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RESUMEN

En este trabajo se estandarizaron las condiciones de la técnica de GC/MS para
estudiar la composicién quimica de volatiles de café (variedad Caturra) tostado y
molido, proveniente de un rango altitudinal entre 1100-1900 msnm. Los volatiles se
extrajeron mediante la microextracion en fase solida, utilizando dos polimeros,
polidimetilsiloxano (polimero rojo) y divinilbenceno/polidimetilsiloxano (polimero
azul) obteniéndose mejores resultados con el polimero azul. Para la separacion se
utilizaron dos columnas cromatograficas, la DB5 (semipolar) y DBWax (polar),
siendo ambas eficientes. Se selecciond la DBWax por presentar mejor resolucion
cromatografica. Se separaron 107 compuestos en el café tostado y molido
provenientes de diferentes alturas, de los cuales se identificaron el 80% a través de los
indices de Kovats y Espectrometria de masas. Se destacé la familia de los compuestos
heterociclicos (furanos, pirazinas, piridinas etc.) como constituyentes en mayor
cantidad (siendo el mayor compuesto el furanometanol). Se encontrdé que el modelo
estadistico cuadratico fue el que mejor se ajustd para correlacionar el efecto de la
altitud del cultivo del cafeto con la composicion de los volétiles de café tostado y
molido. Se hizo el estudio de las propiedades organolépticas del café tostado y
molido provenientes de las diferentes alturas, encontrdndose que la altura tiene un
efecto sobre las propiedades fisicas del café en su granulometria, aumentando a
medida que la altura aumenta, pero no se demostrd efecto de ésto en sus propiedades

organolépticas.
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1 INTRODUCCION

Colombia es actualmente el tercer productor mundial de café. La produccion mundial
de café excede las 4.4 millones de toneladas métricas y es, después del petrdleo, el
producto de mayor mercado en el mundo (Encuesta Nacional Cafetera 1999). El café
Colombiano es apreciado en el mercado internacional por su suave aroma, ésta
caracteristica y las investigaciones sobre el sabor constituyen en la actualidad un

campo importante de la investigacion en la ciencia y tecnologia de los alimentos.

El aroma de los alimentos es el olor agradable que emana de ellos, el cual se percibe a
través del sentido del olfato. El aroma desempefia un papel decisivo en la aceptacion
o0 rechazo de un alimento; por lo que puede considerarse un atributo fundamental de

la calidad.

La fraccion voléatil de los alimentos esta constituida no sélo por los aromas sino
también por otras sustancias no olorosas, de ellas el agua es la mas abundante. Entre
las sustancias organicas volatiles, algunas tienen poca significacion en el aroma por
estar presentes en concentraciones inferiores a su umbral de deteccion. Diversos
estudios muestran que el aroma del café tostado esta formado principalmente por
compuestos heterociclicos (furanos, piridinas, pirazinas, pirroles, tiofenos y oxazoles)
en concentraciones mayores del 70%, junto con pequefias cantidades (<1%) de

cetonas y aldehidos alifaticos. La cantidad de cada uno de ellos depende de muchas

13



variables, entre las cuales figuran: Especie, clima, régimen de lluvias, suelo, y altitud,

ademas de los métodos de recoleccion y procesamiento del grano.

Este trabajo busca contribuir al conocimiento de la composicion quimica del
aroma del café tostado y molido, identificando y cuantificando moléculas que
permitan determinar su procedencia, principalmente relacionada con la altitud del
cultivo. Para ello se utilizara metodologias de punta (microextraccion en fase solida
con espacio de cabeza estético, cromatografia de gases-espectrometria de masas), que
logran separar y detectar moléculas que se encuentran en mezclas, aun en

concentraciones del orden de nonagramos a picogramos.

Esta investigacion estd comprendida dentro del macroproyecto Estudios Bioguimicos
de la Composicion del Cafeto, que se esta ejecutando en el area de fisiologia vegetal,

de Cenicafé.
Los resultados podran ser utilizados en la caracterizacion y clasificacion del café por

su calidad, lo cual serd de gran ayuda para la obtencion de mejores precios para el

agricultor.
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2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los cambios en el mercado internacional del café, debidos a la sobreoferta del
producto y al ingreso de nuevos paises productores, ha hecho que el negocio cafetero
a escala global pueda ser clasificado en dos grandes categorias. La primera en la cual
priman los volimenes negociados sin tener muy en cuenta la calidad final, éstos se
utilizan principalmente en la produccion de solubles y de café tostado y molido en
mezclas. En este grupo el café Colombiano juega un papel de importancia debido a su
calidad que supera a los demas suaves producidos que se traduce en un mayor valor
en el mercado. La segunda categoria estd conformada por cafés con caracteristicas
especiales, ya sea por su origen, cualidades sensoriales especiales u organicos. Esta a
pesar de representar una estrecha franja del mercado estd en crecimiento y se

visualiza como una alternativa para la caficultura Colombiana.

Durante muchos afios se ha planteado que el café de Colombia presenta el mejor
aroma a nivel mundial, por eso se ha podido competir con otros paises como Brasil,
ocupando siempre uno de los primeros lugares de exportacion de este producto, tanto
que éste ha sido uno de los renglones méas importantes en la base de la economia en
nuestro pais. Sin embargo en los Gltimos afios el mercado internacional ha detectado
que la calidad del aroma estid variando y por esto ha exigido que se haga una
clasificacion del café segun esta caracteristica. No se sabe hasta el momento, a qué
factor se puede atribuir esta variacion, ya que de acuerdo con las investigaciones
realizadas por la Federacién Nacional de Cafeteros (FEDERACAFE 1999) se asegura

que el café proviene siempre de la misma especie y que por esto la calidad del aroma
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no debe variar. Pero de acuerdo a las exigencias del mercado internacional se requiere

investigar la causa de la variacion del aroma.

Si bien en Colombia se cultiva una sola especie de café Coffea arabica L., hay una
gama de variedades que responden diferencialmente en cuanto a produccién y calidad

de acuerdo con la oferta ambiental y del suelo.

La caracterizacion del café de acuerdo con sus cualidades organolépticas ha permitido
diferenciarlo por su origen (clima y suelo) y recientemente los estudios se han

enfocado a determinar el efecto de la altitud sobre estas caracteristicas.

Una de las mayores limitaciones en la caracterizacion del café, es que ésta se realiza
mediante pruebas sensoriales (prueba de tasa) que califican de manera global sus
atributos dentro de los cuales se encuentra el aroma. Hoy se conoce que son mas de
un centenar los compuestos responsables de esta caracteristica (Shibamoto 1991). Es
por ello de interés determinar una o varias de estas moléculas (volatiles), que pueden
ser identificadas para discriminar la calidad aromatica del café de acuerdo con su

procedencia.

Para ello se propone identificar los compuestos volatiles mas abundantes luego de la
tostion y molienda del café, proveniente de una misma variedad sembrada en el rango
altitudinal normal del cultivo, utilizando la técnica de microextraccion en fase sélida,

seguida del analisis de Cromatografia de Gases / Espectrometria de Masas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL
» Generar informacion que relacione la altura del cultivo, algunos compuestos del

aroma y sus cualidades organolépticas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Estandarizar la técnica de microextraccion en fase solida (SPME) espacio de
cabeza (HS) para la determinacion de compuestos volatiles de café tostado y

molido mediante cromatografia gases (CG) espectrometria de masas (MS)
» Caracterizar la composicion quimica del aroma del café tostado y molido
(variedad caturra) proveniente de diferentes alturas de cultivo, en un rango

comprendido entre 1100 - 1900 msnm.

» Evaluar y explicar correlaciones entre composicion quimica del aroma del café

tostado y molido (variedad caturra) y sus propiedades organolépticas.
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4 REVISION DE LITERATURA

4.1 COMPOSICION QUIMICA DE LA SEMILLA

El café es una semilla de albumen cdrneo, en el cual se encuentran los cinco grupos
fundamentales, que constituyen la materia viva: agua, minerales, glicidos, lipidos y
proteinas; también contiene acidos organicos y clorogénicos, alcaloides y algunas
vitaminas (Federacafé 1998). En la tabla 1, se presentan los porcentajes en que estan
presentes los compuestos méas importantes en el grano de café verde y tostado.
(Shibamoto 1991, Clarke 1985).

Tabla 1. Componentes més importantes en el aroma del café.

Componente Café verde (%) | Café tostado (%0)
Celulosa 36 37
Lignina 5.6 5.8
Lipidos 114 11.9
Cenizas 3.8 4.0
Cafeina 1.2 1.3
Azucares 7.3 0.3
Acido clorogénico 7.6 3.5
Proteinas 11.6 3.1

Se observa que los resultados cambian considerablemente en proteina, acido

clorogénico y azucares para el café tostado en relacion al café verde, debido a que
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muchos de los compuestos volatiles presentes en el café tostado se forman
principalmente por la reaccién de un azucar con un aminoacido. (reaccion de
Maillard).

411 Agua:
El café cosechado seco de agua contiene un 55% de humedad, y se seca hasta el 10-

12% para el comercio y procesamiento industrial. En este Ultimo se obtiene por

ejemplo, café tostado que normalmente contiene entre el 3-5% de humedad.

4.1.2 Minerales:
Los principales minerales encontrados : potasio, sodio, calcio, magnesio, fésforo y

azufré.

4.1.3 Proteinas:
Los cafés verdes contienen del 11-12% de nitrgeno total en forma de proteinas y

aminoacidos libres.

4.1.4 Lipidos:
Influye en la conservacion de sus cualidades organolépticas; entre ellos se

encuentran: acidos grasos, glicéridos, fosfolipidos y materia insaponificable que

representa cerca del 0.5 %.

4.1.5 Carbohidratos:
Representa mas de la mitad de la materia seca; contiene azUcares reductores,

sacarosa, polisacaridos insolubles como hemicelulosa, celulosa y lignina.

4.1.6 Acidos:
Los granos de café contienen diversos &cidos organicos sobre todo &cidos

clorogénicos, que son una serie de acidos fenolicos (Principalmente caféico, ferdlico
y p-cumarico) derivados de la esterificacion con acido quinico donde el mas

significativo es el acido clorogénico figura 1.
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Acido fendlico

O

O—(HZ—CH=CH OH

HOOC
R
HO OH i
OH R=H ,’Acido 5-p-cumarilquinico.
R=0OH Acido 5-cafeilquinico 6 clorogénico.

Acido quinico R=0CH, Acido feruloilquinico

Figura 1. Descripcion y fuente del acido clorogénico.

4.2 EL AROMA DEL CAFE:
El aroma del café, debido a su originalidad, fuerza y caracter ha causado siempre

curiosidad a los investigadores. El aroma de los granos de café verde es débil, la
torrefaccion es esencial para la produccion del aroma que se reconoce como del café.
Durante la tostacion, se forman los componentes volatiles del café, algunos
compuestos como azucares, aminoacidos y trigonelina, sufren cambios piroliticos y
como resultado se descomponen, transforman y reaccionan dando compuestos que
incluyen acidos volatiles, carbonilos volatiles y sulfitos. La composicion final de los
volatiles depende de un gran nimero de factores que incluyen: especie y variedad del
grano, condiciones climaticas y de suelo durante el crecimiento, almacenamiento del
grano después de la cosecha y del tiempo, la temperatura y equipos empleados en la
tostacion, estos factores determinan el aumento y proporcion de los precursores no
volatiles presentes en el grano antes de la tostacion y su produccion durante el
proceso. (Sivietz 1974, Morton 1986)

4.2.1 Torrefaccion:
La torrefaccion proporciona al café sus cualidades gustativas y aromaticas, en este

proceso ocurren tres etapas como son la de secado, pirolisis y enfriamiento.
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4.2.1.1 Etapa de secado:
El secado se considera desde el momento de la carga del café en el tostador hasta

méas o menos un 80% del tiempo total de la torrefaccion. Entre los 125-190°C, el
grano pierde su agua ligada, de los 150-230°C pierde su coloracion verde, cambiando
a amarillo y luego a diversos tonos de marrdn, dependiendo el tipo de torrefaccion

que se desea.

42.1.2  Etapa de Pirolisis:
Durante esta etapa, los compuestos del café comienzan a sufrir una serie de

reacciones quimicas espontaneas de caracter exotérmico, que son favorecidas por los
compuestos minerales que contiene el grano, estas reacciones son las que producen
toda la gama de compuestos que conforman el aroma y sabor caracteristico del café.
Esta etapa ocurre en menos de un minuto a temperatura entre 205-220 °C, también el

grano presenta el mayor grado de henchimiento y se escucha crepitar.

4.2.1.3 Etapa de enfriamiento:
Es la dltima etapa de la torrefaccion. El enfriamiento se debe hacer lo mas rapido y

subito posible con el fin de interrumpir las reacciones que ocurren en la pirolisis y
conservar asi los compuesto que forman el aroma y el sabor del café. El enfriamiento

se puede hacer por dos métodos, con aire 0 por aspersion con agua.

En todas estas etapas de la torrefaccion el grano sufre cambios quimicos como

fisicos.

4214  Cambios fisicos:
El grano va cambiando de densidad a medida que transcurre la torrefaccion, su

volumen aumenta hasta un 50-100%; pierde su consistencia coriacea y se hace fragil
pudiéndose pulverizar facilmente. El peso va disminuyendo debido a la evaporacion

del agua contenida en el café verde y a la eliminacion de la pelicula plateada (0.2-0.4
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%). Se observa también que el color del grano varia a marrén segun el grado de

torrefaccion.

4.2.15  Cambios Quimicos:
La torrefaccién ocasiona también reacciones quimicas de los diversos componentes

iniciales para dar lugar a la formacion de las sustancias que van a proporcionar a la

bebida su sabor y aroma caracteristico.

Al comienzo de la torrefaccidn casi toda la sacarosa desaparece, al parecer se forman
primero azucares reductores los cuales reaccionan de tal manera que la cantidad de
azucar disminuye con rapidez. Las reacciones del azlcar son la deshidratacion y la
polimerizacion, se forman sustancias de peso molecular elevado solubles e insolubles
en agua, produciendo entre otros: cetonas, furfural, piridina, aromaticos,
trimetilamina, &cido férmico y acético, etc, las grasas se descomponen y naturalmente
aumenta el contenido de &cidos grasos en el café torrefactado. (Rincon 1995,
Rodriguez 1989)

4.2.2 Componentes en el café tostado:
Se puede decir que en general se encuentran diferentes clase de compuestos en el

aroma del café tostado como son: (Shibamoto 1991, Dart 1985, Flament 1991)

4221  Compuestos azufrados:
Son importantes en el aroma del café tostado, pueden dar un aroma positivo

(dimetilsulfuro) o negativo (sulfuro de hidrégeno).

HyS SN &/SH U\/s\ @/s\
o o fe) S
Sulfuro de hidrégeno  dimetilsulfuro Furfuriltiol Furfuril metil sulfuro  Fyrfuril metil disulfuro

-

22



El furfuriltiol tiene un aroma de café tostado a concentraciones relativamente bajas
(0.01-0.5 ppb), el dimetil disulfuro es esencial en la calidad del aroma del café, y su

presencia es una sefial para improvisar marcadamente el aroma del cafe.

4.2.22  Pirazinas:
Son muy abundantes, la pirazinas mismas tienen un aroma amargo, dulce y parecido

al maiz. Con sustitucion alquilica contribuyen al olor caracteristico del tostado, nuez

A Q) XX

2,6-Dimetilpirazina  2-(2-furil) pirazina  2,3,5,6-Tetrametilpirazina

y quemado.

4.2.2.3 Piridinas:
Tienen olor desagradable, tostado y sabor agrio, en el café tostado se han detectado

15 compuestos que tienen piridinas.

Ol @T N
N N @)
2-metilpiridina 3 4-dimetilpiridina 2-acetilpiridina

4.2.2.4  Pirroles:
Se encuentra en gran cantidad en el café tostado.

[ N
| H/O |
N CHO N i
2-Pirrolcarbaldehido 1-Furfurilpirrol 2-Acetilpirrol
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4225  Oxazoles:
Poseen un sabor dulce en cafés verdes, en el café tostado no contribuyen al aroma

debido a las pocas propiedades organolépticas comparada con otros compuestos
heterociclicos.

CRAP =N =

2-Feniloxazol 5- Acetil-2-metiloxazol ~ 2,4,5-Trimetiloxazol 2- Etil-4,5-Dimetiloxazol

4.2.2.6 Furanos:

Estan presentes en altas concentraciones en café tostado, dando el sabor amargo y
aroma a quemado caracteristico del café.

. L Ul O
0~ “cHo o) o) SH |o Sng”

2-Furaldehido 2,5-Dimetil-3(2H)-furanona  2-(furil)-metanotiol Furfuril metil disulfuro

4.2.2.7  Aldehidos:
Estan presentes en el café tostado, son los compuestos méas volatiles, dan aromas

caracteristicas de fruta, flores aunque el metanal y etanal dan aroma a picante y agrio.

CHO
\/\/\/\/CHO
(B)-2-nonenal 2-Metil benzaldehido
/ﬁ/CHO ~_~_~CHO
2-Metil butanal Pentanal
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4228  Cetonas:
Varian considerablemente en aroma, algunas son dulces, otras picantes etc. En el

café, abundan las de bajo peso molecular.

oes

B -damascenona Geranilacetona 2-Undecanona 2-Heptanona

4229 Fenoles:
Son caracteristicos en ambos estados de café, incrementa su concentracion en el

tostado, tienen aromas amargo, quemado, picante etc.

