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a. Introduccidn y objetivos

En la Comunidad Valenciana existen grandes superficies dedicadas a la agricultura y montes
mediterraneos, donde se presentan acumulaciones vegetales que pueden producir serios
problemas en la conservacion del medio ambiente. La acumulaciéon de residuos, tanto forestales
como agricolas, puede producir plagas, incendios incontrolados y contaminacidon atmosférica
por eliminacidn mediante combustidn de los residuos agricolas.

La parte de estos residuos que se logra recolectar se trata, mayoritariamente, con fines
energéticos, por ejemplo, restos de poda de citricos, olivos y especies de bosques y montes, son
principalmente utilizados para producciéon energética, piensos, etc. Sin embargo, esta gran
cantidad de residuos puede ser una fuente de bioproductos, a través de procesos extractivos
y/o termoquimicos, que pueden, bien sustituir a productos ya existentes en el mercado,
generalmente de origen fésil, bien convertirse en nuevos incorporando funcionalidades
diferentes o mejoradas, adquiriendo asi un valor industrial de mayor interés que el energético.

Es en este contexto donde surgio el proyecto AGROFOREF, en el cual, mediante distintas técnicas
de biorrefinado, se obtuvieron bioproductos que poseian, en especial, propiedades biocidas o
antimicrobianas, con actividad fungicida e incluso bactericida.

El siguiente paso para aprovechar al maximo estos bioproductos con propiedades
antimicrobianas en el sector ha sido mediante el desarrollo del presente proyecto FORESPINT
en el que estos bioproductos extraidos de residuos se han incorporado a recubrimientos para
obtener pinturas y/o barnices con propiedades biocidas.

Estos recubrimientos, por un lado, pueden poseer actividad bactericida y fungicida, con los
beneficios en sanidad que dichos recubrimientos ofrecerian. Por otro lado, utilizar compuestos
biocidas procedentes de plantas y, por tanto, biodegradables y mas seguros para el usuario, que
puedan sustituir a productos generalmente de origen fésil, que suelen requerir de sintesis
guimicas para su obtencion, con lo que el impacto ambiental, incluida la energia embebida,
presentarian una clara mejora. Asi como también contribuirian a la economia circular,
permitiendo reutilizar un residuo abundante en la Comunitat Valenciana cuya acumulacion
presenta grandes inconvenientes.

Es de resefar, por tanto, que el presente proyecto supone un acercamiento a productos puestos
en el mercado, aprovechando el conocimiento generado en un proyecto previo y generando
nuevo conocimiento.

A continuacidn, se describen las tareas realizadas y los resultados obtenidos en los Paquetes de
Trabajo técnicos del proyecto FORESPINT.
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b. Actividades realizadas

1. Caracterizacion de los resultados alcanzados.

1.1 Seleccién de los residuos agroforestales y optimizacién de la obtencion
de los bioproductos.

1.1.1Seleccion de los residuos agroforestales.

De todos los residuos agroforestales estudiados en el proyecto AGROFOREF se
seleccionaron aquellos que su extracto concentrado presentd mayor actividad biocida 'y
fungicida en ensayos de siembra en pocillo en profundidad. Estos residuos fueron
(Figura 1):

. Parte nudosa de Pinus halepensis.
. Restos de poda de Tamarix sp.
. Cascara y restos de Citrus sp.

Figura 1. Residuos agroforestales seleccionados para su uso en el proyecto FORESPINT, nudos de
P.halepensis (izquierda), restos de poda de Tamarix sp (centro) y cdscara de Citrus sp (derecha).

Continuando con la busqueda de posibles residuos biomasicos autéctonos de la
Comunitat Valenciana, ademas de los citados anteriormente, en el proyecto FORESPINT,
se incluyeron otros nuevos. Se seleccionaron las especies romero, aciculas de pino y
residuos sélidos urbanos (RSU) (Figura 2).
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Figura 2. Romero (izqda.), aciculas de pino (centro) y RSU incluidos en el proyecto AFORESPINT.

El motivo de su eleccion fue, por una parte, por su presencia como residuo en cantidades
importantes en la Comunidad, y, por otra parte, por su posible potencial actividad
biocida. La extraccion de estos residuos se realizé mediante la técnica de carbonizacién
hidrotermal, la cual tiene una serie de ventajas con respecto a las incineraciones tipicas,
como la utilizacion de agua en su proceso, se libera energia (es exotérmico) y se utilizan
menos disolventes que con las extracciones cldsicas, mayoritariamente agua.

1.1.2 Optimizacion técnicas de extraccion.

Seleccionados los residuos agroforestales de mayor interés por sus propiedades
biocidas, se procedié a estudiar la posibilidad de optimizar el proceso de extraccion de
estos bioproductos y conseguir un mayor rendimiento, buscando también su facilidad
de obtencién en el posible caso de que se escalase a nivel de escala piloto, o incluso,
industrial. Para ello, la optimizacién del proceso se centrd principalmente en tres
mecanismos/aspectos, cuya finalidad fue estudiar cémo afectan, por una parte, al
rendimiento del extracto bruto obtenido, por otra parte, a la obtencién de las sustancias
quimicas biocidas identificadas mediante ensayos de cromatografia de GS-MS, y
posteriormente también a su comportamiento microbiolégico, verificando que su
eficacia biocida no ha sido alterada. Estos tres mecanismos/aspectos estudiados para
optimizar la obtencién de los bioproductos son los siguientes:

. Pretratamiento de la biomasa (tamano de particula).

. Cambio de la técnica de extraccion del bioproducto (Soxhlet o HTC).

. Modificacién de las variables del proceso de extracciéon (T, t y polaridad del
disolvente).
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1.1.2.1Técnica Sohxlet.

Tamafio de particula

Dentro de los pretratamientos de la biomasa, se estudié la disminucién del tamafio de
particula utilizando un tamiz de 0,5 mm (Figura 3). Este pretratamiento mejord de
manera destacada los rendimientos, ya que permite aumentar de forma considerable la
superficie especifica de contacto con el disolvente organico empleado, asi como la
transferencia de las sustancias quimicas, por lo que es un paso esencial para obtener
extractos con un mayor rendimiento y nimero de sustancias.

