mayores res-
puestas para cada método de extraccion (el drea se encuentra entre
paréntesis se expresa en unidades arbitrarias y debe multiplicarse por
106): para el método SPME fibra PDMS fueron cafeina (433), alcohol
furfurilico (16), acido acético (15), 2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-metil-
-fenol (10) y 3-hidroxi-2-metil-4H-piran-4-ona (6), con SPME fibra
PDMS/DVB cafeina (1376), acido acético (61), alcohol furfurilico
(44), 3-hidroxi-2-metil-4h-piran-4-ona (42) y 2,6-bis(1,1-dimetil
etil)-4-metil-fenol (17), para SPME fibra DVB/CAR/PDMS 4cido
acético (1235), cafeina (1063), alcohol furfurilico (878), 2-furano-
carboxaldehido (716) y 5-metilfurfural (628); para SPME fibra PA
fueron 4cido acético (1036), alcohol furfurilico (754), cafeina (499),
3-hidroxi-2-metil-4h-piran-4-ona (199) y 2-(2-etoxietoxi)-etanol
(135); para el método DES 2-furanocarboxaldehido (2570), 5-me-
tilfurfural (1791), alcohol furfurilico (1293), 2-metilpirazina (916),
2,6-dimetilpirazina (856) y finalmente para el método FSC cafefna
(78981), acido palmitico (16881), cido cis-linoleico (11467), dcido
octadecanoico (2702) y alcohol furfurilico (1284), Flament*' indica
que la presencia de 4cidos grasos en estado libre se puede atribuir
al tostado o la utilizacion de técnica de extraccion. La oxidacion del
dcido linoleico produce hexanal y compuestos voldtiles secundarios
que producen olores desagradables.*

El alcohol furfurilico es uno de los compuestos que presenta
mayores dreas solo menor que el dcido acético y cafeina para las cua-
tro fibras en el método SPME. Korhonovi ef al.? en su estudio sobre
aroma del café encuentra que el alcohol furfurilico es el que presenta
una mayor drea, seguido por dcido acético en café ardbico. Resalta que
para el método SPME fibras PDMS y PDMS/DVB coinciden los seis
primeros compuestos mayoritarios, pero con variaciones en el orden.
Unicamente en la método DES la cafeina no se encuentra entre las
primeras ocho dreas, debido a la caracteristica de la metodologia, que
extrae en funcién a una destilacién a 100 °C, la cafeina al tener un pun-
to de ebullicién de 237 °C se extrae principalmente por evaporacion.
La metodologia FSC tiene mejor capacidad de extraer compuestos
menos voldtiles y con pesos moleculares altos. Este se ve demostrado
con los cuatro compuestos que presentan las mayores dreas: cafeina,
acido palmitico, 4cido cis-linoleico y dcido octadecanoico. El alcohol
furfurilico, 5-metilfurfural y 2-furanocarboxaldehido coinciden como
los compuestos con mayores dreas para DES y FSC.

De los 123 compuestos encontrados 17 compuestos fueron de-
tectados y 15 fueron identificados por los tres métodos de extraccion:
piridina, 2-metiltetrahidrofuran-3-ona, 2-metilpirazina, 2-furano-
carboxaldehido, alcohol furfurilico, 1-hidroxi-2-propanona acetato,
1-(2-furanil)-etanona, 2,6-dimetilpirazina, etilpirazina, 2,3-dime-
tilpirazina, 5-metilfurfural, furfuril acetato, 2-etil-6-metilpirazina,



Vol. 39, No. 6

1
I i
! 1
: I
12000 .
' i
: I
P10 PDMS H
| :
1 I
1 I
1 I
1 I
1 I
1 — |
1 220
1 I
1 I
1 I
1 I
1 I
1 I
1 I
1 1
1 I
1 I
1 I
2 -
1 £ H
| = |
1= T
[l % |
= i
= I
| = 1
|- i
1 I
1 I
1 I
1 I
1 I
1 1
1 I
1 I
1 I
1 I
1 I
: I
. . . . — 1
: 40 o0 140 190 240 0
I i
: I
1 2000 H
1 I
1 I
1 . I
1 1500 H
1 i
1 I
1 I
1 1000 1
1 I
1 I
1 . I
1 500 r . : 1
: 40 20 140 120 240 280 :
: PesoMolecular (g/mol) :
e e e, e, ——————— .