OH OH
PH OH SN O
=

Catecol Guaiacol P-Etilguaiacol Eugenol

Estos y muchos otros derivados de estos compuestos dan el aroma o sabor final de la
taza de café. Teniendo en cuenta que la cantidad de uno 0 mas grupos de compuestos

varia dependiendo de la especie.

4.2.3 Estudios relacionados con la altitud:

BUENAVENTURA, S. C.; CASTANO, C. J. (2000). “INFLUENCIA DE LA ALTITUD
EN LA CALIDAD DEL CAFE PROCEDENTE DEL ECOTOPO 206 B EN COLOMBIA”. Este
estudio se realizé en Fresno en el departamento del Tolima. Se trabajé muestras de
café a 10 diferentes altitudes entre 1050 y 1950 msnm. Se demostré que la altitud

tiene un efecto determinante sobre las caracteristicas organolépticas y
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fisicoquimicas del café tostado, tostado y molido y de la bebida del café, pero no

se comporta directamente proporcional con estas caracteristicas.

FIGUEROA S., P.; JIMENEZ G., O.H.; Et al. (2000) INFLUENCIA DE LA
VARIEDAD Y LA ALTITUD EN LAS CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS Y FISICAS DEL
CAFE. Concluyen, que la informacion derivada de su estudio, reitera la clara
influencia que ejerce el factor altitudinal en la calidad de taza,
independientemente de la variedad cultivada. Las propiedades organolépticas cuerpo,

aroma y fineza, se acenttan a medida que se incrementa la altitud.

GUYOT, B. GUEULE, D. MANEZ, J. PERRIOT, J. VILLAIN, L. 1996.
“INFLUENCE DE I’ALTITUDE ET DE I’OMBRAGE SUR LA QUALITE, DES CAFES ARABICA”
Este estudio pone en evidencia, de manera objetiva, la influencia de la sombra y de la
altitud en la granulometria y la composicién quimica de los cafés verdes Borbon y
Catuai. EI aumento de la acidez conforme a la altitud es una observacion descrita
ya; en cambio el aumento del contenido de la cafeina y la disminucion del
contenido de grasa conforme a la altitud son hechos nuevos. La altitud como la
sombra favorecen al Catuai una mejor granulometria, permite, desde el punto
de vista quimico un aumento del contenido de sacarosa y de la acidez. Este hecho
resulta importante dado que estos factores contribuyen fuertemente a la
formacion del aroma durante el tostado. La altitud aumenta el contenido de
cafeina y ligeramente el contenido de trigonelina, disminuye el contenido de

grasay el contenido de acidos clorogénicos no disminuye significativamente.

CAMARGO, AP. DE; SANTINATO, R.; CORTEZ, J.G. (1992) APTIDAO
CLIMATICA PARA QUALIDADE DA BEBIDA NAS PRINCIPAIS REGIOES CAFEEIRAS DE CAFE
ARABICA. Presentaron un trabajo en el cual se pretendié caracterizar las principales
areas aptas para la caficultura de Ardbiga en Brasil, aquellas con disposicion
climatica para producir naturalmente, bebidas de café clasificadas como Mole, Dura
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y Rio, el cual determina que estas bebidas se presentaron, en determinadas alturas
asi: Mole que esta clasificada como la calidad de bebida 6ptima, libre de olores y
sabores desagradables, esta ubicada en los climas mas frios o antiplanos, con
temperatura media anual entre 18°C y 20°C, y con una altitud de mas de 900 msnm,
mientras que la clasificacion Dura que es una bebida con cierta astringencia (acidez
indeseable), con olores mohosos y terrosos, se ubica en areas moderadamente
himedas, con temperatura media de 20°C y 22°C, en lugares con altitud entre 700 a
900 msnm, en lugares con altitud de 600 a 700msnm se obtuvo una bebida dura pero
con mucho mas cuerpo, y en lugares con altitud menor de 600msnm se presento una

bebida clasificada como Dura a Rio la cual es una taza de mala calidad.

CABRERA, S. C. ACEVEDO, F.A. LACERRA, E. J. Et al. (1991) “ALGUNOS
INDICES FiSICOS DEL COFFEA ARABICA L. A DIFERENTES ALTURAS DEL ESCAMBRAY
ANOS 1986 Y 1987”. El trabajo se realizo en la zona de Escambray durante los afios
1986 y 1987. Se utilizaron plantaciones de Coffea arabica L. de 13 afios de edad, de
las variables rojo y amarillo y catuai amarillo, ubicados a diferentes alturas (420, 570
y 625 msnm). Los mejores resultados se lograron en al variedad caturra amarillo en
los indices peso de la cerezas, % de granos vanos y rendimiento agricola; en catuai
amarillo se destacé en el % de exportables y de mayor tamafio. Existen diferencias
significativas entre variedades y alturas analizadas. La altura favorece la taza y

sus propiedades fisicas.

MENCHU, F. J. ORTEGA, E. (1971). “CORRELACION ENTRE ALGUNAS
PROPIEDADES FISICAS DEL CAFE TOSTADO Y SU CALIDAD INHERENTE”. Este estudio se
hizo con muestras procedentes de la Costa Sur-Occidental de Guatemala bajo
condiciones ecoldgicas similares. Esta es una franja que va desde los 300 a los 1500
msnm. Se ha encontrado que la altitud variable determina un cambio definitivo en las
caracteristicas de la bebida. EI aroma, la acidez y cuerpo de la misma, aumentan

gradualmente con la altura hasta llegar a un maximo en productos de las mayores
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altitudes. En las determinaciones efectuadas sobre el grano en verde, se nota que tanto
la densidad aparente, como el peso del grano aumentan conforme aumenta la altitud

de la plantacion

FOOTE, H. E. (1963). “FACTORS AFFECTING CUP QUALITY IN COFFEE”. Los factores
que mas afectan la calidad del café son la climatologia, las caracteristicas del suelo y
de mayor importancia son los procesos 0 métodos del beneficio y recoleccién; la

altitud no afecta la calidad de la bebida.

4.2.4 Estudios relacionados con los volatiles de café

SHIBAMOTO, T. AN OVERVIEW OF COFFEE AROMA AND FLAVOR CHEMISTRY.

De los compuestos encontrados en café muchos son no polares tales como
hidrocarburos y altamente polares tal como alcoholes y acidos. Las componentes que
tienen mayor atencion en la quimica del “flavour” son los compuestos heterociclicos,
en particular pirizinas y tiazoles, debido a sus caracteristicas odorantes. La mejor ruta
involucrada en la formacion de volatiles de compuestos heterociclicos es la reaccion
de Maillard. Estos compuestos heterociclicos son formados por la reaccion entre una

amina (aminoacido o proteina) y un compuesto carbonilo (carbohidratos o azucares).

CLARKE, R. J. COFFEE CHEMISTRY. VOL. 1. CHAPTER 7 VOLATILE COMPONENTS.

Muchos de los compuestos volatiles son derivados de componentes no volatiles de
granos crudo, que se descomponen y reaccionan durante el tostado, formando una
mezcla compleja. La pirolisis y otras reacciones e interacciones de componentes, tales
como aminoécidos, &cidos organicos y compuestos fendlicos, resultan en la
formacion de las caracteristicas del aroma y el “flavour” del café. La composicion
final de los volatiles depende de varios factores, incluyendo especie/variedad del

grano, climatologia y condiciones del suelo durante el crecimiento, almacenaje de los
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granos, tanto de la cosecha como del tostado, el tiempo y temperatura de tostado y

equipo usado. Estos factores influyen en el aroma final del cafe.

TRUGO, L. C. COMPOSITION OF GREEN COFFEE WATER-SOLUBLE FRACTIONS AND
IDENTIFICATION OF VOLATILES FORMED DURING ROASTING.

La tostacion fomenta una extensiva degradacion de trigonelina, sacarosa Yy
aminoacidos en la fraccion soluble en agua de bajo peso molecular y de
arabinogalactan en la fraccion soluble de alto peso molecular. Los analisis de las
fracciones determinadas en el tostado muestra que los furanos no solo son formados
por la degradacion de la sacarosa si no también por la pirolisis de hidroxiaminoacidos
de la fraccion soluble en agua de alto peso molecular, también se muestra que la
piridina encontrada en café tostado no es exclusivamente formada por la degradacion
de trigonelina si no también por la pirolisis de las proteinas.

DUARTE, R. A. et al. VOLATILES DE MAIiz (Zea mays), Cebada (Hordeum vulgare)
Y CAFE (Coffea arabica) TOSTADOS, INFLUENCIA DE LA ADICION DE ESTOS CEREALES
EN EL AROMA DEL CAFE.

El analisis por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas permitio
identificar 16 compuestos obtenidos por ‘“headspace” en el aroma del café con
torrefaccion clara; 25 componentes en el café con torrefaccion oscura. Los
constituyentes mayoritarios del café torrefactado a 230 °C durante 8 minutos fueron
el furfural 2-metil-3dihidrofuranona y 2,3-pentadiona mientras que a 230 °C y a 10
minutos fueron el 2-furanometanol, 3-metilpirazina, la 1,6-dimetilpirizina y acetato

de 2-furanometanol.

SHIMODA, M.; SHIBAMOTO, T. ISOLATION AND IDENTIFICATION OF HEADSPACE
VOLATILES FROM BREWED COFFEE WITH AN ON-COLUMN GC/MS METHOD.

62 compuestos volatiles fueron identificados en el espacio de cabeza de la bebida de
café, los compuestos identificados incluyen 23 furanos, 10 pirazinas, 6 cetonas, 5
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aldehidos, 3 pirroles, 3 tiofenos y 8 compuestos diferentes tales como alcoholes
sulfuros y piridina. Los mayores constituyentes fueron 2-metilbutanal, furano y 3

metilbutanal.

BLANK, I. SEN, A. GROSCH. W. AROMA IMPACT COMPOUNDS OF ARABICA
AND ROBUSTA COFFEE QUALITATIVE AND QUANTITATIVE INVESTIGATIONS,

Analizan los componentes volatiles de café tostado de arabica y robusta en polvo y
bebido, por CG/SM y CG/O (cromatografia de gases/ olfatometria) indicando que la
diferencia de “flavor” entre el café ardbica y robusta son principalmente debido a los
compuestos predominantes de enoloxo (sotolon, abhexon, furanol, 3,4-
dimetilciclopentano -1 —eno) en arabica y de 3,4-dimetil-2-etilpirazina, 2,3-dietil-5-
metilpirazina, 4-etilguaiacol y 4-vinilguaiacol en el robusta. La preparacion de la
bebida aumenta mas la diferencia de “flavor” debido a los niveles de concentracion
de agua-odorantes solubles (furanol, sotolon, abhexon) responsables del sabor a
“caramelo dulce”, incrementado mas en el café ardbica que en el robusta, por otra
parte, los alquilpirazinas y guaiacoles son los responsables del aroma “spicy, harsh-

earthy” del café robusta.

Muchas de estas extracciones fueron desarrolladas por una o alguna combinacién de

las siguientes técnicas de extraccion de compuestos volatiles.

4.2.5 Técnicas de extraccion y concentracion de aromas

4.25.1 Destilado:
En el destilado la proporcion aromatica es muy baja y se arrastran también

compuestos no volatiles por lo que es necesario realizar una concentracion, que
generalmente se hace por destilacion a reflujo en columnas de rectificacion de los
condensados, posterior a la destilacion. En la destilacion se presentan pérdidas de
volatiles debido al manejo de la temperatura superiores a 70 °C. para su condensacion
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se usan condensadores criogénicos y condensacion directa con solvente, para que
todos los volatiles queden atrapados en el solvente. El inconveniente con este

procedimiento es la pérdida de los componentes de mayor volatilidad

4.25.2 Extraccion directa:
Consiste en la separacion de los componentes de un solucion liquida por contacto con

otro liquido inmiscible (este tipo de separacion debe tener en cuenta el coeficiente de
reparto); la extraccion directa puede hacerse con agitacion manual realizada en
embudos de decantacion, la eficiencia de la extraccion es del orden del 20%, por lo
que es necesario efectuar extracciones sucesivas, la extraccion con agitacion
mecéanica, es un proceso continuo en el que el solvente puro y el alimento estan en
contacto durante el tiempo necesario; el principio de la operacion de esta técnica, es
la percolacién continua del solvente a través de una mezcla acuosa rica en volatiles.
(Valcércel 1994).

4.2.5.3 Extraccion con vapor:
Esta técnica puede aplicarse a presién atmosférica, aunque puede producirse la

extraccion de sustancias indeseables en la solucidn acuosa, esta solucion se somete
posteriormente a concentracion con un solvente apropiado, la que puede hacerse por
congelacion, refrigerando la solucién a concentrar, condensando poco a poco y por

barbotage de un gas inerte sobre un adsorbente. (Rincon 1995).

La extraccion con vapor puede hacerse a presién menor que la atmosférica, la que
disminuye el porcentaje de degradacion térmica del sustrato. Presiones inferiores a
los 50 mmHg para el vapor, producen temperaturas de proceso alrededor de los 20
°C, su desventaja esta en la perdida de componentes volatiles con punto de ebullicion
superiores a la temperatura del proceso y al largo tiempo del mismo. (Alberola —
ghodsizadeh 1984).
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4254  Extracciony destilacion simultanea:
Es una combinacion de la destilacion directa y la extraccién con solventes. Una

muestra diluida y el solvente extractor, destilan por separado para condensarse en el
mismo sitio, separandose las dos fases del condensado (agua y aromas no extraidos y
solvente y aromas extraidos) regresan a sus recipientes respectivos logrando
enriquecimiento paulatino del solvente en componentes volatiles lo que pone de
manifiesto una de las ventajas del método que es la de aumentar la concentracion de
los volatiles deseados en un tiempo relativamente corto, usando volimenes minimos
del solvente, ademas ofrece la oportunidad de disminuir la degradacion térmica, al
disminuir la presion del proceso. (Rincén 1995).

4.2.6 Técnica de espacio de cabeza:
Esta técnica se divide frecuentemente en tres categorias: espacio de cabeza estatico,

espacio de cabeza dindmico y purga y trampa. Sin embargo en cada caso el principio
fundamental es el mismo. En espacio de cabeza estatico la cantidad de muestra es
pequefia (aproximadamente 1 mL) y es tomada de la atmosfera de la muestra e
inyectada en el cromatografo de gases directamente. En espacio de cabeza dinamico
los analitos organicos primero son concentrados y después transferidos al
cromatografo de gases. El término espacio de cabeza dindmico es generalmente usado
cuando se refieren a muestras so6lidas y el término “purga y trampa” generalmente se
refiere a analisis de muestras liquidas por burbujeo de un gas en la muestra. (Marsili
1997).

4.2.6.1 Espacio de cabeza estatico
La muestra esta dentro de un vial sellado, calentado en el cual se realiza la

vaporizacién de los componentes volatiles en el espacio de cabeza, permitiendo que
se establezca el equilibrio entre la muestra y el espacio de cabeza en un determinado

tiempo y a temperatura fija. Una vez los compuestos volatiles estén en equilibrio, una
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alicuota del espacio de cabeza es retirada con una jeringa e inyectada en el puerto del

cromatografo de gases.

La composicion en el espacio de cabeza depende de muchos factores, incluyendo la
cantidad de muestra, la volatilidad de los componentes, la solubilidad del componente
en la muestra matriz, la temperatura del vial, la concentracion del analito en el
espacio de cabeza, del trayecto del volumen en el vial usado. Etc.
La cantidad de un componente A que se ha escapado de la muestra matriz y existe
alrededor de la atmosfera es justo el total de la cantidad de A menos la cantidad
inmovil de la matriz.

Aneadspace = Atotal - Amatriz
Y el coeficiente de particion es:

K. = AHeadspace
A=
AMatriz

la cantidad de A que se obtiene dentro del cromatdgrafo de gases depende de que
porcién del espacio de cabeza es inyectado:

V.

— S
Ainyectado VT AH

donde Vs es el volumen de inyeccion en la jeringa, VT es el volumen del espacio de
cabeza en el vaso de la muestra y An es la concentracion de A en el espacio de cabeza
total.

Por lo tanto la cantidad inyectada es:

AI =(AT_AM)z_S

T

4.2.6.1.1 Ventajas:
Su principal ventaja es la habilidad para analizar muestras de bajo peso molecular sin

la presencia del pico del solvente. Otra es los bajos costos por anélisis, la facil

preparacion de la muestra y la eliminacion de reactivos.
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4.2.6.1.2 Desventajas:
Los analisis en espacio de cabeza estatico permiten solo la inyeccién de una fraccion

del espacio al cromatografo, para niveles de concentracion bajos de analitos en la
muestra original la técnica de espacio de cabeza puede ser baja en la sensibilidad
requerida para su determinacion, la elevacion de la temperatura para incrementar la
volatilidad de los analitos, alcanza una temperatura hasta 150 °C, el analisis a bajas
temperaturas del espacio de cabeza estatico limita la utilidad para analitos con

puntos de ebullicion relativamente altos.

4.2.6.2  Espacio de cabeza dinamico:
Como su nombre lo dice el espacio de cabeza involucra movimiento de los analitos,

en lugar de permitir que los volatiles de la muestra lleguen al equilibrio entre la
matriz y el espacio de cabeza, la muestra alrededor de la atmosfera es constantemente
barrida por el flujo de un gas inerte llevandose con sigo los analitos volatiles y

concentrandolos en un adsorbente organico generalmente.

