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.  PLAN DE TRABAJO TECNICO

A. Antecedentes Generales

1. Nombre Ejecutor (Entidad Responsable)

Nombre Giro / actividad RUT Representante(s) Legal(es)
Vinotec Chile S. A. Productos para la industria Patricia Susana Roca Jara

Vitivinicola y pisquera
2. Identificacion de Agentes Asociados
Nombre Giro / actividad |RUT Representante(s) Legal(es)
3. Coordinadores Principal y Alterno
Nombre Formacion / grado académico | Empleador Funcion dentro del proyecto
Patricia Roca Jara Ingeniera Agrénoma Vinotec Chile | Coordinador del proyecto
Dariile Segovis Alfaro Ingen!ero C!VFI QUImlco. | Vinotec Chile Coordinador  alterno  del
Ingeniero Civil en Biotecnologia proyecto

4. Duracion y ubicacion del Proyecto
Duracion Periodo de ejecucion
Meses 36 Fecha de inicio 1 de Junio de 2012
Fecha de término 31 de Mayo de 2015
Territorio
Regién(es) Comuna(as)
Metropolitana Huechuraba.
VI Regién, Del Libertador Bernardo O higgins. Marchigte.
5. Estructura de financiamiento Valor %
FIA
Pecuniario
Contraparte No Pecuniario
Total contraparte
TOTAL

(U0




6. Resumen ejecutivo (maximo 400 palabras)

La tendencia mundial en el mercado de los vinos se orienta a la busqueda de productos de calidad, mas
saludables y con un sello propio principalmente obtenido de su terroir. Muchos esfuerzos buscan mejorar
la calidad de la uva, sin embargo, estas mejoras no se han extrapolado a los procesos productivos muy
importantes en la obtencién de un vino. Uno de los factores en este manejo es el control en la
fermentacion, que permite obtener vinos equilibrados, balanceados y que destaquen por su caracter
unico. Estas fermentaciones se realizan en la actualidad en su mayoria con microorganismos foraneos
que no se han adaptado del todo a los mostos nacionales, por lo que su utilizacién se limita a la obtencion
de vinos estandarizados, que no logran diferenciarse por terroir y tipicidad de la bodega.

Si bien es cierto, existen microorganismos aislados a nivel nacional, estos son producidos por empresas
transnacionales que han masificado su uso, impidiendo la tipificacién por lugar de origen y terroir.
Ademas, el uso de estos microorganismos permitiran controlar la produccion de metabolitos perjudiciales
para la salud y sobre los cuales ya se han establecido barreras en el mercado internacional, ejemplo de
ello es el limite en el contenido de aminas biogénicas en vinos en diversos paises.

El proyecto desarrollara un cepario comercial de microorganismos para la produccion a escala piloto de
levaduras y bacterias lacticas autoctonas, que potencien el terroir, la elaboracion de vinos diferenciados,
de calidad, con potencial organico, inocuos y de acuerdo a las tendencias de los productos demandados
en la actualidad. Junto con ello, este cepario permitira a los productores acceder a un servicio que les
permita aislar y preservar sus propios microorganismos en el tiempo, garantizando de esta forma una
produccion Unica y estandarizada por bodega.

En la actualidad, el servicio propuesto no se encuentra disponible en el mercado local y regional, en
consecuencia de obtener resultados positivos en este desarrollo, el negocio se proyecta al mercado local
y a toda la region, permitiendo que a nivel nacional se desarrolle un nuevo concepto de negocio como es
la produccion comercial de microorganismos.

Con el objeto de vincularse con cepas de microorganismos autdctonos que han sido obtenidos de otros
proyectos de I+D, se ha contemplado el uso de parte de los resultados técnicos obtenidos del proyecto
Fondef D9811037, liderado por la Dra. Ganga de la U. de Santiago. En este sentido se generara una gran
oportunidad de transferir resultados obtenidos desde la ciencia basica realizada en Chile en productos
comerciales que se generaran con el desarrollo de este proyecto.

Se espera que los resultados del desarrollo del proyecto en su conjunto generen productos y servicios
protegidos industrialmente.
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7. Propiedad intelectual

¢ Existe interés por resguardar la propiedad intelectual? | Si | X [ No |

Nombre institucién que la protegera % de participacion

Vinotec Chile S.A. 100%

B. Plan de Trabajo

8. Objetivos

Objetivo general

Desarrollo de un cepario comercial para la produccién en escala piloto de cepas de levaduras y bacterias
lacticas autdctonas que potencien el terroir vitivinicola de Chile y favorezcan la elaboracion de vinos
diferenciados, de calidad y con potencial organico.

N° Objetivos especificos (OE)

1 Obtener levaduras y bacterias lacticas autéctonas desde bodegas nacionales y vifiedos, con
caracteristicas enolégicas y tecnolégicas deseadas, para conducir la Fermentacion Alcohdlica
(FA) y Malolactica (FML) exitosas.

2 Desarrollar un cepario comercial de levaduras y bacterias lacticas autéctonas con fines
comerciales

3 Incorporacion de tecnologias de ultima generacién en investigacion cientifica para el
desarrollo de la investigacién privada.

4 Producir a nivel piloto cultivos frescos y evaluar la factibilidad técnica de la produccion en

seco de las cepas de levaduras y bacterias lacticas seleccionadas con las cualidades
enoldgicas y tecnologicas deseadas por cada empresa.

