ANEXQOS



ANEXO A

ESPECIFICACIONES TECNICAS DE LOS
EQUIPOS UTILIZADOS EN EL
LABORATORIO



Espectrofotometro UV-VIS

Marca: J.P. Selecta, s.a.
Accesorios: Juego de Cubetas
Tension: 230/240 V

Amper: 112 mA

Frecuencia: 50-60 Hz

Lugar de Ensayo y
Propiedad: UAJMS-LOU
(Laboratorio de Operaciones
Unitarias).

Rota-Evaporador

Marca: Heidolph

Tipo: Heizbad HB digit
Accesorios: 2 balones,
bomba, bafio maria,
mangueras y condensador
Frecuencia: 50 - 60 Hz
Tension: 230/240 V
Temperatura: 30-180 °C
Voltaje: 230

Lugar de Ensayo y
Propiedad: UAIJMS-LOU
(Laboratorio de Operaciones
Unitarias).




Balanza analitica

Marca: GIBERTINI
Accesorios: Bandeja y tapa de
vidrio

Tension: 230/240 V
Maximo: 510 gramos
Minimo: 1 gramo

Error: 0.01 gramo

Voltaje: 230

Lugar de Ensayo vy
Propiedad: UAJMS-LOU
(Laboratorio de Operaciones
Unitarias).

Licuadora

Marca: Holstein Housewares
Modelo: HH-0910107R
Motor: Reversible
Alimentacion de corriente:
220V, 50 hz, 440 W

Velocidad: 6 niveles




Bomba de vacio

Marca: Telstar
Voltaje: 230 V
Frecuencia: 50/60 Hz
Potencia: 0,23 Kw

Marca: J.P SELECTA
Voltaje:230 V

Potencia: 640 W
Frecuencia: 50Hz
Temperatura maxima 350
°C

Velocidad: 60- 1600 RPM
peso: 3,5Kg




Termo balanza de infrarrojo

pH-metro

Marca: SARTORIUS

Modelo: MA 100

Rango de temperatura: 20-200°C
Capacidad: 100g

Voltaje: 230°C

Marca: ATC

Rango: 0,0 a 14

Rango de temperatura: 0°C a
50°C

Calibracion: manual, un punto
Peso: 50 gr

Dimensiones: 152 x 30 x 21 mm




ANEXO B
ANALISIS FISICOQUIMICO



Resultado de los analisis fisicoquimicos de la materia prima

CIAND FOR 88
Vervion 0L
Fecha de emiion 20161031

UNIVERSIDAD AUTONOMA “JUAN MISAEL SARACHO"
FACULTAD DE “CIENCIAS Y TECNOLOGIA"
CENTRO DE ANALISIS, INVESTIGACION Y DESARROLLO “CEANID”
Laboratorio Oficial del Ministerio de Salud y Deportes
RELOAA

Red de Laboratorios Oficiales de Anilisis de Alil
Red Nacional de Laberatorios de Micronutrientes
Laboratorio Oficial del "SENASAG"

INFORME DE ENSAYO
1. INFORMACION DEL SOLICITANTE

Cliente: Carmen Lisset Cuevas Mercado

Solicitante: |Carmen Lisset Cuevas Mercado

Direccion:  |Comunidad de Erquiz

Teléfono/Fax{78250056 | correo-e | sspasapsee [ codige | AL 383/19
1l. INFORMACION DE LA MUESTRA

Descripcion de la muestra: Mora

Codigo de muestreo: M1 lrczha de vencimiento: ibddanhod [I.o!c: Shishas

Fecha y hora de muestreo: 2019-12-03 1r. 07:00

Procedencia (iccxdad ons Do) Erquiz - Mendez - Tarija  Bolivia

Lugar de muestreo: Erquiz

Responsable de muestreo: Carmen Lisset Cuevas Mercado

|Cédigo de la muestra: 1534 FQ 896 Fecha de recepcion de la muestra: 2019-12-03

Cantidad recibida: 150 g Fecha de ejecucion de ensayo: De 2019-12-03 al 2019-12-11

11l. RESULTADOS MICROBIOLOGICO
. LIMITES PERMISIBLESI
PARAMETRO TECNICA y/o METODO| UNIDAD RESULTADO REFERENCIA DE
DE ENSAYO Min. Max. LOS LIMITES

