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CAPITULO I: MONOGRAFIA

EFECTO DE DISTINTAS TECNICAS DE ADICION DE OXIGENO
SOBRE LA COMPOSICION QUIMICA DE VINOS DEL CV.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

El vino y su composicion

El vino es una solucion hidroalcoholica acida que contiene diversos compuestos, tales
como, azucares, acidos organicos, polifenoles, compuestos aromaticos, minerales y
polisacaridos, los cuales provienen del fruto, el proceso de vinificacion y de la guarda o
crianza (Moreno y Peinado, 2012a). Los compuestos fendlicos y polisacaridicos presentes
en el fruto juegan un rol muy importante en las caracteristicas del vino (Guadalupe et al.,
2007). Durante la vinificacion estos se transforman e interactian, otorgando diversas
caracteristicas de estructura, color y propiedades sensoriales del vino, las cuales resultan
benéficas para el producto final (Ojeda, 2007).

Polisacaridos

Los polisacaridos son azUcares estructurales, que provienen de la pared celular de bayas
y levaduras fermentativas. Los polisacaridos se clasifican segin su composiciéon y
estructura, destacando los polisacaridos pépticos neutros (arabinogalactanos),
polisacaridos pépticos 4&cidos (homogalacturanos y rhamnogalacturonanos) vy
manoproteinas (Ayestaran et al., 2004). Estos compuestos producen una mejora en la
percepcion organoléptica del vino, generando un mayor cuerpo y volumen en boca, lo
cual contribuye a una disminucion del amargor y astringencia, estabilizacion y aumento
de la intensidad colorante, y una mejora en el perfil aromatico. Estas propiedades serian
provocadas por la interaccion de estos compuestos con los polifenoles (Pefia-Neira, 2003;
Guadalupe et al., 2007).

Fenoles

Estos compuestos son metabolitos secundarios que provienen del fruto (piel, pulpa y
semilla), sintetizados con el fin de aportar en la proteccién y dispersion de la planta. Se
clasifican en flavonoides y no flavonoides. Entre los no flavonoides, se encuentran los
acidos fenolicos (benzoicos y cinamicos), los cuales son principalmente precursores de
algunos fenoles volatiles. Por otro lado entre los flavonoides estan los flavonoles y
flavononoles los cuales aportan al color de los vinos tintos con coloraciones amarillas.
Ademas, dentro de esta familia se encuentran los flavanoles (proantocianidinas o taninos
condensados) los cuales aportan a la astringencia, amargor y los antocianos que son
responsables del color del vino tinto (Moreno y Peinado, 2012b).

El oxigeno en la enologia: funciones y aplicaciones

Desde hace décadas, los vinos han sido sometidos a crianza en madera de roble, lo que
generaria cambios organolépticos favorables en los vinos. Estos cambios y alteraciones
son producto de distintos fendmenos que se producen por la porosidad de la madera
(Oberholster et al., 2014; Pérez-Magarifio et al., 2008).

Durante la crianza en barrica, compuestos volatiles y no volatiles son extraidos desde la
madera. Asimismo, el oxigeno que es capaz de atravesar por los poros de la madera,



genera distintos efectos organolépticos en el vino (Nevares y Del Alamo, 2008; Pérez-
Magarifio et al., 2008). En la actualidad, la técnica de micro-oxigenacion (MOX),
representa una técnica alternativa al uso de barricas, la cual consiste en adicionar
exogenamente cantidades de oxigeno que emulan las cantidades que se entregan durante
la crianza en barricas. Por otro lado, la nano-oxigenacion (NOX), permite controlar los
aportes oxigeno en todas las etapas de la elaboracién del vino, pudiendo dosificar
cantidades de oxigeno menores a la entregadas con MOX (Paetzold, 2012). Ambas
técnicas, adicionan al vino cantidades de oxigeno reducidas, controladas y continuas,
durante el tiempo y el momento que se estime conveniente (Parish et al., 2000).

El oxigeno disuelto en el vino tiene influencia sobre la composicion fendlica, lo cual
afectard las caracteristicas sensoriales y quimicas del vino, tales como el color,
astringencia, amargor y aroma (Pérez-Magarifio et al., 2007). Especificamente, se ha
observado que la presencia de cantidades reducidas de oxigeno en el vino generan
estabilizacion del color, disminucion de la astringencia, desaparicion de aromas vegetales
y una mayor intensidad aromatica, mayor complejidad, cuerpo y volumen en boca (Lesica
y Kosmerl, 2009).

Diversos estudios han demostrado que el oxigeno genera reacciones de oxidacion,
condensacion y polimerizacion entre distintos compuestos presentes en el vino y también
participa en la produccion de etanal, a partir de la oxidacién del etanol (Pérez-Magarifio
et al., 2007). Estas reacciones determinan la formacion de nuevos pigmentos y
compuestos poliméricos que pueden estabilizar el color, lo que se deberia a la accién del
etanal, el cual actuaria como puente para la polimerizacién de distintos compuestos
fenolicos, principalmente monoméricos (Sartini et al., 2007). Dentro de estas reacciones,
se han descrito uniones entre taninos con taninos, antocianos con taninos, antocianos con
antocianos y polisacaridos con fenoles (Cano-Lépez et al., 2009). Si bien es cierto que se
producen cambios en el vino, el grado de estos cambios depende de diversos factores,
como la variedad del cultivar, composicion quimica del vino, manejos culturales durante
la vinificacién, momento de aplicacion, dosis y duracion del oxigeno (Cejudo-Bastante
etal., 2011a).

Por otro lado, el oxigeno juega un rol importante en aspectos microbioldgicos durante la
fermentacion y crianza (Pérez-Magarifio et al., 2007). Durante las primeras fases de la
vinificacion, los microorganismos fermentativos requieren de oxigeno, con el fin de
generar la poblacion deseada de levaduras que llevaran a cabo la fermentacion y eliminar
aromas a reduccion que potencialmente se podrian formar durante la vinificacion (Lesica
y Kosmerl, 2009).

A pesar de los efectos positivos del oxigeno en el vino, dosis excesivas pueden ser
perjudicial para las caracteristicas quimicas y organolépticas del vino. Los efectos
negativos del oxigeno dependeran de factores como la cantidad, duracion y momento del
exceso de oxigeno. Dentro de los principales problemas se encuentran las reacciones de
oxidacion desmedidas que dan origen a un producto de menor vida Gtil y también a la
proliferacion de microorganismos no deseados como las bacterias acéticas que provocan
la picadura acética (Paul, 2002; du Toit et al., 2006).



La técnica de MOX

Definicion y Caracteristicas

La MOX es una técnica de adicion de oxigeno desarrollada en Madiran (Francia), en
1991, con el objetivo de recrear en condiciones aceleradas, la oxigenacion producida
durante la crianza del vino en barrica (Cejudo-Bastante et al., 2012). Esta técnica es
aplicada en tanques de acero inoxidable, en los cuales se aplican pequefas, continuas y
controladas dosis de oxigeno con el objetivo de generar los efectos positivos producidos
por el oxigeno y evitar fendmenos de oxidacion que provocan deterioros en la calidad del
producto. El oxigeno aplicado es consumido durante las reacciones quimicas que
confieren al vino cambios en su composicion quimica, fisica y sensorial (Gomez-Plaza y
Cano-Lo6pez, 2010; Lesica y Kosmerl, 2009; Parish et al., 2000). La aplicacion del
oxigeno se produce desde una membrana porosa ubicada en el fondo del tanque, y puede
ser realizada en dosis entre 0,75 a 75 mL L™ mes™ (Pérez-Magarifio et al., 2007). Asi, a
través de esta membrana difunden las burbujas de oxigeno hacia el vino (Lesica y
Kosmerl, 2009). El efecto y éxito de las aplicaciones de MOX, dependen de diversos
factores, los cuales estan directamente relacionados con el vino a tratar.

El rol de la composicion del vino en la MOX

Devatine et al. (2007) determinaron que el principal factor de importancia al momento de
aplicar MOX, es la composicion inicial del vino, ya que de esta dependera la capacidad
de consumir oxigeno y generar las reacciones deseadas en él. Esta capacidad esta
relacionada directamente con la concentracion y composicion fendlica, ya que son los
principales consumidores del oxigeno disuelto en el vino. Es por dicha razén, que vinos
con gran composicion y concentracion fendlica, presentan cambios favorables al
aplicarles MOX, debido a la mayor proporcion de fenoles libres (Cano-L6pez et al., 2008;
du Toit, 2007).

Del mismo modo Cano-Lopez et al. (2008), observaron que el efecto de la MOX depende
de la composicion de cada vino. En general observaron que se produjo un alto porcentaje
de pigmentos nuevos, derivados de vinos con gran complejidad fendlica, los cuales son
mas estables debido a su resistencia a cambios de pH y a la decoloracién producida por
el anhidrido sulfuroso (Escribano-Bailén et al., 2001). Estos vinos presentaron un
significativo aumento en la intensidad de color, debido al aumento de compuestos rojos
y azules, y en la estabilidad de color, de forma similar a los vinos con crianza en barrica,
lo que concuerda con lo observado por Sartini et al. (2007) y Cano-L06pez et al. (2009).
En tanto, que vinos con menor composicion y concentracion fendlica presentaron un
menor efecto por parte de la micro-oxigenacién y también un efecto negativo debido a
una sobre oxigenacion por su pobre composicion.