Figura 3. Residuo biomdsico de restos de poda de Tamarix sp, antes del pretratamiento de reduccion
de tamaiio de particula (izquierda) y en formato polvo tras realizar pretratamiento (derecha)

Temperatura y naturaleza del disolvente

Las variables que se modificaron dentro del proceso de extraccién fueron
principalmente la temperaturay la naturaleza del disolvente. Ambos casos se estudiaron
con los extractos de taray, en los cuales la extraccion se realizaba con etanol a 260 °C.

La modificacidn de la temperatura consistié en disminuir de 260 °C a 210 °C, ya que se
observé que a 260 °C la ebulliciéon era bastante virulenta. Esta disminucién de la
temperatura aumento el rendimiento en un 2,53%, lo que es aplicable a este caso en
concreto con el fin de aumentar el rendimiento, pero no se puede extrapolar y
considerar que la disminucién de temperatura durante la extraccién aumentard el
rendimiento en otras biomasas con diferentes disolventes.

Debido a que el etanol es un disolvente dificil de evaporar se estudié el cambio a un
disolvente ligeramente mas apolar y con mayor facilidad de eliminacién, como es la
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acetona. En este caso el rendimiento no mejoro, atribuyéndose la pequefia mejora con
respecto al de referencia a que también se disminuyd el tamafio de particula. Es de
suponer que la mayor parte de las sustancias que forman el extracto son mas polares y
por tanto se extraen mejor con disolventes mas afines en polaridad, como el etanol.

Caracterizacion de los extractos optimizados con la técnica Soxhlet

En cuanto a la composicidn de los extractos, en general, el aumento del rendimiento por
disminucion del tamafio de particula conlleva un aumento de las sustancias observadas
por GC-MS. Asi como los productos comunes en ambos cromatogramas (referencia y
optimizados) pueden aparecer en diferentes proporciones que en los de referencia,
mostrando productos que en un caso son mayoritarios y en el de referencia se
encuentran en menores proporciones, y viceversa. No obstante, muchos compuestos
también se encuentran en los cromatogramas de referencia provenientes del proyecto
AGROFOREF, pero con un aumento considerable del nimero de productos, apareciendo
compuestos nuevos con propiedades interesantes.

En cambio, el aumento de rendimiento observado durante la disminucién de la
temperatura de ebullicién en los extractos de taray conlleva una disminucién del
numero de compuestos que aparecen en GC-MS, con respecto al cromatograma de
referencia. Las sustancias que aparecen, en general, coinciden con las obtenidas en el
cromatograma de referencia, aunque las cantidades difieren, asi como también aparece
algun compuesto que no se determina en el cromatograma de referencia.

En el extracto en el que se utilizd6 acetona en lugar de etanol como disolvente de
extraccién, se identificaron un menor nimero de sustancias que en las extracciones
anteriores llevadas a cabo con etanol. Al emplear acetona como disolvente, se extraen
sustancias con una menor polaridad y mayor afinidad por este disolvente. Entre las
sustancias mayoritarias tan solo una (3,5-dimetoxi-4-hidroxibenzenoetanol) coincidié
con otra de las mayoritarias en los extractos obtenidos con etanol como disolvente. El
resto de las sustancias presentes en cantidades importantes no coincidieron con las
extraidas con etanol.

Debido a que la columna utilizada en GC-MS detecta compuestos con un punto de
ebullicidn de hasta 350 °C, se estudio el empleo de una nueva columna modelo HP-5MS
Ul que permitia analizar e identificar compuestos que tienen mayor temperatura de
ebullicion, concretamente hasta 450°C. Este andlisis con la columna HP-5MS Ul se
realizé con el fin de poder identificar compuestos fendlicos que cita la bibliografia, que
presentan temperaturas de ebullicidn mayores, y que con el uso de la columna anterior
no fue posible su identificacion. En el cromatograma resultante se observé que
aparecian sustancias que presentan temperaturas de ebullicion mayores de 300°Cy que
no se identificaban con la columna anterior. Se detectaron numerosas sustancias,
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aungue debido a su elevado nimero y proximidad entre picos fue dificil su identificacion
precisa. No obstante, algunas de estas sustancias se determinaron y se vio que podian
tener propiedades interesantes para el proyecto.

1.1.2.2Técnica HTC.

En cuanto a las extracciones por carbonizacion hidrotermal a escala laboratorio se
concluye que se pueden realizar, pero hay que tener en cuenta que los contenidos en
terpenos de las plantas son bajos en general. Por otro lado, la carbonizacion hidrotermal
hay que llevarla a cabo en un autoclave y esto suele limitar la cantidad maxima de
biomasa a procesar. Ademas, se debe de tener en cuenta que el contenido en el
autoclave suele tener solamente un 20% de materia seca durante el proceso. A
consecuencia, los rendimientos alcanzables son muy bajos, por lo que no resulta una
técnica de extraccion adecuada a pequena escala, no obstante, a mayor escala y con el
objetivo de aprovechar la parte sdlida de hydrochar para otros fines, se podria valorizar
también la parte liquida con el propdsito de reciclar al maximo el residuo.

1.1.2.3Resumen.

En la siguiente tabla se recoge a modo resumen, los rendimientos obtenidos en cada
una de las modificaciones estudiadas en el presente proyecto. De forma generalizada se
ha conseguido con éxito aumentar el rendimiento de los procesos respecto de los
tomados como referencia.
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Tabla 1. Resumen de los rendimientos de extraccion obtenidos en cada uno de los procesos.

£ .
Nombre extracto spe'C|e‘{ Rendimiento extraccién (%)
Descripcion
REFERENCIA EXHID-3 Pinus halepensis / 18,37
Nudos
P.halepensis OP1 22,05
REFERENCIA EXHID-11 5,91
T ,
Taray OP1 amarix sp / 8,44
Restos de poda
Taray OP2 11,00
Taray OP3 6,70
HTC-ROM Romero 0,75%
HTC-PIN Pinus hclvlepenSIS / 0,87%
Aciculas
HTC-RSU-V s SSlid n.d.*
HTC-RSU-VII Residuos Solidos n. d.
Urbanos
HTC-RSU-IX n. d.