4.2.6.2.1 Ventajas:
La técnica de espacio de cabeza dinamico ofrece muchas mas ventajas que el estatico,

incluyendo la eliminacién del pico del solvente, analisis de volatiles solamente,
automatizacion, y facil preparacion de la muestra, ademas la adiccién del absorbente
(trampa) incrementa la sensibilidad incrementando concentracion de los analitos
volatiles, permitiendo el analisis de volatiles hasta de partes por billon (ppb) a nivel
de rutina. Ademas la muestra entera del espacio de cabeza dinamico es transferido a

el cromatografo de gases para un solo analisis.

4.2.6.2.2 Desventaja:
La instrumentacion requiere un monitoreo continuo de los pasos, valvulas, zonas de

calentamiento, es méas costoso tanto para la compra como para el analisis por muestra.
hay muchas oportunidades para los funcionamientos defectuosos, incluso el dafio del

calentador, goteo de la valvula, contaminacion en general.
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4.2.6.3 Purgay trampa:
Tiene las mismas caracteristicas del espacio de cabeza dindmico, la Unica diferencia

es gue es esta técnica se trabaja con muestras liquidas haciendo burbujear la muestra
con un gas inerte de arrastre, llevandose la muestra y concentrandola en la trampa.
Las ventajas y desventajas de esta técnica son las mismas que la de el espacio de

cabeza dindmico.

4.2.7 Microextraccion en fase sélida (SPME).
La SPME no requiere solventes o aparatos complicados. Puede concentrar

compuestos volatiles y no volatiles, en muestras liquidas o gaseosas, para analisis por
GC, GC/MS, o HPLC.

La técnica de microextraccion en fase sélida consiste en poner en contacto la muestra
con una fibra de silice fundida recubierta con un material adsorbente; la muestra se
coloca en un vial cerrado, se perfora el septum, se expone el material adsorbente a la
muestra durante un periodo de tiempo que oscila entre 1 y 30 minutos, se retira el
material adsorbente, se saca la jeringa del vial, se perfora con la jeringa el inyector de
un cromatdgrafo gaseoso o de un GC-MS, se expone a la temperatura el material
adsorbente y los analitos se desorben dentro del inyector. La desorcion es total y la
fibra es re-usable, con una vida Gtil de méas de 50 inyecciones. Si no se cuenta con un
cromatografo de gases o un GC-MS, mediante una interfase SPME/HPLC se puede
utilizar la SPME con su cromatdgrafo liquido (HPLC), en este caso la desorcion se

produce en la véalvula de inyeccion (se pueden usar valvulas Rheodyne o Valco).

La SPME tiene las siguientes ventajas :

e Es una técnica de extraccion libre de solventes.
e Con solo 3 tipos de materiales adsorbentes se cubren la totalidad de los

analitos a determinar tanto para muestras liquidas, sélidas o gaseosas.
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e La volatilidad de los compuestos a determinar no es un factor limitante como
para el caso del "head-space” o de "purga y trampa"; pueden determinarse
muy rapidamente compuestos no volatiles (non purgeables compounds).

e EI limite de deteccion es del orden de las ppt, mucho mas bajo que para las

técnicas de "head-space”(ppm) o "purga y trampa™ (ppb).

La SPME tiene las siguientes desventajas:

Requiere de mucho cuidado con la fibra adsorbente ya que es muy fragil y en la
inyeccion al cromatdgrafo se puede romper, se debe tener cuidado en que siempre

exista el mismo tiempo de contacto de la fibra con la muestra.

4.3 CROMATOGRAFIA DE GASES.

La CG se describié por primera vez por James y Martin en 1952, y en 1954 ya se
vendian en Londres el primer instrumento comercial fabricado por Griffin y George.
A principios de la década de los 80, con el desarrollo de las columnas capilares de
silica fundida, detectores selectivos, sistemas completamente automatizados y
técnicas de acople (CG-MS, CG-IR, etc.), la CG ya era una técnica bien establecida y

una reconocida herramienta analitica (Hupe 1992).

La CG ha sido una técnica de analisis cuantitativo, cuya confiabilidad aumenta con el
empleo de microprocesadores para el manejo de los equipos, lo que hace mas
reproducible el control de pardmetros criticos como la propagacion de temperatura de
la columna, tiempo de equilibrio, temperatura de inyector y detector y control de
flujo de gas de arrastre. Todas estas ventajas, junto con el uso de integradores
electronicos o sistemas de datos (software) especializados reducen el error humano y

mejoran la precision de la técnica.
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Por su naturaleza, la CG es una técnica de separacion y es virtualmente "ciega”
cuando se trata de reconocimiento molecular. Por otra parte, técnicas de analisis
elemental como MS y otros métodos espectroscopicos como IR y RMN son eficientes
para determinar la estructura de sustancias desconocidas. Es por tanto, muy logico el
interés que se tiene por acoplar métodos cromatograficos y espectroscopicos
sofisticados para dar las conocidas técnicas "acopladas”. La primera y mas importante
combinacion fue la unién de CG y MS realizada por Charles M. Drew en 1956. Hasta
1983 el sistema CG-MS operaba con columnas empacadas que manejaban grades
volimenes de gas de arrastre lo que hizo necesario el desarrollo de interfases
apropiadas para el acoplamiento de estos equipos. Este problema se obvio con la

introduccién de columnas capilares, que permitieron una union directa CG-MS
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5 METODOLOGIA

5.1 SELECCION DE LAS MUESTRAS DE CAFE.

La materia prima fue café cereza colectado directamente en fincas situadas en la
cuenca del rio Chinchina (anexo 1). Se seleccionaron ocho (8) altitudes entre 1100 a

1900 msnm. Las muestras escogidas presentan las siguientes caracteristicas:

% Coffea Arabica L variedad caturra.

% Café cereza 100% maduro aproximadamente 2 Kg.

+« Densidad de siembra entre 5000-10000 arboles por hectéarea.

+«» Plantaciones entre la primera y tercera cosecha.

% Cultivos a plena exposicion al sol.

< Aproximadamente el mismo manejo agronémico, Urea y KCI como abono. (Esta
caracteristica se coordind con ayuda de un técnico del comité de cafeteros de
Caldas).

La tabla 2. presenta las caracteristicas de cada sitio, donde se recolectaron las

muestras.
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Tabla 2. Origen de la toma de muestras.

Altura Propietario Vereda Finca Densidad | Edad
1150 Luis Hernan Acevedo |La cabafia La portefia 1.5x1.5 |1afio

1250 Mario Gomez Estrada |La cabafia Belohorizonte |1x1 2 afios
1350 FEDERACAFE Naranjal Naranjal 1x15 2 afios
1450 Maria Isaura Ospina La violeta El Danubio 1.5x1.2 |3 afios
1550 Isabel Cardona Alto naranjo |Costa rica 1.4x1.4 |3 afios
1650 Hernando Gutiérrez Arenillo Asturias 1.2x1.2 |3 afos
1750 Cristébal Quintero Java La matilde 2x1 2 afnos
1850 | Victor Hugo Pulgarin | Arenillo Villa luz 1.2x1.2 |3 afos

5.2 BENEFICIO DE LAS MUESTRAS.

Dos kg de café cereza recolectados en cada altitud se beneficiaron de acuerdo con la

siguiente metodologia. Despulpado convencional, Remocién del mucilago por

fermentacion natural durante 14 horas en bolsas plésticas, se lavaron con agua

corriente y secado al sol inmediatamente después del lavado. Todas las muestras se

secaron hasta un contenido de humedad del 10 al 13%.

5.2.1 Analisis Fisicos.

Una vez seco el material, se realizaron los siguientes analisis:

Analisis de café pergamino

Color, olor, porcentaje de humedad, apariencia, porcentaje de pasilla, rendimiento de

cosecha.
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Andlisis de café almendra
Merma, color, olor, apariencia, granulometria, porcentaje de defectos: negro, vinagre,
cardenillo, mordido y cortado, astillado y partido, decolorado, cristalizado y

perforado por insectos.

5.2.2 Tostacion del café.
Las muestras de café se tostaron a una temperatura maxima de 220 °C hasta una

pérdida de peso del 14%, segun norma técnica colombiana 3435.

5.2.3 Molienda del cafe.
El café tostado se molié en un molino de discos PROBAT tipo KENIA calibrado para

un tamarfio de particula de 500 um segiin norma técnica colombiana 2441.

5.2.4 Analisis Sensorial.

Este analisis fue hecho por el Panel de Catacion de Cenicafé, conformado en este
caso por 4 catadores. Se realizaron 12 evaluaciones sensoriales para cada muestra de
café, siguiendo las técnicas para este tipo de analisis. Cada taza se prepard utilizando
11 gramos de café tostado y molido en 150 mL de agua destilada en ebullicion. Se
uso una escala de 9 puntos para la descripcion y calificacion de las caracteristicas
organolépticas de la bebida de café. Que se interpreta asi: 9,8,7 calidades aceptables;

6,5,4 desviaciones tolerante; 3,2,1 defectos de rechazo.

Cada propiedad sensorial: intensidad del aroma del café molido, aroma, acidez,
amargo, cuerpo, impresion global de la bebida, se describié asi: 9 muy buena,
equilibrada; 8,7,6 buena; 5 verde, astringente, insipida; 4 baja; 3 cereal, reposo,
guemado, muy amargo; 2 fermento, extrafio, metélico, sucio; 1 fenol, carbonoso,
tierra, picante, stinker. (Shahidi 1993, Puerta 1996).
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5.2.5 Analisis estadistico.

Se practico un anélisis estadistico de varianza, para determinar promedios (X ),
reproducibilidad (s) y repetividad (CV) de los valores reportados. Ademas se hizo un
analisis de componentes principales usando los diferentes resultados dados por el
Panel de Catacion, para determinar las muestras que permitan la mejor diferenciacion

entre los diferentes cafés

5.3 EXTRACCION DE LOS VOLATILES.

5.3.1 Estandarizacion de la técnica microextraccion en fase sélida
(SPME) para volatiles de café.

La estandarizacion de esta técnica se llevo a cabo utilizando una muestra de café

tostado y molido suministrada por la disciplina de quimica industrial de Cenicafé.

5.3.1.1  Condiciones del equipo.
Los analisis para la estandarizacion de la técnica SPME, se llevaron a cabo en un

CG/MSD con un cromatografo de gases 6890 Hewlett Packard (HP) acoplado a un
detector selectivo de masas (MSD) HP 5973, y equipado con un sistema de datos HP
MS Chemstation (version B 01 00). Se empled una columna capilar de silica fundida,
con fase estacionaria entrecruzada, DB-5 (J&W Scientific, folson, S.A.) 50 m, 0.2
mm i.d; recubierta con 5% de fenildimetil polisiloxano (0.25 pum, medianamente
polar) y DBWax (J&W Scientific, folson, S.A.) 50 m, 0.32 mm de diametro interno,
recubierta con una pelicula de 1 um de polietilenglicol (polar), Se trabaj6 con rampa
de temperatura en el cromatdgrafo de gases, la cual comenzo en 30°C hasta 250°C,

cambiando la velocidad de incremento de la temperatura hasta obtener la mejor
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resolucion en el cromatograma. Se empled como gas de arrastre helio grado 5 (AGA
fano S.A., UAP 99.999%) con una presion de entrada de 80 psi y una velocidad lineal
de 23-30 cm/s para la DB5 y de 35-50 cm/s para la DBWax (splitless) segun
resultados de la curva de Van Deemter. La temperatura del inyector se mantuvo a 250
°C mientras la cdmara de ionizacién y la linea de transferencia estuvieron a 230 y 280
°C respectivamente. La energia del flujo de electrones bombardeantes fue de 70 eV.
Los espectros de masas Y las corrientes ionicas totales (cromatogramas reconstruidos)
se registraron por medio del barrido automatico de radiofrecuecia (2.5 scan/s,
analizador cuadrupolo) en el intervalo de masas m/z 40-400 u.m.a.

5.3.1.2  Determinacion del flujo seguin curva de Van Deemter.
La determinacion del mejor flujo para cada columna se desarroll6 utilizando como

patron 2-heptanol (Merck, reference substance for synthesis), para las dos columnas
DB5 (semipolar) y DBWax (polar). Para la primera columna (DB5) se trabaj6 flujos
desde 0.3 a 1.2 mL/min. y para la segunda columna (DBWax), se trabajé con flujos
de 0.8 a 2.5 mL/min. la condiciones del cromatografo de gases masas (CG/MS)
fueron: para el horno de 100 °C (2 min.) hasta 180 °C con una tasa de 7 °C/min. Para
ambas columnas, el modo del inyector fue split con una division 50:1; el polimero
divinilbenceno/polidimetilsiloxano (polimero azul), fue el utilizado para esta seccion
donde el tiempo de adsorcién fue de 20 segundos y el tiempo de desorcién fue de 5
min, el volumen de muestra fue de 10 puL de 2-heptanol puro, depositado en un vial
de 2 mL con tapa semaforo y sello de teflén. Se realizaron dos repeticiones por cada

inyeccion.
La altura equivalente del plato teérico (HETP) de cada columna se calculé midiendo

el ancho de banda y el tiempo de retencion y se calculé el nimero de platos tedricos

para cada columna, segun la siguiente ecuacion:
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donde:

N = numero de platos tedricos.
W = ancho de banda del pico.
T = tiempo de retencién.

L = longitud de la columna.

5.3.1.3  Condiciones del polimero SPME.
Para la captura y concentracion de los volatiles de café tostado y molido, se empleo

un polimero con fase adsorbente de polidimetilsiloxano (polimero rojo) especifica
para compuestos volatiles (supelco, 100um film thickness non-bonded) y un polimero
con fase adsorbente de divenilbenceno/polidimetilsiloxano especifico para
compuestos volatiles de aminas, aromaticos etc. (supelco, 65um film thickness,
partially crosslinked). La cantidad de muestra utilizada de café tostado y molido vario
de 0.3 a 1.0 g. El tiempo de exposicion del polimero con el espacio de cabeza
utilizado fue de 2 a 10 minutos; la temperatura de adsorcion fue de 20 °C, el tiempo
de desorcion de los compuestos volatiles adsorbidos en ambos polimeros fueron de 2
a 10 minutos a una temperatura de 250 °C

Cada uno de los polimeros se activd segin recomendaciones de la casa comercial,
que para ambos polimeros la temperatura de activacion es de 250 °C, y el tiempo de
exposicion de la fibra a esta temperatura para el polimero rojo fue de 60 min. y para

el polimero azul fue de 30 min.

43



5.3.1.4  Andlisis estadistico.
Durante la parte de estandarizacion de la técnica se realizaron 216 analisis

cromatograficos, (de la muestra suministrada por la disciplina de quimica agricola) y
sometiendo posteriormente la variacion del area y de los tiempos de retencion de un
grupo de picos correspondiente a un nimero de compuestos seleccionados (10) a
analisis estadistico descriptivo y de varianza. La seleccion de los picos, se hizo de

acuerdo con su altura teniendo como base 400.000 unidades de absorbancia. Se

obtuvo el promedio (X ), reproducibilidad (s) y repetividad (CV) de los valores
reportados.

estos valores se calcularon empleando las siguientes relaciones:

CV = > x100%
X

donde :

n = Ndmero de mediciones; X = Valor promedio; x = Valores de la variable (t- 6

area).

Para escoger los mejores parametros de captura, concentracion y desorcion de los
volatiles en la estandarizacién de la técnica, se aplicd un analisis estadistico de
arreglo factorial de 3® (Analisis de superficie de respuesta) para las variables de
tamafo de muestra (0.3, 0.5y 1 g de muestra), tiempo de adsorcion (2, 5y 10 min) y

tiempo de desorcion (2, 5y 10 min) (tabla 3)
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Tabla 3. Descripcion de los tratamientos (TTO) a evaluar

Tamafio de muestra Tiempo de adsorcion Tiempo de TTO
(9) (min) desorcién(min)
2 1
2 5 2
10 3
2 4
0.3 5 5 5
10 6
2 7
10 5 8
10 9
2 10
2 5 11
10 12
2 13
0.5 5 5 14
10 15
2 16
10 5 17
10 18
2 19
2 5 20
10 21
2 22
1 5 5 23
10 24
2 25
10 5 26
10 27

Se hicieron dos repeticiones del experimento por cada polimero y por cada columna,
a partir del cual, se analiz6 la superficie de respuesta, con el objeto de encontrar qué
niveles de los factores estudiados, logran la maxima cantidad de compuestos dados

por el area bajo la curva de la integracion de los cromatogramas.

Se aplicé un disefio de parcelas divididas en bloques completamente al azar, para la
distribucion de los tratamientos, donde la parcela principal es el polimero y la
subparcela es el factorial de 3x3x3. En la tabla 4 se lista la distribucion de

tratamientos para la columna DB5 y el polimero PDMS (polimero rojo), las demas
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distribuciones de los tratamientos para las diferentes combinaciones de columna y

polimero con sus repeticiones se muestran en el anexo 2.