5 Estudiar el posicionamiento comercial y tecnolégico de los resultados obtenidos.

6 Difundir mediante seminarios, medios web, publicaciones y congresos los resultados del
proyecto.

7 Introducir en el mercado el servicio de aislamiento de cepas o venta de éstas a las viias.
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1© Yool
9. Resultados esperados (RE)
bl B Resultado Esperado (RE) Indicador d mocetme FRChade
OE | RE P s © Linea base (valor actual) Meta proyecto (valor deseado) Cumplimiento
cumplimiento
1 y Cepas Aisladas USACH evaluadas Cepas evaluadas Cepas no evaluadas Cepas evaluadas tecnolégicamente Mes 12
tecnolégicamente a nivel laboratorio.
Cepas de levaduras y bacterias | Microorganismos En las Universidades chilenas Al menos 500 microorganismos
1 2 aisladas por valle. aislados existen microorganismos del vino aislados por valle Mes 36
aislados de manera independiente
Cepas de S. cerevisiae y O.oeni., Cepas de S. En las Universidades chilenas Al menos 100 Cepas de S.
3 caracterizadas a nivel molecular | cerevisiaey O. oeni existen ceparios de manera cerevisiae y O. oeni caracterizadas Mes 36
1 por valle. independiente por valle
Identificacion de cepas autoctonas. Cepas de S. En las Universidades chilenas Al menos 60% de Cepas de S.
1. 4 cerevisiae y O. oeni existen ceparios de manera cerevisiae y O. oeni autdctonas Mes 24
autéctonas independiente
Cepas autodctonas de S. cerevisiae | Cepas autoctonas En las Universidades chilenas Al menos 50 Cepas de S.cerevisiae y
1. 5 y O.oeni., caracterizadas a nivel de S.cerevisiae y existen ceparios de manera O.oeni caracterizadas por valle. Mes 36
tecnologico por valle. O. oeni independiente
Cepas autdctonas seleccionadas FA'y FML exitosas | Dos cepas de S. cerevisiae nativas | Al menos 15 Cepas de S. cerevisiae
en el proyecto a nivel laboratorio llevan a cabo este proceso. En el y O. oeni comercializables Mes 36
1 6 que realicen la FA y FML de forma caso de O. oeni no existen cepas es
exitosa L
Desarrollo de un cepario comercial Cepario comercial | No existe a nivel nacional Al menos 10 Cepas de S. cerevisiae
levaduras y bacterias lacticas O. oeni comercializables
5 7 de 'eva urasy : y Mes 36
autoctonas, mantenidas
exitosamente en el tiempo.
Perfeccionamiento de personal Incorporacién de Se desconoce el nimero de Al menos 1 profesional con
altamente especializado para la profesionales con profesionales con postgrado que postgrado incorporado a la empresa
3 8 industria vitivinicola postgrado al area trgbajeq dire_gtame_nte en el temg Mes 36
de desarrollo de la | de investigacion a nivel empresarial
empresa
Incorporacion de tecnologias de Métodos Estos metodos son solo aplicados y | Aplicacion de al menos 3 métodos
Ultima generacion para la biotecnologicos usados a nivel de investigacion en | biotecnoldgicos para la identificacion
3 9 deteccion e identificacion de aplicados en la las universidades y seleccién de microorganismos Mes 24
microorganismos de importancia Cmpisss (ITS. PCR, RAPD)
en la industria del vino
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Tecnologia de produccion en | Produccion fresca A nivel local no existe produccion Al menos 10 cepas de S. cerevisiae
fresco de cepas de levaduras y de cepas en escala de estas cepas y O. oeni producidas para su Wis 56
10 | pacterias lacticas autéctonas a comercializacion =
nivel piloto.
Procedimiento de produccion en Proceso de A nivel local no existe produccion Proceso validado de produccion en
seco de cepas de levaduras y produccion en seco en seco de cepas autoctonas sSeco
11 o N : Mes 36
bacterias lacticas autéctonas a
nivel piloto evaluadas.
Informe de Factibilidad Técnico Estudio de No existen estudios o informes Estudio de factibilidad del
Econémica a nivel local y regional Factibilidad publicos disponibles posicionamiento comercial de los
12 | de los resultados obtenidos en el Técnica-Econdmica productos y servicios originados del Mes 36
proyecto proyecto en el .mercado local y
regional
Resultados del proyecto difundidos Difusion de Sin Difusion Seminarios de resultados del
a la industria Resultados proyecto.
Pagina Web con avance y resultados
13 del_ proygcto. ' Mes 36
Asistencias a congresos nacionales
e internacionales.
Publicaciones en revistas cientificas
y de divulgacién técnica.
Introduccion comercial del servicio Ventas de servicio | Servicio de aislamiento de cepas o )
14 | de aislamiento de cepas o venta de 0 producto venta de ellas no existente. A lo menos tres ventas realizadas del Mes 36
5 -8 servicio o producto
éstas a las vifias
10. Actividades
N°OE | N°RE Actividades Fecha de inicio Fecha de término
1,2 1.7 Validacion de datos USACH Mes 1 Mes 12
92 29, 1 Aislamiento de levaduras y bacterias lacticas mediante muestreos | Mes 1 Mes 21
1,2,3 12,3 4,5 6,7,8, 9 | Identificacion molecular de los microorganismos Mes 1 Mes 27
1.2.312.3,5,6,7,8 Seleccion de los microorganismos Mes 10 Mes 36
2,4 7,10, 11 Escalamiento en la produccion de Biomasa Mes 7 Mes 36
57 12,14 Evaluacion Técnico econémica Mes 19 Mes 36
6 13 Difusion de resultados Mes 1 Mes 36
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1. Hitos Criticos
N° RE Hitos criticos Fecha Cumplimiento
2,3,4 | Obtencion de metodologia para la definicién de autoctono de O.oeni validada Ultimo trimestre afio 2
4 Obtencion de cepas seleccionadas autoctonas Ultimo trimestre afio 2
10, 11 Cepa de levadura o bacteria autéctona cumple los estandares requeridos para el escalamiento Verer Wimaste a9

piloto.
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12 Método

Obtener levaduras y bacterias lacticas autdctonas desde bodegas nacionales y vifiedos,
Objetivo N° 1 con caracteristicas enolégicas y tecnolégicas deseadas, para conducir la Fermentacion
Alcohdlica (FA) y Malolactica (FML) exitosas.

1. Levaduras aisladas de la zona del Maule. Convenio Usach

Con el fin de avanzar en la busqueda de productos comerciales y en forma paralela al desarrollo de este
proyecto, se utilizaran los microorganismos que ya han sido evaluados tecnoldgicamente por la Universidad
de Santiago, estos microorganismos involucran cepas de levaduras autoctonas.

Por lo cual se materializara un acuerdo con la Universidad de Santiago para el uso de las cepas de
levaduras que la Dra. Angélica Ganga logro aislar en el proyecto Fondef D9811037 (Ganga, 1998) y de otros
muestreos en los cuales posee bacterias lacticas aisladas. En este Ultimo caso se debera realizar la
caracterizacion a nivel molecular, tecnolégico, su caracter de autdctono, que desarrollen la fermentacion
malolactica de la manera deseada y que puedan ser producidas comercialmente.

2, Obtencion de nuevos aislados de distintas zonas del pais.
Con el fin de aumentar el cepario de levaduras y bacterias, ademas se llevaran a cabo nuevos ensayos de
aislamientos, en diferentes regiones del pais. Esto se llevara en primer lugar mediante métodos
microbioldgicos tradicionales. Para tal efecto se tomaran muestras en:

Levaduras: en el viledo y al finalizar la FA
Bacteria: al inicio y al final de la FML

Cada muestra sera diluida 1:100 y 1:1000 con agua peptonada 0.1% y sera sembrada en:

Levaduras: Placas de agar YPD (medio de crecimiento rico para el crecimiento de levaduras (Ganga y
Martinez, 2004) y en medio selectivo de agar con L- lisina (especifico para levaduras del género no-
Saccharomyces).

Bacterias lacticas: Placas en medio MRS y MRS-modificado (Bae et al., 2006).

Posteriormente las levaduras deberan ser identificadas mediante métodos moleculares (Ver métodos del
objetivo 3).

3. Ensayos para determinar su potencial enolégico
En ambos casos la metodologia para avanzar con los desarrollos realizados sera la siguiente:

S. cerevisiae:

Validacion de ensayos a nivel de laboratorio: Una vez determinadas las cepas de S. cerevisiae ha estudiar
se realizara un caracterizacion en base a criterios enolégicos como son: crecimiento en altas
concentraciones de glucosa, resistencia a SO,, factor killer, (Ganga, 1998). Asi se lograra seleccionar
aquellas cepas que entreguen mejores indicadores enologicos. Ademas se llevaran a cabo fermentaciones
en mosto sintético con el fin de estudiar la cinética de fermentacién y definir aquellas que poseen los
mejores parametros enoldgicos (consumo de azucares, produccion de alcohol, entre otros). Los mostos
seran inoculados con una concentracion de 2x10° células/ml. El proceso de vinificacion se llevara a cabo a
20°C.

