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RESUMEN.

El objetivo de la presente investigacién fue extraer los componentes voldtiles del
café (Coffea arabica L. variedad Typica) tostado y molido de Vilcabamba (Ecuador),
mediante los métodos fibra de microextraccion en fase sélida (SPME), diéxido de carbono
en condiciones supercriticas (FSC) y destilaciéon extraccion simultinea (DES), e
identificacion mediante cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas. Para
el método SPME se evalu6 el efecto del material de empaque de cuatro fibras (PDMS,
PDMS/DVB, DVB/CAR/PDMS y PA) sobre el nimero de compuestos extraidos,
encontrando que el material de empaque tiene efecto sobre el nlimero y tipo de compuestos
encontrados. De las 4 fibras estudiadas, la fibra DVB/CAR/PDMS permitié extraer e
identificar el mayor niimero de compuestos (57 y 44 respectivamente). De los tres métodos
evaluados, el método FSC extrajo e identificé el mayor nimero de compuestos (72 y 64
respectivamente), ademas obtuvo las mayores drea para los compuestos. La combinacion
de los tres métodos permite obtener un perfil aromético con 123 compuestos diferentes. En
funcion del area el acido acético, cafeina, alcohol furfurilico, 2-furanocarboxaldehido, 5-
metilfurfural, 2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-metil-fenol y 3-hidroxi-2-metil-4H-piran-4-ona son
los compuestos mayoritarios encontrados con los tres métodos a excepcion del método
FSC donde predominan los compuestos con pesos moleculares mayores (> 194 g/mol). Al
comparar los diferentes métodos se evidencia que el método SPME con fibra
DVB/CAR/PDMS, permite de forma rapida, reproducible y sin la utilizacién de reactivos

la obtencién de un perfil representativo del aroma de café tostado y molido de Vilcabamba.

Palabras Claves: Café, Vilcabamba, SPME, FSC, DES.



ABSTRACT.

The aim of this study was extract the volatile compounds of roasted and ground
coffee (Coffea arabica L. var. Typica) from Vilcabamba (Ecuador) by three 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). Identification and characterization of
volatile compounds were achieved using gas chromatography / mass spectrometry
(GC/MS). Analysis of variance and analysis of main components were performed. In the
SPME method, the coating material has an effect on the amount and concentration of
extracted compounds, the DVB/CAR/PDMS coating provided the most representative
aroma extract (44 compounds were identified). In SCF method, more compounds were
extracted and identified rather than SPME and SDE; in addition, a higher concentration
was achieved. Using the three methods, 123 compounds were extracted. Acetic acid,
caffeine, furfuryl alcohol, furfural, S-methylfurfural, butylated hydroxytoluene and maltol
were the compounds with higher concentrations found using SPME and SDE; using SCF, a
higher concentration of compounds with high molecular weights (> 194 g/mol) was found.
Preferably SPME method with DVB/CAR/PDMS should be used to characterize coffee

aroma COIIlpOUHdS.

Keywords: Coffee, Vilcabamba, SPME, SCF, SDE.



L INTRODUCCION.

El café es una de las bebidas mds consumidas a nivel mundial, apetecida por su
agradable aroma y propiedades estimulantes debido a la cafeina (Parliment, 2000). La
creencia de que el café provoca efectos negativos para la salud, estd teniendo un vuelco
total, diversos estudios demuestran que el consumo habitual de café provoca una
disminucién en el cancer al colén (Miller et al., 2000, Parliment et al., 2000). Lo que ha
provocado un incremento en su consumo, actualmente se consumen mundialmente 400
billones de tazas por afio.

La producciéon mundial de café para el afio 2012 fue de 144 millones de sacos de 60
kg, esta produccion provee un movimiento en la economia de 90 mil millones de ddlares
(International Coffee Organization, 2013). En Ecuador el café se produce en practicamente
todas las provincias, pero destacan por mayor produccion, calidad y denominacién de
origen: Manabi, Loja y Galdpagos respectivamente. La produccién para el afio 2012 fue de
828 mil sacos de 60 kg (International Coffee Organization, 2013) y el café es considerada
como prioritario para el desarrollo de la regién sur del Ecuador. Actualmente dentro del
Plan Nacional de Desarrollo del gobierno de Ecuador se ha considerado un Programa de
Desarrollo Local Competitivo referente al café, con el fin de repotenciar el mercado de
café, afectado por los bajos precios de los afios 2002 a 2004. Entre los aspectos necesarios
para repotenciar el café, basados en las tendencias mundiales de consumo, tenemos:
comercializacion de café con certificado de origen, comercio justo, organico, etc.

La globalizaciéon 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 en el momento de realizar una adquisicion. El
término trazabilidad de acuerdo a la EU Commission, es definida como “La posibilidad de
encontrar y seguir el rastro, a través de todas las etapas de produccidn, procesamiento y
distribucion de productos alimenticios, piensos, animales destinados para la produccién de
alimentos o sustancias incorporadas en productos alimenticios o piensos o con
probabilidad de ser usada como tal” (Risticevic et al., 2008).

Existen numerosos estudios del perfil aromatico del café; basados en diferentes

técnicas de extraccion y andlisis; que buscan distinguir el café en funcién a su especie y



lugar de origen, con la finalidad de poder reconocer y garantizar su procedencia, esto cada
dia gana mayor importancia debido a la necesidad de disponer de una herramienta que
permita validar la procedencia del café y evitar fraudes. Actualmente en Canadd un café
proveniente de Galdpagos cuesta mas del doble de un café descafeinado o de mercados
reconocidos. El café proveniente de Vilcabamba al igual que el de Galapagos tienen un
precio diferenciado por sus caracteristicas de origen, pero no existen estudios o andlisis que
permitan corroborar su procedencia.

El objetivo de la presente investigacion fue extraer los componentes volétiles del
café (Coffea arabica L.) tostado y molido de Vilcabamba (Ecuador) mediante los métodos
fibra de microextraccion en fase sélida, didéxido de carbono en condiciones supercriticas y
destilacién extraccién simultdnea, e identificacion mediante cromatografia de gases

acoplado a espectrometria de masas.



II. REVISION DE LITERATURA.

2.1. HISTORIA DEL CAFE.

El café es proviene de Kaffa, provincia de Etiopia; donde crecia de forma silvestre,
descubierto por los efectos peculiares que producia sobre las cabras que lo consumian, las
cuales permanecian sin dormir, la curiosidad de los pobladores logré que esta peculiaridad
llegue a oidos de los parrocos de Yemen, los mismo que realizaron observaciones de los
hébitos alimenticios de las cabras concluyendo que es el fruto del café el que producia este
efecto, para comprobar su teoria ellos comenzaron a consumirlo, con lo que lograban rezar
todo la noche sin necesidad de dormir (Flament, 2001).

En Etiopia fue el primer lugar donde se preparé una bebida a partir de café. En el
siglo quince este fue exportado al otro lado del mar rojo, a Aden, donde su consumo fue
restringido por la creencia de que poseia efectos toxicos. Cien afios mds tarde se establecio
la primera cafeteria en Constantinopla, donde para impedir su consumo se establecieron
altos impuestos, pero éstos no limitaron su consumo. En Londres para el siglo diecisiete se
establecié una cafeteria, donde también encontrd restricciones por razones politicas al ser
considerada la cafeteria como un lugar de reuniones. Al mismo tiempo fue introducido el
café a Francia donde fue considerado como competencia para el vino por lo cual su
consumo fue limitado. Por dos siglos la tinica fuente de café fue Yemen, donde se ordend
que antes de exportar el café deba ser tostado, este monopolio desaparecié en el siglo
dieciocho cuando se logr6 cultivar café en Indonesia. La primera especie cultivada fue

llamada Coffea arabica L (Flament, 2001, International Coffee Organization, 2013).

2.2.  PRODUCCION MUNDIAL DE CAFE.

Actualmente el café es producido en mds de 50 paises, su cultivo, procesamiento,
comercio, transporte y comercializacion provee el sustento a 25 millones de familias y
provoca un movimiento de dinero de aproximadamente 35 billones de ddlares americanos
(International Coffee Organization, 2013), por lo cual no se exagera cuando se dice que el
café tiene un gran impacto sobre la economia mundial, siendo considerado como uno de

los productos primarios mds valiosos, segundo en lugar después del petréleo como fuente



de divisas para los paises en desarrollo (Nair, 2010). La produccién mundial se ha
mantenido sobre los 100 millones de sacos de 60 kg por afio por los dltimos diez afios. El
pais con mayor produccion es Brasil con 43,5 millones de sacos en el afio 2011, ha
encabezado la produccién y exportacion mundial de café desde hace mds de un siglo y
medio.

En Norteamérica es normal encontrar una cafeteria en cada cuadra del centro de las
principales ciudades, se ha generado una verdadera cultura de consumo de café. Los
consumidores, cuyos paladares son cada vez mds exigentes, no quieren un café con sabor
amargo; desean disfrutar un café con un caricter propio, calidad inigualable, un producto
desarrollado bajo estandares éticos y que sea ambientalmente responsable. El café siempre
ha sido una de las bebidas mds apreciadas, sin embargo, también ha sido de las mads
difamadas. Estudios recientes indican, por ejemplo, que el café puede reducir el riesgo de
sufrir el mal de Parkinson. Sean o no comprobables estos beneficios a la salud, un hecho es
cierto: los consumidores estdn cada vez mds preocupados por su salud (Dérea y da Costa,

2005).

2.3.  PRODUCCION DE CAFE EN ECUADOR.

El café, ha sido uno de los cultivos que se han destacado en las exportaciones
agricolas del Ecuador, constituye una fuente de empleo para el 4% de la poblacion
econdomicamente activa del pafs. Segtn el Consejo Cafetalero Nacional (COFENAC) en el
afio 2010 existieron 220 mil hectareas de este cultivo, con una produccion de 854 miles de
sacos de 60 kg (International Coffee Organization, 2013) (Figura 1). Este cultivo se
encuentra a nivel nacional, siendo Manabf la provincia con mayor produccién (38.6%).

En el pais se cultivan las dos especies de café: Coffea arabico L y Coffea
canephora P. Aproximadamente, el 68% de la superficie total es del tipo arabico. La
produccion de ardbigo, considerado de mejor calidad se concentra especificamente en
Manabi, la provincia de Loja y las estribaciones de la Cordillera Occidental de los Andes,
en tanto que el tipo robusta se cultiva en la Amazonia, principalmente en Sucumbios y

Orellana.
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Figura 1: Produccién de café verde de Ecuador.

Fuente: ICO (2013).

Alrededor del 90% del cultivo es manejado bajo el sistema tradicional (beneficio
seco). El 50% de las 57 mil unidades de produccién agropecuaria (upas) de café, son
pequeiias es decir que van de 1 hasta 10 hectdreas. El rendimiento de produccién es de 5 a
6 quintales/hectireas al afio, en gran parte por la edad de las plantaciones, falta de
capacitacion, transferencia de tecnologia, no disponibilidad de créditos, ausencia de
organizacion y fortalecimiento gremial (MAG, 2007).

Durante los ultimos afios, la Federacién Regional de Asociaciones de Pequefios
Productores Cafetaleros Ecolégicos del Sur del Ecuador ya exporta a Europa y Estados
Unidos, entre ellos cafés con certificacion comercio justo y orginico, los mismos que

registran precios superiores al convencional (Figura 2) (FAPECAFES, 2009).
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Figura 2: Precios del Café.
Fuente: ICO (2013).

2.4. TRAZABILIDAD DE CAFE.

La trazabilidad permite mantener la informacién de la cadena productiva, desde su
origen hasta su venta al consumidor final, permite a los productores la posibilidad de
colocar sus productos en mercados especificos més rentables, que exigen la certeza del
origen y de las distintas etapas del proceso productivo (Sanchez, 2005). En la produccion
moderna no se concibe un producto sin sus datos de trazabilidad. No se trata de ninguna
excentricidad, puesto que a partir del 2005 la Unidon Europea obliga que todos los
alimentos deban incorporar en sus etiquetas su origen (Diario Oficial de las Comunidades

Europeas, 2002).

2.5. ESTRUCTURA DEL FRUTO DE CAFE.

El fruto de café estd conformada por tres partes principales: exocarpio (piel roja),
mesocarpio (pulpa) y en su interior dos granos aplanados el uno contra el otro, recubiertos
por un endocarpio (pergamino) (Figura 3). Cuando el fruto estd maduro, una capa delgada
y viscosa de mucilago recubre el pergamino. Por debajo del pergamino los granos estdn

recubiertos de otra membrana mas delgada, llamada piel plateada.
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Figura 3: Estructura del fruto de café.

Fuente: FAO (2005)

2.6. POST-COSECHA.

Para obtener un café con mejores caracteristicas sensoriales, es necesario recolectar
s6lo frutos maduros; evaluados en funcion al color de la cereza, considerando un color rojo
oscuro como el adecuado (Carvajal Herrera et al., 2011). La recoleccién se realiza
principalmente de forma manual; debido a que se cultiva en zonas montafiosas que no
permiten mecanizar ésta operacion. Una excepcién es es Brasil, donde los terrenos son
planos y de drea grandes que facilitan realizar un proceso mecanico, con alta eficiencia y
sin dafos a la planta (International Coffee Organization, 2012, Cassia et al., 2013).
Posterior a la recoleccion se debe iniciar inmediatamente con el beneficio, existen dos

posibilidades generales (Brando, 2008):

2.6.1. BENEFICIO SECO.

Conocido también como método natural, es el més antiguo, sencillo y requiere
poca maquinaria. Se usa para aproximadamente el 90% del café arabico que se produce en
el Brasil, para la mayoria del café que se produce en Etiopia, Haiti y Paraguay, y también
para algunos ardbicos que se producen en la India y Ecuador. Casi todo el café robusta se
benefician de esta forma. Este método no es practico en zonas muy lluviosas, en las que la
humedad atmosférica es demasiado elevada o en las que llueve con frecuencia durante la
cosecha. Este procedimiento no es adecuado para lograr un café de calidad, debido a que
normalmente el grano de café adquiere olores desagradables y hay una alta posibilidad de
crecimiento de microorganismos (Flament, 2001, International Coffee Organization, 2013).

Consta de tres etapas basicas:



a. Limpieza.

En esta etapa se seleccionan los frutos, separando aquellos que estin demasiado

maduros, dafiados y se retira la suciedad, tierra, ramas y hojas.

b. Secado.

El fruto se extienden normalmente sobre grandes patios de cemento, ladrillo o bien
sobre mesas de alambre alzadas hasta la altura de la cintura sobre caballetes. A medida que
se van secando se les da la vuelta para que todo el café se seque igual. Esta etapa de secado

es la importante sobre todo para evitar el desarrollo de toxinas como la Ocratoxina A.

c. Descascarillado.

Mediante una trilladora se retira la pulpa seca junto con el pergamino del grano, a

continuacion el café estd listo para ser tostado o para ser almacenado.

2.6.2. BENEFICIO HUMEDO.

El método de via himeda se usa en general para todos los cafés ardbico, a
excepcion del café de Brasil y en los paises productores de ardbico citados anteriormente
que usan el método de via seca, se usa rara vez para los robustas. Es mucho mds complejo
(Figura 4), necesita de una infraestructura mayor y cantidades considerables de agua, pero
permite conservar las caracteristicas intrinsecas del café, por lo cual normalmente tiene un
mejor precio final. El proceso debe iniciarse antes de completarse 8 horas después de su

cosecha y consta de cuatro etapas (Flament, 2001):

a. Boyado.

De igual forma que el método por via seca, es necesario realizar una separacién y
limpieza preliminar de las cerezas, esta operacidon puede hacerse lavando las cerezas en

tanques repletos de agua, retirando los frutos vanos que flotan.

b. Despulpado.

Se realiza la eliminacién de la pulpa mediante una maquina despulpadora que
aprieta las cerezas entre planchas fijas y movibles. El espacio entre las planchas se ajusta

para evitar que se daifien los granos.



¢. Fermentacion.

La fermentacion es la etapa siguiente, para lo cual es necesario grandes tanques
donde se deposita el grano con mucilago y bajo la influencia de enzimas naturales o
adicionadas se oxida parcialmente los azicares y etanol, dcido lactico, acido acético y
diéxido de carbono. Esta operacion necesita constante vigilancia, una incorrecta
fermentacién puede ocasionar sabores desagradables y un café amargo, esta etapa tiene una
duracién entre 24 y 36 horas, dependiendo de la temperatura, el grosor de la capa
mucilaginosa y la concentracion de enzimas. Se produce una disminucién del pH hasta

aproximadamente 4,5. Culminada la fermentacién se lava el café con agua limpia.

d. Secado.

Luego de la fermentaciéon el café pergamino tiene un 57% de humedad
aproximadamente, y se debe disminuir la humedad hasta un valor entre 8 a 12%, para lo
cual se puede utilizar secadoras mecdnicas o con la ayuda del sol (sobre mesas de alambre
de malla fina) o una combinacién. Después del secado, el café lavado, se almacena y se
conserva en esa forma hasta poco antes de que se exporte o tueste (Flament, 2001,

PROCAEFE, 2004, Véasquez, 2004).

 BeneficioHumedo |
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!' Residuos
Bovado
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Lo s || )

fermentadoy lavado
Grano con pergamino . Mucilago
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Figura 4: Esquema de los pasos del beneficio himedo del caf€.

Fuente: Brando (2008).




