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Abstract- In the agribusiness sector, the raw material is subjected to
transformation processes to give it added value, for this purpose
various methodologies are implemented which facilitate its
consumption, but wine residues on the contrary generate one of the
main environmental problems. This research adopts the study of the
influence of the resting time of the extract in alcoholic solvent (96%)
of residues from wine production, evaluating the concentration of
phenolic compounds for about 114 days (a total of six data) and their
once silver nanoparticles (NP Ag) were synthesized by the green
chemistry method (biosynthesis), also evaluating the reducing
potential of the extract with respect to the AgNOj3 precursor for the
formation of NP Ag. The evaluation of the extract was by quantifying
the polyphenol content by the Follin-Ciocalteu method. FTIR
(Fourier transform infrared spectroscopy) analysis was performed
only to the initial sample for comparative evaluation between
alcoholic extract of wine residues and NP Ag; NP Ag were
characterized by UV-Vis spectrophotometry (Ultraviolet-visible). The
results suggest that despite the fact that the content of phenolic
compounds is reduced over time, there are hypotheses that consider a
constant behavior and even an increase in reducing capacity. This is
how the results by spectrophotometry of NP Ag show a increase in
absorbance peak that implies a greater production of nanostructures,
with antioxidants being the ones involved in the chemical reduction
process.
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Resumen— En el sector agroindustrial la materia prima es
sometida a procesos de transformacion para otorgarle un valor
agregado, para ello se implementa diversas metodologias las cuales
facilitan sus consumos, pero los residuos vinicolas por el contrario
generan una de las principales problemdticas ambientales. Esta
investigacion adopta el estudio de la influencia del tiempo de reposo
del extracto en solvente alcohdlico (96%) de residuos provenientes
de la produccion vinicola, evaludindose la concentracion de los
compuestos fendlicos por alrededor de 114 dias (un total de seis
datos) y a su vez se sintetizaron nanoparticulas de plata (NP Ag) por
el método de quimica verde (biosintesis) evaludndose también el
potencial reductor del extracto respecto del precursor AgNO; para la
formacion de NP Ag. La evaluacion del extracto fue mediante la
cuantificacion del contenido de polifenoles por el método de Follin-
Ciocalteu. Se realizo analisis por FTIR (Espectroscopia infrarroja
por transformada de Fourier) unicamente a la muestra inicial para
su evaluacion comparativa entre extracto alcoholico de residuos
vinicolas 'y NP Ag; las NP Ag fueron -caracterizadas por
espectrofotometria  UV-Vis.(Ultravioleta-visible) Los resultados
sugieren que a pesar de que el contenido de compuestos fendlicos se
vea reducido en el tiempo, hay hipotesis que consideran un
comportamiento constante y hasta incluso un incremento de la
capacidad  reductoras. Es asi como los resultados por
espectrofotometria de las NP Ag evidencian un incremento del pico
de absorbancia que implica una mayor produccion de
nanoestructuras, siendo los antioxidantes los implicados en el
proceso de reduccion quimica.

Palabras clave: Residuos de uva, compuestos fenolicos,
antioxidantes, sintesis verde, biosintesis, nanoparticulas
de plata.
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I. INTRODUCCION

La industria vinicola es una de las mayores generadoras
de residuos de uva, que como ocurre con otros residuos
agroindustriales, en la mayoria de los casos son desechados o
minimamente aprovechados [1]. Los hollejos procedentes de
la fabricacion de vino tinto destacan entre los residuos con
mayor potencial de aprovechamiento debido a su alto
contenido de antocianinas, asi como otros compuestos como
flavonoles, flavonas, isoflavonas, acidos fendlicos, etc. [2], los
cuales han mostrado capacidad reductora [3], propiedad que
les confiere potencial aplicabilidad industrial como
antioxidantes en alimentos y en productos farmacéuticos,
como precursores en la sintesis de nanoparticulas metalicas,
entre otras aplicaciones.