Por otra parte, la aplicacion de MOX durante la fermentacion en vinos que presentan
crianza con lias, provocaron una mayor concentracion de polisacaridos, generando mayor
estabilidad de color, mantencion de la intensidad de color y menor oxidacion de
compuestos como el acido caftarico y fenoles, debido a su accion de coloide protector,
absorbiendo el oxigeno presente, lo cual impide la oxidacion de estos compuestos (Sartini
et al., 2007).

Por otro lado, se ha observado que vinos con alta presencia de polisacaridos presentaron



una mayor riqueza de compuestos rojos y violetas, y también una mayor concentracion
de taninos condensados y antocianos (Pérez-Magarifio et al., 2007). Asimismo otros
estudios realizados han determinado que los polisacaridos pueden disminuir la percepcion
de la astringencia y amargor, debido a la interaccion con antocianos y taninos, que
provocan una disminucion del contenido total de proantocianidinas. Dicha interaccion
inhibe la precipitacion de estos polifenoles, generando entre otros efectos, una mayor
estabilidad coloidal, mayor balance, persistencia y mayor volumen y cuerpo en boca
(Barrio-Galan et al., 2015). Asimismo se ha visto una disminucion del contenido
polisacaridico, por oxidacion, debido a su afinidad con el oxigeno y su accion de coloide
protector de otros compuestos (Duan y Kasper, 2010).

El rol del momento de aplicacion de MOX

El oxigeno a través de esta técnica puede ser aplicado durante diferentes etapas de la
vinificacion, lo cual, esta determinado por el objetivo de dicha adicidn. Asi, la aplicacion
previo fermentacion malolactica optimiza los resultados, generando una mejor estructura
del vino y mayor estabilidad del color, en parte debido a la presencia de los fenoles en
sus formas monomeéricas y la baja concentracion de anhidrido sulfuroso principalmente
(Llaudy et al., 2006; Nel, 2001; Cano-Ldpez et al., 2008; Cano-Lo6pez et al., 2007). En
tanto, los menores resultados son obtenidos posterior a fermentacion malolactica ya que
el vino se encuentra con cantidades de anhidrido sulfuroso altas, por lo cual, el oxigeno
aplicado reaccionara con éste y no con los fenoles (Gémez-Plaza y Cano-Lépez, 2010).
Para obtener una mayor poblacion de levaduras fermentativas, la micro-oxigenacion debe
ser aplicada en los primeros momentos de la vinificacion, durante el inicio de la
fermentacion alcohdlica (Cejudo-Bastante et al., 2012).

Durante las aplicaciones post fermentacion malolactica, se debe tener especial cuidado
en las dosis de oxigeno, debido a que se puede generar un exceso de etanal, debido a la
oxidacion del etanol, que se mantendr4, alterando las caracteristicas organolépticas del
vino. Sin embargo, una acumulacién de etanal por la aplicacion previo a fermentacién
malolactica puede ser consumida por bacterias lacticas (Osborne et al., 2000).

Una estrategia comun es la aplicacion previo y post fermentacion maloléctica, siendo
previo a fermentacion malolactica en dosis altas (75 mL L™ mes™), por un corto tiempo,
que se detienen al momento de iniciar la fermentacion malolactica. En tanto que las
aplicaciones post fermentacion malolactica se realizan en dosis menores (5 mL L™ mes’
1, pero por periodos mas prolongados (Cano-Ldpez et al., 2008; du Toit, 2007; Theron,
2007). Una técnica comun para alargar las aplicaciones en el periodo de mayor
efectividad (previo a fermentacion malolactica) y sin la cobertura del anhidrido sulfuroso,
es la aplicacion de lisozimas, lo cual retrasa dicha fermentacion.

El rol del anhidrido sulfuroso en la MOX

La disminucién de los efectos positivos del oxigeno en presencia de anhidrido sulfuroso
se deben principalmente a que este es un antioxidante que interfiere, uniéndose al etanal
y radicales del oxigeno en forma de bisulfito, lo cual provoca la disminucién de las
reacciones (de interés) de condensacion y polimerizacion de los distintos fenoles,
impidiendo la formacion de compuestos poliméricos. Sin embargo, segin Danilewicz
(2008), para que la micro-oxigenacion sea efectiva, se requiere anhidrido sulfuroso en
dosis bajas (no mayores a 25 ppm de anhidrido sulfuroso libre), para que de esta forma
no se produzcan reacciones de oxidacion no deseadas, como la oxidacion de fenoles,
generando una disminucion en su concentracion, y que a su vez permita la suficiente



oxidacion del etanol para producir acetaldehido. Asimismo, Paul (2002) report6 que la
aplicacion de MOX en presencia de anhidrido sulfuroso tiene mayor similitud a la
oxigenacion que se produce en barrica.

Los resultados de Tao et al. (2007) muestran que el anhidrido sulfuroso actGa como
moderador de la interaccion entre el oxigeno y los fenoles. También observaron que
aplicaciones de oxigeno posterior a la adicion de anhidrido sulfuroso requieren de mas
tiempo y son menos efectivas. Ademés, también midieron el efecto del anhidrido
sulfuroso sobre el desarrollo de los polifenoles con y sin la presencia de oxigeno. El grado
de polimerizacion y formacién de compuesto estables, observado en el tratamiento sin
anhidrido sulfuroso aumento, en tanto que en presencia de anhidrido sulfuroso se redujo
el grado de polimerizaciéon, y la formacion de compuestos estables se vio suprimida y
demorada. Sin embargo, el no uso de este antioxidante y antiséptico puede, en
determinada condiciones permitir el crecimiento de micro-organismos no deseados, por
lo cual el uso de éste se hace casi indispensable.

El rol de la temperatura en la MOX

Otro factor que determina el efecto de la MOX aplicada es la temperatura, ya que la
solubilidad de los gases es mayor a menores temperaturas. Es por dicha razon que la
temperatura del vino al cual se aplica el oxigeno posee un importante papel en las
reacciones de oxidacion, condensacion y polimerizacion de compuestos. Si la temperatura
es muy alta, la solubilidad del gas en el liquido seré pobre, y tendré una alta reactividad,
permitiendo la oxidacién no deseada de distintos compuestos. Debido a lo anterior, Nel
(2001), recomienda una temperatura del vino de 15°C para la aplicacién de oxigeno
mediante MOX.

El rol de la dosis en la MOX

La dosis es un factor de importancia, la cual depende del objetivo de la aplicacion, del
momento de aplicacién y la composicién del vino, particularmente de la composicion
fendlica, la cual varia segun la variedad, el vifiedo y las afiadas (Pérez-Magarifio et al.,
2008; Paul, 2002). Las dosis necesarias para generar una maduracion acelerada del vino,
son mayores a las necesarias para eliminar aromas a reduccion (Gémez-Plaza y Cano-
Lopez, 2010). Por otra parte, la MOX debe aplicarse en dosis en las cuales no produzca
efectos negativos, tales como la reduccion de las cualidades sensoriales del producto,
debido a la oxidacién de aldehidos y fenoles por exceso de oxigeno disuelto en el vino
(Lesica y Kosmerl, 2009; du Toit et al., 2006).

Principales efectos de la MOX

Diversos estudios han observado que la presencia de oxigeno en el vino provoco, la
oxidacion del etanol en etanal, compuesto que juega un importante rol en las reacciones
de condensacién, polimerizacion y unién de distintos compuestos. Asi, el etanal favorecio
la union entre fenoles monoméricos (flavanoles y antocianos), dando origen a moléculas
poliméricas de taninos, antocianos y también de taninos con antocianos (Gomez-Plaza y
Cano-Lopez, 2010; Lesica y Kosmerl, 2009). Dicho efecto reduce el numero de
flavanoles y antocianos libres y monoméricos, aumentando la cantidad de antocianos
poliméricos, los cuales son coloreados al pH del vino, estables en el tiempo, presentan
una mayor coloracion e intensidad colorante y también mayor resistencia a la
decoloracion por anhidrido sulfuroso, las variaciones de pH y a las reacciones oxidativas,
lo cual conlleva a una mayor estabilidad de color. Sin embargo, también se puede generar
una menor copigmentacién debido a la menor presencia de fenoles monomeéricos, siendo



la copigmentacion la interacciones de los antocianos entre si y también con otros
compuestos del vino, especialmente compuestos fendlicos, los cuales pueden aumentar
aun mas su expresion de color, ocurrida principalmente durante la primera etapa de la
vinificacion (Gonzalez-Manzano et al., 2008; Lesica y Kosmerl, 2009; Gémez-Plaza y
Cano-Lopez, 2010; Castellari et al., 2000). Sin embargo, paralelamente a la reduccion de
la copigmentacién, ocurrida durante la etapa de crianza del vino, esta asociado un
aumento de los pigmentos poliméricos, siendo éstos favorecidos por la presencia
acetaldehido, y de polimeros de taninos y antocianos (Cejudo-Bastante et al., 2012;
Escribano-Bailon et al., 2001)).

En cuanto al aspecto sensorial, la MOX provoco una reduccion del amargor y de la
astringencia de hasta un 35%, debido a que la formacion de polimeros fue mayor,
reduciendo la concentracion de flavanoles monomeros, los cuales son especialmente
amargos Yy astringentes (Llaudy et al., 2006; Cejudo-Bastante et al., 2011b; Vidal y
Aagaard, 2008).

