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Definiciéon de la problematica

Actualmente, el anhidrido sulfuroso (SO;) es uno de los insumos fundamentales en
la enologia por sus propiedades y eficiencia (Santos et al., 2012). Su uso permite
mantener la estructura de compuestos quimicos directamente relacionados con la calidad
del vino y, al mismo tiempo, obtener un producto final libre de microorganismos

indeseados.

Dentro de las propiedades que se mencionaron anteriormente es posible destacar
algunas de ellas que tienen una funcién esencial en la elaboracién del vino. Para
comenzar, existe la funcion antioxidante, la cual protege al vino contra oxidaciones que
podrian alterar la composicion quimica de compuestos fendlicos y algunos compuestos
aromaticos, provocando la pérdida de ciertas caracteristicas sensoriales. A su vez, la
propiedad antioxidante contribuye también en el tiempo de guardado y crianza al
establecer un bajo potencial de éxido-reduccion. Esto ultimo ocurre cuando el dioxido de
azufre se enlaza a moléculas de oxigeno (O,) disueltas en el vino (Ribéreau-Gayon et al.,
2006).

En segunda instancia, la propiedad antioxidasica del SO, es necesaria para inhibir
el funcionamiento de las enzimas polifenol oxidasas tales como la tirosinasa
(naturalmente presente en la uva) y/o lacasa (en presencia de Botrytis cinerea). Antes de
la fermentacion, esta propiedad del SO, es la que protege al mosto de la oxidacion,

destruyendo las enzimas mencionadas (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

Por ultimo, una de las propiedades mas importantes del anhidrido sulfuroso es la
que le otorga la accién antiséptica, que inhibe el desarrollo de un gran porcentaje de
microorganismos que ejercen una accion negativa en el vino. Durante el almacenamiento
en botella, el SO, dificulta el desarrollo de levaduras, bacterias lacticas y, en menor
medida, bacterias acéticas. De esta manera, se evita la formacion de turbidez,
fermentaciones secundarias no deseadas, la posterior formacién de fenoles volatiles,

entre otros defectos (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

Por otra parte, la utilizacion de anhidrido sulfuroso no solamente trae consigo

ventajas. A pesar de ser un insumo de gran eficiencia puede ser contraproducente en



varios ambitos. En primer lugar, se ha descrito que el anhidrido sulfuroso podria tener
contraindicaciones para la salud humana. Dentro de éstas, se ha constatado que los
sulfitos resultantes de la adicion de SO, estan asociados con reacciones alérgicas en el
consumidor. Ante esto, se pueden manifestar sintomas como dermatitis, dolor abdominal,
urticaria, diarrea, entre otros (Vally et al., 2009). Por otra parte, también se han
descubierto reacciones adversas en consumidores asmaticos. Respecto a esto, las
reacciones de sensibilidad a los sulfitos podrian ser graves. En asmaticos, los sulfitos
pueden causar la activacion de los protooncogenes, la inactivacion de genes supresores
de tumores e incluso pueden jugar un papel en la patogénesis del cancer de pulmén
asociado al SO,. (Qin y Meng, 2009). Esto adquiere gran importancia en Chile, ya que se
ha determinado que la prevalencia de asma bronquial, en nifios de 13 a 14 anos de edad,
es cercana al 12%, lo cual muestra una tendencia creciente de la enfermedad (ISAAC,
2013). Debido a lo descrito, la Organizacion Mundial de la Salud recomienda reducir el
uso de anhidrido sulfuroso en los alimentos debido a sus consumidores asmaticos (OMS,
2010). Al mismo tiempo, se ha reportado que altas ingestas de SO, podrian provocar
efectos toxicos en la salud humana, como dolores de cabeza y nauseas (Vally y
Thompson, 2001). Es importante reducir la cantidad de SO, en el vino porque este
compuesto se encuentra en muchos productos alimenticios como un aditivo alimentario y

la cantidad consumida es acumulativa en el organismo (Vally et al., 2009).

En segunda instancia, el uso excesivo de SO, puede afectar la calidad del vino,
dando sabores y aromas desagradables y haciendo que se vuelva turbio durante el
almacenamiento (Li et al., 2008). Las dosis altas neutralizan el aroma, mientras que
cantidades aun mayores producen defectos de aroma caracteristicos de los mercaptanos
y otros derivados (Moreno y Peinado, 2012). En la vinificacién de tintos, el sulfatado
favorece la disolucion de compuestos fendlicos (antocianinas y taninos) que constituyen
las sustancias colorantes de los vinos tintos, por lo que afectaria la estabilidad del color.
(Ribéreau-Gayon et al., 2006).