En funcién del tipo de beneficio se producen diferentes cambios en el café
(Mazzafera y Purcino, 2005, Fisk et al., 2012). Con beneficio himedo se obtiene café con
mayor cuerpo y acidez, aemds los cambios quimicos que se producen en este beneficio
mejoran las caracteristicas aromadticas del café comparadas con el beneficio seco (Hicks,

2001, Tarzia et al., 2010).

2.7. QUIMICA DEL CAFE.

La quimica de los componentes aromaticos del café¢ es sumamente compleja y aun
no es completamente entendida. Los principales grupos funcionales organicos responsables
del aroma son &4cidos organicos, alcoholes, aldehidos, alcanos, alquenos, compuesto
bencénicos, éteres, furanos, cetonas, lactoanas, componentes fendlicos, piridinas, pirazinas,
pirroles, componentes sulfurados, tiazoles y tiofenos (Mancha et al., 2008, Ribeiro et al.,
2009). Todos estos componentes se encuentran en proporciones diversas y cada uno aporta
al aroma final. Durante el tostado la composiciéon quimica del café verde cambia
drasticamente y cientos de sustancias asociadas con el aroma y sabor son formadas
(Flament, 2001). Largos tiempos de tostados producen cafés amargos, mientras que
tiempos cortos producen cafés con un aroma poco desarrollado, debido a que algunas

reacciones piroliticas no se pudieron completar (Brohan et al., 2009).

2.7.1. ALCALOIDES.

La cafeina es el componente mas importante de los alcaloides presentes. Pequefias
cantidades de metabolitos de la cafeina también se encuentran presentes, como teofilina y
teobromina. Kappeler and Baumann, citado por (Flament, 2001), encontraron que la
proporcién entre teobromina y teofilina sirve para diferenciar entre café ardbica y robusta
sin importar el grado de madurez del cerezo. El contenido de cafeina se encuentra entre 1 a
2,5 % en base seca y cambia ligeramente con el grado de madurez de la semilla, es menor
en café¢ ardbica que en café robusta. La cafeina no posee olor y tiene un amargor que

contribuye inicamente en aproximadamente 10 % del total del amargor del café.

2.7.2. PROTEINAS Y AMINO ACIDOS LIBRES.

Los amino 4cidos a pesar de representar tnicamente el 1% del café verde, tiene
gran importancia debido a la formacion de componentes importante en relacién al aroma

final del café (Flament, 2001).
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2.7.3. CARBOHIDRATOS.

Realmente importantes en la formacién del aroma, caracterizado principalmente
por los componentes de bajo peso molecular y las reacciones de Maillard con los amino
acidos. Los carbohidratos representan alrededor del 50% de la composicién del café verde
en base seca. La composicion es compleja con un rango de poli, oligo y monosacéridos,

subdividido en azucares reductores y no reductores (Flament, 2001).

2.7.4. POLISACARIDOS.

Son los carbohidratos mas abundantes y son identificados luego de su hidr6lisis.
Theler citado por (Flament, 2001) considera que el contenido en polisacdridos no es
diferente entre Arabia y Robusta. Los polisacdridos se pierden parcialmente
(aproximadamente el 30%) por el tostado, via varios y no bien conocidos mecanismos,
deshidratacion, formacién de complejos enlaces (co polisacaridos, proteinas fragmentos y
acido cloragénico). A diferencia de los aziicares de bajo peso molecular, los polisacaridos
(celulosa, pectinas, almidén), no contribuyen a la formacion del aroma durante del tostado

de café, pero son muy importantes agentes de ligado en la bebidas.

2.7.5. AZUCARES DE BAJO PESO MOLECULAR.

Tressl et al. (1973) reporta 0,1% de azucares reductores totales para café ardbica y
0,45% para robusta, principalmente glucosa (0,03 — 0,038 y 0,16 — 0,18 %
respectivamente), fructosa (0,023 — 0,030 y 0,19 — 0,21%) y galactosa (0,035 y 0,07 — 0,08
%). Ribosa y manosa también estdn presente pero en baja concentracion. Con el tostado
glucosa, fructosa y ribosa desaparecen casi completamente, mientras que galactosa y

manosa son transformadas en un 40 — 80% (Flament, 2001).

2.7.6. LIPIDOS.

De acuerdo a Carisano y Gariboldi, citados por (Flament, 2001), los principales
dcidos grasos libres (AGL) en el aceite de café son el dcido linoleico (43- 46%) y acido
palmitico (30 — 35%). Los 4cidos oleico, esteredrico, eicosanoico y linoleico estan también
presentes en bajas concentraciones. La presencia de los AGL es evidentemente el maés

importante factor que afecta la formacién del flavor durante el tostado.
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2.8. TOSTADO DEL CAFE.

En la cadena de procesamiento del café, desde el grano maduro hasta el café
tostado, este dltimo es considerado como el paso mas importante y relevante. El objetivo es
producir olor, sabor, color oscuro y la textura quebradiza que facilite el molido. El tambor
del tostador puede ser considerado como un birreactor; con temperaturas comprendidas
entre 120 a 220 °C; en el cual se realiza eliminacién de agua, cambio de la microextructura
y desarrollo de reacciones quimicas como Maillard, degradacién de Strecker y pir6lisis que
producen una gran cantidad de compuestos voldtiles (Schenker et al., 2002). El grano de
café no presenta una fécil transferencia de calor. La transferencia de calor se realiza por
conduccion, radiacién y convencion.

Existen muchas maneras de describir el tostado final del café mediante propiedades
fisicas y quimicas como por ejemplo: desarrollo del color, pérdida de peso, pérdida de
componentes organicos y contenido de agua. También se pueden utilizar métodos
indirectos como la relaciéon de amino 4cidos, alquilpirazinas y contenido de é&cido
clorogénico. Pero el color del grano es el indicador mas utilizado. Existen muchos
componentes en el café, pero se considera que 30 tienen efecto sobre el aroma.

Schenker (2002) encontré que la mayoria de componentes exhiben un alto
incremento en la concentracién a una temperatura media alta y corto tiempo; y a baja
temperatura y largo tiempo. Un tostado excesivo genera un decrecimiento en la
concentracion de sustancias volétiles, excepto para el hexanal, piridina y dimetil tiosulfito,
la concentracién de los mismos continda aumentando (Baggenstoss et al., 2008), por lo
cual la composicion del café estd en funcion a las condiciones de tostado.

En las investigaciones realizadas por Gonzalez-Rios et al. (2007b, 2007a) para
identificar el efecto del tratamiento post cosecha sobre el aroma del café, encuentra que al
tostar el café se identifican 41 compuesto més que el café verde, lo que permite identificar
de forma mads clara el efecto de los tratamientos sobre el aroma del café. Costa Freitas y
Mosca (1999) encuentran resultados similares en su estudio para caracterizar café segin su

origen geogréfico.

2.9. MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA.

La microextracciéon en fase sélida (SPME) se ha desarrollado para remplazar
tediosas extracciones, que involucran un sin nimero de etapas necesarias para la

preparacion de la muestra. Este proceso consiste en dos etapas: reparticion de compuestos
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entre la muestra — fibra y la desorcién de compuestos concentrados en la fibra dentro del
puerto de inyeccién del cromatdgrafo. El rango de compuestos que pueden analizarse es
amplio comprenden compuestos volatiles, semi-voldtiles e incluso no volatiles. El
componente clave es una fibra de silice fundida, recubierta de una fina capa orgdnica
polimérica de 10 a 100 um (Pawliszyn et al., 1997), semejante a la pelicula de las
columnas capilares, existen con diferentes caracteristicas en funcién del sorbente utilizado
y del compuesto de interés, por ejemplo: recubrimientos no polares como el
polidimetilsiloxano retienen hidrocarburos muy bien, fibras polares como el poliacrilato y
carbowax extraen componentes polares como fenoles y dcidos carboxilicos. Otra diferencia
entre estas fases muy comtinmente usadas es que la primera es un liquido, por lo cual la
extraccion es mucho mds répida y el poliacrilato es un sélido (Pawliszyn et al., 1997).

La absorcién de compuestos se puede realizar de dos maneras diferentes en funcion
del tipo de muestra (Figura 5), si esta no presenta compuestos que puedan contaminar la
fibra, es conveniente realizarlo por contacto directo (por ejemplo cuando se quiere extraer
compuestos del agua purificada envasa), pero si la muestra que se quiere analizar es un
s6lido o un liquido muy contaminado (por ejemplo agua residual), es necesario colocar la
muestra en un vial (dejando un espacio de cabeza), luego por calentamiento se deja que el
espacio de cabeza se enriquezca y finalmente la fibra extrae los compuestos que migraron
al espacio de cabeza (Harris, 2007). El muestreo directo reduce la vida util de la fibra, se
considera que esta puede durar de 75 a 100 extracciones. La extraccion es considerada
completa cuando el compuesto ha alcanzado un equilibrio de distribucién entre la matriz y

la pelicula de la fibra (Pawliszyn et al., 1997).
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Fibra

Recubrimiento

a) Contacto directo.
b) Espacio de cabeza.

Figura 5: Formas de utilizacion de la fibra.

Fuente: Pawliszyn et al. (1997).

La eficiencia de extraccion depende del tiempo de absorcidon y/o adsorcion, de la
temperatura, del volumen de espacio de cabeza, etc. Para mejorar la sensibilidad del
método se puede proceder de la siguiente manera:

* Aumentar el grosor del recubrimiento de la pelicula lo que conlleva también
un tiempo mayor para alcanzar el equilibrio.

e Modificar el tipo de fibra por una con mayor afinidad.

e Aumentar la temperatura de uso, con la precauciéon que puede limitar la
extraccion de compuestos con punto de ebullicion bajos.

El método SPME, involucra una serie de pasos, consiste en insertar la fibra en la
muestra acuosa o en el espacio de cabeza segun corresponda, presionado el émbolo se pone
en contacto la fibra con la muestra, se realiza la extraccién y cuando se alcance el
equilibrio, se retrae el émbolo y finalmente mediante la aplicacién de calor se logra la
desorcion de compuestos en el puerto de inyeccion, donde ingresan a la columna
transportados por el gas de arrastre, durante la etapa final la fibra queda lista para ser
reusada (Pawliszyn et al., 1997, Harris, 2007). La fibra es extremadamente fragil, por lo

cual se han disefiado un dispositivo tipo jeringa para su manejo (Figura 6). Al contraer el
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émbolo la fibra es protegida dentro de la aguja, durante el almacenamiento y penetracion

de la septa en el puerto de inyeccién (Pawliszyn et al., 1997).

Cuerpo dela

Punta de la . .
jennga Embolo

‘J:;»f;* ‘,j ;
—e—— ..
.l
N Goma

Recubrimiento SiC€  Micro tubo de
acero inoxidable

Figura 6: Fibra de microextraccion.

Fuente: Pawliszyn et al. (1997).

La cantidad de compuesto extraido es independiente del volumen de la muestras, y
es posible transferir todo al instrumento analitico, en contraste con la técnica de extraccién
liquido — liquido en la cual s6lo es posible transferir el 1/100 o 1/1000 (Pawliszyn et al.,
1997).

2.10. EXTRACCION MEDIANTE FLUIDOS SUPERCRITICOS.

El potencial de los fluidos supercriticos para la extraccién de compuestos fue
mencionado por primera vez por Sozel (1978), el mismo que la utilizé para realizar la
extraccion de cafeina del grano de café (Pradip y Bhaduri, 2009). En 1822 el Baron
Charles Cagniard fue el primero en definir un fluido supercritico como un estado en el cual
el liquido y vapor son indistinguibles. Una sustancia a temperatura y presiones superiores a
las condiciones criticas se denomina fluido supercritico. La temperatura critica de una
sustancia es la temperatura por encima de la cual no puede existir en fase liquida,
independiente de la presion. Los fluidos supercriticos tienen densidades, viscosidades y
otras propiedades que son intermediarias entre las caracteristicas de esa sustancia en estado

gaseoso y liquido (Pradip y Bhaduri, 2009).

Entre las principales propiedades de los fluidos supercriticos es su gran capacidad

de disolver moléculas grandes no voldtiles, los compuestos disueltos en ellos son
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facilmente recuperables siendo solo necesario que las disoluciones se equilibren con la
atmosfera a temperaturas relativamente bajas, la difusion de los solutos en ellos son un
orden de magnitud mas altos que en los liquidos, las viscosidades son de un orden de
magnitud mas bajas que las de los disolventes liquidos, ademds son baratos, inocuos y en
su mayoria no son sustancias toxicas. La velocidad de transferencia de masa entre la
matriz, muestra y un fluido de extraccion se determina por la velocidad de difusién de la
especie en el fluido y por la viscosidad del fluido. A mayor velocidad de difusiéon y mas
reducida viscosidad la transferencia de masa seria mayor. El poder disolvente de un fluido
supercritico puede modificarse por los cambios en la presién y, con menor alcance, en la
temperatura. Muchos de los fluidos supercriticos son gases a temperatura ambiente, un
fluido supercritico puede ser separado simplemente por descenso de la presion.

El diéxido de carbono ha sido el fluido de eleccion en la mayoria de los estudios,
disolvente excelente para especies no polares, tales como alcanos y terpenos, y es un medio
de extraccion relativamente bueno para especies moderadamente polares (Skoog et al.,
2005), adecuado por su precio, se puede disponer con alta pureza, es quimicamente estable,
inerte, no inflamable, no corrosivo y tiene un punto critico relativamente bajo. El CO; en
condiciones supercriticas posee practicamente propiedades lipofilicas. Es un solvente
altamente selectivo cuyas propiedades se pueden controlar modificando la temperatura y
presion del proceso de extraccion. El didxido de carbono posee condiciones supercriticas
cuando es sometido a presiones superiores a 7,3 MPa y temperaturas superiores a 31,2 °C

(Marsili, 2002).

2.11. DESTILACION EXTRACCION SIMULTANEA.

Técnica descrita por primera ocasion por Nickerson y Likens (1965), el equipo
consiste en dos brazos conectados a dos balones, el vapor que proviene de la muestra
asciende por la seccién B-B’ y se condensa mediante el dedo frio (Figura 7), los vapores
del solvente utilizado (por ejemplo diclorometano); el cudl debe ser inmiscible con la
sustancia en la cual se encuentra disuelta la muestra (generalmente agua), asciende por la
seccion A-A’ y se condensan. Los condensados se encuentran en la seccién central C,
donde se realiza la extraccion, éste es un proceso ciclico continuo, donde se suman nuevos
condesados constante, lo que conlleva el regreso de cada solvente a su respectivo balén, el
solvente utilizado para la extraccidn acarrea los compuestos extraidos, consiguiéndose que

los compuestos se concentren en el balén A. Finalmente se separa las dos fases
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(diclorometano y agua) que se encuentran en la seccién C, se puede deshidratar el solvente
utilizando Na,SQO4 anhidro (Bononi et al., 1998) y si es necesario se concentra mediante un
Kuderna-Danish con columna de Zinder (Nickerson y Likens, 1965, Sinyinda y

Gramshaw, 1998).

Dedo frio

Balon con
solvente

Balon con muestra

Figura 7: Aparato de destilacion — extraccion.

Fuente: Nickerson y Likens (1965)

Entre las ventajas de este sistema se tiene:
e Operacidn sencilla, extrae los compuestos y los concentra.
¢ Pequeiia cantidad de solvente es necesaria.
® Recuperacién de componentes aromadticos es alta.

¢ El sistema puede operar a reducidas presiones para evitar el dafio térmico

(Marsili, 2002).
Segin Bouseta y Collin (1995), después de 45 min, la eficiencia de extraccion del

sistema disminuye significativamente para la mayoria de componentes voldtiles

(benzaldehido y monoterpenos).
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2.12. CROMATOGRAFIA.

La cromatografia es un poderoso método de separacion que tiene aplicacioén en
todas las ramas de la ciencia. La cromatografia en columna fue inventada y denominada
asi, a principios del siglo XX por el botdnico ruso Mikhail Tswett. El empleé la técnica
para separar varios pigmentos vegetales, tales como clorofilas y xantofilas, haciendo pasar
disoluciones de estos compuestos a través de una columna de vidrio rellena con carbonato
de calcio finamente dividido. Las especies separadas aparecian como bandas coloreadas en
la columna lo que justifica el nombre, chroma del griego que significa color y graphein que
significa escribir (Skoog et al., 2005).

En cromatografia de gases la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza de la
columna, la elucién se produce por el flujo de un gas inerte, a diferencia de la mayoria de
cromatografias, la fase moévil no interacciona con las moléculas del compuesto, su tinica
funcién es la transportar el compuesto a través de la columna (Skoog et al., 2005).

La fase estacionaria puede ser un liquido o un gas, la fase estacionaria es un liquido
impregnado en una columna capilar o una capa sélida empacada en una columna. El
reparto de soluto entre la fase estacionaria y mdvil provoca la separacion. El fluido que
entra en la columna se llama eluyente y el fluido que sale se llama eluato, este proceso de
paso de un liquido o un gas a través de la columna se llama elucién.

En cromatografia de gases los compuestos son arrastrados por un gas portador, que
puede ser helio, nitr6geno o hidrégeno, la columna debe estar lo suficiente caliente para
que los compuestos alcancen una presion de vapor de tal forma que eluyan en un tiempo
corto. El detector se mantiene a una temperatura mayor que la columna con lo que se busca
que los compuestos permanezcan en su estado gaseoso.