Tabla 4. Distribucidn de tratamientos para la columna DB5, polimero rojo y repeticién

uno

1TTO9 21TO5 3TTO8 | 4TTO23 | sTTO7 61 102
71TO15 | gTTO26 | oTTO4 | 10TTO1l | uTTO3 | 12TTO21
131TO6 | 14TTO22 | 1s5TTO16 | 16TTO18 | 17TTO24 | 18TTO13

19T TO25 | 20TTO17 | 21 TTO27 | 22TTO11 | ,3TTO12 | 24TTO19
251 TO14 | 26TTO20 | 27TTO10

5.4 ANALISIS CUALITATIVO DE LOS VOLATILES DE CAFE.
El analisis de los volatiles de café tostado y molido de las diferentes procedencias se

realizd en el mismo equipo y con las mejores condiciones obtenidas de la etapa de la
estandarizacion, asi: columna capilar de silica fundida, con fase estacionaria
entrecruzada, DBWax (J&W Scientific, folson, S.A.) 50 m de longitud, 0.32 mm de
diametro interno, recubierta con una pelicula de 1 um de polietilenglicol (polar).

La temperatura del horno se programo a 40 °C ( 2 min) con una rata de 7 °C hasta 130
°C (1 min.) y después subi6 la temperatura hasta 200 °C (3 min.) a una rata de 4
°C/min. Gas de arrastre helio con una presion de entrada de 100 psi y una velocidad
lineal de 35 cm/s (splitless). una cantidad de muestra de 0.7g de café tostado y molido
recolectados en viales de 5 mL de vidrio con tapa seméaforo y sello de teflon, se
utilizé el polimero DVB/PMS con El tiempo de adsorcion de 7 minutos y el tiempo

de desorcion de 6 minutos.

5.4.1 Andlisis estadistico.
Se realizaron 27 analisis cromatograficos, (8 altitudes por 3 repeticiones mas 3

inyecciones de los patrones de hidrocarburos). El anélisis estadistico fue similar al de
la fase previa de la estandarizacion. Adicionalmente se realizd un andlisis de

regresion lineal para determinar la relacion existente entre el area de cada pico con su
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procedencia (altitud) y un analisis de componentes principales usando los compuestos
anteriormente seleccionados, agrupados en familias para determinar las muestras que

permitan la mejor diferenciacion entre las diferentes alturas de cultivo

5.4.2 Indices de Retencién de Kovats (1K)
Los indices de retencion de Kovats hallados experimentalmente proporcionaron una

identificacion previa de los constituyentes de los volatiles de café, al compararse con
los reportados en la literatura (Umano 1995, Hwang 1995, Yu 1995). Para su célculo
se emplearon los tiempos de retencion de una mezcla de hidrocarburos (Cs-Cis)
obtenidos bajo las mismas condiciones cromatograficas a las que se sometieron las

muestras.

[N B n] logt, —logt,
logt,—logt,

Los Ik se calcularon empleando la relacion 1, =100n + 2100

Donde:

Ix = Indice de retencion del compuesto.

n = Numero de atomos de carbono del n-alcano que fluye antes del compuesto de
interes.

N = Numero de atomos de carbono del n-alcano que fluye después del compuesto de
interés.

tx = Tiempo de retencion del compuesto.

tn = Tiempo de retencion del hidrocarburo que fluye antes del compuesto de interés.

tn = Tiempo de retencidén del hidrocarburo que fluye después del compuesto de

intereés.

5.5 OBTENCION DE LOS MS DE LOS VOLATILES POR CG/MSD
El anélisis de Espectrometria de Masas, se realizé a partir de los espectros de masas y

las corrientes ionicas totales (cromatogramas reconstruidos). Se registraron por medio

del barrido automatico de radiofrecuecia (2.2 scan/s, analizador cuadrupolar) en el

47



intervalo de masas m/z 41-400 u.m.a. La homogeneidad de los picos se comprobd
con ayuda de los fragmentogramas de masas con base en los iones caracteristicos.
Los componentes de los extractos se identificaron en forma "manual™ a través del
estudio de los patrones de fragmentacion y "automatica”, empleando las bases de
datos NBS 75K, Wiley275 y NIST98 de 75000, 275000 y 98000 espectros de masas

respectivamente.

5.6 IDENTIFICACION DE LOS COMPONENTES DE LOS VOLATILES EN EL
HEADSPACE CON BASE EN LOS IK Y MS

El andlisis cualitativo de los volatiles en las muestras se realiz6 comparando los
indices de Kovats determinados experimentalmente en la columna de fase
estacionaria polar (DBWax) con los reportados en la literatura. Simultdneamente se
confirmd la identificacion de los componentes por medio de los espectros de masas y

el estudio de su ionizacion disociativa (70 eV).

5.7 ANALISIS CUANTITATIVO DE LOS VOLATILES DEL CAFE.
La cuantificacion se realiz determinando el porcentaje de area relativa de cada pico

con un mismo parametro de integracion.
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6 ANALISIS DE RESULTADOS

6.1 ANALISISFisSICOS

6.1.1 Analisis del café pergamino
En la tabla 5 se presentan los resultados de la calidad del café estudiado. Ademas

todas las muestras presentaron un color (amarillo claro) y olor caracteristico.

Tabla 5. Rendimiento de cosecha para las diferentes alturas de siembra del cultivo de

cafeto.

W cereza| 9% W cps | W pasilla relacion % de

altura (9) flotantes | (Q) (9) % H cc/eps pasilla
1850 | 21135 1,5 449,3 2,84 10,86 4,7 0,63
1750 | 2000,1 4,0 416,3 14,62 13,38 4,8 3,4
1650 | 1999,9 8,0 387,3 34,36 13,24 5,2 8,2
1550 | 2000,4 14,0 380,2 48,98 12,91 5,3 11,4
1450 | 2000,4 10,0 325,7 97,81 13,38 6,1 23,1
1350 | 1999,9 75 364,6 37,23 10,95 55 9,3
1250 | 2000,6 6,0 323,7 57,14 11,52 6,2 15,0
1150 | 18279 55 346,4 26,62 10,90 53 7,1

cc = Café cereza; cps = Café pergamino seco.

Como se observa en la tabla 5, las muestras que presentaron mejor rendimiento de
cosecha fueron las correspondientes a las alturas de 1850 y 1750 msnm, donde su
relacion de café cereza a café pergamino son las mas pequefias (4.7 y 4.8
respectivamente), indicando que para obtener un kilogramo de café pergamino se

necesita 4.7 kg de café cereza para la muestra de 1850 msnm. Estas muestras también
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obtuvieron el menor porcentaje de pasilla y frutos de ceraza flotantes dafiados. Todos
estos datos revelan que para el agricultor este café le produce un beneficio economico
muy favorable. Las muestras que siguen este comportamiento en menor rendimiento
son las de 1650, 1150, 1550 y 1350 msnm. Todas estas muestras tuvieron un
rendimiento de cosecha entre 5.2 - 5.4 (relacion café cereza a café pergamino) y su
porcentaje de pasilla vario entre 7.1 - 11.4 %. Al comparar estos datos, con los de
1850 y 1750 msnm, estos ultimos obtienen la misma cantidad de café pergamino con
medio kilogramo de café cereza menos que las muestras anteriores y con 1.3 kg de
café cereza menos para las muestras de 1450 y 1250 msnm, que presentaron el

rendimiento de cosecha mas bajo de todas y el mayor porcentaje de pasilla.

Segln estos datos se puede predecir que el rendimiento de cosecha presenta una
relacion proporcional con la altura de siembra del cultivo, como se observa en la tabla
5, a mayor altura presenta mejor rendimiento de cosecha para variedad de café
caturra. Hay que tener en cuenta, que este rendimiento de cosecha no indica que a
mayor altura la calidad de café es mejor, porque la calidad de la taza de café depende

de muchas otras variables no solo de la altura.

6.1.2 Anélisis del café almendra.
Las muestras de café presentaron el color y olor caracteristicos para todas las alturas

estudiadas.

> Después de trillado el café pergamino seco, se determiné el porcentaje de merma
de cada altura dando: del 19.8% para la altura 1850 msnm, y 19.2% para las
alturas 1750 y 1650 msnm, 18.7-21.5% para las alturas 1550-1150 msnm. Esto
indica que la pérdida de cascarilla del café pergamino es casi constante para todas

las alturas.
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» Almendra perforada por broca: el mayor porcentaje de grano perforado por broca
lo presento el café a una altura de 1250 msnm, con un 37% dentro de los defectos.
Este defecto se separ6 de cada una de las muestras analizadas. No se encontraron

almendras vinagres ni granos negros.

» Granulometria.
En la tabla 6 se presenta la granulometria de cada muestra de café pergamino después

de trillado y clasificado por tamafio, usando los tamices serie Tyler para café, de
perforacion circular. Para el analisis se utilizaron los granos de tamafio superior:
17/64, 16/64, 15/64, 14/64 y 12/64 pulgadas.

El tamafio de café almendra superior a 15/64 pulgadas se comport6 a excepcion de la
altura 1850 msnm, en forma directamente proporcional a la altura, pues a mayor
altura se tiene un porcentaje mayor de tamario de grano en las mallas 17/64 y16/64
pulgadas. Siendo en orden de altura (de 1850 a 1150 msnm) de 74.4%, 85.6%,
85.2%, 83.7%, 71.3%, 80.4%, 68.5% y 76.3%. De manera consistente con estos
resultados, los autores como Guyot (1996) y Buenaventura (2000), también
encontraron que la altura de siembra del cultivo de cafeto y el sombrio tienen un

efecto sobre la granulometria directamente proporcional a la altura.

Tabla 6. Porcentaje de granulometria de café almendra dado para cada altura.

altura %malla | %omalla | %omalla | %omalla | %malla | %malla
17 16 15 14 12 0
1850 37,50 36,90 16,35 6,75 2,40 0,05
1750 58,80 26,80 9,55 3,60 0,85 0,05
1650 57,90 27,30 9,45 4,60 0,65 0,05
1550 56,30 27,40 11,80 3,35 0,90 0,00
1400 34,30 37,00 17,45 7,50 3,30 0,05
1350 54,20 26,20 11,30 6,00 2,30 0,10
1250 32,80 35,80 20,05 8,30 3,05 0,05
1150 53,20 23,10 13,25 7,00 3,05 0,05
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6.1.3 Calidad sensorial del Panel de Catacion
En la figura 2 se muestra los resultados para cada una de las muestras y propiedades

organolépticas dadas por el Panel de Catacion de Cenicafé. En esta grafica se puede

observar gque cada propiedad varié de la siguiente forma:

Aromas: todas las muestras obtuvieron una calificacion en promedio, superior o igual
a 6 en las variables intensidad del aroma del café tostado y molido y aroma de la
bebida, a excepcion de la altura de 1850 msnm que presentd un promedio de 4en el

aroma de la bebida.

El 50% de las muestras presentaron calificacion promedio igual o superior a 7 para el
aroma del café tostado y molido, con las mejores calificaciones para las muestra de

café a una altura de 1650 msnm. y tostada a un 14.4% en pérdida de peso.

El 37.5% de las muestras presentaron calificacion igual o superior a 7 para el aroma
de la bebida. La calificaciones mejores fueron para los provenientes de las alturas
1450, 1650 y 1750 msnm tostadas a 15.0%, 14.4% y 16.1% respectivamente en
perdida de peso. La calificacién mas baja la presentd la muestra correspondiente a la
altura de 1850 msnm tostada a 14.8% presentando un aroma pronunciado.

Entre el rango de tostacion evaluado no se presentaron diferencias significativas en el
aroma de las variables, aunque el aroma del café a la altura 1850 msnm se destacé por

ser pronunciada.

Acidez: el 62.5% y 37.5% de las muestras presentaron promedio de calificacion
superior o igual a 6 y 7, respectivamente, para la variable acidez de la bebida. Las
mejores calificaciones para la bebida se obtuvieron en los cafés de alturas 1250, 1350
y 1650 msnm, tostadas entre 14.1%, 14.3% y 14.4% en pérdida de peso. Las bajas

52



calificaciones (verde) para la acidez de la bebida se presentaron en cafés de altura de
1850 msnm con tostacién de 14.8% en perdida de peso (ppt).

Calificacion
N
L

intensidad

aroma
acidez
impresion

1450
cuerpo

amargo

intensidad = intensidad del aroma del café tostado y molido; aroma = aroma de la bebida
Figura 2. Propiedades organolépticas presentadas a diferentes alturas de siembra del
cultivo de cafeto.

Amargo: esta cualidad se califico en promedio con 6 0 mayor para el 62.5 % de las
muestras. Los promedios de las calificaciones mas equilibradas para el amargo, segln
las variables evaluadas, resultaron asi: 7 para 1250 y 1650 msnm con ppt de 14.1% y
14.4%. La calificaciones mas bajas se presentaron en las muestras de 1750 y 1850

msnm con 3 y 4 de amargo pronunciado respectivamente.

Cuerpo: fue calificado como regular y bueno con calificaciones, en promedio,

iguales o superiores a 6 para el 62.5% de las muestras. Las mejores calificaciones, 7
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en promedio, para el cuerpo en la bebida se obtuvieron en los cafés de las alturas de
1250, 1350 y 1650 msnm tostadas a 14.4%, 14.3% y 14.4% de pérdida de peso. Las
alturas de 1450, 1750 y 1850 tuvieron en promedio las calificaciones mas bajas (5 en

promedio).

Impresion global: Esta variable permite aceptar o rechazar una muestra de café por
su calidad y esté relacionada con todas las propiedades percibidas con el sentido del
olfato (aroma) y gusto (cuerpo, amargo y acidez). El 62.5% de las muestras
obtuvieron un promedio de calificacion igual o superior a 6, permitiendo calificar el

café como bueno para todas las alturas estudiadas.

En resumen segln resultados del Panel de Catacidn, la mejor taza esta a una altura de
1650 msnm, donde todas sus propiedades organolépticas fueron buenas, mientras que
los cafés provenientes de las alturas de 1850 y 1750 msnm presentaron las
propiedades organolépticas mas bajas en todas la variables como se observa en la
figura 2. En esta gréafica también se observa que los cafés provenientes de las alturas
entre 1150 a 1350 msnm y la altura de 1550 msnm, presentaron propiedades

organolépticas buenas y muy similares en promedio.

Estos resultados no estan de acuerdo con los reportados en la literatura por autores
como Buenaventura (2000), Figueroa (2000) y Guyot (1996), quienes dicen que la
altitud tiene un efecto directo sobre las propiedades organolépticas. Esto podria
explicarse porque: Buenaventura, realizo un procedimiento de benefio mecanico, por
tanto las condiciones de trabajo son diferentes. Ademés él utilizé otro ecotopo
diferente y este factor podria influir en la obtencion de estos resultados. De otra parte
Guyot estudié variedades diferentes a Caturra y los parametros de evaluacion son
diferentes a los empleados en este trabajo. De igual manera Figueroa hizo el estudio

con otras condiciones de trabajo.
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6.2 ESTANDARIZACION DE LA TECNICA SPME PARA VOLATILES DE CAFE.

6.2.1 Anélisis de la curva de Van Deemter.
Las figuras 3 y 4 presentan las curvas de Van Deemter para la columna DB5 vy

DBWax , con ellas se determino que el mejor flujo de trabajo para la columna DB5 es

de 0.8 mL/min y el de la columna DBWax es de 1.4 mL/min, sin embargo para esta

ultima se tomé el flujo de 1.2 mL/min, dado que no existe mayor diferencia en la

altura eficiente del plato teérico (HETP) y se obtiene mejor separacion de los

volatiles, evitando solapamientos debidos al flujo.

En la determinacién del mejor flujo de trabajo para cada columna se tuvo en cuenta

que la altura eficiente del plato tedrico (HETP) de las columna estudiada, fuera el mas

pequefio, ya que ello garantiza mejor resolucion del cromatograma, debido a que el

soluto o analito de interés puede equilibrase entre la fase movil y la fase estacionaria,

de una forma mas eficiente, permitiendo asi un perfil cromatografico bien definido.
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Figura 3. Curva de Van Deemter para la columna DB5
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Figura 4. Curva de Van Deemter para la columna DBWax

6.2.2 Condiciones del CG/MS.
Para determinar el mejor perfil cromatografico, se partio del flujo de trabajo obtenido

para cada columna, hasta obtener el mejor perfil cromatografico. Con la columna
DBS5 las condiciones éptimas son: flujo de 0.8 mL/min, temperatura del horno de 30
°C (2 min.) con una rata de 4 °C/min. hasta 100 °C (3 min.) y después hasta 250 °C (5
min.) con una rata de 20 °C/min. Con la columna DBWax, las condiciones son: flujo
de 1.2 mL/min, temperatura del horno de 40 °C (2 min.) hasta 130 °C con una rata de
7 °C/min y después hasta 200°C (3 min.) con una rata 4°C/min. En ambos casos, se
utilizo el detector selectivo de masas y las corrientes idnicas totales (cromatogramas
reconstruidos), se registraron por medio del barrido automatico de radiofrecuecia (2.2
scan/s, analizador cuadrupolar) en el intervalo de masas m/z 40-350 u.m.a, la
temperatura de la fuente de 230 °C, La energia de los electrones bombardeantes fue
de 70 eV.
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6.2.3 Condiciones de los polimeros de SPME.
La muestra suministrada para esta determinacién, presentaba un grado de tostion del

14% en pérdida de peso (segun la Norma Técnica Colombiana 2442 de 1998), su
coloracion (marrdn) fue de 330 a 346 segun medicion del colorimetro Quantik IR, la
medicion de este aparato se basa en la incidencia de un haz de luz con una longitud de
onda de 810nm (rayo de luz monocromatica) sobre una muestra molida y bajo tamiz
40; ésta muestra absorbe cierta cantidad de energia, la energia que no es absorbida es
reflejada y medida por un detector, el cual expresa la medida como porcentaje de

reflectancia.