*n. d.: no determinado

Se han mejorado los rendimientos de los extractos de Pinus halepensis y taray
disminuyendo el tamano de particula, por lo que dicha disminucién es una optimizacién
de caracter general. Y en el caso del taray, se ha aumentado ademas el rendimiento
disminuyendo la temperatura de extraccién, utilizando etanol como disolvente. La
utilizacién de acetona no mejoré el rendimiento.

Las extracciones por HTC muestran rendimientos bajos y se debe entender su utilizacién
en el caso de realizarlas a mayor escala, con el objetivo de aprovechar la parte sélida de
hydrochar para otros fines, y valorizar también la parte liquida de la biomasa residual.

1.1.3 Purificaciones.

Con la finalidad de obtener extractos de mayor actividad antimicrobiana, se consideré
realizar purificaciones de los bioproductos obtenidos en el apartado anterior de
optimizacidn de los procesos, concretamente se realizaron con el bioproducto Taray
OP2. En este caso se optd por purificaciones que requieren de procesos con etapas
sencillas y poco costosas, para que sea viable su posible escalado industrial. Teniendo
en cuenta estos requisitos se seleccionaron dos procesos de purificacién: filtracién y
extraccién en embudo de decantacion.
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1.1.3.1Filtracion.

La filtracidn dio lugar a un producto sdlido recogido en el papel de filtro y a un producto
filtrado liquido (Figura 4).

Figura 4. Proceso de filtrado de la fraccion son concentrar de Taray OP2.

El filtrado liquido se analizé por GC-MS y se vio que habia menos productos que en el
cromatograma sin purificar, con lo que se comprobd que la técnica purificaba, en cierta
medida, el extracto inicial. También variaban las cantidades de los productos del
cromatograma, asi como aparecian nuevos que no se detectaban en el cromatograma
sin filtrar. La parte sélida no se pudo disolver con lo que no se pudo determinar con
exactitud los compuestos que la conformaban. No obstante, por los datos obtenidos con
el FTIR se vio que seguramente el producto mayoritario fue el 3,5-dimetoxi-4-
hidroxibenzenoetanol, producto mayoritario en el cromatograma sin purificar.

1.1.3.2Extraccion en embudo de decantacion.

En cuanto a la purificacion por extraccion en embudo de decantacion se obtuvo una fase
organica (hexano) y una fase acuosa. Solamente se pudo analizar la fase organica por
GC-MS, ya que la fase acuosa no puede ser caracterizada mediante esta técnica por
presentar grandes cantidades de agua. Los resultados del cromatograma de la fase
organica no mostraron ningun compuesto, por lo que se intuye que no ha tenido lugar
transferencia de compuestos desde la fase acuosa y, por lo tanto, no se consiguid
purificar el extracto.
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1.1.3.3Resumen.

EnlaTabla 2 se recoge a modo resumen, las purificaciones llevadas a cabo en el presente
proyecto.

Tabla 2. Resumen de los extractos purificados.

Referencia extracto purificado Técnica empleada
Taray OP2F Filtracion (liquido)
Taray OP2R Filtracion (sélido)

Lavado con disolvente organico
(fase organica)

Lavado con disolvente organico
(fase acuosa)

Taray OP2-Hx

Taray OP2-Aq

Las purificaciones emplearon técnicas facilmente escalables y de bajo coste, realizando
para cada una su caracterizacién mediante técnicas de cromatografia y espectroscopia,
e identificando las sustancias presentes.

1.2 Incorporacion de los bioproductos a los recubrimientos.

1.2.1 Seleccion de los bioproductos y los recubrimientos.

A partir de los extractos optimizados y los extractos nuevos obtenidos, se escogieron los
gue mejores resultados dieron en cuanto a rendimientos y actividad biocida. En el
presente entregable, el fin de estos extractos seleccionados fue incorporarlos a
recubrimientos y conseguir barnices y pinturas con actividad biocida procedente de
extractos naturales. Con estas consideraciones, se seleccionaron y estudiaron los
siguientes productos:

- Taray OP2

- HTC-1

- EXHID-13

- AP (Acido palmitico)
- AE (Acido elagico)

Asi mismo, se seleccionaron los siguientes recubrimientos para llevar a cabo el estudio:

- P1: pintura blanca de naturaleza acrilica al agua bicomponente
- B1: barniz transparente de emulsién acrilica al agua.
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- B2: barniz ecolégico incoloro en dispersién acuosa de aceite vegetal, goma
xantana, secativos a base de hierro y agua. Las pruebas microbioldgicas previas
determinaron que este barniz ya es antimicrobiano, por lo que no se podria
estudiar este efecto sobre los extractos naturales seleccionados.

- B3: barniz en base disolvente bicomponente, correspondiente a un poliuretano
transparente

1.2.2 Investigacion del proceso de incorporacion de los
bioproductos y aplicacién de los nuevos recubrimientos

A continuacién, se presenta un resumen y evaluacion del trabajo realizado con cada
extracto:

1.2.2.1Taray OP2

De las tres optimizaciones realizadas con el taray, se selecciond la optimizacion Taray
OP2, ya que fue la que mejores rendimientos dio.

De este extracto se realizaron dos purificaciones, estudidndose los productos obtenidos
de la purificacién por filtracion (Taray OP2R (residuo sélido) y Taray OP2F (filtrado
liquido)) para su incorporacién en recubrimientos.

Con el bioproducto Taray OP2F se realizaron dos aplicaciones a diferentes
concentraciones con el barniz B1 y agua como disolvente. De la misma manera con Taray
OP2R se realizaron dos aplicaciones a diferentes concentraciones con el barniz B1, pero
esta vez se tuvo que utilizar etilenglicol como disolvente de este producto sélido.

‘ E - -._f~-_ ~N
\f\ 1 \ - ':. o . . ‘2:
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Figura 5. Mezcla residuo sélido Taray OP2R al 1% y recubrimiento B1.