Existen infinidad de fases estacionarias, para elegir una u otra se utiliza el criterio
de lo semejante diluye a lo semejante, en definitiva si los compuestos de interés son
polares debemos utilizar una columna polar. Hay que considerar que a medida que la
columna envejece quedan al descubierto los grupos silanol (Si-O-H) y aumentan las colas,
disminuyendo la eficiencia de la columna.

Un cromatograma es un grafico que representa la respuesta del detector en funcién
del tiempo de elucion. El tiempo que un componente demora desde el momento que es
inyectado hasta que es detectado se denomina tiempo de retencién. El tiempo de retencion

ajustado de un soluto es el tiempo de retencion del soluto menos el tiempo de retencidon de
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un disolvente no retenido. La eficacia de separacion de dos compuestos se mide en funcién

al tiempo retencidn de cada uno y al ancho del pico (Harris, 2007).

2.13. ESPECTROMETRIA DE MASAS.

La espectrometria de masas consiste en ionizar las moléculas gaseosas, acelerarlas
en un campo eléctrico y luego separarlas de acuerdo a sus masas. El proceso de ionizacion
suministra suficiente energia para que las moléculas se rompan en diversos fragmentos.

El funcionamiento de un espectrémetro de masas de cuadrupolo consiste en ionizar
los eluatos; que pasan por un conector caliente, a través de una camara de ionizacién de
impacto, que se mantiene a un alto vacio. Los iones son acelerados con un potencial de 5 —
15 V antes de pasar al separador de cuadrupolo, el separador consiste en cuatro barras
metdlicas paralelas a las que se les aplica un voltaje constante y un voltaje oscilante de
radiofrecuencia. El campo eléctrico desvia los iones, haciéndoles seguir trayectorias
diversas a medida que van de la cdmara de ionizacién hacia el detector y permitiendo que
solo llegue al detector los que tienen una relacién (m/z) determinada, los demds iones
chocan con los cilindros y se pierden antes (Harris, 2007).

El resultado se representa en un espectro de masas que consiste en una
representacion de la abundancia relativa de cada fragmento que choca con el detector, el
eje de las abscisas corresponde a la relacién masa/carga (m/z), pero la mayoria de los iones
tienen una sola carga de modo que m/z es equivalente a la masa del ion en unidades de

masa atomica.

2.14. INDICE DE KOVATS.

El indice de retencién fue propuesto por primera vez por Kovats en 1958 como un
parametro para identificar solutos a partir de los cromatogramas (Skoog et al., 2005). El
indice de retencion relaciona el tiempo de retencion de un soluto con los tiempos de
retencién de los alcanos lineales. El tiempo de retencidon para un soluto dado puede
deducirse del cromatograma de una mezcla del soluto con al menos dos alcanos normales
(de cadena lineal), que tengan tiempos de retencion tal que el soluto se encuentre entre
ellos (Skoog et al., 2005, Harris, 2007).

El indice de retencion de Kovats de un alcano lineal es igual a 100 veces su nimero
de carbonos, por ejemplo para el octano seria 800, sin considerar el relleno de la columna,

la temperatura u otras condiciones cromatograficas (Skoog et al., 2005, Harris, 2007).
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2.15. ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES.

El método estadistico de andlisis de componentes principales (PCA) es
ampliamente usado para el andlisis de resultados quimicos y evaluacion de calidad de
alimentos. El objetivo de PCA es reducir la alta dimensionalidad de los datos sin pérdida
significativa de informacién convirtiéndolos a un pequefio set de informacion de factores
ortogonales de facil interpretaciéon (Zambonin et al., 2004). En definitiva PCA, el
designado para transformar las variables originales en unas nuevas, con las cuales se pueda
clasificar, encontrar similitudes y correlacionar los resultados obtenidos (Korhonova et al.,
2009). Mediante un grafico de dos ejes se representan normalmente los dos componentes
principales con lo cual se logra visualizar de mejor manera los resultados obtenidos. Por
otra parte existe la posibilidad que variables, en su mayoria de baja concentracion, causen
un resultado confuso o erréneo, una solucién para evitar esto, es utilizar el criterio de un
experto para eliminar aquellas variables que proporcionen resultados erréneos (Korhonova

et al., 2009).

20



I11. MATERIALES Y METODOS.

3.1. LUGAR DE EJECUCION.

La presente investigacion se realizd6 en los laboratorios de Instrumental del
Departamento de Quimica y laboratorio de catacion de café del Departamento de Ciencias
Agropecuarias y Alimentos, ambos pertenecientes a la Universidad Técnica Particular de

Loja, Ecuador.

3.2. MATERIA PRIMA-INSUMOS.

Se analiz6 café ardbico variedad Tipica (Coffea arabica L), proveniente de la
parroquia Vilcabamba con una altura de 1594 msnm (sur 04°14°35,1” y oeste
079°13°21,0°’), perteneciente al cantén Loja, provincia Loja, seleccionado por su creciente
demanda debido a sus condiciones de origen. Se adquiri6 la materia prima directo al
caficultor con la finalidad de garantizar el tipo de variedad.

Debido a que los caficultores cosechan frutos verdes y maduros, se realiz6 una
seleccion, en funcién al color del cerezo (Brando, 2008). La medida del color se la realiz
por medio de las cartas de color de Royal Horticultural Society London (1986) (Cérdenas,
2007) (Figura 8).

ORANGE-RED
GROUP

Figura 8: Fotografia del color del café cereza seleccionado.

En la Figura 9 se presenta el diagrama de flujo de preparacién de materia prima.
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Figura 9: Diagrama de flujo de preparacién de materia de materia prima.
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Se caracterizo el grado de madurez de los frutos de café mediante la cuantificacion
de acidez y sélidos solubles mediante las metodologias AOAC 942.15 Acidez titulable en
derivados de frutas (Anexo A) y AOAC 932.12 Sdlidos solubles en frutas y derivados
respectivamente (AOAC, 2005). Se determiné la humedad de la pulpa del fruto de café
mediante AOAC 920.151 Sélidos totales en frutas y derivados (AOAC, 2005).

Se realiz6 un beneficio himedo como tratamiento post cosecha de acuerdo al
protocolo de Brando (2008). Para el despulpado se utilizé una despulpadora mecanica
FIRMAR. La fermentacién del grano se realiz6 a temperatura ambiente (Figura 10) sin
adicion de levadura, el punto final se determindé en funcién al grado de pegajosidad
(Castafieda, 1997, Brando, 2008), tomando este proceso alrededor de 18 horas. A
continuacion se eliminé el mucilago mediante lavado con agua potable. La deshidratacion
se realiz6 en estufa a 60 °C (Belitz et al., 2009), hasta obtener una humedad comprendida

entre el 10 al 12% (Brando, 2008, Specialty Coffee Association of America, 2009a).

Figura 10: Fotografia de la etapa de fermentacién del café.

El pergamino se retiré utilizando una trilladora. El grano verde se clasificé en
funcién del tamano (Franca et al., 2009) mediante el juego de zarandas Penagos Clausen
utilizando los tamices del 12 a 18. Se trabajé con la fraccion separada en las zarandas 15
(5,95 mm) a 17 (6,75 mm). Se determiné la humedad del café verde mediante el método
AOAC 920.151S6lidos totales en frutas y derivados (AOAC, 2005).

El tostado se realizé siguiendo el protocolo de Specialty Coffee Association of
America (2009a), que se fundamenta en tostar el grano hasta obtener un color igual al
disco #55 perteneciente a la escala Roast Color Classification System (Staub, 1995), en un
lapso de tiempo de 8 a 12 minutos. En el tostador de laboratorio Quantik, se fijo las
siguientes condiciones: temperatura de partida (Tp) = 150 °C, temperatura de crack (Tc) =

180 °C, temperatura final (Tf) = 190 °C, potencia de para alcanzar Tp = 220, potencia para
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alcanzar Tc desde Tp = 150 y potencia para alcanzar Tf desde Tc = 50. Cuando la
temperatura del tambor se estabiliz6 en 150 °C se cargé 100 g del café y se mantuvo por 10
minutos + 30 segundos, finalizado el tostado se dej6 reposar el grano por un lapso no
menor a § horas ni mayor a 24 horas, pasadas las primeras 8 horas se almacené el grano en
fundas herméticas (Specialty Coffee Association of America, 2009b).

Se tritur6 el café tostado utilizando un molino de disco abrasivo Bunn, se tamizé y
se trabajo con la porcién comprendida entre 1 mm y 500 pm. Inmediatamente de moler el
café, se realiz6 la extraccién de los compuestos volatiles.

En las muestras preparadas se cuantific6 humedad, acidez y sdlidos solubles
siguiendo AOAC 979.12 Humedad en café tostado, AOAC 920.92 Acidez Total en café
tostado y AOAC 973.21 Sélidos solubles en café tostado respectivamente (AOAC, 2005).

3.3. EXTRACCION DE COMPUESTOS.

Se evalud tres métodos de extraccion: microextraccién en fase sélida (SPME),
diéxido de carbono en condiciones supercriticas (FSC) y destilaciéon y extraccidn
simultdnea (DES). Ademds en el método SPME se evaluaron cuatro fibras, en la Figura 11

se presenta el diagrama de flujo del proceso de extraccién e identificacion.

[ Café tostado y molido ]

4 \ \
SPME
ST [ ————— YT e o7 \
1, DVB/CAR/ ! PDMS/ | | FSC DES

, PDMS ’l: PDMS | \ DVB I, A !
""""""""""""" \. J i J
S S S ,

Deteccion Deteccion Deteccion
\ 7
. e . . N\ ( )
Identificacion Identificacion Identificacion

A Woonm 3 : i I Wi H
1 IK QM | 1 IK 1 QM | i IK It QM |
I S o L b ) 4 L 1
\-—-ooo Tt , . J \ y,

Figura 11: Diagrama de flujo del proceso extraccion e identificacion.

3.3.1. MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA (SPME).

Se evaluaron cuatro fibras de microextraccion en fase solida: una apolar de

polidimetilsiloxano (PDMS) de 100 pum de ancho de pelicula, dos bipolares
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divinilbenzeno/polidimetilsiloxano (PDMS/DBV) 60 um vy divinilbenzeno/carboxen/
polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) 50/20 wm y una polar Poliacrilato (PA) 85 pum
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 &mbar 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 desorcion de compuestos se lo realiz6 en el
puerto de inyeccion del cromatdgrafo (tipo “splitless”) a 250 °C por 10 minutos (Franca et

al., 2009).

3.3.2. DIOXIDO DE CARBONO EN CONDICIONES SUPERCRITICAS (FSC).

La extraccién fue realizada siguiendo la metodologia descrita por Stashenko et al.
(1996, 2000, 2009) utilizando un extractor Soxhlet de altas presiones (J&W Scientific,
Folsom, CA). En la camara superior del equipo Soxhlet se colocaron 20 g de café tostado y
en la cdmara de extraccion 200 g de hielo seco (CO,) comercial (fuera del equipo Soxhlet

armado) (Figura 12), como fuente de fluido supercritico (Stashenko et al., 2003).

PN Tep,

Figura 12: Fotografia del extractor Soxhlet de altas presiones.
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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 recirculaciéon del CO; el sistema se enfrié hasta
que la presion descienda a 500 psi, alcanzado este valor se despresurizé muy lentamente y
desarm6 el sistema. Utilizando 2 ml de diclorometano se extrajo los compuestos
impregnados en las paredes del balén. Se inyecté 1 pl de extracto en el GC con las

condiciones descritas en 3.4.

3.3.3. DESTILACION Y EXTRACCION SIMULTANEA (DES).

La destilacién simultdnea con vapor y extraccion liquido-liquido fue llevada a cabo
en la micro-version del aparato de Nickerson y Likens (1965), disefiado por Godefroot et
al. (1981) (Figura 13), mediante la metodologia descrita por Stashenko et al. (1996, 2003).
En un balén de 100 ml (A) se pesaron 20 g de café tostado y se adicionaron 15 ml de agua
destilada, en el baléon de 5 ml (B) se colocaron 3,5 ml de diclorometano (grado
cromatografia, Merck). Antes de iniciar la extraccién se adiciond 1,5 ml de diclorometano

y 1,5 ml de agua destilada en C con una jeringa (Godefroot et al., 1981).

Figura 13: Fotografia del equipo de micro destilacion extraccién simultinea.

La destilacion se realizé por dos horas, manteniendo a 100 °C el balén A y a 45 °C

el balén B (Solis et al., 2007). Finalizado el tiempo de destilacién, la extraccion se realizd
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por 15 minutos mds, se separd por decantacion los solventes que se encontraban en C. Se

inyectd 1 ul de extracto en el GC con las condiciones descritas en 3.4.

3.4. DETECCION.

La separacion de compuestos se realizé en una columna capilar de polimero de
fenil arileno equivalente a (5% fenil)-polidimetilsiloxano con un flujo de 1 ml/min de helio
con pureza igual o superior a 99,999 % (Indura, Ecuador), con las condiciones
cromatograficas descritas por Franca et al. (2009): 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 (GC) (Agilent 6890, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA)
equipado con espectrometro de masas (Agilent 5973N, Agilent Technologies, Palo Alto,
CA, USA).

3.5. IDENTIFICACION DE COMPUESTOS.

La identificacién de compuestos se realiz6 mediante dos opciones:

3.5.1. BIBLIOTECA WILEY.

Para la identificacion se utiliz6 la biblioteca Wiley, que dispone de 390000
espectros y 316934 compuestos, se considerd identificado un compuesto, si el indice de
similitud (QM) es mayor a 80. Célculo que realiza el software en funcién al grado de
coincidencias entre el espectro obtenido y el espectro de la biblioteca para cada compuesto

(Agilent Technologies, 2000).

3.5.2. INDICE DE KOVATS.

Mediante el indice de Kovats (IK), utilizando como patrén una mezcla de
hidrocarburos (Cg a Cy). El IK para un soluto puede deducirse del cromatograma del
soluto y el cromatograma de una serie de alcanos, ambos obtenidos bajo las mismas
condiciones cromatograficas (temperatura, flujo, columna, etc.). Para calcular el IK como

primer paso se identificé los alcanos con tiempo de retencién menor (¢,(,,) y mayor (z,,,)

al tiempo de retencidn del soluto de interés (Skoog et al., 2005, Harris, 2007), estos datos

se remplazan en la siguiente ecuacion:
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IOg tr(desconocido) - IOg tr(n)
logt, ) —logz,

IK=100*| n+(N —n)

Donde:

n > Numero de carbonos del alcano mds corto.

N > Numero de d4tomos de carbono del alcano més largo.
L Tiempo de retencion del alcano mas corto.

Loy P Tiempo de retencion del alcano mas largo.

Los IK obtenidos se compararon con los IK de bibliografia y se consideré6 como

identificado cuando este no varia en + 20 con el valor de bibliografia.

3.6. ANALISIS ESTADISTICO.

El andlisis se realizo en base a los siguientes compuestos marcadores: 4cido
acético, 2-metil pirazina, furfural, alcohol 2-furfural, 2.6-dimetil pirazina y 5-metil furfural
(Korhonovi et al., 2009). Usando el paquete estadisticos MINITAB version 14, realizando
pruebas de anélisis de varianza y andlisis de componentes principales (PCA).

Se consider6 como hipétesis nula: No existe diferencia significativa en la
concentracion de acido acético, 2-metil pirazina, furfural, alcohol 2-furfural, 2.6-dimetil
pirazina y 5S-metil furfural volatil al utilizar diferentes métodos de extraccion.
Considerando los diferentes métodos de extraccién como variables: Microextraccién en

fase solida, CO2 en condiciones supercriticas y destilacion extraccion.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. BENEFICIO HUMEDO DEL CAFE Y TOSTADO.

Uno de los principales problemas en la calidad del café ecuatoriano se da en las
etapas de cosecha y post-cosecha, en la Figura 14 se puede observar un tipico café cereza
cosechado por los caficultores de Vilcabamba; se evidencia que no se tiene cuidado en
cosechar sélo frutos maduros, debido a la falta de mano de obra y su elevado costo, por lo
cual los caficultores no realizan una cosecha en funcién al grado de madurez perjudicando
la calidad del café (Mazzafera, 1999, Sandoval y Prieto, 2007). Brando (2008) indica que
para obtener un café de alta calidad la cosecha debe realizarse sélo de los frutos maduros,

lo que involucra visitar cada drbol para su cosecha sobre 10 ocasiones por temporada.

Figura 14: Fotografia del café cosechado por caficultores de Vilcabamba.

Se realiz6 una seleccién como primer paso del tratamiento post cosecha, eliminado
los frutos verdes y sobre maduros (Sandoval y Prieto, 2007), la seleccién provocd una
eliminacion del 47 por ciento de café cereza. El color mds representativo del café cereza
seleccionado fue el Orange-Red Group N34-A de acuerdo a las cartas de color (Royal
Horticultural Society, 1986), similar al color rojo encontrado por Carvajal ef al. (2011) y
Sandoval y Prieto (2007) para café ardbico.

El café cereza a pesar de tener una coloracion caracteristica de un café maduro, la
acidez encontrada equivale a un gasto de 8,3 £ 0,4 ml de NaOH 0,1 N necesario para
neutralizar 100 g de pulpa y sélidos solubles de 10,7 £ 0,1 por ciento, son valores menores

a los indicados por Marin et al. (2003) para café ardbico maduro con 217 dias desde la
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floracién (DDF) cultivado a una altitud de 1400 msnm, de 11,4 ml de NaOH 0,1 N por 100
g para acidez y 18 por ciento para sélidos solubles. Se debe considerar que la acidez del
café depende de factores como fertilizacion, altura, etc.