La técnica de NOX

Definicion y Caracteristicas

La NOX es una técnica desarrollada para permitir controlar los aportes de oxigeno en
todas las etapas de elaboracién del vino, pudiendo adicionar cantidades de oxigeno de
nanogramos por mL de vino en depdsitos donde se produce la vinificacion. A diferencia
de la MOX, esta técnica posee un paso previo a la aplicacién de oxigeno, consistente en
la aplicacion de un gas inerte, como el nitrogeno, el cual provoca un desplazamiento del
oxigeno presente en el vino por arrastre, para asi obtener un ambiente anaerobico. Luego
de esto, se realizan las aplicaciones de oxigeno de manera esporadicas, en forma de
pulsos, en minimas dosis (Paetzold, 2012), siendo recomendable que los estanques posean
una altura menor a 8 metros y que la aplicacion sea realizada a una temperatura entre 15
a 20°C. La aplicacion de la NOX es realizada a través de una capsula porosa, la cual es
capaz de difundir al medio vinico nano burbujas de oxigeno, las cuales se unen a
compuestos aromaticos reductores en su ascenso, favoreciendo la matriz de compuestos
aromaticos deseables en el vino. Las principales dosis utilizadas en cada inyeccién varian
entre 20 a 35 ng mL™, seglin sea el momento de aplicacion, la condicion del vino vy el
resultado esperado (Paetzold, 2012). Por otro lado, esta técnica es utilizada durante la
crianza de vinos en cubas de grandes volimenes, principalmente para mejorar las
metodologias de crianza que actualmente se utilizan, la cuales suelen ser reductivas u
oxidativas, pudiendo generar problemas, deteriorando la calidad del vino.

El rol del momento de aplicacion de NOX

Esta técnica puede ser utilizada y aplicada en distintos momentos. La aplicacion durante
la fermentacion alcohdlica tiene como objetivo eliminar compuestos reductores, potenciar
la matriz aromatica y fendlica del vino, y mantener el potencial de 6xido-reduccion para
favorecer y mantener condiciones organolépticas optimas (Paetzold, 2012).

Los resultados mas 6ptimos de esta técnica se han descrito al finalizar la fermentacion
alcohdlica y comienzo de la crianza en cubas (Paetzold, 2012). Sensorialmente, se ha
observado que la NOX otorga al vino una mayor redondez, armonia, suavidad y expresion
aromatica, resaltando la frutuosidad, a través de complejas reacciones en las cuales



participan distintos compuestos presentes en el vino con el oxigeno afiadido (Paetzold,
2012).

Principales efectos de la NOX

Los compuestos aromaticos reductores son compuestos volatiles azufrados, formados por
falta de oxigeno durante la elaboracion (Moreno y Peinado, 2012a). Estos desagradables
aromas son evitados a través de diversos mecanismos y acciones enoldgicas que permiten
oxigenar el vino. Es por dicha razon que la NOX evita su negativa presencia, fomentando
la matriz aromética varietal y evitando la oxidacion de estos compuestos. Asimismo, se
ha reportado que los vinos tratados con NOX, presentan una desaparicion de aromas
reductivos, mayor apertura y expresion aromatica varietal. Ademas, los vinos
presentarian taninos de mayor estructura, persistencia y menos astringentes, obteniendo
finalmente vinos més finos y elegantes, en un periodo de crianza méas breve al necesario
en la crianza tradicional en barricas (Paetzold, 2012). Sin embargo, Araya (2016) observo
un aumento del amargor y la astringencia, asociado a un aumento de la fraccion de taninos
polimerizados y una disminucion del contenido polisacaridico total, obteniendo un vino
de mayor volumen y cuerpo en boca. En cuanto al aspecto olfativo, aprecié un aumento
en los aromas a frutos rojos.

Planteamiento del problema

Actualmente, el uso de barricas en la vinificacion representa un alto costo en la
produccion de vino. Las técnicas de MOX y NOX, corresponden a dos herramientas de
gran importancia en la industria vitivinicola, ya que representan métodos alternativos para
la crianza del vino en cubas de acero inoxidable complementado con la adicion de
distintos formatos de madera. Si bien ambas tecnologias permiten la adicion de pequefias
cantidades de oxigeno, la NOX es una técnica que permite conocer con exactitud el
contenido de oxigeno en el vino, y entregar una burbuja de menor tamafio, permitiendo
que éste sea utilizado por completo evitando pérdidas o adiciones excesivas.
Probablemente, éste comportamiento generara efectos diferenciales en la composicion
fendlicay polisacaridica de los vinos. Méas aln, la NOX, puede potenciar la disponibilidad
de polifenoles y polisacaridos.

A pesar que se ha observado que la técnica de MOX tiene efectos relevantes sobre la
porcién polifendlica del vino, la NOX ha sido poco estudiada, contando solo con escasa
informacidén entregada por el proveedor. Méas auln, escasa informacidn existe acerca de
los efectos de ambas técnicas sobre las fracciones polisacéridicas y contenidos fendlicos,
quienes estan relacionadas estrechamente con las propiedades organolépticas del vino.
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CAPITULO II: ARTICULO CIENTIFICO

EFECTO DE DISTINTAS TECNICAS DE ADICION DE OXIGENO
SOBRE LA COMPOSICION QUIMICA DE VINOS DEL CV.
CABERNET SAUVIGNON
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RESUMEN

La micro-oxigenacion es una técnica que consiste en la adicién de cantidades
controladas de oxigeno, en tanto que la nano-oxigenacion es una técnica que permite
controlar los aportes de oxigeno en las etapas de elaboracion, con el fin de provocar
cambios quimicos, fisicos y sensoriales en el vino. Actualmente, la micro-
oxigenacion es ampliamente utilizada en conjunto con piezas de roble, para generar
una crianza acelerada del vino. Sin embargo, no existe informacion cientifica de nano-
oxigenacion y para el caso de micro-oxigenacion existe limitada informacion del
efecto sobre la composicion quimica de vinos chilenos cv. Cabernet Sauvignon.

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de micro-oxigenaciéon y nano-
oxigenacion, sobre las variables enoldgicas generales, la composicion fendlica y
polisacaridica de vinos cv. Cabernet Sauvignon. Para ello, se aplicd separadamente
micro-oxigenacion y nano-oxigenacion a un vino, el cual fue contrarrestado con un
vino control (sin adicion de oxigeno). Los vinos fueron analizados mediante técnicas
espectrofotométricas (fenoles, taninos y antocianos totales, CIEL*a*b* y porcentaje
de pigmentos poliméricos) y de HPLC-DAD (perfil antocianico y fraccionamiento
polisacaridico).

Se observé que los vinos con micro-oxigenacion presentaron menores contenidos de
fenoles, taninos y antocianos totales en comparacion con los vinos con nano-
oxigenacion. Ademaés, se aprecid que ambas técnicas aumentan los pigmentos
poliméricos. En cuanto al contenido polisacaridico, los vinos con micro-oxigenacion
provocé la menor concentracion en todas las fracciones analizadas, mientras que la
nano-oxigenacion no presentd diferencias con el vino control.

Palabras claves

Composicion fendlica, micro-oxigenacion, nano-oxigenacion, polisacaridos.
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ABSTRACT

Micro-oxygenation is a technique that involve the addition of controlled amount of
oxygen, and nano-oxygenation is a technique that allows to control the contributions of
oxygen in the stages of elaboration, to cause chemical, physical and sensory changes in
the wine. Currently, micro-oxygenation technique is widely used along with oak pieces
to generate an acceleration in the aging of the wine. However, there is not scientific
information on nano-oxygenation, and for micro-oxygenation there is limited information
about the effect on the chemical composition of Chilean wine cv. Cabernet Sauvignon.

The aim of this study was to determine the effect of micro-oxygenation and nano-
oxygenation in oenological variables, phenolic and polysaccharide composition of wines
cv. Cabernet Sauvignon. To do this, micro-oxygenation and nano-oxygenation were
applied separately to a wine cv. Cabernet Sauvignon, which were compared with a control
wine (without oxygen addition). The wines were analyzed by spectrophotometric
techniques (phenols, tannins and total anthocyanins, CIEL*a*b* and percentage of
polymeric pigments) and HPLC-DAD (anthocyanin profile and polysaccharide
fractionation) were performed.

This study concluded that wine with micro-oxygenation presented lower contents of total
phenols and tannins than the nano-oxygenation wine. In addition, it was possible to see
that both techniques increase polymeric pigments. In terms of the polysaccharide content,
micro-oxygenation produces the lowest concentration in all analyzed fractions,
meanwhile the nano-oxygenation did not present differences with the control wine.

Keywords

Micro-oxygenation, nano-oxygenation, phenolic composition, polysaccharides.



16

INTRODUCCION

El vino es una compleja solucion hidroalcoholica, la cual esta conformada por un gran
namero de compuestos, que provienen del fruto, el proceso de vinificacion y de la guarda
(Moreno y Peinado, 2012a). Dentro de los compuestos que afectan mayoritariamente las
caracteristicas del vino, se destacan los polifenoles y polisacéridos (Ojeda, 2007).

Los polisacaridos son azucares estructurales, que provienen de la pared celular de las
bayas y levadura fermentativas. Estos compuestos se clasifican segin su composicién y
estructura en polisacaridos pépticos neutros, polisacaridos pépticos acidos y
manoproteinas (Ayestaran et al., 2004). Se ha reportado que los polisacaridos pueden
influenciar la percepcion organoléptica del vino, generando mayor cuerpo y volumen en
boca, disminucion del amargor y astringencia, y aumentando la intensidad colorante,
entre otros. Estos efectos serian provocados gracias a la interaccion de polisacaridos con
los polifenoles (Pefia-Neira, 2003; Guadalupe et al., 2007).