Evaluacién de DES, FSC y SPME/CG-MS para la extraccion y determinacion de compuestos 715

bl
i
i i
I I
1 1
1 1
1 1
1 1
I 1
I 1
1 1
1 1
1 1
1 1
I I
1 1
1 1
1 1
1 500 T T T T T 1
! 40 0 40 10 20 20 |}
: PesoMolecular (g/mol) :
e e o o o o e 1
:' """"""""""""""""" i
! c) FSC i
1 1
1 1
1 2000
| 2 ' =
| § |
1 2 1500 w.’ i
I & ]
b |
18 1000 1
[~ 1
: = 1
] 500 T T T T T :
: 40 ] 140 120 140 280 :
: PesoMolecular (g/mol) :
e o o o o o o 1

Figura 2. Capacidad de extraccion de los diferentes métodos representados en funcion al Indice de Kovats y peso molecular

1-(1H-pirrol-2-yl)-etanona y cafeina. Los IK encontrados para estos
compuestos estdn entre 749 a 1073 y los pesos moleculares (PM)
entre 79,0999 a 140,1366 g/mol a excepcion de la cafeina con IK de
1866 y PM 194,1906 g mol’'. Resalta que en este rango las mayores
dreas se encuentran con DES, tnicamente para la cafeina se obtiene
una mayor area con FSC. Las dreas obtenidas para 2-metiltetrahi-
drofuran-3-ona, 2-metilpirazina, 1-hidroxi-2-propanona acetato,
2,6-dimetilpirazina, 2,3-dimetilpirazina y 2-etil-6-metilpirazina con
el método de extraccion DES son significativas diferentes comparadas
con los otros dos métodos.

Para el método SPME se detectaron 5 e identificaron 4 compuestos
con todas las cuatro fibras: dcido acético, dihidro-2(3h)-furanona, 3-hi-
droxi-2-metil-4h-piran-4-ona y 2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-metil-fenol.
Con la fibra DVB/CAR/PDMS se obtuvieron dreas mayores si se
comparan con las otras fibras utilizadas en SPME, a excepcion de los
compuestos 1-hidroxi-2-propanona acetato, 2,6-dimetilpirazina, dihi-
dro-2(3H)-furanona, 3-hidroxi-2-metil-4H-piran-4-ona y 2,6-bis(1,-
1-dimetiletil)-4-metil-fenol que presentaron mayor drea con la fibra PA.

La piridina a pesar de tener un IK de 749 y PM de 79,0999 g/
mol presenta un drea con FSC que no tienen diferencia significativa
con el método DES y SPME fibra DVB/CAR/PDMS, de los cuales

se esperaria tener un drea mayor por la afinidad a este compuesto,
por su punto de ebullicién bajo de 115,2 °C.

La reproducibilidad de tres repeticiones para el método SPME
con las cuatro fibras, es igual o inferior al 11%, resultado similar al
indicado por Mestres* al realizar inyeccién manual con fibras PDMS
y PA para el andlisis de volatiles en vino y al reportado por Hayasaka*
de 10% al analizar diacetil en vino, con fibra PDMS y Carbowax/
DBV (CW/DVB), menor al valor obtenido por Miller* de 11,3% al
analizar jugo de frutas con las fibras PDMS, PA, Carboxen, PDMS,
PDMS/DVB y CW/DVB y mayores a los reportados por Costa et
al** de 6,8%, al utilizar fibra de PDMS y CW/DBV.

Eficiencia de los métodos de extraccion

Los resultados en funcién a la sumatorias de drea de pico para
los compuestos identificados se muestran en la Figura 3. En SPME al
comparar los resultados encontrados con las cuatro fibras, se evidencia
un mayor potencial para la fibra DBV/CAR/ PDMS obteniendo una
sumatoria de dreas aproximadamente igual al doble que para la fibra
PA, cuatro y doce veces mayor comprada con las fibras PDMS/DVB
y PDMS respectivamente. Esto es debido a que su composicion le
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confiere la posibilidad de extraer compuestos con diferente estructura 600
y polari.dad.“6 Los resultados enclontrados rati.ﬁca lo mencionado 400 - a) PDMS
por Majcher y Jelen® en su estudio de extracciéon de componentes
volatiles de extruidos de papa, donde indica que la fibra que permite ok
la mayor extraccion de compuestos en funcién a las areas es la DVB/ 0 - - )
CAR/PDMS seguida por la PDMS/DVB y siendo la menos efectiva 600 - R R
la PDMS, en el estudio no evalia la fibra de PA. 400 - e
200 -
1500 - 0 e e A e A i
1150 ©
3 600 c¢) DVB/PDMS/CAR
400
1000 , : , ' , ﬁ— =
@ 8 200
S 150 % & 0
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Figura 3. Area total de los picos obtenidos del café tostado en funcion del 400
método de extraccion
200 -
Pero comparando el método SPME fibra DVB/CAR/PDMS con 0

