| |
Sk
H\®

= AN\ BN

INFORME FINAL PROYECTOS FIC
GOBIERNO REGIONAL DE ATACAMA

DATOS DEL PROYECTO

* Nombre del proyecto: Mejoramiento Tecnoldgico del proceso fermentativo del vino pajarete
de la Regidn de Atacama, para aumentar su competitividad.

* Ejecutor: Universidad de Santiago de Chile

* Encargado Proyecto: Maria Angélica Ganga

DESCRIPCION RESUMIDA DEL PROYECTO

El vino pajarete (D.0.), vino dulce elaborado con uvas de la Ill regién, representa un rubro
tradicional y con un importante crecimiento en los ultimos anos, fruto de la ejecucidon de un plan
de fomento para este rubro. Esto ha permitido a los productores comercializar legalmente su
producto, aumentar el volumen de produccién, y mejorar el precio de venta. Las brechas
trabajadas hasta el momento han sido el disefiar y transferir un paquete tecnoldgico que ha
permitido producir un vino que da cumplimiento a la ley que lo rige (denominacién de origen) y por
otro lado, aumentar el volumen de produccién de este vino mediante la transferencia de esta
tecnologia a nuevos beneficiarios. Sin embargo, el conocimiento microbioldgico en cada uno de los
procesos de elaboracién del vino no ha sido trabajado, ni mucho menos explotado la microbiota
nativa que pueda haber presente en el territorio.

En el proceso de la elaboracion de vino pajarete existen variables tecnoldgicas que no cuentan con
manejos técnicos adecuados y que hoy en dia se trabajan en base a protocolos generales
establecidos en la literatura. Es necesario identificar cuales son las variables que podrian potenciar la
calidad final del vino pajarete y darle un valor agregado al producto.

Las variables que seran abordadas en este proyecto para mejorar la calidad y darle valor agregado al
vino pajarete son las siguientes: Control microbioldgico e inoculacion de levaduras nativas.

Ambas variables se consideran de gran importancia y es por esto que este proyecto propone generar
informacidn que sirva de base para controlar microbiolégicamente los pasos fermentativos asociados
a la produccién de pajarete. Esta informacién consiste en determinar tanto la carga y como la
composicion microbiana (levaduras y bacterias) durante el proceso de produccion de pajarete,
para luego lograr la caracterizacion de propiedades de los microorganismos relacionadas con las
estrategias de control de los mismos (tolerancia a metabisulfito, etc.). Esta informacion base
permitira establecer las bases para el manejo microbiolégico en el proceso.

El objetivo general de este proyecto es Mejorar el proceso tecnoldgico del vino pajarete de la region
de atacama, mediante el control microbioldgico del proceso lo que permitira aumentar su calidad y
competitividad a mercados nacionales e internacionales.



Para llevar a cabo el objetivo general es que se plantearon tres objetivos especificos:

* Desarrollo de protocolos para la estabilizacion microbioldgica en el proceso de fermentacién
del vino pajarete.
* Identificar y desarrollar levaduras nativas de la Region de Atacama para la elaboracion de

vino pajarete.
* Desarrollar y difundir

pajarete de la region de Atacama

RESUMEN DE ACTIVIDADES Y RESULTADOS

un paquete tecnoldgico para el proceso de fermentacién del vino

Actividades realizadas o en ejecucidn en el periodo

Nombre Objetivos Resultados

1. Seleccion de | seleccionar a productores de | Se seleccionaron 5 productores de vino pajarete que
productores de | vino pajarete para llevar a | aplican tecnologia. Ademds se seleccion6 3 productores
pajarete para ensayos | caho los ensayos | que no aplicaban tecnologia

microbiolégicos microbioldgicos.

2. Elaboracion de | Estandarizar el proceso de | Protocolo terminado.

protocolos de
vinificacion 2012

vinificacién de vino pajarete.

3. Asistencia Técnica a
productores de vino

Asistir a los productores de
vino pajarete en el proceso de

Vinos temporada 2012.

pajarete 2012 vinificacién.
4. Aislamiento, | Aislar levaduras de la zona del | Set de levaduras seleccionadas caracterizadas
caracterizacion y | Huasco. molecularmente

seleccion de levaduras
de la zona del Huasco

Caracterizar bioldgica y
molecularmente los aislados
obtenidos.

Seleccionar mediante
pardametros tecnoldgicos
aquellas levaduras con

potencial enolégico.

Identificacion del origen de nativo de las levaduras
aisladas de la zona del Huasco.

Selecciéon de al menos 4 cepas de levaduras con
potencial tecnoldgico y organoléptico.

Selecciona de 1 levadura que fue ensayada en Ia
vendimia 2013 (Anexo I)

5. Ensayos elaborados
tanto a nivel de
laboratorio

Se llevd a cabo una
vinificacién en los laboratorio
de la Usach con un volumen
de 3,5 L por fermentador,
usando las 3 levaduras nativas
seleccionadas (por triplicado);
y como control la levadura
comercial EC1118.

Una vez llevada a cabo la seleccidn, se realizaron
fermentaciones a nivel de laboratorio en mosto
sintético y mosto natural (Anexo I). La fermentacidn
fue seguida mediante el consumo de azlcar, y
produccion de alcohol. En el caso de la fermentacién en
mostro natural, en febrero 2013 se traslado un replica
de cada ensayo a la zona de Huasco para que fueran
degustado los vinos por los propios productores. Se
propusieron 3 cepas de levadura nativas que fueron
utilizadas en fermentacién en 3,5L de mosto natural La
fermentacion fue seguida al igual como lo indicado
anteriormente. Luego se realizé un panel de cata con los
productores de pajarete llevando como resultado se
obtuvo que la levadura 1 seria la que ensayaria en la
vendimia 2013 (Anexo ).




6. Ensayos en terreno

Primera produccién de vino

Los productores quedaron muy satisfechos de los logros

con la levadura | pajarete realizado con | alcanzados, pues la levadura nativa obtuvo aspectos
seleccionada de la | levadura nativa organolépticos y tecnolégicos de gran interés.

zona del Huasco.

Vinificacion 2013 con Primera produccidn de vino pajarete con levaduras
levadura nativa nativas (Anexo )

7. Confirmacion de la | Aislamiento de | Verificacién que los productores con tecnologia posee

contaminacion de
levaduras comerciales
en los productores
con tecnologia

microorganismos

contaminacion con levaduras comerciales, por ello, la
levadura seleccionada se obtuvo desde productores
totalmente artesanales (Anexo II)

8. Produccién a nivel
masivo (laboratorio)
de levadura nativa

Obtener una mayor masa de
levadura para su uso en la
vendimia 2013

Se puso a punto el crecimiento de levaduras en un
fermentador de 5 L de capacidad. Esto ha permitido
obtener cantidad de levadura suficiente para realizar
ensayos con los productores de pajarete (Anexo V)

9. Definicion  del | Determinacién del cardcter | Mediante métodos moleculares se determind el
caracter nativo de las | nativo cardacter nativo de las cepas de levaduras seleccionadas
cepas de S. cerevisiae (Anexo Il1).

aisladas en el valle del

Huasco

10. Confirmacion de la | Definicidn de la | Mediante métodos moleculares se definio la

predominancia de la
levadura nativa en la
produccion de vino
pajarete 2013

predominancia de la levadura
en la produccién de vino
pajarete 2013

predominancia de las levaduras que fueron utilizados en
la produccion 2013 (Anexo 1V)

11. Levadura nativa
seleccionada

Obtencién de cepas de
levaduras de origen nativo
para la elaboracién de vino
pajarete

Se logro tener una levadura nativa Flumen auri que
durante la vendimia 2013 fue utilizada entregando
aromas deseados por los productores de pajarete
(Anexo 1)

12. Cepario de
levadura de la region
del Huasco

Cepario de levaduras

Se tiene un set de al menos 40 cepas de levaduras S.
cerevisiae estandarizadas y guardadas en LAMAP Usach,
Ademas se guardaron levaduras no Saccharomyces.

