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A continuacidn, se describen las tareas realizadas y los resultados obtenidos en los Paquetes de
Trabajo técnicos del proyecto AGROFOREF, es decir, los Paquetes de Trabajo del 4 al 6. Los primeros
tres paquetes de trabajo corresponden a: PT1: Gestion y coordinacidn del proyecto, PT2: Difusion del
proyecto y PT3: Transferencia y promocién de los resultados.

PAQUETE DE TRABAJO 4.- IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE RESIDUOS BIOMASICOS DEL
SECTOR AGROFORESTAL Y SUS COMPONENTES DE INTERES.

En el paquete de trabajo 4 se investigd sobre la existencia de biomasas que suponen un problema en
zonas agricolas y forestales, y se identificaron aquellas que pueden ser de interés por su elevada
presencia y/o por sus compuestos quimicos.

El procedimiento comenzd con la busqueda bibliografica de aquellas especies tanto forestales como
agricolas que pueden ser relevantes en el proyecto por su capacidad para ofrecer biomasa y que a su
vez pertenezcan a las masas forestales de la Comunitat Valenciana.

Conocidas las especies de interés se estudid qué cantidad de biomasa hay actualmente y cuanta
pueden aportar a lo largo del tiempo (posibilidad) sin sufrir un perjuicio en su masa, es decir, de
manera sostenible en el tiempo. Ademas, estudiando qué cantidad y tipos de compuestos quimicos
ofrece cada biomasa.

El siguiente paso consistio en ir a campo para la recogida de muestras, en el caso de los nudos con
ayuda de procesado por aserraderos y en el caso de la biomasa se realizdé manualmente. Estas
muestras se llevaron a AIDIMME vy se trituraron para facilitar la extraccion de compuestos quimicos
en una trituradora.

Finalmente, se llevd a cabo un estudio preliminar de los compuestos quimicos que ofrecen las
diferentes especies analizadas a través de la biomasa obtenida.

4.1 Identificacion de los residuos biomasicos de interés de origen forestal y agricola.

En el presente proyecto se diferencié entre dos tipos de residuos biomdsicos, los de origen forestal y
agricola.

Los residuos biomasicos de origen forestal son aquellos procedentes de actuaciones silvicolas como
claras, clareos y podas, entre otras, y los procedentes de residuos de aprovechamientos madereros
como desrames, cortas intermedias, trasmochos entre otros.

Por otro lado, los residuos biomasicos agricolas, son aquellos que se generan del aprovechamiento
de los cultivos agricolas que pueden ser herbdceos o lignoceluldsicos. En este caso el proyecto se
centrd en los de origen lignoceluldsico provenientes de los restos de poda anual.

Una vez identificados los posibles origenes de los residuos biomdsicos, se determind cudles son de
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mayor interés dentro del territorio de la Comunitat Valenciana.

Dependiendo de la especie y lo que pueda ofrecer se analizaron: sus nudos, ramas, hojas, restos de
poda, madera o cdscara.

4.1.1 Origen forestal
Las especies de biomasa estudiadas de origen forestal han sido:

e Pinus halepensis: Pino carrasco (Pinus halepensis): esta considerado el taxén fundamental de
la Comunitat Valenciana, ocupando el 72% de la superficie arbolada (518.664 ha), estando
presente en toda la comunidad auténoma con pinares mas extensos en la provincia de
Castelldn e interior de Valencia. En este caso se obtuvo la biomasa de los nudos, ya que son
un residuo de la produccion en un aserradero (tablas, tableros, contrachapados, etc.) o de las
ramas y hojas de los restos de poda o desbroces. Estos ultimos se obtienen de la mejora de la
masa para evitar incendio o favorecer el fuste (con fines madereros).

e Pinus sylvestris: es una de las principales especies forestales de altitudes elevadas, estando
presente en la Comunitat Valenciana en zonas montafiosas del interior de Castellén vy
Valencia ocupando una superficie de unas 6.765 hectdreas. En este caso se aprovechd la
biomasa que aportan los nudos ya que se considera un residuo de la fabricacion de tableros,
contrachapados, etc.

e Pinus pinea: tienen escasa representacion en la Comunitat (1.570 ha), apareciendo
fundamentalmente en la provincia de Alicante, sin embargo, hay amplias zonas en la region
valenciana donde podria desarrollarse. Por otro lado, existen varios individuos que se han
plantado ornamentalmente. De esta especie para transformacién en biomasa del proyecto se
pueden dedicar las pifias. Las pifias son una parte del pino que pueden contener compuestos
guimicos interesantes y, ademas, es un residuo de la produccion del pifién, pues una vez
extraido el pifidn en si, queda todo el resto de pifia.

e Juniperus oxycedrus: los enebrales arbdreos se localizan de forma escasa dentro de la
Comunitat Valenciana en el interior montafioso de la provincia de Castellon. Esta escasez se
debe a su aprovechamiento secular. Actualmente la formacién mas predominante es en
forma de matorrales arborescentes que corresponden a bosquetes en regeneracién que ya
fueron explotados. Esta especie tiene un crecimiento lento y se busca mantenerla mejorando
aquellos pies que tengan mayor futuro. Por ese motivo, la biomasa en este caso se obtiene
de las ramas y hojas (restos de poda) que provienen de la mejora de dichos pies. En algunos
casos en los que no existe esa opcidn, para evitar el riesgo de incendios, se tienen que cortar
determinados pies. Esos pies también se pueden destinar a la produccion de la biomasa.

e Tamarix sp.: El Taray comprende un conjunto de especies de porte arbustivo y arbéreo muy
ramificado. Se encuentran principalmente en suelos parcialmente encharcados como son las
riberas o ramblas. Al ser ésta una especie de ribera se elimina en aquellas ocasiones que se
requiere una limpieza por motivos de seguridad ambiental. Por esa razén quedan las ramas y
hojas sin aprovechamiento y acaban siendo un residuo. Por tanto, en este caso lo que se
utiliza como biomasa son las ramas y hojas de esta especie o en algunos casos los pies
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enteros que tienen dimensiones similares a las ramas.

4.1.2 Origen agricola
Las especies de biomasa estudiadas de origen agricola han sido:

e Olea europaea: es un pequeno arbol perennifolio con elevada longevidad. De esta especie se
aprovecha su fruto que es la oliva y de la que se obtiene también el aceite. Para favorecer la
recogida de la oliva, todos los afios se realiza una poda que consigue recortar la altura del
arbol y asi poder alcanzar las olivas que se encuentran a mas altura desde el suelo.
Comunmente se localiza en altitudes de entre 600-700 m.s.n.m. aunque puede tener
variaciones. En concreto (en 2020) ocupaba una superficie de 93.953 ha en la Comunitat
Valenciana. En este caso, para mejorar la produccidn del olivo se corta tanto ramas y hojas
en verde como ramas secas consideradas como madera. Al final, ese proceso es necesario
para el olivo, pero es un residuo y, por tanto, es lo que se considera como biomasa para el
proyecto.

e (Citrus sp.: el naranjo es un darbol frutal de porte mediano que habita en altitudes
generalmente menores de 250 m.s.n.m. Estd muy presente en la Comunitat Valenciana
cercano a la costa debido a su limitacién altitudinal. Funciona como un cultivo agricola para
producir la naranja. La naranja es un fruto del que se aprovecha el interior de éste, ya que la
corteza o cdscara no sirve de alimento y acaba siendo un residuo. El caso mds aparente es el
de las empresas de produccidon de zumo, que desechan dichas cdscaras. Por ello, en el caso
de la naranja se utiliza como biomasa su cdscara para obtener de ahi los compuestos
guimicos.

A continuacion, se muestra un esquema resumen de las especies que se han estudiado y qué parte
de cada una se utiliza, las cuales constituyen las diferentes biomasas de este proyecto.
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Pinus halepensis
Ramas y hojas (Restos de
poda)

Ramas y hojas (Restos de
poda)

Olea europea

Madera

T T et Ramas y hojas (Restos de
poda)

Ramas y hojas (Restos de
poda)

4.2 Cuantificacion de los residuos biomasicos y posibilidad de explotacidn.

En el territorio de la Comunitat Valenciana existe gran recurso de biomasa, pero se debe diferenciar
entre la biomasa forestal y la biomasa agricola, pues hay que gestionarla de forma distinta. Ademas,
los datos aportados por la bibliografia tienen variaciones y se tiene que describir cada una de manera
diferente.

4.2.1 Biomasa forestal

En los ecosistemas forestales de la Comunitat Valenciana, existe una gran disponibilidad de biomasa
forestal. Considerando como recurso disponible Gnicamente aquella biomasa que permite gestionar
de forma sostenible las masas forestales, de forma que aumente la estabilidad de los ecosistemas
forestales a medio y largo plazo, se estima que, en los montes valencianos, se dispone de mas de
200.000 toneladas/afio de biomasa forestal potencial, de las cuales el 31 % se encuentra en montes
gestionados por la Generalitat [1].

Junto a ese dato y para demostrar que la extraccion de esas 200.000 toneladas seria una extraccion
sostenible, se investiga la cantidad total de biomasa forestal que hay en la Comunitat Valenciana.
Segun el IFN3 la biomasa total disponible de ese monte arbolado es de 13.386.257 toneladas de
materia seca [2]. Por ese motivo, la extraccién de 200.000 toneladas respecto a los 13 millones
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existentes no seria significativa para producir un dafo, al contrario, seria una mejora para la masa.
Esa mejora se puede ver reflejada en una disminucidn del riesgo de incendios o patologias y de un
aprovechamiento sostenible a lo largo del tiempo.

La mayor disponibilidad de biomasa forestal se concentra en los municipios de interior de las
provincias de Castellén y Valencia, de caracter mas forestal. La escasa gestion forestal que se realiza,
junto a la ausencia de instrumentos de gestion tanto en terreno publico como privado, hace que
todo este material esté inmovilizado y disponible en el monte [1].

La biomasa forestal residual sigue la misma distribucion territorial general que la biomasa forestal
total, siendo la comarca con mas disponibilidad Els Ports, con 17.000 t/afio, seguida de la Plana de
Utiel-Requena, los Serranos, el Alto Palancia y El Valle de Cofrentes-Ayora, todas ellas con mas de
10.000 t/afio de biomasa forestal residual [1].

Las especies mds interesantes para la extraccion de la biomasa dentro de la Comunitat Valenciana
son aquellas que se estudian en puntos anteriores. Ese interés viene dado por varios motivos: ser
mas abundantes dentro de las masas forestales, tener mayor capacidad de produccién, requerir una
gestidn para mejorar su masa y saber que producen compuestos quimicos interesantes para el
proyecto entre otros motivos.

Las especies de estudio son:

- Pinus halepensis

- Pinus sylvestris

- Pinus pinea

- Juniperus oxycedrus
- Tamarix sp.

En el PLAN DE ACCION TERRITORIAL FORESTAL DE LA COMUNITAT VALENCIANA [3] aparece un
listado detallado de la superficie forestal arbolada que ocupa cada una de esas especies.
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Tabla 1: Superficie forestal arbolada que ocupan las especies estudiadas.

Ecosistemas Superficie (ha)
Cupresdceas Arbolado de Juniperus Thurifera 4.015
Arbolado de Pinus halepensis 518.664
p Arbolado de Pinus nigra 45.261
Coniferas .
Pinaceas Arbolado de Pinus pinaster 19.927
Arbolado de Pinus pinea 1.572
Arbolado de Pinus sylvestris 6.766
Arbolado de Quercus faginea 5.669
Frondosas quercineas Arbolado de Quercus ilex 95.729
Arbolado de Quercus suber 6.700
Otras formaciones arboreas 11.287
Otras
Vegetacion de ribera 4.337
Total 719.927

Como se puede apreciar en la Tabla 1 los valores de los pinos los detalla exactamente, sin embargo,
el Juniperus y el Tamarix no los refleja con ese detalle.