Con los 216 cromatogramas obtenidos, teniendo como fuente de variacion la cantidad
de muestra, tiempo de adsorcion y tiempo de desorcion, se llevd a cabo un analisis de
superficie de respuesta, que permitiera escoger el polimero y a su vez las mejores
condiciones de funcionamiento. Se tomaron los picos con areas mayores de 400000
unidades de abundancia.

6.2.3.1  Determinacion del tiempo de adsorcién de los polimeros.
Las figuras 5y 6 presentan los resultados de superficie de respuesta del tiempo de

adsorcion, en funcién de la cantidad de muestra y el tiempo de desorcion, medido
como area de los picos. Los datos correspondientes a estas figuras, en general se

ajustan estadisticamente a la siguiente ecuacion con un 98% de probabilidad.

Yi = Bo+ BrX1 + PaXz + BaXz + Pr,1X1? +P22X22 + P33 X3? + B12X1 Xo+ Pr,3X1 X3 +
B2,3X2 X3

Se aprecia claramente que a medida que aumenta el tiempo de adsorcion en ambos
polimeros (de 2 a 10 min), aumenta el &rea de los picos, indicando mayor retencion

de los volatiles. Ademas, el polimero azul (figura 5), presenta mayores valores de
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area, para cada uno de los tiempos estudiados, siendo evidente que este ultimo atrapa
maés eficientemente los volatiles del café tostado y molido (figura 5 y 6). En las
gréficas correspondientes a los dos polimetros se puede apreciar que el incremento de
area de los tiempos de 5 a 10 min. no es muy significativo como si lo es el
correspondiente de 2 a 5 min. Por eso se seleccioné como éptimo el tiempo de

adsorcion promedio entre 5 a 10 min que es 7 min.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se tiene que con el polimero azul y el tiempo
de adsorcion de 7 min, se logra la mejor eficiencia. Esto Ultimo permite garantizar
que el polimero no alcanza su punto de saturacion, que ocasionaria una disminucion

en la adsorcion de los volatiles de café tostado y molido.
En las figuras 5 y 6 se puede apreciar que hay una disminucion de area a mayor peso
de muestra utilizada, lo que se puede atribuir probablemente, a que la cantidad de

muestra es mayor, se disminuye el espacio de cabeza.

Similares resultados se presentan para la columna DB5 con ambos polimeros, que de

igual forma se escogi6 un tiempo de desorcién de 6 minutos (anexo 3).
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6.2.3.2  Determinacion del tiempo de desorcion de los polimeros.
Al igual que con los datos de la figura 5 y 6, estos datos se ajustan estadisticamente a

la ecuacion representada anteriormente en la seccion 6.2.3.1.

Diferente a lo ocurrido en el tiempo de adsorcion, el area correspondiente al tiempo
de desorcion, no present6 variacion significativa al aumentar el tiempo (figura 7 y 8).
En general los dos polimeros presentan el mismo comportamiento, sin embargo se
observa gque son mayores los valores de area de desorcion a partir del polimero azul,
lo cual esté relacionado directamente con los resultados obtenidos para el tiempo de
adsorcion.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se establecio el tiempo de desorcion de 6
minutos, que es la media de los tres tiempos estudiados, es el adecuado para ser

empleado en las etapas de la investigacion.
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Figura 8. Efecto del tiempo de desorcién del polimero rojo en la columna DBWax. (p =
peso de la muestra, a = tiempo de adsorcion, area = area del pico

Similares resultados se presentan para la columna DB5 con ambos polimeros, que de

igual forma se escogid un tiempo de desorcion de 6 minutos (ver anexo 4).

6.2.3.3  Determinacion
Tomando como punto de partida las graficas 5-8, se puede explicar que esta variable

de la cantidad de muestra.

tiene un gran efecto en la concentracion de los compuestos volatiles, puesto que a

medida que se aumenta la cantidad de muestra, hay una mayor respuesta de los

volatiles atrapados en los polimeros, los cuales llegan a un punto de saturacion.

Después de este punto su comportamiento no es proporcional, y comienza una

pequefia disminucion de la concentracion de los volatiles atrapados en los polimeros.

Como se explico anteriormente, esto se podria atribuir probablemente a la

disminucion del espacio de cabeza ocasionado por el incremento en la cantidad de

muestra, Por lo tanto el aspecto fundamental de la cantidad de muestra a tomar, es

62



que eésta debe estar casi en el limite de saturacion del polimero, es decir, que la
respuesta se encuentre casi en el maximo de la superficie, teniendo en cuenta las otras

variables.

En la figura 9 (b) se puede observar una ampliacion de la figura 9 (a), en ella se
muestra que a una cantidad de muestra de 0.7 gramos logra un maximo de trabajo del
polimero. También es evidente que a un tiempo de adsorcién de 7 min. (determinado
anteriormente) y la cantidad de muestra de 0.7 g, se logra una buena condicion de
trabajo de los polimeros.

Por lo tanto las mejores condiciones de trabajo del polimero azul son: tiempo de
adsorcion 7 min, tiempo de desorcion 6 min. y cantidad de muestra 0.7 gramos, en
ambas columnas. Para el polimero rojo son: tiempo de adsorcion de 7 min. tiempo de

desorcién de 6 min. y cantidad de muestra de 0.8 gramos para ambas columnas.
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6.2.3.4  Determinacion del mejor polimero.
En todos los experimentos que se llevaron a cabo, el polimero azul present6 una

mejor respuesta a la captura de los volatiles del café tostado y molido, por lo tanto se

puede afirmar que la combinacion de las fases estacionarias del polimero azul
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(DVB/PDMS) es mas eficaz que la fase estacionaria del polimero rojo (PDMS),
debido posiblemente a la gran gama de pirazinas y compuestos heterociclicos que
tiene el aroma de café. En el anexo 5 se puede ver la diferencia en los perfiles

cormatogréficos entre los dos polimeros para cada columna.

6.2.3.5  Determinacion de la mejor columna.
Para determinar cual de las dos columnas es la mas adecuada para hacer el estudio, se

procedié a la obtencién de perfiles cromatogréaficos, teniendo las condiciones de
absorcion, desorcion y la cantidad de muestra optimas establecidas sobre el polimero

azul.

En las figuras 10 y 11 se observa los perfiles cromatograficos de los volatiles de café
tostado y molido en las mismas condiciones de trabajo en las dos columnas. En ellas
se observan detalles relevantes en la separacion de los compuestos volatiles, como es
el caso del compuesto a un tiempo de retencion (tr) de 6.78 min. para la columna DB5
y de 20.32 para la columna DBWax, este compuesto es el acido acético que en la
columna DB5 no presenta una separacion tan eficiente como la columna DBWax,
dando una mala resolucion y solapando a otros compuestos, debido a que la fase
estacionaria no es muy adecuada para su separacion. Mientras que la columna
DBWax si presenta una resolucion adecuada para este compuesto y en general para
los demés compuestos, como se puede observar en la figura 10, de igual forma se
presenta el perfil de la DB5 en la figura 11.
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Figura 10. Perfil cromatografico de la columna DBWax y polimero azul.
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Figura 11. Perfil cromatografico de la columna DB5 y polimero azul.
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De acuerdo con los resultados presentados, la metodologia que se utilizara en
resumen es: microextraccion en fase solida en espacio de cabeza estatico, vial de 5
mL, polimero con fase estacionaria DVB/PDMS (azul), cantidad de muestra 0.7 g de
café tostado y molido, tiempo de adsorcién 7 minutos, tiempo de desorcién 6 minutos
a 250 °C y columna DBWax de 50 m de longitud 0.32 mm de didmetro interno,

recubierta con una pelicula de 1um de polietilenglicol (polar).

Las condiciones del CG/SM son flujo de 1.2 mL/min, temperatura del horno de 40 °C
(2 min.) hasta 130 °C (1min) con una rata de 7 °C/min y después hasta 200°C (3 min.)
con una rata 4°C/min. Los espectros de masas y las corrientes ionicas totales
(cromatogramas reconstruidos) se registran por medio del barrido automético de
radiofrecuecia (2.2 scan/s, analizador cuadrupolar) en el intervalo de masas m/z 41-
350 u.m.a, la temperatura de la fuente de 230 °C, La energia de los electrones
bombardeantes de 70 eV.

6.2.4 Estudio de la reproducibilidad de los tiempos de retencion (tr) y las
areas de los picos cromatograficos.

Las tabla 7 y 8 presentan los valores de tr, tr promedio, area, area promedio,
desviaciones estandar (s) y coeficiente de variacion (CV, %) de varios compuestos

volatiles provenientes de una muestra de café, corrida en 6 ocasiones.

En la tabla 7 se observa que los coeficientes de variacion para el tiempo de retencion
(t) son inferiores a 0.0262%, el mé&ximo permitido por GLP (good laboratory
practice) para la inyeccién manual es del 2%, lo cual significa que hay un alta grado

de repetitividad en los resultados cromatogréaficos.
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En la tabla 8 se describen los resultados obtenidos para la integracion de las areas
cromatograficas. Como se puede observar, el CV es para todos los casos, inferior a
5%, lo que indica una alta reproducibilidad en las inyecciones, puesto que segun las

normas GLP los CV para areas en CG no deben superar el 5%.

Las bajas desviaciones y coeficientes de variacion, permiten concluir que el método
estandarizado logra obtener resultados confiables, garantizando que las diferencias
obtenidas en el experimento, se deben a efecto de los tratamientos de las muestras y
no de la metodologia cromatogréafica utilizada.

Tabla 7.Estudio de la reproducibilidad de los Tr de algunos de los constituyentes del
aroma del café tostado y molido.

Compuesto Tiempo de retencién, min. (n=6) Tr S |CV%
1 2 3 4 5 6 |promedio

2-furanometanol 26,133 126,134 26,134 26,132 {26,132 |26,135| 26,133 |0,00121|0,0046
metilpirazina 15,986 (15,987 15,987 | 15,985 (15,985 (15,988 | 15,986 |0,00121|0,0076
furfural 21,140121,142|21,14121,140|21,139 (21,142 | 21,141 |0,00121|0,0057
acido acetico 20,284 120,285|20,285|20,283|20,282|20,285| 20,284 |0,00126|0,0062
5-metil-2-furfural 24,258 124,259 (24,259 | 24,257 | 24,257 | 24,260 | 24,258 |0,00121|0,0050
Piridina 14,083 (14,084 14,091 |14,089|14,089|14,092| 14,088 |0,00369 |0,0262

1-(acetiloxy)-2-propanona |20,747|20,748|20,748|20,746 | 20,746 | 20,749 | 20,747 |0,00121|0,0058

dihidrio 2-metil 3 furanona |15,881 /15,882 15,882 15,880 15,886 15,882 | 15,882 |0,00204|0,0129

2,5-dimetil pirazina 17,383|17,385|17,384|17,390|17,389|17,385| 17,386 |0,00283|0,0163

2,6-dimetil pirazina 17,517|17,518 (17,518 |17,516|17,515|17,518 | 17,517 |0,00126|0,0072
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Tabla 8. Estudio de la reproducibilidad de las areas cromatograficas.

Compuesto Areas _ Areas Promed_io _ CV% _
cuentas relativa % cuentas relativa % [cuentas relativa % cuentas |relativa %
208761331 9,953
233103516 10,552
2-furanometanol 232943630 10,47

245508247 11,214 230701744,0 10,604 12327915,5 0,421 5,34 3,97
227183572 10,572
236710168 10,865
180628454 8,612
184711028 8,361

Metilpirazina 184949340 8,313
177771989 8,12 180447496,7 8,299 3653458,9 0,187 2,02 2,25
178161146 8,291
176463023 8,099
165891012 7,909
175731457 7,955

Furfural 175084401 7,87

169856386 7,758 170620420,0 7,846 4016568,7 0,078 2,35 0,99
167288583 7,785
169870681 7,797
142764597 6,807
155023303 7,017

acido acético 159148223 7,153
152896677 6,984 155255268,5 7,138 6956831,9 0,263 4,48 3,68
161991790 7,539
159707021 7,33
106393554 5,073
115039853 5,207

5-metil-2-furfural 114160662 5,131

116835856 5,336 113340660,0 5,211 48734147 0,161 4,30 3,09
108597529 5,054
119016506 5,463
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Continuacién de la tabla 8.

84007914 4,005

84326520 3,817

Piridina 82668091 3,716
80401402 3,672 81163359,8 3,733 29576115 0,158 3,64 4,23

77862006 3,623

77714226 3,567

83747291 3,993

85531927 3,872

1-(acetiloxy)-2-propanona| 85741878 3,854
84303027 3,851 83796329,5 3,854 1782789,5 0,080 2,13 2,07

81359344 3,786

82094510 3,768

79132896 3,773

84857902 3,841

dihidrio 2-metil 3 furanona| 85155600 3,828
80980171 3,699 825622482 3,797 22927514 0,055 2,78 1,44

82530923 3,841

82715997 3,797

75718671 3,61

79988873 3,621

2,5-dimetil pirazina 79309838 3,565
79372589 3,625 78003251,3 3,587 1964920,2 0,043 2,52 1,21

75448145 3,511

78181392 3,588

75157800 3,583

79987975 3,621

2,6-dimetil pirazina 79665248 3,581
79287492 3,621 77860316,0 3,580 2136017,4 0,041 2,74 1,14

75493128 3,513

77570253 3,56
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6.3 CARACTERIZACION DE LOS VOLATILES POR SPME.

6.3.1 Determinacion de la composicion del aroma del café por SPME
Los constituyentes volatiles del aroma del café tostado y molido fueron extraidos por

SPME en un espacio de cabeza de aproximadamente 3.5 mL. Las muestras
presentaron generalmente una coloracion marrén y un aroma de café concentrado.

A través de la SPME-HS se aislaron los compuestos volatiles afines a la fase
estacionaria del polimero del SPME. Estos compuestos volatiles son adsorbidos y
retenidos en la fibra hasta una desorcidn térmica. La composicién cualitativa de los
volatiles aislados por el polimero CVB/PDMS en la columna DBWax vario de

acuerdo a la altura de siembra del cultivo.

6.3.1.1  Volatiles aislados de café tostado y molido.
En general, la técnica utilizada permitié tener perfiles cromatograficos, donde

inicialmente se observan los compuestos alifaticos livianos, como aldehidos y cetonas
de no mas de cinco carbonos, seguidos por los heterociclicos y sus derivados. Un

cromatograma tipico se presenta en la figura 12.

Se separaron 107 compuestos en un rango de tiempo comprendido entre 2.6 y 36
minutos, de los cuales se identificaron el 80%, por medio los EM en forma manual a
través del estudio de los patrones de fragmentacion y en forma automatica,
empleando las bases de datos NBS 75K, Wiley275 y Nist98, correspondientes a los
espectros de masas. Ademas se utilizaron los valores de Ik para identificar algunos
compuestos en la columna DBWax. La tabla 9 registra la composicion quimica de los

volatiles de café tostado y molido segn su orden de elucion.
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Abundance

TIC: VCTMO024.D

W
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00
Time-->

Figura 12. Perfil cromatografico tipico del aroma del café tostado y molido, columna
DBWax 50 m, 0.32 mm id, 1um ancho de pelicula. Flujo 1,2 mL/min.
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Tabla 9. Composicion quimica del aroma del café tostado y molido.

Altitud del cultivo

Pico # Compuesto Ik 1150 | 1250 | 1350 | 1450 | 1550 | 1650 | 1750 | 1850
Concentracién de los compuestos en % relativo
1 | Dioxido de carbono 0,177 | 0,172 | 0,189 | 0,422 | 0,145 | 0,227 | 0,188 | 0,272
2 | 2-metil-1-propeno 0.011 | 0.010 | 0.013 | 0.012 | 0.011 | 0.010 | 0.012 | 0.012
3 |2-metil-1,3-butadieno 619 0,095 | 0,073 | 0,067 | 0,201 | 0,052 | 0,071 | 0,071 | 0,077
4 | Metanotiol 635 0,025 | 0,03 | 0,024 | 0.022 | 0.024 | 0.026 | 0.029 | 0,028
5 | Tiopropano 768 0,21 0,077 | 0,061 | 0,194 | 0,175 | 0,321 0,35 0,111
6 |Propanal 805 0,063 | 0,06 | 0,048 | 0,058 | 0,041 | 0,058 | 0,035 | 0,052
7 |Furano 0,053 | 0,049 | 0,046 | 0,066 | 0.041 | 0,058 | 0,024 | 0,055
8 |2-Metil propanal 815 0,486 | 0,532 | 0,535 | 0,752 | 0,554 | 0,714 | 0,486 | 0,403
9 |2 propanona 818 0,553 | 056 | 0545 | 0,723 | 052 | 0,672 | 0,515 | 0,584
10 | Metil acetato 822 0,236 | 0,227 | 0,207 | 0,293 | 0,48 | 0,236 | 0,248 | 0,276
11 |2 metil furano 842 0,904 | 0,825 | 0,735 | 0,99 | 0,634 | 0,839 | 0,821 | 0,949
12 | 3 metil furano 855 0,042 | 0,041 | 0,04 | 0,063 | 0.036 | 0,061 | 0,042 | 0,048
13 |2 butanona 859 0,393 | 0,38 | 0,363 | 0,461 | 0,335 | 0,421 | 0,373 | 0,396
14 | 2 metil butanal 866 1517 | 167 | 1501 | 186 | 1516 | 1,778 | 1,354 | 1,027
15 |3 metil butanal 868 1,083 | 1,049 | 0976 | 1,203 | 1,002 | 1,35 | 0,987 | 0,842
16 | 2,5-dimetil furano 887 0,26 0,25 | 0,204 | 0,257 | 0,473 | 0,211 | 0,239 | 0,262
17 | 2,4-hexadienal 0,026 | 0,029 | 0.025 | 0.028 | 0.024 | 0.023 | 0.025 | 0,027
18 |2,3-butanodiona 1,36 142 | 1245 | 1424 | 1226 | 1,625 | 1,021 | 1,062
19 | Tiofeno 0,026 | 0.024 | 0.023 | 0.025 | 0.021 | 0.027 | 0.020 | 0,028
20 |2 metil 3 buten 1 ol 0,164 | 0,249 | 0,227 | 0,24 | 0,209 | 0,43 | 0,094 | 0,09
21 |3 hexanona 0,05 | 0,048 | 0,048 | 0,064 | 0,06 | 0,074 | 0,102 | 0,068
22 | 2,3-pentadiona 3,716 | 3,936 | 3,187 | 3,713 | 3,284 | 3,728 | 2,667 | 2,607
23 |2 vinilfurano 0,167 | 0,471 | 0,247 | 0,143 | 0,094 | 0,148 | 0,097 | 0,139
24 | Dimetil disulfuro 0,064 | 0,063 | 0,063 | 0.041 | 0.045 | 0.032 | 0.030 | 0,038
25 | 2-metiltiofeno 0,038 | 0.035 | 0,036 | 0.033 | 0.029 | 0.036 | 0.032 | 0,036
26 | 2-metil-2-butenal 0,056 | 0,053 | 0,055 | 0,064 | 0,046 | 0,052 | 0,053 | 0,062
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Continuacién de la tabla 9.