13. Obtencion de un
protocolo para el
control bacteriano

Protocolo

Con el fin que los productores de pajarete pudieran
controlar la contaminacion bacteriana se llevo a cabo un
documento (Anexo VI) que fue entregado a los
productores.

14. Apoyo técnico a
Pajareteros del
Huasco Alto y Alto del
Carmen (Anexo VII)

Apoyar a los Pajareteros del
Huasco Alto y Alto del
Carmen en asistencia técnica

Lanzamiento Programa Iniciativa de Desarrollo de

Mercado

Charla técnica en uso de bomba enoldgica Ejecucién de
Proyecto Iniciativa de Desarrollo de Mercado 2013
“comercializacién de pajarete”

Adjudicacion de proyecto FOSIS “Fortalecimiento de los
Tratamientos PostFermentativos del Vino Pajarete para
mejor su Calidad y conservacion”

Capacitacién en andlisis fisico quimico de vinos

15. Actividades de
Difusién (Anexo VIII)

Difundir los resultados y
actividades del proyecto

Se apoyo a los pajareteros en diferentes actividades

donde presentaron su producto, ejemplo de ello son:

- Presentacion ante la Subdirectora de Corfo-Atacama

- “vino de honor” en ceremonia de inauguracion de
salas en el CFT-UDA Copiapd




- Participaciéon en actividad “Como Huasco” con los

productores de pajarete en una rueda de negocios
en la Ciudad de Vallenar (SERCOTEC).

- Degustacion con profesionales de Corfo
- Participacidn y apoyo a productores de pajarete en

la “Atexpo” para hacer contacto con posibles
clientes de empresas mineras

- Organizaciéon de una degustacion e vinos con

periodista de la revista Vitis Magazine, Gonzalo
Rojas. Apoyo a productores de pajarete en el Stand
de la Ill Regidon a actividad de SERNATUR en el
Parque Alberto Hurtado, Santiago.
XXXIV Congreso Nacional de Microbiologia

- ExpoMundo Rural 2013

16. Formacion de
capital humano

Incorporaciéon de alumnos
tesistas para desarrollar sus
capacidad de trabajo,
investigacion e innovacion en
el apoyo de la produccion de
vino pajarete

Se llevaron 3 tesis de pregrado durante el desarrollo
de este proyecto

1) Gustavo Lorca “Mejoramiento tecnoldgico del
proceso fermentativo del vino pajarete para aumentar
su competitividad”

Trabajo de tesis para optar al titulo de Ingeniero en
Biotecnologia. Facultad de Ingenieria de la Universidad
de Santiago de Chile. Obtencion del titulo 28 de agosto
de 2013.

2) Sandra Uribe “Seleccién de levaduras nativas para la
produccidn de vino pajarete”.

Trabajo de tesis para optar al titulo de Ingeniero en
Alientos. Facultad Tecnolégica de la Universidad de
Santiago de Chile. Fecha de Examen Octubre 2013.

3) Hans Finklestein “Produccion de biomasa de levadura
para la elaboracién de vino pajarete”

Trabajo de tesis para optar al titulo de Ingeniero en
Biotecnologia. Facultad de Ingenieria de la Universidad
de Santiago de Chile. Fecha de Examen Diciembre 2013.

CONCLUSION GENERAL:

El desarrollo del proyecto ha permitido realizar un analisis de los microorganismos presentes durante la

elaboracion del vino pajarete de la zona del Huasco. Mediante ello, se desarrollé un manual microbiolégico de

la elaboracién de vino pajarete que ha permitido mejorar la calidad general del producto. Este tipo de iniciativa

ha permitido incorporar tecnologia a un producto de tradicidn en la zona, con el fin de mejorar su produccién

manteniendo su esencia como producto de la region.

El estudio de la microbiota ha permitido ademas definir las potencialidades tecnoldgicas que poseen

especialmente las levaduras de la zona, ya que el uso de levaduras nativas en la elaboracién del vino pajarete

ha hecho que éste vuelva a retomar sus cualidades sensoriales, sin disminuir aspectos de su elaboracién, como

es tiempo de fermentacion.

Estos resultados son promisorios para continuar con esta investigacién de tal

manera de poder obtener microorganismos propios de las zonas vitivinicolas que logren diferenciar el producto

y ello con un impacto de posicionamiento en el mercado, lo cual permitird abrir nuevas expectativas para los

productores de la zona del Huasco.




ANEXO |
Analisis de microfermentacion en mosto sintético.

Cinéticas de pérdida de CO,: Utilizando mosto sintético se analizé la capacidad fermentativa cada una
de las cepas nativas de S. cerevisiae seleccionadas. Como control se utilizaron las cepas comerciales
EC1118 y Actiflor. El analisis estadistico (ANOVA) indic6 con un 95% de confianza que, a excepcion de
la cepa nativa 7, no existen diferencias significativas en cinética fermentativa (Figura 1y 2)
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Figura 1. Cinética de pérdida de CO, de las cepas en estudio. a) Cepas 1 a 4. b) Cepas 5 a 8.
En ambos se presentan las levaduras comerciales EC1118 y Actiflor.



Tasa de produccion de CO,

3-
— Cepa 1

—_ Cepa 2
ﬁ 2. — Cepa 3
=) — Cepa 4
5 — EC1118
o Actiflor
O
S

O L] L I L 1

0 100 200 300 400 500
Tiempo [hr]
Tasa de produccién de CO,
2.0
— Cepa 5

T 45 Cepa 6
K =97
- Cepa 7
= Cepa 8
5 107 — EC1118
o i Actiflor
S 054/ ‘ |

0.0+ : : : . .

0 100 200 300 400 500
Tiempo [hr]

Figura 2. Propiedades cinéticas de las cepas en estudio correspondiente a la
curva de la primera derivada de la pérdida de CO,. a) Cepas 1 a 4. b) Cepas 5 a 8.



Una vez finalizadas las fermentaciones se llevd a cabo un analisis quimicos de los vinos obtenidos La
Tabla 1 muestra los resultados sobre la concentracion de etanol, asi como azlcares reductores

Tabla 1. Determinacion de la concentracion de etanol y azucares residuales para cada
cepa en estudio.

Cepas de levadura Concentracion de Concentracion de Azucar
P Etanol [%V/V] residual [g/L]
1 10,57 +1,79° 186,87 + 4,70°
2 11,40 + 0,78 185 + 3,38°
3 11,37 + 1,56 188,37 + 7,95°
4 10,57 + 0,70° 176,47 + 1,99
5 11,47 + 1,56 212,70 + 12,38°
6 9,97 + 2,552 163,73 +27,93°
7 6,83 + 1,00° 130,20 + 4,61°
8 10,40 + 1,21° 172,93 + 10,91
EC1118 13,57 + 1,50° 220,63+ 11,65°
Actiflor 12,33 + 0,49 216,87+ 2,17°

Valores dentro de una columna con letras similar no poseen diferencias significativas Test
LSD (p>0.05).

Una vez analizado los resultados mostrados en la Tabla 1, se seleccionaron aquellas cepas capaces
de alcanzar niveles de etanol cercanos a 14 % v/v y niveles de azucar residual que superen los [45

g/L].

De las 8 cepas en estudio, las cepas 2, 3, 5, 6 y 8, poseen una capacidad fermentativa similar a la de
las cepas comerciales EC1118 y Actiflor generando un producto con niveles de etanol cercano al 14%
y con niveles de azucar residual por sobre los 45 g/L. A su vez estas cepas nativas son sensibles a la
aplicacién de SO, y resistentes a la toxina asesina de otras levaduras. Lo anterior permitira cumplir

con las normas de produccion del vino Pajarete.