Ensayos a nivel piloto: Aquellas levaduras que muestren parametros enoldgicos de interés seran ensayadas
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en mosto natural. Para ello, se llevaran a cabo en fermentadores del CIAC. Para ello, se creceran las
levaduras que se han seleccionado en la primera parte de este trabajo en un medio sintético para
posteriormente realizar un “pie de cuba”. Ademas se utilizara una cepa de levadura control, con el fin de
comparar la cepa de levadura nativa con la cepa de S. cerevisiae EC1118, habitualmente usada en
nuestras bodegas. Cada fermentacion se realizara por duplicado. La fermentacion sera seguida mediante la
medicion de la densidad asi como se tomaran muestras del medio para ser inoculada (previa dilucién con
medio isotonico estéril) inmediatamente en placas de medio YPD (Ganga, 1998). Cada siembra sera hecha
por triplicado. Se dejaran creciendo a 30°C durante 5-7dias. Con el fin de determinar la imposicién de la
levadura inoculada se llevara a cabo la técnica del patron de restriccion del DNA mitocondrial.

Terminada la fermentacion se seguiran cada una de las etapas habituales para el embotellado de los vinos.
Se realizaran los anélisis fisicoquimicos tipicos de los vinos obtenidos de las fermentaciones realizadas,
ademas de hacer una cata de los mismos por un panel de enélogos.

De esta manera se seleccionaran la(s) cepa(s) de S. cerevisiae o S. bayanus que hayan dado las mejores
caracteristicas organolépticas al vino.

Todas las muestras de levaduras que se recolecten en este trabajo seran guardadas tanto en agar inclinado
como glicerinadas con el fin asegurar su pureza y disponibilidad.

O. oeni:

Validacién de ensayos a nivel de laboratorio: Con el fin de caracterizar cada aislado de manera fisioldgica y
asi elegir las mejores cepas para estudios posteriores, se haran en primer término ensayos a nivel de
laboratorio en vino sintético. Para ello, el medio utilizado correspondera al descrito por Reguant et al.
(2003), el que esta compuesto por: glucosa 1g/L, fructosa 1g/L, trealosa 0,5 g/L, glicerol 87%, ac tartarico
5,75 g/L acido malico 10 g/L, acetato de Na 0,28 g/L, acido citrico 0,5g/L, L-cisteina 0,5 g/L, extracto de
levadura 4g/L, casaminoacidos 5 g/L, KH,PO, 0,6 g/L, MgSO, 0,13 g/L, MnS0O,0,03 g/L, CaCl, 0,13 g/L y
KCI 0,45 g/L. A este medio se le realizaran las modificaciones de pH, concentracion de etanol y SO, para
determinar la viabilidad de estas bacterias bajo estas condiciones. Se ensayaran pH que iran desde 3,2 a
3,7. Con respecto al etanol las concentraciones ensayadas seran 0, 10, 12 y 15% (v/v), mientras que para el
SO, total iran de 20, 25 y 30 ppm. En cada caso se utilizara una bacteria control (bacteria comercial) de
manera de comparar las bacterias aisladas en este trabajo con aquellas que ya son comercializadas. Se
comparara ademas en cada uno de los casos sus cinéticas de crecimiento con el fin de valorar la velocidad
en que cada una de ellas lleva a buen éxito la FML. Asi también se seguira la utilizacion del acido malico
mediante el kit enzimatico u otro.

Ensayos a nivel piloto:

Para estudiar el comportamiento de las cepas de O. oeni en terreno se haran ensayos directamente en
vinos, basado en el trabajo realizado por Izquierdo et al. (2004). Se llevaran a cabo ensayos en barricas de
180L en donde se inoculara cada barrica con 1x10° celulas/m, previa ambientacion en el propio vino de las
bacterias. En este caso particular y con el fin de poder controlar el mayor nimero de variables, los vinos que
se usaran habran sido previamente fermentados con la levaduras comercial S. cerevisiae EC1118. Para la
FML se usara como control una cepa de O. oeni comercial y otra espontanea.

Los ensayos seran realizados en barricas de roble a escala en el CIAC, que seran llenadas con vino de
variedad C. Sauvignon. Posteriormente, las muestras de bacterias lacticas seran primero sembradas en 1L
de medio MRS (Landete et al., 2005b) dejandolo crecer por 3 dias a 25-28°C, posteriormente la poblacion
obtenida sera centrifugada y traspasada a 3L de un nuevo medio de MRS, dejandola crecer nuevamente

10
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durante 3 dias a 25-28°C. La poblacion asi obtenida sera nuevamente sera centrifugada y ahora sera
traspasada a 5L de vino que ha sido ajustado el pH a 3,6. Con esta Gltima inoculacion se espera que las
cepas se ambienten a las condiciones adversas del vino. Luego de 2 dias se tomara una muestra de este
vino inoculado y se observara al microscopio con el fin de ver si las bacterias se estan reproduciendo. Se
realizara una comparacion estimativa entre un mismo volumen tomado inicialmente cuando ha sido
inoculado el vino y posterior a los dos dias de incubacion. Posteriormente, este indculo que se espera contar
con una poblacién de aproximadamente 1x10°%-1x10” células/mL sera agregado a las barricas con vino para
realizar la FML. De esta manera se dejara reposar a 20°C aproximadamente en la sala de barricas y la FML
sera seguida mediante la desaparicion del acido malico del vino (cromatografia en papel (Bordeu y Scarpa,
1998), asi como con el recuento de bacterias lacticas (Landete et al., 2005). Los ensayos seran realizados
en duplicado.

Los vinos obtenidos seran filtrados y embotellados. A cada uno de ellos se le realizara los analisis
fisicoquimicos generales (acidez volatil, acidez total, pH, azucares reductores, grado alcohdlico,
concentracion final de acido malico, etc.) (Bordeu y Scarpa, 1998) y se cuantificara la presencia de aminas
biogénicas y etilcarbamato, con el fin de confirmar que sus concentraciones no se han visto modificadas por
el uso de estas cepas de bacterias. Como vinos controles se contara con un vino que realizara la FML
espontanea y otro que sera inoculado con una cepa comercial. Estos vinos se llevaran a cata.

Con el fin de definir que las cepas de O.oeni que fueron inoculados los vinos fueron las que predominaron
en el proceso de FML, en aquellas placas obtenidas al final de este proceso se aislara un 20% de los
microorganismos obtenidos y se analizaran con el fin de determinar la especie a la cual pertenece (mediante
la técnicas de PCR) y aquellas que pertenezcan a la especie O. oeni (se espera una poblacion sobre el 80%
del total) se analizara mediante la técnica de RAPD (Zavaleta et al., 1997; Zapparoli et al., 2000). EI patron
asi obtenido sera comparado con el obtenido del inoculo incial, de manera de ver si las cepas iniciales
fueron las que se impusieron en la FML, siendo por ende las responsables de las propiedades entregadas al
vino.