Por otra parte, los polifenoles son metabolitos secundarios que provienen de las distintas
estructuras del fruto, teniendo un importante rol, influyendo o modificando las
caracteristicas del fruto y el vino. Segun su estructura, éstos compuestos se clasifican en
flavonoides y no flavonoides. Entre los no flavonoides, se encuentran los &cidos fenolicos
y estilbenos. Por otra parte los flavonoides, que se encuentran en mayor concentracion en
el fruto, se dividen mayoritariamente en flavonoles, flavononoles y flavanoles. Los
flavonoles y flavononoles aportan al color del vino, con coloraciones amarillas, en tanto
que los flavanoles aportan a la astringencia y amargor. Los antocianos corresponden a los
compuestos responsables del color del vino tinto (Moreno y Peinado, 2012b).

El vino desde hace décadas ha sido sometidos a la crianza en madera de roble en distintos
formatos, ya sea en barricas de diverso volumen, o en fudres, con el fin de promover la
calidad de éste, a través de la ocurrencia de distintos fenémenos que generan cambios en
el aspecto microbiolégico, organoléptico, quimico y también fisico. Dichos cambios y
alteraciones se producen gracias a la porosidad de la madera, la cual permite el ingreso
de pequefas cantidades de oxigeno al interior de esta, interactuando con la matriz vinica
(Oberholster et al., 2014; Pérez-Magarifio et al., 2008; Nevares y Del Alamo, 2008). Sin
embargo, la ocurrencia de dichos fendmenos y cambios, se produce luego de prolongados
periodos de crianza, por lo cual se han desarrollado nuevas tecnologias de uso enoldgico
que permiten la adicion de oxigeno al vino, en dosis reducidas, controladas y continuas
en depdsitos de acero inoxidable, con el objetivo de acelerar dichos procesos y poder
obtener el producto final en un menor tiempo (Paetzol, 2012; Cejudo-Bastante et al.,
2012). Dichas tecnologias son conocidas como micro-oxigenacion (MOX) y nano-
oxigenacion (NOX).

La MOX, es una técnica que permite la adicion de oxigeno en dosis de mL L™ mes?, las
cuales pueden ser aplicadas en los distintos momentos de la vinificacion. Dentro de los
principales efectos descritos en aplicaciones post fermentacion malolactica, se han
observado vinos con un menor contenido de fenoles, taninos, antocianos y polisacaridos
totales, debido al aumento en la polimerizacion fendlica, la interaccion entre fenoles y
polisacaridos y también a la oxidacion de estos compuestos. También, se ha descrito que
la aplicacion de esta técnica genera vinos con un contenido de fenoles poliméricos mayor,
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formando nuevas moléculas de mayor complejidad, provocando en ocasiones mayor
intensidad y estabilidad de color, asociados a un aumento de los pigmentos poliméricos
(Sartini et al., 2007, Cano-Lopez et al., 2007 y Escribano-Bailon et al., 2001). Sin
embargo, otros autores han descrito que la aplicacion de MOX genera vinos con un menor
nivel de copigmentacion e intensidad de color, debido al menor nimero de fenoles
monoméricos (Gonzélez-Manzano et al., 2008; Lesica y Kosmerl, 2009; Castellari et al.,
2000). En cuanto al perfil sensorial, los vinos tratados con MOX, presentan una
disminucion del amargor y astringencia (Llaudy et al., 2006; Cejudo-Bastante et al.,
2011b).

Por otra parte, la NOX, es una técnica que permite la adicion de oxigeno en dosis de
ng mL™* mes?y conlleva la aplicacion de un gas inerte que desplaza el oxigeno presente,
para luego realizar la aplicacion de oxigeno en un ambiente anaerébico. Araya (2016),
observd que vinos tratados con NOX, no presentaban una disminucion del contenido de
taninos totales, sin embargo presentaban mayor contenido de taninos polimerizados,
relacionados a un menor contenido de taninos monoméricos. De manera similar, también
observo una disminucion del contenido total de polisacaridos, luego del tratamiento.
Asimismo, Araya (2016) detect6é un aumento del volumen y cuerpo en boca, asociado a
una mayor astringencia y amargor, y olfativamente hubo un aumento de aromas a frutos
rojos y una disminucion de aromas vegetales.

Hoy en dia, existe un creciente interés mundial en el estudio de los efectos de ambas
tecnologias sobre la composicion quimica del vino. Sin embargo la escasa informacién
nacional existente respecto al efecto que tienen estas técnicas sobre la composicion
fenolica y mas aun polisacaridica del vino, es que ha motivado la realizacion de este
trabajo de investigacion.
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HIPOTESIS

Un vino con adicién de oxigeno mediante micro-oxigenacion presenta una menor
concentracion de polifenoles, polisacaridos y valores de intensidad colorante, asi como
mayores valores de pigmentos poliméricos que un vino enriquecido con oxigeno
mediante nano-oxigenacion.

OBJETIVO

Determinar el efecto de las técnicas de adicion de oxigeno (micro-oxigenacion y nano-
oxigenacion), sobre la composicién quimica en vinos del cv. Cabernet Sauvignon.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del experimento

El trabajo de investigacion se realizé en las dependencias de la Vifia Cousifio-Macul
ubicada en la localidad de Buin, Valle del Maipo, Region Metropolitana. Los analisis
correspondientes se llevaron a cabo en el Laboratorio de Quimica Enologica, Laboratorio
de Cromatografia y Actividad Antioxidante del Departamento de Agroindustria y
Enologia de la Facultad de Ciencias Agronémicas de la Universidad de Chile.

Tratamientos y disefio experimental

Para el siguiente estudio se utilizaron vinos del cv. Cabernet Sauvignon de la vendimia
2015, proporcionados por Vifla Cousifio Macul, elaborados con el procedimiento
estandar, realizado por dicha vifia (anexo 1), y con aplicacién de duelas de roble francés
con tostado medio (Nadalié Sudamérica S.A.).

Se realiz6 un ensayo, comparandose los tratamientos de micro-oxigenacion (MOX),
nano-oxigenacion (NOX) y el vino control sin adicion de oxigeno.

El disefio experimental, correspondié a un disefio completamente aleatorizado con
estructura en parcelas divididas (DCA - PD), siendo los factores, el oxigeno (2 niveles)
y el tiempo (4 niveles para control y 3 para MOX/NOX), con un total de 10 tratamientos
con 3 repeticiones por tratamiento. Para el factor tiempo sus niveles correspondieron a
las diferentes fechas de muestreo, que fueron cada 30 dias, contabilizando el primer
muestreo realizado en el dia 0 (solo vino control), durante 3 meses, siendo un total 4
muestreos para control y 3 muestreos para MOX y NOX (Cuadro 1).

Cuadro 1. Fechas de cada muestreo y dosis acumuladas de oxigeno afiadido.

Dosis de O, Dosis de O, Dosis de O,
Muestreo Fecha  aplicada (mL L) aplicada(mL LY) aplicada (mL L?)
control MOX NOX
0 12/10/2015 0 0 0
1 12/11/2015 0 3 0,112
2 11/12/2015 0 6 0,224
3 11/01/2016 0 9 0,336

MOX, micro-oxigenacion; NOX, nano-oxigenacion. Adiciones de oxigeno para tratamientos
MOX y NOX, comenzaron post muestreo correspondiente al tiempo 0.

La unidad experimental fue el vino contenido en cada deposito de acero inoxidable (total
9 unidades experimentales), correspondiendo 3 depdsitos a barricas de acero inoxidable
de 225 L (tratamiento control) y 6 depositos correspondieron a cubas acero inoxidable de
21.400 L (3 cubas de tratamiento con nano-oxigenacion y 3 cubas de tratamiento con
micro-oxigenacion). La unidad muestral fue de 750 mL de vino, contenidos en una botella
de vidrio.



20

Manejo del ensayo

La uva fue cosechada desde un vifiedo ubicado en Buin, Valle del Maipo, (=23-24°Brix)
y se vinifico en la bodega de Vifia Cousifio-Macul ubicada en Buin (RM), para luego
pasar el vino a estanques de acero inoxidable de capacidad de 225 L y también a cubas
de acero inoxidable de 21.400 L donde se aplicaron los distintos tratamientos. En todos
los depdsitos se aplicaron duelas de roble francés de tostado medio (Nadalié Sudamérica
S.A.) en una dosis correspondiente al 15% de la superficie de contacto en relacion a
barrica, durante 90 dias.

Para la aplicacion de micro-oxigenacion se utilizé un equipo Oenodev, modelo Eco-2
(Francia), provisto por la empresa Vivelys y para la nano-oxigenacion se utilizé un equipo
marca Michael Paetzold, modelo Deos Pro (Toulouse, Francia), provisto por la empresa

Enovina. Asi, luego de la fermentacion malolactica se aplicé nano-oxigenacion en 3 cubas
(0,112 mL L't mes™) y en las otras 3 cubas se aplicd micro-oxigenacion (3 mL L™ mes’

1)_
Las muestras se obtuvieron desde el dia 0 (solo vino control), el cual fue equivalente al
inicio del ensayo y luego cada 30 dias, hasta el dia 90 de ensayo (para todos los vinos).

En cada muestreo las botellas fueron inertizadas con nitrégeno, taponadas y trasladadas
a los laboratorios, en donde se conservaron a 20°C y sin exposicion a la luz.

Evaluaciones

Los anélisis enoldgicos basicos que se efectuaron se detallan a continuacion:

pH. Mediante potenciometria (Bordeu y Scarpa, 1998).