También se realizaron aplicaciones con el bioproducto Taray OP2 sin purificar. En este
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caso, se dividid en dos bloques, las aplicaciones en las que se utilizd agua como
disolvente y las aplicaciones en las que el disolvente fue etilenglicol.

Las aplicaciones de Taray OP2 disuelto en agua destilada se realizaron disolviendo
previamente el extracto de Taray OP2, con agua destilada en una proporcién 1:4
agitando con ultrasonidos. Se realizaron diferentes formulaciones con distintas
concentraciones del bioproducto con el barniz B1. Los resultados microbioldgicos
obtenidos con el recubrimiento B1 en las muestras anteriores, no eran satisfactorios,
por ello, también se empled el recubrimiento B3, que es un barniz en base disolvente,
para estudiar si habia mejora en sus propiedades microbioldgicas.

LENTTY we 22-2-23

B14.0P2 (2. compot)

50pm

Figura 6. Mezcla recubrimiento B1 y Taray OP2 (disuelto en agua) al 1% sobre la superficie de cartulina de contraste.

Las aplicaciones de Taray OP2 disuelto en etilenglicol se realizaron disolviendo
previamente el extracto con etilenglicol en una proporcion 25% extracto/75% EG y en
todas se utilizod el barniz B1. Como los ensayos microbioldgicos de estas muestras no
ofrecieron resultados microbioldgicos satisfactorios, se pensé que podria ser debido a
gue de alguna manera el biocida no quedara en la superficie, por lo que las bacterias no
entrarian en contacto con esta sustancia. Por ello, se pensd en realizar una aplicacién
en la que la disolucion del Taray OP2 con EG quedase dentro del recubrimiento en la
posicion mas externa posible, de manera que aumentara las posibilidades de contacto
con las bacterias que se depositan en su superficie y asi aumentar a su vez la actividad
antibacteriana. De esta manera, se aplico en espray la disolucién Taray OP2 en EG, una
vez aplicado el recubrimiento. En este caso no se puede calcular el porcentaje exacto de
extracto incluido en el recubrimiento, aplicandose la cantidad que se estimd necesaria
de manera visual e intuitiva.
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Figura 7. Extracto Taray OP2 dispersado en etilenglicol.

1.2.2.2HTC-1

Dado los buenos resultados obtenidos con el extracto proveniente de la carbonizacion
hidrotermal de cdscaras de naranja en el anterior proyecto AGROFOREF, se empled, en
el presente proyecto, el extracto HTC-1 para incorporarlo a recubrimientos. En su
analisis se comprobd que el compuesto mayoritario era limoneno, junto con otros
isbmeros monoterpenos en menor proporcion.

Con este extracto se realizaron varias aplicaciones tanto con la pintura P1 como con el
barniz B1 con diferentes proporciones del bioproducto. En todas ellas, el extracto sélido
HTC-1 se affadid sin disolver, directamente sobre el recubrimiento.

LeNGTY o WS . e 57 WIC seaALTA
(ovuts PegSy. HTC MARMEIA Asgire 5
e

T

Figura 8. Aplicacion del HTC-1 en un 2,5% (izda.) y 5 % (dcha.) con la pintura P1.

Debido a que los resultados microbiolégicos no presentaron resultados satisfactorios,
contrariamente a los buenos resultados que se obtuvieron con el extracto en solitario,
se pensd que podria ser debido a la alta volatilidad de su componente mayoritario, el
limoneno. Con el fin de retenerlos en la superficie aplicada durante mas tiempo, para
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aumentar su actividad biocida y que no se pierda por evaporacion, se decidié
microencapsular el producto HTC-1. Al estar encapsulado la velocidad de liberacién es
menor y por lo tanto su efecto es mas duradero.

El encapsulante fue el chitosan el cual es un biopolimero de origen natural con poder
bactericida, no toxico, de bajo coste, con buena biocompatibilidad y enzimaticamente
biodegradable. Y se seleccionaron dos métodos de encapsulacién, principalmente el
método de coacervacidon compleja, en el cual se utilizé gelatina como segundo polimero
y tripolifosfato de sodio (TTPNa) como entrecruzante. Otro de los métodos utilizados
fue la complejacion simple utilizando maltodextrina y dcido oleico junto al polimero de
chitosan.

H,COH H,C-OH
H H I
(|:—o c—o l\
! .

\OII

\?““ e
e NHG

S

Figura 9. Estructura quimica del chitosdn.

Se siguieron cinco rutas para obtener microparticulas de esencia de limoneno utilizando
chitosdn como polimero principal. En ellas se fueron cambiando condiciones y
componentes en busca de aumentar su eficiencia de encapsulacién. En todas ellas se
utilizdé como método de secado el de atomizacion mediante equipo de secado por
esprayado de la casa comercial BUCHI mini-spray B-290. La seleccién de las cadpsulas se
realizé evaluando los resultados microbiolédgicos, de los cuales se concluyd que las
capsulas gue mejores resultados obtuvieron fueron las obtenidas en la Ruta 2 y secadas
a 170°C, el nuevo producto se nombré como HTC-1-Ruta-2.

Figura 10. Imagen por microscopia electrénica a 5.000x aumentos de las microparticulas resultantes de la Ruta 2 tras
el secado.
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Se realizd una Unica aplicacién de las microcapsulas HTC-1-Ruta-2 al barniz B1 al 15%,
en agua destilada.

1.2.2.3EXHID-13

Debido a que el Pinus halepensis OP1 no presentd resultados satisfactorios contra
bacterias y hongos, se decidié no incorporarlo a los recubrimientos seleccionados. Asi
pues, con el fin de estudiar extractos de pino con actividad biocida, se escogio el extracto
de Pinus sylvestris EXHID-13 para estudiar su incorporacién a los recubrimientos, ya que
dio buenos resultados microbiolégicos en el proyecto AGROFOREF. Ademads, este
extracto es mas facil de obtener que el procedente de los nudos de Pinus halepensis,
porque se extrae directamente de los restos de poda sin tener que separar ninguna
parte.