La pulpa de café tuvo una humedad de 84,0 + 0,1 por ciento, superior a la indicada
por Marin et al. (2003) de 69,7 por ciento para café maduro (217 DDF), el estudio de
Marin encuentra que este valor para café maduro es significativamente mayor al
compararlo con café verde (182 DDF) y sobremaduro (224 DDF) con valores de 66,36 y
66,59 por ciento respectivamente. La baja productividad del café de Ecuador menor a 5 a 6
quintales /hectareas por afio puede ser debida a la alta humedad del fruto encontrada.

Resultado del beneficio se obtuvo un café verde con una humedad de 11,3 + 0,2
por ciento, este valor cumple con los requisitos para café verde segin normas INEN 285
(2006b) y SCCA (2009b), y similar al valor encontrado de 11,4 por ciento por Mazzafera
(1999) para café sin defectos. El tostado se realizé cumpliendo con lo establecido en la
norma para catado de cafés especiales SCCA (2009a), las temperaturas alcanzadas en el
tostador se indican en el Cuadro 1. Para todas las muestras (100 g) se necesité 10 minutos
+ 30 segundos para alcanzar un color del grano de 55 segtn la escala de Roast Color
Classification System (Staub, 1995), partiendo con una temperatura de 150 °C en el
tambor, se utiliz6 siempre el mismo tambor, el café tostado tuvo una disminucién del peso
del 15,2 £+ 0,6 por ciento, este valor se encuentra en el rango indicado por Belitz et al.
(2009) de 11 a 20 por ciento. El café nunca super6 los 220 °C donde el grano desprende
aceite. Los valores de humedad y solidos solubles del café tostado, cumplen con los
requisitos de las normas INEN 1123 (2006a) y COVENIN 46 (1995) con valores de 4,3 +
0,2 por ciento y 24,1 £ 1,0 por ciento expresado en base seca respectivamente.

Cuadro 1: Rampa de temperatura de tostado.

Tiempo (min) Temperatura (°C)

[EEN
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184
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194
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Franca et al. (2005) indican que la acidez de café disminuye considerablemente con
el tostado y manifiestan que la calidad sensorial depende de esta. La acidez del café tostado
equivale a un gasto de 194 + 6,2 ml de NaOH 0,1 N necesario para neutralizar 100 g, muy
préxima a los valores indicados por Parizzi (2005) de 180 a 220 ml de NaOH 0,1 N por
cada 100 g.

4.2. EXTRACCION E IDENTIFICACION DE COMPUESTOS.

En la presente investigacion se utilizaron tres métodos de extraccion SPME, FSC y
DES, dentro del método SPME se evalud cuatro fibras con caracteristicas diferentes en
funcioén a su polaridad y mecanismo de extracciéon. Se consideré identificado un compuesto
en funcidn al indice de Kovats (IK) cuando el valor encontrado estaba entre IK bibliografia
+ 20 y respecto al indice de similitud (QM) si el valor era superior a 80. En base a estos
criterios en el Cuadro 2 se muestran la cantidad de compuestos identificados.

Cuadro 2: Cantidad de compuestos identificados mediante el IK, QM y por ambos.

Método IK QM |IKyQM
», PDMS 23 15 13
SPME % PDMS/DVB 31 27 21
= DVB/CAR/PDMS 36 37 25
PA 22 23 15
DES 42 45 34
FSC 49 54 39

Se debe considerar que existen compuestos (Cuadro 3) como el 2-metilpirazina que
es identificado con IK y QM para todos los métodos, menos con el QM del método SPME
fibra PDMS, el furfuril formato que es identificado con un QM de 83 mediante un
extraccion FSC, pero no cumple el criterio para el método SPME fibra DVB/CAR/PDMS
y DES con QM de 80 y 64 respectivamente. El 2,5 dimetil-3(2H)-furanona es identificado
cuando se extrae con el método SPME fibras PDMS/DVB, PA y método DES, pero no es
identificado con el método SPME con las fibras PDMS y DVB/CAR/PDMS, y no es
detectado con FSC. El 2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil-4H-Piran-4-ano es identificado
con IK para SPME fibra PDMS/DVB y con QM para SPME fibras DVB/CAR/PDMS y
PA. En la Figura 15 se visualiza el nimero de compuestos que fueron extraidos pero que
no identificados. Y en el Cuadro 3 se muestran el IK de bibliografia, IK del presente

estudio y QM para todos los métodos de extraccion evaluados.
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Cuadro 3: Identificacién de compuestos mediante Indice de Kovats e Indice de coincidencia.

IK (QM) IK (bibliografia)
g ARIBIECEICBYESS LS SPME DES | FSC Valor Columna Referencia
PDMS PDMS/ DVB/CAR/PD PA
DVB MS

1 Acetaldehido 75-07-0 599 (50) 500 DB-5 (Qian y Reineccius, 2003)
2 | Acido acético 64-19-7 | 642 (84) 645 (91) 666 (91) 662 (91) 682 SLB-5 (Risticevic et al., 2008)
3 | 1-hydroxy-2-propanona 116-09-6 679 (42) 683 (47)| 682 (64) 652 OV-101 (Shibamoto et al., 1981)
4 |2-metilbutanal 96-17-3 684 (78) 658 SE-54 (Rembold et al., 1989)
5 | 3-metilbutanal 590-86-3 697 (35) 679 (93)| 699 (74) 645 OV-101 (Shibamoto et al., 1981)
6 | 2-pentanona 107-87-9 694 (10) 687 SE-54 (Rembold et al., 1989)
7 2,3-pentanodiona 600-14-6 700 (72) 701 HP-5MS (Engel et al., 2002)
8 Acido propanoico 79-09-4 693 (76) 713 (90) 705 (91) 668 RSL-200 (Jirovetz et al., 2002)
9 | 3-hidroxi-2-butanona 513-86-0 707 (43) 712 (86)| 710 (64) 713 DB5-MS (Chen et al., 2009)
10 | Metilciclohexano 108-87-2 727 (90) 713 SE-54 (Rembold et al., 1989)
11 | 3-metil-3-buten-1-ol 763-32-6 735 (43) 705 CP-Sil-5CB  (Pino y Marbot, 2001)
12 |Pirazina 290-37-9 737 (80) 737 (90)| 738 (72) 734 BPX-5 (Machiels et al., 2003)
13 | 3-penteno-2-ona 625-33-2 741 (64) 715 DB-1 (Takeoka et al., 1996)
14 | Piridina 110-86-1 | 752 (91) 750 (91) 747 (94) 749 (81)| 748 (94)| 748 (91) 736 OV-101 (Shibamoto et al., 1981)
15 | No identificado 768  (na)
16 | 1-hidroxi-2-butanona 5077-67-8 768 (49)| 771 (58)| 769 (49) nd
17 | 3-metil-2-buten-1-ol 556-82-1 779 (87) 778 DB-5 (Adams, 1995)
18 |3-hexanona 589-38-8 786 (64) 783 DB-5 (Joffraud et al., 2001)
19 |2,4-dimetil-3-pentanona 565-80-0 788 (58) 783 OV-101 (Menut et al., 1995)
20 | 2,3-Dihidroxibutano 513-85-9 797 (86) 769 DB-5 (Adams, 1995)
21 |Hexanal 66-25-1 802 (91) 800 HP-5MS (Juliani et al., 2004)
22 | 2-metil-3-Pentanol 565-67-3 804 (72) 772.28SE-54 (Fatemi, 2002)
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Cuadro 3 continuacion.

IK (QM) IK (bibliografia)
# Nombre del compuesto SRS SPME DES | FSC Valor Columna Referencia
PDMS PDMS/ DVB/CAR/PD PA
DVB MS

23 | 2-Metiltetrahidrofuran-3-ona 3188-00-9 | 794 (53) 807 (87) 808 (50) 808 (53)| 812 (83)| 809 (72) 812 SLB-5 (Risticevic et al., 2008)
24 | No identificado 815 (na)
25 | 4-metiltiazol 693-95-8 821 (95 823 SLB-5 (Risticevic et al., 2008)
26 |2-metilpirazina 109-08-0 | 829 (72) 828 (90) 828 (87) 828 (87)| 830 (91)| 828 (91) 827 HP-5 (Leffingwell y Alford, 2005)
27 | 2-furanocarboxaldehido 98-01-1 834 (76) 834 (93) 836 (95) 835 (94)| 843 (95)| 836 (95) 835 HP-5MS (Asuming et al., 2005)
28 | Alcohol furfurilico 98-00-0 | 858 (96) 858 (95) 862 (95) 861 (95)| 868 (95)| 862 (95) 858 OV-101 (Yamaguchi y Shibamoto, 1979)
29 | 3-metil-dcido butanoico 503-74-2 848 (62) 891 (83) 875 HP-5MS (Alissandrakis et al., 2007)
30 | 1-Hidroxi-2-propanona acetato 592-20-1 | 869 (50) 869 (50) 871 (72) 870 (72)| 875 (59)| 871 (80) 882 SLB-5 (Risticevic et al., 2008)
31 | Acido 2-metil butanoico 116-53-0 856 (81) 895 (78) 894 HP-5MS (Alissandrakis et al., 2007)
32 | 4-ciclopenteno-1,3diona 930-60-9 885 (86) nd
33 | Heptanal 111-71-7 903 (95) 901 HP-5MS (Asuming et al., 2005)
34 | Furfurilformato 13493-97-5 907  (80) 908 (64)| 908 (83) 875 SLB-5 (Risticevic et al., 2008)
35 | 1-(2-furanil)-etanona 1192-62-7 | 910 (83) 911 (87) 912 (87) 912 (81)| 915 (91)| 911 (81) 910 DB-5 (Adams, 1995)
36 | Dihidro-2(3H)-furanona 96-48-0 [ 913 (78) 913 (86) 914 (86) 913 (68) 914 (87) 908 SE-54 (Rembold et al., 1989)
37 | No identificado 914 (na)
38 |2,5-dimetilpirazina 123-32-0 917  (83) 911 DB-5 (Adams, 1995)
39 | 2,6-dimetilpirazina 108-50-9 | 915 916 (83) 920 (49) 916 (60)| 920 (87)| 916 (91) 912 DB-5 (Qian y Reineccius, 2003)
40 |Etilpirazina 13925-00-3 | 919 (64) 919 (43) 920 (45) 920 (87)| 922 (91)| 919 (91) 906 DB-5 (Adams, 1995)
41 | 2,3-dimetilpirazina 5910-89-4 | 922 (74) 922 (39) 922 (68) 922 (58)| 925 (91)| 922 (94) 908 OV-101 (Shibamoto et al., 1981)
42 |2,5-Hexanediona 110-13-4 930 (72) 930 (64) 932 SLB-5 (Risticevic et al., 2008)
43 |Etenilpirazina 4177-16-6 938 (92)| 937 (64) 901 DB-1 (Buttery et al., 1997)
44 | 5-metil-2 (SH)-furanona 591-11-7 940 (86) 914 OV-101 (Shibamoto et al., 1981)
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Cuadro 3 continuacion.

IK (QM) IK (bibliografia)

& NI IR (I EUTTOUES D LA, SPME DES | FSC Valor Columna Referencia
povs  PDMS/ DVBICARPD o
DVB MS

45 | 1-(2-furil)-2-propanona 6975-60-6 958 (86) 952 DB-5 (Parker et al., 2000)
46 | 2-Heptenal 18829-55-5 961 (95)| 952 SE-54 (Rembold ef al., 1989)
47 | 5-metilfurfural 620-02-0 | 964 (87) 965 (96) 967 (91) 966 (94)| 970 (90)| 966 (94)| 966 HP-5MS (Asuming et al., 2005)
48 | 1-acetiloxi-2-butanona 1575-57-1 967 (59) 967 (86)| 985 SLB-5 (Risticevic ef al., 2008)
19 | Benzaldehido 100-52-7 968 (80) 968 (95)| 970 DB-5 (Buchin et al., 2002)
50 | 2.5 dimetil-3(2H)-furanona 3658-77-3 | 951 (50) 951 (87) 952 (56) 1068 (80)| 954 (91) 1029 HP-1 (Ong y Acree, 1999)
51 | Fenol 108-95-2 990 (89) 990 (93)] 992 (93) 980 SE-54 (Rychlik et al., 1998)
52 | 2-pentilfurano 3777-69-3 992 (94)| 992 HP-5MS (Pino et al., 2005)
53 | Furfuril acetato 623-17-6 | 993 (91) 994 (96) 994 (96) 994 (96)| 995 (96)| 993 (94)| 1004 SLB-5 (Risticevic ef al., 2008)
54 | 2-etil-6-metilpirazina 13925-03-6 | 999 (90) 999 (60) 1000 (90) 1000 (70)|1001 (91)| 999 (91)| 1003 HP-5 (Leffingwell "y Alford, 2005)
55 | 2-etil-3-metilpirazina 15707-23-0 1003 (83) 1004 (64) 1004 (76) 1007 (87)|1003 (74)| 1001 DB-5 (Adams, 1995)
56 | 2-(2-etoxietoxi)-Etanol 111-90-0 1005 (90) 985 OV-101 (Yamaguchi y Shibamoto, 1981)
57 | 2-etil-5-metilpirazina 13360-64-0 1005 (76) 1008 (81)[1004 (87)| 979 SE-30 (Greenberg, 1981)
58 | 1-(2-furanil)-1-Propanona 3194-15-8 1010 (78) 1011 (64)[1009 (72)| 987 OV-101 (Shibamoto et al., 1981)
59 | 2-Propilpirazina 18138-03-9 1017 (70) nd
60 | 1H-pirrol-2-carboxaldehido 1003-29-8 |1021 (72) 1020 (91) 1026 (94) 1022 (91)|1025 (93)|1019 (90)| 1060 SLB-5 (Risticevic ef al., 2008)
61 |2-acetilpirazina 22047-25-2 1028 (95)|1026 (95)| 1036 SLB-5 (Risticevic ef al., 2008)
62 | 2-formil-1-metilpirrol 1192-58-1 [1006 (87) 1007 (90) 1007 (95) 1138 (78)[1010 (95)|1006 (94)| 1020 SLB-5 (Risticevic ef al., 2008)
63 | 2-hidroxi-3-metil-2-Ciclopenten-1-ona 80-71-7 1029 (86) 1031 (95) 1031 (96) 1025 OV-101 (Shibamoto et al., 1981)
64 | Limoneno 138-86-3 1034 (90)| 1028 DB-5MS (Angioni et al., 2006)
65 | 1-Acetil-2-metilciclopenteno 3168-90-9 1037 (46) nd
66 | 1-(2-piridinil)-etanona 1122-62-9 1043 (94) 1045 SLB-5 (Risticevic ef al., 2008)
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Cuadro 3 continuacion.

IK (QM) IK (bibliografia)
# Nombre del compuesto SRS SPME DES | FSC Valor Columna Referencia
PDMS PDMS/ DVB/CAR/PD PA
DVB MS
67 | Alcohol bencilico 100-51-6 | 1043 (97) 1044 (96) 1044 (97) 1039 OV-101 (Yamaguchi y Shibamoto, 1981)
68 | Fenilacetaldehido 122-78-1 1052 (87) 1049 DB-5MS (Asuming et al., 2005)
69 | 1-Etil-1H-pirrol-2-carboxaldehido 2167-14-8 1056 (95) nd
70 | No identificado 1063 (90)
71 | 1-(5-metil-2-furil)-2-propanona Nd 1069 (38) 1131 HP5-MS (Adams, 2005)
72 | 1-(1H-pirrol-2-yl)-etanona 1072-83-9 |1071 (83) 1071 (81) 1074 (94) 1073 (91)|1076 (94)|1071 (94) 1064 OV-101 (Shibamoto et al., 1981)
73 ;frf;‘i‘;gsglidr‘"“’“’5"rime‘ﬂ" cis-21 5989.33.3 1079 (78) 1078 HP-SMS  (Jalali-Heravi et al., 2006)
74 | 1-(1-metil- 1Hpirrol-2-yl)-etanona 932-16-1 1081 (87) (1078 (90) nd
75 | 3-etil-2,5-dimetilpirazina 13360-65-1 | 1080 (87) 1082 (94) (1080 (94) 1082 DB-5 (Rychlik et al., 1998)
76 | 5-Metil-2-pirazinilmetanol 61892-95-3 1083 (72) nd
(77 | 2-furanmentanol propanoato 623-19-8 | 1086 (42) 1096 SLB-5 (Risticevic et al., 2008)
78 | No identificado 1087 (na)
79 | 3-hidroxi-2-metil-4H-piran-4-ona 118-71-8 |1115 (87) 1116 (81) 1118 (93) 1118 (94) 1115 87)| 1111 SE-54 (159"9};‘;‘”’“*‘““ y  Schieberle,
80 | 3-Acetoxipyridina 17747-43-2 1119 (81) nd
81 | 1-(5-Metil-2-pirazinil)-1-etanona 22047-27-4 1121 (83) nd
82 | Bencenoetanol 60-12-8 1124 (92) 1121 HP-5MS (Jalali-Heravi et al., 2006)
83 | 1-(6-metil-2-pirazinil)-1-etanona 22047-26-3 1125 (95) 1129 DB-5MS (Baetal.,2012)
84 | 2-Acetil-3-metilpirazina 23787-80-6 1128 (90) 1128 SLB-5 (Risticevic et al., 2008)
85 | 1-(5-metil-2-furanil)- 1-Propanona 10599-69-6 1134 (72) nd
86 | 5-metil-1H-Pirrol-2-carboxaldehido 1192-79-6 1140 (90) nd
g7 | metil-6,7-dihidro-(SH)- 23747-48-0 1150 (96)| 1147 (91)| 1149 SLB-5 (Risticevic et al., 2008)

ciclopentapirazina
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Cuadro 3 continuacion.