En el caso del Juniperus oxycedrus (enebro) se puede ver como, una especie similar, que es el
Juniperus thurifera (sabina) tiene una superficie de 4.015 ha y otras formaciones arbdreas dentro de
las que entra el enebro ocupan 11.287 ha. Por esos motivos se estima que el enebro ocupa una
superficie en torno a 3.000 ha dentro de las formaciones forestales arboladas de la Comunitat
Valenciana.

La situacién del Tamarix es diferente, es una especie con alta presencia dentro de la vegetacion de
ribera. Como se puede ver en la tabla la superficie de la vegetacién de ribera es de 4.337 ha, y
teniendo en cuenta la alta presencia del Tamarix se estima una superficie de presencia de unas 2.000
ha dentro del monte arbolado de la Comunitat Valenciana.

Los datos de biomasa hacen referencia generalmente a las ramas y hojas (restos de poda) o a troncos
de un tamafio minimo. Lo que ocurre con los nudos y las pifias es que no se pueden determinar por
lo que no se van a reflejar en la estimacion de la posibilidad de biomasa. Entonces quedan fuera de la
estimacion los nudos de Pinus halepensis y Pinus sylvestris y las pifias de Pinus pinea.

Los nudos y las pifias son un residuo de la industria forestal que, aunque es dificil cuantificar su
posibilidad, pueden tener un potencial a pequefia escala y son de interés.

A partir de los datos estudiados se estima la posibilidad de biomasa en toneladas de materia seca
que ofrece el monte de la Comunitat Valenciana.
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Tabla 2. Estudio de la posibilidad anual de biomasa forestal

SUPERFICIE (ha) BIOMASA (toneladas/afio)
TOTAL MONTE ARBOLADO DE LA

COMUNITAT VALENCIANA 719.927 200.000
Pinus halepensis 518.664 144.088

Juniperus oxycedrus 3.000 833

Tamarix spp. 2.000 556

TOTAL BIOMASA DISPONIBLE
DENTRO DE LAS ESPECIES DE 145.477
ESTUDIO

Tras este estudio se determina que la posibilidad de extraccién de biomasa forestal en la Comunitat
Valenciana es de 145.477 toneladas anuales sin tener en cuenta nudos y pifas por falta de datos para
determinar las cantidades.

4.2.2 Biomasa agricola

La posibilidad que resulta de la biomasa agricola residual es mucho mayor que la forestal, 800.000
toneladas/afio respecto a 200.000 toneladas/afio [1]. Esto se debe principalmente a que los arboles
destinados al cultivo agricola tienen una gestidn constante y para mejorar su estado se podan vy
limpian todos los afios a diferencia de aquellos arboles que se encuentran formando las masas
forestales (que generalmente carecen de gestidn).

Las comarcas que mayor produccién de biomasa residual agricola ofrecen son las que se muestran en
la Tabla 3.

Tabla 3. Produccion de BRA (Biomasa Residual Agricola) por comarcas. Fuente: [1].

Comarcas BRA (t/afio)

La Plana de Utiel-Requena  122.498

La Ribera Alta 58.885
El Baix Maestrat 53.848
Baix Segura 47.243
La Plana Alta 44,521
Vinalopé Mitja 42.988
El Camp de Turia 40.145

Destacando la comarca de La Plana de Utiel-Requena con la produccién del 15 % del total de biomasa
residual agricola (122.498 t/afio). En este caso esta produccion se debe mayoritariamente a la poda
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de la vifia. Sin embargo, las 800.000 t/afio de toda la Comunitat Valenciana, provienen de olivo,
almendro, vifia, citricos y cascara de almendra.

Conocida la produccién de BRA de cada una de las comarcas, se debe averiguar cudl es la produccién
total por especie agricola.

Tabla 4. Coeficiente de produccion de restos agricolas anualmente. Fuente: [1].

Coeficiente de produccién de

Tipo de cultivo restos (t/ha). Humedad 0%

Olivo 1,25
Almendro 1,7
Vifia 2,14
Citricos 1,7
Cascara de almendra 0,075

Aunque hay varias especies agricolas que producen BRA (Biomasa Residual Agricola), en este caso
hay que marcar la atencidon solamente en aquellas dos que se estudian anteriormente para la
extraccién de compuestos quimicos.

Esas dos especies son el olivo y los citricos (por el naranjo), sin embargo, este coeficiente hace
referencia a la biomasa producida por la poda. Por tanto, como lo que se obtiene del naranjo es la
cascara del fruto (la naranja), estos valores no hacen referencia a dicha cascara.

Entonces, la Unica cantidad de biomasa por especie agricola que se puede calcular con los datos
disponibles es la del olivo, conociendo el coeficiente de produccidon de restos y la superficie que
ocupa dicha especie (93.953 ha [4], se obtiene la produccién total en toneladas.

Tabla 5. Calculo de la produccion de biomasa residual agricola del olivo. Fuente: AIDIMME.

PRODUCCION DE
COEFICIENTE DE Bfgllggglf g:)B:L
SUPERFICIE (ha) PRODUCCION DE RESTOS
(toneladas/ha/aiio) COMUNITAT
VALENCIANA
(toneladas/afio)
Olea europaea (Olivo) 93.953 1,25 117.441

Por tanto, gracias al calculo realizado se observa que la posibilidad de aprovechamiento de la
biomasa del olivo en la Comunitat Valenciana es muy grande y de esa produccién (117.441 t/afio) se
puede obtener gran cantidad de compuestos quimicos.
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4.3 Estudio preliminar de compuestos quimicos presentes en los residuos seleccionados.
4.3.1 Origen forestal
e Pinus halepensis

Se trata de un pino que contiene bastante resina y que podria ser una biomasa interesante. Los
nudos son aquellas partes con mads resinas y por tanto con mayor potencial de tener compuestos que
le confieren a esta parte del arbol de la resistencia a xylofagos. Las ramas y hojas, como parte mds
verde del arbol y como biomasa mas disponible también pueden ser de interés tanto por la resina
como por otros compuestos.

En la bibliografia no hay estudios concretos y especificos sobre Pinus halepensis, aunque si sobre la
madera y nudos de otros pinos, como el P. sylvestris, P. pinaster o P. nigra, donde se encuentran
compuestos como la pinosilvina, que tiene un interés como sustancia biocida.

e Pinus sylvestris

Como se ha comentado anteriormente esta especie contiene pinosilvina, seguramente entre otras
sustancias que se encuentra principalmente en los nudos y el duramen del arbol. Distintos trabajos
han estudiado la sustancia y su extraccién a nivel internacional.

e  Pinus pinea

Las pifias del pino pifionero permanecen sin deteriorarse durante mucho tiempo por lo que es un
residuo de la obtencion del pifién que podria ser fuente de productos quimicos de interés como
demuestran algunas investigaciones con conos o pifas de otras especies de pino.

e Juniperus oxycedrus

El enebro se ha utilizado desde antaifio para la obtencion de la miera, de donde se obtienen
diversidad de compuestos utilizados en la industria quimica y cosmética. La madera es bastante
resistente a los xil6fagos, permaneciendo durante afios a la intemperie sin que los xil6fagos la
ataquen, por lo que su analisis puede dar lugar a diversidad de compuestos para su uso en la
industria de la madera como algunos estudios demuestran.

e Tamarix sp.

El Tamarix es una especie que como se ha comentado anteriormente vive en riberas y cauces, y
segun algunas referencias posee en su madera y corteza distintos compuestos quimicos de interés.
Es una especie que resiste muy bien la humedad e incluso es capaz de tener raices a 30 m de
profundidad. Distintos trabajos han estudiado la composicion quimica y su posible interés en
distintas disciplinas.

4.3.2 Origen agricola

e Olea europea

Del olivo se van a estudiar dos tipologias de biomasa de interés, para poder observar si hay
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diferencias significativas entre la parte mds verde y la madera antigua. Tanto la madera antigua como
la joven son bastante resistentes al ataque de xiléfagos, por lo que es probable que existan
compuestos que inhiben las degradaciones de la madera. Algunos estudios inciden en los
componentes quimicos de la madera de olivo.

o (Citrus sp.

Del naranjo en este caso se va a estudiar como residuo agricola o industrial la piel o cdscara de la
naranja. Es un residuo que contiene muchos aceites esenciales y que por sus caracteristicas puede
contener biocidas de interés como demuestran algunos estudios.

4.4 Recogida en monte y zonas agricolas y tratamiento de la biomasa para su procesado.

Una vez identificados los residuos biomasicos de origen forestal y agricola, se procedié a su recogida
en origen para posteriormente procesarlos en las instalaciones de AIDIMME.

4.4.1 Nudos de Pinus halepensis

En el caso del Pinus halepensis (pino carrasco) la madera para la obtencion de nudos se extrajo de
una masa forestal del interior de la provincia de Valencia.

El objetivo fue seleccionar aquella madera que tenia un mayor niumero de nudos y asi facilitar la
extraccién posterior en AIDIMME.

Finalmente, la madera se transformd en tablas y de éstas se eligieron aquellas que tenian mayor
numero de nudos para facilitar la extraccion.

Figura 1. Tablas con nudos de pino carrasco.

4.4.2 Ramasy hojas (restos de poda) de Pinus halepensis

Para la obtencién de la biomasa verde del pino carrasco se buscé una masa forestal de dicha especie
localizada en el centro de la Sierra de Espadan en Castellén.

En este caso, la biomasa que se necesitaba era la que resulta de una poda o limpieza que se realiza
en el monte. Concretamente, en la masa de estudio se realizd una poda de varios pies de pino
carrasco para mejorar la masa y evitar el peligro de incendio. Por lo que se utilizaron esos residuos
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para la posterior extraccion de los compuestos quimicos en AIDIMME.

4.4.3 Nudos de Pinus sylvestris

Para la extraccion de nudos de Pinus sylvestris se localizd una masa en el interior de la provincia de
Castellon que albergaba esta especie. Se seleccionaron en monte aquellos pinos que por su
crecimiento y constitucion presentaban mayor nimero de nudos y, por lo tanto, un mayor
rendimiento en lo que a produccidn de nudos se refiere.

Una vez designados aquellos pinos con mas nudos se cortaron y se extrajeron del interior del monte
mediante traccion animal (mulos) hasta un lugar donde se pudiera recogerlos con un tractor
adaptado al medio forestal. Este tractor transportd dichos pinos hasta una zona transitable para el
camioén autocargador que fue el encargado de llevarlos hasta su destino.

4.4.4 Restos de pifas de Pinus pinea

En este caso la especie es el Pinus pinea y de ella se extrajeron los compuestos quimicos procedentes
de las pifias. Para conseguir dichas pifias se aprovecharon los ejemplares de esta especie que se
encuentran en las instalaciones de AIDIMME.

Cuando las pifias estan maduras, el pino se desprende de ellas y quedan en el suelo debajo del
mismo. Es el momento de recogerlas facilmente para proceder a la extraccion de compuestos
qguimicos.

4.4.,5 Ramasy hojas (restos de poda) y madera de Olea europaea

En una zona cercana al lugar de recoleccién de ramas y hojas de Pinus halepensis habia también
olivos que tienen uso agricola. De estos ejemplares se obtuvieron tanto las ramas y hojas (restos de
poda) como la madera de olivo, ya que se seleccionaron ramas verdes para el primer caso y ramas
que ya estaban muertas para el segundo.

4.4.6 Ramasy hojas (restos de poda) de Juniperus oxycedrus

En el caso de la biomasa verde de enebro fue mas complicado encontrar una masa pura de dicha
especie, sin embargo, para la extraccion de los compuestos quimicos no es necesario grandes
cantidades. Por ello, en una zona cercana a la anterior (también en la Sierra de Espadan) de donde se
recolectd el pino carrasco y el olivo, se encontraron varios pies de enebro de los que se obtuvo la
biomasa.