A) Analisis de microfermentacién en mosto natural.

Durante este periodo se llevd a cabo microfermentacion en un volumen de 15mL, con el fin de hacer una
primera seleccién de levaduras. Estas fermentaciones se llevaron a cabo a 162C por 21 dias. Durante el periodo
fermentativo se siguid ésta por la perdida de CO2 de la fermentacion. Este seguimiento se observa en la Figura
3.

En la Figura 3 se observa que las cepas 5, 6, y 7 no presentan una curva de pérdida de CO, comparable a las
levaduras comerciales EC1118 y Actiflor, evidenciando una menor capacidad fermentativa.
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Figura 3. Cinética de pérdida de masa de las cepas en estudio. a) Cepas 1 a 4. b) Cepas 5 a 8. En
ambos se presentan las levaduras comerciales EC1118 y Actiflor y el control negativo.

Por su parte la tabla 2 muestra la comparacion estadisticas de las diferencias en relacion a la
velocidad maxima de velocidad obtenida en cada fermentacién realizada.



Tabla 2 Valores de velocidad maxima de fermentacion
ensayo. Mosto natural

Cepa de levadura ensayada Velocidad de
fermentacion (perdida
de CO,/hora)
Control negativo (sin 17,6 a
inoculacion
2 121,733bc
3 124,133bc
7 134,267bc
4 136,4bc
5 136,933bc
1 143,333bc
6 144,267bc
8 145,733bc
Actiflor 146,667bc
EC1118 153,067c

de cada

Numeros con diferentes letras en una columna difieren en un nivel de

p<0.05 (Test ANOVA)

Por su parte, la Figura 4 muestras las tasa de produccion de CO, de las cepas ensayadas
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Figura 4. Propiedades cinéticas de las cepas en estudio correspondiente a la curva de la primera
derivada de la pérdida de CO,. a) Cepas 1 a 4. b) Cepas 5 a 8.

Segun criterios estrictos de seleccidon de levaduras autéctonas, segin Bierzo-Boned y Suarez (1991),
Navarra-de Ledn y col (1994), indican que la minima altura de la campana de gauss, producida entre
el tercer y cuarto dia de actividad fermentativa, debe ser la elegida. En este caso quienes cumplen

con este criterio de seleccion son las cepas 3y 8

B) Analisis comparativo de microfermentaciéon en mosto natural y mosto sintético.

Luego de realizada la microvinificaciéon se llevaron a cano andlisis fisicoquimicos a los vinos
obtenidos, tanto sintético como natural. La Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos.
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Tabla 3 Parametros enoldgicos de interés para eleccién de cepas nativas, concentracién de
azucar residual y produccion de etanol en mosto natural y sintético.

Mosto sintético Mosto natural
Cepa Etanol Azucar residual Etanol
Azucar residual
[g/L] %v/v [g/L] %v/v

Cepa 1 186,87 + 4,70° 10,57 + 1,79° 194,27 + 6,38" 14,07 + 1,11
Cepa 2 185 + 3,38° 11,40 + 0,78% 182,5 + 11,49 13,67 + 0,58
Cepa 3 18837 + 7,95 1137 +1,56% 198 + 3,72 13,87 + 0,59
Cepad | 1764741 99 10,57 + 0,70° 199,9 + 2,41 14,3 + 0,26
Cepa5 | 51570+1238° |1147+156pe| 19423% 15,16™ 14,27 + 1,03
Cepa6 | 16373497030 9.07 +2.55° 192,83 + 6,18 12,87 + 0,15
Cepa 7 130,20 + 4,61° 6.83 + 1,00° 180,97 + 25,39" 12,43 +0,85°
Cepa8 | 175934+1001¢ | 10,40+ 1,21° 190,87 + 2,2" 12,87 + 0,75
EC1118 | 550 63+ 11 65 13,57 + 1,50° 215,03 + 6,09% 14,07 + 0,89
Actiflor 216,87+ 217° |12.33+040p°| 22227% 5,12° 15,3 + 0,46°
Control 0 0 o? 1,2°

Se analizaron los datos por triplicado y los resultados corresponden al promedio. Valores con diferentes letras en
una columna difieren en un nivel de p<0.05 (Test ANOVA simple).

Los valores de azucar residual estan sobre los 45 g/L, por lo que se cumple con la caracteristica de
vino dulce en ambos casos, a pesar que en el test ANOVA se evidencien diferencias frente a las
levaduras comerciales. Por otro lado, los valores de etanol indican que en mosto de laboratorio la
cantidad producida es mas baja en comparacion con el mosto natural, en este ultimo se observa que
el porcentaje volumen/volumen se acerca o sobrepasa los 14 grados alcohdlicos en las cepas nativas
1,2,3,4,5, esto indica que es posible encontrar potencial tecnolégico en las cepas analizadas.

Para un analisis de comparacion entre mostos de laboratorio y natural se utilizé la prueba estadistica
T de student, con el fin de dar validez a los parametros que aporta el mosto sintético ratificando o no
similitud con los valores del mosto natural. Para ello, primero se verificé que cada grupo de datos
tuviese una distribucion normal con un 95% de confianza. Una vez aplicada y determinada la
normalidad, se realiza una prueba de hipdtesis, en la cual se debe seguir un criterio en que los
valores estadisticos P deben ser mayores a 0,05 para corroborar que las medias son iguales y en este
caso identificar si existen diferencias significativas entre mosto sintético y natural como se muestra
en latabla 4
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Tabla 4 Analisis comparativo de produccién de CO,, aztcar residual y etanol.

Parametro Valor P Interpretacion estadistica

Producciéon de CO, [g/L] 0,0249 Si existen diferencias significativas
Azlcar residual [g/L] 0,01 Si existen diferencias significativas
Produccion de Etanol %v/v 0,0 Si existen diferencias significativas

Se realizd un analisis estadistico multivariado de coordenadas principales para variables cuantitativas
(produccion de CO,, azucar residual, y %v/v etanol) en medio sintético y natural (Figura 5). El
propdsito del analisis es obtener un nimero reducido de combinaciones lineales de las 6 variables de
datos, arrojando 2 componentes estadisticos. En conjunto, se explica el 86,4% de la variabilidad de
los datos originales. La figura 3 corresponde a una grafica de componentes principales, la cual
muestra la dispersién de cada cepa frente a los parametros enoldgicos de interés para la seleccion de
cepas. En el plano determinado por los componentes principales hay levaduras que se ubican muy
alejados de los grupos que les corresponden por sus valores de fermentacion, ademas estan muy
por debajo de los parametros de cepas comerciales, las que son utilizadas como punto de
comparacion para la eleccion de cepas.

Tabla 5 de Pesos de los Componentes

Componente|Componente
Parametro 1 2
Azucar residual N | 0,480466 -0,14472
Azucar residual S 0,494093 -0,107056
Etanol N 0,431545 | -0,0321084
Etanol S 0,42027 0,423344
Produccién CO2 0,196832 0,718302
N
Produccién CO2S| 0,351318 | -0,520948

N mosto natural, S mosto sintético
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Tabla 6 Componentes Principales

Componente|Componente

Cepa 1 2
Cepa 1l 0,155294 0,172319
Cepa 2 -0,252229 -2,41735
Cepa 3 -0,123036 | -0,903441
Cepa 4 -0,0603425 | 0,173782
Cepa 5 1,21229 -1,02055
Cepa 6 -1,22207 0,611581
Cepa 7 -4,08734 0,796927
Cepa 8 -1,02264 0,654126
EC1118 2,77861 0,683579
Actiflor 2,62147 1,24903
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Bigrafica de componentes principales
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Figura 5. Componente principales

Proceso fermentativo:

Se llevo a cabo la fermentacion en 12 reactores de 5 litros cada uno con 3,5 litros de mosto natural
Moscatel de Alejandria (vendimia 2012) (Figura 6).

