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Resumen

Se estudio el efecto de tratamientos térmicos aplicados a un mosto de uva,
Vitis vinifera var. malvasia y el tiempo de almacenamiento de los vinos blancos
obtenidos sobre el contenido de catequinas y fenoles totales para controlar la
oxidacién en estos vinos. Se aplicaron a los mostos los tratamientos de 45°C,
55°C, 65°C, y 75°C durante 2 y 5 minutos. El contenido de catequinas se determi-
noé por espectrofotometria a una longitud de onda de 500 nm y el contenido de
fenoles totales por el método Folin-Ciocalteau a una longitud de onda de 765 nm.
Los resultados obtenidos fueron analizados a través del disefio de mediciones
repetidas para un nivel de significancia del 1% con un efecto altamente significa-
tivo del tiempo de almacenamiento y de las temperaturas aplicadas sobre el con-
tenido de catequinas y fenoles totales, mientras que el tiempo de duracién del
tratamiento térmico no afecté dichos factores. Los vinos obtenidos con el trata-
miento térmico de 55°C durante 2 minutos representan una combinacién de tiem-
po-temperatura que garantiza la destrucciéon de la polifenoloxidasa y ademas
presenta bajo contenido de catequinas (1,34 mg.L!) y de fenoles totales (167,58
mg.l?), siendo éste el tratamiento térmico mas adecuado para el control de la
oxidacién y recomendado para procesos de vinificacién en el trépico.
Palabras clave: Vitis vinifera, malvasia, catequinas y fenoles en vinos blancos.

Abstract

Heat treatments effects applied to the must obtained from grapes (Vitis
vinifera cv. Malvasia) and storage time of wine obtained on the total catechin
content and total phenols for the oxidation control of this wine was studied.
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The heat treatments of 45°C, 55°C, 65°C and 75°C were applied during 2 and 5
minutes. Catechin content was determined by spectrophotometry to wavelength
of 500 nm and the total content of phenols by Folin-Ciocalteau’s method to
wavelength of 765 nm. Results obtained were analyzed through design of
repeated measurements to a level of significance of 1% with a highly significant
effect of the time of storage and of the temperatures applied on the content of
total catechin and phenols, while the duration time of heat treatment did not
affect these factors. The wines obtained with the heat treatment of 55°C during
2 minutes represented a time-temperature combination that destroy the
polyphenols oxydase and moreover less amount of catechins (1.34 mg.L') and
total phenols (167.58 mg.L!), being the heat treatments most adequate for
oxidation control and recommended for vinification process at tropic.

Key words: Vitis vinifera, malvasia, catechin, phenols, white wines.

Introduccion Introduction

El vino es el producto de la fer- Wine is a product resulting of
mentacién del mosto de uvas por célu- fermentation of grape must by yeast
las de levaduras, su caracteristica o cells; its characteristic and/or
calidad organoléptica esta intimamen- organoleptic quality is in relation to
te relacionada al buen manejo de la the good management of harvest and
cosecha y cuidado del mosto desde su carefulness of must from the crop
obtencién, pasando por las diversas beginning, passing through different
etapas de vinificacién y almacenamien- vinification and storage stages before
to antes de su comercializacién. commercialization.

Uno de los principales proble- One of principal problems in
mas en la elaboracién del vino blanco white wine elaboration is the must
es el contacto del mosto y del vino con and wine contact with air oxygen in
el oxigeno del aire en las diversas sec- different elaboration sections. It is
ciones de elaboracién. Resulta dificil difficult to avoid this contact during
evitar este contacto durante las eta- processing, conservation and storage
pas de procesamiento, conservaciéon y stages (8). Oxygen denaturalize aro-
almacenamiento (8). El oxigeno des- ma, fruited is destroyed and color is
naturaliza el aroma, destruye el obscured.
afrutado y oscurece el color. During vinification, oxidations

Durante la vinificacion, las oxi- are more severe because must is more
daciones son mas graves porque el sensitive than wine and more difficult
mosto es méas sensible que el vino y to protect, due to the enzymatic
mas dificil de proteger, debido a que systems continue intact whereas in
los sistemas enzimaticos siguen intac- wine, oxidation is no enzymatic.
tos, mientras que en el vino la oxida- Oxidation of vintage and different
cién se da por oxidacién no must fractions is more accentuated by
enzimatica. La oxidacién de la vendi- oxydase presence. Grapes has a high
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mia estrujada y de las diferentes frac-
ciones del mosto es mucho méas acen-
tuada por la presencia de oxidasas.
Las uvas presentan alta actividad de
polifenoloxidasas y el oscurecimiento
enzimatico ocurre rapidamente en la
baya dafiada o durante la trituracién
de uvas frescas para jugos y vinos (2).
La indeseable reaccién de oscureci-
miento estd asociada a la enzima
polifenoloxidasa (PPO) (monofenol,
dihidroxi-L-fenilalanina) cuyo nume-
ro codigo es (E.C. 1.14.18.1) (13). La
enzima cataliza dos distintos tipos de
reacciones que involucran al oxigeno
molecular, llamadas: a) La o-
hidroxilacién de monofenoles a o-
difenoles o actividad de la cresolasa y
b) la subsecuente oxidacién de o-
difenoles a o-quinonas o actividad de
la catecolasa (10, 14). El oxigeno para
la hidroxilacién de monofenoles para
dar o-difenoles viene directamente a
partir del O, no a partir de agua. Un
atomo de oxigeno es incorporado den-
tro del fenol, y el otro dentro del agua
formada. Asi, la polifenoloxidasa ac-
tlla como una monooxigenasa en esta
reaccién (2). El mecanismo de oxida-
cién de de o-difenoles por la
polifenoloxidasa no es conocido con
certeza, sin embargo, en este meca-
nismo existen evidencias de que no
son formados intermediarios radica-
les. Investigaciones sobre la
interaccién del O, y el o-difenol para
la enzima indica que el O, reacciona
primero. Este mecanismo es realiza-
do sobre mecanismo Bi Bi (2). Las
polifenoloxidasas que actian sobre las
sustancias fendélicas provocando mo-
dificaciones intensas, en casos extre-
mos, llegan a producir la quiebra
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activity of polyphenoloxydase and the
enzymatic darkening happens in a
quickly way in the damaged berry or
during fresh grapes grinding for juices
and wines (2). Reaction undesirable
of darkening associated with the
polyphenoloxydase (PPO)
(monophenols, dyhidroxy-L-
fenilalanine) with code number
E.C.1.14.18.1 (13). Enzyme catalyzes
two different reaction kinds that
involve molecular oxygen calls: a)
monophenols o-hydroxilation to o-
dyphenols or cresolase activity and b)
Oxidation subsequent of o-dyphenols
to o-quinones or cathecolase activity
(10, 14). Oxygen for mono phenols
hydroxylation for giving o-dyphenols
comes directly from O,, not from
water. An oxygen atom is
incorporated inside phenol and the
other one inside of formed water.
Thus, polyphenoloxydase acts like a
mono oxygenase in this reaction
(2).0xidation mechanism of o-
dyphenols by phenoloxydase is not
certainly known, however, in this
mechanism there are evidences that
they are not formed radical
intermediaries. Researches about
enzyme interaction of O, and o-
diphenol indicate that O, react firstly.
This mechanism is accomplished on
mechanism Bi Bi (2).
Polyphenoloxydase acts on phenolic
substances causing intense
modifications, in extreme cases, pro-
duce oxydase breaking, with acre and
bitter substances formation.
Substances responsible of aroma
formation of must are oxydases too (8).