Tradicionalmente las nanoparticulas metalicas se
producen mediante sintesis quimica, utilizando reactivos, que
ademas de su alto costo, pueden generar residuos y problemas
de salud debido a su toxicidad [4]. La utilizacion de
compuestos fenodlicos procedentes de residuos agroindustriales
constituye una promisoria alternativa en la sintesis de estas
nanoparticulas, como previamente se ha evaluado en
diferentes estudios [5, 6].

Las recientes investigaciones se encuentran centradas en
determinar los métodos Optimos de sintesis, que no solo
permitan la obtencion de nanoparticulas con caracteristicas
especificas, sino que a su vez sean amigables con el medio
ambiente. La sintesis verde se convierte entonces en una
buena alternativa, dado que reemplaza el uso de quimicos
nocivos por agentes reductores a partir de extractos de plantas
[7, 8, 9], logrando de esta manera la obtenciéon de
nanoparticulas con menos residuos toxicos y economicamente
mas accesibles.

El estudio de la sintesis verde de nanoparticulas de plata
ha sido reportado por diversos autores. Se obtuvieron
nanoparticulas esféricas de entre 12 nm y 50 nm a partir de la
reduccion de nitrato de plata mediante el extracto de arandano
[10], haciendo uso del extracto de la cascara de la fruta del
dragdn sintetizaron nanoparticulas de plata de entre 25 y 26
nm, atribuyendo el proceso de reduccién de Ag" a Ag® a las
moléculas organicas como los fenoles, flavonoides y azucares
reductores presentes el extracto de la fruta [6]. El estudio in
vitro e in vivo del efecto antiinflamatorio de las nanoparticulas
de plata sintetizadas mediante el extracto de la fruta del satico
negro fue reportado [11].; determinaron la acciéon reductora
del extracto obteniendo nanoparticulas de entre 20 y 80 nm
indicando también como uno de los agentes responsables de la
reduccion a los compuestos polifendlicos presentes en el
extracto [11]. A partir del extracto de Nauclea latifolia,
sintetizaron nanoparticulas de plata de 12nm, las cuales fueron
utilizadas para la formulacion de cremas con propiedades
antimicrobianas; determinando que el extracto acuoso permite
la mayor formacion de nanoparticulas, asi como la pérdida de

la eficiencia antimicrobiana de las cremas con nanoparticulas
frente a las nanoparticulas por si solas [12].

Hoy en dia ya no so6lo es importante encontrar un método
de sintesis verde en el proceso de obtencion de nanoparticulas,
sino también encontrar métodos sostenibles mediante la
reutilizacion de algunos productos que pudieran ser
considerados como desechos. Tal es el caso del extracto de las
cascaras de Citrus limon, Citrus limetta y Citrus sinensis, que
fueron utilizadas para la obtencion de nanoparticulas; logrando
un tamafo en el rango de 9 a 46 nm confirmado mediante
espectrofotometria UV-vis (ultravioleta — visible), DLS
(dispersion de luz dinamica) y HRTEM (Microscopia
electronica de transmision de alta definicion). Asi mismo
muestran la capacidad antimicrobiana de estas nanoparticulas
como una de sus principales aplicaciones [13]. También
reporta la obtencidn de nanoparticulas con propiedades
antimicrobianas a partir de los extractos de residuos de
cascaras de uva y naranja obteniendo nanoparticulas esféricas
de entre 3 y 14 nm para el extracto de uva y de entre 5 y 50
nm para el extracto de naranja, corroborando sus resultados
mediante UV-vis, TEM (microscopia electronica de
transmision) y XRD (difraccion de rayos X) [14]. La
importancia de los trabajos antes mencionados radica en que
es posible utilizar los residuos de la produccion de jugos o
néctares de estas frutas y darles un nuevo valor agregado.