Cada fermentacién fue inoculada con las cepas de levaduras seleccionadas anteriormente 1, 2 y 3.
Como cepa control se utilizé la levadura comercial EC1118. Cada fermentacién se realizd por
triplicado inoculdndola con una concentracién celular de 1x10° cel/mL. Los reactores se dejaron
fermentar a 18°C, inicialmente, y se realizd6 un seguimiento de la fermentacidon a través de la
cuantificacion de azucares reductores, descenso de la densidad y la concentracién celular en la
fermentacién. Luego de 16 dias de evolucion de la fermentacion se optd por aumentar la
temperatura de la cepa comercial a 252C; mientras que las cepas 1, 2 y 3 se dejaron a 209C. Sin
embargo, se observd que en el caso de las cepas nativas la velocidad de fermentacion disminuyd
(Figura 7) optando dejar todas las fermentaciones a 252C (dia 19).

Figura 6. Contenedores en donde se llevaron a cabo las fermentaciones
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- Seguimiento de la fermentacién
a) Azucares reductores
La concentracion de azlcares reductores se determiné con la técnica de Nelson Somogyi (1952).

La Tabla 7 y Figura 7 muestra la evolucion de la fermentacién hasta el dia 21, puesto que hasta
la fecha aun continda la fermentacio

Tabla 7 Concentracidon de azlcares reductores durante el proceso fermentativo

Concentracion azucares reductores g/L
Dias Cepal Cepa 2 Cepa 3 Cepa EC1118
1 32910 33340 33710 33840
5 26718 271+16 26916 311415
7 268+18 27243 299427 326+10
12 228+24 256+29 234126 252425
14 226%2 22142 22816 26919
19 225+4 219412 20916 241+11
21 190+13 191+10 174+11 187+3
350
=0=Cepa 1
330
. == Cepa 2
—
™ 310
e Cepa 3
o
o 290
§ =>¢=Cepa
g 270 EC1118
g
g 250
>
®
c 230
=]
o
©
5 210
f=4
]
S 190
o
170
150
0 5 10 15 20 25

Tiempo (Dias)

Figura 7 Evolucion de los azucares reductores en el proceso fermentativo A: Modificacion de la
temperatura de fermentacién para la cepa EC1118 un aumento a 25 2C. B: Modificacion de la
temperatura de fermentacién; para la cepa 1, cepa 2 y cepa 3 a 25°C.
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b)

Densidad (g/L)

Densidad

La Tabla 8 muestra la evolucion de la densidad de la fermentacion.

Tabla 8 Evolucién de la densidad durante el proceso fermentativo

1,15

1,14

1,13

1,12

1,11

P
-

1,09

1,08

1,07

1,06

1,05

Densidad g/mL

Dias Cepal Cepa 2 Cepa3 Cepa EC1118
1 1,144+0 1,144+0 1,144+0 1,144+0
5 1,105+0,002 | 1,105+0,002 | 1,105+0,001 1,12740,001
7 11,090+0,003|1,095+0,002 | 1,094+0,003 1,11640,002
10 |1,095+0,001|1,097+0,001|1,097+0,001 1,11840,001
12 |1,086+0,002 |1,085+0,003 | 1,083+0,002 1,10440,001
14 |1,082+0,001|1,082+0,002|1,081+0,001 1,09840,003
17 1,073+0 |1,072+0,001|1,071+0,002 1,084+0
19 |1,065+0,002 1,064+0 |1,059+0,002 1,06610,001

—4= Cepal
=@ Cepa 2
Cepa 3

10

A se—gc1118

|

15

Tiempo (dias)

20

Figura 8 Evolucion de la densidad del proceso fermentativo. Flechas A: cambio de temperatura de

fermentacion cepa comercial EC1118; B: cambio de temperatura de fermentacion cepas nativas 1,

2y3
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¢) Concentracion celular

Como otro parametro de seguimiento de la fermentacién se cuantificé la concentracion de

levaduras, mediante la metodologia de microgota (Quezada, 2012). La Tabla 9 y Figura 9

muestran los resultados obtenidos hasta el dia 17

Tabla 9 Poblacidn de levaduras durante el proceso fermentativo

Concentracion celular ufc/mL
Dias Cepal Cepa 2 Cepa3 Cepa EC1118
1 3,5E+05 + OE+00 2,3E+05+0E+00 1,9E+05+0E+00 9,0E+04+0E+00
5 3,6E+07+ 8E+06 2,1E+07+1E+06 1,4E+07+7E+06 1,0E+07+3E+06
7 6,9E+07+9E+06 7,5E+07+3E+07 4,3E+07+1E+07 1,0E+08+8E+07
10 6,5E+07+1E+06 6,4E+07+1E+07 4,3E+07+1E+07 2,1E+08+1E+08
12 6,7E+07+8E+06 4,3E+07+1E+07 3,6E+07+2E+07 2,2E+08+8E+07
14 3,6E+07+3E+06 4,1E+07+5E+06 2,6E+07+1E+07 1,4E+08+5E+07
17 4,6E+07+1E+07 4,3E+07+6E+06 4,6E+07+1E+07 2,5E+08+1E+08
4,00E+08
3,50E+08
3,00E+08 T
2,50E+08
Eooaos == Cepal
E == Cepa 2
£ 50E+08 L . Cepa3
1,00E+08 a—— Cepa Ec1118
5,00E+07 s
=
0,00E+00
0 2 6 8 10 12 14 16 18
-5,00E+07
Tiempo (dias)

Figura 9 Evolucién de la poblacién de levaduras en el proceso fermentativo. La flecha indica el cambio de

temperatura para la fermentacién inoculada de la cepa comercial EC1118

Estas fermentaciones fueron evaluadas por los productores de pajarete (Figura 9)
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Figura 9. Panel de degustacion llevado a cabo por los productores de pajarete de la region del Huasco.

Referencias
Somogyi, (1952), Notes on sugar determination, Journal of Biological Chemistry 195:19-23.

Quezada, E. (2012). Evaluacion del uso de la cepa Metschnikowia pulcherrima L-1781 seca en la produccién de
compuestos volatiles en vino. Tesis para optar al titulo de Ingeniero en Alimentos. Facultad Tecnologia.
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ANEXO Il

Una de las incégnitas que se nos planteo fue que si en los productores artesanales estarian
contaminadas sus bodegas con cepas de levaduras comerciales. Esto debido a que en los proyecto,
previos al presente, y de manera de estandarizar la produccién de pajarete, se introdujo el uso de
levaduras foraneas.

Como primera actividad se realizé un analisis molecular RAPD para determinar un patrén
molecular caracteristicos de las levaduras comerciales mas utilizadas por los productores de pajarete.
Luego de una busqueda bibliografica se determino que el partidor OPA E13 daria un patrdn
electroforético diferenciar entre cepas comerciales. La figura 10 muestras los resultados obtenidos.

Figura 10. Gel de agarosa para analisis RAPD. Carriles 1 y 8: estandar de tamafio molecular DNA
fago A diferido con EcoRI + Hindlll. Carril 2: Amplificado de DNA de la cepa comercial Actiflor; carril
3: amplificado de DNA de la cepa EC118; carril 4: Amplificado de DNA de levadura Metchiniscowia
pulcherrima.