Color darkening during wine
production stage is caused by
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oxidasica, la formacién de sustancias
acres y amargas. Las sustancias res-
ponsables del aroma del mosto son
también oxidadas (8).

El oscurecimiento del color duran-
te las etapas de produccién del vino re-
sulta esencialmente a partir de reaccio-
nes quimicas que envuelven compues-
tos fendlicos, particularmente derivados
del flavan 3-ol (catequinas) (9).

Los cambios mas significativos,
producidos por la oxidaciéon de mos-
tos y vinos, son la polimerizacién de
fenoles y 1la generacién de
acetaldehido, este hecho repercute
basicamente en el aspecto fisico del
producto ya que causa un cambio ra-
dical en el color y en el aroma del
mosto, lo que implica la disminucién
de la calidad del producto final (2).

Hasta ahora, el oscurecimiento
ha sido considerado principalmente
debido al empobrecimiento de las ca-
racteristicas sensoriales y a la reduc-
cién de la vida del vino, sin embargo,
los aspectos nutricionales del oscure-
cimiento deben también tenerse pre-
sentes. La oxidacién de los fenoles,
conduce a la reduccién de la habili-
dad de oxidacién del vino y a una re-
duccién de la disponibilidad de
aminoacidos esenciales importantes
como: lisina, triptéfano, histidina,
cisteina y metionina, por la formacién
de compuestos que combinan fenoles
y proteinas oxidadas en el tracto
duodenal del aparato digestivo (10).

Algunos métodos utilizados para
prevenir el contacto del oxigeno con
el vino son: antioxidantes y quimicos,
tratamientos térmicos y remocién de
polifenoles que han sido propuestos
para prevenir el oscurecimiento de los
vinos blancos (12).
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chemical reactions that involves
phenolic compound derived from
flavones 3-ol (catechin) (9).

The most significative changes
produced by must oxidation are phenol
polymerization and acetaldehyde
generation, which have an influence
on physical aspect of product because
it causes a radical change on color and
must aroma that implies quality of fi-
nal product decreasing (2).

So far, darkening has been taking
into account due to the impoverishment
of sensorial characteristics and to the
reduction of wine life, however
nutritional aspects of darkening must
be considered. Phenol oxidation causes
the ability reduction of wine oxidation
and amine acids availability like: lysine;
cysteine, triptophane, hystidine and
methyonine, by compounds formation
that combines phenols and oxydate
proteins in the duodenal tract of
digestive apparatus (10).

Some methods wused for
preventing the oxygen contact with
wine are: antioxidants and chemicals,
thermic treatments and polyphenols
removing proposed for preventing
white wine darkening (12).

In this study were evaluated the
thermic treatments applying to must
at different times for inhibiting the
polyphenoloxydase enzyme activity
and controlling the must and white
wines oxidation produced under tro-
pical conditions.

Materials and methods

Grape must:

60 L of grape must (Vitis vinifera
var. Malvasia) was obtained from
Centro Viticola, Zulia state, with a
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En este trabajo se evalud la apli-
cacién de tratamientos térmicos al
mosto a diferentes tiempos que permi-
tan inhibir la actividad de la enzima
polifenoloxidasa y controlar la oxida-
cién de mostos y vinos blancos produ-
cidos bajo condiciones tropicales.

Materiales y métodos

Mosto de Uva

Se obtuvo 60 L de mosto de uva
Vitis vinifera var. malvasia del Cen-
tro Viticola del Estado Zulia, con una
concentracion de 0,09 g.L'' de
metabisulfito de sodio usado como
preservante bioldgico selectivo y
antioxidante.

Reactivos

Todos los reactivos quimicos uti-
lizados en los diversos anélisis fueron
de grado reactivo.

Organismo

Se utilizé el microorganismo
Saccharomyces cerevisae (ATCC
4921) proveniente de la American
Type Culture Collection (Rockville,
MD, USA). Se obtuvo en estado
liofilizado y fue debidamente
rehidratado y activado en cufas de
agar nutritivo de acuerdo a especifi-
caciones del proveedor (5).

Numero de muestras.

Se tomaron 18 muestras repre-
sentativas de mosto (0,90 L cada una)
y se envasaron en vasijas de fermen-
tacion de 1,3 L de capacidad previa-
mente esterilizadas.

Pie de cuba

Se utiliz6 1,6 L de mosto en una
vasija de 2 L para preparar el pie de
cuba con una concentracién de soéli-
dos disueltos en el mosto de 20 °Brix,
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concentration of 0.09 g.Li* of sodium
methabisulfate used like biological
preservative selective and
antioxidant.

