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RESUMEN

Fueron analizados por microextraccion en fase sélida ex-
tractos de café colombiano (Coffea arabica), obtenidos con
diéxido de carbono supercritico y recolectados sobre
propilenglicol. La optimizacion de las condiciones analiti-
cas se realizé a partir de un disefio de superficie de respues-
ta. Se evaluaron la temperatura y tiempo de extraccién, to-
mando como variable de respuesta el area cromatografica
total y nimero de picos cromatograficos. La temperatura'y
tiempo de extraccion resultaron significativas, mientras que
la interaccién entre estos dos factores resulté no ser signi-
ficativa para los modelos. Se seleccionaron 60 °C 'y 25 min
como temperatura y tiempo de extraccion 6ptimos para rea-
lizar latécnica de HS-SPME con fibras de PDMS/DVB.
Palabras clave: Coffea arabica, compuestos volatiles,
SPME, SFE, GC.

ABSTRACT

Solid phase microextraction of coffe extracts
obtained by supercritical carbon dioxide
extraction

Colombian coffee extracts (Coffea arabica) obtained with
supercritical carbon dioxide and collected on propyleneglycol
were analyzed by solid phase microextraction. The analytical
parameters were optimized by surface response design.
Temperature and extraction time were evaluated as factors,
whereas the total chromatographic area and the number of
chromatographic peaks were the response variables. The
temperature and extraction time were significant, while the
interaction between both factors were not significant for the
models. Extraction at 60°C for 25 was selected as the optimal
parameters for the HS-SPME analysis using a PDMS/DVB
fiber.

Key words: Coffea arabica, volatile compounds, SPME, SFE,
GC.

INTRODUCCION

El café es nativo de Etiopia, perteneciente a la familia
Rubiaceae. Solo tres de las 70 especies de café son
cultivadas: Coffea arabica, con 75 % de la produc-
cion mundial; C. canephora, cerca de 25 % y C.
liberica y otras con menos de 1 % (1).
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Las caracteristicas organolépticas y sensoriales del café
instantaneo han sido mejoradas por la adicion de ex-
tracto de café. En patentes recientes se describen mu-
chos métodos para mejorar la técnica de obtencién de
extractos, incluyendo el uso de fluidos supercriticos (2,
3). Sin embargo, muchas son secretos industriales y por
lo tanto no son de dominio publico. La extraccion con
fluidos supercriticos (SFE) puede ser una tecnologia
potencial para la obtencidn de extractos aromaticos de
café, debido a que no hay calentamiento excesivo. Por
lo tanto, se reduce considerablemente la formacion de
artefactos.
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El analisis sensorial, en extractos de café, se ha em-
pleado para comparar técnicas de extraccion tales como
alto vacio, extraccion con destilacion simultanea, SFE
y compresion, encontrdndose diferencias significativas
entre los métodos y proponiendo la técnica de alto va-
cio como la ideal para la obtencion de extractos repre-
sentativos (4). No obstante, también se ha empleado
cromatografia de gases para caracterizar y evaluar
extractos de café obtenidos por SFE, Sohxlet y
microextraccion en fase solida del espacio de cabeza
(HS-SPME) (5).

Latécnica de HS-SPME permite evaluar los compues-
tos volatiles de extractos obtenidos por SFE, es relati-
vamente rapida y econémica, y no requiere de equipos
robustos y complejos. En el analisis de bebidas de café
por HS-SPME, la fibra de PDMS/DVB obtuvo la me-
jor sensibilidad, en especial para moléculas como
guayacol, 4-etilguayacol y 4-vinilguayacol (6). Con ésta
también se ha logrado obtener mayor porcentaje de
recuperacion de areas para compuestos impacto in situ
de café molido (7).

La extraccion de compuestos volatiles se ve favoreci-
da por un aumento en la temperatura y tiempo de ex-
traccion. Los trabajos publicados sobre aroma de café
reportan la optimizacion de la temperatura y tiempo de
extraccion, pero ninguno considera la interaccién que
pueden llegar a presentar estos dos factores. El disefio
de superficie de respuesta es una herramienta estadis-
tica que nos permite evaluar y optimizar los factores al
igual que sus interacciones y proporciona una respues-
ta 6ptima (8-12).

El objetivo del trabajo fue establecer una metodologia
versatil, rapida y econdmica, basada en la
microextraccion en fase sélida, que permita evaluar
extractos de café colombiano obtenidos por SFE.