Por su parte, en la Union Europea, un vino se puede considerar libre de sulfitos
siempre y cuando los contenidos de SO, no sobrepasen los 10 mg/L (EC, 2011). Esta
concentracién se debe a que los sulfitos son subproductos menores de la fermentacion de
la levadura y, por lo tanto, son componentes naturales del vino. La mayoria de los

organismos producen sulfitos como un intermediario normal durante la digestion o sintesis



de los aminoacidos que contienen azufre, como la metionina y la cisteina (Thomas vy
Surdin-Kerjan, 1997). Por lo tanto, los vinos deben etiquetarse con la indicacion "contiene
sulfitos", cuando se sobrepase la concentracién mencionada (EC, 2011). Respecto a lo
anterior, un programa de sustitutos exitoso permitiria omitir la advertencia del contenido
de sulfitos en la etiqueta. En consecuencia, un vino libre de sulfitos seria un producto
diferenciado respecto a sus pares, lo cual adquiere gran importancia considerando que
Chile es el cuarto mayor exportador del mundo (OIV, 2018). Adicionalmente, se ha
reportado que es de conocimiento de los consumidores que los sulfitos podrian causar
dolores de cabeza, por lo que estarian dispuestos a pagar un poco mas por vinos sin

sulfitos (Costanigro, 2014).

Por ultimo, este proyecto se pretende llevar a cabo con variedades de importancia
en Chile, como lo son Carmenéré y Sauvignon Blanc. Respecto a la primera, a mediados
del siglo 19, una plaga llamada filoxera devasto los vifiedos europeos causando severos
dafos en la vitivinicultura, tanto asi que se pensaba que habia desaparecido esta
variedad. Anecdoéticamente, el Carmenéré en Chile fue confundido durante anos como
Merlot y Cabernet Franc, hasta que en el afio 1994 Jean Michel Boursiquot redescubre
esta variedad en el Valle del Maipo (Pszczolkowski, 2004). Por su parte, Sauvignon Blanc
es la vid de variedad blanca mas cultivada en Chile y, de todas las variedades, es la

segunda de mayor superficie luego del Cabernet Sauvignon (OIV, 2017).
Hipétesis
La implementacion de un programa de sustitutos permite producir vinos libres de sulfitos

sin afectar sus caracteristicas quimicas y sensoriales durante el almacenamiento en

botella.

Objetivo general

Evaluar el efecto que ocasiona un programa de sustitutos del anhidrido sulfuroso en las

caracteristicas quimicas y sensoriales de vinos Carmenéré y Sauvignon Blanc.



Objetivos especificos

e Evaluar el efecto que ocasiona un programa de sustitutos del anhidrido sulfuroso
en las caracteristicas quimicas del vino Carmenéré y Sauvignon Blanc.

e Evaluar el efecto que ocasiona un programa de sustitutos del anhidrido sulfuroso
en las caracteristicas sensoriales del vino Carmenéré y Sauvignon Blanc.

e Comparar los resultados de los distintos programas de sustitutos y su persistencia

en el tiempo.

Estado del arte

Implementar un programa de sustitutos aplicados en el momento oportuno tiene
como finalidad emular la eficiencia con la que actua el anhidrido sulfuroso. Respecto a
esto, es relevante indagar en los estudios que se han hecho con dichos sustitutos para
tenerlo como antecedente. Los insumos que se sugieren en este proyecto son
compuestos fendlicos (taninos enoldgicos), lisozima, dimetil dicarbonato (DMDC),

quitosano y levaduras secas inactivas.

En primera instancia, es posible constatar que se han investigado métodos
alternativos al anhidrido sulfuroso en las variedades Tempranillo (tinta) y Albarifio
(blanca). En dicho estudio, se emplearon estrategias, tanto fisicas como quimicas, para
evaluar cual reemplazaria de mejor manera al diéxido de azufre. De esta manera, se
confirma la eficacia del quitosano, dimetildicarbonato, levadura seca inactiva enriquecida
en glutation y taninos para sustituir el SO, sin afectar significativamente sus propiedades
sensoriales. Solo en el vino de variedad Albarifio de la cosecha del 2013 se observé que
se sobrepasaba el limite para el etiquetado (Ferrer-Gallego et al., 2017). Sin embargo, el
estudio mencionado no considera factores como la evolucién luego del embotellado o el

periodo éptimo de consumo.

Por otra parte, para suplir la propiedad antioxidante del SO,, se estudiaron
diversos aditivos en vino blanco. Esta investigacion fue llevada a cabo en una solucién
modelo y un vino blanco de mesa. La primera se trata de una solucion que emula las

condiciones del vino tales como la acidez total, el grado alcohdlico, concentracion de SO,



entre otras. Los aditivos utilizados fueron glutation, derivados de levadura (levadura seca
inactiva), lias del vino blanco mencionado y diferentes concentraciones de SO,. De los
anteriores, no todos tuvieron un efecto antioxidante satisfactorio. Sin embargo, el aditivo
que demostré comportarse mas similarmente al SO, fue el derivado de levadura,
protegiendo al vino de la oxidacién luego de 8 meses. Ademas, el color del vino se
mantuvo de manera satisfactoria, parametro de especial importancia en vinos blancos
(Comuzzo et al., 2015). Incluso, se ha reportado que una adicién de levaduras secas
inactivas en mosto de Sauvingnon Blanc influiria positivamente en su perfil aromatico
(Gabrielli et al. 2016; Suklje et al., 2016).