Reagents:

All chemical reagents used in
different analysis were of reactive way.

Organism:

Saccharomyces cerevisae (ATCC
4921) provided by American Type
Culture Collection (Rockville, MD;
USA) in a lyophilized state was used,
re hydrated and activated in an
appropriate way in a wedge of
nutritive agar, according to purveyed
specifications (5).

Samples number:

18 representatives samples of
must were taken (0.90 L each) and
were packed in fermentation recipient
of 1.3L of capacity sterilized
previously.

"Pie de Cuba™:

1,6 L of must in a recipient of 2
L was used for preparing the "Pie de
Cuba" with a dissolved solids
concentration in must of 20°Brix,
supplemented with 0.2 g.Li'' of
ammonium phosphate (FISHER, New
Jersey, USA). Must was heated by
agitation to a temperature of 40°C.
Immediately it was added 0.3 g.Li* of
yeast and it was agitated until well
mixed. Cotton stopper and it was
incubated during 24 hours to 25°C.

Thermic treatments applied
to must and fermentation process
for elaborating white wine:

Thermic treatments of 45°C,
55°C, 65°C and 75°C during 2 and 5
minutes were applied to the must.
Two replications per treatment and
two duplicates of each replicate were
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suplementado con 0,2 g.L.! de fosfato
de amonio (FISHER, New Jersey,
USA). El mosto fue calentado con agi-
tacién hasta una temperatura de
40°C, inmediatamente se le agregd 0,3
g..'! de levadura y se agit6 hasta que
se mezcld bien. Se le colocé un tapén
de algodén y se incubé durante 24
horas a 25°C.

Tratamientos térmicos apli-
cados al mosto y proceso de fer-
mentacion para elaboraciéon del
vino blanco.

Se aplicd a los mostos los trata-
mientos térmicos de 45°C, 55°C, 65°C
y 75°C durante 2 y 5 minutos. Se hizo
2 réplicas por tratamiento y dos dupli-
cados de cada réplica. El blanco corres-
pondié a dos mostos de igual volumen
y concentracién sin tratamientos.

Las temperaturas aplicadas
para los tratamientos fue graduada
en un bafno térmico modelo
Barnstead«sThermolyne! (Duburke,
TIowa, USA) y cada una de las botellas
con muestras de mosto, se traté a las
diversas temperaturas y tiempos co-
rrespondientes.

Una vez aplicado el tratamien-
to térmico se le agregd 0,10 L de pie
de cuba a cada una de las botellas con-
teniendo 0,90 L de mosto para un vo-
lumen total de 1 L.

Las botellas fueron envueltas en
papel aluminio con el fin de que la luz
no interfiriera y se dejaron en reposo
durante todo el periodo de fermenta-
cién (15 dias).

Alolargo del proceso de fermen-
tacién se midieron los °Brix por
refractometria en un refractémetro
marca Boush Lomb, para corroborar
la transformacion de los aztcares en
alcohol y conocer el tiempo de finali-
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made. Control corresponded to 2 must
of same volume and concentration
without treatments.

Temperatures applied for
treatments was graduated in a
thermic bath model Barnstead/
Thermolyne (Duburke, Iowa, USA)
and each of bottles with must samples
was treated at different temperatures
and corresponding times.

Once chemical treatment was
applied, 0.10 L "Pie de Cuba" it was
added to each bottles containing 0.90
L of must for a total volume of 1 L.

Bottles were involved in
aluminum paper with the purpose of
light do not interfere and they were
leaving at rest during all fermentation
process (15 days).

During fermentation process
°Brix by refracthometry were
measured in a refracthometer Boush
Lomb, by checking sugar
transformation to alcohol and by
knowing ending time of fermentation
process and wine obtain.

Wine obtained were classified by
a positive filtration process through
a filter Gelman Sciences (Ann Arbor,
Michigan, USA) by using nitrogenous
like impelling gas. All wines bottles
were identified.

Once the wine obtained, the al-
cohol present was determined like a
modification of technique used by
Urribarri and Soto (11), measured
through a Gas chromatograph Perkin
Elmer, model XL System (Norwalk,
Connecticut, USA) with a capillary
column marc Quadrex (New Haven,
CT, USA) of 15 m length, 530 um of
intern diameter, 1 pm of film thick
and stationary phase OV-225 (007-
225). Operation conditions for ethanol
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zacion del proceso de fermentacion y
obtencion del vino.

Los vinos obtenidos fueron cla-
rificados por un proceso de filtracién
positiva a través de un filtro marca
GELMAN Sciences (Ann Arbor,
Michigan, USA), usando nitrégeno
como gas impulsor. Todas las botellas
de vino fueron debidamente identifi-
cadas.

Una vez obtenido el vino se de-
terminé el contenido de alcohol pre-
sente en este como una modificaciéon
de la técnica utilizada por Urribarri
y Soto (11), medido mediante un
cromatografo de Gases marca Perkin
Elmer, modelo XL System (Norwalk,
Connecticut, USA), provisto de una
columna capilar marca Quadrex (New
Haven, CT, USA) de 15 m de longi-
tud, 530 um de diametro interno, 1
um de espesor de pelicula y fase esta-
cionaria OV-225 (007-225). Las con-
diciones de operacién para la medi-
cién de etanol fueron: Presion del gas
de arrastre, (He) = 7,5 psi; Tempera-
tura de inyeccién = 70°C; Temperatu-
ra de la columna = 110°C; Tempera-
tura del detector, 250°C; tiempo de la
corrida 3 min.

Fenoles

El contenido de fenoles totales
fue determinado por el método
colorimétrico de Folin-Ciocalteau pro-
cedimiento desarrollado por
Singlenton y Rossi (1), a través de un
espectrofotémetro de luz visible y UV,
CARY 50 VARIAN (Mulgrave, Victo-
ria, Australia) (1).