Desarrollar un cepario comercial de levaduras y bacterias lacticas autoctonas con fines

Objetivo N° 2 .
comerciales

Método

Aislados y caracterizados fisiologia y molecularmente los microorganismos aislados, estos en una primera
instancia seran mantenidos en tubos con agar extendido a 4°C para su estudio. Posteriormente estos seran
mantenidos a -86°C en medio con glicerina. Para esto sera necesario ensayar en una primera parte mezclas
de crioprotectores de tal manera que aseguren la viabilidad de los microorganismos por largos periodos de
congelacion.

Las caracteristicas de estos microorganismos seran mantenidas en planillas Excel (u otro programa
computacional aun no definido) de tal manera de tener cada aislado ubicado correctamente en el congelador,
asi como las caracteristicas del mismo (tipo de microorganismo, nombre de la especie, origen de colecta,
factor killer + o -; propiedades enolégicos (produccién de alcohol, azlcar residual, acido malico en el medio,
ete.)

11
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Incorporacion de tecnologias de ultima generacion en investigacion cientifica para el

s 1. 5
ORI N3 desarrollo de la investigacion privada.

Método
Identificacién molecular de los microorganismos

a. Identificacion de géneros de levaduras y bacterias lacticas

Una vez crecidos los microorganismos en los medios anteriormente mencionados, se procedera a
resembrar cada muestra en estrias con el fin de aislar en condiciones puras y de esa manera guardarlos
en tubos de agar inclinado en medio YPD para levaduras y medio MRS para bacterias lacticas, para su
identificacién molecular.

En el caso de las levaduras se utilizara la metodologia descrita por Esteve-Zarzozo et al. (1998). Esta se
basa en la amplificacién mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de los espaciadores
que estan presentes en el gen que codifica el RNA ribosomal 18S, 5.8S y 28S. Se ha observado que los
amplificados de cepas de una misma especie y de especies del mismo género tienen tamarios
moleculares similares o muy proximos. Mas aun se ha demostrado que es posible diferenciar miembros
de un mismo género mediante el uso de enzimas de restriccion que actlien sobre estos productos de
PCR, este es el caso especifico del género Saccharomyces. La aplicacion de esta novedosa técnica en
el trabajo entregara resultados en menor tiempo que lo hacen las técnicas tradicionales y con resultados
mas claros y definitorios. Es asi como con el uso de esta técnica permitird conocer los tipo de especies
de Saccharomyces que estan presentes en ios mosto ya sean del tipo S. bayanus, S. cerevisiae o S.
pastorianus.

En el caso de bacterias lacticas con el fin de realizar una primera diferenciacién, los aislados obtenidos
se someteran a tincion de Gram y definicién de la actividad catalasa. Posteriormente se identificara la
capacidad hetofermentativa o homofermentativa al metabolizar glucosa. De esta manera dividiremos en
dos grandes grupos los microorganismos aislados los heterofermentativo y homofermentativos. La
especie O. oeni posee forma de coco y es heterofermentativa (Suarez-Lepe e Idigo, 2004).
Posteriormente, para confirmar los aislados perteneceientes a la especie O. oeni, se aplicara la técnica
descrita por Zapparoli et al. (1998). Por ello, cada aislado sera crecido en medio MRS durante 5 dias a
25°C. Posteriormente, el DNA de los aislados seran obtenidos usando el protocolo de extraccion de DNA
genomico de bacterias de Promega para luego amplificar el gen que codifica la enzima malato
descarboxilasa, el cual debe entregar un amplificado de 1025 pb.

b. Identificacion a nivel de cepas de S. cerevisisae y O. oeni.

Uno de los mayores problemas que se encuentra el investigador cuando se plantea la seleccion de
levaduras es como diferenciar la levadura que él ha seleccionado con las otras cepas de la misma
especie presente en el mosto. Querol et al. (1992) desarrollaron una técnica répida para solucionar este
problema. Ellos pudieron diferenciar sin problemas la levadura seleccionada por ellos en una vinificacion
a nivel industrial pudiendo demostrar la imposiciéon de ésta frente a las otras cepas de la misma especie.

Levaduras: Basados en esta informacién y con el uso de esta técnica se podra seguir la(s) cepa(s) de S.
cerevisiae que se aislen y la(s) que se inoculara en los ensayos. Esta técnica consiste en la
caracterizaciéon del patron de restriccion del DNA mitocondrial. Para esto solo es necesario crecer las
levaduras y realizar una extraccion de su DNA total, luego mediante enzimas de restriccion se podra
caracterizar el patrén del mtDNA de cada cepa presente.

Junto con el analisis del DNA mitocondrial existe un segundo método de identificacion de cepas, este
método corresponde al andlisis de cariotipos de las levaduras. La técnica de electroforesis en campo
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pulsante permite visualizar los cromosomas de las levaduras y asi identificar las diferentes cepas de S.
cerevisiae o0 S. bayanus que estén presentes en el proceso fermentativo. Esta ultima técnica es utilizada
a nivel industrial para certificar el origen de las cepas de levaduras.

Oenococcus oeni: Para diferenciacién a nivel cepa se han empleado técnicas moleculares que son
sensibles contra las pequefias diferencias genotipicas de los aislados. Entre las técnicas que han dado
buenos resultados para la diferenciacién entre cepas, se utiliza el amplificado al azar del DNA
polimérfico -PCR (RAPD-PCR, Randomly Amplified Polymorphic DNA) (Zavaleta et al.1997; Zapparoli et
al. 2000), técnica que sera utilizada en este trabajo.

Con el fin de determinar que las cepas de O. oeni no cuentan con la capacidad de producir histamina, se
llevara a cabo la técnica de descrita por Landete et al. (2005), quienes modificaron y mejoraron a partir
de la técnica de Le Jeune et al. (1995). Esta consiste en la amplificacion del gen que codifica la enzima
histidina descarboxilasa, responsable de descarboxilar la histidina, presente en el moto y producir la
histamina. Mediante el alineamiento de la secuencia aminoacidica y nuclectidica de la enzima histidina
descaboxilasa de Lactobacillus 30a y Clostridium perfringens y la secuencia de aminoacido de
Lactobacillus buchneri and Micrococus sp. se disefiaron partidores degenerados para el gen hdc, En el
caso de O. oeni el fragmento amplificado tiene un tamario de 458 bp.

Producir a nivel piloto cultivos frescos y evaluar la factibilidad técnica de la produccion en
Objetivo N° 4 seco de las cepas de levaduras y bacterias lacticas seleccionadas con las cualidades
enologicas y tecnoldgicas deseadas por cada empresa.

Método

Para realizar el cultivo de microorganismo para la produccién de biomasa, se preferira la modalidad de
Cultivo Fed Batch, en que el microorganismo crezca en condiciones favorables evitando los fenomenos de
represion por sustrato y la produccion de metabolitos no determinantes para la produccion de biomasa.