IK (QM) IK (bibliografia)
& ANDTHRE (L GUTTICET ShE SPME DES FSC Valor Columna Referencia
povs  PPMS/ DVBICARPD
DVB MS
38 f,i;ﬂfﬁﬁffﬁ'dihidro"i'6'mem'4H' 28564-83-2 1153 (76) 1154 (90) 1155 (87) 1134 BPX-5 (D'Arcy et al., 1997)
89 | 2,3-Dietil-5-metilpirazina 18138-04-0 1158 (86)|1156 (95)| 1158 SE-54 (lsgcgl';r)lermann y  Schieberle,
90 | 3,5-dietil-2-metilpirazina 18138-05-1 1162 (94) 1160 DB-5 (Qian y Reineccius, 2003)
01 | 1-(2-furanilmetil)-1H-pirrol 1438-94-4 1185 (59) 1183 (72)| 1189 SLB-5 (Risticevic et al., 2008)
02 | 5-Hidroximetilfurfural 67-47-0 1235 (95) 1237 (94) 1237 (96) 1236 (94)| 1267 OV-101 (Shibamoto et al., 1981)
03 | 4-etil guaiacol 2785-89-9 1280 (95)| 1285 SE-54 (Rychlik ef al., 1998)
04 | 1-(3,4-dihidroxifenil)-Etanona 1197-09-7 1286 (81) 1283 (80) nd
05 | 2,2’-[oxibis(metileno)]bis-furano 4437-22-3 1302 (74) 1304 (72) nd
06 | 2-Furancarboxaldehido 10551-58-3 1311 (92) 1311 (92) 1309 (94)| 1314 ZB-5 (Ross, 2004)
07 |2,5-dimetil-3-(3-metilbutil)-Pirazina 18433-98-2 1317 (81) 1295 DB-1 (Specht y Baltes, 1994)
08 | 2-Metoxi-4-vinilfenol 7786-61-0 1320 (59) 1321 (96) 1321 (96) 1318 (92)| 1315 HP-5MS (Asuming et al., 2005)
99 | (E.E)-2,4-Decadienal 25152-84-5 1325 (94)| 1318 HP-5MS (Asuming et al., 2005)
100 | Eugenol 97-53-0 1370 (64)| 1373 HP-5MS (Hazzit et al., 2006)
101 | Tetradecano 629-59-4 1402 (90) 1404 (96) 1400 BPX-5 (Holldobler et al., 2004)
102 | 4-hidroxi-3-metoxi-benzaldehido 121-335 1408 (95)[1405 (95)| 1394 HP-5MS (Asuming et al., 2005)
103 | 1-furfuril-2 formil pirrol 13788-32-4 1423 (78) 1424 (72) 1426 (72)|1424 (64)|1421 (80)| 1443 BPX-5 (Bredie et al., 1998)
104 | 1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-Etanona 498-02-2 1492 (81) 1447 SPB-1 (Nagarajan et al., 2001)
105 | Pentadecona 629-62-9 1505 (95) 1505 (98) 1503 (96)| 1500 BPX-5 (Holldobler et al., 2004)
106 | 2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-metil-fenol 128-37-0 [1512 (97) 1512 (99) 1512 (98) 1509 (98) 1514 DB-5 (Adams et al., 2005)
107 | (+)-5-Cadineno 483-76-1 1529 (99)| 1528 HP-5MS (Asuming ef al., 2005)
108 | cis-Calameneno 483-77-2 1534 (64) 1521 DB-5MS (Zoghbi et al., 1999)
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Cuadro 3 continuacion.
IK (QM) IK (bibliografia)
# mbr 1 com AS no. .
R ¢ SPME DES | FSC Valor Columna Referencia
PDMS PDMS/ DVB/CAR/PD PA
DVB MS

109 | a-Calacoreno Nd 1555 (52) 1541 SLB-5 (Risticevic et al., 2008)

1,2-4cido benzenodicarboxilico- (Ramarathnam et al.,
HO| oo 84-66-2 1596(95) 1596(94)  1596(95) 1603 DB-5 o 3
111|Hexadecano 544-76-3 1606(95) 1605(95) | 1604(93)| 1600 DB-5  (Adams, 1995)
112| Acido dodecanoico 1-metiletil ester | 10233-13-3 1630(47) 1617  SE-52 (Casoli et al., 1996)
113| Benzofenona 119-61-9 1647(96) 1625 HP-5MS  (Asuming et al., 2005)
114/ 6,10, 14-trimetil-2-Pentadecanona 502-69-2 185083)| 1849  HP-5 %fg;ngweu y Alford,
115 Cafefna 58-08-2 |1787(97) 1870(97) 1869(97) 1868(97)|1867(97)|1938(95)| 1830 OV-101 %;;;mden y Stenhouse,
116| Acido hexadecanoico metil ester 112-39-0 1934(95) 1927 DB-5MS (Palmeira et al., 2004)
117| Acido palmitico 57-10-3 1972(99) 1975(99) |2076(99)| 1977 HP-5MS  (Roussis et al., 2000)
118| Acido palmitico etil ester 628-97-7 2001(89) 1978  DB-1 (Takeoka et al., 1996)
119| Acido heptadecanoico 506-12-7 2084(97)| 2022 DB-5  (Alberts et al., 1992)
120| Acido linoleico metil ester 112-63-0 2106(99)| 2100 SE-30  (Ramsey et al., 1980)
121] Acido 9-Octadecenoico metil ester | 2462-84-2 2112(94)| 2087  HP-1 (llgg%nght y Crum,
122 Acido cis-linoleico 60-33-3 2174(99)| 2134 HP-5MS (Asuming ef al., 2005)
123| Acido octadecanoico 57-11-4 2189(98)| 2170 DB-5MS (Maia et al., 2000)
na: No aplica

nd

: No disponible
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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
respectivamente, que tienen el mecanismo de absorber los compuestos (Vas y Vékey,
2004, Majcher y Jelen, 2009). Rojas (2005) en su estudio sobre la caracterizacion de café
arabico mediante SPME encuentra 76 compuestos con DVB/CAR/PDMS y 33 con PDMS,
a pesar de encontrar un ndmero menor de compuestos, el método SPME fibras
DVB/CAR/PDMS y PDMS encuentra todos los compuestos que Korhonova et al. (2009)
consideran que presentan la informacidén necesaria para diferenciar café provenientes de
diferentes localidades.

De los 123 compuestos encontrados entre los tres métodos de extraccién, 17 fueron
detectados por todos los métodos, 22 por SPME cuatro fibras y cuatro exclusivamente por

las metodologias DES y FSC.

FSC - 72

m Extraidos
DES 64 m Identificados

53
> ra
Y. 57 DVB/CAR/PDMS
I °  pDMS/DVB
F——7 DM

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

SPME -

Figura 15: Nuimero de compuestos extraidos e identificados en el café

tostado en funcion del método de extraccion.

En el método SPME, la fibra PDMS/DVB permitié identificar siete compuestos
mds que la fibra PA, de los cuales coinciden 28 compuestos, la fibra PA extrajo 4
compuestos diferentes: 1-hidroxi-2-butanona, fenol (identificado), 2-(2-etoxietoxi)-etanol
(identificado), alcohol bencilico (identificado). Pero la fibra PA permite una mayor
extraccioén 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
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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 16 se muestra la capacidad de los diferentes métodos para extraer los
compuestos en funcion 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 et al,

(2004).
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Figura 16: Capacidad de extraccion de las diferentes métodos representados en funcion al

Indice de Kovats y peso molecular.
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En el método SPME, las fibras PDMS y PA al tener un mecanismo no competitivo
de absorcién poseen caracteristicas de extraer compuestos voldtiles de menor peso
molecular (Costa et al., 2001, Majcher y Jelen, 2009), concordando con los resultados que
se muestran en la Figura 16. En el Cuadro 4 se presentan los compuestos encontrados

clasificados de acuerdo a su grupo funcional organico.

Cuadro 4: Lista de compuesto encontrados de acuerdo a su grupo funcional organico.

Acido acético

Acido propanoico
3-metil-4cido butanoico
Acido 2-metil butanoico
Acido palmitico

Acido heptadecanoico
Acido cis-linoleico
Acido octadecanoico

3-metil-3-buten-1-ol
3-metil-2-buten-1-ol
2,3-Dihidroxibutano
2-metil-3-Pentanol
2-(2-etoxietoxi)-Etanol
Alcohol bencilico
Bencenoetanol

Acetaldehido
2-metilbutanal
3-metilbutanal
Hexanal

Heptanal

2-Heptenal
Benzaldehido
Fenilacetaldehido
(E,E)-2,4-Decadienal

Cafeina

1-hydroxy-2-propanona
2-pentanona
2,3-pentanodiona
3-hidroxi-2-butanona
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Cuadro 4 continuacion.

CETONAS

3-penteno-2-ona

1-hidroxi-2-butanona

3-hexanona

2,4-dimetil-3-pentanona
4-ciclopenteno-1,3diona
2,5-Hexanediona
2-hidroxi-3-metil-2-Ciclopenten-1-ona
1-Acetil-2-metilciclopenteno
6,10,14-trimetil-2-Pentadecanona

ESTER

1-Hidroxi-2-propanona acetato
1-acetiloxi-2-butanona

1,2-acido benzenodicarboxilico-dietilester
Acido dodecanoico 1-metiletil ester
Acido hexadecanoico metil ester

Acido palmitico etil ester

Acido linoleico metil ester

Acido 9-Octadecenoico metil ester

FENOLES

Fenol

4-etil guaiacol
1-(3,4-dihidroxifenil)-Etanona
2-Metoxi-4-vinilfenol

Eugenol
4-hidroxi-3-metoxi-benzaldehido
1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-Etanona
2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-metil-fenol
Benzofenona

FURANOS

2-Metiltetrahidrofuran-3-ona
2-furanocarboxaldehido
Alcohol furfurilico

Furfuril formato
1-(2-furanil)-etanona
5-metil-2 (5H)-furanona
1-(2-furil)-2-propanona
5-metilfurfural

2,5 dimetil-3(2H)-furanona
2-pentilfurano

Furfuril acetato
1-(2-furanil)- 1-Propanona
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Cuadro 4 continuacion.

1-(5-metil-2-furil)-2-propanona
5-eteniltetrahidro-a,a,5-trimetil-, cis-2-Furanmetanol
2-furanmentanol propanoato

1-(5-metil-2-furanil)- 1-Propanona
5-Hidroximetilfurfural
2,2’-[oxibis(metileno)]bis-furano
2-Furancarboxaldehido

Metilciclohexano
Limoneno
Tetradecano
Pentadecona
(+)-6-Cadineno
cis-Calameneno
a-Calacoreno

Hexadecano

Dihidro-2(3H)-furanona

3-hidroxi-2-metil-4H-piran-4-ona
2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil-4H-Piran-4-ano

Pirazina

2-metilpirazina
2,5-dimetilpirazina
2,6-dimetilpirazina

Etilpirazina

2,3-dimetilpirazina
Etenilpirazina
2-etil-6-metilpirazina
2-etil-3-metilpirazina
2-etil-5-metilpirazina
2-Propilpirazina

2-acetilpirazina
3-etil-2,5-dimetilpirazina
5-Metil-2-pirazinilmetanol
1-(5-Metil-2-pirazinil)- 1-etanona
1-(6-metil-2-pirazinil)-1-etanona
2-Acetil-3-metilpirazina
5-metil-6,7-dihidro-(5H)-ciclopentapirazina
2,3-Dietil-5-metilpirazina
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Cuadro 4 continuacion.

PIRAZINAS
3,5-dietil-2-metilpirazina
2,5-dimetil-3-(3-metilbutil)-Pirazina

PIRIDINAS

Piridina
1-(2-piridinil)-etanona
3-Acetoxipyridina

PIRROLES
1H-pirrol-2-carboxaldehido

2-formil-1-metilpirrol
1-Etil-1H-pirrol-2-carboxaldehido
1-(1H-pirrol-2-yl)-etanona
1-(1-metil-1Hpirrol-2-yl)-etanona
5-metil-1H-Pirrol-2-carboxaldehido
1-(2-furanilmetil)- 1 H-pirrol
1-furfuril-2 formil pirrol

TIAZOL

4-metiltiazol

4.3. MEDICION Y REPRODUCIBILIDAD DE COMPUESTOS.

En el Cuadro 5 se presenta el promedio y la desviacion estidndar de las dreas
encontradas para cada una de las metodologias en estudio. Se incluye el cédigo con el cual
Flament (2001) clasifica los compuestos en su libro “Coffee Flavor Chemistry”. A
continuacidon se detallan los compuestos y sus dreas que tienen las cinco mayores
respuestas para cada método de extraccion (el drea se encuentra entre paréntesis y se
expresa en unidades arbitrarias y debe multiplicarse por 10°): 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-
furanocarboxaldehido (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),
S-metilfurfural (1791), alcohol furfurilico (1293), 2-metilpirazina (916), 2,6-
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dimetilpirazina (856) y finalmente para el método FSC cafeina (78981), 4cido palmitico
(16881), 4acido cis-linoleico (11467), acido octadecanoico (2702) y alcohol furfurilico
(1284).

El alcohol furfurilico es uno de los compuestos que presenta mayores areas solo
menor que el 4cido acético y la cafeina para las cuatro fibras en el método SPME.
Korhonova y Hron et al. (2009) en su estudio sobre aroma del café encuentra que el
alcohol furfurilico es el que presenta una mayor drea, seguido por acido acético en café
arabico. 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 el
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 punto de ebullicion de 237°C se extrae principalmente por evaporacion.
La metodologia FSC tiene mejor capacidad de extraer compuestos no tan volatiles, con
pesos moleculares altos, esto se ve demostrado con los cuatro compuestos que presentan
las mayores dreas: cafeina, dcido palmitico, dcido cis-linoleico y dcido octadecanoico. El
alcohol furfurilico, S-metilfurfural y 2-furanocarboxaldehido coinciden como los
compuestos con mayores area para DES y en FSC son los de mayor drea para compuestos

con peso molecular bajo.
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Cuadro 5: Areas de los diferentes compuestos identificados para las metodologias en estudio.

# Nombre de compuesto CAS No. SPME DES FSC Flament
PDMS PDMS/DVB DVB/CAR/PDMS PA (2005)
1 | Acetaldehido 75-07-0 28 + 13 Cc2
2 | Acido acético 64-19-7 15 £ 1 61 + 5 1235 + 32 1036 = 77 E2
3 | I-hydroxy-2-propanona 116-09-6 63 £ 4 145 + 16 198 + 16 D39
4 | 2-metilbutanal 96-17-3 235 £+ 65 Cl12
5 | 3-metilbutanal 590-86-3 2 £ 0 219 £ 39 17 = 1 C13
6 | 2-pentanona 107-87-9 7 £ 1 D3
7 | 2,3-pentanodiona 600-14-6 167 + 30 D45A
8 | Acido propanoico 79-09-4 2 £0 + 56 £ 2 E3
9 | 3-hidroxi-2-butanona 513-86-0 2 £ 97 = 15 20 = 3 D41
10 | Metilciclohexano 108-87-2 51 no
11 | 3-metil-3-buten-1-o0l 763-32-6 12 + 3 B28
12 | Pirazina 290-37-9 5 0 74 £ 13 4 £ 0 o1
13 | 3-penteno-2-ona 625-33-2 51 D27
14 | Piridina 110-86-1 2 £ 0 5+0 48 + 4 11 = 1 56 + 10 45 £ 6 N1
15 | No identificado 9 +
16 | 1-hidroxi-2-butanona 5077-67-8 6 =+ 1 72 + 14 20 + 2 D40
17 | 3-metil-2-buten-1-ol 556-82-1 + B27
18 | 3-hexanona 589-38-8 + D13
19 | 2,4-dimetil-3-pentanona 565-80-0 + D25
20 | 2,3-Dihidroxibutano 513-85-9 32 + 7 no
21 |Hexanal 66-25-1 258 £ 29 C6
22 | 2-metil-3-Pentanol 565-67-3 94 £ 15 no
23 | 2-Metiltetrahidrofuran-3-ona 3188-00-9 1 £0 4 £ 0 22 £ 1 18 £ 2 477 £ 83 48 + 4 no
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Cuadro 5 continuacion.