Contenido de catequinas

El contenido de catequinas fue
determinado colorimétricamente me-
diante el procedimiento desarrollado
por Ponpeiy Petri (1) y es una varian-
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measuring were: Pulling gas pressure
(He) = 7.5 psi; Injection = 70°C;
Column temperature = 110°C; Detec-
tor temperature = 250°C, execution
time = 3 min.

Phenols

The total phenol content was
determined by colorimetric model of
Folin-Ciocalteau, a procedure
development by Singlenton and Rossi
(1), through a visible light and UV
spectrophotometer, CARY 50 VARIAN
(Mulgrave, Victoria, Australia) (1).

Catechin content:

It was determined Dby
colorimetrically through procedure
developed by Ponpei and Petri (1), a
variant of Rebelein (1) method, in a
visible light and uv
spectrophotometer, CARY 50 VARIAN
(Mulgrave, Victoria, Australia) (1).

Calibration curves made for
polyphenols and catechin content was
accomplished when wine was ready
(at storage wine) and after three
months of storage, the calibration
curve again it was made again for
these analyses.

Experimental design:

It was design for exploring the
best combination time-temperature
applied to bottles with white grape
must var. Malvasia that guarantee
the inhibition of polyphenoloxidase, a
little quantity of polyphenols and a
high quantity of catechin in wine, with
the purpose of controlling oxidation
of wines obtained. Eight treatments
were applied to the must: 1) 45°C
during 2 min; 2) 45°C during 5 min;
3) 55°C during 2 min; 4) 55°C during
5 min; 5) 65°C during 2 min. 6) 65°C
during 5 min; 7) 75°C during 2 min;
8) 75°C during 5 min. Each of
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te del método de Rebelein (1), en un
espectrofotémetro de luz visible y UV,
CARY 50 VARIAN (Mulgrave, Victo-
ria, Australia) (1).

Las curvas de calibracién reali-
zadas tanto para el contenido de
polifenoles totales como para el con-
tenido de catequinas se realizé una
vez culminado el vino (vino sin alma-
cenamiento) y luego de los tres meses
de almacenamiento, para estos ulti-
mos analisis se realiz6 de nuevo la
curva de calibracion.

Diseino del experimento

Se diseié el experimento para
explorar la mejor combinacién de tiem-
po-temperatura aplicada sobre las bo-
tellas con mosto de uva blanca var.
malvasia, que garantizara la inhibicion
de la enzima polifenoloxidasa, menor
cantidad de polifenoles y mayor canti-
dad de catequinas en el vino, con el fin
de controlar la oxidaciéon de los vinos
obtenidos. Se aplicaron a los mostos,
ocho tratamientos: 1) 45°C durante 2
minutos, 2) 45°C durante 5 minutos, 3)
55°C durante 2 minutos, 4) 55°C duran-
te 5 minutos, 5) 656°C durante 2 minu-
tos, 6) 65°C durante 5 minutos, 7) 75°C
durante 2 minutos y 8) 75°C durante 5
minutos. Cada uno de estos tratamien-
tos se realizo por duplicado, resultando
un total de 16 botellas.

Las botellas de mostos de uva
blanca var. malvasia, se asignaron al
azar a los ocho tratamientos en un
disefio totalmente aleatorizado. Un
bario térmico modelo
Barnstead.Thermolyne! (Dubuke,
TIowa, USA) ajustable a las tempera-
turas asignadas para los tratamien-
tos fue el medio para alcanzar cada
tratamiento.

Se estudid el contenido de fenoles
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treatment was made in duplicate,
resulting on a total of 16 bottles.

White grape var. Malvasia must
bottles were assigned at random to
eight treatments in a randomized
complete design. A thermic bath
model Barnstead.Thermolyne-!
(Dubuke, Iowa, USA) adjustable to
assigned temperatures for treatments
was the way for reaching each
treatment.

Total phenols and catechins
content was studied at zero and three
storage months through repeated
measurements method.

Statistical calculation:

Results obtained were analyzed
through repeated measurements
design. Repeated measurements in
each experimental unit proportioned
information about the response varia-
ble time trend (total polyphenols and
catechin) under different treatment
conditions (time combination and
temperature). Trends in time shows
the time in which treatment units
respond or the time required for
treatment effects reflects on study
units. It was possible the evaluation
of differences between treatments
tendencies (6).

These repeated measurements
for eight treatments were made by
duplicate, in a randomized complete
in terms of inter subjects in which an
experimental unit is assigned to a
treatment (6).

In relation to intra subject
design, it consisted on repeated
measurements of total polyphenols
and catechin accomplished in each
bottle for zero and three months of
storage (6).
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totales y catequinas a los cero y tres
meses de almacenamiento a través del
método de mediciones repetidas.

Calculo estadistico

Los resultados obtenidos fueron
analizados a través del disefio de me-
diciones repetidas. Las mediciones
repetidas en cada unidad experimen-
tal proporcionaron informacién sobre
la tendencia en tiempo de la variable
de respuesta (polifenoles totales y
catequinas) bajo diferentes condicio-
nes de tratamiento (combinaciones de
tiempo y temperatura). Las tenden-
cias en el tiempo revelaron qué tan
rapido respondieron las unidades al
tratamiento o durante cuanto tiempo
se manifestaron los efectos del trata-
miento en las unidades del estudio.
Con esto también fue posible evaluar
las diferencias entre las tendencias de
los tratamientos (6).

Estas mediciones repetidas para
ocho tratamientos se realizaron por
duplicado, en un diseno totalmente
aleatorizado en términos de
intersujetos donde una unidad experi-
mental se asigna a un tratamiento (6).

En cuanto al disefio intrasujetos
este consisti6 en las mediciones repe-
tidas de polifenoles totales y
catequinas realizadas en cada bote-
lla para los cero y tres meses de al-
macenamiento (6).

Resultados y discusion

El contenido de etanol en los vinos
blancos producidos a partir de la varie-
dad de uva malvasia fue 9,14 + 0,07 % v/
v, ligeramente seco y de color amarillo
verdoso, al ser comparado con vinos de
11% v/v, considerados secos de acuerdo a
lo reportado por Vaimakis y Roussis (12).
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Results and discussions

Ethanol content in white wine
produced from Malvasia variety was
9.14 £ 0.07% vl/v,, lightly dry and
yellow-green color, comparing with
wines of 11% v/v, considered dries
according to Vaimakis et al., 1997.