Para la medicién del pH se utilizara un potenciometro marca Hanna, modelo 8417
(Espaiia).

Acidez de titulacion. Mediante titulacion (Bordeu y Scarpa, 1998).

Acidez volatil. Mediante método de Blarez (Bordeu y Scarpa, 1998).

Anhidrido sulfuroso libre y total. Mediante método de Ripper (Bordeu y Scarpa, 1998).

AzUcares reductores. Mediante el método de Fehling (Bordeu y Scarpa, 1998).

Grado alcohdlico. Medicion con un aerometro (Bordeu y Scarpa, 1998).

Los analisis fendlicos y polisacaridicos correspondieron a:

Fenoles totales. Medicion espectrofotométrica DO 280 nm (Garcia Barceld, 1990). Los
analisis fendlicos se realizaran en un espectrofotometro UV-VIS Pharmaspec, modelo
UV-1700 (Shimadzu, Kyoto, Japén).
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Taninos totales. Medicion mediante precipitacion con metilcelulosa (Mercurio et al.,
2007).

Antocianos totales. Mediante decoloracion por bisulfito (Garcia Barceld, 1990).

Perfil de antocianinas. Mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC-DAD)
(Pefia-Neira et al., 2007)

Espacio CIEL*a*b*. Célculo de los pardmetros a*, b*, L*, C* y H*, mediante medicion
espectrofotométrica a 450, 520, 570 y 630 nm (CIE, 1986).

Intensidad colorante (IC): Medicion por espectrofotometria a DO 420, 520 y 620 nm
(Bordeu y Scarpa, 1998).

Fraccionamiento de polisacaridos segun peso molecular. Se utilizé la metodologia de
Ayestaran et al. (2004), con modificaciones de acuerdo a las condiciones del laboratorio
de Analisis Cromatografico (HPLC-IR) (especificadas en anexo 2).

Analisis de Pigmentos Poliméricos. Se determind el porcentaje (%) de pigmentos
poliméricos de los vinos, a través del método disefiado por Boulton (1996).

Analisis estadistico

Los resultados fueron comparados y analizados mediante un disefio completamente
aleatorizado con estructura en parcelas divididas (DCA — PD) y de existir diferencias
significativas, se utilizé el test de rango mdltiple LSD Fisher a un nivel de significancia
del 5%. Los datos se analizaran mediante el programa estadistico INFOSTAT.
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RESULTADOS

Analisis enoldgicos basicos

El Cuadro 2, muestra los valores de pH, acidez titulable, acidez volatil, anhidrido
sulfuroso total y libre, grado alcohodlico y azlcares reductores de los vinos del estudio. Se
observd que los vinos con adicion de oxigeno mediante la técnica de MOX y NOX,
mantuvieron valores similares de los parametros mencionados durante los 90 dias del
ensayo. En el caso del anhidrido sulfuroso, se determiné el contenido de la fraccion libre
y total de los vinos durante los 3 meses de aplicacién de oxigeno. Asi, se observé que los
vinos con MOX presentaron contenidos significativamente menores de SO libre en los
3 meses del ensayo, mientras que los mismos vinos presentaron un menor contenido de
SO total a los 30 dias de la aplicacién de oxigeno. Finalmente, se observé que en todos
los vinos del estudio el contenido de SO> total aument6 gradualmente hacia el final del

estudio.

Cuadro 2. Resultados andlisis enoldgicos basicos

H
Tr/To dia0 dia 30 " dia 60 dia 90
Control  3,58+0,03 A  3,60+0,03a A 3,61+0,03a A 3,59+0,03a A
MOX - 3,59+0,03a A 3,61+0,03a A 3,600,032 A
NOX - 3,61+0,04a A 3,61+0,03a A 3,59+0,03a A

Acidez titulable!

Control 3,56+0,06 A 3,55+0,04 a A 3,55+0,05a A 3,52+0,04 a A
MOX - 3,55+0,05a A 3,53+0,06 a A 3,52+0,03a A
NOX - 3,56+0,03a A 3,56+0,03a A 3,562+0,04 a A

Acidez volatil?

Control  0,43+0,02A  0,45%0,03a A 0,45+0,03a A 0,45+0,04 a A

MOX - 0,45+0,02a A 0,44+0,02a A 0,45+0,02a A
NOX - 0,43+0,03a A 0,45+0,02a A 0,45+0,03a A
Alcohol®
Control 14,0+0,10 A 14,0+0,20a A 14,1+0,15a A 14,0+0,15a A
MOX - 13,9+0,30a A 14,1+0,30 a A 14,0+0,03a A
NOX - 13,9+0,20a A 14,1+0,15a A 14,0+0,15a A
Azucares reductores *
Control 2,63%+0,03 A 2,63+0,04 a A 2,61+0,03a A 2,60+0,04 a A
MOX - 2,63+0,02a A 2,62+0,03a A 2,60+0,04 a A
NOX - 2,63+0,02a A 2,62+0,06 a A 2,60+0,03a A

continla
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Cuadro 2 (continuacion)

Anhidrido sulfuroso libre ®

Control 30,0+2,00 A 19,5+2,01aB 22,1+185aB 19,2+2,30a B
MOX - 18,0£2,04b A 17,6£1,85b A 15,6£2,42 b A
NOX - 19,7+2,15a A 21,7+2,40a A 20,7+2,23a A

Anhidrido sulfuroso total ®
Control 45,1+2,18 C 499+1,66aB 52,1+1,78 a AB 55,1+2,21a A
MOX - 4774241 b B 53,3+2,04 a AB 55,6+4,64 a A

NOX - 50,0+1,90aB 52,5%+1,70 a AB 56,3+2,20a A

Tr, tratamiento; To, tiempo; MOX, micro-oxigenacion; NOX, nano-oxigenacion. Promedios +
desviacion estandar (n=3). Adiciones de oxigeno se iniciaron post muestreo de tiempo 0. Letras
minusculas distintas en sentido vertical indican diferencias estadisticamente significativas entre
los tratamientos en cada muestreo. Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican
diferencias significativas en un mismo tratamiento entre los tres muestreos (Test LSD Fisher, p <
0,05). @ g H,SO4 L. @ g 4cido acético L. @ % viv. @ g glucosa L. ©® ppm de SO..

Composicion fendlica

En el Cuadro 3, se muestra el contenido de fenoles, taninos y antocianos totales de los
vinos micro y nano-oxigenados. Se observo que los vinos con MOX mostraron una
disminucidn significativa de fenoles totales comparados con el resto de los tratamientos.
Del mismo modo, se observo que los vinos con MOX presentaron las menores
concentraciones de fenoles totales con respecto al resto de los tratamientos en todos los
muestreos. En el caso de los taninos totales, se observo una disminucién paulatina del
contenido de estos compuestos en los tratamientos oxigenados (MOX y NOX), mientras
que el tratamiento control (sin adicién de oxigeno) no presenté una modificacion del
contenido de taninos totales. Comparativamente, se observo que los vinos con MOX,
presentaron los menores contenidos de taninos totales en los tres muestreos del estudio
(Cuadro 3). Finalmente, en el Cuadro 3, se muestra que el contenido de antocianinas
disminuyd gradualmente en los vinos con MOX y NOX hacia el final del estudio.
Especificamente, se observé que los vinos con MOX presentaron un menor contenido de
antocianinas que los vinos del tratamiento control.

Cuadro 3. Resultados andlisis de fenoles, taninos y antocianos totales

Fenoles totales !

Tr/To dia0 dia 30 dia 60 dia 90
Control 1,59+0,03 A 1,59+0,02a A 1,57+0,01a A 157+0,02a A

MOX - 1,54+0,01b A 1,49+0,02b B 1,47+0,02c B

NOX - 1,55+0,02a A 1,54+0,03a A 1,51+0,02b A

Taninos totales 2

Control  1,46+0,03 A 1,45+0,02 a A 1,43+0,01a A 1,42+0,04 a A
MOX - 1,36+0,01 b A 1,35+0,01c A 1,30+0,03c B
NOX - 1,43+0,01a A 1,39+0,01 b B 1,37+0,04 b B

continla
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Cuadro 3 (continuacion)

Antocianos totales 3

Control 0,56+0,02 A 0,55+0,01a A 0,55+0,03a A 0,54+0,04a A
MOX - 0,54+0,03a A 0,52+0,02b AB 0,50+0,02b B
NOX - 0,55+0,02 a A 0,53+0,02 ab AB 0,52+0,03ab B

Tr, tratamiento; To, tiempo; MOX, micro-oxigenacion; NOX, nano-oxigenacion. Promedios +
desviacion estandar (n=3). Adiciones de oxigeno se iniciaron post muestreo de tiempo 0. Letras
mindsculas distintas en sentido vertical indican diferencias estadisticamente significativas entre
los tratamientos en cada muestreo. Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican
diferencias significativas en un mismo tratamiento entre los tres muestreos (Test LSD Fisher, p <
0,05). @ g EAG L. @ g -(-) epicatequina L. ® g Malvidina-3-glucésido L.

Propiedades cromaticas

En el Cuadro 4, se muestra el resultado de los andlisis de pigmentos poliméricos
(porcentaje (%)) e intensidad colorante (IC) de los vinos de los tratamientos control,
MOX y NOX. Los vinos tratados con oxigeno (MOX y NOX), presentaron un % de
pigmentos poliméricos significativamente mayor que la observada en los vinos del
tratamiento control en las tres fechas de muestreos.