Experimentalmente se mediran los parametros cinéticos de cada microorganismo relacionados con el
incremento en la produccion de biomasa y el consumo de sustrato, estas experiencias se realizaran
inicialmente en cultivos por lotes en matraces. Se utilizaran medios ricos en nutrientes para que los
microorganismos crezcan adecuadamente (medio YM (yeast medium) para levaduras y medio LB (Luria
Bertani) para bacterias), los que seran suplementados con complejos vitaminicos (medio YNB (yeast
nitrogen base). Los crecimientos se realizaran en matraces dentro de un shaker con agitacién y con
temperatura controlada. Los medios utilizados seran la base de los medios de cultivos a mayor escala,
para lo que se buscaran alternativas econémicas de cultivo.

La biomasa sera medida por espectrofotometria a 600 o 640 nm, siempre y cuando el medio de cultivo no
ofrezca mucha interferencia a la medicién y la curva de calibracién que permita corroborar los valores. A
partir de éstos perfiles se pueden obtener las velocidades especificas del microorganismo

Medicion de la concentracion de sustrato

El sustrato es un factor determinante para el crecimiento del microorganismo y economicamente
importante. Por lo cual su medicion es fundamental, cuando se esté trabajando con el medio definitivo, esto
permitird obtener valores de cuanta biomasa se puede obtener por cantidad de sustrato. se evaluara el
rendimiento global y el rendimiento en crecimiento.

Determinacién y seleccién del mejor medio de cultivo
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Para determinar el mejor medio de cultivo se requerirda en la etapa de caracterizacion de los
microorganismaos conocer su origen, sus requerimientos y composicion.

En cuanto a bacterias lacticas existen diversas formas de cultivar y distintas alternativas de fuentes de
carbono y energia que se pueden emplear para éste fin. Para el caso de las levaduras, existen opciones
estandares que seran exploradas (lactosa, glucosa, melasa, licor de maiz u otro) se revisara la adicion de
factores (biotina, piridoxina, pantoteonato y tiamina).

Para seleccionar el mejor medio de cultivo, se realizara un screening con las diversas posibilidades de
ingredientes y se mediran los parametros cinéticos del microorganismo cultivados en matraces. El analisis
de los resultados obtenidos permitirda determinar los medios mas favorables para el cultivo del
microorganismo, el cual se empleara en el escalamiento en el biorreactor en donde las condiciones de
agitacién son mas adecuadas que en el matraz y se pueden realizar mejores modalidades de cultivo.

Cultivos en biorreactor
Para la producciéon de biomasa se utilizara la modalidad de cultivo Feed Batch, partiendo con pruebas en
un periodo de Batch, con el objetivo de generar la biomasa suficiente para comenzar el cultivo.

Cultivo por lote (batch)

Se realizara el modelamiento de la biomasa y la obtenciéon del rendimiento del sustrato. Es importante
determinar estos parametros en las nuevas condiciones de fermentacion, para que las estimaciones de
cultivos a nivel de biorreactor sean precisas.

Cultivo por lote alimentado (fed batch)
Conociendo el funcionamiento de la etapa de lotes, es posible estimar la forma de alimentar el sustrato
dentro del biorreactor, con el fin de generar un cultivo en el cual el microorganismo se encuentre creciendo
a una velocidad apropiada durante la etapa de alimentacién. Para ello se definira una velocidad de
alimentacion adecuada para el propoésito.

Objetivo N° 5 Estudiar el posicionamiento comercial y tecnolégico de los resultados obtenidos.

Método

Durante la ejecucién del proyecto se realizard una exhaustiva revisién de los costos de produccion de los
indculos de bacterias y levaduras, tanto en su forma fresca como seca. Se realizaran planillas que
relacionen la produccion estimada con los datos experimentales obtenidos del desarrollo de las
experiencias. Ello permitira orientar el desarrollo técnico de los inéculos con valores dentro de los
margenes de los costos de produccion admitidos, para asegurar de esta forma un costo de produccion
factible a las opciones de mercado.

Una vez realizado el estudio de costos, se realizara el estudio de factibilidad técnico-econémica para la
produccion de los indculos, que considerara todas las variables técnicas, obtenidas por la ejecucion del
proyecto y de mercado, obtenidas desde informacién primaria y secundaria por Vinotec Chile y que son
necesarias para la materializacién del proyecto.
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Difundir mediante seminarios, medios web, publicaciones y congresos los resultados del

Objetivo N° 6
proyecto.

Método

Al inicio del proyecto, se definira una estrategia de promocién y publicidad del mismo, que estara orientada
a destacar los beneficios del uso de cepas de levaduras y bacterias autéctonas para la elaboracion de
vinos. Para lo cual se realizaran durante la ejecucion del proyecto las siguientes actividades:

e Difusion constante a través de pagina web, sobre los beneficios del uso de las cepas de levadura y
bacterias autéctonas.
e Elaboracion de Newsletter, como informativo a las potenciales empresas productoras de vino.
e Seminario de Clausura del proyecto
e Asistencia a congresos
e Charlas por industrias (alimentaria y vitivinicola).

Objetivo N° 7 Introducir en el mercado el servicio de aislamiento de cepas o venta de éstas a las vifias.

Método

Luego de desarrollar los productos en su etapa piloto, Vinotec Chile realizara reuniones con vifias de la
zona para la dar a conocer sus servicios y materializar la venta de los mismos. Vinotec ofrecera dos tipos
de servicios exclusivos; por una parte ofrecera el servicio de aislaciéon y expansion de levaduras autoctonas
especificas por bodega, especialmente en aquellas bodegas organicas en que se le atribuye a la
fermentacion espontanea de las levaduras la obtencion de vinos diferenciados con tipicidad y terroirs
Unicos. En este servicio la bodega sera la duefia de su cepa y Vinotec entregara el servicio de aislacion,
preservacion y reproduccion de su cepa por al menos dos temporadas.

El segundo servicio es la venta de inéculos frescos (de propiedad de Vinotec) de bacterias lacticas y
levaduras aisladas y seleccionadas por valle.

La estrategia que se utilizara sera el marketing directo enfocado en un primer lugar al segmento de
grandes Vifias y en un segundo segmento a Vifias organicas que buscan la diferenciacion a través del
terroir.
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13.

Carta Gantt (Trimestral)

Ne°
OE

N©
RE

ANO 1

ANO 2

ANO 3

Actividad/Hito Critico TRIMESTRE

TRIMESTRE

TR

IMESTRE

1 2 3

2

3

2

1,2

1:7

Actividad 1: Validacion de datos USACH

3

Acuerdo con Universidad para uso de cepas.

Traspaso de cepas a Vinotec

S.cerevisiae

Crecimiento de los microorganismos en medio YPD

Caracterizacion fisiologica (resistencia a SO,, factor
killer, etc.)