Altitud del cultivo

Pico # Compuesto Ik 1150 [ 1250 | 1350 | 1450 1550 | 1650 | 1750 | 1850
Concentracion de los compuestos en % relativo

27 | 2,3 hexanodiona 0,297 | 0,281 | 0,274 0,3 0,256 | 0,267 | 0,286 | 0,306
28 | 3,4-hexanodiona 0,392 | 0,382 0,34 0,406 | 0,342 | 0,354 | 0,367 | 0,379
29 | 3,5-dimetil isoxaol 0,037 | 0.033 | 0,038 | 0.039 | 0.037 | 0.035 | 0.030 | 0,041
30 | 1-metil-1H-pirrol 0,385 0,41 0,397 | 0,416 | 0,322 | 0,354 | 0,391 | 0,334
31 | 2-vinil-5metilfurano 0,727 | 0,729 | 0,679 | 0,721 | 0,712 | 0,742 | 0,661 | 0,637
32 | Desconocido 0,045 | 0,027 | 0,036 | 0.024 | 0.023 | 0.025 | 0,038 | 0,053
33 | Tetrametil furano 0,074 | 0,062 | 0,064 | 0,057 | 0,053 | 0,057 | 0,066 | 0,074
34 |1 -etil-1H-pirrol 0,067 | 0,061 | 0,065 | 0,059 | 0.049 | 0.051 | 0,067 | 0,066
35 | Pirirdina 5492 | 5,157 | 4,708 | 6,029 | 4,288 | 4,449 7,53 6,558
36 | 2-(2-propenil) furano 0,168 | 0,157 | 0,146 | 0,157 0,14 0,147 0,18 0,18
37 | 2,5-dimetil 1H-pirrol 0,099 | 0,089 | 0,097 | 0,091 | 0.078 | 0.066 | 0,103 | 0,107
38 |Pirazina 0,496 | 0,645 | 0,672 | 0,546 0,58 0,537 | 0,421 | 0,463
39 |2 metil piridina 0,121 | 0,112 | 0,119 | 0,121 | 0,115 | 0,109 | 0,142 | 0,146
40 | 2-(metoximetil) furano 0,331 | 0,333 | 0,271 | 0,318 | 0,248 0,26 0,357 | 0,395
41 | 3-metil-3-buten-1-ol 0,223 | 0,202 | 0,157 | 0,258 | 0,276 | 0,266 | 0,317 0,3

42 | Desconocido 0,113 | 0,089 | 0,093 0,09 0,084 | 0,079 | 0,106 | 0,116
43 | Dihidro 2-metil 3-furanona 4573 | 4539 | 3,626 | 4,562 | 3,791 3,96 3,929 | 3,803
44 | Metil pirazina 5606 | 7,139 7,77 6,71 7,099 | 6,239 | 5,282 | 5,358
45 | trans -2-metil-5-n-propenilfurano 0,294 | 0,288 0,3 0,282 0,3 0,263 | 0,338 | 0,326
46 | 3-hidroxi-2-butanona 1,205 | 1,203 1,08 1,25 1,106 | 1,167 | 1,181 | 1,192
47 | 2-metil-2-buten-1-ol 0,237 | 0,202 | 0,199 | 0,183 | 0,176 | 0,199 | 0,213 | 0,231
48 | 1-hidroxi-2-propanona 2,447 | 2,708 | 2,366 | 2,056 | 2,328 | 2,502 1,68 1,806
49 | 2,5-dimetil pirazina 2,102 | 2,459 2,85 2,487 | 2,869 | 2,402 | 2,188 | 2,165
50 |2,6-dimetil pirazina 2,142 | 2531 | 3,071 | 2,574 | 2909 | 2,406 | 2,196 | 2,269
51 |etil pirazina 1,299 | 1522 | 1,867 1,59 1,756 | 1,447 | 1,303 1,39
52 | 2-metil-3-pentanol 0,685 | 0,676 | 0,631 | 0,745 | 0,686 | 0,666 | 0,685 | 0,698
53 |2,3-dimetil pirazina 0,371 | 0,443 | 0,558 | 0,443 | 0,511 | 0,416 | 0,403 | 0,417
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Continuacién de la tabla 9.

Altitud del cultivo

Pico # Compuesto Ik 1150 [ 1250 | 1350 | 1450 1550 | 1650 | 1750 | 1850
Concentracion de los compuestos en % relativo
54 | 2-butanol 0,55 | 0,544 | 0511 | 0,596 | 0,558 | 0,535 | 0,568 | 0,572
55 | 3-penteno-2-ol 0,164 0,15 0,141 | 0,172 0,15 0,151 | 0,205 | 0,211
56 |1-ona-2-ciclopenteno 0,119 | 0,112 | 0,105 | 0,119 | 0,111 | 0,111 | 0,147 | 0,151
57 | 1-hidroxi-2-butanona 0,814 | 0,787 | 0,725 | 0,737 | 0,738 | 0,769 | 0,745 | 0,759
58 | 2-etil-6-metil pirazina 0,641 | 0,726 | 0,965 | 0,817 0,91 0,744 | 0,703 0,73
59 | 2-etil-5-metil pirazina 0,497 | 0,526 0,66 0,6 0,698 | 0,561 | 0,581 | 0,566
60 |Desconocido 0,088 | 0,081 | 0,071 | 0,084 0,08 0,08 0,113 0,12
61 |trimetil pirazina 0,436 | 0,504 | 0,681 | 0,552 | 0,647 | 0,516 | 0,515 | 0,501
62 | 3-(1-metiletoxi)-propanitrilo 1,128 | 1,322 | 1,135 | 1,051 | 1,309 1,41 | 0,459 | 0,404
63 | Desconocido 0,548 | 0,556 | 0,559 | 0,521 | 0,623 | 0,649 | 0,476 | 0,471
64 | Acido acético 4788 | 4876 | 4,476 | 4,334 | 4,823 5,03 4,2 4,156
65 | 3,5-dimetil-3-etil pirazina 0,375 | 0,419 | 0,487 | 0,428 | 0,482 | 0,428 | 0,426 | 0,432
66 | Acetoxiacetona 3,52 3,257 | 3,418 3,81 3,643 | 3,446 | 4,697 | 4,419
67 |2,6-dietil pirazina 0,109 0,1 0,135 | 0.085 | 0,137 | 0.093 | 0,154 | 0,161
68 | Furfural 11,054 | 11,533 | 10,152 | 9,994 | 10,84 | 11,803 | 9,195 | 8,951
69 | 2-furfuril formate 0,975 | 0,866 | 0,957 | 0,932 | 0,883 | 0,859 | 1,027 | 1,167
70 | 2-metil-6-vinil pirazina 0,072 | 0,078 | 0,104 | 0,077 | 0,099 | 0,085 | 0,097 | 0,093
71 | Desconocido 0,137 | 0,143 | 0,139 | 0,111 | 0,164 | 0,159 | 0,133 | 0,138
72 | 2-etenil-5-metil-pirazina 0,073 | 0,065 | 0,102 | 0,078 | 0,098 | 0,088 | 0,092 | 0,085
73 | 2-acetilfurano 3,446 3,21 3,086 | 3,116 | 3,221 | 3,245 | 3,345 | 3,527
74 | Desconocido 0,618 | 0,589 0,7 0,636 0,98 0,679 | 1,113 | 0,772
75 | 1-(2-furil)-2-propanona 0,296 | 0,239 | 0,216 | 0,279 | 0.125 | 0,225 | 0.142 | 0,376
76 | Acido propionico 0,885 | 0,814 | 0,863 | 0,849 0,95 0,928 | 1,023 | 1.000
77 | Furfuril acetato 2,203 | 1,915 | 1,935 | 2,188 2,01 1,924 2,83 3,038
78 | Benzaldehido 0,046 | 0,039 | 0,051 | 0,052 | 0,052 | 0,049 | 0,054 | 0,053
79 | Dihidro -2-metil-3-(2H)-tiofeno 0,156 | 0,146 | 0,165 | 0,156 | 0,176 | 0,149 | 0,185 | 0,184
80 |Desconocido 0,062 | 0,054 | 0,056 | 0,064 0,076 | 0,087
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Continuacién de la tabla 9.

Altitud del cultivo

Pico # Compuesto Ik 1150 [ 1250 | 1350 | 1450 1550 | 1650 | 1750 | 1850
Concentracion de los compuestos en % relativo
81 |2,3-dimetil-2-ciclipenteno-1-ol 0.068 | 0.058 | 0.050 | 0.071 | 0.052 | 0.062 | 0,077 | 0,068
82 | 1-(5-metil-2-furil)-2-propanona 0,103 | 0,076 | 0,102 | 0,082 | 0,109 | 0,095 | 0,132 | 0,113
83 | 5-metil-2-furfural 6,69 6,29 6,385 | 6,535 | 7,113 6,85 7,507 | 7,212
84 | 2-(2-furil)-furano 0.069 | 0.071 | 0,074 | 0.058 | 0.061 | 0.067 | 0.072 | 0,096
85 |Protoanemonina 0,477 | 0,527 | 0,238 | 0,417 | 0,473 | 0,488 | 0,341 | 0,248
86 | 2-furfurilfurano 0.052 | 0.042 | 0,050 | 0.061 | 0.059 | 0.070 | 0,098 | 0,125
87 | Acido butanoico 0,052 | 0.048 | 0,045 | 0.051 | 0.055 0.45 0,061 | 0,065
88 | Acetilpiridina 0,045 | 0,044 | 0,054 0,053 0,053 | 0,057
89 | 2-formil-1-metil pirrol 0,536 | 0,477 | 0,597 | 0,577 | 0,586 | 0,518 | 0,755 | 0,721
90 |Furanometanol 11,641 | 11,043 | 11,958 | 11,02 | 11,84 | 11,234 | 11,695 | 12,661
91 | Dihidro-2-(3H)-furanona 0,918 | 0,831 0,81 0,889 | 0,951 | 0,905 | 1,277 | 1,311
92 | 2-acetil-1-metil pirrol 0,115 | 0,112 | 0,233 | 0,124 | 0,142 | 0,128 | 0,178 | 0,218
93 | 3-etil-2-hidroxy-2-ciclopenteno 0,218 0,18 0,235 | 0,209 | 0,247 | 0,232 | 0,273 | 0,279
94 | 5-metil-2-(3H)-furanona 0,101 | 0,089 | 0,098 | 0,081 | 0,108 | 0,107 | 0,102 | 0,104
95 | 1-(6-metil-2-pirazinil)-1-etonona 0,135 | 0,134 | 0,202 | 0,129 | 0,191 | 0,162 | 0,122 | 0,112
96 | 2-tiofenocaroboxialdehido 0,063 | 0,071 | 0,068 0,09 0,08 0,075 | 0,084 | 0,088
97 | Deconocido 0,224 | 0,235 | 0,322 | 0,296 | 0,243 0,23 0,249 | 0,263
98 |Desconocido 0,234 | 0,213 | 0,243 | 0,219 | 0,273 | 0,238 | 0,257 | 0,268
99 | 3-etil 4-metil-2,5-furanodiona 0.01 0.01 0.02 0.01 0,01
100 | Desconocido 0,425 | 0,297 | 0,441 | 0,302 | 0,378 | 0,355 | 0,304 | 0,363
101 | 1-(2-furfuril)-pirrol 0.058 | 0,063 | 0.039 | 0,066 | 0.061 | 0.059 | 0,123 | 0,097
102 |2-hidroxi-3-metil-2-ciclopente-1-ona 0,234 | 0,102 0,25 0,095 | 0,218 | 0,185 | 0,166 | 0,122
103 |Desconocido 0,175 0,183 0,055 | 0,053 | 0,204 | 0,088
104 | 2-metoxi fenol 0,049 | 0.034 | 0,044 | 0.041 | 0.038 0,091 | 0,078
105 | Desconocido 0,21 0,167 | 0,221 | 0,114 | 0,223 | 0,216 | 0,118 | 0,114
106 Fase estacionaria de la columna 0,054 0,055 0,055 0,055 0,06
107 | Artefacto 0,253 0,193 0,261 0,228 0,262 0,206 0,327 0,366

Ik = Indices de Kovats Experimetales
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Los compuestos heterociclicos (furanos, piridinas, pirazinas tiofenos etc)
representaron la principal familia de compuestos en los volatiles aislados por SPME-
HS con un 57.8%, seguidos por las cetonas y aldehidos alifaticos con 15.6 %y 7.8%
respectivamente y los alcoholes con un 7.8%. Por esta técnica se separaron también
acidos, hidrocarburos en un 5.3% y 0.1% y compuestos azufrados no heterociclicos

en un 0.3%.

Los compuestos mayoritarios en las muestras de café provenientes de todas las
alturas, obtenidas por SPME fueron: el 2-furanometanol en un rango de
concentracion de 10.84 - 13.02%, furfural con 9.64 - 11.33%, 5-metil-2-furfural con
6.60 - 7.55%, piridina con 4.33 - 6.64%, metil pirazina con 5.33 - 8.12%,
acetoxiacetona con 3.57 - 4.57%, dihidro 2-metil-3-furanona con 4.25 - 5.03%, acido
acético con 4.04 - 4.98%, 2-acetil furano con 3.09 - 3.60%, 2,3-pentanodiona con
2.68 - 3.72%, 2,6-dimetil pirazina con 2.25 - 3.17%, furfuril acetato con 2.06 - 3.12%
2,5-dimetil pirazina con 2.24 - 2.94, 1-hidroxi-2-propanona con 1.89 - 2.56%, etil
pirazina con 1.33 - 1.92%, 2-metil butanal con 1.35 - 1.53%, 3-metil butanal con 1.26
- 1.34%, 3-hidroxi-2-butanona con 1.18 - 1.27%, 2,3-butanodiona con 1.15 - 1.41%,
2-furfuril formate con 0.91 - 1.18%, 2-vinil-5-metilfurano con 0.69 - 0.72%.

Independientemente de la procedencia de la muestra por altitud del cultivo, los
volétiles de café tostado y molido con abundancias mayores de 400000, son en su
orden: furanos, pirazinas, cetonas, piridina, &cidos y aldehidos alifaticos (figura 13).
Los compuestos heterociclicos (furanos, pirazinas y piridinas), son los mas
abundantes, y concuerdan con los reportados por Flament y Chevallier (1988). Estos
compuestos se generan en su gran mayoria por la reaccién de Maillard (Baltes 1987),
entre aminoacidos y azUcares reductores, y su contribucion al aroma del café es muy

importante.
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El grupo siguiente estuvo conformado por cetonas y aldehidos alifaticos. Autores
como Yuy Ho (1995) y Umano (1995), estudiaron el efecto de diferentes condiciones
de tostado y concluyeron que la formacion de estos compuestos carbonilicos se debe
a la degradacion térmica de azlcares, en reacciones secundarias a la formacion de
compuestos heterociclicos aromaticos. Por otra parte, estos compuestos son
intermediaros en la generacion de otros productos de condensacién como, el 2-metil-
butenal y las dicetonas que a su vez estdn involucrados en reacciones de

condensacion alddlica para la formacion de pirazinas.

area
o
ot

7

furanos
pirazinas
cetonas
piridinas
acidos
aldehidos

Figura 13. Composicion general de los volatiles obtenidos por SPME-HS de cafés
tostados y molidos

Las cetonas y los aldehidos alifaticos presentan en conjunto aromas dulces,

caramelicos y tostados. De los cuales se identificaron, en todas las muestras de café
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tostado y molido, el 2- y 3-metil butanal, la 2-butanona, 2,3-butanodiona, 2,3-
pentanodiona, etc. Estos compuestos carbonilicos y otros, relacionados
estructuralmente, han sido reportados como componentes “clasicos™ en el aroma del
café por Gianturco (1964), Stoffelsma (1968) y Bondarovich (1967).