Con el objetivo de no daiiar los pies sino mejorarlos se procedié a podar las ramas mas bajas de
varios ejemplares consiguiendo de esta manera la biomasa necesaria y una mejora para la masa.
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4.4.7 Ramasy hojas (restos de poda) de Tamarix sp.

El taray es una especie diferente, habita otro tipo de ecosistemas y suele aparecer en zonas de ribera
donde existe humedad (al menos ocasionalmente). Por ese motivo, para recolectar biomasa de dicha
especie se buscd en una ribera cercana a la zona de la Sierra de Espaddn anteriormente comentada.

4.4.8 Cascaras de Citrus sp.

Para la obtencidn de las cascaras de Citrus sp. (naranjo) no fue necesario su recoleccién en campo ya
gue se aproveché la piel de aquellas naranjas destinadas a la alimentacién humana.

4.5 Procesado de la biomasa.

Una vez en las instalaciones de AIDIMME, el procedimiento no fue el mismo para los nudos, las
ramas y hojas (restos de poda), las pifias, la madera o las cascaras, por ello, se explican en apartados
diferentes.

4,51 Nudos

En el caso de los nudos, éstos se separan del tablén eliminando la mayor cantidad de madera posible
de la que envuelve al mismo, pues se espera analizar solo aquellas sustancias del mismo nudo y no
de toda la madera. Este proceso se llevé a cabo tanto para los nudos de Pinus sylvestris como para
Pinus halepensis a partir de las tablas y listones escogidos en el apartado anterior.

Con los nudos separados del resto de madera se procedid a introducirlos en la trituradora para
obtener el elemento triturado para la extraccién de compuestos quimicos.

4.5.2 Ramasy hojas (restos de poda), madera y pifias

La biomasa que se triturd fue:

o Ramas y hojas (restos de poda) de Pinus halepensis.

. Restos de pifias de Pinus pinea.

o Ramas y hojas (restos de poda) y madera de Olea europaea.
. Ramas y hojas (restos de poda) de Juniperus oxycedrus.

. Ramas y hojas (restos de poda) de Tamarix sp.

El procesado de la biomasa comenzd tras cortarla en pequefio tamafio para que fuera admisible para
la maquina trituradora, con una sierra o con la motosierra.

Con la biomasa preparada en el tamafio adecuado se inicié el triturado de cada una de las biomasas
comentadas en el punto anterior.

La biomasa triturada se recogio por la parte inferior de la trituradora.

El resultado final fue la biomasa triturada diferenciando cada uno de los tipos posibles comentados
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anteriormente.

Figura 2. Ejemplo de las biomasas de olivo trituradas
453 C(Cascaras

En el caso de las cdscaras como no se requiere el triturado ya no necesita ningln tratamiento mas
para extraer los compuestos quimicos. Pues se desmenuzd en trozos pequefios a mano y se seco,
siendo con ello suficiente.

PAQUETE DE TRABAJO 5.- DESARROLLO, ADAPTACION Y APLICACION DE LOS PROCESOS
EXTRACTIVOS A NIVEL DE LABORATORIO PARA LA OBTENCION DE LOS COMPUESTOS QUIMICOS.

Tal y como se ha comentado en el paquete de trabajo 4, el uso de residuos de biomasa forestal y de
la agricultura, para producir materiales respetuosos con el medio ambiente y de alto valor afiadido,
constituye una atractiva solucién de gestiéon de residuos desde una perspectiva de obtencidn de
productos quimicos, que contribuye a una economia futura sostenible. Ademds de poder dar una
nueva salida mas respetuosa a este tipo de residuos, que su utilizacion con fines energéticos.

En este sentido en el paquete de trabajo 4 se ha investigado en las distintas biomasas existentes en
la Comunitat Valencia que son de interés ya sea por ser un residuo que no tiene uso, su cantidad o
por su posible interés como fuente de compuestos quimicos.

A partir de estos estudios, se han seleccionado, recogido y procesado biomasas tanto de origen
forestal como agricola de diferentes especies.

En el paquete de trabajo 5, se han realizado, para cada especie y muestra recogida, en primer lugar,
estudios de los procesos extractivos mdas adecuados para la obtencidon de los productos con las
actividades requeridas. A partir de esos estudios se han desarrollado, adaptado y aplicado dichos
procesos y se han obtenido y analizado, desde un punto de vista quimico, los extractos obtenidos.

Los objetivos especificos se han centrado en:
1. Realizacidn de diferentes procesos de extraccion de sustancias en los residuos recogidos.
2. Caracterizacion de los extractos e identificacién de sustancias obtenidas (GC-MS), semi-

cuantificacion del rendimiento y estudio bibliografico de la actividad de los compuestos identificados
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en los campos relacionados con el proyecto.

3. Purificacién por cromatografia de columna en un extracto en concreto, el EXHID-3.

5.1 Extraccidn sélido-liquido. Métodos y equipamiento empleados.

En la actualidad existen numerosas técnicas de extraccion de compuestos de interés presentes en
residuos biomasicos, siendo las mds extendidas la extraccidon sélido-liquido, concretamente, las
técnicas de extracciéon Soxhlet y maceracién. Estas técnicas estdn basadas en la transferencia de
masa entre el disolvente de extraccidn y la biomasa sélida, con o sin agitacién y temperatura. Estas
técnicas son sencillas de realizar, pero comparado con otras técnicas emergentes, requieren del
empleo de mayor cantidad de disolvente y mayores periodos de extraccién. Mediante estas técnicas,
se consigue la extraccion y aislamiento de compuestos, los cuales presentan actividades
antimicrobianas, fungicidas y otras propiedades de interés.

La técnica de extraccion sélido-liquido se basa en una operacién bdsica de recuperacion o extraccion,
mediante la cual, uno o varios componentes de una fase sdlida, se transfieren a la fase liquida. En
este método es necesaria la utilizacion de un disolvente activo o inerte (fase liquida) para llevar a
cabo la separacion selectiva de un compuesto presente en el residuo biomasico (fase soélida). El
sentido de la transferencia siempre es desde la fase sélida hacia la fase liquida, donde, en primer
lugar, tiene lugar la difusién del soluto a través del disolvente desde los poros del sélido hasta la
interfase, y posteriormente, la transferencia del soluto desde la superficie de las particulas del sélido
al seno del liquido. Transcurrido el tiempo establecido para que se alcance el equilibrio entre ambas
fases, se procede a la separaciéon de la parte sélida (impregnada de la parte liquida) de la parte
liquida, con los compontes de interés, conocida como extracto.

Un factor interesante a evaluar en el proceso es la eficacia y el rendimiento de extraccién. Estos
factores dependen en su mayoria del disolvente utilizado para la extraccién, que debe tener una
diferencia de solubilidad entre el compuesto deseado a extraer y los otros compuestos presentes en
la mezcla inicial. Otras propiedades a tener en cuenta son la volatilidad y toxicidad de los posibles
disolventes a utilizar. En el presente proyecto la extraccion de componentes de interés se llevé a
cabo mediante disolventes inertes de baja toxicidad.

Los métodos de extraccion sdlido-liquido a nivel de laboratorio empleados en el presente proyecto
han sido:

Extraccion mediante técnica Soxhlet.
Extraccion mediante técnica maceracion.

5.1.1 Extraccién mediante técnica Soxhlet.

Para la obtencion del material extraible mediante el uso de disolventes por el método Soxhlet, han
sido empleados dos equipos de laboratorio diferentes, el montaje de vidrio tradicional Soxhlet y la
unidad automatizada de extraccion Soxtec™ 8000.
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e Extraccidn tradicional con montaje Soxhlet.

El montaje de laboratorio Soxhlet consta de una serie de instrumentos fijados mediante soportes y
abrazaderas, de abajo a arriba se observa una manta calefactora, un matraz de fondo redondo, el
extractor Soxhlet, cartucho de celulosa, serpentin de refrigeracion y tubos de goma necesarios para
conectar el condensador con el agua de refrigeracién. Mediante este procedimiento, la muestra
sélida triturada es colocada en el cartucho de celulosa, de material poroso, que es situado en la
camara del extractor Soxhlet. El disolvente de extraccidn es colocado en el matraz de destilacién de
fondo redondo, donde es calentado por la manta calefactora. Los vapores del disolvente ascienden
por el montaje hasta llegar al serpentin de refrigeracion, donde condensa y cae gota a gota sobre el
cartucho que contiene la muestra, teniendo lugar la extraccién de las sustancias de interés. El
disolvente junto con las sustancias extraidas es acumulado en un compartimento lateral que
presenta el extractor Soxhlet. Cuando el nivel del disolvente condensado recogido en el
compartimento alcanza la parte superior del sifon lateral, retorna al matraz de ebullicion. Este
proceso es repetido varias veces hasta que la extraccidn de las sustancias ha tenido lugar.

Figura 3. Montaje de laboratorio Soxhlet.

e Extraccion con unidad SoxtecTM 8000.

La unidad de extraccidon SoxtecTM 8000 es un instrumento automatizado para la determinacién de
materia extraible con disolventes, el cual consta de una unidad de control, situada en la parte
superior, con la que se programan las variables del proceso, una unidad de extraccidon formada por
seis posiciones de extraccidn en serie, y conectada a ésta, un bafio de refrigeracion.
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Mediante este procedimiento, la muestra sélida triturada es introducida en los cartuchos de celulosa,
colocados mediante el empleo de capuchones, en las distintas posiciones del equipo. El disolvente de
extraccién es colocado en los vasos de extraccién, que serd calentado por placas calefactores
situadas en la unidad de extraccién. Se programan las variables en la unidad de control y se inicia el
proceso. Las tres etapas posteriores, etapa de ebullicion, etapa de goteo o condensado y etapa de
recuperacion, estan totalmente automatizadas. El equipo calienta el disolvente hasta la temperatura
de proceso programada, momento en que se inicia la primera etapa de ebulliciéon. En esta etapa, los
cartuchos con las muestras son sumergidos en el disolvente hirviendo, extrayendo la mayor parte de
la materia extraible. Finalizado el tiempo programado para la primera etapa, se inicia la segunda
etapa de goteo o condensado, donde los cartuchos junto con las muestras se elevan por encima del
nivel del disolvente. Los vapores de disolvente ascienden por el montaje hasta el serpentin de
refrigeracion, donde condensa y caen gota a gota sobre el cartucho de celulosa que contiene la
muestra, arrastrando las sustancias extraidas de la muestra y retornando finalmente al vaso de
extraccidon. Este proceso es repetido varias veces hasta la finalizacidon del tiempo programado para
esta etapa. Finalizada la etapa de condensado, se inicia la tercera etapa de recuperacidn, donde el
disolvente es evaporado y recuperado en un matraz, dejando la materia extraible mas concentrada
en la cubeta. Durante los ultimos minutos de la recuperacidon se suministra flujo de aire en cada
posicién para mejorar la recuperacién de disolventes.

Comparando ambos procedimientos, mediante el montaje tradicional de vidrio Soxhlet, la extraccidon
tiene lugar Unicamente en la etapa de goteo del condensado del disolvente sobre el cartucho que
contiene la muestra. En cambio, mediante el empleo del equipo automatizado Soxtec™ 8000, la
extraccién tiene lugar en la primera etapa de ebullicion, en la cual, el cartucho se sumerge
totalmente en el disolvente, y en la segunda etapa de goteo o condensado. Ademds, mediante el
empleo del equipo automatizado Soxtec™ 8000 se consigue disminuir los tiempos de extraccidn,
obtener una mayor cantidad de extracto concentrado final, debido a las seis posiciones en serie, y la
posibilidad de recuperar parte del disolvente en el mismo montaje de extraccion, pudiendo ser
reutilizado en posteriores extracciones.

