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Autenticacio de cafes mitjancant metodes de GC-MS i quimiometria.
Aplicacio a la deteccio i quantificacio de mostres de cafe adulterades
Coffee authentication using GC-MS and chemometric methods.
Application to the detection and quantitation of adulterated coffee
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Resum: En les Ultimes décades, tenint en compte la complexitat de la cadena alimentaria, I'adulteracio dels aliments va en augment
i dona lloc a casos de fraus alimentaris. Es per aixo que la determinacio de I'autenticitat dels aliments és una gliestio molt impor-
tant en el control de qualitat i en la sequretat dels aliments, i emergeix d'aquesta manera com un assumpte de gran interés pels
consumidors, la industria alimentaria, les autoritats reguladores i la comunitat cientifica en general. En aquest camp, les begudes
son productes alimentaris facilment adulterables a través de practiques com la suplementacié amb sabors i aromes o I'addicio de
substancies no especificades per augmentar-ne el volum, entre altres practiques. En aquest context, I'estudi desenvolupat en aquest
treball es basa en la deteccio de fraus en una de les begudes més populars del mon: el cafe, un producte facilment manipulable.
S'han realitzat estudis metabolomics dels compostos volatils en mostres de cafés (normals i adulterats) de diferents espécies (arabi-
ca, robusta, mescla arabica-robusta), mitjangant la cromatografia de gasos (amb columna polar) acoblada a I'espectrometria de
masses (GC-MS) i en combinacio amb els métodes quimiométrics d'analisi discriminant de minims quadrats parcials (PLS-DA)

i de regressio de minims quadrats parcials (PLS), per fer-ne la classificacio, caracteritzacio i autenticacio. Els compostos volatils
de les mostres s'han obtingut directament a partir del café solid fent Us d'una microextraccid en fase solida d'espai de cap
(HS-SPME). Les empremtes obtingudes (fingerprinting) han estat bons descriptors quimics per a la classificacio de les diferents
mostres de cafeé mitjancant el métode quimiometric de PLS-DA. A més, s'ha realitzat un estudi de café adulterat fent ts del PLS,
basat en café arabica adulterat amb café robusta, que ha demostrat la bona capacitat de la metodologia proposada per a la detec-
cio i quantificacio de nivells d"adulterant fins al 15% amb errors de calibratge i prediccio per sota de I'1% i el 6%, respectivament.

Paraules clau: Empremta per GC-MS, analisi no dirigida, café, autenticacio alimentaria.

Abstract: Food adulteration has been increasing in recent decades as a result of the complexity of the food chain, leading to
cases of food fraud. It is for this reason that the verification of the authenticity of food is very important in quality control
and food safety in addition to being an issue of great interest to consumers, the food industry, requlatory authorities and the
scientific community in general. In this field, beverages are food products which are easily adulterated by such methods as
supplementation with flavors and aromas or the addition of unspecified substances to increase their volume, among other prac-
tices. The study presented in this paper was based on the detection of frauds in one of the world’s most popular drinks, coffee,
which is an easily manipulated product. Metabolomic studies of volatile compounds in coffee samples (normal and adulter-
ated) of different species (Arabica, Robusta, Arabica-Robusta mixture) were performed using gas chromatography (with polar
column) coupled to mass spectrometry (GC-MS) and in combination with the chemometric methods partial least squares-
discriminant analysis (PLS-DA) and partial least squares (PLS) regression, for classification, characterization and authentication.
The volatile compounds in the samples were obtained directly from the solid coffee using headspace-solid phase microextrac-
tion (HS-SPME). The fingerprints obtained were good chemical descriptors for the classification of different coffee samples
using the PLS-DA chemometric method. In addition, a study of adulterated coffee was performed using PLS, based on Arabica
coffee adulterated with Robusta coffee, which demonstrated the good ability of the proposed methodology for the detection
and quantification of adulterant levels up to 15%, with calibration and prediction errors under 1% and 6%, respectively.
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Introduccio

a qualitat dels productes naturals és un tema de
gran interes per als fabricants d'aliments, els in-
vestigadors, els governs i la societat en general.

Els productes alimentaris son mescles molt

complexes constituides per una gran varietat

de compostos naturals, a més de les substancies
procedents dels seus tractaments o inclus dels seus envasos,
la qual cosa fa que la qualitat d'aquests productes sigui im-
portant tant en I'ambit nutricional com en el de la seguretat
alimentaria.