En el presente articulo se muestran los resultados de la
influencia del tiempo en la capacidad reductora de extractos de
residuos vinicolas para su aplicacion en el proceso de sintesis
de nanoparticulas de plata. El mecanismo de accion reductora
del extracto fue evaluado por técnicas como el método de
Follin-Ciocalteu y FTIR (Espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier), mientras que la estabilidad de las
nanoparticulas de plata fue evaluada por espectrofotometria
UV Vis.

II. MATERIALES Y METODOS

A. Tratamiento de hollejos y preparacion de los extractos
fendlicos

Se emplearon hollejos residuales de uva tinta de mesa
(Vitis vinifera var. Gross Collman) procedente de Cascas
(provincia de Gran Chimu, region La Libertad, Peru),
obtenidos tras la elaboracion de vino tinto. Los hollejos fueron
deshidratados a 45 °C por 72 horas en una estufa de
conveccion forzada UNSS PLUS (Memmert GmbH Co. KG,
Alemania), tras lo cual se procedié a reducir su tamafio de
particula, almacenando en congelacion (-8 °C) hasta su uso.

Para la preparacion de los extractos se siguio la
metodologia propuesta por [15], con modificaciones. Se
utilizé6 como solvente de extraccion etanol de 96 % (v/v) y una
relacion  hollejo/solvente (m/v) de 1/10. La mezcla
hollejo/etanol se agitd en vasos de precipitacion a 300 rpm
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durante 30 minutos. Posteriormente la mezcla se centrifugé a
3000 rpm durante 15 minutos, separando el sobrenadante y
eliminando el sedimento residual. El sobrenadante se
almaceno6 en frascos ambar a 4 °C para su utilizacioén en la
sintesis de las nanoparticulas de plata (NP-Ag), ademas de
utilizar una fraccion del extracto para hacer un seguimiento al
contenido de compuestos fenolicos mediante el método de
Follin-Ciocalteu, por un periodo cercano a los cuatro meses.

B.  Determinacion de compuestos fenolicos totales

Los compuestos fendlicos totales se determinaron
siguiendo la metodologia de Follin-Ciocalteu descrita por
[16]. Las lecturas se realizaron en un espectrofotometro
ultravioleta/visible (Thermo Scientific, Genesys 20, MA,
EE.UU) a 760 nm y los resultados se expresaron como
equivalentes de acido galico (GAE, mg/L), utilizando una
curva de calibracion obtenida con estandares de acido galico
comercial (Merck Schuchardt OHG, Hohenbrunn, Germany).

C. Sintesis verde de nanoparticulas de plata

La sintesis se realizd mediante el método de quimica
verde (biosintesis), teniendo como precursor al nitrato de plata
(AgNO:3), de procedencia de Merck, Alemania (CAS: 7761-
88-8) a una concentracion de 1mM. La solucion se llevo al
agitador magnético con temperatura manteniéndolo a 60 °C
durante 10 min. a 300 rpm. Posteriormente se afiadié gota a
gota los extractos antes mencionados para su evaluacion.
Finalmente, la solucion se llevo a pH 10 anadiendo hidroxido
de sodio (CAS: 1310-73-2, Merck, GER) gota a gota y
agitacion 300 rpm.

D. Caracterizacion de nanoparticulas de plata

Las  muestras  coloidales  inicialmente fueron
caracterizadas por espectrofotometria UV-Vis (Hewlett
Packard, 8452A, CA, EE.UU) para evaluar la presencia del
pico de plasmon tipico de nanoestructuras de plata y a su vez
evaluar la estabilidad del coloide en el tiempo. El residuo
agroindustrial, extracto y coloide de NP Ag fueron evaluados
por FTIR (Thermo Scientific, Nicolet iS50, Alemania).

I1I. RESULTADOS Y DISCUSION
A. Evaluacion del extracto de residuos de uva

En la Figura 1 se observa el contenido de fenoles totales
(mg GAE/L) en el periodo de tiempo cercano a los cuatro
meses. De acuerdo con los resultados, a los 16 dias se obtuvo
una reduccion en su contenido, no evidenciando diferencias
significativas hasta el dia 98, a partir del cual fue evidente la
reduccion del contenido (LSD Fisher, p < 0.05).