Una vez que se contaba con un patrén caracteristico de las cepas comerciales se procedid a analizar
las colonias de levaduras obtenidas de productores con tecnologia:

10 colonias del productor Anaberta Debia
9 colonias del productor Sandra Ramirez
10 colonias del productor Verdnica Gahona
10 colonias del productor Don Julio Flores

Como forma de ejemplo se muestran los geles del analisis de las colonias de los productores
Anaberta Debia y Sandra Ramirez (Figura 11)
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2

Figura 11. Gel de agarosa del patron de RAPD obtenida por las colonias de levaduras amplificadas con el
partidor OPAE13. A= carriles 1 y 8: estandar de tamafio molecular DNA fago A diferido con EcoRI + Hindlll.
Carrilles 2 al 11 colonias 1, 8, 12, 21, 75, 77, 78, 92, 96, 101 del productor Anaberta Debia. B= carriles 1y 12:
estandar de tamafio molecular DNA fago A diferido con EcoRl + Hindlll. Carrilles 2 al 10 colonias 3, 12, 13, 17,
36, 55, 44, 61, 98 del producto Sandra Ramirez : carril 11 colonia 16 del productor Verénica Gahona.
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ANEXO Il

a) Definicidn del caracter autéctono de las cepas aisladas del valle del Huasco

A las 3 cepas de Saccharomyces cerevisiae, aisladas y seleccionadas organolépticamente por
los productores de vino pajarete, se les realizd un analisis molecular con el fin de determinar el
caracter autéctonas de éstas. Como fue reportado en el informe de Enero, se llevd a cabo una
primer analisis, mediante la técnica de RAPD, otorgando que las 3 cepas de levaduras de la zona del
Huasco son genéticamente diferentes a la cepa comercial EC1118.

Otra técnica que permite diferenciar entre cepas de levaduras, es la conocida como RFLP del
DNA mitocondrial (Figura 12). Este método consiste en la extraccion de DNA total de la célula y el uso
de una enzima de restriccidon, en este caso Hinfl, que reconoce una gran cantidad de sitios de DNA
nuclear, por lo que este se digiere casi en su totalidad, mientras que los sitios de corte DNAmt son
pocos, lo que genera fragmentos discretos visibles en electroforesis. Estos fragmentos discretos
conforman un patrén molecular de DNAmt

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa del patron de DNA mitocondrial de cepas S.
cerevisiae analizadas. A) Marcador de tamafio molecular ADN del fago A digerido con
Hindlll + EcoRIl. A la derecha se especifica el tamafio de las bandas en pares de bases.
B) Carril 1: Marcador de tamafio molecular de fago A-DNA digerido con las enzimas
EcoRl + Hindlll. Carril 2- 4: Amplificado de DNA S. cerevisiae obtenidas de
fermentaciones artesanales. Carril 5: Amplificado de DNA S. cerevisiae de cepa
comercial EC1118.

21



Segun lo observado en la Figura 12, las cepas S. cerevisiae nativas 1y 2 son muy similares, mientras
la cepa S. cerevisiae nativa 3 es diferente de las levaduras mencionadas, pero muy parecida a la
levadura comercial EC1118. Si bien esta técnica nos indicaria que habria una gran similitud genética
entre las cepas aisladas, es necesario realizar otro tipo de experimentos para que permitan
determinar el cardcter nativo de las cepas aisladas de la regién del Huasco.

b) Definicidn del caracter autéctono mediante técnica de RAPD (Gac; 2004)

Como se menciond anteriormente, con la técnica RAPD vy utilizando varios partidores es posible
encontrar distancias genéticas y geograficas, las cuales evidencian el grado de parentesco entre las
levaduras en estudio. Se utilizaron 12 partidores que mostraron un mayor grado de polimorfismo
entre las cepas de S. cerevisiae en un trabajo experimental previo (Gac, 2004). Estos partidores se
presentan en la Tabla 11, los cuales fueron sintetizados por INTEGRATED DNA TECHNOLOGIES S.A.

Tabla 11. Partidores utilizados para el andlisis de RAPD y sus secuencias nucleotidicas.

Partidores Secuencia
OPAD 08 5'GGC AGG CAA G3'
OPAD 11 5'CAA TCG GGT C3'
OPAD 14 5'GAA CGA GGG T3'
OPAE 09 5'TGC CAC GAG G3'
OPAE 10 5'CTG AAG CGC A3'
OPAE 12 5'CCG AGC AAT C3'
OPAE 13 5'TGT GGA CTG G3'
OPAE 15 5'TGC CTG GAC C3'
OPAE 20 5'TTG ACC CCA G3'
OPAF 02 5'CAG CCG AGA A3'
OPAF 06 5'CCG CAG TCT G3'
OPAF 10 5'GGT TGG AGA C3'
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Este método permitid diferenciar, e identificar las distancias genéticas existentes entre las cepas
seleccionadas (desde fermentaciones espontaneas) y la cepa comercial EC1118 (utilizada por
productores de pajarete). Ademas a modo de control se utilizaron cepas S. cerevisiae autéctonas
chilenas provenientes del valle de Curicd (cepa L00211), valle del Maule (cepa L02884), y valle de
Maipo (cepa L02889). A modo de control negativo, que para estos casos se denomina outgroup, se
utilizé la levadura Dekkera bruxellencis (L2480). Los resultados se reflejan en patrones moleculares
de bandas electroforéticas en un gel de agarosa (1.5%). En cada gel de agarosa se cargaron los DNAs
amplificados de la reaccion RAPD de las cepas S. cerevisiae en estudio, EC1118, S. cerevisiae chilenas
autoctonas y el outgroup, utilizando un partidor por cada gel, tomando registro fotografico de estos,
un ejemplo de estos geles se presenta en la figura 13.

4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 13. Ejemplo de electroforesis en gel de agarosa de producto PCR de la técnica RAPD utilizando
diferentes partidores, en este caso usando el partidor F-02. A) Marcador de tamafio molecular fago A-
DNA digerido con Hindlll y EcoRI. A la derecha se especifica el tamafio de las bandas en pares de bases. B)
Carriles 1, 7 y 12: Marcador de tamafio molecular fago A-DNA digerido con las enzimas EcoRl y HindlIIl.
Carriles 2, 3 y 4: Amplificado de DNA S. cerevisiae obtenidas de fermentaciones artesanales. Carril 5:
Amplificado de DNA S. cerevisiae comercial EC1118. Carril 6: Amplificado de DNA S. cerevisiae autdctona
chilena del valle de Curicé (L00211). Carril 8: Amplificado de DNA S. cerevisiae autdctona chilena del
valle del Maule (L02884). Carril 9: Amplificado de DNA S. cerevisiae autoctona chilena del valle de
Maipo (L02889). Carril10: Amplificado de DNA Dekkera bruxellencis (L2480). Carril10: control negativo de
la reaccion de PCR.

Los resultados de la electroforesis fueron analizados utilizando el software Quantity one (Bio-rad), el
cual permitié cuantificar y determinar el tamano molecular (en pares de bases) para cada banda
electroforética, y asi obtener patrones moleculares para cada cepa, estos valores fueron
determinados a partir del marcador molecular. Con esta informacidn se construye una matriz binaria
de presencia y ausencia de banda, la cual se ingresa en formato de texto al software Free Tree
version 0.9.1.50. Este programa es utilizado para la construccién de arboles filogenéticos y se basa en
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la distancia genética existente entre las muestras analizadas. Finalmente, estas distancias genéticas
se observan en un dendrograma (Figura 14).

L2480

L02889

EC1118

Cepal

Cepal

Cepal

L02834

L00211

Figura 14 Dendrograma resultante del analisis de datos entregados por los patrones moleculares de
cada cepa usando el método RAPD con 12 partidores diferentes. L2480: Dekkera bruxellencis; L02889: S.
cerevisiae autéctona chilena del valle de Maipo; EC1118: S. cerevisiae comercial; Cepas 1, 2y 3: S.
cerevisiae obtenidas de fermentaciones artesanales; L02884: S. cerevisiae autéctona chilena del valle
del Maule; L00211: S. cerevisiae autoctona chilena del valle de Curico.