MATERIALES Y METODOS

Se empled una muestra comercial de café colombiano
en grano con grado de tostado medio, que fue molida
por 30 s en un molino de laboratorio hasta un tamafio
de particula de 0,42 a 0,50 mm.Se elaboraron extrac-
tos de café en un equipo de SFE a escala de laborato-
rio. Los extractos fueron recolectados sobre 1 mL de
propilenglicol, a partir de 4 g de café molido extraido a
21 MPay 70 °C con diéxido de carbono.

Para el andlisis por HS-SPME se pesaron 0,5 g del
extracto en un vial de 15 mL con tapa de rosca 'y mem-
brana de silicona (protegida con capa de teflon), se
adicionaron 0,8 g de NaCl (J.T. Baker, México) y 8 mL
de agua Milli-Q. La extraccion se hizo con una fibra de
PDMS/DVB. Se optimizaron la temperatura y tiempo
de extraccion, bajo agitacion constante (360 min?) y
20 min de pre-extraccion. La fibra fue desorbida
térmicamente en el puerto de inyeccion del GC por 4
min a 250 °C.

El analisis por GC se realiz6 en un equipo Hewlett-
Packard series 6890 acoplado a un detector selectivo
de masas HP 5973. La inyeccion se hizo a modo
splitless con un tiempo de 4 min. Se utilizé una colum-
na HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) y helio como
gas de arrastre a un flujo de 0,9 mL/min. El programa
de temperatura fue de 4 min a 50 °C, rampa hasta
250 °C con velocidad de 4 °C/min e isotérmico final
por 10 min. Los espectros de masas fueron adquiridos
por ionizacién electronicaa 70 eV en un rango m/z de 35
a 400 uma.

La Tabla 1 muestra que la optimizacién de la técnica
de HS-SPME se realizé por la técnica de superficie de
respuesta. En cada caso se definié un modelo cuadratico
con tres niveles para cada una de las variables (mode-
lo 3?). Las variables de respuesta fueron el logaritmo
en base 10 del area total del cromatogramay el nime-
ro total de picos cromatogréficos. Se utilizo el progra-
ma Design-Expert ver. 5.0.7 (STAT-EASE Inc., 1996,
Minneapolis, EE.UU.).

Tabla 1. Variables empleadas en el disefio de superficie de respuesta

Simbolo

Variable
independiente

Niveles codificados

-1 0 +1

X;  Temperatura (°C) 40 50 60

X,  Tiempo (min)

5 15 25
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RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 2 refleja que se seleccion6 un modelo factorial
32 (dos factores y tres niveles: temperatura (X ) y tiem-
po de extraccion (X,), que llevo 13 experimentos con
cinco réplicas en el centro del modelo. Se selecciond
una fibra PDMS/DVB pues estudios previos en el aro-
ma de café reportaron que tiene mejor sensibilidad (6)
y mejores porcentajes de recuperacion de areas para
compuestos de impacto (7, 13). Esta es una fibra que
se emplea para extraer compuestos medianamente
polares y de bajo peso molecular, caracteristicos del
aroma de café tostado. Se adicion6 sal comun para
incrementar la concentracion de los analitos en la fase
vapor (HS).

La reproducibilidad y sensibilidad de los compuestos
volatiles en el HS determinados por SPME esté
influenciada considerablemente por la presion de va-
por de los compuestos. A su vez, el tiempo y la tempe-
ratura de extraccion son dos de los factores que méas
afectan la presion de vapor y el equilibrio del sistema.
El rango de temperatura seleccionado para el disefio
de superficie de respuesta fue de 40 a 60 °C. Se fijo de
acuerdo a los resultados de la literatura (14, 15) donde
se encontrd un valor 6ptimo de 40 °C para café tosta-
do; otros estudios (16-18) reportaron un 6ptimo a 60 °C.

Sin embargo, se report6 que a 60 °C disminuyo el area
de los picos cromatogréficos (14). El rango de tiempo
se selecciond por dos razones fundamentales: () se ha
reportado una extraccion 6ptimaa 15 miny 60 °C (18).
Sin embargo, (I1) se ha encontrado que después de 5
min de extraccion a 60 °C, el area de los picos
cromatograficos disminuy6 considerablemente (14). El
tiempo de equilibrio seleccionado fue de 20 min.

La Fig. 1 muestra la superficie de respuesta para el di-
sefio evaluado. Se encontrd una respuesta maxima para
el log del &rea total a 9,589 (Fig. 1a) y 187 picos
cromatogréficos (Fig. 2b) en los rangos de: (1) 56 a 60 °C;
18 a 25 min, y (1) 53 a 60 °C; 16 a 25 min, respectiva-
mente. En estas zonas se obtuvieron valores con 95 % de
confianza para la funcién de conveniencia (desirability
function).