# Nombre de compuesto CAS No. SPME DES FSC Flament
PDMS PDMS/DVB DVB/CAR/PDMS PA (2005)
24 | No identificado 37 = 4
25 | 4-metiltiazol 693-95-8 7+ 1 M3
26 | 2-metilpirazina 109-08-0 1 % + 1 9 £ 7 14 + 2 916 + 160 118 £ 10 02
27 | 2-furanocarboxaldehido 98-01-1 1 + + 1 716 + 58 47 + 6 2570 + 409 291 + 26 163
28 | Alcohol furfurilico 98-00-0 16 + 44 £ 1 878 + 23 754 £ 106 | 1293 + 299 1284 + 34 152
29 | 3-metil-acido butanoico 503-74-2 10 £ 0 98 + 28 E17
30 | 1-Hidroxi-2-propanona acetato 592-20-1 1 + += 1 36 £ 3 60 £ 9 432 = 80 115 = 7 F19
31 | Acido 2-metil butanoico 116-53-0 + 0 39 £ 12 El6
32 | 4-ciclopenteno-1,3diona 930-60-9 4 + 2 no
33 | Heptanal 111-71-7 14 + 3 Cc7
34 | Furfuril formato 13493-97-5 7+ 1 46 + 9 46 + 6 1108
35 | 1-(2-furanil)-etanona 1192-62-7 1 =+ + 0 35 £ 2 23 £ 3 306 £ 29 86 = 15 173
36 | Dihidro-2(3H)-furanona 96-48-0 1 + 2 £0 26 + 1 31 = 1 28 + 17 Gl
37 | No identificado 11 £ 1
38 |2,5-dimetilpirazina 123-32-0 42 + 1 06
39 |2,6-dimetilpirazina 108-50-9 2 * 6 * 15 + 2 19 + 856 + 144 164 + 31 o7
40 |Etilpirazina 13925-00-3 1 % 1 0 17 = 1 4 +0 68 + 17 34 + 6 03
41 | 2,3-dimetilpirazina 5910-89-4 1 + 2 £0 15 £+ 2 3+£0 66 + 10 13 £ 2 05
42 | 2,5-Hexanediona 110-13-4 2 £ 0 11 £ 2 D56
43 | Etenilpirazina 4177-16-6 19 = 3 50 037
44 | 5-metil-2 (5H)-furanona 591-11-7 1 +£0 no
45 | 1-(2-furil)-2-propanona 6975-60-6 13 £ 3 179
46 |2-Heptenal 18829-55-5 27 £ 5 no
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Cuadro 5 continuacion.

# Nombre de compuesto CAS No. SPME DES FSC Flament
PDMS PDMS/DVB DVB/CAR/PDMS PA (2005)

47 | 5-metilfurfural 620-02-0 4 =1 15 =1 628 + 42 61 = 7 1791 = 300 327 + 41 166
48 | 1-acetiloxi-2-butanona 1575-57-1 + 1 23 + F20
49 | Benzaldehido 100-52-7 + 0 14 =+ C39
50 |2,5 dimetil-3(2H)-furanona 3658-77-3 1 £0 + 0 4 £ 0 44 £ 2 15 +£3 1100
51 | Fenol 108-95-2 15 + 13 =1 22 + 1 H1
52 | 2-pentilfurano 3777-69-3 53 £ 8 19
53 | Furfuril acetato 623-17-6 3+£0 6 * 39 = 5 22 + 2 279 £ 56 133 £ 7 1109
54 | 2-etil-6-metilpirazina 13925-03-6 1 =+ 3+ + 0 2 £ 206 + 55 51 £ 1 010
55 | 2-etil-3-metilpirazina 15707-23-0 1 =+ 1 £ 6 £ 204 + 39 50 £ 4 08
56 | 2-(2-etoxietoxi)-Etanol 111-90-0 135 + 12 no
57 | 2-etil-5-metilpirazina 13360-64-0 2 £ 346 + 109 45 + 4 09
58 | 1-(2-furanil)-1-Propanona 3194-15-8 + 12 £ 1 9 + no
59 |2-Propilpirazina 18138-03-9 3+ 1 04
60 | 1H-pirrol-2-carboxaldehido 1003-29-8 1 0 4 =0 186 £ 26 71 £ 7 11 £ 1 64 + K42
61 |2-acetilpirazina 22047-25-2 33 £ 5 15 =2 079
62 | 2-formil-1-metilpirrol 1192-58-1 0+0 1 =+ 8 + 20 + 98 + 29 27 + K43
63 | 2-hidroxi-3-metil-2-Ciclopenten-1-ona 80-71-7 3 =+ 22 + 36 £ 4 D68
64 | Limoneno 138-86-3 6 £ 1 A 46
65 | 1-Acetil-2-metilciclopenteno 3168-90-9 12 + 1 no
66 | 1-(2-piridinil)-etanona 1122-62-9 9 £ 1 N22
67 | Alcohol bencilico 100-51-6 3 +0 88 + 4 73 £+ 6 no
68 | Fenilacetaldehido 122-78-1 53 £+ 14 Cc42
69 | 1-Etil-1H-pirrol-2-carboxaldehido 2167-14-8 14 + 4 K45
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Cuadro 5 continuacion.

# Nombre de compuesto CAS No. SPME DES FSC Flament
PDMS PDMS/DVB DVB/CAR/PDMS PA (2005)
70 | No identificado 13 £+ 2
71 | 1-(5-metil-2-furil)-2-propanona nd 9 + 1 30 £ 3 180
72 | 1-(1H-pirrol-2-yl)-etanona 1072-83-9 1 0 4 =0 52 = 1 35 + 4 59 + 14 46 + 7 K50
73 ISJ;ert;:rlrllg:t;rIzllg;dro-a,a,S-trlmetll-, cis-2- 5089-33-3 2 + 4 156
74 | 1-(1-metil-1Hpirrol-2-yl)-etanona 932-16-1 32 £ 6 7 * K53
75 | 3-etil-2,5-dimetilpirazina 13360-65-1 1 +£0 173 £ 34 46 + 023
76 | 5-Metil-2-pirazinilmetanol 61892-95-3 19 = 2 no
77 | 2-furanmentanol propanoato 623-19-8 0+0 1110
78 | No identificado 18 = 1
79 | 3-hidroxi-2-metil-4H-piran-4-ona 118-71-8 6 =+ 1 42 + 2 141 £ 3 199 + 31 113 £ 13 1146
80 |3-Acetoxipyridina 17747-43-2 31 £ 5 no
81 | 1-(5-Metil-2-pirazinil)-1-etanona 22047-27-4 25 + 081
82 | Bencenoetanol 60-12-8 3+0 B49
83 | 1-(6-metil-2-pirazinil)-1-etanona 22047-26-3 29 + 3 082
84 | 2-Acetil-3-metilpirazina 23787-80-6 51 £ 12 080
85 | 1-(5-metil-2-furanil)-1-Propanona 10599-69-6 4 £ 0 176
86 | 5-metil-1H-Pirrol-2-carboxaldehido 1192-79-6 26 £ 1 K44
87 (5:1(?llglt)leln?a;1(rl:;i;0(5 H)- 23747-48-0 19 + 6 10 + 1 051
88 ;5;?‘;?3 -S-dihidroxi-6-metil-4H- 1 55564 83 40 21 £ 2 52 %9 1148
89 |2,3-Dietil-5-metilpirazina 18138-04-0 5 2 3+£0 027
90 | 3,5-dietil-2-metilpirazina 18138-05-1 11 + 029
91 | 1-(2-furanilmetil)-1H-pirrol 1438-94-4 1 +£0 11 £ 2 K67
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Cuadro 5 continuacion.

# Nombre de compuesto CAS No. SPME DES FSC Flament
PDMS PDMS/DVB DVB/CAR/PDMS PA (2005)
92 | 5-Hidroximetilfurfural 67-47-0 14 £ 1 93 £+ 8 46 + 218 + 14 172
93 | 4-etil guaiacol 2785-89-9 20 + 1 H35
94 | 1-(3,4-dihidroxifenil)-Etanona 1197-09-7 74 + 4 60 £ 9 H65
95 |2,2’-[oxibis(metileno)]bis-furano 4437-22-3 1 £0 6 % 159
96 | 2-Furancarboxaldehido 10551-58-3 4 £ 0 16 £ 1 38 + 8 no
97 |2,5-dimetil-3-(3-metilbutil)-Pirazina 18433-98-2 6 = 1 no
98 | 2-Metoxi-4-vinilfenol 7786-61-0 1 £0 15 0 89 + 4 10 £ 1 H36
99 | (E,E)-2,4-Decadienal 25152-84-5 106 + 18 C30
100 | Eugenol 97-53-0 8 + 1 H37
101 | Tetradecano 629-59-4 5£0 8 £ 1 Al2
102 | 4-hidroxi-3-metoxi-benzaldehido 121-33-5 14 = 2 39 £ 7 H56
103 | 1-furfuril-2 formil pirrol 13788-32-4 4 + 1 14 + 1 7 % 22 + 3 45 + 4 K77
104 | 1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-Etanona 498-02-2 21 £ 1 Ho66
105 | Pentadecona 629-62-9 6 + 10 £ 0 45 = 9 Al3
106 | 2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-metil-fenol 128-37-0 10 £ 2 17 £ 2 36 £ 3 12 + no
107 | (+)-6-Cadineno 483-76-1 19 = 3 no
108 | cis-Calameneno 483-77-2 4 + no
109 | a-Calacoreno Nd 11 = 4 no
110 (lliz;izilziscti:rbenzenodicarboxﬂico— 84-66-2 6 + 1 8 + 0 6 + o
111 | Hexadecano 544-76-3 13 = 7 £ 1 33 + 18 Al4
112 | Acido dodecanoico 1-metiletil ester 10233-13-3 14 + no
113 | Benzofenona 119-61-9 13 = no
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Cuadro 5 continuacion.

# Nombre de compuesto CAS No. SPME DES FSC Flament
PDMS PDMS/DVB DVB/CAR/PDMS PA (2005)
114 | 6,10,14-trimetil-2-Pentadecanona 502-69-2 60 = 6 D23
115 | Cafeina 58-08-2 433 + 33 1376 + 569 1063 + 198 499 + 106 327 + 70 78981 + 5397 |no
116 | Acido hexadecanoico metil ester 112-39-0 6 £ 1 F36
117 | Acido palmitico 57-10-3 12 £+ 4 187 £ 56 16881 + 2052 |El14
118 | Acido palmitico etil ester 628-97-7 11 + 2 F37
119 | Acido heptadecanoico 506-12-7 48 = 20 no
120 | Acido linoleico metil ester 112-63-0 154 £ 25 no
121 | Acido 9-Octadecenoico metil ester 2462-84-2 34 + 4 no
122 | Acido cis-linoleico 60-33-3 11467 + 2385 |no
123 | Acido octadecanoico 57-11-4 2702 + 568 no

Valores expresados en abundancia del drea x 1 E + 5.
Cada valor es la media con la desviacion estandar de tres réplicas experimentales.
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De los 123 compuestos encontrados 17 compuestos fueron detectados y 15 fueron
identificados por los tres métodos de extraccion: piridina, 2-metiltetrahidrofuran-3-ona, 2-
metilpirazina, 2-furanocarboxaldehido, alcohol furfurilico, 1-hidroxi-2-propanona acetato,
1-(2-furanil)-etanona, 2,6-dimetilpirazina, etilpirazina, 2,3-dimetilpirazina, S-metilfurfural,
furfuril acetato, 2-etil-6-metilpirazina, 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 excepcién 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-
metiltetrahidrofuran-3-ona, 2-metilpirazina, 1-Hidroxi-2-propanona acetato, 2,6-
dimetilpirazina, 2,3-dimetilpirazina y 2-etil-6-metilpirazina con el método de extraccidn
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-hidroxi-2-metil-4h-piran-4-ona y
2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-metil-fenol. Con la fibra DVB/CAR/PDMS se obtuvieron areas
mayores si se comparan con las otras fibras utilizadas en SPME, a excepciéon de los
compuestos 1-hidroxi-2-propanona acetato, 2,6-dimetilpirazina, dihidro-2(3H)-furanona,
3-hidroxi-2-metil-4H-piran-4-ona y 2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-metil-fenol que presentaron
mayor area con la fibra PA.

La piridina a pesar de tener un IK de 749 y PM de 79,0999 g/mol presenta un area
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 por ciento (Figura 17), resultado similar al indicado por Mestres et
al. (1998) al realizar inyeccion manual con fibras PDMS y PA para el andlisis de volatiles
en vino y al mencionado por Hayasaka y Bartowsky (1999) de 10 por ciento al analizar
diacetil en vino, con fibra PDMS y Carbowax/DBV (CW/DVB), menor al valor obtenido
por Miller (1998) de 11,3 por ciento 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.
(2001) de 6,8 por ciento, al utilizar fibra de PDMS y CW/DBV.
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Figura 17: Coeficiente de variacién de los métodos de extraccion.

4.4. EFICIENCIA DE LOS METODOS DE EXTRACCION.

Los resultados en funcidén a la sumatorias de area de pico para los compuestos
identificados se muestran en la Figura 18. 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 areas aproximadamente igual al doble que para la
fibra PA, cuatro y doce veces mayor para las fibras PDMS/DVB y PDMS respectivamente.
Esto es debido a que su composicion le confiere la posibilidad de extraer compuestos con
diferente estructura y polaridad (Bicchi ef al., 2000). Los resultados encontrados ratifican
lo mencionado por Majcher y Jelen (2009) en su estudio de extraccién de componentes
volétiles de extruidos de papa, donde indica que la fibra que permite la mayor extraccion
de compuestos en funcidn a las dreas es la DVB/CAR/PDMS seguida por la PDMS/DVB y

siendo la menos efectiva la PDMS, en el estudio no evalia la fibra de PA.
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Figura 18: Area total de los picos obtenidos del café tostado en funcién

del método de extraccion.

Pero comparando SPME fibra DVB/CAR/PDMS con 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 E + 08); y
respecto a DES un poco més que el doble que SPME. Pero si se compara en funcién de los
tipos de compuestos, la diferencia es menor, por ejemplo con los furanos que es el grupo
funcional orgdnico con mayor presencia se tiene dreas de 24 E +8 SPME fibra
DVB/CAR/PDMS, 25 E +8 para FSC y 68 E +8 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 (Figura 19).
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4.4.1. ANALISIS DE VARIANZA.

Korhonova et al. (2009) en su estudio sobre el aroma del café concluyen que los
siguientes compuestos: dcido acético, 2-metilpirazina, 2-furano carboxaldehido, alcohol
furfurilico, 2,6-dimetilpirazina y 5-metilfurfural (2, 26, 27, 28, 39 y 47), proveen suficiente
informacidn para diferenciar 30 muestras de café, por lo cual se escogié estos compuestos
como marcadores para determinar que método permite la mejor extraccion. En el Cuadro 6
se presentan los resultados encontrados al realizar un anélisis de varianza simple para cada
compuesto versus las fibras utilizadas en el método SPME (resultados expresados como
areas de los picos). De éste andlisis resulta que la fibra PDMS/DVB/CAR nos permite
extraer una mayor cantidad para los compuestos analizados, no existiendo diferencia
significativa con la fibra PA para los compuestos 4cido 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.

No existe diferencia significativa para los 6 compuestos, cuando se utilizé las fibras
PDMS y PDMS/DVB al evaluar simultineamente todas las fibras. Pero al analizar sélo las
dos fibras existe diferencia significativa para todos los compuestos, siendo siempre mayor
para la fibra con dos fases. Akiyama et al. (2005) es su estudio sobre café tostado
encuentra la misma proporcion, por ejemplo el alcohol furfurilico se obtuvo para la fibra
PDMS/DVB 5,8 veces mds que para la fibra PDMS, resultado similar al encontrado de 8,6
veces en el 5-metilfurfural; la proporcion es 4,4 similar a la encontrada de 3,8, para el 2,6-
dimetilpirazina; la proporcion 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 evalia al
dcido acético.

Enel Cuadro 7 se comparan los tres métodos de extraccion (SPME fibra
DVB/CAR/PDMS, FSC y DES) con los cinco compuestos marcadores; no se incluye en el
andlisis el dcido 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 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.
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Cuadro 6: Analisis de varianza en funcién a las fibras de microextraccion utilizadas en el método SPME.

il Acido acético metilpzi;'azina carlz);t;la:i?il::(l)lido flﬁ'lffl(:'l;l(i)io dimetizlifi-razina i
PDMS 150+13 ° 9+1 ¢ 8+1 ° 155%3 °  24%3° 41£5 ¢
PDMS/DVB 609+55 ° 795 ™ 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 areax 1 E + 5.
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.

Cuadro 7: Analisis de varianza en funcion a los diferentes métodos.

p oo 2-furano . 2,6- .
Método 2-metilpirazina carboxaldehido Alcohol furfurilico s s 5-metilfurfural
SPME (DVB/CAR/PDMS) 786 £ 72 ° 7156+£585 ° 8776 +232 °® 153+18 °  6276+418 °
DES 9162 + 1597 * 256954093 *  12926+2994 * 8561 +1435 * 17913+2995 °®

FSC 1180 + 98 ° 2910+264 ° 12840+339 & 16374313 °  3266+409 °

Valores expresados en abundancia del dreax 1 E + 5.
Cada valor es la media con la desviacion estdndar de tres réplicas experimentales.
Las medias que no comparten una letra en una misma columna, son significativamente diferentes.
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4.4.2. ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES (ACP).

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 1identificaron con todos los métodos, b) todos los compuestos utilizados en a) menos
cafeina y c) los compuestos que indica Korhonova et al. (2009) como aquellos que brindan

suficiente informacién para distinguir muestras de café de distintas localidades.

a. ACP con 15 compuestos identificados en todas las metodologias.