De acuerdo con [17], en medios como el vino tinto, el
color esta determinado principalmente por las antocianinas y
pigmentos derivados, siendo mayoritaria la presencia de estos
fenoles respecto a otros derivados de la uva. En la Fig. 1 se
puede evidenciar el color del extracto recién obtenido a partir
de los hollejos (dia 0), con predominancia de los tonos rojos,
como ocurre en un vino tinto.
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Fig. 1. Evolucién del contenido de fenoles totales (mg
GAE/L) en el extracto etandlico de hollejos de uva tinta.

Durante la maceracion y fermentacion, los hollejos estan en
contacto con el mosto/vino, y por tanto en estas etapas ocurre
la transferencia de compuestos fendlicos, principalmente
antocianinas, al mosto/vino. Se ha reportado que el contenido
de antocianinas puede reducir en el tiempo debido a factores
como el pH, la temperatura, la oxidacion, entre otros. De modo
que es posible que las antocianinas presentes en los hollejos
residuales también puedan ver reducida su estabilidad en el
tiempo, debido a los factores mencionados.

La oxidacion produce una modificacion quimica de las
antocianinas hacia su forma chalcona (pérdida de color hacia
tonos amarillos e incoloros), lo cual se evidencia en la Fig. 1, al
comparar el color del extracto recién obtenido (dia 0) con
respecto al extracto almacenado durante el periodo de prueba
(114 dias). Previamente se ha mencionado entre otros factores,
el efecto catalizador de la luz y de los elevados niveles de
etanol [18], lo cual explicaria la disminucion de los fenoles
totales en los extractos, considerando que el medio de
extraccion fue etanol de 96 % (v/v), ademas de otros factores
que posiblemente hayan tenido efecto oxidante como la
presencia de oxigeno [17].

En otro estudio, [18] evaluaron el efecto del pH sobre la
estabilidad de extractos acuosos de antocianinas de materias
primas como zanahoria morada, papas de pulpa morada y
roja, y extractos comerciales de uva. Observaron mayor
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retencion del color a 25 °C por 4 semanas a valores de pH
entre 1.0 y 3.0, que es el pH en el cual predomina el cation
flavilio, de color rojo intenso [17]. Posiblemente, el pH del
extracto obtenido en el presente estudio (pH = 5.0) no haya
permitido mantener la estabilidad de las antocianinas, lo cual
fue evidente tras so6lo 16 dias de obtenidos los extractos, al
disminuir el contenido de fenoles totales, con una mayor
reduccion a partir del dia 98 (Fig. 1).

B. Biosintesis de nanoparticulas de plata (NP Ag)

Existe una diversidad de aplicaciones que se le da a los
residuos agroindustriales de uva, desde abonos orgéanicos
[20], aditivos alimentarios [21], nanofluidos [22], hasta
aplicaciones nanotecnoldgicas antibacteriales; sin embargo,
es importante aportar con los criterios que todo proceso de
transformacion y uso trae consigo. Es asi como en este
trabajo se evalua la aplicacion del extracto en estado
alcoholico 96% en el proceso de sintesis verde de
nanoparticulas de plata. En los protocolos de sintesis verde,
trabajos de investigacion han reportado la influencia de
efectos como el pH, concentracion % v/v de extracto, y
otras variables fisicas, sin embargo, no reportan la
influencia del tiempo de reposo de los extractos y la
capacidad reductora en el tiempo que esta define.