Grasa N8 313019:06 % 0,06 Sin Referencia Sin Referencia

Humedad NB 313010:05 % 88,55 Sin Referencia Sin Referencia
lSélidos solubles NB 36003:02 “Brix 79 Sin Referencia Sin Relerencia
lpH {20°C) NB 38028:2006 2,77 Sin Referencia Sin Referencia

lW Aormo ddivena A porcentae
1) Los resultacos reportados se remilen a la muestra ensayada on ol Laooratono
2) El presente informe solo puede sor reproducido en forma parcial y/o total, con la sutorizacion del CEANID

3) Los datos de ia yel 3 , fueron inistrados por el cliente

Tarija, 11 de diciembre de! 2019

/JL'FE DE

CEANpa

Origmal Chente

Copia CEANID

Direccién: Campus Universitario Facultad de Ciencias y Tecnologia Zona "€l Tejar” Tel. (591) {4) 6645648
Fax: (591) (4) 6643403 - Email: ceanid@uajms.edu.bo - CasillaS1 - TARUA - BOLIVIA Pagina 1 de 1



CLAND POR 88

UNIVERSIDAD AUTONOMA "JUAN MISAEL SARACHO"™
FACULTAD DE "CIENCIAS Y TECNOLOGIA™
CENTRO DE ANALISIS, INVESTIGACION Y DESARROLLO "CEANID™

Laboratorio Oficial del Ministerio de Salud y Deportes
Red de Lab rios O de Andlisis de Al
Red Nacional de Laboratorios de Micronutrientes
Laboratorio Oficial del "SENASAG™

INFORME DE ENSAYO

Verven 03

Techa ge emision 201810 31

1. INFORMACION DEL SOLICITANTE

Cliente: Carmen Lisset Cuevas Mercado

Solici Carmen Lisset Cuevas Mercado

Direccién: Barrio El Tejar

Teléfono/Fax{78250056 | correc-e | svssessiuse | codigo | AL 010/20
Il. INFORMACION DE LA MUESTRA

Descripcion de la Mora

Codigo de muestreo: M1 [Fecha de vencimiento: pyeesisen |Lote:

Fecha y hora de muestreo: 2020-02-19 Hr. 09.00

Procedencia rosssrsic o)

Turumayo - Cercado - Tarija  Bolivia

Lugar de muestreo:

Mercacdo Campesino

Resp de Carmen Lisset Cuevas Mercado
Cédigo de la muestra: 044 FQ 022 | Fecha de recepcion de la muestra: | 2020-02-19
|Cantidad recibida: S00 g IFecha de ejecucion de ensayo: I Oe 2020-02-19 31 2020-02-28
1ll. RESULTADOS MICROBIOLOGICO
LIMITES PERMISIBLE
PARAMETRO TECNICA y/o METODO| UNIDAD RESULTADO REFERENCIA DE
DE ENSAYO Min. Max. LOS LIMITES
Acidez (como ¢ citrico) NB 229:98 .11 Sin Referencia Sin Referencia
Azacares totales NB 38033:06 436 Sin Referencia Sin Referencia
Ceniza NB 39034:10 0,47 Sin Referencia Sin Referencia
lDensidad NB 230:99 g/ml 0,98 Sin Referencia Sin Referencia
lﬂbra Gravimétrico % 1,33 Sin Referencia Sin Reterencia
‘Protcina total (Nx6,25) NB/ISO 8968-1:08 % 1.85 Sin Referencia Sin Referencia

Im Hormo Bokwana

50 nat: for €

N povirntope DT TP p—

1) Los resultados reportados se remiten 3 13 mucstra ©nsayada en el Laboratono
2) El presente informe solo puede ser reproducido en forma parcial y/o total, con la autorizacion del CEANID
3) Los datos de la muestra y el muestreo, fueron suministrados por of chente

Tarija, 28 de febrero del 2020

Orginal Cliente
Copw CEANID

Direccién: Campus Universitario Facultad de Ciencias y Tecnologia Zona “tI Tejar” Tel (591) (4) 6645648

Fax: (591) (4) 6643403 - Email: ccanid@uayms edubo -

Casilla 51 TARUA - BOUVIA

Pagoalden




Resultado de extracto de Antocianinas




ANEXO C

PROTOCOLO PARA ANALISIS DE
ANTOCIANINAS



PROTOCOLO-DETERMINACION DE ANTOCIANINS EN LA MATERIA

PRIMA

METHANOL EXTRACTION OF ANTHOCYANINS

This is the c¢lassical method of extracting anthocyvaning from plant matenials. This
procedure involves maceration or scaking of the plant material in methanol containing a
amall concentration of mineral acid (e.g.. HCL. Methanol extraction is a rapid, casy, and
efficient method for anthocyanin extraction. However, a oude aqueous exiract with
several contaminants is obtained, and methanol evaporation can result in hydrolysis of
labile acyl linkages, which iz aggravated by (he presence of HCL