El control de qualitat dels aliments té com a objectiu protegir
el consumidor i garantir que tots els productes alimentaris
durant la seva produccié, emmagatzemament, processament
i distribucio siguin saludables i aptes per al consum huma,
compleixin amb els requisits de sequretat i qualitat i s'eti-
quetin objectivament d'acord amb les disposicions de la le-
gislacio.

Tenint en compte la complexitat de la cadena alimentaria i la
participacio de diversos factors tant en la produccié com en el
consum d'aliments, les practiques de manipulacié i adultera-
cio dels aliments estan augmentant i donen lloc a casos de
fraus alimentaris realitzats per productors d'aliments, fabri-
cants, distribuidors o minoristes amb la finalitat d'aconseguir
un guany economic de manera rapida i senzilla.

En aquest sector, el frau es defineix com una forma d'engany
conscient sobre la qualitat d'un producte alimentari amb
anim de lucre, i es defineix I'adulteracio com la substitucio
parcial d'aliments de certa qualitat per altres de semblants
pero de menor qualitat i preu.

L'adulteracio i la manipulaci6 d'aliments per enganyar els
consumidors finals és illegal a tot el mon i no només té
consequiéncies economiques, sind que també comporta
problemes de salut importants a la poblacid, ja que només
el manipulador de I'aliment sap com aquest ha estat modifi-
cat i és, per tant, I'inic amb la informacio, perd no necessa-
riament I'experiéncia, per avaluar si aquesta manipulacio
planteja algun risc toxicologic o higiénic per al comprador

o el consumidor, sobretot quan s'agreguen substancies pro-

..60 hibides al producte.

Per aquesta rad, garantir I'autenticitat dels aliments és un
tema molt important en el control de la qualitati en la sequ-
retat alimentaria, ja que es tracta d'un criteri de qualitat i se-
guretat per als mateixos aliments [1-4].

En aquest camp, les begudes son productes alimentaris que es
poden adulterar molt facilment mitjancant practiques que in-
clouen I'etiquetatge incorrecte, la suplementacié amb sabors
o aromes, i I'addicio de substancies no especificades per aug-
mentar-ne el volum, entre altres practiques. Les begudes amb
taxes d'adulteracio més elevades son: sucs de fruites, cafeé, te,
vi i altres begudes alcoholiques [4]. L'estudi desenvolupat en
aquest treball se centra en el camp de la deteccié de fraus

en una beguda molt popular i facilment adulterable: el cafe.

El café és una infusié de grans molts i torrats de la planta del
cafe, amb un gust i una aroma caracteristics. El café és una de
les begqudes més populars a tot el mon i és consumida per mi-
lions de persones cada dia, fins al punt que ocupa la segona
posicio dels productes basics més comercialitzats. La planta
del café es classifica com a Coffea i pertany a la familia Ru-
biaceae, amb més de setanta varietats, tot i que la majoria del
café consumit és produit per les espécies Coffea arabica (va-
rietat arabica) i Coffea canephora (varietat robusta). La varie-
tat arabica és la més apreciada pels consumidors i fins i tot
considerada millor que la varietat robusta per les seves altes
propietats sensorials. Per aquest motiu, el café arabica sol te-
nir un preu més elevat en el mercat internacional [5, 6].

El café és conegut com un estimulant, propietat associada
principalment a alcaloides com la cafeina, a la qual s'han
atribuit durant anys els efectes beneficiosos del cafe. Actual-
ment, se sap que aquest producte també conté un gran nom-
bre de substancies bioactives que contribueixen a fer encara
més valuoses les seves propietats, dotant-lo d'una important
activitat antioxidant, reconeguda pels seus efectes benefi-
ciosos per a la salut. Es per aixo que el café esta classificat
com a beguda funcional, ja que alguns estudis relacionen la
seva ingesta amb la disminucié del desenvolupament d'algu-
nes malalties greus com ara la diabetis tipus Il la cirrosi he-
patica, el cancer i algunes malalties cardiovasculars. El café
€s ric en substancies antioxidants com els acids fenolics i
polifenols (hi son especialment abundants els acids ellagic,
cafeic i clorogénic). El contingut d'aquestes substancies i, en
conseqiiéncia, les caracteristiques antioxidants del cafe po-
den variar en funcio de factors com la varietat, I'origen, el



grau de torrefaccio i les condicions climatiques, entre altres
[5-7].