La cantidad de acidos extraidos mediante SPME-HS de café tostado y molido es muy
pequefia. Entre los principales esta el acido acético y el acido propionico, los cuales
son féacilmente descompuestos por degradacion térmica, generando aldehidos de
notables cualidades aromaticas.

Los furanos como el 2-furanometanol y el 2-furanocarboxaldehido, son los
responsables del olor a "tostado™ y junto con la cafeina y compuestos fenolicos por el
gusto amargo del café; se producen por la degradacién térmica de carbohidratos y

otros polimeros relacionados segun estudios realizados por Mottram (1995).

Las pirazinas son una de las principales familias de sustancias quimicas volatiles
generadas en la reaccion de Maillard, en general, producen aromas "roasted" y
"green”, con umbrales bajos de percepcion y le dan la nota tostada al café de acuerdo
con Maga (1973) y Shibamoto (1979). En el presente estudio se detectaron
fundamentalmente pirazina, y alquil pirazinas (metil-, etil-, 2,3-dimetil-, 2-etil-6-
metil-), compuestos de reconocida contribucion al aroma de alimentos
termoprocesados (Fors 1985). Las pirazinas monosustituidas generan aromas "nutty"
y "roasted" mientras que las pirazinas con mas sustituyentes alquilicos producen

olores "grasos " 0 " cereales" (Matsuda 1988).
Las piridinas dan aromas mas desagradables que las pirazinas y no han recibido

mucha atencién como sustancias aromaticas, debido a que en altas concentraciones

producen olores desagradables (Buttery 1977).
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6.3.2 Efecto de la altitud del cultivo de cafeto en la composicion de los

volatiles de café tostado y molido

De los 107 compuestos volatiles extraidos por SPME-HS, se escogieron los picos que

presentaran una abundancia mayor de 400000 y que se encontraron en cada una de las

muestras estudiadas; en cada compuesto, se determind si existia una relacion

funcional significativa entre su cantidad presente y la altitud del cultivo.

La relacion funcional de cada compuesto se presenta en la tabla 10. En general se

observa que 16 de los 23 compuestos seleccionados presentan un modelo que explica

su comportamiento con significancia estadistica menor del 5%.

Tabla 10. Compuestos con abundancia mayores de 400000 que varian con la altitud de

siembra del cultivo de cafeto.

Compuesto Familia Modelo estadistico | Significancia
2-Vinil-5-Metilfurano Furano Cuadratico 0.0163
Furfural Furano Cuadratico 0.0506
2-Furfurilformate Furano cuadratico 0.0275
2-Acetilfurano Furano Cuadratico 0.0080
Furfuril acetato Furano Cuadratico 0.0021
5-Metil-2-furfural Furano Cuadratico 0.0082
2-Furanometanol Furano Cuadratico 0.0442
Dihidro 2-Metil-3-furanona Furano Cuadratico 0.0004
Metil Pirazina Pirazina Ninguno
2,5-Dimetil-pirazina Pirazina Ninguno
2,6-Dimetil-pirazina Pirazina Ninguno
Etil-pirazina Pirazina Ninguno
Etil-6-metil pirazina pirazina Ninguno
2,3-Butanodiona Cetona Cuadratico 0.0729
2,3-Pentanodiona Cetona Cuadratico 0.0090
3-Hidroxi-2-butanona Cetona Cuadratica 0.0107
1-Hidroxi-2-propanona Cetona Lineal 0.0687
Acetoxiacetona Cetona Cuadratico 0.0088
Piridina Piridina Cuadratico 0.0159
Acido acético Acido Cuadratico 0.0497
Acido Propionico Acido Cuadratico 0.0111
2-Metil Butanal Aldehido Lineal 0.0025
3-Metil Butanal Aldehido Cuadratico 0.0727
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Unicamente dos compuestos, 2-metil butanal y 1-hidroxi-2-propanona, presentaron
un comportamiento lineal inversamente proporcional al aumento en la altitud del
cultivo. Para los demas compuestos se ajustd un modelo estadistico significativo del

tipo cuadrético.

6.3.2.1 Furanos.
En la figura 14 se observa el comportamiento del principal grupo de compuestos

heterociclicos aislados por SPME-HS. Este grupo de compuesto presentd un
comportamiento estadistico de tipo cuadratico igual para todos los diferentes
compuestos y estan presentes en altas concentraciones en café tostado, dando el sabor
amargo y aroma a quemado caracteristicos del café. Las muestras obtenidas en
altitudes bajas y altas, presentan la mayor formacion de estos compuestos, en tanto
que en altitudes intermedias la presencia de este tipo de moléculas es inferior en

concentracion. (Figura 14)

Este grupo de compuestos debido a su comportamiento podrian ser utilizados como
factor discriminante para determinar la procedencia del café por altitud.

Furfuril Acetato Dihidro-2-Metil-3-furanona
92000000 132000000
82000000 y = 297,08x2 - 867635x + 7E+08 . 122000000 A\ v =343x% - 1E+06x + 9E+08
RE = 0,9154 \ R? = 0,9581
=0,0021 / =
72000000 P 112000000 p 0'0004 ry
) / - .\ P
962000000 2102000000
&\ /‘/ < \ * /
52000000 N / / 92000000 \ /
N /
’\\\ . p / \‘ //‘
42000000 82000000
A * \_/
NS 4T -
32000000 T T T 72000000 T T T
1100 1300 1500 1700 1900 1100 1300 1500 1700 1900
Altitud del cultivo Altitud del cultivo

Figura 14 Comportamiento del Dihidro-2-metil-3-furanona y furfuril acetato con la
altura de siembra del cultivo.
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Estos compuestos son los responsables del olor a tostado y junto con compuestos
fenolicos y cafeina dan el gusto amargo del café; se producen por la degradacion
térmica de carbohidratos y otros polimeros relacionados segun estudios realizados por
Morttram (1995).

6.3.2.2 Pirazinas
Las pirazinas constituyeron el segundo grupo de compuestos heterociclicos aislados

por su concentracion. En general la dispersion de las concentraciones del compuesto
de acuerdo con la altitud del cultivo (figura 15), no permite obtener un modelo
estadistico confiable, lo que indica que esta familia de compuestos no pueden ser
utilizados como factor discriminantes en la determinacién del origen del café por
altitud de acuerdo a su aroma. A pesar de lo anterior es importante anotar que esta
familia de compuestos, present6 su mayor concentracion a 1350 metros de altitud, lo
cual permitiria identificar la muestra procedente de esta altura.

2,6-Dimetil pirazina

212000000

Metil Ir\ira7inr-|

192000000

hd

172000000

@ 152000000
[

pust
< 132000000

112000000

92000000
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1100

1300 1500 1700
Altitud del cultivo

1900

©52000000
<

82000000

72000000

62000000

©

42000000

32000000

22000000

1100

1300 1500 1700
Altitud del cultivo

1900

Figura 15 Comportamiento del 2,6-dimetil pirazina y metil pirazina con la altura de
siembra del cultivo.

Las pirazinas son una de las principales familias en la reaccion de Maillard,
generando un aroma ya sea amargo o dulce y con sustitucion alquilica contribuyen al
olor caracteristico del tostado, nuez y quemado (Shibamoto 1991, Dart 1985, Flament
1991).
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6.3.2.3  Cetonas
Al igual que en los furanos, las cetonas presentaron un comportamiento estadistico

cuadrético, al relacionar su presencia en concentracion y la altura del cultivo (figura
16).

1-Hidroxi-2-Propanona Acetoxiacetona
72000000 122000000
y =-30411x + 9E+07 ¢
62000000 hd R =0.4498 112000000 y =339.1x - 989899x + 8E+08 /
- - p = 0.0687 R =0.8493
p =0.0088
52000000 102000000

Area

.
3 Py
© 42000000 * 92000000
< \ /
. . .

32000000 82000000

*
72000000

22000000

* o
62000000

12000000 . . . . . . . J . .
1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 1100 1300 1500 1700 190

Altitud del cultivo Altitud del cultivo

Figura 16. Comportamiento del 3-hicroxiacetona y Acetoxiacetona con la altura de
siembra del cultivo.

Estos compuestos al igual que los aldehidos hacen parte de la llave del aroma del café
tostado y molido (Grosch 1999), en donde la 2,3-butanodiona, 2,3-pentanodiona, 2- y
3-metilbutanal son parte muy importantes en el aroma fresco del café tostado y

molido.

6.3.2.4  Aldehidos
Estos compuestos, dentro de los seleccionados por su presencia en mayor

concentracion ocuparon el dltimo lugar.

Al estudiar el comportamiento del 2-metil butanal figura 17 (a), se observa la relacion

que existe entre la concentracion y la altitud del cultivo, siendo inversamente
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proporcional y altamente significativa. En tanto que el otro compuesto de esta familia

3-metil butanal presentd una respuesta estadistica cuadratica.
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Figura 17. Comportamiento del 2-metil y 3-metil butanal con la altura de siembra del
cultivo de cafeto.

El uso de estos compuestos como factor discriminante para la determinacion del
origen del café por la altitud del cultivo y por su aroma, tiene un gran potencial,
sumado al hecho de que estos dos compuestos y otros carbonilos, relacionados
estructuralmente, han sido reportados como componentes “clasicos™ en el aroma del

café por autores como Gianturco (1964), Stoffelsma (1968) y Bondarovich (1967).

La relacion que existe entre las caracteristicas de la familia de los furanos, aldehidos
y cetonas, y su contribucion con el aroma ha sido tema de un nimero considerable de
investigaciones que tratan de establecer, a través de técnicas como CG/O
(cromatografia de gases / olfatometria), qué compuestos son méas potentes en el
umbral del aroma caracteristicos del café tostado y molido (Semmelroch, 1995).

Como se puede observar en las graficas 12-15, las alturas que tuvieron mayor
concentracion de los compuestos voléatiles de café tostado y molido, son a 1150 y
1850 los cuales aparentemente serian las que presentarian mejores cualidades

organolépticas.
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Los cafés colombianos de consumo interno, y tostados y molidos, exhiben un patron
composicional que concuerda, a grandes rasgos, con los reportados en la literatura;
aunqgue el aroma analizado incluye compuestos heterociclicos, arométicos aldehidos y
cetonas lineales volatiles no se puede afirmar que la calidad del café que
consumimos sea excelente. Pero si se detectaron compuestos de reconocido impacto
odorante, caracteristico del café ardbica colombiano reportado por Smmelroch
(1996).

Del analisis anterior se podria deducir que los compuestos de mayor abundancia
encontrados en los cafés provenientes de las diferentes alturas (tabla 10), presentan

diferencias cuantitativas.

6.4 ANALISIS DE LOS VOLATILES POR CG/MSD
Los andlisis realizados a través de CG/SM, se basaron en la obtencién de los

cromatogramas (corriente total ionica TIC) y los espectros de masas de los
componentes individuales, presentes en el espacio de cabeza, aislados de las
diferentes alturas de siembra del cultivo. El software del equipo (MSChemStation,
version B. 01

00), disefiado para adquirir, procesar almacenar, graficar y normalizar las sefiales,
como para comparar automaticamente los SM obtenidos con los almacenados en las
librerias (Wiley 275, Nist 98 y NBS75K), origind reportes de identificacion tentativa
para cado uno de los espectros, se considerd una identificacion confiable de la
molécula cuando el indice de coincidencia (match, probabilidad, grado de

coincidencia) reportado por el equipo superaba el 80%.

La reproducibilidad de las intensidades relativas de los iones en los MS reportados en

la tabla 11, se comprobd por medio de los coeficientes de variacion (CV), que
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fluctuaron entre 2.10% y 8.00%, para los espectros de masas caracteristicos los
compuestos heterociclicos, cetonas, aldehidos alifaticos y acidos carboxilicos. Los
resultados se encuentran dentro de las normas GLP, que indican que los valores
obtenidos para el mismo equipo no deben superar el 10% del coeficiente de variacion
(CV). (Gianturca 1964)

6.5 CORRELACION ENTRE LOS COMPUESTOS VOLATILES Y LA PRUEBA DE
TAZA RESPECTO A LA ALTITUD.

Los cafés provenientes de todas las alturas estudiadas presentan los mismos
compuestos volatiles extraidos, sin embargo se encuentran diferencias en cuanto a
concentracion de los compuestos extraidos. Tampoco se observa una relacion
directamente proporcional entre la calidad de taza y la altura de siembra del cultivo.
Pero el Panel de Catacion calificd las mejores tazas en cafés provenientes de las
alturas de 1650, 1150 y 1350 msnm y la de mas baja calidad al café proveniente de
una altura de 1850 msnm. Esto indicaria que la calidad del café estudiado no depende
del tipo de compuestos si no que esta mas relacionada con la concentracion de
algunas familias de compuestos, por ejemplo a 1650 msnm, la concentracion de
furanos, pirazinas y cetonas es méas baja que en el café proveniente de la altura de
1850 msnm, en la cual predomina como familias de compuestos los furanos,
destacandose el furfuril acetato. Sin embargo se debe tener en cuenta que los
compuestos estudiados fueron los que presentaron mayor concentracion, y que para
correlacionar el aroma en general se debe tener en cuenta todos los compuesto, de
aqui que es aconsejable de continuar con el estudio que estén en menor

concentracion.
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Tabla 11. Estudio de la reproducibilidad de las intensidades relativas (%) de los iones
caracteristicos de los espectros de masas de algunos compuesto volatiles de café.

lon, Intensidad relativa (n=6) S | wev

compuesto T
P m/z I,

57 100 100 100 100 100 100 1000 0,0 0,0

_ M 85 83 8 8 85 8 80 11 13
2-metil-butanal 58 73 73 74 74 74 73 735 05 07
43 12 11 12 12 11 12 11,7 05 44

86 10 10 10 10 10 10 10,0 00 00

79 100 100 100 100 100 100 100,0 0,0 0,0

. 52 54 54 54 54 54 53 538 04 0,8
Piridina 51 25 25 25 25 25 25 250 00 0,0
50 19 19 19 19 19 19 190 00 0,0

78 13 13 12 12 12 12 123 05 4,2

94 100 100 100 100 100 100 100.0 0.0 0.0
67 46 45 45 45 45 46 453 05 11

metil pirazina 53 13 12 12 12 12 12 122 04 34
42 8 8 8 8 8 9 82 04 50
95 7 7 7 7 7 7 70 00 00

98 100 100 100 100 100 100 1000 00 0.0
97 53 54 53 53 54 53 533 05 1.0
2 furanometanol 81 51 5. 51 51 52 51 512 04 08
M 40 40 40 40 40 40 400 00 0.0
53 35 35 3 36 3 36 355 05 15

43 100 100 100 100 100 100 100.0 0.0 0.0
45 95 95 96 95 95 94 95.0 0.6 0.7

Acido acético 60 79 79 79 80 79 79 792 04 05
o2 17 17 17 17 17 17 170 00 00
44 7 6 7 7 7 6 67 05 77

110 100 100 100 100 100 100 100.0 O0.0 0.0
109 88 88 88 89 88 89 883 05 0.6
53 41 40 40 40 40 41 403 05 1.3
81 10 10 10 10 10 10 100 0.0 0.0
51 11 11 11 11 11 11 11.0 0.0 0.0

5-metil-2-furano
carboxialdehido

43 100 100 100 100 100 100 100.0 O0.0 0.0
72 56 56 56 56 56 56 56.0 0.0 0.0
100 41 41 40 40 41 40 405 05 1.4
44 22 21 21 21 22 21 213 05 2.4
45 20 20 20 20 20 20 200 0.0 0.0

dihidro 2-metil-3-
furanona

108 100 100 100 100 100 100 1000 0.0 00
N _ 107 66 66 68 68 66 68 670 11 1.6
2-vinil-5-metil furano o3 14 14 14 16 16 16 150 11 7.3
79 19 19 19 19 19 19 190 00 00

65 20 20 20 20 20 19 198 04 21

I = Intensidad Relativa promedio; S = Desviacion estandar
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6.5.1 Espectros de masas.
El analisis CG/SM determiné que los volatiles de café tostado y molido obtenidos por

SPME-HS estan constituidos principalmente por compuestos heterociclicos como el
furano (2-furanocarboxaldehido, M+ en m/z 96; 2-furanometanol, M+ en 98), la
pirazina (metil pirazina, M+ en m/z 94;. 2,5-dimetilpirazina M+ en m/z 108), la
piridina (piridina M+ en m/z 79), el pirrol (1-metil 1H-pirrol M+ en m/z 81), entre
otros. También presento, acidos (acido acético M+ en m/z 60), aldehidos (2-metil

butanal M+ en m/z 86) y cetonas (2,3-pentanodiona M+ en m/z 100). (anexo 6).

6.5.1.1  MS de cetonas y aldehidos alifaticos.
En los volatiles de café tostado y molido (ver tabla 9), se identificaron cetonas y

aldehidos alifaticos de bajo peso molecular. Estudios realizados por investigadores
alemanes (Grosch, 1999) han comprobado que compuestos de este tipo,
especificamente el 2- y 3-metil butanal, son los responsables del aroma fresco y suave
del café.

2-metil butanal.

El espectro de masas del 2-metil butanal (figura 18) muestra el i6n molecular M* en
m/z 86 (10%). Las fragmentaciones caracteristicas de esta molécula corresponden a
escisiones en los enlaces C-H y C-C siguientes al atomo de oxigeno que resulta en el
pico M-1 y M-R; en los aldehidos Cas y superiores la escision de McLafferty del

enlace afy C-C ocurre para dar lugar a un pico en m/z 44, 58 o 72.
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Abundance
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Figura 18. Espectro de masas y patron de fragmentacion del 2-metil butanal

6.5.1.2  MS de compuestos heterociclicos.

Los espectros de masas de estos compuestos (furanos, pirazinas, piridinas, pirroles y
tiazoles) se caracterizan por iones moleculares de gran intensidad (40-100%); la

presencia de los heterodtomos en los anillos se confirma por la eliminacion de
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fragmentos del tipo RCO (para heterociclicos oxigenados) y RCNR (para

heterociclios nitrogenados).