5.1.2. Extraccién mediante técnica maceracion.

La técnica de extraccién por maceracion es la técnica mds convencional de extraccion sélido-liquido
en la obtencién de bioproductos de interés presentes en vegetales, y se caracteriza por ser la mas
econdmica. Esta técnica consiste en mezclar la muestra sélida y disolvente en un recipiente y dejar
en contacto durante un tiempo determinado para que tenga lugar la transferencia del soluto de
interés en el seno del disolvente (Figura 5). Este proceso puede tener lugar a temperatura y bajo
agitaciéon, facilitando con ello la extraccidn. Finalizado el tiempo de extraccion, las impurezas
presentes en el extracto son eliminadas mediante filtracion.
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5.1.3. Resultados obtenidos con las extracciones.

Figura 5. Proceso de extraccion por maceracion.

A continuacion, se muestra una tabla resumen con todos los resultados obtenidos con los distintos
residuos biomdsicos estudiados, indicando el nombre que se le ha dado a cada extracto, la especie y
la parte de la planta de la que proviene, el método de extraccién empleado, asi como el disolvente y
el rendimiento de extracto obtenido.

Tabla 6: Extracciones y extractos obtenidos a partir de la biomasa recogida en el proyecto.

EXTRACTO ESPECIE PARTE DE LA METODO DE DISOLVENTE RTO.
PLANTA EXTRACCION (%)

EXHID-1 Pinus Nudos Montaje Soxhlet Acetona -
halepensis

EXLIP-1 Pinus Nudos Soxtec™8000 Hexano -
halepensis

EXHID-2 Pinus Nudos Soxtec™8000 Acetona -
halepensis

EXHID-3 Pinus Nudos Soxtec™8000 Acetona 18,37
halepensis

EXHID-4 Pinus Ramasy hojas Soxtec™8000 Acetona 8,6
halepensis

EXHID-5 Pinus pinea Pifias Soxtec™8000 Acetona 4,34

EXHID-6 Olea europaea Madera seca Maceracion Etanol:Agua 100,35

(50:50)
EXHID-7 Olea europaea Madera seca Soxtec™8000 Etanol 10,57
EXHID-8 Olea europaea Ramas y hojas Maceracion Etanol 8,15
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EXHID-9 | Oleaeuropaea  Ramasy hojas Soxtec™8000 Etanol 14,11
EXHID-10 Juniperus Restos de poda Soxtec™8000 Acetona 5,12
oxycedrus
EXHID-11 Tamarix sp. Restos de poda Soxtec™8000 Etanol 5,91
EXLIP-2 Citrus sp. Céscaras Soxtec™8000 Hexano 1,47
EXHID-12 Citrus sp. Céscaras Soxtec™8000 Acetona 4,93
EXHID-13 | Pinus sylvestris Nudos Soxtec™8000 Acetona 31,3

Cabe destacar de la Tabla 6, que en los primeros extractos no se calculé el rendimiento, ya que se
consideraron pruebas preliminares. También se debe sefialar que el rendimiento obtenido con el
extracto EXHID-6 no fue correcto, ya que se obtuvo un resultado mayor del 100% debido a la
presencia de disolvente que no se logré evaporar.

e Purificacién de compuestos en EXHID-3.

El extracto EXHID-3 se purificé con la finalidad de aislar la sustancia biocida pinosilvina. La separacién
de compuestos se realizé mediante la técnica de cromatografia en columna flash con gradiente de la
fase movil, empezando con ciclohexano al 100 % y terminando con acetato de etilo al 100 %. La
identificacion de los compuestos se realizé por cromatografia de placa fina (TLC) y cromatografia de
gases-masas.

A partir de la separacién por cromatografia flash se recogen cuatro diferentes submuestras, las
cuales resultan de la unién y posterior concentracidn de las fracciones obtenidas tras la columna que
poseen compuestos de interés. Dichos compuestos se detectaron por Cromatografia de Gases-Masas
(GC-MS) de las diferentes fracciones. De esta manera se obtuvieron las siguientes submuestras:

EXHID-3-1: Fraccién 01-06

En la fracciéon 01 — 06, el compuesto de interés fue el limoneno, el cual ha demostrado tener efectos
fungicidas y antibacterianos. El rendimiento fue del 3,58 %.

EXHID-3-2: Fracciéon 7-18

El principal componente que contenian las fracciones de la 7 a la 18 fue la vainilla, que segun la
bibliografia tiene propiedades herbicidas. El rendimiento fue del 0,715 %.

EXHID-3-3: Fraccién 19-33

Tal como se ha comentado anteriormente, la pinosilvina es el principal compuesto de interés. Esta se
encontraba entre los viales extraidos de la columna cromatografica 19 y 33. El rendimiento fue del
0.17%
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EXHID-3-4: Fraccion 34 — 65

En estas fracciones no aparecié ningin compuesto de interés en la cromatografia de gases. De
hecho, en estas fracciones aparecian pocos compuestos en comparacién con las primeras fracciones,
lo cual indica que el extracto de Pinus halepensis tiene mds compuestos apolares que polares. Aun
asi, se unieron y se calculé el rendimiento, que fue del 0,13 %.

5.1.4. Caracterizacion de los extractos.

Los extractos obtenidos se han analizado usando la técnica de cromatografia CG-MS (en primeras
pruebas se utilizd el cromatdgrafo modelo Agilent 7820A GC - 5977B MSD y con las demas el modelo
Intuvo 9000GC-7000D GC/TQ). La columna empleada fue una columna no-polar HP-5MS vy el gas
portador Helio, con un caudal de 1,2 ml/min. La temperatura de inyeccidon fue de 250°C. La
temperatura del horno inicialmente fue de 40°C aumentando gradualmente 10°C/min hasta alcanzar
una temperatura de 300 °C. Para su inyeccidn en cromatégrafo, los extractos concentrados son
diluidos con disolvente de grado analitico para poder obtener cromatogramas mas limpios, siendo asi
mas facil la identificacion de las sustancias mayoritarias presentes.

A continuacién, se muestra una tabla resumen para cada extracto, donde se indican los compuestos
mas abundantes obtenidos en cada uno y sus propiedades de interés.

e EXHID-1

Tabla 7: Propiedades de compuestos mas abundantes identificados en EXHID-1.

TR (min) Compuesto Clasificacion Férmula Propiedades

5,09 2,4,6-octatrieno, 2,6-dimetil-, (E,E)- Monoterpeno CioH1e Antioxidante [5]

Antibacteriano,

12,18 Cariofileno Sesquiterpeno CisHaa antifingico [6] [7]
. Antimi i fungici
21,41 Acido isopimarico Diterpeno Ca0H3002 ntlmlcrol[aé?r[\;], ungicida
Anti i fungici
21,89 Pinosilvina Estilbenoide C14H120; ntlbactflréa]r}cl),l]ungmda
22,99 Acido abiético Diterpeno  Cahg0,  /DACtEriano, fungicida

[81[12][9]

7
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e EXLIP-1

Tabla 8: Propiedades de compuestos mas abundantes identificados en EXLIP-1.

TR (min) Compuesto Clasificacion Férmula Propiedades
5,08 Tr.|C|c|(.)[2.2.1.0(2,6)]heptano,1,3,3- Monoterpeno CioH16 Antimicrobiano [13]
trimetil
- . Antibacteriano,
12,19 Cariofileno Sesquiterpeno CisHaa antifingico [6] [7]
- . . Antibacteriano, fungicida
23,11 Acido abiético Diterpeno C20H3002 18] 112] [9]
e EXHID-2
Tabla 9: Propiedades de compuestos mas abundantes identificados en EXHID-2.
TR (min) Compuesto Clasificacion Férmula Propiedades
5,08 Tr.|C|c|(.)[2.2.1.0(2,6)]heptano,1,3,3- Monoterpeno CioH1e Antimicrobiano [13]
trimetil
2137 Acridin-9-amina, 1,2,3,4-tetrahidro- Compuesto CasHiaN Termiticida, protozoicida
’ 5,8-dimetil-. nitrogenado st [14]
23,25 Acido palustrico Diterpeno C20H3002 Antibacteriano [15]
- o X Antibacteriano, fungicida
23,25 Acido abiético Diterpeno C20H3002 (8] [12] [9]
e EXHID-3
Tabla 10: Propiedades de compuestos mas abundantes identificados en EXHID-3.
TR (min) Compuesto Clasificacion Formula Propiedades
5,10 Tr.|C|cIc.>[2.2.1.0(2,6)]heptano, 133 Monoterpeno CioH16 Antimicrobiano [13]
trimetil-
. . Antibacteriano,
12,25 Cariofileno Sesquiterpeno CisHaa antifingico [6] [7]
13,23 alfa.-Muuroleno Sesquiterpeno CisHaa Insecticida [16]
21,58 9H-piridof3,4-blindol, 7-metoxi-1,5- Compuesto CiaH1N0 Antibacteriano [17]
dimetil- nitrogenado
22,27 Pinosilvina Estilbenoide Cubpo, ~ Antibacteriano, fungicida

[10] [11]
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e EXHID-4

Tabla 11: Propiedades de compuestos mas abundantes identificados en EXHID-4.

Tiempo
retencion Compuesto Clasificacion Férmula Propiedades
(min)
- . Antibacteriano,
12,22 Cariofileno Sesquiterpeno CisHaa antifingico [6] [7]
19,23 Thunbergol Alcohol diterpénico Ca0H340 Antimicrobiana [18]
e EXHID-5
Tabla 12: Propiedades de compuestos mas abundantes identificados en EXHID-5.
TR (min) Compuesto Clasificacion Férmula Propiedades
Antifingico,
6,51 D-limoneno Monoterpeno CioH16 . aptlbacterlar)o.,. .
antioxidante, antiviricida
[19] [20] [21]
- . . Antimicrobiano,
14,28 Oxido de cariofileno Sesquiterpeno CisH210 antiftngico [22, 23].
. . . - . Antimicrobiano,
21,77 Deshidroabietato de metilo Acido resinoso C21H3002 e
antifungico [24].
e EXHID-6

Tabla 13: Propiedades de compuestos mas abundantes identificados en EXHID-6.

TR (min) Compuesto Clasificacion Férmula Propiedades
Antioxidante,
12,31 4-hidroxi-bencenoetanol Fenol CsH1002 antimicrobiano
[25, 26, 27)
E)-4-(3-hidroxiprop-1-en-1-il)-2-
15,97 (B (?’ idroxiprop-1-en-1-il) Fenol Ci10H1203 Antimicrobiano [28]
metoxifenol
e EXHID-7

Resultados muy similares a los obtenidos con el extracto EXHID-6.
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e EXHID-8

Tabla 14: Propiedades de compuestos mas abundantes identificados en EXHID-8.

TR (min) Compuesto Clasificacion Férmula Propiedades
5,99 n-Decano Alcano CioH22 Antimicrobiano [29]
25,72 Heneicosano Alcano CaiHaa Antimicrobiano [30]

Antimicrobiano

27,17 Hexacosano Alcano Ca6Hsa
[31][32]
e EXHID-9
Tabla 15: Propiedades de compuestos mas abundantes identificados en EXHID-9.
TR (min) Compuesto Clasificacion Férmula Propiedades
(E)-4-(3-hidroxiprop-1-en-1-il)-2-
15,98 . Fenol C10H1203 Antimicrobiano [28]
metoxifenol
Antibacteriano,
27,18 Tetratriacontano Alcano CasH70 antifdngico

[33] [34] [35]

e EXHID-10

Tabla 16: Propiedades de compuestos mas abundantes identificados en EXHID-10.