Aquest treball se centra en la tematica de la deteccié de fraus.
S'ha desenvolupat un métode no dirigit de cromatografia de
gasos amb deteccio per espectrometria de masses (GC-MS,
gas chromatography coupled to mass spectrometry) per tal
d'aconsequir la caracteritzacio, classificacio i autenticacio de
diferents mostres de café segons la varietat (arabica/robusta).
Les empremtes obtingudes per GC-MS s'han utilitzat com a
descriptors d'informacié quimica per abordar la caracteritza-
Cio i classificacio dels cafés analitzats emprant métodes qui-
miometrics: analisi discriminant de minims quadrats parcials
(PLS-DA, partial least squares-discriminant analysis) i de re-
gressio de minims quadrats parcials (PLS, partial least squares).

Materials i métodes

Instrumentacio

Les empremtes cromatografiques es van obtenir amb un ins-
trument de GC-MS d'Agilent Technologies (Santa Clara, Cali-
fornia, EUA) equipat amb un detector selectiu de masses
quadrupolar (model 5977A) i un cromatograf de gasos
(model 7890B) també d'Agilent. Per a la separacio croma-
tografica es va fer us d'una columna polar UF-WAX ms

(60m x 0,25 mm x 0,25 um de gruix de la fase estacionaria)
d'Agilent i heli com a gas portador inert. La temperatura es va
mantenir inicialment a 40 °C durant 2 min, després es va elevar
a 200 °C a 3 °C/min fins al minut 60; a continuacio es va
augmentar fins a 250 °C a 10 °C/min fins al minut 70, i, final-
ment, es va mantenir a 250 °C durant 5 min. Es va fer us d'una
font d'ionitzacid electronica (El, electron ionization) a 70 eV.

Les temperatures de la font i del quadrupol van ser 230 °C i
150 °C, respectivament. Les dades es van adquirir en mode
d'escombratge continu (full scan) (m/z: 50-650).

Mostres i tractament de mostra

Es van analitzar un total de cinquanta-quatre mostres de di-
ferents espécies de café disponibles comercialment (arabica,
mescla arabica-robusta i robusta). El tractament de la mostra
consistia en una microextraccié en fase solida d'espai de cap
(HS-SPME, headspace-solid phase microextraction) fent
servir una fibra de divinilbenze/carboxen/polidimetilsiloxa
(DVB/CAR/PDMS) (Supelco, Merck KgaA, Darmstadt, Alema-
nya). No es va realitzar cap preparacio abans de la realitzacio
de la microextraccio; per tant, es treballava directament a
partir del cafeé solid. Es va fer us de vials de 20 mL que conte-
nien 0,5 g de mostra. La temperatura d'equilibri de la mostra
erade 50 °Ci el temps d'agitacio emprat va ser de 10 min. Se-
guidament, els volatils extrets de la mostra eren introduits en
el cromatograf mitjancant la desorcio de la fibra a 250 °C du-
rant un minut.

També es van utilitzar mostres per a estudis d'adulteracio. El
cas d'adulteracio proposat va ser I'adulteracié de cafe arabica
amb café robusta. Amb aquest proposit es van preparar dos
conjunts de mostres: un grup per al calibratge (per construir
el model de PLS) i un altre de prediccio (per validar el model),
amb diferents percentatges d'adulteracio tal com es descriu a
la figura 1.

El conjunt de calibratge incloia nivells d'adulteracié del 20 %,
4000, 60% i 80 %, aixi com el 100% de cafeés purs de cada
classe, i el conjunt de validacio incloia nivells d'adulteracio

Cafe

80% X
20%Y

60 % X

0,
100% 40%Y

X85%
Y15%

X75%
Y25%

X50%
Y 50%

40% X
60% Y
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20% X
80% Y 100 %é MODEL
X25% X15% ]
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Ficura 1. Esquema dels diferents percentatges d'adulteracio emprats per construir el model i la prediccio en

I'estudi d'adulteracid de café, on la X representa el percentatge de café (café arabica) i la Y representa el

percentatge d'adulterant (café robusta). Elaboracio propia.
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del 15%, 25%, 50%, 75% i 85%. Cada nivell d'adulteracio
(vegeu la figura 1) es va preparar per triplicat i es van obtenir
un total de trenta-tres mostres per a I'estudi. En altres treballs
s'han utilitzat amb éxit dissenys de calibratge similars per
predir quantitats d'adulteracio [8]. Els nivells d'aquest disseny
es van triar perqué fossin realistes des del punt de vista de
l'autenticacio, ja que percentatges d'adulterants alts solen ser
d'interes en practiques fraudulentes per obtenir beneficis eco-
nomics més grans.