2-Furanometanol.

En el espectro de masas del 2-furanometanol aparece el i6n molecular M* en m/z 98
(100%), que corresponde al pico base. La presencia del heteroatomo en el anillo se
corrobora por la pérdida de los fragmentos HCO y CO, después de la apertura del
ciclo, para formar iones en m/z 69 (M - HCO)* y en m/z 70 (m - CO)*, como se
ilustra en la figura 19. La eliminacion del grupo hidroxilo (-OH) del i6bn molecular
(M*), produce el fragmento (M - OH)* en m/z 81, que después sufre reordenamientos
con la eliminacién de los fragmentos CO (descarboxilacion) y CHO para dar lugar a

los inoes en m/z 53 'y m/z 52.
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Abundance
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Figura 19. Espectro de masas y patron de fragmentacion del 2-furanometanol.
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2,5 dimetil pirazina.
Al igual que el 2-furanometanol el i6n molecular en m/z 108 (100%) es el pico base,
que por eliminacion del CHs y CHs3CN da un pico a m/z 93, y m/z 67

respectivamente, lo que comprueba el nitrégeno en la estructura, como se aprecia en

la figura 20.

o L 48;\52\-’0 S= || 7= 7S !“ o= “J_._g‘

1 CHs | CoHiN

N CH, m/z 93

AN
L =
H,C N -CH,CN N+ -CHy CH N+
> 4°5 —_—

Figura 20. Espectro de masas y patron de fragmentacion del 2,5-dimetil pirazina

6.5.1.3 MS de los acidos carboxilicos.
El ion mas caracteristico de los acidos carboxilicos es m/z 60 debido al rearreglo de

McLafferty. En los &cidos de cadena corta, los picos a M-OH y M-COOH son muy

notables, representando la escision del enlace siguiente a C=0. En los acidos de
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cadena larga, el espectro consiste en dos series de picos que resultan de la escision de
cada enlace C-C con la retencion de la carga en el fragmento que contiene el oxigeno
(m/z 45, 59, 73, 87...) 0 en fragmento alquilo (m/z 29, 43, 57, 71, 85,...).

Acido propio6nico

En el espectro de masas del acido propionico, aparece el ion molecular M*™ en m/z 74
(100%), que es el pico base. La presencia del grupo -COOH es corroborada por la
pérdida del los fragmentos -OH y -CHs-CHz, para formar iones en m/z 57 (M-OH) y
en m/z 45 (M-CzHs) como se ilustra en la figura 21.

Scan 3211 (22.635 mird: VO TRMMIA7.D
s7

Zoooo

sooco aa

s=

az
| so va o

| so
ol - . : : ) > ; bt - - v : Ly ) : :

SO EG S8 A0 A2 g As A8 S0 52 Sa Se Sa 6o G2 6a 66 6 To T2 Al TS Fe
=

CH3;—CH,—CO" m/z57

=0

CH3+CH,+C+OH

Figura 21. Espectro de masas y patron de fragmentacion del &cido propioénico.
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6.5.1.4 MS de compuestos azufrados alifaticos.
En las diferentes alturas de siembra del café, los compuestos azufrados alifaticos, se

identificaron en todas las alturas pero en concentraciones muy pequefias. En recientes
estudios realizados (Shibamoto 1991, Dart 1985, Flament 1991), se ha comprobado
que este tipo de compuestos esta relacionado con la calidad del aroma del café
tostado y molido, y la presencia en particular del dimetil disulfuro incide

marcadamente sobre el aroma

Dimetil Disulfuro

En el espectro de masas del dimetil disulfuro aparece el iébn molecular M* en m/z 94
(100%), es el pico base. La contribucion del isétopo 34S al pico M + 2 (m/z 96) y
frecuentemente al pico de fragmento + 2 permite el rapido reconocimiento de los
compuestos que contienen azufre. Un pico caracteristico resulta de la escision de uno
de los enlaces C-S con el desplazamiento de un atomo de hidrégeno para formar el
fragmento RSSH, otros picos resultan de la escision entre el &tomo de azufre sin
rearreglo, y con rearreglos de uno o dos atomos de hidrégeno para dar RS*, RS*-1,
RS*-2. Como se observa en la figura 22.
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Abundance

Scan 1608 (11..379 min): VCTMML17.D

7000 as o
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3000/
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2000+
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= 45 S0 s5 60 es 70 75  so 85 90 95
nmvz——
-SH
-CH + -H A"t
3, CH,S,+ — CHS C,H.S*'s
— m/z 45
< +. m/z 79 4 m/z 95
N O , -
S -CH,S CH,S+ 348/5\ |
m/z 94 m/z 47
z z m/z 96

-SH ~ C,HS+
—_—

m/z 61

Figura 22. Espectro de masas y patron de fragmentacion del tiopropano.
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7 CONCLUSIONES

Se logro estandarizar las condiciones Optimas de la técnica GC/MS para la
microextraccion en fase sélida de los volatiles de café tostado y molido, asi como

para su separacion, identificacion y cuantificacion.

Los dos polimeros utilizados polidimetilsiloxano (polimero rojo) vy
divinilbenceno/polidimetilsiloxano (polimero azul), son apropiados para la
extraccion de los volatiles del café tostado y molido, pero el polimero azul

presenta una mayor concentracién de los compuestos extraidos.

Las dos columas utilizadas DB5 (semipolar) y DBWax (polar), son apropiadas
para la separacion de los compuestos volatiles. Sin embargo se seleccioné la
columna DBWax porque presenta mejor resolucion cromatografica con ambos

polimeros, el rojo y azul.
Con la técnica utilizada se identificaron 107 compuestos de café tostado y molido
en las muestras provenientes de todas las alturas estudiadas. La altura de siembra

del cultivo no influyé en la clase de compuestos encontrados.

La técnica aplicada permitio valorar el efecto de la altura en la concentracion de

23 compuestos volatiles del aroma del café tostado y molido, obteniéndose un
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modelo estadistico cuadratico en dicha relacion, que podria utilizarse como factor

de clasificacion del aroma con respecto a la altura del cultivo.

Con el modelo estadistico establecido se deduce que los cafés provenientes de
alturas intermedias (1450-1650 msnm) presentan menor concentracion de los
compuestos identificados, y los cafés provenientes de las mayores y menores
alturas (1750-1850 y 1150-1350), presentan mayor concentracion de estos. La
familia de las pirazinas no se acogio a este modelo.

La calidad de taza del café no esta relacionada directamente con la clase de
compuestos volatiles encontrados, pero se podria inferir la influencia de la

concentracion de algunos de los compuestos estudiados en la calidad del café.

Aln cuando no se encontré una relacién directamente proporcional entre la
calidad de taza y la altura de siembra del cultivo, el Panel de Catacién establecid
que la mejor calidad proviene de los cafés correspondientes a las alturas 1650,
1150 y 1350msnm y que la taza de mas baja calidad correspondié al café

proveniente de la altura de 1850 msnm.

Se encontr6 que la altura influye sobre unas de las propiedades mas importantes

del café como es su granulometria, aumentando en relacion directa con la altura.
De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, se puede concluir que no se

puede tener en cuenta Unicamente la altura en la evaluacién de la calidad de taza,

sino que se debe relacionar con otras variables.
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8 RECOMENDACIONES

Realizar un estudio de los compuestos volatiles menos concentrados hallados en esta
investigacion, para obtener un conocimiento mas profundo de la composicion
quimica de los compuestos volatiles del aroma de café, que sirva como marcadores

para cafés especiales.
Continuar con el estudio de la composicion de los volatiles del aroma del café tostado

en otras regiones con el objetivo de buscar un modelo matematico que clasifique el

café proveniente de diferentes altitudes de siembra.
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10 ANEXOS

ANEXO 1

Lotes experimentales situados entre las alturas de 1150 - 1850 msnm. De los cuales

se tomaron las muestras de café cereza maduro para los respectivos analisis

organolépticas, fisicos y cromatograficos.
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ANEXO 2

Distribucion de los tratamientos para la estandarizacion de la captura de volatiles de
café tostado y molido por la técnica de SPME.

Distribucién de tratamientos

Distr

para la columna DB5, polimero rojo

Distribucién de tratamientos

1TTOS

2TTO16

31 TO10

41TO7

sTTO9

61 TO19

71TO12

gTTO6

91 TO13

101 TO1

1TTO11

12TTO8

13T TO3

14T TO20

15T TO4

161 TO15

171 TO2

18T TO17

191 TO21

201 TO14

2TTO25

221TO18

2311024

2411022

2 TTO26

261 1027

27TTO23

1TTO8 2TTO21 | sTTO14 | 4sTTO24 | sTTO23 61 TO6
7TTO16 gTTO5 9T TO13 10T TO1 uTTO2 | »,TTO15
13TTO19 | 14TTO20 | 15TTO18 | 16TTO27 | 17TTO11 | 18sTTO7
19TTO12 | 0TTO10 | 1 TTO25 | 2, TTO9 2x3TTO4 | 4 TTO17
5T TO3 | 6TTO22 | »7TTO26

repeticion dos.

1TTO6 2TTO3 31 TO4 4T TO7 s1T0O1 61 TO9
71TO2 | gTTO23 | oTTOS 10T TO8 | uTTO27 | 12,TTO25
1311024 | 14TTO12 | 15sTTO22 | 16TTO19 | 17TTO26 | 18TTOL17
19T TO11 | 20TTO14 | nTTO18 | TTO15 | 23TTO20 | 24TTO13
2511021 | 56TTO10 | ,7TTO16
ibucion de tratamientos para la columna DB5, polimero azul y repeticion uno.
1TTO4 2TTO9 3TTO6 | 4TTO12 | sTTO20 | 6TTO3
71TO2 | gTTO21 | oTTO25 | 10TTO13 | uTTO27 | 12,TTO26
13TTOL | 4TTO15 | 15TTO23 | 16TTO8 | 17TTO7 | 18sTTO14
191 TO10 | 20TTO18 | 21 TTO19 | 2, TTO11 | ,3TTOL17 | 24TTO24
5T TOS5 | 26TTO22 | 27TTO16

para la columna DB5, polimero azul y repeticion dos.

Distribucion de tratamientos para la columna DBWax, polimero rojo y repeticion
uno.
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Distribucién de tratamientos

para la columna DBWax, polimero rojo y repeticion dos.
1TTO10 | ,TTO6 31 TO9 4TTO4 | sTTO15 | ¢TTO21
7TTO25 g1 TO2 9T TO3 101TO5 | uTTOL1 | 2,TTO18
13TTO14 | 4TTO23 | 15TTO12 | 16TTO16 | 17TTO27 | 1sTTO7
19TT024 | 2TTO13 | 1 TTOL11 | TTO22 | »TTO8 | 24TTO20
5T TOL17 | 26TTO19 | »7TTO26

Distribucion de tratamientos para la columna DBWax, polimero azul y repeticidn

uno.

Distribucién de tratamientos

1TTO22 2TTO7 31 TO25 | 4TTO13 sTTO1 61 TO10
7TTO11 g1 TO3 ol TO17 | 10TTO20 | 1 TTO12 | 1,TTO9
13TTO15 | 14TTO8 | 15TTO18 | 16TTO6 | 17TTO26 | 1sTTO19
191 TO2 20T TO5 | 1 TTO16 | 2TTO14 | 23TTO21 | 24TTO24
xwTTO23 | 26TTO4 | »,TTO27

1TTO16

21TO4

31 TO10

41TO8

s1TO9

61 1012

71TO25

g1 TO5

oI TO6

10T TO19

1TTO18

121 TO7

13TTO11

14TTO15

151 TO27

161 TO14

171 TO17

181 TO2

19TTO3

201 TO21

21TTO24

2TTO3

23TTO13

24 TTO20

25T T023

2611022

27TTO1

para la columna DBWax, polimero azul y repeticion dos.
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ANEXO 3

Resultado del analisis estadistico de superficie de respuesta para la columna DB5 y

los polimeros PDMS (polimero rojo) y PDMS/DVB (polimero azul) a diferentes

tiempos de adsorcion (TA) en un espacio de cabeza de aproximadamente de 3.5 mL.

TA 2 min.

TA 5 min,

2,486008 T~

10,33

area

3.30E+09

2.48E+08

| .B5E+08

§.25E+08

1,60

TA 10 min.

o
&

3.30E+08

Efecto del tiempo de adsorcion del polimero azul en la columna DB5
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res

1. 00E408

6.77€408

5536408 |

5. 00E+07

150

Efecto del tiempo de adsorcion del polimero rojo en la columna DB5

TA 2 min.

area

| .00E+08

6.77E408

3.63E408

3.00E407
1.50

1. 00Es09

6.77Ee08

585608 |

3.00E+07
.50

TA 10 min.

TA 5 min.

15.00
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ANEXO 4

tadistico de superficie de respuesta para la columna DB5 y

ISIS €S

Resultado del anal

los polimeros PDMS (polimero rojo) y PDMS/DVB (polimero azul) a diferentes
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D % min.

TD 2 min.

area
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ANEXO 5

Perfiles cromatograficos obtenidos con los polimeros PDMS (polimero rojo) y

PDMS/DVB (polimero azul) en las columnas DB5 y DBWax a las mismas

condiciones de trabajo.

Abundance

2500000

1500000

1000000

\

WL

TIC: VCTM041.D

L

\ s

MMM. L.

L L 5L e e s T
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

Time-->

volatiles de café tostado y molido extraidos por SPME usando el polimero azul y la

columna DB5
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Abundance

TIC: VCTMO13D

1000000

A A
\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\ \‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\

400 600 800 1000 12.00 14.00 16.00 1800 20.00 2200 24.00 26.00 2800
Time-->
volatiles de café tostado y molido extraidos por SPME usando el polimero rojo y la

columna DB5
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T
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I
15.00

volatiles de café tostado y molido extraidos por SPME usando el polimero azul y la

columna DBWax
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Abundance

TIC: VCTMOG67.D
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Time-->

Volétiles de café tostado y molido extraidos por SPME usando el polimero rojo y la

columna DBWax.
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ANEXO 6

Espectros de masas de los compuestos mas importantes de cada grupo de familia,

obtenidos con el polimero PDMS/DVB (polimero azul) en la columna DBWax.

Abundance

Scan 2995 (21.119 min): VCTMM17.D
96

O \‘ L p 1 ‘104 128
e e e e e e S e e e e e e
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

m/z-->
Abundance

#5028: 2-Furancarboxaldehyde (CAS) $$ Furfural $$ 2-Furald
96

29

1000 67
oL 1218 | | 451 e I 75en |
S N N | T

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

m/z-->
Espectro de masas del 2-furanocarboxilaldehido, parte superior, espectro de la

muestra, parte inferior, espectro teorico.
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Abundance

Scan 3708 (26.125 min): VCTMM17.D
98

8000
6000
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4000 4 53
69
2000
o I ‘HHGO 75 1,87 |l 109 122 137 152
\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\
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#5537: 2-Furanmethanol (CAS) $$ Furfuryl alcohol $$ Furfur
98
8000
41
6000 81
53
4000
27 69
2000
20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150
nmz-->

Espectro de masas del 2-furanometanol, parte superior, espectro de la muestra, parte

inferior, espectro tedrico
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Abundance
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2000
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#AT79: Pyrazine, methyl- (CAS) $$ Methylpyrazine $$ METHYL
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Espectro de masas del metil pirazina, parte superior, espectro de la muestra, parte

inferior, espectro tedrico.
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Scan 2462 (17.376 min): VCTMM17.D
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#9019: Pyrazine, 2,5-dimethyl- (CAS) $$ 2,5-Dimethylpyrazi
i1

m/z-->

Espectro de masas del 2,5-dimetil pirazina, parte superior, espectro de la muestra,

parte inferior, espectro tedrico
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Scan 1991 (14.068 min): VCTMM17.D
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#2168: pyridine
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Espectro de masas de la piridina, parte superior, espectro de la muestra, parte inferior,

espectro tedrico
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Abundance

Scan 1828 (12.924 min): VCTMM17.D
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#2296: 1H-Pyrrae, 1-methyl- (CAS) $$ 1-Methylpyrroe $$N
81

1000

m/z-->
Espectro de masas del 1-metil 1H-pirrol, parte superior, espectro de la muestra, parte

inferior, espectro tedrico
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Abundance

Scan 2876 (20.283 min): VCTMM17.D
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#675. ACETIC ACID

m/z-->
Espectro de masas del acido acético, parte superior, espectro de la muestra, parte

inferior, espectro tedrico
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Abundance

Scan 1051 (7.468 min): VCTMM17.D
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#3294: Butanal, 2-methyl- (CAS) $$ 2-Methylbutanal $$ ISOV
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m/z-->

Espectro de masas del 2-metil butanal, parte superior, espectro de la muestra, parte

inferior, espectro tedrico.
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Scan 1524 (10.789 min): VCTMM17.D
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#6530: 2,3-PENTANEDIONE

85

m/z-->

L
85

Espectros de masas del 2,3-pentanodiona: parte superior, espectro de la muestra, parte

inferior, espectro tedrico.
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