las metodologias DES y FSC se evidencia una gran diferencia, siendo
las drea obtenidas por FSC aproximadamente diez veces mayor que
con SPME; esto debido a la alta concentracién de cafeina (789 x
10%); y respecto a DES un poco mds que el doble que SPME. Pero
si se compara en funcién de los tipos de compuestos disminuye la
diferencia (Figura 4), por ejemplo con los furanos que es el grupo
funcional orgdnico con mayor presencia se tiene dreas de 24 x 108
SPME fibra DVB/CAR/PDMS, 25 x 10® para FSC y 68 x 10® para
DES. De manera global los métodos FSC y SPME fibra DVB/CAR/
PDMS son los que nos permiten tener mayores drea para todos los
tipos de compuestos.

Analisis de varianza

Korhonova er al.?® en su estudio sobre el aroma del café con-
cluyen que los siguientes compuestos: dcido acético, 2-metilpirazina,
2-furano carboxaldehido, alcohol furfurilico, 2,6-dimetilpirazina y
S-metilfurfural (2, 26, 27, 28, 39 y 47), proveen suficiente informa-
cién para diferenciar 30 muestras de café, por lo cual se escogié
estos compuestos como marcadores para determinar que método

Cetonas
Ister
Fenoles
Furanos
Lactona
Pirano
Piridinas
Pirroles

Pirazinas

Alcohol
Aldehido
Hidrocarburos

Figura 4. Sumatoria de dreas para los diferentes grupos funcionales en-
contrados

permite la mejor extraccion. En la Tabla 1 se presentan los resulta-
dos encontrados al realizar un anélisis de varianza simple para cada
compuesto versus las fibras utilizadas en el método SPME (resultados
expresados como dreas de los picos). De éste analisis resulta que la
fibra PDMS/DVB/CAR nos permite extraer una mayor cantidad para
los compuestos analizados, no existiendo diferencia significativa (p
> 0,05) con la fibra PA para los compuestos 4dcido acético, alcohol
furfurilico y 2,6-dimetilpirazina, los cuales son compuestos polares;
para el 2-furano carboxaldehido y 5-metilfurfural que no son polares
se evidencia una gran diferencia entre las fibras PDMS/DVB/CAR y
PA, debido a la propiedad que tiene la fibra de tres fases de extraer
compuestos polares y apolares.

Tabla 1. Andlisis de varianza en funcién a las fibras de microextraccion utilizadas en el método SPME

Fibra Acido acético 2.—me.ti1 2—furan0. Alcop(.)l 2,§—dimetil 5-metil

pirazina carboxaldehido furfurllico pirazina furfural

PDMS 150 £ 13° 9+1° 8+1° 155+£3° 24 £ 3° 41 x£5°

PDMS/DVB 609 + 55° 79 + 5% 69 +9° 439+ 10° 57 +3° 154 + 8
DVB/CAR/PDMS 12345 + 315° 786 +72° 7156 + 585° 8776 +232¢ 153 £ 18° 6276 + 418
PA 12689 + 4518 144 £ 21° 470 + 55° 7544 + 1063* 190 + 22° 678 + 135°

Valores expresados en abundancia del drea x 10° . Cada valor es la media con la desviacion estandar de tres réplicas experimentales. Las medias que no comparten

una letra en una misma columna, son significativamente diferentes (p > 0,05).
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Tabla 2. Andlisis de varianza en funcién a los diferentes métodos
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Métod 2-metil 2-furano Alcohol 2,6-dimetil 5-metil
etodo pirazina carboxaldehido furfurflico pirazina furfural
SPME b b a b b
(DVB/CAR/PDMS) 789 £ 72 7156 + 785 876 +232 15318 6276 + 418
DES 9162 + 597¢ 25695 + 4093¢ 12926 + 2994* 8561 + 1435* 17913 +2995°
SCF 1180 = 98° 2910 + 264" 12840 + 339° 1637 +313° 3266 = 409°

Valores expresados en abundancia del drea x 10°. Cada valor es la media con la desviacion estandar de tres réplicas experimentales. Las medias que no comparten

una letra en una misma columna, son significativamente diferentes (p > 0,05).