Table 1 shows the catechin
content in white wines treated at
temperatures of 45°C, 55°C, 65°C and
75°C during 2 and 5 minutes for 0 and
3 storage months, ordered through an
experimental design of repeated
measurements.

It was observed an increase in
catechin contents for every chemical
treatments applied in white wine var.
Malvasia must when increasing
storage time for 2 and 5 minutes of
treatment duration, likewise for con-
trol wine. This behavior was observed
in the study accomplished by (7) in
where a catechin content (mg.L!)
from 6.76+0.530 to 10.2+0.173, from
0 to 14 storage weeks, respectively.
By comparing this result with
catechin content (mg.Li'!) present in
studied wines, the maximum value at
3 storage months product was of
1.49+0.07, for treatment of 45°C
during 2 min. which indicates that
wines have a lower darkening
capacity due to a lower catechin
content that can be degraded in a way
no enzymatic. Young white wines
have lower catechin concentrations
that mature white wine. Increase of
mono and dimer contents of compound
flavone-3-0l (catechin) can be
reasonably attributed to absence of
wine contact with atmospheric
oxygen, which permits the hydrolysis
of oligomer derivates; these
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El cuadro 1, muestra el conteni- compounds are oxidate in a moderate
do de catequinas en los vinos blancos extension during this anaerobic
tratados a las temperaturas de 45°C, period (7). Catechin content shows an
55°C, 65°C y 75°C durante 2 y 5 mi- increasing trend at the time of wine
nutos para 0 y 3 meses de almacena- becomes mature. Must treated during
miento ordenados a través de un di- 2 min at 55°C and storage during 3
seno de experimento de mediciones months, is the most recommended
repetidas. (1,34 mg.L?), despite of having the

Se observé aumento del conteni- lower catechin content being
do de catequinas para todos los trata- compared with the other treatments
mientos térmicos aplicados en los mos- applied, since between temperatures
tos de uva blanca var. malvasia al au- of 25 and 55°C is the maximum
mentar el tiempo de almacenamiento activation of the polyphenoloxydase
para 2 y 5 minutos de duracién del tra- enzyme, in agreement with thermic
tamiento, asi como también para el inactivation studies over 55°C (13),
vino control, este mismo comporta- With a treatment of 45°C the enzyme
miento fue observado en el estudio rea- inactivation do not be achieved which
lizado por Mayén et al. (7) donde re- generates total phenols and catechin
porta un contenido de catequinas activation. Over 55°C inactivation is
(mg.L') que va desde 6,76+0,530 has- reached, but also it is produced a
ta 10,2+0,173 de cero a catorce sema- damage in its nutritional and
nas de almacenamiento respectiva- organoleptic characteristics by

Cuadro 1. Diseno de mediciones repetidas para el contenido de
catequinas (valor medio) en el vino blanco.

Table 1. Repeated measures for catechin control design (mean value)
in white wine.

Tratamiento Tiempo de almacenamiento (meses)
0 3

Tiempo (min) Temperatura (°C) Contenido de catequinas*® + 6 (mg.L")
2 45 0,77+0,06 1,49+0,07
55 0,90+0,01 1,34+0,02
65 0,73+0,04 1,45+0,12
75 0,74+0,04 1,38+0,08
5 45 0,83+0,05 1,31+0,02
55 0,83+0,06 1,36+0,12
65 0,84+0,11 1,45+0,04
75 0,83+0,07 1,41+0,12
Vino Control (sin tratamiento) 0,72+0,02 1,41+0,16

*Valor promedio de los duplicados para dos réplicas
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mente, que al ser comparado con el
contenido de catequinas (mg.L!) pre-
sente en los vinos estudiados, el méaxi-
mo valor obtenido a los 3 meses de al-
macenamiento fue de 1,49+0,07, para
el tratamiento de 45°C durante 2 mi-
nutos; lo que indica que los vinos pro-
ducidos poseen una menor capacidad
de oscurecimiento por presentar me-
nor contenido de catequinas que pue-
den ser degradadas de manera no
enzimatica. Los vinos blancos jévenes
tienen menores concentraciones de
catequinas que los vinos blancos
afiejados. El incremento del conteni-
do de derivados monoméricos y
diméricos del compuesto flavan-3-ol
(catequinas) pueden ser razonable-
mente atribuidos a la ausencia de con-
tacto del vino con el oxigeno atmosfé-
rico, lo que permite la hidrolisis de
derivados oligoméricos, estos com-
puestos son oxidados en una modera-
da extensién durante este periodo
anaerdbico (7). El contenido de
catequinas tiende a incrementar en
la medida que el vino se aneja. El
mosto tratado por 2 minutos a 55°C y
almacenado durante tres meses a pe-
sar de que no present6é el mas bajo
contenido de catequinas (1,34 mg.l;
1), al ser comparado con los otros tra-
tamientos aplicados, es el mas reco-
mendable, ya que entre las tempera-
turas de 25 y 55°C es la maxima acti-
vacién de la enzima polifenoloxidasa,
estando esto de acuerdo a los estudios
de inactivacién térmica de la enzima
por encima de 55°C (13), por lo tanto
con un tratamiento de 45°C no se lo-
gra la inactivaciéon de la enzima lo que
genera oxidacion de fenoles totales y
catequinas, por encima de 55°C se lo-
gra la inactivacién pero también se
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causing sugar caramelize as reported
by Coultate, 1998. Wine treated at a
temperature higher of 55°C is not
recommendable, being the most
adequate wine treated at 55°C during
2 minutes, because darkening
reactions as a product of anthocyanine
absence 1n white wines being
compared with red wine are
controlled. These wines lost its ability
to keeping color and show a great
instability as a result of oxidative
process. Additionally, one of big
troubles is that contains monomer
and oligomer of flavan-3-ol, having an
important role in oxidation reactions
(7). High catechin content presents in
white wines influences on
susceptibility of white wines to
darkening. Catechin content
increases by hydrolysis reaction.