TR (min) Compuesto Clasificacion Formula Propiedades
13,14 4-epi-cubebol Sesquiterpeno Ci5s H26 0 Antibacteriano [36]
13,41 cubebol Sesquiterpeno Cis Hs O Antibacteriano [36]
14,77 Di-epi-1,10-cubenol Sesquiterpeno Ci5 H6 O Antibacteriano [37]
14,93 epicubenol Sesquiterpeno Cis H260 Antibacteriano [37]
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e EXHID-11

Tabla 17: Propiedades de compuestos mas abundantes identificados en EXHID-11.

TR (min) Compuesto Clasificacion Férmula Propiedades

Antioxidante,
antibacteriano,
resistencia UV [38]
[39].

15,65 3,5-dimetoxi-4-hidroxibencilico Metoxifenol C10H1404

Antioxidante,
CioH1404 antibacteriano,
resistencia UV [38]
[39].

15,82 3,5-dimetoxi-4-hidroxibencenoetanol Metoxifenol

Antimibacteriano,
antifungico,
antituberculosis [40]
[41].

26,48 Gamma-sitostenona Esterol C29H130

e EXLIP-2

Tabla 18: Propiedades de compuestos mas abundantes identificados en EXLIP-2.

TR (min) Compuesto Clasificacion Férmula Propiedades
5,89 B-mirceno Monoterpeno CioH1e Antimicrobiano [42]
7,57 Linalool Monoterpeno Ci0H180 Antimicrobiano [42]
9,13 Decanal Monoterpeno CioH200 Antimicrobiano [42]
9,67 Neral Monoterpeno CioH160 Antibacteriano [43]

Antioxidante,
25,29 Escualeno Triterpeno CaoHso cardioprotectora,

antitoxica [44]
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e EXHID-12

Tabla 19: Propiedades de compuestos mas abundantes identificados en EXHID-12.

TR (min)  Compuesto Clasificacion Férmula Propiedades

5,89 B-mirceno Monoterpeno CioH16 Antimicrobiano [42]

Antibacteriano,
antiflingico, viricida,
antioxidante,
quimiopreventivo,
6,51 D-limoneno Monoterpeno CioHis anticancerigeno,
antidiabético [45] [46]
[42] [47]

Antimicrobiano [42]

7,58 Linalool Monoterpeno Ci10H180

Antioxidante e

i ticida [42
9,00 a-terpineol Monoterpeno CioH150 insecticida [42]
9,13 Decanal Monoterpeno CioH200 Antimicrobiano [42]
13,59 N- metilvaleramida Acilo graso CeH13NO Antimicrobiano [48]

Compuesto

13,59 2-(hidroximetil)-2-nitro-1,3-propanodiol C4HsNOs Antimicrobiano [48]

nitrogenado

Antioxidante y

13,96 4-etenil-2,6-dimetoxifenol, Estilbeno Ci5H1403
antimutagénico [49]
Antioxidante,
25,29 Escualeno Triterpeno CsoHso cardioprotectora,

antitoxica [44]
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e EXHID-13

Tabla 20: Propiedades de compuestos mas abundantes identificados en EXHID-13.

TR (min) Compuesto Clasificacion Férmula Propiedades

Antibacteriano,

4,79 (1R)-2,6,6-trimetilbiciclo[3.1.1]hept-2-eno Monoterpeno CioH1e antifungico, insecticida
[50] [51] [52]
19,03 Pinosilvina Estilbenoide C14H1202 Antlbact;esr;a]r}(;,l;unglada
20,80 9H-pirido(3,4-blindol, 7-metoxi-1,5- compuesto ¢ 1 N20 Antibacteriano [17]
dimetil- nitrogenado
22,72 Acido abiético Diterpeno C20H3002 Antibacteriano, fungicida

[54] [55] [9]

PAQUETE DE TRABAJO 6.- CARACTERIZACION Y VALIDACION DE LOS PRODUCTOS OBTENIDOS PARA
SUSTRATOS DEL SECTOR MADERA, MUEBLE Y CONSTRUCCION.

Durante la realizacién del Paquete de Trabajo 5, se obtuvieron diferentes extractos provenientes de
las muestras de biomasa recogidas y procesadas durante el desarrollo del Paquete de Trabajo 4.

En este sentido, uno de los objetivos del paquete de trabajo 6, fue la caracterizacion y validacion de
propiedades de interés de dichos extractos para la industria y, en especial, para el sector madera,
mueble y construccidn (biocida, hidrofobicidad y resistencia al fuego).

El segundo de los principales objetivos de este paquete de trabajo viene dado por el interés en
encontrar metodologias de obtencion de bioproductos alternativas a las extracciones, asi como por
el auge de los procesos termoquimicos en la actualidad. Es por ello, que el segundo objetivo consistid
en realizar una prospeccién de dichos procesos y seleccionar el mas adecuados para la revalorizacion.
Durante este estudio se seleccioné la técnica de Carbonizacién Hidrotermal, y se llevéd a cabo
diferentes andlisis a nivel de laboratorio, contando con la subcontratacion del ITQ (Instituto de
Tecnologia Quimica) de la Universidad Politécnica de Valencia (UPV).

En primer lugar, se resume la prospeccion de los procesos termoquimicos y los resultados obtenidos
con la Carbonizacién Hidrotermal de los residuos biomdsicos seleccionados. Seguidamente, se
resumen los resultados de las caracterizaciones de todos los extractos obtenidos, tanto los obtenidos
en el paquete de trabajo 5, como de los bioproductos conseguidos procedentes de la parte liquida
extraida en la Carbonizacién Hidrotermal durante la realizacion del presente paquete de trabajo 6.

7
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6.1 Procesos termoquimicos para la revalorizacidn de residuos biomasicos

Los tratamientos termoquimicos son procesos en los que una cantidad de biomasa se somete a unas
determinadas condiciones de presidén y temperatura que provocan en ella distintas transformaciones
guimicas. El producto final obtenido es un sélido similar al carbdn, ademads de una fraccién liquida y
una porcién de gases no condensables. Entre las técnicas termoquimicas destacan la pirolisis y la
carbonizacion hidrotermal. La particularidad de la pirolisis es que la biomasa se calienta en ausencia
de oxigeno para evitar su combustién, mientras que en carbonizacién hidrotermal, se calienta la
biomasa sumergida en agua a altas presiones. Ambas se emplean habitualmente para obtener
materia carbonizada que se destina principalmente a la obtencidn de energia. Sin embargo,
recientemente se estan haciendo esfuerzos para diversificar el producto obtenido, por ejemplo,
empleando la fraccién liquida en los casos en los que presenta propiedades de interés u obteniendo
nanomateriales formados por atomos de carbono ordenados. Todo esto se puede conseguir
mediante una adecuada eleccién de los pardmetros de los procesos termoquimicos. Precisamente, el
obtener de un mismo proceso mas de un tipo de sustancia revalorizada es una de las principales
ventajas que pueden ofrecer estas técnicas. Otra ventaja es que, a diferencia de la mayoria de las
técnicas de extraccidon, no se emplean disolventes, con lo cual en ese sentido son mds respetuosos
con el medio ambiente y ademas son procesos facilmente escalables, permitiendo trasladar el
proceso de revalorizacidn a la industria.

Se ha demostrado que tanto la carbonizacidon hidrotermal como la pirolisis pueden generar
productos mas alld del biocarbén como lo son los aceites con propiedades de interés o las
nanoestructuras de carbono. En general, los aceites de pirolisis estan mas estudiados que los de
carbonizacion hidrotermal, sin embargo, hay algunos indicios de que el producto obtenido por
carbonizacion hidrotermal podria tener mejores propiedades. En este ultimo caso, las moléculas
grandes contenidas en la biomasa quedan disueltas en el agua en la que se lleva a cabo la reaccién, a
diferencia de la pirolisis, en cuyo caso las estructuras moleculares se degradan. La conservacién de
estas moléculas hace posible que se mantengan algunas de las propiedades de interés. Asi, este
proceso se presenta como una buena solucidn para transferir algunas propiedades presentes en la
biomasa a distintos productos con la minima alteracién. Otra de las ventajas que presenta es que
hace posible tratar materia himeda, mientras que en pirolisis es necesario un tratamiento previo de
secado que incrementaria los costes o directamente muchos tipos de biomasa quedarian
descartados. Aunque existen pocos estudios publicados al respecto, muestran resultados muy
prometedores. Por ejemplo, se ha extraido limoneno a partir de cascaras de naranja por
carbonizacion hidrotermal, que presenta efecto bactericida [56]. Dicha extraccion seria inviable en
pirolisis debido al alto contenido en agua de las cdscaras de naranja. Por esta razén, los aceites
obtenidos por carbonizacion hidrotermal son un campo a explorar para revalorizar biomasa residual
forestal como productos de alto valor afiadido para aplicarlos en el sector de la madera, el mueble y
la construccién. Y es por ello que se seleccioné como metodologia en investigacidn en el proyecto
AGROFOREF.

Ademas, durante el proyecto, los extractos de residuos biomdsicos se han obtenido por extracciones
con disolventes (Soxhlet o maceracién). En esta etapa del proyecto se planted realizar una
investigacion aplicando la metodologia de la carbonizacidon hidrotermal en algunos de los residuos
estudiados en el paquete de trabajo 5 para conseguir, también, otros bioproductos obtenidos de
forma alternativa a las extracciones clasicas. De esta manera, se utilizd la fase liquida que se obtuvo
por HTC como bioproducto en estudio, con el fin de estudiarla y de utilizar una fase que
normalmente se desecha o no se considera, ya que habitualmente se utiliza la fase sélida o
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hidrochar, contribuyendo a la economia circular, con el aprovechamiento de todas las fases
resultantes.

6.1.1 Extraccién de aceites esenciales mediante el proceso de carbonizacién hidrotermal

El estudio de la extraccion de aceites esenciales a partir de biomasa durante el proceso de
carbonizacion hidrotermal se realizé con la participacidn del Instituto de Tecnologias Quimicas (ITQ)
de la Universitat Politecnica de Valéncia y bajo la coordinacién del Dr. Michael Renz.

Se eligieron 2 de los residuos biomasicos estudiados en el proyecto para realizar el estudio. Estos
fueron:

. Residuos de cdscaras de naranja de la especie Citrus sp. Al extracto obtenido se le designé
como HTC-1.
. Residuos de restos de poda, ramas y hojas, de la especia Olea europaea. Al extracto obtenido

se le designé como HTC-2.

El proceso de extraccion de aceites esenciales a partir de biomasa durante el proceso de
carbonizacién hidrotermal se conoce a escala piloto industrial [56], pero hasta ahora no se habia
simulado en el laboratorio. Para ello se adaptd un autoclave y se comprobd el aparato con una
mezcla de agua/limoneno y con piel de naranja en agua (Figura 6). Con esta adaptacion se realizaron
las HTC de las cascaras de naranja (HTC-1) y los restos de poda de olivo (HTC-2) en las mismas
condiciones.

Figura 6: Autoclave con adaptacion para la extraccion de monoterpenos.
. HTC-1

Una vez se habian establecido las condiciones de reaccion y la funcionalidad del reactor se empled
piel de naranja para la extraccion del limoneno directamente a partir de biomasa. Para ello, se cargd
el autoclave con 48 g de piel de naranja triturada (76 % de humedad; resultaron 37 g de aguay 12 g
de masa seca) y 2 g de tolueno. Se calentd a 220 °C y se sacaron pequenas cantidades de muestra en
forma de vapor que condensé en el tubo enfriado.
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Una vez terminada la extraccion de vapores del autoclave, se abrid el reactor y se recuperd residuo
de naranja como hydrochar himedo. No hubo fase liquida que se pudiese haber separado por
filtracion. Por esto, se secé el sélido y se determinaron cantidad y composicién de las cenizas.