No existe diferencia significativa (p> 0,05) para los 6 compues-
tos, cuando se utilizé las fibras PDMS y PDMS/DVB al evaluar
simultdneamente todas las fibras. Pero al analizar solo las dos fibras
existe diferencia significativa para todos los compuestos, siendo
siempre mayor para la fibra con dos fases. Akiyama et al.*’ en su
estudio sobre café tostado encuentra la misma proporcioén, por
ejemplo el alcohol furfurilico obtuvo para la fibra PDMS/DVB 5,8
veces mayor que para la fibra PDMS, resultado similar al encontrado
de 8,6 veces, para S-metilfurfural la proporcion es 4,4 similar a
la encontrada de 3,8, para el 2,6-dimetilpirazina la proporcién es
1,4 similar a la encontrada de 2,4 veces mayor y en el compuesto
2-metilpirazina se mantiene la tendencia, en el estudio mencionado
no evalda al 4cido acético.

En la Tabla 2 se comparan los tres métodos de extraccién (SPME
fibra DVB/CAR/PDMS, FSC y DES) con los cinco compuestos
marcadores; no se incluye en el andlisis el 4cido acético debido a que
se solapa con la elucién del diclorometano utilizado como solvente
en las metodologias DES y FSC, para los compuestos marcadores
analizados no se presenta diferencia significativa (p > 0,05) con los
métodos SPME fibra DVB/CAR/PDMS y FSC. Para estos compuestos
que tienen pesos moleculares inferiores a 112 g mol™ el método que
permite una mayor extraccion es el DES.

Anlisis de componentes principales

Para determinar la capacidad de extraccion de los diferentes
métodos (para SPME se incluye los resultados encontrados con las
cuatro fibras), se realizé un andlisis de componentes principales (ACP)
mediante tres variables: a) utilizando los compuestos que se identifi-
caron con todos los métodos, b) todos los compuestos utilizados en
a) menos cafeina y ¢) los compuestos que indica Korhonova et al.*
como aquellos que brindan suficiente informacién para distinguir
muestras de café de distintas localidades.

ACP con 15 compuestos identificados en todas las metodologias.
Alrealizar el ACP con los 15 compuestos identificados (1H-pirrol-
2-carboxaldehido y 2-formil-1-metilpirrol fueron extraidos por todos
los métodos pero no fue comprobada su identificacién por lo cual
no se incluyen en éste andlisis), obtenemos que dos componentes
nos proporcionan el 94,4% de la informacién del comportamiento
de las metodologias (Figura 5). El primer componente nos aporta el
82,1% de la informacién y tiene correlacién positiva con todos los
compuestos menos la cafeina. El segundo componente nos brinda el
12,4% de la informacién y resalta su alta correlacién con la cafeina,
alcohol furfurilico, piridina (nombrados en orden descendente en
funcién a su correlacién). En la Figura 5 se puede observar que la
composicién obtenida con el método FSC es muy diferentes al resto
debido principalmente a la cafeina, el método de extracciéon DES
también presenta un comportamiento diferente pero debido a que
tiene mayor afinidad por el grupo de compuestos resaltado. El método
SPME con las fibras PDMS y PDMS/DBYV tienen un comportamiento

muy similar entre si. Finalmente el método SPME con fibras PA y
DVB/CAR/PDMS obtuvieron una composicion similar, pero con
la diferencia de que el método SPME fibra DVB/CAR/PDMS tiene
mayor afinidad por la cafefna.

0
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Figura 5. Representacion de la composicion final obtenida con los 15 com-
puestos identificados, en el sistema de coordenadas formado por los dos
primeros componentes

ACP con 14 compuestos identificados (sin cafeina) en todas las
metodologias

Al excluir la cafeina del ACP, el resultado para el método FSC
cambia notoriamente como era de esperar (Figura 6), al ser un método
con mayor afinidad por compuestos con pesos moleculares mayo-
res, ahora presenta un comportamiento muy similar a SPME fibra
DVB/CAR/PDMS con afinidad a los compuestos piridina, alcohol
furfurilico y 1-(1H-pirrol-2-yl)-etanona (14, 28 y 72). El comporta-
miento de SPME fibras PDMS y PDMS/DVB se repite comparado
con la evaluacién anterior, este debido principalmente a sus pobres

0

o SPME (PDMS)

1,04 .