Por otro lado, se observo que todos los vinos del estudio mostraron un aumento gradual
y significativo de los valores de IC. Comparativamente, los vinos con MOX presentaron
valores mayores de IC con respecto a los vinos de los tratamientos NOX y control en
todos los muestreos.

Cuadro 4. Resultados andlisis cromaticos de pigmentos poliméricos (%) e intensidad

colorante
% de pigmentos poliméricos
Tr/To dia0 dia 30 dia 60 dia 90
Control  19,82+0,51 A 20,34+0,23c A 20,77+£0,82b A 22,03+0,26 b A
MOX - 24,29+0,43 a A 24,16+0,66 a A 23,10+0,24 a A
NOX - 22,21+1,68 b A 24,35+0,88 a A 24,44+0,60 a A

Intensidad Colorante *
Control 1,11+0,03 B 1,13+0,03b B 1,25+0,04 b A 1,28+0,02b A
MOX - 1,20+0,01aB 1,33+0,02a A 1,34+0,03a A
NOX - 1,14+0,03b B 1,28+0,03b A 1,28+0,03b A

Tr, tratamiento; To, tiempo; MOX, micro-oxigenacion; NOX, nano-oxigenacion. Promedios +
desviacion estandar (n=3). Adiciones de oxigeno se iniciaron post muestreo de tiempo 0. Letras
mindsculas distintas en sentido vertical indican diferencias estadisticamente significativas entre
los tratamientos en cada muestreo. Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican
diferencias significativas en un mismo tratamiento entre los tres muestreos (Test LSD Fisher, p <
0,05). @ U.A (unidad de absorbancia).
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Coordenadas cromaticas CIEL*a*b*

El Cuadro 5, presenta los resultados de los pardmetros L*, a*, b*, C* y H*. Se observo
que los parametros de L* y H* disminuyeron significativamente hacia el final del estudio
en todos los vinos del estudio. Por el contrario, el valor de los pardmetros C*, a* y b*
aumentaron progresivamente hasta el Gltimo muestreo.

Comparativamente, se observo que los vinos con MOX presentaron los mayores valores
de la componente C* y b* en todos los muestreos. Mientras que los vinos con NOX
destacaron por sus mayores valores de H* con respecto al resto de los tratamientos
durante el estudio. No se observaron diferencias significativas entre los vinos con MOX,
NOX vy testigo con respecto al pardmetro L*.

Cuadro 5. Resultados de los parametros C*, L*, H*, a* y b* del analisis CIEL*a*b*

L*
Tr/To dia 0 dia 30 dia 60 dia 90

Control 55,0+1,00 A 54,7+1,32 a A 51,8+1,15aB 51,4+1,00aB
MOX - 53,2+1,20a A 51,3+1,35a A 50,9+1,10a A
NOX - 54,7+1,13a A 51,7+1,25a B 51,4+0,92 a B

C*

Control 45,4+0,90 C 46,9+0,84 b BC 489+121 b AB 49,7+1,32b A
MOX - 49,2+1,08a B 51,3x1,27aAB 52,0+1,11a A
NOX - 48,2+1,16 ab B 50,4+1,00a AB 51,1+1,12a A

H*

Control  13,4%0,37 A 12,74¢0,34ab B 12,7+028aB  11,240,29h C
MOX - 125+0,23b A 11,3+0,36 b B 9,33+0,23c C
NOX - 13,3+0,40a A 12,9+054a AB 11,9+054aB

a*

Control 40,0+2,00 B 40,5+162b AB 42 7+152aAB 43,6+157aA
MOX - 43,4+1,46a B 450+1,61a A 46,0+1,55a A
NOX - 42 1+147ab B 44 3+1,10a AB 452+142a A

b*

Control  9,60+0,34 B 9,88+0,30ab B 10,0+0,21bB  10,9+0,32b A
MOX - 10,2+0,33a C 11,2+0,32aB 12,2+0,24 a A
NOX - 9,62+0,13b B 9,97+0,35bB  10,5+0,30 b A

Tr, tratamiento; To, tiempo; MOX, micro-oxigenacién; NOX, nano-oxigenacion. Promedios +
desviacion estandar (n=3). Adiciones de oxigeno se iniciaron post muestreo de tiempo 0. Letras
mindsculas distintas en sentido vertical indican diferencias estadisticamente significativas entre
los tratamientos en cada muestreo. Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican
diferencias significativas en un mismo tratamiento entre los tres muestreos (Test LSD Fisher, p <
0,05).
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Perfil de antocianinas

En el Cuadro 6, se presentan las ocho antocianinas identificadas y cuantificadas por
HPLC-DAD. La malvidina-3-glucésido correspondié a la antocianina mas abundante en
todos los tratamientos, mientras que la malvidina-3-cumarilglucosido fue la que presentd
la menor concentracion. Se observo que la totalidad de las antocianinas del estudio
presentaron una disminucién significativa entre el primer y cuarto muestreo, con
excepcion de la peonidina-3-acetilglucdsido, cuya concentracion permanecio inalterable
durante el estudio. Comparativamente, se observo que los vinos con MOX presentaron
concentraciones significativamente menores de malvidina-3-glucosido y delfinidina-3-
glucosido con respecto al resto de los tratamientos en todos los muestreos del estudio.
Asimismo, los vinos con MOX presentaron las menores de malvidina-3-cumarilglucosido
y peonidina-3-glucosido, pero en uno y dos muestreos, respectivamente. En el resto de
las antocianinas identificadas no se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos.

Cuadro 6. Resultados del perfil de antocianinas

Delfinidina-3-glucosido *

Tr/To dia0 dia 30 dia 60 dia 90

Control 6,73+t0,25 A 6,36+0,11abB  6,20+0,20a B 6,06+£0,05a B
MOX - 6,00+0,43b A 5,70+0,20b A 5,43+0,25b B
NOX - 6,56+0,20a A 6,30+0,43a AB 5,90+0,26 a B

Petunidina-3-glucésido *

Control 8,83+0,30 A 8,43+0,28a AB  8,23+0,37 a BC 7,83+0,09aC
MOX - 8,33+0,28 a A 7,83+0,55aB 6,73+0,20 b B
NOX - 8,46+0,15a A 7,76x0,25 a AB 7,96x0,47aB

Peonidina-3-glucésido !

Control 556050 A 5,76+0,30a A 4,90+0,10a B 4.66+0,10a B
MOX - 5,63+0,23a A 3,00+0,26 b B 2,70+0,10b B
NOX - 5,50+0,26 a A 5,10+0,17 a AB 473+0,15a B

Malvidina-3-glucésido *

Control 165,6+2,51 A 162,2+1,41aA 157,9+2,68aB 146,7+1,73aC
MOX - 150,6+1,71b A 132,2+330b B 126,4+2,01b C
NOX - 161,1+1,07a A  157,7+1,70a B 145,1+294a C

Peonidina-3-acetilglucosido *

Control 0,40+0,20 A 0,86+0,30a A 0,76x0,41a A 0,80+0,25a A
MOX - 1,36+£0,53 a A 1,03+0,62a A 0,83+0,15a A
NOX - 0,83+0,45a A 0,83+0,23a A 0,90+0,34a A

continla
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Cuadro 6 (continuacion)

Malvidina-3-acetilglucdsido *

Control 36,3+2,00 A 36,4+1,19a A 24,3+0,85aB 23,0+1,35aB

MOX - 35,8+1,33a A 24,0+1,81aB 23,2+2,57aB

NOX - 35,9t1,42a A 24,7t1,76aB 22,6£1,01aB
Peonidina-3-cumarilglucosido *

Control 0,80+0,10 A 0,83+0,05aA  0,62+0,05aB 0,50+0,04 a B

MOX - 0,73x0,11a A  0,61+0,06 a AB 0,56+0,05aB

NOX - 0,73+0,11aA  0,60+0,04aB 0,50+0,09 a B

Malvidina-3-cumarilglucésido !

Control 10,2+0,50 A 9,73+0,15a A 6,33+0,11ab B 5,60+0,30a C
MOX - 9,43+0,11a A 6,06£0,05b B 5,66+0,23a C
NOX - 9,46+£0,15a A 6,46+0,05a B 5,53+0,05aC

Tr, tratamiento; To, tiempo; MOX, micro-oxigenacién; NOX, nano-oxigenacion. Promedios +
desviacion estandar (n=3). Adiciones de oxigeno se iniciaron post muestreo de tiempo 0. Letras
minasculas distintas en sentido vertical indican diferencias estadisticamente significativas entre
los tratamientos en cada muestreo. Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican
diferencias significativas en un mismo tratamiento entre los tres muestreos (Test LSD Fisher, p <
0,05). ® Expresado en mg L™ de Malvidina-3-glucosido.

Fraccionamiento de polisacaridos

En el Cuadro 7, se muestra el contenido de cada una de las fracciones de polisacaridos
cuantificadas en los vinos del ensayo. En todos los vinos estudiados, es posible observar
una disminucion paulatina y significativa de cada fraccion polisacaridica durante los 90
dias de estudio. Comparativamente, el vino con MOX presentd las menores
concentraciones de todas las fracciones polisacaridicas analizadas durante las tres fechas
de muestreos con respeto a los vinos con NOX vy sin adicién de oxigeno.

Cuadro 7. Resultados de fraccionamiento de polisacaridos

Polisacaridos neutros !