La diferencia en el peso antes y después del secado se incluyé en el balance de masa como liquido. El
rendimiento al sélido fue del 35%, con un porcentaje de carbono del 66,4%.

La cantidad de monoterpenos fue destacable en tres fracciones de las fracciones obtenidas, las
fracciones cuatro, cinco y seis.

Una vez detectada una cantidad significativa de monoterpenos, la extraccion se completd en un
tiempo relativamente corto, de aproximadamente 20 min. En las fracciones posteriores, siete a diez,
se elimind la cantidad residual de monoterpeno del reactor.

En el andlisis cromatografico de la parte organica de las extracciones de vapor a partir de la cdscara
de naranja se detectaron, a parte del limoneno, otros tres monoterpenos, el alfa-terpineno, el gama-
terpineno y el terpinoleno. En las primeras cuatro extracciones la selectividad al limoneno bajo
sucesivamente del 77% al 72% y quedd constante después con aproximadamente el 70%. El segundo
isomero mds abundante fue el terpinoleno con un 17%, mientras que el alfa- y el gamaterpineno se
encontraron en un 8% y un 5%, respectivamente.

Estas fracciones se unieron y esta unién se corresponde con la muestra HTC-1

. HTC-2

Una vez adaptado el autoclave para la extraccion de compuestos organicos durante la reaccién de
carbonizacion hidrotermal, se estudié la transformacién de restos de poda de olivo y una posible
extraccién de compuestos organicos en el medio vapor.

Se realizaron tres réplicas, utilizdndose 8.0 g de biomasa y 30 g de agua de media. También se
introdujo tolueno (2.0 g) en el autoclave para facilitar la destilacion de componentes orgdnicos. En el
balance global se recuperd un 85% en peso del material empleado. El rendimiento al sélido fue un
52-53% en peso de la materia seca empleada, con un 65.3% de contenido en carbono. Estos valores
demuestran que se trata de un carburante sélido renovable de alta cantidad.

Con respecto a las extracciones de vapor de agua, al principio se extrajo una cantidad menor hasta
llegar a una cantidad constante de entre 3.0y 3.5 g.

En los cromatogramas se encontraron varios compuestos del grupo de sesquiterpenos. Sin embargo,
por la baja concentracidn la identificacion no fue inequivoca. Aparte de los sequiterpenos también se
detectd un grupo de compuestos que se determind pesados. Por la baja concentracidon no se
pudieron identificar estos compuestos de manera inequivoca. Probablemente incluyen derivados de
acidos grasos y diterpenos.

En conclusion, se pudo constatar que de los restos de poda de olivo se pueden obtener compuestos
diferentes que en el caso de la cdscara de naranja. Sin embargo, la cantidad es muy baja. A nivel
industrial se podria generar gramos de este material lo que valdria la pena si se tratara de
compuestos de un alto valor afiadido. Para ello la tercera réplica realizada, que no tenia
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contaminacidn con los terpenos de la cdscara de naranja, se estudié como la muestra HTC-2 y se
evaluaron sus propiedades para poder determinar el valor que puede tener este bioproducto.

6.2 Caracterizacidn y validacién de los bioproductos en laboratorio

A continuacién, se resumen los resultados alcanzados con las caracterizaciones de todos los
bioproductos obtenidos durante la realizacidon del proyecto AGROFOREF, tanto de los extractos del
paquete de trabajo 5, como de los bioproductos obtenidos en la Carbonizacidon Hidrotermal, en este
paquete de trabajo.

6.2.1. Evaluacién microbiolégica de los bioproductos obtenidos

Los extractos de nudos de P. halepensis referenciados como EXLIP-1 y EXHID-2 no fueron evaluados
microbioldgicamente. El extracto EXLIP-1, se realizd con la finalidad de obtener y separar sustancias
lipolificas de los nudos de P. halepensis para, posteriormente, en una segunda extraccion, EXHID-2,
reducir el nimero de sustancias que no eran de interés, obteniendo un extracto mas purificado, en el
que identificar y aislar la sustancia biocida pinosilvina. Tras analisis cromatografico no se consiguio
identificar esta sustancia en los extractos EXLIP-1 y EXHID-2. En cambio, en los extractos EXHID-1 y
EXHID-3, también de nudos de P. halepensis, si se identificé la pinosilvina en cantidades
considerables, evaluando en esta muestra, por tanto, sus propiedades microbioldgicas.

e Técnicas microbioldgicas

Se han realizado dos técnicas de evaluacidn de la actividad microbioldgica en funcidn de las
caracteristicas de las muestras:

- Dispersion en discos (siembra en superficie o en profundidad) para halo de inhibicion.
- Pocillos en siembra en profundidad para inhibicién.

No obstante, y debido a la viscosidad y poca solubilidad de los extractos, la técnica mas utilizada ha
sido la de pocillos en siembra en profundidad para inhibicidn.

Las siguientes tablas muestran los resultados microbiolégicos obtenidos con todos los extractos
analizados.
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e EXHID-1

Tabla 21: Resultados microbioldgicos de EXHID-1 mediante la técnica de difusion en pocillos.

Hongos Bacterias
Muestra | A. niger | A. niger | A. ver. A. ver. A. pul. A. pul. .
(halocm) | 48h 120h 48h | 120h 48h BN > aureus | £ coll
EXHID-1 0,7 0,9 0,5 0,7 0,7 0,7 2,8 -
e EXHID-3

Este bioproducto proviene de la extraccién de nudos de P. halepensis realizada en una Unica fase
utilizando como disolvente acetona de alto grado de pureza, y llevada a cabo en equipo de
extraccién Soxtec™ 8000.

Tal y como se explica en el paquete de trabajo 5, el extracto EXHID-3 se purificd con la finalidad de
aislar la sustancia biocida pinosilvina, y otras sustancias de interés por sus posibles propiedades
biocidas. La separacion de compuestos se realizé mediante la técnica de cromatografia en columna
flash.

A partir de los resultados de la cromatografia de gases, se agruparon determinadas fracciones
obtenidas en la cromatografia en columna. De esta manera se obtuvieron cuatro submuestras
procedentes de EXHID-3:

- EXHID-3-1, la cual proviene de la agrupacion de las fracciones de la columna 01-06, en las que
el compuesto de interés es el limoneno.

- EXHID-3-2, la cual proviene de la agrupacion de las fracciones de la columna 07-18, en las que
el compuesto de interés es la vainillina.

- EXHID-3-3, la cual proviene de la agrupacion de las fracciones de la columna 19-33, en las que
el compuesto de interés es la pinosilvina. Este extracto se analizé tanto sin diluir, utilizando la técnica
de difusién en pocillos (EXHID-3-3a), como diluido en acetona (EXHID-3-3b), tanto utilizando la
técnica de difusidn en pocillos como la técnica de difusion en disco.

- EXHID-3-4, la cual proviene de la agrupacion de las fracciones de la columna 34-65, en las que
no aparece ninglin compuesto de interés en la cromatografia de gases, no obstante, se recogen para
su analisis.

Todas estas muestras se analizaron microbioldgicamente y la Tabla 22 muestra sus resultados.
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Tabla 22: Resultados microbioldgicos de las submuestras de EXHID-3 mediante la técnica de difusion en pocillos y discos.

Hongos

Muestra A. niger A. niger Rh. stol. Rh. stol. S aureus E. coli
(halo cm) 48h 120h 48 h 120h
EXHID-3-1 0,7 0,5 1,6 0,5 0,9

EXHID-3-2 ) ) )

Bacterias

EXHID-3-3a ) )
EXHID-3-3b

Acetona/ 0,8 0,9
pocillos
EXHID-3-3b
Acetona/ ) . . 1,4 )

discos

EXHID-3-4 ) ) )

0,3 0,2 ) )

0,8 1,0 1,3 0,7

e EXHID-4

Tabla 23: Resultados microbiolégicos de la muestra EXHID-4 mediante la técnica de difusion en pocillos.

Hongos Bacterias
Muestra A. niger A. niger Rh. s. Rh. s. S. aureus E. coli
(halo cm) 48h 120h 48 h 120h ) ’
EXHID-4 ) ) ) ) ) )
e EXHID-5

Tabla 24: Resultados microbiolégicos de la muestra EXHID-5 mediante la técnica de difusion en pocillos.

Hongos Bacterias
Muestra A. niger A. niger Rh. s. Rh. s. S. aureus E. coli
(halo cm) 48h 120h 48 h 120h ’ ’
EXHID-5 ) ) ) ) ) )

e EXHID-6

Tabla 25: Resultados microbiolégicos de la muestra EXHID-6 mediante la técnica de difusion en pocillos.

HONGOS BACTERIAS
Muestra A. niger A. niger Rh. s. Rh. s. S. aureus E. coli
(halo cm) 48 h 120 h 48 h 120 h ’ ’
EXHID-6 - - 0,2 0,0 0,7 0,7
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EXHID-7

Tabla 26: Resultados microbioldgicos de la muestra EXHID-7 mediante la técnica de difusion en pocillos.

HONGOS BACTERIAS
Muestra A. niger A. niger Rh. s. Rh. s. S. aureus E. coli
(halo cm) 48 h 120 h 48 h 120 h ’ ’
EXHID-7 - - - - 0,7 -
e EXHID-8

Tabla 27: Resultados microbiolégicos de la muestra EXHID-8 mediante la técnica de difusion en pocillos.

HONGOS BACTERIAS
Muestra A. niger A. niger Rh. s. Rh. s. S. aureus E. coli
(halo cm) 48 h 120 h 48 h 120 h ) )
EXHID-8 0,9 0,4 - - 0,6 -
e EXHID-9

Tabla 28: Resultados microbiolégicos de la muestra EXHID-9 mediante la técnica de difusion en pocillos.

HONGOS BACTERIAS
Muestra A. niger A. niger Rh. s. Rh. s. S. aureus E. coli
(halo cm) 48 h 120 h 48 h 120 h ’ ’
EXHID-9 - - - - 0,7 -
e EXHID-10

Tabla 29: Resultados microbiolégicos de la muestra EXHID-10 mediante la técnica de difusion en pocillos.

HONGOS BACTERIAS
Muestra A. niger A. niger Rh. s. Rh. s. S. aureus E. coli
(halo cm) 48 h 120 h 48 h 120 h ’ ’
EXHID-10 - - 0,5 - 1,2 -
e EXHID-11

Tabla 30: Resultados microbiolégicos de la muestra EXHID-11 mediante la técnica de difusién en pocillos.

HONGOS BACTERIAS
Muestra A. niger A. niger Rh. s. Rh. s. S. aureus E. coli
(halo cm) 48 h 120 h 48 h 120 h ’ ’
EXHID-11 0,8 - 0,5 - 1,6 2,2
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EXLIP-2

Tabla 31: Resultados microbiolégicos de la muestra EXLIP-2 mediante la técnica de difusion en pocillos.

HONGOS BACTERIAS
Muestra A. niger A. niger Rh. s. Rh. s. S. aureus E. coli
(halo cm) 48 h 120 h 48 h 120 h ’ ’
EXLIP-2 0,5 - - - 0,7 -
e EXHID-12

Tabla 32: Resultados microbiolégicos de la muestra EXHID-12 mediante la técnica de difusion en pocillos.

HONGOS BACTERIAS
Muestra A. niger A. niger Rh. s. Rh. s. S. aureus E. coli
(halo cm) 48 h 120 h 48 h 120 h ) )
EXHID-12 2,5 - - - 1,0 -
e EXHID-13

Tabla 33: Resultados microbiolégicos de la muestra EXHID-13 mediante la técnica de difusion en pocillos.