Caracterizacion en mosto sintético (cinética de |
fermentacion, analisis fisico quimico, etc)

Cepa S. cerevisiae seleccionada USACH

0O.oeni

Crecimiento de los microorganismos en medio MRS

Caracterizacion fisiologica (resistencia a alcohol vy
crecimiento en diferentes pH)

Confirmacién de cepa autoctonas
Caracterizacion en mosto sintético (cinética de
fermentacion y degradacion de acido malico)

Cepa O. oeni seleccionada USACH

1,2

Actividad 2: Aislamiento de levaduras y bacterias
lacticas mediante muestreos

ano1

Toma de muestras y diluciones/plaqueo

Crecimiento de los microorganismos (levaduras en YPD;
bacterias en MRS, MRS modificado)

Resiembra de los microorganismos para su aislamiento

Microorganismos aislados
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ano2

Toma de muestras y diluciones/plagueo

Crecimiento de los microorganismos (levaduras en YPD,;
bacterias en MRS, MRS modificado)

Resiembra de los microorganismos para su aislamiento

Microorganismos aislados

© Ny w

o OO AN

Actividad 3: Identificacién molecular de los
microorganismos

Levaduras

Crecimiento de los microorganismos en medio YPD y L-
lysina

Crecimiento de los microorganismos en medio YPD
liquido

Extraccion del DNA

Amplificacién de la zona ITS

Digestion con enzimas de restriccion

Identificacion de la especie de levadura

Bacterias lacticas

Observacion morfolégicas de las colonias obtenidas en
medio solido

Seleccionar aquellos microorganismos posibles de ser O.
oeni

Crecimiento en medio liqguido MRS en condiciones
anaerobicas

Extraccion del DNA

Amplificacion del gen de la malolato descaboxilasa
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Identificacion de las colonias que corresponden a O. oeni

Mantencion y preservacion de los microorganismos

Glicerinado de los microorganismos

Microorganismos preservados

Identificacion de cepas

S. cerevisiae

Crecimiento de levaduras en medio YPD

Extraccion del DNA

Digestion del DNA con enzima de restriccion

Cepas de S.cerevisiae diferenciadas

O. oeni

Crecimiento de las colonias de O oeni en medio de
cultivo liquido de MRS

Extraccion de DNA

Amplificacion con partidor

Analisis de resultado

Cepas de O. oeni diferenciadas

® » w

~N o

Actividad 4: Seleccién de los microorganismos

A nivel de laboratorio

S. cerevisiae

Crecimiento de los microorganismos en medio YPD

Caracterizacion fisiolégica (resistencia a SO,, factor
Killer, etc.)

Inoculacién en mosto sintético

Crecimiento de los microorganismos
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Anélisis mediante perdida de CO2

Andlisis de los vinos obtenidos mediante HPLC
(azucares reductores, alcohol, acidos organicos, etc.)

Cepas seleccionadas para nivel laboratorio 12 seleccion

Cepas seleccionadas para nivel laboratorio 22 seleccion

0. oeni

Crecimiento de los microorganismos en medio MRS

ensayo de crecimiento en medio de cultivo a distintos pH,
concentracion de etanol, So2

Inoculacion en mosto sintético

Seguimiento mediante la degradacion de ac malico

Cepas seleccionadas para nivel laboratorio 1er afio

Cepas seleccionadas para nivel laboratorio 2° afio

Definicion de la calidad de autoctono de los
microorganismos seleccionados

Crecimiento de los microorganismos  controles
(comerciales) tanto S. cerevisisae como O. oeni

Extraccion del DNA

Aplicacion de técnica molecular (RAPD)

Andlisis de datos y aplicacion de programa para la |

dendrograma

Crecer los microorganismos seleccionados en este
estudio en los medios de cultivos adecuados

Aplicacion de la técnica molecular

Analisis de resultado incorporando en base de datos

Dendrograma

Definiciéon de la calidad de autéctono 1a seleccion

Definicion de la calidad de autdéctono 22 selecciona

Ensayos de vinificacion a nivel piloto
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S. cerevisiae

Crecimiento de los microorganismos seleccionados en
YPD

Pie de cuba

Inoculacion en fermentaciones piloto

seguimiento mediante la densidad

Vino terminado

Andlisis fisicoquimico de los vinos obtenidos

Cata

Definiciéon de la predominancia del microorganismo
inoculado

Definicion de los microorganismos que entregaron
mejores resultados

O. oeni

Crecimiento de los microorganismos seleccionados en
MRS

Adaptacion en vino

Inoculacion en fermentaciones piloto

seguimiento mediante la degradacion del acido malico

Vino terminado

Analisis fisicoquimico de los vinos obtenidos

Cata

Definicion de la predominancia del microorganismo
inoculado

Definicién de los microorganismos que entregaron los
mejores resultados

2,4

10,
11

Actividad 5: Escalamiento en la produccion de
Biomasa

Medicion de la concentraciéon de sustrato
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Rendimiento Global

Rendimiento en crecimiento

Determinacion y seleccion del mejor medio de cultivo

Parametros Definidos

Cultivos en biorreactor

Procesos posteriores

Proceso Disefiado

10,
11

Actividad 6: Evaluacion Tecnico econémica

Estudio de costos

Factibilidad Técnico-Econdmica

Informe de Factibilidad

13

Actividad 7: Difusion de resultados

Seminario

Pagina Web

Congreso

Publicaciones

Nota:

M Corresponde a Hito técnico

14. Funcion y responsabilidad del ejecutor(es) y asociado(s) en el desarrollo del proyecto

Ejecutor(es) / Asociado(s) Funcion y responsabilidad

Ejecutor Vinotec Chile se encargara de la direccion estratégica del proyecto, coordinar que todas las
actividades se desarrollen de forma adecuada. Gestionara los recursos monetarios vy fisicos.
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186, Actividades de Difusion Programadas

Fecha Lugar Tipo de Actividad N° participantes Perfil de los participantes | Medio de Invitacion
Meses: 7, 13, 19, | Pagina WEB Difusion Resultados | No determinado Agréonomos, endlogos, | Acceso publico
25,31, 34 Proyecto en pagina web empresarios, ingenieros,
corporativa. interesados
Mes 36 CIAC Seminario clausura de | 30 - 50 Agréonomos, endlogos, | Invitaciéon directa (via mail
difusion resultados empresarios, ingenieros, | 0 correo).
proyecto interesados
Mes 28 Por determinar Asistencia a congreso | 200 — 500 Investigadores, N/A
para presentacion de Cientificos, empresas,
poster estudiantes.
Meses 9, 21, 33 Revistas Publicaciones técnicas No determinado Agréonomos, enologos, | N/A
especializadas empresarios, ingenieros,
interesados

8S]
(8S]
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C. Costos y Dedicacion
16. Cuadro de costos totales consolidado
COSTOS TOTALES Y ESTRUCTURA DE FINANCIAMIENTO DEL INSTRUMENTO

i # Contraparte

ems de 2

costod Subitems TOTAL FIA T No Total

pecuniario contraparte
17, Fuentes de financiamiento de contraparte
Agente Participante Menos Total
Pecuniario No Pecuniario