It is observed that for chemical
treatments 45°C, 55°C, 65°C and 75°C
during time of 2 min, there are not any
difference on catechin content for zero
and three months of storage, separately.
The same happened for every
temperature during time of 5 min.

Catechin content for time of 2
min and applied temperatures of 45°C
(1.49 mg.Li'') and 65°C (1.45 mg.L!)
was over the result obtained in con-
trol wine (1.41 mg.L') whereas for
temperatures of 55°C and 75°C,
catechin contents (1.34 mg.L!) and
(1.38 mg.L!) respectively, were lower
than catechin content presents on con-
trol wine. This result shows that must
treatment at 55°C during 2 min is the
most recommended because it has low
catechin content.

A highly significative effect was
observed in storage time over catechin
content for a significance level of 1%
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deteriora nutricional y organoléptica-
mente por ocasionar caramelizacién
de azucares tal como fue reportado por
Coultate (3). Por lo tanto recomendar
el vino tratado a una temperatura por
encima de 55°C no es aconsejable,
siendo el mas adecuado el vino trata-
do a 55°C durante 2 minutos ya que
se controlan las reacciones de oscure-
cimiento como producto de que los vi-
nos blancos no contienen antocianinas
en comparacion con los vinos tintos,
por lo tanto ellos pierden la capaci-
dad de mantener el color y exhiben
considerablemente gran inestabilidad
como resultado de los procesos de oxi-
dacién, adicionalmente, uno de los
mayores problemas es que contienen
mondémeros y oligébmeros de flavan-3-
ol, los cuales tienen un importante rol
en las reacciones de oxidacion (7). El
alto contenido de catequinas presen-
tes en vinos blancos tiene una fuerte
influencia sobre la susceptibilidad de
los vinos blancos al oscurecimiento. El
contenido de catequinas incrementa
por la reaccién de hidrélisis.

Se observa ademds que para los
tratamientos térmicos, 45°C, 55°C,
65°C y 75°C, durante el tiempo de 2
minutos, no existié una marcada di-
ferencia sobre el contenido de
catequinas para cero y tres meses de
almacenamiento por separado, de
igual forma sucedié para todas las
temperaturas durante el tiempo de 5
minutos.

El contenido de catequinas para
el tiempo de 2 minutos y las tempera-
turas aplicadas de 45°C (1,49 mg.L?)
y 65°C (1,45 mg.L") estuvo por enci-
ma del obtenido en el vino control
(1,41 mg.L!), mientras que para las

(table 2), likewise a highly
significative interaction between
storage time and temperature;
catechin content in wines varies with
applied temperatures during thermic
treatments and with storage time
also. It was not significative effect for
a significance level of 1% in thermic
treatment duration (2 and 5 min) on
catechin content.

In table 3, for inter subjects
contrast test, there was not
significative effect at 1% of
temperatures (45°C, 55°C, 65°C and
75°C) on catechin content for wines of
0 and 3 storage months separately.

There was not significative
effect of time (2 and 5 min) for a level
of 1% on catechin content, for wines
of 0 and 3 storage months separately.

Table 4 shows the repeated
measurements experiment design for
total phenols content in whites wines
treated at temperatures of 45°C, 55°C,
65°C and 75°C during 2 and 5 min for
0 and 3 storage months,

A trend to decrease of total
phenols content in wines of 0 to 3
storage months was noted.
Temperature with lower phenols
content was of 65°C, for 2 and 5 min
of treatment duration.

When temperature increases,
the content reduction of total phenols
between wine without storage and at
3 storage months is lower, as a
product of a maximum activation of
polyphenoloxydase enzyme between
25 and 55°C, as reported by Valero et
al., 1998. Likewise, for treatment
carried out at 45°C during 2 and 5
min, there is a maximum activity of
polyphenoloxydase enzyme, by
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temperaturas de 55°C y 75°C los con-
tenidos de catequinas (1,34 mg.L!) y
(1,38 mg.L!), respectivamente, fueron
menores que el contenido de
catequinas presentes en el vino con-
trol, esto indica que el tratamiento del
mosto a 55°C durante 2 minutos es el
mas recomendado por presentar bajo
contenido de catequinas.

De acuerdo con el analisis esta-
distico mostrado en el cuadro 2 (prue-
ba de contrastes intrasujetos), se ob-
servé un efecto altamente significati-
vo del tiempo de almacenamiento so-
bre el contenido de catequinas para
un nivel de significancia del 1%, asi
como también una interaccién alta-
mente significativa entre el tiempo de
almacenamiento y la temperatura,
por lo tanto el contenido de catequinas
en los vinos varié con las temperatu-
ras aplicadas durante los tratamien-
tos térmicos y con el tiempo de alma-
cenamiento. No se observé efecto sig-
nificativo para un nivel de
significancia del 1% en la duracién del
tratamiento térmico (2 y 5 minutos)
sobre el contenido de catequinas.

Tal y como se presenta en el cua-
dro 3, para la prueba de contrastes
intersujetos no se observé efecto sig-
nificativo para un nivel de
significancia del 1% de las tempera-
turas (45°C, 55°C, 65°C y 75°C) sobre
el contenido de catequinas, para los
vinos a 0 y 3 meses de almacenamien-
to por separado.

No se observ) efecto significati-
vo del tiempo de 2 y 5 minutos para
un nivel de significancia del 1% sobre
el contenido de catequinas, para los
vinos de 0 y 3 meses de almacena-
miento por separado.
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keeping active and cause a total
phenols degradation at the same time
of passing time, whereas to 55°C
during 2 and 5 min, the enzyme
activity begin to decline, as reported
by (13).

For the control wine (without
treatment) it was observed the
maximum decreasing of total phenols
between times without storage and 3
storage months, as a consequence of
phenoloxydase activity. Hydrolysis
reactions have been questioned by
several authors for trimer of C1 and
T2 and gallic acid dimer, according to
this potential hydrolysis, these
compounds have been oxydates to a
moderate extension during anaerobic
periods because wine always keeps on
storage, so the catechin content
increases (7).