Del mismo modo, se ha demostrado que los taninos enoldgicos podrian resguardar
al vino de oxidaciones tanto enzimaticas como quimicas. La aplicacion de este insumo
puede tener un efecto antioxidasico al inhibir la actividad de una enzima polifenol oxidasa,
mas especificamente la enzima lacasa (Obradovic et al., 2005). Al mismo tiempo, esta
comprobado que los taninos enoldgicos tienen propiedades antioxidantes siendo efectivas
protegiendo al vino de la oxigenacién (Ricci et al., 2016). Respecto a esto ultimo, se han
comparado taninos enoldgicos en una solucion modelo de vino para verificar cual es el
mas eficiente. Dentro de los taninos utilizados hay de distintos tipos y origenes, se
emplearon galotaninos, elagitaninos, taninos de semilla, taninos de la piel, entre otros. De
los mencionados, aquellos con mejor consumo de oxigeno fueron los elagitaninos, ya que

presentaron una accién mas rapida respecto a los otros (Pascual et al., 2017).

Adicionalmente, el quitosano también podria cumplir una conveniente funcion
antioxidante en los vinos blancos para una preservacion eficiente y sostenible. Ademas,
permite el mantenimiento o incluso la mejora de las caracteristicas sensoriales del vino
blanco minimizando el uso de SO.. La eficacia del quitosano se explica por su capacidad
para eliminar los iones promotores de la reaccion de Fenton, como el hierro, en presencia
de acido tartarico. Esto inhibe las reacciones de oxidacion y los consiguientes fendmenos
de pardeamiento del vino, asi como el crecimiento microbiano. El caracter general del vino
se mantiene y sus caracteristicas varietales permanecen sin cambios, aunque se pueden
notar algunos efectos de aroma positivos debido a la ocurrencia de las reacciones de
Maillard y Strecker (Nunes et al., 2016).



En cuanto a la necesidad de reemplazar la propiedad antiséptica, se han estudiado
variados insumos que se expondran en breve. Si bien el anhidrido sulfuroso inhibe el
desarrollo de microorganismos, presenta una mayor actividad sobre las bacterias que
sobre las levaduras. En el caso de la levadura Brettanomyces bruxellensis, es sabido que
presenta cierta resistencia al SO,. A bajas concentraciones, la inhibicion causada por el
SO, es transitoria, por lo que son necesarias altas concentraciones para destruir un
amplio porcentaje de la poblacién microbiana (Ribéreau-Gayon et al., 2006). Estas altas
concentraciones es precisamente lo que se pretende evitar, por las razones expuestas

inicialmente.

Respecto a lo anterior, en el caso del dimetil dicarbonato, se ha evaluado su
efectividad contra microorganismos en vino tinto. Este estudio revel6 que el DMDC a la
dosis maxima permitida legalmente puede considerarse como un conservante eficaz para
controlar las bajas tasas de contaminacion de las levaduras, pero ineficaz contra las
bacterias lacticas y acéticas. De las levaduras mencionadas, las mas relevantes
corresponden a Brettanomyces bruxellensis y Zygosaccharomyces bailii. Por otra parte,
los ensayos realizados en los vinos antes del embotellado mostraron que la mayoria de
las bacterias lacticas y acéticas sobrevivieron a la accion del DMDC (Costa et al., 2008).
De igual manera, otro estudio confirma la efectividad del dimetil dicarbonato. Respecto a
esto, se constatdé que el DMDC detuvo el crecimiento de B. bruxellensis en diferentes
etapas de la vinificacién. Sin embargo, podria obstaculizar la fermentacion de especies
como Saccharomyces cerevisiae y Oenococcus oeni. Por lo tanto, se debe evitar su uso
antes de que las fermentaciones terminen (Renouf et al., 2008). En definitiva, el DMDC

podria usarse justo antes del embotellado como una herramienta antimicrobiana.