Los mecanismos de reduccion de sintesis quimica
convencional estdn definidos por el uso de reductores como
el citrato de sodio, borohidruro de sodio y ascorbatos,
mediante métodos como reduccion quimica, proceso sol-
gel, microemulsion, deposicion quimica de vapor (CVD),
termolisis, entre otros; lo que permite tener un control
riguroso del tamafio y forma de las NP Ag, generandose
procesos fisicos de nucleacion y crecimiento. El objetivo en
todos los casos es el mismo, generar la reduccion de los
iones Ag" que formen dtomos Ag’, con ello la cantidad de
agente reductor debe de ser suficiente para estabilizar las
NP Ag al momento que ocurre la reaccién, pero
controlando que ese cambio no sea demasiado grande como
para generar un incremento de la fuerza idnica total en la
disolucion, pues eso conllevaria a la agregacion.

En el caso de la presente investigacion, el objetivo sigue
siendo el mismo, debido a que se parte del mismo precursor
utilizado en la sintesis por método quimico (AgNOs3), es
decir, reduciendo los iones Ag; por tal motivo es importante
el papel que juega el extracto en funcion a la cantidad de
contenido de compuestos polifendlicos (generalmente
antocianinas) o una mejora en la capacidad reductora, pero
a su vez analizando el comportamiento temporal del
extracto.

En la Fig. 1 se puede visualizar de forma general la
disminucion de fenoles totales, lo que implicaria teéricamente
que los futuros procesos de sintesis no sean lo suficientemente
eficientes. No obstante, en la Fig. 2 se evidencia desde la
sintesis en el dia cero (0) la presencia del pico de plasmoén

ubicado en 423,9 nm., ubicacion tipica de resonancia de
plasmon superficial (RPS) para NP Ag, hasta el dia 114 en
donde hay un pequefio corrimiento del pico de plasmén hacia
el azul (blue shift) con un gradiente es de 7,6 nm. un valor
relativamente pequeflo que no especificamente estd asociada a
una reduccion del diametro de la nanoparticula, sino que se
puede considerar como un coloide estable en tamafio. El
cambio sustancial viene dado en la variacion de la absorbancia,
iniciandose en el dia cero con un valor de 1,69 u.a. hasta el dia
114 con 1,92 u.a, notandose un orden de crecimiento en
funciéon a la variacién de los dias, esto implica una mayor
produccion de NP Ag.
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Fig. 2. Espectrofotometria del coloide NP Ag

sintetizado con extracto en funcion al tiempo de reposo.

Con estas condiciones, es necesario considerar el
referenciar  hipotesis que sustenten el mecanismo de
produccion de NP Ag. Para ello, en el extracto
mayoritariamente se tienen antocianinas, que son las que
confieren el color a los hollejos de la uva tinta. Ademas de
menores proporciones de otros compuestos fenodlicos como
taninos, flavonoles, flavonas, isoflavonas, acidos fenolicos, etc.
[23].

Las antocianinas (color rojo intenso a pH en torno a 1) son
susceptibles de modificar su estructura quimica a otros
derivados con menor componente rojo, por ejemplo, a
chalconas de color amarillento [24]. A ello contribuye la
oxidacion y el pH del medio. Como se puede observar en la
siguiente figura 3 [25], a valores mayores a pH 4.5 disminuye
el componente rojo:
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Fig. 3. Predominantes formas estructurales de antocianinas presentes a diferentes niveles de pH. [25]

Las chalconas, predominantemente con tonos amarillos,
también han mostrado capacidad reductora [26], de modo
que, a pesar de haber cambiado el extracto hacia tonos mas
amarillentos, es de esperar que la capacidad reductora se
mantenga, a pesar de que el contenido de compuestos
fendlicos como antiocianinas se vea reducido en el tiempo
[24].

Investigaciones estudiaron el efecto del almacenamiento
en la capacidad antioxidante del vino y observaron que a
partir de compuestos fendlicos oxidados se pueden formar
nuevos antioxidantes [27], incrementando incluso la
capacidad antioxidante del vino. Por su parte, [28] midio la
actividad antioxidante y el contenido de fenoles durante un
almacenamiento de nueve meses, a 15 °C, en un vino blanco,
observando que el contenido de la mayoria de los compuestos
fendlicos disminuyd con el tiempo, pero la actividad
antioxidante aumentd con el almacenamiento. Atribuyeron a
las reacciones entre compuestos fenodlicos oxidados como
causa de la formacion de nuevos compuestos antioxidantes.