Analisi de dades

Després de preparar les mostres, van ser analitzades aleato-
riament amb el métode de GC-MS proposat. Les dades de les
empremtes resultants es van utilitzar com a descriptors qui-
mics de les mostres per tal de construir les diferents matrius
que van ser sotmeses a I'analisi discriminant de minims qua-
drats parcials (PLS-DA) i a la regressié de minims quadrats
parcials (PLS) fent us del programa quimiomeétric SOLO 8.6
d'Eigenvector Research (Manson, Washington, EUA, vegeu
http.//www.eigenvector.com/software/solo.htm). Els detalls
dels antecedents teorics d'aquestes metodologies estadisti-
ques s'aborden en altres treballs [9]. Indistintament del méto-
de quimiometric emprat, les matrius de dades X consistien en
les empremtes cromatografiques adquirides pel métode
GC-MS. En canvi, les matrius de dades Y definien cada classe
de mostra al PLS-DA, mentre que al PLS definien el percentat-
ge d'adulteracié. Les empremtes obtingudes instrumental-
ment van ser sotmeses a un pretractament de dades d'autoes-
calat automatic per tal de donar el mateix pes a cadascuna de
les variables suprimint les diferéncies de magnitud i amplitud
en les seves escales. El nombre més adequat de variables la-
tents (LV), en PLS-DA i PLS, es va establir considerant el primer
punt minim significatiu de I'error de validacié encreuada (CV,
cross-validation).

Resultats

Métode no dirigit per GC-MS

L'objectiu principal d'aquest treball era aconseguir una em-
premta per GC-MS per a la classificacid i autenticacié de
mostres de cafe. En aquest sentit, es va optimitzar el metode
cromatografic per tal d'obtenir empremtes per GC-MS riques

en compostos volatils. La separacié cromatografica es va por-
tar a terme fent us d'una columna polar UF-WAX ms, i utilit-
zant heli com a gas portador.

Es van seleccionar les condicions de temperatura optimes del
metode tenint en compte els senyals detectats per a cada tipus
de mostra i el temps total d'analisi. En total, es van analitzar
cinquanta-quatre mostres de café disponibles comercialment
amb el metode proposat. En els cromatogrames d'ions totals
obtinguts van ser destacables les diferéncies entre les mostres
analitzades tant pel que fa al nombre de compostos detectats
com a les seves intensitats, i es van observar també importants
diferéncies pel que fa als temps de retencid dels compostos.

A més, com que les empremtes obtingudes eren reproduibles
entre mostres pertanyents a la mateixa classe de caf¢, aques-
tes empremtes van ser proposades i avaluades com a descrip-
tors quimics per abordar la classificacio i autenticacio de les
mostres mitjancant métodes quimiometrics multivariants.

Classificacio de mostres mitjancant PLS-DA

Es van utilitzar empremtes cromatografiques obtingudes per
GC-MS per abordar la classificacio del café mitjangant I'us de
PLS-DA. En aquest cas, la classificacio es va abordar en funcié
de la varietat de café (arabica, robusta i mescla arabica-ro-
busta). La figura 2 representa el millor grafic de PLS-DA de
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Ficura 2. Grafic obtingut mitjancant PLS-DA de scores 3D per classificar les mostres
de café analitzades en funcid de la seva varietat (arabica, robusta, mescla arabica-
robusta) creat amb el software SOLO Eigenvector i editat per la Universitat de
Barcelona. Elaboraci6 propia.
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scores (LV1 vs. LV2 vs. LV3) obtingut per a les mostres de café
analitzades per a la classificacio segons la seva varietat.