Al aumentar la temperatura y tiempo de extraccion (Fig.
1) se observa que la respuesta aumentd, debido a que
la presion de vapor de los analitos se incrementd y por
lo tanto su concentracion en el HS. Sin embargo, au-
mentar demasiado la temperatura desfavorece la ex-
traccion debido a que la adsorcion sobre la fibra es un
proceso exotérmico. No se estudié un tiempo de ex-
traccion mayor a 25 min, pues es practico que el tiempo
total (49 min) para efectuar la SPME sea menor que el
tiempo total de la corrida cromatogréfica (55 min).

Tabla 2. Optimizacion HS-SPME-GC

N° experimento X; X, Area total No. picos
(log10)

1 -1 -1 9,03 137

-1 0 9,36 169
3 0 O 9,39 169
4 0 +1 9,46 181
5 0 -1 9,12 154
6 0 O 9,33 153
7 -1 +1 9,35 170
8 0 O 9,39 172
9 +1 O 9,47 185
10 0 O 9,39 171
11 +1 -1 9,17 152
12 +1 +1 9,60 184
13 0 0 9,36 161

* Desviacion estandar de la respuesta.
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Area total (109;0)

Fig. 1. Superficie de respuesta para el efecto de temperatura y tiempo de extracciéon SPME. (a) area
total, (b) nimero de picos cromatograficos.
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La Tabla 3 presenta que el analisis de varianza para los
modelos de regresion cuadratica demuestra que el va-
lor del estadistico Fischer (F) del modelo fue mayor
que el valor F tedrico; por lo tanto se rechazd la hipéte-
sis nulay se concluy6 que los modelosy las diferencias
fueron significativas. La Tabla 3 refleja que la probabi-
lidad de (P) que los modelos cuadréaticos no expliquen
satisfactoriamente las interacciones de las variables es
muy bajo a un nivel de 0,05. No obstante, el modelo de
la Fig. 1a (respuesta: log,, del area total) fue mas sig-
nificativo que el de Fig. 1b (respuesta: nimero de picos
cromatogréficos), pues el valor de la P del primer mo-
delo fue menor respecto al segundo modelo.

A partir de las respuestas obtenidas para la optimizacion
de la SPME (Tabla 2) se obtuvo un modelo polinomial
de segundo orden:

Y =B, +BX +B,X, + Bn'xlz + Bzz'xz2 + B, XX,
donde, Y representa la respuesta de los modelos (log
area y nimero de picos cromatograficos), B, B,, B,,
B,,, B,, ¥ B,, son constantes y coeficientes de la re-
gresion del modelo, X, y X,, son las variables indepen-
dientes codificadas (Tabla 1).

El cuadrado del tiempo de extraccion (X,?), para el
modelo del &rea total (Fig. 1a), fue una variable signifi-
cativa que afecto la respuesta. La Tabla 4 muestra que
los valores negativos de X,? para los modelos indican
que una disminucion en el tiempo de extraccion au-
mentd la respuesta del modelo. Sin embargo, para el
modelo del nimero de picos cromatogréficos (Fig. 1b)
la variable resulté ser no significativa. Las variables
temperatura y tiempo de extraccion (X, y X,) dieron
significativas para los modelos de la Fig. 2. Un incre-
mento en la temperatura de la muestra aumento la con-
centracion de volatiles en el HS. No obstante, la SPME
involucra un proceso exotérmico y la extraccion de los
analitos decrece con el aumento de la temperatura. En
la Fig. 1 se aprecia un incremento en la respuesta, lo
que puede ser debido a un incremento en los compues-
tos menos volatiles en el HS que se puede compensar
por la disminucién en al adsorcién inducido por la alta
temperatura.

Tabla 3. ANOVA para el modelo cuadratico HS-SPME-GC

Sumade Grados de

Fuente de cuadrados libertad Valor F P>F
variacion Area No. Area No. Area No. Area No.
total picos total picos total picos total picos
Modelo 0,27 1871 5 5 55,64 5,15 < 0,0001 0,0267
Residuos
(error) 0,0069 509 - R R R
Error puro  0,0031 261 4 4 - - - -
Total 0,28 2380 12 12 - - - -
Tabla 4. Resultados del disefio de superficie de respuesta para HS-SPME-GC
Coeficiente Desviacion t t
) . t P
estimado estandar
Factor - - - -
Area No. Area No. Area No. Area No.
total picos total picos total picos total picos
Intercepto 9,37 167,76 0,013 354 - - - -
Xj-temperatura 0,085 7,50 0,013 348 6,64 2,15 0,0003 0,0682
Xo-tiempo 0,18 15,33 0,013 348 14,17 4,40 <0,0001 0,0031
X 0,025 2,84 0,019 513 1,31 0,55 0,2307 0,5965
X5’ -0,10 —6,66 0,019 513 -5,46 -1,30 0,0009 0,2357
X1-X2 0,026 -0,25 0,016 4,26 1,66 -0,059 0,1403 0,9549