El extracto EXHID-13 se disolvid en acetona, en proporcion 1:4 y se esprayo el extracto
sobre el barniz B1. Al realizar la aplicacion en espray no se pudo calcular la proporcién
exacta que se afiadid.

Ba 4 Pl v (Aciona)

LRnipAS)
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Figura 11. Probetas para microbiologia de B1 + EXHID-13 en espray para ensayar eficacia contra bacterias.

1.2.2.4AP

Se adquirieron dos compuestos comerciales puros, acido n-hexadecanoico (AP) y acido
eldgico (AE), que estan presentes en los extractos etandlicos de la especie Tamarix sp, y
gue otros estudios, reportan su actividad antimicrobiana. Estos compuestos se
adicionaron a los recubrimientos con el fin de determinar si de manera pura poseian
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mayor actividad biocida que formando parte del extracto.

Figura 12. Frascos adquiridos de dcido palmitico (izqda. )y dcido eldgibo (dcha.).

El acido palmitico (AP) se mezclé en diferentes proporciones a los barnices B1 y B3.
También se probd disolviéndolo con acetona, asi como adicionandolo sdlido sin disolver.
Finalizado el estudio de la incorporacion y compatibilidad del compuesto &cido
palmitico, se selecciond el recubrimiento B3 + AP al 4% (aditivado puro directamente en
el barniz) para su evaluacion del comportamiento microbioldgico. Este recubrimiento
presentd la maxima concentracién de acido palmitico que admite el barniz, B3, al mismo
tiempo que también presentd un aspecto visualmente correcto.

e

C . :
Figura 13. Aspecto mezcla B3A + AP al 4 % tras su fabricacion (arriba izquierda), y pasadas 24 horas (arriba
derecha). Mezcla junto con el catalizador tras su fabricacion (debajo derecha) y pasadas 24 horas (abajo derecha).
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1.2.2.5AE

El dcido elagico (AE) se mezcld en diferentes proporciones al barniz B1 disuelto, en todos
los casos, en agua. Finalizado el estudio de la incorporacion y compatibilidad del
compuesto AE, se seleccioné el recubrimiento B1 + AE al 10% para su evaluacién del
comportamiento microbiolégico. Este recubrimiento presenté una alta concentracién
del compuesto purificado, y aunque alterando el aspecto del barniz original, presenta
una correcta formacién de pelicula.

Figura 14. Aspecto de la aplicacion B1 + AE al 10% himeda (izquierda) y pasadas 24 horas (derecha).

1.2.2.6Sinergias
También se estudid la sinergia e interaccién entre diferentes extractos, con el objetivo

ver si se pueden potenciar los diferentes productos entre si y aumentar sus propiedades
microbioldgicas.

i.  HTC-1-Ruta-2 +Taray OP2
Se realizaron dos mezclas distintas en las que se varié solamente la proporcién de los

bioproductos, los cuales se disolvieron en agua y se afiadieron al barniz B1. La mezcla en
la que los bioproductos estaban en mayor proporcion (7,5%), fue mas dificil de manejar.
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Figura 15. Mezcla de Taray OP2 al 7,5% + HTC-1-Ruta-2 al 7,5% en B1 antes de aplicar en la Leneta.

ii.  EXHID-13 +Taray OP2

Se realizé una mezcla de ambos extractos, disolviendo el EXHID-13 con acetona en una
proporcién 1:4 y el Taray OP2 con agua destilada, en la misma proporcion (1:4). Ambos
se afadieron a partes iguales 50/50 en el barniz B1. Se decidié aplicar esta mezcla
directamente esprayada en el recubrimiento, por lo que no se pudo calcular el
porcentaje final aplicado.

Figura 16. Probetas B1 + Taray OP2 + EXHID-13 en espray para ensayar eficacia contra bacterias.
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iii. ~ AE +HTC-1-Ruta-2

Se realizé un recubrimiento formulado con un 10% de AE y un 1% de cdpsulas de HTC-
1-Ruta-2 disueltos ambos en agua, sobre el barniz acrilico en base acuosa B1.

LENGTY ) Dw ' ™ LENITY ~ Cue 1L AAD e
Forman B+ 0 B Akt e

Figura 17. Aspecto de la aplicacién B1 + AE al 10% + HTC-1-Ruta-2 al 1% humeda (izquierda) y pasadas 24 horas
(derecha).

La mezcla resultante adquirié una mayor viscosidad que la del barniz original B1,
ademas, la mezcla se torné de un color amarronado y presentd aglomerados de
microcdpsulas que forman grumos, dificiles de integrar. La homogeneizacion se realizé
manualmente y no con equipos de dispersién para evitar la rotura temprana de las
microcapsulas.

iv.  Tabla resumen
En la Tabla 3 se muestra el resumen de las aplicaciones realizadas para la obtencién de

las probetas empleadas en los ensayos microbioldgicos contra bacterias y hongos. Las
muestras no seleccionadas para ser ensayadas no se incluyen.
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Tabla 3. Tabla resumen de las aplicaciones realizadas para ensayos contra bacterias y hongos.

Recubrimiento Matriz Bacterias Hongos
P1 Control - X
B1 Control - X X
B3 Control - X
B1 5 % Taray OP2F Agua destilada X
B1 3,46 % Taray OP2R Etilenglicol X
B1 5 % Taray OP2 Agua destilada X
B1 15% Taray OP2 Agua destilada X
B1 10 % Taray OP2 Agua destilada X
B3 10 % Taray OP2 Agua destilada X
B1 5 % Taray OP2 Etilenglicol X
B1 (Espray) Taray OP2 Etilenglicol X
P1 5% HTC-1 - X
B1 5% HTC-1 - X X
B1 10% HTC-1 - X X
B1 20% HTC-1 - X X
B1 15% HTC-1-Ruta-2 Agua destilada X
B1 7,5% HTC-1-Ruta-2 + 7,5% Taray OP2 Agua destilada X
B1 1% HTC-1-Ruta-2 + 14% Taray OP2 Agua destilada X X
B1 (Espray) EXHID-13 Acetona X
B1 (Espray) 50/50 EXHID 13 + Taray OP2 Agjaczt:;lﬁg i X
B1 10% AE Agua destilada X
s it drscament sndssher |
B1 10 % AE + 1% HTC-1-Ruta-2 Agua destilada X
1.2.3 Caracterizacion  fisica y quimica del mejor

recubrimiento

Los mejores resultados microbioldgicos se obtienen con la mezcla B1 + Taray OP2 al 14%
+ HTC-1-Ruta-2 al 1%, por lo tanto, fue la formulacidn seleccionada del proyecto. Con el
objetivo de caracterizar esta nueva formulacién desarrollada, se realizaron los ensayos
detallados a continuacion.
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1.2.3.1Tiempo de secado (UNE-EN ISO 9117-6)

En el caso del recubrimiento B1 de referencia, el tiempo de secado fue de una horay

media. En cambio, para el recubrimiento de B1 + Taray OP2 al 14% + HTC-1-Ruta-2 al
1% fue de una hora.