Vinotec Chile
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18. Aportes de contraparte

item Sub item Ejecutor Total




19. Tiempos de dedicacion del equipo técnico*.

Nombre Rut Cargo dentro  del | N° de resultado sobre | N° de Meses de ; Horas/Mes

proyecto el que tiene | dedicacion Periodo dd/mm/aa -
responsabilidad dd/mm/aa
Coordinador Proyecto 123456789
1/06/2012 — 31/05/2

Patricia Roca Jara 10,11, 12, 13 36 01/06 2012. 31/05/2015 59
Coordinador  Alterno 1,2,3,4,5,6,7,8,09,

Danilo Segovia Alfaro Proyecto 10, 11,12, 13 36 01/06/2012 — 31/05/2015 15
Encargada Logistica

Kristell Bertaud L5 & G615 98 36 01/06/2012 — 31/05/2015 46
Asesora

Dra. Angélica Ganga, USACH 12,545,687 36 01/06/2012 — 31/05/2015 9
Desarrollo técnico

o 4 1,2,8,4, 56,7

Bioquimico(a) (por contratar) 36 01/06/2012 — 31/05/2015 180
Asesor internacional

Prof. Charlie Edwards PhD. en Bacterias lacticas

BS54 56T, 3 01/11/2012 — 01/11/2014 2

U.Washington
Asesora internacional

Lucy Joseph PhD. UC Davis il sl L85 80,7 3 01/11/2012 — 01/11/2014 3
conservacion de cepas
Asesor en P|

Dr. Jorge Rojas PhD. 12; 13 3 01/11/2012 — 01/11/2014 1
Asesor en  disefio

Dt. Reinaldo Lépez, PhD. exper!m?ntal y analisis 1.2, 3,4, 6, 6, 7, 11 3 01/11/2012 — 01/11/2014 1
estadistico
Asesor en
escalamiento de 11

Dr. en Escalamiento Piloto produccién de 15 01/11/2012 — 01/11/2014 4
bacterias y levaduras
Analista en

Alejandra Vargas microbiologia 12,3, 43,8, 7, 36 01/06/2012 — 31/05/2015 51
Desarrollo de

Susana Esquerra muestreos L&A BT 26 01/06/2012 — 31/07/2014 26

*Equipo Tecnico: Todo el recurso humano definido como parte del equipo de trabajo del proyecto. No incluye RRHH de servicios de terceros




20. Flujo de horas de dedicacion al proyecto por trimestre del equipo técnico

et R o ® Afo 2012 Afio 2013 Afo 2014 Afio 2014

2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2
Patricia Roca Jara 59,1 59,1 59,1 59,1 59,1 59,1 59,1 59,1 59,1 59,1 59,1 59,1 59,1
Danilo Segovia Alfaro 14,6 14,6 14,6 14,6 14,6 14,6 14,6 14,6 14,6 14,6 14,6 14,6 14,6
Kristell Bertaud 456 45,6 45,6 45,6 456 45,6 45,6 45,6 45,6 45,6 45,6 45,6 45,6
Dra. Angélica Ganga, USACH 16,0 10,7 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0 8.0 8,0 8,0
Bioquimico(a) (por contratar) 180,0 180,0 180,0 180.0 180,0 180,0 180,0 180,0 180,0 180,0 180,0 180,0 180,0
Charlie Edwards PhD.

0,0 0,0 8,4 0,0 0,0 0,0 8,4 0,0 0,0 0,0 6,8 0,0 0,0
U.Washington
Lucy Joseph PhD. UC Davis 0,0 0,0 13.5 0,0 0,0 0,0 135 0,0 0,0 0,0 11,8 0,0 0,0
Dr. Jorge Rojas PhD. 0,0 0,0 4.2 0,0 0,0 0,0 4.2 0,0 0,0 0,0 4.2 0,0 0,0
Dr. Reinaldo Loépez, PhD. 0,0 0,0 4,2 0,0 0,0 0,0 4,2 0,0 0,0 0,0 4.2 0,0 0,0
Dr. en Escalamiento Piloto 0,0 0,0 0,0 0,0 5,3 8,0 0,0 27 8,0 2.7 0,0 8,0 8,0
Alejandra Vargas 51.3 51,3 51,8 51,3 51,3 51,3 51,3 5.3 51,3 51,3 51,8 51,3 51,3
Susana Esquerra 29,8 298 29,8 29,8 29,8 29,8 29,8 29,8 29,8 0l 0,0 0,0 0,0




D. Fichas curriculares

21. Ficha del Ejecutor (entidad responsable)

Nombre o razén social

Vinotec Chile S. A.

Giro / Actividad

Productos para la industria Vitivinicola y pisquera

RUT

Tipo de entidad (1)

Empresas productivas y/o de procesamiento

Ventas  totales  (nacionales vy
exportaciones) de la empresa durante
el aflo pasado, indique monto en UF
en el rango que corresponda

Micro empresa
menos de 2400
UF/ afo

Pequenfa
2.401 a 25.000
UF / afo

Mediana
25.001 a 100.000
UF / afio

Grande
mas de 100.001
UF / afio

Exportaciones, afio 2011 (US$)

Numero total de trabajadores

Usuario INDAP (si / no)

Direccion (calle y numero)

Ciudad o Comuna

Region

Metropolitana

Pais

Chile

Teléfono fijo

Fax

Teléfono celular

Email

Direccion Web

http://www.vinotec.com

(1) Tipo de entidad

Empresas productivas y/o de procesamiento

Personas Naturales

Universidades Nacionales

Universidades Extranjeras

Instituciones o entidades Privadas

Instituciones o entidades Publicas

Instituciones o entidades Extranjeras

Institutos de investigacién

Organizacion o Asociacion de Productores

Otras (especificar)

22, Ficha representante(s) Legal(es) del Ejecutor (entidad responsable)
Nombre Patricia Susana
Apellido paterno Roca
Apellido materno Jara
RUT
Cargo en la organizacion Gerente General
Geénero Femenino
Etnia (2)(clasificacion al final del documento)
Tipo (3) (clasificacion al final del documento) | Profesional

Firma del representante legal




23. Ficha del Asociado N°1. (Repetir esta informacion por cada asociado)

Nombre o razon social

Giro / Actividad

RUT

Tipo de entidad (1)

Ventas  totales (nacionales vy
exportaciones) de la empresa durante
el afio pasado, indique monto en UF

Micro empresa
(menos de 2400
UF/ afio)

Pequena
(2.401 a 25.000
UF / afno)

Mediana
(25.001 a 100.000
UF / afio)

Grande
(mas de 100.001
UF / afo)

en el rango que corresponda

Exportaciones, afio 2010 (US$)

Numero total de trabajadores

Usuario INDAP (si / no)

Direccion (calle y numero)

Ciudad o Comuna

Region

Pais

Teléfono fijo

Fax

Teléfono celular

Email

Direccion Web

24. Ficha representante(s) Legal(es) de Asociado(s) N°1. Repetir esta informacion por cada asociado

Nombre

Apellido paterno

Apellido materno

RUT

Cargo en la organizacion

Geénero

Etnia (2) (clasificacién al final del documento)

Tipo (3) (clasificacion al final del documento)

Firma del representante legal

28, Fichas de los Coordinadores

Nombres Patricia Susana
Apellido paterno Roca

Apellido materno Jara

RUT

Profesion Agronoma - Endloga

Empresal/organizacion donde trabaja

Vinotec Chile S.A.