HONGOS BACTERIAS
Muestra n;:er mf:er va:l:)tti va;;wtti vir.’;ns vir.’;ns SBCLICED A
(haloem) | " yen | 120n | 4sh | 120n | 4sn | 120n | (%M (24h)
EXHID-13 | 0,5 0,5 0,2 0,2 0,4 0,4 0,7 -
e HTC1

Tabla 34: Resultados microbiolégicos de la muestra HTC-1 mediante la técnica de difusion en pocillos.

HONGOS BACTERIAS
Muestra A. niger A. niger Rh. s. Rh. s. S. aureus E. coli
(halo cm) 48 h 120 h 48 h 120 h ’ ’
HTC-1 0,6 0,6 0,8 0,7 0,6 0,5
HTC-1
1/2 0,7 0,7 0,5 0,5 0,7 0,5
HTC-1
1/4 017 0,6 - - - 0'6
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HTC-2

Tabla 35: Resultados microbioldgicos de la muestra HTC-2 mediante la técnica de difusion en pocillos.

HONGOS BACTERIAS
Muestra A. niger A. niger Mix 846 Mix 846 S. aureus E. coli
(halo cm) 48h 120h 48 h 120h ’ ’
HTC-2 - - 0,1 ) 0,4 0,1

Tras finalizar las evaluaciones y analizar todos los datos obtenidos se observaron las siguientes
conclusiones:

- Los extractos que presentaron mejores resultados microbioldgicos fueron en primer lugar el
producto HTC-1. Dicho producto proviene de las fracciones liquidas de la carbonizacién
hidrotermal de las cascaras de naranjas. En este caso el producto inhibio el crecimiento de todos
los hongos y bacterias estudiados, incluso 120 horas después, en el caso de los hongos. Este
efecto se mantuvo al diluir el producto a la mitad. Incluso al diluirlo a la cuarta parte, todavia
mantuvo la inhibicion del crecimiento en el hongo Aspergillus niger y en la bacteria Gram
negativa E. coli.

- También fue evidente que los extractos provenientes de nudos mostraban un mayor efecto
biocida, que los extractos provenientes de madera o restos de poda. Este efecto se observd en
especial, en el caso del Pinus halepensis. En este caso, EXHID-1, que proviene de la extraccion de
nudos sin purificar, presentd inhibicidn del crecimiento fungico para todas las especies de hongos
estudiadas, asi como dicha inhibicién se mantuvo a las 120 horas, para hongos. Para bacterias
también mostrd una fuerte inhibicidn del crecimiento de bacterias Gram +, como S. aureus, en
cambio no presentdé ningun efecto en las bacterias E. coli, la cuales son Gram -. También se
observé inhibicidn del crecimiento microbiano, tanto para hongos como para bacterias, en las
muestras EXHID-3-1 (la cual proviene de la purificacion del extracto de nudos de P. halepensis, en
las que el compuesto de interés es el limoneno) y en la muestra EXHID-3-3b diluida en acetona y
analizada con la técnica de difusién en pocillos, la cual proviene de la purificacién del extracto de
nudos de P. halepensis, en las que el compuesto de interés es la pinosilvina. La muestra EXHID-3-
1 dio resultados similares a la muestra EXHID-1, inhibiendo el crecimiento en todos los
microorganismos excepto en la bacteria E. coli. En cambio, EXHID-3-3b dio todavia mejores
resultados, inhibiendo incluso el crecimiento de E. coli, destacando la importancia biocida del
compuesto pinosilvina.

- La otra especie en la que se analizé el extracto de sus nudos fue el Pinus sylvestris, EXHID-13. En
este caso, también se observd efectividad frente a todos los hongos, en especial A. niger, en el
que el halo de inhibicidn fue mas grande. Esta inhibicidn del crecimiento se mantuvo en todos los
hongos igual después de 120h. En cuanto a las bacterias se observé que inhibe el crecimiento de
la bacteria S. aureus (Gram +), en cambio no presenta ningun efecto en las bacterias E. coli (Gram
J).

- Cabe resaltar los resultados obtenidos con la especie Tamarix sp., en la que los estudios
microbiolégicos muestran que el extracto EXHID-11 presenta un considerable halo de inhibicion
frente a las dos especies bacterianas estudiadas, S. aureus (Gram +) y E. coli (Gram -). Estos
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resultados son muy prometedores ya que su efecto bactericida es elevado y consigue ser efectivo
incluso frente a bacterias Gram -, que se consideran mas resistentes por su estructura de
membrana. En cuanto a los hongos, se observé inhibicidn del crecimiento de ambos hongos a las
48h, la cual no se mantuvo a las 120 horas.

- También se observé con el extracto EXHID-8, procedente de ramas y hojas de olivo, que presenta
inhibicidn del crecimiento para una de las especies de bacterias estudiadas, S. aureus (Gram +), y
una de las especies de hongo analizadas, A. niger, tanto a las 48 horas como a las 120 horas. Este
extracto, es pues efectivo para determinadas especies de microorganismos, no presentando
efecto en otros.

- Con el resto de los extractos se obtuvieron resultados mediocres, en los que no se presentaba
inhibicion del crecimiento microbiano, o ésta tan solo aparecia de manera ligera para
determinados microorganismos.

6.2.2 Evaluacién del comportamiento hidréfobo de los bioproductos

En el presente proyecto han sido evaluadas otras propiedades de los extractos de biomasa
agroforestal estudiados en el proyecto AGROFOREF, como, por ejemplo, la capacidad hidréfoba que
pueden aportar a recubrimientos. Pinturas y barnices formulados con extractos agroforestales
pueden llegar a ser una alternativa mds respetuosa medioambientalmente frente a aditivos
sintéticos comunes y extendidos en las formulaciones de recubrimientos actuales.

Fueron evaluadas varias probetas, con una superficie de 9 cm?, impregnadas con los extractos de
residuos biomasicos estudiados. Como soporte se eligié chapa de albura de haya sin tratar. Este
material es clasificado como tipo 1, impregnable, segin la norma UNE EN 350-2:1995, siendo, por
tanto, facil su tratamiento con los diferentes extractos.

Para una mejor manipulacién y aplicacidon sobre el soporte de haya, los extractos se diluyeron en
disolventes acetona, etanol o agua, utilizando el bafio de ultrasonidos para su correcta
homogeneizacidn. Se aplicaron a brocha dos o tres capas, dejando secar minimo 6 horas entre capay
capa, hasta aplicar aproximadamente un total 120 g/m? de extracto seco. Para comparar el
comportamiento que presentan los extractos, las cantidades aplicadas en seco deben ser similares.
La capacidad hidréfoba de los extractos se evalud trascurridos 7 dias de secado a temperatura
ambiente. Se estudiaron todos los extractos obtenidos a excepcién de EXHID-1 y EXHID-2, los cuales
son equivalentes a EXHID-3, es decir, se extrajeron con acetona mediante técnica Soxhlet (ya sea en
montaje tradicional o con el equipo Soxtec™ 8000).

Para evaluar la capacidad hidréfoba, se determind la tension superficial del sustrato, midiendo el
angulo de contacto de una gota de agua desionizada sobre los distintos bio-productos aplicados,
mediante un equipo con cdmara estroboscépica. Para ello, se depositd una gota de agua destilada
sobre la superficie aplicada y se iluminé la gota con luz difusa para producir una imagen de bordes
nitidos. La imagen de la gota se proyectd sobre el objetivo de un microscopio que dispone de un
gonidmetro graduado. El microscopio tiene adaptada una camara de video que permitié reproducir
la imagen sobre un monitor en blanco y negro.
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Los angulos de contacto de la gota de agua sobre los bio-productos aplicados en madera de albura de
haya se recogen en la Tabla 36.

Tabla 36: Tipos de extractos, disolventes empleados para su dilucion y resultados de angulos de contacto medios.

Concentracion  Angulo de

Especie Disolvente contacto de De:ivliacc;on
extracto (%) la gota (°) P
Control - - - - 41,26 8,75
EXLIP-1 P.halepensis Nudos Hexano (*) 83,31 8,11
EXHID-3 P.halepensis Nudos Acetona 18,0 70,19 1,37
R
EXHID-4 P.halepensis amasy Etanol 17,8 82,99 1,76
hojas
EXHID-5 P.pinae Pifas Etanol 18,0 75,24 7,89
EXHID-6 (A) Olea europea Madera Agua miliQ (*) - -
EXHID-6(B) Olea europea Madera Etanol 18,0 38,32 3,10
EXHID-7 Olea europea Madera Acetona 17,8 47,21 8,17
R
EXHID-8 Olea europea am.as y Etanol 18,0 - -
hojas
EXHID-9 Olea europea Ram.as y Acetona 18,0 - -
hojas
EXHID-10 Juniperus Ramasy Etanol 17,8 31,40 7,09
oxycedrus hojas
EXHID-11 Tamarix ssp Ramasy — peua miliq 14,5 ; -
hojas
EXLIP-2 Citrus sp Cascara Hexano 18,0 85,07 6,16
EXHID-12 Citrus sp Céscara Acetona 18,0 - -
EXHID-13 P. sylvestris Nudos Etanol 18,0 64,41 3,24
HTC-1 Citrus sp Cascara - (*) 84,13 3,35
Ramasy
) - * - -
HTC-2 (A) Olea europea hojas (*)

Ramasy

-2 (B
HTC-2 (B) Olea auropea hojas

Agua miliQ 18,0 - -

(*) Extractos en estado liquido, se desconoce su concentracidn exacta. Han sido aplicados tal cual se han obtenido tras
proceso de obtencion.

Tras analizar todos los datos obtenidos en la Tabla 36 se observa lo siguiente:
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- La media del angulo de contacto del sustrato control, sin aplicar, fue de 41,26 + 8,75°,
reduciéndose con el tiempo, siendo la gota de agua absorbida por el soporte de haya. El
recubrimiento EXHID-3 presentd un angulo de contacto medio de 70,19 + 1,37° o,
manteniéndose estable en el tiempo. Una mayor capacidad hidréfoba ha sido observada en el
recubrimiento EXHID-4, con un angulo de contacto medio de 82,99 + 1,76°, permaneciendo
estable sobre el recubrimiento. Respecto al recubrimiento EXHID-5, se obtuvo un angulo de
contacto medio de 75,24 + 7,89°, también estable en el tiempo. El extracto EXHID-6 se aplicd
diluido en agua (A) y diluido en etanol (B). El recubrimiento resultante de EXHID-6 (A), absorbié
por completo la gota de agua no siendo capaz la medicién del angulo de contacto, y en la
aplicacion EXHID-6 (B) el angulo medio de contacto con la gota fue de 38,32 + 3,10°, siendo
también estable sobre el recubrimiento. Se observd una ligera mejora de la capacidad hidréfoba
en el extracto EXHID-7, respecto de los dos recubrimientos anteriores, obteniendo un angulo
medio de 47,21 + 8,17°. Los recubrimientos EXHID-8, EXHID-9, EXHID-11 y EXHID-12 no pudieron
ser evaluados, la gota de agua no quedd perlada, expandiéndose totalmente, no pudiendo
determinar el dngulo de contacto. El recubrimiento EXHID-10 presenté un bajo grado de
hidrofobicidad con un grado de angulo de contacto de 31,40 + 7,09°. Buenos comportamientos
han sido obtenidos en los recubrimientos de EXLIP-1, EXLIP-2 y la muestra HTC-1 obtenida por
técnica de carbonizacion hidrotermal, mayoritariamente compuesta por limoneno, que
presentaron angulos de contacto medios de 83,31 + 8,11°, 85,07 + 6,16° y 84,13 + 3,35°
respectivamente, observando el efecto de gota perlada estable en el tiempo. El extracto EXHID-
13 presentd un angulo de contacto de 64,41 + 3,24°, permaneciendo estable en el tiempo. Este
bioproducto EXHID-13 presentd una menor hidrofobicidad comparativamente con el extracto
EXHID-3, también de nudos, pero de la especie P. halepensis. Por ultimo, se realizaron dos
aplicaciones de la muestra CH-Olivo obtenida por carbonizacién hidrotermal. Una de las
aplicaciones, (A), se realizé con el extracto tal cual se obtiene, el cual presenta una concentracion
en contenido en sdélidos del 3,50% y otra aplicacién, (B), concentrando hasta el 18,0 % para poder
comparar resultados con el resto de aplicaciones. En ambas aplicaciones no pudo determinarse
el angulo de contacto de la gota, ya que es absorbida completamente.