-
Ay 0P 2 AV, Migp-KmenstD

Figura 18. Probetas tiempo secado recubrimiento B1+ Taray OP2 al 14% + HTC-1-Ruta-2 al 1%.

Segun el tiempo de secado obtenido se considera viable para su aplicacién como
recubrimiento.

1.2.3.2Dureza Persoz (UNE-EN I1SO 1522)

Se observé que el recubrimiento B1 tiene un poco mas tiempo de amortiguacion que B1
+ Taray OP2 al 14% + HTC-1-Ruta-2 al 1%, por lo que se traduce en que la dureza del
recubrimiento B1 comercial es mayor.

1.2.3.3Ensayo de adherencia (UNE-EN ISO 2409:2021)

Tanto el blanco B1 como la mezcla B1 + Taray OP2 al 14% + HTC-1-Ruta-2 al 1%
presentaron buena adhesidén en superficies metalicas, por ello en ambos casos se
clasifican con valor 0 “los bordes de las incisiones son perfectamente lisos”.
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Figura 19. Resultados de esayo de adherencia del blanco B1 y el recubrimiento B1+ Taray OP2 al 14% + HTC-1-
Ruta-2 al 1%.

1.2.3.4Color y brillo

Se registré una notable diferencia de color, respecto del barniz original empleado, B1.
Se observd un oscurecimiento del recubrimiento y un amarilleamiento importante.
Visualmente se detectd un color amarronado, caracteristico del extracto Taray OP2.

En cuanto al brillo, el barniz original presenté un angulo de 51,0°, clasificandose como
barniz satinado. El nuevo recubrimiento antibacteriano registré un angulo de 0,5°
clasificAndose como muy mate. Se registré, por tanto, una pérdida de brillo muy notable.

1.2.3.5Morfologia y microestructura de los recubrimientos

El barniz B1 presenté una pelicula lisa y continua. El nuevo recubrimiento B1+ Taray OP2
al 14% + HTC-1-Ruta-2 al 1%, por el contrario, presentd una pelicula con formacion de
microgrietas, asi como aglomeraciones de microcdpsulas dando lugar a particulas de
mayor tamano que crean cierta rugosidad al tacto.

*

AIDIMME % GENERALITAT  fAcCE Financiado por 2

INSTITUTO TECNOLOGICO VALENCIANA REN 1a Union Europea
N




INFORME

PROYECTOS —

ACRONIMO

?_. e R o |

g o

2 "

KLt Al

Figura 20. Superficie del recubrimiento B1 control a vista de lupa (x40), aplicado sobre sustrato negro (izq. arriba) y

blanco (izq. abajo). Superficie del recubrimiento B1+ Taray OP2 al 14% + HTC-1-Ruta-2 al 1% a vista de lupa (x40),
aplicado sobre sustrato negro (dcha. arriba) y blanco (dcha. abajo).

1.2.3.6Espectroscopia infrarroja

En el andlisis de los espectros FTIR no se identificd ninguna banda que pueda atribuirse
a la formacion de una nueva sustancia, debido a la interaccion de ambos extractos
naturales.

1.2.3.7Rayado con Martindale

Finalizado el ensayo no se observé un rayado en funcion de la curva de Lissajous, como
tal en la superficie del recubrimiento, pero si un desgaste generalizado en toda el area
ensayada en la mezcla B1+ Taray OP2 al 14% + HTC-1-Ruta-2.

Se observd una pérdida total de recubrimiento en algunas zonas de la superficie, asi
como pequeiias particulas de recubrimiento (barniz y extractos naturales) depositadas
sobre la superficie. También se observaron lo que a priori parece, una aglomeracién de
capsulas, sobre el recubrimiento que permanecen ancladas, incluso tras la abrasién del
recubrimiento.
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Figura 21. Ensayo de rayado de la superficie del B1 + Taray OP2 al 14% + HTC-1-Ruta-2 al 1%.

1.2.3.8Resumen

La caracterizacion fisica y mecanica de B1 + Taray OP2 al 14% + HTC-1-Ruta-2 al 1%,
resulté favorable en algunos ensayos. El tiempo de secado fue similar al recubrimiento
comercial B1 y aunque la dureza fue un poco inferior se considerd que es aceptable. En
cuanto a la adhesidn sobre una superficie metalica fue 6ptima y similar a B1.

En cambio, el aspecto estético de B1 + Taray OP2 al 14% + HTC-1-Ruta-2 al 1%, no fue
comparable al comercial B1, el color marrén sin brillo obtenido no fue el deseado. La
homogeneizacion de la superficie tampoco cumplid las expectativas, el recubrimiento
B1 + Taray OP2 al 14% + HTC-1-Ruta-2 al 1%, se desintegrd cuando se realizé el ensayo
de rayado Martindale y en el microscopio se observé una superficie generalmente
agrietada, muy diferente a lo obtenido con el barniz comercial B1.

1.3 Analisis de las propiedades biocidas de los nuevos recubrimientos.
La actividad biocida de los diferentes bioproductos y recubrimientos desarrollados y
aplicados se ha analizado en el marco de este apartado y ha servido de referencia
esencial durante todo el proyecto para poder avanzar hacia los desarrollos con mejores
propiedades biocidas.