Otro aditivo antimicrobiano es la lisozima. Respecto a esta, es un aditivo
elaborado con una enzima aislada a partir de la clara de huevo. Se estudio el efecto de la
lisozima sobre colonias de bacterias lacticas. Dicho estudio se llevo a cabo en vino blanco
de la variedad Chardonnay. De manera preliminar, cabe destacar que la lisozima no tuvo
ningun impacto negativo en el crecimiento de las levaduras ni en su metabolizacién del
azucar. Se descubrié que esta enzima es muy efectiva para inhibir el crecimiento de los
cuatro cultivos de bacterias lacticas investigados. De acuerdo a la investigacion, se obtuvo
una reduccion de células notable para algunas de las cepas. La produccion de acido

aceético por Lactobacillus brevis y Lactobacillus kunkeei se redujo significativamente en los



tratamientos con lisozima afiadida en dosis bajas y en dosis altas. Basandose en estas
investigaciones, se concluye que la lisozima puede ser una herramienta util para controlar
la contaminacion de bacterias lacticas y asi reducir la produccion de acidos volatiles. La
adicion de lisozima también puede evitar el aumento de la acidez volatil en caso de que la
fermentacion alcohodlica esté detenida. Adicionalmente, este sustituto seria

particularmente util en vinos de pH alto donde el SO, es menos efectivo (Gao et al., 2002).

Para continuar, se ha estudiado que el quitosano también tiene atributos
antimicrobianos. El aditivo mencionado, es un polimero natural formado por la
desacetilacion de la quitina, que tiene una amplia gama de aplicaciones en diferentes
investigaciones, como la agricultura, la alimentacién, la industria farmacéutica, entre otros
(Sigroha y Khatkar, 2017). Respecto a su uso en la enologia, se han estudiado sus
propiedades contra el desarrollo de microorganismos en el vino. En primer lugar, se
investigo el efecto del quitosano en distintas etapas de la vinificacién de vino blanco. En
dicha publicacion se demostré que Lactobacillus hilgardii, Oenococcus oeni vy
Brettanomyces bruxellensis fueron los mas susceptibles al quitosano ya que fueron
completamente inactivados por el quitosano a 0,2 g/L. Ademas, este insumo fue capaz de
inhibir el crecimiento de otras especies no deseadas, como Zygosaccharomyces bailii y
Hanseniaspora uvarum (Elmaci et al., 2015). En este estudio también se expone que B.
bruxellensis no pudo proliferar en los vinos terminados, incluso después de un mes de
almacenamiento, probablemente debido a la privacion de nutrientes. Lo mismo ocurre con
O. oeni. Por lo tanto, no se pudo determinar el efecto del quitosano durante el
almacenamiento del vino. Es importante mencionar que la adicion de quitosano no alteré
significativamente la viabilidad y el rendimiento fermentativo de S. cerevisiae (Elmaci et
al., 2015). Se han hecho otros estudios con quitosano, particularmente para B.
bruxellensis, en vino tinto. Uno de ellos demostrd que el quitosano inhibe el crecimiento
de B. bruxellensis. a concentraciones que varian de 0,2 a 0,5 mg/mL, dependiendo del
peso molecular de las moléculas de quitosano y de la cepa analizada. El quitosano de
bajo peso molecular presentd los valores de concentracion minima inhibitoria mas bajos
(Ferreira et al., 2013). Por otra parte, el anterior no es el Unico estudio que confirma la
accion del quitosano. Se ha constatado que, dependiendo de la concentracion, las
preparaciones de quitosano afadidas a los vinos tintos redujeron en gran medida las

poblaciones de B. bruxellensis (Petrova et al., 2016). Con respecto a las bacterias



acéticas, el quitosano parece ser al menos tan eficaz como el SO, en la conservacion del
vino. Segun se ha investigado, se encontr6 que el tratamiento con quitosano era efectivo
para reducir la actividad de bacterias acéticas en el vino. En este estudio se analizaron
cepas de Acetobacter, adaptadas a ambientes de alto etanol, en una solucién modelo de
vino. Los resultados arrojaron que el quitosano reduce la cantidad de poblacion de
bacterias acéticas y su actividad metabdlica. Una alta concentracion de células dafadas
fue evidente en los vinos tratados con quitosano. En el control, se observaron menos

células, pero con la diferencia de que estas eran viables (Valera et al., 2017).

Respecto a los taninos enoldgicos, es posible que estos puedan tener propiedades
antibacterianas. Sin embargo, se debe tener especial cuidado sobre qué compuestos
fendlicos los conforman. Hay investigaciones que indican que la actividad antibacteriana
de los compuestos fendlicos contra Lactobacillus hilgardii y Pediococcus pentosaceus
depende del compuesto fendlico probado. Esto se debe a que algunos condujeron no solo
a la inactivacion de las bacterias, sino también a su muerte celular (Garcia-Ruiz et al.,
2009). Ademas, se sugiere que la utilizacién de insumos con compuestos fendlicos abre
una nueva area de estudio para obtener posibles aplicaciones como una alternativa
natural al SO, en la elaboracion del vino. Esto se debe a que se ha comparado la accién
del metabisulfito de potasio con los compuestos fendlicos, donde el ultimo controlé de
mejor manera la contaminacién de bacterias lacticas. El metabisulfito de potasio fue mas
eficaz para O. oeni que para L. hilgardii y P. pentosaceus. Sin embargo, O. oeni es de las
principales especies de bacterias que producen la fermentacion malolactica, mientras que

las otras son consideradas especies contaminantes del vino (Garcia-Ruiz et al., 2011).