RUT de la empresa/organizacion

Cargo o actividad que desarrolla en ella

Gerente General

Si es investigador responda

Horas totales dedicadas al
proyecto

Valor total de las horas
dedicadas al proyecto ($)

28




Direccion laboral (calle y niumero)

Ciudad o Comuna

Region Metropolitana
Pais Chile
Teléfono fijo

Fax

Teléfono celular

Email

Género Femenino
Etnia (2) (clasificacién al final del documento)

Tipo (3) (clasificacién al final del documento) Profesional
Firma

Nombres Danilo Yuri
Apellido paterno Segovia
Apellido materno Alfaro

RUT

Profesion Ingeniero Civil Quimico - Ingeniero Civil en Biotecnologia

Empresa/organizacion donde trabaja

Vinotec Chile S.A./ Consorcio de Cereales Funcionales S.A.
y Granotec Chile S.A.

RUT de la empresa/organizacion

Cargo o actividad que desarrolla en ella

Gerente Innovacion

Si es investigador responda

Horas totales dedicadas al|Valor total de las horas
proyecto dedicadas al proyecto ($)

Direccion laboral (calle y numero)

Ciudad o Comuna

Region

Metropolitana

Pais

Chile

Teléfono fijo

Fax

Teléfono celular

Email

Geénero

Masculino

Etnia (2) (clasificacion al final del
documento)

Tipo (3) (clasificacion al final del
documento)

Profesional

Firma
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26. Ficha Equipo Técnico. Se debera repetir esta informacién por cada profesional del equipo técnico

Nombres Kristell

Apellido paterno Bertaud du Chazaud
Apellido materno

RUT

Profesion Enodloga
Empresa/organizacion donde trabaja Vinotec Chile S.A.

RUT de la empresa/organizacion

Cargo o actividad que desarrolla en ella | Encargada de Aplicaciones Técnicas y Ensayos

Horas totales dedicadas al Valor total de las horas
Si es investigador responda proyecto dedicadas al proyecto ($)
Direccion laboral (calle y nimero)
Ciudad o Comuna
Region Metropolitana
Pais Chile
Teléfono fijo
Fax
Teléfono celular
Email
Género Femenino
Etnia (2) (clasificacién al final del documento)
Tipo (3) (clasificacién al final del documento) Profesional
Firma
Nombres Alejandra Claudia
Apellido paterno Vargas
Apellido materno Arteaga
RUT
Profesion Técnico superior en microbiologia industrial de alimentos
Empresa/organizacion donde trabaja Vinotec Chile S.A.

RUT de la empresa/organizacion

Cargo o actividad que desarrolla en ella | Responsable laboratorio de microbiologia

Horas totales dedicadas al|Valor total de las horas
Si es investigador responda proyecto dedicadas al proyecto ($)

Direccion laboral (calle y nimero)
Ciudad o Comuna

Regién Metropolitana
Pais Chile
Teléfono fijo
Fax

Teléfono celular
Email

Género Femenino




Etnia (2) (clasificacion al final del

documento)

Tipo (3) (clasificacién al final del|Profesional
documento)

Firma

Nombres Susana Andrea
Apellido paterno Esquerra
Apellido materno Veas

RUT

Profesion Analista Quimico

Empresa/organizacion donde trabaja

Vinotec Chile S.A.

RUT de la empresa/organizacion

Cargo o actividad que desarrolla en ella

Si es investigador responda

proyecto

Horas totales dedicadas al

Valor total de las
dedicadas al proyecto ($)

horas

Direccion laboral (calle y nimero)

Ciudad o Comuna

Regidn

Metropolitana

Pais

Chile

Teléfono fijo

Fax

Teléfono celular

Email

Género

Femenino

Etnia (2)
documento)

(clasificacién al final

del

Tipo (3) final

documento)

(clasificacion  al

del

Profesional

Firma

27.

Cuantificacion e identificacion de Beneficiarios directos de la iniciativa

Género

Masculino

Femenino

Etnia Pueblo Originario

Sin Clasificar

Pueblo Originario Sin Clasificar

Subtotal

Agricultor  micro-

pequefio

Agricultor
mediano-grande

Subtotal

Total




E. Indicadores Solicitados por el Ministerio de Agricultura

28. Indicadores Minagri
*Nivel de ventas, costos y mano de obra deben estar enfocados exclusivamente al alcance del proyecto propuesto.

(2) Etnia

Mapuche

Aimara

Rapa Nui o Pascuense

Atacamefia

Quechua

Collas del Norte

Kawashkar o Alacalufe

Yagan

Sin clasificar

(3) Tipo

Productor individual pequefio

Productor individual mediano-grande

Técnico

Profesional

Sin clasificar

(O8]
o



Gobierno de Chile:

lll. DETALLES ADMINISTRATIVOS

¢ Los Costos Totales de la Iniciativa seran ($):

Costo total de la Iniciativa

Pecumarlo

ontréparte No Pecuniario =
i - . Total Contraparte

Periodo ejecucion

Fecha inicio:

01/06/2012

Fecha termmo.

31/05/2015

Duracion (meses)

36

e Calendario de Desembolsos

' _ Requisito .
Firma de Contrato

13/02/2013 |Aprobacién Informes Técnico
N°1y Financiero N°1

13/08/2013 |Aprobacion Informes Técnico
N°2 y Financiero N°2

12/02/2014 |Aprobacién Informes Técnico
N°3 y Financiero N°3

13/06/2014 |Aprobacién Informes Técnico
N° 4 y Financiero N°4

02/01/2015 |Aprobacién Informes Técnico
N° 5 y Financiero N°5

31/08/2015 |Aprobacion Informes Técnico vy
Financiero N°6 y Técnico vy
Financiero finales

Total

* El Informe Financiero Final debe justificar el gasto de este aporte

SANTIAGO - CHILE



Marcela Gonzalez E
Rectángulo

Marcela Gonzalez E
Rectángulo


Gobierno de Chile:

¢ (Calendario de Entrega de Informes

mes Técnicos

Informe Técnico de Avance 1: 10/12/2012
Informe Técnico de Avance 2: 10/06/2013
Informe Técnico de Avance 3: 09/12/2013
Informe Técnico de Avance 4: 08/04/2014
Informe Técnico de Avance 5 08/10/2014
Informe Técnico de Avance 6: 09/02/2015

. InformesFinancieros @
Informe Financiero de Avance 1: 10/12/2012
Informe Financiero de Avance 2: 10/06/2013
Informe Financiero de Avance 3: 09/12/2013
Informe Financiero de Avance 4: 08/04/2014
Informe Financiero de Avance 5: 08/10/2014
Informe Financiero de Avance 6: 09/02/2015

/INFORMETECNICO FINAL:

INFORME FINANCIERO FINAL:

08/06/2015

CONFORME CON PLAN OPERATIVO

EJECUTOR O COORDINADOR PRINCIPAL

SANTIAGO - CHILE
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