Con ello, es muy probable que el mecanismo de reduccion
se haya visto mejorado en eficiencia de produccion de NP Ag
debido a los agentes reductores.

El extracto utilizado como reductor estuvo en estado
alcoholico, las nanoparticulas se lograron debido al
mecanismo de reduccion respecto al precursor nitrato de
plata, en la Fig. 4 se presenta el espectro FTIR y se observan
bandas a 3314 cm! y 3341 cm™! para el extracto y las NP Ag
respectivamente, estos relacionados con grupos

hidroxilo, en el primer caso corresponde a la funcion alcohol
del metabolito secundario y en el segundo a la funcion
hidréxido [29]. También se identificaron bandas en 2922 ¢cm"!
para ambos casos comparados, las cuales pertenecen a los
estiramientos de -CH2- y —CH3 el cual podria atribuirse a las
uniones intermoleculares de la estructura quimica del extracto
reductor y en el otro caso al etanol empleado [30]. Se
encontrd en el extracto alcoholico de uva una banda en 1713

m™ que es la vibracion de estiramiento de ~C=O grupo
carbonilo de la funcidn cetona; también se identificd en el
extracto la presencia de una sefial en 1204 cm! la cual atafie
a la flexion —C-O posiblemente del grupo fenol, la misma
que desaparece cuando se sintetizan las NP Ag, debido a que
este grupo es el responsable de la reduccion de la plata; las
bandas a 1566 cm™' y 1358 cm™! son flexiones de —N-O de los
grupos nitro; la banda a 1035 cm™' del extracto también es
una flexion de —C-O y estd relacionada con alcoholes
primarios [29].

Con estos resultados, se considera que la capacidad
reductora estuvo asociada con la presencia de metabolitos
secundarios con grupos fenolicos presentes en el extracto
alcohdlico de residuos de uva, considerando que para extraer
la mayor cantidad de compuestos fenolicos y antioxidantes es
mejor hacerlo en medio alcohdlico por su solubilidad.

18" LACCEI International Multi-Conference for Engineering, Education, and Technology: “Engineering, Integration, and Alliances for a Sustainable

Development” “Hemispheric Cooperation for Competitiveness and Prosperity on a Knowledge-Based Economy”, 29-31 July 2020, Buenos Aires, Argentina

5



170 -
160 ]
150
140
130
120 ]
110 -
100 -

2922.28

3341.26

% Transmittance

2922.28
3314.04

1568.16

1035.45

1358.18

1713.00 1204.59

—— NP Ag

—— Extracto alcohdlico uval

T T T

T

4000

T

3500

T

3000

T

2500

T T T T

T

2000

T

1500

T

1
1000 500

Wavenumber (cm-1)

Fig. 4 Espectro FTIR del extracto alcohdlico de residuos de uva y las

nanoparticulas de plata biosintetizadas.

IV. CONCLUSIONES

El contenido de compuestos fenolicos se ha visto
reducido en funcién a la antigiiedad del extracto en estado
alcohdlico de residuos de uva proveniente de la industria
vinicola, sin embargo, los resultados por espectrofotometria
de las NP Ag evidenciaron un incremento del pico de
absorbancia que implica una mayor produccion de
nanoestructuras. Es asi como para el estudio del extracto
hay hipdtesis que consideran un comportamiento constante
y hasta incluso un incremento de la capacidad reductora;
pues la caracterizacion realizada por FTIR considera que la
capacidad reductora estuvo asociada con la presencia de
metabolitos secundarios con grupos fendlicos presentes en
el extracto, identificandose en el extracto la presencia de
una sefial en 1204 ¢cm! la cual atafie a la flexion —C-O
posiblemente del grupo fenol, la misma que desaparece
cuando se sintetizan las NP Ag, debido a que este grupo es
el responsable de la reduccion de la plata.
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