Para finalizar, de los aditivos mencionados, también hay estudios donde se analiza
su efecto en conjunto. Por ejemplo, se ha postulado que la adicion de lisozima y taninos
enolégicos durante la fermentacion alcohdlica podria representar una alternativa
prometedora al uso de SO, y para la produccién de vinos con contenido reducido de
sulfitos. Los resultados mostraron que tanto el SO, como la lisozima previenen el
desarrollo de fermentaciones bacterianas indeseables. Este estudio se realizé en vino
blanco y la adicién de los insumos mencionados fue durante la fermentacion. El uso de
lisozima y taninos en los mostos resulté en vinos con un impacto sensorial distinto, si se
compara con los mostos "convencionales" fermentados con sulfitos (Sonni et al., 2009).

Posteriormente, se investigd el uso de lisozima y taninos en vinos blancos, pero con la



diferencia de que la aplicacion fue antes de iniciar la fermentacién. Los resultados
mostraron que la sustitucion de SO, por lisozima y taninos enologicos influyd en la
composicion volatil de los vinos al final de la fermentacion alcohdlica. Los vinos
fermentados con SO, mostraron mayores cantidades totales de alcohol, mientras que la
presencia de taninos enolégicos aumentd el nivel de ésteres. La presencia de SO,
también influyd en los perfiles de alcoholes y ésteres de los vinos durante el
almacenamiento de la botella. Por otra parte, la presencia de taninos enolégicos mostré
un papel positivo en el mantenimiento de las cantidades de ésteres sobre ciertos niveles
en el vino almacenado durante 1 afo, probablemente debido a su capacidad de captacion
de oxigeno. Por el contrario, los acidos practicamente no se vieron afectados por las

variables investigadas (Sonni et al., 2011).

Para concluir, con respecto a los aditivos con los que se pretende sustituir al SO,
vale mencionar que la eficacia de algunos se puede ver afectada por las condiciones de
vinificacion. Los métodos de vinificacion pueden variar en las diferentes bodegas, por lo
que se espera obtener resultados prometedores para aplicaciones practicas. Un punto en
que la mayoria de los estudios coinciden es que se deben llevar a cabo mas estudios para

investigar la evolucion de dichos vinos durante el almacenamiento.

Metodologia

Aditivos

Para la realizacion del proyecto los aditivos a utilizar son: levadura seca inactiva
(Saccharomyces cerevisiae) enriquecida con glutation (Actimax®, Agrovin S.A., Espafia),
dimetil dicarbonato (99,8%) (Velcorin®, Lanxexx Inc., Alemania), taninos enoldgicos
hidrolizables procedentes de Caesalpinia spinosa (Galitan Redox®, Agrovin S.A.,
Espafa), quitosano de origen fungico (No Brett Inside®, Lallemand Inc., Canadda) y
lisozima (Enovin Lyso®, Agrovin S.A., Espafa). Los insumos mencionados seran
aplicados en distintos momentos de la vinificacion y su uso dependera del tratamiento. En
el caso de los tratamientos testigo, se le adicioné metabisulfito de potasio de grado
alimenticio (BASF®, Alemania).
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Vinificacion

Los vinos se realizaran en las dependencias de la Pontificia Universidad Catdlica
de Valparaiso (PUCV). En primera instancia, se cosecharan las uvas blancas de variedad
Sauvignon Blanc (SB) procedentes del Valle de Casablanca. Posteriormente, se
cosecharan las uvas tintas de variedad Carmenéré (CR) provenientes del Valle de

Colchagua. Las uvas seran recolectadas manualmente en cajas y transportadas a la

PUCV inmediatamente.