Total phenols medium content
for every thermic treatments applied
to 0 month of storage is lower than
control wine. The total inhibition of
polyphenoloxydase enzyme must be
reached at 75°C during 15 min if is
compared with studies made by (13).
Phenols content in treated wines
decreased with increasing
temperature, by resulting treated
wine at 75°C during 2 min with a
lower content of total phenols (190.58
mg.L! gallic acid), however, use of
elevated temperatures can cause
sugar caramelize (3).

Treatment time do not affected
phenols content. Thermic treatment
more recommend is 55°C during 2 min
with a low phenols content (201,20
mg.L! gallic acid) by comparing to
other treatments applied for wine
without storage; wine will be lower
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Cuadro 3. Prueba de contrastes intersujetos para catequinas.

Table 3. Intra subjects contrast test for catechin.

Fuente Suma de gl Media F Significaciéon
cuadrados cuadratica
tipo II
Intercepto 77,814 1 77,814 10471,328 0,000
Tiempo 3,616E-04 1 3,5616E-04 0,047 0,829
Temperatura 7,005E-03 3 2,335E-03 0,314 0,815
Error 0,201 27 7,431E-03

Nivel de significancia 1%

El cuadro 4, muestra el disefio
de experimento de mediciones repeti-
das para el contenido de fenoles tota-
les en los vinos blancos tratados a las
temperaturas de 45°C, 55°C, 65°C y
75°C durante 2 y 5 minutos paraOy 3
meses de almacenamiento.

Se observ6 una clara tendencia
de disminucién del contenido de
fenoles totales en los vinos de cero a
tres meses de almacenamiento. La
temperatura que produjo menor con-
tenido de fenoles fue 65°C, tanto para
2 como para 5 minutos de duracién
de tratamiento.

A medida que incrementa la tem-
peratura, la reduccién del contenido de
fenoles totales entre el vino sin alma-
cenamiento y a tres meses de almace-
namiento es menor, producto de una
maxima activacién de la enzima
polifenoloxidasa entre 25 y 55°C tal
como fue reportado por Valero et
al.(13), asi mismo, para el tratamiento
realizado a 45°C durante 2 y 5 minutos
existe maxima actividad de la enzima
polifenoloxidasa, la cual continua acti-
va y degrada los fenoles totales a medi-
da que transcurre el tiempo, mientras
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darkening susceptibility on time
because there are lower total phenols
quantities for oxidation and other
compound be formed (12). Besides, the
wine exposition time to treatment
generates a big energy expense.

Total phenols content for
thermic treatment applied at 3
storage months, at 45°C during 2 min
(168,83 mg.L* gallic acid) and 5 min
(167,568 mg.L! gallic acid), likewise,
for 55°C during 2 min (167,58 mg.L!
gallic acid) and 5 min (178,80 mg.L!
gallic acid) were over total phenols
content showed for control wine (166,2
mg.Ll! gallic acid) being the same
diminishing effect of PPO enzyme, as
a consequence of its inhibition of
wines without storage.

Phenols content for treatment of
65°C during 2 min (149,63 mg.L"!
gallic acid) and 5 min (155,18 mg.L!
gallic acid) was lower than for
treatment of 75°C during 2 min
(159,58 mg.L! gallic acid) and 5 min
(162,78 mg.L* gallic acid).

Total phenols content for
treatment of 55°C during 2 min for 3
storage months (167.58 mg.L! gallic
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Cuadro 4. Diseno de mediciones repetidas para el contenido de fenoles
(valor medio) en el vino blanco.

Table 4. Repeated measurements design for phenols content (mean

value) in white wine.

Tratamiento

Tiempo (min) Temperatura (°C)

Tiempo de almacenamiento (meses)
0 3
Contenido de catequinas® + § (mg.L!)

2 45
55
65
75
5 45
55
65
75
Vino control (sin tratamiento)

210,75+1,36 168,83+7,85
201,2046,17 167,58+3,81
202,23+4,61 149,63+7,34
190,58+2,05 159,58+7,15
211,03+0,41 167,03+7,69
200,50+4,67 178,8045,57
197,35+4,03 155,18+10,20
193,25+2,86 162,78+6,29
212,68+4,22 166,23+5,23

*Valor promedio de los duplicados para dos réplicas.

que a 55°C durante 2 y 5 minutos comien-
za a declinar a actividad de la enzima tal
y como lo indica Valero et al. (13).

Para el vino control (sin trata-
miento), se observo la maxima dismi-
nucién del contenido de fenoles entre
el periodo sin almacenamiento y tres
meses de almacenamiento, como con-
secuencia de la actividad de la
polifenoloxidasa. Las reacciones
hidroliticas han sido cuestionadas por
diversos autores para trimeros de C1
y T2 y dimeros galoliticos, en concor-
dancia con esta hidrélisis potencial,
estos compuestos han sido oxidados
hasta una moderada extension duran-
te periodos anaerdbicos ya que el vino
permanece almacenado siempre, ra-
z6n por la cual incrementa el conteni-
do de catequinas (7).

El contenido medio de fenoles
totales para todos los tratamientos

acid) was low by comparing with other
applied treatments for wine without
storage, which guarantee a lower
darkening ability, caused for a no
enzymatic darkening and changes on
organoleptic properties lower.

A highly significative effect 1%
was observed of storage time on
phenols (table 5), likewise a highly
significative between storage time
and temperature interaction, so total
phenol content in wines vary with
temperatures applied during thermic
treatments and with storage period.

There was no significative effect
for a level of 1% in thermic treatment
duration (2 and 5 min) on total
phenols content for 0 and 3 storage
months.

Table 6 shows the statistical
analysis of each inter subject factor
(time and temperature) on total
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térmicos aplicados a cero mes de al-
macenamiento, es menor que en el vino
control. La completa inhibicién de la
enzima polifenoloxidasa se debe alcan-
zar a 75°C durante 15 minutos si se
compara con los estudios realizados
por Valero et al. (13). El contenido de
fenoles en los vinos tratados disminu-
y6 con el incremento de la temperatu-
ra, resultando el vino tratado a 75°C
durante 2 minutos con menor conteni-
do de fenoles totales (190,58 mg.L! Aci-
do galico), sin embargo, el uso de tem-
peraturas muy elevadas puede ocasio-
nar caramelizacién de azucares (3).