- Tras finalizacion de mediciones, en los recubrimientos EXHID-6 (B), EXHID-7, EXHID-9, EXHID-10,
EXHID-11, EXLIP-2 y HTC-2 (A y B) visualmente se detectd un cambio de coloracién en la parte
ensayada que ha estado en contacto con la gota de agua. Ha habido una alteracion del
recubrimiento, posiblemente debido a una difusion de compuestos polares con elevada
solubilidad en agua desde el recubrimiento hacia la gota de agua, ocasionando una pérdida de
parte del recubrimiento.

- Algunos extractos obtenidos a partir de biomasa de la especie P.halepensis registran una buena
capacidad hidréfoba. Por una parte, el extracto de sustancias lipofilicas de la parte nudosa, EXLIP-
1. Esto puede ser debido, seguramente, a la presencia de sustancias de baja polaridad, extraidas
con disolvente hexano. Y, por otra parte, el extracto de ramas y hojas de sustancias hidrofilas,
EXHID-4.

- El extracto EXLIP-2, que presentd la mayor capacidad hidrofoba entre todos los extractos
evaluados, estd compuesto mayoritariamente por sustancias no polares, extraidas mediante
disolvente hexano por técnica de extraccion sélido-liquido Soxtec™8000. Otro extracto con
mayor capacidad hidréfoba corresponde a la muestra de residuo de la carbonizacién
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hidrotermal, compuesta mayoritariamente de limoneno (HTC-1), este terpeno es una sustancia
no polar. Ambos extractos pertenecen a extractos de residuos de cascara de naranja.

- Los extractos EXHID-3, EXHID-4, EXHID-5, EXLIP-1, EXLIP-2, HTC-1 y EXHID-13 aportaron a la
madera una mejora del comportamiento hidréfobo, aunque no se alcanzaron angulos mayores
de 90°, no pudiendo, por tanto, clasificarlos como superficies hidréfobas.

6.2.3 Evaluacién del comportamiento frente al fuego de los bioproductos

Con los extractos obtenidos procedentes de los diferentes residuos estudiados en el proyecto
AGROFOREF, también se investigd el comportamiento frente al fuego de una determinada seleccion
de éstos. Este estudio se realizé para comprobar, en primer lugar, que la aplicacién futura de estos
productos no empeorara el comportamiento frente al fuego del posible sustrato donde se aplicasen
y, en segundo lugar, para investigar si alguno posee propiedades ignifugas. Estos extractos
seleccionados fueron:

- EXHID-3: extracto sin purificar de nudos de Pinus halepensis mediante equipo Soxtec.
- EXHID-7: extracto de madera seca de Olea europea mediante equipo Soxtec.

- EXHID-11: extracto de restos de poda de Tamarix sp mediante equipo Soxtec.

- HTC-1: extracto de cdscara de naranja mediante carbonizacién hidrotermal (HTC).

De entre todos los bioproductos obtenidos, el extracto EXHID-11 y HTC-1 fueron elegidos por sus
buenos resultados microbioldgicos, asi como también HTC-1 presenté buenos resultados en
hidrofobicidad. Ademas, también se eligieron porque se encontrd informacion en la bibliografia en la
gue se observo cierta resistencia frente al fuego, siendo especialmente de interés su estudio [57]
[58]. Los extractos EXHID-3 y EXHID-7 se evaluaron con el fin de estudiar también el comportamiento
frente al fuego de bioproductos procedentes de especies tan presentes e importantes en la
Comunitat Valenciana, como son el Pinus halepensis y la Olea europaea.

El comportamiento frente al fuego de los bioproductos se evalué mediante el ensayo de cono
calorimétrico (ISO 5660-1:2015+A1:2019) teniendo en cuenta las dimensiones de las probetas. Para
ello, se evalué el comportamiento de las probetas frente a la accidn de niveles controlados de
irradiancia con un ignitor externo. El procedimiento se lleva a cabo mediante la norma ISO 5660-
1:2015. Ensayos de reaccion al fuego. Calor emitido, produccién de humo y pérdida de masa. Parte 1:
Tasa de emisién de calor (método del cono calorimétrico) y tasa de produccion de humos (medida
dinamica).

Las probetas de ensayo deben ser representativas de la muestra ensayada en su uso final. Las
probetas deben ser esencialmente planas, seleccionando en este estudio dos tipos de soporte,
cartulina y madera de albura de haya sin tratar, ambos con una superficie de 100 cm? (10 x 10 cm).
Para una mejor manipulacién y aplicacidn, los extractos se diluyeron empleando disolventes vy el
bafio de ultrasonidos para su correcta homogeneizacién. Se aplicaron a brocha tres capas dejando
secar durante 7 dias a temperatura ambiente para asegurar la evaporacion total del disolvente
empleado en su dilucion.

Normativamente, se necesitan 3 probetas de 100 cm? de lado (cuadradas), con un espesor entre 6 -
50 mm. La cantidad de bioproducto obtenido tras extracciones fue limitante a la hora de preparar las
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probetas, no siendo posible aplicar mas de dos probetas por bioproducto.

Asi pues, como resultados del ensayo, se pueden calcular los siguientes pardmetros, que
proporcionan informacién util dependiendo del objeto de la investigacion del comportamiento frente
al fuego de las probetas.

o Tiempo de ignicidn, ti; (s): es el tiempo al que ocurre la ignicidn de la probeta tras 3 s de llama

sostenida.

e Duracion del ensayo (s): es el tiempo que trascurre desde el tiempo de ignicién hasta el final del
ensayo.

e Heat Release Rate, HRR (kW/m?): es la velocidad a la cual la probeta emite calor por unidad de
area.

® g a s80s (kW/m?): velocidad media de emisidn de calor por unidad de 4rea en el periodo desde el
tig hasta 180 s después.

® g a00s (kW/m?): velocidad media de emisién de calor por unidad de drea en el periodo desde el
tig hasta 300 s después.

e g a,max,MAHRE (kW/m?2): es el valor méximo de emisidn de calor por unidad de area.

e Total Heat Release, THR (MJ/m?): Calor emitido total de la probeta por unidad de drea.

m; (g): masa de la probeta en el tiempo de inflamacién.

ms (g): masa de la probeta al final del ensayo.

Pérdida de masa (g/m?): pérdida de masa total de la probeta por unidad de area.

Tasa media de pérdida de masa (g/m?s): velocidad media de pérdida de masa de la probeta por

unidad de area.

e MLR 10.90 (g/m?s): velocidad media de pérdida de masa de la probeta por unidad de area entre el
10 %y el 90 % de pérdida de masa.

e Sp1(m?/m?): emisidn total de humos por unidad de area durante la fase sin llama.

e Spz(M?/m?2): emisidn total de humos por unidad de drea durante la fase con llama.

e Sp(m2/m?): emision total de humos por unidad de area de la muestra.

En la Tabla 37, se recogen y comparan los datos mas representativos del ensayo de cono
calorimétrico.
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Tabla 37: Resultados del ensayo de reaccion al fuego probetas AGROFOREF.

Muestra HRR THR SA MAHRE Pico HRR e
(kw/m2)  (MJ/m2)  (m2/m?) (kW/m?) (kW/m?)
Control cartulina 9,6 1,6 0 22,3 55,42 31
Control haya 49,5 16,1 32,2 58,3 179,6 160
EXHID-3 cartulina* 16,5 2,5 0 37,6 85,81 31
EXHID-3 haya 56,3 19 100,2 69 174,16 158
EXHID-7 cartulina 32,2 5 0 83,2 220,97 22
EXHID-7 haya 146,5 52,1 106,1 170,2 451,52 193
EXHID-11 cartulina* 20,43 3,6 131,4 44,4 125,00 30
EXHID-11 haya 112,3 38,0 416,5 134,8 374,97 156
HTC-1 cartulina 14,5 2,4 0 31,7 79,56 30
HTC-1 haya 72,1 23,8 90,9 82,8 209,01 173

(*) Fueron invalidadas las probetas EXHID-3_2 CARTULINA por defecto en la probeta y EXHID-11_1 CARTULINA por error
durante el ensayo, y por tanto no se han considerado en el célculo de los valores medios, los resultados de las probetas.

Los soportes controles sin aplicar, cartulina y madera de albura de haya, fueron ensayados con el
objetivo de cuantificar el calor que emiten, para posteriormente, evaluar en qué medida
contribuyeron los extractos aplicados.

Tras finalizar los ensayos y analizar todos los datos obtenidos se observé lo siguiente:

Reproducibilidad del comportamiento de los extractos aplicados independientemente del soporte
empleado.

Se observé que todas las probetas con soporte cartulina, registraron de forma generalizada, una
menor emision de calor por unidad de area (THR). Esto es debido al tipo de soporte, ya que la
cartulina control presenta menores emisiones totales de calor emitido, concretamente 1,6MJ/m?. En
cambio, las probetas cuyo soporte es haya, registraron de forma generalizada mayores emisiones de
calor totales, debido a que el soporte haya control presentd una emisién de calor total a lo largo del
ensayo de 16,1MJ/m?2. Teniendo en cuenta el calor emitido que aporta el tipo de soporte al ensayo,
el % de contribucidn al calor emitido que aportan los extractos aplicados, en ambos soportes va en la
misma linea.

Ningun extracto aporto resistencia frente al fuego. Atendiendo a los resultados de calor emitido total
de la probeta por unidad de area (THR), todas las aplicaciones aportaron en menor o mayor medida
calor emitido durante la combustion de la probeta.

Entre extractos si se observaron diferencias de comportamiento frente al fuego.

El extracto de nudos de P. halepensis EXHID-3, practicamente no contribuyd a una mayor combustion
durante el ensayo, siendo este comportamiento reproducible en ambos soportes.

El bioproducto de madera de olivo EXHID-7 es el extracto que contribuyé en mayor medida a una
mayor combustién, durante el ensayo se registraron mayores valores de calor emitido total, por
tanto, no presenta propiedades ignifugas, sino todo lo contrario, aporta materia combustible.
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El extracto de restos de poda de taray EXHID-11, que segun bibliografia consultada presenta
propiedades de resistencia al fuego, contribuyd con algo de calor emitido total durante el ensayo. Se
observé en ambos soportes una emisién de humos mayor que en el resto de extractos y esto es
comun en los materiales que resisten al fuego. Aun asi, no se detectaron propiedades ignifugas,
posiblemente debido a que, mediante la técnica de extraccién empleada, no hayan sido extraidos los
compuestos que presenten propiedades de resistencia al fuego.

El extracto obtenido por carbonizacidn hidrotermal HTC-1, segun la bibliografia encontrada, presenta
propiedades ignifugas, encontrando en el mercado productos con propiedades de resistencia al
fuego a partir, principalmente, de este terpeno. Se observé que practicamente no contribuye a la
combustién de las probetas. El calor emitido total que aporta durante la combustidn fue muy bajo.
Finalizados los ensayos, no se consiguidé relacionar ninguno de los bioproductos agroforestales con
propiedades ignifugas como tal, pero si la observacion de comportamientos interesantes. Los
extractos EXHID-3 y HTC-1, ambos con importantes propiedades bactericidas e hidréfobas
demostradas, aun siendo materia organica, no contribuyeron a una mayor combustion.
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