Respecto a la vinificacién, esta comenzara despalillando y moliendo las uvas
cosechadas con una maquina despalilladora moledora semiautomatica (Eno 3, Enoitalia,
Italia). Posteriormente, el mosto obtenido sera depositado en contenedores de plastico
alimentario de 30 litros (Plasticos Haddad S.A., Chile). A diferencia del mosto tinto, el
mosto de uva blanca obtenido sera prensado antes de ser trasvasado a los contenedores.
Dicho prensado se llevara a cabo con una prensa vertical de tornillo hidraulico (Modelo
30, Enoitalia, ltalia) y se utilizard nieve carbonica (Indura S.A., Chile) para proteger al
mosto de la oxidacién (Ribéreau-Gayon et al., 2006). Antes de la fermentacion, se
chequeara que los parametros como pH, acidez titulable y nitrégeno facilmente asimilable
(YAN) estén en orden. Luego, todos los contenedores seran inoculados con levadura
comercial (Lallemand Inc., Canada) cumpliendo con la dosis recomendada por el
fabricante (20 g/hL). La densidad y temperatura de los mostos sera medida diariamente.
El proceso de fermentacion del mosto de uvas tintas sera mantenido a temperaturas entre
23 y 24°C, haciendo pisoneo dos veces por dia. Por otra parte, el mosto de uvas blancas
sera mantenido a temperaturas entre 15 y 17° C durante el desarrollo de la fermentacion.
Luego de una semana, se medira la concentracion de azucares residuales de los mostos
para constatar el estado de la fermentacién. Solo si es necesario, dicha medicion se
repetira diariamente hasta que el resultado sea menor a 2 g/L de azucar. Después, el
mosto tinto sera prensado al terminar la fermentacion alcohdlica para obtener el vino gota.
Los vinos obtenidos se estabilizaran en frio durante 10 dias (blancos) y 13 dias (tintos).
Luego, se chequearan los niveles de SO, en las repeticiones que correspondan a los
tratamientos testigo, procurando que estos no superen la concentracién de 75 mg/L de
anhidrido sulfuroso libre. Para el caso de los blancos, se clarificaran con 10 g/hL de
bentonita y se evaluara durante 12 dias. Los vinos se filtraron y se embotellaron al final de

la fermentacion alcohdlica, en el caso de los blancos, y al final de la fermentacion
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malolactica, en el caso de los tintos. Los vinos seran embotellados en botellas de vidrio
verde oscuro de 750 mL (Verallia, Chile) y se almacenaran a 15° C para su posterior
analisis.

Los aditivos se afiadiran individualmente y combinados. Se consideraran
diferentes tiempos de adiciéon y se acataran las dosis recomendadas por los proveedores.
De acuerdo a esto, los Cuadros 1 y 2 exponen los tratamientos a realizar y resumen los
programas de sustitutos que seran aplicados durante el proceso de vinificacion para cada
variedad. Las diferentes combinaciones aplicadas seran necesarias para evaluar la
posibilidad de desarrollar potenciales protocolos de vinificacion para producir vinos sin
SO..

Los tiempos de muestreo para los analisis quimicos y sensoriales se iniciaran en el
embotellado (tiempo 0) y se repetiran cada 3 meses para hacer un seguimiento. Al cabo
de 6, 12 y 24 meses se van a evaluar y comparar los resultados para obtener

conclusiones.

Cuadro 1: Adiciones realizadas en los tratamientos de vino tinto Carmenéré en diferentes etapas
de su vinificacion. TO corresponde al tratamiento testigo. Los aditivos se presentan con sus
respectivas dosis y abreviaturas. K,S,0s5: metabisulfito de potasio, QUI: quitosano, TE: taninos
enoldgicos, LSI: levaduras secas inactivas, LI: lisozima, DMDC: dimetil dicarbonato.

K.S20s K.S20s K2S20s
(15 g/hL) (15 g/hL) (15 g/hL)
T1 Qul TE (15 g/hL)+LSI (30 g/hl)  TE (15 g/hL) + QUI (5 g/hL)
(5 g/hL)
T2 LI TE (15 g/hL) + LSI (30 g/hL) TE (15 g/hL) + DMDC
(25 g/hL) (150 mg/L)

Fuente: Elaboracion propia, 2018.
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Cuadro 2: Adiciones realizadas en los tratamientos de vino blanco Sauvignon Blanc, en diferentes
etapas de su vinificacion. TO corresponde al tratamiento testigo. Los aditivos se presentan con sus
respectivas dosis y abreviaturas. K;S,0s5: metabisulfito de potasio, QUI: quitosano, TE: taninos
enoldgicos, LSI: levaduras secas inactivas, LI: lisozima, DMDC: dimetil dicarbonato.

KgSgOs KzSzOs (15 g/hL) KzSzOs (15 g/hL)
(15 g/hL)
T1 Qul TE (15 g/hL) +LSI (30 g/hL)  TE (15 g/hL) + QUI (5 g/hL)
(5 g/hL)
T2 LI TE (15 g/hL) + LSI (30 g/hL) TE (15 g/hL) + DMDC
(25 g/hL) (150 mg/L)

Fuente: Elaboracién propia, 2018.

Analisis quimicos

Los métodos analiticos recomendados por la OIV (2012) se utilizaron para
determinar el pH en el mosto y el vino, el contenido de nitrégeno facilmente asimilable
(YAN) en el mosto, el contenido de azucar en los vinos (g de glucosal/l), la acidez titulable
en el mosto y el vino (g acido tartarico/L) y el contenido de etanol (% v/v) en el vino. Estos

se realizaran para saber si el producto cumple con los parametros enoldégicos minimos.