1.3.1Resultados microbioldgicos de los bioproductos seleccionados.

A medida que se optimizaron las extracciones de los bioproductos naturales
seleccionados, para obtener los mayores rendimientos posibles, asi como se estudiaron
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nuevos productos, estos se analizaban microbiolégicamente. A continuacién, se
muestran las conclusiones de los resultados microbiolégicos de los bioproductos
seleccionados.

1.3.1.1Taray OP1, Taray OP2 y Taray OP3

Se observo en los resultados de los analisis microbiolégicos de siembra en profundidad
en pocillos o por contacto frente a las bacterias E.coli y S.aureus (MRSA) y los hongos,
qgue el extracto de Taray OP2 disuelto en etanol produjo halo de inhibicidn frente a
ambas bacterias. Los extractos de Taray OP1 y Taray OP3 también dieron lugar a halos
de inhibicion frente a S.aureus, pero no frente a E.coli. En el caso del analisis frente a
hongos, los extractos Taray OP1, Taray OP2 y Taray OP3 tuvieron efecto frente a C.
globossum CECT 2701, P. pinophilum CECT 2911, P. variotii CECT 20213 y T. virens CECT
2460, en el caso del ensayo frente a A. niger solamente tuvieron efecto antifungico
Taray OP1 y Taray OP2. Por lo tanto, Taray OP2 es el extracto de taray de todos los
ensayados que posee determinados compuestos con mayor capacidad de tener un
efecto antimicrobiano frente a ambos tipos de microorganismos.

Figura 22. Placas Petri con discos recubierto de los extractos de Taray OP1, Taray OP2 y Taray OP3 (de izquierda a
derecha).

1.3.1.2P. halepensis OP1

En los analisis microbioldgicos de siembra en profundidad del extracto de P. halepensis
OP1 no se dieron resultados frente a ninguna de las especies ensayadas. Sin embargo,
se intentd mejorar la difusidon en el agar mediante aporte térmico y mediante dilucion
en acetona y ensayado frente a bacterias, obteniéndose muy poca mejora, por lo que se
decidié no ensayar frente a hongos.
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Figura 23. Extracto de P. halepensis OP1 (imagen izquierda) y colocado en una blaca Petri previo a la adicion del
medio de cultivo inoculado (imagen derecha).

1.3.1.3HTC-RSU-V, HTC-RSU-VII, HTC-RSU-IX, HTC-PIN y HTC-ROM

En cuanto a los ensayos de siembra en profundidad con bacterias y hongos realizados
con muestras HTC-RSU-V, HTC-RSU-VII, HTC-RSU-IX, HTC-PIN y HTC-ROM obtenidas por
Carbonizacién Hidrotermal, el producto que mejor funcioné de manera general fue HTC-
RSU-V frente a bacterias siendo este efecto mayor para E.coli respecto los demads, y
menor frente a S.aureus frente al resto de compuestos. HTC-RSU-VII es el bioproducto
que mejor funcioné en el ensayo realizado en discos, sin embargo, no dio lugar a un
contacto suficiente por lo que se descartd este método. HTC-RSU-V, ensayado frente a
los hongos P. variotti CECT 20213, P. pinophillum CECT 2911, T. virens CECT 2460, A.
niger CECT 2700, fue el que mejor efecto antifungico presentd respecto de los otros
compuestos. Finalmente, este grupo de bioproductos se descartaron para utilizar en
aplicaciones de recubrimientos debido al dificil manejo.
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Tabla 4. Resultados visuales tras 3 dias de incubacion a 29 °C del ensayo del extracto HTC-RSU-V frente a las especies
fungicas A. niger CECT 2700, P. variotti CECT 20213, P. pinophillum CECT 2911 y T. virens CECT 2460 realizado mediante
la metodologia de difusion en pocillos en siembra en profundidad.

Extracto

HTC-RSU-V

P. variotti CECT
20213
oy

P. pinophillum
CECT 2911

T. virens CECT

A. niger CECT
2700

1.3.1.4HTC-1-Ruta-1, HTC-1-Ruta-2, HTC-1-Ruta-3, HTC-1-Ruta-4 y
HTC-1-Ruta-5

En los ensayos de siembra en profundidad realizados con las encapsulaciones HTC-1-
Ruta-1, HTC-1-Ruta-2, HTC-1-Ruta-3, HTC-1-Ruta-4 y HTC-1-Ruta-5, se observo que las
encapsulaciones con mayor actividad frente a las bacterias E. coliy S. aureus son las HTC-
1-Ruta-2. Una vez seleccionada esta encapsulaciéon como la mas adecuada, se le
aplicaron diferentes temperaturas de secado de las cuales se obtuvieron tres productos
gue también se analizaron microbiolégicamente para elegir la temperatura que da
mejores resultados. Las temperaturas de secado fueron 130°C, 140°Cy 170°C. De estas
tres la que mayor halo de inhibicién presentaba frente a las dos especies bacterianas
fue la realizada a 170°C.

Figura 24. Resultado visual tras 24 horas de incubacion a 37 °C de la placa con el ensayos HTC-1-Ruta-2 frente a la
especie bacteriana E. coli CECT 516 realizado mediante la metodologia de difusion en pocillos en siembra en

profundidad.
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1.3.1.5APy AE

En el caso del acido palmitico (AP) no se obtuvieron resultados de actividad
antibacteriana frente a ninguna de las bacterias, esto podria deberse a su baja
solubilidad en agua y a que cristaliza a temperatura ambiente.

Se obtuvieron mejores resultados en el caso del acido eldgico (AE) frente a E. coli, dando
lugar a halos de inhibicién de 2, 5 y 4 mm. Sin embargo, no se observaron resultados de
actividad antibacteriana frente a MRSA. A estos productos no se les realizaron analisis
frente a hongos.

Tabla 5. Descripcion y aspecto visual de muestra de dcido palmitico y dcido eldgico, y su dilucion en acetona y agua
respectivamente.

AP disuelto en

AP acetona al 18%

AE disuelto en

AE agua al 27%.