Estos resultados indican que las cepas 1, 2 y 3 obtenidas de fermentaciones artesanales, tienen una
menor distancia genética con la levadura comercial EC1118, lo que no significa que sean iguales a
ésta, pero poseen un grado de parentesco. Por el resultado anterior no se comprueba el caracter
autoctono de estas levaduras. Considerando que estas levaduras en estudio (Cepas 1, 2 y 3) fueron
aisladas a partir de fermentaciones artesanales y tomando en cuenta la cercania con EC1118, surge la
necesidad de realizar un nuevo analisis RAPD, esta vez considerando un mayor nimero de levaduras
comerciales.

REFERENCIAS:

Gac, S. (2004). Evaluacion molecular del cardcter autdctono en aislados silvestres de Saccharomyces cerevisiae para uso
vitivinicola. Memoria para optar al titulo profesional de ingeniero en biotecnologia molecular. Facultad de Ciencias.
Universidad de Chile.

Querol, A.; Barrio, E., y Ramon, D. (1992). A comparative study of different methods of yeast strain characterization.
Systematic and Applied Microbiology, 15: 439- 446.
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ANEXO IV

Confirmaciéon molecular de la predominancia de la levadura nativa en la produccién de
pajarete 2013

1. Utilizando la técnica de digestion del DNA mitocondrial se pudo confirmar que la levadura utilizada
este afio por alguno de los productores de pajarete (que fueorn seleccionados), predomind en sus

fermentaciones,
La figurua 15 muestra:

Carril 1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.5 y 1.6 Digestion del DNA mitocondrial de las levaduras aisladas del pie de
cuba de la levadura natica (Flumer auris) realizado por el productor Julio Flores - Flumer Auris; C1
Control positivo, Flumer auri obtenido desde el laboratorio.

Carriles 2.1, 2.2, 2.3, 2.4, 2.5, 2.6 colonias de levadura aislads del vino ya terminado con la levadura
nativa del productor Julio Flores.

C1: Control positivo Flumen auri obtenido de nuestro laboratorio

C-: control negativo

St Standares de peso molecular

FIGURA 15
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ANEXO V

Puesta a punto de uso de fermentador para crecimiento de levaduras

El reactor que fue adquirido fue construido por la empresa Biocl, modelo Biocl20-02, es un reactor a
escala de laboratorio con cuerpo de vidrio, de 2 L de capacidad, 1.7 L de volumen de trabajo. Puede
operarse en diferentes modalidades: Cultivo por Lote (Batch), Cultivo por Lote Alimentado
(Fedbatch) y Cultivo Continuo. Posee diversas entradas y salidas para el medio de cultivo, buffer de
pH, aire e inoculo. También posee unos accesorios para instalar el electrodo de pH y de oxigeno
disuelto. Los diferentes accesorios pueden verse en la Figura 6. En este reactor se pueden controlar
pH, temperatura, oxigeno disuelto, velocidad de agitacién y flujo de alimentacién. Posee un medio de
agitacion con turbina tipo Rushton ideal para la homogeneidad del cultivo de levaduras.

Figura 16. Accesorios del Reactor: 1: Toma de muestra; 2: intercambaido de calor tipo U, 3:
Electrodo pH/OD, 4: conductor; 5 electrodo pH/OD, 6: toma de muestra, 7: descarga, 8: conductor,
9: termoémetro, 10: dosificacion sustancia, 11: dosificaciéon sustancia, 12: salida de aire, 13:
dosificacion sustancia, 14: entrada de aire, 15: agitador, 16 dosificaciéon sustancia

El Reactor para su funcionamiento, cuenta con los siguientes equipos para su uso: bombas
peristalticas, bomba dosificadora de pH, termocirculador, motor de agitacion, controlador de pH,
electrodo de pH, controlador de OD, electrodo OD, rotdmetro y un aireador. Con el fin de asegurara
la esterilidad del bioreactor se llevaron a cabo una serie de pruebas las cuales no han satisfecho del
todo a las necesidades. Por ello, se realizaron diferentes ensayos como:

1) Cultivo tipo Batch esterilizado e instalado con agitacidn, aireacién y termorregulacion, sellado
con algoddn y papel aluminio en los fittings no usados para el método de cultivo. El medio de cultivo
utilizado fue YPD sin inocular y la prueba duro 3 dias. Al final de la prueba, el cultivo se mantuvo
estéril y sin contaminacién.

2) En la segunda prueba, el cultivo fue de tipo Batch en un principio, se siguieron los mismos
pasos que en la prueba anterior pero luego del primer dia de prueba se instalaron mangueras en los
fittings de alimentacién y descarga del reactor para simular Cultivo Continuo. Se hicieron pasar 2 L de
medio YPD los cuales fueron recolectados en botellas Schott Duran de 1 L y se dejaron cultivando a
25 °C durante 1 dia. Luego de incubar las botellas, se vio una turbiedad en el medio de cultivo, por lo
que se asumid que el medio de cultivo se habia contaminado.
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3) En la tercera prueba, el cultivo fue de tipo Batch, se siguieron los mismos pasos que la
primera prueba, solo que al segundo dia de la esterilizacion, el medio ya estaba turbio vy
contaminado.

4) En la cuarta prueba, el cultivo nuevamente fue de tipo Batch, pero al momento de la
esterilizacién ocurrid un problema, el medio de cultivo en el autoclave se salié por los accesorios
ubicados en la tapa del reactor. Se pensé que podia ser un problema del autoclave, por lo cual se uso
un segundo autoclave con que se cuenta, el cual funciona a una menor presién. El resultado fue el
mismo mencionado anteriormente, por lo cual se realizé una prueba para saber por dénde se escapo
el medio de cultivo. La prueba consistido en sumergir el reactor completamente en agua y se coloco
aireacion, se sellaron las entradas y salidas del reactor y se observé la salida del aire del reactor por
medio de los accesorios en la tapa. Por casi todos los accesorios salian burbujas de aire, por lo cual se
envio el reactor a la empresa fabricante (Biocl) para que chequeara las fallas detectadas en las
diversas pruebas de esterilizacién.

Como equipo investigador se puso en contacto con la empresa Biocel, quien realizé un chequeo para
establecer fallas técnicas en el sellado del reactor por medio de una prueba que indique que el medio
de cultivo se mantuvo estéril en un tiempo determinado. Al momento de sellar el reactor para la
esterilizacién en el autoclave en Biocl, se realizé el mismo sellado que se efectud en el laboratorio y
que indica el manual de operacién del reactor, con la Unica diferencia que para un mejor sello de las
mangueras se usaron binder clips como indica la figura 17
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Figura 17 Preparacién del reactor para su esterilizacion.

Posteriormente a su esterilizacidn, se dejo bajo agitacion por 52 horas y no se observd ningun
cambio en el medio de cultivo ni turbidez de este como se muestra en la figura 18

| Tiempo =52 horas

Figura 18. Tiempo inicial y final de la prueba de esterilizacion.
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Luego de los negativos resultados obtenidos hasta el informe de Enero, se llevo a cabo una nueva
prueba de esterilizacién del medio de cultivo para el crecimiento de levaduras. El cultivo realizado
fue del tipo Batch, esterilizdndolo a 1212C por 15 min. Posteriormente el fermentador fue instalado
con agitacion, aireacidn y termorregulacion, sellado con algodén y papel aluminio en los fittings no
usados para el método de cultivo.

Esto se dejo a 372C durante 3 dias para verificar la esterilidad del medio, sin inocular, verificando
lamentablemente que ya al 3er dias de agitacion, una contaminacion.