Los analisis que se haran en los tiempos de muestreo seran para aceptar o rechazar la
hipétesis. De los resultados se podra inferir la calidad del vino obtenido y si el mismo esta
contaminado o no con microorganismos indeseados. Los analisis quimicos que se
realizaran son para medir: acidez volatil (analisis volumétrico con titulacion), contenido de
anhidrido sulfuroso total (andlisis volumétrico con titulacion), fenoles totales (método de
Folin-Ciocalteu), antocianinas totales solo para tintos (método de Ribéreau-Gayon y
Stonestreet), taninos totales (precipitacion con metil celulosa), indice colorante
(espectrofotometria) y compuestos aromaticos (cromatografia gaseosa con detector de
espectrometria de masa). Los métodos analiticos mencionados son los oficiales
establecidos por la OIV y los procedimientos estan detallados en su compendio
internacional (2012). La mayoria de los analisis seran realizados en las dependencias de

la PUCV, excepto la cuantificacion de compuestos aromaticos. Para obtener los datos de
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dicha cuantificaciéon se solicitaran los servicios de DictUC al no disponer de los equipos

necesarios.

Analisis sensorial

El analisis descriptivo de los vinos se realizé en el Laboratorio de Analisis
Sensorial de la PUCV. Se le remunerara a un panel sensorial compuesto por 12 personas
(2140 anos) con formacion previa y experiencia en metodologia descriptiva. Se
evaluaron seis atributos, intensidad de color, caracter frutal, amargor, cuerpo, astringencia
y persistencia. Los atributos seran puntuados segun una escala heddnica de 0 (ausencia
de sensacion) a 5 (sensacion intensa). Se verteran 20 ml de vino en copas especializadas
utilizando un orden completamente al azar. Se serviran a 18 °C los vinos tintos y a 12 °C
los vinos blancos. Se describiran los tratamientos 1, 2 y el testigo para cada tipo de vino,
por lo tanto 6 muestras en total. Entre cada muestra habra una pausa de 60 segundos
para disminuir la fatiga, los jueces se enjuagaran la boca con agua y se les ofrecera

galletas sin sal.

Analisis estadistico

Las diferencias significativas se determinaron mediante un analisis de varianza
(ANOVA) utilizando el paquete XLSTAT para el software Excel.

Resultados esperados

A continuacion, el Cuadro 3 expone los resultados esperados para el proyecto de

investigacion.

Cuadro 3: Resultados esperados para cada objetivo especifico.

Evaluar efecto del programa de | Se observa una mejor conservacion en

sustitutos en las caracteristicas | los tratamientos hechos al vino tinto
quimicas de Carmenéré y Sauvignon | debido a la cantidad de polifenoles que

Blanc. se encuentran naturalmente en la uva




tinta.

Evaluar efecto del programa de

sustitutos en las caracteristicas
sensoriales de Carmenére y Sauvignon

Blanc.

Las caracteristicas sensoriales no

presentan diferencias significativas

luego de 1 afio de almacenamiento.

Comparar programas y su persistencia

Se obtienen mejores resultados con el

14

en el tiempo. T1 en la variedad tinta, conservando
sus caracteristicas por un mayor
tiempo.
Fuente: Elaboracién propia, 2018.
Presupuesto
Los costos del proyecto se detallan en los Cuadros 4 y 5.
Cuadro 4: Presupuesto total por cuenta.
Aporte PUCV
Cuenta Fondo Concursable — — Total ($)
Pecuniario|No pecuniario
A.|Total Recursos Humanos 24.800.000 - 20.520.000(45.320.000
B.|Total Subcontratos 9.874.056 - - 9.874.056
C.|Total Difusion 1.170.000 - - 1.170.000
D.|Total Gastos de Operacion 9.647.946 - - 9.647.946
E.|Total Gastos de Administracion 1.493.556 - - 1.493.556
Porcentaje de Aporte (%) 69,603 - 30,397 100
Total ($) 46.985.558 - 20.520.000|67.505.558

Fuente: Elaboracion propia, 2018.



Cuadro 5: Presupuesto total por afio.

Cuenta Ao 1 Ano 2 Ao 3 Total (MMS$)
. | Total Recursos Humanos 16.560.000( 21.740.000| 7.020.000| 45.320.000
Pecuniario| 7.800.000| 12.000.000f 5.000.000| 24.800.000
No Pecuniario| 8.760.000| 9.740.000f 2.020.000| 20.520.000
B. [ Total Subcontratos 2.468.514| 3.702.771| 3.702.771 9.874.056
Pecuniario| 2.468.514| 3.702.771| 3.702.771 9.874.056

No Pecuniario - - - -
C. | Total Difusion - - 1.170.000 1.170.000
Pecuniario - - 1.170.000 1.170.000

No Pecuniario - - - -
D. | Total Gastos de Operacion 9.647.946 - - 9.647.946
Pecuniario| 9.647.946 - - 9.647.946

No Pecuniario - - - -
E. | Total Gastos de Administracion 1.493.556 - - 1.493.556
Pecuniario| 1.493.556 - - 1.493.556

No Pecuniario - - - -
Total (MMS$) 30.170.016| 25.442.771| 11.892.771 67.505.558
Pecuniario| 21.410.016| 15.702.771| 9.872.771| 46.985.558
No Pecuniario| 8.760.000| 9.740.000f 2.020.000| 20.520.000

Fuente: Elaboracién propia, 2018.
En el Cuadro 6, se puede observar el presupuesto total de manera resumida.