Al realizar el ACP con los 15 compuestos identificados (1H-pirrol-2-
carboxaldehido y 2-formil-1-metilpirrol fueron extraidos por todos los métodos pero no
identificados, no se incluyen en éste andlisis), se obtiene que dos componentes
proporcionan el 94,4 por ciento de la informacion del comportamiento de las metodologias
(Cuadro 5). El primer componente aporta el 82,1 por ciento de la informacién y tiene
correlacion positiva con todos los compuestos menos la cafeina. El segundo componente
brinda el 12,4 por ciento de la informacién y resalta su alta correlacién con la cafeina,
alcohol furfurilico, piridina (nombrados en orden descendente en funcién a su correlacion).
En la Figura 20 se puede observar que la composicion obtenida con el método FSC es muy
diferente al resto debido principalmente a la cafeina, el método de extraccién 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 composicién similar, pero con la diferencia de que el

método SPME fibra DVB/CAR/PDMS tiene mayor afinidad por la cafeina.
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Figura 20: Representacion de la composicién final obtenida con los 15 compuestos

identificados, en el sistema de coordenadas formado por los dos primeros componentes.

b. 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 21); al ser un método con mayor afinidad por
compuestos con pesos moleculares mayores, 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 comportamiento de SPME fibras
PDMS y PDMS/DVB se repite comparado con la evaluacién anterior, este debido
principalmente a sus pobres capacidades de extraer compuestos. En este andlisis los dos
primeros componentes aportan el 97,4 por ciento de la informacién, aproximadamente tres
por ciento mds que al incluir cafeina en el andlisis; también aumenta la informacién del
primer componente, obteniendo el 87,9 por ciento, teniendo correlacion positiva con todos
los 14 compuestos. El segundo componente aporta el 9,5 por ciento de la informacion
resaltando su correlacion negativa con los compuestos 14, 28 y 72, brindando Ia
informacion 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 20.
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Figura 21: Representacion de la composicidon final obtenida con los 14 compuestos
identificados (sin cafeina), en el sistema de coordenadas formado por los dos primeros

componentes.

c¢. ACP con 6 compuestos marcadores.

Korhonova et al. (2009) en su andlisis 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 los Cuadro 6 y 7, se presenta los resultados del andlisis de varianza
con estos compuestos. Los dos componentes principales encontrados brindan el 92,7 por
ciento de la informacion, existe aproximadamente cinco por ciento menos informacion si
se compara con la obtenida con 14 compuestos. No se evidencia mayor diferencia en el
comportamiento de las metodologias y composicion final obtenida al realizar el ACP con 6

0 14 compuestos (Figura 21 y 22).
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Figura 22: Representacion de la composicion final obtenida con los 6 compuestos

marcadores, en el sistema de coordenadas formado por los dos primeros componentes.

Al incluir el 4cido 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 primer componente tiene unicamente
correlacion negativa con el 4cido acético y el segundo componente tiene correlacion

positiva con 2,6-dimetilpirazina (39) y marcada correlacién negativa con el dcido acético.
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V. CONCLUSIONES.

Para el método SPME el material de empaque de las fibras de microextraccién tuvo
efecto sobre el niimero 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 aromético mds representativo extrayendo 57 compuestos e
identificando 44 de ellos con puntos de ebullicién bajo, medio y alto.

La combinaciéon de los tres métodos (seis tratamientos) permitié obtener un perfil
aromadtico con 123 compuestos diferentes. En funcion del 4drea encontrada los furanos y
pirazinas fueron los grupos funcionales orgdnicos que presentaron mayores resultados
en el café tostado de Vilcabamba, siendo el dcido acético, cafeina, alcohol 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 extracciéon 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 carboxaldehido, alcohol
furfurilico, 2,6-dimetilpirazina y 5-metilfurfural proporcionan suficiente informacién
para distinguir el comportamiento de los métodos de extraccién 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 obtenciéon de un perfil representativo del aroma de café tostado de

Vilcabamba.
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VL. RECOMENDACIONES.

Utilizar una columna de polaridad diferente para poder identificar otros

componentes.
Realizar beneficio seco y comparar con los resultados obtenidos.

Evaluar el perfil aromédtico de café procedentes de otras localidades y comparar

con el obtenido con el método de extraccion DVB/CAR/PDMS.
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VIIL. ANEXOS

Anexo A: Metodologia para anélisis fisico — quimicos de fruto de café y café tostado.

AOAC 932.12- Sélidos solubles en frutas y derivados de frutas.

1. Triturar la pulpa del fruto de café, con la ayuda de un procesador de alimentos,
hasta obtener un jugo.
2. Colocar unas gotas de jugo en el refractémetro.

3. Realizar la lectura a 20 °C.

AOAC 942.15.- Acidez titulable en derivados de frutas.

1. Tritura la pulpa del fruto de café, con la ayuda de un procesador de alimentos, hasta
obtener un jugo.

2. Pesar 10 g de jugo y diluir hasta 250 ml con agua destilada.

3. Titular con hidréxido de sodio 0,1 N (previamente estandarizado utilizando como
patrén primario ftalato 4cido de potasio), usando como indicador 0,3 ml de
fenolftaleina por cada 100 ml de solucion titulada, realizar hasta alcanzar un rosado
persistente minimo por 30 segundos.

4. Reportar el resultado como ml 0,1 M de dlcali/100 g de muestra original.
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AOAC 920.151.- Sélidos totales frutas y derivados de frutas.

. Tritura la pulpa del fruto de café, con la ayuda de un procesador de alimentos, hasta

obtener un jugo.
Pesar 20 g de jugo en una cdpsula plana (la cdpsula debe estar previamente secada

y pesada).

3. Secar en estufa de vacio a 70 °C bajo una presién < 100 mm Hg.

~N O AW =

Pesar en intervalos de 2 h, hasta obtener una diferencias de pesos < 3 mg.

AOAC 920.92.- Acidez Total en café tostado.

Pesar 10 g de café tostado y molido en erlenmeyer.

Adicionar 75 ml de etanol al 80%.

Tapar y dejar en reposo por 16 h, agitando ocasionalmente.

Filtrar y transferir una alicuota de 10 ml del filtrado a un vaso.

Diluir con 100 ml de agua.

Titular con hidréxido de sodio 0,1 N, usando fenoltaleina como indicador.

Expresar el resultado como el volumen (ml) de hidréxido de sodio 0,1 N requerido

para neutralizar 100 g de café tostado.
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AOAC 973.21.- Sélidos solubles en café tostado.

Pesar 10 g de café tostado y molido en balén de 500 ml.

Colocar una varilla de vidrio de 20 cm de largo en el balén.

Adicionar 200 ml de agua destilada.

Pesar el balén con café, varilla de vidrio y agua destilada, registrar como peso W.
Hervir por 5 min, agitando constantemente.

Enfriar y pesar.

Adicionar agua de tal forma que el pesé sea igual al peso W.

0 N N Lt AW

Filtrar y colocar una alicuota de 25 ml del filtrado en una cépsula (la cdpsula debe
estar previamente pesada).
9. Evaporar la alicuota a 105 °C en estufa de conveccion forzada.

10.Pesar el residuo y continuar evaporando hasta obtener un peso constante.
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Anexo B: Cromatogramas de los diferentes métodos de extraccion

SPME

Abundance

PDMS

750000

6500001

5500001

4500001

350000

2500001

2000001

1500001

100000 4 5
) \ \ } A

[Time--> 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 36.00 38.00 40.00 42.00 44.00 46.00 48.00 50.00 52.00 54.00 56.00 58.00 60.00 62.00

[Abundance

PDMS/DVB

45000004

3500000

25000004 53.06

15000004

10000004

[Time-->
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[Rbundance

DVB/CAR/PDMS

1.40+07- 60.93
1.30+07-
1.20+07-
1.10+07:

10+07-
90000004
80000004

7000000

31.07

TOAE
27 19181

10000004 4563745

ime--> 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00 65.00

[Abundance

PA 4305 6do1

95000004
85000004
75000004
70000004
65000004

55000004

45000004

40000004 692

31.10

35000004

25000004

15000004

* 7.76

[ime-> 5bo 10.00 1500 20100 2500 30,00 3500 4000 45100 50,00 55100 6000 6500
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DES

4.50+07-

557

40+07

3.50+07-

30+07-

02

2.50+07: 04

20407

1.50+07;

10+07.

60.81 3.36

AN X N

ime-> 550 10,00 1500 2000 2500 3000 3500 40,00 4500 50,00 5500 60.00 65.00

FSC

[Abundance
62464 24

67.61
4.50+07-

40+07-

3.50+07.

30+07:

250407

20+07-

1.50+07-

10407

35,00 4500 50,00 5500 6000 6500

[ime> 500
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Anexo C: Resultados del analisis estadistico

Analisis de varianza en funcion a las fibras de microextraccion.

ANOVA unidireccional: Acido Acético vs. SPME (Fibra)

Fuente GL SC CM F P

SPME (Fibra) 442456397 147485466 28,76 0,000

Error 41030035 5128754

Total 11 483486432

S = 2265 R-cuad. = 91,51% R-cuad. (ajustado) = 88,33
basados en Desv.Est.

Nivel N Media Desv.Est. —-—————- o +——=

DVB/CAR/PDMS 3 12345 315

PA 3 12689 4518

PDMS 3 150 13 (=———- Hmm )

PDMS/DVB 3 609 55 (————-— oo )
[ P, I

0 5000
Desv.Est. agrupada = 2265

o
°

ICs de 95% individuales para la media

Agrupar informacidén utilizando el método de Tukey

SPME
PA
DVB/CAR/PDMS
PDMS/DVB
PDMS

(Fibra)

N
3
3
3
3

Media
12689
12345
609
150

Agrupacidn
A
A

B

B

agrupada
e P, I
( _____ *
( __________
[ P, I
10000 15000

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Intervalos de confianza simultdneos de Tukey del 95%

Todas las comparaciones de dos a dos entre los niveles de SPME

Nivel de confianza individual =

SPME (Fibra)
SPME (Fibra)
PA

PDMS
PDMS/DVB
SPME (Fibra)
PA

PDMS
PDMS/DVB
SPME (Fibra)
SPME (Fibra)
PDMS
PDMS/DVB
SPME (Fibra)

98, 74%

DVB/CAR/PDMS restado de:

Inferior Centro Superior
-5579 344 6267
-18119 -12196 -6273
-17659 -11736 -5813
———————— B it T
(=———— Fom )
(=== oo )
(=== oo )
———————— B it T
-10000 0 10000 20000
PA restado de:
Inferior Centro Superior
-18462 -12539 -6616
-18003 -12080 -6157
———————— e e Rt
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PDMS (—m——F )

PDMS/DVB (————- e )
———————— e ettt
-10000 0 10000 20000
SPME (Fibra) = PDMS restado de:
SPME (Fibra) Inferior Centro Superior
PDMS/DVB -5463 460 6383
SPME (Fibra) -------—- t— tm—————— o +-
PDMS/DVB (m———H )
———————— B et I
-10000 0 10000 20000

ANOVA unidireccional: 2-metilpirazina vs. SPME (Fibra)

Fuente GL SC CM F P

SPME (Fibra) 3 1155572 385191 272,27 0,000

Error 8 11318 1415

Total 11 1166890

S = 37,61 R-cuad. = 99,03% R-cuad. (ajustado) = 98,67%

ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. ——+-———————- o o tm——————
DVB/CAR/PDMS 3 785,71 72,16 (=*-)
PA 3 144,04 20,58 (—*—)
PDMS 3 9,34 0,97 (-*-)
PDMS/DVB 3 79,28 5,23 (—*-)
——t— fom o —————— tm——————
0 250 500 750

Desv.Est. agrupada = 37,61

Agrupar informacidén utilizando el método de Tukey

SPME (Fibra) N Media Agrupacién
DVB/CAR/PDMS 3 785,71 A

PA 3 144,04 B
PDMS/DVB 3 79,28 B C

PDMS 3 9,34 c

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Intervalos de confianza simultdneos de Tukey del 95%
Todas las comparaciones de dos a dos entre los niveles de SPME (Fibra)

Nivel de confianza individual = 98, 74%
SPME (Fibra) = DVB/CAR/PDMS restado de:
SPME (Fibra) Inferior Centro Superior
PA -740,04 -641,67 -543,30
PDMS -874,74 -776,37 -678,00
PDMS/DVB -804,81 -706,43 -608,06
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SPME (Fibra) ----—-—-—- tom tm——————— o +
PA (——=*-=)

PDMS (==*——)
PDMS/DVB (==*——=)
————————— B At
-600 -300 0 300
SPME (Fibra) = PA restado de:
SPME (Fibra) Inferior Centro Superior
PDMS -233,07 -134,70 -36,33
PDMS/DVB -163,14 -64,76 33,61
SPME (Fibra) ---——-—--—- o o o +
PDMS (—==*—=)
PDMS/DVB (——k—)
————————— B e Attt L
-600 -300 0 300
SPME (Fibra) = PDMS restado de:
SPME (Fibra) 1Inferior Centro Superior
PDMS/DVB -28,44 69,94 168,31
SPME (Fibra) ----—-—-—- tom tm—————— o +
PDMS/DVB (—=—*———)
————————— e e it
-600 -300 0 300

ANOVA unidireccional: 2-furano carbaldehido vs. SPME (Fibra)

Fuente GL SC CM F P

SPME (Fibra) 3 109812449 36604150 424,06 0,000
Error 8 690542 86318

Total 11 110502991

S = 293,8 R-cuad. = 99,38% R-cuad. (ajustado) = 99,14%

ICs de 95% individuales para la media

basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. ——4-———————- +——— +——
DVB/CAR/PDMS 3 7156,3 584,9
PA 3 470,4 55,3 (=*=)
PDMS 3 8,0 0,6 (=*=)
PDMS/DVB 3 68,5 8,7 (=*-)
——t— fom o
0 2000 4000

Desv.Est. agrupada = 293,38

Agrupar informacidén utilizando el método de Tukey

SPME (Fibra) N Media Agrupacién
DVB/CAR/PDMS 3 7156,3 A

PA 3 470, 4 B
PDMS/DVB 3 68,5 B

PDMS 3 8,0 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Intervalos de confianza simultdneos de Tukey del 95%
Todas las comparaciones de dos a dos entre los niveles de SPME
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Nivel de confianza individual =

SPME (Fibra)
SPME (Fibra)
PA

PDMS
PDMS/DVB
SPME (Fibra)
PA

PDMS
PDMS/DVB
SPME (Fibra)
SPME (Fibra)
PDMS
PDMS/DVB
SPME (Fibra)
PDMS
PDMS/DVB
SPME (Fibra)
SPME (Fibra)
PDMS/DVB
SPME (Fibra)
PDMS/DVB

98, 74%

= DVB/CAR/PDMS restado de:

Inferior Centro Superior
-7454,3 -6685,9 -5917,5
-7916,8 -7148,4 -6380,0
-7856,2 -7087,8 -6319,4
B o o o
(==*—-)
(——*—-)
(—=*—-)
——t——— o o o
-7500 -5000 -2500 0
= PA restado de:
Inferior Centro Superior
-1230,8 -462,4 306,0
-1170,3 -401,9 366,5
B o o o
(==*—-)
(==*—-)
B o o o
-7500 -5000 -2500 0
= PDMS restado de:
Inferior Centro Superior
-707,8 60,6 829,0
B o o +
(__*
B o o +
-7500 -5000 -2500 0
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ANOVA unidireccional: Alcohol furfurilico vs. SPME (Fibra)

Fuente GL SC CM F P

SPME (Fibra) 3 187887403 62629134 211,69 0,000
Error 8 2366809 295851

Total 11 190254212

S = 543,9 R-cuad. = 98,76% R-cuad. (ajustado) = 98,29%

ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. ——4-———————- o Fom——————— R
DVB/CAR/PDMS 3 8776,4 232,1 (=*—-)
PA 3 7544,1 1062, 7 (=*—-)
PDMS 3 155,3 2,9 (—=*-)
PDMS/DVB 3 438, 8 9,9 (=*=-)
——t————— e ——— e ———— t——————
0 3000 6000 9000

Desv.Est. agrupada = 543,9

Agrupar informacidén utilizando el método de Tukey

SPME (Fibra) N Media Agrupaciédn
DVB/CAR/PDMS 3 8776 A

PA 3 7544 A
PDMS/DVB 3 439 B

PDMS 3 155 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Intervalos de confianza simultdneos de Tukey del 95%
Todas las comparaciones de dos a dos entre los niveles de SPME (Fibra)

Nivel de confianza individual = 98, 74%
SPME (Fibra) = DVB/CAR/PDMS restado de:
SPME (Fibra) Inferior Centro Superior
PA -2655 -1232 190
PDMS -10044 -8621 -7199
PDMS/DVB -9760 -8338 -6915
SPME (Fibra) Fomm Fom o Fom
PA (==*=)
PDMS (—=*-=)
PDMS/DVB (==*——)
Fom Fom Fom Fo—
-10000 -5000 0 5000
SPME (Fibra) = PA restado de:
SPME (Fibra) Inferior Centro Superior
PDMS -8811 -7389 -5966
PDMS/DVB -8528 -7105 -5683
SPME (Fibra) Fom o o o
PDMS (—=*—-)
PDMS/DVB (==*—=)
Fom o Fom Fo—
-10000 -5000 0 5000
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SPME (Fibra) = PDMS restado de:

SPME (Fibra) 1Inferior Centro Superior
PDMS/DVB -1139 284 1706
SPME (Fibra) Fomm o o o
PDMS/DVB (—=*—)
fom— = o fom— = Fo—
-10000 -5000 0 5000

ANOVA unidireccional: 2,6-dimetilpirazina vs. SPME (Fibra)