SPME (PDMS/DVB)
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w
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)
o
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-4 2 0 2 4 6 8

Scores sobre PC 1 (87,9 %)

Figura 6. Representacion de la composicion final obtenida con los 14 com-
puestos identificados (sin cafeina), en el sistema de coordenadas formado
por los dos primeros componentes
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capacidades de extraer compuestos. En éste andlisis los dos primero
componentes aportan el 97,4% de la informacién aproximadamente
3% mas que al incluir cafeina en el andlisis, también aumenta la
informacién del primer componente obteniendo el 87,9%, teniendo
correlacién positiva con todos los 14 compuestos. El segundo com-
ponente aporta el 9,5% de la informacién resaltando su correlacion
negativa con los compuestos 14, 28 y 72 brindando la informacién
relacionada con los métodos FSC y SPME fibra DVB/CAR/PDMS.
El método DES mantiene su afinidad por los mismos 11 compuestos
resaltados en la Figura 5.

ACP con 6 compuestos marcadores

Korhonova et al.*® en su anélisis del aroma del café indica que
los compuestos 2, 26, 27, 28, 39 y 47, proveen suficiente informacién
para diferenciar 30 muestras de café, en las Tablas 1 y 2 se realizé
un andlisis de varianza con estos compuestos. Los dos componentes
principales encontrados brindan el 92,7% de la informacidn, existe
aproximadamente 5% menos informacién si se compara con la ob-
tenida con 14 compuestos. No se evidencia mayor diferencia en el
comportamiento de las metodologias y composicion final obtenida al
realizar el ACP con 6 o 14 compuestos (Figura 6 y Figura 7).

0

+ SPME (PDMS)
1,04 .
2 SPME (PDMS/DVB)
X
o
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E: 0,5 DES
FSC .
~ 5 S
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b o 0,0 0
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28
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v
E SPME (PA) 2
@ 1,04 o
SPME (DVB[CAR/PDMS)
-1,51 .

-1 0 1 2 3 4
Scores sobre PC 1 (73,8 %)

o

Figura 7. Representacion de la composicion final obtenida con los 6 com-
puestos marcadores, en el sistema de coordenadas formado por los dos
primeros componentes

Al incluir el dcido acético, compuesto que no fue identificado
con los métodos DES y FSC debido a que coeluye con el solvente,
modifica el comportamiento del método FSC con los dos primeros
componentes. El primero componente tiene tinicamente correlacion
negativa con el 4dcido acético y el segundo componente tiene corre-
lacién positiva con 2,6-dimetilpirazina (39) y marcada correlacion
negativa con el dcido acético.

CONCLUSIONES

Para el método SPME el material de empaque de las fibras de
microextraccion tuvo efecto sobre el nimero y tipo de compuestos que
se pueden extraer e identificar. En orden creciente las fibras PDMS,
PDMS/DVB, PA y DVB/CAR/PDMS permiten extraer la mayor
cantidad de compuestos. La fibra de tres fases DVB/CAR/PDMS
permitié obtener el perfil aromdtico mds representativo extrayendo
57 compuestos e identificando 44 de ellos con puntos de ebullicién
bajo, medio y alto.

La combinacidn de los tres métodos (seis tratamientos) nos per-
miti6 obtener un perfil aromatico con 123 compuestos diferentes. En
funcidn del drea encontrada los furanos y pirazinas fueron los grupos
funcionales orgdnicos que presentaron mayores resultados en el café
tostado de Vilcabamba, siendo el acido acético, cafeina, alcohol
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furfurilico, 2-furanocarboxaldehido, 5-metilfurfural, 2,6-bis(1,-
1-dimetiletil)-4-metil-fenol y 3-hidroxi-2-metil-4H-piran-4-ona los
compuestos mayoritarios encontrados con los diferentes métodos a
excepcion del método FSC donde predominan los compuestos con
pesos moleculares mayores.

El método de extraccién DES es un método muy efectivo para
determinar compuestos con pesos moleculares inferiores a 140 g/mol,
principalmente compuestos de grupos funcionales como aldehidos,
cetonas, ésteres, furanos, pirazinas y pirroles.

Los compuestos 4cido acético, 2-metilpirazina, 2-furano carbo-
xaldehido, alcohol furfurilico, 2,6-dimetilpirazina y 5-metilfurfural
proporcionan suficiente informacion para distinguir el comporta-
miento de los métodos de extraccion evaluados.

Al comparar los diferentes métodos se evidencia que el método
SPME con fibra de tres fases DVB/CAR/PDMS, permite de forma
rdpida, reproducible y sin la utilizacién de reactivos la obtencién de
un perfil representativo del aroma de café de Vilcabamba.

MATERIAL SUPLEMENTARIO

La Tabla 1S que contiene la identificacién de compuestos me-
diante Indice de Kovats e Indice de coincidencia, estd disponible
en http://quimicanova.sbq.org.br, en archivo PDF, con acceso libre.
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