Cuadro 6: Resumen del presupuesto total del proyecto.

Cuenta Pesos chilenos

Maquinaria e insumos de vinificacion 8.027.374
Sueldos 44.200.000

Costo de aditivos a investigar 1.288.352
Costos analisis quimicos 10.390.710
Costos analisis sensorial 1.320.000
Otros costos (difusion, viaticos, 2.279.122




16

arriendos de vehiculos, entre otros)
Total 67.505.558

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

El fondo concursable al cual se postulara el proyecto sera el Il Concurso IDeA en
Dos Etapas del Fondo de Fomento al Desarrollo Cientifico y Tecnoldgico (FONDEF) de
CONICYT.

Lo anterior, debido a que el proyecto cumple con los requisitos basicos para
postular a este programa, ya que el fondo concursable tiene como objetivo “apoyar
financieramente la ejecucion de proyectos de investigaciéon cientifica y tecnolégica con
potencial impacto econdmico y/o social, cuyos resultados sean obtenidos, evaluados y
validados en plazos breves” (CONICYT, 2015).

Plan de trabajo

El plan de trabajo se extiende por dos afos y nueve meses, los cuales podrian
cambiar. La duracién de cada tarea es variable, por lo que se les establecié un lapso
maximo posible por precaucién. Al final de cada afio se realizara un informe anual que

interprete los datos obtenidos durante el curso del proyecto.

Las labores y sus tiempos quedan detalladas en el Diagrama de Gantt (Ver

Anexo).
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43 - Andlisis guimicos cv. 576 dias jue 27-06-19 ir |
Carmenéré
45 - Medicion de 11 dias jue 27-06-19 ewsvenbimnnndorenn b b de o e coee ol
acidez volatil CR
50 - Medicion de 11 dias jue 27-06-19 L LT
contenido de
anhidrido
sulfuroso CR
51 L8 Medicion de 11 dias jue 27-06-19 ewsvenbimnnndorenn b b de o e coee ol
fenoles totales CR
52 - Medicion de 11 dias jue 27-06-19 I N L L T L Y.
taninos totales CR
Iﬂ’w # gmﬂmnaﬂ-% HHQ-.N“ .—_lm.mqlﬂmlu.m U R R R R R R R R L R R R R RN R AR N AR RN RN RN RN RN
antocianinas
totales CR
54 - Medicicn de 11 dias jue 27-06-19 feenreshrrrnnndsornochooeerncdse oo bieoren hemnocn oo oo
indice colorante
55 - Envio de muestras 11 dias jue 27-06-19 fren b e b o b e i d v el
para andlisis de
COMpUESTOs
aromaticos CR
56 - Andlisis sensorial cv. 11 dias jue 27-06-19 R R A A AR AR AL TR P I
Carmengre
57 - Analisis de datos 386 dias mar 07-04-20 I
Tarea Resumen inactivo I [ Tareas externas
Diivisidin prrennrren e e Tamea manual | I Hitoexterno G
Proyecto: ProyectoTaller Hita & gk Curacksn Feschia lirmite +*
Fecha: jue 03-01-19 RessLimen r——N informe de resumen Manyal e——  POGTE5
Resumen del proyecto I I Resumen manual ] Progreso manual
Tarea inactiva sob &l comienzo C
Hito inactivo solo fin d
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WTE:E M|F 1_33_;_1_534:,__“ 1__3...__1 Pl u,__mmJ_m: n_m__._ﬁ__Jn_moﬂ_
58 g me Informe anual 5B 5 dias mar 07-04-20 7
55 [ we Informe anual CR 5 dias jue 28-05-20 %
60 [E we Informe final 5B 5 dias mar 24-08-21
61 [ mg Informe final CR 5 dias jue 14-10-21
62 - Informe definitiva 5 dias jue 21-10-21

Tarea Resumen inactivo ] [ Taress externas
Diivigidin prrennien e Taea manual ] I Hitoextemo L+
Taller Hito & 50 duraciin Fecha limite ¥+
Fecha: jue 03-01-19 Resumen r———1 nforme de resumen manual e——— PrOgESO
Resumen del proyecto ] I Resumen manual ] Progreso manual
Tarea inactiva sobo &l comienzo C
Hito inactivo sobo fin d

Pagina 7