Fuente GL SC CM F P

SPME (Fibra) 3 55173 18391 92,38 0,000

Error 8 1593 199

Total 11 56765

S = 14,11 R-cuad. = 97,19% R-cuad. (ajustado) = 96,14%

ICs de 95% individuales para la media

basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. ————————- o o e — +
DVB/CAR/PDMS 3 153,05 17,78 (———H——)
PA 3 189,56 21,55 (———H——)
PDMS 3 23,66 2,81 (——%*--)
PDMS/DVB 3 56,85 2,81 (—=*——-)
————————— e ittt et
60 120 180 240

Desv.Est. agrupada = 14,11

Agrupar informacidén utilizando el método de Tukey

SPME (Fibra) N Media Agrupacidn
PA 3 189,56 A
DVB/CAR/PDMS 3 153,05 A
PDMS/DVB 3 56,85 B

PDMS 3 23,66 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Intervalos de confianza simultdneos de Tukey del 95%
Todas las comparaciones de dos a dos entre los niveles de SPME (Fibra)

Nivel de confianza individual = 98, 74%
SPME (Fibra) = DVB/CAR/PDMS restado de:
SPME (Fibra) Inferior Centro Superior
PA -0, 40 36,50 73,41
PDMS -166,29 -129,39 -92,49
PDMS/DVB -133,10 -96, 20 -59,30
SPME (Fibra) ---—--—- o o o +——
PA (——*——)
PDMS (——*——)
PDMS/DVB (——*——)
—————— fom fom——————— fom +—=
-120 0 120 240
SPME (Fibra) = PA restado de:
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SPME (Fibra) Inferior Centro Superior

PDMS -202,80 -165,90 -128,99
PDMS/DVB -169,61 -132,71 -95,81
SPME (Fibra) -----—- o o o +——
PDMS (——*——)
PDMS/DVB (——*——)
—_—————— o fmm o +——
-120 0 120 240
SPME (Fibra) = PDMS restado de:
SPME (Fibra) Inferior Centro Superior
PDMS/DVB -3,71 33,19 70,09
SPME (Fibra) --—---—- o o o +——
PDMS/DVB (——%——)
—_—————— o fom o +——
-120 0 120 240

ANOVA unidireccional: 5-Metilfurfural vs. SPME (Fibra)

Fuente GL SC CM F P

SPME (Fibra) 3 81290656 27096885 562,20 0,000

Error 8 385585 48198

Total 11 81676241

S = 219,5 R-cuad. = 99,53% R-cuad. (ajustado) = 99,35%

ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. —+-————————— e e ————— e
DVB/CAR/PDMS 3 6276,2 417,7 (*=)
PA 3 677,717 135,0 (*-)
PDMS 3 41,4 5,3  (*-)
PDMS/DVB 3 153,9 7,9  (=%)
-4 +——— - -
0 2000 4000 6000

Desv.Est. agrupada = 219,5

Agrupar informacidén utilizando el método de Tukey

SPME (Fibra) N Media Agrupacién
DVB/CAR/PDMS 3 6276,2 A

PA 3 677,17 B
PDMS/DVB 3 153,9 B C

PDMS 3 41,4 c

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Intervalos de confianza simultdneos de Tukey del 95%
Todas las comparaciones de dos a dos entre los niveles de SPME (Fibra)

Nivel de confianza individual = 98, 74%
SPME (Fibra) = DVB/CAR/PDMS restado de:
SPME (Fibra) Inferior Centro Superior
PA -6172,6 -5598,5 -5024,3
PDMS -6808,9 -6234,7 -5660,5
PDMS/DVB -6696,4 -6122,2 -5548,0
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SPME (Fibra) -----—-- t——————— tm—————— i +——

PA (—=*-)
PDMS (=*=)
PDMS/DVB (——*-)

——— o Fo— o +——

-5000 -2500

SPME (Fibra) = PA restado de:
SPME (Fibra) Inferior Centro Superior
PDMS -1210,4 -636,2 -62,1
PDMS/DVB -1097,9 -523,8 50,4
SPME (Fibra) -----—- Fom o
PDMS (=*—
PDMS/DVB (—*—

,,,,,,, e

-5000 -2500

SPME (Fibra) = PDMS restado de:
SPME (Fibra) Inferior Centro Superior
PDMS/DVB -461,7 112,5 686, 7
SPME (Fibra) -----—-- tm———— -
PDMS/DVB (=

——————— o



Analisis de varianza en funcion del método de extraccion

ANOVA unidireccional: 2-metilpirazina vs. Método

Fuente GL SC CM F P

Método 2 134044110 67022055 78,35 0,000

Error 6 5132763 855461

Total 8 139176873

S = 924,9 R-cuad. = 96,31% R-cuad. (ajustado) = 95,08%
Nivel N Media Desv.Est.

DES 3 9162 1597

FSC 3 1180 98

SPME (DVB/CAR/PDMS) 3 786 72

ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel —_—t o ——— PR — [P,
DES (————*———)
FSC (===*——=)
SPME (DVB/CAR/PDMS) (-———*-——-)
——te o o o
0 3000 6000 9000

Desv.Est. agrupada = 925

Agrupar informacidén utilizando el método de Tukey

Método N Media Agrupacidén
DES 3 9162 A

FsC 3 1180 B

SPME (DVB/CAR/PDMS) 3 786 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
Intervalos de confianza simultdneos de Tukey del 95%
Todas las comparaciones de dos a dos entre los niveles de Método

Nivel de confianza individual = 97,80%

Método = DES restado de:
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Método Inferior Centro Superior

FSC -10300 -7983 -5665
SPME (DVB/CAR/PDMS) -10694 -8377 -6059
Método —t e o t——————
FSC (————- e —— )
SPME (DVB/CAR/PDMS) (—————— e — )
e o e —————— t——————
-10500 -7000 -3500 0

Método = FSC restado de:

Método Inferior Centro Superior
SPME (DVB/CAR/PDMS) -2712 -394 1924
Método R o o o
SPME (DVB/CAR/PDMS) (—mmm e S )
B o fom o
-10500 -7000 -3500 0

ANOVA unidireccional: 2-furano carbaldehido vs. Método

Fuente GL SC CM F P

Método 2 880904733 440452366 76,98 0,000

Error 6 34331501 5721917

Total 8 915236234

S = 2392 R-cuad. = 96,25% R-cuad. (ajustado) = 95,00%
Nivel N Media Desv.Est.

DES 3 25695 4093

FSC 3 2910 264

SPME (DVB/CAR/PDMS) 3 7156 585

ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel —4———— e ——— o b
DES (———k—e)
FSC (————*———)
SPME (DVB/CAR/PDMS) (==—=F——=)
-t o fo—— = o
0 8000 16000 24000

Desv.Est. agrupada = 2392

Agrupar informacidén utilizando el método de Tukey

Método N Media Agrupacidn
DES 3 25695 A

SPME (DVB/CAR/PDMS) 3 7156 B

FSC 3 2910 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Intervalos de confianza simultdneos de Tukey del 95%
Todas las comparaciones de dos a dos entre los niveles de Método

o

Nivel de confianza individual = 97,80%

Método = DES restado de:
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Método Inferior Centro Superior

FSC -28779 -22786 -16792
SPME (DVB/CAR/PDMS) -24533 -18539 -12545
Método 0 —mm————— o Fom———— e +
FSC (————- Ko )
SPME (DVB/CAR/PDMS) (————— e )
————————— B i e
-20000 -10000 0 10000

Método = FSC restado de:

Método Inferior Centro Superior
SPME (DVB/CAR/PDMS) -1747 4247 10241
Método 0 ———————— o o e +
SPME (DVB/CAR/PDMS) (=————— Ko )
————————— et et 3
-20000 -10000 0 10000

ANOVA unidireccional: Alcohol furfurilico vs. Método

Fuente GL SC CM F P

Método 2 33740784 16870392 5,54 0,043

Error 6 18270294 3045049

Total 8 52011078

S = 1745 R-cuad. = 64,87% R-cuad. (ajustado) = 53,16%
Nivel N Media Desv.Est.

DES 3 12926 2994

FSC 3 12840 339

SPME (DVB/CAR/PDMS) 3 8776 232

ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel === tm——————— tom o -
DES (=== Fommm )
FSC (=== Fommm )
SPME (DVB/CAR/PDMS) (————————- Fom )
- o fo— o -
7500 10000 12500 15000

Desv.Est. agrupada = 1745

Agrupar informacidén utilizando el método de Tukey

Método N Media Agrupacidn
DES 3 12926 A
FSC 3 12840 A
SPME (DVB/CAR/PDMS) 3 8776 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Intervalos de confianza simultdneos de Tukey del 95%
Todas las comparaciones de dos a dos entre los niveles de Método

o

Nivel de confianza individual = 97,80%
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Método = DES restado de:

Método Inferior Centro Superior
FSC -4458 -86 4287
SPME (DVB/CAR/PDMS) -8522 -4150 223
Método === o o o +——
FSC (———————- e —— )
SPME (DVB/CAR/PDMS)  (———————- e )
——————— Fom fom Fom +——
-5000 0 5000 10000
Método = FSC restado de:
Método Inferior Centro Superior
SPME (DVB/CAR/PDMS) -8436 -4064 309
Método === o o o +——
SPME (DVB/CAR/PDMS)  (———————- S )
———— o fom o +——
-5000 0 5000 10000

ANOVA unidireccional: 2,6-dimetilpirazina vs. Método

Fuente GL SC CM F P

Método 2 120837130 60418565 83,99 0,000

Error 6 4316348 719391

Total 8 125153478

S = 848,2 R-cuad. = 96,55% R-cuad. (ajustado) = 95,40%
Nivel N Media Desv.Est.

DES 3 8561,0 1435,2

FSC 3 1637,1 313,3

SPME (DVB/CAR/PDMS) 3 153,1 17,8

ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel —_——t—— e ———— o I
DES (———¥——r)
FSC (——=*——=)
SPME (DVB/CAR/PDMS) (———*-—-)
——— fo—— o o
0 3000 6000 9000

Desv.Est. agrupada = 848,2

Agrupar informacidén utilizando el método de Tukey

Método N Media Agrupacidn
DES 3 8561 A

FSC 3 1637 B

SPME (DVB/CAR/PDMS) 3 153 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
Intervalos de confianza simultdneos de Tukey del 95%
Todas las comparaciones de dos a dos entre los niveles de Método

Nivel de confianza individual = 97,80%

92



Método = DES restado de:

Método Inferior Centro Superior
FSC -9049 -6924 -4799
SPME (DVB/CAR/PDMS) -10533 -8408 -6283
Método ————— o Fom o +——=
FSC (————— Ko )
SPME (DVB/CAR/PDMS) (—=—==F%————)
————— Fom fom Fom o
-8000 -4000 0 4000

Método = FSC restado de:

Método Inferior Centro Superior
SPME (DVB/CAR/PDMS) -3609 -1484 641
Método  ——=——= o o o +——=
SPME (DVB/CAR/PDMS) (mmmheme )
———— o fom e +———
-8000 -4000 0 4000

ANOVA unidireccional: 5-Metilfurfural vs. Método

Fuente GL SC CM F P

Método 2 358991796 179495898 57,82 0,000

Error 6 18627594 3104599

Total 8 377619390

S = 1762 R-cuad. = 95,07% R-cuad. (ajustado) = 93,42%
Nivel N Media Desv.Est.

DES 3 17913 2995

FSC 3 3266 409

SPME (DVB/CAR/PDMS) 3 6276 418

ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel  ——————— o ——_—— e P .
DES (cmm—*———)
FSC (m=—=* )
SPME (DVB/CAR/PDMS) (————*————)
———————— o
5000 10000 15000 20000

Desv.Est. agrupada = 1762

Agrupar informacidén utilizando el método de Tukey

Método N Media Agrupacidn
DES 3 17913 A

SPME (DVB/CAR/PDMS) 3 6276 B

FsC 3 3266 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Intervalos de confianza simultdneos de Tukey del 95%
Todas las comparaciones de dos a dos entre los niveles de Método

Nivel de confianza individual = 97,80%
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Método DES restado de:

Método Inferior
FSC -19062
SPME (DVB/CAR/PDMS) -16052
Método === +
FSC (==——= -
SPME (DVB/CAR/PDMS) (——-
——————— +
-14000
Método = FSC restado de:
Método Inferior
SPME (DVB/CAR/PDMS) -1405
Método === +
SPME (DVB/CAR/PDMS)
——————— +
-14000

Centro
-14647
-11637

Centro
3010

Superior
-10232
-7222
o +——
Fom +——
0 7000
Superior
7425
o +——
(m———— Fomm )
o +——
0 7000
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Analisis de componente principal: Piridina. 2-Metiltetra. 2-metilpiraz. 2-furan

Andlisis de los valores y vectores propios de la matriz de correlaciédn

Valor propio 12,312 1,854 0,675 0,158 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Proporcidn 0,821 0,124 0,045 0,011 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Acumulada 0,821 0,944 0,989 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

valor propio -0,000 -0,000 -0,000 -0,000 -0,000 -0,000

Proporcién -0,000 -0,000 -0,000 -0,000 -0,000 -0,000
Acumulada 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Variable PC1 PC2 PC3 PC4
Piridina 0,231 0,343 0,322 -0,594
2-Metiltetrahidrofuran-3-ona 0,274 -0,195 -0,086 0,108
2-metilpirazina 0,277 -0,170 -0,068 0,004
2-furanocarboxaldehido 0,276 -0,144 0,156 -0,212
Alcohol furfurilico 0,217 0,442 0,169 0,480
l-Hidroxi-2-propanona acetato 0,280 -0,086 -0,127 0,291
1-(2-furanil)-etanona 0,282 -0,0068 -0,117 0,094
2,6-dimetilpirazina 0,276 -0,141 -0,178 0,089
Etilpirazina 0,280 0,098 -0,125 -0,166
2,3-dimetilpirazina 0,281 -0,118 0,036 -0,121
S5-metilfurfural 0,277 -0,088 0,194 -0,278
Furfuril acetato 0,279 0,061 -0,220 0,025
2-etil-6-metilpirazina 0,278 -0,105 -0,212 0,039
1-(1H-pirrol-2-yl)-etanona 0,218 0,351 0,499 0,327
Cafeina 0,020 0,631 -0,611 -0,171
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Analisis de componente principal: Piridina. 2-Metiltetra. 2-metilpiraz. 2-furan

Andlisis de los valores y vectores propios de la matriz de correlaciédn

Valor propio 12,308 1,324
Proporcidn 0,879 0,095
Acumulada 0,879 0,974
Valor propio 0,000 0,000 -
Proporcidn 0,000 0,000 -
Acumulada 1,000 1,000
Variable

Piridina

2-Metiltetrahidrofuran-3-ona
2-metilpirazina
2-furanocarboxaldehido
Alcohol furfurilico
l1-Hidroxi-2-propanona acetato
1-(2-furanil)-etanona
2,6-dimetilpirazina
Etilpirazina
2,3-dimetilpirazina
S5-metilfurfural

Furfuril acetato
2-etil-6-metilpirazina
1-(1H-pirrol-2-yl)-etanona

0,248
0,018
0,991

0,000
0,000
1,000

PC1l
0,230
0,274
0,277
0,276
0,217
0,280
0,282
0,277
0,280
0,281
0,278
0,279
0,278
0,218

0,119 ©
0,009 O
1,000 1

-0,000
-0,000
1,000

PC2
-0,462
0,230
0,200
0,105
-0,531
0,125
0,104
0,201
-0,067
0,113
0,034
-0,001
0,173
-0,534
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,000 0,000 0,000 0,000 0,000
,000 0,000 0,000 0,000 0,000
,000 1,000 1,000 1,000 1,000

-0,000
-0,000
1,000

PC3
0,314
0,029
0,070
0,420
-0,411
-0,204
-0,130
-0,136
-0,199

0,202

0,442
-0,362
-0,196

0,167

PC4
0,586
-0,195
-0,087
-0,081
-0,228
-0,231
-0,028
-0,028
0,396
-0,021
-0,004
0,272
0,092
-0,508



Analisis de componente principal: Acido acétic. 2-metilpiraz. 2-furanocarb. Alc

Andlisis de los valores y vectores propios de la matriz de correlaciédn

Valor propio 4,4309 11,1323 0,4037 0,0330 0,0000 -0,0000

Proporcidn 0,738 0,189 0,067 0,006 0,000 -0,000
Acumulada 0,738 0,927 0,994 1,000 1,000 1,000
Variable PC1 PC2 PC3 PC4
Acido acético -0,125 -0,872 0,409 0,232
2-metilpirazina 0,469 0,092 0,171 0,383
2-furanocarboxaldehido 0,466 -0,046 0,283 -0,310
Alcohol furfurilico 0,336 -0,447 -0,824 -0,033
2,6-dimetilpirazina 0,467 0,138 0,039 0,597
S5-metilfurfural 0,466 -0,096 0,210 -0,588

Analisis de componente principal: 2-metilpiraz. 2-furanocarb. Alcohol furf. 2,6

Andlisis de los valores y vectores propios de la matriz de correlaciédn

Valor propio 4,3772 0,5442 10,0778 10,0008 00,0000

Proporcidn 0,875 0,109 0,016 0,000 0,000
Acumulada 0,875 0,984 1,000 1,000 1,000
Variable PC1 PC2 PC3 PC4
2-metilpirazina 0,469 -0,238 -0,295 -0,470
2-furanocarboxaldehido 0,470 -0,176 0,426 -0,491
Alcohol furfurilico 0,347 0,931 -0,082 -0,073
2,6-dimetilpirazina 0,465 -0,197 -0,641 0,421
S5-metilfurfural 0,471 -0,080 0,561 0,596
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