Tr/To dia0 dia 30 dia 60 dia 90
Control  0,31+0,01 A  0,31+0,02a A 0,30+0,02 a AB 0,28+0,02a B

MOX - 0,29+0,02a A 0,24+0,02b B 0,20+0,03b C

NOX - 0,30+0,01a A 0,28+0,03aB 0,28+0,02a B

Polisacéridos &cidos !

Control  0,45+0,02 A  0,45+0,01a A 0,41+0,03b B 0,41+0,02a B
MOX - 0,42+0,02b A 0,38+0,01cB 0,34+0,03b C
NOX - 0,45+0,01a A 0,43+0,02a A 0,41+0,01aB

Continta
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Cuadro 7 (continuacion)

Oligosacéridos *

Control  1,01+0,03A  0,93+0,02aB 0,88+0,04 a BC 0,85+0,03aC
MOX - 0,85+0,01 b A 0,76x0,02b B 0,66+0,02b C
NOX - 0,86+0,01 b AB 0,90+0,01a A 0,81+0,02a B

Tr, tratamiento; To, tiempo; MOX, micro-oxigenacion; NOX, nano-oxigenacion. Promedios +
desviacion estandar (n=3). Adiciones de oxigeno se iniciaron post muestreo de tiempo 0. Letras
mindsculas distintas en sentido vertical indican diferencias estadisticamente significativas entre
los tratamientos en cada muestreo. Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican
diferencias significativas en un mismo tratamiento entre los tres muestreos (Test LSD Fisher, p <
0,05). ® Expresados en g L.
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DISCUSION

El oxigeno en estado natural es un gas incoloro, inodoro e insipido y ligeramente mas
pesado que el aire, el cual ha sido ampliamente analizado por su gran capacidad de
reaccionar con casi todos los elementos quimicos (du Toit et al., 2006; Nevares y Del
Alamo, 2008; Moreno y Peinado, 2012c). En el caso de la elaboracion de vinos, el
oxigeno puede ser incorporado al mosto y al vino a través de todo el proceso de
elaboracion, siendo las operaciones de trasiego y clarificacion las més agresivas en cuanto
a la incorporacion de oxigeno (du Toit et al., 2006; Vidal y Aagaard, 2008). En la crianza
en botellas, varia segun el tipo de corcho usado, ya que el corcho natural es un material
poroso en comparacion a la tapa rosca. Mientras que en barricas el ingreso de oxigeno es
un proceso lento a través de los poros de la madera y la unién entre duelas (Pérez-
Magarifio et al., 2008). De cualquier modo, la incorporaciéon de oxigeno al vino es un
procedimiento deseable, ya que aporta en diversas propiedades organolépticas
beneficiosas para los vinos (Oberholster et al., 2014; Nevares y Del Alamo, 2008).

Actualmente, existen dos técnicas que permiten la adicion programada de oxigeno al vino
en diferentes etapas de la vinificacion: la micro-oxigenacion (MOX) y nano-oxigenacion
(NOX). La MOX ha sido una técnica ampliamente estudiada, mientras que la NOX ha
irrumpido en la actualidad como una técnica que permitiria aplicar menores dosis de
oxigeno con un arrastre previo del oxigeno disuelto, lo cual podria afectar
diferencialmente las caracteristicas sensoriales de los vinos (Paetzold, 2012). A pesar de
lo anterior, escasos estudios han evaluado el efecto comparativo de ambas técnicas
durante el periodo de crianza. En éste estudio se evaluo el efecto de estas dos técnicas de
adicion de oxigeno (MOX y NOX) sobre la composicion quimica de un vino Cabernet
Sauvignon.

Durante los 90 dias del estudio, se observo que en los vinos con adicion de oxigeno (MOX
y NOX) y sin adicion (control), los valores de diversos parametros generales (pH, acidez
titulable, acidez volatil, grado alcohdlico y azucares reductores), y el pardmetro % de
pigmentos poliméricos permanecieron constantes. Esta observacion revelaria que la
adicion de oxigeno al vino utilizado en este estudio, no provocaria una modificacion de
los parametros antes mencionados, lo cual es coincidente con lo observado en otros
estudios (Cejudo-Bastante et al., 2011b; Parpinello et al., 2012; Cejudo-Bastante et al.,
2011c). Contrariamente, los valores de intensidad colorante y las componentes C*, a* y
b*, aumentaron paulatinamente en el tiempo, similar a lo descrito por otros autores
(Sartini et al., 2007; Garcia-Marino et al., 2013; Cejudo-Bastante et al., 2011a). Mientras
que los valores de L*, H*, algunas antocianinas y polisacaridos disminuyeron
gradualmente hacia el final del estudio.

Con respecto al comportamiento de los polisacaridos, Guadalupe y Ayestaran (2007),
observaron una disminucion paulatina de estos compuestos en el tiempo, siendo las de
menor peso molecular las que disminuyen en mayor medida, lo que coincide con éste
estudio. Esta tendencia se deberia a la mayor susceptibilidad de dicha fraccion a la
oxidacion y/o a la mayor asociatividad con otros componentes del vino (Duan y Kasper,
2010). Finalmente, se observo que los vinos con MOX presentaron concentraciones
menores de SO libre en todos los muestreos del estudio. Esta observacion estaria
relacionada con los mayores aportes de oxigeno de esta técnica, en comparacion con la
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NOX, la cual aporta cantidades sustancialmente menores de éste gas (Danilewicz, 2008).

No obstante lo anterior, también se observo que independiente de la técnica de
oxigenacion, tanto los vinos MOX como NOX, afectaron la concentracion de taninos y
antocianos totales, presentando una disminucion significativa respecto del vino control.
En un estudio complementario, se ha observado que los vinos con adicion de oxigeno
presentarian un mayor contenido de la fraccion oligomérica y polimeérica de flavanoles
(Infante, 2016). Ademas, estudios previos han reportado que la disminucién de taninos
por adicion de oxigeno se relacionaria con la naturaleza antioxidante de estos compuestos,
la precipitacion de polimeros de gran tamafio y/o por la union de taninos con otros fenoles
y compuestos como polisacaridos (Oberholster y du Toit, 2012; Salmon, 2005), lo que
provocaria una dificultad de cuantificarlo mediante el método de precipitacion con
metilcelulosa, el cual cuantifica principalmente oligomeros y polimeros de taninos
(Narvaez, 2010). Por otro lado, Sartini et al. (2007), Tao et al. (2007), Cejudo-Bastante
etal. (2011a) y Buzo et al. (2014), mencionan que la disminucién de los antocianos en el
tiempo, se deberia a procesos de polimerizacion y formacion de pigmentos poliméricos,
entre antocianos, taninos y/o polisacaridos promovidos por la presencia de acetaldehido,
lo cual generaria nuevas moléculas de mayor complejidad y tamafio producto del oxigeno
afiadido (Cheyner et al., 2006).

En un analisis paralelo, los resultados del estudio permitieron observar efectos
significativamente diferentes sobre la composicién quimica de los vinos, al utilizar MOX
0 NOX. Asi, se observd que los vinos con MOX presentaron menores contenidos de
fenoles totales, taninos totales, algunas antocianinas identificadas por HPLC-DAD vy la
totalidad de las fracciones de polisacaridos con respecto al resto de los tratamientos. Esta
tendencia se deberia a la entrega mayor y continua de oxigeno por parte de MOX, lo cual
implicaria un aumento de las reacciones de oxidacion, condensacion y precipitacion tanto
de fenoles (taninos y antocianinas) como de polisacaridos (Oberholster y du Toit, 2012;
Llaudy et al., 2006; Pérez-Magarifio et al., 2007; Salmon, 2005). Diversos estudios han
determinado que el descenso del contenido de fenoles, taninos y polisacaridos (Cejudo-
Bastante et al., 2012; Oberholster y du Toit, 2012; Duan y Kasper, 2010; Salmon, 2005),
se asociaria a la mayor generacion de acetaldehido durante la MOX, lo cual aumentaria
los pigmentos poliméricos, polimerizacién de compuestos o precipitacion (Silva, 2008;
Cheynier et al., 2006). Asimismo, la disminucion de estos compuestos podria estar
relacionada con la funcion de coloide protector de los polisacaridos, lo cual generaria una
asociacion con diversos componentes fenolicos, provocando una disminucién en la
deteccion de ambos componentes (Riou et al., 2002). Se ha reportado que la unién de
estos polisacaridos con distintos fenoles ejerceria un efecto estabilizador en el color del
vino, podria generar una reduccion de la astringencia y amargor, y aumentaria el poder
antioxidante del vino (Caridi et al., 2004; Guadalupe et al., 2007; Riou et al., 2002;
Poncet-Legrand et al., 2007; Ozawa et al., 1987).

Es importante mencionar que con respecto a MOX, la técnica de NOX provocé una menor
disminucion de antocianos y un mayor % de pigmentos poliméricos. Del mismo modo,
es destacable que los vinos con NOX, mostraron contenidos significativamente menores
de fenoles y taninos totales con respecto al control, 30 dias antes que los vinos con MOX,
lo que evidenciaria que la técnica de NOX adelantaria los efectos sobre los fenoles,
mientras que la MOX tardaria mas tiempo en generar similares consecuencias. Ambas
observaciones derivadas de este estudio, demostrarian que las técnicas de MOX y NOX
tienen un efecto diferencial sobre la composicion fendlica, lo que estaria en estrecha
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relacion con las diferencias tecnoldgicas de la aplicacion de oxigeno que diferencian a
ambas técnicas.