*valor t de Student; ' probabilidad.
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Asumiendo los coeficientes significativos del modelo
de regresion multiple, se obtuvieron las siguientes
ecuaciones descodificadas:

Y, =9,26 - 0,020-X, + 0,036-X, — 1,031E-03-X,?
Y, = 167,76 + 7,50-X, + 15,33.X,

donde, Y, representa log, del area total y Y, el nimero
de picos cromatogréficos.

La Fig. 2 refleja que la precision del ajuste de los mo-
delos fue evaluada por la determinacion del coeficien-
te ajustado de determinacion R Para el log,  area to-
tal (Fig. 2a) se encontré que R? fue de 0,975y 0,786
para el nimero picos cromatograficos (Fig. 2b), lo que
indica que el modelo ajustado explica 98 'y 79 % de la
variabilidad en la respuesta, respectivamente. Por lo
tanto, el ajuste del log, , area total represento un mayor
ajuste estadisticamente significativo entre las respues-
tas predichas y experimentales, con respecto al nime-
ro picos cromatogréaficos.

La Tabla 5 presenta que los valores de t y F se em-
plearon para evaluar la linealidad (Fig. 2.). (1) El inter-
cepto de los modelos no fue diferente de cero con una
diferencia significativa de 0,05; (II) la pendiente eva-
luada demostro que fue significativamente diferente de
cero a un nivel de 0,05; (111) no hubo desvio significati-
vo de la linealidad entre los valores de las respuestas
predichas y obtenidas experimentalmente. Se compro-
b6 que la falta de ajuste fue no significativa y que el
modelo explica satisfactoriamente las interacciones sig-
nificativas entre temperatura y tiempo de extraccién
para SPME.

No se encontré una regresion significativa
(F egresion<F,) €ntre los valores predichos y experimen-
tales con una probabilidad P>0,05 (Fig. 2). Se demos-
tré que existe correlacion entre los valores predichos y
los obtenidos experimentalmente a un nivel de confian-
za de 0,05.

Lasuficiencia del modelo de regresion y las suposicio-
nes del mismo se estudiaron a partir de un analisis resi-
dual. Se pudo apreciar que los residuos no tuvieron re-
lacién con los valores predichos, pues no se observo
ninguna tendencia de los datos. En general, los mode-
los propuestos fueron adecuados y no existieron facto-
res no considerados. Ademas se pudo apreciar: (1) dis-
tribucion uniforme de todos los puntos; (I1) no hubo
ningun dato fuera del limite de advertencia; (111) no
hubo més de cuatro datos seguidos y (1) no hubo una
tendencia al aumento o disminucion de los residuos.
No existié ningln tipo de tendencia, por tanto, el error
es una variable aleatoria independiente y la respuesta
se puede explicar satisfactoriamente por los modelos
propuestos.

Se seleccionaron 60 °C y 25 min como temperatura y
tiempo de extraccion para realizar el andlisis por HS-
SPME con fibra de PDMS/DVB.

Tabla 5. ANOVA respuesta predicha en funcién de respuesta observada para HS-SPME-GC

Sumade Grados de
Fudegte cuadrados libertad Valor F Valor t
S Area No. Area No. Area No. Area No.
variacion . : . .
total picos total picos total picos total picos
Regresion 0,27 1470,94 1 1 0,003013 0,01789 106,46 10,97
Residual
(error) 0,0067 400,14 11 11 - - - -
Linealidad —-354,27 -32896959 7 7 -05714 -05707 0,5259 1,72%
- - - - - - 20,90 6,36 "
Error puro 354,28 328969,73 4 4 - - - -

¥ valor tintercepto ; 'valor t pendiente.
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9,20 -

Respuesta predicha/log, , area total

9,10 -

9,00I|||||
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Respuesta experimental/log, , area total

Respuesta predicha/N° de picos

130|||||
130 140 150 160 170 180 190

Respuesta experimental/N° de picos

Fig. 2. Respuesta predicha en funcién de la respuesta obtenida experimentalmente para evaluar la
linealidad por ANOVA. (a) area total, (b) nUmero de picos cromatograficos.
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