Pel que fa a la distribucié de les mostres en funcié de la varie-
tat del cafe, les empremtes obtingudes semblen ser bons des-
criptors per abordar la classificacid de les diferents mostres
analitzades, ja que s'obté un bon agrupament entre els cafes
de la mateixa varietat. Com es pot veure a la figura 2, les va-
riables latents responsables d'aquesta discriminacio entre
mostres son LV1, LV2 i LV3. Les mostres 100% robusta estan
perfectament agrupades i separades de les altres mostres a la
zona esquerra del grafic. A continuacio, es distribueixen mos-
tres 100% arabica a la zona dreta del grafic, mentre que les
mostres de barreja arabica-robusta es troben situades entre-
mig dels altres dos grups. Aquests resultats demostren que les
empremtes obtingudes per GC-MS després d'una extraccio
mitjancant HS-SPME es poden proposar com a bons descrip-
tors quimics per abordar la caracteritzacio i classificacio de
mostres de café segons la varietat de cafe.

Quantificacio de café adulterat amb PLS

Es va avaluar la capacitat de les empremtes obtingudes pel
metode proposat per quantificar I'extensié de les adultera-
cions del cafe utilitzant el meétode quimiometric de PLS. Amb

aquesta finalitat, es va abordar el cas de I'adulteracio de café
arabica amb café robusta. Tal com es descriu a la figura 1, hi
havia dos conjunts independents de mostres, un per al cali-
bratge i un per a la validacio. La figura 3 mostra la distribucio
de tots els nivells d'adulteracid, tant pel que fa als conjunts de
calibratge com de validacid, a I'espai de LV1 vs. LV2, aixi com
el model de calibratge multivariant PLS obtingut per al café
arabica adulterat amb café robusta. La distribucio d'aquestes
mostres en LV1 i LV2 depén tant de les caracteristiques cro-
matografiques de les empremtes obtingudes (compostos vola-
tils detectats) com de les concentracions d'adulterant.

Com es pot veure en el model de PLS-DA obtingut, segons el
contingut de café robusta (adulterant en aquest estudi), les
mostres de café 1000% pur tendeixen a situar-se a les zones
oposades del grafic de scores respecte a LV1; aixi, les mostres
adulterades es distribueixen d'esquerra a dreta segons I'aug-
ment del nivell d'adulteracié del café robusta. El nombre op-
tim de LV deduit de la validacié encreuada va ser de 4.

Com es pot observar, en general, es van obtenir també bons
resultats quan es va emprar el calibratge multivariant PLS per
a la quantificacio dels nivells d'adulterants en el café i es va
obtenir una R?d'1 i uns coeficients de calibratge i prediccio
de 0,06% i 5,16 %, respectivament, que mostren el bon rendi-
ment de la metodologia proposada.
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Ficura 3.

Grafic obtingut mitjancant PLS-DA de scores de LV1 vs. LV2 dels conjunts de calibratge i

validacio utilitzats, i model de PLS per a la quantificacio de café arabica adulterat amb café robusta
creat amb el software SOLO Eigenvector i editat per la Universitat de Barcelona. El model es va crear

amb quatre variables latents. Elaboracid propia.
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Conclusions

En el present treball, s'ha desenvolupat un metode que per-
met obtenir empremtes d'HS-SPME-GC-MS que proporcionen
descriptors quimics de les mostres adequats per a la carac-
teritzacio, classificacid i autenticacio de mostres de cafe se-
gons l'espécie (arabicalrobusta).

L'analisi quimiomeétrica per PLS-DA utilitzant les empremtes
HS-SPME-GC-MS de café obtingudes, va mostrar bones capa-
citats de discriminacié entre les diferents varietats de cafe i
va fer possible una discriminacio perfecta entre les mostres
arabica, robusta i les corresponents a mescles arabica-
robusta.

La capacitat de la metodologia proposada per detectar i
quantificar els fraus del café (fins a un 15% de nivell d'adul-
terant) mitjancant el calibratge multivariant PLS es va ava-
luar estudiant un cas de cafe arabica adulterat amb cafe ro-
busta. Es van obtenir errors de calibratge i de prediccié molt
acceptables, amb valors més baixos de I'1 9% i del 6%, res-
pectivament.

En conclusio, la metodologia analitica no dirigida HS-SPME-
GC-MS proposada en combinacié amb métodes quimiome-
trics €s una bona estrateégia per tal d'autenticar el café i de
detectar i quantificar fraus en aquest producte, pel que fa a
les espécies de cafe utilitzades.
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