1.3.1.6Concentracion Minima Inhibitoria

El ensayo realizado para evaluar la concentracién minima inhibitoria del extracto de
Taray OP2 frente a E. coli dio lugar a unos resultados de concentracion minima
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inhibitoria del 5%. Por lo que se decidid utilizar una concentracion algo mayor en las
aplicaciones con recubrimientos, ya que se habia ensayado al 5% y no dio lugar a efecto
antibacteriano.

| 3.2mL I | 2mL | | 2mL I 2mL | 2mL I

Figura 25. Distintas concentraciones de Taray OP2 preparadas con MH. Fueron preparadas a partir de la dilucion 25%
de Taray OP2.

1.3.2 Resultados microbioldgicos de los recubrimientos desarrollados y
seleccionados.

Los extractos optimizados y seleccionados se incorporaron a matrices de distintos
recubrimientos con el fin de obtener un recubrimiento final con buenas prestaciones
fisicas y quimicas y que a su vez posea buena actividad biocida. Para guiar el estudio y
saber que desarrollos tenian mas poder biocida, se analizaban microbiolégicamente. En
los siguientes apartados se resumen los resultados obtenidos.
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1.3.2.1Recubrimientos desarrollados frente a bacterias

Los ensayos de los recubrimientos desarrollados frente a bacterias se realizaron segun
la norma ISO 22196:2011. Con ello se vio que las aplicaciones mas eficaces fueron las
preparadas con el Barniz B1 y 1% HTC-1-Ruta-2 + 14% Taray OP2 y B1 con 15% de Taray
OP2 dando lugar a valores de reduccion logaritmica R con efecto antibacteriano fuerte
frente a E.coli (4,1 y 3,4 respectivamente). Sin embargo no se llegd a obtener suficiente
efecto antibacteriano frente a S.aureus MRSA, a pesar de ello se obtuvieron valores altos
de R de 1,68 y 1,2, respectivamente, cercanos al valor en el cual se obtendria efecto
antibacteriano moderado (2). Las aplicaciones 10 % Taray OP2 y 10% AE en B1 también
dieron lugar a valores R con efecto moderado frente a E.coli, aunque no tuvieron efecto
antibacteriano frente a S.aureus MRSA, ya que se obtuvieron valores de R cercanos a 0.

1.3.2.2Recubrimientos desarrollados frente a hongos

Con respecto a los recubrimientos desarrollados frente a hongos, se realizaron dos
metodologias diferentes. La norma UNE-EN 15457:2022 se aplicd a las muestras 5% HTC-
1,10% HTC-1y 20% HTC-1 en B1. Estas muestras se obtuvieron al inicio del proyecto, ya
que provenian del proyecto anterior AGROFOREF, y como primeras muestras se
analizaron a la vez tanto en bacterias como, por dicho método, en hongos. A partir de
estos analisis y para las siguientes muestras que se fueron obteniendo, no se les realizé
el ensayo de hongos, sino que se selecciond la que mejores resultados dio en bacterias,
1% HTC-1-Ruta-2 + 14% Taray OP2 en B1, y se le analizaron los hongos segun la norma
UNE-EN 15457:2022, debido a que con esta norma la muestra se aplica en filtro, lo que
mejora la manejabilidad de las muestras y su ensayo. En todos los casos, los ensayos de
estos recubrimientos desarrollados frente a hongos no dieron buenos resultados por lo
gue se puede concluir que no dan resistencia frente a las especies flngicas ensayadas.
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Tabla 6. Resumen del resultado visual de la muestra inoculada con la mezcla de esporas en la aplicacién B1 + 20%
HTC-1 pasados 26dias de incubacion.

Aplicacion 26 dias de incubacion

—

Bl +20%
HTC-1

c. Resumen y conclusiones

- Se ha conseguido con éxito aumentar el rendimiento de los procesos extractivos
respecto de los tomados como referencia. Se han mejorado los rendimientos de
los extractos de Pinus halepensis y taray disminuyendo el tamafio de particula,
por lo que dicha disminucion es una optimizacién de cardcter general. Y en el
caso del taray, se ha aumentado ademas el rendimiento disminuyendo la
temperatura de extraccién y utilizando etanol como disolvente.

- Las extracciones por HTC muestran rendimientos bajos y se debe entender su
utilizacién en el caso de realizarlas a mayor escala, con el objetivo de aprovechar
la parte sélida de hydrochar para otros fines, y valorizar también la parte liquida
de la biomasa residual.

- Se realizaron purificaciones de los extractos empleando técnicas facilmente
escalables y de bajo coste, realizando para cada una su caracterizacién mediante
técnicas de cromatografia y espectroscopia, e identificando las sustancias
presentes.

- Los bioproductos se analizaron microbiolégicamente y se seleccionaron los que
dieron los mejores resultados para su incorporacién en distintos recubrimientos.

- Se ha observado que cuando los extractos se afiaden a un recubrimiento, la
capacidad biocida de la mezcla extracto-recubrimiento es menor que la del
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extracto solo, como es de esperar al estar en menor concentracién y embebido
dentro del recubrimiento.

- El mejor recubrimiento desarrollado desde el punto de vista microbiolégico fue
el B1 + Taray OP2 al 14% + HTC-1-Ruta-2 al 1%, el cual dio buenos resultados
frente a bacterias. No obstante, frente a hongos la resistencia del recubrimiento
es menor.

- La mayoria de las aplicaciones modifican en especial el aspecto estético final del
recubrimiento. En cuanto a las propiedades fisicas y mecanicas, en el
recubrimiento seleccionado, no se ven demasiado afectadas por la adicién del
bioproducto y mantienen resultados favorables.

Como conclusiones se debe mejorar y optimizar la calidad superficial y el aspecto
estético de las formulaciones realizadas, en general, y en particular a la mezcla elegida
B1+ Taray OP2 al 14% + HTC-1-Ruta-2, ya que la adicidon de estos productos afecta
especialmente a estos aspectos del acabado. Asi como también, se debe aumentar su
resistencia frente a hongos.

Mejorar y optimizar la calidad superficial y aumentar la resistencia frente a hongos seran
los retos por afrontar en préximos proyectos.
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