No obstante lo anterior, los vinos con MOX presentaron valores mayores de intensidad

colorante y componente b*, mientras que estos mismos Vinos presentaron menores
valores H* con respecto a los vinos con NOX vy testigos. EI pardmetro H* corresponde
al tono (315°: violeta y 0°: rosado), a* varia entre el color rojo (+) y verde (-), mientras
que b* varia entre el color amarillo (+) y azul (-) (Cassasa y Sari, 2006). Es interesante
notar, que el contenido de antocianos se ha relacionado directamente con los valores de
intensidad de colorante (Cassasa y Sari, 2006). Sin embargo, en este estudio se observo
que los vinos con MOX presentaron una menor cantidad de antocianos totales pero altos
valores de intensidad colorante. EI aumento se la intensidad colorante en los vinos con
MOX estaria relacionado con el aumento de la componente amarilla (absorbancia a 420
nm), lo que se relacionaria a su vez con el mayor valor de la componente b*, que se
vincula con este color. Llaudy et al. (2006) y Cejudo-Bastante et al. (2011a), explican que
los vinos con MOX presentarian colores que virarian hace el amarillo, provocando un
aumento gradual de la componente b* en el tiempo. Probablemente, las condiciones de
adicion de oxigeno mediante MOX fomentaria la formacion de piranoantocianos de color
teja (Cejudo-Bastante et al., 2012) y la oxidacion de antocianos para formar calconas cis
y trans (Flanzy, 2000; du Toit et al., 2006). Pérez-Magarifio et al. (2007) y Sartini et al.
(2007), reportan que el aumento de la intensidad colorante se relacionaria con la
formacion de nuevas moléculas complejas, que presentan mayor resistencia a la
decoloracion por anhidrido sulfuroso, cambios de pH, oxidacién y en algunos casos a la
precipitacion (Escribano-Bailéon et al., 2001), los cuales no serian cuantificadas (Remy et
al., 2000; Zamora, 2003a).

Como es posible apreciar en los resultados aqui presentados, se puede determinar y
comprobar que existen efectos diferenciales para cada una de las técnicas estudiadas,
pudiendo afectar en diferente medida las variables analizadas, principalmente aquellas
que tienen relacion con la composicion fendlica, cromatica y polisacaridica, en donde es
posible observar que los vinos sometidos a MOX presentan diferencias significativas en
la mayoria de las variables con el vino control, a diferencia de los vinos sometidos a NOX
que presentan un comportamiento intermedio, logrando mantener las variaciones
observadas en el control para algunas variables, a pesar de aportar oxigeno en bajas dosis
y también, en otros casos de menor frecuencia, teniendo mayor similitud al vino MOX en
cuanto a la evolucidn de otras variables. Si bien este estudio permite aportar informacién
particular acerca de un vino chileno del cv. Cabernet Sauvignon y su evolucion durante
la crianza con MOX y NOX, en la practica ain quedan numerosos aspectos a considerar
en futuros estudios sobre éste interesante tema para la enologia.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos, se acepta parcialmente la hipdtesis, ya que los
vinos tratados con micro-oxigenacion presentaron diferencias especificas con respecto a
los vinos tratados con nano-oxigenacion. Asi, los vinos con micro-oxigenacion
presentaron menores concentraciones de fenoles totales, taninos totales, antocianinas
glucosiladas y todas las fracciones de polisacaridos. Ademas, se observo que los vinos
micro-oxigenados presentaron menores valores del pardmetro de matiz (H*).

Finalmente, no se observaron diferencias en la evolucion en el tiempo de los distintos
parametros analizados, salvo en el contenido de fenoles totales, donde los vinos con
micro-oxigenacion presentaron una tendencia decreciente hacia el final del estudio,
mientras que los vinos con nano-oxigenacion mantuvieron inalterable la concentracion
de estos compuestos.
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ANEXOS

ANEXO 1

Protocolo de vinificacion Vifia Cousifio Macul

La cosecha se realizd con 23-24° Brix de madurez de las bayas, luego se procedi6 al
despalillado y molienda, donde se adicioné SO en una dosis de 40 a60 g hL™ y se realizd
correccion de acidez con adicion de cido tartéarico, para alcanzar una acidez total de 5,0
a 5,5 g equivalentes a H.SO4. Ademés dependiendo del analisis de FAN se corrigié con
producto a base de fosfato diamonio. Luego de hechas las correcciones, se inocul6 el
depdsito con levadura comercial (Lallemand EC1118) en dosis de 20 g hL™, previa
hidratacion y un remontaje de homogeneizacion.

La temperatura de fermentacion fue de 25 a 28 °C. Desde el inicio de la fermentacion
hasta alcanzar 1.070 mg mL* de densidad, se hicieron de 2 a 3 remontajes cerrados diarios
(hacer pasar de 1.0 a 1,5 veces el volumen del dep6sito por remontaje). También en 1.070
mg mL™ de densidad se hizo un delestage (dependiendo de la disponibilidad de los
depdsitos). Una vez alcanzado los 1.050 mg mL* de densidad se realizd un remontaje
abierto y adicion6 algun suplemento nitrogenado que puede incluir paredes de levaduras.
Desde 1.070 mg mL™ de densidad se bajo de 2 a 1 remontajes diarios, hasta alcanzar
1.000 mg mL™* de densidad, desde la cual solo se mojé el sombrero. El término de la
maceracion post-fermentativa dependié de la degustacion del equipo enoldgico, tiempo
en el cual se controld acidez volatil. Una vez terminado el proceso de fermentacion se
descubo y se llevaron a cabo los andlisis enoldgicos generales.

ANEXO 2

Fraccionamiento de polisacaridos segun peso molecular

En el fraccionamiento de polisacaridos segin peso molecular se utilizd un equipo de
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) Agilent 1260 Infinity Serie (Alemania),
equipado con una bomba cuaternaria G1311B, dos detectores de indice de refraccion
G1362A y G1315D, dos columnas en serie Shodex SB-803 HQ y SB-804 HQ (Japén) y
un computador. Para la extraccion de polisacaridos de las muestras de vinos se ocupé una
centrifuga Heraeus Labofuge 400 (Alemania) y un rotavapor B Biichi B-491 (Suiza).

Los polisacaridos se cuantificaron utilizando dextranos y pectinas (Leuconostoc
mesesteroides) adquiridos de Analytical Fluka, marca Sigma-Aldrich Corporation (Saint
Louis Missouri, EE.UU), ademés de formiato de amonio, HCI y etanol (96% v/v)
adquiridos de Merck (Santiago, Chile).

Se utilizd la metodologia de Ayestaran et al. (2004), con modificaciones de acuerdo a las
condiciones del laboratorio, detalladas a continuacion. Para la identificacion de los
polisacéridos, se tomaron 25 mL de muestra de vino (se centrifugaron a 3.500 rpm, 30
minutos si aun quedan restos vegetales), para posteriormente tomar 10 mL y concentrar
a 1/5 del volumen inicial en un rotavapor (35 °C). La fraccidn insoluble obtenida
(alrededor de 2 mL) se precipitara con 10 mL de solucion 0,3 M HCI en etanol frio al
96% v/v, refrigerandose por 18 a 24 horas. Luego se procedid a centrifugar las muestras
(3.500 rpm, 25 min). El precipitado obtenido se lavo con 1 mL de etanol acido frio (96%
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v/v) y finalmente los residuos se secaron en estufa a 50 °C por 1 hora. La fraccion obtenida
se reconstituye en fase madvil de Formiato de Amonio 30 mM, filtrandola por medio de
membranas de 0,22 um. Las fracciones de mezclas de polisacaridos segun el peso
molecular se detectaron con cromatografia liquida de alta eficacia, donde el flujo y
volumen de inyeccion es de 0,6 mL mint y 100 pL, respectivamente. Para la
cuantificacion de las fracciones se utilizd una curva de calibracion a partir de estandares
de Dextranos y Pectinas.

ANEXO 3
Resultados fraccionamiento de taninos

Cuadro 1. Resultados del analisis de fraccionamiento de taninos

Fraccion Monomérica (FI) *

Tr/To dia 0 dia 30 dia 60 dia 90

Control 345+1,52 A 33,6x1,44a A 33,3x1,31a A 32,1+1,33a A
MOX - 31,8+1,09b A 30,8+1,12b A 29,1+0,64 c B
NOX - 33,7+x1,17a A 33,0x1,32a A 31,2+1,21bB

Fraccion Oligomérica (FII) !

Control 61,2+1,29B 61,5+123aB 63,0+264b AB 64,9+148b A
MOX - 635+3,72aB 70,9+490a AB 748%4,72a A
NOX - 63,5+2,09a A 66,6+1,04ab AB  69,8+3,52 ab B

Fraccion Polimérica (F1I1) 2

Control 1,02+0,02 A 1,03+0,02a A 1,05£0,03b A 1,07+0,02b A
MOX - 1,05+0,02a B 1,12+0,02a A 1,16+£0,02a A
NOX - 1,05+0,02 a B 1,08+0,02 ab B 1,15+0,03a A

Tr, tratamiento; To, tiempo; MOX, micro-oxigenacién; NOX, nano-oxigenacion. Promedios +
desviacion estandar (n=3). Adiciones de oxigeno se iniciaron post muestreo de tiempo 0. Letras
minasculas distintas en sentido vertical indican diferencias estadisticamente significativas entre
los tratamientos en cada muestreo. Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican
diferencias significativas en un mismo tratamiento entre los tres muestreos (Test LSD Fisher, p <
0,05). @ mg (+) catequina L. @ g (+) catequina L. (Infante, 2016).