Con el fin de ser asesorados por la empresas BIOCL a la cual se le compré el fermentador, para que se
efectuara un chequeo para establecer fallas técnicas en el sellado del reactor. Al momento de sellar
el reactor para la esterilizacién en la empresa se realizd el mismo sellado que se ha llevado a cabo en
nuestro laboratorio y que es indicado en el manual de operacion del reactor, como indica la figura
19.

Figura 19 Preparacién del reactor para su esterilizacion.
Posteriormente a su esterilizacion, se dejé bajo agitacidn, aireacién y termorregulacion por 6 dias a

372C, no observandose cambio en el medio de cultivo ni turbidez de éste como se muestra en la
figura 20.

-

Figura 20 Tiempo final de la prueba de esterilizacién.
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En nuestra estancia en la empresa BIOCL, se detectd una diferencia en el protocolo usado en nuestro
laboratorio, todas las conexiones realizadas después de la esterilizacion en el autoclave se realizaron
bajo una campana de flujo, evitando asi cualquier tipo de contaminacion externa.

Posteriormente a esta prueba de esterilidad realizada en Biocl, el reactor fue entregado a los
laboratorio de la Usach donde se realizé una nueva prueba de esterilidad. Se procedié a autoclavar el
reactor con el medio de cultivo (YPD) en su interior y con el fin de disminuir la presion se retiro una
tapa de un fitting (sensor de oxigeno) y fue reemplazado por un sello de aluminio, el reactor fue
autoclavado con medio de cultivo (YPD), y al momento de retirar el reactor del autoclave no se
observé ninguna fuga del medio de cultivo. Se instald el filtro de aire autoclavado y otros accesorios
bajo campana de flujo laminar para evitar alguna fuente de contaminacion.

Nuevamente se realizd una prueba de esterilidad del reactor, el cual se dejé bajo agitacion, aireacion
y termorregulacion. Después de 5 dias de prueba no se observo turbiedad en el medio de cultivo
como se ve en la figura 21.

Figura 21. Reactor con medio de cultivo (YPD) estéril.

Entre Marzo — Abril se puso a punto los parametros cinéticos para el crecimiento de las levaduras
que fueron usadas en la vendimia 2013 para produccién del vino pajarete.
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ANEXO VI

PAJARETE VALLE DEL HUASCO

Manejo
microbiol6gico
en Pajarete

El pajarete es un producto que solo re-
cientemente ha incorporado tecnologia
en su elaboracion. Por tanto, algunas eta-
pas en su proceso estan expuestas a conta-
minacion y pueden promover el desarro-
llo y la proliferacion de las bacterias acéti-
cas.

PAJARETE VALLE DEL HUASCO.- SECCION 1

Carga microbiana

CARGA MICROBIANA EN PAJARETE

Los recuentos totales arrojaron cargas bacterianas
importantes antes de la molienda. Los recuentos
van desde 10 millones a 1000 millones de células
microbianas por ml. Se puede resumir que los
productores tienen una carga total de 100 millones
células por ml.

Algunos aspectos importantes a considerar son:

1. La carga disminuye a medida que el
procedimiento avanza, estimandose que en
general la carga total corresponde a 1 millon de
células microbianas por ml.

2. En cuanto bacterias presentes, especial
atencion llaman las denominadas bacterias
acéticas. Estos microorganismos se
presentaron en diversas etapas del proceso.

Las bacterias acéticas presentaron un recuento inicial
de 1000 a 100 millones de bacterias por ml. No
obstante, después de la fermentacién el valor méas
comun corresponde a 1000 bacterias acéticas por ml.
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PAJARETE VALLE DEL HUASCO.- SECCION 2

Composicién bacteriana

COMPOSICION BACTERIANA EN PAJARETE

Como era de esperarse de acuerdo a las cargas
bacterianas (Seccion 1), los aislados mas comunes
correspondieron al grupo de las bacterias acéticas,
principalmente Gluconobacter.

Mediante el analisis molecular se corrobord la
presencia de bacterias acéticas en algunos
productores, llamando la atencion la diversidad de
Gluconoacetobacter. En algunos casos se
estableci6 que las bacterias acéticas fueron de
dificil deteccién, en contraste se presentaban
bacterias del tipo Pseudomonas putida.

Algunos de estos aislados pueden soportar 300
ppm de SO2, lo que dificulta su control.

PAJARETE VALLE DEL HUASCO.- SECCION 3

Control microbiologico

RECOMENDACIONES GENERALES

Para el control microbiologico en el proceso de
vinificacion, se recomienda que:

1. El estado fitosanitario de la uva debe ser el
mejor posible, evitando asi tener una carga
inicial alta y un desarrollo de bacterias
indeseadas durante todo el proceso de
vinificacion.

2. La higiene de la bodega debe ser 6ptima, se
debe limpiar y desinfectar, lo mejor posible,

antes del comienzo de la vendimia toda
magquinaria, estanque e instrumental a usar
durante la el proceso de elaboracion.

Se debe tratar de que la elaboracion del
producto se realice bajo condiciones de
anaerobiosis estrictas.

Las bacterias acéticas como aquellas perteneciente a los géne-
ros Acetobacter, Gluconobacter y Gluconacetobacter, son alte-
rantes del Pajarete. Ellas pueden producir el picado acético o
subida de la acidez volatil, que perjudica las propiedades sen-
soriales del producto. Su control se basa en la buena higiene y
adecuados tratamientos.

El antimicrobiano més usado en la enologia es el Dioxido de
azufre o SO2 y este se aplica en forma de metabisulfito de pota-
sio. Las dosis de SO2 a aplicar estan dadas por los microorga-
nismos objetivos a eliminar, se consideraran rangos maximos
de tolerancia y se prueba hasta el maximo permitido por ley;
en el caso de Chile la legislacion permite como maximo para
vinos dulces 400ppm de SO2 total.

La mayoria de las bacterias presentes durante la vinificaciéon

pueden ser controladas mediante la aplicacion de metabisulfi-

to de potasio, usando dosis de 400ppm total (Seccion 4). Sin
embargo, después de terminada la fermentacion la poblacién
residual de bacterias acéticas en los distintos productores, es
relativamente alta. Esto puede provocar grandes problemas ya
que con el nivel azicar residual en Pajarete, estas bacterias
pueden disminuir la calidad organoléptica y por lo tanto, bajar
el valor comercial.

Dada la realidad actual de Pajarete, la dosis de metabisulfito a
recomendar es la maxima permitida en Chile y en otros pai-
ses. No obstante, si se quiere ampliar el mercado de este pro-
ducto, es recomendable tener practicas preventivas que eviten
el desarrollo y proliferacién de estas bacterias. Esto es relevan-
te dado que en mercados como el europeo y el medio oriente,
los niveles méaximos permitidos de productos quimicos aplica-
dos a vinos, ha disminuido considerablemente.
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PAJARETE VALLE DEL HUASCO.- SECCION 4 El metabisulfito se aplica en distintas etapas de elaboraciér
del Pajarete: Molienda, Prensado y Final de fermentacion, las

dosis sugeridas se muestran en la siguiente tabla.

ETAPA DOSIS
Molienda 10g/100 Kg de
uva
APLICACION DE METABISULFITO Prensado | 58/ looaKg de
uv:
El metabisulfito de potasio es un compuesto Final 04/ Litro*
quimico inorgéanico. Fisicamente es un polvo Fermentacién '

blanco o ligeramente cristalino. Existen varias
formas de nombrar este compuesto: Metabisulfito

Se recomienda realizar previamente una disolucion (en agite
cion enérgica), en las proporciones adecuadas en funcion de le
potasico, disulfito potasico, pirosulfito potésico. dosis a utilizar.

Su principal propiedad es que es capaz de
disociarse en medio acido para generar dioxido de
azufre. este tiene propiedades importantes para la
elaboracion de vinos y alimentos.

Las dosis se deben agregar al proceso disolviendo la cantidac
de metabisulfito de potasio necesario en agua o jugo de uva ¢
vino, para una mejor homogenizacion en la aplicacién.