Additional Materials (also see Basic Protoco! 1)
Awidiled methanol: 0.0 % () HCT in methanol

1. Homogenize 50 ¢ powdered plant material (acowrately weighed and rocorded) in 2
vl () acidified methanol. Allow it to macerate 1 hr
(e b shonelal b sufficient dime for anifocyanin extrocion because of the kigh surice
arect of e prrwdered moterial. Mageriols are offen aliowed te exiruc? overnipli wnder
refrigerated comditions, parmcilanly wher ferials iove Deen grownd direcily i the
Blender waik aetdificd methanel and nol previcusly powdersed,
2. Filter slurry through o Whatman no. 1 filier paper by vacuwm suction using a Buchner
funnel.

3. Reextract plant material with acidified methanol until a fint-colored exiract is
oblained. Pool filtrates and discard plant meaterial.

Yhree snbsequent extracions should be sufficient.

4. Transfer filtrates to0 a boiling flask and evaporate methane] in a rotary evaporator at
A0°C under vacoum.

The cvaperaimg lask shewdd be Tess than one-kalf full for efficiens solveat remaval
Frolonged evaporarion fime shomld be avoidad to minimize pigment degradation. A marked
reetistlot im e rote of evaposatiog 08 well a8 on apparent increase i vscotiy in mdicative
thert thee pesiclaal liguid is mosly wetes

{f prigment isotats is fo e analyzed in an aqeeons sy, the eorucl showld nor be faten
fer el rymess. Fine some sl ptived applications, the saomple should be laken (0 drmess and
e dliarndved i medicand o o rapproprrie sofvenic fn e (e e corcentration Soges.
azeodrapic remivel of waler can be faciliiated by addiion of methanol.

5. Make up remaining aquecus exiract o a known wolume with acidified deionized
distilled water, water, methanol, or other appropriate solvent, If the sample is to be
analyred within 2 days, store extract at 4°C. For lomger periods (up to | year or even
lomger), siore af — 185, Avoid repeated freexing and thawing.

Extrct shomls! be made wpr in acidified worer or wider i continuing with Savie Prgoeel 2

Fuente: (Whitaker, 2001)

ALTERNATE
PRI,



PROTOCOLO- Determinacién de antocianinas totales por el método de pH

diferencial.

Fundaments teorice del metods de antocianina: monomerica: totales por el metodo del pH-

diferencial

Loz pigmentos de antocianmas sufren trapsformaciones estructurales reversibles con un cambie en pH
manifiesto por espectros de absorbancia notablemente diferemtes. La forma coloreada del oxome
predomuinz 2 pH 1.0 ¥ la forma bemicetal meolora a pH 4.5, El metodo del pH-diferencial se basa en esta
reaccion, v permite la medida exactas v rapuda de las antociamnas totales, meluso en presencia de
pigmentos polimenzados degradados v otros compuestos mterferentes.

Materiales
buffer de cloruro de potasio 0.025 M, pH 1.0 (ver receta)

buffer de acetato de sodio 0.4 M, pH 4.5 (ver receta)
1. Encender &l espectrofotometro. Pernwtir al mstrumento calentarse por lo menos 30 min antes de tomar
las medidas.
2. Determmnar el factor de dilumon apropiado para lz muestra dilwvendo con el buffer de clomuro de
potasio, pH 1.0, hasta que la absorbancia de la mmestra 2 la :'“i...m esté dentro del rango lineal del

espectrofotometro (o sea, para la mavona de los espectrofotometros las absorbancias deben ser menores a
1.2}, Divadir el ultmo velumen de la muestra per el volumen micial para obtener el factor de dilucion

(DF; por ejemplo ver el paso 7).
NOTA IMPORTANTE: Para no exceder la capacidad del byffer, la muestra no debe excedsr 20%

del volumen roral.
3. Poner a cero el espectrofotometro con el agua deshlada para todas las longitudes de onda que se usaran
(A - 700 nm).