El tiempo de duracién del trata-
miento no afecté el contenido de
fenoles. El tratamiento térmico mas
recomendable resulté ser el de 55°C
durante 2 minutos con un bajo conte-
nido de fenoles (201,20 mg.L! acido
géalico) comparado con los demas tra-
tamientos aplicados para el vino sin
almacenamiento, por lo cual el vino
tendra menor capacidad de oscureci-
miento en el tiempo por existir meno-
res cantidades de fenoles totales que
se oxiden y formen otros compuestos
(12), ademas el menor tiempo de ex-
posicién del vino al tratamiento ge-
nera menor gasto de energia.

Los contenidos de fenoles tota-
les para el tratamiento térmico apli-
cado a tres meses de almacenamien-
to, a 45°C durante 2 minutos (168,83
mg.L,'t 4cido galico) y 5 minutos
(167,03 mg.L! acido galico), asi como,
para 55°C durante 2 minutos (167,58
mg.L,'t 4cido galico) y 5 minutos
(178,80 mg.L* acido galico), estuvie-
ron por encima del contenido de
fenoles totales arrojado por el vino
control (166,2 mg.L"' 4cido galico),
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phenol content at significance level of
1%. There was not a significative
effect of temperature on total phenols
content, for wines of 0 and 3 storage
months.

There was no significative effect
of the applied treatmant time of 2 and
5 min for a significance level of 1% on
the total phenols content, for wines
at 0 and 3 storage months.

Conclusions

Storage time and thermic
treatments applied to must caused a
highly significative effect on catechin
content and total phenols, at level of
significance of 1%, however, duration
time of thermic treatment applied (2
and 5 min) have not significative
effect on catechin content for
significance level of 1%.

Thermic treatment applied to
must at 55°C during 2 min is the more
recommend for oxidation control in
white wines produced from grapes
variety Malvasia, by guarantying
through this treatment, a catechin
and total phenols content lower, by
decreasing oxidation for no enzymatic
darkening on time.

End of english version

siendo este el mismo efecto de la dis-
minucién de la actividad de la enzi-
ma PPO, como consecuencia de su in-
hibicién de los vinos sin almacena-
miento.

El contenido de fenoles para el
tratamiento de 65°C durante 2 minu-
tos (149,63 mg.L! acido galico) y 5 mi-
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nutos (155,18 mg.L! acido galico), fue
menor que para el tratamiento de 75°C
durante 2 minutos (159,58 mg.L* aci-
do géalico) y 5 minutos (162,78 mg.L!
acido galico).

El contenido de fenoles totales
para el tratamiento de 55°C durante
2 minutos para tres meses de alma-
cenamiento (167,58 mg.L! 4cido gali-
co) fue bajo comparado con los demas
tratamientos aplicados para el vino
sin almacenamiento, hecho que ga-
rantiza menor capacidad de oscureci-
miento, debido a la menor posibilidad
de oscurecimiento no enzimatico y me-
nores cambios en la propiedades
organolépticas del producto.

De acuerdo con el analisis esta-
distico mostrado en el cuadro 5 (prue-
ba de contrastes intrasujetos), se ob-
servé efecto altamente significativo
del tiempo de almacenamiento sobre
el contenido de fenoles totales para un
nivel de significancia del 1%, asi como
también, una interaccién altamente
significativa entre el tiempo de alma-
cenamiento y la temperatura, por lo
tanto el contenido de fenoles totales
en los vinos varia con las temperatu-
ras aplicadas durante los tratamien-
tos térmicos y con el periodo de alma-
cenamiento.

No se observé efecto significati-
vo para un nivel de significancia del
1% en la duracion del tratamiento tér-
mico (2 y 5 minutos) sobre el conteni-
do de fenoles totales para cero y tres
meses de almacenamiento.

El cuadro 6, muestra el analisis
estadistico del efecto de cada factor
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intersujeto (tiempo y temperatura)
sobre el contenido de fenoles totales a
un nivel de significancia del 1%. No
se observo un efecto altamente signi-
ficativo de la temperatura sobre el
contenido de fenoles totales, para los
vinos a 0 y a 3 meses de almacena-
miento.

No se observé efecto significati-
vo del tiempo de tratamiento aplica-
do de 2 y 5 minutos para un nivel de
significancia del 1% sobre el conteni-
do de fenoles totales, para los vinos a
0 y a 3 meses de almacenamiento.

Conclusiones

El tiempo de almacenamiento y
los tratamientos térmicos aplicados a
los mostos causaron un efecto alta-
mente significativo sobre el conteni-
do de catequinas y fenoles totales, a
un nivel de significancia del 1%, sin
embargo, el tiempo de duraciéon del
tratamiento térmico aplicado (2 y 5
minutos) no tuvo efecto significativo
sobre el contenido de catequinas para
un nivel de significancia del 1%.

El tratamiento térmico aplicado
al mosto a 55°C durante 2 minutos es
el mas recomendable para el control
de la oxidacién en vinos blancos pro-
ducidos a partir de la variedad de uva
malvasia, garantizandose a través de
este tratamiento bajo contenido de
catequinas y fenoles totales, disminu-
yéndose la oxidacién producto de os-
curecimiento no enzimatico con el
tiempo.
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Cuadro 6. Prueba de contrastes intersujeto para el contenido de fenoles

totales.

Table 6. Inter subject contrast test for phenols content.

Fuente Suma de gl Media F Significacion
cuadrados cuadratica
tipo 11
Intercepto 2126128,516 1 2126128,5 63231,502 0,000
Tiempo 60,451 1 60,451 1,798 0,191
Temperatura 2310,602 3 770,201 22,906 0,815
Error 907,862 27 33,625

Nivel de significancia 1%
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