Antioxidante: posee propiedades reductoras,
acaparando oxigeno e impidiendo la aparicién de

notas oxidativas. #: es 1o mismo que 400 ppm

Antimicrobiano: ejerce una actividad inhibidora
sobre levaduras, bacterias lacticas y bacterias
acéticas.

Al tratarse de un producto toxico, deben extremarse las pre-
cauciones. Evitar el contacto con los ojos y mucosas. La mani-
pulacion debe realizarla personal cualificado.



ANEXO VII

ASESORIA A PRODUCTORES DE PAJARETE

Durante todo el proyecto se han asesorado a 5 productores de Pajarete y se han tomado las
muestras respectivas y enviadas a USACH e INTA. Ademds se muestrearon los 3 productores que no

aplican tecnologia (Figura 22)

Figura 22: Productores de pajarete siendo asesorados por personal del proyecto
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ANEXO VIII

DIFUSION DE RESULTADOS

1. Presentacidn del proyecto en el Congreso Nacional de Microbiologia 2012.
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B12  Seleccion de levaduras nativas para el mejoramiento del proceso fermentativo del vino
Pajarete.

Wine fermentative process optimization through seleccion of native yeast.
Lorca G., Ratkevicius N., M. A. Ganga.

Laboratorio de Biotecnologia y Microbiologia Aplicada. Departamento de Ciencia y Tecnologia de los

Alimentos, Facultad Tecnolégica. Universidad de Santiago de Chile. E - mail:
gustavo.lorcam@gmail.com
s SoMmCF
Universidad Austral de Chile El vino pajarete es un producto con denominacién de origen de la Ill Region de nuestro pais.
Conccimiento y Natwraleza Socledad ds Miorsblologia de ( Actualmente se estan aplicado levaduras comerciales para asegurar la calidad de este producto, sin

embargo, esto ha llevado a que el vino no presente diferencias con sus pares, perdiendo identidad,
evitando asi una insercién completa al mercado.

Las levaduras del género Saccharomyces son las principales responsables de la fermentacion
alcohdlica, y su presencia durante el proceso asegura la calidad de los vinos. Por ello, el objetivo de
este trabajo fue seleccionar levaduras propias de la zona para la produccion del vino Pajarete. Por
Cattume do ol tanto, se aislaron microorganismos desde mosto en diferentes estadios fermentativos, provenientes de
productores con y sin tecnologia. Posteriormente se selecionaron un conjunto de levaduras a traves
de los siguientes parametros: pertenecer al género Saccharomyces, mostrar una alta sensibilidad a
S02, ser capaces de producir un vino con 14 ° alcohdlicos y nivel de aztcar residual superior a 45
glL.

Las muestras fueron sembradas sobre agar YPD suplementado con estreptomicina, luego replicadas
sobre agar lisina, lo que permiti6 identificar levaduras solo del género Saccharomyces.
Posteriormente, se cultivd en medio YPD liquido con 80 ppm de metabisulfito de potasio durante 3
dias a 28°C. A partir de esta seleccion, se obtuvieron 33 levaduras, que fueron identificadas mediante
métodos moleculares (ITS-RFLP; RFLP mtDNA). Finalmente se realizaron ensayos de fermentacion
en mosto sintético, evaluando la capacidad de obtener un producto con las caracteristicas
fisicoquimicas deseadas para el vino Pajarete.

Financiamiento: Proyecto GORE ATACAMA Res. 374.

SoMmch

Sociedad de Microbiologia de Chile
B28 Estudio de la microbiota bacteriana presente en Vino Pajarete de la Ill Region.
Study of the bacterial microbiota present in Pajarete Wine Region Ill.
llabaca C. y J. Romero.

Laboratorio de Biotecnologia, Instututo de Nutricién y Tecnologia de loa Alimentos, Universidad de
Chile. E — mail: cilabacadiaz@gmail.com

El pajarete es un vino que se produce tradionalmente con métodos artesanales, y recientemente ha
tecnificado su elaboracion. El pajarete es un vino dulce, con denominacién de origen producido en la
Il Regidn. Las bacterias de la microbiota de este fermento pueden impactar fuertemente sobre las
cualidades organolépticas del producto final. En este estudio se determiné la composicién bacteriana
presente en la elaboracion de este vino, enfatizando la deteccion de bacterias acéticas. Se
muestrearon las producciones de 5 productores de distintas zonas del valle de Huasco. La
composicion bacteriana se realizé aplicando métodos moleculares independientes de cultivo (PCR-
TTGE) y comparandolos con aislamientos obtenidos mediante cultivo (GYC). La identificacién de los
aislados se realiz6 por PCR-RFLP y su comparacién con perfiles de cepas tipo. Los aislados mas
frecuentemente detectados correspondieron a Acetobacter aceti y Gluconobacter oxydans; estas
bacterias estaban presentes en todos los productores analizados. En tanto, la composicién bacteriana
fue determinada secuenciando las bandas de los perfiles de PCR-TTGE derivados desde el DNA
extraido de cada muestra. En estos perfiles las bacterias acéticas dominantes correspondieron a
Gluconobacter oxydans y Gluconoacetobacter xylinus. Ninguna banda de Acetobacter fue detectada
en los productores testeados. En todos los productores analizados fue comin encontrar bacterias
lacticas, la mas comun correspondié a Lactobacillus kunkeei; mientras algunas muestras presentaron
Leuconostoc mesenteroides y Lactobacillus plantarum. Estos resultados son Utiles para enfrentar el
control microbiolégico de estos fermentos y promover la presencia de microorganismos que beneficien
las propiedades organolépticas.
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Sesion de poster, en donde se

respondieron a consultas de los
asistentes

2. EXPOHUASCO (Noviembre 2012)

Esta actividad fue realizada con éxito, ya que el motivo principal fue generar presencia del

producto Pajarete en la actividad y ademas vender el producto.

Presentacion del producto a los visitante de la feria
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3. SERNATUR Apoyo a los Productores de Pajarete en la asistencia de actividad de Turismo “Chile
es Tuyo” representando a la Ill Regidon de Atacama (Noviembre 2012)

Presentacion del vino pajarete con autoridades gubernamentales

4. Apoyo a los Productores de Pajarete en la asistencia en el cierre de Programa de Apoyo a
Actividades Econémicas financiado por FOSIS (Diciembre 2012)

Esta actividad fue una ceremonia de finalizacidon del Programa de Apoyo a Actividades Econdmicas financiado
por FOSIS. En esta ocasién se contd con la presencia del Director Regional de Fosis y se les mostrd las maquinas
que se compraron y su forma de uso.

Cierre del programa Fosis
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5. Apoyo a los Productores de Pajarete en la asistencia al lanzamiento de la oficina de Turismo de
la Provincia del Huasco por la Gobernacién Provincial de Huasco (Diciembre 2012)

Lanzamiento de la oficina de Turismo de la provincia del Huasco

6. Apoyo a los Productores de Pajarete en la asistencia a ATEXPO 2012, para contactos comerciales
(Enero 2013)
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7. Apoyo a productores de pajarete en la Il Feria Boulevard Dakar 2013.

Esta feria se llevd a cabo en Copiapd entre el 17 y 18 de enero, actividad organizada por la

Municipalidad de Copiapd. El objetivo de participar en esta feria fue promocionar el vino pajarete en
el Dakar 2013.
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Productores de pajarete participando en la Feria

8. Apoyo en la degustacion de pajarete con autoridades regional de Corfo (Febrero 2013)

Cata de vino pajarete con autoridad regional de Corfo.

9. Presentacion de vino pajarete en la inauguracién del CFT UDA (Marzo 2013)

Vino de Honor en la inauguracion de salas del CFT - UDA
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