Muchos sspecirafotometras permiten una correccion basica rapida para poner a cero usands la
linea de gqjuste de fonde.
4. Preparar dos diluciones de |a muestra, una con el buffer de cloruro de potasio, pH 1.0, v la otra con el
buffer de acetato de sodio, pH 4.5, diluvendo cada una por el factor de dilucion previaments deternunade
(paso 2). Permita que estas diluciones se equilibren por 15 mum.
5. Medir la absorbancia de cada dilucion 2 1~m v a 700 om (para corregir por la turbidez), contra una

celda blanco llena con agua deshlada.
Todas las medidaz deben hacerse entre 15 min y 1 h despueés de preparar la muestra, ya gque
riempar mavores de espera fenden a incrementar las lechuras observadas.
Las lecturas de absorbancia se hacen conira blances de agua, aun cuando las mussivas esién en
buffer o solucienss de bizulfito, ya gue la abrovbancia del byffer o del bizuffito es nula en las
longimde: de onda medidas. Los autores han comparade los valeres ebtenidos wramdo el agua

comg blance comparads con byffer o bizulfitc como blancor en sistemas diferemtas ¥ no han



encontrade ninguna diferencia en los valores finale: obtemidos para el contemido de amtociamings
monomericas Vo polimericas; per otre lade. leer las muestras diluidas comtra el byffer
correspondiente o la solucion de bizulfite comzume mas fismpe y extiende el precedimiento
MMECesariaments.
Las muestrar a sev medidaz deben eztar clavas v no comtener ningunma norbider o sedimentas; sin
embargo, alsunos materiales coloidales pueden suspenderse en la muestra, causande disperszion de
luz y uma apariencia nublada (niebla). Esta dispersion de luz necesita ser corregida leyvende a una

longimd de onda donds ninguna absorbancia de la musstra ocwrra, es decir, 700 nm.

. Calecular 1a absorbancia de 1a muestra diluida (4) como sigue:

g =)

A=iA -A__ ] -4 L
dvis-max  TO0pH 1.0 Jvis-max 700 pH 4.3

6. Calcular 1a concentracion de pigmento de antociamina monomeérica en la
muestra onginal usando la formula siguiente:

|

Pigmento de antocianina monomeérica (mg/litro) = (A=xMW=DF =1000)/(g=1)

donde MW es la masa molecular, DF es el factor de dilucion (por ej., s1 0.2 mL de una
muestra se diluyen a 3 mL. DF = 15), v € es 1a absortividad molar.

NOTA IMFORTANTE: El Mw y € usade en esta formula corvesponde a la antecianina
predominante en la musstra. Use la ¢ reportada en la literatura para el pigmento de
aniocianing en el solvenie acuoso acido. 51 el & del pigmento principal no esta disponible, o
si la composicion de la muesora es desconocida, calcule el contenido del pigmento como
clanidin-3-glucasido, donde MW = 4492 y £ = 26900 jver Informacion de Apovo,
discusion de la absoriividad molar).

Fuente: (Alvarado, 2011)



Protocolo para la Preparacion de soluciones Buffer

Solucion Buffer de cloruro de potasio 0,025 M pH 1

Mezclar 1,86 g de KC y 980 ml de agua en un recipiente. Medir el pH y ajustar a 1 con
HCI concentrado. Transferir a un frasco volumétrico de 1 litro y llenr con agua

destilada.

La solucion debe ser estable a temperatura ambiente durante unos pocos meses, pero

el pH debe verificarse y ajustarse antes de su uso.
Solucién buffer de Acetato de sodio, 0,4 M-PH 4,5

Mezclar 54,43 g de NaCH3CO2*3H20 y 960 ml de agua destilada en un recipiente,

medir el pH y ajustar con HCI concentrado.

La solucion debe ser estable a temperatura ambiente durante unos pocos meses, pero
el pH debe verificarse y ajustarse antes de su uso. (Carvallo, 2019)



ANEXO D
FOTOGRAFIAS DEL PROCESO



Lavado y cortado de la materia prima

Medicién de pH solucién acidificada

Triturado de moras




Extraccion con Agitacion Filtrado

(ML)Residuo primera extraccion (ML) Residuo segunda extraccion




i

(MCM) Residuo primera extraccion

Filtrado primera extraccion (ML)

Filtrado segunda Extraccion (ML)




Filtrado segunda Extraccién (MCM)

Concentracion del extracto en Rota-evaporador
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Muestras a pH-1

Muestras a pH-4,5




